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牛樟芝中一个新型还原型聚酮合酶基因的克隆及表达分析
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摘　 要: 为了研究牛樟芝中 ＰＫＳ 基因与化合物之间的关系ꎬ该研究通过对牛樟芝基因组分析获得牛樟芝聚酮

合酶基因ꎬ以此序列为模板设计含有起始密码子和终止密码子的特异引物并以牛樟芝 ｃＤＮＡ 为模板克隆获得

一个高度还原型 ＰＫＳ(ＨＲ￣ＰＫＳ)基因全长ꎬ命名为 ＡｃＰＫＳ２ꎻ对 ＡｃＰＫＳ２ 基因进行生物信息学分析ꎬ并比较该基

因在不同培养基上的表达量ꎮ 结果表明:ＡｃＰＫＳ２ 全长７ ８４２ ｂｐꎬ有 ２４ 个内含子ꎬ其外显子共编码２ ６１３个氨基

酸ꎬ该蛋白的相对分子质量为 ２９３.５ ｋＤａ ꎬ理论等电点 ｐＩ 为 ５.７８ꎮ 用 ＣＤＤ 分析其结构域显示ꎬ该基因属于 ＨＲ￣
ＰＫＳꎬ其结构域组织排列为 ＫＳ￣ＡＴ￣ＤＨ￣ＭＴ￣ＥＲ￣ＫＲ￣ＡＣＰ￣ＴＥꎬ８ 个结构域其活性位点分别为 β￣酮基合成酶

(ＤＴＡＣＳＳＳＬ)、酰基转移酶(ＧＨＳＩＧＥＴＡ)、脱水酶(ＲＮＤＧＳＴＳＰＬ)、甲基转移酶( ＳＦＤＩＩＴＡＦＤＶ)、烯酰还原酶

(ＨＡＧＶＳＳＰＡＡ)、酮基还原酶(ＧＳＰＧＱＡＮＹＴＡＡ)、酰基转移酶(ＹＧＬＤＳＬＴＳＶＲＬ)、硫酯酶(ＫＱＰＮＧＰＹ)ꎮ 系统发

育树显示 ＡｃＰＫＳ２ 与其他化合物未知的 ＨＲ￣ＰＫＳ 蛋白聚为一支ꎬ结构域和系统进化树分析显示该基因可能编

码一种新的含 ＴＥ 结构域高度还原型聚酮合酶ꎻ表达分析结果显示葡萄糖和果糖能够诱导该基因的表达ꎮ
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　 　 聚酮化合物(ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓꎬ ＰＫ)是一类最重要的

次生代谢产物ꎬ现已明晰的结构已超过７ ０００种ꎬ市
场上聚酮类药物已超 ２０ 种(Ｃｏｘꎬ ２００７ꎻ Ｈｅｒｔｗｅｃｋꎬ
２００９)ꎮ 聚 酮 化 合 物 的 合 成 依 赖 于 聚 酮 合 酶

(ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＰＫＳ)ꎬ其催化过程类似于脂

肪酸合酶( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＦＡＳ)合成脂肪酸ꎬ即
通过脂酰基￣ＣｏＡ 活化底物ꎬ并在不同的底物之间不

断重复脱羧缩合形成数量庞大、结构丰富的次生代

谢产物(Ｓｅｓｈｉｍｅ ｅｔ ａｌꎬ ２００５ꎻ Ｓｈｅｎꎬ ２００３)ꎬ从结构

相对简单的芳香类(如苔色酸、６￣ｍｅｔｈｙｌｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ
等)到结构复杂的高度还原型聚酮类(如 Ｔ￣毒素、洛
伐他汀等)(Ｈｉｄｅｋｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)ꎮ 真菌 ＰＫＳ 主要属

于Ⅰ型聚酮合酶ꎬ根据其所拥有结构域的不同可将

真菌Ⅰ型 ＰＫＳ 分为非还原型 ＰＫＳ ( Ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ＰＫＳ)、部分还原型 ＰＫＳ(Ｐａｒｔｉａｌ￣ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＰＫＳ)、高度

还原型 ＰＫＳ (Ｈｉｇｈｌｙ￣ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＰＫＳ) ( Ｋｒｏｋｅｎ ｅｔ ａｌꎬ
２００３ꎻ Ｓａｔｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)ꎮ 像洛伐他汀( Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ)
(Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ )、 细 胞 松 弛 素 ( Ｃｙｔｏｃｈａｌａｓａｎｓ )
(Ｓｃｈｅｒｌａｃｈ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)等源自真菌的聚酮类化合物

的碳骨架主要由高度还原型 ＰＫＳ 催化合成的(Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)ꎮ

高度还原型 ＰＫＳ 是由功能相对独立的且可重

复使用的不同酶结构域组成的巨型合酶(Ｋｈｏｓｌａ ｅｔ
ａｌꎬ ２００７)ꎬ不同的结构域组合方式可产生不同的

还原型聚酮类化合物(Ｈａｌｏ ｅｔ ａｌꎬ ２００８)ꎮ 如源自

土曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒｅｕｓ)具降胆固醇活性的药物

洛伐他汀(Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎻ对哺乳动物鲨烯合酶

具潜在抑制效应、可有效治疗朊病毒感染的神经

元的聚酮类化合物萨拉哥酸 Ａ(Ｚａｒａｇｏｚｉｃ ａｃｉｄ Ａ)

[又名角鲨抑素 Ｓ１( Ｓｑｕａｌｅｓｔａｔｉｎ Ｓ１)] ( Ｂｏｎｓｃｈ ｅｔ
ａｌꎬ ２０１６ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)ꎻ均属高度还原型聚酮

类化合物ꎮ ＨＲ￣ＰＫＳ 除具有 β￣酮基合成酶(ＫＳ)、
酰基转移酶( ＡＴ)、酰基载体蛋白( ＡＣＰ) 这三个

ＰＫＳ 最基本的结构域外ꎬ还具有与 β￣酮加工合成

相关的酮基还原酶(ＫＲ)、脱水酶(ＤＨ)和烯酰还

原酶(ＥＲ)ꎬ将新合成的 β￣酮基还原成为 β￣醇、脱
水成为 α￣β 不饱和烯酰基、还原双键成为亚甲基

等 ( Ｃｏｘꎬ ２００７ꎻ Ｈｅｒｔｗｅｃｋꎬ ２００９ꎻ Ｋｒｏｋｅｎ ｅｔ ａｌꎬ
２００３ꎻ Ｓａｔｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)ꎮ Ｃｏｘ ＆ Ｓｉｍｐｓｏｎ(２００９)根
据产物结构和催化方式的不同ꎬ将 ＨＲ￣ＰＫＳ 分成

两类:一类为合成大环内酯类如洛伐他汀ꎻ另一类

为与 ＮＲＰＳ 结合形成肽酯类如镰菌素等ꎮ 聚酮合

酶与化合物之间相关关系的研究已有初步进展ꎬ
Ｃｏｘ ｅｔ ａｌ(２００４)通过 ＭＴ(甲基转移酶)单元保守

序列设计特异引物克隆得到与他汀类药物角鲨抑

素类生物合成相关的 ＰＫＳ 基因ꎮ 为了研究牛樟芝

中 ＰＫＳ 基因与化合物之间的关系ꎬ本研究在对其

基因组数据分析的基础上ꎬ分离并克隆得到牛樟

芝中的聚酮合酶基因( ＡｃＰＫＳ２)全长 ｃＤＮＡꎬ采用

生物信息学的方法对 ＡｃＰＫＳ２ 基因进行分析ꎬ测定

ＡｃＰＫＳ２ 基因在添加了不同碳氮源的培养基上的表

达量ꎬ以期为进一步研究牛樟芝聚酮合酶基因的

异源表达、ＡｃＰＫＳ２ 基因和具体化合物的联系奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

牛樟芝菌株由从台湾地区购买的段木上的牛

７４１１９ 期 原晓龙等: 牛樟芝中一个新型还原型聚酮合酶基因的克隆及表达分析



樟芝子实体分离获得ꎬ经形态及 ＩＴＳ 鉴定为牛樟

芝ꎬ菌种编号为 ＬＫＹＡＣ０１ꎮ 在 ２５ ℃恒温培养箱中

用麦芽糖酵母提取物培养基(ｍａｌｔ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔꎬ美
国 ＢＤ)进行扩繁培养ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 基因全长的克隆　 收集于 ２５
℃恒温条件下培养 ３０ ｄ 的牛樟芝菌丝体ꎬ用植物

ＲＮＡ 提取试剂盒(康为世纪)提取牛樟芝菌丝体

总 ＲＮＡꎬ使用 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ２０００ 紫外分光光度计

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ)测定 ＲＮＡ 的浓度和质量ꎬ并
将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ保存于－８０ ℃冰箱ꎮ

通过对已测序的牛樟芝基因组数据搜索获得

一个与聚酮化合物生物合成相关的基因 ＡｃＰＫＳ２ 的

全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ利用在线程序 ＧＥＮＥ Ｆｉｓｈｅｒ 分别

设计含有起始密码子 ( ＡｃＰＫＳＦ０) 和终止密码子

(ＡｃＰＫＳＲ０)的一对特异引物(表 １)进行 ｃＤＮＡ 克

隆ꎮ 以 ＡｃＰＫＳＦ０ 和 ＡｃＰＫＳＲ０ 为引物ꎬ利用高保真聚

合酶(ＨｉＦｉ￣ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ对 ＰＣＲ
产物进行琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ将目的片段与克

隆载体连接ꎬ筛选得到阳性克隆并进行测序ꎮ
１.２.２ ＡｃＰＫＳ２ 基因及蛋白质生物信息学分析 　 利

用 ＮＣＢＩ 上的在线程序 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 对 ＡｃＰＫＳ２ 基因

进行开放阅读框预测ꎬＢＬＡＳＴ 程序进行序列同源

性比较ꎬＰｒｏｔＰａｒａｍ 进行蛋白质理化性质(等电点、
分子量)分析ꎬ用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ ｓｅｒｖｅｒ 预测信号肽的

有无ꎬ用 Ｔａｒｇｅｔ Ｐ 预测其亚细胞定位ꎬ用 ＮＣＢＩ 中

的 Ｃｏｎｖｅｒｓｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ 数据库搜索 ＡｃＰＫＳ２
蛋白的结构功能域ꎮ 选取与牛樟芝 ＡｃＰＫＳ 蛋白质

序列同源性较高的其他真菌的 ＰＫＳ 蛋白序列一

起ꎬ用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件进行氨基酸序列同源性分析

及系统发育分析ꎬ进行 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程序比对后ꎬ采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｇｉｎｇ 程序构建进化树ꎬ１ ０００次重复ꎬ
其他参数选用默认值ꎮ 生物信息学所用在线工具

及其网址见表 ２ꎮ
１.２.３ 牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 基因在不同培养基上的表达

分析　 项目组之前的研究表明ꎬ不同碳氮源及配

方的培养基对牛樟芝生长速度有显著影响(赵能

等ꎬ２０１６)ꎮ 在前期研究结果的基础上ꎬ先选取适

合牛樟芝菌丝体快速生长的 １－１１ 号培养基应用

于 ＡｃＰＫＳ２ 基因表达实验ꎬ具体配方见表 ３ꎻ再用商

表 １　 克隆反应中所用引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＣＲ ｏｆ ｃｌｏｎｉｎｇ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

目的
Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ

ＡｃＰＫＳ２Ｒ０ ５′￣ＴＡＣＡＴＡＴＡＡＣＴＴＣＡＡＴＧＴＧＣＴ￣３′

ＡｃＰＫＳ２Ｆ０ ５′￣ＡＴＧＡＧＡＴＧＴＡＴＡＧＡＡＧＡＣＡＣＴ￣３′

ｃＤＮＡ 全长克隆
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｌｌ
ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃＤＮＡ

ＴａｃＰＫＳ２Ｆ ５′￣ＡＧＡＴＧＴＣＧＴＡＧＣＡＴＡＴＧＴ￣３′

ＴａｃＰＫＳ２Ｒ ５′￣ＣＧＴＡＣＧＡＴＡＧＡＴＡＣＧＴＴＣ￣３′

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测
Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｂｙ
ＲＴ￣ＰＣＲ

表 ２　 生物信息学在线工具及其网址
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｏｎｌｉｎｅ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｗｅｂｓｉｔｅｓ

在线工具
Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｏｎｌｉｎｅ

网址
Ｗｅｂｓｉｔｅ

ＮＣＢＩ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ /

ＢＬＡＳＴ ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ /

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ /

ＰｒｏＰａｒａｍ ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ /

ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ ｓｅｒｖｅｒ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ /

Ｔａｒｇｅｔ Ｐ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ￣
１.１ / ｏｕｔｐｕｔ.ｐｈｐ

ＣＤＤ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /

业培养基 ＭＥＢ(麦芽浸粉 １３ ｇ􀅰Ｌ￣１)、ＰＤＡ(马铃

薯浸粉 ５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ葡萄糖 ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１)、ＷＢ(麦芽浸粉

１５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ 麦芽糖 １２. ７５ ｇ􀅰Ｌ￣１)、ＳＡ(葡萄糖 ２０
ｇ􀅰Ｌ￣１)和 ＴＭＧ(番茄浸粉 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ 麦芽糖 ５ ｇ􀅰
Ｌ￣１ꎬ 葡萄糖 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１)验证其 ＡｃＰＫＳ２ 基因的表达

情况ꎮ 按照所选的培养基配方配置ꎬ并接种牛樟

芝菌丝体ꎬ置于 ２５ ℃恒温培养箱中培养 ４０ ｄ 后ꎬ
从每种培养基上各获取 ０.５ ｇ 牛樟芝真菌菌丝体ꎬ
重复 ３ 次取样ꎬ并依据真菌 ＲＮＡ 提取试剂盒(康

为世纪)的说明提取总 ＲＮＡꎮ 牛樟芝总 ＲＮＡ 参照

反转录试剂盒 ( Ｔｒａｎｓｇｅｎ) 说明书合成第一条链

ｃＤＮＡꎬ并于－２０ ℃冰箱保存备用ꎮ 然后ꎬ以特异引

物 ＴａｃＰＫＳ１Ｆ、ＴａｃＰＫＳ１Ｒ(表 １)检测生长于不同培

养基上的牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 基因具体表达情况ꎬ进行

琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ利用图像分析软件 ＧＥＮＥ
－ＳＮＡＰＳ 分析其积分光密度ꎬ并进行相对定量表达

分析ꎮ

８４１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 ３　 不同培养基配方
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

编号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

基础培养基
Ｂａｓａｌ ｍｅｄｉｕｍ
(ｇ􀅰Ｌ ￣１)

添加物
Ａｄｄｉｔｉｖｅ
( ｇ􀅰Ｌ ￣１)

１

２

３

４

５

麦芽糖 ６
Ｍａｌｔｏｓｅ ６

酵母提取物 ３
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ３

无 Ｎｏｎｅ

甘露糖 ４ Ｍａｎｎｏｓｅ ４

乳糖 ４ Ｌａｃｔｏｓｅ ４

葡萄糖 ４ Ｇｌｕｃｏｓｅ ４

果糖 ４ Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ４

６

７

８

９

１０

１１

麦芽糖 １.８
Ｍａｌｔｏｓｅ １.８

葡萄糖 ６
Ｇｌｕｃｏｓｅ ６

牛肉浸粉 ４
Ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｏｗｄｅｒ ４

胰蛋白胨 ４
Ｔｒｙｐｔｏｎｅ ４

酵母提取物 ４
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ４

番茄浸粉 ４
Ｔｏｍａｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ４

酪蛋白胨 ４
Ｃａｓｅｉｎ ４

土豆蛋白胨 ４
Ｐｏｔａｔｏ ｐｅｐｔｏｎｅ ４

２　 结果与分析

２.１ 牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 基因全长的获得

以牛樟芝真菌菌丝体总 ＲＮＡ 反转录的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ以 ＡｃＰＫＳＦ０ 和 ＡｃＰＫＳＲ０ 为引物ꎬ利用高保

真聚合酶(ＨｉＦｉ￣ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)进行 ＰＣＲ 扩增的

方法获得一条长度约为 ７.５ ｋｂ 的片段ꎬ琼脂糖凝

胶电泳检测后回收、克隆并测序后获得７ ８４２ ｂｐ 的

ｃＤＮＡ 序 列ꎮ ＢＬＡＳＴＰ 比 对 分 析 显 示 该 基 因 的

ｃＤＮＡ 与密褐褶孔菌 ( Ｇｌｏｅｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｒａｂｅｕｍꎬＸＭ＿
００７８７１６５６.１)、根状索孔菌(Ｆｉｂｒｏｐｏｒｉａ ｒａｄｉｃｕｌｏｓａꎬ
ＸＭ＿０１２３２８４８３.１)、荚果腐病菌(Ｍｏｎｉｌｉｏｐｈｔｈｏｒａ ｒｏ￣
ｒｅｒｉꎬＸＭ＿００７８５７３８５.１)等真菌的聚酮合酶 ＤＮＡ 序

列分别具有 ７０％、７２％和 ７３％的一致性ꎬ并将该基

因命名为 ＡｃＰＫＳ２ꎮ 通过比对 ＡｃＰＫＳ２ ｃＤＮＡ 和

ＤＮＡ 序列ꎬ显示该基因有 ２４ 个内含子ꎬ其外显子

共编码２ ６１３个氨基酸ꎮ
２.２ ＡｃＰＫＳ２ 蛋白序列的生物信息学分析

用在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测 ＡｃＰＫＳ２ 蛋白质序

列的理化性质ꎬ相对分子质量为 ２９３.５ ｋＤａꎬ理论

等电点 ｐＩ 为 ５.７８ ꎬ结构式为 Ｃ１３１３３Ｈ２０５２６Ｎ３５３４Ｏ３８９５

Ｓ１０１ꎬ不稳定系数为 ３９.６６ꎬ为稳定蛋白ꎬ脂肪系数

９１.５４ꎬ平均亲水性值为 ０.０１３ꎬ亲水性较弱ꎻＳｉｇｎａｌＰ
４.１ ｓｅｒｖｅｒ 分析结果显示ꎬ该蛋白不存在信号肽ꎬ为
非分泌蛋白ꎻ采用 Ｔａｒｇｅｔ Ｐ 在线软件预测其亚细胞

定位ꎬ存在线粒体的可能性为 ０.２１６、分泌途径为

０.０５０ꎬ其他位置为 ０.７８８ꎬ可靠性为 ３ꎬ结合 ＳｉｇｎａｌＰ
４.１ ｓｅｒｖｅｒ 分析结果ꎬ推测该蛋白位于细胞质基质

的可能性最大ꎮ 用 ＣＤＤ 预测该蛋白序列的结构

域ꎬ结果显示该蛋白含有 ＫＳ￣ＡＴ￣ＤＨ￣ＭＴ￣ＥＲ￣ＫＲ￣
ＡＣＰ￣ＴＥ 等结构域 (图 １)ꎮ 将牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 与

其他高度还原型聚酮合酶对应的结构域进行比对

发现 ＡｃＰＫＳ２ 的 ８ 个结构域其活性位点分别为 β￣
酮基合成酶( ＤＴＡＣＳＳＳＬ)、酰基转移酶( ＧＨＳＩＧＥ￣
ＴＡ)、脱水酶 ( ＲＮＤＧＳＴＳＰＬ)、甲基转移酶 ( ＳＦＤＩ￣
ＩＴＡＦＤＶ)、烯酰还原酶(ＨＡＧＶＳＳＰＡＡ)、酮基还原

酶( ＧＳＰＧＱＡＮＹＴＡＡ)、酰 基 转 移 酶 ( ＹＧＬＤＳＬＴＳ￣
ＶＲＬ)、硫酯酶(ＫＱＰＮＧＰＹ)(图 ２)ꎮ
２.３ ＡｃＰＫＳ２ 蛋白的分子系统进化分析

利 用 ＭＥＧＡ ６. ０ 中 的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程 序 对

ＡｃＰＫＳ２ 蛋白序列和其他真菌的 ３１ 条Ⅰ型 ＰＫＳ 的

蛋白序列进行多序列比对后ꎬ用邻位相接法构建

分子系统进化树ꎬ１ ０００次重复ꎬ其他参数选用默认

值ꎮ 分析结果显示(图 ３):以非还原型 ＰＫＳ 作为

外接参照组ꎬ高度还原型 ＰＫＳ 可分为 ５ 组ꎬ牛樟芝

ＡｃＰＫＳ２ 蛋白序列与密褐褶孔菌(Ｇｌｏｅｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｒａ￣
ｂｅｕｍꎬ ＸＰ＿００７８６９８４７.１ )、毛韧革菌( Ｓｔｅｒｅｕｍ ｈｉｒ￣
ｓｕｔｕｍꎬ ＸＰ＿００７３０９１２１.１ )和孢荚腐病菌(Ｍｏｎｉｌｉｏ￣
ｐｈｔｈｏｒａ ｒｏｒｅｒｉꎬ ＸＰ ＿００７８４９７３８.１ )聚为一支ꎬ合成

产物目前不明确ꎮ 另外 Ｃｌａｄｅ Ⅰ分为ⅠＡ、ⅠＢ 两

个亚组ꎬⅠＡ 组的结构域 ＫＳ￣ＡＴ￣ＤＨ￣ＥＲ￣ＫＲ￣ＡＣＰ￣
(ＡＣＰ)ꎬ合成 Ｔ￣ｔｏｘｉｎ 母核ꎻⅠＢ 组结构域为 ＫＳ￣
ＡＴ￣ＤＨ￣ＭＴ￣ＥＲ￣ＫＲ￣ＡＣＰꎬ合成单环类毒素母核(如
２￣吡咯烷酮)ꎮ ＣｌａｄｅⅡ组的结构域为 ＫＳ￣ＡＴ￣ＤＨ￣
ＭＴ￣ＳＤＲ￣ＥＲ￣ＫＲ￣(ＡＭＰ￣ＡＣＰ)ꎬ生成洛伐他汀类母

核ꎮ ＣｌａｄｅⅢ的结构域为 ＫＳ￣ＡＴ￣ＤＨ￣ＭＴ￣( ＳＤＲ)￣
ＥＲ￣ＫＲ￣ＡＣＰꎬ合成大环内酯类聚酮化合物ꎮ Ｃｌａｄｅ
Ⅳ的结构域为 ＫＳ￣ＡＴ￣ＤＨ￣(ＭＴ) ￣ＥＲ￣ＫＲ￣ＡＣＰꎬ合成

伏马菌素类母核ꎮ 与牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 蛋白序列所

在的第Ⅴ组进行比较ꎬ仅该组存在结构域 ＴＥꎬ可推

测其合成产物为一种新的聚酮类化合物ꎮ
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图 １　 用 ＣＤＤ 分析 ＡｃＰＫＳ２ 蛋白保守结构域的结果
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＡｃＰＫＳ２ ｐｒｏｔｅｉｎｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｙ ＣＤＤ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.４ 不同碳氮源添加物对牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 基因表达

的影响

根据项目组之前的研究ꎬ牛樟芝菌丝体在不同

的培养基上生长速度差异较大(赵能等ꎬ ２０１６)ꎮ 将

牛樟芝菌丝体培育在 １７ 种不同的培养基上ꎬ２５ ℃
恒温培养箱中培养 ４０ ｄ 后ꎬ提取 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤ￣
ＮＡꎬ并用特异引物(表 １)检测其表达情况ꎮ 结果显

示(图 ４:Ａ):在不同碳源添加物的分析试验中ꎬ果
糖(ｆｒｕ)和葡萄糖( ｇｌｕ)能够诱导 ＡｃＰＫＳ２ 基因的表

达ꎬ而在基本培养基(ｎｏｎｅ)、添加甘露糖(ｍａｎ)和乳

糖(ｌａｃ)的培养基上不表达ꎬ其中添加了葡萄糖的培

养基上该基因的表达量最高ꎻ在不同氮源添加物的

分析试验中(图 ４:Ｂ)ꎬ以麦芽糖和葡萄糖作为碳源

的前提条件下ꎬ不同氮源均可诱导该基因表达ꎬ但
其表达量存在显著差异ꎬ其诱导表达量从高到低依

次为 酵母提取物(ＭＦＹ２)、土豆蛋白胨(ＭＦＳ)、牛肉

浸粉(ＭＦＢ)、酪蛋白胨(ＭＦＬ)、胰蛋白胨(ＭＦＹ１)、
番茄浸粉(ＭＦＴ)ꎻ其中诱导表达量最高的培养基

ＭＦＹ２ 与最低的 ＭＦＴ 之间相差 ５ 倍之多ꎮ 同时采用

不同的商业培养基测试该基因的表达情况ꎬ结果显

示(图 ４:Ｃ):ＴＭＧ 诱导表达量最高ꎬ从高到低依次

为 ＹＭＢ、ＷＢ、ＰＤＡ、ＭＥＢ、ＳＡꎮ

３　 讨论

牛樟芝 ( Ａｎｔｒｏｄｉａ ｃａｍｐｈｏｒａｔａ) 属于多孔菌科

(Ｐｏｌｙｐｏｒａｃｅａｅ)薄孔菌属(Ａｎｔｒｏｄｉａ)真菌ꎬ是我国台

湾地区所特有的珍贵食药两用真菌(Ｌｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４ꎻ
Ｗｕ ｅｔ ａｌꎬ ２００４)ꎮ 牛樟芝中含有丰富的具生理活性

的次生代谢产物ꎬ如牛樟芝子实体中特有的聚酮化

合物安卓凯因 Ａ ( ａｎｔｒｏｃａｍｐｈｉｎ Ａ) ( Ｈｓｉｅｈ ｅｔ ａｌꎬ
２０１０ꎻ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)ꎮ 依据牛樟芝基因组测序结

果ꎬ研究者发现牛樟芝基因组中存在 １４ 个可能为

ＰＫＳ 的基因片段ꎬ其中有 ４ 个 ＰＫＳ 基因编码的氨基

酸数量超过了２ ０００个(Ｌｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４)ꎬ本项目组通

过对牛樟芝基因组的分析ꎬ获得 １ 条高度还原型

ＰＫＳ 基因 ＡｃＰＫＳ２ 基因ꎮ 尚未有关于聚酮合酶基因

与化合物之间联系的报道ꎬ本研究的目的是从牛樟

芝基因组中分离聚酮合酶基因ꎬ并研究其在不同培

养条件下的表达状况ꎬ最终目的为确定基因与化合

物之间的联系ꎮ
本研究通过对 ＡｃＰＫＳ２ 基因和其蛋白序列进行

生物信息学分析ꎬ通过结构域分析获知 ＡｃＰＫＳ２ 蛋

白含有 ＨＲ￣ＰＫＳ 特有结构域 β￣酮基还原酶(ＫＲ)和
烯酰还原酶(ＥＲ)ꎬ可推断该基因属于 ＨＲ￣ＰＫＳꎻ结
构域分析显示 ＡｃＰＫＳ２ 蛋白中含有硫酯酶释放结构

域(ＴＥ)ꎮ ＴＥ 结构域通常位于 Ｃ￣末端ꎬ许多真菌的

非还原型聚酮合酶的 ＴＥ 结构域负责催化环化反应

形成大环内酯(Ｄｕ ＆ Ｌｏｕꎬ ２０１０)并释放聚酮化合

物ꎬ但目前尚未有 ＴＥ 结构域存在于 ＨＲ￣ＰＫＳ 中的

报道ꎮ 在非还原型聚酮合酶中ꎬ与 ＴＥ 结构域功

能类似的结构域还有Ｃ￣末端还原酶释放结构域(Ｒ)
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注: ＬＳ. 硫磺多孔菌 (ＫＺＴ０６９２０.１)ꎻ ＦＲ. 褐腐真菌 (ＸＰ＿０１２１８３８７３.１)ꎻ ＧＴ. 密褐褶菌 (ＸＰ＿００７８７１２８１.１)ꎻ
ＧＬ. 裸脚菇 (ＫＩＫ６３３５０.１)ꎻ ＡＣ. 牛樟芝ꎮ

Ｎｏｔｅ: ＬＳ. Ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓ ｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓ (ＫＺＴ０６９２０.１)ꎻ ＦＲ. Ｆｉｂｒｏｐｏｒｉａ ｒａｄｉｃｕｌｏｓａ (ＸＰ＿０１２１８３８７３.１)ꎻ ＧＴ. Ｇｌｏｅｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｒａｂｅｕｍ
(ＸＰ＿００７８７１２８１.１)ꎻ ＧＬ. Ｇｙｍｎｏｐｕｓ ｌｕｘｕｒｉａｎｓ (ＫＩＫ６３３５０.１)ꎻ ＡＣ. Ａｎｔｒｏｄｉａ ｃａｍｐｈｏｒａｔａ.

图 ２　 ＡｃＰＫＳ２ 不同结构域活性位点分析
Ｆｉｇ. ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＡｃＰＫＳ２
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图 ３　 牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 蛋白与其他真菌 ＰＫＳ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｃＰＫＳ２ ｉｎ Ａｎｔｒｏｄｉａ ｃａｍｐｈｏｒａｔａ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｇａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

(Ｋｒｏｋｅｎ ｅｔ ａｌꎬ ２００３)、Ｃ￣末端酯酶 /类脂肪酶(ＥＳＴ)
结构域( Ｉｓｈｉｕｃｈｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２)ꎬ类金属￣β￣内酰胺酶

(ＭβＬ)水解酶(Ｓｃｈｅｒｌａｃｈ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)等ꎮ 这些酶结

构域的功能已通过试验得到证明ꎬ如 Ｆｕｊｉｉ ｅｔ ａｌ
(２００１)通过异源过量表达 ｗＡ￣ＰＫＳ 基因修饰过的

Ｃ￣末端首次证明 ＴＥ 结构域参与克莱森环化反应ꎬ
该结构域又被命名为克莱森式环化酶结构域

(ＣＬＣ)ꎬ参与构巢曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｄｕｌａｎｓ)中 ＷＡ
聚酮合酶催化萘并吡喃酮(ｎａｐｈｔｈｏｐｙｒｏｎｅ)第二个芳

香环的克莱森式环化ꎻＲ 结构域催化还原释放的作

用通过异源表达得到确认(Ｂａｉｌｅｙ ｅｔ ａｌꎬ ２００７)ꎻＥＳＴ
结构域略大于 ＴＥ / ＣＬＣ 结构域ꎬ属丝氨酸水解酶家

族(Ｉｓｈｉｕｃｈｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２)ꎻ通过基因敲除的方式证明

ＭβＬ 结构域参与构巢曲霉中 ＡｐｔＡ ( ａｓｐｅｒｔｈｅｃｉｎ
ＰＫＳ) 聚酮产物的释放 ( Ｓｚｅｗｃｚｙｋ ｅｔ ａｌꎬ ２００８)ꎮ

ＡｃＰＫＳ２ ＴＥ 结构域的蛋白序列与密褐褶孔菌(ＸＰ＿
００７８６９８４７.１)(Ｆｌｏｕｄａｓ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２) ＴＥ 结构域的同

源性为 ５６.４９％ꎬ且其保守活性位点均为 ＫＱＰＸＧＰＹꎮ
聚类分析可将功能相似的基因或蛋白聚为一支ꎬ本
研究中 ＡｃＰＫＳ２ 蛋白与其他 ３ 种功能和化合物未知

的 ＰＫＳ 蛋白聚为一支ꎬ可推断 ＡｃＰＫＳ２ 基因是一种

含 ＴＥ 结构域的新型 ＨＲ￣ＰＫＳꎮ
不同培养基和培养方式对牛樟芝生长速度和

其活性组分均有显著的影响(赵能等ꎬ ２０１６ꎻ周璇

等ꎬ ２０１７)ꎬ同时同一基因在不同培养条件下ꎬ其基

因表达会出现差异ꎬ且可能产生不同的化合物ꎬ这
一现象可通过“一菌多产物” ( ｏｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｍａｎｙ ｃｏｍ￣
ｐｏｕｎｄｓꎬ ＯＳＭＡＣ)来解释ꎮ Ｈｅｍｐｈｉｌｌ ｅｔ ａｌ(２０１７)利

用“一菌多产物”策略成功地从内生真菌三线镰刀

菌 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｔｒｉｃｉｎｃｔｕｍ)中获得 ５ 种化合物ꎬ ２ 种新
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注: １－５. 添加不同碳源ꎮ １. 不添加ꎻ ２. 添加甘露糖 ４ ｇ􀅰
Ｌ￣１ꎻ ３. 添加乳糖 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ４. 添加葡萄糖 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ５. 添加

果糖 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 　 ６－１１. 添加不同氮源ꎮ ６. 添加牛肉浸粉 ４
ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ７. 添加胰蛋白胨 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ８. 添加酵母提取物 ４ ｇ􀅰
Ｌ￣１ꎻ ９. 添加番茄浸粉 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ １０. 添加酪蛋白胨 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ

１１. 添加土豆蛋白胨 ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
Ｎｏｔｅ: １－５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ａｄｄｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ.　
１. Ａｄｄｅｄ ｎｏｔｈｉｎｇꎻ ２. Ａｄｄｅｄ ｍａｎｎｏｓｅ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ３. Ａｄｄｅｄ ｌａｃｔｏｓｅ
４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ４. Ａｄｄｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ５. Ａｄｄｅｄ ｆｒｕｃｔｏｓｅ ４ ｇ􀅰
Ｌ￣１ . ６－１１. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ａｄｄｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ.
６. Ａｄｄｅｄ ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｏｗｄｅｒ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ７. Ａｄｄｅｄ ｔｒｙｐｔｏｎｅ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ
８. Ａｄｄｅｄ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ ９. Ａｄｄｅｄ ｔｏｍａｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ
１０. Ａｄｄｅｄ ｃａｓｅｉｎ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ １１. Ａｄｄｅｄ ｐｏｔａｔｏ ｐｅｐｔｏｎｅ ４ ｇ􀅰Ｌ￣１ .

图 ４　 不同培养基条件下牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２基因的表达量
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ＡｃＰＫＳ２

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

化合物 ｆｕｓａｒｉｌｅｌｉｎ Ｋ 和 ｆｕｓａｒｉｌｅｌｉｎ Ｌ 及 ２ 种已知化合

物 ｆｕｓａｒｉｌｅｌｉｎ Ａ 和 ｆｕｓａｒｉｌｅｌｉｎ Ｂꎬ并将化合物 ｆｕｓａｒｉｌｅｌｉｎ
Ｊ 的量增加了 ８０ 倍ꎮ 本研究应用含不同碳氮源添

加物和商业培养基诱导 ＡｃＰＫＳ２ 基因的表达ꎬ不同

碳源添加物试验表明葡萄糖和果糖能诱导 ＡｃＰＫＳ２
基因的表达ꎬ不同氮源添加物的试验表明在碳源一

致的前提条件下ꎬ酵母提取物的表达量最高ꎬ番茄

浸粉表达量最低ꎻ不同商业培养基测试显示 ＴＭＧ 表

达量最高、ＳＡ 最低ꎮ 该结果说明牛樟芝 ＡｃＰＫＳ２ 基

因在不同培养条件下ꎬ其表达水平具较大的差异ꎬ
能够为下一步通过大规模发酵的方式获取牛樟芝

聚酮化合物提供最佳培养基ꎮ 本研究结果有助于

牛樟芝聚酮类化合物的异源表达ꎬ为提高牛樟芝聚

酮化合物的合成效率及基因调控分析奠定基础ꎮ
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