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喜盐芽孢杆菌 !"基因文库的构建及甘氨酸
甜菜碱转运蛋白 ).#/ 基因的筛选

卢伟东 赵百锁 冯德芹 王 磊 杨苏声"

（中国农业大学生物学院 农业部农业微生物资源及其应用重点开放实验室 北京 2%%%E!）

摘 要：喜盐芽孢杆菌（!"#$%"&’##()）I0是一株产生芽孢的革兰氏阳性中度嗜盐菌，能够耐受 $"J /94)。以其总
I/1 K9,#13部分酶切的片段为供体、LM420为载体，构建了该菌株的基因文库，共获得约 E%%%个重组质粒。通过菌
落原位杂交、菌落 N4O检测及 I/1序列测定，从该文库中筛选到含有完整的甘氨酸甜菜碱次级转运系统基因的重
组质粒，将此基因命名为 P.HQ基因。序列分析发现，P.HQ基因的大小为 2"2"PL，编码由 "%"个氨基酸组成的 R.HQ
蛋白，分子量为 "&S2TI。经蛋白疏水性分析，推测为含有 2$个跨膜区的跨膜蛋白，与 *&+",$%"&’##() ’-+.+,)’) 甘氨酸
甜菜碱转运蛋白、枯草芽孢杆菌（/"&’##() )(%0’#’)）UL,I、楚氏喜盐芽孢杆菌（!"#$%"&’##() 01(+2+1’）R.HQ、单核细胞增生
利斯特氏菌（ 3’)0+1’" 4$,$&.0$5+,+)）R.HV、嗜盐海球菌（6"1’,$&$&&() -"#$2-’#()）R.HW 和耐盐芽孢杆菌（ /"&’##()
-"#$7(1",)）甘氨酸甜菜碱转运蛋白的氨基酸同源性分别为 &!J、"2J、!EJ、!0J、!#J和 !!J。
关键词：喜盐芽孢杆菌（!"#$%"&’##()），基因文库，甘氨酸甜菜碱转运蛋白
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目前的研究表明，微生物抵御外界环境高盐胁迫主要采

取两种应对机制，即内盐机制和相容性溶质机制。前者是指

细胞通过在细胞质内积累与外界环境相近浓度的 Y4)来平
衡细胞内外的渗透压，绝大多数嗜盐古菌和少数细菌采用这

种机制。后者是指细胞通过自身合成或从外界摄取的方式，

在细胞内积累不同种类和浓度的相容性溶质，来调节细胞内

外的渗透压，绝大多数细菌和少数嗜盐古菌采用这种机

制［2］。

中度嗜盐菌不是一个分类学上的名词，而是指一大类生

长离不开 /94)、能够适应很宽盐浓度范围的、庞杂的异源微
生物生理群体。它们属于极端环境微生物细菌域的范畴，其

耐盐范围极广，能够耐受的 /94)的范围为 %S2J Z #$S"J［$］。
相对于极端嗜盐古菌而言，中度嗜盐菌耐盐机制的研究起步

较晚。在高盐环境下，绝大多数中度嗜盐菌细胞内通过积累

相容性溶质来维持其细胞内渗透压和膨压［#］。与其它耐盐

和不耐盐的细菌相同，中度嗜盐菌细胞质内并不积累高浓度

的无机盐离子，但是能够耐受外界环境较高的盐浓度，因而

成为研究微生物耐盐机制的良好材料。

在高盐环境下，甘氨酸甜菜碱是中度嗜盐菌细胞内积累

的主要相容性溶质［!］。目前，国内外对中度嗜盐菌耐盐机制

的研究主要集中在革兰氏阴性菌，如伸长盐单胞菌

（!"#$4$,") +#$,5"0"）等。49-([9@等已经从该菌中克隆和鉴
定了胆碱 F甘氨酸甜菜碱合成途径的相关基因［"，&］，然而对
于革兰氏阳性中度嗜盐菌耐盐机制的遗传学研究较少。本

实验室已报道了楚氏喜盐芽孢杆菌（!"#$%"&’##() 01(+2+1’）甘氨
酸甜菜碱 %+0! 基因的克隆研究［7］，而且从新疆达板城盐湖
分离了一株革兰氏阳性中度嗜盐菌 I0，经系统发育学鉴定
为 !"#$%"&’##() 属的成员。由于中度嗜盐菌不是分类学的名
词，同属内、不同种间具有相同功能基因的结构和表达调控

机制可能相差很大，所以本文拟通过构建 I0的基因文库，从
中筛选含有甘氨酸甜菜碱转运蛋白 %+0! 基因全序列的重组
质粒，并将测序结果与喜盐芽孢杆菌属内外甘氨酸甜菜碱次

级转运蛋白基因进行比较，以了解其差异。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 菌株和质粒：表 2为实验所用的菌株和质粒。

表 # 菌株和质粒
69P). 2 R9CH.\=9) @H\9=-@ 9-D L)9@<=D@ ,@.D =- .:L.\=<.-H

KH\9=- 9-D L)9@<=D 4A9\9CH.\=@H=C K(,\C.
!"#$%"&’##() @L* I0 ]=)D H>L. 6A=@ )9P(\9H(\>

8)&-+1’&-’" &$#’ IQ"!
)(28!! #"&92&E（!0% #"&:

"62"）-)7;27 1+&<2+,7<25.1
<E& 0-’5 2 1+#<2

R.=^=-? I=-?
_,( 4(* VHD*

LM420 4)(-=-? [.CH(\，1<L\
R.^=-? K9PC
4(* VHD*

L_;W56 .9@>
4)(-=-? 9-D @.‘,.-C=-?

[.CH(\，1<L\
N\(<.?9 4(*
VHD*（ MK1）



!"!"# 主要试剂和仪器：!"#!"!购自 #$% &’()*’+ ,-./*01
公司；限制性内切酶、&2 $"% 3#"聚合酶和 45 3#"连接酶购
自 4*6*7*北京分公司；小牛肠碱性磷酸酶购自 89.($:* 公
司；3#"胶内回收试剂盒和氨苄青霉素购自上海生工生物工
程技术服务有限公司；;<(*)和 =84>购自北京新经科有限公
司；地高辛标记和检测试剂盒购自德国罗氏（7.?@$ 3-*(’.1A-?
>:0B）公司（产品编号为：CD5EF!G）。引物的合成和 3#"测
序由上海博亚生物技术有限公司完成。8H7仪器的型号为
84H<GII ，购自 JK 7$1$*9?@ =’?。
!"# 培养基和培养条件
喜盐芽孢杆菌 3F 采用 LMN& 培养基［F］，大肠杆菌

（&’()*+,()," (-.,）3BE"菌株采用 /,培养基［O］，两者均在 !DP
条件下培养。氨苄青霉素（":Q）的使用终浓度为 CII#(R:/。

!"$ %&’的提取
3F总 3#"的提取按文献［CI］进行；质粒 3#"的提取按

文献［O］进行。

!"( %)基因文库的构建
将 3F的总 3#"用 !"#!"!部分酶切，经 ISTU琼脂糖电

泳分离后，回收 5 V CTW0大小的酶切片段。以 /"0B!完全
酶切载体 QXHCF，用小牛肠碱性磷酸酶对酶切产物进行末端
去磷酸化，然后与回收的 3F 总 3#"酶切片段进行连接，将
连接产物转化大肠杆菌 3BE"，涂布在含有 ;<(*)、=84> 和

":Q的 /,平板上，在 !DP培养 GI@。用牙签将白色菌落点种
到另一个含有 ":Q的 /,的平板上，数量为 FI V CII个R板，
在 !DP培养 GI@。分别将每个平板的菌落混合收集，提取质
粒，在 Y DIP下保存。
!"* !"#$基因探针的制备
简并引物 A9*’1C和 A9*’1G的合成和 8H7反应按文献［D］

进行。将 8H7反应产物回收纯化后，用地高辛标记成探针。

!"+ 点杂交、菌落 ,-.和 /0123456杂交
按文献［O］进行点杂交和菌落 8H7。L.ZA@$9’杂交检测

按罗氏公司试剂盒说明书进行。

!"7 %&’序列测定和分析
将 8H7产物连接到 Q>&J<4 $*1[载体上。由上海博亚生

物技术有限公司完成序列的测定，通过 >$’,*’W进行氨基酸
序列的同源性分析。

# 结果

#8! %)基因文库的构建
将 !"#!"!部分酶切的 3F总 3#"产物回收纯化后，与

用 /"0B!酶切后去磷酸化的 QXHCF载体连接，转化到大肠
杆菌 3BE"中，共获得约 OIII个重组质粒。
#8# 甘氨酸甜菜碱 !"#$基因的筛选

#"#"! 3F 1*23 基因部分片段的获得：以 3F 总 3#" 为模
板、A9*’1C和 A9*’1G为简并引物，经过 8H7扩增获得约 CW0大
小的 3#"片段，将其连接到 Q>&J<4 $*1[载体上，并进行测
序。在 >$’,*’W 中 进 行 ,/"L4 分 析，发 现 该 片 段 与
4(*"5-1"(,..#’ ,)*6*5’,’ 甘 氨 酸 甜 菜 碱 转 运 蛋 白（ >=：

GGDDTO5I）、枯草芽孢杆菌 \QZ3（>=：CEG5!OD）、楚氏喜盐芽孢
杆菌 ,$AB（>=：5C!OFGI5）和单核细胞增生利斯特氏菌 ,$A/
（>=：5F!EFGG）氨基酸的同源性分别为 T!U、ECU、5FU和
5OU。由此判断已获得了喜盐芽孢杆菌 3F甘氨酸甜菜碱次
级转运蛋白基因的部分片段，根据文献［D］将其命名为 1*23
基因。将扩增片段用地高辛标记成探针，用于筛选含有完整

1*23基因的重组质粒。
#"#"# 含有甘氨酸甜菜碱转运蛋白 1*23基因重组质粒的筛
选：在构建的 3F基因文库管中，每管取 C#/溶液点到硝酸纤
维素膜上。经紫外线照射固定 3#" 后，以地高辛标记的
1*23 3#"片段为探针，采用原位杂交方法对基因文库进行筛
选。根据显色时间的先后，初步确定阳性信号在第 5I 管。
取第 5I管的质粒溶液 C#/，稀释 CII倍后转化 & ] (-., 3BE"，
涂布在含有 ;<(*)、=84> 和 ":Q 的 /, 平板上，在 !DP培养
GI@。用牙签挑取单菌落，以 A9*’1C和 A9*’1G为引物，采用菌落
8H7筛选阳性克隆（图 C）。提取阳性克隆质粒，测序结果表
明插入片段的大小为 5S!W0。

图 ! %)菌落 ,-.的检测结果
^-(]C 7$1Z)A ._ ?.).’[ 8H7 _.9 1A9*-’ 3F

J：$3#" &(-7! ‘ 3,5+%；C V F：H.).’[ 8H7 9$1Z)A1 ._

1*:Q)$ C V F；O：8.1-A-a$ ?.’A9.) ]

此外，对 3F 总 3#" 采用 T 种限制性内切酶酶切，经
ISFU琼脂糖凝胶电泳后，转移到硝酸纤维素膜上，再与用地
高辛标记的 CW0纯化的 8H7产物作为探针进行 L.ZA@$9’杂
交，结果均为单一杂交信号，表明 1*23 基因在 3F 基因组
3#"中为单一拷贝（图 G）。

图 # %)基因组 %&’经酶切后与 ,-.产物标记探针的
/0123456杂交图谱
^-(] G L.ZA@$9’ @[09-+-b*A-.’ *’*)[1-1 ._ 1A9*-’ 3F ($’.:-? 3#" +-($1A$+

0[ 1-2 $’+.’Z?)$*1$1 %-A@ A@$ QZ9-_-$+ 8H7 Q9.+Z?A1 *1 Q9.0$

J：$3#"R&(-7!‘ 3,5+%；C V T：3F ($’.:-? 3#" +-($1A$+ 0[ /"0B!，

/7.&，3,5+%，895!，:(-! *’+ !"(!，9$1Q$?A-a$)[]
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!"# $% 的 &"#’(插入片段的序列分析
在 !"#$%#&中，使用 $’()*对 +, -./&0插入片段可能的

开放性阅读框（123）进行分析，发现存在 / 个 123，其中

1234预测编码 $"56，它与 ! 7 "#$%$&’"’ 甘氨酸甜菜碱转运蛋
白氨基酸的同源性最高（!8：99::;<-=）（;->），它与枯草芽孢
杆菌 1?@+（!8：4A9-/<:）、楚氏喜盐芽孢杆菌 $"56（!8：

-4/<,9=-）、单核细胞增生利斯特氏菌 $"5’（!8：-,/A,99）、嗜
盐海球菌 $"5B（!8：/-/<,/-A）、耐盐芽孢杆菌甘氨酸甜菜碱
转运蛋白（!8：4A;4-=94）氨基酸的同源性分别为 A4>、-<>、

-,>、-/>和 -->。1239（:;90?）预测编码一个含 9A-个氨基
酸残基的蛋白质。123/（<A:0?）预测编码一个含有 /4<个氨
基酸残基的蛋白质。

!"& $%甘氨酸甜菜碱转运蛋白 !"#$基因的特性分析

+,甘氨酸甜菜碱转运蛋白 ($)* 基因（!"#$%#&登录号

CD7 (E;9/-9,）大小为 4A4A0?，推测编码一个含有 A=A个氨基
酸残基的蛋白质，蛋白质的分子量为 A;.4&+。对 $"56氨基
酸序列进行疏水性分析（F55?：GGHDH@I 7 ?JD5"DK"7 0ID7 5@%5 7 %L7
M?），发现该蛋白是一个跨膜蛋白。跨膜区位于 CN末端第 ;
位与 ON末端第 -,A位氨基酸之间，由 49个跨膜区组成，包括

4=个初级螺旋和 9个次级螺旋（表 9）。在其推测的终止密码
子后形成一个茎环样结构［!!（9AP）Q R 4A.;&O%S］，茎环
样结构后紧随 :个连续的碱基 *（图略），因此判断为不依赖
与 +#, 因子的转录终止子参与 ($)*基因的转录终止。

表 ! $% 菌株 )*+,蛋白 -!个跨膜区的位置和类型
*%0S" 9 *F" 49 ?@5%5IT" 5J%#HK"K0J%#"H UDJ $"56 DU *-.,(-/"..0’ H?7 +,

CD7 CN5"JKI%#S *J%#HK"K0J%#" J"VID# ON5"JKI#%S *W?" ’"#V5FG0?

4 ; XY3XE!’!8O!’3Y’X!Y8!Z[6 9, ZJIK%JW 9/

9 -; XEE’’88B8B’(3OYE’83)23C ;, ZJIK%JW 9/

/ ,/ ’Y)X3(B’3)(!B!B!’Y3X**( 4=A )"LD#\%JW 9/

- 4/: X!86(X(YE(’Y(’Y’(E3]36 4A, ZJIK%JW 9/

A 4,9 ’!]88+*’(YY(*YY!Y((*’!3 9=- ZJIK%JW 9/

; 94: 3C*Z)*E!Y^’88’88)*(’383 9/< ZJIK%JW 9/

: 9A: BB’!3’’B8’’’8Y!Z*’E8’CB 9:< ZJIK%JW 9/

, /4- 83EX(XX8)X)Z3Y!838(28)2 //; )"LD#\%JW 9/

< /-- B’!Y’3YZ(8YO3833(Y3!Y)( /;; ZJIK%JW 9/

4= -=4 38*’3Y8(8338*)(+)(*3Y’! -9/ ZJIK%JW 9/

44 -/A !*Y]88X!’O’))B((88YE3!! -A: ZJIK%JW 9/

49 -;/ CY’88((3Z3)Y8Y’’B!Y)3E] -,A ZJIK%JW 9/

# 讨论

本研究中，我们最初是在先建立了 +,基因文库后，将其

转入大肠杆菌甘氨酸甜菜碱合成G转运缺失株 B]64/中，试

图通过功能互补以获得编码甘氨酸甜菜碱转运、合成的相关

基因。然而在将基因文库转化到大肠杆菌 B]64/后，于选

择性培养基平板上没有获得预期的阳性克隆。因此，我们决

定采用核酸探针杂交的方法，通过点杂交和菌落 ZO2来获

得 +, ($)*基因。

对实验结果的分析发现，喜盐芽孢杆菌 +, 0"56蛋白与

海洋嗜盐嗜碱芽孢杆菌（!/$-&,(-/"..0’ "#$%$&’"’ 6*[,/4）甘氨

酸甜菜碱转运蛋白的氨基酸序列同源性最高，而与同属内的

楚氏喜盐芽孢杆菌 $"56蛋白氨基酸的同源性却较低。此

外，+, ($)* 基因与其同属的楚氏喜盐芽孢杆菌 ($)* 基因终

止密码子后的茎环样结构不同，后者在茎环样结构后面不存

在连续的碱基 *序列［:］，这在一定程度上表明两者在甘氨酸

甜菜碱转运方面存在不同的转录调控机制。迄今为止，革兰

氏阳性中度嗜盐菌仍然缺乏必要的遗传学工具和遗传转移

的方法，所以有关 +,甘氨酸甜菜碱转运蛋白 ($)* 基因的功
能鉴定尚待进一步研究。
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