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庆大霉素 Ｃ６′位氨甲基化修饰基因的研究

胡育龙，洪文荣
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（福州大学生物科学与工程学院，福州 ３５０１１６）

摘　要　探索庆大霉素Ｃ６′位氨甲基化修饰作用的基因。首先构建用于ｇｅｎＴ基因缺失的同源重组质粒ｐＦＴ１０４，利用接
合转移导入绛红色小单孢菌Ｇ１００８，筛选获得一株ｇｅｎＴ基因缺失工程菌ＧＴ１０６（ΔｇｅｎＴ）。其次构建用于ＧＴ１０６上ｇｅｎＮ基因
缺失的重组质粒ｐＦＴＮ２０３，通过接合转移导入ＧＴ１０６，筛选获得一株工程菌ＧＴＮ２０５（ΔｇｅｎＴ＋ｇｅｎＮ）。最后在ｇｅｎＫ基因已经明
确为Ｃ６′位甲基化酶基因的基础上，在ＧＴＮ２０５中敲除ｇｅｎＫ基因，筛选获得到一株工程菌ＧＴＮＫ３０８（ΔｇｅｎＴ＋ｇｅｎＮ＋ｇｅｎＫ）。
工程菌发酵产物经质谱分析结果表明，与出发菌Ｇ１００８相比，ＧＴ１０６组分未发生变化，而ＧＴＮ２０５不再合成庆大霉素Ｃ１，产物
主要积累在庆大霉素Ｃ１ａ和Ｃ２，ＧＴＮＫ３０８未检测到庆大霉素Ｃ２ｂ。结果说明，ｇｅｎＮ基因缺失阻断了庆大霉素Ｃ１与Ｃ２ｂ的合
成，表明ｇｅｎＮ基因参与修饰绛红糖胺Ｃ６′位氨甲基化，而ｇｅｎＴ并不参与修饰绛红糖胺Ｃ６′位氨甲基化。
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　　庆大霉素是由绛红色小单孢菌和棘孢小单孢
菌发酵产生的一种氨基糖苷类抗生素，对众多革兰

阳性和革兰阴性菌特别是对绿脓杆菌和金黄色葡

萄球菌具有良好的抗菌作用［１］。目前临床上治疗

主要使用的是庆大霉素 Ｃ族复合物。根据庆大霉
素绛红糖胺Ｃ６′位甲基化程度的差异，庆大霉素Ｃ
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族分为Ｃ１、Ｃ２、Ｃ１ａ和 Ｃ２ｂ４个主要组分，其中庆
大霉素Ｃ１ａ是进一步合成国家一类新药依替米星
的母体［２－４］。庆大霉素的生物合成在庆大霉素 Ｘ２
产物形成后向两个分支途径进行：一是向 ＪＩ２０Ａ
产物方向，生成Ｃ１ａ，并最终合成庆大霉素 Ｃ２ｂ；另
一分支则是向Ｇ４１８的方向进行，生成 Ｃ２并进一
步合成庆大霉素重要组分 Ｃ１。有趣的是，从庆大
霉素Ｃ２到庆大霉素Ｃ１，以及从庆大霉素Ｃ１ａ到庆
大霉素Ｃ２ｂ的这两步转化均涉及到绛红糖胺 Ｃ６′
位的氨甲基化。

随着分子生物学和生物信息学的快速发展，从

理论上对庆大霉素生物合成进行研究成为了可能。

２００４年以来，科学家陆续公布了庆大霉素生物合
成 基 因 簇 （ＧｅｎＢｅｎｋ：ＡＹ５２４０４３；ＡＪ６２８１４９；
ＡＪ５７５９３４；ＪＱ９７５４１８）［５－７］。２００９年，Ｋｕｄｏ等［８］对

庆大霉素的生物合成途径进行了全面分析，理论推

测ｇｅｎＫ基因可能参与修饰绛红糖胺Ｃ６′位的甲基
化。２０１２年，Ｙａｎ等［９］通过ｇｎｔＫ基因敲除，阻断了
庆大霉素 Ｘ２到 Ｇ４１８的合成过程，初步阐明了
ｇｎｔＫ基因参与修饰绛红糖胺上的 Ｃ６′位甲基化。
２０１３年，Ｋｉｍ等［１０］通过 ｇｅｎＫ的表达进一步阐明
ＧｅｎＫ为Ｃ６′位的甲基化酶，实验结果与理论预测
相符。这些研究说明通过基因缺失来阻断基因的

表达是可行的。理论推测 ｇｅｎＴ和 ｇｅｎＮ基因可能
参与修饰绛红糖胺Ｃ６′位氨甲基化，即负责参与庆
大霉素Ｃ２转变成庆大霉素Ｃ１，以及负责参与庆大
霉素 Ｃ１ａ转变成庆大霉素 Ｃ２ｂ。然而，ｇｅｎＴ基因
的研究仍未见报道。张熠等［１１］对 ｇｅｎＮ基因进行
了初步的研究，并通过生物信息学对 ｇｅｎＮ基因作
了较为全面的分析，但 ｇｅｎＮ基因是否参与修饰绛
红糖胺Ｃ６′位氨甲基化未见报道。

本文在前期研究的基础上［１２］，依据同源重组

原理，依次框内缺失ｇｅｎＴ、ｇｅｎＮ和ｇｅｎＫ基因，其中
ｇｅｎＫ的缺失起辅助研究的作用。通过分析工程菌
次级代谢产物变化，推测ｇｅｎＴ和ｇｅｎＮ是否参与修
饰庆大霉素绛红糖胺Ｃ６′位氨甲基化。

!

　材　料

１１　质粒与菌株
克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ（ＴａＫａＲａ公司）；链霉菌大

肠杆菌穿梭质粒 ｐＪＴＵ４１２和 ｐＫＣ１１３９、质粒
ｐＵＣ３０ａｐｒ、穿梭质粒 ｐＦＤ３０６为本课题组构建［９］；

ＥｃｏｌｉＴｏｐ１０以及 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２）为本
实验室保存；

"

发菌绛红小单孢菌 Ｇ１００８为本实
验室选育和保藏。

１２　培养基与抗生素
绛红色小单孢菌 Ｇ１００８固体培养基、预萌发

培养基、种子培养基以及发酵培养基见文献［９］；
ＬＢ细菌培养基见文献［１３］；本研究中所使用的抗
生素及其终浓度分别为：氨苄青霉素１００μｇ／ｍＬ、
安普霉素５０μｇ／ｍＬ、氯霉素２５μｇ／ｍＬ、卡那霉素
２５μｇ／ｍＬ、萘啶酮酸２５μｇ／ｍＬ。
１３　试　剂

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶和Ｔ４ＤＮＡ连
接酶（日本 ＴａＫａＲａ公司）；溶菌酶、ＲＮａｓｅＡ酶、
ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒［生工生物工程
（上海）有限公司］；其他常规试剂见文献［１３］。

'

　方　法

２１　引物设计
以ＧｅｎＢａｎｋ公布的庆大霉素生物合成基因簇

序列（登记号：ＡＪ６２８１４９）为模板，分别设计引物扩
增ｇｅｎＴ和ｇｅｎＮ基因上下游序列作为同源交换臂：
Ｐ１／Ｐ２扩增 ｇｅｎＴ上游交换臂 ＴＢ１，Ｐ３／Ｐ４扩增
ｇｅｎＴ下游交换臂 ＴＢ２；Ｐ５／Ｐ６扩增 ｇｅｎＮ上游交换
臂ＴＮＢ１，Ｐ７／Ｐ８扩增 ｇｅｎＮ下游交换臂 ＴＮＢ２。设
计引物Ｐ９／Ｐ１０用于 ｇｅｎＴ阻断突变株的筛选与鉴
定，Ｐ１１／Ｐ１２用于ｇｅｎＮ阻断突变株的筛选与鉴定，
Ｐ１３／Ｐ１４用于ｇｅｎＫ阻断突变株的筛选与鉴定。本
文所用的引物序列及限制酶见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ

Ｐ１ ５′ＧＡＡＴＴＣＴＧＡＡＧＴＣＣＧＧＣＡＣＣＴＧＧＡ３′ ＥｃｏＲＩ
Ｐ２ ５′ＡＡＧＣＴＴＧＡＧＴＴＣＣＴＣＣＧＴＧＧＴＣＣＡ３′ ＨｉｎｄＩＩＩ
Ｐ３ ５′ＡＡＧＣＴＴＧＴＧＧＴＡＡＣＴＣＡＧＣＡＧＧＣＧ３′ ＨｉｎｄＩＩＩ
Ｐ４ ５′ＴＣＴＡＧＡＧＴＴＧＡＣＣＴＣＧＡＣＧＡＴＧＣＣＡＣ３′ ＸｂａＩ
Ｐ５ ５′ＴＣＴＡＧＡＡＣＴＴＣＣＣＣＴＡＴＴＣＣＣＧＡＣＧＣ３′ ＸｂａＩ
Ｐ６ ５′ＧＡＴＡＴＣＴＡＣＣＡＡＣＧＧＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴＣ３′ ＥｃｏＲＶ
Ｐ７ ５′ＧＡＴＡＴＣＣＡＡＣＧＡＧＴＴＣＧＴＣＧＡＣＣＴＧＣ３′ ＥｃｏＲＶ
Ｐ８ ５′ＧＡＡＴＴＣＡＴＣＡＧＣＧＡＡＣＴＣＴＣＣＧＣＧＧＴ３′ ＥｃｏＲＩ
Ｐ９ ５′ＧＧＡＴＧＧＴＧＡＣＧＧＴＡＣＡＣＡＡＴＣＧ３′
Ｐ１０ ５′ＧＴＡＴＴＣＧＣＣＡＡＧＡＧＧＴＡＴＣＧＧＧ３′
Ｐ１１ ５′ＴＡＧＣＧＣＡＴＧＡＴＣＧＴＣＧＧＡＧＧ３′
Ｐ１２ ５′ＴＧＡＡＧＡＴＣＴＧＣＡＣＣＣＧＣＡＧＣ３′
Ｐ１３ ５′ＴＧＣＴＧＴＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧＡＣＧＴ３′
Ｐ１４ ５′ＧＡＧＡＴＴＴＴＣＧＡＣＴＣＣＣＴＣＧＣＣ３′
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２２　分子克隆
绛红色小单胞菌基因组 ＤＮＡ提取见文献

［１３］。大肠杆菌感受态细胞的制备和转化、质粒
ＤＮＡ抽提、酶切、酶连及 ＰＣＲ等操作参照文献
［１４］。引物合成及ＤＮＡ测序由生工生物工程（上
海）有限公司完成。

２３　接合转移
大肠杆菌与小单孢菌间接合转移方法参照文

献［９］。
２４　发酵培养

对菌株进行分离纯化，获得长势较好的单菌

落，转接斜面 ３７℃培养 ８～１０ｄ，待斜面孢子丰
满。刮取适量的孢子接种于种子培养基中，３７℃，
２８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３０～３６ｈ，使菌体处于对数生
长期。再按照１０％的接种量接种于发酵培养基中
３７℃，２８０ｒ／ｍｉｎ，１２０ｈ。
２５　产物提取与分析

发酵产物的提取精制方法参见文献［９］。精
制后产物采用 Ａｇｉｌｅｎｔ６００５系列四极杆飞行时间
质谱仪进行组分测定。

$

　结　果

３１　重组质粒ｐＦＴ１０４的构建
以绛红色小单胞菌 Ｇ１００８染色体 ＤＮＡ为模

板，利用引物 Ｐ１／Ｐ２经 ＰＣＲ扩增 ｇｅｎＴ基因２０５６
ｂｐ上游交换臂ＴＢ１，Ｐ３／Ｐ４扩增２０３７ｂｐ下游交换
臂ＴＢ２。将 ＴＢ１和 ＴＢ２分别克隆至 ｐＭＤ１９Ｔ上，
得到质粒ｐＦＴ１０１和质粒ｐＦＴ１０２。

质粒ｐＦＴ１０１和质粒ｐＦＴ１０２分别经（ＥｃｏＲⅠ／
ＨｉｎｄⅢ）和（ＨｉｎｄⅢ／ＸｂａⅠ）双酶切后回收 ＴＢ１和
ＴＢ２片段，连接经（ＥｃｏＲⅠ／ＸｂａⅠ）双酶切的质粒

ｐＪＴＵ４１２上，得到中间质粒 ｐＦＴ１０３。最后 ＥｃｏＲⅠ
酶切含安普霉素抗性基因的质粒 ｐＵＣ３０ａｐｒ，回收
１１６８ｂｐ的片段连接到经 ＥｃｏＲⅠ酶切的 ｐＦＴ１０３
上，得到重组质粒 ｐＦＴ１０４，质粒 ｐＦＴ１０４物理图谱
见图１Ａ。对ｐＦＴ１０４进行酶切验证，用（ＥｃｏＲⅠ／
ＨｉｎｄⅢ）酶切得到７０５３，２８５７，２０５０，１１６８ｂｐ的４
条带；用（ＸｂａⅠ／ＫｐｎⅠ）酶切得到 ４９１２，３７４９，
２９７８，１１３０，３４８，１１ｂｐ的６条带；用（ＸｂａⅠ／ＥｃｏＲ
Ⅰ）酶切得到７８７９，４０８１，１１４１，２７ｂｐ的４条带，
ｐＦＴ１０４经以上３种方式酶切条带大小与理论预测
一致，电泳结果见图１Ｂ，证明重组质粒 ｐＦＴ１０４构
建正确。

３２　重组质粒ｐＦＴＮ２０３的构建
以绛红色小单胞菌 ＧＴ１０６基因组为模板，利

用引物 Ｐ５／Ｐ６扩增 ｇｅｎＮ基因２０７４ｂｐ上游交换
臂ＴＮＢ１，Ｐ７／Ｐ８扩增２００４ｂｐ下游交换臂ＴＮＢ２。
将扩增的交换臂 ＴＮＢ１和 ＴＮＢ２分别克隆至
ｐＭＤ１９Ｔ上，获 得 中 间 质 粒 ｐＦＴＮ２０１ 和
ｐＦＴＮ２０２。ｐＦＴＮ２０１和 ｐＦＴＮ２０２分别经（ＸｂａⅠ／
ＥｃｏＲⅤ）和（ＥｃｏＲⅤ／ＥｃｏＲⅠ）双酶切，回收ＴＮＢ１
与ＴＮＢ２片段，同时连接到经（ＸｂａⅠ／ＥｃｏＲⅠ）双
酶 切 的 质 粒 ｐＫＣ１１３９上，得 到 重 组 质 粒
ｐＦＴＮ２０３，质粒 ｐＦＴＮ２０３物理图谱见图 ２Ａ。对
ｐＦＴＮ２０３进行酶切验证，用（ＸｂａⅠ／ＥｃｏＲⅠ）酶
切得到 ６４４６，４０６６ｂｐ的两条带；用（ＢａｍＨⅠ／
ＨｉｎｄⅢ）酶切得到成６５４６，３５１１，４５５ｂｐ的３条
带；用（ＢａｍＨⅠ／ＢｇｌⅡ）酶切得到 ６１１６，２７１９，
１６７７ｂｐ的 ３条带；用（ＫｐｎⅠ／ＸｈｏⅠ）酶切得到
５２４６，２６６０，１６２４，９８２ｂｐ的 ４条带，酶切电泳
结果见图２Ｂ，大小与理论预测一致，证明重组质
粒 ｐＦＴＮ２０３构建完成。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＦＴ１０４（Ａ），ａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＦＴ１０４ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ（Ｂ）
１：ＤＬ５０００ｍａｋｅｒ；２：ｐＦＴ１０４／（ＥｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ）；３：ｐＦＴ１０４／（ＸｂａＩ／ＫｐｎＩ）；４：ｐＦＴ１０４／（ＸｂａＩ／ＥｃｏＲＩ）；５：λＥｃｏＴ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＦＴＮ２０３（Ａ），ａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＦＴＮ２０３ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ（Ｂ）
１：ＤＬ５０００ｍａｋｅｒ；２：ｐＦＴＮ２０３／（ＸｂａＩ／ＥｃｏＲＩ）；３：ｐＦＴＮ２０３／（ＢａｍＨＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ）；４：ｐＦＴＮ２０３／（ＢａｍＨＩ／ＢｇｌＩＩ）；５：ｐＦＴＮ２０３／（ＫｐｎＩ／ＸｈｏＩ）；６：λ
ＥｃｏＴ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ

３３　ｇｅｎＴ基因阻断突变株的筛选与验证
将 ｐＦＴ１０４转化 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２），

得到 含 重 组 质 粒 的 供 体 菌 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７
（ｐＵＺ８００２，ｐＦＴ１０４），然后通过接合转移的方式转
化绛红色小单孢菌 Ｇ１００８，３７℃培养２２ｈ后用安
普霉素和萘啶酸水溶液覆盖，继续培养３～４ｄ，待
接合子长出。选择其中一株长势较好的，命名为绛

红小单孢菌 ＧＤＴ１０５，简称 ＧＤＴ１０５。根据同源重
组模型见图３Ａ，以ＧＤＴ１０５基因组为模板，用引物
Ｐ９／Ｐ１０进行ＰＣＲ扩增，电泳结果见图３Ｂ，与理论

一致，证明ＧＤＴ１０５为单交换菌株。
单交换菌株具有遗传不稳定性，容易发生第二

次同源重组，形成目的基因缺失的阻断突变株。将

ＧＤＴ１０５在不含抗生素的斜面上松弛培养４代后，
开始分离单菌落，并将单菌落影印至含安普霉素平

板和无抗平板上，得到１株安普霉素敏感菌株，命
名为绛红小单孢菌 ＧＤＴ１０６，简称 ＧＤＴ１０６。提取
其染色体ＤＮＡ，利用引物 Ｐ９／Ｐ１０进行 ＰＣＲ扩增，
电泳结果见图３Ｂ，条带大小与理论一致，经测序
比对，证明ＧＴ１０６确实为ｇｅｎＴ基因阻断突变株。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎＴｉｎＭｐｕｒｐｕｒｅａＧ１００８（Ａ），ａｎｄＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｓ（Ｂ）
１：ＤＬ５０００；２：Ｇ１００８／（Ｐ９／Ｐ１０）；３：ＧＤＴ１０５／（Ｐ９／Ｐ１０）；４：ＧＴ１０６／（Ｐ９／Ｐ１０）

３４　ｇｅｎＮ基因阻断突变株的筛选与验证
参照“２３”项方法，将ｐＦＴＮ２０３导入绛红色小

单胞菌ＧＴ１０６，获得１株安普霉素抗性菌株，初步
判定为单交换菌株，命名为绛红色小单胞菌

ＧＤＴＮ２０４，简称ＧＤＴＮ２０４。以 ＧＤＴＮ２０４基因组为
模板，用引物Ｐ１１／Ｐ１２进行 ＰＣＲ，电泳结果见图４
Ａ，与理论相符，ＧＤＴＮ２０４为单交换菌株。单交换
菌株经影印筛选得到１株安普霉素敏感型菌株，命
名为绛红色小单胞菌 ＧＴＮ２０５，简称 ＧＴＮ２０５。以
其基因组为模板，用引物Ｐ１１／Ｐ１２进行ＰＣＲ扩增，
电泳结果见图４Ｂ，条带大小与预期相符，经测序
比对，ＧＴＮ２０５确定为ｇｅｎＮ基因阻断突变株。

３５　ｇｅｎＫ基因阻断突变株的筛选与验证
参照“２３”项方法，将ｐＦＤ３０６导入绛红色小单

胞菌ＧＴＮ２０５，得到一株安普霉素抗性菌株，命名为
绛红色小单胞菌 ＧＤＴＮＫ３０７，简称 ＧＤＴＮＫ３０７。以
ＧＤＴＮＫ３０７基因组为模板，用引物 Ｐ１３／Ｐ１４进行
ＰＣＲ，电泳结果见图５Ａ，条带大小与理论相符，证明
ＧＤＴＮＫ３０７为单交换菌株。单交换菌株经影印筛
选得到一株安普霉素敏感型菌株，命名为绛红色小

单胞菌ＧＴＮＫ３０８，简称ＧＴＮＫ３０８。以ＧＴＮＫ３０８基
因组为模板，利用引物 Ｐ１３／Ｐ１４进行 ＰＣＲ，电泳结
果见图５Ｂ，条带大小与理论相符，经测序比对，证
明ＧＴＮＫ３０８为ｇｅｎＫ阻断突变株。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎＮｉｎＭｐｕｒｐｕｒｅａＧＴ１０６（Ａ），ａｎｄＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｓ（Ｂ）
１：ＤＬ５０００；２：ＧＴ１０６／（Ｐ１１／Ｐ１２）；３：ＧＤＴＮ２０４／（Ｐ１１／Ｐ１２）；４：ＧＴＮ２０５／（Ｐ１１／Ｐ１２）

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎＫｉｎＭｐｕｒｐｕｒｅａＧＴＮ２０５（Ａ），ａｎｄＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｓ（Ｂ）
１：ＤＬ５０００；２：ＧＴＮ２０５／（Ｐ１３／Ｐ１４）；３：ＧＤＴＮＫ３０７／（Ｐ１３／Ｐ１４）；４：ＧＴＮＫ３０８／（Ｐ１３／Ｐ１４）

３６　工程菌的发酵，代谢产物提取及分析
以绛红小单孢菌 Ｇ１００８为对照，工程菌

ＧＴ１０６、ＧＴＮ２０５、ＧＴＮＫ３０８同时参照“２４”项方法

进行摇瓶发酵。

参照“２５”项方法提取代谢产物，并进行质谱
分析，质谱检测结果见图６。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｆｒｏｍＧ１００８（Ａ）ａｎｄｉｔｓｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓＧＴ１０６（Ｂ），ＧＴＮ２０５（Ｃ）ａｎｄＧＴＮＫ３０８（Ｄ）

　　质谱分析结果显示，亲株 Ｇ１００８发酵产物主
要包含ｍ／ｚ４５０［Ｍ＋Ｈ］＋、ｍ／ｚ４６４［Ｍ＋Ｈ］＋和
ｍ／ｚ４７８［Ｍ＋Ｈ］＋３个分子离子峰，分别对应庆大
霉素Ｃ１ａ、庆大霉素 Ｃ２ａ、Ｃ２ｂ、Ｃ２和庆大霉素 Ｃ１，
ｍ／ｚ３２２［Ｍ＋Ｈ］＋的峰为碎片峰。工程菌 ＧＴ１０６
与出发菌株Ｇ１００８比较，发酵产物组分无明显差异，
质谱仍检测到ｍ／ｚ４５０［Ｍ＋Ｈ］＋、ｍ／ｚ４６４［Ｍ＋Ｈ］＋

和ｍ／ｚ４７８［Ｍ＋Ｈ］＋３个分子离子峰。工程菌

ＧＴＮ２０５发酵提取液中检测到ｍ／ｚ４５０［Ｍ＋Ｈ］＋和
ｍ／ｚ４６４［Ｍ＋Ｈ］＋的分子离子峰，ｍ／ｚ３０８［Ｍ＋Ｈ］＋

的峰为碎片峰，但是未检测到ｍ／ｚ４７８［Ｍ＋Ｈ］＋的
分子离子峰，即工程菌不再合成庆大霉素Ｃ１。工程
菌ＧＴＮＫ３０８发酵提取液检测到ｍ／ｚ４５０［Ｍ＋Ｈ］＋、
ｍ／ｚ４５６［Ｍ＋Ｈ］＋和ｍ／ｚ４６９［Ｍ＋Ｈ］＋３个分子离
子峰，但是未检测到ｍ／ｚ４６４［Ｍ＋Ｈ］＋的分子离子
峰，其中ｍ／ｚ４５６［Ｍ＋Ｈ］＋和 ｍ／ｚ４６９［Ｍ＋Ｈ］＋分
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别对应庆大霉素生物合成途径中间产物庆大霉素

Ａ２和庆大霉素Ａ。

(

　讨　论

在庆大霉素生物合成过程中，修饰甲基化基因

的探索一直是研究的热点，其中修饰庆大霉素Ｃ６′
位甲基化的ｇｅｎＫ基因已经被阐明。本论文旨在研
究修饰庆大霉素绛红糖胺 Ｃ６′位上氨甲基化的基
因。通过生物信息学分析及理论推测ｇｅｎＴ和ｇｅｎＮ
基因可能参与修饰绛红糖胺Ｃ６′位氨甲基化，在此
基础上，通过基因框内敲除实验及工程菌代谢产物

变化对这两个基因的功能进行研究。通过阻断绛红

小单孢菌 Ｇ１００８中的 ｇｅｎＴ基因，得到工程菌
ＧＴ１０６，质谱分析表明，与亲株Ｇ１００８相比，ＧＴ１０６代
谢产物未发生变化，说明ｇｅｎＴ基因不参与修饰绛红
糖胺Ｃ６′氨甲基化，与理论预测不符。进一步失活
ＧＴ１０６中的 ｇｅｎＮ基因，得到工程菌 ＧＴＮ２０５。
ＧＴＮ２０５不再合成庆大霉素 Ｃ１，而积累庆大霉素
Ｃ２，说明ｇｅｎＮ基因的失活阻断了庆大霉素Ｃ１的合
成。结果表明ｇｅｎＮ基因参与修饰庆大霉素 Ｃ２到
Ｃ１绛红糖胺 Ｃ６′氨甲基化。由于从庆大霉素 Ｃ１ａ
到庆大霉素Ｃ２ｂ同样要经绛红糖胺Ｃ６′氨甲基化，
而庆大霉素Ｃ２和Ｃ２ｂ同质，因此无法确定ｇｅｎＮ基
因是否参与该过程。然而，ｇｅｎＫ基因失活能够有效
阻断从庆大霉素 Ｘ２到庆大霉素 Ｃ２、Ｃ１的生物合
成，因此在 ＧＴＮ６０５上敲除 ｇｅｎＫ基因。如果失活
ｇｅｎＫ基因后，不再有ｍ／ｚ４６４［Ｍ＋Ｈ］＋的分子离子
峰，则说明 ＧＴＮ６０５的代谢产物不存在庆大霉素
Ｃ２ｂ，进而证明ｇｅｎＮ同样参与从庆大霉素Ｃ１ａ到庆
大霉素Ｃ２ｂ的生物合成过程。经筛选得到工程菌
ＧＴＮＫ３０８，该工程菌代谢产物未检测出 ｍ／ｚ４６４
［Ｍ＋Ｈ］＋的分子离子峰，与理论预测相符，说明
ｇｅｎＮ基因同样参与从庆大霉素Ｃ１ａ到Ｃ２ｂ的转化。

本研究通过基因框内失活ｇｅｎＴ、ｇｅｎＮ、ｇｅｎＫ基
因及分析所得工程菌代谢产物变化。结果表明，

ｇｅｎＮ基因的敲除能有效阻断庆大霉素 Ｃ１和 Ｃ２ｂ
的生物合成，说明 ｇｅｎＮ基因在修饰庆大霉素绛红
糖胺Ｃ６′氨甲基化中起关键作用。
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