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对硫磷的趋化性及原位降解的影响
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摘 要：!"#$%&’&()" *$+,%) GHH4’ 是一株甲基对硫磷（IJ）高效降解菌株，同时对 IJ 具有趋化性。 -.#/ 基因是菌株

趋化信号转导过程中负责编码组氨酸激酶的基因，为了研究菌株趋化性在农药原位降解中的作用，通过基因打靶

的方式使 ! > *$+,%) GHH4’ 染色体上单拷贝的 -.#/ 基因失活，成功地获得了 IJ 的趋化突变株 ! > *$+,%) GKL，突变

株与野生菌株生长能力没有显著差异。通过土壤盆钵试验（IJ 浓度为 5%8M/NM），发现在灭菌与未灭菌土壤中趋化

突变株对 IJ 的降解能力低于原始出发菌株 GHH4’ 约 $%O ( #%O，说明菌株 GHH4’ 趋化性的丧失会减慢其对农药

的降解，趋化性在农药的原位降解过程中发挥重要作用。
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微生物对环境污染物的降解效果不仅仅取决于

降解能力本身，而且依赖于污染物的生物可利用性

以及降解性细菌与土著微生物之间的竞争能力［’，$］。

细菌的趋化性（@E,8FQ129:）是细菌响应环境化学物

质梯度的移动，是细胞对碳源、能源竞争的一种表

现。近几年来，细菌趋化性与降解性之间的关系研

究开始受到科研工作者的关注，许多研究表明细菌

的趋化性和降解特性之间存在密切关系。趋化性可

以使降解菌株有效地感应到污染物，增加污染物周

围的细菌密度，提高污染化合物的生物降解性。而

且，趋化性可以增加细菌寻找合适碳源和氮源的机

会，使细菌在有限碳、氮源环境中与土著微生物的竞

争中表现出优势［#］。

趋化反应过程中负责信号转导的相关基因相对

保守，研 究 也 比 较 成 熟，在 大 肠 杆 菌（ 0"-.#1,-.,)
-&2,）、3)2’&(#22) "#1&4)1、!"#$%&’&()" )#1$5,(&")、! >
*$+,%)、 6,7&8,$’ 2#5$’,(&")1$’ 和 9.&%&8)-+#1
"*.)#1&,%#" 等菌属中都进行了许多研究［!，5］，其信号

转导的过程主要通过甲基酯酶（RE,S）和甲基转移

酶（RE,T）调 节 趋 化 受 体 蛋 白（IRJ:）（8,QEC.4
1@@,;Q9+M @E,8FQ129: ;UFQ,9+:）的甲基化来影响组氨酸

激酶（RE,K）的 磷 酸 化，再 来 调 节 反 应 调 节 蛋 白

（RE,V）的磷酸化，而 RE,V 与鞭毛马达开关结合，直

接决定着鞭毛的旋转方向［&，"］。

本文以本实验室分离到的一株高效甲基对硫磷

（IJ）的降解菌株 ! > *$+,%) GHH4’［3］为研究对象，通

过游动平板法［!］，发现该菌株对 IJ 同样具有趋化

性。通过基因打靶使 GHH4’ 菌株中单拷贝的趋化信

号转导基因（ -.#/）失活，验证该趋化突变株在土壤

原位条件下对 IJ 的降解能力的变化，研究趋化性

和降解性之间的关系，阐明趋化性在农药原位降解

中的作用。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌株和质粒：本实验中使用的菌株和质粒见

表 ’。

$%$%& 主要试剂和仪器：限制酶、碱性磷酸酶、-!
GWK 连接酶、HK :); 酶购自 -1L1T1 公司，抗生素购

自江苏创瑞公司，GWK 片段纯化回收试剂盒购自

X,+Y1:, 公司，所用引物由 -1L1T1 公司合成，气相色

谱专 用 试 剂 均 为 色 谱 纯，其 他 试 剂 均 为 分 析 纯。

3%O的 IJ 原药购自浙江嘉化集团股份有限公司。

气相色谱型号为 XR4’!S。

$%$%’ 培养基和缓冲液：! 无机盐、HS 培养基配方

见参考文献［6］；" HSI 培养基：HS 中加’%%#M/8H的

IJ；$ ZHS 培养基：HS 中添加 5O的蔗糖。根据实

验需 要 再 添 加 相 应 的 抗 生 素，如：氨 苄 青 霉 素



表 ! 使用的菌株和质粒的基本特性

!"#$% & ’"()* *+","*-%,)(-)*( ./ (-,")0( "01 2$"(3)1( 4(%1 )0 -+)( (-415
6-,")0( ., 2$"(3)1( 7%$%8"0- 2,.2%,-5（)%(） 6.4,*% ., ,%/%,%0*%
6-,")0(
9: 24-)1" !""; & <)=+ %//)*)%0- 3%-+5$ 2","-+).0 1%=,"1)0= (-,")0 >"#.,"-.,5 (-.,%1
# : $%&’ ?<@! !&($)&AB（"CD &($*!+&@） >"#.,"-.,5 (-.,%1

# : $%&’ ?<@!"2),
,-E;F; ./.：+0;12：：34G ’4./56(4. &/0; AH：：78&D 6/$9& $6/:@&D ;<=,&G /4=9& >?@; @ 0’=9

（!2&07）：A’6 I .;’ >"#.,"-.,5 (-.,%1

# : $%&’ 6J&D"2), K3,，-+);&，-+,，$%4，-.0L，"*5，(42M，,%*L：：79E;F;!*：：J4，2), >"#.,"-.,5 (-.,%1
- : A0.’=( ?LK 8.66，126 $;/9 N !+)( (-415

9$"(3)1(
2J? &C;! 92A6 >"#.,"-.,5 (-.,%1
26O&FH 126 >"#.,"-.,5 (-.,%1
2PJB& 92A6，@&（ I ）%6’ &($*( %@ AB&0/<$6’A. #（81 I ）；%6’,,A1#，%6’3,-E，<($B，80$< >"#.,"-.,5 (-.,%1
27KADD .6( I ，2%? I >"#.,"-.,5 (-.,%1
2J?L 92A6，$;/9 /,"=3%0- )0(%,-%1 )0-. -+% JO6 ./ 2J? &C;! !+)( (-415
2J?K 92A6，126，12 =%0% )0(%,-%1 )0-. -+% JO6 ./ 2J? &C;! !+)( (-415
2PJL 92A6，Q)-+ $;/9 /,"=3%0- )0(%,-%1 )0-. -+% B(2<R "01 C;%R ()-% ./ 2PJB& !+)( (-415
2LK 92A6，126，Q)-+ 12 /,"=3%0- )0(%,-%1 )0-. B5&# ()-% ./ 2PJL !+)( (-415

（L32）为 &DD$=S3>，卡那霉素（K3）为 @D$=S3>，链霉

素（6-,）为 @D$=S3>。% 趋 化 培 养 基［&D］：每 升 含

（T<E ）F 6UE &VD=，KF<9UE DVG=，K<F9UE DVH=，J=6UE

DVF=，T"O$ DV@=，2< GVD，琼脂糖 DVFW。& 趋化缓冲

液［&&］：ED33.$S> KH9UE，DVD@W 甘 油，&D33.$S>
M?!L，2<GVD。

!"# 细菌培养

# : $%&’ 和 - : A0.’=( 分别于 >’ 培养基中 HGX

和 HDX培养。

!"$ 分子生物学操作

细菌总 ?TL 的制备、酶切、酶连、载体脱磷、# :
$%&’ 普通感受态制备、转化、质粒提取等操作方法见

参考文献［B］；?TL 的回收纯化按照试剂盒说明书

进行；?TL 测序委托 !"K"7" 公司完成；实验中所用

的引物及 9O7 扩增条件列于表 F。

表 # 引物及 %&’ 扩增条件

!"#$% F 9O7 2,)3%,( "01 9O7 *.01)-).0(
9,)3%,( 0"3%( 6%Y4%0*%( ./ 2,)3%,(（@Z!HZ） ?%0"-4,"$ !SX L00%"$)0= !SX 7%3",[(

$;/9 L\ L!]L]O!!O]]O]OO]L!]LL]L BE AE B5&#
L7 L]OL!]O!OLL]O]!!LO]OO]O

K3 K\ LLLLL]L!O!LOLL!LLLLO!]!O!]O! BE @F
K7 OOOOL]L!O!O]!OOO]!OLL]!OL]O] B5&#

!"( 同源重组打靶载体的构建

参照模式菌株 - : A0.’=( K!FEED 的全基因组序

列，根据保守序列设计扩增编码组氨酸激酶磷酸化

的基因（ $;/9）引物（表 F），扩增目的条带 $;/9。将

扩增的 $;/9 片段与 2J?&C;! 载体连接获得 2J?L。

以 26O&FH 为模板，引物 K\ 和 K7 扩增出含启动子

的 K3 抗性基因片段，两端同时引入 B5&#酶切位

点，连接到 2J?&C;! 载体上，命名为 2J?K。C;%’
和 B(2<’双酶切 2J?L，将 F[# 左右的 $;/9 大部

分片段连到同样酶切的 2PJB& 质粒载体上，转化

# : $%&’ ?<@!$A’6 获得 2PJL。用 B5&#分别单酶切

2PJL 和 2J?K，分别回收 &D[# 的 2PJL 线性片段

和 &[# 的 K3 片段，将 K3 片段连接到 2PJL 的 B5&

#酶切位点，获得 $;/9 片段中间插入 K3 基因的同

源重 组 打 靶 载 体 2LK，最 终 将 2LK 转 入 # : $%&’
?<@!"2),。图 & 为同源重组载体构建的具体路线。

!") 三亲接合

将供体菌、受体菌、辅助菌在各自培养基中培养

至对数中期，CDDD,S3)0 离心回收菌体，用无菌水洗

涤 & 次，浓缩后按 & ^ & ^ & 混合 H 种菌液于微孔滤膜

（DVFF$3）上，过滤除去滤液，置于不含抗生素的 >’
培养基上 HDX培养，FE+ 后用无菌水洗下菌体，直接

涂布于含 &DD$=S3> L32、@D$=S3> K3 和 @D$=S3> 6-,
的 >’ 平板上。

!"* 趋化分析方法

游动平板分析法（6Q",3 2$"-% "(("5）：取处于对

FGE PMT _"0= /. (& : S9$.( +’$6%?’%&%5’$( 8’4’$(（FDDG）EG（H）



图 ! 同源重组打靶载体的构建路线图

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. */0 /’1’2’#’,) +0-’13"(4*"’( 50-*’+ .’+ !"#$ #0(0 *4+#0*"(#

数生长期的细菌培养液，收集菌体，用趋化缓冲液洗

涤，悬浮于趋化缓冲液中，滴加 %6!7（约 %68 个细胞）

于以受试底物（%661#9:# 的 ;<）为唯一碳源的趋化

平板中央，培养一定时间，如果细菌对所测化合物产

生趋化反应，就会在平板上形成很大的菌落圈。

!"# 菌株 $%%&! 和 $’( 生长曲线测定

将两个菌株分别培养至对数期，调节使 %&866值

一致，分别取 %17 培养液接种于装有等体积 7= 的

三角瓶中，震荡培养，每隔一段时间取 >17 培养液

用分光光度法测定 ?@ 值。本试验重复 > 次。

!") 菌株 $%%&! 和 $’( 对土壤中农药的降解

取菜园土，风干，过 A6 目筛，%66# 灭菌与 %66#
未灭菌土壤中各加入 B61#9:# 的 ;<。将菌株 @77C%
与 @DE 分别培养至对数生长期，调节 %&866值一致，

用无 菌 水 洗 涤 菌 体 % 次。接 菌 处 理 中 分 别 接 种

@77C% 与 @DE 菌体，接菌量尽量保持一致（通过平

板计数确定），接种量控制在 %6B F %68 个9# 土，分别

于 %A/、AG/、>8/、GH/、>I 和 BI 取样测定农药浓度。

本试验重复 > 次。

;< 的气相色谱检测：每个处理取 %6# 土，加 A
倍体积的丙酮，剧烈震荡 >1"(，静置过夜，取 A17 挥

发定容至 %17，去水相，过无水 J4AK?G 柱，收集流出

的丙酮液体，气相色谱检测［%A］。

* 结果和分析

*"! 菌株 ! + "#$%&’ $%%&! 对 ,- 的趋化性

菌株 @77C% 在 %66!#917 的 ;< 为唯一碳源的趋

化培养基中显示出明显的趋化性，G/、>8/、>I 的趋

化情况如图 ACD，G/ 时趋化圈不够明显，但肉眼可观

察到（照片显示不出），通过图 AC= 中数据显示，随着

时间的延长，趋化圈也随之增大。随着趋化物浓度

的升 高，趋 化 圈 随 之 明 显 扩 大。当 ;< 浓 度 达 到

B66!#917 时，趋化圈开始明显减小，可能是高浓度

的 ;< 导致菌株出现负趋化。

*"* ! + "#$%&’ $%%&! 中趋化信号转导基因 ()*+
的突变

成功地在菌株 @77C% 染色体中扩出 ALA:3 左右

目的 条 带 !"#$ 片 断，测 序 结 果 表 明 该 片 段 与

EMAGG6 中 !"#$ 基因同源性在 NNO以上。

通过三亲接合的方法将同源重组打靶载体 PDE
转入到受体菌 @77C% 中，因 PDE 为 Q8E 复制位点不

能在 @77C% 中自主复制，在 K*+、E1 和 D1P 三抗平板

上筛选出来的即为同源重组单交换子。将同源重组

单交换子在无抗生素的液体培养基中培养过夜，稀

释涂布于含 BO蔗糖的 K*+ 和 E1 平板（K7=）上，挑取

能生长的具有双重抗性的单菌落即为阳性同源重组

双交换子，即为 !"#$ 基因被 E1 抗性基因插入失活

>RG文 阳等：趋化信号转导基因 !"#$ 突变对 ’(#)*+,+-.( /)01*. @77C%⋯⋯ $ 9微生物学报（A66R）GR（>）



图 ! ! " "#$%&’ #$$%& 分别对 &’’!()*$ 的 +, 不同时

间培养后的趋化性（-）和对 &’’!()*$ 和 .’!()*$ 的

+, 不同时间培养后的趋化圈的半径大小（/）

!"#$ % &’()*+,-". */ ! $ "#$%&’ 01123 +* 45 ,/+(6 "789:,+"*7 /*6

;"//(6(7+ +")(.（<）,7; +’( 6,;"9. */ +’( 8"68=( */ &’()*+,-". */ ! $

"#$%&’ 01123 +* 45 ,/+(6 "789:,+"*7 /*6 ;"//(6(7+ +")(.（>）$

的突变株，命名为 ! $ "#$%&’ 0<?。

图 0 引物在菌株 #-1 中位置示意图（-）和突 变 株

#-1 的 ,23 扩增电泳图谱（/）

!"#$@ A’( =*8,+"*7. */ B6")(6. "7 +’( 8’6*)*.*)( */ ! $ "#$%&’ 0<?
（<）,7; 5&C ,)B="/"8,+"*7 6(.9=+.（>）$ 43 D 01%EEE 0F< ),6G(6；3D

,)B="/"(; H"+’ B6")(6 ?! ,7; <C；%D ,)B="/"(; H"+’ B6")(6 <! ,7; ?!；

@D ,)B="/"(; H"+’ B6")(6 <! ,7; ?C；4% D!0F<I (%); "),6G(6 $

!40 ! " "#$%&’ #-1 中 ()*+ 基因突变的验证

提取 ! $ "#$%&’ 0<? 总 0F<，分别用引物 <! 和

?C、<! 和 ?!、?! 和 <C 扩增（图 @2<），扩增结果如

图 J2>。由于引物 <! 和 <C、?! 和 ?C 分别设计在

*+,- 和 ?) 基因片段上，因此，通过 5&C 扩增能够

确定 ?) 基因是否插入到 *+,- 位点。用引物 <! 和

?C 扩增出 %DKG: 左右的条带，<! 和 ?! 没有扩增出

条带，?! 和 <C 扩增出 3DJG: 左右的条带，5&C 结果

证明了 ?) 基因确实插入到 *+,- 基因位点。

!45 突变菌株 #-1 和野生菌株 #$$%& 生长情况

比较以及 #-1 菌株趋化性分析

图 J 为野生菌株 01123 和突变菌株 0<? 生长

曲线。从图中可以看出 0<? 中 *+,- 基因突变后和

01123 菌株在 1> 培养基中生长情况基本一致，表明

?) 基因插入到 *+,- 位点对受体菌的生长速率没有

显著影响。

图 5 ! " "#$%&’ #$$%& 与 #-1 在 $/ 中的生长曲线

!"#$J L6*H+’ 896M(. */ ! $ "#$%&’ 01123 ,7; 0<? "7 1> )(;"9)$

将趋化突变株 0<? 与野生株 01123 按同等条

件接种到含 3EE)#IG# 45 的无机盐培养基中，每隔

3’ 取样，过气相色谱检测残留的 45 的量。结果显

示（图 N），野生和突变株在液体摇瓶中，对农药的降

解效率几乎没有差异，说明在动态环境中，菌体与趋

化物充分接触，对其降解能力影响不大。

图 . 菌株 #$$%&和突变株 #-1在无机盐培养基中的降解

!"#$N >"*;(#6,;,+"*7 */ 45（3EE)#IG#）"7 "7*6#,7"8 .,=+ )(;"9) :O

5$ B9+";, 01123 ,7; )9+,7+ 0<?$

采用游动平板法验证突变株 0<? 对 45 的趋

化性。图 P 为 3%’、@P’ 和 @; 对 45 的趋化性，结果

表明 突 变 株 0<? 丧 失 了 对 45 的 趋 化 性。菌 株

0<? 中 *+,- 基因的失活阻碍了组氨酸激酶的磷酸

化，中断了整个信号转导过程，阻断了鞭毛的运动，

导致菌体不能游向趋化物，丧失了趋化性。

JQJ RSF T,7# ,$ ’. $ I-*$’ /%*012%1.13%*’ 4%)%*’（%EEQ）JQ（@）



图 ! 突变株 "#$ 和菌株 "%%&’ 在不同培养时间时对 () 的趋化反应

!"#$% &’()*+,-". */ 012 ,34 05567 +* 89 "3 4"//(:(3+ +")(.

图 * 菌株 "%%&’ 和突变株 "#$ 在未灭菌土壤和灭菌土

壤中对 () 的降解

!"#$ ; <"*4(#:,4,+"*3 */ 89（=>)#?@#）"3 3*36.+(:"A( ,34 .+(:"A( .*"A BC

9$ DE+"4, 05567 ,34 )E+,3+ 012$ 1：F*36.+(:"A( .*"A；<：G+(:"A( .*"A $

+,- 突变菌株 "#$ 和野生菌株 "%%&’ 在土壤中

降解 () 的比较

将趋化突变株 012 与野生株 05567 按同等条

件接种到含 =>)#?@# 89 的未灭菌和灭菌的土壤中，

每隔一定时间取样，过气相色谱柱检测残留的 89
的量。结果显示（图 ;），05567 对 89 的降解效果明

显，H4 后几乎全部降解了，而同等条件下，趋化突变

株 012 和 05567 相比，降解效率不如野生菌株快，

在未灭菌土壤中，H%’ 内其降解速率比原始菌株低

约 I>J，在灭菌土壤中低约 H>J。农药在灭菌的土

壤中的降解速率低于未灭菌土壤，这跟土壤中存在

的有机质含量以及其他菌群有关，有些土著微生物

对农药有一定的降解作用［7H］。以上表明在土壤中，

菌株趋化性的丧失对 89 的降解是有一定影响的。

对于野生菌株而言，菌株的趋化特性对农药的降解

能力有促进作用，要想趋化突变株达到同样的降解

效果，必须加大施菌量。

. 讨论

细菌的趋化性在化学污染物的原位降解中发挥

重要作用。K"++ 等［7L］最早在实验室微宇宙系统中

发现趋化性能促进细菌对沉积物中四氯甲烷污染物

的生 物 修 复。8,:- 等［7=］通 过 比 较 野 生 菌 株 ! $
"#$%&’ M;、趋化突变株和非游动菌株对萘的降解，发

现野生菌株的降解速率最快，如果要同样达到相同

的降解效果，趋化突变株的细胞浓度要比高出几

倍［7N］。9(4"+ 同样证实了非趋化性菌株要达到趋化

性菌株对萘相同的降解效果时，其数量也须高出几

倍。5,3/:,3O*3" 等［7%］从汽油污染的土壤中分离到一

株脂肪烃降解菌 ()’*%+,-’. ,/01%2’3%$’-.，该菌对分

离源土壤中存在的十六烷烃等链烷烃具有趋化性，

结果表明趋化性在污染物的降解过程中有重要作

用，有利于降解菌株与底物之间的接触，增强生物降

解效果。P:+(#,6&,AQ* 等［7;］首次评价了根圈中多环

芳烃（萘、菲、蒽及芘）降解菌的趋化性在污染物植物

修复系统中的作用。他们在煤炭和石油污染的土壤

中分离了 I> 余株多环芳烃趋化性降解菌株，研究发

现细菌的趋化性使根圈中降解性细菌数量增加，提

高了污染物的生物可利用性，促进了根圈中多环芳

烃的降解。

! $ "#$%&’ 05567 能以 89 为唯一碳源、氮源生

长，通过游动平板法发现该菌株对 89 表现出很强

的趋化性，随着农药浓度的增加，趋化能力也增强，

但高浓度情况下（=>> )#?@#）在平板上显示为很小

甚至没有趋化圈，从而证明趋化物浓度不断加大则

会出现负趋化现象，而过高浓度甚至会毒害菌体。

本实验通过基因打靶的方法成功获得趋化突变

株，在液体摇瓶降解试验中，野生和突变株对农药的

降解效率几乎没有差异。采用土壤盆钵试验来验证

原位条件下 I 种菌株对 89 的降解效率，结果发现

在低浓度条件下，趋化突变株 012 对 89 的降解比

=;N文 阳等：趋化信号转导基因 4256 突变对 !.5#&,+,-’. "#$%&’ 05567⋯⋯ $ ?微生物学报（I>>;）N;（H）



野生菌株 !""#$ 低约 %&’ ( )&’，更进一步得说明

趋化性与降解性密切相关，细菌的趋化性在农药的

原位降解中具有重要作用。
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