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［摘　 要］ 　 为提高弗氏链霉菌对泰乐菌素的产素能力，构建了弗氏链霉菌双拷贝串联基因 ｔｙｌＦ、
ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基因工程菌。 本研究以弗氏链霉菌作为出发菌株，并以其全基因组 ＤＮＡ 为模板分别扩

增 ｔｙｌＦ 和 ｔｙｌＥ 以及 ｔｙｌＣＶ 基因、以质粒 ｐＳＥＴ１５２ 为模板扩增强启动子基因 ｐｅｒｍＥ，采用重叠延伸

ＰＣＲ 技术和 ＥｃｏＲＶ、ＸｂａＩ 双酶切结合的连接方法，构建弗氏链霉菌表达载体 ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ －
ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ，并转化至大肠杆菌 ＥＴ１２５６７，利用大肠 － 链霉菌属间接合转移技术获得工程菌

株。 研究结果表明，工程菌株摇瓶效价（１４５８０ ｕ ／ ｍＬ）比出发菌株（１１３１８ ｕ ／ ｍＬ）提高了 ２９％ ；液相

色谱结果显示，工程菌株的泰乐菌素 Ａ 和泰乐菌素 Ｃ 相对峰面积显著（Ｐ≤０． ０５）高于出发菌株。
增加弗氏链霉菌 ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 的拷贝数可有效提高泰乐菌素的产量，以及优化组分，为泰乐菌

素生产菌的遗传改造提供参考。
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ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ ｃｏｐｙ ｔａｎｄｅｍ ｇｅｎｅｓ ｔｙｌＦ， ｔｙｌＥ ａｎｄ ｔｙｌＣＶ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｒａｄｉａｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ，
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｒａｄｉａｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｙｌＦ，
ｔｙｌＥ， ｔｙｌＣＶ ｇｅｎｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＳＥＴ１５２ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｐｅｒｍＥ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ． ｃｏｌｉ
ＥＴ１２５６７． Ｔｈｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏ － ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｈａｋｅｒ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ （１４５８０ ｕ ／ ｍＬ） ｗａｓ ２９％ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ
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ｓｔｒａｉｎ （１１３１８ ｕ ／ ｍＬ）． Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ （Ｐ≤０． ０５）． Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｙｌＦ， ｔｙｌＥ ａｎｄ
ｔｙｌＣＶ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｒａｄｉａｅ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ － ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｙｌｏｓｉｎ； Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｒａｄｉａｅ； ｔｙｌＥ ｇｅｎｅ； ｔｙｌＦ ｇｅｎｅ； ｔｙｌＣＶ ｇｅｎｅ

　 　 泰乐菌素 （ Ｔｙｌｏｓｉｎ） 是一种由弗氏链霉菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｒａｄｉａｅ）产生的大环内酯类兽用抗生

素，外观为淡黄色粉末，微溶于水，易溶于有机溶

剂，呈弱碱性［１］，由美国研究者 Ｈａｍｉｌｌ 等［２］ 于 １９５９
年发现，是国际上目前使用最广泛的兽用抗生素之

一［３ － ４ ］。 泰乐菌素对革兰阳性菌、某些革兰阴性球

菌、支原体、分枝杆菌、螺旋体及原虫等有抑制作

用，常用于防治由支原体感染引起的猪气喘病，也
可以治疗猪痢疾、萎缩性鼻炎、关节炎、猪丹毒、钩
端螺旋体病等［５］。 此外泰乐菌素还可添加到饲料

中作为畜禽的抗菌促生长添加剂，促进畜、禽的生

长以及对饲料的利用率，被广泛地应用于畜禽生产

及兽医治疗，所以国际国内市场需求量极大［６ － ８］。
目前，在大规模工业生产中，弗氏链霉菌是泰乐菌

素的主要生产菌［９ － １１］。 泰乐菌素主要由泰乐菌素

Ａ、泰乐菌素 Ｂ、泰乐菌素 Ｃ 和泰乐菌素 Ｄ 四种组分

构成，其中泰乐菌素 Ａ 为主要组分，且生物活性最

强。 工业生产上要求 Ａ 组分含量≥８５％ ，四种组分

的总含量≥９５％ 。
弗氏链霉菌泰乐菌素生物合成基因簇（ ｔｙｌ ｇｅｎｅ

ｃｌｕｓｔｅｒ）从抗性基因 ｔｙｌＢ 延伸至 ｔｌｒＣ，约 ８５ ｋｂ，含 ４３
个 ＯＲＦｓ 提供泰乐菌素合成所需完整的结构基因，其
中 ｔｙｌＦ 编码的大菌素 － Ｏ －甲基转移酶（Ｍａｃｒｏｃｉｎ －
Ｏ －Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）催化泰乐菌素 Ｃ３ 位羟基的甲

基化反应［１２］，催化泰乐菌素 Ｃ 转化为泰乐菌素 Ａ，泰
乐菌素 Ｃ３ 位羟基的甲基化反应是泰乐菌素生物合

成的最后一步，也是限速反应［１３］；ｔｙｌＥ 编码去甲基大

菌素 － Ｏ － 甲基转移酶 （Ｄｅｍｅｔｈｙｌｍａｃｒｏｃｉｎ － Ｏ －
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）催化去甲基大菌素转化为大菌素

（Ｍａｃｒｏｃｉｎ， ｔｙｌｏｓｉｎ Ｃ）； ｔｙｌＣＶ 编码碳霉糖转移酶

（Ｍｙｃａｒｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ），负责将碳霉糖（Ｍｙｃａｒｏｓｅ）
转移到去甲基拉克亭霉素（Ｄｅｍｅｔｈｙｌｌａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ），

合成去甲基大菌素（Ｄｅｍｅｔｈｙｌｍａｃｒｏｃｉｎ）。
外源基因导入链霉菌的常用方法有 ＰＥＧ 介导

的原生质体法、电转化法和接合转移法［１４ － １５］，相较

于其他两种方法，接合转移法除了操作简单外，还
可以避开包外核酸酶，一定程度上能克服链霉菌对

外源基因的限制［１６］，在链霉菌遗传操作中广泛应

用。 链霉菌工程菌构建中常用的载体为 ｐＳＥＴ１５２
整合型表达载体，含阿泊拉霉素抗性基因，能通过

噬菌体 φＣ３１ 的 ａｔｔＢ 位点特异性整合到链霉菌染

色体上［１７ － １８ ］，是链霉菌常用的质粒。 红霉素抗性

基因启动子（ｐｅｒｍＥ）是已知的链霉菌组成型强启动

子，它常用于在链霉菌中提高目的基因（簇）的表达

水平，以方便目的基因（簇）的表达产物或所生物合

成化合物的检测，以及提高目标化合物的生物合成

水平等［１９ － ２０］。
１　 材料与方法

１． １　 菌株和质粒　 弗氏链霉菌、质粒 ｐＳＥＴ１５２（含
有红霉素抗性基因启动子 ｐｅｒｍＥ）均由宁夏泰瑞制

药股份有限公司保藏。
１． ２　 载体、限制性内切酶和试剂　 质粒提取试剂

盒、ＤＮＡ 回收试剂盒、全基因组提取试剂盒和各种

酶均购自 ＴａｋａＲａ 公司。
１． ３　 培养基和抗生素 　 大肠杆菌的培养基为 ＬＢ
培养基；弗氏链霉菌固体培养基为高氏一号培养

基；大肠杆菌 －链霉菌接合转移培养基为 ＭＳ 培养

基；孢子预萌发培养基为 ２ × ＹＴ；发酵培养基采用

公司内部培养基［２１］。
ＬＢ 中氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， Ａｍｐ）使用量为

２５ μｇ ／ ｍＬ，安普霉素（Ａｐｒａｍｙｃｉｎ， Ａｐｒ）储存浓度为

５０ μｇ ／ ｍＬ， 卡那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ， Ｋａｎ）的使用量

为 ２５ μｇ ／ ｍＬ， 萘 啶 酮 酸 （ Ｎａｐｈｔｈｙｌｐｙｒｕｖｉｃ ａｃｉｄ，
Ｎａｐ）的使用量为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。

·７１·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ８ 月第 ５６ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１． ４　 目的基因的获取 　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 下载 ｐｅｒｍＥ、
ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 的基因序列，根据序列使用引物

设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 分别设计 ｐｅｒｍＥ、 ｔｙｌＦ、
ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 的重叠延伸 ＰＣＲ 引物（表 １），其中

ｐｅｒｍＥ 的上游和 ｔｙｌＣＶ 的下游分别引入 ＥｃｏＲＶ 和

ＸｂａＩ 酶切位点。 以弗氏链霉菌全基因组为模板，
ＰＣＲ 扩增获得所需要的目的基因片段，纯化后置于

－ ２０ ℃保存，备用。

表 １　 目的基因扩增引物及酶切位点

Ｆｉｇ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
引物名称 引物序列（５’→ ３’） 酶切位点

Ｐ － ｆ ＣＧＧＡＴＡＴＣＧＧＴＡＣＣＡＧＣＣＣＧＡＣＣＣＧ ＥｃｏＲＶ

Ｐ － ｒ ＴＴＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣＴＣＧＡＴＣＣＴＣＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＡＡＣＣＧＧＣＡＣＧＡＴＴＧ

Ｆ － ｆ ＣＡＡＴＣＧＴＧＣＣＧＧＴＴＧＧＴＡＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＧＡＧＧ

Ｆ － ｒ ＴＣＡＧＣＣＧＣＴＧＴＧＣＣＧＣＣＡＡＴＡＧＧＣＣＴＣＧＧＧＣＧＧＴＧＣＣＧＣＧＴＧＡ

Ｅ － ｆ ＴＣＡＣＧＣＧＧＣＡＣＣＧＣＣＣＧＡＧＧ

Ｅ － ｒ ＡＴＧＧＣＴＧＴＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧＧＣＣＡＣＴＣＡＣＣＣＧＧＧＣＧＡＡＧＣＣＣＣＧＣＣＡＣ

ＣＶ － ｆ ＧＴＧＧＣＧＧＧＧＣＴＴＣＧＣＣＣＧＧＧＴＧ

ＣＶ － ｒ ＴＣＴＡＧＡＴＴＣＡＧＧＣＣＧＣＧＧＧＧＧＡＣＡＧＣＡＧＣＣＣ ＸｂａＩ

１． ５　 重组片段 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 的获得

　 用重叠延伸 ＰＣＲ 法连接 ｐｅｒｍＥ、ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ

基因，实验方法为：以 ｐｅｒｍＥ 和 ｔｙｌＦ 为模板，用引物

Ｐ － ｆ ／ Ｆ － ｒ 扩增获得 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ 基因片段，纯化后

－ ２０ ℃保藏；以 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ 和 ｔｙｌＥ 为模板，用引

物 Ｐ － ｆ ／ Ｅ － ｒ 扩增获得 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ 基因片

段，纯化后 － ２０ ℃保藏；以 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ 为模

板，用引物 Ｐ － ｆ ／ ＣＶ － ｒ 扩增获得 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ －

ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 基因片段，纯化后 － ２０ ℃保藏。

１． ６　 构建重组载体 ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ －

ｔｙｌＣＶ 　 使用 ＥｃｏＲＶ 和 ＸｂａＩ 酶 ３７ ℃，过夜酶切

ｐＳＥＴ１５２ 质粒和 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 基因片段，

回收酶切产物。 按照目的基因与载体的摩尔比为 ７ 的

比例加入酶切后的 ｐＳＥＴ１５２ 质粒和 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ －

ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 基因片段，１６ ℃的温度下在 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶的作用下过夜反应。 将连接产物转化至 ＤＨ５ａ 大肠

杆菌后再转入 ＥＴ１２５６７ 大肠杆菌，筛选阳性克隆子。

１． ７　 ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２， ｐＳＥＴ１５２）与弗氏链霉菌

的接合转移 　 将转化子的过夜培养物转接在 ＬＢ

中，在 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的安普霉素条件下，３７ ℃培养转

化子，到合适浓度（ＯＤ６００在 ０． ４ ～ ０． ６）收集菌体；用

等体积新鲜的 ＬＢ 洗涤菌体两次洗掉抗生素，０． １

倍体积的 ＬＢ 悬浮备用。 刮取适量孢子研磨，将研

磨液于漏斗中过滤，收集滤液，５０ ℃热激 １０ ｍｉｎ，冷

却到室温后加入等体积的 ２ × ＹＴ 孢子预萌发培养

基；３７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 ２ ～ ４ ｈ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ

离心收集孢子，并悬浮于 １ ｍＬ 的培养液中，打散孢

子备用；按照供受比为 １０∶ １（或 １∶ １）将处理过的转

化子培养物和孢子悬液 混 合， 混 匀 后 涂 布 平

板［２２ － ２３］。 培养 ２１ ｈ 后覆盖萘啶酮酸（５０ μｇ ／ ｍＬ）

和安普霉素（５０ μｇ ／ ｍＬ）。

１． ８　 ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基因双拷贝菌株泰乐菌素

效价检测　 将适量弗氏链霉菌菌丝体与接合子的

菌丝体接种到发酵培养基中，２８ ℃、２３０ ｒ ／ ｍｉｎ 连续

培养 ７ ｄ 后，取硫酸铝酸化后的上清液检测泰乐菌

素效价，检测方法参见文献［２４］。

１． ９　 接合子的分子水平验证　 将出发菌与接合子

的菌丝接种到含有 Ａｐｒ 的 ＬＢ 培养基中培养至对数

·８１·
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生长后期，提取全基因组。 分别以引物 Ｐ － ｆ ／ ＣＶ － ｒ
进行 ＰＣＲ 扩增。
２　 结果与分析

２． １　 ｐｅｒｍＥ、ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基因的扩增　 以弗氏

链霉菌全基因组为模板，分别用引物 Ｐ － ｆ ／ Ｐ － ｒ、
Ｆ － ｆ ／ Ｆ － ｒ、Ｅ － ｆ ／ Ｅ － ｒ、ＣＶ － ｆ ／ ＣＶ － ｒ 扩增强启动子

ｐｅｒｍＥ、ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基因，基因片段大小为２７０ ｂｐ
（图 １ａ）、７３５ ｂｐ（图 １ｂ）、１１８８ ｂｐ（图 １ｃ）和 １３８６ ｂｐ（图
１ ｄ），将 ＰＣＲ 产物纯化后保藏至 －２０ ℃备用。

图 １　 ｐｅｒｍＥ、ｔｙｌＥ、ｔｙｌＦ、ｔｙｌＣＶ 基因 ＰＣＲ 结果电泳图

Ｆｉｇ １　 ｐｅｒｍＥ， ｔｙｌＥ， ｔｙｌＦ， ｔｙｌＣＶ ｇｅｎｅ ＰＣＲ

ｒｅｓｕｌｔｓ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ

２． ２ 　 重叠延伸 ＰＣＲ 法连接 ｐｅｒｍＥ、 ｔｙｌＦ、 ｔｙｌＥ 和

ｔｙｌＣＶ基因　 通过重叠延伸 ＰＣＲ 法获得重组基因片

段 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ，大小约为 ３５００ ｂｐ，电

泳结果如图 ２ 所示，在 ３５００ ｂｐ 处出现单一、清晰的

条带，说明重组片段连接正确，可用于后续实验。

将该片段胶回收后于 － ２０ ℃保藏备用。

２． ３　 供体菌的构建　 筛选到一株阳性克隆子，提

取质粒进行 ＰＣＲ 验证（图 ３）和酶切验证（图 ４），

在约 ３５００ ｂｐ 处扩增出了目的条带，使用 ＥｃｏＲＶ

和 ＸｂａＩ 也切出了约 ３５００ ｂｐ 大小的片段，结合空

载体的酶切结果 （图 ５ ），初步说明 ｐＳＥＴ１５２ －

ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 重组载体构建成功，测

序结果表明 ｔｙｌＦ、 ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基因均与 ＧｅｎＢａｎｋ

图 ２　 重组基因片段 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 电泳图

Ｆｉｇ ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇｅｎｅ

ｆｒａｇｍｅｎｔ ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ

上发表的序列相同。 至此， ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ －
ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 重组载体构建成功，可用于后续

实验。

图 ３　 ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ

重组载体 ＰＣＲ 验证结果

Ｆｉｇ ３　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ

ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ

图 ４　 ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ

重组载体酶切验证结果

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ ｐＳＥＴ１５２ － ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ

·９１·
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图 ５　 ｐＳＥＴ１５２ 载体酶切结果

Ｆｉｇ ５　 ｐＳＥＴ１５２ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

２． ４　 重组菌株的摇瓶发酵验证　 从接合转移培养

皿中共挑选了 ２０ 个单菌落，并将其于试管斜面培

养，培养 １２ ｄ 后仅有 １３ 个单菌落斜面长势较好，斜
面孢子层较厚，呈白色。 刮取适量带有少量培养基

的斜面孢子接种于发酵培养基进行摇瓶发酵验证，
培养 ７ ｄ 后测定效价（连续培养 ３ 批），结果如表 ２
所示。 其中 ３、６、７、８、９、１０ 和 １３ 号连续三批的效

价趋于稳定，且高于出发菌株，分别高出约 １２％ 、
９％ 、９％ 、１８％ 、２３％ 、２９％ 和 ２１％ 。 用液相色谱仪

分析 ３、６、７、８、９、１０ 和 １３ 号单菌落的发酵液，结果

如表 ３ 所示。 通过表 ２ 可得，７、８、９、１０、１３ 号单菌

落发酵液中泰乐菌素 Ａ 的含量显著（Ｐ≤０􀆰 ０５）高

于出 发 菌， 其 中 １０ 号 单 菌 落 泰 乐 菌 素 Ａ 在

１０． ７７８ ｍｉｎ出峰（图 ６），相对峰面积为 ５９． ０７％ ，高
出出发菌 １１． ６６％ 。 同样，１０ 号单菌落的泰乐菌

素 Ｃ 也显著（Ｐ≤０． ０５）高于其它 ４ 株菌和出发

菌，而泰乐菌素 Ｂ 和泰乐菌素 Ｄ 的变化不显著，
说明增加 ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基因的拷贝数可有效提高

泰乐菌素 Ｃ 的含量，增加 ｔｙｌＦ 基因的拷贝数可积

累泰乐菌素 Ａ。
２． ５　 工程菌株的 ＰＣＲ 验证 　 提取 ＲＴＬ２１ － １０ 单

菌落的全基因组，并以该全基因组为模板，用引物

Ｐ － ｆ ／ ＣＶ － ｒ 扩增 ｐｅｒｍＥ － ｔｙｌＦ － ｔｙｌＥ － ｔｙｌＣＶ 片段，
电泳结果如图 ７ 所示，在 ３５００ ｂｐ 处有单一、清晰的

条带，说明弗氏链霉菌 ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ、ｔｙｌＣＶ 双拷贝工程

菌构建成功。

表 ２　 连续 ３ 批发酵摇瓶效价测定情况

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｔｅｒ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ

ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓｈａｋｅｒ

单菌落号
第一批效价 ／
（ｕ·ｍＬ － １）

第二批效价 ／
（ｕ·ｍＬ － １）

第三批效价 ／
（ｕ·ｍＬ － １）

１ １１０１８ ± ５３２ １１４４４ ± ５７４ １１８７０ ± ３３１

２ １１４９４ ± ６８１ １１２７４ ± ７５４ １１０５４ ± ２４４

３ １１２５１ ± １９５ １０４８０ ± ３４５ １０７０９ ± ２４１

４ １１５３５ ± ５７２ １１６１９ ± ３４１ １１７０３ ± ２５６

５ １１４２０ ± ４４１ １１８６４ ± ４６７ １２３０７ ± １３６

６ １２２６６ ± ５８８ １２３７１ ± ３４６ １２４７５ ± １８９

７ １２３２３ ± ３６７ １２１４９ ± ８６３ １１９７５ ± ３８３

８ １３０６９ ± ３４７ １３７１６ ± ２４６ １３５７９ ± ３６２

９ １３９７５ ± ４７８ １３７９６ ± ２１１ １３９５４ ± ５１３

１０ １４５８０ ± ２７４ １４３６８ ± ３１４ １４８４５ ± １１３

１１ ９８６０ ± ４３６ １１４１２ ± １１１ １３０５９ ± １５６

１２ １５４１４ ± ２３３ １２１９２ ± １３５ １０７８７ ± １７８

１３ １３４７４ ± ４６２ １３７０２ ± ３１３ １２９８７ ± ３１９

出发菌 １１３１８ ± ２６８

表 ３　 各单菌落发酵液组分

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ

ｅａｃｈ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｏｎｙ

单菌
落号

各组分相对峰面积 ／ ％

Ａ 组分 Ｂ 组分 Ｃ 组分 Ｄ 组分

６ ４５． ２７ ± ０． ２８ｃ １． ０５ ± ０． ０６ ２０． １０ ± ０． ５２ｂ １． ６８ ± ０． ０２

７ ５４． ８１ ± ０． ３０ｂ １． ６１ ± ０． ０３ ２４． ６５ ± ０． ６１ａｂ ２． ２９ ± ０． ０２

８ ５３． ５２ ± ０． ２３ｂｃ １． １９ ± ０． ０７ ２４． ７８ ± ０． ３９ａｂ ２． ２９ ± ０． ０３

９ ５５． １２ ± ０． ６１ｂ １． ２０ ± ０． ０６ ２４． ２０ ± ０． ５２ａｂ ２． ４０ ± ０． ０５

１０ ５９． ０７ ± ０． ５５ａ １． ３２ ± ０． ０１ ２６． ６９ ± ０． ４９ａ １． ９８ ± ０． ０５

１３ ５４． ８５ ± ０． ４５ｂ １． ２２ ± ０． ０５ ２５． ７０ ± ０． ５５ａｂ １． ９６ ± ０． ０７

出发菌 ５２． ９ ± ０． ５８ｂｃ １． ０７ ± ０． ０２ ２３． １７ ± ０． ４０ａｂ ２． １３ ± ０． ０８

３　 讨　 论

本研究成功构建了一株双拷贝 ｔｙｌＥ、ｔｙｌＦ 和 ｔｙｌ⁃

ＣＶ 基因的高产泰乐菌素工程菌株，以上三个基因

由强启动子 ｐｅｒｍＥ 启动表达，以确保发酵过程中工

程菌的稳定性，强化双拷贝的 ｔｙｌＦ、ｔｙｌＥ 和 ｔｙｌＣＶ 基

因的表达。 采用以上策略，获得一株弗氏链霉菌工
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图 ６　 ＲＴＬ２１ －１０ 单菌落发酵液液相色谱峰图

Ｆｉｇ ６　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｂｒｏｔｈ ｏｆ ＲＴＬ２１ －１０ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｏｎｙ

图 ７　 ＲＴＬ２１ －１０ 号单菌落 ＰＣＲ 验证结果

Ｆｉｇ ７　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴＬ２１ －１０ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｏｎｙ

程菌，单菌落编号为 ＲＴＬ２１ － １０，效价比出发菌高

出 ２９％ ，利用液相色谱对 ＲＴＬ２１ － １０ 单菌落的发

酵液进行分析，各组分均优于对照菌株。 由此可

见，增加泰乐菌素合成途径中的相关基因的拷贝数

可提高抗生素的产量，也可优化组分。 本研究成功

构建了高产泰乐菌素工程菌株，该方法为弗氏链霉

菌的遗传改造提供参考，具有重要的研究意义。
增加合成代谢途径中关键酶基因的拷贝数是

链霉菌代谢工程育种的有效手段［２５］，ｔｙｌＦ 基因编码

的大菌素 － Ｏ － 甲基转移酶是限速酶，可催化泰乐

菌素 Ｃ３ 位羟基的甲基化反应［２６］。 范亮等［２７］ 构建

具有双拷贝 ｔｙｌＦ 基因的泰乐菌素基因工程菌，以解

决泰乐菌素基因生物合成的限速环节，重组菌株泰

乐菌素的发酵单位较出发菌株提高 ３２． ７％ 。 马次

郎［２８］等人构建了双拷贝 ｔｙｌＤ、ｔｙｌＦ、ｔｙｌＪ 基因的泰乐

菌素工程菌，泰乐菌素发酵摇瓶效价较出发菌株提

高了 ２８． １％ ，该菌株 ｔｙｌＤ、 ｔｙｌＦ、 ｔｙｌＪ 表达水平高于

出发菌株，并且在进入稳定期后期表达量达到最大

值。 何翔宇［２９］利用 Ｒｅｄ ／ ＥＴ 同源重组技术构建含

有完整泰乐菌素生物合成基因簇的质粒 ｐＢＡＣ －
ｔｙｌ，并将该质粒在白色链霉菌 Ｊ１０７４ （ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ａｌｂｕｓ Ｊ１０７４）中进行异源表达，泰乐菌素的发酵产

量达到 １４． ６ ｍｇ ／ Ｌ。 此外，陈文青［３０］利用红霉素抗

性基因启动子 ｐｅｒｍＥ 在弗氏链霉菌中异源表达 ｖｈｂ
基因，在 ５Ｌ 发酵罐条件下研究发现，ＶＨｂ 蛋白的表

达显著促进了泰乐菌素合成与菌体的生长，这种作

用越是在限氧条件下，表现的越是明显。 但是，在
工业生产过程中，随着泰乐菌素产量的不断提高，
部分泰乐菌素被还原为雷诺霉素（Ｒｅｌｏｍｙｃｉｎ）———
一种严重影响泰乐菌素产品质量的副产物，Ｈｕａｎｇ
等［３１］从弗氏链霉菌中纯化了该酶，并对其性质进

行了初步研究，确定了泰乐菌素还原酶隶属于醛酮

还原酶家族，朱慧等［３２］ 的研究结果也证实了醛酮

还原酶可催化还原泰乐菌素。
本研究成功构建了高产泰乐菌素的工程菌株，

但对 ｔｙｌＥ、ｔｙｌＦ 以及 ｔｙｌＣＶ 基因的表达情况还需进

一步研究，以更深入的了解弗氏链霉菌工程菌株的

代谢途径。 同时，在泰乐菌素的工业生产中，一方

面可通过增加关键基因的拷贝数以提高泰乐菌素

的产量，另一方面可通过抑制醛酮还原酶的活性以

达到积累泰乐菌素的目的。
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