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一个新的产黄青霉谷胱甘肽转移酶基因的克隆和鉴定
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摘 要 以产黄青霉（A%$#0#,,#)8 0"*2&(1%$)8 =>’4）0;*8为模板，克隆得到一个新的谷胱甘肽转移酶基因 I01&/J，其开放阅读
框长 7Y<59，编码 !<7个氨基酸的蛋白质。与已知序列进行 Ja8G=9比较显示，该蛋白具有保守的 ]G=结构域，与烟曲霉 ]?:J
的序列一致性最高，达 7Yc。将 I01&/J与原核表达载体 9=60 ZZ8连接得到表达质粒 9=60O1&/J，转化大肠杆菌 ;MY!，经 WI=]诱
导后获得以可溶形式表达的重组 I0]?:J蛋白。以 <O0>(’6’O!，#O31D1:6’5/DU/D/（K;*J）为底物检测，确认该蛋白具有 ]G=活性。
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谷胱甘肽转移酶（C(,:B:>1’D/ :6BD?E/6B?/，]G=，TK
!)Y )< )<Q）是一个具有多种生理功能的同功酶家族，

存在于植物、动物和微生物等几乎所有的生物种类

中，分为胞内可溶性 ]G=、线粒体 ]G=和微体 ]G=三



种［!］。"#$可以催化谷胱甘肽（%&’()(*+,-.，"#/）上
的巯基0#/ 与生物体内源及外源的亲电子化合物
（如：芳烃氧化物、不饱和羰基、有机卤化物等）结合，

形成更稳定、更易溶解的化合物，并将其泵出体外以

达到解毒的目的［1］。另外，"#$还参与体内化合物
运输、细胞信号途径调控等。目前，"#$的研究多集
中在哺乳动物、植物、昆虫中，在动物中，"#$可以加
强体内有害物质的清除，保护生物体免受侵袭；在植

物中，则在解除杀虫剂、除草剂毒性方面有很重要的

作用。

可溶性 "#$的三级结构多为球状二聚体，亚基
分子量介于 12 3 1456，每个亚基的多肽链形成两个
结构域：70末端为 "#/结合位点；80末端为亲电子
物质结合位点，决定其底物的特性。根据它们的底

物特异性、对抑制剂的敏感性、免疫学特性和氨基酸

序列相似性，"#$被分为许多亚型：哺乳动物中的可
溶性 "#$可分为 9种，!、"、#、$、%、&、’、和(；其他还
有植物中特有的)和*型 "#$，昆虫中的+和,型，
以及细菌中的-型 "#$［2］。在真菌中 "#$的研究相
对还很少，且已经鉴别的真菌 "#$与已有的亚型都
不相同［:］。

丝状真菌产黄青霉（ !"#$%$&&$’( %)*+,-."#’(
$*,;）是重要的-0内酰胺类抗生素———青霉素的工
业生产菌，具有重要的商业价值。许多研究表明，产

黄青霉中 "#/的代谢可能与青霉素的合成密切相
关。首先，"#/（.0<0%&’();=&0<0>=?(.+-=&0 %&=>+-.）在结
构上类似于青霉素生物合成途径中的关键中间体+0
（<0!0氨基已二酰）0<0半胱氨酰060缬氨酸（ <<60
@8A）［B］，高浓度的 "#/会抑制青霉素生物合成过程
中关键酶的活性，从而影响青霉素的合成［C］；另一方

面，"#/ 可能参与了青霉素 " 的合成前体苯乙酸
（D*.-=&)>.()(. )>+E，F@@）的活化或降解过程［G H !I］。
但 "#/在青霉素合成中的具体作用机制仍有待进
一步研究。

! J %)*+,-."#’( 中 "#/ 代谢的相关基因的研
究，对揭示 "#/与青霉素合成的关系，提高苯乙酸
的利用效率及青霉素的产量具有重要的意义。本研

究从 ! J %)*+,-."#’( 中克隆了一个新的 "#$基因，
并通过原核表达确认了其编码蛋白的活性。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：! J %)*+,-."#’( K+?B:0!1BB，大肠杆菌
（/,%)"*$%)$0 %-&$）6/B!由本室保存。

!"!"# 载体与试剂：原核表达载体 D$L> 44@ 为
F*);)>+)公司产品，克隆载体 D"MN0$购自 FL,;.%)
公司。各种限制性内切酶、$: 67@连接酶、$)O酶、
E7$F、随机引物（P)-E,; /.Q);.L?）购自 FL,;.%) 公
司，连接试剂盒 67@ <+%)(+,- R+( A.L1SI 购自
$)R)P)，67@ 凝胶回收试剂盒 MT0!I ?D+- >,&’;-
67@ ".& MQ(L)>(+,- 5+(购自 UVW U@#V8公司，反转录
酶 #’D.L#>L+D($N/P7)?. /H为 V-X+(L,%.-公司产品，!0
8*&,L,01，:0E+-+(L,Y.-Z.-.（867U）购自 #+%;) 公司，低
分子量蛋白标准 <NK 8)&+YL)(+,- R+( [,L #6#
M&.>(L,D*,L.?+?购自 @;.L?*); U+,?>+.->.?。
!"# 方法
!"#"! ! J %)*+,-."#’( P7@ 提取：! J %)*+,-."#’(
K+?B:0!1BB总 P7@采用 $L+Z,&试剂（V-X+(L,%.-公司）
按说明书提取，经 P\! P7)?.0]L.. 67)?.（FL,;.%)公
司）处理去除 67@污染。取 1"%总 P7@用于第一链
>67@的合成。
!"#"# ! J %)*+,-."#’( .,1U 全长 >67@ 的克隆：根
据前期的工作结果，设计了一对引物扩增 ! J
%)*+,-."#’( .,1U 的全长 >67@。上游引物 F!：B^0
88@$""@@$8$8$8@@@88$@$8@02^，下游引物 F1：
B^0"$8"@8$$@"8"88"8"8@8@@"802^。分别引入
2%-0、30& 0 的酶切位点。以 ! J %)*+,-."#’(
K+?B:0!1BB的 >67@作为模板进行 F8P，扩增目的基
因片段。反应体系 BI"<，扩增条件为 4:_预变性
B;+-；4:_ 2I?、BB_ !;+-、G1_ !;+-，共 2B个循环，
再 G1_ 延伸 !I;+-。目的基因片段经 IS9‘的琼脂
糖凝胶电泳分离、回收，连入 D"MN0$，经测序确认，
得到质粒 D"MN$0.,1U。
!"#"$ F>"?(U 氨基酸序列的分子进化分析：从
".-U)-5数据库中调出已经鉴定的真菌 "#$的氨基
酸序列，用 8&’?(K软件将已知序列与 F>"?(U进行多
重比对，然后用 NM"@软件构建系统进化树。
!"#"% F>.,1U 基因的原核表达：将质粒 D"MN$0
.,1U用 2%-0和 30&0双酶切，回收目的片段连接入
用同样酶切的表达载体 D$L> 44@，得到重组表达质
粒 D$L>0.,1U，转入宿主菌 / J %-&$ 6/B!中。菌株
6/B!aD$L>0.,1U在 <U培养基中于 2G_培养过夜，以
!‘的接种量转接到新鲜 <U培养基中，在 2G_培养
至 4CII-; 为 IS: 3 ISC，加入 VF$" 至终浓度为

ISB;;,&a<，2G_诱导目的蛋白表达约 :*。取 !;<菌
液离心收集菌体，变性处理后，进行 #6#0F@"M 电
泳，考马斯亮蓝染色后观察结果。同时以转入空白

质粒的大肠杆菌 6/B!aD$L> 44@作对照。
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菌体重悬于 !" 倍体积的 #$%%&’ (（)"**+,-.
/’01234,，"5)**+,-. 67/(，)"**+,-. 894,，):
;,<=&’+,，>3?5)）中，超声破碎菌体后离心，以确定目
的蛋白在菌体细胞中的存在形式。

!"#"$ @=A1BC酶活性分析：AD/活性采用分光光度
法，以 478C和还原型 AD3为底物进行测定［!!］。分
别取 73)!->/’=2!"#C和 73)!->/’=EE(各 !;湿菌体，
加入 !"倍体积的 #$%%&’ (，超声破碎菌体，离心，取
!*.上清用于酶活检测。在 F*.反应体系中包括：
"5!**+,-.磷酸盐缓冲液（>3G5)），!5"**+,-. 478C，
!5"**+,-. AD3。F"H反应 F"*0I，检测 FJ"I* 处的
吸光值的变化，以吸光值的增加表示 AD/ 的活性。
同时以不加上清的反应液作为空白对照。

# 结果

#"! ! % "#$%&’()*+, (&-&全长 ’()*的克隆
在前期的研究中，利用简并引物 @4K以及基因

组文库的筛选，首次从产黄青霉中克隆鉴别了一个

AD/编码基因 @=!"#(［!L］。同时，我们对基因组文库
杂交筛选得到的多个阳性克隆进行了序列分析，在

>=;JM号克隆中发现一个 G)!#>的开放阅读框（+>&I2
’&9N0I; %’9*&），编码 L!G 个氨基酸的蛋白质。
C.(D/>的结果显示其氨基酸序列具有保守的 AD/
功能域（图 !），与烟曲霉（ $"%&’!())*" +*,(!-#*"）A1BC
（((O"?F!M）序列的一致性达到 G):。

图 F 真菌 AD/的系统进化分析
P0;QF @R<,+;&I&B0= 9I9,<101 +% =R9’9=B&’0S&N %$I;9, AD/1

为了得到该基因的完整 =78(序列，根据其基
因组序列设计了一对引物 @!-@L，以 . Q /0’1"2!&3*,
T01)J2!L)) =78(为模板进行 K/2@4K，得到大小约

"5G)U#的目的产物（图 L），将其克隆到载体 >A6V2/
上，经序列测定，与预期相符。该基因定名为

@=!"#C，序 列 已 经 提 交 到 A&IC9IU，收 录 号 为
6P!LF"FM。

图 ! @=A1BC氨基酸序列保守区分析
P0;Q! 4+I1&’W&N N+*90I 9I9,<101 +% BR& N&N$=&N 9*0I+

9=0N1 1&X$&I=& +% @=A1BC

图 L @=!"#C基因的 K/2@4K结果
P0;QL K/2@4K >’+N$=B +% @=!"#C ;&I&

!：@4K 9*>,0%0=9B&N @=!"#C ;&I&；L：78( *9’U&’ 7.L"""Q

#"# +’(&-&基因的生物信息分析
将 @=A1BC的序列与已经鉴定的真菌 AD/进行

了比较。氨基酸序列的分子进化分析显示（图 F），
丝状真菌的 AD/之间以及与裂殖酵母 AD/"、#存
在较显著的同源性，其中，@=A1BC 与烟曲霉中的
(%A1BC（((O"?F!M）、(%A1B4（((O"?F!E）的序列一致
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性最 高，分 别 为 !"# 和 "$#，与 裂 殖 酵 母
（!"#$%&’(""#()&*+",’ -&*.,）%&’!（()*+($）、%&’"
（,")-$+）的同源性分别为 ./#和 ..#。这四个
%01的编码基因都不含内含子。而其他 .个丝状真
菌 %01，23%&’4（ /&0)+&0$1$( 23"4,5$(1(，55%./4/$）、
53%&’5（ 6’-,)7$553’ 23*$7(03’，5567+/$4）、58%&’5
（ 6’-,)7$553’ 1$835(1’， 559.-47. ） 和 :;%&’5
（9,1$"$55$3* "#)+’&7,13*，52<+/4-7）的编码基因都含
有 $个内含子，其氨基酸序列与 :;%&’2的一致性分
别 为 ./#、..#、./# 和 /+#。 而 那 些 从
!(""#()&*+",’ ",),:$’$(,［4/］、;’’(0"#,14$( &)$,10(5$’［4.］和
<311$17#(*,55( ,5(7(1’［4"，4!］等真菌中分离的 %01 则
与之关系较远。

!"# $%&’()的原核表达与重组蛋白的活性测定
为了验证 :;7’02基因编码蛋白的功能，构建了

:;7’02的原核表达载体。将 :;7’02完整的编码区
用 ="&!和 !(5!从 =%<91>7’02载体切下，连入经
同样酶切的表达载体 =1?; ))5，得到 =1?;>7’02（图
.）。

图 . =1?;>7’02质粒的酶切图谱
@ABC. 1DE AFE8’A3A;G’AH8 H3 ?E;HIJA8G8’ =KG&IAF =1?;>7’02

4：LM$777 LN5 IG?OE?；$：PE;HIJA8G8’ =KG&IAF H3 =1?;>7’02 FABE&’EF

JQ ="&! G8F !(5!；/：#>>$1F $ LN5 IG?OE? C

将 =1?;>7’02转入大肠杆菌 LR"%，S:1%诱导 . D
收集菌体，同时以转入 =1?; ))5空质粒的菌体作对
照。0L0>:5%< 检测显示（图 "），经 S:1% 诱导的
LR"%T=1?;>7’02菌株在分子量约为 $-OL 处有明显
的蛋白表达条带，与预期的 :;%&’2 分子量基本一
致。菌体超声破碎离心后，未见沉淀，说明重组

:;%&’2蛋白主要以可溶形式存在于细胞中。
%01可以催化 ULN2 与 %0R 反应，其产物在

/.78I处有特征吸收，可用分光光度法检测。基于
该原理，按照 RGJAB的方法［4.］，分别对经 S:1%诱导
的 LR"%T=1?;>7’02 和 LR"%T=1?;))5 菌体破碎后的

上清液进行了 %01 活性检测。结果在含有 =1?;>
7’02质粒的菌体上清中，检测到了明显的 %01活性
（表 4），证明 :;7’02编码的蛋白质属于 %01家族。

图 " 0L0>:5%<分析重组 :;%&’2蛋白
在大肠杆菌中的表达

@ABC" 0L0>:5%< G8GKQ&A& H3 ’DE EV=?E&&AH8 H3
?E;HIJA8G8’ =?H’EA8 A8 ? C "&5$

4：’DE ’H’GK =?H’EA8& H3 LR"%T=1?;))5 WA’DHX’ A8FX;’AH8；$：’DE ’H’GK

=?H’EA8& H3 LR"%T=1?;))5 A8FX;EF JQ S:1%；/：’DE ’H’GK =?H’EA8& H3

LR"%T=1?;>7’02 WA’DHX’ A8FX;’AH8；.：’DE ’H’GK =?H’EA8& H3 LR"%T=1?;>

7’02 A8FX;EF JQ S:1%；"：KHW IHKE;XKG? WEABD’ =?H’EA8 IG?OE?&C

表 * 重组 $%&’()蛋白的活性检测
+,-./ * 01,.2’3’ 45 6/%47-31,1( $%&’()

0GI=KE &6/.7 TIA8

0X=E?8G’G8’ H3 LR"%T=1?;))5 7Y777!

0X=E?8G’G8’ H3 LR"%T=1?;>7’02 7Y7$"/

# 讨论

青霉素的工业化生产与临床应用堪称是近代生

物技术领域最辉煌的例子［4+］。由于其重要的商业

价值，!7多年来，各大制药公司在青霉素菌种改良
上投入的巨大精力，使菌种生产能力提高了近千倍，

同时形成了完整的传统育种技术体系。但是，随着

产量的提高，菌种的遗传负荷越来越大，建立在经验

基础上的随机诱变和大规模筛选育种方法的局限性

越来越明显。以分子生物学和基因工程为代表的现

代生物技术的发展，尤其是对生物合成过程中关键

基因的克隆与研究，为青霉素生产菌的改造提供了

更加直接、有效的方法。

苯乙酸作为青霉素 %工业生产的侧链前体，在
生产成本中占有很大比重，提高苯乙酸的利用率是

菌种改良的重要研究内容［4-］。 9 C "#)+’&7,13* 中
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!"# 的代谢与青霉素合成存在密切的关系［$］，
%&’’&’(等［)*］曾经提出了一个由 !"+介导的苯乙酸
的活化途径，但没有分子生物学的证据。我们在前

期的研究中［),］，从 ! - "#$%&’()*+, 中首次克隆得到
一个 !"+编码基因 ./(&-0，其表达水平明显受到苯
乙酸的抑制，显示该基因与苯乙酸代谢存在一定的

关系。

本研究从 ! - "#$%&’()*+, 中克隆得到另一个
!"+基因 ./(&-1，并在大肠杆菌中进行了原核表达。
以 2341 做为底物进行活性检测，证明了重组
./!561蛋白具有 !"+活性，属于 !"+家族。但氨基
酸序列比较，./!561与 ./!560的一致性只有 789，
而与 . - /+,0(1-+& 中的 !561 序列的一致性高达
:$9。系统进化分析显示了 ./!561与 ./!560及其
他真菌 !"+ 的关系（图 7）。!"+ 是一个庞大的家
族，对 ./(&-1 表达的进一步研究和更多 ! -
"#$%&’()*+, !"+ 基因的克隆将为深入研究 !"+ 与
!"#、苯乙酸代谢的关系及其在青霉素生物合成中
的作用奠定了基础。

目前，在真菌特别是丝状真菌中，克隆的 !"+
基因还相对较少，有限的真菌 !"+也与其他物种的
!"+差别较大，随着分子生物学及微生物基因组研
究的发展，越来越多的真菌 !"+基因的鉴别与研究
必然加深我们对 !"+进化的认识。
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