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摘 要 头状轮生链霉菌（!"#$%"&’$#"()(**(+,)-$.%("&.+.）7866%95%%是抗肿瘤药物丝裂霉
素的主要产生菌，实验通过诱变筛选获得不产生丝裂霉素同时对丝裂霉素6敏感的阻断变
种:3#，并以它为受体宿主，以质粒;<=#""为载体，建立野生型头状轮生链霉菌菌株

7866%95%%的基因库。采用鸟枪法克隆技术，从库中筛选获得含有丝裂霉素6抗性基因的

#>%?.外源片段的克隆子。将含此外源片段的质粒;@A4导入变铅青链霉菌（!"#$%"&,/)$.
*(’(0-1.）获得表达。并且首次成功地运用电穿孔法将;@A4导入野生型菌株中，使其对丝裂
霉素6的抗性大幅度提高：最低抑制浓度（B<6）由原来的%22!C／-@上升至$222!C／-@以
上。摇瓶发酵实验表明：单位菌量的7866%95%%（;@A4）的丝裂霉素产量高于野生菌株

7866%95%%，因此丝裂霉素6抗性与产量之间存在一定的相关性。
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丝裂霉素6是一种抗肿瘤抗生素，激活态的丝裂霉素通过与*07的交链来阻碍

*07的复制，从而抑制癌细胞的分裂，临床上用于治疗包括消化道癌，肝癌，颈部肿瘤，
慢性白血病在内的人体多种恶性肿瘤［$］。自从$"4#年EFGF第一个从头状链霉菌的培养
液中分离到丝裂霉素类抗生素开始［%］，由于它的特殊的抗肿瘤功能引起了人们广泛的重

视。以往的研究着重于丝裂霉素的临床效用，而有关抗生素合成的分子生物学研究的报

道尚不多见。丝裂霉素的产生菌头状轮生链霉菌!"#$%"&’$#"()(**(+,)-$.%("&.+,）属轮生
链霉菌属，该属菌的分类特征，特别是细胞壁的组份与已广泛研究的链霉菌属（!"#$%"&2
,/)$.）有着明显的差别［!］，无法运用链霉菌中最常用的转化方法———HIJ介导的原生质
体转化法进行导入外源*07［5"4］。为了实现头状轮生链霉菌基因库的构建，本实验室通
过诱变筛选获得丝裂霉素阻断突变种:3#，在合适的条件下能被有效制备原生质体，另一
方面采用高浓度*07转化方法，克服了该菌株对质粒;<=#""的限制修饰作用。对于产
丝裂霉素的野生菌株7866%95%%，实验选用电脉冲穿孔法进行转化并得以成功。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒
实验所用的菌种和质粒见表$。



表! 菌种与质粒

!"#$%& ’()"*+,"+-.$"/*-,0,%-*+(1*,,(0-2
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相关遗传特性
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!"# 培养基

?I>I液体培养基，EQ?I原生质体再生培养基及本氏培养基见74.R44-的链霉莲
实验手册［C］。液体种子培养基：葡萄糖Y<A，蛋白胨&Z<A，（[7J）Q’OJYA，>A’OJ·F7QO
<U8A，（[7J）Q7VOJ&A，["N$QA，麦芽糖&<A，黄豆粉&8A（制成浸出液），.7FU8，液体发酵
培养基：葡萄糖J<A，蛋白胨YA，>A’OJ·F7QO<U8A，["N$JA，黄豆粉&<A（制成浸出液），可
溶性淀粉&<A，酵母粉&<A，玉米浆&<A，N"NOYCA，.7FU<，鉴定菌培养基葡萄糖Y<A，酵母
粉&<，蛋白胨&<A，固体培养基加&Z8A琼脂粉，半固体培养基加DA琼脂粉。所有培养基
均定容至&P。

!"$ 材料
限制性内切酶，!J6[@连接酶和碱性磷酸脂酶为V)4/%A"公司产品，溶菌酶，蛋白

酶S和E[",%为’*A/"公司产品，电脉冲仪为M*4KE"-公司产品。

!"% 方法

!"%"! 6[@的操作：染色体6[@的提取纯化，蔗糖密度梯度离心和质粒6[@的提取，

N,N$密度梯度离心纯化，6[@酶切、连接、转化、’40)(1%)+杂交均参考《分子克隆手册》［;］

和《链霉菌遗传操作手册》［C］。

!"%"# 丝裂霉素阻断突变株’KC的诱变筛选：运用紫外诱变的方法对头状轮生链霉菌

@!NNQFJQQ进行诱变筛选，获得不产丝裂霉素且对丝裂霉素N敏感的阻断变种’KC。

!"%"$ 原生质体的制备：接种孢子悬液于Y</P?I>I培养基的Q8</P带弹簧圈的三
角瓶中（使用前加入终浓度为<Z8\的甘氨酸），Q;]摇床培养YC$J;1至45C<<为<ZC$
<Z;。C<<)／/*+收集菌体，用 V̂ V缓冲液（蔗糖<Z8/4$／P，>AN$Q&//4$／P，!)*,KN$
<Z<Q8/4$／P，.7FZQ）洗涤两次。菌体悬浮于&</P含Q/A／/P溶菌酶的VY缓冲液（蔗
糖<Z8/4$／P，["N$F<//4$／P，>AN$Q8//4$／P，N"N$Q8//4$／P，!)*,KN$<Z<Q8/4$／P，

.7FZQ）中，Y<]保温Y<$C</*+至悬液变浑浊，加入&</PV̂ V缓冲液，用装有脱脂棉的
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试管过滤，将滤液移入一新的离心管中，!"""#／$%&离心’$%&，弃上清，将原生质体悬浮
于’$()*)缓冲液中。用血球计数板计数，并将原生质体以+!!,-".分装，及时用于
转化或于/0"1贮存备用。

!"#"# )23介导的原生质体转化：取新鲜制备的+!!,-".个原生质体于!"""#／$%&
离心弃上清，使原生质体悬浮于残留液中，加入’"(质粒456溶液和"7’$(8转化缓冲
液［9］（含+’:)23-"""），吹吸混匀，加入’$()*)缓冲液，;"""#／$%&离心0$%&，弃上
清，将沉淀重悬于-$()*)缓冲液中，涂布于<’原生质体再生培养基平板。+.1培养

+!=后，覆盖+>’$(含一定浓度相关抗生素的半固体<’培养基。一周后检测转化子。

!"#"$ 电穿孔转化野生菌株68??+0!++的菌丝体：接种新鲜的链霉菌孢子悬液于含

">’:甘氨酸的@2A2培养基中，+.1摇床+""#／$%&培养;9!!.=至!"9""为">9!
">.。)*)缓冲液洗涤两次。09*，’!-"B超声波处理后，再用’$C／$(溶菌酶于);缓
冲液中;01处理-=。用">’$DE／(蔗糖，-$$DE／(AC?E+溶液洗涤并悬浮两次，取’""(
与">’!;"C质粒456混和均匀，转入预冷的-$$规格的电穿孔小杯中，置-+>’FG／H$
的场强，!""#+’IJ电击，脉冲时间为0>"!K>"$B。脉冲结束后，加入!"""()*)缓冲
液，混匀后吸-"""(涂布<+@2原生质体再生平板，+!=后铺+>’$(含+’"C／$(硫链丝
菌素的上层<+@2半固体培养基，+.1培养’!0L后检测长出的转化子。

!"#"% 丝裂霉素?发酵产量的测定：接种链霉菌孢子悬液于液体种子培养基中，+.1转
床+""#／$%&培养!.=，以-":的接种量转接到液体发酵培养基中，+.1转床培养!!0L。
接种#$%&’&$()*+’,$-’./-0于鉴定菌培养基斜面，;01培养过夜，用’$(无菌水

洗下斜面上的指示菌，取">’$(加到-""$(融化并保温于’91的鉴定菌半固体培养基
中，混匀后各取’$(铺于鉴定菌固体培养基平板上，待凝固后作为指示菌平板备用。

-"""#／$%&离心.$%&收集链霉菌发酵上清液，用杯碟法在指示菌平板上测定丝裂霉
素?的效价，;01培养.=后检测抑菌圈的大小，称得发酵液中菌体的干重并根据其效价
计算单位菌体的丝裂霉素产量。

& 结果

!"& 头状轮生链霉菌基因克隆载体的发展
轮生链霉菌是一类细胞壁组份特殊且存在很强限制修饰系统的菌，迄今，仍缺乏这类

菌自身的克隆系统，在对轮生链霉菌属的一些菌株进行筛选后，未能找到可供构建克隆载

体用的内源性质粒。转而实验考察了链霉菌属中的常用质粒载体被导入丝裂霉素?阻
断变种及丝裂霉素产生菌细胞并在细胞内复制的可能性。实验结果表明，不论是原生质

体转化法还是电穿孔转化法，对头状轮生链霉菌的首次转化的频率都极低，但是一当导入

并在该菌中制备质粒456，随后的转化频率明显提高。通过系统地对菌体培养、原生质
体制备、转化反应以及再生等过程中的相关条件进行比较、优化，从每微克的MNO0"+或

MNO9KK456中可获得-"’!-"9转化子，可作为合适的基因克隆载体之用（待发表）。

&"& ’())&*#&&文库的构建和丝裂霉素)抗性基因的克隆
本研究按图-的流程进行丝裂霉素?抗性基因的克隆。
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图! 重组质粒"#$%和"&’(的构建

)*+,! -./012341*./.5167274.89*/:/1";:08*<0"#$%:/<"&’(

首先从野生型头状轮生链霉菌=>--?@A??提取总BC=，用!"#D部分酶切，蔗糖密度梯
度离心收集A!!EF9大小的片段。提取载体质粒"DG(HHBC=并经-0-;梯度离心纯化，

$%&DD和’(#ID双酶切，回收AJHF9的BC=片段与A!!EF9的染色体BC=片段连接，转
化阻断变种KL(的原生质体，涂布转化液于I?’M平板，?NO培养??6后，加含硫链丝菌
素!(E"+／8#的上层培养基，经四天培养获得??EE个转化子。以含NE"+／8#硫链丝菌
素，!E"+／8#丝裂霉素-的培养基初筛，以含NE"+／8#硫链丝菌素，NE"+／8#丝裂霉素

-的培养基复筛获得一抗性转化子。对抽提的重组质粒BC=进行酶切，发现插入的外源
片段大小为(J?F9，命名此质粒为"#$%。为了鉴定该外源片段的确来源于=>--?@A??，
将质粒"#$%与=>--?@A??的总染色体BC=分别用)*+DD完全酶切后做K.321672/转
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移，以质粒!"#$经!"#$%%%酶切后的片段为探针杂交，结果表明两者在$&’()处均有相
同的杂交带，因此，可以确证质粒!"#$上的*&+()外源片段来源于,-..+/0++（图+）。

!"# $%&’酶切图谱的分析
经对重组质粒!"#$12,进行限制性内切酶的酶切分析表明，来源于头状轮生链霉

菌,-..+/0++的丝裂霉素抗性基因片段上有3个%&’%切点，3个()*4%点，+个

+,-%%切点，但不存在./’5%，01#%和+23%等酶切切点。同时，通过单酶切和不同组合
的双酶切比较，初步确定了各酶切位点在!"#$上的相对位置（见图3）。

图+ 质粒!"#$12,与,-..+/0++总染色

12,经+,-%%酶切的电泳图谱（,）及

6789:;<9=杂交图（>）

?@AB+ CD<E:97!;79<F@FG=H678:;<9=;I)9@H@JG:@7=7K:;<

!DGFL@H!"#$G=H,-..+/0++:G:7D12,H@A<F:<HM@:;

+,-%%8F@=A:;<K9GAL<=:F7K!"#$H@A<F:<H)I!"#$%%%GF

!97)<

NB!"#$!DGFL@H12,；+B,-..+/0++:G:7D12,B

图3 质粒!"#$的限制性酶切图谱

?@AB3 5<F:9@E:@7=<=H7=8ED<GF<LG!7K:;<!DGFL@H!

!!!!
"#$

：@=F<9: 外源片段；

：O<E:79 质粒载体B

!"( 丝裂霉素抗性基因在不同宿主中的表达
为了检查重组质粒!"#$中*&+()的外源片段上的丝裂霉素抗性基因能否在大肠杆

菌中表达，实验进一步将该片段重组到可在大肠杆菌中复制的载体质粒!P.N’中，所得
质粒!QR*（见图N）转化进入大肠杆菌14$!，同时也将!"#$转化导入456","$)#2
-S$0，分别测定丝裂霉素.对携带丝裂霉素抗性基因片段的各菌株的最低抑制浓度
（Q%.）并与不带质粒的宿主菌相比较（见表+），结果表明由于!"#$的存在，丝裂霉素.
对头状轮生链霉菌,-..+/0++的阻断变种6T*和456","$)#2-S$0的最低抑制浓度分
别提高了0U倍和+U倍，而对于.5/’6"14$!，不论是否带有丝裂霉素.抗性基因片段，

Q%.值均小于$"A／L"，重组质粒!QR*未能使14$!对丝裂霉素的抗性水平有升高。
因此，来源于革兰氏阳性菌,-..+/0++染色体上的丝裂霉素.抗性基因可在链霉菌中
复制表达，而难于在革兰氏阴性的大肠杆菌中表达。

VV0*期 黄健强等：头状轮生链霉菌中丝裂霉素.抗性基因的克隆及功能研究



!"# 丝裂霉素$抗性与抗生素产量的相关性
野生型的丝裂霉素!产生菌"#!!$%&$$用常规方法难于制备原生质体，故直接用

菌丝体经超声波和溶菌酶作用后进行电穿孔，质粒’()*转入"#!!$%&$$后，使它由对
硫链丝菌素敏感变为对硫链丝菌素有抗性，从电穿孔转化子中重新抽提得到的质粒+,"
分子量与’()*相同，同时随着’()*的导入，带有丝裂霉素!抗性基因的这些转化子对
丝裂霉素!的抗性有了大幅度的提高。当它们在无抗生素的培养基中连续转接-次，质
粒的保存率在-./左右，说明质粒尚存在一定程度的不稳定性。质粒’()*上的丝裂霉
素抗性基因在变铅青链霉菌和"#!!$%&$$的阻断变种01-中都能表达，使抗性水平升
高，丝裂霉素!最低抑制浓度（23!）的比较见表$。实验进一步考察了"#!!$%&$$
（’()*）的产丝裂霉素能力并与不带质粒的野生菌株进行比较（见图&），发现前者的产丝
裂霉素水平升高，单位菌体的丝裂霉素产量为后者的45-/。

图& 头状轮生链霉菌"#!!$%&$$和

"#!!$%&$$（’()*）的丝裂霉素产量曲线

6789& #:;<=>?@;=AB7C=BD<7E’?=F><C7=EF>?7E8C:;A;?1

B;ECGC7=E=A"#!!$%&$$GEF"#!!$%&$$（’()*）

49"#!!$%&$$；$9"#!!$%&$$（’()*）9

表! 丝裂霉素$对不同菌株和转化子的
最低抑制浓度的比较

#GHI;$ !=B’G?G<GC7=E=AB7C=<D<7E!23!’@GB=E8C:;

F7AA7?;EC@C?G7E@GEFC?GE@A=BGEC@

菌 株
0C?G7E@

最低抑制浓度23!／（!8／B(）

!"#$%"&’$#"()(**(+,)-$.%("&.+.01- *
!"#$%"&’$#"()(**(+,)-$.%("&.+.01-（’()*） $..
!"#$%"&,/)$.*(’(0-1.#J*& $.
!"#$%"&,/)$.*(’(0-1.#J*&（’()*） &..
23)&*(+K*" !*
23)&*(+K*"（’()*） !*
!"#$%"&’$#"()(**(+,)-$.%("&.+."#!!$%&$$ $..
!"#$%"&’$#"()(**(+,)-$.%("&.+."#!!$%&$$（’()*） "4...

% 讨论
本项工作首次从头状轮生链霉菌中克隆

到丝裂霉素!抗性基因，并证明该抗性基因能在链霉菌属的!3*(’(0-1.#J*&和丝裂霉
素阻断变种01-中获得表达。但是将该丝裂霉素!抗性基因片段克隆到’L!4M载体质
粒上并引入23)&*(+K*"时，未见抗性水平得到提高。造成这一现象的原因可能是由于
来源于格兰氏阳性菌的丝裂霉素!抗性基因中的启动子难以被革兰氏阴性菌的N,"聚
合酶所识别。

OPQ介导的原生质体转化和电穿孔转化是目前用于革兰氏阳性菌转化的两种主要
的方法，但野生型的头状轮生链霉菌"#!!$%&$$难于形成原生质体，因此，本工作对电
击转化技术进行了摸索，由于不同的细胞的敏感度并不一样，大多数的菌可以用完整菌体

作为受体细胞，但有的只能用去除细胞壁的原生质体来转化［R］，也有文献报导电脉冲可

以提高OPQ介导的原生质体转化频率［4.］。自从2G<,;7I［44］曾用电穿孔转化法把质粒导
入变铅青链霉菌的原生质体以来，电穿孔转化在其它链霉菌中的成功应用的报道并不多

见。本研究无疑为头状轮生链霉菌的遗传操作开辟了一条新的途径。然而仍需对实验作
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进一步的优化以提高其转化率。

早在五十年代初，人们就发现抗生素的抗性水平与抗生素的产量之间有一定的联系，

并把提高抗性水平作为获得抗生素高产菌株的途径之一［!"］。以后多年的实验中也不断

有这方面的报导［!#!!$］，我们发现带有丝裂霉素%抗性基因的重组质粒导入野生型原种

&’%%"($""后，随着抗性基因拷贝数的增加，抗性水平和单位菌体的抗生素产量都有不
同程度的提高，但是，该菌的阻断变种)*+携带重组质粒,-./后，尽管重新获得了对丝
裂霉素的抗性，却未能恢复丝裂霉素的生物合成能力。由于对)*+突变株的性质并不清
楚，目前尚难推断所克隆得到的丝裂霉素抗性基因与合成基因簇是否连锁。有关丝裂霉

素抗性基因的序列分析及其与丝裂霉素合成基因簇的关系正在研究之中。

致谢 本实验过程中受到赵国屏，姜卫红老师的多方指导和帮助，在此表示感谢。
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