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摘要：基因重组发光菌在水质毒性的评价中具有重要的作用，本研究从分析污染物毒性损伤的机制出发，构建新型 %&’() !"#$
基因重组发光菌 * 用 +’, 法从大肠杆菌 -.!!" 中扩增 !"#$ 基因，将其与 %/01)2 3456 载体连接后测序 *测序正确的 !"#$ 片段

及 %&’(7!8 载体均用 %&’9!、(#),!双酶切，连接后电转化导入宿主菌 :1!";*挑取克隆，提取质粒用 +’, 鉴定，阳性克隆再

进行测序 *将构建成功的 %&’() !"#$ 载体转化入大肠杆菌 ,<1$$.，加入相应的遗传毒性污染物，观察发光响应作用 *结果表

明，!"#$ 基因 +’, 扩增出的片段为 =;. >%，测序结果与 /3?@4?A 中的 !"#$ 序列进行 @BCD2 比对，同源性为 ;;E，表明扩增序列

正确 *与 %&’(7!8 载体连接后的测序结果表明，!"#$ 基因已正确的插入到 %&’(7!8 的多克隆位点，方向和读码框正确，重组发

光菌载体构建成功 *将构建好的重组载体转化入 ,<1$$. 宿主菌，加入遗传毒性污染物观察响应效果 *丝裂霉素 ’（11’）对

%&’() !"#$ 重组发光菌诱导效果最好，"F"! GHIB即可有很好的响应曲线；*J) 甲基)*J)硝基亚硝基胍（1KK/）则在 8" L !"" GHIB
时可发挥最佳响应作用 *
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工业化的深入发展，对环境带来的危害日趋严

重 *为保障水环境的安全，加强水质毒性监控尤为紧

迫 *以发光细菌检测水质污染是目前国际上广泛认

可而又较为先进的生物检测手段之一 *然而野生发

光菌直接用来检测水质污染却存在诸多限制，如对

毒性物质特异性差、不易定性、培养条件苛刻导致发

光不稳定等 *随着分子生物学的发展，国外许多研究

机构纷纷尝试对发光菌进行改造［! L $］，通过基因工

程技术将 +-. 发光基因系统中的结构基因融合到特

定的启动子下游，导入其他非发光宿主细胞后，形成

重组发光细菌 *可以快速测定化学物质及环境污染

物的毒性，确定环境污染的程度以及进行环境质量

的评价 *
在这些重组菌中尤以诱导型重组发光细菌受到

越来越广泛的关注 * 来自美国、以色列的 c4? (6A、

cYQQG3_ 和 @3QAP? 等［8 L ;］，从 ;" 年代初即开始重组发

光菌的研究，构建了一系列重组发光细菌，用于毒物

检测 * =""" 年，以 (KC 损伤为目标，研究者进一步优

化了 基 因 融 合 和 调 控 技 术［!"］* 韩 国 学 者 1PVXS3QQ
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等［!!］构建了容纳双质粒的重组发光细菌，用于同时

检测具有遗传毒性和氧化性损伤的污染 "
遗传毒性污染物由于其巨大危害而倍受关注，

对这类污染物的识别和评价尤为重要 "本研究从污

染物遗传毒性损伤的机制出发，针对我国特定的水

质条件和环境条件来构建遗传毒性新型基因重组发

光菌 " !"#$ 是与细菌的 #$% 损伤修复调控相关的基

因，其启动子属于强启动子 " 质粒 &’(#)!* 是一种

经多次改造的载体［!+］，在原先 &’(#*, 载体的基础

上插入部分 &’(!- 的多克隆位点，并插入 %&’()$*+
全基因盒 "多克隆位点便于插入各类启动子，以满足

不同的检测需求 "该质粒具有氨苄青霉素、卡那霉素

双抗性，且宿主范围宽，有利于重组体的筛选 "正常

生理状况下，下游 %&’ 基因的表达受到抑制；当具有

遗传毒性的物质存在时，#$% 受损产生的单链 #$%
将激活蛋白，解除阻遏蛋白的抑制，使下游的 %&’ 基

因在 !"#$ 的强启动作用下得以表达，发出荧光 "
丝裂霉素 (（..(）、,/0甲基0,/ 0硝基亚硝基胍

（.$$1）为 + 种重要的遗传毒性污染物，本试验旨在

分析 &’(#0 !"#$ 重组菌对这 + 种物质的响应作用 "

! 材料与方法

!"! 实验材料及试剂

质粒 &’(#)!*（含有无启动子的 %&’()$*+ 全

基因盒，%2&3 、4563 ，美国 786689988 大学 :5;<8= 教

授惠赠）；&1>.07 859; 载体购自 ?=@28A5 公司；大肠

杆菌 BC!!D 由军事医学科学院周建光教授赠送、大

肠杆菌 EF.GGC 由美国 #H?@6I 研究与发展实验中心

:55=J 教授惠赠、大肠杆菌 7K?!D 购自 J6LJI=@A86 公司

本实验室保存、电转化感受态细胞 M.!D- 购自宝生

物工程（大连）公司；75N #$% 聚合酶、#$% .5=O8=、
限制 性 内 切 酶 +#-E!、*./P!、#$% QJA5IJ@6 4JI
R8= " +SD 均购自宝生物工程（大连）公司；琼脂糖凝

胶 #$% 回收试剂盒、?(E 产物纯化试剂盒购自天根

生化科技（北京）有限公司；质粒小提、大提试剂盒购

自威格拉斯公司；丝裂霉素 (（..(）、,/0甲基0,/ 0硝
基亚硝基胍（.$$1）为 E@TU8 公司产品，其它试剂均

为分析纯试剂 "
水质毒性快速检测仪，型号 ,P?-*!!，北京滨松

光子技术股份有限公司生产 "
!"# !"#$ 基因引物设计

利用 ?=J28= ?=82J8= *SD 软件，根据 186,56O 中

!"#$ 的序列分别设计一对引物［V］，并在引物两端分

别引入了限制性内切酶 *./P!、+#-E!的酶切点 "

引物由宝生物工程（大连）公司合成，序列为 !"#$ 引

物：*/0%(77%%11%7((%1%1%%1((717(11(%( 0
C/；*/0%1(7771%%77((1(777(71777177770C/ "
!"$ #$% 提取及 ?(E

取 !S* 2Q 大肠杆菌 BC!!D，以 (7%, 法提取基

因组 #$%，用 !DD"Q W+P+K 溶解 "取 +"Q #$% 模板

进行以下的 ?(E 反应：!D X ?(E ,HYY8= +S*"Q，W$7?
.JZIH=8（!D 22@<[Q）!"Q，.A(<+（+* 22@<[Q）+"Q，上下

游引物（+D &2@<["Q）各 DS*"Q，0.1 #$% 聚合酶（*
’["Q）DS+*"Q，W+P+K 调整终体积至 +*"Q" ?(E 反应

条件：-G\预变性 G 2J6 后，-G\ G* 9、**\ G* 9、
V+\ ! 2J6，共 CD 个循环，最后 V+\ 延伸 !D 2J6"
!"% ?(E 扩增产物的纯化、70% 克隆及测序

?(E 产物经 DS]^琼脂糖凝胶电泳分离，用凝

胶回收试剂盒纯化后克隆至 &1>.07 859; 载体上，

连接产物按 (5(<+ 转染法转化宿主菌 7K?!D"用含氨

苄青霉素（*D"A[2Q）抗性的 Q, 平皿筛选重组质粒，

直接 挑 取 克 隆 经 菌 落 ?(E 初 步 鉴 定 后 送 上 海

_6LJI=@A86 公司测序（测序引物为 .!C 通用引物）"
!"& 重组发光载体的构建

以测序正确的 &70 !"#$ 载体为模板，扩增 !"#$
片段，用 *./P!、+#-E!双酶切；&’(#)!* 载体也

用这 + 种酶进行双酶切 " 酶切产物纯化后，用 #$%
QJA5IJ@6 4JI R8= " +SD 连接试剂盒，!)\连接过夜 "连
接体系中，载体与插入片段的摩尔比为 ! ‘ * a ! ‘ !D，

连接产物电转化（! *DD R、+*"F、+DD#）导入宿主

菌 M.!D-"迅速加入 ! 2Q :K,，CV\ 温育 ! U，涂布于

含氨苄青霉素和卡那霉素平板上，过夜观察 "重组子

为 &’(#0 !"#$（图 !）"
!"’ 重组发光载体 ?(E 初步鉴定及测序鉴定

挑取平皿上克隆至 %2&3 、4563（各 +*"A[2Q）

的 Q, 液体培养基中，CV\振荡培养过夜 "碱裂解法

提取质粒进行 ?(E 鉴定正确后送上海 _6LJI=@A86 公

司测序 "测序引物为 !"#$ 的特异性引物，测序结果

上 186,56O 中进行序列比对 "
!"( 重组发光菌对遗传毒性污染物 ..( 与 .$$1
的响应作用

&’(#0 !"#$ 转化入大肠杆菌 EF.GGC 构成重组

发光菌 "挑取单克隆 +)\，!]D =[2J6振荡过夜 " 培养

!+ a !) U，取 DS* 2Q 培养菌液（!D- [2Q）加入 DS* 2Q
:K, 培养液，+)\振荡 ! U，加入相应浓度的 ..( 及

.$$1（浓度均为 2A[Q），于 +)\诱导一定时间后上

,P?-*!! 水质毒性快速检测仪检测，纪录相对 发

光值 "
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图 ! 重组发光载体 "#$%& !"#$ 的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 3/-*’+ 45&67 !"#$

’ 结果与讨论

’(! 8&9 扩增结果

!"#$ 的 8&9 扩增产物经 :;<=琼脂糖凝胶电泳

检测，如图 > 所示：!"#$ 片段为 >?@ 14，与预期大小

相符 $

A$A2+B/+（6C>:::）；%$ !"#$
图 ’ !"#$ 片段的 )$* 结果

!"#$> D04E"."/F 4+’F,-* ’. !"#$ 1G 8&9

’(’ 4H7 !"#$、45&67 !"#$ 重组载体的初步鉴定

直接挑取平皿上 4H7 !"#$ 克隆进行菌落 8&9 鉴

定，均在相应的位置扩出明亮的条带 $测序结果输入

I&JK 中 L/(J2(B 进行 JE2)*，与 !"#$ 序列（M::@><;%）

同源性为 ??=，表明 !"#$ 扩增正确 $从 D04N 、O2(N

双抗性的 CJ 平皿上挑取 45&67 !"#$ 重组载体克隆

的 8&9 鉴定也能在相应位置扩出明亮条带，初步鉴

定为阳性（图省略）$
’(+ 45&67 !"#$ 重组载体的测序鉴定

将 8&9 鉴定为阳性的 45&67 !"#$ 克隆进行测

序 $用 !"#$ 上游引物测一个反应，测 序 结 果 通 过

I&JK的 L/(J2(B 进行 JE2)* 序列比对，表明由 !"#$
基因及 45&6P%Q 载体上多克隆位点（0-)）下游的

H(Q 基因和 %&’ 基因组成 $ 利用 &C5RHDC S 软件将

其与 4H7 !"#$ 载体中测序正确的 !"#$ 基因进行序列

比对［%@］，结果表明除了上游少量序列由于测序原因

被切掉外，45&67 !"#$ 载体与 4H7 !"#$ 载体上的 !"#$
序列完全相同 $下游与载体序列相衔接的部位准确

的出现 (#)9!和 *+%!的酶切位点，这是 45&6P%Q
载体多克隆位点（0-)）下游的酶切位点 $ 表明 !"#$
基因已方向、位置正确的插入到 45&6P%Q 的多克隆

位点，45&67 !"#$ 重组载体构建成功（图 @）$
’(, 45&67 !"#$ 重组发光菌对毒性污染物的响应

效应

将重组发光载体转入合适的宿主菌，也是得到

理想检测结果的关键 $ 现国外研究者普遍采用 ( $
#)%, 9!ATT@ 作为宿主菌，该菌源自 ( $ #)%, U@%:>，

能有效容纳、表达发光细菌的重组质粒，并适于淡水

检测 $AA&、AIIL 为 > 种重要的遗传毒性污染物，

PP% 环 境 科 学 >? 卷



图 ! "#$%& !"#$ 重组载体测序比对结果

!"#$% &’()*+",# -./0.,1. 2’+ )3&45 !"#$ +.1’(6",*,7 8.17’+

)3&45 !"#$ 菌株对这 9 种污染物均有明显的特异响

应作用 $ )3&45 !"#$ 菌株的本底发光值就很大，对

::& 的反应尤为非常明显，作用 ; < 检测即有明显

的吸光值，随着时间和浓度的递增相对吸光值迅速

上升，浓度高于 ; (#=>时，相对发光值都超出了仪器

所能测量的界限（图 ?）$从 @A@; B ; (#=>多做几个浓

度梯度，这种规律继续保持，@A@; (#=>时响应效果

即很明显（图 C）$ 与其它［D］对遗传毒性污染物敏感

的重组发光菌相比，)3&45 !"#$ 菌株对 ::& 的响应

最为明显 $

图 ’ "#$%& !"#$ 菌珠对 (($的影响作用&)

!"#$? E.-)’,-. .22.175; ’2 )3&45 !"#$ -7+*", 7’ ::&

)3&45 !"#$ 菌株对 :FFG 响应的敏感性要稍弱

于 ::&$作用 9 B % < 后，随着时间和浓度的递增逐

渐上升 $最佳响应浓度为 C@ B ;@@ (#=>后，随着浓度

的上升到 9@@ B ?@@ (#=>发光值迅速降低 $因而对于

检测 :FFG，最佳浓度为 C@ B ;@@ (#=>，相对发光值

能持久上升相当长时间（图 H）$并在反应到大约 99
< 时，发光值还在稳步上升（结果未显示）$

图 * "#$%& !"#$ 菌株对 (($的影响作用&+

!"#$C E.-)’,-. .22.1759 ’2 )3&45 !"#$ -7+*", 7’ ::&

图 , "#$%& !"#$ 菌株对 (--.的响应作用

!"#$H E.-)’,-. .22.17 ’2 )3&45 !"#$ -7+*", 7’ :FFG

! 结论

（;）从 I%;;@ 中成功扩出 !"#$ 基因片段，长度
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为 !"# $%&
（!）将 ’() 产物纯化连上 %*+,-. 载体后测序，

结果与 */01203 中 !"#$ 序列进行比对，同源性为

""4，表明扩增序列正确 &
（#）对于片段悬殊很大的 %5(6789 载体和插入

序列，连接和转化较为困难 &需有合适的连接比例，

并且片段的纯度和浓度足够高，达到 8!: 9; 0< 以

上 &转化时采用效率高的电转化方法，为防止连接缓

冲液中的离子浓度高而使电转化产生电弧影响转化

效率，采用每次只加小量（! = #!:）连接液入感受态

细胞的做法可成功转化 &
（>）%5(6- !"#$ 载体的初步鉴定不采用直接菌

落 ’() 鉴定法，而是提取相应克隆的质粒，再进行

’() 鉴定，可取得很好效果 &
（9）%5(6- !"#$ 载体测序结果表明：!"#$ 已经成

功插入 %5(6789 载体多克隆位点（?@A），插入的方

向、位置正确，%5(6- !"#$ 重组载体构建成功 &
（7）%5(6- !"#$ 菌株对遗传毒性污染物 ,,(、

,BB* 的响应明显，尤其对 ,,( 只需 ;C;8 ?<D:即

有很好的响应 & 对 ,BB* 的响应则需达到 9; = 8;;
?<D:&
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