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圆弧青霉脂肪酶基因序列的生物信息学分析
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摘 � 要: 从圆弧青霉 PG37中克隆了碱性脂肪酶( L ip I)基因, 并采用生物信息学分析了 PG37 Lip

I基因携带的遗传信息。序列分析结果表明: L ip I DNA 序列全长 1 480 bp, 不存在重复序列,含有

5个内含子, 5'端存在 TAT A box 和多个转录因子结合位点; cDN A 序列全长 1 128 bp,包含了转

录起始位点、5'和 3'非编码区及 858 bp的开放阅读框架; L ip I 编码区对 T GC、GAC、T TC、CAC、

AAG、AAC 和T AC这 7种密码子使用频率最高;比对Lip I基因与 Pichia pastori s 基因组中的密

码子使用频率,其中有 21个密码子使用频率的比值相差较大。
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Abstract:T he g ene encoding alkaline lipase ( L ip I) is cloned from P enicil l ium cy clop ium PG37

and the genet ic inform at ion is analy zed by bio informat ic tool. Sequence analy sis show ed that L ip

I DNA is 1480 bp long with no repeat sequence and f ive int rons, and there is a T ATA box and

several t ranscript ion factor binding sites in the 5'end. L ip I cDNA is 1128 bp lo ng w ith an open

reading fram e containing 858 bp. It also has tr anscript ion start site, 5'and 3'non- coding region.

T GC, GAC, T TC, CA C, AAG, AAC and TAC codo ns are used at highest f requency in Lip I

gene. Comparing codo n usage f requency of the Lip I w ith P ichia p astor is genome� show ed that

the ratios o f 21 codon usage frequency are different w idely.
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� � 脂肪酶( Lipase EC 3. 1. 1. 3)是一类分解三脂

酰甘油的水解酶,目前研究最多的是来源于真菌和

细菌的脂肪酶, 已广泛应用于洗涤剂、食品、造纸、

香料、医药、纺织、废物处理、化妆品、有机合成和生

物柴油等行业, 碱性脂肪酶主要用作洗涤剂添加

剂[ 1- 2]。1988 年, NoVo Indust rial A/ B 公司最先



推出了商品化的重组碱性脂肪酶 Liporase, 并将其

应用于洗涤剂行业。1985年以来, 作者所在研究室

一直致力于微生物碱性脂肪酶的研究,主要集中在

圆弧青霉 PG37菌株的诱变育种、发酵工艺条件优

化、酶的分离纯化、酶学性质、酶的应用以及酶基因

的克隆和表达等方面 [ 3- 4]。

鉴于上述的研究结果与基础,有必要进一步了

解圆弧青霉PG37碱性脂肪酶( L ip I)基因携带的遗

传信息。作者拟采用生物信息学的相关分析软件

和数据库, 分析、预测 PG37 Lip I 基因的各种功能

单位,例如重复序列、转录起始位点、内含子、转录

因子结合位点[ 5] 和开放阅读框架等,从而加深对基

因结构、表达和调控机制的认识; 同时分析和计算

PG37 Lip I编码区密码子使用频率,并与毕赤酵母

( Pichia pastori s ) 基因组密码子使用频率进行比

对,为 Lip I 基因在 P ichia p astor is 中的高效表达

打下基础。有关圆弧青霉 PG37 Lip I 基因序列的

生物信息学分析,国内外尚未见报道。

1 � 材料与方法

1� 1 � 菌株和质粒

圆弧青霉 PG37: 为 Lip I 基因的供体菌, 作者

所在研究室保藏; 大肠杆菌 XL1-Blue: 用作基因克

隆、质粒转化的受体菌; pUCm-T 质粒,氨苄青霉素

抗性,购自上海生工公司。

1� 2 � 培养基
1� 2� 1 � 圆弧青霉培养基 � 大豆磷脂 7� 5 g/ L ,玉米

浆 30 g/ L,豆油 4 g / L , 豆饼水解液 400 g/ L , 柠檬

酸三钠 0� 5 g/ L , K 2H PO4 10 g / L , M gSO 4 1� 0 g/ L ,

pH 7� 5。

1� 2� 2 � L-Br oth培养基 � 蛋白胨 10 g/ L, NaCl 10

g/ L,酵母粉 5 g/ L , pH 7� 4。对于固体平板 LB 培

养基,在 L-Broth的基础上添加 15 g/ L 的琼脂粉。

1� 3 � 试剂、试剂盒和 PCR引物

参见文献[ 3, 4]。

1� 4 � PG37 Lip I基因的克隆

参照 Sambroo k等[ 6] 的�分子克隆实验指南�一

书的方法进行。

1� 5 � PG37 Lip I基因的生物信息学分析

采用生物信息学相关分析软件及数据库对

PG37 Lip I基因序列进行分析、预测,见表 1。

表 1� 生物信息学相关分析软件与数据库网址

Tab. 1� Website of bioinformatics software and database

名 称 描 述 网 址 参考文献

CEN SO R 重复序列分析 htt p: / / ww w. girinst. o rg / [ 7]

N N PP 转录起始位点预测 ht tp: / / ww w. fruit fly . or g/ seq_to ols/ pro mo ter. html

GeneM ark 内含子分析 http: / / o pal. bio log y. gatech. edu/ GeneM ark/ eukhmm. cg i [ 8]

T F SEA RCH 转录因子结合位点预测 htt p: / / ww w. cbr c. jp/ research/ db/ T FSEA RCH . html [ 9]

P L ACE 启动子序列预测 http: / / w ww . dna. affr c. go . jp/ PL A CE/ signalscan. html [ 10]

O RF Finder 开放阅读框架分析 htt p: / / w w w. ncbi. nlm. nih. g ov / g or f/ g or f. html

Codon Database 密码子使用频率查阅 http: / / ww w . kazusa. o r. jp/ codon [ 11]

CH IP S EN c值统计 http: / / vm- bio info. toulo use. inra. f r/ emboss/ emboss. cg i/ chips [ 12]

CU SP 密码子使用频率统计 http: / / v m- bioinfo. toulouse. inra. fr/ embo ss/ emboss. cg i/ cusp

CodonW RSCU 统计 http: / / mo byle. pasteur. fr/ cgi- bin/ po rtal. py? fo rm= codonw

1� 5� 1 � PG37 Lip I基因序列分析 � 采用 CENSOR

软件分析 DNA 序列中的重复序列; 采用 NNPP 预

测基因转录起始位点; 采用 GeneM ark 分析内含

子/外显子剪接位点; 采用 TFSEARCH 和 PLA CE

预测转录因子结合位点; 采用 ORF Finder 确定开

放阅读框架。

1� 5� 2 � 有效密码子数目( ENc)统计 � ENc 值是指

密码子使用频率与同义密码子平均使用频率偏差

的量化值, 其取值范围为 20 ~ 61, ENc 值越接近

20, 则密码子偏爱性越强, 反之则偏爱性越低。采

用 CH IPS软件统计 PG37 Lip I编码区的 EN c值。

1� 5� 3 � 密码子使用频率( FCU )统计 � FCU 表示在

基因组或基因的所有密码子中某种密码子出现的

频率,特指在 1 000个密码子中某种密码子被使用

的次数。采用 CU SP 软件统计 PG37 Lip I 编码区

的密码子使用频率 FCU。
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1� 5� 4 � 同义密码子使用的相对概率( RSCU )统计

� RSCU 是指某种密码子在编码对应氨基酸的同

义密码子间的相对概率。当 RSCU 值大于 1� 0, 表

示该密码子使用频率相对较高; 反之则使用频率相

对较低[ 13]。在同义密码子中若某一密码子 RSCU

值大于 1,而其余密码子 RSCU 值均小于 1,则前者

定义为使用频率最高的密码子
[ 14]
。采用 Codo nW

软件统计 PG37 Lip I编码区的 RSCU 值。

1� 5� 5 � 密码子使用频率比值 � 当某种密码子 FCU

比值在 0� 5~ 2� 0 范围内, 表示该密码子在不同物

种或基因中的 FCU 较接近; FCU 比值超出此范围

则 FCU 相差较大。

2 � 结果与讨论

2� 1 � PG37 Lip I基因克隆

在测定了 PG37完整 Lip I 及其胰蛋白酶酶解

肽段 N 末端部分氨基酸序列的基础上,分别提取圆

弧青霉 PG37总 RN A和基因组 DNA 作为模板, 采

用 RT-PCR、嵌合式 PCR和单侧 PCR等技术,分多

次扩增和克隆了 Lip I 基因的相关片段, 通过拼接

获得了 Lip I基因完整的 DNA 序列,见图 1。

图 1� 圆弧青霉 PG37 Lip I基因完整的 DNA序列

Fig. 1� Entire DNA sequence of Lip I gene from Penicillium cyclopium PG37

2� 2 � PG37 Lip I基因重复序列分析

以 PG37 Lip I 基因完整 DNA 序列为研究对

象, 采用 CENSOR 软件对该序列进行了分析。分

析结果表明,该 DNA序列中不存在重复序列。

2� 3 � PG37 Lip I基因转录起始位点预测

采用 NNPP 软件预测了PG37 Lip I 完整 DNA

序列的转录起始位点。预测结果显示,基因转录起

始位点是位于该 DN A 序列第 71 位的腺苷酸

( AM P) ,与邬敏辰等的实验结果 [ 15]存在差异, 后者

是位于 DNA 序列第 92位的鸟苷酸( GM P)。

2� 4 � PG37 Lip I基因内含子剪接位点分析

GeneM ark软件分析结果表明, PG37 Lip I 完

整 DNA 序列中含有 5个内含子, 其 5� 端剪切位点

均为 GT , 3�端剪切位点均为 AG, 见表 2,符合 GT-

AG 法则。GeneM ar k 预测的内含子数目及内含

子/外显子剪接位点与邬敏辰的实验结果[ 3] 完全一

致。

在 Lip I完整 DNA 序列中剔除转录起始位点

AM P的上游序列及 5 个内含子序列, 可获得理论

上的 Lip I完整 cDNA序列, 全长 1 128 bp, 与实验

获得的 Lip I完整 cDN A 序列长度( GenBank 登录

号 AF274320)相差 21 bp, 原因是两者的转录起始

位点不同。
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表 2� PG37 Lip I 基因内含子结构与剪接位点的分析

Tab. 2 � Analysis on the structure and splice sites of introns in Lip I gene from PG37

内含子 5� - 剪切位点 内部位点 间隔距离/ bp 3� - 剪切位点 长度/ bp

1 G/ GTA T G T CT CTAAC - - - - - 5 - - - - - CT CAAG/ A 58

2 T / GTA G GC A A AT AAC - - - - - 6 - - - - - CA A TAG/ G 49

3 A/ GTA T G G G CT CAAC - - - - - 10- - - - - A T CCAG/ T 50

4 T / GTA A GC AG CTAAC - - - - - 6 - - - - - A CA CAG/ A 56

5 C/GTGA GT CCAT AAC - - - - - 3 - - - - - GCA CAG/ G 69

� 注:间隔距离表示内部位点 3'端距 3-'剪切位点 5'端的距离;内部位点中的黑体字表示内部位点中的保守序列

2� 5 � PG37 Lip I基因转录因子结合位点预测

采用 T FSEARCH 软件对 PG37 Lip I DNA 的

5'端序列(从转录起始位点上游的- 70 bp 位至下

游的+ 95 bp 位)进行了转录因子结合位点扫描分

析,见图 2。扫描结果显示: 检测到预测分值在 85

分以上的有 44个转录因子结合位点; 分值在 90 分

以上的有 23 个转录因子结合位点。其中 H SF

( heat shock factor) 9个,其存在表明基因能在较高

温度下诱导表达
[ 16]

; ADR1( alco ho l dehy dro genase

gene r eg ulator 1) 3个,它可调节利用碳源基因的表

达,也可与过氧化物酶 A 等基因的启动子结合 [ 17] ;

CdxA ( caudal ty pe homeobox t ranscription factor

A) 3个,它作为启动子的一部分, 在基因调控区能

增强基因转录的活性[ 18] ; NIT 2( act ivator o f nit ro-

g en-reg ulated g enes) 2 个; SRY ( sex-deter mining

region Y g ene pr oduct ) 2 个; cap ( cap signal for

tr anscript ion initiat ion) 1个,它的存在与基因的转

录起始有关; GATA-1( GAT A- binding factor 1) 1

个,它通过疏水作用来识别 DNA 结合位点,可调节

氮代谢、光诱导等, 还可以提高启动子的强度和活

性; SREBP 和 Sox-5 各 1 个。由于实验手段的限

制,生物信息学已成为分析基因转录因子结合位点

的重要工具。

此外,在转录起始位点上游的- 16~ - 11 bp

处发现存在 TA TA box ,预测分值为 85� 6, 与采用

PLACE软件预测的位置相同。

2� 6 � PG37 Lip I cDNA阅读框架分析

以全长为 1 128 bp的 PG37 Lip I cDNA 序列

为研究对象, 采用 ORF Finder 程序对该 cDNA 进

行了分析。分析统计结果表明, L ip I cDNA序列中

最长的一个开放阅读框架为 858 bp, 从 95 bp 位至

952 bp位, 起始 A TG,终止密码子 TGA, 编码 285

个氨基酸,与邬敏辰的实验结果[ 15]完全一致。

2� 7 � PG37 Lip I编码区密码子统计分析

采用 CH IPS 程序计算结果表明, PG37 Lip I

图 2 � PG37 Lip I DNA序列转录因子结合位点预测

Fig. 2 � Prediction of the transcription factor binding

sites in Lip I DNA sequence

编码区有效密码子数目 ENc值为48� 32,说明 Lip I

编码区不存在特别明显的密码子偏爱性。采用

CUPS、Co donW程序及密码子数据库对 Lip I编码

区密码子进行了统计分析,见表 3。统计结果表明:

GCC、GCT、TGC和 GAC 等 28个密码子的 RSCU

值大于 1,且 FCU 也较大,为 Lip I使用频繁的密码

子, 其中 T GC、GAC、T TC、CAC、AA G、AA C 和

TA C这 7种密码子使用频率最高; 在 Lip I基因与

Pichia p astor i s 基因组中,有 21个密码子的使用频

率比值相差较大。通过不同物种或基因间密码子

使用频率比对, 可择优选择表达系统或改变密码

子, 从而提高外源基因的表达。若某一密码子在

Lip I基因中使用频率较高,而在 P ichia pastor i s 基

因组中使用频率较低, 可以把此密码子突变为

Pichia p astor i s 基因组中使用频率较高的同义密码
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子,如将密码子 CAC突变为 CAT ,以提高 Lip I 组

氨酸在 P ichia pastori s 中的表达量。但外源基因

的表达受到多种因素的共同作用, 如表达的蛋白是

否是毒素、需要糖基化或其它修饰等, 密码子使用

的影响只是其中之一。

表 3� Lip I 密码子统计分析及与 Pichia pastoris 密码子比对

Tab. 3� Statistics on codon of Lip I and comparison with codon of Pichia pastoris

密码子 氨基酸 密码子个数 RSCU 值 L ip I F CU P. pastor is FCU FCU 比值

G CA A 6 0. 73 20. 979 15. 1 1. 389

GCC A 14 1. 7 48. 951 16. 6 2. 949

G CG A 4 0. 48 13. 986 3. 9 3. 586

G CT A 9 1. 09 31. 469 28. 9 1. 089

T GC C 3 1. 5 10. 49 4. 4 2. 384

T G T C 1 0. 5 3. 497 7. 7 0. 454

G AC D 11 1. 47 38. 462 25. 9 1. 485

GA T D 4 0. 53 13. 986 35. 7 0. 392

GA A E 4 1 13. 986 37. 4 0. 374

GA G E 4 1 13. 986 29 0. 482

T T C F 10 1. 67 34. 965 20. 6 1. 697

T T T F 2 0. 33 6. 993 24. 1 0. 29

GG A G 7 1. 12 24. 476 19. 1 1. 281

G GC G 8 1. 28 27. 972 8. 1 3. 453

GG G G 0 0 0 5. 8 0

GG T G 10 1. 6 34. 965 25. 5 1. 371

CA C H 6 1. 71 20. 979 9. 1 2. 305

CA T H 1 0. 29 3. 497 11. 8 0. 296

AT A I 0 0 0 11. 1 0

A T C I 11 1. 83 38. 462 19. 4 1. 983

A T T I 7 1. 17 24. 476 31. 1 0. 787

AA A K 0 0 0 29. 9 0

A AG K 12 2 41. 958 33. 8 1. 241

CT A L 0 0 0 10. 7 0

CT C L 7 1. 91 24. 476 7. 6 3. 221

CT G L 6 1. 64 20. 979 14. 9 1. 408

CT T L 6 1. 64 20. 979 15. 9 1. 319

T T A L 1 0. 27 3. 497 15. 6 0. 224

T T G L 2 0. 55 6. 993 31. 5 0. 222

A A C N 9 1. 38 31. 469 26. 7 1. 179

A AT N 4 0. 62 13. 986 25. 1 0. 557

CCA P 0 0 0 18. 9 0
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续表 3

密码子 氨基酸 密码子个数 RSCU 值 L ip I F CU P. pastor is FCU FCU 比值

CCC P 3 1. 09 10. 49 6. 8 1. 543

CCG P 2 0. 73 6. 993 3. 9 1. 793

CCT P 6 2. 18 20. 979 15. 8 1. 328

CA A Q 3 1 10. 49 25. 4 0. 413

CA G Q 3 1 10. 49 16. 3 0. 644

AG A R 2 1. 5 6. 993 20. 1 0. 348

A GG R 3 2. 25 10. 49 6. 6 1. 589

CGA R 0 0 0 4. 2 0

CG C R 1 0. 75 3. 497 2. 2 1. 59

CG G R 0 0 0 1. 9 0

CG T R 2 1. 5 6. 993 6. 9 1. 013

A GC S 6 1. 44 20. 979 7. 6 2. 76

A GT S 0 0 0 12. 5 0

T CA S 1 0. 24 3. 497 15. 2 0. 23

T CC S 5 1. 2 17. 483 16. 5 1. 06

T CG S 4 0. 96 13. 986 7. 4 1. 89

T CT S 9 2. 16 31. 469 24. 4 1. 29

A CA T 2 0. 33 6. 993 13. 8 0. 507

ACC T 12 2 41. 958 14. 5 2. 894

A CG T 0 0 0 6 0

A CT T 10 1. 67 34. 965 22. 4 1. 561

GT A V 1 0. 18 3. 497 9. 9 0. 353

G T C V 10 1. 82 34. 965 14. 9 2. 347

GT G V 7 1. 27 24. 476 12. 3 1. 99

G T T V 4 0. 73 13. 986 26. 9 0. 52

T G G W 2 1 6. 993 10. 3 0. 679

T AC Y 9 1. 5 31. 469 18. 1 1. 739

T A T Y 3 0. 5 10. 49 16 0. 656

� 注:起始和终止密码子未统计在内 ;黑体字表示 RSCU 值大于 l的密码子;下划线表示 Lip I基因与 P� pastor is基因组 F CU

比值 � 0� 5 或�2 的密码子

3 � 结 � 语

1) 分多次 PCR扩增和克隆了 PG37 Lip I基因

的相关片段, 并通过拼接获得了 Lip I 基因完整的

DNA 序列。该 DNA 序列全长 1 480 bp,无重复序

列,转录起始位点位于序列的第 71位,含有 5个内

含子, 5�端存在 TAT A box 和多个转录因子结合位

点。

2) 由 PG37 Lip I DNA 序列推导的 cDNA 序

列全长 1 128 bp,包含了转录起始位点、5�和 3�非编

码区和开放阅读框架,后者编码 285个氨基酸。

3) PG37 Lip I编码区的 ENc值为 48� 32, 说明

Lip I编码区不存在特别明显的密码子偏爱性; L ip I

编码区的 GCC、GCT、T GC 和 GA C等 28个密码子

的 RSCU 值大于 1, FCU 也较大, 为 Lip I 使用频繁

的密码子, 其中 TGC、GAC、TT C、CAC、A AG、

AAC和 TAC 这 7 种密码子使用频率最高。比对

Lip I基因与 Pichia pastoris 基因组中的密码子使

用频率, 其中有 21 个密码子使用频率的比值相差

较大。
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