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摘 要 利用生物信息学手段，以期获得蚯蚓纤溶酶 \K!K# 组分的基因。根据从粉正蚓（ 3):6*#0)& *)6%,,)&）中分离的 \K!K#
组分的 ) 端氨基酸序列 %%WW9Z;;YW]VHG][，利用 Z)6^6) 软件通过电子克隆方法，从 3):6*#0#9+% 的 2-P9; 中获得该组分的

核酸序列信息，设计特异引物，经过 /;KHI/，成功地从赤子爱胜蚓（;#&%$#+ -(%/#9+）中克隆到一条蚯蚓纤溶酶新基因，命名为

;-<K#。;-<K# 基因全长 "NJ-7，编码 !!M 个氨基酸的成熟肽，属丝氨酸蛋白酶，胰蛋白酶家族，与 \K!K# 组分的氨基酸组成非

常接近。D[69; 证明，;-<K# 与已报道的蚯蚓纤溶酶基因之间的相似性均低于 :#_，因此为蚯蚓纤溶酶中的一个新基因，

W+ED@E? 登录号为 Z]JL"O$N。构建的 7^6[K0!QK;-<K# 重组质粒，在大肠杆菌 ;D$ 中获得融合蛋白 ^DHK ;-HK# 的可溶性表达，

表达产物有酪蛋白平板溶解活性。
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电子克隆［!］（"# $"%"&’ &%’#"#(），是指利用计算机

技术，依托现有的网络资源（)*+ 数据库、核苷酸数

据库、蛋白质数据库、基因组数据库等）采用生物信

息学方法（包括同源性检索、聚类、序列拼接等）延伸

)*+ 序列，以期获得部分乃至全长 &,-. 序列的一

种方法［/ 0 1］。近几年来，)*+ 数据库发展非常迅速，

随着人类基因组测序及生物信息学的快速发展，产

生了大量可供利用的基因组信息和分析软件。充分

利用这些数据和工具来寻找新基因，了解基因的功

能，是功能基因组学研究的主要任务，也是目前基因

克隆的主要策略之一［!、/、2］。

蚯蚓纤溶酶（345678’59 :";5"#’%<6"& 3#=<93$，)>)）

是一类在蚯蚓体内分离到的具有纤溶蛋白作用和激

活纤溶酶原作用的蛋白质，具有抗凝、纤溶和溶栓作

用［?］，可以作为溶栓药物治疗因血栓引起的各种疾

病。在其分子生物学研究方面，国内外学者分别在

@3#A4#B 中递交了 /! 条核酸序列和 /C 条蛋白质序

列（/! 条通过核酸序列翻译所得，D 条是直接报道的

部分蛋白质序列）。根据 -E末端氨基酸序列比对，

这些序列与 F"7454 G 报道［H］的 H 个组分中的 ? 个组

分一致或相似性极高，但与 >E!EI 组分序列一致的

核酸序 列 至 今 尚 未 见 报 道。本 研 究 利 用 现 有 的

!"#$%&’&()* 的 J;)*+，借助生物信息学中的电子克

隆技术，克隆得到了该基因。

! 材料与方法

!"! 材料

蚯蚓（+&,*-&) ./*0&()）；+5"=’% 试剂购自赛百盛公

司；&,-. 合成试剂盒、+4K,-. 聚合酶、,-. 回收试

剂 盒、,L1III ,-. F45B35、MF,!NE+ O3&6’5 购 自

+4P4Q4 公司；+ R ’/1& +A!、MF.LE&/S 购自 -)A 公司。

!"# 方法

!"#"! 验 证 J;)*+（ !"#$%&’&()*）的 完 整 性：利 用

J;)*+（ !"#$%&’&()*，766M：TT888R #&;" R #%9R #"7 R (’UT
3#653=TKV35< R :&("？WF, X $345&7Y,A X #V&3$6）对多条

已知序列进行电子克隆来验证它的完整性。

!"#"# >E!EI 基因的电子克隆：由于 >E!EI 没有源

)*+ 作为种子序列，所以直接利用其 - 端氨基酸序

列，在 -WAZ 的 AL.*+ 工具中选择 6;%4$6#，取 ) 值 3E
IH 以上的序列用 ,-.F.- 拼接，将结果作为新的种

子序列，采用 ;%4$6# 方式比对，,-.F.- 拼接，如此

重复至第四次，&’#6"($ 不再延长，为结果序列，进行

后续分析。

!"#"$ Q+E[WQ 的验证：用 +5"=’% 试剂提取新鲜蚯蚓

的总 Q-.，反转录合成 &,-. 第一链，根据已经电子

克隆获得的序列，在序列 W,* 区域两端（HDC;M）设计

引物，正向引物 ?\E@+W@+W@@+@@..@+@.+.WWE1\，
反向引物 ?\E++.++@（@W）@W（.@）.+@.+WW.@@+ E
1\，[WQ 扩增获得目的片段。回收 [WQ 产物克隆

MF,!NE+ O3&6’5，由北京华大基因研究中心测序。

!"#"% 表达质粒的构建和表达产物的鉴定：将 [WQ
产物克隆 MF.LE&/S 载体，Z[+@ 诱导表达，亲和层析

纯化，酪蛋白平板检测表达蛋白活性［D］。

# 结果

#"! 对 &’()*（!"#$%&’&()*）完整性的验证

!"#$%&’&()* J;)*+（!C11I 条核酸序列信息）中

!D/// 条是从 !"#$%&’", %"$*11", 来的，能否用于电子

克隆需要用已知序列进行验证。分别取 @3#;4#B 登

录号为 .]21CH/2（+&,*-&) ./*0&()）、.]HC2D!!（+&,*-&)
./*0&()）和 LQ.^1!?/（ !"#$%&’", %"$*11",）三个蚯蚓纤

溶酶基因的一部分作为种子序列进行电子克隆，克

隆结果与原序列进行比对，相似性分别为 CD_/D‘、

CH_!/‘和 N1_?1‘。说明本研究利用的 J;)*+ 能够

在软件拼接后得到与原完整序列相似性很高的序

列，这一方面证明了 J;)*+ 中的数据是比较完整的，

另一方面也说明蚯蚓纤溶酶在种属间的差异很小，

同时也验证了本研究所采用的方法和软件是可信

的。

#"# +,!,- 基因的电子克隆

根 据 >E!EI 组 分 的 蛋 白 质 -E末 端 序 列

OO@@*,++Z@a][GaL 作 为 拼 接 前 的 种 子 序 列，用

,-.F.- 软件拼接获得序列（图 !）。为了验证不同

软件的拼接效果，还采用了 $3K94#ZZ 方法进行拼接，

两种软件得到的结果相似性达到 N!_I/‘。

经由 ,-.F.- 软件分析，最长的阅读框在 1CE
DDC 位之间，包含 /2H 个氨基酸残基；第 1C 位碱基为

起始密码子，推测 1CE!II 位碱基为信号肽，在成熟

蛋白中被剪切；第 !I! 位碱基起始编码的蛋白，同 >E

!EI - 端氨基酸残基一致；第 DDC 位碱基为终止密

码子，N!? 位碱基以后为 [’%< . 尾巴；将阅读框架翻

译成氨基酸序列，得到了长度为 //? 个氨基酸的成

熟肽。

#"$ +,-,- 编码基因的获得

以蚯蚓（+&,*-&) .*0&()）总 Q-. 为模板，根据 /_/
拼接的阅读框设计一对特异引物进行 Q+E[WQ，结果
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图 ! 电子克隆（"#$%#$）&’!’( 组分的序列

&)*+! ,-./-01- 23 &’!’( )0 4)5)12 1520)0* 67 "$#%#$

得到了 89(6: 左右的片段（图 ;），与预期的片段大小

相符合。将此片段克隆至 :%"!<’= 载体中筛选阳

性克隆，进行测序，获得序列图谱，与电子克隆预测

序列比对，相似性达 <(>?!@，将所得到的基因命名

为 !"#’(。A-0BC0D 登录号为 "E9F8<!G。

图 ; H=’IJH 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

&5*+; #*CK24- *-5 -5-1LK2:M2K-4)4 23 LM- :K2N/1L 67 H=’IJH
!："OF((( "$# %CKD-K；;：H=’IJH :K2N/1L +

!"# !"#$% 的生物信息学预测分析

!"#’( 基 因 编 码 ;;P 个 氨 基 酸 的 成 熟 肽，即

!"I’(。根据电子克隆推测的成熟肽序列，以及从

!$%&’$( "&)$*( 中获得的 !"I’( 序列计算每个分子中

各种氨基酸的含量，与 %)MCKC Q 分离的天然 &’!’(

组分的氨基酸色谱数据［9］进行比较（表 !），!"I’( 的

氨基酸组成与 &’!’( 更为接近。

表 & ’$!$% 的电子克隆推测的成熟肽、!"($%
与天然 ’$!$% 的氨基酸组成的比较

)*+,- & ./01*234/5 /6 *035/ *7384 7/01/4393/5 /6 41-7:,*9-
1-1938-、!"($% *58 ’$!$%

#R)02 C1)N ,:-1/5CL- :-:L)N- !"I’( &’S’(［9］

#5C ;P ;G F!
J74 T MC53174 !( !( F
#4: T #40 ;; ;P ;?
A5/ T A50 9 9 <

IM- ? ? ?
A57 F( ;G ;<
Q)4 8 P 8
S5- !F !; !P
O74 ; ( (
O-/ !P !P !8
%U= ! ! !
IK2 G < !!
#K* 9 < <
,-K ;! ;! ;(
=MK ;8 ;? ;P
VC5 !P !8 !8
=K: ? ? ?
=7K 9 9 9

用 "$#%#$ 预测 !"I’( 的分子量为 ;;<9<"，等

电点 :S 为 P>?P，这与日本 $CDCW)RC［9］报道的 &’!’(
质谱分子量 ;F(!F"，等电点 ?>9P 相近，也与本实验

室生化分离纯化的 !"I’(’! 和 !"I’(’; 组分的质谱
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分析结果接近：!"##$% 和 !!&’(%。

经 过 蛋 白 质 亚 细 胞 定 位 分 析（ )**+：,,---.
/010231. *4025)67. 896. :2,;6/<1:,86= +>890:* . )*?），发现

该蛋白质为细胞外蛋白，与蚯蚓纤溶酶的分泌特性

一致。

!"@=# 属于丝氨酸蛋白酶中的胰蛋白酶家族

（A04=BC，D4+=&C，;8>=C$"），具有组氨酸活性位点（"(=
B!）和丝氨酸活性位点（C((=C$$）。除此之外，!"@=#
还具有蛋白激酶 E 磷酸化位点（C(=C&、""="F、F(=F&、

C&#=C&!）、酪蛋白激酶!磷酸化位点（CC"=CC’、CFC=
CFB、C&$=!#C）、肉豆蔻酰化位点（"=$、B=&、!!=!(、"!=
"(、BB=B&、$"=$$、CC(=C!!、C"#=C"F、C""=C"$、C"(=CB!）。

对 !"@=# 进行糖基化位点分析，序列中没有发

现 G=连接糖基化位点的特征氨基酸 D42=H77=;8>,I)>
（G=J=;,I），但是有潜在的 K=连接糖基化位点（(、$、

""、"B、C&(），而本实验室生化分离纯化的 !"@=#=C 和

!"@=#=! 组分为含有少量糖链的糖蛋白。

!"# 数据库 $%&’( 比对证明

将 !"#=# 基因的核酸序列在 GELM 的 L<D;I 数

据库中进行比对，结果显示 !"#=# 基因与其他已报

道的蚯蚓纤溶酶基因均无明显同源性（图 "）。!"@=
# 的氨基酸序列的比对结果显示，!"@=# 与其他蚯蚓

纤溶酶相似性均低于 B#N，仅活性位点部位的序列

有较高的同源性。因此证明 !"#=# 基因为蚯蚓纤溶

酶的一个新基因。

图 " !"#=# 在 GELM 中的 L<D;I2 结果

O05." L<D;I2 13 !"#=# 02 GELM

!") !"#*+ 基因在大肠杆菌中的表达及活性测定

图 B ;%;=@DPQ 检测 RL@=!"@=# 在大肠杆菌中的

表达和纯化

O05.B ;%;=@DPQ 727ST404 13 RL@=!"@=# 8J+>844012 729
+6>030:7*012 02 ! . $%&’

D：C：+>1*802 ?1S8:6S7> -805)* ?7>U8>；!，"：ILC,+RD<=:!J= !"#=#

0296:89 31> #)，B) ；B：I)8 46+8>27*72* 13 ST47*8 13 ILC,+RD<=:!J= !"#=

# ；F：I)8 98+140* 13 ILC,+RD<=:!J= !"#=#V L：C：+>1*802 ?1S8:6S7>

-805)* ?7>U8>；!：RL@=!"@=# +6>03089 /T 733020*T :)>1?7*15>7+)T.

将 !"#=# 基 因 克 隆 入 +RD<=:!J 载 体 构 成

+RD<=:!J= !"#=# 重组质粒，其中 !"#=# 基因的上游

为 RL@ 基 因，它 与 !"#=# 基 因 以 融 合 形 式 表 达。

RL@ 大小为 B!U%，如果融合 !"U% 的 !"@=#，表达蛋

白大小应为 ’FU% 左右。将 +RD<=:!J= !"#=# 重组质

粒转化 ! . $%&’ ILC，随后进行 M@IP 诱导，表达产物

经 ;%;=@DPQ 检测，显示有 ’FU% 左右的表达条带，

破菌处理后发现该融合蛋白 RL@= !"@=# 为可溶性

蛋白（图 B，D）。经亲和层析纯化得到单一蛋白条带

（图 B，L），用纯化后的蛋白进行酪蛋白平板活性检

测有溶圈（图 F），说明该蛋白具有纤溶酶活性。

图 F 酪蛋白平板检测 RL@=!"@=# 活性

O05.F I)8 727ST404 13 RL@=!"@=# 7:*0W0*T 12 :74802 +S7*8
C：RL@=!"@=#；!：+140*0W8 :12*>1S（QOQ）；"：G857*0W8 :12*>1S（RL@）.
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! 讨论

!"#$%$ & 首次从粉正蚓（!"#$%&’"( %"$)**"(）中发

现蚯蚓纤溶酶［’］，并将分离到的 ’ 个组分分为 ( 个

大组：)*!、)*"、)*#，)*!又分为 )*!*+、,、-，)*#
分为 )*#*, 和 )*#*-［.］。到目前为止一直没有对 )*

!*+ 组分基因研究的报道。)*!*+ 组分又与赵晓瑜

等［,+］分离的赤子爱胜蚓（+&(),&- ./)0&1-）纤溶酶组分

,（+./*+*,）和 -（+./*+*-）具有相同的 0 端氨基酸序

列和质谱分子量，而且均属于胰凝乳蛋白酶（待发

表）。本文根据从粉正蚓（ !"#$%&’"( %"$)**"(）中分离

的 )*!*+ 组分的 0 端氨基酸序列，通过电子克隆方

法获得序列信息，并成功的从赤子爱胜蚓（+&(),&-
./)0&1-）中克隆到蚯蚓纤溶酶 +.2*+ 基因（1234$35
登录号为 678(’.,9），说明蚯蚓纤溶酶在种间差异

很小，尤 其 是 :; 和 (; 序 列 具 有 很 高 的 保 守 性。

4<=>? 对 已 知 序 列 比 对 的 结 果，相 似 性 均 低 于

@+A，而且将该基因构建的表达载体在大肠杆菌中

表达的产物具有酪蛋白水解活性，充分说明该序列

为首次报道蚯蚓纤溶酶的一个新基因。

选用生物信息学常用软件 60=!=0 和 >2BC$3DD
能够得到相似度很高的序列，该序列由 :+ 条左右

E>? 序列支持，包含 --: 个氨基酸的开放性阅读框，

分子量 --.8.6，经由氨基酸色谱分析各残基成分与

预测基本一致，只有 FGH 和 =I$ 有差异（这个差异或

许是由软件算法决定，因为用 60=!=0 分析其它已

知序列，都与色谱分析的相应组分的 FGH 有较大差

异，以后可以通过算法改进来解决该问题）。

原则上，利用 0*末端序列设计简并引物和 JI"KJ
L?，进行 M?*/FM 也可以获得 N60=，但实际上可能

由于简并度过高而影响了扩增的特异性。本文曾扩

增到一个大小类似的序列，然而测序的结果为序列

两侧反向互补，是一条未知序列。

电 子 克 隆 是 一 种 获 得 新 基 因 的 方 法，随 着

LOE>?数据库的不断增加，为了解和获得更多基因

提供了一条有效途径。本文利用该方法从已有的数

据库中得到了蚯蚓纤溶酶组分的新基因序列的相关

信息，指导了新基因的顺利获得。
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