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摘要 灰红链霉菌AL7对多种植物病原真菌和细菌都具有明显的抑菌活性。本研究在通用的大肠杆菌克

隆宿主基础上,构建获得Dcm甲基化缺陷菌株,再引入接合转移辅助质粒pUZ8002得到菌株LP3。以LP3为

宿主构建灰红链霉菌AL7的基因组粘粒文库,平均插入片段大小40kb。用高通量接合转移的方法将文库转到

变铅青链霉菌TK24中,得到了异源表达文库,并从表达文库中初筛获得一些表型特异的克隆,如光秃表型、产
素提前表型、产孢提前表型等。

关键词 灰红链霉菌AL7;基因组文库;高通量接合转移;异源表达;甲基化缺陷菌株

中图分类号 S476.1  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2012)05-0547-06

  链霉菌是重要的抗生素产生菌,能够通过次级

代谢途径合成各种结构和活性多样的小分子化合

物,广泛用作医药、农药和兽药[1-2]。随着更多耐药

病菌的出现,对微生物新药的需求日益增多,如何有

效地从链霉菌中筛选出新的化合物、新基因簇以及

调控链霉菌分化和次级代谢的新功能基因,成为新

药筛选和研发的关键瓶颈[3]。
针对通用的链霉菌基因克隆、异源表达工具和

方法的各个环节的缺陷,笔者所在课题组开展了系

统的研究和改造,对大容量克隆宿主DH10B、基因

组粘粒文库宿主XL1-BlueMR进行了优化改造,并
在前人基础上建立了高通量接合转移和异源表达新

方法,应用于棒状链霉菌和毒三素链霉菌功能基因

的克隆[4-5]。
灰红链霉菌StreptomycesgriseoruberCCTCC

AA94052(代号 AL7)是分离自湖北省神农架小当

阳地区土壤样品的链霉菌菌株,对多种植物病原真

菌和细菌具有良好的生物活性。
本研究进一步优化克隆宿主XL1-BlueMR,用

改造的宿主构建灰红链霉菌AL7的基因组粘粒文

库,并利用高通量接合转移方法构建异源表达文库,
为后续的功能基因筛选奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株、质粒和引物。本研究用到的菌株和质

粒见表1。引物均来自文献[5]。

2)培 养 条 件。大 肠 杆 菌 培 养 基 为 LB[6],于

37℃培 养;灰 红 链 霉 菌 AL7 液 体 培 养 基 为

YEME[8],固体培养基为 MS[8],于30℃培养;用于

大肠杆菌与链霉 菌 接 合 转 移 培 养 基 为 MS;2×
YT[6]用于接合转移过程中孢子热激处理;链霉菌固

体发酵培养基为 MS、NA[12]和R5[8]。

3)抗生素。在大肠杆菌中抗生素使用质量浓度

为50mg/L卡那霉素、25mg/L氯霉素、50mg/L
阿泊拉霉素、100mg/L壮观霉素;链霉菌接合转移

子筛选用50mg/L阿泊拉霉素;接合转移平板另外

覆盖50 mg/L 三 甲 氧 苄 氨 嘧 啶(trimethoprim,

TMP)用于抑制大肠杆菌供体菌。
1.2 dcm 基因置换

通过PCR-targeting技术[9],将大肠杆菌XL1-
BlueMR中dcm 读码框内762bp序列置换成壮观

霉素抗性基因(aadA)。用于PCR-targeting的引物

dcmaadAf、dcmaadAr以及用于验证dcm 基因置换
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表1 菌株和质粒

Table1 Bacterialstrainsandplasmids

菌株和质粒Strainsandplasmids 特征Characteristics 来源Source
大肠杆菌Escherichiacoli
DH5a ΔlacU169(Φ80lacZΔM15)recA1 [6]

ET12567/pUZ8002
dam13::Tn9dcm6hsdMhsdRaralacYrecFzjj::Tn10rpsLgalKgalT
xylleuBthitonAhisGtsxmtlIglnV

[7]

XL1-BlueMR
ΔmcrAΔ(mrr-hsdRMSmcrBC)lacrecA1endA1gyrA(NdR)relA
supE44thi1

Stratagene

LP3
XL1-BlueMRΔdcm,带有质粒pUZ8002
XL1-BlueMRΔdcmwithpUZ8002

本研究 Thisstudy

链霉菌属Streptomyces
灰红链霉菌AL7
S.griseoruberAL7

野生型 Wildtype
武汉大学CCTCC
CCTCCofWuhanUniver-
sity

天蓝色链霉菌 M145
S.coelicolorM145

野生型 Wildtype [8]

天蓝色链霉菌YF11
S.coelicolorYF11

S.coelicolorM145衍生菌株,ΔactΔredL
S.coelicolorM145derivativeΔactΔredL

俞燕飞,未发表

YUYan-fei,unpublished
变铅青链霉菌TK24
S.lividansTK24

野生型,SLP2-SLP3- Wildtype,SLP2-SLP3- [8]

质粒 Plasmids

pIJ790
Cat(CmR),repA101温敏型复制子,受ara操纵子调控的λ-RED重组酶

基因 (exo,bet,gam)Cat(CmR),repA101(ts),araBp-gam-be-exo
[9]

pMM1
pSET152衍生质粒,包含放线紫红素基因簇

pSET152derivativecarryingact
王业民,未发表

WANGYe-min,unpublished

pJTU2554 pSET152衍生质粒,带有cos位点 pSET152derivativecarryingcossites [10]

pUZ8002
KmRTetR,不能自我转移的 RK2衍生质粒,能诱动oriT质粒接合转移

KmRTetR,RK2derivativewhichisnotself-transmissiblebutcanmobilise
otheroriTplasmidsefficiently

[11]

pIJ4642 aadA [8]

引物dcmout1、dcmout4均参照文献[5]进行。
1.3 链霉菌的培养和总 DNA 的提取

链霉菌培养、总DNA提取、大肠杆菌与链霉菌

属间接合转移等基本操作参照文献[8]进行。
1.4 灰红链霉菌 AL7 cosmid 基因组文库的构建

1)载体的处理。以pJTU2554为建库载体。提

取pJTU2554质粒25μg以上,HpaⅠ完全酶切后,
琼脂糖凝胶电泳,切下目标片段,用DNA回收试剂

盒回收。回收产物用FastDigestAp去磷酸化,沉
淀纯化。再用BamHⅠ完全酶切,沉淀纯化,溶于

适量TE,使DNA质量浓度达到1μg/μL。

2)基 因 组 DNA 的 处 理。基 因 组 DNA 用

Sau3AⅠ部分酶切,用1%的低熔点琼脂糖进行脉

冲场凝胶电泳(PFGE)分离,设置参数为120°,转换

时间1~6s,电压6V/cm,电泳时间15h,缓冲液温

度14℃。在凝胶的两侧切下胶条用EB染色,根据

DNAMarker的位置在DNA片段大小约60kb处

做记号,在未染色凝胶的相应位置切下约1cm宽的

含总DNA的胶条。琼脂糖酶处理溶解低熔点琼脂

糖,沉淀DNA,溶于适量 TE使DNA质量浓度达

1μg/μL,进行去磷酸化处理,37℃水浴15min,

75℃热失活10min。

3)连 接 与 包 装。按 CopyControlKit(EPI-
CENTER)说明书的连接体系,连接处理好的总

DNA和pJTU2554载体,16℃处理2h以上,可过

夜。将10μL酶连体系加入到25μL包装蛋白中,
轻轻混匀避免产生气泡,30℃水浴90min。再将剩

下的25μL包装蛋白加入,30℃水浴90min。用

PDBbuffer(10 mmol/L Tris-HClpH 8.3,100
mmol/LNaCl,10mmol/LMgCl2)将包装产物定

容至1mL。加入25μL氯仿,颠倒混匀后4℃
保存。

4)转染。接种大肠杆菌宿主单菌落至5mLLB
(含有10mmol/LMgSO4和0.2%麦芽糖)中,37℃
过夜培 养。1∶100转 接 到50 mLLB(含 有10
mmol/LMgSO4和0.2%麦芽糖)中,37℃振荡培养

至 D600nm 接 近 1.0。收 集 菌 体,用 10 mmol/L
MgSO4悬浮,至D600nm约为1.0,4℃保存。预转染

3管,25μL菌悬液混合25μL包装产物,室温放置

30min。加入200μLLB,37℃水浴45min,每隔
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15min轻轻摇匀1次。离心菌悬液,用50μLLB
重新悬浮。将菌悬液涂布在含有阿泊拉霉素及卡那

霉素的LA抗性平板上,37℃培养过夜。对长出的

克隆计数,计算所有的包装产物能长出多少克隆。
随机挑取20个克隆,抽质粒,用BamHⅠ酶切,计算

文库平均插入片段的大小。计算达到99%的完备

性并覆盖整个基因组2遍所需的克隆数,计算公式

为:N=ln(1-P )/ln(1-f ),其中 N 代表基因组

文库克隆总数,P 为所需机率,f为平均插入片段与

基因组DNA长度之比。
按照同上的方法大量转染,挑取长出的克隆,置

于300μL96孔浅孔板中,每个孔中装有120μL含

有阿泊拉霉素及卡那霉素的LB培养基。37℃培养

24h后,向每个孔中加入等体积的40%甘油,混匀,
文库置-70℃保存。
1.5 基因组文库的高通量接合转移

基因组文库的高通量接合转移参照文献[3]进
行。接种灰红链霉菌AL7的cosmid基因组文库于

300μL96孔浅孔板,每孔加120μL含有阿泊拉霉

素及卡那霉 素 的 LB 培 养 基,接 种20μL 菌 种。

37℃振荡培养6~8h,至 D600nm接近0.6。3500
r/min离心5min,吸除上清,余15μL左右的菌液。
用无菌棉签收集 MS平板上已经产孢的链霉菌孢

子,用无菌水打散,离心去上清,加适量2×YT悬浮

孢子,50℃热激10min。将热激好的孢子倒入无菌

平板中,每孔用排枪加35μL到上述96孔板中,保
证每孔约105个孢子。悬液约50μL即为孢子和大

肠杆菌的混合液。用48孔复制器蘸取孢子和大肠

杆菌的混合液,印在 MS接合转移平板上。在每块

平板剩余空白处滴加1滴热激处理过的孢子液作

阴性对照。30℃温箱培养12~16h。用2mL含

有阿泊拉霉素和三甲氧苄啶的无菌水覆盖接合转

移平板。30℃继续培养2~7d,即可观察到接合

转移子。接合转移子产孢后,用复制器转印到含

有阿泊拉霉素和三甲氧苄啶的 MS平板上进行抗

性验证。

2 结果与分析

2.1 大肠杆菌克隆宿主的优化

通用的cosmid文库克隆宿主XL1-BlueMR对

DNA具有甲基化作用,也不能直接用于大肠杆菌接

合转移,对上述2个缺点分别进行如下优化。首先,
采用PCR-targeting方法用壮观霉素/链霉素抗性

基因aadA 置换 XL1-BlueMR 中的甲基化基因

dcm 读码框第139个碱基开始的762bp片段。2条

引物(dcmaadAf、dcmaadAr)5′端的45bp序列与

dcm 待敲除区域两侧序列同源,引物3′端序列与

pIJ4642中侧翼序列互补[5]。以dcmaadAf/dcmaa-
dAr为引物,以pIJ4642的酶切回收片段为模板,扩
增aadA 片段,获得1558bp扩增产物。电转入

XL1-BlueMR/pIJ790感受态,用壮观霉素在37℃
进行筛选,得到壮观霉素抗性(SpcR)菌株,并通过菌

落PCR验证基因置换(图1-B,C),得到dcm 缺失菌

株XL1-BlueMRΔdcm。
将RK2衍生的接合转移辅助质粒pUZ8002转

化到上述菌株,得到Dcm甲基化缺陷且可以直接介

导接 合 转 移 的 克 隆 宿 主 XL1-Blue MR Δdcm/

pUZ8002,命名为LP3。

 A.XL1-BlueMR染色体dcm 基因置换示意图,P1和P2分别为dcm 上游和下游45bp同源片段,虚线表示引物dcmout1和dcmout4
的位置SchematicshowingofthereplacementofdcmbyaadAintheXL1-BlueMRchromosome.P1andP2representthe45bphomol-
ogousfragments.Dashedlinesrepresentprimerdcmout1anddcmout4;B.引物dcmaadAf和dcmaadAr进行PCR验证dcm 区域PCR

amplificationofthedcmregionbyprimerdcmaadAfanddcmaadAr;C.引物dcmout1和dcmout4进行PCR验证dcm 区域;1,2,

3:XL1-BlueMRΔdcm;wt:XL1-BlueMR;M:1kbDNAladder(Invitrogen).PCRamplificationofthedcmregionbyprimerdcmout1

anddcmout4.1,2,3:XL1-BlueMRΔdcm;wt:XL1-BlueMR;M:1kbDNAladder(Invitrogen).

图1 dcm 基因置换

Fig.1 dcmgenereplacement
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2.2 大肠杆菌克隆宿主的功能验证

以pMM1的接合转移来测试LP3的甲基化缺

陷及其诱动接合转移的功能。pMM1(45kb)是

pSET152的 衍 生 质 粒,含 有 接 合 转 移 顺 式 元 件

oriT、阿泊拉霉素抗性基因aac(3)Ⅳ、来自噬菌体

ÆC31的链霉菌染色体整合功能区int/attP以及完

整的放线紫红素生物合成基因簇。放线紫红素是一

种聚酮类抗生素,在碱性条件下呈蓝色,在酸性条件

下呈红色,通过蓝色放线紫红素的合成可以判断质

粒是否完整地进入接合转移子中。将pMM1质粒

转化到大肠杆菌LP3作为供体菌,以放线紫红素生

物合成缺陷的天蓝色链霉菌YF11为受体菌,测试

接合转移效率,结果表明LP3可以有效地将大质粒

pMM1接合到YF11;接合转移效率比dcm-dam-

供体菌株ET12567/pUZ8002低50倍。88.5%的

天蓝色链霉菌接合子能够恢复合成放线紫红素,表
明大多数接合子接受了完整的pMM1。对于无甲

基化限制的变铅青链霉菌,LP3接合转移效率与

ET12567/pUZ8002相近。
2.3 高质量灰红链霉菌基因组文库的构建

l噬菌体包装片段长度有一定的选择范围,一
般载体加外源片段长度为35~53kb,为尽可能提

高插入片段长度,以提高中等大小基因簇完整克隆

的机率。灰红链霉菌总DNA经部分酶切后,采用3
轮脉冲电泳回收的方法纯化合适大小的片段,去磷

酸化处理后与载体连接,然后包装、转染,得到灰红

链霉菌cosmid基因组文库。随机挑取40个粘粒,
酶切跑胶分离,根据酶切片段估算平均插入片段长

40kb,其中20个粘粒插入片段≥40kb,最大插入

片段约为46kb。计算达到99%的完备性并覆盖整

个基因组1遍所需的克隆数为1062,共需挑取

2124个克隆保存。
2.4 异源表达文库的构建及特殊表型表达克隆的

筛选

  采用转接在1块96孔板的文库克隆尝试进行

高通 量 接 合 转 移,受 体 菌 分 别 为 天 蓝 色 链 霉 菌

M145、YF11和变铅青链霉菌TK24。如图2所示,
在 M145和TK24为受体的接合转移板上,所有克

隆均得到接合子;而 YF11为受体菌的试验中,36
个克隆(占38%)没有得到生长良好的接合子。因

此,选用接合转移效率较高的变铅青链霉菌TK24
作为文库异源表达宿主。将50块96孔板的粘粒文

库克隆全部高通量接合转移到变铅青链霉菌TK24
中,接合转移子经抗性验证后转印到含有阿泊拉霉

素的 MS平 板 上 保 存,构 建 获 得 变 铅 青 链 霉 菌

TK24为宿主的异源表达文库。表达文库在 MS平

板进行抗性验证的过程中观察表型变化,有的接合

子表现光秃表型(图3-A),有的接合子提前产放线

紫红素而变深蓝色(图3-B),有的接合子产孢提前

(图3-C)。

 A:天蓝色链霉菌 M145为受体S.coelicolorM145astheconjugationreceiver;B:天蓝色链霉菌YF11为受体S.coelicolorYF11as

theconjugationreceiver;C:变铅青链霉菌TK24为受体S.lividiansTK24astheconjugationreceiver.

图2 文库高通量接合转移

Fig.2 High-throughputconjugationofthelibrary
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 A:光秃表型(24G9)Baldphenotype(24G9);B:产素提前(21E12)Precociousantibioticproduction(21E12);C:产孢提前(22B2)Pre-
cocioussporulation(22B2).

图3 部分代表性的特殊表型表达克隆

Fig.3 Somerepresentativecloneswithspecificphenotypes

3 讨 论

本研究对常用于构建基因组粘粒文库的大肠杆

菌菌株XL1-BlueMR进行了两个方面的优化,即敲

除DNA甲基化基因dcm 以及引入接合转移辅助质

粒pUZ8002。获得的新宿主菌LP3含有pUZ8002
辅助质粒,可以直接作接合转移供体,而不需要先从

文库 克 隆 中 提 取 粘 粒 DNA,转 化 到 ET12567/

pUZ8002中再进行接合转移;LP3是Dcm 甲基化

缺陷菌株,和XL1-BlueMR/pUZ8002相比,可以向

甲基化限制的链霉菌宿主(如天蓝色链霉菌、阿维链

霉菌等)做接合转移,拓宽了表达宿主的选择范围,
为基因簇的成功克隆表达提供了1个高效有利的工

具。因此,采用LP3构建链霉菌基因组文库有2个

优势:一是文库克隆可以直接用作接合转移的供体,
从而方便异源表达文库的构建;二是文库除了可以

转移到无限制性的链霉菌表达宿主外,也可以转移

到限制性宿主菌中。LP3菌株还存在着待改进的地

方。由于dam 基因没有敲除掉,仍有甲基化修饰作

用,虽然可以向甲基化限制的链霉菌宿主做接合转

移,但和ET12567/pUZ8002相比,接合转移效率较

低,操作大规模接合转移时需在一定程度上加大工

作量。可对其阿拉伯糖操纵子进行改造,进而敲除

dam 基因,构建甲基化缺陷的 XL1-BlueMR衍生

菌,弥 补 接 合 转 移 效 率 的 不 足。另 外,游 离 的

pUZ8002会对质粒的提取、酶切产生干扰,尤其是

影响测序质量。将pUZ8002整合到染色体上是一

种理想的方案。敲除dcm 留下的抗性基因会影响

克隆策略,不利于在文库克隆宿主中直接进行遗传

改造,可以通过合理的遗传方法将抗性基因除去,减

少其抗性背景。
本研究采用LP3成功构建了高质量的灰红链

霉菌基因组文库,并以变铅青链霉菌为受体构建异

源表达文库,从文库中筛选获得多种表型变化的克

隆,为进一步研究抗生素合成的调控奠定基础。
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Constructionofgenomiclibraryandheterologous
expressionlibraryofStreptomycesgriseoruberAL7
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Abstract StreptomycesgriseoruberAL7hasbeenshowntodisplaystrongbioactivityagainstvari-
ousplantpathogenicfungiandbacteria.TheEscherichiacoliwasmodifiedtoclonehostXL1-BlueMR
toyieldLP3,anewcloninghoststrainholdingaDcmDNAmethylationdeficientmutationandthecon-
jugationhelperplasmidpUZ8002.LP3wasusedtoconstructtheS.griseoruberAL7genomiccosmidli-
brarywithanaverageinsertsizeof40kb.ThecosmidlibrarywasthentransformedintoS.lividans
TK24viahigh-throughputconjugationtoyieldaheterologousexpressionlibrary.Afewexpression
cloneswithinterestingphenotypewereobtained,suchasbaldphenotype,precociousantibioticproduction
phenotype,precocioussporulationphenotypeandsoon.

Keywords StreptomycesgriseoruberAL7;genomiclibrary;high-throughputconjugation;heter-
ologousexpression;methylationdeficientstrains
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