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嗜酸氧化亚铁硫杆菌中锌离子转运基因的鉴定与分析 
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摘 要：鉴定了 Acidithiobacillus  ferrooxidans  DC  (At.  ferrooxidans  DC)中与锌离子转运相关的 4 个 ATP­binding 
cassette (ABC) transporter基因，并采用 Reverse Transcription quantitative real­time PCR (RT­qPCR)技术分析在不同 

浓度的锌离子胁迫下这 4个 ATP­binding cassette (ABC) transporter基因在转录水平上的差异表达情况。然后利用 
Vector NTI、cluster X、BLAST、ORF Finder等生物信息学软件对各基因做进一步的生物信息学分析。结果表明： 

在锌离子胁迫下，4个 ABC transporter基因(AFE_2435、AFE_2436、AFE_2437、AFE_2438)的表达量均有所上调， 

说明这 4 个基因对于锌离子的胁迫具有很强的敏感性。经生物信息学分析可知，基因 AFE_2435 和 AFE_2436编 

码位于细胞质膜上的透性酶，AFE_2437 编码位于细胞质膜上的 ATP 结合蛋白，AFE_2438 编码位于周质空间的 

锌离子结合蛋白，这  4 个基因共同组成了一个与锌离子转运有关的 ABC 转运子。这些结果都表明这  4 个 ABC 
transporter基因与 DC菌中锌离子的转运有着密切的关系。 
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Abstract:  In  this  study,  four ATP­binding  cassette  (ABC)  transporter  genes  of Acidithiobacillus  ferrooxidans DC  (At. 
ferrooxidans DC) were identified, and differential transcription of these genes during zinc ion stress were investigated by 
Reverse Transcription quantitative real­time PCR  (RT­qPCR). And  then,  the genes  involved  in  zinc  ion transport were 
analyzed  by  bioinformatics  software.  The  results  show  that  the  expressions  of  the  four  ABC  transporter  genes  are 
increased differently under zinc ion stress, indicating that these genes are sensitive to zinc levels. Bioinformatics analysis 
shows  that  the  proteins  encode  by  AFE_2435,  AFE_2436 are  predicted  to  be  permease proteins, whereas  the  protein 
encode by AFE_2437 is a putative ATP­bindind protein and AFE_2438 encoded a putative periplasmic  cation­binding 
protein. The four genes  together form an ABC transporter for zinc ion transport. These results strongly suggest  that the 
four ABC transporter genes might be directly involved in zinc transport in Acidithiobacillus ferrooxidans DC. 
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嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌  (Acidithiobacillus 
ferrooxidans) [1] 是一种重要的浸矿菌种，在工业上经常 

被用作还原金、银、铜、铀等重金属 [2] 。在这些菌种 

生活的环境中，通常都含有较高浓度的重金属，因此， 

像大部分的浸矿菌一样，Acidithiobacillus ferrooxidans 
(At. ferrooxidans)对很多重金属都具有很高的耐受能 
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力 [3] 。近年来，At. ferrooxidans对重金属的这种高耐受 

能力越来越引起人们的关注 [4] 。尽管  At.  ferrooxidans 
标准菌 ATCC23270的全基因组序列已在 2007年被全 

部测出， 但是却很少有基因 [5−8] 被证明与这种高抗性能 

的体现有直接关系。 

锌对于生物体来说是一种必须的微量元素，许多 

重要的功能蛋白和酶都需要锌作为其结构或者是辅助 

因子 [9−10] 。但是，一旦体内的锌离子浓度过高，将会 

对呼吸链产生抑制从而对细胞造成毒害作用 [11−12] 。因 

此，细胞需要调节其体内的锌离子含量在一个合适的 

水平。近年来有研究报道 At. ferrooxidans 对锌离子具 

有很高的耐受能力，它可以在 30 g/L的锌离子环境中 

生存 [13] 。然而，什么机制使 At. ferrooxidans具有如此 

高的抗锌能力，至今仍不清楚。关于锌离子的转运机 

制，研究较多的是一种存在于大肠杆菌中的依赖于 
ATPase 的 ABC 转运子—ZnuABC [14−15] ，它主要负责 

从外界环境中摄取锌离子。通常来说，这种  ABC 转 

运子 [14] 主要由绑定在周质空间上的锌离子结合蛋白 
ZnuA、两个透性酶  ZnuB 以及为此过程提供能量的 
ATP 结合蛋白 ZnuC 组成。锌离子的这种转运机制在 

其他的菌种中也普遍存在 [16−17] ，例如：肺炎链球菌 
(Streptococcus pneumoniae)， 格氏链球菌(Streptococcus 
gordonii)，肠道沙门氏杆菌(Salmonella enterica)。 

2007 年 CHI 等 [18] 对可能存在于 At.  ferrooxidans 
ATCC2327  周质空间上的蛋白进行了鉴定，推测 
AFE_2438 所编码的蛋白是一种位于周质空间上的锌 

离子转运蛋白，它的功能可能类似与 ZnuABC中的锌 

离子绑定蛋白ZnuA。 而位于其下游的基因AFE_2437、 
AFE_2436、AFE_2435 与其一起共同组成一个  ABC 
转运子，完成锌离子的转运。尽管如此，至今仍没有 

任何实验数据证明这 4 个基因与 At.  ferrooxidan 中的 

锌离子转运有关。 

本文作者以这 4个基因(AFE_2435、AFE_2436、 
AFE_2437、AFE_2438)作为研究对象，利用实时荧光 

定量  PCR 技术 [19] 验证在不同浓度的锌离子刺激下它 

们在基因转录水平上差异表达情况，并通过生物信息 

学手段对这 4 个基因及其编码的蛋白进行结构和功能 

的预测。 

1  实验 

1.1  材料 
1.1.1  菌种与培养基 

At.  ferrooxidans  DC 由中南大学生物冶金教育部 

重点实验室从取自广西大厂铜矿的酸性矿坑废水中分 

离得到。 
At. ferrooxidans DC生长于 9K基础培养基 [20] ，30 

℃，170 r/min  摇床无菌培养。能源物质为单质硫：10 
g/L。 
1.1.2  其他试剂 

DNA  提取试剂为  EZ­10  spin  column  genomic 
DNA isolution kit (BioBasic Inc.)，DNA凝胶回收试剂 

盒为(E．Z．N．A． TM Gel Extraction Kit．Promega)， 
RNA提取试剂为 Trizol(Invitrogen)，RNA纯化试剂盒 

为 SV Total RNA Isolation System(Promega)；RNA反 

转录试剂为 SuperScriptTMⅡ反转录酶(Invitrogen). 

1.2  实验方法 
1.2.1  菌种收集 

前期预实验表明 At. ferrooxidans strain DC能够耐 

受较高浓度的锌离子，但是其生长繁殖情况会受到一 

定的抑制，本实验中选用 1、10 和 100  mmol/L  Zn 2+ 

作为锌离子刺激环境。首先将  At.  ferrooxidans  strain 
DC 接种至不含锌离子的标准培养基，培养至对数期 

时离心收集菌种(4 ℃, 10 min, 12 000 r/min)，再将所 

收集的菌种等量接种于含有 0、1、10 和 100  mmol/L 
Zn 2+ 的 9K培养基中，分别培养 24  h 后，再次离心收 

集菌种，马上进行 DNA和 RNA提取步骤。 
1.2.2  DNA提取及 ZnuAf 基因的克隆测序 

细菌基因组提取使用 EZ­10  spin  column genomic 
DNA isolution kit。以提取后的 DC基因组为模板扩增 

基因 AFE_2435、AFE_2436、AFE_2437、AFE_2438。 
PCR扩增条件为： 预变性： 94 ℃， 3 min； 变性： 94 ℃， 
45 s，退火：60 ℃，45 s，延伸：72 ℃，90 s，共 30 
个循环；延伸：72 ℃，10 min。PCR产物经琼脂糖凝 

胶电泳检测后切胶，回收，送去上海生物工程公司测 

序。实验中所用到的引物如表 1所列。 
1.2.3  RNA提取与 cDNA的合成 

采用 Trizol 一步法提取总 RNA，用 RNA 纯化试 

剂盒(Promega)纯化粗 RNA， 用 NanoDrop微量分光光 

度计(NanoDrop  Technologies)检测  RNA 的浓度和纯 

度。 取等量的 RNA进行反转录， 反转录采用 Invitrogen 
公司  SuperScriptTMⅡ反转录酶和随机引物，以总 
RNA 中 mRNA 为模板，反转录合成  cDNA，反转录 

后用 NanoDrop 微量分光光度计测定每一个 cDNA的 

浓度， 然后将 cDNA 样品浓度均调至 200  mg/L，于 
−20℃冷藏备用。 
1.2.4  Real­time qPCR 
1.2.4.1  标准样品的制备
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分别以目标基因及内参基因为样品, 以 cDNA 为 

模板进行普通  PCR 扩增，PCR 产物经琼脂糖凝胶电 

泳鉴定。然后将  PCR 产物进行  10  倍梯度稀释,  取 
10 −3 ~10 −7 做标准品用于制备标准曲线, 做 5 个点。普 

通 PCR程序如下： 预变性： 94℃， 3 min； 变性： 94℃， 
30 s，退火：55℃，30 s，延伸：72℃，30 s， 共 35 
个循环；最后 72℃补平 5 min。 
1.2.4.2  实时定量 PCR 

Real­time qPCR反应程序如下：预变性：95 ℃， 
3 min ；变性：95 ℃，30 s, 退火：59 ℃，20 s，延 

伸  72 ℃，20  s，共 40个循环；55~95 ℃，10  s, 每 

循环一次温度增加 0.5 ℃，共 80个循环。每组实验设 

置 3个平行，选用 16S rRNA为内参基因 [5] ，阴性对照 

不加任何模板。 

实验结束后，用  2 −△△Ct 法 [7,  21] 处理数据，即通过 

与对照组基因表达量的对比计算出每个基因的相对表 

达量，且每个基因都以 16S  rRNA 作为内参基因进行 

了校正。实验中所用到的引物如表 2所列。 
1.2.5 生物信息学分析 

用 Vector  NTI  (version  7.1)做一般序列操作。用 
cluster  X  做 序 列 比 对 。  BLAST  (http://www. 
ncbi.nih.gov/blast/Blast.cgi)  做 相 似 性 搜 索 。 ORF 
Finder  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)  寻 

找基因的开放阅读框。 ExPASy Proteomics Server (http: 
//expasy.  org/  cgi­  bin/  pi_  tool) 进行蛋白质等电点以 

及 相 对 分 子 量 的 计 算 。 PSORTb  v.3.0  (http:// 
www.psort.org/psortb)  做蛋白亚细胞结构定位。 
TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk// servive­s/ 

表 1  常规 PCR引物 

Table 1  Primers used in Taq PCR 

Loci  Annotated function  Primer sequence (5'­3')  Amplicon length/bp 

AFE_2435 
Cation ABC transporter, permease protein, 

putative 
F1:CCACACCCTCTATGAAAACG 
R1:GTTACTACTGGTTTTCCGGT 

1 266 

AFE_2436 
Cation ABC transporter, permease protein, 

putative 
F1:CAAAAACCAGCAACCCGATC 
R1:GATGTCGCTGCTGAAGATGC 

1 175 

AFE_2437 
Cation ABC transporter, ATP­binding protein, 

putative 
F1:TCCACCGCCATCAACATCAT 
R1:TCTTGGATGCTGGCGGAGGT 

1 429 

AFE_2438 
Cation ABC transporter, periplasmic 
cation­binding protein, putative 

F1:CCCGCACCATTCTCACCGAT 
R1:TGACCGAGATAGACCGTGAC 

1 531 

F1  and  R1  are  Taq­PCR  primers  for  cloning AFE_2435, AFE_2436  AFE_2437  and  AFE_2438  genes  from  chromosomal  DNA 

preparations of At. ferrooxidans DC. 

表 2  RT­qPCR引物 

Table 2  Primers used in RT­qPCR 

Loci  Annotated function  Primer sequence (5'­3')  Amplicon length/bp 

AFE_2435 
Cation ABC transporter, permease 

protein, putative 
F2:CAGTATGACCAGTGCGTATGC 
R2: AGAGCGATGCCCACAACCA 

126 

AFE_2436 
Cation ABC transporter, permease 

protein, putative 
F2: TGACGACCACCAGCACTAC 
R2: GACCCACCAGCAAGAACAC 

123 

AFE_2437 
Cation ABC transporter, ATP­binding 

protein, putative 
F2: GTTGTTTGGGAGATTGACGC 
R2:CCACCAGATAGACCAGACGG 

104 

AFE_2437 
Cation ABC transporter, periplasmic 
cation­binding protein, putative 

F2:TTGACGGCTTCTTTCCTGAGT 
R2: TACCTCCGCCAGCATCCAA 

111 

AFE_0254  16S rRNA 
F:AGAACCTTACCTGGGCTTGA 
R: GCTCGTTGCGGGACTTA 

135 

F2 and R2 are RT­qPCR primers for cloning oligonucleotide of AFE_2435, AFE_2436 AFE_2437 and AFE_2438 genes from cDNA. 

F and R are RT­qPCR primers for cloning oligonucleotide of 16S rRNA gene from cDNA.
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TMHMM­2.0/)做蛋白质的跨膜分析。NCBI  conserved 
domains  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/ 
wrpsb.cgi) 找寻蛋白的保守区域。 

2  结果 

2.1  ZnuAf 基因的克隆测序 

以  At.  ferrooxidans  DC  基因组为模板扩增得到 
AFE_2435、AFE_2436、  AFE_2437、AFE_2438的基 

因片段，电泳检测结果如图 1 所示，扩增产物长度与 

目标基因长度基本相同，且均无杂带，引物特异性较 

好。4个基因的测序结果经 BLAST进行序列比对，结 

果与嗜酸氧化亚铁硫杆菌标准菌株 ATCC 23270中的 

这 4个基因的序列完全相同。 

图  1  目的基因  AFE_2435、AFE_2436、AFE_2437、 

AFE_2438的 PCR产物电泳图 

Fig.  1  Electrophoresis  analyses  of  PCR  products  of 

AFE_2435, AFE_2436, AFE_2437 and AFE_2438 

2.2  不同浓度 Zn 2+ 刺激下相关基因的差异表达 

实时荧光定量 PCR后，溶解曲线峰带单一，没有 

杂峰出现，说明特异性较好；标准曲线 R 2 值均接近于 
1，说明 Ct 值与其起始拷贝数的对数值之间的关系性 

好; 内参基因  16S  rRNA 在不同环境中的表达量均较 

为衡定，无显著性差异。经内参基因校正，各基因在 

转录水平上的相对表达量如图 2所示。在不同浓度的 

锌离子刺激下，4  个基因(AFE_2435、AFE_2436、 
AFE_2437、AFE_2438  ) 的表达量均有所上调，且随 

着锌离子浓度的增加， 各基因上调的倍数也有所增加。 
AFE_2435和 AFE_2436上调最为明显， 1 mmol/L Zn 2+ 

刺激时，AFE_2435 上调了 16 倍，AFE_2436 上调了 
33 倍，而此时 AFE_2438 仅上调了 9 倍，AFE_2437 
仅上调了 3倍。当锌离子浓度增加到 10 mmol/L时， 
AFE_2435上调的倍数高达 230倍，AFE_2436上调的 

倍数为 270倍，AFE_2438上调的倍数为 77倍，虽然 

此时 AFE_2437 的表达量也有所增加，但是与其他  3 
个基因相比较，AFE_2437 的上调幅度较小，当锌离 

子浓度为 10 mmol/L时仅上调了 5倍。当锌离子浓度 

为 100 mmol/L时，4个基因的表达量与未加锌离子刺 

激的基因表达量相比较，均呈现出明显的上调趋势， 
AFE_2435 上调了  442 倍,  AFE_2436 上调了  512 倍, 
AFE_2437上调了 22倍, AFE_2438上调了 321倍。 

图  2  不同锌离子刺激条件下  AFE_2435、AFE_2436、 

AFE_2437、AFE_2438的差异表达 

Fig.  2  Differential  expressions  of  genes  (AFE_2435, 

AFE_2436,  AFE_2437  and  AFE_2438)  under  different  Zn 2+ 

concentrations 

2.3  生物信息学分析 

本研究对实验中涉及到的  4 个基因(AFE_2435、 
AFE_2436、AFE_2437、AFE_2438) 以及其编码的蛋 

白进行了相关的生物信息学分析。在此将它们所编码 

的蛋白分别命名为：ZnuB1Af 、ZnuB2Af 、ZnuCAf  和 
ZnuAAf。通过对  4 个基因进行开放阅读框的找寻以及 

等电点和分子量的计算可知：基因 AFE_2435 的开放 

阅读框的长 810  bp；它所编码的蛋白 ZnuB1Af 的相对 

分子质量为  28  572.27  Da，等电点为  10.1。基因 
AFE_2436含有一个长为 891  bp开放阅读框；它所编 

码的蛋白 ZnuB2Af 的相对分子质量为 30 704.72 Da， 等 

电点为 9.04。 基因 AFE_2437的开放阅读框长 825 bp， 
ZnuCAf 的相对分子质量为  29  068.60  Da，等电点为 
6.66。而基因  AFE_2438 的开放阅读框的长度为  513 
bp， 其编码的蛋白 ZnuAAf 的相对分子质量为 31 739.21 
Da, 等电点为 8.51。 

为了更进一步了解这 4 个蛋白所行使的功能，还 

对 ZnuB1Af 等 4 个蛋白进行了亚细胞结构定位、跨膜 

结构域分析以及保守区域的分析。结果表明：ZnuB1Af 
与 ZnuB2Af 均位于质膜上，其中 ZnuB1Af 有 6次跨膜， 
ZnuB2Af 有  7 次跨膜，保守区域分析表明  ZnuB1Af 与
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ZnuB2Af 含有相同的保守区域 cd06550，该保守区域是 
TM_ABC_iron­siderophores_like  super  family 所特有 

的； ZnuCAf 也位于细胞质膜上，但是它并不存在跨膜 

结构域，经比对发现  ZnuCAf  的保守区域与  P­loop 
NTPase  surper  family 家族中的蛋白高度相似，而且 
ZnuCAf  还具有与该家族蛋白相同的保守基序 
(­LSGGQ)；ZnuAAf 是 4个蛋白中唯一一个位于周质空 

间上的蛋白，它也不存在跨膜结构域，它的保守区域 

与 TroA­like family中的保守区 cd01020高度相似。 

3  讨论与分析 

本实验中，对 At.  ferrooxidans  DC中 4个与锌离 

子转运相关的基因(AFE_2435、 AFE_2436、 AFE_2437、 
AFE_2438)进行了克隆、测序，并应用实时荧光定量 
PCR(RT­qPCR) [22−24] 技术来检测不同浓度锌离子刺激 

下这 4 个基因的相对表达量。实验中所选用的内参基 

因为 16S rRNA。虽然近年来有研究认为，在某些情况 

下以 16S  rRNA 作为内参基因校正基因的相对表达量 

时可能存在误差 [25] ，但是在本实验中 16S  rRNA在不 

同锌离子环境中的表达量均相对稳定， 因此可以作为内 

参基因。RT­qPCR 结果表明，对于锌离子的胁迫，这 
4个基因都具有很强的敏感性，在较低浓度(1 mmol/L) 
刺激时, AFE_2435和 AFE_2436的反应较大，分别上 

调了 16倍和 33 倍数；随着锌离子浓度的升高，其它 

两个基因的表达量也出现了明显的上调趋势，当锌离 

子刺激浓度达到 100 mmol/L时， AFE_2437上调了 22 
倍，AFE_2438 上调了 321 倍，而此时 AFE_2435 和 
AFE_2436 的上调倍数分别达到了 442 倍和 512 倍。 

此实验数据表明， At. ferrooxidans DC中的这 4个基因 
(AFE_2435,  AFE_2436,  AFE_2437,  AFE_2438) 对于 

锌离子的胁迫非常敏感。这 4 个基因可能与其能够耐 

受较高浓度的锌离子有着密切的关系。 

生物信息学的分析结果表明：基因 AFE_2435 和 
AFE_2436 所编码的蛋白 ZnuB1Af 与 ZnuB2Af 与位于质 

膜上的铁载体蛋白有着相同的保守区域，这个家族中 

的蛋白通常是作为ABC转运子 [26] 的一个组件而存在。 
ZnuCAf  的保守区域属于 P­loop NTPase surper family， 

该家族中的蛋白含有 ATP 或者 GTP 的结合位点，它 

们与 iron­siderophores uptake family拥有共同的祖先， 

这两个家族中的蛋白都与锌离子、锰离子、铁离子的 

转运密切相关。ZnuAAf 属于 TroA­like family，这个家 

族中的蛋白在  ABC 转运子转运金属离子的过程中担 

当金属离子的受体。综上所述，可以推断在  At. 

ferrooxidans  DC  转运锌离子的过程中，ZnuB1Af 、 
ZnuB2Af、 ZnuCAf、  ZnuAAf 共同组成了一个转运  Zn 2+ 

的 ABC 转运子，其中 ZnuAAf 主要负责在周质空间中 

绑定锌离子，ZnuB1Af 和 ZnuB2Af 作为透性酶负责锌离 

子向细胞内的运输， ZnuCAf 作为 ATP结合蛋白为此过 

程提供能量。 

4  结论 

1) 首次鉴定了 At. ferrooxidans DC中与 Zn 2+ 转运 

相关的 4个 ATP­binding cassette (ABC) transporter  基 

因。 
2) 在不同浓度锌离子刺激下， At. ferrooxidans DC 

中 的 这  4  个  ABC  transporter  基 因 (AFE_2435, 
AFE_2436,  AFE_2437,  AFE_2438)的相对表达量均呈 

上调趋势， 说明这 4个 ABC transporter 基因对于锌离 

子的胁迫非常敏感。 
3)  经生物信息学分析可知基因  AFE_2435  和 

AFE_2436所编码的蛋白是位于细胞质膜上的透性酶， 

基因 AFE_2437 编码的蛋白也位于细胞质膜上，是一 

种 ATP结合蛋白，而基因 AFE_2438编码位于周质空 

间的锌离子结合蛋白，这 4 个基因共同组成了一个与 

锌离子转运有关的 ABC转运子。 
4) 推断  At.  ferrooxidans  DC 中的这  4 个  ABC 

transporter  基因(AFE_2435、AFE_2436、AFE_2437、 
AFE_2438)对于其能够耐受较高浓度的锌离子刺激有 

着密切的关系。 
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