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大豆吡哆醇生物合成蛋白基因 ( PDX)

的电子克隆和进化分析

李 � 蕊,孟宪萍,胡英考,蔡民华,李雅轩
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� � 摘要 :电子克隆( In silico cloning)是随着基因组计划和 EST计划实施而发展起来的利用生物信息学手段进行基因

克隆的新方法。根据物种间同源基因相对保守的特点,以拟南芥( Arabidopsis thaliana)吡哆醇生物合成蛋白 cDNA序列

为信息探针,对大豆( Glycine max ) EST数据库进行同源搜索和序列拼接, 获得了 1 280 bp长的大豆吡哆醇生物合成蛋

白的基因序列( GenBank 登陆号为 DQ139265)。经过 RT-PCR扩增、基因组 PCR扩增、分子克隆和序列分析验证, 结果

表明与电子克隆序列完全一致。该基因具有完整的开放阅读框架( ORF, 20~ 955 bp) ,编码 311 个氨基酸。通过与水

稻、日本百脉根、烟草、截形苜蓿等物种的吡哆醇生物合成蛋白序列比对 ,发现该基因具有高度的保守性。表明根据

物种间同源基因序列,对跨物种间 EST 数据库进行同源检索、筛选、拼接,是克隆基因的有效途径。
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In Silico Cloning of Pyridoxine Biosynthesis Protein Gene

from Soybean and Evolution Analysis
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Abstract: In silico cloning is developing with the project of genomic and EST. It is a new method of gene-cloning

through bioinformatics.A query probe from the cDNA sequence of Arabidop sis thaliana pyridoxine biosynthesis protein

was designed to blast Glycine max EST database according to the relative conservation of homologous genes and a soybean

PDX gene cDNA of 1 280 bp was obtained ( GenBank Accession, DQ139265) . This sequence was conf irmed by RT-

PCR, genomic PCR, molecular cloned and sequenced. It contained a complete ORF, from 20 to 955 bp, encoded 311

amino acids, and conserved with Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Lotus corniculatus var. japonicus , Nicotiana

tabacum, Medicago truncatula and Triticum aestivum . The results showed that it was an efficient technique to clone new

genes by searching EST database with homologous gene of model species.
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� � 基于表达序列标签 ( Expressed sequence tags,

EST)的电子克隆( In silico cloning)策略,是近年发展

起来的一门快速克隆基因的新技术。其技术核心是

利用生物信息学技术组装延伸 EST 序列, 获得基因

的部分乃至全长 cDNA 序列, 并利用实验的方法进

行克隆分析、验证。随着 EST 数据库的进一步完

善,电子克隆策略已成为克隆新基因的重要方法, 并

成功的应用于人类基因组的研究[ 1- 4]。

吡哆醇生物合成蛋白 ( Pyridoxine biosynthesis

protein)是维生素 B6合成过程中的一个限速酶。研

究表明,吡哆醇生物合成蛋白主要与质膜和内膜系

统有关,推测维生素 B6对膜的功能有重要影响
[ 5]。

维生素 B6在体内的活性形式 5�-磷酸吡哆醛 ( Pyr-i

doxal 5,-phosphate) ( PLP) ,它是许多代谢途径中酶的

辅助因子,也是植物体内的一个强抗氧化剂
[ 6]
。因

此,克隆编码吡哆醇生物合成蛋白的基因对研究维

生素 B6的代谢过程, 进而进行转基因研究, 获得高

维生素 B6以及具有强抗氧化性的植物品系具有重

要意义。

本研究采用电子克隆的方法, 以拟南芥吡哆醇
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生物合成蛋白基因( PDX ) cDNA 序列( GenBank 登录

号为AY972813)为信息探针, 对大豆 EST 数据库进

行BLAST 检索和拼接, 获得了大豆的 PDX 基因的

cDNA序列并采用 RT-PCR 方法和基因组 PCR 方法

同时进行了验证。利用生物信息学的方法分析该

cDNA序列的基因特征及所表达的蛋白质序列, 并

与其他物种的同源基因表达的蛋白进行比较, 初步

预测其功能。

1 � 材料和方法

1. 1 � 生物信息学数据库及生物软件

生物信息学数据库: 美国国家生物信息技术中

心( National Center for Biotechnology Informat ion, NCBI)

提供并维护的 BLAST 数据库中的 nr,EST 数据库,用

ORF Finder 预测拼接基因可能的开放阅读框。

生物软件: 用 BioEdit 软件进行 EST 片段的拼

接;用 DNAMAN软件进行不同物种间同源基因的氨

基酸序列比对及绘制系统发育树。

1. 2 � 电子克隆的技术路线和方法

本研究采用生物信息学的方法, 根据不同物种

间同源基因的核酸序列相对保守的特点, 成功克隆

了大豆吡哆醇生物合成蛋白基因( PDX )。其技术路

线为: 在GenBank 的核酸( nr) 数据库中检索拟南芥

的 PDX 基因序列, 获得拟南芥的 PDX 的基因序列

( AY972813 ) , 以 AY972813 序列 为探针对大豆

( Glycine max ) EST 数据库进行 BLAST 检索, 获得与

拟南芥 PDX 基因同源的大豆 EST 片段; 从获得的

大豆 EST 片段中选出同源性最高的一条 BI941812,

再对大豆 EST 数据库进行 BLAST 检索, 得到多条与

之高度同源的大豆 EST 序列;将获得的 EST 序列进

行首尾拼接,获得新的 Contig; 以获得的 Cont ig 反复

对大豆 EST 公共数据库进行 BLAST 检索、拼接,尽

可能获得全长 cDNA;分析候选的基因特征,如 ORF、

推测编码的蛋白质序列, 并与其他物种同源基因进

行比较,初步预测其功能。

1. 3 � 植物材料的培养

大豆种子于自来水中浸泡过夜, 将吸胀之后的

种子种在花盆中, 光照培养室培养。待大豆出现真

叶后取新鲜幼嫩的大豆叶片用于基因克隆。

1. 4 � 大豆总 RNA 的抽提和 cDNA 第一链的合成

总RNA 的抽提采用 Invitrogen 公司的 Trizol 试

剂,取 50~ 100 mg 大豆叶片于液氮中研磨成粉末,

加入 1 mL的 Trizol,研磨液冰上放置 10 min后,加入

350 �L 的纯氯仿剧烈振荡后, 4 � , 12 000 r/ min离心

10 min,取上层水相于新的离心管中, 加等体积的异

丙醇混匀, - 20 � 沉淀 30 min, 4 � , 12 000 r/ min 离

心 10 min,回收 RNA, 弃上清,按 1 mL Trizol 液至少

1 mL的比例加入 75% 的乙醇洗涤沉淀, 4 � ,
12 000 r/min离心 5 min, 弃上清, 室温或真空干燥

5~ 10 min,用无 RNase的灭菌水溶解沉淀。1%琼脂

糖凝胶电泳检测 RNA的完整性。

1 �g 总RNA用于 cDNA 第一链的合成, 合成步

骤按 Reverse Transcription System 反转录试剂盒说明

书进行, 试剂盒购自Promega公司。

1. 5 � 大豆植株叶片基因组 DNA的提取

采用 CTAB法提取大豆植株叶片基因组 DNA。

取大豆幼嫩叶片 1~ 2 g,加入液氮研磨至粉末状, 加

入 500 �L CTAB溶液于 65 � 水浴中保温 1 h后, 加

入等体积的氯仿/异戊醇 ( 24�1) 冰上放置 5 min,

10 000 r/min 离心 10 min,取上清至另一新管中, 加

入 2倍体积的无水乙醇沉淀 10 min, 12 000 r/ min离

心15 min,回收 DNA 沉淀, 用 70%乙醇洗涤沉淀 2

次。稍干后, 用灭菌 ddH2O 溶解沉淀。1%琼脂糖

凝胶电泳检测 DNA的完整性。

1. 6 � 引物的设计与合成

根据电子克隆所得的 cDNA 序列, 分别在起始

密码子区域和终止密码子区域设计特异引物(由上

海生工生物工程公司合成)。

引物 1: 5�-CACTCTAGAATGGAAGGATCAGGAT

CCGGTG-3�
引 物 2: 5�-ATAGAGCTCTCATTCAGAGCGATTG

GCGAAC-3�

1. 7 � PCR扩增大豆 PDX基因片段

利用所设计的特异引物, 分别以大豆 cDNA 和

基因组 DNA 为模板扩增特异片段。PCR 程序为:

94 � 预变性 5 min,进入循环 94 � 变性 1 min, 67 � 复

性 1 min, 72 � 延伸 1 min。共进行 35个循环。72 �
延伸 10min。反应完毕后取 2�L 进行1% 琼脂糖凝

胶电泳分析。

1. 8 � 分子克隆和 DNA序列分析

用 1%琼脂糖凝胶电泳纯化回收 PCR 产物, 连

接到pMD18-Tsimple载体(摩尔比3�1) 上,挑选阳性

克隆进行 PCR 及酶切鉴定, 委托 TaKaRa 公司进行

DNA序列测定。

2 � 结果与分析

2. 1 � 大豆 EST库的搜索与序列拼接

� � 利用拟南芥吡哆醇生物合成蛋白作为探针, 对

大豆 EST 数据库进行 BLAST 检索,得到一个高相似

的 EST 序列 BI941812, 然后以此序列作为种子序列
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BLAST 检索大豆 EST 数据库,将检出的与种子序列

同源性较高的或有部分重叠的 EST 序列( BI941812,

BI942400, BM307795, BI892713) 拼接组装为重叠群

(Contig) ,再以此重叠群序列重复以上 BLAST 检索

过程, 反复进行 EST 重叠群序列的拼接和比对,

直至重叠群不能继续延伸。利用 BioEdit软件进行

拼接, 并用 DNAMAN 进行序列分析, 最终获得一

个全长为 1 280 bp的序列 (图 1)。通过 ORF Finder

软件预测, 其具有完整的开放阅读框 ORF ( 20~

955 bp) , 编码 311个氨基酸。

图 1� 大豆 PDX 基因 cDNA序列的拼接示意图

Fig�1 � The joint map of Glycine max PDX cDNA sequence

M�DNA标准分子量 ( 1 kb) ; 1� 基因组PCR产物; 2�RT-PCR产物

M�DNA molecular marker ( 1 kb) ; 1�Genomic PCR product ion;

2�RT-PCR product ion;

图 2 � 大豆 PDX基因 RT-PCR 及基因组

PCR 产物的琼脂糖电泳分析

Fig�2 � Identification of PCR production of Glycine max

PDX gene by agrose gel electrophoresis

星号表示终止密码子 � Stop codon is indicatde by a sterisk

图 3� 大豆 PDX 的 cDNA序列及推导的氨基酸序列

Fig�3 � The nucleotide acid sequence and deduced amino acid sequence of Glycine max PDX

2�2 � RT-PCR验证
采用RT-PCR 的方法对上述结果进行了验证,

经1%琼脂糖凝胶电泳分析, 结果在大约 936 bp处

出现单一条带, 与预期的 PDX 基因的 ORF 区大小

相符 (图 2)。用 PMD18-T simple载体克隆后测序,

结果与电子克隆序列一致 (图 3)。运用 Sequin 软
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件向 GenBank递交该序列, 注册号为: DQ139265。

2�3 � 基因组 PCR验证

经过网上比对分析, 发现拟南芥中 PDX 基因

的 cDNA 序列与基因组 DNA 序列是完全一致的,

即该基因没有内含子, 并且该基因在各个物种中同

源性非常高, 因此, 推测在大豆中 PDX 基因也可

能没有内含子。本研究在采用 RT-PCR方法验证的

同时又运用了基因组 PCR 方法进行了验证, 证明

了我们的推测是正确的。基因组 PCR结果经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测, 在大约 936 bp处出现单一条

带, 与预期的 PDX 基因的 ORF 区大小相符。用

pMD18-Tsimple 载体克隆后测序, 结果与电子克隆

序列以及 RT-PCR结果完全一致。证明大豆 PDX

基因与拟南芥一样是没有内含子的, 与预测的结果

是一致的。

图 4 � 大豆 PDX蛋白序列与其他植物同源蛋白序列的比较

Fig�4� An alignment of Glycine max PDX and homologous protein from other plants

2. 4 � 不同物种间蛋白质同源性比较分析

将大豆的 PDX 基因与日本百脉根( Lotus cornic-

ulatus var. japonicus)、烟草( Nicotiana tabacum )、拟南

芥( Arabidopsis thaliana)、截形苜蓿( Medicago truncat-

ula)、小麦( Triticum aestivum )和水稻( Oryza sativa )等

进行同源性比较发现, 该基因在蛋白水平上有着很

高的一致性, 分别为 92�95%, 92�31% , 91�96%,

91�77% ,84�81%和70�25% (图 4)。从 DNAMAN 软

件构建的几种植物 PDX 系统发育树 (图 5)可以看

出,双子叶植物大豆与拟南芥、截形苜蓿、日本百脉

根和烟草的同源性较高, 单子叶植物水稻和小麦属

于同一个分支,它们与双子叶植物 PDX蛋白的同源
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性也很高, 证明 PDX 基因在植物中是十分保守的。

系统发育树基本上代表了它们在经典分类上的地

位。

线段表示进化距离

The length means evolution distance

图 5 � 植物 PDX 的系统发育树

Fig�5� Phylogenetic tree of plant PDX

3 � 讨论

利用 EST 进行电子克隆是克隆功能基因的新

途径。与传统的基因克隆方法相比,具有快捷、成本

低、针对性强等特点, 但也受到 EST 数量和质量的

限制[ 7] ,因此,在 EST 资料非常丰富的模式物种(如

人、小鼠等)中应用较多, 而植物基因的电子克隆还

鲜有报道[ 8, 9]。

维生素 B6是所有生物所必需的元素。它是许

多代谢途径的辅酶因子, 并且最近研究发现, 它是一

个强抗氧化剂[ 10]。PDX 基因是编码维生素 B6代谢

途径中一个关键的限速酶 � � � 吡哆醇生物合成蛋白
的基因,在整个维生素 B6合成过程中起重要作用。

研究表明, 植物和微生物可以进行体内的维生素 B6

的合成,而人类只能从食物中获得[ 11]。由此可见,

从大豆中成功克隆到 PDX 基因并实施转基因获得

高表达的植物品种, 对人类具有重要意义。

通过对不同物种的 PDX 基因表达的蛋白质进

行分析,发现该基因编码的蛋白序列的同源性是非

常高的。我们利用这一特性, 将已经研究获得的模

式植物(拟南芥)的基因资源进行跨物种的 EST 数

据库同源检索, 成功地克隆了目标物种的同源基因。

这充分证明了利用不同物种间关键基因的高度保守

性,采用现代生物信息学及实验验证相结合的技术

方法,是快速筛选重要功能基因的一种有效方法。
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