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摘要  基于经遗传修饰的极端抗辐射细菌—— 耐辐射球菌, 构建了一个实时全细胞生物传感
器, 以检测高放射性环境中的放射性物质和遗传毒物. 把加强型绿色荧光蛋白(eGFP)连接到
耐辐射球菌中一个可受 DNA损伤诱导调控的关键基因—— recA基因的启动子后, 所得到的融
合 DNA片段(PrecA-egfp)由质粒携带转化入耐辐射球菌 R1菌株, 从而最终获得了生物传感器
菌株DRG300. 这个改造过的菌株可以在 recA基因启动子的引发下表达 eGFP荧光蛋白, 从而
发出荧光. 根据耐辐射球菌活细胞中荧光强度和 eGFP蛋白表达量之间的相关性, 我们发现在
DRG300 菌株中荧光的产生量同 DNA 损伤因子(如 γ射线和丝裂霉素 C)之间有很显著的剂量
相关性. 同以前报道的全细胞传感器相比, 本研究构建的这个重组菌株同时具有广阔的剂量
探测范围和较高的灵敏度. 研究结果表明, DRG300 可作为一个潜在全细胞生物传感器, 基于
此构建的检测系统, 可以用来实时监测环境中放射性和毒性污染物所造成的生物学危害. 
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由于环境放射性污染物引发了一系列危害 , 如

DNA损伤、基因组稳定性下降、疾病和细胞死亡 [1], 
人们对环境样品潜在的放射活性和毒性进行快速检

测可靠手段的需求不断增加 . 可同时检测放射性和
遗传毒性物、经基因工程改造的微生物成为一种可供

选择的原位环境检测技术 [2,3]. 工程化的大肠杆菌已
被广泛用来作为检测遗传毒性物的生物传感器 [4~7]. 
然而, 在高剂量放射环境下, 大多数微生物的生存力
下降 , 并最终影响这些工程菌成为有效检测放射环
境中化学危害和遗传毒性物质的生物传感器.  

耐辐射球菌具有对电离辐射、紫外线、干旱及其

他一系列DNA损伤因子的超强抵抗力, 并具有使不
产生致死和遗传突变的高效率DNA修复系统 [8~10]. 
耐辐射球菌可以在 60 Gy/h辐射剂量下持续生长 [11], 
或在经受 15 kGy剂量的急性辐照后存活 [12]. 这种极
端辐射抗性使耐辐射球菌成为对放射性废料堆积地

点进行环境生物修复的首要候选者之一 [11,13]. 本研
究考虑到eGFP荧光报告基因较其他报告系统有更多
优点 [14], 故在耐辐射球菌细胞中表达eGFP荧光蛋白, 
并构建了经基因工程改造的菌株作为实时检测放射

性和遗传毒性物质含量的生物传感器.  
为了验证 eGFP可以被表达并产生可见荧光的胞

内信号, 我们把两个不同的启动子分别同 egfp 基因
融合, 并通过穿梭质粒载体克隆进耐辐射球菌. 研究
结果表明, 经遗传改造的菌株 DRG100和 DRG300分
别可以在其自身的 groEL 基因启动子(PgroEL)和受
DNA损伤诱导的 recA基因启动子(PrecA)启动下表达
eGFP 并发出荧光. 本研究分析了 DRG300 菌株从电
离辐射损伤复愈中, 胞内荧光强度同 RecA 蛋白表达
水平间的关系. 基于两者之间密切的关联性, 本研究
进一步获取了菌株 DRG300 暴露在不同剂量的电离
辐射和不同浓度的丝裂霉素 C 之后的细胞压力实时
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反应 , 以此来评估耐辐射球菌生物传感器在放射性
环境中的潜在应用价值.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 菌株、质粒、培养基和生长条件.  本研究

选用耐辐射球菌R1 菌株和大肠杆菌JM109 菌株. 穿
梭载体pRADZ3为Wisconsin大学Cox M赠送. 耐辐射
球菌在TGY培养基(0.5%蛋白胨, 0.1%葡萄糖, 0.3%
酵母提取物)或添加了 1.5%琼脂的TGY平板上于 32
℃下通风培养 . 大肠杆菌在LB培养基(1.0%蛋白胨 , 
0.5%酵母提取物, 1.0% NaCl)或添加了 1.5%琼脂的
LB平板上于 37℃下通风培养. 删选菌落时, 分别在
大肠杆菌培养基中添加终浓度大约是 50 μg/mL的氨
苄青霉素 , 在耐辐射球菌培养基中添加终浓度为 3 
μg/mL的氯霉素 . 对大肠杆菌的转化采用CaCl2 法 . 
对耐辐射球菌的转化采用先前描述的改造CaCl2 法
[15].  

(ⅱ) 重组质粒和菌株的构建.  为了检测 egfp基
因是否能在耐辐射球菌细胞内表达并产生荧光 , 本
研究构建了一个穿梭载体 pRADG (携带有耐辐射球
菌 groEL 基因启动子 ,  PgroEL)和一个对比质粒
pRADGW (不含有 PgroEL). 以 pEGFP 质粒(BD 

ClonTech)为模版, 采用以下引物进行 PCR 扩增: F1, 
5′-AGCTACTAGTGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3′  
(SpeⅠ); F2, 5′-CATAGAGATCTATGGTGAGCAAG- 
GGCGAG-3′ (BglⅡ); R12, 5′-ACGTGGATCCTCAG- 
AGCATATGTGCCTTGTACAGCTCGTC-3′(BamHⅠ), 
获得了两个分别含有不同限制性酶切位点 (SpeⅠ -  

BamHⅠ和 BglⅡ -BamHⅠ位点 )的 egfp 基因片段 . 
DNA 片段分别经相应的限制性酶切后 , 克隆进
pRADZ3 质粒的对应位点, 获得了构建质粒 pRADG
和 pRADGW (图 1).  

同时, 以耐辐射球菌基因组为模板, 采用以下引
物进行 PCR扩增: PrecAF, 5′-CATGAGATCTGAAG- 
GATAAAAGCCTCCATCACAGCG-3′(BglⅡ); PrecAR: 
5′-CTTCACTAGTTTGGTGGCGTCCTTGCTCATGG- 
GTG-3′(SpeⅠ), 获得了一条带有在cinA-ligT-recA操
纵子 [16]内的recA基因启动子(PrecA)的DNA片段(约
2.3 kb). PCR产物经BglⅡ和SpeⅠ酶消化后, 被克隆
进pRADG质粒的BglⅡ-SpeⅠ位点. 获得的质粒被命
名为pRADG-PrecA (图 1).  

质粒 pRADZ3, pRADW, pRADG 和 pRADG- 
PrecA 分别被转化入耐辐射球菌 R1 菌株. 转化子经
氯霉素抗性筛选获得 , 并分别命名为耐辐射球菌菌
株 DRZ3, DRG070, DRG100和 DRG300 (图 1).  

(ⅲ) 耐辐射球菌中 eGFP 蛋白的表达和可见荧
光 .  耐辐射球菌的 DRZ3, DRG070, DRG100 和
DRG300菌株分别在含有 3 µg/mL氯霉素的 TGY培
养基中培育到指数生长时期(A600约为 0.8), 随后被涂
敷在玻璃片上 , 用荧光显微镜 (Leica MPS30, Ger-
many)或激光共聚焦显微镜(Zeiss LSM510, Germany)
检测.  

(ⅳ) 辐照下耐辐射球菌 DRG300 菌株荧光强度
同 RecA 表达水平之间的关联性 .   耐辐射球菌
DRG300菌株在 32℃下生长到指数增长期, 并进行荧
光强度检测, 带有 pRADZ3质粒的 DRZ3菌株被用来 

 

 
图 1  重组载体的构建及相关的转录子和限制性酶切位点 
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做RecA的Western杂交分析. 两个菌株样品在室温下
以 4 kGy剂量的 60Co γ射线照射 1 h后, 复愈 0, 0.5, 1.5, 
3和 6 h分别收集. DRZ3菌株的样品被悬浮在磷酸缓
冲液中以 600 W功率冰上超声 5 min破碎细胞, 并将
细胞碎片离心去除(16000×g, 20 min). 上清中的蛋白
总量由Bradford蛋白染色法 [17]测定, 其中RecA蛋白
量由Western杂交按标准方法进行 , 即在电泳后 , 将
胶上的蛋白转移到一张聚氟乙烯膜(PVDF膜, Amer-
sham Pharmacia Biotech, Buckingham Shire, England)
上, 以兔抗RecA血清(实验室储存)孵育. 碱性磷酸化
的抗兔IgG血清(Amersham Pharmacia Biotech)被用作
为第二抗体 . 抗GroEL的Western杂交条带被用来作
为样品的对照. PVDF膜上的化学发光信号由胶成像
系统(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)进行成像和
定量.  

我们对每个 DRG300 样品照相并进行荧光强度
分析 . 荧光分析参照文献[6]并作了略微调整 . 细胞
样品的荧光强度通过一台荧光分光仪(Shimadzu, Ja-
pan)检测, 激发光波长为 488 nm, 散射光波长为 535 
nm. 耐辐射球菌 DRG070 菌株被用来作为基线校正
样品以使仪器调零. 每个样品进行了 3 次重复测定, 
记录荧光强度原始数据 . 以下实验结果提供的数据
中包括了特异荧光强度(SFI, 初始荧光强度值除以每
个时间点上的 600 nm波长光的密度). 在检测每一种
压力作用时, 我们也计算了相对荧光感应因子 RFIt, 
其等于相对光密度 At/A0除相对荧光强度 RFt/RF0, 即
RFIt = (RFt×A0)/(RF0×At). 其中 RFt是 DNA损伤压力
作用下样品的原始荧光强度, RF0 是没有损伤压力作

用的对照组的原始荧光强度, At是损伤压力作用下样

品在 600 nm光下的光密度, 而 A0是无压力作用的对

照组的光密度.  
(ⅴ) DNA损伤压力处理.  为了探索耐辐射球菌

PrecA-egfp 生物传感器监测放射物和毒物的可行性, 
我们将菌株 DRG300在 TGY培养基中培养到指数生
长期, 随后引入两种环境压力—— γ射线和丝裂霉素
C. 在放射性辐照处理实验中, 指数增长期的细胞被
悬浮在 10 mL磷酸钠缓冲液中, 对其中 1 mL菌液在
室温下以不同剂量水平进行辐照 1 h. 不同剂量水平
通过调整样品同 γ射线放射源之间的距离来实现. 处
理后 , 悬液经不同时间复愈后进行照相和荧光强度
测定. 每个样品进行了 3 次平行实验. 在丝裂霉素 C
处理实验中, 指数增长期的DRG300菌株在室温下经

不同浓度的丝裂霉素 C处理 1 h, 并随后在 32℃下复
愈 0.5, 1.5, 3和 6 h. 处理过的样品随后进行照相和荧
光强度分析. 每个样品进行了 3次平行实验.  

2  结果和分析 
2.1  耐辐射球菌中 eGFP产生荧光 

为了验证外源的 egfp 基因可以经耐辐射球菌
groEL 基因启动子启动并表达, DRG100 和 DRG070
菌株被培养到指数生长期并使用 GFP 抗体进行
Western杂交分析. 结果表明, egfp基因可以在正常生
长条件下的 DRG100菌株中成功表达, 而在 DRG070
菌株中没有检测到 eGFP 的表达(图 2(a)). 荧光成像
分析显示, 所有 DRG100 细胞发出激发波长为 488 
nm, 散射波长为 535 nm的绿色荧光; 而 DRG070细
胞中无法检测到荧光(图 2(b)). 这说明, 经由 PgroEL
诱导, egfp基因可以在耐辐射球菌种成功表达.  

 
图 2  eGFP的表达及验证 

(a) 对含有 pRADG 质粒的 DRG100 菌株和含有 pRADW 质粒的

DR070菌株进行 eGFP蛋白的Western杂交分析. (b) DRG100菌株 
的 eGFP荧光检测, DR070菌株作为对照 

2.2  eGFP荧光强度同 RecA表达丰度之间的关联性 

为了建立耐辐射球菌细胞中在recA启动子引发
下eGFP荧光强度同RecA表达水平之间的联系, 我们
分析了DRG300 菌株的荧光强度, 并对 4 kGy剂量γ
射线照射后的D R Z 3 菌株中的R e c A蛋白进行了
Western杂交分析(图 3(a)). 结果证明, DRZ3菌株辐照
后RecA表达呈逐渐上升趋势, 并在复愈 3 h后达到最
大值, 随后便迅速下降(图 3(b)), 这同转录分析结果
相一致 [18]. 同时, DRG300菌株在经 4 kGy剂量γ射线
照射后, SFI显著增加(图 3(b)). 随后荧光强度达到一
个平台期或略有下降 .  由图 3(b)可见 ,  RecA蛋白  
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图 3  荧光强度同 RecA表达的 Western杂交结果间的 

关联性 
(a) 4 kGy γ射线照射后 DRZ3菌株 RecA蛋白表达的 Western杂交
分析. 泳道 2~6代表的样品分别在辐照后复愈了 0, 0.5, 1.5, 3和 6 
h; 泳道 1的样品取自辐照前. 抗 GroEL条带作为上样对照; (b) γ
射线辐照后 DRZ3 菌株中 RecA 相对表达水平(Western 杂交)(▲) 

同 eGFP (RFI)(■)之间的关系 
 
的变化趋势同 eGFP 的荧光变化特征基本一致, 只是
在 3 h后, RecA蛋白迅速减少而 eGFP的 SFI值下降
缓慢. 这种差异也许是因为 RecA 对蛋白水解的敏感
性, 而 eGFP 可以在耐辐射球菌中相对保持稳定. 结
果说明 eGFP 标签适合作为研究基因表达差异, 其反
映的启动子活性水平是即时的 , 较少受到标签蛋白
自身降解因素的影响. 

2.3  γ 射线辐照的细胞内反应 

γ射线辐照可产生几百个双链断裂损伤 (DSB), 
而DSB是最致死的DNA损伤形式 . 辐照后耐辐射球
菌基因组范围的转录特征谱和蛋白质组学分析显示, 
γ射线辐照是同源重组修复蛋白RecA的有效诱导因
子 [19,20]. 本研究计算DRG300 菌株中荧光强度同γ射
线辐照剂量的相关性. 结果显示, 在不同剂量的γ射
线照射后, 荧光均没有任何延迟便被诱导产生, 在复
愈 3 h左右强度达到最大值, 随后便缓慢下降(图 4(a)
和图  4(d)). 低剂量辐射下, 荧光强度反应同辐射剂量

间不呈线性关系(数据未显示). 辐射剂量在 0.25 至 2 
kGy之间, 荧光强度同辐射剂量间保持持续的线性相关
性. 当辐射剂量超过 4 kGy后, 荧光强度随剂量增加的
上升进入平台期 (图  4(b)和图  4(c)). 这些结果说明 , 
DRG300 的荧光强度同广阔的辐射剂量范围呈线性关
系, 并且最大荧光强度可以达到本底值的 12倍.  

2.4  细胞对丝裂霉素 C的应答 

为了进一步探索此生物传感器对化学性遗传毒

物的荧光应答, DRG300 菌株被用来检测其对丝裂霉
素 C的剂量相关性反应. 在低剂量毒素下, 荧光应答
同浓度剂量不呈线性关系(数据未给出); 而丝裂霉素
C浓度在 0.001~1 μg/mL之间, 荧光强度同浓度剂量
始终呈线性关系(图 5). 最大值出现在用 10 μg/mL剂
量处理后. 在更高的浓度下, 由于细胞毒害效应, 荧
光诱导曲线不再上升并保持稳定 . 更高浓度的丝裂
霉素 C 也导致细胞生存力显著下降, 这也导致了荧
光强度显著减少. 

3  讨论 
如今, 许多微生物经过遗传工程改造, 被用来检

测和降解污染物 [2,3]. 然而, 这些微生物往往对极端
环境(如强放射性)非常敏感. 因此有必要开发一种能
够在强辐射环境下生存的新的生物传感器. 最近, 极
端抗辐射细菌耐辐射球菌和D. geothermalis已经被工
程化改造, 用以清除有机溶剂和铀 [11,21]. 但是, 对放
射废料的快速有效的检测方法尚在摸索中 , 而我们
的工作为这一领域提供了一个潜在的候选者 . 本研
究构建了荧光蛋白标签系统 , 以开发其在耐辐射球
菌活细胞中的潜在应用价值.  

在最近的研究中, 加强型绿色荧光蛋白eGFP被
广泛用作报告基因. 同生物荧光素酶相比, 荧光蛋白
更适合用来构建实时监测系统 [2]. 本研究实验结果
显示 , egfp基因可以在耐辐射球菌启动子(PgroEL和
PrecA)的诱发下表达并发出荧光 . 基于PrecA-egfp融
合基因的生物传感器DRG300 具有实时监测电离辐
射生物学效应的能力. 通过荧光显微镜计量eGFP荧
光强度 , 可以计算出感受器相应受到的电离辐射剂
量或丝裂霉素C浓度. 

参与DNA修复SOS应答系统的基因的启动子 , 
如recA, recN, uvrA和alkA等已被用来同报告基因融合
来分析遗传性毒物 [2]. 而不同启动子的分析灵敏度
各不相同 [4,5,7]. 本研究将耐辐射球菌cinA-ligT-recA 



 

 
 
 

    2008 年 4 月  第 53 卷  第 8 期 

936   

 

 

 
图 4  辐照压力过后 DRG300菌株的应答 

(a) DRG300细胞分别经 0.25(▲), 0.5(□), 1(△), 2(◆)和 4 kGy(■)剂量的γ射线照射后, 其荧光强度的剂量相关曲线. 样品辐照后, 分别经
0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5和 6 h的复愈后测荧光强度值. (b) DRG300菌株经不同剂量γ射线辐照后的 eGFP应答特征. (c) DRG300细胞经 0.25 
(2), 0.5 (3), 1 (4), 2 (5)和 4 kGy (6)剂量γ射线辐照后的显微成像, 样品取自辐照后复愈 3 h 后; 1 为未经辐照的样品, 作为对照. (d) 
DRG300 菌株经 4 kGy 剂量辐照后复愈 0 (2), 0.5 (3), 1.5 (4), 3 (5)和 6 h (6)后的共聚焦显微成像; 1 为未经辐照的 DRG300 菌株, 

作为对照 
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图 5  DRG300菌株在丝裂霉素 C压力下的应答 

(a) DRG300细胞在不同浓度丝裂霉素 C压力下 eGFP应答特征曲
线; (b) DRG300细胞经 0.001 (2), 0.01 (3), 0.1 (4), 1 (5)和 10 μg/mL (6)
的丝裂霉素 C 处理后的显微成像 , 样品取自处理后复愈 3 h;  

1为未经处理的样品, 作为对照 

操纵子中预测的recA基因启动子(PrecA)[16]作为感应

器, 检测了DRG300菌株对两种不同的DNA损伤因子
(γ射线和丝裂霉素C)的反应. 研究结果显示, 在测试
条件下, DRG300 的荧光强度显示出同电离辐射剂量
和丝裂霉素C浓度的相关性 , 并且在一定的剂量/浓
度范围内, 这种相关性呈现显著的线性特征. 荧光强
度同两种不同压力因素间关系的相似性可能是因为

电离辐射和丝裂霉素C都可以产生DNA损伤从而引
发RecA蛋白表达 . DRG300 生物传感器可以检测
250~4000 Gy的广阔范围的γ射线辐照 , 也可以检测
0.001~1 μg/mL (0.003~3 μmol/L)的广阔浓度范围内
的丝裂霉素C. 此荧光系统为采用生物传感器实时检
测环境中放射性和毒性污染物的丰度提供了可行性. 
根据先前关于大肠杆菌的相关报道 [7], 当DRG300细
胞内的一些膜蛋白被突变后 , 可能可以探测更低剂
量的丝裂霉素C. 

基于 Western 杂交的 RecA 蛋白含量测定证明, 
启动子 PrecA同 eGFP蛋白基因的融合使辐照后 recA
基因表达同荧光强度紧密关联. 这种关联性提示, 相
比体外转录和蛋白质组学分析, 将 eGFP 基因同目标
基因的启动子融合可以快速、敏感地平行监测活细胞

中的基因或蛋白表达差异.  
总之, 异源 eGFP 标签可以作为一种有效的工具

来指导耐辐射球菌的工程化, 以监测环境中 DNA 损
伤因子(辐射、毒物、金属、宇宙射线和微重力), 并
具有在生物修复领域的综合应用价值. 

致谢    谨以此文纪念浙江大学原子核农业科学研究所成立 50周年. 
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