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极端嗜盐古菌遗传转化系统的研究

周梅先 向 华" 谭华荣
（中国科学院微生物研究所，北京 !%%%"%）

摘 要 对极端嗜盐古菌遗传转化系统的研究进展进行了综述，内容包括抗性标记基因的选择，基因克隆和表达

载体系统的发展以及受体系统的改造。
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根据目前生物界最新的分类标准，地球上的生命可分为

三大类，称为域（G(<-=>B），即细菌（H-DI6J=-）域，古菌（KJ/
D@-6-）域和真核生物（;CL-J.-）域［!］。古菌具有如下特征：膜
脂成分和结构以及细胞壁组份和结构与细菌和真核生物截

然不同；基因和基因组的组织方式接近于细菌，但是在 G+K
复制、转录和翻译机制上与真核生物更相似；对抑制细菌生

长的抗生素一般不敏感，而对抑制真核细胞生长的某些抗生

素敏感。古菌的发现加深了我们对生命本质的认识，古菌也

因此成为研究的热点。

极端嗜盐古菌是古菌的一个重要菌群，能在 $ M &<()NO
+-3)高盐环境中最适生长。极端嗜盐古菌也是极端环境微
生物的重要组成部分，极具应用前景［$］。极端嗜盐古菌由于

其特殊的进化地位和潜在的应用价值，已成为微生物生理、

生化、生态及进化学家研究的重要对象。近年来在分子生物

学领域也取得了长足的进步，这主要得益于极端嗜盐古菌分

子遗传学方面的几个关键技术：如极端嗜盐古菌 P;Q/介导
的原生质体转化方法的建立［#］，极端嗜盐古菌遗传转化系统

的发展，以及基因删除（1>(DL (CI）［:］，基因互补（3(<R)6<6>I-/
I=(>）［&，7］和定点突变（G=J6DI6S <CI-?6>6B=B）［F］等技术在极端嗜
盐古菌中的应用等。本文将就极端嗜盐古菌遗传转化系统

这一领域的研究进展作一综述。

! 极端嗜盐古菌的载体系统

质粒在极端嗜盐古菌中普遍存在，根据载体构建的需

要，人们对极端嗜盐古菌的较小质粒 RT’$［"］、RTQ+!［0］、

RQUH!［!%］、RT2H!［!!］和 RV,4!%!（#W0LX，周梅先、向华、谭华荣
等，未发表资料）进行了全序列测定，对较大质粒 RTT!［7］、

R+U3!%%［!$］和 RT1$［!#］进行了最小复制子定位，这些质粒为
极端嗜盐古菌载体系统的发展提供了基本材料。另外，莫维

诺林（,6Y=>()=>，,6Y）和新生霉素（+(Y(X=(D=>，+(Y）等抗生素
的抗性选择标记基因的相继克隆以及重要表达调控元件如

启动子的研究为极端嗜盐古菌载体系统的逐步完善奠定了

基础。

!"! 抗性选择标记及其基因克隆
极端嗜盐古菌由于其独特的生理生化和遗传特性及其

细胞内的高盐浓度，使其对常规的抗生素不敏感，因此，寻找

合适的抗性选择标记非常重要。!0"7年 3-XJ6J-及其同事报
道了真核生物 #/羟基/#/甲基戊二酰辅酶 K 还原酶（T,Q/
3(K还原酶）的抑制剂莫维诺林也强烈地抑制极端嗜盐古菌
的 T,Q/3(K还原酶的活性［!:］。!00#年 +=6I(等人发现极端
嗜盐古菌对新生霉素和茴香霉素（K>=B(<.D=>，K>=）很敏
感［!&］，新生霉素是 G+K促旋酶的活性抑制剂，茴香霉素几乎
对所有的极端嗜盐古菌有强烈的抑制效果，尤其是对

3+,(-%*+4 属的成员。
目前用于极端嗜盐古菌遗传转化系统抗性选择的抗生

素主要是新生霉素、莫维诺林、茴香霉素和硫链丝菌素（5@=(/
BIJ6RI(>，5@B）等，相应的抗性基因也已在极端嗜盐古菌中被
相继克隆。!0"0年 O-<等人利用 3+,(-%*+4 5(,0+$## 对莫维诺
林的自发抗性突变体，采用鸟枪法克隆到莫维诺林的抗性基

因，并将其定位在一个 #W&LX的片段上［!7］。!00$ 年 O-<等
人又对该 #W&LX 的 G+K 片段进行了测序，发现含有一个

T,Q/3(K还原酶基因（ "61），由于其启动子区域内/$0碱基
处的碱基 Q突变为 3，从而导致了莫维诺林抗性［!F］。!00%
年 T()<6B等人筛选到 3+,(-%*+4 K- $W$对新生霉素的自发抗
性突变体［!"］，同样采用鸟枪法克隆到新生霉素的抗性基因。

!00!年 T()<6B等人又利用同源重组和 G+K序列分析证明新
生霉素抗性基因为促旋酶 H亚基基因（12*.）的突变体，基因
突变导致 12*.蛋白在 "$、!$$和 !#F位氨基酸发生变化，从



而使突变菌株抗新生霉素能力比野生型菌株提高至 !"""
倍［!#］。!##$ 年 %&’()’ 等人采用两步筛选程序，得到了
!"#$%"&’()*+, -"#$%*+,对茴香霉素和硫链丝菌素有抗性的自
发突变体，通过部分测序发现抗性来自于 !"#$%"&’()*+,
-"#$%*+,染色体上 $*+ ,-./基因的两个位点突变，!!0#位 /

!1导致硫链丝菌素抗性，而 $23!位 4!5导致茴香霉素抗
性［$"］。近来，67’89:9;()等人从亲缘关系比较远的 !"#$")&+.
#" -*/0"1*&"菌株中克隆到 +)<=&;>&>)’（莫维诺林衍生物）抗性
基因（-,23）［$!］，它与来自于 !"#$4()"5 6$#&"1** 的莫维诺林抗
性基因 -,2 只有 3?@的一致性。将此抗性基因用于载体
A%B+##的构建，发现该载体可以在 !"#$4()"5 6$#&"1** 中稳定
存在，而且与染色体 B./重组率很低。
!"# 极端嗜盐古菌的克隆载体
以极端嗜盐古菌内源性质粒为基础，已发展了一系列的

克隆载体，组成元件见表 !。这些载体多为穿梭载体，带有
极端嗜盐古菌复制子，大肠杆菌复制子，多克隆位点以及用

于在极端嗜盐古菌和大肠杆菌中筛选转化子的抗性选择标

记。!#?# 年 C&< 等人首次构建了克隆载体 A6C!"! 和
A6C!"$，这两个载体都是 7 D &$#*E!"#$4()"5 6$#&"1** 穿梭载体，
是由 !"#$4()"5 6$#&"1** 的内源性质粒 AFG$ 衍生而来的［!H］。
较为常用的是 A6C!"$，它不仅可以转化 !"#$4()"5 6$#&"1** 以
及 !"#$4()"5 属的其它成员（如 !"#$4()"5 ,(8*’())"1(* /544
**0""等），而且还可以转化 !"#$%"&’()*+, -"#$%*+, 以及亲缘
关系比较远的 !"#$")&+#"属的成员［$$］。另外，A6C!"$比较稳
定，在无抗性选择压力下传代 *" 次，载体仍然不丢失［$$］。
与 A6C!"$相似，由 !"#$%"&’()*+, -"#$%*+, 质粒 AFF!衍生的
7 D &$#*E!"#$%"&’()*+, -"#$%*+,穿梭载体 AIJK$不仅可以转化

!"#$4()"5 6$#&"1**，而且也可以转化亲缘关系比较远的 !"#$").
&+#"属的成员，另外其在无抗性选择压力下也比较稳定［$$］。
因此，A6C!"$和 AIJK$是极端嗜盐古菌研究中较为通用的
克隆载体，并广泛用于其它载体的构建。

由 !"#$4()"5 /& $L$的内源性质粒 AFM$衍生的 A%B+系
列克隆载体都是 7 D &$#*E!"#$4()"5 6$#&"1**穿梭载体，其主要代
表是 A%B+$"和 A%B+*"。A%B+$" 含有许多克隆位点，便于
对极端嗜盐古菌的基因进行克隆［$*］，利用该载体构建的表

达载体已成功表达了来自于 !"#$4()"5 "#*&"1’(*的!E半乳糖苷
酶基因［$2，$0］。A%B+$"经进一步加工，并与 AI4!# 的多克隆
位点和 #"&9N基因相连构建的 A%B+*" 克隆载体，则可在 7 D
&$#*中方便地根据蓝白斑来筛选克隆。M&<7(O,& 等人利用
A%B+*" 上的多克隆位点成功地克隆表达了丝氨酸蛋白酶
（嗜盐溶解酶 -2）基因和龙胆酸盐 !，$E过氧化物酶基因［$H］。
将 A%B+$"与克隆至 AJ:O7;P,)A> +ME的莫维诺林抗性基因连
接得到一个含有新生霉素和莫维诺林两种抗性选择标记的

克隆载体 A%CF*，由于外源基因的插入失活使得目标转化子
的检测更加容易［$*］。此外，还有一些克隆载体具有特殊的

用途，如 AF-QF是由 !"#$%"&’()*+, -"#$%*+, +J*的内源性质
粒 AF+J!衍生的 7 D &$#*E!"#$%"&’()*+, -"#$%*+, 穿梭载体，含
有 !"#$%"&’()*+, -"#$%*+,的完整的 ,-./操纵子，其 $*+ ,-./
基因上有两个位点发生突变导致对茴香霉素（4$23!5）和硫
链丝菌素（/!!0#1）两种抗生素产生抗性，在这两个位点之间
设计新的突变，利用 AF-QF上的 ,-./操纵子与染色体同源
重组并通过上述两种抗性选择获得重组子，可以实现对染色

体 ,-./操纵子定点突变之目的［$"］。

表 ! 极端嗜盐古菌的克隆载体

$%&’( ! $)( *’+,-,. /(*0+12 -, (301(4(’5 )%’+6)-’-* %1*)%(%

克隆载体 复制子 选择标记 其它元件 大小 宿主 文献

A6C!"! AFG$，AJ-*$$ /<A,，%7=, 无 !0 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［!H］
A6C!"$ AFG$，AJ-*$$ /<A,，%7=, 无 !"D0 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［!H］
A%B+! AFM$，AJ+（ R） /<A,，.9=, 无 $"D2 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［*0］
A%B+!" AFM$，AJ+（ R） /<A,，.9=, 无 !$D3 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［*0］
A%B+!! AFM$，AJ+（ R） /<A,，.9=, 无 #D0 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［*0］
A%B+$" AFM$，7 D &$#* $)* /<A,，.9=, 无 !" 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［$*］
A%B+*" AFM$，7 D &$#* $)* /<A,，.9=, #"&9N # D30 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［$H］
A%B+## AFG$，7 D &$#* $)* M’&,，%7=, 无 3D* 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［$!］
A%CF* AFM$，7 D &$#* $)* /<A,，%7=,，.9=, 无 !!L* 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［$*］
AIJK$ AFF!，7 D &$#* $)* /<A,，%7=, 无 !$D* 7 D &$#*E!4 D 6$#&"1** ［H］
AF-QF AF+J!，AJ-*$$ /<A,，/’),，5S;, ,-./ 9A7,9’ !2L2 7 D &$#*E!% D -"#$%*+, ［$"］

!"7 极端嗜盐古菌的表达载体
将极端嗜盐古菌的克隆载体与极端嗜盐古菌特殊的启

动子及其它表达调控元件加以组合可构建成表达载体，实现

基因的同源或异源表达，以进行基因功能的研究。

一些极端嗜盐古菌的膜蛋白基因可与极端嗜盐杆菌

（!"#$%"&’()*+, ;AD）的细菌视蛋白（J&P>7,)9E9A;)’）基因（ %$0）的
启动子融合而实现高效表达。!##*年，F7T<&’’等人将 %$0
强启动子与嗜盐视蛋白（F&:9E9A;)’）基因（-$0）融合，利用 7 D

&$#*E!"#$4()"5 6$#&"1**穿梭载体 AF200 构建的表达质粒，在嗜
盐菌视紫质（F&:9,S989A;)’，简称 F-）缺陷型菌株 !"#$%"&’()*.
+, -"#$%*+,中实现了嗜盐视蛋白的过量表达［$3］。这是第一
个关于含有 3个螺旋的跨膜蛋白在极端嗜盐古菌中成功表
达的例子，表明该系统也可能适用于跨膜蛋白家族的其它成

员在极端嗜盐古菌中的表达及功能研究。同年，M,7U;等人
将定点突变的传感视紫质 V（+7’;9,T ,S989A;)’ V，简称 +-EV）基
因（ /$0:）与 %$0 启动子区以及终止区融合，利用 A1-J!衍生
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的表达质粒 !"#$!在传感视紫质 %缺陷型菌株 !"#$%"&’()*+,
-"#*.")*+,中实现了突变的 "&’%表达［$］。())*年 #+,-,将 %$/
启动子与 ./0’)1发生突变的 0$/ 融合，在嗜盐菌视紫红质缺
陷型菌株 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*+, 中进行了表达，发现 ./0’)1
对于嗜盐菌视紫质的氯化物的运输非常关键［23］。())3 年
45-67895等人用同样的方法将带有 %$/ 启动子的来自于

:;<)$=>菌株的 %$/ 插入非整合质粒载体 !?@A,B’&，在细菌
视紫质（C5D+69/,9E,F,!0/G，简称 C&）缺陷型菌株 !"#$%"&’()*+,
-"#*.")*+,中得到了表达［2)］。另外，%$/ 启动子也适用于一些
异源膜蛋白在极端嗜盐古菌中的表达。())) 年 H89G69等人
根据在 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*+, 中高效表达细菌视紫质的分
子机制构建了一个异源膜蛋白表达系统［>(］。他们将 %$/ 启
动子以及 %$/ 1I’编码区与外源蛋白基因，如 1 J &$#* 的天冬氨
酸转氨甲酰酶催化亚基基因，人类毒蕈碱性受体亚型 <(基
因以及酵母"交配因子受体 "+62基因等的编码区融合，利用

1 J &$#*’!"#$%"&’()*+, -"#*.")*+,穿梭载体 !KCL2，在 !"#$%"&’()*2
+, -"#*.")*+,中实现了这些基因的融合表达。当改变 %$/ 1I’
编码区的 MAN序列后，%$/ 表达水平显著下降，说明原 %$/
1I’编码区序列对基因的高效表达也非常重要。H89G69 等人
的工作发展了一个新的异源膜蛋白表达系统，该系统可以产

生出毫克级的膜结合蛋白。

除 %$/ 启动子外，来自 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*+, 的铁氧还
蛋白基因的启动子和来自 !"#$3()"4 5$#&".**的 +&AN基因的启
动子等也被用于表达载体构建中启动子活性的研究。())*
年，M5GG69和 ",!!5构建了 1 J &$#*’!"#$3()"4 5$#&".** 穿梭表达
质粒 !"O=。他们将来自于 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*+, 的铁氧还
蛋白基因的强启动子与来自 !"#$3()"4 5$#&".** 的二氢叶酸还
原酶基因相连，根据二氢叶酸还原酶对 +9/-6+E,!9/-的抗性研
究了极端嗜盐古菌的启动子元件［>2］。())) 年 "DE96/69 等人
在 !"#$3()"4 5$#&".**中研究了来自于 67)$&$&&+- 3+)*$-+-的谷氨
酸脱氢酶基因和麦芽糖调控基因的启动子活性［>>］。近来，

@,GP和 "5Q/G将来自于 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*+,的过氧化氢酶’
过氧化物酶基因亚克隆至穿梭载体 !R@(S2和 !R@2S2，并转
化 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*+,，在不同的古菌启动子作用下启动
该基因的表达。当在自身启动子作用下，过氧化氢酶’过氧
化物酶活性提高两倍，当在来源于 !"#$3()"4 5$#&".** 的 +&AN
基因启动子作用下，过氧化氢酶’过氧化物酶活性提高 >
倍［>=］。

! 极端嗜盐古菌的受体系统

!"# 受体限制性障碍的克服
与细菌类似，极端嗜盐古菌不同属间、种间以及其与 1 J

&$#* 之间存在着限制修饰系统［(3，>1］。()3*年 @,FT/D7等人发
现 !"#$3()"4 5$#&".** 的 MAN序列 UNH;中腺嘌呤不发生甲基
化［>S］。())S年 .,Q-60等人发现 !"#$3()"4 5$#&".** 和 !"#$3()"4
N5 2J2 中至少存在一个限制系统［(3］，当 !<M"2 被连接到
!K;(3并转化 1 J &$#*（8", V）后，经过修饰的重组质粒重新转

化 !"#$3()"4 5$#&".**和 !"#$3()"4 N5 2J2，转化效率比原来的重

组质粒 !<M"2 直接转化二者的效率降低 (SSS 倍以上。另
外，穿梭载体在转化 !"#$3()"4 N5 2J2后，来自 1 J &$#* 的 MAN
片段经常缺失，从而使重组质粒无法再转化 1 J &$#*（ 8", V）。

())(年 .,Q-60等人又通过研究证明 !"#$3()"4 5$#&".** 存在着
与 1 J &$#* 相似的限制修饰系统，通过识别腺嘌呤甲基化的
MAN序列而将其降解掉［>1］。他们构建的穿梭克隆载体

!<M"(、!<M"(S和 !<M"((在 1 J &$#*（8", V）中进行遗传操作

后，再转化 !"#$3()"4 5$#&".**时转化效率下降了几个数量级，
而来自于 1 J &$#* :<((S（8", W 8&, W）的非甲基化的质粒 MAN
在 !"#$3()"4 5$#&".**中不被限制，来自于 1 J &$#* :<(S(（ 8", V

8&, V）的 N 和 ; 碱基被甲基化的质粒 MAN 转化 !"#$3()"4
5$#&".** 时，转化效率下降了 (S>。())2 年 ;Q/G6 等人发现

!"#$3()"4 5$#&".**，!"#$3()"4 ,(8*’())".(*，!"#$3()"4 N5 2J 2，
!"#$%"&’()*+, 0"#$%*+,和!"#$")&+#" 5"##*-,$)’*-对来源于1 J &$#*
（8", V）的穿梭载体具有限制性，转化效率下降 (S> 以上，但

!"#$")&+#" 0*-/".*&"对来源于 1 J &$#*（ 8", V）的穿梭载体几乎

没有限制性［22］。M5GG69和 ",!!5在研究 !"#$%"&’()*+, -"#*.")*2
+,的远端启动子时构建的质粒文库在转化 !"#$3()"4 5$#&".**
之前，先经过 :<((S 去甲基化，转化效率恢复到 (S$ X#P

［>2］。

要从根本上解决受体的限制性问题，必须获得限制系统发生

了缺陷的菌株，但目前还没有拿到这样的菌株，故可以将构

建好的载体在适当菌株（如 1 J &$#* :<((S）中去甲基化后再转
化极端嗜盐古菌的有关菌株［>1］。

!"! 受体内源性质粒的去除
为了消除内源性质粒对克隆片段及载体特性分析的干

扰，以及质粒间的不相容排斥，往往需去除受体菌中的内源

性小质粒。()3$年，;E59Q6Y,/0等人采用溴化乙锭消除了极端
嗜盐古菌 !"#$3()"4 5$#&".** 的内源性小质粒 !.Z2，得到了受
体菌株 R[M((［3］，并被用作外源 MAN转化的受体菌。但是，
诱变剂溴化乙锭的处理同时产生了不良后果，即在 R[M((
菌株中引入了新的基因突变，其表现是造成了 R[M(( 菌株
生长缓慢及其正常生长必需的大质粒 !.Z>在培养过程中的
高频丢失，因而限制了其在遗传工程中的应用。最近，R6G’
F,Q,07/等人利用质粒的不相容性以及在无抗性选择压力下
质粒的自发丢失获得了新的受体菌株 M"$S［2(］。他们首先将
质粒 !R@(S2转化含有内源性质粒 !.Z2的野生型 !"#$3()"4
5$#&".** A;%<C2S(2 菌株，通过 0/-B50+5+/G 抗性选择转化子。
进一步在有选择压力下进行液体培养传代，如此多个循环，

并在固体抗性平板上分离单菌落，通过质粒制备筛选到一个

不含有 !.Z2，仅含有 !R@(S2的菌株。然后在没有抗性选择
压力下继续传代，导致 !R@(S2丢失，结果得到了 (株不含内
源性质粒 !.Z2的新的受体菌株 M"$S。与 R[M((相比，M"$S
菌株在其改造过程中未经诱变剂处理，未产生新的基因突

变，因此与其野生型一样生长良好，是一个较好的受体菌株。

$ 结 语

极端嗜盐古菌遗传转化系统已经取得了令人瞩目的成

就，但仍有很多问题有待于解决，如抗性标记单一，抗性标记
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基因易与染色体重组造成载体稳定性较差，高效表达的强启

动子不多，转化效率难与细菌相比等。而且构建的遗传转化

系统主要集中于 !"#$%"&’()*+, 和 !"#$-()". 属的成员（目前已
知极端嗜盐古菌有十余个属）从而限制了对其它属的研究。

随着分子生物学技术的飞速发展，进一步加强对极端嗜盐古

菌遗传转化系统的研究不仅可以加快我们对古菌生命本质

规律的认识，也可在实践上加速对极端嗜盐古菌有用资源的

开发和利用。
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