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摘! 要：根据 8.95:9; 报道的谷氨酸棒杆菌 <=>> 0#%#" 序列，设计并合成一对引物，获得了全长

!"#5 基因片段+ 将其克隆到 /86?1=16:@A 载体中，经测序鉴定后，以其为 BC8 标记探针，通过

-)DEF.G9 5*)E 分析钝齿棒杆菌 <+ -0+ $&" 与谷氨酸棒杆菌 <=>> 0#%#"，!"#5 基因核苷酸同源性高

达 ’’H，氨基酸序列 ’$H相同+
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! ! S1精氨酸（S1<GOM9M9.，简称 S1<GO）是一种非必 需氨基酸，是生物体尿素循环中一种重要的中间
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代谢产物，具有多种独特的生理和药理作用! 在正

常情况下，机体能自身合成 "#$%&，但在饥饿、损

伤、疾病、应急状态及生长阶段时，机体对 "#$%& 的

需求超过了自身合成的能力，因此及时补充外源

性"#$%& 有利于提高机体的免疫能力! 此外，研究

发现，"#$%& 对氨中毒性肝昏迷及病毒性肝炎有显

著疗效! 随着 "#$%&#’(（一氧化氮）途径在临床上

研究的不断深入，发现 "#$%& 还具有抗动脉粥样硬

化、防治高血压及心力衰竭等作用［) * +］! 传统生产

"#$%& 的高产菌株大多采用诱变筛选的方法获得，

但此法盲目性高、工作量大，且存在突变株生理失

调、易退化等局限性! ,’$ 重组技术出现以后，人

们开始探索利用 ,’$ 重组技术调控 "#$%& 合成代

谢途径，以达到提高 "#$%& 产量的目的!
"#$%& 的生物合成是通过细胞内的代谢网络

进行的，该代谢网络由众多的酶催化相互关联的

一系列化学反应以及特异性的膜转移系统所构

成! 目前研究 "#$%& 生产的主要工程菌为棒杆菌，

)--. 年 /0102302 等［4］ 报 道 谷 氨 酸 棒 杆 菌

$566)+7+8（!"#$%&’()*&#+,- ./,*(-+),-）被 $%& 抑

制的关键酶是 (#.9 基因编码的乙酰谷氨酸激酶，

此酶不仅被 $%& 反馈抑制亦被其反馈阻遏，而且是

$%& 生产过程中被精氨酸抑制的惟一限速酶! 本研

究通过 :6; 扩 增 获 得 了 !0 ./,*(-+),- 菌 株 的

(#.9 基因全长，并以此基因作为探针，通过 /<=>?#
@%2 9A<> 分析本实验室保存菌株———钝齿棒杆菌

$)! B48（ !"#$%&’()*&#+,- )#&%(*,-）与 !0 ./,*(-+1
),- (#.9 基因的同源性，从而为研究未见报道的

!0 )#&%(*,- 产精氨酸的 (#.9 串联基因序列奠定

基础!

!" 材料和方法

!# !" 材料

!! !! !" 试剂" 限制性核酸内切酶 90CDE、DF2G!
和 HI<;E，54 ,’$ 连接酶等工具酶：购自大连宝生

物有限公司；JK= ,’$ 聚合酶：购自上海生物工程

科学技术公司；溶菌酶：购自 /F&C0 公司；LFM0%G5N
:A=O NF2FJ%@JO ,’$ J=%FKFI0>F<2 /3O>@CO：购自 :%<#
C@&0 公司；,EP#A0Q@AF2& RF>：购自 :%<C@&0 公司，引

物由上海生物工程科学技术公司合成!
!! !! $" 实验用菌株及质粒来源" !0 ./,*(-+),- 菌

株：购自北京菌种保藏中心；JPHN#5#H0O3 载体：购

自 :%<C@&0 公司；大肠杆菌 SN)7-：本实验室保存

菌株!
!# $" 方法

!! $! ! " 谷氨酸棒杆菌及钝齿棒杆菌的培养 " 将

两种菌分别接种至牛肉汁液体培养基中，+7 T，

)B7 % U CF2 恒温培养 4V ?!
!! $! $" 谷氨酸棒杆菌及 !0 )#&%(*,- 基因组 ,’$
的提取" 采用溶菌酶和蛋白酶 R 结合的方法提取

基因组 ,’$；质量分数 7! WX 琼脂糖凝胶电泳检

测基因组 ,’$ 完整性，紫外法测定其含量!
!! $! % " 引物设计、:6; 及其产物的回收 " 根据

P@29021 中 !0 ./,*(-+),- $566 )+7+8 (#.9 基因

全序列，通过 (AF&<.! 7 引物设计软件获得了一对

引物! 在上下游引物 B’端分别加入 HI<;"，90C
DE 酶切位点及保护性碱基! 引物序列如下：上游

引物 B’55$PP$566P$555$PP6565P$PP5P6P
+’（下划线处为 HI<;"酶切位点），下游引物为 B’

PP6P$$5566P5P656$555$6$P55666+’（下划

线处为 90C DE 酶切位点）!
:6; 反应体系为：)7 Y :K= 9=KK@%（8! B #"），

G’5:（ )7 CC<A U " @0I?，8 #"），上 游 引 物（ 8B
#C<A U "，7! B #"），下游引物（8B #C<A U "，7! B #"），

模板 ,’$（) #"），双蒸水（).! B #" ），:K= 酶（)
Z U #"，7! B #"），50[ 酶（) Z U #"，7! B #"）!

根据引物设计软件 (AF&<.! 7 推荐 :6; 反应条

件，经实验确定具体 :6; 程序如下：-B T预变性 +
CF2，-B T变性 ) CF2，.) T退火 ) CF2，W8 T延伸 )
CF2，共 +7 个循环，最后 W8 T延伸 )7 CF2! 扩增产

物在质量分数 7! WX的琼脂糖凝胶电泳中检测!
:6; 产物的回收纯化按照回收试剂盒说明书

进行操作!
!! $! &" !0 ./,*(-+),- (#.9 基因的克隆、鉴定" 将

纯化的 :6; 产物与 JPHN#5#H0O3 载体按 + \ ) 摩

尔比通过 54 连接酶 ). T连接过夜! 热激转化 ,D
B! 感受态细胞，蓝白斑筛选阳性克隆子! 阳性克隆

子通过菌落 :6; 以及酶切进行鉴定! 通过鉴定的

阳性克隆子送上海生物工程科学技术公司测序!
!! $! ’" !0 )#&%(*,- 基因组的酶切及 /<=>?@%2 9A<>
分析" !0 )#&%(*,- 基因组分别经 90CDE、HI<;E 及

DF2G! + 种限制性酶完全酶切，酶切体系按说明

书进行!
分别取 4! V #& 酶切产物进行琼脂糖电泳，将

凝胶在 B 1:0 真空条件下转膜 ) ?；将尼龙膜取出，

置 )87 T干烤 +7 CF2 以固定 ,’$；处理好的尼龙

膜放入 )7 C" 离心管中，加入 V C" 预杂交液，48
T预杂交 8 ?；加入 8 #" 经 )77 T 变性的 ,EP 标

记的 !0 ./,*(-+),- (#.9 探针，48 T 杂交过夜；杂

交膜分别在室温以及 .V T洗膜数次，再加入 ) #"
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抗 !"# 的酶标抗体，室温孵育 $% &’(；杂交膜经显

色液（内含 )% &* + &, -."/，0) &* + &, 1-2）显出

所需条带；蒸馏水漂洗数次终止显色反应3
!3 "3 #$ 引物设计及 /.4 扩增 !" #$%&’()* ’$+- 序

列$ 根据 !" #$%&’()* 与 !" +,)(’*-#)* 的高度同源

性，参照 !" +,)(’*-#)* 在 #5(-6(7 上报道的 ’$+-
序列，设计了一对特异引物3 引物序列如下：上游

引 物 为 )’#22##.2#.8#2.##.82##.2#82#
$’，下游引物为 )’#2#8.##22#.#...22#..#9
#8.8 $’3 采用 /.4 扩增，/.4 体系及 /.4 反应

与 !" +,)(’*-#)* 的 ’$+- 基因的扩增相同，仅退火

温度降为 )) : 3 /.4 扩增产物送上海生物工程科

学技术公司测序3
!3 "3 %$ 序列分析$ !18 及其蛋白质序列分析采

用 !18&6( ;3 % 软件3

"$ 结$ 果

"& !$ ’() 扩增 !"#* 基因

采用 /<= > 26? !18 聚合酶扩增 !" +,)(’*-.
#)* ’$+- 基因，结果见图 @3 从图中可以看出，/.4
扩增产物的长度约为 @ 7A，与预期的 ’$+- 基因大

小相符3

泳道 @3 !,B%%% !18 C6D75D，其它泳道为 /.4 产物

图 !$ $% #&’(!)*+’) !"#* 基因的 ’() 扩增结果

+,-& !$ ./0 102345 67 ’() 89:4,7;,<- !"#* -0<0 7169
$% #&’(!)*+’)

"& "$ 克隆质粒的菌落 ’() 及酶切鉴定

E#FC9296D*- 载 体 菌 落 /.4 所 用 的 引 物 为

EG. 系列载体的通用引物 -%%@;（)’8#.##8289
8.88222.8.8.8.8##89$’）和 -%%@B（)’.#.9
.8##2222...8#2.8.#8.9$’），这 对 引 物 在

E#FC92 多克隆位点序列 B00 AE 之外，因此扩增目

的片段长度约为 @3 $ 7A，具体见图 B3 同时提取质

粒采用 FHI4!，-6& J" 双酶切鉴定，从图 $ 可见

长约为 @ 7A 的 ’$+- 基因片段3

泳道 $3 !,B%%% !18 C6D75D，其它泳道为 /.4 产物

图 "$ $% #&’(!)*+’) !"#* 基因的菌落 ’() 扩增结果

+,-& "$ ./0 102345 67 ’() 89:4,7;,<- !"#* -0<0 7169
:=>?@.@81-*

@3 !,B%%% !18 C6D75D；B3 E#FC9296D*- 质粒用 FHI4K 单酶

切；$3 E#FC9296D*- 质粒 !18 用 FHI4!和 -6&J" 双酶切；;3

’$+ -；)3 " + FHI2@;"

图 A$ :=>?@.@81-* 质粒的酶切鉴定结果

+,-& A$ B<84;2,2 67 5/0 10C69D,<8<5 :4829,E :=>?@.@
81-* F,5/ 10251,C5,6< 0<G;902

"& A$ H635/01< *465 分析

!" #$%&’()* 基因组 !18 分别用 -6&J"、FHI4"
及 J’(L# $ 种限制酶完全酶切后，以 !" +,)(’*-.
#)* 的 ’$+- 基因片段为探针进行 MI=NO5D( -PIN 分

析（见图 ;）3 图 ; 显示分别约在 03 Q，;3 %，R3 ) 7A
处获得杂交条带3
"& I$ ’() 扩增 $% +",-!(’) 的 !"#* 基因

/.4 扩增 !" #$%&’()* 的 ’$+- 基因，结果见图

)3 根据 !" +,)(’*-#)* 的 ’$+- 基因保守序列设计

的引物扩增 !" #$%&’()* 的相关产物，其长度与预

期相符，约为 @3 $ 7A，进一步说明 !" #$%&’()* 的

’$+- 基因与 !" +,)(’*-#)* 的 ’$+- 基因同源关系
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密切!

"! ! # $%&’"()；*! +,-./) 酶切 !" #$%&’()* 基因组杂交条带；0!

$%&1) 酶切 !" #$%&’()* 基因组杂交条带；(! /2-3"酶切 !" #$%+

&’()* 基因组杂交条带；4! ! # /2-3"

图 !" #$%&’()* +,$& 分析

-./0 ! " #$%&’()* 1,$& 2*2,34(5 &’( ’$6$,$/3 $7 !"#+
1(&8((* $% &"’(!)*+ 2*9 $% #,*)!+-&*+

泳道 "! 56*7778,9:;9；泳道 *! ’$,+ 基因

图 :" ;<= 扩增 $% &"’(!)*+ !"#+ 基因扩增产物琼脂

糖凝胶电泳图

-./0 :" ;<= 26>,.73.*/ !"#+ /(*( 7)$6 $% &"’(!)*+

?0 :" $% &"’(!)*+ 的 !"#+ 基因序列分析

测序结果分析显示，仅含有一个开放阅读框

（<1=），此 <1= 的长度为 >4( ?@，启始密码子为

A’B，终止密码子为 ’AA! 核酸序列编码为由 0"C

个氨基酸组成的 0(! D :E 的蛋白酶———乙酰谷氨

酸激酶! 在此基因中稀有的甘氨酸密码子在 *C 个

甘氨酸密码子中有 F 个，占甘氨酸密码子的 *4G !
核苷酸序列分析发现，在启始密码子上游 H C ?@
有一个典型的核糖体结合位点：ABB! +6AI’ 比较

结果显示 !" #$%&’()* 的 ’$,+ 基因编码的乙酰谷

氨酸激酶多肽序列与 !" ,-)(’*.#)* 的序列同源性

高达 >4G ! !" #$%&’()* 的 ’$,+ 基因上游与 !" ,-)+
(’*.#)* 相比，第 H *，H ">，H 04 位碱基分别由 A
取代 B，B 取代 A 及 J 取代 B! !" #$%&’()* 的 ’$,+
基因序列及其推导的氨基酸序列见图 D!

@" 讨" 论

由于 ’,K 酶在扩增过程中具有一定的错配

率，为了能够有效地保证扩增产物中 /$,+ 基因的

真实性，本实验 LJ1 反应体系中，采用了 * 种 5MA
聚合（LNE O ’,K）进行扩增! 其中 LNE 5MA 聚合酶

具有 0 P 4’的校正功能，能降低扩增过程中的错配

率，但此酶的扩增量较低；而 ’,K 5MA 聚合酶虽不

具备校正功能，但其扩增量高，与 LNE 共同使用可

以弥补 LNE 5MA 聚合酶扩增量不高的缺陷! 同时

’,K 酶在反应过程中能在扩增片段 0’端自动加上

一个碱基 A，这为构建 @B$8Q’ Q,9R+ 载体提供了

方便!
原核细胞每套基因都是单拷贝，根据标记探针

的检测极限及对 !" #$%&’()* 基因组大小的估计（约

0 S"7F ?@），基因组 5MA 上样量至少需 7! C #R! 本

实验上样量均为 (! C #R，分别约在 F! >，(! 7，D! 4 :?
处获得清晰的杂交条带，这说明 !" #$%&’()* A! I"!
4(* 与 !" ,-)(’*.#)*A’JJ"070* 二者的 ’$,+ 基因

存在高度同源性! 据此设计了一对特异引物，扩增

了包含 ’$,+ <1= 在内的长 " 00* ?@ 的序列，该序

列已提交 B;-+,-: 登记，序列号为 AT47>CD(! !"
#$%&’()* A! I"! 4(* 的 ’$,+ 基因序列的测通，为我

们进一步了解 !" #$%&’()* 精氨酸生物合成途径的

串联基因 ’$,JU+5= 奠定了基础!
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图 !" !" #$%&’()* 的 ’$+# 基因序列及氨基酸序列
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