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摘 要 螺旋霉素（F]）为 M7元环大环内酯类抗生素，含有螺旋霉素!、"和#个组分，其结构的差异为 M7元内酯环的 J" 上

分别连接羟基（F]!）、乙酰基（F]"）和丙酰基（F]#）；F]"和 F]#是在相同的 "L?L酰基转移酶催化下 F]!进一步酰化的产
物。F]!、F]"和 F]#在生物学活性方面无大差异。为简化螺旋霉素组分，便于今后对其结构进行进一步改造，根据碳霉素
和麦迪霉素生物合成中的 "L?L酰基转移酶序列，设计了简并性 ]J.引物，并采用 F^*L]J.（?1<B(/ ’(1B’<,0(/’:13/ </?:/3 ]J.）方
法，从螺旋霉素产生菌 7 ) &@#*+<20%/#0)& D!M中进行特异性扩增，获得了螺旋霉素 "L?L酰基转移酶基因（ &&@8）及其侧翼序列，共
约 #_"A5（其中的 "#Q%<: E*8序列已被 X/<5;<A收录，E‘7#!%#!）。采用 E*8同源双交换技术对 7 ) &@#*+<20%/#0)& D!M中的 &&@8
进行了删除。对螺旋霉素原株和 &&@8缺失变株进行发酵产物提取和 []UJ分析表明：原株中 F]!、F]"和 F]#的相对含量分
别为 %_Ga、7%a和 !Qa，变株中则分别为 %!a、MGa和 O_7a；变株主要组分为 F]!。螺旋霉素 &&@8缺失变株的获得为螺旋
霉素组分简化及其衍生物的结构改造奠定了基础。
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大环内酯类抗生素在临床上占有重要地位，它

们对革兰氏阳性菌和支原体有很好的活性，对部分

革兰氏阴性菌也有作用，且对一些日趋流行的弓形

体、军团菌等难以控制的病原体有良好的抗菌活性

和组织渗透性，口服吸收快，不良反应少，对肝、肾功

能基本无影响，还有潜在的免疫调节作用，>T 世纪
OT年代已被认为在治疗成人呼吸道感染上将与$;
内酰胺类药物竞争。近年，世界各国通过对十四元

环红霉素分子结构的化学改造研制新的衍生物已在

临床上得到广泛的应用。

?M元环大环内酯类抗生素构效关系的研究显
示，碳霉糖 GU位亲脂酰基团对于分子向细胞的渗透
有重要作用，因而可以提高抗生素对核糖核蛋白体

的结合能力和体内抗菌活性；而且酰基碳链越长亲

脂性越高，体内抗菌活性越好。现有对 ?M元环大环
内酯类抗生素结构改造主要集中在用化学半合成方

法使碳霉糖 GU或V和 AU羟基的酰基化，如乙酰螺旋霉
素、乙酰麦迪霉素等。近年，采用基因工程技术通过

碳霉糖 GU位异戊酰基转移酶基因在螺旋霉素或泰
乐菌素产生菌中的表达，使产生菌能够发酵直接产

生 GU异戊酰螺旋霉素或 GU异戊酰泰乐菌素，药效学
显示异戊酰化产物在体内的活性明显优于乙酰化产

物。目前国内已完成的基因工程必特霉素"期临床
试验研究表明，必特霉素治疗上呼吸道细菌感染的

总有效率为 OAS，与对照药阿奇霉素无差异，而且
不良反应少；同时，由于必特霉素对肺炎支原体、解

脲支原体和衣原体具有高活性，表明它在治疗上述

菌感染和抗泌尿道感染中有潜在的应用价值。

螺旋霉素（’(+%!7.)+"，RD）属 ?M元大环内酯类抗
生素，由螺旋霉素链霉菌（ , $ +0(%$!"#)-(#1+，国内菌
株）或生二素链霉菌（ , $ $!3&’$#()*+，国外菌株）产

生。螺旋霉素为多组分抗生素，含有!、"和#三个
组分（化学结构见图 ?），其结构差异表现在 ?M元内
酯环的 A位 E上分别连着一个羟基（RD!）、乙酰基
（RD"）或丙酰基（RD#）。螺旋霉素生物合成的研究
表明，RD"和 RD#是由 RD! 经 A;2;酰基化酶（A;2;
!).-*%!"’5&%!’&，A;2;4B）酰化产生的。

图 ? 螺旋霉素的化学结构
=+6$? E:&7+)!- ’*%<)*<%& 95 ’(+%!7.)+"

虽然 , $ +0(%$!"#)-(#1+ 和 , $ $!3&’$#()*+ 均可以
产生螺旋霉素，但是所产生的三个组分的比例却不

相同：, $ +0(%$!"#)-(#1+ 产生的螺旋霉素中 RD!含量
很少，RD"和 RD#之和超过 0IS；而 , $ $!3&’$#()*+
产生的螺旋霉素中 RD!含量超过 OTS。
对螺旋霉素三个组分的体外抗菌活性研究表

明：RD!分别高于 RD"和 RD#的 ITS和 ATS左
右［?］，但在体内，RD"和 RD#的组织浓度高于 RD!。
因此，总体上认为螺旋霉素三个组分的体内抗菌活

性是相同的。

药典对螺旋霉素的组分比例是有明确规定的。

例如，欧洲药典就规定 RD!的比例不低于 OTS，RD
"和 RD#的比例分别不高于 IS和 ?TS。我国药典
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虽然没有收录螺旋霉素，但是根据其对乙酰螺旋霉

素的质量标准规定，也可以推测出对螺旋霉素组分

比例的要求：!"!和 !""均不低于 #$%，二者之和
不低于 &$%。
长期以来，抗生素发酵产品的多组分问题给药

品质量标准的制定以及生产工艺的控制带来了很大

的困难和挑战。同一抗生素由于生产菌种、发酵条

件和提取工艺的不同，常常也会导致质量控制与分

析的复杂化。因此，在不影响生物学活性的前提下，

减少组分数量、甚至获得单一组分产生菌，以简化质

控标准，进而简化生产提取工艺，降低能耗和生产成

本，减少对环境的污染等，一直是抗生素研发和生产

面临的重要课题。

江苏微生物所经过多年的努力利用诱变技术，

获得了产生单一组分的庆大霉素 ’() 菌种［*］；沈阳
药科大学熊宗贵等通过诱变及添加前体的方法，获

得了产生麦迪霉素 +组分为主的菌种。然而，采用
诱变技术获得单一组分菌种的方法存在一定的机遇

性，并且筛选工作量大，辅之以添加前体的方法，需

要额外化学合成小分子前体，又增加了生产成本。

本研究采用基因工程技术，对 ! , "#$%&’()*+$),"
中负责螺旋霉素内酯环 #位羟基酰化酶基因进行定
向删除，获得了主要产生 !"#组分的螺旋霉素产
生菌。

! 材料与方法

!"! 链霉菌及其发酵培养和产物的提取分析
! , "#$%&’()*+$)," -*.，为我国螺旋霉素产生菌，

本实验室保存；/#0-0+1$为 ""#+基因缺失变株，!"
#组分产生菌，本研究构建。菌株斜面经种子培养
接种于发酵培养基（含葡萄糖、淀粉、碳酸钙、氯化

钠、鱼粉等），*23摇瓶培养 $4。发酵上清液经乙酸
乙酯提取后，吹干，甲醇溶解，进行 5"/’检测。
!"# 分子克隆载体与 $%&操作
温敏型大肠杆菌0链霉菌穿梭载体 67’..#8［#］，

携带阿泊拉霉素（+9）抗性，本实验室保存。"’:引
物（序列见表 .）由北京赛百盛基因技术有限公司合
成。;<+测序由宝生物工程（大连）有限公司完成。
! , "#$%&’()*+$)," -*. 基因组 ;<+提取方法参照文
献［=］。"’: 产物的纯化与连接、感受态细胞的制
备、;<+连接产物的转化、重组质粒的筛选参照文
献［$］进行。常规 "’: 主要技术参数为反应体积
*$%/（1)7):) /+ 1)>，* ? @’ ABCCDE #）；基因组 ;<+
取 $F G .FFHI 作模板；退火温度 $23，延伸时间为
.9JH；进行 #F 个循环。单寡核苷酸巢式 "’:［K］

（LJHI(D M(JIMHBN(DMOJ4D HDLOD4 "’:，!P<0"’:）主要参数
见表 *，反应体积 $F%/。

表 ! 本研究所用引物
’()*+ ! ,-./+-0 10+2 .3 45.0 04126

<)9D P(JIMHBN(DMOJ4D LD>BDHNDL MC 6EJ9DEL（$Q0#Q）
:DLOEJNOJMH DHRS9D

LJOD )44D4
. +11+../0111@’’+’+1’@’（@T’）’+@’+@ 2&’5#
* 1+1+../011’@@1@（@T’）’’@1+（@T’）’@@+1 2&’5#
# ’@1++’1’@’@@’@+@’+@’+@’@1@’+@@1’ U
= @+1@’1@@1@’@@’1@@@’’+@1@@1’’11’@ U
$ ’@+’++’+’@’1@11’11’@@’’@@@1@@’’@ U
K +@1@010/./’@@’@’@’@@’+’@@@@11@++’1’ 34&#
& @+’//.1001@@+11’1’@’1’’1’111’@@@+1@@ 5$64"
2 @+’//.1001@+@’@1@@’+@+’’+@+’’@’1’1 5$64"
8 +@1@.//001’+’’+@@@’++@@1’@@’@1@’1’1@ 7)8:#

表 # 78%9,:;参数
’()*+ # 78%9,:; <(-(/+4+-0

<B9VDE MC NSN(DL 1WDE9)( LDOOJHIL

. 8K3 U #9JH

$ G .F 8K3 U #FL，K83 U #FL，&*3 U #X$9JH

.
8K3 U #FL，*83 U #9JH，*83 E)96JHI

OM &*3 JH #9JH，&*3 U #X$9JH
=$ G KF 8K3 U *FL，K83 U *FL，&*3 U #9JH

!"= 链霉菌操作
! , "#$%&’()*+$)," -*.原生质体形成与转化方法

参照文献［&，2］；;<+ 同源双交换转化子的筛选分
离，首先在 +9抗性平板上获得单交换转化子，然后
在 #&3、无抗性平板上连续传 # G =代，获得分离良
好的单菌落，对已经丢失 +9抗性的单菌落进行基
因组 ;<+提取和 "’:鉴定，得到发生 ;<+同源双
交换的转化子。

!"> 变株发酵产物的 ?,@:检测
岛津 /’0.F+1Y6液相色谱议，二级管阵列检测

器，色谱柱为 7EM9)LJ( ’.2 =X$ ? .$F99，流动相为甲
醇T.%磷酸二氢钠溶液（$#T=&），流速为 .9/T9JH。

=.K 19$6*"* :8,%6&; 8< 2$8+*)968;8=( 生物工程学报 *FF&，ZM(X*#，<MX=



! 结果

!"# 螺旋霉素 $%!%&’基因及其上下游序列的克
隆

鉴于螺旋霉素、麦迪霉素和碳霉素三者化学结

构的相似性［!］，我们根据 "#$%数据库中麦迪霉素和
碳 霉 素 的 &’!’()［!，*+，**］———,-,$（ 来 自 " .
#$%&’()&%*+,-）和 &%$(（来自 " . ./+’#(.(0+’&,-）———
保守序列，设计了简并性上、下游引物两条（引物 *
和 /），以螺旋霉素产生菌（ " . -1*’&#$%+.*%2- 0/*）总
1"(为模板进行常规 2#3扩增，获得一条 45467大
小的特异性 1"(条带（见图 /(）。测序后经 $89:;分
析表明其与 #3#$和 &%$(基因高度相似。在此基
础上设计合成外向引物两条（引物 & 和 <），采用
=>"’2#3方法，扩增其上下游两翼序列（图 /$ 和
#）；为获得更长下游序列，设计了引物 ?，同样采用
=>"’2#3方法，扩增下游序列约 *@+A6（图略）。通
过克隆、测序、拼接，获得了完整的螺旋霉素 &’!’()
基因（ --1(）及其上下游序列，共约 <@&A6。2#3扩增
策略示意图见图 &；完成了其中的 &<?567测序。

图 / --1(基因及其侧翼序列 2#3产物电泳图
0BC./ D8EF;GH7IHGE:B: GE7GE:EJ;9;BHJ HK 2#3 9,78BKBF9;BHJ:

HK --1( CEJE 9J- B;: K89JABJC GECBHJ:

图 & 2#3扩增 --1(基因（包括侧翼序列）片段引物
设计及产物的相对位置示意图

0BC.& )IE GE89;BLE 7H:B;BHJ: HK 7GB,EG: M:E- 9J- ;IE :FIE,9;BF
GE7GE:EJ;9;BHJ HK KHMG 1"( KG9C,EJ;:（FH8HGE-）H6;9BJE- 6N 2#3

对 &<?5J; 的 1"( 序 列（ OEJ$9JA (FFE::BHJ
JM,6EG 1PQ</5</）进行开放阅读框架（>30）分析
（0G9,E28H; /@&@/），结果显示，其中含有一个完整的
>30（*?!< R /4/+J;），氨基酸序列保守性结构域
（FHJ:EGLE- -H,9BJ）搜索表明其属于酰基转移酶，$89:;
分析表明其与 S-,$（ %-EJ;B;N T 4+U，D T *EV *Q5）和

(FN(（%-EJ;B;N T QQU，D T /EV *<&）高度同源，说明该

>30为编码螺旋霉素的 &’!’()，即 --1(基因。
!"! " ( #$%&’()*+,%*-# )!#中 $%!%&’基因的删除
采用 1"(同源双交换技术，对 " . -1*’&#$%+.*%2-

0/*中的 --1(基因进行了删除。
根据上述序列分析结果，设计并合成了两对引

物（引物 Q和 5以及，引物 4和 !），进行常规 2#3扩
增，获得了用于删除 --1( 的两个同源双交换片段
（左臂 W*，*@+A6；右臂 W/，*@?A6）。W* 两端携带

45&!和 6*,-"酶切位点，W/ 两端携带 6*,-"和

7%(3!位点。将 W*、W/ 和温敏型 7X#**&!载体根据
相应的酶切位点进行连接，获得重组载体 7X#W*’/
（构建过程见图 <）。

图 < 用于 --1(基因缺失的重组载体 7X#W*’/构建示意图
0BC.< #HJ:;GMF;BHJ HK ;IE GEFH,6BJ9J; 789:,B- 7X#W*’/ M:E-

KHG ;IE --1( -E8E;BHJ BJ " . -1*’&#$%+.*%2- 0/*

图 ? 基因组 2#3产物电泳以鉴定 --1(缺失菌株
0BC.? D8EF;GH7IHGE:B: HK 2#3 7GH-MF;: KGH, CEJH,BF 1"( ;H

B-EJ;BKN --1(’-E8E;E- ,M;9J;:

将 7X#W*’/通过原生质体转化方法，导入螺旋

?*Q武临专等：螺旋霉素 &’!’酰基转移酶基因的删除和主要产生螺旋霉素组分!菌株的获得



霉素产生菌 ! ! "#$%&’()*+$)," "#$ 中，以 %&抗性作
为选择性标记获得转化子；经无抗性平板在 ’()条
件下培养传代、单菌落分离，获得了 %& 敏感菌株
（称为 *’+-+%,!）。以变株和原株基因组 -.%为模
板，引物 /和 0配对，进行 123扩增和产物的电泳鉴
定。由图 4可见，由于 ! ! "#$%&’()*+$)," "#$基因组
*$ 和 *# 基因片段发生了双交换，使变株中 ’+-+%,
基因缺失，使其基因组扩增片段（约 #5467）比原株

（约 ’5(67）小 $5#67，缺失的大小与 ’+-+%,基因大
小相符，表明该菌株的 ’+-+%,基因已被删除，定名
为 *’+-+%,!。原株与 *’+-+%,!变株经发酵培养
并对其产物提取后，进行 81*2检测（结果见图 /），
发现二者所产生的螺旋霉素组分比例（以峰高计算）

发生显著变化：原株中 91"、91#和 91$分别为
(5((:、/(5#;: 和 #<504:，*’+.+%, 变株中为
($5;=:、$;540:和 05/$:。

图 / 螺旋霉素标准品（%）、螺旋霉素原株（>）和 *’+-+%,（变株（2）发酵产物的 81*2检测图（" ? 91"；# ? 91#；$ ? 91$）
"@A!/ 81*2 BCBDEF@F GH FIBCJBKJ FL@KB&EM@C（%）FL@KB&EM@C 7E LBKNCI FIKB@C（>）BCJ *’+-+%,!（2）（O ? 91"；# ? 91#；$ ? 91$）

! 讨论
本研究通过基因生物信息学分析，利用功能相

似同源基因序列在获得螺旋霉素 ’+-+酰基转移酶
基因基本序列基础上，采用 9P.+123技术获得了其
两翼的上、下游序列，进而通过 -.%同源双交换定
向删除 ! ! "#$%&’()*+$)," "#$基因组中的 ’+-+%,基
因，使该菌株从主要产生 91#和 91$组分转为主要
产生 91"组分，从分子生物学角度证实了我们所获

得的位于 $40<+#;#=CI 的 P3"（ ""#%）确实为编码螺
旋霉素 ’+-+酰基转移酶的基因。

*’+-+%,!变株的获得为螺旋霉素结构的进一
步改造和单一衍生物的研制奠定了基础。所获得的

主要产生 91"组分的 *’+-+%,!变株，还产生少量
的 91#和 91$，推测可能是该菌株内可能存在的其
他酰基转移酶非专一性催化所致。

通过 123技术克隆一段已知 -.%序列的未知
侧翼序列，在方法学上正在不断发展与成熟，包括反

/$/ /0$1*"* 2.,%1&3 .4 5$.+*)01.3.6( 生物工程学报 #==(，QGD5#’，.G5<



向 !"#（ $%&’()’ !"#，$!"#）、锚定 !"#（ *%+,-(’.
!"#）、交错式热不对称 !"#（ /,’(0*1 *)200’/($+
$%/’(1*+’. !"#，34567!"#）［89］及其多种改良方法（如
本研究中的 :;<7!"#［=］等）。本研究采用 :;<7!"#
技术，成功地得到了阳性扩增 ><4片段。链霉菌基
因组 ><4的 ?"@比较高（AB@左右），普通 !"#扩
增与 ><4 测序相对比较困难；本研究为 :;<7!"#
成功地用于高 ?"@><4基因组的扩增提供了一个
实例。
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对照。
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工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

U^I^U 写法：
’）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。!）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结
论。U）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不
用，如基因、表达⋯⋯
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UUH艾呈祥等：山东实生板栗居群遗传多样性 DEEF分析



细胞株可以快速实现特定的靶分子在 !"#$%&’()细
胞基因组中整合和表达，因此可方便地将特定的调

控分子定点整合到 !"#$%&’() 细胞的基因组中，通
过表达这些特定的调控基因来改变宿主细胞的功能

分子，从而改善 !"#$%&’()细胞大规模培养特性，为
研制高效经济的 !"#$%&’()细胞表达系统奠定了良
好的基础。而且，该系统在真核细胞表达调控等理

论研究方面具有较好的应用。由于该系统能够实现

外源基因片段在细胞基因组中的 *+,位点定点整
合，筛选所得克隆在理论上都是一致的（包括整合位

点，拷贝数等），因而能够方便地应用于不同表达调

控元件（包括不同启动子，增强子，-.或 /.非翻译区
等）的分析比较。
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英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根

据英文摘要及图表，就可以大致了解论文的全貌。

文摘写完后，应请英文较好的专家审阅定稿后再寄

至编辑部。

M 特别说明
M_0 关于综述
综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文

献新，观点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

M_N 关于测序类论文
凡涉及测定 <^>、+^>或蛋白质序列的论文，

请先通过计算机网络进入国际基因库 ‘;61（欧洲）
或 8:F64FQ（美国）或 <<6U（日本），申请得到国际基
因库接受号（>33:559=F ^=?）后再投来。

M_/ 关于版权
M_/_0 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一

稿两投。

M_/_N 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，
所有形式的（即各种文字、各种介质的）版权均属本

刊编辑部所有。作者如有异议，敬请事先声明。

M_/_/ 对录用的稿件编辑部有权进行文字加
工，但如涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

M_/_M 文责自负。作者必须保证论文的真实
性，因抄袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，

由作者自负。

M_M 审稿程序及提前发表
M_M_0 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡

被录用的稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿

件，一般在收到来稿 /个月之内致函说明原因。打
印及复印稿不退，请自留底稿及原图，特殊情况请在

来稿时注明。

M_M_N 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持
文稿质量为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。

如作者要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报

告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提

前发表的必要性，经过我刊的严格审查并通过后，可

予提前刊出。

- 发表费及稿费
论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的

发表费，并酌付稿酬，寄送样刊及单行本。发表费 NSS
元$面，彩版每面另加 TSS元（发表费如有调整，以本刊
所发通知为准）。

K 编辑部地址
（0SS0S0） 北京市朝阳区大屯路 中国科学院
微生物研究所《生物工程学报》编辑部
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