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()*超螺旋的能力上存在明显差异
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摘 要：极端嗜热古菌———芝田硫化叶菌（ !"#$%#%&"’ ’()&*+*,）基因组含一对亲缘关系较远的同源基因，’’(0$& 和
’’(0$&#。这对同源基因编码的蛋白（F@;0$G和 F@;0$G#）属于古菌 F7B0$G HI(结合蛋白家族。关于 F@;0$G以及与其
极为相似的硫矿硫化叶菌（! A ’%#$*+*-)."’）F@D0$G、嗜酸热硫化叶菌（! A *.)/%.*#/*-)"’）F7B0$G蛋白已有较多研究，推
测这些蛋白可能在染色体组织和包装、HI( 重组、基因表达调控等方面起作用。克隆并在大肠杆菌中表达了
’’(0$&#基因，纯化了重组 F@;0$G#蛋白。免疫印迹定量分析表明，’’(0$&#在芝田硫化叶菌中有表达，但其细胞含
量仅相当于 F@;0$G的约十分之一。重组 F@;0$G#对双链 HI(的亲和力低于 F@;0$G。此外，F@;0$G#和 F@;0$G在与
双链 HI(结合时表现出相似的凝胶阻滞模式。有意思的是，F@;0$G#固定 HI(负超螺旋的能力明显低于 F@;0$G。
这些结果提示，F@;0$G和 F@;0$G#可能具有不同的生理作用。
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所有完成了基因组序列测定的嗜热古菌都至少编码一

个 F7B0$G蛋白家族的成员［0，#］。尽管目前对于 F7B0$G家族蛋
白的功能还一无所知，但这些蛋白在古菌中的广泛存在表

明它们可能发挥着非常重要的生理作用。目前对于 F7B0$G
蛋白家族的了解主要来自对嗜酸热硫化叶菌（ !"#$%#%&"’
*.)/%.*#/*-)"’）的 F7B0$G、芝田硫化叶菌的 F@;0$G蛋白的研究
工作［# & "］。已有的研究表明，F7B0$G和 F@;0$G在细胞中的
含量极为丰富。硫化叶菌 F7B0$G家族蛋白能够在体外与双
链 HI(结合，这种结合不表现明显的序列特异性。早期的
电镜观察显示，在不同浓度下，F7B0$G与 HI(形成结构不
同的复合物［!，"］。例如，在较低浓度下，F7B0$G能够包裹两
条双链 HI(形成螺旋状结构。在先前的研究中，本实验室
发现，F@;0$G（最初称为 F@;0#［%］）具有固定 HI(负超螺旋的
能力，而且这种能力受温度的影响［#］。最近，由于认识到

F7B0$G家族成员在嗜热古菌中普遍存在，关于这些蛋白的
研究迅速升温。#$$# 年，/3,, 等发现，F@D0$G（他们称为

(,G7）在细胞内以乙酰化形式存在，他们进而从硫矿硫化叶
菌细胞提取液中分离得到了与 F@D0$G形成复合物的 F+*#蛋
白的类似物［’］。F+*#是一种在古菌、细菌及真核生物中都存
在的、依赖于 I(HK 的蛋白去乙酰酶［4］。在体外实验中，

F@D0$G经 F+*#去乙酰化后表现出更强的 HI(结合能力及转
录抑制［’］。近来，先后有 !个 F7B0$G家族成员的晶体结构得
到了解析［- & 0#］。对这些结构的分析显示，F7B0$G家族蛋白在

结构上与 HI7@3L的 I末端 HI(结合域和大肠杆菌翻译因子

L6%的 .末端相似。基于上述研究结果，F7B0$G蛋白家族被
认为可能参与古菌染色体的组织、基因表达的调控或者 HI(
的重组和修复。

芝田硫化叶菌除了编码 F@;0$G，还编码与其同源的旁
支类似物（M7*7,D><3）F@;0$G#［0］。F@;0$G#基因的 %N末端与编
码反向旋转酶的 OD)P基因的 %N末端部分呈反向重叠。在近
来完成基因组序列测定的硫矿硫化叶菌和头蔻玳硫化叶菌

（!"#$%#%&"’ +%0%/*))）基因组中也都发现了具有类似定位的

’’(0$&#的同源基因 ’’%0$&#（Q3=/7=R 登录号：(95$$"’0"）
和 ’+%0$&#（Q3=/7=R 登录号：I.5$$%0$"）。这些基因的产物
与包括 F@;0$G在内的其它 F7B0$G家族成员在序列上有明显
的差异［0，#］。例如，F@;0$G#在氨基酸序列水平上与 F@;0$G仅
有 %#S的同源性，而后者与 F7B0$G家族中非硫化叶菌属成
员之间的同源性却达到了 !0S & 1!S。在先前的研究中，
我们对芝田硫化叶菌中主要的、序列非特异性 HI(结合蛋
白进行了仔细的搜寻，但却没有发现 F@;0$G#［#，0%］。所以，

’’(0$&#在细胞中是否有效表达以及 F@;0$G#在与 HI(相互
作用方面是否与 F@;0$G相同都是尚待解决的问题。
在本研究中，我们克隆并在大肠杆菌中表达了

’’(0$&#。对重组蛋白进行纯化后，制备了抗 F@;0$G#的特异
兔抗体。采用免疫印迹方法，检测了 F@;0$G#在芝田硫化叶
菌细胞中的表达情况，发现 F@;0$G# 在细胞中的含量



（!"#$%）仅为 &’(#!)的约 #!%。&’(#!)*对双链 +,-的亲和
力低于 &’(#!)，且两者在固定 +,-负超螺旋的能力上存在
明显差异。因此，我们推测，&’(#!)*和 &’(#!)可能在细胞
中起不同的作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：芝田硫化叶菌 -.//0##$1购自 -2345678
.9:3 /;<=;43 /><<36=5>8；大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）+?0!、@A*#
（+BC）来自本实验室保存；:B.##7质粒来自 &=47=7D383公司。
!"!"# 试剂：+(, +,-聚合酶，.E多聚核苷酸激酶，.E +,-
连接酶，碱性磷酸酶偶联的羊抗兔 FDG抗体，限制性内切酶
为 H4>23D7产品；,@.I@/FH为 J>6(3产品；所有层析柱均购自
H(7427657；HK+L膜购自 @5>J7M；N<=47O433PE 离心超滤管购自
Q5<<5:>43；［"R C*H］-.H 为中国亚辉生物工程公司产品；经 H-GB纯
化的短寡核苷酸由上海生工和博亚生物工程有限公司合成。

!"# 芝田硫化叶菌的培养
采用 @4>6S的基础培养基［#E］，添加胰胨（!"*%）及蔗糖

（!"#%），1!T培养。
!"$ 基因克隆和表达
采用 H/J方法从芝田硫化叶菌基因组中扩增 ’’(#!)*

基因，所用引物为：0UP//GG--../-.-.G-/-G-----..
---.GPCU；0UP/G/GG-.//....-G.---///./..--GPCU（下划
线处为 -.%#和 /(0?#位点）。H/J产物经 -.%#和 /(0?

#酶切后连接至 :B.##7质粒。将重组质粒转化到大肠杆菌
+?0!菌株中。对插入片段序列进行测序验证后，将质粒转
化到大肠杆菌 @A*#（+BC）菌株中。诱导 ’’(#!)*基因的表达
时，将含重组质粒的大肠杆菌转化子接种至含氨卞青霉素

（V!$DI2A）的 A@培养基中，C$T摇动培养至 12V!!!!"1。添

加 FH.G至终浓度为 #22><IA后，继续培养 C(。
!"% 蛋白质的纯化
收获诱导后的大肠杆菌，并将其悬浮于 #!22><IA .45’P

?/<，:?1"!，#22><IA B+.- 中。添加溶菌酶至 !"*2DI2A、
W/<至 *2><IA。经两轮冻融裂解细胞。裂解液置于 ET、
#*$!!! X D离心 #(。取上清，$0T处理 #0258。ET、#*$!!! X D
离心 C!258。样品对缓冲液 -（C!22><IA 磷酸钾，:?V"V，
!"#22><IA B+.-，!"#22><IA +..）透析后，上样于经缓冲液
-平衡的 Q>8> &柱（#2A）。用含 ! Y #2><IA W/<梯度的缓冲
液 -洗脱。合并含有 &’(#!)* 的组分，采用截留分子量为
0!!!的 N<=47O433PE离心超滤管浓缩后，上样于 &;:34M3Z *!!
柱（*02A）。合并含有 &’(#!)* 的组分，对 *!22><IA .45’，
:?$"V，#22><IA B+.-，#22><IA +..，#!% 甘油透析后，
R *!T保存。采用 A>[49法［#0］测定蛋白浓度。
!"& 抗体制备与免疫印迹
利用重组 &’(#!)*制备兔抗血清。参照文献［#V］，从抗

血清中纯化抗 &’(#!)* 的特异抗体。蛋白样品经 &+&PH-GB
（#0%）分离后，电转移至 HK+L膜上。以纯化的 &’(#!)*抗
体为第一抗体、与碱性磷酸酶偶联的羊抗兔 FDG抗体为第二

抗体，获得免疫印迹。条带染色强度采用 &(527M\; /&P]C!
双波长光度计扫描定量。

!"’ 电泳迁移率改变试验（()*+）
取 ! Y *!$2><IA &’(#!)*) 或 &’(#!)，与 0U末端标记的

V!):双链 +,-片段（其中一条链的序列为：0UPG-./////-
-.G/../G.../G.-./-/-/-////---G//../.G/...G
--.G/.G//PCU）在 *!22><IA .45’P?/<， :?$"V， #!22><IA
QD/<*，#22><IA +..和 #!!$DI2A @&-溶液（总体积 *!$2><IA）

中混匀，**T保温 #!258。采用 .E多聚核苷酸激酶及［"R C* H］

-.H对 +,-片段的 0U末端进行标记。在预电泳至恒定电流
的聚丙烯酰胺胶（1%）中对样品进行非变性电泳。电泳缓冲
液为 !"# X .@B［#V］。电泳后，干胶、对 ^光片曝光。
!", 缺刻闭合分析
参照文献［#C］进行。

# 结果和讨论

#"! *-.!/0#的基因克隆、表达和纯化

先前，我们在芝田硫化叶菌细胞裂解液中寻找主要的

序列非特异 +,-结合蛋白时，没有发现 &’(#!)*蛋白［*，#C］。
为了研究这个蛋白，我们将 ’’(#!)* 基因克隆至表达载体
:B.##7上。经 FH.G诱导，含重组质粒的大肠杆菌细胞合成
了一个大小符合 &’(#!)*预期分子量的多肽。经过热处理和
两步柱层析，将该多肽纯化至电泳纯（图 #P-）。基质辅助激
光解吸电离P飞行时间质谱法（Q-A+FP._L）测定结果显示，
纯化蛋白质的分子量与去掉 ,末端甲硫氨酸残基的 &’(#!)*
的预期分子量相同。根据这一结果以及下述免疫印迹和生

化数据可以确认，纯化的蛋白为 &’(#!)*。采用本研究中的
诱导和纯化方法，从 #A诱导后的细胞中可以获得$ Y 12D纯
化的 &’(#!)*蛋白。

图 ! !!"!/##基因在芝田硫化叶菌细胞中的表达分析
L5D‘ # BZ:43’’5>8 >O =(3 ""$#!3* D383 58 4 ‘ "$’3(5(% ‘ &72:<3’ [343

’;)a36=3M => &+&PH-GB（#0 % :><97649<725M3），78M =(3 D3< [7’ ’=7583M

[5=( />>27’’53 )45<<578= )<;3（-）>4 :4>63’’3M O>4 522;8>)<>==58D（@）‘

A783’ # 78M E，4 ‘ "$’3(5(% <9’7=3；<783’ * 78M 0，:;45O53M 436>2)5878=

&’(#!)*（!"0$D）；<783’ C 78M V，:;45O53M 436>2)5878= &’(#!)（*$D）‘

H>’5=5>8’ >O 2><36;<74 27’’ ’=78M74M’（58 S5<>M7<=>8’）743 58M567=3M‘

#"# 芝田硫化叶菌细胞中 *-.!/0#的含量
序列分析显示，在 ""$#!3*基因两侧存在着较为典型的

古菌启动子和终止子等调控元件（图 *）［#1，#]］。为了了解

E*C GN_ J;> %5 (* ‘ I6#5( 7’#&)3’)*)8’#( 4’9’#(（*!!V）EV（*）



!!"!"##基因是否在芝田硫化叶菌细胞中表达，我们制备了
重组 $!"!"##蛋白的特异抗体。利用这种抗体进行免疫印
迹实验，发现芝田硫化叶菌细胞裂解液中存在一条与

$%&!"’#蛋白电泳迁移率相似的蛋白条带（图 !()）。因此，我
们推测，芝田硫化叶菌合成 $%&!"’#。由于 $%&!"’和 $%&!"’#
之间的序列相似性较低，抗 $%&!"’#的抗体只能与 $%&!"’蛋
白发生微弱的相互作用。为了测定 $%&!"’#蛋白在细胞中的
含量，我们制备了芝田硫化叶菌细胞裂解液，并用 *+,-.
法［!/］测定了其蛋白浓度。将已知蛋白浓度的细胞裂解液和

纯化 $%&!"’#蛋白样品分别稀释后进行 $0$(1234分析，再
通过免疫印迹检测 $%&!"’#条带。采用 $&56789: ;$(<="双波
长光度计对条带作扫描定量。根据纯化 $%&!"’#蛋白染色强
度与蛋白浓度之间的关系，我们发现，芝田硫化叶菌合成

的 $%&!"’#大约占细胞蛋白总量的 ">!?@。我们还采用同样
的方法（只是用抗 $%&!"’抗体代替了抗 $%&!"’# 抗体）测定
了 $%&!"’蛋白在细胞中的含量。结果显示，$%&!"’大约占细
胞蛋白总量的 !>A@。这一数值低于我们先前通过对芝田硫
化叶菌裂解液和纯化 $%&!"’蛋白样品进行 $0$(1234分析，
然后比较 $%&!"’条带位置考马斯亮蓝 B(#/"染色强度获得
的值（约 C@）［#］。我们认为，由于染色后相邻条带信号的干
扰以及可能存在迁移率与 $%&!"’相近的蛋白，裂解液样品
中 $%&!"’ 条带处的扫描信号可能不只是来自于 $%&!"’ 蛋
白，因此，测定的 $%&!"’细胞含量可能偏高。根据本研究的
结果，芝田硫化叶菌细胞中 $%&!"’#的含量大约仅为 $%&!"’
的十分之一。这也解释了为什么在以前的研究中我们没有

能够发现 $%&!"’#。

图 ! !!""##!基因的旁侧调控区域
D5EF # BGE:H7I+-. -GE5+J% KH7JL5JE I&G !!"!"## EGJGF

!$% &’("#)!与 *+,的结合
尽管同属于 $7M!"’蛋白家族，但系统发育学分析表明，

$%&!"’#等硫化叶菌属 !"’# 蛋白构成了独立于以 $%&!"’为
代表的古菌 !"’蛋白的分支［!］，提示硫化叶菌编码 !"’# 和
!"’基因的分歧发生在硫化叶菌种间分化之前。那么，!"’#
蛋白与 0N2的相互作用是否与 !"’一样呢？我们首先采用
电泳迁移率改变试验（4O$2）比较了 $%&!"’#和 $%&!"’与双
链 0N2短片段的结合。随着结合反应体系中重组 $%&!"’#、
重组 $%&!"’或天然 $%&!"’浓度的增加，=# 1标记的 A"’P 0N2
片段被阻滞而依次形成四条清晰的阻滞条带（图 =）。当蛋白
浓度超过一定的临界值（ Q ! R !"S / 6+HT*）后，在第四条阻滞
带以上的弥散信号变得明显起来，显示形成了分子量较大

的蛋白(0N2复合物。继续增加蛋白浓度时，出现了迁移率

更低的蛋白(0N2 复合物。因此，$%&!"’# 的 4O$2 表现与
$%&!"’一样，呈现出依赖于蛋白浓度的、从低结合密度模式
向高结合密度模式的转变［#］。另外，重组 $%&!"’#、重组
$%&!"’和天然 $%&!"’与 A"’P片段以低密度方式结合时产生
相同数目的阻滞条带表明，这 =个蛋白与 0N2的结合位点
大小一致。根据阻滞 /"@标记 0N2片段所需蛋白量判断，
重组 $%&!"’#（表观 U8 为 ">A Q !>= R !"S A 6+HT*）对双链 0N2
亲和力略低于天然 $%&!"’（表观 U8 为 ">V Q !>A R !"S ? 6+HT*）

和重组 $%&!"’（表观 U8为 !>A Q =>! R !"S ?6+HT*）。

图 % &’("#)!、&’("#)与 -#).双链 *+,片段的结合
D5EF= )5J85JE +K $%&!"’# 7J8 $%&!"’ I+ 7 A"(’P 8+:’HG(%I-7J8G8 0N2

K-7E6GJIF *7JG% ! Q !!，P-+IG5J M+JMGJI-7I5+J% ,G-G "，">"C，">"V，

">!A，">=!，">A=，!>#/，#>/，/，!" 7J8 #"!6+HT*，-G%PGMI5WGH.F

!$/ &’("#)!对 *+,拓扑学性质的影响
无论在真核生物、细菌还是古菌中，绝大多数参与染色

体组装的 0N2 结合蛋白都具有固定 0N2 超螺旋的能
力［#，!=，#" Q #=］。我们先前发现，$%&!"’具有固定 0N2负超螺
旋的能力，而且这种能力在温度升高时得到增强［#，=］。在本

研究中，我们用缺刻闭合的方法研究了 $%&!"’#在不同实验
温度（#/X，C/X，A"X和 V"X）下对 0N2高级结构的影响
（图 C）。该方法包括以下主要步骤：首先，取待测试蛋白质与
单切刻质粒 0N2结合；然后，加入 0N2连接酶封闭 0N2切
刻；再加入蛋白酶 U和 $0$去除结合在 0N2上的蛋白质；最
后，测定闭环 0N2的超螺旋程度。0N2的超螺旋程度反映
了蛋白质对 0N2拓扑学性质的影响。该实验的结果表明，
重组和天然 $%&!"’在不同实验温度下固定 0N2负超螺旋的
能力非常相似。C/X、蛋白T0N2质量比为 !时，两者只有较
弱的固定负超螺旋的能力；随着实验温度的提高，这种能力

逐步增强，当温度达到 V"X（即芝田硫化叶菌的最适生长温
度）、蛋白T0N2比值为 ">/时，两种蛋白表现出很强的固定
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负超螺旋的能力。与 !"#$%&不同，重组 !"#$%&’在 (%)、蛋
白*+,-比为 $ 时，才表现出微弱的 +,-负超螺旋固定能
力，.%)时，这种能力稍强。这些结果显示，!"#$%&’ 固定
+,-负超螺旋的能力弱于 !"#$%&。

图 ! "#$%&’(、"#$%&’对 )*+拓扑学性质的影响
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生化研究的结果表明，广古菌和泉古菌（如硫化叶菌）

可能采用了不同的染色体组装机制［’3］，但是，嗜热古菌（包

括广古菌和泉古菌的成员）普遍含有 !:7$%&家族蛋白的事
实提示，古菌中这两个不同的进化分支可能在染色体组装

的某些方面采用了类似的策略以适应高温生长条件。我们

先前发现，!"#$%&在细胞内含量极为丰富，而且在生理温度
下具有很强的固定 +,-负超螺旋的能力。!:7$%&家族蛋白
的这些特点与推测的它们在染色体组织中的作用相符［’，J］。

!"#$%&’等硫化叶菌 $%&’蛋白是硫化叶菌 $%&蛋白的远缘旁
支类似物（@:>:A91F6"），在先前的蛋白组分分离实验中尚未
找到过这类蛋白。因此，硫化叶菌是否合成这类蛋白、这类

蛋白的性质如何一直是没有解决的问题。本研究结果表明，

!!"$%#’基因在芝田硫化叶菌细胞中是表达的，但 !"#$%&’
的细胞含量较低，仅为 !"#$%&的十分之一；更重要的是，尽
管 !"#$%&’也能结合 +,-，但其固定 +,-负超螺旋的能力
较低。我们推测，!!"$%#’和 !!"$%# 在进化过程中发生了分
化，尽管两个基因编码的蛋白可能都参与了染色体的组织，

但它们在生理功能上可能存在差别。目前，我们正在尝试

采用遗传学方法分析这种差别。
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《微生物学报》综述文章投稿要求

我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。为使此栏目更加新颖并更

具可读性，AKKD年 J月提出具体要求。欢迎大家根据要求，跟踪投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。
!E 本刊主要刊登微型综述（U,’, $-2,-&），来稿字数最好控制在 YKKK字以内（不包括参考文献）。
AE 综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。
DE 参考文献应控制在 JK篇以内，近 D年发表的文献不少于 !K篇。
JE 应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。
YE 应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。
ZE 欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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