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摘 要 ：对标 准菌株 Hnz0 rr ”n thermotolerans JCM 11050 ，其编码螺旋 C至螺旋 G的细菌视 紫红质 (bacteri 

orhodopsin，BR)蛋白基因(bop基因)片断采用PCR方法进行了扩增，TA克隆并测定了其核苷酸序列．对翻译出的 

氨基酸序列进行亲水性分析，表明该菌株的 BR蛋白与已报道相应序列具有类似的二级结构．蛋白序列聚合比对 

结果表明，该菌株 BR蛋白与 Natrinema属的BR蛋白具有一定相似性．在这一 Haloterrigena属的标准菌株中证 

实bop基 因，进 一步丰富了 bop基 因资源． 
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Abstract：Partial DNA fragment encoding for a bateriorhodopsin(BR)protein of HnZ0￡ rr g n thermotolerans JCM 

1 1 050 was proliferated by PCR．The nucleotide sequence was determined subsequently．The hydrophilic analysis of 

BR fragment revealed that the BR had a transmembrane heptahelical structure similar tO that of other BRs．By ho— 

mology alignment，it was showed that BR proteins from Haloterrigena and Natrinema genus had high homology in— 

dices．In two phylogenetic trees based on 1 6S rRNA gene and partial bop gene sequences，strain JCM 1 1050 be— 

longs tO the Haloterrigena genera and formed a independent cluster，which was separated from strain arg一4．The de— 

tection of a bop gene in this type strain of HnZ0￡ rr g Ⅱenlarged the bop gene resource． 
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嗜盐古菌是一类生存于高盐环境下的古生菌， 

其最低生长 NaC1浓度往往大于 1．5 mol／L，在趋于 

饱和的盐度中也能生长．大部分嗜盐古菌可以产生 

类胡萝 卜素用以避免辐射伤害，因此 嗜盐古菌的积 

累可能导致其栖息环境变为红色口]．细菌视紫红质 

(bacteri0rh0d0psin，BR)是嗜盐古菌紫膜上的唯一 

蛋白质，从 Halobacterium halobium 分离 的 BR蛋 

白由248个氨基酸残基组成，以7次a跨膜螺旋(A— 

G)定位于质膜上，第 216位的赖氨酸通过希夫碱基 

和生色团视黄醛分子相连．BR蛋 白是一个光 驱动 

质子泵，在光照条件下能将质子从膜内传递到膜外， 

产生跨膜的质子梯度，将光能转变为电化学势能，从 

而提供生命活动所需之能量[2。]． 

BR既是典型 的膜蛋 白，又是典型 的离 子通道 

蛋白，对其深入探索有助于理解其它类似蛋白的结 

构和功能．此外 BR蛋白独特的光电响应和光致变 

色性质，使其在众多领域有着广阔的应用前景．自从 

上世纪 6O年代末，Oesterhelt和 Stoeckenius从嗜 

盐古菌中发现以后，BR蛋 白已成为研究得最热和 

最透彻的膜蛋 白之一l4]． 

截止到 2006年底嗜盐菌科 已经有 2O个属，已 

在 6个属中发现了BR蛋白，它们分别是：Halobac- 
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图 3 菌株 R1M1和 JCM 11050 中 BR蛋 白自氨基 酸 

99～21 6位计算得的亲水指数 

Fig．3 Hydropathic profile from amino acid residue 99 

to 216 of Hbt．salinarum R1M1 BR and Htg． 

thermotolerans JCM l 1050 BR 

根据Kyte和DollittleE。]方法用9个残基作为区间计算 

2．3 系统发育分析 

基于 16S rRNA基因序列构建的嗜盐古菌系统 

发育树见图 4．以 Arf̂。叩gz06“5 flugidus作为外 

种群 ，菌株 JCM 1 1050 与 H。z0￡Pr gP 。的相关菌 

株构成一 个分支 ，独立 于菌 株 Htg．sp．arg一4与 

Nnm．sp．XA3—1构成的分支．基 于 bop核心序列 

构建的系统发育树见图5，采用 Hbt．salinarum sp． 

s9的hop序列作为外种群，菌株JCM 11050 位于 

H￡g．sp．arg一4和 Nnm．altunense AJ2 之外． 

图 4 基于 1 6S rRNA基因序列构建的系统发育树 

Fig．4 Phylogenetic tree of extremely halophilic archaea 

on the basis of 1 6S rRNA gene sequences． 

The tree was constructed using the NJ method with bootstrap val— 

ues calculated from 1000 trees．The number at each branch point 

represents the percentage bootstap support．Bar，0．02 sequence 

divergence 

图 5 基于bop基因部分序列构建的系统发育树 

Fig．5 Phylogenetic tree of extremely halophilic archaea on 

the basis of partial bop gene sequences． 

The tree was constructed using the NJ method with bootstrap val 

ues calculated from 1 000 trees．Bar，0．1 sequence divergence． 

3 讨 论 

菌株 Htg．thermotolerans JCM 1 1050 的 BR 

蛋白部分序列，与菌株 Nnm．altunense AJ2 和 

Htg．sp．arg一4的相应序列具有较高的相似性 

(86．4 和 89．8 )．亲水指数分析和蛋 白二级结构 

预测可知(见图 2和图 3)，菌株 JCM 11050 的 BR 

蛋 白 CG片段具有类似于菌株 RIM1相应序列的跨 

膜 a～螺旋结构．以上研究结果表明，获得的序列属 

于编码 BR蛋 白 CG片段的 bop基 因．除菌株 AJ2 

和 arg一4外，该序列 与 已报道菌株 AB1和 AB3的 

BR蛋白部分序列相似性为 97．5 9／6ll叽“]，而其余都 

低 于 60．0 9／6l_6]，表明获得的序列为一个新型的 bop 

基因序列． 

16S rRNA基因由于自身优点，例如为生物体 

共有、演化年代久远、功能同源、具有保守和高变序 

列、分子大小合适操作、与某些大分子共演化等，已 

成 为微 生 物 鉴 定 中 常 用 分 子 指 标．但 通 过 16S 

rRNA基因构建的系统发育树，只是一种基因树，并 

不能准确反映物种的进化关系．因此 ，目前微生物鉴 

定和分类需结合表型分析、细胞壁和细胞膜成分分 

析 ，基因组 GC含量和 DNA杂交等多相分类学研究 

方法．嗜盐古菌中存在 16S rRNA基因多拷贝现象， 

例如菌株 Har．marismortui DSM3752 存在多个 

16S rRNA基 因，彼此间序列差异可高达 5 [12,1 a]， 

菌株 Hsx．carlsbadense 2—9—1 也发现存在 3个 

不同的 16S rRNA 基 因，彼 此 问 序 列 差 异 可 达 

3 ，菌株 Nnm．sp．XA3—1中甚至发现 了 4个 

16S rRNA 基 因_1 5l(见 图 4)．Ihara等人 通 过 16S 

rRNA基因序列【_6]，将菌株 arg一4归类于 Haloterri— 

gena属．基于 16S rRNA基因的系统发育树上，菌 

株 Htg．sp．arg一4却与 Nnm．sp．XA3—1构成一个 

独立的分支，位于 Haloterrigena和 Natrinema属 
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的外部 ；菌株 arg一4与标准菌株 Htg．thermotoler— 

arlS JCM 11050 和 Nnm．altunense AJ2 的 BR蛋 

白相似性分别为 89．8 和 95．8 ，表明该菌株 的分 

类学地位有待进一步研究．bop基因在嗜盐古菌 20 

个属中的 6个分 别发现 ]，此前 H＆z0 err ”＆属 

中只在 菌株 arg一4中涉及．通过对标 准菌株 Htg． 

thermotolerans JCM 11050 的研究 ，进一步证实了 

该属存在 bop基因．与 已报道菌株相应氨基酸序列 

的差异 ，也表明该属 中的 BR蛋 白代表一个新 的类 

群 ，是研究其功能的良好材料． 
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