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圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成基因!!"#$ 的克隆及功能研究
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摘 要 利用染色体步移策略，以尼可霉素生物合成相关的基因片段为探针，从圈卷产色链霉菌中克隆到了一个

大约!$4-的5)6片段。对其中!724-的34)88/5+088片段进行了序列分析，结果表明：此片段中含有一个具有

!!9$个核苷酸的完整开放阅读框，起始密码子为::9位的6;<，终止密码子为!"!:位的;<6，推测其编码一个

021个氨基酸的蛋白质产物。利用=>6?;@程序进行的分析揭示，此基因编码一个肌氨酸单体氧化酶。基因功能
研究结果表明，此基因与圈卷产色链霉菌尼可霉素生物合成直接相关，命名为&+$6。
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链霉菌（5/*%7/(820%&BCC(）是一类革兰氏阳性
的土壤细菌，它具有复杂的形态分化周期及独特的

生理分化周期。链霉菌产生抗生素的能力十分引人

注目，在目前已知的大约!万种抗生素中，一半以上
是由链霉菌产生的［!］，其中包括许多在医药、农业

和工业上有重要应用价值的抗生素，它们对人类的

贡献是毋容置疑的。然而，随着抗生素的使用也产

生了一个重大的难题，即：病原菌的抗药性问题，这

大大地削弱了人类对付传染性疾病的能力。因此，

从开始使用抗生素时起，人类一直面临着对新的，更

有效的抗生素的需求问题。为了满足这种需求，科

学家们在广泛开发自然界中天然抗生素的同时，也

在不断地改造和合成新的抗生素；令人欣慰的是，随

着分子生物学研究方法的不断发展，人类对抗生素

生物合成相关基因的结构与功能的了解日益深入，

利用遗传工程手段创造新型抗生素已经成为可

能［#］。因此，阐明链霉菌抗生素生物合成基因的功

能及其表达调控的分子机制，可为进一步提高链霉

菌的抗生素生产力和新型药物的开发提供可靠的理

论依据。

尼可霉素（)D44&,EFDGB）为核苷肽类抗生素，由
肽基和核苷两部分组成。尼可霉素是几丁质合成酶

底物H5I/)/乙酰葡萄糖胺的结构类似物，对几丁
质合成酶具有强烈的竞争性抑制作用［0］；因此，表

现出高度的抗真菌，抗昆虫和抗螨虫活性。此外，由

于尼可霉素对蜜蜂及哺乳动物几乎无毒性，而且在

自然界中极易降解，因此是一种比较理想的农用抗

生素。作为抗真菌药物，尼可霉素在人类深部真菌

感染的治疗中也有良好的应用前景。

目前，有关尼可霉素生物合成相关基因的研究

还较少［:］。本文报道了圈卷产色链霉菌尼可霉素

生物合成相关基因&+$6 的克隆、序列分析及基因
功能研究。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和培养基：圈卷产色链霉菌9!$$
（5/*%7/(820%&+$&(0"*(8(1%$%&9!$$），9:0(,#5J3!
和9:0(,#K;!#3"9为本实验室保存，质粒载体

C=’L+BF.DCM!0/，CNO!!01及重组质粒COP!2为本
实验室保存。圈卷产色链霉菌9!$$F&B,DQ文库由
本实验室构建并保存。赤星灰霉由中国科学院微生

物研究所宋幼新研究员赠送。

"#"#$ 培养基：用于培养圈卷产色链霉菌的

RKMK培养基，S#RK培养基和MM基本培养基均
按文献［3］配制。

"#"#% 工具酶和生化试剂：本实验所用的各种限制
酶购自I.&,TUT公司，;:5)6连接酶购自华美生
物工程公司，6C.T,EFDG为加拿大6’-+.V大学=(
>+B4DW博士赠送。IK<!$$$购于M+.F4?FXLFXT.Q
公司。非放射性地高辛试剂盒购自德国=&+X.DGU+.
MTGGX+D,公司。5K6K/5K2!滤纸购于 PXTV,TG



公司。

!"# 方法
常规的微生物学和分子生物学操作方法均按文

献［!］进行。"#$序列分析采用$%&’()*+,"#$
-.’/%01*20和$34-,456)67889:"#$序列分析
仪进行。基因功能破坏方法及尼可霉素测定方法参

见文献［;］。

# 实验结果

#"! !$%&’()片段的克隆
本实验采用染色体步移策略，以尼可霉素生物

合成相关的<=<>?的!"#4@$"%A4片段为探针（陈
蔚，待发表），通过菌落杂交初筛，斑点杂交复筛，对

圈卷产色链霉菌8<BBC.2%(D文库进行筛选，从中
筛选到一个阳性克隆—C.2%(DE;!<。对C.2%(DE;!<
进行&’(4酶切，并利用相同的探针进行5.FGH01I
?’.G杂交分析。结果发现，只有一个<B>?的&’(4
片段给出了阳性杂交信号（图<），而且，此阳性信号
的大小与总"#$的5.FGH01I?’.G杂交结果一致
（图略）。用"J$J膜回收这一<B>?的"#$片段，
并将之克隆到&3’F02C1(&G6<7@的&’(4位点中，转
化大肠肝菌"A!!，筛选到了;E个大小正确的转化
子；随机挑取其中E个转化子提取质粒，并进行限制
酶分析和5.FGH01I?’.G杂交实验；结果表明，来自两
个转化子的重组质粒均给出了<B>?的阳性杂交信
号（图E），进一步验证它们均为正确的重组质粒，命
名为&#:!;BB。

图< C.2%(DE;!<的琼脂糖凝胶电泳（$）和

5.FGH01I?’.G杂交分析（$）

K(+L< )H0*+*1.20+0’0’0CG1.&H.102(2（$）*IDGH0
5.FGH01I?’.GH/?1(D(M*G(.I（3）.NC.2%(DE;!<

<L2&&4／)*+,4；ELC.2%(DE;!<／&’(4；

7L&OP!B!／&’(4；;L&PQ<R／!"#4

图E 重组质粒的琼脂糖凝胶电泳（$）和

5.FGH01I?’.G杂交验证（3）

K(+LE )H0*+*1.20+0’0’0CG1.&H.102(2（$）*IDGH0
5.FGH01I?’.GH/?1(D(M*G(.I（3）.N10C.%?(I*IG2
<L2&&4／)*+,4；EL,0C.%?(I*IG；7L,0C.%?(I*IG；

;L6<7@／&’(4；!L&PQ<R／!"#4

#"# !"*%&的!"#++,$%&++’()片段的序列分析
对重组质粒&#:!;BB进行了一系列的酶切分

析，可知在<B>?的插入片段中含有<个)*+,S，一
个,-.4位点，E个&/044位点，7个$"%A4，;个

1-"4，!个$"#44位点和多个!"*44，!"#4和!%"4
位点，但无)*+,4，23.D444和!"*4位点（图略）。
据此，对&#:!;BB进行一系列的亚克隆，并对其中

<=R>?的&/044@!"*44片段进行了核苷酸序列测
定，得到了<RB<?&的核苷酸序列（图7）。利用-’.G
E=7程序对此序列进行了分析，结果揭示出一个完
整的开放阅读框，起始密码子为;;8位的$)T，终
止密码子为<U<;位的)T$，此开放阅读框具有典
型的链霉菌密码子使用特征，（TVP）W为8<=XW。
此外，在起始密码子上游，相距8个核苷酸处有一个
嘌呤富集的序列T$TT$TT，推测可能是核糖体结
合位点。根据"#$序列推测，此基因可能编码一
个含有7RX个氨基酸的蛋白质产物。利用3:$5)9
程序在蛋白质数据库中进行了同源比较，发现其与

唐德链霉菌的肌氨酸单体氧化酶（6.I.%01(C2*1C.@
2(I0.Y*D*20）具有较高的同源性，一致性为XEW；由
此推测，此基因可能编码一个肌氨酸单体氧化酶。

#"- 基因功能研究

#"-"! 基因破坏：采用基因破坏策略，对<=R>?
"#$片段所包含的完整基因进行了功能研究。将
其内部;EU?&的)*+,S@!%"4片段（图7）插入到质
粒载体&OP<<7X的)*+,S位点上，构建了用于同
源重组进行基因破坏的重组质粒 &OP<<7X!
"’".,（图;）。首先，用此质粒载体转化大肠杆菌
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图! "#$%&!"#’’($%&’’)*+片段的核苷酸
序列及其推测的氨基酸序列

,-./! 01231452627829:24;"#$%&!"#’’($%&’’’)*+
;<=.>29?=9@-?6A<2@-:?2@=9->4=:-@627829:2

图B 基因破坏用载体ACD""!E!"(%)*及
基因破坏原理示意图

,-./B 012A5=6>-@ACD""!E!"(%)*=9@?12
6?<=?2.F4;.292@-6<8A?-49

G0"HIJK，然后从这个限制修饰系统缺陷的菌株中
提取质粒，转化圈卷产色链霉菌K"LL，随机挑取其
中一个正确的转化子接种到含有+A<=>F:-9的基本
培养基上，于!LM培养I@后，制备孢子悬液；经适
当稀释后，以每个平皿"LJ个孢子的浓度涂布于含
有+A<=>F:-9的基本培养基上，BLM培养B@；利用

ACD""!E携带温度敏感型复制起点这一特性，筛选
到了经单交换后可以在BLM正常生长并具有

+A<=>F:-9抗性的“破坏子”。

!"#"!“破坏子”产生尼可霉素的测定：从上述“破
坏子”中随机挑选出HB个，接种到含有+A<=>F:-9
的NHOG培养基上，分别培养!@、I@和K@，测定它
们产生*-%%4>F:-9的能力。结果全部HB个破坏子
在所测定的时间内均不产生*-%%4>F:-9，图I所示
为其中J个破坏子的测定结果，在相同培养条件下，
野生型圈卷产色链霉菌可以正常产生*-%%4>F:-9。
综上结果可知，位于"#$%&)*+片段中的基因与圈
卷产色链霉菌尼可霉素生物合成直接相关，并命

名该基因为(%)*（$+,-.+/01&-(%)(/&2,/0/3-)-(
9-%%4>F:-96F9?126-6.292C）。

图I 破坏子产生尼可霉素的测定

,-./I 012?26?4;9-%%4>F:-9A<4@8:?-49&F@-6<8A?=9?6
+/$4%)(/&2,/0/3-)-(K"LL；

P/$4%)(/&2,/0/3-)-(K"LL:49?=-9-9.ACD""!E；

D!Q/)-6<8A?=9?6

!"#"# (%)* 基因破坏的R48?12<9杂交验证：为进
一步确证上述“破坏子”中(%)* 已经被破坏，在实
验中分别从野生型圈卷产色链霉菌和!个随机选择
的“破坏子”中提取总)*+。用*.)’彻底酶切后，
以$E$&A的5&/NS($%’’片段（参见图!）为探针，进
行R48?12<9&54?杂交验证（图J）。结果表明，野生
型菌株只给出了一个K#I%&的信号带，而破坏子均
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给出了!"#$%和&"’$%二个信号带，这一结果与理
论计算结果相一致（图(）。表明在所有’个破坏子
中都进行了正确的交换，即!"#$确已被破坏。

图) 破坏子染色体*+,的-./01234%5.0杂交验证
6789) :12-./01234%5.01;%37<7=>07.4.?!"#$<7@3/A0>40@

,9:12>8>3.@2825252B03.A1.32@7@.?012
0.0>5*+,<782@02<C701$%#D
E9:12-./01234%501;%37<7=>07.4

F9!*+,／&’#<DDD；#9()"#!*+,-*.*/0#0!GFHHC75<
0;A2@03>74；’"&9*7@3/A0>40@

! 讨 论
本实验结果表明，!"#$ 编码一个肌氨酸单体

氧化酶。已知肌氨酸单体氧化酶广泛地存在于各种

生物细胞中［)，G］，它们均为单亚基酶，分子大小在

’G#"’!H个氨基酸左右，以6,*为辅酶催化仲氨
或叔氨的氧化反应。F!!G年，I2/%23等人从家兔肝
脏中提取到了肌氨酸单体氧化酶［J］，除肌氨酸外，

它还可以催化KL脯氨酸，KL六氢吡啶羧酸为底物的
氧化反应，产生吡咯L&L羧酸和哌啶L)L羧酸。哌啶L#L
羧酸是这两个化合物的结构类似物，同时也是尼可

霉素肽基合成过程中一个重要的中间产物［!］。因

此可以推测，在尼可霉素肽基合成过程中可能存在

类似的氧化反应。在本实验中，!"#$ 编码产物具
有’J!个氨基酸残基，并且在’#F位上具有此类酶
共有的半胱氨酸残基（此残基为6,*的结合位点）。

!"#$的破坏导致相应的圈卷产色链霉菌突变株丧
失了尼可霉素生物合成能力。这表明，!"#$ 编码
的肌氨酸单体氧化酶是圈卷产色链霉菌尼可毒素生

物合成所必需的。到目前为止，有关尼可霉素生物

合成相关基因的研究尚处于初始阶段，!"#M的克
隆和功能研究，为我们揭示尼可霉素生物合成途径

及阐明基因表达调控的分子机制提供了可靠的证

据。
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