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庆大霉素生物合成基因genB4的研究

温淑平, 林强, 洪文荣*

(福州大学 生物科学与工程学院,福建 福州350116)

摘要:以庆大霉素生物合成基因簇为模版,构建了genB4基因阻断质粒pGB403.经接合转移导入绛红色小单

孢菌G1008,得到一株genB4基因缺失工程菌GB4408.对菌株GB4408的发酵产物进行了TLC、HPLC和MS
分析,结果表明GB4408不再合成庆大霉素C族组分,而是积累中间代谢产物G418、西索霉素和威大霉素,阻
断了从西索霉素到庆大霉素C1a的转化以及从威大霉素到庆大霉素C2的转化,这可能是genB4基因参与了

庆大霉素绛红糖胺C4′和C5′的双脱氢作用.据此推论,在菌株GbK(△genK)基础上敲除了genB4基因,并成

功获得一株主产西索霉素的工程菌GbKB4,进一步验证了genB4的功能.
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Abstract:ArecombinantplasmidpGB403wasconstructedwithgentamicinbiosynthesisgeneclusterasthe
templatetostudythefunctionofgenB4.Then,theplasmidpGB403wastransformedintoMicromonospora

purpureaG1008byconjugation.AdisruptgenB4wasobtained,i.e.,emqineeringstrain(GB4408).Itsfer-
mentextractwasanalysisedbyTLC,HPLCandMS.TheGB4408mainlyproducedaccumulatedintermediate
G418,sisomicinandverdamycininsteadofgentamicinCcompounds.Themetabolicfluxfromsisomicinto

gentamicinC1aandfromverdamycintogetamicinC2wereblocked.ThisresultindicatedthatgenB4mightbe
responsibleforthedehydrogenationatC4′-C5′ofpurpurosamine.Basedonthespeculation,genB4wasdis-
truptedinthestrainGbK(△genK),andthestrainGbKB4mainlyproducedsisomicinwassuccessfulconstruc-
ted,whichfurtherverifiedthefunctionofgenB4.
Keywords:Micromonosporapurpurea;genB4;sisomicin

  庆大霉素是由小单孢菌发酵液中分离得到的

一组广谱抗生素,包含庆大霉素C1、C1a和C2等

组分.在化学结构上,庆大霉素由2-脱氧链霉胺

(2-DOS)、绛红糖胺和加洛糖胺3部分组成.研

究[1-3]发现,庆大霉素的生物合成是从X2开始,

分为2条路线(图1):一条经JI-20A、西索霉素合

成庆大霉素C1a;另一条经G418、JI-20B、威大霉

素合成庆大霉素C2,并最终合成庆大霉素C1.

2条合成路线的酶促反应只对绛红糖胺进行修

饰.近年来,不同菌株的庆大霉素生物合成基因簇

陆续被公布出来.F.Kudo等[1]通过与妥布霉素、

卡那霉素生物合成基因簇比较,推测genB4为B
型的氨基转移酶基因.GuoJ.H.等[4]通过基因失

活研究,推测基因genB4与绛红糖胺C3′,4′-双脱

羟基有关.本实验组[5]也对genB4基因进行了失

活,结果产生了带有新化合物的复杂组分的产物,
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但是否由genB4单基因失活而导致这一结果仍

有待进一步验证;因此,有必要重新对genB4基

因进行敲除.
本文通过基因框内敲除方法,重新设计引物,

构建同源重组质粒,阻断绛红小单孢菌G1008中

genB4(1338bp)的表达,并借助分析代谢物的变

化,进一步研究genB4基因在庆大霉素生物合成

过程中所起到的作用.

图1 庆大霉素生物合成途径

1 材料与方法

1.1 材料

1)质粒与菌株.克隆载体使用pMD19-T(日

本TaKaRa),用温敏型自杀质粒pKC1139[6]作为

大肠杆菌 链霉菌属间穿梭载体.用E.coliTop10

作为质粒克隆宿主菌,用短小芽孢杆菌〔CMCC
(B)63202〕作为抗生素微生物检定菌,用E.coli
ET12567(pUZ8002)[7]作为大肠杆菌—链霉菌属

间接合转移供体菌,用绛红色小单孢菌G1008和

GbK(△genK)作为接合转移受体菌.

2)培养基与抗生素.绛红色小单孢菌斜面培

养基、种子培养基、发酵培养基以及孢子预萌发培

养基参照文献[8].抗生素微生物检定培养基Ⅰ参

照2010版《中华人民共和国药典》,大肠杆菌培养

使用LB培养基,各培养基根据需要添加相应的

抗生素.本研究使用的抗生素作用浓度分别为:氨

苄青霉素100μg/mL,安普霉素50μg/mL,氯霉

素25μg/mL,卡那霉素25μg/mL,萘啶酮酸25

μg/mL.

3)工具酶与试剂.限制性核酸内切酶、T4

DNALigase、TaqDNA聚合酶、DNA Marker和

ProteinaseK(日本TaKaRa公司);DNA凝胶回

收试剂盒、RNaseA酶和溶菌酶(上海生工生物

工程有限公司);其他常规试剂见参考文献[9].

1.2 方法

1)引物设计.以基因库(Genebank)公布的庆

大霉素生物合成基因簇(登录号:JQ975418)为模

板,利用生物信息学软件VectorNTI11.5设计两

对引物扩增genB4基因上下游序列作为同源交

换臂:引物P1/P2用于扩增上游交换臂B41,引物

P3/P4用于扩增下游交换臂B42.设计引物P5/

P6用于genB4基因阻断突变株的验证.所有引

物由上海生工生物工程股份有限公司合成,引物

位置与扩增片段长度如图3所示,引物序列及其

限制性酶切位点见表1.

2)DNA分子操作.PCR、质粒DNA抽提、大

肠 杆菌感受态细胞的制备、酶切、酶连和转化等常

表1 研究genB4所用引物

Primers          Sequence Restrictionenzyme

P1 5′-GAATTCCGAACACCATGCATCAGCAG-3′ EcoRⅠ
P2 5′-AAGCTT GTTGATGTTCGACGTGGTGC-3′ HindⅢ
P3 5′-AAGCTT AACGTCGTACCGTAGTCCCG-3′ HindⅢ
P4 5′-TCTAGA GGTCGGTTTCGGGTACAACG-3′ XbaⅠ
P5 5′-TTCCGCCCGGATCAGTTCTG-3′
P6 5′-ATGACGGACCTGTCGGGCAA-3′
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规分子克隆操作参照文献[10].绛红色小单孢菌

基因组DNA的提取和接合转移参照文献[11].

3)工程菌发酵及产物提取分析.绛红色小单

孢菌发酵及产物提取方法参照文献[8],生物效价

测定参照2010版《中华人民共和国药典》.提取的

产品采用硅胶GF254薄层层析(TLC)和 HPLC
进行初步检测,TLC展开剂为氯仿 甲醇 氨水

(1∶1∶1,体积比),混合均匀后静置5min,展开;

HPLC参照2010版《中华人民共和国药典》,组分

的精确测定采用质谱法.

2 结果与讨论

2.1 重组质粒pGB403的构建

提取绛红色小单孢菌 G1008基因组DNA,

并以其为模板,PCR扩增genB4上下游交换臂

B41和B42.将这两条交换臂分别克隆至pMD19-

T载体,得到中间质粒pGB401和pGB402.质粒

pGB401用HindⅢ和EcoRⅠ酶切,回收1963bp
片段;质粒pGB402用 HindⅢ和XbaⅠ酶切,回

收2019bp片段;pKC1139用XbaⅠ和EcoRⅠ酶

切,回收6446bp片段.将以上3个片段酶连,酶

连样转化Top10感受态细胞,筛选阳性克隆子,

最终获得重组质粒pGB403.用EcoRⅠ和XbaⅠ
对pGB403进行酶切,酶切样经电泳检测(图2)

有两条带与理论值(6446bp和3994bp)相符,最

后通过测序验证,证明质粒pGB403为正确质粒.

2.2 GB4408菌株的构建

将 重 组 质 粒pGB403转 化E.coliET12567

(pUZ8002)得到接合转移供体菌E.coliET12567
(pGB403/pUZ8002),绛红色小单孢菌G1008的

孢子作为接合转移受体菌.按照接合转移方法,将

孢子悬液与供体菌混合,稀释涂布于平板培养基,

于37℃培养约20h后,再用含安普霉素和萘啶

酸的水溶液覆盖,继续培养直至在平板上长出接

合子.

 图2 质粒pGB403酶切电泳检测图(1:PGB403,

XbaⅠ/EcoRⅠ;2:DL5000Marker)

  选取一株长势较好的接合子,提取基因组

DNA,用P5/P6引物进行PCR扩增验证.如果得

到两条片段,分别为1241bp和512bp,那么说明

其为单交换工程菌.PCR产物电泳结果与预期相

符(图3B),这表明重组质粒pGB403已成功整合

到绛红色小单孢菌G1008,即单交换突变株菌,将

其命名为小单孢菌GB41.
由于单交换菌株具有同源性极高的片段,不

稳定,容易发生2次同源重组,获得genB4基因

缺失双交换菌株或回复突变菌株,质粒pGB403
与G1008同源重组示意图如图3A所示.

1:DL5000Marker;2:G1008(P5/P6);3:GB41(P5/P6);4:GB4408(P5/P6)

图3 GB4408基因组DNAPCR产物电泳图
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  将单交换菌株GB41于37℃、不含抗生素的

斜面上松弛培养3代,然后分离单菌落,通过单菌

落影印点板方法进行筛选.经筛选,从408株菌株

中获得2株在抗性平板上不生长,而在无药平板

上正常生长的单菌落.为验证其是否为目的工程

菌,选取其中一株长势良好的菌株,提取其基因组

DNA,然 后 利 用 双 交 换 鉴 定 引 物 P5/P6进 行

PCR验证.如果电泳只检测到512bp的片段,而

未检测到1241bp的片段,那么该菌株即为双交

换工程菌.电泳检测结果表明所挑选的菌株为双

交换工程菌,将其命名为GB4408,如图3所示.将

PCR产物测序后,其结果进一步说明GB4408工

程菌缺失了genB4基因729bp.

2.3 GB4408菌株的代谢产物分析

GB4408的发酵液经树脂吸附、乙醇沉淀等

处理之后,获得粗制样品.将样品进行TLC分析,

结果如图4.图中主要有3个斑点,与标准品相

比,未合成庆大霉素C1、C1a、C2等庆大霉素C族

组分,转而合成其他庆大霉素中间体.

TLC:1G1008,2GB4408

图4 GB4408菌株代谢产物的TLC和HPLC分析

按照《中华人民共和国药典》[12],对 GB4408
代谢产物进行HPLC分析,检测结果见图4.庆大

霉素标准品各组分的保留时间分别为:C1(5.98

min),C1a(14.58min),C2a(18.57min),C2(21.05

min).GB4408的粗制样品中的3个主峰,保留时间

分别为7.68、18.72、20.12min,这与庆大霉素标准

品的保留时间无一相符.由此进一步表明GB4408
的代谢产物没有庆大霉素C族组分.

为精确确定GB4408代谢产物的组分,采用

MS分析,结果如图5所示.图中主要离子峰有4
个,分别为448.3(西索霉素)、462.3(威大霉素)、

476.3(威 大 霉 素 C6′位 甲 基 化 产 物)、497.3
(G418).231.6和249.1分别为威大霉素和G418
的双电 荷 峰,322.2为 碎 片 峰.这 说 明 工 程 菌

GB4408不再合成庆大霉素C族组分,而是积累

中间代谢产物G418、西索霉素和威大霉素,阻断

了西索霉素到庆大霉素C1a和威大霉素到庆大

霉素C2的转化,据此推测genB4参与庆大霉素

绛红糖胺C4′和C5′的双脱氢作用.

图5 GB4408菌株代谢产物的 MS分析

2.4 GbKB4工程菌的构建

绛红小单孢菌GbK菌高产庆大霉素C1a,且

genK 基因失活,阻断了从庆大霉素X2至 G418
的转化.根据对genB4基因功能的推测,若在菌

株GbK上继续敲除genB4基因,则有望获得西

索霉素的工程菌.

利用上述方法,将供体菌ET12567/(pGB403/

pUZ8002)与 GbK(△genK)的孢子进行接合转

移,7d后长出2株接合子,挑取长势良好的一株

(命名为GbKB4-1).将其转接至小单孢菌种子培

养基,松弛培养4代后开始分离单菌落,并影印到

含50μ/mL安普霉素和不含抗生素的平板上,筛

选后获得工程菌GbKB4,提取其基因组DNA,用

引物P5/P6进行PCR验证,电泳检测见图6.
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1:GB4408(P5/P6);2:DL5000Marker;3:GbK(P5/P6)

图6 GbKB4基因组DNAPCR产物电泳图

2.5 工程菌GbKB4发酵及代谢产物分析

按照同样的方法,对工程菌 GbKB4进行发

酵及代谢产物的提取,组分分析采用HPLC,见图

7.以西索霉素标准品作对照,按照庆大霉素的流

动相来分析,西索霉素标准品出峰的保留时间为

18.64min.GbKB4粗制样品有2个主峰,保留时

间分别为6.21min和18.63min.其中后者与标

准品的出峰时间大致相符,由此初步确认其为西

索霉素.

图7 GbKB4菌株代谢产物的HPLC分析

精确组分分析采用质谱检测,如图8所示.

GbKB4工程菌离子峰448[M+H]+、470[M+

Na]+、486[M+K]+,它们与西索霉素分子量同

质.离子峰483[M+H]+,它与中间代谢产物庆

大霉素X2同质.242[M+H]+为庆大霉素X2双

电荷 峰,其 他 峰 为 碎 片 峰 或 杂 质 峰.这 表 明

GbKB4菌株中敲除genB4基因,阻断了西索霉

素转化庆大霉素C1a,由此获得了一株主产西索

霉素工程菌,同时也验证了genB4基因的功能.

图8 GbKB4菌株代谢产物的 MS分析

3 结论

本文在绛红色小单孢菌G1008中,对庆大霉

素生物合成基因genB4进行框内敲除,获得工程

菌GB4408.对其代谢产物分析,发现其不再合成

庆大霉素C组分,而是积累中间代谢产物G418、

西索霉素和威大霉素.genB4基因的失活,阻断了

从西索霉素到庆大霉素C1a的转化以及从威大

霉素到庆大霉素C2的转化,推测genB4基因参

与了庆大霉素绛红糖胺C4′和C5′的双脱氢作用.
由此推测,在genK 基因阻断工程菌GbK的基础

上敲除genB4基因后获得genK 和genB4双基

因失活的工程菌GbKB4.将GbKB4发酵后,提取

其代谢产物,经 HPLC和 MS分析结果表明,工

程菌GbKB4主要积累中间体西索霉素和庆大霉

素X2.与工程菌GB4408相比,工程菌GbKB4不

再合成G418和威大霉素,因此本文成功地构建

了一株主产西索霉素的工程菌,同时也进一步验

证了genB4基因的功能.
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