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极端嗜盐硫解酶基因的克隆和氨基酸组成分析
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摘 要：根据嗜盐菌（!"#$%"&’()*+, -"#*.")+,）.5637!##/ 中硫解酶的基因序列信息，采用 865
技术从菌株 !"#$%"&’()*+, ,9( :83; 中克隆了极端嗜盐硫解酶的基因，并对此酶的氨基组成进

行了分析。同非嗜盐硫解酶相比，极端嗜盐硫解酶不但含有较多的负电荷氨基酸，较少的正

电荷氨基酸和强疏水氨基酸，而且同类氨基酸中的小氨基酸含量明显增高。这表明极端嗜盐

硫解酶的嗜盐特性不单来自形成的分子静电屏蔽网和疏水作用的调节，且与分子表面张力减

小密切相关。
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嗜盐蛋白如何在高盐环境中维持稳定性和活性是极端环境生物学研究的重要问题之

一。到目前为止，虽没有关于蛋白嗜盐机制的确切解释，但嗜盐蛋白中与嗜盐机理相关的

结构特性却不断被揭示［/ = 7］。多种生物学方法可用于该领域的研究，本文所用嗜盐蛋白

和非嗜盐蛋白之间的氨基酸组成对比，操作简单，易于获得充足的可比数据，是揭示蛋白

嗜盐机制的重要手段之一。

在以前的工作中［!］，纯化了嗜盐菌株 !"#$%"&’()*+, ,9( :83; 中的硫解酶，对 .3末端进

行了测序，结果表明 .3末端 /! 个氨基酸残基与 !"#$%"&’()*+, -"#*.")+, .5637!##/ 中

"&"// 基因所编码蛋白的硫解酶 .3末端序列完全一致。鉴于菌株 !"#$%"&’()*+, ,9( :83;
和菌株 ! ( -"#*.")+, .5637!##/ 的 /;> ?5.) 基因序列具有极高的同源性［!］。利用菌株

!"#$%"&’()*+, .5637!##/ 中硫解酶的基因序列信息，采用 865 技术从菌株 !"#$%"&’()*+,
,9( :83; 中克隆了极端嗜盐硫解酶的基因，同时对比了极端嗜盐硫解酶与 44 个非嗜盐硫

解酶的氨基酸组成，以此为基础对硫解酶的嗜盐机制作了简要分析。

! 材料和方法

! "! 菌株和质粒

!"#$%"&’()*+, :83; 为本实验室保藏菌株；感受态大肠杆菌 @A4!为北京博大公司产

品；9BCD E3%FG-&? 为 8?&HF+I 公司产品。

! "# 总 @.) 的提取

参照徐毅等所用方法［4］，用 4#HH&’JK E?L,3A6’（9A1(4）溶液裂解细胞，用酚3氯仿（/ M /）



抽提蛋白，冷冻无水乙醇沉淀 !"#，最后用 $% 缓冲液（&’()*）溶解。

! "# 极端嗜盐硫解酶基因的 +,- 扩增

依据菌株 ! ) "#$%&#’() "-,./0**1 的 #*#+1 基因序列设计 +,- 引物［2］。

引物 1：34.55$,5,#$#$5#,#5#,5,5,5,5$#5,$5./4；
,-.!

引物 6：34.,5,55#$,,$,#$5,,5,#$,,5,,$,,5$5./4 )
+#)’!

+,- 反应条件：变性温度 789，时间 1:;<；复性温度 309，时间 1:;<；延伸温度 809，6:;<。

总共 /* 个循环。

! "$ 硫解酶基因重组质粒的构建

将 +,- 产物纯化以后，与 &5%= $.>?@ABC 连接，转化感受态大肠杆菌 !’3"，涂含 #:&，

D.EFG 和 H+$5 的 IJ 固体平板，筛选出白色菌落，以碱裂解法小规模提取 !"#，进一步验证

阳性克隆。

! "% 序列分析

利用双脱氧终止法，采用 $8.K&2 公用引物，在 /88!"# 自动分析仪上进行 !"# 的序

列测定。具体操作由上海基康公司完成。

! "& 生物学软件

,GLMAFG D（1 )(）用于同源性分析，#<AN?&CBA（0 )/）用于氨基酸组成统计和嗜盐硫解酶等

电点计算。

! "’ 统计数据来源

统计过程中所涉及的非嗜盐硫解酶氨基酸序列来自 5?<JF<O 数据库。具体序列号如

下：/*%&.012#*0.’ M&)，#P**7660；/*%&.012#*0.’ M&)，I/8821；/$)#&3%4.’# %&-%*#（+），D83/67；/$5
*#$%3.&." M&) MN.27，#P**6*1/；/’#2%-16"%" 07#$%#&#（E），#J**((30；/’#2%-16"%" 07#$%#&#（+），

#P*2637*；/81012#*0.’ 9%&.$#&.$%，#P62860/；+ ) ,#6("（E），D7/*13；+(’:71$-.’%# 6".(-1)#$$.%，
#Q**8/81；+(’:71$-.’%# M&) !K=R 7606，#P13/*(2；;#*&1’7#2-%<" .$.3(&"，!(208/；;#&-%-#
0’16%#$%"（,），!1/081；;#&-%-# 0’16%*#$%"（+），!1/08*；;#&-%-# 0’16%*#$%"#（+），!18/6*；;#&-%-#
0’16%*#$%" S（+），!18/61，;7’1)#0%() M&)，I*388*；;$1"0’%-() #*.012(0=$%()，T*(023；;15
)#)1&#" #*%-191’#&"，#J**768/；; ) 07.’)1"#**7’1$=0%*()，R(6*/(；;(*(’2%0# M&)（E），!8*(73)
;(*()%" "#0%9("（+），D28272；>’1"167%$# ).$#&13#"0.’，#J*1*626；? ) *1$%，=80120；? ) *1$%，
D78036；?*0107%1’71-1"6%’# "7#61"7&%:19%%，#P/*8//0；?&0.’12#*0.’*$1#*#.，#P171*67；!1)1 "#6%5
.&"，!12670；!1)1 "#6%.&"，=83((/；!1)1 "#6%.&"（,），K8*130；!1)1 "#6%.&"（=），!7*66(；!1)1
"#6%.&"（+），J,***2/3；!1)1 "#6%.&"，!120(1；@’=*01$#3(" *(&%*($("，#P*31(78；A#’#*1**(" -.&%5
0’%4%*#&"，!07/26；A1$=#&-’1*#’6# )%"#:%.&"%"，#J*3/113；A".(-1)1&#" M&) 21./，R(*138；A".(-15
)1&#" 6(0%-#，#P67*707；A".(-1)1&#" 6(0%-#，T1*(73；B#$"01&%# .(0’167#，U*07(8；B#$"01&%# .(5
0’167#，#P*62300；B#667#&(" "#0%9("（,），D8(112；B#00(" &1’9.3%*("，!12087；B#00(" &1’9.3%*("，
=3803/；B#00(" &1’9.3%*("（+）U*6807；B#00(" &1’9.3%*("，D*3/01；B#0（=），!1/761；B7%812%()
).$%*10%，D7//3(；C#**7#’1)=*." "#0%9("（,），D*8782；C#**7#’1)=*." *.’.9%"%#.（,）I6*06(；C#*5
*7#’1)=*." *.’.9%"%#.（+），D3/702；C0’.601)=*." M&)，#P1*7/(2；C(" "*’14#，#P*6(**8；D7%1*="0%"
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!"#$%&’%，()***+；!"##$%&" ’&($’)*&+"（,），-.)/0012；!"##$%" ’&($’)*&+"（3），425566；,$-’$."
#"/&-.#"，7)02+*。

-889’!"%:"#;<：,，&=:#<#$"&；>，?":#&@#;A9"%$；3，B’9#C"<#?%$。

! 结果和讨论

! "# 3,D 产物测序

3,D 产物测序结果表明此 3,D 产物与 "+"0* 基因的序列完全一致，（E’;.%;F -&&’<<
G#H-I ))J/)*/）。鉴于菌株 1"’$2"+*.#&3/ <BH K3L2 和菌株 1 H 4"’&5"#3/ GD,L+/))* 的 *2M
9DG- 基因序列具有极高的同源性［/］，可以认为菌株 1"’$2"+*.#33/ <BH K3L2 和菌株 1 H 4"’&6
5"#3/ GD,L+/))* 实际上是同一个菌株，所纯化的!L酮脂酰辅酶 - 硫解酶即为基因 "+"0*
所翻译的蛋白质产物。

图 # !"#$%"&’()*+, $%&’ 硫解酶的基因序列

N"OH* GP&$’#:"A’ <’QP’;&’ #R 1"’$2"+*.#&3/ K3L2 :@"#$%<’

! "! 不同硫解酶氨基酸组成的统计对比分析

对嗜盐硫解酶和 JJ 个来自真核生物和真细菌的非嗜盐硫解酶的氨基酸序列进行了

氨基酸组成情况分析，结果如表 * 和表 0 所示。除嗜盐硫解酶带电荷氨基酸含量有明显

的提高外，其正电荷氨基酸与负电荷氨基酸的比例也发生了明显的改变。在非嗜盐硫解

酶中，正电荷氨基酸的量略微高于负电荷氨基酸的量（**S1T U *)S0T），而在嗜盐硫解酶

中情况恰好相反，负电荷氨基酸的量明显高于正电荷氨基酸的量。除个别活性催化残基

之外，各种带电荷氨基酸均位于蛋白质的表面，因此极端嗜盐硫解酶蛋白的表面分布着超

额的负电荷。这与嗜盐硫解酶等电点（/S0）为酸性相一致。蛋白表面具有超额的负电荷

是嗜盐蛋白的一个显著特性。静电屏蔽学说认为这些负心荷主要是与溶液中的阳离子形
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成离子对，对整个蛋白形成静电屏蔽网，起到对蛋白的稳定作用［!，"］。

表 ! 不同硫解酶氨基酸组成的统计

#$%&’ ( )*$*+,*+-$& -./0$1+,.2 .3 4+33’1’2* 5+24, .3 $/+2. $-+4, 31./ *6+.&$,’,

#6+.&$,’, 7&$18’49:
;.,+*+<’

-6$18’9:

=’8$*+<’

76$18’9:

>0.&$19:

?，@，A，B，C

DD 2.2E6$&.06+&+-

*6+.&$,’,

（(F GH I !D GJK）

!(GF(

（F GHH I (KGF(）

(( G"(

（HGHD I (!G!(）

(JG!

（!D GLH I KJGF!）

!"GH

!"#$%"&’()*+,

M;EL *6+.&$,’
!N G!H F GL (N GLH !K GD(

表 " 不同硫解酶各个氨基酸残基组成的统计分析

#$%&’ ! )*$*+,*+-$& -./0$1+,.2 .3 $/+2. $-+4 31./ *6+.&$,’,

>/+2. $-+4,
><’1$8’ $/+2. $-+4 -./0.,+*+.2 .3

2.2E6$&.06+&+- *6+.&$,’,9:

>/+2. $-+4 .3 6$&.%$-*’1+O/

M;EL *6+.&$,’ P :

>&$2+2’ （HQ"K I (HQKL） (KQDL (HQ"K

7R,*’+2’ （JQL" I !QFF） (QDK JQ"D

>,0$1*+- $-+4 （KQK" I LQHF） DQJ! HQ(J

S(O*$/+- $-+4 （KQKL I LQHL） DQ!F LQDH

;6’2R&$&$2+2’ （(QJ" I NQNK） !QHJ !Q!"

S&R-+2’ （LQ"K I ((QL"） (JQ!( FQL!

T+,*+4+2’ （JQDJ I !QLL） (QLL KQ"F

?,.&’O-+2’ （!Q"H I FQJL） DQDD (Q!L

&R,+2’ （(QD( I HQL"） DQDN (Q!L

@’O-+2’ （LQ"( I ((QK） HQNJ "QJH

A’*6+.2+2’ （(QDJ I LQKF） KQJD !QJ!

>,0$1$8+2’ （!QDK I LQ"(） KQ"" !Q"H

;1.&+2’ （!Q"F I LQJ"） NQKD KQ!F

S&O*$/+2’ （(Q!L I LQ(!） KQLJ !Q"H

>18+2+2’ （!QLJ I HQHL） NQLH NQDD

)’1+2’ （KGFF I HQD!） DQFD DQJL

#61’.2+2’ （KQDL I LQHK） NQHK LQHK

C$&+2’ （DQHL I (JQ!） HQJD (JQHH

#1R0*.06$2 （J I (Q!"） JQDD J

#R1.,+2’ （JQNF U KQLJ） (QL" !Q!"

统计结果也表明，极端嗜盐硫解酶中位于蛋白内部的强疏水氨基酸（?，@，A，;，C）的

含量明显降低（!"QH: I !KQD(:）。在高盐环境中，随着盐浓度的提高，疏水作用力逐渐

增强。嗜盐硫解酶降低其内部强疏水氨基酸的含量则可减小由于盐浓度提高所增加的疏

水作用力，使嗜盐硫解酶在高盐条件下仍能保持灵活性。
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另外对极端嗜盐硫解酶氨基酸量的改变进行精确的分析后发现（表 !）："）嗜盐硫解

酶中负电荷氨基酸的量明显增加，但谷氨酸的量几乎没变，因此负电荷氨基酸含量的提高

主要是来自于天冬氨酸量的提高（#$%!& ’ ($"%&）。!）极端嗜盐硫解酶中正电荷氨基酸

残基的总量明显降低，组氨酸的量不但没有降低反而大幅增高（"$))& ’ *$+,&），正电荷

氨基酸总量的降低主要来自于赖氨酸含量的降低（#$--& ’ "$!)&）。*）极端嗜盐硫解酶

中强疏水氨基酸的总量明显降低，作为其中重要成员的缬氨酸含量明显升高（($%#& ’
"%$((&）。其总量的降低主要来自异亮氨酸量的降低（#$##& ’ "$!)&）。那么，为什么极

端嗜盐硫解酶中同类氨基酸含量的改变表现出明显的不同？当利用分子大小（侧链长短）

的尺度来衡量这些对氨基酸（./0，1/2，3/ 4）后发现，极端嗜盐蛋白优先使用了同类氨基

酸中较小的氨基酸。在高盐溶液中，使用较小氨基酸残基能够明显降低分子的表面张力，

有利于增加分子的灵活性。溶液中盐的浓度越高，这种作用就应该越是明显。在嗜盐硫

解酶中，丙氨酸的明显增高（"*$#)& ’ "($+*）也很容易用这种理论解释。因此我们认为在

一定范围内优先使用较小侧链的氨基酸是嗜盐硫解酶适应高盐环境的又一重要机制。
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