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利用同源重组建立地中海拟无枝菌酸菌 !"# 染色体的

基因置换$中断系统
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（中国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所，上海 $%%%0$）

摘 要 地中海拟无枝菌酸菌 H0$ 是力复霉素 I’ 的工业产生菌，其遗传操作一直是一个难题。在该菌株 J+K 高

效电转化的基础上，利用同源重组的原理，建立了地中海拟无枝菌酸菌染色体的基因置换L中断系统。通过大肠杆

菌重组质粒 CJM!!% 构建、转化及两步重组筛选，成功地用!/淀粉酶基因（+32）取代了地中海拟无枝菌酸菌 H0$ 染

色体上的 0/氨基/2/羟基苯甲酸合成酶基因（+"4+&）。第一步单交换和第二步双交换的频率分别是 %N2O P %N&O 和

$O。将质粒 CJM!!% 变性后转化可显著提高重组频率，在第二步筛选双交换前对单交换重组子进行电击也能够提

高其双交换重组的频率。此外，通过转化构建的两端带同源区段的线性 J+K 片段及一步重组筛选，我们在地中海

拟无枝菌酸菌 H0$ 染色体的 +3*5，*#-6 基因中间插入了阿普拉霉素抗性基因（ +7*），其效率约为 0% P 2% 转化子L

"?J+K。
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力复霉素（R;S7:.D;>）是一种安莎类（K>B7:./
D;>B）抗生素，由革兰氏阳性菌地中海拟无枝菌酸菌

（8320(,+/(7&#& 3%9#/%**+$%#）产生，可治疗由分枝杆菌

（T.D(G7DU4A;-:）和肺炎球菌（V>4-:(D(DD-B）引起的各

种病症［!］，具有良好的疗效，并且在抑制肿瘤方面亦

具有一定的作用［$］。安莎类抗生素的生物合成都由

W&+，即 0/氨基/2/羟基苯甲酸（KXYK）起始。合成力

复霉素时，多聚酮依次连接到这个核心单位上，其末

端最后折回与氨基基团连接成为一个大环内酯。在

已经克隆的达 12ZG 的力复霉素生物合成基因簇中，

可清楚的看到 ! 个合成 KXYK 的亚基因簇及由 !%
个模块组成的多聚酮合成酶（VMIB）亚基因簇。此

外，还有几个可能的调节和修饰基因也存在于基因

簇中［0］。这种基因簇的有序排列模式非常利于进行

基因操作及改造。我们可以参照红霉素及拉普霉素

生物合成基因簇遗传工程的技术路线［#］，对力复霉

素生物合成基因簇的一个或多个多聚酮合成酶模块

进行操作，产生出新的力复霉素类似物，也可对其调

节基因或限速酶进行功能分析，构建工业高产菌。

上述研究的开展，需要用到染色体基因阻断L置
换技术。在抗生素产生链霉菌的遗传工程中，这被

证明是一种非常有效的方法。然而，由于力复霉素

产生菌 8320(,+/(7&#& 3%9#/%**+$%# 的遗传操作系统并

不完备，转化效率低，这方面工作的开展比较困难。

我们在建立了地中海拟无枝菌酸菌 J+K 高效转化

方法的基础上，结合利用一些方便筛选的抗性及报

告基因，建立了地中海拟无枝菌酸菌的染色体基因

阻断L置换系统。并且在实验中对一些影响其重组

频率的因素进行了优化。

% 材料和方法

%& % 菌株和质粒

实验所用的菌株和质粒见表 !。

%&# 培养基

大肠 杆 菌 的 培 养 用 [Y 培 养 基，培 养 温 度 为

0&\。抗生素使用浓度为：氨苄青霉素 !%%"?L:[，阿



普拉霉素为 !"!#$%&。地中海拟无枝菌酸菌 ’() 用

本氏培养基或 *+,+［-］，抽提染色体 ./0 时用 1 培

养基［2］，培养温度为 )34。阿普拉霉素使用浓度

("!#$%&。制备地中海拟无枝菌酸菌电击感受态时

用 ,*,（改良的 *+,+）培养基培养，在这种培养基

中，除 *+,+ 的基本组分外，再添加 -%%56$& 的 ,#7
86)、-%%56$& 的 8986)、!:的甘氨酸、";2:的 </=(。

表 ! 菌株和质粒

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

1>?9@AB，C9D>E?@57

FG9#E 5? H69B%@IB
JE6EK9A> DG9?9D>E?@B>@DB 15L?DEB$?EME?EADEB

! N "#$%

O,!"P &"’! ()*!QQ +R［ $,"-.$,"/!0!-］ *9A@BDG7HE??5A

O,!!" 1,2 1"2 +R［ $,"-.$,"/!0!-］ *9A@BDG7HE??5A

’ N 2&1%3&44,5&%

’() 9A @AILB>?@96 H?5ILDE? 5M ?@M9%SD@A 1T UG@B 69C5?9>5?S

.<!)" ’() ,67,( ：：H.<!!" UG@B V5?W

.<!(! ’() ,67,( ：：,28 UG@B V5?W

.=!(! ’() 4%9: ：：,*4 UG@B V5?W

.F!(! ’() ,24’ ：：,*4 UG@B V5?W

F69B%@IB

HX6LEBD?@H> <1 $,"/" 0H? 1>?9>9#EAE

H’8!P $,"/" 0H?

H’&0,) ; N $,"3,21)4,5(%7! N "#$% 1GL>>E? H69B%@I <%?"79%S69BE ,9?>@A

H<8!!(P ,*4 X@E?%9A

HX80% ,*4 D65AEI @A HX8 UG@B V5?W

H<10,* ,28 D65AEI @A HX6LEBD?@H>YY<1（ Z ） UG@B V5?W

H[O\);- ,67,( D65AEI @A HX6LEBD?@H>YY<1（ Z ） [L9A#

H<1!;)F ,24’ D65AEI @A HX6LEBD?@H>YY<1（ Z ） 8L@

H’8JY]= F8J M?9#%EA> 5M 4%9: M?5% ’() D65AEI @A H’8!P，C9BEI 5A >GE BE^LEADE 5M 0L#LB> &3 ,$ N（!PP3） UG@B V5?W

H.<!!" H’87IE?@KEI ,*4；67,(：：,28 UG@B V5?W

H.F!!" H<1!;)F ,2,’：：,*4 UG@B V5?W

H.=!!" H’8JY]= 4%9:：：,*4 UG@B V5?W

!1 2 酶和试剂

限制酶、UQ ./0 连接酶、8Y0F 等为 F?5%E#9 公

司产品，溶菌酶、J/9BE 为 1@#%9 公司产品。［"7() F］7
I8UF 为北京市亚辉生物医学工程公司产品。尼龙

膜购自 X5EG?@A#E? ,9AAGE@% 公司。

!1 3 456 操作

地中 海 拟 无 枝 菌 酸 菌 ’() 总 染 色 体 及 质 粒

./0 的 提 取 参 照《链 霉 菌 遗 传 操 作 手 册》［-，2］，总

./0 的完全酶切参照《分子克隆》［_］；质粒抽提采用

碱变性法，质粒的酶切、脱磷、连接、电泳、15L>GE?A 杂

交等参照《分子克隆》；./0 片段的回收采用回收柱

（华 舜 公 司）或 电 洗 脱 回 收 法。探 针 的 制 备 采 用

F?@%E797‘EAE 标记系统（F?5%E#9 公司）。

!17 电击转化地中海拟无枝菌酸菌 829
用来自本氏固体培养基的新鲜种子接种于经改

良的 ,*, 培养基中，培养 Q" a Q3G 至菌体生长稳

定，按 -:的接种量转接 ! 次至同样成分的培养基

中培养 )QG。然后离心收集菌体，用重蒸水洗涤 ) a
( 次，再用含 !-:甘油、!";(:蔗糖的电击缓冲液洗

涤菌体 ) 次。保存于 Z _"4备用。转化时，取 ("!&
电击感受态细胞与 !!& ./0（";!!#$!&）混合，转移

到 !%% 电击杯中，PWT$D%、!(;-%B 电击，然后在本氏

液体中培养 ) a (G，铺抗性平板，_ a !"I 后挑取转化

子验证。

!1: 碱变性制备单链 456
将 !!# ./0 置于 )"!& 变性缓冲液（";)%56$&

/9=[，";)%%56$& +.U0）中 )-4温育 -%@A。然后加
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入 !!" 的 醋 酸 氨（!#$%&" ，’()*+）和 ,-!" 乙 醇

（.//0），1 ,/2 沉淀 3/#45，最后离心收集 678 溶

于 ./!" 9: 缓冲液中。力复霉素和";淀粉酶活力测

定方法参照文献［<，=］进行。

! 结果与讨论

!" # 两步同源重组进行地中海拟无枝菌酸菌 $%!
的基因置换

3;氨基;-;羟基苯甲酸合成酶，催化合成 3;氨基;
-;羟基苯甲酸（8(>8）的最后一步反应，是安莎类抗

生素合成的一个关键酶［./，..］。其 !"#!$ 基因被阻断

后，可导致力复霉素合成的终止。我们选择这个基

因作为靶位点，结合选用质粒 ’?"8@!［.!］上的一段

包含无启动子的";淀粉酶基因，以及 ’AB..3=［.3］上

的阿普拉霉素抗性基因作为筛选标记，进行了建立

地中海拟无枝菌酸菌的基因置换&中断系统的工作。

图 . 为重组质粒 ’6A../ 的构建示意图。该质粒上

";淀粉酶基因的两端分别为 !"#!$ 编码序列的上下

游区域，利用它们就可实现 ’6A../ 与地中海拟无

枝菌酸菌 ?3! 总染色体 678 的同源重组。阿普拉

霉素抗性基因可用作选择标记来筛选质粒整合及载

体脱离染色体的重组菌株，";淀粉酶基因作为第二

选择标记来确认该过程。

当 ’6A../ 被转化进入 ?3! 时，由于该载体的

图 . 重组质粒 ’6A../ 的构建

C4DE. F%GH#4I ’6A../ J$5HKLMJKNI O$L DN5N LNJ$#P45GK4$5
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复制子不能在地中海拟无枝菌酸菌中自主复

制，在选择压力下将会整合到染色体上。我们首先

筛选了载体上的抗性标记，得到抗阿普拉霉素的重

组子。这些菌株表型都为 !"## $%& ’ !()’ ，表明为

单交换重组子。选择其中一抗性重组子，命名为

*+,-.，继续进行了第二步重组筛选。将 *+,-. 在

无选择性的液体培养基中培养，打散成单孢，让其在

/010 平板上长成单菌落。然后分别在抗性平板和

添加 ,2淀粉的 11 平板上测试阿普拉霉素抗性和

淀粉酶活力。具有淀粉酶活性、且对阿普拉霉素敏

感的 3 个菌落被命名为 *+,4,5, 到 *+,4,53。

第一步同源重组发生时，无论交换发生在 !"#
$!% 基 因 的 上 游 还 是 下 游 区 域，其 表 型 都 为 !"##

!()’ $%& ’ 。而第二次交换发生时有两种情况：一是

与第一次交换在同一区域，即回复到野生型状态，此

时表型为 !"#6 !()7 $%& ’ ；二是与第一次交换在不

同区域，此时淀粉酶基因取代了 !"$!% 基因的编码

区，表型为 !"#6 !()’ $%& 7 。总染色体酶切后杂交

的实验结果表明，在突变株 *+,-. 中，质粒 "*+,,.
正好整合在 !"$!% 基因的染色体下游；而在 *+,4,5,
到 *+,4,53 这些双交换重组子中，!"$!% 基因都被

!&’ 基因片段所取代（图 -）。

图 - 淀粉酶基因（!&’）对 ( 8 &)*+,)--!.)+
94- !"$!% 基因的重组替换

:%;8- <=#%&%>?@%AB A& #="C?>=(=B@ A& !"$!% D) !&’ %B
( 8 &)*+,)--!.)+ 94-

!8 $=C=E?B@ &=?@F#=6 A& ;=BA(%> A#;?B%G?@%AB8 H8 IAF@J=#B ?B?C)6%6 A&
;=BA(%> *K! %6AC?@=L &#A( #=>A(D%B?B@68 , ?BL ,.M,ND (?#N=# &#A(
1HO；-MP?#=B@?C 6@#?%B 94-；4M"F@?@%E= 6%B;C=5>#A66AE=# #=>A(D%B?B@
*+,-.；Q R SMPF@?@%E= LAFDC=5>#A66AE=# #=>A(D%B?B@ +*,4,5, @A *+,4,5
3M!CC 6?("C=6 T=#= L%;=6@=L T%@J /"0! 8 UJ= "#AD= T?6 #?L%A?>@%E=C) C?5

D=C=L !"$!% ;=B=

在突变株 *+,4, 中，"5淀粉酶基因是从力复霉

素生物合成基因的启动子开始转录和表达的，淀粉

酶活力也可作为检测力复霉素生物合成基因启动子

的活力的标志。因此，突变株 *+,4, 可以用来分析

力复霉素生物合成的转录调控和用作克隆力复霉素

生物合成调控基因的宿主菌。

!"! 影响地中海拟无枝菌酸菌染色体同源重组频

率的因素

在进行体内 *K! 同源重组时，由于许多种类的

放线菌，包括地中海拟无枝菌酸菌 94- 都有一些很

强的限制系统（未发表数据），这给外源 *K! 的稳定

带来了许多困难。即使采用相对易于转化的分离自

V1,,.（*!& *1&）的质粒 *K!，其整合效率仍然很低

（低于 ,. 个转化子W#;*K!）。使用变性的单链 *K!
可能对同源重组有利，XJ Y ZJ?@=# 曾在链霉菌同源

重组时作过这方面的报道［,Q］。在地中海拟无枝菌

酸菌 94- 中，当使用变性的 "*+,,. 质粒时，整合频

率增加了 [ R ,. 倍。使用同源区域大小为 [.. R
,...D"，抽提自 V1,,. 的整合质粒 "*+,,.，每微克

*K! 可得到 \. R [. 个整合转化子；而每微克同样来

源的复制质粒 "9]<+-! 则可有 ,.Q 个转化子（未发

表数 据），对 应 单 交 换 的 重 组 频 率 约 为 .M\2 R
.M[2。

当单交换突变子在无选择性培养基上培养 [ L
后，第二次交换的频率是 .MQ2（ 表 -）。这与我们

的预测不符，因为这次重组发生在染色体上非常邻

近的区域，但其重组频率甚至低于第一次单交换的

频率。对第一步重组发生时的一些因素检测后，我

们将单交换突变子进行电击，然后再筛选双交换重

组子，结果发现，其发生重组的频率增加到大约为

-M.2（表 -）。对于这种现象的解释，推测可能是由

于电击导致了 *K! 的不稳定或重排，进而激发了菌

体的重组酶系，提高了双交换的频率。

!"# 地中海拟无枝菌酸菌 $#! 染色体基因的一步

阻断

虽然两步重组可以较为成功地实现对地中海拟

无枝菌酸菌 94- 的基因置换、阻断和缺失，但实验

步骤较多，加之放线菌生长较慢，周期较长。前面的

统计结果说明，在地中海拟无枝菌酸菌中，同源交换

的频率较高，有可能同时实现两步交换，所以，我们

在研究一些新基因的功能时，又进行了地中海拟无

枝菌酸菌染色体基因中断一步完成的方法设计。

如图 4，我们选择 94- 的 - 个基因 !&-2，-+34
提供同源区段，分别构建了用于重组交换的质粒

Q4Q 生 物 工 程 学 报 ,^ 卷



!"#$$%，!"&$$%，并且在 ’ 个基因内部都插入了 !"# 抗性基因作为筛选标记。

表 ! "#$!% 菌株在非选择性平板上生长 &’ 后不同表型菌落的统计

()*+, ! -.)./0./1 ’/0.2/*3./45 46 14+45/,0 7/.8 ’/66,2,5. 98,54.:9,0;<,54.:9,0
)6.,2 "#$!% <2,7 /5 545=0,+,1./>, ?,’/3? 642 & ’):0

()*+,-*., /0 "#$’% 1*22

3*0/)* 4.153+,4/.

65-3*) /0 1/2/.4*7 84,9 4.:41+,*: !9*./,;!*7

<!)7 <-;= >40 ? <!)7 <-;? >40 = <!)) <-;= >40 =
(/,+2 .5-3*) /0 1*227 0/) ,*7,

@4,9/5, *2*1,)41 79/1A ’ B CD$ E%%

@4,9 *2*1,)41 79/1A C F $D% ’%%

注：以上所有数据都为 G 次重复试验平均结果。

图 G 重组质粒 !"H$$% 和 !"&$$% 的构建

I4JKG H2+7-4:7 !"H$$% +.: !"&$$% 1/.7,)51,*: 0/) )*1/-34.+,4/.

在一步重组置换实验中，先将构建好的质粒酶

切，回收两端为同源重组序列、中间携带抗性基因的

"6< 片段。在导入地中海拟无枝菌酸菌之前，对这

些线性 "6< 片段充分变性，制备用于重组转化的单

链 "6<，然后电击转化，通过抗性平板筛选。由于

是线性 "6<，抗性基因无法通过单交换整合到染色

体上，只能通过双交换整合到染色体上。所以，抗性

转化子都应该为双交换的结果。

染色体杂交实验结果证明，这种方法是可靠和

高效的。我们将 F 株 !$#% 阻断变株，L 株 #&’( 阻断

变株的总染色体 "6< 酶切，进行杂交验证后表明，

所有重组子都为预测中的 !$#%，#&’( 基因插入突

变（图 C）。这种方法的效率也较高，每微克 "6< 可

转化得到 G% M E% 个重组子。 #&’( 阻断变株的力复
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霉素 !" 产量大幅降低（未发表数据）同样证实了一

步基因置换法的有效性。

图 # $%&’()*+, 抗性基因（!"#）对 $ - %&’()&##!*&( ./0
#(+, 和 !%#- 基因的重组替换

1+2-# "3&+4+*’5+6, 64 &3%7’*3(3,5 64 #(+, ’,8 !%#.
9) !"# +, $ - %&’()&##!*&( ./0

$-:373;’,5 43’5<&3= 64 23,6(+* 6&2’,+>’5+6,；

?- !6<5@3&, ’,’7)=+= 64 23,6(+* AB$ +=67’538 4&6( #(+, 8+=&<%5+6, (<5’C

,5=

D，EF DG9 (’&G3& 4&6( H?I；0F%’&3,5’7 =5&’+, ./0；

/ J KF!+L %<5’5+;3 8+=&<%5+6, (<5’,5=- $77 =’(%73= M3&3 8+23=538 M+5@ /0)

! - N@3 %&693 M’= &’8+6’*5+;37) 7’93738 #(+, 23,3-

O- !6<5@3&, ’,’7)=+= 64 23,6(+* AB$ 4&6( !%#. 8+=&<%5+6, (<5’,5=-

D，DDF DG9 (’&G3& 4&6( H?I；0FP’&3,5’7 =5&’+, ./0；/ J DQFR+2@5 %<5’C

5+;3 8+=&<%5+6, (<5’,5=- $77 =’(%73= M3&3 8+23=538 M+5@ 123! - N@3

%&693 M’= &’8+6’*5+;37) 7’93738 !%#. 23,3

!"# 两步基因置换法与一步基因置换法的比较

比较上述 0 种方法可见，两步法可以置换一些

不易、甚至无法进行表型检测的外源基因片段到地

中海拟无枝菌酸菌的染色体上。首先筛选载体上的

抗性标记，证实质粒已经整合到染色体上之后，再通

过非抗性培养，负筛选抗性丢失、即载体脱离染色体

的突变子，在这样一个群体中，外源 AB$ 与染色体

发生双交换的几率非常高。再通过总染色体杂交验

证，就可从中挑选到基因已经发生置换的克隆。用

这种方法，我们可以对染色体的任何区段进行适当

的置换，而不带入抗性标记。在构建遗传工程菌产

生新抗生素时，这一点尤其重要，因为我们可能只希

望置换染色体上的某个结构域而不希望破坏其读框

及转录。

而一步重组法构建的突变子在染色体上一般都

留有抗性基因或其他筛选标记。抗生素生物合成基

因簇都是成簇排列甚至共用启动子的，抗性基因的

插入可能会影响到相邻基因的表达，这样就有可能

发生一些预料不到的影响。尽管如此，由于其实验

周期短，筛选过程简单等特点，在快速分析一些基因

的功能时仍然非常实用。

致谢：S - 1- H’&5+, 为本实验提供质粒 %.T$H0，特此

致谢。
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