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摘 要 为了探索同源片段长度与糖多孢红霉菌染色体同源重组率的关系，化学合成或用重叠 ;<=合成带有突变
位点、在突变位点两侧长度为（#7>? @ #2>?）、（:$$>? @ :27>?）和（!"$6>? @ !23">?）的同源序列，克隆于糖多孢红霉菌
同源重组载体 ?ABC%后，分别构建了 ?ABC!!!%、?ABC!!!7和 ?ABC!!!"质粒。以 ;DE介导转化糖多孢红霉菌
F##7原生质体，%个质粒分别获得每皿 %$ 个、7" 个和 !2$ 个转化子，但 ?ABC!!!% 质粒不能与染色体有效整合，
?ABC!!!7质粒与染色体整合率为转化子的 #G，而 ?ABC!!!" 质粒与染色体整合率达到转化子的 !"G。
?ABC!!!7和 ?ABC!!!"质粒均可进行有效的染色体二次重组，将突变位位点引入染色体。因此，同源片段长度为
（:$$>? @ :27>?）或更长时，可与糖多孢红霉菌染色体进行有效的单重组和双重组。
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基因工程研究中的染色体同源重组主要用于基

因失活、基因敲除、基因替换等，是研究基因功能的

重要方法，也是研究组合生物合成的主要途径之一。

具有一定长度的同源序列是实现同源重组的必要条

件，前不久 I,. 报道［!］，在链球菌（3/*%4/(0(00)&）中同
源片段长度与染色体重组率密切相关，同源片段长

度减少一半时，重组率降低 73倍。
迄今在糖多孢红霉菌（ 3+00"+*(4(,2&4(*+ %*2/"5

*+%+）中用同源重组方法已构建了许多突变体，合成
了许多新的红霉素衍生物［#］。在以往的红霉素基因

工程研究中多使用基因文库中同源片段，容易获得

较长同源序列，但在使用基因文库中同源序列时，若

准确去除或引入聚酮合成酶（;’(0J5KLM5 N0-KO,N5，
;PQ）中某一模块（R’M.(5，C）或某一酶结构域（M’1
R,L-）相应的 S*F片段却相当困难，因为在大环内
酯组合生物合成研究中，往往需要将酶结构域或模

块基因片段拼接，或者去除某些氨基酸密码，都需要

保持阅读框架的一致，而在目的 S*F片段间常常没
有合适的酶切位点。应用重叠 ;<=方法可以实现
目的 S*F片段的准确拼接，但红霉素生物合成 ;PQ
基因中 E<含量超过 2$G，而 ;<=扩增长片段高 E<

含量 S*F很困难［%］。同源重组中，同源序列越长重
组率越高，然而 ;<=扩增片段越长越困难，差错率
也越高，因此，研究同源片段长度与染色体重组率的

关系，对于通过改造染色体基因研究大环内酯组合

生物合成具有重要意义。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒（见表 !）
!"# 培养基、缓冲液和试剂

IT培养基按 Q,R>/’’J方法［3］，4QT培养基和 4D
缓冲液按 B’?U’’M 方法［2］，;DE%%:$14 缓冲液和改
进 ; 缓冲液按 V,R,R’K’ 方法［6］，=%C 培养基按
Q.RR5/N方法［"］。
蛋白酶 P 为 FR/5NW’ 公司产品，硫链丝菌肽

（4OL’NK/5?K’-，4OL’）、;DE%%:$ 为 QLXR, 公司产品，溶
菌酶为 8(.J,公司产品，4QT 为 SLYW’ 公司产品，限
制性内切酶、43 S*F连接酶为 TL’(,>公司产品，?Y.
S*F聚合酶为上海生工公司产品，4,Z S*F聚合酶
为 CT[公司产品，S*F C,/J5/ SI#$$$ 为大连宝生
物公司产品，质粒纯化试剂盒和 ;<=纯化试剂盒为
;/’R5X,公司产品。突变 S*F序列和 ;<=引物委托



上海生工公司合成。

表 ! 本研究使用的菌株和质粒
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!34 实验方法
!343! 大肠杆菌的培养、质粒酶切、连接、转化等：
按 !$+K#,,M方法［L］，质粒提取、9@N产物纯化按 9#,=
+/E$产品说明书进行。
!3435 糖多孢红霉菌的培养、总 6G3 的提取：按
7,)O,,(方法［P］进行。
!3434 染色体同源片段 9@N扩增：参照文献［B］方
法。

!3436 糖多孢红霉菌 3445 原生质体制备和转化
按文献［CQ］方法进行。
!3437 不同长度同源片段的设计：
（C）重组质粒 )A7<CCCB 中的同源片段：根据文献
［CC］设计去除 G3697结合区域中 !NN三个氨基酸
的突变 6G3 序列，相当于去除文献中 CRLPR=CRLR5
核苷酸。这样设计可以使红霉素生物合成过程中

JN5酶结构域失活，突变体不能合成红霉素，可根据
发酵产物抑菌活性对突变体进行筛选。在序列突变

位点的 8S=和 BS=端两侧各保留 4P和 45个核苷酸，合
成寡核苷酸序列为：

正向序列（TC）：8S=:@::::>::3::3@@>::>:@>=
::>@::@:>@:3@:@>@@@:@@:@::@@:3；
反向序列（T4）：8S=@::@@:@::@:::3:@:>@:3@=

:@@:3@@3:@3@@3::>@@>@@3@@@@:@3。
两序列退火复性后双链 6G3在 BS=端各有一个

3碱基突出。这种设计使该寡核苷酸序列有两个方
面用途：一是退火后作为较短的染色体同源序列；二

是可作为突变引物进行重叠 9@N扩增（以下使用）。
（4）同源重组质粒 )A7<CCC5中的同源片段：根据文
献［CC］序列，在上述突变位点 8S=和 BS=端各保留
8QQK)和 8P5K)，设计引物为：
正向引物（!C）：8S=@::@::@@@>:@:::3::>:@@::
反向引物（!4）：8S=3:@@:3@@:@:33::@@>@@@3:=
>@
先分别以 TC和 !4 与 T4 和 !C 为两对引物，糖

多孢红霉菌总 6G3为模板，用 )F- 6G3聚合酶分别
扩增突变位点上下游两个片段，用 9#,+/E$ 9@N 纯
化试剂盒回收 9@N产物，再以 !C和 !4为引物，上面
扩增的两种 9@N产物混合物为模板，用 N,.1/ 公司
;U"/&( V,&E >/+)*$"/ 9@N 系统，扩增出在 JN5 G36=
97结合位点区域基因突变的全长 CQP5K) 的 6G3
片段。

（B）同源重组质粒 )A7<CCCD的构建：根据文献［CC］
在上述突变位点 8S=和 BS=端各保留 CDQRK) 和
CPLDK)，设计引物为：
正向引物（>C）：8S=>3@:66..7686.7.73>:@::@>@=
@>::3:>@@:@3:>::3@:

（斜体为 ()* NW 和 9:"W 位点）

反向引物（>4）：8S=>>@6687..7.8768>@3>:3:>>@=
@@>@@:@@@3:@@3:

（斜体为 ;,<( "和 !’+#位点）

先分别以 TC和 >4与 T4和 >C为两对引物，糖
多孢红霉菌总 6G3为模板，用 )F- 6G3聚合酶分别
扩增突变位点上下游两个片段。用 9#,+/E$ 9@N回
收试剂盒回收 9@N产物，再以 >C 和 >4 为引物，上
面扩增的产物混合物为模板，用 N,.1/ 公司 ;U"/&(
V,&E >/+)*$"/ 9@N 系统，扩增出在 JN5 G3697结合
位点基因突变的全长 B58PK) 的 6G3片段。
!3438 染色体整合体的筛选和鉴定：按照文献［C4］
方法。

!3439 染色体二次同源重组体的筛选：按照文献
［C4］方法。
!343: 发酵产物生物活性检验：按文献［C4］方法。

5 结果与分析

53! 同源重组质粒 .;<=!!!4的构建
将 TC和 T4序列进行退火后与 )?@=+>载体相
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连，转化 ! ! "#$% "#$!，构建了 %&’((() 质粒。序列
分析表明 %&’((()克隆序列与设计寡核苷酸序列完
全一致（如图 (）。用 !"#*+ 和 &%’, "双酶切
%&’((()质粒，分离小片段后与 %-#.)相应酶切位
点连接，转化 ! ! "#$% /0(1$23，构建了同源重组质粒
%-#.((()。

图 ( %&’((()质粒克隆片段测序（(425%6($75%）
89:!( ;<=><?@9?: AB CD< @EA?<, BFG:H<?C 9? %&’((()

!"! 同源重组质粒 #$%&’’’(的构建
先分别以 8(和 ;1 与 81 和 ;( 为两对引物，糖

多孢红霉菌总 "IJ为模板，用 %B> "IJ聚合酶分别
扩增突变位点上下游两个片段。KFAH<:G K’*纯化
试剂盒回收 K’*产物，再以 ;(和 ;1为引物，上面扩
增的两种 K’* 产物混合物为模板，用 *A@D< 公司
/LC<?, MA?: 0<H%EGC< K’* 系统，扩增出在 N*2 IJ"6
K#结合位点基因突变的全长 (4325% 的 "IJ 片段
（如图 1）。
将 K’*产物分离纯化后与 %&’6H0载体直接相

连，转化 ! ! "#$% "# $!，构建了 %&’(((2 质粒。用
!"# * +和 &%’, "酶切 %&’(((2，分离小片段后与
%-#.)相应酶切位点连接，转化 ! ! "#$%/0(1$23 构
建了同源重组质粒 %-#.(((2。
!") 同源重组质粒 #$%&’’’*的构建
先分别以 8(和 01与 81和 0(为两对引物，糖

多孢红霉菌总 "IJ为模板，用 %B> "IJ聚合酶分别
扩增突变位点上下游两个片段（如图 ) J）。KFAH<:G
K’*回收试剂盒回收 K’*产物，再以 0(和 01为引
物，上面扩增的产物混合物为模板，用 *A@D< 公司
/LC<?, MA?: 0<H%EGC< K’* 系统，扩增出在 N*2
IJ"K#结合位点基因突变的全长 )2$35% 的 "IJ片
段。将 K’*产物与 %O/.60载体直接相连，转化 ! !
"#$% "# $!，构建了 %O/.(((P 质粒。用 !"#* #和
&%’,"对 %O/.(((P进行双酶切鉴定（如图 ) Q），结
果与预期结果相一致。分离大片段后与 %-#.)相
应酶切位点连接，转化 ! ! "#$% /0(1$23构建了同源
重组质粒 %-#.(((P。

图 1 %&’(((2中同源片段 K’*扩增
89:!1 K’* GH%E9B9@GC9A? AB CD< DAHAEA:A>R BFG:H<?C 9? %&’(((2
J! K’* GH%E9B9@GC9A? AB >%RCF<GH G?, ,AS?RCF<GH BFG:H<?CR AB CD< H>CG?C

EA@>R 9? %&’(((2；Q! TU<FEG% K’* GH%E9B9@GC9A? AB DAHAEA:A>R BFG:H<?C

9? %&’(((2

图 ) %O/.(((P中同源片段 K’*扩增和双酶切鉴定
89:!) #AHAEA:A>R BFG:H<?C K’* GH%E9B9@GC9A?（J）G?,

"A>5E<6<?VWH<6@>C 9,<?C9B9@GC9A?（Q）AB %O/.(((P
J! &%RCF<GH（EG?< 1）G?, ,AS?RCF<GH（EG?< )）BFG:H<?CR AB CD< H>CG?C

EA@>R 9? %O/.(((P；Q! /?VWHGC9@ %FA,>@CR AB %O/.(((P 5W &%’, +++

G?, !"#* +

!"+ 糖多孢红霉菌 ,!!(原生质体转化
将 (HM冻存的糖多孢红霉菌 J112 菌丝体，接

种到 $4 HM 0;Q培养基，在 )4X振荡培养 Y7D，制备
原生 质 体，分 别 用 %-#.((()、 %-#.(((2 和
%-#.(((P（$4 Z (44$:[HM）转化，各涂 P 个 *). 固
体培养基平皿，约 Y4D后，用含 0D9A的无菌水覆盖，
使培养基中 0D9A的浓度为 1$$:[HM。在培养箱中继
续放置 31D 后，计每平皿中菌落数，结果如表 1，可
以看出，同源片段长度与转化子数量成正相关，同源

片段越长转化子数量也越多。

!"- 染色体整合体的筛选和鉴定
由于 %-#.)衍生质粒在糖多孢红霉菌菌体中

不能稳定存在［2］，只有当质粒整合到染色体上才能

赋予菌体对 0D9A 稳定的抗性，在含 0D9A 的 *). 培
养基上正常生长。从 %-#.((()、%-#.(((2 和
%-#.(((P质粒转化平皿上分别随机挑取 ($4 个、
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!""个和 #"" 个菌落，涂含 !$!%&’( )*+, 的 -./ 斜
面。各转化平皿挑取菌落在 )*+, 斜面上生长结果
如表 .。

表 ! 不同长度同源片段对转化结果的影响

"#$%& ! ’((&)* +, *-#,.(+-/#*0+, 10*2 3#-0+4. %&,5*2.
+( 2+/+%+5+4. .&64&,)&.

012345
678/###.
（!9:6 ; !<:6）

678/###9
（$"":6 ; $<9:6）

678/###=
（#=">:6 ; #<?=:6）

#

!

.

?

$

9

<

>

=

@A4B2%4 A21C45

.$

.#

.<

.=

.#

?"

!$

.#

!$

!=D?

>.

=$

<$

>$

<$

>>

>!

9#

?9

9=

#.>

#<?

#>?

!??

#$#

!##

!.$

#?=

!#=

#<"D$

表 7 不同长度同源片段对染色体整合结果的影响

"#$%& 7 ’((&)* +, )2-+/+.+/0) 0,*&5-#*0+, 10*2
3#-0+4. %&,5*2. +( 2+/+%+5+4. .&64&,)&.

0125’+E5 678/###. 678/###9 678/###=

(4F%3*5 ,G *,’,1,%,C5
GB2%’4F35

!9:6 ; !<:6 $"":6 ; $<9:6 #=">:6 ; #<?=:6

HC’:4B ,G I,1,F+45 6+IJ4E C6 #$" !"" #""

HC’:4B ,G )*+,B I,1,F+45 " ? #=

04BI4F32%4 ,G *,’,1,%,C5 +FK
34%B23+,F

" !L #=L

从表 .可以看出：当突变位点两侧同源片段长
度小于（!9:6 ; !<:6）时，质粒几乎不能与染色体有
效整合；染色体整合率与同源片段长度正相关，同源

片段越长有效整合子也越多；无论同源片段长还是

短，绝大多数转化子都是假阳性。

为什么糖多孢红霉菌染色体同源重组时会出现

如此多的假阳性呢？M2B2［9］曾认为，质粒的少量复
制是糖多孢红霉菌染色体同源重组的必要条件，似

乎质粒的少量复制是假阳性的原因。但为什么同源

片段越长假阳性的数目也越多呢？从本研究的结果

推测，带有同源片段的质粒与染色体有一个短暂的

不稳定整合过程，使 )*+, 抗性基因得以短时表达，
同源片段越长，短暂整合的数目也越多。一旦质粒

从染色体上分离，便不再赋予菌体对抗生素的抗性，

因而该菌落表现为假阳性。

从表 . 分析，同源序列长度达到（$"":6 ;
$<9:6）时，可以获得有效的染色体整合；同源序列长

度为（#=">:6 ; #<?=:6）时，可获得较高比例的整合
体。

!89 染色体整合体的鉴定
!898: 0N-鉴定：)*+,抗性基因存在于 678/.上，
只有整合到染色体上才能随染色体共同复制，所以

可通过检测基因组 OH@ 上 )*+, 抗性基因判断
678/.衍生质粒是否整合到染色体上。
根据文献［<］设计 )*+,抗性基因（ !"#）引物为：

正向引物：$PKNN)$%%&&’@)Q@N)Q@Q))QQ@N@NK
N@)NQN@（斜体为 ()*- R位点）；
反向引物：$PK)N)%%$’&&QQ@@@NQ))Q@Q@@N)NK
QQ)N)Q（斜体为 +,-E RRR位点）。
扩增出来的 OH@片段长度应为 <9>:6。
随机选择 678/###9 和 678/###= 整合体各

两个克隆，接种于含 $!%&’( )*+,的 )ST中，在 ."U
振荡培养 ?>*，提取总 OH@。以总 OH@ 为模板，用
)2V酶和 !"# 引物进行 0N-扩增，结果 ?个克隆都有
<9>:6附近的 0N- 片段（如图 ?），表明挑选克隆中
678/###9 和 678/###= 质粒已整合到了染色体
上。将 678/###9 和 678/###= 整合体分别称为
糖多孢红霉菌 ###9（. W /#0!1#2/2 ###9）和糖多孢红霉
菌 ###=（. W /#0!1#2/2 ###=）。

图 ? 整合体的 0N-鉴定
X+%W? 0N- +E4F3+G+I23+,F ,G +F34%B2F35

# W OH@ ’2BJ4B；!，.W . W /#0!1#2/2 ###9；?，$W . W /#0!1#2/2 ###=

!898! 对枯草杆菌的抑制试验：将糖多孢红霉菌
###9和糖多孢红霉菌 ###= 菌丝体分别接种到含
$!%&’( )*+,的 )ST的液体中，在 ."U振荡培养 <!*。
把过夜培养的枯草杆菌涂 (T固体平皿，在培养基
表面放上无菌滤纸片，再将 #"!(上面整合体培养液
直接加到平皿滤纸上，放 .<U恒温箱培养 <*以上，
结果上述发酵液均没有抑菌活性，表明在糖多孢红

霉菌 ###9 和糖多孢红霉菌 ###= 菌丝体中，
678/###9和 678/###=质粒已分别整合到了染色

9# 生 物 工 程 学 报 #=卷



体上红霉素生物合成基因位点。

!"# 二次重组体的筛选
同源重组质粒在染色体上不稳定，在没有抗生

素选择压力的情况下，经过几代生长后部分质粒会

经染色体二次重组从染色体上脱落，菌株便失去对

!"#$的抗性，因而可通过检验菌株对 !"#$的抗性判
断其上质粒是否从染色体上脱落。

质粒从染色体上脱落需经染色体二次重组，这

有两种方式，一是二次重组位点与第一次重组位点

位于突变位点的同一侧，二次重组后染色体恢复到

第一次重组前状态，菌株恢复红霉素合成能力；二是

二次重组发生在与第一次重组的不同一侧，二次重

组后，在染色体上引入了突变位点，使菌株不能合成

红霉素，发酵液将失去抑制枯草杆菌活性。将糖多

孢红霉菌 %%%& 和糖多孢红霉菌 %%%’ 在无 !"#$ 的
()*斜面上生长 ) 代后，制备原生质体，涂无抗生
素 ()*固体培养基平皿。分别挑取 +,个和 %-%个
菌落，每个菌落依次涂在含 !"#$的 ()*斜面和不含
!"#$的 ()*斜面上。在 )./恒温箱放置 +0"，结果
糖多孢红霉菌 %%%&所接种的 +,个菌落均不能在含
!"#$的斜面上生长，表明质粒已全部从染色体上脱
落。但从糖多孢红霉菌 %%%’接种的 %-%个菌落，仅
有 +)个不能在 !"#$斜面上生长，表明糖多孢红霉菌
%%%’整合体在无抗生素斜面上生长 )代后，有近一
半菌株染色体上质粒都未脱落下来。说明带有同源

片段短的质粒更容易从染色体上脱离，其中的原因

还不清楚，推测带有较长同源片段质粒从染色体上

脱落后，可能更容易再次与染色体重组。

将仅能在无 !"#$的斜面上生长的菌株接种 ,12
!34摇管，)./振荡培养 +0"。按上述方法进行抑菌
活性实验，结果 +, 个失去 !"#$ 抗性的糖多孢红霉
菌 %%%&中，有 0%只摇管发酵液失去抑菌活性；而 +)
个失去 !"#$抗性的糖多孢红霉菌 %%%’中有 )0只摇
管发酵液失去抑菌活性，说明同源片段长度越长二

次重组时更易于在染色体上引入突变位点；在突变

位点一侧同源片段长度达到 ,..56时可进行有效的
二次重组。

$ 讨 论
近年来，随着人类基因组和许多模式生物基因

组测序研究工作的完成，功能基因组的研究已摆在

了重要位置，随之有关同源重组方法的研究也较多，

特别在酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）［%)，%-］、
!#$,-&*"##$"%&’(#)* .&’/)［%,］、大肠杆菌（ 0*#$)%,#$,"

#&1,）［%& 7 %8］、链球菌属（ !2%).2&#&##,）［%］、丝状真菌（3*$4
/(" 5&**(.,,）［%’］，甚至在哺乳动物［0.］，已经建立了比
较完善的基因敲除或敲入系统。迄今为止，对于酵

母和大肠杆菌，借助于 9:(扩增技术，在目的基因
两翼只需连接 ). ; ,.56的同源序列，并在同源序列
间连上某种抗生素抗性基因，将线形 <=>导入目的
菌株，即可将染色体上目的基因敲除或进行基因替

换。但这些系统除了用于同源重组的 <=>片段而
外，还需要一些配套的体系，如酵母中 :?@ 表达系
统、大肠杆菌中 (@A表达系统，目前这些系统在放线
菌中还没有建立起来。另一方面，在酵母或大肠杆

菌中建立起来的这些染色体重组方式，对于组合生

物合成研究也不完全适用，如在酵母基因敲除系统

中 :?@BC$D9系统，最后在染色体上必须保留 C$D9序
列，大肠杆菌 (@A系统也在染色体上保留一个 E(!
（E29 ?@F$GH#I#$H IJ?G@I）重复序列。这些序列对于一
个单功能基因，可能不影响基因功能的研究，而对于

9K3酶结构域或模块基因敲除或替换，C$D9或 E(!
（E29 ?@F$GH#I#$H IJ?G@I）重复序列的存在，可能影响阅
读框架结构或影响后续基因产物的活性。因此，在

放线菌中利用两步同源重组进行基因敲除或替换，

仍是大环内酯组合生物合成的重要途径之一。
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