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摘要#0目的1构建用于阻遏链霉菌隐性次级代谢基因簇表达的负调控因子筛选的报告系统& 0方法1通过
* F̂Y1̂F6G! >̂:BO F[[B*B.=+YB/.*+.O .̂*,C-B=>+B,= GBC.2>XB=L"+技术结合链霉菌温和噬菌体 -EG$ 整合酶
的体内位点特异性重组技术%对链霉菌中多基因进行无痕敲除& 以链霉菌隐性次级代谢基因簇中受阻遏的
启动子驱动链霉菌中保守的 &-(!构建报告质粒%针对阻遏次级代谢基因簇表达的负调控基因的突变进行检
测%以验证报告系统的可行性& 0结果1本研究首先通过对天蓝色链霉菌的肌醇从头合成途径关键酶基因
&-(!%及合成黄色聚酮类隐性抗生素!R.??,M*/R:+B*:,?R‘.+BO.%R6UW"的途径特异性负调控基因 /"):P 依次进
行了无痕敲除%以构建进一步筛选所用的受体菌%再以 /"):P 阻遏的 "6K5启动子控制 &-(!的表达构建了报
告质粒 :1bD44%##U"6K5##&-(!& 结果显示沉默的"6K5启动子在突变的受体菌中被激活并使&-(!得到了表达%
可以使 &-(!的光秃型突变表型在不添加肌醇的培养基上恢复到产孢的野生型表型& 0结论1&-(!可以作为
新的链霉菌普遍适用的报告基因%可方便地通过表型变化的观察进行筛选%同时可针对性对负调控基因的突
变进行检测%可应用于链霉菌隐性抗生素激活的研究&
关键词!链霉菌% &-(!% 报告基因% 无痕敲除% 隐性基因簇
中图分类号!85##!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$%#$K$0

!!链霉菌!,#’16#(A8"1/"具有强大的合成次级代谢
产物的能力%多年来一直是人们筛选天然抗生素的
主要对象& 近年来%随着微生物基因组测序的快速
发展%尤其是一些模式链霉菌基因组序列被测
定 ($) %发现其中存在大量的未知其产物的沉默隐性
基因簇%如果能激活这些隐性基因簇的表达将是获
得新型抗生素的一个很有希望的途径&

与传统的抗生素筛选策略相比%通过基因组挖
掘获得新抗的优势主要在于能推测次级代谢产物基
因簇可能的生物合成途径%避免与已知的抗生素重

复& 如天蓝色链霉菌中黄色聚酮类隐性抗生素
!R.??,M*/R:+B*:,?R‘.+BO.%R6UW"就是在基因组数据
挖掘基础上发现的 (0) & 通过对调控基因进行遗传操

作%启动子改造%基因簇异源表达等方法(# &()使隐性
基因簇激活%获得具有生物活性的新型代谢产物%这
是摆脱目前抗生素筛选瓶颈的有力手段& 但在实际
操作中需要有一种较通用的检测手段来研究基因簇
的表达%因此报告系统的建立是必要的基础和条件&

由于链霉菌具有菌丝分化并形成孢子的特点%

其复杂的生理变化局限了很多报告基因的使用%目
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前可使用的报告基因不多%如 0% 世纪 D% 年代和 5%
年代发展的儿茶酚双加氧酶基因!Q8*." (") %荧光素
酶编 码 基 因 ! *4Q!7" (4) % 卡 那 霉 素 抗 性 基 因
!-1(" (’) %及绿色荧光蛋白基因 !.DH;" (D)等%但这
些报告基因在使用上都存在各自的局限性& 近年
来%发展了具有较高的可信度及产物关联性的 -1(R
Q8*.双报告系统%用以通过诱变使抗生素激活因子
高表达的筛选 (5) & 但在链霉菌隐性基因簇的激活
中%相关基因表达量并不一定都很高%呈现微弱表达
的现象是普遍存在的%这种情况下以抗生素抗性基
因为报告基因进行初筛%抗性阈值的设定可能会较
难以把握%而会产生漏筛现象& 鉴于上述问题%根据
我们前期的研究结果 ($%) %我们发现链霉菌中肌醇从
头合成途径的第一步关键酶基因 &-(!是一个理论
上较理想的可用于负调控基因突变筛选的报告基
因%同时在隐性基因簇激活的研究中将有重要作用&

肌醇从头合成途径在原核生物中仅存在于放线
菌中%在链霉菌中该途径的关键酶基因 &-(!具有很
高的保守性%其蛋白的氨基酸序列一致性普遍在
5#_以上%核酸序列一致性也在 5%_以上%且在基
因组上均没有冗余%说明以其作为报告基因在链霉
菌中具有普适性$链霉菌 &-(!阻断突变株在基本培
养基上呈基质菌丝的光秃型表型%而在培养基中添
加肌醇可使突变株恢复气生菌丝生长及产孢%以该
基因为报告基因%既可通过表型变化方便地观察
&-(!的表达情况%在遗传操作中也可通过体外添加
肌醇像野生型菌株一样产孢%便于操作%说明其具有
可性行和易操作性$又由于链霉菌在气生菌丝生长

及孢子形成阶段对肌醇的需求差异很大%即很低浓
度的肌醇合成即可满足气生菌丝生长的需要%而孢
子形成需要较高浓度的肌醇合成%气生菌丝与孢子
形成都很容易在表型!白色和灰色"观察上与基质
菌丝生长的光秃型表型!黄色或培养基的颜色"区
分%说明以 &-(!作为链霉菌报告基因对低水平的表
达也具有高的灵敏度 ($%) & 本文以天蓝色链霉菌合
成 R6UW的隐性次级代谢物的基因簇为实例%以
&-(!为报告基因%通过基因阻断 R6UW基因簇途径
特异性负调控基因 /"):P%检测其阻遏的途径激活因
子编码基因 "6K5!K$/5"启动子的表达情况%来完成
&-(!作为链霉菌报告基因的实验验证& 同时%由于
需要对 /"):P 及 &-(!两个基因进行基因阻断以构建
报告系统的受体菌%而链霉菌易用的抗性筛选标记
有限% 因 此 我 们 在 链 霉 菌 基 因 阻 断 常 用 的
* F̂Y1̂F6G! >̂:BO F[[B*B.=+YB/.*+.O .̂*,C-B=>+B,=
GBC.2>XB=L"+方法!U6̂ +>/L.+B=L法"的基础上 ($$) %
结合温和噬菌体 -EG$ 整合酶的体内位点特异性重
组的特点 ($0) %方便快速地构建了双基因的无痕敲除
株& 本文报道这一完整报告系统的构建及检测结
果%证实了 &-(!可作为链霉菌中一个新的报告基因
使用%同时可用于检测隐性基因簇的表达&

"#材料和方法

"’"#材料
"’"’"#菌株!表 $ 为本文所用的大肠杆菌及链霉菌
菌株&

表 "%菌株
G>-?.$A2+/>B=@

2+/>B=@ .̂?.X>=+*9>/>*+./B@+B*@ 2,</*.,//.[./.=*.
./"01’&"0&$ "(*&

G,:$%
HKC*/Q.!A’’R0/<:%,RA"’73" -D%*$"e.Z$" .*$"g’( ’1"Q$ $’$Y$#5
.! $’$R*14" ’45’ +$*T+$*W’6/V! 2+/̂" 1-<Q$ -46\

1=XB+/,L.=

FG$0"4’ <$A<"A0/<, "$##1# ($#)
Ec0"$$# WK$0 O./BX>+BX.$ !$’$7!F!’0$7!F ($()
,#’16#(A8"1/
,9"(1*&"(*(’Z$(" cB?O +R:.% 26U$ & 26U0 & ($")

.B=,Q &-(!##$$<! G9B@M,/‘

.B=,Q! .&-(!# =+$ &5D( /.:?>*.O MB+9 $##I @.P<.=*. G9B@M,/‘

.B=,Q! 7.@*- 0̂ .&-(!! % /"):P##$$<! G9B@M,/‘

.B=,Q! 7.@*- 0̂!
.&-(!% ./"):P# =+$ &5D( ,[&-(!>=O 4% &4%D ,[/"):P /.:?>*.O MB+9 $##I
@.P<.=*.

G9B@M,/‘

.B=,Q! 7.@*- 0̂! 7:1bD44%##U"6K5##&-(! .B=,Q! 7.@*- 0̂! MB+9 /.:,/+./:?>@CBO :1bD44%##U"6K5##&-(! G9B@M,/‘
! C>/‘./K[/..OB@/<:+B,= C<+>=+A

0#%$
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"’"’$#培养基和培养条件!链霉菌培养过程中所用
的培养基详见操作手册 ($") %天蓝色链霉菌 Z$(" 及
其衍生菌株均在 #%l进行培养& 所用培养基为 Z2
固体培养基’以甘露醇 !终浓度 %]"_"为碳源的
ZZ固体培养基以及 0̂ 固体培养基%如需提取链霉

菌基因组 Y3Q则使用 dFZF!含 #(_蔗糖"液体培
养基培养& 对 &-(!阻断突变株进行传代培养并收
集孢子时%培养基需添加有终浓度为 $CC,?7V的肌
醇%进行表型筛选时%培养基中不添加肌醇&
"’"’(#质粒!表 0 为本研究中所涉及的质粒&

表 $%质粒
G>-?.0AU?>@CBO@

U?>@CBO@ .̂?.X>=+*9>/>*+./B@+B*@ 2,</*.,//.[./.=*.

:TeD%%0 #’$% -1(% Û( ($#)

:1bD44% $$"!#"CG% &-#K-6#$% (’&@% $##;K-6#$ ($")

:W6$$#5 (’&K:2\"% $$"!S"CG% (’&@ ($")

:1b’5% !K̂FY! +$A% )1#% 1Q(" % "$#% $’$3% ’16TUT+@ ($()

:1b’’D $$<!% (’&@% $A6 ($()

:1b$%"%% 08+% &-#K-EG$% (’&@% $##;K-EG$ ($0)

2+S0(! ,9"(1*&"(*(’*,@CBO *,=+>B=B=L&-(!% )*$% -1( ($4)

2+S0(KB=,QYZ
&-(!/.:?>*.O MB+9 $$<!"$//1##1-RU6̂ +>/L.+B=L% )*$% -1(% $$<!% (’&@% $##7TSK
-EG$% $##;TSK-EG$

G9B@M,/‘

2*,$#Q#m
,9"(1*&"(*(’*,@CBO B=@./+.O MB+9 Y3Q[/>LC.=+[/,C=+45##4"" +,454’"05 ,[L.=,C.
@.P<.=*.% *,=+>B=B=L/"):P% )*$% -1(

G9B@M,/‘

2*,$#Q#K@*- 0̂YZ
/"):P /.:?>*.O MB+9 $$<!"$//1##1-RU6̂ +>/L.+B=L% )*$% -1(% $$<!% (’&@% $##7VK
-EG$% $##;VK-EG$

G9B@M,/‘

:W6$$#5##U#"6D#% ##-EG$K&-#
:W6$$#5 *,=+>B=B=L-EG$ B=+.L/>@.L.=.*,=+/,??.O -R+9.#"6WSU :/,C,+./%
$$"!#"CG% (’&@% (’&R6,D"

G9B@M,/‘

:W6$$#5##-EG$K&-#
:W6$$#5 *,=+>B=B=L-EG$ B=+.L/>@.L.=.MB+9 B+@,M= :/,C,+./% $$"!S"CG% (’&@% (’&R
6,D"

G9B@M,/‘

:1bD44%##U"6K5##&-(!
:1bD44% *,=+>B=B=L+9.)̂ H,[&-(!*,=+/,??.O -R+9.:/,C,+./,["6K5% $$"!S"CG% &-#K
-6#$% $##;K-6#$% (’&@

G9B@M,/‘

! 2+S0( M>@:/,XBO.O -RU/,[.@@,/W.B+9 69>+./Am 2*,$#Q# M>@@*/..=.O [/,C>*,@CBO ?B-/>/R% M9B*9 M>@:/,XBO.O -RU/,[.@@,/\>=LVB<A

"’"’)#引物!表 # 为本实验中所使用的引物&
"’"’*#主要试剂!本实验中所使用的限制性内切酶
均购自 G>W>̂>公司%U6̂ 使用的高保真 W)YK:?<@
Y3Q聚合酶购自 G)d)E)公司%@$XY3Q连接酶购
自 3.MF=L?>=O EB,?>-@公司%G( 多聚核苷酸激酶购
自 3.MF=L?>=O EB,?>-@公司%G( Y3Q连接酶购自
G9./C,公司%引物合成及测序均由上海 1=XB+/,L.=
生物公司完成&
"’$#FC?及 H@+操作

U6̂ 过程同标准流程相似%由于链霉菌基因组
\6含量较高%需要在 U6̂ 体系中添加终浓度为 "_
的 YZ2)!可根据扩增片段的 \6含量做适当调
整"%U6̂ 所得到的 Y3Q片段克隆后均经测序验
证& Y3Q相关操作如纯化’连接’限制性内切酶分
析’琼脂糖电泳以及大肠杆菌!./"01’&"0&$ "(*&"的转
化过程参见分子克隆实验指南 ($’) & 链霉菌基因组
的提取过程详见操作手册 ($") &

"’(#辅助载体的构建
以质粒 :1b$%"%% 为模板!69/B@O.=KS.=L@+教授

馈赠"%使用引物组 EG$K@KB=7EG$K@K,<+7EG$K>@来
扩增片段 U#"6D#%##-EG$K&-#!#"6D#% 启动子控制 -EG$

整合酶转录%重叠的引物 EG$K@KB=7EG$K@K,<+包含
了 #"6D#% 启动子的全序列"$使用引物对 EGK$K>??K@7
EGK$K>??K>@来扩增片段 -EG$K&-#!带 -EG$ 整合酶自
身启动子%组成型表达"%两片段均经过 B&-O 111酶
切%所得到的两片段分别同 ."(̂ f7B&-O 111双酶切
的 :W6$$#5 进行连接%然后转化 .9"(*&G,:$%%经转
化子验证%即得到辅助载体 :W6$$#5## U#"6D#%##
-EG$K&-#和 :W6$$#5##-EG$K&-#&
"’)#’+),报告质粒的构建

以天蓝色链霉菌 Z$(" 基因组为模板%使用引
物对 U40D%K@7U40D%K>@来扩增 "6K5启动子片段
U"6K5%引物对 #D55)̂ HK@7#D55)̂ HK>@用来扩增 &-(!
基因编码区片段!&-(!)̂ H"%其中引物 U40D%K>@及

##%$
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!! 表 (%引物
G>-?.#AU/BC./@

U/BC./@ 2.P<.=*.@!"h##h"
Ĥ GK" QGG66\\\\QG66\G6\Q66
Ĥ GK4 G\GQ\\6G\\Q\6G\6GG6
V6̂ K0 \666Q\G6Q\\\66G6Q6G6\GQ6Q6Q6Q\\\Q\6QQ66\\Q66Q\\GGGGG\Q6\QQQ
V6̂ K# 6Q\QG66Q\QG\QG66Q\6QGG66\\\\QG66\G6\Q66
V6̂ K( \\G6\Q6\\QG6666\\QQG
V6̂ K" \6G\\QG6QG6G\\QG6G\GGG6\G6QQQQQ66G\\G6
V6̂ K4 6\\GG\6G666G\G\G\GQ6\Q\G\Q\\666G\Q6G\\\6
V6̂ KD \QG\66\6\\G66GG\\6\QG6GGG\6G\Q\GQ\GGG666QG\\QG
V6̂ K5 6G\G\G66Q\Q\Q6QQ6QQ666Q\6QG\GQ\\6G\\Q\6G\6GG6
V6̂ K$% \QQ\6Q\6G66Q\66GQ6QG\
V6̂ K$$ 6G\\\GG\GG\G6G6G\\Q6Q6Q\QG66QG\\\QQQ6GQ6G6Q\6QQQ\QG6
V6̂ K$0 \66QQ\\Q66\6\\6QG6\\6\\666\QG66G\G66
B=,QH \666Q\G6Q\\\66G6Q6G6
B=,Q̂ 7V6̂ K’ \\Q6Q\\QG6\\\66\66
HH$ \6Q6\GQ6\6\G6\Q\6G
HH0 6G\QGG6G6G66\66\66\Q\66Q\\GGGGG\Q6\QQ
HH# Q6G\QG66Q\QG\QG66Q\6QGG66\\\\QG66\G6\Q66
Ĥ $ \\G6\Q6\\QG6666\\Q
Ĥ 0 QG\6G\\QG6QG6G\\QG6Q\GGG6\G6QQQQQ66G\\6G6
Ĥ # \\6\\6\\Q\Q\QQG6Q\Q\6G6\Q6\6\GQ6\G\6
Ĥ$ 6Q66Q\6\6\\Q666\\6
Ĥ0 Q6QQ6\66\666\\\\6Q6G\\GG\6G\Q\GQ\GGG666QG\\Q
Ĥ# G6Q\G\G66Q\Q\Q6QQ6QQ666Q\6QG\GQ\\6G\\Q\6G\6GG6
^̂ $ \QQ\6Q\6G66Q\66GQ6QG\6
^̂ 0 G\\\GG\GG\G6G6G\\Q6Q6G\QG66QG\\\QQQ6GQ6G6Q\6QQ66Q\
^̂ # G\6666\\\6\\6\GG\G\66\\\G66\6\6G\\G\
EG$K@KB= 666GQG6Q\G\QGQ\Q\QGQG6G\QG6Q\\Q\\Q6666QQG\G6\666GG6QG6\6G66
EG$K@K,<+ G\6G\GG\\6GQ6G6GQG6QGG\QGQ\G\\GQ\\QG666GQG6Q\G\QGQ\Q\QGQG6G
EG$K>@ 666QQ\6GG6GQ6Q\6\66\6QQ\6G666!B&-< 111"
EGK$K>??K@ 666QQ\6GG\G\6\QQQQQ\\QG\\QGQG!B&-< 111"
EGK$K>??K>@ \QQ\\QQ6GQ6GQ\GGQ\66GQQ6G
@*,#5%%)̂ HK@ QG\Q\66\\Q\QG66\\6QG
#D55)̂ HK@ QG\\\GG6\\GG6\6\GQ\6
#D55)̂ HK>@ G6Q\6\6G6\Q66G6Q666\
40D41H:/,,[K@ 66\6\Q66G6\G\\\6\G
40D41H:/,,[K>@ \6\Q\\QQ6\6G666\6\
U40D%K@ QQ\\QQQQQQ\6\\66\6\G\QQ6Q6\6G\6\\GG6\Q\!E(#1"
U40D%K>@ QQ6G66666Q\G66G\6Q6\

#D55)̂ HK@均在扩增前使用 G( 多核苷酸激酶进行
磷酸化修饰& &-(!)̂ H’E(#1酶切后的 U"6K5以及
."(̂ f7E(#1双酶切后的 :1bD44% 经 G( Y3Q连接
酶连接后转化 .9"(*&G,:$%%经转化子验证%得到正
确的报告质粒 :1bD44%##U"6K5##&-(!&
"’*#天蓝色链霉菌的接合转移

天蓝色链霉菌接合转移见操作手册 ($") %由于
&-(!基因负责肌醇从头合成%是链霉菌正常生长与
分化的必需基因%其阻断导致突变株不能在无肌醇
添加的培养基中正常生长及分化产孢%所以在进行
&-(!基因阻断的接合转移过程中需向培养基中添加

终浓度为 $%CC,?7V的肌醇& 经验证获得了正确的
&-(!阻断突变株后%对该菌株进行后续传代等操作
时%肌醇浓度可降低至 $CC,?7V($%) &

$#结果

$’"#基因阻断考斯质粒的构建
用于 &-(!基因阻断的考斯质粒!*,@CBO"的构

建按照 U6̂ +>/L.+B=L系统操作!E./+,?+\<@+博士馈
赠"说明进行 ($D) & &-(!阻断基因盒的获得与操作
说明中的标准步骤不同%具体操作如下#首先以

(#%$
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:1b’’D 为模板%用 Ĥ GK"7Ĥ GK4 引物对扩增 $$<!R
(’&@作为突变筛选标记$以彼此相互重叠的 I3:R
0 7V6̂ K#7V6̂ K(7V6̂ K"7V6̂ K4 和 V6̂ K’7V6̂ KD7
V6̂ K57V6̂ K$% 7V6̂ K$$ 7V6̂ K$0 两组引物通过连
接酶链式反应!VBL>@.69>B= .̂>*+B,=% V6̂ " ($5 &0%)

分别合成 $$<!R(’&@的两个侧翼序列%其中左臂为
5D -:%包括 "hK端 (0 -: 的 &-(!上游同源臂%中间
#4 -: 的 $##7$#位点序列

(0$)及 #hK端 0% -: 与 $$<!R
(’&@片段 "hK末端配对序列$ 右臂为 $%5 -:%包括
"hK端 (0 -: 的 &-(!下游同源臂%中间 (D -: 的

$##;$#位点序列
(0$)及 #hK端 $5 -: 与 $$<!片段 #hK

末端配对序列$接下来将相互重叠的左臂’$$<!R
(’&@及右臂 Y3Q片段混合作为模板%通过彼此搭
桥%并用两侧引物 B=,QH7B=,Q̂ 扩增出全长的用于
U6̂ +>/L.+B=L阻断 &-(!的基因盒 !L.=.OB@/<:+B,=
*>@@.++." !图 $KQ% $KE" $最后以该基因盒通过电转
化转入含有 :1b’5% 及 2+S0( 并经过诱导产 ?̂FY
重组酶系的 Ec0"$$# 菌株%对 &-(!目的基因进行
打靶%获得了用于基因阻断用的 2+S0(KB=,QYZ质
粒!图 $K6" &

图 "%’+),阻断基因盒的获得及 ’+),无痕敲除策略
HBL</.$A\.=./>+B,= ,[&-(!OB@/<:+B,= *>@@.++.>=O +9.@+/>+.LR,[C>/‘./K[/..C<+>L.=.@B@[,/&-(!9Q# 2R=+9.@Ba>+B,= ,[?,=L

:/BC./:>B/[,/>C:?B[B*>+B,= ,[OB@/<:+B,= *>@@.++.-RV6̂ % +9.O,+>++9..=O ,[.>*9 :/BC./C.>=@"h:9,@:9,/R?>+B,=AE# U6̂

>C:?B[B*>+B,= ,[&-(!OB@/<:+B,= *>@@.++.A6# 6,=@+/<*+B,= ,[2+S0(KB=,QYZAY# .̂C,X.,[+9.C>/‘./&- =&=(A

!!用于 /"):P 基因阻断考斯质粒的构建原理同
上#其中左臂 5" -:%带有 $##74 位点序列

(0$) %以
HH$7HH07HH#7Ĥ $7Ĥ 07Ĥ # 引物组经 V6̂ 合成%
右臂 $%4 -:%带有 $##;4 位点序列

(0$) %由 Ĥ$ 7̂H07
Ĥ# 7̂ $̂ 7̂ 0̂ 7̂ #̂ 引物组经 V6̂ 合成& 最后带
有 $$<!的基因盒由HH$ 7̂H$ 引物对进行U6̂ 搭桥
扩增获得& 由于 /"):P 位于原天蓝色链霉菌考斯质
粒 2+$\’ 的边缘%不便进行双交换基因敲除%因此我
们重新筛选了天蓝色链霉菌的考斯文库并获得了
2*,$#Q# 考斯质粒%用以进行 U6̂ +>/L.+B=L%得到了

可用于 /"):P 基因阻断的 2*,$#Q#K@*- 0̂YZ质粒&
$’$#’+),的无痕敲除

将 2+S0(KB=,QYZ 考 斯 质 粒 转 入 大 肠 杆 菌
FG$0"4’7:TeD%%0 菌株中%再通过接合转移转入天
蓝色链霉菌 Z$(" 中%通过考斯质粒上 &-(!两侧序
列与染色体上同源序列发生高频率双交换& 通过抗
性筛选%得到链霉素7壮观霉素抗性’卡那霉素敏感
的双交换! O,<-?.*/,@@,X./"破坏菌株%即 &-(!基因
的有抗敲除株 .B=,Q%并经 U6̂ 进行了验证&

为了 获 得 &-(!的 无 痕 敲 除 株 !C>/‘./K[/..

"#%$
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OB@/<:+B,= C<+>=+"%为下一步进行双基因敲除及后续
的遗传操作奠定基础%我们尝试了利用 -EG$ 整合
酶基因!-EG$K&-#"在体内进行位点特异性重组以切
除 $$<!抗性筛选标记& 为防止与链霉菌染色体上
含有的天然 -EG$ 整合酶识别位点 $##7发生错误重
组%我们根据 \/.L,/R等报道的 $##7及 $##;位点以
中心两核苷酸 !野生型为 \G"为对称发生重组交
换 ($0) %及 e9>=L等报道的中心两核苷酸为可变区%

其序列一致的位点重组频率高%而不一致的位点重
组频率低的特点 (0$) %选用 $##7TS7$##;TS一对识别位

点!中心两核苷酸改变为 6Q(0$) "置于 $$<!筛选标
记两侧以保证重组发生在彼此之间%而不会与野生
型菌株染色体上的位点重组&

图 $%辅助载体的构建
HBL</.0A6,=@+/<*+B,= ,[9.?:./:?>@CBO@AQ# :W6$$#5##

U#"6WSU ## -EG$K&-#% +9. .I:/.@@B,= ,[-EG$ B=+.L/>@. B@

B=O<*.O -R>=9RO/,+.+/>*R*?B=.!>G*" $ E# :W6$$#5##-EG$K

&-#B= M9B*9 -EG$ B=+.L/>@.B@*,=@+B+<+BX.?R.I:/.@@.OA

将构建好的辅助载体 :W6$$#5##U#"6WSU##-EG$K
&-#!图 0KQ"转化大肠杆菌 FG$0"4’7:TeD%%0%再经
过接合转移转入 .B=,Q中%获得的菌株在含有终浓

度为0 CL7CV脱水四环素!>=9RO/,+.+/>*R*?B=.% >G*"
的培养基上生长并诱导 (00)使其中的 -EG$ 整合酶
得以表达%介导 $##7TS和 $##;TS间的体内位点特异性

重组 ($0% 0$)得到 &-(!基因的无痕敲除株 .B=,Q! !图
$KY"& 我们通过设计%使重组后残留的位点均为
$##I%从而避免了多基因突变时发生 $##I 与 $##:之
间再重组的现象%这样 -EG$ 整合酶与 U6̂ +>/L.+B=L
结合理论上可以方便地进行无限制的多基因无痕敲

图 (%菌株 "8/2+’"8/2+!的表型分析
HBL</.#AG9.:9.=,+R:B*,-@./X>+B,= ,[.B=,Q>=O .B=,Q! ,=

ZZC.OB<CMB+9 !Y,M=" ,/MB+9,<+!T:" B=,@B+,?A>7*# ,9

"(1*&"(*(’Z$("$ -# .B=,Q$ O# .B=,Q!A

除& .B=,Q!在培养 $0 9 后%将其置于 #5l继续培
养使辅助载体丢失%从而可以在该菌株中进行 /"):P
的无痕敲除& 该辅助载体引导的重组率有赖于脱水
四环素的诱导强度%本实验经随机挑选克隆进行验
证%获得的正确重组切除 $$<!效率约为 "%_& 所
得到的 &-(!基因突变株在无肌醇添加的基本培养
基上表现为光秃型表型%而培养基中添加肌醇后能
够恢复产气生菌丝并产成熟孢子的能力!图 #"&

4#%$
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$’(#’+),和 "#-./ 双基因的无痕敲除
以构建的 .B=,Q!突变株为出发菌株%进一步进

行 /"):P 的无痕敲除实验%其策略与 &-(!的敲除策
略相似%我们选用 $##7V7$##;V 一对识别位点 !中心

两核苷酸改变为 6G(0$) "置于 $$<!R(’&@选择标记两
侧& 在无痕敲除过程中重新构建了带有 -EG$K&-#

自身启动子的辅助载体 :W6$$#5##-EG$K&-#!图 0K
E"%由于整合酶为组成型表达%其正确重组切除
$$<!效率在本实验随机挑选克隆验证中为 $%%_&

所得到的突变株表型如图 ( 所示%该突变株中
2*- 0̂ 蛋白对 K$/5 !/"(40D%"基因的抑制被解除%

使得 "6K基因簇得以表达%在没有添加肌醇的培养
基上呈光秃型表型的同时%可以观察到黄色次级代
谢产物的合成%与以往文献报道的结果一致 (0# &0() &
$’)#突变株的验证

本文中所涉及的突变株均进行了总 Y3Q提取
及 U6̂ 验证%如图 " 所示& &-(!基因的敲除株用引
物对!@*,#5%%)̂ HK@7#D55)̂ HK>@"来验证%扩增片段
长度如下#天蓝色链霉菌 Z$(" 为$D%" -:%.B=,Q为
0#"5 -:%.B=,Q!为5%" -:!图 "KQ"%均与理论计算
!

图 )%菌株 "8/2+! J"70=?$!在 ?$ 培养基上的表型分析

HBL</.(AG9.:9.=,+R:B*,-@./X>+B,= ,[.B=,Q! 7.@*- 0̂! @+/>B=

L/,M= ,= 0̂ C.OB<CA>7*# ,9"(1*&"(*(’Z$("$ -7O# .B=,Q! 7

.@*- 0̂!A

相符& /"):P 基因的敲除株用引物对 !40D41H:/,,[K
@740D41H:/,,[K>@"来验证%扩增片段长度如下#天蓝
色链 霉 菌 Z$(" 为 $00’ -:% .B=,Q!7.@*- 0̂ 为
0$’’ -:%.B=,Q!7.@*- 0̂!为’0# -: !图 "KE"%也与
理论值相符&

图 *%突变株的 FC?验证

HBL</."A 6,=[B/C>+B,= ,[.B=,Q% .B=,Q! % .B=,Q! 7.@*- 0̂ >=O .B=,Q! 7.@*- 0̂! @+/>B=@ -R U6̂

>C:?B[B*>+B,=AQ# f./B[B*>+B,= ,[.B=,Q>=O .B=,Q!AZ% $‘- U?<@Y3Q?>OO./$ ?>=.$% ,9"(1*&"(*(’Z$("$ ?>=.

0% .B=,Q$ ?>=.#% .B=,Q!AE# f./B[B*>+B,= ,[.B=,Q! 7.@*- 0̂ >=O .B=,Q! 7.@*- 0̂!AZ% $ ‘- U?<@Y3Q

?>OO./$ ?>=.$% ,9"(1*&"(*(’Z$("$ ?>=.0% .B=,Q! 7.@*- 0̂$ ?>=.#% .B=,Q! 7.@*- 0̂!A

!!所得到的双基因无痕敲除株中的杂合序列
$##ITS和 $##IV 经测序进行了验证!图 4"& 上述构建
的无痕敲除阻断突变株具有突出的新颖性%可以通

过设计使保留的杂合序列均为 $##I 或 $##:以避免
干扰%同时在理论上可使用同一个抗性基因为筛选
标记进行无限制的多基因突变&

’#%$
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图 K%两株无痕敲除株中的杂合序列 (001TS和 (001V 的序列测定

HBL</.4AY3Q@.P<.=*B=L,[-,+9 $##ITS >=O $##IVA

$’*#’+),报告系统的可行性验证

图 L%报告载体 ;DM&KKN!!F#234!!’+),的构建

HBL</.’AG9.*,=@+/<*+B,= ,[/.:,/+./:?>@CBO :1bD44%##

U"6K5##&-(!9

由于 2*- 0̂ 在天蓝色链霉菌营养生长阶段直

接阻遏 6UW基因簇途径特异性正调控基因 "6K5的

转录%使其启动子不能表达%我们设想以 &-(!为报

告基因%以 "6K5启动子控制其表达%在 &-(!及
/"):P 双突变株中应该不受到阻遏%从而在营养生长

阶段就能得到表达%使肌醇得以合成%来互补 &-(!

的突变并恢复气生菌丝生长及产孢& 按照这一思

路%我们构建得到了报告质粒 :1bD44%##U"6K5##&-(!

!图 ’ "%并将其转入大肠杆菌 FG$0"4’7:TeD%%0

中%经接合转移导入 .B=,Q!7.@*- 0̂!突变株中%并

整合到染色体 [6#$ 的 $##7位点上%得到 &-(!互补

株 .B=,Q!7.@*- 0̂!7:1bD44%##U"6K5##&-(!%表型观

察结果显示%该互补株在无肌醇添加的 ZZ培养

基上能恢复野生型产灰色孢子的表型 !图 D " $说

明 &-(!可作为报告基因使用%其突变株与互补株

的表型变化可以作为筛选标记%本实验也通过模

拟验证了将来用 &-(!作为报告基因%来检测阻遏
抗生素生物合成负调控基因突变的报告系统是可
行的&

图 &%菌 株 "8/2+! J"70=?$! J;DM&KKN!! F#234!!

’+),的表型分析

HBL</.DAG9.:9.=,+R:B*,-@./X>+B,= ,[.B=,Q! 7.@*- 0̂! 7

:1bD44%## U"6K5## &-(!@+/>B=@L/,M= ,= ZZ C.OB<C MB+9

C>==B+,?>@*>/-,= @,</*.[,/(O !T:" >=O ’O !Y,M="A># ,9

"(1*&"(*(’Z$("$ -# .B=,Q! 7.@*- 0̂! % *7O# .B=,Q! 7

.@*- 0̂! 7:1bD44%##U"6K5##&-(!9

D#%$
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(#讨论

报告基因是用来置于顺式作用元件%尤其是启
动子元件的控制之下%指示顺式作用元件活性的一
类基因%通过报告基因的表达变化来指示并寻找一
个顺式元件在调控网络或调控级联中更上位的反式
调控因子是一个遗传研究中反向寻找的过程%相对
由上及下的调控关系的寻找!如利用转录组或蛋白
组学研究"来说可用的高效研究手段相对较少%获
取信息更加困难%有时需要结合有针对性的特殊设
计的实验来实现%如寻找更上位的正调控基因需要
报告系统结合表达文库进行筛选%而寻找上位的负
调控基因需要报告系统结合突变文库进行筛选& 在
链霉菌次级代谢生物合成与调控研究中%负责产物
合成的功能基因往往受到多层次多水平的调控%如
受途径特异性调控%多效调控及全局性调控等%也可
以分为转录水平%翻译水平及信号分子水平的调控
等 (0") & 针对那些沉默的隐性次级代谢基因簇的调
控%因为其合成基因不表达%可以解释为受到直接或
间接的阻遏造成的%负责这些基因转录的启动子如
果受到来自簇内或簇外的负调控因子阻遏%则可视
为直接阻遏%如果启动子因为缺乏正调控因子或信
号分子的激活而没有转录%则可以视为正调控因子
或信号分子的合成受到抑制的间接阻遏& 如果通过
遗传操作去除上述阻遏因素%则多数情况下隐性基
因簇理论上应该可以表达& 这方面可以从以往对链
霉菌中一些关键的负调控基因的研究中获得理论指
导%如在天蓝色链霉菌全局性负调控基因 <$/:的研
究中%发现 <$/:的阻断可以激活或增强多种次级代
谢产物的合成%包括其黄色隐性次级代谢产物 R6UW
的合成 (04) $而对 R6UW生物合成基因簇中的途径特
异性负调控基因 /"):P 进行阻断%可以激活 R6UW及
其具有抑菌活性的前体 >-6UW!>=+B->*+./B>?6UW"
的生物合成 (0’) & 在链霉菌中%类似作用的负调控基
因可能还有很多%对这些未知基因的发现具有很高
的理论和应用价值& 按照这一思路%我们认为对链
霉菌进行随机诱变%应该可以有机会使一些类似作
用的负调控基因阻断%从而使相应的隐性基因簇获
得表达%如果能够结合合适的报告系统%就可以有针
对性地对选定的基因簇进行激活表达的检测及突变
株的筛选&

在本研究中%我们成功地尝试了 &-(!作为新报
告基因的使用%我们针对性的选择了沉默的隐性基
因簇作为检测对象%对阻遏隐性基因簇表达的负调
控基因突变后的检测结果表明了 &-(!作为报告基
因的可操作性及灵敏度%也预示其可以用于类似负
调控基因的突变筛选%并可用于隐性基因簇调控机
制及激活的研究& 在链霉菌已经成功应用的报告基
因中%按检测方法可以分为两类#一类是通过显色或
发荧光来进行检测%如儿茶酚双加氧酶’荧光素酶’
及绿色荧光蛋白基因%这类检测方法往往需要最后
添加特殊的作用底物%或依赖特殊的仪器进行检测%
对于高通量的文库筛选往往不易胜任$另一类是利
用选择性压力!如抗性基因"进行检测%这一类虽然
可以胜任文库的高通量筛选%但由于需要在培养基
中添加一定浓度的抗生素%因此抗性阈值的设定是
决定筛选成功的前提%如果阈值设低了容易出现假
阳性%而设高了容易出现漏筛现象%因此抗生素抗性
基因作为报告基因比较适合对高表达的启动子进行
检测及筛选高产株%而在实际工作中%次级代谢基因
簇即便被激活%其表达强度也并不一定很高%因此该
类报告基因在使用中也存在缺陷& 链霉菌不仅具有
产生多种次级代谢产物的特点%而且还有复杂的发
育分化过程%长期以来是人们研究原核生物发育分
化的理想模式生物%其不同发育分化阶段的表型特
征!光秃%白色%灰色"为基因的克隆表达提供了便
利的筛选%本研究即是以易观察的表型变化作为筛
选标志开展的研究&

由于 &-(!编码的肌醇K$K磷酸合成酶以初级代
谢过程的重要中间产物葡萄糖K4K磷酸为底物%因此
为了协调基础碳代谢与肌醇合成的平衡%&-(!在链
霉菌发育分化的不同阶段表达量受到严格的发育分
化调控$其阻断突变株在基本培养基上不能进行正
常的发育分化%仅能保持光秃型的表型%我们还发现
培养基中残存的痕量肌醇就可以使 &-(!突变株表
型发生变化%表明链霉菌的形态分化对肌醇浓度的
感应很敏感%且 &-(!在链霉菌中高度保守%因此其
可以成为较理想的报告基因& 在实际应用中%可以
将 &-(!置于要研究的沉默基因的启动子下游%构建
报告质粒%再转入一个预先构建好的 &-(!突变株
中%形成报告系统%进而可以对这一报告系统进行随
机诱变%就可以检测沉默的启动子上位的调控基因
的突变%比如利用转座子随机插入突变%就可以检测
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负调控基因的突变%接下来再可以方便地克隆突变
基因来研究调控机制& 该系统的构建相对其他报告
系统需要多进行一步 &-(!的基因阻断%且随着在链
霉菌中进行的遗传操作次数的增加%抗性筛选的使
用会受到限制%而我们在本文中构建这个系统的无
痕敲除方法可方便地解决这一问题& 我们这一新的
报告系统有望在隐性基因簇的研究中发挥其重要的
作用&
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