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用简并引物快速克隆苛求芽孢杆菌尿酸酶的编码序列 
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【摘 要】目的：从头克隆苛求芽孢杆菌尿酸酶基因的编码序列。方法：据 Edman降解所得 N端氨基酸序列(AERTMFYGKGDV) 

用BLASTp搜索N端相似性>70％细菌尿酸酶；多序列联配比对发现靠近N端和C端的2个保守肽段。据 N端已知序列和2个 

保守肽段设计简并引物进行PCR扩增；将所得片段连接到T载体，转化后筛选阳性克隆测序。结果：据密码子偏好性调整简并 

引物，获得该尿酸酶从第六位氨基酸到终止密码子之间的编码序列；此尿酸酶共含322个氨基酸残基，原核尿酸酶靠近N端的 

保守序列ATDSMKNFI从该尿酸酶第70位氨基酸残基左右开始。另一保守序列 GKVYTEPR从该尿酸酶第290位氨基酸残基开 

始但变为GAVFI'EPR。结论：用简并引物PCR快速克隆获得了苛求芽孢杆菌尿酸酶的编码序列。 
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Rapidly cloning gene sequence of the uricase frOm Bacillus fastidious 

by degenerated pri mer 
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【Abstract]Objective：To clone the whole encoding sequence of the uricase from Bacillus fastidious．Methods：According to the N—te卜 

minus amino sequence AERTMFYGKGDV from Edman degradation．bacterial uricases bearing similar N—terminus were sought in 

NCBI database by BLASTp；through multiple sequence~ignment，two short conserved peptide fragments were found，one close to the 

N-terminus while the other close to the C-term inus．Using the known N-term inus and two conserved peptides，degenerated primer~ 

were designed for cloning the encoding sequence of the uricase by PCR；the resulting fragments were inserted into T vector for se- 

quencing．Results：After the adjustment of degeneration of the primers according to the code preference，the encoding sequence of the 

uricase was ob~ined from the sixth amino acid residue to the termination code．The translated enzyme contained 322 amino．Th e con- 

served peptide fragment ATDSMKNFI started from 70th amino acid residue while the other conserved peptide fragment GKVYTEPR 

started from 290th amino acid residue with the mutated sequence of GAVFTEPR．Conclusion：The encoding sequence of the uricase 

is cloned rapidly by degenerated primer PCR． 

【Key words]Bacillus fastidious uricase；degenerated primer PCR；gene cloning 

血清尿酸测定是临床检验的常规项目：尿酸酶 

法是测定血清尿酸的基本方法【”。现有尿酸酶法中， 

偶联过氧化物酶的间接终点平衡法最常用，但受血 

清中还原物质、过氧化物及黄嘌呤等显著干扰，所需 

显色剂毒害性较大[2-51。本实验室建立了分析293 nm 
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吸收变化测定血清尿酸的动力学尿酸酶法【 一。与其 

他尿酸酶法相比，相同分析效率下其成本最低、线 

性范围最宽、对常见干扰物质的抗性最强，但需米 

氏常数接近0．20 mmol／L且对黄嘌呤有抗性的尿酸 

酶，其比活性需尽量高。已报道有价值尿酸酶都有 

专利保护。且现有商品尿酸酶都不符合此专利方法 

对米氏常数的要求。因此，迫切需获得满足要求尿 

酸酶的基因进行重组表达。 



一 220 一  重庆医科大学学报 2017年第42卷第2期 (Journal of Ghongqing Medical University 2017．VOI．42 No．2) 

Bacillus硒tidious ATCC 29604有胞外和胞内 

尿酸酶。都适合此专利方法测定血清尿酸含量，且 

胞内酶 N端 l2个氨基酸残基 已通过 Edman降解 

测序获得 垌。但此胞内尿酸酶的编码基因未知，只 

有从头克隆其编码序列才能实现重组表达。克隆未 

知蛋白编码基因可筛选 cDNA文库，但其效率低且 

成本高。相近物种中决定酶对底物选择性和催化效 

力的氨基酸残基通常是保守的。如该尿酸酶氨基酸 

序列与其它尿酸酶之间有保守序列，则可设计针对 

保守序列的简并引物。通过 PCR快速克隆此尿酸酶 

的部分编码区，再通过末端扩增快速高效克隆全长 

编码序列。据Edman降解所得该尿酸酶 N端 12个 

氨基酸残基序列，用BLASTp搜索数据库，多序列联 

配比对分析 N端序列相似性>70％的细菌尿酸酶， 

发现有 2个保守肽段．即靠近 N端的 ATDSMKNFI 

和靠近 c端的 GKVYTEPR。本文报道以这 2个保 

守肽段及已知N端序列设计简并引物PCR克隆此 

酶编码序列的简要过程。 

1 材料与方法 

1．1 细菌培养和基因组 DNA提取 

苛求芽孢杆菌在培养基中30℃(180 r／min)振荡培养过 

夜，收集菌体，用改进CTAB法提取基因组DNA[u]。 

1．2 简并引物PCR进行苛求芽孢杆菌胞内尿酸酶的基因克隆 

1．2．1 简并引物设计 针对N端已知序列设计正向简并引 

物。代号为DPF1～DPF4：针对靠近C端的保守序列GKvYTEPR 

设计反向简并引物，代号为DPR1～DPR2；针对靠近N端的保 

守序列 ATDSMKNFI设计反 向简并引物 。代号为 DPR3～ 

DPR4。具体序列见表 1。 

表 1 简并引物 DPF1～DPF4和 DPR1一DPR4的碱基序列 

及相应的氨基酸序列 

Tab．1 The base sequences and corresponding amino acid 

sequences of degenerated primers that were designated as 

DPF1一DPF4 and DPR1一DPR4 

引物 相应的氨基酸序列 

DPF1：5’一ACNATGTrYTAYGGNAARGG一3’ TMFYGKG 

DPF2：5’一ATGTIYTAYGGNAARGGNCA一3’ MFYGKGD 

DPF3：5’一ACNATGTITI’I1ATGGNAA一3’ TMFYGK 

DPF4：5’一ATGTI1TATGGNAARGG一3’ MFYGKG 

DPR1：5’一GGYTCNGTRTANACYTrNCC一3’ GKVYTEP 

DPR2：5’一GGTTCKGTRTAKACY Irr一3’ KVYTEP 

DPR3：5’一ATRAARTr TTCAT一3’ MKNFI 

DPR4：5’一ATRAARTrY_1TCATNGWRTC一3’ DSMKNFI 

注 ：Y=C或 T；R=G或 A；K=G或 T；N=A或 T或 c或 G；W=A或T 

1．2．2 简并引物合成 DPFI~DPF4和DPR1一DPR2由Takara 

合成：DPR3～DPR4由上海生工合成。 

1．2．3 简并引物 PCR及目的片段纯化 分别将其中的任意 
一 条正向引物和反向引物配对组合后进行 PCR扩增 ，将得 

到的 DNA片段用天为时代离心柱型琼脂糖凝胶 DNA回收 

试剂盒进行纯化。 

1．2．4 目的片段和载体连接 用 T4 DNA Ligase将纯化后的 

PCR产物和pUCm—T载体 16度连接过夜。 

1．2．5 转化 将含目的片段载体转化入感受态细胞进行培 

养，涂布在用 7 20％IPTG和40 IxL 2％X—gal涂布的氨苄 

平板上(90 mm平板)，37。c培养过夜进行蓝白斑筛选。 

1．2．6 克隆鉴定 

1．2．6．1 重组质粒大小的快速鉴定 将转化后在X—gal／IPTG 

平板上培养呈白色的菌落和蓝斑对照菌落进行纯培养，挑取 

少量菌体用 Cracking缓冲液裂解后电泳 ，初步鉴定重组质 

粒。 

1．2．6．2 重组质粒的酶切鉴定 质粒抽提操作过程按照上 

海生工公司柱离心式质粒小量抽提试剂盒操作说明书进行， 

选取风￡I进行单酶切鉴定。 

1．2．6．3 目的片段测序 根据鉴定结果，选取阳性克隆菌株， 

提交质粒到感染性疾病分子生物学省部共建重点实验室用 

ABI 3100基因测序仪测序。 

1．2．7 序列分析 用 DNAMAN 5．2软件对测序结果进行分 

析 ，确认基因克隆的正确性 ，并将其翻译序列用 BLASTp在 

NCBI数据库中搜索进行序列比对．看其是否和其他尿酸酶 

的相似性最高。 

1_3 调整简并引物后重新扩增并克隆部分胞内尿酸酶序列 

据已测序列 ，按照最长翻译产物原则确定密码子：据此 

统计苛求芽孢杆菌密码子偏好性。优化简并引物后再重新合 

成正向引物(代号 DPF5～DPF6)和反向引物(代号 DPR5～ 

DPR6)(Takara合成)。见表2。 

表 2 简并引物 DPF5一DPF6和 DPR5～DPR6的碱基序列 

及相应的氨基酸序列 

Tab．2 The base sequences and corresponding amino acid 

sequences of degenerated primers that were designated as 

DPF5一DPF6 and DPR5一DPR6 

引物 相应 的氨基 

酸序列 

DPF5：5’一ATGTYITATGGWAAAGGWGATGT一3’ 

DPF6：5’一ATGTTI'TATGGWAAAGGWGACGT一3’ 

DPR5：5’一GGTTCYGTATAWAC1TITCC一3’ 

DPR6：5’一GGTYCYGTATAWACTTTACC一3’ 

MFYGKGDV 

MFYGKGDV 

GKVYTEP 

GKVYTEP 

分别将任意一条正向引物和反向引物配对组合后进行 

PCR扩增，产物测序。 

1．4 尿酸酶长基因片段的精确扩增 

据N端已知序列，以及此尿酸酶靠近C端的保守序列 

GAVFTEPR和其终止密码子后6O碱基附近的序列．用prime 

5．0设计 3条精确引物(上海生工合成)。见表3。 
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表3 引物 DPF7和 DPR7一DPR8的碱基序列及相应氨基酸序列 

Tab．3 The base sequences and corresponding amino acid 

sequences of primers that were designated as 

DPF7，DPR7 and DPR8 

引物 相应的氨基酸序列 

DPF7：5’一TATGGTAAAGGCGATGTA一3’ YGKGDV 

DPR7：5’一CGTGGCTCAGTGAATACA一3’ AVFTEPR 

DPR8：5’一TAGTCAACGCCATAGTCG一3’ STMAI 

分别以 DPF7和 DPR7，DPF7和 DPR8为引物进行 PCR 

扩增 ，并将所得 PCR产物进行测序鉴定。 

2 结 果 

2．I 利用简并引物初步扩增获得胞内尿酸酶 N端片段的部 

分编码序 列 

DPFI和 DPR1进行 PCR扩增时未获得产物。DPF3和 

DPR2扩增出 850、750、500、100 bp左右的多个DNA片段 ． 

测序发现均为仅由 N端氨基酸序列对应简并引物扩增的产 

物。按照最长翻译产物原则。分别将这些序列编码的肽段 

用 BLASTp搜索数据库 ，发现和它们序列最相似的蛋白都 

不是尿酸酶。这些序列已提交 GenBank(登录号：DQ464200、 

464201、464202)。用这些 DNA片段统计出所用苛求芽孢杆 

菌对密码子的偏好性(表 4)，用于优化简并引物设计。 

DPF1、DPF3、DPF4分别和 DPR3进行 PCR扩增出 210 

hp左右片段(图 1)，翻译后有用 Edman降解测定所获得 的 

N一端 FYGKGDV片段和靠近 N一端保守序列 ATDSMKNF：搜 

索 NCBI数据库发现和其他原核尿酸酶 N一端序列很相似 

(图 2)。 

1 2 3 4 5 6 7 8 mflker 
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l00 

1．DPFI+DPR3；2．DPF2+DPR3；3．DPF3+DPR3；4．DPF4+DPR3； 

5．DPFI+DPR4；6．DPF2+DPR4：7．DPF3+DPR4；8．DPF4+DPR4 

图 1 PCR扩增出的213 bD片段的琼脂糖凝胶电泳分析 

Fig．1 Agarose electrophoresis analysis of the 213 bp fragment 

that amplified by PCR 

Score E 

sequenc producing signidicant alignments： (Bits) Value 

giI1【ll73373MbjlBAIlfkw78 I】uricase『Bacillus halodurans C—I2⋯ l I1 2e一24 

I58711I IIprfl I2205297A uricase>gi17628561dbjlBAA08723 1I uric⋯ l01 4e一2I 

gil2143I95q IQ45697⋯f{IC—BA(：SB Uricase(Urate oxidase)> f．．． 10I 4e．2l 
gil505l32491pdblIJ2川 )Chain D．Cwstal S~ cture OfUrate Ox⋯  l0I 4e_2I 

l15hq 1 i 7- ㈨I}j、I1f、c’ |'7 1 I uricase『BaciUus clausii KSM—K16⋯ 99 4 2e-20 

gi12635742h mhlC l̂{l5235 II uricase fBacillus subtilis subsp⋯ 98 6 3e_20 

LiIbTO]()：c1l i—f1／】’⋯  23534 I Urate oxidase『Solibacter us'．．· 52．8 2e—06 

3q574 1 791一⋯⋯ ．、l_7935b l J methyl accepting chemotaxis prote⋯ 35() 0．36 

l16,~5f1(}ht)2h一 tlZI。【】() II)O{J _l Urate oxidase『Rubrobacter xyl⋯ 33 9 0 8l 

1624 2 lH l -P 1379qS()1 j COG3648：Uricase(urate oxidase)⋯ 3 3 2．4 

=lI(ffsqlC325【一 l’l1(】l l4 “ 】， Umte oxidase『Arthrobaeter sp⋯ 32 0 3．1 

i17f1 75st l _̈11f f’、1$7t~25 if eon[t~rYed protein of unknown func⋯ 3l^ 4．0 

I J71I) I 7oo rl，c JI 】、、、l】i Chain H．Cryhtal StructureOf Urlcase⋯ 3l 2 5 2 

I17 l{f' N i一·I]ZI fH)659{nn j Urate oxidase fNocardioides sp⋯ 3()8 6 8 

>giI10I 73373hlhilll̂1](M478 Ij urlcase【Bacillus hal0dIH~tIIS C—l251 

f I 22】i— l·2 4I【’ ¨ uricase『Bacillus halodurKlls C-125l 

Length=329 

S~ore=1 12 bite f279)．Expect=2e一24 

Identities=51／74(68％)．Positives=66／74(89％)’Gaps=0／74(0％) 
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图 2 简并引物 PCR扩增所得 213 bp片段测序翻译后氨基酸 

序列进行 BLASTp分析(ATDSMKNF为保守序列 ) 

Fig．2 BLAST analysis of translated amino acid fr0m encoding 

DNA sequence obtained by PCR with degenerated primers 

(ATDSMKNF was the conserved peptide fragment) 

2．2 用优化后的简并引物扩增获得胞 内尿酸酶的大部分编 

码序列 

用优化后的简并引物 DPF5和 DPR5扩增出多个 DNA 

片断，多数不能编码超过 30个氨基酸的肽段．不是结构基因 

片段。但其中有 1个 1 000 bp左右片段选好读码框翻译后得 

到从 N端第 60个氨基酸附近到终止密码子(TGA)之后的序 

列，用BLASTp分析发现此肽段和其它细菌尿酸酶的c端氨 

基酸序列相似性最高。所得氨基酸序列中含第7O个左右氨 

基酸残基的N端保守序列(ATDSMKNFI)和靠近290氨基酸 

残基的c端保守序列，但是此C端保守序列中有2个氨基酸 

残基都发生改变(图3)。 

2．3 尿酸酶全长编码片段的扩增 

用 DPF7和 DPR7、DPF7和 DPR8分别扩增出 850 bp和 

1 000bp左右的DNA片段(图4)。分析测序结果发现 l 000bp 

左右的 DNA片段完全包括 850 bp片段部分并含有终止密 

码。几个不同克隆载体的正反向测序结果比对拼接出尿酸酶 

表4 苛求芽孢杆菌的密码子偏好性 

Tab．4 Code preference of Bac~us fastidious 
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Query= 
I|en h=278 

~equences producing slgm dicant alignments： 

J126357 121t-i1一【_【(： 、l；】5235 l l uricase fBacillus subtilis subsp⋯ 

lI 1 5s7l11】 I-l1 122{}52t)7A uricase>gi17628561dbjIBAAO8723．1i uric 
lf2iJ l9591 l·l1

．) ~5697【t 1-Il( 1； 、《： }：Uricase(Urate oxidase)>gif⋯ 
l J ()S1 7249lI1l_l111．I2《，I1)Chain D．Crystal Structure Of Urate Ox··· 

l1l【5 ‘)̈ 74(}1川， 、llf1f1二67．II uricase fBacillus clausii KSM—K16⋯ 

llJ⋯ 7． 73川 ⋯{、 )}47N l{uricase『Bacillus halodurans C—l2⋯ 

1 n7‘) l}36lln·“ l’0{)5235 ‘1．Urate oxidase[Solibacter usi⋯ 

lI7 l 36S 6lil、̈_／I ()()c、 9 f1[1 l】Urate oxidase fNocardioides sp⋯ 
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1 I I⋯ () ‘J fin I I-3t)1 l 25 I I uricase【Bacillus subtilis suhsp subtilis str，168】 
II7475{~7 }II，il f『(：7()(J l 6 uricase homolog yunL—Bacillus subtilis 

Len~h=494 

Score=29l bits(746)，Expeet=7e一78 

Identities=143／261(54％)，Positives=188／261(72％)，Gaps=O／261(O％) 
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Query． 1 TE GDNsLv、l|砸圈墨跚QRH从sYEG A TL EGFLQ YvcEA FLAKYSHLDA V RLE越  60 
T-GDN-L_v、 町DSMKN兀QRH ASYEG T EGFL YV FL YsH+D — L 一+ F 

Shier 229 TDGDNT1 vv rDsMKNFIQRH L AsYEo T TT EGFL H YV恤 FLDTYsH 口)T l T L TGEDI PF 288 

Qucry 6l DDIQvGTDKGvvTSDI．VFlu‘SRNE YATATVEX'ARTASGTEw EQAsoIADIQLI KVsOss 120 
一  一  一 K — Ts L、下R SRNE 一 + 一 R一 一 EO s I D"-QL~KVSO+s 

sb{ct 289 EA～ YEEKE L s TsR L．vFRR SRNERsR sVLKAERsGNTITlTEOYsEI~flgLQLVKVSGNS 348 

Query l2l FYG、1IDEYTTLAEATDRPL_YI FLNIGW AYENQDDAKGDNPANYVA．AEQVRDIAASVF}rr18O 
F G-I DEYTTL E ⋯RPL +LN1 w YEN +D-- 4-PA "tWAAEQVRD+A+,-VFH 

Sbjct 349 Fv GFI R DE、q-TLPEDGNRPLFv’n NI s W QYEN TND SYAS DPAR tWAAEQVRDLAST~THE 408 

Query 181 

Sbjct ,109 

Que~' 241 

Sbict 469 

LDNKSIQIILI~q-IIO 0rJL D RFPQLTEVNFG T NN R．r、VDTVVEG 

L— sIO+LIYHIG IL RFPQⅡ +v F 十 N TwDTVvE 
LETP SIQ NLIⅧ GcRIL A RFPQLTDVSFQ S QN HTWDTVVEE 

LG FsvH QMILQEKKHO LLGVc：61 
F—V + ．++K C 

O阳：TⅥ R￡DAEKEKQK AAEKC 489 

F柚圜圃呻 PFGF 240 
G KG V TEPRPP十GF 

I PG S KGK VYTEPRPPYGF 468 

图3 DPF5和 DPR5进行 PCR所得 1 000 bp片段测序翻译后终止密码子之前氪基酸序列 BLASTp分析 

(ATDSMKNFI和 GAVFTEPR为保守序列 ) 

Fig．3 BLASTp analysis of amino acid sequence fr0m 1 000 bp DNA fragment obtained by PCR with DPF5 

and DPR5(ATDSMKNFI and GAVFTEPR wore the conse~ed peptide fragments) 

从第6位开始的编码序列：后续用5’一RACE补齐N端编码基 

【大J，得到从对应第3位R开始的编码序列，并提交GenBank数 

据库(登录号：FJ393559)。 

1 2 3 

1．850bp左右片段； 

2．1 000 bp左右片段 ； 

3．marker同图 2 

图 4 琼脂糖凝胶电泳分析 PCR扩增出的850 bp和 1 000bp片段 

Fig．4 Agarose electrophoresis analysis of the 850 bp and 

1 000 bp fragments amplified by PCR 

将所得该尿酸酶的氨基酸序列 N端用 Edman降解测定 

序列补齐后，用 BLASTp搜索数据库，发现该序列和已报道 

的多个原核尿酸酶序列相似度很高．如与 Bacillus sp．TB一90 

尿酸酶序列相似性最高(57％相同+73％相似+1 Gap)，同 

Bacillus subtilis subsp．subtilis str．168尿酸酶序列相似性排 

第 2(56％相同+72％相似+0 Gap)，与 Bacillus clausii KSM— 

K16尿酸酶序列相似性排第3(53％}N同+70％相似+0 Gap)， 

与 Bacillus halodurans C一125尿 酸酶的序列相似性排第四 

(56％相同+74％相似+2 Gaps)。据所得氨基酸序列 ，与相似性 

较高的几种细菌尿酸酶序列比对发现此尿酸酶含有 N端保 

守序列 ATDSMKNFI，而其他细菌尿酸酶的 C端保守序列 

GKVYTEPR在该菌突变为 GAVFI'EPR(图 5)。 
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3 讨 论 

Baccilus fastidi ．．．．．．． 

2205297A ．txt ⋯ ⋯ ． 

1J2G．txt ⋯ ⋯ ． 

CAB15235．txt ⋯ ⋯ ． 

BAD662 67．txt M S工RSV 

BABO4478．txt ⋯ ⋯ ． 

Consensus 

Baccilus fastid1 

2205297A．txt 

1J2G．txt 

CAB15235．txt 

BAD66267．txt 

BAB04478．txt 

Consensus 

Baccilus fastidi 

2205297A．txt 

1J2G．txt 

CAB15235．txt 

BAD66267．txt 

BAB04478．txt 

Consensus 

Baccilus fastid1 

2205297A．txt 

1J2G．txt 

CAB15235．txt 

BAD66267．txt 

BABO4478．txt 

consensus 

Baccilus fastidi 

2205297A．txt 

1J2G．txt 

CAB15235．txt 

BAD66267．txt 

BAB04478．txt 

C0nsensus 

Baccilus fastidi 

220529 ．txt 

1J2G．txt 

cAB15235．txt 

BAD66267．txt 

BABO4478．txt 

Consensus 

r m ygkg v rt pl g i es f 

g g 1 sft gcn v atds~knfi a g t e f fl 

Ysh 1 f s l r 

q s 1 kv sf g i d yttl e zpl in w y d P 

y eq a vfh siq 1 y ig 1 rfpcl f n tw ve 

g v tepr P gfq f d 

图 5 多序列联配比对苛求芽孢杆菌胞内尿酸酶与相似性最高的细菌尿酸酶的氨基酸序列 

Fig．5 Multiple sequence alignment analysis of the intracellular frOm Bacillus fastidious with six bacterial 

uricases of higher similarity 

用基因组文库筛选出预期尿酸酶基因效率低 

且成本高i 1。原核生物 mRNA无多聚腺苷酸尾，难 

以用逆转录建立 cDNA文库进行筛选。原核蛋白编 

码基因无内含子，通常酶蛋白中底物结合和参与催 

化的氨基酸残基高度保守。用尿酸酶保守肽段设计 

对应简并引物，用基因组 DNA为模板经 PCR扩增 

其编码基因序列。再用 3’一RACE和 5’一RACE扩增 

有望快速简便获得所需尿酸酶的基因序列。 

41 

45 

45 

53 

60 

53 

i01 

105 

105 

113 

120 

113 

160 

165 

165 

172 

179 

172 

220 

225 

225 

232 

239 

232 

280 

285 

285 

292 

299 

292 

322 

33l 

319 

336 

341 

329 

用 N端氨基酸序列先搜索数据库发现相似序 

列的原核尿酸酶，并从中发掘出靠近其N端和c端 

的两个保守序列。通过对 sp．TB一90尿酸酶 

蛋白的晶体结构分析，发现两个保守肽段位于活性 

中心结合竞争性抑制剂和底物区域[12-131。初步设计 

简并引物 PCR扩增，据所用菌株密码子偏好性优化 

简并引物设计降低简并度，优化条件扩增获得了所 

需尿酸酶的第 6位开始的编码序列。最后用 5’一 

RACE获得了从第 3位残基开始的编码序列，即 

GenBank记录 FJ393559：数据库搜寻和序列比对支 

持此基因片段编码尿酸酶；用已知 N端的氨基酸序 
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列补齐，再重组表达确认为所需克隆的细菌尿酸酶， 

且有优越的热稳定性It4-19】。这些结果表明用简并引 

物PCR快速成功获得了苛求芽孢杆菌尿酸酶的编 

码序列。 

通过简并引物PCR获得该尿酸酶编码序列的 

关键在于简并引物的设计。简并引物导致有效引物 

浓度低，PCR产物非特异性增高，难以获得目的基 

因。在最初的扩增结果中未发现目的基因序列 ，但 

用所得序列数据推算苛求芽孢杆菌编码的基因密 

码子偏好性，正好用于优化简并引物设计以降低其 

简并性。简并引物优化后重新 PCR直接获得了 C 

端全部氨基酸残基的编码序列。但是只有对尽可能 

多的PCR产物克隆测序和分析，才能从中发掘出有 

用的编码信息。另外，PCR条件对结果也有影响，如 

退火和延伸温度以及循环次数等，都需要逐步优化。 

通过简并引物 PCR快速获得此尿酸酶编码序列是 

进行后续研究的关键 ；基于此编码序列 ，实现重组 

表达、晶体结构测定、序列一活性关系研究和分子改 

造，为进一步研制性能更优的诊断和药用尿酸酶奠 

定基础。综上所述，优化简并引物的设计和 PCR的 

过程，以基因组 DNA为模板简并引物 PCR是快速 

克隆无内含子编码基因的高效手段。 
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