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摘要:【目的】研究趋磁细菌 AMB-1 生物矿化相关蛋白 Mms6 与磁小体合成的关系。【方法】在液体静置培
养条件和好氧条件下对 AMB-1 进行培养，分析基因 mms6 在不同培养条件下转录水平的变化;对基因 mms6
进行基因敲除，分析突变株的生长和产磁变化。【结果】基因 mms6 的转录水平随着磁小体的合成逐渐升
高;mms6 的突变导致菌株在液体静置培养条件下趋磁性降低约 50%，但不会影响菌株的生长水平。【结论】
基因 mms6 参与了趋磁细菌 AMB-1 胞内磁小体的合成。
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趋磁细菌是一类能够沿着地球磁场运动或排列
的原核生物［1］，胞内含有一种独特的细胞器—磁小
体。大多数趋磁细菌的磁小体是由磁铁矿( Fe3O4 )
组成，一些海洋生境菌株的磁小体由硫铁矿(Fe3 S4 )
组成。磁小体在细胞中可以排列成一条或多条链，
使菌体产生趋磁性［2］。

磁小体的合成是一个复杂的过程，主要包括:铁
的吸收，细胞质膜内陷形成磁小体囊泡，铁的转运以
及磁铁矿的生物矿化等步骤，这几个步骤不是独立
的，而是相互联系的，受到基因组的严格控制［3］。
磁小体的合成与组装是一个“步进式”的过程，包括
细胞质膜内陷成为磁小体囊泡、磁小体蛋白的定位、
磁小体排列成链、磁铁矿的生物矿化等步骤，每个步
骤分别有独立的基因控制［4］。研究表明，MagA 有
助于趋磁细菌从外界环境中吸收铁［5］，膜蛋白

MamB，MamQ，MamI 和 MamL 在细胞质膜内陷成为
磁小体囊泡的过程中发挥作用［4］，磁小体可以沿着
MamK 蛋白所形成的纤维结构在胞内排列成链［6］，
酸性蛋白 MamJ 可以控制磁小体链的形成［7］。

磁铁矿的生物矿化涉及了晶核的形成以及晶体
成熟的过程，MamA 蛋白可以激活磁小体囊泡开始
合成磁铁矿［8］;磁小体的数量、晶体形状、尺寸大小
以及颗粒长宽比等性质均受到基因组的严格控制。
研究发现趋磁细菌 AMB-1 中，紧密结合在磁铁矿上
的小蛋白 Mms6 在体外能够介导合成磁铁矿，这种
体外形成的磁铁矿呈现出立方八面体的晶体形态，
晶体颗粒尺寸均匀，与 AMB-1 中的磁铁矿非常相
似，并且表现出相似的尺寸分布范围［9 － 10］;据此可
以推测 Mms6 蛋白在胞内可能会控制趋磁细菌
AMB-1 所形成磁铁矿的形态，从而参与磁铁矿的生
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物矿化过程。本文将在转录水平和基因水平上揭示
生物矿化蛋白 Mms6 与胞内磁小体合成的关系，从
而为 Mms6 蛋白参与磁小体的合成提供直接的体内
证据;此外，Mms6 作为一种典型的生物矿化蛋白，
揭示该蛋白的体内作用也将有助于研究趋磁细菌在
磁小体合成过程中的生物矿化机制。

1 材料和方法

1. 1 菌株
本文所用的菌株和质粒见表 1。

表 1． 本文所用的菌株和质粒
Table 1． The bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Description Source or references

pAKO pWM91 with kanamycin resistance cassette inserting into
ampicillin-resistant gene，Kmr

［8］

pAKO-mms6 pAKO with the internal fragment of mms6 to disrupt mms6，Kmr This study
Magnetospirillum magneticum AMB-1 Wild-type strain ATCC 700264

Magnetospirillum magneticum AMB-Δmms6 Insertion mutagenesis of mms6 in AMB-1，Kmr This study
E． coli DH5α F － Ф80 lacZΔM15 Δ ( lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdＲ17

phoA supE44 λ-thi － 1 gyrA96 relA1
Laboratory stock

E． coli DH5α λpir λpir lysogen of DH5α Laboratory stock

E． coli WM3064 thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZΔM15 ＲP4 － 1360Δ ( araBAD )
567ΔdapA1341::［erm pir(wt)］

［8］

1. 2 主要仪器设备
培养箱:宁波江南仪器厂 Spx 智能型。摇床:哈

东联 HZQ-QX。分光光度计:Unic 7200。
PCＲ 仪:Bio Ｒad S1000 Thermal Cycler。荧光定

量 PCＲ 仪:Bio Ｒad MyiQ。
1. 3 培养方法

利用 LB 培养基在 37℃对大肠杆菌进行培养，

采用加强的 MSGM 培养基［11］对趋磁细菌 AMB-1 在
26℃进行培养，采用下述两种不同的培养方式对
AMB-1 进行培养。

液体静置培养:以 106 cells /mL 的初始接菌量接
种于 300 mL 血清瓶(含 250 mL 培养基)，用橡胶塞
密闭，于 26℃静置培养，不通气，不搅拌;随着菌体
的生长，培养基中的溶氧会逐渐降到微好氧状
态［12］。

好氧培养:以 106 cells /mL 的初始接菌量接种于
300 mL 三角瓶 (含 200 mL 培养基)，用棉塞封口，
120 r /min 摇床培养。
1. 4 趋磁细菌 AMB-1 生长与磁性测定方法

通过测定培养物在 600 nm 处的光吸收以检
测细胞浓度。利用磁分光光度计测定菌体的趋
磁性［13］，最大光吸收和最小光吸收的比值定义

为 Cmag ( Cmag = Emax /E min － 1 )，无趋磁性菌体的
Cmag值为零。

1. 5 荧光定量 PCＲ 技术
通过荧光定量 PCＲ 技术测定不同培养条件下

随着菌株的生长和产磁变化基因 mms6 转录水平的
变化趋势;基因 mms6 的荧光定量 PCＲ 所用引物 Q-
6-F 和 Q-6-Ｒ，16S rDNA ( 作为内参 ) 的荧光定量
PCＲ 所用引物 Q-16S-F 和 Q-16S-Ｒ，引物序列如下。
Q-6-F: 5'-GGTCGTCGGTGGAACCATCTG-3'，Q-6-Ｒ:
5'-CGACTTCCTCGTCGCTCTGC-3'，Q-16S-F: 5'-GC
TCGTGTCGTGAGATGTTG-3'，Q-16S-Ｒ: 5'-TCCGAA
CTGAGATGGCTTT-3'。
1. 6 基因 mms6 插入突变载体 pAKO-mms6 的
构建

根据 AMB-1 基因组序列，设计引物 K-6-F 和 K-
6-Ｒ 扩增基因 mms6 内部基因片段，将扩增的基因片
段连接至基因敲除所用载体 pAKO。引物序列如
下。 K-6-F: 5'-GACTAGTGGTGCTCGTCATGCTTGAT
CTTTG-3'，K-6-Ｒ: 5'-CCGCTCGAGACCGCCCCGGCG
CCAACAACGCCG-3'。
1. 7 突变菌株 AMB-Δmms6 的获得及验证

将重组载体 pAKO-mms6 通过接合方法［8］转移

到趋磁细菌 AMB-1 中，得到基因 mms6 插入突变失
活菌株 AMB-Δmms6。对突变株进行基因组 PCＲ 验
证，所用引物包括:扩增质粒 pAKO 自身卡那霉素抗
性基因的引物 Ka-F 和 Ka-Ｒ;扩增 pAKO 自身携带

881



王宽等: 趋磁细菌 AMB-1 生物矿化相关蛋白 Mms6 参与磁小体的合成 ． /微生物学报(2015)55(2)

的不耐受蔗糖基因 SacB 的引物 Sac-F 和 Sac-Ｒ;以
及扩增基因 mms6 两翼区域的引物 M6L-F 和 M6L-
Ｒ。引物序列见表 2。

表 2． PCＲ 验证突变菌株 AMB-Δmms6 所用引物
Table 2． Primers to identify the strain of AMB-Δmms6

Primers Sequence of primers

Ka-F 5'-CGCGTCGAATTAATTCCGCTAGC-3'

Ka-Ｒ 5'-CGCGTACCCCAGAGTCCCGCTCAG-3'

Sac-F 5'-ATGAACATCAAAAAGTTTGCA AAAC-3'

Sac-Ｒ 5'-TTATTTGTTAACTGTTAATTGTCC-3'

M6L-F 5'-TAATTGAAACAAGAGCCCAGGC-3'

M6L-Ｒ 5'-TGACCGTCGTGCGCGCACCGAGCGT-3'

2 结果

2. 1 AMB-1 的液体培养特征
液体静置培养时，在 6 个生长点即培养至 28、

32、37、40、42、48 h 后进行取样(图 1)并检测其趋磁
性。培养 28 h 时菌体无趋磁性;在 32、37 和 40 h 时
菌体处于指数生长期，而在同一时期，菌体的趋磁性
也处于指数增长阶段;在菌体生长达到稳定期时
(培养至 42 h 和 48 h)菌体的趋磁性也趋于稳定。
图 2 显示了在好氧培养时菌体的生长曲线，好氧培
养时 AMB-1 不合成磁小体，无趋磁性;由图 2 可知，
菌体在好氧培养时的最大菌浓约为液体静置培养时
的两倍以上，在指数生长期的 3 个生长点即培养至
36 h、44 h、52 h 后进行取样。

图 1． 液体静置培养条件下趋磁细菌 AMB-1 生长( growth)

和产磁(Cmag)曲线

Figure 1． The growth and magnetism of AMB-1 under static conditions．

2. 2 mms6 转录水平的变化
将上述取样点得到的细胞提取 ＲNA，分别进行

ＲT-PCＲ，反转录为 cDNA;以反转录 PCＲ 反应得到

图 2． 好氧培养条件下趋磁细菌 AMB-1 生长曲线
Figure 2． The growth of AMB-1 under aerobic conditions．

的 cDNA 为模板进行荧光定量 PCＲ 反应，得到在液
体静置和好氧培养时基因 mms6 在不同取样点转录
水平的变化(图 3)。

由图 3 可知，在液体静置培养时，基因 mms6 的
转录水平在不同的取样点表现出明显的变化趋势，
其转录水平的高低与菌体产磁水平的变化有关;在
取样点 1 基因 mms6 的转录水平较低，随着菌体表
现出趋磁性(取样点 2 － 4)mms6 的转录水平开始上
升;在 Cmag值升高到最高值时(取样点 4)mms6 的转
录达到最大值，而菌体产磁水平一旦趋于稳定 (取
样点 5 和 6)mms6 的转录又逐渐下降。在好氧条件
下培养时，基因 mms6 的转录水平要远低于在液体
静置培养时的转录水平，随着菌体生长 mms6 的转
录水平也没有产生剧烈的波动，这可能是由于在好
氧培养时菌体不合成磁小体，也就不需要 mms6 参
与生物矿化过程。

图 3． 液体静置培养和好氧培养条件下各生长点
mms6 转录水平分析
Figure 3． Analysis of transcript of mms6 under static

conditions and aerobic conditions．
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2. 3 突变株 AMB-Δmms6 的获得
将重组载体 pAKO-mms6 通过接合的方式转移

到趋磁细菌 AMB-1 中，得到抗性接合子，用 1. 7 所
示的引物对接合子进行 PCＲ 验证，PCＲ 扩增 AMB-1
基因 mms6 两翼片段时，以野生型 AMB-1 为模板能
扩增出特异性的目的条带，但以突变株为模板时不
能扩增出目的条带;PCＲ 扩增载体 pAKO 上的片段
(卡那霉素抗性基因和不耐受蔗糖基因 SacB)时，以
突变株为模板能扩增出特异性目的条带，但以野生
型 AMB-1 为模板时不能扩增出目的条带 (图 4)。
这说明通过同源重组，载体 pAKO-mms6 交换到了
基因 mms6 的特定区域，成功得到了插入突变失活
基因 mms6 的突变株 AMB-Δmms6。

图 4． PCＲ 验证突变株 AMB-Δmms6 电泳图谱
Figure 4． PCＲ verification of AMB-Δmms6 strains． Lane 1 － 2: PCＲ

for flank fragment of gene mms6; lane 3 － 4: PCＲ for kanamycin of

pAKO; lane 5 － 6 PCＲ for SacB of pAKO; lane 1，3，5: PCＲ with

template of AMB-1 wild-type strains; lane 2，4，6: PCＲ with template

of AMB-Δmms6 strains．

2. 4 突变株 AMB-Δmms6 生长特性的研究
对突变株 AMB-Δmms6 的生长和产磁状况进行

测量。结果发现，在液体静置培养条件下与野生型
AMB-1 相比，突变株的生长没有发生变化，但 Cmag值
发生了明显的变化，降低约 50% (图 5)。

3 讨论

磁小体的合成是一个复杂的过程，受到基因的
严格调控;趋磁细菌基因组上有一段特殊的区域—
“磁小体岛”，该基因岛与磁小体的合成密切相
关［14 － 16］。磁小体合成是一个步进式的过程，某个基
因的缺失可能会影响某个步骤，但并不会完全阻断
磁小体的组装;比如:蛋白 MamK 的缺失导致胞内
无法形成纤维结构，磁小体无法成链排列，但没有影

图 5． 液体静置培养条件下趋磁细菌 AMB-1 野生型
(wt)和 AMB-Δmms6(mutant)生长( growth)和产磁
(Cmag)曲线

Figure 5． The growth and magnetism of AMB-1 wild-type strains

(wt) and AMB-Δmms6 strains (mutant) under static conditions．

响磁铁矿的合成［6］;除了 MamK 蛋白，酸性蛋白
MamJ 也可以控制磁小体链的形成，但磁铁矿的形
成并没有受到影响，磁小体聚集成簇而不会排列成
有规则的链状［7］;对趋磁细菌 AMB-1“磁小体岛”区
域分段缺失发现只有 mamAB 基因簇的缺失才会导
致菌体完全不合成磁小体［4］。磁小体的成熟需要
生物矿化作用控制磁铁矿的晶体成核、晶体生长并
调控晶体形状以及颗粒大小，体外实验发现蛋白
Mms6 在生物矿化作用中发挥重要作用［9 － 10］。

溶氧是影响趋磁细菌 AMB-1 磁小体合成重要
的环境因素，AMB-1 在好氧条件不合成磁小体;在
液体静置培养初期不合成磁小体，随着溶氧的消耗
逐渐表现出趋磁性;这与 Yang 的研究结果一致［11］，

溶氧超过阈值将导致菌体不合成磁小体。本文通过
荧光定量 PCＲ 发现 mms6 的转录与磁小体的合成密
切相关，在转录水平上揭示了 mms6 在胞内参与了
磁小体的合成过程;溶氧可能是影响 mms6 转录水
平变化的重要因素，适宜的溶氧条件将“激活”基因
mms6 的转录从而参与磁铁矿的生物矿化过程。

蛋白 Mms6 在体外可以介导合成磁铁矿［9 － 10］，

本文通过体内实验发现基因 mms6 的突变影响了磁
小体的合成，在基因水平上提供了证据表明 mms6

参与了生物矿化过程。生物矿化过程涉及了晶体成
核、晶体生长和晶形调控等方面，mms6 的突变并没
有导致磁小体合成的完全丧失表明该基因不会影响
晶体的成核过程，而是影响了晶体形状以及颗粒大
小，从而导致 AMB-1 的趋磁性发生变化。另一方
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面，mms6 的突变影响了生物矿化过程但并未导致磁
小体合成能力的完全丧失，表明可能还有其他基因
参与生物矿化过程，我们可以从 mms6 出发寻找更
多影响磁铁矿成核、生长和晶形的基因从而揭示磁
小体胞内的生物矿化过程。
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Abstract:［Objective］ The function of Mms6 related to biomineralization on the magnetosome formation in
Magnetospirillum magneticum AMB-1 was studied． ［Methods］ The transcript of mms6 was analyzed under static and
aerobic conditions with Ｒeal-time ＲT-PCＲ． We observed the cell growth and magnetism of the mutation in which mms6
was mutated． ［Ｒesults］ The transcript of mms6 increased with the formation of magnetosomes． Mutation of mms6 caused
about 50% decrease of magnetism in AMB-1 under static conditions，however，the cell growth of mutant was similar as to
that of the wild type． ［Conclusion］Gene mms6 is involved in the magnetosome formation of AMB-1．
Keywords: Magnetospirillum magneticum AMB-1，biomineralization，Mms6，magnetosomes
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