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嗜酸氧化亚铁硫杆菌中金属转运基因的克隆与差异表达 
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(中南大学 资源加工与生物工程学院 教育部生物冶金重点实验室，长沙  410083) 

摘 要：嗜酸氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans，At. ferrooxidans)广泛应用于铜、锌、锰和镉等金属离 

子的生物浸出，浸出液中含有大量的金属离子。研究 At.  ferrooxidans DC菌株在金属离子胁迫下金属转运基因的 

相对表达， 测定 At. ferrooxidans DC对Mn 2+ 、 Zn 2+ 和 Cd 2+ 的最大耐受浓度。 应用 RTqPCR技术分析 At. ferrooxidans 
DC中 4个金属转运基因(afe_0671、afe_0674、afe_1143和 afe_1144)在Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 胁迫下的差异表达。利 

用 BLAST 等生物学软件对各基因及其编码的蛋白进行生物信息学分析。结果表明：At.  ferrooxidans  DC 菌株对 
Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 的最大耐受浓度分别是 0.38、0.18和 0.08 mol/L；在Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 胁迫下，目标基因的表 

达均上调，且随着金属离子浓度的增加，上调倍数升高；生物信息学分析表明目标基因编码为与金属转运相关的 

膜蛋白；在 At. ferrooxidans DC中，目标基因编码的蛋白与Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 的转运密切相关。 
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Abstract: At. ferrooxidans were widely used in bioleaching of copper, zinc, manganese, cadmium, and so on. There were 
large quantities of metal ions in the bioleaching extract. The relative expression of metal transport genes was investigated 
when At. ferrooxidans were cultured in the presence of metal ions, the foundation for studying the molecular mechanism 
of At.  ferrooxidans  tolerated high concentration of metal  ions was  established. The  tolerance  levels of At.  ferrooxidans 
DC to Mn 2+ , Zn 2+ and Cd 2+ were determined. RTqPCR were employed to study the differential expression of four metal 
transport genes (afe_0671, afe_0674, afe_1143 and afe_1144) in At.  ferrooxidans strain DC cultured in  the presence of 
Zn 2+ ,  Mn 2+  and  Cd 2+ .  And  then,  the  target  genes  and  proteins  encoded  by  the  four  genes  were  analyzed  by BLAST 
bioinformatics software. The results show that the tolerance levels of At. ferrooxidans DC to the stress of Mn 2+ , Zn 2+ and 
Cd 2+ are 0.38, 0.18 and 0.08 mol/L, respectively. The differential expressions of the target genes increase under the stress 
of Mn 2+ ,  Zn 2+  and  Cd 2+ .  The  bioinformatics  analysis  shows  that  the  proteins  encoded  by  target  genes  are  membrane 
proteins involving in metal transport. These results suggest that the proteins encoded by target genes may be involved in 
Mn 2+ , Zn 2+ and Cd 2+ transport in At. ferrooxidans DC. 
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At.  ferrooxidans 是一种以亚铁、硫粉或者金属硫 

化物作为能源物质的革兰氏阴性、化能自养和嗜酸的 

中温浸矿菌 [1] ，工业上广泛应用于铜、锌、镍、镉和 

其他金属离子的生物浸出 [2] 。在生物浸出过程中， 
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At.  ferrooxidans 经常遇到许多不利的环境变化，如生 

长环境温度升高、营养物质缺乏、pH值改变和有毒重 

金属的出现 [3] 。然而 At.  ferrooxidans对某些金属离子 

具有较强的抗性，研究发现向培养基中加入  600 
mmol/L 的  Zn 2+ 或者  200  mmol/L 的  Cu 2+ 之后，At. 
ferrooxidans仍然能够生长 [4] ，这使 At. ferrooxidans在 

回收铜或者锌等金属的生物浸出过程中具有广泛应用 

价值 [5] 。因此，研究这些微生物耐受高浓度金属离子 

的分子机制意义重大。 At. ferrooxidans DC菌株从中国 

广西大厂矿区的酸性矿坑水中分离出来，利用电感耦 

合等离子体原子发射光谱测定来自大厂矿区的矿坑水 

样品的元素组成，结果表明样品中含有多种元素，例 

如锰、锌、镉、铜、铁和硫等，其中锰、锌和镉含量 

分别是 815.9、1655.71和 56.13 mg/L [6−7] 。 

虽然锌和锰对于生物体来说是必需的微量元素， 

许多重要的功能蛋白和酶都需要锌作为其结构或者辅 

助因子 [8−9] 。但是，一旦体内锌离子的浓度过高，将会 

对呼吸链产生抑制从而对细胞造成毒害作用 [10−11] 。锰 

以几种不同的价态存在，作为蛋白辅因子时它在电子 

传递反应中起催化剂的作用。同时，锰是必需的金属 

酶的组分，包括依赖于Mn 2+ 的超氧物歧化酶。另外， 

锰是许多酶的激活剂，这些酶主要参与不同的代谢途 

径如  DNA 合成、糖代谢或者蛋白修饰等。与其他必 

需的过渡态金属一样，过量的锰对生物体也会产生毒 

害作用。因为锰和铁竞争共同的转运体和配体，锰毒 

性的经典效应是引起缺铁 [12] 。镉对于生物体来说是一 

种非必需的重金属元素，少量存在就对生物体造成很 

大的毒害作用。大厂矿区的浸矿液中金属离子的含量 

远远超出 At. ferrooxidans生长需要的微量元素，但是 
At. Ferrooxidans依然能很好地生长，说明它能够耐受 

很高浓度的金属离子。然而，至于是何种机制使  At. 
ferrooxidans具有如此高的抗锰、 锌和镉的能力至今仍 

不清楚。关于 At. ferrooxidans对金属的抗性研究集中 

在 Cu 2+ 、As 3+ 及 Ag + 的抗性机制，而关于其对Mn 2+ 、 
Zn 2+ 和 Cd 2+ 的抗性机制较少被报道。本文作者旨在通 

过研究金属转运基因在金属离子胁迫下的相对表达， 

说明金属离子转运基因编码的蛋白参与金属离子的转 

运，从金属离子转运方面研究 At. ferrooxidans耐受高 

浓度金属离子的分子机制。已发现的保护细胞免受高 

浓度 Zn 2+ 的毒害的外排系统有 3类：耐药结节分化家 

族 RND (Resistance, nodulation and division)， 多药物外 

排转运体、P型 ATP酶和阳离子扩散推动子 [13] 。几个 

转运体基因家族参与  Mn 2+ 的转运，包括阳离子/H + 反 

向转运体，与抗性相关的巨噬细胞蛋白转运体，阳离 

子促进扩散转运体家族和 P型 ATP酶 [14] 。CadA  P型 
ATP酶和 RND CzcCBA 复合物参与 Cd 2+ 的外排 [15] 。 

本文作者以  4  个金属转运基因 (afe_0671、 
afe_0674、afe_1143 和 afe_1144)作为目标基因，利用 

实时荧光定量  PCR  技术 [16−17] 验证它们在不同浓度 
Zn 2+ 、Mn 2+ 和 Cd 2+ 的胁迫下的相对表达，并采用生物 

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，为研究 At. ferrooxidans对金属离子的抗 

性机制奠定理论基础。 

1  实验 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种与培养基 

At.  ferrooxidans  DC 菌株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  菌株生长于  9K  基础培养 

基 [18] ，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提取试剂盒为 TIANamp  Bacteria  DNA  Kit 
(TIANGEN Inc.)， DNA凝胶回收试剂盒为 TIAgel midi 
purification Kit (TIANGEN)，PGMT平末端连接试剂 

盒 (TIANGEN  Inc.) ， RNA  提 取 试 剂 为  Trizol 
(Invitrogen)，RNA  纯化试剂盒为  Rneasy  mini  kit 
(Qiagen)，RNA反转录试剂盒为 Rever Tra Ace ® qPCR 
RT Kit (TOYOBO)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  DNA的提取及 4个基因的克隆测序 

细菌基因组提取使用  TIANamp  Bacteria  DNA 
Kit，以提取后的基因组为模板扩增目标基因。PCR扩 

增条件为：预变性 94 ℃，3 min；变性 94 ℃，40 s； 

退火 60 ℃，45 s；延伸 72 ℃，90 s，共 32个循环； 

最后 72 ℃延伸 10  min。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳 

检测后切胶纯化目的片段， 将纯化后的 PCR产物平末 

端加A之后连接到PGMT载体转化到Escherichia coli 
DH5α感受态细胞中， 重组菌在 LB平板上过夜培养之 

后挑取阳性克隆子做穿刺管培养12 h后送去上海生物 

工程公司测序。实验中所用到的引物均在表 1中。
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1.2.2  At.  ferrooxidans  DC菌株对Mn 2+ 、Zn 2+ 及 Cd 2+ 

最大耐受浓度的测定 

根据预实验的结果，本研究中选用  0.32、0.34、 

0.36和 0.38 mol/L的Mn 2+ ， 0.06、 0.1、 0.14和 0.18 mol/L 

的 Zn 2+ 及 0.04、0.06和 0.08 mol/L的 Cd 2+ 作为胁迫环 

境。将 At.  ferrooxidans  DC菌株接种至加入不同浓度 

的 Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 的 9K 培养基中，起始菌浓度均 

为 5×10 6 cell/mL，30 ℃，170 r/min  摇床无菌培养。 

其中空白(Blank)是不接种不加入金属离子的生长条 

件，0 mol/L是接种但不加入金属离子的生长条件。每 

24 h 测定培养液的 pH值，测定 10 d。 

1.2.3  At. ferrooxidans DC菌株的生长条件 

根据最大耐受浓度的测定，本研究中选用  0.1、 
0.2、0.3和 0.4 mol/L的Mn 2+ ，0.04、0.08、0.12和 0.16 
mol/L的 Zn 2+ 以及 0.04和 0.08 mol/L的 Cd 2+ 作为刺激 

环境。首先将 At.  ferrooxidans  DC菌株接种至 9 K培 

养基，培养至对数期时离心收集菌种(4 ℃，10 min， 
12 000 r/min)，然后将所收集的菌接种于含有 0、0.1、 
0.2、0.3和 0.4 mol/L Mn 2+  和 0、0.04、0.08、0.12和 
0.16 mol/L Zn 2+ 及 0.04、0.08 mol/L Cd 2+ 的 9 K培养基 

中，使菌的起始浓度均为 5×10 7 cell/mL，短暂培养之 

后，离心收集菌种，马上进行 RNA提取。 

1.2.4  RNA的提取与 cDNA的合成 

采用 Trizol一步法提取总 RNA，用 RNeasy  mini 

kit  (Qiagen)纯化总 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  Rever  Tra 
Ace ® qPCR RT Kit  (TOYOBO)，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 

样品浓度均稀释至 200 mg/L，于−20℃保藏备用。 

1.3  RTqPCR 
1.3.1  标准样品的制备 

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，琼脂糖凝胶电泳，切下目的 

条带采用凝胶回收试剂盒进行纯化。然后将纯化后的 

PCR产物进行 10 倍梯度稀释, 取 10 3 ~10 9 做标准品用 

于制备标准曲线, 做 7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 30个循环；最后 72℃延伸 5 

min。 

1.3.2  实时荧光定量 PCR 

RTqPCR的反应程序如下：预变性 95℃，3 min； 

变性 95℃，30 s；退火 58℃，30 s；延伸 72℃，30 s， 

共 40个循环；退火 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 [19] ， 阴性对照不加任何模板。 

实时荧光定量  PCR 的引物如表  2  所列，数据采用 

Expression  Macro™  Version  1.1  (http://www. 

genequantification. info/ )软件进行处理。 

1.3.3  生物信息学分析 

用BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/blast/Blast.cgi) 

进行相似性搜索。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/cgibin/  pi_tool)进 

行蛋白质等电点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/ 

TMHMM2.0/)做蛋白质的跨膜分析。NCBI  conserved 

domains(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrp 

sb.cgi) [20] 寻找蛋白的保守区域。 

表 1  常规 PCR引物 

Table 1  Primers used in regular PCR 

Gene  Annotated function  Primer sequence (5′3′)  Amplicon length (bp) 

afe_0671  heavy metal efflux pump, CzcA family 
F: ATGTCCGTTAGGGCGATCATG 

R: TCACCGCAGGCCCAATCGCCG 
3 114 

afe_0674  heavy metal efflux system protein 
F: ATGAAACGTTTTTATTTCAG 

R: TCATTGTCTGACCGGCGTG 
363 

afe_1143  heavy metal efflux transporter, MFP subunit 
F: ATGAAGTCACGCAACGGGATC 

R: TTAATCATGAGCCTGCCCTC 
1 320 

afe_1144  heavy metal efflux pump,CzcA family 
F: ATGATTAAAGCGATTATGCG 

R: TCAGTGCAGGCCCAATCGC 
3 111
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表 2  用于 RTqPCR的目标基因的引物 

Table 2  Primers used for RTqPCR of targeted genes 

Gene  Primer sequence (5′3′) 
Amplicon 

length (bp) 

F: GCCCGTAATCTGGTACTCCA 
afe_0671 

R: TTGGGCCAGATTCAAAGTTC 
150 

F: GCCACGCTTCCGGCTTAT 
afe_0674 

R:TCGGGATTGATGCTGTTGATTT 
118 

F: CGCCCAGTTCCTGCTTTA 
afe_1143 

R: CCTGACCCATGTTCATCCC 
113 

F: GCCCTGCTCCTTTACTTCAA 
afe_1144 

R: ACCGCCACCGATAACTTGTA 
128 

F: AGAACCTTACCTGGGCTTGA 
16S RNA 

R: CGCTCGTTGCGGGACTTA 
136 

2  结果与讨论 

2.1  4个基因的克隆测序 

以 At.  ferrooxidans  DC基因组为模板通过扩增和 

克隆得到 afe_0671、afe_0674、afe_1143 和  afe_1144 
基因片段，说明 At.  ferrooxidans  DC 菌株中含有这 4 
个基因。各基因的测序结果经  BLAST 序列比对，结 

果显示与 At.  ferrooxidans ATCC 23270中对应的基因 

的序列相同， 说明这 4个基因编码的蛋白的功能与 At. 
ferrooxidans ATCC 23270菌株中对应的基因编码的蛋 

白的功能可能相同。 

2.2  At.  ferrooxidans  DC 菌株对Mn 2+ 、Zn 2+ 及 Cd 2+ 

最大耐受浓度的测定 

实验结果表明不加入金属离子时，培养 10 d后， 

培养液的 pH值从 2.0降为 1.18。 加入不同浓度的金属 

离子之后培养液的  pH 值变化受到不同程度的抑制， 

且随着金属离子浓度的增加，pH值变化越小。本研究 

中 At.  ferrooxidans  DC菌株是以硫粉作为能源物质， 

培养液 pH 值变化越小，说明 DC 菌株的生长被抑制 

作用越强。图 1 所示为不同金属离子浓度下 pH 值的 

变化曲线。从图 1(a)可以看出，当Mn 2+ 的浓度为 0.32 
mol/L， 培养 10 d后， 培养液的 pH值从 2.0降为 1.41， 

说明 DC菌株的生长明显的被抑制；当Mn 2+ 的浓度为 
0.38 mol/L，培养 10 d后，培养液的 pH值降为 1.85， 

培养液的 pH值变化很小， DC菌株的生长几乎完全被 

抑制，所以 At. ferrooxidans DC菌株对Mn 2+ 的最大耐 

受浓度是 0.38  mol/L。由图 1(b)可看出，当 Zn 2+ 的浓 

度为 0.06 mol/L时，培养 10 d后，培养液的 pH值从 

2.0降为 1.25，At.  ferrooxidans DC菌株的生长较小的 

被抑制； 当 Zn 2+ 的浓度为 0.18 mol/L时， 培养 10 d后， 

培养液的 pH值没有变化，At. ferrooxidans DC菌株的 

生长完全被抑制， 所以 At. ferrooxidans DC菌株对 Zn 2+ 

的最大耐受浓度是 0.18  mol/L。由图 1(c)可看出，当 
Cd 2+ 的浓度是 0.04 mol/L时，培养 10 d后，培养液的 
pH值降为 1.28， DC菌株的生长较小的被抑制； 当Cd 2+ 

的浓度是 0.08  mol/L时，培养 10  d后，培养液的 pH 

图 1  不同金属离子浓度下 pH值变化曲线 

Fig.  1  pH  change  curves  at  different  metal  ions 

concentrations: (a) Mn 2+ ; (b) Zn 2+ ; (c) Cd 2+
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值降为  1.93，DC 菌株的生长几乎完全被抑制，所以 
At.  ferrooxidans  DC  菌株对  Cd 2+ 的最大耐受浓度是 
0.08 mol/L。 

以硫粉作为能源物质时， At. ferrooxidans DC菌株 

对Mn 2+ 、 Zn 2+ 及 Cd 2+ 的最大耐受浓度分别是 0.38、 0.18 
和 0.08  mol/L。实验结果表明，Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 对 
DC 菌株毒害作用由大到小顺序依次为  Cd 2+ 、Zn 2+ 、 
Mn 2+ 。3 种离子对 DC 菌株毒害作用大小不同包含两 

方面的原因，一方面是 3种金属离子本身的毒性大小 

不同；另一方面是 DC 菌株对这 3 种金属离子的解毒 

机制不同。锌和锰对于生物体来说是一种必需的微量 

元素，低浓度时有利于细菌的生长，其浓度超过正常 

生理浓度时就会产生毒害作用，抑制细菌的生长。而 

镉对于生物体来说是一种非必需的元素，只要存在就 

会对细菌产生毒害作用 [21] ，所以  Cd 2+ 对  At. 
ferrooxidans DC菌株的毒害作用最大。生物体有 5种 

基本的机制即有毒金属离子外排、酶的转变、胞内胞 

外的隔离、通过透性屏障的外排和降低细胞内靶部位 

的敏感性保护细胞免受金属离子毒害 [22] 。 At. 
ferrooxidans 中存在许多金属抗性基因和金属离子转 

运体基因，这些基因编码的蛋白可能参与金属离子的 

解毒过程。 

2.3  不同浓度 Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 刺激下金属转运基 

因的相对表达 

实时荧光定量 PCR后，溶解曲线峰带单一，没有 

杂峰出现，说明引物的特异性较好；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(P＜0.05)。经内参基因 

校正，在Mn 2+ 刺激下各基因的相对表达量如图 2(a)所 

示，在低浓度Mn 2+ (0.1 mol/L)刺激下，其中的 3个基 

因(afe_0671， afe_1143和 afe_1144)的表达量分别上调 
1.99、3.42 和 2.12 倍，afe_0674 的表达量没有上调； 

在高浓度Mn 2+ (0.4 mol/L)刺激下，4个基因(afe_0671， 
afe_0674，afe_1143 和  afe_1144)的表达量分别上调 
437.66、743.86、301.14 和 676.54 倍。在 Zn 2+ 刺激下 

各基因相对表达量如图 2(b)所示，在低浓度 Zn 2+ (0.04 
mol/L)刺激下， 4个基因(afe_0671， afe_0674， afe_1143 
和 afe_1144)的表达量分别上调 1.3、1.32、4.13和 5.7 
倍；在高浓度  Zn 2+ (0.16  mol/L)刺激下，4  个基因 
(afe_0671，afe_0674，afe_1143和 afe_1144)的表达量 

分别上调 237.78、85.49、227.41和 149.29倍。在 Cd 2+ 

刺激下各基因的相对表达量如图  2(c)所示，在低浓度 
Cd 2+ (0.04 mol/L)刺激下， 4个基因(afe_0671、 afe_0674， 

afe_1143和 afe_1144)的表达量分别上调 3、3.29、 5.02 
和 6.06倍；在高浓度 Cd 2+ (0.08 mol/L)刺激下，4个基 

因(afe_0671、afe_0674、afe_1143和 afe_1144)的表达 

量分别上调  6.08、12.32、18.55 和  32.03 倍。从图  2 
中可以看出，在不同浓度的Mn 2+ 、Zn 2+ 及 Cd 2+ 的刺激 

下， 4个基因(afe_0671、 afe_0674、 afe_1143和afe_1144) 
的表达量的表达量均上调，且随着Mn 2+ 、Zn 2+ 及 Cd 2+ 

浓度的增加，各基因上调的倍数升高。实验数据表明 

图 2  不同金属离子浓度刺激下金属转运基因的差异表达 

Fig. 2  Differential expression of metal  transport genes under 

different metal ions concentrations: (a) Mn 2+ ; (b) Zn 2+ ; (c) Cd 2+
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At.  ferrooxidans  DC  菌株中这  4  个基因(afe_0671、 
afe_0674、afe_1143 和  afe_1144)对于  Mn 2+ 、Zn 2+ 及 
Cd 2+ 的胁迫非常敏感，且随着金属离子浓度的增加， 

其表达量上调倍数升高，说明它们可能与Mn 2+ 、Zn 2+ 

及 Cd 2+ 的转运密切相关。 
MOORE和HELMANN [23] 认为在金属离子有限的 

条件下金属离子和螯合复合物通过主动运输转运至体 

内；相反的，当金属离子积累到超过生理需求时，金 

属螯合或者外排系统就会被诱导。另外，NAVARRO 
等 [19] 认为随着金属离子浓度的增加基因表达量升高， 

编码外排系统的基因被诱导。在金属离子刺激下，4 
个基因(afe_0671、afe_0674、afe_1143和 afe_1144)的 

表达量上调，且随着金属离子浓度的增加，上调倍数 

增加，推测这 4 个基因编码的蛋白的作用可能是外排 

金属离子或者参与金属离子的外排。虽然 afe_0671和 
afe_1144编码的蛋白被报道特异性的转运 Zn 2+[24−25] ， 

但是 afe_0671、afe_1143和 afe_1144的表达量也被报 

道在 Cu 2+ 的刺激下上调 [2, 19] ，说明 afe_0671、afe_1143 
和 afe_1144所编码的蛋白也与 Cu 2+ 的转运相关。 结合 

以前的报道推测，afe_0671、afe_1143 和 afe_1144 所 

编码的蛋白可能参与 Zn 2+ 、 Mn 2+ 、 Cu 2+ 和 Cd 2+ 的外排； 
afe_0674编码的蛋白可能参与 Zn 2+ 、Mn 2+ 及 Cd 2+ 的外 

排，至于其是否参与 Cu 2+ 的外排还没有报道过。这些 

基因编码的蛋白是否参与其他的金属离子的转运，还 

有待实验证明。 

在 At.  ferrooxidans ATCC 23270的全基因组中， 
afe_0671编码重金属外排系统蛋白，afe_1143编码重 

金属外排转运体，MFP(Membrane  fusion  protein) 
subunit，afe_0671 和 afe_1144 基因编码属于 CzcA 家 

族的重金属外排泵蛋白。细菌中  CzcA  是复合物 
CzcCBA  的组分，化学渗透复合物  CzcCBA  是由 
CzcC(小的外膜蛋白)，CzcB(连接 CzcA 与 CzcC 形成 

一个连续的从细胞质到胞外通道的周质耦合蛋白)和 
CzcA(一个大的内膜蛋白)组成一个内外膜通道。 另外， 

作为离子/质子交换载体外排  Cd 2+ 、Zn 2+ 和  Co 2+ 的 
CzcCBA复合物是金属抗性家族 RND的一个成员 [26] 。 

属于 CzcA 家族的外排镉、锌、钴的重金属外排泵负 

责金属的解毒。克隆实验结果显示，At.  ferrooxidans 
DC 中的这 4 个基因的序列与 At.  ferrooxidans  ATCC 
23270 中对应的基因的序列相同，说明这 4 个基因编 

码的蛋白的功能与 At.  ferrooxidans ATCC 23270菌株 

中对应的基因编码的蛋白的功能可能相同。在标准菌 

株中，这 4个基因编码的蛋白的功能被推测为参与金 

属离子的外排，所以，在 At. ferrooxidans DC中，这 4 
个基因编码的蛋白的功能也是参与金属离子的外排， 

验证了本文作者的推测。 

为了进一步验证本文作者的推测，采用生物信息 

学的手段对这 4个基因(afe_0671、afe_0674、afe_1143 
和 afe_1144)及其编码的蛋白进行分析。 基因 afe_0671 
的开放阅读框架的长度为 3114 bp， 编码一个相对分子 

量为 112324.22  Da、等电点为 9.18 的 12 次跨膜的膜 

蛋白，该蛋白的保守序列是 COG3696，被称为假定的 

银外排泵， 主要参与无机离子的转运与代谢； afe_0674 
基因的开放阅读框架的长度为  363bp，编码一个相对 

分子量为 12701.82  Da，等电点为 9.73 的蛋白，它的 

保守区域是  cl02363，被称为  CusF(Copper  binding 
periplasmic protein )。在大肠杆菌中 CusF是参与铜和 

银抗性的周质蛋白，CusF形成一个由 5条链组成的 β 
桶状的  OB(Oligonucleotide/oligosaccharide  binding)折 

叠。Cu 2+ 结合到 CusF保守的 H36、M47 and M49残基 

上；afe_1143基因的开放阅读框架的长度为 1320 bp， 

编码一个相对分子量为 47  204.05  Da、等电点为 9.64 
的膜蛋白，它的保守区域是  PRK09783，其功能还没 

有完全确定，暂时被称为  CusB(copper/silver  efflux 
system membrane fusion protein)。CusB连接内膜外排 

泵 CusA和外膜通道 CusC介导对铜和银的抗性， 晶体 

结构显示  CusB  具有多个金属离子结合位点 [27] ； 
afe_1144基因的开放阅读框架的长度为 3111 bp， 编码 

一个相对分子量为 112  374.33  Da、等电点为 9.34 的 
12 次跨膜的膜蛋白，它的保守区域是  COG3696，也 

被称为推测的银外排泵， 参与无机离子的转运和代谢。 

3  结论 

1) 在不同浓度  Zn 2+ 、Mn 2+ 和  Cd 2+ 的刺激下，以 

硫粉作为能源物质时，At.  ferrooxidans  DC  菌株对 
Mn 2+ 、Zn 2+ 、Cd 2+ 的最大耐受浓度分别是  0.38、0.18 
和 0.08 mol/L，且随着金属离子浓度的增加，DC菌株 

的生长受到的抑制作用越大。 
2) 实验结果表明：Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 对 DC菌株 

毒害作用由大到小的顺序依次为 Cd 2+ 、Zn 2+ 、Mn 2+ 。 
3) 在不同浓度 Mn 2+ 、Zn 2+ 和  Cd 2+ 的刺激下，At. 

ferrooxidans DC菌株的 4个基因(afe_0671、 afe_0674、 
afe_1143和 afe_1144)的相对表达量均呈上调趋势， 且 

随着金属离子浓度的增加，上调倍数增加，说明这  4 
个基因对于Mn 2+ 、Zn 2+ 和 Cd 2+ 的胁迫非常敏感，而且 

这  4  个基因的相对表达量与金属离子的浓度成正 

相关。

4)  随着金属离子浓度的增加，基因的表达量升
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高，编码外排系统的基因被诱导，由此推测这 4 个基 

因编码的蛋白可能参与金属离子的外排。结合以前的 

报道认为，afe_0671、afe_1143 和 afe_1144 编码的蛋 

白可能参与 Zn 2+ 、 Mn 2+ 、 Cu 2+ 及 Cd 2+ 的外排， afe_0674 
编码的蛋白可能参与 Zn 2+ 、Mn 2+ 及 Cd 2+ 的外排，至于 

其是否参与 Cu 2+ 的外排还没有报道过。 
5) 生物信息学分析表明， 这 4个基因编码的蛋白 

转运金属离子或者参与金属离子的转运。基因 
afe_0671和 afe_1144编码的蛋白是参与金属离子转运 

的多次跨膜蛋白，基因 afe_1143编码的蛋白是位于细 

胞质膜上的金属离子转运体蛋白，基因 afe_0674编码 

的蛋白是一种参与 Cu 2+ 及 Ag 2+ 转运的蛋白。 
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