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大肠杆菌抗药性质粒R144drd3
温度敏感突变型的分离‘’

孔祥福 郑晓冬 聂 晶 陈 新
（哈尔滨师范大学生物系）

温度敏感突变型可用于研究DNA复制的

控制机制，也可用于测定质粒的拷贝数，还可作

为遗传分析研究的工具。抗药性质粒R144drd3

是去阻遏、抗卡那霉素、Ej-质粒，转移频率在

工。一‘-10-‘之间，是国内外实验室在分子遗传

学研究中常用的抗药性质粒。

我们用整体诱变的方法，获得了抗药性质

粒R144drd3温度敏感突变型。对其中一菌株

进行温度敏感效应侧定，42℃表现温度敏感。

进行温度敏感部位测定，结果证明，大肠杆菌抗

药性质粒R144drd3经诱变剂亚硝基腮处理后

产生的温度敏感突变型属于抗性基因温度敏感

突变型。回复突变频率为4.5 X 10-气

材 料 和 方 法

（一）细菌菌株与质粒

菌株 E. coli J5-3 met- pro一由复旦大

学遗传学研究所提供；E. coli 62',,,r由中国科

学院上海植物生理研究所提供。

质粒 RI 44drd3由复旦大学遗传学研

究所提供。

（二）试剂与培养基

诱变剂 亚硝基孤 (NTG) o

培养基 LB培养基（蛋白陈10g, NaCl

5g,葡萄糖2g,酵母膏5g,琼脂 15g,蒸馏水

1000 ml, PH7.0)0

培养液 LB不加凉脂，pIT7.0o

筛选平板 LB加人卡那霉素（301,g/-;).

（三）诱变及筛选

将 J5-3/RI44drd3接种于 5m1 LB培养液

中，300C培养至对数期，离心取沉淀悬于5ml

NTG (100 Fcg/ml溶于pH一7磷酸缓冲液中）
处理2小时。将细胞悬液离心去上清液，沉淀

悬于Sml LB培养液中，3 VC培养24小时后将

培养物作不同浓度稀释，涂于LB平板上，置

300C培养长出的菌落用灭菌牙签分别接种于含

药与不含药乎板上，置42 0C和30℃培养16小

时，选出在42℃含药平板上不能生长，而能在

42℃无药平板和30℃含药平板上生长的菌落。

（四）温度敏感突变型质粒 R144drd3的

转移

将温度敏感突变株E. coli J5-3/R144drd3

is作为供体，以E. colt 62Nall为受体，分别培
养16小时后各取0.5111加人到含有4ml LB肉

汤中培养6小时，然后在含有嚓吮酮酸和卡那

霉素的培养基上划线，30 C培养16小时后取

单菌落、获得转移子。

（五）温度敏感突变部位测定

将对数生长期的 J5-3/R144drd3 is接种

于LB培养液中，置420C振荡培养，每隔1小时

取样，分别涂于含药和不含药平板上，30℃和

42℃分别培养，以接种细菌于培养基时为零，

统计不同时间的活菌总数及其中的耐药细胞

数。

将在420C无药平板上生长的同一菌株用

灭菌牙签分别接种于含药和不含药平板上，置

Kong Xiangfu et al.! fsolaticm of 'I'rmprramre srnsi-
live Mutants in Drug-resistant Plasmid R144drd3
of Escherichsa colt

1)在工作中曾得到复旦大学遗传学研究所陈孝康老师的热
情指导，特此致谢！
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3090培养，观察其生长情况。

将转移子 62Nalr/R144drd3，，培养至对数
期，分别涂于含药和不含药平板上，置42 0C培

养拓小时后观察，然后将42℃不含药平板上

生长的菌落再分别涂于含药和不含药平板土，

置3 0 0C培养，观察其生长情况。

（六）温度敏感突变株回复突变频率的测

定

将对数生长期的突变株 J5-3/RI44drd3 is

稀释成不同浓度，分别徐于含药和无药平板上，

置429c培养，统计含药平板上长出的菌落数。

结 果

（一）大肠杆菌 J5-3/RI44drd3 is温度

敏感效应

在处理的存活细胞中，随机挑出1万个菌

落，经温度敏感测定，获得7个温度敏感突变

株。 这些突变株在 30℃ 含药培养基中能正常

生长，而在42℃含药培养基中则不能生长。将

其接种于无药培养基上，即使42℃时亦能正常

生长（见表I)o

的敏感情况，结果表明，当 R144drd3 is转移到

新的寄主后，致使新的寄主也表现出与供体一

样的温度敏感性状（见表I、2)0

（三）突A株 J5-3/RI44drd3 is和转移

子62Nalr/RI44drd3 is在不同温度下的耐药情
况

将获得的J5一3/RI44drd3 is和62'4a1̀/R144
drd3 is温度敏感突变株分别接种在30̀C,370C

和42℃的固体培养基上。观察其耐药情既，发

现这株突变休在300C,37℃的含药平板和42V,

无药平板上均能正常生长，而在42 0C的含药平

板上则不能生长，这一结果表明，此突变株的耐

药性对温度是敏感的，在非允许温度条件下，其

耐药性便会丧失（见表2)0

表2 M2株J5-3/RI44drd3和转移子s2""/RI44drd3
is在不同温度下耐药情况

场I 突蜜株J5.3/RI44drd3 is和转移子

资二衍糕一
菌 种 ＼一＿＿

一、＿

30℃ 37 ̀r 420C

（＋〕（一）（A-（一）（＋）（一）

E. roli 35-3/RI44drc13。， 十 十 ＋ ＋ 十

E. coli 62N"r/Rl44drcl3 is 十 今 十 十 十

62Naf'/RI44drd3 is温度故建效应

火几一－一－一 温“
。.}_、一＿＿＿蜘－介、 ～卜～

3o0C 42 C

（＋） （一） 〔＋） 盯一）

E. cal门5-3/Rl44clrd3 is 十 ＋ 十

E．二。li 62""/R144drd3：， 十 十 十

（四）质粒突变部位的测定

质粒的温度敏感突变，如果发生在抗性基

因部位，那么，将高温无药平板上的突变株转接

在 3 0 "(--含药和无药平板上都能生长。如果是

复制部位的温度敏感，则在42℃不含药平板上

生长的突变株，转人30℃含药平板上不能生

长。取420C无药平板上的菌落转接在30℃含

药平板培养 24小时后，发现都能生长，结果

与抗性基因温度敏感突变型表现一致。62'12勺
表3 温度敏感突变株as-s1A244drds质粒突变部位的x定

（二）突变型质粒的转移试验

为了进一步证明温度敏感突变部位发生在

质粒DNA上，我们又将突变体的质粒转移到新

的寄主进行观察，用细胞杂交的方法，以大肠杆

菌62Nalr为受体，以Nal和Ka为选择标记，获得
转移子62Na"/R144drd3 is。从转移子中随机挑

出50个单菌落，分别观察在不同温度下对药物

k*(--L 42"c;
30c

（＋） （一）

L. coli ]5-3/R144dcd3 is 十 ＋

k:. coli 62Natr/R14gdrd3 is
l

＋ 十

注：〔十）示加 Ka 30 pigZinl,（一）示无药，十示菌生长，
一示菌不生长。
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R144drd3 is用同样方法进行测定，结果相同

（见表3)0

将对数生长期的 J5 -3 /P 144drd3 t，接种

于LB培养液中，置42cC振荡培养，每小时取一

次菌液，分别涂于无药和含药平板上，置30 cc,

42℃分别培养。无药平板上长出的菌落数代表

活菌总数，在含药平板上长出的菌落数代表耐

药细菌数。经过9个小时，测生长曲线。观察

结果表明，42℃无药平板上长出的菌落数随时

间的增加而变化，含药平板上均无菌落出现，而

30℃加药和无药的生长曲线基本一致（图1)0
这就进一步证明了温度敏感突变部位是发生在

质粒DNA的坑性基因部位。

拼
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1 3 S 7 9 小IIf

图1 E. coli J5-3／R144(Lrci3 is在U0C,309C;时的生长曲线

注：（＋）加 Ka3o ug1m), （一）无药。

移到新的寄主细胞中，新的寄主细胞也表现了

抗药的温度敏感的性状，这说明了温度敏感突

变是发生在质粒DNA上。

把突变株 J5-3/R144drd3 is和 62xa'r/R
144drd3 is菌株分别接种于 42℃ 无药平板上，

12小时后，转接到30℃含药平板上，表现了耐

药性质。这又说明J5-3/R144drd3 is突变部位

是在质粒的抗性基因内部，因为复制基因温度

敏感突变株在非允许温度下，质粒不能复制，故

菌株也就失去了抗药性，因而4 2 0C无药平板上

生长的菌落转接到30℃含药平板上，菌株不能

生长。而抗性基因温度敏感突变株在非允许温

度下，不加药平板上质粒仍能复制，但坑性基

因处于敏感状态。当把42℃无药平板上生长

的菌落接种在30℃加药平板上时，由于质粒仍

然存在，而抗药基因处于非温度敏感状态，故菌

落仍能生一长。由此我们认为突变株 J5-3/R144

drc13 is属于抗性基因温度敏感突变型。

我们获得的温度敏感突变株回复突变频率

是在斗5x1。一“，这说明这一突变型比较稳定。

讨 论

用NTG (100 lug/ml) 2小时处理1万个m

株中获7个温度敏感突变型，突变频率为10-bo

我们用不同浓度的NTG和不同时间处理获得

的突变频率均低于10-60把发生突变的质粒转
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