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假单胞菌中聚羟基脂肪酸酯合成酶基因的克隆与分析
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摘 要：大多数二型聚羟基脂肪酸酯（3&’45467&849’:9;&9<=>，3?@）合成酶（359A）发现于假单

胞菌中，其基因组成形式为两个359A基因中间有一个3?@降解酶359B基因(根据已知的假单胞

菌3?@合成酶基因区域的特殊结构，设计了采用3AC方法从假单胞菌中克隆3?@合成酶基因的

克隆方案，并成功地对一株硝基还原假单胞菌（!"#$%&’&()"(*+,&,#%$-#("）和一株石竹伯克霍尔德

氏菌（.$,/0&1%#,*)-),2&30211*）中的3?@合成酶基因进行了克隆(将克隆得到的30)A"，30)B和

30)A!-个基因所编码的氨基酸序列与其他#株已知3?@合成酶基因的假单胞菌的相应序列进

行比较，发现这-个蛋白质在假单胞菌中的相似性很高，由30)A"，30)B和30)A!-个基因所组

成的基因区域在假单胞菌中非常保守(从对359A"，359B和359A!的系统进化树分析可以发现，

这-个蛋白质与整个3?@合成酶基因区域的系统进化树有着一致的结构(这表明假单胞菌中的

3?@合成酶基因区域可能起源于共同的祖先，而其形成可能经历了一次3?@合成酶基因加倍的

过程(
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聚 羟 基 脂 肪 酸 酯 （3)#$*$+,)-$!#.!")!/0%，

345）是一种细菌合成的生物可降解聚酯［6］’345
在体内形成不溶的包涵体，起到贮存物的作用’到

现在为止已经有超过678种不同的345单体被发

现［7，9］’细菌合成的分子基础在最近的综述中已详

细地探讨过［7，:］，其中345生物合成基因的组成方

式在不同的细菌中有所不同，而根据345合成酶

的性质和相关基因的组织方式，可以将345合成

基因区域分为9大类［:］’一型*+)区域包含有具有

短链羟基脂肪酸单体（%*),/2*!&"#0"1/*（%2#）*$;
+,)-$!#.!")!/0（45）;<)5）专一性的345合成酶

组成，而三型*+)区域包含有两个345合成酶亚

基基因，*+),和*+)-这两个基因在*+)区域中排

列在一起，其底物专一性与一型345合成酶是一

致的’二型*+)区域一般发现于中长链（=0+&>=
2*!&"#0"1/*，=2#）345合成菌中，主要是假单胞菌

（!"#$%&’&()"）和最近从假单胞菌中分出来的伯克

霍尔德氏菌中，由两个类似的345合成酶基因和

它们中间的345降解酶基因组成’
现在已经有超过?9种不同的345合成酶被

克隆和鉴定［?，@］，使用了A种不同的克隆方案［:］’对

9@种345合成酶的氨基酸序列的比较发现，其相

似性为6:’9B!AC’9B［@］’其中，有@个完整的二

型*+) 基 因 区 域 被 克 隆 出 来，其 组 成 方 式 为

*+)<6;*+)D;*+)<7，这@种菌为!"#$%&’&()""*.
@6;9［C］，铜绿假单胞菌!.)#/$01(&")［A］，致金假单

胞菌!.)$/#&2)31#("［E］，食油假单胞菌!.&4#&5&6
/)("［68］，恶臭假单胞菌!.*$71%)［66］和食树脂假

单胞菌!./#"1(&5&/)("［67］’它们之间的相似性很

高，大约为CE’7B!E6’EB（3*!<6之间），C9’7B
!A?’EB（3*!<7之 间）以 及?9’7B!?A’@B

（3*!<6与3*!<7比较）’最近根据二型*+)区域的

保守区域设计了一种新的3<F克隆方案［69，6:］’研

究表明345的合成在假单胞菌中是一种很普遍的

现象［6?］，所以该3<F克隆方案被应用于假单胞菌

和伯克霍尔德氏菌中以克隆出其345合成酶基因，

并对它们的345合成酶的同源关系进行了分析’

) 材料与方法

)*) 菌种与培养条件

硝基还原假单胞菌!.(17/&/#%$3#("8A87和

石竹伯克霍尔德氏菌8.3)/9&*+9441GH69由中国

科学院微生物研究所鉴定，在IJ培养基、98K条

件下摇床培养6A*’
)*+ 二型,-.合成酶基因的克隆

将培养的细菌离心收集破壁后用FL5酶处

理，并用酚仿抽提的方法提取基因组ML5’具体的

克隆条件与步骤参照文献［69，6:］’测序方法使用

四色荧光末端测序法（J&1M$0N0,=&"!/),H0O>0"2;
&"1P&/，30,.&"Q#=0,，RH5）’
)*/ 系统进化分析

相关序列及其S0"J!".登录号见表6’氨基酸

序列的同源分析采用的方法为JI5HN3［6@］，遗传距

离的计算采用的是:">2值［6C］’系统进化树分析采

用"0&1*T),;U)&"&"1方法［6A］，使用的软件为34GIV3
程序包’
表) 所用到的,-.合成酶基因区域的0"12314登录号

536*) 0"12314377"((8%119:6"&(%;<=",-.68%(#1<="(8(
>"1"7?9(<"&(

菌种 简称 登录号

假单胞菌@6;9 !"* 5J86:C?A

铜绿假单胞菌 !)# W@@?E7

致金假单胞菌 !)$ 5J8:E:69

恶臭假单胞菌 !*$ 5X6?8@C8

食树脂假单胞菌 !/# 5X67E9E@

食油假单胞菌 !&4 Y?A::?

硝基还原假单胞菌 !(1 5X99@A:E

石竹伯克霍尔德氏菌 83) 5X9E:@@8

+ 结果与分析

利用对二型*+)区域建立的3<F克隆方案成

功地克隆出硝基还原假单胞菌8A87和石竹伯克霍

尔德氏菌GH69中的345合成酶基因’3<F扩增出

的ML5片 段 中 包 括 了9个 编 码 框，即*+)<6，

*+)D和*+)<7，分别编码345合成酶6（3*!<6），

345降解酶（3*!D）和345合成酶7（3*!<7），见

图6’实验结果表明，这种以基因组为模板的降落

3<F克隆方案可以成功地运用到假单胞菌和伯克

霍尔德氏菌中，从中克隆出345合成酶基因’比较

而言，这种克隆方案简单准确，适合于大多数假单
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图! 硝基还原假单胞菌"#"$（%）和石竹伯克霍尔德氏

菌&’(中的)*+合成酶基因区域

,-./! !"#01234156/7-8919:;32:74"#"$%7;(/
2%9<16=<00-&’

类似的!"#$%&!"#’&!"#$()*+合成基因区

域出现在许多能够合成中长链)*+的假单胞菌

中!将克隆出的相应基因所编码的氨基酸序列与已

经克隆的假单胞菌中的相应序列进行比较，可以发

现这个区域中,个蛋白质的同源性是非常高的（见

表(）!其中，)*+合成酶%的同源性（-./01212/3!
456，)732128/3!9,6）和)*+合成酶(的同源性

（-./01212/3!:46，)732128/3!4;6）（表("）相对来

说比同一菌种之中两个)*+合成酶的同源性（-&
./01212/3!<,6，)732128/3!:96）（表(#）要高!而
一个菌种中)*+合成酶%与另一菌种中)*+合

成酶(的同源性与同一菌种两个合成酶的同源性

基本一致（-./01212/3!<(6，)732128/3!:46）!这

种高相似性以及二型)*+合成酶在假单胞菌中的

广泛分布，表明在假单胞菌中所有的)*+合成酶

均具有相同的祖先!
根据)*+合成酶之间的相似性，对%4个)*+

合成酶进行了系统进化树的分析（包括9个)*+
合成酶%，9个)*+合成酶(，以及 罗 氏 真 养 菌

$#%&’()*#+,’-(!"#中的)*+合成酶）（图("）!从

图中 可 以 看 到，)*+合 成 酶%可 以 很 清 楚 地 与

)*+合成酶(分开而单成一簇，这与前面的同源性

分析的结果是一致的，而且与这两个基因在细菌基

因组中位置的隔离相对应!这一结果与以前的报导

相符［:］!从进化树中还可以看到，)="$%和)="$(
的拓 扑 结 构 基 本 一 致（图("）!这 一 现 象，连 同

)="$%和)="$(之间具有很高的相似性，可以认为

在二型)*+合成酶基因进化过程中，可能发生了

一次)*+合 成 酶 基 因 的 加 倍 事 件，使 得 在 一 个

)*+合成酶基因加倍变成了两个)*+合成酶基

因，并与)*+降解酶基因一起形成了二型!"#区

域!由于假单胞菌中二型!"#区域的普遍存在，所

以这一加倍事件可能发生在进入假单胞菌之前，这

才使得二型!"#区域在假单胞菌中有着相似的

结构!

表$ 对二型)*+合成酶的(0%48)分析

>%?/$ (0%48)%7%0<4-4158<6:@@)*+4<78=%4:4
"!克隆得到的)*+合成酶与已知的二型)*+合成酶的比较

+0">?3237@1=/A>70/.)*+3?01="3/3B21=1=/C07B01?D/--
)*+3?01="3/3

序 列

查询 目标

匹配度／6

相同性 相似性

)="$%／.)*

)="$%／.#+ 9( ;%

)="$%／.#, 9, ;E

)="$%／.(% 9% ;E

)="$%／.!, 9E 9;

)="$%／.-+ 95 ;%

)="$%／.&! 9E 9;

)="$%／/0#

)="$%／.#+ 45 9,

)="$%／.#, 9, 9;

)="$%／.(% 95 9;

)="$%／.!, 9( 99

)="$%／.-+ 4; 9:

)="$%／.&! 9( 9;

)="$(／.)*

)="$(／.#+ 4( 9(

)="$(／.#, 4< 9:

)="$(／.(% :9 9E

)="$(／.!, :4 4;

)="$(／.-+ 49 94

)="$(／.&! 45 9:

)="$(／/0#

)="$(／.#+ :4 9E

)="$(／.#, 4: 9:

)="$(／.(% 49 9<

)="$(／.!, 44 9<

)="$(／.-+ 4, 95

)="$(／.&! 4< 9:
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!"同一菌种中两个#$%合成酶的比较

%&’()*+*,-./0.1,#$%*)&./’*0*-2,3./0*’304/’5(6*.02*

序 列

查询 目标

匹配度／7

相同性 相似性

#/’89／!"# #/’8:／!"# ;< =>

#/’89／!"$ #/’8:／!"$ ;; =9

#/’89／!%& #/’8:／!%& ;; =:

#/’89／!’$ #/’8:／!’$ ;? @A

#/’89／!(# #/’8:／!(# @9 =;

#/’89／!)’ #/’8:／!)’ ;? =B

#/’89／!*+ #/’8:／!*+ ;A =>

#/’89／,-" #/’8:／,-" ;? @<

#/’89：#$%合成酶9；#/’8:：#$%合成酶:"

同样地，可以认为在三型’."区域的形成中发

生了一个#$%合成酶基因演变为两个具有互补功

能的不同基因（即#/’8和#/’C）的事件"由此可以

认为#$%合成酶基因的进化历史具有图?的方

式，即一型#$%合成酶基因是由共同祖先直接进

化而来的，二型#$%合成酶基因是由共同祖先发

生了加倍的事件形成的，而三型#$%合成酶基因

是由共同祖先发生不对等加倍或者分裂而形成的"

注：标尺表示B"9的遗传距离"

图! 基于"#$%&’()*+($"$"%方法的二型,-.合成酶

（/）、,-.降解酶（’）、!"#012!"#32!"#0!45.
完整序列（6）的系统进化树分析7（6）中的45.
序列从!"#01的起始密码子开始，到!"#0!的

终止密码子结束

8$%7! ,&9:(%#"#;$6;)##(<;9=#>>,-.?9";&/?#?（/），

,-.@#=(:9A#)/?#?（’）/"@!"#012!"#32!"#0!
45.?#BC#"6#?（6）<)(A;9=#>>!"#%#"#6:C?;#)?
’9"#$%&’()2+($"$"%A#;&(@7D&#45.?#BC#"6#?
(<（6）E#)#/"/:9F#@<)(A;&#?;/);6(@("?(<
!"#01;(;&#?;(=6(@("?(<!"#0!7D&#’((;2
?;)/=G/:C#?E#)#?$%"$<$6/";#"(C%&（A(?;!HI）

;(#"?C)#;&/;;&#=&9:(%#"#;$6;)##?/)#)(’C?;7
D&#)((;E/?,-.?9";&/?#(<J/:?;("$/#C;)(=&/

图K 假设的,-.合成酶基因进化途径

8$%7K -9=(;&#;$6#G(:C;$("=/;&E/9?<(),-.?9";&/?#

%#"#?
在 分 析 中 发 现 在 假 单 胞 菌 中#$%降 解 酶

（#/’D）也具有非常高的相似性（EF0&.+.+0*!;:7，

#,*+.+G0*!@=7）"而 对 #/’D以 及 完 整 ’."89H
’."DH’."8:IJ%序列的系统进化分析发现，它们

的拓扑结构是一致的（图:!和:5），而与其中#$%
合成酶的进化树比较（#/’89或者#/’8:），也是非

常相似的"这表明在二型’."区域中，相连的?个

基因’."89H’."DH’."8:经受了相同的进化压力

并一起协同进化"
应该指出在#/’89和#/’8:的系统进化树拓

扑结构中有一些不同，即硝基还原假单胞菌和食树

脂假单胞菌的#/’89和#/’8:位于进化树的不同

位置（图:’）"这一差异可能是由于#/’89和#/’8:
功能上的区别而在进化上的体现"研究表明，当将

:;; 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第:9卷
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食油假单胞菌的!"#!"和!"#!#基因分别表达在

恶臭假单胞菌的$%&合成缺失突变株中时，发现

$’(!#对)*羟基己酸单体具有更高的亲和性［"+］,这
两个酶在体内的功能可能会有所互补，这就可能使

得它们在进化上略有变化,

! 结 论

利用二型$%&合成酶基因区域的保守区域设

计了$!-克隆方案，从一株假单胞菌和一株伯克霍

尔德氏菌中克隆出完整的$%&合成酶基因区域，

并与已知的假单胞菌$%&合成酶基因区域进行了

比较,二型$%&合成酶基因区域中的$%&合成酶

"、$%&降解酶和$%&合成酶#在假单胞菌中均很

保守，并在进化过程中可能经历了$%&合成酶基

因加倍的过程,根据系统进化树分析发现，区域中

的)个基因经历了类似的进化过程,
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