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蓝细菌 16S rRNA 双甲基化酶基因 ksgA
的进化分析、蛋白结构预测及功能验证
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摘要　为研究核糖体小亚基rRNA双甲基化酶基因ksgA 的进化关系、蛋白结构和功能,利用 MEGA５．２
软件构建了３７种蓝细菌ksgA 基因和１６SrDNA的系统进化树,通过SWISSＧMODEL分析和预测KsgA的蛋白

质结构模型,并通过克隆集胞蓝细菌Synechocystissp．strainPCC６８０３、鱼腥蓝细菌Anabaenasp．strainPCC
７１２０和聚球蓝细菌Synechococcuselongatessp．strainPCC７９４２的ksgA 基因对大肠杆菌ksgA 突变体进行了

异源互补.结果表明:ksgA 基因在蓝细菌中与１６SrDNA 进化分支高度相似,且体现出蓝细菌进化的聚类特

征;蓝细菌 KsgA甲基化酶与该蛋白家族的其他蛋白质拥有共同的保守结构、催化位点和配体结合位点;克隆的

３种蓝细菌ksgA 基因均能在一定程度上互补大肠杆菌ksgA 基因的功能.
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　　蛋白质是生命活动的主要体现者,蛋白质的功

能和结构在进化中的联系一直都是生命科学相关领

域的研究热点[１].近年来,１个在动物、植物、微生

物中都极端保守的蛋白质家族——— KsgA/Dim１蛋

白质家族,因其功能和结构上进化的特殊性引起了

研究者的关注.KsgA/Dim１家族的蛋白质是典型

的SＧ腺苷甲硫氨酸(SAM)依赖的甲基化酶,能够以

SAM 为甲基供体,催化甲基基团的转移[２].这个家

族蛋白质最核心的功能是参与核糖体小亚基rRNA
的修饰,使其３′末端颈环上２个相邻的腺嘌呤发生

双甲基化[３].
在核糖体成熟的过程中,核糖体的修饰是一个

重要且必需的步骤.相对于rRNA 自身的保守性,

rRNA的修饰在不同物种中表现出惊人的多样性.
而 KsgA/Dim１ 对１６SrRNA 的双甲基化修饰作

用,是目前已知仅有的３个保守的１６SrRNA 修饰

之一[４].
在原核生物中,作为将１６SrRNA 末端 A１５１８

和 A１５１９(E．colirRNA碱基序列)双甲基化的修

饰酶[５],ksgA 的突变体在蛋白质翻译过程中可能会

出现高频错误而使细胞承担不可预知的风险,但是

目前的相关研究显示ksgA 对于大多数原核生物的

生存似乎不是必需的[６];同时,ksgA 的缺失使这些

微生物出现多样化的表型:大肠杆菌[３]、淋球菌[７]等

细菌的ksgA 突变体能够表现出春雷霉素(kasugaＧ
mycin)抗性;金黄色葡萄球菌[６]等少量种类的细菌

则表现出对温度的敏感.在真核生物中,KsgA/

Dim１家族的同源蛋白的功能差异甚大.在绿色植

物和部分真核藻类中,细胞核染色体上存在并表达

多个不同的该家族的基因,KsgA/Dim１家族同源蛋

白PFC(Paleface１)是修饰叶绿体核糖体的双甲基

化酶,Dim１B修饰１８SrRNA.PFC的缺失突变体

对温度敏感,在低温下其叶绿体无法正常发育[８].
在酿酒酵母(Saccharomycescerevisiae)中,KsgA/

Dim１家族的同源蛋白scＧmtTFB已没有甲基化酶

的活性,而成为线粒体转录因子 B(scＧmtTFB),是
线粒体转录装置的组分之一[９].人类则拥有２种形

式的 mtTFB,不同于scＧmtTFB,人类的hＧmtTFB１
和hＧmtTFB２都足够保守,作为线粒体转录因子的

同时仍拥有甲基化酶的活性[１０].
蓝细菌是地球上已知的最早生物之一,遍布于

世界上几乎所有的生境,并演化出多种多样的适应
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性形态、构造以及生存机制,同时对地球生态环境的

改变和生命系统的演化产生了巨大的影响[１１].作

为在进化上较早独立分支的类群,蓝细菌保留了大

量的古老遗传信息,成为分子进化领域中不可多得

的材料和不容忽视的研究对象[１２].基于此,本研究

选择蓝细菌的 KsgA蛋白质家族进行系统进化分析

和结构预测,并初步验证其生物学功能,以期为蛋白

质结构与功能共同进化理论提供新的实验证据.

1　材料与方法

1.1　材　料

本研究使用的菌株和质粒见表１.
表１　本研究使用的菌株及质粒

Table１　Strainsorplasmidsusedinthisstudy

菌株及质粒

Strainorplasmid
特点 Description 来源 Source

菌株 Strains

AnabaenaPCC７１２０ 野生型 Wildtype
法国巴斯德菌种保藏中心

PasteurCultureCollection

SynechocystisPCC６８０３ 野生型 Wildtype
法国巴斯德菌种保藏中心

PasteurCultureCollection

SynechococcuselongatusPCC７９４２ 野生型 Wildtype
法国巴斯德菌种保藏中心

PasteurCultureCollection

E．coliMG１６５５ 野生型 KＧ１２菌株 WildＧtypeKＧ１２strain
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliPR７
thrＧ１,leuB６(Am),lacY１,rnaＧ１９,pnpＧ７,rpsL１３２
(strR),malT１(λR),xylＧ７,mtlA２,thiE１

笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliQ１３
rnaＧ１９,gdhA２,hisＧ９５,tyrA６,relA１,pnpＧ１３,
spoT１,metB１

笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliJC１２ fhuA２,lacY１orlacZ４,tsxＧ１,glnV４４(AS),galＧ６,
rfbC１,purF１,xylＧ７,mtlA２,metB１

笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliJC４１１
leuB６(Am),fhuA２,lacY１,glnV４４ (AS),galＧ６,
hisG１(Fs),rfbC１,galP６３,argG６,rpsL１０４,malT１
(λR),xylＧ７,mtlA２,metB１

笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliBW２５１１３
Δ(araDＧaraB)５６７,ΔlacZ４７８７(::rrnBＧ３),rphＧ１,
Δ(rhaDＧrhaB)５６８,hsdR５１４

笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliEMGksgA２ MG１６５５ksgA２
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliEMGksgA４ MG１６５５ksgA４
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliTPR２０１ PR７ksgA４０
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliFS２４２ Q１３ksgA２３
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliFS１３１ JC１２ksgA１９
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliFS２３２ JC４１１ksgA１９
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliFS２３３ JC４１１ksgA２３
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory

E．coliJW００５０Ｇ３ BW２５１１３ΔksgA７３３::kan
笔者所在实验室保藏

Theauthor’slaboratory
质粒 Plasmids

pBluescriptⅡ KS Cloningvector
安捷伦科技有限公司

AgilentTechnologies

pskＧalr３２２９ 本研究构建 Thisstudy
pskＧsll０７０８ 本研究构建 Thisstudy
pskＧsyn０３１１ 本研究构建 Thisstudy

２
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　　春雷霉素(kasugamycin)购自上海晶纯生化科

技股份有限公司,引物合成和基因测序由上海生工

生物工程有限公司完成.总 DNA 抽提试剂盒购自

麦克莱博生物科技有限公司.
1.2　序列比对和进化分析

用于分析的３７种蓝细菌及其他细菌的１６SrDＧ
NA、核酸序列来源于 NCBIGenBank数据库和CyaＧ
nobase数据库.采用 ClustalW (version２．０．１)[１３]软

件对序列进行多序列比对,通过 ML(maximumlikeliＧ
hood)方法由 MEGA５．２软件构建系统进化树,进化

树以Bootstrip１００００自检拟合,得出各分支置信值.

１６SrDNA 使用模型为 Kimura２Ｇparameter,ksgA
基 因 使 用 模 型 为 generalized time reversible
(GTR)[１４].
1.3　蛋白质三维结构同源建模

通过SWISS MODEL(http://swissmodel．exＧ
pasy．org//SWISSＧMODEL．html)分析和预测得到

ksgA 的蛋白质模型[１５].由 QMEANserver(htＧ

tp://swissmodel．expasy．org/qmean/cgi/index．cgi)
对蓝细菌 KsgA蛋白质模型的三维结构合理性进行

评估[１６].
1.4　染色体 DNA 提取

收集细胞,破碎后采用总 DNA 抽提试剂盒抽

提蓝细菌总DNA.
1.5　PCR 与克隆的构建

本研究所用PCR引物序列见表２.提取SyneＧ
chocystissp．strainPCC６８０３、SynechococcuselonＧ
gatussp．strainPCC７９４２和Anabaenasp．strain
PCC７１２０３种蓝细菌的总DNA,以３种总DNA为

模板分别进行PCR扩增,得到３种蓝细菌ksgA 基

因的PCR产物,长度分别为８７５、８６０、８３６bp.反应

条件:９５℃,预变性５min;９４℃,１min;６３℃,３０s;

６８℃,２min;３０个循环;６８℃延伸１０min.限制性

内切 酶PstⅠ、XhoⅠ 酶 切 PCR 产 物,将 其 插 入

pBluescriptⅡ SK(Ｇ)酶切位点PstⅠ、XhoⅠ之间,
常规化学转化并挑取抗性转化子,培养后抽提质粒,

表２　本研究使用的引物

Table２　Primersusedinthisstudy

引物 Primer 序列 Sequence 特点 Description

alr３２２９ＧpskＧS
CCTTCTCGAGATGGTACGACCGCGＧ
CAAGCTCTTTG

Anabaenasp．strainPCC７１２０ksgA 基因alr３２２９PCR上游引物 UpＧ
streamprimerofalr３２２９

alr３２２９ＧpskＧA
CCTTCTGCAGTTACTCTACTCCCAAＧ
CAAGTTTGCT

Anabaenasp．strainPCC７１２０ksgA 基 因alr３２２９PCR 下 游 引 物

Downstreamprimerofalr３２２９

sll０７０８ＧpskＧS
CCTTCTCGAGATGGCTTTTCGACＧ
CCCGCAAACGCT

Synechocystissp．strainPCC６８０３ksgA 基因sll０７０８PCR上游引物

Upstreamprimerofsll０７０８

sll０７０８ＧpskＧA
CCTTCTGCAGTTAGGTTGGGGGTAＧ
AAAAAGTCGGC

Synechocystissp．strainPCC６８０３ksgA 基因sll０７０８PCR下游引物

Downstreamprimerofsll０７０８

syn０３１１ＧpskＧS
CCTTCTCGAGATGCCTGCTCGＧ
CAAACGCTTTGGTC

Synechococcuselongatussp．strainPCC７９４２ksgA 基因synpcc７９４２Ｇ
０３１１PCR上游引物 Upstreamprimerofsynpcc７９４２Ｇ０３１１

syn０３１１ＧpskＧA
CCTTCTGCAGTCATGCAGTCGGGTTAＧ
ATGGCGCTG

Synechococcuselongatussp．strainPCC７９４２ksgA 基因synpcc７９４２Ｇ
０３１１PCR下游引物 Downstreamprimerofsynpcc７９４２Ｇ０３１１

酶 切 验 证,得 到 重 组 质 粒 pskＧsll０７０８、pskＧ
syn０３１１、pskＧalr３２２９.
1.6　大肠杆菌突变体春雷霉素抗性互补检测

将重 组 质 粒 pskＧsll０７０８、pskＧsyn０３１１、pskＧ
alr３２２９经常规化学转化,转入大肠杆菌ksgA 突变

体中得到互补菌株.将pBluescriptⅡKS经常规化

学转化,转入大肠杆菌ksgA 突变体中得到空载体

对照菌株.将互补菌株、正对照菌株、负对照菌株和

空载体对照菌株在 LB液体培养基中３７℃培养至

对数生长期(D６００＝０．４~０．６),调整不同样品的菌液

浓度至D６００一致,梯度稀释并取菌液５μL点至含春

雷霉素４００mg/L的 LB固体平板上,３７℃培养过

夜,观察细菌生长状态.

2　结果与分析

2.1　蓝细菌 ksgA/dim1 同源基因的进化分析

通过Blast软件分析及相关基因注释,确定了

３７种全基因组测序蓝细菌的ksgA/dim１的同源基

因(以下称蓝细菌ksgA),各基因的具体描述见表

３.ksgA 基因在３７种蓝细菌的染色体组中均有且

仅有１份拷贝.
对３７种蓝细菌１６SrDNA 和ksgA 同源基因

的核酸序列进行了系统发生分析,选取大肠杆菌、枯
草芽胞杆菌、绿硫菌、新月柄杆菌、拟诺卡氏菌及红

３
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表３　３７种蓝细菌假定的ksgA 基因

Table３　ListofputativeksgAfromthirtysevencyanobacterialgenomes

物种 Species ksgA 基因ksgAgene 长度/bpLength
P．marinusMED４ PMM０９３３ １０８４
P．marinusMIT９３１２ PMT９３１２Ｇ０８６６ １０８１
P．marinusMIT９３１３ PMT０６２１ ８４３
P．marinusSS１２０ Pro０７６３ １０９２
P．marinusstr．AS９６０１ A９６０１Ｇ０９２７１ １０７３
P．marinusstr．MIT９２１１ P９２１１Ｇ０７１１１ １１０３
P．marinusstr．MIT９２１５ P９２１５Ｇ０９５７１ １０７３
P．marinusstr．MIT９３０１ P９３０１Ｇ０９５２１ １０７３
P．marinusstr．MIT９３０３ P９３０３Ｇ１６１７１ １０９５
P．marinusstr．MIT９５１５ P９５１５Ｇ１０１６１ １０８１
P．marinusstr．NATL１A NATL１Ｇ０９４７１ １１３８
P．marinusstr．NATL２A PMN２AＧ０２７８ １１３８
A．platensisNIESＧ３９ NIES３９ＧD０７３００ １０７３
S．elongatusPCC６３０１ syc１２０２Ｇd １０９２
S．elongatusPCC７９４２ synpcc７９４２Ｇ０３１１ ８４０
S．CC９３１１ syncＧ１５９４ １０８４
S．CC９６０５ syncc９６０５Ｇ１１８７ １０７３
S．CC９９０２ syncc９９０２Ｇ１２８３ １０７３
S．JAＧ２Ｇ３B’a(２Ｇ１３) CYBＧ０９８６ １１０３
S．JAＧ３Ｇ３Ab CYAＧ０９１７ １０９２
S．PCC７００２ synPCC７００２ＧA０８９７ ８２２
S．RCC３０７ synRCC３０７Ｇ１３１５ １０７３
S．WH７８０３ synWH７８０３Ｇ１３６６ １０９５
S．WH８１０２ synW１０５２ ９０９
S．PCC６８０３ sll０７０８ ８５５
T．elongatesＧ１ tlr０６５９ ７９８
T．IMS１０１ TeryＧ０７０８ １１００
G．violaceusPCC７４２１ gll１９９１ １０６５
M．aeruginosaNIESＧ８４３ MAEＧ０４５３０ １０４９
N．punctiformeATCC２９１３３ NpunＧR４９１２ １１１９
C．PCC８８０１ PCC８８０１Ｇ４４１６ １０６５
C．PCC７４２４ PCC７４２４Ｇ４４７７ １０６８
C．PCC７４２５ Cyan７４２５Ｇ３４８５ １１１１
C．ATCC５１１４２ cceＧ２４９８ １０５７
A．marina MBIC１１０１７ AM１Ｇ１７５３ １０５２
A．PCC７１２０ alr３２２９ ８１６
A．variabilisATCC２９４１３ AvaＧ４８８６ ８１６

假单胞菌６种模式生物作为对照.由于用最大似然

法和邻接法构建出来的进化树的高级拓扑结构一

致,此处仅展示最大似然法的结果.

１６SrDNA序列进化树(图１)显示蓝细菌可聚集

为３个大的分支,其中第１个分支为海洋聚球蓝细菌

和海洋原绿蓝细菌,分离于进化早期;第２个分支的

蓝细菌形态和生境多样,包含所有已知固氮蓝细菌,
其中固氮单细胞蓝细菌与固氮丝状蓝细菌(产异形

胞)的位于不同的分支.第３分支为嗜热蓝细菌.
蓝细菌ksgA 基因进化树(图２)则显示,蓝细菌

ksgA 基因聚集为２个大的分支,海洋聚球蓝细菌和

海洋原绿蓝细菌仍位于同一分支,而在１６SrDNA
进化树上的第２支蓝细菌和嗜热蓝细菌在ksgA 树

中同属一个大分支下.除这部分差异外,２个进化

树拓扑结构高度相似,相互作用的基因之间的进化

关联是蛋白质进化过程中对结构和功能进行自然选

择的结果,拓扑结构的相似说明在蓝细菌中ksgA
基因基本与１６SrRNA 在进化上存在着关联.此

外,蓝细菌SynechococcuselongatesPCC７９４２ 与

SynechococcuselongatesPCC６３０１在１６SrDNA序

列进化树上与海洋蓝细菌接近,而在ksgA 基因进

化树中与淡水嗜热蓝细菌同属一个分支.

４
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图１　蓝细菌１６SrDNA的最大似然进化树

Fig．１　MaximumＧlikelihoodtreeof１６SrDNAofcyanobacteria
2.2　蓝细菌 KsgA 蛋白结构特征

为更好地理解蓝细菌 KsgA双甲基化酶的结构

和功能在进化中的关联性,本研究通过同源建模构

建了３７种蓝细菌 KsgA 双甲基化酶的三维结构模

型.以Anabaenasp．strainPCC７１２０的 KsgA 双

甲基化酶为例(图 ３A),蛋白三维结构模型的模板

为E．coliKsgA(SMTLid３tpz．２．A),序列相似度

为３４．６３％.蓝细菌 KsgA 双甲基化酶拥有保守的

结构(图３B),包括９~１２个α螺旋和７个β折叠

片,其中第６个β折叠片与第７个β折叠片之间为

逆向平行,其他为正向平行.整体上,蛋白可分为 N

端和C端２个结构域(图３A).N 端含有可能的催

化活性位点,与 RNA 甲基化酶 ErmC、NSUN４、

Trm１４存在相同的保守结构域,即３个α螺旋围绕

７个β折叠片,其他α螺旋位于第６、第７个β折叠

片之间围绕着活性位点区域.蛋白质的 C端结构

域整体均略小于 N 端,可能参与决定 RNA 底物特

异性.鉴于 KsgA蛋白质不存在明显的特异性核酸

结合区域,因此,C端可能通过与核糖体蛋白质的互

作来识别修饰区域[１７].
蓝细菌 N端结构域中的SAM 结构域也十分保

守,且同其他SAM 依赖的甲基化酶的SAM 结构域

５
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结构相似.在Anabaenasp．strainPCC７１２０的 KsＧ
gA双甲基化酶中,Gln１０、Glu３６、Glu５９、Ile６０、Asp
８４、Asn１０９等６个氨基酸残基参与了与SAM 的结

合,在其他蓝细菌的 KsgA双甲基化酶中,这６个氨

基酸及其相对空间位置都是保守的(图３C、３D).
对rRNA甲基化酶ErmC和小鼠KsgA家族蛋

白 mmTFB１M 的结构解析表明,N 端结构域的底

物结合区域的１个芳香族氨基酸残基非常保守,且

很可能是这些甲基化酶的催化核心[１８].根据蛋白

质相应的空间结构和化学特性,在蓝细菌中,KsgA
双甲基化酶的１个位于第４、第５个β折叠片之间

的α螺旋末端的酪氨酸残基很可能是其催化位点

(图３A),这个酪氨酸(Tyr)残基亦保守存在于大肠

杆菌及一些原核生物ksgA 双甲基化酶中,但不同

于哺乳动物中 KsgA家族蛋白在同一结构位置的苯

丙氨酸(Phe)残基.

图２　蓝细菌ksgA 的最大似然进化树

Fig．２　MaximumＧlikelihoodtreeofputativeksgAofcyanobacteria

６



　第６期 王婧蓝 等:蓝细菌１６SrRNA双甲基化酶基因ksgA 的进化分析、蛋白结构预测及功能验证 　

　A:Anabaenasp．strainPCC７１２０的KsgA蛋白三维结构模型,蓝色为 N端结构,黄色为C端结构,紫色显示的分子为对催化非常重

要的酪氨酸残基 Tyr;B:Anabaenasp．strainPCC７１２０(紫色)、Synechocystissp．strainPCC６８０３(青色)和Synechococcuselongatessp．

strainPCC７９４２(灰色)３种蓝细菌KsgA蛋白三维结构模型的对比;C:Anabaenasp．strainPCC７１２０KsgA蛋白的SAMＧPocket参与

结合的保守氨基酸残基(褐色),蓝色为α螺旋结构,紫色为β折叠片;D:图 C水平顺时针旋转９０°.A:３DstructuremodelsofKsgA

dimethyltransferaseofAnabaenasp．strainPCC７１２０．ItadoptsamethyltransferasefoldwithtwoＧdomainarchitecture．CＧterminallobe

isyellow．NＧterminaldomainisblue．Tyr１１２(violet)isimportantforcatalysis;B:Anabaenasp．strainPCC７１２０isstructurallysimilar

toothercyanobacteria．OverlaybetweenAnabaenasp．strainPCC７１２０(violet),Synechocystissp．strainPCC６８０３(cya)andSynechoＧ

coccuselongatessp．strainPCC７９４２(gray);C:SAMＧbindingpocketintheNＧterminaldomainofKsgAofAnabaenasp．strainPCC

７１２０(brown);C９０°rotationisshowninD．

图３　蓝细菌KsgA蛋白的结构模型

Fig．３　３DstructuremodelsofKsgAdimethyltransferasefromcyanobacteriastrains
2.3　蓝细菌 ksgA 突变体异源互补检测结果

为了探索蓝细菌ksgA 基因的功能及其在进化

过程中是否在功能上存在演化差异,本研究选取了

单细胞的集胞蓝细菌Synechocystissp．strainPCC
６８０３、丝状能分化异形胞固氮的鱼腥蓝细菌 AnaＧ
baenasp．strainPCC７１２０,以及在１６SrRNA 和

ksgA系统进化树中聚类分支差异较大的单细胞棒

状细 长 聚 球 蓝 细 菌 Synechococcuselongatessp．
strainPCC７９４２,克隆它们的ksgA 基因,在大肠杆

菌的ksgA 突变体中进行异源互补实验.大肠杆菌

ksgA突变体对抗生素春雷霉素存在抗性,可以在含

春雷霉素４００mg/L的 LB培养基中生长.本研究

使用了８株大肠杆菌ksgA 突变株,包括缺失突变

和７个不同位点的点突变.如果蓝细菌ksgA 基因

７
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　AＧH 依次为突变体FS１３１、FS２３３、FS２３２、FS２４２、EMGksgA２、EMGksgA４、TPR２０１、JW００５０Ｇ３的大肠杆菌互补结果.图４A第一排

为突变体１０－１~１０－５的梯度稀释结果,２到４排依次为Anabaenasp．strainPCC７１２０、Synechocystissp．strainPCC６８０３、SynechococＧ

cuselongatessp．strainPCC７９４２的ksgA 基因互补菌株的１０－１~１０－５的梯度稀释结果.５到６排为负对照和空载对照的１０－１~

１０－５的梯度稀释结果.图BＧH 的样品与图 A排序一致.ThefunctionalcomplementationassaywasusedtoexpressksgAfromcyaＧ

nobacteriaSynechocystissp．strainPCC６８０３,Anabaenasp．strainPCC７１２０andSynechococcuselongatessp．strainPCC７９４２inEschＧ

erichiacolimutantFS１３１(A),FS２３３(B),FS２３２(C),FS２４２(D),EMGksgA２(E),EMGksgA４(F),TPR２０１(G),JW００５０Ｇ３(H)．From

lefttorightisgradientdilutionfrom１０－１to１０－５．

图４　蓝细菌ksgA 基因对大肠杆菌突变体的互补

Fig．４　FunctionalcomplementationofE．coliksgAmutanatsbycyanobacteriaksgA

８
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能够互补成功,则这些大肠杆菌ksgA 突变菌株将

不再具有春雷霉素抗性.
互补实验结果显示,Synechocystissp．strain

PCC６８０３的ksgA 同源基因sll０７０８可以互补点突

变菌 株 TPR２０１;部 分 互 补 点 突 变 菌 株 FS１３１、

FS２３２、FS２３３、FS２４２;不 能 互 补 点 突 变 菌 株

EMGksgA２、EMGksgA４ 和 缺 失 突 变 菌 株

JW００５０Ｇ３.Anabaenasp．strainPCC７１２０的ksgA
同源基因alr３２２９可以互补点突变菌株 TPR２０１、

FS１３１、FS２３２、FS２３３、FS２４２;不能互补点突变菌株

EMGksgA２、EMGksgA４和缺失突变菌株JW００５０Ｇ
３.Synechococcuselongatessp．strainPCC７９４２的

ksgA 同 源 基 因 可 以 互 补 点 突 变 菌 株 FS１３１、

FS２３２、FS２３３、FS２４２;不 能 互 补 点 突 变 菌 株

TPR２０１、EMGksgA２、EMGksgA４和缺失突变菌株

JW００５０Ｇ３(图４).

3　讨　论

在本研究中,３７种蓝细菌在１６SrDNA 和ksＧ
gA 的进化树中均大体反映出了蓝细菌的聚类特

征,体现出与生境、形态、光合系统、生理功能等相关

属性的显著关联性,显示出典型的生物分子和功能

结构共同进化的特征.海洋原绿蓝细菌属和聚球蓝

细菌属蓝细菌在１６SrRNA和ksgA 进化树中均独

立分支,清晰地显示其由同一祖先在进化早期独立

分离,在海洋中繁衍,并进一步演化为原绿蓝细菌属

和聚球蓝细菌 ２ 个分支[１９].在淡水蓝细菌 １６S
rRNA和ksgA 聚类中,与前人的报道相一致,已知

的多细胞蓝细菌有着共同的起源,尽管固氮蓝细菌

似乎存在着不同的起源,但是发育异形胞的固氮蓝

细 菌 之 间 有 着 很 近 的 亲 缘 关 系 并 起 源 于 同 一

祖先[１９].
不同于其他的甲基化酶,KsgA/Dim１家族的双

甲基化酶需要识别２种底物,腺嘌呤和 N６Ｇ单甲基

腺嘌呤,分２步使２个腺嘌呤先后进入催化活性位

点,一共催化４个甲基基团转移到２个腺嘌呤上.
尽管部分真核生物的 KsgA/Dim１家族的同源蛋白

线粒体转录因子 B已被证实仍具有双甲基化酶的

活性并能够互补大肠杆菌ksgA 缺失突变体的表

型[１０],但本研究发现蓝细菌中的ksgA 基因并不能

很好地实现大肠杆菌ksgA 缺失突变体的表型互

补.这或许是由于２种蛋白在结构上存在局部细节

的差异,导致蓝细菌 KsgA 蛋白对大肠杆菌 １６S

rRNA底物无法识别.而大肠杆菌ksgA 点突变体

的互补结果则显示蓝细菌ksgA 基因应该具有甲基

化酶的功能.两者结果的差异可能源于大肠杆菌突

变体的点突变蛋白并非完全失去活性,而蓝细菌的

异源蛋白并不能在大肠杆菌中正常地实现功能,它
们可能分别交叉参与了复杂的多步催化反应的不同

步骤,从而实现了部分功能和表型的互补.
一般认为,功能越重要的蛋白质在进化过程中

越趋于保守.KsgA/Dim１蛋白质家族作为少数在

古菌、细菌、真核生物中高度保守的蛋白质家族是研

究蛋白质结构和功能进化的理想材料[２０].但是,目
前对于 KsgA/Dim１功能的研究并不能很好地解释

其在三界进化过程中极端的保守性.因而,对于这

一问题的解答仍需对蛋白质结构和功能进化机制更

深入的了解.
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PhylogeneticanalysisandstructurepredictionofrRNA
adeninedimethyltransferase(ksgA)incyanobacteria

WANGJinglan　HUSheng　WANGLi　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　OurresearchpaidattentiontomolecularevolutionandstructureofKsgA/Dim１familyin
cyanobacteria,whichcatalyzesthedimethylationsoftwoneighboringadeninesinsmallribosomalsubunit
rRNA．Thephylogeneticanalysisof１６SrDNAandksgA genefrom MEGA５．２showedevolutionary
conservationofKsgA/Dim１familyincyanobacteria．ThehomologymodelofKsgAproteinconstructed
bySWISSＧMODELindicatedthatthefoldofKsgAofcyanobacteriaistwoＧdomainarchitectureandrelaＧ
tivelywellconserved．ThefunctionalcomplementationassaywasusedtoexpressKsgAfromcyanobacＧ
teriaSynechocystissp．strainPCC６８０３,Anabaenasp．strainPCC７１２０andSynechococcuselongatessp．
strainPCC７９４２inEscherichiacolimutanttodetectdimethyltransferaseactivity．Theresultsindicated
thatthefunctionsofE．coliksgA mutanatswascomplementedbycyanobacteriaksgAtosomeextent．

Keywords　ksgA;cyanobacteria;dimethylations;sequenceanalysis;proteinstructureprediction;

SWISSＧMODEL
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