
!! 卷 " 期
#$$!年 #月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
%&’(!! )&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-./-0 #$$!

"通讯作者。1+’：23456"42376"6$8；*/9：23456"42376"6$8；:4;/<’：0=>./? @=.( +A.( BC
作者简介：高冠军（"76# D），男，江苏靖江人，博士研究生，主要从事生物信息与分子调控方面的研究。:4;/<’：E=E/&? @=.( +A.( BC
收稿日期：#$$84$54"#，修回日期：#$$84$74$2

耐辐射奇球菌 !"#$ 基因的克隆、表达及其
对 !"#$ 缺损大肠杆菌辐射抗性的影响

高冠军 华跃进"

（浙江大学原子核农业研究所 农业部核农学重点实验室 杭州 8"$$#7）

摘 要：将耐辐射奇球菌（./&-("(""01 ’$2&(20’$-1）的 ’/"! 基因克隆到表达质粒 F:1"5,中，并在 31"4/’&"4&$ "(*& GHI
（J:8）中高效表达了可溶性的 K+BL重组蛋白。同时将 ’/"! 基因通过穿梭质粒 FKLJM8导入 ’/"! 缺损 3 ( "(*& 1N#
细胞中，O+PQ+-C印迹实验显示 K+BL蛋白能够在不需要诱导剂 RS1N 的条件下稳定表达。辐射抗性实验表明，
. ( ’$2&(20’$-1的 ’/"!基因在 3 ( "(*& 细胞中的表达能够完全补偿 ’/"!缺损 3 ( "(*& 辐射抗性能力。
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耐辐射奇球菌（./&-("(""01 ’$2&(20’$-1）是迄今为
止地球上发现的最抗辐射的生物之一［"，#］，因其对电

离辐射、紫外线、干燥、强氧化剂和一些化学诱变剂显

示惊人的抗性［" U 8］，一直倍受生物界、医学界和环境

工程界的关注和重视［! U 3］。该细菌细胞能够在几十

个小时内准确无误地修复由辐射引起的几百个双链

J)L碎片（简称 JIVP）［6，2］，但这种复杂的 J)L损伤修
复机制目前尚不清楚［2，7］。最近通过电镜观察发现致

密有序双链 J)L碎片（JIVP）环状堆积结构利于 J)L
的重组修复［"$］，此外，大量未知功能的特殊基因或酶

在这种极端抗性方面也起着重要的作用［7］。

K+BL修复酶及其类似物广泛存在于原核和真
核生物中，在 J)L 重组修复中起着十分重要的作
用［""，"#］。. ( ’$2&(20’$-1 的 ’/"! 缺损株与大肠杆菌
3 ( "(*& ’/"! 缺损株对电离辐射都异常敏感［"8］。虽
然 . ( ’$2&(20’$-1 K+BL的氨基酸序列与 3 ( "(*& 的
序列具有 58W的同源性［"!］，但它们行使功能的方式
不一样：. ( ’$2&(20’$-1 的 K+BL比 3 ( "(*& 的更容易
结合 JIVP而导致快速、高效的 J)L修复［"5］。由于
. ( ’$2&(20’$-1 的 K+BL基础表达水平较低，只有在
J)L严重损伤的情况下才能大量表达［2］，因此直接
纯化比较困难。另外 H<CQ&C等［"3］在 3 ( "(*& 中进行
. ( ’$2&(20’$-1 的 ’/"! 基因的克隆和表达，他们认为
. ( ’$2&(20’$-1 的 K+BL表达对 3 ( "(*& 是致死的。

本研究依据美国基因组研究所公布的 . ( ’$5
2&(20’$-1 的 ’/"! 基因组序列，克隆了该基因，在 3 (
"(*& GHI（J:8）中高效表达了可溶性 K+BL重组蛋
白，并制备了该蛋白质的多克隆抗体。并通过穿梭

质粒 FKLJM8将 . ( ’$2&(20’$-1 的 ’/"! 基因导入 3 (
"(*& 1N#（ ’/"! 缺损株）中，通过 O+PQ+-C印迹分析证
明 . ( ’$2&(20’$-1 的 K+BL在 3 ( "(*& 1N#中能够稳
定表达。实验同时观察补偿 . ( ’$2&(20’$-1 K+BL后
的 3 ( "(*& 1N# 在!4射线（3$ X&）照射下与对照 3 (
"(*& 1N" 和 1N# 的生存率差别。结果表明，. ( ’$5
2&(20’$-1的 K+BL能够完全弥补 ’/"! 缺损株 3 ( "(*&
的辐射抗性功能。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂
. ( ’$2&(20’$-1 野生型菌株 K"、3 ( "(*& JG5"、

3 ( "(*& 1N"（ ’/"! 正常株）、3 ( "(*& 1N#（ ’/"! 缺损
株）、GHI（J:8）、F:1"5, 购自 )&Y/E+C公司。各种限
制性内切酶、1!J)L 连接酶购自 1/Z/K/ 公司，6$7
J)L 聚合酶、A)1S 和 RS1N 购自上海博亚公司，
J)L纯化试剂盒购自 V<&"$"公司，G<P4,+/AP蛋白质
纯化系统本实验室自备。上海博亚公司进行 J)L
测序。 14Y+BQ&- 购 自 S-&;+E/ 公 司。穿 梭 质 粒
FKLJM8 为美国威斯康辛大学 X&9 教授赠送。用



!"#培养基（每升含胰蛋白冻 $%，酵母提取液 &%，葡
萄糖 ’%，()*+,）培养 ! - "#$%&$’"#() .’，温度 &,/；
用 01培养基（每升含胰蛋白冻 ’,%，酵母提取液 $%，
氯化钠 ’,%，()*+2）培养 * - +&,%，温度 &*/。
!"# !"#$ 基因的克隆

! - "#$%&$’"#() 基因组 345按文献［’*］进行提
取和纯化。根据已公布的基因组序列［6］设计两对引

物，第一组：上游引物：$785"9595!5!"5"955"8
"59"99598&7，划线部分为 -$.: 酶切位点，下游引
物：$785"""5!99955"5""5""!!!59"8&7，划线部
分为 /#0)!酶切位点；第二组：上游引物：$785"8
9559!5"!5"955""59"99598&7，划线部分为 12.:
酶切位点，下游引物：$785""!5!59955"5""5"8
"!!!59"8&7，划线部分为 -$.:酶切位点。;9.扩增
模板为 ! - "#$%&$’"#() .’ 基因组 345，扩增条件：
62/ $<=>；62/ 2$?，$6/ 2$?，*@/ ’<=>，&,个循环；
*@/保温 ’,<=>。
!"$ 重组表达质粒和穿梭表达质粒的构建

! - "#$%&$’"#() ".+3 基因的 ;9.产物分别连接
到 !8ABCDEF，将双酶切下的片段连接到同样双酶切的
表达载体 (G!’$H 和穿梭质粒 (.53I& 中。连接产
物转化 3)$"，筛选重组质粒，经双酶切和测序鉴定，
将其定名为 (G!’$H ".+3 和 (.53I& ".+3。
!"% &’()重组蛋白的表达和纯化

(G!’$H ".+3 转化 )JK（3G&），在 01 平板上挑
取单菌落接种到含 $,#%L<0青霉素的 01培养基中，
&*/振荡培养至 4!$6$为 ,+M左右时，用 :;!"（终浓
度为 ’<<ENL<0）&*/诱导培养，离心菌体，悬于细菌
裂解 液（ @,<<ENL0 !F=? ()*+6，’$,<<ENL0 4O9N，
’<<ENL0 ;JKP，’Q !F=DE>8’,,），冰上超声，离心
（@$,,,%，2/）&,<=>。取上清 ’,#0加等体积的上样
缓冲液，煮沸 $<=>进行 K3K8;5"G检测。.BC5重组
蛋白的纯化按 4EAO%B>公司 )=?融合蛋白纯化指南
进行。

!"* &’()多克隆抗体制备和+’,-’./0123-分析
将 )=?柱纯化的 .BC5融合蛋白直接作为免疫

原分 &、2次免疫新西兰大耳白兔。当效价达 ’ R M2
时一次取血 $<0，2/下放置过夜后取抗血清约
$<0，’,,,,%离心收集抗血清。SB?DBF>免疫印迹参
照文献［’*］进行。化学发光检测方法参见 5<BF8
?TO< (TOF<OC=O H=EDBCT 使用指南，用 :<O%B KU?DB<
（1=E8.OV）凝胶成像扫描。
!"4 &’()的补偿对 % 5 #&’(（67#）细胞抗辐射和
表达的影响

将 (.53I& ".+3 导入 ".+3 缺损株 * - +&,% !"@细
胞［定名为 * - +&,% !"@（ ".+3 W）］，取指数生长期
* - +&,% !"’、!"@ 、!"@（ ".+3 W）’<0细胞悬浮液，
室温经M, 9E$8射线不同剂量（$,"U，’,,"U，@,,"U，
&,,"U，据钴源中心不同距离而定）照射 ’T，用磷酸
缓冲液稀释后涂在 01平板上培养。统计不同剂量
下的生存率。将穿梭质粒 (.53I& 转化的 * - +&,%
!"@作为空白对照。

# 结果和分析

#"! !"#$ 基因的扩增和表达质粒 896!*1!"#$、
8&):;$!"#$ 的构建
以 ! - "#$%&$’"#() 野生型菌株 .’ 基因组 345

为模板，两对引物 ;9.扩增得到两条约 ’’,,H(的片
段，大小与预期结果相符。构建好的重组表达质粒

(G!’$H ".+3（ -$. !L/#0)!）和重组穿梭质粒
(.53I& ".+3（12.!L-$.!）分别经双酶切初步分析，
并进行 345测序证明。结果表明，克隆的 ".+3 基因
大小与文献［6］报道一致，构建的两个重组表达质粒
正确。

#"# 重组 &’()蛋白的表达和纯化
将重组质粒 (G!’$H ".+3 转化表达菌株 * - +&,%

)JK（3G&），经 :;!"诱导，收集到的菌体超声裂解，
’@,,,FL<=>，2/离心，取上清经 ’@Q K3K8;5"G鉴定
出一条相对分子量约 &6X3的条带，与已知的 .BC5
蛋白质大小相符（图 ’）。高效表达的融合蛋白通过
)=?亲和层析柱纯化，凝胶扫描测定纯度达 6$Q以
上。实验表明，诱导最佳条件为 &*/，&T，且 )=?8.B8
C5融合蛋白主要以可溶性的形式表达。

图 ! <=,0&’()融合蛋白在 <>?（:9$）的表达和纯化
P=%-’ GY(FB??=E> O>V (ZF=[=COD=E> E[ )=?8.BC5 [Z?=E>

(FEDB=> => * - +&,% )JK（3G&）

’+9BNNZNOF (FEDB=>? [FE< >E>8=>VZCBV * - +&,% )JK（3G&）(G!’$H ".+3；

@+0E\ <ENBCZNOF \B=%TD ?DO>VOFV? <OFXBF?（J1:）；& ] $+KENZHNB CBNNZNOF

(FEDB=>? [FE< * - +&,% )JK（3G&）(G!’$H ".+3 O[DBF =>VZCBV HU :;!" [EF

’+$T，&T O>V 2+$T，FB?(BCD=ABNU；M+!TB (ZF=[=BV )=?8.BC5 [Z?=E> (FE8

DB=> -

#"$ % 5 #&’( 67# &’()表达的+’,-’./0123-分析
本实验中，由于 * - +&,% .BC5抗体与 ! - "#$%&5
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!"#$%& ’()* 蛋白质的特异性结合能力较弱，因此
+(&,(#%-./0, 检测中采用 ! 1 "#$%&$’"#() ’()* 抗血
清。结果在 * 1 +&,% 234 细胞中未检测到 ’()*，在
补偿 ! 1 "#$%&$’"#() "-+. 基因的菌株 * 1 +&,% 234中
检测到能够与 ! 1 "#$%&$’"#() ’()*抗血清起特异性
反应的一条带（图 4）。由此表明，构建的重组穿梭
质粒 5’*678 "-+. 能够在不加诱导剂 9:23的条件下
正常表达 ! 1 "#$%&$’"#() ’()*蛋白。

图 ! "#$%#&’()*+% 分析 ! , "#$%&$’"#() -#./蛋白
在 * , +&,% 01!的表达

;<=14 +(&,(#%-./0, $%$/>&<& 0? ! 1 "#$%&$’"#()

’()* 5#0,(<% <% * 1 +&,% 234

!23 -#./的补偿对 * , +&,% 01!细胞辐射抗性的
影响

如图 8所示，"-+. 缺损株 * 1 +&,% 234细胞对!-
射线（@AB0）异常敏感，经 CAA3>剂量照射时，指数生
长期细胞的生存率不到 CD，而正常株 * 1 +&,% 23C
细胞的生存率尚达 44D左右。本实验将 ! 1 "#$%&/
$’"#() "-+. 基因通过穿梭质粒导入 * 1 +&,% 234细胞
并使得其在不加诱导剂 9:23 的条件下稳定表达。
* 1 +&,% 234 细胞经 ’()*蛋白补偿后，辐射抗性显
著提高，其!-射线照射后的生存能力与正常株 * 1
+&,% 23C细胞很接近。结果表明，’()*是 6E*重组
修复中重要的修复酶，对!-射线的抗性起着十分关
键的作用，! 1 "#$%&$’"#() ’()*蛋白完全能够弥补
"-+. 缺损株 * 1 +&,% 234的抗辐射能力。

图 4 * , +&,% 015、01!和 015（!"( "-+. 6）

经!(射线（789+）辐射后的生存率
;<=18 F"#G<G$/ )"#G(& ?0# * 1 +&,% 23C，234 $%! 234（5’*678 "-+. H）

?0//0I<%= (J50&"#( ,0!-<##$!<$,<0%

4 讨论

’()*在 6E*重组修复和链间交换过程中起着
十分关键的作用［C8，CK］，实验表明，缺少 "-+. 基因的
变异株对紫外线和电离辐射相当敏感。! 1 "#$%&/
$’"#() ’()*的补偿能够使 ! 1 "#$%&$’"#() 辐射敏感
株 "-+.8A 恢复极端抗性［CL］。同样，! 1 "#$%&$’"#()
’()*对 "-+. 缺损株 * 1 +&,% 补偿能使 * 1 +&,% 恢复
到正常株的抗性。这说明 ! 1 "#$%&$’"#() ’()* 在
* 1 +&,% 细胞内仍具有 ’()*重组修复功能。可能的
原因是 ! 1 "#$%&$’"#() 和 * 1 +&,% 的 ’()*氨基酸序
列的同源性较高，都含有两个最基本的结构域，一个

’()*信号区和一个 *2:M32: 的结合结构域［CK］，推
测功能上具有一定程度的相似性。但两者的电离辐

射补偿抗性相差较多，表明两个来源不同的 ’()*
修复酶在行使功能方面还存在差异，这一问题有待

进一步研究。

长期以来，对于 ! 1 "#$%&$’"#() 的研究主要集
中在 6E* 损伤修复机制的研究中，而 ! 1 "#$%&/
$’"#() ’()*无疑作为研究的一个十分重要的修复
酶。本研究成功的表达了 ! 1 "#$%&$’"#() ’()*蛋白
并制备了相应的多克隆抗体，为日后开展 ! 1 "#$%&/
$’"#() ’()*的表达调控、酶蛋白的结构特点及其辐
射抗性中的作用机理等方面的研究打下基础。
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