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摘要: 腺苷酸基琥珀酸裂解酶 ( Adeny losucc inate lyase, ADSL )是嘌呤核苷酸合成过程中的关键酶。研究以草鱼

(C tenopharyngodon idellus)肠道 cDNA文库为基础, 应用 PCR、RT-PCR和 RACE技术, 成功获得了草鱼肠道组织腺

苷酸基琥珀酸裂解酶基因的 cDNA全长和基因组 DNA全长。该基因全长 1584 bp,包含一个 1449 bp的开放阅读

框, 编码 482个氨基酸, 与其他脊椎动物比对显示, 其序列具有较高的保守性。草鱼腺苷酸基琥珀酸裂解酶基因组

DNA由 13个外显子和 12个内含子组成,其外显子拼接位点非常保守,遵循 GT-AG原则。
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  腺苷酸基琥珀酸裂解酶 (Adeny losucc inate lyase,

ADSL)是嘌呤核苷酸生物合成过程中的关键酶。嘌

呤核苷酸的生物合成有两条途径:从头合成途径和补

救合成途径。在从头合成途径中, ADSL催化两个重

要的反应: ( 1)由 SAC IAR生成 A ICAR 的反应;

( 2)由腺苷酸琥珀酸生成腺苷酸单磷酸 ( AMP)的反

应。细胞复制所需的大部分嘌呤核苷酸经由从头合

成途径产生, 其余的由补救合成途径产生。ADSL除

了参与嘌呤核苷酸生物合成,同时也参与嘌呤核苷酸

的循环过程。嘌呤核苷酸循环通过控制柠檬酸循环

中间体和 AMP的数量来参与细胞的代谢调控。因

此, ADSL在细胞复制和细胞代谢过程中起重要作用。

目前,很多物种的 ADSL基因已经被克隆, 包括大肠

杆菌 (E scherichia coli )
[ 1]
、枯草杆菌 ( Bacillus subti-

lis)
[ 2]
、耐超高温热棒菌 (Pyrobaculum aerophilum )

[ 3]
、

非洲爪蟾 (X enopus laevis)
[ 4]
、斑马鱼 (Danio rerio )

[ 5]
、

红原鸡 ( Gallus gallus )
[ 6]
、小家鼠 (Musmusculus )

[ 7]
、

人 (H omo sap iens)
[ 8]
。

草鱼 ( C tenopharyngodon idellus, 英文名 G rass

carp), 隶于鲤科、草鱼属, 又名鲩鱼, 是我国特有的

鲤科大型经济鱼类。我们前期构建了国内第一个草

鱼肠道 cDNA文库
[ 9]

, 本研究是在 cDNA文库基础

上,筛选出一条 617 bp腺苷酸基琥珀酸裂解酶基因

EST序列,应用 PCR、RT-PCR和 RACE技术,首次成

功获得了草鱼腺苷酸基琥珀酸裂解酶 cDNA全长序

列和基因组 DNA序列, 同时研究了该基因的结构,

分析了其物种间的同源性, 对探讨其行使催化能力

的功能区域位置及与其他动物的区别,从而对于研

究其重组蛋白在生产中的应用提供重要的理论

依据。

1 材料与方法

111 材料及试剂  健康雌性草鱼从四川成都通威水
产科技有限公司采集。取草鱼肠道组织保存于 - 80e

用于总 RNA提取。克隆用宿主菌为大肠杆菌 JM 109,

载体为 Takara公司 PMD18-T克隆载体。TRIzo l试剂

购自 Invitrogen公司, Taq酶和 DNA M arker购自 Taka-

ra公司, Sm artRACE cDNA am plification k it购自 C lon-

tech公司, Q IAEXII Ge lExtraction kit胶回收试剂盒购

自 Q IAGEN公司。实验所用引物的合成以及克隆的测

序均由上海英骏生物技术有限公司完成。实验中的其

他试剂均为进口或国产分析纯度试剂。常规试剂按

5分子克隆实验指南6[ 10]
配制。

112 引物设计  参照已知的草鱼肠道 cDNA文库

中 ADSL 基 因 EST 序 列 ( G enB ank 登 录 号

FE840584), 使用 Prim er Prim er 510软件 ( P rem ier

B iosoft Inc)设计了两条特异引物 ( GSP5和 GSP3 ),

应用 RACE法 (R apid am plif ication o f cDNA ends)扩
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增该 cDNA的 5c端和 3c端未知序列,其中 GSP5用

来扩增 5c端未知序列, 而 GSP3用来扩增 3c端未知

序列。 RACE通用引物使用 C lontech公司的 Long

pr im er和 Short prim er。在草鱼 ADSL基因 DNA扩增

中,根据我们已经得到的 ADSL基因 cDNA全长序列

( GenBank登录号 EU 571219)和 GenBank中查找的

斑马鱼 ( zebrafish)ADSL基因组 DNA全长序列 ( NC _

007114) ,通过 NCB I中的 BLAST软件里的 BLAST2

sequence作序列比对, 大致得出各个外显子的拼接

位点。根据这些位点在合适的外显子和非翻译区设

计 4对特异引物 ( F1、R1、F2、R2、F3、R3、F4、R4 )。

以上引物均列于表 1。

表 1 实验中所用引物序列

Tab11 O ligonu leotide prim ers u sed in experim ent

引物 Prim er 引物序列 Prim er S equence

Long p rim er

Short prim er

GSP5

GSP3

F1

F2

F3

F4

R1

R2

R3

R4

5c-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3c
5c-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3c
5c-CAGACACGCACGCTTCCCGACAGT -3c
5c-GTTGCCCGAGTCCTTCCTCACAGC -3c
5c-CGCTTCGCTGAACTGCTATTA -3c
5c-GTGTCATAGACAGGCAGGCTA -3c
5c-GAGGAGTTGGATAGGATGGTCA -3c
5c-ACTGAAGGGCTGGTGGTGTATC -3c
5c-ATAGTGGGTGAAGCCTAAAGTC -3c
5c-TACGTCTGACCCGTCACCAAG -3c
5c-CTGTTTCCTCCAGCCTTCACC -3c
5c-TATTCATTGTTATACCGTTTTGA -3c

113 RNA的分离、3cRACE和 5cRACE  使用 TR-

Izo l试剂 ( Invitrogen)从草鱼肠道组织中提取总

RNA。按照 Sm artRACE cDNA am plification k it ( BD

B iosciences C lontech)使用说明书进行 3cRACE和 5c
RACE。3cRACE反应条件为 94e 预变性 5m in; 94e

变性 30s, 54e 退火 30s, 72e 延伸 1m in, 30个循

环; 72e 延伸 10m in。 5cRACE反应条件为 94e 预变

性 5m in; 94e 变性 30s, 68e 退火 30s, 72e 延伸

1m in, 30个循环; 72e 延伸 10m in。 RACE产物经

1%琼脂糖 ( 1 @TAE)凝胶电泳分离, 用胶回收试剂

盒回收目的片段, 回收的目的片段用 pMD18-T克

隆载体进行连接转化大肠杆菌 JM 109, 筛选阳性克

隆并测序。

114 草鱼基因组 DNA的提取和 ADSL基因组序

列的扩增  草鱼基因组 DNA从新鲜草鱼血液中提

取。取 200 LL实验鱼血,加入 1 mL的 0135% N aC l

淡水鱼生理盐水,混匀,离心去上清。沉淀中加入去

离子水,混匀,低渗处理 15m in, 离心去上清, 获白色

沉淀 (细胞核 )。沉淀中加入 400 LL裂解液 ( 015%

SDS + 1m o l/L NaC l) 和 10 LL蛋白酶 K ( 20 m g /

mL) , 55e 水浴消化 3h。裂解物用等体积的饱和

酚、酚 B氯仿 B异戊醇 ( 25B24B1) 、氯仿:异戊醇 ( 24B

1) 各抽提一次。用 2倍体积无水乙醇沉淀上清液,

离心, 干燥, TE溶解, - 20e 保存备用。
用 4对特异引物 ( F1、R1、F2、R2、F3、R3、F4、

R4)扩增草鱼 ADSL的基因组序列。PCR反应程序

如下: 94e 预变性 5 m in; 94e 变性 30s, Te 退火 30s

( 4个扩增反应退火温度分别为 48e 、49e 、52e 、

47e ) , 72e 延伸 3m in, 30个循环; 72e 延伸 10 m in。

扩增得到的片段经 1% 琼脂糖 ( 1 @ TAE )凝胶电泳

分离,用胶回收试剂盒回收目的片段,回收的目的片

段用 pMD18-T 克隆载体进行连接转化大肠杆菌

JM 109, 筛选阳性克隆并测序。

115 序列分析  使用 DNASTAR 510软件中的

M egA lign程序编辑和分析 DNA序列和蛋白序列。

从 GenBank数据库中查找 ADSL氨基酸序列 hum an

( NP _ 000017 )、m ouse ( NP _ 033764 )、 ch icken

( AAT76521)、A frican c law ed frog ( NP_001080593 )、

zebrafish(AAH 71343)与本研究所获草鱼 ADSL一起

以邻位相联法构建系统发生树。

2 结  果

211 草鱼 ADSL基因 cDNA的克隆与序列分析  

我们前期构建了国内第一个草鱼肠道 cDNA文

库,本研究从该 cDNA文库中鉴定出一个草鱼 ADSL

基因 EST序列,其片段长度为 619 bp。根据该 cDNA

设计基因特异性引物,采用 RACE技术,扩增出该基

因的 5c上游和 3c下游的序列,获得了 579 bp的 5c端

上游序列和 508 bp的 3c端下游序列, 这 3段序列经

拼接后获得 1584 bp的草鱼 ADSL基因 cDNA序列。
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该序列由 1个 63 bp的 5cUTR、1个 1449 bp的开放

阅读框 (编码 482个氨基酸 )和 1个 72 bp的 3cUTR

组成。在 po lyA上游 17 bp处,有 1个典型的 po lyA

加尾信号 AATAA。

212 草鱼 ADSL成熟蛋白序列的确定及氨基酸序

列的同源性分析  

氨基酸序列分析显示, 草鱼 ADSL由 482个氨

基酸残基组成, 分子量为 54552 D, 等电点为 6172。

将草鱼 ADSL氨基酸序列同其他脊椎动物的 ADSL

比较, 与斑马鱼 ADSL同源性 9416% ,与非洲爪蟾

ADSL同源性为 7815% , 与 ADSL 鸡同源性为

7018%,与小家鼠 ADSL同源性为 7612% ,与人 AD-

SL同源性为 7610%。系统进化树 (图 1)。

图 1 六种脊椎动物 ADSL的系统进化树

F ig11  Phylogen et ic tree show relat ion sh ip am ong fu l-l length ADSL

     am ino acid sequence of s ix verteb rates

213 草鱼 ADSL基因组 DNA的克隆与序列分析

以草鱼基因组 DNA为模板,用 4对基因特异性

引物 ( F1R1、F2R2、F3R3、F4R4)进行 PCR扩增, 分

别获得 3483、3044、1677和 1391 bp的基因组片段。

应用 DNAStar中的 SeqM an程序将 4个片段进行拼

接, 得到草鱼 ADSL基因组 DNA全长序列 (图 2) ,该

序列 GenBank登录号为 EU 571220。将得到的基因

组 DNA序列与其 cDNA序列比对后, 得知该基因是

由 13个外显子和 12个内含子组成, 外显子的范围

在 45) 204 bp之间, 内含子的范围在 76) 2271 bp

之间,其外显子拼接位点非常保守,除第 9个内含子

5c端是 GC外,其他外显子都遵循 GT-AG规则。按

照三联密码子决定一个氨基酸, 任何基因的外显子

和内含子的交界处会有三种情况出现, 0、1或 2。外

显子 8与内含子 8交界处 ( ATT /G)属于 1类; 外显

子 4与内含子 4交界处 ( TAT /CA ) ,外显子 6与内

含子 6交界处 ( AAA /AA ), 外显子 9与内含子 9交

界处 ( AAC /AG )属于 2类;其余外显子内含子交界

处属于 0类 (表 2)。

图 2 草鱼 ADSL基因组序列结构

F ig12 the structu re of grass carp ADSL genom ic DNA

表 2 草鱼 ADSL基因的外显子 /内含子的保守拼接位点

Tab12 Intron /exon boundaries of grass carp ADSL gene

外显子

E xon

内含子

Intron

外显子及其大小

Exon and size

内含子

Intron

内含子

In tron

内含子大小

S ize ( bp )

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

, TGTCTGCAG

,TATCTGTAG

, CTTCCACAG

, TTTTCTCAG

, GTCTTTTAG

, TTTTTTTAG

,TTGCTGTAG

, TGTTTCTAG

, TTTACTTAG

, CTTTTATAG

, CACACTCAG

, CTTTCTCAG

ATG /GAG, 147bp,GAG /AAG

GCA /TTG, 204bp, AAC /ACG

GAT /CTG, 45bp, CCC /AAG

TTG /GCT, 80bp, TAT /CA

A /CCA, 172bp,GAG /AAG

GTG /GAG, 47bp, AAA /AA

A /TCA, 91bp, CAC /AAG

ATT /TGC, 70bp,ATT /G

GT /TCC, 148bp, AAC /AG

G /AGG, 91bp, CCT /AAG

GTG /ATC, 90bp, AGA /CAG

GAC /TGC, 177bp, CAA /CAG

GTT /ACA, 87bp, CTT /TGA

GTCTGTTTA,

GTGAGGCAA,

GTTTGACTT,

GTGAGTAAT,

GTGAATGCA,

GTATGCTCA,

GTCAGACGC,

GTGAGTTTG,

GCACTGTTA,

GTGTGTGTG,

GTCAGAACA,

GTACACGCA,

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

2271

276

439

334

2234

157

126

76

110

678

182

102
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图 3 六种脊椎动物 ADSL氨基酸序列比对

F ig13 A lignment of the am ino-acid sequen ces of ad enylosu ccinate lyase from six verteb rates

矩形框中的序列表示相同的氨基酸残基;参与 B-消除反应的标签序列,参与一般的酸-碱催化的两个组氨酸残基用黑色背景表示

Iden tical am ino acids are boxed; the h igh ly con served signatu re forB-elim ination reactions and tw o h istidine res idu es for general acid-general base

catalys is are presented against a b lack b ackground
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3 讨  论

311 草鱼 ADSL氨基酸序列特征分析  

本研究从草鱼肠道 cDNA文库中筛选到 ADSL基

因的部分 cDNA序列,应用 PCR、RT-PCR和 RACE技

术,首次成功获得了草鱼肠道组织 ADSL基因的 cDNA

全长和基因组 DNA全长。序列分析表明草鱼 ADSL全

长 cDNA包含一个 1449 bp的开放阅读框 (ORF),编码

482个氨基酸残基。将草鱼 ADSL氨基酸序列与其他 5

种脊椎动物 ADSL氨基酸序列进行比对 (图 3),结果显

示,草鱼 ADSL氨基酸序列与之前报道的 5种脊椎动物

的 ADSL氨基酸序列有较高的同源性。其中,草鱼与斑

马鱼的同源性最高 ( 9416% )。比对同时发现,各物种

间的 ADSL氨基酸序列 N端的氨基酸残基数目有差

别,这有可能由进化方向不同引起的,这与进化树所显

示的情况相同。

图 4 草鱼、斑马鱼、鸡、小家鼠和人 ADSL基因结构的比较

F ig14 G enom ic stru cture of the grass carpADSL gene com pared of those of zeb rafish, ch icken, m ouse and hum an

矩形表示外显子,细线表示内含子,阴影部分表示非翻译区,翻译起始和终止密码子被标明

The th irteen exons are ind icated by rectangles and tw elve in trons by lines1The sizes of exon s are ind icated above the exons and the sizes of in tron s are in-

d icated below the in tron s1Th e translation start and term ination codons are ind icated1Shaded areas ind icated un trans lated region s(UTRs)

  在图 4中, 一个由 11个氨基酸残基 ( GSSA-

M PYKRNP)组成的片段在 6种脊椎动物中是高度保

守的。而该段氨基酸序列在延胡索酸酶中也是高度

保守的,这段序列被认为是能够催化 B-消除反应这

一类酶的标签序列, 即含有此段氨基酸的酶可以催

化 B-消除反应,此类酶的催化产物为延胡索酸
[ 6 ]
。

在嘌呤核苷酸的生物合成过程中, ADSL通过酸-碱

催化机制催化 B-消除反应,因此它属于能够催化 B-

消除反应这类酶家族的成员, 该类酶家族成员的活

性形式都是同源四聚体, 而且有典型的折叠构

造
[ 11]
。既然 ADSL也属于该类酶家族的成员,因此

我们推断草鱼 ADSL的活性形式也应该为四聚体。

Lee, et al1[ 12]
在研究枯草杆菌的 ADSL时发现, 位

于同源四聚体的各个亚单位上的两个组氨酸残基

( H is68和 H is141)是酸-碱催化的活性位点。与之

对应的 6种脊椎动物的 ADSL氨基酸序列中, 这两
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个氨基酸残基也是高度保守的, 由此推断, ADSL酶

活性位点在进化的过程中是保守的。

312 草鱼 ADSL基因组序列特征分析  

目前, ADSL基因序列在许多物种中得到了广泛的

研究,一些物种的 ADSL基因结构和序列相继被报道,

包括人 ( NC _ 000022 )、小家鼠 ( NC _ 000081)、鸡

(AY665559)和斑马鱼 ( NC_007114)等, 令人感兴趣的

是,它们外显子和内含子的数目完全相同 (均有 13个

外显子和 12个内含子 ),我们分析草鱼ADSL基因的结

果也是如此。5种脊椎动物 ADSL基因的结构比较发

现 (图 4),除第一个外显子的碱基数目有差别外,其余

的外显子碱基数目完全相同,且拼接位点高度保守,可

见该基因在进化过程中结构和功能区域是相当保守

的,物种间的差异主要体现在内含子上。比较同时发

现,草鱼和斑马鱼的第 9个内含子 5c端并非 GT,而是

GC,这个很少的剪接位点经实验证明, 在 mRNA的剪

接过程中能够被准确地切开,尽管比切开 GT序列的速

度要慢得多。这种现象只出现在鱼类中,人、小家鼠和

鸡则没有这种现象。这可能是由于在适应陆生生活的

过种中,为了满足嘌呤核苷酸快速合成的需要而进化

产生的。本研究首次成功获得了草鱼腺苷酸基琥珀酸

裂解酶 cDNA全长序列和基因组 DNA序列,研究了该

基因的结构,分析了其物种间的同源性,探讨了其行使

催化能力的功能区域位置及与其他动物的区别,从而

对于研究其重组蛋白在生产中的应用提供重要的理论

依据。
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LYASE cDNA AND GENOM IC DNA IN GRASS CARP
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Abstract: Ctenopharyngodon idellus, which is comm on known as grass carp, is a kind of large cyprino id fish in Ch ina1 It

lives in both north and south water of China and is the most mi portant fish in Ch inese fresh water aquaculture1Grass carp

can eff ic iently transform vegetable protein into high-quality an mi al protein1So people call the grass carp / cattle and sheep
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in water01The intestine of grass carp is the m ain part for nutrition d igestion and the functional genes from the intestinal

cell are t ightly connected w ith the efficient transform at ion of vegetable prote in and an mi al protein1Adeny losuccinate lyase

(ADSL ) gene encoding enzymes involved in tw o pathw ays o f purine nucleotide m etabolism are o f cons iderab le biolog ical

and medical mi portance1 It catalyzes two smi ilar but separate react ions in the de novo purine biosynthesis pathway1Now, we

are trying to bu ild a connection between grass carp genome project and the industrialization of function feedstuff depended

on the inform at ion that we have got from this research1 In this research, we clone the full length cDNA and genom ic DNA

ofADSL from grass carp intestine, wh ich is very mi portant in the purine m etabolism1The cDNA sequence of G rass Carp

ADSL gene contains com pleteORF start ing at nucleotide 64 w ith a stop codon at nucleotide 1510) 15121T he trans lated re-

g ion is of 1446 nucleot idesw ith full open reading fram e ( ORF ) compris ing 482 codons preceded by a 5c-untranslated re-

g ion of 63 nucleotides and followed by 3c-untranslated region o f 75 nucleotides1T he typ ica l polyadenylation signalAATA-

AA is found 13bp upstream o f the po lyA ta il1The pred icted m ass of encoded prote in is 54, 552 Da w ith a calculated iso-

electric po int of 6172 and - 4111 charges at pH 71The ADSL am ino ac id sequence of grass carp has class ical / s ignature0

sequence of enzymes that catalyz ing B-e lmi inat ion reactions and tw o conservative histid ine residues as general acid-base

catalysis active s ite1T he deduced am ino acid sequence shares high homo logy w ith other five vertebrates ADSL and has

9416% smi ilarity w ithDanio rerio, 7815% w ithX enopus laev is, 7018% w ith Gallus gallus, 7612% w ithMusmusculus

and 7610% w ithHomo sapiens1To obta in the grass carp ADSL genom ic DNA, we des ign four pairs prmi ers based on the

full length cDNA ofADSL and result 8557bp ADSL genom ic DNA of grass carp which encompass 13 exons and 12 in-

trons1T he splice s ites are w ell conserved through evo lution, and observe the regulation ofGT-AG except for the ninth in-

tron whose 5c s ite wasGC1T he alignm ent of f ive vertebratesADSL genom ic DNA sequence indicate that they have the same

numbers of intron and exon, and the number of base pa irs is identical in 2) 12 exons1Th is reveals that the structure o f

ADSL gene isw ell conserved through evo lution in exon1

K ey words: Grass carp; Intestina;l Adenylosuccinate lyase; C lon ing; Sequence analysis


