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摘 要：利用链霉菌（ !"#$%"&’()$*）噬菌体!G-& 所构建的整合型载体 HI84&.# 作为供体质粒，分别以小单孢菌

（+,)#&’&-&*%&#.）!$$#" 菌株的萌发孢子和新鲜菌丝体作为受体菌，在不同的电场强度下进行电转化实验，结果表

明：以小单孢菌 !$$#" 菌株萌发孢子为受体菌，未获得电转化子；以小单孢菌 !$$#" 菌株新鲜菌丝体为受体菌，获得

了电转化子。电场强度为 &-JKLC9 时可获得最高转化效率。IE),F5M? 杂交结果表明：质粒 HI84&.# 可通过菌丝体电

转化法导入小单孢菌 !$$#" 菌株，并整合到小单孢菌 !$$#" 菌株的染色体上，暗示链霉菌噬菌体!G-& 的整合酶基

因和整合位点在异源宿主小单孢菌 !$$#" 菌株中仍具有相同的功能。质粒稳定性检测实验表明：质粒 HI84&.# 可

稳定地存在于小单孢菌 !$$#" 菌株中。
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小单孢菌可产生庆大霉素、紫苏霉素、福堤霉素 ( 等多

种抗生素［&］。近年来，就找到的新抗生素数目而言，它已超

过链霉菌而跃居首位。小单孢菌所产生的抗生素结构类型

多种多样，其中还包括一些具有独特结构的抗生素，如含有

不饱和双键结构的紫苏霉素、含有 &，!7二氨基环多醇假双糖

结构的福堤霉素 (［#］，此外，小单孢菌属还是众多医药上有

活性化合物的搜索对象［-］，因此建立小单孢菌遗传操作体

系，从分子水平上研究小单孢菌显得非常必要。然而，关于

建立小单孢菌遗传操作体系的研究报道较少。

小单孢菌 !$$#" 菌株是由上海医药工业研究院从云南

省土壤中分离得到的，它是具有广谱抗菌活性、毒性较小的

氨基糖苷类抗生素##福堤霉素 ( 的产生菌［-，!］。为了建

立小单孢菌遗传操作体系，试图将在链霉菌遗传操作中常用

的原生质体转化法用于小单孢菌 !$$#" 菌株，未能成功。电

转化法在链霉菌基因克隆操作中的应用包括：链霉菌菌丝体

电转化法和链霉菌萌发孢子电转化法两种方法［.，/］。电转化

法在小单孢菌遗传操作中的应用尚未见报道。本研究尝试

将电转化法应用到小单孢菌中，试图利用电转化法将链霉菌

质粒 HI84&.#［"］导入小单孢菌 !$$#" 菌株，并在分子水平上

进行验证，同时检测质粒 HI84&.# 在电转化子中的稳定性。

% 材料和方法

%(% 材料

%(%(% 菌株和质粒：小单孢菌 !$$#" 菌株为福堤霉素 ( 的产

生菌，由上海医药工业研究院从云南省土壤中分离得到［-］。

质粒 HI84&.# 由链霉菌噬菌体!G-& 发展而来的整合型质

粒，包含阿泊拉霉素的抗性基因［ .))（-）"］、HOG&% 的复制

子、&#,4 以及噬菌体!G-& 的整合酶基因（ ,-"）和整合位点

（.""P）［"］。

%(%(’ 培养基：小单孢菌 !$$#" 菌株固体培养基为贝奈特培

养基［%］。液体培养基为菌丝体培养基［%］。小单孢菌 !$$#"

菌株对抗生素敏感性检测培养基为 QQ 培养基［1］。

%(%() 主要试剂和仪器：限制性内切酶、/.0 RS( 聚合酶、

>S4P+ 、T:9U>:L1,->#、&JUT:>>5M 均购自大连 4:V:W: 公司；

阿泊拉霉素购自美国 I;*9: 公司。Q;CME H)6+5M 电转化仪购自

美国 0;E7W:> 公司；GW##X 型高速冷冻离心机购自日本日立

公司；电泳仪购自北京六一仪器厂。

%(’ *+, 基本操作

小单孢菌总 RS( 的提取采用链霉菌总 RS( 的提取方

法［1］；大肠杆菌（ 2*)3$#,)3,. )&4,）质粒提取、IE),F5M? 杂交和

RS( 探针的标记参见文献［&$］。

%() 小单孢菌对抗生素的敏感性检测、孢子预萌发、新鲜菌

丝体的制备

参见文献［1］进行。

%(- 小单孢菌电转化

取小单孢菌新鲜菌丝体或预萌发的孢子 &$$$T、质粒约

.$?*，加入到预冷的 #99 电转化杯中，（阴性对照只加小单孢

菌新鲜菌丝体或预萌发的孢子不加质粒）在 0;E7W:> 电穿孔

仪上，设置电容 #.$Y，电阻 #$$%，在不同电场强度下电击，然

后将转 化 体 系 转 入 -$Z 温 浴 的 1$$$T 菌 丝 体 培 养 基 中。

-$Z #.$ML9;?，培养 &F。将菌液用菌丝体培养基按不同的比

例稀释后取 &$$$T 涂布在贝奈特培养基上，#!F 后用含阿泊

拉霉素 &.$*L9T 的水溶液覆盖，-$Z培养 . ’ ">。阴性对照

除不加质粒外，其余过程与其他样品完全相同。统计转化子

数，计算电转化效率。

电转化效率（GYOL$* RS(）[ 转化子数目 \ 稀释倍数
RS( 量（$*）

’ 结果

’(% 小单孢菌 -..’/ 菌株对抗生素的敏感性

为了确定有可能用于小单孢菌 !$$#" 菌株进行遗传操

作的选择标记，检测了小单孢菌 !$$#" 菌株对硫链丝菌素、



阿泊拉霉素、卷曲霉素、链霉素、卡那霉素、潮霉素和庆大霉

素 ! 种 抗 生 素 的 抗 性 水 平。结 果 如 表 " 所 示，小 单 孢 菌

#$$%! 菌株对硫链丝菌素非常敏感，在浓度为 $&"!’()* 硫链

丝菌素的平板上就不能生长；对阿泊拉霉素和链霉素比较敏

感，在浓度为 "&$!’()* 的阿泊拉霉素或链霉素的平板上生

长非常缓慢；对卷曲霉素敏感，在浓度为 +&$!’()* 的卷曲霉

素的平板上小单孢菌 #$$%! 菌株生长受到严重抑制。而小

单孢菌 #$$%! 菌株对卡那霉素、潮霉素和庆大霉素表现抗

性，在浓度为 +$&$!’()* 的卡那霉素和庆大霉素的平板上小

单孢菌 #$$%! 菌株可以生长。表明阿泊拉霉素、硫链丝菌素

和链霉素的抗性基因有可能发展为小单孢菌 #$$%! 菌株进

行遗传操作的选择标记。

表 ! 小单孢菌 "##$% 菌株对不同抗生素的敏感性
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$&$ 小单孢菌 "##$% 菌株的电转化

选用链霉菌质粒 <1K,"+% 作为供体质粒，质粒 <1K,"+%
含有链霉菌噬菌体"EL" 的整合酶基因和整合位点，能以整

合状态存在于链霉菌的染色体上，并含有阿泊拉霉素的抗性

基因［*##（L）#］。分别以小单孢菌 #$$%! 菌株的萌发孢子和

新鲜菌丝体作为受体菌进行电转化实验，结果表明：在以小

单孢菌 #$$%! 菌株萌发孢子为受体菌的电转化的实验中，未

得到阿泊拉霉素的抗性菌落；在以小单孢菌 #$$%! 菌株新鲜

菌丝体为受体菌的电转化的实验中，获得了阿泊拉霉素的抗

性菌落。

$&’ 不同的电转化条件对电转化效率的影响

当受体细胞置于电场中，细胞膜起着电容器的作用，电

流不能通过细胞膜（离子通道除外），随着电压升高，细胞膜

组分被极化，并在细胞膜两边产生电位差。当电位差超过某

一临界水平，细胞膜局部被击穿，形成一些瞬时的孔洞，使得

大分子和小分子进入或从细胞中排出。随着电场强度的不

断增强，虽然可增加 MI> 的导入，但也不可避免地造成细胞

的大量死亡。有文献报道［+，N］：当细胞死亡率!!$ O时，电

转化效率呈上升趋势；当细胞死亡率 P !$ O时，电转化效率

呈下降趋势。为了达到最高电转化效率，需要找到最适电场

强度。

设置电容为 %+!Q，电阻为 %$$$，分别测定了 "$RS(9)、

"LRS(9)、"+RS(9) 和 "TRS(9) # 种不同电场强度下小单孢菌

#$$%! 菌株菌丝体电转化的电转化效率，结果显示，电场强度

为 "$RS(9) 或 "+RS(9) 时，电转化效率为 %$EQU(!’MI>；电场

强度为 "LRS(9) 时，电转化效率为 %$$EQU(!’MI>；表明小单

孢菌 #$$%! 菌株菌丝体电转化最适电场强度为 "LRS(9)。

$&" 小单孢菌 "##$% 菌株电转化子的检测和分析

质粒 <1K,"+% 含有 +*&G%单一酶切位点。随机挑取 +
个电转化子，提取其总 MI>，用限制性内切酶 +*&G%酶切

电转化子总 MI>，质粒 <1K,"+% 经限制性内切酶 ,"’@&和

-.%%完 全 酶 切，回 收 ,"’@&和 -.%%酶 切 位 点 之 间 含

’EL"*//V 位 点 %&LR. 片 段 作 为 探 针，与 电 转 化 子 总 MI>
+*&G%酶切片段杂交。杂交结果（图 "）显示，在 + 个电转

化子总 MI> 经 +*&G%酶切后的样品（9、@、0、:、’）都出现两

条杂交信号。而小单孢菌 #$$%! 菌株的总 MI> 经 +*&G%
酶切后的样品（.）在同样条件下则显示杂交阴性，表明质粒

<1K,"+% 以链霉菌噬菌体"EL" 的 *//V 位点整合到小单孢菌

#$$%! 菌株的染色体上。暗示链霉菌噬菌体"EL" 的整合酶

基因和整合位点在异源宿主小单孢菌 #$$%! 菌株中仍具有

相同的功能。

图 ! 质 粒 ()*+!,$ 电 转 化 小 单 孢 菌 "##$% 菌 株 的

)-./0123 杂交验证
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!"#$%&%’%()%$* 3<= #$$%! 585-/ MI> @4’0350@ J45B 5B0 3-)0 02W7)0 -3
20’-5460 9825;8/ = VB-’0) @4’0350@ J45B ,"’@&（G）-2@ "R. /-@@0;

（>）J0;0 A30@ -3 34W0 35-2@-;@= IA).0;3 82 5B0 /0:5 -;0 )8/09A/-; 34W03
42 R4/8.-303=

$&, ()*+!,$ 在小单孢菌 "##$% 菌株电转化子中的稳定性

为了检测质粒 <1K,"+% 在电转化子中的稳定性，将电转

化子接种在没有阿泊拉霉素的贝乃特培养基上生长，产孢

后，转接到新的不含阿泊拉霉素的贝乃特培养基上生长，这

样连续转接 + 次，然后挑取 %$$ 个单菌落分别转接到含有阿

泊拉霉素和不含抗生素的贝乃特培养基上，没有发现抗性消

失的菌落。表明质粒 <1K,"+% 在小单孢菌 #$$%! 菌株中可稳

定遗传。

’ 讨论

建立小单孢菌 #$$%! 菌株的遗传操作体系是对其产生

的氨基糖苷类抗生素生物合成及其遗传调控进行分子水平

["!李晓华等：链霉菌质粒 <1K,"+% 电转化稀有放线菌小单孢菌的研究 = (微生物学报（%$$!）#!（#）



研究的必要前提。为此，利用在链霉菌中常用的原生质体转

化方法将多种自主复制型质粒和整合型质粒导入小单孢菌

!""#$ 菌 株，但 均 未 成 功。在 此 基 础 上，将 质 粒（%&’$"#、

%()*+,-、%./0*,# 等）电转化小单孢菌 !""#$ 菌株的萌发孢

子和新鲜菌丝体，发现质粒 %./0*,# 可通过菌丝体电转化法

导入小单孢菌 !""#$ 菌株，而 %&’$"# 和 %()*+,-［**］未能导入

小单孢 菌 !""#$ 菌 株，推 测 是 由 于 链 霉 菌 质 粒 %&’$"# 和

%()*+,- 的复制子不能在小单孢菌 !""#$ 菌株中复制，有待

进一步的实验证实。

质粒 %./0*,# 是由链霉菌噬菌体!1+* 发展而来，包含

噬菌体!1+* 的整合酶基因和整合位点，通过菌丝体电转化

将质粒 %./0*,# 导入小单孢菌 !""#$ 菌株中，通过 .2345678
杂交实验表明：质粒 %./0*,# 已整合到小单孢菌 !""#$ 菌株

的染色体上。暗示链霉菌噬菌体!1+* 的整合酶基因和整

合位点在异源宿主小单孢菌 !""#$ 菌株中仍具有相同的功

能。但噬菌体感染实验表明链霉菌噬菌体!1+* 不能感染

小单孢菌 !""#$ 菌株。推测是由于小单孢菌 !""#$ 菌株表面

没有噬菌体所识别的受体蛋白。

质粒 %./0*,# 仅能导入小单孢菌 !""#$ 菌株新鲜菌丝

体，而不能导入小单孢菌 !""#$ 菌株萌发孢子，推测是由于

小单孢菌 !""#$ 菌株新鲜菌丝体和萌发孢子在表面结构不

同造成的，有待于进一步实验证实。用阿泊拉霉素筛选电转

化子并获得成功，表明阿泊拉霉素的抗性基因［ !""（+）"］可

作为小单孢菌 !""#$ 菌株遗传操作的抗生素标记。

致谢 衷心感谢上海医药工业研究院朱宝泉研究员慷慨提

供供试菌株。
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