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摘 要：利用 I/J 方法和体内同源重组技术，对耐辐射奇球菌（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(）中控制色素合成的关键基因

——— &),- 进行缺失突变，成功获得红色色素缺失突变株 K"%。对突变株分别进行不同剂量电离辐射（LJ）和不同浓

度过氧化氢（M#N#）处理，结果表明：与野生型菌株 J% 相比，突变株 K"% 对电离辐射的抗性降低；对过氧化氢的敏感

性明显上升，在高浓度 M#N# 条件下表现异常敏感。MIO/ 分析结果显示，&),- 基因的完全缺失对色素合成途径产生

重要影响，导致番茄红素和其他红色类胡萝卜素的合成被抑制。证明 &),- 基因是耐辐射奇球菌中控制红色类胡萝

卜素合成的一个关键基因。为阐明耐辐射奇球菌中类胡萝卜素参与的抗辐射和抗氧化机制奠定了一定基础，为进

一步研究类胡萝卜素在耐辐射奇球菌中的合成途径及功能提供了思路。
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耐 辐 射 奇 球 菌（ !"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(，简 称

GJ）为红色革兰氏阳性非光合细菌，它以对电离辐

射、紫外线、强氧化剂及化学诱变剂表现极强的耐受

力而著称［%］。有研究表明，GJ 高效的 GH( 损伤修

复系统和特异蛋白功能对其辐射抗性有贡献，但是

还不足以说明它具有的这种超强的适应机制［#，’］。

耐辐射奇球菌体内大量合成的类胡萝卜素可能对其

发挥重要作用［!，1］。然而，至今尚缺乏对其合成代谢

的分子基础和功能的深入研究。

类胡萝卜素的生物合成途径在光合微生物和植

物中已有相关的研究报道［"］，但在非光合细菌中研

究较少。其中，八氢番茄红素脱氢酶基因（ &),-）是类

胡萝卜素合成途径中的一个重要上游基因，它主要

通过 多 步 脱 氢 反 应 将 无 色 的 八 氢 番 茄 红 素

（I><QR4E4）转变为红色的番茄红素（O<DR)4E4）［.］，它

也是从无色类胡萝卜素合成红色类胡萝卜素的关键

基因。为研究耐辐射奇球菌体内类胡萝卜素的合成

途径和功能，我们运用 I/J 方法和体内同源重组技

术，对 &),- 基因进行了缺失突变，用 MIO/ 方法分析

了 &),- 基因突变后对色素组分及含量产生的影响。

通过不同剂量的电离辐射和不同浓度过氧化氢处理

突变株，对 &),- 基因的功能进行了研究。为在分子

水平上了解耐辐射奇球菌的类胡萝卜素合成途径、

功能与调控机制提供了研究基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒及生长条件：本实验使用的菌株、

质粒及其特性见表 %。大肠杆菌（.(&/")#&/#* &%0#）用

O0 液体培养基或含 %S1T琼脂的固体培养基，温度

’.U；! B )*+#%+’)*$( J% 用 3VW 培养基（1X5O 胰蛋白

胨，’X5O 酵母提取物，%X5O 葡萄糖）培养，温度 ’$U。

. B &%0# 转化用普通 /7/,# 法［2］，用 %$$!X5;O 的氨苄

青霉素（(;)）筛选；! B )*+#%+’)*$( 转化采用改良

/7/,# 法［-］，突变株用抗生素筛选，卡那霉素（Y;）用

量为 #$!X5;O。

表 ! 供试菌株和质粒

37Z,4 % [Q*7+E\ 7EC ),7\;+C\ ?\4C +E Q>+\ ]R*^
[Q*7+E\ 7EC ),7\;+C\ />7*7DQ4*+\Q+D\ [R?*D4
[Q*7+E\

.(&/")#&/#* &%0#
GM1" 1’2.!!，#0*&_,"-，/(+3%.， [QR*4 +E Q>+\ ,7Z

)"&4,，"$+4,，5)64-"，,/#9,，)"04,
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J% ‘+C4 Q<)4 \Q*7+E\（(3// %’-’-） [QR*4 +E Q>+\ ,7Z
K"% &),- X4E4 C4,4Q4C9;?Q7EQ 3>+\ \Q?C<
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!"!"# 主要试剂：本实验所用各种限制性内切酶、

!" #$% !"# 聚合酶、$"%&、#’()*+, 和分子量标准均

购自 %(-(.( 公司，%/ !"# 连接酶购自 ",0 12’3(2$
45*3(6 公司。氨苄青霉素和卡那霉素购自上海博亚

公司。亚克隆载体 7819:% ,(+; 购于 &)*<,’( 公司。

&=. 纯化和胶回收试剂盒购自 >5(’,2 公司。质粒

抽提试剂盒购自 ?<,’( 公司。番茄红素标准品购自

@5’<( 公司。引物合成和 !"# 测序反应均委托上海

博亚公司完成。

!"# !"#$ 基因缺陷性突变株的构建

如图 A 所示，以 & B ’$()*(+’$,- .A 基因组［AC］为

模 板，设 计 引 物 &A：DE:=8%8%%8=%%8=8#==%=
#####====#%:FE，&G：DE:=%8=#%88#%==8%=#%#=
88#%%==8=%%:FE（划线部分为 .$/H!位点）；扩增

产物 &=.A 为 0’12 基 因 的 上 游 序 列；引 物 &F：DE:
#%8=%8##8=%%8#=#8%###==%=88##8:FE（ 划 线

部 分 为 3),$"位 点 ），&/：DE:==#%#%%8=%#888
%=8=##=%8%%%%=8:FE，扩增产物 &=.G 为 0’12 基因

的下游序列；引物 &D：DE:%%=%#8##8=%%=%8=#8#
=8=8%=#%=%8=#8:FE（划线部分为 3),$"位点）与

&I：DE: #=#8#=88#%==%#8#####=%=#%=8#8=#%
=###%8:FE（划线部分为 .$/H!位点），以 7.#!-
质 粒 为 模 板［AA］，扩 增 产 物 &=.F 为 含 有 & B
’$()*(+’$,- .A 菌 8)*1J 启动子与卡那霉素抗性基

因融 合 的 一 段 序 列。 将 &=.A 与 &=.G 分 别 经

.$/H!和 3),$"酶 切 后 与 用 同 样 酶 双 酶 切 的

&=.F 片段连接，以此 F 段连接产物为模板，&A 与 &/
引物扩增得到含有卡那霉素抗性基因的产物 &=./，

通过同源重组方法将 &=./ 重组进入 & B ’$()*(+’$,-
.A 基因组中，以 GC#’K<J 卡那霉素筛选得到 0’12 基

因功能完全破坏的突变株 9IA（图 A）。

图 ! % $ "&’()’*"&+, %! 功能缺陷性突变株 &’! 的构建

L5’BA =*2+M)NOM5*2 *P MQ, 0’12 ’,2, PN2OM5*2:$,P5O5,2M 9IA

!"( 辐射 )% 和 *#+# 处理

!"("! $射线（IC =*）辐照处理：处理方法参照文献

［AA］。辐照处理独立进行 F 次，以 F 次的平均值作

为计数值。

!"("# HG?G 处理：处理方法参照文献［D］进行。

!", 类胡萝卜素的分析

!","! 色 素 的 提 取：取 对 数 生 长 中 后 期 的 菌 液

DC<J，DCCC)K<52 离心 AC<52，用 $$ HG? 清洗 G 次，沉

淀用 ARS<J 预冷丙酮K甲醇溶液（T U G，VU V）悬浮，室

温下避光振荡 AC<52，/W ACCCC)K<52 离心 AC<52，取

上清，沉 淀 重 复 抽 提 G X F 次 至 澄 清，提 取 液 置

Y GCW保存。

!","# 色谱条件：采用 Z(M,)+ GI[C #335(2O, 高效液

相色谱仪，H;7,)+53 ?!@:=AS 色谱柱（/RI<< \ GDC<<，

D#<），Z(M,)+:9533,225N< FG 色谱工作站，流动相为乙

腈:甲醇:异丙醇（/C U DC U AC，V U V U V），检测波长为

/TG2<，流速 CRS<JK<52，柱温 GDW，进样量 AC#J。

# 结果和分析

#"! !"#$ 突变株的构建及鉴定

为获得 0’12 基因缺陷突变株，通过 &=. 方法从

本实验室已经构建的 7.#!- 质粒上克隆了含有耐

辐射奇球菌 8)*1J 启动子的卡那霉素抗性基因（长

度为 ACSS67），反向插入 0’12 基因的上下游之间，同

源重组后抗性基因将 0’12 基因完全替换（图 A），通

过 GC#’K<J 卡那霉素抗性筛选得到了具有 0’12 基因

功能缺陷性突变株 9IA。通过 &=. 和酶切来鉴定

融合 !"# 片段插入的正确性。以上述 &A 与 &/ 引

物进行 &=. 反应，以 8)*1J 启动子内部含有的一个

4(5!酶切位点进行酶切验证。结果表明，以 9IA
基因组为模板扩增得到的全长片段为 G[IS67，它的

酶切片段长度为 AGCS67 和 ATIC67，与预期的 !"#
片段大小一致，能完全区分野生型菌株 .A 的 &=.
全长片段（FDGI67）。克隆的 !"# 片段通过测序进

一步验证了实验结果的正确性。

#"# !"#$ 基因突变对色素合成的影响

八氢番茄红素脱氢酶基因（ 0’12）在类胡萝卜素

合成途径中是位于比较上游的基因，催化无色的八

氢番茄红素脱氢生成红色的番茄红素，而番茄红素

又作为下一步反应的底物合成其他的类胡萝卜素。

实验发现，0’12 基因的完全缺失会导致红色的野生

型耐辐射奇球菌转变为完全无色的突变株。通过对

野生型 .A（图 G:#）和 0’12 基因突变株 9IA（图 G:4）

色素组分的比较分析可知，在 /TG2< 下，对照 .A 的

H&J= 图谱上出现多个洗脱峰，根据与番茄红素标

准品的比较，推断色谱峰 AF 为番茄红素。图中主要

峰 F 的紫外吸收特征与文献报道的 &5),*6$,17), 相

同［/］，图中其他峰有待进一步鉴定；而 9IA 突变株

的番茄红素以及其他红色类胡萝卜素组分均消失，

H&J= 分析结果与表型变化完全一致，证实了 0’12 的

突变。上述实验结果表明，耐辐射奇球菌中 0’12 基

AAG许镇坚等：耐辐射奇球菌 0’12 基因缺失突变株的构建及其功能研究 B K微生物学报（GCCI）/I（G）



因的突变确实会导致类胡萝卜素合成途径的中断，

从而使 !" 的类胡萝卜素组分发生变化，最终可能

对其生理功能产生影响。

图 ! 野生型 "# 和突变株 $%# 提取物的 &’()色谱图

#$%&’ ()*+ ,-./0/1$23 24 15- 6/021-32$7, 24 ! & "#$%&$’"#() ,10/$3 "8
/37 *"+, %-3- 49361$23:7-4$6$-31 ;<8& =："8；>：;<8?

图 * 辐射条件下野生型 "# 与突变株 $%# 的生存率

#$%&@ A90B$B/C 690B-, 420 ! & "#$%&$’"#() ,10/$3 "8 /37 15- *"+, %-3-
49361$23:7-4$6$-31 ;<8 42CC2D$3% -E.2,90- 12 !:0/7$/1$23& F/C9-, /0-
G-/3, 2H1/$3-7 402G 150-- $37-.-37-31 -E.-0$G-31,&

!+* 辐照条件下突变株的存活率

为了比较耐辐射奇球菌野生型菌株 "8 和 *"+,
基因功能缺陷株 ;<8 对!射线电离辐射抗性的差

异，我们观察了菌株在不同辐照剂量下的细胞存活

率。如图 @ 所示，野生型菌株 "8 生存率曲线呈现明

显的肩形，表现出极强的电离辐射抗性。’IIIJK 辐

照剂量对其生存率几乎没有影响，LIIIJK 辐照剂量

下仍有 MIN的存活率；而 *"+, 基因功能缺陷株 ;<8
受电离辐射影响较大，虽然 LIIIJK 辐照剂量下尚有

<IN的存活率，但辐照剂量升至 <IIIJK 时却只保留

’IN左右的存活率，远低于野生型菌株 "8 的 O’N
存活率。这表明，*"+, 基因在耐辐射奇球菌中发挥

重要作用，可能是 *"+, 基因的突变导致它所催化合

成的番茄红素以及下游的红色类胡萝卜素的缺失，

致使 ;<8 突变株不能及时清除辐照后体内大量产

生的自由基，最终可能导致细胞的死亡。可见，在电

离辐射条件下，番茄红素以及下游的红色类胡萝卜

素参与了耐辐射奇球菌的保护作用。

!+, &!-! 处理对菌体存活率的影响

为了进一步确认 *"+, 基因功能缺陷株 ;<8 对

自由基的敏感性，我们对 "8 和 ;<8 进行了不同浓

度 (’P’ 的处理，并考察了它们的存活率的变化情

况。图 L 的结果表明，在稳定生长期，M?I8GG2CQ*
(’P’ 条件下，85 内两者的存活率都在 MIN以上，而

;<8 突变株比对照 "8 要低 <N 左右；8M?<8GG2CQ*
(’P’ 下，’5 后 ;<8 存活率降为 <O?RN，"8 比对照

;<8 大约高出 ’<N；’M?8@GG2CQ* 高浓度下，;<8 的

存活率下降明显，’5 后存活率降为 L<N，而 "8 仍有

SON的高存活率，这一浓度下，前者比后者在存活率

上要低约 L8N。可见，稳定生长期内，*"+, 基因功能

缺陷株 ;<8 对不同浓度的 (’P’ 比野生型菌株 "8
均要敏感，高浓度条件下表现尤为明显。

图 , 不同浓度 &!-! 下野生型 "#和突变株 $%#的生存率

#$%& L A90B$B/C 690B-, 420 ! & "#$%&$’"#() ,10/$3 "8 /37 *"+, %-3-
49361$23:7-4$6$-31 ;<8 42CC2D$3% -E.2,90- 12 (’P’ ? F/C9-, /0- G-/3,

2H1/$3-7 402G 150-- $37-.-37-31 -E.-0$G-31,& =："8；>：;<8?

* 讨论

关于耐辐射奇球菌的研究已经进行了近 <I 年，

但对其超强抗性机制仍不清楚［8’］。虽然 !" 当前的

研究热点是高效 !T= 损伤修复系统和特异蛋白功

能，但类胡萝卜素作为抗氧化机制的重要成员无疑

对耐辐射奇球菌是有重要贡献的。本研究首次在耐

辐射奇球菌中对控制色素合成的关键基因——— *"+,
进行缺失突变，成功获得 *"+, 基因缺失突变株 ;<8，

利用 ()*+ 分析和鉴定了 *"+, 基因的缺失突变对色

素合成的影响。同时初步研究了不同剂量电离辐射

’8’ UV W5-3:X$/3 -+ #. & Q/*+# 0%*"&1%&.&2%*# 3%(%*#（’II<）L<（’）



对突变株的影响，进一步检测了 !"# 突变株对不同

浓度 $%&% 的敏感性。实验结果表明，!"#$ 基因的缺

失导致耐辐射奇球菌对电离辐射抗性受到影响，并

表现出对 $%&% 的敏感性。$’() 分析表明，!"#$ 基

因的突变致使 *+ 中红色类胡萝卜素的大量缺失，

可能是色素的合成途径由于 !"#$ 基因的突变而被阻

断，最终导致整个途径下游色素的合成被抑制，从而

使突变株 !"# 对电离辐射和 $%&% 敏感性显著增

加，表明番茄红素等红色类胡萝卜素对菌体的抗性

具有重要意义。类胡萝卜素为 *+ 体内抗氧化机制

的重要成员，它能粹灭单线态氧的产生及清除对

*,- 造成损伤的自由基，防止 *,- 损伤的加剧。作

为非酶体系的关键一环，它与 *+ 中存在的过氧化

氢酶（)-.）及超氧化物歧化酶（/&*）等酶类体系共

同组成了 *+ 体内的抗氧化体系［#0］。由于类胡萝卜

素的合成路径和调控关系的复杂性，相关工作有待

于进一步的研究。
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