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摘要: 从南极普利兹湾深海沉积物中筛选到一株耐冷菌株 7197, 其 16S rDNA 序列分析表明该菌株属于假单胞菌属 ( Pseu-

domonas)。作者通过设计引物, 从该菌的全基因组 DNA 中克隆到编码 S- 腺苷- L- 高半胱氨酸 ( SAHH)的完整 ORF, 全长为

1424bp。使用 DNAMAN( 5. 1)软件对全长 ORF 为 1424bp 的 SAHH 基因进行分析, SAHH 基因编码一个由 474AA 残基组成、分子量

预计为 52523 Da的 SAHH 蛋白质,与 Psychrobacter sp. 273- 4 的 SAHH 有 96. 84% 的相似性; 与 Acinetobacter sp. ADP1 的 SAHH 有

79%的相似性;与 Pseudomonas fluorescens Pf- 5 的 SAHH 有 75%的相似性。
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ZHANG Jin- wei, ZENG Run- ying

(Key Laboratory of Marine Biogenetic Resources , State Oceanic Administration, Xiamen 361005, China)

ABSTRACT: A strain 7197, which produces S- adenosyl- L- homocysteine hydrolase, was isolated from the deep sea sediment of

Prydz Bay, Antarctic. The morphology identification and 16S rDNA sequence analysis showed that it belonged to genus Pseudomonas. The S-

adenosylhomocysteine hydrolase genewas cloned by PCR according to the primers. Nucleotide sequence analysis revealed an open reading frame of

1424 bp encoding the SAHH, The amino acid sequence deduced from the nucleotide sequence of the SAHH gene corresponded to a protein of 474

amino acid residues with a molecular weight of 52, 523 kDa. The SAHH shows a high sequence similarity to the SAHH gene from Psychrobacter

sp. 273- 4 and Acinetobacter sp. ADP1, with homolog ies of 96. 84% and 79% , respectively. also show some sequence similarity to the SAHH

gene from Pseudomonas fluorescens Pf- 5 with 75% homologies.
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S- 腺苷- L- 高半胱氨酸 S- adenosyl- L- homocysteine

( SAH)水解酶 [ EC 3. 3. 1. 1] (以下简称 SAHH )能可逆地水解

SAH 为腺苷和L- 高半胱氨酸[1]。是许多微生物在生命过程

中的关键酶。

本研究主要报道了从南极普利兹湾深海沉积物中筛选菌

株7197( Pseudomonas sp. )的全基因组中克隆到 S- 腺苷- L-

高半胱氨酸水解酶基因并对其序列进行分析。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株来源:菌株 7197筛选自南极普利兹湾深海沉积物

( 74o25 E, 66o55 S, 水深 900 m) ,样品于 2001 年 11月~ 2002 年

4 月中国第十八次南极考察航次期间采集, 采用多管采样器采

集,在超净台中去除表层后, 将内层样品保存于- 20 C 条件下

带回。

1. 1. 2 菌种和质粒: 大肠杆菌 E. coli Top10 F 为本实验室保

存, T- 载体购自 Promega。

1. 1. 3 试剂: GENECLEAN II Kit购自 BIO101 公司; 限制性内

切酶购自 Promega, Taq酶等 PCR用品购自 MBI, 其他化学试剂

均为国产分析纯。

1. 1. 4 培养基

改良的 2216E 培养基: 蛋白胨 1% , 酵母膏 0. 2% ,用福建

沿海处取的陈海水(放置一个星期以上的海水, 用 0. 22 m 滤

膜过滤后使用)配制, 室 pH 7. 0~ 8. 0。固体培养基另加 1. 5%

琼脂粉。生长培养基 5 倍稀释的改良 2216E 培养基。

2. 2 方法

2. 2. 1菌种分离: 将样品稀释[ 2] 后涂布于改良 2216E 培养基

上,于 15 C 培养 3 - 7d, 取单菌落镜检后接种于液体改良

2216E 培养基中,培养 3~ 7 d 后加入 15% (终浓度)甘油, 于-

80 C 超低温冰箱中保存。

2. 2. 2 总 DNA提取及核酸操作参考文献[ 3, 4]。

2. 2. 3 16S rDNA的扩增和克隆: 以基因组 DNA 为模版, 使用
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通用 引物[ 5, 6] 27F: 5 - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3 和

1492R: 5 - GGTTACCTTGTTACGACTT- 3 (上海生工合成)扩增

细菌16S rDNA。扩增参数为: 96 2min,然后 94 30s, 55 90

s, 72 90 s 为一个循环,共进行 30 个循环。PCR产物经凝胶

电泳回收后,按 T载体试剂盒标准方法将得到的产物连接到T

载体上, 转化 E. coli T op10 F , 重组质粒经鉴定正确后保存于

- 20 。

2. 2. 4 以基因组 DNA 为模板,参考文献[ 6]设计 PCR 引物, 扩

增SAHH 引物: SAHHF( forward primer ) : 5 - ATGGACGCAGT-

GTCTAACACCCCATC- 3 和 SAHHR( reverse primer) : 5- TTAG-

TATTTATAAGCGTCAGGCTTAA- 3 , 由上海生工合成。PCR 反

应体系为: Buffer 10 L, dNTP 10uL, 引物各加 10pmol, Mg2+ 浓

度为 1mmol/ L, Taq酶 2u/ 100 L ,补 ddH2O 到 100 L。反应条件

为: 95 2min, 94 1min, 52 1min, 72 1. 5min 为一个循环,

共进行 35个循环。产物由 U- gene的 PCR- Pure Kit 纯化后

按3: 1 连接到TaKaRa的 pMD18- T 载体, 转化 E. coli Top10 F

, 菌落 PCR筛选含有 SAHH 基因的克隆。

2. 2. 5 核酸测序及同源性分析:上海生工完成所有测序及拼

接工作,序列同源性分析采用 NCBI的 BLASTn完成。

3 结果

3. 1 嗜冷菌的分离

在1. 5 mL灭菌离心管中将样品与灭菌 dd H2O 按 1: 100

比例混合,稀释后接种于 5mL生长培养基中, 分别在 4、10、20、

30 C水浴下培养 5~ 15d; 菌体生长后稀释涂布在分离平板培

养基上, 15 培养 3~ 5d。挑平板上长出的单菌落, 接种于 5

ml生长培养基, 15 培养至 OD600 为 3. 0 时,保种备用。

3. 2 7197 菌株 16S rDNA序列分析

将7197菌株的 16S rDNA序列与 EMBL 数据库中的序列进

行同源性比较,发现与其同源性较高的菌株均为假单胞菌属

( Pseudomonas)。一般认为, 16S rDNA 序列同源性小于 98%可

以认为属于不同的种, 同源性小于 95% , 可以认为属于不同

属[ 7] ,因此 7197菌株属于假单胞菌属 ( Pseudomonas genera) , 命

名为 Pseudomonas sp. 7197, 其 16S rDNA 的 EMBL 注册号为

AM111052。该菌株与一株假单胞菌 ( Pseudomonas stutzeri) 的

16S rDNA 序列同源性最高,为 98. 134% 。

从 EMBL数据库中选取与7197 菌株16S rDNA序列同源性

较高的 11 株假单胞菌。对这 12株细菌的 16S rDNA全序列进

行遗传距离计算, 并根据遗传距离计算结果绘制系统发育树

(图 1)。

图 1 7197菌株的系统发育树(括号内为各菌株 16S rRNA 序列在 EM-

BL 数据库中的注册号)

Fig. 1 Phylogenetic tree of strain 7197 ( The numbers in the bracket was the

accession number of each 16S rRNA sequence in EMBL database)

3. 3 PCR扩增 SAHH 基因及其克隆

以基因组 DNA作为模板, PCR扩增的产物大小在 1. 4K左

右(图 2) , 纯化后连接到T 载体( 3KB)上, 转化 E. coli T op10 F ,

培养过夜。提取的重组T 载体质粒 ,经 BamHI 和 NheI双酶切

后,得到两条大小分别是 850 bp 和 550 bp 左右的片段, 说明重

组T 载体质粒中插入的片段大小约为 1400bp, 确实为 PCR 扩

增的产物 (图 3) , 鉴定正确后测序, 获得 SAHH 的核酸全长

ORF 序列为 1424bp,在 EMBL 数据库中注册号为 AM229329。

图 2 PCR扩增 SAHH 基因

Fig. 2 PCR amplificat ion of SAHH gene

M: DNA/EcoRI+ Hind

1: PCR 产物

图 3 PCR 扩增 SAHH 基因

Fig. 3 PCR amplif icaton of SAHH gene

M: DNA/ EcoRI+ Hind

1: T载体

2:重组T 载体经 BamHI和 NheI双酶切产物
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3. 4 氨基序列分析

使用 DNAMAN( 5. 1)软件对全长 ORF 为 1424 bp 的 SAHH

基因进行分析。SAHH 基因编码一个由 474AA残基组成、分子

量预计为 52523 Da 的 SAHH 蛋 白质 ( EMBL 注册号为:

CAJ76167) ,与 Psychrobacter sp. 273- 4 ( ZP 00146375)的 SAHH

有96. 84% 的相似性 (图 4) . 与 Acinetobacter sp. ADP1( YP

046892)的 SAHH 有 79%的相似性; 与 Pseudomonas fluorescens Pf

- 5( YP 262856)的 SAHH 有 75%的相似性。

图 4 7197和 ZP 00146083的 SAHH 氨基酸序列比较

Fig. 4 Comparison of SAHH amino acid sequences between 7197 and ZP 00146083

CAJ76167: SAHH来片 Pseudomonas sp. 7197;

ZP 00146375: SAHH 来片Psychrobacter sp. 273- 4

4 讨论

SAHH 与文献报道的来自 Psychrobacter sp. 273 - 4 的

SAHH 相比较, 两者的氨基酸序列相似性虽然为 96. 84% , 但在

系统发育树上, 与 Pseudomonas sp. 7197 亲缘关系最近的是

Pseudomonas stutzeri,而不是 Psychrobacter sp. 273- 4。而且二者

属于不同的种。而与同种的 Pseudomonas fluorescens Pf- 5 的

SAHH相比较, 两者的氨基酸序列相似性仅为 75%。说明

SAHH 作为生物代谢途径中的一个水解酶,在微生物各种属的

生命过程中具有一定的保守性; 同时也说明了种属进化与具

体某一分子进化并不同步, 具体功能基因的分子进化与其生

存环境关系更为密切。

蛋氨酸在腺苷转移酶催化下与 ATP 反应生成的 S- 腺苷

蛋氨酸( S- adenosgl methiomine, SAM) ,可在不同甲基转移酶的

催化下,转出甲基后形成 S- 腺苷同型半胱氨酸 ( S- adenosyl

homocystine, SAH) , SAH 水解释出腺苷变为同型半胱氨酸( ho-

mocystine, hCys)。由于 SAH 能强烈抑制甲基转移酶, SAHH 受

到抑制引起了依赖 S- 腺苷蛋氨酸的转甲基反应受到抑制, 同

时导致了 SAH 的累积[ 8]。许多 SAHH 抑制剂已被设计为药物

作用的靶位点用于抑制病毒和肿瘤的增殖[ 9,10]。

SAHH 在调节细胞内 S- 腺甘高半胱氨酸( SAH)和同型半

胱氨酸( Hcy) 扮演重要角色, 研究者对该酶感兴趣的是, SAH

可以作为所有的腺苷甲硫氨酸 ( SAM ) - 依赖转甲基酶的有效

抑制物,因此该酶在治疗靶位点上具有潜在应用。多年来, 也

正是 SAHH 因为可以作为药物设计的靶位点而吸引人。该酶

的抑制剂的作用表现为抗滤过性病原体, 抗寄生物的 (药剂) ,

治风湿药,免疫力等特点。有的研究者正通过研究抗寄生物

潜在抑制剂和探明人类和寄生生物的 SAHH 在生物化学上的

不同点,来设计新型的抑制剂[ 11]。
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