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中华齿米虾胰蛋白酶基因的研究
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摘要 :以中华齿米虾 ( N eocari dina denticulata sinensis)基因组 DNA 为模板 ,根据胰蛋白酶

基因保守序列设计简并引物 ,利用 PCR技术获得一个基因。序列分析表明此基因与已报道

的凡纳滨对虾 ( L itopenaeus vannamei)胰蛋白酶基因有较高的相似度 ,序列中包含一个内含

子和两个不完整的外显子 ,编码 182个氨基酸残基。该氨基酸序列与凡纳滨对虾胰蛋白酶

氨基酸序列的相似度为 83. 5 % ;含有胰蛋白酶所特有的 His、Asp和 Ser组成的活性三联体、

决定胰蛋白酶底物专一性的 Asp、底物结合部位的 G1y残基。综合分析认定该基因为胰蛋

白酶基因片断。将其氨基酸序列与报道的其他动物胰蛋白酶氨基酸序列进行了系统进化分

析。系统进化分析的结果与现有以表型特征为依据的虾分类结果是一致的。
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　　近年来 ,国外学者针对甲壳动物基因 ,其中主要是
经济类甲壳动物如虾、蟹及非经济类的卤虫(A rtemia)基
因开展了细致的研究工作 , 分离鉴定了约 30多种功能
基因。而国内在这方面的工作比较薄弱[1]。胰蛋白酶
是甲壳动物体内最丰富的一种蛋白水解酶 ,在甲壳动物
的食物消化中起着重要的作用。目前凡纳滨对虾胰蛋
白酶及其基因的研究已经较为详尽[2]。但是其他甲壳
动物胰蛋白酶基因研究的很少。
中华齿米虾 ( N eocari dina denticulata sinensis)

属于一种经济虾 ,常在农村的集市上出售 ,也是肉食
性鱼类的重要饵料。作者旨在克隆中华齿米虾胰蛋
白酶基因 ,了解其基因结构 ,为将来表达胰蛋白酶基
因并将之应用于生产提供资料。

1　材料与方法

1. 1　材料
中华齿米虾购自青岛南山水产品市场 ,购回后
立即清洗干净 ,取其尾节肌肉 ,称量后冻存于液氮中
备用。DNA快速纯化/回收试剂盒购自北京鼎国生
物技术发展中心 ; DNA Marker DL2000、PMD182T

载体和限制性内切酶购自日本 Takara 公司 ; Taq

DNA聚合酶、dN TP等购自上海生工生物工程技术
服务有限公司 ;其余药品及试剂均为进口和国产分
析纯。PTC2100 型 PCR 仪为美国 Mjresearch. Inc

公司产品。

1. 2　方法
1. 2. 1　中华齿米虾基因组 DNA的提取

中华齿米虾基因组 DNA的提取参照《分子克隆
实验指南》[3 ] (略有改动)。
1. 2. 2　中华齿米虾胰蛋白酶基因保守片段的 PCR

扩增
根据 Genebank中已报道的部分水生动物凡纳
滨对虾 ( L itopenaeus vannamei ) ,堪察加蟹 ( Kam2
chatka crab) ,红色帝王蟹 ( Parali thodes camtschatic2
us) ,螯虾 ( Paci f astacus leni uscul us ) ,海产七鳃鳗
( Pet rom yz on marinus)和日本凤尾鱼 ( Eng raulis j a2
ponicus)等胰蛋白酶氨基酸序列进行比对分析 ,找到
两处保守域 ,设计出一对简并性引物 :

上游引物 : 5’CTTCT GCGGM GCYTCCA TCTA2
CA 3’

下游引物 : 5’RTARCCCCA GGASACRATGCC 3’

其中 , M : C/ A ; Y: C/ T ; R : G/ A ; S : C/ G。
PCR 反应体系 : DNA 模扳 1 μL , dN TP ( 10

mmol/ L) 1μL , 10 ×PCR buffer 5μL , MgCl2 ( 25

mmol/ L) 4μL ,上、下游引物 (10 mmol/ L)各 1μL , Taq

酶(5 U/μL) 1μL ,补加 ddH2 O到 50μL。石蜡油封口。
PCR反应程序 :预变性 94℃,5 min ,变性 94℃,40 s ;

退火 50℃,40 s ;延伸 72℃,60 s ,共循环 35次 ,充分
延伸 72℃,10 min。
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1. 2. 3　PCR产物的回收及连接

PCR产物的回收及连接按试剂说明书进行。

1. 2. 4　质粒转化、筛选及酶切检测

参照《分子克隆实验指南》[2 ]。

1. 2. 5　克隆基因测序及序列分析

克隆基因由上海生工测序。利用 NCBI 的

Blast ,Clustal x 1. 8 ,DNA Tools和 DNAStar 软件包

进行结构、功能、同源性和系统进化分析。

2　结果与讨论

2. 1　中华齿米虾胰蛋白酶基因的克隆
根据所设计的简并性 PCR引物 , 直接扩增中华

齿米虾基因组 DNA ,所得到的 PCR产物电泳结果如

图 1所示。扩增产物为一条清晰的亮带 ,分子量大小

约为 700 bp。

图 1　中华齿米虾胰蛋白酶基因片段 PCR结果电泳检测

Fig. 1 　The result of t he t rypsin gene f ragment s am2
plified f rom t he genomic DNA of N eocari dina

denticulata sinensis

M1 : Lambda DNA/ Eco R Ⅰ + Hind Ⅲ Marker ; 1 :基因组

DNA ;2 :简并性 PCR 产物 ,分子量约 700 bp ; M2 :

DL2000 Marker

M1 :Lambda DNA/ EcoR Ⅰ + Hind Ⅲ Marker ; 1 : genomic

DNA ; 2 :degenerate PCR p roduct ; M2 : DL2000 Marker

2. 2　酶切重组质粒电泳检测

对提取的重组质粒 DNA 进行 EcoR Ⅰ+ Hind

Ⅲ双酶切、Hind Ⅲ单酶切并与经 Hind Ⅲ单酶切之

PUC219质粒 DNA 同时进行电泳 ,比较检测插入外

源片段。结果显示 ,双酶切后的两个片段中小片段的

大小约为 700 bp ,恰为目的基因的长度 ;剩余大片段

的长度短于单酶切后的重组质粒 ,与线性化的 PUC2

19相当 ,证明外援片段插入成功 ,见图 2。

图 2　重组质粒 DNA酶切检测外源片段结果

Fig. 2 　Elect rophoresis of recombinant plasmids digested

wit h EcorⅠ+ HimdⅢ

M2 :DL2000 Marker ;1 : PUC219质粒单酶切 ;2 :重组质粒单酶切 ;3 :

重组质粒双酶切

M2 : DL2000 Marker ; 1 : PUC219 plasmids/ Himd Ⅲ; 2 : recombi2

nant plasmids/ HimdⅢ; 3 : recombinant plasmids/ Eco R Ⅰ+

HimdⅢ

2. 3　中华齿米虾胰蛋白酶基因序列分析

测序结果显示 ,片段大小 672 bp ,去除 PCR引物

序列后长度为 629 bp。运用“GT2A G法则”分析发现

序列中含有一个内含子 ,位于 94～216个核苷酸处 ,

长度 122 bp ;同时具有两个不完整的外显子区 ,分别

为 1～94和 217～672。利用 DNA Tools软件进行分

析得到一条长度为 182个氨基酸残基的推断胰蛋白

酶肽段 ,见图 3。

2. 4　序列比对
分析发现克隆的基因与凡纳滨对虾胰蛋白酶核

苷酸序列较高的一致度 (61. 2 %)。推断出的氨基酸

序列一致度为 83. 5 % ,与三文鱼虱 ,鸡 ,牛以及人的

胰蛋白酶蛋白质序列均有一定的相似度 ,分别为

41. 8 % , 33. 0 % , 35. 7 %和 37. 9 %。胰蛋白酶属于

丝氨酸蛋白酶 ,推断的氨基酸序列具有丝氨酸蛋白酶

的保守序列 [4 ] : (1)活性位点 :含有在所有丝氨酸蛋白

酶中都有的 His (17)、Asp (68)和 Ser (161)活性三联

体。(2)底物结合位点 : Asp (155) ,该残基位于底物

结合沟的底部 ,并通过电荷作用而稳定底物裂解位点

的 Lys或 Arq残基 ,因而也决定着胰蛋白酶的专一
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图 3　中华齿米虾胰蛋白酶基因序列
Fig. 3　The sequence of t rypsin of N eocari dina denticulata sinensis

序列大小为 672 bp ,其中划线部分为设计的简并性 PCR引物 ,去除引物部分后的序列全长为 629 bp。方框内序列为内含子区域 ,位于

94～216个核苷酸处 ,长度 122 bp ;外显子区域位于内含子两端 ,编码长度为 182个氨基酸残基的胰蛋白酶肽段

The sequence is 672 bp nucleotide。Degenerate PCR p rimers are underlined. The sequence without these two primers is 629 bp . The se2
quence in f rame is the site of int ron (94～216) and it s length is 122 bp ; The two ext rons lie in both sides of the int ron and they encode a

peptide of Tryp sin which includes 182 amino acids

性 (5) 。(3)催化位点 :在催化位点附近的 Ala、Gly、

Asp、Ser等也都是保守的 ,其中保守度最高的是 157

位～164位胰蛋白酶催化位点所在的保守模体 (mo2

tif) ,所有在本文中涉及到的物种胰蛋白酶在此部位

均无变异。(4)含有 5个在其他物种中都高度保守的

Cys ,它们分别是 Cys2、Cys18、Cys131、Cys146和 Cys157 ,

可形成两个以上的二硫键。可进一步断定本实验所

克隆得到的片段确为甲壳动物胰蛋白酶基因的一部分

序列。同时 ,作者也发现其胰蛋白酶氨基酸序列与昆虫

类的相似度则较低 ,以果蝇为例仅为 24. 2 %。推断其中

原因 ,可能恰恰正是物种在进化过程中分化早晚的一种

体现 ;也可能是由于它们生存环境尤其是食性差异所

致 ,而其正确答案尚需进一步研究加以解释。

2. 5　系统进化分析
利用 MegAlign软件 ,将推断出的中华齿米虾胰

蛋白酶氨基酸序列与 GeneBank中已报到的 11种代

表性物种胰蛋白酶序列绘制系统进化树 (图 4)。系

统进化分析的结果能够反映各种甲壳动物的分类地

位与进化上的关系 :首先是甲壳动物与昆虫这两种节

肢动物的最先分化 ,然后依次分化出了软骨鱼、硬骨

鱼、两栖类和鸟类 ,最终分化出了哺乳动物。而在甲

壳动物中则是挠足类动物最先分化出来 ,然后才是口

足目与十足目的分化 ,最后是十足目内的分化。由此

可以认为 ,利用胰蛋白酶做系统进化分析有可能作为

经典分类方法的一项有益补充。
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图 4　氨基酸序列系统进化树

Fig. 4　Phylogenetic analysis t ree of amino acides sequence
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Abstract : According to the conserved domain of some trypsin genes reported in the Genbank , a pair of

degenerate primers were designed and synthesized. Using genomic DNA of N eocari dina denticulata sinensis as

a template polymerase chain reaction ( PCR) was performed to clone a t rypsin gene. Analysis of DNA sequence

showed that the sequence was highly homologous with the t ryp sin gene of Pacific White Shrimp ( L itopenaeus

vannamei) and consisted of one int ron and two incomplete ext rons. The deduced protein of the sequence has

182 amino acid residues and possesses all the key amino acids characteristics of the serine protease family. The

catalytic active site is composed of the canonical t riads of His , Asp and Ser and a specificity pocket occupied by

Asp and the residues Gly , which define the t ryp sin specificity pocket . Phylogenetic analysis was processed

with the amino acid sequence and protein sequences of the other 11 species’ t ryp sin genes. The result is the

same as the present taxonomy according to the characteristic surface configuration.

(本文编辑 :张培新)
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