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摘 要：利用染色体步移策略，以尼可霉素生物合成相关的基因片段为探针，从圈卷产色链霉

菌中克隆到了一个大约"$8+的90:片段。序列分析表明此片段中除含有!"#$外，在!"#$
的上游还有一个完整开放阅读框———!"#%。!"#%与!"#$ 的转录方向相同，具有"#3"个核

苷酸，起始密码子为1!7位的:;<，终止密码子为"4#1位的;<:。利用=’.>?@程序进行的

分析揭示，此基因可能编码一个赖氨酸6#6氨基转移酶。基因功能研究表明，该基因是圈卷产

色链霉菌尼可霉素生物合成所必需的。
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尼可霉素（0C88&D/ECF>）为核苷肽类抗生素，由肽基和核苷两部分组成［"］。到目前为

止，已经分离到的尼可霉素生物活性组分超过了#$种，其中，主要的生物活性组分为尼可

霉素G，H，I和J。尼可霉素是几丁质合成酶底物K9L606乙酰葡萄糖胺的结构类似物，对

几丁质合成酶具有强烈的竞争性抑制作用［#］；因此，表现出高度的抗真菌、抗昆虫和抗螨

虫活性。此外，由于尼可霉素对蜜蜂及哺乳动物几乎无毒性，而且在自然界中极易降解，

因此是一种比较理想的农用抗生素。作为抗真菌药物，尼可霉素在人体深部真菌感染的

治疗中也有良好的效果。

圈卷产色链霉菌（&’()*’+,-.)!"#!+./(+,+0)#)!）是从我国东北土壤中分离到的尼可

霉素产生菌。田间试验结果表明，它所产生的尼可霉素对许多植物真菌病具有良好的防

治效果，如：黄瓜叶霉病、灰霉病和菌核病，番茄叶霉病和灰霉病，苹果轮斑病及梨黑斑病

等。同时，对有害昆虫也具有一定的防治作用［1］；其作为抗真菌药物的开发工作正在进

行中。有关尼可霉素生物合成基因表达调控的研究，无疑将为其应用开发提供有益的理

论依据。

通过标记前体物质和突变株中间产物分析等方法，对尼可霉素生物合成途径的研究

取得了一些进展［!］。但是，有关尼可霉素生物合成分子调控机理的研究仍处于初始阶



段。近年来，本实验室开展了尼可霉素生物合成相关基因结构与功能方面的研究工

作［!］，已经克隆到了尼可霉素生物合成相关的完整基因族，有关基因功能及表达调控方

面的研究正在进行之中。本文报道了圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成基因—!"#$的

研究进展。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和培养基：圈卷产色链霉菌#$%%（%&’()&*+,-(!"#!*-.’*+*/(#(!#$%%），01
-*23&’(!，限制与修饰系统缺陷的01-*23)*$+(,#（-./0，-1/0，23-40）为本实验室保

存，质粒载体56789:13;54$!0，5<=$$!>及重组质粒5=?$@（4$!A：：!"#24!"#5）为本实验

室保存。圈卷产色链霉菌#$%%的1B:/;-文库由本实验室构建并保存。赤星灰霉由中国

科学院微生物研究所宋幼新研究员赠送。

!"!"# 培养基：用于培养圈卷产色链霉菌的C)4)培养基，D+C)培养基和44基本培

养基均按文献［(］配制。

!"!"$ 工具酶和生化试剂：本实验所用的各种限制性内切酶购自E3B/9F.公司。*G
&HI连接酶购自华美生物工程公司，安普霉素（I53./J1;K）为加拿大I7L93M大学6"
N9:O;P博士赠送。E)Q$%%%购于 4931OR12812.3-公司。非放射性地高辛试剂盒购自

6B923;KF934.KK29;/公司。&)I)A&)@$滤纸购于?2.M/.K公司。

!"# 方法

!"#"! 常规的链霉菌分子生物学操作方法按文献［(］进行。

!"#"# &HI序列分析：采用I/57;*.FD&HIEB7J/93.:9和I6SEDSR4*4!##TN&HI
序列分析仪进行。

!"#"$ 基因功能研究：质粒5<=$$!>具有温度敏感型复制起点，在G%U生长条件下不

能正常复制。在本实验中，将结构基因内部的部分&HI片段插入到质粒5<=$$!>上，得

到的重组质粒转化野生型圈卷产色链霉菌，通过同源重组交换而获得插入阻断突变株（破

坏子）；并通过测定破坏子的抗生素产生研究基因的功能。

!"#"% 尼可霉素测定方法参见文献［!］

# 结果

#&! !"’()的!"#!$%&’!片段的序列分析

在本实验室的前期工作中，采用染色体步移策略，以5=?$@中$V$OL的%"2"4
6"+’"&HI片段为探针，通过菌落杂交，从圈卷产色链霉菌#$%%的1B:/;-文库中已经

克隆到了一个$%OL的&HI片段（聂丽平等，待发表）；部分序列分析结果揭示，该&HI
片段中含有一个完整的开放阅读框—!"#7。本实验中，对!"#7 上游$V>OL的89:#4
6/2#&HI片段进行了序列测定，得到了$>!GL5的核苷酸序列（如图$）。利用W3./9A
E7BM+V!程序对其进行了分析，结果揭示出一个完整的开放阅读框（图+）；起始密码子为

!G(位的I*Q，终止密码子为$,+!位的*QI，其大小为$+@$L5。此开放阅读框具有典型

的链霉菌密码子使用特征。QX=Y为#+V%Y。在起始密码子上游，相距#个核苷酸处有
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图! !"#$%!"#!$%&’!&’(片段的核苷酸序列及其推测的氨基酸序列

)*+,! -./0.12/3/45/67/18!,#$%!"#!$%&’!&’(89:+;/6<:6=<./=/=57/=:6*;1:7*=3/45/67/*6>?)

一个嘌呤富集的序列@@@(，推测可能是核糖体结合位点。根据&’(序列推测，此基因

可能编码一个含有ABC个氨基酸的蛋白质产物。利用D2:3<E程序在蛋白质数据库中进行

了同源比较，发现其与唐德链霉菌的赖氨酸FBF氨基转移酶具有较高的同源性，一致性为
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!"#，由此推测，此基因可能编码一个类似的赖氨酸$%$氨基转移酶。

图% "&!’()*+片段中的开放阅读框

,-./% 01234,-5"&!’()*+678.925:

!/! 基因功能研究

!"!"# 基因破坏：采用基因破坏策略，对

"&!’()*+片段所包含的完整基因进行了

功能分析。将其内部;<=(>!"#!片段（图

"）插入到质粒>?@"";!的$%&4A位点上，

构建了一个用于基因同源交换的重组质粒

>?@"";!：：!’#()（图;）。首先，用这个重

组质粒转化大肠杆菌B0"%CD=，然后，转化

圈卷产色链霉菌="EE，挑取正确的转化子

接种到含有安普霉素的基本培养基上，于

;EF培养CG后，制备孢子悬液；经适当稀释

后，以每个平皿"ED个孢子的浓度涂布于含

有安普霉素的基本培养基上，HEF培养HG；

利用>?@"";!携带温度敏感型复制起点这一特性，筛选到了大量可以在HEF正常生长

并具有安普霉素抗性的破坏子。

图; 基因破坏示意图

,-./; 012G-8.789I6.252G-J7K>:-I5

!"!"!“破坏子”产生尼可霉素的测定：从上述“破坏子”中随机挑选出%<个，接种到含有

安普霉素的4%LB培养基上，分别培养;G、CG和=G，然后测定尼可霉素的产生。结果发

现，全部%<个破坏子在所测定的时间内均不产生尼可霉素，图H所示为其中=个破坏子
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的测定结果。在同等培养条件下，野生型圈卷产色链霉菌正常产生尼可霉素（图!）。

图! 破坏子产生尼可霉素的测定

"#$%! &’()(*)+,-#..+/01#-23+451(4

604#*352)7-)*

8%!"#$%&’()&*&+,$,%9:;;；

<%!"#$%&’()&*&+,$,%9:;;1+-)7#-#-$
2=>::?@；>!A%B#*352)7-)%

上述结果表明位于:C@.6BD8片段中的基因与

圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成直接相关，该基因

命 名 为 %#$- （!.),/.&*0’,% #$%&’()&*&+,$,%
D#..+/01#-*0/)’(*#*$(-(E）。

!"!"# F+5)’(3-6G+)杂交验证：为了进一步确证上

述“破坏子”中%#$-确实已经被破坏，在实验中分别

从野生型圈卷产色链霉菌和H个随机选择的“破坏

子”中提取总BD8，分别用1/$"进行彻底酶切后，

以@:H62的2/#:片段（图:）为探针，进行了F+5)’I
(3-6G+)杂交验证；结果表明来自野生型菌株的总

BD8只给出了一个9CJ.6的信号带，而来自破坏子

的总BD8均给出!C;.6和:;C!.6二个信号带（图

J），这一结果与理论推测的BD8片段的大小相一致

（图?）。因此，可以确定在所有H个破坏子中都进行

了正确的同源重组———即%#$-确已被破坏。

图J %#$-基因破坏的F+5)’(3-6G+)杂交验证

"#$%J &’(F+5)’(3-6G+)’063#4#K7)#+-+,%#$-$(-(4#*352)#+-
8%&’(7$73+*($(G(G(1)3+2’+3(*#*+,)’()+)7GBD84#$(*)(4L#)’3/$"：

:%*22"／4’&M"；N%!"#$%&’()&*&+,$,%9:;;L#G4)02(*)37#-；?!O%B#*352I

)7-)*%

<%&’(F+5)’(3-6G+)’063#4#K7)#+-：:!O%&’(073()’(*7/(7*8%

# 讨论

:@@N年，德国的F1’5(K和"#(G4(3等人通过标记前体物质示踪实验和阻断突变株中

间产物分析等方法［H，9］，对尼可霉素生物合成途经进行了分析，结果指出，尼可霉素结构

中的肽基部分和核苷部分是分开合成的，然后通过肽键相连。其中，肽基部分（即羟基吡

啶同型苏氨酸亦称尼可霉素B）的吡啶环及其与氨基酸相连的碳原子的合成前体为EI赖
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氨酸，而起始反应可能是由赖氨酸!"!氨基转移酶催化的［#］。本实验结果表明!"#$编码

一个赖氨酸!"!氨基转移酶，而且，这个酶与圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成直接相关。

因此，综合这两方面的实验结果可以初步推断，!"#$编码的基因产物在圈卷产色链霉菌

尼克霉素生物合成过程具有重要的作用，可能催化尼可霉素肽基部分合成的初始反应。

到目前为止，有关尼可克霉素生物合成基因表达调控分子机制的研究仍处于初始阶

段，本实验中，有关!"#$功能的研究结果，为阐明圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成的

分子调控机制提供了有益的理论依据。
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