
链霉菌是一类具有重要经济价值的革兰氏阳

性细菌，能产生多种抗生素和生物活性物质。随着

社会的发展，农用抗生素的研发成为农药发展的

热点。在应用过程中发现公主岭霉素对禾谷类黑

穗病、水稻恶苗病、谷子白发病有很好的防治作

用 [1]，后续的研究表明其发酵液对 15 属 21 种植

物病原菌具有明显拮抗作用[2]，其产生菌由中科院阮
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继生研究员定名为不吸水链霉菌公主岭新变种

（Streptomyces ahygroscopicus gongzhulingensis
Ruan et zhang1974）（链霉菌 769）。在未来的工作

中，提高链霉菌 769 的发酵效价，降低生产成本和

扩大防治对象以兼治多种病害，充分发挥公主岭

霉素的作用，具有重要的研究价值和应用前景。
随着链霉菌基因工程技术的发展，克隆次级

代谢产物生物合成基因、有目的地定向改造基因、
提高基因的表达水平以改造菌种的生产能力、基

因重组产生新化合物成为可能[3]。在对一个链霉菌

进行基因改造时，首要的问题就是建立所研究菌

株的基因转移系统，这是实现对其基因功能分析、
生物合成基因簇定位、基因改造等一系列工作的

基础 [4]。本研究首次探索了链霉菌 769 的接合转
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摘 要：本研究确定了质粒 pSET152 从大肠杆菌 ( Escherichia coli)ET12567 (pUZ8002)转移到链霉菌

769 中的接合转移的条件。在 MS 培养基上得到了最高的接合转移效率；孢子在 50℃下热激 10 min，供体菌和

受体菌的比例为 1:10，16～18 h 后进行抗生素覆盖的情况下结合转移效率为 1.03×10- 6～1.23×10- 5。经过连

续 5 代的选择压力和 PCR 验证，表明质粒 pSET152 已经整合到受体菌株的染色体中。本研究首次建立了链霉

菌 769 接合转移系统。
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移体系，为进一步研究该生防菌的功能基因和其

他分子操作提供必不可少的平台，为研究该生防

菌抗生素合成代谢途径、调控机理、遗传改良等

奠定重要的基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 菌株、质粒

ET12567(pUZ8002)为接合转移 去 甲 基 化 供

体 [3]，由中国科学院微生物所杨克迁研究员惠赠；

链霉菌 769、质粒 pSET152 均由本实验室保存。
1.1.2 培养基和抗生素

大肠杆菌培养基为 LB；接合转移则分别选用

TSB、高氏一号和 MS 培养基；链霉菌 769 固体产

孢培养基为高氏一号，菌丝培养基为 YEME 液体

培养基。LB 中安普霉素、氯霉素、卡那霉素使用量

均为 50μg/mL；接合转移培养基中安普霉素使用

量为 50μg/mL，萘啶酮酸为 40μg/mL。其他培养

基参见[2]。
1.1.3 安普抗生素引物

aac- F：5′- GTGCAATACGAATGGCGAAAAGCC- 3′

aac- R：5′- TCAGCCAATCGACTGGCGAG- 3′

均由上海生工合成。
1.2 试验方法

1.2.1 供体菌的制备

质 粒 pSET152 2μL加 入 到 40μLET12567
（PUZ8002）感受态细胞中混匀，置于预冷的电击

杯中将电击杯放入电击仪中，设置电压 1.8KV 电

脉冲长度约为 1.5～1.8 毫秒快速加入冰冷的 1
mL SOC 液体培养基，吸取液体，37℃摇床培养 1
h，涂布含卡那霉素 25μg/mL、氯霉素 25μg/mL、
安普霉素 50μg/mL 的 LB 固体培养基平板，37℃
培养。
1.2.2 受体菌的准备

将链霉菌 769 涂布在固体培养基上，28℃恒

温培养，待孢子成熟后(培养 10 d 左右)，制备单孢

子悬浮液。
1.2.3 DNA 操作

大肠杆菌质粒提取参照文献[5]，链霉菌 DNA
提取参照文献[6]。
1.2.4 链霉菌 769 对抗生素的敏感性检测

参见文献[7]进行操作。
1.2.5 大肠杆菌与链霉菌 769 属间接合转移体系

1.2.5.1 接合转移培养基的选择

参照[8]。

1.2.5.2 供体、受体比例对接合转移效率的影响

供体大肠杆菌细胞量保持 108 不变，链霉菌

769 孢子量以 1:1，1:10，1:100，1:1 000 及 1:10 000
的比例递增。以形成肉眼可分辨的转化子为准。
1.2.5.3 热激时间的确定

在最适宜的供受体比例下，50℃分别热激 5
min、10 min、15 min、20 min 及 25 min，以形成肉

眼可分辨的转化子为准。
1.2.5.4 接合转移的操作 [9]及接合转移频率的计

算[10]

用 接 种 环 刮 下 培 养 好 的 新 鲜 孢 子 至 装 有

500μL YEME 培养基 eppendorf 管中，振荡混匀

（悬液中孢子数约为 108/mL）。50℃水浴，热激 10
min，取 10μL 按 103 倍数稀释涂板，培养，计数长

出的菌落数，然后换算成孢子悬液中孢子数 /mL
(A)；同时热激后取一定体积的孢子悬液，与含有

接合转移质粒的大肠杆菌 （浓度约为 108/mL）混

匀后涂板培养，加含有萘啶酮酸的抗生素溶液筛

选，计数长出的链霉菌菌落数，然后换算成接合转

移的菌落数 /mL(B)。
接合率 =B/A

1.2.6 转化子中质粒的检测和分析

转化子传代培养稳定后挑取单菌落接种到

YEME 液体培养基中，28℃、200rpm 振荡培养 72
h 后收集菌丝体，提取质粒，对转化子中提取的质

粒和 ET12567（puz8002、pSET152）内的质粒通过

电泳验证两个质粒的一致性。

2 结果与分析

2.1 用于抗生素筛选的培养基的选择

抗生素的筛选过程是在固体培养基上考察一

定浓度的抗生素对链霉菌 769 的抑制作用，使用

的培养基既要保持菌种的正常生长，有较短的生

长时间，又不能有过大的生长势，因此，固体培养

基的选择很重要。选取常用培养基 769- 1、769- 2、
高氏一号、PDA 及查氏培养基等 5 种培养基，综

合考虑各方面的因素，用于遗传转化的选择剂的

筛选。接种 3 d 后，查氏和高氏一号培养基上均未

见菌体生长，7 d 后高氏一号培养基上有菌体生

长，查氏培养基上仍未见有菌体生长，生长 12 d
后查氏培养基上依稀有菌体生长。菌体生长过快

或过慢，均不利于遗传选择，综上，选定髙氏一号

培养基作为遗传转化选择的培养基。
2.2 链霉菌 769 对抗生素的敏感性

为了确定用于链霉菌 769 进行遗传操作的选
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择标记，检测了该菌种对利福平、硫酸新霉素、安

普霉素等 13 种抗生素的抗性水平，结果显示链霉

菌 769 对红霉素、利福平、硫酸新霉素、卡那霉

素、链霉素、安普霉素较为敏感，浓度为 50μg/mL
的抗性平板可完全抑制该菌的生长，这表明红霉

素、利福平、硫酸新霉素、卡那霉素、链霉素、安普

霉素均可以作为链霉菌 769 进行遗传操作的选择

标记。参考其它链霉菌遗传筛选标记，本研究选定

安普霉素作为转化子的选择标记进行下一步研

究。结果显示，链霉菌 769 对安普霉素极其敏感，

2.5μg/mL 的抗性平板即可完全抑制链霉菌 769
的野生型菌株的生长（表 1），在转化子的筛选中，

选用 10～20μg/mL 作为转化子筛选的浓度。

2.3 链霉菌 769 接合转移系统的建立

2.3.1 接合转移培养基的选择

以链霉菌 769 的孢子为受体，选用 TSB、高氏

一号和 MS 培养基进行接合转移。结果表明，孢子

在高氏一号培养基上不生长，在 TSB 培养基上只

长出零星的结合子，而在 MS 培养基上有较多的

结合子，因此 MS 培养基作为链霉菌 769 接合转

移的首选培养基。
2.3.2 供体菌和受体菌的比例

当用链霉菌 769 的孢子进行接合转移试验

时，对供体和受体的比例进行优化时供体菌的浓

度保持 108 不变 （表 3），供受体浓度比例为 1:1
时，对照培养基上也有大量的菌体生长，造成结合

子 的 假 阳 性 比 例 升 高 ， 而 在 1:100、1:1000、1:
10000 的比例下，均未见结合子生长，选定 1:10
作为最佳的供受体比例。

2.3.3 不同热激时间下的转化效率

不同的热激时间可以影响到接合转移的转化

效率，分别在 50℃的热激温度下热激 5 min、10

min、15 min、20 min、25 min，结果显示（表 3），在

5 min 和 10 min 的条件下均可以长出较多的转化

子，但是热激 5 min 时的对照上亦长出较多的菌

落，随着热激时间的延长，转化子的个数明显减

少，甚至没有转化子，由此可见，热激的时间不宜

过长，否则会有大量的孢子死亡，热激 10 min 是

最佳的热激时间。

2.4 链霉菌 769 转化子的检测和分析

pSET152 属于基因整合性质粒，转入到链霉

菌中后，不能单独存在于细胞质中，而是整合到菌

株的基因组上 [11]。将转化子在选择压力下连续传

代 5 代后，随机挑取转化子在 YEME 培养液中扩

繁。选择 pSET152 质粒中存在的安普霉素 aac(3)
Ⅳ抗性基因的引物，分别以 pSET152 质粒和接合

转移转化子的基因组，以及野生型链霉菌 769 基

因组为模板进行扩增（图 1），2、8、9、10 四株转化

子 可 扩 增 出 770 bp 左 右 的 片 段 ， 表 明 质 粒

pSET152 已经整合到受体菌株的染色体中。但在

不同的转化子中，在无选择压力的情况下有质粒

丢失的现象。

3 讨 论

接合转移作为一种基因转移手段已在多种链

霉菌中成功应用，它不仅可以避开胞外核酸酶，

使 DNA 免遭核酸酶的降解，在某种程度上克服宿

主对外源 DNA 的限制性障碍，而且操作程序相对

简单[4]，是目前链霉菌遗传转化中广泛使用的一种

注：M：B032- 1 （鼎国）；1- 10：不同转化子单菌落基因组 DNA
为模板扩增 acc(3)Ⅳ基因；11：769 野生型基因组 DNA 为模板扩

增 acc(3)Ⅳ基因；12：质粒 pSET152 为模板扩增 acc(3)Ⅳ基因；

13：清水对照。

图 1 接合转移转化子中 a a c(3)IV 基因的 PCR 验证

表 3 热激时间对接合转移频率的影响

热激温度 热激时间（min） 转化子个数 接合转移频率

50℃ 5 6 0.6×106

10 7 0.7×106

15 3 0.3×106

20 1 0.1×106

25 2 0.2×106

表 1 链霉菌 769 对不同浓度安普霉素的敏感性

100 50 25 10 5 2.5 1 0.5

安普霉素 - - - - - - + / - +

注: 抗生素浓度单位 μg/mL
+ ：正常生长，+/ - ：生长缓慢，- ：不长。

表 2 供体菌和受体菌的最佳共培养比例

供体浓度 浓度比例 转化子个数 接合转移频率

1.0×108 1:1 46 0.46×106

1:10 50 0.5×106

1:100 0 0

1:1000 0 0

1:10000 0 0

32 37 卷吉 林 农 业 科 学



基因转移方法。
链霉菌是一个高度分化的菌属，不同菌种之

间有很大的差异，适用于一种链霉菌的转化方法

不一定适用于其它链霉菌，即使同一种链霉菌的

不同菌株由于遗传背景的不同，转化效率也差别

很大，而且不是每一种链霉菌都能够进行转化，因

此需要根据目的菌株的情况，探索适合的转化方

法[3]。由于不同种属链霉菌遗传背景的差异，其生

长对碳氮源的需求量也存在差异，表现为对不同

培养基的适应性。在结合转移体系中，链霉菌 769
的最适固体培养基为 MS，而肉桂地链霉菌为 R6[12]、
班贝链霉菌为 SMK[13]、委内瑞拉链霉菌秦岭变种

为高氏一号[14]。链霉菌 769 孢子 50℃热激 10 min
时有最高的接合转移效率，而雷帕斯霉素产生菌

NRRL5491 的热激时间为 20 min[15]，委内瑞拉链

霉菌秦岭变种为 45℃处理 20 min [14]，而 链 霉 菌

Men- myco- 93- 63 则需要在 50 ℃热激 10 min 的

基础上 37℃温育 2.5 h[3]后有较好的接合转移效

率，不同菌种间有所不同。连续 5 代压力培养后，

链霉菌 769 转化子的稳定性为 40％，与海洋链霉

菌 M095 的 80％相比稳定性较低 [16]，推测由于链

霉菌 769 中线性质粒的存在而导致质粒间的不相

容引起 pSET52 质粒丢失。本研究采用最适优化

条件时链霉菌 769 接合转移效率为 0.3×10- 5，高

于肉桂地链霉菌 1.45×10- 6、链霉菌 NRRL5491
2×10- 6 和班贝链霉菌 2.82×10- 6，虽然低于海洋

链霉菌 M095 的接合转移效率 1.99×10- 4，但该转

化效率足够用于基因置换等遗传操作，该菌种接

合转移体系的建立及优化是调控基因和次级代谢

产物合成基因功能验证的必要前提，同时为实现

基因工程菌株的构建奠定了重要基础。
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