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聚羟基脂肪酸酯（K()LELF0(:L9)M9@(9C,，KNJ）是一系列生物合成的高分子材料，其单体可由多种 "7羟
基脂肪酸（"7ELF0(:L9)M9@(9C,，"NJ）构成［&］。KNJ物理和机械性能的变化很大，从高脆性到弹性体，这跟
它们的单体成分有很大关系［$］。短链和中长链单体共聚的 KNJ比短链单体或中长链单体聚合得到的
KNJ有着更好的性能［"］。在 &33!年，豚鼠气单胞菌（!"#$%$&’( )’*+’"）8J!!%被发现能以偶数碳原子数
脂肪酸或植物油作为碳源在体内积累KNONN:［!］其 KNJ生物合成基因被成功克隆［5］。根据亚基数目和
底物特异性，KNJ合成的关键酶，即 KNJ合酶或 KE9P，被分成了 "种类型。! * )’*+’"的 KNJ合酶属于第

!类 KNJ合酶［#］。KNJ合酶的一些类型含有一些保守的基因序列，该特征可被用于克隆，特别是第"
类 KNJ合酶［2，4］。嗜水气单胞菌（!"#$%$&’( ,-.#$/,+0’）QI和 ! * ,-.#$/,+0’ !JR!是能够合成 KNONN:的
另外两种菌株，其中 ! * ,-.#$/,+0’ !JR!已被用作大规模生产 KNONN:。就目前来说，不管生长条件怎么
改变，其合成的 KNONN:中 "羟基己酸单体（"7ELF0(:LE,:9@(9C,，"NN:）的含量始终在 &$S T &2S之间变
化［3］。而 ! * ,-.#$/,+0’ QI合成的 KNONN:中则含有 #S T &!S "NN:。本论文研究了 ! * ,-.#$/,+0’ QI
的 KNJ生物合成及其分子基础。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 菌株：菌株 QI从水中分离出来，经中国科学院微生物研究所鉴定，属于 ! * ,-.#$/,+0’ QI。
’(’() 培养基和菌的培养：矿物盐培养基组成：&U%A（1N!）$ VW!，%U$A XAVW!，3U#5A 19$NKW!·&$N$W，

$U#5A RN$KW!，&.Y微量元素溶液，去离子水定容至 &%%%.Y。微量元素溶液组成：%U$&4A P(P)$，3U23A

8,P)"，2U43A P9P)$，%U&&4A 1<P)"，%U&%5A P0P)"·#N$W，%U&5#A P>VW!·5N$W和 %U&A Z@VW!·2N$W，5 .()[Y

NP)定容至 &%%%.Y。将菌接种到含有 &%%.Y矿物盐培养基的 5%%.Y摇瓶中，在往复式摇床（1OV，V,0<,D
$5+，1,= O0>@D=<-M，\VJ）上 $%%0[.<@培养。2$E后离心（5%%%A）收集菌体，将收集到的菌体冷冻干燥。
’(’(* 主要试剂和仪器：葡萄糖（])>-(D,）购于北京国华化学试剂厂分析纯有限公司，分析纯；月桂酸
（Y9>0<- 9-<F）购于北京化工厂，分析纯；1’2 酶 69R9^9 公司原装；6! +1J连接酶 K0(.,A9原装；]8_ KP^
+1J和胶回收纯化试剂盒 J.,0DE9. KE90.9-<9 O<(C,-E原装；X9DC,0-L-),0 A09F<,@C KP^仪 ;‘‘,@F(0a公司。
’( ) #$+分析方法
称取 $% T "% .A干细胞样品于酯化管中，加入适量氯仿及酯化液（纯甲醇中含 "S（3[3）的浓硫酸及

&A[Y癸酸作内标），加盖密封后高温下酯化数小时。冷却后加入少量蒸馏水，充分震荡后静置，待氯仿相



与水相完全分层后，取下层氯仿相注入气相色谱仪（!"#$%&）中进行色谱分析［’&］。
!" # $%&操作和质粒构建
按照产品说明书，进行细菌染色体 ()*提取，质粒的提取，限制性核酸内切酶的酶切以及琼脂糖凝

胶电泳。通过使用 +,- "./ ()*和胶回收纯化试剂盒（*0123450 "45205675 879:164），将 ()* 酶切片段
和 "./扩增产物片段进行纯化。
!" ’ ()*扩增和序列分析
根据已知的 ! ; "#$%#& ’(#基因序列设计引物。引物 <=>**++**+.??+..+.*?+*+.+.*.*>@=和 <=>

+*??++*?..+..++?+.??**++>@=用于进行 AB9CD>.9* 水合酶基因（ ’(#)）的扩增，扩增条件为：%EF
’07B，<<F G07B，HGF ’07B，进行 @& 个循环。I/,’> ’(#* ()* 片段通过引物 <=>*.+++..??.?+>
+?.+*.??..*+++*??+?>@= 和 <=>+.*+?.?+**?**+.??..*+..?*? .*+.+>@=进行扩增，扩增条件为：
%EF’07B，#&F’07B，HGF G07B，进行 @& 个循环。这两个扩增的 ()*片段被克隆到 J+AK>? A53C 载体
（"2901L5，MN*）中，由上海博亚生物技术有限公司进行测序。克隆到的 ()*序列及蛋白序列分析使用
.DO3:5DP软件进行。

+ 结果

+" ! 碳源对 ! , "#$%&’"()* -.生长和积累 (/&的影响
多种与 "!*结构相关或不相关碳源被用于 ! ; (+,-.’(%/# PQ的培养，研究表明（表 ’），! ; (+,-.’(%/#

PQ不能在柠檬酸钠、丁酸和辛酸钠等一些碳源上生长。葡萄糖、蔗糖和葡萄糖酸钠均可被细胞利用生
长，但是当嗜水气单胞菌PQ在这些碳源上培养时，只有痕量的 "!*能被检测到。月桂酸和油酸则是积
累 "!8!!R最合适碳源，"!8!!R含量能达到约 <&S，@!!R在 "!8!!R中的含量约占 <S T #S。
当月桂酸和葡萄糖用作混合碳源时，细胞生长和 "!*的积累与葡萄糖浓度相关（表 G）。混合碳源

中较低的葡萄糖浓度（’ T <LUV）有利于获得较高的 @!!R含量（#S T ’ES）。当葡萄糖浓度大于 ’&LUV
时，细胞生长被明显抑制。

表 ! ! , "#$%&’"()* -.在多种碳源上的生长

和积累 (/&的情况
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表 + 以 !0 123月桂酸和不同浓度的葡萄糖为碳源，

! , "#$%&’"()* -.的生长和积累 (/&的情况
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图 ! ! , "#$%&’"()* -.的 (/&生物

合成基因图（+4+0 56）

+" + ! , "#$%&’"()* -.的 (/&生物合成基因的获
得和序列同源性分析

! ; (+,-.’(%/# E*]E、! ; (+,-.’(%/# PQ 和 ! ;
"#$%#&是用来生产 "!8!!R 的 @ 株菌，但 ! ; (+0
,-.’(%/# PQ与 ! ; (+,-.’(%/# E*]E及 ! ; "#$%#& 的合
成行为有所差异。主要表现在 ! ; (+,-.’(%/# PQ在
以月桂酸为单一碳源时合成的 "!8!!R中 !!R的含
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量只有 !"左右，所以对比它们 #$%合成的相关基因的异同是重要的。因此，通过聚合酶链反应（#&’）
的方法对 ! ( "#$%&’"()* )*的 #$%生物合酶基因进行了克隆，扩增得到的 +,%片段，经上海博亚生物技
术有限公司测序。根据测序得到的 ’"*+ 基因的 ,末端重叠序列（图 -）将这两个片段连接到一起，得到
一个完整的序列，该序列在 ./01203中的编号为 %45!6789。在克隆得到的 +,%序列中，可辨认出 -个开
放阅读框和两个基因序列，即是 :’4-，’"*, 和 ’"*+。分析结果表明，! ( "#$%&’"()* )*和 ! ( -*.(*/ 在

#$%基因序列有着较高的同源性：:’4-，’"*,和 ’"*+ 的同源性分别为 -77"、;9"和 ;9<8"。

! 讨论

对于 #$%生物合成来说，! ( "#$%&’"()* )*以长链脂肪酸为碳源更为合适；葡萄糖、蔗糖或葡萄糖
酸钠不能被利用来合成 #$%；柠檬酸钠、丁酸或辛酸钠则不利于细胞生长（表 -）。在 ! ( "#$%&’"()* )*
的培养中，葡萄糖对细胞生长和 #$%积累有着明显的影响。低的葡萄糖浓度能为 #$%的合成提供更多
的前体，从而得到更多量的 #$%和提高 =$$>的含量，而高的葡萄糖浓度则抑制细胞生长和 #$%的积累
（表 ?）。该实验中，葡萄糖能被用来调节 #$%中 =$$>组分的含量。! ( "#$%&’"()* 5%@5生产得到的 #$A
1$$>中 =$$>含量为 -?" B -9"［;］，而 ! ( "#$%&’"()* )*生产得到的该共聚物中 =$$>含量为 !" B
-5"（表 -和表 ?）。这两株菌生产的 #$1$$>组分含量的不同，可能的原因在于 #$%合酶或者 =A$%前
体生成途径的差异。然而，考虑到这两株菌 #$%合酶有着较高的相似性，所以 #$%合酶可能不是调节
该共聚物组分含量的决定性因素，那么提供 =A$%前体的代谢途径则可能是决定 #$%的组分含量的关
键因素。

同 ! ( -*.(*/相比较，这两株 ! ( "#$%&’"()*的 ’"*基因簇有着相同的 :’4-基因，’"*,和 ’"*+ 有较高
的同源性，分别高达 ;9" 和 ;9<8"。这表明 !/%&0&1*2 菌株具有基本相同的 #$%生物合成基因序列。
因此，根据这种同源性，套式 #&’克隆方法是一种识别能合成 #$%的气单胞菌的简便易行的方法［9］。
根据底物特异性和亚基数目，! ( -*.(*/的 #$%合酶被认为是第!类 #$%合酶［!］。然而，! ( -*.(*/

的 #$%合酶不仅聚合短链 =$%前体，也聚合中长链的 =$%前体，如 =$$>［5］。此外，! ( -*.(*/ 的 ’"* 基
因簇含有烯酰辅酶 %水合酶基因，该基因将脂肪酸氧化途径和 #$%的生物合成连接了起来［--］。这种基
因排列顺序与顺次含有 ’"*! 和 ’"*3 基因的 4*)25&1(* /65%&’"* 中 ’"* 基因簇的排列是不同的。! ( "#7
$%&’"()*与 ! ( -*.(*/中 ’"*基因簇排列的相似性提示了! ( -*.(*/和 ! ( "#$%&’"()*的 #$%合酶可被划分为

#$%合酶的一种新的类型，可被称为第"类 #$%合酶。这一基因类型的划分对发现 #$%合酶基因簇的
组织和发现其它 #$%代谢途径中的相关基因是有帮助的。
总之，研究表明了 ! ( "#$%&’"()* )*能合成不同 =$$>含量的 #$1$$>。其生产的 #$%的组分含量

可通过前体合成途径进行调节。! ( -*.(*/和 ! ( "#$%&’"()* 的 #$%合酶可被划分为第"类 #$%合酶。
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