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!"#. 与 !"#/0 双基因敲除对依博素生物合成的影响
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（- 军事医学科学院毒物药物研究所，北京 %##’3#）

摘要：【目的】研究 1#2. 和 1#2/0 基因双敲除对依博素生物合成的影响。【方法】通过基因同源重组双交换，对

1#2/0 基因缺失突变株 ,#’23#(45"21 =)> %A"（=7C/0E）再进行 1#2. 基因的敲除，经 /9:76C*; 杂交验证，获得了 1#2.
和 1#2/0 双基因缺失变株 ,#’23#(45"21 =)> %A"（ 1#2.6 1#2/06 ）。对该突变株进行了基因互补。气相色谱分析 1#2.
和 1#2/0 双基因缺失突变株及互补株产生的胞外多糖单糖组分，排阻色谱测定衍生物的重均分子量，HN./(
法测定衍生物的 .NE%O 拮抗活性，并与依博素进行比较分析。【结果】获得 1#2. 和 1#2/0 双基因缺失株

,#’23#(45"21 =)> %A"（ 1#2.6 1#2/06 ）及互补株。双基因缺失株产生的胞外多糖与依博素相比，葡萄糖与岩藻糖含

量明显降低，分子量变小，生物活性明显下降。基因互补株产生的胞外多糖中葡萄糖与岩藻糖含量恢复。

【结论】1#2. 和 1#2/0 基因编码产物参与了依博素生物合成中单糖重复单元序列的形成过程，在依博素的生物

合成中起重要作用；变株产生的依博素新衍生物体内外活性有待进一步研究。
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近 年 来，越 来 越 多 的 细 菌 胞 外 多 糖

（HG9)9,I=<@@6<*+PC，HQ/）生物合成基因簇被克隆和鉴

定，所有这些被确定的基因簇中都包括编码特异糖

基转移酶的基因，该类酶在多糖生物合成中，能特异

性从核苷酸糖中将单糖转移至微生物细胞膜上脂质

接受体，参与多糖的单糖重复单元合成，在多糖的生

物合成中起重要作用［% & A］。

本实验室从链霉菌 %A" 发酵产物中分离出一种

新型胞外多糖，命名为依博素，研究显示该胞外多糖

体外具有对白细胞介素 % 受体（.NE%O）的拮抗作用，

体内有显著抗类风湿性关节炎的活性，目前已申报

临床研究，有可能发展成为具有我国自主知识产权

的新药。我 们 已 确 定 了 依 博 素 的 生 物 合 成 基 因

簇［!］，其 包 含 -$ 个 开 放 阅 读 框（ 9)C;+;L *C<P+;L
R*<?C，SOF），并已确定其中 1#2. 基因编码产物为岩

藻糖糖基转移酶（结果待发表），而 1#2/0 基因编码

产物为葡萄糖糖基转移酶［3］。本研究拟对上述两种

糖基转移酶的编码基因进行双敲除，进一步观察

1#2. 和 1#2/0 基因对依博素生物合成的作用，并对双

基因 敲 除 菌 株 产 生 的 依 博 素 新 衍 生 物 进 行 初 步

研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：依 博 素 产 生 菌 链 霉 菌 %A"
（ ,#’23#(45"21 =)> %A"）、1#2/0 基 因 缺 失 突 变 株



（!"#$%"&’()$* !"# $%& *"$+,’ ）、大 肠 杆 菌 ()*!（ - #
)&./ ()*!）、大肠杆菌 +,$-*./（- # )&./ +,$-*./）［.］

为本实验室保存；"01$$%&［/］及 "23.45［4］为本实验室

保存。"6($4’, 载体购自 ,70787 公司。

!"!"# 酶和试剂：限制性内切酶、,9 (:; 连接酶、

012 (:; 聚合酶、(:; 分子量标准均购自 ,70787
公司；2<,=、硫链丝菌素、氨苄青霉素、安普霉素购自

>?@A7 公司；卡那霉素购自中国药品生物制品检定

所；(:; 胶 回 收 试 剂 盒 购 自 上 海 生 物 工 程 公 司；

>BCDEFGH 杂交试剂盒购自 ;AFG!E7A 公司。

!"# 基因同源重组双交换质粒的构建

!"#"! <18 扩增 *"$3 基因上游片段（I$）和下游片

段（I-）：以 !"#$%"&’()$* !"# $%& 总 (:; 为模板，以

<$： *J’;=1;;=1,,,=,,1===1,=,1=,,1;;=’%J
（ 4/5K "）和 <-：*J’=1;,1,;=;11;,1;1=111
;==,;=1’%J（671#）为引物，<18 扩增获得了 *"$3
基因 的 上 游 片 段 I$（$5%5 L"）；利 用 引 物 <%：*J’
;1=,1,;=;,==1==;=1;==,==;=,,1’%J（ 671#）

和 <9： *J’1,==;;,,1;11=,1,=11=1;=,,1=’%J
（-)&8#）<18 扩增获得 *"$3 基因的下游片段 I-
（4&& L"）。<18 的 扩 增 条 件 为：&9M * A?H，&9M
$ A?H，*4M %5 !，/-M - A?H；共 %5 个循环，最后 /-M
延伸 $5 A?H。

!"#"# <18 扩 增 硫 链 丝 菌 素 抗 性 基 因：以 质 粒

"23.45［4］ 为 模 板， 采 用 引 物 <*： *J’
=1,1,;=;;==1=;;,;1,,1;,;,=’%J（ 671 #）和

<.：*J’=1,1,;=;,=;,1;,1;1,=;1=;;,’%J（ 671

#）<18 扩增硫链丝菌素抗性基因（ "*# $5.- NL），

<18 的扩增条件同上。

!"#"$ 构 建 用 于 基 因 同 源 重 组 双 交 换 的 质 粒

"01/,：用 4/5K"’671#酶切 (:; 片段 I$，-)&8#’
671#酶切 I-，671#酶切扩增的 "*# 片段，将 I$、I-
和 "*# 三片段与 4/5K"’-)&8#酶切的质粒 "01$$%&
进行连接，转化 - # )&./ ()*!感受态细胞，提取后获

得用于 *"$3 基因阻断的重组质粒 "01/,。

!"$ !"#3 和 !"#+, 基因双敲除变株的获得

将质 粒 "01/, 转 化 甲 基 化 缺 失 的 - # )&./
+,$-*./，以消除重组质粒在大肠杆菌中可能发生的

甲基化修饰。提取质粒，在聚乙二醇（<+= .555）介

导下，转化至 *"$+, 基因缺失变株 !"#%$"&’()$* !"# $%&
（ *"$+,’ ）的原生质体［&］，-4M培养 -5 E 后，在平板上

层加 铺 含 ,E?B G!（ ,E?B!DGF"DBH *5 $@OAP）和 0A G!

（07H7AQR?H $55$@OAP）的 8- 软琼脂培养基（5S.T琼

脂）。由于重组质粒 "01/, 的母本质粒 "01$$%& 带

有一个来自 !"#%$"&’()$* 89151$5*/* 温度敏感型复制

子，因此高于 %9M "01/, 不能正常复制［/］。所以先

将转化平板置于 -4M培养 - K，待麻点状菌落出现

后再于 %/M继续培养 / K，总共得到约 $55 个转化

子，将生长出来的菌落同时分别影印至含有卡那霉

素’硫 链 丝 菌 素 和 安 普 霉 素（;"G7AQR?H ;A）的

!"#%$"&’()$* !"# $%& 斜面培养基，挑选对卡那霉素和

硫链 丝 菌 素 有 抗 性 对 安 普 霉 素 敏 感 的 菌 株

（0AG,E?BG;A!）。

!"% !"#3:!"#+, 双基因缺失变株互补株的获得

!"%"! 启动子 FGA+"的获得：FGA+"是链霉菌的一

种强启动子，以 -)&8#’;1’)#双酶切质粒 "=+6’
%UV’FGA+"（5S9* NL 的 -)&8#O!1)#酶切的 FGA+"启

动子与 -)&8#O!1)#酶切的 "=+6’%UV 载体连接）获

得到 5S9* NL 的 FGA+"启动子片段。

!"%"# *"$+, 基 因 的 扩 增：以 <&：*J’=1==;,11
==,==1=,=;=1;,=1;1’%J（ ;1’)#）和 <$5：*J’
==1,1,;=;,,;,1;,1,=,,,11111;,1’%J（ 671#）

为引物，!"#$%"&’()$* !"#$%& 基因组 (:; 为模板，经 <18
扩增获得扩增 *"$+, 基因。<18 的扩增条件同上。

!"%"$ *"$3 基因的扩增：以 !"#$%"&’()$* !"#$%& 基因

组 (:; 为 模 板，采 用 引 物 </：*J’=1,1,;=;
=,==;=;;11,=,1==,=’%J（ 671 #）和 <4：*J’=1
;;=1,,,1;;===;1=’%J（4/5K"）进行 *"$3 的 <18
扩增。<18 的扩增条件同上。

!"%"% 互补质粒 "01/’$*R 的构建：以 ;1’)#’671#
双酶切 *"$+, 基因扩增片段，671#’4/5K"酶切 *"$3 基

因扩增片段，上述二片段和经 -)&8#’;1’)#双酶切

由质粒 "=+6’%UV’FGA+"分离的 FGA+"启动子片段连

接，连 接 片 段 克 隆 至 -)&8#’4/5K"双 酶 切 的

"01$$%&，得到互补质粒 "01/’$*R。
!"%"& *"$3:*"$+, 双基因缺失变株互补株的获得：利

用聚乙二醇（"BWQFDEQWFHF @WQRBW，<+=）介导的原生质

体转化将质粒 "01/’$*R 转化至 *"$3:*"$+, 双基因缺

失突变株得到互补菌株。

!"& ’()*+,-. 杂交

按试剂盒（;AFG!E7A）提供操作步骤进行。分别

以 ;1’)#酶切 *"$+, 基因缺失变株 !"#%$"&’()$* !"#
$%&（ *"$+,’）总 (:; 和 *"$3:*"$+, 双基因缺失突变株

的总 (:;，以 *"$3 基因下游片段（I-）(:;（4&& NL）

-/9 P?"?H@ X7? FD 7W # O<)"1 =/)#&7/&.&8/)1 !/5/)1（-55&）9&（9）



为探针进行 !"#$%&’( 杂交。

!"# 双基因阻断株及互补株胞外多糖的提取

发酵液离心，滤液经 )* 大孔树脂柱层析，流出

液再行 ++,-, 阳 离 子 交 换 树 脂 柱 层 析，流 出 液 以

.+/乙醇沉淀，反复两次。离心去上清，沉淀物经挥

发去除乙醇，以适量水溶解，经 012130&-$’4( 235*
柱层析，蒸馏水洗脱，洗脱液经超滤（67 8++++ 超滤

膜）后冷冻干燥，白色絮状固体 9:保存。

!"$ 胞外多糖的单糖组分分析

按报道方法［;+］将胞外多糖水解并衍生化后，进

行气相色谱（<=）分析（气相色谱仪：惠普 >?*8@+，

色谱柱 >?3*），对糖醛酸采用改良的 AB$$&’ 氏法分

析［;;］。

!"% 胞外多糖的分子量测定

采用排阻色谱法测定胞外多糖的重均分子量

（>?C= D4$&’E .++，层析柱 F!G3<1C <*+++?D)C，流动相

+H; I"JKC L45!M9，示差检测器：!N O 5+，!1L! O P5）。

!"& 胞外多糖 ’()!* 拮抗活性的测定

采用已报道的 1CQ!2 法［;5］测定依博素衍生物

对 QC3;R 拮抗活性。

+ 结果

+"! 重组质粒 ,-.$/ 和 ,-.$)!01 的酶切验证

采用 前 述 方 法 构 建 重 组 质 粒 SG=,F，转 化

! T "#$% 1F;5*., 感受 态 细 胞，经 提 取 获 得 用 于 对

&’()* 基 因 缺 失 株 +’,(-’#./"(& EST ;P@（ &’()*3 ）进 行

&’(0 基 因 阻 断 的 重 组 质 粒 SG=,F（图 ;32），采 用

!"#R!31%2U"双酶切结果显示，该重组质粒产生

一个PH+ VW的酶切片段，其大小和 N;（;+P+ WS）、N5
（8@@ WS）和 ’,& 抗性基因（;+.5 WS）之和相当，表明上

述三 0L2 片段已成功插入质粒 SG=;;P@，重组质粒

SG=,F 中含有上述三 0L2 片段（图 ;3A）。

图 ! 重组质粒 ,-.$/
NBXT; R&Y"IWB(4($ SJ4EIBU SG=,FT 2：R&E$’BY$B"( &(Z[I& I4S "\ SG=,F；A：R&E$’BY$B"( &(Z[I& 4(4J[EBE "\ SJ4EIBU SG=,FT ; T 64’V&’（#0L2K!"#R!
]1%2U"）；5 T SG=,FK!"#R!]1%2U"；PT SG=;;P@K!"#R!]1%2U" T

采用前述方法，将 &’I1!启动子片段、&’()*、和

&’(0 基因连接后插入质粒 SG=;;P@，获得重组质粒

SG=,3;*Y（图 532），重组质粒转化至 &’(03&’()* 双基

因缺 失 突 变 株 得 到 互 补 菌 株 +’,(-’#./"(& EST ;P@
（SG=,3;*Y），提取重组质粒 SG=,3;*Y 进 行 酶 切 鉴

定，如图 53A 所示，!"#R!345.>!酶切 SG=,3;*Y
获得 0L2 片段大小与 &’I1! 相当（+H9*+ VW），675

!31%2U"酶切 SG=,3;*Y 获得 0L2 片段大小与 &’(0
相当（;H5;* VW），45.>!3675!酶切 SG=,3;*Y 获得

0L2 片段大小与 &’()* 一致（;H5, VW），而 !"#R!3
1%2U"酶切 SG=,3;*Y 获得两片段，大片段为线性

SG=;;P@，而小片段相当于 &’I1!、&’()* 和 &’(0 之和

（约 P VW），表明 SG=,3;*Y 克隆有上述三基因片段。

在 SG=;;P@ 中，&’()* 和 &’(0 均在启动子 &’I1!

作用下，两基因间具有终止子各自表达。

+"+ 获得 !"#0 和 !"#)* 基因双敲除变株

+"+"! 基因双敲除株的获得：按前述方法采用重组

质粒 SG=,F，经基因同源重组双交换，对 &’()* 基因

缺失株 +’,(-’#./"(& EST ;P@（ &’()*3 ）进行 &’(0 基因阻

断，&’(0 基因同源重组双交换过程如图 P 所示。采

用如前筛选步骤，获得 ; 个 GI’F%B"’2IE 克隆（对阿

普霉素敏感，抗卡那霉素和硫链丝菌素）。

P,9白利平等：&’(0 与 &’()* 双基因敲除对依博素生物合成的影响 T K微生物学报（5++@）9@（9）
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图 ! "#$%&’() 重组质粒

!"#$% &’()*+",-,. /0-1*"2 /345678($ 9：&’1.:"(."), ’,;<*’ *-/ )= /345678(；>：&1.:"(."), ’,;<*’ -,-0<1"1 )= /0-1*"2 /345678($ 7 $ ?-:@’:（!AB9C

!"#&"D$%&2#）；% $ /345678(C!"#&"D’()E"；F$ /345678(C*+("D$%&2#；G$ /345678(C’()E"D*+("；8$ /345678(C!"#&"D$%&2# $

图 * 重组质粒 "#$%+ 介导的 !"#, 基因的同源重组双交换示意图

!"#$F A"1:H/."), )= -./, I"- 2)H+0’ (:)11)I’: $

!,!,! J)H.K’:, 杂交验证基因双敲除株：采用前述

方法进行 J)H.K’:, 杂交，结果显示 -./01 基因缺失株

2.3/4.#)5"/- 1/$7FL（ -./016 ）总 AB9 处出现一条%MN @+
的阳性杂交信号条带，而在上述双基因缺失突变株

的总 AB9 处出现一条 FMN @+ 阳性杂交条带（图 G），

与预 期 相 符。 表 明 通 过 基 因 同 源 重 组 双 交 换

2.3/4.#)5"/- 1/$ 7FL（ -./016 ）中的 -./, 基因的部分片

段已被 .K"): 抗性基因片段（ .-3）取代，确证该菌株为

-./, 和 -./01 双缺失株，命名为 2.3/4.#)5"/- 1/$ 7FL
（ -./,6 -./016 ）。

!,* 基因互补株的获得

采用 如 前 方 法 将 质 粒 /345678( 转 化 至 -./,6

-./01 双基因缺失突变株 2.3/4.#)5"/- 1/$ 7FL（ -./,6

-./016 ），提取质粒如图 %6> 所示，确证 /345678( 已克

隆 至 双 基 因 缺 失 突 变 株，获 得 基 因 互 补 株

2.3/4.#)5"/- 1/$ 7FL（/345678(）。

!,- 依博素衍生物的单糖组分分析

采用报道方法，分别提取 -./,6-./01 双基因缺失

株 2.3/4.#)5"/- 1/$ 7FL（ -./,6 -./016 ）产生的依博素衍

生物 OPJ7865*，及互补株 2.3/4.#)5"/- 1/$ 7FL（/3456
78(）产生的依博素衍生物 OPJ7865(。采用气相色谱

（Q4）进行单糖分析，各单糖含量如表 7 所示。

由于已经确定 -./, 编码产物为岩藻糖糖基转

移酶（待发表结果），-./01 编码产物为葡萄糖糖基转

G5G R"/",# >-" ’. -0 $ C7".( 8%"3#+%#9#:%"( 2%&%"(（%NNL）GL（G）
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图 ! !"#!"!"##$ 双基因缺失株的 "#$%&’() *+#% 验证

!"#$ % &’()*+,- ./’) ’0 %&’()&*+,-(. 12$ 345（ .&(!" .&(#$" ）$ 3$

6*,’7’1’7+ 89: ’0 %&’()&*+,-(. 12$ 345（ .&(#$" ）；;$ 6*,’7’1’7+ 89:

’0 %&’()&*+,-(. 12$ 345（ .&(!" .&(#$" ）$

移酶，因此主要对葡萄糖和岩藻糖含量进行了比较。

由结果可见，和依博素相比<=&3>?@ 7葡萄糖含量降

低约 A3B@C，岩藻糖含量降低约 A>B4C。而 <=&3>?
@D 葡萄糖恢复至依博素水平，岩藻糖则较 <=&3>?@
7 提高一倍，恢复至依博素的 @4B4C。表明上述两

基因敲除明显降低了依博素衍生物的葡萄糖和岩藻

糖含量。基因互补后得到显著恢复。

表 , -*#./)、-0",1234 和 -0",1235 的

葡萄糖和岩藻糖含量分析

EF./+ 3 E*+ F-F/G1"1 ’0 #/(D’1+ F-H 0(D’1+

D’72’1")"’- ’0 <.’1"-，<=&3>?@ 7 F-H <=&3>?@D

I’-’1FDD*F,"H+
I’-’1FDD*F,"H+ D’-)+-)1JC

<.’1"- <=&3>?@7 <=&3>?@D
K/(D’1+ LBM3 LB43 LBM4
!(D’1+ 4B%5 3B;3 ;B>A
N*F7-’1+ >B4% 4B4; %B43
:,F."-’1+ ;LB@@ ;LB;@ ;4BA3
OG/’1+ ;BL3 3B%@ LB5%
IF--’1+ ;B3> 4BAL LB>3
KF/FD)’1+ >>B;A A4B3L A3B3L
KF/FD)(,’-"D FD"H 3LB3@ AB@; AB3%

671 依博素衍生物的分子量测定

采用前述方法测定依博素衍生物 <=&3>?@7 和

<=&3>?@D 的重均分子量（IP），分别为 >3B; Q 3L% 和

>>B; Q 3L%（图 >），低于依博素的重均分子量（AA Q
3L%）。结果显示双基因敲除后对依博素生物合成重

复单元序列聚合度有一定影响。

678 依博素衍生物的 9:2,; 拮抗活性测定

如表 ; 所 示，分 别 在 浓 度 4B;!#J7R 和 LBA%

!#J7R测定依博素、<=&3>?@ 7和 <=&3>?@D 对 SR?3N

的拮抗活性，结果显示双基因敲除后，依博素衍生物

对 SR?3N 的拮抗活性明显降低，基因互补后也未能

有效恢复。

表 6 -:9"< 分析 -*#./)、-0",1234、

-0",1235 的 9:2,; 拮抗率

EF./+ ; S-)+,/+(T"-?3N F-)F#’-"1) FD)"U")G ’0 <.’1"-，<=&3>?@7，<=&3>?@D

6’-D+-),F)"’-J（!#J7R）
:-)F#’-"1) ,F)+JC

<.’1"- <=&3>?@7 <=&3>?@D
4B; >%B>3 @B3 %B;%
LBA% %AB; ;B55 %B>@

673 依博素衍生物的生成量分析

按照前述胞外多糖提取方法分别提取 <=&3>?
@7 和 <=&3>?@D，其 生 成 量 分 别 为 5MB% #JR 和

@;B> #JR，明显低于依博素产量 %>L #JR。

= 讨论

不同微生物产生的胞外多糖尽管结构各不相

同，但是其生物合成途径基本类似，即通过糖基转移

酶（K/GD’1G/),F-10+,F1+，KE!）将单糖从核苷酸糖顺序

性转移而装配至脂类载体上形成重复单元，随后这

些重复单元经聚合后输出胞外，形成胞外多糖［;，4］。

本实 验 室 已 确 定 依 博 素 的 生 物 合 成 基 因 簇

（ .&(），该基因簇由 ;@ 个开放阅读框架组成［%，>］，其中

.&(! 和 .&(#$ 的编码产物已分别确定为岩藻糖糖基

转移酶（待发表结果）和葡萄糖糖基转移酶［>］，在依

博素的生物合成中，分别具有能从各自核苷酸糖将

岩藻糖和葡萄糖转移至依博素产生菌 %&’()&*+,-(.
12$ 345 的细胞膜脂质接受体，从而使单糖向重复单

元序列增长链转移，因此在依博素生物合成中起重

要作用。

通过改变多糖的单糖重复单元序列组分以改造

<=& 结构，是糖生物工程研究的目标之一，在 <=& 基

因簇中替代或敲除特定的糖基转移酶基因，可以得

到含不同单糖组分的 <=& 衍生物，这是获得新生物

活性多糖的有效途径之一［;］。基于上述目的本文对

编码糖基转移酶的 .&(! 和 .&(#$ 基因进行了双敲除

研究，以期获得依博素的新衍生物，通过对其性质分

析进一步研究上述两种基因在依博素生物合成中的

作用。

本文结果表明 .&(!".&(#$ 双基因缺失株产生的

<=&3>?@7 所含岩藻糖和葡萄糖均较依博素有显著

降低，而基因互补株产生的 <=&3>?@D 两种单糖明显

回升。鉴于我们已确定 .&(! 编码岩藻糖糖基转移

>@%白利平等：.&(! 与 .&(#$ 双基因敲除对依博素生物合成的影响 $ J微生物学报（;LL5）%5（%）

Absent Image
File: 0



图 ! 依博素衍生物的分子量测定

!"#$% &’(’)*"+,("-+ -. (/’ *-0’120,) *,33 -. 4563$ 7：4568%9:*；;：4568%9:1$

酶，3(’8% 编码葡萄糖糖基转移酶，因此本文结果进

一步确认了上述研究结果。此外还表明我们所采用

的以 ’)*4!为启动子，串联表达 !"#$ 和 !"#%& 基因的

互补质粒 <=>:98%1 在基因互补株中成功进行了表

达，起到了有效互补作用。双基因敲除株产生的

4568%9:* 仍有少量岩藻糖和葡萄糖存在，其他单糖

在敲除株和互补株中比例也有不同程度改变，推测

可能是因为微生物糖代谢网络复杂，因基因敲除导

致一些单糖丧失可能会通过网络适当转化补偿［8?］。

基因互补株产生的胞外多糖中，岩藻糖未能恢复至

依博素水平，可能和互补质粒采用启动子 ’)*4!及

表达的目的基因 !"#$ 产物性质有关，为了提高互补

水平，需进一步采用不同启动子进行研究。此外也

可能因技术操作原因影响单糖测定结果。

@:A B"<"+# ;," ’( ,0 $ C’(") *+(,-.+-/-0+() 1+2+()（DEEF）AF（A）
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研究结果显示 !"#$%&’( 的分子量较依博素明

显降低，对 )*&$+ 生物活性大部丧失且生成量显著

减少，这说明双基因敲除对依博素的单糖重复单元

聚合度有影响。文献报道［$, - $%］多糖的结构分为初

级结构和高级结构，一级结构为初级结构，二、三、四

级结构为高级结构。多糖的一级结构是指糖基的组

成，糖基排列顺序，相邻糖基的连接方式，异头碳构

型以及糖链有无分支，分支的位置与长短等。多糖

的二级结构是指多糖主链间以氢键为主要次级键而

形成的有规则的构象。多糖的三级结构和四级结构

是指以二级结构为基础，由于糖单位之间的非共价

相互作用，导致二级结构在有序的空间里产生的有

规则的构象。多糖生物活性与其高级结构的关系更

为密切，因此推测本文 !"#$%&’( 活性丧失除了和一

级结构岩藻糖和葡萄糖比例降低有关外，主要可能

是基因双敲除对依博素高级结构有较大影响，因此

互补株产生的 !"#$%&’. 未能恢复对 )*&$+ 的拮抗活

性。

我们以往研究表明 !"#$% 基因敲除株产生的依

博素衍生物 !"#&$%(，其葡萄糖含量接近零，分子量

降至 ,/01 2 $1, 明显低于依博素，生物活性丧失，这

和本文双基因敲除获得的 !"#$%&’( 结果基本相当。

综上所述，本文通过对 !"#&’!"#$% 双基因敲除，

进一步确定了作为糖基转移酶基因在依博素生物合

成中起重要作用。所生成的依博素衍生物尽管丧失

了对 )*&$+ 的拮抗活性，但是否具有其他新生物活

性尚待进行深入研究。
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科学出版社新书推介（1EEQRE]）

现代工业微生物学实验技术

杨汝德 主编 吴虹 林晓珊 副主编

QSJRSREPRE11JYFRQ ^ ]1_EE 1EEQ 年 ( 月 出版

内容简介：本实验技术的第一章介绍了工业微生物学实验常用玻璃器皿和常用仪器设备的用

途、结构、性能和使用方法，并附有大量图片。第二章至第八章为本书的主要内容，涵括了工业微

生物学七大实验技术：工业微生物的显微技术，工业微生物的形态观察、制片及染色技术，工业微

生物的纯培养技术，工业微生物的检测技术，工业微生物生理与发酵试验技术，

工业微生物育种技术，工业微生物基因工程实验技术。本教材共设置了 ]] 个实验，主要为工

业微生物学基本技能训练实验，还有部分为大型综合性实验和研究性实验。

本实验技术可作为高等教育出版社于 1EEY 年 ( 月出版的《现代工业微生物学教程》（杨汝德

主编）的配套实验用书，颇具理工科特色，适合于理工科大学的生物工程、生物技术、生物制药工

程、食品科学与工程、食品质量与安全、环境工程等专业的本科生使用，也适合于高等职业技术学

院相关专业的专科生使用。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）

邮购地址：北京东黄城根北街 (Y 号 科学出版社 科学出版中心 生命科学分社 邮编：(EES(S
联系人：周文宇 联系电话：E(ERY]EP(FPF

更多精彩图书请登陆网站 077#：[[NNNM <"8.6;".$;.M ;*@M ;$，欢迎致电索要书目
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