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丛毛单胞菌 !"#$% 合成 &’( 及相关基因的研究
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（’中国科学院微生物研究所 北京 ’$$’$’）（#中国农业大学生命科学学院 北京 ’$$$%D）

摘 要：分析了丛毛单胞菌（ !"#$#"%$& ,E>）FGH1’ 菌株在不同条件下合成聚羟基烷酸（EA0<I<CJA5<40K4:A8; 4;8C,，
LM),）的组分和含量，同时克隆了与 LM) 合成相关的基因。结果表明，该菌可以多种短链有机酸及醇类为碳源合

成 LM) 多聚物或共聚物，以戊酸和 ’，!1丁二醇为底物时，可达菌体干重的 2"N；同时发现小分子醇类的存在能显著

促进 LM) 的合成，推测与醇类氧化过程中提供了更多的还原力有关。为了克隆相关基因，利用已知 ’($! 的保守区

简并引物筛选基因组文库，将得到的阳性克隆质粒测序，发现 ’($!、’($)、’($* 组成一个基因簇 ’($!1)1*。将

’($!、’($)、’($* 连接到 E6. 载体在 + > ,"-. 中共表达，重组 + > ,"-. 菌株能合成 LM)；将这 D 个基因单独连接到 E6.
载体，在 + > ,"-. 中表达后检测到相应酶活，分别约为原始菌株的 !O’、"’ 和 #%%# 倍。
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聚羟基烷酸（EA0<I<CJA5<40K4:A8; 4;8C,，LM),）是

存在于很多微生物体内的一种高分子聚酯物质，作

为高分子材料具有多方面的优点，尤其是其可降解

性和生物相容性引起了很大的关注［’］。许多原核微

生物都可以在碳源过剩而其它生长条件受限制的情

况下在体内合成 LM)，目前已经在 ?$ 多个属的微生

物体内发现 LM)，约 ’2$ 种不同结构的羟基脂肪酸

可以作为 LM) 的单体，已从 !$ 多个菌株中克隆到

了 LM) 聚合酶的基因［#］。LM) 单体结构的多样性

使得 LM) 具有多种多样的性能，可以适应不同的需

要。但是由于生产 LM) 的成本较高，目前得到大规

模 生 产 的 品 种 主 要 为 聚 羟 基 丁 酸 LMH
（EA0<I<CJA5<B*-<J8; 4;8C，LMH）和聚羟基丁酸 @ 戊酸

共 聚 物［ EA0<（ I<CJA5<B*-<J4-/1 ,"1I<CJA5<Q40/J4-/ ），

LMHR］［D，!］，同这些已有的 LM) 聚合物相比，含有 !1
羟基丁酸（!MH）的 LM) 多聚物具有抗张强度强、断

裂伸长率高等优点，因此关于这类聚合物的研究受

到了格外的重视。已有报道，/0-12.$ $,.3"4"5$%&（原

!"#$#"%$& $,.3"4"5$%& ）和 睾 丸 酮 丛 毛 单 胞 菌

（!"#$#"%$& 20&2"&205"%.）可以合成含有 !MH 的聚合

物［2 ( ’’］，但是关于它们合成 LM) 代谢途径的研究

很少。

本实验室分离得到一株降解氯代硝基苯的菌种

!"#$#"%$& ,-J48: FGH1’［’#］，随后的研究进一步发现

FGH1’ 菌株还能合成 LM)。本文报道 FGH1’ 菌株不

同情况下 FGH1’ 合成 LM) 的能力，并克隆了 LM)
合成相关基因，结果如下。

% 材料和方法

%)% 材料

%)%)% 主要试剂和仪器：SG) 聚合酶、.! 连接酶、

SG) 凝胶回收试剂盒均购自北京经科宏达生物科

技有限公司；LFT 产物纯化试剂盒购自鼎国公司；.1
/4,< Q/;-/J 购自 LJA7/+4 公司；其它化学试剂均为分

析纯。HM1# 光学显微镜（U0<7E*, 公司），M1&$$) 透

射电 镜（M8-4;I8 公 司），VR1#$’$ 紫 外 分 光 光 度 计

（WI874CX* 公司），SV%$$.Y 分光光度计（ H/;K74:1
;A*0-/J 公司），.1ZJ4C8/:- LFT 仪（H8A7/-J4 公司）。

%)%)* 菌株、质粒和培养条件：本实验中用到的菌

株及质粒见表 ’。FGH1’ 菌株的基因组文库为本研

究室构建［’D］。如无特殊说明，大肠杆菌（+&,(05.,(.$
,"-.）各菌株所用培养基为 [H 培养基，根据质粒不

同，添加 2$7+\[ 的氨苄或卡那霉素，D"]培养。菌

株 FGH1’ 在液体培养时摇床转速为 ’2$J\78:，培养

温度为 D$]。

%)%)+ LFT 引物：本实验用到的 LFT 引物的序列和

用途见表 #。



表 ! 本实验中使用的菌株及质粒

!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+., 1,%. +- )2+, ,)1.3
’"()%*+"$ ,)*"+-, 4* /$",0+. 5%$%6"-) /2%-4)3/% 741*(% 4* *%8%*%-(%
!"#$#"%$& ,/9 :;’<& 7%/"*")%. 8*40 =()+6")%. 7$1.>% ?1 %) "$@［&&］

’ 9 (")* ’AB&（CDE） DF/*%,, 24,) 7)*")">%-%
/D!<B&"（ G ） DF/*%,, 6%()4* ;46">%-
/D!<BH"（ G ） DF/*%,, 6%()4* ;46">%-
/D!B&<:& /D!<B&"（ G ）(4--%()%. I+)2 +,$! >%-%& )2+, ,)1.3
/D!B&<=’ /D!<B&"（ G ）(4--%()%. I+)2 +,$-. >%-% )2+, ,)1.3
/D!B&<:<=’ /D!<B&"（ G ）(4--%()%. I+)2 +,$!、+,$-. )2+, ,)1.3
/D!BH<:B /D!<BH"（ G ）(4--%()%. I+)2 +,$! >%-%B )2+, ,)1.3
/D!B&<= /D!<B&"（ G ）(4--%()%. I+)2 +,$- >%-% )2+, ,)1.3
/D!B&<’ /D!<B&"（ G ）(4--%()%. I+)2 +,$. >%-% )2+, ,)1.3

表 " 本实验使用的 #$% 引物

!"#$% B J*+0%*, 1,%. +- )2+, %F/%*+0%-),
;"0%, 48 /*+0%* :2"*"()%*+,)+(, "-. 1)+$+)+%, 7%K1%-(%, 48 /*+0%*（LM!EM）
J& C%>%-%*")% /*+0%* 48 +,$! 1/,)*%"0 (4-,%*6")+6% *%>+4- ::（:NO）::（:NO）!OO=!:==（!N:）==O!（!N=）（!N:）!=（!N:）=!:
JB C%>%-%*")% /*+0%* 48 +,$! .4I-,)*%"0 (4-,%*6")+6% *%>+4- （ON:）=O::=（ON:）O:（ON:）O!::=（=NO）!:（ON:）OO::=::=）

:J& P/,)*%"0 /*+0%* & 48 +,$! =!=OO=!::::OO!:O:!!O::!!O=
:JB C4I-,)*%"0 /*+0%* & 48 +,$! =OOO=O:!:!:=OO:!!!!O=:=O==:
:JQ P/,)*%"0 /*+0%* B 48 +,$! :O:OO=!::=!O==!!!!O=:::O=O:!O
=’J& P/,)*%"0 /*+0%* 48 +,$-<. !:OO=O:!:=!OO==O=:=!:O!!=!:
=’JB C4I-,)*%"0 /*+0%* 48 +,$-<. =!:!==O:!!!!O:!O==::O=O!!!!
’J& P/,)*%"0 /*+0%* 48 +,$. :O:OO=!::=!OOO!:=O===O!=O:O
’JB P/,)*%"0 /*+0%* 48 +,$. :O:OO=!::!O:!O==!O::!O====

;4)%：!2% ,)"*) (4.4-, "*% P-.%*$+-%.9

!&" $’()! 中合成的 #*+ 分析

!&"&! 培养方法：分为一步培养法和二步培养法。

一步培养时，以矿物盐（R7）培养基［S］为基础培养

基，添加 T@LU的碳源，接种培养 B. 后测定 JV= 组

分及含量。二步培养时，:;’<& 首先在 &TT0A ;’［W］

培养基中培养 &B2，然后离心收集菌体，转入无氮

R7 培养基 B. 后测定 JV= 组分及含量。

!&"&" JV= 组分与含量的分析：取适量干菌体或标

准 JV= 样品，添加 T@TBLU的苯甲酸钠作为内标，溶

解到 B0A 氯仿中，加入等体积的硫酸（&LU）：甲醇

（HLU）溶液，WLX酯化 B Y E2，用 B0A 水萃取，取下

层氯仿相，过滤，取 &!A 进样，用岛津 BT&T 气相色谱

仪测定 JV= 组分及含量。

!&, 基因组文库的筛选及测序分析

利用 JV= 聚合酶基因的保守区简并引物 J& 和

JB［&Z］从 :;’<& 基因组中扩增 +,$! 片断，以其为对

照，用菌落 J:5 的方法筛选基因组文库。菌落 J:5
模板采用碱裂解法制备。为减少 J:5 的数量，先以

&T 个克隆为一组进行筛选，再将阳性组进行逐一筛

选。将得到的阳性克隆测序，测序结果在 ;:’[ 上

进行 ’A=7! 比对分析。

!&- 基因的克隆和表达

为了分析各基因功能，根据测序结果，从阳性质

粒中 J:5 扩增目的片段并引入酶切位点，将各基因

单独或一起连接到 /D!<B&"（ G ）或 /D!<BH"（ G ）载

体，转化 ’ 9 (")* ’AB&（CDE）菌株进行表达。构建质

粒见表 &，所用 J:5 引物见表 B。

!&. 重组 ! / "#$% 菌株合成 #*+ 能力的分析

重组 ’ 9 (")* ’AB&（CDE）菌株在 A’ 培养基中

E\X培养至 /0STT为 T@S 左右，加入 T@&004$NA [J!O，

ETX诱导 E2，之后加入 &U 葡萄糖，继续培养 B.。

JV= 的产量测定如前所述。

!&0 酶活测定和 121)#+34
!&0&! 粗酶液制备：:;’<& 在 &TT0A 的 A’ 培养基

中 ETX培养 &B2，重组 ’ 9 (")* 菌株在 &TT0A A’ 培

养基中 E\X培养至 /0STT为 T@S 左右，加入不同浓度

[J!O（T，T@&，&004$NA）ETX诱导 E2，离心 ET0A 菌液

收集菌体，T@WU ;":$ 洗涤后悬浮于 &0A /VH@T 的

&T004$NA 的 J’7 缓冲液中，超声破碎后，&ETTT*N0+-
离心 &T0+-，上清液即为粗酶液。粗酶液进行 7C7<
J=OD［&S］检测蛋白的表达。

!&0&" 酶活测定："J2": 酶活测定反应液组成：!*+,
·V:$（&LT004$NA，/V\@L），R>:$B（BT004$NA），C!;’

（&004$NA），EV’:4=（T@S004$NA）。#J2"= 酶活测定

反 应 液 组 成：!*+,·V:$（LT004$NA，/V\@L），R>:$B

\&S应娇妍等：丛毛单胞菌 :;’<& 合成 JV= 及相关基因的研究 9 N微生物学报（BTT\）Z\（Z）



（!"##$%&’），乙 酰 乙 酰 ($)（ "*"+##$%&’），($)
（"*,##$%&’）。!-./0 酶活测定反应液组成：1234·
5(%（+"##$%&’，657*+），89(%:（!"##$%&’），乙酰乙酰

($)（"*"+##$%&’），;)<-5（"*"+##$%&’）。

-./(、-./)、-./0 的酶活由紫外分光光度计分

别测定 =!:>#，?"?>#，?="># 光波长条件下反应体

系的 吸 光 值 变 化，经 过 计 算 获 得。蛋 白 浓 度 由

02/@A$2@ 法测定［!7］。

! 结果

!"# $%&’# 合成 ()* 分析

在一步培养下，(;0B! 可以利用多种短链有机

酸进行生长并合成 -5)，但是不能利用长链脂肪酸

如庚酸、癸酸等进行生长。该菌在一步培养和二步

培养下利用不同碳源合成 -5) 的情况见表 ?。如结

果所示，二步培养法比一步培养法明显有利于 -5)
的合成，不同碳源合成的 -5) 组分和菌体内含量差

别很大，但是都有 ?50 单体的存在，在有 !，=B丁二

醇和戊酸存在时还可合成 =50 和 ?5C 单体。这 ?
种单 体 占 菌 体 干 重 的 最 高 含 量 分 别 为 :!*+D、

:E*!D、=7*7D。以乙醇、丁醇为碳源时合成的 -50
比以乙酸钠、丁酸为碳源时多，而 !，=B丁二醇的存在

也能提高 ?50 及 ?5C 的含量，推测这种现象与醇类

氧化过程中提供了更多的还原力有关。以丙酸为底

物时合成的 ?5C 含量远远小于以戊酸为底物时，可

能它们转化成 -5) 前体的途径不同，戊酸可能经过

脂肪酸"B氧化途径进入 -5) 的合成。丁酸和戊酸

的存在对利用 !，=B丁二醇合成 =50 有抑制作用，推

测丁酸和戊酸的存在抑制了 !，=B丁二醇的氧化。此

外，丁醇 F !，=B丁二醇培养时，合成的 ?50 的含量比

只有丁醇时增加，而 =50 的含量则大大减少，因此

通过对碳源的调节有可能实现对 -5) 不同单体比

例的调控。

此外，当用营养丰富（;G）［,］培养基代替 ;0 培

养基进行二步法培养时，该菌以 !，=B丁二醇为底物

合成的 =50 可达菌体干重的 +,*:D，远高于一般菌

株，而与 ! H "#$%&’&(")* I(8 !"!J! 菌株多拷贝表达

+,"- 和 +,". 的重组菌株的合成量相近［7］。该菌不

能以 !，=B丁二醇为底物进行生长，但当在 ’0 培养

基中添加 !，=B丁二醇培养时，可以在一步培养下就

实现 =50 的合成，含量为 !"*?D。这些结果表明，

(;0B! 是 研 究 =50 聚 合 物 或 共 聚 物 合 成 的 良 好

菌株。

表 + 一步和二步培养条件下 $%&’# 菌株

合成 ()* 的组分及含量

1/K%L ? -5)4 M$>NL>N />@ M$#6$43N3$> KO 4N2/3> (;0B!

P3N. $>LB4N/9L />@ NP$B4N/9L K/NM. MQ%N3R/N3$>

(/2K$> 4$Q2ML（4）
1P$B4N/9L K/NM. MQ%N3R/N3$>

（D $A ML%% @2O PN）

?50 ?5C =50
-5)

S>LB4N/9L K/NM. MQ%N3R/N3$>
（D $A ML%% @2O PN）

?50
T$@3Q# /MLN/NL !*= " " !*= "*+
-2$63$>3M )M3@ !*! +*+ " ,*, "*!,
KQNO23M /M3@ ?*! " " ?*! "*7
R/%L2/NL :*= ?7*! " ?E*+ "*!!（!=*:，?5C）

!，=BKQN/>L@3$% "*E " :E*! ?"*" U
VN./>$% !"*7 " " !"*7 U
0QN/>$% ,*! " " ,*! U
0QN/>$% F !，=BKQN/>L@3$% :!*+ " :*" :?*+ U
0QNO23M /M3@ F !，=BKQN/>L@3$% 7*? " !*! J*= :*:
C/%L2/NL F !，=BKQN/>L@3$% 7*E =7*7 !*= +7*" "*:!（:?*+，?5C）

“ U ”#L/>4 >$N @LNLMNL@；! #L/>4 LWML6N 46LM3/% >$NL；/%% N.L M$#6$>L>N /2L ?50H

!"! 基因组文库的筛选和阳性克隆的序列分析

以上结果表明，(;0B! 菌株可以合成多种 -5)，

而在其裂解液中也可以检测到短链 -5) 合成途径

中的"B酮硫解酶、乙酰乙酰 ($) 还原酶及 -5) 聚合

酶活性（表 =）。为了克隆得到相关基因，首先利用

聚合酶基因的保守区简并引物从 (;0B! 基因组中

扩增 +,". 片段，结果得到约 E""K6 的片段，测序结

果表明该片段与 +,". 基因具有高度同源性。之后

以该片段为参照，用菌落 -(G 的方法从 (;0B! 基因

组文库中筛选得到 ? 个阳性质粒，酶切分析表明这

? 个质粒可以分为不同的两种质粒，测序后将两种

质粒的插入片段序列进行拼接，得到总长约 =,XK 的

序列。序列比对结果表明，与大多数阅读框序列相

似性最高的序列来自分类学上与 .&/"/&)"* 同属

于 0Q2X.$%@L23/%L4 纲 的 0&1"(&/&)"*， 2"1*3&)$"，

45(6,&1%7($" 等属的细菌。其中有 ? 个相邻的 SGY
的蛋白序列分别与 -./(、-./)、-./0 具有较高的同

源性，大小分别为 !JE"K6、!!7EK6 和 7?+K6（不包括

终止密码子），以 +,".-4 的形式组成一个基因簇

（图 !）。

图 # !"#$%& 片段序列分析

Y39H! TQKA2/9#L>N4 $A +,".-4 >QM%L$N3@L 4LZQL>ML />/%O434H

-./( 比对结果中与之相似性最高的为来自 0 H
&17&’&(")* ;GG’ 0B!=,J: 菌 株 的 合 成 酶 序 列

（))’!7,!!，[@L>N3NO \ E"*+D）；其 次 为 来 自 ! H
"#$%&’&(")* <TB!7 的 序 列 （ 0))??!++，[@L>N3NO \

J!, ][;^ I3/$BO/> 73 "1 H &-#3" 8$#(&9$&1&:$#" ;$)$#"（:""7）=7（=）



!"#$%）。与 &’()! 中的序列相似，*++, -()./0$ 和

1*-() 中的序列也包含了一段大多数合成酶不具有

的片段［)0］，这个区域也是这两段序列之间的主要差

异所在，说明了这个区域的高度变异性。核苷酸序

列比对结果表明，*++, -()./0$ 中包含 2341 基因

和部分 2345 基因的核苷酸序列（56.$$0""）从第 )0
个核苷酸起与本实验得到的序列相似性达 7"#7%，

而且包含转录间隔区在内，只有 / 个插入或缺失碱

基。!"#$#"%$& 与 ’&()*"#"%$& 的进化距离较远，它

们分别属于 -8942:;98;<4=98:>4 和 ?4@@42:;98;<4=98:>4
纲，!"#$#"%$& 与同为 1;@4@;A4B4=848 科的 +(,-./$
属较为接近，这与以上序列的同源性分析结果不符，

推测 *++, -()./0$ 菌株中的这段序列为横向转移

而来。

与 1*-() 菌株中 C345 相似性最高的序列分别

来 自 + D $0/*"1"2$%& &’()!（ -55EE)F/，00#/%），

34"56*2"#"%$& ,$.$（ 原 3,0$,/7(%(& ,$.)&）&’G ))$.
（55&)"$!F，0"#"%）。与 C34- 相似性最高的序列来

自近期经基因组测序的 30/*"1"2$8 H2D I’.$（JC K

")E0E!)"，00#F%）及 95"*"-(2$8 -(22/2(*)0(%& L))0（MC

K F$E0"0，0!#!%）。

在 3992：NNOOOD P:Q>9PRS D ;:TNH8U K 9;;RHN2:;@;98: D
39@R 上对 :5$!3; 及其上下游序列进行启动子分

析，在 :5$! 前发现一个可能的启动子序列和类似

核糖体结合位点的序列（图 )）。在 :5$!3; 上下游

未发现调控基因。

此外，在 :5$!3; 前约 ).V< 处有一个 W+6 与

CX5 解聚酶具有较高相似性，与之相似性最高的是

来自 ’",$2"#"%$& H2D I’/// 基因组测序结果中的解

聚酶 序 列（!/%），此 外 与 !):2/$1/*)& %(0$."2 胞 内

CX- 解 聚 酶 的 相 似 性 为 /.%［)7］，而 与 ’3>A;@>S4
等［$"］在 !"#$#"%$& .(&."&.(2"%/ 中克隆得到的胞外解

聚酶相似性不高［$"］。

虽然阳性克隆菌株中包含了硫解酶途径中的所

有 E 个酶，但是在阳性克隆菌株中仅可检测到微弱

的 C345、C34- 酶活，而检测不到明显的 C341 酶活，

也检测不到 CX- 的合成。为了进一步证明这 E 个

基因的功能，将这几个基因连接到高表达的 2YL 系

列载 体，转 化 到 < D 0",/ -,$)（&YE）菌 株 中 进 行

表达。

!"# !"#$、!"#%、!"#& 在 ’ $ ()*+ 中的表达和重组

菌株合成 %&’ 能力和酶活的分析

含有以上 E 个基因的重组质粒 2YL$)(1(5- 转

化到 < D 0",/ -,$)（&YE）中，能 使 重 组 菌 株 合 成

E#E%的 CX-。酶活测定结果（表 .）表明，该重组菌

株中 E 个酶的活性都不是很高，尤其是 C341 的活性

很低。与上述重组菌株不同，含有 2YL$0(1$，2YL$)(
5，2YL$)(- 这 E 个单独表达质粒的重组菌株中各酶

的活性有了显著提高。无 ZCL? 诱导时酶活较低，而

)@@;RN, 与 "#)@@;RN, ZCL? 诱导时的结果比较接近

（数据未展示）。在含 2YL$0(1$ 的重组菌株中有包

涵体的形成，这可能也是导致其酶活不如另两个基

因表达物活性高的主要原因，将诱导温度改为 $"[
后酶活没有明显提高。利用 X>HD 94T 纯化柱将重组

C341 纯化，也能测到明显酶活（资料未展示）。与其

它菌株的 C341 如 C341+8 相似，重组表达后的 C341
在测定酶活时显示出一定的迟缓期而原始菌株则没

有，应该是由于缺乏聚合物前体导致［$)，$$］。

表 ( )*+,- 及重组 ’ $ ()*+ +.!-（/0#）菌株中

（1"-22345. 6%78 诱导）%9:)，%9:’，%9:+ 的酶活测定

L4<R8 . &898:@>A49>;A ;P H28=>P>= 4=9>\>9>8H ;P C341，

C345 4AB C34- ;P 1*-() 4AB < D 0",/ -,$)（&YE）

（O3>=3 >H >ABQ=8B <S )@@;RN, ZCL?）

-4=98:>4R H9:4>AH ;:
2R4H@>BH

’28=>P>= 4=9>\>9>8HN［A@;RN（@>A·@T）］

C341 C345 C34-
2YL$)(1(5- .#F E! .7
2YL$0(1$ $!#7
2YL$)(5 !/7"$
2YL$)(- E))$F
1*-() )E#. )"07 )"#0

L38 <R4AV @84AH B494 A;9 4\4>R4<R8D

# 讨论

本文对 !"#$#"%$& H2D 1*-() 菌株中 CX5 的合

成情况分析结果表明，该菌可以利用多种短链有机

酸及醇类为碳源在一步培养或二步培养下在体内合

成短链 CX5，其单体包括 EX-、.X- 及 EX]；尤其值

得注意的是，以戊酸、)，.(丁二醇为碳源时则分别可

以合成高含量的 EX] 或 .X-。.X- 高的含量在其

它野生型菌株中报导较少［!］，所以 1*-() 菌株可以

作为研究含有 .X- 单体的 CX5 合成的良好菌株。

二步 培 养 法 比 一 步 培 养 法 有 利 于 1*-() 中

CX5 的合成。碳源组成对于合成的 CX5 组分和含

量都有很大影响，这种影响来自很多方面，比如不同

的底物可能经过不同的途径进入 CX5 的合成；醇类

的存在能显著促进 EX- 和 EX] 的合成，应该与醇类

氧化过程中提供了更多的还原力和产酸有关；当丁

酸、戊酸、丁醇等碳源与 )，.(丁二醇共存时，.X- 的

合成量很低，推测它们的存在使 )，.(丁二醇的氧化

受到了 抑 制。因 此 设 计 不 同 的 碳 源 组 成 是 调 控

7)/应娇妍等：丛毛单胞菌 1*-() 合成 CX5 及相关基因的研究 D N微生物学报（$""!）.!（.）



!"# 合成的一个有效手段。

在 $%&’( 菌株中能检测到 !)*$、!)*#、!)*& 的

活性，其中 !)*$ 的活性相对较低。通过筛选基因组

文库得到了相关基因序列，发现它们以 !"#$%& 的

形式组成一个基因簇，其排列方式与来自于!’紫色

细菌的 $’!()#*)+’, -./#01(（原 2#3,01-)# .’0(1!"#）［+,］，

%3/#3)4.-., 3#0’,［+-］，&’(5"13+.()# ./0［+1］等的序列排列

方式相同，与它们相似性较高的序列也大多来自分

类地位比较接近的菌株，这些基因之间可能具有相

近的进化来源。比较特殊的是相似性最高的序列来

自属于 2*33*/456758*9674:* 的 6,.’+171-#, 13.1*1(#-,
%;;< &’(-=>+ 菌株，与 8 0 #/)+1*1(#-, ?@’(A 中的序

列相似，%;;< &’(-=>+ 和 $%&’( 中的序列也包含了

一段大多数合成酶不具有的片段［+=］，这个区域也是

这两段序列之间的主要差异所在，说明了这个区域

的高度变异性，也说明了这 , 个序列可能有共同的

来源，%;;< &’(-=>+ 中的序列应该为横向转移而

来。与 此 相 似，$17#71-#, 0.,01,0.(1-) B&C@ D( 与

6,.’+171-#, ./0 B&C@ D- 中 的 !"#$9: !"#;: !"#$<
基因 簇 相 似 性 极 高，也 可 能 来 源 于 基 因 横 向 转

移［+A］，$17#71-#, 与 6,.’+171-#, 属菌株之间这两个

!"# 合成基因簇的高度相似性意味着什么还不得

而知。

将以上 , 个基因一起连接到 /EF’+(*（ G ）并转

化到 = 0 /13) &<+(（?E,）菌株中，可以使重组菌株合

成少量的 !"&（, 0 ,H）。一些研究结果表明，在 = 0
/13) 中 !"& 的合成量与 !)*$ 活性正相关［+>］，比较

其它 = 0 /13) 中 !)*$ 酶活相近时的 !"& 合成量，我

们推测 !)*$ 的活性太低是该重组菌株中合成的

!"& 含量不高的主要原因。将 !"#$、!"#%、!"#& 分

别连接到 /EF 系列载体并在 = 0 /13) &<+(（?E,）中

表达后，@?@’!#2E 能观察到明显的表达条带，并且

检测到了明显高于原始菌株的酶活，但是 !)*$ 的提

高幅度相对较少（+ 0 ( 倍），这可能与包涵体的形成

有关，因此如果想在 = 0 /13) 中高效表达该酶，方法

还有待改进。!)*$ 的活性不高可能对 $%&’( 合成

!"# 的能力有很大影响，在 8 0 #/)+1*1(#-, 中，多拷

贝表达 !"#$ 和 !"#% 后可以使 -"& 含量达到原来

的 + 倍［A］。在 $%&’( 中 !)*# 和 !)*& 的活性都很

高，但 是 !)*$ 的 活 性 只 有 其 (IA，因 此 高 效 表 达

!"#$ 可能是提高 !"# 含量的一个有效手段。

综合以上结果，我们认为 $%&’( 可以作为研究

含有 -"& 单体的 !"# 合成的良好菌株；对于如何更

好地提高产量，调控组成也进行了一些摸索和探讨，

但是仍有许多问题有待解决。为什么该菌可以 (，-’
丁二醇为底物合成如此高含量的 -"& 是一个让人

感兴趣的问题，(，-’丁二醇是怎样转变成 -"& 的还

未可知，目前关于这方面的研究还在进行中。
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