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摘 要： 对实验室保藏的一株高产 Monacolin K 红曲霉菌株及其野生株进行了初步的 PKS 基因结构分析。扩增

得到红曲霉野生株 W 菌及其诱变株 M 菌的目的基因序列，并将测序产物和 cDNA 序列进行比对，确定该段基因序

列不含内含子，且诱变株 M 菌的突变位置不在此段基因上。分别用 ProfileScan、SWISS-MODEL 预测了该段蛋白的

结构域以及三维结构。
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Abstract: The PKS Gene structure of a lab-preserved Monascus strain with high yield of Monacolin K and its wild strain was analyzed. Then the
gene sequence of Monascus wild strain W and its mutant strain M were amplified by polymerase chain reaction (PCR). And the sequencing
products were compared with cDNA sequence. The results confirmed that such gene segment had no intron and the mutation position of mutant
strain M did not locate on such gene segment. Finally, the domain and 3D structure of the protein in such segment was predicted by ProfileScan
and SWISS-MODEL respectivley.
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自 20 世纪 70 年代有重大药用价值的 Monacolin K
被发现以后， 人们加大了对红曲霉及 Monacolin 类物质

的研究。 近年来的研究表明， 包含 Monacolin K 在内的

Monacolin 类物质都属于聚酮体化合物， 由聚酮体合成

酶（PKSs）合成，是 PKSs 基因家族的产物[1]。 聚酮体物质

种类繁多，很多与药物有关，通常由 1 个乙酰基单位与 3
个或多个丙二酰缩合而成，在合成过程中，聚酮体合成酶

起着非常关键的作用[1]。
国外在一些真菌的 PKSs 领域进行了卓有成效的基

础理论研究。有文献报道，已有学者发现了土曲霉中与降

血脂成分洛伐它汀（Lovastatin）合成有关的 PKS 基因簇，
并申报了专利（P99025US）[2]。 但对红曲霉中的 PKSs 基

因的报道还很少。
对 Monacolin K 合成酶基因在其合成中的功能进行

分析，有助于掌握调控红曲霉代谢产物的生产关键，为利

用生物工程方法构建高产量的 Monacolin K 工程菌株奠

定了基础。 此外，通过对 PKSs 基因功能的研究，还有可

能从红曲代谢产物中发掘新型的具有药用价值的聚酮体

物质。
在此课题的前期研究中，已由他人运用 RACE 方法

获得了此株红曲霉中 PKS 基因的 cDNA 序列，并对相关

菌株做了多方面的生理生化育种研究[3-5]。 本文将根据此

cDNA 序列用 PCR 方法扩增出整段基因的 DNA 序列，
并进行简单的结构功能分析。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种

红曲霉 W（实验室编号），野生株（标准编号）：Palo-
sus IFO 4520；红曲霉 M（实验室编号），由野生株 W 诱变

而得的 Monacolin K 高产株。
1.1.2 主要试剂

Taq、LA Taq DNA 聚合酶，6×Loading Buffer，十二烷

基苯甲酸钠（SDS），溴化乙锭（EB），均为大连 TaKaRa 公

司产品；dNTP Mixture，1 kbp DNA Ladder Marker， 琼脂

糖，均为 Geneview 分装；Tris 饱和酚，北京鼎国生物技术
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有限公司产品；乙二胺四乙酸，上海生工生物工程有限公

司产品；三氯甲烷（分析纯）、异戊醇（分析纯），湖北大学

化工厂；无水乙醇（分析纯），天津市大茂化学试剂厂。
1.2 主要仪器、设备

C25KC M1246-0011 恒温摇床（New Brunswick Sci-
entific Co.INC）、高速冷冻离心机（Hereus）、梯度 PCR 仪

（Eppendorf）、核酸电泳仪（BIO-RAD）、VFH-202B 紫 外

透 射 分 析 仪 （Agilent）、Gel Doc EQ 紫 外 凝 胶 成 像 仪

（BIO-RAD）、 高精度电子天平 （上海精科实业有限公

司）、SPX-250B-Z 型生化培养箱 （上海博迅实业有限公

司）等。
1.3 方法

1.3.1 制取红曲霉菌 DNA 的方法

①菌体的制备：在无菌操作台上将在摇瓶中生长 5 d
的红曲霉菌丝球用滤布（120 目）滤出，用玻棒小心将菌

体刮入铺有一层滤纸的培养皿中。 盖上盖子后在-20℃
冰箱预冷 30 min。
②用冷冻干燥机将菌体冻干， 处理后的菌丝体在添

加液氮后研磨成菌体粉末， 分装于 2 mL 离心管中密封

保存。
③称取 20～60 mg 红曲霉菌体粉末，装入 1.5 mL 离

心管中。添加 400 μL 溶菌缓冲液，混匀直至出现匀浆；若

液体粘稠，可再加入少量溶菌缓冲液，以不超过 700 μL
为宜。
④65℃水浴 1 h；12000 r/min 离心 10 min，达到上层

水相变清。
⑤加入等体积的酚·氯仿溶液， 经充分混匀后，于

12000 r/min 离 心 10 min， 吸 取 上 清 液 至 另 一 干 净 的

1.5 mL 离心管。
⑥加入 10 μL 3 mol/L 的 NaAc、0.54 倍体积的异丙

醇，轻轻翻转几次后冰浴 2 min。
⑦12000 r/min 离心 10 min，弃上清液。 用 70 %乙醇

小心洗涤 2 次。
⑧将离心管倒扣在纸巾上， 在室温干燥 20 min，挥

发除去乙醇。
⑨用 100～500 μL 超纯水溶解。 -20℃保存待用。

1.3.2 引物设计

引物设计遵循以下 6 点原则：
①长度：18～25 个碱基；
②GC 含量：40 %～60 %， 碱基 G 和 C 在整个引物

中应均匀分布；
③Tm = 4(C+G) + 2(A+T)；
④引物和模板的非特异性配对位点的配对率小于

70 %；

⑤两引物间配对碱基数小于 5 对；
⑥引物自身配对形成茎环结构，茎的碱基数不大于 3。

2 结果与讨论

2.1 以总DNA 为模板进行 PCR 扩增 PKSs 基因片段

本研究开始之前，已由其他学者运用 RACE 方法获

得了红曲霉 PKSs 基因的全长 cDNA 序列（因版面限制，
未贴序列编码）。 本实验室根据此 cDNA 序列设计的两

条引物如下， 并将设计好的引物交由英骏生物技术有限

公司进行合成。
ex-F：5'- GCAACCTCACGGTAAGTGC-3'
ex-B：5'-TCCGTACAGTTCCTTCTGGAC-3'
本实验在引物的设计过程使用了 Primer Premier 5.0

程序，两条引物的各项参数见表 1。

真核菌株的基因组中含有内含子的现象非常普遍，
其内含子长度的变化范围也很大， 有时甚至可以达到相

应 cDNA 序列的 10 倍。 所以，在对真核菌的总 DNA 组

进行 PCR 扩增时， 需要考虑 DNA 聚合酶所适用的长度

范围和延伸时间。 此外，由于片段长度、浓度差异、PCR
反应仪以及实验所用试剂等因素的影响， 计算所得的退

火温度不一定适用，所以需要进行梯度 PCR 来确定最佳

的退火温度。
本实验针对这些情况，在初次的 PCR 条件摸索中选

用 TaKaRa 的长链 PCR 扩增用聚合酶 LA Taq， 循环中

72℃的延伸时间定为 2.5 min；并以引物设计时的退火温

度为基础， 设定了 52.4℃、54.1℃和 55.5℃ 3 组退火温

度进行梯度 PCR 扩增实验。PCR 仪所使用的具体程序如

下：
95℃ 5 min
94℃ 1 min
梯度退火温度 40 s 30 个循环

72℃ 2.5 min
72℃ 7 min
4℃ 保存

最后将实验所得的 PCR 产物进行 1 %的琼脂糖电

泳检测，选用 1 Kbp DNA ladder 作为 Marker。 具体的电

泳结果见图 1。
由图 1 可以得出，在设定的 3 个温度下，红曲霉 W
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图 3 红曲霉 W 菌与 M 菌 PCR 产物的比对

Lane 1：红曲霉 W 菌 PCR 产物；

Lane 2：红曲霉 M 菌 PCR 产物；

Lane 3：红曲霉 W 菌总 DNA 组；

Lane 4：红曲霉 M 菌总 DNA 组；

Lane 5：阴性对照

图 2 红曲霉 W 和 M 的 PCR 产物

Lane 1、2、3 分别为红曲霉 W 退火温度在 52.4℃、54.1℃、

55.5℃下的 PCR 产物

Lane 4、5、6 分别为红曲霉 M 退火温度在 52.4℃、54.1℃、

55.5℃下的 PCR 产物

图 1 红曲霉 W 和 M 的梯度 PCR 产物

都可以被顺利地扩增出基因片段，且大小一致。而红曲霉

M 仅在 54.1℃的温度下能得到扩增片段， 大小与 W 菌

所得的产物相近，但亮度不足，可见在不同的体系下退火

温度存在区别。 与 Marker 对比后，初步确定所得到的两

份 PCR 产物长度在 1100～1200 bp 之间。
通过以上实验，可以判定目的片段没有或含有极少的

内含子，该扩增实验使用普通的 rTaq 聚合酶即可；退火温

度定为 54℃；循环中的 72℃延伸时间可缩短为 1 min。 依

此条件进行 PCR，1 %琼脂糖电泳结果见图 2。

以上 PCR 扩增实验所用条件比较合适，所得片段结

果较为理想， 无论是红曲霉 W 菌还是 M 菌所扩增出来

的条带都非常清晰明亮，两带长度基本一致；且 PCR 的

阴性对照没有任何条带。
2.2 PKSs 基因片段测序和比对

将红曲霉 W 菌和 M 菌的 PCR 产物交由英骏公司

进行双向测序， 并利用 Blast 2 sequences 工具对测序结

果进行比对，结果见图 3。

通过查看以上比对的结果， 红曲霉 W 菌和 M 菌的

PCR 产物完全一致，与 cDNA 的序列也一一吻合。 由此

可知，红曲霉 W 菌在该段基因序列上没有内含子，而其
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图 5 SWISS-MODEL 预测的蛋白三维结构

诱变株红曲霉 M 亦没有在此段基因的碱基上发生突变。
2.3 PKSs 基因片段分析

尽管高产 Monacolin K 的突变株在此段基因上无突

变发生， 但国际上关于 PKSs 基因的分析研究报道还不

多，本实验室将此序列在 NCBI 的网页上进行序列比对，
得到的结果是： 此序列与黄曲霉毒素醛还原酶有很高的

同源性。
用 ProfileScan 预测此段 PKS 基因所表达蛋白的结

构域，结果见图 4。

该蛋白中可能存在一个醇醛酮还原酶(Aldo/keto re-
ductase)结构。 此还原酶家族含有许多具有氧化还原酶活

性的 K+β 系通道调整域；此外，还具有许多单节显性的

由 NADPH-氧化还原酶。 推测第 293 位氨基酸残基位于

活性中心以外。
用 SWISS-MODEL 预测蛋白的三维结构，其预测的

三维结构见图 5。

3 展望

如前所述，PKSs 基因家族和很多重要药物的合成有

关，有很高的研究价值，而国内乃至国际上在此方面的研

究还不是很多。 本文仅对该段 PKS 基因作了粗浅的结构

研究，后续还将对其进行质粒载体构建、原核表达以及真

核表达等等工作。
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图 4 ProfileScan 预测的结果

全国酿酒行业秘书长会议在北京召开

本刊讯：2010 年全国酿酒行业秘书长会议于 2010 年 3 月 11 日至 3 月 13 日在北京召开。来自全国 25 个省、自治区、直辖市酿酒（工

业）协会秘书长共 43 名代表参加了会议。会议由中国酿酒工业协会秘书长王琦主持，王延才理事长总结了协会 2009 年工作情况，回顾了

协会第三届理事会 5 年来的成长历程。他指出，从第三届理事会以来，协会明确了自身建设的指导思想，即为行业、企业服务的定位，5 年

来紧紧围绕着该宗旨，做了大量工作并取得了一定成效，协会逐步完成了从酒业产品

的制造向产业的延伸，成立了市场委员会和啤酒原料委员会，丰富和完善了协会的体

系、职能。同时，也向代表们介绍了协会 2010 年工作要点，提出了要在“十一五”的基础

上，实现创新型酿酒工业的目标，即科技创新、观念创新、经营创新、文化创新，探索工、
商共赢的新型合作关系。

王琦秘书长就 2010 年协会换届的工作情况向大家做了介绍并征求意见。肖德润

副理事长总结了 2009 年酿酒行业职业技能培训和鉴定工作的有关情况。白酒分会副

秘书长宋书玉介绍了将于 2010 年 11 月举行的白酒品酒职业技能竞赛工作，秘书长赵

建华就白酒分会换届情况向大家征求意见并回答了职业技能竞赛的相关问题。
代表们对协会 2009 年工作和 2010 年计划表示肯定，对协会换届前期筹备工作情

况表示认同。（小雨）
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