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北京红篓菌聚羟基烷酸合成酶基因的克隆与表达

张 伟 姜成英 戴 欣 刘双江"

（中国科学院微生物研究所 北京 2$$$0$）

摘 要：以北京红篓菌基因组 B.C为供体，DEF3$3 ?’<9:G质粒为载体系统，!1噬菌体体外包装重组质粒并转染感受
态细胞 ! ) "#$% *H2$@，构建了该菌株基因组 B.C文库。以聚羟基烷酸（IJC）合成酶基因通用简并引物扩增的 IJC
合成酶部分基因为探针，经 BKL标记后利用菌落原位杂交技术对文库进行筛选，获得 "个阳性克隆菌株，IFM检测
证明这 "个克隆具有 IJC合成酶基因片段，酶活测定表明 "个克隆都具有 IJC合成酶及与 IJC合成相关的乙酰
乙酰辅酶 C还原酶的活性。
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利用光合细菌进行 IJC<合成及其代谢途径的
研究主要在紫色硫细菌和紫色非硫细菌两个类群中

进行。紫色非硫细菌 &’#(#)*"+,-、&’#(#./%-%$$01 已
经从紫色硫细菌 2’-#1*+%01、3’%#"*/.*、3’%#"4.+%. 等
属菌中克隆获得了 IJC合成途径中 IJC合成酶或
其它两个与 IJC合成相关的"1酮硫解酶、乙酰乙酰
辅酶 C还原酶的基因，并且进一步研究发现紫色硫
细菌 2’-#1*+%01、3’%#"*/.* 属菌株的 IJC< 合成酶
由 /’)F和 /’)8两个多肽链组成，明显区别于 &*.5
+#6%* ,0+-#/’* 中的 IJC合成酶，因而被划分为除 & )
,0+-#/’*、7.,0(#1#6*. #$,#8#-*6. 外的第#类 IJC合
成酶［2，#］。

2@@# 年 E6O6<6P: 建立的光合细菌红篓菌属
（&’#(#"%.+*），目前包括世纪红篓菌（&". ) ",6+,601）
和北京红篓菌（&". ) /,9%6:,6.%.）［"，!］。我们曾经对北
京红篓菌合成 IJC< 的能力和特性进行了研究［3］。
本实验构建了北京红篓菌基因组文库，利用 BKL标
记探针和菌落杂交筛选的方法筛选到含有 IJC聚
合酶基因片段的阳性克隆，通过 IFM扩增、酶活性
测定的方法证明筛选到的重组粘粒含有 IJC合成
酶、乙酰乙酰辅酶 C还原酶基因，为进一步阐明北
京红篓菌 IJC合成及代谢途径奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种和质粒：北京红篓菌（ &". ) /,9%6:,6.%.

<QR6:, "1D CS 2T#2@! U *FH22%%@）为我室分离并鉴
定［!］。质粒 DEF3$3由中国科学院微生物研究所微
生物分子遗传与育种室提供，大肠杆菌（!."’,-%"’%*
"#$%）*H2$@，V;21W(+-为本室保藏菌株。
!"!"# 培养条件：北京红篓菌菌种保存及培养采用
K9X’YY Z /R[D-R 培养基［%］，去除 .6JF\"，补加酵母膏

（2]^;），蛋白胨（2]^;）；厌氧螺口瓶（#$9;），光照
2$$$ _ #$$$ ;+7，"$ _ "3‘。! ) "#$% *H2$@，V;21W(+-
采用 ;W 培养基（酵母浸膏 3]^;，胰蛋白胨 2$]^;，
.6F( 2$]^;），"4‘，摇床培养。
!"!"$ 限制性内切酶和主要试剂：B.C限制性内切
酶、/! 连接酶、DHB201/ 载体系统购自 /6E6M6 公
司；!噬菌体包装蛋白 L:]6D6?P# L’(G I6?P6]:,] 871
QR6?Q为美国 S/MC/CL8.8公司产品；IFM反应系统
试剂购自华美生物工程公司；硝酸纤维素膜（.F膜）
为美国 C9-R<X69产品；B.C纯化试剂盒为 NKC8V$
产品；BKL杂交及检测试剂盒购自 M’?X-公司，产品
编号分别为 2%$"330，23034%#。抗生素氨普霉素
（C9）购买于农业科学院兽药检定所；乙酰乙酰辅
酶 C、辅酶 C及 "1JW辅酶 C购自美国 S:]96公司；
.CBIJ为北京鼎国生物公司产品。
!"# 基因组文库的构建和筛选
!"#"! 文库的构建：以北京红篓菌 B.C 为供体，
DEF3$3质粒为载体系统，使用 L:]D6?P # L’(G I6P1
6]:,] 87QR6?Q 试剂盒包装重组质粒并转染感受态细
胞 ! ) "#$% *H2$@，在含有氨普霉素的 ;W 平板上培



养，将获得的单菌落转接到同样的 !"平板培养基
上，获得基因组文库。

!"#"# 文库的筛选：将基因组文库中菌落转移到硝
酸纤维素膜上，原位裂解使核酸结合于膜上［#］。使

用 $%&标记的探针，参照 $%&杂交及检测试剂盒方
法杂交并显色。挑出阳性菌株。

!"$ %&’标记探针的制备
利用 ’()合成酶基因保守片段设计通用简并

引物［*］，序列为：’+：,-.//（/0&）//（/0&）1&&)1/))
（10/）))&1（10)）（10/）1)（10/）)1/.2-；’3：,-.（&0/）
)&//)（&0/）&/（&0/）&1//)（)0&）1/（&0/）&&/.
/)//).2-，对北京红篓菌基因组 $4)进行扩增。反
应条件：5,6 ,789；5*6 3:;，<,6 3789，<,6 3789，
3,个循环。扩增片段与 =>$+* 1.?@ABCD 连接后测
序，得到的序列结果经比对与 &@9"E9F 中 !"#$%&’&()
(*+ ,’-$&(./$. ;BDE89 G=# ’()合成酶基因有很高的相
似性。这一段 ’()合成酶基因序列在 &@9"E9F 中
的登记号为 )H3*2*:3。’/I扩增片段纯化后进行
$%&标记，作为杂交探针。
!"( 酶活的测定
实验菌株!.酮硫解酶、乙酰乙酰辅酶 ) 还原

酶、’()合成酶酶活性的测定参照文献［5］进行。

# 结果和分析

#"! 北京红篓菌基因组文库的构建
0,#"部分酶切基因组 $4)，回收 +, J 3,FK的

酶切片段。1%-"及 2-+("处理质粒 =L/,:,得到
3FK和 +<M#FK 两个片段，1N 连接酶使之与基因组
$4)酶切片段相连。#.噬菌体蛋白体外包装重组质
粒并转染感受态细胞 3 O 4#(& P>+:5，转染产物涂布
!"（含 )7 ++M<$Q07!）平板，共获得约 +3:: 个单菌
落。随机挑取 3:个克隆，提取质粒，质粒酶切后证
明所插入的外源基因片段主要为 +, J 3,FK左右，且
插入片段的多态性较好。

参考相关光合细菌基因组信息，我们假定北京

红篓菌基因组 $4) 全长约为 N,::FK 左右，根据
/REDF@./EDKC9公式 4 S R9（+ T 5）0R9（+ T 6）（’代表
筛选到目的基因的概率，U代表插入片段与基因组
$4)全长的比值，4代表筛选到含目的片段的阳性
克隆所需要的克隆数目），设定文库中含有 ’()合
成相关酶基因的概率为 55V，则筛到目的基因片段
共需要 *::个以上的重组质粒，实验构建的文库中
重组质粒的数目可以满足这一要求。

#"# 基因组文库的筛选
#"#"! 地高辛标记探针的制备：以北京红篓菌基因
组 $4)为模板，简并引物 ’+、’3扩增得到 5::K=左
右的扩增条带（图 +，!E9@ N）。将此 ’/I产物回收
纯化后进行 $%&标记作为杂交探针。

图 ! 北京红篓菌 )*+合成酶基因片段的扩增和阳性菌
株质粒 ),-结果
U8QO+ ’/I E7=R8W8AEB8C9 CW ’() ;X9BYE;@ WDEQ7@9B CW 74$ O %./8&/9./$&$

E9Z WDC7 YXKD8Z AC;78Z;

+M 4CO+ YXKD8Z AC;78Z；3M 4CO 3 YXKD8Z AC;78Z；2M 4CO 2 YXKD8Z AC;.

78Z；NM 7:#;#4&$<- %.8&/9./$&$；,M>EDF@D O

#"#"! 基因组文库阳性质粒的筛选：使用地高辛探
针与接合于 4/ 膜上的菌落核酸杂交，共筛选了
+3::个菌株，得到 2个阳性结果的重组菌株（图 3）。

图 # 菌落原位杂交筛选到的阳性质粒
U8QO3 I@;[RB; CW &/ $&<*.ACRC9X YXKD8Z8\EB8C9

+ J 2M 1Y@ =C;8B8?@ YXKD8Z ARC9@;O

提取这 2个菌株的质粒，’+、’3引物扩增，发现
2个菌株都可以得到 5::K=的扩增片段（图 +，!E9@
+ J 2），证明这 2个质粒中插入的北京红篓菌基因组
片段中都含有 ’()合成酶的部分基因。对这 2 个
质粒进行 34#I"、5$<"、=,-"限制性酶切（图 2），
发现这 2个重组质粒具有不同的酶切带型，证明这
2个质粒含有不同的外源基因片段。
#"$ 阳性克隆菌株酶活的测定
目前，已经阐明的光合细菌合成 ’(); 的代谢

途径主要包括 2个酶催化过程［+］：首先是在!.酮硫
解酶催化下把两个分子的乙酰 /C) 合成为乙酰乙
酰 /C)，后者在乙酰乙酰 /C)还原酶作用下被还原
为 2.羟基丁酰 /C)，最后 ’()合成酶以链延长的方
式把 2.羟基丁酰 /C)连接到 ’("长链上。实验中
分别测定了北京红篓菌和 2个阳性克隆菌株的相关
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图 ! 阳性克隆质粒酶切结果
!"#$% &’()*"+)",- ’-./0’ 1"#’()",- ,2 )3’ 3/4*"1 +,(0"1(

56 78*9’*；:6 ;,$ 5 3/4*"1 +,(0"1<!"#&!；%6 ;,$ : 3/4*"1 +,(0"1<

!"#&!；=6 ;,$ % 3/4*"1 +,(0"1<!"#&!；>6;,$ 5 3/4*"1 +,(0"1<

$%&!；?6 ;,$: 3/4*"1 +,(0"1<$%&!；@6 ;,$ % 3/4*"1 +,(0"1<$%&!；

A6 ;,$ 5 3/4*"1 +,(0"1<’()!；B6 ;,$ : 3/4*"1 +,(0"1<’()!；5C6

;,$5 3/4*"1 +,(0"1<’()! $

酶活（单位时间内每 0# 蛋白与底物作用生成产物
的量"0,D），结果见表 5。

表 " 北京红篓菌和 !个阳性克隆菌株中与

#$%合成相关酶活测定
E84D’ 5 F+)"G")"’( ,2 HIF (/-)38(’，#J9’),)3",D8(’，8-1 F+’)/8+’)/DJK,F

*’1L+)8(’ ,2 *"% $ +,-./0,/%.% 8-1 (’D’+)’1 +D,-’(

M)*8"-(

N-./0’ 8+)"G")"’(（"0,D<0"-<0#）

#J9’),)3",D8(’
O 5C P %

F+’)/8+’)/DJK,F
*’1L+)8(’ O 5C P %

HIF (/-)38(’
O 5C P %

*"% $ +,/-./,/%.% C6?>% :6C%C C6:B>

! $ "#1. Q75CB<RSK>C> C C C6CC=

;,$5 +D,-’ C C655A C6:?@

;,$: +D,-’ C C6%:A C6::

;,$% +D,-’ C C65%> C6:>:

这 %个重组质粒都含有 HIF合成途径中乙酰
乙酰 K,F还原酶和 HIF合成酶的活性，说明在重组
质粒的插入片段中含有这两个酶的基因片段。同时

发现，这两个酶在克隆菌株的活性低于原始菌株，这

与 5BB:年 IL()’1’报道的光合细菌 *2#3#()"&,4 %+2)5
,4#.3,% 和 *2#3#%+.4.1167 46(467 HIF 合成酶基因在
! $ "#1. 中表达极差的实验结果相近［5C］。原因可能
在于北京红篓菌 HIF积累途径中基因调控系统与
大肠杆菌不同。

! 讨论
克隆得到的光合细菌 HIF合成途径表明紫色

非硫细菌的 +2)K由单体组成，区别于紫色硫细菌
和蓝细菌的两个亚基组成的 HIF合成酶。
实验中利用在插入位点的两端各有一个 $%&!

酶切位点，容易将插入的外源片段切下来深入研究

的 +,(0"1质粒 RSK>C>作为载体构建了北京红篓菌
的基因组文库，构建好的重组菌株共有 5:CC株。
应用细菌 HIF合成酶基因扩增通用简并引物，

从北京红篓菌基因组 T;F中扩增到 BCC4R 左右的
片段。测序和序列比对结果表明扩增产物为 +2)K
的部分片段。TUV标记为探针后对文库进行筛选，
得到 %株有杂交信号的阳性菌株。HK&鉴定，酶切
结果证明这 %株阳性菌株插入了 HIF合成酶基因
的部分片段，且插入的 T;F片段不相同。
这 %株菌都有乙酰乙酰 K,F还原酶和 HIF聚

合酶的活性，没有#J酮硫解酶的活性，说明 %个阳性
质粒的插入片段中，都没有 +2)F的完整片段。在
已知克隆到的光合细菌 HIF 合成途径中，+2)F、
+2)W、+2)K基因读写框并不相连，而是被基因片段
或其他读写框相互隔开，区别于 *)1%&#/.) ,6&4#+2)
HIF合成途径。所以实验筛选到的这 %个克隆没有

#J酮硫解酶的活性是可以解释的。酶活测定结果还
表明在 ! $ "#1. 中表达的这 % 株阳性菌株的酶活远
低于原始菌株北京红篓菌。此外，HIF测定实验也
表明，在重组菌株没有发现 HIF的积累。推测原因
在于：质粒上插入的外源基因片段在从 T;FJ&;F
的转录过程和 &;FJ蛋白质的翻译过程中，相应结构
如启动子、核糖体结合位点等可能不易于被 ! $ "#1.
识别，所以表达酶活很低；+2)F的缺失或基因的不
完整，造成 HIF合成途径的不完整；本身并不能合
成 HIF的 ! $ "#1. 无法在菌体生长过程中合成 HIF
积累途径中相关酶合适的底物。

综上所述，本实验构建了北京红篓菌基因组

T;F文库，并从这个文库中成功地筛选到含有 HIF
合成相关基因的 %个重组质粒，并在这 %个重组菌
株中检测到 HIF合成途径中乙酰乙酰 K,F还原酶、
HIF合成酶的活性。本项工作为光合细菌尤其是
紫色非硫细菌合成 HIF( 途径的研究奠定了基础，
对于北京红篓菌 HIF合成酶基因的进一步亚克隆
和高效表达的工作也正在进行中。
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企 业 版 位 企 业 版 位

4?$&(3+? _#6(2#$02$( 封二 镇江达森发酵设备有限公司 文后彩插

#
##

"

广州市华奥行仪器有限公司 文前彩插# 南京宁和生化设备有限公司 文后彩插

#
##

$

上海联环生物工程设备有限公司 文前彩插"
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岛津（香港）有限公司 封三

香港徕卡仪器有限公司 文中彩插#

#
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镇江东方生物工程设备技术有限公司 封底

扬中市威柯特生物工程设备公司 文后黑白插#

IBBB 期 张 伟等：北京红篓菌聚羟基烷酸合成酶基因的克隆与表达




