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摘要 :从南极普利兹湾深海沉积物中筛选到一株嗜冷杆菌 71 95
,

其 16 Sr D N A 序列分析表明该菌株属于嗜冷杆菌属 (八理` h or ba c

喇
,

从

该菌的全基因组 D N A 中克隆到编码丙酮酸脱氢酶系 El (P D H
cEI ) 的完整 O R F

,

全长为 2 8 17Pb
,

使用 D N AM A N 5
.

1 对其全长

O R F 的 PD H e E I 基 因进行分析
,

P D H e E I 基因编码一个由 939A A 残基组成
、

分子量预计为 10 06 63D a 的 PD H e E I 蛋白质
,

与

矛渺
c h or ba e et r Ps

.

2 73
一

4 的 P D H e E I 有 78
.

53%的相似性
。
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丙酮酸脱氢酶系 (Py ur v a t e d e h y d r o g e n a s e e o m p一e x e s ,

以

下简称为 P D H c) 存在于微生物
、

哺乳动物及高等植物中
,

是 1

个定位在线粒体中的多酶复合体
,

是 2一氧(代 )酸脱氢酶复合体

( O A D H
。
)家族的一个成员

,

它催化糖代谢中丙酮酸的不可逆地

氧化脱梭产生乙酞 c o Al .ZIl
。

该酶复合体由丙酮酸脱氢酶 (P D H,

E c 1
.

2
.

4
.

1) (以下简称为 E )l
、

二氢硫辛酸乙酞转移酶 (D LA T
,

E e 2
.

3
.

1
.

1 2 ) (以下简称为 E Z )
、

二氢硫辛酸脱氢酶 (n L D H
,

E e

1
.

.8 1
.

4 )( 以下简称为 E 3 )的多重拷贝组成的
。

而关于细菌丙酮

酸脱氢酶系的克隆工作在国内在目前未见报道
。

木研究报道了从南极普利兹湾深海沉积物中筛选得到嗜冷

杆菌 71 95 (乃” 石or ` ac et r
甲

.

)的全基因组中克隆到丙酮酸脱氢

酶系 E (l P D H
c E 1) 的核酸全长 O RF 序列

,

井对其进行了序列的

比较分析
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 菌株来源

菌株 71 95 筛选自南极普利兹湾深海沉积物 ( 74 02 5
’
E

,
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S
,

水深 9 0 0m )
.

样品于 2 00 1 年 11 月刃0 0 2 年 4 月中国第十

八次南极考察航次期间采集
,

采用多管采样器采集
,

在超净台中

去除表层后
,

将内层样品保存于一 2 o0 c 条件下带回
。 ’

1
.

1
.

2 菌种和质粒

大肠杆菌 .E c
砧 T op 10 F’ 为木实验室保存

,

T 一载体购自

P
r o m e ga

o

1
.

1
.

3 试剂

G E
NE

C L E A N 11儿 t 购自 s l o r o l 公司 : 限制性内切酶购

自P r o m e g a
,

T a q 酶等 P e R 用品购自M B I
,

其他化学试剂均

为国产分析纯
。

1
.

1
.

4 培养基

改良的 22 1 6 E 培养基
:

蛋白陈 1%
,

酵母膏 .0 2%
,

川福建沿

海处取的陈海水 (放置一个星期以上的海水
,

用 .0 22 林m 滤膜

过滤后使用 )配制
,

室 p H .7 0用 .0
。

固体培养基另加 1
.

5%琼脂

粉
。

生长培养基
:
5 倍稀释的改良 2 21 6E 培养基

。

1 2 方法

1
.

2
.

1菌种分离

将样品稀释闷后涂布于改良 221 6 E 培养基上
,

于 1 o5 c 培养

3~7 d
,

取单菌落镜检后接种于液体改良 2 2 1 6 E 培养墓中
,

培养

3~7 d 后加人 1s % (终浓度 )甘油
,

于一 8 0a c 超低温冰箱中保存
。
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2 2 .总 D N A提取及核酸操作参考文献回

1
.

2 36 S 1 rD N A的扩增和克隆

以 基因组 D N A为模版
.

使用通用引物 叱F 7
:5’ 一 A一

G AG T T T G AT C C T G G C T C AG 一 3
,

和 14 92R :
5
`一G G T T A C 一

e T T G T T A e e A e T T 一 3
’

(上海生工合成 ) 扩增细菌 2 6 5 r n 一

N A
o

扩增参数为
: 9 6 O e Z m in

,

然后 9 4
o
e 3 0 :

,

s s
o C g o s

.

7 2
o
e 9 0

: 为一个循环
,

共进行 30 个循环
。
P C R 产物经凝胶电泳回收后

,

按 T 载体试剂盒标准方法将得到的产物连接到 T 载体上
,

转化

丑
c 。 ` T o p l o F

’ ,

重组质粒经鉴定正确后保存于一 2 o0 c
。

1
.

2
.

4 P D卜I e E I 序 yJI 的扩增和克隆

以基因组 D N A 为模板
,

参考文献 门设计 P c R 引物
,

扩增

p D H e E I 引物
:
p D H e E I F (of wr

a r d p d m e r )
:
5
’ 一 A T G A A T -

T A T T A e A A G G A T e e T e A T A G 一 3
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e v e r s e

P r im
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’

T T A T T C T G T G A C G T C A T C A T T A T T A A 一 3
’ ,

日f上海生工合成
。

P e R 反应体系为
: B u efr

r 2 0 林L
,

d N T P

10
u L

,

引物各力11 l o p m o l
,

M g ,
`

浓度为 lm m o l / L
,

T a q 酶 Z u z

1 0 0 林L
.

补 d d H Z o 到 1 00两
。

反应条件为
:
g s

o

e Zm in
,

94
o
e

lm i n
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s 7
o
e rm in

,

7 2
o e z

.

sm in 为一个循环
,

共进行 3 0 个循环
.

产物由 u 一 g e n e

的 P e R 一 P o r。
` t 纯 化后按 3 : 1 连 接到

T
a
K

aR a 的 pM n i s 一 T 载体
,

转化 丑
e

浦 了b p l o F
’ .

菌落 P e R

筛选含有 P D H c E I 基因的克隆
。

1
.

.2 5 核酸测序及同源性分析

上海生工完成所有测序及拼接工作
,

序列同源性分析采用

N e B I 的 BAL ST n 完成
。

2 结果

2
.

1 嗜冷菌的分离

在 1
.

5 m L 灭菌离心管中将样品与灭菌 d d H 2 0 按 1 : 10 0

比例混合
,

稀释后接种于 sm L 生长培养基中
.

分别在 4
、

10
、

20
、

30
O

c 水浴下培养 -5 15 d ; 菌体生长后稀释涂布在分离平板培养

基上
,

15 ℃培养 3巧d
。

挑平板上长出的单菌落
,

接种于 5 m l生

长培养基
,

2 5℃培养至 O D 6 0 0 为 3
.

0 时
,

保种备Jl j
。

2
.

2 7 195 菌株 16S rD N A 序#JI 分析

将 7 1 95 菌株的 265 r n N A 序列与 E M B L 数据库
,

户的 J辛列

进行同源性比较
.

发现与其同源性较高的菌株均为嗜冷杆菌属
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图 1 1
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.
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图 2 里组质粒 Pl
’
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PDI IEc I 的酶切鉴定

F ig Z D ig e s t io n P a t t e nr o f r e e o n lb in a n t P la sm id PT
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P D H e E I

M : 入 D N A EI e o R I+ H in d lll

1:皿组 T 载体经 B am HI 和 Nl ell 双酶切产物

:2 , 组 T 载体

23 PC R扩增 P o H e E I基因及其克隆

以基因组 D N A 作为模板
,

P C R 扩增的产物大小在 .2 8K

左右 (图 )l
,

纯化后连接到 T 载体 (3KB )上
.

转化 .E
c

诫 介p l o

F’
,

培养过夜
。

提取的重组 T 载体质粒
,

经 B a
m H I和 N h el 双酶

切后
.

得到一条大小约是 2 8 0 0 b p 左右的片段
,

说明重组 T 载体

质粒中插人的片段大小约为 2 800 b p
,

确实为 P c R 扩增的产物

(图 2)
,

鉴定正确后测序
,

获得 P D H c
E I 的核酸全长 O R F 序列

为 Z s 1 7b p
,

在 EM B L 数据库中注册号为 A M 1 7 6 7 6 0
。

2
.

4 7 195 的 P o H c E I 氨基序列分析

采用 D N A M A N ( v
e r s io n 5

.

1 ) 软件对全长 o R F 为 2 5 2 7

b p 的 P D H Ec I 基因进行分析
。

该基因编码一个由 9” 从残基

组成
、

分子量预计为 2 2 0 0
,

6 63 n a

的 P n H e E z 蛋自质 (E M B L

注册号为
:
c AJ 朽 36 2 )

。

与嗜冷杆菌属 (乃夕c份。 6a c

etr )的两个

P D H Ec I 有较高 的序列的相似性
,

其中与 P妙
`为or b ac “ r

a
cr 吮

u , 2乃 一 4 和 乃 y
C为or 加 ct er

c
甲

o
h
a of el n ` K5 菌 株

P DH Ec I 的相似性分别为 7 8
.

5 3% 和 7 6
.

0 8% (表 1
.

图 3 )
。
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图 3 菌株 7 19 5 和菌株 2 73
一

4的 PD H e E I氮基酸序列比较

F ig
.
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一
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Y p一 2 6 4 6 12: p D H e E I来 自 p sy e h or b a e t e r a r e t ie u s 2 7 3
·
4
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. 5 2细菌丙 酮酸脱氮 酶E PDH cI的进化树 分析 加“ oa il v ~“ ) ~的E PDH cI具有较 近的亲缘 关系在 同一从细 菌中选择 具有代表 性的物种 的丙酮 酸脱氢酶 个分支 上;而铜绿 假单胞菌( 几eudom oae 乡sa)和 丁香(pDHEI )构建进化 树(图4 )我们所 得到的菌 株7195的 f浅单胞 菌(乃do 。朋州 卯)与 棕色固氮 菌(At b-

P DHcEI( cAJ朽362 )与来自嗜 冷杆菌属 的rc成。 2”4和 ter血 ela面)的 PDHEI 具有较近的 亲缘关系 在同一 个分尽h刀刀 山K5的 PDHEI 具有较近 的亲缘关系 同处于 支上 中国希瓦氏 菌(sho ena州梦 山川̀ )与(仙。 对-一 个分支上 它们和 不动杆菌( A血tobac ter)的P DHEI同 l公 公曲sis)的 PDHcEI具 有较近的 亲缘关系 在同一 个分处 于一个簇 (n)中(图 4)从进化 树中我们 可以发现 甲基菌属 支上 它们与产 微球茎菌属 (届~ blbi昆r) 和伯克氏 菌属

(M叻yIOb 翻)的 PnHE一 与一株黄 杆菌(。 r00̀ (ca山 山tuspla gfbter) 的PDHE I形成同一 个簇(I)日̀

一 C 力bt 注工l A丁CC12 472(AAO58 203}

—.

ee

`一 p p’“ ’ {

图 4根据不同 来源的PD HEI氮基酸 序列所构建 的系统发育 树(括号内 为不同来源 的POH比I在 数据库中 的蛋白序列 编号)Fig4Ph ylgetit fPDH EI加mdiffe retrgi mbd hmi idq, 讨论 :髦 器念 ,,,̀, h’̀PO,,̀ m̀【,,B ,̀Ch ,997

鑫 蒸麟熬蒸
{ [2}F湘 iEJarng iAsshm idtBFcm milpd tf ral l!写m IS hiALH hJALi kRdB ill

b tilidth grampo itibte ibihm itryPhyi lgyd mll gti[M IWhigt IX!A miS ityfo Mibil gy1993917 938P DHcEI的 同源性为 57“% 为不同属而 在进化树 上处于同 [3]沈萍 范秀容李 广武微生物 学实验(第 三版)[M] 北京高等 教育

一 分支上的 亲缘关系 说明PD HEI作为 生物代谢 途径中的 出版 社19%69 73一 个关键酶 在微生 物各种属的 生命过程 中具有一 定的保守 14]sm brokJFi hEFMi tiTMl lcli gALb 四性 同时也 说明了种 属进化与具 体某一分 子进化并 不同步具 M 12dd [M]NwY kCldsp igHb Lbra尽I

体 功能基因 的分子进 化与其生存 环境关系 更为密切 1989葡萄糖 经糖酵解 成为丙酮酸 然后在丙 酮酸脱氢 酶的催化 [5]Fred A,RgB RbertEx.t lshrtP tliM l一01 一:y

灌淤爆粼! }券蒸姿谈
一 属于该复 合物而E 3与其它的 2氧(代 )酸脱氢酶 复合体有 选育 发酵条件 及酶学性质 研究[J1生物 磁学2006 6(1)610
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