
!" 卷 # 期

$%%" 年 &% 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：’&% ( ’&)

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! *+,-./0 $%%"

基金项目：山东省优秀中青年科研奖励基金（$%%123%1%&$）

"通讯作者 4 5/6：718#)787$!$’%7；98:;<6：.=>?@ A>;?4 />?4 +B
作者简介：黄伟红（&’7% C ），女，山东人，硕士研究生，主要从事分子微生物学的研究。98:;<6：=D="$#$@&1)E +-:
收稿日期：$%%"8%$8&$；接受日期：$%%"8%)8$$；修回日期：$%%"8%"8&7

./012(3(-$/ 3(//0*&& !" 铁载体合成相关基因 "4/5
的克隆与功能初步分析

黄伟红，丁延芹，姚良同，杜志兵，杜秉海"

（山东农业大学生命科学学院微生物学系 泰安 $"&%&7）

摘 要：从棉花根际分离的铁载体产生菌 9&，其 &13 0FGH 与 !"#$%&’&()" ’&""#*++ H5II2HH8’’ 的同源性为 &%%J。

采用三亲本杂交方法将携带转座子 5B#8&%1) 的质粒 KLM&%1); 导入 9& 中进行转座子插入诱变。利用 IH3 法，从

&%%% 个突变株中，筛选到一株铁载体合成缺失突变株 9&8&7#。利用 5HNM8OIL 方法，扩增位于 5B#8&%1) 两端的侧翼

序列。测序结果表明，转座子插入到 9& 的 ,-". 基因内。该基因与 !"#$%&’&()" #(/&’&01+*) M!7 的 ,-". 同源性为

’1J，其 IPAN 氨基酸序列相似性为 ’"J。该基因与半胱氨酸的合成密切相关，而在加有半胱氨酸的 IH3 平板上，突

变株恢复了铁载体产生能力，证明 ,-". 在 9& 铁载体合成过程中具有重要作用。据推测，,-". 可能与铁载体合成途

径中关键蛋白 ;+P6838OIOA 的形成有关。
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微生物铁载体就是生长在低铁环境中的细菌和真菌合

成的一种具有高 R/（!）专一性的低分子量的铁螯合剂［&］。

植物根际中具有铁载体合成能力的微生物通过竞争铁营养，

不仅能够改善自身的营养状况，还能够供给植物铁营养或通

过与植物病原菌竞争铁营养达到生物防治的作用［$］。

微生物铁载体的结构依产生菌不同而有很大差异，一般

根据其螯合基团的化学特性分为三大类：羟胺类铁载体，儿

茶酚类铁载体和共同拥有以上两类螯合基团的铁载体［)］。

与铁载体合成、转运和调节相关的基因位于基因组或质粒

上，常以操纵子的形式存在［!］。铁载体合成基因又包括铁载

体各个组成部分的合成基因和催化合成最终铁载体的基因。

铁载体转运相关基因包括外膜受体蛋白基因、转运蛋白基因

及调控以上基因活性有关的基因。与铁载体合成相关的许

多蛋白都属于非核糖体合成肽［!］。非核糖体合成肽的合成

不需 要 :LGH 做 模 板，肽 链 的 延 伸 是 由 一 系 列 的 ;+P6838
/BSP:/ 催化形成酰基硫载体蛋白（;+P6838OIOA）来催化的［!］。

IPAN 蛋白是硫代谢过程当中的重要酶［#］，催化亚硫酸盐转化

成硫化氢，进而合成 M8半胱氨酸，进一步合成辅酶 H。辅酶

H 在磷酸泛酰巯基乙胺转移酶的催化作用下，为 OIO（肽酰

基蛋 白）提 供 巯 基（83T），由 HK-8OIO 活 化 形 成 T-6-8OIO，

T-6-8OIO 参与到铁载体的合成过程当中形成 ;+P6838OIOA，组

成铁载体的单体分子在 ;+P6838OIOA 的转运作用下组合成铁

载体［!］。

本文对从棉花根际分离的一株铁载体产生菌 9& 进行了

鉴定；利用转座子 5B#8&%1) 进行插入诱变，筛选铁载体合成

缺失突变株，并进行了相关基因的克隆和功能初步分析。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和质粒：实验采用的菌株和质粒参见表 &。

表 " 菌株和质粒

5;.6/ & 2;+,/0<;6 A,0;<BA ;B> K6;A:<>A

3,0;<BA ;B>
K6;A:<>A

I=;0;+,/0<A,<+ 3-?0+/

9& O0->?+<BU A<>/0-K=-0/A，I=60 5=<A 6;.-0;,-0P

9&8&7#
F/V<+</B+P <B A<>/0K=-0/A APB,=/A<A，

I=60，W;B0
5=<A A,?>P

2 4 ,&*+ FT#" T-A, -V K6;A:<>A 5=<A 6;.-0;,-0P

KLM&%1); I;00P<BU 5B#8 *$345，W;B0
XB<Y/0A<,P -V
Z-0[，XW

KLW$%&) T/6K/0 K6;A:<>，W;B0 5=<A 6;.-0;,-0P
K\9]85 /;AP I6-B<BU ;B> A/^?/B+<BU Y/,-0，H:K0 O0-:/U;

"#"#$ 主要试剂和仪器：限制性内切酶、FGH ];0[/0、蛋白酶

W、NO5\ 和 _8\;6 等购自 5;W;L; 公司；6)7 FGH 聚合酶、!8$

FGH O-6P:/0;A/、FGH 凝胶回收试剂盒和抗生素等购自上海

申能博彩公司。引物的合成由上海英俊生物技术有限责任

公司完成。OIL 仪器型号为 58\0;></B, ’1。



!"# 培养基和培养条件

!"、突变株和大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）#$%!均采用 &’
培养基，在 ()*培养。抗生素所用浓度：!" 为 +,"-./& 氯霉

素（012）；突变株为 +,"-./& 氯霉素（012）和 (,"-./& 卡那霉

素（345），! 6 #)*’ #$%!（78&",9(4）和 ! 6 #)*’ #$%!（783+,"(）

为 (,"-./& 卡那霉素（345）。

!"$ 铁载体产生菌 %! 的鉴定

参照文献［9］对分离物进行生理生化鉴定，"9: ;#<= 扩

增 使 用 通 用 引 物 >"： %?@0A--4BCC=A=ADDDA=D00DA
A0D0=A==0A==0A0D@(?；>9：%?@0A--4BCCD=0AA0D=00DDADD
=0A=0DD0=0000@(?。

!"& %! 铁载体合成缺失突变株的筛选及验证

转座子 D5%@",9( 对 !" 进行诱变参见文献［)］。采用

0=:（01;E/F 4GH;E2 :）法［I］检测突变株产铁载体能力。根据

D5%@",9( 中 的 *+,- 序 列 设 计 引 物 %?@DAA=D0A0DDDADD
0AA0@(?和 %?@D00=DD=A0DD0===D00A0=@(?，进 行 >08 验

证。

!"’ ()* 提取

!" 总 #<= 提取按文献［)］进行；质粒 #<= 提取按文献

［J］进行。

!"+ 目标基因的克隆

参照文 献［",］介 绍 的 D=K&@>08 方 法，克 隆 突 变 株 中

D5%@",9( 的侧翼序列，所用的特异性引物见表 +。

表 # ,*-./012 使用的特异性引物

D4L2F + D=K&@>08 M7FCNONC 7;N/F;M

>;N/F; <E6 >;N/F; MFPHF5CF（%?!(?）
D8" DA0AA=D===D0AAD==A0A
D8+ =000D0DA=DA=A=DAADD=DDA=
D8( 0A==A=A==0=0=A=DDD=A000
D&" AA0DA00DD0AD0=0DA=D
D&+ 000==A=D0=DADA==0DD00
D&( 0DD=A0DD=DA=ADDD0=00DAAD

<EBFM：D8，8N-1B M7FCNONC 7;N/F;M；D&，&FOB M7FCNONC 7;N/F;M6

图 ! %!/!3’ 基因组的 ,*-./012 产物电泳图谱

QN-6" >;ERHCBM EO D=K&@>08 EO B1F /HB45B !"@"I%S =：>;N/4;T >08；’：:FCE5R4;T >08；0：DF;BN4;T >08；U：+,,,L7

#<= 24RRF;；" V )：D=K&@>08 7;ERHCBM HMN5- B1F 4;LNB;4;T RF-F5F;4BF 7;N/F;M =#" V =#)，;FM7FCBNWF2T6

以 !" 总 #<= 为模板，根据序列设计引物，#."/>"：%?@
DA0=DA0D=A00DA=A=0=@(?； #."/>+： %?@ AA0DADD0D@
D==DA=DD0A0@(?，用 01+ #<= 7E2T/F;4MF，扩增完整的目标

基因。

!"4 ()* 序列测定和分析

将 >08 产物连接到 7A!U@D F4MT 载体上，转化大肠杆菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）#$%!。序列测定由上海英俊生物技术有限

责任公司完成。通过 AF5’45X 进行序列同源性分析。

!"3 互补验证实验

分别接种新鲜的 !"、!"@"I% 于不含半胱氨酸和含半胱

氨酸 +%"-./& 的 0=: 平板上，()*培养 " V +R，观察其生长及

产生铁载体的情况［""］。

# 结果

#"! 铁载体产生菌 %! 的鉴定

从棉花根际分离的铁载体产生菌 !" 可以利用葡萄糖

作为碳源，在 7$)S% 的环境下生长，具有明胶液化能力，水解

淀粉，耐受 ,S,,"Y溶菌酶，生长温度范围为 Z* V Z"*，不能

耐受酯酶 D[FF5I,，无反硝化能力等。这些生理生化特性表

明 !" 属于 0"%+2)3)4("。!" 的 "9: ;#<=（AF5’45X =CCFMMNE5
<E6 #\I()),J）与 0"%+2)3)4(" 3)""%*’’ M76 5EW6 =D00’==@
JJD［"+］的同源性为 ",,Y。

#"# 铁载体合成缺失突变株的筛选

利用 D5%@",9( 对 !" 进行随机插入诱变，获得了 ",,, 个

突变株。通过 0=: 平板检测，从中筛选出 " 个铁载体合成缺

失突变株 !"@"I%。!"@"I% 在 &’ 平板上 能 够 正 常 生 长，在

0=: 平 板 上 生 长 较 弱。分 别 以 !"、!"@"I% 的 总 #<= 和

78&",9(4 质粒为模板，根据 D5%@",9( 的 *+,- 序列设计引

物，进行 >08 扩增，并进行序列测定。>08 产物大小和测序

结果证实，!"@"I% 铁载体合成能力的缺失是由于 D5%@",9( 插

入到 !" 基因组的相关基因中所引起的。

#"$ %!/!3’ 基因组中 ,5’/!6+$ 侧翼 ()* 片段的分离和序

列测定

采用 D=K&@>08 方法，以突变株 !"@"I% 的总 #<= 为模

板，分别用特异性引物 D&"、D&+、D&( 和随机兼并引物，扩增

D5%@",9( 左侧序列（图 "），用特异性引物 D8"、D8+、D8( 和随

机兼并引物，扩增 D5%@",9( 右侧序列。将第三轮 >08 产物

连接在 7A!U@D F4MT 载体上，进行序列测定，将得到的序列去

掉同向重复的靶序列 A=00DAA=0，拼接得到完整序列。将

该序列进行互联网检索（1BB7：..[[[6 5CLN 6 52/6 5W6 -EW.）。根
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据 !"# 序列分析，该基因与 !"#$%&’&()" #(*&’&+,-.) $%& 的

/0"1 同源性为 ’()。对由 !"# 序列衍生的氨基酸序列在

*+,-.,/ 的蛋白质库中进行比较，其 0123 氨基酸序列相似性

为 ’4)。根据测序结果，设计上游和下游引物，通过高保真

506 扩增，获得 ! 7 ’&""#.-- 89 的 /0"1（*+,-.,/ #::+22;<, "<7
8=9%>’’9），大小为 9(?>@A，编码 ??B 个氨基酸。转座子 C,?D
9B(> 插入到 /0"1 的第 9>9? 个碱基处，为第 %>4 和 %>& 个氨基

酸之间。该区域是亚硝酸盐和亚硫酸盐还原酶 %=+D%E 功能

域，该功能域为半胱氨酸的合成提供巯基。

!"# ! $ "#$$%&’’ %& ()$* 的功能验证

将 89 和突变株 89D9&? 分别接种于不含半胱氨酸和含

有 F?!GHI$ 半胱氨酸的 0#E 平板上，在 >4J下进行培养。

结果表明，在添加半胱氨酸的 0#E 平板上，突变株 89D9&? 恢

复了铁载体合成能力（图 F）。这说明，/0"1 不仅与半胱氨酸

合成有关，而且与 89 铁载体的合成有关。

图 ! %&’&() 在普通 *+, 平板上和含有半胱氨酸的 *+,
平板上的生长情况

=;G7 F 5K+,<L1A;: .,.M12;2 <N 2;O+P<AK<P+2 AP<OQ:L;<, @1 89 .,O LK+

IQL.,L 89D9&?R #：0#E AM.L+；-：0#E AM.L+ S;LK F?!GHI$ :12L+;,+7

- 讨论

本实验获得了 89 菌株的铁载体合成缺失突变株 89D
9&?。89D9&? 完全丧失了合成铁载体的能力，在低铁环境下

生长微弱，在含有 F?!GHI$ 半胱氨酸的 0#E 平板上生长正

常，并且能够产生铁载体。对 89D9&? 的基因组进行 C#3$D
506 扩增和测序，研究表明，转座子 C,?D9B(> 插入到 89 基因

组的 /0"1 的亚硝酸盐和亚硫酸盐还原酶 %=+D%E 功能域当

中，亚硝酸盐和亚硫酸盐还原酶 %=+D%E 功能域的突变影响

巯基的形成，微生物不能合成半胱氨酸，导致合成铁载体能

力缺失。5.L+M 等对非核糖体肽类铁载体的合成过程的研究

表明 $D半胱氨酸可以和 .I;,<.:1MDED+,T1I+ 产生共价结合形

成酰基硫载体蛋白（.:1MDED5052）［9>］。这些都说明，半胱氨酸

直接参与了铁载体的合成，/0"1 是铁载体合成相关基因。这

也进一步证明铁载体的合成与生物的硫代谢过程是密切相

关的［99］。!.@@<Q22; 等认为 !"#$%&’&()" ’&""#.-- 2A7 ,<U7能够

产生 A1<U+PO;, 类型的铁载体［9F］。本文首次报导了其铁载体

合成相关的 /0"1。

致谢 本文所使用的质粒 A6$9B(>. 和 A6VFB9> 由中国农业

大学杨苏声教授实验室提供。在此谨表感谢！
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《微生物学报》真诚欢迎刊登广告

《微生物学报》（双月刊）创刊于 !YSQ 年，由中国微生物学会和中国科学院微生物研究所主办，是我国微生物学领域唯一的

综合性学报级期刊和国家自然科学核心期刊，被国内外多家重要的文摘刊物和数据库收录。曾多次被评为优秀科技期刊。

本刊历史悠久，发行量大，内容涵盖面广，主要报道普通微生物学，工业、农业、医学和兽医微生物学，免疫学以及与微生

物学有关的生物工程等方面的研究成果和科研进展。一直受到国内外科研工作者、高等院校师生和相关企业界的欢迎。

本刊提供广告服务，分为彩色图版、黑白图版及彩样装订 Q 种形式，刊登与微生物学相关的试剂、仪器、设备及生物技术等

方面的产品信息，为您开拓在微生物学领域新的发展空间。本刊态度严谨，信守协议，已与众多生物技术公司建立了长期的

合作关系。

需刊登广告的客户，可以通过电话、(H2)F 与我们联系获取具体版位及报价，双方经协商确定版位后将签署正式的广告刊

登合同。欲了解更多信息，欢迎登录本刊网站 +66A：\\_,B@-2F J )HJ 2CJ C-\‘B(82, 查看广告服务专区。广告经营许可证：京海工商

广字第 =!<; 号。
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