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摘 要!!目的"通过筛选华支睾吸虫成虫 ()*+ 质粒文库#发现并识别新基因!将发现的新基因编码区克
隆到原核表达质粒 ,-./"01"$ 并表达出融合蛋白$ !方法" 用文库通用引物对华支睾吸虫 ()*+ 质粒文库进
行 234 扩增#对产物为 #%% 5, 以上的质粒测序!结果在 *367 和 .829:; 网站上进行序列分析!并应用 <4=>?@A%
3BC:D9BE%*367 3F@:GHIGA )FJ 9?@ KG9H(L 等程序对其进行开放阅读框&<4=’%进化树及结构域分析$ 根据载体
多克隆位点及 新基因 <4= 设计引物!234 扩增!产物克隆到目的载体上$ 筛选并鉴定出阳性克隆#对鉴定过的
重组体进行诱导表达#表达产物经 K)K"2+-. 电泳鉴定$ !结果" 发现 !"#$%& 基因!完整阅读框含 $ 0MN个碱
基!编码 0&O 个氨基酸!理论相对分子质量 ’H!#PQ#M0#$%R!理论 ,7 为 #Q0R $序列分析表明!!"#$%& 基因编码的
氨基酸序列与其它物种有较高的同源性!!"#$%& 与爪蛙属乙醛脱氢酶的同源性为 #OS#具有乙醛脱氢酶保守

功能域$ 构建的重组原核表达质粒经鉴定与目标基因相符$ 电泳显示表达产物在 ’H!N&#$%R处有一条特异性

条带$ !结论"发现华支睾吸虫磷酸甘油醛脱氢酶基因!成功构建重组原核表达质粒并表达出融合蛋白$
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乙醛脱氢酶 !!"#$%&’$ ’$%&’()*$+,-$ ./01"
在人肝脏鉴定出 2 种类型# 它们负责大部分乙醛
的氧化345$乙醛是肝脏中酶催化乙醇的第一个氧化
代谢产物#它比亲本化合物乙醇的毒性更大$在肝
脏和其他的器官中# 乙醛的氧化是由 670! 依赖

的 7801催化的 395$ 许多 .801 同工酶是由不同的
基因位点编码# 这些同工酶已经在人的组织和器
官中得到检测#它们的电场迁移率#动力学特性和
在细胞和组织中的分布都有不同 3:5$人的 .801 被
分成 ; 个主要的蛋白质家族# 第一家族的成员是
细胞浆 7/<1-!78<14"%第二家族的成员主要是
线粒体 78<1-!78<19"#78<19 的多态与食管癌
和上呼吸道肿瘤关系密切% 第三家族的成员主要
是由高 => 值的 7/<?-!78<?:"构成 325$ 78<?4
在大鼠和小鼠的胃&肺&肝和人的胃&唾液和肝癌
组织中都有发现3@5$ 各种 78<1 同工酶都能特异催
化脂肪族和芳香族醛为底物的制剂 3A#B5$ 人肝脏中
的同工酶主要是78014 和 78019#它们都是分子
量相当的同工酶异源四聚体# 每个单体的相对分
子质量 !(!@2"4C: 3D5$ 华支睾吸虫 78<? 基因是
第一次发现# 对其基因结构及蛋白质功能的研究
有着非常重要的意义$

4 材料和方法

4E4 材 料
4E4E4 华支睾吸虫成虫 F<67 质粒文库 华支睾
吸虫成虫 G<67 质粒文库由本室构建$克隆载体为
HI"J$-G(KHL! M= 的改造载体# 具体是将 "#$N "
和 %$& "之间的序列改造为 ’()" 7 和 ’() " I
接头序列# 酶切后可定向插入 F067 片段 !’()"
7"’()" I"$
4E4E9 载体和菌株 原核表达质粒#OPQ$2R$4 由
本室保存$ <1@#及I894 大肠埃希菌由本室保存$
4E4E: STN 引物 应用 STN ’$-K*+ 和 <67 F"JU
软件对已知磷酸甘油醛脱氢酶基因序列分析#根据

载体结构图# 设计出一对在 @%端分别引入 "#$N"
和 *+$"酶切位点的特异引物’78<14# 78<19
引物由上海博亚公司合成#S7OP 纯化$
4E4E2 其它试剂 "#$N"&*+$"&’6RS&R2<67 连
接酶 和 ,-. 酶购自 R,=,N,!日本" 公司$ VSRO 为
上海博亚公司产品$ 粒抽提试剂盒购自 WK,*$+!澳

大利亚"公司$

4E9 方 法
4E9E4 F<67 文库的筛选 华支睾吸虫 F<67 文
库经转化 <1@# 感受态细胞 X 蓝白斑筛选阳性克
隆X阳性克隆经 :B & 42’4A % 培养后用 WK,*$+ 公
司质粒抽提试剂盒提取质粒X过柱脱盐&琼脂糖凝
胶电泳检测定量后作为测序模板 $ 按 <YP
RPNZV679R[N 原 理 及 <Y\+,>KGRZ \R L$($
>K+,L)( ]KL^Z$*!I7T\RZ_ 提供的标准操作方法进
行 ;A 孔板式测序 STN 反应 X STN 反应产物在
@CC ‘H 以上的质粒上 Z$*,I,-$4CCC 测序仪测序
^上海联众科技研究院a$
4E9E9 T-7801基因的识别与功能预测 3;5 登陆

6TIV 主页#利用 [NbbK+’ 软件将所得的目的基因
序列进行开放阅读框![Nb"分析#再利用 I",-Lc 软
件对所得的 [Nb 序列进行序列比对及保守区分
析$ 登陆 PcS7M& 主页#用 6TIV 保守功能域等软
件对目的片段进行蛋白质结构的预测和分析$ 将

通过上述分析所得的同源的氨基酸序列进行编

排#用 T"J-L,"d 软件进行系统发生树的绘制$
4E9E: STN 引物的设计 利用 <67 G"J‘ 和 STN
’$-K*+ 软件# 参照 #O\Q$2R$4 多克隆酶切位点和
目的基因的酶切图谱设计两条 @%端带有 "#$N"
和 :%端带有 *+$"的引物#每条引物的 @%端各加 :
个保护性碱基$

4E9E2 STN 扩增 以质粒 <67 为模板进行 STN 扩
增#反应体系如下’取质粒<67 4EC $8X 4C"STN
缓冲液 @EC $8X ’6RS ZKc ^含 9E@ >>)"e8 每种
’6RSa @EC $8X 引物 78<14&78<19^4C H>)"e$8a
各 9 $8X ,-. 酶 !@ fe$8"CE9@ $(# 灭菌蒸馏水
:2EB@ $8#反应总体积 @C $8$ 轻轻混合后点动离
心#常规 STN 扩增条件如下’;@ & @ >K+# : 步循
环!;2 & 4 >K+#AC & 4E@ >K+#B9 & 9 >K+"#共 :@
个循环#最后 B9 & 4C >K+$ STN 产物用 4C *e8 琼
脂糖凝胶电泳鉴定$

4E9E@ #O\Q$2R$4$78<1 重组体的构建及鉴定
将 STN产物和 #O\Q$2R$4载体用 "#$N"和 *+$"
限制性内切酶双酶切后#经琼脂糖凝胶回收#定量

后进行连接并转化到感受态 I894 大肠杆菌#挑取
氨卞青霉素 8I 固体培养基平板上的菌落#放入含
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图 ! 系统发生分析

"#$%! &’()*+#+ ,- ./*),$0’*

!!" #$%&"’" (#)(*+," "-./$,(.# 0(1,"#*"

氨卞青霉素 !23 %45%6"67 液体培养基中培养过
夜8提取质粒进行双酶切#9:; 和测序鉴定$
<=>=? #@AB$CD$<$E6FG 重组体的诱导表达及融
合蛋白的鉴定 取过夜培养的菌液 ?3 !6%加入一
含有 E%H 的 ? %6 67 培养基中8 IJ %&>K3 ’5%(#
震摇 I ! %加入 L9D@ 至终浓度 < %%./5%6 诱导表
达8 分别取 <&>&I C ! 表达液 <=2 %6% 2 333 %(#
离心 I %(# 收集菌体8 弃去上清液%在沉淀中加入
<&MFM &$NN"’ <33 !6 %煮沸 I’2 %(# 裂解 8 取裂
解物 >3 !6 进行 MFM$9E@A 分析$

> 结 果

>=< 1+&234的识别和序列分析
将筛选文库所获得阳性克隆的测序结果在 O:

7L 上进行 P;Q 的寻找和 7/+1,R 分析8 从正反方向
进行 P;Q分析%共获得 K 个大小不一的 P;Q%其中
最长的一个 P;Q 有起始密码为 ED@8终止密码 DE
E 8阅读框含 < C?J 个碱基8编码 CKS 个氨基酸8理论
相对分子质量 !’!2>=2?&<3I8 理论 HL 为 2=CI$ 经
7/+1,R 分析发现与其它物种的磷酸甘油醛脱氢酶
基因所编码的氨基酸序列具有较高的同源性$推导
的氨基酸多序列分析显示8 "#$%&’ 基因编码氨基
酸序列与 7.1,+$’$1&爪蟾 &人类 &小鼠 &E#.H!"/"1
4+%T(+" 磷酸甘油醛脱氢酶一致性U()"#,(,VW 分别为
2?X U>J?5CK2W& 2SX U>KK5CKKW& 2?X U>JI5CK2W&
2JX U>JK5CK2W和 22X U>?S5CKCW$ 用 :/$1,+/ Y 将
:1E6FG 编码氨基酸序列与这 2 种物种的磷酸甘
油醛脱氢酶序列进行比对U图 <W$ 系统进化树分析
发现 :1E6FG 与爪蟾亲源关系最为接近U图 >W$

>(> !"#$ 基因的扩增
9:; 产物经<3 456琼脂糖凝胶电泳% 约< C?J

TH 处显示一条清晰带%与预计大小一致!图I"$
>=I 原核表达载体的构建
将筛选后所得的菌落% 通过碱裂解法提取质

粒 FOE%用()*;"和 +,*"限制性内切酶进行双
酶切%酶切产物进行<3 456琼脂糖凝胶电泳%结果
显示一条与目的基因大小完全一致的条带 !图
C"%重组质粒 H@AB$CD$<$)*+, 成功构建$
>=C 重组体表达产物的鉴定
取表达产物列解液进行聚丙烯酰胺凝胶电

图 5 华支睾吸虫 &234 与其它物种的 !"34 氨基酸序列的比较

"#$%6 1,7.(8#+,’ ,- 9/0 !" #$%&%#$# !"34 (7#’,#(:#; +0<=0’:0 >#9/ +.0:#0+ !"34 +0<=0’:0+
!Z" (#0(*+," *.%H/","" (0"#,(,V[ !﹒" (#0(*+,"" !(4! (0"#,(,V# !\" (#0(*+,"" /.]"’ (0"#,(,V# !4+H" (#0(*+,"" 0(NN"’"#*"
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泳! 在相对分子质量 !"!#$!$%&处有一条与理论

预测融合蛋白大小相一致的特异条带!图 ’"#

& 讨 论

筛选 ()*+ 文库中是获得新基因的常用方
法$在本次研究中$我们筛选的 ()*+ 文库是一个
质粒文库#该质粒文库为非表达文库$文库的筛选

主要是先通过 ,-. 扩增$再对一定长度 ,-. 产物
的质粒进行测序从而获得新基因# 该文库适合于

华支睾吸虫未知基因探索的首次研究$ 通过测序

是获得新基因的主要手段# 我们通过对该文库的

筛选获得了一条开放阅读框为 $ /01 个碱基的
()*+ 序列$利用生物信息学的相关软件对该序列
进行了识别$ 发现它与爪蛙属的乙醛脱氢酶的氨

基酸序列长度一致$同源性高达 ’23$同时具有与

乙醛脱氢酶完整的保守功能阈# 从生物进化树的

研究来看$它又与爪蛙的亲源关系最近$拥有同一

个进化祖先$而与人和鼠等脊椎动物的关系较远#

利用生物信息学对未知基因进行初步识别$

为我们进一步的实验研究指明了方向$ 使我们能

在较短的时间内获得可靠的实验结果$ 从而避免
了不少弯路#目前$这一方法随着生物信息库的不
断扩大$各种信息学分析软件的日趋完善$越来越
受到科研工作者的重视$ 也越来越广泛地得到应
用#值得注意的是该方法仍有许多不足之处$加以
生物分子的千变万化$ 最终结果仍要在实验中得
到验证# +4)5 是由单一基因编码的同源四聚体#
本研究所获得的 -6+4)5 的理论相对分子质量
!"7’89’0!$:&$等电点为 ’9/&$二级结构有 $/ 个 !
螺旋%;$ 个 " 折叠和 &1 个转角构成# 在第 ;’ 个
残基处有信号肽的剪切点$ 在 $0$"$<$ 的区域有
;: 个残基的跨膜结构# 本文所获得的华知睾吸虫
成虫乙醛脱氢酶属第 # 次报道# 并构建了原核表
达载体$表达出与日本血吸虫 =>?!!"!;0!$%&"融
合的磷酸甘油醛脱氢酶 !!"!1$!$%&" 的融合蛋
白$ 这为进一步的鉴别及其结构和功能研究奠定
了基础#

图 ! !"#$ 基因的 "#$ 鉴定

%&’() *+,-.&/&01.&2- 2/ 1345&/&,+ 462+70. 2/ %"&$ ’,-,
@$: AB4 CA"D6E AEF EFE(G"DHID"E6J6K

4CLE $M +NHFJOJEP H"DPQ(G DO "#$% AELE& 4CLE RM $*+ 6GCLPC"P

NC"SE"6

图 8 49:;!8<!=! >?@A 重组体的双酶切鉴定

%&’"8 *+,-.&/&01.&2- 2/ 6,023B&-1. 49:;!8<!=!>?@A

+&’,C.,+ D&.E ’()$! 1-+ *+) *@$% A B4 CAD6E AEF

EFE(G"DHID"E6J6K
!!!!!!R$M )4; %%% %C"SE"6&R;’)4$’ %%% %C"SE"6T 4CLE $M +NHFJOJEP

H"DPQ(G DO +4)5 &ELET 4CLE ;M .E(DNUJLCLG H=VW"/?"X"+4)5

PJAE6GEP YJGI &’(.# CLP )*(#T 4CLE &M H=VW"/?"X"+4)5 PJAE6GEP

YJGI &’(.#

图 F 重组体 49:;!8<!=!#$@A 表达产物的鉴定

%&’%F *+,-.&/&01.&2- 2/ ,G46,CC&2- &’(+70. /623 6,023!

!’ ( !)*+

B&-1-. 49:;!8<!=! >?@A !X;* AB4 HDFZH"DHZFELE
AEF EFE(G"DHID"E6J6"

4CLE RM?IE H"DGEJL NC"SE"T 4CLE X[;M\LPQ(EP CLP QLJLPQ(EP
"E(DNUJLCLG H=VW"/?"$"+4)5 OD" / I "E6HE(GJ]EFZT 4CLE & [/ M
\LPQ(EP CLP QL"JLPQ(EP H=VW"/?"$ OD" / I "E6HE(GJ]EFZ

!下转第 ,-. 页 /0 12&3 ,-."
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