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海洋聚磷菌中核昔二磷酸激酶基因的克隆及序列分析
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摘要 以 海洋聚磷菌 刀白 、 一

的总 卜 为模板
,

用 法扩增核普二磷酸激酶基因
,

将扩增

片段克隆到
一

载体
,

转化 菌株
,

经蓝白斑筛选
、

菌落 得到阳性克隆
,

测

序后对序列进行 比对分析
。

得到的基因序列长度为
,

翻译后 的序列与 、 必
,

为
,

尺 的核普二磷酸激酶蛋白序歹‘

相似性分另,
为

, ,
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核 昔 二 磷 酸 激 酶
,

的主要功能是通过催化腺普三磷酸
,

和 核 昔 二 磷 酸
,

之 司的磷酸基团转

移来维持生物体细胞内 的浓度
,

其反应方程式

为 灯 例
一

例
‘ 。

参与细胞内信

号传导
,

可以调节细胞增殖
、

分化
、

发育和凋 亡卜
。

因此
,

对生物体的新陈代谢具有重要意义
。

海洋聚磷菌去勿 口 “ 、 一

能够将水体中的磷吸

收
,

并在细胞内以多聚磷酸盐的形式储存
。

多聚磷

酸盐是在多聚磷酸盐激酶的催化下
,

将 中的高
能磷酸基团转移到较短多聚磷酸盐链上形成的

。

由此推测
,

的活性可能会影响聚磷菌对磷的

吸收效率
。

作者利用 及分子克隆技术
,

从海洋

聚磷菌
一

中扩增出 基因
,

并对其序列进

行分析
,

为提高该菌的除磷能力进行初步研究
。

材料和方法

菌株与试剂

海 洋聚磷菌 伪
一 ,

为本室保存
,

质粒
一

购 自北京天根

生化科技有限公司
。

改进的 培养基 用来培养
一 ,

用

来培养大肠杆菌
。

培养基中氨节青霉素的终浓度为
。

用试剂
、

聚合酶
、 一

克隆

试剂盒购 自北京天根生化科技有限公 司
,

引物合

成
、

产物纯化试剂盒均由上海生工生物工程有

限公司完成
,

酶切试剂盒购 自大连宝生物工程

有限公司
,

质粒抽提试剂盒购 自杭州博 日科技有限

公司
,

其他试剂为国产分析纯
。

一

中 基因的克隆
一

总 的制备

海洋聚磷菌
一

接种于 液体培养基
,

摇床过夜培养
,

常温离心
,

得到菌体
,

细菌总

的提取采用 法
,

琼脂糖凝胶电泳检测
。

基因序列的 扩增

参照 等 的方法进行
。

利用引物
‘一

人 ’
一 ’

和 引物
尸一 一 ’

进

行
,

反应条件为 预变性
, ,

, ,

个循环
, ’

延伸
。

扩增片段大小预测为 左右
。

扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳检测
,

胶回收试剂盒进行回收
。

基因的克隆

纯化后的 产物按照
一

克隆试剂盒的

方案进行操作
。

℃过夜连接
,

转化 。
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一

几 的 含氨节青霉素 琼脂

平板上
,

选择具有氨节青霉素抗性的白色转化子
。

采用 载体通用引物 和 进行菌落
。

扩

增产物经琼脂糖凝胶电泳检测是否为阳性克隆
。

阳

性克隆的 产物经过酒精沉淀纯化后用 限制性

内切酶 进行酶切
,

把酶切 图谱不 同的克隆接

种到液体 培养基过夜
,

常温离心得菌体
,

送上

海生工生物工程有限公司进行测序
。

同时将阳性克

隆用质粒抽提试剂盒提取质粒
,

进行保存
。

基因序列的分析

将测序后 的基因序列在 数据库中进行

匕对
,

获得了

与 该 序列相似 性较 高 的序 列
,

然 后 用

肠 进行分析
。

结果
一

的 总 及 基因的

扩增结果
提取

一

的总
,

用琼脂糖凝胶电泳检

测
,

只有单一条带
。

经引物进行 扩增后
,

得到

单一条带
,

经琼脂糖凝胶电泳
,

切下与预期片段大

小相近的条带
,

用胶回收试剂盒纯化
。

基因的克隆

将胶回收片断以
一

为载体克隆到 君
,

经蓝 白斑筛选
,

挑取 白色菌落
,

用 载体

通用引物进行菌落 扩增
,

得到 个阳性克隆
。

全部阳性克隆经 酶切分析得到 种带型
,

将

阳性克隆进行测序
。

基因的序列分析
将测序所得序列在

·

一

中进行分析
,

得到一个

以 戌
,

为起始密码子
,

编码 个氨基酸的开放阅

读框
。

蛋 白质质量为 巧
,

含量较丰富的氨基酸

为
、 、

和
,

摩尔分数分别为
, ,

和
,

不含
。

起始端具有亲水性
,

末

端具有较强的疏水性
。

在 数据库中将序列进

行 比对
,

翻译后的氨基酸序列与

如 已
, ,

尺 乙 的 氨基酸序列相似性

分别为
,

和
。

将这些序列用

进行分析
,

结果见图
,

该酶比较保守
。

对 蛋 白 质 的 活 性 位 点 进 行 分 析
,

在 一 位置有

的活性位点
。

亡

口及

月是

们

灿
、 为

、

砍之诬 从

习。月

刚

枷

动
亡

加 团巨

二

幸中 中 申
。

巾串本 巾 申

图 个核普二磷酸激酶氨基酸序列比对结果

“ 护 代表完全一致的序列
“ ”

代表保守替代
“ ”

代表半保守替代

“ ” “ ” “ ”
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聚磷菌能将外界环境中的磷吸收到体 内
,

并以

多聚磷酸盐的形式储存 ‘ 。

多聚磷酸盐对于细胞的

生存和生长有很重要的作用 能量储存库
、

重金属

鳌合剂 如 锰和钙
、

缓冲剂等
,

但 目前对于

多聚磷酸盐的形成过程 以及过程调控还不是很清

楚
。

能够调节细胞中 的浓度川
,

从而可

能影响细胞对磷的吸收能力
。

作者从海洋聚磷菌
一

中克隆到 基因
,

为提高该

菌 的磷吸 收能力 开辟 了新 的研 究途径
。

可 以将

基因进行突变
,

构建突变株
,

测定其对磷的

吸收量是否有变化
,

从而对 的功能以及菌体

形成多聚磷酸盐的途径进行深入研究
。
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