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摘 要 采用 HQS>B7QLV软件对 >D499LW/’:蛋白数据库中已报道的 *4G2L氢酶大亚基氨基酸序列进行比对分析，找到保守区并
根据此设计兼并引物。利用其中一对引物进行 WH1得到一条大小约为 #$$$@=的 X*7序列，并根据此序列设计引物进行反向
WH1得到整个 *4G2L氢酶的序列。再利用生物信息学软件对此氢酶的序列进行二、三级结构预测及大小亚基的对接（6’3E4-8）。
结果表明克氏肺炎杆菌的 *4G2L氢酶属于一类膜结合放氢酶（N3C 氢酶）。
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氢气是一种洁净能源，目前各种制氢方法被广

泛研究。生物制氢与其它方法相比具有污染少等优

点，其研究主要集中在光合微生物和发酵微生

物［#，!］。氢气的产生是产氢微生物在氢酶的作用下

消耗掉多余电子的一种特殊机制。对氢酶表达的研

究主要集中在好氧菌［"］、蓝细菌［I］、光合细菌［M］、根

瘤菌［<］、硫酸盐还原菌［%］和厌氧发酵细菌［K］。氢酶

是一种复杂的酶，它的合成需要很多基因的参与。

氢酶主要包括两类：*4G2L氢酶和 G2L氢酶。已经在
很多肠细菌中发现 *4G2L氢酶，但是对于克氏肺炎杆
菌还没有 *4G2L氢酶的报道。克氏肺炎杆菌可以发
酵生产氢气，其速率和得率都较高［;］，据此可以推断

该菌也可能含有 *4G2L氢酶。如果能得到该菌氢酶
的基因序列，将会在分子水平上推动对该菌氢气产



生过程的研究，包括氢酶的作用机理、附属基因的作

用和其它调控因素。利用氢酶的核苷酸序列信息，

结合基因工程方法，可以提高该菌氢气的产量。

为了得到并提高克氏肺炎杆菌 !"#$%氢酶的活
性，对该菌的氢酶基因进行了克隆，并用生物信息学

方法对核苷酸序列进行了分析和高级结构预测。

! 材料和方法

!"! 菌种、培养基和培养方法
! & "#$%&’#()$ ’() *+*,来自德国微生物菌种

保藏中心（由曾安平博士馈赠），保存于 -. 培养基
中。首先将保存菌株接种于 )/( 培养基中［0+］，于
123活化培养 *45，再转接于 6+7-发酵培养基中，
123，0*+897": 厌氧培养 *45。发酵培养基组成
（;9-）：甘油，1+<+；=>?，0<2；!@4>?，,<2；>A>?*，+<1；酵
母膏，*<B。初始 C@用 07D?9- =E@调为 2<+。收集
对数生长中期的菌体来提取基因组 ’!F。
!"# 兼并引物的设计，$%&和克隆
首先在蛋白数据库中找到 *+条已报道的 !"#$%

氢酶的氨基酸序列（序列号：E*BBG0，E6G,6,，

E,2+G*，H0*,1,，H0*G44，H01+,6，H0,410，H0B0BB，
H*0B6*， H221*G， HG4066， IGH!1*， IGJKI,，
IGJLH4， IGM*L2， I44*0,， I4,+4,， I6+**,，
I6+*4G，I6G004），并用 >-J(NF-%K 软件进行多序
列比对，找到保守区［00］。其中有 1个保守区（至少 ,
个氨基酸）的一致性为 G+O以上。根据这三个保守
区，再结合克氏肺炎杆菌对密码子的偏好（表 0）设
计兼并引物。

基因组 ’!F的提取采用 >NF. 法［0*］。首先扩
增保守区，H>/反应体系（*+!-）包括 0:;模板 ’!F，
*++!7D?9- P!NH，*+!7D?9- 兼并引物（表 *），*!7D?9-
NAQ ’!F 缓冲液和 0R *)+ ’!F 多聚酶（NA=A/A，
SACA:），H>/仪为 ’!F T:;":$ U5$87A? VWV?$8（."D%/AP，
J(F）。反应程序为：G43，67":，接着 1+ 个循环
（G43，07":；663，+<67":；2*3，*7":），然后 2*3延
伸 67":。H>/产物用 ’!F凝胶回收试剂盒（/DV5$，
J(F）回收，再与 C)’ 0B%N载体（NA=A/A，SACA:）连
接，得到的重组质粒提交 NAXA8A公司（大连，中国）测
序。

表 ! 利用 ’()*)(软件得到的克氏肺炎杆菌密码子偏好表
+,-./ ! %0102 34,5/ 6,-./ 708 !"#$%&#""’ ()#*+,)&’# 34925 6:/ ’()*)( ;8058,<

#（H5$） (（($8） Y（NW8） >（>WZ） M（MA?） F（F?A） [（[ ?$） N（N58） @（@"Z）
JJ>（6,） J>\（*G） JFJ（6G） J\>（,4） \J\（16） \>>（*G） FJ>（4B） F>>（16） >FJ（62）
JJJ（44） F\J（02） JF>（40） J\J（1,） \J>（11） \>J（*B） FJJ（1B） F>\（1+） >F>（41）
-（-$R） /（F8;） H（H8D） \（\?W） ’（FZC） T（\?R） =（-WZ） I（\?:）
>J\（4+） >\F（*B） >>\（1,） \\F（1*） \FJ（,*） \FF（,G） FFF（,1） >FF（6G）

N5$ :R7]$8 ^"U5": CA8$:U5$Z$Z 8$C8$Z$:UZ U5$ O D_ RZA;$ D_ U5$ VDPD: ": V5A8AVU$8"‘":; U5$ ;$:$Z ^5"V5 ]$?D:; UD !,$-.($,,) "#$%&’#()$ &

表 # 兼并引物
+,-./ # ’/4952/1 1/5/2/8,6/ ;89</84

!A7$ !RV?$"V AV"P Z$QR$:V$ -$:;U5 F7":D AV"P Z$QR$:V$
#H0 \N［\9>］>F［N9>］>\F\\FFN\\FF 0B M@/\)T
#H* >N\NN［>9N］>\F\\F>N\\FF 0B -#/\-T
#H1 >\FFN［>9N］N\［>9N］\\F\N［\9>］N\ 02 /[>\M>
#H4 >\F\N［\9>］N\［>9N］\\FFN>N\ 02 /M>\[>
/H0 >F［>9F］\F［F9\］NF［\9F］>F>\\FN> 02 ’H>Y(>
/H* >F［\9F］\>［\9F］FN［\9F］>F>\\FN> 02 ’H>NF>

#H0%4 A8$ U5$ _D8^A8P C8"7$8Z，^5"?$ /H0%* A8$ U5$ 8$a$8Z$ C8"7$8Z&

再利用反向 H>/ 方法扩增保守区旁测序列。
先用 /0$"完全酶切基因组 ’!F（06R9!;），然后自
连作为模板。引物为 [H0（6b%>\\N>>\F>F\\FF
\\N>F>%1b）A:P [H*（6b%N\FN>FN>\\>F\>>N>\F
>>%1b），反应程序为：G43，67":，接着 1+ 个循环
（G43，07":；6,3，*7":；2*3，*7":），然后 2*3延伸
67":。H>/产物回收、克隆和测序方法同上。
为了验证得到的蛋白编码区，设计新的引物

#H6（ 6b%\\N>FF>F>NF>>NN\>\%1b）和 /H6（ 6b%

F>N\FF>F>>F>>\N>N>%1b）来扩增整个基因。H>/
方法同上。

!"= 序列分析和结构预测
首先确定扩增片段的 >’(，然后将编码的氨基

酸序列提交蛋白数据库（包括 (^"ZZ%H8DU，H[/，H/#，
H’.，\$:.A:X和 /$_($Q）进行比对。
二级结构预测方法很多（5UUC：99VA & $cCAZW & D8;9

UDD?Z9 d Z$VD:PA8W），包括 FH((H、\E/、@!!、SC8$P、
SJ#E、H8$P"VUH8DU$":、H8D_和 ((C8D，这些方法结合起
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来使用效果更好。三级结构预测采用同源建模的方

法，将序列提交 !"#!!$%&’()服务器，自动返回预
测结果［*+］。最后将预测的大小亚基三级结构利用

,-.软件进行大分子对接，该软件依据球极傅立叶
对接关联算法，根据能量最低原则，采用柔性对接

方式［*/，*0］。

! 结果与讨论

!"# 克隆与测序
首先利用引物 12*和 32*（表 4）253扩增得到

氢酶的部分片段，再根据该片段设计引物 #2*和 #24
进行反向 253得到旁测序列，然后根据旁测序列设
计引物 120 和 320 扩增得到整个氢酶的序列
（图 *）。
!"! 序列分析
利用引物 12*和 32*得到一条 +67左右的 ’89

片段，测序结果表明它含有 +个方向一致的开放阅
读框（&31）。&31* 编码 0:; 个氨基酸的蛋白，与
! < "#$% 氢酶 + 的大亚基 ,=>( 有 ?:@的序列一致
性；&31+编码 40A个氨基酸的蛋白，与 ! < "#$% 氢酶
+的小亚基 ,=>B有 ?4@的序列一致性；&314编码
400个氨基酸的蛋白，与 ! < "#$% 甲酸氢解酶一个亚
基 ,=>1有 ?;@的序列一致性［*A］。结果表明 &31*
和 &31+ 编码的蛋白可能属于 (>C 氢酶类，该类氢
酶包括已报道的 ! < "#$%氢酶+［*:］和氢酶/［*D］，以及

3CEFEGHIJIKKLM JL7JLM的 5&还原氢酶［*?］。

图 * 克隆所用引物相对位置图
1IN<* !>C-MOPI> J-HJ-G-QPOPIEQ ER PC- J-KOPIS-
HEGIPIEQG ER PC- HJIM-JG LG-F PE E7POIQ PC- >KEQ-G

TC- >EFIQN J-NIEQG REJ PC- KOJN- GL7LQIP OQF GMOKK GL7LQIP OJ- J-HJ-G-QP-F

7= PC- 7KO>6 7E. OQF =-KKEU 7E.，J-GH->PIS-K=<

序列比对结果表明克氏肺炎杆菌氢酶的大亚

基包括 / 个保守的半胱氨酸残基，分别位于 4/*，
4//，0+*和 0+/，通过二硫键与活性位点［8I1-］连接。
另外还发现 + 个保守区，一个是 V,3B%(W)9(T3，
位于 4*A$44:，是呼吸链 89’,脱氢酶 /?6’亚基的
标记，这表明该氢酶可能与 89’,脱氢酶有关；另外
两 个 是 膜 结 合 放 氢 酶 的 标 记 ’25X!5 和
’3V5B#5B19,，分别位于 04?$0+/ 和 4+D$4/D，这表
明该氢酶属于膜结合放氢酶类［4;］。以上结果暗示

克隆片段所编码的酶在氢气产生过程中是不可或缺

的，并且同时与呼吸链上的电子传递相关联。

!"$ 二级结构预测和三维模型构建
二级预测结果表明克氏肺炎杆菌的氢酶主要由

!螺旋、无规则卷、"折叠和"转角组成（图 4）。大亚
基!螺旋主要位于肽链中部，小亚基!螺旋主要位
于肽链两端，这种分布与其它 8I1-$氢酶很相似。

图 4 二级预测结果
1IN<4 !->EQFOJ= GPJL>PLJ- HJ-FI>PIEQ J-GLKP

9KHCO$C-KI>-G OJ- F-HI>P-F IQ 7KL-，JOQFEM$>EIKG OJ- F-HI>P-F IQ HLJHK-，7-PO$GPJOQFG OJ- F-HI>P-F IQ J-F，OQF 7-PO$PLJQG OJ- F-HI>P-F IQ NJ--Q<（9）KOJN-

GL7LQIP；（Y）GMOKK GL7LQIP <

根据同源建模得到的大小亚基的三维结构与二

级结构预测结果相符，建模所用的模板（表 +）与所
预测序列的一致性均大于 +;@。再利用 ,-. 软件
对大小亚基进行对接，得到的能量最低的三维结构

与已报道的 & < ’%’() 8I1-$氢酶晶体结构非常相似
（图 +）。活性位点处的 /个保守半胱氨酸残基深深
的包藏于大亚基螺旋区内部。小亚基包含 +个［1-$
!］簇，根据距离活性位点的远近分别命名为近簇、中
簇和远簇（分别位于 5=G**0、5=G*/0和 5=G0;，这 + 个

表 $ 同源建模所用模板
%&’()$ *+, -+ ./ 01) 0)23(&0) /.4 1.2.(.56 2.7)(895

)OJN- GL7LQIP !MOKK GL7LQIP
2’Y #’ #F-QPIP=Z@ 2’Y #’ #F-QPIP=Z@
4RLN% +;[D+ 4RLN& //[40
*L7E) +: 4RLN1 //[40
*RJSY +4[* 4RLNA //[40
*=J\W +/ 4RLN] //[40
*ULC) +:[D:

TC- GPJL>PLJ- ER PC- P-MHKOP- UOG F-P-JMIQ-F 7= ]$JO= FIRRJO>PIEQ M-PCEF<

0+*刘 飞等：克氏肺炎杆菌 8I1-$氢酶基因的克隆与序列分析



!"#非常保守），共同作用将电子从酶的表面传递到
活性位点［$%］。另外通过对接还可以得到大小亚基

之间的氢键分布（表 &），从而可知大小亚基是如何
互相作用的。利用整个氢酶序列作模板进行同源建

模得到的结构与对接得到的结构非常相似，这表明

大分子对接的可靠性是很高的，另外通过对接能使

我们更清晰地了解蛋白与蛋白之间的相互作用。

图 ’ 氢酶三维结构图
()*+’ !,-#./01.),- ,2 ’3 4,567

89/*6 #0:0-).# 9/6 56;)1.65 )- :706，#4977 #0:0-).# )- /65+（<）.=6 ;/65)1.65 #./01.0/6 ,2 ! + "#$%&’#()$ >)(6?="5/,*6-9#6+（@）1/"#.97 #./01.0/6 ,2 * +

+(+), >)(6?="5/,*6-9#6［$%］+

表 ! 大小亚基之间的氢键
"#$%& ! "’& ’()*+,&- $+-). $&/0&&- /’& /0+ .1$1-2/.

5,-,/ 9116;.,/
#0:0-). <+ < ;,#).),- */,0; #0:0-). <+ < ;,#).),- */,0;

3+ + < 5)#.9-16
A-4

3?B+ + < 5)#.9-16
A-4

79/*6 <CD $%$ >B #4977 <E> %$& !F GH’G$I GH$%J&
79/*6 KBC $JG FB #4977 KLC %MN FB GH$’JG GH%&$N
79/*6 KBC $J& FB #4977 D8> %MM !F GH$I’I GH$%N$
79/*6 EOC $N’ FB #4977 <CD %P% F GH$%N& GH%’IJ
79/*6 <E> ’NI >B$ #4977 <CD %P& F GH’%M& GH$J&N
#4977 <CD $% >B$ 79/*6 BQE ’II F GH’$$$ GH$&G&
#4977 KLC %J& FB 79/*6 D8R $$J FB GH’&G$ GH$JGP
#4977 <CD %M& >B 79/*6 EOC $JJ FB GH$%&G GH%’GG
#4977 D8> %MM >B$ 79/*6 <ES &GM FB GH’%IP GH$$$N

3 /6;/6#6-.# 5,-,/ + < /6;/6#6-.# 9116;.,/ + <+ < /6;/6#6-.# 94)-, 91)5+

3 结论
利用已知 >)(6?氢酶的序列成功克隆了克氏肺

炎杆菌的 >)(6?氢酶基因，并进行了分析，其核苷酸
序列已提交 D6-@9-T（登录号：3U&NGP%N）。该氢酶
的氨基酸序列与其它 >)(6?氢酶比对，发现与膜结合
放氢酶（O1=氢酶）类的序列一致性很高，故推测该
氢酶属于膜结合放氢酶类，并与呼吸链上电子传递

有关。另外，对接得到的氢酶结构与已报道的 * +
+(+), >)(6?氢酶晶体结构非常相似，这表明利用 B6V
软件进行大分子对接的可靠性较高。该软件也可以

用来筛选某种蛋白的大分子受体、抑制蛋白或激活

蛋白，还可以用来研究酶的催化机理。

4565457859（参考文献）

［ %］ QT6 <，W0/9T9X9 K，Y9X9*06=) B， $- ). + S=,.,;/,501.),- ,2

="5/,*6- 2/,4 /9X #.9/1= 0#)-* 9 =97,;=)7)1 :91.6/)97 1,440-)."+ /

0(’,1( 0(’$#+，%III，::：P$ Z PP+

［ $］ F= LY，E6,7 OB，Y)4 [C， $- ). + (6/46-.9.)\6 :),="5/,*6-

;/,501.),- :" 9 -6X 1=64,=6.6/,./,;=)1 :91.6/)04 2(-3’4)1-$3 #;+

L%IH 5#- / 6783’+$# 9#$3+7，$GG’，;:：%’J’ Z %’JI+

［ ’］ @,X)6- @，E1=76*67 BD+ S="#),7,*" 9-5 :),1=64)#./" ,2 96/,:)1

="5/,*6-?,V)5)])-* :91.6/)9+ :##% ;$< =(13’4(’.，%IN%，3<=：&GJ

Z &J$ +

［ &］ B,01=)-# [S+ K=6 ;="#),7,*" 9-5 :),1=64)#./" ,2 ="5/,*6-

46.9:,7)#4 )- 1"9-,:91.6/)9+ 0(’1>(& 0(’">7, :1-)，%IN&，>?:：

$$P Z $JJ+

［ J］ )̂*-9)# SW， !,7:690 <，_)77)#,- [!， $- ). + B"5/,*6-9#6，

-)./,*6-9#6 9-5 ="5/,*6- 46.9:,7)#4 )- .=6 ;=,.,#"-.=6.)1 :91.6/)9+

:8< =(13’4 ?>7,(’.，%INJ，;?：%JJ Z $’& +

［ M］ ^9- E,,4 !，C04‘9-6T >，̂ 9-56/76"56- [，$- ). + B"5/,*6-9#6 )-

03)873>(@’4(%& A)"’#(1%&：*6-6.)1#，/6*079.),- 9-5 62261. ,- ;79-.

*/,X.=+ B’3.8 / =(13’4(’. 0(’-$1>#’.，%II’，@：M%J Z M$&+

［ P］ (90a06 D，S61T [/ B3，W,0/9 [[D，$- ). + K=6 .=/66 179##6# ,2

="5/,*6-9#6# 2/,4 #0729.6?/6501)-* :91.6/)9 ,2 .=6 *6-0#

M’% 2>(#$,$ /’%3#). ’C 0(’-$1>#’.’+7 生物工程学报 $GGP，̂ ,7H$’，>,H%



!"#$%&’()*+)’ ! ,-./ .)0+’*)’% 1"(，"#$$，!"：%## & ’((!
［ $］ )*+*, -! ./012,3435/ 3,06718/9:8, 9,02*361! 2 .’% .)0+’*)’%

3)’4"056’%，%;;;，#：# & "(!
［ #］ .:*6 <，=86 >?，<38 @A， "4 7% ! =203B:30C*2,3B 565/+131 0D

E30/0F3B5/ :+4,0F*6 9,048B2306 E+ D*,C*62523G* E5B2*,35! 864 2

9:;+’<"6 -6"+<:，%;;H，$：" & ""!
［";］ @*6F IJ，K3*E/ L，=B:/3*M*, L，"4 7% ! J52:N5+ 565/+131 0D F/+B*,0/

D*,C*6252306 E+ =%"*#)"%%7 >6+$?’6)7"： ,*F8/52306 0D ,*48B36F

*O83G5/*62 E5/56B* 564 9,048B2 D0,C52306! -6@:?" .)0+’*)’% !

A"056’%，"##’，$!：PP; & PP#!
［""］ Q:0C9106 -R，L3FF631 RS，S3E106 Q-! .AT=QIA U：3C9,0G36F

2:* 1*61323G32+ 0D 9,0F,*113G* C8/239/* 1*O8*6B* 5/3F6C*62 2:,08F:

1*O8*6B* N*3F:236F， 90132306719*B3D3B F59 9*65/23*1 564 N*3F:2

C52,3V B:03B*! B$0% C0);# 1"#，"##(，##：(WP’ & (W$; !
［"%］ =5CE,00M -， X811*// RU! )0/*B8/5, ./0636F： I A5E0,520,+

)5685/，’,4 *4! Y*N >0,M：.0/4 =9,36F L5,E0, A5E0,520,+，%;;"!
［"’］ =B:N*4* Q， Z099 -， S8*V Y， "4 7% ! =U[==7)\R]A： 56

5820C52*4 9,02*36 :0C0/0F+7C04*/36F 1*,G*, ! B$0% C0);# 1"#，

%;;’，%$：’’$" & ’’$H!
［"(］ X32B:3* RU! ]G5/852306 0D 9,02*36 40BM36F 9,*43B23061 8136F L*V

’^" 36 .IJX[ ,08641 " 564 %^ D1EA-8B/：/4+$04 ,$604 F"6"4，

%;;’，!#（"）：#$ & ";W!

［"H］ )8125,4 R， X32B:3* RU! R0BM36F *11*6235/ 4+65C3B1 *3F*6

12,8B28,*1! D1EA-8B/：/4+$04 ,$604 3)’)6&，%;;H，&’（%）：%W# &

%P(!
［"W］ K5F,5C+56 Z，)65215M56+56 Y，J0/54356 I，"4 7% ! Q:* ,0/*1 0D

:+4,0F*651*1 ’ 564 (，564 2:* _;_"7IQJ51*，36 L% 9,048B2306 E+

-#05"+)05)7 0’%) 52 5/M5/36* 564 5B343B 9L! ,-3/ G"44，%;;%，!$&：

"P% & "P$!
［"P］ =582*, )，K0:C X，K0BM I! )82523065/ 565/+131 0D 2:* 09*,06
（ 5:0）4*2*,C3636F :+4,0F*651* ’ D0,C52306 36 -#05"+)05)7 0’%) ! .’%

.)0+’*)’%，"##%，&："H%’ & "H’%!
［"$］ I64,*N1 =.，K*,M1 K.，)B./5+ -，"4 7% ! I "%7B312,06 ]1B:*,3B:35

B0/3 09*,06（:+D）*6B0436F 5 982523G* 9,020672,561/0B5236F D0,C52*

:+4,0F*6/+51* 1+12*C! .)0+’*)’%’<:，"##P，$"%：’W’’ & ’W(P!
［"#］ _0V -R，L* >，=:*/G*, R，"4 7% ! .:5,5B2*,3‘52306 0D 2:* ,*F306

*6B0436F 2:* .\73648B*4 :+4,0F*651* 0D 15’;’#>)+)%%$? +$*+$? ! 2

3704"+)’%，"##W，$()：W%;; & W%;$!
［%;］ a3F6531 )a，K3//084 K，)*+*, -! ./5113D3B52306 564 9:+/0F*6+ 0D

:+4,0F*651*1! ,-./ .)0+’*)’% 1"(，%;;"，#!：(HH & H;" !
［%"］ Y3B0/*2 >，.5G5‘‘5 .，_062*B3//57.5C91 -.! _*706/+ :+4,0F*651*1：

12,8B28,*，D86B2306 564 *G0/82306! 2 86’+< 3)’05"?，%;;%，*$：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

" & $^

P’"刘 飞等：克氏肺炎杆菌 Y3_*7氢酶基因的克隆与序列分析




