
!" 卷 # 期
$%%&年 ’月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
-.*/ $%%&

收稿日期：$%%&0%!0%1，修回日期：$%%&0%#0%$。

基金项目："’&基础研究重大项目前期研究专项基金资助（,)+$%%!223%%1%%）。

" 通讯作者。45*：670!%07&%&6!&’；89:：670!%07&%&6!&’；;0<9=*：>9?@/A#17BA)C<9=* + D)<

吸水链霉菌 !"#$%"&’()$* +(,#&*)&%-).* !"##"
中噬菌体基因转移系统的建立及其应用

高慧英 王以光" 高群杰 尚广东 孙桂芝 杨 樱
（中国医学科学院中国协和医科大学医药生物技术研究所，北京 !%%%1%）

摘 要 由吸水链霉菌 3/*%4/(520%& "21*(&0(4#0)& !’""’产生的格尔德霉素 @5*E9?9</D=?（F3）属安莎类抗生素，具有
良好的抗肿瘤和抗病毒活性。本文应用链霉菌温和噬菌体!2&!衍生的 G21!1载体，在吸水链霉菌 3 + "21*(&0(4#0)&
!’""’中建立并优化了 3 + "21*(&0(4#0)& !’""’的基因转染体系。利用所建立的基因转染体系，以基因阻断技术从
3 + "21*(&0(4#0)& !’""’基因文库含有多组 HGI基因柯斯质粒中，鉴定了与 F3 HGI生物合成相关基因的柯斯质粒，
该工作为 F3生物合成基因簇的克隆奠定了基础。
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格尔德霉素 F5*E9?9</D=?（F3）于 !"’%年由 K50
L)5M等［!］研究发现，报道其具有抗菌、抗原虫及抗
肿瘤作用。之后又发现它可特异性地与热休克蛋白

NOP"%结合而影响细胞周期［$］。!""’年陶佩珍等［&］

又发现其具有良好的抗病毒活性，这些特点显示 F3
有良好的应用前景。格尔德霉素衍生物对实体瘤的

治疗作用已在美国 ,2Q进行 Q期临床实验［#］。有关
F3生物合成基因的报道很少，在 !""# 年有鸟枪克
隆法使产生菌部分 K,3片段在变铅青链霉菌表达
而产生 F3的报道［1］，直至 $%%& 年美国 G)O9? 公司
发表了 F3生物合成基因簇的报道［7］。本实验室基
本是与此同步独立地开展了 F3生物合成基因克隆
的研究。深入研究 F3生物合成基因及其机理，对
于提高产生菌的产量、阐明其构效关系进而改造其

结构有重要的意义。

F3属安莎类抗生素，其聚酮体部分的生物合成
由 Q 型 HGI（P)*/R5C=E5 O/?CA9O50聚酮合酶）所催化。
利用 HGI Q 型基因的同源性有可能获得其生物合成
基因。为了验证所研究基因与 F3生物合成的相关
性，必须在 F3产生菌中建立合适的基因转移系统。
一般在吸水链霉菌中较难形成基因转移系统。质粒

G21!1（2S，9CCPT）［’］由链霉菌温和噬菌体"2&!［6］衍
生，本文通过研究其在吸水链霉菌 !’""’形成溶源

菌的条件，在该菌中成功地建立了基因转移体系。

同时，利用所建立的基因转移系统，通过基因阻断技

术鉴定了与 F3相关的 HGI合成基因，为 F3生物合
成完整基因簇的克隆创造条件。

! 材料与方法

! $! 材料
! $! $! 菌种和质粒：变铅青链霉菌 3/*%4/(520%& ,#6#7
8+$&，格尔德霉素产生菌———吸水链霉菌 3/*%4/(527
0%& "21*(&0(4#0)& !’""’，大肠杆菌 KN1#，PU2!6质粒，
COM（硫链丝菌素04A=)）抗性基因探针载体 PIV!［"］等
由本室保存。链霉菌温和噬菌体"2&! 衍生载体
G21!1（2S，9CCPT），由中国科学院谭华荣研究员惠

赠。3 + "21*(&0(4#0)& !’""’柯斯质粒基因文库，本实
验室构建［!%］。

!%!%& 培养基：3 + ,#6#8+$& !&$7 原生质体的制备和
再生培养基 W$X;，溶源菌的分离纯化培养基 YY均
按文献［!!］配制。大肠杆菌培养基 ZL按文献［!$］
配制。噬菌体 G21!1 的分离纯化和贮存培养基
K,L琼脂、I,3、K,L，分别按文献［!!］配制。3 + "27
1*(&0(4#0)& !’""’斜面培养基（简称 XYF培养基）IF0
FH、合成 (号培养基按文献［!%］、［!!］、［!$］。
!%!%’ 抗生素、工具酶与生化试剂：氨苄青霉素



（!"#$%$&&$’，!"#）为华美公司产品。硫链丝菌素
（()$*+,-.#,*’，,)$*）由美国 /01$22 3 /*’+ 公司赠送，
限制酶、碱性磷酸酶、(456!连接酶均购自 (78797
公司，:;<=>???为英国 8*%)=&$@), 公司产品。
!"!"# 试剂盒：地高辛试剂盒购于 9*%). 公司。
56!回收试剂盒：用 <.’.%&.7’ 公司 A$*>?>9B$,。噬
菌体 56!提取试剂盒：C$7@.’公司产品。
!"$ 方法
!"$"! 56!的提取及体外操作：噬菌体 56!提取、
噬菌体的分离、纯化、及贮存和链霉菌总 56!提取
及菌落杂交参考文献［>D］。大肠杆菌中质粒的提
取、酶切、回收、连接按文献［>4］进行。
!"$"$ /*1,).-’ 杂交按文献［>D］进行。
!"$"% 变铅青链霉菌原生质体的制备和转化按文
献［>D］。
!"$"# 溶源菌发酵培养及产物提取和 (EF分析按
文献［>?］。
!"$"& <!的 G:EF分析条件：岛津 EF=>?!，F>H反
相柱，流动相为甲醇：水（H?：I?），流速 >"EJ"$’，紫外
波长 D?4’"处检测。

$ 结果与讨论

$"! ! ’ "#$%&’(&)*(+’ !())( 中 *+,基因的克隆与
分析

<!属安莎类抗生素，其特征是由一个芳香环与
脂肪族安莎链以酰胺键连接形成的环状结构。已知

的安莎类抗生素，如力复霉素等生物合成基因研究

表明，其脂肪族安莎链的生物合成是由 :8/ K型酶

系催化乙酸和丙酸缩合而成的。因此利用 :8/ K 基
因同源性有可能获得参与 <! 生物合成的 :8/ 基
因。根据红霉素、竹桃霉素等 :8/ K 型合酶 8/J!(
保守域，设计简并性引物：

>L 8/ +#.%$M$%：NO<F(F(!<!<F9!(F(F9FFF(<F<!9(< DO（9
P <J!）
IL!( +#.%$M$%：NO<F(F(!<!F<<(/!!<(F/!!F!(F<< DO（/ P
<JF）
DL8/ +#.%$M$%：NO<F(F(!<!<F(<Q(F<(F<(F<F(<<(/<F< DO
（QP FJ(，/ P <JF）

>与 I，D与 I分别配对，以 <!产生菌 ! R "#$%&’
()&*+),( >STTS 总 56! 为模板，在高严谨条件下 :F9
扩增得到 ?LT B2 和 >LDB2片段，测序分析表明二者
均与典型的 :8/ K型基因簇有较高的同源性，前者
与竹桃霉素 :8/模块 N和 U的一致性为 N?V，后者
与红霉素 :8/ 模块 > 和 I 的一致性为 DUV。以
?LTB2片段为探针，与 ! R "#$%&()&*+),( >STTS基因文
库在严谨条件下进行菌落杂交，将阳性克隆的 56!
经 -./GK酶切后进行 /*1,).-’杂交（图略），有阳性
杂交信号的片段，以 -./GK 酶切片段亚克隆至
#WF>H载体后测序，结果见表 >。由此可见，利用
:8/ K 型基因同源性从 <! 产生菌 ! R "#$%&()&*+),(
>STTS中至少获得了 U个与 :8/相关 56!片段。而
且它们之间经 -./GK酶切电泳分析没有发现很好
的重叠性。推测 ! R "#$%&()&*+),(>STTS 中可能含 >
个以上 K型 :8/ 基因簇，此现象在微生物中很普遍。
据此我们决定通过基因阻断实验从中鉴定与 <!相
关的 :8/生物合成基因。

表 ! *+,基因探针获得柯斯质粒的克隆及序列分析结果
-./01 ! 20.34 513604 78 491 :;< 31=61>?1 9@/5ABAC1B DA49 491 *+, E1>1 F57/1 A> 491 ?73GAB3

F*+"$X+ /12%&*’.X -./GK M-7@".’, /12%&*’.X #&7+"$X+ A&7+, -.+1&,

#F<A8I >LUB2 #/F>I4 :8/ K=*&.7X*"Y%$’ "*X1&. N 7’X U

#F<A8 4 >LHB2 #/F>D? :8/ K=*&.7X*"Y%$’ "*X1&. N 7’X U

#F<A8 U ILNB2 #/F>>N :8/ K=#$%B-*"Y%$’ "*X1&. D 7’X 4

#F<A8 >? IL?B2 #/F>>U :8/ K=#$%B-*"Y%$’ "*X1&. N 7’X U

#F<A8 >> 4L?B2 #/F>>H :8/ K=.-Y,)-*"Y%$’ "*X1&. > 7’X I

#F<A8 >H >L?B2 #/F>ID :8/ K=.-Y,)-*"Y%$’ "*X1&. D 7’X 4

$"$ 吸水链霉菌 !,%-),&.#(-’ "#$%&’(&)*(+’ !())(
中噬菌体基因转移方法的建立

为研究相关基因在 <!生物合成中的作用，必
须在 <!产生菌中建立基因转移系统。为此我们对
链霉菌温和噬菌体转染吸水链霉菌 ! R "#$%&()&*+),(
>STTS的条件进行了研究。野生型!FD>噬菌体，一

般是通过染色体上的 7,,:位点整合到宿主菌染色体
上而形成溶源。由其衍生的噬菌体载体 8FN>N（含
有硫链丝菌素 0(% 抗性基因）缺失了特殊的整合位
点 7,,:，外源 56!片段可通过与宿主染色体的同源
重组整合到染色体的某位点上，从而形成溶源；并以

载体上含有的完整的阻遏基因 %维持溶源状态。采

H?4 生 物 工 程 学 报 >T卷



用硫链丝菌素抗性标记可筛选出整合有原噬菌体的

溶源菌。

司樨东［!"］研究了溶源菌形成条件发现，宿主菌

细胞溶源化与噬菌体感染时的环境条件及宿主菌细

胞的生理状态相关。我们在不同培养基中研究了

#$% &、’(% &离子对重组噬菌体 )*%"+ 转染 ! , "#$%&’
()&*+),( !-..-形成溶源菌的影响，结果见表 %，/。由
表 %，/中结果可见 #$% &、’(% &离子对转导效率均有
一定影响，其影响作用与培养基有关；012 培养基
中加入 #$% &、’(% & 离子均不能发生转导；3445 和
##培养基中已含有 #$% & 离子，但不能形成转导，
再加入 !67789:; #$3<= 可形成一定转导效率；而在

已含有 #$% & 离子的合成!号培养基中，再加入
!67789:; #$3<= 并不能形成转导；而且 #$% &离子促

进转导效率较为明显，#$% &、’(% & 离子同时加入也
不能进一步提高转导效率（数据略）。

在 >#4培养基中加入 !67789:; #$3<=，可得到

!6/ :"$噬菌体 0?2的高转导效率，但加入 /67789:;
#$3<=，转导频率反而降低，可见噬菌体形成溶源状

态时对镁离子的浓度比较敏感。#$% &、’(% & 离子对
噬菌体感染时形成溶源菌的确切作用尚不清楚。

表 ! 不同培养基中添加"#!$离子对噬菌体转导效率的影响
%&’() ! %*) )++),- .+ "#!$ ,./,)/-0&-1./ ./ -0&/234,-1./

)++1,1)/,5 1/ 31++)0)/- ,4(-40) 6)31&

#@ABC7 DBE*
!67789:; #$3<=

FG(HIACJEB8H
@KKBJB@HJL:

"$0?2

#@ABC7 DBE*8CE
#$3<=

FG(HIACJEB8H
@KKBJB@HJL:

"$0?2
>#4 ! M !6/ >#4 6

3445 !N- M !6% 3445 6

012 6 012 6

## !N- M !6% ## 6

3LHE*@EBJ 7@ABC7! 6 3LHE*@EBJ 7@ABC7! 6

表 7 不同培养基中添加 8&!$对噬菌体转导效率的影响
%&’() 7 %*) )++),- .+ 8&! $ ,./,)/-0&-1./ ./ -0&/234,-1./

)++1,1)/,5 1/ 31++)0)/- ,4(-40) 6)31&

#@ABC7 DBE*
+7789:; ’(（?</）%

FG(HIACJEB8H
@KKBJB@HJL:

"$0?2

#@ABC7 DBE*8CE
’(（?</）%

FG(HIACJEB8H
@KKBJB@HJL:

"$0?2

>#4 !,- M !6% >#4 6
3445 !N- M !6% 3445 6
012 6 012 6
## !N- M !6% ## 6

3LHE*@EBJ 7@ABC7! 6 3LHE*@EBJ 7@ABC7! 6

由此，我们在 ! , "#$%&()&*+),( !-..-中建立了一
个稳定的噬菌体转导基因系统，一般在含 !67789

#$3<= 的 >#4培养基中，重组噬菌体转导频率均达
到 !6% O !6/ :"$0?2的水平。
!97 重组噬菌体构建
由于 P’"!"能容纳外源片段的大小为 =N6QR左

右，我们将 )3’!%/、)3’!!"、)3’!!S、)3’!%=、)3’!/6
以 -./TU消化与经 -./TU 酶切并去磷酸化后的
P’"!"载体连接，连接反应混合物转化新鲜制备的
! , 0+1+2.3( !/%S原生质体，以 V%>W再生培养基铺平
板，用含有 ! , 0+1+2.3( !/%S（约 !6- 孢子:7;）的软质
V%>W覆盖平皿上层。%+X培养 !S*，挑取分隔良好
的单个噬菌斑制备噬菌体悬液，提取噬菌体 0?2，
-./TU酶切鉴定重组子结果如图 !，获得相应的重
组噬菌体：)*!6"、)*%+-、)*!S、)*!!! 和 )*%"+。

图 ! 含外源片段的重组噬菌体的酶切鉴定
YB$,! V@IEGBJEB8H (H(9LIBI 8K G@J87RBH(HE )*($@I 0?2

!9: 基因阻断实验以鉴定与格尔德霉素生物合成
相关基因

将上述构建的 "个重组噬菌体以双层固体平皿
法进行分离纯化，并制备高效价重组噬菌体（浓度约

为 !6.)KC:7;），将重组噬菌体与 ! , "#$%&()&*+),(
!-..-孢子（!6. :7;）混合、涂布于含 !67789:; #$3<=

的 >#4平皿，%+X培养 !S*后，以硫链丝菌素覆盖
（!6"$:7;），继续培养 - O +A，将孢子影印于 ##培
养基平皿（含 !6"$:7; E*B8），%+X培养 - O + A后，挑
取单菌落进行分离纯化。重组噬菌体中外源片段以

单交换形式与宿主菌发生同源重组，并整合于 ! ,
"#$%&()&*+),( !-..-染色体，形成稳定的溶源菌，并转
导其硫链丝菌素抗性。经纯化分离获得了稳定的溶

源菌 4%+-、4!!S和 4%"+。
提取溶源菌总 0?2，经 -./TU 酶切、电泳，以

4(% 基因为探针进行杂交，结果显示 4!!S、4%"+、
4%+-菌株总 0?2 中均显示阳性信号，而野生型
! , "#$%&()&*+),( !-..-中没有显示阳性信号条带（图

.6==期 高慧英等：吸水链霉菌 !4%5*4&/#)5( "#$%&()&*+),( !-..- 中噬菌体基因转移系统的建立及其应用



略），说明三株溶源菌总 !"#中确实整合有来自噬
菌体的 !"# 抗性基因，排除了自发抗性的可能性。
以 $ $ %&’#(")(*+)," %&’’& 原株发酵产物提取液

及 (#纯品作为对照（)*值为 + ,-./），将各溶源菌
发酵产物提取液进行 012 分析，发现只有溶源菌
(%%3产物的 012板上未发现相应的斑点。4512分
析结果显示 (# 组分在 2%6 柱上的保留时间在
.-%66 + .-/3&789之间，而 (%%3 在该时间范围内无
明显吸收峰。结果见图 :。表明在 (%%3中 ;<%%3的
整合使 (#的生物合成阻断，证明重组噬菌体 ;<%%3
中 -./4=:-,>?片段可能含有与 (#生物合成相关
基因。

本研究涉及的柯斯质粒、相关亚克隆质粒、重组

噬菌体及溶源菌列于表 @。

图 : (%%3基因阻断株发酵产物 4512的分析
A8B$: 4512 C9CDEF8F G* *HI7H9JCJ8G9 ;IGKLMJ G* BH9H K8FIL;JC9J
G* (%%3

表 ! 本文涉及的柯斯质粒、亚克隆质粒、
重组噬菌体及溶源菌

"#$%& ! "’& ()*+,-*、*.$(%)/&- 0%#*+,-*、1&()+$,/#/2
0’#3&* #/- %4*)3&/* +&/2,)/&- ,/ 2’,* 0#0&1

2GF78KF NL?MDG9HK ;DCF78KF
)HMG7?89?C9J

;<CBHF
1EFGBH9F

;2(OP: ;N2%:@ ;<%%% (%%%
;2(OP @ ;N2%/, ;<:.6 (:.6
;2(OP 3 ;N2%%. ;<:6& (:6&
;2(OP %, ;N2%%3 ;<%%3 (%%3
;2(OP %6 ;N2%:/ ;<%,. (%,.

;<%%3 中 -./4=:-,>? 片段来源于柯斯质粒

;2(OP%,，表明通过噬菌体介导的基因阻断实验，我
们在 $ $ %&’#(")(*+)," %&’’&中从 .个与 5PN=型基因
同源的柯斯质粒中，鉴定了一个可能含有与 (#生
物合成相关基因的柯斯质粒，该质粒外源片段的大

规模测序正在进行中。

将 ;2(OP%, 柯斯质粒与本实验室利用 /Q氨基
.Q羟基苯甲酸（#4O#）探针杂交得到的其它两个阳
性柯斯质粒（;2(O#%和 ;2(O#%&）分别转化 $ $ 0+1+2
3.4" 0P:@，转化子进行联合共培养，能够产生完整
的 (#，直接证明含有 ;N2%%3 -./4=:-,>?片段的柯
斯质粒 ;2(OP%,的基因与 (#生物合成相关（另文
发表）。本实验所建立的 $ $ %&’#(")(*+)," %&’’&基因
阻断系统，对来自大的转录单位的 !"#片段尤其适
用，因为在这样的转录单位中，得到一个内部片段的

机会较大，在这种情况下，插入片段的大小一般在 %
+ @>?之间。基因阻断技术验证的目的 !"#片段，
不仅对生物合成基因簇克隆提供明确的依据，而且

通过“阻断”所验证的 !"#片段可作为探针，进一步
用于生物合成基因簇的筛选。
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