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南极适冷菌Psychrobactersp.G假定蛋白基因

PSYCG_10180对温度和盐度胁迫的应答特征分析
张 良1,2,李 阳1,2,张 政1,2,林学政1,2*

(1.国家海洋局 第一海洋研究所,山东 青岛266061;2.国家海洋局 海洋生物活性物质重点实验室,山东 青岛266061)

摘 要:根据南极适冷菌Psychrobactersp.G的基因组完成图,对其假定蛋白基因PSYCG_10180全长进行了基因

克隆、序列分析与异源表达,并利用qRT-PCR和westernblotting技术对其在不同温度/盐度胁迫条件下的表达特

征进行了研究。序列分析表明,与蛋白PSYCG_10180相似性较高的均为假定蛋白;相似性最高的已知功能蛋白为

蓝光传感蛋白(WP_010201745.1),二者的相似性仅有37%。在 mRNA水平上,基因PSYCG_10180的表达被低温

(0℃)显著诱导,在2,12h均被不同盐度显著抑制;在温度/盐度协同胁迫下,2h内低温均能诱导其表达,而高温

低盐(30℃,15)则抑制其表达。在蛋白水平上,不同温度胁迫下,蛋白PSYCG_10180的表达量在2h变化不大,12
h时均被诱导;在不同盐度胁迫下,该蛋白的表达在12h均被诱导;在温/盐协同胁迫下,除在2h被高温低盐(30
℃,15)诱导外,其余条件下该蛋白的表达均被抑制。比较分析表明,在 mRNA水平上,基因PSYCG_10180的表达

更容易受温度的影响;在蛋白水平上,盐度对该基因表达的影响则要大于温度;在温盐协同胁迫时,盐度起主导作

用。冻融试验表明,表达该假定蛋白可显著提高重组菌株的冻融存活率。本研究表明,假定蛋白基因PSYCG_

10180可能在菌株Psychrobactersp.G的低温等环境适应性中起着重要作用。
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 假定蛋白通常是指那些未知结构和功能的蛋白质[1]。任何测序的基因组中至少包含25%的假定蛋白,
即使像简单的模式生物如大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母也不例外[2]。假定蛋白可能在微生物细胞生

理中起着重要作用,假定蛋白基因及其ORFs的预测有助于蛋白质组学及表达分析的研究[3]。随着测序技

术的快速发展,越来越多的基因组序列可以在GenBank等数据库中找到,尤其是全基因组序列的测通对生

命科学有着根本意义上的改变[2]。到目前为止,GenBank数据库已有超过10000株细菌的基因组序列;然
而,这些基因组中有高达50%的基因被标记为“未知”,“未表征”或“假定”,这极大地限制了我们对其功能的

理解[4-5],也限制了对这些数据的利用,使得数据丰富而信息量差。因此,后基因组时代的主要任务是对基因

组的注释,通过氨基酸序列的分析和实验验证其基因产物的功能,然而对假定蛋白的生物学功能注释仍然是

一个巨大的挑战,这是因为其与已知功能蛋白的氨基酸序列只有较低的相似性[6]。
南极适冷菌Psychrobactersp.G的全基因组为3.11M,G+C含量为42.44%,由1条环形染色体

(CP006265)和3个质粒(CP006266,CP006267,CP006268)组成,假定蛋白分别占染色体和质粒开放阅读框

(OpenReadingFrame,ORF)的26.3% 和72.2%[7],可能在菌株的环境适应性中发挥着重要作用[8-9],需要

利用多种手段对其功能进行预测及验证[10]。
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对假定蛋白的功能预测可以结合多种方法。Retief[11]和Hall[12]发现,可以通过构建系统发育树的方法

来预测假定蛋白的可能功能,同时可以用TreeView和PhyloDraw两种软件对系统发育树进行直观化视图,
以期更好地预测假定蛋白的功能[13-14]。Oany等[10]对菌株 AlteromonasmacleodiiAltDE1的假定蛋白

amad1_06475的氨基酸序列分析表明,该蛋白与冷激蛋白和RNA分子伴侣有很高的同源性,并通过多序列

比对分析确定了该假定蛋白中冷激蛋白保守区域的存在;同时结构预测也表明该假定蛋白具有冷激蛋白和

RNA伴侣的蛋白结构特征。Kanayama等[15]对从桃树中克隆的基因PpAKR1进行了氨基酸序列分析,并
通过构建系统发育树,发现该基因属于醛酮还原酶家族,进一步通过实验验证发现其可参与非生物胁迫耐受

性过程。Rajnish等[16]通过同源性比对发现Zymomonasmobilis中的一种假定内切葡聚糖酶(ZMO1086)
与已知的内切葡聚糖酶的相似度虽仅为40%,但通过异源表达证实了其具有内切葡聚糖酶的活性。

已有的转录组比较分析表明,南极适冷菌Psychrobactersp.G经冷激(0℃,2h)后,假定蛋白基因

PSYCG_10180的表达量显著上升,其表达量的log2FC(L/C)值为对照的4.1倍[17]。本文对其进行了基因

克隆和蛋白结构分析,并利用qRT-PCR和 Westernblotting技术分别从 mRNA水平和蛋白水平研究了其

在不同温度、盐度以及温盐协同胁迫下的表达情况,以期探讨该基因在菌株G环境适应性中的作用。

1 材料和方法

1.1 菌株、培养基及生长条件

南极适冷菌Psychrobactersp.G分离自南极乔治王岛西南部的海水并保存于本实验室。感受态细胞

EscherichiacoliDH5α(D9057),克隆载体pMD18-T(D101A)均购买于TaKaRa(大连)。其最适生长温度

是20℃,最适生长NaCl浓度是45‰(w/v);最适盐度培养基:胰蛋白胨5g,酵母粉1g,NaCl14g,溶解于

1L过滤后的青岛近海海水(盐度约为31)中,并于1×105Pa下湿热灭菌20min,所使用不同盐度培养基的

成分参照文献[17]。

1.2 假定蛋白基因PSYCG_10180原核表达体系的构建

1.2.1 基因PSYCG_10180的克隆及生物信息学分析

根据菌株G的基因组完成图,选取目的基因的ORF序列,利用Primer5.0软件设计特异性引物,在引

物5'端分别引入相应的限制性内切酶NdeI和XhoI的酶切位点(表1)。

表1 扩增假定蛋白基因PSYCG_10180全长的特异性引物

Table1 SpecificprimersusedtoamplifythefulllengthofthehypotheticalproteingenePSYCG_10180

基 因 PCR引物 内切酶

PSYCG_10180
F:5'-GATCATATGCCAGATCTATGCCAGCTT-3' NdeI

R:5'-GAGCTCGAGGAAAATCTTATCGGATA-3' XhoI

特异性引物由博尚生物技术有限公司合成。以菌株G的基因组为模板,进行PCR扩增。PCR条件如

下:95℃5min;95℃45s,52℃30s,72℃20s,35个循环;72℃延伸10min。PCR产物经纯化后连接到

pMD18-T载体上,转入大肠杆菌DH5α感受态细胞,挑取单克隆经PCR初步验证后送交南京金斯瑞有限公

司测序。
测序结果通过 EditSeq软件查找该序列的开放阅读框,通过 BasicLocalAlignmentSearchTool

(BLAST)(http:∥www.ncbi.nlm.nih.gov)与GenBank中已有的序列进行比对分析。启动子序列(-35区、

-10区)、核糖体结合位点(ribosomebindingsequence,RBS)由Softberry网站(http:∥linux1.softberry.
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com/berry.phtml)分析获得[18]。氨基酸多序列比对采用DNAMAN软件;蛋白等电点(pI)、分子量(MW)
由Lasergene-EditSeq(v.1.02;DNASTARInc.)计算得出;系统发育树通过软件 Mega5.1中的邻接法

(Neighbor-JoiningMethod,NJ)构建。

1.2.2 表达载体的构建

将重组质粒pMD18-T-PSYCG_10180与表达质粒pET22b同时用NdeI和XhoI进行双酶切并纯化目

的片段,并使用T4DNA连接酶于16℃连接过夜,随后转化感受态细胞E.coliBL21(DE3),用终浓度为

100μg/mLAmp的LB培养基筛选阳性克隆并经PCR初步验证后送交南京金斯瑞有限公司测序。

1.2.3 假定蛋白的表达与多克隆抗体的制备

将经测序验证正确的表达菌E.coliBL21(DE3)-pET22b+PSYCG_10180进行培养,并用终浓度为1
mmol/L的异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(Isopropylβ-D-Thiogalactoside,IPTG)对重组菌进行了诱导表

达。重组后的表达型载体pET22b+PSYCG_10180表达出的目的蛋白主要在包涵体中,由于该蛋白C端带

有较强的疏水区域并且有明显的跨膜区域,因此其并不适合使用Ni+亲和层析的方法纯化。我们将表达出

的包涵体直接送至南京钟鼎生物公司进行切胶纯化获得目的蛋白,利用此目的蛋白制备多克隆抗体。

1.3 胁迫处理

参照文献[19],对菌株G进行培养和胁迫处理,以进行mRNA水平和蛋白水平上的差异表达分析。

1.4 qRT-PCR分析

利用RNA提取试剂盒(DP430,天根,北京)提取经不同胁迫处理与不同胁迫时间的菌株G的总RNA,
其质量通过测定其 A260/A280值 确 定。利 用 反 转 录 试 剂 盒 PrimeScriptRT ReagentKit(RR047A,

Takara,大连)将 得 到 的1000ngRNA 反 转 录 为cDNA,使 用 SYBRPremixExTaqTMII试 剂 盒

(RR820A,Takara,大连)进行qRT-PCR分析。
利用软件Primer5.0设计获得假定蛋白基因PSYCG_10180进行qRT-PCR的引物 (F:5'-CCAGTA-

ATGCCAGATCTATG-3';R:5'-TTCTGCGATATCATTAAGAGCG-3'),内参基因为 GAPDH (F:5'-
AGTCAGGCACATTTAGCG-3';R:5'-GGCATAGCCCCATTCATT-3')[20-21]。qRT-PCR条件:95℃3
min;95℃30s,退火温度(PSYCG_10180:55℃,GAPDH:52℃)20s,72℃20s,40个循环。所有实验均

重复3次。基于临界循环值(Ct)对基因PSYCG_10180的mRNA进行定量,采用相对Ct值法(2-ΔΔCt)处理

所得数据,对照组基因表达量标准化为1,并对样本的重复性以及样本间的差异进行方差分析、显著性差异

分析[22]。

1.5 Westernblotting检测

根据李阳等[19]利用利用westernblotting技术对假定蛋白基因PSYCG_10180不同胁迫条件下在翻译

水平上的表达情况进行了检测与分析。

1.6 重组菌株pET22b+PSYCG_10180的抗冻融活性测定

将经IPTG(终浓度为1mmol/L)诱导的含pET22b+PSYCG_10180的E.coliBL21菌液取1mL装

于1.5mLEP管中,于-20℃冷冻,2h后取出放于冰上1h使其融化,融化后再将其放于-20℃冷冻2h,
之后再取出放于冰上1h使其溶化,之后按之前方法再重复冻融1次。分别将反复冻融0,1,2和3次的菌

液以1%的接种量接种于5mL含Amp的LB液体培养基中,37℃,150r/min培养4h后测OD600,重复3
次。以仅含质粒pET22b的E.coliBL21的存活率作为对照组(反复冻融处理同上)[23]。
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2 结果与分析

2.1 假定蛋白基因PSYCG_10180的克隆及序列分析

根据菌株G基因组完成图[7]和基因克隆测序结果分析表明,假定蛋白基因PSYCG_10180的 ORF长

624bp,编码207个氨基酸,理论蛋白分子量为23.12kDa,等电点(pI)值为4.80。启动子序列-35区(5'-
TTTAAT-3')和-10区(5'-TTTTATTCT-3')分别位于起始密码子ATG上游436bp和415bp处,转录起

始位点(transcriptionstartsite,TSS)位于-10区下游6bp处;起始密码子上游7bp处有一个典型的核糖

体结合位点(ribosomebindingsite(RBS),5'-GGAG-3'),长14bp的下游框(downstreambox(DB),5'-AT-
TGATTCTACAAA-3')位于起始密码子ATG下游10bp处。

图1 假定蛋白基因PSYCG_10180及调控序列分析

Fig.1 AnalysisofhypotheticalproteingenePSYCG_10180anditsregulatorysequences
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利用BLASTP对假定蛋白PSYCG_10180进行了比对分析并构建了系统发育树(图2)。可以看出,检
索到了两类与假定蛋白PSYCG_10180相关的蛋白,一类为假定蛋白,二者的相似性较高,与假定蛋白(WP_

041753194.1,Psychrobactercryohalolentis)的相似性可达97%;另一类为蓝光传感蛋白,但二者的相似性均

很低,如该假定蛋白与其中相似性最高的Psychrobactersp.PRwf-1的蓝光传感蛋白(WP_010201745.1)的
相似度也仅有37%。

图2 假定蛋白PSYCG_10180的系统发育分析

Fig2 PhylogeneticanalysisofhypotheticalproteinPSYCG_10180

2.2 对温度胁迫的应答

由图3可见,在mRNA水平上,假定蛋白基因PSYCG_10180的表达显著被低温(0℃)诱导,该温度下

基因的表达于2h表达量达到最大,约为对照组的12倍。高温(30℃)条件下,其先被抑制,随后(6h)升高,
之后表达量又显著下降,于12h时受到显著的抑制,表达量仅约为对照组的0.2倍。

注:*代表差异显著(P<0.05);**代表差异极显著(P<0.01)

图3 假定蛋白基因PSYCG_10180对温度胁迫的应答特征

Fig.3 ExpressionpatternsofhypotheticalproteingenePSYCG_10180inresponsetotemperaturestress

Westernblotting结果经灰度扫描后分析表明(图4),在蛋白水平上,假定蛋白PSYCG_10180的表达量

在较短时间(2h)内变化不大,于6h时均被抑制,较长时间(12h)内均被诱导,并于10℃时其表达量最大,
约为对照组的4.6倍。
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图4 温度胁迫下假定蛋白PSYCG_10180的表达分析

Fig.4 ExpressionanalysisofhypotheticalproteinPSYCG_10180inresponsetotemperaturestress

2.3 对盐度胁迫的应答

由图5可见,在mRNA水平上,基因PSYCG_10180的表达在较短时间(2h)内被抑制,6h被诱导,12h
被显著抑制状态。在低盐(0,15)条件下,基因PSYCG_10180的表达量于12h时均为对照组的0.3倍;在高

盐(90,120)条件下,基因PSYCG_10180的表达量分别为对照组的0.8倍和0.3倍。

Westernblotting结果经灰度扫描后分析表明(图6),在蛋白水平上,假定蛋白PSYCG_10180的表达在

较短时间(2h)内除被高盐(90)抑制外,可被其他盐度诱导,并于高盐(120)时蛋白表达量达到最大,约为对

照组的2.5倍;6h无论盐度高低,该蛋白的表达均被抑制,并在高盐(90)时表达量最低,在2和6h时蛋白

的表达均可被高盐(90)抑制;12h时假定蛋白的表达均可被诱导。

注:*代表差异显著(P<0.05);**代表差异极显著(P<0.01)

图5 假定蛋白基因PSYCG_10180对盐度胁迫的应答特征

Fig.5 ExpressionpatternsofhypotheticalproteingenePSYCG_10180inresponsetosalinitystress
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图6 盐度胁迫下假定蛋白PSYCG_10180的表达分析

Fig.6 ExpressionanalysisofhypotheticalproteinPSYCG_10180inresponsetosalinitystress

2.4 对温度/盐度协同胁迫的应答

由图7可见,在温度/盐度协同胁迫条件下,在2h假定蛋白基因PSYCG_10180的表达都可被低温诱

导,尤其是被低温低盐(0℃,15)显著诱导,其表达量约为对照组的8.2倍。在3个试验时间点均可被高温低

盐(30℃,15)抑制,表达量分别为对照组的0.4,0.3和0.3倍。

Westernblotting结果经灰度扫描后分析表明(图8),在温度/盐度协同胁迫条件下,在蛋白水平上,假
定蛋白PSYCG_10180的表达只有在2h被高温低盐(30℃,15)诱导(表达量约为对照组的1.3倍),其余条

件下均被抑制。

注:*代表差异显著(P<0.05);**代表差异极显著(P<0.01)

图7 假定蛋白基因PSYCG_10180对温/盐协同胁迫的应答特征

Fig.7 ExpressionpatternsofhypotheticalproteingenePSYCG_10180inresponseto
combinedstressesoftemperatureandsalinity
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图8 温盐胁迫下假定蛋白PSYCG_10180的表达分析

Fig.8 ExpressionanalysisofhypotheticalproteinPSYCG_10180inresponseto
combinedstressesoftemperatureandsalinity

2.5 重组菌株的抗冻融活性

重组菌株经反复抗冻融后,其存活率结果见图9。可以看出,对表达假定蛋白PSYCG_10180的重组菌

与仅含pET22b的重组菌进行反复冻融后,其存活率均不断下降,但前者的存活率始终高于后者。在冻融3
次以后表达假定蛋白PSYCG_10180的重组菌的存活率约为对照组的15倍。此结果可初步说明,假定蛋白

PSYCG_10180的异源表达可提高宿主菌E.coliBL21的抗冻融能力。

图9 PSYCG_10180重组菌株的抗冻融实验

Fig.9 FreezingandthawingresistanceofPSYCG_10180-overexpressingstrain
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3 讨 论

本文根据已有的对南极适冷菌Psychrobactersp.G温度胁迫转录组的比较分析,对其中一个低温胁迫

后表达显著升高的假定蛋白基因PSYCG_10180进行了基因克隆与序列分析,并利用qRT-PCR和western
blotting技术分别从mRNA水平和蛋白水平研究了其在不同温度/盐度胁迫条件下的表达情况,以期揭示

菌株G对南极极端环境的分子适应机制。
序列分析表明,在假定蛋白基因PSYCG_10180的起始密码子ATG下游10bp处发现长14bp的下游

框的存在。有研究表明,下游框对冷激后处于生长停滞期细胞的翻译过程是必需的[24],这初步说明,该假定

蛋白可能在菌株G的低温适应性中起着重要作用。BLASTP检索到了两类与该假定蛋白相近的蛋白,相似

性最高的是假定蛋白,相似度可达97%;与已知功能的Psychrobactersp.PRwf-1的蓝光传感蛋白(WP_

010201745.1)的相似度仅为37%。这说明,有必要通过试验进一步验证该基因的功能。
温度胁迫对基因PSYCG_10180在 mRNA和蛋白水平表达的影响存在着明显差异。在 mRNA水平

上,在0℃时基因PSYCG_10180的表达先被诱导然后被抑制,在10和30℃该基因的表达仅在6h受到诱

导,这表明该基因具有冷激蛋白基因对温度胁迫应答的典型特征;而在蛋白水平上,假定蛋白PSYCG_10180
无论温度高低,其表达均先被抑制后诱导。Etchegaray等[25]研究发现,当大肠杆菌的培养温度低于其最适

温度时,冷激蛋白CspA的表达量会在短时间内迅速升高。Song等[20]研究表明,冷激蛋白基因Csp2039在

mRNA水平上的表达可显著被低温诱导;在蛋白水平上,冷激蛋白Csp2039的表达亦可被低温诱导,这与本

文研究结果基本一致。当大肠杆菌从其最适生长温度37℃下降到10℃时,其CspA蛋白家族的表达量为

总蛋白的13%[26],这与本文假定蛋白PSYCG_10180在低温(10℃)条件下其蛋白表达量最大的趋势相

一致。
盐度胁迫对基因PSYCG_10180在mRNA和蛋白水平的表达的影响也存在着明显差异。在 mRNA水

平上,该基因在6h被诱导,其余时间(2,12h)被抑制,尤其在12h时所有盐度均会显著抑制其表达,但总体

来看该基因对盐度的应答特征并不明显;在蛋白水平上,该假定蛋白的表达无论盐度高低在6h均受到抑

制,而在其余时间内(2,12h)除在2h的高盐度(90)外,该假定蛋白的表达均受到诱导。研究表明,当向单

增李斯特菌(Listeriamonocytogenes)的培养基中加入3%的NaCl后,冷激蛋白CspA的表达量会显著升

高,相对表达量达到对照组的2.8倍[27]。然而,车帅等[17]对冷激蛋白Csp2039在mRNA水平在盐度胁迫下

的研究中发现,高盐(90,120)显著抑制冷激蛋白基因Csp2039的表达,这可能与Csp2039基因的5'-UTR
中不存在AT-richUPelement有关[20]。

在自然条件下,Psychrobactersp.G通常需要同时面对多种环境压力,如温度变化通常伴随着盐度变

化[28],因此本文对温/盐协同胁迫下假定蛋白基因PSYCG_10180的表达情况也进行了分析。结果表明,
温/盐协同胁迫对该假定基因在 mRNA水平和翻译水平的表达的影响也并不完全一致。在 mRNA水平

上,该基因的表达在2h除被(30℃,15)抑制外,可被其他条件所诱导,尤其是在低温低盐(0℃,15)条件下。
在蛋白水平上,该假定蛋白的表达除被在2h时被高温低盐(30℃,15)诱导以外,其余条件下均被抑制。

通过对基因PSYCG_10180在不同温度、盐度以及温度/盐度胁迫条件下的表达特征研究表明,在

mRNA水平上,温度和盐度分别胁迫时,温度对PSYCG_10180基因的诱导表达明显高于盐度对基因的诱

导增加倍数,在温度/盐度协同胁迫时,低温占据了主导作用;而在蛋白水平上,温度和盐度分别胁迫时,温度

对PSYCG_10180蛋白表达的影响作用稍高于盐度,在温度/盐度协同胁迫时,盐度占据了主导作用,温度对

其影响较小。
对表达假定蛋白PSYCG_10180的宿主菌E.coliBL21进行的反复冻融实验表明,表达假定蛋白

PSYCG_10180的重组菌的存活率远远高于仅含pET22b的重组菌;在反复冻融3次以后,其存活率约为对

照组pET22b重组菌的15倍。此结果说明,假定蛋白PSYCG_10180的异源表达提高了宿主菌E.coli
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BL21的抗冻融能力。Jung等[21]对含有冷激蛋白CspApa的宿主大肠杆菌进行的反复冻融实验也表明,过量

表达冷激蛋白CspApa使宿主大肠杆菌的耐寒能力增强了10倍以上。此结果表明假定蛋白PSYCG_10180
具有冷激蛋白可提高宿主菌细胞抗冻融活性的类似特性。

4 结 论

根据南极适冷菌Psychrobactersp.G的基因组完成图,通过设计特异性引物对假定蛋白基因PSYCG_

10180进行了克隆,对其进行序列分析,研究了该基因在 mRNA水平和蛋白水平上对温度/盐度胁迫的响

应,并对假定蛋白PSYCG_10180的宿主大肠杆菌进行了冻融试验,得出以下结论:

1)通过克隆得到假定蛋白基因PSYCG_10180的全长基因进行序列分析得到-10、-35、TSS、RBS等

调控区域以及起始密码子ATG下游10bp处长14bp的下游框。系统发育分析表明,与假定蛋白PSYCG_

10180相似性最高的为Psychrobactercryohalolentis的假定蛋白(WP_041753194.1),相似性可达97%;与
其相似性最高的已知功能的蛋白为Psychrobactersp.PRwf-1的蓝光传感蛋白(WP_010201745.1),相似性

仅有37%。

2)温度胁迫对基因PSYCG_10180在 mRNA水平和蛋白水平表达的影响存在着明显差异:在 mRNA
水平上,低温(0℃)使基因PSYCG_10180的表达先被诱导然后被抑制,这表明该基因具有冷激蛋白基因对

温度胁迫应答的典型特征;而在蛋白水平上,假定蛋白PSYCG_10180无论温度高低,其表达均先被抑制后

诱导;盐度胁迫对基因 PSYCG_10180在 mRNA 水平和蛋白水平上表达的影响也存在着明显差异:在

mRNA水平上,该基因在6h被诱导,其余时间(2,12h)被抑制;在蛋白水平上,该基因在6h被抑制,其余

时间内(2,12h)除在2h的高盐度(90)外,该假定蛋白的表达均受到诱导。温度/盐度协同胁迫下,在

mRNA水平和蛋白水平上,该基因的表达同时受温度和盐度影响。

3)通过异源表达假定蛋白PSYCG_10180,其宿主大肠杆菌的抗冻融能力得到明显提高。
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AnalysisoftheResponseofHypotheticalProteinGenePSYCG_10180to
TemperatureandSalinityStressintheAntarcticPsychrotrophic

BacteriumPsychrobactersp.G

ZHANGLiang1,2,LIYang1,2,ZHANGZheng1,2,LINXue-zheng1,2

(1.TheFirstInstituteofOceanography,SOA,Qingdao266061,China;

2.KeyLabofMarineBioactiveSubstances,SOA,Qingdao266061,China)

Abstract:Accordingtothecompletegenomesequence,ahypotheticalproteingenePSYCG_10180was
clonedfromtheAntarcticpsychrotrophicbacteriumPsychrobactersp.Ganditsequenceswasanalyzed.
TheexpressioncharacteristicsofgenePSYCG_10180underdifferenttemperatureandsalinitystresses
wereinvestigatedbyquantitativereal-timePCR (qRT-PCR)andwesternblotting.Sequenceanalysis
showedthattheproteinswithrelativelyhighsimilaritytoPSYCG_10180wereunknownproteins,andthe
highestsimilarityoftheknownfunctionalproteins(bluelightsensorprotein,WP_010201745.1)wasonly
37%.AtthemRNAlevel,theexpressionofhypotheticalgenePSYCG_10180wasinducedbylowtemper-
ature(0℃);underdifferentsalinitystresses,theexpressionwasinhibitedat2hand12h;inthecom-
binedstresstreatment,theexpressionwasinducedbylowtemperatureat2h,anditwasinhibitedbyhigh
temperature,lowsalinity(30℃,15).Attheproteinlevel,theexpressionlevelhadlittlechangesat2h,

anditwasinducedat12hupontemperaturestressinvestigated;inthecombinedstresstreatment,theex-
pressionwasinhibitedexceptinducedat2hbyhightemperatureandlowsalinity(30℃,15).Comparative
analysisshowedthat,atthemRNAlevel,theexpressionofgenePSYCG_10180wasmoresensitiveto
hightemperature;attheproteinlevel,theexpressionofhypotheticalproteinPSYCG_10180wasmore
sensitivetohighsalinity;inthecombinedstresstreatment,theeffectofsalinitywasdominative.Freezing
andthawingtestshowedthatthesurvivalrateoftherecombinantstrainexpressingthehypothetical
proteinwassignificantlyenhancedcomparedwiththecontrolgroup.Thestudyindicatesthathypothetical
proteinPSYCG_10180mayplayanimportantroleinenvironmentaladaptabilityofPsychrobactersp.G.
Keywords:Psychrobacter;PSYCG_10180;Stressexpression;qRT-PCR;westernblotting
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