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摘 要：从南极深海底泥中筛选得到一株中度嗜盐菌 !"#$%$&"’ =*BEF##%，利用 GHI技术，以该菌株基因组为模板，
扩增出 ()*+ 基因。将目的基因的 GHI扩增产物克隆至表达载体 *921;,=。经酶切、GHI鉴定、测序验证结果表明，
目的基因插入的位置、大小和读码框均正确，表达载体构建成功。经 J.J1G)K9分析，出现预期大小的目的蛋白条
带。分离纯化复性的 3>LC,A3合成酶后测定其酶活力，在体外验证了 3>LC,A3的部分生物合成途径。进一步分析了
*M和温度对酶活的影响发现，该酶最适 *M为 4N$，最适温度为 #(O。
关键词：相容性溶质；四氢嘧啶；()*+基因；3>LC,A3合成酶；*921;,=13>LH
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大多数耐盐微生物在长期的进化过程中逐步形成了适

应渗透压变化的机制，它们通过在细胞内积累小分子有机溶

质，如糖、多元醇、甜菜碱及氨基酸等来使细胞内外渗透压达

到平（衡。这类具有平衡细胞内外渗透压而又不影响细胞正

常代谢功能的有机渗透溶质即为“相容性溶质”（>C:*7L,Q-3
=C-RL3）［0］。到目前为止，已发现的相容性溶质主要有糖类的
蔗糖、海藻糖；氨基酸中的脯氨酸、丙氨酸；氨基酸衍生物中

的甜菜碱（E1三甲基甘氨酸）、3>LC,A3（0，!，(，&1四氢1#1甲基1!1
嘧啶羧酸）及 ;<S+C8<3>LC,A3（0，!，(，&1四氢1#1甲基1(1羟基1!1嘧
啶羧酸）等。其中 3>LC,A3及 ;<S+C8<3>LC,A3几乎为所有中度嗜
盐菌主要累积的相容性溶质［#］。在盐单胞菌属 !"#$%$&"’
(#$&,"*"中，3>LC,A3在细胞内浓度高达 %N$(:C-TU［%］，由此可见
它对耐盐细菌调渗功能的重要性。

研究已发现，3>LC,A3生物合成途经的 %个酶分别为 U1二
氨基丁酸转氨酶（U1.,7:,ACQRL<+,> 7>,S L+7A=7:,A7=3，.)2），U1
二氨基丁酸乙酰转移酶（U1.,7:,ACQRL<+,> 7>,S L+7A=V3+7=3，
.))）和 3>LC,A3合成酶（9>LC,A3 =<AL;7=3，9J）［!］。本研究利用
基因重组技术将 3>LC,A3合成酶（9J）基因 ()*+ 克隆到表达载
体 *921;,=中，利用大肠杆菌进行融合表达，分离纯化复性出
有活性的 9J，并研究了 ()*+ 基因在 3>LC,A3生物合成途经中
的作用。

+ 材料和方法

+,+ 材料
+,+,+ 质粒和菌种：表达载体选用 *921;,=（ECW7X3A），宿主
菌为大肠杆菌（ -’).(/0).0" )$#0）YU#0（.9%）；!"#$%$&"’ =*B
EF##%由南极普利兹湾 GE(1&（"!$Z#([9，&&Z(([J）深海沉积物
样品（采集于中国第 04次南极考察期间）中分离筛选得到，
经菌株鉴定后，确定其为盐单胞菌属，命名为 ! B =*B EF##%，其
0&J +.E)在 K3AY7A\登录序列号为 .P%$%%40。

+,+,# 试剂：1"2 .E)聚合酶及 GHI试剂、IE)酶抑制剂、
.E)纯化试剂盒、限制性内切酶、2! .E) 连接酶等均为
27]7I7 公司产品；E1乙酰1U1#，! 二氨基丁酸（).)Y)）、3>LC,A3
购于 J,X:7公司。
+,+,$ 引物：根据 EHY^公开的 ! B =*B )I. _%&中 ()*+ 基
因的序列（K3AY7A\登录序列号为 )Y05&(45），设计合成了一
对引物，引物的下划线部分为人工引入的限制性内切酶位

点。 -)*+ 上 游 引 物 3>LH6：([1KH)K))22H)2K)2HK22HK
2))HH2HK1%[（-)$I!酶切位点）；下游引物 3>LHI：([1H22
))KH222H)H2H)KK2KH2KHK2))1%[（!0&S"酶切位点）。
+,# 基因组 -!.的提取
参照 )R=RQ3-等［(］的方法进行。

+,$ ."#/基因的 /01扩增
取基因组 .E) #N(AX，0$ ‘ GHI缓冲液 (#U，含 _X# a SE2G

!#U（各 #N(::C-TU），引物 3>LH6、3>LHI各 0#U（#$#:C-TU），1"2
酶 $N(#U（(bT#U）加灭菌去离子水至 ($#U。反应条件：5!O
!:,A，((O 5$=，"#O #:,A，%$个循环；"#O 0$:,A。
+,2 ."#/基因与 34567)8重组表达质粒的构建
通过 GHI方法在 ()*+ 基因的 ([端加入 -)$I!酶切序

列，在其 %[端加入 !0&S"酶切位点。把上述 ()*+基因的 GHI
产物直接用 -)$I!和 !0&S"进行双酶切，将纯化回收的目
的片段与用 -)$I!和 !0&S"酶切的 *921;,=表达载体进行
连接，构建重组表达质粒 *921;,=13>LH。
+,9 阳性克隆的筛选
重组表达质粒 *921;,=13>LH转化感受态细胞 YU#0（.9%），

把转化菌涂布于含氨苄的 UY琼脂平板，%"O过夜培养后小
量制备质粒，经酶切、GHI鉴定后送 ^AW,L+CX3A公司测序。
+,: ."#/基因的诱导表达
将上述鉴定好的阳性重组菌接种于含氨苄的 UY培养基

中 %"O振荡培养，然后加入 ^G2K进行诱导培养，在相同条件



下以不诱导的含表达载体 !"#$%&’的受体菌作为对照。
!"# $%$&’()* 分析
将上述诱导培养的菌液离心收集沉淀，重悬于 ( ) *+*

凝胶加样缓冲液，(,,-加热 ./&0，加样 1,!2于事先配制好
的聚丙烯酰胺凝胶（分离胶浓度为 (13，浓缩胶浓度为 43）
中，进行 *+*$567"，考马斯亮兰染色后脱色直到条带清晰，
观察电泳结果。

!"+ 融合蛋白的纯化及复性
重组表达质粒 !"#$%&’$89:;转化感受态细胞 <21(（+".）。

重组子用 2<培养基振荡培养过夜，离心收集菌体后重悬于
#=&’$>;?缓冲液（!>@A,），加入溶菌酶至终浓度 (/BC/2，.D-
裂解 (4/&0 后，加入终浓度为 4!BC/2 的 +EF’8"和 4!BC/2
GEF’8 6继续处理 4/&0。将菌体超声破碎后，(1,,, ) B离心
(4/&0，弃上清。沉淀用终浓度 (3 的 #=&H0I$(,,及 J/H?C2尿
素洗涤后，溶解于变性液中。磁力搅拌变性 (1%，(1,,, ) B离
心 1,/&0。将变性的包涵体蛋白加入已用变性液平衡的 E&$
E#6 >&’ <&0K层析柱中，用含 J4//H?C2咪唑的变性液洗柱，
再用含有 14,//H?C2咪唑的变性液洗脱吸附在柱上的表达蛋
白。然后用尿素梯度凝胶层析柱法复性蛋白［L］。

!", 酶活测定
酶活测定参照文献［D］进行。"* 催化 6+6<6 合成

89:H&08。通过 >52;检测 1(,0/处 89:H&08合成速率来分析 "*
的酶活力。在 J4!2 混合体系中，6+6<6 的终浓度为
(,//H?C2，EF;?终浓度为 ,A4/H?C2，#=&’$>;?（!> @A4）终浓度为
4,//H?C2，反应通过加入 4!2 @,,/BC/2的纯化复性的 "*酶
液起始，并于 (4-水浴 (,/&0后加入终浓度为 ,A.3三氟乙
酸（#M6）终止反应。活力单位（N）定义为在上述条件下每分
钟产生 (!/H? 89:H&08所需的酶量。

- 结果

-"! !"#$基因的扩增及重组表达质粒的构建
以提取的 ! O ’!OEP11.染色体 +E6 为模板，利用上述合

成的引物，用 "#$ +E6聚合酶 5;G扩增目的基因后，经琼脂
糖电泳可见特异的目的条带，其大小同预测的结果（.Q.R!）
相一致，表明成功的扩增出 %&’( 基因片段。其 780<F0S登录
序列号为 +T@@LQ,D。
用 %&’(与 !"#$%&’构建得重组表达质粒 !"#$%&’$89:;。该

重组质粒经 )&*G"和 !+,K#双酶切后，可切下约 .Q.R!的
片段，同预期的结果相符合。5;G鉴定及测序结果表明 %&’(
基因插入位置、大小和读码框均正确，未发生错配及移码。

-"- 重组质粒 .*/&012&3456在大肠杆菌中的表达及纯化
重组表达质粒 !"#$%&’$89:;转化宿主菌 <21(（+".），用

U5#7诱导表达。菌体经 (,,-加热 ./&0后，进行 *+*$567"
分析。结果显示，在分子量为 (4S+F 左右处出现明显的条
带，对融合蛋白进行 E&$E#6 >&’ <&0K层析柱亲和纯化后，纯
度高达 Q,3以上（图 (）。
-"7 重组子中 *$的活力测定
对重组菌中的 "*的酶活进行了分析。结果显示，分离

纯化复性后的 "*，在 !> @A4，EF;?终浓度 ,A4/H?C2，(4-水浴
反应 (,/&0后，经 >52;分析测得 89:H&08含量约为Q4!/H?C2，
酶活力为 QA4N。进一步分析了 !>和温度对 "*的影响，由
图 1 可以看出，最适酶活条件为 !> @A,，温度 14-。此最适
酶活温度明显小于菌株最适生长温度 .D-，这可能是细胞内

图 ! 诱导表达蛋白的 $%$&’()*分析
M&BO ( *+*$567" HV &0KW98K 8X!=8’’&H0 !=H:8&0 8X!=8’’8K &0 ) O &*-+
<21(O YAYH?89W?F= Z8&B%: /F=S8=；(A ) O &*-+ <21(（!"#$%&’）；1A ) O &*-+
<21(（!"#$%&’$89:;）；.A5W=&V&8K VW’&H0 !=H:8&0O

离子种类、浓度及 !>与试验条件下的差异有关。已有报道，
89:H&08可以稳定乳酸脱氢酶 2+>和磷酸果糖激酶抵御各种
胁迫如冷冻、干燥和热［@］，但从图 1中可以看出，当温度达到
J4-时，"*都无酶活力，我们分析可能是由于体系中 89:H&08
浓度太低，因而起不到稳定酶结构的作用。

图 - 温度及 .8值对 *$酶活力的影响
M&BO1 "VV89:’ HV :8/!8=F:W=8 F0K !> H0 :%8 F9:&[&:\ HV 89:H&08 ’\0:%F’8
!=HKW98K R\ =89H/R&0F0:’O

7 讨论

在大多数耐盐微生物中，%&’./( 基因簇共同作用分别编
码 89:H&08生物合成途径中的 . 个酶，而 %&’( 基因是 ! O ’!O
E]11.中 "*的编码基因。本文研究了在 ) O &*-+ 中引入 %&’(
基因时重组菌的表达情况，并进一步分离纯化复性出有活性

的 "*。结果显示，%&’( 基因编码 "*，该酶作用底物 6+6<6
催化合成相容性溶质 89:H&08。
在高渗透压胁迫下，耐盐微生物通过细胞内大量累积

89:H&08来调节细胞内外渗透压平衡，在低渗透压下，细胞释
放 89:H&08。正是相容性溶质的这种细胞渗透压调节机理使
得多数的耐盐微生物得以在恶劣的高盐、碱环境中存活。耐

盐微生物相容性溶质渗透压调节机理已成为研究嗜盐菌耐

盐机制的热点之一，最近 ^%FH 等［Q］扩增出 !#-*0#&+--12
3#0#,%,2+2 +$@（#）%&’./( 全基因，何健等［(,］利用 *"M6$5;G
（*8?V$MH=/8K 6KF!:H= 5;G）技术从中度嗜盐菌 ! O ’!O <_*1(
总 +E6中克隆了 89:H&08合成基因 %&’./(及其上游序列。在
本试验中，我们成功地将 %&’(基因在 ) O &*-+ 中表达，并分离
出有活性的 "*，从而在细胞体外试验条件下说明了 89:H&08
的部分生物合成途径。

由于(. ;$EYG（(. ;$核磁共振）［((］、>52;（高压液相色谱）
等技术能够快速、灵敏、有效地分离和鉴定有机化合物，应用

JL. ;>"E ^%&$?&F0B %’ #- O C.&’# 4+&5*0+*-*6+&# 7+,+&#（1,,D）JD（1）



这些技术找到了不少新的相容性溶质。另一方面，已有报

道，在微生物体内找到了不少植物体内尚未发现的高效相容

性溶质［!"，!#］，运用分子生物学手段重组相关基因，研究其渗

透调节机理，对于构建重组基因植物，可望得到抗旱能力强

的转基因植物，对于我国沙漠面积大、旱地多的国情具有重

要意义。
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