
Ｒesearch Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
54( 1) : 53 － 61; 4 January 2014
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn /actamicrocn
doi: 10． 13343 / j． cnki． wsxb． 2014． 01． 007

基金项目:
* 通信作者。Tel: + 86-10-64807418 /64807430; Fax: + 86-10-64807429; E-mail: daixin@ im． ac． cn

作者简介: 李劲亭( 1985 － ) ，男，山东枣庄人，硕士研究生，从事极端环境微生物分子生态学研究。E-mail: lttinging@ 163． com

收稿日期: 2013-04-27; 修回日期: 2013-06-07

瘤胃细菌 GH48 家族糖苷水解酶基因多样性

李劲亭1，2，苏小运1，田彦3，董志扬1，胡松年3，黄力1，戴欣1*

1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 100101
2中国科学院大学，北京 100101
3中国科学院北京基因组研究所，北京 100101

摘要:【目的】了解瘤胃细菌第 48 家族糖苷水解酶基因( GH48 ) 多样性，为木质纤维素高效降解提供新的基

因资源。【方法】通过基因序列比对，设计 gh48 的简并引物; 同时提取两个瘤胃样品的总 DNA 和总 ＲNA，并

将总 ＲNA 逆转录成 cDNA。以总 DNA 和 cDNA 为模板，通过 PCＲ 扩增分别建立克隆文库并对克隆文库进

行测序; 对所得序列进行 out 种类划分和聚类分析。【结果】本研究共得到了 455 条编码 GH48 家族蛋白的

基因序列，核苷酸序列之间的相似性为 58. 65% － 100%。对序列的进一步分析表明，89% 可以作为区分其

种类的界定标准。以此为依据确定所得到的基因序列分别编码 66 种不同的 GH48 家族蛋白，分别聚为 5 个

相对独立的类群，其中新类群 C 中 OTU65 所代表的序列是 cDNA 克隆文库中的优势序列，分别占两个 cDNA
克隆文库的 36. 4%和 19. 5%。我们的结果揭示瘤胃细菌 gh48 基因具有丰富的多样性，同时，其中也存在优

势表达的 GH48 家族蛋白。
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糖 苷 水 解 酶 第 48 家 族 ( Glycoside Hydrolase
family 48，GH48) 是一类重要的糖苷水解酶。该家

族成员是纤维素外切酶的重要来源之一，可以通过

和其它糖苷水解酶形成纤维小体或者以自由酶体系

两种方式来降解纤维素［1 － 2］。基因敲除实验证明，

GH48 家 族 蛋 白 中 的 纤 维 素 酶 对 热 解 纤 维 梭 菌

( Clostridium thermocellum ) 和 白 色 瘤 胃 球 菌

( Ｒuminococcus albus) 的纤维素降解活性十分重要:

将 GH48 敲除以后前者的纤维素降解能力严重下

降，而后者的纤维素降解能力几乎完全丧失［1 － 3］。
CAZy( Carbohydrate-Active EnZymes) 数据库( http: / /

www． cazy． org) 显示，目前已知的 GH48 序列全部来

自 4 个原核生物的类群( 放线菌 Actinobacteria、厚壁

菌 Firmicutes、绿 弯 菌 Chloroflexi 和 变 形 菌

Proteobacteria) 和 2 个 真 核 生 物 类 群 ( 厌 氧 真 菌

Fungi 和节肢动物 Arthropoda) ，Sukharnikov 等的研

究发现 Actinobacteria、Firmicutes 和 Chloroflexi 类群

的 gh48 基 因 可 能 起 源 于 一 个 共 同 的 祖 先，而

Proteobacteria，Fungi 和 Arthropoda 类群的 gh48 基因

则 是 通 过 基 因 水 平 转 移 从 Actinobacteria 和

Firmicutes 获得的［4］。
瘤胃是自然界中高效的纤维素降解系统之一，
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其中蕴含了丰富的纤维素降解微生物及其编码的纤

维素酶，但是目前瘤胃环境中仅有少量 gh48 基因序

列被报道。2009 年 Brulc 等从 1025709 条瘤胃微生

物元基因组序列中仅发现了 1 条 gh48 基因序列［5］。
另外，2011 年 Hess 等从奶牛瘤胃微生物 268G 元基

因组数据仅发现了 3 条 gh48 基因序列［6］。我们也

曾经在 2012 年报道过类似的结果［7］。迄今为止，只

有在 2011 年一篇关于瘤胃真核微生物元转录组的

文章中报道发现了较大量的 gh48 基因，在 19M 拼

接后的 Illumina 测序数据中有 54 条 gh48 基因序

列，但它们均来自瘤胃中的厌氧真菌［8］，而厌氧真

菌在瘤胃总生物量中的比例是很低的［9］。瘤胃纯

培养微生物中，报道有 GH48 的细菌仅有白色瘤胃

球 菌 ( Ｒuminococcus albus ) 、黄 色 瘤 胃 球 菌

( Ｒuminococcusflavefaciens ) 、 Cellulosilyticum
ruminicola、 丙 酮 丁 酸 梭 菌 ( Clostridium
acetobutylicum ) ， 厌 氧 真 菌 有 Neocallimastix
patriciarum、Piromyces equi、Piromyces sp． E2，而

GenBank 数据库也只有 13 条来源于这些微生物的

gh48 基因序列。这些都表明目前对瘤胃中第 48 家

族糖苷水解酶的了解还十分有限。本实验通过分析

gh48 基因序列，设计了 gh48 基因简并引物并以此

为工具分析瘤胃微生物中 gh48 基因的多样性，为木

质纤维素高效降解提供新的基因资源。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主要试剂和仪器: 6870 Large Freezer /Mill 液

氮冷冻研磨机，购自美国 SPEX SamplePrep 公司;

G20 电动组织研磨仪，购自北京金银杏公司; ＲNA
提取 与 纯 化 试 剂 盒 Ｒneasy Plant Mini Kit，购 自

QIAGEN 公司; Premix Ex Taq 和 Ｒecombinant Dnase

I ( Ｒnase-free ) ，购 自 TaKaＲa 公 司; 逆 转 录 试 剂 盒

ProtoScript M-MuLV Taq ＲT-PCＲ Kit，购自 NEB 公

司; KODFX DNA 聚合酶，购自 TOYOBO 公司; 胶回

收试剂盒 Gel-Extraction Kit，购自 OMEGA 公司; 连

接载体 pEASY-Blunt Simple Cloning vector 和大肠杆

菌( Escherichia coli) DH5α 感受态细胞，购自北京全

式金公司。
1. 1. 2 瘤胃样品: 瘤胃样品采集自中国农业科学院

北京畜牧兽医研究所昌平畜禽试验基地的瘘管奶

牛。两头健康成年荷斯坦奶牛( CS9007 和 MF9015)

分别饲喂玉米秸秆( CS) 和混合饲料( MF) ，分别取

其晨饲后 1h 的瘤胃样品，使用 4 层纱布过滤瘤胃

液，获得瘤胃固相组分，迅速放入液氮罐冷冻，带回

实验室 － 80℃冰箱保存。
1. 2 引物设计

从 NCBI ( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / )
GenBank 数据库中获得 6 条 瘤 胃 Ｒuminococcus 的

gh48 基因序列，其中 Ｒ． flavefaciens1 条，Ｒ． albus5
条，使用 ClustalX 1. 83 软件［10］进行序列比对，选取

它们序 列 的 保 守 位 点 设 计 简 并 引 物 ＲuGH48F /Ｒ
( 表 1) ; 其它引物见表 1。
1. 3 瘤胃总 DNA 和总 ＲNA 提取及 cDNA 合成

1. 3. 1 总 DNA 提取: 采用 CTAB 法提取瘤胃总

DNA，具体参见文献［13］。
1. 3. 2 总 ＲNA 提取: 利用改进的 Trizol 法［14］提取

总 ＲNA。即 Ｒneasy Plant Mini Kit 纯化 Trizol 法提

取获得的总 ＲNA，并于 － 80℃ 冰箱保存纯化后的

ＲNA 样品。
1. 3. 3 cDNA 的合成: 细菌 16S rＲNA 通用引物( 表

1，Universal primers) PCＲ 验证 ＲNA 溶液中没有基因

组 DNA 残留后，使用逆转录试剂盒 ( ProtoScript M-
MuLV Taq ＲT-PCＲ Kit) 的随机引物，按照试剂盒操

作说明进行逆转录反应。

表 1． 本研究所用的 PCＲ 引物

Table 1． The PCＲ primers used in this study
primers sequences( 5'→3') Tm /℃ reference

ＲuGH48F /Ｒ F: GAＲGCTCCTGACTACGGTCAYG
Ｒ: TACCDＲTCCAGTGGTTKGAACC 52℃ This study

ClGH48F /Ｒ F: GGAATTCCKTAYCAYTCHATWGAAA
Ｒ: CATGCCTGVAWWCCＲAACCA 52℃ ［11］

Universal primers of bacterial 16S rＲNA 27f: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492r: ACGGTTACCTTGTTACGACTT 55℃ ［12］
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1. 4 PCＲ 扩增和克隆文库的构建

1. 4. 1 PCＲ 扩增: 分别以两个瘤胃样品的总 DNA
和逆转录得到的 cDNA 为模板，使用 KODFX 聚合酶

进行 PCＲ 扩增。扩增程序: 94℃ 5 min; 94℃ 20 s，
52℃ 40 s，68℃ 1 min 20 s，35 个循环; 68℃ 10 min。
4℃保存。
1. 4. 2 克隆文库构建: 对 PCＲ 产物进行琼脂糖凝

胶电泳 和 胶 回 收 试 剂 盒 ( Gel-Extraction Kit ) 回 收

800 － 1500 bp左右的条带。用 pEASY-Blunt Simple
Cloning vector 载体 25℃ 连接15 min，转化 DH5α 感

受态细胞，通过蓝白斑筛选，挑白色菌落进行菌落

PCＲ 验证，把有1000 － 1200 bp之间条带的克隆送去

测序。
1. 5 序列分析

1. 5. 1 有效序列的确定和相似性分析: 对测序获得

的序列，首先使用 NCBI 的 blastx( http: / /blast． ncbi．
nlm． nih． gov /Blast． cgi ) 进行分析，选取含有 GH48
保守结构域的序列作为有效序列，使用 BioEdit 软

件［15］进行序列编辑和相似性分析。
1. 5. 2 种类区分标准的界定: 根据目前已知的厚壁

菌中不同种内及种间 gh48 基因序列的相似性来确

定 本 研 究 所 获 得 序 列 的 分 类 标 准。从 NCBI
( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / ) GenBank 下载了

25 条厚壁菌门不同属来源的 gh48 基 因 序 列，用

DNAMAN( LynnonBiosoft，USA) 进行同一属内种间

和种内序列同源性比对，确定区分该基因种类的标

准。而后使用 ClustalX 软件进行序列比对，将结果

保存为 FASTA 格式，用 CD-HIT 的在线分析程序

CD-HIT-EST ( http: / /weizhong-lab． ucsd． edu /cdhit _
suite /cgi-bin / index． cgi? cmd = cd-hit-est) 进行序列

聚类分析。
1. 5. 3 基 于 gh48 基 因 的 系 统 聚 类 分 析: 使 用

MEGA5. 1 ( Molecular Evolutionary Genetics Analysis
5. 1) ［16］软件构建聚类树。

2 结果和分析

2. 1 gh48 简并引物设计及 PCＲ 扩增

使用 Izquierdo 等根据梭菌 gh48 基因序列设计

的保守引物 ClGH48F /Ｒ( 表 1) ［11］对瘤胃总 DNA 和

cDNA 样品进行 PCＲ 扩增，尽管在800 bp至1000 bp
之间有两条产物带( 图 1-A) ，但是经过克隆测序发

现它们 长 度 为866 bp和1001 bp，分 别 编 码 含 PIN
domain ( DNA polymerase I ) 和 Capsule assembly
protein Wzi domain ( Gene involved in capsule
biosynthesis ) 的 蛋 白。阳 性 对 照 热 纤 维 梭 菌

( Clostridium thermocellum CGMCC1. 2288 ) 获 得

1200 bp的 PCＲ 扩增条带( 图 1-B) ，经克隆测序长度

为1167 bp，所编码蛋白和 C． thermocellum GH48 蛋

白同源性 100%，推测瘤胃环境中已知的梭菌来源

gh48 基因数量较少，无法通过 PCＲ 扩增反应获得。
已有的研究显示目前 Ｒuminococcus 是瘤胃中主

要的纤维降解菌之一［17 － 18］，并且全基因组测序数据

显示 这 两 种 菌 中 都 有 单 拷 贝 的 gh48 基 因 序

列［18 － 19］，因 此 我 们 利 用 已 知 的 6 条 瘤 胃 来 源

Ｒuminococcus 的 gh48 基因序列设计了一对保守引

物 ＲuGH48F /Ｒ ( 表 1 ) ，该引物对应 Ｒ． albus 8 的

gh48 基因 ( GI: 325678899 ) 第 271 到 1399 位碱基，

预计扩增片段长度约1200 bp。利用该引物对瘤胃

总 DNA 和 cDNA 样品进行 PCＲ 扩增，结果显示在

1200 bp左右有单一的扩增条带( 图 1-C) ，经过克隆

测序证实这些序列编码含有 GH48 结构域的蛋白。

图 1． 不同引物 PCＲ 扩增产物电泳图

Figure 1． Analysis of PCＲ products using different primers by agarose

gel electrophoresis． M，DNA Marker; lane 1，PCＲ products of

primer ClGH48F /Ｒ using rumen total DNA as template; lane 2，

PCＲ products of primer ClGH48F /Ｒ using total DNA of C．

thermocellum CGMCC1. 2288 as template; lane 3，PCＲ products of

primer ＲuGH48F /Ｒ using rumen total DNA as template．

2. 2 gh48 基因克隆文库的建立及序列测定

以瘤胃样品 CS9007 和 MF9015 的总 DNA 和

cDNA 为模板分别进行 PCＲ 扩增，建立 gh48 基因的

DNA 克隆文库和 cDNA 克隆文库，4 个文库一共获

得了 455 条含 GH48 结构域( Pfam02011) 的序列，其

中 CS9007 DNA 文库 94 条，CS9007 cDNA 文库 107
条，MF9015 DNA 文库 131 条，MF9015 cDNA 文库

123 条。
由于 gh48 基因是功能基因，为了对其进行种类

区 分，我 们 分 析 了 所 有 厚 壁 菌 中 梭 菌 属

( Clostridium) 、瘤胃球菌属 ( Ｒuminococcus ) 、芽胞杆
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菌属( Bacillus) 和类芽胞杆菌属( Paenibacillus) 属内

种间及种内 gh48 基因核苷酸序列的相似性 ( 只统

计基因组中有唯一 gh48 基因序列的物种) 。如图 2
所示，来自同一细菌种内不同菌株间的 20 条 gh48
基因 序 列 之 间 相 似 性 都 在 89% 以 上，甚 至 达 到

100% ; 而来自同属不同种的 41 条 gh48 基因序列中

40 条序列之间相似性都小于 89%，仅溶纤维梭菌

( Clostridiumcellulolyticum H10 ) 和 Clostridiumjosui
JCM17888 相似性为 92. 19%。据此把序列相似性

≥89%定义为同一种 GH48 家族基因的标准。

图 2． 厚壁菌类群中不同属种来源的 gh48 基因序列的相似性分布

Figure 2． The distribution of identities of gh48 gene sequences from different species / stains of Firmicutes． The species and their gh48 GI

number: Ｒuminococcus: Ｒ． flavefaciens FD-1( 268611633) ，Ｒ． albus 8( 37703325) ，Ｒ． albus 8( 325678899) ，Ｒ． albus 20( 213032416) ，

Ｒ． albus 7 ( 317057248 ) ; Clostridium: C． acetobutylicum EA 2018 ( 325508326 ) ，C． acetobutylicum DSM 1731 ( 336292067 ) ，C．

acetobutylicum ATCC824 ( 15023811 ) ，C． cellulolyticum H10 ( 219998507 ) ，C． cellulovorans 743B ( 302578507 ) ，C． cellulovorans

ATCC35296( 5705874) ，C． josui JCM17888( 3445478) ，C． lentocellum DSM5427( 326543492 ) ，C． phytofermentans ISDg( 160430158 ) ，

C． saccharoperbutylacetonicum N1-4 ( 451784660 ) ; Paenibacillus: P． barcinonensis BP-23 ( 21449824 ) ，P． mucilaginosus KNP414

( 336301605) ，P． terrae HPL-003 ( 357203298 ) ，P． polymyxa SC2 ( 309246934 ) ，P． polymyxa M1 ( 343097005 ) ，P． polymyxa E681

( 305858347) ; Bacillus: B． pumilus SAFＲ-032 ( 157681097 ) ， B． licheniformis DSM 13 ( 52003474 ) ， B． licheniformis SVD1

( 371940202) ，B． licheniformis MSB03( 264670908) ．

以 89% 作为 gh48 基因种类区分的标准，我们

共获得 66 个不同种的基因序列，其中 CS9007 DNA
文库 34 种，CS9007 cDNA 文库 33 种，MF9015 gDNA
文库 42 种，MF9015 cDNA 文库 32 种。4 个克隆文

库的稀释度曲线 ( Ｒarefaction curves) 见图 3。从稀

释度曲线趋势可以看出，MF9015 gDNA 文库 ( 131
条序列) 和 MF9015 cDNA 文库( 123 条序列) 趋于饱

和但尚未饱和，可见瘤胃微生物中 gh48 基因序列多

样性非常丰富。
2. 3 瘤胃细菌 gh48 基因序列分析

4 个 克 隆 文 库 共 获 得 了 455 条 gh48 基 因 序

列，这 些 基 因 序 列 之 间 的 同 源 性 从 58. 65% 到

100% ，它 们 与 已 知 的 gh48 基 因 序 列 同 源 性 从

60. 38% － 99. 03% ，455 条序列分别属于 66 个不

同的种，每种选 1 个代表序列，和其他类群来源的

其他微生物 gh48 基因序列的系统聚类分析结果

见图 4。
聚类分析结果显示，66 种 gh48 基因分为 5 个

类群，类群 A 和 D 分别和 Ｒ． albus 和 Ｒ． flavefaciens
聚在一起，B、C、E 则相对独立。表 2 的统计结果表

明，Ｒ． flavefaciens 代表的类群 A 中共有 28 种 gh48，

多样性最丰富，其在 DNA 克隆文库中的序列数( 44
和 77) 明显高于 cDNA 克隆文库获得的序列数( 18
和 25) ; 以 Ｒ． albus 代表的类群 D 的 15 种 gh48，虽

然 cDNA 克隆文库中的序列数( 29 和 44) 高于 DNA
克隆文库数( 23 和 24) ，但 cDNA 序列中大部分来自

OTU36，均为其文库克隆总数的 48% ( 14 /29 和 21 /
44) ，表明瘤胃中大部分已知的 Ｒ． flavefaciens 和 Ｒ．
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图 3． 克隆文库的稀释度曲线

Figure 3． Ｒarefaction curves for clone libraries of CS9007 DNA( open circle) ，CS9007cDNA( open triangle) ，MF9015 DNA

( plus sign) ，MF9015cDNA( times sign) ．

albus 来源的 gh48 基因数量及多样性丰富但其相对

表达量并不占优势; 而类群 C 尽管只有 3 种 gh48 基

因，但其 cDNA 克隆文库中的数量( 40 和 25) 明显高

于 DNA 克隆文库( 12 和 14) ，分别占 2 个 cDNA 克

隆文库的 37%和 20%左右，表明它们代表瘤胃中较

高表达的新的 gh48 基因类群。
在 CS9007 DNA 文 库 中，OTU35 ( 12. 87% ) 、

OTU65( 11. 71% ) 、OTU36( 9. 57% ) 代表的序列所占

的 比 例 最 高，在 MF9015 DNA 文 库 中，OTU18
( 22. 9% ) 、OTU65 ( 9. 92% ) 、OTU4 ( 6. 1% ) 所占的

比例最高，表明 OTU65 在两个不同饲喂条件的健康

瘤胃环境微生物 DNA 中均具有较高的丰度。对应

CS9007 cDNA 文 库 中，OTU65 ( 36. 45% ) 、OTU36
( 13. 1% ) 、OTU64 ( 4. 67% ) 、OTU38 ( 3. 73% ) 代 表

的序 列 所 占 的 比 例 最 高，MF9015 cDNA 文 库 中

OTU65 ( 19. 5% ) 、 OTU36 ( 17. 07% ) 、 OTU38
( 10. 57% ) 最高，可见尽管在 DNA 水平不同的样品

高丰度的 OTUs 类群不同，但是 cDNA 水平上高丰

度的 OTUs 类群非常接近。而 OTU65 代表的克隆序

列无论是 DNA 还是 cDNA 中都有较高的丰度，位于

相对独立的分支 C 中，与白色瘤胃球菌和黄色瘤胃

球菌距离均较远，提示该基因可能在纤维素降解中

发挥重要的作用。
此外，OTU36 代表的克隆在两个样品的 cDNA

文库中都有较高的丰度，并且它们在 cDNA 中的丰

度明显高于其在 DNA 中的丰度，提示该基因存在比

较明显的高表达现象。

3 讨论

我 们 的 研 究 结 果 表 明 瘤 胃 中 有 大 量

Ｒuminococcus 来源的 gh48 基因序列，并且这些基因

有着丰富的多样性。那么为什么之前的瘤胃元基因

组数据却只发现了很少的 gh48 基因序列呢 ( 尤其

是瘤胃 细 菌 来 源 的 ) ? 我 们 推 测 原 因 可 能 由 于

Ｒuminococcus 仅占瘤胃细菌总数的约 0. 2%［20 － 22］，

并且 gh48 基因在 Ｒuminococcus 基因组中又是以单

拷贝的形式存在［18 － 19］。
已有的报道显示，CAZY 中大部分 gh48 是来自

厌氧环境中的梭菌，而梭菌亦是瘤胃微生物中较优

势的类群［20 － 23］，因此我们使用 Izquierdo 等根据梭

菌来源的 gh48 基因序列设计的保守引物 ClGH48F /
Ｒ 对瘤胃样品总 DNA 和 cDNA 样品进行扩增，但并

未得到 gh48 基因序列。事实上，目前用纯培养手段

从 瘤 胃 中 获 得 的 Clostridium 主 要 有:

Clostridiumkluyveri［24］; Clostridiumlundense［25］;

Clostridium cellobioparum， Clostridiumlongisporum，

Clostridiumlochheadii， Clostridiumbifermentans［26］;

Clostridiumbeijerinckii， Clostridiumacetobutylicum，

Clostridium butyricum［27］;

Clostridiumproteoclasticum［28］，但是 GenBank 和 CAZy
数据库显示这些瘤胃来源 Clostridium 中有 GH48 编

码基因的只有 C． acetobutylicum。我们的瘤胃元转

录组研究数据也显示，占总数 75%以上的元转录组
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图 4． gh48 基因序列聚类树

Figure 4． The phylogenetic tree of the gh48 gene sequences retrieved from our four clone libraries． The gh48 gene sequences

from different organism were also shown in the tree anda gh5 gene sequencefrom Ｒ． albus was chosen as outgroup． The

numbers in parentheses were the clone numbers from DNA and cDNA libraries of sample CS9007 and MP9015，respectively．
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表 2． 不同克隆文库中 gh48 基因类群数量分布

Table 2． Clone numbers of five gh48 gene clusters
in different clone libraries

phylogenetic
clusters species

CS9007 MF9015
DNA cDNA DNA cDNA

A 28 43 18 77 25
B 15 14 15 14 25
C 3 12 40 14 25
D 15 23 29 24 44
E 5 2 5 2 4

Total 66 94 107 131 123

gh48 基 因 片 段，其 BlastX 的 最 佳 比 对 结 果 都 是

Ｒuminococcus 来源的 GH48，这说明 Ｒuminococcus 来

源的 GH48 在瘤胃中是占优势的 GH48 类群，因此，

本研究所获得 gh48 基因序列的多样性在很大程度

上反映了瘤胃细菌 gh48 基因序列的多样性。此外，

Qi 等报道瘤胃中也有大量的厌氧真菌来源的 gh48
基因［8］。

我们一共获得了 455 条 gh48 基因序列，而目前

CAZy 数据库中只有 166 条 gh48 基因序列，尽管我

们获得的只是 gh48 基因序列的片段( 约占 gh48 基

因全长的 50% ) ，但这是对 gh48 基因数据库一个很

好的补充。并且我们设计的引物也可以尝试用于其

他环境样品的研究，寻找更多的 gh48 基因资源。
通过对所获得的序列的分析，我们发现 OTU65

所代表的的序列无论是在 DNA 水平还是 cDNA 水

平都有较高的丰度，并且其在两个样品 cDNA 中丰

度是 DNA 中丰度的 3. 11 倍和 1. 96 倍，即存在明显

的高转录现象，并且其它几个 cDNA 中高丰度的

OTU 也 存 在 同 样 的 现 象，已 知 gh48 基 因 在

Ｒuminococcus 的 基 因 组 中 单 拷 贝 存 在［18 － 19］，表 明

GH48 家族糖苷水解酶需要高转录水平来发挥它的

纤维素降解功能，同时也说明 OTU65 所代表的 gh48
基因序列在瘤胃纤维素降解体系中应该发挥着重要

的作用，后续的工作我们希望通过反向 PCＲ 等其他

分子生物学手段获得该 OTU65 所代表的 gh48 基因

的全长序列，通过体外克隆表达分析它的纤维降解

功能特性。
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Gene diversity of the bacterial 48 family glycoside
hydrolase( GH48) in rumen environment

Jingting Li1 ，2，Xiaoyun Su1，Yan Tian3，Zhiyang Dong1，Songnian Hu3，Li Huang1，
Xin Dai1*
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Abstract: ［Objective］The gene diversity of the bacterial 48 family glycoside hydrolase ( GH48 ) in rumen environment
was studied and new gene resources for efficient cellulose degradation were provided． ［Methods］ A pair of gh48
degenerate primers was designed through sequences alignment of the gh48 gene sequences from ruminal Ｒuminococcus．
The total DNA and ＲNA were extracted from two rumen samples and cDNA was synthetized through reverse transcription
from total ＲNA． Four gh48 gene clone libraries were constructed and analyzed． ［Ｒesults］ In total 455 gh48 gene
sequences were obtained from the 4clone libraries． Sequence similarity among the 455 gene sequences varies between
58. 65% and 100% ． They fell into 66 species with the sequence similarity ≥89% ，and divided into 5 different clusters．
OTU65 in cluster Crepresents an abundant gh48 gene which in both DNA and cDNA clones libraries，accounting for
36. 4% and 19. 5% respectively． Our studyrevealsrich gene diversity of the 48 family glycoside hydrolase and provided
new gene resources for cellulose degradation．
Keywords: rumen bacteria，lignocellulose degradation，48 family glycoside hydrolase，gene diversity
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