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耐辐射球菌基因 DRB0099 缺失突变株的构建及逆境分析 
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(3浙江大学原子核农业科学研究所，杭州 310029) 

摘要：耐辐射球菌(Deinococcus radiodurans R1)有着极强的辐射抗性。研究其抗辐射的机理对于处
理放射性废料有着潜在的应用价值。在耐辐射球菌的基因组中 , 许多序列的功能未知。其中
DRB0099 尤为引人注意。将DRB0099 缺失突变构建该基因的突变株。对野生型和突变体进行比
较后发现, 在正常生长条件下的前期阶段(0~16 h), 突变体生长速度比野生型慢。16 h 以后, 野生
型逐渐进入稳定生长期。这时, 突变株的生长速度高于野生型。但是, 野生型的浓度一直高于突
变株。表明在DRB0099被删除后, 耐辐射球菌的生长可能受到了阻滞。在紫外线照射的条件下, 尽
管野生型随着照射剂量的增加, 存活率越来越低, 但是要比突变体高许多。野生型具有比突变体
更强的修复DNA双链断裂的能力。DRB0099 可能直接参与了对DNA的修复。突变体对H2O2的敏

感程度高于野生型, 表明野生型耐辐射球菌在对抗活性氧保护其蛋白质、DNA或者DNA修复方面
具有比突变体更强的功能。在低浓度H2O2处理条件下, 尽管野生型和突变体的存活率都出现下降
趋势, 但二者的差值并不大。随着H2O2剂量的增加, 二者的差值越来越大。表明随着活性氧浓度
的增加, 蛋白质和DNA损伤的数量增加, 失去DRB0099 基因功能的突变体比野生型更容易受到损
伤。在紫外线照射处理或者H2O2处理条件下, DRB0099能够保护蛋白质和DNA。 
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耐辐射球菌对于电离辐射有着极强的抗性[1]。研

究耐辐射球菌抗辐射的机理对于清除和稳定放射性废

料具有重要的潜在应用价值, 目前对耐辐射球菌进行
工程改造以用于处理辐射污染的研究正在进行[2]。 

高效的DNA修复能力被认为是耐辐射球菌抗辐
射的重要原因[3]。在耐辐射球菌基因组序列中, 许多
基因被预测可能参与了DNA修复[4]。但是, 耐辐射球
菌基因组中功能已知的参与DNA修复的基因的数目
比大肠杆菌少许多[2]。这意味着耐辐射球菌的强辐射

抗性可能应归因于功能未知的基因或途径[5]。 

对耐辐射球菌进行辐射处理后发现 , 操纵子
(DRB0098~DRB0100)的表达发生了显著变化 [5], 暗
示这 3个基因可能直接参与了DNA的修复过程。对
DRB0098和DRB0100进行突变后发现, 野生型与突
变体对辐射处理后存活率的差别并不大 (另文发
表)。DRB0099 可能是该操纵子中参与DNA修复的
核心成员。本研究详细报道了DRB0099突变体的构
建过程, 对突变体和野生型在紫外线照射和H2O2处

理后的存活表现进行了比较。并对DRB0099在耐辐
射球菌中的作用进行了讨论。 
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1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 本文中所用到的菌株和质粒列

于表 1。文中用到的基因序列参考已经发表的基因
组序列(http://www.tigr.org/tigr-scripts/CMR2/genome 
Page3.spl?database=gdr)。来自于耐辐射球菌的所有
菌株均用 TGY 培养基(0.5% tryptone, 0.3 % yeast 
extract, and 0.1 % glucose)或者 TGY平板(1.5% agar)
在 30℃条件下进行培养。所有的大肠杆菌菌株均用
Luria-Bertani (LB)培养基或者 LB 平板在 37℃条件
下进行培养。 
 

表 1  本文所用到的菌株和质粒的详细情况 
Table 1  Information about the strains and plasmids 

used in this paper 
Stranins and 

piasmids Description Reference 

D.Radiodurans 
R1 ATCC13939 [6] 

TBK11 As R1 but ⊿drb0099 This study 
   

E.Coli JM109 

RecA1, endA1, gyrA96, 
thi-1, hsdR17, supE44, 
relA1, ⊿ (lac-proAB)/F, 
[traD36, proAB+, lac 1q, 
lacZ  ⊿M15] 

TaKaRa 
Dalian, China 
(中国, 大连) 

PMD19-T 
Vector  TaKaRa 

PRADK  [7] 

pTBK  This study 

PTBK  This study 

 
1.1.2  主要试剂和仪器：实验所用紫外灯为LP UV 
lamp (15 W; Philip)。中央波长为 254nm。T4 DNA
连接酶、限制性内切酶Aor51 HⅠ和  ApaⅠ购自
TAKARA。DNA测序由北京奥科进行。大肠杆菌感
受态细胞为本实验室自备。Taq DNA聚合酶、dNTP
和IPTG为上海生工产品。DNA ladder、质粒提取试
剂盒和凝胶回收试剂盒购自TIANGEN公司。其它生
化试剂均购自宝赛生物工程有限公司。 
1.2  存活率测定 

挑取野生型或者突变体单克隆, 用TGY液体培养
基 30℃条件下进行培养。当OD600=1.0时, 取 50 µL培
养物转接到 500 mL TGY中继续在 30℃条件下进行培
养。每 2 h测 1次培养物的浓度。所有过程均在无菌环
境下进行。所有测量均重复 3次, 取平均值。 
1.3  紫外线照射处理 

紫外灯与样品之间的距离为 25cm。从培养平板
上挑取单克隆转接到TGY培养基中。30℃条件下进
行培养, 直到OD600=0.5。将培养物用 20 mmol/L磷

酸缓冲液稀释到 10-5倍。取 10 mL稀释后的培养物
放在直径为 60mm的玻璃培养皿上进行紫外线照射。
照射时间分别为 0、2、4、6、8、10和 12 min。每
个处理重复 3次。取 100 µL照射后的培养物涂布于
TGY平板上。30℃条件下放置 36 h。查数并计算存
活率(以照射 0min的样品为对照进行计算)。 
1.4  H2O2 处理 

从培养平板上挑取单克隆转接到TGY培养基中。
30℃条件下进行培养, 直到OD600=0.5。将培养物用 20 
mmol/L磷酸缓冲液稀释到 10-5倍。加H2O2到稀释后的

培养物中, 使其终浓度分别为 0、5、10、20、30 和 
40mmol/L。黑暗环境下放置 1 h, 取 100 μL处理后的
样品涂布于TGY平板上。30℃条件下放置 36h。查数
并计算存活率(以 0mmol/L的样品为对照进行计算)。 
1.5  质粒载体的构建 

用PCR的方法从耐辐射球菌基因组DNA中分离
基因 DRB0099。引物为 P1: 5′-CTCTACTCTAC- 
GCAGCAGTGATCC-3′ 和 P2: 5′-GTTCCAGATA- 
GTCGGCGGTGTC-3′。PCR反应条件为：94℃, 1 min; 
55℃, 50s; 72℃, 2 min. 40 个循环。PCR产物回收纯
化后连接到载体pMD19-T上形成载体pTB。将pTB
转化到E.coli JM109中。提取质粒后用Aor51 HⅠ和 
Apa I进行双酶切。以pRADK为模板, 运用PCR的方
法分离携带启动子GroEL的Kana基因。引物为P3：5′- 
ACAGACAGCGCTTAGAAAAACTCATC- 
GAGCATCAAATG- 3′ (划线部分为 Aor 51 HⅠ位点)
和 P4: 5′-TTCTAGGGGCCCCGCCAAGCTCGCGA- 
GGCC-3′(下划线部分为 ApaⅠ位点)。PCR反应条件

为：94℃, 1 min; 55℃, 50 sec; 72℃, 1.5 min. 40 cy-
cles。PCR产物回收纯化后用Aor51 HⅠ和 ApaⅠ进
行双酶切。将双酶切后的Kana基因连接到同样双酶
切的pTB上。连接产物转化到E.coli JM109中。在含
有氨卞青霉素的培养平板上挑取阳性克隆, 培养后
提取质粒。用Aor51 HⅠ和 ApaⅠ进行双酶切鉴定。
将鉴定后的质粒DNA转化到耐辐射球菌中。 

1.6  耐辐射球菌转化 
在TGY平板上挑取耐辐射球菌单克隆, 30℃条

件下震荡培养至OD600=0.8。离心去掉上清。用 30 
mmol/L CaCl2悬浮沉淀。离心后去掉上清。用 500 μL 
含有 30 mmol/L CaCl2的TGY悬浮沉淀。30℃条件下
震荡培养 90 min。加入 5 μL转化质粒。冰上放置
35~40min。加入 5 mL TGY, 在 30℃ 条件下培养
18~20h。取 100μL培养物涂布于含有 30mg/mL 
Kanamycin的TGY平板上。30℃条件下放置 36h。 
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2  结果 卡那基因反向取代, 酶切产物将呈现 1.2kb、900bp 和 
780bp 3个条带 (图 2-A)。野生型基因组 DNA PCR产
物酶切后将呈现 900 bp、780 bp 和 360 bp 3个条带 
(图 2-A)。电泳结果符合我们的预测, 表明突变体基因
组 DNA中 DRB0099已经被成功删除(图 2-A)。 

2.1  DRB0099 的删除 
通过对 D R B 0 0 9 9 的序列进行分析发现 , 

DRB0099 内部有Aor51 HⅠ和 ApaⅠ两个酶切位点
(图 1)。而卡那霉素基因和pMD19-T上没有这两个酶
切位点。将DRB0099克隆到pMD19-T上后形成载体
p T B。将酶切后的卡那基因连接到 p T B上形成
pTBK(图 2-B)。将pTBK转化到耐辐射球菌中。运用
P1 和P2 对转化后的耐辐射球菌基因组DNA进行
PCR反应。对PCR产物运用Aor51 HⅠ和 ApaⅠ进行
双酶切鉴定。如果DRB0099 基因已经成功地被 

2.2  ⊿drb0099 与 R1 生长速度比较 
在正常供氧条件下, 起始阶段(0~16h)突变株生

长速度比野生型慢(图 3)。从 16 h开始, 突变株和野
生型逐渐进入稳定生长期。此时, 突变株的生长速
度高于野生型。除起点外, 突变体在每个时间点的
浓度都比野生型低(图 3)。转接培养 2 h 后, R1 的 

 

 
 

图 1  耐辐射球菌基因 drb0099 的基因组序列 
Fig.1  The genome sequence of drb0099. The starting codon and the stopping codon were shown with grey characters. The enzyme sites 
were shown with underlines. The numbers showed the gene’s position in Deinococcus radiodurans R1 plasmid MP1 (Accession number: 

AE001826). 
 

 

图 2  突变株⊿drb0099 的构建和鉴定 
Fig. 2  Construction and identification of the mutant ⊿drb0099. (A) Identification of drb0099 deletion by PCR analysis. M was the DNA 

ladder. MT was the digested result of the mutant⊿drb0099. WT referred to the digested result of the wild type Deinococcus radiodurans R1. 
(B) the framework of the mutant construction. 
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OD600是 0.049, drb0099 的OD600 为 0.045。培养 8h

后, 二者的OD600 分别为 0.177 和 0.099。培养 10h

后, R1的浓度几乎是野生型的 2倍。培养 16h后, 二

者的差距变小。但是突变株的浓度仍然低于相应野

生型的浓度。 
 

 
图 3  耐辐射球菌 R1 与突变体(⊿drb0099)在正常条件下

的生长比较 
Fig. 3  Growth of wild-type D. radiodurans R1 compared to mu-
tant (⊿drb0099) strains under normal condition. R1 was the wild 
type. RVNV was D. radiodurans R1 transformed with net vector. M 
referred to the mutant (⊿drb0099) 
 

2.3  ⊿drb0099 和 R1 对紫外线照射的反应 
紫外线照射后, 突变体细胞更容易死亡(图 4)。紫

外线照射 6 min 后, 75%的 R1 细胞能够形成克隆(图

4)。突变体只有 15%的细胞能够形成克隆(图 4)。照射

14 min后, ⊿所有的 drb0099细胞全部死亡, 但是仍然

有 R1 细胞在 TGY 平板上出现(图 4)。野生型耐辐射

⊿球菌具有比 drb0099更强的抵抗辐射的能力。 
 

 

图 4  耐辐射球菌 R1 与突变体⊿drb0099 在紫外线照射

条件下的存活比较 
Fig. 4  Phenotypic characterization of ⊿drb0099 mutant with UV 
radiation. R1 was the wild type. R1NV was D. radiodurans R1 
transformed with net vector. M referred to the mutant (⊿drb0099) 
 
2.4  ⊿drb0099 和R1 在H2O2 处理条件下的反应 

运用不同浓度的H2O2对R1 ⊿和 drb0099 进行处

⊿理。结果显示 drb0099 对H2O2的反应更为敏感(图

5)。在低浓度H2O2条件下, ⊿尽管 drb0099的存活率

低于R1, 但二者的差别并不大(图 5)。例如, 当H2O2

处理浓度是 5 mmol/L时 , R1 的存活率为 99 %, 

drb0099的存活率为 90%(图 5)。随着H2O2处理浓度

的增加, 野生型和突变体存活率的差值越来越大(图

5)。当H2O2处理浓度为 40mmol/L时, 几乎所有的⊿

drb0099细胞在TGY培养平板上都不能形成克隆。这

时, R1的存活率仍然有 30%(图 5)。 
 

 

图 5  耐辐射球菌R1 与突变体⊿drb0099 在H2O2处理条

件下的存活比较 
Fig. 5  Phenotypic characterization of ⊿drb0099 mutant with H2O2 
treatment. R1 was the wild type. RVNV was D. radiodurans R1 trans-
formed with net vector. M referred to the mutant (⊿drb0099) 

3  讨论 
耐辐射球菌对辐射的极端抗性与其特殊的细胞

结构、染色体排列和DNA修复系统紧密相连[2]。耐

辐射球菌基因组中, 许多基因参与了对辐射的抵抗
过程[5]。耐辐射球菌基因组中存在大量功能未知的

序列[4]。耐辐射球菌基因组中功能已经鉴定的参与

DNA修复的基因数目比大肠杆菌少[2, 4]。而且耐辐射

球菌基因组中功能已经鉴定的基因绝大多数都能够

在其它原核生物中找到对应的同缘片段[2, 4]。这意味

着耐辐射球菌对辐射的极端抗性可能应归因于目前

功能尚未鉴定的基因。 
在众多功能未知的基因中 , DRB0099 与

DRB0098和DRB0100以同一个操纵子的形式出现。
辐射处理后, 这 3个基因的表达发生了显著变化[5]。

实验室构建DRB0098 和DRB0100 的突变体后发现, 
在辐射处理条件下, 这两个基因的突变体与野生型
相比, 存活率并没有发生显著变化(另文发表)。因此
推测, 在该操纵子中, DRB0099 可能发挥了重要作
用。将DRB0099 进行删除 , 构建该基因的突变体
drb0099。在生长的前期(0~16 h), 突变体生长速度比
野生型慢。培养 16h以后, 野生型逐渐进入稳定生长
期。这时, 突变株的生长速度高于野生型。但是, 野
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生型的浓度一直高于突变株。表明在DRB0099被删
除后, 耐辐射球菌的生长可能受到了阻滞。 

紫外线照射能够引起DNA的损伤。在众多DNA
损伤中, DNA双链断裂最难修复[8]。辐射处理后, 耐
辐射球菌能够在短时间内修复大量的DNA双链断裂
[9~12]。随着紫外线照射时间的增加, 尽管野生型的存
活率越来越低, 但在每个时间点上的存活率都比突
变体高。例如, 在紫外线照射 6 min后, 75%的R1细
胞能够形成克隆。相应突变体的存活率只有 15%。
表明野生型比突变体具有更强的修复DNA双链断裂
的能力。DRB0099可能与DNA修复系统有着直接联
系。 

生物体内活性氧能够通过呼吸链元件的自我氧

化[13~15]或者其它细胞途径[16]引起氧化胁迫。生物体

会发生一系列的胁迫反应以修复氧化胁迫所引发的

损伤。最近有研究表明, 耐辐射球菌的极端辐射抗
性更多地依赖于其能够在辐射条件下保护其蛋白质

不受氧化, 细胞内二价锰离子浓度增加有助于保护
蛋白质不受氧化[17]。辐射处理对蛋白质造成的氧化

损伤可能比对DNA造成的损伤更容易导致细胞死
亡。突变体对H2O2的敏感程度高于野生型, 表明野
生型耐辐射球菌在对抗活性氧保护其蛋白质、DNA
或者DNA修复方面具有比突变体更强的功能。另一
个值得注意的现象是 , 在低浓度H2O2处理条件下 , 
尽管野生型和突变体的存活率都出现下降趋势, 但
二者的差值并不大。随着H2O2浓度的增加, 二者的
差值越来越大。表明随着活性氧浓度的增加, 蛋白
质和DNA损伤的数量增加, 失去DRB0099基因功能
的突变体比野生型更容易受到损伤。DRB0099可能
参与了耐辐射球菌细胞内锰离子的转运过程, 在紫
外线照射处理或者H2O2处理条件下, 诱导二价锰离
子浓度增加, 抵抗活性氧保护蛋白质和DNA。 
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Construction of the gene drb0099 deleted mutant and adversity analysis in 
the extremely radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans 

Shenghe Chang1, Haiyan Shu2, Huiming Lu3, Yuejin Hua3, Zongwei Li 1, Shuangqi Tian 1,  
Yanping Wang 1, Linhai Chen 1, Zhongfang Tan 1, Guangyong Qin1*

(1Ion Beam Bio-engineering Lab, School of Physics, Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China) 
 (The Department of Biology, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001, China ) 

 (2Institute of Nuclear-Agricultural Science, Zhejiang University, Hangzbou 310029, China) 

Abstract: Deinococcus radiodurans R1 has extraordinary resistance to radiation. DRB0099 might play an  im-
portant role in protecting the bacterium against radiation. To verify the inference, we deleted drb0099 and con-
structed the mutant. Comparing with the wild type, the mutant grew more slowly in the beginning cultivation stage 
(0~16 h) under normal conditions. After being cultivated for 16 h, the mutant grew faster than the wild type. The 
biomass concentration of the wild type was always higher than that of the mutant. The mutant cell’s fission during 
the growing phase might be blocked. When treated with UV, although Deinococcus radiodurans R1 cultures’ sur-

vival fraction was lower with UV treatment time increased, the survival fraction was much higher than that of⊿

drb0099. The wild type could repair DNA double strands breaks better than the mutant. The gene drb0099 might 
directly relate with the DNA repair system. The mutant was more sensitive to H2O2 than the wild type. The wild 
type could better protect protein and DNA against reactive oxygen species (ROS) or in DNA repair. When treated 
with low concentration of H2O2, although the survival fraction of both R1 and the mutant decreased, the difference 
was small. However, with the concentration of H2O2 increased, the difference value increased. The mutant without 
drb0099 was more easily injured than the wild type with ROS increased. Under UV or H2O2 treatment, DRB0099 
could protect protein and DNA from oxidation. 

Keywords: Deinococcus radiodurans R1; drb0099; mutant 
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