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抗辐射菌 �二八 基因的克隆及

在大肠杆菌中表达
�

王 明锁 杜泽吉 孔向蓉 苏燎原

�苏州医学院放射医学系 苏州 �������

摘要 研究了旨在克隆抗辐射菌 �改�����二
� 邓�云��

、 二�� 的 ���� 基因并构建其表达载

体
，

以便进一步研究 �二� 基因的功能及其在辐射抗性中的作用
。

主要的实验步骤包括分离提取抗

辐射菌基因组 ���
，

分离出 �邵� 基因并测定其序列
，

克隆于质粒载体 �����
，
用电击穿孔法

将重组的质粒导入大肠杆菌 �����
，
���

一

���� 检测基因的表达
。

用定点突变技术
，

改变 �既�

基因核糖体结合位点 �����
，
以增强 ���� 基因的表达

。

结果表明
，
���� 基因位于基因组 ���

的 刀玩������片断中
，

由 ���个碱基对 ����组成
，

绷码 ��� 个氨基酸 ����
，
理论上推定

，

分子

量为 ��
�

���
，

等电点为 �
�

�
。

用 ����� 构建的 �二� 基因表达载体能在大肠杆菌 ����� 中表

达
，

但表达效率低
，
改变 �邝� 的核糖体结合位点 ���可提高该基因表达水平

，

使进一步分离纯

化 �既� 蛋白质以及深入研究该基因的作用成为可能
。
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抗辐射菌 �面肋����。 二击��
二二。 是一种对辐射及其他 ��� 损伤剂都具有极强抗性的微

小球菌
，

是在 ����年由 �������
� 等 ��� 从辐射灭菌的肉类罐头中分离出来的

。

研究表明
，

这

种独特抗性归因于其具有高效而准确的 ��� 修复系统 ��〕 。

目前已知道该菌具有切除修复和

重组修复功能 ���
，

相关基因已被克隆
。

至于 ���修复机制在抗辐射菌的辐射抗性中的作用
，

目前尚未见报道
。

本研究的目的
，

在于分离并克隆 ���修复调节基因 ����
，

并使之能很好地

表达蛋白产物
，

为进一步研究 �。 �� 基因在抗辐射菌的辐射抗性中的作用提供了基础
。

� 材 料 和 方 法

�
�

�细菌株及生长条件

��乞二�����二， 二�‘��。 、 �。
为野生型的 �������日本原子力研究所生物技术研究室馈赠�

，

大

肠杆菌 ��
�

�����为 �����
。

抗辐射菌 ������生长在 ��� ����� 胰蛋白陈 �����
�
�

，
����葡

萄糖
，

���� 酵母提取物 �������� 培养液中
，

以 ��� 次 ���� 摇动培养
，

最合适的培养温度为

��
�
����

。
�����生长在 ��

一

�������胰蛋白陈
，
����酵母提取物

，
����� �

����培养液中
，

最佳培养温度为 �� ℃ 。
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�
�

�抗辐射菌 ������基因组 ��� 的制备

收获培养 ���的 ������
，

分别用 ����
�

������� �
���

，
�

�

�。 ����� ����
，
���

�

��和经丁烷

饱和的 �� 洗涤一次
。

再悬浮于 �� 中
，

加入终浓度为 ����� 的溶菌酶 �������
，

��
�

� 温浴

��
。

按文献 ��� 的方法分离和纯化基因组 ���
。

�
�

� �������� 基因文库的构建

以限制性内切酶 �如 到�������部分消化 ������的基因组 ���
，

用 �������� �质粒

载体试剂盒 ���
���������和体外包装试剂盒 ��

� ����� ��������� ���������� ��� �����
��

���
�

�
，

按说明书构建基因文库
，

转染体接种于 ��
一

�琼脂培养基上
，

得到 ���个单一菌落
，

分

别扩增后
，

用 ���� 的甘油保存
， 一

��
“
�存放备用

。

�
�

�基因转导和 ��� 序列测定

用 ���� ���������
�一

����电击穿孔法进行 ����基因转导 �详见 �
·

�中所述�
，

条件为 �
�

���
，

��拜�
，
���几

。
��� 序列测定采用荧光标记链终止循环测定法 ��������� ��� ��

���������

����� �����������
，

测序仪为 ���������
�����

一

�����
�

。

�
�

� 定点突变技术

采用 ����
一

�������� �����������试剂盒 ���
��
肠

���
，

详细步骤参见产品说明书
。

含突变的

引物可根据突变靶点的不同进行设计
。

要改变 �个碱基
，

需进行 �次定点突变
，
�个突变引

物序列分别为 �斜黑体为置换的碱基�
�

�
’ 一

�����������������������������
一

�
’

�
’ 一

����了�������������������������
一

�
’

�
’一
����了�

，

������������������������
一

�
’

引物用 ��� 合成仪 ��
������

�合成
。
��� 仪为 ��������

�����
一

�����

�
。

� 结 果

�
�

�抗辐射菌 ���������认 基因的分离和测序

通过转导试验对所构建的基因文库进行分别筛选
，

最终通过序列测定
，

确定 �。 �� 基因定

位于 ��
二 �和 � 、 。 �两个酶切位点之间 阳�

二 ��� 、 �
刀

，

该 ��� 片断由 ���� ��组成
。

序列测定

结果见图 �
。

该序列中有一个 ����� 的可读序列 ���
�� ������������，

���
，

从第 ���位至��

第 ���位�
，

编码 ��� 个 ���图 �中以单个的大写字母表示�
，

理论上推测其分子量为 咒
�

���
，

等

电点为 �
�

�
。

通过与已知的 ���� 基因序列相比较 ���
，

发现其具有极高的同源性
，

从而确定该

��� 即是抗辐射菌的 �二� 基因的编码序列
。

�
�

� ���� 基因的克隆及在 ����� 中的表达

将 ��
二 ���，� �片断用 几

�� � 和 角�� ��� �����
�� ，

作用位点分别见图 �中上画线部位

和下画线部位�酶切
，

得到含 �二� 基因的 ��� 片断
，

在 �� ��� 聚合酶的作用下
，

进行末

端补平后
，

再使之与 ����������
� �连接

，

所构建的重组质粒命名为 ������
。

通过电击穿孔

法
，

将该表达载体转导入感受态的 �����
，

在含有 �
�

�����的基因表达诱导剂 ���� �异丙基

召
一

�
一

硫代半乳糖普�的 ��
一

� 培养基中培养 ���� 后
，

离心收获 �����
，

经超声破碎后
，

进行

���
一

���� 电泳检测 �二� 基因的表达
，

结果见图 ���
一

��
。

从图 �可见
，
���� 基因在 ����

的诱导下能在 ����� 中表达
，

即在第 � 列的 ��
�

��� 处可看到一条淡的蛋白带
，

经 �� 序列分
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�������
一

�����������������℃’�

丁
�� ��������������

·

�少
�

一
“ 。 �‘“ “ ‘ ���

��� ����
一

���������������鱼药 ��������������

���
�

� ������������ ����� ����� �������� ������ ����

� 讨 论

自抗辐射菌 �改������。 二成��二二二 发现以来的几十年间
，

国外已做了大量的研究工作
。

在 �� 年代以前
，

研究的热点是该菌的生长特性和形态特征
，

从细胞水平探讨其抗性的机理
。

随着分子生物学的发展
，

从基因水平阐明其抗性的机制正成为近几年研究的热点 ��一 “ 〕 。

一般认为
，

该菌对辐射及其他 ��� 损伤剂的抗性是由其高效和准确的 ��� 修复系统

所决定的 ���
。

研究表明
，
�改������。 二成��

。 二 。 ，
能够无误地修复每条染色体上的 ��� 多个

��� 双链断裂 �����
，

而一般细菌只能修复几个 ���侧
。

如此高效的 ��� 修复
，

是靠切除

修复和重组修复两种方式来完成的
，

与之相关的基因
，

目前仅有 �种 �“ 从
、

脚��
、
二��

、

��从�已被克隆
，

其中 ��哄���
��������� ���� � ������������ �������是我们最近发现的一

种多功能的促进 ��� 修复的新基因 ������������
������注册号为 ����������

‘�
。

至于

抗辐射菌 ��‘二������� 二�乞��二。 。 �
是否具有 ���易错修复 �

�����一����� �������尚存有争论
。

���修复是 ���������� 于 ����年首次提出的 ��� 修复的一种方式
，

而 ��二� 基因是

���修复的重要调节基因 ��‘〕 。

正常情况下 �。认 基因
、
二�� 基因和其他可诱导基因都被 �。汉

阻遏蛋白抑制
，

只能生成少量的蛋白产物
。

当 ��� 发生损伤 二�� 基因时
，

形成一个信号
，

几��� 蛋白被激活
，

水解 �。认 阻遏蛋白
，

其他有关基因同时解除了抑制
。

这些基因转译出各自

编码的蛋白
，

参与修复活动
。

近年来
，

已发现 ���反应诱导的基因约有 �� 个 ���】 。

这些基因

有一个共同的调节部位叫做 ���盒
，

带有一段 ���
一

��。 一

��� 序列
，

这是 ���� 阻遏蛋白的

结合部位
。

因此对 �二� 基因结构和功能的研究是判定 ���易错修复在抗辐射菌 ���二����。

二����、 二。 中的作用的重要基础
。
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