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摘 要 距链霉菌发育分化控制启动子)ABC*直接控制的下游基因!"#$间隔D*个碱基处存
在一个部分开放阅读框（EF,），根据序列分析推测为丝氨酸蛋白酶的一部分。以此部分

G!H序列为探针，在构建的圈卷产色链霉菌I(’’的G!H文库中克隆到一个与链霉菌发育
和分化有关的新基因，称之为%&’(。序列测定及分析结果表明，在($D’JK的G!H序列中有
一个完整的开放阅读框（EF,），翻译起始位点为D(’位碱基处的LBL，终止密码子BLH位
于序列的%%%位碱基处。在距翻译起始位点LBL上游*个碱基间隔处有典型的核糖体结合
位点区域LHLLLH。在计算机蛋白文库中进行了同源性比较研究，结果表明DM$个氨基酸
的蛋白产物与)&*+#,&-./"-"/%-/0.*%的依赖于HBA的丝氨酸蛋白酶有**NIO的同源性，其中
存在功能活性区的丝氨酸保守位点（LAPHL）。基因功能研究表明，%&’(在圈卷产色链霉菌
发育分化中与气生菌丝分隔和色素的合成有关。该基因被阻断或破坏后，使野生型圈卷产色

链霉菌的分化停止在气生菌丝阶段，不能形成具有灰色色素的孢子，而出现白色气生菌丝的

表型。
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链霉菌虽属原核生物，但它具有相对复杂的分化生命周期，包括基质菌丝，气生菌丝，

孢子分隔及形成孢子等过程。由于可通过相对简单的遗传物质来研究较为复杂的分化过

程，使链霉菌成为研究微生物分化的良好模式材料。在链霉菌发育分化过程中，产生大量

的蛋白酶，参与蛋白质类氮源的代谢过程。最近研究表明，其中有部分蛋白酶参与链霉菌

的形态分化［(］。链霉菌的孢子成熟是一个复杂的过程，包括许多基因在时空上的调控。

与链霉菌分化相关的蛋白酶可能和孢子的形成有关。

圈卷产色链霉菌除有明显的分化特征外，还能产生一种重要的农用抗生素)
!;SS"TU<;7。研究发现，圈卷产色链霉菌光秃型突变株和部分白色突变株均不能产生

!;SS"TU<;7，说明!;SS"TU<;7的产生可能与圈卷产色链霉菌的形态分化有关［D］。对圈卷
产色链霉菌分化的研究，将有助于阐明分化同抗生素产生的关系，为!;SS"TU<;7生物合
成的调控研究提供重要的理论依据。本实验室早期的研究结果表明：依赖于链霉菌分化
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关键基因—!"#!的发育控制启动子—"#$%所控制的下游基因是一个与抗渗透有关的基
因，称为&’()［*］，与&’()间隔只有+%个碱基存在另一基因，此基因在分化中有什么功
能？这是本领域非常感兴趣的问题，本文报道这方面的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（$%&’(#）,-*./，,-*.*，圈卷产色链霉菌（)*+,-*’./&,0
120’&"+’.’3,2,0）0*..为本实验室收藏。质粒&123456’7&8-*9:，&-*9;!’+4#$%（含有
约.<%=>的01!5的片段），帮助噬菌体?@0以及用于基因破坏的质粒载体&?A**9/均
为本实验室保存。

!"!"# 培养基：B1培养基按照文献［%］方法配制，链霉菌液体生长培养基（CD-D），原
生质体再生培养基（E+CD）和基本培养基（--）均按文献［F］方法配制。

!"!"$ 酶，抗生素及化学试剂：实验所用的限制酶和#%GHI连接酶购自华美生物工
程公司；外切核酸酶JJJ以及绿豆核酸酶购自"’(K4LM公司；#0测序试剂盒和#MN#’M6=
测序试剂盒分别购自"OM’KM67M和"’(K4LM公司。氨苄青霉素储存液浓度为*..KL／KB，
在B1培养基中使用浓度为F.!L／KB；I&’MKP67Q由加拿大B45=7R博士惠赠，溶于水，储
存浓度为*..KL／KB，在E+CD培养基中使用浓度为9.!L／KB，在--培养基中使用浓
度为0!L／KB，在CD-D液体培养基中使用浓度为0!L／KB。上述抗生素的储存液均保
存在;+.S冰箱中。"D!*...购自 -4’6=TU6O36OM’V公司，用于链霉菌原生质体转化。
用于$%&’(#转化子筛选的)TLM2和J"#!使用浓度均为%.!L／KB。

!"!"% 放射性同位素及非放射性同位素试剂盒：用于GHI序列测定的"T9+"TVA#"购
于北京亚辉生物医学工程公司，杂交用非放射性地高辛T**TVW#"试剂盒购自德国宝灵曼
公司。

!"# 方法

!"#"! GHI的提取和纯化：质粒和染色体GHI的提取参照文献［F］进行；GHI片段的
纯化和回收按文献［%］的方法进行。

!"#"# 探针的制备：GHI探针的制备参照文献［%，F］进行。

!"#"$ GHIU(38O4’Q杂交：按照文献［%，F］的方法进行。

!"#"% 菌落杂交和点杂交：基本按文献［9，%］的方法进行。

!"#"& 大肠杆菌感受态细胞的制备及转化：参照文献［%］的方法进行。

!"#"’ 链霉菌原生质体的制备和转化：按照文献［F］的方法进行。

!"#"( 单链GHI的制备和GHI序列测定：单链GHI的制备按照文献［%，X］的方法操
作；GHI的序列测定和分析按照文献［X，0］的方法进行。

!"#") 基因功能研究：采用基因破坏的策略进行基因功能研究。将结构基因内部的部
分GHI片段插入到温敏型穿梭质粒载体&?A**9/中（该质粒在链霉菌中+YS培养时能
独立复制，而在9/S时不能复制），构建成基因破坏用的重组质粒。将该质粒转化圈卷产
色链霉菌，得到的转化子在9/S培养时，质粒&?A**9/上插入的GHI片段与野生株染
色体上的同源基因进行交换或重组而阻断目的基因，从而研究基因的功能。
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! 结 果

!"# 圈卷产色链霉菌$#%%&’(文库的构建
用!"#!和$%&"!!!双酶切#$%&’!#’(()*重组质粒，经琼脂糖凝胶电泳分离并用

+,-,膜回收约./*01的链霉菌基因的+2-片段，用非放射性同位素地高辛进行标记，
制备成+2-探针。用多种限制酶酶切圈卷产色链霉菌的总+2-，经./34的琼脂糖凝
胶电泳后转移到尼龙膜上，用制备的探针进行56789:;<杂交，结果表明经)*+!酶切总

+2-后56789:;<1=68杂交给出约*/>01的单一信号带，此+2-片段大小适合于构建以
质粒为载体的文库。因此选用)*+!大量酶切圈卷产色链霉菌的总+2-，并用+,-,膜
回收*/>01区域的+2-片段，将此部分的+2-片段连接到$%&’载体上，转化大肠杆菌

?$%.@，得到了约*...个菌落的文库。通过菌落杂交和质粒的大量提取，从中得到了33
个插入片段大小适合的转化子，点杂交进一步确定了*个具有阳性信号的转化子（图略）。

!"! )*+,-./012*,杂交验证
得到的*个阳性转化子进一步进行重组质粒+2-的提取，并用)*+!进行酶切，电泳

结果表明来自*个转化子的重组质粒中均插入约*/>01左右的片段。经转移到尼龙膜上
进行56789:;<杂交，其中只有一个转化子的重组质粒中的*/>01插入片段仍呈强的阳性
信号，见图%第*泳道。由此进一步证明克隆到了圈卷产色链霉菌的目的+2-片段。

图% 重组质粒)*+!酶切后的琼脂糖凝胶
电泳（-）及56789:;<杂交（A）

BCDE% -DF;6G:D:=:=:H8;6#96;:GCGF<"G6789:;<
9I1;C"CJF8C6<6K;:H6L1C<F<8#=FGLC"G

FK8:;)*+!"CD:G8C6<
%!*/M:H6L1C<F<8#=FGLC"GK;6LK67;8;F<GK6LF<8G；

>/G##!,-#M!"CD:G8C6<

!"3 圈卷产色链霉菌!"#$基因的序列测定和分析

!"3"# +2-片段的缩小、亚克隆及单链+2-的制备：为测定目的片段的+2-全序列，
将*/>01的目的片段亚克隆到

#A=7:GH;C#8$%&N载体上，然后用外
切核酸酶!!!（,.#!!!）在&OP条件
下定向缩小。每隔%LC<取样终
止，共取%Q个时间点的样品。通过
琼脂糖凝胶电泳检测缩小结果，确

定用于测序的样品。用,.#!!!缩
小后，以绿豆核酸酶（$7<DA:F<）
将两端补平。用(*+2-连接酶
连接后转化大肠杆菌?$%.%感受
态细胞，从中挑选重组质粒大小合

适的转化子，以RSO帮助噬菌体制
备单链+2-。

!"3"! +2-序列测定和分析：以
制备的单链+2-为模板，以"T&QUT
"V(U为标记底物，通过双脱氧链
终止法测定了包括目的基因在内

的%/&01双链 +2- 片段的序列
（图Q）。
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图! "#$%&’()片段的全序列测定

*+,-! (./0123+41516.17/1289"#$%&’()8:9,;173
<=>—<+&252;1&+74+7,5+31；

?<*—?@17:194+7,8:9;1；!—>32@/2427
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序列测定结果表明，包括目的基因在内的!"#序列共为$%&’()，其中（*+,）-约
为./-。用01#23)456程序对该序列进行了分析，发现在&$’!777碱基位置处为一个
完整的开放阅读框架（810）（图略）。从!"#序列推出，该810编码&9%个氨基酸的一
个蛋白，其氨基酸序列在",:;的计算机蛋白文库中进行同源性比较，发现从第<$到&=/
位氨基酸的序列与!"#$%&"’()*’*)+’),(#+的依赖于#>?的丝氨酸蛋白酶在=<7!.=7的
区域处有&9@.-的氨基酸完全相同，有//@.-的氨基酸类似（图略），尤其是存在有功能
活性区的丝氨酸保守位点（*?A#*）。因而推测该基因编码的产物很可能是一种类丝氨
酸蛋白酶，将该基因命名为+"-.（/(*)0(%12’)+",+%’3*%1%4),)+-35BCDC"5E/）。

!"# 基因功能研究

!"#"$ +"-.基因的破坏：为阐明+"-.基因的生物学功能，实验采用了基因破坏的策
略。用67#;;和85,’;;双酶切+"-.基因，得到一个=/&()的!"#片段，由序列可知，
此片段位于+"-. 基因的内部。将此!"#片段插入到温敏型穿梭质粒)F,$$%7的

9’%1G位点中，构建出用于基因破坏的重组质粒)F,$$%7!+"-.（图%）。将该重组质粒
转化圈卷产色链霉菌，获得$’个转化子，分别提取质粒，并经酶切验证转化子中的重组质
粒是正确的。将该转化子接种于基本培养基上，在&<H培养$’I后制备孢子悬液。用无
菌水将孢子悬液稀释为$’<／JK个菌落，取’@$JK涂布含有#)LMJNOPD抗性的基本培养
基平板，%7H培养，每块平板可以获得$’’个左右的破坏子（图略）。

图% 重组质粒)F,$$%7!+"-.介导的基因破坏示意图

0PBE% >QCRSC6OQ5TBCDCIPRLU)6P5DLCRU46CITL5JLCO5J(PDMD6)4MRJPI)F,$$%7!+"-.

!"#"! A5U6QCLD杂交验证：随机选取%株+"-. 基因破坏阻断突变株和一株野生型菌
株，分别提取总!"#，用6+(;进行酶切，然后以=/&()的!"#片段作为探针进行A5U6QV
CLD杂交（图/）。由杂交结果可见，野生型菌株仅得到一条/@9S(的信号带，而%株+"-.
基因破坏阻断突变株分别得到9@/S(和&@7S(的两条信号带，其分子量大小与理论计算
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图! 总"#$!"#%酶切后的琼脂糖凝胶
电泳（$）及&’()*+,-./’)杂交

0123! $24,’5+2+/+/+6),’7*’,+5154-8
5’()*+,-./’)*9.,181:4)1’-’;)’)4/

"#$4;)+,!"#%812+5)1’-
<=577%$%&>%812+5)1’-；?!!=@’)4/"#$;,’A81;;+,+-)

815,(7)4-)5；B=@’)4/"#$;,’AC1/8)97+5),41-

的大小一致。说明得到的"’()
基因破坏阻断突变株的染色体

"#$与重组质粒间确实发生了同
源交换，使"’()基因内部插入了

7DE<<FG。

!"#"$ "’() 基因的生物学功
能：将"’() 基因阻断突变株分
别接种在以葡萄糖和甘露醇为碳

源的 HH培养基上，培养<I8后
进行观察，突变株仅出现白色的表

型（图B），且色素产量明显增加。
在相同培养条件下，野生型菌株

J<II能形成丰富的灰色孢子（图

B）。经光学显微镜观察，突变株只
有长而直的气生菌丝且气生菌丝

都无分隔，未观察到像野生型那样

图B "’()基因对圈卷产色链霉菌孢子形成的影响

0123B K;;+6)’;"’()2+-+’-)*+81;;+,+-)14)1’-’;
*#+,-#&./%,"’0"&%1+&.&2,0,"

$=*#+,-#&./%,"’0"&%1+&.&2,0,"J<II（C1/8)97+）；

L=*#+,-#&./%,"’0"&%1+&.&2,0,"J<II／7DE<<FG；

E="’()2+-+./’6M+8A()4-)

的圆形孢子。抗生素检测表明#1MM’A9N
61-的产生未受影响。由此推测"’() 基
因可能控制圈卷产色链霉菌由气生菌丝

到孢子形成的发育转变，尤其是在气生菌

丝分隔阶段有重要作用。

$ 讨 论
链霉菌在孢子萌发和孢子形成过程

中都会产生大量的蛋白酶。传统上认为

某些蛋白酶用于分解蛋白质类复合物，以

提供菌体生长所必需的氮源和能源［O］。

近期的研究表明，部分蛋白酶还参与链霉

菌的形态分化。在 *#+,-#&./%,"’3456
7&83’9:"的形态分化过程中，类胰凝乳蛋
白酶的蛋白酶（E@P）与气生菌丝的生长
密切相关，而类胰蛋白酶的蛋白酶（@QP）和金属蛋白酶（H@P）与孢子的形成相关［<］。在
链霉菌产生的诸多蛋白酶中，丝氨酸蛋白酶是其中重要的一种，而有关丝氨酸蛋白酶类在

链霉菌中参与形态分化的研究尚未见报道。本文克隆到的"’()基因经"#$序列分析
和同源比较，认为可能编码一个与圈卷产色链霉菌孢子形成相关的类丝氨酸蛋白酶。

>4A+5*等［G］曾报道，在;"-,+2533:"83’9:"中，通过基因破坏的方法或加入抑制物使丝氨
酸蛋白酶缺失或活性受阻，可以影响H@P的基因的转录或表达。因而推测，在圈卷产色
链霉菌中，"’()基因的破坏，使孢子不能形成而保持白色菌丝的表型。据此推测，"’()
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基因可能通过控制相关蛋白酶基因的转录或表达影响孢子的形成。有关!"#$基因作用
的分子机制尚在进一步的研究之中。
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