
2013(4) 陕西农业科学

一株强抗镉成团肠杆菌的抗性研究

窦敏娜

(成阳职业技术学院，陕西咸阳 712000)

摘 要：对从北京市远郊东三岔铅锌尾矿中筛选到的一株强高度抗镉成团肠杆茵(Pantoea agglomerans)进

行研究，表明该菌株具极强的抗镉能力，最小抑制浓度(MIC)达2 000 mg／l。分析该茵株的生长曲线，并通过

质粒消除试验证明该菌株的抗镉机制与抗性质粒的存在有关，通过PCR扩增抗性基因发现，此抗性是由CZC

抗性系统控制的。
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在自然界中，镉总是与锌伴生，铅锌矿的开

采、冶炼和尾矿堆放等过程产生大量含镉的酸性

废水和废渣是造成水体和农田土壤污染的主要原

因。早在1972年，FAO／WHO把镉列为第三位

优先研究的食品污染物[1]，1974年联合国环境规

划署和国际劳动卫生重金属委员会就将其定为重

点污染物[2]，并且己被国际癌症研究机构(Inter—

national Agency for Research on Cancer)确定为

对人类的致癌物质[3]。因此，对镉污染的环境进

行监测和修复势在必行。

该文对从铅锌尾矿中筛选出的一株高度抗镉

成团肠杆菌(Pantoea agglomerans)进行了抗性

基因初步研究。希望为进一步研究微生物的抗镉

机理，构建抗镉基因工程菌，及应用微生物监测和

修复镉污染提供必要的基础。

1 材料与方法

1．1分离菌株对镉的抗性试验

将分离得到的纯培养菌株接种含有重金属镉

的缓冲蛋白胨水固体培养平板上，30℃，其镉浓度

依次为：1 000 mg／1、1 200 mg／1、1 500 mg／1，

1 700 mg／l，2 000 mg／1的固体培养基平板上，每

个镉浓度梯度做3个平行对照。30℃恒温培养

5—7 d后，观察菌落生长情况。

1．2测定分离菌株在含镉与不含镉两种情况下

的生长曲线

各取500 ml新鲜培养的菌液分别接种于镉

浓度为0、100 mg／l缓冲蛋白胨水液体培养基

100 ml中。以各自未接种的液体培养基做空白

对照，选用550 nm波长测定吸光度，每60 rain记

录OD值一次，绘制生长曲线。
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1．3质粒消除试验

将纯培养菌株接种于含有SDS至终浓度为

0．3％的缓冲蛋白胨水液体培养基25 ml中，42℃

振荡培养48 h。将菌液浓度依次稀释至0、10—

1、10—2后分别涂布于镉浓度为0、250 mg／1的固

体培养基平板上，每个镉浓度梯度做3个平行平

板。30℃恒温培养3 d后，观察菌落生长情况。

1．4抗性基因研究

根据目前对细菌抗镉机制的研究发现，其抗

性主要是由两种系统控制的，比较普遍的是cad

基因控制的[4’5]，还有在革兰氏阴性细菌中发现

比较多的CZC抗性系统[6’7]，合成这两种系统的

cadA基因引物，和czcC，B，A基因引物，分别进

行扩增，得到相关抗性基因，进行进一步研究其抗

性机理。

参考Genbank上已登录的CZC基因序列，经

筛选确定Accession为X71400的雷氏菌属(Ral—

stonia metallidurans)菌株的基因，由于基因较

大，将整个基因分成6段，应用“DNAMAN”程序

设计引物。经计算机处理及筛选，确定引物为：

CzcCf(7605 1)5’caagggaagcggcgggaccg 3’

(67)

CzcCb(77205)5’aatagccatgttttatgaatcccgtc 3’

(61)

CzcBf(77205)5’gacgggattcataaaacatggctatt 37

(61)

CzcBb(78783)5"cattgctgtttcc cccgtatc 3’

CzcAfl(78783)5’gatacggg ggaaacagcaatg 3’

(59)

CzcAbl(80521)5"gccaggaatgcgcagcgcct 37

CzcAf2(80521)5’aggcgctgcgcattcctggc 3’
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(67)

CzcAb2(82011)5’aaaaattgggcggtacgatg 3’

CzcDf(8201 1)57catcgtaccgcccaattttt 3’(5 6)

CzcDb(82994)5’ttctacaacaagtacccgcacc 3’

CzcRf(82994) 5’ggtgcgggtacttgttgtagaa 3’

(59)

CzcRb(83676)579aagtcccgggcctcatt 37

字母是每段基因引物的名称，其后括号内是

基因在整个基因组中位置，引物后面的数字是其

退伙温度。

2 结果与分析

2．1 分离菌株对镉离子的抗性试验结果

分离得到的纯培养菌株在镉浓度分别为

1 000 rag／1，1 200 rng／1，1 500 mg／1，正常生长，

在1 700 mg／1的固体培养基平板上菌落明显变

小，且菌落呈金属光泽，但是在2 000 mg／1的固

体培养基平板上几乎不生长，即该菌株的最小抑

制浓度(MIC)为2 000 mg／l，比现在已经报道的

抗镉细菌的MIC高出许多，证明该菌种有极强的

研究和应用价值。

培养时间

图1 苗株在镉浓度为。及100 mg／l

两种情况下的生长曲线

从图1看出，分离菌株在镉浓度为0及100

mg／1两种情况下都有较为平滑的生长曲线。在

镉浓度为0的情况下，分离菌株的延滞期比镉浓

度为100 mg／1的情况时略短。在开始的1—5 h

内，分离菌株在镉浓度为0 mg／1的培养基中生长

速率大于其在镉浓度为100 mg／1的培养基中的

生长速率。在随后的6—15 h内，分离菌株在镉

浓度为100 rag／1的培养基中生长速率超过其在

镉浓度为0 rag／1的培养基中的生长速率。在镉

浓度为100 rag／1的培养基中生长的分离菌株首

先在培养16 h后出现稳定期，并在培养22 h后

出现衰亡期。在镉浓度为0的培养基中生长的分

离菌株培养16 h没有出现稳定期并继续缓慢增

长，在培养21 h后出现稳定期，没有明显的衰亡

期。在生长的最初阶段，在含镉培养基中，菌株的

生长受到抑制，但在较短一段滞后期后，可能由于

镉离子诱导菌体自身潜在的抗性基因表达，使菌

体对镉采取了抗性机制，反而诱导了菌株的生长，

使其在较短的时间内迅速生长并较早进入平

台期。

2．2 分离菌株的质粒消除结果

将菌液浓度依次稀释至0、10一、10叫后分别

涂布于镉浓度为0、250 mg／1的固体培养基平板

上30℃恒温培养3 d后，观察菌落生长情况如图

2所示：经过消除质粒处理后，3个稀释度的菌液

在含镉浓度为0的固体培养基上均能生长，而在

含镉浓度为250 mg／1的固体培养基上均不生长。

说明该菌对重金属镉的抗性机制是由质粒基因决

定的。在质粒被消除后其对镉的抗性也就随之

消失。

图2菌株的质粒消除试验

2．3 分离细菌的抗镉基因研究结果

图3 目的基因PCR扩增结果
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通过抗镉基因扩增，发现在该菌株体内并无

cad镉抗性系统，该菌株的抗性是由CZC镉抗性系

统控制的，该系统的czcA基因已经被扩增得到，

为一个大小为700 bp左右的特异性czcA引物扩

增的条带，结果见图3。并由奥科生物公司测序，

该序列与GENBANK核酸数据库比对分析，对

测得的DNA序列应用Blast软件和Genbank核

算数据库进行比对分析发现其与drug resistance

基因有极高的相似性，已经研究发现抗重金属基

因可能和抗生素基因有一定的关系，而我们找到

这段基因可能就和共同抗性有关，有关这方面研

究还需进一步探索。

G^^TTGT从TACGAc．rcAcl．ATAGGGcGAAlI．rGGGcCcGACGTCGcATGcTcccGGcc删GGcGGcCGcGGG：AATT
CGA竹AGGcGCTGCGCA．rTCclIGGCcATCACGcGc删CAGTGAAGGAGGTCACAGAGTACACGTCGGAGccCACAc
cGTAGTcTlvroGcCAGGATcTGAGccGCTTcAcGGACGTGAcGc^GGAT^GA^coGG^GCcc^GcAGClIGAACTl．1．Acc

mGCTAcClurC删TTTCGAGTTTGTAGATAccTTTACGGATGcCTTccTcGGC^CcTGcTGGcAT．rGCcGGcATG
TGGTAG．r|rTTCG-rTCAGGGTGGTGATGTAGTAGTAAATGTTCTCTTGcGcTTCAccGTAcATGCGcTGcAGACCGTCAT

Gc矾GnG撇g咒怵0叽KS0觇¨GK￡鹪飞C吼¨G嗡峨Ac帆黼姐氏飒chG隅^双G}∞饥哦￡忑
GTGGCCATCTljCGTGCTl3CAG^CCTTCACCGTTC^GGGTCGTACG^CC^G^GGTACC：GCCT^Cc^GG^AGcCGOGAGcc

TGCCGGTCGoCTGcCTGCCAGCACAGGTCAcCGATACGcTGGAACccG从CATGGAGTAGTAAATGTAGAAcGGGATCA

TCGGcAGGTTGTTGGTGCTGTAAG^GGTcGcAGCAGcCAGCcAGGAA粼AGCGcCTAATCACTAGTGAATTCGCGG
Co瓯双虢hG砚cG斌帆眦G镐嗡№吼CcCh№∞弧QG幔Gc瓠咐mG蝴m觇岍撇吼C^C蚬n讯
AGCTTG(把GTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCAC^ATTCCACACA^C^TA

图4 目的基因的核酸序列
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