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大肠杆菌!链霉菌穿梭载体的构建及应用
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摘 要 ,-.)%(!和,-.*!(+是链霉菌的高拷贝表达载体，它们携带有受硫链丝菌素诱导的
强启动子/01,2。分别在它们的合适位点插入大肠杆菌质粒的复制子和在大肠杆菌中选择用
的抗性标记基因（345），得到了两个能在大肠杆菌和链霉菌中穿梭复制、并保持结构稳定的链
霉菌表达载体：,67!(#!和,67!(#(。将透明颤菌（!"#$%&’("))"*8,9）血红蛋白基因（:;3）克
隆到,67!(#(中，用它转化变铅青链霉菌（+#$%,#&-.(%’)"/"0*1’），经<=80=>?34@001?A分析和

BC结合实验表明，在变铅青链霉菌中表达出了有生物活性的透明颤菌血红蛋白，从而证明
所构建的,67!(#(载体具有在链霉菌中表达外源基因的功能。
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链霉菌作为基因表达的宿主，在表达和分泌有活性的蛋白质方面已显示出优越性。

但是在链霉菌基因表达的研究方面，可供选择用于基因表达的含严谨控制型启动子的质

粒载体仍十分有限。最近，E5F5?@等人构建了高拷贝的链霉菌基因表达载体,-.)%(!和

,-.*!(+，并利用,-.)%(!在变铅青链霉菌（+#$%,#&-.(%’)"/"0*1’）中成功地表达出在淡青
链霉菌（+#$%,#&-.(%’2)*3(%’(%1’）中参与0=0>5G=?@HIG1?聚酮合成的!$酮酰合酶 J
（EGHJ）、天蓝色链霉菌（+#$%,#&-.(%’(&%)"(&)&$）的十一烷基灵菌红素基因簇中的正调节
蛋白（K=LM），和比目鱼生长激素（NO6）［!］。
由于链霉菌质粒载体MP2操作比较困难，因此我们对,-.)%(!和,-.*!(+进行了相

应的改造，使之成为大肠杆菌$链霉菌穿梭载体，以利于在链霉菌中表达外源基因的体外
操作试验。

本文报道大肠杆菌$链霉菌穿梭载体,67!(#!和,67!(#(的构建以及应用,67!(#(
在变铅青链霉菌中表达透明颤菌血红蛋白基因的研究结果。

" 材料和方法

"#" 质粒及菌株
链霉菌表达载体,-.*!(+和,-.)%(!［!］（英国.@;?-??=8中心赠）；质粒,QB!’和

,QB!"，大肠杆菌M6&"和.R!%"，以及变铅青链霉菌.E*)（均本室保存）；携带有透明颤
菌:;3基因的质粒,KJ*%*$:;3（由中科院上海生物工程中心杨胜利教授提供）；S;3抗体
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（本室制备）。

!"# 培养基及抗生素的使用
常规的大肠杆菌培养基为!"和!#；链霉菌液体培养用$%&%［’］；固体产孢培养基

为’(&［)］；链霉菌原生质体再生培养基为*+［’］；大肠杆菌培养中使用氨苄青霉素的终浓
度为,--!.／/0；链霉菌培养时使用卡那霉素的终浓度为+!.／/0；链霉菌基因表达时，诱
导用的硫链丝菌素的终浓度为+!.／/0。

!"$ %&’克隆操作
常规操作见文献［1］；链霉菌的遗传操作见文献［’］；基因在链霉菌中的诱导表达及检

测见文献［,］；透明颤菌血红蛋白的活性分析方法见文献［+］。

!"( 其它
为了从2*31-14567质粒上扩增和分离到具有合适限制酶位点的血红蛋白基因，设

计并合成了如下两个引物：809.:#+;4(((#<#<=<<#=#((#=(4);和809.:"+;4<=<
(<#=###=(==((<=4);。在上述两个引物的两端分别设计了对>(*产物进行

?@AB和C7DB酶切的序列。>(*的反应如下：先将样品在E+F变性1+G后加入<DHI?#
酶，然后加+-!0石蜡油覆盖反应液。>(*条件为：+-F退火1+G，J’F延伸反应,/9K，然
后进入循环，循环参数为E)F’-G，++F1-G，J’F1+G，共循环)-次。>(*完成后，用<1
核苷酸激酶对+;端进行磷酸化，然后用,L的低融点琼脂糖电泳回收>(*产物。>(*产
物经30AK:M补平后克隆到2N(,O中，随后采用>P:/A.D公司提供的<DHQPDRS39Q进行

I?#序列分析。除试剂盒外，实验用酶均购自=B"(84"*!、>P:/A.D和华美生物工程公
司。

# 结果

#"! )*+!#,!及)*+!#,#的构建
为了在2BTU-’,及2BT1,’)上插入大肠杆菌质粒的复制子和在大肠杆菌中选择用的

抗性标记，并使构建出来的质粒具有单一性的克隆位点（尤其是?@AB位点），首先用C7DB
和?@AB双酶切2N(,E，经30AK:M补平后，自连得到2VW,’J-；随后将2VW,’J-用>GQB
完全酶切后与>GQB线性化的2BT1,’)相连接，从而获得重组质粒2VW,’J,。将2BTU-’,
和2VW,’J,分别用%R:*B和C6:B双酶切后，在琼脂糖凝胶上分别回收约US7和约1S7
的I?#带，再将回收的I?#片段重新连接，获得重组质粒2VW,’J’。2VW,’J,保留了

2BT1,’)上的单酶切克隆位点，2VW,’J’保留了2BTU-’,上的全部单酶切克隆位点（V9K@
"除外），它们还都携带有大肠杆菌质粒2N(,E的复制子及氨苄青霉素抗性基因，因而可
在大肠杆菌和变铅青链霉菌中穿梭复制（图,）。

#"# )*+!#,!及)*+!#,#的结构稳定性
把从大肠杆菌中获得的重组质粒2VW,’J,及2VW,’J’分别转化变铅青链霉菌

T<1U，从而获得重组子T<1U（2VW,’J,）和T<1U（2VW,’J’）。将它们分别在加有卡那霉素
的’(&平板培养基上连续转接+代后，提取出质粒2VW,’J,和2VW,’J’，并分别用

%R:*BXC6:B和V9K@"酶切后，进行琼脂糖凝胶电泳，其电泳带谱与来自大肠杆菌的，并
经%R:*BXC6:B双酶切的2VW,’J,和V9K@"酶切的2VW,’J’的带谱相同（图’），说明
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图! "#$!%&!和"#$!%&%的物理图谱
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!"#$%&$和!"#$%&%的结构在变铅青链霉菌’()*中是能稳定复制的。

图% 不同来源!"#$%&$和!"#$%&%的酶切凝胶电泳图谱
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!"# 透明颤菌血红蛋白基因的亚
克隆

以!BJ)K)L=/H 为模板进行

MNB扩增，获得含透明颤菌血红蛋
白（=/H）全长基因（OKKH!）的片段，
经J;065@补平后，与P<7C线性化
的 !QN$R 连接，得到重组质粒

!"#$%OK。序列分析表明，MNB扩
增出的=/H基因序列与J/52;7等
人［*］所报道的透明颤菌血红蛋白基

因的序列一致。

将质粒 !"#$%OK用 S90C和

I7<"C双酶切后，回收含=/H基因
的片段，并与S90CDI7<"C双酶切
的!"#$%&%连接，从而获得重组质
粒!"#$%O%（图F）。

!"$ 透明颤菌血红蛋白基因（%&’）
在变铅青链霉菌中的表达

用!"#$%O%转化变铅青链霉菌

’()*获得重组子’()*（!"#$%O%）。
该重组子经硫链丝菌素诱导培养

$%/后，收集菌丝体，用超声波破碎
细胞，离心取细胞粗提物进行PTPLM?UA电泳。电泳结束后转膜，用抗V/H抗体（效价为

$W$*）进行X023016H;533,6-分析，结果表明（图)），诱导后的’()*（!"#$%O%）约在$*GT7
处出现一条杂交特异带，说明透明颤菌血红蛋白基因，经硫链丝菌素诱导后，在变铅青链

霉菌中得到了表达。

!"( 变铅青链霉菌)*$+（,-./!(!）表达的0&’的活性测定
采用NY结合实验检测了链霉菌中表达出来的透明颤菌血红蛋白活性，结果（图O）表

明，变铅青链霉菌（!"#$%O%）重组子经硫链丝菌素诱导表达的蛋白质粗提物在)%K6<处
有明显吸收峰，与P/7156［O］及T0<59067［&］测定结果相符，说明在链霉菌中表达出的透明
颤菌血红蛋白具有结合NY的生物活性。

# 讨 论

M3,!?启动子是一个绝对依赖硫链丝菌素诱导的强启动子，它来源于含有硫链丝菌素
抗性基因（321）的变铅青链霉菌株经硫链丝菌素诱导后超量表达的3,!?基因。Z:17G7<,
等将从3,!?基因分离的启动子M3,!?插入启动子探针质粒!C’)R*上，以控制卡那霉素抗性
基因（G76）的转录。含有此重组质粒的变铅青链霉菌，在无硫链丝菌素诱导时对卡那霉素
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图! "#$%&’&的构建

()*+! ,-./01230)-.-4"#$%&’&

很敏感，而一旦加入微量硫链丝菌素诱导后，则可抗%55!*／67高浓度的卡那霉素
［8］。

90)":启动子这种严谨性的关闭与开放特性，使其成为构建链霉菌表达载体中最有价值的
启动子之一。目前90)":已被用来构建各种类型的严谨控制型链霉菌表达载体，如整合型
载体";:<&、多拷贝质粒"=>?5&%与"=>@%&!和低拷贝大肠杆菌A链霉菌穿梭质粒

"B,%5?@。
由于"=>?5&%和"=>@%&!只能在链霉菌中复制，不能在大肠杆菌中复制，因而对它们

进行了改造。经过基因工程改造的链霉菌表达载体"#$%&C%和"#$%&C&，不仅保留了它
们母本质粒的强启动子及多个单一的克隆位点等，而且还能在大肠杆菌中复制。因此，利
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图! 变铅青链霉菌"#!$（%&’()*)）产生透明颤菌血
红蛋白的免疫检测

+,-.! /01203456722,4-848691,17:;<5%3720,4%37=>?0=
59!"#$%"&’()$*+,-,./0*"#!$（%&’()*)）

｛（3,-<26840，($@A8;<5）｝，84=5912)&+,"B(CD（%&’()*(）
｛60:26840，!)@A8;<5EFG#:>1,74%3720,4，FG#HF6>2824,74

GE23841:03810（)$@A8）｝.

图* 变铅青链霉菌"#!$（%&’()*)）细
胞粗提物的IJ结合光谱

+,-.* I83574K747L,=05,4=,4-1%0?E
23>K7:?0660L238?2:37K!"#$%3
"&’()$* +,-,./0* "#!$
（%&’()*)）

(.BMNG5>::03176>2,74，).I3>=00L238?2:37K

!"#$%"&’()$*+,-,./0*"#!$（%&’()O)），P.
I3>=00L238?2:37K!"#$%"&’()$*+,-,./0*"#!$
（%&’()*)）.

用这两个载体进行的基因克隆操作，可以大肠杆菌为宿主完成，从而克服了利用链霉菌进

行遗传操作时的困难，有助于外源基因在链霉菌中的表达。

透明颤菌产生血红蛋白以适应供氧不足的生存环境［D］。向需氧微生物中引入Q<5基
因可望提高其在氧供应不足时的细胞生长和代谢速率。将透明颤菌血红蛋白基因（Q<5）
引入大肠杆菌，Q<5基因的表达产物促进了大肠杆菌在分批补料高密度培养过程中的生
长［(C，((］。Q<5在4)#$’&0,5’)6#(*&7$05’ 中的表达，使头孢霉素的产量有明显提高［O］。
在天蓝色链霉菌中的表达可使放线紫红素的产量提高(C倍［*］。向能表达人2%8基因（产
物为#,11>0%681K,47-048?2,Q8273，#MR）的重组中国仓鼠（I<,4010<8K1203）卵母细胞中引
入Q<5基因，可使#MR蛋白产量提高!CS!(CCS［()］。我们利用改良后的载体%&’()O)
尝试了在变铅青链霉菌中表达Q<5基因，通过/01203456722,4-和IJ结合实验表明，在变
铅青链霉菌中成功地表达出了透明颤菌血红蛋白。Q<5基因在链霉菌发酵工业上将会得
到进一步应用。

致 谢 英国"7<4T4401中心N,55B"惠赠%T"$C)(和%T"!()P，美国GU,55VG741公司
的W>?84,8"博士惠赠硫链丝菌素，中国科学院上海生物工程中心杨胜利教授惠赠

%XY!C!EQ<5，在此一并致谢。
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