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摘要 为研究耐辐射奇球菌(Deinococcus radiodurans)中类胡萝卜素的生化合成基因及其在该细菌抗辐射机制中的生物学作用，
通过有机溶剂提取及 LC-MS技术分析了 D. radiodurans 所产类胡萝卜素物质的主要组分，运用 PCR及基因同源重组技术，
对该菌中类胡萝卜素生化合成途径的八氢番茄红素合成酶 (phytoene synthase，crtB)及八氢番茄红素脱氢酶 (phytoene
desaturase，crtI)基因进行了缺失突变，通过表型观察及 HPLC定量分析突变株所产类胡萝卜素的组分变化确证突变株构建成
功．野生株及 crtB 与 crtI基因缺失突变株对电离辐射和 H2O2的敏感性差异比较分析显示，和野生株相比，两种突变株对不

同剂量电离辐射和不同浓度 H2O2的敏感性更强． crtB及 crtI基因功能研究表明，这两个关键性合成基因的缺失，导致突变
株不能催化合成类胡萝卜素生化合成途径中的重要中间体———番茄红素及一系列下游产物．通过 姿原噬菌体紫外线诱导系
统、电子自旋共振 (ESR)及 DMPO自旋捕集技术，分别在体内和体外评价了其类胡萝卜素的抗氧化能力．结果表明，两种类
胡萝卜素对超氧阴离子(O2

·)及羟自由基(·OH)均表现出较强的清除作用．上述研究结果为探究 D. radiodurans 的类胡萝卜素合
成基因和生物学功能，及类胡萝卜素在 D. radiodurans抗辐射机制中的作用提供了新的直接实验证据．
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耐辐射奇球菌 Deinococcus radiodurans 属异常
球菌科(Deinococcaceae)异常球菌属(Deinococcus)，
该菌对电离辐射(存活最高剂量约 15 kGy，抗性是
普通真核生物的 1 000倍)、紫外线、干燥、强氧
化剂和某些化学诱变剂显示超乎寻常的抗性 [1, 2]．

双链断裂(double strand breaks，DSB)可导致基因组
上某段基因的缺失，从而导致一些重要遗传信息的

丢失，被认为是 DNA损伤的最致命形式．尽管所
有生物体都具有 DNA修复机制，但是大多数生物
体只能修复其中的一些 DSB，而 D. radiodurans 可
在遭受大剂量辐射后 2 h内即完全修复断裂的基因
组[2]．这种极强抗辐射能力被认为与其本身具有完

善而高效的 DNA修复系统有关，但具体的 DNA
修复机理和抗辐射分子机制还未得到完全阐明[3]．

D. radiodurans R1菌株的全基因组序列于 1999 年
公布[4]．人类已经开展了利用 D. radiodurans 的超强
抗辐射特性，对世界各地放射性地区的重金属污染

进行生物修复的研究 工作 [5, 6]． 尽管关 于

D. radiodurans 抗辐射机制的研究已取得了较大进
展，但目前的研究结果还远未能解释其超强抗辐射

机制 [7, 8]．国内外学者的研究工作大多侧重于其

DNA修复基因和修复蛋白质方面．值得注意的是，
该菌因可产生类胡萝卜素物质而菌体呈红色，而类

胡萝卜素是一类多功能的生物活性分子，是优良的

自由基清除剂和抗氧化剂[3]．目前，关于类胡萝卜

素在 D. radioduran超强抗辐射中的作用机制的研究
工作还鲜有报道[9, 10]．

本文为研究 D. radiodurans 中类胡萝卜素的生
化合成基因及其在该菌抗辐射机制中的生物学作

用，通过有机溶剂提取及 LC-MS技术分析了其类
胡萝卜素物质的成分，利用 PCR及基因同源重组
技术，构建了类胡萝卜素生化合成途径中的八氢番

茄红素合成酶(crtB)及八氢番茄红素脱氢酶(crtI)基
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因进行缺失突变，比较了野生株及突变株对电离辐

射和 H2O2的敏感性差异，并在体内和体外评价了

类胡萝卜素的自由基清除及抗氧化能力．为探究类

胡萝卜素合成途径的基因与功能及类胡萝卜素在

D. radiodurans 抗辐射机制中的作用提供了新的直
接实验证据．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌 株 及 培 养 基 ． 耐 辐 射 奇 球 菌

D. radiodurans R1，大肠杆菌 DH-5琢，带 姿噬菌体
的大肠杆菌 E. coli 资12 (姿+)均由中国典型培养物保
藏中心 (CCTCC) 提供．细菌培养用 LB 培养基：
1%蛋白胨， 0.5%酵母提取物，0.5%氯化钠，
pH 7.2．TGY 培养基：0.5%蛋白胨，0.3%酵母提
取物，0.1%葡萄糖，pH 7.2．
1.1.2 试剂．ESR自旋捕集剂 DMPO(5, 5-dimethyl-
1- pyrroline-1-oxide)，购自美国 Sigma-Aldrich 公
司，配制成 0.8 mol/L浓度，使用活性碳纯化后置
-20℃保存备用．本实验所用 TaqDNA聚合酶、限
制性内切酶及 DNA Marker均购自大连宝生生物公
司 (TaKaRa)，氨苄青霉素和卡那霉素购自美国
Cayman Chemical 公司．PCR-Blunt(Kmr)克隆载体
购自美国 Invitrogen 公司．T4DNA 连接酶，质粒
抽提试剂盒、PCR纯化和胶回收试剂盒购自美国
Promega公司．引物合成和 DNA测序反应均由上
海英杰(Invitrogen)生命技术有限公司完成．
1.2 方法

1.2.1 类胡萝卜素的提取及 LC-MS分析．
类胡萝卜素的提取：取对数生长中后期的菌液

200 ml，4 000 g离心 20 min，去离子水洗 3次，细
菌沉淀用 10 ml冰预冷的丙酮∶甲醇溶液(3∶2)抽
提，4℃避光低速振荡 20 min, 4℃ , 10 000 g离心
20 min，取上清，菌体沉淀重复上述抽提过程 3次
至上清无色，合并抽提液，30℃下旋转蒸发至干，
充入纯度为 99.99%的氩气，置-80℃保存，或溶解
于 1 ml流动相，经 0.22 滋m滤膜过滤后直接进样
进行 HPLC及 LC-MS分析．

LC-MS 分析：美国 Thermo Electron 公司
Finnigan LCQ Deca XP MAX液 - 质联用仪，配置
Finnigan Surveyor 系 列 高 效 液 相 色 谱 仪 ，
LightPipeTM二极管阵列(PDA)检测器．Finnigan 多
级离子阱质谱仪，配置大气压化学电离(APCI)源．
色谱条件：Waters ODS反相 C18色谱柱(4.6 mm 伊

250 mm，5 滋m)，流动相：乙腈∶甲醇∶二氯甲烷
(85∶10∶5)，检测波长为 470 nm，流速 0.2 ml/min,
进样量 10 滋l．质谱条件：正离子(+)检测，离子源
喷射电压为 4.2 kV，毛细管温度为 250℃，干燥气
流速为 6.0 ml/min，鞘气(N2)流速为 1.05 L/min，辅
助气流速为 0.16 L/min．数据采集方式：在 m/z
20～2000范围内进行全扫描．仪器控制及数据分
析：Finnigan XcaliburTM(Version 2.0)软件．
1.2.2 ctrB及 ctrI基因缺失突变株的构建及鉴定．
突变株的构建：参照文献[5]提取 D. radiodurans R1
基因组 DNA，以此为模板扩增目的基因序列．其
中用于扩增 crtB 基因(DR0862)的引物为 crtB-F，
5忆 TATCCATTATCGCAACTGTTTTCGC 3忆，及
crtB-R, 5忆 GTATAGTGACAGGCCGTATTCGTCG 3忆.
扩增产物长度 516 bp，位于 crtB蛋白密码子 54到
225 之间．扩增 crtI 基因(DR0861)引物为 crtI-F，
5忆 CATTTAGTTCGGGTCAAGGAGGGCG 3忆，及
crtI-R, 5忆 CTTGGTTGGGATGTTGTGGTGCTTG 3忆.
扩增产物长度为 825 bp，位于 crtB蛋白密码子 103
到 377 之间．扩增的 PCR 产物经钝端克隆到
PCR-Blunt 载体(Kmr)中，然后通过单交换同源重
组的方式重组入 D. radiodurans R1基因组中．转化
实验参照文献[11]所述方法．培养 R1单菌落至对
数生长期，使用含 30 mmol/L CaCl2的 TGY培养基
培养菌株 2 h后使其处于感受态，加入含抗性基因
的 PCR 产物，30℃培养 36 h，以 25 mg/L卡那霉
素筛选得到 crtB及 crtI基因缺陷突变株 MB-10及
MI-21．
突变株的鉴定：待 TGY抗性平板上长出相应

的突变菌落后，挑取单菌落培养至对数生长期，提

取基因组 DNA作为 PCR扩增的模板，分别以 crtB
及 crtI基因上述对应引物进行 PCR扩增，PCR产
物经凝胶回收后送上海英杰生命技术有限公司测

序，比对其序列后确定其是否为相应的基因缺失突

变株．

1.2.3 突变株对电离辐射及 H2O2的敏感性测定．
60Co 酌射线辐照敏感性试验按以下步骤进行：挑取
R1、MB-10及 MI-21菌株的单菌落，30℃培养至
对数生长期，适当倍数稀释后悬浮于 10 mmol/L生
理盐水中，室温，使用 60Co 酌射线照射至设定剂量
范围(0～12 kGy)．辐照后取 100 滋l菌液，稀释涂
布于 TGY平板上，30℃培养 48 h后计数．以未辐
照处理的细菌作为对照组计算其细菌存活率，每个

处理取 3次试验的平均值．H2O2敏感性试验参照文

716· ·



杨桥等：类胡萝卜素在耐辐射奇球菌辐射抗性中的作用2009; 36 (6)

献[11]进行．
1.2.4 类胡萝卜素抗氧化能力评价．

a．姿噬菌体紫外诱导系统(UIB)．类胡萝卜素
抗氧化能力评价通过其对 姿噬菌体紫外诱导系统
( ultraviolet induction of bacteriophage 姿, UIB )测定，
试验方法参照文献[12]进行．将 37℃培养过夜的
E. coli 资12 (姿+ )培养物按 1∶10的比例转入另一新
鲜的 LB培养基中，振荡培养 6 h后，4 000 g，4℃
离心 15 min，弃上清，加入 2 ml 0.1 mol/L磷酸缓
冲液 (pH 7.2) 制成菌悬液．取 1.5 ml 菌悬液和
0.5 ml不同浓度的类胡萝卜素溶液，加入直径 6 cm
培养皿中，置于 15W 紫外灯 (254 nm，UVC)下
30 cm处照射 30 s，同时以不加胡萝卜素的样品作
为对照．紫外线照射后振荡混匀，取 100 滋l涂布
LB平板，置 37℃暗培养过夜．根据菌落形成单位
(CFU)计算抑制率(%)：抑制率=(CFU 对照-CFU 菌样)/
CFU 对照 伊 100%．

b．电子自旋共振(ESR)检测．德国 BRUKER
公司 ESP300型电子自旋共振波谱仪．ESR检测条
件：中心磁场 3 420 G，微波功率 10 mW，扫场宽
度 100 G，调制频率 25 Hz，调制幅度 0.5 mT，响
应时间 81.92 ms，增益 2，仪器操作温度 25℃．溶
源菌系统菌体密度 108 个 /ml．紫外线照射时间
30 s．反应体系：28 滋l 溶源菌 (108 个 /ml)，5 滋l
DMPO(0.8 mol/L), 5 滋l DETAPAC(1 mol/L)，12 滋l
NaCl(0.85%)．全部自旋捕集实验均使用直径 1 mm
的标准石英毛细管．

抗氧化能力计算：UIB系统主要产生两种类型
自由基，即超氧阴离子(O2

·)及羟自由基(·OH)，在
上述自由基产生体系中加入不同浓度的

D. radiodurans 类胡萝卜素提取液，同等实验条件
下测定其 ESR波谱强度，根据所测 ESR信号强度
的衰减率(%)来计算其对自由基清除能力．
1.2.5 统计分析．所有结果都以 x 依 s 表示．数据
统计分析使用 SPSS软件(Version 11.0)和 Student’s
t 检验，P < 0.05为显著差异．

2 结 果

2.1 D. radiodurans类胡萝卜素的 LC鄄MS分析
D. radiodurans 中所产类胡萝卜素含量最高的

成分为 deinoxanthin ((all-E)-2, 1忆 -dihydroxy-3忆 -4忆 -
didehydro-1忆，2忆-dihydro-茁，鬃-carotene-4-one)，分
子式为 C40H54O3，含 2个羟基及 1个羰基[13, 14]．其

化学结构如图 1．但本文根据对其培养物提取物

LC-MS分析的紫外可见吸收光谱数据，结合物化
性质测定结果并参照文献报道的类胡萝卜素特征性

吸收谱图，发现含量较高的成分还包括化学结构待

定的另一种类胡萝卜素(图 1)，LC-MS分析显示其
分子质量为 566.26 u．推测的分子式为 C40H54O2．

根据两化合物的峰面积的积分结果，两者含量分别

占总量的 46%和 38%．

2.2 D. radiodurans ctrB及 ctrI基因缺失突变株的
构建

八氢番茄红素合成酶(crtB)是 D. radiodurans 类
胡萝卜素生化合成途径中的第一个限速酶(图 2)，它
催化含 20碳的牻儿基牻牛儿基二磷酸(GGDP) 转

化成无色的八氢番茄红素(phytone)，而后者在 八

氢番茄红素脱氢酶(crtI)的催化下，经数步脱氢反应
生 成 红 色 的 重 要 中 间 前 体———番 茄 红 素

(lycopene)[15]．而番茄红素是类胡萝卜素进一步合成

代谢的重要分枝点，其可经后续的一系列生化反

应，最终合成终产物 deinoxanthin．本文通过 PCR
反应分别扩增到了 D. radiodurans 中的 crtB 及 crtI
两个基因片段 (图 3)，并通过基因同源重组的方式
重组到该菌基因组 DNA中，通过抗性筛选到了两

Fig. 1 HPLC profile of D. radiodurans carotenoids
and UV鄄vis data of two main carotenoids

A : Deinoxanthin; B: Unidentified carotenoid. (a) The chemical structure

of deinoxanthin. (b) HPLC chromatography. (c) UV-vis data of two

main carotenoids.
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个基因的突变株．突变株的表型观察显示，crtB及
crtI基因的完全缺失会导致红色野生型菌株转变为
完全无色的突变株．通过进一步对野生型、crtB及
crtI基因缺失突变株MB-10及MI-21株所产类胡萝
卜素的 HPLC比较分析可知(图 4)，与野生型相比，
MB-10及MI-21的主要红色类胡萝卜素色谱峰均完
全消失，这与突变株的表型变化完全一致，确证了

D. radiodurans crtB及 crtI基因缺失突变株构建成功．

Fig. 2 Presumed carotenoid biosynthesis
pathways in D. radiodurans

Terminal products of biosynthesis routes are shown. GGDP:

Geranylgeranyl diphosphate; crtB, phytoene synthase; crtI, phytoene

desaturase.
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Fig. 3 PCR results of crtB and crtI genes
in D. radiodurans

M: DNA marker DL2000; 1: crtB gene; 2: crtI gene.

M 1 2
bp

2 000

1 000
750
500

250

100

Fig. 4 HPLC profile of the carotenoids extracted from the cell cultures of
wild R1, ctrB and ctrI deletion mutants of D. radiodurans

A : Deimoxanthin; B: Unidentified carotenoid.
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2.3 野生型菌株和突变株对 酌射线及 H2O2敏感性

的比较

D. radiodurans野生型，crtB及 crtI基因缺失突
变株 MB-10及 MI-21株在不同辐照剂量下的细胞
存活率见图 5a．野生型 R1具有极强的辐射抗性，
其存活曲线呈典型的肩形曲线，剂量小于 4 000 Gy
其存活率高于 93%．而基因功能缺陷株 MB-10及
MI-21对辐射比较敏感，呈现出与 R1截然不同的
存活曲线．MB-10及 MB-21两者之间的存活率曲

线则十分相似，在 4 000 Gy剂量下仅有约 23%左右
的存活率．高剂量下(> 6 000 Gy)，两个突变株对
辐射较野生型 R1更敏感．野生型与两个突变株对
H2O2的敏感性曲线与 酌射线的非常相似(图 5b)．
因此，可初步推测 crtB及 crtI基因在耐辐射奇球菌
辐射抗性中发挥着重要作用，其作用机制可能为

crtB及 crtI基因的缺失突变导致突变株不能催化类
胡萝卜素生化合成重要中间体番茄红素及下游一系

列产物．类胡萝卜素的独特共轭双键及功能性取代
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2.4 类胡萝卜素抗氧化能力评价

为进一步验证类胡萝卜素在 D. radiodurans超
强辐射抗性中的作用与其抗氧化能力的相关性，首

先利用建立的抗氧化能力生物学评价模型———姿原
噬 菌 体 紫 外 诱 导 系 统 (UIB)， 在 体 内 评 价
D. radiodurans 类胡萝卜素粗提物及两种主组分对
自由基的清除作用．UIB系统主要产生超氧阴离子
(O2
·)及羟自由基(·OH)，而这两种类型自由基正是

酌射线辐射在细菌体内诱发产生的主要的自由基类
型[7, 12]．利用 UIB系统可在一定程度上模拟 酌射线
辐射所导致的细菌体内自由基诱发及其损伤效应．

UIB抑制率的计算结果如图 6 a所示，可见粗提物
和组分 A和 B都表现出了明显抑制作用．其作用
效果强弱顺序为：A+B > B > A >粗提物．
电子自旋共振(ESR)和自旋探针捕获技术(spin

trapping technique)是最直接、最有效的检测自由基

基结构所具有的超强自由基清除能力，可中和或清

除 酌射线辐照所诱导产生的大量毒害性自由基，从
而可有效减缓辐照所引发的对生物大分子(核酸、

蛋白质、脂、糖)及细胞超微结构的氧化性损伤，
最终提高细胞存活率[7, 10, 16～18]．

Fig. 6 The inhibitory effects of D. radiodurans carotenoids on UIB system and the free radical
scavenging capacities measured by ESR spin trapping technique

(a) Measured by UIB system. (a) and (c) A : Deinoxanthin; B: Unidentified carotenoid. (b) Measured by ESR technique. 1: UIB +UV; 2: UIB +UV +
deinoxanthin; 3: UIB+UV+B; 4: UIB+UV+(deinoxanthin and B). (c) Quantitative results of ESR.
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的方法[19]．本实验利用该技术，不仅直观观察到了

UIB系统产生的复杂自由基信号，而且在体外定量
测定了 D. radiodurans 类胡萝卜素成分对该系统产
生自由基的清除作用．姿原噬菌体经紫外线照射，
产生了较强的自由基信号 (图 6b， 1)，加入
D. radiodurans 的类胡萝卜素后，自由基信号强度
明显降低(图 6b，2，3，4)．两种类胡萝卜素共同
作用及单独作用，对 ESR检测的自由基信号的衰
减率分别为 60%、32%和 22%(图 6c)．ESR测定结
果与对 UIB 系统抑制效果的测定结果完全一致，
进一步确证了 D. radiodurans 类胡萝卜素对 O2

·及

·OH具有较强的清除能力．上述结果表明，类胡
萝卜素物质在该菌辐射抗性中的作用与其强自由基

清除能力密切相关．

3 讨 论

经过多年的研究，科学家们目前认为

D. radiodurans 的辐射保护机制主要有以下几个方
面．首先，其具有高效的 DNA修复系统，可快速
高效地对损伤的 DNA进行修复．其次，细菌体内
存在着超氧化物酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)等抗
氧化保护酶系相关基因的高水平表达，它们在细菌

的氧化损伤防御机制中发挥着重要作用．其三，细

菌细胞壁由数层致密结构组成，复杂的外膜脂质和

较厚的富含氨基酸的肽聚糖层，可减缓菌体遭受致

死剂量辐射所引起的损伤[2～4, 7～10]．

D. radiodurans 随着生长时间的不断延长，细
菌类胡萝卜素积累呈增长趋势，稳定期细胞色素积

累达到最大值，该时期细菌抗辐射能力也最强．且

D. radiodurans 类胡萝卜素合成 crtB及 crtI 基因缺
失突变株对电离辐射及 H2O2的抗性和野生型相比

显著降低．表明在决定 D. radiodurans 抗性的众多
因素中，类胡萝卜素起着重要作用．作为其细胞膜

结构的脂质成分，类胡萝卜素的强自由基清除和抗

氧化作用，在细菌应对辐射等因素所诱导的活性氧

损伤的防御体系中发挥着重要作用．类胡萝卜素独

特的长链共轭双键结构的分子长度与细胞膜磷脂双

分子层的厚度相当，且其分子在膜中的方向垂直于

细胞膜平面，这样其共轭双键结构可迅速捕获并中

和侵入质膜中任何深度的有害自由基[10]．

目前，D. radiodurans 中类胡萝卜素生化合成
途径中的类胡萝卜素合成基因还未得到完全鉴定，

本研究构建了该细菌类胡萝卜素生化合成途径中两

个关键性基因 crtB及 crtI的基因缺失突变株，并比

较了野生株及两种突变株对电离辐射及 H2O2的敏

感性差异，对 crtB 及 crtI基因的生物学功能进行
了初步研究，并通过体内和体外两种系统评价了类

胡萝卜素的自由基清除及抗氧化能力．类胡萝卜素

是 D. radiodurans 的主要结构性组成部分并在细胞
质内游离存在，其具有对 酌射线辐射所诱导产生的
两种主要自由基———超氧阴离子(O2

·)及羟自由基
(·OH)的强清除能力，从而提高了细菌对自由基介
导 的氧 化损 伤的抗 性 ． 该发现 是 对现 有

D. radiodurans 辐射抗性机制的一个新的重要补充，
并为进一步探究类胡萝卜素的生物合成基因与生物

功能，及类胡萝卜素在 D. radiodurans 超强辐射抗
性中的作用及其实际应用奠定了良好的工作基础．
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Effects of Carotenoids on The Radioresistance of The Extremely
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Abstract To investigate the biosynthetic genes and the biological functions of carotenoids on the radioresistant
mechanisms of the extremely radioresistant bacterium, Deinococcus radiodurans, the carotenoids of this bacterium
were extracted with cold methanol and acetone, then were isolated and analyzed by LC-MS technique. Two
colorless mutants knocking out of the phytoene synthase (crtB) and phytoene desaturase (crtI) genes were
constructed by PCR and in vivo homologous recombination. The successful construction was confirmed by
phenotype observation and carotenoids analysis by high performance liquid chromatography (HPLC). Comparative
analysis of the sensitivities among the two colorless mutants and wild R1 showed that the two colorless mutants
were more sensitive to ionizing radiation (IR) and ultraviolet (UV), indicating that the deletion of crtB and crtI
genes made the mutants unable to biosynthesize the crucial intermediate lycopene and series of downstreaming
carotenoids. The scavenging abilities of the two carotenoids were measured using the ultraviolet induction of
bacteriophage 姿 (UIB) system and electron spin resonance (ESR) spin trapping technique in vivo and in vitro,
respectively. The results showed that the main two carotenoids exhibited significant antioxidant capacities to
superoxide anion (O2

·) and hydroxyl radicals (·OH) which were two main types of free radicals produced during
IR. This study has provided for the first time a new and direct evidence to explore the biosynthesis genes of
carotenoids and their biological functions for the radioresistant mechanisms of D. radiodurans.
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