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优化简并引物PCR克隆Candida gZyce厂z7209P72Ps

3一磷酸甘油脱氢酶基因片段
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摘 要：为了从工业生产茵株耐高渗产甘油假丝酵母(Candida gzyfP一押ogP，zPs)克隆甘油合成的

限速酶编码基因胞浆NAD+一3一磷酸甘油脱氢酶基因(ctGPD)，对不同酵母和其他真核生物的

NADt3一磷酸甘油脱氢酶进行比对，分析氨基酸和核苷酸的保守序列，设计了4对简并引物用于

扩增C．glycerinogenes的NAD+-3一磷酸甘油脱氢酶(GPD)基因片段，经过优化PCR反应奈件，

利用其中一对中等简并度的引物扩增出CgGPD基因中约600 bp的保守核心片段。DNA序列及

推绎的氨基酸序列进行比对分析表明，该基因片段与其他酵母的胞浆NAD+_3一磷酸甘油脱氢酶基

因的对应区域具有典型的保守区域，并且与安格斯毕赤酵母的GPI)基因相似性较高。
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Cloning of NAD+一Dependent Glycerol 3-Phosphate Dehydrogenase

Gene Fragment from Candida gl ycerinogenes with

Degenerate Oligonucleoide Primers
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Abstract：In Saccharomyces cerevisiae，glycerol is synthesized in cytosol by reduction of the

glycolytic intermediate dihydroxyacetone phosphate(DH AP)to glycerol 3-phosphate(G3P)

followed by dephosphorylation of G3P tO glycer01．Further studies had revealed that cytol

NAD+一dependent glycerol 3一phosphate dehydrogenase(ctGPD)is the rate-limiting enzymes for

glycerol synthesis．However，it iS unclear whether GPD has similar role in Candida

glycerinogenes WI。2002—5，a novel osmotolerant yeast species used in glycerol production．So，it

is essential to clone GPD gene from C．gtycerinogenes，for investigation of glycerol biosynthesis

in molecular level．After comparison of the amino acid sequence of the GPDH proteins in several

species，degenerate oligonucleoide primers were designed for PCR based on conservative regions

in the amino acid sequence．PCR was performed on the genomic DNA of C．glycerinogenes and
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parameters involved in amplification efficiency were optimized．Using one moderate degeneracy

pair of primers，a degenerate PCR product of ca．0．6 kb was amplified and sequenced．Which

homologous to GPDl of Saccharomyces cerevisiae．This provides a threshold of studying glycerol

production pathway and osmotic stress response mechanism at genetic and molecular level in this

yeast．

Key words：PCR； NAD+一dependent glycerol 3一phosphate dehydrogeanse； Candida

gZ了fPri，2DgP竹Ps；clone；degenerate oligonucleoide primers

当细胞处于高渗透压环境中时，为了保持胞内

的水分和小分子物质向环境中外泄，就需要通过自

身合成一些生物相容性物质来提高胞内的渗透压

来平衡胞内和胞外的压力差，从而起到保护和防御

的作用。对于酵母细胞而言，在渗透压胁迫作用下

产生的生物相容性物质主要是甘油，还有少量的其

他多元醇⋯。NAD+依赖性3一磷酸甘油脱氢酶是

酵母细胞以葡萄糖为碳源合成甘油过程的限速

酶[2]，编码该酶的基因存在两个异构形式：GPDl和

GPD2，前者受渗透压诱导表达，而后者在厌氧环境

中起着平衡氧化还原力的作用口]。一些酵母中的

GPD基因已克隆并进行了功能鉴定，包括酿酒酵母

(Saccharomyce cerevisiae)N-q，Zygosaccharomy—

ce$rouxii[6-7]和汉逊得巴利Debaryomyces hanse-

nii[8-9]。产甘油假丝酵母(Candida glycerino-

genes)是一种优良的甘油生产菌株，已经应用于甘

油发酵的工业化生产[10_¨】，然而与酿酒酵母相比，

其相关的分子知识和遗传背景非常缺乏，为从基因

表达水平上深入研究C．gzyfPri加g鲫Ps高产甘油

的代谢机制，有必要首先要克隆甘油合成的关键酶

基因。

PCR技术即DNA的体外扩增，白该方法建立

起来，在20多年的时间里得到飞速发展，已有～系

列PCR方法设计出来，是目前分子生物学氢萤最常

用的技术之一，它不仅可对已知序列进行扩增，而

且对未知序列或仅知道蛋白质的部分氨基酸序列，

通过设计简并引物也能扩增出目的片断。这对于

寻找和分离一些未知功能的基因或蛋白质家族的

新成员提供了一种非常有用的工具n 2|。

作者利用简并引物PCR技术并通过条件优化，

成功地克隆了C．glycerinogenes的NAD十_3一磷酸

甘油脱氢酶基因片段。

1材料与方法

1．1材料

产甘油假丝酵母C．glycerinogenes WL2002—

5，E．coli JMl09由作者所在实验室保藏；T／A克

隆试剂盒pGEM—T—Easy vector购自Promega公

司，用于PCR扩增的酶rTaq，Pyrobest DNA Poly—

merase和Hotstar version Taq均购自大连宝生物

公司。质粒抽提试剂盒和胶回收试剂盒均购自博

大泰克生物基因技术公司。PCR仪PCR一200为

MJ Research公司产品。

1．2方法

1．2．1 产甘油假丝酵母WL2002—5染色体DNA

制备产甘油假丝酵母WL2002-5染色体DNA制

备按文献[13]进行。将提取的DNA用DU640核

酸蛋白质分析仪进行测定，根据A260／A280的比

值判断所提取的DNA纯度；利用260 nm下的OD

值计算所提取的DNA浓度；同时通过琼脂糖凝胶

电泳判定模板的质量。

1．2．2 简并引物的设计 从NCBI的Genebank

(http：／／www．ncbi。nlm．nih．gov)等数据库，搜索

3一磷酸甘油脱氢酶基因的相关核酸序列和蛋白质序

列的数据，通过DNAMAN等软件进行多序列对

比，以相关酵母的GPD为主要参照物，分别确定其

核苷酸和氨基酸的保守序列，根据这些保守区域，

设计并合成4对简并引物，以供PCR用。

1．2．3 PCR扩增 主要考察了简并引物的简并

度，复性温度和酶的选用等因素对扩增CgGPD基

因部分片段的影响。取扩增产物上样至0．8 g／dL

的琼脂糖凝胶，电泳结束后紫外灯下观察、拍照。

1．2．4 PCR产物克隆及测序 将预期大小的扩增

片段切下，用PCR产物纯化试剂盒纯化后，按照试

剂盒说明书操作步骤，将PCR产物连接到pEGM—

T—Easy载体上，转化Escherichia coli JMl09感受

态细胞，在含有Amp／IPTG／X—Gal的平板上进行

蓝白斑鉴定，挑取白斑，验证后扩大培养，用质粒提

取试剂盒提取质粒后，送华大基因上海鼎安生物技

术有限公司进行测序。

1．2．5 DNA的序列测定和同源性比较 通过

Blastn软件(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／
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blast)在GenBank比较NAD+依赖3一磷酸甘油脱

氢酶基因的DNA序列及推测的氨基酸序列的序列

相似性或同源性。用DNAMAN软件进行氨基酸

多序列比对分析。

2结果与分析

2．1简并引物的设计

从GeneBank数据库中查询已公布的NAD+一

依赖3一磷酸甘油脱氢酶的序列，用DNAMAN软件

进行序列比对和分析发现，在氨基酸序列和核苷酸

序列存在保守的序列，见图1。根据保守序列设计

了4对简并引物，其中CDl一U和CDl一D引物是根

据核苷酸比对结果而设计，其余引物根据氨基酸序

列的比对结果，并参考了酿酒酵母的密码子偏好性

进行合成。为了不使引物的简并度过高，用次黄嘌

呤碱基替代高简并位点的碱基，结果见表1。
38 46 243 254

图1不同物种中3一磷酸甘油脱氢酶基因氨基酸的保

守区部分

FIg．1 Conserved portion of the amino acid sequence of

GPDH utilized for the degenerate PCR primers

2．2 DNA聚合酶和退火温度对PCR扩增效率的

影响

在设计简并引物时，主要考虑序列的保守性，

对碱基含量和退火温度等参数考虑次之。由表1

可知，不同引物之间的Tm值相差很大，这为PCR

的有效扩增带来了困难。另外，为了降低非特异性

片段的产生，我们选择了不同的聚合酶来优化反

应。首先用Pyrobest DNA Polymerase在95℃50

S，50℃60 s，72℃90 S的条件下进行PCR扩增，

结果见图2。4对引物均有强弱不同的电泳条带，

其中用CDl引物对的产物最亮，然而，测序结果表

明，尽管产物大小与理论相符，但所测出的序列均

是非特异性的。而用其它引物对的扩增即使改变

退火温度，扩增效果亦较差。改用Taq polymerase

在不同的退火条件下进行PCR反应，结果见图3，

退火温度的改变显著影响到PCR的扩增效率，对于

CD4引物对而言，无论在何种退火温度下，在预期位

置均有条带产生，当温度提高到55℃时，尽管有较弱

的非特异性条带产生，但是特异性产物提高更为显

著。对CD2和CD3两对简并引物，或者无扩增产物，

或者不同的退火温度下产生大小不同的扩增片段，测

序结果也说明该PCR产物是非目的基因片段。

M．MarkerDL2000；1．CI)l；2．CI)3；；3．C1)2；1．CDl

图2不同引物对的PCR扩增结果

Fig．2 PCR results of different primers

表1 PCR所用的简并引物列表

Tab．1 Primers used for this study

注：I，inosine；R，A or G；K，G or T；Y，C or T；H，A or C or T；V，A or C or G；B，C or Got T；D，A or G 6行
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图3不同复性温度下的PCR产物电泳

F咄3 Results of PCR with various primers for different

annealing temperature

2．3 PCR启动方式对扩增效率的影响

简并PCR中用的是由多条不同核苷酸序列组

成的混合引物库，差别只是在特定的碱基位置，因

此，在PCR反应中，引物之间和引物与模板之间均

存在着竞争性，要想获得目的产物，必须有效的降

低非特异性条带产生，热启动PCR是行之有效的方

法之一。作者以CD4引物对，在模板通过95℃4

rain变性后再加入Ex Taq Hotstart version聚合

酶进行PCR反应后，与以上的扩增结果相比，发现

利用这种方式能明显地改善PCR的扩增效果，结果

见图4。

图4 CD4引物对热启动PCR扩增结果

Fig．4．PCR results of CIM primers with hot start meth-

od

2．4产甘油假丝酵母3一磷酸甘油脱氢酶基因片段

的克隆及序列分析

将获得0．63 kb长的片段连接到克隆载体

pGEM-T上，转化到Escherichia coli JMl09感受

态细胞，在含有Amp／IPTG／X—Gal的平板上进行

蓝白斑鉴定，挑取白斑，培养后提取质粒后用EcoRI

酶切鉴定，结果见图5。阳性克隆测序，DNA序列

分析发现，与其它酵母的胞浆NAD+一3一磷酸甘油脱

氢酶基因的核苷酸序列相似性比较高。氨基酸序

列的比对见图6，结果表明，其推测的氨基酸序列具

有GPD基因的典型保守区域，并且与安格斯毕赤

酵母的GPD基因相似性较高，可以基本确认所获

得的DNA片段是C．g勿fgri加g删P5的胞浆

NAD+一3一磷酸甘油脱氢酶基因的部分序列。

图5重组质粒的酶切鉴定

Fig．5 Identification of recombinant plasmid with静

striction enzyme

3 结 语

简并PCR技术是克隆新基因的方法之一，其突

出的优点就是工作量较小，周期短，效率高。特别

克隆那些基因组规模较小，蛋白质进化相对保守的
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图6产甘油假丝酵母NAD+一3-磷酸甘油脱氢酶基因片段的氨基酸序列比对

Fig．6 Alignment of the part of the amino acid sequence of GPDH protein．

基因时，首先可以考虑通过简并引物PCR法克隆目

的基因。简并PCR方法成功的关键之一在于引物

设计的合理性，我们要注意的几点是[14。：1)选择高

度保守但简并性低的氨基酸区域；2)考虑物种的密

码子使用偏好性；3)次黄嘌呤足tRNAs中自发产

生的可以与胞嘧啶、胸腺嘧啶核腺嘌呤形成碱基对

的嘌呤碱基，在引物的多义位点通过掺入脱氧次黄

嘌呤碱基以降低简并度。作者在CD4引物对中掺

入4个脱氧次黄嘌呤后，扩增效果明显提高。

在简并引物PCR扩增过程，反应条件的优化是

非常关键的一步。聚合酶的不同导致扩增效率的

差异，研究结果表明，Taq polymerase的PCR反应

的特异性要优于Pyrobest聚合酶的扩增效果，而用

热启动的Ex Taq Hotstart version聚合酶则进一

步降低了非目的条带的产生。尽管有研究表明，

PCR扩增条件先在非严谨性退伙温度下进行5～10

个循环，随后在较严谨的退伙温度下进行20～30

个循环后可以获得简并PCR的成功率n5|，但本研

究表明这种方法不适用产甘油假丝GPD的扩增。

尽管C．glycerinogenes产甘油能力明显高于

酿酒酵母等，但甘油合成的分子机制还不清楚，因

此，克隆该酵母甘油代谢相关基因十分必要。在一

些耐高渗酵母如D．hansenii，Z．rouxii中已经通

过简并PCR或遗传功能互补的方法克隆出了胞浆

NAD+一3一磷酸甘油脱氢酶基因f6州，并且发现ZrG-

PDl的表达并不受外界渗透压的诱导，而是组成型

表达的，而D^GPD的表达在一定程度上受到环境

渗透压的诱导[7．9]。这是有别于Saccharomyces
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cerevisiae的GPD基因的渗透压诱导表达模式的。

通过优化简并引物PCR方法成功扩增出

C．glycerinogenes的NADt3一磷酸甘油脱氢酶基
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