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真养雷氏菌 !"#$ 菌株镉抗性 "."/ 基因的克隆与表达
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摘 要：利用 IJK 技术从真养雷氏菌（!"#$%&’(" )*%+&,-"）菌株质粒中扩增出 /H"LM 的镉抗性系统结构修饰蛋白的编

码基因 ./.0，然后将其克隆到 NO;P13149,G 载体上，构建重组质粒，经 1.&K!酶切分析和核苷酸序列分析，与 O4>1
Q9>L 中登录的 ./.0 基因序列相似性高达 7$R，显示其具有正确的 ./.0 基因核苷酸序列，并利用 N;312#9（ S ）%4D-&T
在 1 ( .&#( QU"/ 中进行了成功表达。为进一步研究微生物抗镉机理及构建耐镉基因工程菌提供重要的基础资料。
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自从 )>>4 W*<<4T, 发现抗汞细菌能够使 X+# 以

单原子的形式将汞挥发掉以后［/］，关于细菌质粒对

毒性无机阳离子和阴离子的抗性研究即已开始。研

究表明，许多细菌具有对毒性重金属离子的抗性质

粒编码系统，基于对其抗性的分子基因及环境行为

的了解，近年的研究已取得很大进展，抗性基因工程

菌的构建也已萌芽［"］。目前国外研究已经揭示，OE

细菌镉抗性决定子是一个编码 ! 个蛋白的 ./.0Q)Y
操纵子，符合多蛋白化学渗透假说。但对于该基因

的功能，研究者们尚无一致看法，以镉为目的物的

抗性基因工程菌的研究也尚未开始［2 Z 6］。本实验室

从长期受 JC 处理的土壤中分离到一细菌———真养

雷氏菌（!"#$%&’(" )*%+&,-"）Y[J/ 菌株，对镉具有很

强的抗性，可在含镉 26#<+\U 的培养基上生长，大大

高于普通菌株对镉的耐受性，研究发现这一菌株的

重金属抗性机制与 OE 细菌的重金属抗性机制相

同［5］。抗性基因及其表达产物的获得将大大推动微

生物对重金属抗性机理的研究。

本文报道对一株抗镉菌株 !"#$%&’(" )*%+&,-" 的

镉抗性系统中结构修饰蛋白的编码基因 ./.0 的克

隆，得到了与镉底物专一性有关的 ./.0 基因，并使

其在大肠杆菌（ 1$.-)+(.-(" .&#(）QU"/ 中得到表达。

这在国内尚未见相关报道，结果可为进一步阐明细

菌抗镉机理，进而构建耐镉基因工程菌，高效净化环

境重金属污染提供重要理论基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 样品来源：供试菌株为从长期镉处理浙江华

家池 黄 松 田 稻 田 土 中 筛 选 分 离 到 的 一 株 可 在 含

26#<+\U JCJ’" 的培养基上生长的抗镉菌株，菌株命

名为 Y[J/。该菌经 /5W TY.) 同源性分析、Q]^U^O1
O. 以及（O S J）<&’R 分析鉴定为 !"#$%&’(" )*%+&2
,-"。

$%$%& 试剂：NO;P13 ;9,G %4D-&T ,G,-4< ] 试剂盒购

自 IT&<4+9 公司，N;312#9（ S ）%4D-&T、1 ( .&#( QU"/ 菌

株购自 ]>_=-T&+4> 公司，3! Y.) 连接酶、限制性内切

酶 3-&!、4,’!购自上海生工生物技术服务有限公

司；一抗自制，二抗碱磷酶标记鼠抗兔 ]+O 购自 %4D1
-&T 公司；其它常规试剂均为国产或进口分析纯。

$%& 质粒提取和检测

质粒 Y.) 的分离和纯化采用碱裂解法［0］。质

粒的消除：取 /<U 活化过夜的菌液移入到 !<U 新鲜

UQ 培养基中，用下列 2 种方法处理：（/）!2‘ "#?；

（"）培养基中含 "#<+\U WYW 2#‘ "!?；（2）培养基中

含 "# <+\U WYW !2‘ "!?。将处理后的培养液稀释

并涂 UQ 平板，2#‘培养过夜。将其生长的菌落影印

到含 "##<+\U JC" S 的 UQ 平板上，2#‘培养 "!? 观察

结果。并对两种平板上单菌落进行质粒检测［$］。用

经电泳纯化的质粒 Y.) 以感受态 1 ( .&#( 作受体菌



进行转化；取转化液涂于含 !""#$%#& ’(! ) 的 &* 平

板上 +",培养 !-. 观察结果，纯化质粒 /01。

!"# 以质粒为模板的 $%& 扩增

!"#"! 引物的设计及合成：参考 234*546 上已登录

的 来 源 于 的 !"!# 基 因 序 列（1773889:4 分 别 为

;!<"=+、><=+"?、>@A-?B@），下载后输入“CDE$: /01 F
G01 HI9#3I 145DJ898 K:LEM5I3”程序中进行引物设计。

经计 算 机 处 理 及 筛 选，确 定：上 游 引 物 为 ?NO
2P’P’21212P2P2’’’2P’PP’’’11O+N（含 $%&!酶

切位点）；下游引物为 ?NO21P1’’1P’21P’2 Q（’%P）

PP’P2221’2PO+N（含 ’()!酶切位点）。

引物由上海 K54$:4 合成。合成的引物经 H12R
纯化后使用。

!"#"’ H’G 扩增：H’G 扩增参照文献［@，B"］并加以

改进。扩 增 反 应 体 积 ?""&
［BB］：B" S H’G 缓 冲 液

?"&，;$’D!（!?##:D%&）-"&，(0PH +"&，上、下游引物

各 B"&，模板 /01 B"&，*+, 酶（B""""T%#&）"U?"&，

重蒸水 +-U?"&。反应条件：@?, !#94；@-, B#94，

<", B#94，=!, B#94，+? 个循环，H’G 反应在 HP’O
!"" 型热循环仪上进行。反应结束后取 ?"& 反应液

BV琼脂糖凝胶电泳检测。

!"#"# H’G 产物回收：将 H’G 产物溶于 -"""& 无菌

水中，加入等体积的酚到离心管中，迅速颠倒混匀，

B!"""I%#94 离心 B"#94；取上清液，加入 B W B 的酚 W氯
仿（X%X），B!"""I%#94 离心 B"#94；上清液中加入 B W B

（X%X）的 氯 仿 W 异 戊 醇（!- W B），B!"""I%#94 离 心

B"#94；取上清液，加入 B%B" 体积的 +#:D%& 0517（YZ
?U!）和 ! 倍体积的 @?V乙醇混匀，于 [ !",沉淀过

夜；B!"""I%#94 离心 B"#94，沉淀加入 ?"""& ="V乙

醇洗一次，沉淀于室温干燥 !"#94，溶于 !""& 水中，

[ !",保存。

!"( )*+ 限制性酶切、连接和转化

回收的 H’G 产物及 Y2R;OP R58J 分别用 $%&!
和 ’()!酶切。P- /01 连接酶 -,连接 !-.，连接

产物转化感受态细胞，具体操作详见文献［=］。通过

质粒 /01 的提取以鉴定重组子。

!", 核酸序列的测定和分析

核酸序列的测定采用 K54$3I 双脱氧链中止法，

使用 ;3$5\583 B""" 83]^3473I 测序仪。核酸序列的

翻译采用 /018E5I 软件包中的 R(9E83] 软件进行，氨

基酸序列同源性分析采用 ’D^8E5D _（BUA）进行。

!"- !"!# 基因的表达

对得到的阳性克隆子进行质粒抽提，用 ’()!
和 $%&!对所得重组质粒及表达载体 YRPO+"5（ ) ）

X37E:I 进行双酶切，电泳检测。经连接、转化后在含

卡那霉素（‘54）的 &* 平板上利用卡那霉素抗性进

行筛选挑斑，利用 H’G 扩增及双酶切双重鉴定。

分别取表达产物和等量的阴性对照进行 B!V
K/KOH12R 检测，经电转法将其移到 0’ 膜上，进行

_38E3I4 \D:E 鉴定［A］，蛋白质 ;5I63I 经丽春红染色。

’ 结果和讨论

’"! ).%! 菌株的质粒检测

为对该菌株进行抗镉基因的初步定位，进行了

该菌株质粒 /01 的分离和纯化、质粒的消除及转化

研究。结果表明，该菌株含有质粒，使用 + 种不同方

法处理菌株后对其进行质粒检测，发现单纯高温处

理不 能 使 抗 性 消 失，但 培 养 基 中 含 !""$%#& K/K
+", !-. 或含 !""$%#& K/K -+, !-. 处理均可以使

抗性消失。对抗性消失的菌株进行质粒检测结果表

明，质 粒 已 被 消 除。 转 化 结 果 显 示，经 转 化 的

- a !&./菌株表现出对 ’( 的抗性，可以在含 !""#$%&
’(! ) 的 &* 平板上生长，由此可见抗性基因定位于

质粒上［B!］。

’"’ 目的基因的 $%& 扩增结果

以 0+.12&)/+ 3425&(%+ /‘’B 菌株的质粒 /01 为

模板，扩增得到一大小约为 B!""\Y 的特异性条带，

与设计引物之间的区域大小基本一致，达到引物设

计的预期目的。

’"# 基因克隆

菌株总 /01 经限制性酶切后与质粒连接，转化

- a !&./ *&!B，经 !，+O二羟基联O乙醚喷雾后，挑取白

斑作为转化子。提取转化子质粒 /01，用 $%&!和

’()!进行双酶切检测克隆片段，琼脂糖电泳得到

+6\ 和 BU!6\ 左右的两条片段（图 B），分别对应于克

隆载体和目的基因。

图 ! 重组质粒的酶切鉴定

b9$aB /9$38E9:4 :L I37:#\9454E YD58#9( \J $%&! 54( ’()!
B aG37:#\9454E YD58#9(；! a G37:#\9454E YD58#9( \J $%&! 54( ’()
!；+a ;5I63I a

’"( 序列测定

测序结果在 234*546 中登录号为 1Q?<+"+@，分
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析结 果 表 明，该 基 因 的 完 整 序 列 全 长 !!"#$%，

（& ’ (）)*+,含量为 -!.#,，编码 #"/ 个氨基酸残

基。将该基因序列与 011%22：3334 56$7 4 5+)4 570 4 8*9
网站数据库中已收录的相关菌株 !"!# 基因序列进

行比对分析发现，不同菌株间 !"!# 基因差异较小，

与 $%&’()*+% :%4 (;#< !"!, 和 -&!%&+./*/’ :%4 的同源

性分别高达 ==,，与 $%&’()*+% 0/(%&&+123%*’ >?@1 #!A
也具有 "A,的同源性，是一较为保守的序列［!# B !C］。

!"# 重组菌株的全细胞蛋白电泳检测和蛋白质印

迹鉴定

分别将含有重组质粒（连有目的基因）及不携带

质粒的表达宿主菌株 4 4 !)&+ DEF! 过夜培养并经

GHI& 诱导后，进行全细胞蛋白电泳的检测。结果发

现，与含有空质粒的表达宿主菌相比，连接有目的基

因的重组菌株的全细胞蛋白电泳图谱中，在 #-JK 附

近有一非常明显的特异性蛋白条带（图 FLM）。蛋白

质印迹（图 FLD）显示表达样品同样在 #-JK 的相应

位置，其分子量大小与理论预测值 #-.CFJK 相符，表

明 !"!# 基因已在 4 4 !)&+ 中得到成功表达。

图 ! !"!# 蛋白在 $ $ !%&’ %&!’ 中表达产物的 ()(*+,-.
检测及蛋白质印迹鉴定

N784F OKOLHM&P（M）Q5R S?:1?T5 $+*1（D）Q5Q+U:7: *V !"!# %T*1?75 ?WL
%T?::?R 75 4 4 !)&+ DEF!
X4 X*+?6@+QT )Q:: )QTJ?T；! 4 I*1Q+ %T*1?75 :Q)%+? ?W%T?::?R 75 4 4 !)&+
DEF!；F 4 Y?8Q179? 6*51T*+ 3710*@1 !"!# 8?5? 75:?T1?R4

/ 结论

镉是环境中一种广泛存在的重要重金属污染

物，镉与多数重金属和放射性元素一样，需要从污染

的环境中加以去除才能使污染环境得以修复。利用

生物工程的手段进行改造和培养，赋予生物特别是

重金属以超积累能力，具有很好的研究与应用前

景［!-］。$%&’()*+% /2(3)56% 菌镉抗性系统结构修饰蛋

白的编码基因 !"!# 的克隆，并使其在大肠菌中表

达，将有助于对菌株抗性机制的进一步研究以及抗

性基因的精确定位，并对了解细菌的重金属抗性遗

传机制，进而构建重金属抗性基因工程菌，进行重金

属污染的生物治理具有重要意义。
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