
Journal of Food Science and Biotechnology Vol.32 No.12 2013

HU Die，et al： Cloning and Bioinformatics Analysis of Epoxide
Hydrolase Gene from Aspergillus usamii

Mini-ReviewMini-ReviewResearch Article

宇佐美曲霉环氧化物水解酶基因的
克隆与生物信息学分析

胡 蝶 1， 朱利娟 2， 邬敏辰 *3， 汪俊卿 1， 唐存多 1， 冯 峰 2， 余 涛 2

（1. 江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 214122； 2. 江南大学 药学院，江苏 无锡 214122； 3. 江南大学 无锡医学
院，江苏 无锡 214122）

Cloning and Bioinformatics Analysis of
Epoxide Hydrolase Gene from Aspergillus usamii

HU Die1， ZHU Li-Juan2， WU Min-Chen*3， WANG Jun-Qing1， TANG Cun-duo1， FENG Feng2， YU Tao2

（1. School of Biotechnology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China；2. School of Medicine Science，Jiangnan
University，Wuxi 214122，China；3. Wuxi Medical School，Jiangnan University，Wuxi 214122，China）

Abstract： Epoxide hydrolase can be effectively used in the resolution of epoxides for producting
optically active epoxides and vicinal diols. A gene encoding a novel epoxide hydrolase from
Aspergillus usamii E001 was cloned by using reverse transcription PCR and newly constructed T-
hairpin structure-mediated PCR amplification （THSO-PCR） techniques. The cloned gene（named
Aueh2） is 2，481 bp in length，harboring 5′ and 3′ flanking regulatory regions and the encoded
cDNA sequence interrupted by six introns. The open reading frame of Aueh2 encodes a protein of
395-aa（designated AuEH2） with the calculated molecular weight of 44.6 kD. The primary structure

摘要： 环氧化物水解酶（Epoxide hydrolase，EH）是酶法拆分消旋体环氧化物，制备光学活性环氧
化物和邻二醇的重要酶之一。 通过 RT-PCR 和新构建的 THSO-PCR 侧翼未知 DNA 序列扩增技
术，克隆了一种来源于宇佐美曲霉（Aspergillus usamii）E001 的 EH 基因，命名为 Aueh2（GenBank
No. KF061095），并对该基因进行了相关生物信息学分析。 Aueh2 的 DNA 序列长度为 2 481 bp，
其中包含了 5′端和 3′端侧翼调控序列，6 个内含子序列和编码 cDNA 序列。 开放阅读框序列长
度为 1 188 bp，编码 395 个氨基酸，对应的蛋白质命名为 AuEH2；该蛋白质为无信号肽的亲水蛋
白质，其理论相对分子质量 44.6 kD；其三维结构包含 EH 典型的“α/β”核心催化结构域和“帽子”
结构域，活性中心由催化三联体 Asp191、His369和 Glu343组成。 本课题研究成果为深入研究 AuEH2
及其应用奠定了基础。
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analysis of AuEH2 demonstrated that it is a hydrophilic protein，and belongs to the α/β hydrolase
fold family. The structure of AuEH2 displays that the catalytic center is situated between the α/β
core domain and the lid domain with a catalytic triad consisting of Asp191，His369，and Glu343. The
results will lay a foundation for further research of the AuEH2 and its application in depth.
Keywords： Aspergillus usami，epoxide hydrolase，unknown flanking DNA sequence，gene cloning，
bioinformatics analysis

手性环氧化物和邻二醇是合成许多药物 、农
药、精细化工产品、香料等各种活性物质的重要中
间体，具有广阔的应用前景和市场需求[1]。 环氧化物
水解酶（EC 3.3.2.x）是一类催化环氧化物水解为相
应邻二醇的水解酶类，是一种典型 α/β 折叠型水解
酶。 传统的化学法拆分环氧化物往往需要用到重金
属类有毒物质[2]，不仅面临着环境的巨大挑战，且很
难获得高产率的手性纯化合物。 而 EH 酶法拆分因
反应条件温和、立体选择性强、产率高、绿色无污染
等特点深受广大研究者的青睐[3]。

EH 广泛存在于各种生物体内， 与动植物来源
的 EH 相比，微生物所产 EH 因其来源广泛、底物谱
宽广、不依赖辅因子，且具有高区域和对映体选择
性而成为一种极具应用潜力的工业生物催化剂 [4-5]。
目前已发现多种产 EH 的微生物， 如细菌来源的
Corynebacterium sp、Agrobacterium radiobacter AD1、
Novosphingobium aromaticivorans， 真 菌 来 源 的
Aspergillus niger、Rhodotorula glutinis、
Xanthophyllomyces dendrorhous 等。 其中许多 EH基
因也进一步实现了异源表达。 研究表明，这些微生
物中的 EH表现出了良好的对映体选择性。 鉴于不
同来源的 EH酶活性及对不同环氧化物对映体选择
性均存在很大的差异。 因此通过对生物资源的进一
步“挖掘”，寻找具有更高活性和对映体选择性的新
型环氧化物水解酶，构建高产工程菌，仍然是目前
环氧化物水解酶研究发展的趋势。
宇佐美曲霉（Aspergillus usamii）E001 是由作者

所在研究室筛选并保藏的一株曲霉，初步研究发现
A. usamii E001 的发酵产物具有水解环氧化物的活
性且具有良好的对映体选择性。 国内有关 EH 的研
究报道较少， 而关于宇佐美曲霉 EH 基因克隆的研
究国内外尚未见报道。 本研究通过对 EH 同源序列
的比对并设计两条简并引物，利用 RT-PCR 和作者

所在研究室建立的 THSO-PCR 侧翼未知 DNA 序列
测定技术， 首次克隆了 A. usamii E001 的一种 EH
基因（Aueh2）的部分 cDNA 序列和 DNA 序列，并对
其进行了生物信息学分析，为进一步研究其在酶法
拆分制备手性环氧化物和手性二醇上的应用奠定

了基础。

1.1 菌株、载体和培养基
A. usamii E001， 由作者所在研究室筛选和保

存；E. coli JM109，由作者所在研究室保存；克隆载
体 pUCm-T，购自上海 Sangon 公司；宇佐美曲霉种
子活化培养基、 液体培养基和 LB 培养基的配制参
照 Shi等人的方法[6]。
1.2 工具酶和试剂

rTaq 酶、ExTaq 酶、T4 DNA 连接酶、各种限制性
内切酶、RNA PCR Kit （AMV） Ver.3.0 试剂盒、DNA
Marker、低分子量蛋白质 Marker、X-Gal、IPTG，均购
自大连 TaKaRa 公司；UNIQ-10 柱式 Trizol 总 RNA
抽提试剂盒、EZ-10 柱式 DNA 胶回收试剂盒、酵母
粉、蛋白胨等，购自上海 Sangon 公司；其它化学试剂
均为国产或进口分析纯。
1.3 宇佐美曲霉总 RNA及基因组 DNA的提取
挑取 A. usamii E001 单菌落于 25 mL 种子活化

培养基中，于 30 ℃、220 r/min 条件下振荡培养 24 h
后，以 3%的接种量转至 30 mL 液体培养基中，于上
述条件下振荡培养 36 h后，抽滤培养液并用无菌水
洗涤 2 次收集菌体。 使用 UNIQ-10 柱式 Trizol 总
RNA抽提试剂盒提取 A. usamii E001 总 RNA。采用
简化 CTAB[7]法提取 A. usamii E001 基因组。
1.4 PCR扩增引物和 HSO-T合成
将来源于 Aspergillus kawachii（GAA87738.1）、

Talaromyces marneffei （XP_002144609.1）、

材料与方法1
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Talaromyces stipitatus （XP_002340919.1） 和
Aspergillus niger（CAB59812.1）的 EH 氨基酸序列进
行比对，在 C 端选取两段保守序列（SCKAVHLN 和
WIGE（K/R）F），分别设计简并引物 EH-F1、EH-F2，
与 RNA PCR Kit（AMV）Ver.3.0 中的引物 Oligo dT-
AP、M13PrimerM4 用于扩增 Aueh2 基因的 3′端
cDNA。原核生物“终止子”的回文序列中富含 GC碱
基对，具有较强的发卡结构形成能力，参考其结构
及序列特征设计可形成稳定发卡结构 HSO 寡聚核
苷酸序列，并参考 pUCm-T 载体用于克隆含有 A 末
端 PCR产物的原理， 在 HSO 的 3′端设计带有一个
突出的碱基“T”。 设计 HSO-T寡聚核苷酸序列作为

THSO-PCR 的连接头， 并设计 HSO-T 上特异性引
物 HSO-F 用于扩增 Aueh2 基因侧翼未知 DNA 序
列。 根据获得的 Aueh2基因 3′端 cDNA序列设计下
游引物 EH-R1、EH-R2，结合 THSO-PCR 技术扩增
Aueh2基因 5′端 DNA序列。 根据获得的 Aueh基因
5′端 DNA序列设计上游引物 EH-F3、EH-F4， 用于
扩增 3′端 DNA序列。然后，设计上游引物 EH-F（包
含 EcoR Ⅰ）和下游序列 EH-R（包含 Not Ⅰ），用于
克隆 Aueh2 基因编码序列。 除试剂盒内引物外，其
余 PCR 引物和发卡结构序列均由上海 Sangon 公司
合成，见表 1。

表 1 PCR 扩增引物和 T-发卡结构
Table 1 Sequences of the PCR primers and T-hairpin structure for PCR amplification

a：Y=T/C，B=T/G/C，K= G/T，M=A/C，and R=A/G. The underlined letters in primers EH-F and EH-R are the EcoRⅠand NotⅠ
restriction sites，respectively.

片段 引物名 引物序列（5′-3′）a

3′-end cDNA EH-F1 TGCAAAGCBGTKCAYTTGAAY

EH-F2 MTGGATYGGRGAGARRTT

Oligo dT-AP GTTTTCCCAGTCACGAC-Oligo dT

M13PrimerM4 GTTTTCCCAGTCACGAC

THSO-PCR HSO-T GACTACTGGCATGGGCGAGTAATCCGCCCATGCCAGTAGTCT

HSO-F ATCCGCCCATGCCAGTAG

5′-DNA sequence EH-R1 AGCCCAATCGAGGAACTTCT

EH-R2 AAACGGCTTGCGAATGTACC

3′-DNA sequence EH-F3 TCATGATGCTTGCAAAGCC

EH-F4 GGAGAGAAGCTCCTCGAT

Encoding cDNA sequence EH-F GAATTCATGGCACTCGCTTACAGCAA

EH-R GCGGCCGCTCATTTTCTACCAGCCCATAC

1.5 Aueh2基因 3′端 cDNA的克隆
以 A. usamii E001 总 RNA 为 模 板 ， 按 照

TaKaRa RNA PCR Kit （Ver.3.0） 说明书进行反转
录，获得 cDNA的第 1条链；以 cDNA第 1条链为模
板 、M13 Primer M4 和 EH-F1 为引物进行第一轮
PCR 扩增。 以第一轮 PCR 产物为模板、M13Primer
M4 和 EH-F2 为引物进行第二轮 PCR 扩增， 获得
Aueh2基因 3′端 cDNA片段。 PCR扩增产物分别经
琼脂糖凝胶电泳鉴定、割胶回收、与 pUCm-T 载体
连接， 转化 E. coli JM109， 转化子经蓝白斑筛选阳
性，及质粒双酶切验证后，送上海 Sangon公司测序。
1.6 THSO-PCR扩增侧翼未知序列模板的构建

THSO-PCR 技术由 5 个步骤组成：1）基因组酶

切；2）酶切基因修饰；3）HSO-T 接头制备；4）酶切修
饰后基因组与 HSO-T 接头连接；5） 巢式 PCR 扩增
目的片段。 THSO-PCR 扩增已知 DNA 片段侧翼未
知序列流程图，以扩增 Aueh2 基因侧翼未知序列为
例（图 1）。
由于酶切位点在基因组中的位置具有随机性，

因此选择多个常用的限制性内切酶 Xba Ⅰ、 Hind
Ⅲ、 Pst Ⅰ、 EcoR Ⅴ，分别对 A. usamii 基因组进行
酶切， 其中 Xba Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切后产生 3′粘性末
端，Pst Ⅰ酶切后产生 5′粘性末端，EcoR Ⅴ酶切后
产生平末端 。 酶切体系以 Xba Ⅰ为例 ：10 ×M
Buffer 1 μL，Xba Ⅰ 0.5 μL，0.1 M BSA 1 μL， 基因
组 DNA 5 μL，ddH2O 2.5 μL；37 ℃反应 4 h。对酶切

1246



食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 12 期

胡 蝶，等： 宇佐美曲霉环氧化物水解酶基因的克隆与生物信息学分析研究论文

后出现5′黏性末端基因组或平末端的基因组 DNA
使用 rTaq酶补齐末端，并在 3′端进行加 A 反应：酶
切产 物 20 μL，10 ×PCR Buffer 2.5 μL，dNTP 0.5
μL，rTaq酶 0.25 μL，ddH2O 1.75 μL；使用 PCR仪在
72 ℃反应 10 min。对酶切后出现 3′粘性末端的基因
组用 Ex Taq 酶外切酶活性切除粘性末端， 并在 3′
端进行加 A 反应： 酶切产物 20 μL，10×PCR Buffer
2.5 μL，dNTP 0.5 μL，Ex Taq 酶 0.25 μL，ddH2O
1.75 μL， 使用 PCR 基因扩增仪 72 ℃反应 10 min，
目的产物命名为 Aueh2-DM。

HSO-T 接头制备： 吸取 2 μL 100 mmol/L 的
HSO-T 和 8 μL 的 ddH2O 于 250 μL EP 管中混合
均匀， 使用 PCR基因扩增仪在 94 ℃变性 3 min，缓
慢降温（1 ℃/s）至 25 ℃，恒温退火 30 min，从而形成
稳定的 HSO-T 接头。 将 HSO-T 接头与 Aueh2-DM
连接，连接体系为：Aueh2-DM 5 μL，HSO-T 接头
3 μL，10×Ligase buffer 1 μL，T4 DNA Ligase 1 μL，
在16℃反应 4 h。 连接液即可作为扩增 Aueh2侧翼未
知 DNA序列的 PCR模板，命名为 Aueh2-DML，不同
的限制性内切酶酶切基因组构建不同的Aueh2-DML。
1.7 Aueh2基因 DNA序列的克隆
分别以 1.6 所述 Aueh2-DML 为模板 ，HSO-F

为上游引物，EH-R1为下游引物， 进行第一轮 PCR

扩增；然后以第一轮 PCR 产物为模板，HSO-F 为上
游引物、EH-R2 为下游引物， 进行第二轮 PCR 扩
增 ， 获得 Aueh2 基因 5' 端 DNA 序列 。 分别以
Aueh2-DML 为模板，以 EH-F3 为上游引物，HSO-F
为下游引物，进行第一轮 PCR 扩增；然后以第一轮
PCR 产物为模板，EH-F4 为上游引物、HSO-F 为下
游引物，进行第二轮 PCR 扩增，获得 Aueh2 基因 3'
端 DNA序列。PCR产物参照 1.5回收、克隆并测序。
1.8 Aueh2基因编码区 cDNA克隆
以 1.5 方法中获得的 cDNA 第 1 条链为模板，

使用引物 EH-F 和 M13PrimerM4 进行第一轮 PCR
扩增， 其后以第一轮 PCR 产物为模板， 使用引物
EH-F 和 EH-R 扩增 Aueh2 基因编码序列，PCR 产
物参照 1.5方法回收、克隆并测序。
1.9 生物信息学分析
参照张慧敏 [8]等人和薛飞等人 [9]所述的方法对

Aueh2基因及其编码氨基酸序列进行相关的生物信
息学分析。

2.1 Aueh2基因 3′端 cDNA的克隆
利用简便引物 EH-F1、引物 M13PrimerM4 扩增

的 PCR产物在约 550 bp、1 600 bp 处有两条较清晰

结 果2

图 1 THSO-PCR 扩增侧翼未知序列流程图
Fig. 1 Flowchart of the T-hairpin structure-mediated PCR amplification（THSO-PCR）
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条带 （图 2 （a） Lane 1）。 利用引物 EH-F2 和
M13PrimerM4 扩增有一条约 500 bp 明显条带，测序
结果显示获得 479 bp（包含 11 bp polyA）核苷酸序
列。 经 NCBI 数据库 BLAST 对比，发现此序列与数
据库中 EH均有较高的同源性， 因此确定该片段为
一种 EH基因。
2.2 Aueh2基因 DNA的克隆
用 4 种限制性内切酶酶切基因组构建了 4 个

PCR 模板。 利用引物 EH-R1 和 EH-R2 与 HSO-F
进行巢式 PCR 扩增，4 个模板均扩增出目标条带

（图 2（b）），分别约 730 bp、850 bp、1 500 bp、1 800 bp
和 750 bp。 测序结果表明，除约 750 bp处条带外其
余 4 个片段均为 Aueh2 基因 5' 端 DNA 序列 ，约
1 800 bp序列包含其他 3条序列。 利用引物 EH-F3
和 EH-F4， 结合 HSO-F 进行巢式 PCR 扩增。 经
Xba Ⅰ、Hind Ⅲ酶切基因组 DNA 构建 PCR 模板，
获得大小分别为约 1 000 bp、550 bp 条带，而经 Pst
Ⅰ、EcoR Ⅴ酶切基因组 DNA 构建 PCR 模板则未扩
增出目的条带（图 2（c））。 测序获得长为 1 006 bp
的 Aueh2基因的 3'端 DNA序列。

M：250 bp DNA Ladder Marker；（a）1：3' 端 cDNA 第一轮 PCR 产物；2：3' 端 cDNA 第二轮 PCR 产物；3： 编码区 cDNA 的 PCR 产
物；（b）1-4：分别为用 Xba Ⅰ，Hind Ⅲ，Pst Ⅰ和 EcoR Ⅴ酶切基因组 DNA 构建的 Aueh2-DML 为模板扩增 5' 端 DNA 的 PCR 产
物；（c）1-2：分别为用 Xba Ⅰ，Hind Ⅲ酶切基因组 DNA 构建的 Aueh2-DML 为模板扩增 3' 端DNA 第二轮 PCR 扩增产物

图 2 Aueh2 部分 cDNA 及 DNA 的 PCR 产物
Fig. 2 PCR products of the partial cDNA and the DNA of Aueh2 the gene

2.3 Aueh2基因编码区 cDNA的克隆
用 DNAMAM和 NCBI中 BLAST工具分析 3′端

cDNA 序列的阅读框，确定终止子（TGA）的位置，在
该位置设计特异性下游引物 EH-R， 用在线分析软
件 BestORF （http：//linux1.softberry.com/berry.
phtml?topic =bestorf&group =programs&subgroup =
gfind）根据 DNA 序列预测蛋白编码框，结果显示其
起始密码子 ATG 位于 455 bp 处。 采用 RT-PCR 和
巢式 PCR技术，通过引物 EH-F 和 EH-R 扩增获得
长约 1 200 bp 条带（图 2A，Lane 2），测序获得长度
为 1 188 bp编码区 cDNA序列。
2.4 Aueh2基因的生物学信息分析
用 DNAMAN 拼接 5' 端和 3' 端 DNA 序列获得

的 DNA序列长为 2 481 bp（图 3）。获得 Aueh2基因
部分 cDNA 序列为 1 279 bp， 其中包含 3'-非编码

区 、PolyA 尾核苷酸序列 、1 188 bp 开放阅读框
（ORF）， 编码 395 个氨基酸。 Aueh2 基因序列在
GenBank登陆号为 KF061095。用 BDGP提供的在线
启动子分析工具 Promoter 预测 Aueh2 基因转录起
始位点为腺嘌呤 （A）， 位于起始密码子上游位 336
bp 处。 用 PLACE 预测在转录起始位点上游-30 处
发现 TATAAA 序列 ， 为真核生物典型的 TATA-
Box。 用 TFSEARCH预测 5'端序列的转录因子结合
位点，结果显示：分值在 90 分以上的有 20 个转录
因子结合位点。 其包含 8 个 HSF，主要集中在转录
起始位点上游和起始密码子上游区域，HSF 的存在
表明该基因可能在热胁迫或大量化学胁迫的环境

下表达；3个 ADR1；3个 NIT2；2个 CdxA可增强基因
转录活性；2个 cap分布在启动子附近，可调节转录的
起始；1个 GATA-1可提高启动子的强度和活性。
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图 3 Aueh2 部分 cDNA、DNA 序列和氨基酸序列
Fig. 3 Partial cDNA and DNA sequences of the gene Aueh2，and the amino acid sequence of the AuEH2 deduced from the Aueh2
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2.5 AuEH2蛋白质一级结构和二级结构分析
利用 ProtParam 工具分析 AuEH2 蛋白质理化

性质，结果显示，其分子量为 44.62 kDa；理论 pI 为
5.43；不稳定系数 47.17，是物理性质不稳定的蛋白
质；疏水性分析的 GRAVY 值为-0.225，表明该蛋白
质为亲水蛋白质。 预测结果显示，AuEH2 没有信号
肽和跨膜区域，为非跨膜蛋白质。利用 PredictProtein
分析蛋白质二级结构， 显示 AuEH2 含有 39.2%的
α-螺旋（Helix）、13.7%的 β-折叠（Strand）和 47.1%
的无规则卷曲（Loop）。
2.6 AuEH2氨基酸的同源性分析
利用 NCBI 数据库的 BLAST 软件，以 Aueh2 基

因的氨基酸序列为模板，进行同源性序列比对。 结
果表明，AuEH2 与大多数真菌的 EH 具有较高的相
似性，其中与 A. kawachii（GAA87738.1）、T. marneffei
（XP_002144609）、T.stipitatus （XP_002340 19.1）、
A. oryzae （XP_001818311.2）、 A. niger LCP521
（CAB59812.1，PDB：1QO7） 来源的 EH 相似性分别
为 89% 、63% 、61% 、59% 、58% （图 4）。 来源于 A.
niger LCP521 的 Ani（1QO7）的晶体结构已被测定，
其催化机制也已被阐明[10]。 如图 4所示，Ani（1QO7）
的活性中心氨基酸残基 Asp192、His374及质子供体酪
氨酸残基 Tyr251、Tyr314位置非常保守，但其活性中心
氨基酸残基为 Asp348，与其他曲霉的 Glu有所不同。

Aus：Aspergillus usamii；Aka：Aspergillus kawachii （GAA87738.1）；Tma：Talaromyces marneffei （XP_002144609）；Tst：Talaromyces
stipitatus（XP_00234019.1）；Aor：Aspergillus oryzae（XP_001818311.2）；Ani（1QO7）：Aspergillus niger LCP521（CAB59812.1）

图 4 AuEH2 与其他 5 种霉菌环氧化物水解酶氨基酸同源序列比对
Fig. 4 Multiple homology alignment of the AuEH2 with other five epoxide hydrolases from the fungi.
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2.7 AuEH2蛋白三级结构模拟及分析
利用 Swiss-Model 数据库对 AuEH2 进行三维

结构预测（图 5），AuEH2与模板 AnEH（3g02A）三级
结构相似性为 59.49%。 结果显示，AuEH2 主要由
α-螺旋 （Helix）、β-折叠 （Strand） 和无规则卷曲
（Loop）3 个部分组成， 其含量和分布与二级结构预
测结果一致。 AuEH2 蛋白质由 α-螺旋和 8 个交叉
平行 β-折叠组成 α/β 水解酶折叠 （α/β Hydrolase
fold）核心结构域、α-螺旋组成的“帽子”（Lip）结构
域和包裹 “帽子” 结构的 N 末端卷曲 （N-terminal
meander）结构域组成，是典型的微粒体环氧化物结
构特征。 目前，来自放线菌[11]、黑曲霉[10]、肺结核双歧
杆菌 [12]环氧化物水解酶的晶体结构已被测定，并对
EH 的催化机制和活性中心的功能性氨基酸残基进
行了深入研究。 研究者证实了 EH 具有一个三位一
体的催化基团：一个亲核性的 Asp 残基，一个水分
子活化 His残基和一个传递电荷的 Asp/Glu残基[13]。
Rink 等[14]报道了 EH 活性中心附近的两个 Tyr 残基
在环氧乙烷的活化与开环中发挥了相当重要的作

用。根据氨基酸同源性比对结果（图 4）和 AuEH2三
维结构分析，推测其活性位点位于 α/β 折叠型水解
酶核心结构域中 Asp191、His349和 Glu343催化三联体，
两个作为质子供体的酪氨酸残基 Try249 和 Tyr312 位
于 Lip结构域（图 5）。

图 5 通过 Swiss-model 预测的 AuEH2 三维结构图
Fig. 5 Modeled three -dimensional structure of AuEH2

predicted by using Swiss-model

基于 PCR 的染色体步移技术主要用于分离已
知序列侧翼的未知序列，为分离未知基因、步移获
得调控区域及填补基因组测序空隙提供了极大便

利，在现代分子生物学研究中发挥着不可替代的作
用 [15]。 本课题研究中试图利用 5′-RACE 方法克隆
AuEH2的 5′端 cDNA 序列，但经过多次试验均未获
得目的基因， 可能是该方法操作过程繁杂， 易受
mRNA 丰度、稳定性和高级结构的影响，导致效果
不理想。作者通过 RT-PCR和 THSO-PCR侧翼未知
DNA 序列扩增方法克隆 DNA 序列， 并结合生物信
息学分析方法克隆基因编码区 cDNA 序列，为基因
克隆提供新思路。 作者基于 pUCm-T载体及原核生
物终止子原理设计了一个 T-HSO 接头， 构建了一
种利用限制性内切酶酶切、HSO-T 和巢式 PCR 技
术的 THSO-PCR 扩增侧翼未知序列技术。 设计的
HSO-T结构稳定，回文结构的设计大幅度提高 PCR
扩增的特异性和效率，并且在 HSO 3′端设计的碱基
“T” 使接头在连接过程中不受限制性内切酶的限
制。 该技术操作简便、应用范围广、成本低廉、高效
准确，具有广阔的应用前景。 由作者所在研究室分
离得到的宇佐美曲霉为一株新型 EH 产生菌， 作者
通过 RT-PCR 和新构建的 THSO-PCR 技术成功克
隆了一种宇佐美曲霉 EH基因， 用生物信息学方法
对该蛋白质的理化性质、跨膜结构、疏水性、信号
肽、二级结构和三维结构进行预测，明确了该环氧
化物水解酶无信号肽是亲水蛋白质。 同源性分析其
与 A. kawachii、 T. marneffei、 T. stipitatus、 A. oryzae、
A. niger 来源的 EH 相似性分别为 89%、63%、61%、
59%、58%。三维结构显示，由核心结构域、“帽子”结
构域和 N 末端卷曲结构域组成，属于微粒体环氧化
物水解酶，并推测 AuEH 的催化活性中心氨基酸残
基为 Asp191、His349和 Glu343。 这些参数的获得为进一
步研究其功能及催化机制提供了科学依据。
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