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同源重组法构建多功能农药降解基因工程菌研究
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摘 要 构建遗传稳定的多功能农药降解基因工程菌可以为农药污染的生物修复提供良好的菌种资源，然而，构建遗传稳定

且不带入外源抗性的基因工程菌是一个难点。通过以受体菌的 "#H /I*8为同源重组指导序列、&+0. 基因为双交换正筛选标
记构建同源重组载体，二亲结合的方法将甲基对硫磷水解酶基因（;?@）整合到呋喃丹降解菌 4?"#$1(;($+& >9) JIHQ"染色体的

"#H /I*8位点，分别成功构建了含 "个和 !个 ;?@基因插入到 /I*8位点且不带入外源抗性的基因工程菌株 JIHQ-93和 JIHQ
!-93。同源重组单交换的效率为 R_7 ‘ "$a 7 b #_P ‘ "$a 7。通过 GJ0和 H’5:=,/6杂交的方法验证了同源重组事件。基因工程
菌遗传稳定，能同时降解甲基对硫磷和呋喃丹。甲基对硫磷水解酶（cGM）的比活在各生长时期均高于原始出发菌株，比活最
高达 #_!! -5N!B。
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化学农药是一类重要的环境异生物（;".-0,-’,/
/-&+-2.!3），其在环境中的生态学行为以及修复一
直是国内外研究的重点［?］。目前，科研工作者已经

分离筛选了大量降解农药的微生物，并成功地将降

解性微生物应用于污染环境的修复［B］。然而农药品

种繁多，环境中农药污染情况复杂，降解单一农药的

微生物菌株已经不能满足生物修复的需求，通过生

物学手段构建多功能的农药降解基因工程菌株成为

新的研究热点［J，K］。

由于质粒的不稳定性且含有抗性所带来的环境

释放潜在风险，将外源基因构建于质粒载体而获得

的基因工程菌的应用越来越受到限制。因此，目前

迫切需要发展一种能将外源目的基因整合到受体菌

的染色体上且不带入抗性的整合系统。尽管依赖于

插入序列（DL）介导的整合方法也能获得遗传稳定的
工程菌株，然而，同源重组可以按照人们所预期的基

因位置甚至碱基序列位置进行染色体整合而倍受青

睐。?@L $EFG基因（$<FG）存在于所有的细菌中，作
为分子进化钟在微生物的系统分类进化及分子生态

学研究中得到了广泛的应用，而且 $<FG 一般以多
拷贝（ M ?N 个拷贝）的形式存在，因此，若以此作为
同源重组整合位点，则会提高整合几率，而且不会因

为插入失活掉一个 $<FG操纵元（ $$%）而将受体菌致
死［N O ??］。国内外一般是将克隆到的某个非致死基因

作为同源重组指导序列（9-&-*-#-23 E"/-&0,.%’,-.
<,$"/’,.# L"P2"./"，9E<L），而以 $<FG为同源重组整
合位点稳定表达外源基因的研究相对较少。

甲基对硫磷（78）和呋喃丹为两种剧毒农药，虽
然使用受到限制，但其造成的环境污染问题仍很严

重。世界各地的科研工作者分别从 /,01#*!*%+,
属、.$1-022+ 属、32+4*5+-60$(1! 属、72-+2()0%0, 属和
8-’$*5+-6$1! 分离筛选到一些 78降解菌株，本实验
室的崔中利博士用鸟枪法从 78降解菌株从克隆到
一个新的甲基对硫磷水解酶基因 !"#（H".Q%.R

GSJJTUBV），它与其它报道的有机磷水解酶基因 *"#
和 *"’-B同源性很低。!"# 基因编码的酶 789能够
高效水解 78为对硝基苯酚（8F8）和 W，W>二甲基硫
代磷酸［?B，?J］。789虽然不能完全矿化 78，但水解
生成的 8F8的毒性比 78低 ?XX M ?BX 倍。呋喃丹
的微生物降解研究相对较少，本实验室的武俊从活

性污泥中分离到一株能够高效、快速降解呋喃丹的

鞘氨醇单胞菌 &"’(%)*!*%+, 3+4 Y<L>?［?K］，该菌株能
完全矿化呋喃丹，通过气质联机分析发现呋喃丹首

先是断开氨基甲酸酯链，形成呋喃酚，实验中还检测

到有红色中间代谢产物 B ，K>二叔丁基苯醌的存在，
其余代谢途径还未见报道。本文以高效呋喃丹降解

菌 &"’(%)*!*%+, 3+4 Y<L>?的 ?@L $<FG 为同源重组
位点整合甲基对硫磷水解酶 !"# 基因，获得不带抗
性标记的能同时高效降解 78 和呋喃丹的工程菌
株，为基因工程菌的环境释放以及生物修复应用打

下坚实的基础，并且为遗传稳定基因工程菌的构建

提供了一种新的思路与方法。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 菌株和质粒：本实验中使用的菌株和质粒见
表 ?。
)*)*+ 试剂与试剂盒：限制酶、碱性磷酸酶、5K <FG
连接酶、随机引物标记试剂盒（E%.!-& 8$,&"$ <FG
=%0"*,.# Z,’ ["$ 4 B）购自大连宝生物工程有限公司
（5%Z%E% Q,-’"/(.-*-#)（<%*,%.）Y-4 =’!），抗生素购自
江苏创瑞公司，<FG 片段纯化回收试剂盒购自
H".0%3"公司，其它试剂均为分析纯。NX\的 78乳
油和 VT\呋喃丹原药分别购自镇江农药厂和太仓
鲍利葛化工有限公司。（">JB 8）标记的 !Y58购自北
京市福瑞生物工程公司；所用引物由大连宝生物工

程有限公司合成。

NTT蒋建东等：同源重组法构建多功能农药降解基因工程菌研究



表 ! 菌株和质粒的基本特性
"#$%& ! ’#()* *+#,#*-&,)(-)*( ./ (-,#)0( #01 2%#(3)1(

!"#$%&’ (# )*$’+%,’ -.*./$&" )#().#"0（%.’） !(1#2. (# #.3.#.&2.
!"#$%&’(’%)* ’)4 56!78 2$#9(31#$& ,.:#$,%&: ’"#$%&，;"，!"##， ［8<］
+*,-.’(’%)* "-/$.) 6==78 >%:> .33%2%.&" +.">0* )$#$">%(& ,.:#$,%&: ’"#$%& ［8?］
0 4 1’2$ 6@?! "2)138AB（!CD 2)14"58?） =$9(#$"(#0 ’"(#.,

0 4 1’2$ 6@?!#)%#
6+<7E7 /,/：5-77)%：：8%F $%/,&9)%/ 2,-7 AG：：:!8D 9,1;8 19,<?8D #*.68F
,%.;8 =>?7 ? -$.;（"(2-:）："$9 H /#$

I#(+ 6#4 J>1 K1& (3 @$#/$#, L.,%2$*
!2>((*

0 4 1’2$ !L8D#)%# @(9，/#$7 8，/#9，2,-，/’%;，)1A，*-"0，9,1;：：6+<7 E781：：5-，"$9
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!2>((*

)6MG ;("9，ENEO9 +.">0* )$#$">%(& >0,#(*$’. :.&.（(".）3#$:+.&" %&’.#"., %&"(
L5! (3 )P58B

［8E，8G］

)L6 8C7M ;("9 Q#(1:>" 3#(+ M$O$#$，6$*%$&
)Q*1.’2#%)"$!R（ H H S） ;("9 Q#(1:>" 3#(+ !$&:(&，!>$&:>$%

)TQEFB @(9，;%"> @(7 *)1B 3#$:+.&"
I#(+ U#(3 4 T$& Q*(+3%.*, (3 RVWM
1&%/.#’%"0［8A］

)XLB8
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*)1B，!-1*
I#(+ 6#4 J>1 K1& (3 @$#/$#, L.,%2$*
!2>((*［8F］

)L6- ;("9，;%"> 8A! #6WY 3#$:+.&" %&’.#"., %&"( ">. L5! (3 )L6 8C7M M>%’ ’"1,0
)L-U78 ;("9，;%"> $ (". :.&. %&’.#"., %&"( ">. D#,% ’%". (3 )L6- M>%’ ’"1,0
)L-U7M ;("9，;%"> ";( (". :.&.’ %&’.#"., %&"( ">. D#,% ’%". (3 )L6- M>%’ ’"1,0
UQ-U ;("9，;%"> 8A! #6WY $&, (". 3#$:+.&" %& )Q*1.’2#%)"$!R（ H H S） M>%’ ’"1,0
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!4!45 培养基：无机盐、=Q培养基配方见参考文献
［8C］；8ZG =Q培养基为稀释 G 倍的 =Q；=QL培养基
中为 =Q中添加 8DD&:Z+=浓度的 LU；!=Q培养基中
为 =Q中添加 ?[的蔗糖。根据实验需要添加相应
的抗生素，氨苄青霉素（Y+)）为 ?D&:Z+=，卡那霉素
（R+）为 E?&:Z+=，链霉素（!"#）为 8DD&:Z+=。
!46 方法
!464! 细菌培养：0*1#,9$1#$) 1’2$ 为 =Q培养基 GF\

培养，!"#$%&’(’%)* ’)4 56!78为 8ZG =Q培养基 GD\
培养。

!4646 分子生物学操作：细菌总 6WY 的制备、酶
切、酶连、载体脱磷、0 4 1’2$ 普通感受态制备、转化、
质粒提取、!(1">.#& 杂交等操作见参考文献［8C］；
6WY的回收纯化按照试剂盒说明书进行；6WY测序
委托大连宝生物公司完成；实验中所用的引物及

U5-扩增条件列于表 E。

表 6 引物及 789扩增条件
"#$%& 6 789 2,)3&,( #01 ,&#*-).0 *.01)-).0(

U#%+.#’ &$+.’ !.]1.&2.’ (3 )#%+.#’（?^7G^） 6.&$"1#$* ".+).#$"1#.Z（\） Y&&.$*%&: ".+).#$"1#.Z（\） -.+$#O’
8A! IEF Y_Y_MMM_YM55M__5M5Y_

B< ?D ［8B］
-8<BE MY55MM_MMY5_Y5MM
I8 YM_5MY_5M55_M55Y YM5M55 D#,%

(". -8 5Y_5MY_5MYM5Y5MM____MM_ BA AD
D#,%

@- 2(&3%#+$"%(& U8 MMM55MM_M55MM_M___
B? AE

’"()
U8’ 555Y5YY__Y5YY__YYY 2(,(&’
UE 55M_55M55MM_5__MMY

!4645 二亲结合：将供、受体菌在各自培养基中培
养至对数后期，?DDD #Z+%&离心回收菌体，用无菌水
洗涤 8 次，浓缩后混合两种菌液于微孔滤膜
（DNE?&+）上，置于不含抗生素的 =Q培养基上 GD\
培养，E<> 后用无菌水洗下菌体，直接涂布于含
?D&:Z+= Y+)、E?&:Z+= R+和 8DD&:Z+= !"#的 8ZG =Q
平板上。同时，另取一部分混合菌体稀释涂布于含

8DD&:Z+= !"#的 8ZG =Q平板上，计数受体菌数，用于

计算同源重组单交换的效率。

!464: 甲基对硫磷水解酶（LU@）酶活测定及呋喃
丹的检测：LU@酶活测定：取 ED&=酶液样品（对照
中加入 ED&=培养基）于含 BF<&= 磷酸氢二钠7磷酸
二氢钠缓冲溶液（DNE +(*Z=，)@CND）的 8N?+= 的
.)).&,(#3管中，再加入 A&= LU（8D+:Z=），立即摇匀，
迅速置于 G?\中水浴 ?+%&，立即加入 DNE+=硝酸溶
液（8D[）摇匀终止反应，8DDDD#Z+%&离心 ?+%&，取上

ACC <#$%,*, E’-9%)2 ’? B$’/,1#%’2’&A 生物工程学报 EDD?，‘(*NE8，W(NA



清 !"#$%于试管中，加入 &"#$%甘氨酸’氢氧化钠缓
冲溶液（!"#$()*%，+,-!"!）混匀稀释，紫外 .//"#0$
处测定 121吸光值（3）。-个酶活力单位（4）定义为
.#5时 -$60 内水解 71 产生 -!$() 121 所需的酶
量，酶的比活（4*!8）为单位蛋白的酶活。
呋喃丹的检测：取 #$%待测样品 -!!!! 9*$60离

心 #$60，收集上清，加入等体积二氯甲烷，剧烈震荡
-$60，静置，去水相，过无水 2:;<=& 柱，收集流出的

二氯甲烷液，紫外 ;!! > &!!0$扫描定性检测，定量
检测时取 ;?; 0$处的吸光值。

图 - 同源重组载体构建路线图
@68A - B(0CD94ED6(0 (F DGH G($()(8(4C 9HE($I60:D6(0 JHED(9C

! 结果与分析

!"# 同源重组载体的构建
同源重组载体具体构建路线见图 -。用通用引

物 @;K 和 L-&/; 从 BM<’- 染色体 M23 中扩增出
-"#NI左右的 -O< 9M23与 +7M-?’P载体连接，挑取
阳性克隆命名为 +7ML，测序发现 -O< 9M23片段中
游含有一 !"#"单酶切位点（3Q#!O#./）。以 +MP.
为模板，引物 @-和 L-扩增出含自身启动子的甲基
对硫磷水解酶 $%& 基因，两端分别引入 !"#"酶切
位点和终子密码子（见表 ;），插入到 +7ML的 !"#"
单酶切位点，在含 -!!!8*$% 3$+ 的 %R7 平板上筛

选能水解 71 成 121 产生黄色水解圈的阳性转化
子，提取质粒验证大小，获得分别有 - 个 $%& 基因
和 ;个 $%& 基因顺向串联插入的阳性转化子，分别
命名为 +7L1’-和 +7L1’P。用 ’()"和 *"+"双酶
切 +7L1’-，将 ;"ONI左右的 -O< 9M23和 $%& 片段
酶连到同样酶切的 +R)4HCE96+D# <S（ T T U）载体
上，获得阳性转化子 +RL1，再用 *"+"和 ,-$,V双
酶切，最终将 -O< 9M23和 $%& 序列连到 +W7/-上，
转化 . A /+01 M,#$%+69获得 +W<7。用 ,-$,"和 !&#

"酶切 +VR;K/，回收 ."?NI的 2$’ (-/, 片段，酶连到
+W<7的 ,-$,"位点，获得 +W<7S’-。+W<7S’P
的构建类似于 +W<7S’-，但其 !"#"位点间含有 ;
个 $%& 基因。最终将同源重组载体转入 . A /+01
<7-!%+69直接用于二亲结合。构建的同源重组载体

具有以下特点：" A复制起始位点为 +314LOS&，只有在

宿主菌提供’蛋白（%%13基因编码）的情况下才能正

常复制（该载体在 BM<’-中为自杀质粒），因此，在载
体构建过程中涉及到此复制子需在含%%13基因的

. A /+01中操作；# A含有两个拷贝的 (-/, 基因，该基
因编码的果糖蔗糖酶，能将蔗糖水解为果糖并生成

大分子量的果聚糖，在 XU 细菌周质空间（极少数
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!"细菌的假周质空间结构）累积，导致细胞停止生

长或死亡，因此，含有该基因的 !#宿主菌对蔗糖高

度敏感，可以用来作为同源重组双交换的正筛选标

记［$%，$&］；! ’含有 !"#$%&(位点，可以在宿主 ’ ’ (!)#
)*&%!*#"染色体上 +", 基因的作用下直接进行二亲结
合转移；" ’含有 +,-和 .,两种抗性，便于同源重
组单交换子的筛选。

!"! 同源重组子的筛选策略
由于同源重组载体不能在 /0)1& 中自主复制，

因此转入受体菌细胞内的同源重组载体只有整合到

染色体上才能随着染色体的复制而存在。载体上含

有 .,、+,- 和 -*. 等基因，受体菌为 )23 抗性，因
此，在 )23、.,和 +,- 三抗平板上长出来的能水解
*4产生黄色水解圈的即为同源重组单交换子。
由于单交换是 560)一侧发生重组，整个载体

序列（含抗性和 /,(0）都插入到染色体上，因此，我
们必需筛选仅有 -*. 基因整合到染色体上的双交
换子。将获得的同源重组单交换子液体培养过夜，

涂布于添加 )23和 *4的 )78平板上，挑取能产生黄
色水解圈的单菌落即为阳性同源重组双交换子。因

为如果 /0)1&染色体上存在 /,(0 基因等载体序列，
在蔗糖存在的情况下将会导致细菌死亡，只有在

)78培养基上生长的菌落才是发生二次重组的双交
换子（丢失 /,(0 基因和抗性等载体序列）。如果双
交换发生在 560)的同一侧，则载体会重新原封不
动的从染色体上缺失（回复突变），如果双交换发生

在 560) 的另一侧，则 560) 之间的目的基因 -*.
会整合到 309+位点（能产黄色水解圈），而 560)两
侧的载体序列丢失，即为我们所需要的阳性同源重

组双交换子（基因工程菌）。

!"# 同源重组子的获得及同源重组事件的 $%&、
’()*+,-.杂交验证
二亲结合后培养 : ; (<，在三抗平板获得一些

结合子，验证发现均能水解 *4，插入 & 个或 $ 个
-*. 基因的同源重组单交换的效率都在 :=> ? &%# >

; @=A ? &%# >范围内，560)之间的序列长度（&=:或
$=@BC）对同源重组单交换的效率没有显著影响。将
单交换子培养过夜后涂布蔗糖平板，发生双交换的

效率约为 &%# : ; &%# D，而且在蔗糖平板上生长的菌

落 &%%E丢失 +,- 和 ., 抗性，而阳性双交换子
（-*. 基因插入到 309+位点）约占双交换子的 &E
; &%E。/0)1& 染色体 309+位点插入 & 个和 $ 个
-*. 基因的双交换子（工程菌）分别命名为 /0)1,-<
和 /0)1$,-<。

随机选取工程菌，提取总 09+，用引物 4&和 4$
扩增，扩增结果如图 $。由于引物 4&设计在 -*. 基
因片段上，引物 4$ 在染色体 &@) 309+ 序列上，因
此，只有当 -*. 基因插入到受体菌的 &@) 309+ 位
点，才能用这对引物扩增出特异性的 &=:BC 条带，
4/6结果证明了 -*. 基因在 &@) 309+位点发生了
同源重组。

1#2<! 酶切 -0F:，回收 $BC左右大小片段，用
随机引物标记试剂盒合成:$ 4 标记 -*. 基因探针，
与 34!#完全酶切的工程菌总 09+（-*. 基因中没
有 34!#酶切位点）杂交，杂交结果如图 :，表明 -*.
基因已经整合到 /0)1&的 &@) 309+位点，只出现 &
处杂交信号，说明 -*. 基因可能只在 &个 ""2 操纵
元发生了同源重组。

图 $ 同源重组事件的 4/6验证
GHI’ $ 5J,JKJIJLM 3NOJ,CHPQ2HJP NRNP2M OJPSH3,N< CT 4/6 ,N2UJ<
*：,Q3BN3；& ; &&：2UN 3QP<J, MNKNO2N< 3NOJ,CHPQP2M；/.：/0)1& ’

图 : 同源重组事件的 )JL2UN3P杂交验证
GHI’ : 5J,JKJIJLM 3NOJ,CHPQ2HJP NRNP2M OJPSH3,N< CT
)JL2UN3P UTC3H<HVQ2HJP JS 2J2QK 09+ JS 3NOJ,CHPQP2M

*：,Q3BN3；/.：/0)1&；&：/0)1,-<；$：/0)1$,-<’

!"/ 基因工程菌的遗传稳定性
将基因工程菌在不含抗性的 &W: 78平板上连
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续划线传代 !" 次，分别转接培养至稳定期（!" 值
一致），测定细胞破碎液 #$%酶活，发现降解 #$的
性状稳定，而且水解酶酶活保持稳定高效（如图 &）。

图 & 工程菌不同传代次数时 #$%酶活
’()* & #$% +,-(.(-/ 01 23#4 +- 5(116768- )6867+-(084

!"# 基因工程菌$%&在不同生长时期的表达
"9:;的接种量将 <=>?@A5、<=>?!@A5和 =BB?C

接种于各自培养基中，分别在 CDE、FDE和 :DE取样，
测上清和细胞破碎液和细胞壁 #$%酶活，并比较细
胞破碎液酶的比活（如图 :、D）。

图 : 工程菌与 =BB?C不同生长时间不同组分的酶活
’()* : #$% +,-(.(-(64 01 23#4 +85 =BB?C

(8 5(116768- A+7-4 +85 AE+464
C：4GA678+-+8-（CDE）；!：4GA678+-+8-（FDE）；F：4GA678+-+8-（:DE）；&：
,6HH H/4+-6（CDE）；:：,6HH H/4+-6（FDE）；D：,6HH H/4+-6（:DE）；I：,6HH J+HH
（CDE）；K：,6HH J+HH（FDE）；L：,6HH J+HH（:DE）*

图 D 工程菌与 =BB?C细胞破碎液酶的比活
’()* D >A6,(1(, +,-(.(-(64 (8 ,6HH H/4+-6 01

23#4 +85 =BB?C (8 5(116768- AE+464

从图 :中可以看出工程菌细胞破碎液中酶活最
高，并且在细胞生长稳定期（FDE）酶活达到最大，表
明 #$%在稳定期的表达量最高。<=>?!#$% 在各个
时期、不同组分的 #$%酶活均比 <=>?#$% 高，表明
染色体上插入 ! 个 #$% 基因的降解活性高于 C 个
#$% 基因。#$%主要以胞内酶的形式存在，在细胞
生长后期，一部分 #$%会分泌到胞外或结合在细胞
壁上。由于 =BB?C生长势强，酶活较高，而工程菌属
于 &$’()*+#+),- 4A*，其生长势较弱，细胞浓度低（为
=BB?C的 CM! 左右），因此决定了酶活较 =BB?C 低。
然而工程菌细胞破碎液酶的比活却不比 =BB?C 低
（图 D），尤其是 <=>?!@A5酶的比活明显高于 =BB?C，
最高达到 D9!!@GM!)，表明单位蛋白中 #$%含量高
于 =BB?C，尤其在生长前期。我们推测工程菌中
#$% 基因可能受 ..) 转录的影响维持较高的转录与
表达水平［!:］。

!"’ 工程菌与出发菌株生长的比较以及对 $%和
呋喃丹的降解

将培养至对数期的野生受体菌 <=>?C、工程菌
<=>?@A5和 <=>?!@A5 分别以 C;接种于含有 C""

!)M@B呋喃丹和 #$的 CMFBN培养基中培养，间隔取
样分别检测菌体 !"D""值以及呋喃丹和 $O$ 的含
量，结果见图 I。从图中可以看出受体菌 <=>?C 不
能降解 #$，几乎检测不到 $O$。工程菌与受体菌在
CMF BN培养基中的生长和降解情况基本一致，表明
#$% 基因插入到 ..) 位点对受体菌的生长速率与原
始降解能力没有显著影响。工程菌 <=>?@A5 和
<=>?!@A5菌能快速（C P !E 内）水解 #$ 成 $O$，随
着 #$的降解，$O$的含量逐渐增加。而呋喃丹前
期降解较慢，随着工程菌的生长，呋喃丹在 F"E时被
完全降解。

图 I <=>?C和工程菌的生长与两种农药的降解
’()* I 270J-E +85 A64-(,(564 56)7+5(-(08 01 <=>?C +85 23#4
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! 讨论
构建农药降解谱广的多功能基因工程菌进行生

物修复是解决农药污染的有效途径之一，然而，构建

遗传稳定、符合环境释放要求的基因工程菌是一个

难点。本文选择呋喃丹降解菌的 !"# $%&’为同源
重组位点稳定高效地表达外源 !"# 基因，构建的基
因工程菌株已经获得国家农业转基因生物安全管理

委员会批准在江苏省进行环境释放的中间试验（农

基安办字 ())*+,(-.）。!"# $%&’一般以多拷贝形式
存在，为同源重组提供更多的几率。前人已有研究

结果表明 $/&’合成存在反馈调节，当 $%&’的拷贝
数减少或增加，其余的 $%&’的转录会相应调节，最
终保持 $/&’总量的平衡，因此，一个 $%&’的失活
也不会对受体菌的生长造成显著影响（见图 0），更
不会使受体菌致死。另外，$%&’可以通过通用引物
扩增简便易得，省去了克隆非必需基因的烦琐工作，

这对遗传背景不清楚的野生型受体菌尤为重要。

!"# $/&’在细菌的各生长周期都要合成，因此其编
码基因在各个时期都在转录，外源基因插入到这一

位点受 $$% 中启动子的影响其转录与表达水平也会
相应较高（图 "）。因此，!"# $%&’是一类比较理想
的整合位点。

为了获得不带抗性标记的工程菌株，必须筛选

双交换子，如果用抗性基因作为负筛选标记，必须逐

个验证是否丢失抗性，工作烦琐而容易出现假阳性。

我们用 &’() 基因作为正筛选标记，由于只要在蔗糖
上生长的细菌即为丢失抗性的双交换子，工作简便

可靠，而且用双拷贝的 &’() 基因，增加对蔗糖的敏
感性，筛选到的菌落 !))1为二次交换重组子。
将同源重组载体转入受体菌是发生同源重组的

第一步，也是影响同源重组效率的主要因素。由于

本实验中所选择的 *"+,%-.!.%’& 菌产大量胞外多聚
化合物（多糖），而且其细胞壁结构特殊［("］，加上

*"+,%-.!.%’&菌为寡营养型细菌生长较慢，易受污
染，其生长易受其它菌的抑制，而且电转化感受态制

备技术不成熟，我们曾尝试用普通转化、电转化、三亲

结合等方法均未能获得成功，原因是同源重组载体转

入 *"+,%-.!.%’& 234菌中的效率太低，这成为同源重
组成功的重要制约因素。我们应用二亲结合的方法，

提高转移效率，并在同源载体上引入双重抗性加大筛

选压力，最终才获得了成功，因此，在进行同源重组时

同源重组载体转入受体菌中的效率也应考虑。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

《生物实验室管理手册》85 51) I)$&：8 K.N%<.5%<L U.>(0.5%<
〔美〕Y7巴克 著 黄伟达 王维荣 等译 科学出版社 T@@E年 A月出版 +?#U C D @O D @!ETP@ D P 定价：
OP7@@元
实验室的负责人要组建、领导研究团队，管理人事和机构，申请科研经费，同时还要出科研成果以保

持学术的领先地位。但许多实验室管理者往往缺少经营管理意识以及相应的知识储备。本书为实验室

管理者提供了全面的指导，通过对众多科研管理人员的访问及相关资料的搜集，运用生动而丰富的例

证，讨论了一系列管理中具有挑战性的问题以及可以促进成功的技巧。

对于所有对实验室管理和实践感兴趣的愿意思考的读者，对于教育者、管理者以及仅仅是从兴趣出

发的人，这本书都是不可不读的。

《分子生物学实验室工作手册》85 51) #)291：8 K.N%<.5%<L U.>(0.5%<
〔美〕Y7巴克 著 王维荣 黄伟达 等译 科学出版社 T@@E年 A月出版 +?#U C D @O D @!ETCC D P 定价：
BP7@@元
本书全面论述分子生物学实验室工作，内容涵盖实验室机构运作、软硬件配置以及实验操作过程、

结果记录、数据提呈等方面，是实验室工作的指导性手册。为加强实验室的建设与管理，帮助实验室人

员独立熟悉工作环境，更好地完成对实验室工作信息的收集、整理、统计与交流等方面发挥积极的作用。

本书翻译忠实于原文，最大限度地反映了原书的风格与韵味。可作为高等院校高年级学生、研究

生、实验室管理者以及分子生物学实验室工作人员的参考用书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：!@@C!C 北京东黄城根北街 !"号科学出版社科学分社；联系人：阮芯；联系电话：@!@="B@OB"TT（带传真）
更多精彩图书请登陆网站 155;：‘‘VVV7 $(’)49()29)7 9%&7 92，欢迎致电索要书目：@!@="B@!TE@!

!AP蒋建东等：同源重组法构建多功能农药降解基因工程菌研究


