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摘要: 【目的】Salmonella enterica serovar Cerro 87 是具有硫修饰现象即 Dnd 表型的细菌之一，其硫修饰受
dptBCDE 基因簇控制，将 dptBCDE 克隆、转化 Escherichia coli DH10B 后，可赋予后者 Dnd 表型，而当其中 dptC
缺失后，Dnd 表型随之丧失。本文探索 S． enterica serovar Cerro 87 硫修饰基因 dptC 在硫修饰发生过程中的
作用。【方法】将 DptC 中 6 个半胱氨酸(Cys)在 DNA 水平上逐个定点突变，转化携带 dptBCDE 及其衍生系
列的质粒至 E． coli DH10B，检测相应受体菌 Dnd 表型。【结果】在 DptC 的 6 个 Cys 中，除 C39 外，其余 5 个
突变均可导致 Dnd 表型丧失，说明 DptC 中 C146、C262、C273、C280 和 C283 均与硫修饰有关。生物信息学分
析表明，这 5 个 Cys 在硫修饰细菌科属间高度保守，佐证了 S． enteric DptC 中这 5 个 Cys 与硫修饰有关的结
论。【结论】S． enteric DptC 中 C146、C262、C273、C280 和 C283 任何一个的突变，都会导致受体菌 Dnd 表型
丧失。该结果为进一步探索 DNA 硫修饰的发生机制提供了线索。
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DNA 磷硫酰化修饰，简称 DNA 硫修饰，是指
DNA 骨架上非磷氧桥上的一个氧被硫取代［1］的一
种 DNA 修饰现象。DNA 发生硫修饰后，在电泳过
程中易被降解 (DNA degradation)，会出现 smearing
现象，前人将此定义为 Dnd 表型［2］。此现象于 1988
年在 Streptomyces lividans［2］中首次发现，现已证明在
细菌中广泛存在，且在科属间有明显的修饰水平差
异［3 － 5］。细菌硫修饰是在机体 DNA 复制后发生的
一种新型修饰［2，6 － 8］，是 DNA 双链在特异位点的断
裂［2，6 － 9］，是过氧化物介导的氧化反应和氨基催化共

同作用［4，6，10-11］的结果。DNA 硫修饰与宿主专一性
限制修饰系统相关［12］，硫修饰的 DNA 可被 IV 型限
制性内切酶 ScoMcrA 切割［13］，硫修饰的 DNA 是机
体的一种抗氧化机制［14］。早期研究表明，Dnd 表型
受约 6 Kb、被命名为 dnd 的基因簇控制［2，3，15，16］，以
S． lividans 为代表的 dnd 簇包括 5 个基因，定名为
dndA、dndB、dndC、dndD 和 dndE，其中 dndA 为一个
独立转录本，而 dndB-E 为与 dndA 相反的另一个转
录本［2］;而后随着硫修饰在更多细菌中的发现，则
了解到部分细菌中 dndA 与 dndB-E 转录本方向相
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同［2］， 如 Roseobacter denitrificans OCh114 和
Mesorhizobium sp． BNC1 plasmid3，且以 Escherichia
coli B7 和 Pseudomonas fluorescens Pfo-1 等为代表的
dnd 基因簇，并没有囊括到 Dnd 表型所必需的 dndA
基因，而且这种类型占已报道有 DNA 硫修饰现象细
菌的 60%［4，17］以上。

dnd 簇的酶学功能研究表明，DndA 具有脱硫酶
活性［16，18］，功能与 E． coli 中的 IscS 类似;DndB 为一
转录调控因子或一种 DNA 拓扑结构修饰蛋白［8，16］;
DndC 的作用类似于 ATP 硫酸化酶和磷酸腺苷磷硫
酸盐还原酶，含 4Fe-4S 簇，催化水解 ATP，过量表达
会影响细胞的生存能力［16，18 － 19］;DndD 与 ABC 运载
体 ATP 结合蛋白同源，有 ATP 酶活性，可催化 ATP
水解，超量表达也会影响细胞正常生长［16，19 － 20］;
DndE 可能与 ATP 合成酶形成复合体［16］，为一个硫
转移酶，在硫修饰形成过程中能与带有切口的 DNA
双链发生作用［4，21］。

Salmonella enterica serovar Cerro 87 是具有硫修
饰 DNA 的细菌之一，其控制 Dnd 表型的基因簇包
括 4 个基因，被命名为 dptBCDE［12］。目前对其各基
因的功 能研究 尚无报 道。本研究 将 S． enteric
dptBCDE 克隆，转化 Escherichia coli DH10B 后，发现
S． enterica dptBCDE 可赋予 E． coli DH10B Dnd 表
型。而当 dptC 缺失，则和 S． lividans 的 dndC 的缺
失一样，Dnd 表型丧失。为进一步研究 dptC 在硫修
饰发生过程中所起的作用，将 dptC 编码的硫修饰蛋
白 DptC 中所含的 6 个半胱氨酸逐个定点突变，检测
突变后 Dnd 表型的变化，确定参与硫修饰的半胱氨
酸。为进一步阐明 DptC 的功能、探明硫修饰形成的
生理机制提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1． 1． 1 菌种:菌种 Salmonella enterica serovar Cerro
87 和 Escherichia coli DH10B，上海交通大学微生物
代谢国家重点实验室保存。
1． 1． 2 主要试剂和仪器:KOD 高保真 DNA 聚合酶
及其 相 关 试 剂 均 为 TOYOBY 产 品。 pJTU3510
(dptBCDE)、pJTU3523 ( dptC)、pJTU3531 ( dptBDE)
均由本实验室前期工作构建。QuikChange Lightning
Site-Directed Mutagenesis Kit，为美国 Stratagene 公司

产品。限制性内切酶 Dpn I 为 Fermentas 产品。突
变引物由上海生工生物工程有限公司合成。
1． 2 S． enterica dptBCDE 及其衍生质粒转化
Escherichia coli DH10B

按文献［22］中钙转化法，分别将 pJTU3510
(dptBCDE)及其突变衍生质粒、pJTU3531 (dptBDE)
转化 E． coli DH10B，pJTU3531 (dptBDE，p15A ori) 与
pJTU3523 (dptC，Col E1 ori) 共转化 E． coli DH10B。
1． 3 S． enterica DptC 半胱氨酸的定点突变

按 Stratagene 公 司 QuikChange Lightning Site-
Directed Mutagenesis Kit 使用说明书［23］设计 overlap
引物，用 KOD 高保真 DNA 聚合酶、经 PCR 合成突变
链、Dpn I 酶解模板链，再转化 E． coli DH10B，提取含
突变位点的质粒，送上海鼎安生物科技公司测序。
1． 4 E． coli DH10B 及其衍生菌 Dnd 表型鉴定

按细菌 DNA常规方法提取 E． coli DH10B 及其衍
生菌总 DNA，经含 1‰硫脲的 TAE (10 mmol /L Tris-
acetate，1 mmol /L EDTA，pH 8． 0)缓冲液电泳检测。
完好无拖尾的 DNA，用 1% per-acetic acid (PAA)的
TAE于 37℃反应 30 min，再次电泳鉴定 Dnd 表型。

2 结果

2． 1 沙门氏菌 S． enterica serovar Cerro 87 )
dptBCDE 赋予 E． coli DH10B Dnd 表型

将本实验室前期工作构建的 pJTU3510 ( p15A
ori，Cmlr，dptBCDE)转化 E． coli DH10B，结果如图 1，
可见 S． enterica dptBCDE 的转入使无 Dnd 表型的
E． coli DH10B(泳道 － － )出现 Dnd 表型(泳道 1)。
当缺失 dptC 的 pJTU3531 ( p15A ori，Cmlr，dptBDE)
转化 E． coli DH10B 后，不出现 Dnd 表型(泳道 2)，
再用只含 S． enteric dptC 的 pJTU3523 ( ColE1 ori，
Ampr，dptC) 与 pJTU3531 共转化 E． coli DH10B，则
受体又显现 Dnd 表型((泳道 2 + 3)。
2． 2 S． enterica DptC 中半胱氨酸突变的构建

由 2． 1 可知，沙门氏菌 S． enterica serovar Cerro
87 中与硫修饰相关基因 dptC 的缺失，使其受体菌
E． coli DH10B 丧失了硫修饰表型。dptC 编码硫修
饰形成必需蛋白之一 DptC，推测其中的半胱氨酸直
接或间接参与硫修饰中硫的掺入，而 DptC 中有 6 个
半胱氨酸，为了解它们在硫修饰形成过程中的贡献，
本研 究 以 载 有 S． enterica dptBCDE 基 因 簇 的
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pJTU3510 为出发质粒，按 1． 2． 2 方法分别将这 6 个
半胱氨酸进行定点突变，即 C39A、C146A、C262A、

C273A、C280A 和 C283A。测序验证突变结果，从图
2 可以看出，获得目的突变序列。

图 1 S． enterica dptBCDE 及其异源表达
Fig． 1 S． enterica dptBCDE cluster and its heterologous expression in E． coli DH10B． A: S． enterica dpt gene cluster，B: Heterologous

expression of S． enterica dpt gene cluster in E． coli DH10B．

图 2 S． enterica DptC 中半胱氨酸的定点突变
Fig． 2 Cysteines site-directed mutagenesis in S． enterica DptC．

2． 3 S． enteric DptC 的 6 个半胱氨酸中有 5 个与
其 DNA 硫修饰有关

将载有 S． enterica dptBCDE 的 pJTU3510( p15A
ori，Cmlr，dptBCDE)及含突变位点的衍生质粒分别
转化 E． coli DH10B，Dnd 表型检测结果如图 3。

从图 3 看出，除 C39(泳道 2)外，突变其余 5 个
半胱氨酸中的任何一个，均可导致含 dptBCDE 的 E．
coli DH10B 丧失 Dnd 表现即无 smearing 现象，即可
以推断 S． enteric DptC 中 C146、C262、C273、C280 和
C283(泳道 3 － 7)位点均与 DNA 硫修饰有关。

3 讨论

3． 1 E． coli DH10B 中 dndA 的同源基因发挥了
DndA 的作用

尽管早期发现的硫修饰细菌 S． lividans、S．

图 3 S． enterica DptC 中半胱氨酸的定点突变对 Dnd

表型的影响
Fig． 3 Influences on Dnd phenotype of Cysteines site-directed

mutagenesis in S． enterica DptC． Lane 1 E． coli DH10B /dptBCDE，

Lane 2 E． coli DH10B /dptBCDE: C39A，Lane 3 E． coli DH10B /

dptBCDE:C146A，Lane 4 E． coli DH10B /dptBCDE:C262A，Lane 5

E． coli DH10B /dptBCDE:C273A Lane 6 E． coli DH10B /dptBCDE:

C280A Lane 7 E． coli DH10B /dptBCDE:C283A
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avermitilis等 dnd 簇包含 5 个基因，但在 He［3］ 和
Ou［4］等报道的具有硫修饰现象的 31 个细菌和 1 个
古细菌中，有 60%以上菌株的 dnd 基因簇只能囊括
4 个基因，即缺少硫修饰发生所必需的 dndA。已知
dndA 为一脱硫酶基因，与 E． coli 两个铁硫蛋白—半
胱氨酸脱硫酶 IscS 和 NifS 关系密切［3］，可以将 L-
Cys 的硫脱下;DndA 还通过激活 DndC 中的辅基
Fe2 +催化铁硫簇的组装［18］。本研究将缺失 dndA 的
S． enterica dptBCDE 簇转入 E． coli DH10B，赋予后

者 Dnd 表型，说明 E． coli DH10B 中有基因可以替
代 dndA 的功能。在 E． coli 中，dndA 的同源基因有
iscS、sulfS 和 csdA 三个［24 － 25］，是其中一个还是几个共
同发挥 dndA 的功能，这一问题还有待进一步研究。
3． 2 S． enterica DptC 中的 5 个半胱氨酸，在科属
间高度保守，很可能与硫修饰有关

S． enterica 硫修饰蛋白之一 DptC 中，有 6 个半
胱氨酸，分别在 C39、C146、C262、C273、C280 和
C283 位点，生物信息学比较结果如图 4。

图 4 S． enterica DptC 中半胱氨酸的保守性
Fig． 4 Conservatism of Cysteines in S． enterica DptC．

从图 4 可见，C39 只在杆菌科中的大肠杆菌、沙
门氏菌中保守，而 C146、C262、C273、C280 和 C283

在不同科属的链霉菌、假单胞菌和大肠杆菌、沙门氏
菌中均表现高度保守，由此从理论上也支持了 S．
enteric DptC 中 C146、C262、C273、C280 和 C283 位点
的 5 个 Cys 与硫修饰有关的结论。至于这 5 个位点
的半胱氨酸中哪一个直接将硫传递到 DNA 骨架上
发生硫修饰，而另外的只是通过铁硫蛋白协助这一
过程的发生，尚需更多的实验证据来证明。
3． 3 S． enteric DptC 很可能是一种铁硫蛋白

铁硫蛋白［26-27］是一类含有铁-硫簇的蛋白质，

铁-硫簇中与硫连接着的有二、三或四个铁中心，并
可处于各种变化的氧化态上。铁-硫簇存在于多种
金属蛋白之中，例如铁氧还蛋白、氢化酶、辅酶 Q-细
胞色素 c 氧化酶、琥珀酸脱氢酶、固氮酶等。铁硫蛋
白通常是电子传递途径中的重要成员，这些过程包
括呼吸作用、光合作用、羟化作用以及细菌的氢和氮
的固定。同时铁硫蛋白也参与生物体含硫化合物的
生物合成中，如生物素［28］合成过程中腺苷甲硫氨酸
发生还原性断裂，产生脱氧腺苷自由基，被铁硫簇蛋
白捕获传给脱硫生物素。关于控制 DNA 硫修饰发
生的蛋白中，You 等［18］报道了 S． lividans DndC 是含
1 个 4Fe-4S 簇的硫修饰蛋白，说明其分子中有 4 个

半胱氨酸参与 4Fe-4S 簇的形成。S． enteric DptC 与
S． lividans DndC 为同源蛋白，都含有 6 个半胱氨
酸，其中 5 个高度保守，即 C146、C262、C273、C280
和 C283 位点完全一致。本研究证明 S． enteric DptC
中 C146、C262、C273、C280 和 C283 这 5 个位点与硫
修饰有关，由此推测 S． enteric DptC 同 S． lividans
DndC 一样含有 1 个 4Fe-4S 簇，是一种铁硫蛋白，
C146、C262、C273、C280 和 C283 中的 1 个直接参与
硫修饰的形成，另外 4 个参与铁硫簇的形成，结果还
暗示硫修饰的发生需要该铁硫簇的协助。

致谢 感谢上海交通大学微生物代谢国家重点实验
室邓子新团队的所有成员，特别感谢白林泉教授、林
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Mutagenesis of cysteine residues in dptC from Salmonella
enteric serovar Cerro 87 and its effects on DNA
phosphorothioate modification

Xianhui An1，2，Xiufen Zhou1，Zhijun Wang1，Zixin Deng1* ，Jingdan Liang1*
1 State Key Laboratory of Microbial Metabolism，School of Life Sciences and Biotechnology，Shanghai Jiao Tong University，
Shanghai 200240，China
2 Jiangsu Key Laboratory of Marine Biotechnology，Huaihai Institute of Technology，Lianyungang 222005，China

Abstract:［Objective］DNA phosphorothioate modification ( DNA sulfur modification，a non-bridging oxygen swapped
with a sulfur) exists in diverse bacteria． Salmonella enterica serovar Cerro 87 is one of the bacteria that harbor the DNA
sulfur modification． The modification is carried out by the products of a four-membered gene cluster， dptBCDE．
Transformation of Escherichia coli DH10B with the dptBCDE gene cluster endows the strain with DNA sulfur modification
capability． Deletion of dptC abolished the modification． Here，we studied the function of dptC in DNA sulfur modification．
［Methods］ Six cysteine residues in dptC were mutated individually within the dptBCDE gene cluster． Mutants were then
tested for DNA sulfur modification． ［Results］ Among the 6 cysteine mutations (C39，C146，C262，C273，C280，and
C283)，5 abolished DNA modification except for C39，suggesting that C146，C262，C273，C280，and C283 are essential
for DNA sulfur modification． Sequence alignment shows that these five cysteine residues are conserved among different
strains． ［Conclusion］Mutation at anyone of C146，C262，C273，C280 and C283 of dptC abolished DNA modification．
Our results shed light on further study of DNA sulfur modification biochemical pathway．
Keywords: DNA S-modification，Salmonella enteric，Dnd phynotype，dpt gene cluster，site-directed mutagenesis，iron-
sulfur protein
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