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红色红曲菌 Ｍ７ 中色素聚酮合酶基因敲除突变体的鉴定

谢娜娜１ꎬ２ꎬ张乙平２ꎬ陈福生２∗
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摘要:【目的】 研究红色红曲菌 (Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｒｕｂｅｒ) Ｍ７ 中控制红曲色素合成的聚酮合酶基因 (ｐｋｓＰＴ)的功能ꎮ
【方法】 对 Ｍ７ 中 ｐｋｓＰＴ 进行了生物信息学分析ꎻ借助农杆菌介导的红曲菌转化技术敲除 Ｍ７ 中 ｐｋｓＰＴꎬ获得

ｐｋｓＰＴ 缺失突变体(ΔｐｋｓＰＴ)ꎬ比较 Ｍ７ 和 ΔｐｋｓＰＴ 菌落形态、产孢能力、生长速度、色素和桔霉素产量的差异ꎮ
【结果】 ｐｋｓＰＴ 全长 ８６８７ ｂｐꎬ编码蛋白含有 ２６９０ 个氨基酸ꎬ属于非还原Ⅲ型聚酮合酶ꎬ包括 β￣酮酯酰基合成

酶(ＫＳ)、酰基载体蛋白(ＡＣＰ)、酰基转移酶(ＡＴ)和甲基转移酶(ＭＥ)四种结构域ꎬ组合形式为 ＫＳ￣ＡＴ￣ＡＣＰ￣
ＡＣＰ￣ＭＥꎮ ΔｐｋｓＰＴ 的分析结果显示ꎬｐｋｓＰＴ 的敲除不影响其产分生孢子和闭囊壳的能力ꎻΔｐｋｓＰＴ 不能产生任

何一种红曲色素ꎻ其生长速度明显快于野生菌株 Ｍ７ꎻ桔霉素产量较 Ｍ７ 提高了 ２􀆰 ８ 倍ꎮ 【结论】 ｐｋｓＰＴ 是 Ｍ７
中控制红曲色素合成的关键基因ꎬ红曲色素的合成显著影响红曲菌产桔霉素能力和生长速度ꎮ
关键词:红曲色素ꎬ桔霉素ꎬ聚酮合酶基因ꎬ红色红曲菌

中图分类号:Ｑ９３３　 　 文章编号:０００１￣６２０９(２０１５)０７￣０８６３￣１０

　 　 聚酮化合物(ＰｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓꎬＰＫｓ)是一大类具有类

似合成途径的次级代谢产物的总称ꎬ主要包括很多

抗生素、真菌毒素和部分色素[１]ꎮ 在植物、真菌和

细菌中已经发现 １ 万多种 ＰＫｓ[２]ꎬ一些 ＰＫｓ 具有有

益的 生 物 学 活 性ꎬ 如 能 够 降 血 脂 ( 洛 伐 他 汀ꎬ
Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ ) [３] 和 抑 制 真 菌 ( 灰 黄 霉 素ꎬ
Ｇｒｉｓｅｏｆｕｌｖｉｎ) [４]等ꎬ因此被广泛应用于农业、医药和

食品领域中ꎻ还有很多 ＰＫｓ 具有毒性ꎬ如黄曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ)分泌的黄曲霉毒素具有强致癌

性[５]ꎮ 研究发现ꎬ参与聚酮化合物合成的基因通常

连接在一起ꎬ以基因簇的形式存在ꎬ在簇中均至少存

在一个编码聚酮合酶(Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＰＫＳ)的

基因[６￣７]ꎮ ＰＫＳ 是控制聚酮合成途径的限速酶ꎬ按照

结构和催化机理ꎬＰＫＳ 可以分为模块型(Ⅰ型)、重
复型 (Ⅱ 型)、 查尔酮型 (Ⅲ 型) 和重复 Ⅰ 型 ４
类[１ꎬ ８￣９]ꎮ 真 菌 中 的 ＰＫＳ 大 多 属 于 重 复 Ⅰ 型

ＰＫＳ[１０]ꎮ 重复Ⅰ型 ＰＫＳ 是多功能蛋白ꎬ拥有多个具

有不同催化功能的结构域ꎬ根据 ＰＫＳ 中结构域的种

类ꎬ这类 ＰＫＳ 又进一步被划分为 ８ 类ꎬ分别是 ４ 种

非还原型 ＰＫＳ(非还原Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅰ＆Ⅱ型、Ⅲ型)
和 ４ 种还原型 ＰＫＳ (还原Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型和Ⅳ
型) [１２]ꎮ 虽然不同的重复Ⅰ型 ＰＫＳ 拥有的结构域

种类和数目不同ꎬ但是它们都有 ３ 个必需的保守结

构域ꎬ即 β￣酮酯酰基合成酶(β￣ｋｅｔｏｓｙｎｔｈａｓｅꎬＫＳ)、酰
基载体蛋白(Ａｃｙｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡＣＰ)和酰基转移

酶(ＡｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＡＴ) [１１]ꎮ



Ｎａｎａ Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

丝状真菌———红曲菌(Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｓｐｐ. )是我国

及东南亚国家传统的发酵微生物ꎬ主要用于红曲的

生产ꎮ 红曲菌可以产生多种有益的次级代谢产物ꎬ
如降血脂药物莫纳可林 Ｋ[１２]、降血压药物 γ￣氨基丁

酸[１３]和食品着色剂红曲色素(Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｉｇｍｅｎｔｓꎬ
ＭＰｓ)等ꎬ同时还可以分泌一种肾脏毒素———桔霉

素[１４]ꎬ导致红曲产品受到污染ꎮ
ＭＰｓ 是红曲菌产生的最主要的次级代谢产物之

一ꎬ是具有类似结构(嗜氮酮)的一类化合物的总

称ꎬ主要有红、橙和黄 ３ 类色素组分ꎬ现在已经有超

过 ５０ 种 ＭＰｓ 被鉴定[１５￣１６]ꎮ 除了着色功能外ꎬ部分

ＭＰｓ 还具有抗氧化、消炎和抗癌等生物学活性[１７￣１９]ꎮ
研究表明ꎬ桔霉素、莫纳可林 Ｋ 和 ＭＰｓ 均是聚酮化

合物ꎬ在 ２００５ 年和 ２００８ 年分别成功地从红曲菌中

克隆得到控制桔霉素和莫纳可林 Ｋ 合成的 ＰＫＳ 基

因[１２ꎬ ２０]ꎮ 基于此ꎬ桔霉素和莫纳可林 Ｋ 在分子水平

上的研究得到迅猛发展ꎮ 本实验室早在 ２０１０ 年已

经通过基因组测序技术获得红色红曲菌(Ｍ. ｒｕｂｅｒ)
Ｍ７ 中控制红曲色素合成的 ＰＫＳ 基因簇ꎬ并通过敲

除簇内调节基因证实了该基因簇是控制 ＭＰｓ 合成

的 ＰＫＳ 基因簇[２１]ꎻ２０１３ 年ꎬＢａｌａｋｒｉｓｈｎａｎ 等也从丛

毛红曲菌(Ｍ. ｐｉｌｏｓｕｓ)中克隆得到该基因簇[２２]ꎮ 本

研究对 Ｍ. ｒｕｂｅｒ Ｍ７ 中色素 ＰＫＳ 基因( ｐｋｓＰＴ)进行

了详尽的生物信息学分析ꎬ并构建了色素 ＰＫＳ 基因

缺失突变菌株(ΔｐｋｓＰＴ)ꎬ着重分析了红曲菌不产红

曲色素时ꎬ桔霉素和红曲菌生长速度上的差异ꎬ以探

讨红曲色素合成途径与桔霉素合成途径、红曲菌生

长的关系ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株和质粒:野生菌株 Ｍ. ｒｕｂｅｒ Ｍ７ 是一株

高产 ＭＰｓ 和桔霉素的菌株ꎬ由本实验室鉴定和保

藏[２３]ꎻ 根 癌 农 杆 菌 ( Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ )
ＥＨＡ１０５ 为 转 化 供 体ꎬ 本 实 验 室 保 藏ꎻ 质 粒

ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ 为双元载体ꎬ由华中农业大学植物科

技学院姜道宏教授惠赠ꎻ质粒 ｐＳＫＨ 提供潮霉素抗

性标记基因ꎬ本实验室保藏ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基:马铃薯葡萄糖固体培养基(ＰＤＡ)[２１]、
马铃薯葡萄糖液体培养基(ＰＤＢ)[２１]、米饭培养基[１７]和

ＹＥＳ 培养基(Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｓｕｃｒｏｓｅ)[１４]ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂和仪器:ＴｒａｎｓＴａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ＨｉＦｉ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ(ＨｉＦｉ)和 Ｔｒａｎｓ ２Ｋ ｐｌｕｓ ｍａｒｋｅｒ(全式金

生物有限公司ꎬ北京)ꎻ限制性内切酶和 Ｔ４ 连接酶

(宝 生 物 工 程 有 限 公 司ꎬ 大 连 )ꎻ 潮 霉 素 Ｂ
(Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂ) ( Ａｍｒｅｓｃｏ)ꎻ桔霉素标准品 (美国

Ｓｉｇｍａ 公 司 )ꎻ ＤＩＧ￣Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ＆
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ ｋｉｔⅠ (瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎮ ＰＣＲ 仪

(德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司)ꎻ凝胶成像系统(北京六一仪

器厂)ꎻ相差显微镜(ＢＨ￣２) (日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ
Ｗａｔｅｒ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪 ( Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 泵ꎬ
２９９８ＰＤＡ 检测器ꎬ２７０ 进样器ꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４　 相关引物:敲除 ｐｋｓＰＴ 的相关引物及 ｐｋｓＰＴ
敲除突变体的验证引物如表 １ 所示ꎮ 所有引物由金

斯瑞生物科技公司(南京)合成ꎮ
表 １. 本研究用到的引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐ１ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣＧＡＧＡＴＧＧＴＣＡＧＴＣ

ｐ２
ＡＧＴＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡＴＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴＧＴＣＧＡＣ
ＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＣＴＧＡＡＣＧＧＡＧＴ

Ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＫＳ ｄｏｍａｉｎ (８２８
ｂｐ)

ｐ３
ＣＡＣＴＴＧＴＴＴＡＧＡＧＧＴＡＡＴＣＣＴＴＣＴＴＴＣＴＡＧ
ＧＧＧＣＧＡＧＣＴＧＧＡＡＣＡＧＡＡＧＴ

ｐ４ ＣＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＡＣＧＧＣＧＴＧＡＴＴＧＡＡＡＴＡＧＡ

Ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＫＳ ｄｏｍａｉｎ (８７８
ｂｐ)

ｈｐｈｆ ＧＴＣＧＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧ
ｈｐｈｒ ＣＴＡＧＡＡＡＧＡＡＧＧＡＴＴＡＣＣＴＣ

Ｆｏｒ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｐｈ ｃａｓｓｅｔｔｅ (２１３７ ｂｐ) ｆｒｏｍ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＳＫＨ
ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ

ｐ５ ＴＣＡＧＣＧＣＡＣＡＧＧＴＴＧＴＣＡＡＴＡＴＧ
ｐ６ ＧＴＣＴＴＧＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡＧＣＧＴＡＧＧ

Ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ

ｐｋｓＰＴ￣Ｆ ＣＣＡＡＣＣＴＣＣＧＴＡＧＣＧＡＴＧＡＴ
ｐｋｓＰＴ￣Ｒ ＧＣＡＡＡＣＣＧＴＧＣＣＡＣＡＧＴＡＡＣ

Ｆｏｒ ＲＴ￣ＰＣＲ

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＧＴＣＴＡＴＧＣＧＴＧＴＧＣＣＴＡＣＴＴＣＣ
ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＧＡＧＴＴＧＡＧＧＧＣＧＡＴＡＣＣＡＧＣ

Ｆｏｒ ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｂｏｌｄ ｉｔａｌｉｃ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ Ｋｐｎ Ｉ ａｎｄ Ｘｂａ Ｉꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｒｅ ａ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｈｐｈ.

４６８
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１􀆰 ２　 ｐｋｓＰＴ 生物信息学分析

采用 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ( ｈｔｔｐ: / / ｌｉｎｕｘ１. ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ /
ｂｅｒｒｙ. ｐｈｔｍｌ)预测基因的结构及其编码的氨基酸序

列ꎮ 采用 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｓａｎｇｅｒ. ａｃ. ｕｋ / )预测基

因编码蛋白的活性结构域ꎮ 采用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ
(ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ) 进行基

因功能预测ꎮ 采用 Ｍｏｄｅｌ ＿３Ｄ ＿ＰＫＳ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｉｉ. ａｃ. ｉｎ / ~ ｓｗａｄｈａ / ｐｒｏｇ＿ｈｔｍｌｓ / ｔｒｙ２. ｈｔｍｌ)模拟色素

ＰＫＳ 的 ＡＴ 三维结构ꎮ 聚酮合成酶结构域保守氨基

酸比对所用到的序列均从 ＮＣＢＩ 获得ꎮ
１􀆰 ３　 红曲菌基因组的抽提

将红曲菌涂布在铺有玻璃纸的 ＰＤＡ 平板上ꎬ
２８℃培养 ７ ｄꎬ揭取菌丝体ꎬ采用十六烷基三乙基溴

化铵(ＣＴＡＢ)法从菌丝体中提取基因组[２４]ꎮ
１􀆰 ４　 敲除载体的构建

１􀆰 ４􀆰 １　 敲除盒的构建:分别采用引物对 ｐ１ / ｐ２ 和

ｐ３ / ｐ４ 从 Ｍ７ 基因组中扩增待敲除区域的 ５′￣同源臂

(８２８ ｂｐ)和 ３′￣同源臂(８７８ ｂｐ)ꎻ采用引物对 ｈｐｈｆ /
ｈｐｈｒ 从质粒 ｐＳＫＨ 中扩增潮霉素抗性基因( ｈｐｈ)ꎻ
采用 Ｄｏｕｂｌｅ￣ｊｏｉｎｔ ＰＣＲ[２５] 将 ５′￣同源臂和 ３′￣同源臂

分别连接在 ｈｐｈ 的两侧ꎬ获得敲除盒ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 敲除载体的构建:采用 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 分别

双酶切敲除盒和双元载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ꎬ在 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶作用下将敲除盒连入双元载体多克隆

位点之间ꎬ获得敲除载体ꎮ
１􀆰 ５　 红曲菌转化

采用根癌农杆菌介导的红曲菌转化技术[２４] 将

敲除载体转入 Ｍ７ 中ꎻ以潮霉素作为抗性筛选标记ꎬ
对转化子进行初步筛选ꎮ
１􀆰 ６　 转化子的 ＰＣＲ 和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交验证

提取不产色素的转化子基因组进行 ＰＣＲ 验证ꎬ
验证引物为 ｐ１ / ｐ４、ｈｐｈｆ / ｈｐｈｒ 和 ｐ５ / ｐ６ꎮ 采用限制

性内切酶 Ｂｇｌ ＩＩ、Ｃｌａ Ｉ、Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｄｅ Ｉ 分别酶切 Ｍ７
的基因组ꎬ引物 ｐ５ / ｐ６ 的扩增产物使用地高辛标记

后作为探针(Ｐｒｏｂｅ１)ꎬ检测 ｐｋｓＰＴ 在红曲菌中的拷

贝数ꎮ 采用地高辛标记的 ｈｐｈ 基因 ( Ｐｒｏｂｅ２ ) 和

Ｐｒｏｂｅ１ 杂交 Ｂｇｌ ＩＩ 酶切的转化子基因组ꎬ鉴定 ｐｋｓＰＴ
缺失突变体ꎮ
１􀆰 ７　 ｐｋｓＰＴ 表达量检测

将 ５０ μＬ 红曲菌孢子悬浮液(１０５ 个孢子 / ｍＬ)
接种至盛有 ５０ ｍＬ ＰＤＢ 培养基的 １００ ｍＬ 三角烧瓶

中ꎬ２８℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ７ ｄꎬ过滤收集菌丝体ꎬ抽提

ＲＮＡꎬ 以 ＧＡＰＤＨ 基 因 ( 扩 增 引 物: ＧＡＰＤＨ￣Ｆ /
ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ) 作 为 内 参 基 因ꎬ 采 用 反 转 录 ＰＣＲ
(Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ)测定 ｐｋｓＰＴ 的表达量ꎮ
１􀆰 ８　 形态观察和显微观察

在 ＰＤＡ 平板上分别接种 ０􀆰 ５ μＬ Ｍ７ 和突变体

孢子悬浮液(１０５ 个孢子 / ｍＬ)ꎬ２８℃静置培养 １４ ｄꎬ
观察菌落大小和颜色ꎬ并观察突变子是否产闭囊壳

和分生孢子ꎮ
１􀆰 ９　 ＭＰｓ 检测

将 ２ ｍＬ 红曲菌孢子悬浮液(１０５ 个孢子 / ｍＬ)
接种至米饭培养基中ꎬ２８℃静置培养 １４ ｄꎮ 每个样

品作 ３ 个平行ꎮ １４ ｄ 后 ４０℃烘干红曲米ꎬ粉碎成粉

末ꎮ 取 ０􀆰 ５ ｇ 红曲米粉末加入 ３ ｍＬ ７０％ (Ｖ / Ｖ) 乙

醇ꎬ３７℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ 孵育 ２ ｈꎬ９７２４ × ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ
取上清ꎬ７０％ (Ｖ / Ｖ) 乙醇稀释后(５ 倍稀释 Ｍ７ 提取

液ꎬ突变体提取物为原液)采用 ＨＰＬＣ 分析乙醇提取

液中的色素ꎮ 色谱条件是:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ(Ｚｏｒｂａｘ
ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ￣Ｃ１８ꎬ４􀆰 ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相是

甲醇(Ａ) /酸水(Ｂꎬ甲酸调 ｐＨ 值至 ３􀆰 ０) /纯水(Ｃ)ꎻ
流速 ０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样体积 １０ μＬꎻ柱温 ３８℃ꎻＰＤＡ
检测器ꎻ采用梯度洗脱ꎬ程序是起始流动相比例 ５０％
Ａ / ４５％ Ｂ / ５％ Ｃ (Ｖ / Ｖ / Ｖ)ꎬ４０ ｍｉｎ 内 Ａ 升至 ７５％ ꎬ
Ｂ 降至 ２０％ ꎬＣ 保持不变ꎮ 分别观察 ３９０、４７０ 和

５００ ｎｍ下的色谱图ꎬ以检测黄、橙和红色素的种

类[１５ꎬ ２６]ꎮ
１􀆰 １０　 生物量和桔霉素产量测定

将 ４００ μＬ 红曲菌孢子悬浮液(１０５ 个孢子 / ｍＬ)
接种至盛有 ２０ ｍＬ ＹＥＳ 培养基的 ５０ ｍＬ 三角烧瓶

中ꎬ２８℃静置培养 １５ ｄꎮ 第 ７、９、１１、１３ 和 １５ 天取

样ꎬ每个样品取 ３ 个平行ꎮ 滤纸过滤分离滤液和菌

丝体ꎬ滤液用于桔霉素产量测定ꎬ菌丝体用于生物量

测定ꎮ
１􀆰 １０􀆰 １　 生物量测定:使用蒸馏水冲洗菌丝体至无

色ꎬ真空冷冻干燥ꎮ 称量冻干的菌丝体重量ꎬ用于衡

量生物量变化ꎮ
１􀆰 １０􀆰 ２　 桔霉素产量测定:测定培养 ７、１１ 和 １３ ｄ
的发酵液中桔霉素的产量ꎮ 取 ５００ μＬ 发酵液ꎬ加入

等量的甲苯 /乙酸乙酯 /甲酸(７ ∶ ３ ∶ １ꎬＶ / Ｖ / Ｖ)混合

液ꎬ剧烈振荡混匀ꎬ ９７２４ × ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上层ꎬ甲
醇稀释后采用 ＨＰＬＣ 测定浓度ꎬ具体参考 Ｘｉｅ 等建

立的色谱条件[２１]ꎮ
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２　 结果和分析

２􀆰 １　 ｐｋｓＰＴ 的生物信息学分析

ｐｋｓＰＴ (ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:ＪＦ８３２９１６)全长 ８６８７ ｂｐꎬ
与丛毛红曲菌(Ｍ. ｐｉｌｏｓｕｓ)中控制 ＭＰｓ 合成的 ＰＫＳ
基因(ＫＣ１４８５２１􀆰 １) [２２] 表现出 ９６％ 的相似度ꎬ基
因覆盖度达 １００％ ꎻ编码 ２６９０ 个氨基酸ꎬ编码的蛋

白(ＰＫＳＰＴ)与紫色红曲菌(Ｍ. ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ)中控制

桔霉素合成的 ＰＫＳ(ＢＡＤ４４７４９)表现出 ５０％ 的相

似度ꎬ基因覆盖度达 ９８％ ꎮ 采用 Ｐｆａｍ 进行结构域

预测ꎬ发现 ＰＫＳＰＴ 含有 ５ 个结构域ꎬ分别是 ＫＳ
(３８８￣７５６ )、 ＡＴ ( ９１２￣１２０２ )、 ＡＣＰ ( １６６１￣１７２７ )、
ＡＣＰ( １７７２￣１８３４ ) 和 ＭＥ ( 甲 基 转 移 酶 ) ( ２０８６￣
２１８６)ꎬ拥有“ＫＳ￣ＡＴ￣ＡＣＰ￣ＡＣＰ￣ＭＥ”的结构域组合

形式 (图 １)ꎬ属于非还原Ⅲ型 ＰＫＳ ( Ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｃｅｄ
ＰＫＳ ｃｌａｄｅ Ⅲ)ꎮ 使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对 ＰＫＳＰＴ 和几株非

还原Ⅲ型 ＰＫＳ 进行各结构域的比对ꎬ如图 １ 所示ꎬ
在 ＰＫＳＰＴ 中找到了 ＫＳ、ＡＴ 和 ＡＣＰ 保守氨基酸序

列ꎬ分别是 ＤＴＡＣＳＳＳ、ＧＨＳＦＧ 和 ＧＶＤＳＬ[２７￣２８] ꎬＭＥ
结构域中保守的氨基酸序列是 ＧＡＧＴＧＧ[２９] (黑点

标注的氨基酸为活性氨基酸)ꎮ 在 ＰＫＳ 中ꎬＡＴ 结

构域负责识别和运输低级羧酸ꎬ因此它的结构决

定了聚酮化合物碳链延伸过程中装载的延伸单

元[３０] ꎮ ＡＴ 结构域的三维结构 (图 １ ) 显示ꎬＱ９１８

Ｑ９７２ Ｇ９９８ Ｈ９９９ Ｓ１０００ Ｆ１００１ Ｇ１００２ Ｒ１０２５ Ｆ１１１４ Ｈ１１１５ Ｓ１１５０ Ｈ１１６２

Ｖ１１６７是 ＡＴ 的活性氨基酸序列ꎬ其中 Ｓ１０００ 是 ＡＴ 结

构域的催化位点ꎬ这种 ＡＴ 结构域能特异性识别丙

二酸(Ｍａｌｏｎａｔｅ)ꎬ所以丙二酸是 ＭＰｓ 生物合成途径

的延伸单元ꎮ

图 １. ＰＫＳＰＴ 结构域和相应的活性氨基酸预测

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ ＰＫＳＰＴ.

２􀆰 ２　 ｐｋｓＰＴ 拷贝数检测

采用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交技术检测了 ｐｋｓＰＴ 在 Ｍ７ 中

的拷贝数ꎮ 杂交结果显示在各酶切基因组中均只有

１ 条杂交条带(图 ２￣Ｂꎬ泳道 ２ － ５)ꎬ并且条带大小和

预期的一致ꎮ 说明 ｐｋｓＰＴ 在 Ｍ７ 的基因组中只有 １
个拷贝数存在ꎮ
２􀆰 ３　 突变体的鉴定

基于同源重组的原理ꎬ如图 ３ 所示ꎬ拟采用潮霉

素抗性基因(ｈｐｈ)替换 ｐｋｓＰＴ 中编码色素聚酮合成

酶 ＫＳ 结构域的关键序列ꎬ构建 ｐｋｓＰＴ 功能缺失突变

株ꎮ 经过一次转化共获得 １６ 株白化菌株ꎬ经过 ３ 次

传代培养ꎬ它们性状稳定ꎮ 随机抽取一株进行 ＰＣＲ
和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交验证ꎮ

采用 ３ 对引物 ｈｐｈｆ / ｈｐｈｒ、ｐ１ / ｐ４ 和 ｐ５ / ｐ６ 对转

化子进行 ＰＣＲ 验证ꎬ如图 ２￣Ａ 所示ꎬ从 Ｍ７ 基因组中

分别克隆到 ０(泳道 １ꎬ即没有产物)、１４８０ ｂｐ (泳道
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３)和 ３６０８ ｂｐ (泳道 ５)的条带ꎬ而从转化子基因组

中分别扩增出 ２１３７ ｂｐ (泳道 ２)、０(泳道 ４)和 ３８３７
ｂｐ (泳道 ６)ꎬ条带大小和预期一致ꎬ初步证明这株

转化子是 ｐｋｓＰＴ 敲除突变体ꎮ
进一步采用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检验转化子ꎮ 如图

２￣Ｂ所示ꎬ以 Ｐｒｏｂｅ１ 为探针ꎬ在 Ｂｇｌ ＩＩ 酶切的转化子

基因组中未出现 Ｐｒｏｂｅ１ 的杂交带(泳道 １)ꎬ但是以

Ｐｒｏｂｅ２ 为探针时出现了预期大小的杂交带(泳道

１)ꎬ说明在转化子(ΔｐｋｓＰＴ)中 ｐｋｓＰＴ 的 ＫＳ 结构域

编码序列被 ｈｐｈ 替换ꎮ
２􀆰 ４　 突变体中 ｐｋｓＰＴ 表达量分析

采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 比较了 Ｍ７ 和 ΔｐｋｓＰＴ 中 ｐｋｓＰＴ 的

表达量ꎬ如图 ２￣Ｃ 所示ꎬ在 Ｍ７ 中 ｐｋｓＰＴ 能正常表达ꎬ
但是在 ΔｐｋｓＰＴ 中检测不到 ｐｋｓＰＴ 的表达量ꎮ
２􀆰 ５　 突变体菌落形态和显微形态观察

将 Ｍ７和Δ ｐｋｓＰＴ点接到ＰＤＡ平板上培养 ꎬ观

图 ２. 转化子的 ＰＣＲ 和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交及 ｐｋｓＰＴ 表达量分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＰＣＲ ａｎｄ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ΔｐｋｓＰＴ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｋｓＰＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ａ: ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ΔｐｋｓＰＴ. ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｍ７ (Ｌａｎｅ １ꎬ ３ꎬ ５) ａｎｄ ΔｐｋｓＰＴ ( Ｌａｎｅ ２ꎬ ４ꎬ ６) ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓꎻ Ｍ: Ｔｒａｎｓ ２Ｋ ｐｌｕｓ ｍａｒｋｅｒ. Ｂ: Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｌａｎｅ １: Ｂｇｌ ＩＩ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ΔｐｋｓＰＴꎻ Ｌａｎｅ ２ － ５: Ｂｇｌ ＩＩꎬ Ｃｌａ Ｉꎬ Ｎｃｏ Ｉꎬ ａｎｄ Ｎｄｅ Ｉ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｔｈｅ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｍ７ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｍ: λＤＮＡ / Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ｍａｒｋｅｒ. Ｃ: ｐｋｓＰＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｍ７ ａｎｄ ΔｐｋｓＰＴ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ
ｔｗｏ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ＰＤＡ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ａ １２０ ｒ / ｍｉｎ ｒｏｔａｒｙ ｓｈａｋｅｒ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ａｔ ２８℃ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｋｓＰＴ. Ｔｈｅ ＧＡＰＤＨ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ３. ｐｋｓＰＴ 基因敲除策略及其限制性内切酶酶切图谱

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｓｔｒａｔｅｇｙ ｔｏ ｄｉｓｒｕｐｔ ｐｋｓＰＴ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｐｋｓＰＴ.

７６８



Ｎａｎａ Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

察菌落形态和显微形态的差异ꎮ 如图 ４ 所示ꎬΔｐｋｓＰＴ
的生长速度均稍快于Ｍ７ꎬ其直径比野生菌株大约

６％ꎻ随着培养时间的延长ꎬΔｐｋｓＰＴ 菌落中央出现自

溶现象ꎬ而 Ｍ７ 未出现ꎻ与 Ｍ７ 相比ꎬΔｐｋｓＰＴ 菌落颜色

发生明显变化ꎬＭ７ 正反面均呈现橙红色ꎬ而 ΔｐｋｓＰＴ
为白色ꎻΔｐｋｓＰＴ 能正常产生闭囊壳和分生孢子ꎮ

图 ４. 不同菌株的菌落表型和形态比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｏｌｏｎｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｏｎ ＰＤＡ ｐｌａｔｅ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ａｔ ２８℃ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ.
Ｃｌ: ｃｌｅｉｓｔｏｔｈｅｃｕｍꎻ Ｃｏ: ｃｏｎｉｄｕｍ.

２􀆰 ６　 ＭＰｓ 分析

在 ＨＰＬＣ 分析中ꎬ红曲黄、橙、红色素有其各自

的特征光谱图[２１]ꎬ在进行 ＨＰＬＣ 分析时ꎬ根据色谱

图中各物质的光谱图确定其是否是 ＭＰｓꎮ 如图 ５ 所

示ꎬ在米饭培养基上ꎬＭ７ 可以产生 ５ 种黄色素、１ 种

橙色素和 ８ 种红色素ꎻΔｐｋｓＰＴ 不能产生这些色素ꎬ
证明 ｐｋｓＰＴ 的敲除导致红曲菌丧失产 ＭＰｓ 的能力ꎮ
２􀆰 ７　 生长速率比较

将野生菌株和突变体接种到 ＹＥＳ 液体培养基

中培养ꎬ收集菌丝体冷冻干燥后测定其重量用以

表示菌株生长速率ꎮ 从图 ６￣Ａ 可以看出ꎬｐｋｓＰＴ 的

敲除导致红曲菌生长速度加快ꎬ并且总的生物积

累量也比 Ｍ７ 高ꎬ在培养第 ９ 天时ꎬΔｐｋｓＰＴ 的生物

量达到 ０􀆰 ３６３１ ± ０􀆰 ００２８ ｇꎬ而 Ｍ７ 只有 ０􀆰 ２８６２ ±
　０􀆰 ０００１ ｇꎬ证明 ＭＰｓ 的合成能够显著影响红曲菌

生长ꎮ
２􀆰 ８　 产桔霉素能力的比较

如图 ６￣Ｂ 所示ꎬΔｐｋｓＰＴ 产桔霉素能力远远高于

出发菌株ꎬ在培养 １３ ｄ 时ꎬΔｐｋｓＰＴ 的桔霉素产量是

５７８􀆰 １２ ± ９􀆰 ６０ μｇ / ｍＬꎬ而 Ｍ７ 只产生了 １５０􀆰 ４５ ±
１０􀆰 ４２ μｇ / ｍＬ 的桔霉素ꎬ说明 ＭＰｓ 代谢合成途径的

中断能够显著提高桔霉素的产量ꎮ

３　 讨论

大量的研究发现ꎬ红曲色素和桔霉素相伴产生ꎬ
红曲色素产量的升降同时伴随桔霉素产量的升降ꎬ
因此ꎬ一直以来认为红曲色素和桔霉素拥有一段相

同的合成途径ꎬ即以乙酰 ＣｏＡ 为起始单元ꎬ丙二酰

ＣｏＡ 为延伸单元ꎬ在 ＰＫＳ 催化作用下形成聚酮骨

架ꎬ后期分别合成红曲色素和桔霉素[３１]ꎮ 然而ꎬ目
前已经分别获得控制红曲色素和桔霉素合成的 ＰＫＳ
基因簇[２２ꎬ ３２]ꎬ说明两者在红曲菌中拥有各自的合成

途径ꎮ 本研究发现敲除红曲色素 ＰＫＳ 基因后桔霉

素产量提高了约 ３ 倍(图 ６￣Ｂ)ꎬ说明红曲色素合成

途径会显著影响桔霉素的合成途径ꎮ 这一结论在对

色素簇内调节基因(ｐｉｇＲ)的研究中也得到证实:敲
除 ｐｉｇＲ 基因后获得不产色素的突变体 (ΔｐｉｇＲ)ꎬ
ΔｐｉｇＲ 中桔霉素产量提高了 １􀆰 ３ 倍ꎻ另一方面ꎬ过表

达的回复突变体中色素产量得到明显提高ꎬ无法检

测出桔霉素产量[２１]ꎮ 而 Ｓｈｉｍｉｚｕ 等(２００５)发现敲

除桔霉素 ＰＫＳ 基因对红曲色素产量的影响不明

显[２０]ꎬ由此可见ꎬ桔霉素产量的高低对色素产量影

响不明显ꎬ色素产量的高低对桔霉素的合成有非常

显著的影响ꎬ介于它们拥有各自的合成途径ꎬ我们推

８６８



谢娜娜等: 红色红曲菌 Ｍ７ 中色素聚酮合酶基因敲除突变体的鉴定. /微生物学报(２０１５)５５(７)

图 ５. ＨＰＬＣ 分析红曲米中色素种类

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｅ ｏｆ ｐｉｇｍｅｎｔ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｒｉｃｅ ｂｙ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ. Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ａｔ ３９０ ｎｍꎬ ４７０ ｎｍꎬ
ａｎｄ ５００ ｎｍꎬ ｔｈｅ ｍａｘｉｍａｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ (Ｙ)ꎬ ｏｒａｎｇｅ (Ｏ)ꎬ ａｎｄ ｒｅｄ ｐｉｇｍｅｎｔ (Ｒ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅｓｅ ｐｉｇｍｅｎｔｓ.

测这一原因是色素合成和桔霉素合成竞争性的利用

小分子羧酸原料ꎮ 为什么桔霉素的合成竞争不过色

素合成呢? Ｈａｊｊａｊ 等(１９９９)通过同位素标记的方法

研究发现红曲色素和桔霉素合成的原料均是乙酰

ＣｏＡ 和丙二酰 ＣｏＡ[３１]ꎬ目前已经发现至少 ５０ 种具

有类似结构的红曲色素[１６]ꎬ那么在红曲菌中相当于

５０ 多种色素类物质与桔霉素竞争性地利用原料ꎬ这
些色素类物质共用一套 ＰＫＳ 基因簇ꎬ按照相同的合

成途径合成ꎬ色素聚酮合酶的催化作用位于该合成

途径的顶端ꎬ当 ｐｋｓＰＴ 被破坏后ꎬ这 ５０ 种物质的合

成被中断ꎬ此时ꎬ有大量的乙酰 ＣｏＡ 和丙二酰 ＣｏＡ
供桔霉素合成使用ꎬ桔霉素产量得到显著提高ꎻ反
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图 ６. 不同菌株菌丝体干重和产桔霉素产量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａ ａｎｄ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ.

之ꎬ桔霉素合成中断所积累的原料被 ５０ 多种色素合

成瓜分ꎬ每种色素产量的提高便不明显ꎮ 这一发现

对于从分子水平提高红曲色素产量降低桔霉素产量

具有重要的意义ꎬ同时对阐明红曲色素和桔霉素合

成途径上的关系也有一定的帮助ꎮ
此外ꎬ从图 ６￣Ａ 可以看出色素缺失突变体的生

长速率明显快于野生菌株ꎬ说明红曲色素的合成途

径也会影响红曲菌的生长ꎮ 初级代谢途径合成的长

链脂肪酸是微生物细胞膜的重要组成成分ꎬ它的合

成的中断将显著抑制微生物菌体的生长[１ꎬ ３３]ꎮ 长

链脂肪酸是在脂肪酸合成酶的催化作用下合成ꎬ原
料也是低级羧酸———乙酰 ＣｏＡ 和丙二酰 ＣｏＡꎬ由此

推测ꎬ红曲色素合成途径与长链脂肪酸合成途径竞

争性地利用乙酰 ＣｏＡ 和丙二酰 ＣｏＡꎮ 这一现象并

没有在其他聚酮合成途径的研究中被发现ꎬ可能是

由于其他聚酮合成途径合成的聚酮化合物的种类远

远没有红曲色素的种类多ꎬ长链脂肪酸合成受到的

影响不明显ꎮ
ＭＰｓ 是我国重要的食品级天然着色剂ꎬ为了提

高其产量ꎬ研究者对红曲菌的培养条件如氧气、ｐＨ、

碳源、氮源、不同培养基质等进行了大量的研究ꎬ并
通过优化这些条件使 ＭＰｓ 产量在一定程度上得到

提高[３４￣３６]ꎮ 本研究结果显示 ｐｋｓＰＴ 对 ＭＰｓ 合成至

关重要ꎬ因此ꎬ在此基础上ꎬ借助分子手段采用强启

动子驱动 ｐｋｓＰＴ 的表达将很可能使色素产量得到显

著提高ꎬ这也是下一步的工作重点ꎬ对于 ＭＰｓ 的工

业化生产具有一定的指导作用ꎮ
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Ｗｏｈｌｌｅｂｅｎ ＷꎬＷｅｂｅｒ Ｔ. Ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｅｍｐｌａｔｉｎｇ ｉｎ
ｋｉｒｒｏｍｙｃｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ: ｔｈｅ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＫｉｒＣ ＩＩ
ｌｏａｄｓ ｅｎｔｈｙｌｍａｌｏｎｙｌ￣Ｃｏａ ｅｘｔｅｎｄｅｒ ｏｎｔｏ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＡＣＰ ｏｆ
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Ｎａｎａ Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ｔｈｅ ｔｒａｎｓ￣ＡＴ ＰＫＳ. Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ１８(４):
４３８￣４４４.

[３１]　 Ｈａｊｊａｊ Ｈꎬ Ｋｌａéｂé Ａꎬ Ｌｏｒｅｔ ＭＯꎬ Ｇｏｍａ Ｇꎬ Ｂｌａｎｃ ＰＪꎬ
Ｆｒａｎｃｏｉｓ Ｊ. Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｆｕｎｇｕｓ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｒｕｂｅｒ ａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ１３ Ｃ
ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ１９９９ꎬ６５(１):３１１￣３１４.

[３２]　 Ｓｈｉｍｉｚｕ ＴꎬＫｉｎｏｓｈｉｔａ ＨꎬＮｉｈｉｒａ Ｔ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ
ｖｉｖｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｇｅｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｃｔｎＡꎬ ａｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｇｎｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ
Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ７３(１６):５０９７￣５１０３.

[３３]　 Ｂｒｏｗｎ ＤＷꎬ Ａｄａｍｓ ＴＨꎬ Ｋｅｌｌｅｒ ＮＰ. Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｈａｓ
ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅｓ ｆｏｒ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ１９９６ꎬ９３(２５):１４８７３￣１４８７７.

[３４]　 Ｎｉｍｎｏｉ ＰꎬＬｕｍｙｏｎｇ Ｓ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ ｏｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｏｒ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｆｏｏｄ Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ Ｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２００９ꎬ ４
(８):１３８４￣１３９０.

[３５]　 Ｂａｂｉｔｈａ Ｓꎬ Ｓｏｃｃｏｌ ＣＲꎬ Ｐａｎｄｅｙ Ａ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ
ｇｒｏｗｔｈꎬ ｐｉｇｍｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ
ｓｐ. ｉｎ ｓｏｌｉｄ ｃｕｌｔｕｒｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００７ꎬ４７(２):１１８￣１２６.

[３６]　 Ｚｈｏｕ ＢꎬＺｈｕ ＭＪꎬＷａｎｇ ＪＦꎬＷｕ ＺＱꎬＬｉａｎｇ ＳＺ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔｓ ｏｎ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｒｅｄ ｐｉｇｍｅｎｔｓ
ａｎｄ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ)ꎬ２００９ꎬ２３(１):４６￣５３.
(ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 周波ꎬ朱明军ꎬ王菊芳ꎬ吴振强ꎬ梁世中. 铵盐对红曲黄

色素、红色素及桔霉素代谢形成的影响. 重庆工学院

学报:自然科学ꎬ２００９ꎬ２３(１):４６￣５３.

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｉｇｍｅｎｔ￣ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ
ｄｅｌｅｔｅｄ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｒｕｂｅｒ Ｍ７

Ｎａｎａ Ｘｉｅ１ꎬ ２ꎬ Ｙｉｐｉｎｇ Ｚｈａｎｇ２ꎬ Ｆｕｓｈｅｎｇ Ｃｈｅｎ２∗

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃａｔａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｕｓｉｎｅｓｓ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００６７ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００７０ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ( ｐｋｓＰＴ)ꎬ ｐｒｏｂａｂｌｙ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｉｇｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｒｕｂｅｒ Ｍ７. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ ｐｋｓＰＴ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄꎻ
ｉｔ ｗａｓ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｕｓｉｎｇ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｋｓＰＴ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｍｕｔａｎｔ
(ΔｐｋｓＰＴ). Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｃｏｎｉｄｉａｌ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ｐｉｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ΔｐｋｓＰＴ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｐｋｓＰＴ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ８６８７ ｂｐ ｅｎｃｏｄｅｄ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ２６９０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａ
ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｎｄ ｈａｓ ｓｏｍｅ ａｃｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ＫＳ (β￣ｋｅｔｏｓｙｎｔｈａｓｅ) ￣ＡＴ
(Ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ) ￣ＡＣＰ (Ａｃｙｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ) ￣ＡＣＰ￣ＭＥ (Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ) . Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ΔｐｋｓＰＴ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ
ｃｏｕｌｄ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｃｌｅｉｓｔｏｔｈｅｃｕｍ ａｎｄ ｃｏｎｉｄｕｍ ｎｏｒｍａｌｌｙ ａｎｄ ｗａｓ ｕｎａｂｌｅ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｎｙ ｋｉｎｄｓ ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｉｇｍｅｎｔｓꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｔｏ Ｍ７ꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ΔｐｋｓＰＴ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ｉｎ ΔｐｋｓＰＴ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｂｏｕｔ ２􀆰 ８
ｔｉｍｅｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ｐｋｓＰＴ ｉｓ ｏｆ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｉｇｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｍ７ ａｎｄ ｔｈｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｉｇｍｅｎｔｓ ｇｉｖｅｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｅ ｏｆ ｃｉｔｒｉｎｉｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｍ７.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｐｉｇｍｅｎｔｓꎬ ｃｉｔｒｉｎｉｎꎬ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅꎬ Ｍｏｎａｓｃｕｓ ｒｕｂｅｒ

(本文责编:王晋芳ꎬ李磊)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１３３００５９ / ３１１７１６４９)ꎬｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ
(２０１４ＢＨＥ００１６)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ(２６６２０１４ＰＹ０３４)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ / Ｆａｘ: ＋ ８６￣２７￣８７２８２９２７ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｃｈｅｎｆｓ＠ｍａｉｌ. ｈｚａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ３ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１４ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ８ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１５
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