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赤红球菌甲苯胁迫响应蛋白基因的克隆、
生物信息学分析和表达变化研究

张　 帆，袁　 媛，曾　 艳，付　 薇，彭　 仁∗

（江西师范大学生命科学学院，江西 南昌　 ３３００２２）

摘要：从赤红球菌 ＳＤ３ 中克隆了一个甲苯胁迫响应蛋白基因 ｔｓｒｐ１，该基因长度为 ４１７ ｂｐ，在 ＧｅｎＢａｎｋ 的登

录号为ＭＫ３７１００１． 该基因编码的蛋白质 Ｔｓｒｐ１ 由 １３８ 个氨基酸残基组成，理论分子量为 １４． ２ ｋＤａ，理论等

电点为 ４． ８２，不稳定系数为 １８． ６８，总平均疏水指数为 － ０． １５４，属于酸性稳定的亲水蛋白． Ｔｓｒｐ１ 无信号

肽和二硫键、无跨膜区、无保守结构域，存在于细胞质中． 在 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 Ｔｓｒｐ１ 蛋白与 Ｒ． ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ、
Ｒ． ｚｏｐｆｉｉ、Ｒ． ｐｙｒｉｄｉｎｉｖｏｒａｎｓ、Ｒ． ｈｏａｇｉｉ、Ｍ． ｂｒｅｖｉｓ 和 Ｃ． ｍａｎｇａｎｉｔｏｌｅｒａｎｓ 中的序列相似蛋白的相似性分别为

９４． ９３％ 、７１． ２９％ 、６７． ９６％ 、４４． ５８％ 、４２． ０５％ 和 ３５． ００％ ． 通过分子对接发现 Ｔｓｒｐ１ 与 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 存在相互

作用． 在甲苯和苯酚胁迫下，在赤红球菌 ＳＤ３ 中 ｔｓｒｐ１ 基因的表达分别为原来的 ４０． １９ 倍和 １４． ７３ 倍．
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０　 引言

随着化妆品、医药、塑料、电子等领域的快速发

展，排放的有机溶剂越来越多，对环境的污染逐渐加

重，对人的健康以及其他生物的正常生长都有严重

的负面影响． 若男性长期在含有甲苯、苯等有机溶剂

的环境中生活，则患前列腺癌的风险就会显著增

加［１］；人们长期饮用被苯酚污染的水就会引起头
晕、贫血、神经系统疾病甚至癌症等［２］ ．

红球菌属于放线菌目，是介于分枝杆菌（Ｍｙｃｏ⁃
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ）和诺卡氏菌（Ｎｏｃａｒｄｉａ）之间的一类好氧、
Ｇ ＋ Ｃ含量高的革兰氏阳性菌． 一般来说，红球菌属

可划分为 ４ 个或 ６ 个分支［３］，其中一些菌株含有多

种水解酶、合成酶，在生物降解、生物催化、生物合成

等领域中具有广泛的应用价值［４⁃７］ ． 如赤红球菌能

够降解苯酚、四氢呋喃、萘等，合成丙烯酰胺，产红色

素，且具有一定的有机溶剂耐受性［５⁃１３］ ．
通常有机溶剂等一些有机化合物对微生物会产

生毒害，然而微生物能够对这些有机化合物的胁迫

做出响应，抵抗它们的毒害作用． 常见的响应机制包

括利用细胞内代谢来降解和转化有机溶剂；通过上

调分子伴侣的表达来协助蛋白的正确折叠；通过外

排泵将有机化合物及时排出细胞外；降低细胞膜的

流动性和表面疏水性；降低细胞比表面积；加强外膜

囊泡的外排作用［１４］ ．
本实验室已分离得到赤红球菌 ＳＤ３（Ｒ． ｒｕｂｅｒ

ＳＤ３）菌株，该菌株可降解一些有机污染物，并在生

物修复领域中具有应用价值［１５］ ． 此外，本实验室还

进行了赤红球菌 ＳＤ３ 的定量蛋白质组学研究，组学

研究结果表明：在甲苯胁迫下，有一个功能未表征的

蛋白上调倍数最高，达到 ３． ３４ 倍［１３］，该蛋白被命名

为甲苯胁迫响应蛋白 １ （ Ｔｓｒｐ１）． 为了进一步研究

Ｔｓｒｐ１，本文对 ｔｓｒｐ１ 基因进行 ＴＡ 克隆，然后对 Ｔｓｒｐ１
蛋白进行了生物信息学分析． 此外，利用 ｑＰＣＲ 比较

了 ｔｓｒｐ１ 基因在甲苯和苯酚胁迫下的表达变化情况，
以期为赤红球菌的有机溶剂胁迫响应机制解析以及

Ｔｓｒｐ１ 的功能研究奠定基础．
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１　 材料与方法

１． １　 材料

Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 保存于中国典型培养物保藏中

心，保藏编号为 ＣＣＴＣＣ ＮＯ：Ｍ ２０１２０３５．

１． ２　 方法

１． ２． １　 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 基因组 ＤＮＡ 的提取　 挑取 Ｒ．
ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 单菌落至 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中，于
３５ ℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ － １条件下震荡培养 ４８ ～ ６０ ｈ，即得

Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 种子液． 取 １ ｍＬ Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 种子液

接种至 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中，于 ３５ ℃、１８０ ｒ·
ｍｉｎ － １条件下震荡培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值为 １． ０，即得培养

液． 利用 ＴＩＡＮａｍｐ ｂａｃｔｅｒｉａ ＤＮＡ Ｋｉｔ（购自 Ｔｉａｎｇｅｎ 公

司）从 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 培养液中提取基因组 ＤＮＡ． 提取

后的基因组ＤＮＡ 通过１％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定．
１． ２． ２　 在 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 ｔｓｒｐ１ 基因的 ＴＡ 克隆　 以

提取的 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 基因组 ＤＮＡ 为模板，通过 ＰＣＲ
扩增 ｔｓｒｐ１ 基因． 其中 ｔｓｒｐ１ 基因扩增的正向引物和

反向引物序列分别为 ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＣＡＣＣＧＣ⁃
ＣＡＡＧＡＣＣＣ⁃３′ （ ＢａｍＨ Ⅰ） 和 ５′⁃ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＴ⁃
ＧＡＧＧＡＧＡＴＣＧＣＧＧＧＣＧ⁃３′（ＥｃｏＲⅠ），横线处分别

为 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ的酶切位点． 在 ＰＣＲ 体系中含

有基因组 ＤＮＡ １． ０ μＬ、ＧｏＴａｑ ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１２． ５ μＬ、正向引物和反向引物各 １． ０ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
９． ５ μＬ． ＰＣＲ 扩增程序为 ９４ ℃预变性３ ｍｉｎ，９４ ℃
变性 ３０ ｓ，６１ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸３０ ｓ，设置 ３０ 个

循环，最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ． 在 ＰＣＲ 扩增结束后，通
过 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物． 利用纯化试

剂盒对 ＰＣＲ 产物进行纯化，然后与 ｐＥＳＩ⁃Ｔ 载体连

接后以热激法转化至 Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 感受态细胞中，
挑取阳性克隆送至生工生物工程（上海）股份有限

公司进行测序．
１． ２． ３　 赤红球菌 Ｔｓｒｐ１ 的生物信息学分析 　 根据

核酸序列，得到 Ｔｓｒｐ１ 的蛋白质序列． 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
在线网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） 对

Ｔｓｒｐ１ 的基本理化性质进行分析；利用 ＳｉｇｎａｌＰ⁃５． ０
Ｓｅｒｖｅｒ 软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ Ｓｉｇ⁃
ｎａｌＰ ／ ）预测 Ｔｓｒｐ１ 蛋白是否存在信号肽；使用 Ｐｒｅ⁃
ｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ． ｏｒｇ ／ ）

预测 Ｔｓｒｐ１ 序列中二硫键的位置；利用 ＰＳＯＲＴ 软件

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ１． ｈｇｃ． ｊｐ ／ ｆｏｒｍ． ｈｔｍｌ） 进行 Ｔｓｒｐ１ 蛋白

的亚细胞定位分析． 通过 ＴＭＨＭＭ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／ ） 预测在 Ｔｓｒｐ１ 中是

否存在跨膜区域；采用 ＮＣＢＩ 中的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏ⁃
ｍａｉｎｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／
ｃｄｄ ／ ）分析在 Ｔｓｒｐ１ 中含有何种保守结构域［１５］；使
用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ进行多序列比对［１６］；登录 ｐｓｉｐｒｅｄ
在线网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ． ｃｓ． ｕｃｌ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／ ），预
测 Ｔｓｒｐ１ 的 ２ 级结构［１７］；通过 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ 在线网站

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｚｈａｎｇｌａｂ． ｃｃｍｂ． ｍｅｄ． ｕｍｉｃｈ． ｅｄｕ ／ Ｉ⁃ＴＡＳＳ⁃
ＥＲ ／ ）预测 Ｔｓｒｐ１ 的 ３ 级结构［１８］ ． 利用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软

件将 Ｔｓｒｐ１ 蛋白与 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 进行分子对接［１９］ ．
１． ２． ４　 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 在甲苯和苯酚胁迫下 ｔｓｒｐ１ 基

因的表达变化 　 向 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中加入

１ ｍＬ种子液，同时分别加入体积分数为 ０． ２％ 的甲

苯及质量分数为 ０． ０８％ 的苯酚． 在 ３５ ℃、２００ ｒ·
ｍｉｎ －１的恒温摇床中培养 ２４ ｈ，离心收集菌体．

采用硅基质吸附柱法从菌体中抽提 ＲＮＡ． 采用

ＨｉＳｃｒｉｐｔ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（ｃＤＮＡ 一链合

成试剂盒）对提取的 ＲＮＡ 进行逆转录，反应体系见

表 １，反应条件为 ２５ ℃ ５ ｍｉｎ、５０ ℃ １５ ｍｉｎ、８５ ℃下

处理 ５ ｍｉｎ 使酶失活．
表 １　 逆转录反应体系

试剂 用量

２ × ＲＴ Ｍｉｘ １０ μＬ
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ２ μＬ

Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） １８ １ μＬ
Ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒｓ １ μＬ

Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ １ μｇ
Ｒｎａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 加至 ２０ μＬ

　 　 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 在甲苯和苯酚胁迫下 ｔｓｒｐ１ 基因的

表达变化用荧光定量 ＰＣＲ 进行分析． 荧光定量 ＰＣＲ
体系为 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ ５ μＬ 、正向引物和反向

引物各加 ０． ５ μＬ、 ｃＤＮＡ ２ μＬ，最后用 ｄｄＨ２Ｏ 定容

至 １０ μＬ． 荧光定量 ＰＣＲ 程序为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，
９５ ℃变性 １０ ｓ，６０ ℃退火和延伸 ３０ ｓ，反应 ４０ 个循

环． 用于 ｑＰＣＲ 的引物序列如表 ２ 所示． 所有样品重

复 ３ 次，ｑＰＣＲ 结果采用 ２ －△△ＣＴ法［２０］进行分析．

表 ２　 用于 ｑＰＣＲ 的引物序列

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

１６Ｓｒｒｎａ ＡＣＴＧＧＧＣＧＴＡＡＡＧＡＧＹＴＣＧＴ ＣＧＣＡＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣ

ｔｓｒｐ１ ＧＣＴＣＡＧＡＡＧＡＴＣＧＣＣＧＡＧＴＣ ＡＧＧＴＴＧＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＴＧ
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２　 结果与分析

２． １　 在 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 ｔｓｒｐ１ 基因的克隆

提取后的 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 基因组 ＤＮＡ 如图 １ 所

示，条带大小相符． 在 ＴＡ 克隆过程中获得的阳性克

隆进行菌液 ＰＣＲ 鉴定，结果如图 ２ 所示． 由图 ２ 可

知：条带位于 ２５０ ～ ５００ ｂｐ 之间，与 ｔｓｒｐ１ 基因的大小

相符．
将转化成功的阳性克隆在 ３７ ℃振荡培养后，根

据质粒小量抽提试剂盒（购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司）步骤提

取重组质粒，用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ进

行酶切鉴定，结果如图 ３ 所示． 由图 ３ 可知：在酶切

后出现 ２ 个条带，其中一个条带接近 ２ ０００ ｂｐ，与
ｐＥＳＩ⁃Ｔ 质粒的大小（１ ８６５ ｂｐ）相符． 另一个条带在

２５０ ～ ５００ ｂｐ 之间，与 ｔｓｒｐ１ 基因的大小 （４１７ ｂｐ）
相符．

将阳性克隆送至生工生物工程（上海）股份有

限公司测序，获得 ｔｓｒｐ１ 基因序列． 将该基因序列提

交 ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为 ＭＫ３７１００１．

注：Ｍ 为 Ｄ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１ 为赤红球菌 ＳＤ３ 基因组 ＤＮＡ．

图 １　 赤红球菌 ＳＤ３ 基因组 ＤＮＡ

２． ２　 Ｔｓｒｐ１ 蛋白的生物信息学分析

根据 ｔｓｒｐ１ 基 因 序 列 确 定 Ｔｓｒｐ１ 蛋 白 质 序

列． Ｔｓｒｐ１蛋白由 １３８ 个氨基酸残基组成，分子式为

Ｃ６１１Ｈ１００７Ｎ１７１Ｏ２１４Ｓ１，理论分子量为 １４． ２ ｋＤａ，理论等

电点为 ４． ８２． 带负电荷残基总数（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）有 １９
个，带正电荷残基总数（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ） 有 １５ 个． 该蛋白

半衰期相对较长，在酵母细胞中大于 ２０ ｈ，在大肠杆

菌中大于 １０ ｈ． 经计算，该蛋白不稳定系数（ ｔｈｅ ｉｎ⁃
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （ ＩＩ）） 为 １８． ６８ （ ＜ ４０ ），由此推测

Ｔｓｒｐ１ 蛋白稳定性较强． 对 Ｔｓｒｐ１ 蛋白进行亲 ／疏水

性分析，结果表明该蛋白总平均疏水指数（ｇｒａｎｄ ａｖ⁃
ｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ，ＧＲＡＶＹ）为 － ０． １５４，这表明

Ｔｓｒｐ１ 蛋白亲水性较强． 在 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 网站上进行进

一步分析，结果如图４ 所示．在６８ 位谷氨酸处得分最低

（ －１． ２５６），在第 ９５ 位亮氨酸处得分最高（０． ９７８）．

注：Ｍ 为 Ｄ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１ ～ ３ 为菌液 ＰＣＲ 鉴定．
图 ２　 阳性克隆的菌液 ＰＣＲ 鉴定

注：Ｍ 为 Ｄ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１ 为双酶切鉴定．
图 ３　 阳性克隆的双酶切鉴定

　 　 Ｔｓｒｐ１ 蛋白没有二硫键和信号肽，也没有跨膜

区． 亚细胞定位分析表明 Ｔｓｒｐ１ 蛋白存在于细胞质

中． ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ 预测结果表明 Ｔｓｒｐ１
蛋白没有保守结构域．
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在 ＮＣＢＩ 中搜索与 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 Ｔｓｒｐ１ 序列相

似的蛋白，然后进行多序列比对，比对结果如图 ５ 所

示． 在 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 Ｔｓｒｐ１ 蛋白与 Ｒ． ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ、
Ｒ． ｚｏｐｆｉｉ、 Ｒ． ｐｙｒｉｄｉｎｉｖｏｒａｎｓ、 Ｒ． ｈｏａｇｉｉ、 Ｍ． ｂｒｅｖｉｓ、
Ｃ． ｍａｎｇａｎｉｔｏｌｅｒａｎｓ中的序列相似蛋白的相似性分别

为 ９４． ９３％ 、７１． ２９％ 、６７． ９６％ 、４４． ５８％ 、４２． ０５％ 、
３５． ００％ ，并且在这 ７ 种蛋白质中有 １４ 个氨基酸残

基位点完全相同．
对 Ｔｓｒｐ１ 蛋白二级结构进行预测（见图 ６），该

蛋白二级结构主要是 α⁃螺旋，占比为８１． ８５％ ． 利
用 Ｉ ⁃ＴＡＳＳＥＲ在线建模工具预测得到Ｔｓｒｐ１蛋白的

３ 级结构模型如图 ７ 所示． 该蛋白的 ２ 级结构和 ３
级结构模型为功能研究奠定基础．

图 ４　 Ｔｓｒｐ１ 蛋白的亲 ／疏水性分析

注：Ｒ． ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ、Ｒ． ｚｏｐｆｉｉ、Ｒ． ｐｙｒｉｄｉｎｉｖｏｒａｎｓ、Ｒ． ｈｏａｇｉｉ、Ｍ． ｂｒｅｖｉｓ、Ｃ． ｍａｎｇａｎｉｔｏｌｅｒａｎｓ 的 Ｔｓｒｐ１ 序列相似的蛋白在 ＮＣＢＩ 中
的序列号分别为 ＯＯＬ２９９６９、ＷＰ＿０７２８１３０６３、ＷＰ＿０１９２８９７１２、ＮＫＺ９００６４、ＷＰ＿０６６９０６７７０、ＷＰ＿１５３５０５８５２．

图 ５　 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 的 Ｔｓｒｐ１ 与其他物种序列相似蛋白的多重序列比对

图 ６　 Ｔｓｒｐ１ 蛋白的 ２ 级结构预测

图 ７　 Ｔｓｒｐ１ 蛋白的 ３ 级结构预测

对 Ｔｓｒｐ１ 蛋白及 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 小分子进行能量优

化、加氢、加力场，根据计算机模拟空腔位点的算法，
分子对接模拟结果如图 ８ 所示． 对接结果打分表明

⁃ＣＤＯＣＫＥＲ＿ＥＮＥＲＧＹ为 ２． ０３１ ４，⁃ＣＤＯＣＫＥＲ ＿ ＩＮ⁃
ＴＥＲＡＣＴＩＯＮ＿ＥＮＥＲＧＹ 为 ４４． ２３５ ４． 这说明小分子

化合物能够与蛋白较好地结合． 从图 ９ 可以看出：
ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ小分子能够与 Ｔｓｒｐ１ 蛋白中的氨基酸残基

Ｔｈｒ １５、Ａｓｐ １８、Ａｌａ ４４、Ｔｈｒ ４５、Ｇｌｎ ９９ 形成稳定的分

子间氢键作用力，结合较为牢固；它还能够与 Ｔｓｒｐ１
蛋白中的氨基酸残基 Ｖａｌ １２、Ａｌａ ４１、Ａｌａ ４４、Ａｌａ ４８、
Ａｌａ ５１、Ｔｙｒ ８８、Ｖａｌ ９２、Ｌｅｕ ９６ 形成共轭作用力，共同

维持 ２ 者之间的结合稳定性．

３４１第 ２ 期 张　 帆，等：赤红球菌甲苯胁迫响应蛋白基因的克隆、生物信息学分析和表达变化研究



（ａ）整体图　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ｂ）细节图

图 ８　 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 对接 Ｔｓｒｐ１ 的 ３ 维模式整体图

图 ９　 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 对接 Ｔｓｒｐ１ 的 ２ 维模式图

２． ３　 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 ｔｓｒｐ１ 基因在甲苯和苯酚胁迫

下的表达

为了探明 ｔｓｒｐ１ 与 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 有机溶剂耐受

性之间的关系，本文利用荧光定量 ＰＣＲ 方法研究了

在甲苯和苯酚胁迫下 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 ｔｓｒｐ１ 基因表

达变化情况．
图 １０ 表明：与野生型对照组相比，在体积分数

为 ０． ２％ 的甲苯胁迫下 ｔｓｒｐ１ 基因的 ｍＲＮＡ 相对表

达量为原来的 ４０． １９ 倍（Ｐ ＜ ０． ０１），在质量分数为

０． ０８％的苯酚胁迫下 ｔｓｒｐ１ 基因的 ｍＲＮＡ 相对表达

量为原来的 １４． ７３ 倍（Ｐ ＜ ０． ００１）． 这说明 Ｔｓｒｐ１ 蛋

白与 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 对于甲苯和苯酚的胁迫响应之间

存在密切联系．
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注：∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ００１．
图 １０　 在甲苯和苯酚胁迫下 Ｒ． ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ 中 ｔｓｒｐ１ 基因的

表达变化情况

３　 讨论

近年来，人们越来越重视有机溶剂引起的环境

污染问题，对于这类污染物质的治理方法通常有物

理法、化学法和生物法． 物理法通常是采用吸附、萃
取等物理作用来去除污染物质，而化学法是通过催
化作用来消除或降低污染物质的毒害作用． 生物法

相对于物理法和化学法来说具有经济、耗能少、处理
效率高、处理量大、无 ２ 次污染等优点，是目前在污

染治理中应用较为广泛的处理技术之一． 迄今为止，
国内外科研工作者筛选得到了一些能够降解有机溶

剂的微生物，其中包括 Ｐ． ｐｕｔｉｄａＫＦ７１５［２１］、Ｐ． ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｓＳ６１３［２２］、Ｒ． ｅｑｕｉ［２３］、Ｒ． ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓＲＰＫ１［２４］、
厌氧反硝化菌群［２５］ 等． 当微生物在处理有机溶剂

时，就会引起胁迫响应，造成一些基因表达的变化．
如 Ｓ． Ｂａｓａｋ 等［２６］发现在有机溶剂胁迫下，大肠杆菌

突变体的 ｍａｎＸＹＺ 膜保护基因表达上调，但具体机

制有待解析． Ｆａｎ Ｘｉｎ 等［２７］ 报道赤红球菌 ＳＤ３ 在甲

苯和苯酚胁迫下，ＤｎａＫ 的表达分别上调了 ２９． ８７ 倍

和 ３． ９３ 倍． 当 Ｒ． ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ ＲＡ⁃ＧＤ 菌株暴露在有
机溶剂中时，一种 ＡＢＣ 外排泵———ＲＩＡ＿１６１４———也

会发生显著上调［２８］ ． 笔者发现：赤红球菌 ＳＤ３ 在苯

酚和甲苯胁迫下，ｔｓｒｐ１ 基因表达量发生显著上调．
然而 Ｔｓｒｐ１ 是一种没有保守结构域的蛋白质，在
ＮＣＢＩ 和 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库中均未阐述它的生物学功
能． 本文通过研究分子对接发现 Ｔｓｒｐ１ 与 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ
存在相互作用． ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 是在细菌中普遍存在的第
二信使，能够调节一系列细胞功能，包括生物膜形

成、运动性、毒性和其他多种生理过程． ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ 与
效应蛋白或核糖开关结合可以调节细菌的多种生理
活动［２９］ ． 因此，笔者认为 Ｔｓｒｐ１ 可能作为 ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ
的效应蛋白在赤红球菌 ＳＤ３ 的有机溶剂耐受性方
面发挥作用．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｇｅｎｅ ｏｆ ｔｓｒｐ１ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｏｌｕｅｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｒｈｏｄｏｃｃｏｃｕｓ ｒｕｂｅｒ ＳＤ３． Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｓ ４１７ ｂｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＭＫ３７１００１ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ． Ｉｔ ｅｎｃｏｄｅｓ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ １３８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １４． ２ ｋＤ ａｎｄ ａｎ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ４． ８２． Ｉｔ ａｌｓｏ ｈａｓ ａ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ⁃
ｄｅｘ ｏｆ １８． ６８ ａｎｄ ａ ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ ｏｆ － ０． １５４，ａｎｄ ｔｈｕｓ ｉｔ ｉｓ ａｃｉｄｉｃ，ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｎｏ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ，ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｂｏｎｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ． Ｉｔ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ． Ｔｓｒｐ１ ｉｎ
Ｒｈｏｄｏｃｃｏｃｕｓ ｒｕｂｅｒ ＳＤ３ ｈａｓ ａ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ９４． ９３％ ，７１． ２９％ ，６７． ９６％ ，４４． ５８％ ，４２． ０５％ ａｎｄ ３５． ００％ ｗｉｔｈ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｒ． ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ，Ｒ． ｚｏｐｆｉｉ，Ｒ． ｐｙｒｉｄｉｎｉｖｏｒａｎｓ，Ｒ． ｈｏａｇｉｉ， Ｍ． ｂｒｅｖｉｓ ａｎｄ Ｃ． ｍａｎｇａｎｉｔｏｌｅｒ⁃
ａｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｓｒｐ１ ｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｃ⁃ｄｉ⁃ＧＭＰ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｓｒｐ１ ｇｅｎｅ ｈａｓ
ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ４０． １９ ｆｏｌｄｓ ａｎｄ １４． ７３ ｆｏｌｄｓ ｕｎｄｅｒ ｔｏｌｕｅｎｅ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｌ ｓｔｒｅｓｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｒｈｏｄｏｃｃｏｃｕｓ ｒｕｂｅｒ；ｏｒｇａｉｎｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｓｔｒｅｓｓ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
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