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摘　要　为了考察基因ｓｎｏｇＥ中断对诺加霉素生物合成的影响，比对多种糖基转移酶的氨基酸序列，并克隆与已知蒽
环类抗生素糖基转移酶序列同源性最高的ｓｎｏｇＥ编码基因片段，构建基因中断质粒ｐＳＸＷ２６２。利用接合转移的方法将其
转入产诺加霉素的胡桃链霉菌中并发生同源重组，得到重组菌株 ｍＳＸＷ２７１，验证突变株基因型与发酵产物。结果表明，
基因中断质粒以正确方式整合入基因组，中断了 ｓｎｏｇＥ基因；在突变株发酵产物中无法检测到诺加霉素产生。ｓｎｏｇＥ基因
编码的糖基转移酶在诺加霉素的生物合成途径中是必需的。
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　　诺加霉素（ｎｏｇａｌａｍｙｃｉｎ）是于１９６５年发现的由
黑胡桃链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｎｏｇａｌａｔｅｒ）ＡＴＣＣ２７４５１
产生的重要蒽环类抗生素［１－２］，其结构与临床抗肿

瘤抗生素柔红霉素、表阿霉素、阿克拉霉素和阿霉

素结构非常相似，都是由一个高度相似的四环蒽醌

结构和相应的糖基配体构成。诺加霉素对多种肿

瘤细胞具有强抑制活性［３－５］。

涉及诺加霉素生物合成途径的部分基因簇已

被报道［６］，其中３个酶基因（ｓｎｏｇＤ、ｓｎｏｇＥ和 ｓｎｏｇＺ
分别编码ＳｎｏｇＤ、ＳｎｏｇＥ和ＳｎｏｇＺ蛋白）与糖基转移

０６４
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第５期 石煊雯等：糖基转移酶编码基因ｓｎｏｇＥ中断对诺加霉素生物合成的影响

酶的序列同源性较高，可能涉及到诺加霉素两个糖

苷键的形成［７］。而目前尚未见文献报道使用基因

失活手段研究在诺加霉素产生菌的体系中究竟是

哪两个酶催化了诺加霉素两个糖苷键的形成。本

研究首先对比了诺加霉素、柔红霉素、阿克拉霉素

等蒽环类抗生素和万古霉素、雷莫拉宁等糖肽类抗

生素的生物合成途径中涉及的糖基转移酶的同源

性，找出与已知其他蒽环类抗生素生物合成糖基转

移酶同源性最接近的酶基因，并通过同源重组的方

法中断目的基因，筛选得到基因失活突变株，考察

基因失活对诺加霉素产生的影响。

!

　材　料

１１　菌种与质粒
诺 加 霉 素 产 生 菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｎｏｇａｌａｔｅｒ

ＡＴＣＣ２７４５１，接合转移用大肠杆菌 ＥｃｏｌｉＥＴ１２５６７
（ｐＵＺ８００２）［８］，克隆质粒 ｐＳＰ７２、温敏型质粒
ｐＫＣ１１３９［９］均由本实验室保存。
１２　培养基

大肠杆菌培养用 ＬＢ培养基；黑胡桃链霉菌菌
丝培养用 ＴＳＢ培养基（美国 Ｓｉｇｍａ公司）：高氏一
号培养基（黑胡桃链霉菌固体培养用）和 ＭＳ培养
基配方（接合转移用）见文献［１０］，蒸馏水定容至
１Ｌ，调 ｐＨ至７０；诺加霉素种子培养基与发酵培
养基配方参见文献［１１］。
１３　试　剂

限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶和 Ｐｒｉｍｅｒｓｔａｒ
高保真ＤＮＡ聚合酶等分子生物学试剂［宝生物工
程（大连）有限公司］；抗生素（安普霉素、卡那霉

素、氯霉素、萘啶酮酸）及其他生化试剂（上海鼎国

生物公司）；化学试剂均为国产分析纯。诺加霉素

标准品由本实验室保存。ＰＣＲ引物合成和质粒测
序由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。

"

　方　法

２１　糖基转移酶氨基酸序列的比对分析
使用在线软件 Ｂｉｏｌｏｇｙｗｏｒｋｂｅｎｃｈ３２（ｈｔｔｐ：／／

ｗｏｒｋｂｅｎｃｈｓｄｓｃｅｄｕ／）比对诺加霉素生物合成基因
编码酶氨基酸序列（ＳｎｏｇＤ、ＳｎｏｇＥ、ＳｎｏｇＺ），柔红霉
素糖基转移酶基因编码酶序列（ＤｎｒＨ、ＤｎｒＳ），阿克
拉霉素糖基转移酶基因编码酶序列（ＡｋｎＳ），万古
霉素糖基转移酶基因编码酶序列（ＧｔｆＥ、ＧｔｆＺ），和
雷莫拉宁糖基转移酶编码酶序列（ＯＲＦ２９）。比较

ＳｎｏｇＤ、ＳｎｏｇＥ、ＳｎｏｇＺ与已知蒽环类抗生素生物合
成糖基转移酶同源性。

２２　ｓｎｏｇＥ基因同源重组片段的扩增
根据 ＮＣＢＩ相关数据（ＧｅｎＢａｎｋＡＦ１８７５３２），在

ｓｎｏｇＥ基因内部设计同源重组片段扩增引物。上游
引物 Ｐ１：５′ＡＡＡＡＡＧＣＴＴＧＣＴＣＧＡＣＧＡＴＧＣＧＧＡ
ＡＧＴ３′（含 ＨｉｎｄⅢ酶切位点）；下游引物 Ｐ２：５′
ＡＡＡＧＡＡＴＴＣＣＣＴＣＡＡＡＧＧＧＣＡＣＡＡＣＡＣＧ３′（含
ＥｃｏＲⅠ酶切位点）。提取Ｓ．ｎｏｇａｌａｔｅｒＡＴＣＣ２７４５１的
基因组 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ反应的模板，以引物 Ｐ１／Ｐ２
和ＰｒｉｍｅｒｓｔａｒＤＮＡ高保真聚合酶扩增同源重组片
段。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ，９８℃变性
１０ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，３０个循环。
ＰＣＲ产物经０７％琼脂糖凝胶电泳检测。
２３　ｓｎｏｇＥ基因同源重组中断质粒的构建

将ＰＣＲ产物切胶回收后，使用 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲ
Ⅰ双酶切，并连入同样双酶切的 ｐＳＰ７２质粒片段，
得到含 ｓｎｏｇＥ同源重组片段的重组质粒 ｐＳＸＷ２
５６，并将该质粒送公司测序。使用 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲ
Ⅰ将ｓｎｏｇＥ同源重组片段自质粒ｐＳＸＷ２５６切出，
连入同样双酶切的 ｐＫＣ１１３９质粒片段，构建得到
基因中断质粒ｐＳＸＷ２６２，构建过程见图１。使用
ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ酶切验证质粒ｐＳＸＷ２６２。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｐＳＸＷ２６２ｆｏｒｓｎｏｇＥｇｅｎｅｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

１６４



中
国
药
科
大
学
学
报
 

ww
w.
zg
yk
dx
xb
.c
n

学 报 　 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ 第４４卷

２４　ｓｎｏｇＥ基因中断突变株的获得及验证
将基因中断质粒 ｐＳＸＷ２６２转化入 Ｅｃｏｌｉ

ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２），得 到 的 转 化 子 Ｅｃｏｌｉ
ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２／ｐＳＸＷ２６２）作为接合转移供
体菌。将黑胡桃链霉菌Ｓ．ｎｏｇａｌａｔｅｒＡＴＣＣ２７４５１作
为受体菌，按文献方法做接合转移实验［１２－１３］。５ｄ
后从ＭＳ培养平板上挑取阳性接合子，接种ＴＳＢ液
体培养基（含安普霉素５０μｇ／ｍＬ）。２８℃振荡培
养２ｄ后，取菌液５μＬ混匀涂布于高氏一号培养
基平板（含安普霉素 ５０μｇ／ｍＬ），置于３７℃恒温
培养，使其发生同源重组单交换。４ｄ后挑取生长
良好的阳性单交换接合子，接种 ＴＳＢ液体培养基
（含安普霉素 ５０μｇ／ｍＬ）培养，作为初步筛选的
ｓｎｏｇＥ基因中断突变株。提取上述基因中断突变
株的总 ＤＮＡ作为模板，分别使用 Ｐ３（５′ＴＧＣＧＧ
ＣＡＣＣＣＣＧＴＡＣＡ３′）／Ｐ４（ＲＶＭ通用引物）；Ｐ５
（５′ＣＧＧＣＡＧＣＧＡＣＡＴＣＣＴＣ３′）／Ｐ６（Ｍ１３４７通
用引物）扩增同源重组整合片段，验证突变株基因

型。ＰＣＲ扩增条件：ＴａｑＤＮＡ聚合酶，９５℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，６２℃退火４５ｓ，７２℃延伸
７０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
２５　ｓｎｏｇＥ基因中断突变株的发酵培养和产物检测

将产诺加霉素链霉菌野生型与突变株分别接

种于种子培养基（突变株培养基含安普霉素

５０μｇ／ｍＬ，下同）１００ｍＬ中，２８℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养２ｄ。将种子培养液１０％ 接种于发酵培养基
１００ｍＬ中，２８℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养５ｄ。使用饱
和草酸调发酵液至 ｐＨ５０，静置 １ｈ。取发酵液
４ｍＬ，加入等体积甲醇，混匀浸泡６ｈ以上，１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心后，取上清液用于ＨＰＬＣ检测［１３］。ＨＰＬＣ
条件：Ｗａｔｅｒｓ１５２５２９９８２７０７高压液相分析系统，色
谱柱为Ｈｙｐｅｒｓｉｌ３００ＡＣ８（２００ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），
流动相Ａ为含００１％三氟乙酸（ＴＦＡ）水溶液；流动
相Ｂ为含 ００１％ ＴＦＡ的乙腈溶液。检测条件为：
０％～２５％ Ｂ，５ｍｉｎ；２５％ ～４５％ Ｂ，１３ｍｉｎ；４５％ ～
９０％ Ｂ，２ｍｉｎ；９０％～２５％ Ｂ，５ｍｉｎ；２５％ Ｂ，５ｍｉｎ。
流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２５４ｎｍ；柱温：４０℃。

#

　结　果

３１　糖基转移酶氨基酸序列的比对
根据 ＳｎｏｇＤ，ＳｎｏｇＥ，ＳｎｏｇＺ，ＤｎｒＨ，ＤｎｒＳ，ＡｋｎＳ，

ＧｔｆＤ，ＧｔｆＥ和 ＯＲＦ２９的氨基所序列比对结果构建

有源进化关系树（图２）。从进化关系树图可知，在
诺加霉素生物合成基因簇的编码酶中，ＳｎｏｇＥ氨基
酸序列与其他蒽环类的抗生素生物合成途径中的

糖基转移酶氨基酸序列同源性最高。而 ＳｎｏｇＤ与
ＳｎｏｇＺ则同源性相对较低，ＧｔｆＤ，ＧｔｆＥ和 ＯＲＦ２９序
列与蒽环类抗生素糖基转移酶同源性差别较大。

这种氨基酸序列间的差异可能造成糖基转移酶对

于底物选择的特异性。本研究首先基因中断同源

性最高的ｓｎｏｇＥ编码基因，以考察该基因失活对于
诺加霉素产生的影响。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｍｏｎｇＳｎｏｇＥａｎｄｒｅｌａｔｅｄｅｎｚｙｍｅｓ

３２　ｓｎｏｇＥ基因同源重组片段的克隆及基因中断
质粒的构建

以Ｓ．ｎｏｇａｌａｔｅｒＡＴＣＣ２７４５１的基因组 ＤＮＡ为
模板，以Ｐ１／Ｐ２为引物 ＰＣＲ扩增，产物经０７％琼
脂糖凝胶电泳检测，条带相对分子质量约为６５０ｂｐ
（图３，Ａ）。将该片段酶切后连入 ｐＳＰ７２克隆载
体，得到重组质粒 ｐＳＸＷ２５６。测序结果表明
ｐＳＸＷ２５６所含 ｓｎｏｇＥ基因同源重组片段与预期
一致（ＧｅｎＢａｎｋＡＦ１８７５３２），未发生突变。将该片
段自ｐＳＸＷ２６２切出，连入ｐＫＣ１１３９穿梭质粒，得
到基因中断质粒 ｐＳＸＷ２６２。使用 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲ
Ⅰ双酶切验证该基因中断质粒，电泳结果显示，两
条酶切产物条带大小约为６５ｋｂ和０６５ｋｂ，结果
符合预期（图３，Ｂ）。
３３　ｓｎｏｇＥ基因中断突变株获得及基因型验证

使用接合转移的方法，将基因中断质粒

ｐＳＸＷ２６２转入Ｓ．ｎｏｇａｌａｔｅｒＡＴＣＣ２７４５１，并使其发
生同源重组，筛选得到ｓｎｏｇＥ基因中断的阳性突变
株ｍＳＸＷ２７１。抽提该突变株总 ＤＮＡ为模板，分
别用验证引物Ｐ３／Ｐ４和 Ｐ５／Ｐ６扩增同源重组整合
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片段的两端，验证突变株基因型。ＰＣＲ扩增产物
条带大小符合预期（图４Ａ）。经测序后，结果表明
ＰＣＲ产物含有预期的 ｓｎｏｇＥ基因序列和 ｐＫＣ１１３９
质粒序列，而以野生型基因组 ＤＮＡ为模板的对照
组没有扩增到任何片段。这表明质粒 ｐＳＸＷ２６２
以正确方式插入 ｓｎｏｇＥ基因内部，将其中断（图４
Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ａ：ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（１）ａｎｄＤＮＡ
ｍａｋｅｒ（Ｍ）；Ｂ：ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔａｓｓａｙｆｏｒｐＳＸＷ２６２ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
（１：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄＩＩＩａｎｄＥｃｏＲＩ；Ｍ：ＤＮＡｍａｋｅｒ）

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ａ：ＰＣＲａｓｓａｙｏｆｓｎｏｇＥｇｅｎｅｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｍｕｔａｎｔ（１，３：Ｔｏｔａｌ
ＤＮＡｏｆｍＳＸＷ２７１ｓｔｒａｉｎａｓＰＣＲｔｅｍｐｌａｔｅ；２，４：ＴｏｔａｌＤＮＡｏｆｗｉｄｅ
ｔｙｐｅｓｔｒａｉｎａｓＰＣＲ ｔｅｍｐｌａｔｅ；１，２：ｕｓｉｎｇｔｈｅＰ３／Ｐ４ａｓｐｒｉｍｅｒｓ；
３，４：ｕｓｉｎｇｔｈｅＰ５／Ｐ６ａｓｐｒｉｍｅｒｓ；Ｍ：Ｍａｋｅｒ１ｋｂｌａｄｄｅｒ）；Ｂ：Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｓｉｎｇｌｅｃｒｏｓｓｏｖｅｒＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｌａｓｍｉｄｐＳＸＷ２
６２ａｎｄｇｅｎｏｍｅＡＴＣＣ２７４５１

３４　ｓｎｏｇＥ基因中断突变株的发酵与产物分析
将产诺加霉素链霉菌野生型与突变株ｍＳＸＷ

２７１平行发酵后，ＨＰＬＣ检测发酵产物。检测结果
（图５）表明，与野生型菌株相比，ｓｎｏｇＥ基因中断的
突变株ｍＳＸＷ２７１发酵产物中检测不到诺加霉素
的产生。

%

　讨　论

抗生素结构中的糖基基团与其活性和不良反

应密切相关，利用基因工程的方法改造抗生素糖基

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｆｏｒｎｏｇａｌａｍｙｃｉｎ
Ａ：ＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆＡＴＣＣ２７４５１；Ｂ：ＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｍＳＸＷ
２７１；Ｃ：Ｎｏｇａｌａｍｙｃｉｎｓｔａｎｄａｒｄ

结构是目前抗生素结构改造研究的热点［１４］。本课

题组前期利用基因工程的方法，将发酵单位约为

２６０ｍｇ／Ｌ的柔红霉素产生菌改造成发酵单位约为
９０ｍｇ／Ｌ的表柔红霉素产生菌，这些结果表明蒽环
类抗生素生物合成途径中的糖基转移酶可能具有

一定的底物宽泛性［１５］。诺加霉素结构中含有两个

碳氧糖苷键，本研究希望在已克隆的诺加霉素生物

合成基因中，寻找并验证负责两次糖基转移过程的

催化酶基因，并在这项研究的过程中，建立起分子

改造诺加霉素产生菌的试验方法。研究结果表明，

ｓｎｏｇＥ基因中断突变株的发酵产物中没有检测到
诺加霉素的产生，也没有发现缺少糖基的诺加霉素

中间体。由此认为，ｓｎｏｇＥ基因编码的糖基转移酶
是诺加霉素生物合成所必需的两个糖基转移酶之

一。而ｓｎｏｇＥ基因中断突变株 ｍＳＸＷ２７１的发酵
中没有产生缺少糖基诺加霉素中间体的原因，可能

由于质粒插入中断造成的极性效应对其他基因表

达造成了影响。本研究工作为利用基因工程手段

改造诺加霉素糖基结构打下基础。
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［Ｊ］．ＰｈａｒｍＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（药物生物技术），２０１３，２０（１）：３９

－４３．

［１２］ＫｌｙｍｙｓｈｉｎＤＯ，ＨｒｏｍｙｋｏＯＭ，ＦｅｄｏｒｅｎｋｏＶＯ．Ｕｓｉｎｇｉｎｔｅｒｇｅｎｅｔｉｃ

ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｆｏｒｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔＤＮＡｉｎｔｏＳ．ｎｏｇａｌａｔｅｒＩＭＥＴ４３３６０ｓｔｒａｉｎ［Ｊ］．ＴｓｉｔｏｌＧｅｎｅｔ，

２００７，４１（５）：３－８

［１３］ＨｏｐｏｏｄＤ，ＢｉｂｂＭ，ＣｈａｔｅｒＫ．ＧｅｎｅｔｉｃｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｍｙ

ｃｅｓ：ａｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍａｎｕａｌ［Ｍ］．Ｎｏｒｗｉｃｈ：ＪｏｈｎＩｎｎｅｓＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ，

１９８５：１２５－１５８

［１４］ＣａｏＭＣ，ＺｈａｎｇＢＣ．Ｇｌｙｃｏｓｙｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｂｉｏｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍａｃ

ｒｏｌｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＡｎｔｉｂｉｏｔ（中国抗生素杂志），２００７，

３２（３）：１４０－１４５

［１５］ＳｈａｏＬ，ＨｕａｎｇＪ，ＪｉｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｖｅＢＩＶｌｅａｄｉｎｇ

ｔｏｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆ４′ｅｐｉｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎＳｔｒｅｐｔｏ

ｍｙｃｅｓｃｏｅｒｕｌｅｏｒｕｂｉｄｕｓｓｔｒａｉｎＳＩＰＩＡ０７０７［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１０，８７（３）：１０５７－１０６４

·征订启事·

欢迎订阅２０１４年《中国药科大学学报》

《中国药科大学学报》是由国家教育部主管、中国药科大学主办的药学中文核心期刊，主要刊登合成药物化学、天

然药物化学、生药学 、中药学、药剂学 、药物分析、药物生物技术、药理学、药代动力学等学科的原创研究论著。

《中国药科大学学报》在药学界享有较高的学术声誉，目前已被国际上多家著名权威数据库（ＣＡ，ＩＰＡ，ＳＣＯＰＵＳ，
ＪＳＴ，ＩＣ，ＥＭＢＡＳＥ／ＥｘｃｅｒｐｔａＭｅｄｉｃａ，ＣＡＳ）等所收录，被国内权威数据库：《中文核心期刊要目总览》、中国科技论文统计
源数据库、中国科学引文数据库等列为药学类核心期刊，屡获国家新闻出版总署、教育部、科技部等各种优秀期刊奖。

２００８年，《中国药科大学学报》被评为中国精品科技期刊，２００６、２００８、２０１０年连续３次被教育部评为中国高校精
品科技期刊。据中国知网，中国学术期刊（光盘版）电子杂志社《中国学术期刊影响因子年报（２０１０版）》公布的最新
数据，《中国药科大学学报》复合影响因子为１１７１，位居中国药学学术期刊第４位。学术影响力极高，在高等院校、
科研机构、制药企业、医院等单位拥有众多读者。
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