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摘  要: GacA 是 GacS/A 双元调控系统的一个组分, 克隆假单胞菌株 M18 中的 gacA 基因。测序结

果同 Pseudomonas sp. PAO1 比较, 该基因 2 个碱基的改变未引起氨基酸的改变。将该基因克隆到表

达质粒 pET28b (+)中, 将重组质粒经热激转化至大肠杆菌 BL21 (DE3)中, IPTG 诱导表达。表达产物

经金属螯合层析柱纯化, 蛋白纯度约为 98%, 质谱鉴定证明纯化的蛋白为 GacA 蛋白。CD 谱分析

GacA 包含了 4% α-helix, 48% β-sheet 和 48%无规则卷曲。GacA 蛋白的获得为进一步研究其晶体结

构、生物学性能以及 GacS/A 双元调控系统奠定了基础。 

关键词: GacA, 克隆, 表达, 纯化, 质谱鉴定, 圆二色谱 

Cloning and Expression of Pseudomonas sp. M18 gacA  
Gene and Its Purification 
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Abstract: GacA is a component of GacS/GacA two-component system. In this study, Pseudomonas sp. M18 

gacA gene had been successfully cloned and expressed in vector pET28b (+). Plasmid sequencing showed 

that two bases were different from Pseudomonas sp. PAO1 but did not change the amino acid sequence. The 

constructed recombinant plasmid was transformed to E. coli BL21 (DE3) by heat shock method and ex-

pressed under induction of IPTG. Ni-NTA was used to purify this his-tag GacA. Its purity reached to 98%. 

By Peptide Mass Fingerprinting, the obtained protein was confirmed as GacA. Circular dichroism data 

showed that GacA contained 4% α-helix, 48% β-sheet and 48% random coil. Purified GacA protein could be 

used for further analysis such as crystal structure, biological characteristics and GacS/A two-component 

system. 
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感受激酶(Sensor kinase) GacS (Global activator 

sensor kinase)和反应调控因子(Response regulator) 

GacA (Global antibiotic and cyanide control)是双元

调 控 系 统 (Two-component regulatory system) 。
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GacS/GacA 系统调控胞外生防因子和致病因子的合

成, 是抗生素等次级代谢产物合成所必需的。在许

多 革 兰 氏 阴 性 菌 中 , 保 守 的 双 元 调 控 系 统

GacS/GacA 对细菌胞外产物的合成与分泌具有决定

性的控制作用。 

假单胞菌(Pseudomonas sp. M18)是从上海郊区

甜瓜根际土壤中分离到的促进植物生长的根际细

菌, 能同时分泌藤黄绿菌素(Pyoluteorin, Plt)和吩嗪- 

1-羧酸(Phenazine-1-carboxylic acid, PCA)两种抗生

素, 对农作物病害具有广泛的抑制作用。迄今为止

的文献中, M18 是唯一能同时分泌 Plt 和 PCA 的荧

光假单胞菌株[1]。gacA 突变菌株 M18G 合成 Plt 的

能力受到完全抑制, 而 PCA 的积累约比野生型提高

31 倍左右, 两种抗生素的生物合成与积累受 gacA

的 差 异 性 调控 [2]。 GacA 可 能 通 过多 条 途 径 调控

PCA 的生物合成[3]。 

GacA 最早是由生防菌 P. fluorescens CHAO 的

研究中提出的[4]。在这一菌株中, GacA 作为抗生素

和氰化物产生的整体激活因子, 是抗真菌活性和生

态适应性所必需的因子 [45], 其具有整体水平上调

节细菌次生代谢物的功能。P. syringae pv. syringae

的遗传学最早证实了 GacS 和 GacA 是双元系统的两

个组分, 随后又在其他几种细菌上得到证明[68]。 

革兰氏阴性细菌中, 当菌体生长达到一定密度

时, GacS 能接收某种胞外信号, 使 GacA 磷酸化, 

GacA 被激活后, 在转录或转录后水平上全局性地

调控各种细菌生命活动, 如次生代谢产物合成、蛋

白质分泌、菌体移动及色素的生成等[910]。在致金

色假单胞菌 30-84 中, gacA 的突变抑制 PCA 的合成, 

而 M18G 促进 PCA 的合成, 这表明双元调控系统

GacS/GacA 是合成 PCA 所必需的[10]。在 M18 和

PAO1 菌株中, GacA 对吩嗪类产物合成的调控方式

相反, 对菌群传感系统的调控也存在着差异性[11]。 

在 P. fluorescens CHAO 中存在的一类小 RNA

编 码 基 因 RsmX 、 RsmY 和 RsmZ 的 转 录 受 到

GacS/GacA 双元调控系统的正调控[10], RsmZ、RsmY

能结合次生代谢物阻抑蛋白 RsmA、RsmE。在 P. 

aeruginosa 中, GacA 通过 RsmY 和 RsmZ 调节控制

菌群传感以及胞外产物的表达。小基因 rsmZ 在菌株

2P24 中受到多个基因的调控, 并不是只受 GacA 的

控制[12]。目前有很多关于 GacS/GacA 双元调控系统

的信号传导途径的推测[1316], 关于 GacA 的研究报

告也均是从分子水平突变 gacA 基因进行实验研究, 

尚无 GacA 蛋白水平的研究。本实验克隆 M18 gacA

基因并对 GacA 表达和纯化 , 为下一步研究获得

GacA 蛋白的晶体结构奠定了基础。有研究推测

GacS/GacA 系 统 对 靶 标 基 因 的 影 响 是 间 接 的 [17], 

GacA 蛋白的获得有利于下一步的 GacA 与蛋白、或

GacA 与 DNA 相互作用的实验研究。GacS/GacA 系

统作为目前为止研究最为深入的双元组分调控系

统, 对 GacA 的研究将有利于进一步深入了解双元

调控机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒: 原核表达载体pET28b (+)、假单

胞菌株M18; BL21(DE3)购自北京全式金生物技术

有限公司。 

1.1.2  主要试剂: 限制性内切酶、T4 DNA连接酶购

自纽英伦生物技术 (北京 )有限公司 , PCR 试剂、

DNA 片段纯化试剂盒均购自天根生化科技(北京)

有限公司、其他常用试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  仪器 : 2720 Thermal Cycler PCR仪和4700 

Proteomics Analyzer质谱仪是美国Applied Biosys-

tems公司产品。 

1.1.4  培养基: LB 液体培养基(g/L): 蛋白胨 10, 

酵母提取物 5, NaCl 5, 完全溶解于 950 mL 去离子水

中, 以 5 mmol/L 的 NaOH 调节 pH 至 7.4, 定容至 1 L,  

1 × 105 Pa 灭菌 20 min。基因工程菌在培养前加入卡

那霉素至终浓度 100 μg/mL。 

1.2  方法 

1.2.1  引 物 设 计 与 合 成 : 根 据 GenBank 中

Pseudomonas aeruginosa PAO1 gacA 基 因 序 列

(NC_002516), 设计合成2条引物 , 上下游引物分别

引入EcoRⅠ、NotⅠ酶切位点(下划线部分), 由上海

英骏生物技术有限公司合成。 

PrimerF: 5'-CCGGAATTCGGTGATTAAGGTGC 
TGGTGGTCGACG-3';  

PrimerR: 5'-ATAAGAATGCGGCCGCCTAGCT 
GGCGGCATCGACCATGC-3'。 

从融化的 M18 假单胞菌细胞悬液中提取基因组

DNA 作为模板, 利用上述合成的引物进行 PCR 扩

增。反应体系: long Taq E (2.5 U/μL) 1 μL, 10 × long 

Taq buffer I 5.2 μL, dNTP mixture (各 10 mmol/L)  

2 μL, 模板 2 μL, Primer F 0.5 μL, Primer R 0.5 μL, 

ddH 2 O 加 至 50  μL。 反 应 条 件 :  95C 4  min ;  
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95C 1 min, 50C 2 min, 72C 3 min, 30 个循环; 72C 

10 min。 

1.2.2  重组质粒 pET/gacA 的构建: PCR 产物和

pET28b (+), 在 EcoR I 缓冲液中进行 EcoR I 和 Not I

双酶切, 将纯化的 DNA 片段与线性化的 pET28b (+)

载体连接, 热激转化 E. coli BL21(DE3)感受态细胞。

筛选阳性克隆 , 提取质粒 , 酶切及 PCR 鉴定并测

序。鉴定正确的重组质粒命名为 pET/gacA。将 gacA

基因序列资料输入 DNAsis 分析软件进行序列分析, 

并分别输入 BLASTn 和 BLASTp, 与基因库中的其

他同源株核苷酸和蛋白质进行同源性比较。 

1.2.3  融合蛋白的诱导表达: 挑选阳性菌株的单菌

落, 接种于 3 mL LB 培养基, 37C 培养 12 h, 2%的接

种量转接至 50 mL 新鲜 LB 培养基, 37C 培养至

OD600 为 0.7, 加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L, 37C

诱导 4 h, 离心收集细菌。在冰上超声波破碎菌体, 180 

W、5 min, 收集上清与沉淀, 进行 SDS-PAGE, 以未

诱导菌液及 DE3 菌液为对照。 

1.2.4  融合蛋白的纯化: Ni-NTA 树脂(2.5 mL)预先

用 5 倍树脂体积的裂解缓冲液(12.5 mL)在 4C 平衡

1 h。将细胞悬浮于裂解缓冲液(20 mmol/L pH 8.0 的

Tris-HCl, 300 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 咪唑 ,  

1 mmol/L PMSF, 10%甘油), 1 L 细胞培养液的菌体

悬浮于 30 mL 裂解缓冲液。在冰上用超声波裂解菌

体。细胞裂解液在 4C、12000 r/min 条件下离心 1 h, 

收集上清液。将收集的细胞裂解上清液, 以 15 mL/h

的流速流过预先平衡的 Ni-NTA 树脂, 使重组蛋白

结合在树脂上。用洗涤缓冲液(20 mmol/L pH 8.0 的 

Tris-HCl, 300 mmol/L NaCl, 20 mmol/L 咪唑 ,  

1 mmol/L PMSF, 10%甘油)以 20 mL/h 的流速洗涤树

脂, 除去非特异性结合的杂蛋白, 直至 OD280 低于

0.01。用洗脱缓冲液(20 mmol/L pH 8.0 的 Tris-HCl, 

300 mmol/L NaCl, 200 mmol/L 咪唑, 10%甘油)以 

10 mL/h 的流速洗涤树脂, 分步收集(1.0 mL/管)含有

目标蛋白的洗脱液。12% SDS-PAGE 检测。 

1.2.5  MALDI-TOF-MS 及数据库检索: SDS-PAGE

凝 胶 上 纯 化 的 蛋 白 条 带 进 行 割 胶 回 收 , MALDI- 

TOF-MS 由复旦大学生物医学研究院完成, 获得肽

混合物的肽质量指纹谱(Peptide mass fingerprinting, 

PMF)。应用 Mascot (http://www.matrixs cience.com) 

搜索引擎在 SwissProt 蛋白数据库中进行检索。结果

的可靠性用肽段匹配率的得分值(Score)和匹配肽段

在对应蛋白内序列的覆盖率(Sequence coverage)进

行评价。 

1.2.6  圆二色谱分析: 使用圆二色谱分析, 预测纯

化得到 GacA 的二级结构。圆二色谱分析在 Jasco 

J-715 spectropolarimeter 上进行, 纯化得到的蛋白以

219 μg/mL 的浓度溶解于水中, 以水溶液校基线; 比

色池路径为 1 mm, 从 190 nm 扫描到 250 nm, 3 次测

试并 取平均数据 , 数据提交 到 K2d online server 

(http://www.emblheidelberg.de/~andrade/k2d.html) 

进行蛋白质二级结构的预测。 

2  结果与分析 

2.1  gacA融合基因的克隆、鉴定 
采用 PCR 法, 扩增 gacA 基因片段, PCR 扩增产

物经 0.8%的琼脂糖凝胶电泳鉴定, 在 500750 bp 

处可见 1 条与预期大小(645 bp)相符的条带(图 1)。

提取 pET/gacA 重组质粒进行酶切鉴定, 结果呈现出

与预期结果(5369 bp 和 645 bp)相符的 2 条带(图 1)。

DNA 序 列 分 析 显 示 插 入 的 gacA 基 因 片 段 与

GenBank (No. NC_002516)中已报道的序列大小一

致, 有 2 个碱基不同, 但它们的改变均未引起氨基

酸的改变, 二者的基因同源性为 99.69% , 氨基酸序

列一致性为 100%。 

2.2  目的蛋白的表达与纯化 
工程菌 BL21 (DE3)经 IPTG 诱导 3 h 后, 菌体裂 

解物进行 SDS-PAGE, 在相对分子质量约 27 kD 处 
 

 
图 1  gacA基因的 PCR 扩增、重组质粒酶切电泳图 
Fig. 1  Electrophoresis results of PCR amplification of 
gacA fragment and restriction analysis of recombinant 
plasmid 
注: M1: DNA marker DL2000; 1: gacA 片段; M2: 1 kb marker; 2: 

EcoR I/Not I 酶切 pET/gacA 产物. 

Note: M1: DNA marker DL2000; 1: gacA fragments; M2: 1 kb 
marker; 2: pET/gacA digested by EcoR I and Not I. 
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出现一特异条带, 与预期的 GacA-His6 融合蛋白理

论大小数值相符(融合端约占 2 kD), 而对照(DE3 菌

液)无特异条带出现。菌体超声破碎后, 离心收集上

清, 通过 Ni2+螯合琼脂糖亲和纯化, 经 SDS-PAGE

显示, 纯化的蛋白为单一条带, GelPro3 软件分析, 

蛋白纯度达 98%以上, 如图 2 所示。 

 

 

图2  GacA纯化电泳图 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of purified GacA protein 
注: M: 蛋白中分子质量 Marker; 1: DE3 (对照); 2: 未诱导 pET/ 

gacA; 3: pET/gacA 诱导超声波裂解后的上清; 4: 流穿; 5: 洗脱. 

Note: M: Protein marker (Middle); 1: DE3 (Control); 2: Uninduced 
pET/gacA; 3: Supernatant of induced pET/gacA after sonication; 4: 
Wash; 5: Elution. 

2.3  纯化蛋白的鉴定 

纯化的蛋白肽指纹图谱 , 数据库查询结果为 : 

Protein scores greater than 79 are significant (0.05), 
Match to: gi|15597782 Score: 344 Expect: 1.7e-028 
response regulator GacA [Pseudomonas aeruginosa 
PAO1], Nominal mass (Mr): 23593; Calculated pI 
value: 5.83, Sequence Coverage: 66%。通过数据库检

索(图 3)该蛋白为 GacA。 

2.4  GacA 的圆二色谱(CD)分析 

圆二色谱分析在水溶液中进行, 在测试前, 以

水为基线校零, 200 nm 到 240 nm 之间的数据被取做

有效数据(图 4)。有效数据被提交到 K2d online server

来模拟蛋白质二级结构。GacA 包含了 4% α-helix、

48% β-sheet 和 48%无规则卷曲, 也就是说 GacA 的

二级结构基本上是由 β-sheet 和无规则卷曲构成的。 

3  讨论 

GacS 将磷酸基团转移到 GacA 保守的天冬氨酸 

上[18]。磷酸化的 GacA 激活或阻遏调控元件的转录, 

从而控制目标基因的表达。GacA 磷酸化使之形成二

聚体, 而二聚体化正是与靶标 DNA 高亲和度结合所

需要的[19]。GacS/GacA 突变体有两个非常突出的特 

 
图3  PMF结果 

Fig. 3  PMF results
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图4  GacA蛋白的圆二色谱 
Fig. 4  CD spectra of GacA protein 

 
征: 它导致植物有益假单胞菌部分或全部丧失生防

能力; 导致植物或动物致病细菌的病原毒性显著下

降。这些 GacS/GacA 控制的表现型的共同点是控制

合成胞外产物、即酶和次生代谢产物。 

本研究选用的是pET-28b (+) 载体是一个高效

表达载体。pET-28系列载体具有组氨酸纯化标签 , 

表达的目的蛋白N-端带有6-His序列 , 可用于目的

蛋白的亲和纯化。表达的6-His融合蛋白以可溶性形

式存在于胞浆中 , 有利于蛋白形成正确的空间构

象; 而且6-His一般不影响目的蛋白的分泌、构象和

生物学活性, 因此不必切除, 可以直接用金属螯合

层析柱对表达蛋白进行提取、纯化, 操作简便, 特异

性高。 

试验中曾尝试用 Taq DNA Polymerase、Super 

Taq DNA Polymerase 对 gacA 进行 PCR 扩增, 但未

获得成功, 采用改变退火温度等反应条件, 仍未得

到 PCR 产物。这可能是由于 gacA 基因 GC 含量高

(63%), 不易扩增。后采用可适应不同模板的扩增、

扩增效率高、保真性能强的 Long Taq DNA Poly-

merase, 结果获得成功扩增。 

本研究中采用大肠杆菌表达系统, 成功地表达

了融合 GacA 蛋白, 为下一步研究获得 GacA 蛋白的

晶体结构奠定了基础。有研究推测 GacS/GacA 系统

对靶标基因的影响是间接的[17], GacA 蛋白的获得

为下一步的 GacA 与蛋白、或 GacA 与 DNA 的体

外相互作用实验研究提供了基础。 
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征 稿 简 则 
3.4  摘要写作注意事项 

3.4.1  英文摘要:  

1) 建议使用第一人称, 以此可区分研究结果是引用文献还是作者得出的; 2) 建议用主动语态, 被动语态表达拖拉

模糊, 尽量不用, 这样可以避免好多长句, 以求简单清晰; 3) 建议使用过去时态, 要求语法正确, 句子通顺; 4) 英文摘

要的内容应与中文摘要一致, 但可比中文摘要更详尽, 写完后务必请英文较好且专业知识强的专家审阅定稿后再返回

编辑部。5) 摘要中不要使用缩写语, 除非是人人皆知的, 如：DNA, ATP 等; 6) 在英文摘要中, 不要使用中文字体标点

符号。 

3.4.2  关键词：应明确、具体, 一些模糊、笼统的词语最好不用, 如基因、表达…… 

4  特别说明 

4.1  关于测序类论文 

凡涉及测定 DNA、RNA 或蛋白质序列的论文, 请先通过国际基因库 EMBL (欧洲)或 GenBank (美国)或 DDBJ(日本), 

申请得到国际基因库登录号  (Accession No.)后再投来。 

4.2  关于版权 

4.2.1  本刊只接受未公开发表的文章, 请勿一稿两投。 

4.2.2  凡在本刊通过审稿、同意刊出的文章, 所有形式的  (即各种文字、各种介质的)版权均属本刊编辑部所有。作者

如有异议, 敬请事先声明。 

4.2.3  对录用的稿件编辑部有权进行文字加工, 但如涉及内容的大量改动, 将请作者过目同意。 

4.2.4  文责自负。作者必须保证论文的真实性, 因抄袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果, 由作者自负。 

4.3  审稿程序及提前发表 

4.3.1  来稿刊登与否由编委会最后审定。对不录用的稿件, 一般在收稿 2 个月之内通过 E-mail 说明原因, 作者登陆我

刊系统也可查看。稿件经过初审、终审通过后, 作者根据编辑部返回的退修意见进行修改补充, 然后以投稿时的用户名

和密码登陆我刊网址上传电子版修改稿, 待编辑部复审后将给作者发送稿件录用通知单, 请作者将修改稿纸稿和签字

盖章后的承诺书一并寄回编辑部, 按照稿号顺序进入排队发表阶段。 

4.3.2  对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量为唯一标准, 对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前发表, 

请在投稿的同时提出书面报告, 说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性, 经过我刊的严格审查

并通过后, 可予提前刊出。 

5  发表费及稿费 

论文一经录用, 将在发表前根据版面收取一定的发表费并酌付稿酬、赠送样刊及单行本。 

6  联系我们 

地址: 北京市朝阳区北辰西路 1 号院 3 号中国科学院微生物研究所《微生物学通报》编辑部(100101)  
Tel: 010-64807511                 
E-mail: tongbao@im.ac.cn    
网址: http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 
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