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抗辐射菌属!大肠杆菌间的穿梭载体的构建及荧光基因的表达
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摘要：【目的】构建抗辐射菌属一大肠杆菌间的穿梭载体，通过此载体使荧光素酶基因在大肠杆菌中得到表

达。【方法】以质粒 5QMA&、5FR’#及 5S(40TG为基础，构建抗辐射菌属一大肠杆菌间的穿梭载体，将 U97MV启
动子和荧光素酶基因 ;8L I插入到构建的穿梭载体中得到穿梭表达载体，并将该载体转化大肠杆菌诱导荧光
素酶基因的表达。【结果】成功构建了大小约为 #W$ XY的抗辐射菌属一大肠杆菌间的穿梭载体 5ZG.B，该载
体在没有抗生素的非选择性培养基中能稳定存在。在穿梭载体 5ZG.B的 ."(D!部位插入含有 U97MV启动子
和荧光素酶基因 ;8L I的 [-T片段，构建得到了穿梭表达载体 5ZGFV*；利用该表达载体在大肠杆菌中可诱导
表达荧光素酶基因。【结论】构建的穿梭表达载体为以后用大肠杆菌高效表达来源于抗辐射菌的基因、特别

是 [-T损伤修复蛋白基因，提供了可能。
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抗辐射菌（/0&-("(""12 ’$3&(31’$-2）是美国科学
家 T:PH9<7:等［.］从辐照灭菌后变质的肉类罐头中发
现的一种非病原性红色球菌，该菌具有惊人的 [-T
二条链切断损伤的修复能力，由辐射等引起的切断

损伤 [-T在几 \十几小时内能高效正确地进行完
全修复［* % B］。现已鉴定的抗辐射菌有 B 个种（/ =
’$3&(31’$-2；/ = ’$3&(41+-$-"0；/ = ’$3&(45&*12；/ =
+’$-3&2； / = 4’(#0(*6#&"12； / = +0(#50’7$*&2； / =
71’’$6&）［$］，目前对于抗辐射菌的放射线抵抗性机理
研究主要集中在 / = ’$3&(31’$-2 上。抗辐射菌超强
的 [-T切断损伤修复能力吸引人们去研究其潜在
修复机制以及寻找与修复有关的特殊基因或

酶［" % .&］；虽早在 .""" 年研究人员就已经完成了 / =
’$3&(31’$-2 D;基因组的全部测序工作［..］，但从全部
基因组序列中不能解释其高效正确的损伤修复的原

因。构建抗辐射菌属一大肠杆菌间的穿梭载体对于

揭示抗辐射菌高效正确的 [-T损伤修复机理、进行

[-T损伤修复基因的克隆及表达等具有非常重要
的意义。有关 / = ’$3&(31’$-2J. = "(*& 的穿梭载体，
’H>?( ] V>P<497?等曾用来自 / = ’$3&(31’$-2 ,(9X株
的质粒 5QM.&的复制子和大肠杆菌载体 5’GV*A等
成功构建了 / = ’$3&(31’$-2J. = "(*& 的穿梭载体
5DT[.［.*］，但该载体的宿主范围较小，不能在 / =
’$3&(41+-$-"0 等其它抗辐射菌属细胞内自我复制及
重组转化；此外，该载体在宿主菌中的存在需要依赖

氯霉素选择性标记。所以迫切需要有一种取代

5DT[.的新载体，以进行抗辐射菌的 [-T损伤修复
机理的研究。/ = ’$3&(41+-$-"0 存在大小约 *W!# XY
的质粒 5QMA&［.A % .!］，本研究拟以该质粒为材料，通
过与大肠杆菌载体 5Q0." 复制起始区、质粒
5S(40TG携带的在大肠杆菌中有活性的氨苄青霉素
抗性基因等连接，进行抗辐射菌属一大肠杆菌间的

穿梭载体的构建。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：本研究所用菌株与质粒见表 !。
!"!"# 培养基和培养条件：抗辐射菌生长于 "#$

培养基中，在 !%& ’ (&& )*+,-下摇床发酵培养，最佳
生长温度 .&/［0］，当细胞数量达到在 %&& -+处光吸
收值（即 !"%&&）为 &12左右时停止培养。大肠杆菌
（#$%&’()%&)* %+,)）34!&5生长在 67培养基中，培养温
度为 .0/，当 !"%&&值为 &1%左右时停止培养。

表 ! 供试菌株和质粒
"89:; ! <=)8,-> 8-? @:8>+,?> A>;? ,- =B,> CD)E

<=)8,-> 8-? @:8>+,?> FB8)8G=;),>=,G> <DA)G;
<=)8,->

" H (*-)+-.(*/$ I! J"FF !.5.5 K,:? =L@; >=)8,-> <=D); ,- =B,> :89
" H (*-)+0.1/*/%’ J"FF !5!0( K,:? =L@; >=)8,-> <=D); ,- =B,> :89
" H 1(*/-)$ J"FF M.%0( K,:? =L@; >=)8,-> <=D); ,- =B,> :89
# H %+,) 34!&5 :8GN O4!P "8Q8I8

R:8>+,?>

@Q8=FJ" I;>DA)G; DS GB:D)D+LG;=,- );>,>=8-= G8>>;==;，J+@)

8-? F+) <=D); ,- =B,> :89

@#74P (’0J，@<F!&!D), <=D); ,- =B,> :89

!"!"$ 主要试剂：J+@:,"8T #D:? OUJ @D:L+;)8>; 购自
J@@:,;? 7,D>L>=;+> 公司；荧光素酶活性的测定试剂
（7),VB=W#:D 6AG,S;)8>; J>>8L <D:A=,D-）、荧光素酶基因的
质粒 @<RW:AX Y购自 R)D+;V8公司；OUJ 48)E;)、限制性
内切酶及 "M OUJ 连接酶购自 "8Q8I8 公司；质粒提取

试剂盒（Z[J@);@ 4,-,@);@ R:8>+,? E,=）购自 Z,8V;-公司；
RSA "A)9D OUJ @D:L+;)8>; 购自 <=)8=8V;-;公司。

图 ! 穿梭载体 %&’!(的构建示意图
\,VH! FD->=)AG=,D- DS >BA==:; ];G=D) @N"!0H

!"!") 引物：本研究所用的引物见表 (。
!"# 穿梭载体的构建
以 @^_.& 为模板，以表 ( 所示的 R@^_.& 为引

表 # 本研究所用引物
"89:; ( "B; @),+;) A>;? ,- =B,> >=A?L

R),+;) <;TA;-G;>（P‘!.‘） <,a;*9@ I;>=),G=,D- >,=;
R@^_.& \D)C8)?：F#F#FJ"#FJ"F""#FF"F"#JJJF"#F#"" (M20 20&!

I;];)>;：#JF###FJ"#FJF"""J#"#F"JJ"F""#F# 20&!
RV)D_<6 \D)C8)?：""#"FJ#F#" F##"FJ#""# JFJ" !.!

I;];)>;："###""FF"F F"#"#J#"#J

%2P NB;-:, "A ;= 8: H *3%4* 5)%(+6)+,+1)%* 2)/)%*（(&&5）M5（P）



物，用 !"#$%&’( )*$+ ,-! #*$."/0’1/进行 234反应，
得到两端设计有限制性内切酶 !"#!的酶切位点、
包含 #5678全碱基序列的 234产物，用 !"#!消化
上述 234产物，与同样用 !"#!消化的质粒 #)9:;
连接得到的新质粒 #<&=；用 !$%!和 &’(>"双酶切
#<&=后得到的包含 #?3=8= *0%和 #5678的片段与用
!"#!消化后平滑化的质粒 #@’A3!&（该质粒包含有
大肠杆菌载体 #53=B复制起始区、大肠杆菌中有活
性的氨苄青霉素抗性基因、抗辐射菌 ) C *%+’,+-*%(.
中有活性的氯霉素抗性基因）连接，选择具有

#?3=8= *0%、#5678 和 #@’A3!&连接的大小约 ;DE FG
的质粒，构建方法如图 =。
!"# 穿梭载体的稳定性检测
将携带穿梭载体 #<&=H的 ) C /*%(+’. 在含有氯

霉素的 &)I培养基中培养 JK L，将上述培养液稀释
后转接到不加氯霉素的 &)I培养基中，78M培养。
经过 E世代分裂后的培养液稀释再次转接到不加氯
霉素的 &)I培养基中 78M培养。重复上述操作直
到在非选择培养基中分裂 K8代为止。每分裂 E 世
代后提取一部分培养液，稀释后分别涂布到添加和

不添加氯霉素的 &)I平板上，测定培养液中氯霉素
抗性菌的比率；作为对照，用 :/%"’ N O%+1A0*"［=J］记

载的 ) C *%+’,+-*%(.P0 C 1,2’ 穿梭载体 #4!,= 导入
) C /*%(+’. 后得到的重组转化株中 #4!,= 的稳
定性。

!"$ 对穿梭载体 %&’!( 的验证：荧光素酶基因的
克隆与表达

以 ) C *%+’,+-*%(. !&33 =7B7B 的基因组 ,-!
为模板，以表 J所示的 2Q0*6?O为引物，用 2RS &S0G*
,-! #*$."/0’1/ 进行 234 反应，扩增染色体上的
Q0*6O启动子区域；同时用 31,!内切酶消化含有荧
光素酶基因的质粒 #?2P$ST U，用 &K ,-! #*$."/0’1/
将得到的 ,-!片段末端进行补平。将上述 234反
应得到在 ) C *%+’,+-*%(. 中具有活性的 =7= G# 的
Q0*6O启动子片段与平滑化的 #?2P$ST U 连接，分别
得到 Q0*6O启动子正向和反向插入的两种质粒，分
别命名为 #)0*6P$ST U J 和 #)0*6P$ST U K（KJ7; G#）。
用 &’(+#和 01,4$消化上述质粒，得到含有 Q0*6O
启动子和荧光素酶基因 $ST U的 ,-!片段，将这个
,-!片段插入图 = 中所得的穿梭载体 #<&=H 的
01,4$部位，构建具有荧光素酶基因的穿梭载体，
命名为 #<&)OJ 及 #<&)OK（HV=E G#）（图 J），用构建
的质粒 #<&)OJ及 #<&)OK质粒转化 ) C /*%(+’.，筛
选具有荧光素酶活性以及氯霉素抗性的菌株。

图 ) 包含荧光素酶基因的穿梭载体 %&’*+)及 %&’*+$的构建方法
W%QCJ 3*X1A0S>A%*X *R 1LSAA$/ /T#0/11%*X Y/>A*0 #<&)OJ ’X+ #<&)OK >*XA’%X%XQ OS>%R/0’1/ Q/X/C

!", 荧光素酶活性的测定
将上述得到的重组转化子在 &)I 培养基中

78M培养，JK L 后将培养液 =8%O 与等量的 90%QLAP
)$* OS>%R/0’1/ !11’. ?*$SA%*X 混合，= 分钟后用 OS"%
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!"#$%& ’(（)*+,% -*.%+/.#& 01*+,%"1+#.2）测定 (分钟
间的化学发光活性。

! 结果

!"# 穿梭载体的构建及鉴定
将 345(6复制起始区 375(8( *&1、349:8及质粒

3;#<5=>（图 (）的连接物转化大肠杆菌 ?-(86株，选
择抗氨苄青霉素的转化株，用质粒提取试剂盒提取

质粒进行电泳分析，选择具有 349:8和 3;#<5=>连
接的、预期大小约为 @AB CD的质粒（图 :E=），该质粒
用限制性内切酶 !"#+!酶切后得到的片段大小为
FG8:、6(@及 (BB D3（图 :E0），与预期的 HI=片段大
小一致，表明已成功构建穿梭载体质粒，将该质粒命

名为 3J>(G。

图 $ 穿梭载体 %&’#(的电泳分析（)）及酶切鉴定（*）
’1$K: 9.%+<&*3,*&%212 #L#.M212（=）#LN &%2<&1+<1*L 1N%L<1O1+#<1*L（0）*O

<,% 2,/<<.% P%+<*& 3J>(GA -：HI= "#&C%&；(：<,% 2,/<<.% P%+<*& 3J>(G；

Q：R&*N/+<2 #O<%& N1$%2<1*L S1<, !"#+! K

!"! 穿梭载体的稳定性验证
为了验证构建的穿梭载体 3J>(G在没有抗生素

的非选择培养基中的稳定性，将上述构建得到的穿

梭载体 3J>(G导入 $ K %&’#(")，以 3)=H(为对照，调
查了构建的质粒在没有抗生素的培养基和有抗生素

的培养基中的生存率，结果表明：3)=H( 在没有抗
生素的非选择培养基中不能稳定存在，生存率明显

下降，经 F8世代继代后的生存率仅为 (8T左右；而

3J>(G在没有抗生素的非选择培养基条件下能够稳
定存在，经过 F8代培养后生存率仍保持在 (88T左
右（图 F）。

!"$ 对穿梭载体 %&’#( 的验证（荧光素酶基因的
克隆与表达）

携带 3J>UVQ 或 3J>UVF 的 $ K %&’#(") 重组菌
株培养后经荧光显微镜观察，发现含有 $&*9V启动

图 + 穿梭载体 %&’#(在抗辐射菌 ! , "#$%&’(中的稳定性
’1$KF 7<#D1.1<M *O 2,/<<.% P%+<*& 3J>(G 1L $ K %&’#(") 2<&#1L K

子和荧光素酶基因顺向连接的质粒 3J>UVQ的重组
转化子具有荧光素酶表达活性，而含有 $&*9V启动
子和荧光素酶基因逆连接的 3J>UVF的重组转化子
没有荧光素酶表达活性（图 @E=）。(分钟间的化学
发光活性的测定结果如图 @E0：重组转化子 3J>UVQ
的发光量为 (AQ W (8@ X分钟X(8Y 个菌；而重组转化子
3J>UVF几乎测不到发光量。

图 - %&’./!及 %&’./+转化到 ! , "#$%&’(中的荧光素
酶活性

’1$K @ V/+1O%&#2% #+<1P1<M 1L $ K %&’#(") 2<&#1L <&#L2O*&"%N S1<, 3J>UVQ

#LN 3J>UVFK =：-1+&*$&#3,2 *O $ K %&’#(") 2<&#1L； 0：V/+1O%&#2%

#+<1P1<MK

$ 讨论

本 研 究 利 用 抗 辐 射 菌 属 中 来 自 $ K
&’("*+,%#’#-. 的大小约 QAF@ CD 的质粒 349:8［(: Z (F］

BB@ J,%L.1 >/ %< #. K X/-0’ 1"-&*2"*3*%"-’ 4"#"-’（Q886）F6（@）
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为基础，构建得到大小约为 !"# $%的抗辐射菌属一
大肠杆菌间的穿梭载体 &’()*（图 )+,），该载体比已
有的穿梭载体 &-./)小［)0］，有利于基因重组转化及
将外源基因导入到抗辐射菌属细菌中；并且该载体

除了能够在 ! 1 "#$%&’( 中进行自我复制及重组转化
外，也能在 ! 1 #$&’)*+"%$%,- 等抗辐射菌细胞内进
行自我复制及重组转化（结果省略），具有更加广泛

的宿主范围。经稳定性测定表明，新构建的穿梭载

体 &’()*在没有抗生物质的非选择培养基条件下能
够稳定存在，而 &-./)在不含氯霉素的非选择性培
养基中不能稳定存在（图 2），这样可以减少实验过
程中的抗生素污染。有关新构建的穿梭载体 &’()*
能在无抗生素的非选择培养基条件下稳定存在的原

因目前还不清楚，有待于进一步的研究。本研究进

一步用荧光素酶基因对构建的穿梭载体 &’()*的适
用性进行了验证（图 !）。能表达荧光素酶活性的重
组质粒 &’(340有望作为实时监控重组转化子投放
野外以后的生存、分布及对环境的影响标记，对于监

测利用抗辐射菌重组菌株从放射性污染的废弃物中

除去难分解性物质和有毒物质等具有重要的意义。
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《微生物学报》答作者问——— 关于审稿

问：我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？

答：您可以登录主页：+,):%/&7H ’4H /6H 6%_/6;/4’6:,6%，在“作者稿件查询”处，输入您的用户名、密码，即可查询到稿件状态；如有问
题，您也可以通过 $!4/’&询问，请注意务必要提示稿件编号，编辑部在收到您的来信会及时给予回复。

问：我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费等方法？

答：在给作者发送的“受理通知”中，我们已经告知了本刊处理稿件的程序和大致时间进度。

（@）在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所
以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于进行评审。我们的承诺是在 B个月之内给予答复，P ‘ I个
月之内刊出。

（B）如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我
刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加任何费用。

问：我的文章现已审查完毕，并收到了编辑部发来的“审稿意见”。我想咨询，如果文章修改后，再次投递，是否还需要交稿

件受理费？是否仍然用原论文编号提交？

答：这要分两种情况，

（@）如果你的文章已经被通知“退稿”了，那么修改之后再投来的文章将按“新稿件”处理，从程序上来讲和新投稿件是一样
的，仍需要缴纳稿件受理费。但是为便于稿件审理，请作者投稿时在文题的后面加上“原稿件号 R修后再投”字样。

（B）如果是编辑部在审稿意见中要求您修改后再提交本刊“复审”，则不作为新稿处理，请作者直接将修改稿上传到远程系统
中，不再另交稿件受理费。
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