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阿维链霉菌 BAC 文库的构建及分析

刘家栋　王革娇　罗美中

华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　为进一步阐明阿维菌素的生物合成路径和调控途径,提高阿维菌素的产量,采用BamHⅠ限制性内

切酶酶解阿维链霉菌基因组 DNA 的方法,构建了阿维链霉菌的细菌人工染色体(BAC)文库.该文库共包含

２３０４个克隆,平均插入片段为１０１kb,空载率约９％,覆盖了该菌基因组的２５．９倍.该文库的成功构建可以为

其他微生物尤其是基因组具有磷硫酰化修饰的微生物的文库构建提供参考.
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　　阿维链霉菌(Streptomycesavermitilis)是日本

北里研究所于１９７５年从日本静冈县的１份土壤样

品中分离得到并且命名的一种链霉菌.同大多数链

霉菌一样,该菌也产生多种次级代谢产物.１９７６
年,美国 Merck公司的科学家从中分离出了一组具

有生物 活 性 的 物 质,命 名 为 阿 维 菌 素 (avermecＧ
tins),并将其开发为兽药投放市场[１].阿维链霉菌

发酵产生多种结构相似的十六元环大环内酯类抗生

素,这类抗生素被统称为阿维菌素.根据 C５、C２２Ｇ
C２３和C２６位结构上的差别,阿维菌素的天然发酵

产物可以被分为８个组分,包括４个主要组分(Ala、

A２a、B１a、B２a)和４个次要组分(A１b、A２b、B１b及

B２b)[２].阿维菌素因其高效、抗虫谱广、低毒、高选

择性以及无残留、与环境相容性好等特点[３],受到农

药界高度重视,并广泛用于兽用驱虫[２].
自阿维链霉菌被发现以来,对于该菌的研究主

要集中在阿维菌素的生物合成领域.虽然阿维链霉

菌的全基因组测序已于２００３年在日本北里研究所

完成,并且阿维菌素的生物合成途径已经基本阐

明[４Ｇ６],相关合成基因也已经被克隆,但是阿维菌素

的生物合成调控途径[７]、次级代谢物产生的调控和

阿维链霉菌形态分化调控等方面还有待深入研

究[８].提高阿维菌素的产量、选择性地合成活性组

分、阿维菌素及其衍生物的利用等始终是人们研究

的热点.李萌等[９]将麦芽糖转运相关基因malEFG

克隆至链霉菌整合型和多拷贝表达载体上,然后分

别将阿维链霉菌野生型菌株 ATCC３１２６７以及高产

菌株 GB１６５作为受体菌进行转化,结果显示,２种

菌株的转化子—阿维菌素的产量分别提高了３．０~
３．２倍和０．４~０．６倍.阿维链霉菌发酵产生的８种

组分中,只有B１a和Blb两个组分有较高杀虫活性.
陈芝等[８]利用aveD 基因的缺失载体pCZ８对阿维

链霉菌的aveD 基因进行敲除获得aveD 缺失突变

株,经检测发现该突变株只产生阿维菌素 B组分.
刘丹等[１０]总结了阿维菌素在防治植物线虫中的作

用,评估了不同剂型的阿维菌素在不同环境下的药

效差异.
细菌人工染色体(BAC)文库相关技术自诞生

以来,一直在基因组学的研究中扮演着重要的角色.
与其他大片段 DNA 文库相比,BAC文库具有插入

DNA片段较大、嵌合体少、转化效率高、遗传稳定性

强、文库构建过程相对简单等优势,已被广泛地运用

于细菌、植物和动物的基因组文库构建,并在比较基

因组学、物理图谱构建、基因克隆、全基因组测序等

研究中得到了诸多应用[１１Ｇ１３].由于阿维链霉菌基因

组中的磷硫酰化修饰位点众多、在电流下极易降解

的特点使得获得高质量的大片段 DNA 十分困难.
迄今,成功构建的具有磷硫酰化修饰基因组物种的

大片段DNA文库,尤其是插入片段达１００kb以上

的文库鲜有报道.华中农业大学基因组资源实验室
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(http://GResource．hzau．edu．cn)近年构建了大量

动物、植物、微生物的 BAC文库,其中,玉米[１４]、水
稻[１５Ｇ１７]、稻曲病菌[１８Ｇ１９]等 BAC文库已作为公共资

源向研究者开放.本研究构建了１个阿维链霉菌

BAC文库,希望借助大片段的诸多优势,能够进一

步阐明与阿维菌素合成相关的路径,以期提高阿维

菌素的产量.

1　材料与方法

1.1　阿维链霉菌的培养

将阿维链霉菌菌株接种于装有 YEME培养基

(蛋白胨５g,葡萄糖１０g,麦芽提取物３g,酵母提取

物３g,蔗糖１０３g,pH 调至７．２,蒸馏水１０００mL,

１１５℃灭菌２５min)的三角瓶内,２８℃置于摇床培养

３d.
1.2　高分子量基因组 DNA Plug 的制备

BAC文库的构建参考Luo等[２０Ｇ２１]的方法进行.
取本文“１．１”中培养的菌液,离心收集菌体约５mL,
用 １０．３％ 的 蔗 糖 溶 液 清 洗 ２ 次,然 后 用 适 量

TE２５ST 溶 液 (０．３ mol/L 蔗 糖,２５ mmol/L
EDTA,２５mmol/LTris和５０μmol/L硫脲)重悬.
加溶菌酶至终质量浓度为４mg/mL ,３０℃条件下

反应５０min,期间不时地轻轻摇动.待反应完成

后,将反应产物低速离心１５min得到阿维链霉菌的

原生质体沉淀,倒掉上层清液,在离心管中加入４０
mLTE２５ST 溶液清洗沉淀,轻柔上下颠倒使沉淀

重悬,再次离心１５min,倒掉上层清液,获得清洗后

的沉淀.加入少量 TE２５ST 溶液重悬原生质体沉

淀,在４５℃水浴锅中预热５min后,与等体积的１％
低熔点琼脂糖(用 TE２５ST溶液配制)混合均匀,并
快速转移至 Plug模具中.待 Plug凝固之后,将

Plug从模具内小心取出,转移至装有蛋白酶 K溶液

的５０mL离心管中,于５５℃处理４８h.经蛋白酶

抑制剂PMSF(苯甲基磺酰氟)处理后,４℃保存于

TE中.
1.3　部分酶解及大片段 DNA 的第 1 次筛选

选择一定浓度的限制性内切酶BamHⅠ,对阿

维链霉菌基因组DNA所对应的酶切位点在限定的

时间内进行随机酶切反应,以此获得所需大小的

DNA片段.为找到合适的反应条件,即酶的用量和

酶解的反应时间,需要对同批次的Plug进行部分预

先酶解.本研究使用的方法是:对相同量的阿维链

霉菌基因组 DNA,使用不同量的BamHⅠ内切酶

在相同的时间内进行酶解反应,从而获得最佳的反

应条件.
本研究预酶解实验设置的BamHⅠ酶浓度梯

度为０．５、１．０、１．５、２．０U/(１/２Plug),酶解的反应体

系为:１０μL１０×Buffer、２５μLddH２O、１０μL４０
mmol/L 亚 精 胺 (Sigma)、５ μL 不 同 浓 度 的

BamHⅠ酶和切碎的１/２Plug.将反应体系置于

３７℃恒温水浴锅中,反应８min.待反应完成后立

刻将反应体系置于冰上,并在每个体系中加入１０

μL０．５mol/LEDTA(pH８．０),静置１５min后通过

脉冲场凝胶电泳对各个体系的酶解效果进行检测.
脉冲场凝胶电泳所用的缓冲液为０．５×TBE,参数设

为１~５０s、１２０°、６V/cm,在１４℃下电泳１８h.根

据电泳的结果,按照酶解效果最优的体系进行１６个

相同的酶解反应,在相同的脉冲场凝胶电泳条件下

对不同大小的DNA片段进行分离,即第１次筛选.
电泳结束后,沿点样孔两侧向内各０．５cm 的地方将

胶块切割成３份,取两边的胶块用溴化乙锭溶液染

色,经漂洗后,和作为参照的透明直尺一齐放入凝胶

成像仪进行成像分析.
1.4　第 2 次筛选和 DNA 的电洗脱回收

根据凝胶成像分析的结果,从未经溴化乙锭染

色的中部胶块切下１００~２８０kb之间宽约２cm 的

胶块,并平均分成a、b(a＜b)２个胶条.将这２个胶

条再次进行脉冲场凝胶电泳,电泳参数(固定值)设
为４s、１２０°、６V/cm,４℃电泳１８h.电泳结束后,
按照第１次筛选时的方法进行凝胶成像分析,并回

收胶条a１、a２、b１、b２(a１＜a２,b１＜b２).
将回收的胶条存放在１×TAE缓冲液中,浸泡

过夜后,通过电洗脱回收胶条内的大片段 DNA,并
检测洗脱产物的浓度.
1.5　载体的制备

用于构建阿维链霉菌BAC文库的克隆载体由

华中农业大学基因组资源实验室构建,其高拷贝复

合载体pHZAUBAC１经酶切除去高拷贝复制子后

获得克隆载体 pIndigoBAC５３６ＧS[１９,２２].使用 QiaＧ
gen质粒提取试剂盒抽提pHZAUBAC１质粒后,用
限制性内切酶 BamHⅠ 进行酶解,然后用 CIAP
(NEB)去磷酸化,用氯仿/异戊醇抽提法回收,自连

过夜后通过脉冲场凝胶电泳分离载体片段即pInＧ
digoBAC５３６ＧS,切下胶条,电洗脱回收低拷贝载体.
回收的载体通过紫外分光光度计测定浓度,加入约

１５％的甘油后保存于－８０℃冰箱,而后与λDNA

６４
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的BamHⅠ酶解产物连接并转化,以此检测载体的

质量是否合格.
1.6　BAC 文库的构建

将本文“１．４”中洗脱产物与载体进行连接反应,
反应体系为:８４μLDNA、４μL载体、１０μLT４连接

酶Buffer、２μLT４连接酶,于４℃反应１６h.反应

完成后,将连接产物置于６５℃干浴锅１５min使 T４
连接酶失活.连接产物转移至脱盐胶(１％琼脂糖和

２％葡萄糖)内,脱盐１h后吸出.将２μL脱盐产物

与１８μL大肠杆菌感受态细胞 DH１０BT１PhageＧ
Resistant(Invitrogen)充分混合后加入转化杯进行

电转化,转化产物于５００μLSOC培养基中于３７℃
复苏 ５５ min,之 后 涂 布 于 含 有 Chloramphenicol
(１２．５mg/L)、IPTG(１００mg/L)、XＧgal(８０mg/L)
的LB固体培养基(胰蛋白胨 １０g/L,酵母提取物

５g/L,氯化钠１０g/L,琼脂粉１５g/L)上,３７℃恒

温培养箱培养过夜.从每个培养皿上各挑取一定数

量的白斑进行插入片段的检测,若达到要求则将与

之对应的连接产物进行大量转化,将所有白斑挑拣

至灌有冰冻培养基的３８４孔板中,培养并复制１份

拷贝后,一起冻存于－８０℃冰箱中.
1.7　文库质量的检测与分析

从整个文库中随机挑取一定数量的克隆,在含

有Chloramphenicol(１２．５mg/L)的LB液体培养基

中培养过夜,用碱裂解法提取质粒,经ⅠＧSceⅠ酶切

３．５h后,通过脉冲场凝胶电泳分析插入片段的大

小、空载率等信息,电泳参数设为５~１５s、１２０°、

６V/cm,４℃电泳１８h.

2　结果与分析

2.1　基因组 DNA Plug 的制备及部分酶解

经过多次尝试,本研究得到了阿维链霉菌的原

生质体.为避免BAC克隆插入片段的偏好分布,增
强克隆的随机性,对阿维链霉菌基因组序列进行了

分析,选择了其位点在阿维链霉菌基因组 DNA 上

分布密度非常高的BamHⅠ进行酶解反应.按照

０．５、１．０、１．５、２．０U/(１/２Plug)BamHⅠ酶浓度梯

度进行预酶解,结果如图１.由于阿维链霉菌基因

组DNA含有磷硫酰化修饰,在电泳缓冲液中加入

了硫脲.电泳图谱显示,阿维链霉菌基因组 DNA
对 BamH Ⅰ 比 较 敏 感,０．５ U/(１/２ Plug)的

BamHⅠ的酶切效果已十分显著,在１００~１５０kb
段的DNA 量比较多;而加入２．０U/(１/２Plug)的

BamHⅠ时,DNA 酶解明显过度,大部分酶解后的

DNA聚集在５０kb左右.因此,０．５U/(１/２Plug)
的酶浓度被选用进行大量酶解.

　每１/２Plug分别加０．５、１．０、１．５、２．０UBamHⅠ于３７℃酶解

８min;M 为λladderPFG 分子标记 (NEB)Eachhalfplugwas

digestedwith０．５,１．０,１．５,２．０UBamHⅠ,respectively,at３７℃

for８min;M:λladderPFGDNA Marker(NEB)．

图１　阿维链霉菌基因组DNA预先部分酶解

Fig．１　PilotpartialdigestionoftheStreptomyces
avermitilisgenomicDNA

2.2　大片段 DNA 的 2 次筛选和回收

用０．５U/(１/２Plug)的BamHⅠ于３７℃酶解

８min的条件进行１６个相同反应,并进行第１次筛

选.图２A显示,第１次分离的结果与预先酶解的

效果相一致.图２B显示的是在相同条件下,TBE
缓冲液中未加硫脲的电泳结果,可以明显看到 DNA
的降解现象非常严重,说明硫脲在抑制 DNA 的降

解中发挥重要作用.将图２A中１００~１８０kb(a)和

１８０~２８０kb(b)大小范围的胶条切下进行第２次分

离筛选(图３).由于DNA的浓度比较高,在a、b段

中仍会夹杂一些小片段DNA,在第２次筛选中能够

　A:缓冲液中加硫脲;B:缓冲液中未加硫脲;M 为λladder

PFG 分子标记 (NEB).A:TheTBEbufferwiththiourea;

B:TheTBEbufferwithoutthiourea;M:λladderPFGDNA

Marker(NEB)．

图２　大片段DNA的第１次筛选

Fig．２　ThefirstscreeningoflargefragmentDNA

７４
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　左边条带为第１次筛选中a胶条分离结果,右边条带为第１次筛

选中b胶条分离结果.Theleftstripisgelfactionafromthefirst

screening,therightstripisgelfactionbfromthefirstscreening．

图３　阿维链霉菌基因组DNA的第２次筛选

Fig．３　ThesecondscreeningoflargefragmentDNA
得到比较好的分离.按照第１次分离筛选的方法,
分别切下胶条a１、a２(a１＜a２),b１、b２(b１＜b２).

将４段胶条分别进行电洗脱回收大片段 DNA,
并检测其浓度.结果显示a１、a２的质量浓度较低,
不到１mg/L,b１、b２的质量浓度为２~３mg/L,基
本达到大片段DNA克隆要求.
2.3　载体制备

经酶切、去磷酸化、自连、电泳分离、电洗脱后获

得BAC载体pIndigoBAC５３６ＧS,经紫外分光光度计

检测,质量浓度约为１６mg/L,加入１５％甘油后储

存于－８０℃冰箱中.
载体的好坏会影响连接反应的效果,最终体现

在转化的效率以及整个文库的空载率上,因此,优质

的载体对整个文库来说是十分重要的.为检测载体

的 质量,将不同量的载体与用同种酶(BamHⅠ)酶

解后的λDNA连接转化,同时设置载体的自连对照

组.结果显示,当载体与λDNA 以４２ng∶６０ng
的质量比加入时,白斑(重组克隆)的数量最多,达

５０００个以上.自连对照组产生的白斑数量少于５
个(为载体损坏后自连的结果),没有蓝斑.说明该

批载体可用于BAC文库的构建.
2.4　文库构建及其质量检测

将电洗脱回收获得的基因组大片段 DNA 与载

体连接,连接产物脱盐后吸取２μL进行预转化,涂
皿培养后,统计白斑的数量计算转化效率.结果显

示a１、a２两个片段的连接产物的转化效率比较高

(Ea１＞Ea２＞３００).从这２个片段所对应的转化中

各随机挑取部分白色克隆,检测插入片段的大小,结
果显示a１、a２的平均插入片段大小均在１００kb左

右,且空载率相似.鉴于a１片段的连接产物转化效

率更高,故选择a１片段的连接产物进行大量转化.
经涂皿、挑拣后,文库构建完成,共包含６块３８４孔

板,复制１个拷贝后,于－８０℃保存.
从６块３８４孔板中随机挑取１５５个克隆,通过

摇菌、提取质粒、ⅠＧSceⅠ酶切和脉冲电泳检测插入

片段大小(图４).统计检测的１５５个 BAC克隆插

入片段大小得到图５,可以看出,该文库的插入片段

大小的分布比较集中,大部分在１００~１２０kb.从

挑取的克隆中,共发现１４个空载,由此估算该文库

的空载率约为９％,平均插入片段大小为１０１kb,按
阿维链霉菌基因组９M 来推算,该文库覆盖全基因

组达２５．９倍.

　M 是分子标记 MiddlerangePFG marker,Vector是pIndigoBAC５３６ＧS载体带.M:MiddlerangePFG marker;Vector:pIndigoBＧ

AC５３６ＧSvector．

图４　阿维链霉菌文库随机BAC克隆插入片段检测(部分)

Fig．４　InsertsizeestimationofrandomlyselectedBACclonesoftheStreptomycesavermitilislibrary

８４
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图５　阿维链霉菌BAC文库插入片段大小分析

Fig．５　InsertsizeanalysisoftheStreptomyces

avermitilislibrary(１５５clones)

3　讨　论

阿维链霉菌自发现以来已有４０多年,对于它的

研究主要集中在阿维菌素的生物合成领域.阿维菌

素因其诸多优点在农业和畜牧业中的应用十分广

泛[２３].对阿维菌素的生物合成途径及其调控途径

的研究,将对提高阿维菌素的产量、降低生产成本等

具有重要意义.
本研究成功构建了阿维链霉菌的基因组 BAC

文库.在文库的构建过程中,高质量大片段 DNA
的制备尤为重要.动物基因组大片段 DNA 的制备

一般采用直接包埋细胞的方法;而对于植物基因组

大片段DNA的制备,由于细胞壁的存在以及细胞

中酚类物质和叶绿体、线粒体 DNA 的干扰,通常采

用包埋细胞核的方法.阿维链霉菌具有细胞壁并且

属于原核生物,因此,既不能采用制备动物基因组大

片段DNA的方法也不能采用制备植物基因组大片

段DNA的方法.本研究采用制备和包埋阿维链霉

菌原生质体的方法获得高质量的大片段 DNA.此

外,不同于一般植物、动物和普通细菌的基因组

DNA,阿维链霉菌基因组 DNA 上存在许多磷硫酰

化修饰的位点[２４].DNA骨架磷硫酰化修饰是指在

天然DNA骨架上发现的PＧO键被PＧS键替换的化

学修饰,具有磷硫酰化修饰的 DNA 在 Tris缓冲体

系中电泳时容易降解.有报道表明,在电泳缓冲液

中加入少量还原性试剂,尤其是含硫试剂如硫脲,

DNA降解的现象能得到明显抑制[２５].本研究中在

所有缓冲液中都添加了一定浓度的硫脲,从而成功

获得了质量较高的阿维链霉菌基因组大片段 DNA.
同时,由于阿维链霉菌基因组的 G＋C 含量高达

７０．７％[２６],BamHⅠ的酶切位点(GGATCC)非常丰

富,而 HindⅢ(AAGCTT)和EcoRⅠ(GAATTC)

酶切位点很少,因此,在BAC 载体上仅有的３个克

隆位点中,本研究选择BamHⅠ来构建BAC文库.
尽管硫脲的添加使 DNA 的降解得到了有效抑制,
但依然存在的部分降解仍会影响到BAC文库的构

建.笔者所在实验室以往构建的其他物种的 BAC
文库,空载率常在２．５％以下,而阿维链霉菌BAC文

库的空载率偏高,最大的可能是与大片段 DNA 的

降解有关.此外,由于阿维链霉菌基因组 DNA 上

BamHⅠ酶切位点非常丰富,导致 DNA 对该酶十

分敏感,只需极少量的酶就能达到所需的酶切效果,
给实验操作带来了一定难度.经过多次尝试,本研

究成功获得了高质量的BAC文库.
当前在生物基因组研究领域,BAC文库已经

成为了一种不可缺少的重要工具和资源.本研究所

构建的阿维链霉菌 BAC文库平均插入片段达１０１
kb,覆盖该菌基因组２５．９倍.该文库的成功构建为

阿维菌素生物合成及调控途径方面的研究提供了资

源,也将为研究阿维链霉菌基因簇之间或基因簇与

其他基因之间的相互作用[２７]提供帮助.同时,由于

DNA 的 磷 硫 酰 化 修 饰 现 象 广 泛 存 在 于 微 生 物

中[２５],该文库的构建也将为其他具有磷硫酰化修饰

的基因组BAC文库构建提供一定的参考.

致　谢　本研究在阿维链霉菌的培养及原生质体制

备等方面得到了武汉大学药学院赵昌明副教授的指

导与帮助,谨致谢意.
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ConstructionandanalysisofaBAClibraryofStreptomycesavermitilisgenome

LIUJiadong　 WANGGejiao　 LUO Meizhong

CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　 TofurtherclarifythebiosynthesisandregulationpathwaysofavermectinsandtoinＧ
creaseitsproduction,abacterialartificialchromosome (BAC)library wasconstructed usingthe
BamHⅠＧdigestedgenomicDNAofStreptomycesavermitilis．TheStreptomycesavermitilisBACliＧ
brarywasconsistedof２３０４cloneswithanaverageinsertsizeof１０１kb,emptyclonerateofabout９％,
and２５．９Ｇfoldcoverageofthewholegenome．TheDNAphosphorothioationoftheStreptomycesavermiＧ
tilisgenomemadeitverydifficulttoconstructaBAClibrary．ThesuccessfulconstructionofthisBAC
librarywillprovideareferenceforconstructingBAClibrariesofothermicroorganisms,especiallythose
withDNAphosphorothioation．

Keywords　Streptomycesavermitilis;avermectins;largefragmentsgenomicDNA;bacterialartifiＧ
cialchromosome(BAC);DNAphosphorothioation
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