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摘 要：采用生物信息学方法从生防菌短短芽孢杆菌(Brevibacillus brevis)X23 全基因组水平鉴定出 13 个 TetR 家

族基因，将其命名为 BbTetR1、…、BbTetR13，对其基本性质、基因结构和高级结构进行分析。结果表明：短短

芽孢杆菌 TetR 家族成员在进化上具有保守性，基因序列长度为 477~681 bp，编码的蛋白由 168~226 个氨基酸组

成，相对分子质量为 1.9×104~2.57×104，等电点为 4.84~7.77；其基因家族成员可划分为 3 个亚族，亚族Ⅰ包含 5

个成员，亚族Ⅱ、亚族Ⅲ各包含 4 个成员；所有 BbTetR 蛋白均含有大量 α–螺旋，且这些蛋白的空间结构呈现多

样化；转录组分析结果表明，不同的 BbTetR 在短短芽孢杆菌不同生长时期的表达模式和表达量差异显著，BbTetR1、

BbTetR5、BbTetR8 和 BbTetR10 在短短芽孢杆菌不同生长阶段均有较高表达，推测其可能发挥更重要的调控作用。 
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Abstract: In this study, 13 TetR genes (BbTetR1,… , BbTetR13) at whole genome level of biocontrol bacteria 
Brevibacillus brevis X23 were identified using bioinformatics methods for the first time. The results of basic property, 
gene structure and high-level structural analysis showed that the members of TetR gene family were conservative in 
evolution. The length of the gene sequences ranged from 477 to 681 bp, with 168 and 226 amino acids respectively. The 
molecular weights of the family proteins ranged from 1.9 × 104 to 2.57 × 104 and the isoelectric points were 4.84 to 7.77. 
According to the phylogenetic tree, TetR genes could be divided into three clades. Group I contained 5 members, group II 
4 members, and group III 4 members; All BbTetR proteins contained a large number of α-helixes and their spatial 
structures were diverse. The results of transcriptome analysis showed that the expression patterns and levels of different 
BbTetRs in different growth stages were significantly different. BbTetR1, BbTetR5, BbTetR8 and BbTetR10 had higher 
expression in different growth stages of Bacillus brevis, suggesting that they may play an important role in protein 
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expression regulation. 
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TetR 是一类数量庞大的转录调控因子家族[1]。

TetR 基因家族参与生理代谢、抗生素合成、表面渗

透压调节等多个重要生命过程的转录调控[2]。 
TetR 蛋白通常以同源二聚体的形式结合在

DNA 上[3–7]。每个单体由 1 个 N 端的 DNA 结合域

(DBD)和 1 个 C 端的小分子配体结合域(LBD)组成。

N 端序列高度保守，具有保守结构域 TetR_N(PFAM
编号 PF00440)，而 C 端结合域的氨基酸组成差异相

对较大，暗示其结合的小分子配体的结构具有多样

性[8]。TetR 蛋白的二级结构保守，含有 9～11 个 α
螺旋，其中前面 3 或 4 个 α 螺旋形成 DBD 结构域，

负责结合 DNA；其他螺旋形成一口袋状的 LBD 结

构域，用于结合配体，以形成二聚体[9]。研究[10–12]

表明，大部分 TetR 蛋白具有转录阻遏的作用，少部

分可以作为正调控因子，或同时具有阻遏与激活的

双重作用。在配体缺乏的情况下，TetR 同型二聚体

可与靶标基因的启动子中的回文序列结合并抑制

其转录[13–14]；在配体存在的情况下，配体直接与

TetR 蛋白结合，使其构象发生改变，从靶标基因的

启动子上脱离，使靶标基因能够起始转录。每个

TetR 蛋白的配体特征和靶标基因都有其相对的特

异性。 
TetR 基因在细菌或古菌中广泛存在，在已公布

基因组的微生物中有近一半含有注释为 TetR 的基

因。除了在染色体上，在某些微生物的质粒中也发

现了 TetR 编码基因，其广泛分布可能与基因转移有

关[15]。不同物种 TetR 基因家族成员的数量存在很

大差异，放线菌中 TetR 基因家族成员的数量较多。 
短短芽孢杆菌(Brevibacillus brevis)是一类革兰

阳性菌，呈杆状，产芽孢，不产生毒素，对环境友

好[16]。短短芽孢杆菌在污染物降解和重金属修复等

方面都发挥着重要作用[17]。此外，短短芽孢杆菌可

产生多种抗菌活性物质，已被广泛用于植物病害的

生物防治[18–19]。研究[20–23]发现，TetR 蛋白存在于大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙雷氏菌、结核杆菌和

链霉菌中，但是关于短短芽孢杆菌 TetR 基因家族的

相关研究尚少见报道。本研究采用生物信息学方

法，鉴定了短短芽孢杆菌 X23 中 TetR 基因家族成

员，并对其系统进化、基因结构和基因表达等进行

分析，以期为研究 TetR 基因家族在短短芽孢杆菌中

的生物学功能提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

短短芽孢杆菌 X23 由湖南农业大学植物保护

学院分离并保存。 

1.2 方法 

1.2.1 短短芽孢杆菌 TetR 家族成员的鉴定 

利用 HMMER 3.0(http://hmmer. janelia.org/)，通

过 Pfam 数据库(http://pfam.sanger. ac.uk/)当中 TetR

保守结构域蛋白序列 PF00440，鉴定短短芽孢杆菌

X23 基因组(登录号 NZ_CP023474.1)中 TetR 基因。

将获得的 TetR 基因序列提交 NCBI 在线工具 CDD 

search(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/ 

wrpsb.cgi)和 SMART(http://smart.embl. de/)进行保

守区域分析，验证候选基因序列是否含有 TetR 家族

保守结构域。 

1.2.2 短短芽孢杆菌TetR基因家族成员的理化性

质分析和系统进化分析 

利用 ExPASy 的在线工具 ProtParam(https://web. 

expasy.org/protparam)查询 BbTetR 蛋白的基本性

质，包括蛋白质氨基酸数、相对分子质量和等电点

等。通过 NCBI 网站(https://www.ncbi.nlm. nih.gov/)

下 载 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus subtilis)168( 登 录 号

NC_000964.3) 和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

amyloliquefaciens)DSM7(登录号：NZ_CP053376.1)

的全基因组数据，从基因组注释中找出 TetR 基因家

族的蛋白质氨基酸序列。利用 MEGA7.0 对短短芽

孢杆菌、枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌的 TetR

蛋白进行系统进化分析[24]；采用邻接法(NJ)构建系

统进化树，执行参数 Bootstrap 为 1000 次重复，其

他参数为系统默认值，以分析 TetR 蛋白系统间的亲

缘关系及进化关系。 
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1.2.3 短短芽孢杆菌TetR基因家族成员的基因结

构分析、氨基酸序列比对和高级结构预测 

利用在线软件 MEME(http：//meme-suite.org/ 
tools/meme)分析 BbTetR 家族成员保守基序(Motif)
信息，最大 Motif 数量参数设置为 10[25]。采用在线

软件 Clustal W2(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clu 
stalw2/)对鉴定的短短芽孢杆菌 TetR 蛋白质氨基酸

序 列 进 行 比 对 。 通 过 SWISS–MODLE(https:// 
swissmodel.expasy.org/)完成 BbTetR 蛋白高级结构

的 同 源 建 模 ， 其 结 构 图 片 的 显 示 和 分 析 采 用

Swiss–PdbViewer–4.01 完成[26]。 

1.2.4 短短芽孢杆菌TetR基因家族在不同培养时

期的表达分析 

短短芽孢杆菌 X23 转录组测序的采样时间点

分别为 12、18、24、30、36 h。将采集的菌体样品

迅速转移至液氮冷冻，置于–80 ℃的冰箱保存。参

照产品说明书提取 RNA。用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测总 RNA 纯度及完整性，用分光光度计(NanoDrop 
ND–2000) 进 一 步 检 测 RNA 浓 度 和 OD260/280 、

OD260/230。将检测合格的总 RNA 委托深圳华大基因

科技有限公司进行转录组测序。从转录组数据中抽

取 TetR 基因的表达数据。转录组丰度用 FPKM 值

表示，利用 TBtools[27]制作热图。 

2 结果与分析 

2.1 短短芽孢杆菌 TetR 基因家族鉴定及基本性质

分析 

根据 Pfam 数据库当中 TetR 基因家族的保守结

构域(编号 PF00440 )，运用 HMMER 3.0 分析发现，

短短芽孢杆菌 X23 基因组中共有 13 个 TetR 基因。

将这 13 个 TetR 蛋白氨基酸序列提交在线软件 CDD 
Search 和 SMART 进行分析，发现所有的序列均包

括保守的 TetR_N 结构域；因此，将这 13 个基因归

属为 TetR 基因家族成员，并分别命名为 BbTetR1
至 BbTetR13。基本性质分析结果(表 1)表明，BbTetR
基 因 序 列 长 度 为 477~681 bp ， 编 码 的 蛋 白 由

168~226 个氨基酸组成，相对分子质量为 1.9×104~ 
2.57×104，等电点为 4.84~7.77。 

表1 BbTetR基因家族成员的基本特征 
Table 1 Basic characteristic of TetR gene family in Brevibacillus brevis 

基因名称 基因 ID 基因组位置 ORF 长度/bp 氨基酸数量 相对分子质量 等电点 

BbTetR1 ATF12741.1 2431255–2431848 594 197 22 700 4.84 

BbTetR2 ATF12125.1 1743976–1744545 570 189 21 400 5.21 

BbTetR3 ATF15517.1 5520165–5520845 681 226 25 600 5.82 

BbTetR4 ATF13221.1 2934284–2934883 600 199 22 700 6.30 

BbTetR5 ATF12256.1 1895349–1895939 591 196 22 300 7.77 

BbTetR6 ATF15619.1 5644026–5644625 600 199 23 000 5.60 

BbTetR7 ATF10838.1 322259–322843 585 194 22 000 4.84 

BbTetR8 ATF13211.1 2921624–2922280 657 218 25 700 5.36 

BbTetR9 ATF13422.1 3220887–3221549 663 220 24 500 5.51 

BbTetR10 ATF14920.1 4841859–4842452 594 197 23 400 5.45 

BbTetR11 ATF14007.1 3814018–3814524 477 168 19 000 5.22 

BbTetR12 ATF14836.1 4750214–4750771 558 185 21 800 5.74 

BbTetR13 ATF14752.1 4646969–4647601 633 210 24 200 5.14 
 

2.2 短短芽孢杆菌 TetR 蛋白的进化分析 

将在短短芽孢杆菌中鉴定到的 13 个 TetR 蛋白

家族成员与枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌 TetR
蛋白进行系统进化分析。结果(图 1)表明：来自同一

进化分支的 BbTetR 蛋白序列同源性较高；所有

BbTetR 蛋白可分为 3 个亚族，亚族Ⅰ包含 5 个成员，

亚族Ⅱ、亚族Ⅲ各包含 4 个成员。BbTetR 家族成员

的进化树有多个分支，暗示短短芽孢杆菌的 TetR
蛋白在功能上有多级分化，在菌体生长过程中可能

起不同的调控作用。 
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“●”示短短芽孢杆菌 TetR 蛋白。 

图1 短短芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌TetR蛋白家族基因进化分析结果 
Fig.1  Phylogenetic tree of TetR gene family in Brevibacillus brevis，Bacillus subtilis and Bacillus amyloliquefaciens  

2.3 短短芽孢杆菌 TetR 基因家族基因结构分析及

蛋白质序列比对和高级结构预测 

对短短芽孢杆菌 BbTetR 家族成员的保守序列 
进行了分析。Motif 分析结果(图 2)表明：BbTetR 家

族成员含有 1~4 个 Motif，每个都含有保守基序

Motif 1，且 Motif 1 位置相对固定。BbTetR 家族成

员含有的 Motif 数量不一，Motif 1 以外其他的 Motif
位置各异，这可能跟 TetR 家族成员在进化过程中的 

 
图2 短短芽孢杆菌BbTetR基因家族保守基序分析结果 

Fig.2 Analysis result of conserved Motifs of TetR gene family in Brevibacillus brevis 
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多样性有关。氨基酸序列比对结果(图 3)表明，

BbTetR 家族成员间的序列相似性和同源性均较低，

氨基酸序列差异较大，但是 N 端氨基酸序列均较保

守。对高级结构的预测结果(图 4)显示，所有 BbTetR

蛋白均含有大量 α–螺旋，且这些蛋白的空间结构呈

现多样化，暗示它们可能在菌体生长代谢过程中有

着不同的生物学功能。 

 
图3 短短芽孢杆菌BbTetR基因家族氨基酸序列比对结果 

Fig.3 Alignment result of amino acid sequences of TetR gene family from Brevibacillus brevis  

 
图4 短短芽孢杆菌BbTetR蛋白的高级结构 

Fig.4 The tertianry structure of predicted TetR proteins from Brevibacillus brevis  

2.4 短短芽孢杆菌 TetR 基因家族的表达模式分析 

转录组分析结果表明，在短短芽孢杆菌生长过

程中所有成员均有表达，但是表达模式和表达量存

在较大差别。其中，BbTetR1、BbTetR5、BbTetR8
和 BbTetR10 表达较强，是主要家族成员；其他家族

成员表达较弱。表达较强的家族成员可能在短短芽 

孢 杆 菌 的 生 长 过 程 中 起 着 更 为 重 要 的 作 用 。

BbTetR1、BbTetR5、BbTetR8 和 BbTetR10 在不同培

养时间的相对表达量有明显差异(图 5)，且表达模式

不同，BbTetR1、BbTetR5、BbTetR8 随着培养时间

的增加，表达量逐渐上升，BbTetR10 表达模式则相

反。BbTetR 基因家族成员在不同时间点的表达具有
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显著的差异性，发挥的调控作用也可能不同。 

 
12 h  18 h  24 h  30 h  36 h 

红色示表达水平较高；蓝色示表达水平较低；圆的面积示基

因的相对表达量。 

图5 短短芽孢杆菌BbTetR基因家族不同培养时间的

表达结果 
Fig.5 Expression pattern of TetR genes family at different 

incubation times of Brevibacillus brevis  

3 结论与讨论 

TetR 基因家族是一类重要的转录调控因子大

家族，其家族成员广泛参与抗生素生物合成、药物

外排、初级代谢等多种生理过程[28]。TetR 一般以二

聚体形式发挥作用，二聚体中的每个单体包含 2 个

结构域，即 DNA 结合结构域和配体结合结构域。

DNA 结合结构域位于 N 端，序列保守；配体结合

结构域位于 C 端，序列差异较大，暗示其配体可能

具有多样性[2]。TetR 家族成员通常发挥负调控作用。

WU 等[29]研究发现，红糖多孢菌中 TetR 家族转录

调节因子 SACE_3446 对抗生素红霉素 A 的产生有

着负调控作用，敲除该基因后红霉素 A 产量提高了

36%。王国昊等[30]研究发现，假单胞菌 M18 中 TetR
家族转录调控因子 PsrA 可以正调控抗生素吩嗪–1–
羧酸(PCA)的合成，这也暗示了 TetR 家族在调控功

能中的多样性。近年来，随着微生物基因组测序的

不断发展，研究人员在放线菌、链霉菌、分歧杆菌

等多种微生物中检测出 TetR 基因，但仅有少部分

TetR 基因的功能被鉴定。 
本研究中，通过对短短芽孢杆菌 X23 进行全基

因组生物信息学分析，共鉴定出 13 个 TetR 基因家

族成员，不同成员间的理化性质存在差异，它们编

码的蛋白氨基酸残基数为 168~226，预测相对分子

质量为 1.9×104~2.57×104，理论等电点为 4.84~7.77。

系统进化分析表明，短短芽孢杆菌 BbTetR 基因家

族可以分为 3 个亚族，其中亚族Ⅰ包含 5 个成员；

亚族Ⅱ、亚族Ⅲ各包含 4 个成员。基因结构分析显

示，短短芽孢杆菌 13 个 BbTetR 基因家族成员含有

的 Motif 数量和位置存在较大差异，但都含有 TetR
基因家族典型的保守基序 Motif 1。对短短芽孢杆菌

在不同培养时间的表达分析表明，13 个 BbTetR 基

因在不同培养时间均有表达，但是不同基因的表达

模式存在差异性，BbTetR1、BbTetR5、BbTetR8 和

BbTetR10 表达较强，其他基因呈微弱表达，说明该

家族不同基因的表达具有时空特异性，推测其在短

短芽孢杆菌生长代谢活动中的功能有多样性，调控

强度有区别。但这些 BbTetR 基因的具体功能还需要

进一步研究鉴定。 
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