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一株裂殖壶菌菌株、其构建方法及应用

(57)摘要

本发明公开了一株裂殖壶菌菌株、其构建方

法及应用，本发明的菌株其分类命名为裂殖壶菌

(Schizochytrium sp .)HX-RS，保藏编号CCTCC 

NO：M2017046。所述菌株采用来自希瓦氏菌PKS酶

中的酰基转移酶功能域替换裂殖壶菌PKS酶中的

酰基转移酶功能域，并通过平板筛选、高转速低

温驯化筛选获得，本发明的菌株可联产DHA和

EPA，该菌株培养发酵的EPA和DHA的含量分别达

到4.68％和51.3％，分别比原始菌株分别提高了

69.9％和14.3％，发酵生产效率高且成本较低。
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1.一株裂殖壶菌菌株，其特征在于，其分类命名为裂殖壶菌（Schizochytrium  sp .） 

HX-RS，保藏编号为CCTCC  NO：M2017046。

2.一种重组裂殖壶菌的构建方法，其特征在于，包括如下步骤：

（1）以裂殖壶菌（Schizochytrium  sp.）HX-308为原始菌株，敲除原始菌株基因组中的

酰基转移酶（AT）域，并引入外源菌株的酰基转移酶（AT）域，构建重组菌株；

所述外源菌株为希瓦氏菌（Shewanella  sp.）SCRC-2738；

（2）将步骤（1）构建的重组菌株在含有博莱霉素抗性的平板上进行筛选，将筛选的重组

菌转接入摇瓶，转速180-250  rpm，温度18-25  ℃下驯化，筛选出生长速度快，不饱和脂肪酸

含量高的菌株；

所述步骤（1）中，敲除原始菌株基因组中的酰基转移酶（AT）域的方法为，以酰基转移酶

（AT）域上下游区域作为同源重组片段，以博莱霉素抗性基因表达框作为筛选标志，对裂殖

壶菌基因组中的酰基转移酶（AT）域基因进行敲除；

其中，酰基转移酶（AT）域上游同源臂核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1所示，酰基转移酶（AT）

域下游同源臂核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2所示；

引入外源菌株的酰基转移酶（AT）域的方法为，以酰基转移酶（AT）域上下游区域作为同

源重组片段，构建含有Shew-AT基因的表达盒的同源重组片段，Shew-AT基因的表达盒依次

含有泛素启动子、Shew-AT基因和泛素终止子；其中，Shew-AT基因的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO：3所示。

3.根据权利要求2所述的构建方法，其特征在于，所述步骤（2）中，重组菌株的驯化方式

为：

在含有博莱霉素抗性的平板上进行筛选，将筛选的重组菌转接入摇瓶，每24  h转接一

代，转接30-50代；

其中，平板中博莱霉素的浓度为15-45 μg/mL。

4.权利要求1所述菌株在二十碳五烯酸EPA和二十二碳六烯酸DHA联产中的应用。
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一株裂殖壶菌菌株、其构建方法及应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物化工领域，具体涉及利用微生物产油脂的方法，特别涉及一株可

发酵共产DHA、EPA的裂殖壶菌菌株。

背景技术

[0002] EPA和DHA是对人类生长和发育非常重要的omega-3长链多不饱和脂肪酸，具有降

血脂和提高智力等功效，同时它们还可以用于预防和治疗一些疾病，例如高血压、动脉硬

化、心血管疾病、老年痴呆、抗炎、抗癌等。这些脂肪酸能通过激活核过氧化物酶体增殖活化

受体(PPARs)来降低血清中甘油三酯的水平，以此来调节油脂在许多组织中的运输、储存和

代谢。人体很难通过自身合成来满足机体对EPA和DHA的需求，需要从食物中摄取。

[0003] 目前，主要从深海鱼类中获得所需的EPA和DHA，但是鱼油的可持续供应受地域和

气候，还有鱼类疾病及对鱼类过度捕捞的影响，鱼油的产量和质量不稳定。其次，海洋污染

日益严重，鱼类体内污染物质残留严重，如甲基水银等，纯化工艺复杂，成本高。鱼油存在特

有的腥味、易于氧化且杂质较多，难以满足食品添加剂行业的需求。因此，寻找一种新的EPA

和DHA来源已经成为单细胞油脂的研究焦点。目前常用的DHA生产菌为裂殖壶菌，EPA生产菌

分别为Shewanella  sp.和Photobacteriumprofundum。

[0004] 裂殖壶菌是目前DHA油脂的主要工业化菌种，其生长速度快，生物量可达到200g/

L，油脂占细胞干重比例可达70％，其DHA含量占总脂肪酸的42％左右，DPA含量占20％左右，

但EPA含量低于1％。目前EPA的发酵生产一直未实现大规模工业化生产，常用的几种EPA生

产菌生物量低于裂殖壶菌，如Shewanella  sp .717发酵结束后生物量才达到6 .2g/L；

Mortierellaalpine  ATCC32222发酵384h生物量才到20g/L；Pythium  splendens  RBB-5生

物量最高也仅达到42.5g/L。

[0005] 目前通过培养基优化和发酵调控等方式来改变裂殖壶菌中不饱和脂肪酸的比例

效果有限，尤其是EPA的含量更无法调控。对于如何通过其他手段来调控菌体中不饱和脂肪

酸的分布和油脂的品质成为亟需解决的问题。

[0006] 裂殖壶菌通过PKS酶合成长链多不饱和脂肪酸，该途径独立于经典的脂肪酸延长

去饱和途径，是由一种不依赖于氧、位于细胞质中、由多结构域组成的复合酶——聚酮合酶

所催化，聚酮合酶的表达受多个功能结构基因的协同控制，酰基转移酶(AT)是其中一个重

要的功能域，在多不饱和脂肪酸合成中能够识别并转移ACP域的脂肪酰基组，在脂肪酸的富

集和聚酮化合物的合成中扮演着重要的角色。

[0007] 另外，氧和温度对裂殖壶菌的生长及长链多不饱和脂肪酸合成具有重要影响。高

氧有利于裂殖壶菌发酵过程中菌体生长，但不利于DHA的积累。低温有利于裂殖壶菌胞内多

不饱和脂肪酸的积累，但不利于菌体生长。本发明提供了一种改造多不饱和脂肪酸合成的

聚酮合酶的研究方法，并且通过功能域的替换获得了脂肪酸比例改善的突变菌株，并通过

高转速低温驯化筛选出一株可高产EPA和DHA两种多不饱和脂肪酸的菌株。
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发明内容

[0008] 本发明的目的在于克服现有技术存在的问题，提供一株可高产EPA和DHA两种多不

饱和脂肪酸的裂殖壶菌菌株。

[0009] 为实现上述技术目的，本发明采用如下技术方案：

[0010] 一株裂殖壶菌菌株，其分类命名为裂殖壶菌(Schizochytrium  sp.)HX-RS，该菌株

已于2017年2月20日保藏于中国典型培养物保藏中心，其保藏编号是CCTCC  NO：M2017046。

[0011] 本发明还提供了上述菌株的构建方法，具体包括如下步骤：

[0012] (1)以裂殖壶菌(Schizochytrium  sp.)HX-308为原始菌株，敲除原始菌株基因组

中的酰基转移酶域(AT)，并引入外源菌株的酰基转移酶域(AT)，构建重组菌株；

[0013] 所述外源菌株为希瓦氏菌(Shewanella  sp.)SCRC-2738；

[0014] (2)将步骤(1)构建的重组菌株在转速180-250rpm，温度18-25℃下驯化，筛选出生

长速度快，不饱和脂肪酸含量高的菌株。

[0015] 本发明所述的酰基转移酶域为具有特定功能的催化域，但其功能尚未完全确认，

可以确认的是，其在微生物脂肪酸合成过程中，扮演重要角色。初步判断为其具有识别ACP

域的脂肪酰基组，并将其转移到胞液中释放为游离脂肪酸或者将其转移给CoA变为脂酰

CoA。预测该催化域还能能嵌合不同的酰基CoA(如乙酰CoA，丙酰CoA，除丙二酰CoA)，从而合

成不同的聚酮化合物。

[0016] 本发明所述的方法，所述步骤(1)中，敲除原始菌株基因组中的酰基转移酶域(AT)

的方法为，以酰基转移酶域(AT)上下游区域作为同源重组片段，以博莱霉素抗性基因表达

框作为筛选标志，对裂殖壶菌基因组中的酰基转移酶域(AT)基因进行敲除；

[0017] 其中，酰基转移酶域(AT)上游同源臂核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1所示，酰基转移酶

域(AT)下游同源臂核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2所示。

[0018] 上述步骤(1)中，所述引入外源菌株的酰基转移酶域(AT)的方法为，利用酰基转移

酶域(AT)上下游区域作为同源重组片段，构建含有Shew-AT基因的表达盒的同源重组片段，

Shew-AT基因的表达盒依次含有泛素启动子、Shew-AT基因和泛素终止子；Shew-AT基因的核

苷酸序列如SEQ  ID  NO:3所示。

[0019] 上述步骤(1)中，所述同源重组片段是通过电转的方式导入到裂殖壶菌的；其中，

电转参数为0.5-0.8KV，150-200Ω，45-55μF。

[0020] 上述步骤(2)中，重组菌株的驯化方式为：

[0021] 在含有博莱霉素抗性的平板上进行筛选，然后将筛选的重组菌转接入摇瓶，每24h

转接一代，转接30-50代；

[0022] 其中，平板中博莱霉素的浓度为15-45μg/mL。

[0023] 本发明还提供了所述菌株HX-RS在二十碳五烯酸EPA和二十二碳六烯酸DHA联产中

的应用，采用本发明所述的菌株可发酵获取含EPA和DHA的油脂。

[0024] 本发明中，发明人通过对裂殖壶菌AT功能域的敲除发现裂殖壶菌酰基转移酶(AT)

可以影响脂肪酸种类，获得的AT敲除菌株细胞小而脆弱，生长极其缓慢，DPA和DHA占总脂肪

酸的含量分别由原来的19.87％和49.52％降到12.51％和35.20％。在此基础上，本发明将

具有强启动子和外源的酰基转移酶(Shew-AT)的表达盒替换掉裂殖壶菌基因组上的AT，构

建得到的菌株经高转速，低温驯化后具有生长速度快和不饱和脂肪酸含量提高的特性，可
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用于联产DHA和EPA。

[0025] 本发明获取的菌株，生理生化稳定，具有稳定的遗传性能。发酵生产含DHA和EPA的

油脂时，生物量达到115.34g/L，产油量达到69.6g/L，EPA、DHA占总脂肪酸分别可达到为

4.68％，51.3％。

附图说明

[0026] 图1是质粒PBS-Zeo-AT的构建步骤。

[0027] 图2是质粒PBZ-Shew-AT的构建步骤。

[0028] 图3是Schizochytrium  sp.HX-DS及原始菌株生物量变化。

[0029] 图4是A原始菌株及B  Schizochytrium  sp.HX-RS0培养2天形态图。

[0030] 图5是Schizochytrium  sp.HX-RS0及原始菌株生物量变化。

[0031] 本发明所述的生物材料，其分类命名为裂殖壶菌(Schizochytrium  sp.)HX-RS，已

保藏于中国典型培养物保藏中心(CCTCC)，其保藏编号为CCTCC  NO：M2017046，保藏时间为

2017年2月20日，保藏地址为：中国.武汉.武汉大学。

具体实施方式

[0032] 以下实施例中所采用的培养基如下：

[0033] 种子培养基：葡萄糖30-60g/L、酵母膏2-4g/L、谷氨酸钠8-15g/L、KH2PO42-5g/L、

CaCl2·2H2O  0.5-4g/L、MgCl22-5g/L、NaCl  10-20g/L、KCl  1-4g/L、MgSO4·7H2O  2-6g/L、

FeCl30.1-0.5g/L。

[0034] 发酵培养基：葡萄糖60-120g/L、酵母膏2-6g/L、谷氨酸钠15-20g/L、NaCl  15-20g/

L、MgCl22-5g/L、(NH4)2SO42-8g/L、KH2PO43-6g/L、KCl  1-4g/L、MgSO4·7H2O  3-5g/L、

FeCl30.1-0.5g/L。

[0035] 实施例1本实施例说明本发明的生物材料来源信息

[0036] 裂殖壶菌(Schizochytrium  sp .)HX-308，已保藏于中国典型培养物保藏中心

(CCTCC)，其保藏编号为CCTCC  No：M  209059。

[0037] 驯化后的裂殖壶菌基因工程菌Schizochytrium  sp.HX-RS，该菌株保藏于中国典

型培养物保藏中心，其保藏编号是CCTCC  No:M2017046。

[0038] 载体PBS-Zeo：本实验室自主构建。

[0039] 载体PMD19-T(simple)：商业载体，购于TaKaRa公司。

[0040] 实施例2本实施例说明用于AT功能域敲除的重组质粒PBS-Zeo-AT的构建

[0041] 质粒PBS-Zeo-AT的构建步骤如图1所示。

[0042] 1.获取裂殖壶菌AT基因上、下游同源臂

[0043] (1)获取裂殖壶菌AT基因上游同源臂

[0044] 根据测序获得的AT基因序列设计引物ATu p - S和AT u p - A扩增裂殖壶菌

(Schizochytrium  sp.HX-308)的上游同源臂，并将其连接到PMD19-T载体上，得到重组质粒

pMD19-ATup。其中，

[0045] ATup-S序列：

[0046] 5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTGCTATTCCGTGCTCCTCTC  3’，
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[0047] ATup-A序列：

[0048] 5’GCTCTAGAGCGCCTTGGGCGTGATGTTGAG  3’。

[0049] (2)获取裂殖壶菌AT基因下游同源臂

[0050] 根据获得的裂殖壶菌AT序列设计引物ATdown-S和ATdown-A扩增下游同源臂。并将

其连接到pMD19-T载体上，得到重组质粒pMD19-ATdown。

[0051] ATdown-S序列：

[0052] 5’CCGGAATTCCGGTGGAACAAGGCTCTGGCCGT  3’；

[0053] ATdown-A序列：

[0054] 5’CGGGGTACCCCGGACGCCAGGAACAAGGTGGG  3’。

[0055] 2.构建质粒PBS-Zeo-ATup

[0056] 利用NotI和XbaI两个限制性内切酶对质粒pMD19-ATup和PBS-Zeo分别进行双酶

切，然后将胶回收的ATup片段连接到线性化的PBS-Zeo载体上，得到重组质粒PBS-Zeo-

ATup。

[0057] 3.构建质粒PBS-Zeo-AT

[0058] 利用EcoRI和KpnI两个限制性内切酶对质粒pMD19-ATdown和PBS-Zeo-ATup分别进

行双酶切，然后将胶回收的ATdown片段连接到线性化的PBS-Zeo-ATup载体上，得到重组质

粒PBS-Zeo-AT。

[0059] 实施例3本实施例说明酰基转移酶AT缺陷型裂殖壶菌菌株产油脂的情况

[0060] 利用NotI和KpnI两个限制性内切酶对质粒PBS-Zeo-AT进行双酶切，然后使用

Takara胶回收试剂盒纯化含有AT上下游同源臂及博莱霉素的片段，通过电击转化到裂殖壶

菌中，将转化的菌液涂布在含有得到20μg/mL博莱霉素的平板上，30℃避光培养2天，挑取阳

性单菌落摇瓶培养，提取基因组进行PCR验证，并将正确的缺陷菌命名为Schizochytrium 

sp.HX-DS。

[0061] 将上述获得的工程菌接种到种子培养基中，培养条件为：温度30℃、转速170rpm，

分别测定细胞干重，脂肪酸含量。与原始菌种同样条件下参数进行对比。结果见图3，表1。

[0062] 表1：Schizochytrium  sp.HX-DS及原始菌株种子脂肪酸分布的差异对比

[0063]

[0064] 如图3，表1所示，裂殖壶菌AT基因敲除后，细胞生长缓慢，生物量降低，培养14天时

生物量仅有原始菌种2天的1/2。DHA的产量从49.52％降到35.20％，

[0065] 本实施例说明了裂殖壶菌的AT域的改变可影响菌株脂肪酸种类的事实。
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[0066] 实施例4重组质粒PBZ-Shew-AT的构建

[0067] 质粒PBZ-Shew-AT的构建步骤如图2所示。

[0068] 1.泛素启动子、Shew-AT和泛素终止子的克隆

[0069] 参照NCBI中泛素启动子，Shew-AT(Shewanella  sp.SCRC-2738的AT基因)和泛素终

止子基因序列，由苏州金维智有限公司合成，分别以合成的质粒pUC-Ubiquitin  promoter，

pUC-Shew-AT和pUC-Ubiquitin  terminator为模板，设计如下引物序列以扩增三种基因片

段：

[0070] Promoter-S:5’GCTCTAGAGCCGTTAGAACGCGTAATACGACTCAC  3’

[0071] Promoter-A:5’CCGAGGCCTTCGGCGTTTGCTCCACTTCGTCTTATCCTCAGTCATGTTGG  3’

[0072] Shew-S:5’CCAACATGACTGAGGATAAGACGAAGTGGAGCAAACGCCGAAGGCCTCGG  3’

[0073] Shew-A:5’TTAGTTTAGTCCGACTTGGCCTTGGTTAGACCTCACCCTGAAGGAGGTGA3’

[0074] Terminator-S:5’TCACCTCCTTCAGGGTGAGGTCTAACCAAGGCCAAGTCGGACTAAACTAA  3’

[0075] Terminator-A:5’CGGGATCCACCGCGTAATACGACTCACTATAGG  3’

[0076] 2.融合PCR连接泛素启动子、Shew-AT和泛素终止子，构建载体P-Shew-AT-T。利用

融合PCR反应将DNA片段泛素启动子、Shew-AT和泛素终止子拼接起来，从而获得三基因拼接

片段，将获得片段与pMD19-T(Simple)载体连接，得到重组质粒P-Shew-AT-T。

[0077] 3.构建载体PBZ-Shew-AT

[0078] 利用XbaI和BamHI两个限制性内切酶对质粒P-Shew-AT-T和PBS-Zeo-AT分别进行

双酶切，然后将胶回收的Shew-AT基因表达盒片段连接到PBS-Zeo-AT中AT上游同源臂与博

莱霉素抗性基因片段之间，构建载体PBZ-Shew-AT。

[0079] 实施例5  Shew-AT替换型裂殖壶菌菌株的构建

[0080] 利用NotI和KpnI两个限制性内切酶对质粒PBZ-Shew-AT进行双酶切，然后使用

Takara胶回收试剂盒纯化含有Shew-AT及博莱霉素的目的片段，通过电击转化到裂殖壶菌

中，电击转化参数为0.5-0.8KV，150-200Ω，45-55μF，将转化的菌液涂布在含有得到20μg/

mL博莱霉素的平板上，30℃避光培养2天，挑取阳性单菌落摇瓶培养，提取基因组进行PCR验

证，并将正确的替换菌命名为Schizochytrium  sp.HX-RS0。

[0081] 将上述获得的工程菌接种到种子培养基中，对其种子性能进行考察，培养条件为：

温度30℃、转速170rpm。分别观察细胞形态，测定细胞干重，脂肪酸含量与原始菌株同样条

件下参数进行对比。结果见图4，图5，表2。

[0082] 表2：Schizochytrium  sp.HX-RS0及原始菌株种子脂肪酸分布(占总脂肪酸含量)

的差异对比
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[0083]

[0084] 结果发现，Schizochytrium  sp.HX-RS0恢复了生长，培养2天后生物量可以达到

31 .3g / L，但还是低于原始菌株。细胞形态均一且呈花瓣状明显优于原始菌，且

Schizochytrium  sp.HX-RS0的EPA含量达到了3.84％，比原始菌株提高了72.9％。DHA含量

由原来的35.2％恢复到了47.2％但略低于原始菌株。

[0085] 实施例6  Shew-AT替换型裂殖壶菌菌株驯化

[0086] 将实施例5获取的Shew-AT替换型裂殖壶菌Schizochytrium  sp.HX-RS0菌株，经高

转速、低温进行驯化，在含有博莱霉素抗性的平板上进行筛选，每24h转接一代，转接30-50

代；其中，平板中博莱霉素的浓度为15-45μg/mL，筛选转速180-250rpm，温度18-25℃。

[0087] 以菌株的生物量和DHA、EPA含量为考核指标，筛选出20株DHA、EPA含量高的菌株，

其中有4株菌生物量和DHA、EPA含量高于原始菌的10％以上，以其编号依次命名为

Schizochytrium  sp.HX-RS0-4、Schizochytrium  sp.HX-RS0-6、Schizochytrium  sp.HX-

RS0-12、Schizochytrium  sp.HX-RS0-16。对驯化后的4株菌进行发酵验证。将获得的4株菌

在种子培养基中培养3代，再以10％(v/v)接种量将种子液接入到100mL发酵培养基中，发酵

培养条件为：温度30℃、转速170rpm，待培养基中100g/L葡萄糖耗尽终止发酵，分别测定细

胞干重，油脂含量以及DHA和EPA的含量。与原始菌株、未驯化菌株同样条件下发酵参数进行

对比。结果见表3：

[0088] 表3驯化菌株与原始菌株、未驯化菌株发酵结果对比

[0089]

[0090] 如表3所示，综合比较，经驯化获得的4株工程菌，Schizochytrium  sp.HX-RS0-12

菌株最突出，生物量，油脂含量，DHA和EPA的含量均比较高。并将获得的这株菌命名为

Schizochytrium  sp.HX-RS，即为本发明筛选的菌株。

[0091] 实施例7裂殖壶菌HX-RS  5L发酵罐补料发酵

[0092] 将最终获得的裂殖壶菌Schizochytrium  sp.HX-RS种子液以10％(v/v)的接种量

接入已经灭菌的装有3L发酵培养基的5L发酵罐中，发酵过程中以Silicone  SE-2为消泡剂，

于30℃、1vvm的通气比率、170rpm的搅拌转速下发酵培养5天。发酵结束时，原始菌种生物量
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产油量分别为102.71g/L和52.46g/L；EPA、DHA占总脂肪酸分别为1.41％，44.9％；EPA、DHA

产量分别达到0.78g/L，24.8g/L。HX-RS菌株的生物量产油量分别达到115.34g/L和69.6g/

L；EPA、DHA占总脂肪酸分别为4.68％；51.3％。EPA、DHA产量分别达到3.32g/L，36.4g/L。可

以看到，与原始菌株相比，油脂含量提高了32 .67％，EPA，DHA含量分别提高了69 .9％，

14.3％，EPA、DHA产量分别提高了76.3％，46.8％。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 南京工业大学

[0003] <120> 一株裂殖壶菌菌株、其构建方法及应用

[0004] <130>  xb17051003

[0005] <160>  3

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  704

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  Artificial  Sequence

[0011] <220>

[0012] <223>  1

[0013] <400>  1

[0014] tgctattccg  tgctcctctc  cgaagccgag  ggccactacg  agcgcgagaa  ccgcatctcg  60

[0015] ctcgacgagg  aggcgcccaa  gctcattgtg  cttcgcgccg  actcccacga  ggagatcctt  120

[0016] ggtcgcctcg  acaagatccg  cgagcgcttc  ttgcagccca  cgggcgccgc  cccgcgcgag  180

[0017] tccgagctca  aggcgcaggc  ccgccgcatc  ttcctcgagc  tcctcggcga  gacccttgcc  240

[0018] caggatgccg  cttcttcagg  ctcgcaaaag  cccctcgctc  tcagcctcgt  ctccacgccc  300

[0019] tccaagctcc  agcgcgaggt  cgagctcgcg  gccaagggta  tcccgcgctg  cctcaagatg  360

[0020] cgccgcgatt  ggagctcccc  tgctggcagc  cgctacgcgc  ctgagccgct  cgccagcgac  420

[0021] cgcgtcgcct  tcatgtacgg  cgaaggtcgc  agcccttact  acggcatcac  ccaagacatt  480

[0022] caccgcattt  ggcccgaact  ccacgaggtc  atcaacgaaa  agacgaaccg  tctctgggcc  540

[0023] gaaggcgacc  gctgggtcat  gccgcgcgcc  agcttcaagt  cggagctcga  gagccagcag  600

[0024] caagagtttg  atcgcaacat  gattgaaatg  ttccgtcttg  gaatcctcac  ctcaattgcc  660

[0025] ttcaccaatc  tggcgcgcga  cgttctcaac  atcacgccca  aggc  704

[0026] <210>  2

[0027] <211>  690

[0028] <212>  DNA

[0029] <213>  Artificial  Sequence

[0030] <220>

[0031] <223>  1

[0032] <400>  2

[0033] tggaacaagg  ctctggccgt  tgaatttaat  gcgctgcgcg  aggcctgggg  cattccacag  60

[0034] agtgtcccca  aggacgagtt  ctggcaaggc  tacattgtgc  gcggcaccaa  gcaggatatc  120

[0035] gaggcggcca  tcgccccgga  cagcaagtac  gtgcgcctca  ccatcatcaa  tgatgccaac  180

[0036] accgccctca  ttagcggcaa  gcccgacgcc  tgcaaggctg  cgatcgcgcg  tctcggtggc  240

[0037] aacattcctg  cgcttcccgt  gacccagggc  atgtgcggcc  actgccccga  ggtgggacct  300

[0038] tataccaagg  atatcgccaa  gatccatgcc  aaccttgagt  tccccgttgt  cgacggcctt  360
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[0039] gacctctgga  ccacaatcaa  ccagaagcgc  ctcgtgccac  gcgccacggg  cgccaaggac  420

[0040] gaatgggccc  cttcttcctt  tggcgagtac  gccggccagc  tctacgagaa  gcaggctaac  480

[0041] ttcccccaaa  tcgtcgagac  catttacaag  caaaactacg  acgtctttgt  cgaggttggg  540

[0042] cccaacaacc  accgtagcac  cgcagtgcgc  accacgcttg  gtccccagcg  caaccacctt  600

[0043] gctggcgcca  tcgacaagca  gaacgaggat  gcttggacga  ccatcgtcaa  gcttgtggct  660

[0044] tcgctcaagg  cccaccttgt  tcctggcgtc  690

[0045] <210>  3

[0046] <211>  2343

[0047] <212>  DNA

[0048] <213>  Artificial  Sequence

[0049] <220>

[0050] <223>  1

[0051] <400>  3

[0052] gtggagcaaa  cgccgaaggc  ctcggccatg  cccctccgta  ttgcgctcat  tctcctcccc  60

[0053] accccgcagt  ttgaggtcaa  cagcgtcgat  cagtcggtgc  tcgccagcta  ccagaccctc  120

[0054] cagcccgagc  tcaatgccct  cctcaacagc  gcgcccaccc  ccgagatgct  cagcattacc  180

[0055] atctcggacg  acagcgatgc  caattcgttc  gagtcgcaac  tcaacgcggc  cacgaatgcg  240

[0056] atcaataacg  gctacatcgt  gaaacttgcc  acggccaccc  acgccctcct  catgcttccg  300

[0057] gcgctcaagg  ccgcgcagat  gcgtatccac  ccgcatgccc  aactcgccgc  catgcagcag  360

[0058] gcgaaaagca  cccccatgag  ccaggtctcg  ggtgagctca  agctcggcgc  caacgccctt  420

[0059] agcctcgccc  agacgaacgc  cctcagccat  gcgctcagcc  aggccaagcg  caatctcacc  480

[0060] gacgtctcgg  tgaacgaatg  tttcgagaac  ctcaagagcg  agcagcaatt  cacggaggtg  540

[0061] tactcgctca  ttcagcagct  tgcgtcgcgt  acccatgtgc  gcaaggaggt  caaccagggt  600

[0062] gtcgaactcg  gtcccaagca  ggccaagtcg  cactactggt  tcagcgagtt  ccatcagaac  660

[0063] cgcgtcgccg  cgatcaactt  tatcaatggc  cagcaggcga  cgtcgtacgt  gctcacgcag  720

[0064] ggctcgggtc  ttctcgccgc  gaagagcatg  cttaatcagc  agcgcctcat  gttcatcctc  780

[0065] cccggcaact  cgcagcagca  aattacggcg  tcgattacgc  agcttatgca  gcagctcgaa  840

[0066] cgcctccagg  tgacggaggt  caacgaactt  tcgctcgagt  gccagcttga  gctcctctcg  900

[0067] attatgtacg  ataacctcgt  caacgcggac  aagcttacga  cccgcgactc  gaaacccgcg  960

[0068] taccaggcgg  tgatccaagc  ctcgtcggtg  tcggcggcca  agcaggaact  ttcggccctc  1020

[0069] aacgatgccc  tcaccgcgct  ctttgccgag  cagaccaacg  cgacgagcac  gaacaagggt  1080

[0070] ctcatccagt  acaagacccc  cgccggcagc  taccttaccc  tcacccccct  cggctcgaac  1140

[0071] aacgacaacg  cccaggccgg  tctcgcgttc  gtgtaccccg  gtgtcggcac  cgtctatgcg  1200

[0072] gacatgctca  acgagctcca  ccagtacttt  cccgcccttt  acgcgaagct  cgagcgcgag  1260

[0073] ggcgatctca  aagccatgct  ccaggccgaa  gacatctatc  acctcgatcc  caagcacgcc  1320

[0074] gcgcaaatgt  cgctcggcga  tctcgccatt  gccggcgtcg  gctcgtcgta  cctccttacc  1380

[0075] cagctcctca  cggacgaatt  caacatcaaa  ccgaacttcg  ccctcggtta  ctcgatgggt  1440

[0076] gaggcgtcga  tgtgggcgtc  gctcggtgtc  tggcagaatc  cccatgccct  catctcgaaa  1500

[0077] acccagaccg  accccctctt  tacctcggcg  attagcggca  agctcaccgc  ggtccgtcag  1560
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[0078] gcctggcagc  tcgacgatac  ggccgccgag  atccagtgga  actcgttcgt  ggtgcgctcg  1620

[0079] gaggccgcgc  ccatcgaggc  ccttctcaag  gactatcccc  acgcctacct  cgcgatcatc  1680

[0080] cagggcgaca  cgtgtgtgat  cgcgggctgt  gaaattcagt  gtaaggccct  cctcgccgcg  1740

[0081] ctcggtaaac  gcggcatcgc  ggccaatcgt  gtgaccgcca  tgcacaccca  gccggccatg  1800

[0082] caggagcacc  agaacgtcat  ggacttctac  ctccaacccc  tcaaggcgga  gcttccgtcg  1860

[0083] gagatctcgt  tcatttcggc  cgcggacctt  acggccaagc  aaaccgtgtc  ggagcaggcc  1920

[0084] cttagctcgc  aggtggtcgc  ccagtcgatt  gcggacacct  tttgccagac  gctcgacttc  1980

[0085] accgcgctcg  tgcaccacgc  ccaacatcaa  ggcgcgaagc  tctttgtgga  gatcggcgcc  2040

[0086] gaccgtcaga  actgcaccct  catcgacaaa  attgtgaaac  aggacggcgc  cagcagcgtc  2100

[0087] cagcatcagc  cctgctgtac  cgtgcccatg  aacgccaagg  gcagccagga  tatcacctcg  2160

[0088] gtcatcaagg  cgcttggtca  gctcatctcg  catcaggtcc  cgctctcggt  gcaacccttt  2220

[0089] atcgacggcc  tcaagcgcga  actcaccctc  tgccagctta  cctcgcagca  gctcgcggcc  2280

[0090] cacgcgaatg  tcgattcgaa  gttcgagtcg  aaccaggatc  acctccttca  gggtgaggtc  2340

[0091] taa                                                             2343
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图3
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