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稀有放线菌小单孢菌与大肠杆菌
接合转移体系的构建

陈　鑫１　杨振飞１　朱　芮１　肖延辉１　郭　利２　王晓丽２　李晓华１

１．中南民族大学生命科学学院/生物技术国家民委重点实验室,武汉４３００７４;

２．湖北省襄阳市烟草专卖局,襄阳４４１００３

摘要　为将外源基因导入小单孢菌,建立小单孢菌(Micromonospora)与大肠杆菌两亲接合转移方法,将包

含小单孢菌内源质粒pJTU１１２复制区的４．７kb片段插入质粒pOJ２６０的BamHⅠ酶切位点,构建了能在大肠杆

菌和小单孢菌中复制的穿梭载体pSCU２０７,将质粒pSCU２０７转化大肠杆菌 ET１２５６７/pUZ８００２,再与小单孢菌

LXH２０进行两亲接合转移,挑取接合转移子,并进行验证.结果表明:质粒pSCU２０７通过大肠杆菌与小单孢菌

新鲜菌丝之间接合转移导入小单孢菌中,并可稳定遗传;大肠杆菌与小单孢菌新鲜菌丝之间的最佳接合转移体

积是４０μL和４００μL.

关键词　小单孢菌;接合转移;质粒pSCU２０７;抗生素的敏感性;质粒稳定性
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　　稀有放线菌小单孢菌(Micromonospora)是具

有菌丝和孢子分化的革兰氏阳性细菌,其基因组GC
含量为７０％以上,也是几丁质酶、纤维素酶的产生

菌,在其复杂的形态分化过程中能产生多种重要抗

生素,如:紫苏霉素、扁枝衣霉素、福堤霉素 A[１Ｇ２],从
小单孢菌中寻找结构新颖、有生物活性的化合物潜力

很大[３Ｇ４],因此,从分子水平研究小单孢菌具有重要意

义,但是,与小单孢菌遗传操作方法有关的文献较少.
小单孢菌 ４００２７ 菌株[５]是新型氨基糖苷类抗

生素———福堤霉素 A的产生菌[６],福堤霉素 A对多

种氨基糖苷类抗生素耐药菌株有效,具有广谱抗菌

活性.质粒pJTU１１２是小单孢菌４００２７菌株的内

源质粒,从小单孢菌 ４００２７ 菌株中消除内源质粒

pJTU１１２,得到小单孢菌 LXH２０菌株.我们前期

研究中试图将链霉菌原生质体转化等技术用于小单

孢菌４００２７菌株,但都没有成功.本研究将链霉菌

接 合 转 移 方 法 引 入 小 单 孢 菌 中,试 图 将 质 粒

pSCU２０７通过接合转移方法导入小单孢菌 LXH２０
菌株,并检测质粒pSCU２０７在小单孢菌 LXH２０菌

株中的稳定性.

1　材料与方法

1.1　菌株和质粒

本研究所用菌株和质粒见表１.

表１　菌株和质粒

Table１　Strainsandplasmidsusedinthisstudy

菌株或质粒 Strainorplasmid 特征 Characteristics 来源 Source
Micromonosporasp．４００２７ 野生型 Wildtype [５]

Micromonosporasp．LXH２０ ４００２７curedofbothfreeandintegratedpJTU１１２ [５]

E．coliET１２５６７/pUZ８００２ damdcmhsdSCmlRStrRTetRKmR [７]

pJTU１１２ AplasmidinMicromonosporasp．４００２７ [５]

pOJ２６０ reppucoriTblaacc(３)Ⅳ [８]

pSCU２０７ A４．７kbBglⅡfragmentofpSCU２０６insertedintoBamHⅠsiteofpOJ２６０ 本研究 Thisstudy
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1.2　试　剂

硫链丝菌素和阿泊拉霉素购自美国 Sigma公

司;氯 霉 素、氨 苄 青 霉 素、卡 那 霉 素、Lambda/

HindⅢ、限制性内切酶、DNA 回收试剂盒、质粒提

取试剂盒等购自大连宝生物工程有限公司;其他常

用试剂均购于上海国药集团.
1.3　培养基

大肠杆菌(E．coli)液体培养使用 LB 培养基;
小单孢菌 LXH２０菌株固体培养使用贝奈特培养

基[５],小单孢菌 LXH２０菌株液体培养使用菌丝体

培养基[５],小单孢菌 LXH２０菌株对抗生素敏感性

实验使用 MM 培养基[５].
1.4　抗生素敏感性检测

将已灭菌的 MM 培养基融化,温度降至４５℃,
加入适当质量浓度的抗生素,倒平板,将小单孢菌

LXH２０菌株的孢子悬液涂布平板,３０℃培养５d,变
铅青链霉菌 TK２４和大肠杆菌 DH５α作为对照,根
据小单孢菌LXH２０菌株生长状态评定小单孢菌株

对抗生素的敏感性.
1.5　DNA 操作

大肠杆菌培养﹑转化﹑质粒提取的操作见文

献[９],小单孢菌培养和质粒提取参照文献[１０].
1.6　大肠杆菌与小单孢菌属间接合转移实验

重组质粒通过两亲接合转移法[５,１０]从大肠杆菌

ET１２５６７/pUZ８００２导入到小单孢菌菌株 LXH２０
的新鲜菌丝体中,３０℃恒温培养数天后,观察接合

转移子的数量.

2　结果与分析　
2.1　小单孢菌 LXH20 菌株对不同抗生素抗性水平

的检测

　　为确定抗生素抗性基因能否用于小单孢菌

LXH２０菌株进行遗传操作的选择标记,检测了小单

孢菌LXH２０菌株对几种抗生素(阿泊拉霉素、链霉

素、硫链丝菌素、庆大霉素、卡那霉素等)的抗性水

平,结果(表２)显示:小单孢菌 LXH２０菌株在含有

０．５μg/mL硫链丝菌素的培养基上不能生长,表明

小单孢菌 LXH２０菌株对硫链丝菌素非常敏感;小
单孢菌LXH２０菌株在含有２．５μg/mL阿泊拉霉素

和链 霉 素 的 培 养 基 上 不 能 生 长,表 明 小 单 孢 菌

LXH２０菌株对阿泊拉霉素和链霉素比较敏感;小单

孢菌LXH２０菌株在质量浓度为５０．０μg/mL的卡
表２　小单孢菌LXH２０菌株对不同抗生素的抗性水平检测１)

Table２　TheresistancetodifferentantibioticsforMicromonosporasp．LXH２０

抗生素

Antibiotics
MM 培养基中抗生素质量浓度/(μg/mL)AntibioticsconcentrationinMM medium

０．５ １．０ ２．５ ５．０ １０．０ ２５．０ ５０．０
硫链丝菌素 Thiostrepton － － － － － － －
阿泊拉霉素 Apramycin ＋ ＋/－ － － － － －
链霉素 Streptomycin ＋ ＋/－ － － － － －
卡那霉素 Kanamycin ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
潮霉素 Hygromycin ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
庆大霉素 Gentamycin ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
　１)＋＋:正常生长 Normalgrowth;＋:缓慢生长 Slowgrowth;＋/－:轻微生长Lightgrowth;－:不能生长 Nogrowth．

那霉素、潮霉素和庆大霉素培养基上可以正常生长,
表明小单孢菌 LXH２０菌株对卡那霉素、潮霉素和

庆大霉素都有抗性.
2.2　小单孢菌与大肠杆菌之间两亲接合转移

将包含小单孢菌内源质粒pJTU１１２复制区的

４．７kb片段插入质粒pOJ２６０的BamHⅠ酶切位点,
构建了重组质粒pSCU２０７.重组质粒pSCU２０７含

有阿泊拉霉素的抗性基因(acc(３)Ⅳ)、接合转移功

能区oriT和分别在小单孢菌和大肠杆菌进行复制

的功能区.分别用消除质粒的小单孢菌 LXH２０菌

株的新鲜菌丝体和萌发孢子作为受体菌与含有质粒

pSCU２０７的大肠杆菌 ET１２５６７/pUZ８００２菌株进

行两 亲 接 合 转 移 实 验,结 果 表 明:在 小 单 孢 菌

LXH２０ 菌 株 萌 发 孢 子 作 为 受 体 菌 与 含 有 质 粒

pSCU２０７的大肠杆菌 ET１２５６７/pUZ８００２菌株进

行的两亲接合转移的实验中,没有获得阿泊拉霉素

的抗性菌落;在小单孢菌 LXH２０菌株新鲜菌丝体

作为受 体 菌 与 含 有 质 粒 pSCU２０７ 的 大 肠 杆 菌

ET１２５６７/pUZ８００２菌株进行的两亲接合转移的实

验中,得到了阿泊拉霉素的抗性菌落.
2.3　不同比例的供体菌和受体菌对接合转移效率

的影响

　 　供 体 菌 含 有 质 粒 pSCU２０７ 的 大 肠 杆 菌

ET１２５６７/pUZ８００２菌株和受体菌小单孢菌LXH２０
菌株在同一个平板上生长时,两者之间存在不可避

免的相互竞争.由于小单孢菌的生长速度比大肠杆

１８
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菌的生长速度缓慢,过量的大肠杆菌会使小单孢菌

的生长受到抑制,导致接合转移率降低.为了确定

接合转移过程中受体菌和供体菌接种最佳比例,按
不同比例的大肠杆菌和小单孢菌菌丝体进行混合涂

布平板,结果如表３所示:４０．０μL的供体菌———大

肠杆菌与４００．０μL的受体菌———小单孢菌进行混

合,接合转移效率最高,接合转移子的数量为２５９．６
cfu.
表３　不同比例的供体菌和受体菌对接合转移效率的影响

Table３　Effectsofdifferentproportionbetween

donorandreceptoronconjugaltransfer

体积/μLVolume
供体菌(大肠杆菌)

ET１２５６７/pUZ８００２/
pSCU２０７)Donor
(E．coliET１２５６７

carryingpUZ８００２/
pSCU２０７)

受体菌(小单孢菌

LXH２０菌株)Receptor
(Micoromonosporasp．

LXH２０)

接合转移
子数量/cfu

Transconjugants

１０．０ ４００．０ ５１．２±３．４
２０．０ ４００．０ ６５．３±５．４
３０．０ ４００．０ １１３．５±１３．２
４０．０ ４００．０ ２５９．６±２３．３
５０．０ ４００．０ １０２．５±１４．２
６０．０ ４００．０ ６０．４±６．２

2.4　小单孢菌接合转移子的验证

随机挑取几个接合转移子,提取质粒 DNA,对
其进行酶切验证,酶切结果如图１所示,来自小单孢

菌接合转移子中的质粒 DNA 和来自大肠杆菌中的

质粒 DNA 大小一致,都包含小单孢菌内源质粒

pJTU１１２复 制 区 的 ４．７kb 片 段 和 ３．５kb 质 粒

pOJ２６０.

　M:λDNA/HindⅢ分子质量标准(对照)λDNA/HindⅢmarkＧ

er;１:４．７２kbSacⅠＧKpnⅠ DNA 片段 ４．７２kbSacⅠＧKpnⅠ

DNAfragment;２:来源于大肠杆菌的质粒pSCU２０７进行HindⅢ
酶切 pSCU２０７/HindⅢfromE．coli;３:来源于接合转移子的质

粒pSCU２０７进行 HindⅢ酶切pSCU２０７/HindⅢfromtransconＧ

jugants;４:质粒pOJ２６０BamHⅠ酶切 pOJ２６０/BamHⅠ;５:来源

于 大 肠 杆 菌 的 质 粒 pSCU２０７ 进 行BamHⅠ 酶 切 pSCU２０７/

BamHⅠfromE．coli;６:来源于接合转移子的质粒pSCU２０７进

行BamHⅠ酶切 pSCU２０７/BamHⅠfromtransconjugants．

图１　接合转移子中质粒pSCU２０７酶切验证电泳分析

Fig．１　VerificationforplasmidpSCU２０７fromtransconjugants

2.5　质粒 pSCU207 在小单孢菌接合转移子中的稳

定性

　　为了检测质粒pSCU２０７ 在小单孢菌 LXH２０
菌 株 中 的 稳 定 性,将 小 单 孢 菌 接 合 转 移 子

(Micoromonosporasp．LXH２０/pSCU２０７)接种到

无抗生素的贝乃特培养基平板上,３０℃培养至产

孢,再转接到无抗生素的贝乃特培养基平板上,连续

转接５次,随机挑取２００个单菌落,分别转接到添加

有阿泊拉霉素和无抗生素的贝乃特培养基平板上,

３０℃培养,２００个单菌落在添加有阿泊拉霉素和无

抗生素的贝乃特培养基平板上都能生长,没有发现

阿泊 拉 霉 素 抗 性 消 失 的 菌 落.结 果 表 明,质 粒

pSCU２０７在小单孢菌LXH２０菌株中可稳定存在.

3　讨　论

笔者所在课题组试图将多种链霉菌自主复制型

质粒和整合型质粒通过原生质体转化方法导入小单

孢菌,但均未成功.仅有将质粒pSET１５２通过电转

化小单孢菌新鲜菌丝体导入小单孢菌的报道[１１].
接合转移是一种跨属的基因转移方法,在链霉

菌基因操作中具有广泛应用[１２].本研究将含有质

粒pSCU２０７的大肠杆菌 ET１２５６７/pUZ８００２菌株

分别与消除质粒的小单孢菌 LXH２０菌株的萌发孢

子和新鲜菌丝体进行接合转移,以小单孢菌LXH２０
菌株萌发孢子为受体菌的接合转移未得到接合转移

子;以小单孢菌 LXH２０菌株新鲜菌丝体为受体菌

的接合转移获得了接合转移子.
将链霉菌自主复制型质粒(pIJ７０２、pHZ１３５８

等)与小单孢菌进行接合转移未得到接合转移子,而
包含小单孢菌内源质粒 pJTU１１２复制区的质粒

pSCU２０７可以通过接合转移导入小单孢菌,暗示链

霉菌自主复制型质粒pIJ７０２、pHZ１３５８等可以在链

霉菌中进行自主复制的复制子不能在小单孢菌

复制.
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Constructingtheconjugationtransferringsystembetweenrareactinomycetes
MicoromonosporaandEscherichiacoli

CHENXin１　YANGZhenＧfei１　ZHURui１　XIAOYanＧhui１

GUOLi２　WANGXiaoＧli２　LIXiaoＧhua１

１．KeyLaboratoryforBiotechnologyoftheStateEthnicAffairsCommission/

CollegeofLifeScience,SouthＧCentralUniversityforNationalities,Wuhan４３００７４,China;

２．XiangyangTobaccoMonopolyAdministrations,Xiangyang４４１００３,China

Abstract　ToconstructtheconjugationtransferringsystembetweenrareactinomycetesMicoromＧ
onosporaandE．coliwhichcantransferforeigngenesintoMicoromonospora,a４．７kbfragmentcontaiＧ
ningthereplicationregionofplasmidpJTU１１２wasclonedintotheBamHⅠsiteofvectorpOJ２６０which
canbereplicatedinbothE．coliandMicromonospora．TheplasmidpSCU２０７wasintroducedintoE．coＧ
liET１２５６７carryingpUZ８００２andsubsequentlytransferredbyconjugationintoMicoromonosporasp．
LXH２０ with selection ofapramycinＧresistantcolonies,exconjugants were obtained．The plasmid
pSCU２０７wasintroducedbyconjugationintoMicromonosporasp．LXH２０andstablymaintainedinMiＧ
cromonosporasp．LXH２０．TheoptimalconjugationvolumeofE．coliET１２５６７carryingpSCU２０７and
Micromonosporafreshmyceliumwas４０μLand４００μL,respectively．

Keywords　Micoromonospora;conjugation;plasmidpSCU２０７;sensitivitytoantibiotics;stability
ofplasmid
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