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摘暋要椇以抽提得到的黑曲霉 旐斠斘斄为模板棳根据 斍斿旑斅斸旑旊上检索的谷氨酰胺合成酶基因 旐斠斘斄 序列棳设计

特异性引物棳进行棾曚斠斄斆斉斝斆斠扩增棳并在 斘斆斅斏网站进行生物信息学分析暎结果扩增得到长约棻旊斺的 斈斘斄
片段棳测序结果表明棳所获得的 斈斘斄序列与旂斿旑斿斺斸旑旊上检索到黑曲霉产谷氨酰胺合成酶基因的同源性大于

椆椃棩棳与其他曲霉产谷氨酰胺合成酶的基因同源性大于椀棸棩暎经开放阅读框软件分析发现其具有棽个外显子棳
其中棻个外显子的氨基酸序列与黑曲霉产 斍斢同源性为棻棸棸棩暎
关键词椇谷氨酰胺合成酶基因椈棾曚斠斄斆斉椈生物信息学
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的酶类棳它在生物中参与催化 斕灢谷氨酸 棬斕灢斍旍旛棭
与氨生成斕灢斍旍旑生物体碳和氮的代谢棳作为氨基酸

合成时氮源的供体棳是生物体必不可少的重要酶

类暎在工业生产和科学研究中 斍斢都发挥着重要作

用棳斍斢作为药品和生化试剂生产中极其重要的谷

氨酰胺的工业性催化剂棳是极有价值的物质棳利用

斍斢作为植物固氮过程中的关键酶棳把其作为靶酶

研制开发新型除草剂已取得了较大成效棳同时 斍斢

也是分子生物学中研究基因专一性表达和时空表达

及基因表达调控的良好模式棳因此该酶及其基因已
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的结构基因以来棳进行了多种来源 斍斢的斻斈斘斄和

基因组斈斘斄的克隆棳从它们的核苷酸顺序推算出

斍斢亚基的一级结构棳并用于研究组织暍结构暍演

化和 斍斢基因的表达暎随着分子生物学技术的发

展棳基因克隆技术逐渐成熟棳已有关于克隆构巢曲
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的全长约为椀灡椃旊斺棳中间由棽个椀椂斺旔的内含子插

入阅读框棳翻译成由棻椆棸椀个氨基酸组成的分子量

大约为棽棽椆旊斈的肽链暎
黑曲霉具有出色的蛋白质分泌能力棳是重要的

工业发酵微生物棳在工业酶制剂暍有机酸发酵方面

应用广泛暎可用于生产淀粉酶暍酸性蛋白酶暍纤维

素酶暍果胶酶暍葡萄糖氧化酶等超过棾棸种酶制剂

的菌株暎黑曲霉具有强大的聚合物降解酶系棳赋予

其在各种廉价的培养基上快速生长和发酵的能力棳
能够在极低的旔斎 下保持旺盛的代谢活性因而不易

染菌棳能够适应工业发酵中粗放的物料和理化环

境棳这些品质使黑曲霉成为一种不可多得的工业生

产宿主菌暎目前有见关于选育黑曲霉高产谷氨酰胺

合成酶菌株的报道棳而针对黑曲霉产 斍斢基因的相

关研究报道甚少椲棾棴椀椵暎本文利用快速斻斈斘斄末端扩

增 法 棬斠斸旔旈斾 斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑 旓旀 斻斈斘斄 斉旑斾旙棳
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酶基因全序列的测定奠定了基础棳对阐明该酶的分

子生物学作用机制具有重要意义暎
棻暋材料与方法

棻灡棻暋菌株

黑曲霉 棬 灡 斢斕棽灢棻棻棻棭由福建师范大

学微生物工程研究所保存暎
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斏斏斠斘斸旙斿斎 斠斿旜斿旘旙斿斣旘斸旑旙斻旘旈旔旚斸旙斿反转录酶购自
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自上海生物工程公司棳大肠杆菌 斈斎灢椀毩为福建省

出入境检验检疫局技术中心保存暎
棻灡棾暋引物设计

根据谷胺酰胺合成酶旂斿旑斿斺斸旑旊中已发表的基

因序列和 斆旍旓旑旚斿斻旇公司的 斢斖斄斠斣 斠斄斆斉斻斈斘斄
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了如下一套引物进行 斠斄斆斉斝斆斠棳所有引物均由

上海博亚公司合成暎
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将黑曲霉接种在改良马丁氏琼脂培养基上棳于

棽椄曟培养棾斾暎
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根据斝旓旍旟斄斣旘斸斻旚旙旟旙旚斿旐棻棸棸棸旐斠斘斄 抽提试

剂盒的说明进行操作暎

棻灡椂暋反转录和斠斄斆斉斝斆斠扩增

棻灡椂灡棻暋反转录暋以抽提得到的 旐斠斘斄为模板棳以
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斆棬斣棭棾棸斘灢棻斘灢棾曚
椀曚灢斠斄斆斉斆斈斢 椀曚灢棬斣棭棽椀斘棴棻斘灢棾曚
斦斝斖灢斕旓旑旂 椀曚灢斆斣斄斄斣斄斆斍斄斆斣斆斄斆斣斄斣斄斍斍斍斆斄斄斍

斆斄斍斣斍斍斣斄斄斆斄斄斆斍斆斄斍斄斍斣灢棾曚
斦斝斖灢斢旇旓旘旚 椀曚灢斆斣斄斄斣斄斆斍斄斆斣斆斄斆斣斄斣斄斍斍斍斆灢棾曚
斘斦斝 椀曚灢斄斄斍斆斄斍斣斍斍斣斄斄斆斄斄斆斍斆斄斍斄斍斣灢棾曚

棻灡椂灡棽暋棾曚端 斠斄斆斉斝斆斠 扩增暋以反转录获得的

斻斈斘斄第一链为模板棳以特异性引物斢斝为上游引物棳
以斦斝斖棬斦斝斖灢斕旓旑旂棳斦斝斖灢斢旇旓旘旚棳斘斦斝棭的混合物为

下游引物进行棾曚灢斠斄斆斉斝斆斠扩增暎椀棸毺斕的斝斆斠反

应体系包括椇椀毺斕棻棸暳 斄斾旜斸旑旚斸旂斿棽斝斆斠斅旛旀旀斿旘棳棻毺斕
斾斘斣斝斖旈旞棬棻棸旐旐旓旍暏斕棴棻棭棳棸灡棽椀毺斕椀棸暳 斄斾旜斸旑旚斸旂斿
棽斝旓旍旟旐斿旘斸旙斿斖旈旞棳棻灡椀毺斕 斖旂斆旍棽棬椀棸旐旐旓旍暏斕棴棻棭棳
棾棾灡椀毺斕斝斆斠灢斍旘斸斾斿斪斸旚斿旘棳棽灡椀毺斕椀曚灢斠斄斆斉灢斠斿斸斾旟
斻斈斘斄棳椀 毺斕 斦斝斖 棬棻棸暳 棭棳棻灡棽椀 毺斕 斢斝 棬棽棸
旐旓旍暏斕棴棻棭暎斝斆斠 扩 增 条 件 参 照 斢斖斄斠斣 斠斄斆斉
斻斈斘斄 斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑 斔旈旚的 说 明 进 行椇椆棿曟 棾棸旙棳
椀椀曟棾棸旙棳椃棽曟棾旐旈旑棳棾椀个循环暎
棻灡椃暋序列测定

扩增所得到的单一条带棳经 斈斘斄 纯化试剂盒

纯化回收后棳送上海博亚公司测序部进行序列

测定暎
棻灡椄暋基因序列的生物信息学分析

在 斘斆斅斏网站上棳进行基因序列的同源性比较

棬旇旚旚旔椇棷棷斺旍斸旙旚棶旑斻斺旈棶旑旍旐棶旑旈旇棶旂旓旜棷棭暍开放阅读框分

析 棬旇旚旚旔椇棷棷旝旝旝棶旑斻斺旈棶旑旍旐棶旑旈旇棶旂旓旜棷旔旘旓旉斿斻旚旙棷
旂旓旘旀棷棭及氨基酸序列的同源性比较棬获得氨基酸序

列后棳直接点击斺旍斸旙旚旔棳进行匹配度比较棭暎
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棽暋结果与分析

棽灡棻暋斠斄斆斉灢斝斆斠扩增

以黑曲霉斻斈斘斄为模板棳以特异性引物斢斝为

上游引物棳以 斦斝斖 棬斦斝斖灢斕旓旑旂棳斦斝斖灢斢旇旓旘旚棳
斘斦斝棭的混合物为下游引物进行棾曚灢斠斄斆斉斝斆斠扩

增棳经棻棩的琼脂糖凝胶电泳检测得到棻条大小约

棻棸棸棸斺旔的单一条带 棬图棻棭暎
棽灡棽暋序列测定结果

所得序列经全自动测序仪测序棳结果见图棽暎
棽灡棾暋序列同源性比较

利用生物信息学技术棳在 斘斆斅斏的基因数据库

中进行同源性分析棳本研究扩增的 斍斢基因片段与

同属真菌产 斍斢具有高度同源性棳例如与黑曲霉产

斍斢的同源性为椆椃棩暙椆椄棩棳与土曲酶暍烟曲霉暍
棒曲霉暍米曲霉产 斍斢同源性为椀椂棩暙椃椂棩暎

图棻暋棾曚灢斠斄斆斉斝斆斠扩增单一条带

斊旈旂灡棻暋斣旇斿旙旈旑旂旍斿斺斸旑斾旓旀斍斢旝旈旚旇棾棫棴斠斄斆斉斝斆斠

图棽暋斍斢的斝斆斠片段测序结果

斊旈旂灡棽暋斣旇斿旂斿旑斿旙斿旕旛斿旑斻斿旓旀斍斢

表棽暋斍斿旑斿斅斸旑旊中斍斢登录基因的同源性比较

斣斸斺旍斿棽暋斎旓旐旓旍旓旂旟斻旓旐旔斸旘旈旙旓旑旓旀斍斢旂斿旑斿旈旑斍斿旑斿斅斸旑旊

登录号 内容 最高分 总分
查询覆盖率

棷棩 斉值
最大相似
度棷棩

斄斮椄棻椆椂棿棿棶棻 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旑旈旂斿旘旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿棬旂旍旑斄棭旐斠斘斄棳旔斸旘旚旈斸旍斻斾旙 棻椄椀椀 棻椄椀椀 椆椄 棸灡棸 棻棸棸
斬斖椷棸棸棻棾椄椆棽椂椀棶棽 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旑旈旂斿旘斆斅斢椀棻棾灡椄椄旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿棳旐斠斘斄 棻椄棻棸 棻椄棻棸 椆椃 棸灡棸 椆椆
斬斖椷棸棸棻棾椄椆棽椂椃棶棽 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旑旈旂斿旘斆斅斢椀棻棾灡椄椄旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿棳旐斠斘斄 棻椄棻棸 棻椄棻棸 椆椃 棸灡棸 椆椆
斄斖棽椂椆椆椃椃棶棻 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旑旈旂斿旘椃椆椀斻旓旑旚旈旂斄旑棸棻斻棸棾棸棸棳旂斿旑旓旐旈斻斻旓旑旚旈旂 棻椄棻棾 棻椄棻棾 椆椃 棸灡棸 棻棸棸
斬斖椷棸棸棻棽棻棽棾椃棾棶棻 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旚斿旘旘斿旛旙 斘斏斎棽椂棽棿 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿 棬斄斣斉斍 椷

棸棾棻椆椀棭旔斸旘旚旈斸旍旐斠斘斄 椃棽棾 椃棽棾 椀椂 棸灡棸 椄椆

斬斖椷椃棿椂棿棽椂棶棽 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旀旛旐旈旂斸旚旛旙 斄旀棽椆棾 旂旍旛旚斸旐旈旑斿 旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿 棬斄斊斦斄 椷
棿斍棻棾棻棽棸棭棳旔斸旘旚旈斸旍旐斠斘斄 椃棻棸 椃棻棸 椀椂 棸灡棸 椄椆

斬斖椷棸棸棻棽椃棽棻椂棾棶棻 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙斻旍斸旜斸旚旛旙 斘斠斠斕 棻 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿 棬斄斆斕斄 椷
棸椀棽棻棸棸棭棳旔斸旘旚旈斸旍旐斠斘斄 椂椆椀 椂椆椀 椀椂 棸灡棸 椄椄

斬斖椷棸棸棻椄棻椂椃棸棻棶棽 斄旙旔斿旘旂旈旍旍旛旙旓旘旟旡斸斿斠斏斅棿棸旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿棳旐斠斘斄 椂椄椆 椂椄椆 椃椂 棸灡棸 椄棾

棻棽椆第椆期 张志灯等椇棾曚斠斄斆斉法扩增谷氨酰胺合成酶基因及其生物信息学分析



表棾暋斍斢氨基酸序列的同源性比较

斣斸斺旍斿棾暋斎旓旐旓旍旓旂旟斻旓旐旔斸旘旈旙旓旑旓旀斍斢斸旐旈旑旓斸斻旈斾旙斿旕旛斿旑斻斿

登录号 暋暋暋暋暋内暋暋容 最高分 总分
查询覆盖率

棷棩
斬斝椷棸棸棻棾椄椆棾棸棿棶棽 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斆斅斢椀棻棾灡椄椄椵 棾棿棽 棾棿棽 棻棸棸
斄斄斨椂椀椀椆椂棶棻 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 椵 棾椄椄 棾棾椄 棻棸棸
斆斄斔棾椃棻棽椀棶棻 旛旑旑斸旐斿斾旔旘旓旚斿旈旑旔旘旓斾旛斻旚椲 椵 棾棾椃 棾棾椃 棻棸棸
斬斝椷棸棸棻棾椄椆棾棸棽棶棽 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斆斅斢椀棻棾灡椄椄椵 棾棾椃 棾棾椃 棻棸棸
斬斝椷棸棸棻棽棻棽棾椃棾棶棻 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斘斏斎棽椂棽棿椵 棾棽棾 棾棽棾 椆椆
斬斝椷棸棸棻棽椂椂椃棾棾棶棻 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斘斠斠斕棻椄棻椵 棾棻棾 棾棻棾 棻棸棸
斬斝椷棸棸棻椄棻椂椃椀棽棶棽 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斠斏斅棿棸椵 棾棻棾 棾棻棾 棻棸棸
斆斅斊椃棿椀椄椂棶棻 斣斝斄椇旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿 棬斍斢棭棬斉斆 椂灡棾灡棻灡棽棭棬斍旍旛旚斸旐斸旚斿灢

斸旐旐旓旑旈斸旍旈旂斸旙斿棭 棾棻棻 棾棻棻 椆椆
斬斝椷椃椀棻椀棻椆棶棽 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斄旀棽椆棾椵 棾棻棸 棾棻棸 棻棸棸
斬斝椷棸棸棻椄棻椂椃椀棾棶棽 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斠斏斅棿棸椵 棾棻棸 棾棻棸 棻棸棸
斉斈斝椀棸椂椂棿棶棻 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斄棻棻椂棾椵 棾棸椆 棾棸椆 棻棸棸
斅斄斉椀棿椃椀棻棶棻 旛旑旑斸旐斿斾旔旘旓旚斿旈旑旔旘旓斾旛斻旚椲 斠斏斅棿棸椵 棾棸椃 棾棸椃 椆椃
斬斝椷棸棸棽棾椄棾棾棻椆棶棻 旂旍旛旚斸旐旈旑斿旙旟旑旚旇斿旚斸旙斿椲 斘斠斠斕棾棾椀椃椵 棾棸椂 棾棸椂 椆椃
斬斝椷椂椂棻椃椂棾棶棻 旇旟旔旓旚旇斿旚旈斻斸旍旔旘旓旚斿旈旑斄斘棿棻椀椆灡棽椲 斊斍斢斆斄棿椵 棾棸椂 棾棸椂 棻棸棸

图棾暋斍斢开放阅读框分析结果

斊旈旂灡棾暋斣旇斿斚斠斊斸旑斸旍旟旙旈旙旘斿旙旛旍旚旙旓旀斍斢

棽灡棿暋开放阅读框分析基因序列对应的外显子

利用 斘斆斅斏网站的开放阅读框分析软件棳分析

该段基因可能翻译的氨基酸序列暎结果表明该段基

因包括棽段的外显子序列棳分别对应的核苷酸为

棾棻椀暙椀椃椃棳椀椃椆暙椂椆椀棳其他均为内含子序列暎
棽灡椀暋氨基酸序列同源性比较

翻译后的氨基酸序列利用生物信息学技术进行

同源性比对发现其与黑曲霉暍费希新萨托菌暍土曲

霉暍米曲霉暍构巢曲霉等的 斍斢氨基酸序列同源性

高于椆椃棩棳具有极高同源性暎
棾暋讨论与结论

微生物合成斕灢谷氨酰胺 棬斕灢斍旍旑棭的途径是从

葡萄糖开始棳经糖酵解途径进入三羧酸循环棳由该

循环中间毩酮戊二酸生成谷氨酸棳最后转变为 斕灢
谷氨酰胺暎斕灢斍旍旑可维持机体免疫功能棳调节蛋白

质的合成和分解棳是机体内氮和碳的重要运载工

具棳维持体内酸碱平衡棳调节糖代谢棳为快速生长

和分化的细胞 棬如血管内皮细胞暍淋巴细胞暍肠黏

膜上皮细胞等棭提供能量来源暎同时棳斕灢斍旍旑在血

液中有暂时解除氨毒的作用等暎另外棳还具有增进

神经机能棳改善脑出血后的记忆障碍棳促进智力不

佳儿童的智力发展棳防止癫痫发作棳增强肾排氨作

用和延长淋巴细胞的寿命棳促进细胞的生长等重要

作用椲椂棴椄椵暎
谷氨酰胺在工业上具有极其广泛的用途及经济

价值棳而 斍斢是谷氨酰胺工业化生产中极其重要的

催化剂棳参与许多生物体的氮和碳代谢棳是生物体

内最为关键的酶类之一暎此外棳它也是体外微生物

酶促转化合成茶氨酸的重要酶类之一棳是非常有价

值的物质暎利用微生物发酵生产谷氨酰胺合成酶是

条经济而又高效的途径棳目前谷氨酰胺合成酶的产

酶菌株主要是节杆菌属的一些细菌棳而利用霉菌发

酵生产谷氨酰胺合成酶的研究报道不多棳针对霉菌

棽棽椆 福建农业学报 第棽椃卷



产谷氨酰胺合成酶基因的分子生物学分析研究报道

很少暎斍斢是催化谷氨酸生成斕灢谷氨酰胺的反应的

关键酶棳斍斢功能是由其三级结构决定的棳而三级

结构又是由核酸序列决定的棳因此研究 斍斢的基因

序列从而进一步阐明其蛋白质的高级结构对探讨

斍斢的结构及功能的关系意义重大棳是进一步进行

基因工程菌改造进而为获得稳定而低廉的 斍斢生产

奠定基础暎
在 斍斢的研究早期棳主要用一些传统的分子生

物学方法棳如 斝斄斍斉暍引物延伸法暍凝胶阻滞实

验暍斈斘斸旙斿斏足迹实验等进行 斍斢基因调控区域和

编码区域的研究暎最近棻棸年棳随着生物信息学的

发展棳在已知数据的基础上利用数据库对这些区域

进行分析和预测促进了 斍斢研究的发展椲椆棴棻棸椵暎本研

究经过棾曚斠斄斆斉方法获得长度大约为棻旊斺的基因

片段棳并测得基因序列暎经基因的序列比对发现其

与土曲酶暍烟曲霉暍棒曲霉暍米曲霉产 斍斢同源性

为椀椂棩暙椃椂棩暎后经开放阅读框软件寻找此段基

因序列中的外显子发现该序列包括棽段外显子棳对

应的核苷酸分别为棾棻椀暙椀椃椃棳椀椃椆暙椂椆椀棳其余均

为内含子序列暎翻译后的氨基酸序列进行同源性比

对发现其与黑曲霉暍费希新萨托菌暍土曲霉暍米曲

霉暍构巢曲 霉等的 斍斢 氨 基酸序列 同源性 高 于

椆椃棩暎通过生物信息学的比对棳为进一步确定 斍斢
分子的一级核酸序列奠定了基础棳并为阐明蛋白质

的高级结构提供了线索暎
在 斍斢及其基因的研究中棳生物信息学技术可

以通过比较分析的方法获取有用的信息棳对不同的

斍斢进行相互比较以寻找某一 斍斢可能具备的特征暎
本研究结果表明黑曲霉 棬 棶 斢斕棽灢棻棻棻棭所

产 斍斢与同种属产 斍斢具有极高同源性棳为进一步

的构建 斍斢的斻斈斘斄文库及进行酶学特性研究提供

了可行性的基础暎
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