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摘　要　以绛红小单孢菌Ｇ１００８基因组为模板，ＰＣＲ扩增 ｇｅｎＤ２的上下游序列作为同源交换臂，在温敏型穿梭质粒
ｐＫＣ１１３９的基础上，构建同源重组质粒ｐＤＢ３０３；通过接合转移，将质粒ｐＤＢ３０３导入绛红小单孢菌 Ｇ１００８，经影印筛选得到
一株ｇｅｎＤ２框内缺失的工程菌ＧＤ２３８。发酵并提取代谢产物，质谱分析表明，工程菌ＧＤ２３８只积累庆大霉素Ａ２和Ａ２ｅ，证
明ｇｅｎＤ２参与了庆大霉素加洛糖胺上Ｃ３″位氨甲基化，可能是编码脱氢酶基因。
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　　庆大霉素是由绛红小单孢菌和棘孢小单孢菌
所产生的一类重要氨基糖苷类抗菌药物，对革兰阳

性和阴性菌都有很强的杀灭作用，主要作用于细菌

核糖体亚基的１６ＳｒＲＮＡ，抑制蛋白质的合成［１－２］。

然而，由于其存在耳肾毒性，加上耐药菌的出现，使

得庆大霉素在临床使用上受到限制；想解决此类缺

陷问题，其有效的方法是对现有天然氨基糖苷类抗

生素进行化学改造，获得半合成的氨基糖苷类衍生

物，或筛选新型高效低毒的药物［３］。如西索米星

的衍生物ＡＣＨＮ４９０，对临床上含有氨基糖苷类钝
化酶的病原菌依然有抗菌活性［４］。Ｎｅｐａｌ等［５］将

大观霉素和卡那霉素生物合成基因有效地组合在

一起，在委内瑞拉链霉菌 ＹＩ００３中实现了异源表
达，获得了新氨基糖苷类抗生素氧卡那霉素Ｃ。因
此，在生物合成机制明确的基础上，进行组合生物

合成是行之有效的途径，阐明氨基糖苷类抗生素生

物合成基因簇中各个基因的功能，具有重要的生物

学意义和现实意义。

氨基糖苷类抗生素生物合成基因的研究始

于２０世纪８０年代，１９８７年链霉素的部分生物合
成基因簇得到确认［６］。随后，以其抗性基因和

２ＤＯＩ（２脱氧蟹肌醇）合成酶基因为探针，陆续构
建了丁酰苷菌素、新霉素、卡那霉素等生物合成

基因簇。２００４年，Ｕｎｗｉｎ等［７］公布了棘孢小单孢

７３２
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菌中庆大霉素的生物合成基因簇（Ｇｅｎｂｅｎｋ：
ＡＪ５２４０４３），对其中各个基因进行了基本的阐述；
２００６年，Ｐｉｅｐｅｒｓｂｅｒｇ等［８］公布了棘孢小单孢菌中

更为完整的庆大霉素生物合成基因簇（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＡＪ６２８１４９），并预测了其中各个基因的功能。
Ｋｕｄｏ等［９］借助生物信息学技术，从理论上，分析

了庆大霉素生物合成过程，推测基因 ｇｅｎＤ２，
ｇｅｎＳ２与加洛糖胺修饰有关，即负责催化庆大霉
素 Ａ２转变成庆大霉素 Ａ。

本研究借助成功建立起的小单孢菌接合转

移体系［１０］，突破了小单孢菌壁厚难以进行基因组

改造的难关，在阐明 ｇｎｔＫ基因功能的基础上［１１］，

利用微生物分子遗传学技术，进一步研究 ｇｅｎＤ２
的功能。通过敲除 ｇｅｎＤ２基因，分析是否积累庆
大霉素 Ａ２，推测基因 ｇｅｎＤ２的功能，以及获得产
庆大霉素 Ａ２工程菌，为开发庆大霉素 Ａ２等系列
药物奠定基础，为阐明庆大霉素代谢机制提供科

学依据。

!

　材　料

１１　菌株与质粒
庆大霉素产生菌绛红小单孢菌Ｇ１００８，大肠杆

菌 Ｅｃｏｌｉｔｏｐ１０以及大肠杆菌 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７
（ｐＵＺ８００２）均为本实验室保藏。大肠杆菌链霉菌
穿梭质粒ｐＫＣ１１３９（ａａｃ（３）ＩＶ，ｏｒｉＴ）为本实验室保
藏。克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ购自日本ＴａＫａＲａ公司。
１２　培养基与抗生素

绛红小单孢菌 Ｇ１００８固体培养基，种子培养
基，发酵培养基以及预萌发培养基均参照文献叙

述［１０］。绛红小单孢菌 Ｇ１００８菌丝体生长培养基
和大肠杆菌生长培养基分别为 ＹＥＭＥ培养基［１２］

和 ＬＢ培养基。
本研究中使用的抗生素及其终浓度分别为：氨

苄青霉素１００μｇ／ｍＬ、安普霉素５０Ｕ／ｍＬ、氯霉素
２５μｇ／ｍＬ、卡那霉素５０Ｕ／ｍＬ、萘啶酸２５μｇ／ｍＬ。
１３　主要试剂

限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶和Ｔ４ＤＮＡ连
接酶购自 ＴａＫａＲａ公司；溶菌酶、ＲＮａｓｅＡ酶、
ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ和 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自生工生
物工程（上海）有限公司；其他化学试剂均为国产

分析纯或色谱纯。

"

　方　法

２１　引物设计
以ＧｅｎＢａｎｋ公布的庆大霉素生物合成基因簇

（登记号：ＡＪ６２８１４９）为模板，根据 ｇｅｎＤ２的上下游
序列为同源交换臂设计两对引物：ｐＤ１／ｐＤ２，ｐＤ３／
ｐＤ４分别用于扩增上游交换臂 ＤＢ１和下游交换臂
ＤＢ２。根据同源重组原理设计一对筛选与鉴定突
变株引物：ｐＤ５／ｐＤ６。同源重组模型及 ｐＤ５／ｐＤ６
位置如图３。以质粒ｐＫＣ１１３９质粒为模板，设计安
普霉素抗性基因筛选引物：ｐＤ７／ｐＤ８。本文所用的
引物序列及限制酶见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｗｏｒｋ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ

ｐＤ１ ５′ＧＡＡＴＴＣＧＴＧＣＣＴＧＴＣＧＧＡＧＴＴＣＣＡＧ３′ ＥｃｏＲＩ
ｐＤ２ ５′ＡＡＧＣＴＴＣＴＴＧＡＣＣＧＴＧＴＣＧＴＣＡＧＣＣ３′ ＨｉｎｄⅢ
ｐＤ３ ５′ＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣＧＴＴＣＧＡＡＧＧＣＧＡＣＣ３′ ＨｉｎｄⅢ
ｐＤ４ ５′ＴＣＴＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＣＧＧＴＧＡＡＣＴＣＧＴＧ３′ ＸｂａⅠ
ｐＤ５ ５′ＴＴＣＧＡＧＴＴＧＧＴＧＴＣＴＣＣＧＧＴＣＧ３′
ｐＤ６ ５′ＣＣＴＧＧＴＧＣＡＣＧＴＡＴＣＣＧＣＴＧＴＴ３′
ｐＤ７ ５′ＣＡＴＴＣＴＴＣＧＣＡＴＣＣＣＧＣＣＴＣＴＧ３′
ｐＤ８ ５′ＴＣＡＧＣＧＧＴＧＧＡＧＴＧＣＡＡＴＧＴＣＧ３′

２２　分子克隆
ＰＣＲ、酶切、酶连、大肠杆菌感受态细胞制备及

转化、小量质粒 ＤＮＡ提取等分子克隆方法参照分
子《克隆实验手册》［１３］。绛红小单孢菌基因组提

取参照《链霉菌遗传操作手册》［１２］。ＤＮＡ测序由
金斯瑞公司完成。

２３　接合转移
绛红小单孢菌与大肠杆菌间接合转移方法参

考文献［１０］。
２４　发酵、产物提取及组分分析

小单孢菌摇瓶发酵工艺参照 Ｋｕｍａｒ等所
述［１］，代谢产物提取参照严凌斌等［１０］所述，生物效

价测定参照《中华人民共和国药典》（２０１０版）［１４］，
产物组分分析采用质谱技术。

２５　绛红小单孢菌生长代谢测定方法
湿菌浓度测定，取发酵液体积Ｖ１１０ｍＬ，４０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，得到上清液体积 Ｖ２；湿菌浓度
为（发酵液体积Ｖ１－上清液体积Ｖ２）／发酵液体积，
即菌丝体沉淀占总体积的百分比。总糖采用工业

化常规分析方法［１５］。

８３２
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　结　果

３１　重组质粒ｐＤＢ３０３的构建
首先以绛红小单孢菌 Ｇ１００８基因组为模板，

采用ｐＤ１／ｐＤ２扩增上游同源交换臂 ＤＢ１，理论长
度为 ２０２１ｂｐ；ｐＤ３／ｐＤ４扩增下游同源交换臂
ＤＢ２，理论长度为２０２５ｂｐ，分别克隆至 ｐＭＤ１９Ｔ
上得到中间质粒 ｐＤＢ３０１和 ｐＤＢ３０２，经酶切验证
正确。质粒 ｐＤＢ３０１经 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶切，回
收ＤＢ１片段；质粒 ｐＤＢ３０２经 ＨｉｎｄⅢ／ＸｂａⅠ双酶
切，回收 ＤＢ２片段；ｐＫＣ１１３９经（ＥｃｏＲⅠ／ＸｂａⅠ）
双酶切，回收６４７７ｂｐ片段；载体片段和上下游交
换臂３个片段一起酶连转化得到同源重组质粒
ｐＤＢ３０３。根据质粒图谱（图１），用 ＨｉｎｄⅢ单酶切
重组质粒ｐＤＢ３０３，可得到８４８３ｂｐ和２０５２ｂｐ两
个片段；经（ＥｃｏＲⅠ／ＸｂａⅠ）双酶切则可以得到
６４７７ｂｐ和４０５８ｂｐ两个片段，其酶切验证电泳如
图２所示，结果与理论预测相符，并经测序证明得
到目的质粒正确，可用于后续的接合转移。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｈｙｓｉｃａｌｍａｐｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＤＢ３０３

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＤＢ３０３
Ｍ：λＥｃｏＴ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐＤＢ３０３／（ＥｃｏＲⅠ／ＸｂａⅠ）；２：
ｐＤＢ３０３／ＨｉｎｄⅢ

３２　ｇｅｎＤ２阻断突变株的筛选与验证
同源重组质粒 ｐＤＢ３０３转化至大肠杆菌

ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２），得到接合转移供体菌 ＥＴ１２５６７
（ｐＵＺ８００２，ｐＤＢ３０３）。然后，采用接合转移的方
法，将供体菌中的同源重组质粒 ｐＤＢ３０３导入到
绛红小单孢菌 Ｇ１００８中。供体菌与受体菌按数
量比１×１０８∶１×１０８混合，在固体培养基上３７℃
条件下培养２０ｈ，覆盖终浓度为５０Ｕ／ｍＬ的安普
霉素和２５μｇ／ｍＬ的萘啶酸，继续培养 ６ｄ，待接
合子长出。由于质粒 ｐＤＢ３０３携带的链霉菌复制
起始位点为温敏型 ｐｓＧ５ｏｒｉ，只有在温度低于
３４℃时才能在绛红小单孢菌 Ｇ１００８中自主复制，
因此在 ３７℃条件下，只有质粒 ｐＤＢ３０３整合到
Ｇ１００８中才能表达其抗性基因，所以在安普霉素
和萘啶酸两种抗生素选择下，在固体平板上长出

的接合子即为单交换菌株，挑取其中一株，命名

为绛红小单孢菌 ＧＤ１。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｓｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

　　为进一步验证单交换菌株的正确性，根据同源
重组原理（图３），设计目的突变菌筛选引物 ｐＤ５／
ｐＤ６和安普霉素抗性基因引物 ｐＤ７／ｐＤ８。以 ＧＤ１

基因组为模板，分别用引物 ｐＤ５／ｐＤ６和 ｐＤ７／ｐＤ８
进行ＰＣＲ，ｐＤ５／ｐｄ６扩增到长度分别９５６ｂｐ和６６８
ｂｐ的两条片段，其中存在大小为７５０ｂｐ左右的杂

９３２
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带；而ｐＤ７／ｐＤ８将扩增到长为７７０ｂｐ的安普霉素
抗性基因片段，电泳检测结果如图４所示，与理论
相符，证明质粒ｐＤＢ３０３已经整合至绛红小单孢菌
Ｇ１００８的基因组上。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ
Ｍ：ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＧＤ２３８／（ｐＤ５／ｐＤ６）；２：ＧＤ１／（ｐＤ５／ｐＤ６）；
３：Ｇ１００８／（ｐＤ５／ｐＤ６）；４：ＧＤ１／（ｐＤ７／ｐＤ８）

单交换菌株由于其基因组上存在重复序列，不

稳定，容易发生第２次重组，产生回复突变或者是
ｇｅｎＤ２框内缺失菌株（即目标突变菌）。因此，ＧＤ１
在种子培养基中松弛培养３代后，开始对每一代进
行分离单菌落，直至２０代。单菌落影印至添加安普
霉素的抗性平板和不添加抗生素的普通平板上，培

养后筛选得到６株在抗性板上不长的安普霉素敏感
菌株，这些菌株可能是ｇｅｎＤ２缺失菌株或者是回复
突变菌株，为得到 ｇｅｎＤ２缺失突变菌，因此提取这
６株菌的基因组，进一步ＰＣＲ验证筛选，筛选到一株
目的突变菌，命名为ＧＤ２３８，以其基因组为模板，引
物ｐＤ５／ｐＤ６进行ＰＣＲ扩增得到了６００ｂｐ左右的片
段，电泳验证如图４，经测序和相似度比对，结果证
明了ＧＤ２３８为基因ｇｅｎＤ２框内缺失菌株。
３３　工程菌生长状态考察

工程菌 ＧＤ２３８经斜面培养基连续培养５代，
与出发菌株 Ｇ１００８相比，其菌落形态、菌丝体生
长、生长周期没有明显的改变，说明 ｇｅｎＤ２的敲除
对菌株的表型没有明显的影响，遗传性状稳定。

按照 “２５”项下方法，将工程菌 ＧＤ２３８和亲
株Ｇ１００８分别接种发酵１Ｌ，每１２小时各取１次，
测定湿菌浓度和总糖，直到发酵完成，约１２０ｈ，其
中０ｈ为空白对照。绘制菌株生长曲线和总糖消
耗曲线，结果如图５所示。工程菌 ＧＤ２３８与亲株
Ｇ１００８的生长趋势相近，前 ３６ｈ为调整期，３６至
６０ｈ为快速生长期，６０至１０８ｈ为稳定期，之后开
始衰退。因此，基因ｇｅｎＤ２的缺失对菌株生长代谢
没有明显的影响。

Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ：—▲—ＧＤ２３８；— ×—Ｇ１００８；
Ｍｙｃｅｌｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：—□—ＧＤ２３８；—●—Ｇ１００８
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｃｕｒｖｅｏｆｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａＧＤ２３８
ａｎｄｐａｒｅｎｔｓｔｒａｉｎＧ１００８

３４　ＧＤ２３８工程菌代谢产物提取和组分分析
绛红小单孢菌 Ｇ１００８和 ＧＤ２３８工程菌同时按

照“２４”项的方法进行摇瓶发酵，代谢产物提取，得
到代谢产物浓缩液，并进行质谱分析，结果如图６。

质谱分析结果显示，亲株 Ｇ１００８主要存在
３个离子峰，ｍ／ｚ４５０对应 Ｃ１ａ，ｍ／ｚ４６４对应 Ｃ２ａ、
Ｃ２ｂ和 Ｃ２，４７８ｍ／ｚ对应 Ｃ１。工程菌则主要存在
ｍ／ｚ４５６和 ｍ／ｚ４７０两个离子峰，４５６为庆大霉素
Ａ２的相对分子质量，而４７０为Ｋｉｍ等［１６］推测的庆

大霉素Ａ２的衍生物Ａ２ｅ。以上结果表明ｇｅｎＤ２的
缺失阻断了绛红小单孢菌中庆大霉素的生物合成

代谢流，工程菌ＧＤ２３８不再产生庆大霉素复合物，
只积累了庆大霉素Ａ２和Ａ２ｅ。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｆｒｏｍＭｐｕｒｐｕｒｅａＧ１００８（Ａ）
ａｎｄＧＤ２３８（Ｂ）

$

　讨　论

通过阻断绛红小单孢菌Ｇ１００８中ｇｅｎＤ２，得到

０４２
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工程菌ＧＤ２３８，通过质谱技术分析其代谢产物主要
积累庆大霉素Ａ２和 Ａ２ｅ，证明了 ｇｅｎＤ２参与加洛
糖胺Ｃ３″位的修饰作用；本实验组在 ｇｎｔＫ失活的
绛红小单孢菌 ＧＫ１１０１基础上，阻断了 ｇｅｎＳ２的表
达，结果代谢产物只积累了庆大霉素 Ａ２（待发
表）。从这些结果分析推测，Ａ２ｅ的存在进一步证
明了Ｋｉｍ等［１６］对甲基转移酶 ＧｎｔＫ专一性不高的
解释。利用ｓｗｉｓｓｍｏｄｅ进行结构域分析，ＧｅｎＤ２在
Ｃ端和Ｎ端都含有氧化还原功能域，与 ＮＡＤＨ依
赖的脱氢酶同属一个蛋白质家族；而 ＧｅｎＳ２存在
氨基转移结构域；Ｋｉｍ等分析 ＧｎｔＥ序列上存在甲
基转移酶相关的钴铵素结合结构域和极性 Ｓ腺苷
蛋氨酸结构域，并通过灭活 ｇｎｔＥ（ｇｅｎＤ１）基因，得
到了产庆大霉素Ａ２和Ａ２ｅ的突变菌。因此，说明
脱氢酶ＧｅｎＤ２、转氨酶ＧｅｎＳ２及甲基转移酶ＧｅｎＤ１
可能共同负责加洛糖胺 Ｃ３″位的氨甲基化修饰作
用，生成庆大霉素Ａ。

依据推测的庆大霉素生物合成途径，巴龙霉胺

Ｃ６位上经糖基转移酶ＧｅｎＭ２催化，连接一个木糖
生成庆大霉素Ａ２，再经过Ｃ３″位的脱氢、转胺及甲
基转移生成庆大霉素 Ａ。然而分别阻断了 ｇｅｎＤ２、
ｇｅｎＳ２、ｇｅｎＤ１的绛红小单孢菌突变菌，其代谢产物都
积累庆大霉素Ａ２，并未产生其他的中间产物。在卡
那霉素的生物合成过程中，ｇｅｎＤ２ｇｅｎＳ２的同源基因
ｋａｎＤ２ｋａｎＳ２主要负责催化 ＵＤＰ葡萄糖转化成
ＵＤＰ葡萄糖胺［１７－１８］，因此，可以作出这样的假设，在

庆大霉素生物合成过程，ｇｅｎＤ２ｇｅｎＳ２ｇｅｎＤ１先催化
Ｄ木糖甲氨基化，再经糖基转移酶连接到巴龙霉胺，
而不直接催化庆大霉素 Ａ２转变成庆大霉素 Ａ；同
时，木糖也可以经糖基转移酶直接连接到巴龙霉胺，

形成庆大霉素Ａ，但效率低于前者。
本研究证明了 ｇｅｎＤ２参与庆大霉素 Ｃ３″位的

修饰作用，可能为编码脱氢酶基因，同时构建了产

庆大霉素Ａ２和Ａ２ｅ的工程菌ＧＤ２３８，后续可以考
虑在ＧＤ２３８的基础上，阻断甲基转移酶基因ｇｎｔＫ，
有望获得单组份庆大霉素Ａ２突变菌。
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