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　　摘要：葡萄糖激酶催化葡萄糖磷酸化生成葡萄糖－６－磷酸，是糖酵解的第一步反应，在野油菜黄单胞菌（Ｘｃｃ）利
用碳源代谢及其致病性中起重要作用。为了初步鉴定Ｘｃｃ葡萄糖激酶基因功能，为研究其利用碳源相关代谢及致病
性提供理论依据，以ｐＱＥ３０为表达载体，采用常规ＰＣＲ技术对野油菜黄单胞菌Ｘｃｃ８００４基因组上注释为葡萄糖激酶
的３个基因（ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和ＸＣ＿１９７６）进行了克隆与表达，该３个基因在大肠杆菌 ＪＭ１０９中有较高表达量，经
Ｎｉ２＋金属层析柱纯化后分别得到带有３个Ｈｉｓ的融合蛋白ＸＣ＿１１６６－Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６和ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６，分析表

明仅ＸＣ＿１９７６的表达产物具有葡萄糖激酶活性，为Ｘｃｃ８００４葡萄糖激酶基因，经测定ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的最适反应温度

为４５℃，最适ｐＨ值为７．１，最适反应条件下比活力为（３８０．６±１．１２３）Ｕ／ｍｇ。
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　　野油菜黄单胞菌致病变种（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ，Ｘｃｃ）是十字花科植物黑腐病的病原菌，它的寄主包
括许多重要农作物，如甘蓝、白菜、芥菜、油菜、萝卜和模式植物

拟南芥等。野油菜黄单胞菌产生的胞外多糖（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌ
ｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＥＰＳ）又称黄原胶，被认为是 Ｘｃｃ的重要致病因
子［１］，又因它具有独特的流变性、良好的水溶性、对热及酸碱的

稳定性、与多种盐类有很好的相容性，而广泛应用于轻工、食

品、石油、医药等２０多个行业，具有巨大应用价值［２］。葡萄糖

激酶被认为在Ｘｃｃ的胞外多糖 ＥＰＳ合成及其致病性中起着重
要作用［３］，在Ｘｃｃ利用葡萄糖及蔗糖的代谢途径中，催化葡萄
糖磷酸成葡萄糖－６－磷酸进入ＥＤ途径，ＥＤ途径产生３－磷
酸甘油醛和丙酮酸进而进入糖异生途径或三羧酸循环途径［４］。

　　Ｘｃｃ８００４为目前已公布完成全基因组序列测定的 ３株
Ｘｃｃ之一［５］，基因组中有 ３个基因（ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和
ＸＣ＿１９７６）被注释为葡萄糖激酶基因，生物信息学分析表明
这３个基因编码的蛋白均含有葡萄糖激酶结构域。为了初步
鉴定这３个基因的功能，本研究以 ｐＱＥ３０为表达载体，采用
常规ＰＣＲ对这３个基因进行了克隆及诱导表达，并对纯化后
的融合蛋白进行酶学特性分析，以期为研究 Ｘｃｃ利用葡萄糖
等碳源相关代谢及其致病性提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
本研究所用菌株和质粒见表１。

表１　菌株和质粒

菌株和质粒 特征 来源

Ｘｃｃ
Ｘｃｃ８００４
Ｅ．ｃｏｌｉ
ＪＭ１０９

ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６
ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３
ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６
ＰｌａｓｍｉｄｓｐＱＥ３０
ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６
ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３
ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６

野生型，Ｒｉｆｒ

ｒｅｃＡ１ｓｕｐＥ４４ｅｎｄＡ１ｈｓｄＲ１７ｇｙｒＡ９６ｒｅｌＡ１ｔｈｉＤ（ｌａｃ±ｐｒｏＡＢ）１９８５Ｆ′［ｔｒａＤ３６ｐｒｏＡＢ＋
ｌａｃＩｑｌａｃＺＤＭ１５］

ＪＭ１０９ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＱＥ－ＸＣ１１６６，Ａｍｐｒ

ＪＭ１０９ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＱＥ－ＸＣ１２２３，Ａｍｐｒ

ＪＭ１０９ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＱＥ－ＸＣ１９７６，Ａｍｐｒ

Ｅｘｐｒｅｓｓｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｉｘ－ｈｉｓｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔａｇ，Ａｍｐｒ

ｐＱＥ３０ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａ１０４４－ｂｐＧｌｕｃｏｋｉｎａｓｅＯＲＦｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＸＣ１１６６，Ａｍｐｒ

ｐＱＥ３０ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａ１０２６－ｂｐＧｌｕｃｏｋｉｎａｓｅＯＲＦｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＸＣ１２２３，Ａｍｐｒ

ｐＱＥ３０ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａ１０１７－ｂｐＧｌｕｃｏｋｉｎａｓｅＯＲＦｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＸＣ１９７６，Ａｍｐｒ

Ｄａｎｉｅｌｓ，ｅｔａｌ

Ｙａｎｉｓｃｈ－Ｐｅｒｒｏｎ，ｅｔａｌ

本研究

本研究

本研究

Ｑｉａｇｅｎ
本研究

本研究

本研究

１．２　ＰＣＲ引物的设计
以Ｘｃｃ８００４基因组为模板，根据待扩增 ＸＣ＿１１６６、

ＸＣ＿１２２３和ＸＣ＿１９７６基因ＤＮＡ序列，用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件设计
引物，并插入ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ的酶切位点序列（表２）。
１．３　ＤＮＡ提取

质粒及Ｘｃｃ８００４染色体ＤＮＡ的提取参照 Ｓａｍｂｒｏｏｋ等所
述方法进行［６］。
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表２　本研究所用引物

引物名称及引物序列（５′→３′） 扩增片段

Ｏ１１６６Ｆ（５′－ＡＡＧＣＴＴＣＧＡＣＡＣＣＴＣＧＧＴＧＴＧＧＴＧ－３′）；Ｏ１１６６Ｒ（５′－ＧＧＡＴＣＣＧＴＧＧＣＴＧＣＡＡＣＣＴＣＧＣＡＣ－３′） １０３２ｂｐｏｆｔｈｅＸＣ＿１１６６ＯＲＦ
Ｏ１２２３Ｆ（５′－ＧＧＡＴＣＣＧＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＣＡＧＣＣＣＡ－３′）；Ｏ１２２３Ｒ（５′－ＡＡＧＣＴＴＧＣＧＧＣＣＧＴＧＣＴＧＣＡＧＧＡＡ－３′） １０１４ｂｐｏｆｔｈｅＸＣ＿１２２３ＯＲＦ
Ｏ１９７６Ｆ（５′－ＡＡＧＣＴＴＴＣＧＣＴＧＣＴＣＴＣＣＣＧＧＣＡＡ－３′）；Ｏ１９７６Ｒ（５′－ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＴＧＣＴＣＣＴＴＣＣＡＡＧ－３′） １００５ｂｐｏｆｔｈｅＸＣ＿１９７６ＯＲＦ

１．４　表达重组子的构建
采用常规 ＰＣＲ方法，Ｐｆｕｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ扩增 ＸＣ＿１１６６、

ＸＣ＿１２２３和ＸＣ＿１９７６基因全长ＯＲＦ，产物经琼脂糖凝胶电泳
验证后与质粒ｐＱＥ３０经限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ作双
酶切处理，再用Ｔ４连接酶连接，构建表达重组子 ｐＱＥ－ＸＣ＿
１１６６、ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３、ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６。然后将表达重组子导
入宿主大肠杆菌ＪＭ１０９，获得重组表达菌株ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿
１１６６、ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３、ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６。Ａｍｐｒ

平板筛选并培养重组表达菌株，提取表达重组子作 ＢａｍＨⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切验证及ＤＮＡ测序确定插入的片段正确与否。
１．５　目的基因的诱导表达与融合蛋白纯化

分别将重组表达菌株 ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６、ＪＭ１０９／
ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３、ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６接种到基本培养基中
进行摇瓶培养至吸光度Ｄ６００ｎｍ约１．０时，按５％的接种量转接
到 １００ｍＬ含 Ａｍｐ基本培养基（Ａｍｐ－ＬＢ）中，３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１～２ｈ，至 Ｄ６００ｎｍ≈０．５时，加入 ＩＰＴＧ至
终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ继续诱导培养４～５ｈ后，
于４℃、４０００ｇ下离心１０ｍｉｎ，收集菌体，悬浮于ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ
液中 （１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪 唑，３００ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ值８．０），进行超声破碎。取上清液用 Ｎｉ

２＋金属

螯合层析柱纯化带有６×Ｈｉｓ的融合蛋白，经含咪唑的洗脱液
洗脱融合蛋白，４℃、３７００ｒ／ｍｉｎ超滤去除对酶有抑制作用的
高浓度咪唑及小分子杂蛋白，得到３个重组蛋白 ＸＣ＿１１６６－
Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６和 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检
测纯化后的融合蛋白。

１．６　葡萄糖激酶活性的分析
分别用ＸＣ＿１１６６－Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６

催化葡萄糖磷酸化反应，以 Ｍｇ２＋为激活剂，反应体系为
５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ７．４）、５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖、
７．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、５０ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ，３７℃反应１ｈ。选用涂布
有硅胶Ｇ６０的玻璃板（ＧＦ２５４硅胶板，青岛海洋化工厂）作为
载体，１０５℃活化后，直接取８μＬ反应液，等距点在硅胶板下
端距离底边１．５ｃｍ处的平行线上，自然干燥后，用喷雾器将
显色剂（含５％浓硫酸的甲醇）均匀喷在薄层板上，于１５０℃
的烘箱中显色８ｍｉｎ左右，至颜色显现即可。
１．７　葡萄糖激酶比活力的测定方法

采用６－磷酸葡萄糖脱氢酶偶联比色法测定葡萄糖激酶
的比活力。反应体系总体积２ｍＬ，组成为：１００ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖、０．５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＰ、７．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、５ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基
乙醇和０．５Ｕ６－磷酸葡萄糖脱氢酶。首先用分光光度计
（ＢｅｃｋｍａｎＤＵ７００）测定并绘制 ＮＡＤＰＨ在３４０ｎｍ的标准吸
光曲线，然后取０．２ｇ／Ｌ的纯化蛋白液５μＬ催化反应体系，
分别测定反应体系含 ＡＴＰ浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ和不含 ＡＴＰ时
的吸光度 Ｄ３４０ｎｍ之差（ΔＤ３４０ｎｍ），根据标准吸光曲线计算
ＮＡＤＰＨ生成量。１个酶活力（Ｕ）定义为：每 ｍｉｎ催化产生
１μｍｏｌ／ＬＮＡＤＰＨ所需的酶量。

１．８　ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６最适反应条件测定
最适ｐＨ值：在３７℃条件下测定 ｐＨ值分别为５．５、６．０、

６．５、７０、７．５、８．０、８．５、９．０条件下的 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的葡萄
糖激酶比活力，以测得的最高比活力为１００％，换算各 ｐＨ值
条件下的相对酶活力。最适温度：在已测得的最适 ｐＨ值条
件下，以葡萄糖为底物，分别测定 ２２、２５、３２、３７、４２、４５、４８、
５２℃ 温度下ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的比活力，以测得的最高比活力
为１００％，换算各温度条件下的相对酶活力。

２　结果与分析

２．１　演绎蛋白的生物信息学分析
ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和 ＸＣ＿１９７６基因演绎的蛋白质分别

含３４４、３３８、３３５个氨基酸残基数，分子量分别为 ３６．０２、
３５５２、３５．６１ｋｕ。使用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ９．０对其氨基酸序列与
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ及Ｅ．ｃｏｌｉ葡萄糖激酶蛋白序列作多序列比对，表明
３种演绎蛋白ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和 ＸＣ＿１９７６仅含２４％的相
同残基，且只有ＸＣ＿１９７６与 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｅ．ｃｏｌｉ葡萄糖激酶蛋
白序列同源性最高，分别达５４％、３８．４％。用ＳＭＡＲＴ服务器
分析演绎蛋白的结构域，结果表明均具有葡萄糖激酶结构域。

２．２　表达重组子的构建
琼脂糖凝胶电泳图谱显示ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和ＸＣ＿１９７６

基因全长ＯＲＦ扩增片段与预期大小相符合（图１－Ａ），为１
０３０ｂｐ左右。将 ＰＣＲ扩增片段与 ｐＱＥ３０分别经 ＢａｍＨⅠ、
ＨｉｎｄⅢ作双酶切后，再经 Ｔ４连接酶连接，得到表达重组子
ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６、ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３、ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６，并转化至大
肠杆菌ＪＭ１０９中，得到重组表达菌株ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６、
ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３、ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６，从重组表达
菌株中提取表达重组子 ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６、ｐＱＥ－ＸＣ＿１２２３、
ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６，经 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双切酶及 ＤＮＡ测序分
析，表明已构建成功（图１－Ｂ）。
２．３　目的基因的诱导表达与融合蛋白纯化

将重组表达菌株 ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１１６６、ＪＭ１０９／ｐＱＥ－
ＸＣ＿１２２３、ＪＭ１０９／ｐＱＥ－ＸＣ＿１９７６接种至大肠杆菌基本培养基
中，培养至Ｄ６００ｎｍ约１．０时，再按５％的接种量接种到 Ａｍｐ－
ＬＢ培养基中，培养１～２ｈ，加入 ＩＰＴＧ继续诱导培养４～５ｈ
后，分别取１ｍＬ菌液的菌体用超声波破碎菌体，进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ检测，结果表明目基因在大肠杆菌 ＪＭ１０９中有较高的
表达量（图２的３至５泳道）。离心收集诱导表达后的菌体，
超声波破碎细胞后离心去除细胞碎片，用 ＱＩＡＧＥＮ公司的
Ｎｉ－ＮＴＡ金属螯合层析凝胶吸附蛋白，纯化得到的 ３个带
６×Ｈｉｓ标志的融合蛋白 ＸＣ＿１１６６－Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６和
ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６，且未发现包涵体及沉淀的形成，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
检测（图２的６至８泳道）结果显示融合蛋白的纯度较高，蛋
白大小与预期相符合。

２．４　纯化蛋白葡萄糖激酶催化活性
　　分别用融合蛋白ＸＣ＿１１６６－Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６和
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ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６催化葡萄糖磷酸化反应，在３７℃条件下反应
１ｈ，直接取８μＬ反应液点样层析（图３）。表明在３个纯化的
融合蛋白中，仅 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６能以 Ｍｇ

２＋为激活剂，ＡＴＰ为
磷酸基供体，催化葡萄糖磷酸化反应，具有葡萄糖激酶活性。

而ＸＣ＿１１６６－Ｈｉｓ６和ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６无葡萄糖激酶活性。

２．５　ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６最适反应条件
由图４－Ａ可知，ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６在偏酸或偏碱条件下几

乎没有活性，ｐＨ值７．１左右时比活力达到最高值，之后酶活
力迅速下降，据此判断 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的最适 ｐＨ值约为
７１。在上述最适ｐＨ值７．１条件下，测定了２２～５２℃温度范
围内的ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的葡萄糖激酶活性，结果（图４－Ｂ）表
明，酶活力随温度的上升逐渐提高，４５℃时达最大值，当温度
超过４７℃时，酶活力均迅速下降，推断 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的最
适温度约为４５℃。

２．６　ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６葡萄糖激酶比活力的测定
采用６－磷酸葡萄糖脱氢酶偶联比色法进行测定，首先测

定并绘制ＮＡＤＰＨ在３４０ｎｍ的标准吸光曲线（图５）。然后取
０．２ｇ／Ｌ新纯化的ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６蛋白液５μＬ，按“１．７”节的
方法测定ΔＤ３４０ｎｍ，并根据ＮＡＤＰＨ在３４０ｎｍ的标准吸光曲线，
换算每分钟ＮＡＤＰＨ的生成量。结果（表３）表明，ＸＣ＿１９７６－
Ｈｉｓ６在最适条件下的酶活力为（３８０．６±１１２３）Ｕ／ｍｇ。

表３　ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的比活力

管号 ΔＤ３４０ｎｍ 比活力（Ｕ／ｍｇ）
１ ０．７５８ ３８０．８
２ ０．７６１ ３８２．５
３ ０．７５４ ３７８．６
均值 ０．７５８±０．００２ ３８０．６±１．１２３

３　讨论

葡萄糖激酶是己糖激酶家族成员之一，它以ＡＴＰ为磷酸
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基供体，催化葡萄糖磷酸化为葡萄糖 －６－磷酸，是糖酵解的
第一步反应，除少数物种外，大多数细菌及真核生物的葡萄糖

激酶具有己糖激酶活性［７］，对底物葡萄糖的亲和力较低。人

类葡萄糖激酶为单体调控酶，在肝细胞内促进糖原合成和糖

酵解，受葡萄糖调节蛋白（ＧＫＲＰ）调控，葡萄糖对其具有一定
的协同效应［８－９］。在某些原核生物体内发现葡萄糖激酶具有

二聚体及四聚体结构［１０－１１］，且不同物种的葡萄糖激酶生化特

性差异较大［４］。

葡萄糖激酶在对Ｘｃｃ碳源利用代谢及碳流分配调节上起
着关键作用，其活性强弱直接关联到黄原胶生成量的多少，进

而影响到 Ｘｃｃ的致病力［１２－１３］，虽然 Ｘｃｃ８００４基因组中
ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和ＸＣ＿１９７６等３个基因被注释为葡萄糖
激酶，其演绎蛋白均含有葡萄糖激酶结构域，但是从它们在基

因组上的位置看，ＸＣ＿１９７６位于 ＥＤ途径的５个酶基因组成
的基因簇中［１４］，且生物学信息学分析结果表明这３个基因演
绎蛋白的同源性较小，与 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ及 Ｅ．ｃｏｌｉ葡萄糖激酶蛋
白序列比对结果也表明，仅ＸＣ＿１９７６演绎蛋白与其葡萄糖激
酶的同源性最高。为了鉴定其基因功能，了解其编码蛋白产

物的特征，本研究采用常规 ＰＣＲ技术，成功地对野油菜黄单
胞菌Ｘｃｃ８００４基因组上注释为葡萄糖激酶的３个基因进行了
克隆表达，并对表达产物进行了纯化与初步分析。结果表明

以ＩＰＴＧ为诱导物，ＸＣ＿１１６６、ＸＣ＿１２２３和 ＸＣ＿１９７６基因在大
肠杆菌ＪＭ１０９细胞内有较高的表达量，经Ｎｉ２＋金属螯合层析
柱纯化后得到３个带６个组氨酸标志的融合蛋白ＸＣ＿１１６６－
Ｈｉｓ６、ＸＣ＿１２２３－Ｈｉｓ６和 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６，且这３种融合蛋白
未形成包涵体或沉淀。葡萄糖激酶活性分析显示，在这３个
融合蛋白中仅ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６具有催化葡萄糖磷酸化激酶活
性，能以Ｍｇ２＋为激活剂，ＡＴＰ为磷酸基供体，催化葡萄糖磷酸
化为葡萄糖－６－磷酸（图５）。结合生物信息学分析结果，初
步认为Ｘｃｃ８００４基因组中注释为葡萄糖激酶的３个基因中，
仅ＸＣ＿１９７６为葡萄糖激酶基因，而ＸＣ＿１１６６和ＸＣ＿１２２３的基
因功能有待进一步鉴定。

本研究采用 ６－磷酸葡萄糖脱氢酶偶联比色法对
ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６的葡萄糖激酶活性进行测定，该方法已被国
际上许多研究者用来测定葡萄糖激酶及己糖激酶活性［１５－１７］。

测定结果显示 ＸＣ１９７６－Ｈｉｓ６的最适反应温度为４５℃，最适
反应ｐＨ值为７．１，高于 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ葡萄糖激酶最适反应
温度 ３２℃，与 Ｉｍｒｉｓｋｏｖａ等研究［１５］的 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｅｕｃｅｔｉｕｓ
ｖａｒ．ｃａｅｓｉｕｓ葡萄糖激酶最适反应温度４２℃和最适反应ｐＨ值
７．５较接近，而Ｌｉａｏ等研究［１８］的ＴｈｅｒｍｏｂｉｆｉｄａｆｕｓｃａＹＸ葡萄糖
激酶最适反应温度５５℃及最适 ｐＨ值９．０，与 ＸＣ１９７６－Ｈｉｓ６
的最适反应温度及最适 ｐＨ值相差较大，这可能与微生物的
生存环境有关。在最适反应条件下，测得 ＸＣ＿１９７６－Ｈｉｓ６葡
萄糖激酶的比活力为（３８０．６±１．１２３）Ｕ／ｍｇ，而其他酶学特
征尚需进一步研究。
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集胞藻 ＰＣＣ６８０３染色体上抗毒素 －毒素基因
ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１的转录调控

汪牧西，刘朝莹，宁德刚
（江苏大学环境与安全工程学院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：细菌染色体上的ｍｎｔ／ｈｅｐｎ操纵子构成毒素 －抗毒素系统（ＴＡ，ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎｓｙｓｔｅｍ）新家族，但该家族成
员的生化及遗传特征有待阐明。为了证明集胞藻 ＰＣＣ６８０３染色体上基因 ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１的转录调控作用，以无启动
子的β－半乳糖苷酶基因（ｌａｃＺ）为报告基因，构建了ｌａｃＺ转录融合重组质粒，通过测定含重组质粒的大肠杆菌细胞的
β－半乳糖苷酶活性，确定ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１编码产物对其启动子活性的调控作用。结果表明，蛋白 Ｓｓｌ２７４９使 β－半乳
糖苷酶活性显著增加，提示 Ｓｓｌ２７４９可激活 ＰＴＡ启动子转录活性，蛋白 Ｓｌｌ１４１１抑制 Ｓｓｌ２７４９的转录激活作用。因此，

Ｓｓｌ２７４９可能与ＰＴＡ中的调控序列结合调控ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１操纵子的转录，Ｓｌｌ１４１１对Ｓｓｌ２７４９转录激活活性的抑制作用

提示二者之间存在相互作用。
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物（蓝藻）方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇ＿ｍｕ＿ｘｉ＠１２６．ｃｏｍ。

　　细菌毒素 －抗毒素（ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎ，ＴＡ）系统由位于同
一操纵子中分别编码毒素蛋白和抗毒素的２个基因构成。染
色体上的ＴＡ系统通过调控细胞的生长使细胞适应环境胁
迫［１－２］。已鉴定的ＴＡ系统毒素蛋白通过作用于重要的细胞
结构，调控细胞生长［３］。抗毒素为不稳定的蛋白，与毒素蛋

白形成复合体抑制其毒性作用；抗毒素或毒素 －抗毒素复合
体反馈调控 ＴＡ系统表达［４－５］。根据编码产物的序列相似

性，将已证明的Ⅱ型ＴＡ系统分为ｒｅｌＢＥ、ｍａｚＥＦ、ｖａｐＢＣ等８个
家族［５］；但近来生物信息分析发现了更多的 ＴＡ系统家
族［６－７］，如ｍｎｔ／ｈｅｐｎ。ｍｎｔ／ｈｅｐｎ家族 ＴＡ系统由分别编码含
核苷酸转移酶结构域蛋白（Ｍｎｔ）和核酸结合蛋白结构域蛋白
（Ｈｅｐｎ）的２个基因构成［６］。对流感嗜血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ）染色体上的ｍｎｔ／ｈｅｐｎ家族 ＴＡ系统 ＨＩ００７３／ＨＩ００７４
基因编码的Ｈｅｐｎ蛋白结构分析显示，Ｈｅｐｎ含有４个螺旋折
叠的核苷转移酶底物结合结构域［８］。因此，推测该系统编码

的毒素蛋白可能作为核酸或蛋白修饰酶作用于 ＲＮＡ或蛋白
质，抑制细胞生长［６］。但对该系统编码产物的ＤＮＡ结合能力
分析显示，Ｈｅｐｎ和Ｍｎｔ对非特异的ＤＮＡ没有结合能力，推测
可能结合于序列特异的 ＤＮＡ［８］，集胞藻（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ）
ＰＣＣ６８０３染色体上的 ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１操纵子构成 ｍｎｔ／ｈｅｐｎ
家族ＴＡ系统［６］。本研究以无启动子的大肠杆菌的 β－半乳
糖苷酶基因（ｌａｃＺ）为报告基因，证明了 ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１编码
产物对其启动子的反馈调控作用。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　试剂和仪器　邻硝基苯 β－Ｄ－半乳吡喃糖苷
（ＯＮＰＧ）、溴化乙锭（ＥＢ）、各类抗生素、分子生物学试剂等均
购自宝生物（大连）有限公司，引物合成及 ＤＮＡ测序由上海
生工生物工程技术服务有限公司完成。ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
Ｍａｓｔｅｒｔｙｃｌｅｒ型），分光光度计（７２２型），稳流稳压电泳仪
（ＤＹ－６０２Ｓ型），气浴恒温振荡器（ＴＨＺ－８２Ｂ型），超级恒温
浴槽（ＨＳＳ－１数字式）等。
１．１．２　菌株、质粒和培养条件　用于质粒克隆的宿主菌
ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α在３７℃下 ＬＢ培养基中培养，含有质粒
的大肠杆菌加入相应的抗生素（硫酸卡拉霉工作浓度为

５０μｇ／ｍＬ，壮观霉素的工作浓度为１００μｇ／ｍＬ，双抗时则各自
减半），所用质粒均为笔者所在实验室构建并保存。

１．２　试验方法
１．２．１　重组质粒的构建　重组质粒的构建按分子克隆标准
方法进行。以Ｔ４ＤＮＡ聚合酶获得平末端化重组ＤＮＡ。以集
胞藻ＰＣＣ６８０３染色体为模板，以特异性引物（表１）通过 ＰＣＲ
扩增相应的ＤＮＡ片段。ＰＣＲ反应体系按产品说明设定，所用
程序依反应对象设置。

表１　本试验所用引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｓｌｒ０１６８－１ ＧＡＴＡＴＣＧＴＴＣＣＡＴＣＧＣＣＧＣＣＣＡＣ
ｓｌｒ０１６８－２ ＧＡＴＴＧＧＴＧＧＣＴＡＡＣＣＡＧＡＧＧ
ｓｓｌ２７４９－１ ＧＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＣＣＴＧＧＣＣＧＡＴＧＣＣＣ（ＢａｍＨⅠ）
ｓｓｌ２７４９－２ ＣＡＧＴＧＣＴＡＡＣＴＧＧＧＴＡＡＣＡＣＣ
ｓｓｌ２７４９－Ｂ ＧＡＴＧＣＣＡＴＴＣＣＣＧＡＴＴＧＧＧＡＧ
ｓｌｌ１４１１－Ｘ ＣＴＣＧＡＧＴＧＧＡＧＡＴＡＧＡＣＡＡＧＧＡＡＡＡＡＧＧＧ（ＸｈｏⅠ）
ｌａｃＺ－Ｒ ＣＴＧＣＧＣＡＡＣＴＧＴＴＧＧＧＡＡＧＧ

１．２．２　大肠杆菌中 ＬａｃＺ活性测定方法　 将待测菌株在含
相应抗性的 ＬＢ培养基中培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．６，并调 Ｄ６００ｎｍ为
０．３。各取 ２００μＬ菌液，离心收集后用 １ｍＬ的 ＺＢｕｆｆｅｒ
（６０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
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