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摘 要：利用兼并 J3K 的方法克隆得到哈氏弧菌 5! 的 LMN 腺嘌呤甲基化酶（!"#）基因，序列分析表明该基因编码

$") 个氨基酸，与其它已知弧菌的 L9= 具有较高的同源性，其中与副溶血弧菌 L9= 的相同性达 )#O。功能检验表

明所克隆的 !"# 基因在大肠杆菌中具有 LMN 腺嘌呤甲基化酶活性，能够甲基化大肠杆菌染色体 LMN PN53 序列

中的腺嘌呤。运用染色体步移法获得 !"# 基因上游的 2$#& .Q LMN，发现该区域含有 2 个基因，其与 !"# 在染色体

上的相对排列顺序为：莽草酸激酶 F 脱氢奎尼酸合成酶 F !"#$ F !"#。对 !"# 上游 LMN 序列研究发现位于翻译

起点 N5P 上游的 "’.Q、&&$.Q 和 !"".Q LMN 片段皆具有启动子活性，但前者的活性明显高于后二者。
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LMN 甲基化在生物界是一种普遍机制，几乎存

在于所有生命体中［&］。目前已发现的甲基化皆由

LMN甲基转移酶（LMN =/,ST6,09A?U/09?/）所介导，该

酶能够利用 V;腺苷甲硫氨酸为底物，将其甲基转移

至腺嘌呤（N）的 M1 或胞嘧啶（3）的 3# 或 M! 位置

上［$，2］。LMN 甲基转移酶具有序列识别特异性，只

有当 N 和 3 位 于 某 一 特 定 序 列 内（ 如 PN53，

33WPP）时方可成为甲基受体。LMN 甲基化最早是

作为 限 制;修 饰 系 统 的 一 个 组 成 部 分 而 被 发 现

的［!，#］，该系统是生物在长期进化过程中形成的一种

自我保护机制，其中甲基转移酶所起的作用是甲基

修饰某些特定序列中的腺嘌呤或胞嘧啶，以此特征

将自身 LMN 与异源 LMN 区别开来。随后的研究发

现一些独立存在的甲基转移酶，其功能与限制;修饰

无 关。 LMN 腺 嘌 呤 甲 基 化 酶（ LMN 9E/A>A/
=/,ST69?/，L9=）即是这种类型的酶之一。L9= 广泛

存在于细菌中，如大肠杆菌，沙门氏杆菌，耶尔森氏

菌，奈瑟菌，以及霍乱弧菌等。与限制 F 修饰系统中

的甲基化酶不同，L9= 参与细胞生理代谢过程中的

许多重要方面，如通过影响 V/DN 与复制起点的结合

而调控染色体 LMN 的复制［1］，通过影响调控因子与

启动子靶位点的相互作用而控制某些基因的表达

等［"］。近年来研究表明在某些人类病原菌中 L9=
与细菌致病力密切相关，其基因敲除导致细菌毒力

大幅下降［’ ( &%］。基于其在细胞生命过程中所起的多

种作用，!"# 基因的研究将有助于加深我们对细菌

生命机制的理解。

弧菌为兼性厌氧类革兰氏阴性杆菌，广泛分布

于自然界中。弧菌科多种属是人类或养殖动物病原

性细菌，其中哈氏弧菌（%&’(&) *"(+,-&）能够感染多种

养殖水生生物（虾、鱼、贝等），是危害我国水产养殖

业发展的重要病原菌之一。本文报道了哈氏弧菌

!"# 基因的克隆、!"# 基因启动子活性的定位及分

析，为深入了解 L9= 在哈氏弧菌生命机制中的作用

奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：本 研 究 所 用 的 大 肠 杆 菌

（./0*,(&0*&" 0)1&）LX#!购自 59Y9K9 公司；<K$)$# 购

自于 M<4 公司。哈氏弧菌（%&’(&) *"(+,-&）5! 菌株为

本实验室自鱼体中分离。大肠杆菌 5*J&%"KV1# 和

质粒 QV31 参见文献［&&］。质粒 Q4K2$$ 和 Q4V;5 购

自于“天根生化科技（北京）有限公司”。QV3&&、Q4L
为本研究中所构建。

!"!"# 主要试剂和仪器：所有酶皆购自于 M<4 公

司；所有试剂、药品皆购自于上海生工生物工程技术

服务有限公司；各种纯化试剂盒皆购自天根生化科



技（北 京）有 限 公 司；实 验 中 所 用 !"# 仪 为 德 国

$%&’()*+ , -(*.&/+0；吸 光 值 测 定 采 用 1’(*.2+’
$%&.3%(/3(. 公司的 4(/(56+/) -*& 仪器。

!"!"# 引物：本研究所用的引物均由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成（表 7）。

表 ! 引物序列

,+80( 7 9:1 .(;6(/3(. &< )2( -*%’(*. 6.(= %/ )2%. .)6=>
!*%’(*. ?(;6(/3(.（@A! BA）
C=+’D7 111114"14"414"",,,"
C=+’DE 14"4,1",,411,1,,"4"4""
C=+’DF """444,,"111""44,"14"""
C=+’DG 41,1,""","114"411114"
C=+’DH 41,1,"1",444,"114,1"1,
C=+’D77 4,4111,11,"",414",,"4
C=+’#7 11"11111144,44",,"11
C=+’#E 4,141,14,44,"1,14,"44,
C=+’#B """444141,""1",1,,,"11,4
C=+’#@ 41,1,",1",4",",1,",1,"
I+3JKDE ,1,"""4441,,,111,,,"1"1"144111"14"
I+3JK#E 1,1,"""444,,114"41",,"1,,"1""

!"$ 细菌培养

大肠杆菌在 I$ 培养基中于 BGL培养。,F 在

I$ 培养基中于 BML培养。抗菌素的添加量为：氨苄

青 霉 素（ +’-%3%00%/， 1-）7MM !NO’I； 卡 那 霉 素

（P+/+’>3%/，Q/）@M!NO’IR
!"# %&’ 技术

质粒提取、9:1 琼脂糖凝胶回收、!"# 产物纯

化皆用“天根生化科技（北京）有限公司”相应试剂

盒。细菌基因组 9:1 提取按文献［7E］方法。"S半
乳糖苷酶酶活力测试按文献［7B］方法。染色体步移

采用 $9 4(/&’(T+0P(* U/%V(*.+0 Q%)（"0&/)(32，U?1）。

所有试剂盒的具体使用皆按厂家说明书进行。

!"( 质粒构建

,W!7M##?X@ 为携带有噬菌体##?X@ 的大肠杆

菌 ,W!7M。##?X@ 中含有大肠杆菌 !"#$ 基因，该基

因可以用引物 I+3JKDE 和 I+3JK#E 进行 !"# 而获

得。以 7M/N ,W!7M##?X@ 基 因 组 9:1 为 模 板，以

I+3JKDE 和 I+3JK#E 为引物按下列条件进行 !"# 反

应以获得 !"#$ 基因：YFL XM.；YFL FM.，@FL XM.，
GEL XM.，@ 个循环；之后改为 YFL FM.，XFL XM.，
GEL XM.，E@ 个循环；GEL 7M’%/。!"# 产物经纯化

后连接于 %#&#CO’()$ 处理过的 -?"X 中，重组质

粒命 名 为 -?"77。-$9 的 构 建 在“结 果 和 分 析”

中阐述。

!") 基因克隆

!")"! ,F *"+ 基因的克隆：以 7M/N ,F 基因组 9:1
为模板，以 C=+’D7 和 C=+’#7 为引物按下列条件进

行梯 度 !"# 反 应：YFL XM.；YFL FM.，温 度 梯 度

B@L Z @@L，XM.，GEL XM.，BM 个循环；GEL 7M’%/。

!"# 产物经纯化后连接于 ,1S克隆载体 -$?S,，连接

液转化入大肠杆菌 9[@%，在含有 1-（7MM!NO’I）、

\N+0（FM!NO’I）和 ]!,4（EF!NO’I）的 I$ 固体培养基

上筛选转化子。挑取白色转化子进行测序分析。

!")"$ !FGG、!77E 和 !GH 的 克 隆：以 7M/N ,F 基 因 组

9:1 为模板，分别以 C=+’DG 和 C=+’#@ 为引物 !"#
扩增 !FGG，以 C=+’DH 和 C=+’#@ 为引物 !"# 扩增

!77E，以 C=+’D77 和 C=+’#@ 为引物 !"# 扩增 !GH 条

件为：YFL XM.；YFL FM.，@7L XM.，GEL XM.，@ 个循

环；之后改为 YFL FM.，@FL XM.，GEL XM.，E@ 个循

环；GEL 7M’%/。!"# 产物经纯化后连接于 ,-"&处

理过 的 -?"77 中，重 组 质 粒 分 别 命 名 为 -?"FGG、

-?"77E 和 -?"GH。

!"* 核酸和氨基酸序列分析

所有序列分析比较皆通过 :"$]（:+)%&/+0 "(/)(*
<&* $%&)(32/&0&N> ]/<&*’+)%&/）80+.)（^^^R /38% R /0’R /%2 R
N&VO$I1?,）进行。,F *"+ 及相关基因的 4(/$+/P 序

列号为 _DFE7FXM。

$ 结果和分析

$"! 哈氏弧菌 +( 甲基化状态的确定

哈氏弧菌 ,F 基因组 9:1 经用 ./0&、./0$和

,")B1&酶切，酶切结果经 M‘Ha琼胶糖凝胶电泳后

（图 7）发现 ,F 9:1 对 ./0&和 ,")B1&敏感，而对

./0$则具有抗性，说明该菌中存在具功能活性的

9:1 腺嘌呤甲基化酶，在其作用下 ,F 染色体 9:1
处于被甲基化状态。

图 ! +( 基因组 %&’ 的 !"#!、!"#"和 $%&#’!酶切

分析

D%NR7 ./0&，./0$ +/= ,")B1& +/+0>.%. &< )2( ,F N(/&’%3 9:1R

b：9:1 ’+*P(*；7：U/=%N(.)(= ,F N(/&’%3 9:1；E，B +/= F：,F

N(/&’%3 9:1 =%N(.)(= ^%)2 ,")B1&，./0$ +/= ./0&，*(.-(3)%V(0>R

$"$ ’%( 基因的克隆和分析

通过分析已知弧菌属 *"+ 基因的序列确定出

X@H T1:4 [6+S0(% 12 "! R O3#2" 45#6&75&!&85#" ,505#"（EMMG）FG（@）



其共同的保守区域，据此设计兼并引物 !"#$%& 和

!"#$’&。以 !" 基因组 #$% 为模板，用 &’()*+ 和

&’(),+ -., 获得一 /0123 的 #$% 片段。根据这

/0123 #$% 序列设计引物 &’()*1 和 &’(),1，用其

进行染色体步移，由此获得了 !" "#$ 全基因。生

物信息学分析表明 !" "#$ 基因全长为 4"523，编码

160 个 氨 基 酸， 与 副 溶 血 弧 菌 （ !()*(+
,#*#-#.$+/01(234）、创伤弧菌（ !()*(+ 53/6(7(234）以及霍

乱弧菌（!()*(+ 2-+/.*#.）#()（789:(9; 序列号分别为

:%5555/+，%<5+=60>，%<55"/10）的同源性分别为

0>?、05?和 4+?。

!"# $% !"# 上游区基因序列的确定和分析

为了确定 !" "#$ 基因在染色体上的相对位

置，我们利用染色体步移的方法克隆了 !" "#$ 上

游的 /1>+ 23 #$%。序列分析发现在该区有两个紧

密相 邻 的 开 放 阅 读 编 码 框（@389 ,8(’A9B *C()8，
@,*），其大小分别为 +>5/23 和 ++5+23。@,*+>5/ 的

编码产物为 #()D 相关蛋白，其与副溶血弧菌、创伤

弧菌以及霍乱弧菌的同类蛋白（789:(9; 序列号分

别 为 :%5555/+、%<5+=60>、%<55"/10）的 同 源 性

（A’89EAEF）分别为 45?、=1?和 >"?。@,*++5+ 编码

/== 个氨基酸，其序列与副溶血弧菌和创伤弧菌的

脱 氢 奎 尼 酸 合 成 酶（ /G’8HF’CIJKA9(E8 LF9EH(L8，
789:(9; 序列号同上）的同源性分别为 0+?和 41?。

@,*++5+ 的上游为一截断的 @,*（ECK9M(E8’ @,*），其

编码的 . 端 +=0 个氨基酸与副溶血弧菌的莽草酸激

酶（LHA;A)(E8 ;A9(L8）具有 0"? 的相同性（ A’89EAEF）。

这 / 个基因与 "#$ 在染色体上的相对排列顺序为：

莽草酸激酶 N 脱氢奎尼酸合成酶G"#$8G"#$。

!"% $% !"# 基因的功能检验

为了检验所克隆的 !" "#$ 基因是否具功能活

性，以 !" 基因组 #$% 为模板，用引物 &’()*" 和

&’(),/ -., 扩增 "#$ 结构基因及 "//23 上游区

域。-., 产 物 纯 化 后 与 经 92+,& 处 理 过 的 质 粒

3:,/11 相连，连接液转化 "#$ N 大肠杆菌 <,101>，

将重组质粒命名为 3:#。将含有 3:# 和 3:,/11 的

<,101> 分别命名为 <,101>O3:# 和 <,101>O3:,/11。

将 <,101>O3:# 和 <,101>O3:,/11 过夜培养，提取其

基因组 #$%，分别用 :,6!、:,6"和 ;#3/%!酶

切。酶切结果（图 1）表明，与 <,101> 的 ’() N 基因

型一致，<,101>O3:,/11 的 #$% 对 :,6"和 ;#3/%
!敏感，对 :,6!具有抗性。与此相反，<,101>O3:#
的基因组 #$% 则对 :,6!敏感，对 :,6"具有抗

性，说明该菌的 #$% 处于被甲基化状态，即 3:# 所

携带的 !" "#$ 基因在大肠杆菌中能够表达并且具

有 #$% 甲基化酶的功能活性。

图 ! &’!(!)*+,- 和 &’!(!)*+,’#!! 基 因 组 -./ 的

$%&!、$%&"和 ’"(#/!酶切分析

*ABP1 :,6!，:,6" (9’ ;#3/%! (9(QFLAL IR EH8 B89I)AM #$% IR

<,101>O3:# (9’ <,101>O3:,/11S TP #$% )(C;8C；+，1，(9’ /：

<,101>O3:# B89I)AM #$% ’AB8LE8’ UAEH ;#3/%!，:,6" (9’ :,6

!，C8L38MEAV8QF；"：K9’AB8LE8’ <,101>O3:# B89I)AM #$%；>，= (9’ 6：

<,101>O3:,/11 B89I)AM #$% ’AB8LE8’ UAEH ;#3/%!，:,6"，(9’

:,6!，C8L38MEAV8QF；4：K9’AB8LE8’ <,101>O3:,/11 B89I)AM #$%P

!") !"# 启动子活性分析

为了确定 !" "#$ 基因上游序列是否具有启动

子活性，我们利用 3W.++ 对 !" "#$ 翻译起点 %!7
上游的 "6623 #$% 区进行了分析。3W.++ 的主要特

点是其含有一个去启动子的 /#2< 作为报告基因，该

基因的上游区设计有一个 ;=#!酶切位点，外源

#$% 可以由此插入；如果插入的外源 #$% 具启动子

活性，那么 /#2< 基因即可得以表达，并且其表达水

平可以作为一个反映异源启动子活性程度的指标。

在本研究中我们通过 -., 扩增（具体细节参见“材

料与方法”）得到位于 !" ’() 翻译起点 %!7 上游的

"6623 和 ++123 #$% 片段（分别命名为 -"66 和 -++1。

见图 /），-., 产物连接于 ;=#!处理过的 3W.++ 后

转化大肠杆菌 #X>#，重组质粒分别命名为 #X>#O
3W."66 和 #X>#O3W.++1。 将 #X>#O3W."66、#X>#O
3W.++1 和 #X>#O3W.++（即 #X>#带有 3W.++，作为对

照）点划于含有 DB(Q 的 Y: 固体平板上，发现前二者

皆为蓝色，而 #X>#O3W.++ 则为白色，说明 -"66 和 -++1

皆具启动子活性。分析 -++1 序列发现一个类似经典

$65依赖型启动子：7!7%%% !%%!..!7%7.!!.7!!7

%%%%%!（其中方框内序列分别为可能性 N /> 和

N +5）。将该启动子的 N +5 序列中的 %! 突变为 .7
导致该启动子活性完全消失，说明该启动子确为$65

依赖型。我们推测，如果 -++1的活性确为上述启动子

所致，那 么 去 掉 -++1 中 该 启 动 子 序 列 前 端 的

/"23#$% 应该不影响 -++1 的启动子活性。为了检验
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这一推测是否正确，我们克隆了位于 !" !"# 翻译

起点 #!$ 上游的 %&’( )*#，将其命名为 +%&。+%& 克

隆入 (,-.. 的 $%"!位点构成质粒 (,-%&。将携带

有 (,-%& 的 )/0"在含有 1234 的 56 固体培养基上

培养，发现其菌落为蓝色，说明 +%& 具启动子活性。

#7半乳糖苷酶活力检测结果表明，+"%% 和 +..8 活

性水平相似，而 +%&的活性则远高于 +"%% 和 +..8，约为

后者的 9:9 倍。

图 ! "#$$ 、"%%&和 "$’序列

;<2=9 )*# >?@A?BC?> DE +"%%，+..8 3BF +%& :!G? <H34<C<I?F ’D4F E3C?

>?@A?BC?> 3J? (DH?BH<34 (JDKDH?J ?4?K?BH>；HG? 43>H #!$ <> HG? HJ3B>43H<DB

>H3JH CDFDB DE HG? !" !"# =

! 讨论

在依据 .L,J)*# 序列的种系分析（(GM4D2?B?H<C
3B34M><>）中，副溶血弧菌是与哈氏弧菌亲缘关系最近

的一个种，二者的许多功能类似基因都具有相对来

说较高的同源性。与此一致，哈氏弧菌 !"# 与副溶

血弧菌 !"# )*# 序列具 &9N的相同性（前 %O.’(），

其编码的全氨基酸序列相同性则高达 O0N，相似性

（><K<43J<HM）达 O&N。不仅如此，哈氏弧菌与副溶血

弧菌的遗传相近性还表现在 !"# 基因上游 980.’(
的 )*# 区域，位于该区内的 9 个功能基因（莽草酸

激酶，脱氢奎尼酸合成酶和 !"#1）在哈氏弧菌与副

溶血弧菌中具高度保守性。就功能而言，莽草酸激

酶参 与 芳 香 族 氨 基 酸 合 成，是 莽 草 酸 合 成 途 径

（>G<P<K3H? (3HGQ3M）中的一个组成成分；脱氢奎尼酸

合成酶催化合成脱氢奎尼酸，是莽草酸代谢途径中

的关键酶之一；)3K1 为一细胞膜蛋白，在细菌中的

确切作用尚不清楚，但推测与细胞分裂和调控有关。

因而如同在其它细菌中一样［."］，在哈氏弧菌中 !"#
上游区基因与其功能无直接相关性。值得一提的是

目前已发现的 !"# 基因，如：& = ’()* !"#，&+%*,*"
’"+(-(.(+" !"#，/0+(#(,"1 23!+(42*)" !"# 等，多与芳

香族氨基酸合成相关的酶基因相连，说明这一区域

在进化过程中具有较高保守性。

有关研究表明大肠杆菌 !"# 具有数个启动子，

并且其表达是诱导型的，受细胞生长期的调控［.0］。

除了转录水平外，细菌对 )3K 的调控还体现在翻译

后水平，已发现 & = ’()* )3K 分子在胞内的存活时间

受蛋白酶 5DB 控制［.L］。在哈氏弧菌中，虽然 +"%% 和

+..8具备启动子功能，但其强度只有 +%&的三分之一。

造成这种现象的原因可能是 +"%% 和 +..8 在大肠杆菌

中的活性受到某种调控性因子的阻遏，该阻遏子的

识别R作用位点存在于 +"%% 和 +..8 中（如 位 于 其 0S
端），但不存在于 +%&中，因而 +%&的活性不受其影响；

另一种可能性是 +"%%和 +..8 0S端 )*# 能够形成某种

三维空间结构，该结构不利于 T*# 聚合酶或 ><2K3
因子对于启动子序列的识别和结合，从而导致 +"%%

和 +..8 活性的降低。需要强调的是，由于相关实验

是在大肠杆菌中进行的，因而在哈氏弧菌中 +"%%、

+..8和 +%&是否具有启动子活性及其彼此间启动子活

性水平的差异等尚需进一步研究。鉴于 )3K 在其

它细菌中的各种已知功能（参与调控染色体 )*# 复

制、基因表达、细菌毒力等），我们推测，如果 +"%% 在

哈氏弧菌中确具启动子功能，那么其活性很可能是

受某一R些细胞因子所控制的，这些调控因子的功能

类似物可能也存在于大肠杆菌中，从而造成本研究

中所观察到 +"%%活性低于 +%& 的现象。当然，这些推

测的正确性如何尚需进一步实验验证。
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