
嗜麦芽寡养单胞菌 ( S tenotrophomonasmaltophilia )

R551-3四环素抗性消除的研究

马鹏娟,刘中华,戴亦军,袁 生

(江苏省微生物资源产业化工程技术研究中心,江苏省生物多样性和生物技术重点实验室,

南京师范大学生命科学学院,江苏 南京 210046 )

[摘要 ] 嗜麦芽寡养单胞菌可共代谢降解烟碱类农药吡虫啉, 并且对多种抗生素具有抗性.本文通过电穿孔法

消除了该菌的四环素抗性, 获得了四环素敏感型菌株 R551-3Tc r- ,可以用作遗传转化系统的受体菌,能被转化吸

收遗传载体质粒 pJB866H: : ndhSL, 构成一对很好的嗜麦芽寡养单胞菌遗传转化系统. 同时 HPLC结果表明所获

得的四环素敏感型菌株羟基化吡虫啉的活性并未发生改变,为进一步开展敲除和回补共代谢途径关键酶的研究

工作奠定了基础.
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Abstrac t: S teno trophom onas maltophilia can deg rade neon icotino id insectic ide im idacloprid through co-me tabo lism and

exhibits m ultiple antib io tic resistance. Through e lectroporation we obta ined a R551-3 mu tant w hich lost tetracycline re-

s istance. Besides, the te tracyc line resistant plasm id pJB866H: : ndhSL w as successfu lly transform ed into the R551-3T cr-

stra in. Therefore, the R551-3T cr- stra in can be used as a rec ipien t to construct a Steno trophom onasm altophilia gene tic

transform ation sy stem. The tetracycline resistance lostm utan t keeps the ability o f hydroxy lating im idac lopr id. Based on

this mutant, the fo llow ing gene knockou t and recovery exper im ents can be carried out.
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微生物共代谢在难降解有机物的生物降解中发挥了重要作用.本实验室先前分别报道了嗜麦芽寡养

单胞菌 ( Stenotrophomonasmaltoph ilia )可共代谢降解烟碱类农药吡虫啉 ( IM I)
[ 1- 3]
、啶虫咪 ( AAP)

[ 4]
、噻虫

啉 ( TH I)
[ 5]
.但我们在预实验中发现,添加不同的共代谢基质到嗜麦芽寡养单胞菌转化液中,会产生不同

的吡虫啉代谢产物,说明共代谢基质的不同会导致菌体启动不同的吡虫啉降解途径. 因而需要进一步采用

分子生物学方法敲除共代谢途径的某些关键酶,构建嗜麦芽寡养单胞菌突变株, 以研究不同的共代谢基质

进入的代谢途径及其与不同的吡虫啉降解产物的关系, 从而阐明共代谢基质调控吡虫啉代谢途径的分子

机制. 为此需要建立一套研究嗜麦芽寡养单胞菌 ( S. maltophilia)的遗传转化系统. 但我们研究发现, 嗜麦

芽寡养单胞菌 R551-3菌株具有氨苄青霉素、卡那霉素、四环素、安普霉素和链霉素
[ 6 ]
等多种常用抗生素的

抗性, 因而难以采用上述抗生素抗性作为遗传转化的筛选标记.已知细菌的抗生素抗性可以由细菌的染色
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体基因决定
[ 7]

,或者由其所带有的内源性质粒所引起
[ 8, 9]

. 若能通过适当方法将嗜麦芽寡养单胞菌 ( S.

maltophilia)所含的上述抗生素抗性基因消除,则可有效建立一种方便的抗生素抗性的遗传筛选标记,为进

一步开展基因的敲除和回补实验研究奠定基础.目前已报道的细菌抗生素抗性消除的方法主要有质粒消

除法
[ 10, 11]

、分子生物学方法
[ 12]
等. 其中质粒消除法又包括十二烷基硫酸钠 ( SDS)法

[ 13, 14]
、紫外法

[ 14, 15 ]
、

高温法
[ 16]
、高温-SDS法

[ 17, 18]
等.由于结构及生理上的独特性,不同菌株的抗性消除机制各不相同,目前尚

没有普遍适用的抗性消除方法.本文先后尝试采用十二烷基硫酸钠 ( SDS)法、紫外法、高温法、高温-SDS

法等消除嗜麦芽寡养单胞菌 ( S. maltophilia )的抗生素抗性, 均未获得成功. 最后发现采用电穿孔

法
[ 10, 19, 20 ]

,可成功地消除该菌的四环素抗性, 为进一步开展参与吡虫啉共代谢的关键基因的敲除和回补实

验研究提供了可供选用的抗性遗传标记, 详细结果报道如下.

1 材料与方法

1 1 菌株、质粒及引物
表 1 菌株、质粒及引物

Table 1 Stra ins、plasm id and prim ers

类别 名称 特点 来源

菌株

嗜麦芽寡养单胞菌

( S. ma ltoph ilia )

R551-3菌株

具有氨苄青霉素、卡那霉素、四环素等多种抗性

降解吡虫啉

Dan iel van der Lelie博士提供

( Brookhaven National

L aboratory, U SA)

嗜麦芽寡养单胞菌

( S. ma ltoph ilia )

R551-3Tc r
-
菌株

丢失四环素抗性

降解吡虫啉
本文

质粒 p JB866H: : ndhSL
T cr, 12 3 kb,以 KTO1-F和 KTO1-S为

引物可扩增出 0 5 kb片段
文献 [ 21]

引物

16S-up

16S-down

5-AACTGAAGAGTTTGATCCTGGCTC-3

5-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3
上海生工合成

KTO1-F

KTO1-S

5-GGGGAGCTCCCATGGCTATGCAAACAACCATCTCCCTGC-3

5-CCCAAGCTTTCTAGATCATGGCTTTCTCCGGGTCTCG-3
上海生工合成

1 2 R551-3内源性质粒的提取及鉴定

根据文献
[ 22]
按碱裂解法进行质粒提取.质粒 DNA在 1%的琼脂糖凝胶中电泳鉴定, 电泳缓冲液为 1

TAE,用美国 B IO-RAD凝胶成像系统拍照保存.

1 3 抗生素抗性检测

选取 4种不同的抗生素:氨苄青霉素、卡那霉素、四环素、氯霉素,在 LB培养基中加入不同浓度的这 4

种抗生素,铺成平板, 考察菌株在平板上的生长情况,以确定是否对抗生素存在抗性.

1 4 电击细胞的制备及电穿孔方法

电击细胞的制备及电穿孔方法参考文献
[ 19]

, 冻存管菌种于 LB平板上划单菌落, 30 培养, 24 h. 从平

板上挑取单菌落到种子培养瓶 ( 100mL锥形瓶装 30mL培养基 ) , 30 , 220 r /m in, 16 h. 再以 1 /100接种

量接种到 LB培养基中 ( 500mL锥形瓶装 100mL培养基 ), 30 , 220 r /m in,培养至 A 600 = 0 6时,冰浴菌体

15m in, 8 000 r/m in, 离心 10m in收集菌体. 用预冷的无菌水洗 3次,再用预冷的 10%的甘油洗 1次, 收集

菌体悬浮于 10%的甘油中, 50 L /管分装,保存于 - 80 . 取保存于 - 80 的 50 L /管的电击细胞置于冰

上 10m in, 然后将 50 L的电击细胞置于预冷的电转杯中 (电极狭缝为 0 2 cm ) ,电击条件为 2 5 kV

cm
- 1
,时间为 5 2ms, 10~ 15个脉冲.电击后加入 800 L LB培养基,恢复培养 1h, 稀释至 10

- 5
同时涂无抗

LB平板及含氨苄青霉素、卡那霉素、四环素、氯霉素的 LB平板 (便于计算消除率 ) , 30 培养, 24 h.

1 5 平板影印筛选抗性消除菌株

挑取 LB平板上长出的单克隆均匀点至另一 LB平板上, 30 培养, 12 h,然后将该平板分别影印至含

氨苄青霉素、卡那霉素、四环素、氯霉素的 LB平板上, 30 培养, 12 h,挑选抗性消除菌株.若影印后在抗性

平板上不形成菌落,则挑取纯化该单菌落再次影印验证.

1 6 16S rDNA序列测定分析

试剂盒提取 R551-3
Tcr-
菌株的基因组,用细菌 16S通用引物扩增 16S rDNA,测序,在 NCBI数据库中比
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对.

1 7 抗性质粒的电转化及菌落 PCR鉴定

将 R551-3
T cr-
菌株按照方法 1 4制备电转化感受态,向抗性消除的菌株中电转化入含该抗性的质粒,

通过菌落 PCR鉴定阳性克隆.

1 8 羟基化吡虫啉活性的检测
[ 1, 3, 4]

从平板上挑取单菌落到种子培养瓶 ( 100mL锥形瓶装 30mL培养基 ) , 30 , 220 r /m in, 16 h.再以 1 /

100接种量接种到 LB培养基中 ( 100mL锥形瓶装 30mL培养基 ) , 30 , 220 r /m in, 20 h. 取 2mL菌悬液,

于 8 000 r /m in离心 5m in, 用 0 2mol /L磷酸钾缓冲液 ( pH8 0)洗涤后,分别悬浮于 0 5 g /L IM I, 2%蔗糖

和 33 3 g /L琥珀酸的上述磷酸盐缓冲液中, 于 30 , 220 r/m in振荡转化 48 h.取样前, 用无菌水补足蒸发

水分后取样,样品于 8 000 r/m in离心 10m in, 上清稀释相应倍数后 HPLC分析. HPLC分析采用 Ag ilent

1200高效液相色谱仪 (美国安捷伦公司生产 ); 色谱柱为 Ag ilen tHC-C18柱 ( 250 4 6 m, 5 m ) ;进样体

积为 20 L; 柱温为 30 ;检测波长为 269 nm.流动相 A为经 0 22 m微孔过滤膜过滤的双蒸水, B为乙

腈, A: B= 75: 25; 流速为 1mL /m in. HPLC数据在 A g ilent Chem Station上进行分析.

2 实验结果

2 1 R551-3菌株对抗生素的抗性

对野生 R551-3菌株抗生素抗性的检测结果如表 2所示, 该菌株对氨苄青霉素、卡那霉素、四环素均

不敏感, 而对氯霉素敏感.

表 2 R551-3菌株对抗生素的抗性

Table 2 The antibiotic resistance o f Stenotrophomonas maltoph ilia R551-3

抗生素 氨苄青霉素 卡那霉素 四环素 氯霉素

浓度 / ( g /mL) 100 30 15 34

R551-3菌株 + + + + + + - -

注: + +生长良好; - -不生长.

2 2 R551-3菌株抗生素抗性的消除

按方法 1 4将电击后的细胞稀释至 10
- 5
,分别涂布在不含抗生素 LB平板、含氨苄青霉素 LB平板、含

卡那霉素 LB平板和含四环素 LB平板上, 30 培养 24 h.菌落计数表明,在含氨苄青霉素 LB平板和含卡

那霉素 LB平板上形成的单菌落数较多,与不含抗生素 LB平板上出现的单菌落数基本一致,而在含四环

素 LB平板上形成的单菌落数很少.说明电击处理使大部分菌体细胞失去了四环素抗性,因而不能在含有

四环素的 LB平板上生长并形成菌落. 其中:无抗 LB平板上单菌落个数为 824, 四环素平板单菌落个数为

91,抗性 (质粒 )消除率为 89 0% .

将在不含抗生素 LB平板上长出的嗜麦芽寡养单胞菌 R551-3菌落接种到新的不含抗生素 LB平板,

30 培养 12 h,再按方法 1 5影印至四环素 LB平板上, 30 培养 12 h, 通过比对将能够在不含抗生素 LB

平板上生长、而不能在含四环素 LB平板上生长的敏感菌落挑出, 经纯化鉴定, 最终获得四环素抗性消除

的 R551-3
T cr-
菌株.

2 3 R551-3
T cr-
菌株的分子鉴定

提取 R551-3
Tcr-
菌株基因组, PCR扩增其 16S rDNA,在 NCB I数据库中比对,比对结果为: 四环素抗性

消除后的 R551-3菌株与野生 R551-3菌株 16S rDNA的相似性为 100% ,证明四环素抗性消除后的敏感菌

株仍为嗜麦芽寡养单胞菌 R551-3菌株.

2 4 R551-3
T cr-
菌株的内源性质粒分析

对 R551-3菌株进行质粒抽提分析,确定 R551-3菌株至少含有一个大小约为 8 kb的质粒.对四环素抗

性消除后的敏感菌株 R551-3
T cr-
进行质粒抽提分析,发现大小约为 8 kb的质粒仍然存在 (图 1) .

2 5 R551-3
T cr-
菌株的四环素抗性质粒的转化

向四环素敏感菌株 R551-3
Tcr-
中电转化入含四环素抗性的假单胞菌质粒 pJB866H: : ndhSL,可使敏感

性菌株重新变为抗性菌株,在含四环素 LB平板上生长形成抗性菌落.挑取抗性菌落, 经菌落 PCR扩增证
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实该抗性菌落含有抗性基因, 而敏感型菌株 R551-3
Tcr-
则不含有四环素抗性基因 (图 2), 说明敏感菌株

R551-3
T cr-
可以用作遗传转化系统的受体菌, 能很好接受原先用作假单胞菌的遗传载体质粒 pJB866H: :

ndhSL, 构成一对很好的嗜麦芽寡养单胞菌遗传转化系统.

2 6 R551-3
T cr-
菌株羟基化吡虫啉活性的检测

对四环素抗性消除后的敏感菌株 R551-3
Tcr-
进行了测定,结果表明,四环素抗性消除后,菌株 R551-3

Tcr-

仍然保留其羟基化吡虫啉的活性,和野生型 R551-3的羟基化吡虫啉的活性相比基本没有改变 (图 3) .

图 3 R551-3和 R551-3Tcr
-
羟基化吡虫啉的 HPLC图谱

Fig. 3 HPLC spectrum o fm etabo lism o f IM I by R551-3 s train and R551-3Tcr
-
strain

mAu:光检测的吸收值; A. 野生型 R551- 3菌株羟基化吡虫啉的 HPLC分析; B. 敏感型 R551-3T cr-菌株羟基化吡虫啉的 HPLC分析

3 讨论

有报道指出很多细菌的抗生素抗性是由内源性质粒引起的
[ 14, 17, 18]

,电穿孔法原理在于高压电脉冲可

使细胞膜和细胞壁产生通道使质粒流出, 故可以用于质粒 (抗性 )的消除, 已报道的使用电穿孔法的质粒

(抗性 )消除都是基于这一原理
[ 10, 19]

. 本文通过电穿孔法, 消除了 R551-3菌株的四环素抗性,但是大小约

为 8 kb的质粒仍然存在,推测 R551-3菌株四环素抗性的消除可能并不是通过消除携带抗四环素抗性基

因的质粒而实现的. Zhang等报道指出,嗜麦芽寡养单胞菌对多种抗生素表现出的抗性
[ 23- 25 ]

,可能与该菌

外膜渗透屏障、外排系统、各种酶类及迅速突变的靶位有关
[ 24, 26- 28]

, 这些基因并不一定由质粒携带
[ 29]

,也

可以由基因组编码
[ 26]

.其中多重外排泵系统是嗜麦芽寡养单胞菌获得多重耐药性的最重要原因, 已发现
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的外排泵系统有 Sm eDEF系统和 SmeABC系统, 而 SmeDEF泵可外排喹诺酮类、四环素、氯霉素和大环内

酯类
[ 26- 28, 30]

. Zhang等分别敲除了 S. maltoph ilia ULA-511的 smeE基因和 smeF基因, 发现敲除后 ULA-

511对四环素的敏感性分别降低了 4倍和 2倍
[ 26]

. 已知高压电脉冲可以引起基因的突变或沉默
[ 30, 31]

,因

而推测我们的实验结果很可能是由于高压电脉冲引起了 R551-3菌株 smeDEF基因的沉默或突变,所以导

致了四环素抗性表型的减弱或消失.

四环素抗性质粒的转化及阳性克隆抗性基因分析表明, 本研究所获得的四环素敏感型菌株 R551-

3
T cr-
可以用作遗传转化系统的受体菌,能很好接受原先用于假单胞菌的、含四环素抗性基因的遗传载体质

粒 pJB866H: : ndhSL
[ 21 ]

,构成一对很好的嗜麦芽寡养单胞菌遗传转化系统.同时 HPLC结果表明所获得的

四环素敏感型菌株羟基化吡虫啉的活性并未发生改变, 这就为下一步通过基因敲除研究嗜麦芽寡养单胞

菌对农药吡虫啉代谢途径的调控提供了方便的抗性筛选标记.
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