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摘 　要 　　以一株高效聚磷菌 Pseudomonas putida GM6 为研究材料。为获得其多聚磷酸盐激酶 (polyphos2
phate kinase , ppk)基因 ,并验证该基因在磷酸盐转运系统中的作用 ,根据已报道的 ppk 基因保守区域设计引物 ,

从其总 DNA 中成功扩增到 ppk 基因的部分片段 (约 528 bp) 。随后采用快速染色体步移方法 (Self2formed adap2
tor PCR ,SEFA2PCR)技术扩增片段的上下游基因序列 ,将三个序列拼接 ,用 OMIGA 软件分析其 ORFs ,推测 ppk

基因全长为 2 220 bp ( GenBank accession number DQ133537) 。构建的多聚磷酸盐激酶表达菌株 E1 coli BL21

(DE3) / pET29a2ppk 经 IPTG诱导后 3 h 时 ,明显出现分子量约为 81 kDa 的表达产物。且表达菌株在 12 h 时的

磷去除率高达 80 %(对照菌株的磷去除率仅为 18 %) ,远高于已报道的 40 %的去除率。这表明 ppk 基因在

E1 coli 中的过量表达 ,导致了 E1 coli 菌体中 poly2P的大量聚集 ,从而大大去除了培养基中的磷酸盐。
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　　在强化生物除磷 ( Enhanced Biological Phosphorus

Removal ,EBPR)工艺中 ,聚磷菌 ( PAB) 的厌氧释磷和

好氧聚 poly2P 的能力对于 EBPR 的除磷能力是至关

重要的。迄今为止 ,由于对 EBPR 代谢特征 ,对 PAB

中 poly2P 代谢的微生物学知识 ,对 poly2P 代谢中的

有关分子机理及关键基因尚不清楚 ,加之活性污泥

本身的复杂性 ,因此 ,对于 EBPR 工艺的微生物学和

分子机理的本质缺少清晰的认识。近 10 年来 ,已有

不少研究者 ,对从活性污泥中分离的 PABs 进行了

分子方面的研究 ,主要集中在与 poly2P 的合成和分

解有关的 ppk 和 ppx 基因的克隆表达及转化菌株的

聚磷特性研究等方面。一般认为 ,在不同的菌株中

可能存在共同的 EBPR 代谢关键基因。加大研究力

度 ,研究这些基因并试图发现它们在遗传学上和酶

学水平上如何调控十分重要[1 ,2 ] 。

研究表明 ,在多数微生物中胞内多聚磷酸盐的

水平是由激酶和磷酸酯酶两种酶所调控的。Poly2P

的形成是由激酶催化的高能供体上的磷酸盐残基向

poly2P 链上转化反应 ,在 E1 coli 中 poly2P 的合成是

由 PPK 负责的 ,反应为 ( nATP Ζ nADP + poly - Pn) 。

大量的研究表明[3 ,4 ] ,理解聚磷菌磷酸盐转运和代

谢的生化机制和遗传学知识 ,对于改进聚磷菌的废

水除磷能力是十分必要的[5～7 ] 。本文旨在对 GM6

( Pseudomonas putida)菌株与 poly2P 合成相关的多聚

磷酸盐激酶 ( ppk)基因进行克隆 ,并对这个基因的表

达情况进行研究。

1 　材料与方法

111 　材料

11111 　菌株和质粒 　　恶臭假单胞菌 ( Pseudomonas

putida) GM6 ( GenBank Accession number No1DQ133506)

从苏州城西污水处理厂的好氧池分离得到。质粒

pET29a 和表达菌株 E1 coli BL21 由本实验室提供。

11112 　酶和试剂 　　限制性内切酶、连接酶、

T4 DNA连接酶、Taq DNA 聚合酶、La2Taq DNA 聚合

酶 ,4 种 dNTP 等购自 TaKaRa 公司。

11113 　培养基 　　LB 培养基参照萨姆布洛克等著

的《分子克隆实验指南》[8 ] 。合成废水配方 :葡萄糖

013 g、蛋白胨 011 g、酵母粉 0101 g、CH3COONa 0115

g、NaCl 0105 g、K2 HPO40105 g、MgSO4·2H2O 0115 g、

NH4Cl 0118 g、H2O 1 000 ml [9 ] 。
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112 　分子操作

质粒 DNA 的提取 ( 碱裂解法 ) 、染色体总

DNA 的提取 (高盐沉淀法 ) 、酶连、转化均按文献

[ 8 ]操作 ,DNA 的回收参照回收试剂盒说明书进

行操作。

113 　ppk 部分基因序列片段 PCR扩增

根据模式菌株恶臭假单胞菌 ( Pseudomonas puti2
da) KT2440 和铜绿假单胞菌 ( Pseudomon as aerugi2
nosa) PAO1 的 ppk 基因序列的保守区设计了多条引

物 ,其中两条引物扩增出特征片段 ,正向引物为

CGCCGGCCTGAAGAAGCAG, 反 向 引 物 为 CG2
GAACTGGTAGCAGCCC T;以 Pseudomonas putida GM6

总DNA 为模板 ,进行 PCR 扩增 ,扩增条件 : 94 ℃ 5

min ;94 ℃1 min ,59 ℃1 min ,72 ℃1 min ,30 个循环 ;

72 ℃10 min ;PCR 反应在 MJ PT200 PCR 扩增仪中进

行。

114 　SEFA2PCR扩增片段上下游序列

快速染色体步移方法 (Self2Formed Adaptor PCR ,

SEFA2PCR)是由本实验室设计开发的一种新的 PCR

技术 ,可用来扩增一已知 DNA 序列两端很长的 (最

长可达 6 kb)的未知序列。

SEFA2PCR 保守序列下游 (3’端) 引物为 :3Sp1 :

ACCTTTGCCCGGGAACAGGCC(Tm = 73 ℃) ;3Sp2 : CC2
CTTGCCCGCATCAGCGAAC ( Tm = 70 ℃) ; 3Hemi2Sp3 :

CACGGCCACGTTGAC , NNN , NNN , NNN , GCGATC

(Tm = 55 ℃简并引物) 。保守序列上游 (5’端) 引物

为 :5Sp1 : TCGAGGCCGATCGGGGTGATG( Tm = 74 ℃) ;

5Sp2 : GTCGCGGAAATAGCGCCGCAC ( Tm = 72 ℃) ;

5Hemi2Sp3 : GTCGTCCAGTTGCGG, NNN , NNN , NNN ,

AAGCGG(Tm = 50 ℃简并引物) 。

SEFA2PCR 第一轮扩增 :PCR 反应液组成 :115μl

2x GC buffer I , 115 μl 25μmol L - 1 Mg2 + , 215 μl 215

mmol L - 1dNTPs ,014μl 25μmol L - 1 Hemi2Sp3 ,0115μl

5 U ml - 1La2Taq ,1μl 模板 ( Pseudomonas putida GM6

总 DNA) ,总体积 15μl。PCR 条件为 : 94 ℃ 1 min ;

94 ℃30 s ,40 ℃3 min ,以每秒增加 012 ℃的速度升至

70 ℃,70 ℃5 min。取出 PCR 管加入 014μl 25μmol L - 1

Sp1作为引物后继续进行 PCR ,反应条件 :94 ℃30 s ,

70 ℃515 min ,25 个循环。接下来进行 8 轮不对称

PCR :94 ℃30 s ,70 ℃515 min ,2 个循环 ; 94 ℃30 s ,

50 ℃30 s ,1 个循环 ;8 轮不对称 PCR 完成后再 70 ℃

延伸 5 min。

SEFA2PCR 第二轮扩增 :PCR 反应液组成 :115μl

2x GC buffer I ,115μl 25μmol L - 1 Mg2 + , 215μl 215

mmol L - 1 dNTPs , 014 μl 25 μmol L - 1 Sp2 , 0115 μl 5

U ml - 1La2Taq ,0125μl 第一轮 PCR 反应产物 ,总体积

15μl。PCR 条件为 :94 ℃1 min ,94 ℃30 s ,63 ℃30 s ,

72 ℃5 min ,33 个循环 ;72 ℃10 min[10 ] 。

115 　序列测定和分析

将 SEFA2PCR 第二步扩增产物切胶回收 ,与

pMD182T进行连接 ,转化至 E1 coli DH5α感受态细

胞 ,在含有 IPTG和 X2gal 的 LB (含 100 mg L - 1Amp)

平板上进行蓝白斑筛选 ,挑取白色菌落 ,提取质粒验

证后 ,交由上海英骏公司测定插入片段序列。利用

OMIGA 软件对克隆序列进行序列的拼接、同源性比

较和 ORF 分析。

116 　ppk 基因的表达

11611 　ppk 全基因的扩增 　　根据拼接的序列设计

ppk 全基因表达引物 ,即在 ppk 引物的两端加上 Nde

Ⅰ和 Hind Ⅲ这两个酶切位点的碱基 : 正向引物 :

GAATTCATATGAATACCGAAGTACTCACTGA ; 反向引

物 : GAATTAAGCTTAACGCGCGGTCAGGATCG。

PCR 反应液组成 : 215μl 2x GC buffer I ,115μl

25μmol L - 1Mg2 + ,2μl 215 mmol L - 1 dNTPs ,引物对

各 015μl ,013μl 5 U ml - 1La - Taq ,1μl 模板 ( Pseu2
domonas putida GM6 总 DNA) ,总体积 25μl。PCR 条

件为 :94 ℃5 min ;94 ℃1 min ;59 ℃1 min ;72 ℃3 min ;

30 个循环 ;72 ℃10 min。

11612 　ppk 表达载体的构建 　　将 PCR 产物切胶

回收并进行 Nde Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切后和同样双酶切

的载体 pET29a 连接 ,构建质粒 pET29a/ ppk。酶连产

物转化至 E1 coli DH5α。挑取单克隆接至 3 ml LB

(含 50 μg ml - 1 Kan) 中 37 ℃培养过夜 ,提取质粒

DNA ,用 Nde Ⅰ/ Hind Ⅲ酶切筛选获得阳性克隆 ,并进

行 DNA 全序列分析。

11613 　ppk 编码基因核苷酸序列的测定 　　从正反

方向测定 ,得到其全序列。序列反应委托上海英骏

生物有限公司完成。

11614 　ppk 表达菌株的诱导表达时间曲线 　　将序

列正确的重组表达质粒 pET29a2ppk 转化至表达宿

主菌 E1 coli BL21 (DE3) 中 ,构成表达菌株。从 LB

(含 50μg ml - 1 Kan)平板上挑取单菌落接至 50 ml LB

培养液中 ,37 ℃、200 r min - 1振荡培养过夜 ,按 3 %的

接种量转接至新鲜 LB 培养液 ,37 ℃培养约 3 h 后 ,

OD600增至约 016 ,加入 IPTG至终浓度 1 mmol L - 1 ,继

续培养 415 h ,每隔 1 h 取出 1 000μl 培养液 ,离心收

集菌体 ,用于 SDS2PAGE分析以测定表达量 ,从而确

定最佳表达时间。
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11615 　SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS2PAGE) 分析

　　参照文献[11 ]的方法进行。

11616 　表达菌株的生长情况和磷酸盐吸收实验 　

　将表达菌株 E1 coli BL21/ pET29a2ppk 和对照菌株

E1 coli BL21/ pET29a 接种于 LB 培养基中 37 ℃培养

过夜。将它们转入合成废水中 ,30 ℃恒温摇床培养 ,

间隔采样测定菌体生长量和培养基磷浓度 ,磷酸盐

的分析方法采用抗坏血酸法[12 ] 。每组设 3 个重复 ,

统计结果以其各自平均值表示。

2 　结果与分析

211 　ppk 部分序列片段的同源性分析

　　将测序结果与 Pseudomonas aeruginosa 的 ppk 基

因序列进行比对 ,结果表明扩增出 528 bp 大小的片

段 (图 1 所示)与其中的 546～1 044 bp 同源 ,同源性

为 86 %。

图 1 　ppk 部分基因片段扩增结果电泳图谱

Fig11 　Agrose gel electrophoresis of the ppk gene fragment

ma : c/ X1742Hinc Ⅱdigest
　　

212 　ppk 基因片段上下游序列片段的克隆

于扩增的 ppk 部分基因片段已知序列中设计

进行 SEFA2PCR 的引物 ,其中 3’端引物为 3Sp1、

3Sp2 和 3Hemi2Sp3 , 5’端引物为 5Sp1、5Sp2 和

5Hemi2Sp3 ,以 Pseudomonas putida GM6 总 DNA 为模

板分别向片段的上游和下游进行 SEFA2PCR 扩增 ,

扩增结果的第一步和第二步电泳图谱见图 2 和图

3。从图上可以看出 ,经过两步扩增后上下游扩增

结果均得到了清晰的长度在 2 kb 左右的条带 (图 3

所示) ,其中 3’端产物大小约为 211 kb ,5’端产物

大小约为 212 kb ,完全可以覆盖 ppk 基因序列上下

游各 1 000 bp 序列。经 ORF 和启动子分析 ,证实

3’端和 5’端产物的确分别为 ppk 基因的上下游

序列。

图 2 　SEFA2PCR 第一步扩增产物电泳图谱

Fig1 2 　Agrose gel electrophoresis of SEFA2PCR first step result

M:λ2Hind digest ⅢDNA marker ;5∶3’端第一步扩增 ;3∶5’端第一步扩增

M:λ2Hind digest ⅢDNA marker ; 5∶3’end amplification of step 1 ; 3∶5’

end amplification of step 1

　

图 3 　SEFA2PCR 第二步扩增产物电泳图谱

Fig13 　Agrose gel electrophoresis of SEFA2PCR second step

amplification product

5∶5’方向第二轮扩出的片段 ;3∶3’方向第二轮扩出的片段。

M: DL2000 digest ;ma :λ2Hind Ⅲdigest

5∶5’end amplification of step 2 ; 3∶3’end amplification of step 2 ;

M: DL2000 digest ; ma :λ2Hind Ⅲdigest

　

213 　ppk 基因序列分析

将 Pseudomonas putida GM6 ppk 部分片段基因及

上下游基因序列拼接 ,用 OMIGA 软件进行开放阅读

框的分析 ,预测 ppk 基因全长为 2 220 bp。其上游基

因为 HemB 基因 ,长度可能为 1 119 bp。
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　　将 Pseudomonas putida GM6 ppk 基因序列与其他

已报道的 ppk 基因进行同源性比较 ,发现与 Pseu2
domonas putida KT2440 的同源性为 82 % ,与 Pseu2
domonas aeruginosa PAO1 的同源性为 79 % , Pseu2
domonas syringae 为 84 % , Klebsiella aerogenes 为 45 % ,

Neisseria meningitidis 为 63 % , Acinetobacter sp1 ADP1

为 53 % ,与 Escherichia coli K122MG1655 为 22 %。

将 ppk 基因翻译成蛋白质 ,与其他报道的聚磷

菌的同源性比较结果 :与 Pseudomonas putida KT2440

的同源性为 89 % , Pseudomonas aeruginosa PAO1 为

80 % ,Acinetobacter sp1 ADP1 为 58 % , Escherichia coli

K122MG1655 为 33 %。

214 　ppk 基因在菌株 E1 coli BL21 的表达

21411 　用 PCR 获得多聚磷酸盐激酶 ( ppk)基因 　　

利用 OMIGA 软件对 ppk 基因序列的分析 ,预测了其

可 能 的 编 码 序 列 ( GenBank accession number

DQ133537) ,包括起始密码及终止密码在内 ,共 2 220

个核苷酸 ,编码 740 个氨基酸。我们设计了 2 条 PCR

引 物 , 其 中 5 ’端 引 物 : 5 ’2GAATTCATATGAAT2
ACCGAAGTACTCACT GA23’,并引入了酶切位点 Nde

Ⅰ;3’端引物 (5’2GAATTAAGCTTAACGCGCGGTCAGG AT

CG23’,并引入了酶切位点 Hind Ⅲ,使获得的多聚磷酸

盐激酶编码基因能方便地克隆至表达载体 pET29a 中。

　　

以 Pseudomonas putida GM6 总 DNA 为模板 ,经 PCR

反应获得了多聚磷酸盐激酶基因 (图 4 所示) 。PCR

产物回收后经琼脂糖凝胶电泳鉴定为一条带 ,分子

量约 212 kb (图 4 所示) ,与理论值一致。

图 4 　ppk 全基因扩增及回收产物电泳图谱

Fig1 4 　Agrose gel electrophoresis of ppk gene amplified and reclaimed 1 :

ppk 基因回收产物 ;3 ,M:Markerλ2Hind Ⅲdigest ;4 ,5 : ppk 基因 PCR

扩增片段 1 : Reclaimed product of ppk gene ; 3 , M:Marker λ2Hind Ⅲ

　　 digest ; 4 ,5 : PCR amplified fragment of ppk gene

21412 　多聚磷酸盐激酶重组表达质粒的构建和在

大肠杆菌中的表达 　　根据酶切位点 Nde Ⅰ和 Hind

Ⅲ构建多聚磷酸盐激酶重组表达质粒 ,质粒构建过

程如图 5 所示。

图 5 多聚磷酸盐激酶基因克隆及表达载体 pET29a2ppk 的构建

Fig15 　Cloning of the coding area of ppk and construction of recombinant expression plasmid pET29a2 ppk
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　　对多聚磷酸盐激酶重组表达菌株进行诱导表

达 ,结果如图 6 所示。图 6 表明 :表达菌株 E1 coli

BL21(DE3) / pET29a2ppk 经 IPTG诱导后 3 h 时 ,在

分子量约 81 kDa 附近开始出现一条表达条带 ,经鉴

定为多聚磷酸盐激酶基因的表达产物。

21413 　表达菌株的生长和磷酸盐的去除 　　由图 7

可知 ,重组菌株和对照菌株的生长几乎相同。对照

菌株的磷去除率仅为 18 % ,而表达菌株 12 h 的磷去

除率高达 80 %。这表明 ppk 基因在 E1 coli 中得到

过量表达 ,导致了 E1 coli 菌体中 poly2P 的聚集 ,从

而使得培养基中的磷酸盐大量的去除。

3 　讨　论

无机多聚磷酸盐是由无机正磷酸盐组成的线性

聚合物 ,并以高能磷酸键相连而成。它们的链长有

两到数百个正磷酸盐不等[13 ] 。多聚磷酸盐广泛分

布于自然界 ,并已经在细菌、真菌、原生动物、植物和

哺乳动物中检测到。然而 ,关于它们准确的生理作

用仍然不确定。根据种类、细胞定位和生理条件 ,多

聚磷酸盐可能有多种作用 ,包括作为 ATP 的替代者

和能量来源 ,磷酸盐的提供者 ,作为二价阳离子的螯

　　

合剂 ,RNA 降解的抑制剂 ,对外界压力和营养缺乏

条件下的调节剂。而且 ,它可以成为在 DNA 进入和

转运中的结构元素。

图 6 　多聚磷酸盐激酶表达菌株的 SDS2PAGE图谱
Fig1 6 　SDS2PAGE of the expression of E1coli BL21 (DE3) / pET29a2
ppkA ,B ,C分别为 : E1 coli BL21 , E1 coli BL21/ pET29a 和 E1 coli

BL21/ pET29a2ppk 未经诱导处理 ; M: SM0431 ; D , E , F 分别为 :

E1 coli BL21/ pET29a2ppk 诱导处理 3 h ,4 h 和 415 h ; G,H , I 分别

为 : E1 coli BL21/ pET29a 诱导处理 3 h ,4 h 和 415 h A ,B , C:

E1 coli BL21 , E1 coli BL21/ pET29a and E1 coli BL21/ pET29a2ppk

without induction ; M: SM0431 ; D ,E ,F : E1 coli BL21/ pET29a2ppk in2
duced for 3 h ,4 h and 415 h ,respectively ; G,H ,I : E1 coli BL21/ pET29a

inducedfor 3 h ,4 h and 415 h ,respectively

图 7 　表达菌株在合成废水中培养时的生长和磷的去除能力

Fig17 　Growth of expression strain and its capacity of removing phosphorus in synthetic wastewater
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　　一些多聚磷酸盐代谢的酶已经被纯化 ,它们的基

因已经被克隆。大家都知道在微生物中这种聚合体

的聚集由多聚磷酸盐激酶 ( ppk)来催化。多聚磷酸盐

激酶 ( ppk)基因催化由 ATP 形成多聚磷酸盐 ,多聚磷

酸盐是到处存在的生物高聚物。ppk 能催化最终的

磷酸盐从 ATP 到多聚磷酸盐这个可逆转化。多聚磷

酸盐的降解和利用由多聚磷酸盐水解酶 (PPX) 、多聚

磷酸盐内激酶 (PPN)和一些特殊的激酶来调控。

本论文从 Pseudomonas putida GM6 中克隆到 ppk

基因及其上下游调控序列 ,为研究多聚磷酸盐生物合

成的调控机制提供了极好的材料。

含有 pET29a2 ppk 质粒的 E1 coli 表达菌株

BL21 磷的去除能力较对照菌株大幅增加 ,磷的去

除率达 80 % ,远高于文献 [ 14 ]报道的 40 %的去除

率。
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CLONING AND EXPRESSION OF POLYPHOSPHATE

KINASE GENE FROM PS EUDOMONAS PUTIDA GM6

Guan Libo 　Cai Tianming 　Li Bo 　He Jian 　Li Shunpeng 　Cui Zhongli

( Key Lab of Microbiological Engineering of Agricultural Environment , Ministry of Agriculture ,

College of Life Science , Nanjing Agricultural University , Nanjing 　210095 , China)

Abstract 　A strain of high2efficiency phosphorus accumulating bacteria ,identified as Pseudomonas putida GM6 ,was used

as research object ,from which polyphosphate kinase gene was cloned and its roles in the phosphate transport system verified. A

5282bp fragment of ppk gene was successfully amplified firstly from GM6 genomic DNA using self designed primers corresponding

to the well2conserved regions of reported ppk gene sequences. Then ,its upstream and downstream sequences were cloned with the

technique of self2formed adaptor PCR(SEFA2PCR) . Three amplified sequences were put together and analyzed using the OMIGA

program(version 2. 0) ,and operon of the complete ppk gene ca. 2 220 bp was obtained (it has been deposited in the GenBank
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database under accession number DQ133537) . The constructed recombinant expression strain of ppk gene E. coli BL21(DE3) /

pET29a2 ppk was induced with IPTGfor three hours ,and expression product ,81 kDa in molecular weight ,was observed. The strain

removed 80 % of the phosphorus in the solution while the CK strain only 18 % in 12 h. Its P removing capacity ,more than 40 % ,

the so2far reported highest rate ,indicates excessive expression of ppk gene in E. coli ,which would lead to accumulation of a great

deal of poly2P in E. coli in vivo ,and removal of a large amount of phosphate from the medium.

Key words 　Polyphosphate kinase ; ppk upstream and downstream sequences ;Self2formed adaptor PCR(SEFA2PCR)
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