
一株海洋细菌的初步鉴定及其产黑色素相关新基因（簇）的分离!
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摘要：对分离自近海沼泽地大米草根际的一株供试海洋细菌 %&’()进行了形态观察、生理特性检测以及 )*+ ,-./
序列分析。实验结果表明：该菌株属于海洋单胞菌属（!"#$%&’&%"(），革兰氏染色呈阴性，直杆状，好氧生长，适于

012生长。基于 )*+ ,-./序列的 34567分析表明，菌株 %&’()与 !"#$%&’&%"( )&%*$+" 和 !"#$%&’&%"( ,&-,&%.%($( 的
序列相似性分别为 8$9和 8:9。通过基因组 ;<6=>?文库的构建，直接分离到一个产生黑色素的克隆，进一步亚克
隆和测序后获得与黑色素产生相关的功能新基因（簇），并且对其进行了生物信息学的初步分析。
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海洋是地球早期生命的诞生地，具有高压、高

盐、低营养、低温、无光照以及局部高温等独特的环

境，海洋微生物由于适应了这种环境，造就了其种类

的特异性及代谢途径的多样性，尤其是初级代谢产

物和次生代谢产物种类更加繁多，结构更加新颖，可

产生与陆地微生物完全不同的生物活性物质［)，0］。

目前海洋生物资源的研究和开发越来越受到世界各

国的重视，已成为自然科学中相当活跃的研究领域

之一。黑色素（=G45M>M）是一类由细菌、真菌及动
植物产生的多酚聚合体，具有复杂的结构。它作为

一种次生代谢产物，对生物的防御功能有关［"］。它

能防御很多胁迫因子（诸如紫外线、氧化剂、自由基

等），最近报道黑色素具有抗菌活性［!］。本文对从近

海分离到的一株海洋细菌 %&’()进行了初步的鉴
定，分离到与黑色素生物合成相关的功能基因簇，并

且对该基因簇进行了生物信息学初步分析。

? 材料与方法

?@? 菌株来源
一株供试海洋细菌 %&’()由英国东安尼亚大

学生物学院安迪教授惠赠，分离自英国某沿海盐沼

泽地中生长的大米草（/)"#*$%" "%68$+"）植物根际。
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!"# 主要试剂和仪器
质粒抽提试剂盒购自武汉天源公司，细菌基因

组 !"# 提取试剂盒购自 $%#" &’" 公司，(%#&’"
&)*+,-./0-1 2334& 试剂盒和 5+16 5+*07+8 9+:,-;
<-=7>76 ?7+;@.0-+* A-0购自基因有限公司，$>B 酶和各
种内切酶以及 1C!2D/$ 载体均购自 $>A>E> 公司，
?5E 扩增仪为 CF E):)>7.G %*. 生产的 ?$5H/233 型，
分光光度计为 I).J,>* 生产的 !KHL3 型。
!"$ 菌体形态和培养特征观察
将菌株 CMN<2划线接种于 <I固体培养基上，

HDO培养 HPG，观察菌落大小、颜色、形态等特征。
采用革兰氏染色法在光学显微镜下观察菌体形

态［Q］。

!"% 生理生化特性检测
实验方法参照《伯杰氏细菌鉴定手册》（第九

版），包括 RHSH 酶活性、产氨试验、淀粉水解试验、

纤维素分解实验、甲基红试验、TU ?U试验和硝酸盐
还原试验。唯一碳源利用试验中分别选择：麦芽糖、

蔗糖、乙醇、酒石酸钾钠、山梨醇、甘露醇、乳糖、乙酸

盐和柠檬酸盐；唯一氮源利用试验中分别选择：硝酸

盐、亚硝酸盐和铵盐。

!"& !’( )*+,序列扩增及系统发育分析
基因组 !"#的抽提采用细菌基因组 !"#提取

试剂盒。采用细菌 2VW 7!"#保守区通用引物扩增
该细菌 2VW 7!"#的部分片断。
引 物 序 列 为 正 向 引 物 X!2： QY/

&#&#&$$$&#$55$&&5$5#&/ZY；反向引物 7!2：QY/
##&&#&&$&#$55#&55&5#/ZY。扩增的反应体系为
（Q3!<）：23 [ =@XX)7 Q\3!<，;"$?混合物（H3,,+84<）
2@<，引物 X!2和 7!2（各 H3!,+84<）H\3@<，模板 !"#
Q3*]，$>B 酶 HK，加超纯水补至 Q3!<。?5E 反应条
件：̂ PO P,-*；̂PO 2,-*，QVO 2,-*，LHO2,-*，Z3
个循环；LHO Q,-*。通过 ?5E 扩增反应获得菌株
CMN<2的 2VW 7!"#U然后将纯化后的 2VW 7!"# 片
段克隆于 1C!2D/$ 载体（$>A>E> 公司产品）上，送
北京三博远志公司测定 !"#序列。将测定的 2VW
7!"#序列在 &)*I>*J数据库中进行同源性比对，并
用 9>:0 C-*-,@, ’_+8@0-+* 方法构建系统发育树。
!"’ 基因组文库的构建
基因组 !"# 的制备和纯化采用 (%#&’"

&)*+,-./0-1 2334& 试剂盒完成，文库的构建采用

5+16 5+*07+8 9+:,-; <-=7>76 ?7+;@.0-+* A-0进行。操作
方法严格按照产品说明书提供的程序进行。

!"- 产黑色素克隆的分离和亚克隆
产黑色素克隆经过 !"#R%酶切连接到同种酶切

后的 1K52D载体上，再转化 $ U %&’( FCDZ，分离到产黑
色素的亚克隆并测序，序列测定由奥科公司完成。

!". 序列分析
采用 "5I%4SE9 X-*;)7 和 W+X0=)776 等软件查找

SE9，并通过 I8>:0程序与 &)*I>*J中的数据进行比
较分析。

# 结果与分析

#"! 个体形态和培养特征
菌株 CMN<2在 <I培养基上培养 HPG后，菌落

呈乳白色，不透明，圆形，直径约 2\Q,,，低凸起，
边缘整齐。菌体为短杆状，革兰氏染色呈阴性。

#"# 生理生化特性检测
生理生化特性检测结果表明，菌株 CMN<2 好

氧生长，最适生长温度为 HDO，ZLO不生长，其 1R
值生长范围为 Q\3 ‘ 23\3，最适 1R 值为 L\3。在
">58浓度 D\3a下可生长，最适 ">58 生长浓度为
Q\3a。
进一步发现：其 RHSH 酶活性、产氨试验为阳

性，淀粉水解试验、纤维素分解实验、甲基红试验、

TU?U试验和硝酸盐还原试验均为阴性。该菌能够
利用麦芽糖、蔗糖、乙醇、酒石酸钾钠、山梨醇、甘露

醇作为唯一碳源在基本培养基 C^ 上生长，但不能
利用乳糖、乙酸盐、柠檬酸盐作为唯一碳源，能利用

硝酸盐、亚硝酸盐和铵盐作为唯一氮源。

#"$ !’( )*+,序列及系统发育分析
对菌株 CMN<2 的 2VW 7!"# 扩增获得了

2QZV =1的序列（&)*I>*J 的注册号为 ’93^PQ3Q），将
该 2VW 7!"# 序列在 &)*I>*J 中进行同源性比对，
结果发现 (@)76 .+_)7>])和 C>b -;)*0分别在 ^3a以
上的序列有 ZP 个，同源性最高的是 )"*(+&#&+",
-&+.(%" 和 )"*(+&#&+", /&0/&+1+,(,，相似值分别为
^L\3a和 ^Q\3a（图 2）。
#"% 基因组文库的质量检测
为了检测基因组文库的构建质量，随机挑取克

隆检测外源插入片段平均在 ZQJ= ‘ P3J=，文库初始
大小约含 H\3 [ 23V 克隆。
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图 ! 相关海洋单胞菌 !"# $%&’系统发育树

!"# 黑色素合成基因簇的克隆
供试海洋单胞菌 ()*+! 本身不产生色素，但

构建基因组文库后，从文库中直接分离获得 !个产
生黑色素的大肠杆菌 ,-./01 克隆（图 2），经亚克隆
后其相关功能片段在 34!"56 和 27!7856 之间（图
7），并对其进行了全长插入片段的测序。

!"$ 黑色素合成功能基因簇的序列分析
通过用 &9:;<=>? ,0@1A$ 和 #-,B5A$$C 等软件分

析，发现上述相关 !4D5片段含有 !4个推测的开放
式阅读框（=>?），并通过 :EF.B程序与 GA@:F@D中的
数据进行比较分析，对其编码蛋白功能进行了注释

（表 !和图 4）。
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图 ! 基因组文库中获得的产黑色素 "#$%&’克隆

图 ( 产生黑色素的亚克隆功能片段大小

表 ! 推定基因编码的注释及其功能

开放阅读框 基因编码的蛋白（酶）
在相关黑色素合成途径中

各基因的功能

)*+, 乙醛脱氢酶 未知

)*+!
阿拉伯糖 -型 ./0结合蛋

白
转录调节

)*+( 吲哚乙酰胺羟化酶 未知

)*+1 （2）3!3羟酸氧化酶 未知

)*+4 +5/结合黄素还原酶 电子运输有关

)*+6 细胞色素 7148
从 /0.（7）9 获得电子

后，催化单加氧反应

)*+: 乙酰基载体蛋白还原酶 乙酰基的转移

)*+;
芬芳环羟化双加氧酶!亚

基
未知

)*+< 环羟化双加氧酶 未知

)*+,8
预测芬芳环羟化双加氧酶

!亚基
未知

)*+,, 周质底物结合蛋白 底物运输有关

)*+,! 乙酰辅酶 0脱氢酶相类似 未知

)*+,( 0=-转运蛋白
长链氨基酸的运输（胞外

与配体结合受体）

)*+,1 0=-转运蛋白 内膜运输（透性酶组分）

图 1 黑色素合成亚克隆功能片段的基因注释及其物理酶切图

图 4 链霉菌中黑色素合成基因簇
基因符号缩写：!"#，0=-运输蛋白；!#$，乙酰辅酶 0脱氢酶；!#%，乙酰载体蛋白；!&’，芳香化酶；#()，长链因子；#(%，0>7依赖蛋白酶；#*#，环

化酶；$+，脱水酶；+*$，羟化酶；,&，酮还原酶；,-，!3酮酰合酶；./，转甲基酶；?148，细胞色素 7148；’./，)3转甲基酶；’0*，氧化还原酶；&12，

调控蛋白。

由表 ,可见，在插入片段中存在至少 6个在细
菌中与黑色素生物合成相关的基因，如乙醛脱氢酶

基因（)*+,）、阿拉伯糖 - 型 ./0 结合蛋白基因
（)*+!）、细胞色素 7148基因（)*+6）、乙酰基载体蛋

白还原酶基因（)*+:）、乙酰辅酶 0脱氢酶相类似基
因（)*+,!）和 0=-转运蛋白基因（)*+,(，,1）等［6，:］。
它们存在于链霉菌的黑色素合成基因簇中［,4］（图

4），但是同时也发现另外两个新基因：芳香环羟化双
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加氧酶!亚基基因（!"#$）和环羟化双加氧酶基因
（!"#%），它们在目前已报道的微生物黑色素合成途
径中均不存在，推测该合成途径与已报道的不同，它

们在黑色素途径合成中的功能有待进一步研究。

! 讨论

根据《伯杰氏细菌鉴定手册》（第九版）和《伯杰

氏系统细菌学手册》所描述的属的特征，再结合以

&’( )*+, 序列为基础进行系统发育学分析结果，菌
株 -./0&与已经报道的海洋单胞菌有很大程度的
相似性［$，%］，可将该供试菌归入海洋单胞菌属，但是

否是海洋单胞菌属中新的成员，需要进一步的分子

生物学鉴定。

微生物黑色素的合成具有多条途径：&）以酪氨
酸作为前体，在酪氨酸酶作用下合成黑色素；1）漆酶
作用下合成黑色素；2）黑色素也能通过氧化尿黑素
或 34联苯酚产生；5）二羟基奈黑色素是通过聚酮合
成酶途径，从乙酸衍生而来。其中，酪氨酸酶和漆酶

同属于多酚氧化酶家族［&6］。二羟基奈黑色素研究

得较为清楚，漆酶在植物和真菌中广泛存在，在微生

物中也发现它的存在，微生物酪氨酸酶在根瘤菌、链

霉菌中发现。对于海洋单胞菌属而言，酪氨酸酶和

漆酶在 !"#$%&’&%"( ’)*$+)##"%)" 中都被发现，它们
同属于多酚氧化酶家族，但菌株 -./0& 的黑色素
合成基因簇不存在编码酪氨酸酶和漆酶的基

因［&& 7 &5］，这也暗示该菌有可能属于海洋单胞菌的一

个新成员。从 &589亚克隆功能片段的序列分析和
基因注释中发现，该菌黑色素合成基因簇中存在聚

酮合成酶途径中某些基因（如阿拉伯糖 :型 *+,结
合蛋白基因（!"#1）、细胞色素 35;6基因（!"#’）、乙
酰基载体蛋白还原酶基因（!"#<）、乙酰辅酶 ,脱氢
酶相类似基因（!"#&1）和 ,=: 转运蛋白基因
（!"#&2，&5），但非常有兴趣的是其又缺少该途径中
的必需关键基因聚酮合成酶或聚酮还原酶基因，所

以有理由推测该菌株的黑色素产生途径可能不是传

统的聚酮合成酶途径。但是，环羟化双加氧酶!亚
基（!"#）与小孢霉酮脱氢酶在结构上非常相似，存
在保守结构域，二者都属于核内运输因子 1（+>#1）
超家族，小孢霉酮脱氢酶是与黑色素合成相关的，在

真菌中普遍存在［&’ 7 &$］，参与形成 14羟基奈黑色素。
因此，环羟化双加氧酶!亚基可能具有小孢霉酮脱
氢酶同样的功能，深入研究该细菌的黑色素合成途

径具有一定的理论意义，将有利于认识原核微生物

和真核生物黑色素合成途径的系统进化和发育。本

室也正在继续开展功能基因的表达调节、黑色素合

成的底物和黑色素成分等方面的研究，该菌在什么

环境胁迫条件下合成黑色素、黑色素对细菌本身的

生态学意义以及该黑色素是否具有其它生物活性

（如拮抗细菌或真菌）值得深入探索研究。
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