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45672!亚基基因的套式89:扩增及其5*;测序
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摘!要!采用套式89:技术!从肺炎克氏杆菌;)+).).01/基因组中扩增编码45672!亚基基因!
对目的基因进行测序并应用生物信息学进行序列分析!结果扩增出约#3#<-的目的5*;片段!
经4,=>?=@检索对照分析!该基因序列与国外文献报道的同源性达%%A1"B!表明成功地获得编
码45672!亚基的基因!为进一步研究该亚基的结构与生物学功能奠定了基础)
关键词!肺炎克氏杆菌#甘油脱水酶!亚基#基因克隆
中图分类号!C03 文献标识码!;
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9?40$&,0!]L,G,=,,=W’YF=GG(XW,U’(Y,LXYU?7?R,!RS<S=F7H?R?V-(FTF,Y<X<’’R7,U89:SRF=G
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?=?(XRFR%7L,G,=,H?RFY,=7FTF,Y7’<,W’=RFR7,=7HF7L7L,G,=,U,-’U7,Y<XT’U,FG=(F7,U?7SU,RS-
7’%%A1"B)]L,U,RS(7RRL’H,Y7L?77L,G,=,,=W’YF=G45672!RS<S=F7H?R’<7?F=,Y?=Y7LFR
H’S(Y(?X7L,<?RFRT’UTSU7L,UR7SYXF=G<F’(’GFW?(TS=W7F’=R?=Y-’7,=7F?(S7F(F7X’T7L,G,=,)
A.3B"$*4!!"#$%&#""’()#*+,)&’#"G(XW,U’(Y,LXYU?7?R,!RS<S=F7"G,=,W(’=F=G

!!甘油脱水酶#G(XW,U’(Y,LXYU?7?R,%4567%‘9
"A!A.A1$$能参与一些小分子的厌氧利用%能催化
分子重组从而把醇还原为醛#如甘油发酵$%但反应
需要辅酶>.!作为必需辅助因子来完成&.’)在甘油
分解生物合成.%12丙二醇的途径中%甘油脱水酶能
催化甘油(.%!2丙二醇和乙醇分别生成三羟丙醛(

丙醛和乙醛%是控制甘油分解和产生.%12丙二醇的
关键性限速酶)
天然存在的甘油脱水酶是由"(!(#三个亚基

组成的异型六聚体"!!!#!%三个亚基之间以非共价
键相连)其中!亚基由.%"个氨基酸组成%该亚基
单独没有活性%但可以维持4567构象的正确折叠
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并能跟辅酶>.!之间有特异性结合作用!但相互作
用方式尚不清楚):?X=?SY9等"!#最近研究表明!!
亚基是维持甘油脱水酶构象的稳定性及该酶活性

的决定因素)因此研究45672!亚基的功能对于深
入研究4567具有十分重要的意义)作者对4567
1个亚基基因进行了克隆和表达的研究!现将

45672!亚基基因的克隆及序列分析报道如下)

C!材料与方法

CDC!实验材料

CDCDC! 菌种和酶 ! 肺炎克氏杆菌 $!"#$%&#""’
()#*+,)&’#%购于中国微生物菌种保藏中心!菌号

;A+A.A.01/&8XU’<,R7 5*; -’(XV,U?R, 购 自

]?a?:?公司)
CDCDE!引物设计与合成!在 4,=>?=@中获得肺
炎克氏杆菌45672!亚基基因序列$序列号为4P’

.003$!.%)用5*;+7?U生物学软件设计引物!在其

#b端和1b端分别设计了两对.3!!/<-的外套

89:引物$8.(8!%和内套89:引物$81(8"%如下’

8.’ #b24]44;;4;4;]4;]4;;49421b
$!$<-%&

8!’#b2;]4944]4494949;;]]]21b$.%
<-%&

81’#b24]49;;9;4;9;;999;;;]]921b
$!!<-%&

8"’#b2]9;9]999]];9];;4]94;]421b
$!!<-%)
CDE!实验方法

CDEDC!肺炎克氏杆菌基因组5*;提取!将肺炎
克氏杆菌接种于厌氧培养基中!10c培养!待细菌
生长到对数生长期时!提取细菌基因组的总
5*;"1#)取#"O反应液用.G)YO琼脂糖凝胶电泳
检测)
CDEDE!套式 89: 法扩增目的基因!以提取的
!A(;+.A.01/菌株基因组5*;为模板!用合成
的引物8.和8!进行89:扩增!再以一次89:产
物为模板!81和8"为内引物!采用8XU’<,R75*;
聚合酶体系!进行套式89:扩增目的基因片段)
89:反应条件为’%"c预变性.VF=!进行89:扩
增$%3c.$R!##c1$R!0!c"#R%!经1$个循
环后!0!c延伸.$VF=)取3"O反应液在.G)YO
琼脂糖凝胶上电泳!检测扩增结果)
CDEDF!序列测定及分析!采用+?=G,U双脱氧终
止法!对 89: 产物直接进行测序!具体操作由
]?a?:?公司完成&用 *9>P服务器提供的程序进
行分析’D:ZZF=Y,U$L77-’))HHHA=W<FA=(VA

=FLAG’\)D:ZZF=Y,U%对 45672!亚基基因的
5*;序列进行开放阅读框$D:Z%识别&用 5*;
9(S<分子生物学软件进行氨基酸组成分析&用
,̂G;(FG=分子生物学软件与原序列进行同源性比
较分析)

E!结果与分析

EDC!肺炎克氏杆菌=@G05!亚基基因的678克隆
肺炎克氏杆菌基因组5*;在核酸相对分子质

量V?U@,U的%"./!!1.1$<-!大小约为!$$$$
<-!见图.)45672!亚基基因的套式89:产物在
约#3#<-处可见一白色清晰条带!与文献""#报道
的大小相符!见图!)

^’#26F=Y$&.’肺炎克氏杆菌基因组5*;

图C!!D"#$%&’#()$菌株基因组@H9

)-2IC!=.%":-,@H9"(!D"#$%&’#()$

^’5O!$$$5*;V?U@,U&.’45672!亚基基因的套式89:
扩增产物

图E!=@G05!亚基基因的678扩增

)-2IE!678;$"*#,0"(=@G05!2.%.

EDE!678测序结果及分析
测序结果见图1)由测序结果和生物信息学分

析结果表明’扩增片段开放阅读框为#3#<-!是以

4]4起始密码子开始!]4;终止密码子结束)其
中4d9含量为#%A3!B!共编码.%"个氨基酸!具
体氨基酸组成见表.)该蛋白质的计算相对分子质
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量为!.1!!)其中酸性氨基酸!;R-d4(S"有!1个#
碱性氨基酸!;UGdOXRd6FR"有1$个$带负电荷的
氨基酸!;R-d4(S"有!1个#带正电荷的氨基酸
!;UGdOXR"有!.个)
经4,=,<?=@序列相似性对比分析#该序列与

文献%"&报道的 45672!亚基基因序列大小一致#
仅有1个碱基不同#但这1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%%A"%B#氨
基酸序列一致性为.$$B)说明编码 45672!亚基
的-".>基因已经正确获得)

4]4 9;; 9;4 ;9; ;99 9;; ;]] 9;4 !"
999 ]9] ]]] ;99 9]4 ;;; ;99 949 4;4 449 #"
444 4]; 49] ]9] 499 4;] 4;; 949 499 4;] 3"
4;; 4]4 4]4 ;]9 449 4]9 449 99] 499 ]]9 .."
4;] ;;; 9;9 9;4 9;] 9;9 ;9] 9]4 ;]9 4;] .""
;]4 999 9;] 449 494 ;]9 9]9 ;;; 4;4 9]4 .0"
;]] 499 444 4]4 4;; 4;; 4;4 444 9]] 9;9 !$"
499 944 4]4 4]4 949 ;]] 9]4 949 ;94 ]99 !1"
4;9 4]9 ]99 ]]] ;]4 499 ]44 4;] 49] 499 !/"
;;9 9]4 ;49 449 ]94 444 ;]9 449 ;]9 44] !%"
;]9 9;4 ]94 ;;4 444 ;99 ;94 4]9 ;]9 9;] 1!"
9;4 949 4;] 9]4 9]4 994 9]9 ;49 ;;9 9]4 1#"
4;4 9]4 ]]9 ]99 9;4 494 994 9]4 9]4 ;94 13"
9]4 4;4 ;99 ];9 944 9;4 ;]] 449 ;;; ;;9 "."
499 494 949 ];] 494 949 ;;; 4;4 ]9; 99] """
]94 994 4]4 994 4]4 4]4 ;;9 4;] 9;4 ;]4 "0"
4]4 944 994 ;;; ]]] ;]4 499 ;;; 499 494 #$"
9]; ]]] 9;] ;]9 ;;; 4;4 ;99 ;;4 9;] 4]4 #1"
4]4 9;4 4;9 499 4;4 999 4]9 ;99 9]4 9;9 #/"
;]9 4;9 ]]; 4]; ;44 4;4 ]4; #3#

图F!!D"#$%&’#()$=@G05!亚基基因核苷酸序列

)-2IF!H#,’."0-*.4.<#.%,."(*+,-2.%..%,"*-%22’3,.$"’*.13*$&0&4.!4#?#%-0($":!D"#$%&’#()$

表C!!D"#$%&’#()$=@G05!亚基基因编码的蛋白质氨基

酸组成

J&?IC!9:-%"&,-*,":;"4-%2"(=@G05!2.%..%,"*-%22’3,5

.$"’*.13*$&0&4.!4#?#%-0($":!D"#$%&’#()$

氨基酸 总数 含量’B 氨基酸 总数 含量’B

;(?!;" .3 %A!1 O,S!O" .3 !A$#
;UG!:" .. #A/" OXR!a" .$ #A.!
;R=!*" " !A$# ,̂7!̂ " " !A$#
;R-!5" .$ #A.! 8L,!Z" / 1A$0
9XR!9" $ $ 8U’!8" .$ #A.!
4(=!C" .. #A/" +,U!+" .. #A/"
4(S!‘" .1 /A// ]LU!]" .! /A.#
4(X!4" .1 /A// ]U-!I" . $A#.
6FR!6" % "A/. ]XU!N" ! .A$!
P(,!P" .1 /A// &?(!&" .3 %A!1
;RM!>" $ %A!1 """!"" . $A#.
4(M!K" $ #A.! eMM!e" $ $A$$
]’7?( .%# %%A%!

F!讨!论

89:扩增是进行基因克隆和基因表达等分子
生物学研究的基础)本研究在试验初始曾尝试以基
因组5*; 为模板#直接以81和8"为引物进行

89:扩增目的基因#但无特异性扩增)首先考虑对

89:体系中的反应参数进行了调整(包括重新提取
基因组5*;模板$调整退火温度)设置退火温度梯
度进行梯度扩增$改变延伸时间$改变引物和

Y*]8浓度$更换]?_酶的种类等$但效果不明显)
分析可能是由于45672!亚基基因49含量高或重
复序列过多或该基因位于5*;空间结构复杂处造
成)最后根据参考序列在目的基因外侧设计引物

8.和8!#以8.和8!为引物进行的89:扩增产物
为模板#再以81和8"为引物#进行套式89:扩
增#最后取得较强的特异性条带)可见对于模板量
较少或结构特殊的5*;基因片段#通过套式89:
的方法#可取得较好的扩增效果) !下转第%1页"
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!!由表1可见!冷冻干燥银鱼的产品质量要远远
好于热风干燥)

D!讨!论

."本研究在国内率先将冷冻干燥技术用于银
鱼的保藏加工!并在该加工过程引入了加热板程序
升温的加热方式)

!"传统的冷冻干燥工艺通常采用单一的加热
方式!像+5I(5?>在6"$7下干燥沙丁鱼到"_含
水率#干基"需要0!8$%%!也有的采用较高的加热板
温度!虽然降低了干燥时间!但保证不了产品质量)
而我们采用加热板程序升温的加热方式!既保证了
产品质量又在一定程度减少了干燥的时间)
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!责任编辑"杨 萌#

!上接第33页#
作者成功地克隆出 BZFO2!亚基的基因序列并进
行了核苷酸序列分析!为重组BZFO的表达提供了
可靠的基因材料!并为进一步研究BZFO2!亚基的

结构’生物学功能及与辅酶\.!之间的作用方式奠
定基础)
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