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生技霉素稳定型基因工程菌的构建!
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摘 要 运用同源重组技术将异戊酰基转移酶基因整合至螺旋霉素产生菌（!"#$%"&’()$*
*%+#,’()$"+)-*,-(）的染色体上，构建了稳定的生技霉素基因工程菌。在不加压的情况下传

代，菌种携带选择性遗传标记情况、生长、发酵效价及发酵产物的./0分析均表明此基因工

程菌有较好的遗传稳定性，且发酵效价及产物的组分均得到改善。1"234567杂交证明外源基

因在螺旋霉素产生菌染色体上的整合情况。
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生技霉素为利用生物工程技术研制的螺旋霉素+<位酰化衍生物，即将碳霉素产生菌

中+<位异戊酰基转移酶基因克隆至螺旋霉素产生菌，该基因编码的酰化酶将螺旋霉素转

化为以异戊酰螺旋霉素为主组分的+”位酰化螺旋霉素。药效学研究表明生技霉素的抗

菌活性及治疗效果优于乙酰螺旋霉素、麦迪霉素和红霉素。目前已按一类新药标准进行

临床前药理研究，为了早日投入生产，本研究在原来获得的生技霉素基因工程菌的基础

上，构建了稳定，高产的基因整合型菌种。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：螺旋霉素产生菌!.*%+#,’()$"+)-*,-(为本所所有。/.)&0+=>&!［(］为在

大肠杆菌中基因克隆的受体菌，八叠球菌（!,#)+1,0-"$,），用于工程菌发酵产物的活性检

测，皆为本室保存。生技霉素基因工程菌,-(（?@>A(）为含异戊酰基转移酶基因（+*"）

的螺旋霉素产生菌克隆菌株，+*"在质粒上，本实验所得；@1B*(为含+*"整合型的螺旋霉

素产生菌克隆菌株，为本实验所获。

!"!"# 基因和质粒：+”异戊酰基转移酶基因［-］，来源于?@>AC2,’>C*2,’>C-#$DE
片段。硫链丝菌素抗性基因（"*#），来源于链霉菌／大肠杆菌柯斯穿梭载体?!B(（,’%F和

"*#为美国9EE"33公司赠送）的230"*4*"C(#-DE片段。?G0(($%［:］，温敏型链霉菌／大

肠杆 菌 穿 梭 载 体。?HI25JKL?3（1G*），大 肠 杆 菌 克 隆 载 体，购 自 MCH0N*HF/ 公 司。

?0!$>)［+］为用?!AB(［+］构建的含螺旋霉素产生菌基因片段的重组质粒。

!"!"$ 培养基：生技霉素基因工程菌菌种斜面培养基、种子培养基、发酵培养基、生物检
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定培养基按文献［!］。链霉菌原生质体制备及再生培养基按文献［"］。

!"!"# 试剂和仪器：#$%&’(((为英国)*+,&-./,0公司产品，1#2%，3&/45购自#6*78/4
公司，限制酶购自中国医学科学院友谊公司，硫链丝菌素（2,.*9068:0*;，2,.*）由<=>.??
@<*;9公司赠送。阿普霉素（A:647B+.;，A7）由韩国明知大学<>,C**&D*;教授赠送。

日本E12AFE1高速冷冻离心机，GH2HIJK$／LM!’型紫外检测仪，超声波破碎仪为美

国F*58#46786公司L50649*;.+,*7*/8;.N86。

!"$ 方法

!"$"! !"#$%&’()*+,%*-#G!’原生质体制备，IKA转化基本按文献［"］。

!"$"$ IKA提取、酶切、连接按文献［’］。IKA回收按L<AO.*’(’%8;8+584;11PQ.0。

!"$"% <*>0,86;?5*00.;/按德国O*8,86.;/86R4;;,8.7I1%IKA-4?85.;/4;SI808+0.*;
).0说明书进行，杂交温度根据链霉菌%FT高的特点升至"(U。

!"$"# 发酵及产物的组分检测：菌种在含2,.*（!"!/／7-）的斜面上!VU培养’("’WS，

挖块至种子培养基，!VU培养"V"X(,，转种发酵培养，取样测定生物效价。发酵液用

’7*5／-K4HE调至:EVY""ZY(，用等体积乙酸乙酯提取，提取液浓缩后，在([’7*5／-
K4HE处理过的硅胶板点样，用苯：丙酮!\’展开，碘熏显迹，与螺旋霉素和生技霉素标准

品进行比较，测定生技霉素的形成情况。

!"$"& 菌丝浓度测定：将菌种接种于种子培养基，!VU培养WV,，转种培养!W,，在#’+7
]Z+7试管中取定量培养液 (̂((6／7.;，!(7.;，测定沉淀菌丝体体积，以百分数表示。

!"$"’ 遗传稳定性的检测：在不加压的情况下，连续转种，菌丝体用超声波破碎后，经适

当稀释，分别涂布于加压及不加压（2,.*）平板，!VU培养""_S，比较加压和不加压平板

下的菌落数。

!"$"( 生技霉素效价生物检定：以八叠球菌为检定菌，螺旋霉素标准品制定标准曲线，

按文献［!］进行。

$ 结果与讨论

$"! 用于同源重组整合型质粒的构建

:)F’’̂Z具有链霉菌温度敏感的复制子，利用其在 ŴU以上不能自主复制的特点，

可将外源目的基因通过同源重组整合到宿主菌的染色体上。首先将%#,基因克隆至

:)F’’̂Z，获得:)O!。利用其.*/P1&.*/PM位点，连接:FK̂ EV.*/P1&.*/PM’Y(Q?
片段，构建:)O!M1Y:FK̂ EV来自本实验室构建的!"#$%&’()*+,%*-#G!’基因文库，其外

源片段与聚酮合成酶#)<$型基因同源，现已证明与螺旋霉素生物合成无关。故利用

:FK̂ EVIKA与宿主菌染色体进行整合时可确保不破坏螺旋霉素的产生。从:KC’质粒

0#,1&123$酶切获得,#&克隆至:)<（&）获得:<‘’，利用:<‘’4%5S%&67’1位点切下

,#&连至:)O!M1的左侧构建:<‘!。最后在:<‘!的,#&基因左侧分别连入#FK̂ EV的

123$&4%5S%!Y(Q?，123$&123$!Y(Q?，1’(E1’YWQ?得到重组质粒:<‘W；:<‘"，

:<‘X。具体构建路线如图’。

$"$ 基因整合型工程菌的筛选

将所构建的:<‘W，:<‘"，:<‘X通过#$%介导转入螺旋霉素产生菌!"#$%&’()*+,%*-#
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图! 同源重组整合型质粒的构建路线

"#$%! &’()*+,-*#’(’.#(*/$+0*/1230)4#1).’+5’4’3’$’,)+/-’46#(0*#’(

"7!的原生质体，只有289:能获得稳定的转化子，经反复筛选，验证获得转化子;’%7<，

将;’%7<孢子涂布平皿在=>?培养，以硫链丝菌素（@5#’）为抗性标记，经反复纯化，未获

得仅在含@5#’（7A!$／4B）平皿上生长，而在含C4（AD!$／4B）平皿上完全不生长的菌株。

所获得的菌株98EF!在含C4的平皿上仍有少量生长，其生长量约为在含@5#’平皿上的
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图! "#$%&’()与异戊酰基转移酶

基因#*+,-./0杂交分析

1234! )0567828*9,-.:-/*;*8*;56’()*9
8,/520"#$%&<7#*+,-./0-7</2=2>5,2*0+8203!"#
3.0.585?/*<.
&4!’()／$!%&"；!4’()*91!&；@4’()AB%=23.8,.=
’()*91!&；C4’()*9"#$%&；D4’()AB%=23.8,.=
’()*9"#$%&；E4*"#B%=23.8,.=’()*9"#$%&

&／&FF（G／HFF），表明该株中大部分含异戊酰

基转移酶基因的重组质粒已通过双侧的同

源序列整合到宿主菌的染色体上，含质粒的

细胞量极少。文献［E］曾报道有些菌株由于

某些未知的因素，在利用温敏型质粒（?#ID
系列）进行同源重组实验时，不能得到完全

的整合，本实验所用+,"-!.()/01#!02"1!&
可能属于这种情况。

!"# 分子杂交对同源重组的证明

提取 "#$%&的 总 ’()，用 ’()AB，

*"#B酶切后，以!"#基因作探针#*+,-./0杂

交，结果见图!，!"#基因与+,"-!.()/01#!02"
1!&总’()及其’()AB酶切片段无杂交

信号，而与 "#$%&的总’()有杂交信号，

表$ %&’($菌种生长及发酵情况

)*+,-$ ./012342*254*67
8-/9-62*2:06;02-6<=08%&’($

(*4*9?58853.8 J*0:.0,/5,2*0*9
;7:.62+;／K

1./;.0,5,2*0
?*,.0:7／（#3／;L）

1& @@ H!@
1! @D MDF
1@ @G H@D
1C !H HF@
1D @@ GHF
NO#’ @@4!O@4@D H@HOED4M

1!&（?"APB） CDFOGF4H

表! %&’($菌种连续转种后在含)3:0平皿上的菌落数

)*+,-! >59+-/08<0,06=0623-)3:0(<062*:6:6?;,*2-4
*82-/45<<-44:@-;*44*?-408%&’($42/*:6

(*4*9?58853.8 Q-2*（R） Q-2*（S）

1& GEF GCF
1! &HH !&&
1@ &F& M&
1C DEF DGF
1D CCF CGF

NO#’ CFMO!EM C&EO!EC

1!&（?"APB） !F& DEF

图@ "#$%&转种不同代数发酵产

生技霉素组分的薄层分析

1234@ QLJ*9,-.9./;.0,5,2*0
?/*=+:,8%<2*,.:-;7:20*9"#$%&
&4#?2/5;7:20；!41&；@41!；C41@；D4

1C；E41D；G41&:+6,+/.=20@GT；H4

U2*,.:-;7:20
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!"#$%&’(!"#)*酶切+,-./处出现强杂交信号，!"#$%012*酶切杂交显示，除与游离

质粒相同在%,3./和4,4./片段处有杂交信号外，约5,6./处有一明显杂交带，表明外源

基因以整合状态存在。

!"# !"#$$遗传稳定性实验

!"#"$ !"#$%的发酵稳定性：将 !"#$%在不加压的情况下连续转种7代，测定菌丝生

长浓度和发酵效价，结果见表一。并检测生技霉素的组分情况，结果（见图-）。表明

!"#$%在不加压情况下连续转种其发酵情况不受影响，所产生的组分稳定，比较生技霉素

原菌种8+%（9!):%）发酵平均效价为;76!<／=>左右，说明外源基因在!"#$%中的稳定

表达对生技霉素发酵效价的提高及组分的稳定均有促进作用。

!"#"! !"#$%所携带外源基因的稳定性：菌种在不加压的情况下连续转种，然后在加

?@AB的平皿中计算其菌落数，结果见表+。

结果表明!"#$%在不加压情况下连续转种7次后，在加?@AB和不加?@AB的平皿上

菌落数基本一致，生技霉素原菌种在加?@AB平皿上菌落仅占未加药的-4,%C，说明外源

基因在!"#$%菌种中得到了稳定表达。

生技霉素稳定型基因工程菌的构建成功，是今后菌种进一步优化选育及开发研究的

重要前提，也为生技霉素将来的产业化生产打下了良好基础。
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