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　　酸性蛋白酶是胃蛋白酶、凝乳酶、微生物蛋白酶等的统
称。目前，酸性蛋白酶被广泛应用于食品工业、饲料添加剂、

酿造、皮革制造、医药等行业［１－５］。国际上研究最多的是胃蛋

白酶。庞美蓉等研究发现，胃蛋白酶能有效断裂大豆蛋白质中

的肽键，提高溶解度并且消化抗营养因子，提升了大豆的营养

价值［６］。目前，国内对胃蛋白酶的研究主要集中在采用亚硝基

胍、紫外线、辐射等方法进行微生物源产酶菌株的选育。通过

大肠杆菌、酵母及曲霉表达的重组凝乳酶已经上市，并取得了

较好的经济效益［７］。目前，学者们主要从猪、牛、羊等动物黏膜

中提取胃蛋白酶遗传资源。本研究分析了克隆得到的麦洼牦

牛胃蛋白酶原Ｃ基因（ＰＧＣ）的结构，旨在为研究青藏高原特有
动物牦牛的基因资源并拓宽工程胃蛋白酶来源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　材料与试剂　牦牛复胃组织样品采自四川省阿坝藏

族羌族自治州红原县；ｅｘＴａｑ酶、ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体试剂盒、
Ｔ４连接酶均购于天根生化科技有限公司；ｃＤＮＡ合成试剂盒
为Ｔｈｅｒｍｏ产品。
１．１．２　引物的设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ收录的黄牛
ＰＧＣ、ＧＡＰＤＨ基因序列设计 ２对引物，序列为 ＰＧＣ－Ｆ：５′－
ＡＴＧＡＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＡＣＴＧＧＣＣＴＴ－３′；ＰＧＣ－Ｒ：５′－ＡＡＴＡ
ＡＡＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＧＴＴＧＧ －３′；ＰＧＣ － ｑＰＣＲ － Ｆ：
５′－ＴＧＡＧＧＡＣＣＴＡＣＡＡＧＣＡＣＧＡ－３′；ＰＧＣ－ｑＰＣＲ－Ｒ：５′－
ＡＴＡＧＣＣＴＡＡＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧ－３′；ＹＡＫ－ＧＡＰＤＨ－Ｆ：５′－
ＧＡＣＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡ－３′；ＹＡＫ－ＧＡＰＤＨ－Ｒ：５′－
ＴＴＡＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＣＣＡＴＧＴＧ－３′。引物由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　牦牛复胃组织总ＲＮＡ的提取　按照试剂盒说明书用
ＴＲＩｚｏｌ法提取牦牛复胃总 ＲＮＡ，测量其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值，
－８０℃ 密封保存备用。
１．２．２　ｃＤＮＡ的合成、扩增和回收目的基因　以牦牛复胃总
ＲＮＡ为模板，使用 Ｔｈｅｒｍｏ反转录试剂盒，合成牦牛复胃
ｃＤＮＡ。以上述反转录 ｃＤＮＡ为模板，ＰＧＣ－Ｆ、ＰＧＣ－Ｒ为引
物，扩增 ＰＧＣ基因。ＰＣＲ反应条件为：９５℃ １ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ反
应体系：ｃＤＮＡ模板１．５μＬ，ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ
Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＥＸＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，ｄＮＴＰ混合
物１μＬ，Ｍｇ２＋２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至 ２０μＬ体系。ＰＣＲ产物经
１％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳检测后，用 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收 ＰＣＲ
片段，并用０．７％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳检测胶回收片段。
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１．２．３　重组质粒ｐＧＥＭ－Ｔ／ＰＧＣ的构建　将回收ＤＮＡ片段
在Ｔ４连接酶的作用下１６℃过夜连接到 ｐＧＭ－Ｔ载体上，构
建重组质粒ｐＧＥＭ－Ｔ／ＰＧＣ。
１．２．４　重组子的鉴定、测序　将重组质粒转化至大肠杆菌
ＪＭ１０９感受态细胞中，涂布在含有Ａｍｐ的ＬＢ固体培养基上，
３７℃ 过夜培养，挑选阳性克隆含 Ａｍｐ的 ＬＢ液体培养基培
养。将菌液送至上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．２．５　半定量分析　分别以牦牛瘤胃、网胃、瓣胃、皱胃的基
因组ｃＤＮＡ为模板，牦牛 Ｇａｐｄｈ引物为定量对照，检测 ｃＤＮＡ
质量，再以 ＰＧＣ－ｑＰＣＲ－Ｆ、ＰＧＣ－ｑＰＣＲ－Ｒ引物扩增牦牛
ＰＧＣ基因。ＰＣＲ反应条件为：５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ，１个
循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，３０个循环。反应体系与
“１．２．２”相同。产物经０．７％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳检测。
１．２．６　序列分析　利用 ＤＮＡＭＡＮ等软件对牦牛 ＰＧＣ核苷
酸、氨基酸序列进行分析，并利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ、
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ等在线工具对牦牛基本理化性质、高级结构
进行预测。

２　结果与分析

２．１　目的基因扩增
从牦牛复胃组织中提取总 ＲＮＡ，经 １％Ａｇａｒｏｓｅ电泳检

测，可见Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．９～２．１，符合试验质量要求。根
据设计的引物，对ＰＧＣ基因编码区序列进行反转录，扩增产
物经１％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳检测分析，可见１条大小约１３００ｂｐ的
带，与预期片段大小（１３７０ｂｐ）相符（图 １）。测序结果与
ＧｅｎＢａｎｋ收录的普通牛 ＰＧＣ序列进行比对，一致性达９９％，
该序列为ＰＧＣ基因。
２．２　半定量分析

由图２可知，ＧＡＰＤＨ、ＰＧＣ基因在牛的各组织中均表达。
２．３　测序结果

用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具对牦牛胃ＰＧＣ蛋白的基本性质进
行测定，结果表明，其相对分子质量为４２９３１．６，ｐＩ值为

４４５，半衰期为３０ｈ，不稳定系数为４０７６，总平均亲水性为
００４１。对ＰＧＣ跨膜区的分析结果表明，牦牛 ＰＧＣ只有信号
肽区域具有疏水区特征，其余部分不具备跨区域，表明该蛋白

是一个分泌到胞外发挥功能的蛋白。用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ工具对
该蛋白的结构域进行了预测分析［８］，结果表明，该蛋白是天

冬氨酸家族的成员［９］。在其蛋白结构中发现４个保守的结构
域分别在氨基酸序列的８０～１００、２２５～２３８、２７５～２８６、３６４～
３７９，其蛋白酶的活性位点在氨基酸序列的 ８９～１００、２７５～
２８６，由此可知，其酶活位点与保守结构域重叠（图３）。

２．４　二级结构预测
由图４可知，该蛋白中α－螺旋结构占１０．４９％，β－折叠

占３２．２３％，Ｌｏｏｐ结构占５７．２９％。其中共有５个 α－螺旋，
２５个β－折叠［１０］。
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２．５　高级结构预测
利用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在线服务器对牦牛 ＰＧＣ基因的三

级结构进行预测，并用 ＤｅｅｐＶｉｅｗ、Ｒａｓｗｉｎ软件对预测结构进
行分析，绘制牦牛 ＰＧＣ蛋白三维结构图如图 ５所示［１１－１２］。

结果表明，该蛋白的三维结构以蛋白数据库中的１ｈｔｒＢ蛋白
为模板。预测得到的牦牛胃蛋白酶空间结构与普通牛的基本

一致。预测结果表明，牦牛与普通黄牛的胃白酶结构相似，是

一个具有较多β片层结构的蛋白。牦牛与黄牛胃蛋白酶结
构基本一致，均含有５个 α－螺旋、２５个 β－折叠，二者具有
相似的功能。

２．６　牦牛与其他哺乳动物ＰＧＣ序列比对
笔者对牦牛、黄牛、兔、猪、大鼠、小鼠、人类、黑猩猩、狗进

行多序列联配，并运用 Ｍｅｇａ软件用邻接近法构建了这些物
种的进化树图。由图 ６可知，牦牛与黄牛的 ＰＧＣ先聚为一
类，大鼠与小鼠聚为一类，人类与黑猩猩聚为一类，然后与兔、

猪的ＰＧＣ聚为一类，再与狗在一起，表明用胃蛋白酶氨基酸
序列构建的进化树与物种间的进化关系较为一致。

３　结论与讨论

胃蛋白酶是由动物胃黏膜主细胞分泌的一种消化性蛋白

酶，以无活性的胃蛋白酶原形式分泌，其主要功能是将食物中

的蛋白质分解为小肽从而完成消化功能。目前，胃蛋白酶大

多提取自猪、羊、牛的胃黏膜。该类酶制剂也可用于工业添加

剂等领域［１３］。用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具对牦牛胃ＰＧＣ蛋白的基
本性质进行测定，结果表明，其相对分子质量为４２９３１．６，ｐＩ值
为４．４５，半衰期为３０ｈ，不稳定系数为４０．７６，总平均亲水性
为０．０４１。对该蛋白的生物信息学分析表明，除前导肽区段

外，该蛋白没有明显的跨膜螺旋区域。对该蛋白的二级、三级

结构分析表明，牦牛胃蛋白酶结构与黄牛没有明显区别，均含

有５个α－螺旋、２５个β－折叠，三维结构也基本一致。对牦
牛胃蛋白酶保守区域分析表明，该蛋白为天冬氨酸家族的成

员，含４个保守的结构域。对该基因在牦牛复胃表达谱的检
测表明，该基因在牦牛的瘤胃、网胃、瓣胃、皱胃中均有表达，

除在网胃中表达量稍低外，在其余３个胃中表达水平基本一
致。由此可以推测该蛋白除在皱胃中发挥功能外，在其他胃

中也执行一定的功能。同源进化分析表明，牦牛等动物的

ＰＧＣ蛋白由共同的祖先基因进化而来，并且具有相似的功
能。从进化关系看，牦牛与黄牛胃蛋白酶关系最近。目前，胃

蛋白酶制剂主要从动物的胃黏膜中提取，来源受限制。
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