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摘要：　对已公布全基因组的沼泽红假单胞菌（犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱犪狀狅狀犪狊狆犪犾狌狊狋狉犻狊）砷代谢基因进行解析，探求其砷

代谢机制及进化关系．已公布全基因组的７个菌株中均含有砷抗性（ａｒｓ）基因簇，主要包括ａｒｓＲ，ａｒｓＣ，ａｒｓＭ，

ａｒｓＢ，ａｃｒ３ｐ，ａｒｓＨ，但不同菌株间的ａｒｓＲ同源性可以有较大差异，有６个菌株同时含有Ⅰ和Ⅱ两类ａｒｓＣ，５个

菌株含有ａｒｓＭ，ａｒｓＭ同源性也有较大差异．结果表明：犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢机制的主体为细胞质Ａｓ（Ⅴ）还原

和Ａｓ（Ⅲ）甲基化，菌株不同，砷代谢基因呈现明显差异和多样性．
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微生物在与砷的长期相互作用过程中进化出各种各样的砷代谢机制，在自身解毒过程中伴随着砷

价态及形态的转化，对砷的地球化学循环起到了重要的影响［１］．近年来，微生物砷代谢研究发展迅速，先

后报道了７种砷代谢机制
［２］，包括细胞质Ａｓ（Ⅴ）还原、呼吸性Ａｓ（Ⅴ）还原、化能自养Ａｓ（Ⅲ）氧化、化

能异养型的Ａｓ（Ⅲ）氧化、Ａｓ（Ⅲ）甲基化、不产氧光合作用偶联的Ａｓ（Ⅲ）氧化，以及Ａｓ（Ⅴ）代替磷供细

菌生长代谢，但研究证据并不支持最后一种砷代谢机制［３］．２００４年，Ｆ．Ｗ．Ｌａｒｉｍｅｒ等
［４］首次测定了沼

泽红假单胞菌（犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊）
［５］的ＣＧＡ００９菌株基因组序列；２００６年，Ｑｉｎ等

［６］从该菌株中克隆了转甲

基酶基因（ａｒｓＭ），首次提供了细菌砷甲基化机制的实验证据．前期研究结果表明：犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊对砷具

有较强的抗性，能够在厌氧条件下将胞内的Ａｓ（Ⅴ）还原为Ａｓ（Ⅲ）
［７］．对已公布全基因组ＡＰＢ的砷代

谢基因簇结构进行分析，犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢基因簇具有更为复杂的“多操纵子”结构
［８］．但关于不同砷

抗性（ａｒｓ）操纵子中砷代谢基因之间如何表达和调控，尚缺乏系统而深入的研究．本文以基因组砷代谢

基因簇相关基因序列为基础，利用生物信息学手段，系统分析犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢基因簇及砷代谢相关

基因ａｒｓＲ，ａｒｓＭ和ＡｒｓＣ蛋白的系统进化关系．

１　材料与方法

１．１　基因组序列的获取和一般特征

分别从ＬＰＳＮ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｂａｃｔｅｒｉｏ．ｃｉｃｔ．ｆｒ／），ＩＪＳＥＭ（ｈｔｔｐ：∥ｉｊｓ．ｓｇｍｊｏｕｒｎａｌｓ．ｏｒｇ／），ＡＴＣＣ（ｈｔ

ｔｐ：∥ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ／）和ＤＳＭＺ（ｈｔｔｐ：∥ｏｌｄ．ｄｓｍｚ．ｄｅ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍ）等网站获取目前已报道的犚．狆犪犾狌狊

狋狉犻狊菌株．然后，在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）及 ＭｉｃｒｏｂｅｓＯｎｌｉｎｅ（ｈｔｔｐ：∥ｍｉｃｒｏｂｅｓｏｎｌｉｎｅ．

ｏｒｇ／）数据库以种名为关键词获取全基因组序列，描述犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊基因组的一般特征．

１．２　砷代谢相关基因及定位

在获取的全基因组序列中搜索目标基因，以报道的砷代谢相关基因为参照［１?２，９?１１］，通过ＧｅｎＢａｎｋ

注释获取相关基因的定位及功能，利用ＢＬＡＳＴ工具获取同源序列及基因注释；然后，结合获取基因序
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列的特征分析，确认基因功能注释的准确性．同时，利用ＥＭＢＬ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｍｂｌ．ｏｒｇ／）与ＤＤＢＪ（ｈｔ

ｔｐ：∥ｗｗｗ．ｄｄｂｊ．ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ／）数据库，对获取的基因信息进一步确定．

１．３　系统发育树的构建

用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件对目的基因的核酸序列或蛋白的氨基酸序列比对分析，在 Ｍｅｇａ５．０软件上

用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）进行聚类分析．基于细菌全基因组序列的聚类分析参照文献［１２］的方

法进行，利用 Ｍａｕｖｅ２．３．１软件获取基因组进化距离矩阵（ｇｅｎｏｍｅｃｏｎｔｅｎｔｄｉｓｔａｎｃｅｍａｔｒｉｘ），并在

Ｍｅｇａ５．０软件上采用邻接法进行分析．

２　结果和分析

２．１　犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊基因组的多样性

从数据库中共收集到７株犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊的全基因组序列，其基因组一般特征如表１所示．从表１可

知：７个菌株均含有１条染色体，ＧＣ摩尔分数为６４％～６６％，仅ＣＧＡ００９含有１个质粒；ＢｉｓＢ５染色体

相对较小，约为４．８９Ｍｂ，ＴＩＥ?１染色体相对较大，约为５．７４Ｍｂ，其他５菌株染色体大小相近，约为５．５

Ｍｂ；ＤＸ?１含有１０５个假基因，远远高于其他菌株．此外，７个菌株含有的ｒＲＮＡ操纵元，ｒＲＮＡ及ｔＲＮＡ

等数量上也存在一定的差异．ＣＧＡ００９砷代谢基因簇大小约为８．１ｋｂ，明显高于其他菌株．结果表明：

犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊基因组特征上呈现出多样性，犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊不同菌株具有高度异质化和多样化．

表１　犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊基因组一般特征

Ｔａｂ．１　Ｇｅｎｅｒａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｇｅｎｏｍｅｏｆ犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊

特征
菌株

ＣＧＡ００９ ＨａＡ２ ＢｉｓＢ１８ ＢｉｓＡ５３ ＢｉｓＢ５ ＤＸ?１ ＴＩＥ?１

染色体数目 １ １ １ １ １ １ １

质粒数目 １ ０ ０ ０ ０ ０ ０

基因组大小／ｋｂ ５４５９．２ ５３３１．７ ５５１３．８ ５５０５．５ ４８９２．７ ５４０４．１ ５７４４．０

ＧＣ摩尔分数／％ ６５．１ ６６．０ ６５．０ ６４．４ ６４．８ ６５．４ ６４．９

基因数目 ４８９８ ４７７２ ５０１６ ４９７２ ４４９２ ５０８２ ５３８２

蛋白数目 ４８２０ ４６８３ ４８８６ ４８７８ ４３９７ ４９１７ ５２４６

假基因数目 １８ ３０ ５８ ３６ ２１ １０５ ７４

ｒＲＮＡ操纵元 ２ １ ２ ２ ２ ２ ２

ｔＲＮＡ ４９ ５０ ５０ ４８ ５１ ５０ ５２

ｒＲＮＡ ８ ５ ６ ６ ６ ６ ６

砷代谢基因簇／ｋｂ ８．１ ３．１ ２．４ ４．１ ５．３ ５．３ ５．３

２．２　物种的进化关系和砷代谢基因簇结构分析

犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊菌株砷代谢相关基因的分布与结构，如图１所示．从图１可知：７个菌株的染色体中均

含有以ａｒｓ操纵子为主体的砷代谢基因簇，主要包括砷代谢调节基因（ａｒｓＲ）、细胞质Ａｓ（Ⅴ）还原酶基

因（ａｒｓＣ）、Ａｓ（Ⅲ）外排蛋白基因（ａｒｓＢ或ａｃｒ３ｐ）、转甲基酶基因（ａｒｓＭ）、砷抗性相关功能基因（ａｒｓＨ）和

未知功能基因（ａｒｓＵ）等．７个菌株中，ａｒｓ操纵子主要包括ａｒｓＲＣＣ（ａｃｒ３ｐ）和ａｒｓＲＭ 两种类型．研究结

果表明：犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊具有细胞质Ａｓ（Ⅴ）还原代谢机制及Ａｓ（Ⅲ）甲基化代谢机制．不同菌株的砷代谢

基因簇由１至４个砷代谢操纵子组成，不同菌株基因簇中的基因组成、排列顺序和方向有所不同．

图１　犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊菌株砷代谢相关基因的分布与结构

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅａｒｓｅｎｉｃｍｅｔａｂｏｌｉｃｇｅｎｅｓｉｎ犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊
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１６ＳｒＲＮＡ基因序列和基因组进化距离矩阵聚类分析及砷代谢基因簇结构的进化关系，如图１所

示．基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列的分析表明：ＢｉｓＡ５３，ＢｉｓＢ１８和ＤＸ?１聚为一类；ＴＩＥ?１，ＣＧＡ００９，ＢｉｓＢ５和

ＨａＡ２聚为一类．基因组进化距离矩阵聚类分析显示：ＢｉｓＢ１８和ＢｉｓＡ５３聚为一类；ＢｉｓＡ５３砷代谢基因

簇在ａｒｓＲＣＣ（ａｃｒ３ｐ）基础上进化出了ａｒｓＲＵＵ，构成２个砷代谢操纵子；ＣＧＡ００９，ＴＩＥ?１，ＤＸ?１，ＢｉｓＢ５

和ＨａＡ２聚为一类．这５个菌株的特点是砷代谢基因簇更加复杂，而且均含ａｒｓＲＭ．犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊不同

菌株间存在着砷代谢基因的易位与倒位，不同菌株ａｒｓ操纵子进化程度不同，进化趋向于结构更为复杂

的“多操纵子”．两种聚类方式的结果虽然有差异，但基因组进化距离矩阵聚类分析分辨率更高，更容易

分辨不同的菌株，同时与犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊菌株之间的砷代谢基因簇的进化关系
［８］更相符．

图２　基于ａｒｓＲ基因序列的系统发育分析

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂａｓｅｄｏｎａｒｓＲｇｅｎｅ

２．３　砷代谢调节基因的分析

调节基因对基因的表达具有重要

的调控作用．犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊菌株砷代谢

基因簇中拥有多个操纵子，为了解不同

操纵子中基因的表达关系，选择 犚．

狆犪犾狌狊狋狉犻狊，以及另外２种ＡＰＢ不同菌株

的不同类型操纵子和４株非光合细菌

ａｒｓＲＢＣ操纵子上游的ａｒｓＲ序列进行了

系统发育分析，结果如图２所示．

从图２可知：不同操纵子中ａｒｓＣ，

ａｃｒ３ｐ及ａｒｓＭ 上游的ａｒｓＲ系统发育关

系因种而异．以ａｒｓＲ（ａｃｒ３ｐ）Ｃ为例，在

犚．狊狆犺犪犲狉狅犻犱犲狊不同菌株中ａｒｓＲ同源

性较高，而与犚．狏犪狀狀犻犲犾犻犻的ａｒｓＲ的同源性较低．对ａｒｓＲＣＣ（ａｃｒ３ｐ）而言，在６株犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊中，Ｂｉ

ｓＡ５３，ＣＧＡ００９，ＴＩＥ?１，ＢｉｓＢ５与ＢｉｓＢ１８的ａｒｓＲ同源性较高，而与ＤＸ?１相比，ａｒｓＲ同源性则较低．

图３　基于细胞质砷还原蛋白氨基酸序列的系统发育分析

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｄｒｉｖｅｄ

ｆｒｏｍＡｒｓＣａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ａｒｓＲＭ操纵子上游的ａｒｓＲ也呈现

出多样性．研究结果表明：同种不同菌

株间相同（或相似）类型操纵子上游的

ａｒｓＲ可以有较大差异，不同类型操纵子

上游ａｒｓＲ的同源性也可很高．ａｒｓＲ的

同源性差异可能与环境中砷调控基因

的表达有关，但含有多个ａｒｓ操纵子的

细菌在砷代谢过程中，不同操纵子中砷

代谢基因如何表达调控，其与菌种（株）

抗砷能力之间的关系等问题目前尚不

明确，还需要更多的证据．

２．４　细胞质砷还原蛋白分析

细胞质Ａｓ（Ⅴ）还原酶基因（ａｒｓＣ）

是ａｒｓ操纵子的关键基因．文献报道的

典型菌种（株）和犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＡｒｓＣ序

列的系统发育分析，如图３所示．由图３

可知：５类不同的ａｒｓＣ表达产物中，现

有的综述文献仅报道４类
［１３?１４］．第Ⅰ类

为ＡｒｓＣ以谷胱甘肽作为电子供体，第

Ⅱ类为ＡｒｓＣ电子供体为硫氧还蛋白，

第Ⅲ类命名为Ａｒｒ２ｐ，其电子供体与第一类相同，第Ⅳ类ＡｒｓＣ电子供体为ｍｙｃｏｔｈｉｏｌ（ＭＳＨ）．尤其是第

Ⅴ类ＡｒｓＣ（ｓｙｎＡｒｓＣ），最先发现于集胞藻属（犛狔狀犲犮犺狅犮狔狊狋犻狊ｓｐ．ＰＣＣ６８０３）中，随后在其他淡水藻类中也
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发现了它的同源基因，其氨基酸序列与第Ⅱ类同源性较高，但电子供体却与第一类相同
［１５?１６］．分析发现，

该类ＡｒｓＣ首先与第Ⅳ类聚为一类，再和第Ⅱ类聚在一起．

已有文献认为，ｓｙｎＡｒｓＣ的变化机制是由ＡｒｓＣ催化位点上的半胱氨酸残基位置所决定的
［１７］，但其

进化来源尚不清楚．通过数据库中ｎＡｒｓＣ基因序列的同源性系统分析，尚未在其他细菌中发现该基因

是否应单独列为一类，还值得探讨．同时发现：７株犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊均含有第Ⅰ类 ＡｒｓＣ，而 ＢｉｓＢ５，

ＣＧＡ００９，ＢｉｓＢ１８，ＢｉｓＡ５３，ＴＩＥ?１和ＤＸ?１还含有第Ⅱ类ＡｒｓＣ，这种同一基因组中含有两类ａｒｓＣ基因的

现象明显区别于其他光合生物，在非光合生物中也不常见，显示出犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢基因的多样性．

２．５　转甲基酶基因分析

已有研究表明：转甲基酶（ＡｒｓＭ）可将细胞内的Ａｓ（Ⅲ）转化为甲基砷化物，最终生成挥发性三甲基

砷（ＴＭＡ）排出胞外，降低了环境中砷的浓度，能够达到环境砷治理的目的
［６］．因此，分析了犚．狆犪犾狌狊

图４　基于ａｒｓＭ基因序列的系统发育分析

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂａｓｅｄｏｎａｒｓＭｇｅｎｅ

狋狉犻狊中ａｒｓＭ 基因的多样性．与犚．狆犪犾

狌狊狋狉犻狊ＢｉｓＢ５的ａｒｓＭ序列相比，５株犚．

狆犪犾狌狊狋狉犻狊及８株典型非光合生物的ａｒ

ｓＭ 序列的同源性达８０％以上，其系统

发育分析如图４所示．从图４可知：

ＣＧＡ００９，ＴＩＥ?１，ＢｉｓＢ５和 ＤＸ?１的ａｒ

ｓＭ聚为一类，而 ＨａＡ２的ａｒｓＭ聚为另

一类，表明ａｒｓＭ具有多样性．

３　讨论

基于已公布的全基因组序列砷代谢基因簇的分析，解析了犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢机制和砷代谢基因

簇．犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢机制的主体为ａｒｓ操纵子介导的细胞质Ａｓ（Ⅴ）还原和Ａｓ（Ⅲ）甲基化，菌株不

同，砷代谢基因和砷代谢途径有明显差异．砷代谢基因簇的结构与分布呈现多样性，且不同菌株砷代谢

基因簇进化程度不同，进化趋向于更为复杂的“多操纵子”结构．

调节基因在基因表达过程中发挥重要的作用，犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊砷代谢调节基因（ａｒｓＲ）具有多样性，同

种不同菌株间相同（或相似）类型ａｒｓ操纵子上游的ａｒｓＲ有较大差异，不同类型操纵子上游的ａｒｓＲ的

同源性也可以很高．ａｒｓＲ的多样性可能与菌种（株）的环境适应性有重要的关系，尤其是含有多操纵子

砷代谢基因簇中砷代谢基因的表达和调控，尚缺乏系统而深入的实验研究．

在同一基因组中含有两类ａｒｓＣ基因的现象并不常见．已有研究表明：一株放线菌谷氨酸棒状杆菌

（ＡＴＣＣ１３０３２）中含有Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅳ类 ＡｒｓＣ
［１４］．本文的分析表明：７株犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊中均含有Ⅰ类

ＡｒｓＣ，其中６个菌株同时含有Ⅰ和Ⅱ类ＡｒｓＣ．由此认为，这两类ａｒｓＣ能够同时表达，第Ⅱ类ＡｒｓＣ是第

Ⅰ类ＡｒｓＣ功能上的补充，两类ａｒｓＣ同时表达更有利于细胞内物质的有效利用，并增强了细菌对砷的

抗性．但究竟是否如此，两类ＡｒｓＣ在胞内如何协调发挥作用，尚缺乏实验证据．

Ａｓ（Ⅲ）甲基化现象普遍存在于细菌、真菌、原生动物及高等动物中
［１８］．通过基因组砷代谢基因分析

表明：犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊也普遍存在ａｒｓＭ，７株犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊中就有５株含有ａｒｓＭ，但不同菌株间，ａｒｓＭ 同

源性也具有较大差异．值得关注的是，有研究发现一些起始无甲基化现象的细菌，如犆狅狉狔狀犲犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐ，犈．犮狅犾犻，犉犾犪狏狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐ，犘狉狅狋犲狌狊ｓｐ和犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ，在高浓度砷长期（６个月）诱导下，可将

无机砷转化为甲基砷化物［１８］．因此，细菌中犪狉狊犕 是来源于自身基因的演化，还是存在其他未发现的甲

基化途径，也是值得探索的问题．
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