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嗜盐菌 AB3 中细菌视紫红质和系统发育研究
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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 (BR)蛋白基因资源 ,分离纯化得到极端嗜盐古生菌 AB3. 采

用聚合酶链式反应 ( PCR)方法对其编码螺旋 C 至螺旋 G的蛋白基因片断和 16S rRNA 基因进行了扩增 ,并测定了

基因的核苷酸序列. 翻译出的氨基酸序列与已报道的相应片断进行对比 ,AB3 中的螺旋 C 至螺旋 G蛋白与其他菌

株差异显著. 基于 BR 蛋白和 16S rDNA 序列的同源性比较以及系统发育学研究表明 ,AB3 是 N at rinema 属中的新

成员. 菌株 AB3 的 16S rDNA 序列已被 GenBank 数据库收录 ,其序列号为 A Y277583.
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halophilic archaea AB3
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Abstract : In order to st udy and analyze t he species and bacteriorhodop sin (BR) protein resource , a st rain

of ext remely halop hilic archaea AB3 was isolated. Partial DNA f ragment s encoding a BR p rotein f rom helix

C to helix G and a 16S rRNA encoding gene (16S rDNA) f rom AB3 were amplified by polymerase chain re2
action ( PCR) , and their DNA sequences were determined. The result s indicate t hat compared to t he de2
duced amino acid sequences of other existing BRs , BR protein f rom helix C to helix G of AB3 is obviously

different . The result s of homology analysis on BR gene and 16S rDNA and p hylogenetic analysis on 16S

rDNA show t hat the st rain AB3 is a new member of genus N at ri nem a. The GenBank accession number of

t he 16S rDNA sequences of st rain AB3 is A Y277583 , and t he research establishes a convenient and rapid

met hod for screening a new halop hilic archaeum for a new BR protein.
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　　细菌视紫红质 ( bacteriorhodop sin , BR) 是嗜盐

古生菌紫膜上的唯一蛋白质 ,也是目前嗜盐古生菌

研究中的热点蛋白. 从 H alobacteri um halobi um 分

离的 BR 蛋白是由 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α螺旋 (A～G) 跨膜定位于

其质膜上. 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 ,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

的机制可以为其他的离子通道蛋白结构功能的研究

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.

从新疆北部艾比湖中分离纯化得到耐盐范围在

20 %～25 %的嗜盐古生菌 AB3 ,扩增了菌株 AB3 的



BR 蛋白螺旋 C 至螺旋 G 的基因保守片断和 16S

rRNA 基因 (16S rDNA) ,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和基于

16S rDNA 序列的系统发育分析.

1 　材料和方法

1 . 1 　菌株

菌株 AB3 分离自艾比湖 ,对照菌株为 H alobacte2
ri um sal i narum R1M1 ,由复旦大学生命科学院李

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 NaCl、20 g MgSO4 ·7 H2 O、3 g 柠檬酸钠、

2 g KCl、0. 2 g CaCl2 、10 g 细菌蛋白胨 (L37) 、

p H 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 ,直至获得单菌落.

1. 3 　基因组总 D NA的提取

DNA 提取方法参见文献[1 ] .

1 . 4 　PCR扩增

根据 16S rDNA 序列[2 ] ,使用 DNASTA R 软件

设计一对引物 ,正向为 5’2A T TCCGGT T GA TC2
CT GC23’,反向为 5’2A GGA GGT GA TCCA GCCG2
CA G23’. 聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction ,

PCR)反应条件为 50μL 反应体系 30 个循环 ;变性 :

94 ℃,45 s ;退火 : 50 ℃,45 s ;延伸 : 72 ℃,90 s.

按 Otomo 等人[3 ] 方法设计一对用于扩增螺旋

C 至螺旋 G 的基因片断简并引物 ,正向引物为 5’2
CCGCT G( CT) T G ( CT) T G ( CT) T ( AC) GAC2
CTCG 23’, 反向引物为 5’2A GGA T GA ( GA) (CG)

CCGAA ( CG) CCGACCT T23’. PCR 反应条件为 :

50μL 反应体系 30 个循环 ;变性 : 94 ℃,45 s ;退火 :

55 ℃,45 s ;延伸 : 72 ℃,1 min.

1. 5 　D NA 序列的转化

PCR 产物连接到质粒 p UCm2T 上 ,转化大肠杆
菌 ( E. col i) D H5α,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 AB3 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 P H YL 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

Neighbor2joining 方法 ,进行系统进化树估算. 各分

支的重复性用 P H YL IP 程序包中的 Seqboot 、Con2
sense 程序分析 ,重复数为 1 000.

1 . 7 　数据库序列号

菌株 AB3 的 BR 蛋白部分序列和 16S rDNA

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 A Y279549 和 A Y277583. 其他相

关菌株的数据库序列号如表 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

Tab. 1 　Halobacterial st rains and accession numbers of genes

encoding bacteriorhodopsins and 16S rDNA

物 　　种 类 　　别 BR1) 16S rDNA2)

H aloarcula argentinensis D31880 D50849

j aponica AB029320 D28872 (p) 3)

val l ismortis D31882 U17593

H alomicrobi um m ukohataei S76743 D50850

H alobaceri um salinarum M11720 M38280

H alorubrum sodomense D50848 X82169

sp . aus 1 J05165 D32081

sp . aus 2 S56354 D32082

sp . SG1 X70291 ND3)

H aloterri gena sp . arg 4 AB009620 AB009624

N at rinema pal l i dum ND3) AJ002948

pel l i rubrum ND3) AJ002947

versi f orme ND3) AB023426 (p) 3)

Miscellaneous st rain Mex D11056 (p) 3) ND3)

st rain Port D11057 (p) 3) ND3)

st rain Shark D11058 (p) 3) ND3)

st rain XZ515 A F306937 ND3)

注 : (1) GenBank 数据库中 BR 序列登陆号.

(2) GenBank 数据库中 16S rDNA 序列登陆号.

(3) ND : 未测定 ; (p) : 部分序列 .

2 　实验结果

2. 1 　嗜盐古生菌 AB3 的 BR基因部分片断序列

用一对简并引物扩增菌株 AB3 ,得到 395 个碱

基 ,其 BR 基因部分片段序列电泳图见图 1.

1 —DNA Marker ; 2 —参比菌株 R1M1 ; 3 —AB3

图 1 　菌株 AB3 BR蛋白基因部分序列 PCR产物扩增图
Fig. 1 　Agarose gel elect rophoresis of PCR amplification of

AB3 partial BR gene
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2. 2 　嗜盐古生菌 AB3 的 16S rD NA序列

用一对引物扩增菌株 AB3 ,得到 1 470 个碱基 ,

其 16S rDNA 序列电泳图见图 2. 测序结果表明

AB3 的 16S rDNA 序列与其他已报道菌株的 16S

rDNA 序列大小类似 ,但核苷酸排列次序差异明显 ,

见图 5.

1 —DNA Marker ; 2 —参比菌株 R1M1 ; 3 —AB3

图 2 　菌株 AB3 16S rDNA序列 PCR产物扩增图
Fig. 2 　Agarose gel elect rophoresis of PCR amplifi2

cation of AB3 16S rDNA

　2 . 3 　嗜盐古生菌 BR 蛋白序列比较

图 3 为嗜盐古生菌 AB3 与其他不同菌株 BR

的序列的比较 ,AB3 中的 BR 蛋白与已报道的蛋白

质有明显差别 . 序列上方的横线为根据 Hbt. sali2
narum BR 蛋白质高级结构 [ 4 ] 推测的跨膜螺旋 ; E

和 C 分别为膜外侧和膜内侧 ; P 为与质子通道相关

的氨基酸残基 ; R 为与视黄醛结合相关的氨基酸残

基 ;B 为和质子通道及视黄醛结合都相关氨基酸

残基 .

图 4 显示亲水指数与氨基酸序列间的关系 ,根

据 Kyte 等人[5 ]方法用 9 个残基作为区间计算.

2. 4 　嗜盐古生菌 16S rD NA序列同源性比较及系

统发育

　　表 2 为各菌株 16S rDNA 序列同源性差异分

析. 所构建的嗜盐古生菌系统发育树图 5 是采用邻

接法构建 ,其中 A rchaeoglobus f l u gi d us 为外类群 ,

结点上的数值代表 1 000 次重复的自展值 ,底部的

线段表示每个碱基发生 0. 1 次替代. 从树上可以看

到 ,以 A rchaeoglobus f l u gi d us 作为外种群 ,此系统

发育亚树基本分成 A、B 和 C 个分枝 ,菌株 AB3 与

N nm. p al l i d um、N nm. pel l i rubrum 和 N nm . versi 2
f orme 同分在一个分枝中.

图 3 　BR蛋白自螺旋 C至螺旋 G的氨基酸排列比较
Fig. 3 　Alignment of known BR sequences f rom various halophilic archaea
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表 2 　16S rDNA序列同源性比较

Tab. 2 　Homology indices between 16S rDNA sequences

菌 　　株
序列相似度 / %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 　N at rinema pal l i dum — 97 97 94 92 87 85 85 76 83 85 85 85

2 　N at rinema pel l i rubrum — — 96 94 91 86 84 84 75 82 84 84 84

3 　AB3 — — — 95 93 88 86 87 78 84 86 86 86

4 　N at rinema versi f orme — — — — 92 87 84 84 77 83 84 84 84

5 　H aloterri gena sp . arg 4 — — — — — 87 85 85 77 84 84 85 84

6 　H alobaceri um salinarum — — — — — — 87 87 78 86 86 86 86

7 　H aloarcula argentinensis — — — — — — — 98 84 90 86 86 85

8 　H aloarcula val l ismortis — — — — — — — — 84 89 85 85 84

9 　H aloarcula j a ponica — — — — — — — — — 79 76 76 75

10 　H alomicrobi um m ukohataei — — — — — — — — — — 86 87 85

11 　H alorubrum sp . aus 1 — — — — — — — — — — — 98 98

12 　H alorubrum sp . aus 2 — — — — — — — — — — — — 97

13 　H alorubrum sodomense — — — — — — — — — — — — —

图 4 　菌株 R1M1 和 AB3 中 BR蛋白自氨基酸
93～223 计算得的亲水指数

Fig. 4 　Hydropathic profile f rom amino acid residue 93 to

223 of Hbt. salinarum R1M1 BR and AB3 BR

　

图 5 　根据 16S rDNA序列构建的极端嗜盐菌系统发育树
Fig. 5 　Phylogenetic t ree based on nucleotide sequences of

16S rDNA from halobacterial st rains

　

3 　讨　论

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 H ar. ar2
genti nensis 和 H ar. j a ponica 之间 ,菌株 XZ515 和

H r. sp . aus 2 之间的BR 蛋白 CG片段同源性都达

到 94 %以上. 但菌株 AB3 的BR 蛋白 CG片段与已

报道的 BR 蛋白相应序列差异明显 ,见图 3 ,AB3 与

H t g. sp . arg 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 AB3 中发现的蛋白是一个新

型的 BR 蛋白. 菌株 AB3 和参比菌株 Hbt. sal i na2
rum R1M1 的 BR CG 片段有非常类似的亲水性图

谱 ,见图 4 ,也表明 AB3 中发现的蛋白结构上与已

报道的 BR 蛋白类似.

根据嗜盐菌分类标准[10 ] ,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 ,16Sr DNA

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 16Sr DNA 构建的系

统发育树上看 , 菌株 AB3 与 N nm. p al l i d um、

N nm. pel l i rubrum 和 N nm . versi f orme 分在同一

类群中 ,序列同源性分别为 97 %、96 %和 95 % ,而与

其他序列同源性低于 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[11 ] . 因

此 ,从系统发育树和 16SrDNA 序列同源性角度分

析 ,菌株 AB3 是 N at ri nem a 属下的一个新成员.
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4 　结　语

BR 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、光电转换器核光敏材料 ,有着

广阔的运用前景. 对 38 株难盐菌的分离以及典型菌

株 AB3 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和特定的 BR 蛋

白基因资源.下一步的研究工作是将已获得的 BR 蛋

白序列作为探针 ,杂交分子文库 ,获得野外分离菌株

的BR 蛋白全序列 ,并应用到光子开关的研究上.

参考文献( References) :

[1 ] 李凌 ,吴敏 ,乔守怡 ,等. BR 基因的克隆和表达[J ] . 浙江

大学学报 : 工学版 ,2001 ,35 (3) : 324 327.

L I Lin , WU Min , Q IAO Shou2yi , et al . Cloning and

expression of the bacteriorhodopsin gene [J ] . Journal of

Zhejiang University : Engineering Science , 2001 , 35 (3) :

324 327.

[ 2 ] ARA HAL D R , DEW HIRST F E , PASTER B J , et al .

Phylogenetic analyses of some extremely halophilic ar2
chaea isolated f rom Dead Sea water , determined on the

basis of their 16S rRNA sequences [J ] . Applied Environ

Microbiology , 1996 , 62 (10) : 3779 3786.

[3 ] O TMAO J , U RABE Y , TOMIO KA H , et al . The pri2
mary st ructures of helices A to G of three new bacteri2
orhodopsin2like retinal proteins [J ] . Journal of General

Microbiology , 1992 , 138 : 2389 2386.

[ 4 ] H ENDERSON R , BALDWIN J M , CESKA T A. Mod2
el for the st ructure of bacteriorhodopsin based on high2

resolution elect ron cryo2microscopy [J ] . Journal of Mo2
lecular Biology , 1990 , 213 : 899 929.

[5 ] KYTE J , DOOL ITTL E R. A simple method for displa2
ying the hydropathic character of a protein [J ] . Journal

of Molecular Biology , 1982 ,157 : 105 132.

[ 6 ] IHARA K , UM EMU RA T , KA TA GIRI I , et al . Evo2
lution of the archaeal rhodop sins : evolution rate changes

by gene duplication and functional differentiation [ J ] .

Journal of Molecular Biology , 1999 ,285 (1) : 163 174.

[7 ] WAN G H , ZHAN S X , SUN Q A , et al . Primary

st ructure of helix C to helix G of a new retinal protein in

H. sp . xz515 [ J ] . Chinese Science Bulletin , 2000 , 45

(12) : 1108 1112.

[8 ] YA TSUNAMI R , KAWA KAMI T , O H TAN I H , et

al . A novel bacteriorhodopsin2like protein f rom H alo2
arcula j a ponica st rain TR 1 : Gene cloning , sequen2
cing , and transcript analysis [J ] . Extremophiles , 2000 ,

4 (2) : 109 114.

[9 ] KITAJ IMA T , HIRA YAMA J , IHARA K , et al . No2
vel bacterial rhodopsins f rom H aloarcula val l ismortis

[J ] . Biochemistry and Biophysics Research Communica2
tion , 1996 ,220 (2) : 341 345.

[10 ] OREN A , V EN TOSA A , GRAN T W D. Proposed

minimal standards for description of new taxa in the

order halobacteriales [J ] . International Journal of Sys2
tem Bacteriol , 1997 , 47 : 233 238.

[11 ] 王振雄 ,徐毅 ,周培瑾. 嗜盐碱古生菌新种的系统分类

学研究[J ] . 微生物学报 , 2000 ,40 (2) ,115 120.

WAN G Zhen2xiong , XU Yi , ZHOU Pei2jin. Taxono2
my of a new species of haolalkalophilic archaeon [J ] .

Acta Microbiol Sinica , 2000 , 40 (2) : 115 120.

下期论文摘要预登

多跳频信号的盲分离与参数盲估计

张朝阳 ,曹千芊 ,陈文正
(浙江大学 信息与电子工程学系 ,浙江 杭州 310027)

摘 　要 : 针对接收到的多个未知任何先验参数的跳频信号 ,提出一种先分离各个信号再对其分别进行时频分析来估

计跳频参数的方法. 首先采用特征矩阵联合近似最优化 (J ADE) 算法分离跳频信号 ,再利用多窗口重叠的平滑伪

Wigner2Ville 分布 (SPWVD)来估计出跳频信号的跳周期、定时偏差和跳频频率 (跳频图案) 等参数. 通过将多个时频

分析的窗口重叠来克服时频分析中交叉项的影响. 仿真结果表明 ,该估计算法显著提高了估计的准确度和可靠性.

关键词 : 盲分离 ;盲估计 ;跳频 ;特征矩阵联合近似最优化 ;平滑伪 Wigner2Ville 分布

224 浙 　江 　大 　学 　学 　报 (工学版) 第 39 卷


