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摘要  通过生物信息学分析发现，pprM 基因含有冷休克 DNA 结合域。利用 Overlap PCR 方法获得 pprM 基因

DNA 结合域缺失的基因片段 pprMΔCSD 后，酶切扩增的片段和自杀质粒空载体 pk18mobsacB，并将目的基因

片段与自杀质粒载体连接构建重组载体 pk18mobsacB-pprMΔCSD，将重组子转化大肠杆菌 JM109 感受态，筛

选出阳性克隆，酶切及测序鉴定。成功构建 pprM DNA 结合域基因敲除重组体，且生物信息学分析预测结果

显示 pprM DNA 结合域与耐辐射奇球菌抗辐射功能相关。 
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耐辐射奇球菌（Deinococcus radiodurans，DR）

已被公认为是迄今为止地球上发现的辐射抗性最强

的生物之一，因其对电离辐射、紫外线、干燥及一

些 DNA 氧化损伤剂的超强抗性，一直倍受生物医

学以及核医学界的重视 [1-3]。该细菌具有强大的

DNA 修复能力，能够在十几小时内准确无误地修复

由辐射引起的成百上千个致死性的 DNA 双链断裂

碎片而不发生任何突变[4]。 

目前已发现耐辐射奇球菌的辐射损伤修复途径

有多条[5]，其中 PprI 被认为是激活这些辐射损伤修

复途径的总开关。受 PprI 激活转录的辐射损伤修复

相关的基因（或其产物），如 recA、recF 和 pprA 等

对耐辐射奇球菌的辐射损伤修复起到重要作用[6]。 

PprM 蛋白是在研究 pprI 基因缺失株与野生株

差异时发现的一种耐辐射奇球菌特有的调控蛋白，

pprM 基因编码的蛋白是属于冷休克蛋白 A 家族的

一种同源蛋白。且发现 pprM 基因敲除株显示出对 γ

辐射的敏感性明显增加[7]。这表明 pprM 在耐辐射奇

球菌抗辐射能力中发挥重要功能。但是 pprM 发挥

功能的机制未知。 

本实验室通过生物信息学分析 PprM 蛋白的结

构域发现其含有 Cold-Shock DNA-binding domain

（冷休克 DNA 结合域），故推测该结构域可能与

PprM 蛋白发挥其 DNA 结合蛋白的功能结合于其他

DNA 损伤修复蛋白的启动子区域调控其表达有关。 

本研究根据耐辐射奇球菌 R1 的基因组序列设

计引物，通过 overlap PCR 的方法扩增中间缺失约

189 bp 序列的 pprM 基因，与载体 pk18mobsacB[8]

连接后构建重组载体 pk18mobsacB-pprM△CSD，将

重组子转化 JM109，筛选阳性克隆进行双酶切及测

序鉴定。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

耐辐射奇球菌 R1 为本实验室保存，30 ℃于

TGY 培养基（蛋白胨 5 g·L−1，酵母提取物 3 g·L−1，

葡萄糖 1 g·L−1，pH 7.0）或营养肉汁琼脂培养基（蛋

白胨 10 g·L−1，牛肉提取物 3 g·L−1，NaCl 5 g·L−1，

琼脂 15 g·L−1，pH 7.0）中培养。 

大肠杆菌 JM109 由本实验室保存，37 ℃培养

于 LB 培养基（蛋白胨 1%，酵母提取物 0.5%，NaCl 

l%， pH 7.0）或者含 1.5%琼脂的 LB 固体培养基。

自杀质粒 pK18mobsacB 为本实验室保存。 
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1.2 方法 

1.2.1  pprM 基因 DNA 结合域的生物信息学分析   

利用 SSDB 在线软件预测 pprM 基因片段的功能结

构域，对 PprM 蛋白分子模型使用 SWISS-MODEL

在线工具进行分析[9-10]。 

1.2.2  耐辐射奇球菌基因组的提取  从−85 ℃低温

冰箱中取冻存的耐辐射奇球菌液接种于 5 mL TGY

液体培养基中，于 30 ℃、220 r·min−1 摇床振荡培养

48 h，利用 CTAB/NaCl 法提取 DR 基因组 DNA，

−20 ℃保存。 

1.2.3  pprM 冷休克 DNA 结合域基因敲除引物的设

计  为了获得 pprM 冷休克结构域缺失的 DNA 片

段，根据 NCBI 上已经公布的 pprM 基因及其上下

游序列设计重叠延伸 PCR 引物，其中 pprM-1R、

pprM-2F 有 15 bp 的互补序列（下划线标出），

pprM-1F 有 EcoR І 酶切位点，pprM-2R 有 BamH І 

酶切位点（下划线标出）。 

pprM-1F:  

F- EcoR І-5'  CTTGAATTCCGAGAACCTGCGCTAC  3' 

pprM-1R:  

R- 5'  GCTGCCTTGGTCACCCCATCTCAAATCTCC  3' 

pprM-2F:  

F-5'  GGAGATTTGAGATGGGGTGACCAAGGCAGC  3' 

pprM-2R:  

R- BamH І-5'  TGAGGATCCGCGCCGAGTACACTT  3' 

1.2.4  pprM 基因 DNA 结合域 5'端及 3'端片段的扩

增  PCR 扩增 pprM 基因冷休克 DNA 结合域 5'端

（或 3'端）片段的反应体系为 20 μL：其中 DR1 基

因组 2 μL，引物 pprM-1F、pprM-1R 各 1 μL，pfu 

Master Mix 10 μL，ddH2O 6 μL，混合后进行 PCR

扩增。PCR 反应程序：98 ℃预变性 5 min；98 ℃变

性 1 min，59 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个

循环；最后 72 ℃延伸 5 min。 

1.2.5  pprMΔCSD 基因片段的扩增  以 pprM 基因

DNA结合域 5'端片段及 3'端片段为模板通过 overlap 

PCR 获得 pprM 基因内缺失 DNA 结合域的 DNA 片

段 ΔCSD。PCR 扩增 pprMΔCSD 片段的反应体系为

50 μL：pprM-1F 2.5 μL，pprM-2R 2.5 μL，pprM 冷

休克 DNA 结合域 5'端片段及 3'端片段各 10 μL，Pfu 

Master Mix 25 μL，混合后进行 PCR 扩增。PCR 反

应程序：98 ℃预变性 5 min；98 ℃变性 20 s，61 ℃

退火 1 min，35 个循环；72 ℃最后延伸 10 min。 

1.2.6  重组载体 pk18mobsacB-pprMΔCSD 的构建  

将pprMΔCSD片段与敲除载体pk18mobsacB同时用

限制性内切酶 EcoR І、BamH І进行双酶切，双酶切

体系为 20 μL 体系：pprMΔCSD 或载体溶液 7 μL，

EcoR І 1μL，BamH І1 μL，10×buffer R 2 μL，ddH2O 

10 μL。酶切 3 h 后切胶回收，并用 T4 连接酶连接

两回收产物，连接体系为 10 μL 体系：pk18mobsacB 

1 μL，pprMΔCSD 3 μL，T4 DNA ligase 1 μL，2×T4 

DNA ligase buffer 5 μL，16 ℃连接过夜。连接体系

转化大肠杆菌 JM109感受态细胞后涂布于含卡那霉

素终浓度为 30 μg·mL−1 的 LB 平板上，置于 37 ℃生

化恒温培养箱中倒置培养过夜。挑单菌落接种至含

终浓度为 30 μg·mL−1卡那霉素的LB液体培养基中，

37 ℃，220 r·min−1 培养 12 h，提质粒进行酶切鉴定。 

2 结果 

2.1 PprM 蛋白的结构域分析及分子模型 

PprM 蛋白在 50 到 113 氨基酸位置存在一个冷

休克 DNA 结合域（表 1），该结构域是否有可能在

PprM 参与的耐辐射球菌的 DNA 损伤修复中发挥作

用，可以通过敲除 pprM 基因中该 DNA 结合域的方

法来鉴定。SSDB 在线软件分析 pprM 基因的冷休克

DNA 结合域结果显示（图 1），运用 SWISS-MODEL

在线工具预测 PprM 蛋白的整个分子模型（图 2a），

然后分别分析 PprM 蛋白 CSD DNA 结合域（图 2b）

以及 OB RNB RNA 结合域（图 2c）的分子模型，

主要是由螺旋和片层结构组成。 

 

表 1  pprM 基因 SSDB 结构域搜索结果 
Table 1  SSDB motif search results of pprM gene 

结构域 ID  Motif ID 范围  Range 定义  Definition 可信度 E value
pf:CSD 50−113 冷休克 DNA 结合域 

'Cold-shock' DNA-binding domain 
4.6×10 −26 

pf:OB_RNB 50−110 核糖核酸酶 B OB RNA 结合域 
Ribonuclease B OB RNA-binding domain

0.0027 
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图 1  pprM 基因的功能结构域 
Fig.1  Function domain of pprM gene 

 

 
图 2  PprM(a)、PprM 冷休克 DNA 结合域(b)及 

RNA 结合域(c)三维空间结构预测结果 
Fig.2  Predicting results of three-dimensional structure of 
PprM (a), PprM 'Cold-shock' DNA-binding domain (b) and 

Ribonuclease B OB RNA-binding domain (c) 

 

2.2 pprM 基因 DNA 结合域 5'端及 3'端片段的扩

增及 pprMΔCSD 片段的扩增制备 

以耐辐射奇球菌基因组 DNA 为模板，通过普

通 PCR 方法获得 pprM 基因 DNA 结合域 3'端片段

约 595 bp 片段及 5'端约 733 bp 片段（图 3a），以 PCR

产物为模板通过 overlap PCR的方法获得 pprM基因

DNA 结合域缺失的 DNA 片段 pprM△CSD（图 3b），

约 1328 bp。 

 

图 3  pprM 基因 DNA 结合域 3'端 PCR 扩增片段、5'端 PCR
扩增片段(a)和 ΔCSD PCR 扩增片段(b) 

Fig.3  pprM gene DNA binding domain 3' PCR product, 5'PCR 
product (a) and pprMΔCSD PCR product (b) 

 

2.3 重组载体 pk18mobsacB-pprMΔCSD 的阳性

克隆筛选 

将获得的目的片段 pprM△CSD 与基因敲除载

体pk18mobsacB连接，转化大肠杆菌 JM109感受态，

提取质粒，酶切鉴定（图 4），进一步测序鉴定分析

（图 5），结果显示基因敲除重组载体 pk18mobsacB- 

pprM△CSD 构建成功。 

 

图 4  pk18mobsacB-pprMΔCSD 重组质粒双酶切鉴定结果 
Fig.4  pk18mobsacB-pprMΔCSD recombinant vector  

double-restriction-enzyme digestion identification results  

 

 

图 5  部分测序结果 
Fig.5  Partial sequencing results 
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3 讨论 

随着核电、核科学技术及放射治疗技术的不断

发展，世界发生核泄漏事故的几率以及受到核辐射

污染的可能性正在增加[11]。耐辐射奇球菌在接收

20 kGy 的 γ射线辐照后仍能存活，其最高甚至可耐

受 50 kGy 的辐射剂量[12]。这种极高的放射抗性为

探讨生物体放射损伤防御体系、寻找为人类所具有

的抗辐射损伤新技术提供了理想的研究模型。有研

究表明，耐辐射奇球菌通过控制和限制在其细胞内

自由铁的量，可减少耐辐射奇球菌暴露于电离辐射

时潜在的蛋白质氧化损伤。类似于耐辐射奇球菌的

情况，白血病细胞内的铁调节蛋白 IRP-1 介导的铁

代谢能调节其对 γ射线的抗辐射作用[13]。冻干的耐

辐射球菌也可定量作为 γ 辐射剂量的指标 [14]。

Radzimanowsk 等 [15] 研究发现耐辐射奇球菌中

RecOR 复合体的一个“开放”结构与 ssDNA 结合

于该复合体上有关，而 PprM 也具有 ssDNA 结合活

性，提示我们 PprM 蛋白可能与 RecOR 复合物具有

相似的机制。同源重组通路是耐辐射奇球菌中

dsDNA 和 ssDNA 断裂的一个主要修复手段，这个

通路与某些 ssDNA 结合蛋白如 RecA 类似蛋白（如

RecFOR 蛋白）结合于 ssDNA 形成一个核蛋白丝状

体有关。本文首先通过生物信息学分析预测 pprM

基因发现其具有冷休克 DNA 结合域，具有 ssDNA

结合活性。提示 PprM 蛋白与耐辐射奇球菌中的同

源重组通路可能相关，故该结构域很可能与 pprM

基因的抗辐射功能密切相关。基因敲除是研究基因

功能最直接，最有力的实验手段，本文成功构建耐

辐射奇球菌 pprM基因关键DNA结合功能结构域敲

除重组体对其高效损伤修复机制进行研究，敲除该

结构域后 PprM 蛋白的 ssDNA 结合活性消失，可通

过进一步实验研究该结构域敲除株的辐射抗性是否

发生改变，以期揭示耐辐射奇球菌高抗辐射性的机

理。为研究耐辐射奇球菌的辐射、氧化抗性以及耐

辐射奇球菌在医学、核技术的应用上提供进一步的

理论基础。 
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Bioinformatics analysis of pprM DNA binding domain and  

construction of gene knockout vector recombinant in deinococcus radiodurans 
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ABSTRACT  Bioinformatics analysis showed that pprM gene contained a Cold-shock DNA-binding domain. The 

pprM△CSD was obtained by Overlap-PCR technology. And then it was connected with the suicide vector 

pk18mobsacB. Before ligation, amplified fragment and the empty vector were digested by the restriction enzyme 

EcoRІ and BamHІ. The ligation products were transformed into E.coil JM109. Positive clones were selected and 

followed by restriction enzyme digestion and sequencing analysis results. The pprM gene DNA binding domain 

knockout vector recombinants were successfully constructed. The bioinformatics analysis shows that pprM gene DNA 

binding domain is associated with the radiation resistance function in Deinococcus radiodurans. 

KEYWORDS  Deinococcus radiodurans, pprM gene, Overlap PCR, Ionizing radiation 

CLC  Q78, TL71 

 

 


