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基于皱皮软海绵宏基因组的 !"#基因筛选的研究

张戌升，李志勇"，缪晓玲
（上海交通大学生命科学技术学院海洋生物技术实验室 上海 $%%$!%）

摘 要：提取皱皮软海绵及其共附生微生物的宏基因组总 EF.，使用聚酮合酶（GHI）基因的酮酰合酶（HI）域引物
GJK扩增 GHI基因片段获得一条 &"2LM的片段，以 MNJ41/ O-?<PQ为载体将该基因片段克隆到大肠杆菌中，从阳性克
隆中分离出 GHI 基因片段，测序推导出氨基酸序列。通过 RS.I/ 比对发现此氨基酸序列与红细菌目的
KCP>PL5?<-Q50-: L5?<-Q6+4 GHI基因 HI域的氨基酸序列有 @&T的同源性。通过基于氨基酸序列的系统发育分析，推
测此筛选得到的 GHI基因属于 <Q5,:1./型。本文首次证实了皱皮软海绵中存在细菌来源的 GHI基因。
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海绵属于多孔动物门，是最原始的低等多细胞海洋动

物，全世界大约有 2%%%%到 2’%%%种左右，我国据称也有 ’%%%
种左右。国外研究表明，海绵中存在许多结构新颖的活性物

质，大多在陆地生物中从未发现过，而且很多物质具有广谱

的抗菌、抗肿瘤、抗病毒、降血压、凝血和溶血等生物活性，是

潜在的新药来源［2 ( !］。但是绝大多数海绵活性物质的来源

至今还是个谜，几乎全部的海绵活性物质还没有实现大规模

制备，前者是后者的主要限制性因素。目前开展海绵及其共

附生微生物功能基因的研究代表了海洋生物技术的前沿热

点，这方面的研究将有助于为解决海洋活性物质制备的瓶颈

问题找到一条途径。

聚酮（MP08B-<6>-）是一类结构多样且具备多种生物学活
性的次生代谢产物，被广泛用作抗生素、免疫抑制剂、抗癌

药［’］。目前已有较多针对海绵及其共附生微生物中聚酮化

合物的研究，例如：.LQ-00等［&］从印度尼西亚海绵中分离得到
产生聚酮化合物的真菌，R+D,6等［"］从斐济海绵中得到的细
菌的发酵液中分离得到新结构的聚酮化合物。相对于从海

绵中分离得到聚酮化合物，针对聚酮合酶基因的研究最近才

刚刚开始［) ( 2%］。

目前，上海交通大学已经在海绵及其共生微生物的功能

基因研究方面进行了一些探索性的工作，并已经得到了可喜

的进展。我们于 $%%’ 年成功构建了澳大利亚厚皮海绵的
VP:46>宏基因组文库，并在此基础上进行了海绵抗菌肽功能
基因筛选的研究［22］，这是国际上第一次尝试进行这项工作。

迄今，国际上对于皱皮软海绵的聚酮类化合物和相关基因的

研究还没有任何报道。本文从皱皮软海绵宏基因组总 EF.
出发，利用 GJK技术对聚酮合酶基因进行筛选，希望为海绵
活性物质来源提供分子证据，从而为从基因水平开发利用海

绵资源，为解决海绵活性物质的制备提供可行途径。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 海绵样品：皱皮软海绵 !"#$%&’()*$" *+,’-"（K6>0-8 W

E-,>8），采集自我国海南三亚周边 $%4深海域。由中国科学
院海洋研究所李锦和研究员鉴定。

$%$%& 试剂和仪器：."/ 聚合酶为晶美生物工程有限公司产
品；大肠杆菌（0-%&1*$%&$" %’#$）EX’!感受态细胞、/! EF.连接
酶、GJK Y5QB-Q:均为上海申能博彩生物技术有限公司产品；
/"、Y2#引物对和 D?2、D?$引物对由上海生工生物技术服务
有限公司合成；其余试剂为国产分析纯试剂。XZI $! 型电
热恒温水浴锅购自上海益恒实验仪器有限公司；3GI1#%%系
列电泳仪购自上海天能科技有限公司；复日 VK1@)% 型生物
电泳图像分析系统购自上海复日科技有限公司；R6P[+D- MQ64P
K型冷冻离心机和 XRG\$$%型 GJK仪均购自美国伯乐公司。
$%& 原材料的处理
用无菌手术刀切取海绵内部及外部组织少许，装入加有

适量无菌无钙镁人工海水（JYVIZ：#2]&D F5J0、%]"’D HJ0、
2]%D YDI !̂、$]!D /Q6:1XJ0、$%44P0_S 3E/.、X$^ 2S、MX "]%）的
’4S离心管中，用大口径枪头稍加搅动，并适当吹打；用无菌
钝头镊子撕成 244# 的小块，于 JYVIZ中悬浮，用大口径枪
头吹打数分钟，2%%%%Q_46,，246,，去上清；加入适量无菌
JYVIZ，用大口径枪头吹打重新悬浮，2%%%%Q_46,，246,，去上
清；加入适量无菌 JYVIZ，用大口径枪头吹打重新悬浮，
2%%%Q_46,离心 $46,，将上层细胞悬液转移至另一无菌 ’4S离
心管中，使用血细胞计数法对海绵细胞及共附生微生物细胞

共同进行细胞计数。

$%’ 海绵宏基因组 ()*的提取［$&］

具体操作方法参见文献［2$］。
$%+ !,-扩增
基因组 EF. 在 $’"S 反应体系中加入 $]’"S /5‘ R+[[-Q

（含 HJ0，无 YDJ0$），#]’"S YDJ0$，$]%"S $]’44P0_S >F/G，引物
2%"4P0_S D?2（’a1bJI./bb.cJJIJ.KJ.KJbId/1#a）与 D?$（’a1
b/IJJIb/IJJK/bIIJc/JI.J1#a）各 %]’"S，2!]"’"S >>X$^；
%]$’"S ’N_"S ."/ 聚合酶。反应条件：@!e ’46,；@!e 246,，
&#e246,，"$e $46,，#’个循环；"$e 2%46,，2]%T琼脂糖凝胶
电泳检测。



!"# 克隆与阳性克隆鉴定

图 ! 基于氨基酸序列的系统发育树
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割胶回收纯化 DEF产物后，在 @G?4H离心管中依次加入
%!H连接 9+II’,，?@/#（%G?!H）的 7JE4-;，KG?!H纯化的 DEF产
物和 %!H ;L M&N连接酶，%KO下连接过夜。取连接产物 P!H
转化到 MQ?"感受态细胞中，取 %@@!H转化产物涂在含 NRD
的 H9平板上（胰蛋白胨 %@#，酵母提取物 ?#，&1E= %@#，琼脂粉
%?S P@#，蒸馏水 %@@@4H；N47 终浓度为 %@@!#T4H；7Q UGP S
UGL），VUO正置培养 %(后，倒置培养 %P S %K(，挑取白色菌斑
培养。挑取培养好的菌加入 P@!H ;FW0*/中破壁，取 %!H作为
模板，以 ;U（ ?X-;NN;NE8NE;ENE;N;N888-VVX）、R%V（ ?X-
NNEN8E;N;8NEEN;8-VX）载体引物进行 DEF 扩增，电泳分
析，确定阳性克隆。

!"$ 序列测定及分析
将筛选得到的阳性克隆子送样到上海英骏生物技术有

限公司用 VUV@测序仪进行序列测定。将得到的目标片段序
列提交 8’/91/:数据库，采用 9HNA;程序进行序列的同源性
分析，然后选择了 8’/91/:上登录的具有代表性的一些 YA
3*41"/的氨基酸序列，用软件 E=+01=Z%G[%与目标片段序列进
行完全比对，并使用软件 R’#1 VG%G ’\’构建系统发育树。

% 结果和讨论

%"! 基于 &’(的 &)*基因筛选与序列分析
试验得到的宏基因组 M&N大小在 P@:)以上，以此为模

板进行 DEF扩增得到大小约 KU%)7左右的片段，与引物的预
期产物大小很相近。挑取白斑到 P@!H ;FW0*/破壁得到重组
质粒 M&N，经 DEF 扩增，凝胶电泳，显示一条明亮的条带
（[P[)7左右），去除载体上的序列（%?U)7左右）后，与预期片
段长度（KU%)7）相符合，表明目的基因已经克隆于载体 7JE4-
;并成功转入大肠杆菌。将目的序列进行测序，去除载体上
的序列得到 KU%)7的核苷酸序列。将得到的 DYA基因序列
定名 DQ%，并通过 8’/91/:申请获得序列号 ]!V^PUP%。
%"% +,-*.比对和系统发育树的分析
根据核苷酸序列翻译得到的氨基酸序列如下：

NRMD__FHHH_‘‘a]NR]MNFHMNAYHN8YF‘8‘b‘8NAARMQ
8A‘H8FMDAH‘MAbHR;8&;HAH‘N&FWAQ8!MHF8DA!‘‘M;NEA
AAW‘NRM_NF_NHAF8MWM;NW‘N8‘&HHHADAA!‘8!ANNFRHAD;
8HE_A!AMYNM8b‘FN]8E‘NR‘H_&AAMWDN;NYNF‘‘MA];&
NM8b;R&‘NHDN]]8_b]HHAFHbMF_AWADMMHA!‘]8Q8;8。
经 9HNA;比对发现此序列与美国 F*5:C"==’医学中心发

UP?张戌升等：基于皱皮软海绵宏基因组的 DYA基因筛选的研究 $ T微生物学报（P@@U）LU（V）



现的红细菌属的 !"#$#%&’()*&+), %&’()*-./（01234345675）189
基因 89域的氨基酸序列有 7:;的同源性。
选择 <)=>&=?上具有代表性的一些 89 $#/&-=的氨基酸

序列构建的系统发育树如图 4，发现 !"#$%&’()*$" 89与红细
菌目的 +&’)’,"%-.*"#./ %&’()*-./ 189基因 89域的氨基酸序列
的系统发育关系最近，其次为蓝细菌，再是从海绵

0$/%’).*1$" )$//’#2-"中筛选得到的 189基因 89域的氨基酸
序列（9@4 189@、9@4 189>、9@4 189A、,BC28954@-和 D#,E2FGH2
89I）和放线菌。由于皱皮软海绵从我国南海海域采集而来，
而海绵 0$/%’).*1$" )$//’#2-" 来自于加勒比海，两者采集海域
以及海绵种类的差异使得它们共附生微生物群落基因组中

的 189基因也存在着比较大的差异，从而说明不同海域海绵
共附生微生物的差异性以及海洋微生物的多样性。从图 4
看到，1J4（KE67ILI4）所处的系统发育树分支处于属于 (*&=,2
@M型的 9域的氨基酸序列之间，所以推断皱皮软海绵中的
189基因是 (*&=,2@M型的。

! 讨论

从皱皮软海绵宏基因组 NO@中扩增得到了一条 :L4%B
189基因片段。通过 >P@9M比对和系统发育树分析，基因对
应的氨基酸序列与红细菌目的 +&’)’,"%-.*"#./ %&’()*-./ 189
基因 89域的氨基酸序列有 7:;的同源性和较近的系统发育
关系。本文首次证明了皱皮软海绵共附生微生物来源的

189基因，为海绵活性物质微生物来源学说提供了有力的证
据，也为今后从基因水平利用海绵尚不可分离培养的微生物

资源提供了基础。

参 考 文 献

［ 4］ 王 磊，方玉春，刘红兵，等 Q 海绵共附生微生物活性次级代
谢产物的研究进展 Q 中国海洋药物，I33G，"#（:）：GI R G:Q

［ I］ 刘 丽，胡江春，王书锦 Q 海绵微生物生物活性物质的研究
进展 Q 天然产物研究与开发，I335，$%（G）：5LL R 5H4Q

［ 6］ 黄孝春，郭跃伟 Q 海绵药物的研究进展：化学和生物活性 Q 中
国天然药物，I33G，!（4）：4 R 7Q

［ 5］ 曾名勇，崔海英，李八方 Q 海洋生物活性肽及其生物活性研
究进展 Q 中国海洋药物，I33G，"#（4）：5: R G4Q

［ G］ 陶美凤，胡志浩，周秀芬，等 Q 一个巨大的多烯抗生素基因簇
中聚酮合酶（189）基因单位在大肠杆菌中的双重诱导超量表
达 Q 遗传学报，4777，"%（:）：LI4 R L63Q

［ :］ @%*)++ PS，>)(")+ >，1"-++-B AQ @ =)T B#+U?)(-$)，,)’#’.*V.+&*-=，
D*#/ (") ,&+( T&()* ’.+(.*) #D & ,B#=W) $)*-V)$ D.=W.,Q 3.-*"&.)*’(
4.--.*/，477:，!&（G3）：H7H6 R H7H5Q

［ L］ >.W=- M9，>)*=&= X9，<*))=,()-= S，.- "# Q >*#’&)=#+, @2A：O#V)+
B#+U?)(-$), D*#/ & /&*-=) $)*-V)$ 5.($%$##$21 ,*’%". Q 6 7*8 9&.1，
I336，%’（G）：I345 R I34LQ

［ H］ 9’"-*/)* @，<&$?*- !，!))V), AN，.- "# Q S)(&W)=#/-’ &=&+U,-,
*)V)&+, $-V)*,) B#+U?)(-$) ,U=("&,) W)=) ’+.,()*, -= /-’*##*W&=-,/,
&,,#’-&()$ T-(" (") /&*-=) ,B#=W) 0$/%’).*1$" )$//’#2-. Q :;;#$.)
"() <(=$*’(1.(-"# >$%*’,$’#’8?，I33G，&$（H）：5H53 R 5H57Q

［ 7］ 1-)+ F，J.- NY，E.,)(&=- O，.- "# Q M&*W)(-=W /#$.+&* B#+U?)(-$)
,U=("&,), T-(" -()*&(-V)+U &’(-=W &’U+(*&=,D)*&,), D*#/ /)(&W)=#/), #D
.=’.+(.*)$ %&’()*-&+ ’#=,#*(-& Q <(=$*’(1.(-"# >$%*’,$’#’8?，I335，%
（7）：7I4 R 7IL Q

［43］ 8-/ M8，<&*,#= SF，E.)*,( F@Q S&*-=) &’(-=#/U’)(), *)+&()$ (# (")
‘ @"#$(’/;’*" ’ W*#.B D*#/ (") <*)&( >&**-)* !))D ,B#=W)
5/.2)’%.*"-$(" %#"="-" Q <(=$*’(1.(-"# >$%*’,$’#’8?，I33G，&（5）：
G37 R G4H Q

［44］ 吴 杰，李志勇，张戌升 Q 海绵宏基因组文库构建及抗菌肽
功能基因的初步筛选 Q 生物技术通报，I33:，!：7G R 7H，436Q

［4I］ 李志勇，吴 杰 Q 大片段海绵宏基因组 NO@快速提取方法 Q
中国发明专利，申请号：I33:433I5ILH QH Q

()* +,-, ./0,,-1-+ 23.,4 5- 6,73+,-56, 58 !"#$%&’()*$" *+,’-"

0J@O< Z.2,")=W，P[ 0"-2U#=W!，S[@\ Z-&#2+-=W
（>"*$(. A$’-.%&(’#’8? #",’*"-’*?，@%&’’# ’B 4$B. @%$.(%. C A$’-.%&(’#’8?，@&"(8&"$ 6$"’ 3’(8 D($=.*/$-?，@&"(8&"$ I33I53，9&$("）

92.703/7：S)(&W)=#/) NO@ T&, )](*&’()$ D*#/ !"#$%&’()*$" *28’/" T"-’" T&, ’#++)’()$ D*#/ 9#.(" A"-=& 9)& &=$ ?)B(
-= R 5^ Q 189 W)=) D*&W/)=( T&, &/B+-D-)$ .,-=W 1A! T-(" 89 $#/&-= B*-/)*, -= 189 W)=)Q @ NO@ D*&W/)=( &%#.(
:L4%B -= +)=W(" T&, #%(&-=)$ %U 1A!Q M") 1A! B*#$.’( T&, /)&,.*)$ %U &W*#,) W)+ )+)’(*#B"#*),-, Q M")= (") B*#$.’(
T&, *)’#V)*)$ D*#/ W)+ &=$ ’+#=)$ -=(# BCA/2M V)’(#* Q @D()* ("&( V)’(#*, T)*) (*&=,D#*/)$ -=(# ’#/B)()=( ’)++,
（NJG!）Q 189 W)=) D*&W/)=( -= B#,-(-V) ’+#=), T&, ,)_.)=’)$Q A#=,)_.)=(+U，(") ’#**),B#=$-=W &/-=# &’-$ ,)_.)=’)
T&, $)$.’)$ %&,)$ #= =.’+)#(-$) ,)_.)=’)Q >P@9M &=&+U,-, ,"#T)$ ("&( (") "#/#+#WU #D ("-, &/-=# &’-$ ,)_.)=’) T-("
("&( $)$.’)$ D*#/ 89 $#/&-= #D 189 W)=) -= +&’)’,"%-.*"#./ %&’()*-./ T&, .B (# 7:; Q 1"U+#W)=)(-’ &=&+U,-, -=$-’&()$
("&( (") #%(&-=)$ 189 W)=) %)+#=W, (# (*&=,2@M 89 $#/&-=, Q S)&=T"-+) (") *),.+( $)/#=,(*&()$ (") $-V)*,-(U &=$
$-DD)*)=’), #D /-’*##*W&=-,/, &,,#’-&()$ T-(" &=$ &*#.=$ ,B#=W) -= $-DD)*)=( ,)& &*)& Q [( -, (") D-*,( (-/) (# D-=$ %&’()*-&+
189 W)=) -= ,B#=W) !"#$%&’()*$" *28’/"，T"-’" B*#V-$) B#T)*D.+ B*##D (# (") /-’*#%-&+ #*-W-= "UB#("),-, #D ,B#=W) &’(-V)
’#/B#.=$,Q @( (") ,&/) (-/)，("-, ,(.$U +&U %&,-, D#* (") .(-+-‘&(-#= #D .=’.+(.*)$ /-’*##*W&=-,/, &,,#’-&()$ T-(" ,B#=W)
D*#/ (") &,B)’( #D W)=), Q
),:;504.：!"#$%&’()*$" *28’/"；/)(&W)=#/)；B#+U?)(-$) ,U=("&,) W)=)；1A! &/B+-D-’&(-#=；B"U+#W)=)(-’ &=&+U,-,

E#.=$&(-#= -()/：O&(-#=&+ 1*#W*&/, D#* J-W"2M)’" !),)&*’" &=$ N)V)+#B/)=( #D A"-=&（I335@@:IH3:3）
!A#**),B#=$-=W &.("#* Q M)+：H:2I4265I3536:；K2/&-+：‘U+-a ,b(. Q )$.Q ’=
!)’)-V)$：G F.+U I33:c @’’)B()$：4: @.W.,( I33:c !)V-,)$：IH N)’)/%)* I33:

HIG 0J@O< Z.2,")=W .- "# Q c:%-" >$%*’,$’#’8$%" @$($%"（I33L）5L（6）




