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嗜盐古生菌 AJ4中 BR蛋白基因部分片段 

和 16S rRNA基因序列研究 

许学伟 ，̈ 吴 敏 ， 阮 红 ，̈ 洪 洁 ， 黄伟达 
(”浙江大学生命科学学院，杭州 310027； 复旦大学生命科学学院，上海 200433) 

摘要 为了研究分析新疆阿尔金 山国家自然保护区阿牙克库木湖嗜盐古生茵物种与细菌视 紫红质 

(bacteriorhodopsin，BR)蛋 白资源，对分离纯化到的极端嗜盐古生茵 AJ4，采用 PCR方法扩增 出其 16S 

rRNA基因(16S rDNA)和编码螺旋 C至螺旋 G的 BR蛋 白基 因片断 ，并测定了基 因的核苷酸序列 ． 

通过 BR蛋白部分片段序列分析表明，BR蛋白中对于完成质子泵功能以及与视黄醛结合的关键性 

氨基酸残基均为保守序列 ，位 于膜 内侧的序 列比位 于膜外侧的序列更保守；基 于 BR蛋白基 因和 

16S rDNA序列的同源性 比较 以及 16S rDNA序列的系统发育学研 究表 明，AJ4是 Haloarcula属 中新 

成员．由此建立了一种快速筛选具有新 BR蛋白的新嗜盐古生茵的方法 ． 

关键词 嗜盐古生茵，细菌视紫红质 ，16S rDNA，系统发育 
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Partial Sequence of the Gene for a New BR Protein，and Nucleotide Sequence 

of 16S rRNA Encoding Gene from a Halophilic Archaeum AJ4 

XU Xue．wei”
，
WU Min 卜

，
RUAN Hong”

， HONG Jie ，HUANG Wei—da 

(̈ College ofLife Scienc ，Zhejiang University，Hangzho“ 310027，China； Collegeof“砖Scienc ，Fudan Universit)，Shanghai 200433，China) 

Abstract In order to study the species and bacteriorhodopsin(BR)protein resource from Ayakekum Lake in 

the Altun Mountain National Nature Reserve Region of Xinjiang，a strain of halophilic archaeum AJ4 was 

isolated．16S rRNA encoding gene and a part of the gene coding for a BR protein from AJ4 were amplified by 

PCR．and the nucleotide sequences were determined．The analysis of BR protein fragment showed that those 

amino acid residues in BR，essential for proton pumping and binding to retina1．are conserved．The results 

alSO indicated that the amino acid residues at the cytoplasmic side of membrane are more conserved than those 

at the external side．On the basis of homology analysis about BR gene and 1 6S rDNA as well as phylogenetic 

analysis about 16S rDNA．it was speculated that the strain AJ4 was a new memb er of the genus Haloarcula． 

So，a convenient and rapid method for screening a new BR protein from a new halophilic arehaeum was 

established． ． 

Key words halophilic archaea，bacteriorhodopsin，1 6S rDNA，phylogenesis 

嗜盐古生菌是一类存在于天然高盐域——海水 

晒盐场、盐 湖及盐 碱湖 中的古细 菌．细菌视 紫红质 

(bacteriorhodopsin，BR)是其质膜上的唯一蛋白质， 

由 248个氨基酸组成，分子量约为 26 kD，第 216位 

的赖氨酸通过希夫碱基和生色团视黄醛分子相连 ， 

并以 7次 a螺旋 (A—G)跨膜定位于嗜盐古生菌的质 

膜上⋯．BR的功能是吸收光能，将质子 由细胞膜内 

泵到细胞膜外产生 电化学势能，从而提供生命活动 

所需的能量 ．由于 BR是一个简单的膜蛋 白，以此作 

为模型 ，对它的深入研究 ，将有助于阐明细胞膜信号 

传导途径中膜蛋白受体的作用机制与传导模型；同 
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时 BR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它的离子通道蛋 白的结构 

功能的研究起到指导性作用 ；BR的光电响应和光致 

变色特性使其在太 阳能电池 、人工视网膜 、光信息存 

储 、神经 网络 、生物 芯片等应用领域有着广 阔的前 

景。’ ．自从上世纪 60年代末人们从 嗜盐菌 中发现 

BR以来 ，BR已成为研究得最热和最透彻 的膜蛋 白 

之 一 ． 

嗜盐古生菌的菌株之 间，BR蛋 白的 N端 氨基 

酸排列次序的变异比较 明显 ，但在螺旋 c和螺旋 G 

内，具有保守 的氨基酸残基 ，从 而可被利用来设计引 

物 ，进行 PCR反应 ．扩增 出的这一片段，除去 了全蛋 

白中的 N端 自 1～90位的残基和在 C末端位于膜外 

侧 221～248残基外，既包含了 BR的主要结构 ，也包 

含了其质子泵通道的结构核心，因此研究这一片段 

的结构对于阐明其质子泵功能特点是具有非常重要 

意义的 ． 

我们在新疆地区的阿尔金山国家 自然保护区阿 

牙克库木湖中分离纯化 了 38株耐盐范围在 20％ ～ 

25％的嗜盐菌，通过基于 16S rRNA基 因(16S rDNA) 

序列进行 了系统发育分析 ，选择其中 AJ4菌株扩增 

其 BR蛋白自螺旋 c至螺旋 G的基因保守片段，并 

同其它菌株相应 的 BR蛋 白进行 了氨基酸 相似性 

分析 ． 

1 材料和方法 

1．1 菌株 

菌株 AJ4分离 自阿尔金山的阿牙 克库木湖 ，对 

照菌株为 Halobacterium halobium R1M1，由复旦 大学 

生命科学学院李庆国教授惠赠 ． 

1．2 分离和培养 

菌种分离和富集培养采用高盐培养基，配方为 ： 

250 g NaC1，20 g MgSO4·7H2O，3 g柠 檬酸 钠，2 g 

KC1，0．2 g CaC1：，10 g细菌蛋白胨(L37)，pH 7．0，加 

蒸馏水至 1 L．固体培养基加琼脂 20 g． 

土样先用高盐培养基悬浮 ，再取少量悬浮液加 

到液体培养基中，冰样取少量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， 

37℃光照振荡培养 7 d．适 当稀释涂布平板 ，经反复 

划线纯化 ，直至获得纯菌 ． 

1．3 基因组总 DNA的提取 

DNA提取方法参见文献[4]． 

1．4 PCR扩增 

根据文献 [5，6]报道的已知 16S rDNA序 列，使 

矗 

用 DNASTAR软件设计一对引物 ，正向为 5'-A T T C C 

GGTTGATCCTGG3 ，反向为 5 ．AGGAGGTGA 

TccAGCCGCAG-3 ．PCR反应条件为50 l反应体 

系 30个 循环 ；变性 ：94~(2，45 S；退 火 ：50~(2，45s；延 

伸 ：72℃，1 min． 

按 Otomo 方法设计一对用于扩增 自螺旋 c至 

螺旋 G的基因片断的简并引物 ，正向引物为 5'-CCG 

C T G(C T)TG(C T)TG(C T)T(A C)GA C C T C G 

3 ．反向引物为 5 ．A G GA TGA(GA)(C G)C C GA A 

(C G)c C G A C C TT-3 ．PCR反应条件为 ：50 l反应 

体系30个循环；变性：94~(2，45 s；退火：60~(2，45 s；延 

伸 ：72~C，1 min。 

1．5 DNA序列的转化 

PCR产物连接到质粒 pUCm．T上 ，转 化大肠杆 

菌，经重组筛选，提取质粒并测序． 

1．6 系统发育树的构建 

将菌株 AJ4的 16S rDNA序列与从 GenBank数 

据库 中 获 得 的 嗜 盐 菌 16S rDNA 序 列 ，采 用 

Clustalw1．8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 PHYLIP程 序包 中的 

DNAdist程序计算进化距离，根据“Kimura双参数”方 

式，通过序列数据计算矩阵距离 ，然后使用 Neighbo卜 

joining方法 ，进行系统进化树估算 ．各分支的重复性 

PHYLIP程序包 中的 Seqboot、Consense程序分析 ，重 

复数为 1000． 

1．7 数据库存取号(Accession number) 

菌株 AJ4的 16S rDNA序列 已存 放在 GenBank 

核苷酸序列数据库 中，其存取号分别为 AY208973和 

AY279550．其 它 相 关 菌 株 的 数 据 库 存 取 号 如 

Tlable 1． 

Table 1 Halobacterial strains and accession numbers of genes 

encoding bacteriorhodopsins and 16S rDNA 

ND，not determined；(P)，partial sequence 

i藕 豁 蠢曩 
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／／& sp．arg-4 

Ha．argentinensis 

strain port 

Ha．vallismortis 

AJ4 
strain shark 

Hm．mukohataei 

胁 salinarum 

llb．sp、AUS一1 

胁 sp．SG1 

Hr．sodoeense 

肋 ．sp．AUS一2 

strain aex 

C C 

He1ix D 

E 

He1ix E 

C 

##R； 44, $$$$#####：；R##RR#R## #$$$$$$$$$$#####R##RR#R## # #### 
1O0 120 140 160 

PLLLLDLSLLAGANRNTI ATI 1GLDVFMIGTGAIAALS⋯ __-STPGTRIAW-AISTGALLALLYVLVGTLS 

PLLLYDI GLLAGADRNTITSLVSLDVLMIGTGLVATLSPGSGVLSAGAERLVW％ IST̂ FLLVLLYFLFSSLS 

PLI DLGLLAGADRNTI fSL、SLDVLMIGTGLVATLsAGSGVLSAGAERLv'— ISTAFLLVLLYFLFSSLs 

PL[ LYDLGLLAGADRNTI SSLVSLDVLMIGTGLVATLSAGSGVLSAGAERLV’ln-GIS1‘AFLLVLLYFLFSSLS 

PL1 LFDLGLLAGADRNTIASLVSLDVLMIGTGVVATLSAGSGVLSAGAERLV’ln-GISTAFLLVLLYFLF ．SLS 

PLI L1rDLGLLAGADRNTIYSL＼ SLDVLMIGTGVVATLSAGSGVLSAGAERLVW冒GISTAFLLVLLYFLFSSLS 

PL[．L、DLALLAGADRNTl YSLVGLDVLMIGTGALATLSAGSGVLPAGAERLVW冒GISTGFLLVLLYFLFSNLT 

PLLLI Dt．ALLVDADQGTILAL＼GADGIMIGTGLVGALT⋯ ⋯ KVYSYRFV硼AIST从MLYILYVLFFGFT 

PLLLLDLALLAKVDRVSIGTLVGVDALMIVTGLVGALS～ ⋯ HTPLARYT霄_LFSTICMIVYLYFLATSLR 

PLLLLDLALLAKVDRVSIGTLVGVDALMIVTGLVGALS⋯ 一一-HTPLARYT吼 FSTICMIV~LYFLATSLR 

PLI L1 DLALLAKVDRVTIGTLVGVDALMIVTGLIGALS___⋯ HTAIARYS- l『LFSTICMIW LYFLATSLR 

PI I L1．DlJALLAKVDRVTIGTL【GVDALMIVTGLIGALS⋯ ⋯ KTPLARYT吼 FSTIAFLFVLYYLLTSLR 

PL[．L1 DI ALLANADR．fTI rLl(；VDALMIVTGLIGALS⋯ 一 l{TPLARYT’Inn FSTIAFLFVLw LLTVLR 

PLI．L })1 LL I } D MI TG L R WW ST LY L 

E 

He1ix G 

$$SSSS$S$$$$ #芸=等=：=#R##RR#R## #$$$$$$## ## ##R##R## ## 

180 200 220 

／曲 sp．arg-4 ：ENARNRAPEVASLFGRLRNLV I ALWFLYPVVWILGTEGTFGILPLYWETAAFMVLDLSAKVGI VI 

． argentinensis ：GRVADI PSDTRSTFKTLR}fLVTVVWLVYPVWWLIGTEG—IGLVGIGIETAGFMVIDLTAKVGFGII 

strain port ：GRVADLPSDTRSTFKTLRNLV3VVWLVYPVWWLIGTEG-IGLVGIGIETAGFMVIDLTAl【v⋯ 一一 

Ha．vallismo2’tis ：GRVADLPSDTRSTFKTLRNLVTVVWLVYPVWWLVGTEG—IGLVGIGIETAGFMVIDLVAKVGFGII 

AJ4 ：GRVADI I)SDTRSTFKTI RNLV l VVWLVYPVWWLVGSEG—LGLVGIGIETAGFMVIDLVAKVGFGLI 
strain shark GRVANLI’SDTRSTFKTLRNLV1 VVWLVYPVWWLVGSEG—LGLVGIGIETAGFMVIDLVAKV⋯ 一一 

Hm．mukohataei ：DRASEI SGDLQSKFSTI．RNLVI VLWLVY VLWLVGTEG—LGLVGLPIETAAFMVLDLTAKIGF_GII 

胁 salinarum ：SK̂ ESMRPEVASTFKVLRNVT＼ VLWSAYPVVWI IGSEG—AGIVPLNIETLLFMVLDVSAKVGFGLI 

／／b．sp．AUS-1 ：AA．＼KEIiGPEVASTFNTL I’ALVI．VLWTAYPILWI IGTEG—AGVVGLGIETLLI~VLDVTAKVGFGFI 

Hb．sp．SG1 ：AÂ KERGPEVASTFNTLTALVI VLWTAYPILWI IGTEG—AGVVGLGIETLLFMVLDVTAKVGFGFI 

Hr．sodomense ：SÂ K RGPEVASTFNTLTALVI VLWTAYPILWI IGTEG—AGVVGLGIETLLFMVLDVTAKVGFGFI 

／／b．sp．AUS-2 ：SAAAKRSEEVRSTFNTLTALV̂ VLWTAYPILWIVGTEG-AGVVGLGIETLAFMVLDVTAKVGFGFV 

straln mex ：SA I 1．SEDVQTTFNTI．T̂ LV：WLWTAYPILWIIGTEG—AGVVGLGVETLAFMVLDVTAKV⋯ 一一 

F I． W YP W G EG G ET FMV D AK 

Hg．4 The aligned amino acid sequence of 13 bactefiorhodopsins 

Gaps(denoted as -) were introduced into sequences to optimize alignments． Black bold lines above the sequences indicate the 

lransmembrane helices(helix C to G)based on the three．dimensional structure of Ha．salinarum BR．E and C above black bold lines 

indicate extracellular and cytoplasmic sides，respectively．Deduced hydrophilic resions are marked as $．Amino acid residues facing lipids 

in transmembrane helices are marked as #，and am ino acid residues contacting retinal are marked as R．Consensus sequences among 13 

bactefiorhodopsins are shown at the bottom of the sequences 

Table 2 The percentage of identical amino acid residues between any two bacteri0rh0d0psins 0f 13 halophilic archaea 

薯■ ； ■一 
*  谨 ： 莲 i 
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16S rDNA序列进化的保守性 ． 

与嗜盐菌 16S rDNA序列 的保守性相 比，其 BR 

蛋白序列的变异就 比较大 ．根据 Table 2，各菌株之 

间的 BR蛋 白 C．G 片断 序 列 相 似性 从 45．7％到 

100％不等 ．其 中菌株 AJ4与 Ha．vallismortis及 Ha． 

argentinensis的 BR氨基酸序列相似性分别为 95．0％ 

和 92．8％，表 明 AJ4是 Haloarcula属 下新 成员 ．而 

Hb．sp．SG1与 Hb．sp．AUS 1的 C．G片段相似性高达 

100％，说明这两个菌株可能是 同一物种 ，由于 Hb． 

sp．SG1的 16S rDNA序列未知 ，因此还需要进一步的 

实验证明． 

将各菌株的 BR蛋白 C．G片段相互比较后(Fig． 

4)可 以发现 ，在 由 Henderson 所 阐述过 的以菌株 

Hb．salinarum的 BR蛋 白为基础建立的质子泵模 型 

中，对于完成质子泵功能最关键的氨基酸残基和属 

于视黄醛结合 口袋 内的氨基酸残基 ，如属于视黄醛 

结合 口袋 的 残 基：L93、D115、M118、G122、W138、 

S141、W182、Y185、P186、W189、K216和 D212；膜 内 

侧 ，质子接受通道内的残基：F219、LIO0、L99及 D96； 

膜 外 侧，质 子 释 放 通 道 内的 残 基 ：F208、T205和 

E204，在 BR蛋 白中这些残基都是绝对保守的．而其 

余残基，尤其是各螺旋之间的序列变异较大．其中螺 

旋 D和螺旋 E之间，有 6个菌株 ，包括我们分离 的 

AJ4，分别插入了 6个相 同的氨基酸残基 ；螺旋 F和 

螺旋 G之间，菌株 Hb．sp．arg．4插 入了一个 T．由此 

可见 ，位于膜外侧的序列 比位于膜 内侧 的序列插入 

现象更为普遍 ，这与膜外侧序列面对环境较为恶劣 

有关 ． 

对 38株耐盐菌的分离 以及典型菌株 Aj4的分 

类学研究结果表明：新疆 的阿尔金 山地 区盐湖含 有 

丰富的嗜盐菌物种 资源 ，具有特定 的基 因资源 ．目 

前，在嗜盐菌科中只有4个属发现具有 BR蛋白n ， 

分 别 是：Halobacterium，Haloarcula，Halorubrum 及 

Halomicrobium．通过对菌株的系统发育学研究，可以 

确定菌株的分类学地位 ，并在此基础上 ，设计 引物 ， 

测定 BR蛋白 C．G片段序列 ，这 已成为一种快速筛 

选具有新 BR蛋 白的新嗜盐古生菌 的方法 ．将 已获 

得的 BR蛋白 C．G片段序列作为探针 ，杂交分子文 

库 ，获得野外分离菌株 的 BR蛋 白全序列 ，并应用 到 

光子开关材料的研究上 ，这是我们 卜一步研究 的工 

作 ． 
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引领 Linux先锋 。放飞高远梦想 

一SGI以基于 LINUX操作系统的耨型眼务器为武器．向高速增长的中型计算市场发起冲击 

SGI以高达50％的价格优势和 75％的性能提升将矛头对准基于 UNIX操作系统的中型服务器 

北京(2004年 1月 12 13)一今天 ，随着一款以 Intel Itanium 2和 64位 Linux操作系统为基础的新型服务器 
— — sGI Ahix 350在全球同时发布，Silicon Graphics公司(纽约证券交易所股票代码 ：SGI)从根本上改变了高 

速增长中的26亿美元中型系统技术市场的性价比局面 ．与 Sun公司及 HP公司提供的 UNIX SMP服务器相比 

较，SGI Altix 350服务器拥有高达 50％的价格优势和 75％的性能优势．SGI Ahix 350提供 了非常广泛的可伸 

缩配置 ，是 目前唯一专门为科学工作者 、工程设计师、研究人员及其他技术计算用户打造的一款 中型服务器 

系统 ． 

由于利用了开放的计算标准和组件 ，SGI Ahix 350还为 中型技术计算市场带来 了另一项重要的新优势： 

它打破 了专有 UNIX SMP服务器供应商制造 的“垄断技术”枷锁 ．基于标准的计算环境用户可以在 Altix系统 

中运行数百种标准的 Linux应用 ．此外 ，还有大约 100种专门为利用 Ahix的高级体系结构而优化的技术性市 

场应用 ． 

SGI作为 Linux技术革新者和倡导者 ，SGI Altix系列产品推 出不到一年来 ，它们已经为生命科学 、制造业 、 

政府部门、能源行业 以及科研机构 中的多个一流技术计算组织所采用 ．在 Altix的 150多个客户 中，有 Tata 

Motors、NASA Ames研究中心、剑桥大学 COSMOS项 目部 、SARA(荷兰 HPC及网络中心)、Marath0n石油公司以 

及西北太平洋国家实验室 ．SGI采用 Altix系列产品首次推出了利用标准 Linux内核的、具 有 64个处理器的 

Linux节点．多数竞争性产品只能在四至八个处理器的范围内伸缩，但 Altix产品系列目前已经能够在 1至 

512处理器的范围内自如扩展 ． 

SGI公司简介 

美国 SGI公司即 Silicon Graphics，Inc．，是全球高性能计算 、可视化技术和复杂数据管理方案的领先供应商 ． 

SGI公司的战略目标是为21世纪最具影响力和创造力的科研突破提供最强大的技术支持．无论是为脑外科手 

术提供共享图像、更有效地发掘石油资源，还是研究全球气候、实现模拟广播向数字广播的演进，SGI公司都致 

力于为科研、工程和媒体创意人员提供新一代的技术解决方案．SGI公司是《财富》杂志 2003年评选的“全球 100 

家最适宜工作的公司”之一．SGI公司总部位于美国加州 Mountain View市，办事处遍布全球各地． 

欲了解更多信息，敬请访问 SGI的全球网址 http：／／www．sgi．c0m 

或 SGI中国公司网址 http：／／www．s ．c0m．cn． 

如有疑问，敬请垂询 ： 

SGI(中国)中国有限公司谢歆平 

电话：010—65228868—3338 传真：010—65228818 电邮：axie@beijing．sgi．c0m 

(2004年 1月 12日) 
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