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红球菌Ｒ０４气囊蛋白ＧｖｐＡ与ＧｖｐＪ表达与定位的初步研究


白兴华，杨秀清△，王　洋，席婧雯（山西大学生物技术研究所　０３０００６）

　　【摘要】　目的　探讨红球菌Ｒ０４气囊蛋白ＧｖｐＡ与ＧｖｐＪ表达与定位的初步研究。方法　通过气囊结构蛋白

ＧｖｐＡ与ＧｖｐＪ基因的克隆和鉴定，分析蛋白的诱导表达，以及荧光显微镜观察。结果　由于蛋白质构成的气囊结

构广泛存在于自然界许多微生物中，其内充满气体，为水生微生物提供浮力。基因组测序发现土壤微生物红球菌

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｒ０４中也存在气囊蛋白基因簇。经比对推测，在红球菌中ＧｖｐＡ是构成气囊的主要结构蛋白，ＧｖｐＪ

与ＧｖｐＡ同源性很高，推测其参与气囊帽子结构的形成。结论　本实验克隆并表达了红球菌Ｒ０４气囊蛋白ＧｖｐＡ

和ＧｖｐＪ，并对其蛋白定位进行了分析，该研究为阐明Ｒ０４气囊蛋白的生理功能提供了基础。
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　　德国微生物学家Ｋｌｅｂａｈｎ首次在蓝藻细胞中发现了一种

具有折光性的亚细胞结构，称为伪空胞［１２］。其内含有气体，为

细胞提供浮力。在光学显微镜下发现，当有压力存在的条件

下，伪空胞会消失，通过这种方法可以把伪空胞和其他细胞组

成结构区分开来。随后在其他的浮游细菌中也发现了类似的

结构特征［３］，命名为气囊，大量充满气体的气囊结构堆积在一

起形成囊泡，从而为细胞提供浮力。气囊蛋白ＧｖｐＡ是形成气

囊的主要骨架蛋白，单体一个紧挨着一个逐渐形成厚约２ｎｍ，

长为０．２～１．５μｍ的囊状结构，气囊蛋白ＧｖｐＣ紧紧附着于此

囊泡结构外围，起着加强固定的作用［４］。在Ｐｆｅｉｆｅｒ
［５］的报道中

介绍了嗜盐细菌、微胞藻属、芽孢杆菌以及链霉菌属等的气囊

蛋白基因簇。

本实验室对红球菌Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｒ０４基因组测序后也

发现其存在气囊蛋白基因簇，经 Ｂｌａｓｔ比对后，其序列与

ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｐｙｒｉｄｉｎｉｖｏｒａｎｓＡＫ３７的相似性高达９８％，此基因

簇包括８个基因，分别为 ＧｖｐＫ、ＧｖｐＳ、ＧｖｐＬ、ＧｖｐＪ、ＧｖｐＯ、

ＧｖｐＦ、ＧｖｐＧ及 ＧｖｐＡ。其中 ＧｖｐＡ 为主要结构蛋白基因；

ＧｖｐＪ和ＧｖｐＳ与ＧｖｐＡ同源性很高，推测为参与气囊帽子结构

的组成；ＧｖｐＯ、ＧｖｐＫ和ＧｖｐＧ推测为伴侣蛋白基因，参与气囊

的装配；ＧｖｐＬ和ＧｖｐＦ功能不详。在Ｏｆｆｎｅｒ
［６］的报道中，通过

对气囊蛋白基因进行突变，发现气囊蛋白除控制气囊形状外，

还影响菌株色泽与浑浊度。红球菌 Ｒ０４是土壤微生物，不需

要气囊结构来提供浮力，因此，推测其气囊蛋白存在其他生理

功能。本文对红球菌 Ｒ０４气囊结构蛋白 ＧｖｐＡ及 ＧｖｐＪ在大

肠杆菌中初步进行表达及定位研究，为下一步研究气囊蛋白生

理功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　菌株Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｒ０４，Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５ａ，Ｅ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１由本实验室保存。

１．１．２　质粒　重组质粒ｐＥＴｍ３ｃ，ｐＥＧＦＰ由本实验室保存。

１．１．３　培养基　蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母粉５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５ｇ／Ｌ。

氨苄青霉素的使用终浓度为５０ｍｇ／Ｌ。

１．１．４　试剂与仪器　限制性内切酶、质粒提取试剂盒及胶回

收试剂盒购自上海生工科技有限公司；ＦａｓｔＰｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ购自北京全式金生物技术有限公司；酵母提取物，胰蛋白胨

购自Ｏｘｏｉｄ公司；氨苄青霉素为美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司的产

品；蛋白质相对分子质量标准及Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司；ＪＹⅡ超声波细胞粉碎机购自宁波新芝科器研究所；ＤｅｌｔａＶｉ

ｓｉｏｎＤｅｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ购自美国ＤｅｌｔａＶｉｓｉｏｎ公司。

·０５９２· 检验医学与临床２０１４年１１月第１１卷第２１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２１

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０８００３０）。
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１．２　气囊结构蛋白ＧｖｐＡ与ＧｖｐＪ基因的克隆和鉴定

１．２．１　引物设计　根据红球菌 Ｒ０４气囊结构蛋白 ＧｖｐＡ与

ＧｖｐＪ的基因序列，绿色荧光标签蛋白ＧＦＰ基因序列，用Ｐｒｉｍ

ｅｒ５．０软件设计引物。上游引物Ｆ１：５′ＴＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧ

ＣＣＣＧＴＣＣＣＡＡＣＴＣＧＴＣＣＧ３′（ＥｃｏＲⅠ）；下游引物Ｒ１：５′

ＴＡＡＡＧＣＴＴＧＴＣＣＴＣＡＣＣＣＣＴＧＣＧＴＧＡＴＣＧＴＣＧ３′

（ＨｉｎｄⅢ）。上游引物Ｆ２：５′ＴＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＧＧＴＧＧ

ＴＣＧＧＴＧＧＧＧＧＡＧＧＣＧ３′（ＥｃｏＲⅠ）；下游引物 Ｒ２：５′

ＴＡＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＣＧＧＴＴＣＴＣＣＴＣＧＴＣＣＡＣＧＡＴＣ

３′（ＨｉｎｄⅢ）。上游引物 Ｆ３：５′ＴＡＧ ＡＡＴＴＣＡ ＴＧＡ ＧＴＡ

ＡＡＧＧＡＧ ＡＡＧ ＡＡＣ３′（ＥｃｏＲⅠ）；下游引物 Ｒ３：５′ＴＡＡ

ＡＧＣＴＴＴＴＡＴＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴＣＡＴＣＣ３′（ＨｉｎｄⅢ）。上

游引物Ｆ４：５′ＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧ

ＡＡＣ３′（ＢａｍＨⅠ）；下游引物 Ｒ４：５′ＴＡＧ ＡＡＴＴＣＴＴＡＴ

ＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴＣＡＴＣＣ３′（ＥｃｏＲⅠ）引物由上海生工科技

有限公司合成。

１．２．２　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增　提取红球菌 Ｒ０４的基因

组和质粒ｐＥＧＦＰ，作为ＰＣＲ模板扩增气囊蛋白和绿色荧光蛋

白基因。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２

℃６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。获得ＧｖｐＡ、ＧｖｐＪ、ＧＦＰ

基因ＰＣＲ产物。

１．２．３　重组表达质粒的构建及鉴定　用ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ对

ｐＥＴｍ３ｃ进行双酶切，回收后与经同样酶切回收的 ＧｖｐＡ、

ＧｖｐＪ及ＧＦＰ基因在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下１６℃连接过夜，

转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５ａ感受态细胞，筛选、鉴定得到阳性重组质粒

命名为ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＡ、ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ、ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰ。再用

ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲＩ对ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＡ和ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ及ＧＦＰ

基因片段进行双酶切后连接转化，筛选、鉴定得到阳性重组质

粒命名为ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＡ和ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＪ。由深圳

华大生物技术有限公司测序。

１．３　蛋白的诱导表达　鉴定和测序分析正确后，将抽提的重

组质粒转化感受态细胞ＢＬ２１，挑取阳性菌落接种于５ｍＬ含

氨苄的ＬＢ中，３７℃２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养至ＯＤ６００值为０．６，

加入异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）使其终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，继

续诱导５ｈ，收集菌体超声后进行聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）检测，同时设立未诱导表达对照。

１．４　荧光显微镜观察　上述菌株经ＩＰＴＧ诱导培养５ｈ后，

将菌液稀释至ＯＤ６００约为０．０３５，取２０μＬ滴于盖玻片中央，

盖好盖玻片，于１００倍油镜观察，激发光波长为４８８ｎｍ。

２　结　　果

２．１　气囊结构蛋白ＧｖｐＡ、ＧｖｐＪ及绿色荧光蛋白的表达

２．１．１　气囊结构蛋白 ＧｖｐＡ、ＧｖｐＪ及绿色荧光蛋白基因的

ＰＣＲ扩增　以抽提的红球菌 Ｒ０４基因组 ＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ扩增，结果获得了 ＧｖｐＡ、ＧｖｐＪ及 ＧＦＰ基因特异性扩增

条带，大小分别约为３６３、３９３、７１１ｂｐ（图１）。

２．１．２　重组子的ＰＣＲ筛选　将连接转化的菌株备份后放于

装有３０μＬ超纯水，煮沸５ｍｉｎ作为菌液 ＰＣＲ 的模板，以

ｐＥＴｍ３ｃ治理为模板做阴性对照。通用引物阴性对照扩增片

段约为３００ｂｐ。阳性克隆片段分别为６６３、６９３、１０１０ｂｐ（图

２）。将获得的阳性克隆菌株经深圳华大有限公司测序后序列

正确（结果未显示）。

２．１．３　目的蛋白的表达　将上述经测序后获得的阳性克隆重

组质粒转入Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１感受态细胞，接种于５ｍＬＬＢ试管培

养基，经ＩＰＴＧ诱导表达后收集菌体超声破碎，进行１５％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测，见图３。其中２号泳道为气囊蛋白 ＧｖｐＪ的表达

条带，为单体形式；泳道３为气囊蛋白ＧｖｐＡ的表达条带，既存

在单体形式，也存在多聚体；泳道４为绿色荧光蛋白ＧＦＰ的表

达条带，其相对分子质量为３２．６７×１０３。

　　注：１、２为ＧｖｐＪ扩增结果；５、６为ＧｖｐＡ基因ＰＣＲ扩增结果；８、９

为ＧＦＰ基因的扩增结果；Ｍ１为１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ（相对分子质量为

１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００和１５００ｂｐ）；Ｍ２为

Ｄ２０００ｐｌｕｓＤＮＡＭａｒｋｅｒ（相对分子质量为１００、２５０、５００、７５０、１０００、

２０００、３０００和５０００ｂｐ）。

图１　ＧｖｐＡ、ＧｖｐＪ和ＧＦＰ基因的ＰＣＲ扩增结果

　　注：１～３为ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ阳性扩增结果；５～７为ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＡ

阳性扩增结果；８、１１为ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰ阳性扩增结果；４和１２为阴性对

照；Ｍ为Ｄ２０００ｐｌｕｓＤＮＡＭａｒｋｅｒ。

图２　菌液ＰＣＲ扩增筛选结果

　　注：１为未诱导表达对照；２为 ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ诱导表达；３为

ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＡ诱导表达；４为ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰ诱导表达；Ｍ为低相对分

子质量蛋白标准。

图３　表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．２　气囊结构蛋白的定位

２．２．１　融合表达重组质粒的构建与筛选　用 ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ对ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＡ和ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ及 ＧＦＰ基因片段

进行双酶切后连接转化，通过菌液ＰＣＲ筛选阳性克隆重组质

粒，见图４。经测序１和３号均为正确阳性克隆重组菌株。

２．２．２　重组质粒的表达鉴定　将上述经测序后获得的阳性克

隆重组质粒转入到Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１感受态细胞，接种于５ｍＬＬＢ

试管培养基，经ＩＰＴＧ诱导表达后收集菌体超声破碎，进行

１５％ＳＤＳＰＡＧＥ检测显示均正常表达，见图５。其中泳道２为

气囊蛋白ＧｖｐＪ的表达条带，泳道３为气囊蛋白 ＧｖｐＪ与绿色

荧光蛋白ＧＦＰ融合表达条带；泳道４为气囊蛋白 ＧｖｐＡ的表

达条带，主要以多聚体形式存在，泳道５为气囊蛋白ＧｖｐＡ与

绿色荧光蛋白ＧＦＰ融合表达条带；泳道６为绿色荧光蛋白单

独表达条带。由图５可以说明气囊蛋白ＧｖｐＡ、ＧｖｐＪ与绿色荧
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光蛋白融合表达成功。

２．２．３　荧光显微镜观察　用５ｍＬＬＢ试管培养菌株ＢＬ２１＋

ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰ、ＢＬ２１＋ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＪ及ＢＬ２１＋ｐＥＴｍ３ｃ

ＧＦＰＧｖｐＡ。经ＩＰＴＧ诱导培养５ｈ后，将菌液稀释至 ＯＤ６００

约为０．０３５，取２０μＬ滴于盖玻片中央，盖好盖玻片，于１００倍

荧光显微镜观察，绿色荧光蛋白为可溶性蛋白，分布于整个细

胞中，而气囊蛋白ＧｖｐＡ与ＧｖｐＪ均分布于细胞的两端。

　　注：１为ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＪ阳性扩增结果；２为ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ阴

性对照；３为ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＡ阳性扩增结果；Ｍ为Ｄ２０００ｐｌｕｓＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ。

图４　融合表达重组质粒菌液ＰＣＲ筛选结果

　　注：Ｍ为低相对分子质量蛋白标准（同图３）；１为未诱导对照；２为

ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＪ诱导 表 达；３ 为 ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＪ诱 导 表 达；４ 为

ｐＥＴｍ３ｃＧｖｐＡ诱导表达；５为 ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰＧｖｐＡ 诱导表达；６为

ｐＥＴｍ３ｃＧＦＰ诱导表达。

图５　表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

３　结　　论

本实验首次在设计扩增气囊蛋白基因所需的引物时以起

始密码子ＡＴＧ开始，结果表达载体构建好后却没有正常表达

（结果为显示）。经分析重新设计扩增引物时添加了核糖体结

合位点的序列，而核糖体结合位点是起始密码子前连续的５～

７个ＧＡ序列，因此引物易形成二聚体，同时ＧＣ含量增大，所

需退火温度升高，因此对于ＧｖｐＡ及ＧｖｐＪ的扩增虽然特异性

强，但扩增浓度偏小（图１）。经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，气囊蛋

白ＧｖｐＡ（１３．４×１０
３）及 ＧｖｐＪ（１４．４×１０

３）表达，而图３所示，

ＧｖｐＡ与 ＧｖｐＪ的条带均大于实际值，是因为基因构建到

ｐＥＴｍ３ｃ载体上后表达所用启动子为载体的启动子，在其本身

的起始密码子与载体启动子间仍有约６０ｂｐ的碱基序列同时

表达，因此真实表达的蛋白序列偏大。图３中泳道３为ＧｖｐＡ

的表达情况，ＧｖｐＡ为气囊形成的主要结构蛋白
［７１０］，其以单体

紧紧靠近逐渐形成气囊结构［１１］，图中显示 ＧｖｐＡ表达后既有

单体形式，又存在多聚体形式。

经过诱导及ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，图５显示融合蛋白Ｇｐ

ｖＡＧＦＰ和ＧｖｐＪＧＦＰ均表达正常。通过荧光显微镜观察发现

气囊蛋白ＧｖｐＡ与ＧｖｐＪ均分布于大肠杆菌细胞的两端，或者

细胞分裂时中间隔膜附近。有报道中提到的气囊蛋白功能是

形成气囊结构，从而为水生微生物提供浮力而调节其在深水中

的深度。而近些年通过基因组测序等，科学家们发现在许多土

壤微生物中也存在气囊蛋白的基因序列［１２］，因此科学家们推

测气囊蛋白可能还存在其他生理功能。本实验对气囊主要结

构蛋白进行表达及定位观察，为下一步探究气囊蛋白生理功能

提供参考数据。
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