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短短芽孢杆菌 ＧＺＤＦ３嗜铁素合成酶基因 Ｇｅｎｅ５６９３的
生物信息学分析及原核表达

袁林１，２，３，４，贾化可１，２，４，盛淼淼１，４，王兵１，２，４，曾丽娜１，２，３，４，刘红美１，２，３，４，

隆耀航１，２，４

（１．贵州医科大学 医药生物技术研究中心，贵州 贵阳　５５００２５；２．贵州医科大学 生物与医学工程重点实验室，贵州 贵阳　５５００２５；

３．贵州省教育厅 免疫细胞与抗体工程研究中心，贵州 贵阳　５５００２５；４．贵州医科大学 生物与工程学院，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：从短短芽孢杆菌ＧＺＤＦ３菌株中克隆嗜铁素合成酶基因 Ｇｅｎｅ５６９３，构建其原核表达载体并进
行重组表达。方法：利用ａｎｔｉＳＭＡＳＨ软件对ＧＺＤＦ３全基因组序列进行次级代谢物预测分析，然后采用 ＥｘＰＡＳｙ
在线分析预测嗜铁素合成酶基因Ｇｅｎｅ５６９３的基本理化性质并进行重组表达。结果：生物信息学分析结果显示，
短短芽孢杆菌ＧＺＤＦ３全基因组序列与Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素基因簇的相似性为８３％，Ｇｅｎｅ５６９３基因编码的蛋白与
Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素编码的蛋白 ＡｓｂＥ的相似性为５１０６％；Ｇｅｎｅ５６９３编码蛋白氨基酸长度为３２７个氨基酸，分子
量为３９０５ｋＤａ，等电点（ｐＩ）为４９４，为酸性亲水性蛋白；Ｇｅｎｅ５６９３基因的ＰＣＲ扩增成功获得预测的Ｇｅｎｅ５６９３基
因片段，菌落ＰＣＲ及重组ＤＮＡ分子的双酶切电泳结果显示成功构建重组质粒；ＳＤＳＰＡＧＥ结果表明Ｇｅｎｅ５６９３编
码的蛋白大小与生物信息学预测的结果一致。结论：成功克隆了嗜铁素合成基因 Ｇｅｎｅ５６９３，并进行了重组
表达。
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　　在微生物生命活动中，铁元素参与多种生化代
谢过程。铁在地壳中含量较多，但多以 Ｆｅ（ＯＨ）３
形式存在，溶解性差，很难被生物吸收利用［１－２］，因

此微生物进化过程中形成了多种途径来获取铁，合

成嗜铁素（Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ）就是其中一种非常重要的
途径［３－６］。嗜铁素是微生物在低铁或缺铁应激条

件下合成的一种能够高效结合 Ｆｅ３＋、并将其转运
到细胞内的小分子有机化合物［７］。短短芽孢杆菌

（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）是革兰阳性菌，有较强蛋白分
泌能力，是一种产芽孢的生物防治菌［８－１２］。短短

芽孢杆菌ＧＺＤＦ３从半夏根际土壤分离获得［１３］，该

菌株对半夏病原菌及多种其它病原菌均具有较强

的拮抗作用，在植物病虫害的防治上具有较好的应

用前景，其抗菌成分值得深入研究［１４］。本课题组

前期的研究发现 ＧＺＤＦ３基因组中没有与 Ｂａｃｉｌｌｉ
ｂａｃｔｉｎ嗜铁素合成基因簇相似的基因簇，但存在一
个与Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素相似性高达８３％的合成基
因簇。Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素合成基因簇 ａｓｂＡＢＣＤＥＦ，
分别 与 短 短 芽 孢 杆 菌 ＧＺＤＦ３的 Ｇｅｎｅ５６８９、
Ｇｅｎｅ５６９０、Ｇｅｎｅ５６９１、Ｇｅｎｅ５６９２、Ｇｅｎｅ５６９３、Ｇｅｎｅ５６９４
的６个基因相对应［１５］。目前 Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素相
关研究多集中于炭疽芽孢杆菌。２００４年，有学者
通过定向基因敲除研究了 ａｓｂＡ基因的功能，缺铁
条件下，ａｓｂＡ缺失突变体表现为嗜铁素产量降低，
长势变弱［１６］。而且，ａｓｂＡ缺失突变体对老鼠的致
病力也显著降低［１６］，Ｎｕｓｃａ等［１７］利用柠檬酸、亚精

胺、３，４二羟基苯甲酸底物成功实现了 Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ
嗜铁素的异源表达，发现 ＡｓｂＡ合成酶的功能可以
由ＡｓｂＢ进行补偿，即缺失ＡｓｂＡ合成酶，其余５个
基因也能合成部分 Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ；但是 ａｓｂＥ基因缺
失，不能合成Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素，意味着 ａｓｂＥ基因
是Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素合成途径中的关键基因。目
前，已经对 Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素合成基因簇中的 ａｓ
ｂＢ［１２］、ａｓｂＤ［１３］、ａｓｂＦ［１４］进行了功能与结构研究。
但对短短芽孢杆菌嗜铁素的研究尚未见报道，因

此，基于ａｓｂＥ在嗜铁素合成过程中的重要作用，本
研究对短短芽孢杆菌 ＧＺＤＦ３菌株 Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁

素合成基因 Ｇｅｎｅ５６９３（ａｓｂＥ）进行分析，为后续嗜
铁素合成基因簇的功能及体外合成研究奠定基础。

１　材料与方法

１１　实验材料
ｐＥＴ２８ａ质粒的菌种由本课题组保存；表达菌

株ＢＬ２１由生物与工程学院王兵副教授馈赠；短短
芽孢杆菌ＧＺＤＦ３由本课题组分离获得，其全基因
组序列登录号ＬＶＹＧ００００００００。
１２　方法
１２１　生物信息学分析　（１）嗜铁素合成酶蛋白
的预测，在 ＡｎｔｉＳＭＡＳＨ（ｈｔｔｐ：／／ａｎｔｉｓｍａｓｈ．ｓｅｃｏｎｄ
ａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．ｏｒｇ／）软件里输入短短芽孢杆菌
ＧＺＤＦ３全基因组序列（登录号 ＬＶＹＧ００００００００），
利用ＡｎｔｉＳＭＡＳＨ（Ｖｅｒ３０５）预测其代谢产物合成
基因簇［１８］；利用序列分析软件 ＢｉｏＥｄｉｔ７０９０构
建本地短短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）ＧＺＤＦ３
蛋白质序列数据库，以 ＮＣＢＩ中检索到的 ａｓｂＥ（登
录号 ＷＰ＿１３２１３１８３５）蛋白质序列作先导序列，
ｂｌａｓｔｐ搜索ＢｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓＧＺＤＦ３本地蛋白质序
列数据库；（２）嗜铁素合成酶蛋白基本性质分析，
用 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｅｘｐａｓｙｏｒｇ／）分析预测嗜
铁素合成酶蛋白的等电点（ｐＩ）和相对分子质量
（ＭＷ）、亲水性及疏水性，用ＴＭｐｒｅｄ软件进行跨膜
区域分析，用ＳｉｇｎａｌＰ进行信号肽分析。
１２２　引物设计　利用 ＤＮＡＭＡＮ软件设计目的
基因的引物序列，由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成，上游引物序列为 ５′ＣＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴ
ＧＧＴＴＡＡＧＧＴＴＣ３′，下游引物序列为 ５′ＣＧＴＡ
ＡＧＣＴＴＴＴＡＣＣＴＣＣＡＣＣＣ３′，其中下划部分分别为
ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶的识别切割位点。
１２３　目的基因的扩增及纯化　从 －８０℃冰箱
取出菌种ＧＺＤＦ３划线培养，从过夜培养的平板中
挑取边缘清晰的单菌落放入 ＬＢ液体培养基中，在
摇床中３７℃振荡培养过夜；按照细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒操作步骤，提取ＧＺＤＦ３菌株的基因组；
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以其为模板进行 ＰＣＲ扩增，产物用３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ
和无水乙醇进行纯化。

１２４　重组质粒的构建及鉴定　将含有 ｐＥＴ２８ａ
质粒的Ｅ·ｃｏｌｉ接种于含卡那霉素的 ＬＢ液体培养
基中３７℃振荡培养过夜，使用 ＯＭＥＧＡ公司 Ｐｌａｓ
ｍｉｄＭｉｎｉＫＩＴ按说明书提取 ｐＥＴ２８ａ质粒并纯化；
将纯化后的ＰＣＲ产物Ｇｅｎｅ５６９３与ｐＥＴ２８ａ质粒用
酶ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 酶切，随后电泳检测并回收
酶切产物，１６℃连接过夜；将连接后的质粒转化到
大肠杆菌ＢＬ２１感受态细胞中培养过夜，随机挑取
５～１０个单菌落进行菌落ＰＣＲ鉴定，选取电泳条带
大小与目的基因一致的菌液进行扩大培养，并进行

双酶切鉴定，将经菌落 ＰＣＲ和双酶切鉴定的菌液
保存并送深圳华大基因进行测序验证。

１２５　重组ＤＮＡ分子的诱导表达及表达产物的
纯化　（１）重组 ＤＮＡ分子的诱导表达，将过夜培
养的菌液以１％ 的接种量进行扩大培养，振荡培养
至ＯＤ６００为０５左右，取１ｍＬ作为诱导前对照；加
入异丙基βＤ硫代吡喃半乳糖苷 ＩＰＴＧ进行诱导
表达，于３０℃ 培养４ｈ；将诱导表达后菌液低温离
心１０ｍｉｎ，取上清１ｍＬ作为诱导后对照；将离心后
菌体用适量 ＰＢＳ溶液进行重悬，在冰水浴中进行
超声破碎，破碎后离心收集上清；将诱导前、诱导

后，破碎后的样品与蛋白上样缓冲液按４∶１混合，
煮沸并冷却后点样；通过考马斯亮蓝染色、脱色后

观察重组蛋白的表达情况。（２）表达产物的纯化，
将诱导表达并进行菌体超声破碎后离心收集的上

清，通过 ＮｉＮＴＡＨｉｓ纯化柱进行纯化，加入洗杂
液，收集液体Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３（杂蛋白）；加入洗脱液，收

集洗脱液为Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３（目的蛋白）；将目的蛋白通
过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。

２　结果

２１　嗜铁素合成酶的生物信息学分析
结果显示，短短芽孢杆菌 ＧＺＤＦ３基因组中存

在多种编码次级代谢产物的基因簇，其中一种基因

簇编码产物为嗜铁素，与文献 ［１５］报道的
Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素相似性达８３％。以炭疽芽孢杆
菌Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素生物合成基因 ａｓｂＥ（ＮＣＢＩ登
录号ＷＰ＿１３２１３１８３５）与本地 ＧＺＤＦ３蛋白质序列
数据库比对，发现其与短短芽孢杆菌基因组的

Ｇｅｎｅ５６９３基因相对应，通过 ＤＮＡＭＡＮ中的多序列
比对结果如图１Ａ所示，发现 Ｇｅｎｅ５６９３与 ＡｓｂＥ蛋
白的氨基酸序列一致性达到５１０６％。
２２　嗜铁素合成酶Ｇｅｎｅ５６９３的基本性质

利用 ＥｘｐＡＳｙ数据分析系统 ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析，
发现嗜铁素合成酶基因Ｇｅｎｅ５６９３所编码氨基酸的
分子式为 Ｃ１７８７Ｈ２７１９Ｎ４３９Ｏ５１１Ｓ１６，长度为３２７个氨基
酸；分子量为３９０５ｋＤａ，理论等电点 ｐＩ＝４９４，为
酸性蛋白；不稳定指数为３８０４，半衰期为３０ｈ，可
初步判定为稳定蛋白。Ｇｅｎｅ５６９３有４０个正电荷
氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ），５７个负电荷氨基酸残基
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ），脂肪系数为８８２３；亲水性预测结果
如图１Ｂ所示，平均亲水性为 －０３３６，初步判定
Ｇｅｎｅ５６９３蛋白是亲水性蛋白质，不含有信号肽和
跨膜区域。

注：Ａ为Ｇｅｎｅ５６９３与ａｓｂＥ的序列比对结果，Ｂ为Ｇｅｎｅ５６９３蛋白的亲疏性分析。

图１　Ｇｅｎｅ５６９３与ａｓｂＥ的序列比对及蛋白的亲疏性结果
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎＧｅｎｅ５６９３ａｎｄａｓｂＥｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

８１９

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４４卷　



２３　目的基因扩增和酶切
以 ＧＺＤＦ３菌株的基因组ＤＮＡ为模板，经ＰＣＲ

扩增得到目的基因 Ｇｅｎｅ５６９３，琼脂糖凝胶电泳检
测结果如图２Ａ，在１０００ｂｐ处有一条特别明亮的
条带，大小与预测的相符。

２４　重组ＤＮＡ分子的筛选与鉴定　
２４１　菌落ＰＣＲ鉴定　菌落 ＰＣＲ鉴定结果如图
２Ｂ所示，泳道１～５在１０００ｂｐ处都有明亮的条
带，与泳道 ６（阳性对照）大小一致，初步确定
Ｇｅｎｅ５６９３基因成功连接到质粒上并转化成功。

２４２　双酶切鉴定及测序验证　将经菌落 ＰＣＲ
检测阳性的单菌落扩大培养，提取质粒双酶切后电

泳结果如图２Ｃ，泳道１～５为重组质粒双酶切后电
泳条带，其两条片段大小分别与空载体 ｐＥＴ２８ａ
（泳道 ６）和 Ｇｅｎｅ５６９３基因（泳道 ７）一致，表明
Ｇｅｎｅ５６９３基因成功连接到载体 ｐＥＴ２８ａ上；同时，
测序结果经比对分析表明克隆序列与原序列相同，

没有发生突变，说明重组质粒构建成功，可用于下

一步的诱导表达。

注：Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，Ａ为Ｇｅｎｅ５６９３基因的ＰＣＲ扩增、１为ＰＣＲ产物，Ｂ为菌落ＰＣＲ、１～５为随机挑选的单菌落、６为阳性
对照、７为阴性对照，Ｃ为重组ＤＮＡ分子的双酶切、１～５为质粒双酶切产物、６为ｐＥＴ２８ａ、７为酶切后的Ｇｅｎｅ５６９３。

图２　Ｇｅｎｅ５６９３基因的ＰＣＲ扩增、菌落ＰＣＲ及重组ＤＮＡ分子的双酶切电泳结果
Ｆｉｇ．２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｏｌｏｎｙＰＣＲａｎｄｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｏｆＧｅｎｅ５６９３

２４３　嗜铁素合成酶 Ｇｅｎｅ５６９３的原核表达及纯
化 将菌株接种于含０１ｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ的培养基中，
３０℃诱导表达４ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ结果如图３所示，诱
导前后上清（泳道１～２）均无目的条带，诱导表达
破碎后上清（泳道３～４）含目的条带。进一步纯化
后的目的蛋白（泳道 ５～８）与预测的理论大小
（３９０５ｋＤ）一致。

注：Ｍ为Ｍａｒｋｅｒ，１为诱导前上清，２为诱导后上清，
３～４为诱导破碎上清，５～８为纯化后的目的蛋白。
图３　表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄＧｅｎｅ５６９３

３　讨论

嗜铁素作为微生物次级代谢产物的其中一种，

在医学、农业、工业及环境保护中都有重要意义。

在生物防治方面，嗜铁素对多种病原菌具有抑制作

用，为开发生物农药具有潜在价值。短短芽孢杆菌

ＧＺＤＦ３分离自半夏根际土壤，对尖孢镰刀菌等多
种病原菌有拮抗作用。本课题组通过 ＡｎｔｉＳＭＡＳＨ
对短短芽孢杆菌 ＧＺＤＦ３全基因组序列进行分析，
发现ＧＺＤＦ３基因组中没有 Ｂａｃｉｌｌｉｂａｃｔｉｎ嗜铁素合
成基因簇，但存在一个与Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素相似性
高达８３％的合成基因簇。相关文献报道 Ｐｅｔｒｏｂａｃ
ｔｉｎ嗜铁素合成基因家族中 ａｓｂＥ基因缺失，不能合
成Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁素，证实ａｓｂＥ基因是Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ
嗜铁素合成途径中的关键基因。目前，Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ
嗜铁素合成基因簇中的 ａｓｂＢ［１２］、ａｓｂＤ［１３］、ａｓｂＦ［１４］

基因已有相关的功能与结构研究，而对 ａｓｂＥ基因
的报道很少，因此本研究对 Ｇｅｎｅ５６９３（ａｓｂＥ）基因
进行生物信息学分析并构建原核表达载体进行重

组表达，发现其与 ＡｓｂＥ蛋白序列一致性达到
５１０６％，可认为其同源。利用 ＥｘｐＡＳｙ数据分析
系统ＰｒｏｔＰａｒａｍ程序分析预测嗜铁素合成基因的氨
基酸序列和相关的理化性质，初步判定 Ｇｅｎｅ５６９３
蛋白是亲水性稳定蛋白质。２００９年，余贤美等［１９］

在枯草芽孢杆菌 ＣＡＳ１５嗜铁素基因的表达实验
中，用ＩＰＴＧ在 ３０℃诱导 ４ｈ实现高效表达，并进
行了功能实验验证。目前，还未见短短芽孢杆菌中
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嗜铁素合成基因的研究。

本研究采用 ＰＣＲ方法克隆了短短芽孢杆菌
ＧＺＤＦ３嗜铁素合成基因 Ｇｅｎｅ５６９３，进行生物信息
学和理化性质分析，短短芽孢杆菌 ＧＺＤＦ３基因组
中存在多种编码次级代谢产物的基因簇，其中一种

基因簇编码产物为嗜铁素，并且与Ｐｅｔｒｏｂａｃｔｉｎ嗜铁
素相似性达到 ８３％，Ｇｅｎｅ５６９３与 ＡｓｂＥ蛋白的氨
基酸序列一致性达到５１０６％，编码的蛋白为酸性
蛋白。进一步构建原核表达载体并成功分离纯化

获得Ｇｅｎｅ５６９３蛋白。
综上所述，本研究成功克隆了短短芽孢杆菌

ＧＺＤＦ３嗜铁素合成基因 Ｇｅｎｅ５６９３并构建重组表
达载体，并成功诱导表达。这将为进一步研究短短

芽孢杆菌ＧＺＤＦ３中嗜铁素合成基因簇的功能及体
外合成研究奠定一定的理论基础，从而为短短芽孢

杆菌ＧＺＤＦ３在促进植物生长和植物病害生物防治
中的应用提供参考。
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