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糖多孢菌属菌株的体内转座诱变系统
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摘要　为实现糖多孢菌的体内转座诱变,采用刺糖多孢菌的强启动子促进 Tn５转座酶基因tnp(５)的表达,

优化链霉菌高效转座质粒pHL７３４,构建了转座质粒 pJTn１、pJTn２、pJTn３、pJTn４、pJTn５、pJTn６.结果显示:

pJTn１~pJTn６系列转座质粒均可在红色糖多孢菌中高效转座;pJTn１和pJTn５可在刺糖多孢菌中进行转座,获

得３１个刺糖多孢菌转座突变株;其中３０个菌株的基因组中检测到标准的 Tn５转座,８个突变株的多杀菌素产

量显著降低.表明pJTn系列转座质粒可作为糖多孢菌的体内转座诱变工具,为抗生素的产量调控研究和高产

育种靶标基因筛选提供理论依据.
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　　糖多孢菌为高 G＋C革兰氏阳性菌,是放线菌

目假诺卡氏亚目假诺卡氏科中的一个属,该属细菌

是重要的抗生素资源菌,例如刺糖多孢菌(SaccharＧ
opolysporaspinosa)产生杀虫抗生素多杀菌素,红
色糖多孢菌(Saccharopolysporaerythraea)产生抗

菌抗生素红霉素.多杀菌素自１９９７年美国环境保

护局(EPA)注册用于杀虫剂以来,已被几十个国家

批准用于控制农业害虫,包括蓟马、蚊子、斑潜蝇、蜘
蛛螨、白蚁、果蝇等,对非靶标生物如哺乳动物及鸟

类几 乎 没 有 毒 害 作 用,使 用 安 全、见 效 快、残

留低[１Ｇ２].

高产菌种是抗生素产业的核心,多杀菌素尤其

如此,国内已攻关２０多年,由于菌种发酵效价低,生
产成本高,迄今未能实现多杀菌素原料药的国产化.
目前国内外采用的多杀菌素育种技术包括诱变育种

和异源表达[３Ｇ６].异源表达研究中,以红色糖多孢菌

为宿主的产量最高[６].运用基因工程育种技术,通
过针对性地改造调控基因、抗性基因、外排泵基因、
底物供应和竞争途径等靶标基因,能快速地提高目

标化合物的发酵效价[７].转座诱变可以获得大量的

随机突变株,且突变位点易于识别和定位,有助于建

立优良突变性状与突变基因间的关联性,因此,全基

因组转座诱变是筛选高产育种靶标基因的重要

手段[７].

放线菌中常用的 Tn５转座诱变系统包括体外

诱变和体内诱变两大类,都是利用 Tn５转座酶将不

含转座酶基因的 miniＧTn５微转座子片段插入到基

因组随机序列上产生插入突变.在体外诱变系统

中,需要先构建目标放线菌的基因组粘粒文库,转座

诱变每个粘粒克隆获得突变粘粒文库,再将携带基

因突变的粘粒分别引入目标放线菌中并筛选双交换

重组子,最后获得放线菌的突变体文库,如天蓝色链

霉菌和红色糖多孢菌的体外转座体库[８Ｇ９].体内转

座系统则是将含 Tn５转座酶基因和 miniＧTn５的转

座载体引入放线菌细胞中,直接转座诱变放线菌产

生突变体.常用的野生型转座酶转座效率不高,只
能采用温敏的复制型质粒作为载体将 miniＧTn５带

入放线菌,发生转座后必须升温培养以消除转座载

体,如构建Streptomycesglobisporus突变体库所采

用的pSG５衍生的温敏转座载体[１０].温敏转座载

体可在细胞中复制和传代,因此可能导致发生多次

转座事件,干扰后续研究.Xu等[１１Ｇ１２]根据 Tn５转

座酶的高活性突变序列合成了tnp(５)基因,装到自

杀性载体中构建了链霉菌高效转座载体pHL７３４,
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并用于大量筛选２种抗生素高产相关基因.与温敏

复制型转座系统相比,pHL７３４在链霉菌中不可复

制,可减少多次转座事件的发生,并且不需要升温的

步骤消除载体[１１].
目前在糖多孢菌属细菌中并没有合适的体内转

座体系,制约了抗生素高产相关基因的筛选.同时,
刺糖多孢菌对外源 DNA 具有很强的限制性,其遗

传操作尤其困难[１３Ｇ１４].本研究通过序列优化去除链

霉菌转座质粒pHL７３４上的放线菌来源的限制性酶

切位点,采用刺糖多孢菌特异性强启动子高效表达

转座酶,旨在构建可以用于红色糖多孢菌和刺糖多

孢菌的体内转座工具,为放线菌中转座子诱变技术

的优化及推广应用奠定基础.

1　 材料与方法

1.1　菌株、质粒和培养条件

大 肠 杆 菌 DH１０B 为 克 隆 宿 主.SaccharＧ
opolysporaerythraea SLQ１８５衍生自Sa．erythＧ
raeaNRRL２３３３８,为笔者所在课题组构建,用于测

试 转 座 效 率;Saccharopolyspora spinosa NRＧ
RL１８３９５为野生型多杀菌素产生菌,其基因组已测

序[１５].pHL７３４含有 miniＧTn５、高效转座酶基因

tnp(５)、氨苄青霉素抗性基因bla、接合转移起始区

oriTRK２
[１１].pUZ８００２为 RK２衍生的不能自我转移

的质粒,含卡那霉素抗性基因neo和四环素抗性基因

Tetr,能诱动含oriTRK２质粒的属间接合转移[１６].
大肠杆菌、红色糖多孢菌和刺糖多孢菌分别于

３７、３４ 和 ３０ ℃ 培养.大肠杆菌培养基为 LB 及

LA [１７].糖多孢菌液体培养基为 TSBY[１８].红色糖

多孢菌的接合转移培养基为ISP４,产孢培养基为

ESM (１L)[１９]:玉米淀粉１０g,玉米浆１０g,NaCl
３g,(NH４)２SO４３ g,CaCO３ ５ g,琼 脂 ２０ g,

pH７．０~７．２.刺 糖 多 孢 菌 产 孢 培 养 基 为 BM
(１L)[１８]:酵母提取物１g,牛肉浸膏１g,NＧZＧAＧ
mineA２g,葡萄糖１０g,琼脂２０g,pH７．２.刺糖

多孢菌接合转移培养基为 R６(１L)[１３]:蔗糖２００g,
糊精１０g,酪蛋白水解物１g,K２SO４０．１g,FeSO４􀅰

７H２O０．１ g,MnCl２ 􀅰４H２O ０．００１ g,ZnSO４ 􀅰

７H２O０．００１g,BHI１３g,琼脂２０g,pH７．２,１１５℃
灭菌３０min,待培养基冷却到５０℃以下,加入以下

３种 经 过 孔 径 ０．２２μm 滤 膜 过 滤 除 菌 的 溶 液:

１mol/LLＧ谷 氨 酸 钠 ６５ mL,１ mol/L CaCl２ 􀅰

２H２O４８mL以及１mol/L丙磺酸５mL.刺糖多

孢菌的发酵培养基为CTF４(１L)[２０]:葡萄糖４８g,淀
粉２０g,黄豆饼粉２０g,棉籽粉２．５g,玉米浆１５g,酵
母提取物１．２g,豆油３g,CaCO３２．５g,pH７．２.
1.2　DNA 克隆与质粒构建

质粒DNA提取、放线菌基因组少量快速提取、
大肠杆菌转化及PCR扩增方法参照文献[１７]进行.
质粒的PCR引物序列及用途见表１.DNA 片段的

纯化采用 GelExtractionKit(OMEGA).DNA片

段 的 限 制 性 酶 切 和 酶 连 方 法 分 别 参 见 供 应 商

(ThermoFisher)的使用手册.DNA片段在苏州鸿

迅生物科技股份有限公司合成.
表１　寡核苷酸(引物)

Table１　Oligonucleotides(Primers)

引物 Primers 序列(５′→３′)Sequences(５′Ｇ３′) 用途 Usage
pHHB７３６Ｇseg１ＧF

pHHB７３６Ｇseg１ＧR

AGCGGATACATATTTGAATG

GATTTTTGTGATGCTCGTCA

质粒pHHB７３６验证

VerificationofpHHB７３６
PromＧF

PromＧR

ATGTGTATAAGAGACAGGCTAG

CGAGATGGTGATGGACTTG

质粒pJTnX验证

VerificationofpJTnX
TnＧF

TnＧR

AAGCACGGATGCCAACACAA

CGGTACCAGGTTTTTGACG

miniＧTn５插入位点测序

SequencingtheminiＧTn５insertionsite

1.3　大肠杆菌Ｇ糖多孢菌属接合转移

转座质粒在红色糖多孢菌中的转座参考标准接

合转移方法[２１],并进行部分改进.具体过程如下:
含有不同转座质粒的大肠杆菌 DH１０B/pUZ８００２
作为接合转移供体菌;新鲜的红色糖多孢菌孢子悬

液作为接合转移受体;洗涤过的大肠杆菌与５０℃热

激处理后的孢子悬液混合后,涂于ISP４培养基(加
入终浓度为２０ mmol/L 的 MgCl２)上,３０℃培养

２０h后覆盖阿泊拉霉素(终质量浓度５０μg/mL)及

TMP(终质量浓度１００μg/mL);继续培养７d即可

观察到明显的接合子菌落.
转座质粒在刺糖多孢菌中的转座参考刺糖多孢

菌接合转移方法[１３].本研究对供体菌类型、受体菌

形态、培养基、覆盖时间等条件进行了摸索,改进的

接 合 转 移 条 件 如 下:含 转 座 质 粒 的 大 肠 杆 菌

DH１０B/pUZ８００２为接合转移供体菌;刺糖多孢菌

６８
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于 TSBY液体培养基中震荡培养,收取菌丝体,作
为接合转移受体菌;供体菌与受体菌混合后,涂于

R６培养基上(加入 MgCl２ 至终浓度２０mmol/L),

３０℃培养２０h后覆盖阿泊拉霉素(终质量浓度５０

μg/mL)及 TMP(终质量浓度１００μg/mL);培养

７~１５d可观察到接合子菌落.
1.4　刺糖多孢菌转座突变株中 miniＧTn5 的拯救

定位

　　刺糖多孢菌转座突变株在 TSBY 液体培养基

中培养 ４８h,收集菌丝体,提取基因组 DNA,用

ApaⅠ酶切,酶切混合物用 T４DNA 连接酶连接,
转化至大肠杆菌感受态 DH１０B中,用阿泊拉霉素

筛选抗性转化子.提取转化子质粒,根据 miniＧTn５
序列设计向外的测序引物 TnＧF/TnＧR,送公司测

序.根据测序结果在Sa．spinosa NRRL１８３９５基

因组序列中对转座插入位点进行定位.
1.5　刺糖多孢菌发酵及多杀菌素抽提检测

将刺糖多孢菌转座突变株及野生型菌株 NRＧ
RL１８３９５的孢子接种至２５mLTSBY 液体培养基

中,３０℃摇床振荡培养２４h,吸取１mL种子液至

５０mLCTF４培养基中,３０℃、２２０r/min避光发酵

１０d.发酵结束后,取７００μL发酵液,加入１倍体

积的甲醇萃取,超声处理３０min,避光静置１２h.

１２０００r/min离心１５min,取上清经０．２２μm 滤膜

过滤,滤 液 用 安 捷 伦 １２００series高 效 液 相 色 谱

(HPLC)检 测 分 析 多 杀 菌 素 的 产 量.色 谱 柱 为

ZORBAXSBＧC１８柱,４．６mm×２５０mm,流动相为

甲醇/乙腈/０．０５％乙酸钠溶液(体积比为４７．５∶
４７．５∶５).流速为１mL/min,柱温为室温,检测波

长为２５０nm.根 据 标 准 曲 线,计 算 多 杀 菌 素 的

产量.

2　结果与分析

2.1　转座质粒的结构优化

本研究尝试利用pHL７３４对刺糖多孢菌进行转

座诱变,始终无法得到接合子.推测可能原因为:
(１)质粒含有特定的限制性酶切位点,使其在刺糖

多孢菌细胞中被内源限制性内切酶切割;(２)转座酶

Tnp(５)的表达量不足.为针对性地改造pHL７３４,
我们合成了Seg１(两端分别含EcoRⅠ和PciⅠ位

点)和Seg２(两端分别含BstEⅡ和AsiSⅠ位点)２
个DNA 片段,分别替换掉pHL７３４相应的酶切片

段,得到 质 粒 pHHB７３６ (图 １A).在 pHHB７３６
中,采用强启动子 KasOp∗替换掉tnp(５)上游的

PermE∗ 启动子,以增强转座酶基因在放线菌的转

录;据 报 道 刺 糖 多 孢 菌 中 具 有 SalⅠ、NcoⅠ 和

NaeⅠ 内 源 限 制 性 内 切 酶 活 性[１４],新 构 建 的

pHHB７３６中去除了 miniＧTn５上的SalⅠ、NcoⅠ
和NaeⅠ酶切位点;同时,还去除了 miniＧTn５和转

座酶基因上的SfoⅠ、SspⅠ、SanDⅠ、SapⅠ和SbfⅠ等

放线菌源限制性内切酶的识别切割位点.经 PCR
扩增(图１B)及测序验证pHHB７３６序列正确.

但是,含pHHB７３６的 DH１０B经传代培养后,
提取的质粒 DNA 变成大小不一的质粒群体,提示

传代后该质粒结构不稳定.在pHHB７３６中转座酶

基因tnp(５)的表达受强启动子 KasOp∗ 控制,而

Wang等[２２]报道KasOp∗ 在大肠杆菌也具有启动子

活性,推测大肠杆菌DH１０B/pHHB７３６中表达了转

座酶 Tnp(５),后者催化质粒上的 miniＧtn５转座而

导致质粒结构发生变化.以红色糖多孢菌为受体、

pHHB７３６为转座载体的接合转移实验也未得到接

合转移子,表明pHHB７３６确实不适合用于糖多孢

菌转座.
为消除pHHB７３６质粒结构不稳定问题,根据

刺糖多孢菌蛋白质组数据选择糖多孢菌特异性的强

启动子来控制tnp(５)基因的表达.选择的６个组

成型高表达的刺糖多孢菌蛋白质包括:FeＧZn超氧

化物歧化酶１(WP_０１０３０８７３８．１)、FeＧZn超氧化物

歧化酶２(WP_１０１３７６５２８．１)、冷休克DNA结合域蛋

白(WP_０１０３０８６５７．１)、伴 侣 蛋 白 GroEL１ (WP_

０１０３１６１０７．１)、伴侣蛋白 GroEL２(WP_０１０３０８４８２．１)
和延伸因子EFＧTu (WP_０１０３１５４３０．１),这几个蛋白

质在刺糖多孢菌生长早期就大量表达[２３].根据这６
个蛋白质基因的编码区上游序列,合成包括可能的

启动子和附带的核糖体结合位点的３００bp序列(分
别记为PSsp１、PSsp２、PSsp３、PSsp４、PSsp５和PSsp６,
片段两端都加上 NheⅠ及BamHⅠ位点);用合成

的序列替换pHHB７３６中的相应酶切片段,得到的

重组子用引物 PromＧF/R 进行 PCR 验证,PCR 扩

增结果如图１C,验证正确,６个质粒分别命名为

pJTn１、pJTn２、pJTn３、pJTn４、pJTn５、pJTn６.在质

粒pJTn１~pJTn６中,转座酶基因tnp(５)上游的启

动子分别换成了刺糖多孢菌特异性启动子PSsp１~
PSsp６,其他部分完全相同(图１A).

７８
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　A:转座质粒pJTn１~pJTn６的构建;B:pHHB７３６Seg１部分的PCR验证,pHL７３４和pHHB７３６的预期产物分别为６２２bp和３３７

bp;C:pJTn１~pJTn６转座酶基因Tnp(５)启动子部分的 PCR验证,pHHB７３６和pJTn１~pJTn６的预期产物分别为２５０和４７０bp.

M:DNAladder.A:ConstructionofthetranspositionplasmidspJTn１ＧpJTn６．B:PCRvalidationoftheSeg１regioninpHHB７３６．ThesiＧ

zesofthecalculatedbandsofpHL７３４andpHHB７３６are６２２bpand３３７bprespectively．C:VerificationofthepromotersofthetransＧ

posasegenetnp(５)inpJTn１ＧpJTn６．ThecalculatedbandsofpHL７３６andpJTn１ＧpJTn６are２５０bpand４７０bprespectively．M:DNA

ladder．

图１　转座质粒的构建及结构验证

Fig．１　Constructionandconfirmationoftranspositionplasmids

　　pJTn１~pJTn６的载体中含有分别由刺糖多孢

菌特异性启动子PSsp１~PSsp６控制表达的tnp(５)
基因;还有接合转移起始区oriTRK２,可在RK２的衍

生质粒pUZ８００２帮助下从大肠杆菌接合转移进入

放线菌中.６个质粒都含有以２个 ME 为边界的

miniＧTn５;miniＧTn５内部含有大肠杆菌高拷贝质粒

复制子oriＧpUC 和阿泊拉霉素抗性基因aac(３)Ⅳ;
阿泊拉霉素抗性基因两侧插入了lox６６及lox７１序

列,可通过CreＧloxP重组系统消除抗性基因[２４].此

外,因红色糖多孢菌和刺糖多孢菌基因组没有标准

的fC３１噬菌体的基因组整合位点attBfC３１,我们在

miniＧTn５ 内 部 还 装 上 了 attBfC３１、attBfBT１、

attBfRv１、attBfJoe和attBf９０１Ｇ１这５个位点特异性整

合位点(图１A),以便后续利用相应的attP 载体进

一步改造突变株.由于质粒pJTn１~pJTn６中并不

含有放线菌质粒复制区,接合转移进入放线菌细胞

后质粒本身不能复制、也不能稳定遗传,只有进一步

发生转座,使 miniＧTn５插入到染色体 DNA 上得到

的转座突变子才能够在补加了阿泊拉霉素的接合转

移培养基上生长.因此,理论上将质粒 pJTn１~
pJTn６接合进入糖多孢菌,所得到的接合转移子菌

落就是转座突变株.

2.2　转座质粒转座效率的比较

以 分 别 含 有 pJTn１ ~ pJTn６ 的 DH１０B/

pUZ８００２为供体菌,以红色糖多孢菌Sa．erythraea
SLQ１８５为受体菌做双亲本接合转移,测试转座质

粒pJTn１~pJTn６是否可以在糖多孢菌中转座,并
比较这些质粒的转座效率.每个转座质粒重复３次

实验;在每个接合转移实验中,供体菌和受体菌孢子

均为１ １́０９cfu,接合转移培养基为ISP４(添加２０

mmol/LMgCl２).得到的阿泊拉霉素抗性接合子

数如表２所示.其中,转座质粒pJTn３、pJTn４可得

到接合子约２００/皿;pJTn２、pJTn５和pJTn６的接合

子数较多,达１０００/皿;pJTn１的接合子数最多,接
近２０００/皿.

2.3　刺糖多孢菌中的转座及转座定位

选择红色糖多孢菌中转座效率较高的 pJTn１
和pJTn５对刺糖多孢菌中进行转座诱变,每个质粒

进行６次接合转移实验.每个接合平板上均长出

１~４个接合子,pJTn１和pJTn５的转座效率没有显

著差异.从１２个接合转移平板上共得到３１个转座

突变株,命名为BLL０１~BLL３１.提取转座突变株

的总DNA,通过总DNA酶切、自连、转化大肠杆菌,
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表２　转座质粒pJTn１~pJTn６在Sa．erythraeaSLQ１８５中的转座效率

Table２　ThetranspositionefficiencyofpJTn１－pJTn６inSa．erythraeaSLQ１８５

　　质粒 Plasmids pJTn１ pJTn２ pJTn３ pJTn４ pJTn５ pJTn６

　接合子数/皿

　Numberof
　mutants/plate

１　　　 ２０００ １０００ ２００ １５０ １０００ １０００
２　　　 １８００ １２００ １８０ １５０ １３００ １０００
３　　　 １７００ １０００ ２３０ ２００ １２００ １０００

将突变株基因组中的 miniＧTn５及其邻近的 DNA
序列拯救出来,得到大肠杆菌拯救质粒.用引物

TnＧF和 TnＧR测定拯救质粒上 miniＧTn５的 ME边

界两侧的序列,与刺糖多孢菌总 DNA 序列比对,定
位 miniＧTn５ 的插入位点.其中,３０ 个突变株的

miniＧTn５插入位点具有典型 Tn５转座所产生的９
bp靶序列重复;而突变株BLL０１中,转座造成插入

位点缺失３５３４bp基因组DNA(表３).
2.4　刺糖多孢菌转座突变子发酵

对刺糖多孢菌转座突变株和野生型菌株 NRＧ
RL１８３９５进行发酵,HPLC检测发酵液中的多杀菌

素,通过标准曲线计算多杀菌素的产量.各菌株３

次发酵的结果如图２所示,野生型菌株产多杀菌素

１２８．６mg/L.在３１株转座突变株中,BLL０８不能

产生多杀菌素;BLL０１、BLL２９与野生型菌株相比

产量大幅降低,分别为野生型的３４％ (P＝０．００６４)
和１６％ (P＝０．００２８);另有５株突变菌株产量明显

降低,即 BLL０２(６４％,P＝０．０２６)、BLL０３ (６５％,

P＝０．０１６)、BLL０５(７０％,P ＝０．０１５)、BLL１０
(７７％,P＝０．０３４)和BLL１４(８０％,P＝０．０４８).此

外,突 变 株 BLL２５ 的 产 量 比 野 生 型 略 有 提 高

(１１４％),但统计学上没有显著性差异(P＝０．２６).
这些影响多杀菌素产量的突变株中 miniＧTn５转座

插入位点及相关基因信息如表３所示.

图２　刺糖多孢菌转座突变株产多杀菌素产量

Fig．２　TheyieldofspinosadintheSa．spinosatranspositionmutants

表３　影响多杀菌素产量的突变株中转座插入位点及相关基因

Table３　Thetranspositionsitesandrelatedgenesinthemutantsalteringtheproductionofspinosad

突变株

Mutants
插入位点

Inssites
基因产物

Genesproducts
基因起始位点

StartＧend
NCBI编号

ACC．No

BLL０１
３７３３６０１
３７３７１３６

ProteinSspiN１_３３３５０;
Fumarylacetoacetase;
Transcriptionalregulator;
NmrAfamilyprotein

３７３３４５０Ｇ３７３４３１６
３７３４３１３Ｇ３７３５５１８
３７３５５２３Ｇ３７３６２１５
３７３６４５３Ｇ３７３７１７８

WP_０８３８３３３４９．１
WP_０１０３１３３９２．１
WP_０１０３１３３９４．１
WP_１３２４７９２９１．１

BLL０２ １１９６９０７ HypotheticalproteinSspiN１_０８２９０ １２１５９０８Ｇ１１８７８０８ WP_１０１３７６９１３．１
BLL０３ ２０９６９３３ Serine/threonineproteinkinase ２０９８２８８Ｇ２０９６８４３ WP_０１０３０６３９４．１
BLL０５ ２９２２９６８ HypotheticalproteinSspiN１_４０７７５ ２９２３３７７Ｇ２９２２９７３ WP_０２９５３６２１１．１
BLL０８ ３１２５７６８ CytochromeCbiogenesismembraneprotein ３１２６４５０Ｇ３１２４８２８ WP_０１０３１２４１９．１
BLL１０ ２４４５４１９ Secretedprotein ２４４５４１８Ｇ２４４４９８１ WP_１０１３０５２５８．１
BLL１４ ５８１１８５１ AcetylＧCoAacetyltransferase ５８１２３７２Ｇ５８１１１６１ WP_０１０６９４５８３．１
BLL２５ ７４２７３６９ NonＧribosomalpeptidesynthase/aminoacidadenylationenzyme ７４２７８０３Ｇ７４２６５４１ WP_０８３８２２０６６．１
BLL２９ ４９１３８６５ Mov３４/MPN/PADＧ１familyprotein ４９１３５９９Ｇ４９１４０５４ WP_０１０６９３７４５．１
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3　讨　论

由于刺糖多孢菌对外源 DNA 具有强烈限制

性,导致该菌遗传操作特别困难[１３Ｇ１４].Chen等[２５]

通过消除载体上相应的限制酶切位点,成功地将自

主复制性质粒引入到了刺糖多孢菌中.在红色糖多

孢菌异源宿主中合成多杀菌素,目前报道的最高效

价为８３０mg/L,距离产业化也很遥远[６].无论在天

然宿主还是异源宿主生产,都需要系统性的遗传工

程育种来大幅度提高现有菌种的发酵效价,才有可

能实现多杀菌素原料的国产化.基于笔者所在课题

组前期构建高效转座载体并在模式菌株筛选得到大

量抗生素高产相关基因的经验,我们尝试构建可以

在糖多孢菌转座诱变的载体,以便后续筛选大量高

产育种靶标基因,用于多杀菌素的高产育种.
本研究采用自杀性(非复制性)载体,通过去除

SalⅠ、NcoⅠ、NaeⅠ位点和多个来源于放线菌的

其他限制酶的作用位点,并采用刺糖多孢菌特异性

强启动子控制高效转座酶基因的表达,构建了新型

Tn５转座载体,并成功获得刺糖多孢菌转座突变株,
检测到大部分突变株中发生了典型的 Tn５转座.
获得的突变株中有８个突变菌株多杀菌素产量显著

下降,暗示被插入失活的基因可能与多杀菌素产量

关系密切.所构建的转座质粒pJTn１~pJTn６,经
验证可以在红色糖多孢菌中高效转座.pJTn系列

转座质粒可作为糖多孢菌的体内转座诱变工具,为
抗生素的产量调控研究和高产育种靶标基因筛选提

供理论依据.
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InvivotranspositionmutagenesissystemofSaccharopolyspora

BAILulu　HE Weijun　LONGQingshan　 WANGYemin　 DENGZixin　 TAO Meifeng

StateKeyLaboratoryofMicrobialMetabolism,ShanghaiJiaoTongUniversity,

Shanghai２０００３０,China

Abstract　Toestablishaninvivotransposition mutagenesissystem ofSaccharopolyspora,the
transpositionplasmidspJTn１ＧpJTn６wereconstructedbyenhancingtheexpressionofTn５transposase
genetnp (５)withstrongpromotersoriginatedfromSa．spinosaandoptimizingtheStreptomycesTn５Ｇ
basedtranspositionplasmidpHL７３４．TheresultsshowedthatplasmidspJTn１ＧpJTn６transposedeffiＧ
cientlyinSa．erythraea．PlasmidpJTn１andpJTn５workedwellinSa．spinosa．CanonicaleventsofTn５
transpositionweredetectedon３０genomesoutof３１Sa．spinosatranspositionmutants．TherewasasigＧ
nificantdecreaseintheyieldofspinosadineightmutants．ItdemonstratedthatthepJTnplasmidsare
valuabletoolsforthetranspositionmutagenesisinthegenusofSaccharopolyspora,whichwillfacilitate
studyingtheregulationofspinosadproductionandscreeningtargetgenesforthehighＧyieldbreeding．

Keywords　Streptomyces;highＧyieldstrain;Saccharopolysporaspinosa;spinosad;SaccharＧ
opolysporaerythraea;Tn５transpositionplasmids;invivotransposition
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