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奇球菌 pprI基因增强枯草芽孢杆菌细胞抗性的研究
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摘  要: pprI是近来在奇球菌 ( D einococcus Rad iodurans)中发现的一个极其重要的

DNA修复开关基因. 本实验利用穿梭质粒 pRADZ3将其转入枯草芽孢杆菌 ( B- 1)中

稳定表达,并与转化了空白质粒的菌株 ( B - 2)对照, 观察了改造后的两种菌株在

H2O2氧化压力和紫外线辐照下的存活率.结果表明, 在两种情况下 B- 1菌株存活

率明显高于 B- 2菌株.证明奇球菌 pprI基因在枯草芽孢杆菌中的稳定表达能够增

强细胞抗氧化与抗紫外辐射能力.
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Abstract: pprI, a new ly ident ified gene sw itch responsib le fo r ex treme rad ioresistance o f

D einococcusR ad iodurans, plays a central regulatory role in mu ltiple DNA dam age repa ir

and protection pathw ays in response to rad iat ion stress. To eva luatew hether pprI a lso func-

t ions in the rad ioresistance in other organ isms, w e expressed pprI in theBacillus subtilis( B

- 1) using the comp lem entat ion p lasm id, pRADZ3- pprI, based on plasm id pRADZ3, and

emp ty plasm id pRADZ3w as transformed toBacillus sub tilis( B - 2) compared w ithBacillus

subtilis( B - 1) . The v iab ilities underH 2O2 ox idative stress and u ltrav iolet irrad iation w ere



observed. The results show ed that theBacillus subtilis ( B - 1) can enhance the v iabilities,

compared w ith theBacillus subtilis( B - 2) under the above tw o cases. It is conc luded that

the expression o fD einococcusRad iodurans pprI can enhance the antiox idation and antiu-l

trav iolet irrad iation inBacillus subtilis.

Key words: D einococcusR adiodurans; B acillus subtilis; pprI; H 2O2; u ltrav io let

0 引言

奇球菌是一种对电离辐射、紫外线、强氧化剂

和化学诱变剂具有超强耐受力的极端微生物, 这

种独特抗性归因于其具有高效而准确的 DNA修

复系统
[ 1]
.最近研究表明, 负责这一抗性的开关

基因 ) pprI在 DNA损伤修复中起着极为重要的

作用, 它能诱导 DNA修复相关基因 recA和 pprA

的表达并显著提高过氧化氢酶的活性
[ 2]
, 通过生

物信息学的方法对 pprI进行同源性搜索及比对,

在 NCB I基因组数据库中没有找到显著同源的类

似物, 表明 pprI可能是奇球菌所特有的基因. 其

中 RecA修复酶及其同源物广泛的存在于原核和

真核生物中,在 DNA损伤修复生物过程中发挥了

十分重要的作用
[ 3- 4]

.利用 BLAST比对奇球菌和

枯草芽孢杆菌的 recA基因, 发现其具有较大相似

性.因此我们推测将 pprI基因在枯草芽孢杆菌中

表达能够显著增强其 DNA损伤修复机制.

为研究 pprI基因在枯草芽孢杆菌中表达与

细胞抗性之间的关系, 通过 PCR技术 (聚合酶链

式反应 )复制扩增 pprI基因, 并通过穿梭质粒

pRADZ3将 pprI基因导入大肠杆菌 JM 109中, 在

提取质粒最终转入枯草芽孢杆菌中稳定表达, 并

对照空白株进行了 H2O2氧化压力和紫外线辐照

下的存活率对比试验.

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

奇球菌野生型菌株 R1、大肠杆菌、枯草芽孢

杆菌购买于中国普通微生物菌种保藏管理中心,

pMD
TM
18 - T V ector载体, 各种限制性内切酶、

T4DNA连接酶以及合成引物购自 TaK aRa公司,

TaqDNA聚合酶、dNTP购自上海博亚公司, 凝胶

回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自 B ioD ev公司.

穿梭质粒 pRADZ3为美国华盛顿大学 Lidstrom教

授赠送.用 TGY培养基 (每升含胰蛋白冻 5 g, 酵

母提取物 3 g, 葡萄糖 1 g, pH7. 0)培养奇球菌

R1,温度 30e ;用 LB培养基 (每升含胰蛋白冻 10

g,酵母提取物 5 g,氯化钠 10g, pH7. 4)培养大肠

杆菌, 温度 37 e . 大肠杆菌转化采用 CaC l2法
[ 5 ]
.

1. 2 奇球菌基因组 DNA的提取

挑取奇球菌单个菌落,接种到 TGY液体培养

基中, 30e 振荡培养 48 h,取菌液 12 000 r /m in离

心 1 m in后, 加 TE缓冲液重悬, 并加入浓度为

50mg /mL的溶菌酶 10 LL, 37e 温水浴 1 h后提

取全基因组 DNA
[ 5]
.

1. 3 pprI基因的克隆

根据己公布的 pprI基因组序列 (起始密码子

为 GTG)设计引物, 上游引物: 5. - TAACTAGTGC-

CCAGTGCCAACGTC- 3. ,划线部分为 SpeI酶切位

点, 下游 引物: 5. - TACATATGGTTCACTGTG-

CAGCGTC- 3., 划线部分为 NdeI酶切位点;采用

50 LL的 PCR反应体系扩增 pprI基因片段, 体系

为: 10 LL基因组 DNA模板, 5 LL上游引物, 5 LL

下游引物, 25 LL TaqDNA聚合酶, 5 LL ddH2O;扩

增条件: 94e 预变性 5 m in后进入循环, 94e 保持

45 s, 62e 保持 45 s, 72e 保持 1 m in, 30个循环后

72e 保温 10m in, 4e 保存.取 6LL PCR产物用 1%

琼脂糖凝胶进行电泳,观测结果.

1. 4 重组穿梭质粒的构建

参照凝胶回收试剂盒说明回收纯化目的片

段,然后将其连接到亚克隆载体 pMD
TM

18 - T

V ecto r上, 并将连接产物转入大肠杆菌 JM 109感

受态细胞中,加入 LB培养基 37e 振荡水浴 1. 5 h

后,菌液涂布于含氨苄青霉素和 X - gal的 LB琼

脂培养基上, 37e 培养过夜.次日在培养基上挑取

白色菌落, 扩增培养, 继以质粒小提并酶切和

PCR鉴定,将鉴定为阳性克隆的菌液送上海生物

工程技术服务有限公司测序.

重组质粒用 SpeI和 NdeI酶切消化后, 片段

连入相同酶切消化后的 pRADZ3质粒上, 命名为

pRADZ3pprI. 并将空质粒 pRADZ3转入枯草杆菌

做对照.

1. 5 H2O2氧化压力下的存活率

将 pRADZ3pprI导入枯草芽孢杆菌 (改造后

命名为 B- 1)与空白质粒 pRADZ3转入枯草芽孢

杆菌作对照 (改造后命名为 B- 2 ) .用 LB液体培

养基中培养 B- 1和 B- 2至指数生长期 (OD600值
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约 0. 22 )和稳定生长期 ( OD600值约 0. 39)时, 加

入 H2O2分别至终浓度为 5, 10和 20 mmo l/L, 1 h

内每隔 20m in取一次菌液, 作平板计数, 计算其

存活率.

1. 6 紫外线辐射下的存活率

将 37e 过夜培养的枯草芽孢杆菌 B- 1和 B

- 2接种于新鲜 LB液体培养液振荡培养 6 h, 经

4 000 r/m in, 4e 离心 15 m in;去上清,加入无菌生

理盐水稀释到适当浓度 (约 10
8
CFU /mL)制成细

菌悬浮液. 取 10mL细菌悬浮液置于无菌小平皿,

在 UV - B紫外灯 ( K= 245 nm )下 30 cm处照射,

60 s内每隔 10 s取 1mL注入 9 mL生理盐水中,

稀释后涂布于固体培养基平板, 37e 温箱培养

24 h,平板计数,计算其存活率.

存活率计算公式: 存活率 (% ) = [ Log (辐射

后存活菌数 ) /Log(对照存活菌数 ) ] @ 100%

2 结果与分析

2. 1 奇球菌 pprI基因的克隆

以奇球菌全基因组 DNA为模板进行 PCR克

隆,产物经琼脂糖凝胶电泳后, 与 100 bpDNA

marker比对,在 900 bp与 1 000 bp之间发现有明

亮的扩增条带目, (如图 1泳道 2和 3), 与预计

pprI基因 987 bp的大小一致. (图 1)

1. 100bp DNAmarker. 2, 3. PCR产物 pprI基因.

图 1 pprI基因 PCR扩增

F ig. 1 The resu lts of PCR and ran agarose

ge ls e lec trophoresis

2. 2 重组穿梭质粒的构建与鉴定

将 PCR目的条带割胶回收, 与 pMD
TM

18- T

V ecto r载体连接,转化到大肠杆菌 JM 109宿主菌

中.提取质粒 T Vector- pprI利用 PCR方法检测,

通过 PCR扩增出的条带片段与预期结果相符 (如

图 2泳道 2), 证明将奇球菌 pprI基因亚克隆到

pMD
TM
18- T V ecto r载体. 然后将质粒经 SpeI和

NdeI双酶切 (如图 2泳道 3、4)并连接至相同酶切

消化后 pRADZ3质粒, 将构建好的重组表达质粒

pRADZ3- pprI经 Spe I和 NdeI双酶切鉴定 (如图

2泳道 5、6 ), 结果证明目的基因已克隆到

pRADZ3质粒中.

1. 1 kbp DNAmaker; 2. PCR产 pprI基因;

3, 4. SpeI和 NdeI酶切 pMD
TM
18- T ( pprI+ )质粒;

5, 6. SpeI和 NdeI酶切 pRADZ3- pprI质粒.

图 2 重组穿梭质粒的酶切鉴定

Fig. 2 The resu lts of identif ication of

recomb inant shu tt le p lasm id

2. 3 pprI基因的测序与序列分析

将 pMD
TM
18- T Vector- pprI亚克隆重组质

粒送上海生工生物工程技术服务有限公司用 T3,

T7通用引物进行双向测序,测序得到 pprI基因序

列.用 OM IGA 2. 0软件对测序克隆所得的 pprI基

因序列和 NCBI提供的 DR0167进行比对,结果表

明克隆的 pprI基因序列与文献 [ 6]完全一致.

2. 4 pprI的补偿对枯草芽孢杆菌 H2O2压力存活

率影响

为了确定奇球菌 pprI的表达是否能够增强

枯草芽孢杆菌的抗氧化能力, 对 B- 1和 B- 2菌

株分别进行了相同生长期下相同浓度 H 2O 2的处

理,并记录其存活率的对比变化情况. 如图 3, 在

指数生长期 ( OD600约为 0. 22) , H 2O 2浓度为 5

mmol /L,一小时后,两者的存活率都在 60%以上,

而 B- 1比对照 B- 2要高 6%左右;在 H2O2浓度

为 10 mmo l/L, 一小时后存活率都降到原来的

50%左右, B - 1比对照的 B- 2大约高出 10%;

而在浓度为 20mmo l/L H2O2时,两者的下降趋势

都很快, 一小时后 B- 1降为原来的 25% , B - 2

降为原来的 11% , 在这一浓度下, 前者比后者在

存活率上要高出约 13% 左右. 在稳定生长期

( OD600约为 0. 39), 各个浓度下的下降趋势都比
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指数生长期来的延缓, 5 mmo l/L H2O 2, 两者的存

活率都在 80%以上, B - 1比对照 B- 2要高 5%

左右; 10mmo l /L H2O2,一小时后存活率降为原来

的 70%附近, B - 1比对照的 B- 2大约高出 7%;

而在浓度为 20 mmo l/L H2O 2, 一小时后 B- 1降

为原来的 59% , B- 2降为原来的 49% ,在这一浓

度下, 前者比后者在存活率上要高出约 10% , 如

图 4.

图 3 指数生长期 ( OD600= 0. 22)H 2O2氧化压力下的细胞存活率

Fig. 3 Scaveng ing act ivities of B- 1( pprI+ ) and B- 2( empty vector pRADZ3)

againstH2O2 at the grow th phase( OD600 = 0. 22)

图 4 稳定生长期 ( OD600= 0. 39)H 2O2氧化压力下的细胞存活率

Fig. 4 Scaveng ing ac tivities of B- 1( pprI+ ) and B- 2 againstH2O2 at the stable phase(OD600 = 0. 39)

2. 5 紫外线辐射下对枯草芽孢杆菌 B- 1、B- 2

存活率影响

将菌株 B- 1和 B- 2在相同条件下经紫外

照射 30 s后,平板上 B- 2的菌落明显少于 B- 1.

B- 1菌株的存活率可以达到 30%左右, 而 B- 2

只有 22% .当照射时间延伸到 60 s时, B - 2的存

活率只有 6%, 而 B- 1还有 20%左右 (见图 5).

并且在刚开始的 40 s内菌株的存活率下降很快,

B - 2迅速下降到了 10%, 而 B- 1下降到 20%,

此后减缓.说明 B- 1与 B- 2菌株在开始时由于

受紫外辐射引起细胞遗传物质突变, 大量死亡.但

在随后,由于 pprI基因在枯草芽孢杆菌 B- 1中

稳定表达能够显著增强其修复酶对 DNA紫外线

损伤的修复, 使得其相对于 B- 2菌株有较高的

存活率. 证明 B- 1菌株对紫外辐射具有较好的

防护作用.

图 5 紫外线 (K= 245 nm )辐射下的细胞存活率

F ig. 5 Scavenging activities of B- 1( pprI+ ) and

B- 2 under u ltrav iole t irrad iation

3 讨论

长期以来,关于奇球菌对极端环境适应机理
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已经成为研究的焦点,目前,奇球菌的基因组序列

分析已经完成,其中大量有关 DNA损伤修复的功

能基因以及抗性酶可能是这种极端抗性的主要因

素.例如 recA在 DNA重组修复和链间交换过程

中起着十分关键的作用,缺少 recA基因的变异株

对紫外线和电离辐射相当敏感
[ 7 ]
.

有研究表明,奇球菌抗氧化酶活性明显高于

大肠杆菌,表明奇球菌中有关抗氧化酶合成的调

控可能具有特殊的机制, 但缺乏相应的研究
[ 8]
.

而目前发现的 pprI基因无疑是 DNA损伤修复机

制中一个十分重要的开关基因, 在极端环境下会

开启部分与 DNA修复直接相关的因子 (如 recA、

pprA等 ).虽然到目前为止, 在 NCB I基因组数据

库中并未发现具有较高同源性的类似物, 但通过

利用 BLAST比对奇球菌和枯草芽孢杆菌的 recA,

发现其相似性为 68% ,因此推测这一外源基因在

枯草芽孢杆菌中的表达会发挥部分功能. 本研究

成功地将 pprI基因通过穿梭质粒 pRADZ3导入

到枯草芽孢杆菌 B- 1中, 发现改造后的枯草芽

孢杆菌对强氧化剂 H2O2和紫外线的抗性能力显

著提高,在对强氧化剂 H2O2的抗性方面,在指数

生长期内, B - 1比对照株 B- 2的存活率要高约

10%左右;而稳定生长期, B - 1比 B- 2的存活率

要高约 7%左右,且随氧化剂浓度增加而增加, 说

明 pprI基因在大肠杆菌中的稳定表达能够增强

大肠杆菌细胞的抗氧化能力. 在对紫外线辐射的

抗性方面,枯草芽孢杆菌 B- 1比对照菌株 B- 2

的存活率高出两倍左右, 显著增强了枯草芽孢杆

菌抗非离子辐射的能力.由此推测, pprI基因的导

入对枯草芽孢杆菌 DNA修复的关键酶 RecA的

表达具有促进作用. pprI作为一个奇球菌独有的

DNA修复开关基因在生物抗氧化与非电离辐射

方面将具有普遍适用性.

当前放射性核污染对环境威胁日益严重, 但

普通微生物吸附剂存在着对辐射敏感,难以在长

期核辐射下生存, 而采用灭活菌体富集核素不能

发挥长期作用, 不适宜较低浓度铀矿冶地域的环

境修复.目前奇球菌中可能存在着多个具有调控

菌体抗性的独特基因 (类似于 pprI) ,这些功能基

因又可以进一步应用于其他物种适应极端环境的

基因改造领域, 如增强其他物种的抗极端环境能

力,还可以用于构建处理强氧化性化学污染的基

因工程菌.这些改良的菌种将在低浓度铀矿冶地

域环境特点的环境修复与资源回收中具有广阔的

应用前景.
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