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摘!要!甘油脱水酶是-!"/丙二醇发酵过程中的重要限速酶!具有很好的工业应用前景(其中!亚
基为甘油脱水酶的主要组成部分!该基因的正确克隆与分析对甘油脱水酶的正确表达起重要作
用(作者采用567技术!从肺炎克雷伯氏杆菌8(9(-(-2"3基因组中扩增得到了编码甘油脱水酶!
亚基的-"./基因!并将其克隆至:*;-0/<载体中(经核苷酸序列分析证实!-"./基因开放阅读
框架由-330=:组成(经 >?@A+@B检索对照分析!-"./ 基因序列与国外文献报道的同源性达

..("$C!表明所克隆的-"./基因即为克雷伯氏甘油脱水酶!亚基基因(
关键词!肺炎克雷伯氏杆菌$甘油脱水酶!亚基$基因克隆
中图分类号!D20 文献标识码!8
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!!甘油脱水酶#I’SR?,&’Q?NSQ,+U+W?]6$(!(-(
"#$是控制甘油分解和产生-%"/5;的关键性限速

酶(甘油脱水酶是由!&"&#"个亚基组成的复合物
#!!"!#!$%分别由-"./%-".0%-".1基因编码%研
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究!-"""认为#甘油脱水酶!亚基无论在甘油脱水酶
的结构上还是功能上都起着重要的作用#但具体作
用机制尚不明确(作者根据文献!$"报道的序列设
计引物#从克氏杆菌菌株 8(9(-(-2"3中扩增得到
了甘油脱水酶!$"!亚基基因#并对其进行了测序和
结构分析(

D!材料与方法

DED!材料

D(D(D!菌株和质粒!质粒:*;-0/< #234,"&

G*-#.#购自<+̂ +7+公司$!"#$%&#""’()#*+,)&5

’#8(9(-(-2"3购自中国微生物菌种保藏中心(

D(D(F!酶和试剂! 5S,&=?WU;)8:&’SY?,+W?#

K8<+\;)8:&’SY?,+W?#;)8 *+,B?,#1/I+’#

L5<>#<$连接酶和限制性内切酶6$’##7&).$
购自<+̂ +7+公司$567产物回收试剂盒#<+̂ +/

7+;)8 KHI+UH&@ ĤU#质粒提取试剂盒均购自

<+̂ +7+公司(其余试剂为国产分析纯(

D(D(G!培养基和培养条件!大肠杆菌培养基为

KA培养基#培养温度为"2 _#摇床转速为!##

,%YH@#氨苄青霉素浓度为#(#-C(

D(D(H!引物设计与合成!引物由<+̂ +7+公司合

成(根据文献!$"报道的-"./ 基因全长序列#在其

4‘端和"‘端分别设计了-0"!3=:的寡核苷酸序

列#作 为 567 反 应 的 引 物 序 列(5-&4‘/8</

>8888>8<688886>8<<<>68>/"‘$5!&4‘/

<<8<<688<>><><6>>>6<>/"‘(

DEF!方法

D(F(D!基因组;)8的提取!质粒的提取!大肠杆

菌的感受态制备及转化!参照文献!4"进行(

D(F(F!567扩增-"./基因!以基因组;)8为

模板#以5-和5!为引物扩增全长-"./ 开放阅读

框(567反应条件为&.$_预变性-YH@#进行567
扩增’.0_-#W#44_"#W#2!_-(4YH@(#经"#
个循环后#在2!_延伸-#YH@(取0%K反应液在-

I%QK琼脂糖凝胶上电泳#检测扩增结果(

D(F(G!-"./基因的克隆!567扩增产物回收后

直接与质粒:*;-0/<连接#得到质粒:*;-0/</

-"./#转 化 大 肠 杆 菌 G*-#.#在 含 8Y:HRH’H@#

1/I+’#L5<>的KA平板上选择培养后#随机挑取

白色菌落#提取质粒进行酶切鉴定#并进行测序

鉴定(

D(F(H!;)8序列测定与分析!以重组质粒为模

板#采用9+@I?,双脱氧终止法#具体操作由<+̂ +/

7+公司完成(

F!结果与讨论

FED!I7J产物的扩增

以提取的肺炎克雷伯氏杆菌基因组;)8为模

板#用合成的引物5-#5!进行567扩增#琼脂糖电

泳检测扩增片段’见图-((扩增的;)8片段与预

期的大小一致#约-(2B=(

*(;K!###相对分子质量标准$-(567扩增产物

图D!-"./基因I7J扩增片段琼脂糖凝胶电泳图

K+3ED!A3&$"/..’.:0$"L4"$./+/"(I7J&@L’+(+:&0+"%"(

-"./3.%.

FEF!-"./基因片段的克隆
为提高扩增片段的保真性#对所扩增的电泳条

带进行凝胶回收(通过 567 产物回收试剂盒对

567扩增产物进行纯化后#567扩增产物回收后

直接与质粒:*;-0/<连接#转化234,"&G*-#.感

受态细胞(在选择性平板上挑选阳性转化子#提取

质粒进行双酶切鉴定(用6$’#和 7&).$对质粒

双酶切#酶切产物做琼脂糖凝胶电泳分析#分别在

约!(2B=和-(2B=处呈现特异条带(说明获得了

含甘油脱水酶!亚基基因-"./ 的重组质粒(

FEG!-"./基因序列分析

测序结果见图!(序列分析表明&阅读框架全长

为-330=:#其中>a6含量为3#(44C(是以8<>
起始密码子开始和<88终止密码子结束#共编码

444个氨基酸的蛋白#该蛋白质的计算相对分子质

量为3#43.(该序列与文献!$"的!3()#*+,)&’#
中编码甘油脱水酶!亚基的-"./ 基因序列’>?@/

A+@B8RR?WW)&(M3#..!(大小一致#但有--个碱

基不同#分别在-.4#!2##!.$#$30#$03#4"2#3".#
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302!2-2!-44-!-34"位置"在图"中用阴影表示#!

由碱基8!<!6!6!6!6!6!6!>!<!6改换成>!6!

<!<!<!<!<!>!<!6!<!但这--个碱基的改变均

没有引起氨基酸的改变!二者的基因同源性为

..("$C!氨基酸序列一致性为-##C(因此可认为

-"./基因与编码甘油脱水酶!亚基的-"./ 基因

为同一基因!所表达的蛋白质产物即为基因-"./
所翻译的甘油脱水酶!亚基蛋白(

!!由该基因推导的氨基酸序列全长444个氨基

酸!其中酸性氨基酸有22个!碱性氨基酸有44个!

相对分子质量为3#34.(带负电荷的氨基酸"8W:a

>’T#有22个!带正电荷的氨基酸"8,IaKSW#有4-
个!具体氨基酸组成见表-(

-($$7&).$相对分子质量标准%!(6$’L和 7&).$双酶切%

"(:*;-0/<质粒对照

图F!重组质粒LM?DN=O=-"./酶切鉴定

K+3EF!?+3./0+"%L&00.$%"($.:"@>+%&%0L’&/@+6"(

LM?DN=O=-"./

- 8<>8888>8< 688886>8<< <>68><86<> >6668>6>66 66><688<68 >>86>>>6<>
3- 8<<>>6>8>< >>66<>88>8 >>>>6<>8<6 >668<>>868 >6666<<<>8 666>><6<6<
-!- <68><8888> <>>86886>> <6<>8<6><6 >886<>>86> >68886>66> >>8668><<<
-0- >868<>8<6> 866>><<<8< 6>66>8<<86 >6>8<6886> <<>8>6>686 8>8>68>>68
!$- 8<>6>66<>> 8>>6>><>>8 88<8>666>6 8<>6<>><>> 8<8<<686>< 68><6>>>8>
"#- >8>8<68<<> 668<686<86 6>668<686> 66>>66888> 6>><6>8>>< >8<>>6>68>
"3- 8<>886><>> <>>8>8<>8< >8<>>6>6<> 68>88>8<>6 ><>666>66> >866666<66
$!- 88668><>66 86><686688 <6<6888>8< 88<66>><>6 8>8<<>6<>6 <>86>66>66
$0- >8>>6<>>>8 <66>6>>6<< 6<68>8868> >8>86686>> <6>><8<6>6 >6>6<8<>6>
4$- 66><<<886> 666<>>6>6< ><<>><6>>< <6>68><>6> >66>6666>> 6><><<>86>
3#- 68><>6<6>> <>>88>8>>6 6866>8>6<> >8>6<>>><8 <>6><>>6<< 88668>6<86
33- >66>8>86>> <><6>><6<8 6>>686>>88 >6>><8<<<8 66>86>>6>8 <>8<86<66>
2!- <>><6888>> 6><<66<6>6 6<6>>66<86 >66<666>6> >><<>8888< >6>6<86866
20- <66>>6866> >8<66>88>6 >6<>8<>>>6 <8<<6>>8>8 >688><6>8< >6<6<866<6
0$- >88<6>6>6< >68<6<<68< <86<888>>6 >66>>>><<6 8>>>86<>68 8886>>6>6>
.#- ><>8>6<><8 <6>>68<>86 6>>6>6<><> 66><6>>>68 <<6>>>6>>< >6<>>6>>88
.3- 8866<>8<6> 66<6<8<>6< 6>866<6>88 ><>>6><66> 66886>8668 >86<<<6<66
-#!- 686<6>>8<8 <<6>66>686 6>6>6>6866 6<>8<>68>8 <>6<>66>>> 6866>86<<<
-#0- 8<<<<6<66> >6<868>6>6 >><>66>886 <86>868868 <><<6>66>> 6<6>886<<6
--$- >8<>6>>88> 8<<<<>8<>8 <<868868<6 6<>68>6><> 866<>8<>>< <>86>>6>>6
-!#- 6<>6><66>> <>866>8>>6 >>888668<< >668<<6>66 8>888>6>>6 >6>>>6>8<6
-!3- 68>>6>><<< <66>6>8>6< >>>>6<>66> 6688<6>66> 86>8>>8>>< >>8>>66>66
-"!- 866<86>6>6 86>>68>688 6>8>8<>66> 66>6><886> <>><>>8>>8 <6<>8><>6>
-"0- ><>>88>8>8 <>8<>88>6> 68868<6866 >>66<6>8<8 <<><6>>6>6 >6<>8>66>6
-$$- 8>6>>6<<<> 8>>8<8<6>6 68>688<8<< 6<688<8<>6 <>6>668>6> >><6866>>6
-4#- >8<<866<>6 8>866<6>>6 68<<6<6>8< 6>>68><<6> 8>><>><>8> 6>6>><6886
-43- >868<688<> 86<8<68>>> >66>>>6866 >>6<8<6>68 <6<6<>66>8 86>6<>>>6>
-3!- >8>8<68888 8<8<<66>>> 6><>><<68> 66<>868668 <<>88<88

图G!!0()#*+,)&’#甘油脱水酶!亚基-"./基因核苷酸序列

K+3EG!P#:’."0+6./.9#.%:."(-"./3.%..%:"6+%33’1:.$"’6.416$&0&/.!/#>#%+0($"@!0()#*+,)&’#
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表D!!0()#*+,)&’#甘油脱水酶! 亚基-"./ 基因编码的

蛋白质氨基酸组成

O&>ED!A@+%"&:+6:"@L"/+0+"%/"(-"./3.%..%:"6+%33’1:=

.$"’

6.416$&0&/.!/#>#%+0($"@!0()#*+,)&’#

氨基酸 总数 含量!C 氨基酸 总数 含量!C

8’+"8# 3- -#(.. K?T"K# $# 2(!#

8,I"7# "2 3(33 KSW"̂ # -$ !(4!

8W@")# !" $(-$ *?U"*# !4 $(4#

8W:";# "4 3("# 5N?"P# -0 "(!$

6SW"6# 4 #(.# 5,&"5# !- "(20

>’@"D# !" $(-$ 9?,"9# "2 3(33

>’T"]# $! 2(43 <N,"<# "- 4(40

>’S"># $- 2("0 <,:"b# " #(4$

EHW"E# $ #(2! <S,"c# -4 !(2#

L’?"L# "2 3(33 %+’"%# $" 2(2$

!!文献报道甘油脱水酶基因可被大肠杆菌7)8
聚合酶识别$故其可在大肠杆菌中表达%"$$&(-"./
基因核苷酸序列及其结构分析表明$所克隆的是克
雷伯氏杆菌菌株 89-(-2"3甘油脱水酶!亚基基
因$从而为实现其在大肠杆菌中的高效表达提供了
可靠的基因材料(
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