
!" 卷 ! 期

!""# 年 $ 月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-. !""#

收稿日期：!""$/"0/!1，修回日期：!""$/2"/!0。

"通讯作者。 3/4+5’：6+5789:; 65<( 857+( -&4

阿维链霉菌 !"#$% 的基因中断对阿维菌素合成的影响

朱浩君2 梁运祥2" 周俊初2 郑应华!

2（华中农业大学农业微生物重点实验室，武汉 #$""0"）

!（北京生物医药研究所，北京 2"""=2）

摘 要 以阿维菌 > 组分菌株 3/*%4/(520%& +6%*5#/#,#& >?@4"""A 为出发菌株，用 BCD 的方法构建 789:. 基因簇

（>,+7-.EF/-.+57!/9EG& +-5F FE.:F,&HE7+8E HE7E I>）的基因置换质粒 <JKL1!2（<JM2$L1# 789:.;%*5），并对其进行基因

中断，得到重组菌株 >?@4L1!2。>?@4L1!2 的发酵产物经 JBNC 检测发现，除了产生 >2+ 和 >!+ 外，还产生一种原菌

株没有的新组分，$ 个组分的总含量只有出发菌株 >?@4"""A 的 !LO。结果表明 789:. 的中断不仅部分阻断了阿维

菌素的合成，还阻断了阿维菌素 @ 组分的合成，可以推测 @9FI> 的产物在阿维菌素合成途径中主要承担了!酮基

异戊酸脱氢酶（!/9EG&58&6+’E,5- +-5F FE.:F,&HE7+8E）角色。
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阿维菌素是由 3 ( +6%*5#/#,#& 产生的一类十六碳

大环 内 酯 齐 墩 果 糖 衍 生 物，共 1 个 组 分，分 别 为

I2+、I2@、I!+、I!@、>2+、>2@、>!+ 和 >!@（图 2）。

阿维菌素形成 1 个衍生物的原因主要在其生物合成

过程中由 $ 个关键的酶使得代谢途径出现了分支，

支链!/酮酸脱氢酶复合物就是其中之一。该酶的缺

失导致阿维菌素合成起始单元的合成能力丧失，使

得外添起始单元就可以得到理想的产物 + 组分。C/
!L 位的基团是阿维菌素合成的起始单元，由异亮氨

酸或缬氨酸降解转化而来，分别得到 + 组分和 @ 组

分。支链!/酮酸脱氢酶（>,+7-.EF/-.+57!/9EG& +-5F
FE.:F,&HE7+8E ，>CQJ）复合物参与 + 组分和 @ 组分

的合成，C/!L 位存在两种基团的替代物，+ 组分的替

代物是!/丁基残基，由 R（ S ）/!/甲基丁酸辅酶 I 转

化而来，@ 组分的替代物是异丙基残基，由异丁基辅

酶 I 转化而来。支链氨基酸异亮氨酸和缬氨酸通

过支链氨基酸转氨酶和支链!/酮酸脱氢酶作用合成

!/支链脂肪酸起始单元，另外!/支链脂肪酸酰基辅

酶 I 可以由!/支链酮酸通过从头合成得到（图 !）。

2==L 年 BT5UE, 公司的 R9577E, 等利用 < ( 4)/#9+
的支链!/酮酸脱氢酶基因（ 789）为异源探针克隆了

图 2 阿维菌素的结构图

V5H(2 RG,W-GW,E &T +6E,4E-G578

3 ( +6%*5#/#,#& 的 789:. 基因簇，并在 = ( 0(,# 中得到

表达产物 32［!"］［2］。 789:. 在 3 ( +6%*5#/#,#& $2!0!
的表达系统中被认为是一沉默基因，在离该基因



!"#$ 处还有一同功酶基因簇 !"#$%&［"］。本研究的

出发菌株 ’ % ()*+,-.-/-0 &’$()))* 是由多次改造的生

产菌株经过 ()*1!+(, 的基因置换后得到的［-］，所

以 !"#23 在 &’$()))* 中可能已经表达。本文利用

已发表的 !"#23 的基因序列，构建基因置换质粒

./012"! 对阿维菌素 & 组分菌株 &’$()))* 进行基因

置换，得重组菌株 &’$(12"!。在不添加任何前提物

条件下，&’$(12"! 的发酵产物除了只产生 &!3 和

&"3 外，还产生了一种新的组分 45674(896: +。

图 " 缬氨酸和异亮氨酸的代谢途径以及

参与阿维菌素合成的推测

;67%" <3=>?38@ 4A B356:C 3:D 6@45CE96:C 93=3$456@( 3:D
=>C6, .4@=E53=CD ,C53=64:@>6. =4 3BC,(C9=6: $64@8:=>C@6@

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株：阿 维 菌 素 & 产 生 菌 ’ % ()*+,-.-/-0
&’$()))*［-］，大肠杆菌 4 % 56/-：0F!)G，H/1!，均由北

京生物医药研究所保存。IJ!"1*K!.LM2))" 由上

海交通大学周秀芬博士惠赠。

!"!"# 质粒：./M!-12［N］，大肠杆菌O链霉菌穿梭质

粒，含有接合转移位点，含硫链丝菌素和青霉素抗性

基因，在不含硫链丝菌素培养基中培养时，不易在链

霉菌中自主复制；.P0N)"*［N］大肠杆菌质粒，含红霉素

抗 性 基 因，均 由 周 秀 芬 博 士 惠 赠。 ./Q12)!，

./Q12"!，./012"! 为大肠杆菌O链霉菌穿梭质粒，均

由本研究构建。

!"!"$ 试剂：本研究中所用酶类均购于 R6$94 &ST
和 <,4(C73 公司；HU+ 分子量标准物为"O.LV F6W
F3#C,，购于 F&P 公司；本研究涉及的其它常规试剂

参见文献［1］和文献［*］。

!"!"% 培养基和抗生素：大肠杆菌培养基为 T&［1］；

’ % ()*+,-.-/-0 与 大 肠 杆 菌 的 接 合 转 移 培 养 基、

’ % ()*+,-.-/-0的种子培养基和发酵培养基参见文献

［-］；’ % ()*+,-.-/-0 固体产孢培养基为 XFY［-］；液体

培养基为 XIFI［*］。T& 中氨苄青霉素使用量 !))

#7Z(T，红霉素使用量为 !)#7Z(T，XFY 中红霉素使

用量为 !)#7Z(T，硫链丝菌素使用量为 !)#7Z(T，接

合转移培养基中硫链丝菌素使用量为每平板 1))

#7。
!"# 方法

!"#"! 菌株的培养、转化和 HU+ 基本操作：链霉菌

培养、染色体 HU+ 和质粒 HU+ 提取等操作技术见

文献［*］，大肠杆菌培养、转化和质粒提取等基本操

作技术见文献［1］，大肠杆菌和链霉菌的属间接合转

移方法见文献［N］。

!"#"# <VS 反应引物的合成及反应条件：根据目前

已发表的 !"#23 序列［!］，按图 - 合成两对引物：;!：

1[O99373=9=9979=999=9779O-[（!"，下划线为37/$位点），

S!：1[O99773=993973797=9779O-[ （ !)-!，下 划 线 为

3(,/%位点）；;"：1[O33773=99777973=739939O-[（!N-!，

下划线为3(,/%位点），S"：1[O93373=9=77=9739399777O
-[（"-G*，下划线为 37/$位点）。以 &’$()))* 的总

HU+为模板进行 <VS 扩增。<VS 反应条件：G1\
N1@，11\ !)1@，K"\ "(6:，-) 个 循 环，K"\ 延 伸

K(6:。

图 - 编码 ’ % ()*+,-.-/-0 的支链!O酮酸脱氢酶 +&V 复合

体基因区的 3(,/%图谱

;67%- 3(,/% (3. 4A =>C ,C764: 4A =>C ’ % ()*+,-.-/-0 7C:4(C
94:=36:6:7 =>C 7C:C@ C:94D6:7 =>C 94(.4:C:=@ 4A =>C &VH/ +&V
94(.5CW
J>C 3,,4?@ $C54? =>C (3. 6:D693=C =>C 5493=64: 4A <VS .,4DE9=@%

!"#"$ 基因置换：按图 N 的路线构建自杀型置换

质粒 ./012"!。./012"! 缺失了 !"#23 的 N))$. 的序

列用 .P0N)"* 中的 !]K #$ 的 *+, 替代。按文献［N］

."NG 中 描 述 的 方 法 将 基 因 置 换 质 粒 ./012"! 从

IJ!"1*K ! .LM2))" 接 合 转 移 到 ’ % ()*+,-.-/-0
&’$()))* 中。双 交 换 菌 株 的 筛 选 方 法 参 见 文 献

［-］。用 <VS 扩增验证发生双交换的菌株，引物为

上述 的 ;! 和 S"，<VS 反 应 条 件：G1\ N1@，12\

)K" 生 物 工 程 学 报 ") 卷



!"#$，%&’ ()*+，!" 个循环；,#’ -#$，##’ !"#$，%&’
(.#)*+，&" 个循环。

图 - 重 组 质 粒 的 构 建 和 对 ! / "#$%&’(’)’* 012)"""3 的

+,-./ 进行基因中断

4*5/ - 67+$89:;8*7+ 7< 8=> 9>;7)2*+?8*7+ @A?$)*B（@CD#E&!）

?+B B*$9:@8*7+ 7< 2FBG0 *+ 012)"""3
G229>H*?8*7+$： "&0， ?)@*;*AA*+ 9>$*$8?+;> 5>+>； (*%， 8=*7$89>@87+

9>$*$8?+;> 5>+>； $%&，>9I8=97)I;*+ 9>$*$8?+;> 5>+>；05，/1)!；0，

/"&C"

!"#"$ CJK6 测定产物：将发酵液的菌丝体用甲醇

浸泡 (")*+ 后离心，取上清液，进行 CJK6 测定、紫

外扫描和质谱分析。CJK6 条件，流动相：甲醇 L 水

（E# L !#），流速：".E)KM)*+，检测波长：&-3+)。质谱

分析由北京微量化学研究所承担。

# 结果

#"! %&’ 克隆 !"#$% 的相关片段

以 012)"""3 的总 NOG 为模板，4! 和 P! 为引

物，按 !.&.& 的条件合成 +,-. 的前部分 !F2 片段，

4! 带有 /1)!位点，P! 带有 /"&C"位点，J6P 产物

用 /1)!和 /"&C"双 酶 切 后 插 入 @CQ!(#E 的

/"&C"位点，再用 J6P 的方法直接从转化的菌落

筛选阳性克隆子，得 @CR#E"!（图 #，泳道 &），其 J6P
产物大小为所期望的 !F2 左右，@CR#E"! 存在一个

+,-. 下游 /"&C"位点。再以 012)"""3 的总 NOG

为模板，4& 和 P& 为引物，按 !.&.& 的条件合成 +,-/
的后部分 !F2 片段，4& 带 /"&C"有位点，P& 带有

/1)!位点，J6P 产物用 /1)!和 /"&C"双酶切后

插入 @CR#E"! 的 /"&C"位点，以 4! 和 P& 为引物，

用 J6P 的方法直接从转化的菌落筛选 +,-. 和 +,-/
同方向阳性克隆子，得 @CR#E&!（图 #，泳道 (），J6P
产物大小为所期望的 &F2 左右。这样 @CR#E&! 存在

一个位于 +,-. 和 +,-/ 中间的 /"&C"位点。以 4!
和 P& 为引物对 @CR#E&! 进行一个反应的测序，结

果和发表序列一致。

图 # J6P 产物分析基因克隆和基因置换

4*5/# J6P @97B:;8$ ?+?AI$*$ 7< 5>+> ;A7+*+5 ?+B 9>@A?;>)>+8
!：)?9F>9；&：8>)@A?8> <97) @CR#E"!；(：8>)@A?8> <97) @CR#E&!；

-：8>)@A?8> <97) 012)"""3 878?A NOG；#：8>)@A?8> <97) @CD#E&!；3：

8>)@A?8> <97) 012)#E&! 878?A NOG

#"# 基因置换重组质粒的构建

置换质粒 @CD#E&! 如图 - 路线构建：/1)!酶切

质粒 @SD-"&3，回收 !.%F2 的红霉素抗性基因片段，插

入 JCR#E&! 的 /"&C"位点，得质粒 JCD#E&!，以 4!
和 P& 为引物，用 J6P 的方法筛出阳性克隆子（图 #，

泳道 #），J6P 产物大小为所期望的 (.%F2 左右。

#"( 支链!)酮酸脱氢酶基因簇相关基因的基因置

换

#"("! 重组菌株的筛选：将 @CD#E&! 转化大肠杆菌

TU!&#3%!@VQE""&，然后接合转移到 012)"""3 中。

经验证的 012)"""3M@CD#E&! 在不含任何抗生素的

WXY 平板上 &E’培养，收集孢子转接不含任何抗生

素的 WXY 平板，&E’培养，再收集孢子，将孢子梯度

稀释涂布只含红霉素的 WXY 平板，挑选孢子丰度合

适的平板上的单菌落，在含硫链丝菌素的 WXY 平板

上检验，硫链丝菌素抗性丢失的即为发生双交换的

单抗菌株。这是由于 012)"""3M@CD#E&! 在培养过程

中，@CD#E&! 所携带的插入 $%& 片段的 &F2+,-./ 基

因与染色体的同源区域发生同源双交换（图 -），把

!%&& 期 朱浩君等：阿维链霉菌 +,-./ 的基因中断对阿维菌素合成的影响



破坏的 !"#$% 基因（被插入的 &’( 破坏）置换到染色

体上去，完整的 !"#$% 基因置换下来。通过无抗生

素压力的放松培养，游离的 !"#$%&’ 极易丢失，通过

红霉素的 ()* 平板，可以筛选出发生单交换和双交

换的菌株，再通过硫链丝菌素的 ()* 平板，便可以

筛选出红霉素的 ()* 平板上单抗红霉素的双交换

菌株，得置换菌株 +,-.$%&’。

!"#"! /01 验证基因置换：提取 +,-.$%&’ 总 234，

利用 方 法 中 的 ’5&5& 所 描 述 的 引 物 6’ 和 1& 对

+,-.$%&’ 总 234 做 /01 验证。6’ 位于 !"#$% 发表

序列 78端的 ’&-! 处，1& 位于 78端的 &79:-! 处，所以

6’ 和 1& 之 间 片 段 为 &5;<-，而 构 建 的 置 换 质 粒

!"#$%&’ 缺失了 !"#$ 和 !"#% 部分片段共 ;==-!，插

入 &’( 为 ’5><-，发生置换的片段为 75><-（图 ;）。

用出发菌株 +,-.===: 总 234 和 !"#$%&’ 为模板作

对照，结果 +,-.$%&’ 的总 234 和 !"#$%&’ 为模板的

/01 产 物 一 样 大 小 75><-（ 图 $，泳 道 $，:），比

+,-.===: 的产物正好大出的 ’57<-（ &’( ’5><- 减去

;==-! 的缺失部分），+,-.===: 为模板的产物大小也

是预期的 &5;<-（图 $，泳道 ;）。

!"#"# 重组菌发酵产物组分的 "/?0 和紫外吸收

分析结果：对 +,-.$%&’ 和 +,-.===: 进行摇瓶发酵

实 验，甲 醇 提 取 发 酵 液 并 进 行 "/?0 分 析。

+,-.===: 发酵产物含 +&-，+&@，+’- 和 +’@ ; 个阿

维菌素 + 组分（图 :），而重组菌 +,-.$%&’ 在相同的

发酵条件下只产生 7 个组分（图 >），其中 & 个组分的

1A（保留时间）和阿维菌素的 +&@ 和 +’@ 组分完全

一致，另外一个新组分和阿维菌素的 % 个组分都不

一致，且其紫外扫描结果是吸收峰值为 &&$B.，与阿

维菌素的 &;:B. 也完全不一致。+,-.===: 阿维菌

素的总产量为 ’&==!CD.? 左右，+,-.$%&’ 的总产量

为 7==!CD.? 左右。

图 : +,-.===: 发酵产物的高效液相图谱

6ECF: "/?0 GH HIJ.IBK@KEGB !JGLMNKO HJG. +,-.===:

图 > +,-.$%&’ 发酵产物的高效液相图谱

6ECF> "/?0 GH HIJ.IBK@KEGB !JGLMNKO HJG. +,-.$%&’

# 讨论

阿维菌素 +’@ 组分的杀虫活性最强，所以阿维

菌素组分改造的目的就是要消除 4 组分、& 组分和 -
组分。本研究的出发菌株 +,-.===: 就是消除了 4
组分的菌株［7］，在 + 组分产生菌 +,-.===: 的基础上

除去其产生的 ’- 和 &- 组分对于发酵生产是很有实

际意义的。

中断支链"P酮酸脱氢酶基因，使重组菌失去利

用异亮氨酸和缬氨酸转化 0&$ 位基团的能力，只有

外添 *（ Q ）P"P甲基丁酸才能合成 @ 组分，而不产生 -
组分，从而得到 +@ 组分（+’@，+&@）菌株。本研究通

过基因置换得到的重组菌 +,-.$%&’，用 /01 验证了

!"#$% 基因簇已经中断，+,-.$%&’ 发酵产物检测中

发现总产量只是出发菌株总产量的 &$R，并且在没

有添加 *（ Q ）P"P甲基丁酸条件下，只产生 @ 组分和

一个新组分。这一结果表明支链"P酮酸脱氢酶复合

体中 !"#$% 的表达产物在阿维菌素合成代谢主要

承担"酮基异戊酸脱氢酶的功能，!"#$% 的中断就

可能导致合成代谢中不能利用由缬氨酸转化的"酮

基异戊酸来合成起始单元异丁酸，导致 - 组分合成

代谢受阻。而另一基因簇 -<L6S" 的表达产物是支

链"P酮酸脱氢酶复合体的核心，它的失活活将不产

任何产物［&］。新组分的产生可能和 &’( 有关，因为

&’( 是一种双甲基化酶基因，可能承担了 0&$ 位基

团的转化作用。

+,-.$%&’ 传代 ’= 次后，抗性标记和发酵产物都

十分稳定。对重组菌 +,-.$%&’ 和 +,-.===: 发酵工

艺研究结果表明，重组菌 +,-.$%&’ 的代谢特性与出

发菌株基本相同。+,-.$%&’ 发酵产物中新组分的

质谱分析其分子量为 >9=5%，紫外扫描的吸收值为

&&$B.，结合 3)1 分析确定该组分为寡霉素 4。

&>& 生 物 工 程 学 报 &= 卷
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