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摘  要: 采用 reverse transcriptase PCR 技术, 研究了嗜酸氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus fer-
rooxidans)标准菌株 ATCC23270 中铜代谢基因 Afe0329 的转录子情况; 用 Vector NTI、Blast、
TMHMM Server 和 PSORTb 等软件对此转录子中的各基因做了进一步的生物信息学分析; 并用此

转录子的引物扩增多种细菌 DNA, 以鉴定此转录元件在 A. ferrooxidans 菌株基因组中的普遍性。

结果表明基因 Afe0329, Afe0330 和 Afe0331 一起转录, 处于同一个转录子; 基因 Afe0329 为编码定

位于膜上 P1b3 型 ATP 酶基因, Afe0330 为编码定位于细胞质中的蛋白基因, Afe0330 和 Afe0331 的

Blast 分析都没有意义的同源性序列; 且此转录元件普遍存在于 A. ferrooxidans 菌株基因组中。 
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Abstract: With reverse transcriptase PCR, the transcripton of copper homeostasis relative gene Afe0329 in 
Acidithiobacillus ferrooxians standard strain ATCC23270 was investigated. The further analysis of genes in 
this transcripton was analyzed employed by Vector NTI, Blast, TMHMM Server, PSORTb software and so 
on. From the DNA of different strains, the transcripton of Afe0329 was amplified using special primer pairs 
to identify the universality of it in the genome of A.ferrooxidans strains. The results showed that gene 
Afe0330 and Afe0331 were cotranscribed with Afe0329, and they were in a single transcripton. Gene 
Afe0329 was supported to express a P1b3-type ATPase which is a heavy metal ion pumping transmembrane 
protein, protein AFE0330 which expressed by gene Afe0330 was a cytoplasmic protein, no significant ho-
mologous sequences of Afe0330 or Afe0331 had been obtained by Blast analysis. And the transcripton of 
Afe0329 was universal in genome of A. ferrooxidans strains. 
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铜作为许多氧化还原酶的辅因子, 如细胞色素
氧化酶、超氧化物歧化酶、多巴氨 β－羟化酶等, 在
生物体的新陈代谢中, 发挥着十分重要的作用。是
所有生物必不可少的微量元素。但是, 过高浓度的
铜离子却对生物有毒害作用, 这主要是因为铜离子
能使脂类和蛋白质氧化, 产生过多的自由基, 这对
生物体是非常不利的。实际上, 也正是因为这些特
性 , 铜的化合物 , 特别是硫酸铜 , 已被广泛作为饲
料添加剂和杀菌剂。 

因此, 维持机体铜的平衡对所有生物体来说就

显得十分重要。研究生物体维持铜平衡的机理也一

直是基础研究中的重要领域 [1,2]。氧化亚铁硫杆菌

(Acidithiobacillus ferrooxidans), 一种在微生物冶金

中起着重要作用的细菌, 能够在高浓度重金属离子

和质子环境下生长[3]。研究这种在极端环境下生长

的细菌的铜代谢机理, 对整个生物维持铜平衡机理

的研究有着十分典型的意义。 

但是, A. ferrooxidans铜代谢机理的遗传学研究, 

目前报道还比较少 [4,5]。除了 TIGR 数据库中 A. 

ferrooxidans ATCC23270 全基因组序列中注释的与

铜代谢有关的 4 个基因外(http//www.tigr.org), 用实

验的方法得到鉴定的铜代谢基因还没有见有报道。

本实验室研究发现, 在 TIGR 数据库中被注释的 4

个 与 铜 代 谢 有 关 的 基 因 中 , 其 中 登 录 号 为

AFE_0329(在此文章中将其基因命名为 Afe0329, 其

表达的蛋白质命名为 AFE0329), 被认为在这一过程

中起着很大的作用, 是 A. ferrooxidans 铜代谢的一

个关键的基因之一[6]。而在微生物基因组中, 功能相

关的基因经常处在同一操纵子中, 甚至是处于同一

转录子中。本文研究了 Afe0329的转录子情况; 并且

对此转录元件在 A. ferrooxidans 菌株基因组中的普

遍性进行了鉴定。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和生长条件  
A. ferrooxidans ATCC23270, Leptospirillum fer-

rooxidans ATCC53992, Acidobacterium capsulatum  
ATCC51757 均购自美国 ATCC 菌种保藏中心。 A. 
ferrooxidans  F1, A. ferrooxidans F3, A. ferrooxidans  

F15, A. ferrooxidans F16 为本实验室自不同地域分
离的 A. ferrooxidans菌株。 

A. ferrooxidans生长于普通 9K培养基中, 30°C, 
170 r/min摇床无菌培养[7]。9K含铜培养基为在普通
9K 的基础上加入 Cu2+离子终浓度为 10 g/L 的经过
滤灭菌 Cu2SO4。 

Leptospirillum ferrooxidans, Acidobacterium 
capsulatum 按照 ATCC 菌种保藏中心官方网站
(http//www.atcc.org)的要求分别于 ATCC medium 
2039 培养基, 30°C 和 ATCC medium1995 培养基,  
45°C无菌培养。 

1.2  材料  
 基因组提取试剂盒使用 BioBasic Inc.的 EZ-10 
spin column genomic DNA isolation kit。TRIZOL试
剂购自 Invitrogen。RNeasyR mini kit和 RNase-free 
DNase set购自 QIAGEN。SuperscriptTM III RNaseH- 
reverse transcriptase和 random hexamers 购自
Invitrogen。Taq DNA polymerase 购自 TOYOBO 
CO.LTD.。所有其他试剂都为分析纯及以上产品。 

本实验所用引物见表 1, 均以 TIGR 网站上的
A. ferrooxidans ATCC23270全基因组序列为模板序
列 (http://www.tigr.org) (CMR Version Number: Ver-
sion 18.0)设计而成, 引物合成由上海生工完成。 
 

表 1  本实验所用到的引物 
Table 1  Primers in present study 

序号 
Numbers

引物 
Primers 

序列 
Sequences (5′→3′) 

① 0328-0329F TCCAAGGCAGCAGTAGAAGCAAG 

② 0328-0329R ATGAGCGGTACCCATCCCATGTT 

③ 0329-0330F CAAGCTCCTCCAGAGGGTTCG 

④ 0329-0330R CTCAAATGGTACTTTCACTACGCACA

⑤ 0330-0331F CAGGCAAATCTGAATGCGTGAC 

⑥ 0330-0331R TTAGGCCATCGGAAGTGGTGA 

⑦ 0331-0332F TCTTGGATAGCCCACAGTCAG 

⑧ 0331-0332R GGAACCAGGATTACCCACAAT 

 
1.3  DNA 的提取、PCR 和 RNA 的提取  

细菌基因组 DNA 使用 EZ-10 spin column ge-
nomic DNA isolation kit, 按操作说明书提取。 

以 0329-0330F 和 0330-0331R(见表 1)为引物, 
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各细菌基因组 DNA为模板, 用 Taq DNA polymerase

做 PCR扩增以确定 Afe0329转录子是否广泛存在其

他菌株中。 反应体系为：10×dNTPs (2 mmol/L each) 

5 μL , 10×PCR buffer 5 μL , 模板 DNA(0.1 μg/μL)  
2 μL, Taq DNA polymerase 1 μL, primers(10 pmol 
each), 补 H2O至 50 μL。PCR扩增的条件为：94°C 

变性 5 min; 94°C变性 40 s, 55°C退火 30 s, 72°C延

伸 20 s (共 32个循环); 72°C延伸 7 min。PCR产物用 

2％琼脂糖凝胶电泳检测。PCR产物均经测序检验为

预期的扩增片段。 

细菌总 RNA 使用 RNeasyR mini kit 和 RNase- 

free DNase set, 按操作说明书提取。 

1.4  Reverse transcriptase PCR  
Reverse transcriptase PCR 是用来鉴定 Afe0329

的共转录的。 

以 random hexamers为引物, 在 9K含铜培养基

中生长至对数中期的 A. ferrooxidans ATCC23270菌

株收集的总 RNA 为模板, 用 Superscript III RNase 

H_reverse transcriptase按操作说明书合成 cDNA。 

以合成的 cDNA为模板, 用不同的引物(如表 1)

做 PCR。PCR扩增的程序为：94°C解链 5 min; 94°C

解链 40 s, 引物特异退火温度退火 30 s, 72°C延伸 

(45 个或 60 个循环); 72°C 延伸 7 min。PCR 产物 

琼脂糖凝胶电泳检测。并经测序检验为预期的扩增

片段。 

每一个 reverse transcriptase PCR做 3个对照：

一个加基因组 DNA 为模板的阳性对照 (如图 1 

Lane1); 一个加未经过反转录的 RNA为模板以检验

RNA 样品中是否有 DNA 污染的阴性对照(如图 1 

Lane3); 一个不加任何模板以检验是否有污染的阴

性对照(如图 1 Lane4)。 

1.5  生物信息学分析  
Vector NTI(version7.1)用来做一般的序列操作。

clusterX 用来做序列比对。用 Blast (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)做相似性搜索。用

PSORTb v.2.0(http//www.psort.org)做蛋白质的亚细

胞定位。TMHMM Server v.2.0(http//www. cbs.dtu.dk/ 

services/TMHMM-2.0)用来做跨膜分析。使用 Primer 

Premier 5软件设计引物。 

2  结果  

2.1  Afe0329、Afe0330 和 Afe0331 在同一个转录 
子中 

为了测定基因 Afe0329 的转录情况, 我们使用
了 reverse transcriptase PCR。用随机引物 random 
hexamers 将在 9K 含铜培养基中生长至对数生长中
期的 A. ferrooxidans ATCC23270提取的总RNA反转
录成 cDNA, 以此 cDNA为模板, 设计不同的引物做
PCR扩增。 

TIGR数据库中基因 Afe0329在 A. ferrooxidans
基因组序列中的分布情况及 PCR扩增结果如图 1所
示, 图上半部分为 TIGR 数据库中 Afe0329 在 A. 
ferrooxidans ATCC23270基因组序列中的分布情况。
可看出 Afe0329、Afe0330、Afe0331的有义链在同一
条链上, 基因有相同的转录方向。 

由图可知, 所有的阳性对照 Lane1 都出现了预
期大小的扩增条带, 所有的阴性对照Lane3和Lane4
都未出现扩增产物。B 中 Lane2 出现扩增条带, 说
明基因 Afe0329 和 Afe0330(登录号为 AFE_0330)一
起转录; C 中 Lane2 出现扩增条带, 说明 Afe0330、
Afe0331(登录号为 AFE_0331)一起转录; E 中 Lane2
出现扩增条带, 进一步说明了 Afe0329、Afe0330 和
Afe0331 处于同一个转录子中。其他 Lane2 甚至在
PCR 60个循环后都没有出现扩增条带, 说明没有其
他基因一起转录。 

2.2  Afe0329 转录元件广泛分布在 A. ferrooxidans
菌株基因组中 

为了测定 Afe0329 转录元件是否广泛存在于 A. 
ferrooxidans 菌株基因组中 , 我们使用引物③ 
0329-0330F和⑥ 0330-0331R(见表 1)(在基因组上的
结 合 位 点 见 图 1), 分 别 以 A. ferrooxidans 
ATCC23270, A. ferrooxidans F1, A. ferrooxidans F3, 
A. ferrooxidans F15, A. ferrooxidans F16, Lepto-
spirillum ferrooxidans ATCC53992, Acidobacterium 
capsulatum ATCC51757的基因组 DNA为模做 PCR, 
PCR产物 2％琼脂糖凝胶电泳。结果如图 2所示, 在
以 5株来自不同地域的 A. ferrooxidans DNA为模板
的 PCR 产物中都出现了预期大小的扩增条带, 而
Leptospirillum ferrooxidans ATCC53992, Acidobacte-
rium capsulatum ATCC51757没有条带。说明 Afe0329
转录元件广泛存在于 A. ferrooxidans菌株基因组中。 
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图 1  基因 Afe0329 在基因组中的位置及 reverse transcriptase PCR 产物电泳图 
Fig. 1  Region review of Afe0329 in the genome of Acidithiobacillus ferrooxidans and  

electrophoresis analysis of products of reverse transcriptase PCR 
注：①−⑧显示出各引物(如表 1)在基因组中的结合位点。A－F为使用以下引物的 PCR产物电泳图. A：①②(产物 290 bp, 60个循环, 2.5％琼
脂糖凝胶); B：③④(产物 287 bp, 60个循环, 2.5％琼脂糖凝胶); C：⑤⑥(产物 118 bp, 45个循环, 3％琼脂糖凝胶); D：⑦⑧(产物 387 bp, 60个
循环, 2.5％琼脂糖凝胶); E：③⑥(产物 613 bp, 45个循环, 2％琼脂糖凝胶); F：③⑧(产物 1487 bp, 60 个循环, 1％琼脂糖凝胶); M：东盛 DNA 
Marker; 1：以 DNA为模板的阳性对照; 2：以 cDNA为模板的样品; 3：以 RNA为模板的阴性对照; 4：不加模板的阴性对照 

Note：①−⑧ show the binding site of each primer (Table 1). A−F are electrophoretic patterns of PCR products using following primer pairs. 
A: ①② (product 290 bp, 60 cycle, 2.5% agarose gel ); B: ③④ (product 287 bp, 60 cycle, 2.5% agarose gel); C: ⑤⑥ (product 118 bp, 45 
cycle, 3% agarose gel); D: ⑦⑧ (product 387 bp,60 cycle, 2.5% agarose gel ); E: ③⑥ (product 613 bp, 45 cycle, 2% agarose gel); F: ③⑧ 
(product 1487 bp, 60 cycle, 1% agarose gel); M: Dongsheng DNA Marker; 1: Positive control using DNA as plate; 2: Sample using cDNA as 
plate; 3: Negative control using RNA as plate; 4: Negative control having no plate 

 
2.3  转录子的生物信息学分析 

TIGR 数据库中的注释信息显示, Afe0329 为编
码 P型 ATP酶的铜代谢基因, Afe0330和 Afe0331都
是功能未知的基因。在这里 , 我们使用 reverse 
transcriptase PCR发现这 3个基因处于同一个转录子, 
因此 Afe0330和 Afe0331可能也与铜代谢有关。 
 使用 clusterX和 TMHMM Server等进一步发现, 

Afe03229为编码 P1b3型 ATP酶。如图 3所示, H1-10

为跨膜螺旋, 其中 H6-H8 被认为是参与决定此蛋白

转运哪种重金属。 TGES: phosphatase domain, 
DKTGT: aspartyl kinase domain, GDGxNDxP: 
ATP-binding domain, HP: histidine-proline dipeptide, 
CPH: cysteine-proline-histidine sequence, P1b型 ATP

酶特征序列, His-rich: 多 histidine 区域, 其被认为

是重金属结合区域。所有这些特征序列都是 P1b3

型 ATP酶典型的特征序列, 这说明 AFE0329是一种

P1b3型 ATP酶, 其被认为是转运 Cu2+、Cu+或者 Ag+

的离子泵[8]。 
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图 2  Afe0329 转录子普遍性的鉴定(2％琼脂糖凝胶) 
Fig. 2  Identification the universality of Afe0329 tran-
scripton (2% agarose gel) 
注：引物为③ 0329-0330F, ⑥ 0330-0331R(结合位点见图 1 ③⑥) 

Note: Primer pair was ③ 0329-0330F and ⑥ 0330-0331R (the 
binding sites in Fig.1 were ③⑥).  
M: Dongsheng DNA Marker; 1: A. ferrooxidans ATCC23270; 2: A. 
ferrooxidans F1; 3: A. ferrooxidans F3; 4: A. ferrooxidans F15; 5: A. 
ferrooxidans F16; 6: Leptospirillum ferrooxidans ATCC53992; 7: 
Acidobacterium capsulatum ATCC51757 

 

 
 
图 3  AFE0329 蛋白示意图 
Fig. 3  Schematic picture of protein AFE0329 

 
用 PSORTb发现 AFE0330蛋白为定位在细胞质

中的蛋白, 而 AFE0331蛋白用 PSORTb没有分析出

有意义的定位结果。Blast分析也没有搜索出这两个

基因有意义的同源序列。所以 , 基因 Afe0330 和

Afe0331在铜代谢中的具体作用还有待进一步研究。 

3  讨论  

P1b型 ATP酶(以前被称作 CPx型 ATP酶)被认

为是一种跨膜的重金属离子泵。位于第 6 次跨膜的

CPx序列是其特征序列。它能转运 Zn2+、Pb2+、Co2+、

Cu2+、Ag+、Cu+、Cd2+等多种重金属离子[9], 是在细

胞的重金属代谢中一种典型的, 普遍存在于很多生

物中的蛋白质[10]。Arguello JM通过对许多 P型 ATP

酶的序列对比, 根据其特征将其分成五个亚族[8]。其

中第 3 个亚族 P1b3 型 ATP 酶被认为是转运 Cu2+、

Cu+、Ag+的。在此文章中 , 根据序列分析 , 基因

Afe0329 具有所有 P1b3 型 ATP 酶的序列特征(如图

3), 是一种典型的 P1b3型 ATP酶, 本实验室利用实

时 PCR 和将其导 P 型 ATP 酶敲除的大肠杆菌可增

强大肠杆菌铜抗性等实验 , 也说明了此基因在 A. 

ferrooxidans铜代谢中的重要作用[6]。 

原核生物中, 功能相同的基因往往位于基因组
的相邻位置, 成簇出现, 甚至一同转录。如乳糖操纵
子 [11]和色氨酸操纵子 [12]都是研究的比较清楚的操

纵子。所以, 我们用 reverse transcriptase PCR 对
Afe0329 的共转录情况进行了研究, 发现 Afe0329、
Afe0330、Afe0331 位于同一个转录子中。在 TIGR
数据库中的注释信息显示 Afe0330 和 Afe0331 是功
能未知的基因(http//www.tigr.org)。所以共转录的实
验结果说明了基因 Afe0330 和 Afe0331 也可能参与
了 A. ferrooxidans的铜代谢。但是, 利用 Blast分析
没有得到有生物学意义的同源性序列。 

实际上 ,  在研究的比较清楚的  Enterococuss 
hirae 菌中的转运铜的 P 型 ATP 酶也与其他几个基
因构成 cop 操纵子, 其中, copA和 copB是编码铜离
子泵的 P型 ATP酶基因, 而 copZ和 copY 是调控基 
因[13,14]。而 Afe0330、Afe0331与 copY、copZ的序列
分析显示也没有相关性。所以, A. ferrooxidans 中
Afe0329 转录子是不同于 Enterococuss hirae 菌 cop 
操纵子的。其基因 Afe0330 和 Afe0331 在铜代谢中
的具体作用还有待进一步研究。 

本文中的结果显示, Afe0329、Afe0330、Afe0331
转录子结构是普遍存在于 A. ferrooxidans 菌株基因
组中的。此研究通过 reverse transcriptase PCR的方
式, 鉴定出普遍存在于 A. ferrooxidans 菌株中的基
因 Afe0330和 Afe0331功能的铜代谢相关性, 为进一
步研究这种生长在极端环境下的, 在工业生产中有
着重要应用的细菌的铜代谢机理打下了基础。 
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