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氧化亚铁硫杆菌中磁小体形成相关基因 mpsA 
在不同铁源刺激下的差异表达 

 
刘新星，刘文斌，闫  颖，武海艳，邱冠周 

 
(中南大学 资源加工与生物工程学院，湖南 长沙，410083) 

 

摘  要：为研究氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)在胞内形成的电子致密的磁性颗粒的相关基因，对

氧化亚铁硫杆菌标准菌株 ATCC23270的全基因组的生物信息学进行分析，在 ATCC23270的全基因组上查找与趋

磁细菌中 mpsA基因的同源基因 ORF1622，并对其进行保守结构域、氨基酸序列比对以及蛋白质同源性分析。利

用反转录 PCR技术从转录水平研究mpsA基因在硫培养条件下分别用 20 mmol/L FeCl3和 FeSO4·7H2O刺激时的差

异表达以验证它们在磁小体形成过程中的作用。研究结果表明：ORF1622编码的蛋白含有 PRK05724结构域，与

mpsA序列相同度为 48%，与 acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha同源；氧化亚铁硫杆菌中的

mpsA 基因在转录层面的表达与亚铁有直接关系，并且氧化亚铁硫杆菌仅在亚铁培养下生成磁小体，因此，它与

氧化亚铁硫杆菌中磁小体的形成相关。 
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Abstract: The whole genome of the type strain Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 and the conserved domain 

and amino acid sequences as well as the protein identity of the target gene were analyzed. To obtain further knowledge of 

the magnetosomes formation mechanisms of Acidithiobacillus ferrooxidans in response to different kinds of Fe ions, 

temporal gene expression profiles were examined in cells subjected to 20 mmol/L FeCl3 and FeSO4·7H2O shock by using 

reserved transcript PCR. The results indicate that ORF 1622 of the ATCC 23270 is homologous with mpsA gene in 

magnetotactic bacteria and the expressions of ORF 1622 is related to Fe2+. According to the fact that the Acidithiobacillus 

ferrooxidans is able to synthesize intracellular magnetosomes when it grows on FeSO4, it can be supposed that the mpsA 

gene is related with the magnetosome formation in Acidithiobacillus ferrooxidans. 
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氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)由

Temple等[1]在 20世纪 50年代初发现并命名的。它是
生物冶金中的重要细菌之一。它可利用黄铁矿等矿物

中的硫和铁，从而使矿物分解，释放出包裹在其中的

贵金属，因此，广泛用于浸出各种金属硫化矿。刘新

星等[2]在氧化亚铁硫杆菌中发现了磁性颗粒。磁小体微 
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细，化学纯度高，结晶完美，大小均匀，且来自活体

细胞，具有良好的生物相容性，所以，它是一种理想

的生物纳米材料[3−6]。目前，Grunberg等[7−13]从蛋白质

和基因角度研究了磁小体的形成机理。Matsunaga等[14]

采用 SDS-PAGE方法在 Magnetospirillum sp. AMB-1

分离得到 mpsA 基因编码的蛋白。该基因编码为 1 个

长 317氨基酸的不含N末端细胞传输信号序列的蛋白

质，同源分析表明 mpsA蛋白与大肠杆菌乙酰-CoA羧

化酶的 α亚基具有 52%的同源性，并且具有 CoA的结

合域。尽管没有直接证据表明磁小体膜与细胞质膜相

连，但由于磁小体膜与细胞质膜组成大致相同，而据

Pfanner等[15]的报道，真核生物膜上 ADP-核糖基化作

用因子的酰基化引发膜内陷，并且脂酰-CoA能够刺激

细胞外高尔基泡出芽形成小囊泡，因此，Matsunaga

等[14]推测MpsA利用酰基CoA作为羧基受体从而转移

酰基给受体分子，通过酰基化引发细胞质内陷形成磁

小体膜包裹细胞内的 Fe3O4颗粒。 

由于对氧化亚铁硫杆菌中磁小体形成相关基因的

研究尚少，因此，本文作者通过生物信息学方法，在

氧化亚铁硫杆菌 ATCC23270 菌株中寻找得到与

AMB-1菌株中 mpsA基因的同源基因，并利用反转录

PCR 方法研究该基因在硫单质培养条件下用 Fe2+和

Fe3+刺激的差异表达，探索氧化亚铁硫杆菌形成磁小

体相关基因，以便为研究氧化亚铁硫杆菌中磁小体形

成的相关机理打下基础。 

 

1  实验材料与方法 

 

1.1  材  料 

1.1.1  菌种与培养基 

A.ferrooxidans ATCC 23270由美国菌种保藏中心

(American Type Culture Collection，ATCC)生产。 

采用美国模式菌种保藏中心 ATCC medium 2039

培养基配方。 

能源是质量浓度为 10 g/L 的硫粉，铁源分别为

FeSO4和 FeCl3。所有试剂均为分析纯。 

1.1.2  其他试剂 

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)和

随机引物(Invitrogen)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  氧化亚铁硫杆菌中 mpsA 基因的生物信息学  

分析 
A.ferrooxidans ATCC 23270全基因组序列及其部

分注释从 The institute for genome research(tigr)网获
得，采用 tigr 网基因组分析工具 BLAST 寻找
A.ferrooxidans ATCC 23270上与趋磁细菌中mpsA基因
的同源基因。采用 Gene Runner软件分析获得目标基
因的开放阅读框(ORF)，进行目标蛋白保守结构域分
析。目标蛋白与趋磁细菌中同源蛋白氨基酸序列比对

结果通过 Gene Doc软件获得。在 National Center for 
Biotechnology Information(NCBI)进行两序列的同源性
分析。 
1.2.2  氧化亚铁硫杆菌中 mpsA基因的引物设计 
根据 BlastN比对得到同源基因序列，利用 Primer 

5.0 软件设计基因特异引物 mpsA1 5′-GGCTATTAT- 
CGGCGGTCTGGC-3′和 mpsA2 5′-GCTCCGGGCG- 
TATCAATGAAC-3′。两引物间重叠区为 201bp。 
1.2.3  ATCC23270培养条件及生长曲线测定 
取对数期 ATCC23270菌种接于 2 L培养基中，调

至 pH=2.0，以 1%(质量分数)硫单质为能源，在转速
为 180 r/min的摇床中培养，温度为 30 ℃。用血球计
数板在光学显微镜下直接观察计数菌液中细菌浓度，

如未有特别说明，所有实验均重复 3次。 
1.2.4  不同铁源处理后 RNA的提取纯化及反转录 
当细菌培养至对数期后，将培养好的细菌等量分

成 3 组，其中：第 1 和第 2 组分别加入 FeCl3，

FeSO4·7H2O(终浓度为 20 mmol/L)在培养条件下进行
刺激；第 3组以无铁刺激硫培养细菌作为空白对照，
刺激 1 h后，每组取 300 mL培养液(温度为 4 ℃)过滤
除去硫粉后，立即冷冻、离心，收集菌体，剩余培养

液继续培养至稳定期收集菌体，以备透射电子显微镜

观察磁小体颗粒形成情况所用。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 浓度和纯度。以总 RNA 中
mRNA 为模板，反转录合成 cDNA，用 NanoDrop 微
量分光光度计测定其浓度，将 3个 cDNA样品浓度均
调至 200 mg/L，于−20 ℃冷藏备用。反转录采用
Invitrogen公司 SuperScriptTMⅡ反转录酶和随机引物，

具体反应条件参见试剂盒操作手册。 
1.2.5  反转录 PCR 反应检测硫培养时不同铁源刺激

下的差异表达 
分别以 3组样品的 cDNA为模板，采用本文设计

引物对扩增基因片段。PCR 程序为：于 94 ℃解链    
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4 min；于 94 ℃解链 20 s，于 60 ℃退火 20 s，于 72 ℃
延伸 30 s，共 30个循环；于 72 ℃解链 8 min。采用
纯化后 RNA 作为模板为阴性对照。PCR 反应后，用
1%琼脂糖凝胶电泳检验不同铁源胁迫下各基因的表
达情况。 
1.2.6  不同培养条件下磁小体形成情况 
用异戊醛固定收集后的菌体，并进行超薄切片(70 

nm)，将切片置于透射电镜下(JEM1230，电压 80 kV)，
观察比较不同铁源刺激后和缺铁条件下单质硫培养时

菌体内磁小体颗粒数量。 
 

2  结果与分析 
 
2.1  ATCC23270 与 AMB-1mpsA 基因编码蛋白比对

结果 
用 AMB-1菌株的 mpsA基因与 ATCC23270的全

基因组进行比对得到同源的核酸序列，为 tigr 网站
ATCC23270 的全基因组上编号为第 1622 号的基因。
该基因全长 951bp，编码 1个长 316氨基酸的蛋白质。
对该基因编码的蛋白质进行保守结构与分析，结果如

图 1所示。用此蛋白与 AMB-1 mpsA基因编码的蛋白
质进行同源性比较，结果显示：同源性为 48%(图 2)
与 acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit 
alpha同源。 
2.2  ATCC23270硫单质培养生长曲线的测定 

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC23270硫单质 

培养生长曲线如图 3所示。图 3表明：ATCC23270在
以硫单质为能源时对数期较长。在接种后第 8 d提取
总 RNA，以研究 mpsA基因在不同铁源刺激下的差异
表达。 
2.3  总 RNA质量 
细菌总 RNA电泳分析结果如图 4所示。23S rRNA

与 16S rRNA条带完整、清晰，表明总 RNA提取纯化
过程中无明显的 RNase作用导致的降解，经 NanoDrop
微量分光光度计检测，在波长为 260 nm和 280 nm处的
消光系数OD260和OD280比值为 1.90~2.00，样品的纯度
较高。总 RNA的纯度与完整性均良好，mRNA无降解。 
2.4  不同铁源刺激下氧化亚铁硫杆菌mpsA基因的差

异表达情况 
反转录 PCR产物的琼脂糖电泳图谱如图 5所示。

从图 5 可知：当 ATCC23270 在以硫单质为能源时，
mpsA基因在不同铁源刺激下具有表达差异；mpsA基
因在 Fe2+刺激下于 cDNA上有表达，而 Fe3+刺激以及

不加铁刺激时均无表达。PCR 产物约为 200bp，与引
物设计的 201bp重叠区长度一致，所得 PCR产物为目
标产物。这说明氧化亚铁硫杆菌中 mpsA 基因的表达
是与 Fe2+相关的，与硫单质以及 Fe3+无关。 
2.5  不同培养条件下磁小体生成情况 
透射电子显微镜结果如图 6所示。从图 6可知：

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 在 Fe2+刺激

硫培养时能生成电子致密的磁性颗粒(图 6(c))，而在无
铁刺激硫培养(图 6(a))和 Fe3+刺激硫培养时(图 6(b)) 
均没有电子致密颗粒形成。 

 

 
图 1  与 mpsA同源的 ORF1622保守结构域分析 

Fig.1  Conserved domain analysis of ORF1622 
 

 
图 2  ATCC23270中 ORF1622编码蛋白与 AMB-1 mpsA蛋白氨基酸序列比对结果 

Fig.2  Amino acid sequences alignment between ORF1622 and mpsA in ATCC23270 
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图 3  Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC23270硫单质培养

生长曲线 
Fig.3  Growth curve of Acidithiobacillus ferrooxidans  

ATCC 23270 
 

 
lane M为 marker，lane 1为 Fe2+刺激 1 h总 RNA，lane 2为

Fe3+刺激 1 h总 RNA 
图 4  总 RNA电泳图 

Fig.4  Gel analysis of total RNA 
 

 
lane1为无铁刺激硫培养，lane 2为 Fe3+刺激，lane 3为 Fe2+

刺激，lane 4为阴性对照，lane M为 100bp marker，目标片
段长度为 200bp 

图 5  mpsA基因 RT-PCR产物电泳图谱 
Fig.5  RT-PCR analysis of different Fe ion shock response of 

mpsA gene 

 

 
(a) 无铁刺激硫；(b) Fe3+刺激硫；(c) Fe2+刺激硫； 

箭头所示黑色电子致密颗粒为磁小体 
图 6 不同铁源刺激硫培养条件下 Acidithiobacillus 

ferrooxidans ATCC 23270超薄切片透射电镜照片 
Fig.6  Transmission electron micrograph images of 

thin-sectioned Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
cells under different Fe ion shocks 

 

3  结  论 
 

a. 在氧化亚铁流杆菌 ATCC23270 的全基因组上
找到了趋磁细菌Magnetospirillum sp.AMB-1菌株中磁
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小体合成基因 mpsA 的同源基因，并将两基因编码的
蛋白进行比对，相似性高达 48%。 

b. ATCC23270菌株中 mpsA基因在硫单质培养条
件下，在 Fe2+刺激下有表达，而 Fe3+刺激以及不加铁

刺激时均无表达。这说明 mpsA 基因与氧化亚铁硫杆
菌中亚铁的代谢相关，这与 ATCC23270 中磁小体的
形成与亚铁相关而与硫单质及三价铁无关的现象相  
一致。 

c. 由于 mpsA基因在趋磁细菌中为磁小体合成的
重要基因，该基因在氧化亚铁硫杆菌的磁小体形成过

程中也发挥了重大作用，其可能与磁小体膜内陷相关，

具体的作用方式及调控机理将有待于进一步研究。 
d. 利用生物信息学方法结合 RT-PCR技术，能够

在氧化亚铁硫杆菌中找到更多的可能与磁小体形成相

关的基因，这将为研究氧化亚铁硫杆菌中磁小体的形

成提供一种有效手段，也将为探索氧化亚铁硫杆菌中

磁小体形成机理以及构建相关基因蛋白的调控网络打

下基础。 
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