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摘　 要:从草甘膦污染土壤中分离获得一株耐受 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 草甘膦的菌株 Ｓ１５３６ꎬ该菌株在草甘膦浓度为

１００~４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 之间生长迅速ꎬ最适 ｐＨ 为 ６.０ꎬ最适生长温度为 ３０℃ꎬ具有氨苄青霉素抗性ꎮ 以 Ｓ１５３６ 基因

组 ＤＮＡ 为模板ꎬ通过通用引物进行扩增、测序获得其 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＧ５１９８３１ꎬ在
ＮＣＢＩ 中经 ＢＬＡＳＴ 比对与泛菌属(Ｐａｎｔｏｅａ ｓｐ.)同源性达到 ９９％ꎮ 用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对 Ｓ１５３６ 与泛菌属各个种模式菌

的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进行多重序列对比ꎬ该菌株与 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ 同源性最为接近ꎬ达到 ９９.２％ꎬ故将菌株 Ｓ１５３６ 命名

为 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ Ｓ１５３６ꎮ 该菌株具有较高草甘膦抗性ꎬ对温度和 ｐＨ 适应性强ꎬ是优良的耐草甘膦菌株ꎬ通过

全基因组测序及基因注释ꎬ获得抗除草剂基因 ａｒｏＡ 序列ꎬ为下一步明确基因功能ꎬ挖掘 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ Ｓ１５３６
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　 　 草甘膦(ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ)作为一种广谱性除草剂ꎬ
在世界农业中具有划时代的意义[１]ꎬ可以有效的

防治一年生杂草和依靠根系繁殖的多年生杂

草[２]ꎮ 当前ꎬ草甘膦已成为全球使用量最大、应



用最广的农药之一ꎮ 由于草甘膦是磷酸烯醇式丙

酮酸(ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＥＰ)的相似物ꎬ可
以通过竞争性抑制 ＰＥＰ 与 ５￣烯醇丙酮莽草酸￣３￣
磷酸酯合酶(ＥＰＳＰＳ)的结合ꎬ形成稳定 ＥＰＳＰＳ￣
Ｓ３Ｐ￣ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ 络合物ꎬ从而阻断 ＰＥＰ 与莽草酸￣
３￣磷酸( Ｓ３Ｐ)反应生成烯醇丙酮酸磷酸莽草酸

(ＥＰＳＰ) [３]ꎬ最终阻止芳香族氨基酸的生物合成ꎮ
ＥＰＳＰＳ 活性被抑制使莽草酸在植物体内迅速累

积[４]ꎬ芳香族氨基酸的合成被遏制ꎬ最终导致植

物的死亡ꎮ 但它作为一种非选择性除草剂ꎬ在杀

死杂草的同时对农作物同样有灭生性作用[５]ꎬ这
就大大限制了草甘膦在农业生产中的应用ꎬ挖掘

抗性基因、培育抗草甘膦转基因作物成为解决这

一难题的有效途径ꎮ
草甘膦抗性基因的来源主要有 ２ 种:一是通

过筛选抗草甘膦物种ꎬ从中克隆得到草甘膦抗性

基因ꎮ 目前ꎬ已在鼠伤寒沙门氏菌 ( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ )、 根 癌 农 杆 菌 ( Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ) ＣＰ４ 菌株、无色杆菌 ( Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ
ｓｔｒａｉｎ) ＬＢＡＡ、 假 单 胞 菌 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｒａｉｎ )
ＰＧ２９８２、枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)、金黄色

葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)等微生物中发现

了具有抗性的 ＥＰＳＰＳ 基因[６~８]ꎬ其中从鼠伤寒沙

门氏菌和根癌农杆菌中分离的 ＥＰＳＰＳ 抗性基因

在部分作物中已批准商业化生 产ꎮ 二 是 对

ＥＰＳＰＳ 基因突变ꎬ获得草甘膦抗性突变体ꎮ 当前

草甘膦抗性基因资源狭窄ꎬ需要挖掘一些新型的

草甘膦抗性基因ꎬ这对培育转基因抗草甘膦植物

有重大意义ꎮ 利用专利搜索引擎 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｓｏｏｐａｔ.ｃｏｍ / )检索ꎬ我国草甘膦基因相关专利共有

３１ 个ꎬ２６ 项来自细菌ꎬ５ 项来自植物ꎬ由此可见ꎬ
从细菌里挖掘抗草甘膦基因非常有效ꎬ分离草甘

膦抗性菌株成为第一要务ꎮ 目前ꎬ有关抗草甘膦

菌株的分离ꎬ国内外已有很多报道[９~１５]ꎬ筛选出

的细菌菌株草甘膦耐受性一般在 ２００ ~ ５００
ｍｍｏｌ / Ｌ之间ꎮ 本研究从草甘膦污染土壤中筛选

到一株能耐受 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 草甘膦的菌株 Ｓ１５３６ꎬ
通过形态学指标和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析对其进行

了鉴定ꎬ初步确定为泛菌属ꎬ并对该菌株的生长特

性及草甘膦抗性基因序列进行了初步分析ꎬ克隆

了草甘膦抗性基因ꎬ为下一步培育具有自主知识

产权的抗草甘膦作物奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 样品 　 供试土壤样品采自四川省乐山市

某草甘膦生产厂区附近ꎮ
１.１.２　 培养基　 ＬＢ 培养基、Ｍ９ 培养基的配制参

照«分子克隆实验指南» [１６]ꎬ不同 ｐＨ 的 ＬＢ 培养

基用 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＨＣｌ 和 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液进

行调节ꎬ１２１℃高压湿热灭菌即可ꎮ
１.１.３　 主要试剂和仪器　 主要试剂:４１％草甘膦

异丙铵盐购自美国孟山都公司ꎻ氨苄青霉素、四环

素、卡那霉素、氯霉素及其他普通化学试剂均购自

北京鼎国昌盛生物技术有限公司ꎻＳＫ８２５５ 试剂

盒、ＳＫ８１３１ 试剂盒均购自上海生物工程有限公

司ꎻ引物合成及测序由上海生物工程有限公司完

成ꎻ菌株全基因测序由北京诺禾致源科技股份有

限公司完成ꎮ
主要仪器:Ｕ９１００Ａ 紫外可见分光光度计购

自北京莱伯泰科仪器股份有限公司ꎮ

１.２　 草甘膦抗性菌株的筛选及形态学鉴定

称取采集的土壤样品 １０ ｇꎬ加入 ９０ ｍＬ 灭菌

水混匀制成样液ꎮ 吸取 ２ ｍＬ 样液移接至含 １５０
ｍｍｏｌ / Ｌ 草 甘 膦 的 Ｍ９ 液 体 培 养 基 中ꎬ ２８℃、
２００ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ３ ｄꎮ 取 ２ ｍＬ 上述培养液加

入到含 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 草甘膦的 Ｍ９ 液体培养基中ꎬ
２８℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ３ ｄꎮ 依此类推ꎬ将前一

轮培养液依次加入含 ３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、４００ ｍｍｏｌ / Ｌ、
４５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 草甘膦的 Ｍ９ 基础盐液

体培养基中ꎬ２８℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ３ ｄꎬ筛选

出菌液能耐受的最高草甘膦浓度ꎮ 取能耐受最高

草甘膦浓度的菌液涂布接种于相应浓度的草甘膦

Ｍ９ 固体培养基上ꎬ获得耐受该浓度草甘膦的单

菌落ꎬ接种至 ＬＢ 培养基上ꎮ 对筛选出的单一菌

株进行细菌形态、生理生化综合特征等形态学鉴

定ꎮ 包括革兰氏染色、细胞形态、接触酶、氧化酶、
吲哚试验、ＭＲ 试验等[１７]ꎮ

１.３　 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析

按 ＳＫ８２５５ 试剂盒操作提取基因组 ＤＮＡꎬ以
２７Ｆ:ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧꎻ１４９２Ｒ:ＧＧＴＴＡＣ￣
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ 为引物扩增菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡꎮ
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用 ＳＫ８１３１ 试剂盒回收 ＰＣＲ 产物后直接测序ꎮ 将

所得到的核苷酸序列在 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / )上用 ＢＬＡＳＴ 程序与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行同源性比较ꎬ确定与该菌株同

源性最高的属ꎬ在 ＮＣＢＩ 数据库中检索该属各个

种的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 分析其系统进

化关系ꎮ 利用 ＭＥＧＡ６.０ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ
方法[１８] 构建进化树ꎬ最终确定该菌株的分类

地位ꎮ

１.４　 菌株的草甘膦耐受性分析

将对数生长期菌株按 １ ∶１ ０００ 的接种量接种

至草甘膦浓度分别为 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、２００
ｍｍｏｌ / Ｌ、３００ ｍｍｏｌ / Ｌ、４００ ｍｍｏｌ / Ｌ、５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

Ｍ９ 液体培养基中ꎬ２８℃振荡培养ꎬ在 ７２ ｈ 内每隔

１２ ｈ 测定一次培养液的 ＯＤ６００ꎮ

１.５　 菌株对 ４ 种常用抗生素敏感性测定

抗生素种类及其工作浓度分别为:氨苄青霉

素 ５０ μｇ / ｍＬ、氯霉素 １７０ μｇ / ｍＬ、卡那霉素 ５０
μｇ / ｍＬ、四环素 ５０ μｇ / ｍＬꎮ 取 １００ μＬ 对数生长

期菌株分别涂布到相应浓度抗生素的 ＬＢ 固体

培养基上ꎬ２８℃ 恒温培养过夜ꎬ观察菌株生长

情况ꎮ

１.６　 ｐＨ、温度对菌株生长的影响

将对数生长期菌株按 １ ∶１ ０００ 的接种量分别

接种于 ｐＨ 为 ３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ 的 ＬＢ 液

体培养基中ꎬ在 ２８℃条件下摇床培养 １２ ｈꎬ测定

菌液 ＯＤ６００进行分析ꎮ
将对数生长期菌株按 １ ∶１ ０００ 的接种量接种

于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ分别在温度为 ２８℃、３０℃、
３５℃、３７℃、４０℃的条件下摇床培养 １２ ｈꎬ测定菌

液 ＯＤ６００进行分析ꎮ

１.７　 菌株草甘膦抗性基因序列分析及克隆

通过全基因组测序及基因注释ꎬ获得抗除

草剂基因 ａｒｏＡ 序列ꎬ序列比对采用 ＮＣＢＩ 网站的

ＢＬＡＳＴ 工具( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ)ꎬ氨
基酸序列的翻译及比对用 ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 完成ꎮ 根

据基因注释获得的抗草甘膦基因 ａｒｏＡＳ１５３６序列ꎬ
设 计 引 物 ( Ｆ: ５′￣ＡＴＧＣＡＧＧＡＣＴＣＴＣＴＧＡＣＣＣＴ￣
３′ꎻ Ｒ: ５′￣ＴＣＡＧＣＴＧＧＴＧＴＧＧＣＴＧＡＴＣＴ￣３′)ꎬ 以

Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ Ｓ１５３６ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ克隆

ａｒｏＡＳ１５３６基因ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 草甘膦抗性菌株的分离及形态学鉴定

经过对菌株的富集培养与划线筛选ꎬ得到能

在草甘膦浓度为 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｍ９ 平板上生长

良好的菌株 Ｓ１５３６ꎬ用于进一步研究ꎮ 对菌株

Ｓ１５３６ 进行了形态学观察及鉴定ꎬ菌落在 ＬＢ 培养

基上为圆形ꎬ呈黄色、不透明ꎬ边缘整齐、低凸、光滑

(图 １Ａ)ꎮ 菌株革兰氏染色为阴性ꎬ短杆状(图 １Ｂ)ꎮ

图 １　 菌株 Ｓ１５３６ 生长形态(Ａ)及革兰氏染色(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｇｒｏｗｔｈ (Ａ) ａｎｄ ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ｂ) ｏｆ

ｓｔｒａｉｎ Ｓ１５３６.

生理生化特征鉴定结果见表 １ꎬ该菌株接触

酶试验为阳性ꎬ氧化酶、吲哚试验为阴性ꎬＭＲ 可

变ꎮ 鸟氨酸和精氨酸脱羧酶反应呈阴性ꎬ不水解

脲素ꎬ大多数菌株可生长于氰化钾ꎮ 丙二酸盐利

用在菌株间可变ꎬ硝酸盐还原阳性ꎮ 多数或大多

数菌株可利用的碳源包括:Ｌ￣阿拉伯糖、Ｄ￣乳糖、
麦芽糖、蔗糖、维阿洛酮糖和蜜二糖ꎮ 通过查询伯

杰细菌鉴定手册与微生物分类学[１９ꎬ２０]ꎬ初步鉴定

为泛菌属ꎮ

２.２　 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析及分子鉴定

以 Ｓ１５３６ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ２７Ｆ、１４９２Ｒ 为

引物ꎬ ＰＣＲ 扩增产物测序得到 １ ３８４ ｂｐ 的碱基序

列ꎬ提交到 ＧｅｎＢａｎｋꎬ登录号为 ＭＧ５１９８３１ꎮ 用

ＢＬＡＳＴ 对 菌 株 Ｓ１５３６ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序 列 与

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已收录的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行

核苷酸同源性比较ꎬ结果发现菌株 Ｓ１５３６ 与泛菌

属(Ｐａｎｔｏｅａ ｓｐ.)同源性达到 ９９％ꎮ 结合生理生化

实验结果判断ꎬ将菌株 Ｓ１５３６ 确定为泛菌属

(Ｐａｎｔｏｅａ ｓｐ.)ꎮ 用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对 Ｓ１５３６ 与泛菌属各

个种模式菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进行多重序列对比ꎬ用
ＭＥＧＡ６.０ 软件采用邻接法“Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ”构

建成 系统发育树(图２) ꎮ从图２可以看出ꎬ该菌
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表 １　 菌株 Ｓ１５３６ 生理生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ Ｓ１５３６.

特征 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ 特征 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ

接触酶 Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ 精氨酸脱羧酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ －

氧化酶 Ｏｘｉｄａｓｅ － 脲酶 Ｕｒｅａｓｅ －

吲哚 Ｉｎｄｏｌｅ － 氰化钾 ＫＣＮ ＋

ＭＲ 试验 ＭＲ ｔｅｓｔ ｄ 丙二酸盐 Ｍａｌｏｎａｔｅ ｄ

鸟氨酸脱羧酶 Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｔｅｓｔ － 硝酸盐还原 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋

Ｌ￣阿拉伯糖 Ｌ￣ａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋ Ｄ￣乳糖 Ｄ￣ｌａｃｔｏｓｅ ｄ

乳果糖 Ｌａｃｔｕｌｏｓｅ － 蜜二糖 Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ ｄ

维阿洛酮糖 Ｖｉａｌｏｘｏｎｅ ＋ 蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ 木糖醇 Ｘｙｌｉｔｏｌ －
　 注:－:９０~１００％菌株阴性ꎻ＋:９０％~１００％菌株阳性ꎻｄ:１１％~８９％ 菌株阳性ꎮ

Ｎｏｔｅ:－: ９０~１００％ ｓｔｒａｉｎｓ ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ ＋: ９０％~１００％ ｓｔｒａｉｎｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ ｄ: １１％~８９％ ｓｔｒａｉｎｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ.

图 ２　 菌株 Ｓ１５３６ 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的进化树分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ Ｓ１５３６ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ.

０５ 中 国 农 业 科 技 导 报 ２０ 卷



株与 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ 同源性最为接近ꎬ达到９９.２％ꎬ
故将菌株 Ｓ１５３６ 命名为 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ Ｓ１５３６ꎮ

２.３　 菌株的草甘膦耐受性鉴定

在不加草甘膦的 Ｍ９ 液体培养基中ꎬ菌株生

长缓慢ꎬ３６ ｈ 达到生长峰值ꎬ０Ｄ６００仅为 ０.１７ꎻ草甘

膦浓度在 １００~４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 之间ꎬ菌生长迅速ꎻ草
甘膦浓度为 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时 ４８ ｈ 后培养液的

ＯＤ６００达到最大值ꎻ草甘膦浓度为 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ、３００
ｍｍｏｌ / Ｌ 时菌的生长趋势一致ꎬ于 ７２ ｈ 后培养液

ＯＤ６００达到最大值ꎻ草甘膦浓度 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ４８
ｈ 之前对菌的生长抑制作用很强ꎬ之后迅速生长ꎬ
于 ７２ ｈ 后培养液 ＯＤ６００达到最大值ꎮ 草甘膦浓度

为 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ、３００ ｍｍｏｌ / Ｌ、４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＯＤ６００

最大值分别为 ０.３３、０.３６、０.３２ꎮ 草甘膦浓度超过

５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 之后ꎬ菌基本不生长(图 ３)ꎮ 由此可

见ꎬ一定浓度的草甘膦会促进菌株的生长ꎬ该菌株

这种这种嗜草甘膦的特点与某些菌株的嗜盐[２０]

或嗜酸特性相类似ꎮ

２.４　 菌株的抗生素敏感性检测

对 ４ 种常用作抗性标记的抗生素敏感性测定

结果表明ꎬ在各个抗生素工作浓度条件下ꎬ分离菌

株 Ｓ１５３６ 对氨苄青霉素有抗性ꎬ对卡那霉素、氯霉

素和四环素无抗性ꎮ

图 ３　 菌株 Ｓ１５３６ 在不同浓度草甘膦 Ｍ９
液体培养基中的生长情况

Ｆｉｇ.３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｓ１５３６ ｉｎ Ｍ９ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ.

２.５　 ｐＨ、温度对菌株生长的影响

菌株在 ｐＨ ５~９ 之间均能生长ꎬ１２ ｈ 后 ｐＨ ５
~８ 之间生长状态一致ꎬＯＤ６００均能达到 ２.０ 以上ꎬ
其中 ｐＨ６.０ 时生长状态最佳ꎬ说明此菌株可以适

应的 ｐＨ 区间较广ꎬ但在偏酸性环境中生长状态

较好(图 ４Ａ)ꎮ 培养 １２ ｈ 后培养液的 ｐＨ 变化结

果见表２ꎬ培养前ｐＨ ３~８ꎬ培养后ｐＨ均升高了ꎬ

图 ４　 ｐＨ (Ａ)和温度(Ｂ)对菌株 Ｓ１５３６ 生长的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐＨ (Ａ)ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (Ｂ) ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ Ｓ１５３６.

表 ２　 培养前后培养液的 ｐＨ 变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐＨ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ.

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ
培养前

Ｂｅｆｏｒｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

培养后 Ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ３.１４ ４.１０ ７.１８ ７.９３ ８.２４ ８.３２ ８.１６ ８.８４ ９.０６ ９.３４
变化值 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ０.１４ ０.１０ ２.１８ １.９３ １.２４ ０.３２ －０.８４ －１.１６ －１.９４ －２.６６
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培养前 ｐＨ ９~１２ꎬ培养后 ｐＨ 均降低了ꎬ培养后菌

株能生长的培养液 ｐＨ 在 ７.１８~８.３２ 之间ꎬ说明菌

株在生长的过程中产生了某些次级代谢物质ꎬ从
而改变了培养液的 ｐＨꎬ使培养液的 ｐＨ 更接近中

性ꎮ 菌株 Ｓ１５３６ 在 ２８ ~ ３５℃之间均能生长ꎬ最适

宜生长温度为 ３０℃(图 ４Ｂ)ꎮ

２.６　 菌株草甘膦抗性基因 ａｒｏＡ 序列的生物信息

学分析

通过对泛菌属 Ｓ１５３６ 的全基因组测序及基因

注释ꎬ得到一段长为 １ ２８７ ｂｐ 的抗草甘膦基因

ａｒｏＡＳ１５３６ꎬ共编码 ４２８ 个氨基酸ꎬ分子量为 ４６.１２３
ｋＤａꎮ 根 据 基 因 注 释 获 得 的 抗 草 甘 膦 基 因

ａｒｏＡＳ１５３６ 序 列ꎬ 设 计 引 物ꎬ 以 菌 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ

Ｓ１５３６ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增获得一条 １ ２８７
ｂｐ 的片段ꎬ经回收测序验证ꎬ与全基因组测序获

得的基因序列一致ꎮ
将氨基酸序列进行多重比对ꎬ结果如图 ５ 所

示ꎬ在氨基酸序列的第 ９１￣９８ 和第 １７５￣１８３ 位有

Ｃｌａｓｓ Ｉ ＥＰＳＰＳ 基因功能保守序列 ￣Ｌ￣Ｇ￣Ｎ￣Ａ￣Ｇ￣Ｔ￣
Ａ￣和￣Ａ￣Ｌ￣Ｌ￣Ｍ￣Ｔ￣Ａ￣Ｐ￣Ｌ￣Ａ￣[２１]ꎬ 其 中￣Ｌ￣Ｇ￣Ｎ￣Ａ￣Ｇ￣
Ｔ￣Ａ￣是 ＥＰＳＰＳ 与 ＰＥＰ 或草甘膦相互作用的关键

区域[２２]ꎮ 由此可以推断泛菌属 Ｓ１５３６ 菌株中

ａｒｏＡＳ １５３６编码的 ＥＰＳＰＳ 属于典型 Ｃｌａｓｓ Ｉ ＥＰＳＰＳꎬ
具有很高的突变改造应用价值ꎬ开发利用有待进

一步研究ꎮ

图 ５　 泛菌属不同成员及其他相关细菌间 ａｒｏＡ 氨基酸序列比较

Ｆｉｇ.５　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｒｏＡ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｐａｎｔｏｅａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ.
注:方框内为推导 ｃｌａｓｓ Ｉ ａｒｏＡ 的保守序列ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｌａｓｓ Ｉ ａｒｏＡ ａｒｅ ｂｏｘｅｄ.

３　 讨论

目前ꎬ已有许多关于真细菌耐受草甘膦的研

究ꎬ但在已有文献报道的菌株中ꎬ菌株能够耐受的

草甘膦浓度差异较大ꎬ细菌一般相对较低ꎬ主要是

１０~２００ ｍｍｏｌ / Ｌ[２３~２７]ꎬ极少数菌株耐受草甘膦浓

度较高ꎬ为 ３００~６００ ｍｍｏｌ / Ｌ[１３ꎬ２８ꎬ２９]ꎮ 真菌相对较

高ꎬ其中于海涛等[３０] 利用富集培养的技术ꎬ在草

甘膦生产厂家长期排污口的土壤中分离出一株抗

草甘膦浓度达到 ９００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的酵母菌ꎮ 本研究

从草甘膦污染土壤中筛选分离出一株最高能耐受

４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 草甘膦的细菌高抗菌株 Ｐａｎｔｏｅａ
ｒｏｄａｓｉｉ Ｓ１５３６ꎬ该菌株对温度和 ｐＨ 适应性强ꎬ是

２５ 中 国 农 业 科 技 导 报 ２０ 卷



优良的耐草甘膦菌株ꎬ为克隆抗草甘膦基因奠定

了坚实的材料基础ꎮ
经形态学及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定ꎬ将该菌株命名

为泛菌属 Ｓ１５３６(Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ ｓｐ. Ｓ１５３６)ꎬ泛菌

属普遍存在于植物表面、土壤、动物、种子和水中ꎬ
在全球各个地区应该都能分离得到[３１]ꎮ 泛菌属

的研究主要集中在植物病害上ꎬ从中挖掘 ＥＰＳＰＳ
基因的报道较少ꎮ 目前ꎬ几乎所有的商业化抗草

甘膦作物用的 ＥＰＳＰＳ 基因都来自于农杆菌菌株

ＣＰ４[３２]ꎬＬｉｕ 等[３３]从严重污染的土壤中分离出一

株抗草甘膦的泛菌属菌株ꎬ并通过同源克隆出

ａｒｏＡ 基因ꎬ结果表明这种 ａｒｏＡＰａｎｔｏｅａ对草甘磷不敏

感ꎮ 本研究从从草甘膦污染土壤中筛选到一株能

耐受 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 草甘膦的菌株 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ
Ｓ１５３６ꎬ通过全基因组测序及基因注释ꎬ获得抗除

草剂基因 ａｒｏＡ 序列ꎬ为下一步明确基因功能ꎬ挖
掘 Ｐａｎｔｏｅａ ｒｏｄａｓｉｉ Ｓ１５３６ 高抗草甘膦的分子机制

奠定基础ꎮ
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