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摘 要 

I 

摘 要 

本报告围绕微生物生物合成霉酚酸（MPA）和 “微生物生物合成 P450 单加氧酶与还

原伴侣蛋白的相互作用机制”研究课题展开工作，本报告为为下一步的课题进展提供了平

台。 

内容包括以下三个方面： 

1. 在酿酒酵母宿主中表达来自短密青霉的霉酚酸合成相关基因 

a) 利用酿酒酵母同源重组系统组装大片段 DNA 的技术路线，证明了该技术在理性设

计组装外源 DNA 和代谢工程改造酿酒酵母的可行性、高效性和可重复性； 

b) 分子克隆了来自短密青霉的霉酚酸（MPA）合成相关基因 mpaA，mpaDE 和 mpaC

的。针对 mpaC 突变株开展了发酵实验，通过 HPLC 未能检测到代谢产物 5-MOA；三个蛋

白均利用 SDS-PAGE 和 Western Blot 检测了蛋白表达情况。 

c) 对 MPA 合成相关基因 mpaA 进行了密码子优化并蛋白纯化鉴定。 

2. 国家优青项目“微生物生物合成 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制”研

究课题 

a) 蓝细菌来源的 6 个还原伴侣 Fdx 的分子克隆和蛋白纯化。 

b）克隆表达来自天然色链霉菌的 18 个 P450 酶基因和 6 个铁氧化还原蛋白 Fdx、4 个

铁氧化还原蛋白还原酶 FDR，对 Fdx6 密码子优化，并进行了蛋白纯化鉴定. P450 和 FDR

进行了光谱分析。 

c）分别采用黄体酮、睾酮、薯蓣皂苷元、丹参酮 IIA、麦新米星 IV(M-IV)和 YC17 等

多种底物对这些 P450 和还原伴侣进行了酶催化反应筛选鉴（HPLC 检测）。首次发现了天

蓝色链霉菌的还原伴侣蛋白用于催化支撑 PikC 催化 YC17 合成产物。并且证明在支撑 PikC

的效力层面，不同组合的还原伴侣可以达到不同的催化效率，合成不同的目的产物。为进

一步获得对“P450 酶—Fdx—FdR”三蛋白系统相互作用和识别机制的规律性认识做出积累。 

3. 其他：对序列未知的米曲霉表达载体 pTAex3 进行了全测序并获得了图谱等。 

 

 

关键词：微生物合成；蛋白纯化；霉酚酸；P450；还原伴侣  

 

 

                                                            





ABSTRACT 

III 

ABSTRACT 

The report is focused on the microbial biosynthesis of mycophenolic acid (MPA) and National 

Excellent Youth Project "The interaction mechanism of the microbial biosynthesized P450 

oxygenase and reducing chaperones”. This report provides a platform for further research of the 

subjects. 

There are mainly three aspects: 

1. Expression of genes involved in MPA biosynthesis from Penicillium brevicompactum using 

Saccharomyces cerevisiae as a host 

A) A homologous recombination based DNA assembler technology was used for construction 

of large DNA fragments in Saccharomyces cerevisiae. This method is proved feasible, efficient 

and reproducible for the rational design of metabolic engineering pathways. 

B) The mpaA, mpaDE and mpaC gene in for MPA synthesis in Penicillium brevicompactum 

strain NRRL864 were molecularly clonned. Through fermentation experiments, the mpaC mutant 

strain showed no production of the 5-MOA through HPLC/LC-MS detection. To detect protein 

expression of the three proteins, SDS-PAGE and Western blot were carried out. 

C) mpaA was codon optimized and the protein was purified and verified. 

2. The projiect "The interaction mechanism of the microbial biosynthesized P450 oxygenase 

and reducing chaperones”. 

A) Molecular cloning and protein purification of the 6 reduced chaperone Fdx from the 

cyanobacterium strain Synechococcus elongatus PCC7942. 

B) Cloning and expression of the 18 P450 genes and 6 ferredoxins (Fdx), and 4 ferredoxin 

reductases (FDRs) from Streptomyces coelicolor A3(2). Fdx6 was codon optimized. The P450s 

were verified by CO-assay. The four FDR were analyzed using a spectral analysis. 

C) Progesterone, testosterone, tanshinone IIA, diosgenin, mycinamicin IV (M-IV), and YC17 

were used as substrates for the reaction by P450 and reducing partners (based on HPLC screening). 

It was discovered for the first time that the reductive chaperone protein of Streptomyces sp. are 

able to support PikC to catalyze YC17. And it is proved that the different combinations of the 

reducing partners have various catalytic efficiencies and can achieve different products. This helps 

to the understanding of the regularity of the interaction and recognition mechanism of the "Fdx - 

FdR - P450 system. 

3. The expression vector in Aspergillus oryzae, pTAex3, was sequenced and the map was 

achieved. 

Key Words: Microbial synthesis, protein purification, mychophenolic acid, P450, redox partners 
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第一章 引言 

1 大肠杆菌遗传背景  

1.1 大肠杆菌遗传系统 

大肠埃希氏菌（Escherichia coli）通常被称为大肠杆菌，是 Escherich 在 1885 年发现

的，故而得名。大肠杆菌是一种普通的原核生物，属于革兰氏阴性细菌（G-）。大肠杆菌表

达系统遗传背景清楚，目的基因表达水平高，培养周期短，抗污染能力强等特点，是分子

生物学研究和生物技术产业化发展进程中的重要工具。 

野生大肠杆菌（E.coli）的基因组 DNA 中有 470 万个碱基对（bp），内含 4288 个基因。

大肠杆菌基因组具有极高的可塑性，E.coli 基因组中包含有许多插入序列，如 λ-噬菌体片

段和一些其他特殊组分的片段，这些插入的片段都是由基因的水平转移和基因重组而形成

的。利用大肠杆菌基因组的高度可塑特性对其进行突变、插入或者缺失，从而获得不同的

基因型和表型，这些不同基因型特性的菌株在基因工程的研究和生产中具有广泛的应用价

值[1]。 

大肠杆菌的主要基因型包括：与基因重组相关的基因型（如 recA、recB 和 recC 等）、

与甲基化相关的基因型（如 dam、dcm、mcrA、mcrB 和 C、mrr 和 hsdM 等）、与点突变相

关的基因型（如 mutS、mutT、dut、ung 和 uvrB 等）、与核酸内切酶相关的基因型（如 hsdR、

hsdS 和 endA 等）、与终止密码子相关的基因型（如 supE 和 supF）、与抗药性相关的基因型

（gyrA、rpsl 和 Tn5 等）及其他与能量代谢、氨基酸代谢、维生素代谢等相关的基因型[1]。 

1.2 大肠杆菌常用菌株及质粒 

1.2.1 大肠杆菌常用菌株 

基因工程中经常使用的大肠杆菌几乎都来自于 K-12 菌株，也使用由 B 株和 C 株来源

的大肠杆菌。从分子生物学用途来分，大肠杆菌可以分为质粒构建菌株和表达菌株。首先，

重组质粒的构建菌株一般选择遗传稳定、转化效率高和质粒产量高的菌株作为受体菌，常

用的有 E.coli DH5α，E.coli JM 109，E.coli DH 10B，E.coli NovaBlue 等 recA–和 endA–型细

胞。另一方面，作为表达宿主菌必须具备遗传稳定、生长速度快、表达蛋白稳定等基本特

点。具体操作过程中，还应根据所使用的表达载体的特点，以及目的基因密码子的组成等

需求选择特定的表达宿主菌。以下是实验室常用的几种表达宿主： 

1）BL21（DE3）：DE3 噬菌体溶源于 BL21 形成的带有染色体 T7 RNA 聚合酶基因大

肠杆菌。IPTG 诱导的 lacΜV5 启动子控制 T7 RNA 聚合酶基因表达 T7 RNA 聚合酶，进而

控制 T7 表达系统表达目的蛋白。 
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2）BL21（DE3）衍生系列：在经典的 T7 表达系统 BL21（DE3）的基础上，Novagen 

公司开发了一些特殊的表达宿主细胞。比如：Origami（DE3），Origami B（DE3）和 Rosetta-

gami（DE3）菌株带有 trxB 和 gor 双突变。拥有 trxB 和 gor 突变的菌株比单具 trxB 突变的

菌株更有可能促进二硫键的形成，使蛋白可溶性更好，活性更高。 

3）Rosetta 系列：是经过修饰，专用于带有大肠杆菌稀有密码子的真核蛋白表达的菌

株。经提高稀有 tRNA 水平，可以提高一些真核基因表达效率。 

4）BL21-Codon Plus 系列：包括 BL21-CodonPlus （DE3）-RIPL，BL21-CodonPlus-RIL，

BL21-CodonPlus（DE3）-RIL，BL21-CodonPlus -RP，BL21- CodonPlus（DE3）-RP 等。这

些受体菌添加了大肠杆菌中编码精氨酸（R），亮氨酸（L），异亮氨酸（I）和脯氨酸（P）

稀有密码子的 tRNA 基因，更多用于表达一些真核生物的基因。其中 RIL 系列常用于 AT 

含量高的基因，而 RP 系列主要用于 GC 含量高的基因。 

5）M15/SG13009：自身表达 T5 RNA polymerase，主要用于 pQE 系列载体的表达。 

1.2.2 大肠杆菌常用质粒 

按照用途可以分为克隆质粒和表达质粒。大肠杆菌常用的克隆质粒：pBR322，

pUC18/19，pBlueScript-M13 等。T 载体是一种高效克隆 PCR 产物的专用质粒载体，为线

性化载体，无需酶切可直接与具有 A 末端的 PCR 产物连接，属于非定向克隆。常用商业

化具有 T 末端的 T 载体，如 pMD18-T（Takara 公司）等。 

表达载体是一类用于将特定基因引入特定宿主细胞的载体，可以用于目的基因在宿主

细胞中的蛋白表达和产物积累。表达载体具备调节序列、启动子、多克隆序列（MCS）、终

止序列和筛选标记和蛋白标签等多个元件。按照启动子类型可以分为可诱导表达载体和组

成型表达载体。 

1）pET 载体系列是大肠杆菌中最常用表达载体。pET 载体含有强启动子 T7 启动子，

通过诱导 T7 RNA 聚合酶的表达来启动 T7 启动子。T7 启动子启动效率极高，在诱导短短

几个小时之后就有超过 50%的目的蛋白积累。pET 系列载体在不诱导的条件下可以达到几

乎无声（Silent）。通常采用两种方式诱导 pET 载体的表达。 

第一，在不含有 T7 RNA 聚合酶的宿主中转化目的载体，通过感染 λCE6 噬菌体从而

引入 T7 RNA 聚合酶。此方法通常用于表达致死或高毒性产物时采用。 

第二，或者将目的质粒转化到基因组整合有 T7 RNA 聚合酶基因的宿主菌中。T7 RNA

聚合酶由 lacUV5 启动子启动。目的基因通过加入半乳糖或类似物 IPTG 启动表达，目前有

些商业公司也提供商业化的诱导培养基。pET 载体也可为基因组整合提供 T7 启动子和其

调控序列元件。目前有几十种 pET 载体可供选择。 
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2 酿酒酵母遗传背景 

酵母菌是单细胞真核微生物，在自然界分布很广，主要生长在偏酸性的环境中，必须

以有机碳化物为碳源和能源物质。酵母菌是人类的第一种“家养微生物”，是目前人类直接

食用量最大的一种微生物，其发酵产品大大改善和丰富了人类的生活。公元前 2000 多年，

酵母就和人类的日常生活有着紧密的联系，人类就开始利用含酵母的“老酵”制作面包。并

利用酵母制作发酵食品和酿酒。1680 年，列文虎克用显微镜从一滴啤酒中发现酵母细胞，

不久，人类就开始有意识地利用酵母（啤酒酵母泥）发面，酵母的重要性逐渐引起工业界

的注意。1876 年，法国人巴斯德关于空气中的氧能促进酵母繁殖理论的发表，为大规模通

风培养生产酵母奠定了基础。20 世纪 20 年代起，酵母生产用原料扩大到使用糖蜜、木材

水解液、亚硫酸纸浆废液和糖蜜酒精糟液等[2]。 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是模式酵母菌之一，在分类学上属于真核生物界的

真菌门、子囊菌亚门、半子囊菌纲、内孢霉目、酵母科的酵母属。又称面包酵母或者出芽

酵母，酿酒酵母是与人类关系最广泛的一种酵母 ，不论在日常生活中，还是在现代分子和

细胞生物学中，都具有重要意义。酿酒酵母为单细胞，形态有卵圆形、球形或椭圆形，细

胞大小为（2.5～10）×(4.5～21)μm，酿酒酵母细胞的大小与菌龄、环境有关。细胞壁厚 0.1～

0.3μm，为三明治结构。菌落中等大小，扁平，光滑，湿润，折光，乳酪色到淡棕色，在沙

保平板上有酒酿气味[3]。 

酿酒酵母与同为真核生物的动物和植物细胞具有很多相同的结构。又容易培养。因此

常被用作研究真核生物的模式生物。酵母的细胞有两种生活形态，单倍体和二倍体。单倍

体的生活史较简单，通过有丝分裂繁殖。在环境压力较大时通常则死亡。二倍体细胞（酵

母的优势形态）也通过简单的有丝分裂繁殖，但在外界条件不佳时能够进入减数分裂，生

成一系列单倍体的孢子。 

酿酒酵母的生长一般有 4 个时期：调整期，对数期，稳定期，衰亡期。将酿酒酵母以

1％的接种量接种于培养基中。在 28℃，250 rpm 下培养，定期测定酵母菌的 0D 值，得生

长曲线。培养 0～6 h：吸光度值变化不大，酿酒酵母处于生长的调整期。培养 6～24 h：吸

光度值迅速增加，酿酒酵母生长处在对数期。24h～：酿酒酵母的生长基本达到稳定状态，

为稳定期。酵母菌的遗传物质由细胞核 DNA，线粒体 DNA，以及特殊的质粒 DNA 组成。 

1996 年，酿酒酵母成为第一个完成基因组测序的真核生物，在基因组序列信息研究上

取得了重大的进展，并且成为后基因组研究的主要模式材料[4]。为高等生物，以及人基因

组的研究提供了很好的借鉴，并为深入认识酵母以及生命的进化提供了基本的信息。作为

一种模式生物，酵母在许多研究方面都具有不可替代的优势，它不仅可作为一种很好的研

究基因功能的宿主，而且极有可能成为一个强有力的反向遗传学研究的试验系统，用于确

定与人类疾病相关基因的功能和抗癌、抗病毒药物的筛选。酿酒酵母含有 12156677 的碱基
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对，预测有 6275 个基因，十六个染色体。其中只有大约 5800 个基因有功能。31%的及酿

酒酵母与人类基因组有同源性[5]。 

2.1 酿酒酵母常用的商业化表达系统 

酿酒酵母常用表达载体有 pYES2，pYES2NT，pYES2CT，pYES3，pYES6， 

pYCplac22-GFP，pAUR123，pRS303TEF，pRS304，RS305，RS306，Y13TEF，

pY14TEF，pY15TEF，pY16TEF。酵母基因重组表达载体 pUG6, pSH47 等。酵母单杂载

体有 pHISi，pLacZi，pHIS2，pGAD424 等。酵母双杂交系统质粒 pGADT7，pGBKT7；

对照质粒 pGBKT7-53，pGBKT7-lam，pGADT7-T，PCL1 等。本实验室存有的酿酒酵母

质粒 pDR195，pYES2，pACT2，pSH47，YIP5-KanR，pYES2/NT A 等（受赠于中科院能

源所吕雪峰研究员）。  

2.2 酿酒酵母常转化方法 

酿酒酵母菌株有 INVSc1，YM4271，AH109，Y187，Y190 等。酿酒酵母常转化分为

电转化法和化学转化法，二者各有所长。其中，电转化法操作简便，转化效率高，尤其适

用于多 DNA 片段的高效转化。但电转化用的感受态细胞不可冻存，需新鲜使用。化学法

（PEG/ LiAc 法）转化酵母转需要制备感受态细胞，感受态可以在-80℃保存。LiAc 可使酵

母细胞产生一种短暂的感受性状态，此时它们能够摄取外源性 DNA。化学法转化依赖于鲑

鱼精 DNA 的辅助质粒 DNA 提高转化效率。鲑鱼精担体 DNA 为短的线形单链 DNA，在转

化实验中主要是保护质粒免于被 DNA 酶降解；另外还可能在酵母细胞摄取外源性环形质

粒 DNA 中发挥协助作用。在每次使用前务必进行热变性，使可能结合的双链 DNA 打开，

保证鲑鱼精担体 DNA 在转化实验体系中以单链形式存在。 

3 霉酚酸合成研究进展 

霉酚酸（Mychophenolic Acid，MPA）最早是在 1893 年由一位意大利药学家发现。合

成霉酚酸的菌株被命名为灰绿青霉（Penicillium glaucum），又称为短密青霉（P. 

brevicompactum.)。霉酚酸具有抗菌活性，1896 年分离得到了霉酚酸的晶体，并证明霉酚酸

可以用来对抗炭疽菌[6]。1912 年两名美国科学教将其命名为霉酚酸，随后霉酚酸被证明是

一种光谱抗菌药物，具有抗真菌、抗细菌、抗肿瘤和抗牛皮鲜活性[7]。 

3.1 霉酚酸的应用价值 

 

图 1-1 霉酚酸结构 
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经过近百年的发展，霉酚酸还具有免疫抑制活性，作为主要的免疫抑制剂已被国内外

广泛应用于预防、治疗肝脏、肾脏及心脏移植引起的急性排异反应。能在体内通过抑制次

黄〔嘌呤核〕苷酸脱氢酶（IMPDH）的作用阻断嘌呤核苷酸的合成，从而阻止 T 细胞，淋

巴细胞的分裂及 B 细胞中抗体的形成[6,8]。此外，霉酚酸多种潜在医学应用价值，在治疗

系统性红斑狼疮，硬皮病，寻常性天疱疮(pemphigus vulgaris)特发性血小板减少性紫癜（ITP）

等领域具有很高的研究价值[9]。霉酚酸 1995 年被美国 FDA 批准用于肾脏移植。目前霉酚

酸产品经济价值较高，Drugs.com 提供的售价大约为 600$/g。霉酚酸是大型国际公司

CellCept (mycophenolate mofetil; Roche)和 Myfortic (mycophenolate sodium; Novartis)中的活

性成分。 

3.2 霉酚酸合成路线及现状 

霉酚酸最早在 1893 年被发现，目前研究已经发现的可以产霉酚酸的生物有娄地青霉

（Penicillium roqueforti）、雪白丝衣霉（Byssochlamys nivea）和短密青霉（Penicillium 

brevicompactum）等。在青储饲料中也有发现霉酚酸的合成，这和青储饲料中的相关微生物

有关。霉酚酸来自匍匐茎青霉菌（Penicillium stoloniferum）或 短密青霉（P. echinulatum）

[10]。霉酚酸酯在肝脏内代谢为活性组分霉酚酸。 

3.3 短密青霉霉酚酸合成路径相关基因 

 

图 1-2 预测的短密青霉中霉酚酸合成路径[11] 

 霉酚酸历史悠久，但霉酚酸合成的分子基础仍未明朗。直到 2011 年以来，霉酚酸的生

物合成分子机制才得到报道。在短密青霉中发现了一个与 MPA 合成相关的基因簇。该基

因簇包括几个与 MPA 生物合成相关的基因：mpaA、mpaB、mpaC、mpaDE、mpaG。其中

mpaA 编码一个异戊烯基转移酶， mpaB 编码一个功能未知的蛋白, mpaC 编码一个聚酮合

酶（PKS），mpaDE 编码一个含有 P450 域 和一个水解酶, mpaF 编码一个 与肌苷酸-5’单
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磷酸脱氢酶（IMPDH）高度相似的蛋白，mpaG 编码一个邻-甲基转移酶， mpaH 编码一个

氧化裂解酶[7,12,13]。 

最新进展，2016 年发表了一篇文章，在娄地青霉（Penicillium roqueforti ）中发现了一

个与霉酚酸合成相关的基因簇。其组成与短密青霉中累相似[14]。 

具体来讲，在短密青霉中，MpaC 是一种聚酮合酶，已经被证明参与催化 MPA 合成。

在短密青霉中含有一个长达 25kb 的基因簇。通过敲除 mpaC，MPA 及其衍生物的合成终

止。并预测了该基因簇中不同基因对 MPA 合成所发挥的作用。在所述报道中，mpaC 有

7,745 bp（包含内含子）[15]。本实验室对一株短密青霉的亚株（Penicillium brevicompactum 

NRRL864）进行了全基因组测序，并预测了 MPA 合成的基因序列，其中张伟等已经报道

了 mpaG 的功能[15]。 

4 P450与还原伴侣研究背景  

4.1 P450 与还原伴侣及工业应用前景 

细胞色素 P450 单加氧酶 (P450) 是一类亚铁血红素—硫醇盐(heme-thiolate)蛋白超家

族。因其还原态与一氧化碳结合由于 P450 酶可在后在 450 nm 处的特征吸收峰而得名。

P450 蛋白超家族是一类广泛存在的具有亚铁血红素活性中心单加氧酶超家族（heme-

thiolate enzymes），能够催化包括碳-氢键选择性氧化在内的多达 20 余类反应，可对海量化

合物进行高度专一性地羟基化、环氧化、脱烷基等修饰性反应被誉为自然界的“万能催化

剂”。P450 酶，具有自然界最好的催化多能性，在温和条件下高选择性地催化结构复杂有

机化合物中惰性 C-H 键的氧化反应(如羟基化与环氧化)，因此，细胞色素 P450 单加氧酶已

成为近些年药物开发、生物催化及生物降解领域的研究热点[14,16]。 

P450 接收来自 FDR 和 Fdx/flavoproteins 的电子。几乎所有细胞色素 P450 酶的催化过

程都需要还原伴侣蛋白（redox partner proteins）的参与，来源于 NAD(P)H 的 2 个电子经还

原伴侣蛋白顺序传递到亚铁血红素反应中心实现 O2 分子的激活，其中一个氧原子加入底

物形成羟基、环氧基等基团(故而 P450 酶经常被称为单加氧酶)，另一个氧原子则参与形成

一个水分子。根据还原力来源不同，P450 可以分为不同的类型[17]（图 1-3）。 
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图 1-3 典型 P450 及催化反应[17] 

(A) Class I, bacterial system; (B) class I, mitochondrial system; (C) class II microsomal system;(D) class III, 

bacterial system; example P450cin; (E) class IV, bacterial thermophilic system; (F) class V, bacterial [Fdx]–[P450] fusion 

system; (G) class VI, bacterial [Fldx]–[P450] fusion system; (H) class VII, bacterial [PFOR]–[P450] fusion system; (I) 

class VIII, bacterial [CPR]–[P450] fusion system; (J) class IX, soluble eukaryotic P450nor; (K) independent eukaryotic 

system, example P450TxA. 
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酶工程团队张伟等对来源于稀有放线菌淡灰红小单孢菌(Micromonospora griseorubida）

大环内酯类抗生素麦新米星（mycinamicins）生物合成途径中 P450 单加氧酶 MycG4 的研

究结果首次对上述“常识”提出了挑战。张伟等发表在 JACS 上的数据发现，在构建 MycG

与异源还原伴侣蛋白 RhFRED 的融合蛋白过程中，MycG 与 RhFRED 处于融合或分离状

态时，MycG 以两种完全不同的方式对麦新米星结构进行修饰：融合状态下 MycG 催化麦

新米星 C14 位的羟基化和 C12/13 位的环氧化；而在分离状态下，MycG 不仅能催化羟基

化和环氧化反应，还能针对不同底物催化全新的脱甲基反应，产生 7 种新结构麦新米星衍

生物。这一结果发表于 J. Am. Chem. Soc.杂志[18]。不仅使人们重新认识还原蛋白在决定

P450 酶催化功能中的重要作用，而且暗示了一种通过改变 P450 与还原伴侣作用方式来产

生新结构“天然产物”的全新方法（图 1-4）。 

 
图 1-4 微生物生物合成 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制 

在微生物药物领域，细胞色素 P450 酶的催化机制和工程化改造一直是国际研究热点，

但关于 P450 酶与还原伴侣的相互作用研究还比较欠缺，尤其是一些 P450 酶还苦于不能寻

获其最佳还原伴侣而无法进行详细研究和开发，因此通用性高的还原伴侣选择及电子传递

链优化策略的建立迫在眉睫。我们需要不断加强对参与植物和微生物药用活性天然产物生

物合成中各种 P450 酶的基因资源挖掘、功能鉴定和酶工程研究，按照合成生物学思路建

立和充实 P450 催化元件库及还原伴侣蛋白库。在此基础上，针对具有工业需求的目标化

学反应开发最佳的细胞色素 P450 酶及其还原伴侣，以优化的工程菌株作为载体，开发新

的工业 P450 酶和生物转化方案。细胞色素 P450 酶将在不久的将来更加广泛地应用于不同

行业领域，尤其是微生物药物创制领域[19]。 

但是，在少数情况下替代还原伴侣蛋白无法重建目标 P450 酶的催化活性。在多数情

况下，即使替代还原伴侣能够支撑目标 P450 酶的活性，但支撑程度有限[20]，导致重建

P450 反应的效率低下，这对于生物催化剂的工业化应用来说属于致命缺陷由于 P450 酶的

低稳定性、低活力以及对还原伴侣蛋白和辅因子的依赖等因素限制了这一单加氧酶家族的

工业化应用。因此研究和筛选可以高效支撑不同类型 P450 的还原伴侣系统，筛选得到具

有高效催化效率的催化体系具有重要的科研价值和应用价值（图 1-5）。其中涉及到原核还

原伴侣表达系统和真菌表达系统。本报告将分别对这两个平台加以构建及利用。 
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图 1-5 微生物生物合成 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的研究策略 

4.2 聚球藻 Synechococcus sp. PCC7942 还原伴侣研究背景 

目前商业化的还原伴侣是来自菠菜的还原伴侣蛋白，其价格高，并且被酶制剂公司垄

断生产。还原伴侣是广泛存在，蓝细菌是光合原核生物代表，和绿色光合生物具有很近的

亲缘关系，同时还具备原核生物的特征，因此其还原伴侣的人工合成与效用具有很大的发

展空间。蓝细菌的还原伴侣蛋白研究较为透彻，已有研究表明可以支撑多种反应进行。 

本研究选取的蓝细菌聚球藻（Synechococcus sp. PCC7942）是一种单细胞嗜中温的淡水

蓝细菌，其最适生长温度是 38℃，是一类专性光能自养原核微生物，它不能利用葡萄糖进

行异养生长，仅能进行专性光合自养生长，是研究昼夜节律的重要模式原核生物。聚球藻

PCC7942含有一个很小的基因组，大小为 2.7 Mb[21]，其内涵的两个质粒被全测序（GenBank

序列号分别为 S89470 和 AF441790）[22]。聚球藻 PCC7942 是光合原核生物代表，与高等

绿色生物具有极高同源性。 

Fdx1 是最主要的铁氧还蛋白，其基因序列最早在 1986 年得到报道[23,24]，并被证明

是不可缺少的 Fd[25]。ORF0338（petF）也有报道[26,27]。铁氧还蛋白-NADP 氧化还原酶

FNR 是一类可催化单电子载体和双电子载体（携带 NADPH）之间的还原力交换的黄素酶。

其主要作用是在蓝细菌和叶片叶绿体中提供 NADPH 以供光合自养代谢。在根部质粒体中，

FNR 可以催化相反的反应，即利用 NADHP 为氮吸收等异化作用提供电子。通常认为，在

高等植物中有多个 FNR 的同工酶，但在蓝细菌中只有一个 FNR 基因 petH。然而科学家在

Synechocystis sp. strain PCC6803 发现了两个 FNR 同工酶。其中一个是质粒体 FNR（34 kDa），
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专为异化作用。另一个 FNR（46 kDa）则在 N 端还有末端结构可以使其与藻胆体发生关联。

科学家认为小的 FNR 是 NADPH 氧化酶。而较大的 FNR 是一个 NADP 还原酶[28]。和集

胞藻 PCC6803 不同，聚球藻 PCC7942 中只有一个 FNR 并且蛋白较小。体外实验已经证

明，已有报道其 Fd1 和 FNR 支持 ADO 酶反应[29]。具有比原核表达比绿色植物提取更方

便经济的优点。在替代商业化垄断产品方面具有一定的潜力。 

 
图 1-6 蓝藻 Fd1 和 FNR 支持 ADO 的电子传递示意图[29] 

4.3 天蓝色链霉菌 P450 和还原伴侣研究背景  

链霉菌属生产三分之二用于医药的天然抗生素以及共 9000 余种具生物活性物质，其

次生代谢产物合成途径广受关注。天蓝色链霉菌是链霉菌属中的代表菌株，基因信息最全

[30]，是研究天然产物合成的模式生物（图 1-7）。 

 
图 1-7 天蓝色链霉菌基因组（左）及菌落（右） 

科学家们力图将它转化成更佳的药物开发工具。天蓝色链霉菌含有 8,667,507 bp,编码

7,825 预测基因，其中包括 20 余基因簇用来合成天然产物或未知化合物[31]。其中有 18 个
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P450，6 个 Fdx 和 4 个 FDR[32]。其中，105D5 最匹配的还原伴侣是 FDR1 和 Fdx4[33]。

105N1 的结构分析证明其参与 Zincophore, Coelibactin 的合成[34]。105N1 的晶体结构也得

到了解析[35]。其他已经得到报道的 P450 还有 154A1[36]，同时 154C1 的晶体结构得到了

解析[37]。 

天蓝色链霉菌中含有 18 个 P450, 6 个 Fdx 和 4 个 FDR 基因，其基因图谱信息见图 1-8

所示。 

 
图 1-8 FDR, Fdx (FDX), 和 P450 (CYP)基因在天然色链霉菌基因组中的位置[33] 
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第二章 实验方法与手段 

1 实验原料、试剂及设备  

1.1 主要实验仪器 

本实验中用到的主要仪器详见表 2-1。 

表 2-1 本文使用的主要实验仪器 

仪器 生产厂家 

台式高速冷冻离心机 Ependorf  

蛋白电泳系统 Bio-RAD 

Cary50Bio 紫外/可见分光光度计 Varian 

GC-MS Agilent 7890-5795 Agilent 

GC-MS Agilent 6890-5973 Agilent 

Gel Doc XR 凝胶成像分析系统 Bio-RAD 

30°培养箱  上海志诚 

Himac CR22GⅡ高速离心机 Hitachi 

HVE-50 高压灭菌锅 日本 HIRAYAMA 

LI-250 Light Meter 美国 LI-COR 

PCR 仪 Bio-RAD 

pH 计 美国丹佛 

Power Pac Basic 型稳压稳流电泳仪 Bio-RAD 

QHZ-98B 型光照摇床 太仓市华美生化仪器厂 

Sigma-14 型台式高速离心机 Sigma 

SW-CJ-2CD 标准型双人/单人净化工作台 苏净集团安泰公司 

Tprofessional Thermocycler PCR 仪 Biometra 

T6-新锐可见分光光度计 北京普析通用 

雪花牌 XB-130 制冰机 宁波新芝生物科技股份有限公司 

超声波破碎仪 VCX-500 美国 SONICS 公司 

冰箱及 4℃冷藏柜 中国海尔 

-80℃超低温冰箱 Thermo 

恒温水浴器 上海精宏仪器厂 

全温震荡摇床 上海精宏实验设备有限公司 

移液器 Brand 

小型离心机  Enpendorf 

Thermo 大型离心机，超速离心机 Thermo 

1.2 实验试剂 

本论文中使用的主要化学试剂以及主要分子生物学试剂详见表 2-2。 

表 2-2 本文使用的主要实验试剂 

Wisard® SV Gel and PCR Clean-up system Promega 

VB1 北京索莱宝科技有限公司 

PVDF 膜 Roche（美国） 

第一抗体 Mouse anti-His 北京索莱宝科技有限公司 

第二抗体 AP-rabit anti Mouse AgG 生工生物工程（上海）股份有限公司 

IPTG  
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BCIP-NBT Amresco 

DMSO Sigma 

dNTPs Takara 

DNA markers Takara 

酵母质粒提取试剂盒 Omega 

Pfu DNA 聚合酶 MBI Fermentas 

pMD18-T/simple Takara 生物技术公司 

SDS 北京索莱宝科技有限公司 

Taq DNA 聚合酶 MBI Fermentas 

Taq Master Mix 北京博迈德生物技术有限公司 

5-ALA Aladdin 

Tris 生工生物工程（上海）股份有限公司 

T4 DNA 连接酶 MBI Fermentas /Thermo 

SC-Ura 北京泛基德分装 

cOmplete ULTRA Tablets Roche 

质粒提取试剂盒 Omega/博迈德 

琼脂糖 西班牙（北京索莱宝科技有限公司）） 

LB/LB 琼脂 博迈德、生工 

限制性内切酶/Fast Digest Takara/ MBI Fermentas/Thermo 

抗生素 北京索莱宝科技有限公司 

正己烷（色谱纯） SK Chemicals 韩国 

正十五烷醇 Sigma 

正二十烷烃 Sigma 

正十七酸 Sigma 

其它试剂 国产分析纯 

引物 上海桑尼生物科技有限公司 

基因合成 金唯智 

基因测序 上海桑尼，金唯智 

1.3 实验菌株及菌株来源 

本研究采用大肠杆菌作为克隆菌株，采用酿酒酵母作为表达系统。具体的菌株信息及

来源详见表 2-3。 

表 2-3 本文使用的宿主菌 

Strains Source 

E. coli DH5α Takara company 

E. coli BL21（DE3） Takara company  

Saccharomyce scerevisiae INVSc1  Invitrogen 

Saccharomyce scerevisiae BJ5464-NpgA  Gifted by Professor Tang Yi at UC Irvine  

2 大肠杆菌的培养  

大肠杆菌菌株于 LB 培养基中，置于 37℃摇床培养（180 rpm）。如有需要添加氨苄抗

生素（100 μg/mL），氯霉素（34 μg/mL），卡纳霉素（50 μg/mL）。酿酒酵母菌株于 YPD 培

养基，30℃，250rpm 在摇床振荡培养。若在固体平板上培养，则采用 SC-Ura 培养基进行

筛选尿嘧啶缺陷型的菌株。其他营养缺陷型培养基采用相应培养基即可。 
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3 大肠杆菌E.coli感受态的制备与转化  

大肠杆菌感受态细胞的制备： 

（1） 用接种针挑取大肠杆菌 E.coli （-80℃的甘油保存菌），在 LB 平板培养基

上分级划线，以能够出现单菌落为宜，将该平板倒置于 37℃的培养箱里培养过夜。 

（2） 从划线 LB 平板上挑取单菌落，接种到高压灭菌的 50 ml 新鲜液体 LB 培养基

中（装在 250 ml 锥形瓶中），置于 37℃恒温摇床中（200 rpm）震荡培养。 

（3） 测定 OD600 值，当 OD600 达到 0.35-0.5 时，将培养物放置冰中停止培养，冰浴

10 min。 

（4） 将培养液置于预冷的离心管中，4000 rpm 离心 5 min，弃上清（尽量除尽上清）。 

（5） 在离心管中加入 5 mL 预冷的 0.1 M 的 CaCl2 溶液，轻轻弹动离心管使菌体悬浮

（不要剧烈震荡），冰浴 10 min。 

（6） 4000 rpm 离心 5 min，弃上清（尽量除尽上清）。 

（7） 加入 1.6 mL 0.1 M 的 CaCl2 和 0.4 mL 80%的甘油重悬细胞，50 μL/管分装感受

态细胞，-80℃保存。 

大肠杆菌的转化方法： 

（1） 取出一支-80℃保存的感受态细胞，置于冰中融化 5 min。 

（2） 向融化的感受态细胞中加入 5-10 μL 连接产物或质粒，轻轻混匀，冰水浴中放

置 30 min。 

（3） 42℃热激 90 秒，然后立即冰水浴 2 min。 

（4） 加入 900 μL LB 液体培养基，37℃、200 rpm 震荡复壮 1 h。 

（5） 5000 rpm 离心 3 min，弃上清，沉淀重悬于 100 μL LB 培养基中，取适量涂 LB

（含一定浓度的相应抗生素）固体平板。 

（6） 将平板倒置于 37℃的培养箱里培养 12-16 h 后长出菌落。 

4 酿酒酵母Saccharomyce scerevisiae的培养与电转化筛选 

4.1 酿酒酵母培养方法 

YPD 培养基 SC 培养基（适用于营养缺陷型）30℃培养箱和摇床 250rpm 培养。 

4.2 酿酒酵母电转化方法 

建立遗传转化系统是进行遗传操作和研究的前提条件之一。酿酒酵母可以通过电转化

方法或者化学转化法吸收外源 DNA。酿酒酵母野生型和突变株在 30℃ YPD 培养基和 SC-

Ura 中培养。用于提取和测试产物的菌株采用摇床 250 rpm 震荡培养，在 250 mL 三角瓶中

装液量为 50 mL；具体步骤为： 
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1） 从-80℃取出菌种，在 YPD 培养基上划线培养两天。待单克隆长出后，挑取一个

单克隆到 5mL YPD 液体中过夜摇菌（28-30℃，250rpm）。 

2） 将 0.5mL 过夜培养的酿酒酵母培养液接种到 50mL YPD 培养基中，30℃，250 rpm

摇床培养 4-5 小时。当 0D600 达到 0.8-1.0 时，在 4℃离心力为 4000rpm 下离心 5min，去

除上清液，将细胞沉淀用 50mL 冰置预冷的去离子水清洗两次，再用 20mL 预冷的 1M 山

梨醇进行第二次清洗，最后定容于 150~250 μL 山梨醇中。 

3） 在每个预冷的 0.2 cm 电转杯中加入 50 μL 酵母细胞和 4 μL DNA 混合液，置于冰

上进行电转。电转条件：V=1.5 kV，C=25μF，R=200Ω，电击时间 T=4~5ms。 

4） 迅速往电转杯中加入 1mL YPD 培养基，并将转化液转移到新的 1.5mL 离心管中，

30℃摇床培养 1h。5000 rpm 离心 3min 收集细胞，用常温 1M 山梨醇清洗沉淀 2-3 次以去

除培养基，最终定容于 1 mL 1M 山梨醇中。取 30-50 μL 酵母细胞液涂 SC-Ura 平板，30℃

培养 2-4 天转化子可长出。 

* 此方法也适用于转化质粒 DNA，应在电转化完成后往电转杯中迅速加入 1mL 1M 的

预冷山梨醇。将转化液转移到 EP 管中，5min 后 5000rpm 离心 3min 收集细胞，取 30-50μL

酵母细胞液涂 SC-Ura 平板，30℃培养 2-4 天可长出转化子。 

4.3 酿酒酵母的基因组提取 

1) 取 1ml 过夜培养的酿酒酵母于 1.5mlEP 管中，3000rpm 离心 5min，弃上清 

2) 加入 0.5ml TE 洗涤菌体，12000rpm 离心 1min，弃上清 

3) 加入 200ul 石英砂悬液（10％ w/v，研磨后的石英砂重悬于 TE 溶液）悬浮细胞，

200ul 酚/氯仿/异戊醇(V/V 25:24:1)，高速漩涡振荡 5 min 

4) 12000rpm 离心 5 分钟，将水相转移至干净 EP 管中，加入 1/5 体积的 5M 的 Nacl，

2 倍体积的无水乙醇，-20℃沉降 1h 

5) 4℃12000rpm 离心 10min，弃上清 

6) 加 70%乙醇 500ul，12000rpm 离心 5 分钟弃上清 

7) 12000rpm 再离心 1min，小心吸干残留液体，晾干 5min 

8) 加入 20-50ul ddH2O 溶解 DNA 

4.4 酿酒酵母质粒提取 

采用酵母质粒提取试剂盒。需要对酵母细胞进行石英砂磨碎处理。 

质粒浓缩方法参照如下： 

加入 1/5 V 的 5M NaCl 和两倍体积的无水乙醇，混匀后-20 度沉降 1 小时。12000rpm

离心 10min，沉淀用 70%乙醇清洗数次，在无菌台风干后，加入适量无菌水定容。 
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4.5 酿酒酵母菌落 PCR 

收集酵母菌体，煮沸 10min。其余参照大肠杆菌菌落 PCR 方法进行。 

4.6 酿酒酵母蛋白提取 

1）NaOH 裂解法：以 OD600 = 0.2 起始培养至 OD600 = 0.8，收集 3 ml 菌液，13000 

rpm 室温离心 2 min 后弃上清。加入 1ml 预冷的无菌水混合均匀，13000rpm 室温离心 2min

后弃上清。加入 100μl 无菌水，再加入 100μl 0.3M NaOH 混合均匀，室温静置 5min，离心

去上清。加入 50μl 的 1X 上样缓冲液，95 度加热 5min。5000rpm 离心 5min，取 15μl 上样

SDS-PAGE。 
 

2）液氮研磨法：液氮研磨后直接样品处理，用来 SDS-PAGE。也可参照镍柱纯化蛋白

方法进行大规模蛋白纯化分析。 

5 DNA assembler法在酿酒酵母系统中快速组装大片段DNA 

酿酒酵母 Saccharomyce scerevisiae 具备天然的重组系统，可以在重组片段 20-30 bp 重

复片段的情况下高效同源重组。利用酿酒酵母天然的重组系统，可以将多个具有重叠区域

的 assembler DNA 片段在酿酒酵母体内同源重组，组装成具有多个元件的表达质粒。此方

法仅需要 PCR 准备 DNA 后电转化酿酒酵母即可完成，尤其适用于多个基因的串联组装、

大片段基因和基因簇的快速组装[38]。 

 
图 2-1 DNAassembler 法组装 PCR 片段 

（a）游离质粒法 （b）整合质粒组装 

具体方法为以下步骤： 

1） Assembler 设计：如图中演示，将预期序列（表达载体+目的基因）切分为 3-5 个

大小为 2-5kb 之间的 assembler 片段，根据 assembler 序列设计上下游引物，使各片段之间

有>50bp 的重叠区域以确保可以高效同源重组。设计通常可将筛选标记片段（如 Ura）切分

到两个 assembler 中。 

2） 采用 GXL 高保真酶 PCR 克隆各个 assembler 片段，一般来说 50μL 体系即可获得

足够的 DNA。PCR 产物需经电泳鉴定大小，无误后，用 PCR 产物纯化试剂盒将各 assembler
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片段浓缩到一个较小体积（15-30μL）。纯化后的 assembler 混合液可直接用于转化酿酒酵

母。 

3） 操作注意事项： 

a） 设计时应使各 assembler 之间有>50bp 的重叠区域以确保可以高效同源重组。 

b） 感受态细胞制备过程中需采用 1M 山梨醇洗多次，去除多余培养基和盐离子，避

免对电击时间产生影响。感受态细胞不宜在冰上放置太久，应尽量马上制备马上转化。 

c） DNA 的加入量及体积比对电转化效率影响较大，应 50μL 酵母细胞加入<5μL DNA

混合液（大约 5μg）。如 DNA 制备浓度不理想，适当稀释转化体系后也可获得转化子，但

效率稍低。本实验室曾经尝试的比例有：每 100μL 酵母细胞加入 20~30μL DNA 混合液（大

约 5μg）也可成功。 

d） 电转杯清洁处理：一般先用去离子水冲洗、洗净，然后再用无水乙醇冲洗、洗净；

放在超净台上吹风晾干后封口，放入-20℃保存。  

e） 转化后 1 mL 山梨醇的细胞重悬液不能全部涂在一块板子上，一般 30-50μL 即可

获得较多转化子。[38] 

6 大肠杆菌和酿酒酵母转化子的基因鉴定方法  

目前有两种鉴定蓝细菌转化子的方法，分别为提取总基因组 DNA 后做 PCR 进行鉴定

基因型，和菌落 PCR 快速鉴定转化子的基因型。其中提取总基因组 DNA 的方法更为准确，

并且可以将总 DNA 保存在-20℃备用，重复性好；但同时也较为繁琐，不适合鉴定样本数

目庞大的转化子库。菌落 PCR 在大肠杆菌中是常用方法，在蓝细菌也可以成功验证转化子

基因型，具有快速简洁的特点，适合筛选大量样本库以及初步检测蓝细菌转化子基因型。 

6.1 天蓝色链霉菌提取基因组总 DNA 及基因组 PCR 

A. 链霉菌培养：28 度，250rpm 培养 2-4 天。 

B．链霉菌基因组提取：根据 Practial Streptomyces Genetics，采用 kirby-mix 方法提取

链霉菌基因组。 

C．链霉菌基因组 PCR：由于链霉菌基因组 GC 含量较高，需在 PCR 反应体系中加入

5%-10%（v/v）的 DMSO。基因组 PCR 时模板的量控制在 50ng/50μl 体系。 

6.2 菌落 PCR 快速鉴定转化子基因型 

6.2.1 大肠杆菌菌落 PCR 

挑取少量大肠杆菌菌落细胞溶于 20 μL 水，取 1μL 作为模板加入 20 μL 的 PCR 反应体

系中；大肠杆菌细胞经过 PCR 预热 95 ℃反应 5 min 理即可裂解释放总 DNA。 
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6.2.2 酿酒酵母菌落 PCR 

酿酒酵母细胞具有较厚夹馍层，需要沸水煮沸处理 10min。与常规的总 DNA 法 PCR

相比，具有一定的优势，可用于实验室快速检测聚球藻基因突变株的基因型。 

7 聚合酶链式反应PCR（Polymerase Chain Reaction）  

PCR 反应参照 Takala 公司 GXL 酶使用说明，略有改动，反应体系如表 2-1。 

表 2-4 PCR 反应体系 

50 μL PCR system Volume 

ddH2O 27.5 μL 

10 × Buffer  

with （NH4）2SO4, w/o MgCl2 

5 μL 

MgCl2 4 μL 

dNTP （10 mM） 1 μL 

DNA template μL （1 pg -1μg） 

GXL DNA polymerase （5U/μL） 0.5 μL 

Primer 1 0.5 μL （100 pm） 

Primer 2 0.5 μL（100 pm） 

8 大肠杆菌蛋白样品制备及聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）  

8.1 菌落 PCR 快速鉴定转化子基因型 

200 mL 的培养液离心收集，用 10 mL 40 mmol/L Tris-Cl（pH 8.0）重悬 细胞，加入终

浓度 1 mmol/L 蛋白酶抑制剂 PMSF。在冰水浴中超声破碎细胞，每超声 30s 间隔 30s~1 

min，有效超声时间为 5 min。随后，5 000 × g 离心 30 min 去除细胞残渣。得到的蛋白样品

经过 SDS-PAGE 和 Western blotting 检测。 

8.2 大肠杆菌蛋白纯化 

A. 蛋白的诱导表达 

1） 将-80 ℃冻存的菌株取出，于相应抗体平板上划线； 

2） 挑取单菌落，接种于 5 mL 相应抗性的 LB 液体中，37℃过夜培养； 

3） 按照 1:100 的比例将菌株接种于添加终浓度为 1 mM 维生素 B1，5%甘油和相应

抗生素的 LB 培养基中，37℃培养 3-4 h，至其 OD600 为 0.6-1；取 0.5mL 培养液冻存（S1） 

4) 加入 IPTG 至终浓度 0.2 mM，同时加入 5-ALA 至终浓度 0.5 mM，16℃诱导表达 20

小时。取 0.5mL 培养液冻存（S2）。 

5） 用 50 mL 离心管离心收集菌体，保存于-80℃。 

B. Ni 柱纯化蛋白 

1）将离心收集的菌体从-80℃ 取出，室温解冻后加入 40 mL Lysis buffer 裂解液重悬，

超声波破碎 （离心管置于装满冰的烧杯中，超声波探头浸入液面下 2cm），30% 功率，工

作 5s，间歇 5s，总共时间为 30-min； 



霉酚酸微生物合成和 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制研究 

20 

 

2）离心管用天平配平。4℃ 10000 rpm 离心 30 min 两次，将上清转移到新的离心管。

取出 100 μL 上清（S3）和少许沉淀（S4）留做 SDS-PAGE。 

3）向上清液中加入 1 mL Ni-NTA 树脂，4℃摇床慢摇混合 1 h。 

4）取混匀后的溶液装柱，用 100 mL-200 mL Wash buffer 洗涤，并用 G250 染色液检

测，直至流出的洗液中无蛋白组分；留存 0.5mL 流出液（S5）。 

5）用 4 mL Elution buffer 对结合在 Ni-NTA 树脂上的目的蛋白进行洗脱收集；留存

0.5mL 流出液（S6）。 

6）对收集的目标蛋白采用 Millipore 超滤离心管进行浓缩，浓缩至体积 1 mL 左右； 

7）采用 GE Healthcare 的 PD-10 脱盐柱对目标蛋白样品进行脱盐。脱盐前首先采用 5 

倍体积 Desalting buffer 平衡 PD-10 脱盐柱柱，待柱子平衡后，将样品加到柱子上，待样品

全部进入柱子内后，柱顶加入 Desalting buffer 洗脱。以 G250 检测变蓝开始分开收集多管。 

8）对收集后的脱盐目标蛋白进行混匀，分装，-80℃保存。 

8.3 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE） 

聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）参考《分子克隆实验指南》Molecular Cloning 描述

的方法，将离心好的蛋白样品与 5 × SDS 凝胶上样缓冲液混合后，100℃煮沸 10 min。然

后将煮沸后的样品经 12000 rpm 离心 1 min，取上清进行 SDS-PAGE 电泳。蛋白电泳参考

《分子克隆实验指南》配制 12% SDS-PAGE 和 5% SDS-PAGE 的分离胶。浓缩胶的电泳条

件是 50 V，60 min 至样品在浓缩胶上被压成一条细线；分离胶的电泳条件是 100 V，时间

可根据实际电泳的情况和目的蛋白的大小灵活掌握。电泳完毕，将玻璃板分开，将胶剥离

下来，以考马斯亮蓝染色液（水/乙醇/乙酸 = 50：40：10，v/v，0.1%考马斯亮兰 R-250）

染色，将其放置在水平摇床上温和震荡数小时，之后将染色结束的胶用脱色液（水/乙醇/乙

酸 = 50：40：10，v/v）脱色液脱色，将其放置在水平摇床上温和震荡数小时，至条带清晰

时换掉脱色液，用 ddH2O 漂洗，然后拍照存档。 

9 蛋白质的免疫印迹（Western blot） 

Western blotting 采用 PVDF 膜（Roche，美国）。利用 6 × Histidine-标签探针标记目的

蛋白，最终使用碱性磷酸酶显色试剂盒（Amresco，美国）进行检测。具体参考 Molecular 

Cloning 的方法，具体操作步骤如下： 

1）配置转膜液（3.03 g/L Tris，14.414 g/L 甘氨酸，200 mL/L 甲醇），将电极板和海绵

泡在转膜液中 15 min； 

2）准备 PVDF 膜及滤纸：测量聚丙烯酰胺凝胶的大小（一般为 6 × 8 cm），裁剪一张

PVDF 膜（聚偏二氟乙烯，略比胶大），同时裁剪 6 张滤纸（略比胶小）； 

3）甲醇处理 PVDF 膜：先用甲醇处理 PVDF 膜 5 min 使其带上负电荷，待膜变得半透
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明时，用纯水漂洗 5 min； 

4） 转膜液平衡：将膜、滤纸和胶在转膜液中浸泡 15 min； 

5） 铺板：按照负极板、海绵、三张滤纸、胶、膜、三张滤纸、海绵、正极板的顺序

铺好，组成“三明治”结构，用板夹夹好。 

6） 转移：将夹好后的“三明治”结构放入转膜仪，转膜时间根据目的蛋白分子量而定，

大分子可适当长些，小分子时间短些，一般 30-70 KDa 的蛋白可选用稳压 100 V，1 h（将

整个系统放在冰水里，电极板外用冰袋降温）；对于较小的目的蛋白，如 21 KDa 的 E.coli 

TesA’一般 30 min 即可。 

7） 封闭：待电转结束后，卸下电极板，通过预染 marker 或者丽春红染色的方法观察

转膜效果。如果效果良好，将膜用水冲洗，用含有 5-10%脱脂奶粉的 TBS（20 mM Tris-HCl，

150 mM NaCl）溶液封闭 3 h，之后用 20 mL TBST（20 mM Tris-HCl; 150 mM NaCl 0.05%, 

v/v; Tween 20）洗膜，摇床上温和振荡 5 min； 

8） 一抗孵育洗涤：用 TBST（20 mM Tris-HCl，150 mM NaCl，0.05%（v/v）Tween 

20）按照 1：1000 比例稀释鼠源一抗，将 PVDF 膜加入到一个塑料密封袋中，加入 10 ml 

TBST 和一抗，温和振荡 3 h。孵育结束后用 TBST 洗膜三次，摇床上温和振荡，每次 15 

min； 

9） 二抗孵育洗涤：将马抗鼠 IgG-AP 二抗稀释 2000 倍，将稀释后的二抗与膜继续孵

育 1 h。在一个小的密封袋中加入 10 ml TBST 和二抗，放入膜，温和振荡孵育 1 h 后，用

TBST 洗膜三次，摇床上温和振荡，每次 15 min； 

10） 显色：把膜放入密封袋中，加入 3~4 mL BCIP/NBT solution 碱性磷酸酶显色液避

光显色，约 10-30 min 显出条带，将膜放入水中终止显色，拍照保存。 

10 酿酒酵母蛋白提取 

收集处于对数或平台生长期的酿酒酵母细胞（OD600 在  左右），离心去除上清液，

加入 1 mL 50 mM pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲液，再加入适量的石英砂，放置冰中 5 min，然

后将其在涡旋振荡器上剧烈震荡，震 20 s，停 15 s 并放置冰中冷却，震荡工作时间 10 min。

吸取细胞破碎液转移至新的冷却的 EP 管中，4℃ 13000 rpm 离心 5 min，收集上清用于

Western blot 检测，用 Bradford 法测可溶的蛋白浓度，用 5 mg/mL 的 BSA 蛋白作为标准品

绘制蛋白标准曲线，Western blot 检测时上样量在 20 μg 以上。 

11 CO差光谱法测定P450单加氧酶的活性,。 

本报告参照 Omura 等报道的方法进行 P450 蛋白浓度测定[39,40]，采用 CO 差异光谱

对 P450 酶进行测定。CO 饱和的 P450 酶液采用瓦里安 UV/Vis 分光光度计在 400~500nm

进行全波长扫描，随后加入适量硫代硫酸钠还原后，再次进行全波长扫描。两次 P450 酶
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液在 400~ 500 nm 的全波长扫描结果进行比较，并按照在 450~490nm 间的吸光度之差和摩

尔吸光系数（91 L·mmol- 1·cm- 1）计算 P450 的含量。 

其计算公式是：[（A450 − A490）observed −（A450 − A490）baseline]/0.091 = nM P450 

of per ml. 
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第三章 酿酒酵母中表达霉酚酸合成相关蛋白 

本章主要通过在酿酒酵母中表达来自短密青霉的霉酚酸合成相关基因，获得目的蛋

白用于体外实验，同时检测酿酒酵母体内产物积累。 

1 材料与方法 

1.1 酿酒酵母菌株的培养 

菌株在 30℃条件下进行培养，突变株 Syn-FQ20 和对照菌株 Syn-HB1567 在含有 10 

mg/L 壮观素的 BG11 中培养。用于测定 β-半乳糖苷酶活性的藻株在装样量为 20 mL 的 50 

mL 三角瓶中进行摇床培养，摇动速度为 140 rpm。用于 SDS-PAGE 及 Western Blotting 的

藻株，在装样量为 300 mL 的 500 mL 三角瓶中进行通气培养。 

1.2 菌株的构建过程 

本章主要在酿酒酵母表达 MPA 三个相关基因 mpaC、mpaDE、mpaA（图 3-1）。其中

mpaC 较大，在大肠杆菌中不易表达，mpaDE 在大肠杆菌中表达失败，mpaA 在大肠杆菌

中也未能表达。鉴于酿酒酵母是真核系统，比大肠杆菌具有一定的优点。 

 
图 3-1 MPA 合成基因簇  

1.2.1 mpaC 的克隆表达 

本节 mpaC 的克隆及实验流程详见图 3-2，其中包括 mpaC 的克隆、蛋白表达纯化分析

和突变株的发酵培养基产物的检测分析等。 

因为 mpaC 序列较大，并且含有多种酶切位点，不适用于酶切连接方法插入到表达载

体中。因此，本节采用一种新的方法，使 mpaC 与载体在酿酒酵母体内重组，并得到正确

的表达质粒。 

具体操作步骤参见第二章。 
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图 3-2 酿酒酵母表达 mpaC 的构建及实验步骤 

首先，本章以天蓝色链霉菌的基因组 DNA 为模板，以表 3-3 中的引物 PCR 得到了 3

个 DNA 片段并电转化到酿酒酵母 BJ5464-NpgA 中。筛选克隆后经酵母菌落 PCR 筛选已经

成功转化重组DNA片段的克隆并提取质粒。将质粒转化到大肠杆菌中进行扩增并送测序，

所有序列经过测序确定无误。 

表 3-3 mpaC-pYES2 的 PCR 引物 

引物名称 5’→3’ 

Assembler 1: mpaC linker 克隆 

A1-sense:  ctctagatgcatgctcgagcggccgcctaaagctggacatgtgttctcaagaac 

A1-anti-sense: ctatagggaatattaagcttggtaccatgaatttccacaaagggcaaccgaag 

Assembler 2: pyes2-Ura up 克隆（以 ura 方向）含有 GAL promoter 

A2- sense : cttcggttgccctttgtggaaattcatggtaccaagcttaatattccctatag 

A2-anti sense: ctgggcccaccacaccgtgtgcattc 

Assembler 3: pyes2-ura down 克隆（以 ura 方向） 

A3- sense ccatggagggcacagttaagccgct 

A3-anti sense: gttcttgagaacacatgtccagctttaggcggccgctcgagcatgcatctagag  

1.2.2 mpaDE 的克隆及载体构建 

同样，以天蓝色链霉菌的基因组 DNA 为模板，以表 3-4 中的引物 PCR 得到了 mpaDE

和 mpaDE-NT 片段并转化大肠杆菌中。筛选克隆后经菌落 PCR 筛选阳性克隆并提取质粒

送测序，所有序列经过测序确定无误。mpaDE 在合成时有两组设计，分别为不带有标签和

带有 histag 标签，记为 mpaDE 和 mpaDE-NT。设计引物见表 3-4。其中，mpaDE-KpnI 和

mpaD/ER 为 mpaDE 的合成引物；mpaDEhis-R 和 mpaD/ER 为 mpaDE-NT 的合成引物。

mpaDE 和 mpaDE-NT 均采用酶切连接法插入到 pYES2 和 pYES2 NTA 的 KpnI 和 NotI 位

点。重组质粒经过 PCR 和酶切双重验证，其序列经过测学确认，以上均无误后电转化到酿
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酒酵母菌株 InvSC1 中。 

表 3-4 mpaDE 的 PCR 引物 

Primers 5’→3’ 

mpaDE-KpnI: CGGGGTACCATGGAGTCTTTGTCGCTAACATGG 

MPAD/ER: ATTTGCGGCCGCTTACTTCTGTCCTTCTATGGC 

mpaDEhis-R: ATTTGCGGCCGCCTTCTGTCCTTCTATGGCATT 

1.2.3 mpaA 的密码子优化及质粒构建 

本章以天蓝色链霉菌的基因组 DNA 为模板，以表 3-5 中的引物 PCR 得到了 mpaA 片

段并电转化到片段并转化大肠杆菌中。筛选克隆后经菌落 PCR 筛选阳性克隆并提取质粒送

测序，所有序列经过测序确定无误。 

表 3-5 mpaA 的 PCR 引物 

Primers 5’→3’ 

mpaA-KpnI: cggggtacctATGACCAACGCAGTGGAGG 加入 T 防止移码 

mpaA-NotI: ATTTGCGGCCGCtcaAAGCTTAATGTACCCCTcaac 加入终止密码子 

密码子优化的 mpaA 由金唯智合成，具体序列详见附表。 

1.3 蛋白纯化与提取 

参照第二章方法。 

1.4 聚合酶链式反应 PCR 

参照第二章方法。 

1.5 质粒提取与鉴定 

参照第二章方法。 

1.6 膜蛋白提取与鉴定 

采用碧云天膜蛋白提取试剂盒。 

2 实验结果与分析  

2.1 突变株的基因型鉴定 

2.1.1 mpaC 质粒的鉴定 

mpaC 克隆时以 cDNA 为模板，分别设计三组引物（表 3-3），PCR 得到三个具有 50bp

左右重叠片段的 DNA 产物 A1、A2、A3，纯化后共同转入酿酒酵母，在体内重组为一个完

整的质粒。重组质粒经过 PCR 和酶切双重验证，其序列经过测学确认，以上均无误后电转

化到酿酒酵母菌株 Saccharomyces cerevisiae BJ5464-NpgA[41]中。Saccharomyces cerevisiae 
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BJ5464-NpgA 菌株在基因组上整合了构巢曲霉的磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶(PPTase)基因

npgA。具体流程详见图 3-2。 

突变株中的外源基因表达元件均通过基因组 PCR 加以验证。所有的构建都过 PCR 及

质粒酶切双重验证。所构建质粒按照第二章的方法转化宿主菌，得到突变株（表 3-4）。突

变株的基因型经过 PCR 验证，如图 3-6 所示。 

 
图 3-3 A. PCR 克隆 B. 酶切鉴定 

PCR result for target genes in E.coli mutants. B. Enzymatic digestion of the constructed plasmids. W7F, 0.5 R, 

T7,W7F are primers used for colonial PCR. 

2.1.2 mpaC 的内含子及外显子的鉴定 

软件分析认为，本实验通过反转录得到 cDNA 再亚克隆到目的载体 pYES2，进行测序

发现，通过测序确定了 mpaC 的正确序列，测序结果与原先软件预测的区域有所不同。mpaC

所有外显子序列最后确定详见附录。 

2.1.3 mpaC 的产物检测 

表达 mpaC 的酿酒酵母突变株中的产物检测结果见图 3-4。  
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图 3-4 MpaC 催化的反应及 MpaC 催化产物 5-MOA 的检测 

（A） the lacZ gene was inserted into the pFQ20 using PrbcL as the promoter. （B） Syn-LY2 was used as 

a negative control, harboring the Ω fragment in slr0168 locus; Syn-HB1567 was used as the positive control 

applying the copper-induced promoter of PpetE and the lacZ reporter gene. Syn-FQ20 was the mutant strain 

that transformed by pFQ20. 
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2.3 蛋白的表达纯化分析汇总 

2.2.2 MpaDE 的蛋白表达纯化分析及 Western Blot 检测 

 

图 3-5 修饰后的启动子 SD-ATG 间隔序列对比 

（左）CT pYES2-IMA 诱导前；2. CT pYES2-IMA 诱导后；3. CT pYES2-IGM1 诱导前；4. CT pYES2-IGM1 诱导

后；5. mpaA-1 诱导前；6. mpaA-1 诱导后；7. mpaA-2 诱导前；8. mpaA-2 诱导后；9. mpaDE 诱导前，10. mpaDE

诱导后；11.mpaDE-YPD 培养诱导后。（右）1.mpaC 诱导前；2. mpaC 诱导后；3.mpaC-YPD 诱导后；4. CT 

pYES2-IGM1 诱导后； 4.CT pYES2-IMA 诱导前；5. CT pYES2-IMA 诱导后；6. CT pYES2-IGM1 诱导前；7. CT 

pYES2-IGM1 诱导后; 8. mpaA-1 诱导前；9. mpaA-1 诱导后；10. mpaA-2 诱导前；11. mpaA-2 诱导后； 

SDS-PAGE 显示，MpaC 蛋白样品无法看到条带，只有一条疑似条带，但是蛋白大小

不正确（图 3-6）。 

 

图 3-6 MpaC 的表达情况 

同样，本章对 100ml 表达 mpaDE-NT 基因的酿酒酵母蛋白进行纯化，并进行了 SDS-
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PAGE 分析，没有获得 mpaDE 蛋白的表达（图 3-7）。 
  

 

图 3-7 MpaDE 的大量表达纯化 

mpaA 基因的酿酒酵母蛋白进行纯化及 SDS-PAGE 分析，没有 MpaA 蛋白的表达条带

（图 3-8，图 3-9）。 

 

图 3-8 MpaA 的大量酶纯化 

 

图 3-9 MpaA-Co 的表达情况 

Western Blot 可以检测到 SDS-PAGE 胶图上肉眼不可见的目的蛋白条带。本章采用

histag 标签的对应抗体对 MpaDE 和 MpaA 进行了 Western Blot 检测分析（图 3-10，图 3-

11）。 
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图 3-10 Western Blot 检测 MpaDE 的表达 

（左）利用 HRP 标记的抗体进行显色反应，（右）利用两端标记的抗体进行检测 

 
图 3-11 Western Blot 检测 MpaA 的表达 

（左）SDS-PAGE 上样情况，（右）Western Blot 检测 MpaA 的表达；M: 蛋白 marker；CT: 具有 histag 标签的

FNR；1: 克隆 1 总蛋白裂解液；2: 克隆 1 总蛋白裂解液上清；3: 克隆 1 膜提取试剂盒上清；4:克隆 1 膜提取试

剂盒沉淀； 5: 克隆 2 总蛋白裂解液；6: 克隆 2 总蛋白裂解液上清；7: 克隆 2 膜提取试剂盒上清；8:克隆 2 膜提

取试剂盒沉淀。 

 

以上结果显示 MpaDE 和 MpaA 并没有表达。 

3 本章小结 

本章在酿酒酵母宿主中表达来自短密青霉的霉酚酸合成相关基因。首先成功打通了额

酒酵母同源重组系统组装大片段 DNA 的技术路线；分别克隆了来自短密青霉的霉酚酸

（MPA）合成相关基因 mpaA，mpaDE 和 mpaC 的。同时针对 mpaC 突变株开展了发酵实

验，通过 HPLC 未能检测到代谢产物 5-MOA；三个蛋白均利用 SDS-PAGE 和 Western Blot

检测了蛋白表达情况。对 MPA 合成相关基因 mpaA 进行了密码子优化并蛋白纯化鉴定。但

蛋白均未表达。 

本节在酿酒酵母中构建表达 MPA 合成途径中三个关键酶，均未能成功表达。分析可

能是以下原因： 
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1）单个基因是真核来源，在单细胞真核生物酿酒酵母中表达，具有较大的种属差异，

本章均未对三个基因进行密码子优化，可能导致在大肠杆菌中蛋白表达受限。 

2）基因特殊性：首先，mpaC 大片段基因（7.5 kb）异源表达较难或不完整。其次，

mpaDE 难度较大（可能需要其他元件），可溶性低，需要其他底物/辅因子等；再次，MpaA

是膜蛋白，具有多个跨膜区，酿酒酵母并不是优异的膜蛋白表达宿主。其 N 端序列对蛋白

的折叠影响较大。 

总之，酿酒酵母宿主在蛋白表达方面的短板，并非蛋白表达优良宿主，选择其他宿主

如米曲霉可能更有利于来自于真菌短密青霉来源的蛋白的表达。 
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第四章 蓝细菌还原伴侣的克隆与表达 

还原伴侣是 P450 重要支撑酶，不同来源的还原伴侣蛋白对 P450 具有不同的催化支撑

效应。关于 P450 酶与还原伴侣的相互作用研究还比较欠缺，尤其是一些 P450 酶还苦于不

能寻获其最佳还原伴侣而无法进行详细研究和开发，目前具体分子作用机制尚不明确。因

此通用性高的还原伴侣选择及电子传递链优化策略的建立迫在眉睫。本章通过数据库搜索

得到 7 个 Fdx 和 1 个 FNR。在大肠杆菌模式菌 E.coli BL21（DE3）中表达和纯化，是本报

告中建立蛋白酶库工作之一。 

1 材料与方法 

1.1 菌株的培养 

参照第二章材料与方法。 

1.2 聚丙烯酰胺凝胶电泳 Western blot 检测目的基因的表达 

方法参照第二章。 

1.3 聚合酶链式反应 PCR 

方法参照第二章。 

1.4 蛋白纯化和 SDS-PAGE 

参照第二章 Ni 柱纯化蛋白方法和 SDS-PAGE 方法。 

2 实验结果与分析  

2.1 基因检索分析 

在总数据库中，含有 9 个 Fd（表 4-1）和 1 个 FNR。 

表 4-1 聚球藻 PCC7942 中的铁氧还蛋白信息汇总 

Synechococcus 

PCC7942 

基因命名 Cyano base 注释 NCBI 注释 

ORF0338 SYNPCC7942_0338 2Fe-2S ferredoxin like Ferredoxin-2 

ORF0698 petF5 2Fe-2S ferredoxin like ferredoxin 

ORF0814 petF1 4Fe-4S ferredoxins ferredoxin 

ORF0898 petF2 Thiordoxin like Fd ferredoxin 
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ORF1499 petF3 2Fe-2S plant like Ferredoxin-1 Ferredoxin-1 

ORF1749 petF4 [3Fe-4S] [4Fe-4S] ferredoxin 

ORF2581 SYNPCC7942_2581 2Fe-2S plant like ferredoxin 

ORF0624 SYNPCC7942_0624 4Fe-4S ferredoxins 4Fe-4S 

ferredoxin 

ORF2129 SYNPCC7942_2129 4Fe-4S ferredoxins ferredoxin 

本章通过进化树建树，分别分析数据库中所有 7942Fd 与 6803 中 Fdx 蛋白的同源性

（图 4-1）。 
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图 4-1 聚球藻 PCC7942 中的 Fd 与集胞藻 6803 中的 Fd 之间的进化树分析 

 

本章以集胞藻 PCC6803 中的 9 个 Fd 为标杆分析了 72 株蓝藻中 Fd 的同源性。综合数

据库数据，总共 9 个 Fdx。针对这 9 个 Fd 的生化分析中，只有 1499 有相关报道，其余均

未报道；后面 2 个 Fd 只有基因组数据预测；与硫氧还蛋白毗邻，与已知亲缘关系较远（图

4-1）。 

图 4-1，图 4-2 分析了聚球藻 PCC7942 中上下游毗邻基因信息，此分类结果与已发表

文献结果相同[42]。 

 
图 4-1 聚球藻 PCC7942 与集胞藻 PCC6803 中 Fd 信息比较 
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表 4-2 聚球藻 PCC7942 中 9 个 Fdx 的基因上下游信息及分类 

注：九个 Fdx 分别是 0338,0698,0814,0898,1499,1749,2581,0624,2129；数字代表基因组中的位置及基因代码；根据 Fdx 基因上下游的信息，符合分类规范的

有 Fdx1 属于 cluster b，Fdx9 属于 cluster J’’. 
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2.2 质粒和菌株的构建 

本章表达的聚球藻 PCC7942 的 7 个 Fd 和 1 个 FNR 信息如图 4-3 所示。 

 
图 4-3 聚球藻 PCC7942 与集胞藻 PCC6803 中 Fd 信息比较 

本章以聚球藻 PCC7942 的 DNA 为模板，以表 4-3 中的引物对 PCR 得到了 6 个 Fdx 片

段并插入到 pET28b 的 NdeI 和 XhoI 位置。所有序列经过测序确定无误后转入到大肠杆菌

BL21（DE3）中进行表达。磁瓦，中科院青岛生物能源与过程研究所吕雪峰和李建军研究

员[29]馈赠 pET28a-Fd1 和 pET28a-FNR 质粒，已经发表文章证明其有效性详见图 4-3。 

表 4-3 

Gene accession 

No. Sense primer(NdeI) Antisense primer(XhoI) 

SYNPCC7942_

0338 

GGAATTCCATATGGCTACCTATCAA

GTCGAAGTC 

TCCGCTCGAGTCAGCCGGGCTGA

CCAAAT 

SYNPCC7942_

0698 

GGAATTCCATATGCCGAGCATTCGC

TTTAT 

TCCGCTCGAGTTAGGTCTCAGCT

GTTGCGAT 

SYNPCC7942_

0814 

GGAATTCCATATGGCGCACACCATT

GTTAC 

TCCGCTCGAGTTAGGGCGTTTGC

TGCAACT 

SYNPCC7942_

0898 

GGAATTCCATATGACCCTCGCTGAA

ACCCTG 

TCCGCTCGAGCTATAGCGGATCG

ACTGCTGGC 

SYNPCC7942_

1749 

GGAATTCCATATGACGACGCCGGA

CCG 

TCCGCTCGAGTTAAGTTCGTCGC

CGTTGTTTC 

SYNPCC7942_

2581 

GGAATTCCATATGAGCGACACTTAC

ACCGTC 

TCCGCTCGAGTTATTCCTCGTCCA

AGGGCAG 

2.2 突变株的基因型鉴定结果 

本章所构建的表达质粒及突变株均经过基因组 PCR 验证其基因型（图 4-4）。 

 
图 4-4 PCR 检测突变株的基因型 



霉酚酸微生物合成和 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制研究 

40 

 

2.3 蛋白纯化与鉴定 

2.3.1 SDS-PAGE 鉴定目的蛋白表达 

图 4-5 展示的是突变菌株表达 FNR 和 Fdx 的情况。 

   
图 4-5 集胞藻突变株的生长曲线 

1，FNR SYNPCC7942_0978，NADPH dependent Ferredoxin reductase，44 kDa；2，petF3 (Fd)

 SYNPCC7942_1499，ferredoxin (2Fe-2S), ferredoxin 1，10.521 kDa；3 ，SYNPCC7942_0338

 SYNPCC7942_0338，ferredoxin (2Fe-2S)，11.132 kDa；4，petF5，SYNPCC7942_0698，ferredoxin

 15.652 kDa；5，petF1，SYNPCC7942_0814，ferredoxin-like protein，8.027 kDa；6，petF2

 SYNPCC7942_0898，ferredoxin like protein，14.98 kDa；7，petF4 ，SYNPCC7942_1749

 ferredoxin，14.848；8，SYNPCC7942_2581， SYNPCC7942_2581，ferredoxin (2Fe-2S)，13.786 

kDa；9，petF3 (Fd)，SYNPCC7942_1499，ferredoxin (2Fe-2S), ferredoxin 1，10.521 kDa 

以上结果显示，FNR 和 Fdx1 表达情况较好。未经过密码子优化的 Fdx2、Fdx3、Fdx4、

Fdx5、Fdx6 在大肠杆菌中表达情况不好。 

本章还表达菌株的蛋白组分进行了分析，分别对诱导后蛋白沉淀和上清液以及全蛋白

组分进行了 SDS-PAGE 分析（图 4-6）。结果显示，各个组分中并没有明显变化，未能发现

目的蛋白超量表达。 
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图 4-6 表达蓝细菌 Fdx 的蛋白组分分析 

A：cell pellets；B：Soluble fractions；C: whole cell fractions；In A and B，1，FNR，NADPH 

dependent Ferredoxin reductase，44 kDa；2，SYNPCC7942_1499，ferredoxin (2Fe-2S), ferredoxin 1，

10.5213 kDa，SYNPCC7942_0338，ferredoxin (2Fe-2S)，11.132 kDa；4，SYNPCC7942_0698，

ferredoxin，15.652；5，SYNPCC7942_0814，ferredoxin-like protein，8.027 kDa；6，

SYNPCC7942_0898，ferredoxin like protein，14.98 kDa；7，，SYNPCC7942_1749，ferredoxin，14.848 

kDa；8，SYNPCC7942_2581，ferredoxin (2Fe-2S)，13.786 kDa；In C：1，SYNPCC7942_0698，

ferredoxin，15.652 kDa；2，SYNPCC7942_0814，ferredoxin-like protein，8.027；3，

SYNPCC7942_0898，ferredoxin like protein，14.98 kDa；4，SYNPCC7942_1749，ferredoxin，14.848 

kDa；5，SYNPCC7942_2581，ferredoxin (2Fe-2S)，13.786 kDa 

3 本章小结 

本章通承担了国家优青项目“微生物生物合成 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作

用机制”研究课题中对蓝细菌来源的还原伴侣的分子克隆和蛋白纯化。首先通过数据库检

索分析了 9 个 Fdx，同时选择其中 7 个 Fdx 和 1 个 FNR 进行克隆与表达。在未经密码子优

化时，仅有 Fdx1 表达情况较好。本实验中其他 Fdx 表达量很低或不表达，推测可能与密
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码子偏爱性有关，需要进一步密码子优化。本章为实验室进一步纯化和分析蓝细菌还原伴

侣提供了指导，为下一步密码子优化等工作提供了信息。
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第五章 天蓝色链霉菌还原伴侣基因克隆与蛋白纯化 

本章按照合成生物学思路建立和充实 P450 催化元件库及还原伴侣蛋白库。本章在

E.coli 中表达来自天蓝色链霉菌的 18 个 P450 酶、6 个 Fdx 和 4 个 FDR 蛋白，并进行了镍

柱纯化和光谱分析。通过尝试不同的大肠杆菌表达菌株提高蛋白表达量。 

本章涉及的蓝色链霉菌的基因及蛋白信息如表 5-1 所示。 

表 5-1 

Genes (drnelson. 

utmem.edu/Cytoc

hromeP450.html) Full name 

DNA 

accession(Genbank/ 

Sanger center) Protein_ID Nt 

Amin

o 

acids 

Fdx1 ferredoxin 
SCO7110/ 

SCO7110SC4B10.11 NP_631171.1 390 129 

Fdx2 ferredoxin 
SCO5135/ 

SCO5135SC9E12.20 NP_629284.1 321 106 

Fdx3 ferredoxin 
SCO7676/ 

SCO7676SC4C2.11 NP_631715.1 222 73 

Fdx4 ferredoxin 
SCO0773/ 

SCO07733SCF60.05c NP_625075.1 201 66 

Fdx5 ferredoxin 
SCO3867/ 

SCO3867SCH18.04c NP_628054.1 213 70 

Fdx6 ferredoxin 
SCO1649/ 

SCO1649SCI41.32 NP_625924.1 306 101 

FDR1 
ferredoxin/ferredoxin-NADP 

reductase 
SCO0681/ 

SCO0681SCF15.02 NP_624989.1 1365 454 

FDR2 ferredoxin reductase 
SCO7117/ 

SCO7117SC4B10.18c NP_631178.1 1263 420 
FDR3 reductase SCO2469/ SC7A8.08c NP_626711.1 1266 421 

FDR4 oxidoreductase 
SCO2106/ 

SC2C1A.02c NP_626364.1 1224 407 
CYP51 cytochrome P450 SCO5223/ SC7E4.20 NP_629370   1386 461 

CYP102B1 cytochrome P450 SCO0801/ SCF43.12 NP_625102 1584 527 

CYP105D5 cytochrome P450 
SCO0774/ 

3SCF60.06c NP_625076 1239 412 
CYP105N1 cytochrome P450 SCO7686/ SC4C2.21 NP_631725 1236 411 
CYP107P1 cytochrome P-450 hydroxylase SCO3636/ SCH10.14c NP_627830 1236 411 

CYP107T1 
cytochrome P450 

oxidoreductase SCO3770/ SCH63.17 NP_627960.1 1185 394 
CYP107U1 cytochrome P450 hydroxylase SCO3099/ SCE41.08c NP_627317.1 1302 433 
CYP154A1 cytochrome P450 SCO2884/ SCE6.21 NP_627112  1227 408 

CYP154C1 cytochrome P450 
SCO7417/ 

SC6D11.13c NP_631466 1224 407 

CYP155A1 
cytochrome P450 (fragment), 

partial 
SCO7444/ 

SC6D11.40c NP_733733 1272 423 
CYP156A1 cytochrome P450 SCO2883/ SCE6.20 NP_627111 1233 410 
CYP156B1 cytochrome P450 SCO6310/ SCIF3.12 NP_630407 1344 447 

CYP157A1 
cytochrome P450-family 

protein 
SCO7418/ 

SC6D11.14c NP_631467 1242 413 
CYP157B1 cytochrome P450 SCO0584/ SCF55.08c NP_624896 1263 420 
CYP157C1 cytochrome P450 SCO1626/ SCI41.09c NP_625901 1497 498 
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CYP158A1 cytochrome P450 
SCO6998/ 

SC8F11.24c NP_631063 1224 407 
CYP158A2 cytochrome P450 SCO12072/ SCG58.07 NP_625496 1215 404 
CYP159A1 cytochrome P450 SCO0583/ SCF55.07 NP_624895 1224 407 

1 材料与方法  

1.1 大肠杆菌菌株的培养 

野生型和突变株在 37℃，1L 含有 5%甘油的 LB 培养基中培养。如有需要，向培养基

中加入相应的抗生素（卡那霉素 50 μg/mL，氨苄霉素 100 μg/mL，氯霉素 34 μg/mL 等），

多抗浓度各自减半。 

1.2 菌株的构建 

本章使用表 5-2 所列引物 PCR 克隆所涉及的 28 个目的基因，并通过酶切连接克隆方

法将目的基因连入 pET28b 表达质粒。将含有目的基因的质粒分别转化 BL21（DE3）并进

行卡纳霉素抗性筛选，得到突变株（附表 3）。将含有目的基因的质粒分别转 Codon plus 

RIPL 并进行卡纳霉素、氯霉素、链霉素三抗性筛选，得到突变株（附表 3）。 

表 5-2 PCR 引物 

Genes  Sense Primer(NdeI)5'---3' Anti-sense(EcoRI)5'---3' 

Fdx1 

GGAATTCCATATGACTTACGTCATCGC

ACAGC 

CCGGAATTCTCAGGAGGGGAACC

ACAGAT 

Fdx2 

GGAATTCCATATGACCTACGTCATCGC

GCAG 

CCGGAATTCTTACTGGTTCTGCGG

CGGCAG 

Fdx3 

GGAATTCCATATGACCTTGGCAGGCCA

GG 

CCGGAATTCCTACCGAAGAGTGA

GCGCTCC 

Fdx4 

GGAATTCCATATGCACATCGGCATCGA

CAAGG 

CCGGAATTCTCAGCCGACCCGCTC

CGAG 

Fdx5 

GGAATTCCATATGAGGATCTCCGTCGA

CCCCG 

CCGGAATTCTCAGCCCCGGACCCC

TTCC 

Fdx6 

GGAATTCCATATGAGCGTGCAGCAGG

AGG 

CCGGAATTCTCACTCTGAGTCCGG

ACCGTAG 

FDR1 GGAATTCCATATGCCCCGCCCTCTGC 

CCGGAATTCTCAGGCGCCGCTCTC

GC 

FDR2 

GGAATTCCATATGCCGCGTGCGAAGA

CG 

CCGGAATTCTCACGCCTGGTCTCC

CGT 

FDR3 

GGAATTCCATATGGTCGACGCGGATCA

G 

CCGGAATTCCTATGCGACGAGGCT

TTCG 

FDR4 GGAATTCCATATGGTCGTGGTGGGCG 

CCGGAATTCCTACGCCGTGGCCGC

CGT 

CYP51 

GGAATTCCATATGACCGTCGAGTCCGT

CAAC 

CCGGAATTCTCACCGCGCCACGGG

C 

CYP102B1 

GGAATTCCATATGGCCCAGACAGCGA

GGGAAC 

CCGGAATTCTCAGTCACCCGCCCG

GTG 

CYP105D5 

TTAATTCCATATGACGGACACCGACAC

GACGACGAACACCGACACGACG 

CCGGAATTCCTACCAGGCCACGGG

GAGTTCCAGC 

CYP105N1 

GGAATTCCATATGACACCCCCCGAATC

CCCG 

CCGGAATTCTCACCAGGTCACCAT

CAGTTCTTCG 

CYP107P1 

GGAATTCCATATGACGGCTGCAACCG

ATGG 

CCGCTCGAGTCAGAGTTCCACGC

GTAGCTC 
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CYP107T1 

GGAATTCCATATGGGGAGTGCTCCCCG

TT 

CCGGAATTCCAGCCGAGCCGCACC

G 

CYP107U1 

GGAATTCCATATGACCGGCAGCTCTTC

CG 

CCGGAATTCTCACTTTTGCGTCGG

CGACG 

CYP154A1 

GGAATTCCATATGGCGACCCAGCAGC

C 

CCGGAATTCTCAGCCGGCGTGCAG

CAG 

CYP154C1 

GGAATTCCATATGACGACCGGCACCG

AAGAAG 

CCGGAATTCTCAGGCCAGCCTGAC

CGG 

CYP155A1 

GGAATTCCATATGGCGGATCCTGGTGA

CC 

CCGGAATTCTCAGCCGCGGCCGGC

C 

CYP156A1 

GGAATTCCATATGACGTTGCCCTCCAC

CG 

CCGGAATTCTTAGTGTGCGGCGGA

TTGC 

CYP156B1 

GGAATTCCATATGGACGCCACCACCCC

CG 

CCGGAATTCTCACCTCGTGAGCCA

GTTGAG 

CYP157A1 

GGAATTCCATATGAGCACCGACGCCC

AC 

CCGGAATTCTCATGCTGACGTGCC

TCCCAG 

CYP157B1 

GGAATTCCATATGACCGACATCGACCC

GTCAC 

CCGGAATTCTCAGGCCACGACGG

GTGTGAAG 

CYP157C1 

GGAATTCCATATGACGCCTGAAAGCC

ACTC 

CCGGAATTCTCAGTAGCCGCGCCA

CCAG 

CYP158A1 

GGAATTCCATATGACGCAGGAGACCA

CCACG 

CCGGAATTCCTACCAGGTGCAGGG

CAGCG 

CYP158A2 

GGAATTCCATATGACTGAAGAAACGA

TTTCCCAG 

CCGGAATTCTCACCACGTCACCGG

CAGG 

CYP159A1 

GGAATTCCATATGTCCACCGCGCAGCA

G 

CCGGAATTCTCAGGCCGCGGGTGT

GAAG 

1.3 蓝细菌基因型的鉴定（菌落 PCR） 

参照第二章 PCR 方法。 

1.4 蛋白的诱导表达和纯化 

蛋白的诱导表达纯化参照第二章提供的方法。对表达量较差的蛋白，浓缩直到看到颜

色为止。 

1.5 CO 法测 P450 

方法参照第二章。 

2 实验结果与分析  

2.1 质粒和菌株的构建  

本章采用表 5-1 的引物 PCR 合成了所有目的基因，包括 4 个 FDR、6 个 Fdx 和 18 个

P450。PCR 产物电泳结果见图 5-1。 



霉酚酸微生物合成和 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制研究 

46 

 

 
图 5-1 PCR 克隆目的基因 

PCR 产物经酶切纯化后连接插入到 pET28b 的相应酶切位点，转化 E.coli DH5α，经过

卡纳抗性筛选后得到转化子。所得克隆采用 T7 引物和目的基因的下游引物经过菌落 PCR

筛选得到正确的转化子（图 5-2，图 5-3）。挑取其中 4 个克隆进行液体培养后提取质粒，

采用对应的酶进行双酶切验证无误后送测序。测序无误的克隆进行保存，同时质粒转化

E.coli BL21(DE3)或者 codon plus RIPL 菌株，得到突变株，所有突变株信息详见附录 3。 

 
图 5-2 PCR 鉴定转化子基因型（I） 
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图 5-3 PCR 鉴定转化子基因型（II） 

2.2 天然色链霉菌 P450 及还原伴侣蛋白在大肠杆菌中的表达纯化与鉴定 

所有突变株按照第二章所列方法进行培养和蛋白表达并进行 SDS-PAGE 检测分析。 

2.2.1 天蓝色链霉菌 6 个 Fdx 的表达 

 

 
图 5-4 Streptomyces coelicolor A3(2)蛋白纯化 6 个 Fdx 转化 E.coli BL21(DE3) 

以上结果显示，在 BL21（DE3）菌株中，未经过密码子优化的 Fdx 表达受到较大影响，

仅 Fdx5 表达较好。在尝试采用具有稀有密码子的表达菌株 RIPL 后（图 5-5），其余 Fdx 有

效提高了蛋白的表达，但 Fdx6 的表达量仍然较低。 
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图 5-5 Streptomyces coelicolor A3(2)蛋白纯化 6 个 Fdx 转化 RIPL-codon plus strain 

2.2.2 天蓝色链霉菌 4 个 FDR 的蛋白表达纯化 

按照第二章所述方法进行菌株培养和蛋白诱导表达及镍柱纯化。四个 FDR 的蛋白胶

见图 5-6。 

 
图 5-6 E.coli BL21(DE3)表达 4 个 FDR 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

以上结果显示，在 BL21（DE3）菌株中，FDR1、FDR 2、FDR3 的表达量较好，其中

FDR3 的表达量非常好，蛋白溶液呈现明亮的荧光黄色。但是，FDR4 的表达量较低。本章

在尝试采用具有稀有密码子的表达菌株 RIPL 后（图 5-7），FDR4 的表达量仍然较低。 
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图 5-7 codon plus RIPL 表达 FDR4 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

最后，本章将所有还原伴侣蛋白集中在一张胶图上。结果表明，FDR 蛋白表达尚可，

Fdx5 表达较好，其余 Fdx 在转化 RIPL 菌株后蛋白表达情况有所改善，但 Fdx6 仍然表达

量较差，详见图 5-8。 

 
图 5-8 天蓝色链霉菌 FDR 和 Fdx 蛋白电泳 

所有样品信息详见图内文字标注。 

2.2.3 天蓝色链霉菌 18 个 P450 的表达 

本章按照第二章的方法对 18 个 P450 进行了纯化，首先尝试了 BL21(DE3)对蛋白进行

表达纯化，得到了若干表达较好的 P450 蛋白。其次，对 BL21(DE3)表达不成功的 P450 重

新转化 RIPL 菌株，再次进行了蛋白表达筛选。 
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图 5-9 CYP102P1 和 CYP105D5 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-10 CYP105N1 和 CYP107P1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-11 CYP107T1 和 CYP107U1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液（250 
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mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-12 CYP155A1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-12 CYP157A1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 
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图 5-13 CYP154A1 和 CYP156B1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-14 CYP156B1 和 CYP154C1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-15 CYP157C1 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 
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图 5-16 CYP158A2 的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-17 CYP51 在 RIPL 菌株中的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液

（250 mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-18 CYP156A1 在 RIPL 菌株中的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液（250 

mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 
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图 5-19 CYP157B1 在 RIPL 菌株中的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液（250 

mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

 
图 5-20 CYP158A1 和 CYP159A1 在 RIPL 菌株中的表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

S1: 诱导前; S2: 诱导后;S3: 可溶蛋白;S4: 不可溶蛋白;S5: 清洗液 （20 mM 咪唑）;S6: 洗脱液（250 

mM 咪唑）; P: 纯化蛋白 

以上结果表明，未经密码子优化的来源于天然色链霉菌的 18 个 P450 酶在大肠杆菌中

的表达情况有所不同。总体来讲，表达情况较弱，仅有  表达情况较好、表达量较大。其

余表达量较低。部分 P450 在经过 RIPL 菌株优化表达后表达量得到提高，仍有部分蛋白表

达量很低（图 5-21 和图 5-22）。 
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图 5-21 天蓝色链霉菌 18 个 P450 蛋白汇总（I） 

 
图 5-22 天蓝色链霉菌 18 个 P450 蛋白汇总（II） 

2.3 P450 和 FDR 的光谱吸收 

2.3.1 P450 光谱吸收及浓度测定 

按照第二章方法。图 5-23 为部分 P450 单加氧酶 CO 差光谱。 
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图 5-23 部分 P450 单加氧酶 CO 差光谱 

PikC 为对照蛋白。其余 P450 蛋白尚未进行光谱扫描。 

2.3.2 4 个 FDR 的光谱吸收 

本实验在 300-700nm 之间对 FDR 蛋白进行光谱扫描，得到的光谱吸收情况如图 5-4 所

示。结果表明，FDR1 光吸收较低；其余 FDR 显示正确吸收光谱。此结果显示，虽然 FDR4

的表达量较低，但活性较好。FDR1 则光谱吸收较弱。 
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图 5-24 FDR 蛋白的紫外吸收光谱 

3 本章小结 

本章通过在大肠杆菌中表达来自天蓝色链霉菌的 18 个 P450 单加氧酶和 6 个 Fdx、4

个 FDR。成功构建了表达质粒，并获得了大肠杆菌突变株。本章对目的蛋白的表达纯化和

SDS-PAGE 经行了分析，同时对部分表达较差的蛋白转化 RIPL 菌株进行优化，对 Fdx6 进

行了密码子优化，提高了表达量。为本实验室提供了多种还原伴侣和 P450 单加氧酶提供

了平台。
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第六章 天蓝色链霉菌还原伴侣和 P450 应用筛选 

本章按照图 6-1 所示的策略对第五章纯化的 P450 酶、FDR 和 Fdx 进行了酶反应。 

 
图 6-1 本章策略 

1 材料与方法 

1.1 菌株的培养 

参照第二章方法。 

1.2 菌株的构建 

所构建表达质粒分别转化大肠杆菌 BL21（DE3）和 codon plus RIPL 菌株。BL21（DE3）

用卡那霉素筛选转化子；codon plus RIPL 菌株用氯霉素、壮观霉素和卡那霉素筛选转化子，

得到突变株（附录 3）。 

1.3 基因型鉴定 

参照第二章方法。 

1.4 DNA 的重组  

参照第二章方法。 

1.5 聚合酶链式反应 PCR 

参照第二章方法。 
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2 实验结果与分析  

2.1 构建的质粒和菌株 

本章构建的菌株和质粒信息见附表。 

2.2 酶反应底物的选择 

本章采用所纯化的 P450 和还原伴侣对四组底物进行催化筛选。第一组为黄体酮、睾

酮；第二组为丹参酮 IIV 和薯蓣皂苷元；第三组为麦新米星的前体 M-IV；第四组为 YC17。

这些化合物的结构见图 6-2 所示。 

 
图 6-2 本章采用的酶反应底物 

本章首先进行了混合酶的初步催化筛选，即采用天蓝色链霉菌的 P450 混合物和还原

伴侣混合物对以上底物进行催化筛选，利用 HPLC 分析产物。此种方法简易但缺乏底物与

P450 之间的定向匹配，如利用软件进行分子模拟酶与底物之间的拟合等，这也是实验室目

前的技术短板。 

初步结果表明，天蓝色链霉菌的 P450 混合物和还原伴侣混合物对以上底物均不能催

化。因此，本章在基础上设计了验证实验，以 YC17 为例，采用 YC17 为底物，采用原始

P450 酶 PickC 进行酶催化（图 6-3）；在选择还原伴侣时，则采用了来自蓝细菌的 Fdx 和

FNR 与天蓝色链霉菌的还原伴侣进行了交叉组合（表 6-1）。 



第六章 天蓝色链霉菌还原伴侣和 P450 应用筛选 

61 

 

2.3 HPLC 结果与分析 

 
图 6-3 PikC 催化 Pikromycin 合成的步骤 

采用的酶反应体系详见表 6-1。 

表 6-1 采用 PikC 和不同还原伴侣组合进行催化 YC17 底物（200μl 体系） 

No YC17 

(20mM) 

PikC Glucose 

(1M) 

NADPH 

(100mM) 

GD

H 

S.c Fdx S.c FDR 7942

-Fd 

7942

-

FNR 

other  

1 4 30 2 2 1  FDR1;5μl 5  to 

200u

l 

2 4 30 2 2 1  FDR2;5μl 5  

3 4 30 2 2 1  FDR3; 5μl 5  

4 4 30 2 2 1  FDR4; 5μl 5   

5 4 30 2 2 1  FDRmix;5*4

μl 

5   

6 4 30 2 2 1 Fdx1; 5μl   5  

7 4 30 2 2 1 Fdx2; 5μl   5  

8 4 30 2 2 1 Fdx3; 5μl   5  

9 4 30 2 2 1 Fdx4; 5μl   5  

10 4 30 2 2 1 Fdx5; 5μl   5  

11 4 30 2 2 1 Fdx6; 5μl   5  

12 4 30 2 2 1 Fdxmix;5*6μl   5  

CT 4  2 2 2      

30°过夜 20h。优化后的反应条件为 30°过夜 20h 后，之后再 37 度反应 20min。加入等体积甲醇终止反

应，1300rpm 离心 10min 取上清，HPLC 上样 100μl。 
 

首先，本章采用 YC17+天蓝色链霉菌总 P450 + 6 Fdx-mix + 4 FDR-mix 进行反应时并
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未合成产物。采用天蓝色链霉菌总 P450 和蓝藻还原伴侣（Fd 和 FNR）作为进行反应时并

未合成产物（图 6-4）。 

 

 
图 6-4 YC17+天蓝色链霉菌总 P450 + 6 Fdx-mix + 4 FDR-mix  

红色为阳性对照；蓝色为天蓝色链霉菌总 P450 和蓝藻还原伴侣（Fd 和 FNR）；绿色为 YC17+天蓝色

链霉菌总 P450 + 6 Fdx-mix + 4 FDR-mix 进行酶反应. 

本章还同时设计了若干反应，分析天蓝色链霉菌单个 P450 酶对 YC17 的催化反应，结

果显示；YC17+天蓝色链霉菌单个 P450 +天蓝色链霉菌混合还原伴侣均无产物；只有 PikC

对照+蓝藻 FNR+Fd（图 6-5）。 

 
图 6-5 天蓝色链霉菌单个 P450 酶对 YC17 的催化反应 

YC17+天蓝色链霉菌单个 P450 +天蓝色链霉菌混合还原伴侣均无产物；只有 YC17+PikC+蓝藻

min10 12 14 16 18 20

mAU

-2.5

0

2.5

5

7.5

10

12.5

15

17.5

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9078N-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-CONTROL-50UL-100UM.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-PIKC-7942FD-FNR.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9075-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-RIPL11-2-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9082-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-RIPL-18-5-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9087-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-RIPL-16-8-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9073-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9085-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9079-SCL FD-FDR MIX.D)

 DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (F:\DATA\QI\YC17-QFX 2015-12-08 17-05-43\YC17-9078-SCL FD-FDR MIX.D)
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FNR+Fd 可反应（绿色）。 

图 6-5 和图 6-6 结果表明，本章所纯化的天蓝色链霉菌中的所有 P450 组合中没有催化

YC17的功能酶。其中CYP154C1会在以后小节中单独分析。图 6-6进行的反应是CYP154C1

催化 YC17 的 HPLC 图谱，图谱显示并未有产物合成，此结果与已有报道不符合。其原因

可能是 CYP154C1 酶无活性所致，因此本章对 CYP154C1 进行了光谱反应（图 6-7）发现

CYP154C1 在和 CO 结合后在 450nm 处并无特异吸收峰，即此酶没有活性。 

 
图 6-6 图 6-5 CYP154C1 对 YC17 的催化反应  

 
图 6-7 CYP154C1 的 CO 差异光谱吸收 

FDR3 是天蓝色链霉菌中蛋白表达最强的 FDR。本节偶然发现作为对照组的 PikC+天

蓝色链霉菌 FDR3+7942 Fdx1 可催化 YC17 合成产物，但只能见到到中间两个产物（图 6-

8）。此结果首次表明，天蓝色链霉菌的还原伴侣蛋白也可以催化支撑的反应。此结果也揭

示了，在支撑 PikC 的效力层面，通过采用不同组合（不同性质或不同来源）的还原伴侣，

可以达到不同的催化效率，并合成不同的目的产物。其背后的机理，对于理解 P450 与还原

伴侣之间的分子反应机制具有重要的作用。 

m in10 12 14 16 18 20
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 D A D 1  A , S ig= 240 ,4  R ef= 360 ,100  (F :\D A T A \Q I\YC 17-12222015  2015 -12 -22  17 -10 -43 \YC 17-P IK C -F D X-F D R M IX .D )

 D A D 1  A , S ig= 240 ,4  R ef= 360 ,100  (F :\D A T A \Q I\YC 17-12222015  2015 -12 -22  17 -10 -43 \YC 17-C T -500U M -2 .D )

 D A D 1  A , S ig= 240 ,4  R ef= 360 ,100  (F :\D A T A \Q I\YC 17-12222015  2015 -12 -22  17 -10 -43 \YC 17-P IK C -F D -F N R .D )

 D A D 1  A , S ig= 240 ,4  R ef= 360 ,100  (F :\D A T A \Q I\YC 17-12222015  2015 -12 -22  17 -10 -43 \YC 17-154C 1-F D -F N R .D )

 D A D 1  A , S ig= 240 ,4  R ef= 360 ,100  (F :\D A T A \Q I\YC 17-12222015  2015 -12 -22  17 -10 -43 \YC 17-154C 1-F D X -F D R M IX .D )
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图 6-8 PikC+天蓝 FDR3+7942 Fdx1 可催化 YC17-FDR3 是天蓝色链霉菌中蛋白表达最强的 FDR; 

本章在之后的实验中进一步发现证实，不同的还原伴侣可以催化 YC17 产生不同的产

物类型。首先，本章采用蓝细菌聚球藻 PCC7942 的 Fdx1 和 FNR 催化 YC17 可以产生 4 个

产物。本章继续进行了图 6-9 中的反应，发现采用天蓝色链霉菌四个 FDR 混合物与蓝细菌

聚球藻 PCC7942 的 Fdx1 混搭可以支撑 PikC 催化 YC17 产生 2 个产物，但是产物量较低。

相反，采用聚球藻 PCC7942 的 FNR 与 天蓝色链霉菌的 6 个 Fdx 混合酶进行催化是则可

以产生更高的产物，但同样，仍然只能催化产生其中两个产物。采用 PikC 与天蓝色链霉菌

的 Fdx 和 FDR 则无法催化 YC17 产生产物。本实验经过重复实验确认。 

 
图 6-9 Fdx 和 FDR 的混搭  

天蓝 FDR mix-7942 Fdx 可以产生 2 个产物；7942 FNR +天蓝 Fdx mix，产物量较高，但仍然只有 2 个

产物。PikC 与天蓝色链霉菌的 Fdx 和 FDR 则无法催化 YC17 产生产物 

在接下来的实验中，本章对单个天蓝色还原伴侣与聚球藻 PCC7942 的还原伴侣进行了
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交叉组合分析（图 6-10）。为了提高产物量，本节特将反应条件进行了优化，反应条件为

30℃过夜（大约 20h），之后在 37℃反应 30min 后终止反应。 

 
图 6-10 PikC 与蓝藻 FNR+单个天蓝 Fdx 互配均能催化 YC17  

反应条件为 30℃过夜 (then 37℃, 30min) 

图 6-10 的结果表明，天蓝色链霉菌单个 Fdx 和聚球藻 PCC7942 的 FNR 组合均可以催

化反应，但产物的量有所不同。同时，6 个 Fdx 混合物与 FNR 反应所得的产物量与单个

Fdx 分别催化所得的产物量相当。 

图 6-11 的结果表明，天蓝色链霉菌单个 FDR 和聚球藻 PCC7942 的 Fdx1 组合均可以

催化反应，同样产物的量有所不同，FDR2 和 FDR3 的效率更高。然而，6 个 Fdx 混合物与

FNR 反应所得的产物量与单个 Fdx 分别催化所得的产物量并不相当。结果显示，混合后的
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天蓝色链霉菌 FDR 比单个 FDR 产物高出许多，混合 FDR 可以高效的催化底物 YC17，其

效率与蓝藻 Fd 和 FNR 组合相当。这里似乎可以揭示天蓝色链霉菌 FDR 在催化 P450 单加

氧酶的反应时，相互之间存在某种协同和促进作用。 

图 6-10 和图 6-11 比较可以发现，选用蓝细菌 FNR 匹配天蓝色链霉菌的 Fdx 获得了更

多的产物。无论哪一种组合，只有蓝细菌 FNR 和 Fdx 的组合才能催化产生四种产物。更换

其中一种还原伴侣后，只能积累两种产物（产量很高），但无法获得其余两种产物。图 6-10

表明，延长反应时间后，7942Fd+天蓝 FDRmix 的转化率显著提高，但产物仍以 2 个产物

为主。蓝藻 FNR 在其余两个产物生成过程中起到了未知作用。图 6-11 则表明，蓝藻 Fdx

在其余两个产物生成过程中起到了未知作用。因此，PikC 在 YC17 催化中的限速步骤存在

于后两个产物合成步骤。此结果揭示，蓝细菌聚球藻 PCC7942 的 Fdx1 和 FNR 在催化 PikC

反应时具有特别的机制。其具体作用原理尚不明确。 

 
图 6-11 天蓝色链霉菌单个 FDR 和聚球藻 PCC7942 的 Fdx1 

反应条件为 30℃过夜 (then 37℃, 30min) 

3 本章小结 

本章主要完成了天蓝色链霉菌中 6 个 Fdx、4 个 FDR 和 18 个 P450 酶的蛋白表达优化
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与鉴定。在尝试多种底物后，发现了天蓝色链霉菌还原伴侣支撑 PikC 催化 YC17 底物进行

反应。具体结果汇总见表 6-1。本章仍有很多奥秘等待解释。 

此结果首次表明，天蓝色链霉菌的还原伴侣蛋白催化支撑 PikC 催化 YC17 的反应。并

且在支撑 PikC 的效力层面，通过采用不同组合（不同性质或不同来源）的还原伴侣，可以

达到不同的催化效率，并合成不同的目的产物。同时，PikC 在 YC17 催化中的限速步骤存

在于后两个产物合成步骤。蓝细菌聚球藻 PCC7942 的 Fdx1 和 FNR 在催化 PikC 反应时具

有特别的作用机制。其具体作用机理，对于进一步理解 P450 与还原伴侣之间的分子反应机

制具有重要的作用。 
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表 6-2 本章实验及结果汇总 

 
注：本表格中颜色代表所纯化蛋白的颜色，颜色越深代表蛋白表达量越高。
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第七章 结论 

本人在博士后期间主要参与微生物生物合成霉酚酸（MPA）及国家优青项目“微生物生

物合成 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制”研究课题。 

1. 在酿酒酵母中表达鉴定来自短密青霉的霉酚酸合成相关基因。 

a）利用酿酒酵母同源重组系统组装大片段 DNA 的技术路线，证明了该技术在理性设

计组装外源 DNA 和代谢工程改造酿酒酵母的可行性、高效性和可重复性； 

b）完成了短密青霉霉酚酸（MPA）合成相关基因 mpaA，mpaDE 和 mpaC 的分子克

隆，开展了发酵实验并 HPLC 检测代谢产物，利用 SDS-PAGE 和 Western Blot 检测了蛋白

表达情况； 

c）对 MPA 合成相关基因 mpaA 进行了密码子优化并蛋白纯化鉴定。 

2. 国家优青项目“微生物生物合成 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制”研

究课题 

a）完成了蓝细菌来源的 6 个还原伴侣 Fdx 的分子克隆和蛋白纯化。 

b）克隆表达来自天然色链霉菌的 18 个 P450 酶基因和 6 个铁氧化还原蛋白 Fdx、4 个

铁氧化还原蛋白还原酶 FDR，并进行了蛋白纯化鉴定。对 Fdx6 密码子优化。c）利用这些

P450 和还原伴侣进行了酶催化反应和 HPLC 检测。在尝试多种底物后，发现了天蓝色链霉

菌还原伴侣支撑 PikC 催化 YC17 底物进行反应。结果首次表明，天蓝色链霉菌的还原伴侣

蛋白催化支撑 PikC 催化 YC17 的反应，并且在支撑 PikC 的效力层面，通过采用不同组合

（不同性质或不同来源）的还原伴侣，可以达到不同的催化效率，并影响目的产物类型。

PikC 在 YC17 催化中的限速步骤存在于后两个产物合成步骤。为进一步获得对“P450 酶—

Fdx—FdR”三蛋白系统相互作用和识别机制的规律性认识做出积累。 

3. 其他工作： 

a）对短密青霉 mpaC 的预测序列进行纠正，获得正确的内含子外含子区域注释。 

b）对序列未知的米曲霉表达载体 pTAex3 进行了文献调研，设计引物全测序获得

pTAex3 的完整序列图谱，为实验室米曲霉基因表达工作开展提供支撑等。 

本论文仍有多处需要进一步开展实验进行改善。 
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附 录 

附录1 符号表  

IPTG：Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside，异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷 

HPLC： High Performance Liquid Chromatography，高效液相色谱 

LC-MS：液质联用色谱 

GC-MS：气质联用色谱 

GC：液相色谱 

SDS-PAGE：蛋白质变性凝胶电泳 

Western Blot：蛋白杂交 

YPD：培养基 

M9：基本培养基 

SC(Synthetic complete)：酵母用合成全培养基 

SC-Ura：酵母用合成尿嘧啶缺陷型培养基 

LB：细菌用培养基 



霉酚酸微生物合成和 P450 单加氧酶与还原伴侣蛋白的相互作用机制研究 

78 

 

附录2 主要培养基  

 LB 培养基 

蛋白胨 10 g，酵母粉 5 g，NaCl 10 g，加水至 1 L，高压灭菌。固体培养基加 1.5 g 琼

脂。 

 YPD（Yeast Extract Peptone Dextrose）培养基 

表 S-1 YPD 培养液 

储备液 浓度 

Yeast extract 1% 

Peptone  2% 

Glucose 2%（过滤除菌） 

Agar 2% 

 SC (Synthetic complete) 培养基 

表 S-2 SC 培养液 

储备液 浓度 

Yeast nitrogen base 0.67% 

Carbon source 2% 

Agar 2% 

Adenine 0.01% 

Arginine  0.01% 

Cysteine 0.01% 

Leuine 0.01% 

Threonine 0.01% 

Tryptophan 0.01% 

Uracil 0.01% 

Aspartic acid 0.005% 

Histidine 0.005% 

Isoleucine 0.005% 

Methionine 0.005% 

Phenylalanine 

Proline 

0.005% 

0.005% 

Serine 0.005% 

Tyrosine 0.005% 

Valine 0.005% 
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注：氨基酸可混合起来溶解灭菌，配成 10×，-20℃保存 

 改良微量元素培养基 M9 培养基 

表 S-3 SC 培养液 

储备液 浓度 

硫酸镁 MgSO4·7H2O  25 g/100 mL 灭菌 4°C 保存 

氯化钙 CaCl2·2H2O  1.1 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

硫酸铜 CuSO4·5H2O  0.19 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

氯化锌 ZnCl2  0.131 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

钼酸钠 Na2MoO4·2H2O 0.2 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

氯化铁 FeCl3·6H2O  2.7 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

硼酸 H3BO3  0.05 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

Triton-X100  10 mL/100 mL 灭菌，4°C 保存 

维生素 B1  1.0 g/100 mL 过滤灭菌，4°C 保存 

Bis-Tris（pH=7.25） 20.9 g/100 mL 过滤灭菌，4°C 保存 

30%葡萄糖 30 g/100 mL 灭菌，4°C 保存 

1. 按照上表分别配置11 种母液； 

2. 以配置1 L 改良微量元素培养基培养基为例：首先将15.1 g Na2HPO4·12H2O, 3 g 

KH2PO4, 0.5 g NaCl, 2 g NH4Cl 溶于 600 mL超纯水中，灭菌待用；分别加入母液1-6 各1 

mL 并混匀，然后再加入10 mL 母液8，100 μL 母液9，200 mL 母液10 及 100 mL 母液

11 混匀后即可分装使用。使用时，按照1:1000 的比例加入rare salt solution 及所需浓度的

抗生素。 

其他 

DNA 琼脂糖凝胶电泳缓冲液 50×TAE Buffer： 

1. 称取下列试剂置于 1L 烧杯中； 

Tris 242g 

EDTA 37.2g 

2. 加入约 800ml 去离子水，充分溶解搅拌； 

3. 加入 57.1ml 醋酸，充分搅拌； 

4. 加去离子水定容至 1L，室温保存。 

SDS-PAGE 电泳缓冲液 5×Tris-Glycine Buffer： 

1. 称取下列试剂置于 1L 烧杯中； 

Tris 15.1g 

Glycine 94g 

SDS 5g 

2. 加入约 800ml 去离子水，搅拌溶解； 
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3. 加去离子水定容至 1L，室温保存。 

5×SDS-PAGE Loading Buffer 

1. 将下列试剂置于 10ml 塑料离心管中； 

1 M Tris （pH6.8） 1.25ml 

SDS 0.5g 

BPB 25mg 

甘油 2.5ml 

2. 加去离子水溶解后定容至 5ml，加入 250ul β-巯基乙醇，500μl/管分装，-20℃保存。 

Western blot 转膜缓冲液： 

1. 称取下列试剂置于 1L 烧杯中； 

Glycine  2.9g 

Tris 5.8g 

SDS 0.37g 

2. 向烧杯中加入 600ml 的去离子水，搅拌溶解； 

3. 加去离子水定容至 800ml，加入 200ml 的甲醇，室温保存。 

Western blot 膜清洗液 TBST Buffer 

1. 称取下列试剂置于 1L 烧杯中； 

NaCl 8.8g 

1 M Tris （pH 8.0） 20ml 

2. 向烧杯中加入 800ml 的去离子水，搅拌溶解； 

3. 加入 0.5ml Tween 20 后充分混匀； 

4. 加去离子水定容至 1L，室温保存。 

考马斯亮蓝 R-250 染色液 

1. 称取 1g 考马斯亮蓝 R-250，置于 1L 烧杯中； 

2. 加入 500ml 去离子水，搅拌溶解； 

3. 加入 400ml 乙醇和 100ml 冰醋酸，搅拌均匀； 

4. 用滤纸除去颗粒物后室温保存。 

考马斯亮蓝染色脱色液 

1. 量取下列溶液，置于 1L 烧杯中； 
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去离子水  500ml 

乙醇 400ml 

冰醋酸 100ml 

2. 充分混匀后室温保存。
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附录3 本文涉及的质粒及菌株  

表 S-4 本研究使用的质粒 

Organism Strain Strain 

Name 

Plasmid description Mediu

m 

Resistance Qifx# 

E.coli DH5α  pDR195 LB Amp 9001 

E.coli DH5α  pYES2 LB Amp 9002 

E.coli DH5α  pACT2 LB Amp 9003 

E.coli DH5α  pSH47 LB Amp 9004 

E.coli DH5α  YIP5-KanR LB Amp 9005 

E.coli DH5α  none LB none 9006 

E.coli DH5α  pYES2/NT A LB Amp 9134 

E.coli DH5α FQ101 pMD19T-mpaC LB Amp 9007 

E.coli DH5α FQ102 pYES2-mpaDE LB Amp 9008 

E.coli DH5α FQ103 pYES2/NT A-mpaDE 

NT 

LB Amp 9009 

S. 

cerevisiae 

BJ5464-

NpgA 

FQ104 genome integration of 

NpgA 

YPD none 9010 

S. 

cerevisiae 

INVSc1  none YPD none 9135 

S. 

cerevisiae 

BY4742  none YPD none 9136 

S. 

cerevisiae 

INVSc1 FQ105 pYES2/NT A SC-

Ura 

none 9011 

S. 

cerevisiae 

BJ5464-

NpgA 

FQ106 pYES2-mpaC SC-

Ura 

none 9012 

E.coli DH5α FQ107 pYES2-mpaC LB Amp 9013 

S. 

cerevisiae 

INVSc1 FQ108 pYES2/NT A-mpaDE 

NT 

SC-

Ura 

none 9014 

E.coli DH5α FQ109 pET28b-0338 LB Km 9015 

E.coli DH5α FQ110 pET28b-0698 LB Km 9016 

E.coli DH5α FQ111 pET28b-0814 LB Km 9017 

E.coli DH5α FQ112 pET28b-0898 LB Km 9018 

E.coli DH5α FQ113 pET28b-1749 LB Km 9019 
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E.coli DH5α FQ114 pET28b-2581 LB Km 9020 

E.coli BL21(DE3) FQ115 pET28b-0338 LB Km 9021 

E.coli BL21(DE3) FQ116 pET28b-0698 LB Km 9022 

E.coli BL21(DE3) FQ117 pET28b-0814 LB Km 9023 

E.coli BL21(DE3) FQ118 pET28b-0898 LB Km 9024 

E.coli BL21(DE3) FQ119 pET28b-1749 LB Km 9025 

E.coli BL21(DE3) FQ120 pET28b-2581 LB Km 9026 

S. 

cerevisiae 

BJ5464-

NpgA 

FQ121 pYES2-mpaC SC-

Ura 

none 9027 

E.coli DH5α FQ122 pYES2-mpaC LB Amp 9028 

E.coli DH5α FQ123 pET28b-CYP51 LB Km 9029 

E.coli DH5α FQ124 pET28b-CYP154C1 LB Km 9030 

E.coli DH5α FQ125 pET28b-FDR1 LB Km 9031 

E.coli DH5α FQ126 pET28b-FDR2 LB Km 9032 

E.coli DH5α FQ127 pET28b-Fdx1 LB Km 9033 

E.coli DH5α FQ128 pET28b-Fdx2 LB Km 9034 

E.coli DH5α FQ129 pET28b-Fdx4 LB Km 9035 

E.coli DH5α FQ130 pET28b-Fdx5 LB Km 9036 

E.coli BL21(DE3)  pET28a-FNR LB Km 9037 

E.coli BL21(DE3)  pET28a-Fd LB Km 9038 

E.coli DH5α FQ131 pYES2-mpaA LB Amp 9039 

E.coli DH5α FQ132 pET28b-Fdx3 LB Km 9040 

E.coli DH5α FQ133 pET28b-FDR3 LB Km 9041 

E.coli DH5α FQ134 pET28b-FDR4 LB Km 9042 

E.coli DH5α FQ135 pET28b-CYP102B1 LB Km 9043 

E.coli DH5α FQ136 pET28b-CYP105D5 LB Km 9044 

E.coli DH5α FQ137 pET28b-CYP105N1 LB Km 9045 

E.coli DH5α FQ138 pET28b-CYP107P1 LB Km 9046 

E.coli DH5α FQ139 pET28b-CYP156A1 LB Km 9047 

E.coli DH5α FQ140 pET28b-CYP156B1 LB Km 9048 

E.coli DH5α FQ141 pET28b-CYP157B1 LB Km 9049 

E.coli DH5α FQ142 pET28b-CYP157C1 LB Km 9050 

E.coli DH5α FQ143 pET28b-CYP158A1 LB Km 9051 

E.coli DH5α FQ144 pET28b-CYP159A1 LB Km 9052 

E.coli BL21(DE3)  none LB none 9053 
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E.coli DH5α FQ145 pET28b-Fdx6 LB Km 9054 

E.coli DH5α FQ146 pET28b-CYP107T1 LB Km 9055 

E.coli DH5α FQ147 pET28b-CYP107U1 LB Km 9056 

E.coli DH5α FQ148 pET28b-CYP154A1 LB Km 9057 

E.coli DH5α FQ149 pET28b-CYP155A1 LB Km 9058 

E.coli DH5α FQ150 pET28b-CYP157A1 LB Km 9059 

E.coli DH5α FQ151 pET28b-CYP158A2 LB Km 9060 

E.coli BL21(DE3) FQ152 pET28b-Fdx1 LB Km 9061 

E.coli BL21(DE3) FQ153 pET28b-Fdx2 LB Km 9062 

E.coli BL21(DE3) FQ154 pET28b-Fdx3 LB Km 9063 

E.coli BL21(DE3) FQ155 pET28b-Fdx4 LB Km 9064 

E.coli BL21(DE3) FQ156 pET28b-Fdx5 LB Km 9065 

E.coli BL21(DE3) FQ157 pET28b-Fdx6 LB Km 9066 

E.coli BL21(DE3) FQ158 pET28b-FDR1 LB Km 9067 

E.coli BL21(DE3) FQ159 pET28b-FDR2 LB Km 9068 

E.coli BL21(DE3) FQ160 pET28b-FDR3 LB Km 9069 

E.coli BL21(DE3) FQ161 pET28b-FDR4 LB Km 9070 

E.coli BL21(DE3) FQ162 pET28b-CYP51 LB Km 9071 

E.coli BL21(DE3) FQ163 pET28b-CYP102B1 LB Km 9072 

E.coli BL21(DE3) FQ164 pET28b-CYP105D5 LB Km 9073 

E.coli BL21(DE3) FQ165 pET28b-CYP105N1 LB Km 9074 

E.coli BL21(DE3) FQ166 pET28b-CYP107P1 LB Km 9075 

E.coli BL21(DE3) FQ167 pET28b-CYP107T1 LB Km 9076 

E.coli BL21(DE3) FQ168 pET28b-CYP107U1 LB Km 9077 

E.coli BL21(DE3) FQ169 pET28b-CYP154A1 LB Km 9078 

E.coli BL21(DE3) FQ170 pET28b-CYP154C1 LB Km 9079 

E.coli BL21(DE3) FQ171 pET28b-CYP155A1 LB Km 9080 

E.coli BL21(DE3) FQ172 pET28b-CYP156A1 LB Km 9081 

E.coli BL21(DE3) FQ173 pET28b-CYP156B1 LB Km 9082 

E.coli BL21(DE3) FQ174 pET28b-CYP157A1 LB Km 9083 

E.coli BL21(DE3) FQ175 pET28b-CYP157B1 LB Km 9084 

E.coli BL21(DE3) FQ176 pET28b-CYP157C1 LB Km 9085 

E.coli BL21(DE3) FQ177 pET28b-CYP158A1 LB Km 9086 

E.coli BL21(DE3) FQ178 pET28b-CYP158A2 LB Km 9087 
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E.coli BL21(DE3) FQ179 pET28b-CYP159A1 LB Km 9088 

S. 

cerevisiae 

INVSc1  pYES2-IGA SC-

Ura 

none 9089 

S. 

cerevisiae 

INVSc1  pYES2-IMG1 SC-

Ura 

none 9090 

S. 

cerevisiae 

INVSc1 FQ180 pYES2-NTA-mpaA SC-

Ura 

none 9091 

S. 

cerevisiae 

INVSc1 FQ181 pYES2-NTA-mpaA SC-

Ura 

none 9092 

E.coli RIPL FQ182 pET28b-Fdx1 LB CmSmKm 9093 

E.coli RIPL FQ183 pET28b-Fdx3 LB CmSmKm 9094 

E.coli RIPL FQ184 pET28b-Fdx6 LB CmSmKm 9095 

E.coli RIPL FQ185 pET28b-FDR4 LB CmSmKm 9096 

E.coli RIPL FQ186 pET28b-Fdx2 LB CmSmKm 9097 

E.coli RIPL FQ187 pET28b-CYP51 LB CmSmKm 9098 

E.coli RIPL FQ188 pET28b-CYP155A1 LB CmSmKm 9099 

E.coli RIPL FQ189 pET28b-CYP156A1 LB CmSmKm 9100 

E.coli RIPL FQ190 pET28b-CYP157A1 LB CmSmKm 9101 

E.coli RIPL FQ191 pET28b-CYP157B1 LB CmSmKm 9102 

E.coli RIPL FQ192 pET28b-CYP157C1 LB CmSmKm 9103 

E.coli RIPL FQ193 pET28b-CYP158A1 LB CmSmKm 9104 

E.coli RIPL FQ194 pET28b-CYP158A2 LB CmSmKm 9105 

E.coli RIPL FQ195 pET28b-CYP159A1 LB CmSmKm 9106 

E.coli RIPL FQ196 pET28b-Fdx2 LB CmSmKm 9107 

E.coli RIPL FQ197 pET28b-Fdx2 LB CmSmKm 9108 

E.coli RIPL FQ198 pET28b-Fdx4 LB CmSmKm 9109 

E.coli Top10 F' FQ199 pET28b-Fdx6-co LB Km 9110 

E.coli Top10 F' FQ200 pYES2-mpaA-co-

NThis 

LB Amp 9111 

E.coli BL21(DE3) FQ201 pET28b-Fdx6-co LB Km 9112 

E.coli BL21(DE3) FQ202 pET28b-pikC LB Km 9129 

E.coli BL21(DE3) FQ203 pET30-BM3 LB Km 9130 

E.coli BL21(DE3) FQ204 pET?-BM3-F87A LB Km 9131 

E.coli BL21(DE3) FQ205 pACYC-MycG LB Cm 9132 

E.coli RIPL  none LB CmSmKm 9133 
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E.coli RIPL FQ206 pET28b-FDR1 LB CmSmKm 9113 

E.coli RIPL FQ207 pET28b-FDR2 LB CmSmKm 9114 

E.coli RIPL FQ208 pET28b-FDR3 LB CmSmKm 9115 

E.coli RIPL FQ209 pET28b-CYP102B1 LB CmSmKm 9116 

E.coli RIPL FQ210 pET28b-CYP105D5 LB CmSmKm 9117 

E.coli RIPL FQ211 pET28b-CYP105N1 LB CmSmKm 9118 

E.coli RIPL FQ212 pET28b-CYP107P1 LB CmSmKm 9119 

E.coli RIPL FQ213 pET28b-CYP107T1 LB CmSmKm 9120 

E.coli RIPL FQ214 pET28b-CYP107U1 LB CmSmKm 9121 

E.coli RIPL FQ215 pET28b-CYP154A1  LB CmSmKm 9122 

E.coli RIPL FQ216 pET28b-CYP154C1 LB CmSmKm 9123 

E.coli RIPL FQ217 pET28b-CYP156B1 LB CmSmKm 9124 

E.coli RIPL FQ218 pET28b-Fdx5 LB CmSmKm 9125 

E.coli RIPL FQ219 pET28b-Fdx6-co LB CmSmKm 9126 

E.coli RIPL FQ220 pET28b LB CmSmKm 9127 

E.coli BL21(DE3) FQ221 pET28b LB Km 9128 

Amp：氨苄抗生素；Sp：壮观霉素； Km：卡那霉素； Cm：氯霉素； Sm：链霉素。 

RIPL:CodonPlus RIPL 
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附录4 本文涉及的基因序列  

> mpaC  

ATGAATTTCCACAAAGGGCAACCGAAGGAAGATCTTCGGGTCCTCTTTGGACCACAATGCC

CGGACATCACAGATTCTATCACTCACATACGAGATGCCATATCCAAAGATCCCACAGGTTTG

GGATTTCTCACAAATATTCTCGACGAATTACCCTCCTTATGGCCAACAATCGCCGGTGCCTG

GCCAGCTTTGAAGAATGTCGAAGGCGAGAATCAACTGCTTGCACTCGGCCGCCTTTTTGA

GCATGAGAGTGAAGTCAGGGTAGAAGCTTCAAACCTCATGATGACCCCAATAACTGTTATG

AGACACGTCGTTGATTTCTGGAATCTCCAAGATGTTGCCACACATCCAGCATTCCCTTCATC

TTCATTATCTGAGACAGAAATGCCAAGGATAGTTGATACTCAAGGATTCTGCGTGGGTCTGC

TTGCAGCAATTGCGGTGGCTTGCTCTCGAAACACACAGGAGTTCCAATATGTGGCGTCAAA

CGCCATACGCCTTTCTCTTTGCATTGGAGCGCTAGTGGACTTGGATGAGATTTTGTGTGGC

TCAACCACGTCACTGGCAGTCAGGTGGGAGTCCGTAGAGGACTTCAACCATCTCGAAAAA

ATCCTAAACAACAACACTGAAGGATACACATCATGCTACACAGACGTCAAAAGTGTCACCAT

CACTATCCCCAATGACAGCGCAGAACGAGTGAAGCAGGAGATCCATGATCATGGGCTGCG

TACAAAGCAACTATCCCTCCGAGGGCGATTCCATCATGAGGCACACCGTGAGGGAATCCAA

CACATCATGAAGTTATGCATGAATGATTCTCGTTTCAAGCTTCCTCGCAGTGATGCCTTATTA

ACTCCGCTTCGGTCAAGCCAGGGCGGGGAGATATTCCAACAAGAAGCATTACTACACACTG

TTGCACTGGACTCAATTCTTTGTGCCAAAGCAAACTGGTACGACGTTGTCTCCGCTTTGAT

CAACAGCACAGAAATGACAGTTGATCAATCTCGCCTACTGTCTATTGGACCCGAGGAGTTC

GTTCCACGGTCTGCGAGGAGTAGGTCGGTGGCACGAAGAGAACTTGAGAGCTACGGAAT

GCAAGGATTTGCCAACGAAAGCCCACAGCCCTCCACGGCGTCCTTGTCAAACTCTGTGCA

GACCTTCGACTCTCGTCCGCAGGCGGCTGAGGCGTCGCCCATCGCCATCACCGGCATGG

CATGTCGGTATCCCAACGCAGACACACTCGCTCAGCTGTGGGAGCTACTTGAGTTAGGTC

GGTGCACAGTGAAGTCGCCCCCTGAGAGCCGATTCCATATGTCCGACTTGCAACGCGAGC

CCAAAGGCCCATTCTGGGGTCACTTTCTGGAGCGCCCAGACGTCTTTGACCATCGCTTTTT

CAATATTTCGGCTCGGGAAGCCGAATCCATGGACCCCCAGCAGCGCGTCGCGCTGCAGG

TAGCATACGAAGCCATGGAGTCTGCTGGATACTTAGGATGGCAGCCAAACAGGCTCTCACA

GGATATTGGGTGTTACGTCGGTGTCGGATCTGAAGATTACACAGAGAATGTGGCATCAAGG

AACGCTAATGCGTTCTCGATCACGGGAACCCTGCAGTCGTTCATTGCAGGGCGGATCAGC

CATCACTTCGGCTGGTCAGGCCCCTCAATCAGCTTGGACACAGCGTGCTCATCGGCGGCA

GTAGCTATTCATCTGGCATGCAAAGCTCTGCAAACAAACGATTGCAAGATCGCTTTGGCCG

GTGGTGTGAATGTTTTGACAAACCCCAGAGTGTACCAGAACCTGAGTGCTGCGTCTTTCCT

GTCACCAAGCGGAGCGTGCAAGCCATTTGACGCTTCCGCTGATGGATACTGCCGCGGAGA

GGGCGCCGGGTTATTCGTTCTGCGACCATTGCAGGATGCAATTGACAACGGAGATCCAATT
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CTCGGTGTAATCGCTGGATCAGCTGTCAACCAGGGCTCCAACAATTCACCAATCACAGTCC

CCGATGCGGAAGCCCAACGGTCACTCTACAACAAGGCTATGTCGCTCGCTGGAGTTTCTC

CTGACGAAGTCACCTATGTGGAAGCCCATGGCACTGGCACCCAAGTCGGGGATCCCATTG

AGCTGGACAGCCTTCGAAGAACGTTTGGTGGCCCTCACCGCAGAAACAACCTTCACATCG

GATCGATCAAGGGAAATATCGGGCATACTGAGACATCCTCTGGGGCCGCGGGTCTGCTGA

AGACCATCCTTATGCTCCAACAACAACGCATCCCGAGACAGGCAAACTTCAATCAGTTAAAT

CCCAAGGTCAAGTCTCTCACACCCGACCGGCTAGTGATCGCTTCAGAGTCGACTGAGTGG

GTGTCGACCAAACGAGTTGCCATGGTCAGCAACTACGGAGCATCGGGAAGCAACGCGGC

GCTCATAGTGAAGGAGCACGCACCCATCGGCTCCGAGCAAAATGGAACAGCCCCTGAGTA

TATCCAAAATGTACCAATCTTGGTCTCCGCTCGGTCTGAAGAATCCCTCCGGGCTTACTGC

GGTGCCCTTCGAGCGACTCTTTTGAGCCACCCACCATCTGAAACTCTGGTGCAGAAGTTG

GCATACAACCTCGCGATGAAGCAAAACCGGGACCTTCCACTCAATCTCACATTTTCAACTTC

TTCGGACACAACCTCGCTGGGCGCCCGACTGGAGGCCATTTCCACGGGCGCATCTGCCG

ATCTGATTCAGAAGCGGCCTTCCAATGAGCCCCCAGTTGTTTTGTGTTTCGGTGGTCAGAA

TGGACTTACGGCAACCATTTCGAAGGAAGTTTTCGACGCCTCCGCTCTTCTACGGACCCAC

CTCGAAGATTGCGAGGAAGTGGGCCGCACGCTTGGCCTTCTCAGTCTTTTCCCAACTATCT

TCAGCTCAGCCCCAATCACAAACATCATCCATTTGCATTTCATACTCTTCTCTATTCAGTATG

CTTCTGCAAAGGCATGGCTGGACTCTGGACTTCGTGTCAGTCGCATTGTGGGACACAGCT

TTGGTCAGTTGACTGCGTTGTCTGTGGCGGGCAGCTTGAGCGTTCGCGATGGCATTCACC

TAGTCACTGAGCGTGCTCGCCTCATTGAATCCAGCTGGGGCCCAGAATCTGGGATCATGC

TCGCCGTTGAAGGGACGGAGATTGAGGTCCAACAGCTGCTAGACCAGACGGGTCATATCG

CTGACGTTGCCTGCTACAATGGGCCACGACAGCAAGTACTGGCAGGTACAGTGGAATCTAT

CGAGGCCATTGAGAACGCCGCTGCTAGAACCCCGTCTGCATCAAACTTGCGGTTGACTCG

GCTGCAAAATTCCCATGCTTTCCATTCTCGACTTGTCGATAGCATTGTGCCCGGCATCATGG

AGGTGGCTGGGTCCCTTGTTTACCAGACACCGATCATTCCCATCGAAGCCTGCTCTGCAA

GTGGTGACTGGTCGACCATCACAGCGGCTGAGATTGTGGAGCACAGCCGCATGCCTGTG

TATTTCCGACGTGCTGTTGAGCGAGTAGCTGAAAAGCTACAAGCCCCCGCCGTCTGGCTG

GAAGCAGGATCCGCTTCACCCATCATACCAATGGTACGCCGAGTGCTAGAGAGCTCTTCG

GTTGCGAACACATACCACAAAATTGATTTGGGTGGTTCAAGCGGAGCCCAAAATTTGGCAA

ACGTCACTAGCGCCCTCTGGGCACAGGGTGTACACGTTCAGTTCTGGCCTTTCGATCGGG

CCCAGCATGCAAGCTTCAAATGGATGAACCTTCCACCATATCAGTTTGCCCAAAACAGCCA

CTGGGTTGACTTTGACCCTGCAGCGTTTTCATCTGCTGGACCTTCGTCTGGAAAGCAGTCC

GCAGGACAAGAAGCAGGCCTTCTGTGTCAATTGAGCGAGAGCCCAGATGAGCGTCTCTAT

CATGTTAACATTCAAGATGCCCTCTACAGAGCATGCACCCAGGGTCACGCAGTTCTGAATC
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AGACATTGTGTCCCGCCTCCATGTACATGGAGATGGTTTTGCGGGCAGCAGCCTCCATTTT

CCCCACGGGCAACGCCTCTGAGCCAGCCATGTCACATATCGAGGATCTCACCATCTCCTC

GCCCTTGGTATTGGACCCACAAGGAAAGGTGTTCCTGAGACTCACCCGCGATGGAGCGG

GTCCTACTCGACCATGGCTCTTTTCGATCTTCAGCAGTGAGTCAAATGATCATACATTGGTC

CACGCTGAAGGTACCGTGTGTCTTCACCAGGAGCGGTCCAGGGCTCTGGCGCGCTTCCA

GTCCATGGATCGACTGCTGGACTCGGCACGAAGCAAAACCATTGAAGCGGACCCTGCTTC

AAACGGGTTGAAGGGCTCTACTGTCTATGCTGCTCTTGAATCAGTAACAAACTATGGAGACT

ACTTCCGTGGCGTGAAGCAGGTATTTGCAAACGGTCGGGAAGCCAGTGGACTGGTGTCCA

TGATGCCATCAACCACCGAGACCAACTGCAACCCCATTCTGCTAGACAACTTCCTCCAAGT

TGCTGGAATTCACGTCAACTGCCTTTCTGATCGCCAGTCAAGCGAGGTCTTTGTCTGCAAC

GCTATTGGGGAAACATTTGTTATCAACTCCTTGCTCAAGCAAGAGAATGGTGCTTCCCCCTC

GACATGGAAGGTGTACACCAGCTACGTCCGGCCGTCTAAGACTGAGATCGCGTGCGACAT

CTATGTGATGGACTGCCAAACAGATACACTCTCTGCGGCAATGATGGGTGTTCGATTTACG

AGCGTCTCAATCCGCTCTCTCACTCGCGCGCTGGCCAAGCTGAATAACAATGTTCTAGAGA

CCGCTGAAGCTCAATCAGTTGTCGAGGCCGCGATTCCGGCTGAGCAATCAGTTGTTACAG

CCACCCCTAGTGCACCGGCTGCCGATGGACATGCGGCTAACGATCTTGCCACTGTCCAGG

AAATGCTCTGTGAGCTCTTTGGAGTCAGTGTCGCAGAGGTCTCTCCTTCAGTGTCGCTGGT

AGACATTGGAGTGGACTCTCTCATGAGCACTGAAGTTCTTTCTGAAATCAAGAAGAGGTTC

CAAGTCGATATGTCGTATACCACTTTGGTGGACATCCCCAACATTCAAGGTCTGGTGGAAC

ATATCTTCCCCGGGCATTCTCACGCTGCCCCCTCACGGCCTGTTGTTGAAAAAGCGCCAGT

ACAGTCGGTGGCACCACAAGCTGTATCCCATGTACCGACACCGGCTAGCAATGGACCACC

ACTAGTCTCAGTGGCCCGCCAGTGTTTTGACACAACGCACGCAGCAGTATCTCACACCTCC

GATGCTCACTGGGCTGGCTTCTTCCACACCACTTACCCAAAGCAAATGTCACTTCTCACTG

CTTACATTCTCGAGGCATTCCGAGCCTTGGGCTCTTCGCTGGAGGCGAGTGAGCCAAACG

AAGTGCTCACCCCAATCGCAGTGCTTCCCCGTCACGAGCAGCTGAGAAAGCATCTTTACAA

AATCTTGGATTCTGTCGGCTTGGTCCGCCAGATGTCCACTGGGGAGCTTGTGCGCACGAC

AACACCCATCCCGTTGTCGCGGTCGCATGACCTGCACACGCAGATAAGGGCGGAATATCC

TCCGTATGCCCTGGAGCATGATCTTCTTCAAATCACAGCCCCTCGGCTCGCTGACTGTCTC

ACCGGAAAAGCGGACGGAGTATCTCTGATTTTCCAGGATGCGAACACTCGGCGCTTGGTA

GGCGATGTGTACGCACAATCTCCAGTTTTCAAATCGGGTAACCTTTATCTTGCGCGTTACCT

TTTGGATGTTGTTCAATCATTTGGAAGCAGCCGGACTATCAAGATTCTTGAGATTGGTGCCG

GCACAGGAGGTACCACCAAGAATCTCCTCGAGAAATTGTCCACAATTCCTGGACTGTCGAC

GCGTCTGGAGTACACATTCACAGACATCTCGCCATCACTTGTTGCAGCTGGACGGAAGAC

CTTCTCTAACTACAACTTCATGCGATATGAAACTCTGAATGTTGAAAATGACCCCCCCTCAG

CTTTGAGTGGTCAATACGATATCGTGCTTTCGACAAATTGTGTCCATGCTACCCGCAACCTC
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CAGGAATCTTGCACGAACATTCGCAAGCTTCTGAGACCTGACGGAATTTTGTGTCTTGTCG

AGCTGACTCGTGACATCTTCTGGTTGGATCTTGTCTTTGGTCTCCTGGAAGGCTGGTGGC

GATTCGAAGACGGACGTGAACACGCGCTGGCTACTGAGATGATGTGGGATCAGACTCTTC

GTCAATCTGGATTTGAGTGGGTTGACTGGACAAACAATGAGACCGTAGAGTCAAATGCTCT

GCGTGTCATTGTCGCTTCGCCGACTGGAAACTCATCCGCCGCGACAATGTCTCCATCGAA

ACCCATAAAGATGGAAACTGTGGTTTGGGGTGAGCGAGACAATTTGCAGCTCCGTGCAGA

CATCTACTATCCCGAGACCGTGGACACTACTCGGAAGCAGCGACCGATTGCCCTGATGATC

CACGGAGGTGGCCACGTCATGCTATCTCGCAAGGACATCCGTCCAGCCCAGACTCAGACC

CTTCTGGATGCCGGTTTCCTGCCTGTTAGCATCGACTACCGCTTGTGCCCAGAAGTTTCAC

TAGCAGAAGGCCCAATGGCCGATGCCCGCGACGCTCTGTCCTGGGTTCGCCGCGTCCTC

CCGAACATTCCCTTGCTGCGCGCAGATATTCGACCCGACGGGAACCAGGTTGTTGCTATC

GGATGGTCTACTGGTGGTCATCTCGCCATGACACTACCTTTCACGGCCCCAGCTGCTGGTA

TTCCAGCTCCAGACGCTGTCTTGGCATTCTACTGCCCGACCAATTACGAGGATCCATTCTG

GTCGAACCCAAACTTCCCCTTCGGACAGACAGTCGCATCAAACGAGATGGAGTACGATGTT

TGGGAAGGATTGCAGAGCATGCCGATAGCCGGCTACAACCCTGCACTCAAGGAACGCCCT

CTCGGAGGCTGGATGTCAACGAGAGATCCGCGCAGTCGGATCGCACTGCACATGAACTG

GACTGGACAAACCTTGCCTGTTCTGTTAAAGGCATGCACAATCAAGGGTAACACCGAGAAA

TGCAGCCCCGATGACCTATCTCGTCCGACAGAGGAGGACATTCAGGCAGTCAGTCCCAAT

TATCAGATCCGCGTCGGTCGCTACAACACGCCGACATTTTTGATTCATGGAACAAGTGATG

ACCTTGTTCCTTGTGCTCAGACGGAGTCCACGCATGGTGCATTGACGGCCAGCGGAGTCG

AGGCGGAGCTTAGAGTGGTGCAGGAAGCTGCACACCTTTTCGACCTTTACCCAGCCTCAC

ACGCTGGCCAGGAAGCAAAGGCCGCAGTGGCAGAAGGATATGAGTTCTTGAGAACACATG

TCCAGCTTTAG 

> mpaDE 

ATGGAGTCTTTGTCGCTAACATGGATCACGGCTATTGCCGTGGTACTATATCTCGTCCAACG

CTATGTCAGGTCATATTGGCGGCTCAAGGATATACCAGGTCCGGTGTTGGCAAAACTCACG

GATCTCCAACGTGTGTGGTGGGTGAAGACTGGCCGAGCACATGAGTTTCATCGTGACATG

CATGCCATGTATGGCCCTATCGTTCGATTTGGACCAAACATGGTTTCAGTCTCTGATCCTCG

TGTTATACCAACCATCTACCCGAGTAGACCTGGATTCCCGAAGGGTGACTTTTATCGCACGC

AAAAACCATATACCCGGAATAAGGGCGCAATGCCCGCGGTCTTTAACACTCAAGACGAGGA

TCTGCACAAGCAACTTCGAAGCCCGATCGCCTCGTTGTATTCCATGACAAATGTGGTGAGA

CTCGAGCCACTGGTCGATGAAACTCTTACAGTACTATCGAAACAACTCGATGAGCGCTTCG

TGGGTACGAATGATAAGCCGTTCGATCTCGGGGATTGGTTGCAATATTTCGCCTTCGACTC

CATGGGCACATTGACCTTCTCCCGAAGATACGGCTTTTTGGAGCAAGGTCGTGATATGCAT
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GGAATCTTGCAGGAGATTTGGAATTTCATGACCCGAGTCGCTGTGATGGGACAAATTCCGT

GGTTTGATGAGATCTGGAACAAGAATTCATTCATTACTTTATTCAAGCGACCTACCGGGTTT

GGTGTGTTGAAGGTTGTCGATAACTTTATATCTCAACGAGTGTCCAGTCGTGAGAATGACGA

GAAAGCAGACGAAAAGGACATGCTTTCTCAATTCTTGAATATCCAAGCATCAAATCCTCATT

CTATCATGCCTTGGGCACCAAGGGCGTGGACCTTCTCTAACGTCATGGCTGGCTCAGACT

CTACTGCGAATGTCATGCGTACCATGATGTATAACCTTCTCGTTGACCGAGATACGTTGAAA

AGTCTGCGAGCCGAGCTTTTGGAAGCGGAGAGCTCAAATGGCCTGTCTCGATCCTTGCCT

TCTTGGGATGGAGTGAGAAGCCTGCCTTATCTTGATGCATGCGTTCTTGAAGCTTTGCGTC

TGCATCCCCCATTCTGTCTGCCCTTTGAACGAGTCGTCCCTGAAGGCGGTATCACAGTCTG

TGAGACATATCTTCCAGCGGGAACAGTTGTTGGAATTAGTCCCTACTTGGCCAACCGCGAT

AAACAAACATTTGGTGACGATGCAGATAAATGGCGACCTAGCAGATGGTTAGATTTGAGCC

GCGAAGATCGGGTCAAGCTTGAGAACAGTATTCTCACATTTGGCGCGGGACGTCGGACTT

GTTTAGGAAAGAACATCGCCATTCTTGAGATCAAGAAGCTCTTTCCGATGTTGCTTTTGAAT

TATGAAATCGAAATTGTGAACCCTGAAAATTACCAGACCACAAATGCCTGGTTTTTCAGACA

GTGGGGCTTGCACGCAGTGATTCGCAAACTGCCAGCACCAGAACGAGATGATACCATTGA

GCAGAAAGCTTCCATCCCGCCTGCTTTGAATATTCCTCCTTCATCTTCGACAGTCGATGTGC

GAATTATTGACTCGGGAACACTACTTGATCTGAGACCTGATTTATTCTGGACACCTGATCTC

CCAGGGCTTCTGAAGGTCACAGCTCCAACTTACTGCTTTTTGATCTCAAATGGCAGTCGGC

ATGTTTTGTTTGACCTAGCCGTTCGACAAGACTGGGAAAACCTCCCACCATCCATCGTGGC

CATGATCAAATCGCAAACGGTCATCCAAGAGCCACGCAACATCTCAGATGTTCTTGACTCA

GACGAATCCTCCCTGGGGATCCGAAGCAAAGATATTGAAGCGATCATCTGGTCGCATGCC

CATTTTGACCACATTGGTGACCCATCAACTTTTCCCCCATCTACCGAGCTAGTCGTCGGAC

CTGGCATCCGAGACACCCACTGGCCCGGGTTCCCAACCAACCCAGACGCAATAAACCTCA

ACACCGACATCCAAGGTCGCAATGTGCGTGAGATCTCCTTTGAAAAGACACAGAAGGGAG

CCACCAAGATCGGTTCCTTTGACGCCATGGACTATTTTGGCGATGGGTCCTTTTATCTTCTA

GATGCTGCGGGTCATTCCGTGGGCCATATCGGTGCTCTTGCTCGCGTGACTACCTCTCCA

GACTCGTTTGTCTTCATGGGTGGTGACTCATGTCACCATGCCGGAGTGCTTCGACCCACAA

AATATCTTCCTTGTCCACTCGACTCTGGTGACACTTCACTTCCATGCAAATCCGACTCTGTT

TTCACGTTATCGCCTGCACTGCCAACTGATTACACTGCTGCTTTGAGGACAGTCGAGAATAT

TAAGGAGCTCGATGCCTGTGAGGATGTATTCGTCGTCCTTGCTCATGATGCTACCTTGAAA

GGGAAAGTCGACTTTTACCCTTCGAAAATCAATGATTGGAAGGCGAAAGAGTACGGCAAGA

AGACAAAATGGCTTTTTTACAAGGACATTGAGAATGCCATAGAAGGACAGAAGTAAA 

> mpaA 

ATGACCAACGCAGTGGAGGACTCTGGTCCTAGGGACCTGCTGTTCCTACTGATCAGCACC

TCGCGGTTCAATCGATACATGCCTTATTACACGATGATGGCTGCTGTATGGGCCACTTTCAT
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CGCCGGCGCTCTCAAATTACAACAGGATCCCGAAAGCCTTTCGATCGAGTTCATTTTGTAC

AAGGCCGGTCTCTGTTTCGTCCACTGTCTGCTGCTTTGCGGTGCTGGAAACACATGGAAC

GATCTTGTGGATCGCGATATTGACGCCAGAGTGGCACGCACAAAGATGCGGCCTTTGGCA

TCTGGAAAGGTCACTCTCACTGAGGCACTTCTTTGGATGACCGGTCAATATTTCCTGTCTGT

CAAAATGCTGGATCTCATTTTGGATGGACGAAACATCTGGACCCTCATGCTGCCATTGACC

GCCAGCATCATGCTTTACCCCTACCTGAAGCGACCCATCTTCAGCAAGGTCTTCGTTTACC

CCCAATATATCCTGGGTCTTGCTATTGGTTACCCCGCCATCACGGGGTGGGCTTCGATCAC

CGGCAGCGAGGAGCCCCTTGGTGACATCATCAAGCATTGCATCCCAATCTGTCTTCTTGTC

TTCTTCTGGTGTGTGTACTTCAACACCGCATACAGCCACCAAGATAGCGTCGATGACCGCA

AGATGAACATAAATTCTGCCTACGTCATTGCCGGTCAGCGCATTCGACTGTTCCTTGCCTTT

TTGAGTGTTCTGCCACTTCTGACCATCCCATACATCATCTCTACGATCAACTCGCCGTGGTT

GTGGGTCTCCTGGATGGCTACCTGGACTGTTTCCATTGTTATGCAGATTGCTCAGTTCGATT

CGCAGAAGCTTGAAAGTGGTGGTCGTATCCATTGGGACAACTTCCTGCTGGGATTGTGGA

CGATCGTTGCTTGCATGGTTGAAGTCGGATTGCAGAAGGTGGAATTCTGGAAGAATGTTGA

GGGGTACATTAAGCTTTGA 

> mpaA-codon optimization for yeast 

ATGACAAATGCTGTCGAGGACTCTGGTCCAAGAGATTTGTTGTTTTTATTGATTTCTACTTCT

AGATTTAATAGATATATGCCATACTACACTATGATGGCTGCTGTTTGGGCTACTTTCATTGCTG

GAGCTTTGAAGTTGCAACAGGACCCAGAGTCTTTGTCTATTGAATTTATTTTATATAAGGCTG

GTTTGTGTTTCGTCCACTGTTTGTTGTTGTGCGGTGCTGGTAACACTTGGAACGACTTGGT

TGATAGAGATATTGATGCTAGAGTCGCTAGGACAAAGATGAGGCCATTGGCTTCTGGTAAG

GTCACTTTGACAGAGGCTTTGTTGTGGATGACAGGTCAATACTTCTTATCAGTTAAAATGTTA

GATTTAATTTTAGACGGTAGAAATATTTGGACATTGATGTTGCCATTGACTGCTTCTATTATGT

TATATCCATATTTGAAAAGACCAATTTTCTCTAAAGTTTTTGTTTATCCACAGTACATTTTGGGT

TTGGCTATTGGTTACCCAGCTATTACTGGTTGGGCTTCTATTACAGGTTCAGAAGAACCATT

GGGTGATATTATTAAACATGATTGTATTCCAATTTGTTTGTTAGTTTTCTTTTGGTGTGTTTACT

TTAATACTGCTTACTCTCATCAAGATTCTGTTGATGATAGAAAGATGAACATTAATTCTGCTTA

CGTTATAGCAGGTCAAAGAATTAGATTGTTTTTGGCTTTTTTGTCTGTCTTGCCATTGTTGAC

TATTCCATACATTATTTCTACAATTAACTCACCTTGGTTGTGGGTCTCATGGATGGCTACTTG

GACTGTTTCAATTGTTATGCAAATAGCTCAATTTGATTCTCAAAAATTGGAATCTGGTGGTAG

AATTCACTGGGATAACTTTTTGTTGGGTTTGTGGACAATTGTCGCTTGCATGGTCGAAGTCG

GTTTGCAAAAAGTTGAATTTTGGAAGAATGTTGAAGGTTATATTAAATTGTAA 

> Synpcc7942_0338 

ATGGCTACCTATCAAGTCGAAGTCATCTATCAGGGTCAGTCCCAAACCTTCACGGCTGACT
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CAGATCAAAGTGTTTTGGACTCAGCGCAAGCTGCGGGCGTTGATCTGCCGGCCTCTTGCT

TAACTGGAGTCTGTACAACCTGTGCCGCGCGGATTCTCAGCGGTGAAGTGGATCAGCCAG

ATGCCATGGGGGTAGGGCCCGAGCCTGCTAAGCAGGGCTACACCTTACTCTGTGTGGCCT

ATCCGCGATCGGACCTGAAGATCGAGACTCATAAGGAAGACGAACTCTACGCCCTGCAATT

TGGTCAGCCCGGCTGA 

> Synpcc7942_0698 

ATGCCGAGCATTCGCTTTATCCGTGAAGACAAAGAGGTCTTTGCCGCTGATGGGGCCAAC

CTCCGCTTCAAAGCTGTAGAGAACCAAGTGGACCTCTACACCTTCGGCGGCAAGATGATG

AACTGCGGCGGCTACGGCCAATGCGGGACTTGCATCGTCGAAATTGTTCAGGGCGCTGA

GAATCTCTCGCCCCGTACGTCTTTTGAGGAGCGCAAGCTCAAGCGCAAGCCTGATTCCTAC

CGTCTTGCCTGCCAAGCGACCGTCAATGGACCCGTGACGGTGTTGACCAAACCCAACCCG

AAAGAGGCCCAACGCGAGACTCTGATCGCTCAGGATTTAGCTCGGCCAATTCCGGTAACA

GCGCCGCCTGCACTGCCACAAACTGAGACTGAAGTGGCCGGCGATCCACCGTCGATCGC

AACAGCTGAGACCTAA 

> Synpcc7942_0814 

GTGGCGCACACCATTGTTACGAATACCTGCGAAGGGGTCGCTGACTGTGTCGATGCCTGC

CCGGTTGCTTGCATCCAAGAAGGGCCGGGACGCAACCAAAAGGGAACGACTTGGTACTG

GATTGACTTCAGCACCTGCATCGACTGCGGTATTTGCCTGCAAGTCTGTCCGGTCGAAGGT

GCCATTCTGCCCGAAGAACGTCCCGAGTTGCAGCAAACGCCCTAA 

> Synpcc7942_0898 

ATGACCCTCGCTGAAACCCTGTCGGTGCGGGTGCGGAGTCTCGGCCTCGATCAGATCGAT

CGCCACTTATTTCTCTGCGCCGACCAAACTAAACCGCTTTGTTGCGATCGCGATCGCAGTC

TCGAAAGCTGGGAGTATCTGAAGCGCCGGCTGCGGGAGTTGGATCTCGATCGCCCCGAC

ACTGGCAAGCCTCTGGTGTTTCGAACTAAGGCCAACTGTCTGCGCGTCTGTCAAGAAGGG

CCGATTCTCTTGGTCTATCCCGAGGGCATTTGGTACGGTCGCGTCACCCCCGAAGCGATT

GAGCGGATTTTGCAGGAACATTTGCTAGGTGGTCAACCCGTGCAAGAGTTGATTTTGCATC

AACATGCGTTGCCAGCAGTCGATCCGCTATAG 

> Synpcc7942_0978 

ATGTTGAATGCGAGTGTGGCTGGCGGAGCAGCTACCACCACCTATGGCAACCGGCTCTTT

ATCTATGAAGTGATCGGTCTGCGCCAAGCCGAGGGCGAACCGTCCGACAGCTCAATCCGC

CGTAGTGGCAGCACCTTCTTCAAGGTGCCTTACAGCCGGATGAATCAAGAAATGCAACGGA

TTTTGCGCCTTGGCGGCAAAATCGTTAGCATCCGGCCTGCGGAGGAAGCAGCCGCGAATA

ATGGTGCGGCTCCTCTACAGGCAGCAGCTGAAGAACCTGCTGCAGCACCAACCCCCGCT

CCGGCTGCCAAAAAACATTCAGCCGAAGACGTGCCTGTCAATATCTACCGGCCTAACAAGC

CTTTCGTAGGCAAGGTGCTCTCGAACGAGCCCTTGGTTCAAGAAGGCGGGATTGGTGTTG
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TGCAGCACCTCACCTTCGATATTTCGGAAGGCGATCTGCGCTACATCGAAGGTCAAAGTAT

CGGGATTATCCCGGATGGCACCGATGACAAAGGCAAGCCGCACAAGCTCCGTCTTTACTC

GATCGCATCCACTCGCCACGGCGACCACGTGGATGACAAAACCGTCTCGCTGTGCGTGC

GCCAGCTGCAGTACCAGAACGAAGCCGGCGAAACGATTAATGGCGTCTGCTCGACTTTCC

TCTGTGGTCTGAAGCCAGGCGATGACGTCAAGATCACCGGTCCTGTGGGCAAAGAAATGC

TCCTACCGGCGGACACAGACGCCAACGTGATCATGATGGGTACTGGCACCGGGATTGCTC

CGTTCCGAGCCTACCTATGGCGGATGTTTAAAGACAACGAGCGAGCCATCAACAGCGAGTA

TCAATTCAACGGCAAGGCTTGGTTGATCTTCGGGATTCCGACGACCGCCAACATCCTCTAC

AAAGAGGAGCTGGAAGCGCTGCAGGCTCAGTATCCAGATAACTTCCGCCTGACCTACGCG

ATCAGCCGCGAGCAGAAAAATGAAGCGGGCGGCCGGATGTACATCCAAGACCGCGTCGC

TGAACATGCTGACGAGATCTGGAACCTACTCAAGGACGAAAAAACCCACGTCTATATCTGT

GGTTTGCGTGGCATGGAAGATGGGATCGATCAAGCCATGACCGTCGCAGCTGCCAAGGAA

GATGTGGTTTGGTCTGACTACCAACGCACCCTCAAGAAAGCGGGTCGTTGGCATGTTGAA

ACCTACTAG 

> Synpcc7942_1499 

ATGGCAACCTACAAGGTTACGCTCGTCAATGCTGCCGAAGGCTTGAACACCACGATCGAC

GTGGCTGACGATACCTACATCTTGGACGCCGCTGAAGAGCAAGGCATTGACCTGCCTTACT

CCTGCCGTGCTGGTGCTTGCTCGACCTGTGCTGGCAAAGTCGTCTCTGGTACCGTCGACC

AATCGGATCAATCCTTCTTGGATGACGACCAAATTGCAGCAGGCTTTGTCCTGACCTGCGT

CGCCTATCCGACCTCCGATGTGACGATCGAAACCCACAAAGAAGAAGACCTCTACTAA 

> Synpcc7942_1749 

ATGACGACGCCGGACCGTAGCGGGCTAGAACCAGAACTCGGAGGCAGTCTCCGTCATGG

TCAAGCCCGCAGCGGCCTAGAGCCAGAGCTTGGGGGTGAGCTGCGTCAGAAATTAGTCT

GGGTAGACGAAGTGACCTGCATCGGCTGCCGCTACTGTTCCCACGTTGCCACCAATACCT

TCTACATCGAGCCGGACTACGGGCGATCGCGAGTGGTTCGGCAGAATGGTGACCCTGAAG

AGCTCGTTCAAGAGGCGATTGATACCTGTCCCGTGGATTGCATCCACTGGGTCAATCCCAG

CGAACTCCGTCAACTAGAAGCTGAACGTCGCAATCAAGTCATCATGCCGCTGGGCTTTCCC

CAAGAGCGCTCGAAACAACGGCGACGAACTTAA 

> Synpcc7942_2581 

ATGAGCGACACTTACACCGTCCGCATTCGCGATCGCCGTACCGATGAGGAGTTTACGGTG

CAGGTTCCGCCCGATCGCTACATCCTGCAAACCGCCGAAGAGCAAGGTTATGAGTTACCG

TTCTCCTGCCGCAATGGGGCTTGCACAGCCTGTGCAGTGCGCGTTCTCGGCGGCGCGAT

CGAGCAAACCGAGGCCATGGGACTCTCAGCTCCGCTACGCCAGCGCGGTTATGCCCTGC

TCTGCGTTAGCTATCCGCGATCGGATGTGATTGTGGAGACCCAAGACGAAGACGAAGTCTA
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CATGCTGCAGTTTGGTCGCTATTTTGGCCAAGGAAAAGTCAGCTTTGGCCTGCCCTTGGAC

GAGGAATAA 

>CYP51 

ATGACCGTCGAGTCCGTCAACCCCGAAACCCGCGCACCCGCGGCACCGGGAGCACCGG

AGCTGCGCGAGCCGCCCGTCGCGGGCGGTGGCGTTCCGCTGCTCGGCCACGGCTGGC

GGCTGGCCCGCGACCCGCTGGCCTTCATGTCCCAGCTGCGCGACCACGGCGACGTCGT

GCGCATCAAGCTCGGCCCGAAGACCGTCTACGCCGTCACGAACCCCGAGCTGACCGGCG

CCCTCGCCCTGAACCCCGACTACCACATCGCCGGTCCGCTGTGGGAGTCGCTGGAGGGC

CTGCTCGGCAAGGAGGGCGTGGCGACCGCCAACGGCCCGCTCCACCGCCGCCAGCGGC

GCACCATCCAGCCGGCGTTCCGGCTCGACGCCATCCCCGCCTACGGGCCGATCATGGAG

GAGGAGGCGCACGCGCTCACCGAGCGCTGGCAGCCGGGGAAGACCGTCGACGCCACCT

CGGAGTCCTTCCGGGTCGCCGTGCGCGTCGCGGCCCGCTGCCTGCTGCGCGGGCAGTA

CATGGACGAGCGGGCCGAGCGGCTCTGCGTCGCGCTCGCCACCGTCTTCCGGGGCATG

TACCGGCGGATGGTGGTCCCGCTCGGGCCGCTGTACCGGCTGCCGCTTCCGGCCAACCG

CCGATTCAACGACGCGTTGGCCGATCTGCACCTGCTGGTCGACGAGATCATCGCCGAGC

GCCGTGCATCCGGTCAAAAGCCGGACGATTTGCTCACGGCATTGCTGGAGGCGAAGGAC

GACAATGGCGACCCGATCGGGGAACAGGAGATCCACGACCAGGTGGTCGCGATACTCAC

CCCGGGCAGTGAAACCATCGCGTCCACGATCATGTGGTTGCTCCAGGCACTTGCCGACCA

TCCGGAACATGCCGACCGCATACGCGACGAAGTCGAAGCGGTCACCGGCGGACGTCCCG

TGGCATTCGAGGACGTCCGGAAGCTCAGGCACACCGGCAATGTCATCGTGGAGGCCATG

CGTTTGCGTCCCGCCGTATGGGTATTGACCCGGCGCGCGGTGGCCGAGAGCGAACTCGG

TGGCTATCGCATTCCGGCCGGTGCGGACATCATCTACAGTCCGTACGCAATCCAACGCGAT

CCGAAGTCGTACGACGACAACCTGGAGTTCGATCCCGACCGGTGGCTACCGGAACGCGC

GGCGAATGTGCCGAAATACGCCATGAAGCCGTTCAGCGCGGGCAAGCGGAAGTGCCCCA

GTGACCACTTTTCGATGGCCCAGCTCACGCTGATCACGGCCGCGCTCGCCACGAAGTACC

GCTTCGAACAGGTGGCGGGCTCGAACGACGCGGTCCGGGTCGGCATCACGCTGCGTCC

GCACGACCTGCTGGTCAGGCCCGTGGCGCGGTGA 

>CYP102B1 

ATGGCCCAGACAGCGAGGGAACCGGCCCGGGACGGACTGCCGAAGGGCTTCCGCAGCG

CCGAGCTGGGCTGGCCCGAACTGCACCGCATCCCGCACCCCCCGTACCGGCTGCCCCTG

CTCGGAGACGTCGTGGGAGCGAGCAGGCGCACCCCGATGCAGGACTCGCTGCGGTACG

CGCGACGACTGGGGCCGATATTCCGGCGGCGGGCCTTCGGCAAGGAGTTCGTGTTCGTG

TGGGGTGCCGCCCTCGCCGCCGACCTGGCGGACGAGGCGCGGTTCGCCAAGCACGTGG

GCCTGGGGGTGGCCAACCTGCGTCCGGTGGCCGGGGACGGGCTGTTCACGGCGTACAA

CCACGAGCCCAACTGGCAGCTCGCGCACGACGTGCTGGCGCCCGGCTTCAGCCGCGAG
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GCCATGGCGGGGTACCACGTGATGATGCTGGACGTGGCCGCGCGGCTCACCGGCCACT

GGGACCTGGCCGAGGCGTCGGGCCGGGCGGTGGACGTGCCGGGCGACATGACCAAGC

TGACGCTGGAGACCATCGCGCGCACCGGTTTCGGCCACGACTTCGGCTCCTTCGAACGC

TCCCGCCTCCACCCCTTCGTCACCGCGATGGTGGGCACGCTCGGCTACGCGCAGCGCCT

CAACACCGTGCCCGCGCCGCTCGCCCCCTGGCTGCTGCGTGACGCGAGCCGCCGCAAC

GCCGCCGACATCGCCCACCTCAACCGCACGGTCGACGACCTCGTCCGTGAACGCCGGGC

GAACGGCGGCACGGGCGGCGGAACCGGCAGCGGCAGCGGCAGCGGCGACCTGCTCGA

CCGGATGCTGGAGACGGCCCATCCCAGGACCGGTGAGCGGCTGTCGCCCCAGAACGTC

CGCCGGCAGGTCATCACCTTCCTGGTCGCCGGTCACGAGACCACCTCGGGCGCGCTCTC

CTTCGCCCTGCACTACCTCGCCCAGCACCCCGACGTCGCGGCCCGGGCCCGCGCCGAG

GTGGACCGGGTGTGGGGCGACACCGAGGCACCCGGCTACGAGCAGGTGGCCAAACTGC

GCTACGTGCGCCGGGTGCTTGACGAGTCGCTGCGGCTGTGGCCGACCGCGCCGGGATT

CGCGCGCGAGGCCCGCGAGGACACGGTGCTCGGCGGTACGCATCCGATGCGCCGCGGG

GCCTGGGCGCTGGTGCTCACGGGCATGCTGCACCGCGATCCCGAGGTGTGGGGCGCGG

ACGCCGAGCGGTTCGACCCGGACCGCTTCGACGCGAAGGCCGTGCGGTCGCGCGCCCC

GCACACGTTCAAGCCGTTCGGGACCGGGGCGCGGGCGTGCATCGGGCGGCAGTTCGCG

CTGCACGAGGCCACGCTGGTCCTCGGGCTGCTGCTGCGCCGCTACGAGCTGCGGCCGG

AGCCCGGCTACCGGCTGCGGGTGACCGAGCGGCTGACGCTGATGCCGGAGGGGCTGCG

CCTGCACCTGGTCCGGCGGACCGCGGCCGCGCCGGCGCCCGGTCGCCGCACGGCCGC

CCCGGGGGCGGCCGACGATGCCGGGGACACCGTCTCAGCGCCCGGCTGTCCAGTGCAC

CGGGCGGGTGACTGA 

>CYP105D5 

ATGACGGACACCGACACGACGACGAACACCGACACGACGACGAACACCCATCCGGCAGC

CCCCGTCGCCTTCCCGCAGGACCGGACCTGTCCCTACCACCCGCCCGCCGCCTACGACC

CGCTGCGCGCCGCGCGTCCACTGGCCCGCATCACGCTCTTCGACGGCCGCCCGGCCTG

GCTGGTGACCGGGCACGCCGCCGCGCGCCGACTGCTGGCCGACCAGCGCCTGTCGACC

GACCGCACCCGCGACGGCTTCCCCGCCACGTCGGCGCGGCTGGCCGCCGTCCGCGAGC

GCAGGACCGCCCTGCTCGGCGTGGACGACCCCGAGCACCGCGCCCAGCGCAGGATGGT

GCTCCCGGAGTTCACCCTGAAACGCGCCGGCGCACTGCGCCCGAGCATCCGGCGGATC

GTCGGCGAACGGCTCGACGCGATGATCGCGCAGGGCCCGCCCGCCGACCTGGTGACGG

CCTTCGCGCTGCCCGTGCCCTCGATGGTGATCTGCGCGCTGCTCGGCGTCCCCTACGCC

GACCACGAGTTCTTCGAGGAACAGTCCCGCCGGCTGCTGCGCGGCCCCCTGCCCGCCG

ACACCAGGGACGCCCGCGACCGACTGGAGGCGTACCTGGGGGAGTTGATCGACCGCAA

GCGGCGGGCGCCCGGCGAGGGCCTGCTGGACGACCTGGTCCGGCGACAGGCGAGCGA
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GGGCGCGACCGACCGCGAACAACTGATCGCCTTCGCGGTGATCCTGCTGGTCGCGGGAC

ACGAGACCACCGCCAACATGATCTCGCTGGGCACCTACACCCTCCTGACCAACCCCGGGC

GGCTGGCCGAACTGCGTGCGGACCCCGCGCTGCTGCCCGGCGCCGTGGAGGAGCTGAT

GCGCGTCCTGTCGATCGCCGACGGGCTGCTGCGGATGGCCACCGAGGACATCGACGTG

GACGGGCAGACCATCCGGGCCGGCGACGGGGTCGTCTTCTCCACCTCCGTCATCAACCG

CGACGAGAGCGTCTACCCCGAACCGGACGCCCTCGACTGGCACCGCCCCGCCCGCCAC

CACGTCGCCTTCGGGTTCGGCATCCACCAGTGCCTCGGTCAGAACCTGGCCCGTGCCGA

ACTGGAGATCGCCCTGGAGAGCCTCTTCGACCGGCTGCCCACGCTGCGCCTGGCCGCTC

CGGCGGACGAGATCCCCTTCAAACCCGGCGACACGATCCAGGGGATGCTGGAACTCCCC

GTGGCCTGGTAG 

>CYP105N1 

ATGACACCCCCCGAATCCCCGACGGCCTCCCACACCCCCGGCGCCACCCCGCCCCGCG

ACTTCCCGATCCAGCGCGGCTGCCCCTTCGCCGCGCCCGCGGAGTACGCCGCGCTGCG

CACCGACGACCCGGTCGCCCGCGTCACCCTGCCGACCCGGCGGGAAGCCTGGGTGGTG

ACCCGCTACGACGACGTACGGGAACTGCTCTCCGACCCGCGCGTGAGCGCCGACATCCG

CCGCCCGGGCTTCCCCGCCCTCGGAGAGGGCGAGCAGGAGGCCGGGGCCAGGTTCCG

TCCCTTCATCCGCACCGACGCCCCCGAGCACACCCGCTACCGGCGCATGCTCCTGCCGG

CGTTCACCGTGCGCCGGGTCCGCGCGATGCGGCCCGCCGTACAGGCACGGGTGGACGA

GATCCTGGACGGCATGCTGGCCGCCGGCGGCCCGGTGGACCTCGTGAGCGCGTACGCC

AACGCCGTCTCCACGTCGGTGATCTGCGAACTGCTCGGCATCCCGCGGCACGACCTGGA

GTTCTTCCGGGACGTCACCCGGATCTCCGGCTCCCGCAACAGCACCGCCGAGCAGGTCT

CCGAGGCCCTCGGCGGCCTGTTCGGCCTGCTCGGCGGGCTGGTCGCCGAGCGCCGGG

AGGAACCCCGCGACGACCTGATCTCGAAGCTCGTCACCGACCACCTGGTCCCCGGCAAC

GTGACGACGGAGCAGCTGCTGTCCACCCTCGGCATCACCATCAACGCCGGCCGCGAGAC

CACCACCAGCATGATCGCCCTGAGTACCCTGCTCCTCCTGGACCGTCCGGAGCTGCCGG

CGGAACTGCGCAAGGACCCCGACCTGATGCCCGCGGCCGTCGACGAACTCCTGCGCGT

GCTGTCCGTCGCCGACTCGATTCCGCTGCGCGTCGCCGCCGAGGACATCGAGCTGTCCG

GCCGCACCGTCCCCGCCGACGACGGCGTCATCGCGCTCCTGGCCGGTGCCAACCACGA

CCCCGAGCAGTTCGACGACCCCGAGCGGGTCGACTTCCACCGCACGGACAACCACCACG

TGGCCTTCGGCTACGGAGTGCACCAGTGCGTCGGCCAGCACCTGGCGCGGCTGGAGCT

GGAGGTCGCCCTGGAGACACTCCTCCGCCGCGTCCCCACGCTGCGCCTCGCGGGGGAG

CGGGACCAGGTCGTCGTCAAGCACGACTCGGCCACCTTCGGCCTCGAAGAACTGATGGT

GACCTGGTGA 

>CYP107P1 

ATGACGGCTGCAACCGATGGTCCCCATGTGTCCGGTCCCGCGTTCGACCCGTGGGACCC
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CGCCTTCGTCGCCGACCCCTACCCCGCCTTCGCCGAGCTGCGGGCCCGGGGGCGCGTG

CTCTACTACGAGCCGAGCGACCAGTGGCTGGTCCCGCACCACGCGGACGTCTCCGCGCT

GCTGCGCGACCGCCGCCTCGGCCGGACCTACCAGCACCGTTTCACGCACGAGGACTTCG

GCCGCACGCCGCCCCCGCCGGAGCAGGAGCCCTTCCACACGCTCAACGACCACGGCAT

GCTCGACCTGGAGCCGCCGGACCACACCCGTATCCGGCGCCTGGTGTCGAAGGCGTTCA

CGCCGCGCACCGTGGAGCGGCTGAAGCCGTACGTGCACGGCCTGGCGGACGACCTGGT

GGCCCGGCTGGTGGCGGCGGGCGGCGGCGATCTGCTCACCGACGTGGCCGAGCCGCT

GCCGGTCGCCGTGATCGCCGAGATGCTGGGCATCCCGGAGTCCGACCGGGCCCCGCTG

CGCCCCTGGTCGGCGGAGATCTGCGGGATGTACGAGCTGAACCCGTCCGAGGAGACGG

CGGCGAAGGCGGTCCGGGCCTCGCTCGACTTCTCGGACTACCTGCGCGCGCTGATCGCG

GCCCGCCGCAAGGAGCCCGGCGACGACCTGATCTCCGGTCTGATCGCGGCCCACGACG

AGGACGACCGCCTCACCGAGCAGGAGATGATCTCGACCTGCGTCCTGCTCCTGAACGCC

GGTCACGAGGCCACGGTGAACGCCACCACCAACGGCTGGCTGGCGCTCTTCCGCCACCC

CGACCAGCTGGCCGCCCTGCGCGCCGACCACTCCCTCGTCCCGTCGGCCGTGGAGGAG

CTGATGCGCTACGACACCCCGCTCCAGCTTTTCGAACGTTGGGTCCTGGACGAGATCGAG

ATCGACGGCACGACCCTCCCGCGCGGCGCGGAGGTGGCGATGCTGTTCGGCTCGGCCA

ACCACGACCCGGCGGTCTTCACCGACCCGGAACGCCTCGACCTCACCCGCCGCGACAAC

CCGCACATCTCCTTCAGCGCCGGCATCCACTACTGCATCGGCGCCCCGCTGGCCCGCATC

GAACTCGCGGCGTCCATGACGTCCCTGCTGAAGCGGGCGCCGGGCCTGCGCCTGGCGG

CGGAACCGGAACGCAGGCCGAACTTCGTGATGCGCGGCCTGACGGAGCTACGCGTGGAA

CTCTGA 

>CYP107T1 

ATGGGGAGTGCTCCCCGTTTAATTGTCTCTCTCACCGGAGGTCCCATGACCGCGCCCACC

TATGAGGAACTGGCCGCCCTGCGGGCCGTGGGCGCCGTGCACCGGGTGTTCGTGCCGG

GCAGCGGGGAGAGCCGGCTGGTGGTGACGCGCGACGCGGCACGGGCCGCGCTCACCG

ACCCGCGGCTGCGCAACGACATCCGGCACTCCGCTTCCTGGGACAGCGACGGCGGGCA

CGCCATCGGCCACAACATGCTCCAGAGCGACCCGCCGCAGCACACCCGTCTGCGCCGGC

TGGTCGCCGGACACTTCACGCCGGGACGGACCGCCGCCCTGCGCCCGCGCGTCGAGCG

CATCGCGCACGACCTGCTGGACGCGCTGCCGCCGGCGGGCACGGCCGACCTGGTCGCC

CGGTACGCGCTGCCGCTGCCGGTCACGGTGATCTGCGAGCTGCTGGGCGTCCCGGAGA

GCGACCGCGGAACCTTCCACACCTGGTCGAACGAGCTGGTCATGCCCACTTCGCCCGAG

GCGGCCGGGTCGGCGGCGACCGCGCTGACCGGCTACCTCACCGAGCTGACCGACGCCA

AGCGCCGCACCCCGGACGGCACGCTGCTCGGCGATCTGGTCGCCGCCGCCGACAGCGG

CGAACTCACCCCCGGCGAACTGCTCGGCATGGCCTTCCTGATCCTGGTCGCGGGGCACG
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AGACGACCGTCAACCTGATCTCCGCCACCGTGCACGGCCTGCTCACCCACCCCGGCCAG

CTCGCCCGCCTGCGCGCCGAGCCGGAGCTGACCGAGGCCGCCGTGGAGGAGTCGCTGC

GGTACCACTCGCCCGTCCACGCCTCCGCGTTCCGTTTCGCGGCCGAGCCGTTGGAGCTG

GCGGGCACCGCGATCGCGGCGGGCGACCCGGTGCTCGTCTCCCTCGCCGCCGCCTCCC

GCGACCCGGCGCACTTCCCCGACCCCGACCGCTTCGACATCGGCCGCCGCCCGCGGGG

CCACCTCGGCTTCGGCCACGGCCCGCACCACTGCCTGGGCGCCCCGCTGGCCCGCGTC

GAGGCCGCCGTCGCCGTACGCCTGCTGCTCGACCGGCATCCCGCGCTCGCGCTCGCCG

CCGGCCCGGCGACGCTCACCTGGCGCACCAGCACCCTGCTGCGGGGGCTGGTGGAACT

GCCGGTGCGGCTCGGCTGA 

>CYP107U1 

ATGACCGGCAGCTCTTCCGCCCCGGTCCCCGAGCTGTTCAGCTGGGAGTTCGCGAGCGA

TCCGTACCCCGCCTACGCGTGGCTGCGCGAGCACGCCCCCGTGCACCGCACCCGGTTGC

CCAGCGGAGTGGAGGCGTGGCTGGTCACCCGGTACGCCGACGCGAAACAGGCGCTCGC

CGACCCGCGGCTGTCCAAGAACCCGGCCCACCACGACGAGCCCGCGCACGCCAAGGGC

AAGACCGGCATCCCGGGGGAGCGCAAGGCCGAGCTGATGACCCATCTGCTCAATATCGA

CCCGCCCGACCACACCAGGCTGCGGCGGCTGGTCAGCAAGGCGTTCACACCGCGCCGC

GTGGCCGAGTTCGCGCCCCGGGTGCAGGAGCTGGCCGACGGTCTCATCGACCGGTTCG

CGGACACCGGCTCCGCCGACCTGATCCACGATTTCGCCTTCCCGCTGCCCATCTACGCCA

TCTGCGACCTGCTCGGCGTCCCCCGCGAGGACCAGGACGACTTCCGGGACTGGGCGGG

CATGATGATCCGTCACCAAGGGGGTCCGCGCGGCGGCGTAGCCCGGTCGGTGAAGAAGA

TGCGCGGCTACCTCGCCGACCTCATCCACCGCAAGCGCGCCGCGCTGCCACCCGAGCCC

GCCCCCGGCGAGGACCTCATCTCCGGCCTGATCCGCGCCTCCGACCACGGTGAGCACCT

CACCGAGAACGAGGCCGCGGCCATGGCCTTCATCCTGCTCTTCGCAGGGTTCGAGACCA

CGGTCAACCTCGTGGGCAACGGCACGTACGCCCTGCTCACCCATCCCGAGCAGCGGGAG

CGGCTGCAGACCTCGCTGGCCGCCGGGGAGCGCGGCCTGCTGGAGACCGGCGTCGAG

GAACTCCTGCGGTACGACGGCCCGGTGGAGCTGGCCACCTGGCGCTTCGCCACCCGGC

CGCTGACCATCGGCGGCCAGGACGTCGCGGCCGGCGACCCGGTCCTCGTCGTGCTGGC

CGCCGCCGACCGGGACCCGGAGCGGTTCACCGACCCGGACACCCTGGACCTCGCCCGC

CGCGACAGCCAGCACCTCGGGTACGGCCACGGCATCCACTACTGCCTCGGCGCCCCGCT

CGCCCGGCTGGAGGGGCAGACGGCGCTGGCCACGCTGCTGACCCGGCTGCCGGACCTC

CGCCTCGCCGCTGACCCGGCCGAACTCCGGTGGCGCGGCGGCCTCATCATGCGAGGTC

TGCGCACCTTGCCCGTCTCGTTCACACCGCCCGCGTCATCGGCCGGCAACGGTCCGTCG

CCGACGCAAAAGTGA 

>CYP154A1 

ATGGCGACCCAGCAGCCCGCCCTCGTCCTCGACCCCACCGGCGCCGACCACCACACCGA
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GCACCGCACCCTGCGGGAGGGCGGCCCGGCCACCTGGGTGGACGTCCTCGGGGTGCA

GGCCTGGTCGGTCAGCGACCCCGTCCTCCTCAAGCAGCTGCTCACCAGCTCCGACGTCT

CCAAGGACGCCCGGGCGCACTGGCCCGCCTTCGGGGAGGTCGTCGGCACCTGGCCGCT

GGCCCTGTGGGTGGCGGTGGAGAACATGTTCACCGCGTACGGGCCCAATCACCGCAAGC

TGCGCCGGCTGGTGGCGCCCGCCTTCAGCGCCCGTCGCGTCGACGCGATGCGGCCGGC

CGTCGAGGCGATGGTGACCGGTCTCGTCGACCGGCTCGCCGAGCTTCCCGCCGGTGAG

CCGGTGGACCTGCGGCAGGAGCTGGCCTACCCGCTGCCCATCGCGGTGATCGGTCACCT

CATGGGCGTGCCTCAGGACCGGCGCGACGGCTTCCGCGCCCTCGTGGACGGCGTCTTC

GACACCACCCTGGACCAGGCCGAGGCCCAGGCCAACACCGCGCGCCTGTACGAGGTCC

TCGACCAGCTCATCGCGGCCAAGCGCGCCACCCCGGGCGACGACATGACCTCGCTGCTC

ATAGCCGCGCGGGACGACGAGGGGGACGGCGACCGGCTCTCCCCCGAGGAGCTGCGC

GACACCCTGCTGCTGATGATCAGCGCCGGGTACGAGACCACCGTCAACGTCATCGACCAG

GCCGTGCACACCCTGCTGACCCGCCCCGACCAGCTCGCGCTGGTCCGCAAGGGCGAGG

TCACCTGGGCGGACGTGGTGGAGGAGACGCTGCGCCACGAACCGGCGGTCAAGCACCT

GCCGCTGCGGTACGCGGTCACCGACATCGCCCTGCCGGACGGGCGGACCATCGCCCGC

GGGGAGCCGATCCTCGCCTCGTACGCCGCCGCCAACCGCCATCCGGACTGGCACGAGG

ACGCCGACACCTTCGACGCGACCCGCACCGTCAAGGAGCACCTGGCCTTCGGCCACGGC

GTCCACTTCTGCCTGGGCGCGCCGCTGGCCCGCATGGAGGTCACCCTCGCGCTGGAGA

GTCTCTTCGGCCGCTTCCCGGACCTCCGCCTCGCCGATCCGGCCGAGGAGCTGCCGCCC

GTGCCCTCCCTGATCAGCAACGGCCACCAGCGGCTCCCGGTCCTGCTGCACGCCGGCTG

A 

>CYP154C1 

ATGACGACCGGCACCGAAGAAGCCCGGATCCCGCTGGACCCGTTCGTCACCGACCTGGA

CGGCGAGAGCGCTCGGCTGCGTGCGGCCGGACCGCTCGCCGCCGTGGAGCTGCCGGG

CGGCGTGCCCGTCTGGGCGGTCACCCACCACGCGGAGGCCAAGGCCCTGCTCACGGAC

CCGCGGCTGGTCAAGGACATCAACGTGTGGGGCGCCTGGCGGCGCGGCGAGATCCCCG

CCGACTGGCCGCTGATCGGGCTGGCCAACCCGGGCCGCTCGATGCTCACGGTGGACGG

CGCCGAGCACCGCCGGCTGCGCACCCTGGTGGCGCAGGCGCTCACGGTGCGCCGGGT

GGAGCACATGCGGGGGCGGATCACCGAGCTGACCGACCGCCTGCTCGACGAACTGCCC

GCGGACGGCGGCGTCGTGGATCTCAAGGCGGCCTTCGCCTATCCGCTGCCGATGTACGT

CGTCGCCGACCTGATGGGCATCGAGGAGGCGCGGCTGCCGCGGCTGAAGGTGCTGTTC

GAGAAGTTCTTCTCGACGCAGACCCCGCCGGAGGAGGTCGTGGCGACCCTCACCGAGCT

GGCCTCGATCATGACCGACACGGTCGCCGCGAAACGCGCCGCACCGGGCGACGACCTG

ACGAGCGCGCTGATCCAGGCGTCCGAGAACGGCGATCACCTCACCGACGCGGAGATCGT
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CTCGACCCTCCAGCTGATGGTGGCCGCCGGTCACGAGACGACGATCTCGCTCATCGTGA

ACGCCGTGGTCAACCTGTCCACCCATCCCGAGCAGCGGGCGCTGGTGCTCTCCGGCGAG

GCGGAGTGGTCCGCGGTGGTCGAGGAGACGCTGCGCTTCTCGACGCCCACCTCGCACG

TCCTGATCCGGTTCGCGGCCGAGGACGTCCCGGTCGGCGACCGGGTGATACCCGCCGG

GGACGCGCTCATCGTCTCGTACGGCGCGCTGGGCCGCGACGAGCGCGCCCACGGTCCG

ACGGCGGACCGGTTCGACCTCACCCGCACGTCCGGGAACCGGCACATCTCCTTCGGCCA

CGGCCCGCACGTGTGCCCCGGTGCGGCCCTGTCCCGGATGGAGGCGGGCGTGGCGCTC

CCGGCCCTGTACGCCCGCTTCCCGCACCTGGACCTGGCGGTGCCGGCCGCGGAGCTGC

GCAACAAGCCGGTGGTCACGCAGAACGACCTGTTCGAACTGCCGGTCAGGCTGGCCTGA 

>CYP155A1 

GTGGCGGATCCTGGTGACCACGTCGTCGAGCCGGGTGGCCGCCGGGGCCGCACGGCC

GGAGTGGGGGGTGGCCACGTGGTGCAGGACGGACGGGTCTCCGCGCGGAAGGCCGAC

CGGGGCCGGGCCGGGCCGGCGTGCCCGGTCGACCGGGCGGCGGACGGGACCTGGCG

GGTGCACGATTTCGCCGTCGCGCGGGCGCTGCTGCGCGGTCCCGGCACCGTACAGGCC

GGTCTCGGCATCGAGACGGTGGAGAAGCTCCCGCCGCGCGTCCGCCGGCCCGTGCTCT

ACCGGGACGGCCCCGAGCACCGGGAGCACCGCAGGCAGACCGCCCGCTACTTCACTCC

CCGCCGGGTGGACGAGCACTACCGCGAGCCGATGGTCCGGATCGCCGAGGAGCAGCTG

GCCGTTCTGCGCTCGGCCGGCGAGGCCCCGCTCTCCGACCTCGCCTTCGGTCTGGCCGT

CGGCGTGGTGAGCGAGGTCGTCGGGCTGCGGTACAGCAGGCCCGGCATCCGCCGCAGG

CTGGAGCGGTTCTTCCCGGAGGAGTTCGGCGAGCCGGGACTGACCAGTGTCCGGGGTCT

GTACTGGCTGGTGCGGCAGAACACCAACTGGCTGCGCATCCACCTGGCCGACGTGCGCC

CCGCCGTCCGCGCGCACCGCCGCCGCGAGCACGACGACCTGATCTCCCACCTGATCGC

GGAGGGCTGCTCGGACGTCGAGATCCTCGGCGAGTGCCTGACCTTCGCCGCGGCGGGC

ATGGTCACCACGCGCGAGTTCGTGTGCCTGGCCGCCTGGCACCTGTTCTCGGACGCCGA

GCTGCTCGGCCACTACCGGTCGGCGGACGAGACCGGGCGGCTGGCCGTGCTCCAGGAG

CTGCTGCGGCTGGAGCCCGTCATCGGGAGCCTGCGCAGGCGGGCGACCGGGCCGGTG

GAGCTGTCCTGCCGCGACGGGCCGGTGACGGTCCGCCCCGGCGAGTACGTCGAGGTCC

ACCTGGACGACGCCAACGCGGACCCGAAGGCCGTGGGCGAGGAGCCGCTGCTCGTCCG

CCCGGAGCGGGCCGGGGCGGTCGGCGCGGGGCTCTCCTTCGGCGACGGGCCGCACCG

GTGCCCCGGGGCGCACATCGCCCTGCTGGAGACCGACGTGTTCCTCAGCCGCCTGTTCG

CCCTCGACGGCGTCCGGATGAGCGGTGGGCCGCGCGTCGCCTTCCAGGAGGCCATCGA

CGGCTACGAGATCCGCGACCTGACCGTGGCGCTCCCCCGGGCCGGCCGCGGCTGA 

>CYP156A1 

ATGACGTTGCCCTCCACCGAGACCGCGCCGACGGGTGAACCGGGCCGGATCGCCCTGTA

CGCGCCGGAGTTCGCCGCCGACCCGCACGCCGCCTACCGGAGCATGCGCCGCACCCAC
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GGTCCGCTCGTCCCCGTGGACCTGGCGCCGGGGGTCCCGGCGACCCTGGTGATCGGCT

ACTACCAGGCCCGCCGCATCCTGAACGACCCGCTGCGCTTCCCGGCCGACCCGCGGGC

CTGGGAGAAGCTGATCCCGGCGACCTGCCCGGTGCGGCCGATGATGGAGTGGCGGCCC

AACGCGCTGCGCTCGGGCGGCGCCGAGCACACCCGCTACCGGTCCGCGAACACCCACG

CCATCGACCAGGTGGACCAGCACGGGCTGCGCGCCCTCGTCGAGCAGGTCGCCTCCGA

CGCCATCGAGGGTTTCCGCACCGCCGGCTCGGCGGACCTGCTCACCCAGTACTCCTTCC

CCATCGCCTTCCGCGTGCTGAGCGCGCTGCTCGGCTGCCCGGACGAGATCGGGCAGCG

CATCGCCGACGGCATGGCGAAGATCTTCGACACCACCAACGCCGACCAGGGCAACCTGA

TCCTCGCGCAGGCCGTGTCCGACCTGGTGACCCTGCGCCGGACCCACCCCGGCGACGA

CATCACGTCCCGGCTGGCCCTGCACCCCGTCCGGCTGACCGACGAGGAGATGAGCCACC

AGCTCGTCACGCTCTACGGCGCCGGGATCGAACCCATGACCAACCTGATCAGCAACACGA

TCCTGAAGATCCTCACCGACGAGGAGTTCTCCGCGGACCTGCACGCCGGGCTCTCCACG

GTGCGCGACGCGCTCGACGCCGTCCTCTACACCGACCCGCCGATGGCGAACTACTGCAT

CTCCTATCCCCCGTACCCCGTCGACGTGGAGGGCGTGCTGCTGCCTGCCGACCAGCCGG

TGGTGATCTCGATGGCGGCCGCGAACAACGACCCGGCCCTCACCGAGGGCGTGCCCGC

CGGACAGCACGGCGGCAACCGCGCCCACCTGGCCTGGAGCACCGGTCCGCACACCTGC

CCCGCCCGCTCGCACGCCTACCTCATCGCCGAGACCGCGGTCACCCACCTCCTGGACGC

GCTCCCCGAGACGGACCTCGCCCGGCCCGCAGCCGAACTGGTGTGGCGCCCCGGCCCG

TTCCACCGCGCCCTCGAATCCCTGCCCGTCACCTTCCCCGCCGCGCAATCCGCCGCACA

CTAA 

>CYP156B1 

ATGGACGCCACCACCCCCGCGGTGCCCCCGCCCGGATGCCCCGCCCACGCCGACGCGC

GGATACCGCTGTACGGGCCGGACTTCGCGGCCGACCCGCACGCCTACTACGACTACGCA

CGGTCATACGGCCCCTCCGCACCCGTCGAACTCGCCCCGGGTGTCGACGCCTCCCTCGT

CACCGACTACGCGACAGCACTGCGCCTGCTACAGGACAACGGCACCTTCCGAAAGGACG

CGCGCCGCTGGAAGGCCTTCAACGAGGGCCTGATCCCGGCGGACAGCCCCGTCGTCCC

GCTGCTCGCCTACCGCCCCAACGCCATGTTCAGCGACGGCGCCGAACACCTGCGGCTGC

GCCAGGCGATCACCGACGCCATGGCCCGCATCGACACCGCCCGGCTGGCCCGCAGCAC

CGAACAGATCTCGGACTACCTGATCTCCCAGTTCGGTTCCCGCGGCTCCGCCGACCTGAT

GGCCGACTACGCCAAGCAGCTCCCGCTGTTCGTCTTCAACGAACTCTTCGGCTGCCCCGC

CGACATCGGCGACCGCATCCTGTTCGGCATTTCCGGCATGTTCGACGGCGTCAACGCGGA

ACGGGCCGCCGAGGTCCTCTTCGGTGCGGTCGGTGAGCTGGTGGCTCTCAAGCGCAGC

CGCCCCGGCGAGGACGTGACCTCGTGGCTGATGCAGCACGAGACCAGGATGACCGACG

AGGAGATGGTCTATCAGCTCTCACTGATCCTGGGCGCGGGTGCCGATCCGCTGCGCAACC
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TGATCGGCAACACCCTGCACCGCATCCTCATCCACGACGAGTACGCCCGCCAGGGCGGA

CTGATCGACGAGGCGATGGAGGACACCCTGTGGGAGAACCCTCCGGTGCCCAATCTCGC

GCCCCACTATCCTGCCGCTGACGTGGAGTTCGCCGGGCAGAAGTTCGAGGCGGGCGAGC

TGATCATGGTGAGTTTCGCCGCCGCGAACAACAGCCCGAGCCTGGCCGCCGCCCGGCAG

TCCGGCAGCAACCGTTCCCACCTGGCCTGGAGCGCGGGCCCGCACGCCTGCCCCTCGA

AGGACCCCGCCCGCCAGATCACCATGGCCGCCGTCGAGAACCTCCTCAACCGGATCCCC

GACATCGCGGCCGCCGTGCCCGAGGACAGCCTGACGTGGCGCCCCGGGCCCTTCACCC

GCGGCCTCACCGCGCTCCCGGCCCGCTTCACCCCGCTCCCGGCCCCCGACCGGACGCC

TGCCCCTGCTCAGGCACCCGCAGGCGAGCGTGCCGAACAGTCCGGTACCGCGCGCAAG

GCCGCGGGCACCGGCCGTTGGAGCCAGTTCCTCAACTGGCTCACGAGGTGA 

>CYP157A1 

GTGAGCACCGACGCCCACGACGTCCCGGGCGCCGTACCGCTCGGCGGCCCCCGCTTCC

AGACCGATCCCGCCCTGCTGTACCGGCAGATGCGGCGCGAACACGGCGCGGTCACGCC

GGTCGTGCTGGACGGCGACGTACCGGCCTGGCTGGTGCTCGGGTACCGCGAGCTGCAC

CAGGTGACCGGCGACCCGGTGCTGTTCAGCCGGGACTCGGACCTGTGGAACCAGTGGG

AGAACATCCCGGACGACTGGCCGCTGCTGCCGATGATCGGCCGCAGGCAGCCGTCGATC

CTGTACACGGTCGGCGAGCGGCACCGCGAGCGCGCCGCCATGATCAGCGACGCGCTGG

AGGCCGTCGACCCGCACCTGCTGCGCGGTCACGCCGAGCGGTTCGCCGACGAACTCGT

CGACCGGCTCTGCGCGAAGGGCGAGGCCGACCTCGTCGGCGACTACGCGATGCTGCTG

CCGGTCCGGGTCCTGGCCCGTCTTTACGGGTTCCCCGACGAGCAGGGTCCGGCACTGGT

CACCGCGCTCAACGACATGATCGACGGCAGGGAGCGGGCCCTGGCGGGCCAGACGCAC

CTCGGCACCTCCATGGCGCGGCTGCTGGCGGACCGGAAGGCGGCGCCCGCCGACGACG

TCGCCTCCCGGATGCTGGCCGACGAGAGCGGCTTCACCGAGGAGGAGGTCGCCCAGGA

CCTGATGGTGATGATGGCCGCGGGCCACCAGCCGACGGCGGACTGGATCGGCAACTCGC

TGCGCCTGATGCTGACCGACGACCGCTTCGCCGCCTCCCTCTTCGGCGGGCGCAACAGT

GTCGCCGAGGCCATGAACGAGGTGCTGTGGGAGGACACGCCCACGCAGAACGTGGCCG

GCCGCTGGGCCGCCCGGGACACCCAGCTCGGCGGACGCCGCATCCGGGCCGGCGATCT

GGTGCTGCTCGGGCTGCAGGGCGCCAACTCCGACCCGCAGGTCCGCACCGACGGCTCC

GCGCTCACCGGCGGCAACAACGCGCACTTCTCCTTCGGCCACGGCGAGCACCGCTGCCC

GTTCCCCGCGCAGGAGGTCGCCGAGGTGATCGCGCGCACCGGCATCGAGGTCGTGCTC

GACCGGCTGCCGGACATCGACCTGGCGGTGCCCGCCGGGTCCCTCACCCGTCGCCCCT

CGCCCTGGCTGCGGGGGCTGACCGAGTTGCCCGTGCGGTTCACCCCGACCACTGCCCT

GGGAGGCACGTCAGCATGA 

>CYP157B1 

GTGACCGACATCGACCCGTCACCCCACCCCGTCGCCGCACCGGGCTGCCCCGTCCACCC
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GGACGCCGTGCCGTTGGCCGGACTGGAGTACCAGCAGACGCCGTCGGAGCTGTACCGA

GGTCTGCGGGCCGAACACGGCGCCGTCGCGCCCGTGCTCCTGGACGGCGGCATCCCCG

CCTGGCTGGTCCTCGGCTACCCCGAGGTCAGCTATGTGACCAGTCACGACGAGCTGTTCG

CCCGGGACTCGCGCCGCTGGAACCAGTGGGGCAGCATCCCGCCCGACTGGCCCCTGCT

GCCCTACGTCGGCCACCAGCCGTCGGTCCTGTTCACCGAGGGCGAGGAGCACCGGCGG

CGGGCCGGCGTCATCACCCAGGCACTGGCGGGCATCGACCAGTTCGAACTGGCCCGGG

ACTGCAGGCACCTCGCCGACCGGCTCATCGCCGCCTTCGCCGGAAGCGGCCGGGCCGA

GCTGATGAGCGGCTACGCGCACCCCCTGCCGATGCGCGCCGCCGTCCGCATGTGCGGG

ATGCCGCACACCGGCGTCGAGACCCGGCAACTCGTCGAGGACCTGCGCATCTCCCTGGA

CGCGGCCGAGGGAGACGACCCGGTCGCCGCCTACACGCGCGTGGGAGAGCGCATCCAC

CAACTGGTCCGCCACAAGCGCGAGCGCCCGGGCCCCGACGTCACCTCCCGCATGCTCAC

CCACCCGGCGGGACTGACCGACGAGGAGATCGTCCAGGACCTCATCTCCGTCATCGCCG

CCGCCCAGCAGCCCACCGCCAACTGGATCGGCAACACGCTGCGCCTGCTGCTCACCGAC

GAACGCTTCGCCCTGAACGTCTCCGGCGGCCGCCTCAGCGTGGGGGAGGCCCTCAACG

AGGTGCTGTGGCTGGACACACCCACGCAGAACTTCATCGGACGCTGGGCCGTCAACGAC

ACCCAGCTGGGCGGCCGGCACATCCGGGCCGGCGACTGCCTGGTGCTCGGCTTCGCCG

CGGCCAACACCGATCCGCAGCTGTGGCCCGAGGCCCACGTCGGCGCCGAGAACTCCGC

GCACCTGTCCTTCAGCAACGGCGAACACCGGTGCCCCTACCCGGCACCCCTGCTCGCCG

ACGTCGTCGCCCGCACCGCGGTCGAGACCCTGCTGGAGCGCCTCCCCGACCTCGTACTC

GCCCTCGAGCCCGGGGAGTTGACCTGGCGTCCGTCCATCTGGATGCGCGGCCTGACCG

CCCTGCCCGCGCTCTTCACACCCGTCGTGGCCTGA 

>CYP157C1 

GTGACGCCTGAAAGCCACTCCCCGACCGGAACGGGCGAACCCCTGCTCGAACCACCGCC

CGGCTGCCCCGCGCACGGCCTCGGGCCGGGCGGACTGCACCGGCTCCACGAGGCGGA

AGACCTGGAGGAGCTGTACGAGAAGCTGCGCGAGCAGCACGGGCCGGTGGCGCCCGCG

CTGCTCCACGACGACGTACCCATGTGGGTGGTCCTCGGGCACGCCGAGAACCTGCACAT

GGTGAGCACCCCCTCCCAGTTCTGCCGCGACAGCCGGATCTGGACCCCGCTCAACGAGG

GCATGGTCAAGCCCGACCATCCCCTCATGCCGCACATCGCCTGGCAGCCCATCTGCTCGC

ACGCCGAGGGCGACGAACACAAGCGGCTGCGCGGCGCGGTCACCAGTGCCATGTCCGA

CCTCGACTACCGGGAGCTGCGCCGGCACATCAAGCGCTACACCCAGCGCGTCGTCAACC

GCTTCTGCGAGGAGGGCCGCGCCGACCTGGTCAGCCAGTTCGCCGAGCACCTGCCGAT

GGGCGTGATGTGCCATCTGCTCGGCATGCCCGAGGAGTACAACGACCGGCTGGTGGAGG

CCGCCCGCGACACCCTCAAGGGCACCGAGACGGCGATCGCCAGCCACGCCTACGTCATG

GAGGCGCTGGGACGGCTCACCGCCACCCGTCGGGCCGACCCGGCCGACGACATCGCGG
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GCCGCCTGGTCACCCACCCGGCCGGGCTCACCGACGACGAGGTCCGCGAACACCTGCG

GGTGGTGCTGCTGGCCGCCTACGAAGCGACCGTCAACCTGATCGGCAACGTGATGCGCG

TCGTGCTCACCGACCCGGGCTTCCGCGCCCAGCTCAGCGGCGGCCAGATGACGGTGCC

CCAGGCGGTCGAGCAGTCCCTGTGGGACGAGCCGCCGTTCAGCACCGTCTTCGCCTACT

TCGCCAAGCAGGAGACGGAACTCGGCGGCCAGCGCATCCGGGCCGGCGACGGCCTGCT

GCTCGGCATCGCGCCGGGCAACGTCGACCCGCGCATCCGTCCCGACCTGGACGCCAGC

ATGATGGGCAACCGCGCCCACCTCGCCTTCGGCGGCGGCCCGCACGAATGCCCGGGGC

AGGACATCGGGCGGGCCATCGCCGACGCCGGCATCGACGCGCTGCTGATGCGGCTGCC

CGACCTCCAGCTCGACTGCGACGAGGACGACCTGCGCTGGCGGTCGTCGATCGCCTCGC

GGCACCTGGTGGAACTGCCGGTCCGTTTCGAGCCCAGGGCGCAGCAGGACATCATGCAG

CAGCCGAGTCACGCCCCGACCCCGGAACGGCACGCACCCTGGCACGTCGGCCTGCCGA

AGCCGGAACGGCGGGCACAGCCGCCGCTGCCCGCCCAGCCGCCGCAGCCCGTGTCGG

TGACGGCCGCAGAGCCTCAGCAGGCACCGGGAGCGGGGCAGCCCCGCCCCCGCGGTG

CCTGGCAGCGCTTCCTGCTCTGGTGGCGCGGCTACTGA 

>CYP158A1 

ATGACGCAGGAGACCACCACGCTCACCGGCCAGTCGCCACCCCCGGTGCGGGACTGGC

CCGCCCTCGACCTGGACGGCCCGGAGTTCGACCCGGTCCTCGCCGAGCTGATGCGCGA

GGGGCCGCTGACCCGCGTCCGGCTCCCGCACGGCGAGGGCTGGGCCTGGCTGGCGAC

GCGGTACGACGACGTGAAGGCGATCACCAACGATCCGCGCTTCGGCCGGGCCGAGGTGA

CGCAACGTCAGATCACGCGTCTCGCCCCGCACTTCAAGCCGCGGCCCGGCTCGCTCGCC

TTCGCCGACCAGCCCGACCACAACCGGCTGCGGCGCGCGGTCGCGGGCGCGTTCACCG

TCGGCGCCACGAAGCGGCTGCGGCCCCGGGCGCAGGAGATCCTGGACGGTCTCGTGGA

CGGGATCCTCGCCGAGGGGCCACCGGCCGACCTGGTCGAGCGGGTCCTGGAGCCCTTC

CCGATCGCCGTCGTCAGCGAGGTGATGGGCGTGCCGGCCGCCGACCGGGAGCGTGTGC

ACTCCTGGACCCGGCAGATCATCTCGACCTCCGGCGGTGCCGAGGCCGCCGAGCGGGC

CAAACGGGGCCTGTACGGGTGGATCACCGAGACCGTGCGCGCCCGGGCCGGCAGCGAG

GGCGGCGACGTGTACTCGATGCTCGGGGCCGCCGTGGGCCGCGGCGAGGTCGGCGAG

ACGGAGGCCGTCGGGCTGGCGGGGCCGCTGCAGATCGGCGGCGAGGCCGTCACGCAC

AACGTCGGCCAGATGCTGTACCTGCTGCTCACCCGCCGCGAGCTGATGGCCCGGATGCG

CGAGCGGCCCGGGGCGCGCGGCACGGCGCTGGACGAGCTGCTGCGCTGGATCTCGCA

CCGCACGTCGGTGGGCCTCGCCCGCATCGCCCTGGAGGACGTCGAGGTGCACGGGACG

CGCATCGCCGCCGGTGAGCCGGTGTACGTCTCGTACCTGGCCGCCAACCGCGACCCGGA

CGTCTTCCCCGACCCGGACCGCATCGACCTGGACCGCGACCCCAACCCGCACCTGGCGT

ACGGCAACGGGCACCACTTCTGCACCGGCGCCGTGCTCGCCCGGATGCAGACCGAGCT

GCTGGTCGACACGCTCCTGGAGCGGCTGCCGGGGCTGCGGCTCGCGGTCCCGGCCGAG
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CAGGTGGCCTGGCGCCGCAAGACCATGATCAGGGGTCCGCGCACGCTGCCCTGCACCT

GGTAG 

> CYP158A2 

ATGACTGAAGAAACGATTTCCCAGGCCGTGCCACCCGTCCGGGACTGGCCGGCCGTCGA

CCTTCCCGGCAGCGACTTCGACCCGGTGCTGACCGAGCTGATGCGCGAGGGTCCCGTCA

CCCGGATCTCGCTGCCCAACGGCGAGGGCTGGGCCTGGCTCGTGACCCGCCACGACGA

CGTCCGCCTGGTCACCAACGACCCCCGGTTCGGGCGCGAGGCCGTCATGGACCGCCAG

GTCACCCGGCTGGCCCCGCACTTCATCCCGGCGCGCGGCGCGGTGGGCTTCCTGGACC

CGCCCGACCACACCCGGCTGCGCCGCTCGGTGGCCGCGGCCTTCACCGCGCGGGGCGT

GGAGCGGGTGCGCGAGCGGTCCCGGGGCATGCTCGACGAGCTGGTCGACGCCATGCTG

AGGGCCGGTCCGCCCGCCGACCTCACCGAGGCGGTGCTGAGCCCGTTCCCCATCGCGG

TGATCTGCGAGCTGATGGGTGTGCCGGCCACCGACCGGCACTCCATGCACACCTGGACC

CAGCTGATCCTGTCCTCCTCGCACGGCGCCGAGGTCAGCGAGCGGGCCAAGAACGAGAT

GAACGCCTACTTCTCGGATCTCATCGGGCTCCGCTCCGACAGCGCGGGCGAGGACGTCA

CCTCGCTGCTGGGTGCCGCCGTGGGGCGGGACGAGATCACGCTGTCGGAGGCCGTCGG

GCTCGCGGTGCTGCTCCAGATCGGCGGCGAGGCGGTCACCAACAACAGCGGGCAGATG

TTCCACCTGCTGCTGAGCCGCCCGGAGCTGGCCGAACGCCTGCGCTCCGAGCCGGAGAT

CCGCCCCCGGGCCATCGACGAGCTGCTGCGCTGGATCCCGCACCGCAACGCCGTGGGG

CTGTCCCGGATCGCCCTGGAGGACGTGGAGATCAAGGGGGTGCGGATCCGCGCGGGCG

ACGCCGTCTACGTCTCGTACCTGGCGGCCAACCGCGACCCGGAGGTGTTCCCCGACCCG

GACCGCATCGACTTCGAGCGCTCCCCCAACCCGCACGTCTCCTTCGGCTTCGGCCCGCA

CTACTGTCCCGGCGGCATGCTGGCGCGGCTGGAGTCGGAGCTGCTCGTCGACGCGGTC

CTGGACCGCGTGCCGGGGCTGAAGCTCGCGGTGGCGCCGGAGGACGTGCCCTTCAAGA

AGGGTGCGCTGATCCGCGGGCCCGAGGCCCTGCCGGTGACGTGGTGA 

> CYP159A1 

ATGTCCACCGCGCAGCAGGTCCCCGACATCCTCTCCCCCGAGTTCGCGGCGAACCCGTA

CCCGGCCTACCGGACGATGCGGGACAGCGCTCCCCTCATCCGGCACGAGGCCACCCAGA

GCTGGATCGTCTCGCGCTACGAGGACGTGGAACGCGTCTTCAAGGACCGCGCCGGTCAG

TTCACGACGGAGAACTACGACTGGCAGATCGAGCCCGTGCACGGCCGGACGATCCTCCA

GCTGAGCGGCCGGGAGCACGCGGTCCGGCGCGCCCTGGTCGCCCCGGCCTTCCGCGG

GGCCGACCTCCAGGAGCGGTTCCTGCCGGTCATCGAGCGCAACTCCCGTGAGCTGATCG

ACGCGTTCCGGCACACCGGCCGCGCCGATCTGGTCGCCGACTACGCGACCCGGTTCCCC

GTCAACGTCATCGCGGACATGCTGGGCCTGGACAAGGCCGACCACGACCGCTTCCACGG

CTGGTACACGTCGGTCATCGCCTTCCTCGGCAACCTCTCCGGCGACCAGGAGGTCGCGG
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CGGCCGGTGCGCGCACCCGGACGGAGTTCGCCGAGTACATGATCCCGGTCATCCGGGA

GCGTCGTGAGAACCCGGGCGACGACCTGCTGTCCACGCTGTGCGCCGCCGAGGTGGAC

GGCGTCCGGATGAGCGACGAGGACATCAAGGCGTTCTGCAGTCTGCTGCTCGCGGCGG

GCGGCGAGACCACCGACAAGGCGATCGCCGGCATCTTCGCCAACCTGCTGGCCCATCCG

GAGCAGTTGGCGGCCGTGCGCGAGGACCGGAGCCTGATCCCCCGCGCCTTCGCCGAGA

CGCTGCGCTACACCCCGCCGGTCCACATGATCATGCGTCAGACGGCGACCGACGTCACG

CTCAGCGGCGGCACGATACCGGCCGGTGCCACCGTCACCTGCCTGATAGGAGCGGCCAA

CCGGGACGAGACGCGCTACCGCGACCCGGACCGCTTCGACATCATGCGCGACGACCTGA

CCACGACGACCGCCTTCTCGGCCGCCGCCGACCACCTCGCCTTCGCGCTCGGCCGGCA

CTTCTGCGTCGGCGCCCTGCTGGCGAAGGCGGAGGTCGAGATCGGGGTCGGTCAGCTC

CTGGACGCGCTGCCCGGCCTGCGGACGGAGGACGGCTTCGAGGTGGTGGAGCGGGGC

GTGTTCACCCGGGGCCCGCAGTCGCTGCCGGTCCGCTTCACACCCGCGGCCTGA 

>S.coelicolor fdx1 

ATGACTTACGTCATCGCACAGCCCTGCGTCGACATCAAGGACCGGGCGTGTGTCACC

GAATGCCCCGTGGACTGCATCTACGAGGGCGCGCGCACGCTCTACATCAACCCGGCG

GAGTGCGTCGACTGCCATGCGTGCGAGCCCGTCTGCCCCGTCGAGGCGATCTTCCAC

GAGGACGATCTGCCGCGGCACTGGGCGCACTACCTCGCCGTCAACGCGGAGTACTTC

GACGAGGCGGCTTCCCCGTCGCGCGCACGGCGTGACGCGGTCGGCGACCACCCGGC

GGTCGAGGCACTGCCCCCGCAGAGCGGGCCGCACAAGAAGGAGATCTCCTTCTTCA

CCGTCCGCAAGGAGGAAGCGGCCGACGCGGATCTGTGGTTCCCCTCCTGA 

> S.coelicolor fdx2 

GTGACCTACGTCATCGCGCAGCCTTGTGTCGACGTGAAGGACAAGGCGTGCATCGAG

GAGTGCCCGGTCGACTGCATCTACGAGGGCCAGCGGTCCTTGTACATCCACCCGGAC

GAATGCGTCGACTGTGGTGCCTGTGAGCCGGTCTGCCCGGTCGAGGCGATCTTCTAC

GAGGACGACACTCCCGAGGAGTGGAAGGACTACTACAAGGCGAACGTCGAGTTCTT

CGACGAGCTCGGCTCGCCCGGCGGCGCCAGCAAGCTGGGGCTGATCGAGCGCGACC

ACCCCTTCGTCGCCGCGCTGCCGCCGCAGAACCAGTAA 

> S.coelicolor fdx3 

ATGACCTTGGCAGGCCAGGCGTTCGGATCCGGGAGAGTCGGCGCCGAGCGGGACCG

GTGTGTCGGGGCGGGGCAGTGCGTCCTCGCCGCGCCGGGTGTCTTCGACCAGGACG

AGGAGGACGGGCTCGTGCGCGTCCTCGCCGAGAGGCCCTCCGCGGCCGAGTCGGAC

GCCGTGCGCGCGGCCGTGCGGGCCTGCCCGTCTGGAGCGCTCACTCTTCGGTAG 

> S.coelicolor fdx4 

ATGCACATCGGCATCGACAAGGACACCTGCATCGGCGCGGGCCAGTGCGCCCTGACC

GCCCCCGGCGTCTTCACCCAGGACGACGACGGCTACAGCACGCTCAGGCCCGGCCG
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GGAGGACGGCGGCGGCAGCGCGCTGGTCCGGGAGGCGGCCCGCGCCTGCCCCGTCG

GCGCGATCACCGTCTCGGAGCGGGTCGGCTGA 

> S.coelicolor fdx5 

ATGAGGATCTCCGTCGACCCCGAGCAGTGTTACGGCTCCGGAGACTGCGTCCACCGG

GCCCCGTCCGTCTTCACCCAGGTGGGCGGCCTCGGCGCCGTCATACCCGGCCGGGAG

CACGACGTCGACGCCCCGCGGGTGCGCGAGGCGGCCGAAGGGTGTCCGTCCGCCGC

GATCACCATCGCCCGCACGGAAGCGGAAGGGGTCCGGGGCTGA 

> S.coelicolor fdx6 

ATGAGCGTGCAGCAGGAGGCCGCTGTCGACGGCGAGGCTCTGGAGGTCTGGATCGA

CCAGGACCTGTGTACCGGCGACGGCATCTGCGCGCAGTACGCGCCCGAGGTGTTCGA

GCTGGACATCGACGGTCTGGCCTACGTGAAGGGCGCGGACGACGAGCTTCTGCAGG

CCCCGGGCGCGACAACGCCCGTGCCGCTGACGCTTCTCACGGATGTGGTGGACTCGG

CGAAGGAGTGTCCGGGCGAGTGCATCCATGTACGTCGCGTTTCGGACAGGGCCGAG

ATCTACGGTCCGGACTCAGAGTGA 

> S.coelicolor fdr1 

ATGCCCCGCCCTCTGCGGGTAGCCATCGTCGGATCCGGCCCGGCCGGGATCTACGCCG

CCGACGCCCTGCTCAAGTCCGAAGTGGCCGCCGACCCCGGTGTTTCCATCGACATCT

TCGAGCGCATGCCCGCCCCGTTCGGCCTCATCCGGTACGGCGTCGCGCCCGACCACC

CGCGGATCAAGGGCATCATCACGGCCCTCCACCAGGTGCTCGACAAGCCGCAGATCC

GCCTCTTCGGCAACGTGAACTACCCCACCGACGTCAGCCTGGACGATCTGCGCGCCT

TCTACGACGGTGTGATCTTCGCCACCGGCGCCACGGCGGACCGGGACCTGTCCCTCC

CGGGCATCGACCTCGACGGCTCGTACGGCGCGGCCGACTTCGTCGCCTGGTACGACG

GCCACCCCGACTTCCCGCGCACCTGGCCGCTGGAGGCGGAGAAAGTCGCCGTCCTC

GGTGTCGGCAACGTCGCCCTGGACATCGCGCGCGTCCTCGCCAAGACGGCCGACGA

GCTGCTGCCGACCGAGATCCCGCCGAACGTCTACGAGGGCCTCAAGGCCAACAAGG

CGCTGGAGGTGCACGTCTTCGGCCGCCGCGGCCCGGCGCAGGCGAAGTTCAGCCCG

ATGGAGCTGCGGGAGCTGGACCACTCCCCCAACATCGAGGTGATCGTCGACCCCGAG

GACATCGACTACGACGAGGGCTCGATCGCGACCCGGCGCGGCAACAAGCAGGCCGA

CATGGTCGCCAAGACCCTGGAGAACTGGGCGATCCGCGACGTCGGCGACCGGCCGC

ACAAGCTCTTCCTGCACTTCTTCGAGTCGCCCGCGGAGATCCTCGGCGAGGACGGCA

GGGTGACCGGCCTGCGCACCGAGCGCACGGAGCTGGACGGCACGGGCAACGTCAA

GGGCACCGGCGAGTTCAAGGACTGGGACGTCCAGGCGGTCTACCGGGCCGTCGGCT

ACCTCTCCGACCAGCTGCCCAAGCTGCCCTGGGACCTCGAGACGGGCACGGTCCCG

GACGCGGGCGGCCGGGTCGTCCAGGAGTCCGGCGAGCACCTCCAGTCGACGTACGT
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CACCGGCTGGATCCGGCGCGGTCCGATCGGCCTGATCGGCCACACCAAGGGCGACGC

CAACGAGACGGTGTCCAACCTGCTGGACGACTACGCGAACGGCCGTCTCCAGACGC

CCTCCTCCCCCGCTCCCGAGGCCGTGGACGCGTTCCTCGCCGAGCGGAACGTCCGCT

TCACCACCTGGGACGGCTGGTACCGGCTCGACGCCGCGGAGAAGGCGCAGGGCGAA

CCGCACGGGCGTGAGCGCGTGAAGTACGTCGAGCGCGAGGACATGCTCCGCGAGAG

CGGCGCCTGA 

> S.coelicolor fdr2 

ATGCCGCGTGCGAAGACGTTCGTGATCGTCGGGGGCGGCCTGGCCGCCGGCAAGGC

CGCGGAGGAACTGCGCGAGCACGGCCACGACGGGCCGCTTCTCGTGATCGGGGACG

AGCGGGAACGACCGTACATCCGGCCGCCGCTGTCCAAGGGGTACCTGCTGGGCAAG

GAGGACCGCGAGTCCATCCACGTGCACCCCGAGAGCTGGTACCGGGAGCACGACGT

CGATCTGCTCCTCGGCACGAGCGTGACGTCCGTCGACGCGCGTGGCCGGGCGGTGAC

GCTGGACGACGGCCGTCGCGTGCCCTACGCCGGTCTGCTGCTGGCCACCGGTTCCTC

GCCGCGCCGCCTGTCGGTGCCGGGCGCGGACCTGGAGGGCGTGCTGTACCTGCGGC

GCGTGGGCGACAGCGAGCGCCTCAAGGAGGCGTTCACCGAAGGAGCCCGGATCGTG

GTGGTCGGCGGCGGCTGGATCGGGCTGGAGACGGCGGCGGCGGCCCGGGCGGCCGG

CGCGGAGGTGACCGTGCTGGAGCGCGGTGAGCTGCCCCTGCTGAAGGTCCTGGGCC

GCGAGGCGGCCGAGGTCTTCGCCGGTCTGCACCGGGACCACGGTGTGGACCTGCGT

CCCCATGCCCGGATCGAGGCCGTCACCGGCACCGGGGGCCGCGTCGACGGGGTCCG

GCTCGCCGACGGCACCCACCTGCCCGCGGACGCCGTGGTCGTGGGGGTGGGCATCA

CGCCCAACGTCCGCCTGGCCGAGGAGGCGGGCCTCGACGTGCGCAACGGCATCGTG

ACGGACGCCCGTCTGCGGACCTCCGCCGCCGGGGTCCACGCCGCCGGTGACGTCGC

CAACGCCTACCACCCCCGGCTCGGCCGGCACCTGCGCGTGGAGCACTGGGCCAACG

CGCTGCACCAGCCCCGTACCGCCGCGCTGAGCATGCTCGGCCAGGACGCGGTGTACG

ACCGGCTGCCGTACTTCTACACCGACCAGTACGACCTCGGCATGGAGTACACCGGGT

ACGCCGAACCGGGCGGCTACGACCGCGTCGTCTTCCGCGGGTCGCGCGAGGAGCGG

CGGTTCCTGGCGTTCTGGATGTCCGGCGACCGGGTGCTGGCGGGGATGAGCGTCAAC

CTGTGGGACGTGATCGGGACGATCCGCGCCCTGATCGAGTCGGGCGCGGAGACGGA

CGACGCCGCCCTGGCCGACCCCTCGGTCCCGCTGGAGAGCCTGCTTCCCCCGCACGC

GCGGCCGACGGGAGACCAGGCGTGA 

> S.coelicolor fdr3 

GTGGTCGACGCGGATCAGACATTCGTCATCGTCGGAGGCGGCCTGGCGGGCGCGAA

AGCGGCCGAGACGCTCCGCACGGAGGGCTTCACCGGCCGGGTGATCCTCGTCTGCG

ACGAACGCGACCACCCCTACGAGCGCCCGCCGCTGTCCAAGGGCTACCTCCTGGGCA

AGGAGGAGCGCGACAGCGTCTTCGTGCACGAGCCCGCCTGGTACGCCCGGCACGAC
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ATCGAGCTGCACCTCGGCCAGACCGTCGTCGCGATCGACCGCGCCGCCAAGACCGTC

CACTACGGCGACGACGGCACCCACGTCAGCTACGACAAGCTGCTCATCGCGACCGGC

GCCGAGCCCCGCCGCCTGGACGTCCCCGGCACCGGCCTCGCGGGCGTCCACCACCT

GCGCCGCCTGGCGCACGCCGAGCGCCTCAAGGGCGTCCTCGCCACCCTCGGCCGGG

ACAACGGACACCTGGTGATCGCCGGCGCGGGCTGGATCGGCCTGGAGGTCGCGGCC

GCGGCCCGCGAGTACGGTGCGGAGGTCACCGTCATCGAGCCCGCCCCGACCCCGCT

GCACGGCGTCCTCGGTCCCGAGCTGGGCGCCGTCTTCGCCGAGCTGCACGAGTCGCG

CGGCGTCCGCTTCCGCTTCGGCGTGAAGCTGACCGAGATCGTCGGCCAGGACGGTGT

GGTGCTGGCCGCCCGCACCGACGACGGCGAGGAGCACCCCGCGCACGACGTGCTCG

CCGCGATCGGCGCCGCCCCGCGCACCGCGCTCGCCCAGGCGGCCGGGTTGGAGATC

GCCGACCGCGCGCACGGCGGCGGCATCGTCGTCGACGACCACCTGCGCACCTCCGA

CCCCGACATCTTCGCGGCCGGCGACGTGGCCTCCTTCCACCACGCCCTCTTCGACAC

CAGCCTGCGCGTGGAGCACTGGGCCAACGCCCTGAACGGCGGTCCGGCCGCCGCCC

GCGCGATGCTCGGCAGGGGCCTCGCCCACGACCGCGTGCCCTACTTCTTCACCGACC

AGTACGACCTGGGCATGGAGTACTCCGGCTGGGCGCCGGCCGGCTCGTACGACCAGG

TGGTGATCCGCGGGGACGCGGCGAAGCGCGAGTTCATCGCCTTCTGGGTGAAGGAG

GGCCGGGTGCTGGCCGGGATGAACGTCAACGTGTGGGACGTCACGGAGCCGATCCA

GCAGCTGATCCGCTCGAAGACCCGGGTGGACACGGAGGACCTGGCGAACCCGCACG

TATCCCTCGAAAGCCTCGTCGCATAG 

> S.coelicolor fdr4 

GTGGTCGTGGTGGGCGCCGGGATGGCGGGCGTGCAGACCGCGGTCGCCCTGCGGGA

ACAGGGCTTCACCGGCCCGGTGACCCTGATCGGTGCGGAGCCGCACCAGCCGTACG

ACCGCCCCCCGCTGTCCAAGGCCGTCCTGCTCGGCACCGCCGAGGGCTCCGCCTTCG

ACGTCGACTTCGAGGCCCTCGGCATCACCCTGCGGCTGGGCTGCGAGGCCCTGGGCG

TCCGCCCCGCGGAGCACGTCCTGGACACCTCCGAGGGGCCCGTGCCCTACGACGTCC

TCGTCCTGGCGACCGGCGCCGAACCGGTGCGGCTCCCCGGCGCGGAGGGCGTGCCC

GGCGTGCACCTGCTGCGCACCCTGGACGACGCGGAACGGTTGCGGCCGGTACTCGC

CCGGCAGCACGACGTCGTGGTCGTCGGCGCGGGCTGGATCGGCGCCGAGTTCGCCA

CCGCCGCGCGCGAGGCGGGCTGCGCGGTGACCGTGGTGGAGGCCGCCGACCGGCCG

CTGGCCGACGCGCTGCCCGCCGAGGTCGCCGCGCCGATGACCGCCTGGTACGCCGAC

GCCGGCGCCGAACTGCGCACCCGCGCGCGCGTGGAGCGCGTCGAGTCCGGCGGCCC

CGGTGAGTCCGGCCGGGTCGTCCTCGACGACGGCACCCGGCTGGCCGCGGGCGCGG

TCGTCGTCGGCATCGGCGCCCGCCCGGCCACCGGCTGGCTGGCCGGGTCCGGCATCG

CCCTCGGCGCGCACGGCGAGGTGCTGGCCGACGACCTCCTGCGCACCTCCGCGCCG
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GACGTCCACGCGGTCGGCGACTGCGCCTCCTTCCCCTCCGCCCGCTACGGCGAGCGG

CTGCTGGTGCACCACTGGGACAACGCCCTCCAGGGCCCGCGCACGGTCGCCGCCGA

CATCGTCGGCACCCCGGGCGGCGAGACCCCGGCGGCCTACGACCCGGTGCCCTACTT

CTGGTCCGAGCAGTTCGGCCGCTTCGTCCAGTACGCCGGTCACCACACCGCCGCCGA

CACCACCCTGTGGCGCGGCGACCCCGCGAGCCCGGCGTGGACGGTCTGCTGGCTGC

GCGAGGGCCGCCTGGTCGCCCTGCTCGCGGTGGGCCGCCCCCGCGACCTGGCGCAG

GGCAGGCGCCTGATCCAGGCGGGCACGCCGATGGACCCGGACCTGCTGGCCGACCC

GGCGAAGCCGTTGAAGGCGGCGACGGCGGCCACGGCGTAG 

> pTAex3 全序列及图谱 

CTCGTGCGCCTTCCCGGAGTGGCTCACGCGCCCGCCACCACACCCGAAGCAAGAGC

TCAACTCCTATTCATTTTAGCGACTCCAATCTTCAAGAGCAGAATGTGAACGAACCAC

TGCATCATCAGTCTAGAGGATCCCCATCATGGTGTTTTGATCATTTTAAATTTTTATATG

GCGGGTGGTGGGCAACTCGCTTGCGCGGGCAACTCGCTTACCGATTACGTTAGGGCT

GATATTTACGTAAAAATCGTCAAGGGATGCAAGACCAAAGTAGTAAAACCCCGGAGT

CAACAGCATCCAAGCCCAAGTCCTTCACGGAGAAACCCCAGCGTCCACATCACGAG

CGAAGGACCACCTCTAGGCATCGGACGCACCATCCAATTAGAAGCAGCAAAGCGAA

ACAGCCCAAGAAAAAGGTCGGCCCGTCGGCCTTTTCTGCAACGCTGATCACGGGCA

GCGATCCAACCAACACCCTCCAGAGTGACTAGGGGCGGAAATTTAAAGGGATTAATT

TCCACTCAACCACAAATCACAGTCGTCCCCGGTATTGTCCTGCAGAATGCAATTTAAA

CTCTTCTGCGAATCGCTTGGATTCCCCGCCCCTGGCCGTAGAGCTTAAAGTATGTCCC

TTGTCGATGCGATGTATCACAACATATAAATACTAGCAAGGGATGCCATGCTTGGAGG

ATAGCAACCGACAACATCACATCAAGCTCTCCCTTCTCTGAACAATAAACCCCACAGC

AAGCTCCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCTGTAGTAGCTCGTGAAGGGTGGAG

AGTATATGATGGTACTGCTATTCAATCTGGCATTGGACAGTGAGTTTGAGTTTGATGTA

CAGTTGGAGTCGTTACTGCTGTCATCCCCTTATACTCTTCGATTGTTTTTCGAACCCTA

ACGCCAAGCACGCTAGTCTATTATAGGAAAGGATCCGGATTAATGTGTTTTCATAACG

CGGTACTGTATGGTACTTCTGTATTATATCACCGAAGCTCATGTATCTTACATGTATATAT

TATACAGACACAACCTTGGTTACCCCACCATGATGTTTCCTGCAGATAATCTCCTGACG

ATCAATCTTACCACAGGGATATGATGGCACCCAACCTGGCGCCTTCGCAACATCAAAT

TATTTGTGATATGATCAAGTGCGATCCATCACTTACTAATGCCCAGATAGCTGAAGCTG

CTAACTGCAGCACACGCGCAATTCCTAGGATTCGGTCAAATCTCCGGCTATTCGGCAG

TAGCAAAGCCCCTCCAAATAAAGGTGGACGCCCACGAAGCATCTCACCAATAATGCT

GGAGGCTCTTTGTGATCATCTTCTTGAAAAGCCTGATCTATACCTTGACGAAATGGCC

ATCTTTCTATGGGATGAGTTCCAAATATACGCAACTACATCTAGTATCAGGCGGGCTCT

GTCTTCTAAAGGTTGGTCCAAAAAGGCAGCTCGGCAGAAAGCAAAGGAACGGAATT
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AATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCC

ACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAG

CTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG

TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG

CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG

CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGC

AGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCC

GCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGAC

GCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCC

CTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTC

CGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTC

AGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG

CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACG

ACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAG

GCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAG

TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTC

TTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCA

GATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCT

GACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAA

AGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTAT

ATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA

GCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC

GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACG

CTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAG

AAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTA

GAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCAT

CGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCA

AGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTC

CGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACT

GCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACT

CAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTC

AATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAA

CGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGT

AACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG
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GTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGG

AAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTAT

TGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCC

GCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACA

TTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATG

ACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAG

CGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGT

CGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATAAA

ATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTT

TTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGCCCGAGA

TAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACT

CCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCAT

CACCCAAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTA

AAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAG

GAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCA

CGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACT

ATGGTTGCTTTGACGTATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATAC

CGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTG

CGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTA

AGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCC

AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGTCTGCTCTCCCAGGCTCAGCAGGCCT

GATTTGATATGGAGAATGACACTTCCATGAAGTAATAGACGGTCCAGTCTCCCTTCCA

GCCAGTCGACGGCGACGGAGCGCAAGCCCTCAATGTCGCCAGCAATCAAATCGGCTT

CGAAGTCAAGGTGATTCACATGGCCGTTGCGAATGCTAACCTTGATGGAAGGCAAGG

ATGCAGATCCAACAAGGGCATTTTCGTATTCCGGTAAGCGTACAATTACTTCAGACTG

GCCGGTTTCGACCTCTTTCCCAATCCAGGTGACGAAACGCCCAATATTTCTCGCCGAT

TCACTTTTGACTCGATCAGCATCGAGGACAATATCCCCTTGTACCCTTGCCCTGACAC

CTTCGCTTGTGGCCGACACGACTGATAGGTTTGTCGGTCTAAATATGGCTGCTTCCTT

GACGTATTGCTTTACTACCTCGGGAACAAAGAAGGCCAGAATGAGGATGACAATGAC

GGAACCGACAGCAAGGAGGCCGCATAATACCGTCCACCAAGCTTTATTTCGCGGTTT

TTTGGGGTAGTCATCTAATGAAACAGACCCGGACGCAGCAGAGGAAGCCCGCGATGA

CTCTATACCACCGTACGCCGATATATCATCATCGCGGCGATGGAGAAGTGGGGTTGAC

TCCGAAGACACTTCAAAGGAGCGACGCTGTTGATTTGTAGACGACGCTTGATAGGGA

GAAGCATTATTGTCGTGATGCTCGCCCAACAGAGGCCGACTCGCCTCATCCGTCATAA

CGAACGCTGTGTAAAGCGGAGTGGGGGGGAAAGTGTGGATTGTGGAGAGTATGCGA
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TAGTGTTGAGGCTGATCAGACGGCGAATCGGGCCAGATATGACCAGTTTAGAGGCCT

CATTTGACTATAATTTACATAAATTAGATAAATAGAGATGAACGCATGCAATAATTGCA

GCAAATATTGATGAAGCGAGAGGTAGGACGATGAAGGACTGTGAGCAGTTCAAGGTA

TCAGCAGAGTCAAGGGCCTGATGCAATGGCGGTGATCCGTGATCAGCGAACGGAAG

GGGCGCTAACTCTGTTTCTTTACCAATGATCGGAAGCTCCTGCTGGCGGACTTATGAG

TCATTCACGAATCATTTCTCAGTTATTTGTGGATGCCCTCGTTCTGTCCACAATTTCTTT

CCGCCCCAAGTCTTTTAAGTTCTTTAACATCTATATTCTTGCACTTCCAATGGCATCCCT

TCGCTCCGTACTCAAGAGCCAGAGCTTGCGACACACCGTGCGATCCTACTCCTCGCA

AACCATGCCTCCCGCCTCACCCTTTGCTCCCCGCCACTTCCTCTCCATTGCGGACCTC

TCGCCCTCCGAGTTCGCAACCCTTGTTCGCAATGCCTCCTCACACAAACGGGCTATCA

AGTCGGGGTCAATGCCCCAAAACTTGCAGGGATCACTCCTTGGGAAAACTGTGGCCA

TGATCTTCAGCAAACGAAGCACGAGGACAAGGGTATCTACAGAAGGGGCCGTTGTG

CAGATGGGAGGTCATCCGATGTTCTTGGGCAAGGATGATATCCAACTAGGTGTCAACG

AGTCCCTATACGACACCTCCGTTGTCATTTCGTCCATGGTATCCTGCATTGTAGCCCGT

GTCGGTAAACATGCAGAGGTCGCAGATCTGGCGAAGCACTCTTCGGTTCCAGTCATC

AATGCTTTGTGTGACTCTTTCCACCCTCTCCAAGCCGTGGCCGATTTCCAGACCATCT

ATGAAGCATTCACCCCCAAGGCGCACCACCTTTCAAGTCTAGGGTTGGAAGGATTGA

AGATCGCTTGGGTGGGTGACGCCAACAACGTCCTGTTCGATATGGCCATTGCTGCTAC

AAAAATGGGTGTCGACATTGCTGTCGCTACTCCCAAGGGGTACGAAATCCCTCCTCA

CATGCTGGAGCTCATCAAGTCTGCTGGAGAGGGTGTCTCGAAACCAGGAAAGCTTCT

GCAAACCAATATTCCCGAAGAAGCGGTCAAGGACGCCGATATTCTGGTCACAGACAC

CTGGGTCTCTATGGGCCAAGAGGAAGAGAAGGCTCAGAGGCTGAAGGAGTTTGATG

GTTTCCAAATCACTGCTGAACTCGCCAAGCGAGGAGGAGCTAAGGAGGGCTGGAAG

TTCATGCACTGTCTCCCGCGACACCCTGAGGAGGTCAGCGACGAGGTTTTCTACAGC

AACCGGTCACTTGTCTTCCCTGAGGCTGAGAACCGGTTATGGGCTGCGATTTCCGCCT

TGGAGGGTTTCGTTGTCAATAAGGGAAAAATTGAATAAATATAACCAGGCTTCCATTT

AAATATATAGAGGCTGGCGTTATCAAACTGATGAGTTGACGGGTATGAGATCATTCCG

TCCCTAAATATATTTACTCCGATCACGTAAAAGCCTGTTAGTAGAAGCATTTTCCCAAT

TATCCTGACCAATTCTTTCTAGCATATATCAAATAACTAATTGACATGTTCTCTCGCTTC

CTTATATTACTCAGAGTATTGGAAATGGGGCAAATCGCACCCGGTGACTTTCACATGT

CACGAATGCGGAGTCGTCCTAGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACACCCCAACCCT

CGACTCTCCTCATTCCATACTCTTGACCTCTATCCAGCACATTCTTCTGAGGTTTCGCA

ATGGCTGTAGGTCGACTTTACTACATCCACAATCCTGCTGATTCGCTAACAAAGCTGA

ACAGTCCTCGGCATCACAAGCTCGGCCCCGCCGCTCTTATCCATCCTTAAACCGCATC
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TCACTCGCGCCTTTAACTCCCCATTACCCCATTGACGACGACGACAATGAGTCGGACA

AAGACCCACAGGATTATTTCACCCCGCGAAATGAGGCTATTGACAACCCCACTAGAA

CTTCCTACTTGTCTAGCTATTCGGTCCCAGGGACACCCGGCGTCCTCT 
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