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摘 要：通过反向遗传学方法克隆到圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成基因簇中约46"7.的

*08片段。该片段除含有尼可霉素生物合成基因!"#&外，对!"#&上游约$6$7.的’()!
*08片段进行序列测定及分析表明，还含有两个完整的开放阅读框（9:;）。9:;%由%$11
个核苷酸组成，9:;$由%2<个核苷酸组成，它们分别编码由!%"个氨基酸残基和#!个氨基

酸残基组成的蛋白质，依次命名为!"#$ 和!"#%。蛋白序列数据库比较结果表明，=>?@和

=>?A与浅灰链霉菌（*+,-.+/012-!(,3!-/)4!）中共转录的细胞色素B!<"（,CD’,E/’-+B!<"）和铁

氧还蛋白（F+//+G’HI?）有较高的同源性，一致性分别为!#J和<#J，相似性分别为#$J和

4"J。基因功能研究表明，!"#$基因的破坏虽不影响圈卷产色链霉菌产生的尼可霉素的生

物活性，但该基因可能参与了尼可霉素羟基化反应的生物合成。
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尼可霉素属核苷肽基抗生素，包括二十多种活性单组分，其中0I77’-C,I?L和M为

主要生物活性组分。尼可霉素与几丁质合成酶的天然底物N*B505乙酰葡萄糖胺具有类

似的结构，而竞争性地抑制几丁质合成酶，表现出抗真菌、杀昆虫和杀螨虫等多种生物活

性［%］。同时，它对哺乳动物、蜜蜂、植物和细菌等无毒害作用或毒性极低且在自然界中易

被降解，而被认为是一种理想的农用抗生素。最近的研究表明它对一些危及生命的机会

致病真菌也有明显的抑制作用［$］，可用于人体深部真菌感染疾病的治疗。尼可霉素作为

农用及医用抗生素的开发研究正在进行中。根据标记前体掺入实验及对阻断突变株产物

的分析，表明尼可霉素的肽基和核苷两部分是分开合成，然后通过肽键相连接的。肽基中

的吡啶环及羟甲基O原子来自P—赖氨酸，尼可霉素的氨基已糖醛酸部分被认为同多氧

霉素一样由来源于尿嘧啶和磷酸烯醇式丙酮酸的辛酸前体衍生而来。核苷部分的碱基分

别来源于组氨酸（0I77’-C,I?L）和尿嘧啶（0I77’-C,I?M）［1］。虽然对尼可霉素生物合成

途径有了初步了解，但至今仍未研究清楚，对它的酶学反应也了解甚少，因此克隆与尼可

霉素生物合成相关的基因将有助于阐明尼可霉素的生物合成途径。

我国东北土壤中分离到的圈卷产色链霉菌4%""，是尼可霉素高产菌株。它产生的尼

可霉素主要组分为0I77’-C,I?L和M。本研究组以圈卷产色链霉菌4%""为研究材料，



通过反向遗传学方法克隆了尼可霉素生物合成基因簇中约!"#$%的&’(片段，其中

!"#$基因是尼可霉素生物合成中起重要作用的基因（另文待发表）。由于抗生素生物合

成基因是紧密连锁的，故推测!"#$基因上游的基因也可能参与了尼可霉素的生物合成。

本文报道了!"#$基因上游的!"#%和!"#&两个基因的结构和功能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种 和 质 粒：’()*+,)*+#,，’()*+,)*+#+，圈 卷 产 色 链 霉 菌（-./01.*23)0!
"#!*)4/*2*50#0!）!+##，赤星灰霉，质粒-./0123456*+78，帮助噬菌体9:!及用于基因破

坏的质粒59;++7,均为本实验室保存。

!"!"# 培养基：<-培养基及=>?@按文献［A］配制。赤星灰霉生长用土豆培养基

（B&(）按文献［C］配制。链霉菌液体生长培养基（?D*D），原生质体再生培养基（E=?D）

及基本培养基（**）均按文献［F］配制。

!"!"$ 酶、抗生素及化学试剂：实验所用限制性内切酶均为-G0H34IJ03公司产品，核酸外

切酶’6*!，绿豆核酸酶，@A&’(连接酶为华美生物工程公司产品。&’(测序用@KLM
@3K2$测序试剂盒为B3GN0JK公司产品。氨苄青霉素、四环素、氯霉素为华美生物工程公

司产 品，贮 存 液 浓 度 分 别 为+##NJ／N<、+CNJ／N<和=CNJ／N<，使 用 终 浓 度 分 别 为

+##"J／N<、+#"J／N<及=C"J／N<。(53KNO24I（阿普霉素）由加拿大的(.%036K大学-P
<01$4Q博士赠送，贮存液浓度为+##NJ／N<，在?D*D和**培养基中使用浓度为C"J／

N<，在E=?D培养基中使用浓度为C#"J／N<。所有酶类及抗生素贮存液均于8=#R冰

箱保存。聚乙二醇（BDS）+###购于 *032$MT2H/2HK3U公司，用于链霉菌原生质体转化。

BDSV###购于T4JNK公司，用于单链&’(的制备。WMJK.和XB@S用于大肠杆菌中阳性

转化子的选择，在<-培养基中的使用浓度为A#"J／N<。

!"!"% 放射性同位素及非放射性同位素试剂盒：用于&’(序列测定的#M7CTMU(@B购于

(N031HKN公司，用于&’(探针标记的非同位素地高辛（&4JGY4J0I4IM++MUZ@B）试剂盒购

于-G0H34IJ03公司。

!"# 方法

!"#"! &’(的提取和纯化：染色体&’(和质粒&’(的提取，&’(的纯化及回收均按

文献［F］方法进行。

!"#"# 大肠杆菌感受态细胞的制备及转化：按文献［A］方法进行。

!"#"$ 链霉菌原生质体的制备和转化：参照文献［F］方法进行。

!"#"% 单链&’(的制备按文献［!］，&’(序列测定和分析按文献［!，V］进行。

!"#"& TG/6H03I%.G664IJ杂交：按文献［!］方法进行。

!"#"’ 尼可霉素的检测：按文献［C］方法进行。

# 结果和分析

#"! 目的()*片段的克隆

尼可霉素是+,!F年首先从唐德链霉菌中分离的［+］。比较野生株和不产尼可霉素的
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突变株的总细胞蛋白双向凝胶电泳发现，野生株中有!"种蛋白（#!$#!"），在不产尼可霉

素的突变株中都未检测到，预示这!"种蛋白可能与尼可霉素的生物合成直接相关。其中

%种蛋白（#!，&，’，(，%，)）进行了*端氨基酸序列测定［+］。本文根据唐德链霉菌尼可霉

素生物合成相关蛋白#%的*端氨基酸序列及链霉菌密码子使用的偏好性设计了一对简

并引物，并通过#,-扩增出一个!!!./的0*1片段。用非放射性同位素地高辛标记，将

该片段制备成0*1探针。从在大肠杆菌中构建的圈卷产色链霉菌部分基因文库中克隆

到包括!"#$基因在内的23"4.%&#5片段，重组质粒命名为/,62（另文发表）。/,62
限制性酶切的琼脂糖凝胶电泳结果表明，’()-7和*!+5酶切后都给出了&条0*1泳

带，说明分别有&个’()-7和*!+5位点，由于载体上各有一个’()-7和*!+5位点，因此

23"4.0*1片段中只有一个’()-7和*!+5切点。,"-85和,./55酶切后均给出了’
条0*1泳带，其中一个,"-85位点来自载体，故片段中有9个,"-85位点和四个

,./55位点（图略），根据上述酶切分析，绘制了23"4.0*1片段的限制性酶切图谱（图

!）。用,./55酶切/,62后回收了位于!"#$基因上游的&3&4.0*1片段。将该片段克

隆至质粒:;<=>?@A/BC!9D的,"-85位点上，获得插入方向不同的重组质粒/,6%和

/,6!!。

图! 2E"4.0*1片段的限制性物理图谱

FAGE! #HI>A?J;KJ/LM2E"4.0*1M@JGK=NB

!"! #$%片段的序列分析

将/,6%和/,6!!分别进行缩小亚克隆，然后挑选长度相差&""./的重组质粒，转

化大肠杆菌OC!"!，在帮助噬菌体C!9PQ2的作用下，制备单链0*1。通过双脱氧链终

止法测定了&3&4.0*1片段的全序列（图&）。结果表明，该序列中含有两个紧密连锁的

完整开放阅读框（Q-F）（图9），Q-F!由!&99个核苷酸组成，Q-F&由!+(个核苷酸组

成，它们分别编码由’!!个氨基酸残基和%’个氨基酸残基组成的蛋白质，依次命名为

!"#0（1+23&+)-4(3!"#!)(52)-).3#3!NA44LKI?ANG=N=8）和!"#6（1+23&+)-4(3!"#!)(52)7
-).3#3!NA44LKI?ANG=N=5）。!"#0 的翻译起始位点为&+2位碱基处的1RS，终止密码子

为!(&2位碱基处的RS1，在1RS上游)个碱基处有可能的核糖体结合位点SSS11；

!"#6的起始密码子SRS位于!(’%位碱基处，距!"#0 的终止密码子RS1有!%个碱基，

终止密码子为!29)位碱基处的RS1。在SRS上游)个碱基处有可能的核糖体接合位

点S1SSS。

蛋白序列数据库比较结果表明，TJN8和TJN5分别与许多生物中共转录的细胞色素

#’("（?IBL?H@LK=#’("）和铁氧还蛋白（M=@@=ULVAN）有较高的同源性。其中与浅灰链霉菌

（1+23&+)-4(3!.28!3)/9!）的细胞色素#’("和铁氧还蛋白同源性最高，一致性分别为’%W
和(%W，相似性分别为%&W和2"W。推断!"#0 和!"#6也是共转录的。
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图! !"!#$%&’片段的全序列测定

()*"! &+,-./0)1.2.3+.4,./56!"!#$%&’576*8.40

9:;：9)$/2/8.$)41)4*2)0.；<9(：<=.47.61)4*5768."
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图! "#"$%&’(片段的开放阅读框

)*+,! -./01/23/45*2+6347/06","$%&’(634+7/28

9，"，!：8./83*1:/8;;8438*+263078./6*3;8，

;/<0254258.*35%4;/48=’80!’/253/;1/<8*>/:?,

!"# 基因功能研究

!"#"$ !"#$ 基因的破坏：

由于!"#$和!"#%是共转录

的，故破坏位于上游的!"#$
后!"#% 也 不 能 表 达。 将

!"#$ 基因内部的@AB%1的

&’"C片 段 亚 克 隆 至 载 体

1DE99!F 的 ()*GH 位 点

上，构建为用于基因破坏的

重组质粒1DE99!F!!!"#$
（图I）。先 转 化 大 肠 杆 菌

J-9"=@K，以消除重组质 粒

在大肠杆菌LM9BF中可能

发生的修饰，然后转化圈卷

图I 重组质粒1DE99!F!!!"#$介导的基因破坏示意图

)*+,I -./;$/8<.06+/2/5*;3N18*023/;N:8/56307

3/<07%*24281:4;7*51DE99!F!!!"#$

产色链霉菌+,--的原生

质体，得 到,,.个 转 化

子。随机挑选,.个转化

子提取质粒并经酶切验

证均正确。将其中之一

接种到加有阿普霉素的

//培养基上.01培养

+2，制 备 孢 子 悬 液。 约

,-@的孢子悬液涂布在含

有阿普霉素抗性的 MM
平皿上，!FO培养，每个

平皿上得到约9BB个破

坏子。

!"#"! 破坏子的P0N8.Q
/32%:088*2+杂交验证：随

机挑选!个可能的破坏

子于!FO培养后提取总

&’(，以圈卷产色链霉菌

野 生 型 菌 株 K9BB 总

&’( 为 对 照，分 别 用

345CC酶切，经琼脂糖凝

胶电泳和P0N8./32转移

后，以地高辛标记的@AB%1&’"C片段为探针进行P0N8./32%:088*2+杂交。结果表明来自

野生型菌株的总&’(只出现9条"#"$%的阳性杂交信号带，而来自破坏子的总&’(分

"B@ 微 生 物 学 报 IB卷



图! 总"#$!"#%%酶切后的琼脂糖凝胶电泳（$）

及&’()*+,-./’))0-1杂交（2）

3014! $15,’6+1+/+/+7),’8*’,+606（$）5-9&’()*+,-

./’))0-1*:.,090;5)0’-’<)’)5/"#$901+6)+9=0)*!"#%%（2）

>：!"#$／$%&?>@%ABC5,D+,；E"@：?’)5/"#$<,’C

90<<+,+-)906,(8)5-)6；!：?’)5/"#$<,’C=0/9):8+6),50-4

别出现>FGD.和GFHD.的E条阳性杂交信号

带（图!），其分子量与理论计算的大小是一

致的，说明已获得了正确的破坏子。

!"#"# 破坏子的尼可霉素检测：将I个正确

的破坏子分别划线接种在加有阿普霉素的

JEKL平皿上，在EMN培养I，!，G9后进行了

尼可霉素产生的测定。结果表明所有破坏子

在测定时间内同野生型菌株一样明显地抑制

赤星灰霉的生长（图略）。说明’()* 基因的

破坏不影响圈卷产色链霉菌产生的尼可霉素

的生物活性。

# 讨论

在链霉菌的分子生物学研究中，抗生素

生物合成基因的研究是该领域的一个热点。

在分子水平上研究抗生素生物合成基因的结

构及功能将有助于了解抗生素生物合成的途径，有利于阐明底物的进入及产物的释放之

间的确切关系，从而可揭示各组分之间的结构及作用机制。

抗生素的生物合成是多基因控制的，一般涉及紧密连锁的EO"IO个基因。尼可霉素

有EO多种活性单组分，其生物合成途径相当复杂。要了解其复杂的生物合成途径，就必

需对与其生化合成途径相关的各基因的结构、功能及各基因之间的相互关系进行深入研

究。本实验室近期克隆到一个与尼可霉素生物合成相关的GFOD."#$片段，部分序列测

定表明其中含有三个开放阅读框，分别命名为’()+，’()* 和’(),。已证明’()+为圈卷

产色链霉菌尼可霉素生物合成中起重要作用的基因。因而推测位于’()+基因上游的

’()* 和’(),也是尼可霉素生物合成基因簇中的一员。虽然’()* 基因破坏的阻断突变

株同野生菌株一样能抑制抗生素检测指示菌赤星灰霉的生长，但这并不意味着它们产生

的尼可霉素活性组分是完全一样的。从结构上看，&5-P和&5-%与参与链霉菌中呼吸链

电子传递的细胞色素Q@!O和铁氧还蛋白有很高的同源性，因此它们在圈卷产色链霉菌

中可能也是起电子传递的作用。从尼可霉素的结构看，在其肽基组分中有两个羟基，它们

都可能是电子传递后的产物。而羟基缺失后的尼可霉素组分#0DD’C:70-RS和R;仍有

高的抗真菌活性［>O］。另外，据最新文献报道［>O］，在唐德链霉菌中也已克隆到了与细胞色

素Q@!O和铁氧还蛋白编码基因高度同源的)-.+和)-./。)-.+基因被破坏的阻断突变

株产生的尼可霉素组分为具高抗真菌活性的#0DD’C:70-RS和R;。这进一步说明本文

对’()*和’(),基因功能的推测是正确的。但是，要更深入了解’()* 和’(),在尼可霉

素生物合成途径中的作用机制，还需分离纯化并鉴定蛋白质，利用PQRT等手段检测破

坏子积累的中间产物等。虽然’()* 基因的破坏不影响圈卷产色链霉菌产生的尼可霉素

的生物活性，但进行该基因的结构与功能的研究有利于阐明尼可霉素生物合成的途径。
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