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负调节基因 !"#$ 在链霉菌中同源性及激活沉默抗生素合成基因簇的研究
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摘 要 $&@7基因是在天蓝色链霉菌中发现的抗生素合成负调控基因。以 $&@7 基因片段为探针，通过 +’A.=,1C杂交发现
$&@7存在于多种链霉菌中。根据天蓝色链霉菌和阿维链霉菌的 $&@7 序列设计 GF2引物，扩增多种链霉菌中 $&@7 基因并测
序。发现在不同链霉菌中 $&@7基因的相似性高达 KKZ [ ;##Z。其中变铅青链霉菌与天蓝色链霉菌 7M（!）的 $&@7序列 ;##Z
一致。变铅青链霉菌通常不合成放线紫红素，中断 $&@7获得的突变菌株 IU!能够合成放线紫红素；在 IU!中重新引入野生
型 $&@7，又失去产抗生素能力。表明 $&@7的中断可以激活变铅青链霉菌中沉默的放线紫红素生物合成基因簇的表达；$&@7
的广泛存在及其序列高度保守则提示可以尝试用于这些菌种的抗生素高产育种。
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链霉菌是重要的抗生素产生菌。在链霉菌中，

抗生素合成受到复杂的调控，由细胞内外小分子信

号、全局性调节基因（如光秃基因 !"#）、抗生素合成
的多效性调节基因（ $!$%，$!&%’［!］，$(&)"$(&*［#］，
+,-).［$］等）和途径专一性调控基因（ $+-//" %，01#2
等）［%］组成多级层层调控的网络，最后调节抗生素生

物合成结构基因的表达，从而调控抗生素的合成。

3&#% 是本实验室发现的一个全局性负调节基
因。陶美凤发现在天蓝色链霉菌（ .-014-567+1&
+51"8+5"50）&$（#）的质粒消除衍生菌株 ’!%(或 )*!(+!
中引入 &$（#）文库质粒 ,-.&!后，宿主的产素产孢
发生延迟，菌落表面的皱褶加深，推测 ,-.&! 中含
有与分化有关的负调控基因。通过一系列的亚克

隆，把这个基因定位于 /01#2（3456758：,-/((9#），
命 名 为 3&#%（ 54:7;<=4 >4:?@7;A> AB .-014-567+1&
C<BB4>45;<7;<A5）。中断天蓝色链霉菌中的 3&#% 基因，
则放线紫红素、钙依赖抗生素和次甲基霉素等 $种
抗生素均超量产生（未发表）。本研究希望通过研究

其它链霉菌中的 3&#% 同源基因，探索 3&#% 用于抗
生素基因工程育种的可能性。

变铅青链霉菌（ . D "898#$3&）与天蓝色链霉菌亲
缘关系很近，但通常只有天蓝色链霉菌产放线紫红

素（7E;<5A>FAC<5）［(］，变铅青链霉菌也含有该色素抗
生素合成的全套基因，但其表达通常是沉默的。本

文以中断变铅青链霉菌中 3&#% 为例，研究该基因对
沉默抗生素合成基因簇的影响。

! 材料与方法

!"! 实验材料
!"!"! 菌株：天蓝色链霉菌（ . D +51"8+5"50 ）’!%(、
阿维链霉菌（ . D $91068-8"8&）G00H9!2(、变铅青链霉
菌（. D "898#$3&）IJ2%、井岗链霉菌（ . D :7;05&+548+,&）
(++9、金色链霉菌（ . D $,015($+813&）#!!、白色链霉菌
（ . D $"!,& ） )&$%($、 庆 丰 链 霉 菌 （ . D
<83;(13;67+1-8+,& ） &(($、 吸 水 链 霉 菌 （ . D
:7;05&+548+,&）!+"##、链霉菌 10"++9（ . D &44 D 10"
++9）、大肠杆菌 KL(（、MN!#(2.（OPI9++#）［2］，均由本

实验室保存。

!"!"# 质粒：OLI#.$!（应新，未发表），在位点特异
性整合载体 O*)92++［.］中插入天蓝色链霉菌 3&#% 基
因（图 !）。 3&#% 基因中断载体 OLI#.!9（应新，未发
表）含有接合转移起始位点（)*# 508=）、硫链丝菌素
抗性基因（ -&0）、氨苄青霉素抗性基因（ !"$），3&#% 基
因及其侧翼序列片段（图 !），其中 3&#% 基因内三个
’$6L*位点之间 9.+QO的片段被来自 OLR%(!的阿
泊拉霉素抗性基因（$$+（$）/>）片段置换。
!"!"$ 培养基：大肠杆菌培养基为 H6［9］。链霉菌
液体培养基为 SM’M［T］，固体培养基为’,［T］、S’,［!+］

和 0#SM
［T］。大肠杆菌"链霉菌接合转移培养基为

’,［T］。’,培养基中阿泊拉霉素和硫链丝菌素的使
用终浓度分别为 (+":UVH和 #(":UVH；接合转移中阿
泊拉霉素和萘啶酮酸覆盖浓度均为 (+":UVH。
!"!"% 工具酶和生化试剂：限制性内切酶 .-,#、
’$6L#购于 N7W707公司，K*3 KG& 标记检测试剂
盒购于 0AEF4公司，KG&回收试剂盒购于 &XY:45公
司。

!"# 实验方法
!"#"! KG& 提取和纯化：链霉菌总 KG& 的提取、
大肠杆菌和链霉菌属间接合转移方法参照文献［2］；
大肠杆菌质粒提取和转化参照文献［!!］。
!"#"# ,A?;F4>5杂交：按 K*3 KG& 标记检测试剂盒
的操作方法，杂交温度为 2(Z。
!"#"$ 引物设计和 R-0扩增反应：为获得 3&#% 完
整序列，采用巢式 R-0，根据已测序的天蓝色链霉菌
&$（#）和阿维链霉菌 ’&"%29+中 3&#% 序列，在该基
因外部和内部各设计了一对 R-0扩增引物（图 !），
其中 R! 和 R# 序列分别为：(["-N-&N33&-3&3
-N333-&&"$[ 和 (["N--NN3&N-N-3N-3&3--3"$[；
R$ 和 R% 序列分别为 ([" ---N33&-333---3-&
3&-"$[和 ([" -&3-N-33--N-33&3&&3&"$[；引物
R$R% 扩增 R-0反应条件为 T2Z，(V<5；T%Z，!V<5；

((Z，(+\；.#Z，%(\；#(个循环；.#Z延伸 (V<5。序
列测定由大连 N7W707公司完成。

图 ! 3&#%基因、引物及质粒载体外源片段在染色体上的示意图
1<:D! NF4 @AE7;<A5 AB 3&#% :454，O><V4>\ 75C <5\4>; B>7:V45; AB OLI#.$! 75C OLI#.!9 <5 ;F4 EF>AVA\AV4 AB . D +51"8+5"50
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!"#"$ 变铅青链霉菌 !"#$ 基因中断菌株的构建与
筛选：将 !"#$%&’通过属间接合转移导入变铅青链
霉菌 #()* 中，方法请见文献［+］。基于基因同源重
组，通过抗性筛选获得发生双交换的 !"#$ 基因中断
菌株。

!"#"% ,-. 验证基因中断菌株：根据已测序的
#()* !"#$ 基因序列，在 !"#$ 基因中的三个 %&’"/
酶切位点之外设计一对引物（图 0），#(12 为：341
-56-557-775-55675-55104； #(1. 为 34
6--6-67-7--6--56-6--104。,-. 反应条件为：
+*8，39:;；+*8，3< =；3%8，&9:;；%$8，$>39:;；$3
个循环；%$8延伸 39:;。野生型菌株 ,-.扩增片段
大小为 &$3<?!。

表 ! 多种链霉菌中 !"#$基因序列比较
&’()* ! +,-.’/01,2 ,3 !"#$ 4,-,),5,61 5*2*1 ,3 7033*/*28 %&’()&*+,-("

5@;AB;C BDD@==:E;
;F9?@G=

2@;HIJ EK H@;@L!GEI@:;
（?!LB9:;E BD:M）

N:9:OBG:IP Q:IJ !"#$ EK ( R )*+,-)*,*.
SFDO@EI:M@ 69:;E BD:M

( R &/+.’-0-,-" T61*)’<
( R ,-/-#&!" #()*
( R 123.*")*4-)5" 3<<’
( R 123.*")*4-)5" &<1$$
( R &5.+*6&)-+!" $&&
( R &,75" U60*30
( R "4-+)-+" V.1<<’
NR 8-!36+!3’2)+0-)5" 6330

N6W$)3$
XY*%’)’&
XY*%’)%+
!
!

XY*%’)%’
XY*%’)%%
XY*%’)’<

&*%)L*+&
&3<0L3<<
&3$%L3<’
&3$%L3<’
&3$%L3<’
&*%0L*+<
&*’3L*+*
&3<0L3<<

’3Z
&<<Z
’3Z
’3Z
’3Z
’*Z
%%Z
%+Z

’*Z
&<<Z
’3Z
’3Z
’3Z
’0Z
%$Z
%3Z

! JB[@ &<<Z :M@;I:IP :; ;FDO@EI:M@ =@\F@;D@ Q:IJ ( R 123.*")*4-)5" 3<<’ R

# 结果

#"! 9,684*/2杂交验证 !"#$ 基因存在于多种链霉
菌中

!"#$%0< 用 %&’"/完全酶切后，回收 3’+?!的
部分 !"#$ 片段（图 &），经地高辛标记后作为探针；’
种链霉菌的总 XS6用 (05/酶切，跑胶分离后与探针
进行 NEFIJ@G;杂交。其中天蓝色链霉菌 T&*3 菌株
的总 XS6用作阳性对照。杂交结果如图 $所示：阳
性对照 T&*3菌株显示大小为 0>+C?的杂交带，与预
计相符；其它链霉菌显示出清晰的带，其中阿维链霉

菌 S..2’&)3、井岗链霉菌 3<<’、金色链霉菌 $&&、变
铅青链霉菌 #()*和吸水链霉菌 &< ] $$的杂交带大
小跟天蓝色链霉菌 T&*3 菌株相似，约为 0>+C?；而
白色链霉菌 U60*30的杂交带大小为 )>)C?左右（泳
道 3）；链霉菌 V.1<<’的杂交带大小约为 3>3C?，且
杂交信号比较弱（泳道 $）。实验结果表明 !"#$ 的
同源基因存在于多种链霉菌中。

图 $ 链霉菌 !"#$同源基因的 NEFIJ@G;杂交分析
V:HR$ NEFIJ@G; B;BOP=:= EK !"#$ JE9EOEHEF= H@;@=

EK M:KK@G@;I (0.+40*’2)+"
& ] ’：IJ@ IEIBO XS6 EK ( R 123.*")*4-)5" &< ] $$、( R "4-+)-+" V.1<<’、( R

,-/-#&!" #()*、( R &5.+*6&)-+!" $&&、( R &,75" U60*30、( R 123.*")*4-)5"

3<<’、( R &/+.’-0-,-" S..2’&)3 B;M ( R )*+,-)*,*.T&*3 Q@G@ M:H@=I@M Q:IJ

(05/，G@=!@DI:[@OPR

#"# :+;扩增多种链霉菌中的 !"#$ 基因及其序
列比较

以天蓝色链霉菌 T&*3、变铅青链霉菌 #()*、井
岗链霉菌 3<<’、金色链霉菌 $&&、白色链霉菌
U60*30、吸水链霉菌 &<1$$、链霉菌 V.1<<’、庆丰链霉
菌 6330的总 XS6作模板，引物 ,0 和 ,* 扩增 !"#$
内部 %+&?! 的片段，分别将 ,-. 产物纯化后测序。
再根据已测序列在 !"#$ 保守区设计两个引物 ,3 和

,)（图 &），序列分别为 341-5-75-67555-7-56
7565104和 341675-757675-56755655-104。以 ,&

和 ,3 扩增上述链霉菌中 !"#$ 基因上游序列（约

$C?），,$和 ,) 扩增下游序列（约 $>$C?），再分别将

,-.产物回收纯化，测序，拼接获得完整的 !"#$ 同
源基因序列，并将序列递交 5@;AB;C，序列号见表 &。
测序结果表明，变铅青链霉菌 #()*的 !"#$ 基

因为 &3<0?!，与天蓝色链霉菌 !"#$ 基因序列完全一

+3%余 贞等：负调节基因 !"#$在链霉菌中同源性及激活沉默抗生素合成基因簇的研究



致。另外井岗链霉菌 !""#、金色链霉菌 $%%和吸水
链霉菌 %"&$$ 的 !"#$ 均为 %!$’()，基因序列 %""*
一致。+,-./0,1程序分析，发现在核苷酸水平上，与
天蓝色链霉菌 !"#$ 基因序列相似性最小的是链霉
菌 23&""#（’’*）；翻译成氨基酸序列后，与天蓝色
链霉菌的 4.56氨基酸序列相比，相似性最小的是
23&""#的 4.56（’$*）（表 %）。说明在测序的几种链
霉菌中，!"#$ 基因具有很高的同源性。
!"# 变铅青链霉菌 $%&’中 !"#$ 基因的中断
!"#"( !"#$ 基因中断菌株的筛选：从测序结果可知
菌株 789:与天蓝色链霉菌 6;（$）的 !"#$ 核苷酸序
列 %""*一致，因此本研究以天蓝色链霉菌 !"#$ 基
因及其侧翼序列构建的中断载体 )<7$’%#来尝试中
断变铅青链霉菌的 !"#$ 基因。基因中断原理基于
同源序列的重组，)<7$’%#所携带的 !"#$ 左右两臂
序列分别与染色体相应的同源区域发生同源重组，

阿泊拉霉素抗性基因置换染色体上的部分 !"#$ 基
因，使染色体上的 !"#$ 基因被中断（图 ;）。在
)<7$’%#中，载体部分带有 %"&（硫链丝菌素抗性基
因），外源片段中带有 ’’(（;）)*（阿泊拉霉素抗性基
因），因此双交换菌株应为阿泊拉霉素抗性而硫链

丝菌素敏感（6=3 >?@AB）、单交换菌株为 6=3 >?@A3。
通过筛选分别得到单交换菌株，命名为 1C%；双交
换菌株命名为 1C$。

图 ; )<7$’%#与链霉菌染色体同源区域
发生双交换的模式图

2@DE; BF?G=0/@F .?AH@ID AJ DGIG KG),0FG=GI/ (G/HGGI
),0.=@5 )<7$’%# 0I5 F?KA=A.A=G.

%"&：/?G /?@A./KG)/AI KG.@./0IFG DGIG； ’’(（ ;）)*： /?G 0)K0=LF@I

KG.@./0IFG DGIGE

!"#"! !"#$ 基因中断的 M+3验证：以野生型菌株
789:和单交换菌株 1C%作对照，验证 1C$菌株的
基因型。理论上，在单交换菌株 1C% 中，染色体上

图 : !"#$基因中断菌株的 M+3验证
2@DE: NGK@J@F0/@AI AJ /?G !"#$ 5@.K-)/@AI (L M+3

%：!)?0DG O46 5@DG./G5 H@/? +(,3" P -.!5# 0. =A,GF-,0K HG@D?/

./0I50K5；$ 0I5 ;：M+3 )KA5-F/. AJ 1C$；; 0I5 :：M+3 )KA5-F/. AJ

H@,5 ./K0@I 0I5 1C%，KG.)GF/@QG,LE

存在野生型 !"#$ 基因和来自 )<7$’%# 的基因置换
型片段这两种拷贝；在 1C$ 中 !"#$ 基因两个外侧
/’0<"位点之间的 #’"() 片段被 %R’S( 的 ’’(（;）
)*片段置换（图 ;）。在 M+3扩增反应中，引物 78&
T、78&3 位于 !"#$ 基因外侧的两个 /’0<U 位点之
外，以中断菌株 1C$总 O46为模板的 M+3产物大
小为 $"#"()，比野生型菌株的特征带 %$!"() 大
#;"()（图 ;），而单交换菌株则扩增出 $"#"() 和
%$!"()两条带，结果与预计相符（图 :）。M+3 扩增
结果表明，挑取的 $株 6=3 >?@AB 菌株中，!"#$ 基因
均已被正确中断。

!"#"# !"#$ 基因中断对沉默放线紫红素基因簇的
激活作用：观察 !"#$ 基因中断菌株 1C$ 的生物学
表型，发现在 3$VW培养基上培养 : X #5，可产生红
色或蓝紫色色素，而野生型菌株 789:不产色素（图
!6）。放线紫红素是一种色素类抗生素，随着 )<值
的改变呈现不同的颜色，在酸性条件下呈现红色，碱

性条件下呈现蓝紫色。将上述产色素的平板分别用

浓盐酸和氨水熏蒸数小时，在用浓盐酸熏蒸条件下

该色素呈现红色而在氨水熏蒸条件下呈蓝色，从而

确定1C$产生的色素为放线紫红素。为排除染色
体上其它基因自发突变或极性效应可能引起的表型

差异，设计了相应的基因互补实验，用 )<7$’;%来互
补 1C$ 菌株，它含有来自天蓝色链霉菌完整的
!"#$（图 %）。将 )<7$’;%导入 1C$菌株中，接合转
移子 1C;不再产生放线紫红素，其表型恢复到野生
型状态；而将 )<7$’;% 中的载体部分 )UY#9"" 导入
1C$菌株则表型没有变化（图 !Z）。由此表明，1C$
产生放线紫红素是由 !"#$ 被中断所引起，该基因中
断导致沉默的放线紫红素合成基因簇被激活。
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图 ! 不同菌株在 "#$% 培养基上的表型观察

&’()! *+, -+,./01-, /2 3’22,4,.0 5046’.5 /. "#$% 6(64 7,3’6
8：94/3:;0’/. /2 6;0’./4+/3’. <1 =>#；?@ 3’54:-0’/. 5046’. =>#；#@A’B3

01-, 5046’. CDEF；G：*+, 3’22,4,.0 -+,./01-, /2 ! ) "#$#%&’( ;6:5,3 <1

’(%)：/. "#$% 6(64 7,3’6，HIJ，! 3615) *+, .67, /2 0+, 5046’.5

’./;:B60,3 /. ,6;+ -640 /2 0+, -B60, A65 5+/A. 0/ 0+, 4’(+0 )

! 讨论
本研究基于我们首次在已测序的天蓝色链霉菌

基因组中发现的一个对形态分化和抗生素合成均具

有负调节作用的基因———’(%)。有关该基因在天蓝
色链霉菌中的多效性负调节功能我们将另行报道。

本研究旨在探索 ’(%) 用于抗生素基因工程育
种的潜力。K/:0+,4. 杂交实验表明，’(%) 基因存在
于多种链霉菌中，测序结果则表明该基因序列保守

性很高，基因序列高度保守通常暗示其功能的保守

性。’(%) 的广泛存在为抗生素产生菌高产菌株的
构建提供了新的靶标。进一步的研究将能揭示，这

些同源基因在各个链霉菌中是否对抗生素合成具有

负调节作用，中断这些基因是否能够使菌株提高抗

生素产量。

变铅青链霉菌与天蓝色链霉菌 ’(%) 核苷酸序
列 ?IIL一致。虽然变铅青链霉菌具有完整的放线
紫红素合成基因簇，但在通常培养条件下并不产生

放线紫红素。 ’(%) 基因是否调节放线紫红素的生
物合成是我们的研究兴趣所在。基于序列完全一

致，我们以天蓝色链霉菌 ’(%) 及其侧翼序列构建的
基因中断载体，中断了变铅青链霉菌中的 ’(%) 基
因。与野生型相比中断菌株的表型发生了很大的变

化———通常培养条件下，在野生型菌株 CDEF 中沉
默的放线紫红素却在中断菌株 =># 中被激活。造
成这种表型突变有两种可能：一是由 ’(%) 基因的中
断引起；二是来自天蓝色链霉菌中的其余 #@EM<的
片段可能与变铅青链霉菌相应区域存在较大的差

异，这些差异重组到变铅青链霉菌中导致的突变。

但是中断菌株 =>#能够被来自天蓝色链霉菌的完
整的 ’(%) 互补，这样就排除了后者。以上结果暗示
在野生型菌株中 ’(%) 基因对放线紫红素合成基因
簇具有负调控作用，我们推测 N538 可能抑制了途
径专一性激活蛋白的表达，使放线紫红素的合成基

因簇处于沉默状态。

在变铅青链霉菌中，我们已经清楚了一些调控

放线紫红素生物合成的基因：用高拷贝载体额外引

入途径专一性激活基因 &*+,,O F［?#］或多效性调节基
因 &-(.［#］都能够激活放线紫红素的合成；中断途径
专一性负调节基因 &*+/0O ?I［?H］及铜离子利用的双
组分系统基因 *1+.!［H］也导致变铅青链霉菌合成放
线紫红素；多聚磷酸盐激酶基因（ 223）［?F］和双组分
系统 245.O2456［?!］通过调控细胞内无机磷酸盐浓度
而同时影响初级代谢和次级代谢，223、245. 和
245.O2456 的突变菌株均能产生放线紫红素。

’(%) 基因是继 &*+,,O F、&*+/0O ?I、*1+.!、223、
245.O2456 等基因之后发现的又一个能调节变铅青
链霉菌产素的基因，但 ’(%) 基因负调控的具体分子
机制尚待进一步研究。
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远程投稿、审稿系统使用中常见问题解答

关于初次投稿：

问：我已经注册，并按照要求提交了稿件，为何在已投稿一栏查不到我的稿件？

答：估计您提交稿件的步骤没有进行完毕，稿件尚在草稿箱中。请用您的用户名和密码进入，点击尚未完成的稿件，继续

“下一步”，一定要完成 D个步骤，至最终出现“欢迎投稿”界面才可。此时编辑部才可以看到您的文章，一般当天即有回复，告
知稿件编号。

问：编辑部您好，我的稿件已经上传成功。但这时我却发现文章中有一处错误，请问我怎么修改原文？

答：请将修改后的文章 ’).<(发过来（9W3] <)7 .97 9$），注明稿件编号，编辑部将帮您替换掉原文。
问：我想查询稿件的审阅情况，可在作者稿件查询栏中输入了用户名和口令却怎么也登录不上去，为什么？

答：在稿件查询时，如果输入用户名和密码仍不能登录，可能是 RG浏览器的问题，请反复刷新几次就可以了。

关于上传修改稿：

问：我已将稿件修改稿发至贵刊的邮箱和网上投稿系统里各一份，编辑部邮箱回复已经收到，可网上投稿系统里收到没

有啊？我上传稿件时未见到“上传成功”的字样啊，麻烦查一下投稿系统里有没有？谢谢，等待回复！

答：可能是您上传的程序有误。上传修改稿的具体步骤如下：凭注册的用户名和口令，从“作者查稿”进入；在“投修改稿”

一栏中，先点选稿件题目（注意：一定要先点选题目，否则无法提交）；然后在“上传修改稿”模块中，上传本地机的“修改说明”、

“修改稿件”等文件。若文章需要高清晰、高质量的图片，可通过“上传图片”提供给编辑部高质量的 %OG* 或 HR, 格式的图片
文件。每个文件上传成功后，均会有”上传成功”的提示。请最后“上传修改稿”。稿件自动从“投修改稿”箱中消失，标志修改

稿已经返回编辑部，至此完成整个修改过程。

关于审稿：

问：我写完审稿意见后，为何再次进入时看不到书写的意见了？

答：您写完后如果暂时不想提交，需要临时保存，请一定要点击“保存”后再退出系统；如果是审稿结束，请点击“审稿完

成”即可，这样意见就不会丢失了。

问：为何我点击“审稿完成”后，就无法再上传我修改过的原稿了？

答：如果要上传有您修改痕迹的原稿，请一定在点击审稿完成之前，否则系统已锁定，将无法再上传了。

问：我是在 J4-/修订模式下对稿件进行修改的，如果将有修改痕迹的稿件提交后，作者在修订的地方用鼠标一点，就会出
现审稿人的姓名（我的电脑事先设置的姓名）和修改时间，而审稿人不希望作者直接看到，请问如何解决该问题？

答：为了隐去审稿人的信息，可以在打开 J4-/文档后，点击“工具”、“选项”之“用户信息”，在此窗口里修改您的“姓名”和
“缩写”，这样显示出来的“修订信息”就不再是您的真实全名了。当然，如果您没有修改，编辑部也会在替换掉您的姓名之后

再提交作者浏览，保证对所有审稿人信息保密。
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