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肉色吸水链霉菌 SH121 接合转移系统的建立

杨　卓　李佳丽　肖　乐　何　璟

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　利用单因素试验探索了热激处理、预萌发时间、供体宿主菌的类型、供受比及 MgCl２浓度对链霉菌

SH１２１接合转移效率的影响,结果显示:在５０℃热激１０min,３７℃预萌发１h,以大肠杆菌 DCDA/pUZ８００２为

供体宿主菌,在供受比为１００∶１时,使用添加４０mmol/LMgCl２的培养基 MＧISP４,接合转移效率最高可达到每

受体１．０３×１０－３个接合子.利用建立好的接合转移方法,将整合型质粒pSET１５２和基因敲除质粒pYZ０９成功

地导入链霉菌SH１２１,证实该方法可用于后期链霉菌SH１２１活性天然产物的挖掘及其相关生物合成基因簇的

研究工作.
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　　吸水链霉菌SH１２１是华中农业大学周啟教授

于１９８５年从湖北省房县郊区土壤中分离到的１株

链霉菌,它的发酵产物对青霉、绿霉引起的柑橘储藏

病害有良好的防治效果[１].该菌能产生带成链孢子

的气生菌丝并具有吸水现象,吸水斑呈黑褐色或茶

褐色,由此命名为肉色吸水链霉菌(Streptomyces
carneohygroscopicus).前 期 在 研 究 吸 水 链 霉 菌

SH１２１的抗菌谱时,发现它对枯草芽胞杆菌、金黄

色葡萄球菌等革兰氏阳性细菌有较强的抑制作用,
对大肠杆菌等革兰氏阴性菌没有抑菌活性,能够明

显抑制稻白叶枯病菌、稻纹枯病菌、棉花枯萎病菌、
玉米小斑病菌等多种植物病原真菌的生长.对吸水

链霉菌SH１２１进行全基因组扫描测序,通过生物信

息学分析发现其基因组中含有大量的聚酮合酶

(PKS)和非核糖体多肽合成酶(NRPS)基因,具有

产生不同类型活性天然产物的潜力.
聚酮合酶是聚酮类化合物生物合成的核心酶,

主要合成大环内酯、多烯、聚醚、芳香族等类型聚酮

化合物,如红霉素[２]、杀念菌素[３]、阿维菌素[４]等.
非核糖体多肽合成酶负责催化合成非核糖体多肽类

化合物,包括博来霉素[５]、环孢菌素[６]、万古霉素[７]

等.聚酮类和非核糖体多肽类是天然产物中结构及

生物活性多样性最为丰富的两类化合物[８Ｇ９],引起了

众多研究者的关注.为了对吸水链霉菌SH１２１基

因组中潜在的天然产物生物合成基因簇进行研究,
我们首先尝试建立该菌的遗传操作系统,将外源

DNA导入链霉菌SH１２１,以便通过基因中断、敲除

及超量表达等技术展开与基因功能分析相关的

研究.
链霉菌常见的遗传操作方法有原生质体转化和

接合转移２种.原生质体是通过溶菌酶将细胞壁降

解,在PEG的作用下将外源 DNA 导入原生质体获

得相应的转化子.原生质体制备和再生的过程影响

因素较多,条件难以控制,且外源 DNA 很容易被宿

主菌的限制性内切酶降解[１０],除了在模式菌株变铅

青链霉菌和天蓝色链霉菌中的操作方法成熟以外,
较少应用于其他自然分离到的野生型链霉菌.而接

合转移则较少受到宿主限制修饰系统的干扰,从而

提高外源DNA 的转移效率,是链霉菌中应用范围

最广的遗传操作方法.目前最常用的是根据广宿主

范围质粒的特性发展出来的大肠杆菌Ｇ链霉菌属间

接合转移系统.由于链霉菌是一种高度分化的种

属,不同链霉菌之间遗传背景差异很大[１１],适用于

一种链霉菌的接合转移方法不一定适用于其他的链
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霉菌[１２].供体宿主菌的类型、热激、预萌发时间、培
养基、供体与受体比例等都是影响接合转移效率的

重要因素.笔者以链霉菌SH１２１为研究对象,对其

接合转移条件进行摸索,以期建立一个高效的适用

于基因超量表达和基因敲除的接合转移操作系统.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌种和质粒.受体菌StreptomycescarneoＧ
hygroscopicusSHＧ１２１由华中农业大学周啟教授馈

赠;供体菌大肠杆菌E．coliS１７Ｇ１(dam＋ )、E．coli
DH５a/pUZ８００２、E．coliET１２５６７/pUZ８００２(dam－

dcm－ Hsd－ )、E．coli DCDA/pUZ８００２ (dam－

dcm－)和E．coliDH１０B/pUZ８００２ ,质粒pOJ２６０
和pSET１５２均由笔者所在实验室收藏.

２)培养基.大肠杆菌培养基为 LB液体和固体

培养基,链霉菌培养基 TSB、２CM、ISP４、YD、PDA、

ISP３和 MS的配方参见文献[１１].

３)主要试剂.抗生素购自 Sigma 公司;普通

DNA 凝胶回收试剂盒购自 AXYGEN 公司;限制性

内切核酸酶和 T４DNA 连接酶购自 ThermoFisher
公司,DNA maker购自东盛生物科技有限公司;

KODDNA 高保真酶购自 TOYOBO 公司;TSB 购

自 B&D 公司;其余药品购自国药集团;所用引物为

南京金斯瑞生物科技有限公司合成.
1.2　方　法

１)常用分子生物学方法.基本操作、大肠杆菌

转化及质粒提取方法参见文献[１３];链霉菌培养及

总DNA提取方法见文献[１４].

２)生物活性测定.以 Bacillussubtilis１６８、

Ricerhizoctonia、Alternariaalternata、Oomycetes
JLＧS、Saccharomycescerevisiae及Escherichiacoli
BL２１、Ralstoniadolaanacearum 及 Xanthomonas
oryzaepathoyaroryzicola RH３为指示菌.丝状

真菌指示菌在PDA 培养基上活化后用１mL枪头

打菌块至一个新的 PDA 培养基平板的中心,将链

霉菌SH１２１的固体发酵培养基打菌块置于其四周,

２８℃培养至丝状真菌菌丝体覆盖整个平板,观察链

霉菌菌块周围是否有抑菌圈;细菌指示菌的生物活

性测定:将活化后的指示菌菌悬液与融化后降温至

５０℃左右的LB固体培养基混合均匀后倒平板,再
将链霉菌菌块放置于培养基表面,３７℃恒温培养

１~２d后观察抑菌圈.

３)质粒pYZ０９的构建.利用引物SH１２１００１orf８１Ｇ
forＧuHindⅢ:５′ＧAAA AAG CTT CGC GGG CCG
GCCACATCATCCTCAＧ３′和SH１２１００１orf８１ＧforＧl
EcoRⅠ:５′ＧAAAGAATTCGGGTAGCGGCGGTGC
GTCCAGAGＧ３′扩增得到orf８１基因上游３．０４kb的

同源片段即为左臂,经 HindⅢ和EcoRⅠ双酶切处

理后跑胶回收纯化.利用引 物 SH１２１００１orf８３Ｇ
backＧuHindⅢ:５′ＧAAA AAG CTT CGG CGG
CGTCCA GCG GGT AGT TCTＧ３′和 SH１２１００１
orf８３ＧbackＧlXbaⅠ:５′ＧAAA TCT AGA CGG
CCCCGA CGA CTC CTT CTT CＧ３′扩 增 得 到

orf８３基因下游２．６７kb的同源片段即为右臂,经

HindⅢ和XbaⅠ双酶切处理后跑胶回收纯化.用

XbaⅠ和EcoRⅠ双酶切处理载体pOJ２６０,然后与

处理好的左臂和右臂进行三片段连接,转化大肠杆

菌DH５α感受态细胞,构建得到质粒pYZ０９.

４)接合转移.将５mL过夜培养的大肠杆菌供

体菌转接到含有抗生素的５０ mLLB 培养基中,

３７℃摇床培养至D６００为０．６~０．８,收集菌体,用等

体积无抗的LB洗涤２次后悬浮于０．１倍体积的LB
中备用.同时将新鲜的链霉菌孢子用１mLTSB洗

涤２次,悬浮于１mLTSB,５０℃水浴热激后,３７℃
温育至孢子萌发,离心收集萌发后的孢子并重新悬

浮于适量的LB中.按一定的体积比例将处理好的

大肠杆菌和孢子混合,均匀涂布在合适的接合转移

培养基平板上,３０℃培养１６h后,用适当浓度的抗

生素和萘啶酮酸覆盖,３０℃继续培养３~７d后可观

察接合转移子,计算接合转移效率,文中数据均为

３次平行实验的平均值.

2　结果与分析

2.1　产孢培养基的选择

作为接合转移的受体,链霉菌孢子的质量会直

接决定接合转移是否能够成功.为了获得足量的新

鲜孢子,我们将链霉菌SH１２１接种到多种链霉菌常

用的产孢培养基中,３０℃恒温培养７d,观察菌丝的

生长及产孢状况(图１).该菌在培养２~４d后开始

长出白色的气生菌丝,培养４~６d开始产黑褐色孢

子,同时伴随有棕色色素产生.相比而言,链霉菌

SH１２１在PDA、ISP３、MS及 YD 培养基上生长状

况良好,在２CM 上生长状况不佳.收集孢子稀释

计数后,计算每种培养基上所产生的孢子数量,发现

最佳产孢培养基为 YD,其次为 MS和ISP３(表１).

０５
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图１　链霉菌SH１２１在不同培养基上生长到第５天的表型观察

Fig．１　PhotosofS．carneohygroscopicusSH１２１culturedindifferentmediaonthe５thday
表１　链霉菌SH１２１在不同培养基上的生长状况

Table１　MorphologicalobservationofStreptomycescarneohygroscopicusSH１２１cultivatedindifferentmedia

培养基 Media 生长状况 Morphological 产孢状况 Sporulation
２CM 仅见基质菌丝 Onlysubstratemycelia 不产孢 Nospores

PDA
生长较好,菌落小但密集

Growwellbutcoloniessmallandintensive
产孢,但产孢较少 Littlespore

ISP３ 菌落生长良好 Growwell 产孢,但产孢较少 Littlespore
MS 菌落生长良好 Growwell 产生较多黑褐色孢子 Producemanydrakbrownspore
YD 菌落生长旺盛 Growstrong 产生大量黑褐色孢子 Productalotofdarkbrownspore

因此,选择 YD作为产孢培养基来获得大量的链霉

菌SH１２１的孢子.
2.2　抗性背景测定

为了选择合适的抗性标记对接合子进行有效的

筛选,我们对链霉菌 SH１２１背景的抗性进行了测

定.将等量的孢子均匀涂布到加有不同抗生素的

YD平 板 上,３０ ℃ 培 养 ２ 周 后,观 察 生 长 情 况

(表２).结果表明,链霉菌SH１２１对壮观霉素和卡

那霉素具有较强的抗性,对氯霉素和链霉素具有微

弱的背景抗性,对阿伯拉霉素和硫链丝菌素非常敏

感.接合转移可选择带有阿伯拉霉素或硫链丝菌素

抗性基因的质粒进行实验.
表２　链霉菌SH１２１抗性背景测定

Table２　TheantibioticresistancebackgroundofS．carneohygroscopicusSH１２１

抗生素 Antibiotics ０μg/mL １０μg/mL ２０μg/mL ３０μg/mL ４０μg/mL
阿伯拉霉素 Apramycin √ × × × ×
硫链丝菌素 Thiostrepton √ × × × ×
氯霉素 Chloramphenicol √ √ × × ×
链霉素 Streptomycin √ √ × × ×
壮观霉素 Spectinomycin √ √ √ √ √
卡那霉素 Kanamycin √ √ √ √ √

　注:“√”代表有链霉菌生长,“×”代表没有生长.Note:“√”meansthestraincangrow,“×”meansthestraincannotgrow．

2.3　接合转移质粒的选择

依据抗性背景测定的结果,我们首先选择带有

阿伯拉霉素抗性基因的pSET１５２作为接合转移的

测试质粒.pSET１５２为整合型链霉菌质粒,含有来

源于链霉菌噬菌体φC３１的整合酶int和整合位点

attP,能够与链霉菌染色体上attB位点发生位点特

异性重组,从而整合到宿主染色体中,获得遗传稳定

性[１５].pSET１５２可作为链霉菌基因表达的载体,常
用于基因互补[１６]、异源表达[１７]等实验,转移效率较

高,很容易获得接合子.而基因中断、基因敲除等遗

传操作则通常使用携带有同源片段的自杀型质粒,
通过同源片段与染色体之间的交换整合到宿主染色

体上.这类质粒的整合依赖于同源重组,因此,比较

难获得接合子.为了探索进行基因中断和基因敲除

的可能性,我们以链霉菌SH１２１基因组中发现的一

个潜在天然产物生物合成基因簇为研究对象,选取

该基因簇中的核心PKS基因orf８２作为基因敲除

的靶基因,通过PCR扩增得到其上下游同源 DNA
片段,克隆到大肠杆菌质粒 pOJ２６０中,得到含有

３．０４kb和 ２．６７kb２ 个同源臂的基因敲除质粒

pYZ０９(图２),进行接合转移系统的验证.
2.4　热激条件的优化

热激处理能够降低受体菌中限制性内切酶和

DNA酶的活性,同时促进孢子萌发,使得外源 DNA
能够顺利进入链霉菌细胞内.因此,热激处理温度

和时间能够影响接合转移的效率.为了确定最适合

链霉菌SHＧ１２１接合转移的热激条件,首先将质粒

pSET１５２导入E．coliS１７Ｇ１作为供体菌,在不同温度

和时间下对受体孢子进行热激处理,结果发现５０℃
热激１０min后的孢子的接合转移效率最高(图３).

１５
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　A:构建路线图;B:PCR及酶切检测胶图.A:StrategyforconstructionofpYZ０９;B:AgarosegelofPCRamplificationofhomologous

fragmentsandrestrictiondigestionofpYZ０９withXbaⅠandEcoRⅠ．Lane１and２arePCRproductsof２．６７and３．０４kbhomologous

regions,respectively．Lane５Ｇ１４arerestrictiondigestionofpYZ０９respectivelyisolatedfromE．coliS１７Ｇ１,DH１０B/pUZ８００２,DCDA/

pUZ８００２andET１２５６７/pUZ８００２．

图２　基因敲除质粒pYZ０９的构建

Fig．２　ConstructionoftheplasmidpYZ０９forknockoutoforf８２

图３　热激处理和预萌发时间对接合转移效率的影响

Fig．３　InfluenceofheattreatmentandpreＧgerminationtimeonconjugationfrequency

　　预萌发处理有助于提高孢子的萌发效率,为接

合转移过程提供更好的细胞条件.有的链霉菌需要

较长时间的预萌发才能有较高的接合转移效率,而

有的链霉菌则不需要预萌发的过程.为了确定最适

合链霉菌SHＧ１２１接合转移的预萌发时间,我们检测

了不同预萌发时间对接合转移的影响(图３).结果

２５
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发现在３７℃预萌发１h的条件下,质粒的接合转移效

率达到最高,为每受体３．３×１０－５个接合子.
2.5　供体宿主菌对接合转移效率的影响

为了测试链霉菌SH１２１的偏好性,选择甲基化

丰富的E．coliS１７Ｇ１和 DH１０B/pUZ８００２以及不

同程 度 甲 基 化 缺 陷 的 E．coli DCDA/pUZ８００２
(damＧdcmＧ)和 ET１２５６７/pUZ８００２(dam－dcm－

hsdＧ)作为供体宿主菌.将质粒pSET１５２和pYZ０９
分别导入这些大肠杆菌细胞,获得相应的供体菌进

行接合转移(图４).结果发现,pSET１５２能够以４
种大肠杆菌为供体宿主菌获得接合子,其中E．coli
DCDA/pUZ８００２＋pSET１５２的接合转移效率最高,
达到２．０６×１０－４;只有以E．coliDCDA/pUZ８００２
为供体宿主菌时,pYZ０９才能成功地进入链霉菌

SH１２１,接合转移效率达到１．９６×１０－５.

图４　供体宿主菌对接合转移效率的影响

Fig．４　Effectsofdonorhostsonconjugationefficiency
2.6　供受比对接合转移效率的影响

供受比是指接合转移过程中供体大肠杆菌和链

霉菌孢子混合时的细胞数量之比.理论情况下最佳

供受比为１∶１,即１个大肠杆菌供体细胞与１个链

霉菌受体孢子通过直接接触可以发生接合转移.但

实际操作过程中发现使用较多的供体细胞可以提高

接合转移的效率.将链霉菌SHＧ１２１在接合转移过

程中的供受比提高至１００∶１时,其接合转移效率是

１∶１时的近２０倍,而当供受比提高至４００∶１时,
其效率仅为１００∶１时的８０％左右(图５).表明:当
供受比为１００∶１时接合转移的效率最高,如果使用

超过这个比例的供体菌反而会使效率有所下降.这

可能是因为系统中存在过多的供体大肠杆菌会竞争

抑制受体菌的生长,从而阻碍接合转移的发生.
2.7　Mg2+ 对接合转移的影响

Mg２＋ 与膜结构及功能的完整性有关,是酶活性

中心的组成,有研究表明在培养基中加入一定量的

Mg２＋ 能够提高接合转移的效率[１８].我们在常用接

合转移培养基 MＧISP４中添加不同浓度的 MgCl２

(图６),发现在未添加 MgCl２的培养基上,无接合转

移子产生;随着 MgCl２浓度的增加,接合转移效率逐

渐升高;MgCl２浓度为４０mmol/L时接合转移效率

最高,达到１．０３×１０－３(pSET１５２)和２．２８×１０－４

(pYZ０９).结果表明:Mg２＋ 的存在可较大幅度地提

高接合转移的效率,接合转移培养基中 Mg２＋ 浓度

有一个最佳的范围,超过这个范围都会使得接合转

移效率降低.

图５　供受比对接合转移效率的影响

Fig．５　Effectsofratioofdonorandrecipient
onconjugationefficiency

图６　MgCl２浓度对接合转移效率的影响

Fig．６　InfluenceofMgCl２concentration
onconjugationfrequency

2.8　接合转移子的验证

通过优化后的方法,不同类型的质粒pSET１５２
和pYZ０９均能以较高的频率导入链霉菌 SH１２１.
这３种质粒都需整合到链霉菌宿主染色体上才能获

得稳定的接合子.为了验证接合子的正确性,我们

随机挑取了相应的接合子,抽提接合子的总 DNA,
使用特异性引物扩增５１２bp的阿伯拉霉素抗性基

因片段,从而证实质粒pSET１５２和pYZ０９通过接

合转移成功进入链霉菌SH１２１.验证结果如图７,
从接合子总 DNA 中扩增出来的 PCR 片段大小符

合预期,而出发受体菌株的总 DNA 中没有扩增条

带,从而证实接合子是正确的.
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　M:１kbladder;１．野生型菌株;２Ｇ４:pYZ０９的接合转移子;

５Ｇ８:pSET１５２的接合转移子 Lane１:Thewildtypestrain;Lane

２Ｇ４:pYZ０９ofexconjugants;Lane５Ｇ８:pSET１５２ofexconjugants．

图７　接合转移子的PCR验证

Fig．７　PCRconfirmationofexconjugants

3　讨　论

当前由于抗生素的滥用而导致很大一部分细菌

产生了耐药性,包括让人望而生畏的超级细菌,新型

抗生素的需求显得日益迫切.据统计,自然界中

６６％的抗生素来自放线菌科,而链霉菌属所产生的

抗生素又占其中的８０％.很多由链霉菌所产生的

抗生素已经在医学和农业领域得到了广泛的使用.
对于抗生素生物合成基因簇的研究通常包括基因中

断、基因敲除以及异源表达和超量表达等基因操

作[１９Ｇ２１],所以一个高效率的遗传操作系统对抗生素

生物合成基因簇中目标基因的研究是非常重要的.
此外,由于链霉菌是一个高度分化的种属,不同的链

霉菌有不同的限制修饰系统,其遗传操作系统也不

尽相同,需要根据自身菌株的特点,建立适用于链霉

菌自身的遗传操作系统.本研究使用接合转移的方

法来建立链霉菌SH１２１的遗传操作系统.不同的

载体由于带有不同的元件而在基因操作中行使不同

的功能,本研究为了能够更全面地建立天然产物生

物合成基因簇的基因操作方法,选用了２种不同类

型的载体 (整 合 型 载 体 pSET１５２ 和 自 杀 型 载 体

pOJ２６０)来构建接合转移质粒,可以分别应用于基

因的表达和敲除.
在本研究中,我们首先以整合型载体pSET１５２

为接合转移质粒,大肠杆菌S１７Ｇ１为供体宿主菌,对
热激和萌发条件进行了初步的摸索,结果发现外源

DNA可以通过接合转移进入链霉菌 SH１２１,但是

效率很低,远远不能满足基因敲除和基因置换等实

验的要求.为此,又对供体宿主菌、供受比、接合转

移培养基中 Mg２＋ 浓度等条件进行了优化,成功建

立起高效的接合转移方法.使得质粒pSET１５２的

接合转移效率与原来相比提高了３个数量级,达到

１．３２×１０－３,基本能够满足后续基因功能研究的需

要.在研究过程中我们关注各种细微条件因素对接

合转移效率的影响.从最开始产孢培养基选择、抗
性背景的测定到接合质粒的选取,这些虽然属于接

合转移实验操作的前期工作,但是都能够直接影响

接合转移的效率,甚至决定接合转移的成败.本研

究发现供体菌的选择对接合转移系统的建立至关重

要,如果选择的供体菌不适合宿主菌的遗传操作系

统则 很 难 获 得 接 合 转 移 子.实 验 表 明 链 霉 菌

SH１２１对无甲基化修饰的供体菌 DCDA 提供的外

源DNA更容易接受,而对甲基化修饰丰富的供体

菌S１７Ｇ１ 只 有 很 少 的 结 合 子 产 生.说 明 链 霉 菌

SH１２１有非常严格的限制修饰系统,很容易降解甲

基化修饰丰富的外源 DNA.建立高效的链霉菌

SH１２１的接合转移系统,使得各种遗传操作方法可

以在该菌中顺利实施,为链霉菌SH１２１中活性天然

产物的挖掘奠定基础.
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Establishingintergenericconjugationsystemin
StreptomycescarneohygroscopicusSH１２１

YANGZhuo　LIJiali　XIAOLe　HEJing

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgricuitural
University,Wuhan４３００７０,China

Abstract　StreptomycescarneohygroscopicusSHＧ１２１isolatedduringselectingbiocontrolagentof
citrusdiseasesexhibitsstronginhibitiontowardsGrampositivebacteriaandmanypathogenicfungiin
plant．EstablishmentofahighlyefficientgeneticmanipulationsystemiscriticallyrequiredforfunctionalＧ
lyanalysinggenesandgeneticengineeringinStreptomyces．Inthisstudy,theeffectsofheattreatment,

preＧgerminationtime,donorhosts,ratioofdonorandrecipientandMgCl２concentrationinmediumon
conjugationefficiencywerestudiedbysinglefactorexperiments．Underheattreatmentat５０℃for１０
min,preＧgerminationat３７℃for１h,usingEscherichiacoliDCDA/pUZ８００２asdonorhost,withtheraＧ
tioofdonortorecipientbeing１００to１,supplementingMＧISP４mediumwith４０mmol/LMgCl２,ahighly
efficientintergenericconjugationmethodforSHＧ１２１wasdevelopedwithhighestefficiencyof１．０３×１０－３

conjugants/recipient．TheintegrativeplasmidpSET１５２andtheplasmidpYZ０９forgeneknockoutwas
successfullytransferredintoSHＧ１２１withthemethodnewlyestablished．Itisindicatedthatthisgenetic
manipulationsystemcouldbeusedtodiscoverbioactivenaturalproductsandstudytheirbiosynthetic
geneclustersinSHＧ１２１．

Keywords　StreptomycescarneohygroscopicusSHＧ１２１;intergenericconjugation;geneticmanipulaＧ
tion;geneknockout
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