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摘 要：利用 !"#$ 基因的缺失载体 94:8（9;4%%51#$!"#$）对阿维菌素（<=./>.+,?@）产生菌

阿维链霉菌（%&’#(&)*+,#- !"#’*.&./.-）6231 的 !"#$ 基因进行缺失获得 !"#$ 缺失突变株。经摇瓶

发酵和 ABC4 检测，发现该突变株只产生阿维菌素 D 组分。说明将阿维链霉菌的 !"#$ 基因

缺失，并不影响下游 !"#0 的表达。缺失突变株的阿维菌素的总产量与出发菌株的总产量基

本相同，突变株中 D% 的产量略有提高，阿维菌素 D" 的含量显著提高。
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阿维菌素是由阿维链霉菌产生的一类结构相似的十六元环大环内酯齐墩果糖双糖衍

生物，共有八个组分，分别命名为 <%G，<%-，<"G，<"-，D%G，D%-，D"G 和 D"-，其中 G 组分含

量占 8$H以上，- 组分含量少于 "$H［%］。阿维菌素 D% 的杀虫活性最强，但毒性较大；阿维

菌素 D% 的 4""3"5 位加氢还原产物称为伊维菌素（I=./>.+,?@），具有相同的杀虫活性，但毒

性低［"］。由于阿维菌素和伊维菌素具有高效、低毒、广谱的杀虫特性，自 8$ 年代上市以来

被广泛用于农业和畜牧业，产生了巨大的经济效益。

大约 #$H的阿维菌素在 4# 为 *A 基团，即阿维菌素 D 组分；其余的在 4# 为氧甲基，

即为阿维菌素 < 组分。阿维菌素 D 组分向 < 组分的转化是由 !"#$ 基因编码的阿维菌素

D #313甲基转移酶催化的，由 J3腺苷甲硫氨酸提供甲基［5］。由于阿维菌素 D 组分的杀虫

活性高于 < 组分，阿维菌素 D% 组分又是伊维菌素的原料药，因此阿维菌素 D 组分在工业

上有更大的应用价值。我们曾企图通过 !"#$ 的插入失活来获得仅产阿维菌素 D 组分的

突变株，但 !"#$ 与 !"#0 属于同一个顺反子，由于极性效应，插入失活也造成了下游的

!"#0 基因也不能表达，形成的是产生 4#3氧3阿维菌素 D 的突变株［!］。为避免极性效应，

我们对 !"#$ 进行了基因缺失，结果获得了仅产阿维菌素 D 的突变株。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒：大肠杆菌质粒，9KL %83M =.+,’/，M 载体，由 9N4%8 衍生，MG;GOG 公司产品。

9;4%%51［#］，大肠杆菌3链霉菌穿梭质粒，安普霉素抗性对大肠杆菌和链霉菌均有选择作

用，链霉菌的复制子为温敏型，温度高于 5!P不能进行自主复制，/!,2Q基因在大肠杆菌中



可用于蓝白筛选。

!"!"# 菌株：大肠杆菌 !"#!，阿维链霉菌 $%&’，均由本室保存。

!"!"$ 工具酶：限制性内切酶、() !*+ 聚合酶、(,- 酶和连接酶购自华美生物工程公司、

./0 公司、123456, 公司和大连 (,7,8, 公司。

!"!"% 培养基和抗生素：大肠杆菌培养基为 9/［%］。阿维链霉菌高渗液体培养基为改良

:;.;（蔗糖浓度为 <#=），原生质体再生培养基为 8.>)［$］，阿维链霉菌固体产孢培养基

为 :.?［@］，种子培养基：可溶性淀粉 AB 克，酶母膏 ) 克，大豆蛋白胨 < 克，C3CD<·%"<E >B 46，
定容至 >9。发酵培养基：可溶性淀粉，酵母粉，7<"1E)·A"<E，.6?E)·$"<E，C,CEA，C3CD<·
%"<E。9/ 培养基中含氨苄青霉素 >BB"6F49，或安普霉素 >BB"6F49，安普霉素也可为

>B"6F49 的 G&)>@ 代替。:.?、:;.; 和 8.>) 培养基中安普霉素的含量分别为 >B"6F49、

#"6F49 和 <B"6F49。

!"# 方法

!"#"! 大肠杆菌感受态细胞的制备和转化及常规的 !*+ 克隆操作见《分子克隆》［%］。链

霉菌的质粒提取和总 !*+ 的提取见《链霉菌遗传操作手册》［’］。阿维链霉菌原生质体制

备及转化见文献［$］。!*+ 的序列测定由 (,7,8, 公司完成。

!"#"# 引物设计及 1C8 技术：设计引物扩增自 !"#$ 起始密码子上游 >B$HI 至终止密码

子下 游 %AHI 的 序 列。 引 物 >：#J&GGGG(G(C(GC+(+GC(CG&AJ，引 物 <：#J&G(G+GCG&
GCGCG(CG+C+G&AJ，扩增产物为 ’@$HI。由大连 (,7,8, 公司合成。1C8 条件：’%K，>4LM；

%BK，>4LM；$<K，>4LM。<# 个循环。

!"#"$ 出发菌株和缺失突变株的阿维菌素发酵产物的单位采用 "19C 法进行检测［>B］。

# 结果

#"! !"#$ 基因缺失载体的构建和转化

以 $%&’ 的总 !*+ 为模板，1C8 扩增出 ’@$HI 的 !"#$ 基因。连接于 I.!>@&( 载体的

%!&’J基因的多克隆位点上，得质粒 ICN)。测序验证后，(!##酶切去除 !"#$ 基因内部的

约 <%BHI 的 (!##片段，余下 !"#$ 基因的 #J端为 A#BHI，AJ端为 A$BHI，自连得质粒 ICN%。

)&*80 和 +,-O$双酶切，回收约 BP$#QH 的酶切片段与经 )&*80 和 +,.O$双酶切的载体

I7C>>A’ 相连得 !"#$ 基因缺失载体 ICN@（质粒的构建过程见图 >）。将在大肠杆菌 !"#!
中构建好的 ICN@ 转化 / R !"#0.,1,%,2 $%&’ 的原生质体，在 8.>) 再生培养基上生长 >@S 后，

加入安普霉素，<@K培养 >BO。挑取转化子在 :.? T 安普霉素平板上培养恢复产孢。提

取质粒，酶切验证与来自 ) R &*%, !"#!的质粒完全相同。

#"# 缺失突变株的筛选

经验证的 $%&’FICN@ 在 :.? T 安普霉素的平板上培养，收集孢子，制备孢子悬液。以

每培养皿约 >BB 个孢子涂布于 :.? T 安普霉素的平板上，<@K培养 )@ U $<S，菌落直径约

<44 左右。即将形成气生菌丝时，将平板移至 A’K培养 $ U >BO。长出的菌落为单交换突

变株，将单交换突变株在不添加抗生素的 :.? 平板上传代，筛选 +I4V 的双交换重组体。

#"$ 缺失突变株的验证

随机挑取缺失突变株 ) 个，分别在不加抗生素的 :;.; 培养基中于 A’K振荡培养
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图 ! 质粒 "#$% 的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. /01)2"3 /&45

657；同时在不加抗生素的 89:9 中接种 ;<=>，?5@培养 657，均未能从突变体的菌丝体中

提取出质粒，说明质粒已通过同源重组整合到染色体上。提取 ;<=> 和缺失突变株的总

ABC，分别以各突变株及 ;<=> 的总 ABC 为模板，以 !"#$ 的引物进行 D&E 扩增，;<=> 的

D&E 产物约为 %FG，缺失突变株的 D&E 产物应为 HI;?FG，证明所选的均为正确的缺失突变

株。如图 ?。

&’( 破坏子的发酵结果

将经 D&E 验证后的 !"#$ 的缺失突变株与 ;<=> 分别进行摇瓶发酵实验，结果是 ;<=>
产生 5 个组分的阿维菌素，C%1，C%G，J%1，J%G，C?1，C?G，J?1，J?G（图 KC）。基因缺失突变
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株均仅产生四种组分，分别为阿维菌素 !"#，!"$，!%#，!%$（图 &!）。

图 ! "#$% 和 !"#$ 缺失突变株的

&’( 产物电泳图谱

’()*% +)#,-./ )/0 /0/12,-34-,/.(. -5 678 3,-9:12

5,-; !"#$ )/</ 9/0/2(-< ;:2#<2. #<9 =>?@

" * AB % CCC ;#,D/,； % *=>?@；

& E F* G/</ 9/0/2(-< ;:2#<2.*

图 ) "#$% 和 !"#$ 基因缺失突变株的

发酵产物的 *&+’ 分析图谱
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缺 失 突 变 株 的 阿 维 菌 素 总 产 量 为

">NN!)R;B，其中阿维菌素 !" 为 =PF!)R;B，

与出发菌株 =>?@ 的阿维菌素总产量和阿

维菌 素 !" 相 比 稍 高，分 别 是 =>?@ 的

""%UPV和 "">U%V。在缺失突变株中，阿

维菌素的 !% 组分由 =>?@ 中总产量的 "PV骤然上升至总产量的 PCV。这是由于在 =>?@
的发酵产物中，+" 为少量组分，占 NU>V，+% 为大量组分，占 &FUPV，在缺失突变株中，由

于 !"#$ 基因不能表达，发酵产物阻断在阿维菌素 ! 组分。!" 由于不能向 +" 转化，产量

稍有提高；而 !% 不能向 +% 组分转化，产量提高显著。

) 讨论

WD/9# 等用 XKG 对 !"#$ 诱发点突变，使其编码的 7P?氧?甲基转移酶的第 %& 位 K4, 为

W0/ 取代，该突变株仅产生阿维菌素 !［&］。在阿维菌素的生物合成过程中，!"#% 基因编码

的酮基还原酶先将 7P 位酮基还原成 YH，然后再由 !"#$ 基因编码的 7P?氧?甲基转移酶对

YH进行甲基化而生成阿维菌素 +。 !"#$ 基因点突变造成甲基化酶的失活，并未影响

!"#% 的共转录，因而只产生阿维菌素 !。本试验对 !"#$ 基因内部进行缺失，并不影响下

游的 !"#% 的共转录和表达，产物也是阿维菌素 !，而且缺失突变株的阿维菌素的总产量

和阿维菌素 ! 的产量均较出发菌株高。突变株仅在 !"#$ 基因内引入缺失，并不影响其它

的性状，由于缺失突变是通过同源双交换完成的，菌株不会发生进一步的重组，因此比较
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稳定。此项研究为进一步遗传改造阿维菌素打下了基础。
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