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摘要：以研究黑暗链霉菌Ｔｔ－４９中生物合成基因ａｐｒＦ－Ｇ生理功能为目标，利用接合转移法，将
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特性进行考察。结果显示：其生长速度明显比亲株慢，产抗水平比亲株低１００倍，仅为
１３Ｕ／ｍＬ。采用薄层层析法对其代谢产物进行分析，未检测到安普霉素。
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　　黑暗链霉菌产生３种主要组分：氨甲酰妥布霉
素、安普霉素及氨甲酰卡那霉素Ｂ。由于上述３种
化合物都含有巴龙霉胺结构，因此，推测３种组分
的生物合成基因簇可能存在部分重叠，都有共同的
巴龙霉胺生物合成途径，之后再分支生成３种不同
的化合物［１－４］。基因阻断和基因替换技术［５］的发展

和应用，特别是安普霉素和妥布霉素生物合成基因
簇的公布及部分基因功能的陆续确定，加速了在分
子水平上对黑暗链霉菌进行定向改造的步伐。理
想的策略就是阻断妥布霉素或者安普霉素生物合

成的任一途径，获得主合成安普霉素或者妥布霉素
工程菌。本研究期望采用基因工程技术对妥布霉
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素工业化生产菌株黑暗链霉菌 Ｔｔ－４９进行品质改
良，构建其同源重组系统、以期阻断其安普霉素的
生物合成，最终获得不产安普霉素的工程菌。同
时，期望以黑暗链霉菌为模型，建立实用型基因打
靶操作平台，为重要药用工业微生物的品质改良奠
定基础。

１．１　质粒和菌株
大肠杆菌－链霉菌穿梭质粒ｐＦＤ１０：作者所在实

验室构建，结构见图１。含有用于黑暗链霉菌Ｔｔ－４９
染色体中基因ａｐｒＦ－Ｇ同源重组的两侧交换臂，分
别为ａｐｒＦ－Ｇ的上游同源区段ＪＨＢ１（２　１６５ｂｐ）和下
游同源区段ＪＨＢ２（１　８５３ｂｐ）；两侧同源交换臂之间
为红霉素启动子基因ｅｒｍＥ＊和绿色荧光蛋白基因

ｇｆｐ；ＪＨＢ１外侧连接的是红霉素抗性基因（用于同
源交换菌株的筛选）；含安普霉素抗性基因、接合转
移起点ｏｒｉＴ和温敏型复制子。该质粒不仅可在大
肠杆菌中自主复制，而且能在链霉菌中复制。

图１　ｐＦＤ１０质粒图谱
Ｆｉｇ．１　Ｍａｐ　ｏｆ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＦＤ１０

　　大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＥＴ１２５６７／

ｐＵＺ８００２和黑暗链霉菌 Ｔｔ－４９均为作者所在实验
室保存。

１．２　抗生素和培养基

Ｅ．ｃｏｌｉ培养基为ＬＢ，根据特性添加抗生素，相应
培养基中使用的氨苄青霉素终质量浓度为１００

μｇ／ｍＬ，卡那霉素和安普霉素的终质量浓度均为５０

μｇ／ｍＬ，红霉素与氯霉素终质量浓度均为２５μｇ／ｍＬ；

黑暗链霉菌斜面培养基（ＨＳＢ）、种子和发酵培养基见
文献［６］，培养基中使用的红霉素抗性和萘啶酸的终

质量浓度为２５μｇ／ｍＬ；接合转移使用 ＭＳ培养基
［７］。

１．３　主要试剂
限制性内切酶、Ｔａｑ 酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶和

ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ：购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ回收试剂
盒、蛋白胨、肉浸液和牛肉浸膏：购自上海生工生物
工程技术服务有限公司；７３２阳离子交换树脂：购自
长沙市大禹化工有限公司；薄层层析硅胶 ＧＦ２５４：
购自安徽良臣硅胶源材料有限公司；其它化学试剂
均为国产分析纯或色谱纯。

１．４　转化方法
穿梭质粒ｐＦＤ１０导入黑暗链霉菌 Ｔｔ－４９采用

接合转移法，具体参见文献［７－８］。

１．５　发酵代谢产物分析方法
发酵效价采用生物检定法［６，９］。采用薄层层析

法［１０］，用硅胶 ＧＦ２５４薄层层析测定发酵液中抗生
素成分的组成。取发酵样品、安普霉素和妥布霉素
标准品，分别加水制成每１ｍＬ含１０ｍｇ的溶液，吸
取上述两种溶液各２μＬ，分别点于同一硅胶层析
板，以氯仿－乙醇－浓氨溶液（１∶７∶４）为展开剂，展
毕晾干，进行碘吸附显影。

２．１　阻断突变株的筛选
将穿梭质粒 ｐＦＤ１０ 转化 Ｅ．ｃｏｌｉ　ＥＴ１２５６７／

ｐＵＺ８００２，再通过接合转移将其导入黑暗链霉菌

Ｔｔ－４９。由于穿梭质粒ｐＦＤ１０拥有温敏型复制启动
子，当培养温度超过３４℃时，该游离质粒在链霉菌
中不能自我复制［１１］。因此，转化后直接在３５℃下
培养，１７ｈ后在培养的平板上覆盖红霉素和萘啶
酸，长出的菌落可能为穿梭质粒ｐＦＤ１０插入到染色
体上。筛选到的抗性重组菌存在两种可能，即不同
的交换臂进行单交换（图２Ⅱ、Ⅲ）。将筛选到的阳
性转化子，在含萘啶酸和红霉素的 ＨＳＢ平板培养
基上经３次传代培养，彻底清除Ｅ．ｃｏｌｉ　ＥＴ１２５６７／

ｐＵＺ８００２后，在无抗性平板上松弛传代培养１～２
代，分离单菌落，分别在无抗性平板和抗性平板上
进行影印培养，得到的菌株可能有两种状态：回复
突变株（图２Ⅳ）和双交换菌株（图２Ｖ）。

２．２　阻断突变株的验证
穿梭质粒ｐＦＤ１０的红霉素抗性基因位于交换

臂外侧，便于双交换筛选。但由于双交换菌株和野
生型菌株的表型相同（均对红霉素敏感），因此，通
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过红霉素抗性筛选首先获得单交换菌株，共获得单
交换菌株９株，分别命名为Ｔｔ－４９Ｇ１１～１９，再由单
交换菌株 Ｔｔ－４９Ｇ１１～１９发生第二次交换，通过单
菌落分离和影印培养，获得双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３。
提取Ｔｔ－４９Ｇ５３染色体ＤＮＡ，进行ＰＣＲ验证。ＰＣＲ
验证引物分别为Ｐｙ１／Ｐｙ２（图２ＩＩ中箭头所示）、

Ｐｙ３／Ｐｙ４（图２Ⅳ、Ｖ中箭头所示）和Ｐｙ５／Ｐｙ６（图２
ＩＩＩ中箭头所示），Ｐｙ１／Ｐｙ２和Ｐｙ５／Ｐｙ６的序列参见
文献［１１］，Ｐｙ３／Ｐｙ４的序列分别为：５′－ＣＧＴＴＧＡＧＣ－
ＣＧＡＴＡＴＣＣＧＴ－３′；５′－ＣＧＴＣＧＡＧＡＣＧＡＴＧＣＧ－
ＴＡＡ－３′。如图２所示，用Ｐｙ１／Ｐｙ２和Ｐｙ５／Ｐｙ６进

行ＰＣＲ，ａｐｒＦ－Ｇ基因被ｇｆｐ和ｅｒｍＥ＊替换后的突
变株扩增分别得到２　７０３ｂｐ和２　５７６ｂｐ的单一条
带；用引物Ｐｙ３／Ｐｙ４进行ＰＣＲ，发生单交换的重组
菌ＰＣＲ结果得到１　７０５ｂｐ和１　４３７ｂｐ两条扩增条
带，以亲株基因组为模板进行ＰＣＲ得到单一的１
７０５ｂｐ条带，而ａｐｒＦ－Ｇ基因被ｇｆｐ和ｅｒｍＥ＊替换
后的突变株扩增得到单一的１　４３７ｂｐ。结果见图

３。回收引物Ｐｙ３／Ｐｙ４的ＰＣＲ扩增产物，将其克隆
到ｐＭＤ１９－Ｔ载体上，转化大肠杆菌ＤＨ５α，大肠杆
菌菌体呈绿色，将该克隆子进行测序，结果与预测
相符，进一步证实菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３为双交换菌株。

１：ＪＨＢ１端的同源交换；２：ＪＨＢ２端的同源交换

图２　同源重组示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｋｅｔｃｈ　ｍａｐ　ｏｆ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

２．３　双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３的菌落形态
双交换菌株 Ｔｔ－４９Ｇ５３菌落（图４ａ）产米白色

孢子，但孢子量明显少于亲株（图４ｂ），表面粗糙，
有皱褶，中间凹陷，产红棕色色素，于３７℃恒温培
养５ｄ后，菌落形态与亲株接近，由此可见，双交换
菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３相较于亲株来说，生长周期明显要

长。这可能是因为ａｐｒＦ和ａｐｒＧ的破坏在一定程
度上影响了菌丝的生长和孢子的形成。

２．４　双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３的发酵结果

２．４．１　缺陷型工程菌与亲株发酵单位的比较　将
缺陷型工程菌（双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３）和亲株分别
传至斜面培养基培养，３７℃恒温培养５ｄ后，待缺
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陷型工程菌和亲株孢子长出后，转接种子培养基，
经过种子培养和发酵培养后，收集缺陷型工程菌和
亲株的发酵产物，测定缺陷型工程菌和亲株发酵处
理液的效价，亲株的发酵单位为１　３０９Ｕ／ｍＬ，缺陷
型工程菌的发酵单位为１３Ｕ／ｍＬ，缺陷型工程菌的
发酵单位明显低于亲株。王新路等［９］采用单交换
的方法对ａｐｒＦ和ａｐｒＧ分别进行破坏，虽然结果显
示ａｐｒＦ阻断突变株和ａｐｒＧ阻断突变株均不合成
安普霉素，但是未指出上述两种阻断突变株的生产
能力有如此明显的下降。此外，本研究在同时破坏
安普霉素生物合成基因簇中ａｐｒＦ、ａｐｒＧ以外的６
个ＯＲＦ时，获得的缺陷型菌株生长周期和菌落形
态与亲株相似，生产能力可维持在５００Ｕ／ｍＬ左
右。本研究同时破坏了ａｐｒＦ和ａｐｒＧ，却导致缺陷
型菌株生长缓慢，产孢子能力明显低于亲株，且生
产能力大幅度下降。由此可以推测，ａｐｒＦ、ａｐｒＧ和
黑暗链霉菌的次级代谢产物的合成密切相关。

１：Ｔｔ－４９Ｇ５３Ｐｙ１／Ｐｙ２ＰＣＲ产物；２／５：Ｔｔ－４９Ｇ５３Ｐｙ３／Ｐｙ４ＰＣＲ产

物；３：Ｔｔ－４９Ｇ５３Ｐｙ５／Ｐｙ６ＰＣＲ产物；４：ＤＬ５０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；６：

Ｐｙ３／Ｐｙ４ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ　ｓｔｒａｉｎ；７：Ｐｙ３／Ｐｙ４ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｐａｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　Ｔｔ－４９

图３　双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３的ＰＣＲ验证
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｏｕｂｌｅ　ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ　ｓｔｒａｉｎ　Ｔｔ－４９Ｇ５３

ａ：双交换菌株 Ｔｔ－４９Ｇ５３；ｂ：亲株Ｔｔ－４９

图４　双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３和亲株Ｔｔ－４９菌落形态比较
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｄｏｕｂｌｅ　ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ

ｓｔｒａｉｎ　Ｔｔ－４９Ｇ５３ａｎｄ　ｐａｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　Ｔｔ－４９

２．４．２　工程菌发酵组分的考察　将双交换菌株

Ｔｔ－４９Ｇ５３与亲株同时在不添加抗生素的种子以及
发酵培养基中发酵，并在发酵结束时对发酵液的组
分进行薄层层析分析，结果见图５。实验结果显示，
双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３阻断了安普霉素的合成。

１：氨甲酰妥布霉素标准品组成；２：亲株Ｔｔ－４９发酵液组分；３：双

交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３发酵液组分；４：安普霉素标准品组成

图５　双交换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３和亲株发酵液薄层层析图谱
Ｆｉｇ．５　ＴＬＣ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｄｏｕｂｌｅ　ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ　ｓｔｒａｉｎ　Ｔｔ－４９Ｇ５３ａｎｄ

ｐａｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　Ｔｔ－４９

　　质粒ｐＦＤ１０通过Ｅ．ｃｏｌｉ　ＥＴ１２５６７／ｐＵＺ８００２
去甲基化修饰后，经接合转移进入黑暗链霉菌 Ｔｔ－
４９，利用红霉素抗性筛选，得到了９株ｐＦＤ１０阻断
突变株中间体－－单交换菌株，依次命名为 Ｔｔ－４９
ＡＧ１１～１９；以这些单交换菌株的混合物，进行双交
换筛选，最终获得发生同源交换的双交换菌株 Ｔｔ－
４９Ｇ５３。
通过对双交换菌株 Ｔｔ－４９Ｇ５３生理特性的考

察，发现其生长速度明显比亲株慢，其产抗水平仅
为１３Ｕ／ｍＬ，比亲株低约１００倍。采用薄层层析的
方法对其代谢产物进行分析，实验结果表明，双交
换菌株Ｔｔ－４９Ｇ５３未检测到安普霉素。由此推测，

ａｐｒＦ－Ｇ不仅与黑暗链霉菌的次级代谢产物合成密
切相关，而且与产生菌的生长发育密切相关。
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