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王永华4，# 荆琛峰# 陶美凤4 杨 博5 徐安龙#"

（4华中农业大学 农业微生物学国家重点实验室 武汉 !5$$9$）

（#中山大学生命科学学院生物化学系 广州 "4$#9"）

（5华南理工大学食品与生物工程学院 广州 "4$2!4）

摘 要：从棒状链霉菌中克隆 4G%HI 的 !"# 基因片段，构建了基因置换质粒 JK*L4 和 JK*L#。运用接合转移方法把

中断载体导入棒状链霉菌中进行 !"# 的中断，得到 4 株接合转移子 *;M0E<’-，命名为 K*L %25。通过 N’+.E1MA 杂交分

析及赖氨酸转氨酶活性测定，证明此菌株的 !"# 基因被中断。通过发酵培养，OPLQ 方法检测棒酸含量，发现棒酸产

量明显提高，约为原产量的 4G% 倍。
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棒酸，也称克拉维酸（Q(7S+(7A<@ 7@<?），是由棒状

链霉菌（ $#%&’#()*+&, +!"-.!/0&%.,）产生的一种!3内酰

胺酶抑制剂，其结构主要由!3内酰胺环（Q5 结构）和

唑烷环（Q"结构）构成［4］。它可与!3内酰胺酶的丝氨

酸活性位点不可逆结合，从而保护!3内酰胺类抗生

素的活性［#］。在医药生产中，棒酸和青霉素、头孢等

!3内酰胺类抗生素复配使用，可解除这些抗生素的

抗药性。我国所使用的棒酸主要依靠进口，国内也

曾有一些厂家生产过，但由于菌种产量较低，造成生

产成本较高，无法与国外产品相竞争。获取高产菌

株是降低生产成本的关键。传统的菌种选育是通过

随机诱变的方法筛选高产菌株，随机性大、筛选工作

量大、耗时长。随着链霉菌分子生物学技术的发展，

以及抗生素合成代谢途径和相应基因簇的进一步揭

示，通过抗生素代谢途径的基因工程改造来获取高

产菌株成为可能，从而使育种效率提高，育种周期大

为缩短。

棒状链霉菌可产生多种抗生素，如异青霉素 /、

去乙酰基先锋霉素 Q、头孢霉素 Q、棒酸和棒烷类衍

生物等。其中，异青霉素 / 和去乙酰基先锋霉素 Q
属于头霉素 Q 合成代谢途径的中间产物，此途径的

基因簇已经被阐释［5 T "］。棒酸合成具有另外独立的

代谢途径，它以 53磷酸甘油和精氨酸为前体物质，

依次在 +&"$、1!,、’"2 和 +", 等基因编码酶的作用下

合成［2］。虽然头霉素 Q 合成代谢途径和棒酸合成代

谢途径相互独立，但是基因簇相毗邻，而且共同受

3+"4 调节蛋白的调控。有研究表明，在发酵生产中

头霉素 Q 产量和棒酸产量呈反比关系，降低或者消

除棒酸生产菌中头霉素 Q 的合成能够提高棒酸产

量［9］。

!"# 基因编码赖氨酸氨基转移酶，参与赖氨酸转

化为"3氨基己二酸的第一步反应，是头霉素 Q 合成

途径中的关键酶。 !"# 基因中断的菌株失去了合成

头霉素 Q 的能力，含多 !"# 拷贝数的菌株，可以提高

赖氨酸氨基转移酶的活性和头霉素 Q 的产量［9，%］。

本研究选取头霉素 Q 的早期合成基因 !"# 为目

标基因，构建了基因置换载体 JK*L4，对棒状链霉菌

进行 !"# 的定域基因置换，得到重组菌株 K*L%25。

并对重组菌株和原始菌株的产棒酸能力进行了比

较。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种：棒 状 链 霉 菌（ $#%&’#()*+&, +!"-.!/0&%.,
#9$2!）由中山大学高科技海洋生物功能基因开放实

验 室 保 存。 大 肠 杆 菌（ 5,+2&%/+2/" +(!/ ） UO""、

:04#"29（JVW%$$#）［B］由华中农业大学农业微生物学

国家重点实验室保存。

!"!"# 质 粒：JXY#B#" 为 大 肠 杆 菌 克 隆 载 体［B］。

JN:04"4 含有接合转移起始位点（46# (%/7）、硫链丝



菌素抗性基因（ !"#）和氨苄青霉素抗性基因（ $%&），不

含有 链 霉 菌 复 制 起 点，为 链 霉 菌 自 杀 性 质 粒［!］。

"#$%&% 与 "’()&*& 相似，但含有遗传不稳定的链霉

菌复制起点，用于在链霉菌中中断基因（私人通讯）。

"#$%+,中的阿泊拉霉素抗性基因（ &&’(+）可以用

)*+!切下，其中的 &&’(+ 来自 "#-+*"。

!"!"# 试剂：本研究所用酶类均购于 ./012 公司；

345 分子量标准购于华美生物工程公司；其它试剂

均购于 ’/678 公司；39. 345 $80:;/<6 8<= 3:>:1>/2<
?/> 购于 @21A: 公司。

!"!"$ 培 养 基：固 体 产 孢 采 用 B3 培 养 基［!］；

()&%*CD 培养基是在 $E 培 养 基 加 入 阿 泊 拉 霉 素

（57）、氯霉素（F7;），和卡那霉素（?7），使其终浓度

分别为 *,#6G7$、%*#6G7$ 和 *,#6G7$；筛选接合转移

子是在 B3 培养基中加入硫链丝菌素（)A/2），使其终

浓度为 &,#6G7$。棒状链霉菌种子培养和发酵培养

分别采用高氏天冬素和大豆培养基［&,］。

!"% &’( 提取和转化

链霉菌总 345 提取、大肠杆菌和链霉菌属间接

合转移方法参照文献［!］进行；大肠杆菌质粒提取和

转化参照文献［&&］进行。

!"# 引物设计和 )*+ 反应

以棒状链霉菌的总 345 为模板，利用 -F@ 扩增

技术获得 %&! 的基因及部分侧翼片段。设计上下游

引 物：上 游 引 物（ ;8>HI"）： *JH5FF..55))FFFF)
.55F5F.5HKJ；下 游 引 物（ ;8>H=2L< ） 为： *JH
)..5)FF5))F.)...F)F)FF.).FHKJ。-F@ 反应条

件：!CM &7/<，+*M &7/<，D%M K7/<%,N，%C 个循环；

D%M延伸 &,7/<。

!"$ !"# 基因中断菌株的构建和筛选

采用基于同源重组的靶向基因敲除技术中断棒

状链霉菌的 %&! 基因［!］。将 %&! 基因及其侧翼序列

克隆到合适的载体，将阿泊拉霉素抗性基因 &&’(+
插入到 %&! 基因中得到基因中断载体，通过接合转

移将基因中断载体引入棒状链霉菌中，通过抗性筛

选获得发生双交换的 %&! 基因中断菌株。

!", -./01234 杂交验证双交换菌株

’2I>A:O< 杂交操作方法参照文献［&&］进行。探

针用 3/62P/< 标记。

!"5 赖氨酸转氨酶活性检测和蛋白含量检测

赖氨酸转氨酶活性检测方法参照文献［&%，&K］。

蛋白含量检测方法（$2L:OQ 法）参照文献［&+］进行。

!"6 发酵液中棒酸含量的测定

采用 #-$F 方法检测，具体步骤参照文献［&,］

进行。

% 结果

%"! )*+ 克隆 !"# 及中断载体构建

按图 & 所示技术路线构建基因中断载体 "R5$&
和 "R5$%。以棒状链霉菌 %D,C+ 的总 345 为模板，

;8>HI" 和 ;8>H=2L< 为引物，-F@ 扩增出 %&! 基因及其

侧翼序列，然后用 ,’-@!和 .&/#!双酶切 -F@ 产

物，与 ,’-@!、.&/#!双酶切的 "9S%!%* 质粒连接，

得到重组质粒 "#$%+&。经 ,’-@!和 )*+!双酶切

验证 "#$%+& 结构正确。用 )*+!酶切 "#$%+,，回

收 &T!U0 的 &&’(+ 基因片段，然后插入到 "#$%+& 中

%&! 片段的 )*+!位点，得到质粒 "#$%+%。用 .0%$
酶切鉴定 "#$%+% 结构正确。用 .0%$酶切 "#$%+%，

回收 KTDU0 左 右 的 基 因 片 段，插 入 到 "’()&*& 和

"#$%&% 的 .&/#!位 点，得 到 基 因 的 中 断 载 体

"R5$& 和 "R5$%。经 1$&!和 ,’-@!酶 切 验 证

"R5$& 和 "R5$% 结构正确。

图 ! 染色体上的 !"# 基因中断示意图

V/6W& 3/NOI">/2< 2X %&! 2< 2 W ’%&34%506#4" 1AO272N27:

500O:Y/8>/2<N： $%&， 57"/1/;;/< O:N/N>8<1: 6:<:； >NO， )A/2N>O:">2<；

,，,’-@!；.，.&/#!；)，)*+!；.0，.0%$ W

%"% !"# 基因双交换菌株筛选

将质 粒 "R5$& 和 "R5$% 转 化 到 大 肠 杆 菌

()&%*CD（"Z[\,,%），与棒状链霉菌 %D,C+ 进行属间

接合转移。结果发现，"R5$& 不能得到硫链丝菌素

抗性（)A/2O）接合转移子，而同样条件下 "R5$% 得到

大量接合转移子。挑取 )A/2O接合转移子，划线转接

到含有 %,#$G7$ 的萘啶酮酸培养基上进行纯化。将

纯化后的接合转移子在无抗生素的 B3 培养基上进

行松弛培养至充分产孢。收集孢子，进行系列梯度

稀释。选择合适浓度的孢子涂布在含有 %,#$G7$ 抗

生素 57 的 B3 培养基上培养产孢，然后影印到含有

抗生素 )A/2 的培养基上，筛选得到 57O )A/2’ 菌株

& 株，命 名 为 R5$ \CK。-R5$& 和 "R5$% 中 带 有

&&’(+ 的 %&! 基因与出发菌株的染色体同源区域发

&,*%,,*，]2;W+* 42W+ 王永华等：棒状链霉菌 %&! 基因的中断对棒酸产量的影响



生同源双交换的示意图如图 ! 所示。

!"# $%&’()*+ 杂交验证双交换菌株

用 "#$%&’() 杂交验证菌株 *+, -./ 是否发生正

确的基因中断。采用双探针进行杂交，两个探针分

别为 01,232 用 !"#!4$%&5!双 酶 切 后 回 收 的

!6789 含 ’’%(3 的 !"#!片段及 !6: 89 含部分 )’*
基因的$%&5!4!"#!片段，混合用 ;<=#><) 标记。用

+’,1!酶切的棒状链霉菌 2?:.3 和 *+, -./ 基因

组 ;@+ 经凝胶分离，用双探针杂交后，前者给出一

条约 789 的杂交带，后者给出约 36?89 和 !6-89 的杂

交带（图 2），与预期结果相符，表明 *+, -./ 为 )’*
基因中断菌株。

图 ! 中断菌株 $%&’()*+ 杂交分析

A<=B2 "#$%&’() C)CDEF<F #G %&’ H$%C)%

! B -*./"*&,0%/1 %)’23)45/.31 2?:.3；2B *+,-./B

!", 赖氨酸转氨酶活性检测

)’* 编 码 赖 氨 酸 转 氨 酶 （ ,EF4"4
CH<)#%(C)FG(CF’CFFCE，,+I）。如果 )’* 基因被中断，则

应无 ,+I 酶活性。本研究分别检测了在不同培养

时间棒状链霉菌 2?:.3 和 *+,-./ 菌株的赖氨酸转

氨酶活性（表 !），在 *+,-./ 中不再具有 ,+I 酶活

性，表明 )’* 基因已经被中断失活。

表 - 棒状链霉菌 !./0, 和 123 40# 赖氨酸转氨酶活性比较

IC9D’ ! J#H0C(<F#) #G %&’ ,+I CK%<L<%E 9’%M’’) - B %)’23)45/.31 2?:.3 C)N

*+, -./ K$D%$(’

"%(C<)
,+IO（POH= #G 0(#%’<)）

3-& .:& -3&

- B %)’23)45/.31 2?:.3 !6-Q 26Q: :6!:
*+,-./ R R R

R B @#% N’%’K%’N；,+IB ,EF4"4CH<)#%(C)FG(CF’B

!"5 棒状链霉菌 !./0, 和 123 40# 发酵生产棒酸

能力比较

以原始菌株棒状链霉菌 2?:.3 为对照菌株，对

*+,-./ 进行发酵研究，探讨菌株合成棒酸的能力。

选用大豆培养基为发酵培养基，于 2-S、2::(OH<) 培

养，分别在不同培养时间取样检测棒酸含量。每组

试验分别有两个平行样（表 2）。改造后的菌株 *+,
-./ 与原始菌株 2?:.3 相比，其产量大幅度提高。当

培养 ?2& 时，棒酸产量达到最大，*+,-./ 菌株的产

量约为原菌株的 !6- 倍。

表 ! 棒状链霉菌 !./0, 和 123 40# 合成棒酸产量比较

IC9D’ 2 J#H0C(<F#) #G %&’ KDCL$DC)<K CK<N 0(#N$K%<#) 9’%M’’) - B
%)’23)45/.31 2?:.3 C)N *+, -./ K$D%$(’

T)K$9C%<#)
%<H’O&

"CH0D’
（N$0D<KC%’）

-% 2?:.3
O（H=O,）

*+, -./
O（H=O,）

I<H’F

3- ! Q767. 2/.6QQ /67Q
2 ./6:! 2!/6.. /6/7

Q3 ! ?Q6!. 27:62/ /6-.
2 7:623 /:36.: /6/-

.. ! !.26?7 ///6Q3 26:Q
2 !-36Q/ 3:Q6!! 262:

?2 ! /?26!7 .Q!6/3 !6?Q
2 3!.67! ??!6:- !6-Q

-3 ! 2Q-6.7 /-Q6.? !637
2 2-:67- 33-6-2 !6.:

# 讨论

对于日益严重的#内酰胺类抗生素的耐药问

题，棒酸已作为特效药物被广泛用于临床。棒酸生

产菌可产生多种抗生素，其中头霉素 J 的合成会对

棒酸的合成产生负影响。本研究尝试用分子生物学

的方法定向改造原始生产菌的基因组。阻断头霉素

J 的合成途径中的 )’* 基因，使代谢流向棒酸的生物

合成，从而提高棒酸产量。对 *+,-./ 菌株的发酵

结果表明，棒酸产量得到了大幅度提高，并通过十几

代的传代培养，发现菌株的发酵结果和抗性标记都

非常稳定。本研究不仅为从分子水平改造菌种提供

一个例证，并可能对棒酸产量的提高提供一种可行

的依据。
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