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西索米星生物合成基因狊犻狊犐功能的研究

万云凤，　洪文荣，　石贤爱

（福州大学 生物科学与工程学院，福建 福州３５０１１６）

摘要：通过生物学试验，构建依纽小单孢菌ＴＳ３８８（犕犻犮狉狅犿狅狀狅狊狆狅狉犪犻狀狔狅犲狀狊犻狊ＴＳ３８８）中狊犻狊犐基因缺失工程

菌，再通过分析其次级代谢产物的变化，揭示西索米星生物合成基因簇上狊犻狊犐基因的功能．首先构建用于狊犻狊犐

基因框内敲除的穿梭载体ｐＫＴＩ３，经接合转移导入依纽小单孢菌ＴＳ３８８中，通过影印筛选及ＰＣＲ鉴定获得

狊犻狊犐功能缺失工程菌ＴＩ１１０２（△狊犻狊犐）．工程菌经发酵，提取代谢产物，再经ＴＬＣ及 ＭＳ分析，用以比较亲株与

工程菌代谢产物结构的差异．结果显示：工程菌ＴＩ１１０２代谢产物结构发生变化，不再合成西索米星，主要积累

中间代谢产物ＪＩ２０Ａ，由此证明了狊犻狊犐基因参与了ＪＩ２０Ａ到西索米星的３′，４′双脱羟基作用．获得主产ＪＩ

２０Ａ的工程菌为该类半合成药物提供了重要前导化合物．
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０　引言

　　氨基糖苷类抗生素具有抗菌谱广和杀菌完全

的优点，与β 内酰胺等抗生素联合使用，具有较

好的协同效果，因此作为一线药物而广泛应用于

临床［１３］．由依纽小单孢菌（犕犻犮狉狅犿狅狀狅狊狆狅狉犪犻狀

狔狅犲狀狊犻狊）产生的西索米星（Ｓｉｓｏｍｉｃｉｎ，别称西索霉

素、紫苏霉素等）及其衍生物奈替米星（ｎｅｔｉｌｍｉｃｉｎ）
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和ＡＣＨＮ４９０等
［４］，在临床上表现出高效、低毒

的疗效，被誉为第３代氨基糖苷类抗生素
［５］．西索

米星是一种含有不饱和双键的水溶性、多元弱碱

性氨基糖苷类抗生素，其结构类似于庆大霉素

Ｃ１ａ，二者区别仅在于Ｃ４′Ｃ５′双键以及立体结构

的不同，属于４，６ 双取代２ 脱氧链霉胺（２ＤＯＳ）

类抗生素（如图１）．

图１　西索米星及庆大霉素犆１犪的化学结构式

西索米星生物合成途径主要是通过对依纽小

单孢菌中的２ 脱氧链霉胺营养缺陷型突变株添

加特定前体，来推测或验证合成途径［６］．１９９０年，

Ｇｏｌｄｂｅｒｇ等克隆到了西索米星抗性基因
［７］．２００４

年，洪文荣等从依纽小单孢菌中扩增到了抗性基

因狊犻狊犚
［８］和２ 脱氧蟹肌醇（２ＤＯＩ）合成酶基因

狊犻狊犅
［５］．２００９年，洪文荣等首次公布了野生型西索

米星生物合成基因簇，总长度为４６９７９ｂｐ（Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋ：ＦＪ１６０４１３）
［９］；２０１３年，洪文荣等又公布了

产业化依纽小单孢菌西索米星生物合成基因簇，

总长度为５１８８５ｂｐ（ＧｅｎｅＢａｎｋ：ＪＦ４３１００３），并结

合生物信息学分析和基因比对研究，进一步推测

了西索米星生物合成基因簇中各个基因的功

能［１０］．上述研究不仅为关键基因结构和功能的后

续研究奠定了理论基础，同时还为定向构建西索

米星高产菌株提供了理论指导．

西索米星和庆大霉素生物合成途径具有很高

的相似性，而ＪＩ２０Ａ 是两者生物合成的共同前

体，理论推测西索霉素中的狊犻狊犐与庆大霉素中的

犵犲狀犘 为同工酶，负责催化ＪＩ２０Ａ的３′，４′ 双脱

羟基作用，生成西索米星［９］．２０１１年，张国华等通

过对狊犻狊犐基因克隆表达、氨基酸亲水性和三维结

构分析，进一步推测了狊犻狊犐为３′，４′ 双脱羟基

酶［１１］．邵雷等也发现狊犻狊犐具有磷酸转移酶活性，

并预测此酶可以用于地贝卡星的生物转化［１２］．但

至今为止，仍然没有见到通过生物学试验，证明

狊犻狊犐基因真实功能的报道．

氨基糖苷类抗生素中绛红糖胺的３′，４′双脱

羟基，是决定抗耐药菌的关键结构域．目前已知并

推测的有关该３′，４′ 双脱羟基酶基因只有３个：

庆大霉素产生菌中的犵犲狀犘，西索米星产生菌中的

狊犻狊犐和躈提霉素（Ｆｏｒｔｉｍｉｃｉｎ）产生菌中的犳狅狉犘；因

此，研究绛红糖胺的３′，４′ 双脱羟基酶基因不但

具有重要的生物学意义，而且对抗耐药菌药物开

发更是具有指导价值．由于小单孢菌分子生物学

研究一直被看成是国际性难题［１３］，因此，关于这

类药物的生物合成基因研究的进展较为缓慢．

基于本实验室已经建立了系统的小单孢菌接

合转移体系［１４］，使得通过生物学试验阐明该基因

的功能成为可能．因此，本研究引入分子生物学技

术，结合基因工程研究，对狊犻狊犐基因进行定点灭

活，通过分析狊犻狊犐基因缺失工程菌次级代谢产物

的变化，阐明狊犻狊犐基因在ＪＩ２０Ａ到西索米星生物

转化中的作用，进而验证狊犻狊犐是否为西索米星

３′，４′双脱羟基的关键酶基因．同时，还可获得主

产ＪＩ２０Ａ的工程菌，为新药开发提供关键前导化

合物奠定基础．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与质粒　依纽小单孢菌ＴＳ３８８、大肠

杆菌犈．犮狅犾犻ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２）、大肠杆菌犈．犮狅犾犻

Ｔｏｐ１０、大肠杆菌 链霉菌穿梭质粒ｐＫＣ１１３９，均

为本实验室保存；克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ购自ＴａＫａＲａ

公司．

１．１．２　培养基与抗生素　依纽小单孢菌斜面培

养基、种子培养基、发酵培养基以及预萌发培养基

均参照文献［１４］；菌丝体生长培养基和大肠杆菌

生长培养基分别为ＹＥＭＥ培养基和ＬＢ培养基．

本研究中使用的抗生素及其浓度分别为：氨

苄青霉素１００μｇ／ｍＬ、安普霉素５０μｇ／ｍＬ、氯霉

素２５μｇ／ｍＬ、卡那霉素５０μｇ／ｍＬ、萘啶酮酸２５

μｇ／ｍＬ．

１．１．３　主要试剂和酶　限制性内切酶、犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶和Ｔ４ＤＮＡ连接酶均购自ＴａＫａＲａ

公司；溶菌酶、ＲＮａｓｅＡ酶、ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ和ＤＮＡ

凝胶回收试剂盒均购自生工生物工程（上海）有限

１３１
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公司；其他化学试剂均为分析纯或色谱纯．

１．２　方法

１．２．１　引物设计　以西索米星生物合成基因簇

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＦ４３１００３）为模板，以狊犻狊犐的上下游序

列为同源交换臂，设计两对引物：Ｐ１／Ｐ２和Ｐ３／

Ｐ４，分别用于扩增上游交换臂ＩＢ１和下游交换臂

ＩＢ２．根据同源重组原理，设计一对筛选与鉴定单

双交换的引物Ｐ５／Ｐ６．引物序列及其限制酶见

表１．

表１　本研究所用引物

交换臂 　　　　序　列 限制酶

Ｐ１ ＡＡＧＣＴＴＴＣＣＴＧＧＴＣＣＧＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＣ 犎犻狀犱Ⅲ

Ｐ２ ＴＣＴＡＧＡＴＧＡＣＧＣＧＧＴＣＣＧＧＣＣＧＧＡＴＣ 犡犫犪Ⅰ

Ｐ３ ＴＣＴＡＧＡＣＡＴＣＴＣＣＴＣＧＣＣＧＧＴＣＧＴＣＡＧ 犡犫犪Ⅰ

Ｐ４ ＧＡＡＴＴＣＴＣＧＴＡＣＧＡＣＧＡＡＡＣＴＧＣＧＣＣ 犈犮狅ＲⅠ

Ｐ５ ＧＡＣＡＡＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＧＣＧＡＴ

Ｐ６ ＡＴＧＴＴＣＧＡＣＧＴＧＧＴＧＣＴＧＣＣ

１．２．２　分子克隆　ＰＣＲ、酶切、酶连、大肠杆菌感

受态细胞制备及其转化，小量质粒ＤＮＡ提取等

方法参见文献［１５１７］；ＤＮＡ测序工作委托生工

生物工程（上海）有限公司．

１．２．３　接合转移　大肠杆菌与依纽小单孢菌接

合转移方法参照文献［１４］．

１．２．４　发酵及产物提取　发酵：将菌株使用稀释

平板法分离出产孢丰富的单菌落转接于斜面培养

基，３７℃培养８～１０ｄ，待斜面孢子丰满．刮取适

量孢子接种于种子培养基（装量为５０ｍＬ／２５０

ｍＬ三角瓶），３６℃摇床培养２８～３２ｈ（转速为

２６０ｒ／ｍｉｎ），使其进入对数生长期时，按１０％接种

量转接发酵培养基（装量为１５０ｍＬ／１０００ｍＬ三

角瓶），３６℃摇床发酵１２０ｈ（转速为２５０ｒ／ｍｉｎ）．

代谢产物提取：将发酵液稀释后依次使用浓

硫酸酸化、ＮａＯＨ 回调，再用７３２树脂静态吸附

６～８ｈ．收集吸附饱和树脂，使用体积分数为５％

的氨水进行解吸，收集洗脱液，并用浓硫酸调至

ｐＨ值为５．５～６．０．在搅拌下，缓慢向洗脱液中滴

加入体积分数为９５％的乙醇，进行结晶（３～４ｈ），

之后经离心分离，真空干燥获得粗制品．

１．２．５　代谢产物分析　产物组分分析采用硅胶

ＧＦ２５４薄层层析，展开剂为氯仿 甲醇 氨水

（１∶１∶１，体积比），混合均匀后，取下层作为展开

剂．精确成分确定采用电喷雾电离质谱（ＥＳＩ／

ＭＳ）分析，该 ＱＴＯＦＭＳ扫描范围设定在正离

子模式犿／狕１００～８００，干燥气体为 Ｎ２，流量为

８ｍＬ／ｍｉｎ，温度为３５０℃；雾化压力为２４１．３２

ｋＰａ，毛细管电压为３５００Ｖ，碎裂电压为１３５Ｖ，ＭＳ

数据分析使用安捷伦 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ进行（Ｂ．０４．００）．

２　结果与分析

２．１　重组质粒狆犓犜犐３的构建

以ＴＳ３８８的染色体ＤＮＡ为模板，用两对引

物Ｐ１／Ｐ２和 Ｐ３／Ｐ４依次扩增上游交换臂ＩＢ１

（２０２３ｂｐ）和下游交换臂ＩＢ２（２０８５ｂｐ）．ＰＣＲ样

品经电泳检测后回收目标条带并进行ＴＡ克隆，

得到中间质粒ｐＩＢ０１（ｐＭＤ１９Ｔ：ＩＢ１）和ｐＩＢ０２

（ｐＭＤ１９Ｔ：ＩＢ２）．

质粒ｐＩＢ０１用犎犻狀犱Ⅲ／犡犫犪Ｉ双酶切，电泳回

收ＩＢ１片段；质粒ｐＩＢ０２用犡犫犪Ｉ／犈犮狅ＲⅠ双酶切，

电泳回收ＩＢ２片段；温敏性质粒 ｐＫＣ１１３９ 用

犎犻狀犱Ⅲ／犈犮狅ＲⅠ双酶切，并电泳回收长片段．将

回收的３个片段进行酶连，转化大肠杆菌Ｔｏｐ１０

感受态细胞，筛选阳性克隆子，获得同源重组质粒

ｐＫＴＩ３（图２Ａ）．质粒ｐＫＴＩ３在理论上，用犘狊狋Ｉ

单酶切，可得到５５８４、４０７３ｂｐ和８７０ｂｐ３条带；

用犈犮狅ＲⅠ／犎犻狀犱Ⅲ双酶切，可得到６４１９ｂｐ和

４１０８ｂｐ的线性片段．结果与理论预测相一致，由

此初步证明穿梭质粒ｐＫＴＩ３构建正确（图２Ｂ）．

　１．λ犈犮狅Ｔ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２．ｐＫＴＩ３／犘狊狋Ｉ；

　３．ｐＫＴＩ３／犈犮狅ＲⅠ／犎犻狀犱Ⅲ

图２　质粒狆犓犜犐３的物理图谱（犃）及其酶切鉴定图（犅）

２．２　狊犻狊犐基因缺失突变株的筛选与验证

２．２．１　单交换工程菌筛选　穿梭质粒ｐＫＴＩ３转
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化大肠杆菌ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２），得到含重组质

粒的供体菌犈．犮狅犾犻ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２，ｐＫＴＩ３），

然后通过接合转移将其导入依纽小单孢菌ＴＳ３８８

中．在３７℃下培养２２ｈ后用安普霉素和萘啶酸

水溶液覆盖，继续培养３～４ｄ，待接合子长出．挑

取其中一株命名为依纽小单孢菌 ＴＩ０１，简称

ＴＩ０１．根据同源重组模型（图３Ａ），提取ＴＩ０１基

因组ＤＮＡ作为模板进行ＰＣＲ．用引物Ｐ５／Ｐ６扩

增到２０３３ｂｐ和１１６３ｂｐ片段，电泳图见图３Ｂ．

结果与理论大小一致，由此初步确定 ＴＩ０１为单

交换突变株．

１．ＤＬ５０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅ；２．ＴＳ３８８（Ｐ５／Ｐ６：２０３３ｂｐ）；

３．ＴＩ０１（Ｐ５／Ｐ６：２０３３ｂｐ／１１６３ｂｐ）；４．ＴＩ１１０２（Ｐ５／Ｐ６：

１１６３ｂｐ）

图３　狆犓犜犐３质粒与犜犛３８８染色体犇犖犃同源重组示意图

（犃）及其突变株犘犆犚鉴定电泳图（犅）

２．２．２　双交换菌株筛选　将 ＴＩ０１工程菌转接

在斜面培养基上松弛培养７代，然后分离单菌落．

将单菌落影印至含安普霉素的抗性平板和不含抗

生素的普通平板上，培养４ｄ后，取其中１株安普

霉素敏感菌株，提取其基因组ＤＮＡ，用引物Ｐ５／

Ｐ６进行ＰＣＲ验证，扩增到１１６３ｂｐ片段．与亲株

相比片段缺失了８７０ｂｐ，由此初步确定该菌株是

目的基因缺失突变菌，命名为依纽小单孢菌

ＴＩ１１０２（简称ＴＩ１１０２），电泳检测结果见图３Ｂ．经

测序比对分析，证实 ＴＩ１１０２为基因狊犻狊犐框内缺

失工程菌．

２．３　工程菌犜犐１１０２代谢产物提取及分析

基因狊犻狊犐缺失工程菌ＴＩ１１０２经斜面培养３

代，与亲株ＴＳ３８８相比，其菌落形态、生长速度和

生长周期均没有明显变化，说明其遗传性状稳定．

将ＴＳ３８８和ＴＩ１１０２同时按照１．２．４中的方法进

行摇瓶发酵，提取代谢产物，并按照１．２．５中的方

法进行ＴＬＣ及 ＭＳ分析，结果见图４．

ＴＬＣ及 ＭＳ分析结果表明，工程菌 ＴＩ１１０２

与出发菌株ＴＳ３８８相比，代谢产物组分发生了明

显变化．ＴＬＣ分析结果显示，工程菌ＴＩ１１０２代谢

产物中没有检测到西索米星存在，也许是含量极

少不足以在硅胶板上呈现．ＭＳ分析结果表明，在

出发菌株ＴＳ３８８代谢产物中检测到的离子峰主

要是西索米星（犿／狕＝４４８．３，［Ｍ＋Ｈ］＋）以及西

索霉素的加钠峰（犿／狕＝４７０．３，［Ｍ＋Ｎａ］＋）；而工

程菌ＴＩ１１０２代谢产物中没有检测到西索米星的

离子峰，其主要离子峰为犿／狕＝４８１．３，［Ｍ＋Ｈ］＋

和犿／狕＝５０４．３，［Ｍ＋Ｎａ］＋，分别是ＪＩ２０Ａ及其

加钠的离子峰．这进一步说明狊犻狊犐基因的缺失阻

断了西索米星的合成，使合成代谢终止于ＪＩ

２０Ａ．由此证明狊犻狊犐基因负责参与催化绛红糖胺

３′，４′双脱羟基反应．

ＴＬＣ：１．Ｓｉｓｏｍｉｃｉｎｓｔａｎｄａｒｄ；２．Ｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍ 犕．犻狀

狔狅犲狀狊犻狊ＴＳ３８８；３．ＰｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍＴＩ１１０２

图４　亲株犜犛３８８和突变株犜犐１１０２发酵代谢产物 犕犛

和犜犔犆分析

３　讨论

通过对基因狊犻狊犐特异性灭活，阻断其在依纽

小单孢菌ＴＳ３８８中的表达，得到工程菌ＴＩ１１０２．

ＭＳ分析结果表明，工程菌ＴＩ１１０２不再合成西索

米星，主要积累ＪＩ２０Ａ．这说明狊犻狊犐基因的失活

阻断了西索米星的生物合成代谢流，基本探明了
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狊犻狊犐基因参与３′，４′ 双脱羟基修饰作用，其催化

途径如图５所示．获得ＪＩ２０Ａ工程菌，不仅为定

向改造特定抗生素提供了理论依据，还为该类药

物开发研究提供了重要的前导化合物．

下面分析基因狊犻狊犐的功能结构域．采用Ｖｅｃ

ｔｏｒ．ＮＴＩ１１．５软件将依纽小单孢菌狊犻狊犐基因及绛

红小单孢菌犵犲狀犘 基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＱ９７５４１８）的

ＤＮＡ 序列转译成氨基酸序列．通过 ＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）进行

同源建模和在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）分析，结果显

示狊犻狊犐及犵犲狀犘 均含有组成氨基糖苷磷酸转移酶

（ＡＰＨ）的结构域．ＡＰＨ的结构及活性中心（黄色

球体和紫色球体区域）如图６所示．ＡＰＨ 能以

ＡＴＰ为底物使氨基糖上的特定羟基磷酸化，进而

脱去羟基，由此推测狊犻狊犐与催化庆大霉素３′，４′

双脱羟基的犵犲狀犘为同工酶，负责催化ＪＩ２０Ａ进

行３′，４′双脱羟基，生成西索米星．

图５　西索霉素生物合成过程中狊犻狊犐基因的催化途径

图６　犃犘犎的结构及活性中心

在庆大霉素生物合成过程中有２个非常相似

的步骤：氨基化产物ＪＩ２０Ａ和ＪＩ２０Ｂ分别经磷酸

化酶犵犲狀犘催化，脱去Ｄ 葡萄糖胺３′和４′位羟

基，最终生成庆大霉素Ｃ１ａ和Ｃ２．西索米星与庆大

霉素Ｃ１ａ，在结构上仅仅是４′，５′位之间双键的区

别，且二者生物合成基因簇有很高的同源性．其

中，基因狊犻狊犐与犵犲狀犘 序列同源性高达８１．８％．

在氨基糖苷类生物合成过程中，３′，４′ 双脱

羟基酶是合成某些特定抗生素的关键酶，脱去３′

位和４′位羟基后的氨基糖苷类抗生素具有很强

的耐钝化酶活性．如卡那霉素Ｂ脱去３′，４′位羟基

后形成地贝卡星，其对耐药性大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、绿脓杆菌及产生３′磷酸转移酶的致病菌

都高度有效，而毒副作用比庆大霉素和卡那霉素

小，因此一直倍受青睐．目前，其工业生产主要是

从卡那链霉菌发酵液中分离提取卡那霉素Ｂ，再

通过半合成方式合成地贝卡星，工艺较为复杂，难

以大规模生产，严重制约了地贝卡星的开发利用．

若能把３′，４′双脱羟基酶应用于地贝卡星或其他

去羟基衍生物的合成中，将会带来极高的工业应

用价值．
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