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阿维链霉菌 )./0 的基因中断对阿维菌素合成的影响
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摘 要：以阿维菌素 B组分菌株 !"#$%"&’()$* +,$#’-"-.-* B?C/###A为出发菌株，用 DEF方法构建支链!.酮酸脱氢酶基
因 /012（B*017=GH.7=0+1!.3GI% 07+H HG=4H*%JG102G JG1G）的重组质粒 )KLMN8A（)KO8@MNP /012Q-*/*）对其进行基因中断，

得到重组菌株 B?C/MN8A。经 KDRE检测和核磁共振分析发现，B?C/MN8A发酵产物产生的单一组分新化合物为 S&+J%.
/47+1(。
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阿维菌素是由阿维菌（!"#$%"&’()$* +,$#’-"-.-*）产
生的一类十六碳大环内酯齐墩果糖衍生物，共 N个
组分，分别为 (80、(8C、("0、("C、B80、B8C、B"0 和
B"C。E."M位的基团是阿维菌素合成的起始单元，
由异亮氨酸或缬氨酸降解转化而来，分别得到 0组
分和 C 组分，支链!.酮酸脱氢酶（B*017=GH.7=0+1!.
3GI% 07+H HG=4H*%JG102G，BEUK）复合物参与 0组分和
C组分的合成。

899M 年 DV+<G* 公司的 W3+11G* 等利用 3*$41&5
’&6+* %4"-1+ 的支链!.酮酸脱氢酶基因（ /01）为异源
探针克隆到 ! ’ +,$#’-"-.-* 的 /01789 基因，并在
:*);$#-);-+ )&.-中得到表达产物 -8［!"］。因 /01789
的基因中断没有造成 ! ’ +,$#’-"-.-* 表现型的改变，
所以在 ! ’ +,$#’-"-.-* @8":"的表达系统中被认为是
沉默基因［8］。同年 DV+<G* 公司的 UG1%40 等综合了
人、鼠、3*$41&’&6+* %4"-1+ 和 8+)-..4* *"$+#&";$#5
’&%;-.4*的双复合体 DUK（D4*>60IG HG=4H*%JG102G）P
BEUK基因的保守区序列，设计出 DEF 引物，用该
DEF产物为探针克隆了 ! ’ +,$#’-"-.-* 的 /012<= 基
因，并对/012进行了基因中断，得到添加 W（ X）.!.甲
基丁酸后只产 0组分阿维菌素的菌株，并且在额外
添加环己羧酸发酵后产生杀虫活性更高效的多拉菌

素（U%*0/G7I+1）。! ’ +,$#’-"-.-* 的支链!.酮酸脱氢酶
基因簇 /01789 和 /012<= 相隔 8"3C 左右［"］，关于
/01789 基因在 B?C/###A的中断对阿维菌素合成的
影响另有报告。本研究的出发菌株 ! ’ +,$#’-"-.-*
B?C/###A是由原始菌株经过 +,$> P(/* 的基因置换

后得到的［@］，本研究根据已发表的 /012 基因序列，
构建重组质粒 )KLMN8A对 B?C/###A进行基因置换，
得到重组菌株 B?C/MN8A，B?C/MN8A只产生单一组分
的新化合物。

! 材料和方法

!"! 菌株
阿维菌素 B产生菌 ! ’ +,$#’-"-.-*（B?C/###A）［@］、

大肠杆菌 LY8#9和 UKM!［!］均由北京生物医药研究
所保存；-Z8"MA:P)[ON##"［M］由周秀芬博士惠赠。
!"# 质粒

)KO8@MN［M］大肠杆菌.链霉菌穿梭载体，含有接
合转移位点，含硫链丝菌素和青霉素抗性基因，在不

含硫链丝菌素培养基中培养时，不易在链霉菌中自

主复制；)\L!#"A［M］大肠杆菌质粒，含红霉素抗性基
因，均由周秀芬博士惠赠。

!"$ 限制性内切酶和试剂
本研究中所用酶类均购于 ]+C7%& BFR 和 D*%.

/GJ0公司；U,(分子量标准物为#.)[E Y+^ Y0*3G*，
购于 YB\公司；其它常规试剂参见文献［!］和［M］。
!"% 培养基和抗生素
大肠杆菌培养基为 RB［!］；! ’ +,$#’-"-.-* 与大肠

杆菌的接合转移培养基、! ’ +,$#’-"-.-* 的种子培养
基和发酵培养基参见文献［@］；! ’ +,$#’-"-.-* 固体产
孢培养基为 _YW［@］，液体培养基为 _-Y-［M］。RB中
氨苄青霉素使用量为 8##$JP/R，红霉素使用量为
8#$JP/R，_YW 中红霉素使用量为 8#$JP/R，硫链丝



菌素使用量为 !"!#$%&，接合转移培养基中硫链丝
菌素使用量为每平板 ’""!#。
!"# !"#$%& 重组质粒的构建
!"#"! ()*扩增 !"#$%& 相关基因：根据已发表的
!"#$ 的序列，合成一对引物：+!：’,-./../0).)-
)/./).)/.)-1,（ !1"）， *2：’,-/).)0)/))00)-
))..)/)-1,（!"3!）。链霉菌总 45.的提取方法参
见《链霉菌遗传手册》［’］。()* 扩增以 678%"""9 的
总 45.为模板，反应条件：3’: ;’<，’’: !%=>;’<，
?2: 2%=>，1" )@ABC<；?2:延伸 ?%=>后电泳检测。
!"#"$ 重组质粒的构建：按图 !的路线构建自杀型
置换质粒 DEF’G!9。DEF’G!9 的 !"#$ 中间插入了
!H?I8的 ’()。45. 酶切、连接和大肠杆菌的 45.
转化的方法参见文献［;］。

图 ! ’ % ()*+,-.-/-0 &’()***+ !"#$基因的中断
+=#J! 4=<KLDM=N> NO !"#$ => 678%"""9

P=QC< NO KCBCRS>M KC<MK=AM=N> OKS#%C>M< SKC =>T=ASMCT => I=BN8S<C<J .88KCR=-

SM=N><： *)+，S%D=A=BB=> KC<=<MS>AC #C>C； ,-(， MU=N<MKCDMN> KC<=<MS>AC

#C>C；’()，CK@MUKN%@A=> KC<=<MS>AC #C>C；6#，./0"；6，.*)E# J

!"+ 基因置换
!"+"! 接合转移：按文献［’］中描述的方法将穿梭
置换质粒从 V0!2’9?$DWXG""2接合转移到 1 J *2’(3
)4,404- 中。
!"+"$ 基因置换：双交换菌株的筛选方法参见文献
［1］，由于 ’() 两端的同源序列过短（1?" Y ’""8D），

双交换频率过低。筛选时先按如下方法处理：对于

重组菌株进行非抗性培养后，先用红霉素抗性培养

基来富积双交换、单交换和仍含游离载体的菌株，除

去未交换而载体丢失的菌株，再经无抗生素压力下

培养，再富积，如此反复多次再选择单抗重组菌株。

双交换菌株的 ()*验证方法如下：()*反应条件为
3’: ;’<，’G: !%=>;’<，?2: 1%=>，!" )@ABC<；然后
3’: ;’<，’’: !%=>;’<，?2: 1%=>1"<，2" )@ABC<。
!"+", 产物测定：将发酵液的菌丝体用甲醇浸泡
1"%=>后离心，取上清液，进行 E(&)测定、紫外扫描
和质谱分析。E(&) 条件：流动相为甲醇 Z 水
（G’ Z!’），流速为 "HG%&$%=>，检测波长为 2;9>%。质
谱分析由北京微量化学研究所承担。

$ 结果

$"! -./克隆 !"#$
以 678%"""9总 45. 为模板，+! 和 *2 为引物，

()*合成 8IT+的约 !I8 45.片段，然后直接钝连到
DEX!1’G的 .*)E#位点中（.*)E#酶切后补平）。
再用 ()*的方法直接从转化的菌落中筛选阳性克
隆子，得 DE[’G!9，DE[’G!9 存在一个 !"#$ 本身的
.*)E#位点，位于片段的 ’";8D 处。以 +! 为引物

对 DE[’G!9进行一个反应的测序，结果和发表序列
高度同源。

$"$ 用于基因置换重组质粒的构建
置换质粒 DEF’G!9 按图 ! 所示的路线构建：用

./0"酶切质粒 D\F;"29，回收 !H?I8的红霉素抗性基
因片段，插入 DE[’G!9 的 .*)E#位点，得质粒
DEF’G!9，以 +! 和 *2 为引物，用 ()*的方法筛出阳
性克隆子，()*产物为预期的 2H?I8左右。
$", 支链!0酮酸脱氢酶复合物相关基因的中断
$","! 重组菌株的筛选：将 DEF’G!9转化大肠杆菌
V0!2’9?$DWXG""2，然 后 通 过 属 间 接 合 转 移 到
678%"""9。678%"""9$DEF’G!9在不含任何抗生素的
]^P平板 2G:培养，收集孢子 678%"""9$DEF’G!9，按
!H9方法处理后再按以下程序：转接不含任何抗生
素的 ]^P平板，2G:培养，收集孢子，将孢子梯度稀
释涂布只含红霉素的 ]^P平板，挑选孢子丰度合适
的平板上的单菌落，在含硫链丝菌素的 ]^P平板上
检验，硫链丝菌素抗性丢失的克隆，即为发生了基因

中断的单抗菌株。678%"""9$DEF’G!9 在培养过程
中，DEF’G!9所携带 !I8的 !"#$ 基因与染色体的同
源区域会发生同源双交换（图 !），完整的 !"#$ 基因
被置换下来。通过无抗生素压力的放松培养，游离
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的 !"#$%&’极易丢失，通过红霉素的 ()* 平板，可
以筛选出发生单交换和双交换的菌株，再通过硫链

丝菌素的 ()* 平板，便可以筛选出红霉素的 ()*
平板上单抗红霉素的双交换菌株。从而得置换菌株

+,-.$%&’。
!"#"! /01 验证基因置换：分别提取 +,-.222’ 和
+,-.$%&’的总 345，用引物 6& 和 17 进行 /01 验
证。6& 位于 !"#$ 发表序列 $8端的 &92-! 处，17 位

于 $8端的 &2:&-!处，所以 6& 和 17 的扩增片段应为

:’2-!，在 $29-!的 %&’"!位点插入 &;<=- 大小的
()’，发生置换的片段应为 7;<=-左右（图 &）。用出
发菌株 +,-.222’总 345和 !"#$%&’为模板作对照，
+,-.$%&’的总 345和 !"#$%&’为模板的 /01扩增
产物均为 7;<=-，比 +,-.222’的产物正好大出相当
于 ()’ 大小的 &;<=-片段。
!"#"# 重组菌发酵产物组分的色谱、质谱和紫外吸
收分析：用 +,-.$%&’和 +,-.222’进行 72>罐发酵实
验，甲醇提取发酵液，进行高压液相色谱（"/>0）分
析。+,-.222’发酵产物含 +7-，+7?，+&-和 +&? @个
组分的阿维菌素 +（图 7），重组菌 +,-.$%&’在相同
的发酵条件下只产生单一组分（图 9），新组分和阿
维菌素 % 个组分保留时间（1A）都不一致。对新组
分的质谱（)*）分析结果表明其分子量为 <:2;%（图
@，除去一个 4?B），与阿维菌素的分子量相差太远，

且其紫外扫描结果是吸收峰值为 77$C.，与阿维菌
素的 7@’C. 也完全不一致。+,-.222’ 阿维菌素的
总产量为 &722"DE.>左右，+,-.$%&’新化合物的产
量为 &222"DE.>左右。

图 ! $%&’((()发酵产物的高效液相图谱
6FDG7 "/>0 HI IJK.JCL?LFHC !KHMNOLP IKH. +,-.222’

# 讨论
目前发现支链#Q酮酸脱氢酶基因簇在阿维链霉

菌中有两个［&，7］，本研究得到的重组菌 +,-.$%&’ 中

图 # $%&’*+,)发酵产物的高效液相图谱
6FDG9 "/>0 HI IJK.JCL?LFHC !KHMNOLP IKH. +,-.$%&’

图 - $%&’*+,)发酵产物的质谱图
6FDG@ )P HI IJK.JCL?LFHC !KHMNOLP IKH. +,-.$%&’

断了第二个支链#Q酮酸脱氢酶基因簇 !"#$*+。
+,-.$%&’ 所产生这一新化合物和 !"#,% 的基因中
断重组菌所产生的新组分一致（另有报道）。经精制

结晶后溶于氘代丙酮，通过 &"Q4)1、&90Q4)1和二
维 4)1，鉴定该化合物为 RSFDH.TOFC5。RSFDH.TOFC5
的产生可能和 ()’ 有关，因为 ()’ 是一种双甲基化
酶基因，可能承担了 07$ 位基团的转化作用。
+,-.$%&’传代 &2次后，抗性标记和发酵产物都十分
稳定。

基因置换时，如果抗性基因两边的同源序列过

短对于完成双交换十分困难，虽然理论上链霉菌的

染色体只要有 &72-!左右就能发生同源重组，但其
频率很低，所以在构建基因置换载体时，遗传标记两

臂的同源序列最好在 &=-以上。如果确实无法实现
这个条件，本研究提出了一种简单易行的方法，可以

将低频重组放大许多倍（放大倍数根据载体的丢失
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率计算）。

新化合物 !"#$%&’(#)*的生物学活性实验表明，
该抗生素具有广谱的抗真菌和杀虫能力，可见光条

件下，比阿维菌素稳定。本研究所得到的 !"#$%&’(#+
)*产生菌 ,-.&/012的效价高达 1333!$4&5，而且发
酵液粗提物纯度达 637，具有良好的应用前景。
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