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摘 要：天蓝色链霉菌的开放阅读框 FGH6!&& 编码一个含有 0IJ（ 0*K,.K,9@EL*LK9M* ,*L*.K ）结构域的调控蛋白。该

基因的阻断突变株表现出孢子颜色加深和色素产量增加的表型变化。孢子颜色的加深在以葡萄糖或甘露醇为碳

源的 NN 培养基上表现明显；色素产量的增加在以甘露醇为碳源的 NN 培养基和 NF 培养基上表现最为明显；插片

培养结合光学显微镜观察并没有发现突变株在形态分化上有显著变化；这些发现预示着可能存在一个 FGH6!&& 参

与的调控途径，在一定条件下，这一途径对天蓝色链霉菌次级代谢可能起着负调控作用，而与形态分化无关。

关键词：FGH6!&&；0IJ；次级代谢
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链霉菌（FK,*LKE8/@*K*Q）是一类高 R S G 含量革

兰氏阳性细菌，具有复杂的形态分化周期。伴随着

形态分化，链霉菌能够产生种类繁多的次级代谢产

物，如抗生素、酶抑制剂、免疫调节剂和色素等。目

前已发现的 #$%%% 余种抗生素中约 (%T是由链霉菌

产生的，其中许多在医药、农业或畜牧业中都得到应

用。天蓝色链霉菌（ !"#$%"&’()$* )&$+,)&+&#）P&（$）是

链霉菌属的模式菌株，该菌株的基因组测序已于

$%%$ 年完成［#］，全长 4""(6%(+L，推测含有 (4$6 个基

因，为大肠杆菌（-*).$#,).,/ )&+,）的 #U( 倍，比推测有

"%%% 个 基 因 的 真 核 生 物 酿 酒 酵 母（ !/))./#&’()$*
)$#$0,*,/$）的基因数还多［#］。此外，该基因组包含的

调控基因的比例高达 #$U&T，预示着链霉菌的基因

表达调控机制比简单细菌更为复杂。因此，链霉菌

是研究原核生物基因表达调控的良好材料。

0IJ（0*K,.K,9@EL*LK9M* ,*L*.K）是一个含 &! 个氨

基酸的蛋白重复序列，编码一个!螺旋5转角5!螺旋

的二级结构片段。0IJ 通常以前后串连的形式重复

出现在蛋白结构中，重复次数从 & 到 #" 次不等［$］。

前后相连的 0IJ 折叠形成一个介导蛋白之间相互

作用的结构域。含 0IJ 结构域的蛋白广泛分布于

原核和真核生物中，在细胞中行使各种各样的功

能［$ ’ 6］。

由于 0IJ 氨基酸序列保守模式特点鲜明，因此

可以根据基因组序列预测其中所有包含 0IJ 的蛋

白。通过对 ! ? )&$+,)&+&# P&（$）基因组序列的分析，

我们发现了多个含有 0IJ 结构域的蛋白，其中功能

研究 比 较 清 楚 的 是 次 级 代 谢 的 全 局 性 调 控 蛋 白

PVQJ［"］，其它都是未知功能的蛋白。我们感兴趣的

是含 0IJ 结构域的蛋白在链霉菌中是否也都行使

着重 要 的 功 能？ 本 研 究 选 择 了 其 中 一 个 基 因5
FGH6!&& 进行研究。根据核酸序列预测，FGH6!&&
编码一个 ("# 个氨基酸的蛋白，在蛋白的 G 端含有

0IJ 结构域；另外，蛋白序列比对表明，该蛋白与

PVQJ 具有较高的同源性，可能是一个类似 PVQJ 的调

控因 子，因 此 我 们 将 这 个 蛋 白 命 名 为 0@,P（0IJ
@E:K.9:9:; ,*;-1.KE, P）。我们通过对 K@,P 进行插入失

活，首次对该基因的生理功能进行了研究。结果表

明，")#1 在 ! ? )&$+,)&+&# P&（$）中条件性地负调控色

素类次级代谢产物的生成。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和质粒：天蓝色链霉菌（ ! ? )&$+,)&+&#）

P&（$）的野生型菌株 N#!6（FGI#B ，FGI$B ），大肠杆

菌 B 链霉菌穿梭质粒 LWG##&A 和 LF70#6$，分别用

作破坏载体和互补载体的构建，为本所谭华荣研究

员 惠 赠。 大 肠 杆 菌 XY6!，大 肠 杆 菌 70#$6"(2
LZ[4%%$ 由本实验室保存。

"#"#$ 培养基及培养条件：链霉菌培养基 \7N7、

NF、NN 的配制参见链霉菌遗传操作手册［(］。其中，

NN 培养基灭菌以后分别加入单独灭菌的 & 种不同



碳源：甘露醇、葡萄糖和甘油；三者在 !! 培养基中

的终浓度分别为 "#$%、&’#$% 和 "(%$%。大肠杆菌培

养基 %) 的配制参见分子克隆操作指南［*］。卡那霉

素、安普霉素在 +,!,、!-、!! 培养基中的使用浓

度均为 &’!#$(%；氨苄青霉素、卡那霉素、安普霉素、

氯霉 素 在 %) 培 养 基 中 使 用 浓 度 各 为 &’’!#$(%、

&’’!#$(%、"’!#$(%、."!#$(%。链霉菌和大肠杆菌的

培养温度分别为 /’0和 /10。

!"!"# 酶和试剂：限制性内切酶、连接酶、!"# 234
聚合酶、53678 均购自 69:9;9；$%& 234 聚合酶购自

-9<#=<。234 回收试剂盒购自 >(?#9 )@=A6?B；2CD
234 %9E?FF@<# 9<5 2?G?HG@=< :@G 购自 ;=HI?。
!"$ %&’ 基本操作

链霉菌基因组 234 和质粒的提取、接合转移参

见链霉菌遗传操作手册［1］；大肠杆菌转化和质粒提

取参见分子克隆操作指南［*］。-=JGI?K< 杂交及 234
探针的标记参照 2CD 234 %9E?FF@<# 9<5 2?G?HG@=< :@G
操作手册。

!"# 蛋白序列比对和分析

蛋白序列比对使用 3L)C 数据库中的 )%4-67
程序；蛋 白 序 列 分 析 使 用 的 软 件 为 L24;6（6I?
L=<8?KM?5 2=(9@< 4KHI@G?HGJK? ;?GK@?M9F 6==F）。

!"( 引物合成和序列测定

本研究所用引物的合成及克隆片段的序列测定

由上海博亚生物技术有限公司完成。

!") !"#$ 基因破坏重组质粒 *+,$ 的构建

以 ’ N ()*+,()+)- !&O" 基因组 234 为模板，P&
（"QADD4466L4D4L46LDLD44DDLDDLA/Q，下 划 线

处为 .();"位 点）和 P.（"QA DL 6L64D46LL4LD
LDLLLDD4L66DA/Q，下划线处为 /0""位点）为引

物，利用 !"# 234 聚合酶扩增得到含有部分 1(-2 的

&RS BE 234 片段。7L; 反应条件为：SO0 O(@<；SO0
/’8，1.0 .(@<O"8，循环 /’ 次；1.0 *(@<。用 234
回收试剂盒回收 7L; 产物，经 .();"和 /0""酶

切，回收后与经过相同酶切的 P:L&&/S 连接，得到重

组质粒 PT!&；将 &R’ BE 的卡那霉素抗性基因片段插

入重组质粒 PT!& 上 GHK4 内部的 3"4U"位点，得到

用于 1(-2 破坏的重组质粒 PT!.。

!"- !"#$ 阻断突变株遗传互补重组质粒 *+,# 的

构建

以 ’ N ()*+,()+)- !&O" 基因组 234 为模板，P/
（ "QADDL6LDLLDLDL4DD6LD6DA/Q） 和 PO （ "QA
L4LDDLLDLLDDDD6LDLA/Q）为引物，利用高保真的

7VJ 234 聚合酶扩增得到包含完整 1(-2 及其上下游

一定区域的 .R" BE 234 片段。7L; 反应条件为：

SO0 O(@<；SO0 /’8，1.0 .(@<O"8，循环 /’ 次；1.0
*(@<。7L; 产物回收后克隆到 P-,6&". 的 .();#
位点，得到重组质粒 PT!/。

!". 插片培养和表型观察

将野生株和 1(-2 阻断突变株分别接种到 !- 培

养基和分别以甘露醇、葡萄糖和甘油为碳源的 / 种

!! 培养基上，然后将灭过菌的盖玻片倾斜地插入

培养基中。/’0培养。分别取 .OI、O*I、W’I、1.I 和

*OI 培养后的插片，用光学显微镜（!=G@H )4O’’）观

察气生菌丝及孢子产生情况［1］。将野生株、1(-2 阻

断突变株和遗传互补株在上述 O 种培养基上培养

"5 后，用数码相机（3@B=< O"’’）分别从正面和背面

对平板进行拍照。

$ 结果和分析

$"! %"#$ 与 $&’( 氨基酸序列比对结果

利用 )%4-67 程序对 6HK4 与 4V8; 的氨基酸序

列进行比对，发现二者的一致性（C5?<G@G@?8）为 .SX，

相似性（7=8@G@M?8）为 /SX，推测二者在功能上也可能

存在相似性。

$"$ !"#$ 阻断突变株的构建

为了研究 1(-2 的功能，通过同源双交换将卡那

霉素抗性基因（5"6）插入靶基因内部，使其表达被阻

断，然后根据阻断突变株的表型判断该基因的功能。

首先，采用大肠杆菌A链霉菌穿梭质粒 P:L&&/S
作为 载 体 构 建 用 于 1(-2 破 坏 的 重 组 质 粒 PT!.。

P:L&&/S 含有一个温度敏感型的复制子［S］，当温度

高于 /O0时，在链霉菌中不能正常复制，利用这一

特性可以通过 O.0高温培养进行重组子的筛选。

PT!. 的 构 建 过 程 见 &R"。将 PT!. 转 入 . N ()+,
,6&."W1$PYZ*’’. 中去除甲基化修饰，再通过接合

转移将 PT!. 转入 ’ N ()*+,()+)- !&O"，以安普霉素和

卡那霉素为筛选标记得到了几十个接合子。挑取其

中 &’ 个接合子，提取质粒进行酶切验证。将其中一

个正确的接合子转接至含有卡那霉素的 !! 培养基

（注：不特别说明时的 !! 培养基以甘露醇为碳源）

平板上，/’0培养，收集孢子制成孢子悬液，做梯度

稀释后涂布在含有卡那霉素的 !! 培养基平板上，

O.0高温培养。在 O.0培养时，只有 P:L&&/S 上外

源片段与染色体上相应的同源区域发生重组的菌株

才能在含有卡那霉素的 !! 培养基上生长。挑取长

出的单菌落分别接至含有卡那霉素和安普霉素的

!! 培养基平板上，/’0培养，挑取 :(K4(8（:(K 表

O/ %CY T@<#A(9< *1 "+ N $2(1" 7,(-)0,)+)8,(" ’,6,("（.’’W）OW（&）



示对卡那霉素有抗性，!"# 表示对安普霉素敏感，以

下同 ）的菌落，这种菌落可能为发生了双交换的

!"#$ 阻断突变株（图版!$!），该突变株命名为 %&’。

!"# !"#$ 阻断突变株的验证

为了在分子水平上证明 !"#$ 阻断突变株的正

确性，随机挑取 ( 个 )"*!"# 的单菌落，在 +,-, 中

培养 ./0 后提取基因组 12!，利用引物 3’ 和 34 进

行 567 扩增，正确的 !"#$ 阻断突变株（%&’）应得到

489:; 的 12! 片段；而野生型菌株基因组 12! 在同

样条件下应得到 ’89:; 的 12! 片段。567 结果与预

期一致（图 ’），说明卡那抗性基因片段已经插入到

!"#$ 基因的内部。

图 $ !"#$ 阻断突变株的 %&’ 验证

<=>?4 567 @A@BC#D# EF G0*E"E#E"@B 12!# F*E" !"#$ H=#*I3J=EA "IJ@AJ#

’8 567 3*EHIGJ F*E" G0*E"E#E"@B 12! EF K=HD$JC3D #J*@=A；4 L M8 567

3*EHIGJ# F*E" G0*E"E#E"@B 12!# EF !"#$ H=#*I3J=EA "IJ@AJ#；-8 12!

"@*:D* ?

为了进一步证实 !"#$ 阻断突变的发生，进行了

NEIJ0D*A 杂交实验。用 %&’O!和 (")7!双酶切质

粒 3&-’，电泳回收 /8MM :; 的 12! 片段，用非放射

性地高辛标记作为 NEIJ0D*A 杂交的探针（图 ’）。将

经 567 验证的两株 %&’ 和野生株 -’(M 的基因组

12! 用 %*+"和 ,-!!进行双酶切，电泳，并进行

NEIJ0D*A 杂交。%&’ 应在 48. :; 处给出阳性信号，野

生株 -’(M 应在 ’8. :; 处给出阳性信号。NEIJ0D*A
杂交结果与预期一致（图 4），进一步证实 !"#$ 阻断

突变株 %&’ 的构建是成功的。

图 ! !"#$ 阻断突变株的 ()*+,-./ 杂交验证

<=>?4 NEIJ0D*A 0C;*=H=P@J=EA @A@BC#D# EF !"#$ H=#*I3J=EA "IJ@AJ#

-8 12! "@*:D*；’8 Q=HD$JC3D #J*@=A；4 @AH .8 !"#$ H=#*I3J=EA "IJ@AJ#?

!"0 !"#$ 阻断突变株的表型分析

在以甘露醇为碳源 -- 培养基上培养 MH 后，发

现 %&’ 比野生株 -’(M 具有更深的孢子颜色（图版

!$R$@））；从平板背面观察，%&’ 比 -’(M 在培养基

中产生更多的色素（图!$R$;）。在 . ? ")/+0")+)# !.
（4）中，孢子色素及培养基中的色素类物质都是其次

级代 谢 产 物［’/ L ’4］，因 此，推 测 !"#$ 可 能 参 与 . ?
")/+0")+)# !.（4）次级代谢的调控过程，并且起负调控

作用。

同时，在含不同碳源（甘油、葡萄糖）的 -- 培养

基及 -N 培养基也进行了表型观察，方法同上。发

现在以葡萄糖为碳源的 -- 培养基上，%&’ 比野生

株 -’(M 产生更多的孢子色素（图版!$R$G），而培养

基中的色素产量无明显差别；在 -N 培养基上，与

-’(M 相比，%&’ 在培养基中的色素产量明显提高（图

版!$R$H），而孢子颜色与 -’(M 无明显差别；而在以

甘油为碳源的 -- 培养基上，突变株与野生株在孢

子色素及培养基中色素的产量上都无明显差异。这

些结果表明，在 . ? ")/+0")+)# !.（4）中，!"#$ 对次级代

谢的负调控作用在一定的营养条件下才发生。

在以上培养条件下，通过对野生株和突变株进

行插片培养和不同时间取样做光学显微镜观察，没

有发现二者在形态分化上有显著差别，说明 !"#$ 可

能不参与 . ? ")/+0")+)# !.（4）的形态分化过程。以

上结果都经过了 . 次以上的重复。

!"1 23$ 的遗传互补

为了排除 %&’ 的表型是由于极性效应或染色体

上其它基因位点突变所造成的可能性，进行了突变

株的遗传互补实验。

用 567 扩增出含有完整 !"#$ 及其上下游一定

区域的片段，插入 3N,S’M4，构建用于遗传互补的重

组质粒 3&-.。3N,S’M4 在大肠杆菌中能自主复制，

在链霉菌中则以单拷贝的形式整合到染色体的 &!!%
位点［’.］。3&-. 构建方法见 ’8T。

将 3&-. 通过 ( ? ")+0 ,S’4MTUV3WXY//4 去除甲

基化修饰，接合转移至 %&’ 中，利用安普霉素作为

抗性筛选标记，得到 !"#$ 阻断突变株 %&’ 的遗传互

补菌株，命名为 %&4。在相同条件下培养，观察发现

互补株的表型恢复到野生型的状态（图版!$R），从

而进一步证明 JG*! 阻断突变株的表型变化确实是

由于 !"#$ 的破坏引起的。

M.柳金满等：天蓝色链霉菌调控基因$ !"#$ 功能的初步研究 ? V微生物学报（4//T）(T（’）



! 讨论

在 ! ! "#$%&"#%#’ "#（$）基因组中发现了十多个

含有 %&’ 结构域的蛋白，其中 %()" 与 "*+’ 的同源

性较高。,-)./-0(1. 等［2］和 344 等［56］研究发现 "*+’
是具有 "%&7+4 活性的转录激活因子，在天蓝色链霉

菌中正调控着放线紫红素、十一烷基灵菌红素等次

级代谢产物的生成［2，56］，而对菌株形态分化没有调

控作用。

用 89"’%（%14 8-/+4):4; 9-<7./ ")(1.=4(=0)4
’4=).4:7> %-->）程序对 %()" 与 "*+’ 的氨基酸序列进

行分析，发现二者在结构域组织方式上十分相似（图

#）。二者都具有 "%&7+4 结构域和 %&’ 结构域，不同

之处在于 "*+’ 的 ? 端还有一个转录激活结构域 @
A%"9，而 %()" 缺少这个结构域。与二者结构相似

性一致的是，我们的研究结果表明二者在功能上也

很相似，%()" 和 "*+’ 对 ! ! "#$%&"#%#’ "#（$）次级代谢

产物的生成均有调控作用，而对菌株的形态分化没

有影响。与 "*+’ 不同的是，%()" 起负调控作用。

图 ! "#$% 与 %&’( 的结构域组织方式

B.C!# 8-/+4):4; ;-<7./ 7)(1.=4(=0)4 -* %()" 7/; "*+’

%&’! =4=)7=).(-D4D=.;4 )4D47= ;-<7./； 8EF#GH#I D)4;.(=4; "%&7+4

;-<7./；A%"9! D)4;.(=4; J7(=4).7> =)7/+().D=.-/7> 7(=.:7=-) ;-<7./!

%()" 缺少转录激活结构域，它是如何发挥调控

功能的呢？以前的研究表明，%&’ 主要介导蛋白K蛋
白之间的相互作用［$］，因此我们推测 %()" 可能是通

过 %&’ 结构域与其它转录因子相互作用，从而间接

地影响相关基因的表达。枯草芽孢杆菌中，含有

%&’ 结构域的蛋白 ’7D8 就是通过与转录因子 8-<"
的相互作用，从而间接的发挥调控功能的［5L］。因

此，找出 %()" 的互作蛋白对于进一步阐明 %()" 参

与的调控途径非常关键。目前，成功应用的寻找互

作蛋 白 的 方 法 有：酵 母 双 杂 交［52］、B7) M4+=4)/［52］、

FN% &0>>;-O/［52］、 %"& （ =7/;4< 7**./.=P
D0).*.(7=.-/）［5Q，5R］等。本实验室正在摸索在链霉菌中

建立 %"& 方法，为进一步阐明 %()" 参与的调控途径

奠定了基础。

总之，本研究发现 ! ! "#$%&"#%#’ "#（$）中一个新

调控基因K=()"，负调控色素类次级代谢产物的生成，

这种调控作用在特定营养条件下才表现出来。对于

%()" 参与的调控途径的阐明，还有待进一步深入的

研究。

致谢 感谢本实验室王胜兰老师和汪志军博士在研

究工作中给予的帮助和鼓励。
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