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摘 要 吸水链霉菌 $DGGD（ 7/*%</(=20%& "21*(&0(<#0)& $DGGD）是我所从中国云南土壤中分离到的格尔德霉素（:+’2?>?,501>，
VNY）产生菌，VNY具有良好的抗肿瘤和抗病毒活性，但其肝毒性和水溶性差的缺点限制了其在临床上的应用。为了实现对
VNY结构的生物学改造，首先要获得 VNY的生物合成基因。根据 VNY后修饰基因———氨甲酰基转移酶基因（15=)）的保守
序列筛选 7 ( "21*(&0(<#0)& $DGGD的柯斯质粒基因组文库，共获得 "个阳性克隆，选择 =AB6阳性柯斯质粒进行亚克隆和测序，又
通过 P=/延伸的方法获得了与 =A6连锁的将近 JL-的外源序列，共获得 !<ZCJ"L- 的外源 N)7序列，其中包含了 $C个可能阅
读框架，通过同源比较证实该序列与 7 ( "21*(&0(<#0)&)//[ C"#!中的 VNY生物合成基因有很高的同源性。为进一步研究 VNY
生物合成基因的功能，并通过组合生物学的方法改造 VNY的结构奠定了基础。
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吸水链霉菌 KQVVQ（ $.’/+.(#&*/) %&!’()*(+,*-)
KQVVQ）是本所从云南土壤中分离得到的格尔德霉素
（$&.-#’#%30,’，NOP）产生菌。NOP属于苯安莎类抗
生素。最先发现 NOP具有抗原虫和抗肿瘤作用［K］，
本所的研究发现 NOP还具有良好的抗病毒活性［@］。
近年的研究表明 NOP的这些生物学活性是因为它
能特异性地抑制热休克蛋白 VU（W)<VU）的 >8GZ>OG
结构域［C，;］，下调多种 W)<VU 的靶蛋白功能所致。
NOP作为 W)<VU的特异性抑制剂，在抗癌和抗病毒
治疗中极具潜在的应用前景。但因为 NOP肝毒性
比较大，水溶性较差，限制了其实际应用，所以寻找

其低毒、可溶性好的衍生物成为当今研究的主要目

标。两种在 NOP 9KQ位进行取代的衍生物 KQ:>>N
和 KQ:OP>N 已在美国进行!期和"期临床实
验［D，E］。

为了实现对 NOP生物学方法的改造，首先需要
从吸水链霉菌 KQVVQ 克隆 NOP 生物合成的相关基
因。本实验室高群杰博士［Q］曾根据参与 NOP生物
合成的起始单位 C:氨基:D:羟基苯甲酸（C:#%,’/:D:
63-"/?32&’1/,0 #0,-，>WI>）［A，V ］合酶基因的保守区
域设计兼并引物，从吸水链霉菌 KQVVQ 柯斯质粒基
因文库中扩增，获得了两种 >WI>生物合成基因簇
及与之连锁的部分 GS4基因片段，通过基因阻断实
验鉴定了参与 NOP 的 >WI> 生物合成基因簇［KU］，
但所克隆的基因簇中不包括 GS4后修饰基因。

@UUC 年 H#)06&" >［KK］报道了 $ 7 %&!’()*(+,*-)
THHJCEU@ 中 NOP的大部分生物合成基因簇，但其
中缺少 NOP合成的起始单位 >WI>生物合成基因
簇。为获得完整的 NOP生物合成基因簇，本研究以
NOP的 GS4后修饰基因:氨甲酰基转移酶（98）基因
为起点，继续克隆与 NOP 生物合成相关的连锁片
段，为今后研究 NOP生物合成基因的功能和组合生
物合成改造 NOP奠定基础。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 菌种、文库和载体：吸水链霉菌 KQVVQ（ $ 7
%&!’()*(+,*-) KQVVQ）：格尔德霉素产生菌，本所保存。
吸水链霉菌 KQVVQ基因组文库：由本实验室高群杰
博士构建。0 7 *(1, OW:D#：大肠杆菌质粒转化用受
体菌，由本实验室保存。<[9KA（>%<H）：克隆测序
用载体，由本实验室保存。

)*)*+ 主要试剂和仪器：JI、4NNG培养基按［K@，KC］配
制，$ 7 %&!’()*(+,*-) KQVVQ 斜面培养基（P\）（\&#)(
&?("#0( ; $，P#.( &?("#0( KU $，N.50/)& ; $ 定溶 KUUU
%J）。氨苄青霉素（>%<,0,..,’，>%<）为华美公司产
品，XG8N和 ]:$#.均购自 G"/%&$#公司。溶菌酶购自
4,$%#公司。限制酶、J>:8#= 酶、连接酶、去磷酸化
酶（9X>G）均购自 8#S#H# 公司。OT>回收采用北
京鼎国生物技术有限公司的 OT>快速纯化Z回收试
剂盒。地高辛探针标记试剂盒为 HL9W^（I7 P7）
公司，OXN OT> J#2.&.,’$ _ O&(&0(,/’ S,(；4/5(6&"’ 杂
交尼龙膜购自 >%&")6#%公司。
)*+ 方法
)*+*) 0 7 *(1, 质粒 OT>小量提取按分子克隆实验
手册的方法［K@］，OT> 一般操作均按产品说明书进
行，链霉菌总 OT>提取方法及少量快速提取链霉菌
总 OT>按文献［KC］。
)*+*+ G9H反应：G9H反应采用 8#S#H# J>:8#=酶，
N9:X体系（@U$J）：（--W@L ;BE$J，N9:X 25!!&"（@ ‘）

KUBU$J，G",%&"（@D$%/.ZJ）各 UBD$J，8&%<.#(& KBU$J，
-T8G（@BD%%/.ZJ）CB@$J，8#= 酶 UB@$J。
反应条件：仪器 ;Ua预热 K%,’，VEa预解链 @%,’，解
链 VEa ‘ ;U)；退火 DD b E@a ‘ ;U)；延伸 Q@a ‘
KBD%,’，CU个循环，Q@a延伸 D%,’后结束反应。
)*+*, 从基因文库筛选阳性克隆的菌落 G9H方法：
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本研究采用每次折半查找的方法，从本实验室构建

的含 !"""多个柯斯质粒的 ! # "#$%&’(&)*(+’ $%&&%基
因组文库中获得 ’个阳性克隆，再将每一个单克隆
分别作为模板进行 ()*反应，从而找出包含所需基
因片段的阳性柯斯质粒。

! 结果与讨论

!"# 氨甲酰基转移酶（$%&’%()*+,&%-./0&%.0，12）
基因的克隆

+,-生物合成已有的研究表明，在其聚酮体形
成后的修饰包括：)!、.位的氧化，)%位的氨甲酰基
化，)$% 位的羟基化以及此后的氧甲基化和 )/$ 位
的氧化等。根据 0)12公布的 +,-生物合成基因序
列推测，$,-0 基因编码的氨甲酰基转移酶负责
+,- )%位的氨甲酰基化。
为了进一步获取 ! # "#$%&’(&)*(+’ $%&&%中 +,-

生物合成基因簇信息，我们根据 $,-0序列的保守
区 设 计 引 物， 上 游 引 物： .34))++5566)
6+++))5))+)5+)56)+6)473（ .(&*!），下游引
物：.345555)6+)5+6+5++55))+) 6+)6)))5)473
（/’0!）。
以 ! # "#$%&’(&)*(+’$%&&%总 ,05为模板，经 ()*扩

增获得目的片段，其长度为 %7/89。电泳结果见图 $。

图 $ )6基因 ()*产物的电泳图
:;<#$ =>?@ABC9DCB?E;E CF ()* 9BCGH@A CF )6 <?I?

"：,05 JKBL?B "；$%&&%：()* 9CGH@A FBCJ ! # "#$%&’(&)*(+’ $%&&%

,05#

回收此条带，用 .(&*!和 /’0!酶切与 9M)$N
载体连接转化到大肠杆菌 ,O.#中，鉴定正确的克
隆，进行测序。

将测得的序列在 0)12 上进行同源性比较，分
析结果表明 %7/89的 ()*产物与已公布的 $,-0序
列有 &!P的同源性。
!"! ! 3 "#$%&’(&)*(+’ #4554中与 $,-6（12）基因
连锁的 789生物合成基因簇的获得
!"!"# 含 )6基因的柯斯质粒克隆的获得：利用所设

计的 )6基因引物，按实验方法中所述折半查找的菌
落 ()*筛选方法，直接筛选 ! # "#$%&’(&)*(+’$%&&%基
因文库，从 !"""个柯斯质粒克隆中获得 ’个阳性克
隆，)6$4’其 ()*产物电泳见图 /。

图 / ’个 )6阳性柯斯质粒的 ()*电泳
:;<#/ =>?@ABC9DCB?E;E CF ()* 9BCGH@AE FBCJ E;Q )6 <?I?

9CE;A;R? @CEJ;GE
,S：,S/""" JKBL?B；$%&&%：! # "#$%&’(&)*(+’ $%&&% ,05；)6$4

)6’：)6 <?I? 9CE;A;R? @CEJ;GE#

!"!"! )6基因在柯斯质粒中的定位：为了验证阳
性克隆中所含 )6基因，并将它们在外源片段中进
行定位，将 )6$4’用 12-O!及 12-O!T!2(!进行
酶切，再以 )6基因 ()*产物为探针进行 UCHAD?BI杂
交（图略）。结果表明，所研究的柯斯质粒中都包含有

)6基因。选择 )64!进行后续的亚克隆和测序分析。
!"!": )64 ! 的亚克隆序列测定与生物信息学分
析：首先用 12-O!酶切 )64! 柯斯质粒，外源片段
中有 . 个 12-O!片段分别为 $!L8、7V&L8、$V%L8、

$V!L8、$V/L8 左右，分别回收了 $!L8 以外的 ! 个
12-O!酶切片段，连接到 9M)$N 载体上进行亚克
隆及测序。将 $!L8 左右的 12-O!酶切片段回收
后再进行 !2(!酶切，与 )6! 柯斯质粒的 12-O!T
!2(! 酶切电泳图谱进行比较，有 !个相对应的酶
切片段，大小分别为 !V$L8、/V’L8、/V"L8、$V!L8 左
右，将这些片段分别与 !2(!单酶切和 !2(!T
12-O!双酶切的 9M)$N 载体连接，亚克隆进行酶
切鉴定和测序。

将测得的序列与 0)12公布的 ! # "#$%&’(&)*(+’
0**S 7’"/中 +,-的生物合成基因簇相应基因进
行比较，发现其同源性很高，且排列一致，但是缺少

最外端的 SHQ*家族的调节基因。根据已测出的序
列和已知的基因序列，设计引物，并插入 342!克隆
位点。

上 游 引 物 .3 )65+6)65+55+66)+6))5))+)+
66+73，下 游 引 物 .3 )65+6)65+5++6)565+5+
++)+6)+673，应 用 上 述 引 物，经 ()* 在 ! #

!"& 5"*67’7 8&+%629 &: 1*&07("6&9&$# 生物工程学报 /""’，WC>V//，0CV’



!"#$%&’%()’*&!"##"基因组中得到一条 $%& 左右的特
异性条带，经测序获得 ’#()&*的 +,-序列，该序列
中包含有与原测定序列的重叠部分，并覆盖了一个

./01家族调节基因的全序列。
通过酶切鉴定、231验证和测序及序列拼接工

作，获得外源片段总长约 )45($6%&的基因序列。该
序列已提交 ,378 9:;7<;%，登录号为 +=#!’)4$。
!"!"# + > !"#$%&’%()’*& !"##" 中 9+? 部分生物合
成基因簇连锁图：将总长约 )45($6%& 的 +,- 进行
@1A分析，共获得 !( 个可能的编码阅读开放框架
（@1A），经与 ,378公布的 9+?生物合成基因进行
同源性分析，结果表明，本研究获得了 !(个可能与

9+?生物合成相关的基因，其同源性分别是：@1A!
与 + > !"#$%&’%()’*& ,11. (6B) 2CD @1A #,--( 中不
完整的第 6模块（包括 -E、+F、G1、C1、-32活性域）
和完整的第 "模块（包括 CD、-E、+F、C1和 -32活
性域）的同源性为 4"H；@1A)I!( 分别与 #,-A
（#$H）、#,-?（44H）、#,-,（#)H）、#,-F（#)H）、
8（#(H）、J（#BH）、C（#(H）、9（#6H）、#,-@
（#!H）、#,-2（#(H）以及两个调节基因 #,-1!
（4(H）和 #,-188（#BH）同源。这些基因排列顺序
见图 (，表明它们与 + > !"#$%&’%()’*& ,11. (6B) 中
9+?部分生物合成基因簇的排列结构是一致的。

图 ( + > !"#$%&’%()’*& !"##" 中 9+?部分生物合成基因连锁图
AKL>( EM: NK;%<L: O<* PQ L:NR<;<OSTK; *<UVK<N &KPWS;VM:VKT L:;: TN/WV:U K; + > !"#$%&’%()’*& !"##"

本实验室原利用 -F7-合酶基因保守序列在吸
水链霉菌 !"##"中克隆得到两套 -F7-生物合成基
因簇及与之连锁的部分 2CD 基因片段。本研究继
而以参与格尔德霉素生物合成聚酮体后修饰的氨甲
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