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及其盐激表达
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摘 要：利用 G3)08HIJ技术从中度嗜盐菌 !"#$%$&"’ =>B 2KG8#总 LM0中克隆了四氢嘧啶合成基因 ()*+,-及其上
游序列（N*@2.@O .DD*==<P@ @-;+*, LQ%#1191）；RSTN0软件分析结果显示 ()*+、()*,、()*- 位于同一个操纵子上，大小
分别为 91(+>、#$9#+>和 (&1+>，预测编码的 L04（U8二氨基丁酸转氨酶）、L00（U8二氨基丁酸乙酰转移酶）和 3G（四氢
嘧啶合酶）大小分别为 $#V#OL.（#:# .;<@P .D<C）、!9V1OL.（!#1 .;<@P .D<C）和 #!V9OL.（#$: .;<@P .D<C）；将包含 ()*+,-
基因及其上游 #%%%+>序列的片段克隆到 >WI#:中并转化 . B )$#/ LX9!，转化子 . B )$#/（>WI#:3I4）能够在盐激条件
下合成四氢嘧啶，但其耐盐能力没有得到显著改善。

关键词：四氢嘧啶；()*+,-基因；G3)08HIJ；!"#$%$&"’ =>B 2KG8#；盐激表达
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四 氢 嘧 啶（ #，!，9，"84*Y,.F/C,P8$8;*YF/58!8
>/,<;<C<@*D.,+P7/5<D .D<C）为 M8乙酰化的二氨基丁酸
通过分子内脱水形成的一种嘧啶衍生物，是中度嗜

盐菌（SPC*,.Y*5/ F.5P>F<5<D +.DY*,<.）细胞中最重要的
相容性溶质（IP;>.Y<+5* =P5-Y*）［# ’ !］；四氢嘧啶分子结
构特点是高度水溶性、不带静电荷，在细胞内高浓度

积累可以提高细胞内的渗透压，但不会影响到生物

大分子的正常生理功能。最近的研究发现四氢嘧啶

具有广泛的抗逆保护效果，能够稳定酶蛋白、LM0
和细胞膜结构，帮助细胞抵抗冷冻、干旱、高温、高

渗、高盐、辐射等各种逆境［! ’ #%］；获得四氢嘧啶合成

基因及其上游调控序列，并研究其结构特性和表达

调控，将有助于阐明中度嗜盐菌渗透调控的分子机

制，同时为构建抗逆的基因工程菌或作物新品种提

供基因资源。

中度嗜盐菌中四氢嘧啶的合成途径以天冬氨酸

半醛（0G0）为前体，共分 (步［9］；第一步由 U8二氨基
丁酸转氨酶（U8L<.;<@P+-Y/,<D .D<C Y,.@=.;<@.=*，L04）
催化合成 U8二氨基丁酸（L020），第二步由 U8二氨
基丁酸乙酰转移酶（U8L<.;<@P+-Y/,<D .D<C Y,.@=Z*,.=*，
L00）催化合成 M8乙酰8U8$，!二氨基丁酸（0L020），
第三步由四氢嘧啶合酶（3DYP<@* =/@YF.=*，3G）催化合
成四氢嘧啶，相关酶系 L04、L00和 3G的合成基因
分别为 ()*,、()*+ 和 ()*-，这 (个基因在染色体上连

锁构成 ()*+,- 操纵子。
利用 G3)08HIJ技术从 !"#$%$&"’ =>B 2KG8#总

LM0中成功扩增到 ()*+,- 基因全长及其上游序列，
并对 ()*+,- 基因在 . B )$#/ 中的功能表达进行了初
步的研究。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 菌 株：!"#$%$&"’ =>B 2KG8#（ N*@2.@O
0DD*==<P@：0K%""$$#1）从处理含盐废水的耐盐活性
污泥中分离得到，能在含 %[ ’ #9[M.I5 的以苯乙
酸为唯一碳源的 S:基础盐培养基中生长。
%&%&’ 酶和试剂：限制性内切酶、4! LM0连接酶、
0"1 酶、U.80"1 酶等均购自大连 4.\.J. 公司；LM0
纯化回收试剂盒购自 ]<Y.^*@*公司。
%&%&( 培养基：实验中用的 U2、S: 培养基均参照
文献［##］配制。
%&’ 分子操作
质粒 LM0 的提取（ 碱裂解法）、染色体总 LM0

的提取（高盐沉淀法）、酶连、转化均按文献［##］操
作，LM0 的纯化回收参照试剂盒说明书进行操作。
%&( ."#!/0 基因保守片段的 )*+扩增
根据 !"#$%$&"’ (#$&2"*" $&9#0 和 !"#$%$&"’

(#$&2"*" LGS(%!( 中 ()*+,- 基因序列（N*@2.@O



!""#$$%&’：!()*+,-.和 !/)+++)*）的保守区设计了多
条引物，两两配对以 !"#$%$&"’ $01 2345+总 67!为
模板进行 89: 扩增。扩增条件：.,; *<%’；.,;
*)$，==; *)$，>?; ?<%’，**个循环；>?; +)<%’。其
中一对引物扩增出长度和理论值符合的约 >=)@0片
段，正向引物为 =A5!B!999!B!CC9C 9B!!9B9!5*A，
反向 引 物 为 =A5CB!C!99B999C9 B999C5*A（在
!()*+,-. 对应位置分别为 +).*@0 D +++*@0 和
+-?-@0 D +-++@0 ）。
!"# $%&’()*+扩增已知片段的上下游序列
!"#"! 4E(!589: 原理和步骤：4E(!589:（ 4#FG5
(&H<#I !IJ0K&H 89:）是本实验室王世明博士设计开
发的一种新的 89:技术，可扩增一已知 67!序列两
端很长（最长可达 L D -M@）的未知序列，其原理和步
骤见图 +，其中 !为以 N#<%540*为引物在低退火温
度下进行 89:，使 N#<%540*在已知序列附近配对并
向已知序列方向扩增，得到包含已知序列（部分和

40+、40?、N#<%540*互补）和临近的未知序列的目标
片段；2为以 40+为引物在高退火温度下进行 89:，
使目标片段得到适当扩增（排除杂带）；9 为以 40+
和 N#<%540*为引物进行不对称 89:，在目标片段得
到大量扩增的同时，使 N#<%540*“回头”和自身链配
对并向 =A端延伸，结果是目标片段的 *A端和 =A端均
有和 40?配对的序列；6为用 40? 为引物在高进行
退火温度下进行 89:扩增。

图 ! $%&’()*+技术原理和步骤图示
(%O1+ 4"P#<JK%" I%JOHJ< &G 4E(!589:

!"#", 4E(!589: 引物设计：向保守片段下游（*A
端）扩 增 的 引 物 为：*40+：=A5B99BB9!9B9C
9!!CC!9BBC9!9!!C!!95*A（ (< Q >*;）；*40?：=A5

!B!CBB9!CCBCC9!CBB99CBB!C!CBC5*A（ (< Q
>);）；*N#<%540*： =A5!99BB!!9C!!9B9!，777，

777，777，B99!C95*A（(< Q ==; 简并引物）。向保
守片段上游（=A端）引物为：=40+：=A59BB!CBB9
9B9CC99!9CB9BCC!BCC95*A（ (< Q >,;）；=40?：=A5

C99!BB99!CB!!9!!CB99!C9CBCCB!9 5*A（ (< Q

>?;）；=N#<%540*：=A59!!C!C!9C9!9B!99，777，
777，777，99BCC!5*A（(< Q =); 简并引物）。

!"#"- 4E(!589: 扩增：扩增体系：+=!R ? S B9
@TGG#H U，=!R ?V=<<&FWR I7C8$，?!R =!<&FWR N#<%5
40*，+V=X R!5(")，+V=!R模板（!"#$%$&"’ $01 2345+
总 67!，约 =)’OW!R），总体积 *)!R。89:反应条件：
.,; +<%’；.,; *)$，,); *<%’，以每秒增加 )V?;的
速度升至 >);，>); =<%’。取出 89: 管加入 ?!R
=!<&FWR 40+作为引物后继续进行 89:，反应条件：
.,; *)$，>); =V=<%’，?=个循环。接下来进行 -轮
不对称 89:：.,; *)$，>); =V=<%’，? 个循环；.,;
*)$，=); *)$，+个循环；-轮不对称 89:完成后再
>);延伸 =<%’。
!"#"# 4E(!589:产物的扩增：扩增体系：+=!R ? S
B9 @TGG#H U，=!R ?V=<<&FWR I7C8$，?!R =!<&FWR 40?，
+V=X R!5(")，+V=!R 4E(!589: 扩增产物（作为模
板），总体积 *)!R。89:条件：.,; *<%’；.,; *)$，
L); *)$，>?; =<%’，**个循环；>?; +)<%’。
!". 序列测定
将 89:产物切胶回收，与 0Y6+-5C 载体连接，

转化 * 1 +$#, 6N="感受态细胞，在含有 U8CB 和 Z5
BJF的 R2（含 +))<OWR !<0）平板上进行蓝白斑筛选，
挑取白色菌落，提取质粒验证后，由上海博亚公司测

定插入片段序列。利用 [YUB!软件对克隆序列进
行序列的拼接、同源性比较和 [:(分析。
!"/ !"#$%& 基因及其上游序列的扩增和载体构建
根据拼接的序列设计引物，正向引物为：=A5

C9!B!BB!C99BBB9BCB!!!!99CBCCC9C!!5*A
（-"%N#）；反向引物为：=A5!9CB! BBC!99999C9
C!!!!!!!!!99!B9995*A（./&#）。
扩增片段进行 -"%N#和 ./&#双酶切后和同

样双酶切的 0X9+.连接，构建质粒 0X9+.E9C，酶连
产物转化 * 1 +$#, 6N="感受态细胞，在含有 U8CB和
Z5BJF的 R2（含 +))<OWR !<0）平板上进行蓝白斑筛
选，挑取白色菌落，提取质粒进行酶切和 89:验证。
!"0 转化子细胞四氢嘧啶的提取和测定
参照参考文献［+］，采用 N8R9方法测定四氢嘧

啶。按 -\接种量接种含有质粒 0X9+.E9C的转化
子于不同 7J9F浓度的 +))<R Y.基础盐培养基中培
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养 !"#，培养物 $%%%&’()* 离心，菌泥用等渗的 +,-.
溶液洗涤一次，冻干，加入 "%%!/ 的 提 取 液
［(01#,*2.’3#.2&242&(’5,10& 6 7% 89 8 "（:’:’:）］，剧烈振
荡 $%()*，加入 7;%!/三氯甲烷和 7;%!/水，再次振
荡 ;%()*；7;%%%&’()* 离心 ;%()*，回收水相，冻干。
用 9%%!/ <%=（:’:）乙腈溶解。>?/- 检测仪为
5,10&@$%%，检测柱为 -7<反相柱，检测器为紫外检测
器，工作波长 !79*(；测定条件：流动相为乙腈’水
（<%’!%，:’:），流量为 7A%(/’()*，进样量为 !%!/，采
用外标法按峰面积定量。

! 结果和分析

!"# !"#$%& 序列片段的获得
我们曾参考文献报道的扩增 !"#$%& 的多对保

守引物［7，B］，根据已报道的 !"#$%& 基因序列设计简
并引物，以 ’()*+*,(- @CD EFGH7总 I+J为模板进行
?-K扩增，但未能扩增出目标产物。采用 GLMJH?-K
扩增未知序列，首先要知道序列中的一个片段碱基

组成才能设计 GLMJH?-K 引物，根据已报道的 ’ D
!)*,.(#( IGN!9<7O 和 ’ D !)*,.(#( IGN;%"; 中
!"#$%&基因序列的保守区，设计多对引物，两两配
对进行 ?-K扩增，其中一对引物的产物电泳条带清
晰，大小约 B9%PC和理论值大小相符（图 !），测序结
果表明这一片段和 ’ D !)*,.(#! IGN!9<7O !"#$%& 基
因序列中的 7%Q; R 7<!<PC同源，同源性为 B<=。

图 ! !"#$%&基因片段扩增产物电泳图谱
M)SD! JS&2@0 S0. 0.031&2C#2&0@)@ 24 1#0 !"#$%& S0*0 4&,S(0*1

NDI/!%%% (,&T0&；7 D J(C.)4)0U C&2UV31 24 !"#$%& D

!"! !"#$%& 基因片段上下游序列的克隆
于 !"#$%& 基因保守片段已知序列中设计进行

GLMJH?-K的引物，其中向保守片段下游（;W端）扩增
引物为 ;GC7、;GC!和 ;>0()GC;，向保守片段上游（9W
端）扩 增 引 物 为 9GC7、9GC! 和 9>0()GC;，以
’()*+*,(- @CD EFGH7 总 I+J为模板分别向片段的
上游和下游进行 GLMJH?-K扩增（图 ;）。经过两步
扩增后上下游 GLMJH?-K扩增均得到了清晰的长度
在 !TP以上的条带（图 ;上箭头所示），其中 ;W端产
物大小约为 $A9TP，9W端产物大小约为 "A;TP。上下

游产物的长度完全可以覆盖 !"#$%& 基因序列上游
各 !%%%PC序列以上。测序结果用 XNYZJ软件对序
列进行拼接、XKM 和启动子分析，结果表明上下游
GLMJH?-K扩增产物分别为 !"#$%& 基因片段的 ;W端
和 9W端序列。

图 $ %&’()*+,扩增产物电泳图谱
M)SD; JS&2@0 S0. 0.031&2C#2&0@)@ 24 GLMJH?-K C&2UV31@

ND"H’/,U# (,&T0&；7D GLMJH?-K ,(C.)4)0U C&2UV31 24 ;W 0*U；!D M)*,.

,(C.)4)0U C&2UV31@ 24 ;W 0*U；; D GLMJH?-K ,(C.)4)0U C&2UV31 24 9W 0*U；

" D M)*,. ,(C.)4)0U C&2UV31@ 24 ;W 0*UD

!"$ !"#$%& 基因及其上游序列的克隆和序列分析
根据拼接的序列，于 !"#$%& XKM上游约 7%%%PC

和下游约 7%%PC 处设计引物，以 ’()*+*,(- @CD
EFGH7总 I+J 为模板对 !"#$%& 基因及上游序列进
行 ?-K扩增，扩增结果和理论值相符（图 "泳道 7）；
测序结果表明其长度为 ;9;!PC（Z0*E,*T 登录号为
I[%7BB9B），包含 !"#$%& 基因 !"!;PC，上游序列
Q<%PC和下游序列 7!QPC。
对 !"#$%& 基因及上游序列分析结果显示 !"#$

（7%7" R 79<$PC）、!"#%（7B7; R !Q$;PC）、!"#&（;%97 R
;";BPC）依次排列，位于同一个操纵子上，!"#$、!"#%
和 !"#& 大小分别为 9B;PC、7!97PC 和 ;<BPC，可能的
启动子位于 Q"B R QQ7PC。预测编码的蛋白质 IJO
（/H二氨基丁酸转氨酶），IJJ（/H二氨基丁酸乙酰转
移酶），LG（四氢嘧啶合酶）大小分别为 !7A7TI,（7Q7
,()*2 ,3)U）、"9AB TI,（"7B,()*2 ,3)U）和 7"A9TI,（7!Q
,()*2 ,3)U）。

图 - !"#$%&基因和 ./+#0&+1电泳图谱
M)SD" JS&2@0 S0. 0.031&2C#2&0@)@ 24 !"#$%& ,*U C\-7QL-O

ND"H’/,U# (,&T0&；7 D !"#$%& )*3.VU0 VC@1&0,( @0]V0*30；!D C\-7Q
（%(+>$ ,*U 01,$ U)S0@10U）；; D C\-7QL-O（2("$ U)S0@10U）D

!"- !"#$%& 基因表达载体的构建和转化
为研究获得的 !"#$%& 基因能否实现功能表达，

%; >L ^),* !# () D ’$"#( 3/"4*5/*)*./"( 2/,/"(（!%%$）"$（7）



将上述扩增的 !"!#$%片段克隆到 %&’()载体上，构
建重组质粒 %&’()*’+，转化到 ! , "#$% -."!感受态
细胞，挑 选 含 有 重 组 质 粒 的 转 化 子 ! , "#$%
（%&’()*’+）。提取质粒进行验证，图 /中泳道 #为
&’(."和 )*+"双酶切的 %&’() 载体，泳道 ! 为
,’""单酶切的 %&’()*’+，大小为 0#11$% 左右，和
理论值大小一致，表明 !"!#$% 片段已经克隆到
%&’()载体上。
!"# !"#$%& 基因在渗透压诱导下的表达
将转化子 ! , "#$%（%&’()*’+）接种于不同 23’4

浓度的 5)基础盐培养基中培养，测定了转化子细
胞提取物中四氢嘧啶含量，在 167489、1:/67489 和
1:;67489的转化子细胞提取物中四氢嘧啶含量分别
为 <:(、():/和 !#:!#674（=·>?@·AB）

C (，与培养基盐

浓度呈正相关。说明包含 -"./&0 基因在 ! , "#$% 细
胞中能够实现功能表达，且四氢嘧啶的合成受到盐

份的诱导，表明与渗透压调控有关的序列位于

-"./&0 基因上游 (111$%以内。
但耐盐性试验表明，和对照 ! , "#$%（%&’()）相

比，转化子 ! , "#$%（%&’()*’+）的耐盐性并没有得到
显著的改善，其原因可能与四氢嘧啶在细胞内的积

累浓度低有关。在高盐的基础盐培养基中 ! , "#$%
细胞自身能够合成海藻糖、氨基酸和甜菜碱等作为

相容性溶质来平衡外界的渗透压，在 1:;67489的基
础盐培养基中其细胞内的相容性溶质量达到了

!11#674（=·>?@·AB）
C(［(1］，而转化子 ! , "#$%（%&’()*’+）在

1:;67489的基础盐培养基中其细胞内四氢嘧啶只有
!#:!#674（=·>?@·AB）

C (，只占总相容性溶质浓度的

(8(1，还不足以产生显著的渗透保护效果。

$ 讨论
四氢嘧啶是广泛存在于各种中度嗜盐菌细胞中

的最重要的调渗物质，但由于检测手段的限制，在很

长一段时间里，人们没有意识到它的存在，直到核

磁共振技术的出现，四氢嘧啶才被发现［#，/］。四氢嘧

啶对微生物、动物和植物细胞具有广泛的抗冷冻、干

旱、高温、高盐、辐射等抗逆保护效果［/ D (1］，所以在微

生物和植物耐盐抗旱基因工程中具有广泛的应用前

景，.E>FGE等［<］将 -"./&0 基因克隆到烟草细胞中，使
烟草细胞转化子的耐盐能力提高到 "11667489
23’4。但是，目前对四氢嘧啶合成的调控机制特别
是与外界渗透压变化的关系还不甚清楚，仍有待于

深入研究。

本文实现了 -"./&0 基因盐激表达，但转化子的

耐盐能力并没有得到显著提高，其原因可能是

-"./&0 基因表达量低，不足于快速合成足够的四氢
嘧啶。今后应在合适的高效表达载体选择，对

-"./&0基因启动子和 HIJ 位点进行改造以及四氢
嘧啶合成的代谢调控等方面进行深入研究，以期提

高 -"./&0 基因表达水平累。
本实验所用的 J*KLMN’H是由王世明博士设计

的一种新的 N’H技术，可以用来扩增一已知 -2L序
列两端很长的（最长可达 0 D ;G$）的未知序列。利
用 J*KLMN’H，已经从多种细菌、植物、和真菌共 "1
余个样品中成功扩增出未知序列。和其它从一已知

区域扩增未知区域的 N’H 技术如反转录 N’H、
9E=3BE7OM6F>E3BF> N’H和 +3E4MN’H相比，J*KLMN’H的
优点是步骤较简单（两步 N’H反应、!个引物），不涉
及到酶切和酶连操作，费用和耗时较少，扩增的片段

长（最长可达 0G$ 以上），且可靠性高，因此 J*KLM
N’H具有广泛的应用前景。但是需要注意的是，因
扩增的片段较长，用于 N’H的 1’2 酶必须是能扩增
长片段的 1’2 酶，如 +3P3H3公司的 93M1’2。

致谢 王世明博士为本研究提供 J*KLMN’H技术支
持，包括引物设计，N’H扩增程序等；在此表示衷心
的感谢！
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