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链霉菌 3 * /%$%4*+*#)& G5 产生多种氨基糖甙类抗生素，主

要有阿普霉素、妥普霉素及卡那霉素 H，其中阿普霉素因含

有 4 碳糖的一种特殊结构令人注目，它的抗菌谱广，特别是

对革兰氏阴性菌有较强的抗菌活性，不容易产生耐药性，对

已有的耐药菌产生的氨基糖苷转移酶等失活酶仍有抵抗力。

主要用于牛、猪、鸡等的大肠杆菌、沙门氏菌和支原体所引起

的白痢、腹泻和肺炎等疾病。迄今有关八碳糖生物合成基因

簇的研究在国内外尚无报道，在该菌株开展有关糖合成代谢

基因的研究有着一定的意义。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌种：链霉菌 3 * /%$%4*+*#)& G5 源自沈阳药科大学；

5 * 0(,# CG! 为构建基因文库时!噬菌体包装蛋白受体菌，

5 * 0(,# CG&"为质粒受体菌，由医药生物技术研究所保存。

"#"#$ 质粒：链霉菌I大肠杆菌穿梭柯斯质粒 JKL&%& 为构建

基因文库载体［!］，由医药生物技术研究所保存。

"#"#% 培养基：5 * 0(,# 培养基为 MH；3 * /%$%4*+*#)& G5 培养基

为 NOOD［$］；

"#"#& 试剂和仪器：D8O!%%% 为英国 K(A>/M:=>@ 公司产品；

PD2O，Q/O-) 购自 DR(93=- 公司；限制酶、MF/2-S 酶购自 2-T-U-
公司；!噬菌体包装蛋白为 DR(93=- 公司产品；硫链丝菌素

（2>:(V@R3J@(<，2>:(）由 NSW:XXYN(<V 公司赠送；阿普霉素（FJR-/
9.A:<，F9）由韩国明知大学 NW> Z((/;(< 教授赠送；日本 GP/
2FLGP高速冷冻离心机；中科院 DLU/1%F 型 C+F 扩增仪；

C+F回收采用 O3<3A)3-< 公司 H:(!%!UT:@；"/#$ D/BL2D 购于北

京亚辉生物医学工程公司；地高辛探针标记试剂盒为 U(A>3
（H*,*）公司 CPO C+F M-X3):<= Y C3@3A@:(< K:@；N(W@>3R< 杂交

尼龙膜购自 F93RV>-9 公司。

"#$ 方法

"#$#" 链霉菌总 C+F 的提取按文献［$］，5 * 0(,# 质粒 C+F
的提取、酶切、连接按分子克隆手册［#］进行。

"#$#$ C+F 片段的分离采用琼脂糖凝胶电泳，回收小于

!%TX 片段采用玻璃乳吸附及洗脱法，按 [NF H:(!%! O3<3/
A)3-<U PP K:@ 说明书操作。

"#$#% 5 * 0(,# 感受态的制备、转化、转染按分子克隆手册［#］

进行。

"#$#& DLU 方法：采用 MF/2-S 酶，0%#M 体系，14\ $9:< 热启

动，15\变性 !9:<，&5\复性 0%V，"$\延伸 0%V，#% 个循环。

取 !%#M 电泳检查。

"#$#’ 放射性探针的标记按照分子克隆手册［#］进行；地高

辛探针的标记按照试剂盒说明书进行。菌落杂交按 K:@ 说

明书进行，杂交温度根据链霉菌 OL]高的特点升至 &%\（杂

交液含 &%]甲酰胺）。

$ 结果及讨论

$#" 链霉菌 ! ( "$+$,#-#./* !) 基因文库的构建

JKL&%& 为能在大肠杆菌和链霉菌中复制的双功能柯斯

质粒，在其中插入的外源片段可以较大且稳定［!］，是较理想

的构建基因文库载体［"，4］。选用 R3AF^ 表型且恢复突变率极

低的 5 * 0(,# CG! 为 构 建 基 因 文 库 受 体 菌。提 取 链 霉 菌

3 * /%$%4*+*#)& G5 的总 C+F，经 3+) #FP 部分酶切，蔗糖梯度超

速离 心。收 集 合 并 $% _ #%TX 的 片 段。载 体 JKL&%& 质 粒

C+F 经 67+P 酶切，LPFD 去磷酸化，.+8GP 酶切后乙醇沉淀、

纯化、浓缩。

将载体和外源 C+F 片段以摩尔比为 $ ‘ ! 的比例混合，

使体系中的 C+F 浓度为 %a&#=I#M，20 ):=-V3 连接，!噬菌体包

装蛋白体外包装，转染 5 * 0(,# CG! 感受态细胞。在含 F9



!"!#$%& 的 &’ 平板上筛选得到(" """个转化子，挑取) """个

转化子于 *+ 孔板培养保藏。

随机挑取 (, 个转化子培养后提取质粒，!"#-. 酶切分

析结果表明，每个转化子均含有不同的约 ,!/0 的外源片段。

一般认为链霉菌染色体总 123 约为 + 4 (") 5 6 4 (") /0，所

以，按 789:8;:< 公式［)］：$ = >9（( ? %）$>9（( ? &$ ’），以 ’ = ( 4
("@ /0 计算，本研究构建的基因文库覆盖率 % = **A*,+B，已

满足建库要求。

!"! 探针基因的获得

在大多数产生氨基糖类或含糖基类抗生素的链霉菌中，

都存在 +C脱氧己糖（+CDEFGHIEGF<E）合成途径，因此参与 +C脱
氧己糖 及 其 中 间 体 生 物 合 成 的 基 因 都 有 着 较 高 的 同 源

性［@，!］。根 据 参 与 链 霉 素 生 物 合 成 的 DJ1KC#>LMF<EC@，+CDEC
IHDN8;8<E基因（ ()*+）及其他抗生素中与己糖合成有关 DJ1KC
#>LMF<EC@，+CDEIHDN8;8<E 基因［+］保守序列，设计合成 ( 对引物：

上游 !OCPQRRQ RQQRP QRRQJ JP3JQ RRC)O
下游 !OCRRRST PJRRU TQRRQ PPRJ3 RJJRC)O

（其中 T= 3$R，S= 3$J，U= P$J，Q = P$R），

以 , V )-.-/*"*01( 总 123 为 模 板，经 KPT 扩 增 得 到 约

"A+/0 的片段，测序发现与 ()*+ 有着较高的同源性，相同性

（.DE9;:;:;E<）为 ++B。

!"# 从基因文库中获得与糖合成有关基因簇

将 KPT 得到的 "A+/0 片段用"C), KCDPJK 标记后作为探

针，与点种在尼龙膜上的基因文库进行菌落杂交，筛选得到

)" 个阳性克隆。阳性克隆质粒经 !"#-. 酶切、琼脂糖凝胶

电泳、转膜，再与地高辛标记的探针杂交，确证每个阳性克隆

中均含有探针基因片段 +A!/0 重叠区。

选择其中具代表性 (, 个阳性克隆质粒 123 !"#-. 酶

切后（如图 (），进行 QFL;IEN9 杂交，结果表明约 WA"/0 片段为

阳性片段，推理得出 )" 个阳性克隆的 123 连锁图（图 ,），连

锁基因簇约 !"/0。

图 ( (, 个具代表性阳性克隆质粒的 !"#-. 酶切电泳图谱

X:#V( Y>EM;NFZIFNE<:< F[ (, NEZNE<E9;8;:\E ZF<:;:\E

MF<%:D< D:#E<;ED ]:;I !"#-.

78N/EN：#123$20.D...；

W，(W，@，!，)，,!，(!，,)，+，(+，()，,@：MF<%:D 123$!"#-.

!"$ 测序分析

!"$"% "3*Y 基因完整序列分析：将含有探针的 WA"/0 片段

进行酶谱分析、亚克隆及测序。通过 ^TX 分析得到了一段

完整的基因由( (),个核苷酸组成，以 3JR 为起始密码子，

JR3为终止密码子。其（R _ P）B含量为 W,B，第三位密码

图 , , V )-.-/*"*01( 中与糖有关生物合成基因连锁图

X:#V, JIE ZL;8;:\E <L#8N 0:F<H9;IE<:< NE>8;ED #E9E

M>L<;EN [NF% , V )-.-/*"*01( -+

( 5 )"：123 [N8#%E9; F[ ZF<:;:\E M>F9E<

子（R_ P）B含量 *!B以上，符合链霉菌基因结构特征。其

编码蛋白由 )), 个氨基酸组成，经比较发现与许多链霉菌属

的葡萄糖 @，+ 位脱水酶基因都有着较高的同源性，其中同源

性最高的为来自链霉素产生菌六碳糖生物合成基因簇的

()*+ 基因编码的 DJ1KC#>LMF<EC@，+CDEIHDN8;8<E，推测本研究所

获得的基因应为 , V )-.-/*"*01( -+ 中的 DJ1KC@，+CDEIHDN8;8<E，
将其命名为 "3*+。RE9’89/ 8MME<<:F9 2FV3X)"+W6W。

!"$"! 糖合成基因簇的连锁和分析：根据链霉菌生物合成

基因的成簇连锁性，将已得到的 "3*+ 基因序列的两端做进

一步延伸测序，共测定了 ,!""0Z，经 XN8%EZ>F; 分析显示均符

合链霉菌结构基因中第三位密码子（R_ P）B含量高的特征。

与 "3*+ 基因链锁的一端经部分测序显示与链霉素产生

菌 ()*4（DJ1KC@CDEIHDNFNI8%9F<E NEDLM;8<E）具有很高的同源性。

而另一端基因尚未得出较好的同源性比较，可能为 , V )-.-5
/*"*01( -+ 菌株中与糖生物合成有关的新基因，进一步测序

及有关基因功能的研究正在进行中。
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"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
K%&1F6Z:;^6)GB%$C J ?)B

基因脉冲导入仪

性能指标 !.’*9* !.’39*

输出波形 指数尖脉冲 矩形脉冲

输出电压（_） *99 ‘ 3:99 *99 ‘ 3999

最大电流（-） *:9 *9

配置电容 9R: ‘ 3*R:!Y

基因脉冲导入仪可用于植物、动物和各种微生物的各类细胞电穿

孔，并能获得很高的转化率，经天津市科委组织鉴定一致认为达到 ]9
年代末期国外同类产品的先进水平，可替代进口产品。

该产品荣获 *QQ3 年全国新技术、新产品展销会金奖，被评为 *QQ3
年度国家级新产品，获天津市科技成果三等奖，*QQP 年授予专利权，目

前已在国内许多国家级重点实验室应用，很受用户欢迎。

整机由微机控制，工作安全，稳定可靠，操作简单，使用方便。

研制单位：天津理工学院科技开发中心
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