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环境生物技术                                                               

利用雨生红球藻表达系统高通量筛选活力提高的阿特拉

津氯水解酶突变子 

王绘砖，陈喜文，郝晓华，陈德富 
南开大学生命科学学院 分子遗传学实验室，天津 300071 

摘  要: 阿特拉津氯水解酶定向改造的关键是开发一种廉价的、表型改变明显的高通量筛选方法。利用高错误倾向 PCR

和 DNA 洗牌相结合的突变方法，对来源于假单胞菌 ADP 和节杆菌 AD1 的阿特拉津氯水解酶基因进行随机突变，以雨

生红球藻为受体、以阿特拉津为选择压力对突变文库进行高通量筛选。筛选到的 12 个突变子序列分析显示，突变均为

点替换，位点分散在全基因上，是在高错误倾向 PCR 及 DNA 洗牌过程中逐渐累积形成的。酶活力分析显示，突变子

的酶活力均高于野生株，在添加 1.0 mg/L 阿特拉津培养液中的活力是野生株的 1.9~3.6 倍，在添加 2.0 mg/L 阿特拉津

培养液中的活力是野生株的 1.7~2.6 倍，粗酶提取物的活力是野生株的 1.7~2.7 倍。上述结果表明，雨生红球藻表达系

统是定向改造阿特拉津氯水解酶的高通量筛选平台。 

关键词 : 阿特拉津氯水解酶，定向进化，雨生红球藻，高通量筛选，酶活性  

High throughput screening atrazine chlorohydrolase mutants  
with enhanced activity through Haematococcus pluvialis  
expression system 

Huizhuan Wang, Xiwen Chen, Xiaohua Hao, and Defu Chen 

Laboratory of Molecular Genetics, College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China 

Abstract:  Developing a high-throughput screening method is of great importance for directed evolution of atrazine chlorohydrolase. 
A mutagenesis library of atzA from Pseudomonas sp. ADP and Arthrobacter sp. AD1 was constructed using error-prone PCR and 
DNA shuffling. Candidate mutants were screened through Haematococcus pluvialis expression system, using atrazine as selection 
pressure. Sequence analysis showed that mutations in the obtained 12 mutants with enhanced activity were all point-substitutions and 
scattered throughout the gene. Enzymatic activity analysis showed that the mutants all had higher activities than that of the wild type. 
The activities were 1.8−3.6 fold of the wild-type enzyme when cultured in BBM medium with 1 mg/L atrazine, whereas 1.8−2.6 fold 
with 2 mg/L atrazine. These results indicated that Haematococcus pluvialis expression system is an ideal high throughput screening 
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system for directed evolution of atrazine chlorohydrolase. 

Keywords:  atrazine chlorohydrolase, directed evolution, Haematococcus pluvialis, high throughput screening, enzyme activity 

阿特拉津  (Atrazine) 是一种世界范围内广泛

使用了 50 多年的、廉价的、适合于玉米高粱果园

和林地等杂草防除的“选择性内吸传导型”苗前 /

苗后除草剂，在有效控制杂草、显著提高作物产量

与品质方面发挥重要作用[1]。然而，阿特拉津在土

壤中的残留期长 (4~57 周)、不易流失，因此在为农

业生产发挥重要作用的同时，也严重污染了农业和

人居环境[2]，已引起世界各国广泛关注 (如欧盟规定

饮用水的最大允许浓度为 0.1 μg/L、美国为 3 μg/L、

加拿大为 5 μg/L)，并将其列为当前“亟需解决的实

际问题”[3-4]。 

利用抗性基因解毒机制，构建高效去除污染物

的转基因植物，是 20 世纪 90 年代以来环境修复研

究的重要方向[5]。阿特拉津化学名称为 2-氯-4-乙氨

基-6-异丙氨基-1,3,5-三氮苯 (2-chloro-4-ethylamino- 

6-isopropylamino-1,3,5-triazine)。一旦 2-位上的氯原

子被水解掉，即变成无毒的羟基阿特拉津[6]。因此，

寻找合适的阿特拉津氯水解酶基因是利用植物修复

阿特拉津污染环境的关键。1995 年，Mandelbaum

等 [7]克隆到降解阿特拉津的阿特拉津氯水解酶 

(Atrazine chlorohydrolase，AtzA，EC.3.8.1.8) 基因 

(atzA)。但随后的植物转基因研究显示，苜蓿、水稻、

烟草等转基因株的降解阿特拉津能力仍需提高[8-10]。 

自 1995 年来，多个实验室从其他菌株中也克隆

到 atzA。序列比对和功能分析发现，不同来源的阿

特拉津氯水解酶不仅氨基酸序列高度同源，而且比

活力无明显差异[11-13]。如假单胞菌 Pseudomonas sp. 

ADP 菌株来源的 AtzA 与节杆菌 Arthrobacter AD1

菌株来源的 AtzA，仅在 278 位上有一个对阿特拉津

脱氯活性无影响的氨基酸残基的差异[14]。AtzA 序列

的高度同源及功能的一致特性，表明 AtzA 结构保

守、进化缓慢，要想从自然界中寻找高活性的 atzA

基因可能并非易事。 

模拟生物自然进化过程的定向进化技术是蛋白

质的非理性设计[15]，其策略非常适合于结构不清楚

的 AtzA 的改造。由于 AtzA 介导的酶促反应无特异

性的颜色改变，大肠杆菌本身又可耐受一定浓度的

阿特拉津，因此定向改造 AtzA 的关键是开发一种廉

价的、表型改变明显的高通量筛选方法。为此，本

文利用雨生红球藻 Haematococcus pluvialis 表达体

系建立了一种稳定高效的高通量筛选 AtzA 酶活力

提高的突变子方法。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与载体 
雨生红球藻藻种“H1”购自中盐制盐工程技术

研究院。大肠杆菌 DH5α-FT、质粒 pCAMBIA1301、

pET21b-atzA-NK (含节杆菌 AD1 来源的 atzA-AD1

基因，基因注册号为 AF543694) 均为本实验室保

存。质粒 pMD4 (含假单胞菌 ADP 来源的 atzA-ADP

基因，基因注册号为 U55933) 为美国 Minnesota 大

学 Michael Sadowsky 教授惠赠。 

1.2  方法 
1.2.1  制备雨生红球藻感受态细胞 

参照 Brown 等 [16]的方法并稍做修改。雨生红

球藻接种于 BBM 培养基 [17]中，于  (25±3) ℃、

50~60 μmol/(m2·s) 光照 12 h/黑暗 12 h 条件下不定

期振荡  (1 次以上 /d)培养。3 000 r/min 离心 5 min

收集对数生长期细胞  (约 1×106 个)，所得沉淀悬

浮于电击缓冲液  (含 500 mmol/L NaCl、5 mmol/L 

KCl、5 mmol/L CaCl2、20 mmol/L Hepes、200 mmol/L

甘露醇和 200 mmol/L 山梨醇) 中，反复悬浮离心

2 次 所 得 藻 体 最 终 用 电 击 缓 冲 液 调 整 密 度 至

1×107 个细胞 /mL，分装成 40 µL/管备用。 

1.2.2  确定抑制雨生红球藻生长的阿特拉津临界浓度 

取 1 mL 对数生长期雨生红球藻分别转至 20 mL

含 0、0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 mg/L 阿特拉津的

BBM 培养液中，21 d 后镜检统计绿色的、结构完整
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的细胞数，以此确定雨生红球藻忍耐阿特拉津的临

界浓度。 

1.2.3  atzA 双元载体的构建及雨生红球藻的遗传转化 

根据基因 atzA-ADP 和 atzA-AD1 序列及质粒

pCAMBIA1301 多克隆位点序列，设计 PCR 引物，

上 游 为 atzA-S-F (5′-CCGAGCTCATGCAAACGC 

TCAGCATCC-3′，下划线为 Sac I 酶切位点)，下游

为 atzA-X-R (5′-AATCTAGACTAGAGGCTGCGCCA 

AGC-3′，下划线为 Xba I 酶切位点)。以质粒 pMD4

或 pET21b-atzA-NK 为模板，以 atzA-S-F/atzA-X-R

为引物进行高保真扩增，PCR 方法参见文献[18]。

扩增产物用 Sac I 和 Xba I 消化后，与经同样限制性

内切酶消化的植物双元载体 pCAMBIA1301 连接，

并转化至大肠杆菌中。筛选序列未突变的转化子扩

大培养以提取其重组的双元质粒 pCAMBIA1301- 

atzA。 

取 1 μL 携 带 有 0.4 μg 的 双 元 质 粒

pCAMBIA1301-atzA 加入到雨生红球藻感受态细胞

中，混匀后冰浴静置 10 min，再转入预冷的 0.1 cm 

Bio-Rad 电转化杯中。电击 3 次 (间隔 10 s、试验电

击强度为 3~8 kV/cm) 后冰浴静置 5 min，再转入

BBM 液体培养基中静置培养 24 h，然后平铺到含阿

特拉津的 BBM 固体培养基上，倒置光照培养至单藻

落出现。 

1.2.4  atzA 突变文库的构建 

以质粒 pMD4 或 pET21b-atzA-NK 为模板，以

atzA-S-F/atzA-X-R 为引物进行易错 PCR (Error-prone 

PCR，EP-PCR)。EP-PCR 体系为：0.2 mmol/L dATP、

0.2 mmol/L dGTP、1.0 mmol/L dCTP、1.0 mmol/L 

dTTP、0.1 mmol/L dITP、每种引物 0.3 μmol/L、

7.5 mmol/L MgCl2、0.01％ Triton X-100、1.0 μmol/L 

NaNO2 (或 37.5 μmol/L CoCl2)、0.05 U/μL rTaq DNA

聚合酶及 0.01 ng/μL atzA-ADP (或 atzA-AD1)。扩

增条件为：95 ℃预变性 5 min；94  40 s℃ ，58 ℃ 

32 s，72  110 s℃ ，循环 50 次；72 ℃延伸 7 min。

随后经 0.7％琼脂糖凝胶电泳分离 EP-PCR 产物，分

别 命 名 为 ADP-atzA-NO2
− 、 ADP-atzA-Co 、

AD1-atzA-NO2
−、AD1-atzA-Co。15 ℃下 0.1 U/μL 

DNase I 消化 EP-PCR 产物 5~15 min 后，85 ℃保温

20 min，再添加5％ (V/V) 预冷缓冲液A [含50 mmol/L 

EDTA 和 30％  (V/V) 甘油 ] 终止反应。回收经

0.7％琼脂糖凝胶电泳分离的约 100 bp DNA片段后，

等摩尔比混合进行无引物重排反应。无引物重排反

应条件同 EP-PCR，但不加引物，100 bp 左右 DNA

混合片段的浓度为 20~80 ng/μL，循环数为 25。 

0.7％琼脂糖凝胶电泳回收无引物重排反应产

生的 1.2~1.5 kb 条带，再进行有引物 PCR。扩增体

系为：0.2 mmol/L dNTPs、每种引物 0.3 μmol/L、

0.05 U/μL rTaq DNA 聚合酶及适量 (5~20 ng/µL) 无

引物重排 DNA。有引物 PCR 条件同无引物重排反

应。产物回收后用 Sac I 和 Xba I 消化，并与经同样

限制性内切酶消化的 pCAMBIA1301 载体连接，然

后电转化至大肠杆菌 DH5α-FT，计算库容。 

1.2.5  AtzA 突变子的筛选 

回收突变文库全部菌落，提取其质粒 DNA，按

1.2.3建立的遗传转化方法将 atzA突变质粒电转化进

雨生红球藻细胞，然后平铺在含 0.5 mg/L (5 倍临界

浓度) 阿特拉津的 BBM 固体培养基上，倒置光照培

养至单藻落出现。挑选生长明显的单藻落逐级转接

至阿特拉津浓度为 0.5 mg/L、1 mg/L 和 2 mg/L 的

BBM 培养液中，3 周后提取仍生长良好的雨生红球

藻转化株的基因组 DNA，以 atzA-S-F/atzA-X-R 为

引物通过 Ex Taq DNA 聚合酶进行 PCR 和 RT-PCR

检测。PCR 和 RT-PCR 方法参见文献[18]。回收 PCR

条带与 pMD19-T Simple Vector (TaKaRa) 连接后送

上海生工生物工程技术服务有限公司测序。 

1.2.6  AtzA 突变酶的活力分析 

取 1 mL 对数生长期 AtzA 转化株， 4 ℃、

5 000 r/min 离心收集所得藻体转至 4 mL 含 1 mg/L

或 2 mg/L 阿特拉津的 BBM 培养液中，第 0、1、7、

14、21 天取样测定培养液中的阿特拉津残留量，以

确定酶活测定时间。 

不同突变株培养 21 d 后取样测定培养液上清

中的阿特拉津残留量，以降解 1 μg 阿特拉津对应的
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培养液体积 (mL) 为 1 个 AtzA 酶活力单位，以此

比较不同突变子的活力差异。相同转化株的酶活力

取 3 次重复试验的平均值，处理间差异经新复极差

检测。 

取 20 mL 对数生长期转化株，4 ℃、5 000 r/min

离心 10 min 收集藻体，液氮研磨后迅速加入 600 μL

预冷植物蛋白提取缓冲液  (150 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0)，25％甘油，2％ PVP40)，冰上静置 3~4 h

后，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，上清即为酶粗

提取液。粗酶提取液的蛋白含量测定按照 Bradford

法[19]进行。取 3 mg 蛋白量对应的粗酶提取液，添加

0.6 mg 阿特拉津后 25 ℃保温 16 h，再测其阿特拉津

残留量，以降解 1 mg 阿特拉津所需粗酶提取液的量 

(mg 蛋白) 为 1 个 AtzA 酶活力单位，以此比较不同

突变子的活力差异。相同转化株的酶活力取 3 次重

复试验的平均值，处理间差异经新复极差检测。 

1.2.7  阿特拉津残留量的高压液相法测定 

在培养液上清或粗酶提取液中加入等体积的二

氯甲烷，混匀后 25 ℃、200 r/min 下振荡 1 h，再经

12 000 r/min 离心 15 min，取下层  (二氯甲烷层) 

10 μL 进行高压液相分析[20]。高压液相检测仪为美

国 CoMetro 公司的 CoM 6000 HPLC Pressure Liquid 

Delivery System，色谱柱为 Comatex C18 (5 µm，

Ф4.6×250 mm)，检测波长为 228 nm，阿特拉津保

留时间为 20.925 min。流动相为乙腈和水混合物，

0~6 min，乙腈由 10％升到 25％，水由 90％降到

75％；6~21 min，乙腈由 25％升到 65％，水由 75％

降到 35％；21~23 min，乙腈由 65％升到 100％，水

由 35％降到 0；23~25 min，乙腈保持 100％。 

2  结果与分析 

2.1  转化雨生红球藻表达 atzA 体系的建立 
雨生红球藻对阿特拉津的耐受力测试显示，

0.1 mg/L 阿特拉津即可完全抑制其生长 (表 1)，因

此，确定该浓度为阿特拉津抑制雨生红球藻生长的

临界浓度。 

表 1  雨生红球藻对阿特拉津的耐受力测试 
Table 1  Tolerance test of Haematococcus pluvialis to atrazine 

Concentration of atrazine (mg/L) Number of green cells 

0.00 ++++ 

0.05 + 

0.10 − 

0.20 − 

0.50 − 

1.00 − 
+: green cells survived, the number of “+” indicated the frequency 
of cells survived; −: no green cells survived. 
 

在 不 同 电 压 条 件 下 ， 将 重 组 质 粒

pCAMBIA1301-atzA 电转化进雨生红球藻细胞，对

获得的单藻落进行 PCR 抽检。结果显示 (表 2)，随

着电击强度的增大，获得的单藻落数随之减少，当

电击强度达到 8 kV/cm 时，培养基表面发白，无明

显单藻落，表明雨生红球藻细胞被电击致死。PCR

抽检显示，电击强度在 7 kV/cm 以下，阳性率随电

压增强而提高。根据单藻落数和抽检阳性率计算阳

性单藻落数，显示 6 kV/cm 最多，为 atzA 转化雨生

红球藻最适电击强度。 
 
表 2  不同电压对雨生红球藻转化率的影响 
Table 2  Effect of voltage on transformation efficiency of 
Haematococcus pluvialis 
Electroporation 

voltage 
(kV/cm) 

Number of 
visible colonies 

Percentage of 
PCR+a 

Number of 
PCR+ colonies

3 640 10 64 

4 624 24 150 

5 603 44 265 

6 560 80 448 

7 82 90 74 

8 0 0 0 
a: fifty colonies from each treatment were used for PCR analysis. 
 
2.2  atzA 突变文库的构建 

分别以质粒 pMD4 和 pET21b-atzA-NK 为模

板，以 atzA-S-F/atzA-X-R 为引物，以 NaNO2 或

CoCl2 为诱变剂进行 EP-PCR。图 1 显示，目的条

带  (1.4 kb) 清晰。电泳切胶回收该目的条带后用

DNase I 消化，结果如图 2 所示，随消化时间延长，

片段变短，当消化 15 min 时，片段集中在 100 bp

左右。 
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图 1  atzA 的 EP-PCR 电泳图谱 
Fig. 1  Electrophosis pattern of atzA after EP-PCR. M: marker 
NTKV-3 (bp); 1: ADP-atzA-NO2

−; 2: ADP-atzA-Co; 3: 
AD1-atzA-NO2

−; 4: AD1-atzA-Co. 

 
图 2  atzA 的 DNase I 消化电泳图谱 
Fig. 2  Electrophosis pattern of atzA restricted with DNase I. 
M: marker NTKV-3 (bp); 1−6: treated time was 5 min, 10 min, 
and 15 min, respectively. 
 

切胶回收 100 bp 左右条带进行无引物重排，电

泳显示在 1.4 kb 处有一明显亮带 (图 3)，表明 DNase I

消化的短片段重新组装成了全长片段。当模板浓度

为 80 ng/µL 时，无引物重排的条带最亮。切胶回收

该重排条带进行有引物 PCR，发现模板浓度为

10~20 ng/µL 时，能有效扩增出 1.4 kb 条带 (图 4)。 

 
图 3  atzA 片段的无引物重排 
Fig. 3  Reassembly of the restricted atzA fragments. M: marker 
NTKV-3 (bp); 1: full-length of the atzA fragment; 2−4: the 
amount of the digested fragments were 80 ng/μL, 40 ng/μL and 
20 ng/μL, respectively. 

 
图 4  atzA 重排产物的有引物 PCR 
Fig. 4  Amplification profile with primers using different 
amount of reassembled fragments as template. M: marker 
NTKV-3 (bp); 1−3: the amount of the reassembled fragments 
were 5, 10 and 20 ng/μL, respectively; 4: full-length atzA 
fragment. 
 
2.3  AtzA 突变库的筛选及序列分析 

回收有引物 PCR 产物，Sac I/Xba I 双酶切后与

经同样酶酶切的 pCAMBIA1301 片段连接，电转化

进 DH5α-FT，得库容为 1.5×105 的突变文库。收集

全部转化子，提取重组质粒，然后电转化雨生红球

藻，再平铺于含 0.5 mg/L 或 1.0 mg/L 阿特拉津的

BBM 固体培养基上，倒置光照培养至单藻落出现 

(图 5)。 

分析不同转化批次所得的 12 株 AtzA 突变子序

列(表 3)发现，突变子 10-7 和 10-15、22-4 和 22-11、

40-8 和 48-6/49-10 的氨基酸突变位点完全相同，表

明不同转化批次转化子可筛选出相同的 AtzA 突变

子，暗示以雨生红球藻为平台能稳定筛选出活力提

高的 AtzA 突变子。 

 

图 5  可能携带 AtzA 进化酶的雨生红球藻单藻落 
Fig. 5  Haematococcus pluvialis single colony which may 
carry evolved AtzA. 
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表 3  获得的 12 个酶活力提高的 AtzA 进化子的序列分析 
Table 3  Sequence analysis of the obtained 12 improved AtzA mutants 

Amino acid site 12 30 58 71 80 121 195 226 278 315 337 389 395 399 429 439 466

AtzA-ADP Val Asp Val Gln His Thr Thr Met Met Met Met Arg Leu His Asn Phe Val

AtzA-AD1         Val         

10-7 
10-15 

Ala        Val         

22-4 
22-11 

       Val Ala         

21-1         Val    Pro     

16-1   Ala  Arg Ala   Val         

15-1       Ala  Val  Thr     Leu  

7-10         Val Ile    Gln Ser  Ala

40-8 
48-6 
49-10 

 Gly       Val Ile  Cys  Gln Ser  Ala

32-2  Gly  Arg     Val Ile  Cys  Gln Ser  Ala

The first column shows the amino acid sequence of the wild-type enzyme. Mutants were numbered according to the batch number of 
transformation and the serial number of colonies. 
 

比对表 3 突变序列发现，AtzA 突变均为点替换，

位点分散在全基因上，突变子 10-7 (V12A) 和 21-1 

(L395P) 为单点替换；22-4 (M226V、V/M278A) 为

双点替换；15-1 (T195A、M337T、F439L) 和 16-1 

(V58A、H80R、T121A) 为三点替换；7-10 (M315I、

H399Q、N429S、V466A) 为四点替换；48-6 (A30G、

M315I、R389C、H399Q、N429S、V466A) 为六点

替换；32-2 (A30G、Q71R、M315I、R389C、H399Q、

N429S、V466A) 为七点替换。7-10、32-2 和 48-6 

(40-8/49-10) 均在 315 位、399 位、429 位和 466 位上

发生了点替换，48-6 (40-8/49-10) 在上述 4 个位点基

础上又在 30 位和 389 位上发生了点替换，32-2 比 48-6 

(40-8/49-10) 在 71 位多一个点替换，表明位点突变

是在 EP-PCR 及 DNA 洗牌过程中逐渐累积形成的。 

2.4  AtzA 突变酶活力分析 
选取突变序列完全不同的 3 株突变株 15-1、

16-1 和 48-6，接种到含 2 mg/L 阿特拉津的 BBM 培

养液中，第 0、1、7、14、21 天取样分析其阿特拉

津降解率与时间的关系 (图 6)，显示未含 atzA 的雨

生红球藻仅降解很少的阿特拉津 (约 2％~5％)，且

随时间延长，降解率无明显提高；3 株突变株的阿  

 

图 6  不同 AtzA 突变株不同时间的阿特拉津降解率 
Fig. 6  Atrazine degradation rate of Haematococcus pluvialis 
with mutated atzA at different times. 
 
特拉津降解率随时间延长，降解率明显提高，第

21 天时降解率最高 (15-1 为 41.3％，16-1 为 42.9％，

48-6 为 43.6％)。 

为比较不同突变子的阿特拉津降解活力，将

含 atzA 突变基因的雨生红球藻培养在含 1 mg/L 或

2 mg/L 阿特拉津的 BBM 培养液中，21 d 后测定不

同突变子的酶活力；同时，提取突变株对数生长期

粗酶提取液测定其酶活力 (表 4)，结果显示，所有

突变株的上清酶活力或粗酶提取液酶活力都明显高

于野生株 AtzA-ADP。以 AtzA-ADP 酶活力为 1，得
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各突变子的相对酶活力，可以看出，培养液中添加

1 mg/L 阿特拉津时，22-4 活力最高，为 3.6；10-7

次之，为 3.2；21-1 再次之，为 3.1；其余突变株介

于 1.8~2.3 之间。培养液中添加 2 mg/L 阿特拉津时，

22-4 活力最高，为 2.6；48-6 次之，为 2.4；10-7 和

32-2 再次之，为 2.3；其余突变株介于 1.7~2.2 之间。

粗酶提取液相对酶活力比较发现，10-7、21-1 和 32-2

最高，为 2.7；16-1、22-4 和 48-6 次之，分别为 2.6、

2.5 和 2.3；7-10 和 15-1 最低，为 1.7 和 1.9。结合突

变位点信息，发现 12 位 (10-7)、226 位 (22-4) 和

395 位  (21-1) 氨基酸残基的改变对酶活力影响较

大，可能是重要的酶活力位点。由于突变株 7-10 的

酶活力提高最小，而与 7-10 具有相同突变位点的

32-2 和 48-6 又有较高的相对活力，暗示 30 位、71

位和 389 位可能是重要的酶活力位点，315 位、399

位、429 位和 466 位可能不是重要的酶活力位点。
 
表 4  不同 AtzA 突变酶的阿特拉津降解活力分析 
Table 4  Analysis of the atrazine degradation activity among the evolved AtzA mutants 

Supernatant of liquid medium 

1 mg/L atrazine  2 mg/L atrazine 
Crude enzyme extract 

Mutants 

Activity (U) Normalized activity  Activity (U) Normalized activity Activity (U) Normalized activity

AtzA-ADP 0.18±0.01 C 1.0±0.02 C  0.40±0.09 C 1.0±0.03 D 34.84±0.40 D 1.0±0.02 E 

7-10 0.33±0.00 B 1.9±0.01 B  0.70±0.05 B 1.7±0.13 C 60.34±3.70 C 1.7±0.11 D 

10-7 0.56±0.03 A 3.2±0.18 A  0.93±0.01 A  2.3±0.02 AB  94.07±2.85 AB 2.7±0.08 A 

15-1 0.32±0.02 B 1.8±0.13 B  0.73±0.00 B 1.8±0.01 C 86.75±1.30 B 1.9±0.04 C 

16-1 0.39±0.06 B 2.2±0.36 B   0.86±0.04 AB 2.2±0.09 B  90.81±3.31 AB 2.6±0.10 A 

21-1 0.55±0.01 A 3.1±0.04 A   0.87±0.02 AB 2.2±0.05 B 94.53±1.50 A 2.7±0.04 A 

22-4 0.64±0.01 A 3.6±0.05 A  1.03±0.05 A 2.6±0.13 A 64.52±1.98 C 2.5±0.06 B 

32-2 0.41±0.03 B 2.3±0.15 B  0.92±0.09 A  2.3±0.21 AB 95.01±0.39 A 2.7±0.01 A 

48-6 0.36±0.03 B 2.1±0.18 B  0.97±0.01 A  2.4±0.02 AB 80.51±3.06 B 2.3±0.09 C 

Data are shown as x ±s, n=3. Differences between A, B, C, D or E is significant in 0.01 level. Difference between data with the same letters 
is not statistically significant. 
 

3  讨论 

阿特拉津作为世界范围内广泛使用的除草剂，

在为农业生产发挥积极作用的同时，也给环境带来

严重的污染。对阿特拉津污染环境的治理和修复已

成为目前急需解决的实际问题，atzA 的分离为该问

题的解决提供了帮助，但目前分离得到的 atzA 具有

很高的同源性，编码的 AtzA 功能无差异[11-13]，因此

限制了该酶的综合利用。对 AtzA 进行改造以提高酶

活力，将会大大促进该酶的应用，为阿特拉津污染

环境修复奠定基础的同时也会推动对该酶结构功能

关系的研究。2001 年 Seffernick 等[21]对 atzA 的 DNA

洗牌研究和 2009 年 Scott 等[22]对 atzA 的有限点饱和

突变研究，均获得了 AtzA 酶活力提高的突变子。

Seffernick 等的筛选方法是气相色谱法，气相色谱法

显然不是高通量筛选方法，费时费力、成本高，因

此筛选规模仅在 1 600 突变株水平，且仅筛选出 1 个

酶活力提高 1.4 倍的突变酶，效果很不理想。Scott

等[22]的筛选方法是降解圈大小的比较，降解圈大小

的比较虽然是高通量筛选方法，但降解圈通常不清

晰、时隐时现，其大小判定人为影响很大，且与菌

落生长状况密切相关，难以重复，因此以其来判定

突变子优劣缺乏足够的科学性和准确性。所以，建

立稳定的、简单易行的高通量筛选方法是 AtzA 大规

模定向改造的关键。 

本文开发的雨生红球藻筛选系统是以 atzA 为标

记基因、以阿特拉津为筛选压力对突变酶进行筛选，

完全基于培养基自动筛选机制，因此是一种典型的

正向高通量筛选方法——无或低 AtzA 活性藻株在

高浓度阿特拉津培养基中生长受到抑制，难以形成
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单藻落；高 AtzA 活性藻株因生长不受影响而迅速发

育成单藻落。所以，通过阿特拉津选择压力的人为

调节，从 atzA 突变文库中可有效获取高活性突变子。

本文选择雨生红球藻为受体系统，是因为其是一种

具有双鞭毛的淡水单细胞绿藻[23]，繁殖速度快 (几

个小时可繁殖一代)、培养方式简单 (可在固体培养

基上生成单藻落)、对阿特拉津敏感  (致死浓度为

0.1 mg/L)，且通过操作简单、转化率高的电击转化

方法可大量获取单藻落，因此可实现 AtzA 突变子的

大规模筛选。本文得到的 12 个突变子的 AtzA 活力

明显改善这一结果，表明该筛选手段非常有效。由

于阿特拉津筛选压力仅人为调节，因此筛选工作也

非常简单。 

本文结果虽证实该高通量筛选系统简单有效，

但其自身也存在瑕疵。外源 atzA 在雨生红球藻基因

组中的重组是基于 Ti 载体插入原理，而 Ti 载体插入

具一定随意性[24]，使得突变酶活力除序列相关外，

还与插入位置有关。本实验在 5 倍阿特拉津临界浓

度筛选压力下得到了 1 株阳性转化子，但测序显示

其序列与野生型 atzA-ADP 序列完全相同，显示插入

随意性对定向筛选的干扰。依此推测，某些有益突

变子也可能因插入位点不合适而被遗漏掉。为避免

此干扰，可将突变的 atzA 基因定点插入到雨生红球

特定藻基因组中进行筛选，但遗憾的是，目前植物

同源重组频率尚很低 (最高为 10−3~10−4)[25]，无法保

证筛选规模。此外，细菌来源的 atzA 基因在雨生红

球藻中的表达还可能因密码子偏好性问题而出现干

扰，比如细菌 atzA 基因突变为雨生红球藻偏好密码

子而出现高表达，或突变为雨生红球藻稀有密码子

而出现低表达或不表达，都将导致假阳性或假阴性

干扰。在序列分析时发现，实验过程中确实存在基

因序列发生突变但氨基酸序列未发生改变的突变

子。为避免密码子偏好性干扰，可将筛选到的突变

基因再转化进大肠杆菌表达系统，以准确阐明对其

结构-功能关系。 

本文结果显示，雨生红球藻在阿特拉津浓度低

于 0.1 mg/L 的 BBM 培养基中能缓慢生长，表明雨

生红球藻自身对阿特拉津有一定耐受性。该耐受性

不仅影响高通量筛选，还影响突变酶活性分析。为

此，筛选中务必增加突变子序列分析过程，同时对

突变酶进行活性分析时还应排除雨生红球藻自身对

阿特拉津的吸收。本文所得突变子的酶活力均扣除

了未转化 atzA 雨生红球藻对阿特拉津的吸收，所得

酶活力比较准确地反映了其真实活力变化。 

本文构建的 atzA 突变文库为 EP-PCR 与 DNA

洗牌相结合的随机突变文库，库容虽仅 105 水平，

但突变种类是丰富的。在文库筛选前，随机测定了

5 个突变子的序列，发现其中 4 个突变子为多点替

换突变，另 1 个突变子除缺失 1 061 bp 片段外还增

加了非同源的 183 bp 片段，显示突变文库除点突变

外，还有缺失和插入突变。但 5 倍阿特拉津筛选压

力筛选到的 7 个突变子 (7-10、15-1、16-1、21-1、

40-8、48-6 和 49-10)，10 倍筛选压力筛选到的 5 个

突变子 (10-7、10-15、22-4、22-11 和 32-2) 序列分

析发现，突变均为点突变，不存在缺失或插入突变

类型，表明 AtzA 高度保守，不允许氨基酸残基数目

发生改变。在筛选到的 12 个突变子中，17％的突

变子 (10-7 和 10-15) 在 12 位上发生突变 (V12A)，

17％的突变子 (22-4 和 22-11) 在 226 位上发生突变

(M226V)，25％的突变子 (40-8、48-6 和 49-10) 在

30、315、389、399、429 和 466 位上共同突变 (A30G、

M315I、R389C、H399Q、N429S、V466A)，表明其

中的某些突变位点可能与酶活性有关，但其结构-功

能关系尚需更多数据支持。 
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