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摘 要：I4AJ解螺旋酶是生物有机体在进化中高度保守的 KL1超级家族解螺旋酶的一个亚族，它对维持基因组的
稳定性有重要的作用。耐辐射球菌野生型菌株 I1有两个具有特殊结构的解螺旋酶 DI1#2’和 DI#!!!，运用 M/I
突变法克隆具有自身 !"#$%启动子、&’(启动子与卡那霉素抗性基因、氯霉素抗性基因融合的 DE(片段反向重组
到基因组中，首次构建并鉴定了卡那霉素抗性完全突变株!DI1#2’，氯霉素抗性完全突变株!DI#!!!，双突变株

!")*+。辐射条件下和 N#O# 氧化压力下突变株生存率结果表明：!DI#!!! 与 I1 存活率趋势线基本一致，而

!DI1#2’和!")*+双突变株较为敏感。根据上述结果推测，DI1#2’ 是一个对 I1 保持极端抗性的必须基因，而
DI#!!!则是极端抗性的非必须基因。
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自耐辐射球菌（,)-.#*#**/0 "12-#2/"1.0）发现以
来，因其对电离辐射、紫外线、强氧化剂和化学诱变

剂等具有超强的耐受力和修复能力而倍受人们的关

注。研究表明，耐辐射球菌在极端环境下的生存是

保护、耐受和修复三方面协同作用的结果［1］，是高效

精确的 DE(修复系统完成了 DE(的损伤修复，但
这种机制尚不清楚。据初步预测，, ? "12-#2/"1.0 中
DE(修复途径包括碱基切除修复、直接损伤修复、
核苷酸切除修复、碱基错配修复和重组修复等方

式［#］。, ? "12-#2/"1.0 具有大多数细菌所具有的
DE(重组酶如 I4A、KPA和 I<Q系列酶，但缺少其它
细菌如大肠杆菌所具有的 I4A0/D、I4A3和 KPA0等
与重组有关的酶，阐明这些重组酶的功能对进一步

探索该菌的 DE(修复机制具有重要的理论意义和
应用价值。

I4AJ解螺旋酶是一个重要的重组酶，从细菌到
人类，I4AJ解螺旋酶家族对于维持基因组的稳定性
都已显示了重要作用［.］。近几年来，因为人类基因

组中 I4AJ的缺乏导致基因组不稳定、早衰和高癌
变率的基因病，使得 I4AJ成为 DE(重组修复研究
的热点［!］。I4AJ 是 KL1 超级家族解螺旋酶在进化
中高度保守的一个亚族，1’-" 年，I4AJ解螺旋酶在

大肠杆菌中被首次发现并以此而命名［%］。耐辐射球

菌中有两个具有特殊结构域的 I4AJ 解螺旋酶：
DI1#2’和 DI#!!!，关于 I4AJ在 , ? "12-#2/"1.0 中
的具体修复机制还未见报道。

研究基因功能的重要方法之一是构建基因的突

变体来检测其表型的变化，以推测某个基因的生物

学功能。一般最直接的方法是将目的基因敲除，这

样可以保证被研究的基因完全失活。目前在 , ?
"12-#2/"1.0中构建突变体主要有两种方法：一种是
插入突变［"，-］，即在待研究的基因内部找一个唯一的

酶切位点，在这个位点处反向插入抗性基因，使基因

失活；另一种方法是完全突变［2］，利用 M/I 反应 .
段连接法，将抗性基因与待研究基因的上下游片段

连接起来，在靶基因两端建立较长的同源臂，通过结

合转移，依靠同源重组系统将抗药性基因整合到细

菌的染色体上。通过相应抗生素板的选择，可以筛

选到基因敲除的缺失突变体的重组子。本研究依据

M/I反应 .段连接法构建了 ")*+ 的两个单突变株
和一个双突变株，通过辐射条件下和 N#O# 氧化压

力下突变株的生存率实验初步推测了 DI1#2’ 和

DI#!!!的功能。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：! ! "#$%&$’"#() 野生型菌株 "#
（$%&& #’(’(）购于美国 $%&&（$)*+,-./ %01* &23 42+*
&533*-4,5/）。 1*#+&.4 质粒为日本原子力研究所
6.+2),先生馈赠，1"$78质粒为本实验室构建［(］。
!"!"# 试剂：各种限制性内切酶、,#- 76$ 聚合酶、
76$ 纯化试剂盒、96%:购自 %.8.".公司。%; 76$
连接酶购自 6<=公司。其他试剂均为分析纯。
!"# 突变株的构建和转化

! ! "#$%&$’"#() 基因组 76$ 按常规方法进行提
取。根据 6&=> 公布的的 ! ! "#$%&$’"#() 基因组序
列，用 ?*/*40@ 软件分析 7"#AB( 基因（6&=>C
?*/*>7：#D((DAE）和 7"A;;; 基因（6&=>C?*/*>7：
#BFF;FA）及前后 AFFFG1 基因序列，确定未找到
.#/H!和 0%(9"酶切位点。用这两个特定的酶切
位点设计突变靶基因的引物，7"#AB( 上游引物为：
$I#（JKC?&&?%%?%&%%&&$?%%&&&$?%?&C’K）和 $"#
（ JKC%%$%?$$?&%%???&&?&&???&&$C’K），7"#AB(
下 游 引 物 为：$I’（ JKC%$%%%??$%&&&%&&&&$
??$%$?&C’K）和 $"’（ JKC??$%?$%?$&??%$?&?
$&&%%$?&C’K）；7"A;;; 上 游 引 物 为：=I#（ JKC
?&?$$$%&&??&%&%&???&%%&$%C’K）和 ="#（ JKC
%$%%?$??$%&&??&?&&%$%%?%?C’K）；7"A;;; 下游
引物为：=I’（JKC$&&?&%$$?&%%?&$&%$%%&&?%$C
’K）和 ="’（ JKC%%?&&?????&$%?$%%&&&$$$?%C
’K）。1234 双突变株引物设计见图 #，即分别用卡那
抗性基因正向插入到 ! ! "#$%&$’"#() 中替代 7"#AB(
基因，用氯霉素基因反向插入到 ! ! "#$%&$’"#() 基
因组中替代 7"A;;;基因。通过靶基因前后片段与
抗性基因利用相同的酶切位点进行 ’段连接，以连
接产物作模板，$I#L$"’ 和 =I#L="’ 为引物分别扩
增出两端含有较长的同源重组臂，中间含有抗性基

因的 :&"片段。

图 ! !"#$双突变株构建示意图
I,M!# N-O*)* 5P -.QQ*44* -5/Q4+2-4Q P5+ ! ! "#$%&$’"#/Q "234 952G3*

)24.4,5/!

转化采用文献［#F］所述方法，即培养 "#单菌落

至指数生长期，’F))53LR &.&3A 的 %?S溶液将 "#培
养 #TJO后使其处于感受态，加入含抗性基因的 :&"
产物，’FU培养 ’EO，AF#ML)R卡那霉素 %?S平板上
筛选 7"#AB( 突变子，命名为$7"#AB(。’#ML)R 的
氯霉素 %?S 平板筛选 7"A;;; 突变子，命名为

$7"A;;;。在双抗平板上筛选双突变株，命名为

$"234。
!"$ 突变株的鉴定

%?S抗性板上长出相应的突变子后，挑取单菌
落培养至饱和状态，提取基因组作模板，以 $I#L$"’
和 =I#L="’两对引物分别进行 :&"扩增，:&"产物
经胶回收后，用 .#/H!和 0%(9"酶切，如能酶切
出相应的启动子和抗性基因的融合片段即初步确认

为突变株。将 :&"产物测序，进一步鉴定是否为相
应的突变株。

!"% 辐射条件下突变株的生存率测定
辐照试验在浙江大学辐照中心进行。菌株的辐

射抗性检测按以下步骤进行：挑 "# 或突变菌株单
菌落，’FU培养至对数生长晚期，稀释 #FFFFF 倍后
悬浮于 AF))53LR磷酸缓冲液中，在室温下，用EF &5%C
射线急性处理，辐照剂量大小根据样品距离钴源的

位置来确定。辐照后取 #FF#R迅速涂布于 %?S 平
板上，’FU培养 ’EO 后计数。计数软件用 =>VC"$7
>).M*系统，以未辐照处理的作为对照计算存活率，
每个处理取 ;次试验的平均值。
!"& ’#(# 氧化压力下突变株的生存率测定

菌株培养至对数生长晚期，加入 HAVA分别至终

浓度 J、#F、AF、’F、;F))53LR，#O 后取菌液，以未经
HAVA处理的分别作对照，平板计数计算存活率。

# 结果和分析

#"! % ) &’()*(+&’,- *+,-的结构域及其特征
所有的 "*-W解螺旋酶都是沿着 ’K!JK方向解

开与该酶所结合的 76$链［##］。"*-W解螺旋酶家族
包含一个由 D 个高度保守的氨基酸基元（>，>.，>>C
X>）组成称为解螺旋酶（O*3,-.Q*）的中心结构域。在
中心结构域的 & 端是 "W& 结构域（"*-W P.),30 &C
4*+),/.3），该结构域也是 "*-W 解螺旋酶的特征之
一，它似乎能介导蛋白质之间的互作［#A］。第三个保

守结构域是 H"7&（O*3,-.Q* "6.Q* 7 &C4*+),/.3），这
个结构域是解螺旋酶和核酸酶 7家族的一个同源
结构域，因为 H"7&结构域在这两个酶家族中都参
与了核酸代谢，有假说认为它参加了与核酸的结合，

EFA HY$6? R,CP*/ 2+ #5 ! L63+# 7%3"&8%&5&9%3# :%(%3#（AFFE）;E（A）



而与核酸的结合是在 !"#$和 !%&’" (中所唯一共
有的功能［)*］。! + "#$%&$’"#() 两个 !"#$ 的结构域
都与其他物种有很大差别。(!,--- 带有一个与胱
硫醚!.裂解酶同源的结构域和 /!(0结构域，却不
含有解螺旋酶的中心结构域。(!),12 具有解螺旋
酶中心结构域，还包含 * 个串联的 /!(0拷贝。目
前除了 !*%(&+&++’) 和奈瑟球菌属（,*%))*"%#）有 * 个
串联的 /!(0拷贝外，在其它所有细菌中只有单个
/!(0拷贝。尽管还未见过关于耐辐射奇球菌 !"#$
的详细报道，3&4&567&［,］推测耐辐射奇球菌之所以具
有非常强大的耐辐射能力，/!(0结构域的增殖可能
将贡献于修复重组过程中 !"#$与 !"#8的互作，它们
在耐辐射球菌的重组修复中必定有其特定的功能。

图 ! 突变 "#$!%& 三段连接产物示意图
9:;+, <=5"" (%8 >5&;?"@A’ B"5" C:;&A"D &’ A=" #&’’"AA" >65 (!),12

D"C"A:6@+ )E(%8 ’:F" ?&54"5；, G HEI0! J56DK#A’ 6> J5:?"5’ 89) &@D

8!* >56? C:;&A:6@ J56DK#A；L G ))E I0! J56DK#A’ 6> J5:?"5’ 89) &@D

8!* >56? ! + "#$%&$’"#() !)；)*E M:;&A:6@ J56DK#A 6> A=5"" (%8

>5&;?"@A’+

!’! !"#$ 双突变株的构建
为了抗性基因能够在 ! + "#$%&$’"#() 中正常表

达，必须将 ! + "#$%&$’"#() 识别特定的启动子（如本
文中的 ; "&-. 和 /#0）与相应的抗性基因融合表达。
穿梭质粒 J!8(N将 1"&-. 启动子与卡那霉素抗性
基因融合表达，而 J/#00&A 质粒将 /#0 启动子与氯
霉素抗性基因融合。以 !)为模板，89)O8!)为引物
I0!扩增出 (!),12上游片段 H2HPJ，I0!产物回收
后用 2%(D"完全酶切，回收纯化出片段 8)；以 !)
为模板，89*O8!* 为引物 I0! 扩增出 (!),12 基因
下游片段 11LPJ，I0!产物回收后用 3#4/#完全酶
切，回收纯化出片段 8*；质粒 J!8(N经 3#4/#和
2%(D"双酶切后，回收纯化出 1"&-. 启动子与卡那
霉素抗性基因融合表达片段 8,。图 ,第 )*道即是
经 *段连接后的产物；第 , G H道是以 *段连接产物
为模板，89)O8!*为引物扩增出中间含有抗性基因，
两端含有较长同源臂的片段，大小为 ,HL)PJ。第 L
G ))道是以 !)为模板，89)O8!*为引物 I0!扩增
出含有 (!),12 基因的对照片段，大小为 -QR1PJ。

(!,---基因突变株的构建同 (!),12，只是抗药基
因改成由 3#4/#和 2%(D"双酶切回收的 /#0 启动
子与氯霉素抗性基因融合片段。

利用 )E, 所述方法将 I0! 产物转化到 !) 中，
筛选突变子。将 (!,---氯霉素 *段连接产物 I0!
后转化到 (!),12 突变株（$(!),12）中，用 ,Q%;O?M
的卡那霉素、*%;O?M的氯霉素双抗性 <ST平板筛选
双突变株。

!’( !"#$ 双突变株的鉴定
图 *为 (!),12突变株的鉴定图谱。第 ,，-，H，

1，)Q的 (%8都是来自于 !)，*，R，L，2，))都来自于
突变株。其中第 ,道以 89,O89,为引物，!)为模板
I0!出 (!),12 片段 ,-LRPJ；而第 * 道以同样的引
物，突变株基因组为模板却扩增不出任何片段。第

-泳道是以 !)基因组为模板，89)O8!*为引物 I0!
出 -QR1PJ 片段，命名为 !)8U，第 H，1，)Q 泳道为
!)8U经过 3#4/#单酶切，2%(D"单酶，3#4/#
和 2%(D"双酶切之后的产物，图中可看出该片段不
能够被 3#4/#和 2%(D"酶切，第 R道是以突变株
为模板，89)O8!* 为引物 I0!出 ,HL)PJ 的片段，命
名为 38U，第 L道是 38U经 3#4/#单酶切后得
到的 11LPJ 和 )L1-PJ 片段，第 2 道是 38U 经
2%(D"单酶后得到的 H2HPJ和 )2LRPJ片段，))道是
38U经 3#4/#和 2%(D"双酶切后得到的 H2HPJ，
11LPJ和 )Q11PJ 片段，与预期的上下游片段和
5"&-..4&@&片段大小相一致。38U经测序后进一
步证明了 (!),12突变成功。

图 ( "#$!%&突变株鉴定
9:;+* V"5:>:#&A:6@ 6> (!),12 D">:#:"@A ’A5&:@ + )E(%8 ’:F" ?&54"5；,，

-，H，1 &@D )QE (%8 >56? ! + "#$%&$’"#() !)；*，R，L，2 &@D ))E

(%8 >56? (!),12 D"C"A:6@ ’A5&:@+ , &@D *EI0! J56DK#A’ 6> J5:?"5’ 89,

&@D 8!,；- &@D REI0! J56DK#A’ 6> J5:?"5’ 89) &@D 8!*；H &@D

LE 3#4/# D:;"’A:6@ 6> (%8 :@ C&@"’ - &@D R，5"’J"#A:7"CW；1 &@D

2E 2%(D" D:;"’A:6@ 6> (%8 :@ C&@"’ - &@D R，5"’J"#A:7"CW；)Q &@D ))E

3#4/#&@D 2%(D" D:;"’A:6@ 6> (%8 :@ C&@"’ - &@D RE

图 - 为 (!),12 和 (!,--- 双突变株的鉴定图
谱。提取该突变株的基因组后，以 89)O8!*和 X9)O
X!*为引物分别扩增出 3,U8和 3,UX，图 -中第 ,
道为 3,U8经 3#4/#和 2%(D"双酶切后得到的 *

LQ,黄丽芬等：耐辐射球菌 "*+6双突变株的构建及逆境分析 + O微生物学报（,QQH）-H（,）



个片段，第 !道是 "#$%经 !"#&!和 $%&’"双酶
切后得到的 ! 个片段，分别为 (!))*+，,)#*+ 和
-(,*+，与目的片段大小一致。"#$.和 "#$%经测
序后证明该双突变株的构建已成功。

图 ! !"#$双突变株鉴定
/012 3 45607089:0;< ;7 ’;=*>5 ’()* ’570805<: ?:690< 2 (@ AB. ?0C5 D96E56；

#@ !"#&!9<’ $%&’" ’015?:0;< ;7 AB. 0< FGH +6;’=8:? ;7 +60D56?

./( 9<’ .H!；!@ !"#&! 9<’ $%&’" ’015?:0;< ;7 AB. 0< FGH

+6;’=8:? ;7 +60D56? %/( 9<’ %H!@

"#! 辐射条件下突变株存活率的测定
菌株在不同辐照剂量下的细胞存活率见图 IJ

.，H( 具有极强的辐射抗性，-)))KL 辐照剂量下还
有 IMN的存活率；而基因功能缺陷株#AH#333对辐
射并不敏感，呈现出与 H(相似的辐射存活率曲线。

#AH(#-,单突变株和#’()* 双突变株呈现出相象的
辐射存活率曲线，基因功能缺陷株 #AH(#-, 和

#’()* 双突变株对辐射较为敏感，在 #I)KL 剂量下
仅有约 I)N的存活率，在 ()))KL 剂量下有约 !)N
的存活率，而 H( 在这两个剂量下存活率都在 ,IN
以上。在高剂量下，#AH(#-, 和#’()* 双突变株对
辐射较 H(更敏感，在 -)))KL剂量下 H(和#AH#333
的存活率为 IMN，而双突变株只有约 ()N。从该曲
线初步推测，AH#333是一个对 H(保留辐射极端抗
性的非必须基因，它可能参与细胞的其他代谢途径。

而 AH(#-,是辐射极端抗性的必须基因，在 AB.损
伤修复中，它可能起着较为重要的作用。

图 $ !"#$突变株的辐射存活率（%）和 &"’" 生存率（(）
/012I O=6P0P9> 8=6P5? ;7 ’()* D=:9<:?（.）19DD9J69L? 9<’（%）&#Q# 2

"#$ 突变株的 &"’" 生存率

基因功能缺陷株#AH(#-, 和#’()* 双突变株

是对过氧化氢非常敏感的菌株（图 IJ%），且与辐射
抗性相类似的是，这两个突变株 &#Q# 生存率曲线

非常相象，在 #@IDD;>RS 的低剂量下存活率仅有
#)N，而 H(为 -IN。#AH#333突变株对 &#Q# 并不

敏感，存活率趋势线仍与 H( 基本一致。从该实验
结果推测，AH#333对 &#Q# 氧化损伤修复并无贡献，

而 AH(#-,是对 &#Q# 氧化损伤修复过程中一个非

常重要的基因。

) 讨论
已有研究表明［(3，(I］，在 AB. 受到损伤之后，

H58T解螺旋酶与多种蛋白一起执行了两个主要功
能：一是起始重组，帮助修复 AB.损伤；二是抑制非
法重组，维持基因组的稳定性。H58T解螺旋酶在不
同代谢阶段对于维持基因组的稳定性具有重要的作

用。&9<9’9等［(U］研究结果表明：+ 2 ),-% ’()* 突变株
对紫外线敏感，它与人类 ’()* 染色体异常具有相似
的生物学效应，’()* 的突变株能够使瞬间非法同源
重组提高 #) V !)) 倍，而紫外线诱导非法重组将提
高约 () V ())倍。. 2 ’"/%,/0’"&1 中 AH#333是第一
个不含有解螺旋酶中心结构域的 ’()* 基因，本研究
的逆境实验分析表明，敲除该基因并不影响细菌的

抗逆性；它可能只是一个通过移码而获得的基因。

而 AH(#-,则在结构上更具有 H58T的典型特征，它
的 &5>089?5中心结构域与大肠杆菌的中心结构域具
有高达 U,N的同源性，AH(#-,的 !个 &HAG结构域
与大肠杆菌相比也有较高的同源性，AH(#-,完全突
变株的表型特征与大肠杆菌 ’()* 突变株相似，因此
我们推测该基因的这两个结构域在功能上也具有一

定程度的相似性，但这 !个串联的 &HAG结构域具
体行使什么重要的功能还有待于进一步研究。

2()* 作为耐辐射球菌 AB.修复机制中一个特殊结
构的基因，研究该蛋白的结构域与功能的关系（另文

发表），探讨该蛋白与多个蛋白的互作对于揭示 . 2
’"/%,/0’"&1 高效精确的 AB. 修复机制具有重要的
意义。
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