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摘　要　以温敏型穿梭质粒ｐＫＣ１１３９为基础，克隆安普霉素辛二糖合成酶基因 ａｐｒＫ上下游序列作为同源交换臂，构
建用于敲除ａｐｒＫ的重组质粒 ｐＢＫ５。ｐＢＫ５转化 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７后经接合转移导入黑暗链霉菌 Ｔｔ４９，得到单交换菌株
ＳＴ３１５。ＳＴ３１５经松弛传代后通过影印培养与ＰＣＲ筛选得到ａｐｒＫ阻断突变株ＳＴ３１６。ＳＴ３１６发酵效价约１５００ｕｇ／ｍＬ，发酵
产物经ＴＬＣ分析，发现安普霉素的生物合成被阻断，得到了一株主要产氨甲酰妥布霉素的工程菌。
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　　黑暗链霉菌是一株重要的氨基糖苷类抗生素
产生菌，其发酵产物总称为尼拉霉素复合物，主要

组分为安普霉素、氨甲酰妥布霉素和少量氨甲酰卡

那霉素Ｂ［１］。安普霉素是一种结构非常独特的氨
基糖苷类抗生素，其分子中含有一个稀有的双环辛

二糖结构，不易被氨基糖苷类抗生素钝化酶钝

化［２］，在畜禽养殖领域得到广泛应用。妥布霉素

则是一种在临床上广泛使用的氨基糖苷类抗生素，

主要应用于革兰阴性菌引起的严重感染，是治疗由

绿脓杆菌引起的败血症的首选药物。此外，妥布霉

素还具有抑制基因表达过程中 ｍＲＮＡ翻译过早终

止的作用［３］，而翻译过早终止是引起囊肿性纤维

化等分子遗传病的根本原因，妥布霉素有望为这类

遗传疾病的治疗提供新的思路与方法。

目前，国内外报道的妥布霉素生产方法均是先

从尼拉霉素复合物中分离得到氨甲酰妥布霉素，再

经高温水解去掉氨甲酰基后得到妥布霉素。但尼

拉霉素复合物组分多样，化学结构相近，理化性质

类似，生物合成途径交织复杂［４－５］。因此利用黑暗

链霉菌生产氨甲酰妥布霉素时，其他组分的合成，

特别是安普霉素的合成，不仅会降低氨甲酰妥布霉

素的产量，还会给下游提取工艺带来麻烦［５］，导致
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氨甲酰妥布霉素的提取精制操作繁琐、生产周期过

长、成本居高不下。因此，以尼拉霉素复合物生物

合成途径为基础，利用基因工程对黑暗链霉菌进行

菌种改良，获得单组份、高产量的氨甲酰妥布霉素

生产菌株，具有重要的现实意义［６］。

近年来，黑暗链霉菌中抗生素生物合成基因及

生物合成途径的研究取得了一定进展，安普霉素与

妥布霉素生物合成基因簇相继被克隆出来［７－１０］，

部分基因的功能也逐步阐明［１１－１５］，这为利用基因

工程对黑暗链霉菌进行遗传改造，使之定向合成所

需要的抗生素奠定了基础。本研究拟采用分子遗

传学技术，阻断安普霉素生物合成基因簇中的辛二

糖合成酶基因 ａｐｒＫ，探究 ａｐｒＫ缺失后对安普霉素
生物合成以及黑暗链霉菌次级代谢的影响，探索获

得主要产氨甲酰妥布霉素的工程菌，从而简化从尼

拉霉素复合物中提取氨甲酰妥布霉素的繁琐过程，

降低生产成本，提高经济效益。

!

　材　料

１１　试　剂
限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合

酶、小牛肠碱性磷酸酶（ＣＩＡＰ）、ＤＮＡ凝胶回收试剂
盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）；溶菌酶、ＲＮａｓｅＡ、蛋白酶
Ｋ、ＰＣＲ反应引物（上海生工生物工程技术服务有限
公司）；其他化学试剂均为国产分析纯或色谱纯。

１２　菌株与质粒
ＥｃｏｌｉＤＨ５为 质 粒 克 隆 宿 主 菌，Ｅｃｏｌｉ

ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２）为大肠杆菌／链霉菌属间结合
转移供体菌［１６］，黑暗链霉菌 Ｔｔ４９（ＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ
４９）［１９］为本研究出发菌株，主要产安普霉素和氨甲
酰妥布霉素。以上菌种均为本实验室保藏。温敏

型穿梭质粒 ｐＫＣ１１３９［１７］为本实验室保存，质粒
ｐＡＧｅ（含红霉素抗性基因 ｅｒｍＥ）由上海医药工业
研究院邵雷博士惠赠。

１３　培养基与抗生素
ＬＢ培养基用于 Ｅｃｏｌｉ培养，ＹＥＭＥ培养基用

于链霉菌菌丝体生长，ＭＳ培养基用于接合转
移［１８］。ＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９斜面培养基、种子培养
基、发酵培养基见参考文献［１９］。各培养基中根
据需要添加相应的抗生素，本研究中使用的各种抗

生素及作用质量浓度分别为：氨苄青霉素１００μｇ／
ｍＬ，安普霉素５０μｇ／ｍＬ，氯霉素２５μｇ／ｍＬ，卡那霉

素２５μｇ／ｍＬ，红霉素５０μｇ／ｍＬ，萘啶酸５０μｇ／ｍＬ，
以上抗生素均为德国默克公司产品。

"

　方　法

２１　ＤＮＡ操作
大肠杆菌感受态细胞的制备和转化及质粒提

取、酶切、酶连、ＰＣＲ等常规 ＤＮＡ操作参照文献
［１９］进行；链霉菌染色体 ＤＮＡ提取以及大肠杆菌
与链霉菌属间接合转移参照文献［１７］进行，ＤＮＡ
的序列测定由日本ＴａＫａＲａ公司完成。
２２　引物设计

以ＧｅｎＢａｎｋ中公布的安普霉素基因簇（登记
号：ＡＪ６２９１２３）为模板，选择基因 ａｐｒＫ上下游序列
作为同源交换臂，设计两对引物 Ｐ１（５′ＣＣＧＧＡＡＴ
ＴＣＣＡＡＣＣＡＧＧＴＣＣＣＣＧＴＣＴＡＣＣ３′，ＥｃｏＲⅠ），Ｐ２
（５′ＣＴＡＧＴＣＴＡＧＡＡＧＧＡＧＧＴＣＧＡＧ ＧＣＧＧＴＣＡＡＣ
３′，ＸｂａⅠ）和 Ｐ３（５′ＣＴＡＧＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧＴＧＧ
ＧＡＧＣＴＧＡＣＡＣＴ ＧＧ３′， Ｘｂａ Ⅰ ）， Ｐ４ （５′
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴ ＡＣＣＧＡＧＴＴＣＣＴＣＡＧＧＡＣＧＣＴ３′，
ＨｉｎｄⅢ），Ｐ１／Ｐ２，Ｐ３／Ｐ４分别用于上游交换臂 ＢＫ１
和下游交换臂ＢＫ２的克隆。同时根据同源重组原
理，设计３对用于 ａｐｒＫ阻断突变株筛选与鉴定的
引物 Ｐ５（５′ＣＣＴＧＧＴＣＧＡＣＧＡＧＴＣＧＡＡＧＡ３′）／Ｐ６
（５′ＧＴＣＴＡＣＣＡＡＣＣＧＡＴＧＴＣＧＣＧ３′），Ｐ７（５′ＡＧＣ
ＡＡＣＧＡＧＡＴＣＧＡＣＧＣＧＧＡ３′）／Ｐ８ （５′ＴＧＧＣＴＧ
ＧＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＣＧＧ３′）和 Ｐ９（５′ＧＴＧＧＴＡＣＴ
ＧＣＴＣＧＡＣＧＣＴＧＡＴＣ３′）／Ｐ１０ （５′ＧＣＴＧＡＴＧＴＴＣ
ＣＧＣＧＧＴＡＴＣＣ３′）。同源重组模型及引物 Ｐ５／Ｐ６，
Ｐ７／Ｐ８，Ｐ９／Ｐ１０在染色体上的位置见图３。
２３　发酵液处理与组分检测

ＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９与工程菌发酵培养与发酵
液处理文献参照文献［１９］进行，生物效价测定参
考中国药典妥布霉素生物检定法［２１］，发酵产物处

理后采用薄层色谱（ＴＬＣ）进行组分测定，展开剂为
甲醇２５％浓氨水氯仿（３∶２∶１）。

#

　结果与讨论

３１　重组质粒ｐＢＫ５的构建
首先以 ＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９染色体 ＤＮＡ为模

板，利用引物 Ｐ１／Ｐ２扩增１９８４ｂｐ的上游交换臂
ＢＫ１，该片段包括 ａｐｒＫ部分序列及其上游片段，
ＰＣＲ产物用ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ双酶切，连接到经相
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同酶酶切的 ｐＫＣ１１３９载体上，得到中间质粒
ｐＢＫ３。然后以 Ｔｔ４９染色体 ＤＮＡ为模板，利用引
物Ｐ３／Ｐ４扩增２０５０ｂｐ的下游交换臂ＢＫ２，该片段
包括 ａｐｒＫ部分序列及其下游片段，ＰＣＲ产物经
ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切后连接到经相同酶酶切的
ｐＢＫ３上，得到中间质粒 ｐＢＫ４。最后 ＥｃｏＲⅠ酶切
含红霉素抗性基因的质粒 ｐＡＧｅ，回收１７４６ｂｐ的
片段连接到经 ＥｃｏＲⅠ酶切并去磷酸化处理的
ｐＢＫ４上，得到重组质粒ｐＢＫ５。以上质粒的构建均
在ＥｃｏｌｉＤＨ５α中进行。

为验证ｐＢＫ５构建的成功与否，对其进行酶切
验证：ｐＢＫ５经 ＥｃｏＲⅠ酶切后得到 １７４０ｂｐ和
１０４６５ｂｐ的两条带，经 ＸｂａⅠ酶切后得到 ２００１
ｂｐ和１０２０４ｂｐ的两条带，经 ＫｐｎⅠ酶切后得到
１６６５ｂｐ，３３４７ｂｐ和７１９３ｂｐ的３条带，以上酶切
结果均与理论值吻合，证明重组质粒 ｐＢＫ５构建正
确。质粒ｐＢＫ５的物理图谱与酶切验证结果分别
见图１和图２。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＢＫ５
Ｍ：λＥｃｏＴ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐＢＫ５／ＫｐｎＩ；２：ｐＢＫ５／ＸｂａＩ；
３：ｐＢＫ５／ＥｃｏＲＩ

３２　ａｐｒＫ阻断突变株的筛选与验证
将 ｐＢＫ５转化 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２），得

到含重组质粒的供体菌ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２，
ｐＢＫ５），然 后 通 过 接 合 转 移 的 方 式 转 化
ＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９，３７℃培养１６ｈ后用含红霉素
和萘啶酸的水溶液覆盖，继续培养３～４ｄ，待接合
子长出。由于重组质粒 ｐＢＫ５携带有温度敏感型
链霉菌复制子，当培养温度高于３４℃时，该质粒在
链霉菌中不能自主复制。因此在红霉素筛选条件

下，含游离质粒的 ＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９在３７℃无法
生长，只有重组质粒ｐＢＫ５通过其所携带的交换臂
ＢＫ１或ＢＫ２与染色体上的同源区段发生重组而整
合到染色体上的菌株才能生长。因此 ＭＳ平板上
长出的接合子即是单交换菌株。

单交换菌株具有遗传不稳定性，在没有施加筛

选压力的条件下，会继续发生第二次同源重组，形

成目的基因缺失的阻断突变株菌或重组质粒从染

色体上全部切除的回复突变株，利用这一原理筛选

ａｐＫ阻断突变株。将单交换突变菌株转接到斜面
培养基，松弛培养５代后分离单菌落，影印到添加
红霉素的抗性平板和不添加抗生素的普通平板上，

培养后筛选到７株在普通平板上生长而在抗性平
板上不生长的红霉素敏感型（ＥｒｙＳ）菌株。这些
ＥｒｙＳ菌株可能为 ａｐｒＫ阻断突变株，也可能是回复
突变株，为最终筛选到ａｐｒＫ阻断突变株，通过ＰＣＲ
方法进行筛选验证。

随机挑取３株ＥｒｙＳ菌株，分别编号为Ｋ１、Ｋ２、
Ｋ３。提取染色体ＤＮＡ，利用引物 Ｐ５／Ｐ６进行 ＰＣＲ
鉴定，ＰＣＲ产物电泳结果如图４所示。根据同源重
组模型，ａｐｒＫ阻断突变株可扩增得到约 １０２２ｂｐ
的片段（图３，Ｃ），回复突变株可扩增得到约１４１５
ｂｐ的片段（图３，Ｂ）。从电泳结果可知，Ｋ１、Ｋ２（图
４，泳道１，泳道２）为回复突变株，Ｋ３（图４，泳道３）
则为阻断突变株。

为了进一步确认 Ｋ３就是 ａｐｒＫ被成功阻断的
双交换突变株，利用Ｐ７／Ｐ８和Ｐ９／Ｐ１０进行ＰＣＲ验
证分析，其中 Ｐ７／Ｐ８覆盖 ＢＫ１上游基因组序列、
ＢＫ１全部序列和ＢＫ２部分序列，Ｐ９／Ｐ１０覆盖 ＢＫ２
下游基因组序列、ＢＫ２全部序列和 ＢＫ１部分序列
（图３，Ｄ）。理论上，Ｐ７／Ｐ８可扩增到２３３５ｂｐ的目
标条带，Ｐ９／Ｐ１０则可扩增到２４４６ｂｐ的目标条带。
电泳结果显示，Ｋ３基因组 ＤＮＡ经 Ｐ７／Ｐ８（图４，泳

０７３
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道４）与Ｐ９／Ｐ１０（图４，泳道５）扩增后均得到了与
预期值大小一致的产物，回收 ＰＣＲ产物并进行测
序验证，测序结果与预测一致。因此 Ｋ３即为 ａｐｒＫ
被成功阻断的双交换突变株，将其命名为

Ｓｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓ３１６（ＳＴ３１６）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｓｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｃｒｏｓｓｏｖｅｒｓｔｒａｉｎ
Ｍ：ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ；１：Ｋ１／Ｐ５／Ｐ６；２：Ｋ２／Ｐ５／Ｐ６；３：Ｋ３／Ｐ５／Ｐ６；
４：Ｋ３／Ｐ７／Ｐ８；５：Ｋ３／Ｐ９／Ｐ１０

３３　工程菌发酵与产物分析
将ａｐｒＫ阻断突变株ＳＴ３１６在斜面培养基上连

续转接５代，发现基因敲除后虽然在遗传水平上发
生了改变，但对其菌丝生长与形态、孢子形成、色泽

等形态特征并未产生影响（见图５）。每次培养过
程中挖取成熟丰满的斜面孢子接种至种子培养基，

培养１６～１８ｈ后转接发酵培养基进行摇瓶发酵，
同时以出发菌株 Ｔｔ４９为对照。每次发酵完毕后
对发酵液进行处理并测算发酵单位，结果如图６所
示。ＳＴ３１６在５次发酵过程中抗生素生产能力未
发生显著变化，平均单位１５００ｕｇ／ｍＬ，约为出发菌
株的７０％。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳ．ｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９ａｎｄＳＴ３１６ｂｙｍｙｃｅｌｉｕｍ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（Ａ）ａｎｄｓｐｏｒｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（Ｂ）

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｔｅｒｂｅｔｗｅｅｎｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ
ＳＴ３１６ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎＳｔｅｎｅｂｒａｒｉｕｓＴｔ４９

将处理后发酵样品进行 ＴＬＣ检测，分析结果
见图７。结果显示 ＳＴ３１６发酵液中检测不到安普
霉素，主要组分为氨甲酰妥布霉素，表明ａｐｒＫ被敲
除后，安普霉素的生物合成途径被彻底阻断，与预

期结果完全吻合。此外，由于出发菌株 Ｔｔ４９主要
产生安普霉素和氨甲酰妥布霉素，但安普霉素产量

明显高于氨甲酰妥布霉素产量［１９］（其中安普霉素

约１４００ｕｇ／ｍＬ，氨甲酰妥布霉素约６００ｕｇ／ｍＬ）。
因此基因ａｐｒＫ阻断后，虽然抗生素总产量较出发
菌株Ｔｔ４９有所下降，但氨甲酰妥布霉素的产量较
Ｔｔ４９有明显提升。
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$

　讨　论

安普霉素与氨甲酰妥布霉素均属于２脱氧链
霉胺（２ＤＯＳ）类抗生素，在安普霉素与氨甲酰妥布
霉素的生物合成过程中，先共享一条２ＤＯＳ生物
合成途径，形成２ＤＯＳ母核，然后再形成两条分支
途径，一条合成安普霉素，另一条则合成氨甲酰妥

布霉素［２２－２３］。本研究通过对安普霉素生物合成基

因簇中参与安普霉素辛二糖结构形成的关键基因

ａｐｒＫ进行框内敲除，阻断了安普霉素的生物合成，
获得了主要产氨甲酰妥布霉素的工程菌。该菌株

抗生素总产量较出发菌株 Ｔｔ４９虽然有所下降，但
氨甲酰妥布霉素产量与 Ｔｔ４９相比明显提升，高达
１５００ｕｇ／ｍＬ。这是由于 ａｐｒＫ被阻断后，作为安普
霉素与氨甲酰妥布霉素生物合成的共同关键中间

体———２ＤＯＳ无法继续参与安普霉素的生物合成，
２ＤＯＳ集中流向氨甲酰妥布霉素的生物合成，从而
使氨甲酰妥布霉素的产量得到提高。

本研究对基因ａｐｒＫ进行敲除是通过同源重组
完成的，不会发生进一步基因重组，因此工程菌在遗

传上具有稳定性。同时在构建重组质粒过程中未引

入外源抗性基因作为双交换筛选标记，这有利于阻

断突变株在工业生产中的应用。故可对该工程菌的

培养基与发酵条件进行优化设计，进一步提高氨甲

酰妥布霉素产量，以用于大规模工业化生产。
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·新药研发·

２０１３年全球新药研发概况（３）

治疗领域分析　从治疗领域来看，全球在研药物市场变化不大。可将在研药物按１６种主要的治疗领域进行分析。
从统计数据来看，抗肿瘤药物的增长速度仍然远高于行业的平均增长速度，２０１３年其增速相对比值接近于１０，即：抗肿
瘤药物增速为２４７％，而行业平均增速仅为０２６％。而抗肿瘤药物的市场占比，也已从２０１２年的２９５％增长到了
２０１３年的３０１％。与２０１２年数据相比，２０１３年神经疾病类药物和抗感染类药物数量几乎持平，而激素类和呼吸系统
类等小领域则呈现出较大幅度的增长，这与２０１２年出现的全线增长态势形成了较为鲜明的对比。此外，生物技术类药
物从２０１２年的２６７％下降到了２６２％，但是在２０１２年之前该类药物一直保持着较大的增长态势。生物技术类药物可
分为某些类别。例如单克隆抗体在过去５年中在生物技术类研发药物中的占比已从２９９％缓慢攀升至３２２％。类似
的，在神经疾病类药物中，其亚型精神疾病类药物是值得关注的。数据显示，这类药物的数量自２００８年以来基本维持
不变，尽管一些大型制药公司已从情感性精神障碍疾病的研究中退出。然而，在２００８２０１３年间，神经疾病类治疗药物
所占比例大幅下滑（２６２％下降至２２１％）。两个最大的抗肿瘤药物类别仍排在治疗类别排名的前两位，２０１３年仍表
现出明显的增长态势。预防性疫苗攀升至第３位。镇痛药和治疗药物分列第４和第５位，在研项目数量有所下降。在
Ｔｏｐ１０中，治疗阿尔茨海默氏病类药物的研发数量出现了反弹，这一领域市场潜力非常大。

抗病毒类药物数量显示出了下滑，而基因治疗药物则重返进入ＴＯＰ２５。基因治疗药物曾在２００１和２００２年位列排
名第３位，之后排名持续下滑，去年更是完全退出了 ＴＯＰ２５。令人振奋的是，尽管该类别药物中获批品种数量非常有
限，但是制药行业却并没有放弃对该类产品的希望。事实上，西方国家批准的首个基因治疗药物 Ｇｌｙｂｅｒａ，已由 ＥＣ于
２０１２年１１月批准，用于脂蛋白脂酶缺乏遗传病的治疗。

对１１６４种疾病或适应证进行分类统计，归纳出ＴＯＰ２５。从在研产品的适应证统计情况来看，仍是目前最应注意的
疾病，结直肠癌取代前列腺癌成为排名第２位的疾病。其他在研产品数量较多的适应证包括胰腺癌、卵巢癌和肾癌等
疾病。ＨＩＶ／ＡＩＤＳ感染是目前在研产品数量降幅最大的疾病类别，而去年排名第２的２型糖尿病，排名已下滑至第４
位。此外，先前提到的阿尔茨海默氏病药物的增长也在此处得到了显现，而帕金森病排名也有提升。２０１３年唯一新进
入ＴＯＰ２５的适应证为流行性感冒。

从在研药物的作用机制来看，居前５位的是免疫刺激剂、血管生成抑制剂、细胞周期抑制剂、免疫抑制剂和刺激剂。
（（ＭｅｄＳｃｉ，本刊有删节））
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