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摘  要： 为了研究 CorA 的镁离子转运机理，对大肠杆菌
CorA 的间质结构域区进行了删除突变分析，并利用酵母突
变体互补技术进行了突变体活性测定。以酿酒酵母质膜镁离
子转运系统敲除突变体菌株 CM66及其基因型对照菌株
CM52为宿主菌，建立了大肠杆菌CorA 转运活性测定体系。
结果显示： 大肠杆菌 CorA 间质结构域N-端起始的24个残
基对于CorA 在酵母质膜中的表达或维持其本身正确构象发
挥重要作用，CorA M124到D154段的部分残基在CorA 介导的
镁离子转运过程中起到重要作用。
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Mutation analysis on periplasmic domain
of magnesium transporter CorA

SUN Zhanhua，WANG Shizhen，HUANG Xuan，XU Miao，
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（ State Key Laboratory of Biomembrane and Membrane
Biotechnology，Department of Biosciences and Biotechnology，

Tsinghua University，Beijing 100084，China）
Abstract： Deletion analysis of the periplasmic domain of Escher ichia
coli CorA w as used to investigate the magnesium transport
mechanism of CorA． An E．coli CorA transport activity assay
platform w as developed using the yeast mutant complement method．
T he host strains w ere CM66，a Saccharomyces cerev isiae strain w ith
its plasma membrane magnesium transporter removed and CM52
w hich w as the genotype control strain．T he deletion results show
that the N-terminal24residues of the CorA periplasmic domain are
important for maintaining the proper structure of CorA and
regulating CorA expression in yeast plasma membranes．Some of the
residues betw een M124 to D154 have a very important impact on CorA
mediation of the M g2＋ uptake process．T his w ork discribes the role
of the CorA periplasmic domain in the magnesium transport process
and gives the detail functions of various sections of PPD during this
process．

Key words： molecular biophysics；magnesium transporter；cobalt
resistance allele （ CorA ） ；periplasmic domain；deletion
analysis

CorA 是原核生物维持细胞镁离子平衡最为重
要的镁离子转运系统之一［1—2］，其同源蛋白广泛分
布于真菌、酵母、植物和动物中。 大肠杆菌
（ Escherichia coli）及鼠伤寒沙门氏杆菌（ Salmonella
typ himurium ） CorA 均编码由316个氨基酸残基组
成的跨膜蛋白，仅具8个氨基酸残基的差异［3—4］。 拓
朴结构研究显示鼠伤寒沙门氏杆菌CorA 可以分为
2个结构域： 由约235个氨基酸残基组成的N-端可
溶性间质结构域（ periplasmic domain，PPD） 和由3
个穿膜α-螺旋组成的C-端跨膜结构域［4—5］，且可能
以同源寡聚体的形式来行使镁离子转运功能［6］。

已有的工作证明： 大肠杆菌CorA 的间质结构
域片断具有M g2＋、 Ni2＋、 Co2＋结合活性，且其结合／
解离常数同大肠杆菌全长CorA 基本相同。 上述试
验证据均揭示： 在大肠杆菌CorA 的间质结构域区
存在着底物离子的特异性结合位点［7—9］。

但目前人们对于CorA-PPD 在M g2＋转运过程

中所起到的作用仍然所知甚少，尤其是PPD 区中可
能参与底物结合和离子选择性的功能氨基酸残基。

考虑到PPD 区本身保守性差的因素，本研究设
计构建了一系列 PPD 区的删除突变体，且利用酿酒
酵母质膜镁离子转运系统敲除突变体CM66，成功
建立了CorA 的M g2＋转运活性测定的平台；应用删
除突变技术对 PPD 的各个片断在维持CorA M g2＋

转运活性中的作用进行了研究。
本文确定了CorA 间质结构域中不同区段在转

运过程中的具体功能以及可能与底物相互作用的

残基。



1 材料与方法
1．1 菌株与质粒

1） 菌株。 酿酒酵母（ Saccharomyces cerev isiae）
菌株CM66（ M AT a alr1∷H IS3alr2∷TRP1his3-
Δ200，ura3-52，leu2-Δ1，and ly s2-Δ202trp1-Δ63）
和CM52（ M AT a his3-Δ200，ura3-52，leu2-Δ1，and
ly s2-Δ202trp1-Δ63）为突变体互补测定中使用的宿
主菌。

2） 载体构建。以pYES2（ Invitrogen）为空载体，
利用Kp nI 和X baI 为5′和3′酶切位点插入野生型或
删除突变的CorA 基因（图1） ，所使用的引物参见表
1。

图1 大肠杆菌CorA删除突变质粒构建示意图

表1 大肠杆菌CorA删除突变中用于质粒构建的引物

名称 引物

pYES2-CorA 5-CCAT AAGCT T AGCAT GGT GAGCGCAT T T CAAC-3
5-CCGCT CT AGAT T AT T ACAACCAGT T CT T CCGC-3

pYES2-CorANH 5-GAGAAAGCT T AT GGGCAGCAGCCAT CAT C
5-CCGCT CT AGAT T AT T ACAACCAGT T CT T CCGC-3

pYES2-CorACH 5-GGAAGGT ACCAT GGGAAGCGCAT T T C-3
pYES2-24V 5-CCGT T CT AGAT CAAT GAT GAT GAT GAT G-3
pYES2-33D 5-GT CAGGT ACCAT GGT AAAT GCAGT AT GGAT T G-3
pYES2-55E 5-T CT T GGT ACCAT GGACGACGACGAGCGACT GC-3
pYES2-71G 5-GGCAGGT ACCAT GGAACT GGAAGACAT CGAAG-3
pYES2-93A 5-T GAAGGT ACCAT GGGCCT GCAT AT T CACT CCT T C-3
pYES2-110A 5-T AACGGT ACCAT GGCAT T T ACCAT CCGT GAT G-3
pYES2-124M 5-GCGT GGT ACCAT GGCT T T T CGT CT GT AT CGT AT G-3
pYES2-154D 5-T AGCGGT ACCAT GGT AGACGGT AACGCCT AC-3
pYES2-183D 5-AAAT GGT ACCAT GGACCT GGAGCAGT T GAGCCG-3
pYES2-210G 5-ACT GGGT ACCAT GGGCT GGAAAGT T CGCCT G-3
pYES2-224E 5-AGCGGGT ACCAT GGGT GGGCAACT GGAGCAGGC-3
通用反向引物 5-CCT GGGT ACCAT GGAAT CCCT GCT GCCGC-3

5-AT CCT CT AGAT CACAGCCAGT T CT T CCGCT T AAAG-3

1．2 试剂与培养基
1） 试剂。
T E： 100 mmol／L T ris-HCl， pH 7．5，10

mmol／L EDT A；
LiAc：1mol／L LiAc，pH 5．2；
PEG：100mL 水加入50g PEG-4000；
T E／LiAc：0．1mL T E，0．1mL LiAc，0．8mL

ddH2O；
PEG／LiAc： 0．1mL T E，0．1mL LiAc，0．8

mL PEG。

2） 培养基。
Dropout 储液： 每100mL 水加入下列氨基酸各

100mg： 腺嘌呤、精氨酸、半胱氨酸、亮氨酸、赖氨
酸、苏氨酸、色氨酸；及下列氨基酸各50mg：天冬氨
酸、组氨酸、异亮氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、
丝氨酸、酪氨酸、缬氨酸；

YPDM ：100mL 水中加入2g 蛋白胨、1g 酵母
提取物、2g D 葡萄糖、25mmol M gCl2，pH 5．8；

SDM 培养基：100mL 水中加入0．67g 无氨基
酸酵母氮源，2g D 葡萄糖，25mmol M gCl2，10mL
Dropout 储液，pH 5．8；
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SDG 培养基： 100mL 水中加入0．67g 无氨基
酸酵母氮源，2g D 半乳糖，1g 棉籽糖，5μmol
M gCl2，10mL Dropout 储液，pH 5．8；

以上培养基制备平板时每100mL 水额外添加2
g 琼脂。

1．3 酵母转化
参照Gietz等的醋酸锂法［10］转化，并用SDM 尿

苷酸缺陷型平板进行筛选，30℃下培养。
1．4 固体平板及液体培养基中的酵母突变体功能

互补测活

挑取携有不同删除突变体质粒的酵母转化菌

株，30℃下在YPDM 培养基中培养至静止期；之后
用冷SDG 培养基洗涤3次并重新悬浮。 测量悬浮液
的吸光度OD600并用SDG 培养基调整各转化菌株细
胞浓度至OD600为1．0；然后取适量且等量的酵母细
胞悬液涂布于SDG 平板并在30℃下培养7d。

在液体培养基中进行生长速度测定时，将悬浮
液OD600并调整至0．06，然后接种到96孔板中并培
养3d，在630nm 下使用Biorad 的酶标仪检测并记
录菌株生长情况。

2 结 果

2．1 酵母突变体功能互补测活体系的建立
本工作使用的酵母敲除突变体菌株为CM66和

CM52；其中 CM66菌株的质膜镁离子转运基因
A lr1、 A lr2均被敲除，CM52为CM66基因型对照
菌株。已有报道表明，在CM66中表达鼠伤寒沙门氏
杆菌 CorA 可以提高菌株细胞内镁离子含量，部分
缓解CM66菌株的M g2＋缺陷生长表型，两者呈现出
很好的相关性［11］。

如图2所示，含有野生型大肠杆菌CorA 基因的
CM66菌株表现出了明显的生长；而携有pYES2空
质粒的CM66对照转化子则由于镁离子缺乏，生长
完全被抑制。由于本互补测试试验采用的SDG 平板
仅含有50μmol／L M g2＋，远低于胞内自由态镁离子
浓度（约1mmol／L） ，因而大肠杆菌CorA 部分互补
CM66镁离子缺乏生长表型，意味着大肠杆菌CorA
在酵母质膜中表达并保持了跨膜主动吸收镁离子的

能力。 作为基因型对照菌株的CM52则均无明显生
长表型改变。

图2 酵母突变体功能互补方法测定大肠杆菌的转运活性

  上述结果初步显示，以CM66菌株为平台搭建
的大肠杆菌 CorA 镁离子转运活性测定体系，可以
作为评估 CorA 镁离子转运活性的间接的、简便的
平台。 CM66菌株胞内镁离子含量与其生长速度呈
现出很好的线性相关关系。
2．2 CorA蛋白的删除分析

根据拓朴结构测定和序列亲疏水性分析，一般
认为大肠杆菌CorA 的间质结构域区自N 端M1起
始，至I223或L233处止。本文共构建了11个大肠杆
菌CorA 的删除突变体（如图3所示） ，删除点的选取
主要考虑以下2点：1） 尽量在脯氨酸残基出现的位

置，防止打断原始结构内完整的α-螺旋；2） 二级结
构预测结果中，最具可能性的无规则卷曲片断中间
位置。

1） 固体平板中的酵母突变体功能互补测活。
SDG 板上的互补活性测定结果如图4所示，删

除位于N 端的起始24个残基会导致转运能力严重
下降。鉴于该片断位于N 端，大多情况下与膜蛋白在
膜上的正确定位相关，因此该片断的删除可能影响
了大肠杆菌CorA 在膜上的定位；但也不排除该片
断可能参与维持了CorA 发挥离子转运功能的正确
构象。
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图3 大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏杆菌和海栖热孢菌CorA的二级结构比对及删除位点选择示意图

图4 固体平板中的大肠杆菌CorA删除突变体的
互补活性测定

  V24之后的进一步删除，CorA 互补 CM66镁
离子缺乏生长表型的能力无显著变化。 但全部删除
大肠杆菌CorA A110之前的片断后，CM66镁离子
吸收能力出现显著的回升。推测A110之前的片断可
能形成了一个结构上相对独立的单位，并与A110之
后的片断具有相互作用；部分删除这一片断可能会
导致CorA 剩余残基干扰A110之后结构单位的功
能，从而降低CorA 的镁离子吸收能力。

A110之后更进一步的删除再次导致大肠杆菌
CorA 镁离子吸收能力一定程度的下降，但其生长
速度明显高于对照，包括将几乎全部 PPD 区（ M1-
E224）均删除的224E CorA 突变体。

2） 液体培养基中的酵母突变体功能互补测活。
如图5所示，在液体SDG 培养基中的互补测活

与平板上的测定取得的结果基本吻合。结果显示，删
除位于N 端的起始24个残基会导致CorA 转运能力
下降接近90％之多。一般来说，位于膜蛋白N 端的起
始残基，大多作为信号肽帮助其正确定位到质膜上。
因此该片断可能包含有信号肽段，该片断删除影响
了大肠杆菌CorA 在膜上正确定位，导致CorA 转运
功能的急剧下降；但该片断也可能同样参与维持了
CorA 发挥离子转运功能所需的正确构象。

从A110开始，CorA 互补CM66镁离子缺乏生
长表型的能力又开始明显呈现回升的趋势，全部删
除大肠杆菌CorAM124之前的片断后，CM66镁离
子吸收能力再次达到峰值。

M124之后更进一步的删除再次导致大肠杆菌
CorA 镁离子吸收能力的显著下降，因而推测M124
到D154段可能存在某些关键性残基参与了转运过
程或是直接与底物结合相关。

综合来看，所有删除突变体CM66转化子的生
长速度均明显高于质粒对照。 这再次确证：

1） 单独的224E 后跨膜区部分仍具有镁离子吸
收能力，这部分在结构上仍可以形成一个镁离子转
运孔道；2） 野生型 CorA 及其各个删除突变体，均
可以在酵母中表达定位到质膜上，因为所有的转化
子均表现出了一定的互补效应，缓解了CM66镁离
子缺乏生长表型。
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图5 液体培养基中的大肠杆菌CorA删除突变体的
互补活性测定

3 讨 论
综合液体及固体的突变体互补试验结果可以看

出，大肠杆菌CorA N 端起始的24个残基，可能包含
有重要的信号肽序列负责帮助CorA 正确定位到质
膜上，因而这一区段对于 CorA 转运活性的维持非
常重要；当然也存在另外一种解释，即这一区段对
于维持CorA 的结构及构象有重要作用或是直接参
与转运过程，有待于进一步的针对这一区段的点突
变工作来确证。 V24到A110之间的残基删除后，明
显增强而非减弱了大肠杆菌CorA 的镁离子转运能
力，据此推测很有可能是，删除了起始的24个残基
后，V24到A110段的残基会影响到A110之后结构
单元的结构和功能。

综合删除突变的结果，推测起始的110个残基
片段形成了某种独立的结构，同余下的192个残基
相互作用形成具有转运功能的结构。 PPD 区不仅可
以促进蛋白折叠，结合底物，并可以进行离子选择，
而余下的 CorA 结构域则负责形成孔道结构帮助
M g2＋进入胞内。

点突变的实验［11—12］已经证明跨膜结构域的酪

氨酸残基，在转运过程中可能直接参与底物结合。这
里带羟基的残基而不是负电残基起到了重要作用，
即可能是羟基而不是羧基，同M g2＋发生了相互作

用。序列分析显示，A110到D154段共有3个酪氨酸
残基，而PPD 区一共才有4个酪氨酸残基。结合突变
体互补测活的实验结果，推测酪氨酸残基特别是
Y130和Y152，可能在转运过程中起到重要作用，这一
推断有待通过进一步的点突变研究加以证明。

4 结 论
本文的研究工作利用删除突变的分子生物学手

段，对大肠杆菌 CorA 的间质结构域就行了结构与
功能关系的研究，并且成功引入了酵母突变体功能
互补的方法对所得的删除突变体的活性进行了测

定。通过测活实验，准确地得到了相关的生长活性数
据，并以此为依据，对大肠杆菌CorA 的间质结构域
在转运过程中所起到的功能作用进行了分析总结，
为进一步研究CorA 的离子转运机理以及功能寡聚
结构提供了良好的基础。
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