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摘  要：【背景】恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida) F1 营养需求简单、生长迅速以及多样的代谢途

径，被认为是合成生物学领域中最有潜力的底盘细胞之一。然而，将 P. putida F1 的基因组进行精简

构建生物降解的底盘细胞的研究鲜有报道。【目的】构建生物安全性较高的底盘细胞。【方法】利用

基于同源重组原理的无痕基因编辑技术对 P. putida F1 基因组进行精简，并将条件性自杀系统整合到

基因组中。【结果】成功敲除了占基因组大小 1.83%的 2 个溶源噬菌体基因组岛 PP1 (50.7 kb)和 PP2 
(58.4 kb)，构建了敲除菌株 P. putida F1ΔPP12，进一步将由阿拉伯糖启动子控制的条件性自杀系统

整合到 P. putida F1ΔPP12 基因组中的 upp 基因位点，构建了生物安全性更高的底盘细胞 P. putida 
F1ΔPP12-Para-nuc。【结论】提高了 P. putida F1 的现实应用价值，并为使用其或以其为底盘细胞进一

步改造的基因工程菌进行环境原位修复的可能性提供了理论依据。 
关键词：恶臭假单胞菌 F1；底盘细胞；溶源噬菌体基因组岛；条件性自杀系统 
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Abstract: [Background] Pseudomonas putida F1 with simple nutritional requirements, rapid 
growth, and diverse metabolic pathways is regarded as one of the most promising chassis cells 
in synthetic biology. However, few studies have reported the application of P. putida F1 as a 
biodegradable chassis cell by streamlining the genome. [Objective] To construct a chassis cell 
with high biosafety. [Methods] We employed scarless genome editing based on homologous 
recombination principle to streamline the genome of P. putida F1 and integrated the conditional 
suicide system into the genome. [Results] Two lysogenic phage genomic islands PP1 (50.7 kb) 
and PP2 (58.4 kb), which account for 1.83% of the genome size, were successfully knocked out, 
and a knockout strain P. putida F1ΔPP12 was constructed. Furthermore, the conditional suicide 
system controlled by the arabinose promoter was integrated into the site of upp in the genome of 
P. putida F1ΔPP12, and thus a chassis cell P. putida F1ΔPP12-Para-nuc with high biosafety was 
successfully constructed. [Conclusion] This study increases the application value of P. putida 
F1 and provides a theoretical basis for the application of this strain or genetically engineered 
bacteria from this strain in environment remediation in situ. 
Keywords: Pseudomonas putida F1; chassis cells; lysogenic phage genomic island; conditional 
suicide system 

 
恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)的代谢

途径多样，生长快速，对极端环境条件表现出较

高的抗逆性，并且易于进行遗传分析和操作，是

合成生物学领域中理想的底盘细胞之一[1]。恶

臭假单胞菌的基因工程菌主要用于聚羟基脂肪

酸[2]、鼠李糖脂、类胡萝卜素和氨基酸衍生物

等[3]的工业合成，以及芳香族污染物的降解[4-6]。

因其生长所需底物种类繁多，可以在土壤和水

环境中生存，常作为生物修复的模式菌株[7]。 
基因组精简是构建底盘细胞的主要策略，

去除冗杂的基因不仅可以降低基因组的复杂性，

还能增强基因组的可预测性和可操作性[8-9]。溶

源噬菌体基因组岛在细菌基因组中普遍存在，大

多数细菌基因组至少含有一个溶源噬菌体基因

组岛[10]，是细菌遗传变异和水平基因转移的主要

来源[11]。敲除溶源噬菌体基因组岛后的 P. putida 
KT2440[12]、谷氨酸棒状杆菌(Corynebacterium 
glutamicum) ATCC 13032[13] 、 乳 酸 乳 球 菌

(Lactococcus lactis) NZ9000[14]在不同条件下的

生长情况优于亲本或与亲本无明显差异，因此，

溶源噬菌体基因组岛可作为 P. putida F1 基因

组精简的理想片段。 
尝试将不同的降解元件、转运元件、趋化

元件和抗逆元件等整合到底盘细胞中构建基因
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工程菌，并将其应用到生物修复领域是近些年

的关注焦点[15]，但实现原位修复的前提是确保

基因工程菌的可控性。因此，构建一个人为控

制菌体存活情况的条件性自杀系统显得尤为重

要[16]。条件性自杀系统的设计和实施关键在于

诱导型启动子和致死基因的选择与组合，本文

选择对诱导底物特异性强且本底表达量低的阿

拉伯糖启动子 Para，与沙雷氏菌属(Serratia)的胞

外核酸酶 nuc 基因(去除其信号肽部分)构建条

件性自杀系统。阿拉伯糖启动子保证菌体在未

诱导时条件性自杀系统中的致死基因沉默；

去除信号肽部分的沙雷氏菌属胞外核酸酶 nuc
基因在菌体内表达后，可以非特异性降解核酸

导致菌体死亡[17]。upp 基因可编码尿嘧啶磷酸

核糖转移酶，使细胞可利用胞外尿嘧啶，敲除

upp 基因后对菌体的生理活动未产生不利影响[18]，

因此尝试将该位点作为条件性自杀系统的敲入

位点。 
本研究以 P. putida F1 基因组中的溶源噬

菌体基因组岛作为目标敲除片段构建精简基因

组的底盘细胞，将由阿拉伯糖启动子控制的条

件性自杀系统整合到基因组中，以获得具有生

物安全性的底盘细胞，以期为使用基因工程菌

进行生物修复提供新的策略。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

P. putida F1 通常在 LB 培养基或 M9 培养基

中 30 ℃培养，用 M9 培养基培养时加入 25 mg/L
的苯酚。 

大肠杆菌(Escherichia coli)在 LB 培养基中

37 ℃培养，并添加相应的抗生素。抗生素添加

终浓度：卡那霉素(kanamycin sulfate, Kan)为
50 μg/mL，链霉素(streptomycin sulfate, Sm)为
10 μg/mL。 

本文所用的菌株和质粒如表 1 所示，引物

如表 2 所示。E. coli DH5α 感受态细胞，南京诺

唯赞生物科技股份有限公司。 
 
表 1  本文所用菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain/Plasmid Relevant genotype or characteristic 

Strain  
Pseudomonas putida  

 

F1 Wild type 
F1ΔPP1 F1 with in-frame deletion of PP1 
F1ΔPP2 F1 with in-frame deletion of PP2 
F1ΔPP12 F1 with in-frame deletion of PP1 and PP2 
F1ΔPP12-Para-nuc F1 with nuc under control of Para promoter integrated into intergenic region of upp 

Escherichia coli  
 

DH5α supE44 lacU169 (φ80lacZΔM15) recA1 endA1 hsdR17 thi-1 gyrA96 relA1 
S17-1 λpir thi pro hsdR hsdM+ recA R– M+ RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 

Plasmid  
pK18mobsacB Plasmid for allelic exchange in P. putida derived from plasmid pK18; Mob+ sacB+ Kanr 
pK18mobsacB-ΔPP1 pK18mobsacB containing two DNA fragments homologous of PP1 
pK18mobsacB-ΔPP2 pK18mobsacB containing two DNA fragments homologous of PP2 
pK18mobsacB-int-Para-nuc plasmid for integration of Para-nuc into intergenic region of upp 
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表 2  本文所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer Sequence (5′→3′) 
PP1upFXbaI ggtacccggggatcctctagaCGGCAGCGGCCTTGAGTTC 
PP1upR tgggccgattcgaatgtgaatGCTGTCATAACTCTGTGTG 
PP1dnF acacagagttatgacagcATTCACATTCGAATCGGCCCA 
PP1dnRNheI ttgcggcagcgtgaagctagcTGGCGCAGGTGATGATGGCC 
PP2upFXbaI ggtacccggggatcctctagaCGTTCTCCAGCTGCTGGTAG 
PP2upR caggccgtcgtaggaTACGGTGGCGGCTGCGGCG 
PP2dnF ccgcagccgccaccgtaTCCTACGACGGCCTGCGCCC 
PP2dnRNheI ttgcggcagcgtgaagctagcAGTTCAACCAGATCGGCTCG 
PP1DJF927 GCAAACTGCCCGACCGCAACGA 
PP1DJR927 GTGTGCTCAAGGACGACTC 
PP2DJF1758 TCTTCATCCGCAAGCTGTTC 
PP2DJR1758 AAGTGACCGAACTGAAGCA 
UppF 737 TCTGTTCGCCGACTTTGG 
UppR 737 ATGGCCGTCTTGTATGGC 
小写字母表示同源臂 
Minuscules represent homologous fragments. 
 
1.2  培养基 

LB 培养基参考文献[19]配制，M9 培养基

参考文献[18]配制，M9 培养基另加入 1 mmol/L 
MgSO4·7H2O 和 0.5 mmol/L CaCl2。 

固体培养基：在上述培养基中添加 20 g/L
琼脂；半固体培养基：在M9培养基中加入25 g/L
琼脂糖。 

1.3  主要试剂和仪器 
苯酚，天津永大化学试剂有限公司。将

500 mg 苯酚溶于 10 mL 去离子水后经 0.22 µm
滤膜过滤除菌得苯酚母液，备用。卡那霉素和

链霉素，北京索莱宝科技有限公司；L-阿拉伯

糖，上海麦克林生化科技股份有限公司；酵母

提取物和胰蛋白胨，Oxoid 公司；琼脂，BioFroxx
公司；琼脂糖、DNA Marker 和 Taq Mix，北京

睿博兴科生物技术有限公司；其余化学试剂均

购于国药集团化学试剂有限公司。 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒及质粒小提

中量试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；胶

回收试剂盒、高保真酶和无缝克隆试剂盒，南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；限制性核酸内

切酶 Xba I 和 Nhe I，New England Biolabs 公司。 
UHPLC 高效液相色谱，赛默飞世尔科技公

司；PCR 仪和凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；离

心机，Eppendorf AG 公司；电泳仪和电泳槽，

北京六一生物科技有限公司。 

1.4  基因组 DNA 的提取和 PCR 
将 P. putida F1 在 LB 液体培养基中于

30 ℃、180 r/min 培养至 OD600 为 1.0 左右，按

细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取基因

组 DNA，目的基因的 PCR 使用诺唯赞高保真酶

P501 进行。反应体系(25 μL)：5×SF Buffer (with 
10 mmol/L MgSO4) 5 μL，dNTP Mix (10 mmol/L 
each) 0.5 μL，DNA 20 ng，正、反向引物(10 μmol/L)
各 1 μL，Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 
0.5 μL，ddH2O 补足 25 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 
3 min；95 ℃ 8 s，59 ℃/55 ℃ 15 s，72 ℃ 50 s，
30 个循环；72 ℃ 5 min，降温至 12 ℃后进行琼

脂糖凝胶电泳。菌落 PCR 使用睿博 Taq Mix 进

行。反应体系(15 μL)：Taq Mix 7.5 μL，正、反向
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引物(10 μmol/L)各 0.3 μL，ddH2O 6.9 μL，将

单菌落挑至体系中混匀。PCR 反应条件：94 ℃ 
10 min；94 ℃ 20 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，
30 个循环；72 ℃ 2 min，降温至 12 ℃后进行琼

脂糖凝胶电泳。 

1.5  重组载体的构建 
以 P. putida F1 的基因组为模板，引物对

PP1upFXbaI/PP1upR 、 PP1dnF/PP1dnRNheI 、

PP2upFXbaI/PP2upR、PP2dnF/PP2dnRNheI 分别

用高保真酶 P501 扩增溶源噬菌体基因组岛

PP1/PP2 上、下游片段各 1 500 bp，采用 Xba I 和
Nhe I 将质粒 pK18mobsacB 双酶切线性化，各

片段胶回收后将上、下游片段通过无缝克隆试

剂盒 C116 与线性化载体连接，得到无痕敲除载

体 pK18mobsacB-ΔPP1 和 pK18mobsacB-ΔPP2。 

1.6  溶源噬菌体基因组岛的敲除 
分 别 使 用 载 体 pK18mobsacB-ΔPP1 和

pK18mobsacB-ΔPP2 进行 P. putida F1 溶源噬菌

体基因组岛 PP1、PP2 的敲除，其中蔗糖敏感

基因 sacB 作为负筛选标记。以 E. coli S17-1 λpir
作为双亲结合的质粒供体菌，将敲除载体转化

至P. putida F1中，使用含 20%蔗糖的LB 培养基

诱导，30 ℃、180 r/min 培养，传代 3 次后稀释涂

布于 LB 平板，菌落 PCR 进行双交换筛选。 
使用 Taq Mix 对诱导双交换后的菌落进行

PCR 验证，P. putida F1 溶源噬菌体基因组岛 PP1
的敲除验证使用引物对 PP1DJF927/PP1DJR927，
溶源噬菌体基因组岛 PP2 的敲除使用引物对

PP2DJF1758/PP2DJR1758，双敲除菌株使用上

述引物同时验证，并将敲除菌株分别命名为

F1ΔPP1、F1ΔPP2 和 F1ΔPP12。 

1.7  条件性自杀系统基因组整合 
将 P. putida F1 基因组中 upp 基因上游 355 bp

片段、阿拉伯糖启动子及其调控蛋白、去除信

号肽部分的 nuc 基因片段[20]，以及 upp 基因下

游 321 bp 片段依次连接至质粒 pK18mobsacB 
[生工生物工程(上海)股份有限公司合成]，命

名 为 pK18mobsacB-int-Para-nuc ， 以 E. coli 
S17-1 λpir 作为双亲结合的质粒供体菌，将敲入

载体转化至 P. putida F1 中，经含 20%蔗糖的

LB 培养基 30 ℃、180 r/min 培养，传代 3 次后稀

释涂布于 LB 平板，使用引物对 UppF/UppR 进行

菌落 PCR 筛选双敲除菌株，并将其命名为

F1ΔPP12-Para-nuc。 

1.8  条件性自杀系统研究 
将 P. putida F1、F1ΔPP12、F1ΔPP12-Para-nuc

分别接种于 100 mL LB 液体培养基中，30 ℃、

180 r/min 培养，待 OD600 值为 0.6 时，分别吸

取 50 mL 菌悬液转移至 250 mL 锥形瓶中并加入

1%阿拉伯糖诱导，剩余未诱导菌液作为对照，

继续于 30 ℃培养 12 h，每 2 h 测定 OD600 值，

稀释至 OD600为 0.2 后再次稀释 104倍涂布于 LB
平板上，30 ℃培养过夜后对菌落进行计数。 

1.9  生理特性评价 
将活化至 OD600 为 0.8 的 P. putida F1、

F1ΔPP1、F1ΔPP2、F1ΔPP12、F1ΔPP12-Para-nuc
分别接种于100 mL的LB液体培养基和含3% NaCl
的 100 mL LB 液体培养基中，30 ℃、180 r/min
培养，每 2 h 取样，测定菌液 OD600。 

将活化至 OD600 为 0.8 的 P. putida F1、
F1ΔPP1、F1ΔPP2、F1ΔPP12、F1ΔPP12-Para-nuc
转接于 100 mL 的 LB 液体培养基中，并加入浓

度为 25 mg/L 的苯酚诱导至 OD600 为 0.8，收

菌，用 M9 液体培养基清洗 2 次，以 0.1 的初始

OD600 转接于含 25 mg/L 苯酚的 100 mL M9 液

体培养基中，30 ℃、180 r/min 培养，每 8 h 取

样进行 HPLC 分析。 
将 P. putida F1、F1ΔPP1、F1ΔPP2、F1ΔPP12

和 F1ΔPP12-Para-nuc 在 5 mL 含 25 mg/L 苯酚的

LB 培养基中诱导培养至 OD600 为 0.8 并于
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20 ℃、5 000 r/min 离心 10 min，M9 液体培养

基洗 2 次后用 50 μL 的 M9 液体培养基重悬，

取 10 μL 重悬的菌液点在含 25 mg/L 苯酚的 M9
半固体培养基的中间，30 ℃培养 48 h 后测量

趋化圈的大小。 

1.10  化学检测方法 
HPLC 在 Thermo UHPLC 3000 系统进行，色

谱柱为Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 column
色谱柱(250×4.6 mm ID, 5 μm particle size)。流动

相组成为水和甲醇，梯度洗脱程序：0–5 min，
30%甲醇线性增加至 90%甲醇，并保持 10 min；
然后在 0.1 min 内回到 30%甲醇，保持 3 min。
流速为 1.0 mL/min，柱温保持在 30 ℃，进样量

为 20 μL。DAD 检测器波长为 270 nm。在上述

条件下，苯酚的保留时间为 16.5 min。 

2  结果与分析 
2.1  突变菌株的构建 

P. putida F1 基因组的大小为 5 959 964 bp 
(GenBank: CP000712.1)，使用 PHASTER 互联网

服务器[21]预测 P. putida F1 基因组中共有 2 个溶

源噬菌体基因组岛 PP1 (3778059−3828832)和
PP2 (4600889−4659308)。图 1 总结了菌株 F1
基因组中溶源噬菌体基因组岛的定位，以及其

所包含的开放阅读框和噬菌体相关基因占比情

况。PP1 与 PP2 的 G+C 含量无明显差异，与菌

株 F1 的基因组 G+C 含量(62%)相差无几，这或

许暗示了 PP1 与 PP2 已在其基因组中稳定存在

了相当长的时间，它们的结构和组成可能已经

逐渐与宿主菌同化。 
 

 
 
图 1  菌株 F1 中溶源噬菌体基因组岛   A：溶源噬菌体基因组岛在 F1 基因组中的定位. B：溶源噬菌

体基因组岛的蛋白质种类. C：溶源噬菌体基因组岛总长度、G+C 含量及开放阅读框 
Figure 1  Lysogenic phage genomic islands in P. putida F1. A: Circular map of the P. putida F1 
chromosome showing the physical location of the prophages in the genome. B: The protein species of 
lysogenic phage genomic islands. C: The total length and the G+C content and open reading frames. 
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图 2 为 P. putida F1 中基因编辑操作顺序及

突变菌株 PCR 验证结果。构建 F1ΔPP1 和

F1ΔPP2 的敲除率相对较低，分别为 21%和

15%。在敲除菌株 F1ΔPP1 中的 PP2 区域时未

获得双敲除菌株，然而在敲除菌株 F1ΔPP2 中

的 PP1 区域时，得到双敲除菌株 F1ΔPP12 的概

率高达 78%。F1ΔPP12 缺失的基因组区域累积

约 109.1 kb，占菌株 F1 基因组的 1.83%。 

2.2  条件性自杀系统研究结果 
添加 1%阿拉伯糖后 F1、 F1ΔPP12 和

F1ΔPP12-Para-nuc 的生长速度均受到一定程度

的抑制，其中菌株 F1 和 F1ΔPP12 的最大 OD600

值分别为 2.754 7 和 2.726 7，F1ΔPP12-Para-nuc
在4 h起基本不再生长，最大OD600值为1.742 9，
与未诱导的 F1ΔPP12-Para-nuc 菌株最大 OD600

值差值约为 0.8，6 h 后其 OD600 值逐渐降低

(图 3)。说明 F1ΔPP12-Para-nuc 的条件性自杀系

统在 1%的阿拉伯糖的诱导下具有较好的致死

效果。 
由表 3 可知，添加 1%的阿拉伯糖诱导条

件性自杀系统致死效率结果显著，且随着诱

导时间的增加而增加，在 8 h 后平板未见

F1ΔPP12-Para-nuc 菌 落 的 出 现 。 该 趋 势 与

F1ΔPP12-Para-nuc 菌株诱导后的生长曲线相符。 
 

 
 
图 2  菌株 F1 遗传操作示意图(A)与 PCR 验证结果(B)   M：8 000 bp DNA Marker；1：以 F1 基因组

为模板；2：以 F1 突变株基因组为模板；3：敲除/敲入载体为模板 
Figure 2  Genetic operation diagram (A) of strain F1 and PCR verification (B). M: 8 000 bp DNA Marker; 1: 
The use of the genomic DNA of the control strain P. putida F1 as the template; 2: The use of the genomic 
DNA of the P. putida mutants as the template; 3: The use of the plasmid DNA as the template. 
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图 3  F1 野生株与突变株经 1%阿拉伯糖诱导生长

曲线 
Figure 3  Growth curves of wild and mutant types of 
P. putida F1 induced by 1% arabinose concentration. 
 
表 3  F1ΔPP12、F1ΔPP12-Para-nuc 诱导与非诱

导不同时间的存活菌落数比较 
Table 3  Comparison of the number of surviving 
colonies at different times between F1ΔPP12 and 
F1ΔPP12-Para-nuc induced and uninduced 
Induction 
time (h) 

F1ΔPP12 
(in) 

F1ΔPP12-Para-nuc 
(un) 

F1ΔPP12-Para-nuc 
(in) 

2 >700 >700 295±22 
4 >700 >700 83±23 
6 >700 >700 2±1 
8 >700 >700 0±0 

10 >700 >700 0±0 
12 >700 >700 0±0 
14 >700 >700 0±0 
 
2.3  生理特性评价结果 

在 LB 液体培养基中，野生株与突变株的迟

缓期较短，约 2 h 后进入对数期，在 3−6 h 间生

长速率均达到最大值，12 h 后进入稳定期，且

最大 OD600 均在 2.5 左右，如图 4 所示，生长曲

线反映出突变菌株与野生菌株生长速率未表现

出明显差异。 
如图 5 所示，在含 3% NaCl 的 LB 液体培

养基中突变菌株与野生株的生长曲线未表现出 

 
 
图 4  F1 野生株与突变株在 LB 培养基中的生长

曲线 
Figure 4  Growth curves of wild and mutant types 
of P. putida F1 in LB medium. 
 

 
 
图 5  F1 野生株与突变株在 3% NaCl 的 LB 培养

基中的生长曲线 
Figure 5  Growth curves of wild and mutant types 
of P. putida F1 in LB medium with 3% NaCl. 
 
明显差异，各菌株的耐受性基本无区别，表明

溶源噬菌体基因组岛的敲除和条件性自杀系统

的敲入对于 P. putida F1 在高盐环境下的生长

无影响，这一发现为 P. putida F1 底盘细胞在

盐碱土壤等高盐浓度环境中实施原位修复提供

了强有力的证据。 
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图 6展示了野生株与突变株的苯酚降解对比

曲线，将诱导过的各菌株以 0.1 的初始 OD600 转

接于苯酚为唯一碳源的 M9 培养基中，所有菌

株均显示出高效的苯酚降解能力。诱导过的各

菌株在降解时基本无迟缓期，40 h 时苯酚被完

全降解。另外，突变菌株与野生菌株在苯酚降

解速率上并无显著性差异，这一结果表明，菌

株 F1 的突变并未对 P. putida F1 以苯酚为唯一

碳源的降解造成影响。 
表 4 所示的突变菌株与野生菌株在以苯酚

为唯一碳源的 M9 半固体培养基中的趋化圈大 
 

 
 
图 6  F1野生株与突变株以苯酚为唯一碳源的降解

曲线 
Figure 6  Degradation curves of wild and mutant 
types of P. putida F1 using phenol as the only 
carbon source. 
 
表 4  野生株与突变株以苯酚为唯一碳源的趋化圈 
Table 4  Chemotactic circle size of wild and 
mutant types of strain F1 using phenol as the sole 
carbon source 
Strain Chemotactic zone (cm) 
F1 1.363±0.015 
F1ΔPP1 1.352±0.027 
F1ΔPP2 1.357±0.035 
F1ΔPP12 1.361±0.015 
F1ΔPP12-Para-nuc 1.359±0.038 

小，在培养 48 h 后，各菌株的趋化圈大小无显

著差异(P>0.5)，菌株的突变对于 P. putida F1 以

苯酚为唯一碳源的趋化性反应不会造成影响。 

3  讨论 
本文选择模式菌株 P. putida F1 作为底盘

细胞，采用基于同源重组原理的无痕基因编辑

技术，成功敲除 2 个溶源噬菌体基因组岛，敲

除片段占基因组 1.83%，本实验构建的 3 株敲

除菌株 F1ΔPP1、F1ΔPP2 和 F1ΔPP12，在标准

和高盐环境下的生长状况、对以苯酚为唯一碳

源的降解及趋化能力的验证结果表明，溶源噬

菌体基因组岛的敲除不会影响菌株 F1 对标准

环境的生长和高盐环境的耐受度，并且当苯

酚作为唯一碳源的条件下其降解和趋化能力

均不受影响。敲除 Corynebacterium glutamicum 
ATCC13032 基因组中的 3 个占基因组6%的溶源

噬菌体基因岛后，敲除菌株在各种标准和压力条

件下未表现出不利特性[13]；Zhu 等[14]构建了溶源

噬 菌 体 基 因 岛 敲 除 菌 株 Lactococcus lactis 
NZ9k-4，其不仅在多个生理特性上优于野生菌

株，而且作为异源蛋白生产的底盘细胞也显示

出优异的性能。 
为了强化本研究所构建的 F1ΔPP12 底盘细

胞的生物安全性，使用本底表达量很低且对诱

导底物特异性强的阿拉伯糖启动子 Para 和沙雷

氏菌属的胞外核酸酶 nuc 基因(去除信号肽部分)
构建条件性自杀系统并将其整合到 P. putida 
F1ΔPP12 的基因组中，成功构建了突变菌株  
P. putida F1ΔPP12-Para-nuc。将沙雷氏菌属的

胞外核酸酶 nuc 基因去除信号肽部分后，在细

菌中表达的核酸酶可以非特异性降解核酸导致

细胞死亡[17]，从而最大程度降低基因工程菌携

带的外源基因发生水平转移并逸散到环境中的

潜在风险，将条件性自杀系统整合至菌株的基
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因组中保证了其表达稳定性和遗传稳定性。  
P. putida F1 可以代谢己糖(如葡萄糖和果糖)但
不能代谢戊糖(如木糖和阿拉伯糖)[22]，这保证

阿拉伯糖在诱导 P. putida F1ΔPP12-Para-nuc 时

始终保持有效诱导浓度。在 1%阿拉伯糖的诱导

下，F1ΔPP12-Para-nuc 的自杀效率较为理想，在

诱导 8 h 后全部死亡，并且 P. putida F1ΔPP12- 
Para-nuc 仍具有高盐环境耐受性，以及苯酚作为

唯一碳源时的降解和趋化能力。Molin 等[23]在

1987 年设计的第一个含有由大肠杆菌的色氨酸

启动子和 hok 致死基因构成的条件性自杀系统

的质粒模型用于控制细菌生长，在缺乏色氨酸

的情况下，阻遏蛋白表达受到抑制，从而 hok
致死基因表达导致菌体死亡；Knudsen 等[24]还

尝试将 relF 和 hok 基因连接到 Plac 启动子下

游，在 IPTG 的诱导下，导致菌株自杀效应的

发生；Ahrenholtz 等[25]尝试将 nuc 基因连接至

对温度敏感的 PL 启动子下游，通过调整环境温

度，可以精确地控制 nuc 基因的表达，进而控

制菌群的自杀行为；Li 等[20]构建了含条件性自

杀系统的 E. coli BL21AI-DS，诱导后其表现出

良好的自杀效应，上述研究使用质粒模型构建

条件性自杀系统无法保证质粒中抗生素抗性基

因的传播对环境微生物的影响，此外，质粒的

丢失会降低菌体诱导自杀的预期效果。Recorbet
等[26]将 sacB 基因作为致死基因构建条件性自杀

系统并将其整合到 E. coli EL1026 的基因组中，

显著提升了自杀盒的稳定性，但 sacB基因在诱

导自杀时常出现假阳性，并且诱导所用浓度较

高。相比之下，本文构建的突变菌株 P. putida 
F1ΔPP12-Para-nuc 阿拉伯糖诱导所需浓度较低，

对环境友好。 

4  结论 
本研究成功构建了含有条件性自杀系统的精

简基因组的底盘细胞 P. putida F1ΔPP12-Para-nuc，
同时保留了模式菌株 P. putida F1 对高盐环境

的耐受度，并且当苯酚作为唯一碳源的条件下

其降解和趋化能力均不受影响，可控条件性自

杀系统的敲入提高了其生物安全性，提高了其

现实应用价值，并且为使用P. putida F1ΔPP12- 
Para-nuc 或以其为底盘细胞进一步改造的基因工

程菌进行环境原位修复提供了理论依据。 
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