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球毛壳菌甘油醛!"!磷酸脱氢酶基因克隆及特性分析

刘志华 杨 谦"

（哈尔滨工业大学生命科学与工程系 哈尔滨 &"%%%&）

摘 要：用粗糙脉孢菌（!"#$%&’%$( )$(&&(，JK:3$G;#G）和菜豆炭疽病菌（*%++",%,$-).#/ +-01"/#,.-(0#，K3"&!3）的甘油醛:
3:磷酸脱氢酶基因（L)>-,08)E,C>E, 3:MC(NMC8D, E,C>E0(@,?8N,，L4K+O）氨基酸序列对球毛壳菌（*.(",%/-#/ 2+%3%&#/）菌
丝 <P5N序列本地数据库进行 DQ)8ND?检索，获得了球毛壳菌 L4K+O全长 -+14序列。该序列长 &$!%/M，开放阅读框
&%&!/M，编码 33G个氨基酸组成的多肽，蛋白分子量为 3#R&S+。用 KTU方法克隆了该基因的 +14序列，序列长为
&""#/M，由 $个内含子和 3个外显子组成。Q)8NDK同源性分析表明该基因与鹅掌柄孢壳（4%1%&’%$( (0&"$-0"）同源性最
高为 ;"V；与米曲霉（5&’"$2-++#& %$67("）同源性最低为 2GV。L4K+O酵母转化子生物功能分析表明转化子对 18$ TW3

和高温有高的耐受性，证明 L4K+O为抗胁迫基因。该基因的 -+14序列、+14序列及推测的氨基酸序列在 L,?Q8?S
登录（登录号分别为 4X"$$G&;，4X";3$"3，44P%&!&$）。
关键词：球毛壳菌，甘油醛:3:磷酸脱氢酶，基因克隆，转基因酵母
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甘 油 醛:3:磷 酸 脱 氢 酶（ L)>-,08)E,C>E, 3:
MC(NMC8D, E,C>E0(@,?8N,，L4K+O）是生物体内糖酵解
和糖异生过程中的关键酶，其生理功能是在 14+Z

和无机磷酸存在的条件下催化甘油醛:3:磷酸氧化
磷酸化，生成 &，3:二磷酸甘油酸，是维持生命活动最
基本的酶之一。由于 L4K+O基因具有高度的保守
性，人们通过比较不同物种 L4K+O基因核苷酸或氨
基酸序列的异同，对物种进行分类和建立各物种之

间的系统发育关系［&，$］。同时，L4K+O基因还具有
抵抗逆境胁迫的功能。当活细胞处在各种环境压力

的条件下，例如热激高盐、低温等胁迫，其基因表达

模式将发生改变。真菌凤尾菇（4+"#$%,#& &(8%$:)(8#）
在 !.()6[ 18T)条件下胁迫 !C，在 !\低温条件下处
理 !C，在 !"\高温条件下处理 !C，以及在真空干燥
&%.=?干旱胁迫条件下 L4K+O 基因的表达量均有
提高，其中干旱胁迫提高 2倍，盐胁迫与冷胁迫表达
量提高 !倍和 $倍；将该基因转化酵母，提高了酵母
转化子在盐、高温、低温及干旱胁迫的存活率［3］。

U,ES80等［!］研究表明盐胁迫下构巢曲霉（ 5&’"$2-++#&
0-1#+(0&）的 L4K+O基因表达的转录水平明显提高。
盐压 力 条 件 下 兼 性 盐 生 植 物 9"&"/3$6("/#/
)$6&,(++-0#/ 的 L8M&基因转录正调控［"，#］。
球毛壳菌（*.(",%/-#/ 2+%3%&#/）是一种重要的

植物病害生物防治菌。本实验室构建了球毛壳菌

-+14文库，获得了 &!&% 个 <P5N序列，本研究通过
对这些 <P5数据进行分析，用生物信息学技术克隆
到了球毛壳菌 L4K+O全长 -+14。用 KTU 方法克
隆了该基因的 +14序列。L4K+O是用来分类的重
要基因，本研究对 $!种真菌 L4K+O氨基酸序列进
行了多序列比对分析，为球毛壳菌进行分子分类和

建立与其它菌种之间的系统发育关系提供了理论依

据，同时，该基因对于球毛壳菌间的亲缘关系的鉴

定，从而选择生物防治能力强的菌株也将具有重要

意义。应用酵母表达技术研究 L4K+O功能，证明该
基因具有抗盐、碱和高温胁迫功能，是一种重要的抗

逆境胁迫基因。球毛壳菌对生物防治过程中产生的

生物胁迫具有明显的适应能力。研究表明 L4K+O
基因对生物胁迫起应答作用，对胁迫反应代谢过程

起调节作用［G］。因此，该基因为研究球毛壳菌对生

物胁迫适应能力和生物防治机理具有重要意义。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 菌株和质粒：球毛壳菌（* * 2+%3%&#/）为本实
验室保存的菌株。孢子接入 K+ 液体培养基［2］中，
在 $"\和 $$%06.=?条件下培养 3#C。!%%%06.=?离心



!"#$%收集菌丝，液氮冷冻后 & ’"(冰箱中保存备
用。酿酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）)*+,-!、表达
载体 ./0,1、大肠杆菌（ -*#$)%,#$," #&.,）234!"56
（7898:;< %;= +>1?@1"）购于 )%A$9B;<C%公司。
!"!"# 试剂：反转录酶 ,D.CBE-B$.9!购于 )%A$9B;<C%
公司；/4F、,7@G 培养基购于 HF H$;E-$C%-CE 公司。
F*8EC"、/"0 F*I聚合酶、2J F*I连接酶、123"和
4"’K"购于 4B;#C<8 公司。半乳糖、醋酸锂购于
,$<#8公司。引物由上海 ,8%<;%公司合成。酵母总
L*I提取试剂盒为上海华舜生物工程公司生产。
!"# 全长 $%&’序列获得及分析
利用 H$;0M$9（下载地址：N99.：OOPPP= #Q$; = %-ED=

CMDOH$;0M$9OQ$;CM$9 = N9#:）软件构建球毛壳菌菌丝
!J!" 条 0,2E 序 列［R］（FFHS 接 受 号 H4T>T>’>@
H4T>T>?"，H4!!TTU>@H4!!T"?"，H4!""!"1@H4"R>>RU）
的数据库。用粗糙脉孢菌（ 5)6%&*2&%" #%"**"，V4@
T1’RU’） 和 菜 豆 炭 疽 病 菌 （ 7&..)8&8%,#$6’
.,39)’68$,"36’，4T?!JT）的 WI4FK基因氨基酸序列
对该数据库进行 9H:8E9% 比对，7;%9$< 拼接获得全
基因。

利用 Q:1ECX软件（N99.：OOPPP= %-Q$ = %:#= %$N = <;AO
Q:8E9OQ!1ECXOQ!1 = N9#:）比对 -F*I 及 F*I 序列寻找
内含子。用 4B;948B8#（ N99.：OO8D = CY.8EZ = ;B<O9;;:EO
.B;9.8B8#= N9#:）计算蛋白的分子量、等电点；H:8E94进
行序列相似性搜索；4[8# !J\"（N99.：OO.[8#= PDE9: =
CMDON##EC8B-N= EN9#:）进行蛋白家族预测。
!"( %&’序列的克隆
根据 WI4FK基因 -F*I编码区两侧序列设计

F*I 克 隆 引 物， WI4FK!：?6@7I7W2IIWI777
272IW27II7I7@T6；WI4FK1：?6@277WW72WI727I
22WI22I77IW@T6。球毛壳菌菌丝 F*I提取参见文
献［!"］。1"#]反应体系含 !" ^ 47L HD[[CB 1#]；M*24
1""##;:O]；引物 WI4FK!、WI4FK1 各 "\?##;:O]；模
板 F*I "\U#<；/"0 F*I 聚合酶 !\1G。反应条件：
RJ( !1"E；RJ( 1"E，UJ( T"E，’1( R"E，共 T" 个循
环；’1( !"#$%。
!") #)种真菌 *’+%,基因同源性分析
利用 H:8E94进行同源性搜索，选择了 1T种与球

毛壳菌 WI4FK基因同源性高的真菌 WI4FK基因氨
基酸序列。用 7:DE98:_软件对 1J种真菌的 WI4FK
基因的氨基酸序列进行了同源性分析。所选的真菌

有黑曲霉（ : = 3,;)%，‘!1??1）、构 巢 曲 霉（ : =
3,96."3*，41"JJ?）、米曲霉（ : = &%(<")，IIa">"U?）、稻
米发酵酵母（=&3"*#6* 26%26%)6*，4?TJT"）、荚膜组织

胞浆菌（:>)..&’(#)* #"2*6."86*，IIWTTTU>）、巴西酿母
菌（?"%"#&##,9,&,9)* @%"*,.,)3*,*，‘>V!VT）、厌酷球孢子
菌（ 7&##,9,&,9)* ,’’,8,*，‘>S!KT）、玉 米 黑 粉 菌
（A*8,.";& ’"(9,* ?1!，IIa">"U?）、颖 枯 壳 真 孢
（ ?$")&*2$")%," 3&9&%6’，‘R4>7"）、球腔菌属真菌
（? = "+)3"%,"，II‘U1R"U）、旋孢腔菌属病原菌
（7&#$.,&@&.6* .63"86*，41>>JJ）、核盘菌（ !#.)%&8,3,"
*#.)%&8,&%6’，‘RUG,>）、木 霉（ B(2&#%)" #)%"’,#"，
4!’’T"）、康宁肉座菌（B = C&3,3;,,，,1R>!J）、林克
肉 座 菌 （ B = .,D,,， 4>’!R’）、菜 豆 炭 疽 病
（7&..)8&8%,#$6’ .,39)’68$,"36，4T?!JT）、玉蜀黍赤霉
（E,@@)%).." <)") 4K@!，V4@T>UJTT）、大孢粪壳（!&%9"%,"
’"#%&*2&%"，‘>_b*"）、粗糙脉孢霉（5 = #%"**"，V4@
T1’RU’）、栗疫病菌（7%(2$&3)#8%," 2"%"*,8,#"，4!R">R）、
稻瘟病菌（=";3"2&%8$) ;%,*)"，0IIJRJ1U）、鹅掌柄孢
壳（ ?&9&*2&%" "3*)%,3)，4T1UT’）、麦角菌（ 7."+,#)2*
26%26%)"，‘""?>J）。
!"- 酵母表达载体 ./01#2*’+%,构建
根据 球 毛 壳 菌 WI4FK 基 因 -F*I 序 列

（I/?11’!R），在编码区上游和下游设计合成一对引
物。 <8.MN]：?6@2I72WWW2I77I2WW72I27IIWW27
WW7I27II7WW72@T6（下划线为 123"酶切位点）和
<8.MNL：?6@ 2I72WWWI27772I222W72IW7I27WI
7722WW7WI7W@T6（下划线为 4"’K"酶切位点）。
用 72IH 法提取球毛壳菌菌丝总 L*I［!"］，将

L*I用 F*8EC"处理，消化可能存在的 F*I，进行反
转录，反转录模板为 1#<，反转录酶为 ,D.CBE-B$.9!，
引物 3:$<; M（2）!>，反应体系参照说明书，J1( 保温

!N，反应完成后稀释成 1""#]，用作 47L模板。47L
反应体系含 !" ^ 47L HD[[CB 1#]；M*24 1""##;:O]；引
物 <8.MN]、<8.MNL 各 "\?##;:O]；模板 -F*I 1#]；/"0
F*I聚合酶 !\1G；加双蒸水至 1"#]。47L 反应条
件同 !\T。
上述 47L 反应产物及 ./0,1 载体同时进行

123"和 4"’K"酶切。将经过柱纯化的 47L反应
产物与 ./0,1载体双酶切产物连接，随后转化大肠
杆菌 234!"56感受态细胞，在 ]H平板（含氨苄青霉
素 !""#<O]）上进行筛选，挑取白色菌落用碱裂解法
提取质粒 F*I，进行 47L、双酶切及测序鉴定。
!"3 诱导表达及酵母转化子胁迫实验
用醋酸锂沉淀法将重组质粒及对照 ./0,1 质

粒转化酿酒酵母（ ! = #)%)+,*,")），按 )%A$9B;<C%公司提
供的操作手册进行，)*+,-! 株为尿嘧啶缺陷，质粒
./0,1中带有尿嘧啶合成基因，转化成功的 )*+,-!
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可以在缺少尿嘧啶的培养基上（!"#$）生长。培养
%&’后，挑取 ( ) *++大小的菌落进行菌落 ,"-，方
法为挑取酵母转化子于 ../(0中，沸水浴 12+34，取
出后立即置于冰上裂解酵母；然后进行 ,"-反应；
反应体系及反应条件见 156。利用 25&7琼脂糖凝
胶电泳鉴定结果。

用 -8#,"-检测 9:,;/转化子基因表达情况。
将转 9:,;/基因的酵母用半乳糖诱导 (2’和 %2’，
分别提取总 -<:，并用含非重组质粒转化酵母的总
-<:作对照，按照酵母总 -<:提取试剂盒说明书提
取总 -<:。反转录体系，,"-反应体系和反应条件
同 156，但 ,"-循环数变为 (=，取 (!>进行电泳。
挑取 ?<@!A1#BCD!(#EFB.’，?<@!A1#BCD!( 酵母

菌株接种于 C,; 培养基中过夜培养 (2’，接种于
!"#$（(7半乳糖为碳源及诱导底物）诱导培养基中
诱导表达 (2’，测 !"=22值，收集 (22!>的菌体离心弃
上清，菌体重悬于 (22!> =7、&7和 127的 <F("0*

中，*2G胁迫 6’。直接取 (22!>的菌体在 6*G条件
下热胁迫 *’。离心弃上清，用无菌水重悬菌体，涂
布于 !"#$培养基中（(7葡萄糖为碳源），*2G培养
%&’，照相记录结果。

! 结果和分析

!"# 全长 $%&’的获得
HIJFKH4搜索，共获得 = 条同源性高的球毛壳菌

（# L $%&’&()*）9:,;/ 基因 D!8K 序列（I,11*1MN，
I,2MM((1， I,2MM21=， I,11*2M2， I,11*262，
I,2M&M26）。通过对 =条序列拼接获得 9:,;/全长
A;<:。该 A;<: 序列已经提交 9O4IF4P 注册，登录
号为 :C6((N1M。这一 A;<:序列全长 1(%2QB，编码
区 9 R "含量为 =15*%7，: R 8 含量为 *&5==7。为
典型的真核生物的碱基含量特征。

!"! (’)%*基因及其推断的氨基酸序列分析
0-S六框翻译找到了 9:,;/基因的开放阅读

框，该基因 A;<:编码区序列自 122位的 :89起，止
于 111*位的 89:，全长 121%QB。*T$8- MNQB，6T$8-
MMQB。1(11 ) 1(%2位为 ,UJV（:）尾巴。开放阅读框
编码由 **N个氨基酸残基组成的多肽。

,WUH,FWF+分析表明该蛋白的分子量为 *=51P;，
理论等电点为 65M&。,XF+1%52 蛋白家族预测表明
该蛋白为糖酵解和糖异生的关键酶，< 端是
-UKK+F4<:;连接折叠。"端为一个固定的"Y#反向
平行的折叠。

! +, (’)%*基因 %&’序列的获得及分析
9:,;/ 基因 ;<:序列长度 166=QB（图 1），该序

列已提交 9O4IF4P，注册号为 :C6M*(6*。将其与全
长 A;<: 序列比较，发现该基因由 * 个外显子及 (
个内含子组成。* 个外显子长度分别为 1(NQB、
=&%QB、(2*QB，两个内含子分别为 NNQB、6&QB。编码
区长 121%QB。内含子以 98开始以 :9结束，外显子
与内含子连接位点具有典型的 98Y:9型剪接位点
特征。

图 # 球毛壳菌 (’)%*基因 %&’图谱
S3EL1 8’O ;<: OJOAHWUB’3A BFHHOW4 UX 9:,;/ EO4O XWU+ # L $%&’&()*

ZL;<: ZFWPOW ;>(222；1L ;<: XWFE+O4H UX 9:,;/ EO4OL

!"- 同源性分析
从 (%种真菌 9:,;/基因同源性分析结果可以

看出氨基酸个数从 **= ) **& 个不等。各种真菌
9:,;/基因氨基酸个数相差仅 1 ) (个。除 <端 N
个氨基酸和 "端 11个氨基酸保守性差外。完全保
守的氨基酸数为 (*1个，占总氨基酸数的 =M7。最
保守的区域是 1N* ) (%N 位共 N6 个氨基酸非常保
守。球毛壳菌 9:,;/ 基因与鹅掌柄孢壳（ + L
,-(./0-.）同源性最高为 M67；与米曲霉同源性最低
为 &N7。这些说明真菌的 9:,;/基因氨基酸进化
上非常保守，适合进化关系研究［11］。

!". 酵母表达载体构建
利用引物 EFB.’>YEFB.’-成功扩增出 9:,;/基

因片段，经酶切、连接和转化大肠杆菌，获得重组质

粒。重组质粒经酶切鉴定获得 121%QB 和 65MPQ 两
产物，与预期相符。测序表明 9:,;/基因已按正确
方向克隆入酵母表达载体 BCD!(中，BCD!(#EFB.’质
粒构建成功。

菌落 ,"-结果表明，已经成功地获得了转球毛
壳菌（# L $%&’&()*）9:,;/基因的酵母（9:,;/R）

和转 对 照 质 粒（不 含 9:,;/ 基 因）的 酵 母
（9:,;/[）。经 -8#,"- 检测表明，在半乳糖诱导
(2’和 %2’ 后，9:,;/基因在 9:,;/R 酵母中出现

明显的表达，而 9:,;/[ 酵母则检测不到该基因的

表达。说明，9:,;/R 酵母在半乳糖诱导下成功地

实现了基因的表达（图 (）。

N&&(226，@UJL%6 <UL= 刘志华等：球毛壳菌甘油醛#*#磷酸脱氢酶基因克隆及特性分析



图 ! "#$%&"检测

!"#$% &’()*& +,-./0

12345 16+7,+ 38%999；:2 ;4<=>:(?@A=%（ "BC.>,C %9D）；%2 ;4<=>:(

?@A=%(#6?CD（ "BC.>,C %9D）；E2 ;4<=>:(?@A=%（ "BC.>,C F9D）；
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!’( )*!&+, 及高温胁迫实验

46%*GE 胁迫条件下含有 ?@A=%(#6?CD的酵母存

活率明显高于含有 ?@A=% 的酵母。非胁迫下，含

H5)3I基因酵母（H5)3IJ）与无 H5)3I基因的酵

母（H5)3IK）生长量相同（*G4），在 LM的 46%*GE

胁迫下 H5)3IJ 与 H5)3IK 生长出现明显差异，随

着 46%*GE 浓度的升高，H5)3IK 存活率明显下降，

H5)3IJ存活率远远高于对照，H5)3I的表达提高

了酵母在 46%*GE 胁迫下的存活率。在 NEO高温下

ED，H5)3IJ 存 活 率 非 常 高，菌 落 连 成 片，而

H5)3IK仅有几个菌落。H5)3I提高了酵母的耐高
温能力。

, 讨论

本研究通过构建球毛壳菌（! $ "#$%$&’(）菌丝

A=’-本地数据库，并用其它真菌的 H5)3I基因的
氨基酸序列对该数据库进行 0P/6-0B比对，成功地获
得了球毛壳菌（! $ "#$%$&’(）H5)3I基因的 A=’-序
列，通过序列拼接，获得了 H5)3I基因全长 >345，
说明这种基因克隆方法可行，同时，该方法具有针对

性强、快速、简捷的特点，减少了对 A=’-全面分析的
工作量。因此，是一种理想的生物信息学手段克隆

基因的方法。

H5)3I酵母转化子胁迫实验选择 46%*GE 处

理，其兼有盐和碱的双重性质，是一种强的胁迫物

质。通过胁迫实验说明转 H5)3I基因的酵母，明显
增强了对 46%*GE 的抗性。同时，也提高了对高温的

耐受性，说明该基因能够赋予寄主较强的抗逆性质，

是一种重要的抗胁迫基因。因此，该基因对于研究

球毛壳菌对于各种胁迫的抗性和其生命活动具有重

要意义。通过对球毛壳菌（! $ "#$%$&’(）与 %E种真

菌的 H5)3I基因同源性进行分析表明，H5)3I基
因家族基因在氨基酸序列上保守性较高，说明该基

因可以用来进行分类研究及亲缘关系鉴定。球毛壳

菌（! $ "#$%$&’(）为一种重要生物防治菌类。因此，
研究其分类对该菌亲缘关系的鉴定和有效进行生物

防治具有重要意义。

球毛壳菌（! $ "#$%$&’(）H5)3I基因的成功克
隆为 H5)3I基因家族增加了新成员，并对球毛壳菌
（! $ "#$%$&’(）的分子分类及有效利用其生物防治
功能提供了基础数据，同时，该基因由于具有强的抗

逆能力，也为抗逆基因工程提供了理想目的基因。
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