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大肠杆菌磷酸果糖激酶基因在极端嗜酸性

氧化硫硫杆菌中的表达

田克立 林建群 刘相梅 刘 缨 张长铠"

（山东大学生命科学院 微生物技术国家重点实验室 济南 $#%&%%）

摘 要：构建了含大肠杆菌磷酸果糖激酶（8G $*2*& *&&）基因 !"#$ 的重组质粒 HIJK7&，利用大

肠杆菌 !"# 缺陷株筛选含目的基因的重组质粒，通过接合转移的方式将其导入氧化硫硫杆菌

6-7L$ 中，接合转移频率达 $M3 N &%F 3。重组质粒在 6-7L$ 中有较好的稳定性，在无选择压力条

件下传代 #% 次基本保持稳定（重组质粒保留 35O以上）。酶活性测定、IJI7PQR8 及 S67PGS
结果表明，!"#$ 基因在氧化硫硫杆菌中得到表达，但其表达水平低于大肠杆菌。葡萄糖可促

进含 HIJK7& 的氧化硫硫杆菌 6-7L$ 的生长，而对照菌株的生长则未受明显影响，说明重组菌

可部分利用葡萄糖作为碳源生长。
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氧化硫硫杆菌（$%&’&()&*+,%&--./ ()&**0&’,1/）是极端嗜酸性专性化能无机营养菌，通过

氧化硫或还原态硫化物获得能量和还原力，固定 G+$ 获得细胞碳。在农业、冶金、煤和石

油的脱硫以及废水处理等方面具有重要作用。酶学分析表明［&］，氧化硫硫杆菌缺乏双磷

酸己糖途径（89.D/?7U/V/0>(B7P:0?:C H:->W:V，8UP）、$7酮7"7脱氧737磷酸葡萄糖酸裂解途

径（8?-?/07J(ED(0(BB H:->W:V，8J）以及三羧酸循环的关键酶———磷酸果糖激酶、37磷酸葡萄

糖酸脱水酶、$7酮7"7脱氧737磷酸葡萄糖酸醛缩酶以及!7酮戊二酸脱氢酶等，不能氧化碳

水化合物并通过三羧酸循环获得大量能量，只能氧化无机物获得能量，而无机物的氧化还

原电位较高，可供细菌生长利用的能量很少，而且释放的能量一方面用于推动 Q6P 的合

成，另一方面推动反向电子传递产生还原当量用于 G+$ 的固定，这是一个非常耗能的过

程，所以这类细菌往往生长缓慢，代时长，细胞得率低。这些因素不仅限制了其在工业上

的应用，同时也给生化检测、蛋白质和酶的分离及 J1Q 的提取等带来困难。这就需要用

遗传学的方法改良这些菌种，使之适合于实际应用的要求。本实验室已在大肠杆菌与氧

化硫硫杆菌之间建立了一个遗传信息转移系统［$］，并成功地将外源抗砷基因及卡那霉素、

链霉素和四环素抗性基因导入氧化硫硫杆菌并获得了表达［" X #］，为硫杆菌的遗传改造提

供了实验依据。



本文将大肠杆菌磷酸果糖激酶!" 基因（#$%&’$%()*+,%-./0&1!"，#23!"，!"#4，该酶为

56# 途径关键酶，由 7 个相同亚基组成，每个亚基分子量为 87-9）克隆到载体上构建了含

有该基因的重组质粒，并通过接合转移的方式将其导入氧化硫硫杆菌中，质粒上的 !"#$
基因得到表达，进一步研究了葡萄糖对重组菌生长的影响。研究工作为遗传改造极端嗜

酸性硫杆菌提供实验依据，并且为进一步阐明自养与异养的关系提供理论依据，具有重要

意义。目前国内外尚未见此方面的研究报道。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

研究中所用菌株和质粒列于表 "。

表 ! 研究中所用菌株和质粒
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!"# 试剂和仪器

1,: 9W4 聚合酶和 :7 9W4 连接酶购自 #)%?1B0 公司；0,9X!和 ;+8>"购自 :030P0
公司；4B0)%&1 K1< 9W4 5Y,)0+,.%/ 3., 和 PW4 快速抽提试剂盒购自 P%+$1 公司；:$1)?%!
A+).’,:6 P:!#EP 试剂盒购自 R/N.,)%B1/ 公司。利用 A=4!7DE 生物传感器（由山东省科学院

提供）测定溶液中葡萄糖浓度。

!"$ 培养基和培养条件

大肠杆菌磷酸果糖激酶缺陷株 92"D"D 的培养采用 6F8 基本培养基［每升含 "Z[VB
（WX7）C A\7，"8ZFB 3XC#\7，DZDDHB 21A\7·UXC\，DZCHB 6BA\7·UXC\，’XUZD］，加入 DZH] 维

生素 =" 和 DZ7]甘油或甘露醇（选择培养基）。氧化硫硫杆菌培养及接合培养基参照文

献［8］。

!"% &’( 的提取和纯化

大肠杆菌培养至对数后期，离心收集菌体；氧化硫硫杆菌 8D^培养 F>，低速离心去除

硫磺，高速离心收集菌体。染色体及质粒 9W4 的提取均参照 60/.0,.& 等［F］的方法。
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!"# 重组质粒 $%&’(! 的构建和重组菌的筛选、鉴定

根据 ! ! "#$% "#$% 磷酸果糖激酶#$ 基因序列［&］设计合成 ’() 引物（上海基康生物技

术公 司 合 成）：上 游 *+#,-.(,,.-((--,,((-,.((-,..-(..-#/+（ &’(0!）；下 游 *+#
,(,(..,(--((,.(-(-(--.-,--,-,-#/+（ )%*1"）。反 应 条 件：&*2 *345；&62 $345，

*72$345 /78，9%2%345 /78，/7 个循环；9%2$7345。’() 产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后回

收 $:6;< 片段，和载体 =>)?%$* 连接构建重组质粒 =@?"#$，利用缺陷互补的方法筛选重组

子。

!") 大肠杆菌和氧化硫硫杆菌的接合转移

重组质粒转化含 )’6 质粒的 ! ! "#$% (A77 中，培养至对数生长中期；氧化硫硫杆菌

-B#C% 受体菌在 @BDE;FG#@7 液体培养基中 /72静止培养至稳定期（约 91）。供体菌和受体

菌分别离心取菌体，参照文献［%］进行接格。

!"* 质粒稳定性测定

在含有四环素（-H，/A#IJ3K）和链霉素（@3，*7#IJ3K）的 @BDE;FG#LD%@%M/ 固体平板上挑

取一个 -B#C%（)’6，=@?"#$）接合转移子菌落，参照文献［%］测定质粒稳定性。

!"+ 质粒表达产物的鉴定

!"+"! 磷酸果糖激酶活性测定：参照 "NBODEP 等［$7］的方法测定。酶活性以 QJI 蛋白表示。

蛋白质含量测定采用考马斯亮蓝法，以牛血清白蛋白作为标准。

!"+", @?@#’.,R：收集菌体，以冰预冷的 *733NOJK -E48（=09:6）洗涤菌体两次，加 @?@ 凝

胶加样缓冲液，沸水浴 *345，超声波处理，室温 $%777I 离心 $7345，取上清进行 @?@#’.,R。

!"+"- )-#’()：设计合成 +,-. 基因序列特异的寡核苷酸引物（上海基康生物技术公司合

成）：引物 $：*+#(.,(.,(.,.-(,.-.,(,-#/+；引物 %：*+#(.,(.,(.,.-(,.-.,(,-#/+，
（合成片段长度 /&&<=）。取 $#I 总 )L. 进行 )-#’()，方法见试剂盒说明，’() 反应条件：

&62 $345，**2 $345，9%2 $345，/* 个循环；9%2延伸 9345。

!". 葡萄糖对细菌生长的影响

在 @BDE;FG 培养基中加入 *IJK 葡萄糖，以硫磺粉作为能源，/72静止培养，每隔两天取

一定量的菌液进行分析。采用比浊法测定菌体数目来反应细菌群体的生长状况：在培养

液中加入 *S的 (@%，用电磁搅拌器在室温下搅拌 $7345，溶解硫粒，使吸附在硫粒上的细

胞进入溶液，AA753 波长下测定培养物的 /0 值。采用葡萄糖氧化酶法测定培养液中葡

萄糖的浓度，葡萄糖浓度（IJK）T /0AA7 U 稀释倍数J$77。以检测细菌生长过程中对葡萄

糖的利用情况。

, 结果

,"! 重组质粒 $%&’(! 的构建、筛选和鉴定

’() 产物电泳显示，在 $:6;< 附近存在特异的单一 ?L. 带，与预计的片段大小吻合。

重组质粒 =@?"#$ 经酶切及序列分析证明含有目的基因 +,-.。

,", 质粒的接合转移

质粒 =@?"#$ 具有广泛寄主范围，为非转移性质粒，但含有 (#1 位点，可以在转移性

质粒 )’6 的诱动下进行接合转移。结果表明接合转移频率达 %:A U $7V A。质粒提取证明
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重组质粒 !"#$%& 转移到了氧化硫硫杆菌 ’(%)* 中。

!"# 质粒的稳定性

重组菌在不含抗生素的培养基中连续传代约 +, 代后，有 -./的菌体细胞仍保持 "0
抗性。表明重组质粒 !"#$%& 在 ’(%)* 菌株中比较稳定。

!"$ 重组菌表达产物的鉴定

酶活性测定结果表明（表 *），质粒 !"#$%& 上 !"#$ 基因在 !"# 缺陷株% 1 &’() #2&,&, 中

表达的酶活性稍高于野生型 % 1 &’() $%&* 菌株。在对照野生型 ’(%)* 菌株的细胞提取液

中未检测到磷酸果糖激酶活性，进一步证实氧化硫硫杆菌存在代谢缺陷。而 !"#$ 基因在

’(%)* 重组菌中表达出具有活性的酶，并且其表达水平不受培养基中葡萄糖含量的影响。

"#"%3456 分析（图 &）表明，在 % 1 &’() $%&*、% 1 &’() #2&,&,（!"#$%&）及 ’(%)*（738，!"#$%
&）菌株的表达产物中均出现了分子量约为 98:# 的蛋白条带，而对照 % 1 &’() #2&,&, 和

’(%)* 中均无相应条带。’(%)*（738，!"#$%&）菌与对照野生型菌株的带型差异较大，因这

些菌株的接种量和培养条件均相同，因此可以排除由于菌体生长状态不同而导致带型的

差异，造成这种现象的原因可能是质粒的复制和表达影响了菌体的代谢和生长，使菌体内

各种基因的表达发生相应变化，导致 "#"%3456 条带的差异。

图 % 重组质粒 &’()*% 表达产物的 ’(’*+,-.
2;<1& "#"%3456 =>=?@A;A BC !"#$%& DE!FDAA;B> !FB(D;>

&G 3FB(D;> 0B?DHI?=F JD;<K( 0=F:DF；

*G % 1 &’() $%&*；9G % 1 &’() #2&,&,；

8G % 1 &’() #2&,&,（!"#$%&）；

+1 ’(%)*（738，!"#$%&）；-G ’(%)* 1

表 ! 不同菌株磷酸果糖激酶活性比较

’=L?D * MB0!=F;AB> BC !KBA!KBCFIH(B:;>=AD%& =H(;N;(@

;> O;CCDFD>( A(F=;>A

"(F=;>A "!DH;C;H =H(;N;(@ BC 32$%&=P（QP<）

% 1 &’() $%&* .+GR S &G&* —

#2&,&, ,,G, —

’(%)* ,,G,L ,,G,H

#2&,&,（!T7#*&+） ,,G, —

#2&,&,（!"#$ U &） R-G- S ,G-- —

’(%)*（738，!T7#*&+） ,,G,L ,,G,H

’(%)*（738，!"#$%&） &9G+ S ,GV9L &9G& S ,G.+H

=1 W=?IDA JDFD BL(=;>DO CFB0 (KFDD ;>OD!D>OD>( DE!DF;0D>(A =>O

=FD AKBJ> =A 0D=>A S A(=>O=FO ODN;=(;B>A；L1 5FBJ(K ;> "(=F:D@%",

0DO;I0；H1 5FBJ(K ;> "(=F:D@% ", X +<PY <?IHBAD 0DO;I01

然而，重组质粒在氧化硫硫杆菌中表达的酶活性比较低，约为质粒在 % 1 &’() #2&,&,
中所表达酶活性的 &8/。利用 7’%3M7 方法从转录水平上探讨基因不能有效表达的原

因。对照野生型 ’(%)* 未检测到 !"#$ 基因 07Z4 的表达，而含质粒的 ’(%)* 菌中 07Z4 的

表达水平低于大肠杆菌。

!"/ 葡萄糖对重组菌生长的影响

葡萄糖对野生型 ’(%)* 菌的生长没有明显影响，但对重组菌 ’(%)*（738，!"#$%&）的生
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长具有明显的促进作用（图 !）。培养基中不加葡萄糖时，重组菌的生长量较对照 "#$%! 菌

株少，原因不清楚，可能是质粒在宿主菌中进行复制和表达影响了菌株的正常生长。

!"# 重组菌对葡萄糖的利用

对照 "#$%! 菌在其整个生长过程中培养基的葡萄糖含量基本不变，说明不能利用葡

萄糖。而重组菌 "#$%!（&’(，)*+,$-）培养基中葡萄糖浓度随培养时间的延长而逐渐下降，

但降低的速度比较缓慢，从最初 ./01 左右，到第 -- 天仍有 23(/01 的剩余，说明该菌可以

利用葡萄糖，但利用能力有限（图 2）。

图 ! 不同培养条件下各菌株的生长曲线

45/6! 789:#; 9< "#$%! #8=>?@9>AB/=>#? =>C #;D

985/5>=E ?#8=5>? 5> *#=8FDG$*H IDC5BI

5> #;D =J?D>@D 98 )8D?D>@D 9< ./01 /EB@9?D

K=@; C=#= )95># 8D)8D?D>#? #;D ID=> L=EBD 9<

#;8DD 5>CD)D>CD># DM)D85ID>#?6

图 $ 培养基中葡萄糖含量的变化

45/62 7EB@9?D @9>@D>#8=#59> 5> #;D ?B)D8>=#=>#

9< "#$%! =>C "#$%!（&’(，)*+,$-）@BE#B8D

K=@; C=#= )95># 8D)8D?D>#? #;D ID=> L=EBD

9< #;8DD 5>CD)D>CD># DM)D85ID>#?6

$ 讨论

分子遗传学研究表明［2 N .，-- N -2］，氧化硫硫杆菌与大肠杆菌在生理、代谢及遗传特性等

方面虽然存在很大差别，但在基因结构和功能调节等方面具有一定的相似性。基于 -O*
8&PQ 等序列资料的系统发育研究表明［-(］，硫杆菌和大肠杆菌的发育关系可能比较近，其

许多的持家基因能够与大肠杆菌中的相应基因互补。本项研究将构建的含有大肠杆菌

!"#Q 基因的重组质粒 )*+,$- 通过接合转移的方式导入氧化硫硫杆菌 "#$%! 中，!"#Q 基因

得到了表达，说明大肠杆菌的启动子可以被氧化硫硫杆菌的 &PQ 聚合酶识别和结合，因

此极端嗜酸性硫杆菌在基因表达机制方面与异养性大肠杆菌可能存在相似之处。

构建的质粒虽然在氧化硫硫杆菌 "#$%! 中表达出具有活性的酶，但活性却较低，&"$
’R& 分析显示氧化硫硫杆菌基因工程菌 !"#$ 基因 I&PQ 的表达水平低于大肠杆菌，基因

的有效表达在很大程度上决定于基因的转录水平，而转录则主要受启动子作用强弱的影

响，本文所克隆的 !"#$ 基因含有自身的启动子，可能由于基因表达系统存在差异，使大肠

杆菌启动子在氧化硫硫杆菌中不能完全被宿主的 &PQ 聚合酶所识别，因而导致外源基因

无法有效表达。但 "#$%! 重组菌与大肠杆菌 +4-H-H 中 !"#$ 基因 I&PQ 表达水平的差异

与酶活性测定结果的差异并不十分一致，说明工程菌的低酶活一方面是由于在转录水平

上较低的 I&PQ 表达量所致；另一方面，在转录后水平也存在影响基因有效表达的因素。

上述结果说明，氧化硫硫杆菌和大肠杆菌之间的基因表达和调控系统还存在一定差异。
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自养与异养的关系一直是人们关注的焦点，氧化硫硫杆菌为专性自养菌，在其特殊能

源缺乏时，不能利用有机物质；而在其特殊能源存在的情况下，能不同程度地吸收和同化

部分有机物，但这种同化能力是有限度的［!］。本实验室以往的研究发现［!"］，氧化硫硫杆

菌可以同化!#酮戊二酸等多种有机酸，虽然其延迟期有所增加，但最终添加有机酸的实验

组的生长得率高于对照组。在本研究中，对照菌 $%#&’ 不能利用培养基中的葡萄糖，葡萄

糖也不影响该菌的生长，推测氧化硫硫杆菌缺乏糖代谢的某些关键酶，使该菌无法利用葡

萄糖。而重组菌 $%#&’（()*，+,-.#!）可以利用葡萄糖，葡萄糖可促进该菌的生长，说明虽

然氧化硫硫杆菌缺乏三羧酸循环关键酶———!#酮戊二酸脱氢酶，不能利用葡萄糖彻底氧

化获得能量，但由于重组质粒 +,-.#! 在 $%#&’ 中表达出具有活性的磷酸果糖激酶，可催化

葡萄糖沿 /0) 途径降解，使该菌可以部分同化葡萄糖作为碳源，通常同化有机物比同化

二氧化碳构成细胞碳所消耗的能量少得多，因此从某种意义上来说是节约了能量，从而促

进细胞的生长。但重组菌对葡萄糖的利用能力却有限，可能是质粒 +,-.#! 在 $%#&’ 中表

达的酶活性较低；或者单纯克隆 /0) 途径中的一种酶，并不能使有机质代谢途径完全运

转，使细菌不能大量利用葡萄糖而迅速生长。

本实验首次将 ! 1 "#$% 代谢的关键酶基因引入专性自养极端嗜酸性氧化硫硫杆菌中，

并获得表达。该工程菌能够部分利用葡萄糖并快速生长，为解决实际应用中菌体生长过

慢，效率低的难题提供了一条可能的途径，具有重要意义，对研究自养与异养的关系也具

有一定的作用。进一步需利用同位素示踪的方法研究葡萄糖在重组菌细胞内的代谢途

径，以探讨葡萄糖促进其生长的原因；并继续筛选高效而稳定的表达系统，以提高其表达

效率。另外，运用基因工程方法改变了氧化硫硫杆菌的自养特性，使其能够利用葡萄糖等

有机物作为碳源或能源，在解决生长速度问题的同时能否影响其脱硫能力还需进行研究。

在兼性自养菌，当其生长于无机盐培养基中时，代谢有机质的有关酶活性受到抑制，而在

培养基中加入有机物时，则自养代谢的酶活性受到抑制。由于自养性氧化硫硫杆菌中缺

乏上述相应的代谢调节机制，推测基因工程菌对有机质的代谢可能并不会明显抑制该菌

对硫的氧化，但还需进一步进行硫氧化能力的测定。因此构建高效表达异源酶基因并能

够代谢有机质的工程菌并应用于生产实践仍存在很大的距离。
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