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1.一种制备莱苞迪苷N的生物合成方法，所述方法包括：

在具有1 ,2‑鼠李糖基转移酶活性的第一重组多肽的存在下使甜菊糖苷组合物与鼠李

糖供体部分反应；其中所述第一重组多肽如SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、

SEQID  NO:9或SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列所示，

其中所述甜菊糖苷组合物包含莱苞迪苷A，所述莱苞迪苷A被所述第一重组多肽转化为

莱苞迪苷J；和

在具有葡糖基转移酶活性的第二重组多肽的存在下使所述莱苞迪苷J与葡葡糖供体部

分反应；其中所述第二重组多肽如SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13或SEQ  ID 

NO:15的氨基酸序列所示。

2.根据权利要求1所述的方法，所述方法包括在转化的细胞系统中表达所述第一重组

多肽。

3.根据权利要求2所述的方法，其中所述转化的细胞系统选自由以下组成的组：酵母、

不产生甜菊糖苷的植物、藻类和细菌。

4.根据权利要求2所述的方法，其中所述转化的细胞系统是真菌。

5.根据权利要求3所述的方法，其中所述转化的细胞系统为选自由以下组成的组的细

菌或酵母：埃希氏菌属、沙门氏菌属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌属、棒状杆菌属、甲基

弯菌属、甲基单胞菌属、红球菌属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、接合酵母属、克鲁维酵

母属、假丝酵母属、汉逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕赤酵母属、球拟酵母属、曲霉

属、关节杆菌属、短杆菌属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、泛菌属和梭

菌属。

6.根据权利要求3所述的方法，其中所述转化的细胞系统为酵母属。

7.根据权利要求2所述的方法，其中反应步骤在所述转化的细胞系统中进行。

8.根据权利要求2所述的方法，所述方法包括从所述转化的细胞系统中分离所述第一

重组多肽，并且反应步骤在体外进行。

9.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述鼠李糖供体部分为UDP‑L‑鼠李糖。

10.根据权利要求1所述的方法，其中所述葡萄糖供体部分为原位生成的。

11.根据权利要求1所述的方法，其中所述第二重组多肽具有葡糖基转移酶活性和蔗糖

合酶活性两者。

12.根据权利要求1所述的方法，所述方法包括在具有蔗糖合酶活性的第三重组多肽存

在下使所述莱苞迪苷J与葡萄糖供体部分反应。

13.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述甜菊糖苷组合物包含莱苞迪苷I。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述莱苞迪苷I通过在具有葡糖基转移酶活性的

第二重组多肽存在下使包含莱苞迪苷A的甜菊糖苷组合物与葡萄糖供体部分反应来制备。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述葡萄糖供体部分为原位生成的。

16.根据权利要求14所述的方法，其中所述第二重组多肽具有葡糖基转移酶活性和蔗

糖合酶活性两者。

17.根据权利要求14所述的方法，其中所述第二重组多肽如SEQID  NO:7、SEQ  ID  NO:

11、SEQ  ID  NO:13或SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列所示。

18.根据权利要求14所述的方法，所述方法包括在具有蔗糖合酶活性的第三重组多肽
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存在下使所述包含莱苞迪苷A的甜菊糖苷组合物与葡萄糖供体部分反应。

19.一种制备莱苞迪苷J的生物合成方法，所述方法包括：

在具有1,2‑鼠李糖基转移酶活性的重组多肽存在下使包含莱苞迪苷A的甜菊糖苷组合

物与鼠李糖供体部分反应；其中所述重组多肽如SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、

SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列所示。

20.根据权利要求19所述的方法，所述方法包括在转化的细胞系统中表达所述重组多

肽。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述转化的细胞系统选自由以下组成的组：酵

母、不产生甜菊糖苷的植物、藻类、和细菌。

22.根据权利要求20所述的方法，其中所述转化的细胞系统是真菌。

23.根据权利要求21所述的方法，其中所述转化的细胞系统为选自由以下组成的组的

细菌或酵母：埃希氏菌属、沙门氏菌属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌属、棒状杆菌属、甲

基弯菌属、甲基单胞菌属、红球菌属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、接合酵母属、克鲁维

酵母属、假丝酵母属、汉逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕赤酵母属、球拟酵母属、曲霉

属、关节杆菌属、短杆菌属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、泛菌属和梭

菌属。

24.根据权利要求21所述的方法，其中所述转化的细胞系统为酵母属。

25.根据权利要求20所述的方法，其中反应步骤在所述转化的细胞系统中进行。

26.根据权利要求20所述的方法，所述方法包括从所述转化的细胞系统中分离所述重

组多肽，并且反应步骤在体外进行。

27.根据权利要求19所述的方法，其中所述鼠李糖供体部分为UDP‑L‑鼠李糖。
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甜菊糖苷莱苞迪苷J和莱苞迪苷N的生物合成生产

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2018年3月12日提交的美国临时专利申请号62/641,590和2018年6月8

日提交的美国临时专利申请号62/682,260的优先权，这两个临时专利申请的内容全文以引

用方式并入本文。

技术领域

[0003] 本公开一般涉及甜菊糖苷的生物合成。更具体地，本公开涉及用于制备包含莱苞

迪苷J(“Reb  J”)和/或莱苞迪苷N(“Reb  N”)的组合物的生物催化方法，以及具有在用于产

生Reb  J和/或Reb  N的相关生物合成途径中有用的酶活性的重组多肽。

背景技术

[0004] 甜菊糖苷是在甜叶菊(Stevia  rebaudiana)植物的叶中发现的一类化合物，其可

用作高强度、低热量的甜味剂。这些天然存在的甜菊糖苷共有相同的基本二萜结构(甜菊醇

主链)，但在甜菊醇主链的C13和C19位置的糖残基(例如葡萄糖、鼠李糖和木糖残基)的数量

和类型方面不同。有趣的是，基本甜菊醇结构的糖“装饰”中的这些变化通常显著且不可预

测性地影响所得甜菊糖苷的特性。受影响的特性可包括但不限于总体口感特征、任何异味

的存在和程度、结晶点、“口感”、溶解度和感觉到的甜度以及其他差异。具有已知结构的甜

菊糖苷包括甜菊苷、莱苞迪苷A、莱苞迪苷B、莱苞迪苷C、莱苞迪苷D、莱苞迪苷E、莱苞迪苷F、

莱苞迪苷M、莱苞迪苷J、莱苞迪苷N和杜尔可苷A。

[0005] 基于干重计，甜菊苷、莱苞迪苷A、莱苞迪苷C和杜尔可苷A分别占野生型甜叶菊叶

中发现的所有甜菊糖苷的总重量的约9.1％、3.8％、0.6％和0.3％。其他甜菊糖苷诸如Reb 

J和Reb  N以显著更低的含量存在。来自甜叶菊植物的提取物是可商购获得的。在此类提取

物中，甜菊苷和莱苞迪苷A通常是主要组分，而其他已知的甜菊糖苷则作为微量或痕量组分

存在。在任何给定的甜叶菊提取物中的各种甜菊糖苷的实际含量水平可根据例如甜叶菊植

物生长的气候和土壤、收获甜叶菊叶的条件和用于提取期望的甜菊糖苷的方法而变化。出

于说明，商业制备物中莱苞迪苷A的量可在总甜菊糖苷含量的约20重量％至大于约90重

量％之间变化，而莱苞迪苷B、莱苞迪苷C和莱苞迪苷D的量可分别为总甜菊糖苷含量的约1

重量％至2重量％、约7重量％至15重量％和约2重量％。在此类提取物中，莱苞迪苷J和莱苞

迪苷N各自通常占总甜菊糖苷含量的小于0.5重量％。

[0006] 作为天然甜味剂，不同的甜菊糖苷具有不同程度的甜味、口感和余味。甜菊糖苷的

甜度显著高于食用糖(即蔗糖)的甜度。例如，甜菊苷本身的甜度是蔗糖的100‑150倍，但具

有苦的回味，如在许多味道测试中所注意到的，而莱苞迪苷A和E的甜度是蔗糖的250‑450

倍，并且回味特征比甜菊苷好得多。然而，这些甜菊糖苷本身仍保持明显的余味。因此，任何

甜叶菊提取物的总体味道特征均受提取物中各种甜菊糖苷的相对含量的深刻影响，而所述

相对含量又可受植物来源、环境因素(诸如土壤含量和气候)和提取方法的影响。特别地，提

取条件的变化可导致甜叶菊提取物中甜菊糖苷的组成不一致，使得味道特征在不同批次的
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提取产品中变化。甜叶菊提取物的味道特征也可能受提取过程后保留在产品中的植物来源

或环境来源的污染物(诸如色素、脂质、蛋白质、酚类和糖类)的影响。这些污染物通常具有

对于将甜叶菊提取物用作甜味剂来说不期望的异味。此外，分离在甜叶菊提取物中不丰富

的单独或特定组合的甜菊糖苷的方法可能会在成本和资源上令人望而却步。

[0007] 此外，从植物中提取的方法通常采用使用溶剂诸如己烷、氯仿和乙醇的固‑液提取

技术。溶剂萃取为能量密集型方法，并且可能导致与有毒废物处理有关的问题。因此，需要

新的生产方法来降低甜菊糖苷的生产成本以及减轻大规模培养和加工的环境影响。

[0008] 因此，在本领域中需要一种新的制备甜菊糖苷特别是微量甜菊糖苷诸如Reb  J和

Reb  N的方法，其可产生具有更好和更一致的味道特征的产品。更优选地，此类制备方法可

利用更丰富的甜菊糖苷诸如Reb  A以降低生产成本。

发明内容

[0009] 在一些实施方案中，本公开涵盖从Reb  A制备Reb  J的方法以及通过Reb  J的中间

体从Reb  A制备Reb  N的方法。在一些实施方案中，本公开提供了从Reb  I制备Reb  N的方法，

以及通过Reb  I的中间体从Reb  A制备Reb  N的方法。

[0010] 在一个实施方案中，本公开提供了通过本文所述的各种1 ,2‑鼠李糖基转移酶从

Reb  A产生甜菊糖苷莱苞迪苷J“Reb  J”或13‑[(2‑O‑β‑D‑吡喃葡糖基‑3‑O‑β‑D‑吡喃葡糖

基‑β‑D‑吡喃葡糖基)氧基]对映‑贝壳杉‑16‑烯‑19‑羧酸‑[(2‑O‑α‑L‑吡喃鼠李糖基‑β‑D‑
吡喃葡糖基)酯]。图1示出了Reb  J的化学结构。

[0011] 在另一个实施方案中，本公开提供了通过本文所述的各种UDP‑糖基转移酶从Reb 

J产生甜菊糖苷莱苞迪苷N“Reb  N”或13‑[(2‑O‑β‑D‑吡喃葡糖基‑3‑O‑β‑D‑吡喃葡糖基‑β‑
D‑吡喃葡糖基)氧基]对映‑贝壳杉‑16‑烯‑19‑羧酸‑[(2‑O‑α‑L‑吡喃鼠李糖基‑3‑O‑β‑D‑吡
喃葡糖基‑β‑D‑吡喃葡糖基)酯]。图2示出了Reb  N的化学结构。

[0012] 本方法提供了使用某些特定的合成途径合成特定的甜菊糖苷的方法。

[0013] 在产品/商业实用性方面，在美国市场上存在数十种含有甜菊糖苷的产品，并且可

用于从食品、饮料和饮食补充剂到止痛药和驱虫剂的任何事物中。含有甜菊糖苷的产品可

以是液体、颗粒制剂、凝胶或气溶胶。

[0014] 本文尤其提供了制备莱苞迪苷诸如莱苞迪苷N的生物合成方法，该方法包括在具

有1 ,2‑鼠李糖基转移酶活性的第一重组多肽存在下使甜菊糖苷组合物与鼠李糖供体部分

反应；其中该第一重组多肽包含与SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19具有至少

80％(例如，至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。

[0015] 在一些实施方案中，该第一重组多肽包含与SEQ  ID  NO:3具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0016] 在一些实施方案中，该第一重组多肽包含与SEQ  ID  NO:9具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0017] 在一些实施方案中，该第一重组多肽包含与SEQ  ID  NO:19具有至少80％、至少
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85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0018] 在一些实施方案中，本文提供的生物合成方法包括在转化的细胞系统中表达该第

一重组多肽。在一些实施方案中，转化的细胞系统选自由以下组成的组：酵母、不产生甜菊

糖苷的植物、藻类、真菌和细菌。在一些实施方案中，细菌或酵母选自由以下组成的组：埃希

氏菌属(Escherichia)、沙门氏菌属(Salmonella)、芽孢杆菌属(Bacillus)、不动杆菌属

(Acinetobacter)、链霉菌属(Streptomyces)、棒状杆菌属(Corynebacterium)、甲基弯菌属

(Methylosinus)、甲基单胞菌属(Methylomonas)、红球菌属(Rhodococcus)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、红细菌属 (Rhodobacter)、集胞藻属 (Synechocystis)、酵母属

(Saccharomyces)、接合酵母属(Zygosaccharomyces)、克鲁维酵母属(Kluyveromyces)、假

丝酵母属(Candida)、汉逊酵母属(Hansenula)、德巴利酵母属(Debaryomyces)、毛霉菌属

(Mucor)、毕赤酵母属(Pichia)、球拟酵母属(Torulopsis)、曲霉属(Aspergillus)、关节杆

菌属(Arthrobotlys)、短杆菌属(Brevibacteria)、微杆菌属(Microbacterium)、节杆菌属

(Arthrobacter)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、克雷伯氏菌属(Klebsiella)、泛菌属

(Pantoea)和梭菌属(Clostridium)。

[0019] 在一些实施方案中，本文提供的生物合成方法包括在转化的细胞系统中进行的反

应步骤。在其他实施方案中，反应步骤可在体外进行。在一些实施方案中，生物合成方法包

括从转化的细胞系统中分离第一重组多肽，并且反应步骤可在体外进行。

[0020] 在一些实施方案中，鼠李糖供体为鼠李糖。在一些实施方案中，鼠李糖供体为L‑鼠

李糖。在一些实施方案中，鼠李糖供体部分为UDP‑L‑鼠李糖。

[0021] 在一些实施方案中，甜菊糖苷组合物包含莱苞迪苷A，并且反应步骤导致莱苞迪苷

J的产生。

[0022] 在一些实施方案中，本文提供的生物合成方法还包括在具有葡糖基转移酶活性的

第二重组多肽存在下使莱苞迪苷J与葡萄糖供体部分反应。在一些实施方案中，葡萄糖供体

部分为原位生成的。

[0023] 在一些实施方案中，第二重组多肽具有葡糖基转移酶活性和蔗糖合酶活性两者。

在一些实施方案中，该第二重组多肽包含与SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13或

SEQ  ID  NO:15具有至少80％(例如，至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至

少97％、至少98％、至少99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。

[0024] 在一些实施方案中，该第二重组多肽包含与SEQ  ID  NO:7具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0025] 在一些实施方案中，该第二重组多肽包含与SEQ  ID  NO:11具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0026] 在一些实施方案中，该第二重组多肽包含与SEQ  ID  NO:13具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0027] 在一些实施方案中，该第二重组多肽包含与SEQ  ID  NO:15具有至少80％、至少
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85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的同一性的氨

基酸序列。

[0028] 在一些实施方案中，本文提供的生物合成方法还包括在具有蔗糖合酶活性的第三

重组多肽存在下使莱苞迪苷J与葡萄糖供体部分反应。

[0029] 在一些实施方案中，甜菊糖苷组合物可包括莱苞迪苷I。在一些实施方案中，莱苞

迪苷I可通过在具有葡糖基转移酶活性的第二重组多肽存在下使包含莱苞迪苷A的甜菊糖

苷组合物与葡萄糖供体部分反应来制备。

[0030] 在一些实施方案中，本文提供的生物合成方法还包括在具有蔗糖合酶活性的第三

重组多肽存在下使包含莱苞迪苷A的甜菊糖苷组合物与葡萄糖供体部分反应。

[0031] 本文还尤其提供了制备莱苞迪苷诸如莱苞迪苷J的生物合成方法，该方法包括在

具有1,2‑鼠李糖基转移酶活性的重组多肽存在下使包含莱苞迪苷A的甜菊糖苷组合物与鼠

李糖供体部分反应；其中所述重组多肽包含与SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19

具有至少80％(例如，至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。

[0032] 在一些实施方案中，具有1,2‑鼠李糖基转移酶活性的重组多肽包含与SEQ  ID  NO:

3具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或100％同一性的氨基酸序列。

[0033] 在一些实施方案中，具有1,2‑鼠李糖基转移酶活性的重组多肽包含与SEQ  ID  NO:

9具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或100％同一性的氨基酸序列。

[0034] 在一些实施方案中，具有1,2‑鼠李糖基转移酶活性的重组多肽包含与SEQ  ID  NO:

19具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或100％同一性的氨基酸序列。

[0035] 本公开的方面还提供了通过本文(包括任何上述实施方案)所述的任何生物合成

方法可获得或通过其产生的莱苞迪苷。

[0036] 本公开的方面还提供了编码如本文所述的多肽的核酸。在一些实施方案中，核酸

包含编码多肽的序列，该多肽包含与SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19具有至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％同

一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，核酸包含与SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:10或SEQ  ID 

NO:20具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或100％同一性的序列。在一些实施方案中，核酸包含SEQ  ID  NO:4的序列。在一些实施

方案中，核酸包含SEQ  ID  NO:10的序列。在一些实施方案中，核酸包含SEQ  ID  NO:20的序

列。在一些实施方案中，核酸为质粒或其他载体。

[0037] 本公开的方面还提供了包含本文(包括任何上述实施方案)所述的核酸的细胞。

[0038] 本公开的其他方面提供了包含至少一种多肽的组合物，该多肽包含与SEQ  ID  NO:

3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％、至少99％或100％同一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，组合物包

含至少一种包含SEQ  ID  NO:3的序列的多肽。在一些实施方案中，组合物包含至少一种包含

SEQ  ID  NO:9的序列的多肽。在一些实施方案中，组合物包含至少一种包含SEQ  ID  NO:19的
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序列的多肽。在一些实施方案中，组合物是体外反应混合物，例如包含如本文所述的鼠李糖

供体部分和如本文所述的甜菊糖苷组合物。

[0039] 本公开的方面提供了包含至少一种多肽的细胞，该多肽包含与SEQ  ID  NO:3、SEQ 

ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％或100％同一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，细胞包含至少

一种包含SEQ  ID  NO:3的序列的多肽。在一些实施方案中，细胞包含至少一种包含SEQ  ID 

NO:9的序列的多肽。在一些实施方案中，细胞包含至少一种包含SEQ  ID  NO:19的序列的多

肽。在一些实施方案中，细胞为酵母细胞、不产生甜菊糖苷的植物细胞、藻类细胞、真菌细胞

或细菌细胞。在一些实施方案中，细菌或酵母选自由以下组成的组：埃希氏菌属、沙门氏菌

属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌属、棒状杆菌属、甲基弯菌属、甲基单胞菌属、红球菌

属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、酵母属、接合酵母属、克鲁维酵母属、假丝酵母属、汉

逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕赤酵母属、球拟酵母属、曲霉属、关节杆菌属、短杆菌

属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、泛菌属和梭菌属。在一些实施方案

中，细胞还包含如本文所述具有葡糖基转移酶活性或葡糖基转移酶活性和蔗糖合酶活性的

第二多肽，诸如包含与SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13或SEQ  ID  NO:15具有至

少80％(例如，至少80％、至少与的85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或100％)序列同一性的氨基酸序列的第二多肽。

[0040] 对于该实施方案中的细胞系统，其可选自由以下组成的组：一种或多种细菌、一种

或多种酵母、以及它们的组合、或可允许用所选择的基因进行遗传转化并随后生物合成产

生期望甜菊糖苷的任何细胞系统。在最优选的微生物系统中，使用大肠杆菌(E.coli)来产

生期望的甜菊糖苷化合物。

[0041] 在一些实施方案中，本公开提供了包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列并且被鉴定为

EUCP1的EU11酶的突变体。在一些实施方案中，本公开提供了包含与SEQ  ID  NO:3具有至少

90％(例如，至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性

的氨基酸序列的重组多肽。

[0042] 在一些实施方案中，本公开提供了具有对应于EUCP1的序列并且包含SEQ  ID  NO:4

的DNA分子。在一些实施方案中，本公开提供了具有与SEQ  ID  NO:4具有至少90％(例如，至

少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的序列的核酸

分子。

[0043] 在一些实施方案中，本公开提供了包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的EU11酶的突

变体。在一些实施方案中，本公开提供了包含与SEQ  ID  NO:1具有至少90％(例如，至少

90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的氨基酸序列的

重组多肽。

[0044] 在一些实施方案中，本公开提供了具有对应于EU11的序列并且包含SEQ  ID  NO:2

的DNA分子。在一些实施方案中，本公开提供了具有与SEQ  ID  NO:2具有至少90％(例如，至

少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的序列的核酸

分子。

[0045] 在一些实施方案中，本公开提供了包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的本文称为

UGT2E‑B的酶。在一些实施方案中，本公开提供了包含与SEQ  ID  NO:9具有至少90％(例如，
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至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的氨基酸序

列的重组多肽。

[0046] 在一些实施方案中，本公开提供了具有对应于UGT2E‑B的序列并且包含SEQ  ID 

NO:10的DNA分子。在一些实施方案中，本公开提供了具有与SEQ  ID  NO:10具有至少90％(例

如，至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的序列

的核酸分子。

[0047] 在一些实施方案中，本公开提供了包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列的本文称为

NX114的酶。在一些实施方案中，本公开提供了包含与SEQ  ID  NO:19具有至少90％(例如，至

少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的氨基酸序列

的重组多肽。

[0048] 在一些实施方案中，本公开提供了具有对应于NX114并且包含SEQ  ID  NO:20的序

列的DNA分子。在一些实施方案中，本公开提供了具有与SEQ  ID  NO:20具有至少90％(例如，

至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的序列的核

酸分子。

[0049] 在一些实施方案中，本公开提供了包含能够产生本文所述的一种或多种酶的载体

的微生物宿主细胞。在某些实施方案中，酶可选自由以下组成的组：EUCP1[SEQ  ID.NO.3]、

UGT2E‑B[SEQ  ID.No.9]和NX114[SEQ  ID  NO.19]。在一些实施方案中，酶可选自由以下组成

的组：CP1[SEQ  ID  NO.11]和CP2[SEQ  ID  NO.13]。在一些实施方案中，该酶可以是本文称为

GS[SEQ  ID  No.15]的融合酶。在一些实施方案中，宿主细胞选自由以下组成的组：细菌、酵

母、丝状真菌、蓝细菌藻类和植物细胞。在一些实施方案中，宿主细胞选自由以下组成的组：

埃希氏菌属、沙门氏菌属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌属、棒状杆菌属、甲基弯菌属、甲

基单胞菌属、红球菌属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、酵母属、接合酵母属、克鲁维酵母

属、假丝酵母属、汉逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕赤酵母属、球拟酵母属、曲霉属、

关节杆菌属、短杆菌属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、泛菌属、棒状杆

菌属、梭菌属(例如，丙酮丁醇梭菌)。在一些实施方案中，宿主细胞为从植物中分离的细胞，

所述植物选自由以下组成的组：大豆、油菜籽、向日葵、棉花、玉米、烟草、苜蓿、小麦、大麦、

燕麦、高粱、稻、西兰花、菜花、卷心菜、欧洲防风草、甜瓜、胡萝卜 、芹菜、欧芹、番茄、马铃薯、

草莓、花生、葡萄、草籽作物、甜菜、甘蔗、菜豆、豌豆、裸麦、亚麻、硬木树、软木树、牧草、拟南

芥、稻(水稻)、大麦、柳枝稷(Panicum  vigratum)、短柄草属、芸苔属和海甘蓝。

[0050] 在一些实施方案中，本公开提供了产生莱苞迪苷J的方法，该方法包括将底物与重

组多肽一起温育，该重组多肽包含与SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19具有至少

80％(例如，至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或100％)同一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，重组多肽为与SEQ  ID  NO:3、SEQ 

ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19具有至少80％(例如，至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至

少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的1,2鼠李糖基转移酶。在一些实施

方案中，底物选自由以下组成的组：甜茶苷、甜菊苷或莱苞迪苷A以及它们的组合。

[0051] 在一些实施方案中，本公开提供了包含通过上述方法的任何实施方案产生的Reb 

J的甜味剂。

[0052] 在一些实施方案中，本公开提供了产生莱苞迪苷N的方法，该方法包括将底物与第
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一重组多肽一起温育，该第一重组多肽包含与SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19

具有至少80％(例如，至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或100％)同一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，底物选自由以下组成的

组：Reb  J、Reb  I、Reb  A、甜菊苷或甜茶苷以及它们的组合。在一些实施方案中，底物包含

Reb  J。在其他实施方案中，底物包含Reb  I。在一些实施方案中，该方法还包括将具有葡糖

基转移酶活性的第二重组多肽和任选的重组蔗糖合酶与底物和第一重组多肽一起温育。

[0053] 在一些实施方案中，本公开提供了包含通过上述方法的任何实施方案产生的Reb 

N的甜味剂。

[0054] 在一些实施方案中，本公开提供了一种从莱苞迪苷J合成莱苞迪苷N的方法，该方

法包括：制备包含莱苞迪苷J、选自由蔗糖、尿苷二磷酸(UDP)和尿苷二磷酸葡萄糖(UDP‑葡

萄糖)组成的组的葡萄糖供体部分以及UGT酶的反应混合物，将反应混合物温育足够的时间

以产生莱苞迪苷N，其中葡萄糖共价偶联至莱苞迪苷J以产生莱苞迪苷N。在各种实施方案

中，UGT酶可以是包含与UGT76G1[SEQ  ID  No.7]、CP1[SEQ  ID  No.11]、CP2[SEQ  ID  No.13]

或GS[SEQ  ID  No.15]具有至少80％序列同一性的氨基酸序列的多肽。在一些实施方案中，

该方法还包括向反应混合物中添加蔗糖合酶。在一些实施方案中，蔗糖合酶选自由以下组

成的组：拟南芥蔗糖合酶1、拟南芥蔗糖合酶3和绿豆蔗糖合酶。在一些实施方案中，蔗糖合

酶为拟南芥蔗糖合酶1(SEQ  ID  NO:17)。

[0055] 在一些实施方案中，所述Reb  N为大于70％(例如，大于80％、大于85％、大于90％、

大于95％、大于96％、大于97％、大于98％，或大于99％)纯。

[0056] 在一些实施方案中，本公开提供了包含能够产生其中氨基酸序列对应于SEQ  ID 

NO:3、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:19的酶的载体的宿主细胞。在一些实施方案中，宿主细胞

选自由以下组成的组：细菌、酵母、丝状真菌、蓝细菌藻类和植物细胞。在一些实施方案中，

宿主细胞选自由以下组成的组：埃希氏菌属、沙门氏菌属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌

属、棒状杆菌属、甲基弯菌属、甲基单胞菌属、红球菌属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、

酵母属、接合酵母属、克鲁维酵母属、假丝酵母属、汉逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕

赤酵母属、球拟酵母属、曲霉属、关节杆菌属、短杆菌属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌

属、克雷伯氏菌属、泛菌属、棒状杆菌属、梭菌属。在一些实施方案中，宿主细胞为从植物中

分离的细胞，所述植物选自由以下组成的组：大豆、油菜籽、向日葵、棉花、玉米、烟草、苜蓿、

小麦、大麦、燕麦、高粱、稻、西兰花、菜花、卷心菜、欧洲防风草、甜瓜、胡萝卜 、芹菜、欧芹、番

茄、马铃薯、草莓、花生、葡萄、草籽作物、甜菜、甘蔗、菜豆、豌豆、裸麦、亚麻、硬木树、软木

树、牧草、拟南芥、稻(水稻)、大麦、柳枝稷(Panicum  vigratum)、短柄草属、芸苔属和海甘

蓝。

[0057] 在一些实施方案中，本公开提供了包含以下的饮料产品：至多约125ppm的莱苞迪

苷N；和至少一种选自由以下组成的组的非营养性甜味剂：Reb  J、Reb  W、Reb  V、Reb  D4、Reb 

E和Reb  M以及它们的组合，其中该至少一种非营养性甜味剂以约30ppm至约600ppm的浓度

存在。在一些实施方案中，该至少一种非营养性甜味剂选自由以下组成的组：Reb  J、Reb  W、

Reb  V、Reb  D4、Reb  E和Reb  M以及它们的组合，并且其中所述Reb  N和所述至少一种非营养

性甜味剂以约1:5的重量比存在。

[0058] 在一些实施方案中，本公开提供了一种GS融合酶，其包含具有与UGT76G1至少90％
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相同的氨基酸序列的第一结构域和具有与AtSUS1至少90％相同的氨基酸序列的第二结构

域。GS融合酶可具有包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列。在一些实施方案中，本公开提供了包

含与SEQ  ID  NO:15具有至少90％(例如，至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或100％)同一性的氨基酸序列的重组多肽。

[0059] 在一些实施方案中，本公开提供了具有对应于GS的序列并且包含SEQ  ID  NO:16的

DNA分子。在一些实施方案中，本公开提供了具有与SEQ  ID  NO:16具有至少90％(例如，至少

90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的序列的核酸分

子。

[0060] 在一些实施方案中，本公开提供了包含UGT2E‑B酶并且具有SEQ  ID  NO:9的氨基酸

序列的UDP‑糖基转移酶。在一些实施方案中，本公开提供了包含与SEQ  ID  NO:9具有至少

90％(例如，至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性

的氨基酸序列的重组多肽。

[0061] 在一些实施方案中，本公开提供了具有对应于UGT2E‑B的序列并且包含SEQ  ID 

NO:10的DNA分子。在一些实施方案中，本公开提供了具有与SEQ  ID  NO:10具有至少90％(例

如，至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％)同一性的序列

的核酸分子。

[0062] 在一些实施方案中，本公开提供了包含能够产生UGT2E‑B酶的载体的微生物宿主

细胞。在一些实施方案中，宿主细胞选自由以下组成的组：细菌、酵母、丝状真菌、蓝细菌藻

类和植物细胞。在一些实施方案中，宿主细胞选自由以下组成的组：埃希氏菌属、沙门氏菌

属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌属、棒状杆菌属、甲基弯菌属、甲基单胞菌属、红球菌

属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、酵母属、接合酵母属、克鲁维酵母属、假丝酵母属、汉

逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕赤酵母属、球拟酵母属、曲霉属、关节杆菌属、短杆菌

属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、泛菌属、棒状杆菌属、梭菌属。在一

些实施方案中，宿主细胞为从植物中分离的细胞，所述植物选自由以下组成的组：大豆、油

菜籽、向日葵、棉花、玉米、烟草、苜蓿、小麦、大麦、燕麦、高粱、稻、西兰花、菜花、卷心菜、欧

洲防风草、甜瓜、胡萝卜 、芹菜、欧芹、番茄、马铃薯、草莓、花生、葡萄、草籽作物、甜菜、甘蔗、

菜豆、豌豆、裸麦、亚麻、硬木树、软木树、牧草、拟南芥、稻(水稻)、大麦、柳枝稷(Panicum 

vigratum)、短柄草属、芸苔属和海甘蓝。

[0063] 在一些实施方案中，本公开提供了产生莱苞迪苷N的方法，该方法包括将底物与重

组多肽一起温育，该重组多肽包含与SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:13或SEQ  ID  NO:15具有至

少80％同一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，底物选自由以下组成的组：Reb  J、Reb  A、

甜菊苷或甜茶苷以及它们的组合。在一些实施方案中，该方法还包括将重组蔗糖合酶与底

物和重组多肽一起温育。

[0064] 在一些实施方案中，本公开提供了包含能够产生其中氨基酸序列对应于SEQ  ID 

NO:11和13的CP1和CP2酶的载体的宿主细胞。在一些实施方案中，宿主细胞选自由以下组成

的组：细菌、酵母、丝状真菌、蓝细菌藻类和植物细胞。在一些实施方案中，宿主细胞选自由

以下组成的组：埃希氏菌属、沙门氏菌属、芽孢杆菌属、不动杆菌属、链霉菌属、棒状杆菌属、

甲基弯菌属、甲基单胞菌属、红球菌属、假单胞菌属、红细菌属、集胞藻属、酵母属、接合酵母

属、克鲁维酵母属、假丝酵母属、汉逊酵母属、德巴利酵母属、毛霉菌属、毕赤酵母属、球拟酵
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母属、曲霉属、关节杆菌属、短杆菌属、微杆菌属、节杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、

泛菌属、棒状杆菌属、梭菌属。在一些实施方案中，宿主细胞为从植物中分离的细胞，所述植

物选自由以下组成的组：大豆、油菜籽、向日葵、棉花、玉米、烟草、苜蓿、小麦、大麦、燕麦、高

粱、稻、西兰花、菜花、卷心菜、欧洲防风草、甜瓜、胡萝卜 、芹菜、欧芹、番茄、马铃薯、草莓、花

生、葡萄、草籽作物、甜菜、甘蔗、菜豆、豌豆、裸麦、亚麻、硬木树、软木树、牧草、拟南芥、稻

(水稻)、大麦、柳枝稷(Panicum  vigratum)、短柄草属、芸苔属和海甘蓝。

[0065] 在一些实施方案中，本公开提供了包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列并且被鉴定为

CP1的突变酶。

[0066] 在一些实施方案中，本公开提供了包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列并且被鉴定为

CP2的突变酶。

[0067] 虽然本公开易受各种修改形式和替代形式的影响，但其具体实施方案在附图中以

举例的方式示出，并且将在本文中详细描述。然而，应当理解，本文提供的附图和具体实施

方式并非旨在将本公开限制为所公开的具体实施方案，相反，目的在于涵盖落入由所附权

利要求限定的本公开的实质和范围内的所有修改、等同物和另选的替代形式。

[0068] 结合附图，本发明的其他特征和优点将在以下对本发明的优选实施方案的详细描

述中变得显而易见。

附图说明

[0069] 图1示出了莱苞迪苷J(“Reb  J”)的化学结构。

[0070] 图2示出了莱苞迪苷N(“Reb  N”)的化学结构。

[0071] 图3A示出了用于产生Reb  J和Reb  N的生物合成途径。更具体地，从莱苞迪苷A

(“Reb  A”)开始，可使用1,2鼠李糖基转移酶(“1,2  RhaT”)通过催化鼠李糖部分从UDP‑鼠李

糖供体转移至Reb  A受体的19‑O‑葡萄糖的C‑2’来产生Reb  J。在随后的反应中，可使用UDP‑

糖基转移酶(“UGT”)通过催化葡萄糖部分从UDP‑葡萄糖供体转移至Reb  J受体的19‑O‑葡糖

酶的C‑3'而从Reb  J产生Reb  N。图3B示出了使用UGT从Reb  A产生Reb  I的生物合成途径。然

后可使用1,2  RhaT将Reb  I转化为Reb  N。

[0072] 图4示出了通过HPLC分析的从Reb  A由所选择的1,2  RhaT酶催化的Reb  J的体外产

生。图A示出了Reb  A标准品的保留时间。图B示出了Reb  J标准品的保留时间。图C示出了使

用Reb  A作为底物从由EU11(SEQ  ID  NO:1)催化的反应系统中获得的产物的保留时间。图D

示出了使用Reb  A作为底物从由EUCP1(SEQ  ID  NO:3)催化的反应系统中获得的产物的保留

时间。图E示出了使用Reb  A作为底物从由HV1(SEQ  ID  NO:5)催化的反应系统中获得的产物

的保留时间。箭头指示Reb  J的存在。

[0073] 图5示出了通过HPLC分析的从Reb  A由UGT2E‑B催化的Reb  J的体外产生。图A示出

了Reb  A标准品的保留时间。图B示出了Reb  J标准品的保留时间。图C示出了使用Reb  A作为

底物从由UGT2E‑B(SEQ  ID  NO:9)催化的反应系统中获得的产物的保留时间。箭头指示Reb 

J的存在。

[0074] 图6示出了通过HPLC分析的从Reb  A由NX114催化的Reb  J的体外产生。图A示出了

Reb  J标准品的保留时间。图B示出了Reb  A标准品的保留时间。图C示出了使用Reb  A作为底

物从由NX114(SEQ  ID  NO:19)催化的反应系统中获得的产物的保留时间。箭头指示Reb  J的
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存在。

[0075] 图7示出了通过HPLC分析的从Reb  J由UGT76G1催化的Reb  N的体外产生。图A示出

了包括莱苞迪苷O、Reb  N、莱苞迪苷C和杜尔可苷A的各种甜菊糖苷标准品的保留时间。图B

示出了使用从EU11‑催化的反应中获得的Reb  J从由UGT76G1(SEQ  ID  NO:7)催化的反应系

统中获得的产物的保留时间。图C示出了使用从EUCP1‑催化的反应中获得的Reb  J从由

UGT76G1(SEQ  ID  NO:7)催化的反应系统中获得的产物的保留时间。箭头指示Reb  N的存在。

[0076] 图8示出了通过HPLC分析的从Reb  J由所选择的UGT酶催化的Reb  N的体外产生。图

A示出了包括莱苞迪苷O、Reb  N、莱苞迪苷C和杜尔可苷A的各种甜菊糖苷标准品的保留时

间。图B示出了Reb  J标准品的保留时间。图B示出了从EUCP1‑催化的反应中获得的Reb  J中

间体的保留时间(如箭头所示)。图D示出了使用图B中所示的Reb  J中间体从由UGT76G1(SEQ 

ID  NO:7)催化的反应系统中获得的Reb  N产物的保留时间。图E示出了使用图B中所示的Reb 

J中间体从由CP1(SEQ  ID  NO:11)催化的反应系统中获得的Reb  N产物的保留时间(如箭头

所示)。图F示出了使用图B中所示的Reb  J中间体从由CP2(SEQ  ID  NO:13)催化的反应系统

中获得的Reb  N产物的保留时间(如箭头所示)。图G示出了使用图B中所示的Reb  J中间体从

由融合酶GS(SEQ  ID  NO:15)催化的反应系统中获得的Reb  N产物的保留时间(如箭头所

示)。

[0077] 图9示出了通过HPLC分析的从Reb  J在UDP和蔗糖存在下由所选择的UGT酶催化的

Reb  N的体外产生。图A示出了Reb  N标准品的保留时间。图B示出了Reb  J标准品的保留时

间。图C示出了从UGT76G1‑催化的反应中获得的产物的保留时间。没有观察到Reb  N的产生。

箭头指示Reb  J的存在。图D示出了从由UGT76G1和AtSUS1(SEQ  ID  NO:17)两者催化的反应

系统中获得的产物的保留时间。箭头指示Reb  N的存在。图E示出了从由融合酶GS(SEQ  ID 

NO:15)催化的反应系统中获得的产物的保留时间。箭头指示Reb  N的存在。

具体实施方式

[0078] 对本文所用术语的解释：

[0079] 甜菊糖苷是一类负责南美植物甜叶菊(菊科(Asteraceae))的叶的甜味的化合物，

并且可在食品、饲料和饮料中用作甜味剂。

[0080] 定义：

[0081] 细胞系统是提供异位蛋白质表达的任何细胞。其包括细菌、酵母、植物细胞和动物

细胞。其包括原核细胞和真核细胞两者。其还包括基于细胞组分(诸如核糖体)的蛋白质的

体外表达。

[0082] 编码序列将被赋予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，并且非限

制地用于指编码特定氨基酸序列的DNA序列。

[0083] 使细胞系统生长生长包括提供使细胞繁殖和分裂的适当培养基。其还包括提供资

源，使得细胞或细胞组分可翻译和制备重组蛋白质。

[0084] 蛋白质表达。蛋白质生成可在基因表达后发生。其由DNA已转录为信使RNA(mRNA)

之后的阶段组成。然后将mRNA翻译成多肽链，其最终折叠成蛋白质。DNA通过转染存在于细

胞中，转染是一种有意将核酸引入细胞中的方法。该术语常用于真核细胞中的非病毒方法。

其还可涉及其他方法和细胞类型，但其他术语是优选的：“转化”更通常用于描述细菌、非动
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物真核细胞，包括植物细胞中的非病毒DNA转移。在动物细胞中，转染是优选的术语，因为转

化还用于是指这些细胞中的癌性状态(致癌作用)的进展。转导通常用于描述病毒介导的

DNA转移。转化、转导和病毒感染包含在本申请的转染的定义下。

[0085] 酵母。根据本公开，如本文所要求保护的酵母是被归类为真菌界的成员的真核、单

细胞微生物。酵母是由多细胞祖先进化的单细胞生物体，但是其中可用于本公开的一些物

种是具有通过形成被称为伪菌丝(pseudo  hyphae)或假菌丝的连接的芽殖细胞串而发展多

细胞特性的能力的那些物种。

[0086] UGT名称。本公开中使用的UGT酶的名称与UGT命名委员会(Mackenzie等人，“The 

UDP  glycosyltransferase  gene  super  family:recommended  nomenclature  updated 

based  on  evolutionary  divergence,”PHARMACOGENETICS，1997，第7卷，第255‑269页)采用的命

名系统一致，其通过家族编号、表示亚家族的字母和单个基因的编号的组合将UGT基因分

类。例如，名称“UGT76Gl”是指由属于UGT家族编号76(其为植物来源)、亚家族G和基因编号1

的基因编码的UGT酶。

[0087] 结构术语：

[0088] 如本文所用，单数形式“一个”、“一种”和“该”包括复数指代，除非内容另外明确指

出。

[0089] 就说明书或权利要求书中使用的术语“包括”、“具有”等来说，此类术语旨在以类

似于术语“包含”的方式为包含性的，如同“包含”在权利要求书中用作过渡词时所解释的那

样。

[0090] 词语“示例性”在本文中用来表示“用作示例、实例或说明”。本文中被描述为“示例

性”的任何实施方案未必被解释为比其他实施方案优选或有利。

[0091] 术语“互补”将被赋予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，并且非

限制性地用于描述能够彼此杂交的核苷酸碱基之间的关系。例如，对于DNA，腺苷与胸腺嘧

啶互补，并且胞嘧啶与鸟嘌呤互补。因此，本主题技术还包括与所附序列表中报告的完整序

列互补的分离的核酸片段以及那些基本上相似的核酸序列。

[0092] 术语“核酸”和“核苷酸”将被赋予其相应的对于本领域普通技术人员来说普通且

惯用的含义，并且非限制性地用于指单链或双链形式的脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸及其

聚合物。除非特别限定，否则该术语涵盖含有天然核苷酸的已知类似物的核酸，所述类似物

具有与参考核酸相似的结合特性并且以与天然核苷酸类似的方式被代谢。除非另有说明，

否则特定的核酸序列也隐含地涵盖其保守修饰或简并的变体(例如简并密码子取代)和互

补序列，以及明确指出的序列。

[0093] 术语“分离的”将被赋予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，并且

当用于分离的核酸或分离的多肽的上下文中时，非限制性地用于指人为地存在于其天然环

境之外并且因此不是自然产物的核酸或多肽。分离的核酸或多肽可以纯化的形式存在，或

者可存在于非天然环境中，例如存在于转基因宿主细胞中。

[0094] 如本文所用，术语“温育”意指将两种或更多种化学或生物实体(例如化合物和酶)

混合并且允许它们在有利于产生甜菊糖苷组合物的条件下相互作用的过程。

[0095] 术语“简并变体”是指具有通过一个或多个简并密码子取代而与参考核酸序列不

同的残基序列的核酸序列。简并密码子取代可通过生成其中一个或多个所选择的(或全部)
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密码子的第三位置被混合的碱基和/或脱氧肌苷残基取代的序列来实现。核酸序列及其所

有简并变体将表达相同的氨基酸或多肽。

[0096] 术语“多肽”、“蛋白质”和“肽”将被赋予其相应的对于本领域普通技术人员来说普

通且惯用的含义；这三个术语有时可互换使用，并且无论其大小或功能如何，都非限制地用

于指氨基酸或氨基酸类似物的聚合物。尽管“蛋白质”通常用于指相对大的多肽，而“肽”通

常用于指小的多肽，但这些术语在本领域中的使用是重叠且变化的。除非另有说明，否则本

文所用的术语“多肽”是指肽、多肽和蛋白质。当涉及多核苷酸产物时，术语“蛋白质”、“多

肽”和“肽”在本文可互换使用。因此，示例性多肽包括多核苷酸产物、天然存在的蛋白质、同

源物、直系同源物、旁系同源物、片段和前述的其他等同物、变体和类似物。

[0097] 术语“多肽片段”和“片段”在参考多肽使用时，将被赋予其对于本领域普通技术人

员来说普通且惯用的含义，并且非限制性地用于指与参考多肽本身相比缺失氨基酸残基但

是其中剩余的氨基酸序列通常与参考多肽中的相应位置相同的多肽。此类缺失可发生在参

考多肽的氨基末端或羧基末端，或两者。

[0098] 术语多肽或蛋白质的“功能片段”是指作为全长多肽或蛋白质的一部分并且具有

与全长多肽或蛋白质基本上相同的生物活性，或执行与全长多肽或蛋白质基本上相同的功

能(例如，执行相同的酶反应)的肽片段。

[0099] 可互换使用的术语“变体多肽”、“经修饰的氨基酸序列”或“经修饰的多肽”是指与

参考多肽相差一个或多个氨基酸(例如相差一个或多个氨基酸取代、缺失和/或添加)的氨

基酸序列。在一个方面，变体是保留了参考多肽的一些或全部能力的“功能变体”。

[0100] 术语“功能变体”还包括保守取代的变体。术语“保守取代的变体”是指具有与参考

肽相差一个或多个保守氨基酸取代的氨基酸序列并且保持参考肽的一些或全部活性的肽。

“保守氨基酸取代”是用功能相似的残基取代氨基酸残基。保守取代的示例包括一个非极性

(疏水)残基诸如异亮氨酸、缬氨酸、亮氨酸或甲硫氨酸取代另一个；一个带电或极性(亲水)

残基取代另一个，诸如在精氨酸和赖氨酸之间、在谷氨酰胺和天冬酰胺之间、在苏氨酸和丝

氨酸之间；一个碱性残基诸如赖氨酸或精氨酸取代另一个；或一个酸性残基诸如天冬氨酸

或谷氨酸取代另一个；或一个芳族残基诸如苯丙氨酸、酪氨酸或色氨酸取代另一个。预期这

种取代对蛋白质或多肽的表观分子量或等电点几乎没有影响。短语“保守取代的变体”还包

括其中残基被化学衍生的残基替代的肽，条件是所得肽保持如本文所述的参考肽的一些或

全部活性。

[0101] 与本主题技术的多肽相关的术语“变体”还包括具有与参考多肽的氨基酸序列至

少75％、至少76％、至少77％、至少78％、至少79％、至少80％、至少81％、至少82％、至少

83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、

至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％和甚至

100％相同的氨基酸序列的功能活性多肽。

[0102] 术语“同源的”在其所有语法形式和拼写变化中是指具有“共同进化起源”的多核

苷酸或多肽之间的关系，包括来自超家族的多核苷酸或多肽和来自不同物种的同源多核苷

酸或蛋白质(Reeck等人，CELL  50:667,1987)。此类多核苷酸或多肽具有序列同源性，如其序

列相似性所反映的，无论是在同一性百分比方面还是在保守位置处存在特定氨基酸或基序

方面。例如，两个同源多肽可具有至少75％、至少76％、至少77％、至少78％、至少79％、至少
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80％、至少81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、

至少89％、至少900、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％和甚至100％相同的氨基酸序列。

[0103] “合适的调节序列”将被赋予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，

并且非限制性地用于指位于编码序列上游(5'非编码序列)、内部、或下游(3'非编码序列)

的核苷酸序列，并且其影响相关编码序列的转录、RNA加工或稳定性或翻译。调节序列可包

括启动子、翻译前导序列、内含子和多腺苷酸化识别序列。

[0104] “启动子”将被赋予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，并且非限

制性地用于指能够控制编码序列或功能性RNA表达的DNA序列。通常，编码序列位于启动子

序列的3'。启动子可全部源自天然基因，或者由源自自然界中发现的不同启动子的不同元

件组成，或者甚至包含合成的DNA片段。本领域技术人员应理解，不同的启动子可指导基因

在不同组织或细胞类型中、或在不同发育阶段、或响应于不同环境条件的表达。导致基因在

大多数细胞类型中在大多数时间表达的启动子通常被称为“组成型启动子”。还认识到，由

于在大多数情况下调节序列的精确边界尚未完全确定，因此不同长度的DNA片段可能具有

相同的启动子活性。

[0105] 术语“可操作地连接”是指核酸序列在单个核酸片段上的缔合，使得一个的功能受

另一个影响。例如，当启动子可影响编码序列的表达时(即，编码序列在启动子的转录控制

下)，启动子与该编码序列可操作地连接。编码序列可以有义或反义方向与调节序列可操作

地连接。

[0106] 如本文所用，术语“表达”将被赋予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的

含义，并且非限制性地用于指源自本主题技术的核酸片段的有义(mRNA)或反义RNA的转录

和稳定积累。“过表达”是指在转基因或重组生物体中产生的基因产物超过了正常或非转化

生物体中的产生水平。

[0107] “转化”将被赋予其对于本领域技术人员来说普通且惯用的含义，并且非限制性地

用于指将多核苷酸转移到靶细胞中。转移的多核苷酸可被结合到靶细胞的基因组或染色体

DNA中，从而产生遗传稳定的遗传，或者其可独立于宿主染色体进行复制。含有转化的核酸

片段的宿主生物被称为“转基因的”或“转化的”。

[0108] 当在本文中与宿主细胞结合使用时，术语“转化的”、“转基因的”和“重组的”将被

赋予其相应的对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，并且非限制性地用于指已

经向其中引入异源核酸分子的宿主生物体的细胞，诸如植物或微生物细胞。核酸分子可被

稳定地整合到宿主细胞的基因组中，或者核酸分子可作为染色体外分子存在。此类染色体

外分子可自我复制。转化的细胞、组织或受试者应被理解为不仅涵盖转化过程的终产物，而

且涵盖其转基因后代。

[0109] 当在本文中与多核苷酸结合使用时，术语“重组的”、“异源的”和“外源的”将被赋

予其对于本领域普通技术人员来说普通且惯用的含义，并且非限制性地用于指源自对特定

宿主细胞为外源的来源或者如果源自相同来源则相对于其原始形式被修饰的多核苷酸(例

如，DNA序列或基因)。因此，宿主细胞中的异源基因包括对特定宿主细胞为内源的但已经通

过例如使用定点诱变或其他重组技术进行修饰的基因。该术语还包括天然存在的DNA序列

的非天然存在的多个拷贝。因此，该术语指对细胞为外源或异源的或对细胞为同源的但在

说　明　书 13/32 页

16

CN 111868252 B

16



宿主细胞内通常不存在该元件的位置或形式的DNA片段。

[0110] 类似地，当在本文中与多肽或氨基酸序列结合使用时，术语“重组的”、“异源的”和

“外源的”是指源自对特定宿主细胞为外源的来源或者如果源自相同来源则相对于其原始

形式被修饰的多肽或氨基酸序列。因此，重组DNA片段可在宿主细胞中表达以产生重组多

肽。

[0111] 术语“质粒”、“载体”和“盒”将被赋予其相应的对于本领域普通技术人员来说普通

且惯用的含义，并且非限制性地用于指通常携带不是细胞中心代谢的一部分的基因并且通

常为环状双链DNA分子形式的染色体外元件。此类元件可以是源自任何来源的单链或双链

DNA或RNA的线性或环状的自主复制序列、基因组整合序列、噬菌体或核苷酸序列，其中许多

核苷酸序列已被连接或重组成独特的构建体，该构建体能够将所选择的基因产物的启动子

片段和DNA序列以及适当的3'非翻译序列引入细胞中。“转化盒”是指含有外源基因并且除

外源基因外还具有促进特定宿主细胞转化的元件的特定载体。“表达盒”是指含有外源基因

并且除外源基因外还具有允许该基因在外源宿主中增强表达的元件的特定载体。

[0112] 在一些实施方案中，本公开涉及使用本文所述的至少一种新型UDP‑鼠李糖基转移

酶(RhaT)从Reb  A产生感兴趣的甜菊糖苷Reb  N，所述新型UDP‑鼠李糖基转移酶可在鼠李糖

基化反应中将鼠李糖部分从UDP‑L‑鼠李糖转移至甜菊糖苷受体。参考图3，合成途径可涉及

莱苞迪苷J作为中间体(图3A)或莱苞迪苷I作为中间体(图3B)。在一些实施方案中，本主题

技术提供了具有UDP糖基转移酶活性的重组多肽以用于合成甜菊糖苷。在一些实施方案中，

重组多肽可具有1 ,2‑19‑O‑鼠李糖糖基化活性。在一些实施方案中，重组多肽可具有1 ,3‑

19‑O‑葡萄糖糖基化活性。本主题技术的重组多肽可用于甜菊糖苷化合物的生物合成。在本

公开中，UDP‑鼠李糖基转移酶(Rha  T)是指将鼠李糖糖部分从活化的供体分子(通常为UDP‑

L‑鼠李糖)转移至受体甜菊糖苷分子的酶。1,2  Rha  T是指将鼠李糖部分从UDP‑L‑鼠李糖转

移至甜菊糖苷的19‑O‑葡萄糖或13‑O‑葡萄糖的C‑2'的酶活性。1,2‑19‑O‑鼠李糖糖基化活

性是指将鼠李糖部分转移至甜菊糖苷诸如莱苞迪苷A(以产生莱苞迪苷J))或莱苞迪苷I(以

产生莱苞迪苷N)的19‑O葡萄糖部分的C‑2'的酶活性。1,3‑19‑O‑葡萄糖糖基化活性是指将

葡萄糖部分转移至甜菊糖苷诸如莱苞迪苷J(以产生莱苞迪苷N)或莱苞迪苷A(以产生莱苞

迪苷I)的19‑O葡萄糖部分的C‑3'的酶活性(图3)。

[0113] 合成生物学

[0114] 本文所用的标准重组DNA和分子克隆技术是本领域众所周知的，并且例如如以下

文献中所述：Sambrook ,J .、Fritsch ,E .F .和Maniatis ,T .，MOLECULAR  CLONING:A  LABORATORY 

MANUAL，第2版；Cold  Spring  Harbor  Laboratory:Cold  Spring  Harbor,N.Y.,1989(以下称

为“Maniatis”)；和Silhavy ,T .J .、Bennan ,M .L .和Enquist ,L .W .，EXPERIMENTS  WITH  GENE 

FUSIONS；Cold  Spring  Harbor  Laboratory:Cold  Spring  Harbor ,N .Y .,1984；以及

Ausubel,F.M.等人，IN  CURRENT  PROTOCOLS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY，由Greene  Publishing和Wiley‑

Interscience于1987年出版；(这些文献中的每一个的全部内容以引用方式并入本文)。

[0115] 除非另外限定，否则本文所用的所有技术和科学术语均具有与本公开所属领域的

普通技术人员通常理解的含义相同的含义。尽管在本公开的实践或测试中可使用与本文所

述的那些方法和材料相似或等同的任何方法和材料，但下文描述了优选的方法和材料。

[0116] 通过考虑以下非限制性实施例，将更充分地理解本公开。应当理解，这些实施例虽
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然指示了本主题技术的优选实施方案，但仅以说明的方式给出。根据以上讨论和这些实施

例，本领域技术人员可确定本主题技术的基本特征，并且在不脱离其精神和范围的情况下，

可对本主题技术进行各种改变和修改以使其适应各种用途和技术。

[0117] 糖基化通常被认为是控制植物天然产物的生物活性和储存的普遍存在的反应。小

分子的糖基化由迄今为止已研究的大多数植物物种中的转移酶超家族催化。这些糖基转移

酶(GTs)已被分成60多个家族。其中，GT酶家族(也称为UDP糖基转移酶(UGT)和UDP‑鼠李糖

基转移酶)将糖部分转移至特定的受体分子。这些是在甜菊糖苷中转移此类糖部分以帮助

产生各种莱苞迪苷的分子。这些酶中的每一种都具有其自身的活性特征和优选的它们转移

其活化糖部分的结构位置。

[0118] 生产系统

[0119] 原核生物中蛋白质的表达最经常在细菌宿主细胞中用含有指导融合或非融合蛋

白质表达的组成型或诱导型启动子的载体进行。融合载体将许多氨基酸添加到其中编码的

蛋白质中，通常添加到重组蛋白质的氨基末端。此类融合载体通常用于三个目的：l)增加重

组蛋白的表达；2)增加重组蛋白的溶解度；以及3)通过在亲和纯化中作为配体来帮助重组

蛋白的纯化。通常，在融合部分和重组蛋白的连接处引入蛋白水解切割位点，以使得重组蛋

白能够在融合蛋白纯化后与融合部分分离。此类载体在本公开的范围内。

[0120] 在一个实施方案中，表达载体包括用于在细菌细胞中表达重组多肽的那些遗传元

件。用于在细菌细胞中转录和翻译的元件可包括启动子、蛋白质复合物的编码区和转录终

止子。

[0121] 本领域普通技术人员将知道可用于制备表达载体的分子生物学技术。如上所述，

用于结合到本主题技术的表达载体中的多核苷酸可通过常规技术诸如聚合酶链式反应

(PCR)来制备。

[0122] 已经开发了几种分子生物学技术通过互补粘性末端将DNA可操作地连接到载体

上。在一个实施方案中，可将互补均聚物束添加到待插入载体DNA中的核酸分子上。然后载

体和核酸分子通过互补均聚物尾端之间的氢键连接以形成重组DNA分子。

[0123] 在另选的实施方案中，使用含有一个或多个限制性位点的合成接头将本主题技术

的多核苷酸可操作地连接至表达载体。在一个实施方案中，多核苷酸通过限制性内切核酸

酶消化生成。在一个实施方案中，将核酸分子用噬菌体T4  DNA聚合酶或大肠杆菌DNA聚合酶

I处理，所述酶利用其3’‑5'‑核酸外切活性去除突出的3'‑单链末端，并利用其聚合活性填

充凹陷的3'‑末端，从而生成平末端DNA片段。然后在可催化平末端DNA分子连接的酶诸如噬

菌体T4  DNA连接酶的存在下，将平末端片段与大摩尔过量的接头分子一起温育。因此，反应

产物是在其末端携带聚合物接头序列的多核苷酸。然后将这些多核苷酸用适当的限制酶切

割并连接到表达载体，该表达载体已经用产生与该多核苷酸的末端相容的末端的酶切割。

[0124] 另选地，可使用具有连接非依赖性克隆(LIC)位点的载体。然后可以将所需的PCR

扩增的多核苷酸克隆到LIC载体中，而无需进行限制性消化或连接(Aslanidis和de  Jong，

NUCL.ACID.RES.18  6069‑74,(1990)，Haun等人，BIOTECHNIQUES  13,515‑18(1992)，其以引用方式

并入本文)。

[0125] 在一个实施方案中，为了分离和/或修饰用于插入到所选质粒中的感兴趣的多核

苷酸，适合使用PCR。可设计用于序列PCR制备的合适引物，以分离核酸分子的所需编码区、
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添加限制性内切核酸酶或LIC位点、将编码区置于所需阅读框中。

[0126] 在一个实施方案中，使用PCR，使用适当的寡核苷酸引物制备用于结合到本主题技

术的表达载体中的多核苷酸。扩增编码区，同时引物本身被结合到扩增的序列产物中。在一

个实施方案中，扩增引物包含限制性核酸内切酶识别位点，其允许将扩增的序列产物克隆

到合适的载体中。

[0127] 可通过常规转化或转染技术将表达载体引入植物或微生物宿主细胞。用本主题技

术的表达载体转化合适的细胞是通过本领域已知的方法完成的，并且通常取决于载体和细

胞的类型。合适的技术包括磷酸钙或氯化钙共沉淀、DEAE‑葡聚糖介导的转染、脂转染、化学

穿孔或电穿孔。

[0128] 可通过本领域众所周知的技术鉴定成功转化的细胞，即含有表达载体的那些细

胞。例如，可培养用本主题技术的表达载体转染的细胞以产生本文所述的多肽。可通过本领

域众所周知的技术检查细胞中表达载体DNA的存在。

[0129] 宿主细胞可含有先前描述的表达载体的单拷贝，或另选地含有表达载体的多拷

贝，

[0130] 在一些实施方案中，转化的细胞为动物细胞、昆虫细胞、植物细胞、藻类细胞、真菌

细胞或酵母细胞。在一些实施方案中，细胞为选自由以下组成的组的植物细胞：低芥酸菜子

植物细胞、油菜籽植物细胞、棕榈植物细胞、向日葵植物细胞、棉花植物细胞、玉米植物细

胞、花生植物细胞、亚麻植物细胞、芝麻植物细胞、大豆植物细胞和矮牵牛植物细胞。

[0131] 含有指导外源蛋白高水平表达的调节序列的微生物宿主细胞表达系统和表达载

体是本领域技术人员众所周知的。这些中的任何一种都可用于构建用于在微生物宿主细胞

中表达本主题技术的重组多肽的载体。然后可将这些载体经由转化引入合适的微生物中，

以允许本主题技术的重组多肽的高水平表达。

[0132] 用于转化合适的微生物宿主细胞的载体或盒是本领域众所周知的。通常，载体或

盒包含指导相关多核苷酸转录和翻译的序列、选择性标记和允许自主复制或染色体整合的

序列。合适的载体包括具有转录起始控制的多核苷酸的5'区域和控制转录终止的DNA片段

的3'区域。优选两个控制区都源自与转化的宿主细胞同源的基因，尽管应理解此类控制区

不需要源自被选作宿主的特定物种的天然基因。

[0133] 用于驱动重组多肽在期望微生物宿主细胞中表达的起始控制区或启动子是众多

的，并且是本领域技术人员所熟悉的。实际上，能够驱动这些基因的任何启动子都适用于本

主题技术，包括但不限于CYCI、HIS3、GALI、GALIO、ADHI、PGK、PH05、GAPDH、ADCI、TRPI、URA3、

LEU2、ENO、TPI(用于在酵母属中表达)；AOXI(用于在毕赤酵母属中表达)；以及lac、trp、

JPL、IPR、T7、tac和trc(用于在大肠杆菌中表达)。

[0134] 终止控制区也可源自微生物宿主天然的各种基因。对于本文所述的微生物宿主，

可任选地包括终止位点。

[0135] 在植物细胞中，本主题技术的表达载体可包括与启动子可操作地连接的编码区，

所述启动子能够在期望的发育阶段在期望的组织中指导本主题技术的重组多肽的表达。为

了方便起见，待表达的多核苷酸可包含源自相同多核苷酸的启动子序列和翻译前导序列。

还应该存在编码转录终止信号的3'非编码序列。表达载体还可包含一个或多个内含子以促

进多核苷酸表达。
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[0136] 对于植物宿主细胞，可在本主题技术的载体序列中使用能够诱导编码区表达的任

何启动子和任何终止子的任何组合。启动子和终止子的一些合适的示例包括来自胭脂碱合

酶(nos)、章鱼碱合酶(ocs)和花椰菜花叶病毒(CaMV)基因的那些。可使用的一种类型的有

效植物启动子是高水平植物启动子。与本主题技术的表达载体可操作连接的此类启动子应

能够促进载体的表达。可用于本主题技术的高水平植物启动子包括例如来自大豆的核酮

糖‑l,5‑二磷酸羧化酶的小亚基(ss)的启动子(Berry‑Lowe等人，J.MOLECULAR  AND  APP.GEN.,1:

483  498(1982)，其整体据此以与本文一致的程度并入本文)和叶绿素alb结合蛋白的启动

子。已知这两种启动子在植物细胞中是光诱导的(参见，例如，GENETIC  ENGINEERING  OF  PLANTS,AN 

AGRICULTURAL  PERSPECTIVE,A.Cashmore,Plenum,N.Y.(1983)，第29‑38页；Coruzzi,G.等人，The 

Journal  of  Biological  CHEMISTRY ,258:1399(1983)，以及Dunsmuir ,P .等人，JOURNAL  OF 

MOLECULAR  AND  APPLIED  GENETICS,2:285(1983)，这些文献中的每个据此以与本文一致的程度以引

用方式并入本文)。

[0137] Reb  J或Reb  I的前体合成

[0138] 如前所述，甜菊糖苷是负责南美植物甜叶菊(菊科)和植物掌叶覆盆子(Rubus 

chingii)(蔷薇科(Rosaceae))的甜味的化合物。这些化合物是糖基化的二萜。具体地，它们

的分子可被视为甜菊醇分子，其中其羟基氢原子被葡萄糖分子替代以形成酯，并且羟基氢

与葡萄糖和鼠李糖的组合形成缩醛。

[0139] 制备本公开中的感兴趣的化合物的一种方法是采用化学衍生或经由工程化微生

物诸如细菌和/或酵母中的生物合成产生的常见或廉价的前体诸如甜菊醇、甜菊苷、Reb  A

或甜茶苷，并通过已知或廉价的方法合成目标甜菊糖苷诸如Reb  J或Reb  I。

[0140] 本公开的方面涉及在能够产生甜菊醇的微生物系统中涉及重组表达酶的方法。通

常，此类酶可包括：柯巴基二磷酸合酶(CPS)、贝壳杉烯合酶(KS)和香叶基香叶基二磷酸合

酶(GGPPS)。这应该发生在表达内源性类异戊二烯合成途径诸如非甲羟戊酸(MEP)途径或甲

羟戊酸途径(MVA))的微生物菌株中。在一些实施方案中，细胞为细菌细胞，包括大肠杆菌或

酵母细胞(诸如酵母属细胞、毕赤酵母属细胞或耶氏酵母属(Yarrowia)细胞)。在一些实施

方案中，细胞为藻类细胞或植物细胞。

[0141] 此后，从发酵培养物中回收前体以用于化学合成。通常，这是甜菊醇，尽管其可以

是贝壳杉烯，或来自细胞培养物的甜菊糖苷。在一些实施方案中，从气相中回收甜菊醇、贝

壳杉烯和/或甜菊糖苷，而在其他实施方案中，将有机层或聚合树脂添加到细胞培养物中，

然后从有机层或聚合树脂中回收贝壳杉烯、甜菊醇和/或甜菊糖苷。在一些实施方案中，甜

菊糖苷选自莱苞迪苷A、莱苞迪苷B、莱苞迪苷C、莱苞迪苷N、莱苞迪苷E、莱苞迪苷F、莱苞迪

苷J或杜尔可苷A。在一些实施方案中，产生的萜类化合物为甜菊双糖苷或甜菊苷。还应当理

解，在一些实施方案中，至少一个酶促步骤诸如一个或多个糖基化步骤离体进行。

[0142] 本公开的一部分为Reb  J甜菊糖苷的产生，其可进一步酶促转化为Reb  N。在一些

实施方案中，可使用如本文所述的鼠李糖基转移酶(RhaT)(例如EU11、EUCP1、HV1、UGT2E‑B

或NX114)和鼠李糖供体部分(例如UDP‑鼠李糖)将Reb  A转化为Reb  J。在一些实施方案中，

当利用由发明人产生的特异性地鉴定和/或修饰的酶，使用糖部分向甜菊醇主链中的多步

骤化学组装，将二萜类甜菊醇转化为甜茶苷和甜菊苷时，发生微生物产生的甜菊醇向期望

的甜菊糖苷(例如Reb  N)转化的生物合成。除了本文所用的EU11、EUCP1、HV1和UGT76G1酶之
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外，还鉴定了也可用来递送这些甜菊醇莱苞迪苷的其他酶。例如，已确定其他UGT酶(分别为

CP1和CP2—SEQ  ID  NO:11和SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列)和UGT76G1‑AtSUS1融合酶可将

Reb  J转化为Reb  N。

[0143] 本公开的一部分为从Reb  A产生Reb  I甜菊糖苷，其可进一步酶促转化为Reb  N。在

一些实施方案中，通过在具有葡糖基转移酶活性的重组多肽的存在下使Reb  A与葡萄糖供

体部分反应来进行Reb  A向Reb  I转化的生物合成。在一些实施方案中，葡萄糖供体部分为

原位生成的。在一些实施方案中，将葡萄糖供体部分添加到反应中。在一些实施方案中，具

有葡糖基转移酶活性的重组多肽还包含蔗糖合酶活性。例如，在一些实施方案中，鉴定为

UGT76G1(SEQ  ID  NO:7)的酶可将Reb  A转化为Reb  I。在一些实施方案中，其他UGT酶(例如，

分别为CP1和CP2—SEQ  ID  NO:11和SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列)可将Reb  A转化为Reb  I。

在一些实施方案中，UCT76G1‑AtSUS1融合酶可将Reb  A转化为Reb  I。在一些实施方案中，可

使用如本文所述的鼠李糖基转移酶(RhaT)例如EU11、EUCP1  UDP、HV1、UGT2E‑B或NX114以及

鼠李糖供体部分诸如UDP‑鼠李糖将Reb  I转化为Reb  N。

[0144] 甜菊糖苷的生物合成

[0145] 如本文所述，本发明技术的重组多肽具有UDP‑糖基转移酶(UDP‑葡糖基转移酶和/

或UDP‑鼠李糖基转移酶)活性，并且可用于开发用于制备在自然界中不存在或通常在天然

来源中具有低丰度的甜菊糖苷分别诸如莱苞迪苷J、莱苞迪苷I和莱苞迪苷N的生物合成方

法。本发明技术的重组多肽具有UDP‑糖基转移酶活性、可用于开发用于制备甜菊糖苷诸如

莱苞迪苷J或莱苞迪苷I的生物合成方法并实现莱苞迪苷N的合成生产。

[0146] 底物或起始甜菊糖苷组合物可以是能够在由一种或多种UDP‑鼠李糖基转移酶催

化的反应中转化为甜菊糖苷化合物的任何天然或合成化合物。例如，底物可以是天然甜叶

菊提取物、甜菊醇、甜菊醇‑13‑O‑葡糖苷、甜菊醇‑19‑O‑葡糖苷、甜菊醇‑l,2‑双糖苷、甜茶

苷、甜菊苷、莱苞迪苷A、莱苞迪苷B或莱苞迪苷I。底物可以是纯化合物或不同化合物的混合

物。优选地，底物包括选自由以下组成的组的化合物：甜茶苷、甜菊苷、甜菊醇、莱苞迪苷A、

莱苞迪苷B、莱苞迪苷J以及它们的组合。

[0147] 本文所述的方法还提供了偶联反应系统，其中本文所述的重组肽可与一种或多种

另外的酶组合起作用以改善甜菊糖苷化合物的总体生物合成的效率或改变其结果。例如，

该另外的酶可再生鼠李糖基化反应所需的UDP‑鼠李糖(参见，例如Pei等人，“Construction 

of  a  novel  UDP‑rhamnose  regeneration  system  by  a  two‑enzyme  reaction  system 

and  application  in  glycosylation  of  flavonoid ,”Biochemical  Engineering 

Journal,139:33‑42(2018)，其全部公开内容以引用方式并入本文)，并且该另外的酶可通

过将由糖基化反应产生的UDP转化回UDP‑葡萄糖(例如使用蔗糖作为葡萄糖残基的供体)来

再生糖基化反应所需的UDP‑葡萄糖，从而提高糖基化反应的效率。

[0148] 在另一个实施方案中，本主题技术的方法还包括将根据本公开的重组和新型UDP‑

鼠李糖基转移酶(RhaT)与底物和本文所述的一种或多种另外的重组多肽(例如，重组UGT)

一起温育。该重组UGT可催化与本主题技术的重组多肽所催化的糖基化反应不同的糖基化

反应，从而导致Reb  J和Reb  N的产生。

[0149] 合适的UDP‑糖基转移酶包括本领域已知的能够催化甜菊糖苷化合物生物合成中

的一个或多个反应的任何UGT，诸如UGT85C2、UGT74G1、UGT76G1或其功能同源物。
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[0150] 在一些实施方案中，在本主题技术的体外方法中，UDP‑葡萄糖和/或UDP‑L‑鼠李糖

可以约0.2mM至约5mM、优选约0.5mM至约2mM、更优选约0.7mM至约1.5mM的浓度包括在缓冲

液中。在一个实施方案中，当反应中包括重组蔗糖合酶时，蔗糖也以约100mM至约500mM、优

选约200mM至约400mM、更优选约250mM至约350mM的浓度包括在缓冲液中。

[0151] 在一些实施方案中，在本主题技术的体外方法中，基于干重计，重组多肽与底物的

重量比为约1:100至约1:5、优选约1:50至约1:10、更优选约1:25至约1:15。

[0152] 在一些实施方案中，体外方法的反应温度为约20℃至约40℃，合适地为25℃至约

37℃。

[0153] 本领域技术人员将认识到，可将通过本文所述方法产生的甜菊糖苷组合物进一步

纯化并与其他甜菊糖苷、风味剂或甜味剂混合以获得期望的风味剂或甜味剂组合物。例如，

如本文所述产生的富含Reb  J或Reb  N的组合物可与含有莱苞迪苷A作为主要甜菊糖苷的天

然甜叶菊提取物混合，或与其他合成或天然甜菊糖苷产品混合，以制备期望的甜味剂组合

物。另选地，由本文所述方法获得的基本上纯化的甜菊糖苷(例如莱苞迪苷J和莱苞迪苷N)

可与其他甜味剂诸如蔗糖、麦芽糖糊精、阿斯巴甜、三氯蔗糖、纽甜、乙酰舒泛钾和糖精组

合。如本领域已知的，可调节甜菊糖苷相对于其他甜味剂的量以获得期望的味道。本文所述

的甜菊糖苷(包括莱苞迪苷N、莱苞迪苷I、莱苞迪苷J或它们的组合)可包括在食品(诸如饮

料、软饮料、冰淇淋、乳制品、糖果、谷物、口香糖、烘焙食品等)、膳食补充剂、医疗营养品以

及药物产品中。

[0154] 使用同一性评分分析序列相似性

[0155] 如本文所用，“序列同一性”是指两个最佳比对的多核苷酸或肽序列在组分(例如，

核苷酸或氨基酸)的整个比对窗口中不变的程度。测试序列和参考序列的比对片段的“同一

性分数”是由两个比对序列共享的相同组分的数目除以参考序列片段中的组分总数，即整

个参考序列或参考序列的较小的限定部分。

[0156] 如本文所用，术语“百分比序列同一性”或“百分比同一性”是指当两个序列最佳比

对时(在比较窗口范围内具有总计小于20％的参考序列的适当核苷酸插入、缺失或缺口)，

与测试(“受试者”)多核苷酸分子(或其互补链)相比，参考(“查询”)多核苷酸分子(或其互

补链)的线性多核苷酸序列中相同核苷酸的百分比。用于比对比较窗口的序列的最佳比对

是本领域技术人员所熟知的，并且可通过诸如以下工具来进行：Smith和Waterman的局部同

源性算法、Needleman和Wunsch的同源比对算法、Pearson和Lipman的搜索相似性方法，并且

优选地通过这些算法的计算机实施来进行，诸如作为 Wisconsin 的一部

分获得的GAP、BESTFIT、FASTA和TFASTA(Accelrys  Inc.，Burlington，MA)。测试序列和参考

序列的比对片段的“同一性分数”是由两个比对序列共享的相同组分的数目除以参考序列

片段中的组分总数，即整个参考序列或参考序列的较小的限定部分。百分比序列同一性表

示为同一性分数乘以100。一个或多个多核苷酸序列的比较可涉及全长多核苷酸序列或其

部分，或更长的多核苷酸序列。出于本公开的目的，还可使用BLASTX版本2.0(对于翻译的核

苷酸序列)和BLASTN版本2.0(对于多核苷酸序列)来测定“百分比同一性”。

[0157] 序列同一性百分比优选使用Sequence  Analysis  Software  PackageTM的“最佳拟

合”或“空位”程序(版本10；Genetics  Computer  Group,Inc.，Madison，WI)来确定。“空位”

利用Needleman和Wunsch的算法(Needleman和Wunsch，JOURNAL  OF  Molecular  Biology  48:
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443‑453，1970)来寻找使匹配数最大化并使空位数最小化的两个序列的比对。“最佳拟合”

使用Smith和Waterman的局部同源性算法(Smith和Waterman，ADVANCES  IN  APPLIED  MATHEMATICS，2:

482‑489，1981，Smith等人，NUCLEIC  ACIDS  RESEARCH11:2205‑2220，1983)来进行两个序列之间最

佳片段相似性的最佳比对，并插入空位以使匹配数最大化。百分比同一性最优选使用“最佳

拟合”程序来确定。

[0158] 用于确定序列同一性的可用方法还公开于局部序列排比检索基本工具(BLAST)程

序中，所述程序可从National  Library  of  Medicine，National  Institute  of  Health，

Bethesda，Md.20894的National  Center  Biotechnology  Information(NCBI)公开获得；参

见BLAST  Manual，Altschul等人，NCBI，NLM，NIH；Altschul等人，J .MOL.BIOL.215:403‑410

(1990)；BLAST程序的2.0版或更高版本允许将空位(缺失和插入)引入比对中；对于肽序列，

BLASTX可用于确定序列同一性；并且，对于多核苷酸序列，BLASTN可用于确定序列同一性。

[0159] 如本文所用，术语“显著百分比序列同一性”是指至少约70％序列同一性、至少约

80％序列同一性、至少约85％同一性、至少约90％序列同一性、或甚至更大的序列同一性，

诸如约98％或约99％序列同一性的百分比序列同一性。因此，本公开的一个实施方案是多

核苷酸分子，其与本文所述的多核苷酸序列具有至少约70％的序列同一性，至少约80％的

序列同一性，至少约85％的同一性，至少约90％的序列同一性，或甚至更大的序列同一性，

诸如约98％或约99％的序列同一性。具有本公开的1,2  RhaT和UGT酶的活性的多核苷酸分

子能够引导多种甜菊糖苷的产生，并且与本文提供的多核苷酸序列具有显著百分比序列同

一性，并且包括在本公开的范围内。

[0160] 同一性和相似性

[0161] 同一性是在比对序列(其可仅使用序列信息或结构信息或一些其他信息进行，但

通常其仅基于序列信息)后在一对序列之间相同的氨基酸的分数，而相似性是基于使用一

些相似性矩阵的比对指定的评分。相似性指数可以为以下BLOSUM62、PAM250或GONNET中的

任一者，或者本领域技术人员进行蛋白质序列比对所用的任何矩阵。

[0162] 同一性是两个子序列之间一致性的程度(序列之间没有空位)。25％或更高的同一

性意指功能的相似性，然而18％至25％意指结构或功能的相似性。请记住，两个完全不相关

或随机序列(其为多于100个残基)可具有高于20％的同一性。相似性是当比较两个序列时，

该两个序列之间相似的程度。这取决于它们的同一性。

[0163] 如从上述说明显而易见，本公开的某些方面不受本文说明的实施例的具体细节限

制，并且因此考虑到本领域技术人员将进行其他修改和应用或它们的等效形式。因此，权利

要求应当旨在覆盖所有不偏离本公开的实质和范围的此类修改和应用。

[0164] 此外，除非另外限定，否则本文所用的所有技术和科学术语均具有与本公开所属

领域的普通技术人员通常理解的含义相同的含义。尽管在本公开的实践或测试中可使用与

本文所述的那些方法和材料相似或等同的任何方法和材料，但上文描述了优选的方法和材

料。

[0165] 尽管出于理解的目的已经以举例说明和实施例的方式对前述发明进行了详细描

述，但对于本领域的技术人员将显而易见的是，可实践某些改变和修改。因此，说明书和实

施例不应当被理解为对本发明的范围的限制，本发明的范围由所附权利要求书界定。

[0166] 实施例
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[0167] 实施例1：1,2  RhaT酶的酶活性筛选

[0168] 使用系统发育、基因簇和蛋白质BLAST分析来鉴定候选1,2  RhaT转移酶基因。根据

大肠杆菌(Genscript，NJ)的密码子偏好性来优化和合成候选1,2  RhaT转移酶基因的全长

DNA片段。将合成的DNA片段克隆到细菌表达载体pETite  N‑His  SUMO  Kan载体(Lucigen)

中。

[0169] 将每个表达构建体转化到大肠杆菌BL21(DE3)中，随后将其在含有50μg/mL卡那霉

素的LB培养基中于37℃生长，直到OD600达到0.8‑1.0。通过添加1mM的异丙基β‑D‑1‑硫代吡

喃半乳糖苷(IPTG)诱导蛋白表达，并将培养物在16℃下再温育22小时。离心收集细胞(3 ,

000×g；10分钟；4℃)。收集细胞团块并立即使用或保存在‑80℃。

[0170] 通常将细胞团块重悬于裂解缓冲液(50mM磷酸钾缓冲液，pH7.2，25μg/ml溶菌酶，5

μg/ml  DNase  I，20mM咪唑，500mM  NaCl，10％甘油和0.4％Triton  X‑100)。通过在4℃下进

行超声处理破碎细胞，并通过离心(18,000×g；30分钟)澄清细胞碎片。将上清液上样到平

衡的(平衡缓冲液：50mM磷酸钾缓冲液，pH7 .2，20mM咪唑，500mM  NaCl，10％甘油)Ni‑NTA

(Qiagen)亲和柱中。蛋白质样品上样后，用平衡缓冲液洗涤柱以去除未结合的污染蛋白质。

用含有250mM咪唑的平衡缓冲液洗脱His‑标记的1,2  RhaT重组多肽。

[0171] 测定经纯化的候选1 ,2  RhaT重组多肽的UDP‑鼠李糖基转移酶活性。通常，重组多

肽(20‑50μg)在200μl体外反应系统中进行测试。该反应系统含有50mM的磷酸钾缓冲液

(pH7.2)、3mM的MgCl2、0.25‑1mg/ml的莱苞迪苷A和UDP‑L‑鼠李糖。在30‑37℃下进行反应并

通过添加1‑丁醇终止反应。

[0172] 将产物样品用200μL  1‑丁醇萃取三次。将合并的级分干燥并溶于100μL80％甲醇

中，以进行高效液相色谱(HPLC)分析。

[0173] 使用Dionex  UPLC  ultimate  3000系统(Sunnyvale,CA)进行HPLC分析，该系统包

括四元泵、温度受控柱室、自动进样器和UV吸收检测器。使用具有保护柱的Synergi  Hydro‑

RP柱(Phenomenex)表征合并样品中的甜菊糖苷。HPLC分析中使用的检测波长为210nm。

[0174] 活性筛选后，鉴定了几种用于Reb  A到Reb  J的生物转化的具有UDP‑鼠李糖基转移

酶活性的1,2  RhaT酶。

[0175] 实施例2：Reb  A到Reb  J的酶促生物转化

[0176] 莱苞迪苷J的生物合成涉及糖苷配基甜菊醇的葡糖基化和鼠李糖基化。具体地，

Reb  J可通过Reb  A的19‑O‑葡萄糖的C‑2'的鼠李糖基化即经由α1,2鼠李糖基化来产生(图

3)。

[0177] 图4至图6比较了如通过HPLC分析的Reb  A和Reb  J标准品的保留时间与从由候选

1,2  RhaT酶催化的鼠李糖基化反应中获得的反应产物的保留时间。

[0178] 据报道，EU11、EUCP1和HV1具有葡糖基化活性，并且能够将葡萄糖部分从UDP‑葡萄

糖转移至甜菊糖苷，从而产生化合物诸如甜菊苷、莱苞迪苷KA、莱苞迪苷E、莱苞迪苷D、莱苞

迪苷V和莱苞迪苷D3等。

[0179] 如图4(C)‑4(E)所示，Reb  A在分别由EU11(SEQ  ID  NO:1)、本文命名为EUCP1(SEQ 

ID  NO:3)的循环排列的EU11和HV1(SEQ  ID  NO:5)催化反应系统中被转化为Reb  J，表明除

了葡糖基化活性之外，这些酶还具有1,2‑鼠李糖基转移酶活性。发现EUCP1比EU11具有更高

的1,2鼠李糖基转移酶活性，而EU11比HV1显示出高得多的1,2鼠李糖基转移酶活性。
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[0180] 图5显示Reb  A在由UGT2E‑B(SEQ  ID  NO:9)催化的反应系统中被转化为Reb  J。图6

显示Reb  A在由NX114(SEQ  ID  NO:19)催化的反应系统中被转化为Reb  J。

[0181] 总体而言，这些数据表明，酶EU11、EUCP1、HV1、UGT2E‑B和NX114中的每一种均表现

出1,2  RhaT活性，并且能够在α1,2鼠李糖基化反应中将鼠李糖部分从UDP‑L‑鼠李糖供体转

移至Reb  A的19‑O‑葡萄糖部分的C‑2'，从而产生Reb  J。

[0182] 实施例3：通过LC‑MS分析确认RebJ的产生

[0183] 为了确认在由1 ,2  RhaT候选酶催化的反应中产生的化合物的身份，使用Synergy 

Hydro‑RP柱进行LC‑MS分析。流动相A为0.1％甲酸的水溶液，流动相B为0.1％甲酸的乙腈溶

液。流速为0 .6ml/min。在Q  Exactive混合四极‑Orbitrap质谱仪(Thermo  Fisher 

Scientific)上用优化的方法以阳离子模式进行样品的质谱分析。

[0184] LC‑MS分析确认，从分别由EU11、EUCP1、HV1、UGT2E‑B和NX114催化的鼠李糖基化反

应中获得的产物具有与Reb  J标准品相同的质量[(M+Na+)1135.48m/z]和保留时间(2.61分

钟)。

[0185] 实施例4：Reb  J到Reb  N的酶促生物转化

[0186] 再次参考图3，Reb  N可通过在β1,3葡糖基化反应中Reb  J的19‑O‑葡萄糖的C‑3'的

葡糖基化来产生。

[0187] 为了鉴定用于将Reb  J转化为Reb  N的合适的UGT，使用得自实施例1的Reb  J产物

来测定酶候选物。

[0188] 在通过加热(以使1,2  RhaT酶变性)终止Reb  J产生后，将UGT候选酶(每200μl反应

混合物5μg酶)和1mM  UDP‑葡萄糖添加到反应混合物中。将葡糖基化反应在37℃下进行3小

时。

[0189] 图7比较了如通过HPLC分析的Reb  O、Reb  N、Reb  C和杜尔可苷A(“dA”)标准品的保

留时间与使用分别从实施例1的由EU11‑催化(图7(B))和由EUCP1‑催化(图7(C))的反应系

统中获得的Reb  J产物作为底物从由UGT76G1(SEQ  ID  NO:7)催化的葡糖基化反应中获得的

反应产物的保留时间。如图7(B)和7(C)所示，在UGT76G1存在下Reb  J被转化为Reb  N。

[0190] 基于UGT76G1的结构，发明人能够设计CP1(SEQ  ID  NO:11)(其为UGT76G1的循环排

列)、CP2(SEQ  ID  NO:13)(其为CP1的突变体并且通过在CP1的C‑末端和N‑末端之间插入接

头生成)和融合酶GS(SEQ  ID  NO:15)(包括与蔗糖合酶(SUS)结构域AtSUS1偶联的UDP‑糖基

转移酶(UGT)结构域UGT76G1)。

[0191] 参考图8，图8(A)示出了Reb  J标准品的保留时间。图8(B)确认了如由EUCP1催化的

Reb  A向Reb  J的生物转化。使用从EUCP1催化的反应中获得的Reb  J产物作为底物，测定

UGT76G1、CP1、CP2和GS将Reb  J转化为Reb  N的葡糖基化活性。与显示Reb  N标准品保留时间

的图8(C)相比，图8(D)、8(E)、8(F)和8G表明UGT76G1、CP1、CP2和GS酶中的每一种都能够在β
1,3葡糖基化反应中将葡萄糖部分从UDP‑葡萄糖转移至Reb  J的19‑O‑葡萄糖的C‑3'，从而

产生Reb  N。

[0192] 为了进一步评估UGT‑SUS融合酶在Reb  J到Reb  N的生物转化中的活性，使用以下

酶促系统在UDP和蔗糖存在但无UDP‑葡萄糖存在下进行测定：(1)UGT76G1(SEQ  ID  NO:7)本

身，(2)添加UDP‑糖基转移酶UGT76G1(SEQ  ID  NO:7)和蔗糖合酶AtSUS1(SEQ  ID  NO:17)两

者，以及(3)包括与蔗糖合酶(SUS)结构域AtSUS1偶联的UDP‑糖基转移酶(UGT)结构域
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UGT76G1的融合酶GS(SEQ  ID  NO:15)，其具有UDP‑糖基转移酶活性和蔗糖合酶活性两者。

[0193] 如图9(C)所示，当反应系统中仅存在UDP和蔗糖时，UGT76G1不能将Reb  J转化为

Reb  N。另一方面，通过使用包括UGT酶(例如UGT76G1)和SUS酶(例如AtSUS1)两者的催化系

统，SUS酶能够从UDP和蔗糖生成UDP葡萄糖，并且UGT酶能够将葡萄糖部分从UDP‑葡萄糖转

移至Reb  J，从而产生Reb  N(图9(D))。类似地，融合酶GS能够从Reb  J产生Reb  N(图9(E))，

表明该融合酶具有蔗糖合酶活性并且能够从UDP和蔗糖生成UDP‑葡萄糖。另外，与其中

UGT76G1和AtSUS1作为单独的酶存在的反应系统相比，发现融合酶GS具有更高的酶活性(产

生更多的Reb  N)。

[0194] 实施例5：通过LC‑MS分析确认RebN的产生

[0195] 为了进一步确认在由UGT酶催化的反应中产生的化合物的身份，使用Synergy 

Hydro‑RP柱进行LC‑MS分析。流动相A为0.1％甲酸的水溶液，流动相B为0.1％甲酸的乙腈溶

液。流速为0 .6ml/min。在Q  Exactive混合四极‑Orbitrap质谱仪(Thermo  Fisher 

Scientific)上用优化的方法以阳离子模式进行样品的质谱分析。

[0196] LC‑MS分析确认，使用Reb  J(由如实施例1中所述的由EU11/EUCP1/HV1/UGT2E‑B/

NX114催化的鼠李糖基化反应制得)作为底物，从分别由UGT76G1、CP1、CP2和GS催化的葡糖

基化反应中获得的产物具有与Reb  N标准品相同的质量[(M+Na+)1297.53m/z]和保留时间

(2.43分钟)。

[0197] 感兴趣的序列：

[0198] 序列：

[0199] EU11：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:1)

[0200] MDSGYSSSYAAAAGMHVVICPWLAFGHLLPCLDLAQRLASRGHRVSFVSTPRNISRLPPVRPALAPLVA

FVALPLPRVEGLPDGAESTNDVPHDRPDMVELHRRAFDGLAAPFSEFLGTACADWVIVDVFHHWAAAAALEHKVPCA

MMLLGSAHMIASIADRRLERAETESPAAAGQGRPAAAPTFEVARMKLIRTKGSSGMSLAERFSLTLSRSSLVVGRSC

VEFEPETVPLLSTLRGKPITFLGLMPPLHEGRREDGEDATVRWLDAQPAKSVVYVALGSEVPLGVEKVHELALGLEL

AGTRFLWALRKPTGVSDADLLPAGFEERTRGRGVVATRWVPQMSILAHAAVGAFLTHCGWNSTIEGLMFGHPLIMLP

IFGDQGPNARLIEAKNAGLQVARNDGDGSFDREGVAAAIRAVAVEEESSKVFQAKAKKLQEIVADMACHERYIDGFI

QQLRSYKD

[0201] EU11：DNA序列(SEQ  ID  NO:2)

[0202] ATGGATTCGGGTTACTCTTCCTCCTATGCGGCGGCTGCGGGTATGCACGTTGTTATCTGTCCGTGGCTG

GCTTTTGGTCACCTGCTGCCGTGCCTGGATCTGGCACAGCGTCTGGCTTCACGCGGCCATCGTGTCAGCTTCGTGTC

TACCCCGCGCAATATTTCGCGTCTGCCGCCGGTTCGTCCGGCACTGGCTCCGCTGGTTGCATTTGTCGCTCTGCCGC

TGCCGCGCGTGGAAGGTCTGCCGGATGGTGCGGAAAGTACCAACGACGTGCCGCATGATCGCCCGGACATGGTTGAA

CTGCACCGTCGTGCATTCGATGGTCTGGCAGCACCGTTTTCCGAATTTCTGGGTACGGCGTGCGCCGATTGGGTGAT

CGTTGACGTCTTTCATCACTGGGCGGCGGCGGCGGCGCTGGAACATAAAGTTCCGTGTGCAATGATGCTGCTGGGCT

CAGCTCACATGATTGCGTCGATCGCAGACCGTCGCCTGGAACGTGCAGAAACCGAAAGTCCGGCTGCGGCCGGCCAG

GGTCGCCCGGCAGCTGCGCCGACCTTCGAAGTGGCCCGCATGAAACTGATTCGTACGAAAGGCAGCTCTGGTATGAG

CCTGGCAGAACGCTTTAGTCTGACCCTGTCCCGTAGTTCCCTGGTGGTTGGTCGCAGTTGCGTTGAATTTGAACCGG

AAACCGTCCCGCTGCTGTCCACGCTGCGTGGTAAACCGATCACCTTTCTGGGTCTGATGCCGCCGCTGCATGAAGGC

CGTCGCGAAGATGGTGAAGACGCAACGGTGCGTTGGCTGGATGCACAGCCGGCTAAAAGCGTCGTGTATGTCGCCCT
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GGGCTCTGAAGTGCCGCTGGGTGTGGAAAAAGTTCACGAACTGGCACTGGGCCTGGAACTGGCTGGCACCCGCTTCC

TGTGGGCACTGCGTAAACCGACGGGTGTGAGCGATGCGGACCTGCTGCCGGCCGGTTTTGAAGAACGTACCCGCGGC

CGTGGTGTTGTCGCAACGCGTTGGGTCCCGCAAATGAGCATTCTGGCGCATGCCGCAGTGGGCGCCTTTCTGACCCA

CTGTGGTTGGAACAGCACGATCGAAGGCCTGATGTTTGGTCACCCGCTGATTATGCTGCCGATCTTCGGCGATCAGG

GTCCGAACGCACGTCTGATTGAAGCGAAAAATGCCGGCCTGCAAGTTGCGCGCAACGATGGCGACGGTTCTTTCGAC

CGTGAGGGTGTGGCTGCGGCCATTCGCGCAGTGGCTGTTGAAGAAGAATCATCGAAAGTTTTTCAGGCGAAAGCCAA

AAAACTGCAAGAAATCGTCGCGGATATGGCCTGCCACGAACGCTACATTGATGGTTTCATTCAGCAACTGCGCTCCT

ACAAAGACTAA

[0203] EUCP1：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:3)

[0204] MGSSGMSLAERFSLTLSRSSLVVGRSCVEFEPETVPLLSTLRGKPITFLGLMPPLHEGRREDGEDATVR

WLDAQPAKSVVYVALGSEVPLGVEKVHELALGLELAGTRFLWALRKPTGVSDADLLPAGFEERTRGRGVVATRWVPQ

MSILAHAAVGAFLTHCGWNSTIEGLMFGHPLIMLPIFGDQGPNARLIEAKNAGLQVARNDGDGSFDREGVAAAIRAV

AVEEESSKVFQAKAKKLQEIVADMACHERYIDGFIQQLRSYKDDSGYSSSYAAAAGMHVVICPWLAFGHLLPCLDLA

QRLASRGHRVSFVSTPRNISRLPPVRPALAPLVAFVALPLPRVEGLPDGAESTNDVPHDRPDMVELHRRAFDGLAAP

FSEFLGTACADWVIVDVFHHWAAAAALEHKVPCAMMLLGSAHMIASIADRRLERAETESPAAAGQGRPAAAPTFEVA

RMKLIRTK

[0205] EUCP1：DNA序列(SEQ  ID  NO:4)

[0206] ATGGGTAGCTCGGGCATGTCCCTGGCGGAACGCTTTTCGCTGACGCTGAGTCGCTCATCCCTGGTTGTT

GGTCGCAGTTGTGTTGAATTTGAACCGGAAACCGTTCCGCTGCTGTCTACGCTGCGCGGCAAACCGATTACCTTCCT

GGGTCTGATGCCGCCGCTGCATGAAGGCCGTCGCGAAGATGGTGAAGACGCCACGGTGCGTTGGCTGGATGCTCAGC

CGGCGAAATCGGTGGTTTATGTCGCACTGGGCAGCGAAGTGCCGCTGGGTGTCGAAAAAGTGCACGAACTGGCCCTG

GGCCTGGAACTGGCAGGCACCCGCTTTCTGTGGGCACTGCGTAAACCGACGGGCGTTAGCGATGCTGACCTGCTGCC

GGCGGGTTTCGAAGAACGCACCCGCGGCCGTGGTGTCGTGGCCACCCGTTGGGTGCCGCAAATGTCCATTCTGGCTC

ATGCGGCCGTTGGCGCATTTCTGACCCACTGCGGTTGGAACAGCACGATCGAAGGCCTGATGTTTGGTCATCCGCTG

ATTATGCTGCCGATCTTCGGCGATCAGGGTCCGAACGCACGCCTGATCGAAGCCAAAAATGCAGGCCTGCAAGTTGC

GCGTAACGATGGCGACGGTAGCTTTGACCGCGAAGGTGTCGCAGCTGCGATTCGTGCTGTGGCGGTTGAAGAAGAAA

GCAGCAAAGTCTTCCAGGCCAAAGCGAAAAAACTGCAAGAAATCGTGGCTGATATGGCGTGTCATGAACGCTATATT

GACGGCTTTATCCAGCAACTGCGTTCTTACAAAGATGACAGTGGCTATAGTTCCTCATACGCCGCAGCTGCGGGTAT

GCATGTTGTCATTTGCCCGTGGCTGGCGTTTGGTCACCTGCTGCCGTGTCTGGATCTGGCACAGCGCCTGGCATCTC

GCGGTCACCGTGTTTCGTTCGTCAGCACCCCGCGCAATATCAGTCGTCTGCCGCCGGTTCGTCCGGCGCTGGCGCCG

CTGGTTGCGTTCGTTGCACTGCCGCTGCCGCGTGTGGAAGGTCTGCCGGATGGTGCCGAATCGACCAACGACGTTCC

GCATGATCGTCCGGACATGGTCGAACTGCATCGTCGCGCCTTTGATGGCCTGGCCGCACCGTTTAGCGAATTTCTGG

GTACGGCCTGCGCAGATTGGGTCATTGTGGACGTTTTTCACCACTGGGCGGCGGCGGCGGCGCTGGAACATAAAGTG

CCGTGTGCGATGATGCTGCTGGGTTCCGCCCACATGATTGCTTCAATCGCGGATCGTCGCCTGGAACGTGCCGAAAC

CGAAAGTCCGGCGGCGGCAGGCCAGGGTCGTCCGGCGGCGGCACCGACCTTTGAAGTGGCACGTATGAAACTGATTC

GCACGAAATAA

[0207] HV1：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:5)

[0208] MDGNSSSSPLHVVICPWLALGHLLPCLDIAERLASRGHRVSFVSTPRNIARLPPLRPAVAPLVDFVALP

LPHVDGLPEGAESTNDVPYDKFELHRKAFDGLAAPFSEFLRAACAEGAGSRPDWLIVDTFHHWAAAAAVENKVPCVM
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LLLGAATVIAGFARGVSEHAAAAVGKERPAAEAPSFETERRKLMTTQNASGMTVAERYFLTLMRSDLVAIRSCAEWE

PESVAALTTLAGKPVVPLGLLPPSPEGGRGVSKEDAAVRWLDAQPAKSVVYVALGSEVPLRAEQVHELALGLELSGA

RFLWALRKPTDAPDAAVLPPGFEERTRGRGLVVTGWVPQIGVLAHGAVAAFLTHCGWNSTIEGLLFGHPLIMLPISS

DQGPNARLMEGRKVGMQVPRDESDGSFRREDVAATVRAVAVEEDGRRVFTANAKKMQEIVADGACHERCIDGFIQQL

RSYKA

[0209] HV1：DNA序列(SEQ  ID  NO:6)

[0210] ATGGATGGTAACTCCTCCTCCTCGCCGCTGCATGTGGTCATTTGTCCGTGGCTGGCTCTGGGTCACCTG

CTGCCGTGTCTGGATATTGCTGAACGTCTGGCGTCACGCGGCCATCGTGTCAGTTTTGTGTCCACCCCGCGCAACAT

TGCCCGTCTGCCGCCGCTGCGTCCGGCTGTTGCACCGCTGGTTGATTTCGTCGCACTGCCGCTGCCGCATGTTGACG

GTCTGCCGGAGGGTGCGGAATCGACCAATGATGTGCCGTATGACAAATTTGAACTGCACCGTAAGGCGTTCGATGGT

CTGGCGGCCCCGTTTAGCGAATTTCTGCGTGCAGCTTGCGCAGAAGGTGCAGGTTCTCGCCCGGATTGGCTGATTGT

GGACACCTTTCATCACTGGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGAAAACAAAGTGCCGTGTGTTATGCTGCTGCTGGGTGCAG

CAACGGTGATCGCTGGTTTCGCGCGTGGTGTTAGCGAACATGCGGCGGCGGCGGTGGGTAAAGAACGTCCGGCTGCG

GAAGCCCCGAGTTTTGAAACCGAACGTCGCAAGCTGATGACCACGCAGAATGCCTCCGGCATGACCGTGGCAGAACG

CTATTTCCTGACGCTGATGCGTAGCGATCTGGTTGCCATCCGCTCTTGCGCAGAATGGGAACCGGAAAGCGTGGCAG

CACTGACCACGCTGGCAGGTAAACCGGTGGTTCCGCTGGGTCTGCTGCCGCCGAGTCCGGAAGGCGGTCGTGGCGTT

TCCAAAGAAGATGCTGCGGTCCGTTGGCTGGACGCACAGCCGGCAAAGTCAGTCGTGTACGTCGCACTGGGTTCGGA

AGTGCCGCTGCGTGCGGAACAAGTTCACGAACTGGCACTGGGCCTGGAACTGAGCGGTGCTCGCTTTCTGTGGGCGC

TGCGTAAACCGACCGATGCACCGGACGCCGCAGTGCTGCCGCCGGGTTTCGAAGAACGTACCCGCGGCCGTGGTCTG

GTTGTCACGGGTTGGGTGCCGCAGATTGGCGTTCTGGCTCATGGTGCGGTGGCTGCGTTTCTGACCCACTGTGGCTG

GAACTCTACGATCGAAGGCCTGCTGTTCGGTCATCCGCTGATTATGCTGCCGATCAGCTCTGATCAGGGTCCGAATG

CGCGCCTGATGGAAGGCCGTAAAGTCGGTATGCAAGTGCCGCGTGATGAATCAGACGGCTCGTTTCGTCGCGAAGAT

GTTGCCGCAACCGTCCGCGCCGTGGCAGTTGAAGAAGACGGTCGTCGCGTCTTCACGGCTAACGCGAAAAAGATGCA

AGAAATTGTGGCCGATGGCGCATGCCACGAACGTTGTATTGACGGTTTTATCCAGCAACTGCGCAGTTACAAGGCGT

AA

[0211] UGT76G1：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:7)

[0212] MENKTETTVRRRRRIILFPVPFQGHINPILQLANVLYSKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHFTFRFILDN

DPQDERISNLPTHGPLAGMRIPIINEHGADELRRELELLMLASEEDEEVSCLITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMT

SSLFNFHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTRLEEQASGFPMLKVKDIKSAYSNWQILKEILGKMIKQTKASSGVIWNSFK

ELEESELETVIREIPAPSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRTVFQWLDQQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARGLV

DSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPDGFLGERGRIVKWVPQQEVLAHGAIGAFWTHSGWNSTLESVCEGVPMIFSDF

GLDQPLNARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAIRRVMVDEEGEYIRQNARVLKQKADVSLMKGGSSYESLESLVSY

ISSL

[0213] UGT76G1：DNA序列(SEQ  ID  NO:8)

[0214] ATGGAGAATAAGACAGAAACAACCGTAAGACGGAGGCGGAGGATTATCTTGTTCCCTGTACCATTTCAG

GGCCATATTAATCCGATCCTCCAATTAGCAAACGTCCTCTACTCCAAGGGATTTTCAATAACAATCTTCCATACTAA

CTTTAACAAGCCTAAAACGAGTAATTATCCTCACTTTACATTCAGGTTCATTCTAGACAACGACCCTCAGGATGAGC

GTATCTCAAATTTACCTACGCATGGCCCCTTGGCAGGTATGCGAATACCAATAATCAATGAGCATGGAGCCGATGAA

CTCCGTCGCGAGTTAGAGCTTCTCATGCTCGCAAGTGAGGAAGACGAGGAAGTTTCGTGCCTAATAACTGATGCGCT
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TTGGTACTTCGCCCAATCAGTCGCAGACTCACTGAATCTACGCCGTTTGGTCCTTATGACAAGTTCATTATTCAACT

TTCACGCACATGTATCACTGCCGCAATTTGACGAGTTGGGTTACCTGGACCCGGATGACAAAACGCGATTGGAGGAA

CAAGCGTCGGGCTTCCCCATGCTGAAAGTCAAAGATATTAAGAGCGCTTATAGTAATTGGCAAATTCTGAAAGAAAT

TCTCGGAAAAATGATAAAGCAAACCAAAGCGTCCTCTGGAGTAATCTGGAACTCCTTCAAGGAGTTAGAGGAATCTG

AACTTGAAACGGTCATCAGAGAAATCCCCGCTCCCTCGTTCTTAATTCCACTACCCAAGCACCTTACTGCAAGTAGC

AGTTCCCTCCTAGATCATGACCGAACCGTGTTTCAGTGGCTGGATCAGCAACCCCCGTCGTCAGTTCTATATGTAAG

CTTTGGGAGTACTTCGGAAGTGGATGAAAAGGACTTCTTAGAGATTGCGCGAGGGCTCGTGGATAGCAAACAGAGCT

TCCTGTGGGTAGTGAGACCGGGATTCGTTAAGGGCTCGACGTGGGTCGAGCCGTTGCCAGATGGTTTTCTAGGGGAG

AGAGGGAGAATCGTGAAATGGGTTCCACAGCAAGAGGTTTTGGCTCACGGAGCTATAGGGGCCTTTTGGACCCACTC

TGGTTGGAATTCTACTCTTGAAAGTGTCTGTGAAGGCGTTCCAATGATATTTTCTGATTTTGGGCTTGACCAGCCTC

TAAACGCTCGCTATATGTCTGATGTGTTGAAGGTTGGCGTGTACCTGGAGAATGGTTGGGAAAGGGGGGAAATTGCC

AACGCCATACGCCGGGTAATGGTGGACGAGGAAGGTGAGTACATACGTCAGAACGCTCGGGTTTTAAAACAAAAAGC

GGACGTCAGCCTTATGAAGGGAGGTAGCTCCTATGAATCCCTAGAATCCTTGGTAAGCTATATATCTTCGTTATAA

[0215] UGT2E‑B：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:9)

[0216] MATSDSIVDDRKQLHVATFPWLAFGHILPYLQLSKLIAEKGHKVSFLSTTRNIQRLSSHISPLINVVQL

TLPRVQELPEDAEATTDVHPEDIPYLKKASDGLQPEVTRFLEQHSPDWIIYDYTHYWLPSIAASLGISRAHFSVTTP

WAIAYMGPSADAMINGSDGRTTVEDLTTPPKWFPFPTKVCWRKHDLARLVPYKAPGISDGYRMGMVLKGSDCLLSKC

YHEFGTQWLPLLETLHQVPVVPVGLLPPEIPGDEKDETWVSIKKWLDGKQKGSVVYVALGSEALVSQTEVVELALGL

ELSGLPFVWAYRKPKGPAKSDSVELPDGFVERTRDRGLVWTSWAPQLRILSHESVCGFLTHCGSGSIVEGLMFGHPL

IMLPIFGDQPLNARLLEDKQVGIEIPRNEEDGCLTKESVARSLRSVVVEKEGEIYKANARELSKIYNDTKVEKEYVS

QFVDYLEKNARAVAIDHES

[0217] UGT2E‑B：DNA序列(SEQ  ID  NO:10)

[0218] ATGGCTACCAGTGACTCCATAGTTGACGACCGTAAGCAGCTTCATGTTGCGACGTTCCCATGGCTTGCT

TTCGGTCACATCCTCCCTTACCTTCAGCTTTCGAAATTGATAGCTGAAAAGGGTCACAAAGTCTCGTTTCTTTCTAC

CACCAGAAACATTCAACGTCTCTCTTCTCATATCTCGCCACTCATAAATGTTGTTCAACTCACACTTCCACGTGTCC

AAGAGCTGCCGGAGGATGCAGAGGCGACCACTGACGTCCACCCTGAAGATATTCCATATCTCAAGAAGGCTTCTGAT

GGTCTTCAACCGGAGGTCACCCGGTTTCTAGAACAACACTCTCCGGACTGGATTATTTATGATTATACTCACTACTG

GTTGCCATCCATCGCGGCTAGCCTCGGTATCTCACGAGCCCACTTCTCCGTCACCACTCCATGGGCCATTGCTTATA

TGGGACCCTCAGCTGACGCCATGATAAATGGTTCAGATGGTCGAACCACGGTTGAGGATCTCACGACACCGCCCAAG

TGGTTTCCCTTTCCGACCAAAGTATGCTGGCGGAAGCATGATCTTGCCCGACTGGTGCCTTACAAAGCTCCGGGGAT

ATCTGATGGATACCGTATGGGGATGGTTCTTAAGGGATCTGATTGTTTGCTTTCCAAATGTTACCATGAGTTTGGAA

CTCAATGGCTACCTCTTTTGGAGACACTACACCAAGTACCGGTGGTTCCGGTGGGATTACTGCCACCGGAAATACCC

GGAGACGAGAAAGATGAAACATGGGTGTCAATCAAGAAATGGCTCGATGGTAAACAAAAAGGCAGTGTGGTGTACGT

TGCATTAGGAAGCGAGGCTTTGGTGAGCCAAACCGAGGTTGTTGAGTTAGCATTGGGTCTCGAGCTTTCTGGGTTGC

CATTTGTTTGGGCTTATAGAAAACCAAAAGGTCCCGCGAAGTCAGACTCGGTGGAGTTGCCAGACGGGTTCGTGGAA

CGAACTCGTGACCGTGGGTTGGTCTGGACGAGTTGGGCACCTCAGTTACGAATACTGAGCCATGAGTCGGTTTGTGG

TTTCTTGACTCATTGTGGTTCTGGATCAATTGTGGAAGGGCTAATGTTTGGTCACCCTCTAATCATGCTACCGATTT

TTGGGGACCAACCTCTGAATGCTCGATTACTGGAGGACAAACAGGTGGGAATCGAGATACCAAGAAATGAGGAAGAT

GGTTGCTTGACCAAGGAGTCGGTTGCTAGATCACTGAGGTCCGTTGTTGTGGAAAAAGAAGGGGAGATCTACAAGGC
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GAACGCGAGGGAGCTGAGTAAAATCTATAACGACACTAAGGTTGAAAAAGAATATGTAAGCCAATTCGTAGACTATT

TGGAAAAGAATGCGCGTGCGGTTGCCATCGATCATGAGAGTTAA

[0219] CP1：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:11)

[0220] MNWQILKEILGKMIKQTKASSGVIWNSFKELEESELETVIREIPAPSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRT

VFQWLDQQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARGLVDSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPDGFLGERGRIVKWVP

QQEVLAHGAIGAFWTHSGWNSTLESVCEGVPMIFSDFGLDQPLNARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAIRRVMVD

EEGEYIRQNARVLKQKADVSLMKGGSSYESLESLVSYISSLENKTETTVRRRRRIILFPVPFQGHINPILQLANVLY

SKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHFTFRFILDNDPQDERISNLPTHGPLAGMRIPIINEHGADELRRELELLMLASEE

DEEVSCLITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMTSSLFNFHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTRLEEQASGFPMLKVKDIK

SAYS

[0221] CP1：DNA序列(SEQ  ID  NO:12)

[0222] ATGAACTGGCAAATCCTGAAAGAAATCCTGGGTAAAATGATCAAACAAACCAAAGCGTCGTCGGGCGTT

ATCTGGAACTCCTTCAAAGAACTGGAAGAATCAGAACTGGAAACCGTTATTCGCGAAATCCCGGCTCCGTCGTTCCT

GATTCCGCTGCCGAAACATCTGACCGCGAGCAGCAGCAGCCTGCTGGATCACGACCGTACGGTCTTTCAGTGGCTGG

ATCAGCAACCGCCGTCATCGGTGCTGTATGTTTCATTCGGTAGCACCTCTGAAGTCGATGAAAAAGACTTTCTGGAA

ATCGCTCGCGGCCTGGTGGATAGTAAACAGTCCTTCCTGTGGGTGGTTCGTCCGGGTTTTGTGAAAGGCAGCACGTG

GGTTGAACCGCTGCCGGATGGCTTCCTGGGTGAACGCGGCCGTATTGTCAAATGGGTGCCGCAGCAAGAAGTGCTGG

CACATGGTGCTATCGGCGCGTTTTGGACCCACTCTGGTTGGAACAGTACGCTGGAATCCGTTTGCGAAGGTGTCCCG

ATGATTTTCAGCGATTTTGGCCTGGACCAGCCGCTGAATGCCCGCTATATGTCTGATGTTCTGAAAGTCGGTGTGTA

CCTGGAAAACGGTTGGGAACGTGGCGAAATTGCGAATGCCATCCGTCGCGTTATGGTCGATGAAGAAGGCGAATACA

TTCGCCAGAACGCTCGTGTCCTGAAACAAAAAGCGGACGTGAGCCTGATGAAAGGCGGTAGCTCTTATGAATCACTG

GAATCGCTGGTTAGCTACATCAGTTCCCTGGAAAATAAAACCGAAACCACGGTGCGTCGCCGTCGCCGTATTATCCT

GTTCCCGGTTCCGTTTCAGGGTCATATTAACCCGATCCTGCAACTGGCGAATGTTCTGTATTCAAAAGGCTTTTCGA

TCACCATCTTCCATACGAACTTCAACAAACCGAAAACCAGTAACTACCCGCACTTTACGTTCCGCTTTATTCTGGAT

AACGACCCGCAGGATGAACGTATCTCCAATCTGCCGACCCACGGCCCGCTGGCCGGTATGCGCATTCCGATTATCAA

TGAACACGGTGCAGATGAACTGCGCCGTGAACTGGAACTGCTGATGCTGGCCAGTGAAGAAGATGAAGAAGTGTCCT

GTCTGATCACCGACGCACTGTGGTATTTCGCCCAGAGCGTTGCAGATTCTCTGAACCTGCGCCGTCTGGTCCTGATG

ACGTCATCGCTGTTCAATTTTCATGCGCACGTTTCTCTGCCGCAATTTGATGAACTGGGCTACCTGGACCCGGATGA

CAAAACCCGTCTGGAAGAACAAGCCAGTGGTTTTCCGATGCTGAAAGTCAAAGACATTAAATCCGCCTATTCGTAA

[0223] CP2：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:13)

[0224] MNWQILKEILGKMIKQTKASSGVIWNSFKELEESELETVIREIPAPSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRT

VFQWLDQQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARGLVDSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPDGFLGERGRIVKWVP

QQEVLAHGAIGAFWTHSGWNSTLESVCEGVPMIFSDFGLDQPLNARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAIRRVMVD

EEGEYIRQNARVLKQKADVSLMKGGSSYESLESLVSYISSLYKDDSGYSSSYAAAAGMENKTETTVRRRRRIILFPV

PFQGHINPILQLANVLYSKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHFTFRFILDNDPQDERISNLPTHGPLAGMRIPIINEHG

ADELRRELELLMLASEEDEEVSCLITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMTSSLFNFHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTR

LEEQASGFPMLKVKDIKSAYS

[0225] CP2：DNA序列(SEQ  ID  NO:14)

[0226] ATGAACTGGCAAATCCTGAAAGAAATCCTGGGTAAAATGATCAAACAAACCAAAGCGTCGTCGGGCGTT

说　明　书 27/32 页

30

CN 111868252 B

30



ATCTGGAACTCCTTCAAAGAACTGGAAGAATCAGAACTGGAAACCGTTATTCGCGAAATCCCGGCTCCGTCGTTCCT

GATTCCGCTGCCGAAACATCTGACCGCGAGCAGCAGCAGCCTGCTGGATCACGACCGTACGGTCTTTCAGTGGCTGG

ATCAGCAACCGCCGTCATCGGTGCTGTATGTTTCATTCGGTAGCACCTCTGAAGTCGATGAAAAAGACTTTCTGGAA

ATCGCTCGCGGCCTGGTGGATAGTAAACAGTCCTTCCTGTGGGTGGTTCGTCCGGGTTTTGTGAAAGGCAGCACGTG

GGTTGAACCGCTGCCGGATGGCTTCCTGGGTGAACGCGGCCGTATTGTCAAATGGGTGCCGCAGCAAGAAGTGCTGG

CACATGGTGCTATCGGCGCGTTTTGGACCCACTCTGGTTGGAACAGTACGCTGGAATCCGTTTGCGAAGGTGTCCCG

ATGATTTTCAGCGATTTTGGCCTGGACCAGCCGCTGAATGCCCGCTATATGTCTGATGTTCTGAAAGTCGGTGTGTA

CCTGGAAAACGGTTGGGAACGTGGCGAAATTGCGAATGCCATCCGTCGCGTTATGGTCGATGAAGAAGGCGAATACA

TTCGCCAGAACGCTCGTGTCCTGAAACAAAAAGCGGACGTGAGCCTGATGAAAGGCGGTAGCTCTTATGAATCACTG

GAATCGCTGGTTAGCTACATCAGTTCCCTGTACAAAGATGACAGCGGTTATAGCAGCAGCTATGCGGCGGCGGCGGG

TATGGAAAATAAAACCGAAACCACGGTGCGTCGCCGTCGCCGTATTATCCTGTTCCCGGTTCCGTTTCAGGGTCATA

TTAACCCGATCCTGCAACTGGCGAATGTTCTGTATTCAAAAGGCTTTTCGATCACCATCTTCCATACGAACTTCAAC

AAACCGAAAACCAGTAACTACCCGCACTTTACGTTCCGCTTTATTCTGGATAACGACCCGCAGGATGAACGTATCTC

CAATCTGCCGACCCACGGCCCGCTGGCCGGTATGCGCATTCCGATTATCAATGAACACGGTGCAGATGAACTGCGCC

GTGAACTGGAACTGCTGATGCTGGCCAGTGAAGAAGATGAAGAAGTGTCCTGTCTGATCACCGACGCACTGTGGTAT

TTCGCCCAGAGCGTTGCAGATTCTCTGAACCTGCGCCGTCTGGTCCTGATGACGTCATCGCTGTTCAATTTTCATGC

GCACGTTTCTCTGCCGCAATTTGATGAACTGGGCTACCTGGACCCGGATGACAAAACCCGTCTGGAAGAACAAGCCA

GTGGTTTTCCGATGCTGAAAGTCAAAGACATTAAATCCGCCTATTCGTAA

[0227] GS：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:15)

[0228] MENKTETTVRRRRRIILFPVPFQGHINPILQLANVLYSKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHFTFRFILDN

DPQDERISNLPTHGPLAGMRIPIINEHGADELRRELELLMLASEEDEEVSCLITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMT

SSLFNFHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTRLEEQASGFPMLKVKDIKSAYSNWQILKEILGKMIKQTKASSGVIWNSFK

ELEESELETVIREIPAPSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRTVFQWLDQQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARGLV

DSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPDGFLGERGRIVKWVPQQEVLAHGAIGAFWTHSGWNSTLESVCEGVPMIFSDF

GLDQPLNARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAIRRVMVDEEGEYIRQNARVLKQKADVSLMKGGSSYESLESLVSY

ISSLGSGANAERMITRVHSQRERLNETLVSERNEVLALLSRVEAKGKGILQQNQIIAEFEALPEQTRKKLEGGPFFD

LLKSTQEAIVLPPWVALAVRPRPGVWEYLRVNLHALVVEELQPAEFLHFKEELVDGVKNGNFTLELDFEPFNASIPR

PTLHKYIGNGVDFLNRHLSAKLFHDKESLLPLLKFLRLHSHQGKNLMLSEKIQNLNTLQHTLRKAEEYLAELKSETL

YEEFEAKFEEIGLERGWGDNAERVLDMIRLLLDLLEAPDPCTLETFLGRVPMVFNVVILSPHGYFAQDNVLGYPDTG

GQVVYILDQVRALEIEMLQRIKQQGLNIKPRILILTRLLPDAVGTTCGERLERVYDSEYCDILRVPFRTEKGIVRKW

ISRFEVWPYLETYTEDAAVELSKELNGKPDLIIGNYSDGNLVASLLAHKLGVTQCTIAHALEKTKYPDSDIYWKKLD

DKYHFSCQFTADIFAMNHTDFIITSTFQEIAGSKETVGQYESHTAFTLPGLYRVVHGIDVFDPKFNIVSPGADMSIY

FPYTEEKRRLTKFHSEIEELLYSDVENKEHLCVLKDKKKPILFTMARLDRVKNLSGLVEWYGKNTRLRELANLVVVG

GDRRKESKDNEEKAEMKKMYDLIEEYKLNGQFRWISSQMDRVRNGELYRYICDTKGAFVQPALYEAFGLTVVEAMTC

GLPTFATCKGGPAEIIVHGKSGFHIDPYHGDQAADTLADFFTKCKEDPSHWDEISKGGLQRIEEKYTWQIYSQRLLT

LTGVYGFWKHVSNLDRLEARRYLEMFYALKYRPLAQAVPLAQDD

[0229] GS：DNA序列(SEQ  ID  NO:16)

[0230] ATGGAGAATAAGACAGAAACAACCGTAAGACGGAGGCGGAGGATTATCTTGTTCCCTGTACCATTTCAG

GGCCATATTAATCCGATCCTCCAATTAGCAAACGTCCTCTACTCCAAGGGATTTTCAATAACAATCTTCCATACTAA
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CTTTAACAAGCCTAAAACGAGTAATTATCCTCACTTTACATTCAGGTTCATTCTAGACAACGACCCTCAGGATGAGC

GTATCTCAAATTTACCTACGCATGGCCCCTTGGCAGGTATGCGAATACCAATAATCAATGAGCATGGAGCCGATGAA

CTCCGTCGCGAGTTAGAGCTTCTCATGCTCGCAAGTGAGGAAGACGAGGAAGTTTCGTGCCTAATAACTGATGCGCT

TTGGTACTTCGCCCAATCAGTCGCAGACTCACTGAATCTACGCCGTTTGGTCCTTATGACAAGTTCATTATTCAACT

TTCACGCACATGTATCACTGCCGCAATTTGACGAGTTGGGTTACCTGGACCCGGATGACAAAACGCGATTGGAGGAA

CAAGCGTCGGGCTTCCCCATGCTGAAAGTCAAAGATATTAAGAGCGCTTATAGTAATTGGCAAATTCTGAAAGAAAT

TCTCGGAAAAATGATAAAGCAAACCAAAGCGTCCTCTGGAGTAATCTGGAACTCCTTCAAGGAGTTAGAGGAATCTG

AACTTGAAACGGTCATCAGAGAAATCCCCGCTCCCTCGTTCTTAATTCCACTACCCAAGCACCTTACTGCAAGTAGC

AGTTCCCTCCTAGATCATGACCGAACCGTGTTTCAGTGGCTGGATCAGCAACCCCCGTCGTCAGTTCTATATGTAAG

CTTTGGGAGTACTTCGGAAGTGGATGAAAAGGACTTCTTAGAGATTGCGCGAGGGCTCGTGGATAGCAAACAGAGCT

TCCTGTGGGTAGTGAGACCGGGATTCGTTAAGGGCTCGACGTGGGTCGAGCCGTTGCCAGATGGTTTTCTAGGGGAG

AGAGGGAGAATCGTGAAATGGGTTCCACAGCAAGAGGTTTTGGCTCACGGAGCTATAGGGGCCTTTTGGACCCACTC

TGGTTGGAATTCTACTCTTGAAAGTGTCTGTGAAGGCGTTCCAATGATATTTTCTGATTTTGGGCTTGACCAGCCTC

TAAACGCTCGCTATATGTCTGATGTGTTGAAGGTTGGCGTGTACCTGGAGAATGGTTGGGAAAGGGGGGAAATTGCC

AACGCCATACGCCGGGTAATGGTGGACGAGGAAGGTGAGTACATACGTCAGAACGCTCGGGTTTTAAAACAAAAAGC

GGACGTCAGCCTTATGAAGGGAGGTAGCTCCTATGAATCCCTAGAATCCTTGGTAAGCTATATATCTTCGTTAGGTT

CTGGTGCAAACGCTGAACGTATGATAACGCGCGTCCACAGCCAACGTGAGCGTTTGAACGAAACGCTTGTTTCTGAG

AGAAACGAAGTCCTTGCCTTGCTTTCCAGGGTTGAAGCCAAAGGTAAAGGTATTTTACAACAAAACCAGATCATTGC

TGAATTCGAAGCTTTGCCTGAACAAACCCGGAAGAAACTTGAAGGTGGTCCTTTCTTTGACCTTCTCAAATCCACTC

AGGAAGCAATTGTGTTGCCACCATGGGTTGCTCTAGCTGTGAGGCCAAGGCCTGGTGTTTGGGAATACTTACGAGTC

AATCTCCATGCTCTTGTCGTTGAAGAACTCCAACCTGCTGAGTTTCTTCATTTCAAGGAAGAACTCGTTGATGGAGT

TAAGAATGGTAATTTCACTCTTGAGCTTGATTTCGAGCCATTCAATGCGTCTATCCCTCGTCCAACACTCCACAAAT

ACATTGGAAATGGTGTTGACTTCCTTAACCGTCATTTATCGGCTAAGCTCTTCCATGACAAGGAGAGTTTGCTTCCA

TTGCTTAAGTTCCTTCGTCTTCACAGCCACCAGGGCAAGAACCTGATGTTGAGCGAGAAGATTCAGAACCTCAACAC

TCTGCAACACACCTTGAGGAAAGCAGAAGAGTATCTAGCAGAGCTTAAGTCCGAAACACTGTATGAAGAGTTTGAGG

CCAAGTTTGAGGAGATTGGTCTTGAGAGGGGATGGGGAGACAATGCAGAGCGTGTCCTTGACATGATACGTCTTCTT

TTGGACCTTCTTGAGGCGCCTGATCCTTGCACTCTTGAGACTTTTCTTGGAAGAGTACCAATGGTGTTCAACGTTGT

GATCCTCTCTCCACATGGTTACTTTGCTCAGGACAATGTTCTTGGTTACCCTGACACTGGTGGACAGGTTGTTTACA

TTCTTGATCAAGTTCGTGCTCTGGAGATAGAGATGCTTCAACGTATTAAGCAACAAGGACTCAACATTAAACCAAGG

ATTCTCATTCTAACTCGACTTCTACCTGATGCGGTAGGAACTACATGCGGTGAACGTCTCGAGAGAGTTTATGATTC

TGAGTACTGTGATATTCTTCGTGTGCCCTTCAGAACAGAGAAGGGTATTGTTCGCAAATGGATCTCAAGGTTCGAAG

TCTGGCCATATCTAGAGACTTACACCGAGGATGCTGCGGTTGAGCTATCGAAAGAATTGAATGGCAAGCCTGACCTT

ATCATTGGTAACTACAGTGATGGAAATCTTGTTGCTTCTTTATTGGCTCACAAACTTGGTGTCACTCAGTGTACCAT

TGCTCATGCTCTTGAGAAAACAAAGTACCCGGATTCTGATATCTACTGGAAGAAGCTTGACGACAAGTACCATTTCT

CATGCCAGTTCACTGCGGATATTTTCGCAATGAACCACACTGATTTCATCATCACTAGTACTTTCCAAGAAATTGCT

GGAAGCAAAGAAACTGTTGGGCAGTATGAAAGCCACACAGCCTTTACTCTTCCCGGATTGTATCGAGTTGTTCACGG

GATTGATGTGTTTGATCCCAAGTTCAACATTGTCTCTCCTGGTGCTGATATGAGCATCTACTTCCCTTACACAGAGG

AGAAGCGTAGATTGACTAAGTTCCACTCTGAGATCGAGGAGCTCCTCTACAGCGATGTTGAGAACAAAGAGCACTTA

TGTGTGCTCAAGGACAAGAAGAAGCCGATTCTCTTCACAATGGCTAGGCTTGATCGTGTCAAGAACTTGTCAGGTCT
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TGTTGAGTGGTACGGGAAGAACACCCGCTTGCGTGAGCTAGCTAACTTGGTTGTTGTTGGAGGAGACAGGAGGAAAG

AGTCAAAGGACAATGAAGAGAAAGCAGAGATGAAGAAAATGTATGATCTCATTGAGGAATACAAGCTAAACGGTCAG

TTCAGGTGGATCTCCTCTCAGATGGACCGGGTAAGGAACGGTGAGCTGTACCGGTACATCTGTGACACCAAGGGTGC

TTTTGTCCAACCTGCATTATATGAAGCCTTTGGGTTAACTGTTGTGGAGGCTATGACTTGTGGTTTACCGACTTTCG

CCACTTGCAAAGGTGGTCCAGCTGAGATCATTGTGCACGGTAAATCGGGTTTCCACATTGACCCTTACCATGGTGAT

CAGGCTGCTGATACTCTTGCTGATTTCTTCACCAAGTGTAAGGAGGATCCATCTCACTGGGATGAGATCTCAAAAGG

AGGGCTTCAGAGGATTGAGGAGAAATACACTTGGCAAATCTATTCACAGAGGCTCTTGACATTGACTGGTGTGTATG

GATTCTGGAAGCATGTCTCGAACCTTGACCGTCTTGAGGCTCGCCGTTACCTTGAAATGTTCTATGCATTGAAGTAT

CGCCCATTGGCTCAGGCTGTTCCTCTTGCACAAGATGATTGA

[0231] AtSUS1：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:17)

[0232] MANAERMITRVHSQRERLNETLVSERNEVLALLSRVEAKGKGILQQNQIIAEFEALPEQTRKKLEGGPF

FDLLKSTQEAIVLPPWVALAVRPRPGVWEYLRVNLHALVVEELQPAEFLHFKEELVDGVKNGNFTLELDFEPFNASI

PRPTLHKYIGNGVDFLNRHLSAKLFHDKESLLPLLKFLRLHSHQGKNLMLSEKIQNLNTLQHTLRKAEEYLAELKSE

TLYEEFEAKFEEIGLERGWGDNAERVLDMIRLLLDLLEAPDPCTLETFLGRVPMVFNVVILSPHGYFAQDNVLGYPD

TGGQVVYILDQVRALEIEMLQRIKQQGLNIKPRILILTRLLPDAVGTTCGERLERVYDSEYCDILRVPFRTEKGIVR

KWISRFEVWPYLETYTEDAAVELSKELNGKPDLIIGNYSDGNLVASLLAHKLGVTQCTIAHALEKTKYPDSDIYWKK

LDDKYHFSCQFTADIFAMNHTDFIITSTFQEIAGSKETVGQYESHTAFTLPGLYRVVHGIDVFDPKFNIVSPGADMS

IYFPYTEEKRRLTKFHSEIEELLYSDVENKEHLCVLKDKKKPILFTMARLDRVKNLSGLVEWYGKNTRLRELANLVV

VGGDRRKESKDNEEKAEMKKMYDLIEEYKLNGQFRWISSQMDRVRNGELYRYICDTKGAFVQPALYEAFGLTVVEAM

TCGLPTFATCKGGPAEIIVHGKSGFHIDPYHGDQAADTLADFFTKCKEDPSHWDEISKGGLQRIEEKYTWQIYSQRL

LTLTGVYGFWKHVSNLDRLEARRYLEMFYALKYRPLAQAVPLAQDD

[0233] AtSUS1：DNA序列(SEQ  ID  NO:18)

[0234] ATGGCAAACGCTGAACGTATGATTACCCGTGTCCACTCCCAACGCGAACGCCTGAACGAAACCCTGGTG

TCGGAACGCAACGAAGTTCTGGCACTGCTGAGCCGTGTGGAAGCTAAGGGCAAAGGTATTCTGCAGCAAAACCAGAT

TATCGCGGAATTTGAAGCCCTGCCGGAACAAACCCGCAAAAAGCTGGAAGGCGGTCCGTTTTTCGATCTGCTGAAAT

CTACGCAGGAAGCGATCGTTCTGCCGCCGTGGGTCGCACTGGCAGTGCGTCCGCGTCCGGGCGTTTGGGAATATCTG

CGTGTCAACCTGCATGCACTGGTGGTTGAAGAACTGCAGCCGGCTGAATTTCTGCACTTCAAGGAAGAACTGGTTGA

CGGCGTCAAAAACGGTAATTTTACCCTGGAACTGGATTTTGAACCGTTCAATGCCAGTATCCCGCGTCCGACGCTGC

ATAAATATATTGGCAACGGTGTGGACTTTCTGAATCGCCATCTGAGCGCAAAGCTGTTCCACGATAAAGAATCTCTG

CTGCCGCTGCTGAAATTCCTGCGTCTGCATAGTCACCAGGGCAAGAACCTGATGCTGTCCGAAAAAATTCAGAACCT

GAATACCCTGCAACACACGCTGCGCAAGGCGGAAGAATACCTGGCCGAACTGAAAAGTGAAACCCTGTACGAAGAAT

TCGAAGCAAAGTTCGAAGAAATTGGCCTGGAACGTGGCTGGGGTGACAATGCTGAACGTGTTCTGGATATGATCCGT

CTGCTGCTGGACCTGCTGGAAGCACCGGACCCGTGCACCCTGGAAACGTTTCTGGGTCGCGTGCCGATGGTTTTCAA

CGTCGTGATTCTGTCCCCGCATGGCTATTTTGCACAGGACAATGTGCTGGGTTACCCGGATACCGGCGGTCAGGTTG

TCTATATTCTGGATCAAGTTCGTGCGCTGGAAATTGAAATGCTGCAGCGCATCAAGCAGCAAGGCCTGAACATCAAA

CCGCGTATTCTGATCCTGACCCGTCTGCTGCCGGATGCAGTTGGTACCACGTGCGGTGAACGTCTGGAACGCGTCTA

TGACAGCGAATACTGTGATATTCTGCGTGTCCCGTTTCGCACCGAAAAGGGTATTGTGCGTAAATGGATCAGTCGCT

TCGAAGTTTGGCCGTATCTGGAAACCTACACGGAAGATGCGGCCGTGGAACTGTCCAAGGAACTGAATGGCAAACCG

GACCTGATTATCGGCAACTATAGCGATGGTAATCTGGTCGCATCTCTGCTGGCTCATAAACTGGGTGTGACCCAGTG
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CACGATTGCACACGCTCTGGAAAAGACCAAATATCCGGATTCAGACATCTACTGGAAAAAGCTGGATGACAAATATC

ATTTTTCGTGTCAGTTCACCGCGGACATTTTTGCCATGAACCACACGGATTTTATTATCACCAGTACGTTCCAGGAA

ATCGCGGGCTCCAAAGAAACCGTGGGTCAATACGAATCACATACCGCCTTCACGCTGCCGGGCCTGTATCGTGTGGT

TCACGGTATCGATGTTTTTGACCCGAAATTCAATATTGTCAGTCCGGGCGCGGATATGTCCATCTATTTTCCGTACA

CCGAAGAAAAGCGTCGCCTGACGAAATTCCATTCAGAAATTGAAGAACTGCTGTACTCGGACGTGGAAAACAAGGAA

CACCTGTGTGTTCTGAAAGATAAAAAGAAACCGATCCTGTTTACCATGGCCCGTCTGGATCGCGTGAAGAATCTGTC

AGGCCTGGTTGAATGGTATGGTAAAAACACGCGTCTGCGCGAACTGGCAAATCTGGTCGTGGTTGGCGGTGACCGTC

GCAAGGAATCGAAAGATAACGAAGAAAAGGCTGAAATGAAGAAAATGTACGATCTGATCGAAGAATACAAGCTGAAC

GGCCAGTTTCGTTGGATCAGCTCTCAAATGGACCGTGTGCGCAATGGCGAACTGTATCGCTACATTTGCGATACCAA

GGGTGCGTTTGTTCAGCCGGCACTGTACGAAGCTTTCGGCCTGACCGTCGTGGAAGCCATGACGTGCGGTCTGCCGA

CCTTTGCGACGTGTAAAGGCGGTCCGGCCGAAATTATCGTGCATGGCAAATCTGGTTTCCATATCGATCCGTATCAC

GGTGATCAGGCAGCTGACACCCTGGCGGATTTCTTTACGAAGTGTAAAGAAGACCCGTCACACTGGGATGAAATTTC

GAAGGGCGGTCTGCAACGTATCGAAGAAAAATATACCTGGCAGATTTACAGCCAACGCCTGCTGACCCTGACGGGCG

TCTACGGTTTTTGGAAACATGTGTCTAATCTGGATCGCCTGGAAGCCCGTCGCTATCTGGAAATGTTTTACGCACTG

AAGTATCGCCCGCTGGCACAAGCCGTTCCGCTGGCACAGGACGACTAA

[0235] NX114：氨基酸序列(SEQ  ID  NO:19)

[0236] MENGSSPLHVVIFPWLAFGHLLPFLDLAERLAARGHRVSFVSTPRNLARLRPVRPALRGLVDLVALPLP

RVHGLPDGAEATSDVPFEKFELHRKAFDGLAAPFSAFLDAACAGDKRPDWVIPDFMHYWVAAAAQKRGVPCAVLIPC

SADVMALYGQPTETSTEQPEAIARSMAAEAPSFEAERNTEEYGTAGASGVSIMTRFSLTLKWSKLVALRSCPELEPG

VFTTLTRVYSKPVVPFGLLPPRRDGAHGVRKNGEDDGAIIRWLDEQPAKSVVYVALGSEAPVSADLLRELAHGLELA

GTRFLWALRRPAGVNDGDSILPNGFLERTGERGLVTTGWVPQVSILAHAAVCAFLTHCGWGSVVEGLQFGHPLIMLP

IIGDQGPNARFLEGRKVGVAVPRNHADGSFDRSGVAGAVRAVAVEEEGKAFAANARKLQEIVADRERDERCTDGFIH

HLTSWNELEA

[0237] NX114：DNA序列(SEQ  ID  NO:20)

[0238] ATGGAAAATGGTAGCAGTCCGCTGCATGTTGTTATTTTTCCGTGGCTGGCATTTGGTCATCTGCTGCCG

TTTCTGGATCTGGCAGAACGTCTGGCAGCACGTGGTCATCGTGTTAGCTTTGTTAGCACACCGCGTAATCTGGCACG

TCTGCGTCCGGTTCGTCCGGCACTGCGTGGTCTGGTTGATCTGGTTGCACTGCCGCTGCCTCGTGTTCATGGTCTGC

CGGATGGTGCCGAAGCAACCAGTGATGTTCCGTTTGAAAAATTTGAACTGCACCGCAAAGCATTTGATGGCCTGGCT

GCACCGTTTAGCGCATTTCTGGATGCAGCATGTGCCGGTGATAAACGTCCGGATTGGGTTATTCCGGATTTTATGCA

TTATTGGGTTGCAGCAGCAGCACAGAAACGTGGTGTTCCGTGTGCAGTTCTGATTCCGTGTAGCGCAGATGTTATGG

CACTGTATGGTCAGCCGACCGAAACCAGCACCGAACAGCCGGAAGCAATTGCACGTAGCATGGCAGCAGAAGCACCG

AGCTTTGAAGCAGAACGTAATACCGAAGAATATGGTACAGCCGGTGCAAGCGGTGTTAGCATTATGACCCGTTTTAG

TCTGACCCTGAAATGGTCAAAACTGGTTGCCCTGCGTAGCTGTCCGGAACTGGAACCGGGTGTTTTTACCACACTGA

CCCGTGTTTATAGCAAACCGGTTGTGCCGTTTGGTCTGCTGCCTCCGCGTCGTGATGGTGCACATGGTGTTCGTAAA

AATGGTGAAGATGATGGTGCCATTATTCGTTGGCTGGATGAACAGCCTGCAAAAAGCGTTGTTTATGTTGCACTGGG

TAGCGAAGCACCGGTTTCAGCCGATCTGCTGCGTGAACTGGCACATGGTCTGGAATTAGCAGGCACCCGTTTTCTGT

GGGCTCTGCGTCGTCCTGCCGGTGTTAATGATGGTGATAGCATTCTGCCGAATGGTTTTCTGGAACGTACCGGTGAA

CGCGGTCTGGTTACCACCGGTTGGGTTCCGCAGGTTAGTATTCTGGCCCATGCAGCAGTTTGTGCATTTCTGACCCA

TTGTGGTTGGGGTAGCGTTGTTGAAGGTTTACAGTTTGGCCATCCGCTGATTATGCTGCCGATTATTGGTGATCAGG
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GTCCGAATGCACGCTTTCTGGAAGGTCGTAAAGTTGGTGTTGCAGTTCCGCGTAACCATGCAGATGGTAGCTTTGAT

CGTAGCGGTGTTGCCGGTGCCGTTCGTGCAGTTGCAGTTGAAGAAGAAGGTAAAGCCTTTGCAGCAAATGCCCGTAA

ACTGCAAGAAATTGTTGCAGATCGTGAACGTGATGAACGTTGTACCGATGGTTTTATTCATCATCTGACCAGCTGGA

ATGAACTGGAAGCATAA
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