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嗜盐菌素 !"#$% 基因簇克隆与分析

梅双双""，厉 云""，陆秋鹤，向 华"

（中国科学院微生物研究所 微生物资源国家重点实验室 北京 &$$$’$）

摘 要：采用基因组部分文库及锚定 K0L 技术，克隆了嗜盐菌素 M7-0’ 编码基因及其上下游可能的相关基因共约

.N%JO 的 PQ) 序列。序列分析表明已知序列至少含有 " 个 RL6，包括上游编码跨膜蛋白的 !"#$ 基因、编码可能的

调节蛋白的 !"#% 基因，编码嗜盐菌素 M7-0’ 及其免疫蛋白 M7-!的 &’()’ 基因、以及位于 &’()’ 基因下游的编码可

能的转运蛋白的 !"#*&，!"#*# 和 !"#*% 基因。这是国际上首次对嗜盐菌素基因簇可能的相关基因的克隆。
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嗜 盐 菌 素（M7-GC,<）是 由 极 端 嗜 盐 古 菌（:8I+4;4-F
>7-G*>,-,C 7+C>747）分泌到胞外的对其相近属或种的极端嗜盐

古菌具有抑制或致死作用的蛋白类抗生素［&］。最早的嗜盐

菌素 是 由 LGT+,=A4U9V7-4+7 及 其 同 事 于 &.’# 年 发 现 的［#］。

3G++4O-7<C7［%］于 &..! 年分析了 "’ 株极端嗜盐古菌之间的相

互作用，发现 "/ 株极端嗜盐古菌可以产生嗜盐菌素，而且它

们的抑菌谱存在差异，不同的抑菌谱可能代表不同的嗜盐菌

素。由此，他们得出结论：“产生嗜盐菌素是极端嗜盐古菌杆

菌的一个普遍特征。”目前已发现有上百株极端嗜盐古菌可

以产生嗜盐菌素，并已有 " 个嗜盐菌素 M7-M&、M7-M!、M7-M"、

M7-L&、M7-W’ 和 M7-0’ 的 蛋 白 被 纯 化［! ( .］，但 其 中 仅 有

M7-M!［2］、M7-W’［’］和本实验室分离纯化的 M7-0’［&$］的编码基

因已被克隆和测序。作为嗜盐菌素研究的最新进展，本实验

室近期在国际上还首次报道了嗜盐菌素 M7-0’ 的抗性（免

疫）基因及抗性机制，这也是在三域生命中首次发现一个基

因（ &’()’）同时编码蛋 白 类 抗 生 素（M7-0’）及 其 免 疫 蛋 白

（M7-X）的新机制［&$］。

但是参与嗜盐菌素表达调控、加工转运等的相关基因至

今还知之甚少。例如，嗜盐菌素大都是在从对数末期向稳定

期过渡时开始产生的［2，’，&$］，但可能的调控基因尚未克隆。

已完成序列分析的嗜盐菌素 M7-M!、M7-W’ 及 M7-0’ 均被证明

是由一个前体蛋白经剪切加工而成，并推测其前体是由极端

嗜盐古菌常用的双精氨酸转运途径（3E,<97+=,<,<4 I+7<@-GC7I,G<
*7I>E7F，简称 37I *7I>E7F）进行跨膜转运［&$］，但参与嗜盐菌素

剪切加工的基因，以及成熟肽向细胞外转运的机制还不清

楚。嗜盐菌素正是由于其在表达调控、免疫抗性、加工成熟

及作用机制等方面的特殊性及多样性，以及在极端嗜盐古菌

遗传操作体系等方面的应用前景［&$，&&］，现已成为研究极端嗜

盐古菌基本生命过程最重要的模型之一。目前已知的蛋白

类抗生素（如细菌素等）的合成相关基因通常都排列成基因

簇［&#，&%］，因此本研究开展了 M7-0’ 编码基因及上下游基因的

克隆和分析，有望为研究 M7-0’ 表达调控以及翻译后加工转

运的分子机制提供新的突破口。本研究将报道嗜盐菌素

M7-0’ 编 码 基 因 及 上 下 游 基 因 共 约 .N%JO 序 列 的 克 隆 和

分析。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 菌株和质粒：极端嗜盐古菌 )W/$.# 为嗜盐菌素 0’ 的

产生 菌 株，采 用 )W9&". 培 养 基 于 %/Y 培 养［.］。大 肠 杆 菌

（+,-!.’/-!/" -(#/）PM2"为基因克隆的宿主，采用 Z1 或 WR15
WR0 培养基于 %/Y培养［&!］；在需要时添加终浓度为 &$$#=5;Z
的氨苄青霉素作为抗性选择。*[0;93 载体购自上海生工，

将其用 PQ) 1-A<I,<= H,I（37H7L7）平滑化后自身环化成可复

制型式，命名为 *[0;93’载体，并用 + B -(#/ PM2"进行扩增。

质粒 *[01$% 是本实验室先前构建的质粒，该质粒携带有包

括 M7-0’ 编码基因（ &’()’）及其上下游部分序列共 "N%JO 的

片段［&$］，本研究将首次报道其全序列测定、分析，及其下游基

因的进一步克隆。

&’&’( 主要试剂和仪器：常用的缓冲液均按照《分子克隆实

验指南》进行配制。常用 限 制 性 内 切 酶、3! PQ) 连 接 酶、

PZ&2$$$ \7+J4+、PQ) 1-A<I,<= H,I 等购自 37H7L7 公司。 *"0
PQ) 聚 合 酶 购 自 华 美 公 司。HRP9*-A@ PQ) 聚 合 酶 购 自

3G]G1G 公司，经该酶扩增出的 K0L 产物为平末端。PX^ M,=>
K+,;4 PQ) Z7O4-,<= 7<T P4I4CI,G< WI7+I4+ H,I X、尼龙膜购自 LGC>4
公司。LQ7@4、蛋白酶 H、异丙基9$9P9硫代半乳糖苷（XK3^）和

29溴9!9氯9%9吲哚9$9P9半乳糖苷（_9^7-）购自欣经科公司。39
^+7T,4<I ." K0L 仪（1,G;4I+7 公司）；杂交炉（MFO7,T 公司）。



!"# $%&’()*+ ,-%’ 分析

根据已测序的 !" 基因序列［#$］设计一对引物 !"%&’(：)*+
!!!,!--!,-!.!!!--,+/* 和 !"%&’0：)*+,-!!-!.!,,,!,,
-.-!+/*，该引物通过 ’!0 反应可扩增出已知基因下游序列

/*端 1)$23 的片段，以此作为探针，用地高辛进行标记，方法

参照产品使用说明书进行。按文献［#)］的方法提取 .45$67
的总 89.，分别用 !"#!、!$%!、&’("、)*#"、+,-!酶切，

/5:过夜。电泳检测酶切完全后，取 #$#% 酶切产物进行琼脂

糖凝胶电泳分离后，转移至尼龙膜［#1］，以上述标记好的探针

进行杂交，方法参照 0;&<= 公司 >?@ 使用说明书进行。

!". 锚定 /01 反应

根据 4;A@<=BC 2D;@ 的结果，取经 &’("酶切的 .45$67 的

总 89. 与经 &’("酶切后的 3E!F+-’载体 #G:连接过夜，从

而将 HID!" 基因下游未知序列锚定在 3E!F+-’载体上。以该

连接产物作为模板进行 ’!0 扩增。正向引物为 !"%&(：)*+
!.,,.-.!!,!!!,-,.,+/*，是根据已测序的 3E!J$/ 质粒中

HID!" 基因下游序列设计的；反向引物用 3E!F+- 载体上的通

用引 物 K#/L3E! M?B=&@：)*+,-....!,.!,,!!.,-+/*。反 应

体系（7)#N）：#$ O PQ8+3DAR 89. 聚合酶缓冲液 7S)#N、M9-’
（7S$FF;DLN）7S)#N、K%4Q1（7)FF;DLN）##N、!"%&(（#$#F;DLN）

##N、K#/L3E! M?B=&@（#$#F;DLN）##N、PQ8+3DAR 89. 聚 合 酶

$S)E。反应条件：61: )F?C；61: #F?C，)": #F?C，57: /F?C，

7) 个循环；57: #$F?C。

!"2 /01 扩增产物的酶切、连接与转化

回收 />2 的 ’!0 扩增产物用 &’("酶切去除其中扩增的

载体序列，酶切产物与经 &’("、.%/0T 酶切过夜的 3E!F+-’

载体连接，因 PQ8+3DAR 89. 聚合酶扩增出的 ’!0 产物为平

末端该末端可与 .%/0T 酶切产生的平末端连接。77:反应

过夜后转化 . U %/(- 8H)$，将菌液涂于 已 涂 有 1$#N V+,ID
（7$F%LFN）和 1$#N W’-,（7$F%LFN）的氨苄平板，/5:培养过夜

后，挑取白色菌落筛选阳性克隆。

!"3 核酸序列的测定及序列验证

将筛选到的阳性克隆命名为 3J$1 送交上海生工生物工

程技术服务有限公司测序，所测序列用 4=XKIC 软件与质粒

3E!J$/ 中已测得的序列进行拼接。

根据 新 测 得 的 序 列 设 计 一 条 反 向 引 物 0Y$1$7：)*+
-!!,!!--,-!.!-,-!,+/*，其距引物 !"%&( 约 #>2，用该引物

与正向引物 !"%&( 分别以 3J$1 质粒及 .45$67 的总 89. 作

为模板进行 ’!0 反应，对克隆序列进行验证。

!"4 序列分析

运用 ,=C=-;;D 软件并结合极端嗜盐古菌基因的特点寻

找开放阅读框（Q0(）；用美国国家生物技术信息学中心（-<=
9I@?;CID !=C@=B Z;B J?;@=&<C;D;%[ WCZ;BFI@?;C，9!JW）的 JDIR@ 系列

软件与 ,=CJIC> 中的基因进行比对，寻找其保守的结构域，

判断其 可 能 的 功 能；运 用 -KHKK（<@@3：LL\\\U &2RU M@AU M>L
R=B]?&=RL-KHKKL）和 !;F3A@= 3WLK\ @;;D（<@@3：LL&IU =^3IR[U ;B%L
@;;DRL3?+@;;D U <@FD）软件对各个蛋白序列进行分析，了解各个蛋

白的性质，运用 -K3B=M 3B;%BIF（<@@3：LL\\\U &<U =F2C=@ U ;B%L
R;Z@\IB=L-K’0_8+Z;BFU <@FD）软件对蛋白的跨膜区进行预测。

# 结果

#"! $%&’()*+ ,-%’ 分析

4;A@<=BC 2D;@ 结果显示（图 #）：.45$67 总 89. 经 &’("酶

切后一大小为 G>2 的片段可与探针杂交，因 &’("酶切位点

位于已知序列中 /*末端上游 />2 处，所以该 G>2 片段下游的

未知片段大小应为 />2 左右，该片段大小适合进行 ’!0 反应。

图 ! $%&’()*+ ,-%’ 分析结果

(?%U # 4;A@<=BC 2D;@ IRRI[U .：.%IB;R= %=D =D=&@B;3<;B=R?R ;Z @;@ID
%=C;F?& 89. ZB;F @<= <ID;IB&<I=ID R@BI?C .45$67 M?%=R@=M \?@< !"#!

（DIC= #），!$%!（DIC= 7），&’("（DIC= /），)*#"（DIC= 1）ICM +,-!
（DIC= )）；J：-<= &;BB=R3;CM?C% 4;A@<=BC 2D;@ ;Z @<= 3IC=D .，AR?C% I
3B;2=（1)$23）M;\CR@B=IF ;Z @<= <ID;&?C !" %=C=U KU 8N#)$$$ KIB>=B，

’U -<= 3DIRF?M 3E!J$/； 8U -<= @;@ID %=C;F?& 89. ZB;F @<=
<ID;IB&<I=ID R@BI?C .45$67 \?@<;A@ M?%=R@=MU

#"# /01 扩增结果

根据 4;A@<=BC 2D;@ 分析结果，采用引物 !"%&( 和 K#/L3E!
M?B=&@ 进行 ’!0 反应，预期可扩增出大小为 />2 左右未知片

段。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测大小约为 />2，与预期

大小相一致（图略）。

#". 测序测定及验证

将克隆的未知序列进行全序列测定后，根据新测得的序

列设计一条反向引物 0Y$1$7，以 !"%&( 作为正向引物，分别

以 3J$1 质粒及 .45$67 的总 89. 作为模板进行 ’!0 反应，均

扩增出与预期大小相一致的约 #>2 的片段（图略），证明所测

得序列为已知序列 /*端下游序列。

#"2 序列分析结果

#"2"!HID!" 基因上下游序列中各开放阅读框确定：新测得的

序列经 4=XKIC 软件与质粒 3E!J$/ 中已测得的序列进行拼

接，得到大小为 6S/>2 的序列，该序列已申请 ,=CJIC> 号为

8‘#/5#1#。采 用 ,=C=-;;D #S$（ <@@3：LL\\\U 2?;@;;DRU &;FL
3B;MA&@RL%=C=@;;D U <@FD）分析已克隆的 HID!" 编码基因及上下

游序列，发现至少包含 G 个开放阅读框，经序列比对和部分

基因功能分析后分别将其命名为：0$(1 基因、0$(2 基 因，

34/5" 基因、0$(6#，0$(67 和 0$(6/（图 7 和表 #）。其中 34/5"
基因编码的原蛋白已证明可加工为嗜盐菌素 HID!" 成熟肽

及其免疫蛋白 HID!［#$］。

图 # 嗜盐菌素 05 编码基因上下游序列中各开放阅读框

(?%U7 HID;&?C !" =C&;M?C% %=C=（ 34/5"）ICM @<= Q0(R ?C ?@R &;C@=^@
R=XA=C&=RU -<= D;&I@?;CR ;Z @<= 3B?F=BR \=B= IDR; ?CM?&I@=MU

6#/梅双双等：嗜盐菌素 HID!" 基因簇克隆与分析 U L微生物学报（7$$G）1G（7）



表 ! 嗜盐菌素 "# 编码基因及上下游序列中各开放阅读框编码蛋白的性质

!"#$% & ’("$)*+* ,- ./% 0%012%0 34,.%+(* ,- 34,56 "(0 ./% 789* +( +.* 2,(.%:. *%;1%(2%*

789* <."4. "(0 *.,3 2,0%( 8%*+01% (1=#%4（""） !/%,4%.+2"$ >?@A" !/%,4%.+2"$ 3B C4%0+2.%0 -1(2.+,(
!"#$ &&D6 E FGHF DIJ DDDKJLKF &&LIJ C4%0+2.%0 .4"(*=%=#4"(% 34,.%+(
!"#% IFMI E J&KF FHM IKJ6GL&6 JLMJ C4%0+2.%0 .4"(*24+3.+,("$ 4%N1$".,4
&’()6 JIIK E D&6& F6I FMIGMLIJ JLFD O"$,2+( 56 34%214*,4
!"#*& HFDK E DF6F IFF IJKHMLGI JLJK C4%0+2.%0 3%4=%"*% 34,.%+(
!"#*F HD&F E GDM& IDM IMMFGLDK JLKF C4%0+2.%0 3%4+3$"*=+2 34,.%+(
!"#*I GGFF E MIGF DDK DG6&KLMD MLFM C4%0+2.%0 ’P5 .4"(*3,4.%4（.4"(*=%=#4"(%）

$%&%$ !"#$ 基因的结构及其编码的蛋白的性质：经序列分

析，发现在 !"#$ 基因的上游距其起始密码子（’!Q）FG 个碱

基处可能为一个典型的 !’!’ #,: 及 P8R，因此 !"#$ 可能受

图 ’ ()*+ 各跨膜区的预测

9+NSI !/% 34%0+2.%0 =%=#4"(%T*3"((+(N 4%N+,(* ,- O"$US !/% $,2".+,(*

,- +(*+0% 4%N+,(*（ ./+2V $+(%），=%=#4"(%T*3"((+(N 4%N+,(*（ #$"2V

#$,2V）"(0 ,1.*+0% 4%N+,(（./+( $+(%）,- O"$U "4% $"#%$%0 #) ./% (1=#%4

,- ./% "=+(, "2+0*S

自身启动子调控。通过 !>O>> 软件对其蛋白 O"$U 序列进

行分析发现其有 &F 个跨膜区（图 I），推测该蛋白可能定位在

膜上，是一个典型的膜蛋白。但目前未发现其与任何已知功

能蛋白存在同源性，而 W,4./%4( 杂交可检测到该基因呈组成

性表达。因此作为一个新的古菌蛋白，研究其生物学功能将

具有重要意义。

$%&%’!"#% 基因的功能分析：!"#% 基因位于紧邻 &’()6 基因

的上游，通过同源性比较我们发现，O"$8 与古菌的 ’4*8 家族

的调 控 蛋 白 有 着 较 高 的 相 似 性（>=’4*8&，>=’4*8F 和

>=’4*8I，图 J），提示我们 O"$8 可能是 O"$56 的调控蛋白。

在 O"$8 的氨基酸序列中我们找到了较为保守的 O!O =,.+-，
这表明 O"$8 可能是通过直接与 AW’ 序列结合来调节 O"$56
的转录。

图 & ()*, 氨基酸序列与其它古菌调控蛋白的同源性比较及 (-( ./012 预测

9+NSJ ’=+(, "2+0 *%;1%(2% "$+N(=%(. ,- O"$8 ?+./ "42/"%"$ .4"(*24+3.+,("$ 4%N1$".,4 "(0 34%0+2.+,( ,- O!O =,.+- S ’=+(, "2+0 *%;1%(2% ,- O"$8 +* "$+N(%0

?+./ "42/"%"$ .4"(*24+3.+,("$ 4%N1$".,4* 1*+(N ./% 34,N4"==% Q%(%A,2（X%4*+,( F S H S KF）S O%$+:T.14(TO%$+: =,.+- +* 34%0+2.%0 #) ./% O!O 34,N4"==%［&H］"(0

#,:%0S P$"2VT*/"0%0 *)=#,$* +(0+2".% 2,=3$%.%$) 2,(*%4X%0 "=+(, "2+0 4%*+01%*S O=C0#3，+"#("’,-#" ."’/0.(’1-/ ’!55 JIKJM 31.".+X% AW’ #+(0+(N

34,.%+(S
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!"#"# !"#$!，!"#$" 和 !"#$# 基因的结构及其编码的蛋白的

性质：!"#$! 基因位于 %&’($ 基因的下游，其编码蛋白方向与

其他基因相反。在其起始密码子上游有可能的启动子结构，

但并不典型。其编码的蛋白经同源性比对发现与 )"#’"&*+#"
,"&-.,’&/+- %&’’ (#)(* 基因组中的未知功能蛋白 ++,%’"!"-
蛋白同源性最高，同源性达 .#/。其有一个保守的推测的透

性酶结构域，推测其可能为转运相关蛋白（图 0）。!"#$" 基因

在其上游距其起始密码子（%&1）"0 个碱基处可能具有一个

较为典型的启动子结构，没有发现该基因有典型的终止子结

构。经 同 源 性 比 对 发 现 其 与 )"#’"&*+#" ,"&-.,’&/+- %&’’
(#)(* 基 因 组 中 的 推 测 的 类 似 234564,7894,:4,; <7+4<=5>64?
<+@274, 前蛋白同源性最高，同源性达 .(/。其编码的蛋白具

有保守的 %A’ 蛋白转运系统中的周质蛋白保守结构域，推测

该蛋白可能参与转运（图 0）。 !"#$# 基因的上游没有发现典

型的启动子结构，而 !"#$" 基因的下游没有发现典型的终止

子结构，推测这两个基因可能为共转录，须进一步作转录起

始位 点 加 以 确 定。 经 同 源 性 比 对 发 现 其 与 )"#’"&*+#"
,"&-.,’&/+- %&’’ (#)(* 中 的 >B=C527 2+5,><@+2 >D>276 <7+675>7
<+@274, 同源性最高，同源性达 -"/。该基因编码的蛋白具有

保守的 %A’ 转运系统中的透性酶相关蛋白结构域，推测其功

能可能是参与转运的（图 0）。

图 $ %&’()、%&’(! 和 %&’(* 可能的功能及其在细胞中的

可能定位
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* 讨论

本研究在已克隆的包含有 I5=’$ 基因及其上下游基因

共 .J#K9 基因序列的基础上，进一步运用锚定 L’M 的方法成

功克隆了其下游 #K9 的序列，使嗜盐菌素 I5=’$ 基因上下游

已知序列达 *J#K9 并完成了全序列测定及 17,A5,K 注册，这

是国际上首次对嗜盐菌素编码基因上下游基因的克隆和分

析。由 于 已 知 蛋 白 类 抗 生 素 如：,4>4,［!"］、>B924=4,［!"］ 和

N7+>5?4:4,［!#］等的合成、调控、加工、转运及免疫等的相关基因

通常均排列成基因簇，因此本文首次报道的嗜盐菌素上下游

可能的相关基因对于研究这种古菌来源的蛋白类抗生素的

分子生物学将具有极其重要的意义。针对克隆序列运用生

物信息学软件进行分析，预测出已知 I5=’$ 基因上下游序列

具有六个开放阅读框，分别命名为 !"#0 基因、!"#1 基因、

%&’($ 基因、!"#$!、!"#$" 和 !"#$# 基因。

I5=M 的编码基因位于 %&’($ 基因临近的上游位置，是所

克隆 *J#K9 范围内唯一的调控因子。因此 I5=M 可能通过与

%&’($ 启动子区的调控序列结合来调节其转录，这一序列可

能就是 %&’($ 启动子区已发现的正向重复序列［!)］。先前的

研究已经发现［*，!)］，%&’($ 在菌体从对数末期向稳定期过渡

时才开始转录，这可能正是由 I5=M 调控的。一些细菌素的

转录激活正是采用类似调控因子实现的［!"］。在 !"#1 基因之

后为 %&’($ 基因，该基因的功能和特点在文献［!)］中已论述

得较 为 详 细。紧 随 其 后 的 为 !"#$! 基 因，其 转 录 方 向 与

%&’($ 基因转录方向相反。在用 O’AP 中的 A=5>2 系列软件进

行序列分析之后发现，I5=&! 存在一个较为保守透性酶蛋白

的 6@24C，由于透性酶一般与细胞中物质运输相关，所以预测

!"#$! 基因可能编码转运相关蛋白。 !"#$" 基因编码的蛋白

有一个 %A’ 转运系统中的周质蛋白结构域，!"#$# 基因编码

的蛋白具有 %A’ 转运系统中透性酶的保守结构域。而在

!"#$" 与 !"#$# 基因之间没有明显的终止子结构也无明显的

启动子结构，推测这两个基因可能共转录，在转录后分别翻

译为 %A’ 转运蛋白系统的两个组份。这种情况类似于 O4>4,
和 QB924=4, 基因簇［!-］，O4>4, 和 QB924=4, 基因簇中均有三个相连

的 %A’ 转运相关蛋白，其功能与免疫相关，是将意外进入或

作用于细菌素产生菌的细菌素转运到胞外，以免被其损伤。

由此推测 I5=&!、&" 和 &# 可能是与转运相关的蛋白，其可能

的功能是将意外渗漏入 %Q-)*" 胞内的 I5=’$ 转运至胞外，协

助 I5=!起免疫作用。

综合以上序列分析信息，推测嗜盐菌素 I5=’$ 表达调控

的分子机制可能为：在菌体的生长到了对数生长期末期，菌

体数量增长到了一定程度，从而启动群感效应系统，通过一

定机制激活调节蛋白 I5=M，使其具有转录调节活性，启动

I5=’$ 的转录。I5=’$ 转录子翻译成 L+@’$，L+@’$ 经极端嗜古

菌常用的 &52 <523H5D 实现跨膜转运［!)，!$］，并通过其 O 端的一

段跨膜区锚定在膜上。可能的特异的蛋白酶这时将 L+@’$ 水

解成 I5=P 和 I5=’$，I5=’$ 即释放至胞外，而 I5=!则保留在

膜上［!)］。一旦 I5=’$ 靠近菌体细胞膜，I5=!即将其捕获，如

果尚有 I5=’$ 渗漏入胞内，I5=&!、&" 和 &# 就将其转到胞外，

以保护菌体免受 I5=’$ 的杀伤。其中，I5=’$ 的诱导表达因

子及膜受体可能为群感效应所通用的，其相关基因未必位于

I5=’$ 基因上下游序列中，但跨膜蛋白 I5=R 是否起信号传

导途径中的受体作用值得关注；而 &52 <523H5D 也是在嗜盐古

菌中大部分胞外蛋白所广泛采用的转运模式［!$］，所以该途径

相关基因可能也不在 I5=’$ 基因上下游序列中。但是目前

不能排除尚有参与 I5=’$ 表达调控及生物合成的部分基因

可能仍未克隆到，如编码特异剪切 L+@’$ 生成 I5=P 和 I5=’$
的蛋白酶基因等。所以，应进行进一步的基因克隆，以便发

现更多的与 I5=’$ 合成相关的基因。同时我们将采用基因

破坏、基因互补和生化分析等技术确定已克隆基因的确切功

能，以期全面了解 I5=’$ 表达、合成、加工、转运和免疫等的

分子机制。

参 考 文 献

［ ! ］ 厉 云，向 华，谭华荣 F 极端嗜盐古菌蛋白类抗生素 S 嗜

盐菌素的研究 F微生物学报，"))!，#!（(）：0)" S 0)0F
［ " ］ M@:+4;B7G8T5=7+5 E，UB7G 1，VB>3,7+ WUF I5=@?4,>：>5=28:7<7,:7,2

95?27+4@?4,> <+@:B?7: 9D 7X2+767=D 35=@<34=4? +@:>F ("2 3

4-*&’5-’#，!*$"，!+：!0! S !0(F

!"#梅双双等：嗜盐菌素 I5=’$ 基因簇克隆与分析 F Y微生物学报（")).）(.（"）



［ ! ］ "#$$%&’()*( +，+%,%-.%$ /，0%)1#,( 23 4$#5.*16#) #7 8(’#*6) 6, (

9$(*16*(’’: .)6;%$,(’ 7%(1.$% #7 ($*8(%(’ 8(’#986’6* $#5,3 <==>，!"## 3

$%%& 3 ’()*+,(+& 3 !"：?@< A ?@B3
［ > ］ 4’(1(, C， +%,%-.%$ /， 2D6’, E3 4.$676*(16#) ()5 &6#’#-6*(’

*8($(*1%$6F(16#) #7 8(’#*6) G< 7$#D -.&+/"*.0 1"2(#"**.3"( +?(3 43#

’()*+,(+&，?@@?，#：<B A <=3
［ B ］ H8%.)- I，J())( KI，L’H#))#$ M+，"# .& 3 /,#’(16#)，,%N.%)*%，

()5 %O9$%,,6#) #7 18% -%)% %)*#56)- 8(’#*6) G>，( &(*1%$6#*6) 7$#D

18% 8(’#986’6* ($*8(%#) -.&+/"*.0 1"2(#"**.3"( E>3 5 6.)#"*(+&，

<==P，!$"：B>Q A BB< 3
［ R ］ "#$$%&’()*( +，+%,%-.%$ /，E#5$6-.%FS0(’%$( T3 G(’#*6) GR，(

9$(*16*(’’: &(*1%$6#*6) 7$#D -.&+/"*.0 7(,,+38(( 3 5 9"3 ’()*+,(+&，

<=Q=，!%#：?RBB A ?RR< 3
［ P ］ G(F%’16)% H， G6’’ "， +#)1(’;#SE#5$6-.%F E， "# .& 3 U%*$%1%5

%.$:($*8(%(’ D6*$#8(’#*6), V6’’ 8:9%$18%$D#986’6* *$%)($*8(%(3 5

6.)#"*(+&，?@@<，!&%：?QP A ?=<3
［ Q ］ 4$6*% WX，U8()5 ET3 G(’#*6) UQ：( !RS(D6)#S(*65 D6*$#8(’#*6)

7$#D 18% 8(’#($*8(%(’ ,1$(6) UQ(3 5 6.)#"*(+&，?@@@，!&’：>=B< A

>=BQ 3
［ = ］ W6 Y， Z6()- G， W6. I， "# .& 3 4.$676*(16#) ()5 &6#’#-6*(’

*8($(*1%$6F(16#) #7 8(’#*6) HQ， ( )#;%’ 9%9165% ()16&6#16* 7$#D

G(’#&(*1%$6.D ,1$(6) 2,P@=?3 :0#*"1+%;(&"8，?@@!，$：>@< A >@P3
［<@］ U.) H，W6 Y，+%6 U，"# .& 3 2 ,6)-’% -%)% 56$%*1, &#18 9$#5.*16#)

()5 6DD.)61: #7 8(’#*6) HQ 6) ( 8(’#($*8(%(’ ,1$(6) 2UP@=?3

’+&")<&.* ’()*+,(+&+7=，?@@B，#$（?）：B!P A B>=3
［<<］ [’H#))#$ M+，U8()5 ET3 G(’#*6), ()5 ,.’7#’#&6*6),：18% %D%$-6)-

,1#$: #7 ($*8(%(’ 9$#1%6) ()5 9%9165% ()16&6#16*,3 5 432 ’()*+,(+&

6(+#");3+&，?@@?，’&（<）：?! A !<3
［<?］ U6%F%) EI，K.69%$, [4，5% 0#, \+3 H#D9($6,#) #7 ’()16&6#16* -%)%

*’.,1%$, ()5 %)*#5%5 9$#1%6),3 $3#+3(" >.3 !""<?"3;+"@，<==R，("
（?）：<P< A <Q> 3

［<!］ K($,1%) 2， 2)5$% C， H’(.56( H，"# .& 3 X6#,:)18%,6, #7 18%

W()16&6#16* +%$,(*656)：[$-()6F(16#) #7 ( 1:9% X ’()16&6#16* -%)%

*’.,1%$ 3 $%%&("2 .32 :3A(*+31"3#.& ’()*+,(+&+7=，?@@@，((（R）?BRB

A ?BP<3
［<>］ U(D&$##V I， T$61,*8 MT， +()6(16, "3 +#’%*.’($ H’#)6)-： 2

W(&#$(1#$: +().(’， ?)5 %53 ]%^ Y#$V： H#’5 U9$6)- G($&#$

W(&#$(1#$: 4$%,,，<=Q=3
［<B］ J(,U($D( U，T’%6,*8D()) M+3 G(’#986’%,，%53 ]%^ Y#$V：H#’5

U9$6)- G($&#$ W(&#$(1#$: 4$%,,，<==B，<P= A <Q@3
［<R］ J#55 /X，M-() IX3 /D9$#;%5 5%1%*16#) #7 8%’6OS1.$)S8%’6O J]2S

&6)56)- D#167, 6) 9$#1%6) ,%N.%)*%,3 B<)&"() $)(28 C"8，<==@，!&：

B@<= A B@?R3
［<P］ "#$,1%) U，U1%7() G，/$6)( U，"# .& 3 T.)*16#) #7 !.)#+)+))<8 &.)#(8

]6,6) 6DD.)61: -%)%, )6,/ ()5 )6,TMC (71%$ *##$56)(1%5 %O9$%,,6#) 6)

18% ,.$$#-(1% 8#,1 6.)(&&<8 8<,#(&(8 3 D;" 5+<*3.& +/ 6(+&+7().&，?@@!，

’$&（<）：Q= A =>3
［<Q］ E#,% E\，X$.,%$ "，K6,,6)-%$ IH，"# .& 3 25(91(16#) #7 9$#1%6)

,%*$%16#) 1# %O1$%D%’: 86-8S,(’1 *#)5616#), &: %O1%),6;% .,% #7 18%

1^6)S($-6)6)% 1$(),’#*(16#) 9(18^(:3 ’+& ’()*+,(+&，?@@?，)#（>）：

=>! A =B@ 3

!"#$%$& ’$( ’$’")*%* #+ &,$,* %$ -., /’"#0%$ !! &,$, 0"1*-,2

!"# $%&’()S*%&’()，+# ,&(，+- ./&S%0，1#234 5&’!
（$6’60 708 +’9:;’6:;8 :< !/=;:9/’> ?0*:&;=0*，#(*6/6&60 :< !/=;:9/:>:)8，@%/(0*0 2=’A0B8 :< $=/0(=0*，C0/D/() <@@@Q@，@%/(’）

34*-2’0-：5’>:=/( @Q（5’>@Q），E;:A&=0A 98 ’ %’>:E%/>/= ’;=%’0:( *6;’/( 2$P@=?，/* ’ )0(0S=:A0A E0E6/A0 B/=;:%’>:=/( ’(A %’* ’ F/A0
/(%/9/6:;8 *E0=6;&B ’)’/(*6 6%0 B0B90;* :< %’>:’;=%’0’3 G: /(H0*6/)’60 6%0 B0=%’(/*B* :< 6%0 )0(0 0IE;0**/:( ;0)&>’6/:(，6%0
E0E6/A0 E;:=0**/() ’(A 6;’(*E:;6’6/:( :< 6%/* %’>:=/(，’ =_!J9 K32 )0(0 =>&*60; =:(6’/(/() 6%0 %’>:=/( @Q 0(=:A/() )0(0（E;:@Q）’(A
:6%0; E:**/9>0 /(H:>H0A )0(0* F’* =>:(0A，98 *=;00(/() :< ’ )0(:B/= >/9;’;8 :< 2$P@=? ’* F0>> ’* ’(=%:;/() L@? 60=%(/M&03
$0M&0(=0 ’(’>8*/* /(A/=’60A 6%’6 /6 =:(6’/(0A ’6 >0’*6 */I :E0( ;0’A/() <;’B0*，/(=>&A/() %’>-，%’>?，E;:@Q，%’>G<，%’>G? ’(A %’>G!3
G%0 )0(0 %’>- 0(=:A0* ’ B0B9;’(0S*E’((/() E;:60/( 5’>-，9&6 /6* <&(=6/:( /* &(J(:F(3 G%0 )0(0 %’>? 0(=:A0* ’ E&6’6/H0 ;0)&>’6:;
E;:60/( 5’>?，/6* <&(=6/:( F’* A0A&=0A 6: ;0)&>’60 6%0 6;’(*=;/E6/:( :< E;:@Q )0(0，F%/=% 0(=:A0* 6%0 E;0=&;*:; <:; %’>:=/( @Q3 G%0
)0(0 %’>G<，%’>G? ’(A %’>G! >/J0>8 0(=:A0 6%0 6;’(*E:;60;* 5’>G<，5’>G? ’(A 5’>G!，6%0 <&(=6/:(* :< F%/=% F0;0 *E0=&>’60A 6:
6;’(*E:;6 6%0 %’>:=/( @Q :&6 :< 6%0 =0>>&>’; B0B9;’(03 G%/* /* 6%0 </;*6 ;0E:;6 :< )0(0 =>&*60; =>:(/() <:; ’(8 %’>:=/(3
5,)6#2(* ：5’>:=/( @Q；40(0 =>&*60; =>:(/()；$0M&0(=0 ’(’>8*/*；40(0 <&(=6/:(

N:&(A’6/:( /60B*：708 L;:D0=6 :< @%/(0*0 3’6/:(’> L;:);’B* <:; N&(A’B0(6’> ?0*0’;=% ’(A K0H0>:EB0(6（?@@>@CP<=R@!）；3’6/:(’> L;:);’B*

<:; 5/)% G0=%(:>:)8 ?0*0’;=% ’(A K0H0>:EB0(6 :< @%/(’（?@@>22R?R@<@）；3’6/:(’> 3’6&;’> $=/0(=0 N:&(A’6/:( :< @%/(’（!@BP@@?=）

! @:;;0*E:(A/() ’&6%:; 3 G0>‘N’I：QRS<@SR?RBR=<R；"SB’/>：I/’()%a*&( 3 /B3 ’= 3=(

?0=0/H0A：= 2&)&*6 ?@@B‘2==0E60A：?B O=6:90; ?@@B‘?0H/*0A：?! K0=0B90; ?@@B

??! +M/ U8.()-S,8.()- "# .& 3 ‘$)#. ’()*+,(+&+7(). E(3().（?@@R）>R（?）




