
! 国家自然科学基金资助项目（!"#$%&$’’(’）。

!!通讯联系人。

收稿日期：(%%)*’$*’%，修回日期：(%%)*’+*,)。

地中海拟无枝菌酸菌!"$,的$"氨基-"羟基苯甲酸合成酶

（#$%#&）基因的克隆与序列分析!

黄健强 姜卫红 赵国屏 杨蕴刘!! 焦瑞身
（中国科学院上海植物生理研究所 微生物次生代谢分子调控开放实验室 上海 ,’’’$,）

摘 要 地中海拟无枝菌酸菌（!"#$%&’(%)*+*",-+(,..’/,+）.*$,是一种临床上重要的抗生

素———力复霉素/0的产生菌。研究表明，在地中海拟无枝菌酸菌的力复霉素生物合成过程

中，$*氨基-*羟基苯甲酸合成酶（1231/）是合成中间体45!母核（又称1231）的关键酶。

通过筛选以广宿主粘粒（4"6789）:;1<=$为载体构建的地中海拟无枝菌酸菌.*$,的基因文

库，获得&个阳性克隆子。将含有1231/基因的约,>-?@的片段克隆到:3ABC6DE8:F!/G
和G/上，进行酶谱分析得到其在染色体上的初步定位。序列测定表明地中海拟无枝菌酸菌

.*$,中的1231合成酶基因，由((&5@:组成，起始密码子为1HI，终止密码子为HI1，共编

码$))个氨基酸，所克隆到的1231合成酶基因在大肠杆菌的启动子控制下获得诱导表达，

蛋白分子量约为+$?J。
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安莎类抗生素（1L6M7ND8L6）是一大类抗生素。它们在结构上有共同的特点，即一个

脂肪族链在一芳香核结构的不相邻位置上首尾相接，形成一环桥结构［(］，此类抗生素通

过抑制=!1聚合酶来干扰=!1的合成，在临床上有广泛的应用价值，如力复霉素就能

有效地治疗肺结核等病症［,］。另外，在井冈霉素（0MA89M7ND8L），丝裂霉素（O8F"7ND8L）等

非安莎类抗生素中，也存在上述的芳香核结构［$］。研究表明此芳香化合物为$*氨基-*羟

基苯甲酸（1231），又称45!，是上述抗生素的共同合成前体［+"&］，而1231合成酶在

1231的形成途径中，则起着最为关键的作用［5］。目前，华盛顿大学的2C8LPI#<A"66［)］

及马里兰大学的GCQ8L1#=CNL"A96［%］已分别从产力复霉素3的地中海拟无枝菌酸菌和山

丘链霉菌（0(.,)(%"#$,*$%&&+/1*）中克隆到1231合成酶基因并进行了序列分析。本实

验室多年来致力于力复霉素/0生产菌.*$,的研究，它有不同于其他地中海拟无枝菌酸

菌的特殊的硝酸盐效应，在添加硝酸盐的情况下，力复霉素产量获得成倍提高［(’］。本实

验对产力复霉素/0的地中海拟无枝菌酸菌.*$,的1231合成酶基因的克隆和序列分

析，不仅有助于对该酶及其编码基因的分子生物学性质的了解，而且也为力复霉素合成基

因簇，乃至其它安莎类抗生素合成基因簇的克隆提供了一条可供选择的路线。
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! 材料与方法

!"! 菌种和质粒

实验所用菌种和质粒见表!。

表! 细菌菌株和质粒

#$%&’! ()*$+,-$,./&$-0+.-1-’.+,)2+--)1.3
"#$%&’(%’)*+%(,&)( -.+./%’#01%$%0#.$&(#&0( "23$0.(／$.4.$.’0.(
"#$%&’(
!"#$%&
567! 89:;")+%0<5=!75（%’#<>?9’()8）@!AB CDEFGHE-I

*+$-(+#?!+,*?!-.*-!J（$K9,KL）./0MNN#9

1-&H!OP$?BA(+%?!
QI!HE+3. ./0!NN-.**2!J(+#3!+,*3!)4(3NA1-&(+%3! "#$%#%O.’.

%’#56’［0($37L］%’#89:,!;（1+1(）］

EIR! 5MS8’2,*T$E9,9E "#$%#%O.’.
3";+*&1+((’,+&@HSR %1&O1HP&.+)*$2)30.$24$&4%,P0&’"U T1&(+%V2$%#2$P
3";+*&1+((’,+&?TFFR!J:B %*$2)30.$24$&4%,P0&’E ?TFF
3";+*&1+((’,+&WE %*$2)30.$24$&4%,P0&’E T1&(+%V2$%#2$P
<"#’+.0&1$./;?TFFRJNRR %*$2)30.$24,&#2,P0&’=F$ ?TFF

<"#$+%&#$%$(?S（R） %*$2)30.$243’).0P+*$2)&O&2(&’%’)%0#&’2$12)&’ 62*X22)5Y?Y

Z+%(,&)(
*E+3.(0$&*#DD["L *@F!:H).$&/.)0+2’&’O/.0#2$ "#$%#%O.’.
*E+3.(0$&*#DD"[L *@F!:H).$&/.)0+2’&’O/.0#2$ "#$%#%O.’.
*EMR7 !YAKV!#$-D\7’;6D?6E?"O.’.*$2V.&’*@F!!B 8+2((CY6Y
*I?8-S 02(，=2VLYT$%9，D’0Z，T0$ "#%(K%X&0]
*MTR:HV [%’$，TJ+%0*$2,2#.$，6&(H#%O(.̂3.’0. W2/%O.’
*6_‘!HA A02(,&)0+2’.(X&#13=73<O.’.&’*I?8-S T1&(X2$K
*6_‘H"[HQRY7 RY7KV>$%D(3V0+2’.，2$&.’#%#&2’!&’*E+3.(0$&*#DD"[L T1&(X2$K
*6_‘H["HQRY7 RY7KV>$%D(3V0+2’.，2$&.’#%#&2’R&’*E+3.(0$&*#DD["L T1&(X2$K
*6_‘HM;Y: ;Y:KV!#$-D(3V0+2’.，&’*E+3.(0$&*#DD["L T1&(X2$K
*6_‘HE!YS !YSKV!#$-D(3V0+2’.，&’*E+3.(0$&*#DD["L T1&(X2$K
*6_‘H"!Y: !Y:KV!#$-D(3V0+2’.，&’*E+3.(0$&*#DD["L T1&(X2$K
*?6E?" !YSKVZF-(3V0+2’.，&’*MTR:HV[%’$ T1&(X2$K

!"4 培养基

固体和斜面培养为本氏培养基，液体培养用"培养基，参照文献［!!］。

!"5 材料

限制酶，TN5W?连接酶和碱性磷酸脂酶（FD?Z）为Z$2,.O%公司产品，溶菌酶，蛋白

酶[和-W%(.为"&O,%公司产品，［!HSRZ］H)FTZ为北京市亚辉生物公司产品。

!"6 方法

!"6"! 5W?操作：染色体总5W?的提取参照文献［!!］。总5W?部分酶切、蔗糖密度

梯度离心、从低熔点凝胶回收5W?片段以及质粒5W?抽提、酶切、脱磷、连接、电泳、

"23#1.$’杂交等均参照文献［!R］。体外包装参照E2.1$&’O.$公司的产品说明书进行。

!"6"4 地中海拟无枝菌酸菌@HSR基因文库的构建：分离提取总5W?，经<’/S?部分
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酶切，!"#!$"#蔗糖密度梯度离心，收集%"!&"’(大小的)*+片段。将供体)*+片

段与经!"#,-酶切、.-+/处理的粘粒载体01+23&连接，并用"4噬菌体包装蛋白体外

包装，转染大肠杆菌),5#，在含有四环素、64789、-/:;的1<平板上筛选白色的含外源

片段的重组质粒菌落。随机取样抽提质粒)*+，凝胶电泳表明库里的重组质粒包含的外

源片段的平均大小为%5’(。一共得到5"""多株白色的菌落，覆盖机率为==#［!&］。

!"#"$ &%/同位素探针的制备：采用/>?@A78公司的/>B@A484;ACA标记系统。

!"#"# )*+序列分析：用单链模板)*+，按照D8C7A>双脱氧末端终止法。

% 实验结果

%"! 从地中海拟无枝菌酸菌&’$%基因文库中筛选()*(+基因及鉴定

从E4&%基因文库中转移$"""多个菌，对应点种于四环素抗性平板和硝酸纤维素

膜，每张膜约$5"个菌落。用来源于力复霉素<产生菌$#%&’(")’*+,+#-.,)-//"0-,DF==
并被克隆在0<G%5上的!HF’(+,<+D基因作探针。进行菌落原位杂交，筛选获得F个

阳性克隆子。重组质粒分别定名为0,IJ!，%，&，$，5，F。

抽提E4&%，+:..%!KL=（产力复霉素<），头状轮生链霉菌+:..%K$%%（产丝裂霉素）

及天蓝色链霉菌+&（%）的总染色体)*+与阳性克隆子的重组质粒)*+，并分别进行

12’-（图!）或3&’3-和!"#,-（图%）酶切、电泳、D?M>NOA>C转移，以0<G%5中!PF’(的

图! 地中海拟无枝菌酸菌、头状轮生链霉菌

的总)*+及阳性克隆子的重组质粒)*+经

12’-酶切后与探针的D?MNOA>C杂交

2B7P! D?MNOA>COQ(>BRBS8NB?C?T$4#-.,)-/5
/"0-,E4&%，+:..%!KL=8CR64&"-+*,)’+7#
+:..%K$%%7AC?@BU)*+8CR0,IJ!8CR%，

RB7AVNARU?@09ANA9QWBNO12’8
!、%P+:..%!KL=7AC?@BU)*+；&P+:..%K$%%

7AC?@BU)*+；$PE4&%7AC?@BU)*+；5P/98V@BR

0,IJ!；FP/98V@BR0,IJ%；KP"／9,0R$ @8>’A>；

LP!PF’(0>?(A

图% 地中海拟无枝菌酸菌、天蓝色链霉菌的总

)*+及阳性克隆子的重组质粒)*+经3&’3-
和!"#,-酶切后与探针的D?MNOA>C杂交

2B7P% D?MNOA>COQ(>BRBS8NB?C?T$4#-.,)-//"0-,
E4&%8CR64&’-(,&’(’/+&（%）7AC?@BU)*+8CR
0,IJ098V@BRV899RB7AVNARU?@09ANA9QWBNO3&’3-
X!"#,-
!P/98V@BR0,IJ!；%P/98V@BR0,IJ&；&P/98V@BR

0,IJ5；$P/98V@BR0,IJF；5P"／,BCR$@8>’A>；FPE4

&% 7AC?@BU )*+；KP+&（%）7AC?@BU )*+；

LP!PF’(0>?(A
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!"#!$探针片段进行分子杂交，结果表明!"#!$基因在产力复霉素和丝裂霉素的菌中

均有较强的杂交带，说明!"#!$基因在这类菌中具有较高的保守性。同时，%&’(的总

)*!与+",-系列的重组质粒)*!有相同大小的杂交带，这就证明了+",-中的外源

片段确实来自%&’(。

!"! #$%#&基因的定位和酶切图谱分析

将+",-.&/用 多 种 不 同 的 限 制 酶 进 行 酶 切、电 泳、$0123456转 移，与!"#!$的

.7/89探针杂交，通过对杂交片段大小的计算与分析，初步排出了这些质粒中外源片段在

供体菌%&’(染色体)*!上的相对位置（如图’），大小均在.:!(/89之间。回收重组质

图’ 阳性克隆子中外源片段和!"#!$基因在染色体上的相对位置

;<=>’ ?3454@A2<B4@0CA2<060D234C@064E)*!D5A=F462<6%&’(C350F0G0F4)*!
A6E234+0G<2<060D!"#!$=464

粒上的(7H89!"#I（!"#!$基因）片段，并分别克隆到+#@14GC5<+2"$JK和+#@14GC5<+2
"J$K上，得到正反两个方向的亚克隆，命名为+",-&$J&L(7H和+",-&J$&L(>H。综合酶

切分析、$0123456杂交和亚克隆等方面的工作，初步确定(>H89!"#I片段的酶谱如图M。

图M 带有!"#!$基因的(>H89!"#I片段的限制性酶切图谱、亚克隆及序列分析策略

;<=>M N4G25<C2<06FA+，G19C@06<6=A6EG4O146C<6=G25A24=P0D(>H89!"#ID5A=F462Q<23!"#!$=464
R：$%#NI；SI：&’(I；#：)*+"；S"：&,-"；$C：./%I；$I：’/+I；$F：.0/I；L：!"#I
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!"# 地中海拟无枝菌酸菌$%&$’基因的序列分析

选择!"#!$基因和载体%#&’()*+,%-!.$的多克隆位点酶切%"/01.$12345，构建

亚克隆子测序策略见图6。用789感染带有亚克隆质粒的2:81#&’(抽提单链，双脱氧链

终止法测得的序列长86;8<%，此外源片段中存在一长度为88;=<%的完整的开放阅读框

架（>?@），起始密码子为8;A<%处的!BC。在853"85;<%处，推测的核糖体接合位点为

图5 !"#!$基因在大肠杆菌中诱导

表达的$D$1C!CE电泳图

@,F45 EG%+()),HIHJ!"#!$F(I(<K
LMBC,IN’*-,HI,I!"#$%&

84!"#$%&#:38（DE9）／%EB3O1<，34!"#$%&#:
38（DE9）／%!"#!$，94!"#$%&#:38（DE9）

CC!C!。整个序列CPQ含量为=3R8S，符合放

线菌DT!CPQ较高的特点。密码子第三位碱基

CPQ含量为U;R;S，符合放线菌基因编码区的结

构特点。终止密码子为8936<%处的BC!。

!"( 地中海拟无枝菌酸菌$%&$’基因在大肠杆

菌中的表达

从起始密码子!BC开始，设计含’()L酶切位

点的引物，用MQ?方法从克隆子中扩增获得完整

的!"#!$基因，将其克隆到表达载体%EB3O<的

大肠杆菌启动子下游，转化大肠杆菌#:38（DE9），

测序鉴定重组子，含重组质粒的菌经LMBC诱导

后，表达产物经$D$1M!CE电泳分离，染色可观察

到一条约69VD的特异性蛋白质带，其大小与编码

顺序的长度相符（见图5），并占菌体总蛋白量的

63S。因此含有重组质粒的大肠杆菌经诱导能够

表达!"#!合成酶基因。

# 讨 论

.,<<K等人［86］根据安莎类抗生素的结构特点，推测91氨基51羟基苯甲酸是安莎类抗

生素的合成前体，并用化学方法合成了Q=T，同位素标记实验证明，86Q1Q=T能参入到!*1
-WXK*,I中去，饲喂实验证明，Q=T能明显地提高丝裂霉素的发酵产量，CY,)W&<W等人［85］

利用地中海诺卡氏菌突变株也证明Q=T是合成力复霉素的前体。本实验室通过诱变筛

选获得了积累!"#!的阻断变种!93及能与!93共合成而将!"#!转化为力复霉素的

阻断变种TC898，进一步肯定了!"#!的前体作用［8;］。

$H’-Y(+I杂交和测序的结果表明，!"#!合成酶基因在产力复霉素$Z，力复霉素#
和丝裂霉素等放线菌中都有很高的同源性。本工作从力复霉素$Z生产菌[193中所克

隆的!"#!$基因与"(,I\C4@&H))从产力复霉素#的地中海拟无枝菌酸菌中所克隆的

!"#!$基因比较，同源性高达U=S，并发现部分阅读框架发生移位。在CETE#!T.中

比较发现，该基因所编码的氨基酸序列与一些参与转氨、脱水及脱氧合作用的基因产物有

较高的同源性。
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黄健强等：地中海拟无枝菌酸菌OY68的6Y氨基9Y羟基苯甲酸合成酶

（$PD$R）基因的克隆与序列分析


