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摘  要: 设计细菌 adh 基因和 L-ldh 基因简并引物, 采用降落 PCR 并结合 Cassette PCR 方法从高

效产氢菌 B49 中扩增全长基因。共获得两段基因组 DNA 片段。其中一段序列长 1902 bp, 包括 adh
基因开放阅读框 1101 bp, 共编码 366 个氨基酸, 编码产物分子量为 39.71 kD, 理论等电点为 pH 
5.93。该基因与 Clostridium thermocellum ATCC 27405 的 adh 位点序列一致性为 73%。另一段序列

长 2490 bp, 包括 L-ldh基因开放阅读框 951 bp, 共编码 316个氨基酸, 编码产物分子量为 34.23 kD, 
理论等电点为 pH 6.09。该基因与 Bacillus megaterium 的 L-ldh 位点一致性为 74%。试验结果表明, 
采用 CodeHop 和 Genefisher 程序化设计的简并引物可信性强, 阳性率高, CodeHop 设计简并引物

效果要好于 Genefisher。adh 和 L-ldh 的成功克隆为通过代谢工程手段敲除 adh 和 L-ldh 基因提供

了科学依据, 从而为进一步提高 B49 产氢能力的代谢工程研究奠定基础。 
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Clone the Alcohol Dehydrogenase and L-lactate  
Dehydrogenase of Bio-hydrogen Producing Bacteria  

Ethanoligenens harbinense B49 and Its Sequence Analysis 
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Abstract: Designed the degenerate primers of alcohol dehydeogenase and L-lactate dehydrogenase to aug-
ment Ethanoligenens harbinense B49 genomic DNA, and obtained about 780 bp and 610 bp PCR product 
respectively. Augmented flank sequences of the two PCR fragments with the Cassette PCR method. Similar-
ity alignment showed that the products of the cloned DNA were very high similar to those of alcohol dehy-
drogenase genes and L-lactate dehydrogenase genes respectively. One of the two sequences was 1902 bp 
long, and the ORF of adh was 1101 bp long and encoded 366 amino acids. Its putative molecular weight was 
about 39.71 kD, its calculational isoionic point was pH 5.93. The maximal identity and positive was 51% 
and 73% with Clostridium thermocellum ATCC 27405 adh. The other one was 2490 bp long, and the ORF of 
adh was 951 bp long and encoded 316 amino acids. Its putative molecular weight was 34.23 kD, its calcula-
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tional isoionic point was pH 6.09. The maximal identity and positive was 55% and 74% with Bacillus 
megaterium L-ldh. Successfully cloning these two genes would not only enrich the gene resources of 
L-lactate dehydrogenase and alcohol dehydrogenase genes, but also give the scientific warrant for the meta-
bolic engineering research and the construction of the gene-engineering bacteria. 

Keywords: Design primer, Alcohol dehydrogenase, L-lactate dehydrogenase, Ethanoligenens harbinense 
B49 

近年来由于生物制氢技术可以克服常规制氢方

法的诸多缺陷而倍受关注, 其在新能源开发中的地

位也越来越重要, 世界上已有许多国家投入了大量

的人力物力对生物制氢技术进行开发研究, 以期早

日实现其产业化 [1]。生物制氢技术按微生物产氢机

制分为两种类型, 光合法生物制氢与发酵法生物制

氢。与光合法生物制氢相比, 发酵法生物制氢有着

无需光照、产氢稳定等优点 ,  具有更为广阔的前 

景[2]。 

为了实现发酵法生物制氢的产业化, 国内外研

究者分离了大量的高效产氢发酵菌种[3−10]。其中产

氢菌Ethanoligenens harbinense B49是本实验室从生

物制氢反应器的乙醇型发酵活性污泥中分离出的一

株高产氢乙醇型发酵菌株, 其酵解葡萄糖的主要发

酵产物为乙醇、乙酸、H2、CO2和少量乳酸
[2], 它是

新发现的乙醇型发酵产氢菌属—Ethanoligenens属[6]

的典型代表菌种之一。 

乙醇和乳酸都是E.harbinens B49发酵的末端产

物。根据现有的NADH产氢代谢途径理论[11,12]和已

知厌氧菌的中心代谢途径, Chen 等 [13]从代谢工程

的角度, 运用化学平衡计量的方法对厌氧菌的最大

理论产氢量进行了分析。研究结果表明：Clostridium 

butyricum (典型的厌氧产氢菌)在厌氧状态和葡萄糖

最终都代谢为乙酸的情况下, 其最大理论产氢量为

3.26 mol H2/mol 葡萄糖。而根据NADH产氢理论, 

乙醇和乳酸的生成会消耗NADH, 将减少用于生成

氢气的NADH量, 从而导致氢气量的减少。众所周知, 

葡萄糖在生成乙醇的过程中, 乙醇脱氢酶是控制乙

醇生成的关键酶。而乳酸脱氢酶(ldh)则是丙酮酸生

成乳酸的关键酶。因此, 若能克隆到E.har- binense 

B49 生成乙醇和乳酸的相关酶基因, 则可以为通过

基因敲除的手段阻断乙醇和乳酸的生成提供科学依

据, 从而为提高B49的产氢能力奠定基础。 
 

本实验采用 ClustalX [14,15]比对分析软件和

CodeHop[16−20]在线引物设计软件设计简并引物同源

克隆乙醇脱氢酶基因。采用Giegerich等 [21]开发的

Genefisher软件设计简并引物同源克隆L-乳酸脱氢

酶基因。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  产氢菌B49：2002 年林明从产氢反应器的厌

氧活性污泥中分离到高效产氢菌B49, 其 16S rDNA

序列在EMBL核酸数据库中注册号为AF481148, 在

中国微生物菌种保藏中心的保藏号为CGMCC1153。

采用林明提出的产氢菌富集培养方法[22]获得B49 的

纯培养物。 

1.1.2  实验材料：大肠杆菌DH5α本实验室保存 , 

pMD18-T载体购自宝生物工程(大连)有限公司。细

菌基因组DNA提取纯化试剂盒、小量胶回收试剂盒

购自上海华舜生物工程有限公司 , TaKaRa LA 

PCRTM in vitro cloning Kit购自于宝生物工程(大连)

有限公司, 引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成。Taq酶和dNTP均购自宝生物工程(大连)

有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  乙醇脱氢酶和L-乳酸脱氢酶部分片段的克

隆：在NCBI蛋白质数据库中, 挑选了 2 个梭菌属

Clostridium thermocellum ATCC 27405 和 Clostri- 

dium sp. OhILAs菌种的乙醇脱氢酶蛋白质序列。将这

2 个序列提交CodeHop [17]在线引物设计网站设计简

并引物。经过筛选后选用了一对引物 , 命名为

SADHJ(见表 1)。PCR反应条件为：预变性 95℃, 5 min; 

94℃, 30 s, 64℃降到 55℃, 每次降 0.3℃, 40 s, 72℃, 

30 s, 共 30个循环; 然后 94℃, 30 s, 55℃, 40 s, 72℃, 

2 min, 共 10个循环; 最后在 72℃延伸 10 min。 
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以 B49 菌株的 16S rDNA 序列为递交序列, 用
Blast2.0进行 16S rDNA同源性比对, 获得与 B49相
似性较高且在 NCBI 蛋白质数据库中存在其乳酸脱
氢酶蛋白质序列的菌种。它们是 Clostridium ace-
tobutylicum CAC0267, Clostridium acetobutylicum 
CAC3552, Clostridium perfringens CPE0103, Clos-
tridium tetani E88 CTC01998, Clostridium thermo-
cellum, Thermoanaerobacter saccharolyticum, Moorella 
thermoacetica ATCC 39073共 7个菌种的乳酸脱氢酶
蛋白质序列。把这 7个蛋白质序列输入到 Genefisher
在线软件中, 选用 ClustalX 方法进行比对分析, 并
对 引 物 长 度 (18 bp~30 bp) 、 引 物 GC 含 量

(35%~85%)、溶解温度(35℃~75℃)、PCR产物长度
(90 bp~900 bp), 3′夹处 GC含量(35%~85%)、引物最
大简并度(5000)、3′夹最大碱基数(4 bp)、3′夹最大
简并度(5000)、末端残基(A)、序列的唯一性(1)进行

设定。运行后, 共得到 43对得分最高的引物。经过
筛选后选用了一对引物, 命名为 LDHJ(见表 1)。简
并 PCR反应条件为：预变性 95℃, 5 min; 94℃, 30 s, 
62℃降到 50℃, 每次降 1℃, 40 s, 72℃, 2 min, 共 12
个循环; 然后 94℃, 30 s, 50℃, 40 s, 72℃, 2 min, 共
23个循环; 最后在 72℃延伸 10 min。 
1.2.2  乙醇脱氢酶和 L-乳酸脱氢酶部分片段两侧

序列的克隆：采用 Oligo6.0 软件设计克隆 adh 片段

两侧序列的引物 (Sadhs11、 Sadhs21、 Sadhs12、

Sadhs22)见表 1, 克隆 L-ldh 脱氢酶片段两侧序列的

引物(LDHS11、LDHS12和 LDHS21、LDHS22)见表

2。基因组 DNA用已克隆片段中没有的限制性内切

酶（如 EcoRⅠ, HindⅢ、BamHⅠ和 XbaⅠ等）酶切

后加相应的接头进行 PCR扩增。PCR条件参见说明

书, 但根据引物 Tm值不同, 退火温度也稍有变动。 

 

表 1  用于克隆乙醇脱氢酶片段的引物 
Table 1  The primers used to clone alcohol dehydrogenase 

Primers Sequences Degeneracy 

SADHJF 5′-GATCTACTTCGGCAGAAACTGCRTNMARRARAA-3′ 128 

SADHJR 5′-GATGTTGTGGAAGTAGGTGTAGCARTANCCCATNCC-3′ 32 

Sadhs11 5′-GCGAGATAGCCTTCCAGCGAGTGCGTGAAAGCGTC-3′  

Sadhs12 5′-AAACGGTTTTGGAATAACTCTTCGGGCTGCATGTCGTTTG-3′  

Sadhs21 5′-GAGGTCACACCCTACAGTGTCATCCTGCGCCGCGACCTGC-3′  

Sadhs22 5′-GTGGACGCTTTCACGCACTCGCTGGAAGGCTATCT-3′  

SadhwF 5′-GCGCCGTAACGGCCGGCTGGGAATAGTTGAG-3′  

SadhwR 5′-CACTCGCCAGGGCCGGACGCTGTGAAGCGG-3′  

 

表 2  用于克隆 L-乳酸脱氢酶片段的引物 
Table 2  The primers used to clone L-lactate dehydrogenase 

Primers Sequences Degeneracy 

LDHJF 5′-GCNRANGGNGARGCNHTGGA-3′ 3072 
LDHJR 5′-RBANACRTCNTTDATNCCRTA-3′ 4068 
LDHS11 5′-CACATACAGGTTGTCCGGCTTTGC-3′  
LDHS12 5′-GCGACTATTTCAAGGTGGACCCGCGCAACGTG-3′  
LDHS21 5′-TTGCAAAGCCGGACAACCTGTATGTGACGTAG-3′  
LDHS22 5′-CCCGCGTAGATTTTCATGTTGGTGC-3′  
LDHwF 5′-CGTCCTCCAGGTTCCATTGGCGGCTCTGGATGATCTCGG-3′  
LDHwR 5′-CTCCACGGCATCAAACCCCGCGTCTGCGGCGCGCTTGGTCG-3′  

 
1.2.3  乙醇脱氢酶和 L-乳酸脱氢酶的基因全长克

隆：根据拼接的乙醇脱氢酶全长序列, 在 485 bp和
2387 bp各截取一段序列作为引物 SadhwF、 SadhwR, 
其具体序列见表 1。PCR反应条件：94℃变性 5 min; 
94℃变性 30 s, 66℃复性 30 s, 72℃延伸 2 min, 35个
循环; 72℃延伸 10 min。 

根据拼接的 L-乳酸脱氢酶全长序列, 设计了用

于全长验证的引物 LDHwF 和 LDHwR, 见表 2。其
PCR反应条件如下：94℃变性 5 min; 94℃变性 30 s, 
69℃复性 30 s, 72℃延伸 2 min, 35个循环; 72℃延伸
10 min。 
1.2.4  PCR产物的纯化、克隆和检测：目标条带切

下, 胶回收操作方法见华舜小量胶回收试剂盒说明
书。克隆过程参照宝生物工程 (大连 )有限公司
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pMD18-T载体说明书进行。PCR产物与pMD18-T载
体连接, 转化大肠杆菌DH5α。转化产物 37℃过夜, 
经蓝白斑筛选, 挑选白色菌落, 进行菌落PCR验证
得到阳性克隆, 取两个阳性克隆送交上海生工生物
工程技术服务有限公司测序。测序的克隆片段经

NCBI上去除载体序列后, 输入GenBank中进行同源
性比对分析。 

2  结果 

2.1  简并 PCR 电泳结果 
乙醇脱氢酶简并 PCR 电泳结果见图 1-A。PCR

片段大小在 750 bp到 1000 bp之间, 更靠近 750 bp, 
大约 780 bp左右。这与我们预期片段大小相一致。
经测序、比对后与乙醇脱氢酶的相似性较高。而且

PCR 结果仅为一条带, 没有其它杂带。其基因全长
PCR电泳结果见图 1.B。L-乳酸脱氢酶简并 PCR电
泳结果见图 2。共得到 4 个 DNA 条带, 其中处于 
500 bp~750 bp之间的 DNA条带最亮, 并与目标条
带大小相符(大约 600 bp), 其余条带可能是非特异
性扩增的结果。在克隆 L-ldh时, 采用 Genefisher设
计的上、下游简并引物的简并度分别为 3072和 4068, 
引物长度分别为 20 bp、21 bp(见表 1), 也成功地扩
增到 L-ldh 基因片段, 但是非特异性扩增较多。而
CodeHop 设计的简并引物简并度分别为 128 和 32, 
引物长度分别为 33 bp、36 bp(见表 1), 成功地扩增
到 adh 基因片段 , 且特异性非常好 , 在使用降落
PCR的情况下只扩增出一条带。 

 

 
 

图 1  乙醇脱氢酶部分片段及全长基因扩增的电泳结果  
Fig. 1  Agarose gel analysis of adh fragment and whole adh 
gene 
A: 部分片段扩增结果; B: 全长基因扩增结果 
A: Agarose gel analysis of adh; B: Agarose gel analysis of whole 
adh gene 

 
 
图 2  简并引物扩增 L-ldh 基因保守区的电泳图 
Fig. 2  Agarose gel analysis of L-ldh fragment from 
Ethanoligenens harbinense B49 fragment 
 
2.2  乙醇脱氢酶及 L-乳酸脱氢酶基因全长克隆 

在克隆 L-乳酸脱氢酶基因全长中 , 共获得长
2490 bp的 DNA序列, 该序列在 GenBank注册号为
DQ179104。其中 L-乳酸脱氢酶基因的开放读码框
951 bp, 在 991 bp处有起始密码子 ATG, 在 1941 bp
处有终止密码子 TAA, 该序列无内含子 , 共编码
316个氨基酸。编码产物分子量为 34.23 kD, 理论等
电点为 6.09。其开放读码框及推导的氨基酸序列如
图 3。 

乙醇脱氢酶基因全长 PCR扩增出符合预期全长
序列大小(1900 bp)的特异 DNA条带。其测序结果如
图 4。其在 GenBank注册号为 EU196512。该乙醇脱
氢酶基因的开放阅读框位于第 352 bp到第 1452 bp
之间, 共 1101 bp长, 其中 A碱基 242个, T碱基 204
个, C碱基 348个, G碱基 307个, A+T含量为 40.51%, 
C+G含量为 59.49%。起始密码子 ATG位于第 352 bp
到第 354 bp, 终止密码子 TGA位于第 1450 bp到第
1452 bp。在起始密码子-7 bp处存在一个预测的核糖
体结合位点 AGCAGG(第 339 至第 344), 它与 16S 
rRNA 3′端互补。在起始密码子之前, 即第 297 bp
到第 3 4 6  b p 处存在一个预测的启动子 ( C T G 
TTGATTGGCTGCGCACACCTCGTCATTTTATTTT
CAAAAAGCAGGTT)。在终止密码子 TGA之后, 即
第 1478 bp 到第 1507 bp 处存在一个预测的终止子
(GGCCGGTACCCGTGAAGACGGGCG CCGGCC)。 
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图 3  L-乳酸脱氢酶基因 DNA 序列和对应的氨基酸序列 
Fig. 3  The DNA and amino acid sequence of the L-lactate dehydrogenase 

 

 
 

图 4  乙醇脱氢酶基因 DNA 序列和对应的氨基酸序列 
Fig. 4  The DNA and amino acid sequence of alcohol dehydrogenase 



林海龙等: 高效产氢菌 B49菌株 adh和 L-ldh基因克隆及序列分析  793 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

该乙醇脱氢酶共编码 366 个氨基酸, 其预测蛋白质
分子量为 39.71 kD, 理论等电点为 pH 5.93。 

2.3  乙醇脱氢酶和 L-乳酸脱氢酶基因的保守性 
分析 

通过对包括E.harbinense B49 乙醇脱氢酶在内
的 8 个细菌乙醇脱氢酶蛋白质序列进行的比对分析
(结果见图 5), 发现它们共同存在G49, L58, P75, P176, 
D182, R246, G257, H269, H284, G285共 10个比较保守氨基
酸位点, 以及(G99GGSXXDXXK108), (T145XGTXXE151), 
(T197XXDAXXHXXE207)共 3个保守区域。这些位点
与区域可能参与该乙醇脱氢酶蛋白的空间折叠、底

物结合和酶催化等酶活性功能。其中包含 1 个核酸
结合位点保守区GXGXG(GIGGG, 93−97)和 1 个

GXGXXVXXXA保守区 (GTGSEVPYSV,  134− 

1 4 4 ) [ 2 3 ] ,  G X G X X V X X X A保守区可能涉及到
NAD(H)-NADP(H) 辅酶的结合, 虽然E. harbinense 
B49 的adh蛋白中是不保守的V, 而不是保守的A, 
但是这种保守位点的取代作用并没有改变结构的 
变化。 

通过比对包括 E. harbinense B49在内的共 9个
细菌 L-ldh蛋白质序列分析了 E. harbinense B49乳
酸脱氢酶的保守区域和氨基酸活性位点(见图 6)。在
E. harbinense B49的 L-乳酸脱氢酶中共找到 5个保
守区域：① 在氨基端存在 1 个 NAD 结合位点(即
GXGXXG 保守区), 包含了 3 个严格保守的甘氨酸
残基。位置在第 16 到第 21 个氨基酸之间, 序列为 

 

 
 

图 5  E. harbinense B49 的乙醇脱氢酶保守区分析 
Fig. 5  The conservation analysis of adh from E. harbinense B49 with other bacteria adhs 

E1: Ethanoligenens harbinense B49 (PID EU196512); C2: Clostridium thermocellum ATCC 27405 (PID YP_001038972); D3: Desulfoto-
maculum reducens MI-1 (PID YP_001114005); M4: Moorella thermoacetica ATCC 39073 (PID YP_429881); A5: Alkaliphilus oremlandii 
OhILAs (PID YP_001512177); D6: Desulfitobacterium hafniense DCB-2 (PID ZP_01373007); C7: Caldicellulosiruptor saccharolyticus 
DSM 8903 (PID YP_001180284); T8: Thermotoga maritima MSB8 (PID NP_228728)  



794 微生物学通报 2008, Vol.35, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 6  E. harbinense B49 的 L-乳酸脱氢酶保守区分析 
Fig. 6  The conservation analysis of L-ldh from E. harbinense B49 with other bacteria L-ldhs 

E1: Ethanoligenens harbinense B49 (PID DQ179104); B2: Bacillus cereus AH187 (PID ZP_02255649); E3: Enterococcus faecalis V583 
(NP_814395); B4: Bacillus licheniformis ATCC 14580 (YP_077608); L5: Lactobacillus casei ATCC 334 (YP_807714); C6: Clostridium 
acetobutylicum ATCC 824 (NP_346908); C7: Corynebacterium glutamicum R (YP_001139733); S8: Streptococcus bovis (Q59828); C9: 
Clostridium thermocellum (AAM29186) 

 
GTGVLG[24,25]。②  1 个催化 loop区域 (AGX4PG 
[X2/X7]R, 见图 7), 包含 1个保守的精氨酸残基。位
置在第 87 到第 97 个氨基酸之间 , 序列为
AGVAQKPGESR。可能参与质子供体和受体转换时
的结构变化[26]。③ 严格保守的多肽NPVG, 包含 1
个保守的天冬酰胺残基(可能的NAD或底物结合位
点)。位置在第 129到第 132个氨基酸之间, 序列为

NPVG。④ GXGTXLDXXR保守区域, 包含 1 个严
格保守的精氨酸残基(可能的底物结合位点)。位置
在第 151 到第 160 个氨基酸之间 , 序列为
GTGTTLDTAR。⑤ 1个高度保守的GEHGDXE多态, 
包含 1 个保守的组氨酸残基(可能的质子供体或受
体)。位置在第 182到第 188个氨基酸之间, 序列为
GEHGDSE[25]。 
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图7  L-乳酸脱氢酶的催化loop区域 
Fig. 7  Protein sequence alignment in the catalytic loop 
region  
 

2.4  乙醇脱氢酶和 L-乳酸脱氢酶基因的同源性 
分析 

获得的乙醇脱氢酶序列以检索工具 Blastx 检索
GenBank 数据库进行相似性比较。由表 3 可知, 克
隆的菌株 B49 所编码的氨基酸序列与 Desulfo- 
tomaculum、Moorella、Thermotoga、Clostridia 和
Eubacterium 属一些菌种的乙醇脱氢酶有高度相似
性, 其中与 Clostridium thermocellum ATCC 27405的 

乙醇脱氢酶序列一致性达 51%, 位点序列一致性为

73%; 与 Clostridium beijerinckii NCIMB 8052乙醇

脱氢酶序列一致性达 30%, 位点序列一致性为 48%。

通过序列比对分析表明, 这段DNA为菌株B49的另

一个新乙醇脱氢酶的基因。该核酸序列在 NCBI 上

的注册号为 EU196512。 

B49的 L-乳酸脱氢酶以 Blastx检索 GenBank进

行相似性比对结果见表 4。由表 4可知, 克隆的菌株

B49所编码的氨基酸序列与 Bacillus、Lactobacillus、

Exiguobacterium、Geobacillus 和 Clostridia 属某些

菌种的乳酸脱氢酶有高度相似性, 其中与 Bacillus 

megaterium 乳酸脱氢酶的相似度最高, 其序列一致

性达 54%, 位点相似性达 74%; 与 Clostridium cellu- 

lolyticum H10乳酸脱氢酶的序列一致性也达到 48%, 

位点相似性达到 68%。 

 
表 3  菌 B49 的 adh 基因用 Blastx 检索 NCBI 的同源性结果 

Table 3  Result of adh gene similarity alignment research on the NCBI web using Blastx 

Strain Identities(%) Positives(%) Score Accession 

Clostridium thermocellum ATCC 27405 51 73 397 YP_001038972 

Desulfotomaculum reducens MI-1 43 66 322 YP_001114005

Moorella thermoacetica ATCC 39073 41 61 290 YP_429881

Clostridium sp. OhILAs 41 62 283 ZP_01362759

Desulfitobacterium hafniense Y51 42 60 279 YP_516856 

Thermotoga maritima MSB8 36 58 227 NP_228728

Eubacterium ventriosum ATCC 27560 34 56 214 ZP_02027305

 

表 4  菌 B49 的 L-ldh 基因用 Blastx 检索 NCBI 的同源性结果 
Table 4  Result of L-ldh gene similarity alignm ent research on the NCBI web using Blastx 

Strain Identities(%) Positives(%) Score Accession 

Bacillus megaterium 54 74 289 P00345 

Bacillus cereus ATCC 10987 55 74 285 NP_981325.1 

Geobacillus kaustophilus HTA426 57 73 282 YP_146328.1

Exiguobacterium sibiricum 255-15 50 69 265 ZP_00538596.1

Lactobacillus plantarum 49 68 262 CAA50277.1 

Clostridium cellulolyticum H10 49 66 261 ZP_01574113.1

 

3  讨论 

本文选用两个梭菌属菌种的乙醇脱氢酶蛋白质

序列和 CodeHop软件来设计 B49乙醇脱氢酶的简并
引物, 引物长度分别为 33 bp和 36 bp, 简并度分别
为 128和 32倍, 简并 PCR获得了预期的结果, 该简
并引物成功扩增出一条目标带 , 无杂带。采用

Genefisher软件设计 B49的 L-乳酸脱氢酶简并引物, 
引物长度分别为 20 bp和 21 bp, 简并度分别为 3072
和 4068倍, 也成功地克隆到 L-ldh基因片段。但是, 
Genefisher 软件设计的简并引物 PCR 结果中有较多
杂带。这说明用 CodeHop软件设计的简并引物质量
好, 特异性较强, 成功率高。采用 CodeHop 软件设
计简并引物并结合 Cassette PCR法克隆全长基因是
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3(1): 237−244. 

. 

同源克隆家族蛋白基因优化策略之一。 
由于简并引物存在简并性问题, 所以设计的引

物通常简并性过高, 导致有效引物利用率过低, PCR

产物非特异性增高。史兆兴等[27]认为简并引物的简

并度应在 1000~10000 倍之间较好, 而王洪振等[28]

认为简并度最好不要超过 516 倍。史兆兴和王洪振

等人在简并引物设计时, 只说明了简并度对简并引

物的影响。而作者却认为简并度和引物长度都会影

响简并引物的质量。引物长度至少应该在 27 bp以上, 

才能设计出特异性好的引物。 

克隆到的乙醇脱氢酶基因具有起始密码子、终

止密码子、启动子、RBS 和终止子等开放阅读框和

转录单元特征，它可能是独立转录的。克隆到的 L-

乳酸脱氢酶基因没有明显的启动子、RBS 和终止子

转录单元特征，它可能存在于一个操纵子中, 而不

是独立转录的。 

这两个基因的成功克隆, 为下一步进行高效产

氢菌 B49的代谢工程研究和构建高效产氢基因工程

菌研究提供了科学依据。该基因的表达和酶学特征

研究有待下一步工作来完成。 
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科技信息 

 

某些微生物术语名称中以姓氏命名的“氏”不能省去 
 

最近, 中国大百科全书(二版)正在按 A、B、C⋯⋯ 顺序排版, 涉及微生物术语名称有关姓氏问题。提

到沙门氏菌属(Salmonella)中的“氏”是否可以省除？长期以来, 在微生物学中发现的某菌均有以发现者姓

氏命名的还不少, 在术语名称中这个“氏”不可去掉。对某种新发现的微生物, 以姓氏命名者如已提到的沙

门氏杆菌, 加上“氏”(相当中国人的姓)以表示对发现者的尊重与纪念。这个属细菌是美国细菌学家 DE 

Salmon发现的而得以命名的, 译成中文名称即沙门氏菌属, 曾译为沙门氏杆菌属, 其中“杆”字倒可省去, 而

“氏”应保留。还有如巴斯德氏菌属(Pasteurella)、志贺氏菌属(Shigella)等等。这里着重强调的是, 菌的发

现者并以其命名加个“氏”的内涵不仅仅表示对发现者的尊重与纪念, 而且避免与地名汉译术语相混淆; 再

者, 带“氏”的菌名术语名称在教科书中久已通用成为习惯, 突然将“氏”省去, 似感到不适应; 第三, 菌

的发现者所做出的贡献可以被后人铭记并激励后人, 在未来的生命科学, 特别是微生物学的发展进程中, 地

球、宇宙间客观存在的那些未知微生物或超微生命体, 能培养或不能培养的等等, 都有待生命科学工作者积

极探究并做出更多更大的贡献。 
 

(柯为 供稿) 
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