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嘌呤核苷酸的从头合成途径所产生的嘌呤在许多细胞
过程中必不可少，例如参与DNA和RNA的合成，在氧化还原
反应（NADH、NADPHADPH、FAD等）中作为化学反应的能量来源
（ATP），并在一些调控途径中作为信号分析（cAMP）等 [1]. 
由于癌细胞需要大量的嘌呤以维持其加速增长，因此嘌呤从
头合成途径作为癌症化疗的研究目标而得到重视 [2]. 嘌呤的
从头合成途径包含10步由不同的酶催化的反应，可将磷酸核
糖焦磷酸转化为次黄嘌呤核苷酸（Inosine monophosphate，
IMP），该 途 径 共 有10步反 应 [3]. 其中，最 后两步反 应 是将
AICAR（5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide）
转化 成 FAICAR（5-formaminoimidazole-4-carboxamide 
ribonucleotide），然后将FAICAR再转化成IMP. 这两步反应
在不同的生物体内以不同的途 径 进行. IMPIMP环水解酶 是 一
个双功能酶 [4]，它能催化 AICAR转化成FAICAR，紧接着将

FAICAR转化成IMP，是嘌呤从头合成途径最后两步的关键

酶，因此已得到较为广泛的研究[5]. 
目 前 为 止 所 研 究 的 I M P 环 水 解 酶 大 多 来 源 于 陆

地 的 动 物、植 物 以 及 近 海 的 微 生 物，You-Na K a ng等 对
Methanothermobacter thermoautotrophicus的IMP环水解酶基

因MTH1020进行了异源表达 [6]；Toko Akira等对来自大白鼠肝

脏RNA反转录的cDNA文库中IMP环水解酶基因进行异源表

达，并与人的IMP环水解酶基因进行了比较 [7]；Ralf Boldt等对
IMP环水解酶参与的IMP合成在高等植物固氮代谢中的作用

进行了分析[8]；Marion Graupner对Methanococcus jannaschii中
的IMP环水解酶进行了研究，测定了其活性，并在该细菌中

发现了原来认为只存在于古菌的pruO基因 [9]. 这些研究均从

生长于温和条件下的生物体入手，研究IMP环水解酶基因的

特点. 而生存在极端环境中的微生物具有特殊的生理代谢机

制，因此其IMP环水解酶具有特殊的研究意义，但目前这方

面的研究尚未见报道. 其主要原因可能是极端微生物的培养

不易，而且环境样品中的微生物绝大部分无法通过现有技术

进行人工培养. 而宏基因组技术有效地避开了微生物分离纯
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摘  要   为了解嘌呤合成途径的关键酶——IMP环水解酶的多样性，从深海沉积物样品中提取总DNA构建Cosmid宏基因组

文库，从中筛选出一个具有IMP环水解酶活性的克隆（CAIMP1）. 通过基因步移的方法从CAIMP1的约35 kb的插入片段中扩

增出长度为1 599 bp的完整的IMP环水解酶基因，该基因包含MGS和AICARFT_IMPCHas两个保守结构域. 活性检测结果表

明CAIMP1克隆的发酵液上清具有较强的IMP环水解酶活性. 该酶与数据库中收录的IMP环水解酶的氨基酸序列同源性较

低，系统发育分析也表明该酶与其它参照序列亲缘关系较远，表明该序列可能为一个新的IMP环水解酶基因. 图5 表3 参17
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化培养的问题，可以直接获得各种功能基因，扩大了微生物

资源利用的空间. 本研究通过构建深海沉积物样品的微生物

宏基因组文库，筛选出能产生IMP环水解酶的克隆，并获得

新的IMP环水解酶基因，为IMP环水解酶的多样性研究及极

端微生物的嘌呤合成机制研究提供了参考资料. 

 1  材料与方法
1.1  主要实验材料

深海样品为东太平洋5 378 m深的海底沉积物（157°24’
E，19°30’N），样品采用多管采样器采集 . 样品采集后保存

于－20 ℃，��实验室在无菌���内��表�后进行分，��实验室在无菌���内��表�后进行分

装，转移至-80 ℃保存保存. 构建 宏基因组 文 库所 需的试 剂盒

为SuperCos 1 Cosmid Vector kit和Gigapack III XL Packaging 
Extract，购自Stratagene公司；Genome Walking Kit 购于

TaKaRa. 
1.2  引 物

根据数据库中已知序列设计相关引物，如表1.
1.3  宏基因组文库的构建

深海沉积物微生物总DNA采用原位裂解法提取 [10]，提

取后的总DNA用脉冲凝胶电泳进行检测（电压450 V，脉冲时

间0.8 s，电流110~120 mA，时间3~4 h），将符合建库大小的片

段（30~45 kb）用GELaseTM Agarose Gel-Digesting Preparation
（Epicentre）进行�收与纯化 . 宏基因组文库的构建参照试

剂盒说明书进行，主要步骤如下：将�收后的DNA补平后与

试剂盒所提供的pWEB∷TNC Cosmid载体连接. 连接产物与

包装蛋白进行包装后，加入500 μL噬菌体稀释液混匀，并加

入25 μL氯仿后于4 ℃保存. 以10 μL已包装的Cosmid为单位，

分批次转染宿主菌E. coli EPI 100-T1，并涂布于LB（含200 
μg/mLAmp）的培养基上进行培养，挑单菌落于LB液体培养

基中培养，待菌长出后，加入甘油（终浓度20%），保存于-70 ℃. 
1.4  产IMP环水解酶克隆的筛选及基因克隆

以所提取的深海沉积物微生物总DNA为模板，利用上

述简并引物，采用不同的配对进行扩增. PCR反应条件为：95 
℃ 2 min，然后95 ℃ 1.5 min，55 ℃ 1.5 min，72 ℃ 1.5 min,循
环30圈，继续72 ℃ 10 min. PCR产物用1%琼脂糖凝胶进行检

测，将各条�从凝胶上�收，与pTA-2载体（Toyobo）连接后

进行测序，通过序列比对，确定可稳定扩增出IMP环水解酶

基因的引物配对. 
将宏基因组文库克隆分别接种于96孔板中进行培养，待

菌长出后，以96孔板上同一行为一组，每组均从12个孔中各

吸取20 μL菌液混合，接入5 mL LB液体培养基（含200 μg/mL 
Amp），在37 ℃培养12 h，提取混合质粒，并以所提取的质粒

为模板，采用已确定的引物对进行PCR扩增. 对可扩增出目的

条�的组所对应的12个克隆进一步分别进行PCR反应，从而

最终确定含有IMP环水解酶基因的阳性克隆. 
根据从阳性克隆中扩增出的IMP环水解酶基因片段，采

用Genome Walking试剂盒（Takara）进行步移，最终获得完整

的IMP环水解酶基因，基因序列分析采用DNAMAN软件进

行，系统发育树的构建采用ClustalW软件进行. 
1.5  IMP环水解酶活性测定

将37 mg的甲酸钠加入250 µL 98%的甲酸溶液中，再加入

20 µmol的AICAR钡盐. 然后加入500 µL的乙酸酐，在室温下

轻柔混匀. 放置10 min后，将混合液移至50 ℃水��，�置水��，�置20 
min，冷却后冷冻干燥. 将干燥粉末溶于2 mL无菌水中，离心

取上清，并用氨水调节pH=6，制作成FAICAR溶液. 
挑取阳性克隆及部分阴性克隆，在37 ℃发酵发酵16 h. 离心

取上清进行IMP环水解酶活性的测定 [4]. 在200 µL体系中加入

20 µL TES/K+（180 mmol/L）溶液、72 µL Mg2+（25 mmol/L）、

14 µL FAICAR（10 mmol/L）溶液和94 µL发酵上清，在60 ℃条条

件下反应15 min后测量D249 nm，分别以失活酶液及LB液体替

代发酵上清液作为阴性对照和空白对照. 

 2  结果与分析
2.1  IMP环水解酶基因克隆

将正向引物OFX1~3和反向引物ACR1~4引物进行组合，

将其编号为引物组1~12（表2）. 以样品宏基因组为模板，用这

12对引物进行PCR扩增. 结果发现只有1、3、5、7、9、11引物对

可扩增出条�（图1）. 引物对1、3在退火温度50 ℃有糊状条

�，当退火温度提高到55 ℃时则没有扩增片段. 而5、7、9、11
号引物组在退火温度为55 ℃时均有较为清晰的大小约2 200 
bp左右的片段，将此片段�收纯化并进行测序，结果表明该

片段均包含有相同的IMP环水解酶基因，但一端仍有部分序

列不完整. 根据已知信息，设计筛选引物SHF和SHR，其预计

扩增片段大小为653 bp. 
表1  引物设计

Table 1  Primer design
引物编号 
Primer No. 序列 Sequence1) 备注 Remark

OFX1 5’-CCY GTK GTS YTN GTN CAY GG 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
OFX2 5’-CCR ATM RTW YTN GTN CAY GG 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
OFX3 5’-CCK YTW GTK YTN GTN CAY GG 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
ACR1 5’-AGG CCN CCC AKN GAR TGN SC 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
ACR2 5’-AGR CCN CCC AKR CTR TGN SC 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
ACR3 5’-AGG CCR CCN TGN GAR TGN SC 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
ACR4 5’-AGG CCN CCN TGR CTR TGN SC 针对IMP环水解酶基因的简并引物 Degenerate primer for IMP cyclohydrolase gene
SHF 5’-CGC GGC GGG CAT TAC CGT GA 筛选引物（正向） Screening primer (for�ard)
SHR 5’-GCC TGC TGA TGC GGG TTT TC 筛选引物（反向） Screening primer (reverse)
IMPF 5’-CGCGGATCCATGACCACCTCGACGCTT IMP环水解酶基因扩增正向引物 IMP cyclohydrolase gene amplification forward primer
IMPR 5’-AAGTCGACATGGCGGAAGTGACGCAT IMP环水解酶基因扩增反向引物 IMP cyclohydrolase gene amplification reverse primer

1) K＝G, T; S=G, C; R=A, G; N=A, G, C, T; Y=C, T; W=A, T
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以SHF和SHR为引物对文库进行筛选，共进行了32组克
隆的筛选，获得了1个 含有 IMP环水解酶 基因的阳性克隆，
编号为CAIMP1. 图2是部分筛选结果. 采用染色体步移试剂
盒获得了IMP环水解酶的完整基因，根据测序及拼接结果最
终设计引物IMPF和IMPR，对CAIMP1进行扩增（图3），对扩
增产物进行验证，测序结果与步移结果一致，将编码该 IMP
环水解酶的基因命名为caimp1，该基因大小为1 599 bp，在
GenBank中的登录号为JF747230. 

2.2  CAIMP1环水解酶序列分析
C a i m p1基 因 编 码 一 个 由 535 个 氨 基 酸 残 基 组 成 的

蛋 白 质，其 相 对分 子 质 量 预 计 为 56 107 107，通 过 Bl a s t x比

较 发 现 ，C A I M P1的 氨 基 酸 序 列 与 嗜 麦 芽 窄 食 单 胞 菌

（Stenotrophomonas maltophilia）的IMP环水解酶同源性最

高. 选取数据库中与之同源性最高的13株细菌的IMP环水解

酶氨基酸序列一起构建系统发育树（图4）. 系统发育分析表

明，这些IMP环水解酶可以分为3个簇，与CAIMP1最为接近

的簇包含来自黄单胞菌科（Xanthomonadaceae）的4个氨基酸

序列，CAIMPC与其中3个黄单胞菌属（Xanthomonas）菌株

的IMP环水解酶的同源性在66.67%~67.04%之间[11~12]，与来自

嗜麦芽窄食单胞菌（Stenotrophomonas maltophilia）的同源性

为68.16%. 系统发育树上中间一簇有8个菌株，同样来自于γ-
变形菌纲的细菌. 该簇的氨基酸序列与CAIMP1的同源性在
59.22%~62.38%之间. 最远的一簇中的睾丸酮丛毛单胞菌 [13]

（Comamonas testosteroni）来自β-变形菌纲，其IMP环水解酶

与CAIMP1的同源性只有55.40%.
值 得 注 意 的 是，来 源于 同 一 科 的 I M P环水 解 酶 氨 基

酸 序 列 极 为 相 似 .  例 如，4 个 源 于 黄 单 胞 菌 科 细 菌 的 氨

基酸序列（X. campestris、X. axonopodis、X. Oryzae [14]以

及 S. maltophilia）大小均为527aa，同源性达到94.78%. �
S. maltophilia外，同属的3个 氨 基酸 序列同源性 更是高达

98.04%，并且起始的45个氨基酸以及结尾处的12个氨基酸完

全一致. 
此 外，3个 来源于肠内细 菌 科（Enterobacter iaceae）

的IMP环水解酶氨基酸序列（Yersinia enterocolitica [15]、
Escherichia coli [14]、Salmonella enterica [16]），其大小均为

529aa，同源性也达到94.20%. 这在一定程度上说明，亲缘

关系较近的菌株，其 IMP环水解酶的氨基酸序列也极为相

似. 而CAIMP1与所有菌株的的氨基酸序列最高相似度仅为
68.16%，说明CAIMP1中的IMP环水解酶可能来源于新的科. 
2.3   CAIMP1CAIMP1环水解酶功能预测

检索Sanger数据库，CAIMP1可分为两部分（图5），依次

为甲基乙二醛合成酶结构域（MGS-like domain）和一个双

功能酶. MGSMGS结构域能与异构鸟氨酸效应器结合，形成一个

调节区，该结构域所在家族普遍具有一个磷酸结合位点. 而
AICARFT_IMPCHas双功能酶在原核生物及真核生物中均

广泛存在，它具 有5-氨基咪唑-4-羧胺核苷酸甲酰基转移酶

（EC：2.1.2.3）活性，能在存在10-甲基四氢叶酸的情况下，催

化AICAR甲酰化为FAICAR，并产生四氢叶酸. 它还具备IMP
环水解酶（EC：3.5.4.10）活性，能进一步环化FAICAR为IMP.
2.4   CAIMP1克隆的IMP环水解酶活性检测

随机选取8个用筛选引物（SHF和SHR）没有扩增出条�

的克隆以及CAIMP1克隆进行发酵，检测发酵上清中IMP环

水解酶的酶活（表3）. 结果表明在空白和阴性对照组中，以
LB培养基和失活酶液进行测定时，均没有检测到反应系统

中IMP的产生；进一步将同一个宏基因组文库中不含有IMP

表2  简并引物组编号
Table 2   No. of degenerate primer group

引物 Primer ACR1 ACR2 ACR3 ACR4
OFX1 1 2 3 4
OFX2 5 6 7 8
OFX3 9 10 11 12

图1  相关引物组扩增情况
Fig. 1  Gene amplification with designed primers

M. λDNA/EcoRⅠ+ HindⅢ；；1、3泳道引物对分别为1号和3号，退火温度50 
℃；2、4泳道引物对分别为1号和3号，退火温度55 ℃；5~8泳道引物对分
别为5、7、9、11号，退火温度55 ℃
M. λDNA/EcoRⅠ+ HindⅢ; Line 1 and 3: Correspond primer pair 1 and 3, 
�ith annealing temperature 50 ℃; Line 2 and 4: Correspond primer pair 1 
and 3, �ith annealing temperature 55 ℃; Line 5~8: Correspond primer pair 5, 
7, 9, 11, �ith annealing temperature 55 ℃

图2  引物SHF和SHR筛选的部分结果
Fig. 2  Partial results using primers SHF and SHR

M. 100 bp Marker；1为阴性对照；2~10为PCR扩增结果
M. 100 bp Marker; 1. Control; 2~10: Results of PCR amplification 

图3  caimp1基因扩增结果
Fig. 3  Amplification of caimp1 gene

M. λDNA/EcoRⅠ+ HindⅢ；；1为阴性对照；2为PCR扩增结果
M. λDNA/EcoRⅠ+ HindⅢ; 1: Control; 2: Results of PCR amplification
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环水解酶基因的8个克隆的发酵液设定为对照，发现这些克

隆的发酵液中也未检测到IMP的产生，而只有CAIMP1克隆的

发酵上清液中检测到IMPMP环水解酶活性，表明该克隆可表达

IMP环水解酶.

 3  讨 论
通过序列比对发现，来源菌株 相近的IMP环水解酶氨

基酸序列同源性非常高，来源于同科细菌的序列，其同源性

可达到90%以上. 而CAIMP1中的IMP环水解酶序列与数据库

中所有参照序列的同源性最高也仅为68.16%，说明CAIMP1
中的IMP环水解酶与已知的IMP环水解酶有着较为显著的差

异，可能来源于新的科，值得进一步研究. 
通 过在Sanger数 据库中比 对，发现 所有的IMP环水解

酶都包含了MGS（甲基乙二醛合成酶结构域）和AICARFT/
IMPCHase 双功能酶家族两部分. 选取与CAIMP1基因最为

接 近的、进 化 距 离最 远的，以及位于中间簇（图4）的 IMP
环水解酶氨基酸序列进行分析（数据库中序列号分别为：
YP_199178、NP_640866、 ZP_01517929和YP_001004684）. 发
现�了ZP_01517929以外，其它酶的MGS结构域均由113个氨

基酸组成. 而ZP_01517929的酶基因长度与其余酶基因相差较

大，但它的MGS结构域为115个氨基酸，仅相差两个氨基酸 . 
将它们的MGS结构域通过隐马尔科夫模型进行比对，发现参

照序列的后验概率都较高，均只有1个氨基酸的后验概率在
75%以下. 而CAIMP1酶基因在此区域则有16个氨基酸的后验

概率在65%以下，其中15个是连续的，说明此区域的氨基酸

序列保守性较差，可能是由于适应深海特殊环境而产生突变

所致. 
宏基因组技术因其避开微生物分离纯化培养的技术瓶

图4  CAIMP1 IMP环水解酶氨基酸序列的系统发育分析
Fig. 4   Phylogenetical analysis of amino acid sequences of CAIMP1 IMP cyclohydrolase

图5  CAIMP1序列结构域组成

Fig. 5  Structual domains of CAIMP1 sequence 
MGS：甲基乙二醛合成酶结构域；AICAR FT_IMPCHas：AICAR FT/
IMPCHase双功能酶家族

MGS: Structual domain of methylglyoxal synthesis; AICARFT_IMPCHas: 
AICARFT/IMPCHase bifunctional enzyme

表3  CAIMP1克隆的IMP环水解酶活性
Table 3  Activity of CAIMP1 IMP cyclohydrolase

编号 No. D249 nm

A 0
B 0.2

CAIMP1 2.538
1 0.101
2 0.060
3 0.198
4 0.271
5 0.140
6 0.153
7 0.210
8 0.082

A为阴性对照，采用失活酶液测定；B为空白对照，采用LB液体培养基测定；
1~8为无IMP环水解酶基因的克隆
A as negative control is determinated �ith inactive enzyme solution; B as 
blank control is determinated �ith LB liquid medium. 1~8: Clones �ithout 
IMP cyclohydrolase gene



8596 期 陈兴麟等：深海沉积物微生物宏基因组文库中IMP环水解酶的筛选及基因克隆

颈而成为广泛筛选微生物酶基因，特别是极端环境微生物酶

基因的一种有力工具. 构建宏基因组文库可直接获得产酶克

隆 [17]，但是一些酶无法简单地通过透明圈产生与否来进行筛

选，例如本实验的IMP环水解酶，因此对宏基因组文库克隆

进行一一筛选工作量巨大. 本实验首先采用简并引物对宏基

因组DNA进行检测，确认是否存在相关酶基因，并确定相应

的筛选引物，进而先将文库克隆进行分组，提取每组的混合

质粒进行检测，最后对阳性组中的各克隆逐一进行检测以最

终获得产酶克隆，从而有效地降低了工作量，提高了效率. 
构建宏基因组文库所用的Cosmid载体并非专门的表达

载体，但CAIMP1克隆的发酵上清液检测出了较强的IMP环水

解酶活性，表明在该ORF的上游很可能有相应的启动子，满

足其异源表达的需求. 而且在随后的实验中还发现CAIMP1
的发酵上清也有较强的脂肪酶活性，表明该克隆的插入片段

中含有多个酶基因. 这些结果进一步表明宏基因组文库的构

建和筛选可有效地获取极端环境微生物，特别是未培养微生

物的酶基因. 
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