
!现在中国农业科学院植物保护研究所工作

作者简介：曾红梅（!"##$），女，四川内江人，中国农业科学院植物保护研究所，博士，主要从事农用抗生素的研制

工作

收稿日期：!"""%&#%&"，修回日期：!"""%&’%(#

链霉菌的可转座因子

曾洪梅!，(! 谭华荣( 李季伦!

（!中国农业大学生物学院 北京 !&&&")）（(中国科学院微生物研究所 北京 !&&&*&）

!"#$%&’%#()**)*+*$!%,$!"#$%"&’()$!%&&-

+,-./0-.1,2!，( 34-/5460-.( 728295-!
（!!"##$%$"&’("#"%)，!*(+,-%.(/0#10.,#2+(3$.4(1)，’$(5(+%!&&&")）

（(6+41(101$"&7(/."8("#"%)，!*(+$4$-/,9$:)"&;/($+/$4，’$(5(+%!&&&*&）

关键词：链霉菌，可转座因子，插入序列

中图分类号：:";; 文献标识码：< 文章编号：&&&!$#(&"（(&&&）&;$&;;)$;’

可转座因子是细菌遗传分析和分子操作十分有用的工具，它包括插入序列、转座子和转座噬菌体。

细菌的可转座因子多数来自于革兰氏阴性菌，少数来自于革兰氏阳性菌。链霉菌是一类重要的革兰氏

阳性菌，近年来，已发现了几种链霉菌的可转座因子，并对部分可转座因子的转座特征作了详细的研究。

最早发现的链霉菌可转座因子是天蓝色链霉菌（;</"$#(/"#".）<;（(）中!=#>?的插入片断@A!!&［!］，
后来在白色链霉菌（;<,#804）中发现了@A!!(［(］，在带棒链霉菌（;</#,30#(%$.04）中发现了@A!!#［;］，在变
铅青链霉菌（;<#(3(9,+4）##中发现了3-)*!!［)］等，然而，它们都没有充分发展成为有用的遗传工具。

!"*’年BC5-.偶然从新霉素产生菌弗氏链霉菌（;<&.,9(,$）中发现了转座子3-)DD#［D］，!"*"年

A09,-?,6.等从变铅青链霉菌中发现了插入序列@A)";［#］，并对其进行了改造，由此而发展了链霉菌的转
座系统。目前，较为系统研究的链霉菌可转座因子有天蓝色链霉菌<;（(）中的@A!!’［’］、3-)DD#及其衍
生物、@A)";及其衍生物，现将该方面的研究进展综述如下。

! @A!!’及其转座特点
@A!!’是天蓝色链霉菌<;（(）中发现的(D(’?E长的可转座因子［’!"］，开始时称之为(=#>?的小环

FG<。它整合在天蓝色链霉菌染色体上两个相距较远的位点；同时也以低拷贝的共价闭合环状形式存
在［!&］。@A!!’的FG<序列含有三个编码阅读框架：HIJ!、HIJ(和HIJ;，推测HIJ!编码转座酶，

HIJ(和HIJ;与转座整合频率有关［!!］。@A!!’能整合到许多种不含@A!!’的链霉菌中，当整合到变铅
青链霉菌##时，整合到染色体上的一个优先位点，当优先位点人工缺失后，@A!!’整合到许多次级位
点［!(，!;］，导致染色体FG<缺失。整合到同一染色体两个不同次级位点上的@A!!’之间的同源重组可
能是缺失的原因。@A!!’整合到优先位点或次级位点均未发现靶点序列倍增。

( 3-)DD#及其衍生物
.-/ !01223的发现及其结构

BC5-.于!"*’年在新霉素产生菌弗氏链霉菌中发现了一个#=*>?的转座子3-)DD#。该转座子首
先是从含有硫链丝菌素抗性基因（!>?）和噬菌体AJ!的复制起点的两个;&=;>?质粒EKB!!(;和
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!"#$$%&中观察到的。’(&))*全长**%)+!，总,-#含量*./，末端有0.+!的反向重复序列［$&］。该
序列和以’(0为代表的!类转座子的倒转重复序列同源性很高，尤其和’(0的同源性最高，0.+!中有

%*+!相同，同源性为12/。’(&))*含有3个开放阅读框架［$)］，其中456$、%和1三个开放阅读框架在
靠近其推测的翻译起始位点附近有核糖体结合位点（578），这些578与大肠杆菌和枯草杆菌的578序
列有一致性。456$编码.3%氨基酸的蛋白，推测其氨基酸序列与’(0的!"#$ 基因编码的转座酶有

*$/的同源性。另外三个开放阅读框架：456%、0、)编码的产物与’(0的!"#%基因编码的拆分酶的大
小相似；然而，从这些开放阅读框架推测的蛋白产物没有一个和其它拆分酶蛋白有广泛的氨基酸序列同

源性。

’(&))*来源于弗氏链霉菌染色体，并可在质粒与染色体间相互转座，也可在其它链霉菌中转座，它
插入到链霉菌质粒中导致靶点)+!的重复［$&］。每个质粒只含有一个插入的’(&))*，即含’(&))*的质
粒可能对后来的’(&))*插入不相容［$)］。

!"! #$%&&’的改造及其衍生物的构建

’(&))*不含有已知的对抗生素及重金属的抗性标记。在’(&))*转座非必须区中靠近&#""的’()!
位点处插入紫霉素抗性基因（*#+），组成复合体’(&))*!*#+（’(&)*2／’(&)*0），并导入温敏质粒

!9’**2，构建携带’(&))*紫霉素抗性衍生物的温敏杂交质粒!"#$$*3（!9’**2!’(&))*!*#+）。当含
有杂交质粒的变铅青链霉菌在03:培养时，’(&))*!*#+（’(&)*2）转座到宿主染色体上的任意位点。
引入荧光素酶基因时’(&))*进行了改造，构建了’()0)$和’()0)0［$*］。’()0)$和’()0)0能随

机转座到链霉菌的染色体上，且’()0)0含有新霉素抗性基因（",-），故比其它’(&))*衍生物更加实用。
因为新霉素更易获得，且在大肠杆菌和链霉菌中均能作为抗性选择。另外，荧光素酶基因的引入使少量

的光都可被精确地测量，测量方法简单可行。

!"( #$%&&’及其衍生物的应用

;(<=>等用转座子’(&)*2处理尼可霉素产生菌唐德链霉菌，以$?$2@0的转座频率获得了*株营
养缺陷型突变株和0株尼可霉素阻断突变株［$1#$.］，转座子在这些突变株中均是随机插入到不同的基
因上。AB=CD等［$3］用’(&)*2诱变阿维菌素和寡霉素的产生菌阿维链霉菌，并以$2@0的转座频率获得.
株营养缺陷型、$2株阿维菌素阻断突变株和)株寡霉素阻断突变株，不同的突变株转座子插入到染色
体上的位置不同。野生型的阿维菌素产生菌不仅产生阿维菌素，也产生有毒的寡霉素。获得的)株寡
霉素阻断突变株均产生阿维菌素，利用这种菌株产生的阿维菌素进行精制时可省掉除去寡霉素的操作。

另外，邓子新等用’(&)*2诱变吸水链霉菌，得到了)$2%E$抗生素的生物合成阻断突变株［%2］；中国科学
院微生物所谭华荣实验室也用’(&)*2诱变圈卷产色链霉菌（尼可霉素产生菌）并得到了尼可霉素生物
合成阻断突变株（未发表）。利用转座突变得到的变株有利于研究有关代谢途径、鉴定和克隆次级代谢

生物合成基因及全局调控基因，并提高次级代谢产物的产量，同时也可阻断不需要的次级代谢产物的产

生，以利于更多有用次级代谢产物的有效产生。

转座突变也用来得到链霉菌的发育突变株。8FGDH=I等［%$］用’(&)*0、8JGDKB=L等［$*］用’()0)0诱
变天蓝色链霉菌，得到了大量的光秃型和白化型突变株，这些突变株可用于染色体作图及发现染色体上

控制形态发生和抗生素产生的位点。

在转座突变中，野生型基因受到破坏，克隆转座子侧翼MNO可以提供对该野生型基因特异的探针。
但是整合到基因组的转座子一端的缺失也可能导致邻近转座子的基因组的部分缺失，这样，邻近转座子

缺失端的侧翼MNO可能就不是一个可靠的探针［%%］。因此，当使用转座子插入后转座子两侧MNO作为
野生型基因文库的探针时，最好先进行P#5分析以确定转座子末端确实存在。

0 A8&30及其衍生物
(") *+%,(的分离和特性
用插入阻遏物基因使其失活的方法，$3.3年8J>=(+=I<和7HI<=QQ从变铅青链霉菌#’%中分离了一
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个新的!"#$%的插入序列&’()*。&’()*具有插入序列典型的特征，!#(!%+的序列中含有,*%+的末端
反向重复序列，除其一端和&’!!-的一端表现一些相似性外，和其它已知的插入序列的反向重复序列不
表现相似性。转座时，&’()*导致靶点宿主./0#%+的倍增。&’()*每条链上含有两个串联的编码阅读
框架，均大于1--%+；其一条链上的23450和23456，分别编码!77氨基酸和,1*氨基酸的蛋白；另一条
相反的链上含有23458和2345.，它们和23450及23456在同一框架内，相互交叠。在变铅青链霉
菌中，&’()*有三个拷贝，目前还未在其它链霉菌发现有&’()*。

!"# $%&’!衍生物的构建及$%&’!功能分析
为把&’()*改造成一个有用的转座因子，将大肠杆菌的9+:9;<=>?抗性基因0;3插入到23450和

23456间唯一的!"#!位点，构建了@?1-)#和@?1-)7［,*］。这两个转座子在相反方向含有0;3基因，
且均能转座到灰褐链霉菌（!$%&’()*+,(-,(）中。@?1-)#在温敏质粒+8A0!#B中转座，相对随机地转座
到灰褐链霉菌染色体许多不同的位点和两个线性质粒上，导致靶点*%+序列的倍增。在@?1-)#0;3基
因旁插入C<DEF>?编码基因"#./和"#.0构建成了@?1-)B，@?1-)B同样能在灰褐链霉菌中转座，这暗示

@?1-)#可用作载体将异源的次级代谢物基因插入灰褐链霉菌及其它可能的链霉菌中。另外，将无启动
子的编码儿茶酚双加氧酶的基因1#./和G<H:E;<=>?抗性基因插入&’()*左端，构建成了链霉菌的启动
子探针转座子@?1-))［,(",1］。@?1-))可以在灰褐链霉菌和弗氏链霉菌中转座，在一些转座突变株中

1#./报告基因可以表达。这些结果指出@?1-))可用于确定营养调节启动子和其它启动子。@?1-))
也含有链霉菌基因组中很少见到的2()!、3&4!和!(5&酶切位点，因此，@?1-))在染色体和质粒绘图
研究方向也有用。

从@?1-)#和@?1-))可以看出，./0至少可以在&’()*上的两个位点（23450和23456之间或在

&’()*的左端）插入而不使其丧失转座功能。在23450内插入或缺失而形成的因子能够转座，23456
基因破坏后转座能力丧失；说明23456（编码转座酶）是必需的，而23450不是转座必需的，但其基因产
物可能在转座中起调节作用。

!"! ()*+’,的宿主特异性及其对弗氏链霉菌-./012)产量的影响

I=JK??K<将@?1-)#插入含有噬菌体4L(*54-位点的温敏质粒+I@##-衍生物中，构建了质粒

+3J6!,#［,#］。该质粒兼具亲本质粒和亲本噬菌体的特点，具有广泛的寄主特异性。试验表明+3J6!,#
通过4L(*的转导作用能导入B种链霉菌中，其中，在产二素链霉菌（!$467*+4-’)8(）、肉桂地链霉菌（!$
-’8846*8)8(’(）、天蓝色链霉菌、弗氏链霉菌、灰褐链霉菌和耐温链霉菌（!$"9)&6*"*.)&48(）中，@?1-)#能
从+3J6!,#转座到这#种链霉菌基因组的不同位点。这个转导系统的使用表明，@?1-)#在链霉菌中
具有广泛的寄主特异性。这些广泛寄主因子的组合使得转座突变迅速应用到链霉菌的其它种中成为可

能。

将+8A0!#B导入一株商业上用于C<DEF>?生产的弗氏链霉菌8*7*"!7菌株［,7］分离出*,株独立的

@?1-)#转座突变株，分析表明，每个突变株中@?1-)#插入都是位点特异的，大约一半的变株C<DEF>?产
量与对照相同，而一半产量减少。这个试验指出，@?1-)#本身并不引起C<DEF>?产量减少。因此@?1-)#
或许是将新基因插入高度发育的产生菌和其它发育程度更低的菌株的有用工具，同时不破坏次级代谢

物产生。

& 结语

在大肠杆菌等细菌中发现的转座子中，其内部存在有抗生素抗性基因和耐重金属基因，这些就可以

作为重要的选择标记使用；但是，从链霉菌中分离出的转座子中没有发现可以作为标记的基因，因此，这

些转座子需要与外来的抗生素抗性基因连接。

链霉菌的抗生素生物合成基因、抗性基因及调控基因大都成簇存在，在对目标基因进行克隆时，很

难把形成多顺反子的基因簇全部分离出来，并得到所需的基因。在这种情况下，往往较难用常规方法进
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行克隆，但可从由转座子得到的突变株中发生突变的基因部位克隆。当然，转座子在链霉菌中的一系列

应用有多个方面，可包括：标记需要克隆的次级代谢物基因、孢子形成基因、调节基因和其它基因；将标

记基因用于绘制遗传和物理图谱。将克隆的基因稳定地插入染色体；通过启动子插入激活隐性次级代

谢基因；通过启动子插入上调次级代谢物产生中的前体或辅因子的生物合成基因；提供不同种、属间重

组的方便的同源区域；提供用于克隆和遗传作图方便的限制位点。可以相信，链霉菌可转座因子的发展

将促进次级代谢物产生菌的遗传分析和开发利用。
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