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提 要 用大肠杆菌／链霉菌穿梭质粒/012)-*（!"#，$%&，34.(%-，0"56789/，:;89/89/;<）多次

转化农抗),(产生菌刺孢吸水链霉菌北京变种（’(’$&)*$+,-.)%/-0&+%*12+.3%=>8#!)14120)25
%1%）?@,,(的原生质体，均未得到转化子。来自吸水链霉菌应城变种（’(’$&)*$+,-.)%/-0&+5
%.+*1.3%=>8#）)(A,,突变株的链霉菌质粒/7B’(,（$%&,)"C）可以转化?@,,(，但转化频率只

有数十个转化子／!DE!2。用来自?@,,(本身的/7B’(,对消除/7B’(,后的?@,,(的原生质

体进行了再转化，转化率没有明显的提高。用氨苄青霉素和甘氨酸协同处理?@,,(的菌丝

体，并经A’(F冷冻原生质体再转化，得到了&个/012)-*的转化子。质粒提取、酶切、抗性

测定表明：&个转化子中/012)-*中大肠杆菌E!2部分均被切除，成为大小约.G("-G(HI
的小质粒，命名为/J1K)(,（$%&，34.(%-，<;89/89/;<）。用/J1K)(,上的转座子34.(%-对

?@,,(进行转座实验，在)-*个转座个体中，有,株可能为抗生素生物合成阻断变株，另有产

生抗生素水平各异的变株，说明34.(%-的转座可以引起表型的不同变化。
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刺孢吸水链霉菌北京变种?@,,(产生农用抗生素),(，主要用于防治农作物、果树真

菌病害。农抗),(属于以胞嘧啶己糖醛酸为基本结构骨架的核苷类抗生素，本工作拟用

链霉菌转座子34.(%-获取生物合成阻断变株，以研究其生物合成基因。

在研究中发现?@,,(链霉菌对外源E!2具有比较强的限制性障碍。本文报道初步

克服 ?@,,(链 霉 菌 对 外 源 E!2的 限 制 性 障 碍，将 携 带 有 转 座 子 34.(%-的 质 粒

/012)-*导入?@,,(菌株的途径和34.(%-在?@,,(中的转座。

* 材料和方法

*#* 菌种和质粒

刺孢吸水链霉菌北京变种（’(/-0&+%*12+.3%=>8#!)14120)2%1%）?@,,(和农抗),(鉴定

菌由中国农业科学院生物防治研究所谢德龄研究员提供。吸水链霉菌应城变种)(A,,
抗生素生物合成阻断变株!+)($［)］，以及来源于该变株的链霉菌质粒/7B’(,（,)"C，

$%&）［)］由华中农业大学邓子新教授提供。质粒/012)-*［,］（!"#，$%&，34.(%-，0"567，89/，

<;89/89/;<）由美国0#?#KM;NOP"4<"4教授提供。

*#) 培养基

*#)#* 0Q培养基［$］为?@,,(的产孢培养基。

$%卷 -期

)%%%年),月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
R"5#$% !"#-

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
E9N9SI98 )%%%



!!"!" "#$%为原生质体再生和转化的培养基：玉米浆$&’，可溶性淀粉$(’，")*+,-.
$&/’，01%234%’，5’"34&6%(’，（714）%12344’，8983/$’，琼脂$(’，定容至$:。

!!"!# 液体培养基;<5<［/］（蔗糖浓度为$&=）。

!!"!$ 消除>?@A&%前后#B%%&的产黑色素分离培养基为#%;<［/］。

!!"!% #B%%&发酵培养基：玉米粉$&’，可溶性淀粉%&’，黄豆饼粉%6&’，（714）%"34/’，

798C/’，01%234&6%’，8983/4’，定容至$:。

!!"!& 检定培养基：马铃薯，蔗糖培养基（马铃薯去皮%&&’蔗糖%&’，琼脂$(’，定容

$&&&D:）>1A6(，$6&E$&(29灭菌%&DFG。

!!# 方法

!!#!! 链霉菌原生质体制备、转化、及质粒H7I提取等常规方法均参照文献［/，4］。

!!#!" 从#B%%&中提取>JK1$&%的方法是将在;<5<培养的菌丝体L%&M冷冻数

周，然后应用碱性裂解法［/］。

!!#!# 从#B%%&中消除>?@A&%的方法是在松弛两轮选择压力的情况下传代，以>?@A&%
质粒中含有的黑色素基因为指标，孢子群体中在#%;<培养基上长成白色菌落的即为消

除了>?@A&%的个体，没有消除的呈黑色菌落。

!!#!$ NG(&OP在#B%%&中转座的方法是将含有>JK1$&%的#B%%&孢子悬液稀释到

一定浓度，均匀涂布于含阿普霉素（ID%(!’／D:）的85平板上，%OM培养A%Q，接着在

/OM培养$("$PR，在原菌落上分化形成的扇形菌落（-.*S,+）即为发生了转座的个体。

!!#!% #B%%&菌株及转座突变株的发酵：从85培养基培养的菌种挖块培养基接种于

(&D:／%(&D:三角瓶#B%%&发酵培养基中，每株三瓶，%TM摇床培养（转速%%&+／DFG），

P&Q取样检定。

!!#!& 农抗$%&的生物检定：标准曲线法。每$&&D:培养基加$D:清酒酵母（!"##$"%
&’()#*+#*&*,-+-"*）I"%6$4%（用无菌水制成(&=透光率的菌悬液）。每培养皿（直径O*D）

加$(D:培养基，发酵液用水稀释，每个发酵液样品加P个牛津杯，培养皿置/&M培养$4
"$PQ，以$%&标准品作为对照，量取抑菌圈直径，取平均值，从标准曲线获得发酵液效价

单位。

" 结果

"!! 刺孢吸水链霉菌对外源H7I有强的限制性障碍

>8KI$PT是大肠杆菌U链霉菌穿梭质粒。为建立#B%%&对外源质粒H7I的转化系

统，多次用多于$!’的>8KI$PTH7I转化#B%%&的原生质体，均未得到转化子。已知弗

氏链霉菌的某些菌株具有多种限制U修饰系统［(］，但>?@A&%可以以较低的频率转化某些

菌种。覃重军等［$］用来自变铅青链霉菌N0%4的质粒>?@A&%转化吸水链霉菌应城变种

$&L%%，没有得到转化子，但改用来自弗氏链霉菌IN88$&A4(的>?@A&%转化，得到了转

化子，转化频率为$&/"$&4转化子／!’H7I。7U$&/是$&U%%的抗生素生物合成阻断变

株，用>?@A&%转化7U$&/原生质体的情形与$&U%%相似［$］。从7U$&/中提取>?@A&%，转

化#B%%&，能够得到转化子，但转化频率只有数$&个转化子／!’H7I，用来自#B%%&本身

的>?@A&%再转化消除>?@A&%后的#B%%&的原生质体，转化率没有明显的提高，>8KI$PT
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再转化消除!"#$%&后的’(&&%的原生质体也没有得到转化子，说明’(&&%中存在着对

外源)*+不同于弗氏链霉菌的限制性。!"#$%&在,%-&&中不能正常表达黑色素基因［,］，

而在’(&&%中能稳定表达，但表达受培养基成份的影响，’(&&%转化子在.’,&等培养基

上不产生黑色素，在’&/0等培养基上产生黑色素。

!"! #$!!%中质粒&’()*+,转化子的获得及转化子中质粒的鉴定

青霉素与甘氨酸共同作用，能提高谷氨酸产生菌天津短杆菌（!"#$%&’()#"%*+)%’,-%.
,#/#）12-,3和北京棒杆菌（01"2,#&’()#"%*+3#4%,#,/#）对溶菌酶的敏感性［2］。为了提高

’(&&%细胞壁对溶菌酶的敏感性，在含有%456甘氨酸及7%!8／9:+!的/0;0培养基

制备消除!"#$%&的’(&&%原生质体，并经<$%=冷冻后，转化质粒!>?+,2@，可以得到

转化子，从!>?+,2@的转化子中提取质粒，电泳检测明显比!>?+,2@小，5(1’A酶切表

明大小约54%"24%BC（见图,）。将该质粒命名为!D?E,%&（)/"，1F5%72，GHIJ!IJ!HG）。

用!D?E,%&对大肠杆菌)E5#的感受态细胞进行了三次转化，结果都没有得到转

化子，而!>?+,2@作为对照每次都能得到转化子，表明!D?E,%&的大肠杆菌复制子部

分很可能缺失了。进一步的酶切分析表明：!D?E,%&同!>?+,2@一样有两个6%,7$酶

切位点，但只有一个5(1’"位点。质粒!D?E,%&酶切图谱见图&K

图, 质粒!D?E,%&的5(1’A酶切分析

(L8K, 0FMN9JOL8JGHLPFPQ!RSG9LO!D?E,%&

TLHU5(1’A
,K!>?+,2@；&K!D?E,%&；3K%)*+／6%,7$；

VK!D?E,%&／5(1’A；5K!>?+,2@／5(1’AK
图& 质粒!D?E,%&酶切图谱

(L8K& ’JGHILWHLPF9S!PQ!RSG9LO!D?E,%&

!>?+,2@是温敏型质粒，将’(&&%（!D?E,%&）的孢子悬液稀释至一定浓度，涂布于

>;平板（1ULP&%!8／9:）上，分别置&7=、37=培养，在&7=的平皿V@U内即可见明显的

菌落，而在37=连续培养@O没有出现菌落，说明!D?E,%&也是温敏型质粒。

1F5%72的标记基因是+9I基因，+9抗性实验显示：最初得到的含!D?E,%&的

’(&&%只有约,／V%%的个体具有+9抗性，经第二轮复筛，大部分+9I基因的表达趋于

稳定。上述全部实验表明：!>?+,2@进入’(&&%后被切除了大肠杆菌部分，而保留了来

源于链霉菌的部分，变成为!D?E,%&。用!>?+,2@转化变铅青链霉菌（89:%$%7’,/）
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表! !"#转座突变菌株的发酵检测结果

!"#$%& !’%(%)*$+),--%(.%/+"+0,/,-&12.*+"/+)30+’+("/)4,),/
发酵效价变化幅度

5"(0"+0,/,--%(.%/+"+0,/+0+$%

菌株数

6*.#%(,-)+("0/

所占比例7

8(,4,(+0,/
!&927 1 &:1
&19!&927 1 &:1
&22!&197 9 ;:2
<9!&227 19 &=:>
92!<97 >& 9=:1
19!927 ;? 1&:=
"197 9 ;:2
2 1 &:1
&227（对照）

!@1=，提取质粒，电泳检测大小并

没有变化，说明4ABC&?D在EF112
中的 变 化 是 由 于 EF112对 外 源

G6C的限制修饰造成的。

"$% &’(#)*在+,""#中的转座。

质粒4HBI&21的复制子是温

敏型的链霉菌复制子，在;=J以下

时自主复制，在;>J高温时停止自

主 复 制。EF112对 C. 敏 感，在

C.选择压力下，;>J高温时只有

染色体G6C上整合有!/92>?的

个体，由于!/92>?携带的C.(基因的表达才能继续生长，将EF112（4HBI&21）转化子

的孢子悬液，涂布于AK平板（C.19"L／.M）上，1DJ培养<1’，然后在;>J培养&9!&?N，

形成的原菌落上长成肉眼可见的扇形菌落（)%O+,(）。挑种)%O+,()在C.平板上，;>J培养

进一步消除自主复制的4HBI&21，并进行纯化分离，获得&?D株带有转座子的菌株。

&?D个转座子!/92>?插入突变体菌株的发酵检测结果表明：这些菌株产抗水平有一

定差别，1株可能为农抗&12生物合成完全阻断变株；9株&12生物合成受到明显干扰；另

有>株产&12水平有一定提高。发酵实验重复三次总结果见表&。由表中结果可见

!/92>?在EF112中的转座对农抗&12的生物合成产生了不同的影响。

% 讨论

转座子阻断法是近几年发展起来的一种克隆目的基因的方法，从细菌到高等植物都

有广泛的应用。利用转座子阻断法进行遗传分析的策略，是首先根据转座子转座造成靶

点基因的失活引起的表型的变化选择到目的基因，然后根据转座子携带的标记基因定向

克隆而获取与转座子相邻的目的基因片段。转座子转座位点明确，标记易于识别，某些转

座子有较高的转座随机性，从而为各种突变体的筛选开拓了理想的途径。

4ABC&?D导入EF112，多次转化都没有成功。4PQ<21的转化、消除、再转化实验结果表

明：EF112对外源G6C的限制性障碍是复杂的。青霉素和甘氨酸协同处理EF112的菌丝

体，可提高原生质体的形成率，但只有在R<2J冷冻原生质体数天后再转化，才得到了少量

转化子。冷冻对细胞的物理作用是肯定的，但与EF112对外源G6C的限制性障碍有什么

关系还不清楚。4ABC&?D进入EF112后质粒上的大肠杆菌G6C部分被切除，推测EF112
中可能含有针对非链霉菌G6C的限制性酶，该酶很可能是4ABC&?D转化EF112的最大限

制性障碍。由于该酶对4ABC&?D上大肠杆菌G6C的破坏作用，使得4ABC&?D进入EF112
后极不稳定，质粒的复制、!"#基因的表达、表达的量都受到限制，使绝大多数细胞不具备足

够的抗性，在!’0,的选择压力下死亡，只有极少的细胞中，4ABC&?D经受破坏后很快环化成

为完整的质粒，才能生存下来，成为平板上可见的转化子。

一般转座子的转座具有“区域优先”（(%L0,/4(%-%(%/O%），!/92>?对转座位点也有一定

的要求［<］。本文对转座实验得到的)%O+,()的产抗测定初步结果表明：!/92>?转座在
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!"##$染色体%&’不同的位点上。准确的结论只有测定转座位点处的序列后才能提

出，分离鉴定不同转座位点处靶基因的结构和功能，对!"##$抗生素的生物合成和表达

调控将会有深入的了解。
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