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摘 要：!"#$ 编码天蓝色链霉菌中唯一有效识别 FFG 亮氨酸密码的 8HIG（J*-）FFG。通过构建阿维链霉菌
IHHJ(#30基因组亚文库，筛选得到含有阿维链霉菌 !"#$% 及其侧翼序列的克隆。利用!H5K介导的 LMH 8.,<*87;<技

术构建了 !"#$% 的基因置换质粒 NOJ&0(，将其跨属接合转移进入阿维链霉菌 IHHJ(#30，筛选得到 !"#$% 基因置换

菌株 1P#%。1P#%表现为光秃表型，表明 !"#$% 调控阿维链霉菌的形态分化。摇瓶发酵 1P#%菌株并对发酵产物进

行 OLJM分析，发现 1P#%菌株均不合成阿维菌素组分，提示阿维菌素的合成受 !"#$% 调控；考察阿维菌素生物合成

基因簇，其中 %&’$& 和 %&’( 含有 11G密码，它们的翻译可能受 !"#$% 调控，与实验结果一致。
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11G是 3个编码亮氨酸的三联体密码之一，在
高 R S MT的重要抗生素资源菌链霉菌中 11G密码
非常稀有。 !"#$ 基因编码链霉菌中唯一能有效识
别 稀 有 11G 密 码 的 8HIG。天 蓝 色 链 霉 菌
（)*+’,*-./0’1 0-’"20-"-+）!"#$ 基因突变株营养生长不
受影响，但失去合成放线紫红素等多种抗生素的能

力，同时不能形成气生菌丝和产生孢子，从而呈现

“光秃”表型［#］。在放线紫红素生物合成途径中，

!"#$通过控制含 11G密码的调节基因（ %0*3344(5!）
和抗生素产物输出基因（%0*3344(5$）的表达来调控
抗生素的合成［$］。含 11G密码的 %#,$ 则是 !"#$ 调
控产孢过程的靶基因［&，!］。此外，!"#$ 在灰色链霉菌
（) ? 6+21’71 ）［0，3］、球孢链霉菌（) ? 6"-!21,-+71）［"］、白
黑链霉菌（ ) ? %"!-826’+）［(］和变铅青链霉菌（ ) ?
"2&2#%81）中，也调节产孢或抗生素合成。但是也有
例外，在棒状链霉菌（ ) ? 0"%&7"26’+71）中，尽管棒酸及
头霉素生物合成途径特异性调节基因 00%( 中含有
11G密码，但这两种抗生素的合成并不受 !"#$ 调
节［A］。

阿维 菌 素 是 阿 维 链 霉 菌（ ) ? %&’+.2*2"21）
IHHJ(#30产生的一组天然的十六元大环内酯类抗
生素，有极强的杀体内外寄生虫活性，是目前最为有

效的生物来源杀虫剂之一［#%］。阿维链霉菌基因组

测序已完成［##］，在阿维链霉菌中存在 !"#$ 的同源基
因 *(9$0"，本文命名为 !"#$%。本研究通过分析阿

维菌素生物合成基因簇序列，发现 U型聚酮合酶基
因 %&’$&、调节基因 %&’( 均含有 11G密码；此外，阿
维链霉菌的 %#,$ 同源基因（ %#,$%）也含有 11G 密
码。根据上述分析，推测阿维链霉菌形态分化和阿

维菌素的合成都可能受 !"#$% 调控。本文根据基因

组序列，克隆、中断 IHHJ(#30中的 !"#$%，通过考察

基因中断菌株的表型变化检验上述推测。

% 材料和方法

%(% 材料
%(%(% 菌株：阿维链霉菌 IHHJ(#30、大肠杆菌
（:10;’+20;2% 0-"2）KO0"、51#$03"（NFV(%%$）均由华中
农业大学农业微生物国家重点实验室链霉菌分室保

存；WP$0##&（NUX"A%）［#$］由英国 X9>; U;;*Y M*;8,* 的
M>.8*, Z教授惠赠。
%(%() 质粒：NUX!3!$［#&］为大肠杆菌插入正选择载
体，含氯霉素和壮观霉素抗性基因。NOXJ!%#［#&］为
大肠杆菌和链霉菌双功能质粒，链霉菌复制子为

[ML$"不稳定复制子，含氨苄青霉素、硫链丝菌素



抗性基因；!"#$$%［&’］为大肠杆菌质粒，含氨苄青霉
素、阿泊拉霉素抗性基因和接合转移起始位点；

!()&’$（本实验室李文成博士提供）为链霉菌内整
合型载体，源于 !*+,&-’，含壮观霉素抗性基因。
!"!"# 试剂：所用限制性内切酶、高保真 !"# 聚合
酶 !./01234 和 !567&8, 载体购于 ,9:9;9 公司；,<
6=>连接酶为 ?/0@2A9产品；6=>分子量标记购于
华美生物工程公司；6"B 6=> 标记和检测试剂盒购
于 ;0CD2公司；阿维菌素标准品购于 *EA@9公司。
!"!"$ 培养基：大肠杆菌培养基为 )F［&<］；阿维链霉
菌固体产孢培养基为 G5*［&-］，液体培养基为
G+5+［&%］；大肠杆菌与阿维链霉菌的接合转移培养
基，阿维链霉菌的种子培养基和发酵培养基参见文

献［&-］；)F中氨苄青霉素使用终浓度为 &HH!AI@)，
阿泊拉霉素为 %H!AI@)，氯霉素为 ’-!AI@)，卡那霉
素为 ’-!AI@)；G5* 中硫链丝菌素使用终浓度为
&H!AI@)，阿泊拉霉素为 %H!AI@)，萘啶酮酸为 ’-!AI@)。
!"% &’(操作
质粒提取和转化等基本操作见文献［&<］；链霉

菌培养、总 6=>提取，大肠杆菌与链霉菌的属间接
合转移方法见文献［&%］；地高辛标记 6=> 探针和
*0J4D2/K 杂交参照产品说明书和文献［&<］。
!"# 引物设计和 )*+技术
根据阿维链霉菌 5>7<L8H 的序列信息，参照

?M; 49/A24EKA 系统［&’］，设计一对引物：N&：-O7BBM
BM,>MMMBMMM>>BB,BB,BM>MBM>M,MB,MM,B>,B
,>BBM,BB>BM,BM,,M7%O； N’： -O7BB,MMBB,MBB
MB>BBBB>B,BM,BB,M>MBBB>BBB,B>,,MMBBBB
>,MMB,MB>MM7%O。引物 -O端未划线部分序列分别
与 $%&’" 上下游序列匹配，%O端划线部分序列与

!"#$$%的阿泊拉霉素抗性基因两侧序列相匹配，可
以扩增 !"#$$%的阿泊拉霉素抗性基因及其相邻的接
合转移起始位点，利用 ?M; 49/A24EKA技术构建 $%&’"

基因置换质粒。?M;条件：P-Q <-3，LHQ -H3，$’Q
’@EK；’- 个 循 环。 第 ’ 对 引 物： N%： -O7
BM>BMBB>>B,BMB>BB>B>7%O，N<：-O7BMM,BB>>B
>,B>>BMMB>,7%O分别与 $%&’" 基因置换片段两侧

序列匹配，用于验证基因置换菌株的基因型。?M;
条件：P-Q <-3，LHQ -H3，$’Q &-H3；’- 个循环。第
三对引物：N-：-O7BMBM>M>>MBMM>BM,BM,B7%O，
NL：-O7M,MM,B,MBBB>MBBMB>,B7%O分别与 $%&’" 基

因两侧序列匹配，?M; 扩增产物包含完整的 $%&’"

基因。?M;条件：P-Q <-3，LHQ -H3，$’Q 8H3；’-个

循环。

!"$ 发酵液的 ,)-*分析
取 &@) 发酵液，加 <@) 甲醇，充分振荡浸泡

%H@EK后，离心取上清进行 (?)M分析。分析条件：
M&8反相柱，内径 <RL@@，柱长 %HH@@；流动相为甲
醇 S 水（8- S &-），流速为 &RH@)I@EK；检测波长为
’<-K@［&-］。

% 结果

%"! 阿维菌素生物合成基因簇及 !"#$ 中含有
..(密码
根据阿维菌素生物合成基因簇序列［&L］，阿维菌

素生物合成过程包括聚酮骨架的合成及其呋喃环形

成、夹竹桃糖的合成及聚酮的糖基化等步骤，有关基

因包括 < 个聚酮合酶基因（ "()’&7 <）、夹竹桃糖
（*%)"+&,*-)）合成、糖基转移酶和途径特异性调节基
因等 &8个基因。分析 &8 个基因的遗传密码，发现

"型聚酮合酶基因 "()’%的第 ’H<<个密码、调节基
因 "(). 的第 <L<个密码是 ,,>。因此，阿维菌素的
生物合成有可能受 $%&’" 基因的调控。此外，与天

蓝色链霉菌 "&/’ 核苷酸序列有 PHT一致性的
"&/’" 基因的第 ’’-个密码也是 ,,>，因此推测阿维
链霉菌形态分化也受 $%&’" 基因的调控。

%"% %&"$! 的克隆及基因置换载体的构建

%"%"! 基因组亚文库法克隆 $%&’"：根据阿维链霉

菌 =;;)8&L-基因组序列信息，分析 $%&’" 两侧序列

以查找合适的限制性酶切位点，发现 $%&’" 上游

%88P1!、下游 &%$H1!各有一个 0"1("酶切位点，实
验设计利用 0"1("来克隆 -%<-1!含有 $%&’" 的阿

维链霉菌染色体片段。

提取阿维链霉菌 =;;)8&L-总 6=>，0"1("完
全酶切，回收 - U LV1 范围片段。将回收的 6=>片
段连入大肠杆菌正选择载体 !"#<L<’ 的 0"1("位
点，转化大肠杆菌 6(-#，收集所有转化子约 &’HH
个，即阿维链霉菌基因组亚文库。将转化子分成 %H
组（约 <H个I组）。以每一组混合质粒 6=>为模板，
利用引物 N%和 N<进行?M;反应，筛选得到 &&个质
粒组出现 $%&’" 阳性信号。从中挑取一组质粒抽提

单菌落的质粒 6=>作为模板进一步 ?M;筛选得到
携带有 $%&’" 的阳性克隆，用 0"1("、23+W$、

4*5"酶切验证，结果与预期完全符合，命名为
!()%-&。对 !()%-&的外源片段进行测序发现 $%&’"

序列在 =;;)8&L-和 5><L8H中完全一致。

-%陶韦新等：阿维链霉菌 =;;)8&L-中 $%&’" 的克隆及其对形态分化与阿维菌素合成的影响 X I微生物学报（’HH$）<$（&）



!"!"! 用 !"# $%&’($)*’ 方法构建 !"#$% 基因置换质

粒 +,-./0：按图 1所示技术路线构建基因置换质粒
+,-./0。&%’,!酶切 +,-./1，回收 /2345 包含
!"#$% 的片段，与 &%’,!酶切的大肠杆菌和链霉菌
双功能质粒载体 +,6-371 连接，得到重组质粒
+,-./8。以 +9688.质粒 :;<为模板，=1和 =>为引
物，!"#扩增得到 12345 的 %%(（.）)* ? +,-. 片段，
用试剂盒回收纯化 !"#产物。将此 12345片段电转
化阿拉伯糖诱导表达"#@: 重组酶的 AB>/11.
（+968C7、+,-./8）感受态细胞，筛选具有阿泊拉霉素
抗性的转化子，得到重组质粒 +,-./0，其中 !"#$% 被

%%(（.）)* ? +,-. 片段置换。以 =. 和 =3 为引物，
!"#验证 +,-./8 和 +,-./0 中 !"#$% 的基因型，以

;##-01D/ 染 色 体 :;< 为 对 照， ;##-01D/ 和
+,-./8 的 !"# 产物为 !"#$% 被置换前的 12/45，

+,-./0的 !"#产物则为置换后的 >2145，结果与预
期相符。

图 # 基因置换质粒（$%&’()）的构建及 *++&)#,(染色
体上 !"#$% 的置换

=)’E 1 "F*G$&HI$)F* FJ $K( ’(*( &(+L%I(M(*$ +L%GM)N（+,-./0）%*N

&(+L%I(M(*$ FJ !"#$% )* ;##-01D/2

!"’ 阿维链霉菌 !"#$% 基因置换菌株的筛选及其

基因型验证

基因置换原理如图 1 所示，在阿维链霉菌中，
+,-./0携带的 !"#$% 两侧 :;<序列通过与染色体

上同源片段发生两次同源重组，使染色体上的 !"#$%

被 %%(（.）)* ? +,-. 片段所取代。将质粒 +,-./0转
化到大肠杆菌 @O1>/D8（+PQ077>），利用属间接合转
移将 +,-./0跨属转移到阿维链霉菌 ;##-01D/中。
挑取阿泊拉霉素抗性的接合转移子，划线转接至含

萘啶酮酸的 RST培养基分离纯化，将纯化后的接合
转移子在无抗生素的 RST培养基上松弛培养至产
孢。收集孢子稀释培养形成单菌落，筛选得到 .株
阿泊拉霉素抗性、硫链丝菌素敏感的重组菌株，命名

为 OB17。
用 TFH$K(&* 杂交验证 .株 OB17菌株染色体上

!"#$% 是否被 %%(（.）)* ? +,-. 片段置换的。提取

;##-01D/（野生型菌株）、. 个 OB17 菌株及 1 株阿
泊拉霉素抗性、硫链丝菌素抗性的单交换菌株 OB11
的染色体 :;<，用 &("!完全酶切，经琼脂糖凝胶分
离，进行 TFH$K(&* 杂交。以 =. 和 =3 为引物、
;##-01D/菌株总 :;<为模板 !"#扩增的 12/45片
段为探针。根据序列，野生型菌株 ;##-01D/ 的染
色体序列出现一条 ./D75+的杂交带；OB17的 !"#$%

片段被 %%(（.）)* ? +,-. 片段置换，出现一条 31.35+
的杂交带；而单交换菌株 OB11 则出现 ./D75+、
31.35+两条杂交带，杂交结果与预期相符（图 >）。
杂交结果说明在 ;##-01D/中 !"#$% 已经被正确置换。

图 ! 重组菌株 -./01234 杂交验证
=)’E > TFH$K(&* 5LF$ IF*J)&M%$)F* FJ $K( &(IFM5)*%*$ G$&%)*GE 12 / E

%01,’-2-"-3 ;##-01D/； >2OB11； .2OB17（1 U ）；32OB17（3 U ）；

/2OB17（D U）E

!"5 !"#$% 基因置换菌株的遗传互补

以阿维链霉菌 ;##-01D/染色体 :;<为模板，
=/、=D为引物，!"#扩增 0715+包含有完整 !"#$% 的

片段，装载入 +S:V10O得到克隆 +,-.D7。&%’,!、
432!双酶切 +,-.D7，回收 !"#$% 片段连入 +,-1>8
的 &%’,!、432 ! 位点，得到 !"#$% 互补载体

+,-.D>。将质粒 +,-.D> 从大肠杆菌 @O1>/D8
（+PQ077>）跨属接合转移至阿维链霉菌 OB17，从平
板上挑取接合转移子转接到含有萘啶酮酸、阿泊拉

霉素、壮观霉素的 RST培养基上，筛选得到具有抗

D. O<W B()VX)* 12 %" E Y$(2% 5-(,+!-+"+6-(% /-7-(%（>778）38（1）



阿泊拉霉素、抗壮观霉素的 !"#$% 互补菌株，命名为

!"#$。
在 %&’培养基上，!"#(的形态表现为光秃，即

不产生气生菌丝和孢子。与 !"#(相比 !"#$同样
培养条件下恢复产生气生菌丝（图 $），说明是 !"#$%

的置换导致 )**+,#-. 中气生菌丝产生的缺陷，表
明 !"#$% 在阿维链霉菌中调控形态分化过程。

图 ! "##$%&’(、)*&+和 )*&!表型观察
/012 $ 3456789:5 7; )**+,#-.，!"#( <6= !"#$>#>)**+,#-.；

?>!"#(（# @）；$>!"#(（A @ ）；A>!"#(（- @ ）；.>!"#$（# @ ）；->!"#$

（? @）；B>!"#$（$ @）；,>!"#$（A @）2

图 , 阿维链霉菌 "##$%&’(（-）和 !"#$% 基因置换菌株

)*&+（.）发酵产物的 /0$1分析
/012A C3+D <6<E9F0F 7; &’()*’+,-.)/ %0)(,1’1"1/ )**+,#-.（G）<6=

!"#$% 1565 H5:E<I5J568 F8H<06 !"#(（K）2

23( 阿维菌素的合成严格依赖于 !"#$% 的表达

阿维菌素生物合成基因簇内的 L型聚酮合酶基
因 %0)$$ 和调节基因 %0)2 中含有 !!G 密码，是
!"#$% 潜在的靶基因，有可能 !"#$% 能通过调节 %0)$$
和 %0)2 的表达从而调控抗生素阿维菌素的合成。
摇瓶发酵 $株 !"#$% 基因置换菌株 !"#(，同时发酵

野生型菌株 )**+,#-. 作为对照，用甲醇萃取发酵

液并进行 C3+D分析。在 )**+,#-. 发酵产物中出
现 K?M、K?<、G?<、K#< 、G#<等 .个阿维菌素组分；而
$株 !"#(都没有出现相应的组分，图 A中显示一株
!"#(的 C3+D 分析结果，其它 !"#( 菌株发酵液
C3+D图谱与之相似。发酵结果表明 )**+,#-. 中
阿维菌素的合成依赖于 !"#$%。

! 讨论
在天蓝色链霉菌中，光秃基因对形态分化和抗

生素合成都有调控作用。其中 !"#$ 基因通过调节
含 !!G密码的基因翻译从而调节抗生素合成和形
态分化。本文通过分析阿维菌素生物合成基因簇序

列，发现 L型聚酮合酶基因 %0)$$、调节基因 %0)2 均
含有 !!G密码；此外，阿维链霉菌的 %#*$ 同源基因
（%#*$%）也含有 !!G密码。推测阿维链霉菌形态分
化和阿维菌素的合成都可能受 !"#$% 调控。在链霉

菌中有些基因尽管含有 !!G密码，但其表达并不受
!"#$ 调控［N］。
通过分析基因组中 !"#$% 及其侧翼序列，本研

究克隆了 !"#$% 基因，并构建了阿维链霉菌的 !"#$%

基因置换菌株 !"#(。分别筛选获得的 $ 株 !"#(
同时都显示气生菌丝产生缺陷，及阿维菌素合成的

阻断。而遗传互补菌株 !"#$ 恢复产生气生菌丝，
说明是 !"#$% 的中断导致了气生菌丝产生的缺陷，

即阿维链霉菌的 !"#$ 能够调控形态分化。在灰色
链霉菌和天蓝色链霉菌中已找到一个直接受 !"#$
调控且与气生菌丝产生相关的基因 %#*$，%#*$ 被发
现是一类广泛存在于链霉菌且与气生菌丝合成相关

的 GH<D类转录调控因子［-］。阿维链霉菌中同样存
在着 %#*$ 的同源基因［##］，而且编码序列中也含有
!!G密码，因此 !"#( 中气生菌丝产生缺陷可能是
因为 !"#$%的中断阻断了 %#*$ J*)G中 OOG的翻译
而造成的。在灰色链霉菌中气生菌丝、链霉素和黄

色素的产生都依赖于 %#*$；天蓝色链霉菌中气生菌
丝的产生主要受到 %#*$ 的控制，但是十一烷基灵
菌红素的合成不受 %#*$ 的影响［$］，而且 %#*$ 在这
两种链霉菌分化中的作用也有所不同［#B］。!"#(中
阿维菌素合成的阻断可能直接由 %0)$$ 和 %0)2 基
因不能有效翻译所导致；至于 !"#$% 是否还通过控

制 %#*$% 从而调控阿维菌素的表达，还有待于进一

步的研究。
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