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摘要：在对丝状真菌短密青霉（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｍｐａｃｔｕｍ ＮＲＲＬ　８６４）的全基因组进行

分析时，发现 该 真 菌 可 能 表 达 一 种 异 戊 烯 基 转 移 酶 ＰｂＰＴ。通 过 反 转 录 ＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅ－
ｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ）获得真菌ｃＤＮＡ，并以ｃＤＮＡ为模版，将编码ＰｂＰＴ的开放

阅读框克隆到ｐＥＴ－２８ｂ构建表达载体ｐＥＴ２８ｂ－ＰｂＰＴ，将ｐＥＴ２８ｂ－ＰｂＰＴ转化Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ－
ｉａ　ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）获得表达菌株，异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ－β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏ－
ｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导高效表达ＰｂＰＴ，利用Ｎｉ－ＮＴＡ树脂亲和纯化重组ＰｂＰＴ活性蛋白，并

对该蛋白进行了底物特异性分析、产物结构鉴定以及酶促动力学分析。分析结果表明，以
二甲基丙烯基二磷酸（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ　ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＤＭＡＰＰ）为供体，ＰｂＰＴ特异性催化

异戊烯基转移至Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ的α位Ｃ上，生成Ｄｅｏｘｙｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ。Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ
Ｆ是合成真菌生物碱类杀虫抗生素ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅｓ的重要中间体，真菌吲哚类异戊烯基转

移酶家族新成员ＰｂＰＴ的发现。该研究为进一步寻找和阐明 真 菌 生 物 碱 类 杀 虫 抗 生 素

ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅｓ的生物合成基因簇和合成途径奠定了基础。
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　　微生物次级代谢产物是药物先导化合物的重要来源。高等丝状真菌次级代谢产物具有极为丰富的结构

骨架类型，如聚酮类，非核糖体肽类，萜类以及生物碱类化合物等；且多具有良好的生物活性，例如广谱抗生

素青霉素、免疫抑制剂环孢菌素和降血脂药物洛伐他汀等［１－２］。许多真菌次级代谢产物的基本骨架结构由聚

酮合酶或者非核糖体肽合酶负责合成，结构骨架的后修饰过程对化合物的成药性具有重要意义。异戊烯基

转移酶是一种重要的真菌次级代谢产物后修饰酶，负责催化将二甲基丙烯基二磷酸携带的异戊烯基单位转

移到受体结构的反应，其受体包括氨基酸、生物碱、芳香族化合物等小分子活性物质［３－７］，产生吲哚碱、类黄

酮、香豆素、氧杂蒽酮、醌和樟脑等数量庞大的次级代谢产物［８－９］。真菌吲哚类异戊烯基转移酶家族的研究非

常广 泛，已 经 克 隆 鉴 定 的 家 族 成 员 有 ３０ 多 个，其 中，ＦｇａＰＴ２（ＥＡＬ９４１０３，基 因 序 列 号）、ＦｔｍＰＴ１
（ＡＡＸ５６３１４）、ＣｄｐＮＰＴ（ＡＢＲ１４７１２）和ＡｎａＰＴ（ＥＡＷ１６１８１）［１０－１６］４个蛋白的晶体结构已获得解析。目前，
已知的ＤＭＡＴＳ家族蛋白均已获得功能性表达，且大多数成员的底物谱较为宽泛，可以识别吲哚类结构衍

生物，同时还可以识别酪氨酸、氧杂蒽酮、三元环芳香化合物、四元环芳香化合物及一些非芳香类化合物，该

家族蛋白均以二甲基丙烯基二磷酸（ＤＭＡＰＰ）作为异戊烯基的天然供体进行相应的催化反应。基于此，本
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实验对一株短密青霉进行全基因组测序，并从底物特异性、最适温度与ｐＨ、金属离子依赖性、产物结构和酶

促动力学等方面对ＰｂＰＴ的酶学特性进行分析，同时结合序列分析及功能预测，从其基因组中获得一个属于

异戊烯基转移酶家族的成员，命名为Ｐ．短密基转移酶（Ｐ．ｂｒｅｖｉｃｏｍｐａｃｔｕｍｐｒｅｎｙｌ　ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＰｂＰＴ）。通

过生物信息学分析和序列比对，发现该酶属于ＤＭＡＴＳ家族。

１　 材料与方法

１．１　菌株及培养条件

短密青 霉 ＮＲＲＬ　８６４原 始 菌 株 来 自 美 国 农 业 部 培 养 物 集 存 库（ａｍｅｒｉｃａｎ　ｔｙｐｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，

ＡＴＣＣ），由本实验室保藏。该菌株在温度为２８℃的ＰＤＡ液体培养基中避光静置培养７～１０ｄ。

１．２　基因组提取及全基因组测序

短密青霉ＮＲＲＬ　８６４培养后的菌液使用８层纱布过滤去除培养基，菌体用纱布挤干后，使用真菌基因组

ＤＮＡ提取试剂盒来提取其基因组。基因组测序工作由诺禾致源公司完成。

１．３　ＰｂＰＴ编码基因的挖掘

对基因组序列进行Ｄｅ　ｎｏｖｏ组装和生物信息学分析，以异戊烯基转移酶保守序列为探针，通过ＮＣＢＩ序

列比对，成功挖掘到编码ＰｂＰＴ的ＤＮＡ序列信息。

１．４　基因克隆

短密青霉ＮＲＲＬ　８６４菌体用纱布挤干后迅速冻存于－８０℃超低温冰箱或直接进行ＲＮＡ提取。菌体

在液氮作用下充分研磨，每１００ｍｇ菌体加入１ｍＬ　Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）试剂。按照Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）法获得ｍＲＮＡ，２％琼 脂 糖 凝 胶 检 验 ＲＮＡ质 量。使 用 反 转 录 试 剂 盒（Ｔａｋａｒａ）进 行 反 转 录ＰＣＲ
（ＲＴ－ＰＣＲ）获得相应的ｃＤＮＡ。根据ＰｂＰＴ全长基因设计特异性引物ＰｂＰＴ－Ｆ和ＰｂＰＴ－Ｒ，用于克隆ＰｂＰＴ
基因的聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）引物如表１所示。

表１　用于克隆ＰｂＰＴ基因的ＰＣＲ引物

名称 序列（５′－３′） 功能

ＰｂＰＴ－Ｆ　 ＧＧＡＡＴＴＣ　ＣＡＴＡＴＧＡＣＣＡＡＧＴＣＡＡＡＣＧＡＡ 基因克隆

ＰｂＰＴ－Ｒ　 ＴＡＴＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＴＴＣＴＣＣＣＡＣＧＧＡＴＡ 基因克隆

　　　　注：ＰｂＰＴ－Ｆ斜体下划线碱基为ＮｄｅＩ酶切位点；ＰｂＰＴ－Ｒ斜体下划线

碱基为 ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位点。

　　以ｃＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增Ｐｂ－
ＰＴ的全长编码基因。ＰＣＲ产物经琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 纯 化 回 收 试 剂 盒 进 行 纯 化，

ＮｄｅＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切后，克 隆 到 表 达 载

体ｐＥＴ２８ｂ，构 建ｐＥＴ２８ｂ－ＰｂＰＴ，通 过 菌

落ＰＣＲ检验及质粒ＤＮＡ测序，确定克隆

结果的正确性。

１．５　ＰｂＰＴ的表达及纯化

将质粒ｐＥＴ２８ｂ－ＰｂＰＴ转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３），获得ＰｂＰＴ的表达宿主。挑取单菌落至１０ｍＬ含有

５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ培养基，３７℃，２２０ｒａｄ／ｍｉｎ培养至对数生长期，接种至１Ｌ含有１％甘油的ＬＢ培

养基中；３７℃，２２０ｒａｄ／ｍｉｎ培养至ＯＤ６００介于０．６～１．０之间，加入ＩＰＴＧ至终摩尔浓度为１５０μｍｏｌ／Ｌ进行

蛋白表达诱导，１８℃，２００ｒａｄ／ｍｉｎ表达１６ｈ；６　０００ｒａｄ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ收集菌体。菌体储藏于－８０℃
超低温冰箱或直接用于蛋白纯化。菌体用５０ｍＬ　Ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（１×ＰＢＳ，１０％甘油，１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ　８．０）重
悬，超声破碎菌体。细胞裂解液经１２　０００ｒａｄ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃沉淀，上清中加入１ｍＬ　Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和吸附树

脂（ＱＩＡＧＥＮ），４℃孵育１ｈ。装柱后，先用１００ｍＬ　Ｗａｓｈ　ｂｕｆｆｅｒ（１×ＰＢＳ，１０％甘油，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ　８．０）
冲洗，再用１０ｍＬ　Ｅｌｕｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ（１×ＰＢＳ，１０％甘油，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ　８．０）洗脱目标蛋白。Ｇ２５０（碧云天）
检测并合并目标蛋白，使用Ａｍｉｃｏｎ－Ｕｌｔｒａ－１５超滤管（ＭＷＣＯ　３０ｋＤ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）进行浓缩，ＰＤ－１０（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ－
ｃａｒｅ）脱盐，液氮速冻后于－８０℃超低温冰箱保存，或直接用于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检验及其他后续实验。

１．６　ＰｂＰＴ的最适底物检测

在１００μＬ的反应体系中加入５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／Ｌ底物（Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ（广州晶莱）、Ｌ－Ｔｒｐ、Ｄ－
Ｔｒｐ、１－Ｍｅｔｈｙｌ－Ｌ－Ｔｒｐ、５－ＯＨ－Ｌ－Ｔｒｐ、Ｌ－Ａｂｒｉｎｅ、Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ｔｒｐ、Ｌ－Ｐｈｅ、Ｌ－Ｔｙｒ、Ｌ－Ｈｉｓ（Ａｌａｄｄｉｎ）中 的 一 种），０．５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＭＡＰＰ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ），１０μｍｏｌ／Ｌ　ＰｂＰＴ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　７．５），３０℃反应２０ｍｉｎ。加
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入１００μＬ甲醇终止反 应。２０　０００×ｇ离 心１０ｍｉｎ，取 上 清 液 用 高 效 液 相 色 谱 法（ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）进行检测，根据 ＨＰＬＣ谱图中是否有新峰的产生，判断ＰｂＰＴ对不同底物的反应

性。ＨＰＬＣ检测条件如下：

１）　流动相为乙腈－水（含１‰三氟乙酸），洗脱程序为时间为０～４ｍｉｎ，乙腈３０％等度洗。

２）　时间为４～２４ｍｉｎ，乙腈从３０％～６０％梯度洗脱。

３）　时间为２４～２５ｍｉｎ，乙腈从６０％～１００％梯度洗脱。

４）　时间为２５～２９ｍｉｎ，１００％乙腈等度洗脱。

５）　时间为２９～３０ｍｉｎ，乙腈从１００％～３０％。
分析用色谱柱为Ｔｈｅｒｍｏ　ＯＤＳ　ＨＹＰＥＲＳＩＬ（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），检测波长为２８０ｎｍ，流速为１

ｍＬ／ｍｉｎ。化合物 ＨＰＬＣ制备条件与检测条件相同。

１．７　ＰｂＰＴ最适反应条件分析

利用最适底物Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，在４，１５，２５，３０，３７，４２，５０℃温 度 下，反 应２０ｍｉｎ，利 用 高 压 液 相 色 谱

（ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）检测分析产物的转化率，获得ＰｂＰＴ的最适反应温度；在

最适反应温度条件下，将反应体系中的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ　７．５）替 换ｐＨ 分 别 为４．０，５．０，

６．０，７．５，８．０，９．０，１０．０的 磷 酸 盐 缓 冲 液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ），反 应２０ｍｉｎ后，按 前 述 相 同 方 法 处 理 样 品，利 用

ＨＰＬＣ检测分析产物的转化率，获得该酶的最适反应ｐＨ。

１．８　ＰｂＰＴ的酶促反应动力学分析

在最适温度和ｐＨ条件下，在反应体系中加入不同摩尔浓度（１０～５００μｍｏｌ／Ｌ）的Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，３０℃
反应，于不同时间点加入１００μＬ甲醇终止反应。２０　０００ｇ离心１０ｍｉｎ，取５０μＬ进行 ＨＰＬＣ检测。同时，
采用米氏方程（ｍｉｃｈａｅｌｉｓ　ｍｅｎｔｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ）进行非线性拟合，计算Ｋｍ 和ｋｃａｔ值。

１．９　金属离子对重组ＰｂＰＴ活性的影响

将上述反应体系中的 Ｍｇ２＋ 替换为Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｎｉ　２＋、Ｃｕ２＋ 和Ｚｎ２＋ 等不同的二价金属阳离子，并

以不加入二价金属离子的反应体系作为对照，３０℃反应２０ｍｉｎ，加入１００μＬ甲醇终止反应。２０　０００ｇ离心

１０ｍｉｎ，ＨＰＬＣ检测反应产物。

２　结果与分析

２．１　ＰｂＰＴ序列分析

编码ＰｂＰＴ的ｃＤＮＡ全长１　３１４ｂｐ，翻译后形成４３７个氨基酸组成的多肽，通过基因组ＤＮＡ与ｃＤＮＡ
测序结果比对，发现该基因含有一个内含子（第１　１８８个碱基到第１　２６２个碱基），ＰｂＰＴ基因序列（加粗和下

划线部分为内含子）及其编码的氨基酸序列如图１所示。

ＰｂＰＴ进化树及保守位点分析如图２所示。对ＰｂＰＴ的蛋白序列进行Ｂｌａｓｔ分析，并与已报道的异戊烯

基转移酶进行比对，可知ＰｂＰＴ与来自Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐ．的 ＮｏｔＦ（ＡＤＭ３４１３２），来自Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ
的ＢｒｅＰＴ（ＡＦＭ０９７２５）以及来自Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ的ＣｄｐＣ７ＰＴ（ＥＡＵ３６０２０）具有高度同源性，其相似度

分别达到５６．６％，５８．０％，３２．９％（见图２ａ）；通过对保守位点进行分析，并与已报道的近源蛋白进行比较，推
测ＰｂＰＴ的第１９８位和２６７位的赖氨酸残基可能是ＤＭＡＰＰ的结合位点，第１０９位的精氨酸残基可能是底

物结合位点（见图２ｂ）。图２ｂ中，三角号标注的氨基酸为ＤＭＡＴＳ家族的保守活性位点。

２．２　重组表达质粒构建及目的蛋白获取

以ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ＰｂＰＴ基因序列，酶切后克隆至ｐＥＴ２８ｂ载体，构建ｐＥＴ２８ｂ－ＰｂＰＴ重组表

达质粒。将ｐＥＴ２８ｂ－ＰｂＰＴ转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）构建ＰｂＰＴ表达菌株。经异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（Ｉｓｏｐｒｏ－
ｐｙｌ－β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导表达、超声破碎、离心分离后，上清液中重组蛋白通过Ｎｉ－ＮＴＡ树脂富集

纯化，获得带有Ｎ 端组氨酸标签的重组ＰｂＰＴ蛋白，重组ＰｂＰＴ蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定及催化反应产物

的 ＨＰＬＣ分析如图３所示。由图３ａ可知，获得的重组蛋白相对分子质量为５２ｋＤａ，其大小与含有 Ｈｉｓ－ｔａｇ
重组蛋白的理论一致；图３ｂ中，上图为反应对照，下图为反应。
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图１　ＰｂＰＴ基因序列（加粗和下划线部分为内含子）及其编码的氨基酸序列
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图２　ＰｂＰＴ进化树及保守位点分析

图３　重组ＰｂＰＴ蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定及催化反应产物的ＨＰＬＣ分析

２．３　ＰｂＰＴ的底物选择性研究

以 不 同 底 物 （Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，Ｌ－Ｔｒｐ，Ｄ－Ｔｒｐ，１－Ｍｅｔｈｙｌ－Ｌ－Ｔｒｐ，５－ＯＨ－Ｌ－Ｔｒｐ，Ｌ－Ａｂｒｉｎｅ，Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ｔｒｐ，Ｌ－

Ｐｈｅ，Ｌ－Ｔｙｒ或Ｌ－Ｈｉｓ）在标准反应体系相同条件下，测试ＰｂＰＴ的催化活性，ＨＰＬＣ分析结果显示，除Ｂｒｅｖｉａｎ－
ａｍｉｄｅ　Ｆ外，其他氨基酸及环二肽底物均未检测到产物（数据未显示）。为进一步确认该酶的底物选择性，设

置相同的反应体系，将反应时间从２０ｍｉｎ延长至１６ｈ，ＨＰＬＣ检测发现，除Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ外，其他底物仍

未能发现新产物峰。ＬＣ－ＭＳ分 析 结 果 进 一 步 证 实，单 一 的 氨 基 酸 不 能 被ＰｂＰＴ识 别 和 转 化，与Ｂｒｅｖｉａｎａ－
ｍｉｄｅ　Ｆ结构类似的Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ｔｒｐ仅能被微量地转化为相应产物，但转化率极低，无法纯化获得足够产物（数据

未显示）。

文献［１０，１２，１６，２０］报道异戊烯基转移酶往往具有宽泛底物选择性，能够识别多种含有苯环结构的环二

肽或者氨基酸。本研究选取了２种环二肽和８种氨基酸作为ＰｂＰＴ的潜在底物，对该酶的底物特异性进行

了研究，发现测试的１０种底物中，ＰｂＰＴ仅能高效、特异性地识别Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，说明该酶具有较严格的底
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物选择性，为该酶的后续研究提供了参考。将反应时间延长至１６ｈ，异戊烯基转移酶ＰｂＰＴ对不同底物的选

择催化活性如表２所示。
表２　异戊烯基转移酶ＰｂＰＴ对不同底物的选择催化活性

底物
底物消耗

／％

产物分子量

Ｍｒ

ＬＣＭＳ结果

［Ｍ＋Ｈ］＋
底物

底物消耗

／％

产物分子量

Ｍｒ

ＬＣＭＳ结果

［Ｍ＋Ｈ］＋

Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ　 ７０±１２　 ３５３．２　 ３５４．１ Ｌ－Ａｂｒｉｎｅ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ

Ｌ－Ｔｒｐ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ｔｒｐ 微量 ３４３．２　 ３４４．３

Ｄ－Ｔｒｐ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ Ｌ－Ｐｈｅ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ

１－Ｍｅｔｈｙｌ－Ｌ－Ｔｒｐ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ Ｌ－Ｔｙｒ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ

５－ＯＨ－Ｌ－Ｔｒｐ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ Ｌ－Ｈｉｓ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ

　　　　注：ＮＤ表示未检测到反应产物；异戊二烯基供体ＤＭＡＰＰ不足，底物未完全转化。

在１５ｍＬ反应体系中，加入５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＭＡＰＰ，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰｂＰＴ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，３０℃反应１６ｈ。加入等体积乙酸乙酯涡旋震荡，２０　０００ｇ离心后吸

取上层乙酸乙酯相，重复萃取３次后，合并乙酸乙酯相，氮气吹干，加入１ｍＬ甲醇溶解，ＨＰＬＣ制备纯化后

获得１．８ｍｇ产物。
将反应产物的１　Ｈ　ＮＭＲ数据与底物Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ进行比对，发现产物氢谱中明显多出一组叔碳取代

的二甲基丙烯基信号 ：１．５６ｐｐｍ（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０．１Ｈｚ）；５．１１ｐｐｍ（２Ｈ，ｄｄｄ，Ｊ＝１４．０，１１．６，１．０Ｈｚ）；

６．２２ｐｐｍ（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１７．４，１０．６Ｈｚ），与此同时，底物Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ中α－碳的氢信号（７．０９μｇ／ｍＬ，

１Ｈ，ｓ）消失，而其他叔碳 氢 信 号 并 未 发 生 明 显 改 变，通 过 进 一 步 与 文 献 数 据 比 对［１，２０］，确 定 了 产 物 结 构 为

Ｄｅｏｘｙｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ，由此证实由ＰｂＰＴ催化发生了α取代的异戊二烯基转移反应，生成了产物Ｄｅｏｘｙｂｒｅ－
ｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ，ＰｂＰＴ催化的化学反应和Ｄｅｏｘｙｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ的１　Ｈ　ＮＭＲ图谱如图４所示。

图４　ＰｂＰＴ催化的的化学反应和Ｄｅｏｘｙｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ的１　Ｈ　ＮＭＲ图谱

２．４　ＰｂＰＴ最适反应温度和ｐＨ
以Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ为底物，分别在４，１５，２５，３０，３７，４２，５０℃及ｐＨ为４．０，５．０，６．０，７．０，７．５，８．０，９．０，

１０．０的磷酸盐缓冲液中反应２０ｍｉｎ，加入１００μＬ甲醇终止反应，２０　０００ｇ离心１０ｍｉｎ，５０μＬ进样 ＨＰＬＣ
检测。ＰｂＰＴ对底物Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ的最适温度和最适ｐＨ如图５所示。图５中，以Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ为底

物时的最适反应温度为３０℃，最适ｐＨ值为７．５。

２．５　ＰｂＰＴ金属离子依赖性分析及米氏常数测定

在最适反应条件下，以Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ为底物，加入５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋，Ｃａ２＋，Ｍｎ２＋，Ｆｅ２＋，Ｎｉ　２＋，Ｃｕ２＋ 和

Ｚｎ２＋ 等不同的二价金属阳离子进行反应，在相同反应时间内，Ｍｇ２＋ 的存在使该酶的催化效率提高约１５％；
其他金属离子均不同程度抑制ＰｂＰＴ的活性，不同金属离子对ＰｂＰＴ活性的影响如图６所示。

以Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ为底物，采用 ＨＰＬＣ检测底物消耗，应用Ｏｒｉｇｉｎ　９软件作图，通过米氏方程进行非线

性拟合，计算得到ＰｂＰＴ的表观Ｋｍ 值为３３．１μｍｏｌ／Ｌ，ｋｃａｔ为１．５ｍｉｎ－１，在最适反应条件下，ＰｂＰＴ酶促动

力学曲线如图７所示。

２１１



　第２期 　　孙靖然，等：短密青霉ＮＲＲＬ　８６４异戊烯基转移酶ＰｂＰＴ的克隆表达及功能分析

图５　ＰｂＰＴ对底物Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ的最适温度和ｐＨ值

图６　不同金属离子对ＰｂＰＴ活性的影响 图７　ＰｂＰＴ酶促动力学曲线

３　讨论

１）　短密青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｍｐａｃｔｕｍ ＮＲＲＬ　８６４）能够产生多种具有不同生物活性的次级代谢

产物［１－２］，其代表性产物霉酚酸已经成功的开发为免疫抑制剂［１７－１８］。本研究通过基因组测序，基因挖掘分析

从该菌株成功获得一种异戊烯基转移酶ＰｂＰＴ。该蛋白由４３７个氨基酸残基构成，并且与已报道的来自Ａｓ－
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐ．的ＮｏｔＦ（ＡＤＭ３４１３２），来自Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ的ＢｒｅＰＴ（ＡＦＭ０９７２５）以及来自Ａｓｐｅｒｇｉｌ－
ｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ的ＣｄｐＣ７ＰＴ（ＥＡＵ３６０２０）具有高度同源性（见图２ａ）。通过与已报道的近缘异戊烯基转移酶 比

较，预测ＰｂＰＴ的第１９８位和２６７位的赖氨酸残基可能是ＤＭＡＰＰ的结合位点，第１０９位的精氨酸残基可能

是底物结合位点（见图２ｂ）［２０］。通过ＲＴ－ＰＣＲ、ｃＤＮＡ克隆及表达纯化得到了带有Ｎ 端组氨酸标签的ＰｂＰＴ
重组蛋白。通过序列分析及文献调研推测ＰｂＰＴ极有可能催化色氨酸α位Ｃ的异戊烯基转移反应［６，１６，１９，２０］。
本研究以１０种可能的底物，对ＰｂＰＴ进行了体外生化活性分析（见表２）。ＨＰＬＣ检测结果显示ＰｂＰＴ具有

较高的底物特异性，在被检测的１０种底物中，ＰｂＰＴ仅能高 效 识 别Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，催 化 生 成 产 物Ｄｅｏｘｙ－
ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ，其异戊烯基单位被转移到Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ的Ｃ－α位（见图４）。该酶对底物的严格选择性与

已报道的其他同类异戊烯基转移酶能够催化多种底物反应有所不同［１６，２０］，为后续研究和利用该酶的活性提

供了重要信息。

２）　对该酶的最适反应温度和ｐＨ进行了详细的研究，结果显示ＰｂＰＴ的最适反应温度为３０℃，最适

反应ｐＨ为７．５，与文献中报道的ＮｏｔＦ（ＡＤＭ３４１３２），ＢｒｅＰＴ（ＡＦＭ０９７２５）及ＣｄｐＣ７ＰＴ（ＥＡＵ３６０２０）的最适

温度和ｐＨ基本相同［１６］。文献报道异戊烯基转移酶的活性可能需要二价阳离子的参与［１８］，实验结果显示，
在添加不同二价阳离子的条件下，该酶的催化活性受到不同程度的影响，Ｍｇ２＋ 能够提高ＰｂＰＴ的催化效率

约１５％，而其他６种金属离子对ＰｂＰＴ的催化活性则具有不同程度的抑制作用。结合该酶的氨基酸序列中

不含有（Ｎ／Ｄ）ＤｘｘＤ保守区（ｍｏｔｉｆｓ）等特征，ＰｂＰＴ属于吲哚类异戊烯基转移酶家族（ＤＭＡＴＳ）。

３）　ＰｂＰＴ能够高效催化异戊二烯基转移至Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ的α位Ｃ上，与已报道的具有类似活性的
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ＤＭＡＴＳ家族成员相比，ＰｂＰＴ是第一个来源于青霉属的催化α位Ｃ异 戊 烯 基 化 反 应 的ＤＭＡＴＳ转 移 酶。

ＰｂＰＴ能够高效地识别底物Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ，并将其转化为产物Ｄｅｏｘｙｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ（Ｋｍ＝３３．１μｍｏｌ／Ｌ
和ｋｃａｔ＝１．５ｍｉｎ－１），提示该酶可能直接参与Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ及其衍生物的生物合成途径后修饰过程，目前

相关工作正在进行中，以期阐明该酶在短密青霉ＮＲＲＬ　８６４中所发挥的生物学作用。

４　结束语

本文通过对丝状真菌短密青霉的全基因组序列分析，发现其基因组中含有一种异戊烯基转移酶ＰｂＰＴ。
通过ＲＴ－ＰＣＲ等方法成功克隆该基因的编码序列，并在大肠杆菌中获得功 能 性 表 达，其 编 码 区 全 长１　３１４
ｂｐ，编码４３７个氨基酸。对进化树及保守位点分析、底物选择性、最适酶反应温度、ｐＨ及金属离子依赖性的

研究结果表明，ＰｂＰＴ属于真菌吲哚类异戊烯基转移酶家族新成员，在最适条件下，ＰｂＰＴ能够以二甲基丙烯

基二磷酸为供体，催化异戊烯基转移至Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆα位Ｃ的反应，生成Ｄｅｏｘｙｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｅ。不同于

已报道的异戊烯基转移酶能够识别多种底物，ＰｂＰＴ具有严格的底物选择性，提示该酶可能直接参与Ｂｒｅｖｉ－
ａｎａｍｉｄｅ　Ｆ及其衍生物的生物合成途径后修饰过程，ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅｓ是真菌生物碱类杀虫抗生素，从化学结构

分析，ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅｓ中的双环［２．２．２］－重 氮 辛 烷 单 元 很 可 能 来 源 于 含 有 杂（氮）原 子 的 分 子 内Ｄ－Ａ（Ｄｉｅｌｓ－
Ａｌｄｅｒ）反应，但具体由何种酶负责催化一直处于未知状态。Ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ是合成该类生物碱的重要中间

体，能够特异性识别ｂｒｅｖｉａｎａｍｉｄｅ　Ｆ的异戊烯基转移酶的发现，能够为阐明该类生物碱的生物合成途径，并

进一步寻找和发现能够催化［４＋２］分子内Ｄｉｅｌｓ－Ａｌｄｅｒ反应形成独特的双环［２．２．２］－重氮辛烷结构单元的

Ｄ－Ａ酶奠定理论基础。
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