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一 个新的 Br蛋白基因部分序列测定及分析 

许学伟 ，吴 敏 ，阮 红 ，黄伟达 ，迪丽拜尔 ·托乎提。 
(1．浙江大学生命科学学院，杭州 310027；2．复旦大学生命科学学院，上海 200433；3．新疆师范大学生物系，乌鲁木齐 830054) 

摘 要：从新疆北部艾 比湖分离纯化到极端嗜盐古生菌 AB1，采用 PCR方法扩增了其 l6S rRNA基因(165 rDNA) 

和编码螺旋 C至螺旋 G的细菌视紫红质(bacteriorhodopsin，Br)蛋白基因片段 ，并测定了基因的核苷酸序列。基于 

1 6S rDNA序列的同源性 比较及系统发育学研究表明，AB1是 Natronococcus属中新成员。通过对菌株 AB1的 Br 

蛋白亲水性分析表明，AB1的 Br蛋白与已报道 Br蛋白有类似的超二级结构，进一步的蛋 白质序列聚合比对结果 

表明，AB1中 Br蛋白螺旋 C至螺旋 G的氨基酸序列与其他菌株差异明显。研究结果表明菌株 AB1的 Br蛋白是 

一 种新的 Br蛋白。 
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Analysis of Partial Sequence of the Gene for A Novel Br Protein 
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Abstract：A strain of halophilic archaeum AB1 was isolated and purified from Aibi lJake located in the no rth of Xin— 

jiang Uygur Autonomous Region．Partial DNA fragment encoding a bateriorhodopsin(Br)protein as well as l6S 

rRNA of AB1 was amplified by PCR，and their nucleotide sequences were determined subsequently
． On the basis of 

homology and phylognetic analysis about 1 65 rRNA gene(1 65 rDNA)，it could be speculated that the strain AB1 is 

a novel member of the genus Natronococcus．The hydrophathy analysis of Br fragment revealed that the AB1 Br had 

a transmembrane heptahelical structure similar to that of other Brs．On the other hand，homology alignment using 

the deduced partial amino acid sequence of Br protein of AB1 with other Br proteins showed that AB1 Br protein is 

obviously different to others．These facts indicated that the Br in halophilic archaeum AB1 is a new Br PrOtein
．  
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细菌视紫红质(bacteriorhodopsin，Br)是嗜盐 

古生菌紫膜上的惟一蛋白质，并以 7次 a螺旋(A— 

G)跨 膜 定 位 于 其 质 膜 上。从 H口zo cfPr ，M 

halobium 分离的 Br蛋 白是由 248个氨基酸组成， 

分子质量约为 26kDa，第 216位的赖氨酸通过希夫 

碱基和生色团视黄醛分子相连 I。将野外分离的 

Br和人工改造的 Br蛋白用于研究 Br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 Br蛋白研究中的一个热点一 。 

我们在新疆北部艾比湖中分离纯化到耐盐范围 

在 20 ～25 的嗜盐古生菌 AB1，基于 165 rRNA 

基因(165 rDNA)序列进行了系统发育分析，随后扩 
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增了菌株 AB1的 Br蛋白自螺旋 C至螺旋 G的基 

因保守片段，并同已报道的其他菌株相应的 Br蛋白 

序列进行了氨基酸相似性分析。 

1 材料和方法 

1．1 菌 株 

菌 株 AB1分 离 自艾 比 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，配方如 

下 ：250g NaC1，20g MgSO4·7H?o，3g柠檬酸钠， 

2g KC1，0．2g CaC1。，10g细 菌 蛋 白 胨 (I 37)， 

pH7．0，加蒸馏水至 1I 。固体培养基加琼脂 20g。 

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，37C光照 

振荡培养 7d。适当稀释涂布平板，经反复划线纯 

化，直至获得单菌落。 

1．3 基因组总 DNA的提取 

DNA提取方法参见文献[3]。 

1．4 PcR扩增 

根据文献[4，5]报道的已知 16S rDNA序列，使 

用 DNASTAR软件设计一对引物，正向为 5 AT— 

TCCGGTTGATCCTGC一3 ，反 向 为 5 一AGGAG— 

GTGATCCAGCCGCAG一3 。PCR 反 应 条 件 为 

50“I 反应体系 30个循环；变性：94。C，45s；退火： 

50C，45S；延伸 ：72。C，1min。 

按 Otomo 方法设计一对简并引物，正向引物 

为 5 一CCGCTG(CT)TG(CT)TG(CT)T(AC) 

GACCTCG一3 。反向引物为 5 AGGATGA(GA) 

(CG)CCGAA(CG)CCGACCTT-3 。PCR反应条 

件为：50“I 反应体系 30个循环；变性：94℃，45s；退 

火 ：60℃，45S；延伸 ：72。C，1min。 

1．5 DNA序列的转化和测序 

PCR产物用直接 T／A克隆法进行克隆，先将 

该片段纯化 ，连接到质粒 pUCm—T上，再转化到大 

肠杆菌 JM109菌株 ，在含氨苄霉素(AMP一)的平板 

生长过夜，挑选白斑，经 PCR和酶切验证后 ，随机取 

3个阳性克隆测序。 

1．6 系统发育树的构建 

将菌株 AB1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 PHYI IP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 

Neighbor—joining方法，进行系统进化树估算。各分 

支的重复性 PHYI IP程序包 中的 Seqboot、Con— 

sense程序分析，重复数为 1000。 

1．7 数据库序列号 (Accession number) 

菌株 AB1的 16S rDNA序列和 br基因序列已 

登陆到 GenBank核苷酸序列数据库中，它们的序列 

号分别为 AY277581和 AY279547。其他相关菌株 

的数据库登陆序列号如表 1。 

表 1 嗜盐古生菌菌株及其 br基因和 16S rDNA 

序列的数据库登陆号 

Table l Hal0bacterjal strains and accession numbers of 

genes encoding bacteriorhod opsins and 16S rDNA 

a：GenBank数据库中 br序列登陆号；b：GenBank数据库中 l6S 

rDNA序列登陆号；C：ND，未测定；(P)，部分序列。 

a：Accession number of br gene sequence for electronic retrieval 

from GenBank database；b：Accession number of l 6S rDNA sequence 

for electronic ret rieva[from GenBank database；C：ND． not deter— 

mined；(p)，partial sequence． 

2 结 果 

2．1 嗜盐古生菌菌株 AB1的 16S rDNA序列和系 

统发育分析 

用一对引物扩增菌株 AB1，得到 1469个碱基， 

其 16S rDNA序列电泳图见图 1。测序结果表明 
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AB1的 1 6S rDNA 『芋列与其他已报道菌株的 1 6s 

rDNA序列大小类似．但核苷酸排列次序差异明显 
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amplification of ABI I6S rDNA sequence 
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R1M1的 Br CG片段有非常类似的亲水性图谱。 白之间的序列比较．各菌株 Br蛋白之间的相似性差 

2．4 嗜盐古生菌 Br蛋白序列比较 异列于表 2。序列比较结果表明 AB1的 Br蛋白与 

图 5为嗜盐古生菌 AB1与其他不同菌株 Br蛋 其他已报道菌株的Br蛋白序列都不相同。 
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图 5 Br蛋白自螺旋 C至螺旋 G的氨基酸排列比较 
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序列上方的横线表示根据 H．salinarum Br蛋白高级结构一It一推测的跨膜螺旋；E和 C分别表示膜外侧和膜内侧； 

P表示与质子通道相关的氨基酸残基；R表示与视黄醛结合相关的氨基酸残基；B表示和质子通道及视黄醛结合都相关的氨基酸残基。 

Fig．5 Alignment of known Br sequences from various halophilic archaea 

Gaps(denoted as一)were introduced into sequences to optimize alignments．Numbering of residues corresponds to Hb．halobium (salina 

rblm)Br．Black lines above the sequences indicate the transmembrane helices(helix C to G)based on the three—dimensional structure of 

Hb．salinarum Br 7II
． E and C above black cylinders indicate extracellular and cytoplasmic sides，respectively．Amino acid residues in pro— 

ton channel are marked as P，and amino acid residues contacting retinal are marked as R．Amino acid residues which line hoth the retinal bind 

ing pocket and proton channel are marked as B．Consensus sequences among 15 bacteriorhodopsins are shown at the bottom of the sequences 

表 2 Br蛋白同源性比较 

Table 2 Homology indices between bacteriorhodopsins 

注：对角线上方表示 Br蛋白序列间相似性百分比，对角线下方表示 br基因序列间相似性百分比。 

Note：Percentage of similarity of the Br proteins(above the diagona1)and br genes(below the diagona1)is show 

2 4 “： 7 8 9 O  2  3 4  2  3 4 5 6 7 8 9 0  2  4  
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3 讨 论 

目前嗜盐古生菌为一个科(嗜盐 菌科 )、1 5个 

属、 0几个种 】，现已在 5个属中发现了 Br蛋白， 

它 们 分 别 是： Haloba cteri“7M、 Haloa ula、 

Halorubrum、 H 0fPrr g 和 Halomic robi 

“ 一 。上世纪 90年代，人们把不同属菌株中分离 

出来的具有质子泵功能的视黄醛结合蛋白分成四 

类：Haloarc’ula属 的古 视紫红质 (archeaerhodop— 

sin，Ar)，Halorubrum属的十字视紫红质(cruxrho 

dopsin，Cr)，H＆ 0fPrr gP ＆属的德耳塔视紫红质 

(deltarhodopsin，Dr)和 HalobacteriHID_属的 Br。随 

着对嗜盐古生菌的研究，一些菌株在各个属之间进 

行变动，例如菌株 arg一2 基于 16S rRNA基因序列 

的研究，将其定种为 Haloarc’ula mukohataei”]，但 

对菌株 的形态 和极性脂 的研究 ，又将其归类 为 

Halomic robium mukohataei 214 J
。 根据 Ar、Br、Cr和 

Dr之问结构功能相似性，现已将这些直系同源物统 

称为 Br： 。 

根据嗜盐菌分类标准 j】，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，16S rDNA 

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 16S rDNA构建的系 

统发育树上看(图 2)，菌株 AB1与 Ntc．occultus和 

Ntc．amylyticus分在同一类群中，序列同源性分别 

为 94．62 和 95．44 ，与其余菌株序列同源性低于 

93 。一般认为，16S rDNA序列同源性低于 98 ， 

可以认为属于不 同种 ，同源性小 于 93 ～ 95 ，可 

以认为属于不同属[1 6~18]。因此，从系统发育树和 

16S rDNA序列同源性角度分析，菌株 AB1是 Na— 

tronococc“ 属下一个新成员。 

各嗜盐古生菌菌株之间，Br蛋白的N端氨基酸 

排列次序的变异比较明显，但位于螺旋 C和螺旋 G 

内的氨基酸残基相对保守，例如，菌株 Har．argen— 

tinensis和Har．japonica之间，菌株 XZ51 5和 Hr． 

sp．aus一2之间的 Br蛋 白 CG 片段同源性都达到 

95 以上(表 2)。但菌株 AB1的 Br蛋白 CG片段 

与已报道的 Br蛋白相应序列差异明显 ，与 H6．sp． 

arg一4的 Br氨基酸序列相似性最高，为 90 ，而与 

其余菌株的 Br蛋白部分序列相似性都低于 60 ， 

说明菌株 AB1中发现的蛋 白是一个新型的 Br蛋 

白。菌株 AB1和参 比菌株 Haloba cterium halobi一 

“m R1M1的 Br CG片段有类似的亲水性图谱(图 

4)，也表明 AB1中发现的蛋白质结构上与已报道的 

Br蛋白类似，具有跨膜的a一螺旋结构。 

将各菌株的 Br蛋白c—G片段相互比较后可以 

发现(图 5)，结合视黄醛的氨基酸残基，除了 M145 

外都绝对保守 ，说明了这些氨基酸残基对于维持 Br 

蛋白结构稳定的重要性。在不同的 Br蛋白中，结合 

视黄醛 C18原子的 Met只被 Leu或 Phe替换。Br 

的人工突变体 M145F(Met145被替换为 Phe)研究 

表明，改变 Met145影响了暗适应状态视黄醛异构 

体的组成，造成全 反式视黄醛明显多于 13顺式视 

黄醛，形成最大吸收峰 1Onm的蓝移，但对光适应时 

视黄醛异构体 组成 和 Br泵质子 的功 能没有 影 

响： 。 

同结合视黄醛的氨基酸残基保守性相似，Br蛋 

白内与质子通道相关的氨基酸残基也非常保守(图 

5)。例如，I 态传递质子的 D212，M 态释放质子到 

胞内侧的 E204，以及 0态从胞外侧吸收质子的D96 

都绝对保守，改变这些氨基酸残基将会改变 Br的功 

能，甚至还会引起功能的丧失 。在各菌株的 Br 

蛋白中，E166替换为 D166的现象非常普遍，这个 

位置上两者数量上各占 50 ，这与Glu和 Asp的化 

学结构、电荷及分子大小相似有关。而 T170发生 

改变只有菌株 AB1和 Hb．sp．arg一4。通过对突变 

体 T170C的研究表明[223，Thr是通过氨基酸构象的 

改变调节 D96的 pKa，从而影响质子传递。在菌株 

AB1的 Br蛋白中，Lell代替了 Thr，这两个氨基酸 

残基在化学结构上有一定的差异，菌株 AB1中的 

Br蛋白是研究 T170在质子传递中作用的好材料。 

相对螺旋内氨基酸残基的保守，各菌株 Br蛋白 

内连接两个螺旋之间的氨基酸残基变化比较大(图 

5)。其中有 6个菌株的 Br蛋白螺旋 D和螺旋 E之 

间，插入了 6个类似 的氨基 酸残基，菌株 AB1和 

Hb．sp．arg一4的 Br蛋白在螺旋 F和螺旋 G之问都 

插入了一个 T。由此可见，螺旋内氨基酸保守性大 

于螺旋间，这与螺旋内氨基酸更多的参与质子传递， 

维持蛋白质结构有关；位于紫膜外侧的序列比位于 

紫膜内侧的序列插入现象更为普遍，这与紫膜外侧 

序列面对环境较为恶劣有关。 

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 
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