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摘要 绿色荧光蛋白∏ƒ°可用于研究复合微生物体系中特定目标功能菌的特性及动态变化 本研究

为确立用于解析酵母细胞在混合酵母废水处理系统中的动态特性的 ƒ°技术体系奠定了基础 将 基因克隆到酵母载体

≤ ×2 中 再用构建的重组质粒转化宿主菌大肠杆菌 Εσχηεριχηια χολι  扩增得到含 的重组质粒 荧光显微镜

照片显示 基因在大肠杆菌内得到了表达 但表达程度不高 电泳图谱及聚合酶链反应结果表明 含 基因的质粒不是以

游离的形式存在 而可能是以某种特殊的形式和细胞染色体发生了相互作用 

关键词 绿色荧光蛋白 酵母菌处理系统 污泥膨胀 聚合酶链反应
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  在利用酵母复合菌处理有机废水的过程中 本

课题组分离筛选出了 株高效油降解酵母≈ 并取

得了在较高有机负荷下除油率大于   ≤ ⁄去除

率大于  的良好处理效果≈ 但该酵母混合处理

体系在长期运行过程中出现了较严重的污泥膨胀现

象 难以达到良好的固液分离效果 为此 对酵母菌

处理体系中的污泥膨胀问题进行了一系列的探

讨≈  为了进一步确定引起污泥膨胀的决定性因

素 构筑高效稳定的酵母菌污水处理系统 首先需要

建立能快速解析混合微生物体系中目标酵母菌动态

变化的方法 

一种方便可行的方法就是借助于检测便利的荧

光物质来标记酵母细胞 常用的方法有荧光原位杂

交技术∏ ∏ƒ≥ 该

技术在微生物生态解析上已经得到比较广泛的应

用 问题是检测繁琐 耗时较长 利用荧光素酶基因

可快速解析复合微生物体系内的特定微生物的动态

特性 细菌荧光素酶基因已被成功地用于定量解析

甲苯污染修复体系中的甲苯分解菌的功能 但由于

发光反应和细胞浓度及胞内能源代谢活性有关 因

而在定量解析复合体系内特定微生物时需要解决细

胞内代谢活性对发光量的影响≈  与以上 种方

法相比 绿色荧光蛋白 ∏

ƒ°技术是一种更好的快速解析复合微生物体系

内特定微生物动态变化的方法 ƒ°是一种受光激

发后能够发射强烈绿色荧光的蛋白质 自 °≈

首次从水母中克隆得到其 ⁄ 以来 ƒ°基因已

分别在细菌 !酵母菌 !动植物等生物中得到了表达 

由于 ƒ°本身对活细胞无毒害作用且不需要添加

任何底物即可产生稳定的绿色荧光 现已构建出多

种颜色和强度的变异体并被广泛应用于微生物生理

学和生物技术研究中 如作为报告基因用于工程菌
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筛选≈ 基因表达调控研究≈ 复杂环境动植物体

内 !生物膜 !发酵罐或土壤等中菌体的分布及数量

情况研究≈   等人≈将 基因插入到

睾丸酮假单胞菌 Χοµ αµονασ τεστοστερονε)染色体

上 利用菌体发射出的荧光解析该菌在降解氯苯胺

废水的复合体系中的变化 日本学者也已构建出含

基因的博伊定假丝酵母 Χανδιδα βοιδινιι工程

菌≈ 但目前 ƒ°用于复合微生物体系定量解析

的研究在中国未见报道 

作为前期研究 本文报道了以 Χανδιδα βοιδινιι

及 Εσχηεριχηια χολι的穿梭质粒构建 基因表达载

体及其在大肠杆菌中的扩增情况 表明该方法的阶

段性成果并提出了实验中遇到的问题 

1  材料与方法

111  材料

菌株和质粒  实验中所用的菌株和质粒的

性质和来源如表 所示 

表 1  实验中所用菌株和质粒

×  ≥ ¬

菌株和质粒 基因型和表型 来源

菌株  
 ∏∞      ∃2

ƒ. ≈⁄ 
  ∃  

清华大学化工系实验室保藏

质粒 ± 2≈  
   ⁄赠送

质粒 ≤ ×2 ≈  
 ⁄≠∏≥赠送

所选择的用于构建新质粒的原始质粒  
基因的来源质粒

  培养基  采用 培养基 去离子水

中加入 细菌培养用胰蛋白胨 1细菌培养用

酵母提取物和 氯化钠 在抗性选择时加入氨苄青

霉素 Λ

主要的酶试剂  ×°和分子克隆工具酶

包括各种限制性内切酶 ⁄ 聚合酶   片

断 ×⁄连接酶均购自宝生物工程有限公司 

 °≤  反应体系  购自赛百盛基因技术有限

公司 

112  方法

质粒 ⁄ 的提取  采用赛百盛质粒纯化

试剂盒

质粒 ⁄ 的构建  酶切 !补平 !连接 !转

化 !琼脂糖凝胶电泳分析及感受态细胞的培养均按

文献≈进行 主要步骤如图 所示 ≥和 

分别酶切 ≤ ×2 和 ± 2质粒 后 用

⁄聚合酶   片断对线状质粒的 χ端补

平 再用 °分别酶切两质粒 用 ×连

接酶连接  ε 过夜 

转化方法  采用常规的氯化钙法进行基因

转化≈ 

质粒 ⁄的回收  采用博大泰克 ⁄ 片

断玻璃奶回收试剂盒

转化子的筛选  将转化的大肠杆菌细胞涂

布在含 Λ氨苄青霉素的 培养基上 在

 ε 培养  ∗ 挑取长出的菌落于液体 培养

基中培养 取样于荧光显微镜 ∞下观察

其是否发荧光 

 °≤  引物设计  为了用 °≤  方法检验转

化子 根据 ƒ°基因编码区设计上下游引物分别

为 

引物 ≈χ2 ≤ ≤ ≤  × ≤ ≤  ×  ×    2χ 

引物 ≈χ2≤  ≤    × ≤ ≤ × ×  × × ×  ×  ×   ×

× ≤ 2χ

°≤  反应条件  °≤  反应以菌体染色体作

为模板 分别向 °¬体系中加入 Λ引物 和

引物  Λ无菌水 反应条件如下  ε 热变性

 ε 退火  ε 延伸 1个循环 

反应后的 °≤  产物进行琼脂糖凝胶电泳分析 

2  结果与讨论

211  可转化酵母的含 基因的质粒构建

将 ≤ ×2 和 ± 2酶切并经玻璃奶回

收后 进行琼脂糖电泳分析 ≤ ×2   为

1≥酶切位点只有一个 因此酶切后 其大

小不应发生变化 构型应由原来的环状变为线状 实

验结果与此相符图  ± 2为 1含有 个

 酶切位点 的 基因位于较短的

 2  片断上 实际的酶切产物有约

和  个片断 与预期相吻合 其中约

的 ⁄片断应该是 基因 利用 × 

1软件分析 ⁄ 浓度结果如下 ≤ ×2 

浓度为 Λ 浓度为 Λ按 

≤ ×2  摩尔比 Β进行连接实验 连接产物

期 环   境   科   学



         

图 1  用于转化酵母的含荧光基因质粒构建

ƒ  ≤∏ 

 1 酶切后 ≤ ×2    1 酶切前 ≤ ×2  

 1 酶切后 ± 2  1 酶切前 ± 2  1 分子量标记

图 2  酶切后的质粒和目的基因

ƒ  °

用于转化 Ε1 χολι  

212  重组大肠杆菌的显微镜观察及其生长特性

从含氨苄的 平板上随机挑选 个转化子 

分别接种于含有氨苄的 液体培养基中 于  ε !

条件下培养 株菌生长均非常缓慢 取

培养 的培养菌液分别于荧光显微镜下观察 发

现其中 株菌命名为 Ε . χολι  在 蓝

光激发下发出绿色荧光 如图  !≤ 所示 但是 Ε .

χολι 的形态和颜色均与含 ± 2含 ƒ°基

因的大肠杆菌以下称对照 如图  示有明显差

别 Ε . χολι 发出的荧光没有对照强 并且 Ε .

χολι 多是  ∗ 个菌连在一起 显示菌体难以

 环   境   科   学 卷



正常分裂 与 Ε . χολι 同批培养的其余 株菌

均没有发荧光 但能在氨苄抗性平板上长出菌落 这

可能是由以下原因引起的 质粒并没有导入大肠杆

菌细胞内 菌体能在抗性平板上生长是因为转化细

胞培养时间较长或转化细胞铺平板时密度较高造成

氨苄青霉素抗性的转化体将 Β2内酰胺酶分泌到培养

基中 迅速灭活菌落周围区域中的抗生素 引起对氨

苄青霉素敏感的卫星菌落生长≈ 即假阳性菌生

长 而将假阳性菌再次接入液体培养基中时 菌体几

乎不生长 

1 对照 含 ± 2的大肠杆菌  ≤1 构建质粒转化后的大肠杆菌

图 3  蓝色光激发下发绿色荧光的大肠杆菌

ƒ  Ε . χολι . ∏  √ ∏

  对 Ε . χολι  进行生长特性研究 结果表

明 培养 后菌体在 波长下的光密度值只

从 1 增加到 1 菌体生长非常缓慢 与含

± 2的大肠杆菌 的生长情况差别很大图

 Ε . χολι 生长缓慢的原因将在 1中进行

讨论 

图 4  工程菌生长曲线

ƒ  ∏√

213  重组质粒的提取及进一步检验

从获得的重组大肠杆菌 Ε . χολι  中小量

提取质粒 然后进行琼脂糖电泳分析 结果如图 所

示 从图中可以看出 对照有  个条带 分别是原

≤ ×2 质粒的单体和二聚体 而样品的电泳

结果没有条带出现 表明没有提取到构建的质粒 为

了找出菌体发绿色荧光原因 直接用平板上菌体做

模板进行了 °≤  实验 进一步检验菌体中是否含有

基因 

  °≤  反应得到的产物进行琼脂糖电泳 结果如

图 所示 在 处得到 °≤  产物 这与 大小

相吻合 而以双蒸水为模板的空白对照没有得到

°≤  产物 说明 确实存在于大肠杆菌细胞内 上

述结果表明 在转化后的大肠杆菌中 质粒不是游离

存在的 而是以某种特殊的方式存在 一种可能是 

构建的质粒与染色体发生了相互作用 影响了菌体

的染色体分裂 从而影响菌体正常分裂 导致菌体生

长缓慢 这一现象比较奇特 目前还未见类似的报

道 需进一步深入研究 

1 分子量标记  1 对照≤ ×2 原质粒

1 从转化后的大肠杆菌中提取的质粒

图 5  提取质粒的电泳结果

ƒ  ×¬

为解决上述问题 下一步需要进行的工作包括 
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1 空白对照以双蒸水为模板

1 分子量标记  1 转化后的大肠杆菌

图 6  γφπ基因的 ΠΧΡ 鉴定

ƒ  °≤   

≠选不同的大肠杆菌比如 Ε . χολι 为受体

菌 将新构建质粒转化到其中 探讨质粒扩增的可行

性 或 将含有 基因的重组质粒直接转化至目

标菌 Χανδιδα βοιδινιι中 解析其在酵母废水处理

体系中的动态变化 

3  小结

将含有 基因的酶切连接产物转化至受体菌

Ε . χολι 后 新的重组菌能够在 蓝光激

发下发出绿色荧光 但表达程度不是很高 质粒的导

入在一定程度上影响了菌体的正常生长 本研究为

确立用于解析酵母细胞在混合酵母废水处理系统中

的动态特性的 ƒ°技术体系奠定了前期基础 

致谢 感谢日本 ⁄   和 ⁄ ≠2

∏≥赠送质粒 
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 √  2≈  2

 ∞√     65   ∗

 

≈     ∂° ⁄ ετ αλ∏ √

∏   ∏ 22⁄ ≤

≈  ∞√ 2

  66  ∗  

≈   ≠   ≤   ετ αλ √  ∏ 

∏ ∏≈  2

    ≤∏ 232

  ∗  

≈  #萨姆布鲁克 等著 金冬雁 等译 分子克隆实验指南第二

版≈   北京 科学出版社   ∗  

 环   境   科   学 卷




