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摘要  LexA和RecA在大肠杆菌经典的SOS反应过程中起关键作用. LexA作为转录抑制因子控制着包括
recA在内许多基因DNA损伤后的诱导表达. 以前的研究表明, 耐辐射球菌中单独LexA1 和LexA2 都不
参与RecA的诱导表达. 构建了耐辐射球菌lexA1和lexA2基因的双突变. 研究结果显示, 与野生型和两个
单突变体相比, lexA1和lexA2基因双突变明显降低了耐辐射球菌的生长速度, 增加了耐辐射球菌对紫外
线辐照和过氧化氢氧化胁迫的抗性. 在正常生长情况下, 双突变并没有使耐辐射球菌细胞内RecA本底
表达量明显上升, 而是和野生型和两个单突变体中的RecA蛋白水平一致. 这表明LexA1+LexA2 不参与
对RecA蛋白诱导表达的调控. 进一步的DNA芯片数据显示, LexA1和LexA2参与了包括细胞分裂、蛋白
合成、抗氧化和转录调控等许多分子机制的调控过程. 以上结果表明, 耐辐射球菌并不具有经典的SOS
反应, 它应该利用一种新的分子机制来调控DNA损伤诱导蛋白的诱导表达过程.    
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耐辐射球菌对γ射线、紫外线、过氧化氢、干燥
和其他一些DNA损伤因子都具有很高的抗性 [1~3], 这
种极端抗性被认为是由于耐辐射球菌具有一套高效

的DNA损伤修复系统 [4]. 在DNA损伤方面, 5000 Gy γ
射线可以在耐辐射球菌每个基因组中产生大约 200
多个DNA双链片段, 大于 3000 个DNA单链片段和超
过 1000个碱基损伤位点 [5]. 在这些DNA损伤当中, 双
链DNA断裂对于细胞的生存是最致命的 . 耐辐射球
菌可以在数小时内把这些DNA损伤全部修复 , 形成
一个完整的有功能的基因组. 这个修复过程并不影响
耐辐射球菌的生存, 也不产生任何基因突变 [6,7]. 同
源重组负责DNA双链断裂的修复 , 而且这个过程需
要RecA蛋白的参与 [2,3,8,9]. 到目前为止, 耐辐射球菌
中RecA蛋白诱导表达的分子调控机制还没有阐明. 

在大肠杆菌中, SOS反应负责RecA和其他SOS蛋
白的诱导表达. 当DNA受到损伤时, RecA变成一种
有活性的状态 , 从而促进LexA蛋白的自裂解 , 导致
包括RecA和LexA在内的大约 30个SOS蛋白被诱导表
达 [10~12]. 到目前为止, 我们仍然不知道耐辐射球菌
是否存在一个SOS类似反应, 从而调控那些SOS蛋白
的诱导表达. Narumi等人 [12]的研究表明, 耐辐射球菌
LexA1 (DRA0344)不参与调控RecA蛋白的DNA损伤

后的诱导表达, 但是RecA仍然是LexA1 蛋白的自裂
解所必须的蛋白酶辅助因子. 另外, 耐辐射球菌基因
组还编码一个LexA类似蛋白(LexA2, 其基因登录号
为DRA0074). 本室对LexA2 蛋白功能的研究发现 , 
LexA2 也不参与RecA蛋白的诱导表达, 而且它的自
裂解能力也必须有RecA的辅助 [13]. 既然耐辐射球菌
具有两个有功能的LexA蛋白, 而且两个蛋白单独都
不调控RecA的诱导表达, 那么是否这两个LexA蛋白
彼此有补偿功能或者两个的确都不参与对RecA表达
的诱导调控?  

为了阐明上面的疑问, 本研究构建了 lexA1 和
lexA2 基因的双突变体, 并研究了他们可能的生物学
功能. 实验结果表明, 耐辐射球菌 LexA1+LexA2 不
参与 RecA 的诱导表达, 但是它们一起参与了对包括
细胞分裂、蛋白合成、抗氧化和转录调控等一系列过

程的调控.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 菌株、质粒及生长条件.  本研究中涉及的

所有菌株和质粒见表 1. 大肠杆菌的 DH5α菌株 37℃
培养于 LB液体培养基(1%蛋白胨, 0.5%酵母粉和 1%  

表 1  菌株与质粒 
材料 描述 来源 
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菌株   
大肠杆菌 DH5α 质粒构建宿主菌 Invitrogen
耐辐射球菌 R1菌株 ATCC13939 [14] 
MA1 lexA2突变体 本研究 
MA2 lexA1突变体 本研究 
MDA lexA1和 lexA2双突变体 本研究 
质粒   
pMD-18-T T-A克隆载体 TaKaRa 
pRADK 大肠杆菌-耐辐射球菌穿梭载体

带有耐辐射球菌 groEL启动子 
[15] 

pKatCAT pUC19 载体带有耐辐射球菌过
氧化氢酶  (dr1998)启动子和氯
霉素抗性基因 

[16] 

 
氯化钠)或者含 1.5%琼脂的 LB 固体培养基. 所有耐
辐射球菌 30℃培养于 TGY 液体培养基(0.5%蛋白胨, 
0.3%酵母粉和 0.1%葡萄糖 )或者含有 1.5%琼脂的
TGY 固体培养基. 抗生素在需要时以适当的浓度添
加到培养基中: 氨苄青霉素, 50 μg/mL; 卡那霉素, 20 
μg/mL; 氯霉素, 3 μg/mL. 

(ⅱ ) 突变体的构建 .  耐辐射球菌 lexA1 
(dra0344)和lexA2 (dra0074)基因的突变根据文献 [17]
描述的方法进行. 首先, 长约 600 bp的lexA1和lexA2
基因上游和下游片段分别从基因组中扩增出来 ; 其
次, lexA1 基因的上游和下游片段酶切后与具有氯霉
素抗性的片段相连接, lexA2 基因的上游和下游片段
酶切后与具有卡那霉素抗性的片段相连接. 再次, 把
这两个连接产物克隆到pMD18-T载体中 , 构建的质
粒分别命名为pDlexA1和pDlexA2. 将质粒pDlexA1线
性化并转化到处于指数生长期的耐辐射球菌细胞中, 
在含有 3 μg/mL氯霉素的TGY固体培养基上筛选具有
卡那霉素抗性的重组突变体, 并用PCR验证. 得到的
lexA1 基因的突变体命名为MA1. 最后, 用线性化的
pDlexA2 转化处于感受状态的MA1 细胞. 在含有 20 
μg/mL卡那霉素和 3 μg/mL氯霉素的固体培养基上筛
选双突变 , 并用PCR验证 . 得到的双突变被命名为
MDA. lexA2 突变体MA2 用与MA1 同样的方法构建, 
并用PCR验证.  

(ⅲ) γ射线和紫外线辐照以及过氧化氢处理下细
胞生存率分析.  不同胁迫情况下, 细胞生存率分析
按照文献 [18]中的方法进行. 耐辐射球菌培养到指数
生长期后, 将其悬浮在磷酸缓冲液中, 在室温下用不
同剂量的γ射线辐照处理. 处理结束后, 稀释到合适
浓度并均匀涂布在TGY固体培养基上培养 . 在紫外
线辐照处理过程中 , 将处于指数生长期的耐辐射球

菌细胞用磷酸缓冲液连续稀释到合适浓度后均匀涂

布在TGY固体培养基上 , 用不同的紫外线剂量进行
辐照, 然后继续培养. 指数生长期的细胞用不同浓度
的过氧化氢处理 30 min, 然后稀释到适宜的浓度并
涂布到TGY固体培养基上培养. 以上 3种处理均需孵
育 3 d后进行菌落记数.  

(ⅳ) 免疫印记分析.  耐辐射球菌野生型 R1和双
突变体MDA培养到指数生长期后, 把培养液平分成 2
等份. 一份菌液在不辐照的情况下放置 1 h, 另一份菌
液用 2000 Gy γ射线在室温下辐照 1 h. 处理以后, 所
有的细胞离心收集并在冰上超声破碎. 13000 r/min离
心 15 min 去除细胞碎片. 蛋白浓度由 Bradford 法测
定, 蛋白上清进行10% SDA-PAGE. 电泳以后, 胶中的
蛋白转移至硝酸纤维素膜上, 并与 1∶1000 稀释的耐
辐射球菌RecA多克隆抗体孵育. 碱性磷酸酶偶联的抗
兔 IgG 作为二抗. 用大肠杆菌 GroEL 抗血清(Sigma) 
检测耐辐射球菌 GroEL的含量作为上样量对照.  

(ⅴ) DNA芯片分析.  芯片实验中用到的耐辐射
球菌都处于指数生长期 . 所有的实验步骤都按照文
献 [19]中描述的方法进行. 总RNA用TRIZOL试剂提
取并用RNeasy小量制备柱子 (QIAGEN, CA)纯化 . 
RNA的质量通过测定它在 260和 280 nm处的吸光值
确定. 探针根据文献 [20]的方法制备. 来自于指数生
长期并且未进行辐照处理的耐辐射球菌野生型R1 和
双突变体RNA的探针与耐辐射球菌的芯片杂交 . 每
个探针配对都有 3次生物学重复. 经过一系列的处理
之后, 杂交的芯片用GenePix 4000B共聚焦激光显微
镜扫描. 用线性模型(Limma)对芯片数据进行标准化
和统计分析 [21].  

2  实验结果与分析 

2.1  lexA1和 lexA2双突变影响耐辐射球菌的生长 

利用删除突变的方法, lexA1和 lexA2分别被卡那
霉素抗性片段和氯霉素抗性片段取代(图 1(a)). 突变
体用基因组 PCR 进行验证. 在野生型菌株 R1 中, 
PCR扩增得到的片段长度分别是 1863和 1923 bp, 与
正常的 lexA1 和 lexA2基因的长度加上上游与下游各
600 bp的长度一致; 在双突变体中, PCR片段的大小
分别是 2248和 2114 bp, 分别与 lexA1上下游片段加
上氯霉素抗性片段的长度和 lexA2上下游片段加上卡
那霉素抗性片段的长度相对应(图 1(b)). 从细胞的生  
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图 1  耐辐射球菌 lexA1和 lexA2突变体的构建 

(a) 基因突变的模式图; (b) 耐辐射球菌野生型 R1与突变体 MA1和
MA2的基因组 PCR验证 

 

长速度来看, 与野生型菌株R1 和两个基因的单突变
体相比, lexA1和lexA2的双突变导致耐辐射球菌生长
速度的显著降低 . 这两个基因的单独突变并不影响
耐辐射球菌的生长速率 [13,22], 两个基因的双突变却
导致生长速度降低了 3倍多(图 2). 

2.2  lexA1和 lexA2的双突变增加了耐辐射球菌对紫
外线和过氧化氢处理的抗性 

为了研究 lexA1 和 lexA2 在 DNA 损伤修复过程 

 
图 2  耐辐射球菌双突变体 MDA和野生型 R1的生长曲线 

在不同的间隔时间点测定 A600 nm值 
 

中的可能功能, 我们研究了 γ射线、紫外线和过氧化
氢处理对双突变菌株和野生型菌株 R1 生存率的影响. 
与野生型相比 , 这两个基因的双突变不影响耐辐射
球菌对 γ射线辐照的抗性(图 3(a)). 有趣的是, 与野生
型相比 , 这两个基因的双突变却略微增加了耐辐射
球菌对紫外线和过氧化氢处理的抗性(图 3(b)和(c)). 
然而 , 这两个基因的单独突变都不影响耐辐射球菌
对 γ射线、紫外线和过氧化氢处理的抗性.  

2.3  LexA1+LexA2不参与 RecA蛋白的诱导表达 

以前的研究表明, LexA1和 LexA2单独都不参与
RecA的诱导表达. 为了研究 LexA1和 LexA2是否共
同调控 RecA 的诱导表达, 我们对双突变体和野生型
细胞中 RecA 蛋白的表达水平进行了免疫印记分析.
当细胞未受到辐照时, 双突变体中 RecA 的表达水平
与野生型细胞内的完全一致. 这表明 LexA1+LexA2
不参与耐辐射球菌RecA蛋白的诱导表达. 当细胞受到
2000 Gy γ射线辐照后, 由于DNA损伤的发生, 双突变
和野生型细胞中 RecA 的表达水平提高了 2 倍(图 4). 

 

 
图 3  耐辐射球菌野生型 R1和双突变体 MDA在各种胁迫处理下的生存率曲线 

(a) 耐辐射球菌野生型 R1和双突变体 MDA在不同 γ射线辐照剂量下的生存率曲线. (b) 耐辐射球菌野生型 R1和双突变体 MDA在不同紫外线
辐照剂量下的生存率曲线. (c) 耐辐射球菌野生型 R1和双突变体 MDA在不同浓度过氧化氢处理下的生存率曲线. 生存率数值为以 10为底的对

数值, 为 3次实验的平均值 ± 标准误差 
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图 4 细胞内 RecA和 GroEL蛋白水平的变化 

(a) 耐辐射球菌野生型 R1和双突变体 MDA在不辐照处理和用 2000 
Gy γ射线辐照 1 h时用 RecA抗体免疫印记分析. 每个孔的总上样量
为 20 μg, GroEL的量作为上样对照. (b)为(a)中 RecA带的密度定量分
析. 辐照前耐辐射球菌野生型 R1中 RecA蛋白带的密度定为 1 

2.4  LexA1和LexA2共同调控着许多代谢和调控途径 

为了进一步阐明 LexA1和 LexA2的生物学功能, 
我们研究了双突变和野生型细胞在正常生长状态下 

基因转录谱的变化. 芯片数据显示, 在正常的非胁迫
环境下, 与野生型细胞相比较, 双突变体中有 78 个
基因的转录水平增加, 有 100个基因的转录水平下降
(图 5). 与野生型细胞相比, 双突变体中与细胞分裂
相关的 MinE 蛋白(DR0751)和一些蛋白合成相关蛋
白的转录水平都不同程度地降低了 . 这些实验结果
与双突变导致的生长延滞表型相一致(表 2). 另外 , 
双突变导致一些与抗氧化相关的蛋白本底转录水平

增加了大约 2 倍之多, 如过氧化物酶(DRA0145)、过
氧化氢酶(DRA0146)和 C末段带有 FABB相似结构域
的过氧化氢酶(DRA0259)(表 3). 这些结果正好解释
了为什么双突变增加了耐辐射球菌对过氧化氢处理

的抗性. 令人惊讶的是, 与野生型细胞相比, 作为大
肠杆菌中 SOS蛋白之一的耐辐射球菌UvrA蛋白的本
底转录水平在双突变体中增加了 2倍, 但其他在大肠
杆菌中属于 SOS 反应的蛋白的转录水平没有任何变
化. 作为一个操纵子的成员, CinA (DR2338)和 RNA
连接酶(DR2339)的转录水平分别增加了 2.1和 1.8倍, 
但 RecA (DR2340)的转录水平却没有任何变化. 我们
也发现, 3个 HTH转录因子的转录水平被这两个基因
的突变所上调. 以上实验结果表明, LexA1 和 LexA2
仍然共同调控了一些途径而不参与调控耐辐射球菌  

 

 
图 5  正常生长条件下, 野生型 R1和双突变体 MDA基因转录水平的比较分析 

(a) 双突变体比野生型高表达的基因的功能分类及数目; (b) 野生型比双突变体中高表达的基因的功能分类及数目. 括号里的数字表示基因百分数 
 

表 2  正常生长条件下野生型 R1中比双突变体中高表达的部分基因 
DR号码 编码蛋白 平均值 a) DR号码 编码蛋白 平均值 a) 

细胞分裂相关蛋白类  膜蛋白类  

DR0751 细胞分裂因子 MinE 2 DR0740 膜转运蛋白 2.1 
蛋白合成相关蛋白类  DR1930 膜蛋白 3.2 

DR0319 核糖体蛋白 L29 3.2 调控蛋白类  

DR2043 核糖体蛋白 L7/L12 2.8 DR0605 GGDEF信号蛋白 2.1 

DR2044 核糖体蛋白 L10 3.7 DRA0199 NODN单胺氧化酶调控蛋白 2 

DR2129 核糖体蛋白 L17 2.3 DRA0350 CheY家族调控蛋白 2.6 

a) 3次重复实验的平均值 
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表 3  正常生长条件下双突变体中比野生型 R1高表达的部分基因 
DR号码 编码蛋白 平均值 a) DR号码 编码蛋白 平均值 a) 

抗氧化蛋白类  RNA代谢相关蛋白类  

DRA0145 过氧化物酶 2.8 DR1624 RNA解螺旋酶 4.5 

DRA0146 过氧化氢酶 2.8 DR2339 2′-5′RNA连接酶 1.8 

DRA0231 氧化还原酶 2.6 膜蛋白类  

DRA0259 C末端带有 FABB结构域的过氧化氢酶 2 DR0863 膜蛋白 1.9 

DRC0034 辅酶 PQQ合成蛋白 2.8 DR1370 与 MJ0687相关的膜蛋白 2.5 

DNA损伤修复蛋白类  转录调控相关蛋白类  

DR1771 UvrA蛋白 2 DR0997 HTH转录因子 2.1 

DR2338 CinA蛋白 2.1 DR1422 HTH转录调控因子 2 

DRB0100 真核生物 DNA连接酶Ⅲ同源蛋白 2 DR2376 HTH 转录因子 2.1 

a) 代表 3次重复实验的平均值 
 
的 SOS反应. 

3  讨论 
细胞受到辐照后, 由于DNA的损伤会导致大量

SOS蛋白被诱导表达 . 这些DNA损伤诱导蛋白在耐
辐射球菌的极端辐射抗性中起重要作用 . 到目前为
止 , 我们仍然不知道调控这个过程的具体分子机制
是什么. 在大肠杆菌中, SOS反应调控这些蛋白的诱
导表达, 这个过程受到两个关键蛋白RecA和LexA的
调控. 当DNA受到损伤时, RecA变成活性状态并调
控LexA的自裂解 [12]. 与其他细菌不同, 耐辐射球菌
不仅具有一个LexA1 蛋白(DRA0344)而且还具有一
个LexA2 蛋白(DRA0074)[23]. 以前的研究发现, 耐辐
射球菌LexA1 并不参与RecA蛋白的诱导表达, 但它
的自裂解仍然需要RecA的协助 [12]. 本室的研究也发
现, 耐辐射球菌LexA2 蛋白也不参与RecA蛋白的诱
导表达, 而是负责其他一些代谢途径的调控. 耐辐射
球菌LexA2 蛋白也具有和LexA1 一样的自裂解位点, 
而且这个自裂解过程也是依赖RecA的 [13]. 本研究对
lexA1和lexA2双突变的性质进行了研究. 实验结果表
明, LexA1+LexA2 不参与耐辐射球菌RecA蛋白的诱
导表达 . 这表明耐辐射球菌不具有像大肠杆菌那样
的经典SOS反应, 而是利用一种不同于其他细菌的新
机制来调控像RecA一样的DNA损伤诱导蛋白的诱导
表达. Bonacossa de Almeida等人 [24]的研究发现, 与
野生型细胞内的RecA本底表达水平相比, 耐辐射球
菌recA突变菌株rec30 中RecA蛋白的本底表达水平显
著提高. 在rec30 的recA基因编码序列中有一个碱基
发生了变化, 导致RecA蛋白第 224 位的甘氨酸变成
了 丝 氨 酸 .  这 表 明 R e c A 也 参 与 了 它 本 
身的诱导表达调控. 2003年, 本室在一个耐辐射球菌

自然突变株中鉴定了一个新的基因 pprI (也叫做
irrE)[25,26]. 它作为一个调控下游DNA损伤修复和保
护途径的总开关而起作用, 它也参与了RecA和PprA
的辐照后诱导表达的调控过程 [25]. 最近研究发现 , 
耐辐射球菌recX的突变也导致RecA蛋白本底表达水
平的显著上升, 而且几乎和RecA诱导表达后的水平
一样多 [27]. 从以上实验结果可以推断, 耐辐射球菌
中RecA诱导表达的分子机制肯定要比其他生物中的
机制复杂得多, 而且, PprI, RecX和RecA本身都参与
了这个调控过程.  

尽管LexA1 和LexA2 都不参与耐辐射球菌RecA
蛋白的诱导表达调控过程 , 我们的芯片数据显示有
178 个基因的转录受到LexA1 和LexA2 的共同调控, 
而且 , 受到两个基因共同调控的基因与受到单个基
因调控的基因显著不同. Earl[22]的研究显示, 在正常
生长条件下, lexA1 (dra0344)基因的突变导致 146 个
转录本的转录水平明显上调. 耐辐射球菌LexA1 控
制的基因与大肠杆菌中SOS基因没有任何的重叠部
分 . 我们以前的研究也显示 , 耐辐射球菌LexA2 
(DRA0074)也不参与DNA损伤修复过程 , 而是参与
了一些其他的代谢过程 [13]. 在上调的 78个基因中大
部分是一些与代谢相关的基因和一些未知功能的预

测基因. 上调的基因中还包括了 5个与抗氧化相关蛋
白和 3 个与DNA损伤修复相关的蛋白, 这也就解释
了为什么这两个基因的双突变导致了耐辐射球菌对

紫外线和过氧化氢抗性略微增加. 在 100个下调的基
因中大部分也是一些参与代谢的基因和一些未知功

能的预测基因 . 而且这两个基因的双突变下调了许
多与细胞分裂和蛋白合成相关的基因的转录. 所以, 
这两个基因的双突变体表现为比野生型和单突变体

慢得多的生长表型. 我们通常认为, dr2338, dr2339和
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dr2340 三个基因形成一个操纵子并且共同转录. 我
们发现, 在双突变体中, dr2338和dr2339的本底转录
水平被上调而dr2340 的转录水平没有发生任何变化. 
这进一步表明了耐辐射球菌recA基因(dr2340)具有自
己的转录调控途径. 对RecA的DNA损伤诱导表达机
制的深入研究将有助于我们更好地理解耐辐射球菌

的极端辐射.  

致谢  感谢浙江大学辐照中心傅俊杰副研究员、赵小俊和
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