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耐盐及苯乙酸、甲基对硫磷降解基因工程菌的构建

刘 智 洪 青 徐剑宏 张国顺 李顺鹏"

（南京农业大学生命科学学院 农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 南京 $&%%9#）

摘 要：L&（!"#$%$&"’ @A*）是一株耐高盐浓度（&2M 1;N)，(O)）和降解苯乙酸的菌株，AP7"
质粒为 AQN&9 插入甲基对硫磷水解酶基因（%*+ 基因）构建而成。采用 !,&F!酶切，获得含

有完整 %*+ 基因片段，克隆到广宿主质粒 AR7$"% 和 A66S&85NT$ 上，构建成质粒 AR785U 和

A66S85U。通过三亲杂交，在辅助质粒 ASR$%&" 的帮助下，将质粒 AR785U 和 A66S85U 转移到

L& 中，得到的工程菌 L8AR785U 和 L8A66S85U 具有耐盐、降解苯乙酸和水解甲基对硫磷的功

能，其中 L8A66S85U 水解酶活性与亲本菌株甲基对硫磷降解菌（-’./+$%$&"’ */0,+"）PVV8=! 相

当，而 L8AR785U 水解酶活性要提高 & 倍左右。经过传代试验，证明了工程菌的稳定性。
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含盐废水是指含有高浓度溶解性无机盐的废水，包括生活废水和含盐工业废水，主要

来源有海水应用于工农业生产和生活所带来的含盐废水［&］，以及一些工业行业特别是化

工行业排放大量的含盐量极高的含盐工业废水［$］，例如，苯乙酸生产污水中含盐量可达

$%M X $!M，农药杀虫双生产污水（蒸胺段）含盐量可达 3M X &!M。上述废水中一般还含

有大量的难降解或有毒有机物，包括顽抗性化合物（S/,;),?-0;C,/），如纤维素、石油、多聚

物等，和生物异源性物质（Y/C(.?(-?,@），如苯环类物质、农药（杀虫剂、除草剂）、卤代芳烃，

多环芳烃等。这些物质有很多是致癌和致畸物质，且在环境中持久性长，如不经处理就排

放到环境中，将直接危害到陆生和水生生态系统，通过生物链的富集作用，积累在生物体

中，威胁人类健康。

生物处理是消除工业废水中有机污染物的最主要和最有效的方法之一，采用基因工

程的方法，将具有抗性的菌株和具有降解性状的菌株进行遗传重组，人为创造出既耐各种

逆境，又能高效降解有机污染物的基因工程菌，将是解决这类废水的一种行之有效的方

法。

近年来国内外许多研究人员都致力于环境微生物基因工程菌构建方面的研究，如

TI;0(C 等［"］将来源于黄杆菌（1#"2$3"40.5,/% @A*）47NN$G##& 的 $*+ 基因（对硫磷水解酶基

因）片段插入到质粒 AZ[G%$ 的 67#"位点，导入链霉菌（ 805.*0$%94.’ #,2,+"&’）中，得到了稳

定产生对硫磷水解酶的转化菌株，该菌株生产的水解酶已经在农药厂废水处理中得到了



应用［!］。国内李尔炀等［"］通过转化育种的方式构建出降解性工程菌 #$%&’，能够同时降

解苯甲酸、萘、甲醇和乙二醇 ! 种碳源。王永杰等［(］通过原生质体转化获得了能同时降解

甲胺磷、敌敌畏、对硫磷和乐果的转化工程菌 )&*+。其中最为著名的是 ’,-" 年，./0120&
30245等［-］将 .6%、7.#、869、#7: 质粒通过接合转移，转移到一株 !"#$%&’&()" ;<=中，得到

能降解多种碳氢化合物的“超级菌”，它在几小时内可将原油中 (>?的烃类分解。这也是

美国专利局第一个批准的基因工程菌专利。

本文采用基因工程方法，将水解甲基对硫磷的基因转移到耐盐苯乙酸降解菌中，构建

出能降解多种生物异源性物质并且耐受高浓度盐份的基因工程菌。该工程菌的获得，不

但可以应用于高盐工业废水的微生物处理，而且，对于高盐土壤中农药残留的微生物修复

具有重要的理论和实践意义。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

菌株 @::&’ 为一株能完全矿化甲基对硫磷（%A4/5B *0204/CDE，%*）的恶臭假单胞菌

（!"#$%&’&()" *$+,%)）［F］，菌株 @::&$! 是 @::&’ 的突变菌株，降解 %* 能力提高。菌株 9’
是一株能耐高盐和降解苯乙酸的盐单胞菌（-).&’&()" ;<=），由本实验室分离。/"01#2,01,)
0&., G@F>H（<IJK>’H）具有染色体编码的链霉素抗性（L422）和质粒编码的卡那霉素抗性

（JM2），是一株辅助转移菌株。表 ’ 为本研究所用质粒。

表 ! 本研究所用质粒的基本特性

#03BA ’ N0;CO O/020O4A2C;4CO; DP <B0;MCQ; R;AQ CE 4/C; 2;A02O/

*B0;MCQ ./20O4A2C;4CO; LDR2OA

<@#H 6%*2，<S.’, T ’*% UAEA P20UMAE4 :03D24025 ;4DO1

<NNI’&%.LK J0E2，32D0Q /D;4 VAO4D2 *2DVCQAQ 35 @2 = )RE +/R

<J#HK> J0E2，L422，32D0Q /D;4 VAO4D2 :03D24025 ;4DO1

<I#K>’H J0E2，/AB< <B0;MCQ :03D24025 ;4DO1

<J#&%*&10E J0E2，<J#KH> T ’*% UAEA #/C; ;4RQ5

<J#&%*&L42 L422，<J#KH> T ’*% UAEA #/C; ;4RQ5

<NNI&%* J0E2，<NNI’&%.LK T ’*% UAEA #/C; ;4RQ5

!"# 菌株抗生素抗性试验

将 >W’M: 过夜培养好的菌液加到融化的 :N 固体培养基中，倒平板，待平板凝固后，

点接抗生素纸片，培养过夜，观察有无抑菌圈出现。以大肠杆菌 @9"!为阴性对照。

!"$ 耐盐性能测定

在葡萄糖铵盐培养基［F］中，添加一定浓度的 80.B，接种菌株，采用比浊法［,］测定菌体

生长情况。

!"% 降解性能测定

在基础盐培养基［F］中添加一定浓度的底物（苯乙酸），定时取样，’>>>>2XMCE，离心
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!"#$%，取上清紫外扫描（&’()"!），考察苯乙酸吸收峰（(*"%#）变化情况。

!"# 广宿主载体的构建

!"#+!酶切质粒 ,-./ 和载体 ,0012345(，分别回收完整的 $%& 片段以及线形载体

,0012345(，对后者进行脱磷处理后，酶连构建质粒 ,001236；’()1"酶切载体 ,7.(/"，

回收线形载体，并补平、脱磷，同样对获得的 $%& 片段进行补平和脱磷处理，酶连构建质

粒 ,7.236。构建好的质粒转化入大肠杆菌 -89#中，7# 抗性筛选，结合 36 水解和质粒

大小进行验证。限制性内切酶和 -:; <=>?#@%A 回收试剂盒均购自 .>7>1> 公司，质粒提取和

纯化试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司，按产品说明操作并参考文献［!"］。

!"$ 三亲杂交

受体菌、供体菌及辅助转移菌分别于 /#B 含相应抗生素的 B0 培养基中培养过夜，按

!C( C! 的比例混合后离心，用生理盐水洗涤菌体沉淀，重悬于 !""$B 生理盐水，将菌悬液

全部涂到铺在 B0 平板的无菌滤膜上，培养 !(D，刮取菌体作适当稀释后，涂布相应选择性

平板，培养后挑取接合子，验证性状。

!"% 工程菌降解性能稳定性测定

将工程菌分别在抗性平板和 B0 平板上传代，验证每一代的性能，并将保存在抗性平

板上的传代菌种（传代 " 次、第 !" 次、第 (" 次和第 /" 次），于实验室条件下小规模发酵试

验，E=@%FD ,=@GG 压榨破碎细胞悬液，制备粗酶液，测定工程菌甲基对硫磷水解酶酶活，酶

活测定参照文献［H］。

& 结果

&"! 耐盐苯乙酸降解菌 ’! 特性

耐盐苯乙酸降解菌为盐单胞菌，能耐受 !IJ#KLMB 左右的氯化钠浓度（图 !），具有氨苄

青霉素抗性（;#,=）和 5A= 抗性，对 7>% 敏感，能高效降解苯乙酸（图 (）。

图 ! 蓝单胞菌 ’! 的耐盐情况

E$?N! 5>LA AKL@=>%F@ K< !*+)$)#*, G,N 8!

图 & 蓝单胞菌 ’!降解苯乙酸紫外扫描图谱

E$?N( -@?=>+>A$K% K< ,D@%OL>F@A$F >F$+

PO !*+)$)#*, G,N 8!

;，0，4，-，Q >%+ E =@,=@G@%A AD@

G$R FS=T@G <=K# AK, AK PKAAK#N
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!"! 载体构建

通过鸟枪法已从甲基对硫磷降解菌

!""#$% 中克隆到甲基对硫磷水解酶基

因 （ &’()*(+ *,,’--./( (012’3：
4567899:）。;!<: 即为含有 => 水解酶

的质粒，通过 !"#?!酶切 ;!<:，获得能

够自 主 表 达 的 $%& 基 因 片 段（7+2 左

右）。由于受体菌株为我们分离得到的

野生菌株，基因背景不清楚，为保证 $%&
基因在该宿主中的稳定存在和表达，选

择了两种广宿主载体 ;@<7:6 和 ;))AB#
=CD7。通 过 载 体 构 建，获 得 重 组 质 粒

;@<#=> 和 ;))A#=>（图 :）。

图 # 广宿主质粒 $%&’() 和 $**+’() 电泳图谱

E.FG: $H’,I3/;J/3’-.- ;3/K.H’ /K 23/*? J/-I ;H*-1.?

;@<#=> *(? ;))A#=>

BG ;@<7:6；7L;@<#=>；:L;))AB#=CD7；%L;))A#=>；

ML $%& F’(’ K3*F1’(I；NG"!O4P!"#?! G

!"# 具有耐盐、苯乙酸降解和水解 () 功能的基因工程菌的构建

通过三亲杂交，将 ;@<#=> 和 ;))A#=> 接合转移到受体菌 QB 中，采用碱裂解法，提

取工程菌质粒。电泳图谱（图 %）显示，工程菌中出现明显的质粒条带，位置与构建的质粒

相同，证实了基因工程菌的成功构建。

分别点种于高盐（B1/HP" O*CH）R => 农药的 ") 培养基以及只添加 => 农药的 ") 培

养基上，验证基因工程菌的功能，结果如图 M 所示。

平板上出现黄色的水解圈，表明培养基中添加的 => 农药被分解产生黄色的对硝基

苯酚。两个基因工程菌都同时具有耐盐和降解甲基对硫磷的功能，而耐盐苯乙酸降解菌

QB 因不能分泌甲基对硫磷水解酶，不出现水解圈，在高盐 ")=> 平板上，!""#$% 由于不能

耐受高盐，没有生长，也没有形成水解圈（图 M 左图）。而基因工程菌在两种条件下都生长

良好，同时产生水解酶。实验还同时验证了工程菌的其他功能，例如降解苯乙酸和耐盐特

性等，发现带有外源质粒的工程菌没有丢失亲本菌株 QB 的功能。

图 , 工程菌 -’$%&’() 和 -’$**+’()
质粒电泳图谱

E.FG% $H’,I3/;J/3’-.- /K &$= Q#;@<#=>

*(? Q#;))A#=>

BG"!O4P!"#?!；7LQ#;))A#=>；:L;))A#=>；

%LQ#;@<#=>；ML;@<#=>G

图 . 基因工程菌 -’$%&’() 和 -’$**+’()
在 /*() 和高盐 /*() 上的生长

E.FGM &$= Q#;@<#=> *(? Q#;))A#=> F3/S.(F /(

") R => S.IJ /3 S.IJ/0I J.FJ -*HI

"’KI：=> R ") R O*CH（B1/HP"）；A.FJI：") R =>G
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!"# 工程菌的稳定性试验

分别在 !" # $% 平板和 $% 平板上传代工程菌，考察降解性状的稳定性。发现 $% 平

图 $ 不同代次的工程菌 %&’()&*+ 和

%&’,,-&*+ 的 *+ 水解酶酶活力情况

&’()* +, -./012134 567’8’7. 19 :;+ <=>!?=+,

5@/ <=>%%A=+,

板上传代时，工程菌 <=>!?=+, 传代 BC 次（CDE
代），性能丢失，而工程菌 <=>%%A=+, 传代 BF 次

（GDE 代），才发生 +, 水解性能丢失的现象。而

在 !" # $% 平板上传代时，没有发生性能丢失现

象。取 !" # $% 平板传 E、BE、CE、HE 代次的菌株，

进行小量发酵实验，培养 B*-，收集菌体，测定 +,
水解酶酶活（图 *）。结果表明，<=>!?=+, 传代 CE
次（DEE 代）左右，甲基对硫磷水解酶酶活基本保

持稳定，但在 HE 次（IDE 代）后，酶活明显下降。

<=>%%A=+, 在传代过程中 +, 水解酶酶活基本保

持稳定。转接 E 代时，<=>%%A=+, 产生的甲基对

硫磷水解酶酶活与出发菌株 J$$=;G 相差不大，

<=>!?=+, 则具有较高的酶活，比出发菌株提高 B
倍左右。

. 讨论

采用基因工程技术可以定向构建工程菌，高效

净化这类污染物，美国科学家在 FE 年代末提出要毫不犹豫地实现将基因工程菌引入污染

治理领域内，这一领域已经成为当今环境生物技术的研究热点，对降解基因进行克隆和表

达，构建工程菌，可以有效的拓宽降解谱，提高降解菌的降解能力。基因工程菌的构建过

程中，最常见的问题是外源基因能不能在宿主中稳定地存在，以及能不能表现出活性，这

一点对于基因工程菌的安全性也尤为重要。本研究采用广宿主质粒 >!?CHE 和 >%%A=
+KLC 作为载体，这两种载体都能够在根瘤菌、假单胞菌、黄杆菌等中稳定存在。本文研究

表明，这两种载体在盐单胞菌中也能够保持稳定，在不添加抗生素压力的 $% 平板传代，

<=>!?=+, 能传代 BC 次，而 <=>%%A=+, 能传代 BF 次。在抗性平板上传代时，发现 <=>!?=
+, 传代 HE 次（GDE 代）左右，酶活明显下降，可能是长期传代导致菌体活性下降引起的。

本研究利用 !"# 基因自主的表达系统在宿主菌 <B 中进行 +, 水解酶的表达，成功地实现

了 !"# 基因的异体表达，表明该 !"# 基因的表达系统具有一定的通用性。研究还发现

<=>%%A=+, 产生的甲基对硫磷水解酶酶活与出发菌株 J$$=;G 相差不大，而 <=>!?=+, 则

具有较高的酶活，比出发菌株提高一倍左右，这与外源质粒在 <B 中的拷贝数有关。值得

注意的是，具有较高 +, 水解酶活力的工程菌 <=>!?=+, 稳定性较差，这可能与外源基因

的大量表达对宿主菌生理活性造成影响有关。下一步的工作将围绕如何改进工程菌的稳

定性和提高 +, 水解酶活力开展，为尽快将该工程菌应用于工农业生产奠定基础。
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