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摘要：利用 $%&技术对 !’株分离自我国南海澳大利亚厚皮海绵的放线菌及 (株分离自贪婪倔海绵的芽孢杆菌进
行了聚酮合酶（$)*）基因筛选。从芽孢杆菌 %+(中获得了一条 ,,(-.片段，/01*2比对结果表明该基因对应的氨
基酸序列和枯草芽孢杆菌 3 型聚酮合成酶基因（$)*）)*域的相似性达 (,4。通过系统发育分析推测芽孢杆菌 %+(
$)*基因属于 56789:12型。首次证明了贪婪倔海绵共附生微生物中存在 $)*基因，这为海绵活性物质的微生物来
源假说提供了证据；同时也为可以产生聚酮类化合物的微生物筛选以及聚酮类化合物的发酵制备奠定了基础。
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海绵蕴含着丰富的天然活性产物［’］，这些化合

物大多在陆地生物中从比较罕见，具有抗菌、抗肿

瘤、抗病毒、降血压、凝血和溶血等生物活性。近年

来越来越多的研究表明海绵中的许多活性物质是

由它的共附生微生物产生的［!，<］。

聚酮类化合物是一组含有由碳、氧原子构成的

大环结构的天然化合物，是许多药物的先导化合

物，例如红霉素、四环素、两性霉素、利福霉素、洛伐

他丁、阿霉素、])=",、雷帕霉素等。!"世纪末期，国
外学者已有开始对海绵及其共附生微生物的聚酮

化合物进行研究。例如：)I-7O79GC等人于 ’((>年从
海绵 9"00’8=:$+1*" &%<+."&" 的丙酮浸出物中提取到

有细胞毒素的聚酮化合物［#］。1-6ERR 等人从海绵

4"8$*8 .( T .$: %*".," 分离到的曲霉菌培养液中发现一
种新的聚酮化合物［=］。!""# 年后人们将目标转移
到从海绵及其共附生微生物中克隆聚酮化合物合

成基 因（ $)*）［, ^ (］；!"", 年 )CQ 等 人 从 海 绵

>8,<;$.,%"&*+" .0"7"&" 的宏基因组中成功克隆到 $)*
基因［+］。最近，针对海绵可培养的微生物 $)*基因
的筛选工作才刚刚开始，仅有 )CQ等人的一篇即将
发表的报道［+］。

我们已经从 #种南海海绵中分离筛选出近 !""
株具有抗菌、生物酶活性的微生物［’" ^ ’!］，初步建成

了一个海绵共附生微生物资源库。在此基础上，本
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文对一些活性菌进行 !"#基因筛选，目的在于为海
绵活性物质微生物来源的假说提供分子水平上的

证据，同时也期望为海绵共附生微生物基因资源的

挖掘与利用提供基础。对于澳大利亚厚皮海绵和

贪婪倔海绵的功能基因及聚酮化合物研究，目前国

际上还未有报道。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：$%株放线菌，筛选自中国南海澳大利
亚厚皮海绵，编号 &’% ( &$%［%’］。) 株芽孢杆菌，筛
选自中国南海贪婪倔海绵，编号 *+%、*,,、*-)、*).、
*%%%、*%%/、*%%,、*%$.、*%.’［%%］。
!"!"# 试剂：01缓冲液［%$］、021溶液、034 酶（购自
上海晶美生物技术有限公司）。溶菌酶、560!7、蛋
白酶 "、89:3;、<!0=、.# #>?@ &62 2:3AB7C =C;
!DA?E?F3G?B@ "?G试剂盒，>H*I90 JCFGBA试剂盒，&K+!
感受态细胞（购自上海申能博采生物科技有限公

司）。

!"!"$ 培养基：高氏一号培养基［%/］，牛肉膏蛋白胨
培养基［%/］，LM固体培养基［%/］及含 2I>的 LM固体
培养基（2I>终浓度为 $’":NIL）。其中高氏一号和
牛肉膏蛋白胨培养基采用按布鲁杰兹配方配制的

人工海水［%+］。

!"!"% 引物：筛选 !"#基因的引物：上游引物 =M%：
+O9P0P=2Q**6*2=*2<*=9.O，下游 引 物 =M$：+O9
J=06**6=0=**P0=9.O［)］。筛选阳性克隆的引物为
>H*I90 载 体 引 物， 上 游 引 物 0,： +O9
=*#20==2Q**#*2P*2P*=#J09.O，下游引物 R%.：
+O9=*#20==2Q*9*#*2P*2P*=#J09.O。
!"# 方法
!"#"! &62提取：&62 提取方法采用经典的酚 S
氯仿抽提法，对于芽孢杆菌和放线菌略有不同。具

体步骤如下。

芽孢杆菌 &62 提取：取 %IL 菌液，加入 +’’"L
01缓冲液，混匀，%$’’’ANI?@，离心 +I?@。弃上清，加
入 +’’"L 01 缓冲液，混匀，%$’’’ANI?@，离心 +I?@。
弃上清，加入 $+’"L 01 缓冲液，$’"L 蛋白酶 "
（$’I:NIL）和 $+’"L %$T#&#，重悬，混匀，放入 ++U
水浴 .’I?@。加入 ’VWIL 0P<#饱和酚，小心上下颠
倒混匀，%$’’’ANI?@，离心 %’I?@。取上清液，加入等
体积的酚 S氯仿抽提液，颠倒混匀，%$’’’ANI?@，离心

%’I?@。取上清液，加入等体积的氯仿抽提液，颠倒
混匀，%$’’’ANI?@，离心 %’I?@。取上清液，加入 ’V%
倍体积的 +IB;NL 63*;溶液和 $V+倍体积的异丙醇，
颠倒混匀，过夜。%$’’’ANI?@，离心 %+I?@。小心倒
去上清液，加入 %IL ,+T乙醇冲洗，%$’’’ANI?@离心
%’I?@，弃去上清液。将 &62在真空干燥。将获得
的 &62溶于 .’"L无菌超纯水中，/U冰箱保存。
放线菌 &62提取：直接从平板挑取 ’V%: ( ’V$:

菌丝体，+’’"L 01 缓冲液洗两次，加入 $+’"L 溶菌
酶溶液，.’U水浴 .’I?@。依次加入蛋白酶 "、#&#，
++U水浴，等体积有机试剂抽提，方法同上。
!"#"# !*P 扩增：采用 $+"L 反应体系：%/V,+"L
55K$X，$V+"L 034 MDEECA（含 "*;，无 R:*;$），.V+"L

R:*;$，$V’"L $V+IIB;NL 560!，引物 %’"IB;NL =M%与

=M$ 各 ’V+"L；’V$+"L +HN"L 034 酶。)/U预变性
+I?@；)/U，%I?@；+’U，%I?@；,$U，$I?@；.+ 个循环；
,$U延伸 %’I?@，/U保存；%V’T琼脂糖凝胶电泳检
测，电压为 )’J。
!"#"$ 阳性克隆筛选：!*P产物经割胶纯化后，取
WV+"L加入 %"L L?:3G?B@ MDEECA，+’@:（%V+"L）的 >H*I9
0，%"L 0/ &62 L?:37C。在连接酶作用下，%WY !*P
产物与载体连接成环。接着将连接反应产物转化

到大肠杆菌 &K+!感受态细胞中。转化的菌体涂布
于含氨苄青毒素、89:3; 和 <!0= 的平板上，.,U倒
置培养 %$Y ( %WY，长出蓝色和白色菌落。挑取白色
菌落，接种培养，用 0A?GB@溶液破壁，取 %"L作为模
板，以 0,、R%.载体引物作为引物 !*P扩增，电泳分
析，筛选出阳性克隆。

!"#"% 序列测定及同源性与系统发育树分析：将筛
选出的阳性克隆送样到英骏生物技术有限公司进

行序列测定（.,.’&62 测序仪）。将得到的目标片
段序列提交 =C@M3@Z数据库，采用 M;37G程序进行序
列的同源性分析，然后选择 =C@M3@Z具有代表性的
"# 5BI3?@的氨基酸序列，利用软件 F;D7G3; [进行比
对，并使用软件 RC:3 .V%构建系统发育树。

# 结果

#"! &’(基因的 &)* 扩增
从 $%株放线菌和 )株芽孢杆菌均成功提取到

基因组 &62，大小在 $’Z\左右。以此 &62为模板，
利用 !"#片段扩增引物 =M% ] =M$进行 !*P扩增，
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产物经 !"#$琼脂糖电泳分析发现仅从芽孢杆菌
%&’中克隆出与预期值 (’#)*十分相近的 +,-片段
（图 !）。

图 ! .%/产物凝胶电泳
! +,- 012342，5 .%/产物，6 阴性对照

图 5 阳性克隆鉴定
! +,- 012342，5 .%/产物，6 阴性对照

!"! 阳性克隆的 #$%检验与序列分析
对芽孢杆菌 %&’ 的 .%/产物进行连接、转化。

以白斑的质粒 +,-为模板，利用载体引物 7!6、89
进行 .%/扩增，凝胶电泳分析显示有一条 &6#)*左
右且较为明亮的条带（图 5）。去除载体上 !:9)*左
右的序列，所连片断长度恰好 (9#)*左右，证明来自
%&’的目的片段已经连入载体 *;%0<8并成功转入
大肠杆菌。经过测序得到 ((’)*的核苷酸序列如下
=4>?1>3 ,@A BBC!6!D:：

! 8==-8%%-%- =%-=%=--8- 88888-%-== --==%8-8--
D! -=%-888=-= =-8=%%==-8 -8--%=%%%- - -%-88---8
&! =-8-----=8 =%==-=8%8- 8%8===8-8% -8=-=%--8=
!5! --8-%===-8 =-8=%8=--8% -=%-8%-==% %-=-=%--=
!(! %=%%-%==== --%-=8888= %8-8-=%==% -=%-%=8-88
5#! %%=8-88-8% 88--888--- -==%%%8=%% -88%%8-8%=
5D! -8-%==%88= 88%88%%8%- 88-=8%===- %%%-888==%
5&! %%=8%--=%8 %8-88---8- --=---88=- 8-8==%=88=
65! =88==%==-= 8=-=%88-8- %%8%-%8%%= =--8%-8-%-
6(! 8%-=%-8=8= 8==-=%%=== -8=88-8%=% %==-8==-%-
D#! -8=%---=%= 888=-8--8- =%=%---8== 888%=8-%%%
DD! ==%=--==8= %-==-=%=88 -=8%%8---= %=-%8%---=
D&! -%=%-=--=% -=%8--8=-8 %-8-8-8-8= =-=8%-88-8
:5! %==88%-==- -88--8%-== -%==-----% =--8==--88
:(! -%-=%=%%=- =8=%-----= %%---8==-% 88-=--%=8=
(#! -%-8-8-8=- - ---8-8=-8 -8-%-%%%8= -=-=%-8%-=
(D! 88-8=8-=-- -8=%-%==%- %-==--%8-

!"& ’()*+比对和系统发育分析
根据核苷酸序列推导其翻译的氨基酸序列为：

7+.EE/FBGEH=IJ-BH+-=I,-E8G,+JJ%=KIG=F
7C,HI=77G,ELE-/-C-8=,CB-F---/F.IIG,GJ=
.-F.F+8-%CCCGK=8LG-/E-GG,JHF+7-GK==KCGI
G8.HCIFC7%H-=7GC.+=E%J-B+,C-,=BK.=H=-=
-GKGJ/GJ+-H--,+LFI=KFF=C=F,E+=J8,=F8-.
C-JCE7+GH/+FIHJI+FL.HCFCIKH7L=8=8
将从芽孢杆菌 %&’ 中筛选到的基因对应的氨

基酸序列定名 %&’<JC，经 ?G-C8比对发现与枯草芽
孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’ MN)M*A ’&()$%$’ MO2 A !(&）的 .JC
基因 JC域的氨基酸序列 %-?!6(#5同源性为 ’($。
与芽 孢 杆 菌 属 的 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌（ !"#$%%&’
"*+%,%$-&./"#$.0’ BP?D5）的 JC 域的氨基酸序列
%-=56’:&的同源性为 ’6$。作为革兰氏阳性菌的
代表菌株 !"#$%%&’ ’&()$%$’ MN)M*A ’&()$%$’ MO2 A !(& 的全
基因组序列于 !’’9年测定完毕，这种微生物的活性
物质的合成调控往往对应着相当长的操纵子，比如

.JC 区域大小有 9&": 3)，占了全部基因组序列的
5$。因为芽孢杆菌 %&’ 与枯草芽孢杆菌 JC 域氨
基酸序列相似性达 ’($，推测两者 .JC基因的结构
可能极为相似。菌株 !"#$%%&’ "*+%,%$-&./"#$.0’ BP?D5
采自于植物根围，它一方面可以促进植物生长，一

方面帮助植物抵御病源的侵袭。5##( 年 -Q4R1>S21
J@N0@NOMT等人从该菌株中克隆到了新的 .JC基因，
并发现其参与了 MN2U1VOT>、U4>WXVT>等抗病原生物的
活性物质的合成。

选择 =4>?1>3上的具有代表性的 JC S@01T>的

·((D· 微 生 物 学 通 报 5##9年 6D（6）



氨基酸序列构建的系统发育树如图 !。图 !中 "#$%
&’是芽孢杆菌 "#$ 的 &’ ()*+,- 氨基酸序列，
"./0!123、".43!$5#是经 /6.’7比对与 "#$%&’相
似的两个序列。该图显示 "#$与 #个 8&’基因 &’
域的氨基酸序列（"./0!123、".43!$5#、9--/、6-*:、
8;<8、8;<=、><?.、8@(A）的系统发育关系非常近，都

属于 BC+-<%.7型的 &’域，所以推断 "#$的 8&’基因
也是 BC+-<%.7 型。其中与 "#$%&’ 关系比较近的
9--/，来自海绵 !"#$%#&&’ ()*%"$#* 不可培养的共生
菌［D］。根据图 !，"#$%&’ 与来自放线菌、蓝细菌 &’
域的氨基酸序列也有比较近的关系。

图 ! 基于氨基酸序列构建的系统发育树
=E*F@C< ,- G+C@-BH@<@< C@GC@<@-B BH@ <@IE@-J@<’+JJ@<<,)- -E*F@C ,- 4@-/+-;K 7H@ -E*F@C +B @+JH FC+-JH G),-B< <EGG)CB@( FL F))B<BC+GK

/))B<BC+G +-+ML<,< N+< F+<@( )- 522 C@GM,J+B@<K ’J+M@ ,-(,J+B@< 32O <@IE@-J@ (,P@CQ@-J@K

! 结论

从我国南海贪婪倔海绵中分离的芽胞杆菌 "#$
中扩增得到一条 11$FG 8&’ 基因片段，通过 /6.’7
比对和系统发育分析，推断出其类型属于 BC+-<%.7
型，与枯草芽孢杆菌 R 型聚酮合成酶基因（8&’）&’
域的相似性达 $1O。本文首次证明了贪婪倔海绵
可分离培养的共附生细菌中存在 8&’ 基因。一定
程度上，不仅为海绵活性物质微生物来源假说提供

了分子证据，同时也为产生聚酮类化合物的微生物

筛选以及聚酮类化合物的发酵制备奠定了基础。
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