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摘 要 从力复霉素3%产生菌———地中海拟无枝菌酸菌（3420(,+/(5&#&4%6#/%**+$%#）41#的硝酸盐同化基因簇

的上游克隆了一个#5"6-的70(78—8"(89):片段并测定其序列。序列分析表明，该9):片段编码两个完整的

开放阅读框架（;7<），;7<#的起始密码子=>=与;7<!的终止密码子>=:在>=处重叠。;7<!编码一个含

##?个氨基酸的多肽，它同放线菌中典型的应答调节蛋白包括:@AB!和CD.:有很高的同源性；;7<#编码一个含

?E#个氨基酸的蛋白，它同包括:@AB#和CD.F在内的组氨酸激酶同源。;7<!和;7<#有可能构成典型的双组份

信号传导系统，分别命名为+4*!和+49!。在>E启动子的控制下，完整的+4*!和去除子)端一个可能的跨膜区

的+49!在大肠杆菌中分别得到了高效表达，表达蛋白的分子量分别为1$69和?"69，与推测蛋白的分子量一致。
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力复霉素（7H@I,JKHL）是一类重要的安莎类抗

生素（:LAI,JKHLA）［!］，它通过与细菌的依赖9):的

7):聚合酶相互作用，有效而专一地抑制细胞的转

录［#］。力复霉素可抑制革兰氏阳性菌，并且被广泛

地应用于治疗结核分枝杆菌（:20(;+/%*#)4/);%*<
0),(&#&）的感染。据报道，一些力复霉素的衍生物在

抑制爱滋病感染者难以对付的鸟分枝杆菌（:=+>#<
)4）和胞内分枝杆菌（:=#$/*+0%,,),+*%）的感染［1］、

以及对付对青霉素有抗药性的肺炎球菌（?/+5"2,(<
0(00)&5$%)4($#+%）的感染［?］方面是非常有效的。

有亲 脂 性 侧 链 的 力 复 霉 素 在 高 浓 度 下 也 可 抑 制

7):肿瘤病毒［0］。本实验室多年来一直从事力复

霉素3%产生菌———地中海拟无枝菌酸菌（3420(<
,+/(5&#&4%6#/%**+$%#）41#次生代谢的生理生化研

究，发现硝酸盐对其抗生素的合成具有全局性及多

效性影响［"］。本文报道从41#硝酸盐还原酶同化

基因簇的上游克隆并通过序列分析鉴定了一对可能

的双组份信号调节蛋白的基因，并成功地将这两个

基因在大肠杆菌（7&0"%*#0"#+0(,#）中实现了高表

达，为进一步研究其功能奠定了基础。

$ 材料和方法

$%$ 菌株、质粒和培养条件

本实验中所使用的细菌菌株、质粒见表!。

大肠杆菌的培养基为MF，1EN培养。抗生素使

用浓 度 为：氨 苄 青 霉 素!$$!O／,M，四 环 素!0!O／

,M；地 中 海 拟 无 枝 菌 酸 菌 41# 的 培 养 基 为

)M!?G=［E］无机盐培养基。

$%# &’(操作

地中海拟无枝菌酸菌41#染色体9):的提取

参照P&QR&&S等［G］的《链霉菌遗传操作手册》，其它

9):操作如质粒的提取、酶切、去磷酸化、连接、电

泳、杂交等参照3I,-.&&6等的《分子克隆实验指

南》［2］。地中海拟无枝菌酸菌基因文库由彭文涛博

士构建；9):探针用［"/1#T］SU>T（北京亚辉公司）

标记，T.H,+./I/=+L+VHD购自T.&,+OI公司，尼龙膜

PJ-&LS)W购自F&+X.HLO+.CILLX+H,公司。洗膜

条件：$5!Y33U、$5!Z393，"0N、!$,HL，洗涤#次。

$%" &’(序列测定和序列分析

9):序 列 测 定 采 用T.&,+OI>E9):Q&’J/
,+.IA+A+[\+LKHLO6HD，和FH&7IS公司的测序仪；部



表! 本研究中所用到的菌株及质粒

"#$%&! ’#()&*+#,)*#+-.#-/0%#.1+/.2.&/+-"3+.,)4/5

!"#$%&’$&()*$’+%(’ ,-*-.$&"/0$#$/"-#%’"%/’ !12#/-’／#-3-#-&/-

!"#$%&

456! 78"9:(%’#;4<=64（%’#()*8’+,-）>=?@./$0+/#*=/1.*=23.0=A（#B8

+BC）345!DD#862&7=,+8*@?+/%*=
EFGHIJG,K

LK=G*2- 345!DD23.0=A+/#*=/1.*=,8+*D?62&+/%*=%’#87’［5+$*9C%’#=MN&=:
（6/6=）］

!"#$"$O-&-

GKP=（4QR） 23.:,’%（!#;6396A&1.=3’<A1&16%’#=>67NAO-&-F） S1.$O-&

*"</.&6/++’1/&
>JRP T0%O0JU%-*()#1(2/-#13#%3$+U/%&!V N0%’*$W

X*$’+%(’

)KT7,R #$3<$?C6+’&1#@A## !"$’B$Y%/Z

)[KP9 /1’+%(/*1&-/1&"$%&%&O*"</.&6/++’1/&>RP&%"#$"-$’’%+%*$"%1&O-&-/*2’"-#%&
)KT7,R，N/#

［?］

)G*2-’/#%)"FF\!（C） )>H=9J(-#%.-(/*1&%&O.-/"1#，T)# !"#$"$O-&

)G*2-’/#%)"FF!\（C） )>H=9J(-#%.-(/*1&%&O.-/"1#，T)# !"#$"$O-&

)K=6 )G*2-’/#%)"FF\!（C）0$#W1#%&O$W12"P]PBW)[KP9B2$F3#$O+-&" N0%’’"2(U

)K=9 )G*2-’/#%)"FF\!（C）0$#W1#%&O$W12"D]DBW)[KP9!#$,FJC51F3#$O+-&" N0%’’"2(U

)QNP9J$ NA%’#X#1+1"-#5%’J"$O\$&# S1.$O-&

)QNP9JW NA%’#X#1+1"-#5%’J"$O\$&# S1.$O-&

)QNP9$JT+#H )QNP9$0$#W1#%&O’<+DO-&-Y%"0$W12"=P:W)&2/*-1"%(-’32’%1&（5%’JN$O32J
’%1&）

N0%’’"2(U

)QNP9WJT+#H )QNP9W0$#W1#%&O’<+DO-&-Y%"012"32’%1&]’<+DO-&-(%#-/"-̂)#-’’%1&.-/"1# N0%’’"2(U

)QNP9WJT+BH )QNP9W0$#W1#%&O"#2&/$"-(’<EDO-&-]SJ"-#+%&$*"#$&’+-+W#$&-#-O%1&"#2&/$"J
-(’<EDO-&--̂)#-’’%1&.-/"1#

N0%’’"2(U

分序列由大连宝生物公司完成。使用G%1Q(%"’-J
M2-&/-T*%O&+-&"Q(%"1（4-)$#"+-&"13<%/#1W%1*1J
OU，S1#"0H$#1*%&$!"$"->&%.-#’%"U，>!T）和X#1’%"-，

X/E-&-对序列进行编辑和分析。序列同源性寻找

使用GKT!NP［=:］和7#$+-X*1"［==］。’<+D 基 因 的

Q<GKT//-’’%1&&2+W-#为T_PA?9@9，’<ED 基因

的Q<GKT//-’’%1&&2+W-#为T_PA?9@@。

!67 大肠杆菌表达载体的构建

用F#$F酶 切)QNP9W，\*-&1Y酶 补 平；再 将

)K=9用:<’F酶切回收得到的含有’<+D基因的

PBW片段与之相连，转化大肠杆菌456!，用B2$F酶

切 验 证 ’<+D 的 表 达 载 体 )QNP9WJT+#H。 用

G&1(FFF酶 切)QNP9$，\*-&1Y补 平，连 接 同 样 的

PBW:<’F片段，以B2$F酶切验证，选择有D::W)片

段产生的克隆为T+#H的融合表达载体)QNP9$J
T+#H。)QNP9W以F./F酶切并\*-&1Y补平后，去

磷酸化备用；)K=6用*34FF酶切得到含有’<ED基

因的=‘6@BW的*34FF片段，\*-&1Y补平后与处理

好的载体相连，用9’<5F酶切验证，选择有=‘?BW
片段产生的克隆，为’<ED基因功能区的表达载体

)QNP9WJT+BH。

!68 表达

将表达载体转化!"#$%&GKP=（4QR），挑取单菌

落至KG液体中，RAa过夜培养，按=b的接种量再

次转接，RAa振摇约P‘60，HI?::&+约:‘?$:‘9，加入

终浓度为:‘6++1*／KFXNE，诱导R0后收获菌体。表

达产物经=:b!4!JXTEQ电泳检测表达情况。

!69 ,:,聚丙烯凝胶电泳

参照!/0$OO-#和 V1&_$O1Y［=P］的方 法，采 用

6b的浓缩胶和=:b的分离胶。样品制备：菌体按

=‘6节的方法制备，取=+K的菌液=::::#／+%&离

心后，加入6::%K样品缓冲液，悬浮菌体后沸水浴

处理6+%&，取=:%K上样。

; 实验结果

;6! 地中海拟无枝菌酸菌2<;硝酸盐同化基因簇

（!"#）上游的;69=$$%&>?@’(&?:AB片段含有两

个完整的开放阅读框架

本实验室的前期工作已经鉴定了含有硝酸盐同

化基因簇（1’3）的地中海拟无枝菌酸菌>RP的/1’J

69??期 高瑾等：地中海拟无枝菌酸菌>RP中’<+D／’<ED基因的序列分析及在大肠杆菌中的表达



!"#基因文库克隆———$%&’(上的约)*+,的-./
片段。为寻找硝酸盐同化基因簇调控区，又进一步

亚克隆了距离!"#上游约)0*+,处，长度为’01+,
的$%&234’(&3-./片段（图)），并完成其序列测

定，其567在8*7左右。

图) 地中海拟无枝菌酸菌9*’硝酸盐同化基因簇

（!"#）上游的’01+,$%&234’(&3-./
片段的限制性酶切图谱、亚克隆及测序策略

:";<) 2=>?@"A?"BC!D$，>E,AFBC=>，DC#>=GE=CA"C;>?@D?=;HBI
?J=’<1+,$%&234’(&3-./I@D;!=C?I@B!?J=E$>?@=D!
BI!"#;=C=AFE>?=@BI)*+,-./,00"!,.9*’<KE?D?"L=
;=C=>（M2:>）D@="FFE>?@D?=#,H,BF#D@@BN>"C#"AD?"C;
?J=#"@=A?"BCBI?@DC>A@"$?"BC<O=GE=CA"C;#"@=A?"BC>

DC#F=C;?JD@="C#"AD?=#"C?J"CD@@BN><

使 用 :@D!=KFB?并 结 合 PFD>?’<Q，对 这 一

’01+,-./序列的分析结果表明，它包含两个完整

的开放阅读框架（M2:）图)）。M2:)起始于)’1!
)’(位的5R5，终止于8S(!(QQ位的R5/；编码一

个含’’T个氨基酸、推测分子量为’T0’’+-的蛋

白。在M2:)起始密码子5R5上游1,$处有一较

典型的链霉菌O-序列555/55。整个基因的56
含量 为8*0S*，密 码 子 第 三 位 56的 使 用 频 率 达

S10T7。在下游紧接着M2:)的读框是M2:’，它

的5R5起始于8S8!8SS的核苷酸，与M2:)的

R5/在R5处重叠，终止于’’)*位的R5/，全长约

)T)S,$；编码一个含T8’个氨基酸、推测分子量为

UQ0Q1+-的蛋白。在M2:’的5R5前没有发现O-
序列。整个M2:’的56含量约为8*0)U7，密码子

第三位56使用频率为ST0S7。使用R!$@=#软件

对M2:’蛋白分析的结果表明，在氨基酸残基)’!
*’位以及)(Q!)SS位处有两个可能的跨膜区，并

且有两种可能的跨膜取向（RD,F=’）。在M2:)的

O-序列的上游没有发现链霉菌的启动子序列（V)Q
和V*U区域）也未发现类似大肠杆菌"8Q专一的

V)Q和V*U区域［)*］。

表! 通过软件"#$%&’预测()*!存在两个可能的

跨膜区模型

"+,-&! "./$01+123&#/’&-4/51%+64#&#,%+6&%&72/64
5/%()*!$%&’281&’,9"#$%&’［:;］!

OR2M.5&W$@=I=@@=#!B#=F：

.4?=@!"CE>"C>"#=，’>?@BC;?@DC>!=!,@DC=J=F"A=>，?B?DF>AB@=：T)QU

# I@B! ?B F=C;?J >AB@= B@"=C?D?"BC!!

) )’ *’ （’)） )8ST "4B

’ )(Q )SS （’Q） ’*)) B4"

/F?=@CD?"L=!B#=F：

’>?@BC;?@DC>!=!,@DC=J=F"A=>，?B?DF>AB@=：*U(8

# I@B! ?B F=C;?J >AB@= B@"=C?D?"BC

) )’ *’ （’)） )(Q) B4"

’ )(Q )SS （’Q） )8(1 "4B

! RNB$B>>",F=!B#=F>D@=ABC>"#=@=#DC#BCFH>";C"I"ADC?RX4
>=;!=C?>D@=E>=#<

!!B"C#"AD?=>‘BE?>"#=’，NJ"F=""C#"AD?=>‘"CC=@’

!<! 氨基酸同源性比较的结果推测两个开放阅读

框架可能是细菌双组份信号传导系统的一对基因

同源性比较结果表明（图’），M2:)编码的蛋白

与天蓝色链霉菌（1/0,2/&+3%,#%&,4.%&4&0）的应答调

节蛋白/I>Y)［)U］的同源性达U(7，M2:)编码的蛋

白的’1位Z">残基和UQ位的/>$残基与/I>Y)的

接受磷酸基团的位点对应；M2:’编码的蛋白与天

蓝色链霉菌的组氨酸激酶/I>Y’也有*’7相同性，

它的’8Q位的Z">残基与/I>Y’上相应的自体磷酸

化（/E?B4$JB>$JB@HFD?"BC）Z">位点完全对应。M2:)
与M2:’编码的蛋白与结核分枝杆菌的一对可能的

双组 份 调 节 蛋 白 X?@/和 X?@P（[XP&DAA=>>"BC
CE!,=@：\SU)’)）的相同性分别达到TS7和*87。

M2:)编码的蛋白与/I>Y)及X?@/三者之间也有

*17的相同性和*S0S7的相似性；同样，M2:’编码

的蛋白与/I>Y’及X?@P的相同性为)T0)7，相似

性为*)0U7。上述序列比较的结果表明，M2:)和

M2:’编码的蛋白可能构成了一组双组份调节系

统。由于其功能尚不明确，暂时将M2:)命名为

"+05，将M2:’命名为"+65。其中，/!@6可能为

应答调节蛋白，而/!+6可能为组氨酸激酶。

!<= 地中海拟无枝菌酸菌>=!的!"#$／!"%$基

因在大肠杆菌中的表达

为了验证-./测序的结果，并且为进一步研

究上述基因的功能作准备，构建了"+05／"+65在

大肠杆菌中的表达载体。最初先构建了双组份系统

1(1 生 物 工 程 学 报 )1卷



图! 地中海拟无枝菌酸菌"#!$%&’／$%(’与天蓝色链霉菌双组份信号传导系统$)*+,／$)*+!及

结核分支杆菌可能的双组份信号传导系统-.&$／-.&/的氨基酸序列比较

0123! $45%1465718*9:;94795<124%94.6)$%&’／$%(’)&6%!"#$%&’$(()*$&，$)*+,／$)*+!)&6%
+",-$.&,-.-(548-.&$／-.&/)&6%/"’01$(,0.-2&23=>9?<57(*>586@148175.9*

1894.1.A@>1<9.>92&5A*>586@148175.9**1%1<5&1.A

中的应答调节蛋白，即磷酸化受体蛋白基因)#(3
的直接表达载体BC=!D?$%&’。按常规表达条件

进行诱导，结果没有表达，诱导前后的菌体生长情况

也没有明显的差异。序列测定结果表明，含)#(3
基因的EF$片段的插入、连接及读框没有错误。

设想在)#(3基因的FG端连接一段引导序列，或许

HDII期 高瑾等：地中海拟无枝菌酸菌"#!中)#(3／)#43基因的序列分析及在大肠杆菌中的表达



能实现融合表达。因此，将含!"#$基因的片段插

入!"#$%&的%&’’(((位点，由此实现!"#$ 基因

与载体上包括)*+,-&.约/0个氨基酸的融合表达。

对此表达系统进行诱导的结果，获得约1023的蛋

白条带（图1），与推测的4567的分子量加上/0个

氨基酸的分子量相符。但是，表达蛋白中的大部分

是以包涵体的形式出现的，仅有少量的可溶性蛋白。

图1 838聚丙酰胺凝胶电泳分析4567在

大肠杆菌中的表达

9*.:1 838,;4<"&=&>?+*+@ABC!6B++*@=@A4567*=()*+,&
8&5!>B&=’.B>!6B!&6&-*@=6BAB6-@5&-B6*&>+&=’5B-D@’+:E:()*+,&
FG$E（3"1）；$:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%&，I*-D@J-*=,

’JK-*@=；1:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%&，*=’JKB’H?
0LM55@>／G(;#<；M:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%&

4567，I*-D@J-*=’JK-*@=；/&=’N:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.

!"#$%&4567，*=’JKB’H?0:M55@>／G(;#<；O:;6@-B*=5&62B6：

PNL/23，OO:$23，/$:N23，1E:023，$E:M23，E/:/23；%&=’P:8J,

!B6=&-&=-&=’ ;B>>B-B @A ()*+,& FG$E（3"1）D&6H@6*=.

!"#$%&4567，*=’JKB’H?0:M55@>／G(;#<&A-B68@=*K&-*@=&=’

7B=-6*AJ.&-*@=

去除4527Q端的一个跨膜区，约O0个氨基

酸，保留其余部分，并将其克隆至!"#$%H载体上进

行表达，结果表明有一个/O23左右的特异性蛋白

条带表达（图/），与剩余氨基酸推测分子量加上Q,
端融合的约$0个氨基酸的分子量之和相符。

! 讨 论

本实验从地中海拟无枝菌酸菌R,1$硝酸盐同

化基因簇的上游克隆了一个$LO2H的(*+S(,-.+(
3Q4片段并测定其序列。序列分析结果表明，该片

段3Q4的<7T含量很高，与以往我们对该菌的

3Q4测序结果一致。此序列编码两个完整的开放

阅读框架（US9），它们都以<#<为起始密码子，氨

基酸 密 码 第 三 位 的 <7使 用 频 率 在P/T以 上。

US9$的起始密码子<#<与US9E的终止密码子

#<4在#<处重叠。

图/ 838聚丙酰胺凝胶电泳分析4527在

大肠杆菌中的表达

9*.:/ 838,;4<"&=&>?+*+@ABC!6B++*@=@A
-6J=K&-B’4527!6@-B*=

8&5!>B&=’.B>!6B!&6&-*@=6BAB6-@5&-B6*&>+&=’5B-D@’+:E:()*+,&
FG$E（3"1）；$:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%&，I*-D@J-*=,

’JK-*@=；1:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%H，*=’JKB’H?
0LM55@>／G(;#<；/:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%H

4527，I*-D@J-*=’JK-*@=；M&=’N:()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.

!"#$%H4527*=’JKB’H?0:M55@>／G(;#<；%&=’P:8J!B6=&-&=-

&=’;B>>B-B@A()*+,&FG$E（3"1）D&6H@6*=.!"#$%H4527，*=’JKB’

H?0:M55@>／G(;#<&A-B6+@=*K&-*@=&=’KB=-6*AJ.&-*@=:

US9E编码一个含$$/个氨基酸的多肽，它同

放线菌中典型的应答调节蛋白包括4A+VE和W-64
有很高的同源性；其中，关键的)*+和4+!残基都与

4A+VE完全对应。US9$编码一个含/N$个氨基酸

的蛋白，它同包括4A+V$和 W-6F在内的组氨酸激

酶同源；其中，关键的)*+残基也与4A+V$和 W-6F
完全对应。因此，US9E和US9$有可能构成典型

的双 组 份 信 号 传 导 系 统，分 别 命 名 为!"#$ 和

!"/$。利 用 计 算 机 软 件 对 可 能 的 组 氨 酸 激 酶

4527进行其疏水性的分析，发现其Q,端疏水性氨

基酸较多，且可能有两个跨膜区域存在，而其激酶的

功能区则可能集中在7,端。

上述实验结果虽然初步鉴定了地中海拟无枝菌

酸菌R,1$的一个可能的双组份信号传导系统。但

是，序列分析未能在这一可能的操纵子的上游发现

明显转录的启动子（XE0，X1M序列）区域；对于这

两个基因的功能也尚未有实验证明。

为了进一步研究这两个蛋白的功能，我们将它

们在大肠杆菌中进行表达。完整的!"#$的US9
在#N启动子的控制下在大肠杆菌中不能直接表

达。但是，如果将!"#$ 的 Q端与!"#$%&上含

)*+,-&.的Q端小肽融合后，则可以实现高表达。同

样，去除了Q端一个可能的跨膜区域的!"/$也在

大肠杆菌中得到了高效表达。上述两者表达蛋白的

分子量分别为1023和/O23，与推测蛋白的分子量
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一致。

大多数细菌信号传导途径是由两种蛋白组成，

一种是组氨酸激酶（!"#$"%"&’("&)#’，!*），另外一种

是应答调节蛋白（+’#,-&#’.’/01)$-.，++），因而该

信号传导系统也被称为双组份调节系统（23-45-64
,-&’&$#"/&)14$.)&#%05$"-&.’/01)$-.7#7#$’6）［89］。原

核生物细胞的代谢受到许多外界和内在因素的不断

影响，细胞必须及时接受这些因素产生的信号并产

生适当的、协调的反应，以求得生存；这些反应包括

次生代谢产物的形成、芽胞或孢子形成等等。次生

代谢的发生经常伴随着细胞的分化，暗示着信号传

导与次生代谢和菌体分化这两类复杂系统有着某种

联系［9］。对天蓝色链霉菌双组份信号传导系统:;4
#<8／:;#<=的研究结果表明［8>，8?］，它们与次级代谢

密切相关。本实验室研究结果发现，硝酸盐对地中

海拟无枝菌酸菌力复霉素@A的合成具有全局性多

效性的影响。近期的研究结果表明［8>］，硝酸盐同化

基因簇对力复霉素@A的合成有影响；双组份信号

传导系统!"#$／!"%$ 位于硝酸盐同化基因簇的

上游，它们是否与硝酸盐同化有关，是否通过对硝酸

协同化基因簇来影响力复霉素的产生，还有待于进

一步研究证明。
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