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耐辐射球菌转录因子 DdrO的基因克隆与生物信息学分析 *
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摘要 目的：克隆耐辐射球菌 ddrO基因，并对其进行生物信息学分析，预测其功能。方法：根据耐辐射球菌 ddrO基因序列，由
Primer Premier 5设计一对引物，以提取的耐辐射球菌基因组为模板，PCR扩增获得耐辐射球菌 ddrO基因，序列测定并利用生物
信息学软件对 ddrO基因的理化性质、高级结构及生物学功能等进行分析与预测。结果：成功获得了 ddrO基因。生物信息学分析
发现，ddrO基因核苷酸序列长度为 396bp，编码一个 131aa组成的相对分子质量为 14.993kD的预测的 DdrO转录因子。核酸同源
性搜索及比较分析仅在与耐辐射球菌同属的 Deinococcus geothermalis和 Deinococcus deserti中发现高度相似的序列；蛋白同源
性搜索发现一些与 DdrO显著同源的蛋白，如 Deide_20570 (95%)，Dgeo_0336 (90%)，Deide_3p02170 (82%)等；结构域分析发现
DdrO含有 HTH (helix-turn-helix) DNA结合结构域。结论：根据生物信息学结果预测 DdrO蛋白可能具有转录调控作用，参与
DNA修复和复制，在耐辐射球菌的 DNA损伤修复过程中发挥一定作用。
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ABSTRACTObjective: To clone the Deinococcus radiodurans ddrO gene, and predict its function by bioinformatics analysis. Methods:

According to the published ddrO gene sequence of Deinococcus radiodurans, by using the software of Primer Premier 5, a pair of primers
were designed and synthesized. By using the genomic DNA isolated from Deinococcus radiodurans as templates for polymerase chain
reaction (PCR), and Deinococcus radiodurans ddrO gene were gained. Sequenced and various bioinformatics softwares were employed to
analyze and predict its physicochemical properties, advanced structure and biological function. Results: The ddrO gene was successfully
obtained. Bioinformatics analysis revealed that ddrO nucleotide sequence length was 396bp and encoded a transcription factor DdrO con-
taining 131 amino acid with a molecular weight of 14.993 KD. Nucleic acid homology search and comparative analysis showed that
highly similar sequences were found only belong to Deinococcus geothermalis and Deinococcus deserti, which are the same genus with
DR; some significant homology of the DdrO protein were found by Protein homology search, such as Deide_20570 (95%), Dgeo_0336
(90%), Deide_3p02170 (82%), etc.; and domain analysis showed that DdrO containing a HTH (helix-turn-helix) DNA-binding domain.
Conclusion: Based on the results of bioinformatics, we predict that DdrO protein may have transcriptional regulatory function, possibly
through a mechanism involved in the DNA repair and replication in Deinococcus radiodurans and played an important role in the process
of DNA damage repair.
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前言

耐辐射球菌(Deinococcus radiodurans，DR)是 1956 年由美
国科学家 Anderson[1]等在经γ射线辐照灭菌后仍然变质的马
肉罐头中首次发现的，是至今地球上发现的最能抵抗辐射的物

种之一[2]；另外，DR对紫外线、过氧化氢、干燥和其它能够导致
DNA损伤的物理化学因子等也表现很强的抗性 [3-7]。虽然 DR
具有细菌典型的 DNA修复系统，但却没有大基因组细菌的修
复系统那么复杂和变化多端。研究表明，在一定的辐射剂量下，
DR的 DNA双链断裂(DNA double-strand breaks, DSBs)数目与
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其它辐射敏感性微生物的 DNA断裂数目几乎完全相同，可见
其并没有特殊的内在保护机制[8]。但 DR可耐受电离辐射后基
因组中产生的成百上千的 DNA DSBs，并且 DNA DSBs的修复
十分迅速，在几个小时内就可以从大量的基因组碎片中重建完

整的基因组。因此，DR在高剂量电离辐射条件下生存的关键在
于其高效的 DNA修复能力。很多可能与 DR DNA损伤修复相
关的酶及蛋白已经被陆续研究报道，如 RecA、RecF、PprI、
PprA、RadA、DdrA、DdrB和 PolA等，而最近有研究认为 DdrO
可能是调节 DNA辐射响应的主要候选基因[9]。

Liu Y等人[9]在微阵列试验中发现，15000Gy辐射后 DR几
种假定的调控子的表达均上调；但在低剂量(3000Gy)辐射下，
Tanaka M 等 [10] 的微阵列试验只探测到一种假定的调节子

(ddrO，DR2574)表达上调。而 Makarova KS等[11]在鉴别 DR和
Deinococcus geothermalis(DG)是否存在某些辐射 -干燥应激调
节因子时，发现在一些与 DR 抗辐射性高度相关的基因

(DR0326,ddrD; DR0423, ddrA; DRA0346, pprA; DR0070, ddrB
等)的上游区段均含有一段重复序列，表明这些序列可能就是
辐射 /干燥应激序列(RDRM)，他们发现 DdrO是 Deinococcus
属基因中唯一的一个在 RDRM位点之前的预测的调控子，是
属于 Helix-turn-helix XRE家族的一种预测的转录调节蛋白。浙
江大学华跃进教授等[12]应用微阵列技术考察 DR野生型菌株
在低剂量(2kGy)辐射条件下转录组的变化时发现一些基因（如
ssb，ddrA、ddrO(DR_2574)等 8个基因）在整个修复过程中表达
量都很高，提示它们可能在 DR的 DNA损伤修复过程中发挥
重要作用。他们对芯片数据进行聚类，提取有相同表达模式的
修复基因的基因簇，利用 Perl程序提取上游的调控序列，凭借
Motif sampler 对这些调控序列进行 motif的搜索，结果找到
8-mer长的 motif (图 1)，推测可能存在未知的转录因子与这些
基因的上游 binding位点相结合启动修复，但对于每一个 mo-
tif，还需要深入的实验加以证明。

图 1 针对 11个修复相关基因的上游序列，利用Motif Sample软件搜索到的 8-mer的基序
Fig.1 Against upstream sequences of the 11 repair-related genes, using Motif Sample Software, 8-mer motifs were searched

本课题组推测 DdrO是一种调控子，可能通过某种机制参
与 DR的 DNA损伤修复过程并发挥一定作用，但是目前尚未
见有关 ddrO基因的功能及其作用机制的报道。我们运用 PCR
技术克隆 DR ddrO基因，并构建载体，对其所编码蛋白质的性
质、结构及其相关生物学功能进行生物信息学分析和预测，为
进一步研究该基因的表达和生物学功能奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料
耐辐射球菌 Deinococcus radiodurans R1 购自中国普通微
生物菌种保藏中心，编号：1.633；E.coli DH5α菌株（本室保
存）；胶回收试剂盒购自 OMEGA公司；限制性内切酶 SpeⅠ、
NdeⅠ、T4 DNA连接酶购自 Fermentas公司；2×Taq PCR Mas-
terMix购自北京康为世纪生物科技有限公司；DNA maker购自
东盛生物科技公司；pMEM-T Easy Vector购自 Promega公司；

琼脂糖、胰蛋白胨、酵母提取物、葡萄糖购自 BBI公司；引物合
成等由 Invitrogen公司完成；基因测序由北京诺赛基因组研究
中心有限公司完成；其它试剂为进口或国产分析纯。
1.2 方法
1.2.1 引物设计 根据 NCBI 公布的 DR ddrO 基因序列，用
Primer Premier 5 设计 PCR 引物。上游引物为: 5'GGGACTA-
GTTCAATGATGATGATGATGATGATGCAGGTAGATCTC 3'
（划线部分为 SpeI酶切位点，终止密码子前面加入组氨酸序
列，方框部分为 18 bp 的组氨酸标签序列）; 下游引物为 :
5'CCGCGGGAATTCCATATGATGACATTGAAACTGC 3'（划
线部分为 NdeI酶切位点）。
1.2.2 DR基因组的提取 利用 CTAB/NaCl法[13]提取 DR 基因
组 DNA。
1.2.3 ddrO基因的克隆与测序 以提取的 DR基因组 DNA为
模板，利用 2×Taq Master Mix 采用所设计的特异引物进行
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PCR扩增。扩增产物回收后与 pGEM-T Easy Vector进行连接，
并转化至大肠杆菌 DH5α,挑取阳性克隆酶切鉴定后进行测序
验证。
1.2.4 ddrO基因的生物信息学分析 DR ddrO (DR_2574)基因
在耐辐射球菌染色体上的位置和上下游基因序列的关系由

NCBI基因组数据库[14]来分析；基因的基本特性分析由 TIGR
数据库[15]来获得；ddrO (DR_2574)的基因和蛋白序列从 NCBI
核酸和蛋白数据库中分别获得；序列同源性分析由 BLASTN
和 BLASTP 程序 [16]搜索获得；多序列比对用 Bio Edit 软件分
析。对蛋白质的初级结构、二级结构和三级结构主要运用 Bio
Edit软件和 Swiss-Prot[17]在线工具进行分析；对蛋白质结构域
或 motif搜索综合运用在线网站 SSDB[18]、CDD [19]和 SMART[20]

分析。

2 结果与分析

2.1 ddrO基因的克隆
因为我们后续实验选用的穿梭表达载体 pRADZ3(南华大

学城建学院谢水波教授馈赠)不含蛋白标签，为便于检测 ddrO
的表达，我们设计引物时在终止密码子前面加入了 18 bp的组
氨酸标签序列。PCR产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳，可见一条
约为 423bp的 DNA条带，扩增片段大小与预期大小相符 (图
2)；克隆载体 pGT-ddrO经 NdeI和 SpeI双酶切得到 423bp与
2980bp两条片段，与预期相符(图 2)；进一步测序分析，结果显
示扩增的基因片段与预期相符，说明成功获得 ddrO基因。

2.2 ddrO基因及其蛋白产物 DdrO的生物信息学分析
2.2.1 DR ddrO基因在其基因组中的位置和基本特性 DR ddrO
(DR2574)基因定位于其一号染色体上。它在 NCBI数据库中的
基因编号(GeneID)为 1798752。DR ddrO (DR2574)基因的上游
邻近基因为与它反向的 DR2573基因，下游邻近基因为与之同
向的 DR2575基因。图 3为耐辐射球菌 ddrO(DR2574)基因的
具体位置图。

图 2 DR ddrO基因的 PCR扩增结果和酶切鉴定结果
Fig.2 PCR products of ddrO gene from DR and the results of enzyme

digestion：M: DNAMarker I; 1: PCR Products, 2: PGT-ddrO/NdeI+SpeI

图 3 ddrO基因(DR2574)在耐辐射球菌染色体上的位置
Fig.3 Regional view of DR2574 in the Mega plasmid of DR

从 NCBI和 TIGR 数据库可知，DR ddrO(DR2574)基因序
列全长为 396bP，编码的 DdrO蛋白序列全长 131aa(氨基酸)，
该蛋白预测分子量大小为 14993.08Da(道尔顿)，等电点(PI)为
6.2705，GC含量 64.63%。
2.2.2 DR ddrO（DR2574）的同源性检索 基于整体核苷酸序列
的搜索，在其它生物基因组数据库中没有找到 DR ddrO
（DR2574）显著的类似物，仅在与 DR同属的Deinococcus deser-
ti和 Deinococcus geothermalis中发现与 ddrO（DR2574）基因高
度相似的序列，并且序列存在显著的特征，描述为 "transcrip-
tional regulator, XRE(Xenobiotic Response Element，XRE) family
"，提示它们存在结构域的显著同源。XRE家族的蛋白是一类具

有典型 HTH结构域的转录调控蛋白，是原核生物 DNA结合蛋
白，属于异响应元件家族的转录调节因子。
2.2.3 DdrO（DR2574）同源蛋白的搜索 DdrO（DR2574）序列的
BLASTP分析结果显示许多蛋白与 DdrO有显著的同源性，如
与 DR 同属的 Deide_20570，Dgeo_0336，Deide_3p02170 蛋白
及栖热菌属的Mrub_2305，Mesil_2927等蛋白。分析发现这些
序列的相似性很高，并且这些蛋白都含有 XRE家族保守结构
域，描述为 "transcriptional regulator, XRE family "。
另外通过 Clustal W程序进行多序列比对分析，也发现这

些序列具有相当高的相似性，并且非常保守，这些蛋白均具有

保守的 XRE家族结构域。
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对以上蛋白的保守结构域进行建树分析发现，DR DdrO蛋
白与 Deinococcus deserti VCD115 Deide_20570 具有最近的进
化距离。

2.2.4 DdrO的蛋白结构分析
（1）一级结构分析 利用 BioEdit软件对 DdrO一级结构
进行分析，结果见表 1。

Note: Protein: gi|15807558|ref|NP_296294.1| transcriptional regulator [Deinococcus radiodurans R1]

Length = 131 amino acids Molecular Weight = 14992.27 Daltons

表 1 氨基酸组成表
Table 1 Amino acid composition

Amino Acid Number Mol% Amino Acid Number Mol%

Ala A 7 5.34 Cys C 0 0.00

Asp D 10 7.63 Glu E 11 8.40

Phe F 1 0.76 Gly G 9 6.87

His H 3 2.29 Ile I 7 5.34

Lys K 6 4.58 Leu L 22 16.79

Met M 1 0.76 Asn N 3 2.29

Pro P 7 5.34 Gln Q 3 2.29

Arg R 13 9.92 Ser S 6 4.58

Thr T 9 6.87 Val V 6 4.58

Trp W 2 1.53 Tyr Y 5 3.82

分析结果显示，该多肽链由 131个氨基酸残基构成，蛋白
质分子质量为 14992.27 D，含有 20种氨基酸中的 19种，缺半
胱氨酸，而亮氨酸含量最高，占 22%。DdrO的 131个氨基酸中
强碱性氨基酸(K, R)有 19个，强酸性氨基酸(D, E)有 21个，疏
水氨基酸(A, I, L, F, W, V)有 45个，不带电荷的极性氨基酸有

(N, C, Q, S, T, Y)26个。
（2）二级结构预测 运用 Swiss-Prot在线工具对 DdrO的
二级结构进行预测，结果显示 DdrO的二级结构主要以α-螺
旋，不规则卷曲为蛋白最大量的结构元件，?-折叠散布于整个
蛋白质中。

图 4 DR DdrO蛋白二级结构预测（H：螺旋;E:β-折叠;C:无规则卷曲）
Fig.4 Prediction of secondary structure of DR DdrO protein（H：helix;E:extended-beta;C:coil）

（3）三级结构预测 运用 Swiss-Prot在线工具对 DdrO的
三级结构进行预测，结果如图 11所示，Helix-turn-helix -3 fami-
ly类蛋白的三维空间结构主要是由α -螺旋和不规则卷曲围
绕形成，属于 HTH DNA结合蛋白大家族，包括细菌质粒拷贝
控制蛋白，细菌甲基化酶，各种噬菌体转录调控蛋白等。

2.2.5 DR DdrO蛋白的结构域分析 由于不同的蛋白质结构域
数据库和分析软件有不同的识别能力和特点，为了更准确地鉴

定 DdrO蛋白的保守结构域，我们综合运用多种在线工具（包
括 CCD、SSDB和 SMART等）对 DdrO蛋白的结构域进行分
析。
运用在线工具 SSDB对 DR DdrO蛋白的结构域进行保守
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图 5预测的 DR HTH_3家族蛋白的三维结构
Fig.5 Predicted three-dimensional structure of DR HTH_3 family
proteins

motif的分析。结果如表 2和图 6所示：耐辐射球菌 DdrO蛋白
在 9到 63,100到 116氨基酸位置存在 HTH_3家族保守结构
域，预测 E值(E-value)为 5.4e-16，表明这一结构域具有很高的
可信度；在 9到 63及 53到 76氨基酸位置存在 HTH_CROC1
和 PFKB_KINASES_1结构域，但无可信度。原先的研究发现
HTH_3结构域非常保守，许多原核和真核生物都含有此类似
结构域，具有 DNA结合活性和转录调控作用，还参与 DNA修
复和复制。
同时，用 CDD(Conserved Domains Database)在线软件对

DR DdrO进行功能域分析，结果发现在 21-63氨基酸序列间存
在 HTH_XRE保守结构域。进一步的运用 SMART分析表明，
DdrO在 8到 63氨基酸位置存在 HTH_3家族保守结构域，且
可信度较高。

Note: Organism: D.radiodurans; Gene: DR_2574; Definition: transcriptional regulator

表 2 SSDB对 DR DdrO蛋白保守结构域搜索结果
Table 2 SSDB Motif Search Result of DdrO

Motif id From To Definition E value Score

pf:HTH_3 9 63 Helix-turn-helix 5.4e-16 -

ps:HTH_CROC1 9 63 Cro/C1-type HTH domain profile - 72283

ps:PFKB_KINASES_1 53 76 pfkB family of carbohydrate kinases signature 1 - -

pf:HTH_3 100 116 Helix-turn-helix 5.4e-16 -

图 6 SSDB分析耐辐射球菌 DdrO蛋白结构域
Fig.6 Motif search of DR DdrO on the basis of SSDB

3 讨论

自 1956年发现 DR至今，对其辐射抗性机制的研究已近
50年，但到目前为止，并没有在 DR中发现特别的生存策略。与
辐射敏感细菌相比，DR最根本的辐射调控机制至今仍然未得
到确切的描述，例如，大肠杆菌 lexA调控的依赖于 SOS反应
的辐射调控机制已经得到很好的阐明，但是在 DR中相似的系
统却还未得到鉴定，至少现在还没有一个机制能够完全解释这

种极端辐射抗性。DR这种极端的辐射抗性更可能是一个长期
进化，不同的修复机制之间相互协调，多种因素综合调控的结

果。
本研究从 DR中克隆出 ddrO基因，通过生物信息学的方
法对 ddrO及其蛋白产物 DdrO进行分析发现，DdrO含有 HTH
(helix-turn-helix) DNA结合结构域。核酸同源性搜索及比较分
析仅在与 DR同属的 Deinococcus geothermalis和 Deinococcus

deserti中发现高度相似的序列（图 5），说明 ddrO只存在于
Deinococcus 属中；另发现许多与 DdrO显著同源的蛋白，如
Deide_20570 (95%)，Dgeo_0336 (90%)，Deide_3p02170 (82%) ，
Mrub_2305 (70%) ，Mesil_2927 (71%)等，它们都含有保守的
XRE家族结构域。XRE家族的蛋白是一类具有典型 HTH结构
域的转录调控蛋白。
综合运用多种在线工具 (包括 SSDB、CCD和 SMART等)

对 DdrO蛋白的结构域进行分析，结果显示预测到的功能域位
置存在差异。SSDB预测结果显示 DR DdrO蛋白在 9到 63,100
到 116氨基酸位置存在 HTH_3家族保守结构域（图 6），CDD
分析发现在 21-63氨基酸序列间存在 HTH_XRE保守结构域，
SMART在线搜索结果显示在 8到 63氨基酸位置存在 HTH_3
家族保守结构域，可信度均较高。这种差异可能是由于不同的
蛋白质结构域数据库和分析软件具有不同的识别能力和特点

造成的；另外 HTH_XRE保守结构域是一类 HTH家族保守结
构域的典型结构域，二者在结构上存在一定差异。
对 DdrO进行生物信息学分析的一个重要发现就是，DdrO

和 DR 的一个 DNA修复多效调节开关 PprI[21,22]一样，都含有
HTH DNA结合结构域。在 PprI蛋白中，HTH结构域是其行使
生物学功能所必需的，对其突变后会影响整个蛋白质的结构或

性质。Huiming L等[22]研究发现，pprI能够调控 DR六种途径基
因的表达，包括氧化应急、能量代谢、转录调控、信号转导、蛋白
折叠和组装，PprI可以直接感应 DNA损伤及其它细胞损伤信
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号而被激活，行使转录调控子的作用，开启防御系统，包括

DNA损伤修复系统、转录、翻译及翻译后修饰系统、抗氧化系
统、代谢系统，促进这些系统产生更多的功能性蛋白并且激活
其它途径，一起促进 DR的恢复（图 7）。HTH结构域高度保守，
存在于原核生物和真核生物的转录因子中，具有很广泛的作

用[23]，例如参与转录调控，DNA修复和复制，RNA代谢以及各
种信号肽环境的蛋白之间的相互作用等；除了能够调节一些大

分子相互作用之外，HTH结构域还与各种不同酶的催化活性
相关[24]。另外，HTH结构域还与很多古细菌代谢酶的激活相关，
例如生物素合成酶、乳清酸磷酸核糖转移酶、苏氨酸合成酶等，
这些蛋白能够联合各种生物合成基因的催化和转录调控功能

来应对各自不同的代谢环境，这种情况同样也存在于其它细菌

中[25]。

DdrO可能涉及 DR DNA损伤修复的调控途径，可能作为
一个转录调节因子通过某种机制在 DR的 DNA损伤修复过程
中发挥一定作用。但这留给我们许多问题：DdrO突变体的表型
是怎样的呢？DdrO通过哪一种机制识别辐射损伤并且它又是
怎样诱导基因表达的？DdrO和 PprI之间有什么关系?这样的调
节子在其它抗辐射的细菌中是否也存在？目前，DR DdrO转录
因子的研究尚处于基因克隆、结构鉴定和表达分析等层面上，
DdrO转录因子的功能还没有得到明确的验证，对其下游目标
基因和上游调控因子更是知之甚少。通过利用相关生物信息学
软件对 DdrO 蛋白质的结构与功能进行初步预测结果发现
DdrO蛋白可能参与转录调控，DNA修复和复制。因此，下一步
通过构建该基因的突变株，进一步系统研究 DdrO转录因子在
DR中的功能；同时深入研究 DdrO转录因子与其他蛋白质之
间的相互作用及其特性，这对进一步研究 DR的抗辐射机制具
有重要的意义。
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研究者将该基因用于构建生物起搏器[6]。鉴于 HCN2通道在心
脏中的广泛表达及其生理学特性，HCN2通道越来越成为人们
研究的热点。
目前，研究人 HCN2通道的方法是从心脏组织中获取该通

道的 mRNA，然后将其逆转录为 cDNA ，经过扩增、提取、转
染,使其在表达系统表达通道蛋白,最后记录该通道电流[4,7]。本
实验没有直接从心脏组织中提取 HCN2通道的 mRNA，而是
参考人 HCN2基因的全长序列 NM_001194.3，应用全基因合
成技术，合成了人 HCN2 基因全长序列并将其克隆至
pIRES2-EGFP质粒中。pIRES2-EGFP质粒为真核双顺反子表
达载体，适用于双基因的同步表达，在两个蛋白编码序列之间

插入内部核糖体进入位点（IRES）,经同一启动子转录后，两个
基因在同一条 mRNA上，实现两个基因的同时表达[8]。绿色荧
光蛋白（GFP）是从一种能自体发光的水母中分离出来的蛋白
质，它能够在紫外线的激发下发出明亮的绿色荧光。增强型绿
色荧光蛋白(EGFP)是一种优化的突变型绿色荧光蛋白，产生的
荧光比野生型绿色荧光蛋白强 35倍，通常作为报告基因来追
踪待检测蛋白的表达。我们应用脂质体法将重组的
pIRES2-HCN2-EGFP质粒转染人胚肾细胞（HEK293），在荧光
显微镜下观察到高亮度的绿色荧光，证明了增强型绿色荧光蛋

白（EGFP）表达，由此报告了 HCN2在蛋白水平的表达[9-10]。
综上所述，实验结果证实构建的 pIRES-HCN2-EGFP真核
表达载体能够有效地将含有起搏通道 HCN2 cDNA转染人胚
胎肾细胞，为今后更深入地研究 HCN2通道电生理特性奠定了
基础，也为在异源性表达 HCN2通道的模型上开发抗心律失常
药物提供了理论根据。
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