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热带假丝酵母 !"#$ ./0%、./0&基因及其编码蛋白的研究

秦文彦 任 刚 荣 东 陈远童
（中国科学院微生物研究所 微生物资源前期开发国家重点实验室 北京 -###3#）

摘 要：根据 4567869中热带假丝酵母菌株 )9"00（(:;; "#002）<=>!和 <=>?基因序列，设计
了两对引物。通过 <;@扩增，用一种简易的方法克隆了 -"0#菌株中这两个基因。对 !"#!、
!"#?的测序表明，-"0#菌株的 !"#?基因与 )9"00菌株的 !"#?基因存在菌株间的差异。这
种差异对蛋白功能的影响有待进一步研究。对 !"#!和 !"#?编码的蛋白 <><!、<><?进行
<A8B分析和二级结构预测后，推测 <><!和 <><?的 ,端可能是 C(D结合部位。
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热带假丝酵母是一种具有重要工业用途的微生物。它因为能够利用正烷烃生产二元

酸而受到人们的广泛关注［-］。正烷烃在热带假丝酵母中的降解主要通过!1氧化和"1氧
化两条途径［"］。!1氧化途径完全在过氧物酶体中进行。催化该途径第一步反应的酰基辅
酶 (氧化酶是限速酶，该酶由八个亚基组成［0］。目前发现有三个基因（!"#"、!"#! 和
!"#?）编码该酶的亚基。这三个基因编码的蛋白 <><"、<><!和 <><?在一级结构上具有
较高的同源性［! F ?］。它们都以 C(D作为辅基，但与 C(D的结合方式尚不清楚。
本实验室在七十年代从土壤中分离到一株热带假丝酵母 -"0#［2］。根据 4567869中热

带假丝酵母 )9"00菌株（(:;; "#002）!"#!和 !"#?基因序列，设计两对引物，通过 <;@
扩增克隆了这两个基因并测序。对 !"#!、!"#?编码的蛋白 <><!、<><?在 <A8B（<*%G5+6
A8B+&+5H I8G8J8H5 %A 8&+K6B56GH 86I LMMH）［/］中分析并进行二级结构预测，探讨它们与 C(D
的结合方式。

! 材料和方法

!’! 菌株
热带假丝酵母（$%&’(’% )*+,(-%.(/）-"0#，本实验室保存菌株。

!’" ()*提取
根据《酵母遗传学方法实验指南》［3］中 D,(分离方法提取。

!’# ./0%和 ./0&的克隆
根据 4567869中 $%&’(’% )*+,(-%.(/ )9"00 !"#! 和 !"#? 序列，设计两对引物（见表

-），扩增片段的长度分别为 "3-!J) 和 "#-0J)。<;@ 条件如下：-###N 反应体系中，I,:<
#O"BB%&PN，引物各 "#)B%&，模板 D,( #O?#K，:8Q )&RH（:8Q D,( )%&SB5*8H5 T <AR D,( )%&S1
B5*8H5）?U，.!V预变性 "B+6后，进行如下 "?个循环：.!V变性 0?H，?#V复性 0?H，/"V延
伸 !"#! -3#H，!"#? -"#H。最后延伸 2##H。取 - F "#N反应液直接与 :1载体连接（:1载体





!"! !"##、!"#$的测序
!"#$和 !"#%都分别测了三个克隆。总结测序结果，!"#$在我们扩增的区域（&’(

前 %)*个碱基，’&& 后 )+) 个碱基）内与 (,-./-0 中 102** 菌株的 !"#$ 完全相同。但
!"#%与 102**菌株 !"#%在编码区存在 $处差别，编码的蛋白质有 *处氨基酸不同。如
下：

位置 ) *32 $4* %25 )$%6 )53$
78&序列 )2*4 &’( //( 99’ &:: ’;9 &(’ ’&&

102** &’( ::( ::’ &99 ’;: &(’ ’&&
氨基酸序列 )2*4 <,= >?@ (A? ’BC D,C D,C !

102** <,= !CE !CE &C9 D,C D,C !

这种差异对蛋白功能的影响有待进一步研究。热带假丝酵母中，;F(密码子编码的
氨基酸不是亮氨酸，而是丝氨酸［)］。在 !"#%编码区的 +5*G+5%位为 ;’(，编码的氨基酸
应该是丝氨酸。(,-./-0中给出的 !"#%基因（/::,@@HE- -IJK,C <)2)6)）编码的氨基酸序
列在该位置的氨基酸是亮氨酸，应该是不对的。!"#$基因的编码区没有此密码子。
!"% &’&#与 &’&$的 &()*分析
!"%"+ !#!$分析结果：见表 2、表 *。
!"%"! !#!%分析结果：见表 $、表 %。

表 ! 确信匹配
’/KA, 2 ’CI@=,L J/=:B,@

7EJ/H- D=/C= M-L .H=@ MN/AI,
&;"# )3* 633 5+$ O+4 2 O*,G235

表 % &()*,-中的匹配
’/KA, * </=:B,@ =E !P/JG.

7EJ/H- D=/C= M-L MN/AI,
!P/JG.Q 23)46 ) *4 %O%,G))
!P/JG.Q *65 ** ))$ 2,G*3
!P/JG.Q *32 ))% )32 )O2,G*2

表 # 确信匹配
’/KA, $ ’CI@=,L J/=:B,@

7EJ/H- D=/C= M-L .H=@ MN/AI,
&;"# )63 6$) 5*+ O%4 * O%,G2+3

表 $ &()*,-中的匹配
’/KA, % </=:B,@ =E !P/JG.

7EJ/H- D=/C= M-L MN/AI,

!P/JG.Q *65 )5 55 )O3,G*3

!P/JG.Q *32 )44 )6+ )O+,G**

从以上的结果看出，!#!$蛋白中酰基辅酶 &氧化酶（&;"#）区域在 )3* R 633位氨基
酸残基之间（!#!$共 +43个氨基酸残基）。!#!%的 &;"#区域在 )63 R 6$)位氨基酸残基
之间（!#!%共 66)个氨基酸残基）。!#!$与 !#!%的 8端都包含有 !P/JG.G*65和 !P/JG.G

*32。此外，!#!$的 8末端还包含一个 !P/JG.G23)46。对于这些区域的功能尚不清楚。我
们在 !P/J 数据库中以 !P/JG.G*65 和 !P/JG.G*32 为关键字进行了检索，发现任何一个

!P/JG.G*65或 !P/JG.G*32都与 &;"#有关，它们的序列都非常保守，但对于它们的功能没
有说明。

!"# &’&#、&’&$二级结构的预测
用 ("S$［$］方法对 !#!$和 !#!%进行了二级结构的预测。结果见图 *、图 $。
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似。猪肝中等碳链长度酰基辅酶 !脱氢酶的二级结构分为三个区域，从 "端到 #端依次
是!$螺旋区、"$折叠区和!$螺旋区。晶体结构中 %!&核黄素环位于 "端的!$螺旋区与"$
折叠区之间的缝隙中。与之相比较，’(’) 和 ’(’* 的 "端也有一个!$螺旋区（’+,-$.—
/01）和一个"$折叠区（’+,-$.—/23）。二者的氨基酸序列在 !#4(中非常保守，推测这两
个 ’+,-可能就是 %!&结合区。

! 讨论
一般 ’#5产物的克隆，先要进行纯化，以去除产物中短的引物二聚体［66］。我们在实

验中总结出一种简易的方法，直接用 ’#5反应液与 7$载体连接。然后挑选白斑转移到另
一平板，观察转化子形成菌落的形态。一般含有大质粒的转化子生长慢，形成的菌落薄。

而含有小质粒的转化子生长快，形成的菌落厚实。通过这一步的筛选，可大大消除引物二

聚体带来的干扰。然后用苯酚直接破裂培养的大肠杆菌细胞，检测质粒大小。用这种方

法进行 68*9:和 2);:<片段克隆试验发现，对于 68*9:片段，该方法同样简便有效。但对
于 2);:<的片段，转化子之间形成菌落的差别不是特别明显，需要仔细观察和扩大筛选范
围。

对得到的 !"#) 和 !"#* 基因测序后发现，!"#) 与 =>?.,?9 中 $%&’(’% )*+,(-%.(/
<93//（!7## 3@//0）的 !"#)完全相同。而 !"#*与 <93//菌株的 !"#*存在菌株之间的
差别。这种差别对蛋白功能的影响有待进一步研究。热带假丝酵母中，#A=密码子编码
的氨基酸不是亮氨酸，而是丝氨酸［6］。在 !"#*编码区的 ;1/ B ;1*位为 #7=，编码的氨基
酸应该是丝氨酸。!"#)基因的编码区无该密码。

’+,-［;］由两倍分组成：’+,-$!由包含确定 CDD（EFGG>? D,H9IJ -IG>K）的蛋白质家族组
成，’+,-$.则由不包含在 ’+,-$.!中的保守序列片段组成。对 !"#)、!"#*编码的蛋白
’(’)、’(’*在 ’+,-中分析后，得到了蛋白质的不同功能结构域。’(’)和 ’(’*的 "端都
包含有 ’+,-$.—/01和 ’+,-$.—/23，二者的具体功能尚不清楚，但它们的序列非常保守且
都与 !#4( 相关。对 ’(’)、’(’* 的 ’+,- 分析并没有直接给出 %!& 结合区域，然而用
“%!& :F?GF?L”关键词在 ’+,-数据库中进行查询，检索到了十二种 %!& 结合方式，说明
’(’)和 ’(’*结合 %!&的方式与这十二种 %!&结合方式不同。
对 ’(’)和 ’(’*进行二级结构预测，发现 ’+,-$.—/01区域内的二级结构主要是!$螺

旋，而 ’+,-$.—/23区域内的二级结构主要是"$折叠。过氧物酶体中的酰基辅酶 !氧化酶
与线粒体中的酰基辅酶 !脱氢酶在催化脂酰辅酶 !转变成 3，/$烯酰辅酶 !过程中具有
很多相似性［63］。MN?L$M ’ O等［6@］测定了猪肝中等碳链长度酰基辅酶 !脱氢酶的晶体结
构。与该酶结合 %!&的方式相比较，推测 ’+,-$.—/01和 ’+,-$.—/23可能与 !#4(结合

%!&有关。这种推测尚需进一步证实。
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快 讯

《微生物学报》入选“中国科技期刊方阵”

近期，中国科学技术部公布了我国期刊进入“中国期刊方阵”的名单。全国共有 <.1
种期刊进入了“中国期刊方阵”，其中“双高”期刊 !=种，“双奖”期刊 50种，“双百”期刊 .22
中，“双效”期刊 !/1种。《微生物学报》入选“双百”期刊方阵。
“中国期刊方阵”的建设是现阶段我国期刊出版事业发展的需要，是推进新世纪我国

期刊发展的战略性举措，它将促进我国期刊“精品战略”的实施。

《微生物学报》编委会感谢各级领导的关心，感谢广大作者、读者对本刊办刊工作的大

力支持。我们将更好地贯彻国家有关办刊工作的各项政策、法规和法令，努力适应国家改

革开放的需要，为我国的经济建设服务，为使期刊尽快走向世界做出积极贡献。
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