
!" 卷 # 期

!$$% 年 # 月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-.,/0 !$$%

12324526：+.(0 #%，!$$7；83329:26：8.;.<: !=，!$$7 )

>?4< @’/A @,< <.99’/:26 B0 , ;/,-: C/’D *,:4’-,( *,:./,( E342-32 F’.-6,:4’- ’C G?4-,（*’) "$$7$$$#）)

"G’//2<9’-64-; ,.:?’/ ) >2(：H =7IJJ#IK""!!"$；F,L：H =7IJJ#IK""!M"M；NID,4(：64(B,/ ) :?O#7") 3’D
国家自然科学基金资助项目（*’)"$$7$$$#），自治区特批基金 !$$! P #$ 项目。

新疆艾比湖嗜盐菌的细菌视紫红质和 !"# $%&’ 基因序列的研究
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摘 要 为了研究分析嗜盐古生菌物种与细菌视紫红质（Z1）蛋白基因资源，从 K$ 份土壤、湖水及淤泥样品中分离出 #K= 株嗜

盐菌，对其中 7 株菌采用聚合酶链式反应（YG1）方法对其编码螺旋 G 至螺旋 [ 的蛋白基因片段和 #7E /1*8 基因进行了扩增，

并测定了基因的核苷酸序列。与已报道的相应片段进行对比，8ZSR#$，8ZSR#\ 和 8ZSRK$ 中的螺旋 G 至螺旋 [ 的蛋白与其

他菌株差异显著。基于 #7E /1*8 序列的同源性比较以及系统发育学研究表明，8ZSR#$ 和 8ZSRK$ 是 *,:/’-’/.B/.D 属下的新

成员和 *,:/4-2D, 属下的新成员，8ZSRK$ 的 #7E /1*8 序列已登录到 [2-Z,-A，其序列号为 8]J=JJ#$。8ZSR## 中的螺旋 G 至螺

旋 [ 的蛋白与其他菌株差异显著。
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近年来，随着分子生物学技术的应用，极端嗜盐

菌遗传多样性的研究得到迅速发展，新种和新属不

断地 被 报 道，极 端 嗜 盐 菌 属 于 古 菌 域（!"#$%&%
’()%*+）嗜 盐 菌 目（ ,%-(.%#/&"*%#&%&）嗜 盐 菌 科

（,%-(.%#/&"*%#&%&）。根据国际原核生物分类学委员

会（ 0+/&"+%/*(+%- 1())*//&& (+ 234/&)%/*#4 (5 6"(7%8
"3(/&4，0126）公 布 的 数 据， 到 9::; 年 < 月 份，

!"#$%"&’()*"&("( 科 共 有 => 个 属：!"#$%"&’()*+,，

!"#$")&+#"， !"#$-()".， !"#$&$&&+/， !"#$)+%)+,，

!"#$0($,(’)*&+,， !"#$’())*0(1*"， !"#$%"&+#+,，

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

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

!"#$%"&’()*"&("( 科成员以及 ?: 多个种。

细菌视紫红质（ %"&’()*$)2$3$5/*1，@A）是嗜盐古

生菌紫膜上的唯一蛋白质，并以 B 次!螺旋（!—C）

的基 本 二 级 结 构 跨 膜 定 位 于 其 质 膜 上［=］。 从

!"#$%"&’()*+, 2"#$%*+, 分离的 @A 蛋白是由 9;> 个氨

基酸组成，分子量约为 9D7E，第 9=D 位的赖氨酸通

过希夫碱基和生色团视黄醛分子相连［9］。天然状态

下，每 F 个 @A 单体组成三聚体，构成六角形二维晶

格的膜片层8紫膜（GH"G-& )&)."%#&，G)）。对它的深

入研究，有助于了解细胞膜信号传导途径中膜蛋白

受体作用机制与传导模型；同时 @A 又是细胞膜上

离子通道的原型蛋白，其跨膜转运质子的机制可以

为其他离子通道蛋白结构功能的研究起到指导性作

用；在太阳能电池、人工视网膜、光信息储存、神经网

络、生物芯片等应用领域中 @A 的光电响应和光致

变色特性有着广阔的利用前景。因此，将野外分离

的 @A 和人工改造的 @A 蛋白应用于研究 @A 结构和

功能，并结合晶体学研究，阐明其光反应和质子泵机

制，已成为目前 @A 蛋白研究中的一个热点［F］。

我们在新疆北部艾比湖中分离纯化得到的嗜盐

菌 !@E,=: 和 !@E,== 的生长盐浓度范围在 9:I J
9?I，基于 =D2 "AK! 基因（=D2 "EK!）序列进行了系

统发育分析，随后扩增了菌株 !@E,== 的 @A 蛋白

自螺旋 1 至螺旋 C 的基因保守片段，并同已报道的

其它菌株相应的 @A 蛋白序列进行了氨基酸相似性

分析。

! 材料和方法

!"! 菌株

菌株 !@E,=: 和 !@E,== 分离于艾比湖，对照

菌株为 ,%-(.%#/&"*H) $%-(.*H) A=L=，由复旦大学生

命科学学院李庆国教授惠赠。

!"# 分离和培养

菌种分离和富集培养采用高盐培养基，配方如

下：9::M K%1-，9:M LM2N;·B,9N，FM 柠 檬 酸 钠，9M
O1-，:P9M 1%1-9，=:M 细菌蛋白胨（QFB），G,BP9，加蒸

馏水至 =Q。固体培养基加琼脂 9:M。
土样先用高盐培养基悬浮培养，再取少量悬浮

液加到液体培养基中；冰样解冻后取少量加到液体

培养基中；水样直接取少量加到液体培养基中，FBR
光照振荡培养 B’。适当稀释涂布平板，经反复划线

纯化，直至获得单菌落。

!"$ 基因组总 %&’ 的提取

EK! 提取方法参见文献［;］。

!"( )*+ 扩增

根据文献［?，D］报道的已知 =D2 "AK! 序列，使

用 EK!2S!A 软 件 设 计 一 对 引 物，正 向 为 ?T8
!SS11CCSSC!S11SC18FT，反 向 为 ?T8!CC!CCSC!
S11!C11C1!C8FT。61A 反应条件为 ?:"Q 反应体系

F: 个循环；变性：<;R，;?4；退火：?:R，;?4；延伸：

B9R，<:4。
按 N/()(［B］方法设计一对简并引物，正向引物

为 ?T811C1SC（1S）SC（1S）SC（1S）S（!1）C!11S1C8
FT。反向引物为 ?T8!CC!SC!（C!）（1C）11C!!（1C）

11C!11SS8FT。61A 反应条件为：?:"Q 反应体系 F:
个循环；变性：<;R，F:4；退火：??R，F:4；延伸：B9R，

F:4。
!", %&’ 序列的转化和测序

61A 产物用直接 SU! 克隆法进行克隆，先将该

片段纯化，连接到质粒 GV1)8S 上，再转化到大肠杆

菌 WL=:< 菌株，在含氨苄霉素（!L6X ）的平板上生

长过夜，挑选白斑，经 61A 和酶切验证后，随机取 F
个阳性克隆测序。

!"- 系统发育树的构建

将菌株 !@= 的 =D2 "AK! 序列与从 C&+@%+7 数

据库中获得的嗜盐菌 =D2 "AK! 序列作比较，采用

1-H4/%-Y=P> 软件包进行多序列匹配排列，其中形成

的缺口用中性元素填补。用 6,ZQ06 程序包中的

EK!’*4/ 程序计算进化距离，根据“O*)H"% 双参数”方

式，通过序列数据计算矩阵距离，然后使用 K&*M$.("8
[(*+*+M 方法，进行系统进化树估算。各分支的重复

性用 6,ZQ06 程序包中的 2&\.((/、1(+4&+4& 程序分

析，重复数为 =:::。

!". 数据库序列号（’//011234 456708）
菌株 !@= 的 =D2 "AK! 序列和 @A 基因序列准
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备登录到 !"#$%#& 核苷酸序列数据库中，其它相关 菌株的数据库登录序列号如 ’%()" *。

表 ! 嗜盐古生菌株及其 "# 基因和 !$% &#’( 序列的数据库登录号

)*+,- ! .*/*+*0- *11-00234 456+-& 37 8*,3982,21 *&18*-*，"# :-4- *4; !$% &.’(
+,"-."/ (0% *1+ 2034(

5%)6%2-7)% !"#$%&’%$%(’( 89*::; 8<;:=>
)!*+%’,! 4$;?>9?; 8?::@?（,）-

-!..’(/+"&’( 89*::? A*@<>9
!)’%01$%(’( 4B?@><<;

2!.+/’,"+3’1/ /14+5!&!$’ +@1@=9 8<;:<;
2!.+3!,$"’1/ (!.’%!"1/ C**@?; C9:?:;
2!.+"13"1/ (+6+/$%($ 8<;:=: D:?*1>

E"F 8<;:=:
2!.+&$""’#$%! /,G %2HI= 4$;;>1?; 4$;;>1?=

&1"4/$%’,! 4$;;=:@:
&5$"/+&+.$"!%( 4J**<=@:

7!&"+%+,+,,1( +,,1.&1( K?:9@:
!/8.+.8&’,1( 8=91?:

C./-"))%#"67/ /L2%.# C"F 8**;<1（,）-

/L2%.# M62L 8**;<@（,）-

/L2%.# +N%2& 8**;<:（,）-

/L2%.# DK<*< 4J9;1>9@
3%L2.#"E% %)L7E"#/" 4+ *G9@9* 4B?;:>@?
3%L2.#"E% ,%)).O7E 3PQC$@@@ 4R;;?>=>

3%L2.#"E% ,")).27(27E 3PQC$@:1 4R;;?>=@
3%L2.#"E% S"2/.T62E" 4+*G?91< 4$;?9=?1

3%L6#627(27E (%#H"#/" 4+*G*>:= B*=;?:
3%L6#627(27E L.("L"#/" 4+*G?*?9 4$;;<1<1
3%L2.%)( %"HU,L.%-% 8+C*9;@@ 4J?<*>=*
3%L2.%)( %/.%L.-% 8+C*??@:@ 8*=*?9

3%L2.%)( N7)72.(".2"#/./ 4+*G*>:1 4J?1?;?1
3%L2.%)( -N%N%##%6"#/./ 4+*G*>@@ 4R;;=:;1
3%L26#6(%-L"2.7E H2"H62U. 4’PP=9;>: 8:@>@;

36L"/：（%）8%L%(%/" %--"//.6# #7E("2 6T $0 H"#"；（(）8%L%(%/" %--"//.6# #7E("2 6T *1+ 2034 /"V7"#-"；（-）（,）：/6E" /"V7"#-"W

< 结果

<=! 嗜盐古生菌菌株 (".>!? 的 !$% &#’( 序列

和系统发育分析

图 * 菌株 4$**1+ 2034 MP0 序列扩增物图

J.HW* +L2%.#/ 4$* *1+ 2834 MP0 ,26O7-L/
*：834 C%2&"2；?：0"T"2"#-" /L2%.#/ 0*C*；9：4$85*;W

用一对引物扩增菌株 4$85*;，得到 *=@9 个碱

基，其 *1+ 2034 序列电泳图见 J.HG*。测序结果表明

4$85*; 的 *1+ 2034 序列与其它已报道菌株的 *1+
2034 序列大小类似，但核苷酸排列次序差异明显。

图 ? 采用邻接法根据 *1+ 2034 序列构建的发育系统树

J.HW? A/"O *1+ 2034 /"V7"#-" L6 -6#/L27-L
#".HN(62IX6.#.#H（3R）,NU)6H"#"L.- L2""/

用一对引物扩增菌株 4$85*;，得到 *=@9 个碱

基，基于 *1+ 2034 序列构建的嗜盐古生菌系统发育

树见 J.HG?。从树上可知，4$85*;（以 4$?> 代表）的

:= 95’%$($ :+1"%!. +; <’+&$,5%+.+#8 生物工程学报 ?;;@，Y6)G?9，36G*



!"#$%&’ 序列与其他已报道菌株的 !"# $(&’ 序列大

小类似，但核苷酸排列次序差异明显。

图 ) 菌株 ’* %+!! *( 蛋白基因部分

序列 ,-( 产物扩增图

./01) 234 ,-( 5$6789:; 6< ;6=4 ;4>84?94
<$6= #:$@/?; ’* %+!! *( 04?4

!：%&’ =@$A4$；B：$4<4$4?94 ;:$@/? (!C!；)：’*%+!!1

图 D *( 蛋白来自螺旋 - 至螺旋 E 的氨基酸排列比较

./01D 234 96=5@$/;6? 6< *( 5$6:4/? ;4>84?94 <$6= 34F/G - :6 34F/G E

!"! 嗜盐古生菌菌株 #$%&’’的 $(基因部分序列

用一对简并引物扩增菌株 ’*%+!!，得到 DH! 个

碱基，其序列电泳图分别见 ./0I)。序列分析表明

’*! 的 *( 蛋白 -E 片 段 与 对 照 菌 株 +JI3@F6J/8=
(!C! 的 *( 蛋白 -E 片段具有明显差异。

!") 嗜盐古生菌 $( 蛋白序列比较

嗜盐古生菌 ’*%+!! 与其它不同菌株 *( 蛋白

之间的序列比较，结果表明 ’*%+!! 的 *( 蛋白与

其它已报道菌株的 *( 蛋白序列有明显差别。

序列上方的横线表示根据 +J: 1 ;@F/?@$8= *( 蛋

白高级结构推测的跨膜螺旋；K 和 - 分别表示膜外

侧和膜内侧；, 表示与质子通道相关的氨基酸残基；

( 表示与视黄醛结合相关的氨基酸残基；* 表示和

质子通道及视黄醛结合都相关的氨基酸残基。

./0ID 显示亲水指数与氨基酸序列间的关系，根

据 LM:4 等人［N］方法用 O 个残基作为区间计算。
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! 讨论

根据嗜盐菌分类标准［!］，新的分类单位应当同

核苷酸序列的系统发育学分析相一致，"#$ %&’( 序

列的系统发育学进化距离也和表型特征及化学分类

数据有非常好的相关性。从 "#$ %&’( 构建的系统

发育 树 上 看（ )*+,-），菌 株 (./0"1 与 (.-! 与

’23%454%67%68 725+95:9 ($ ","!;< 构成一个分支，序

列同源性小于 !=,>?。一般认为，"#$ %&’( 序列同

源性低于 !;?，可以认为属于不同种，同源性小于

!@? A !>?，可以认为属于不同属［"1 B "-］。因此，从

系统 发 育 树 和 "#$ %&’( 序 列 同 源 性 角 度 分 析，

(./0"1 有可能是 ’23%454%67%68 属下的新成员。

各嗜盐古生菌菌株之间，.& 蛋白的 ’ 端氨基

酸排列次序的变异比较明显，但位于螺旋 C 和螺旋

D 内 的 氨 基 酸 残 基 相 对 保 守，例 如，菌 株 !" E
"#$%&’(&%&)() 和 !" E *"+,&(-" 之间，菌株 FG>"> 和 0%E
:HE 26:I- 之 间 的 .& 蛋 白 CD 片 段 同 源 性 都 达 到

!>?以上（J27K9 -）。但菌株 (./0"" 的 .& 蛋白 CD
片段与已报道的 .& 蛋 白 相 应 序 列 差 异 明 显，与

07E :HE 2%+I< 的 .& 氨基酸序列相似性最高，为 !1?，

而与其余菌株的 .& 蛋白部分序列相似性都低于

#1?，说明菌株 (./0"" 中发现的蛋白是一个新型

的 .& 蛋 白。 菌 株 (./0"" 和 参 比 菌 株

!".,/"-’%#(01 2".,/(01 &"L" 的 .& CD 片段有类似

的亲水性图谱（)*+ E<），也表明 (." 中发现的蛋白结

构上与已报道的 .& 蛋白类似，具有跨膜的!I螺旋

结构。

" 结语

通过对 # 株的 "#$ %&’( 基因序列及 .& 蛋白基

因序列的研究，结果表明：新疆艾比湖地区，除非嗜

盐菌外，还存在着丰富的嗜盐菌群，它代表着特定的

种质资源，也是特定的基因资源，它为进一步研究抗

盐的生物学机制及分离抗盐基因提供研究材料和种

质资源，而 .& 蛋白是存在于嗜盐菌紫膜上的唯一

蛋白，它作为光驱动质子泵、光电转换器和光敏材料

有着广阔的应用前景，其潜在经济价值是巨大的。

此研究对筛选新的微生物来源的生理活性物质，丰

富此类生物资源保护和开发利用奠定了基础，为新

疆生物资源调查增添了新内容。
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