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青海弧菌 Q67荧光素酶基因 luxAB与 luxCDABE

在大肠杆菌中表达与发光特性比较 
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天津市环境与食品安全风险监控技术重点实验室, 天津  300050) 

摘  要: 目的  对比淡水发光细菌——青海弧菌 Q67荧光素酶基因 luxAB和 luxCDABE在新的表达体系中的

表达, 为构建特异性检测毒性的重组菌提供基础。方法  设计引物扩增得到青海弧菌 Q67荧光素酶基因 luxAB

和 luxCDABE, 将其分别与表达载体 pET-22b 连接 , 转化大肠杆菌 DH5α 测序 , 阳性质粒转化大肠杆菌

BL21(DE3)进行表达。检测两种重组菌的发光特性及重金属离子对其毒性影响。结果  通过测定重组菌的相对

发光强度(RLU)和 OD600值可知: luxAB和 luxCDABE重组菌在癸醛和 IPTG浓度均为 1 µL/mL培养基里培养

第 1 小时后达到最大 RLU, 值分别为 750618.5 和 140901.5。检测重金属离子 Cd2+、Hg2+、Cr6+对重组菌的毒

性, EC50(半有效浓度)值分别为: luxAB重组菌: 5.160、5.129、7.097 mg/L; luxCDABE重组菌: 6.137、7.643、7.736 

mg/L。结论  在相同培养条件下, luxAB重组菌比 luxCDABE重组菌获得了更大的 RLU, 说明 luxAB表达效果

更好。重金属对重组菌的毒性影响检测, luxAB重组菌得到了更低的 EC50值, 进一步论证了这个观点。 
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Comparison of the expression and luminescence of luxAB and luxCDABE 
genes from Vibrio qinghaiensis sp.—Q67 in Escherichia coli 
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ABSTRACT: Objective  To compare the expression of luxAB and luxCDABE genes from “freshwater 

luminescent bacteria”Vibrio qinghaiensis sp.—Q67 in Escherichia coli, and to make preparations for the 

construction of recombinant bacteria which could especially detect heavy metals. Methods  Primers were 

designed in order to obtain the homologous fragments of luxAB and luxCDABE, then got the product through 

polymerase chain reaction (PCR). As the next process, the product was cloned into vector pET-22b and then 

transferred into Escherichia coli DH5α for genetic sequencing. The positive clones were propagated and the 

plasmids extracted were transferred into Escherichia coli BL21 (DE3). Performance of bioluminescence of 

recombinant Escherichia coli encoding thermostable luciferase from Vibrio qinghaiensis was detected. Results  
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After about 1 h culture with 1 µL/mL decanal and 1 µL/mL IPTG, the luxAB and luxCDABE recombinant 

bacteria got the highest RLU: 750618.5 and 140901.5 respectively. EC50 of luxAB and luxCDABE recombinant 

bacteria of Cd2+, Hg2+, and Cr6+are 5.160,5.129,7.097 mg/L and 6.137, 7.643,7.736 mg/L respectively. 

Conclusion  The expression of luxAB is more effective than luxCDABE in E. Coli. LuxAB recombinant 

bacteria have lower EC50 values, and the luxAB recombinant bacterias are more sensitive towards heavy metals. 

KEY WORDS: Vibrio qinghaiensis; luciferase genes; recombinant bacterias; performance 
 
 

1  引  言 

发光细菌毒性检测法作为一种廉价、简便、快速

的方法[1], 在水质毒性检测、重大恐怖袭击化学毒物

应急监测体系[2]、食品安全检测[3]、饮用水水质检测
[4]等方面得到了广泛的应用。发光菌应用于水质检测

最开始是海洋细菌, 其中以费氏弧菌最为典型。青海

弧菌(淡水发光细菌)由我国朱文杰教授发现并分离[5], 

之后便得到了迅速的发展。其优势在于相比于海洋发

光菌, 其培养不依赖于 NaCl, 且 pH 耐受范围更广, 

这就避免了在检测过程中盐离子对被检测物的干扰, 

从而在农药、重金属、PFOA(全氟辛酸铵)和 PFOS(全

氟辛烷磺酰基化合物)[6]、苯并噻唑类[7]、吡啶类离子

液体[8]等检测中得到了广泛的应用。 

但是, 其培养温度范围较窄(20 ℃~25 ℃), 不能

适应不同外界环境下的检测。淡水发光细菌与海洋发

光细菌毒性检测的比较已经有过报道[9], 但是淡水发

光细菌的荧光素酶基因作为外源基因在细菌内的表

达与海洋细菌的荧光素酶基因的表达存在哪些区别, 

发光菌荧光素酶基因的应用集中在 luxAB[10]和

luxCDABE[11], 作为整体异源表达, 其表达又存在哪

些差异, 这些问题鲜有相关文献进行报道。随着现代

分子生物技术的突飞猛进, 荧光素酶基因[12,13]的应

用也得到了极大的关注, 利用荧光素酶基因作为外

来基因在其他细菌中表达从而实现检测的技术也已

经相对成熟[14]。 

本文分别将 luxAB 和 luxCDABE 作为整体构建

重组质粒在大肠杆菌中表达, 并对比二者的发光表

达效果以及重金属离子对重组菌毒性影响从而表征

两种荧光素酶基因表达效果。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

青海弧菌 Q67, 滨松光子技术股份有限公司; 大

肠杆菌 DH5α, 大肠杆菌 BL21(DE3), 天根生化科技

(北京)有限公司; 载体 pET-22b, 宝生物工程有限公

司。限制性内切酶、 T4 DNA 连接酶,  美 国Thermo 

公司;  Plasmid Mini Kit(200)、Gel Extract Kit(200), 

美国 Omega 生物技术公司; TIANamp Bacteria DNA 

Kit, 天根生化科技(北京)有限公司; Yeast Extract(酵

母提取物)、Tryptone(胰蛋白胨), 英国 Oxoid 公司; 

Agar Powder、LA Taq酶, 北京索莱宝科技有限公司, 

其他试剂均为国产分析纯。 

2.2  实验仪器 

BHP9511 水质毒性检测仪, 滨松光子技术股份

有限公司 ; Mastercycler personal PCR 仪 , 德国

Eppendorf公司; DYY-11型电泳仪, 北京六一仪器厂; 

WD-9403F 紫外分析仪, 北京六一仪器厂; TGL-16C

飞鸽牌离心机, 上海安亭科学仪器厂; TU-1901 双光

束紫外可见分光光度计, 北京普析通用仪器有限责

任公司; HH·B11 电热恒温培养箱, 天津市实验仪器

厂; Ⅱ级生物安全柜, ESCO公司; ZWY-240恒温培养

振荡器, 上海智城分析仪器制造有限公司; 立式压力

蒸汽灭菌器 , 上海博讯实业有限公司医疗设备厂 ; 

DZKW-S-4电热恒温水浴锅, 北京市永光明医疗仪器

有限公司; MS3 数显型漩涡混合器, 德国 IKA公司。 

2.3  试验方法 

2.3.1  配制培养基 

青海弧菌 Q67 培养基采用可以获得高的菌生长

量和菌内荧光酶含量的培养基[15]: 胰蛋白胨 5 g, 酵

母膏 5 g, MgCl2 3.2g, KBr 0.2 g, CaSO4 0.1 g, NaCl 4 

g, KCl 4 g, 甘油 3 mL, 固态培养基加入 2%的琼脂

糖, 加蒸馏水至 1000 mL, 121 ℃灭菌 30 min备用。

LB培养基: Yeast Extract 5 g, Tryptone 10 g, NaCl 10 g,

固态培养基加入 15 g Agar, 加蒸馏水至 1000 mL, 

121 ℃灭菌 30 min备用。 

2.3.2  青海弧菌 Q67 平板培养 

挑取暗室可见蓝绿色荧光的单菌落, 接于 5 mL
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液体培养基中, 22 ℃, 180 r/min震荡过夜培养。 

2.3.3  青海弧菌基因组 DNA 提取 

取培养过夜菌液, 使用 TIANamp Bacteria DNA 

Kit制剂盒提取, 方法参照说明书。 

2.3.4  luxAB 和 luxCDABE 基因的克隆 

分别设计 luxAB 引物 Fab:CGCCATATGAAATT

TGGAAATTTCTT、Rab:CTTCTCGAGTGTGGTATC

CATTGTTTATTC; luxCDABE 引物 Fce:CTTGGATC

CGATGAAAAAACACATGCCATT、Rce:GCGCTCG

AGCATTTTCTTATTCCTATTCTTA, 华大基因合成。

用青海弧菌基因组 DNA作为模板, 进行 PCR扩增。

扩增产物电泳验证并进行胶回收纯化, 纯化产物连 p

MD18-T, 转化入 DH5α 感受态细胞。转化后菌株平

板培养, 挑单菌落进行菌落 PCR, 阳性菌株送华大基

因测序, 得到各自的拼接结果, 进行序列比对。 

2.3.5  荧光素酶基因表达菌的构建 

取测序正确的菌株过夜培养活化 , 用 Plasmid 

Mini Kit(200)试剂盒提取质粒, 提取结果电泳验证, 

并进行胶回收, 取胶回收产物与表达载体 pET-22b分

别进行双酶切, 酶切位点为 luxAB: NdeⅠ, XhoⅠ; 

luxCDABE: BamHⅠ, XhoⅠ。酶切产物电泳验证并胶

回收, 回收产物通过 T4 DNA连接酶连接, 连接产物

转化入大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞。在含有氨苄

西林(Amp)的固体培养基上 37 ℃、过夜培养, 挑单菌

落进行菌落 PCR,  阳性菌株 37 ℃液体培养基培养, 

测定 OD600值和 RLU。 

2.3.6  重组菌性质测定  

选癸醛作为发光底物, 用无水乙醇配成体积分

数为 5%的癸醛溶液。取阳性重组菌株平板培养, 挑

单菌落于加入了 5 μL癸醛溶液的 5 mL LB液体培养

基中 37 ℃、180 r/min培养 2 h, 然后按 2%接种量接

种至含 5 μL 癸醛溶液的 5 mL LB 液体培养基中

37 ℃、180 r/mim培养, 2 h后加入 5 μL异丙基硫代

-β-D-半乳糖苷(IPTG)诱导, 继续培养。用 BHP9511

水质毒性检测仪和 TU-1901 双光束紫外可见分光光

度计检测 RLU和 OD600值。 

2.3.7  重金属离子对重组菌毒性分析 

用 CdCl2·2. 5H2O、K2Cr2O7、HgCl2(均为分析纯)

配制不同浓度的溶液。依照水质检测国标检出限设置

重金属浓度。Cd2+浓度设置为: 0.005、0.025、0.05、

0.1、0.5、1、10 mg/L, Cr6+浓度设置为: 0.025、0.05、

0.1、1、5、10 mg/L, Hg2+浓度设置为: 0.0001、0.005、

0.01、0.05、0.1、1、5、10 mg/L。用水做对照, 设置

3个平行样。测试组每个浓度取 2 mL被检测溶液, 加

入诱导培养 1 h 后的菌液 100 μL 菌液混合均匀, 15 

min 后检测相对发光强度, 计算相对发光强度(测试

组发光强度/对照组发光强度)和 EC50值(半有效浓度, 

发光强度抑制率为 50%对应的被测物浓度)。                 

3  结果与分析 

3.1  青海弧菌基因组 DNA 提取 

用 TIANamp Bacteria DNA Kit制剂盒提取培养

15 h 的菌液的基因组 DNA, 提取结果琼脂糖凝胶电

泳验证表明, 青海弧菌 Q67 基因组 DNA 大小介于

1008~11849 bp之间。 

3.2  青海弧菌 LuxAB、luxCDABE 基因的克隆 

luxAB和 luxCDABE基因 PCR产物琼脂糖凝胶电

泳验证结果如图1和图2。由图1和图2可知, luxAB PCR

产物大小约为 2000 bp, luxCDABE PCR产物大小约为

6000 bp, 与预期大小相符。PCR产物连接 pMD18-T, 转

化入DH5α感受态细胞, 测序得到完整序列。 

3.3  重组菌性质测定 

随着培养时间的延长, 重组菌在 600 nm波长处

的吸光度及对应发光量如图 3 和图 4 所示。由图 3

和图 4可知, 重组菌随着菌密度的增大, 在诱导培养

后的第一个小时左右相对发光强度就已经达到了最

大值, 分别是 750618.5和 140901.5(单位为 1), luxAB

重组菌的最大相对发光强度是 luxCDABE重组菌的 5

倍多。约 1 h后迅速下降到一个非常低的水平。这可

能是发光底物或者诱导剂的浓度影响了发光。此外, 

次级代谢产物的积累也会造成一定影响。 
 

 
 

M: 500 bp DNA Ladder Marker 
 

图 1  luxAB PCR扩增产物电泳结果 

Fig. 1  Electrophoretic results of PCR products of luxAB 
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M: 1 kb DNA Ladder 
 
 

图 2  luxCDABE PCR扩增产物电泳结果 

Fig. 2  Electrophoretic results of pcr products of luxCDABE 
 
 

 
 
 

图 3  luxAB重组菌性质测定 

Fig. 3  Characteristics of luxAB Recombinant bacteria 

 
 

 

 
图 4  luxCDABE重组菌性质测定 

Fig. 4  Characteristics of LuxCDABE Recombinant bacteria 

3.4  重金属离子对重组菌毒性分析 

重金属离子对重组菌的影响如图 5、图 6和图 7

所示, 根据拟合直线算出相应的 EC50值如表 1所示。 

 
表 1  各金属离子对重组菌的毒性效应 

Table 1  Toxic effects of heavy metals on recombinant 
bacteria 

重金属离子 重组菌 EC50 (mg/L) 

Cd2+ 
luxAB 5.160 

luxCDABE 6.137 

Hg2+ 
luxAB 5.129 

luxCDABE 7.643 

Cr6+ 
luxAB 7.097 

luxCDABE 7.736 

 

 
 

图 5  Hg2+对重组发光细菌的毒性影响 

Fig.5  Toxic effects of Hg2+ on recombinant bacteria 
 

   
 

图 6  Cr6+对重组发光细菌的毒性影响 

Fig.6  Toxic effects of Cr6+ on recombinant bacteria 
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图 7  Cd2+对重组发光细菌的毒性影响 

Fig.7   Toxic effects of Cd2+ on recombinant bacteria 

 
从表 1可以看出, luxAB重组菌对于三种重金属

离子的 EC50值均低 luxCDABE 重组菌。说明对于重

金属离子的毒性检测, luxAB重组菌比 luxCDABE重

组菌更灵敏。可能是因为 luxAB 基因序列相对较短, 

在这个表达系统里更易表达。 

4  结  论  

本文将青海弧菌荧光素酶基因主要部分 luxAB

和 luxCDABE 作为整体在大肠杆菌中原核表达。为

比较二者表达效果, 检测了重组菌的发光性质及重

金属离子对其毒性影响。结果显示 luxAB 重组菌得

到了更大的最大发光强度, 重金属毒性检测得到了

更低的 EC50 值, 表现出了更好的灵敏性。从而论证

了 luxAB 作为荧光素酶荧光素酶基因的主要元件, 

在这个表达系统内达到了更好的表达效果。luxAB基

因在这个表达体系中表达的最优条件有待进一步研

究, 包括温度、菌密度、培养基组分、发光底物成分

和浓度以及诱导物的浓度等。 

本文的研究对比了 luxAB 和 luxCDABE 作为外

源基因在大肠杆菌中的表达, 为后续荧光素酶基因

作为外源基因的表达提供了一个新的表达体系, 为

荧光素酶的进一步研究提供了基础。 
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