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摘  要: 构建并筛选耐热分枝犁头霉 cDNA 文库获得 639 bp热稳定 A-半乳糖苷酶基因片段,并以

5c-RACE和 3c- RACE技术获得上下游片段 1 817 bp 和1 092 bp,拼接得 A-半乳糖苷酶全长序列

2 228 bp, 其完整开放读码框为 2 142 bp, 编码 713个氨基酸, G+ C含量 43 % ;产物预测等电点

5. 2,预测相对分子质量 81 000。该基因( GenBank No. DQ 234280)属 A-半乳糖苷酶 36家族,与其

他来源的 A-半乳糖苷酶基因同源性较低, 与链霉菌 S tr ep tomyces avermit i li s MA-4680 的 A-半乳

糖苷酶同源性最高为 38%。
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Cloning and Sequence Analysis of a Thermostable A-Galactosidase

Gene of Absidia ramose WL511
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Abstract:A DNA clone containing A-galactosidase gene fragment ( 639 bp) w as isolated f rom the

const ructed cDNA library of A bsidia r amose WL511. T he 5.-RACE and 3.-RA CE techniques

conf irmed this gene. s upst ream and downst ream sequences ( 1817 bp, 1092 bp ) Sequences

analy sis revealed that this gene w ith the full length o f 2228 bp made a complete open r eading

f rame of 2142 bp encoding a po lypept ide of 713 amino acid r esidues w ith pr edicted molecular mass

of 81 kDa and predicted pI of 5. 2. This gene ( GenBank N o. DQ234280) , belong ing to A-

galactosidase 36 fam ily , show ed a very low homology w ith other sources of A-galacto sidase

genes. The most sim ilarity w as 38 % betw een the A-galacto sidases of Strep tomyces av erm it il i s

MA-4680 and A . r amose WL511.
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  A-半乳糖苷酶(A- galactosidase, EC3. 2. 1. 22) ,

也称蜜二糖酶,是催化 A-半乳糖苷键水解的酶类,

催化移除不同底物中 A-连接的末端非还原性 D-半

乳糖, A-半乳糖苷存在于豆科植物中,主要包括棉子

糖、水苏糖和毛蕊花糖。这些寡糖不能被单胃动物

消化道内的内源酶降解, 只有经过肠道内产气微生

物发酵后才能被利用, 易引起胀气等疾病, 影响动

物对营养物质的消化与吸收。添加 A-半乳糖苷酶

是去除豆粕中 A-半乳糖苷寡糖类抗营养因子的首

选
[ 1- 2]

, 此外, A-半乳糖苷酶还广泛应用于制糖、食

品和医疗卫生行业
[ 3- 5]
。

A-半乳糖苷酶在微生物、植物、动物和人体内广

泛存在, 获得的这些性质各异的半乳糖苷酶, 不仅

具有在不同领域的实际应用价值, 也为研究其结构

和功能提供了良好的材料。目前,微生物来源的 A-

半乳糖苷酶研究得比较深入, 特别是丝状真菌 A-半

乳糖苷酶, 因其具有合适的 pH 值、良好的稳定性、

胞外分泌和高表达量的特点而成为研究热点。其

中黑曲霉、木酶、青霉、被包霉等来源的 A-半乳糖苷

酶已被分离纯化和鉴定分析。[ 6- 8]

作者从发酵的豆粕中筛选到一株产热稳定 A-

半乳糖苷酶的分枝犁头霉菌株,并构建 cDNA 文库

成功筛选到 A-半乳糖苷酶基因 aga
[ 9] , 在此基础上

对基因序列进行分析。

1  材料和方法

11 1  材料

11 11 1  菌种和质粒  分枝犁头霉 A1 r amosa
WL511由本实验室筛选保存; 大肠杆菌 E1 col i
DH5A, 大肠杆菌 T G1为作者所在实验室保存。

11 11 2  试剂与培养基  T rizo l: GIBCO-BRL 公司

产品; CreatorTM SMART TM cDNA 文库构建试剂

盒: Clontech公司产品; Invit rogen GeneRacer kit ,

感受态细胞 DH10B: Inv itro gen 公司产品; 随机引

物标记试剂盒: Gibco 公司产品;真菌 DNA 提取试

剂盒: Qiag en 公司产品; T aq
TM

DNA 聚合酶、L A

Taq DNA 聚合酶和 pGEM-T 载体: P romega 公司

产品;质粒提取试剂盒: T akara 公司产品; 基因特异

引物:上海博亚生物技术有限公司合成。

LB液体及固体培养基: 质量分数 1% 胰蛋白

胨, 质量分数 01 5 % 酵母粉, 质量分数 01 5 %

NaCl, 调 pH 至 71 0。
11 2  方法

11 21 1  耐热分枝犁头霉 cDNA 文库的构建  根据
Invit rog en 公司 Concert Plant RNA kit 说明书提

取耐热分枝犁头霉 RNA,进行 RT-PCR之前,用无

RNase的 DNase I 处理,确保总 RNA 中无 DNA 的

污染。依据 Clontech SMART
TM

Library 说明书的

方法合成 cDNA,并连接到相应的载体,进行文库转

化、效价测定和文库扩增。参照 T aKaRa公司质粒

提取试剂盒说明书提取文库中的质粒, 并对其进行

PCR鉴定,随机抽取一部分插入不同片段的质粒测

序。

11 21 2  RT-PCR和 RACEs  基于已获得的热稳

定A-半乳糖苷酶基因部分保守区域序列, 设计一对

有重叠序列的基因特异引物,其内部设计了两个特

异 引 物 ( GSP ) , GSP1: 5c-T GGACT-

GAAGGGT CGT GTCAACCT-3c 和 GSP2: 5c-

CCAGCCATCAT CAATAACAAACA -3c, 两引物
间的重叠区域为 640bp。5c- PCR 引物 ( 5c-AAG-

CAGT GGTA TCAACGCAGAGT-3c, SMART TM

Library Const ruct ion Kit 提供)和 GSP2引物用于

扩增 cDNA5c- 端, CDS Ó / 3c- PCR引物和 GSP1引

物用于扩增 cDNA 3c- 端,然后以重叠延伸法将 cD-

NA 5c-和 3c- 端连接(图 1)。

图 1  RACE与重叠延伸结合克隆全长 cDNA 策略

Fig. 1  Strategies for cloning the ful-l length cDNA by

RACE and splicing overlap extension PCR

  提取目的 RNA, 按 Invit rog en GeneRacer kit

方法对 RNA 进行去磷酸化,并除去 mRNA 的帽子

结构,再与 RNA Olig o 连接, 进行反转录, cDNA 末

端扩增, 5c RA CE 及 3c RACE 扩增, 重叠延伸扩增

获得目的基因的全长 cDNA, 按照 Pr omega Kit 方

法进行 PCR产物的克隆和测序。

11 21 3  重组克隆的筛选和鉴定  挑选生长良好的

菌落, 接种于 5 mL LB 液体培养基中 ( Amp 100

Lg/ mL) , 37 e 震荡培养过夜。提取质粒 DNA 再

进一步鉴定。将有目的带的质粒送到上海博亚公

司测序。

11 21 4  利用测序结果设计引物扩增基因组  根据

已获得耐热 A-半乳糖苷酶基因序列设计特异引物

F: aag cat ccc tct t tc gag aca tg , R : CAC AT T

TAA T CG TAT GAC T CT。
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2  结果与分析

21 1  分枝犁头霉 cDNA文库的构建

21 11 1  分枝犁头霉总 RNA 提取  采用 Invitrogen

公司的 RNA提取试剂盒提取分枝犁头霉总 RNA,经

电泳检测, 18 S和 28 S RNA 带型清晰可辨(图2)。

图 2 分枝犁头霉总 RNA电泳

Fig. 2 Total RNA of Absidia ramose WL511

21 11 2  双链 cDNA 合成及片段大小分离  文库构

建中,合成高质量全长双链 cDNA 是建库的一个关

键。作者采用 SMART 技术和 LD-PCR 技术直接

由总 RNA 合成全长 cDNA, LD-PCR 法合成的双

链 cDNA 经电泳检测, 大小约分布在 200~ 3 000

bp,表明 cDNA 合成质量较好( 图 3)。合成的总

cDNA 过层析柱以除去小片段,有利于文库筛选到

理想大小的片段(图 4)。

1: Doub le st rands cDNA; M1: DL-2000; M 2: KDNA/ H ind III

图 3  分枝犁头霉 LD-PCR 法合成的双链 cDNA

Fig. 3  Double stranded cDNA of Absidia ramose

WL511 by LD-PCR Synthesis

M: DL2000

图 4  分枝犁头霉过柱分级后的双链 cDNA电泳图

Fig. 4  Double stranded cDNA by column chromatogra-

phy

21 11 3  文库质量检测  DNA 合成后用 Sf iIA/ B 酶

切两个接头, 切出不对称粘性末端, 过层析柱除去

小于 400 bp 的片段, 然后与 pDNR-LIB 载体臂连

接。3个连接体系连接产物经电激转化, 得到耐热

分枝犁头霉质粒文库。

3个连接体系得到的原始文库滴度, 分别为

31 68 @ 10
5
、61 53 @ 10

5
和 51 64 @ 10

5
克隆, 总的原

始文库滴度为 11 49 @ 106克隆数。PCR筛选法测

定文库重组率为97 %。随机挑取16个原始文库单

菌落, PCR法鉴定插入片段的大小, 电泳显示插入

片段大小在 40~ 2 000 bp 左右, 平均约在 500~ 1

200 bp之间( 图 5 )。用滴度为 11 49 @ 106 pfu/ mL

的原始文库进行扩增, 最后测得扩增文库的滴度为

11 28 @ 10
10

pfu/ mL。

1-7, 9-15: in serted f ragment ; 8-16: DL2000 DNA Marker

图 5  分枝犁头霉 cDNA文库插入片段大小检测

Fig. 5  Detection of sizes of inserted fragment in cDNA

library from Absidia ramose WL511

21 11 4  EST 序列测定结果的分析  共扩增并测序
了 48个克隆, 用 BLASTX程序与 GenBank 数据库

比较,获得了和 A-半乳糖苷酶基因同源性片段 639

bp,为进一步获得A-半乳糖苷酶全长基因提供重要

信息。

21 2  RACE扩增

RACE扩增后电泳显示 5c-RACE 和 3c-RACE

产物长度分别为 11 8 kb和 11 0 kb (图 6) , 而重叠延

伸产物长 21 2 kb。为验证克隆序列正确性,不仅克

隆了重叠延伸产物, 并分别克隆 5.- RACE 和 3.-

RACE产物(图 7) ,测序证明是全长基因的序列(图

8)与 5.-RACE和 3.- RACE产物的序列相一致。

为使测序结果相互验证, 同时将重叠延伸 PCR

产物和 5c-RACE 和 3c-RACE 产物进行测序,结果

显示,重叠延伸 PCR 扩增产物序列与 5c-RACE 和

3c-RA CE 分别测序后拼接序列结果一致。
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M: DL2000 DNA Marker; 1: 5c-RACE; 2: 3c-RACE

图 6  分枝犁头霉A-半乳糖苷酶基因 5c-RACE和 3c-

RACE结果

Fig. 6  Amplif ication of 5c-RACE and 3c-RACE aga of

Absidia ramose WL511

M: DL15000 DNA Mar ker; 1: plasmid; 2: 5c- RACE( 左) ; 3c-

RACE(右)

图 7  重组质粒 5c-RACE和 3c-RACE酶切分析

Fig. 7  Digestion and identif ication of recombinant 5c-

RACE and 3c- RACE

M: DL2000 DNA Mark er; 1, 2: Products of overlap

图 8  重叠延伸扩增全长 cDNA

Fig. 8  Splicing overlap extension amplif ication of ful-l

length cDNA

21 3  重叠延伸后重组子 pGEM-aga的构建及鉴定

经重叠延伸拼接 PCR 产物, 经割胶回收后, 纯

化产物与 pGEM-T-载体连接, 产物命名为 pGEM-

aga。酶切鉴定该重组子(图 9) ,并将序列送上海博

亚公司测序。与预期结果相符。

21 4  基因组 PCR扩增

基因组 PCR扩增 见图 10。

21 5  基因组与载体连接

根据获得的 A-半乳糖苷酶的全长基因设计引

物, 利用基因组进行 PCR扩增,获得 21 6 kb的 PCR

产物,纯化回收与 pGEM-T 连接, 鉴定后测序。

M: DL2 000 DNA Marker; M : DL 15 000 DNA Marker; 1-2:

pGEM-aga ( EcoR Ñ )

图 9 重组克隆载体 pGEM-aga的酶切鉴定

Fig. 9  Digestion and identification of the vector pGEM-

aga

M: 2000 mar ker; 1-2: T he f ragments of am plif ication

图 10 分枝犁头霉基因组 PCR扩增

Fig. 10  PCR amplification of Absidia ramose WL511

genome

21 6  内含子分析

对获得的耐热分枝犁头霉 WL511的 A-半乳糖

苷酶基因 cDNA 序列(全长 2 228 bp ) 与基因组

DNA( 2 623 bp) ,在 NCBI网站在线比对分析,发现

该基因有 6个内含子, 分别在 WL511A-半乳糖苷酶

基因 cDNA 序列的以下位点引入:第一个内含子在

cDNA序列的 566个碱基处引入,位于基因组序列

621-681碱基位置, 第二个内含子在 cDNA 的 1093

个碱基处引入,基因组位置是 1205-1069,第三个内

含子在 cDNA 的 1233 位碱基处引入, 基因组位置

1209-1465,第四个内含子在 cDNA 的 1304位碱基

处引入,基因组位置 1533-1593, 第五内含子在 cD-

NA的 1440位碱基处引入,基因组位置 1724-1793,

第六个内含子在 cDNA 的 1704 位碱基处引入, 基

因组位置 2060-2117。
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21 7  A-半乳糖苷酶基因的分子特征

克隆的A-半乳糖苷酶的 cDNA 序列( GenBank

accession number DQ234280)共 2 228 bp, 开放读

码框为2 142 bp, 可编码区编码 713个氨基酸, G+

C含量 43%, 其产物的等电点预测为 51 2,预测分子

量约为81 000。和已发表的 A-半乳糖苷酶序列进行

比对,显示该基因和 A-半乳糖苷酶的第 36家族序列

较为相似性 [ 11-13] ,与 27家族的 Coffen bean[ 14] , Sac-

charomyce scerevisiae
[ 14]

, Aspergillus niger ( AglA )
[ 15]
没有相似性,结果显示 Absidia ramosa WL511的

A-半乳糖苷酶属于 36家族(图 11和 12)。

图 11 分枝犁头霉 A-半乳糖苷酶氨基酸序列与 27 家族的比对(以 DNA Star软件比对)

Fig. 11  Comparison of the amino acid sequences of A-galactosidases with those of family 271 Selected species of family

27 for comparison of amino acid sequence:Aspergillus1 niger aglA, Asp ergillus niger aglB, S1 carlsbergensis

and Coffea arabica
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图 12 分枝犁头霉 A-半乳糖苷酶氨基酸序列与 36 家族的比对(以 DNA Star软件比对)

Fig. 12  Comparison of the amino acid sequence of A-galactosidases with those of family 36 Selected species of family 36

for comparison of amino acid sequence: T1 reesei agl, P1 pentosaceus aga1, S1 mutans and E1 coli rafA1 (以

DNA Star软件比对)

3  结  语

利用 cDNA 文库筛选及 RACE 技术获得

WL511的A-半乳糖苷酶的全长基因。根据酶的初

级结构相似性和疏水性的分析, 编码 A-半乳糖苷酶

的基因已经被分类为 3 个不同的糖基水解酶家

族
[ 12 ]

, 大部分真核来源的 A-半乳糖苷酶包括

A1 nig er Ag lA
[ 15 ]
和 AglB

[ 16]
属于第 27家族,第 36

家族主要包含了细菌来源的 A-半乳糖苷酶,而源于

第 4家族 A-半乳糖苷酶目前为止仅在细菌中被发

现。对比 36家族和 27家族的结果表明二者具有较

远的亲缘关系,从而形成超级家族
[ 17]
。本文克隆

了A-半乳糖苷酶基因,经过 DNA star 软件比对, 显

示该酶属于第 36家族,它的氨基酸序列和第 36家

族的 T r ichoderma r eesei AGL11、P1 p entosaceus
aga1 and S1mutans, and E 1 col i rafA [ 13]有同源性。

大部分 36家族的 A-半乳糖苷酶都是由四个亚基组

成的大分子量的酶蛋白
[ 18-19]

, 在第 36 家族中两个

真菌来源的A-半乳糖苷酶, 包括 T1 reesei AGL11
[ 8 ]

和 A1 niger A-gal[ 16] ,对蜜二糖和绵子糖类的寡糖具
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有特异性, 对多聚合体底物则活性较少或没有活

性,其它一些 36 家族 A-半乳糖苷酶仅对小分子的

寡糖有催化活性。在今后的研究中, 第 36家族和

27家族的A-半乳糖苷酶在底物偏好性上的差异, 是

否具有普遍意义,有待于进一步验证。
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