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A b s tra c t: Acco rd ing to the sequence s of the gene nhaA cod ing fo r N a + /H + an tipo rte r, a s truc tu ra l gene w a s

c lo ned from P seudomona s sp. cn4902 by PCR reac tio n w ith a se t o f p rim e rs. It w a s 1 089 bp in leng th and co de s

fo r 362 am ino ac id s sha ring homo logy w ith the gene nhaA o f E. co li K12 a s h igh a s 9710%. It w a s inse rted in to

p la sm id pBV220 to fo rm a h igh leve l exp re ss ion reco ns truc tio n p la sm id pBVA. So an ove rexp re ssion 41 kD p ro te in

band cou ld be fo und in the lane o f transfo rm ant ha rbo red w ith pBVA afte r SD S 2PAGE e lec tropho re sis. The de tec2
tion of g row th cu rve showed tha t the b iom a ss of the transfo rm an twa s 213 tim e s ove r tha t o f the con tro l in the m e2
dium co nta in ing 110 mo l/L NaC l. It w a s found tha t N a + co ncen tra tion in cytop la sm of the transfo rm ant w a s low to

60. 4% of the con tro l by the de tec tion of a tom ic ab so rp tion sp ec trum. Evidence of SD S 2PAGE e lec tropho re sis o f

m em brane p ro te ins a lso show ed tha t the N haA w a s loca ted in m em b rane. Pu rified N haA w a s ha rve s ted and

d ige sted by FXa p ro te ina se. The sequence o f e igh t am ino ac ids in N te rm ina tion of N haA p ro te in w a s en tire ly

iden tica lw ith the po lyp ep tide deduced from the nhaA gene. Then ten s tra in s o f transfo rm an t w e re con tinuous ly

cu ltiva ted fo r 18 gene ra tions unde r 42 ℃ ho t shock co nd ition, a ll o f the ir recons truc ted p la sm ids w e re lo s t w ith the

re su lt tha t sa lt2to le ran t2leve lw en t back to the o rig ina l s tanda rd. In summ a ry, a ll the expe rim en ts p roved tha t the

c lo ned gene is nhaA gene. The gene ha s been accep ted in GenB ank by the acce ss ion num be r AY643494.

Ke y w o rd s : P se udom o na s; nhaA gene; N a + /H + an tipo rte r; sa lt to le rance
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摘　要 : 根据 3种生物的 N a + /H +逆向转运蛋白基因 ( nhaA )的两端序列设计引物 ,利用 PCR从假单胞菌

( P se udom o na s sp. cn4902 )中克隆得到一结构基因。该基因长 1 089 bp ,编码 362个氨基酸 ,与 E. co li K12的



nhaA基因的同源性高达 9710 %。将该结构基因与 pBV220构建成重组载体 pBVA。SD S 2PAGE电泳表明 :含

pBVA的转化子产生较高浓度的分子量约为 41 kD的蛋白 ,与预期相符。在含 N aC l 110 m o l/L的培养基中生长达

到平衡期时 ,转化子的菌浓度约是对照的 213倍。经原子吸收光谱测定 ,转化子细胞质中 N a +浓度仅为对照菌的

6014 %。SD S 2PAGE电泳表明该基因的表达蛋白位于细胞膜 (壁 )上。提纯外源基因表达蛋白并对其 N端 8个氨

基酸进行测序 ,与 nhaA基因推测的氨基酸序列完全相符。这些实验证实 ,克隆得到的基因是假单胞菌的 nhaA基

因。该基因已经在 Ge nB a nk登记 ,收录号为 AY643494。

关键词 : 假单胞菌 ; nhaA基因 ; N a + /H +逆向转运蛋白 ; 耐盐性

中图分类号 : Q 812　　　文献标识码 : A　　　文章编号 : 037924172 (2005 ) 0320309206

　　N a
+

/H
+逆向转运蛋白 ( an tipo rte r)是镶嵌在

质膜上的一类蛋白家族 ,在生物界的各个门类几乎

都有分布 ,它们在细胞 pH和 N a +平衡方面发挥了

主要的作用 [ 1 ]。N a
+

/H
+逆向转运蛋白编码基因

( nhaA )最早是在大肠杆菌中克隆的 [ 2 ]
,随后有些

科学家从不同的生物体中也克隆得到 nhaA基

因 [ 3 ]。在原核生物 , a n tipo rte r位于细胞膜上 ,其主

要功能是将细胞内的 N a
+不断泵出胞外 ,以维持处

在高盐环境下细胞的正常代谢 ;在高等植物 , an ti2
po rte r还可穿插于液泡膜上 ,将细胞质中的 N a +转

运入液泡内 ,形成离子区域化 ,从而保证耐盐植物能

正常生长 [ 4 ]。

常规的基因克隆研究是相当繁琐的 [ 5～7 ]。而我

们利用 PCR扩增结合生物信息学研究的实验策

略 [ 8 , 9 ] ,从一株极端耐盐的假单胞菌中克隆了与其

耐盐性相关的编码 a n tipo rte r的基因 nhaA,并从转

化子新出现的特征等方面对该基因的功能进行了多

重鉴定。

耐盐相关基因是生物与盐代谢有关的多种基因

的统称 ,涉及小分子有机物合成、离子进出以及能量

代谢等细胞代谢多方面的机理 [ 10 ]。迄今为止 ,国内

外已有一些克隆耐盐相关基因的报道 [ 11～13 ]。本文

克隆的 nhaA基因将为耐盐相关基因“家族”增添一

个新的重要成员。同时很多实验也证明 ,通过转化

单个耐盐相关基因从而较大幅度提高作物的耐盐性

是可行的 [ 14～16 ]。R u iz等 [ 17 ]即曾报道过 ,转 nhaA

基因的番茄可直接用含 200 mm o l/L的 N aC l浇灌 ,

并能开花、结果。本文克隆的假单胞菌的 nhaA基

因亦为培育高耐盐作物奠定了良好的工作基础。

1　材料和方法

1. 1　材　料

假单胞菌 ( P seudom o na s sp. cn4902 )和 E.

co li JM 101均由本实验室保存 ;限制性核酸内切酶

购于上海生工生物工程有限公司 ; pMD 18 2T载体
购于大连宝生物工程有限公司 ;原核基因表达载体

pBV 220和融合表达载体 pQ E由本实验室保存。

其余药品为国产分析纯试剂。

1. 2　引物设计与 PCR扩增

根据 3种生物 nhaA基因的两端序列设计若干

对引物 ,分别在引物的 5′端引入 Sm aⅠ和 B am HⅠ

内切酶位点 ,其中扩增效果最好的 1对引物如下 :

P1 : ACCC GGGATGATTATGGCCAACAGC;

　　　Sm aⅠ

P2 : TGGATCC TCAAAC TGATGGAC GCAA

　　B am HⅠ

以假单胞菌总 DNA为模板进行 PCR扩增。

反应程序 : 95 ℃预变性 7 m in, 94 ℃变性 1 m in,

51 ℃复性 1 m in, 72 ℃延伸 115 m in,最后 72 ℃

延伸 10 m in。扩增产物经电泳、胶回收后与 pMD

18 2T载体连接。

1. 3　基因测序、同源性比较及原核基因表达载体

构建

　　经上海博亚生物技术有限公司对克隆片段测序

后 ,输入 GenB a nk中进行 DNA和推测的多肽同源

性和保守区域比较。利用引物两端的限制性核酸内

切酶位点将克隆基因从 pMD 18 2T载体中切下 ,插

入原核基因表达载体 pBV 220的多克隆位点中。

1. 4　转化子耐盐性检测及生长曲线测定

将携带有克隆基因的转化子在 LB液体培养基

中培养至 OD600 = 019 , 42 ℃诱导 4 h,分别涂布于

含系列浓度 N aC l(018～112 m o l/L )的 LB琼脂培

养基上 , 37 ℃培养 2 d观察生长情况 ,提取蛋白进

行 SD S 2PAGE电泳。将转化子在含 1. 0 m o l/L

N aC l的液体培养基中 37 ℃震荡培养 48 h,每隔 6

h测定一次 OD600值 ,重复 3次。
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1. 5　转化子表达蛋白提纯及其定位

将克隆基因插入融合表达载体 pQ E中。表达

蛋白经亲和柱层析提纯 ,再利用 FXa蛋白酶处理、

电泳后即得到纯化的表达蛋白。将转化子 37 ℃培

养过夜 , 42 ℃诱导 4 h,冰浴中超声破碎 ,低速离心

除去未破碎细胞 ,然后超速离心 ( 100 000 g, 10

m in)收集细胞碎片 ;加重蒸水 100μL,沸水浴 10

m in, 10 000 g离心 10 m in;取上清 20μL进行

SD S 2PAGE凝胶电泳 ,扫描并记录。

1. 6　转化子胞内 N a
+浓度测定

将转化子接种至含 N aC l 0. 95 m o l/L的液体

LB培养基中 , 37 ℃震荡培养 36 h;定量离心收集菌

体 , 50 mm o l/L葡萄糖溶液清洗两次后用滤纸吸

干 ,加少量浓 HNO 3溶解 ,在电炉上加热 30 m in;冷

却 ,加 HNO 3 2HC lO 4混合液 ,加热 4 h,取浓缩液定

量稀释 ,原子吸收光谱测定 N a
+浓度。

1. 7　转化子重组质粒丢失实验

将转化子培养于不加 Am p的 LB培养基中 ,

42 ℃继代培养 18次 ,检测重组子的羧苄青霉素

(Am p )抗性、耐盐水平以及质粒存在状况。

2　结　果

2. 1　假单胞菌 n h aA基因克隆及编码多肽同源性

比较

　　假单胞菌总 DNA经 PCR扩增得到一条清晰

明亮的分子量约为 111 kb的 DNA片段。将该产物

加上“A”后 ,与 pMD18 2T载体连接生成重组质粒
pMDA。经上海博亚生物技术有限公司测序 ,该基

因长 1 089 bp ,编码 362个氨基酸 ,是一个具有起

始密码和终止密码的完整结构基因。将上述序列输

入 GenB a nk进行 DNA和蛋白质的同源性比较发

现 ,该基因及其编码多肽与 E. co li K12中的 nha A

基因及其编码多肽 (N ha A )的同源性分别高达

9710 %和 9513 % (未示出 )。该基因编码多肽与其

他 5种细菌的 N ha A同源性比较见图 1。

图 1表明 ,被克隆基因推测的多肽与其他 5种

细菌的 N ha A蛋白具有很高的同源性。在 362个

氨基酸残基中完全相同的氨基酸高达 150个 , 59处

(阴影表示 ) ,占 4114 %。其中最大的保守区域由

连续 13个氨基酸残基组成 (No. 192～ 205 ) ,连续

5个以上氨基酸残基完全一致的保守区域就有 7

处。此外尚有 53处在 6个菌种中有 5个菌种的氨

基酸完全一致。因此可以初步认为 ,克隆的基因应

该是假单胞菌编码 N a
+

/H
+逆向转运蛋白 ( an ti2

po rte r)的基因 nhaA。该基因已提交美国 Gen2
B a nk,收录号为 AY643494。

2. 2　重组质粒构建及 a n tip o rte r定位

利用克隆基因两端的限制性核酸内切酶位点将

其插入原核基因温控高效表达载体 pBV220中 ,转

化 E. co li JM 101。提取转化子中的总蛋白电泳后

发现 ,在大约 41 kD处转化子的蛋白含量比对照高

得多 ,且该蛋白的分子量与克隆的 nhaA基因推测

的表达产物的分子量大小一致 ,说明该基因已经在

转化子中得到较好表达。进一步检测表明 , nhaA

基因表达的 a n tipo rte r主要位于细胞膜 (壁 )上 (图

2 )。

2. 3　N a
+

/H
+逆向转运蛋白 (N h a A )的纯化及 N

端测序

　　为了获得纯化的 N ha A ,将 nhaA基因插于融

合表达载体 pQ E的多克隆位点 ,表达后形成融合蛋

白。经离子柱层析和 FXa蛋白酶酶切 , SD S 2PAGE

电泳 ,发现只出现一条与预计分子量相符的 41 kD

左右的蛋白带 ,与转化子中的特异蛋白带完全一致。

可见这是一条纯化的 N ha A蛋白带。经测序 ,该蛋

白 N端的 8个氨基酸为 M IMAN SGA,与 nhaA基因

推测的蛋白序列一致 ,进一步说明克隆的基因是假

单胞菌的 nhaA基因。

2. 4　转化子耐盐性明显提高

为分析外源 nhaA基因和受体菌耐盐性的关

系 ,分别在含系列 N aC l浓度的琼脂平皿上检测转

化子的耐盐水平 ,同时在含 110 m o l/L N aC l的液体

培养基中测定它的生长曲线。实验证实 ,转化子的

耐盐极限达到 111 m o l/L N aC l,比对照提高 011

m o l/L (表 1 )。同时从在盐胁迫下的生长曲线可以

看到 (图 3 ) ,虽然转化子和对照菌都到 6 h后才有

较明显的增长 , 36 h后基本达到平衡期 ,但转化子

的生长速度和最终菌浓度远高于对照组。转化子达

到平衡期时的 OD600值约为对照组的 2. 3倍。可

113L IU Guang2Fa e t a l. : C lo n ing a nd C ha rac te riza tio n o f N a + /H + An tipo rte r⋯



图 1　假单胞菌与其他 5种细菌的 N h a A多肽同源性比较

A:假单胞菌 ; B:大肠杆菌 K12; C:流感嗜血杆菌 ; D:多杀性巴斯德杆菌 ; E:鼠伤寒沙门氏杆菌 ; F:霍乱

弧菌 ;完全相同的氨基酸残基之间用阴影表示。

F ig. 1　N h a A p o lyp ep tid e s c om p a ris o n am o n g P s e u d om o n a s s p.

c n 4902 a n d o th e r f ive s p e c ie s o f b a c te ria

A: P seudomona s sp. cn4902; B: E. co li K12; C: Haemophilus influenae; D: Pa s teu re lla m ultoc ida;

E: Sa lmone lla typhom urium ; F: V ibrio cho le rae; The sam e am ino ac ids a re disp layed in da rk background.

见 ,转入外源 nhaA基因与转化子提高耐盐水平具

有明显的正相关性。

2. 5　转化子中的 N a
+浓度明显降低

转化子 E. co li JM 101 /pBVA细胞质消化后用

原子吸收光谱测得的 N a
+含量为 1413 ng /10

6 个

细胞 ,仅为对照的 6014 %。结合图 2显示的转化子

拥有较大量的 N ha A膜 (壁 )蛋白和图 3中转化子

在高盐环境中依然能基本正常地生长 ,可见这些蛋

白功能正常 ,可持续不断地将 N a
+泵出胞外。

2. 6　转化子质粒丢失耐盐性下降

为了从反面进一步验证转化子中外源 nhaA基

因的功能 , 将转化子置 42 ℃继代培养 18次后发现 ,
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图 2　转化子细胞膜 (壁 )的蛋白质

SD S - PA G E电泳图谱

M:蛋白质分子量标记 ; 1:转化子膜蛋白 ; 2:对照菌膜蛋白 ; 3:

转化子的总蛋白 ; 4:对照菌的总蛋白 ;箭头指向转化子中大量

表达的 N haA蛋白。

F ig. 2　Th e m em b ra n e p ro te in s SD S - PA G E

e le c trop h e ro g ram o f th e tra n s fo rm a n t

M: Mo lecu la r s tanda rds; 1: M em b rane p ro te in s o f tran sfo r2

m an t; 2. M em b rane p ro te in s o f co n tro l; 3: To ta l p ro te ins o f

transfo rm an t; 4: To ta l p ro te in s o f co n tro l; The a rrow s ind ica te

o ve rexp re s s ion N ha A p ro te in in tran sfo rm an t.

表 1　转化子的耐盐性检测
Ta b le 1　Te s t o f s a lt2to le ra n t2le ve l o f tra n s fo rm a n t

菌株

S tra in s

琼脂培养基中 N aC l浓度

Co nc. o f N aC l in aga r m ed ia (m o l/L)

0. 8 0. 9 1. 0 1. 1 1. 2

转化子 Tran sfo rm an t + + + + - -

对照 Co ntro l + + + + + + + -

　 + :各种程度的生长 ; - :不生长。

　 + : leve ls o f g row th; - : no g row th.

图 3　转化子在含 N aC l 1. 0 m o l/L培养基中的生长曲线

F ig. 3　The g row th cu rve of tran s fo rm an t g row in g in

th e m ed ium co n ta in in g N aC l 1. 0 m o l/L

在 10株受检的转化子中原有的重组质粒 pBVA全

部丢失。丢失质粒后的转化子耐盐能力回复到原有

水平 ,从而进一步从反面证明了外源 nhaA基因与

该菌的耐盐性密切相关。

3　讨　论

自 20世纪 70年代重组 DNA技术异军突起以

来 ,基因工程研究突飞猛进 ,克隆各种目的基因已经

成了分子生物学工作者十分感兴趣的一个领域。现

在 ,科学家已经达成共识 ,仅仅获得一段 DNA序列

是不够的 ,必须明确它编码的蛋白质的功能才可被

确认为相应的基因。遵循上述原则 ,为了探究本文

克隆的基因的生物学功能 ,我们运用多种实验手段

从正反两方面加以求证。如 ,在 GenB ank中进行

克隆基因及其编码多肽的同源性及保守区域查询 ,

基因表达蛋白的分子量检测、N端序列分析及其在

细胞膜 (壁 )的定位 ,转化子的最高耐盐性、胞内

N a +浓度和生长曲线检测 ;另一方面 ,进行消除转化

子中外源基因的实验 ,发现其耐盐性回落至原初水

平。这样 ,已有较充分的证据支持我们克隆的基因

是编码 N a
+

/H
+逆向转运蛋白的 nhaA基因。

通常 ,大肠杆菌基因组中含有 nhaA基因 ,但估

计只有单个 ,其表达的 N ha A蛋白量自然较少 ;同

时 ,由于实验中制备的膜 (壁 )蛋白浓度较低 ,导致

图 2中第二泳道 (对照 )未能检测到本应在约 41 kD

处出现的 N ha A蛋白带。转化子中可能拥有多个

外源 nhaA基因 ,因此在第一泳道出现了较显著的

约 41 kD的 N ha A蛋白带。

本实验获得的纯化 N ha A蛋白将在蛋白质的

三维立体空间构造以及细胞的 N a
+

/H
+信号转导

方面具有较高的研究价值 ;此外 ,纯化的 N ha A蛋

白还能用于免疫动物 ,从中获得免疫抗体 ,然后利用

标记后的抗体作为探针 ,检测各种生物中 nhaA基

因的有无以及表达量的高低等 ,为筛选和培育耐盐

作物提供理论依据。
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