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摘要 鼠李糖和福乐糖胺是多杀菌素生物合成必需的2个脱氧糖结构单元,负责其合成的4种酶的基因

(gtt、epi、gdh、kre)与多杀菌素生物合成基因簇并不在一起,而是分散分布在染色体的3个位点上。为克隆到完

整的多杀菌素生物合成基因簇,采用构建基因组文库、PCR扩增等手段从刺糖多孢菌 NRRL18395染色体分别

克隆gtt、epi、gdh和kre基因,并将其克隆组装在同一整合型载体上,以便于构建用于表达多杀菌素糖单元合成

基因的表达载体。
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  多杀菌素(spinosyns)是由放线菌刺糖多孢菌

(Saccharopolysporaspinosa)NRRL18395发酵产

生的无公害高效杀虫剂,属大环内酯类化合物,制剂

中主要成分为多杀菌素组份A和D的混合物,因此

又称为spinosad[1]。多杀菌素最早于1997年在美

国登记注册,开始应用于棉花和蔬菜;2005年,多杀

菌素经批准被用于73个国家的250多种农作物上,
在我国商品名为菜喜(2.5%悬浮剂)和催杀(48%悬

浮剂)[2]。多杀菌素的母核是由1个5,6,5-顺-反-
顺三环和1个十二元的内酯环粘合而成,并通过糖

苷键连接着2个不同的脱氧糖,其中1个是氨基糖

二甲基福乐糖胺(dimethyl-forosamine),另1个是

中性糖α-L-鼠李糖(L-rhamnose)。多杀菌素生物

合成的必需基因已经克隆测序,大部分基因聚集形

成1个巨大的多杀菌素生物合成基因簇(spn基因

簇,80kb)[3]。但是,2个脱氧糖单元合成所必需的

4个基因不在基因簇中,而是分散位于染色体的3
个不同位置,其中 NDP葡萄糖脱水酶基因(gdh)
和酮还原酶基因(kre)组成1个操纵子,NDP葡萄

糖合酶基因(gtt)和3′,5′-表异构酶基因(epi)分别

独立存在[4]。
鼠李糖和福乐糖胺合成过程中,gtt(编码NDP-

葡萄糖合成酶)、gdh(编码葡萄糖脱氢酶)催化葡萄

糖-1-磷酸生成NDP-4-酮-6-脱氧-D-葡萄糖,作为鼠

李糖和福乐糖胺合成的必需中间体,epi(编码3′,

5′-表异构酶)和kre(编码4′-酮还原酶),将NDP-4-
酮-6-脱氧-D-葡萄糖转化为α-L-鼠李糖。epi、gtt、

gdh-kre的缺失突变体不产多杀菌素,同时突变体

生长情况也比野生型差[4]。多杀菌素产生菌刺糖多

孢菌菌株的遗传操作非常困难,使得旨在优化多杀

菌素结构以及高产育种的基因工程改造困难重

重[5]。将生物合成基因转到异源宿主进行表达,并
在异源表达宿主中开展组合生物合成和高产育种工

作中成为理性的替代策略[6-7]。本研究克隆了鼠李

糖和福乐糖胺合成相关的4个基因,并将这4个基

因组合到1个链霉菌整合型载体,构建得到合成2
个脱氧糖单元的表达载体,为在异源宿主中表达多

杀菌素及其基因工程改造奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株和质粒。所用菌株和质粒见表1。

2)克隆引物设计。引物序列见表2。

3)培养基。大肠杆菌培养用LB培养基[8]:胰
蛋白胨10g,酵母抽提物5g,NaCl5g,补加蒸馏水

至1L,pH7.0;刺糖多孢菌产孢用YD培养基[12]:
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表1 菌株和质粒1)

Table1 Bacterialstrainsandplasmids

菌株或质粒Strainorplasmid 特征Characteristics 来源或文献Sourceorreference
刺糖多孢菌S.spinosa 多杀菌素产生菌Producerofspinosad NRRL
大肠杆菌Escherichiacoli
DH5α 基因克隆宿主菌Cloninghoststrain,F-endA1recA1deoRgyrA96relA [8]

XL1-BlueMR
Cosmid文库构建宿主菌 Cosmidlibraryconstructionhostbacteria,Δ(mcrA)
183Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173endA1supE44thi-1recA1gyrA96relA1lac

Epicenter

质粒 Plasmid

pOJ446
Cosmid文库构建载体Cosmidlibraryconstructionvector,10.4kb,aac(3)Ⅳ,
cossites

[9]

pMS82
大肠杆菌链霉菌穿梭 载 体 ShuttleplasmidvectorofStreptomycesand
E.coli,6.7kb,hyg,int/attp(φBT1),oriT

[10]

pIJ2925 大肠杆菌载体 E.colivector,2.7kb,bla,lacZα [11]

pSET152
大肠杆菌链霉菌穿梭 载 体 ShuttleplasmidvectorofStreptomycesand
E.coli,5.5kb,int/attp(ÆC31),oriT(RK2),ori(pUC18),aac(3)Ⅳ

[9]

pHL801 gtt克隆在pGEM-TEasy载体pGEM-TEasycontaininggttgene 本研究 Thisstudy
pHL802 epi克隆在pGEM-TEasy载体pGEM-TEasycontainingepigene 本研究 Thisstudy

pHL803
含gdh-kre的~8kb的SphⅠ片段连接在pIJ2925的SphⅠ位点pIJ2925
containinga8-kbSphⅠfragmentofgdh-kre

本研究 Thisstudy

pHL804
pHL801中含gtt的片段连接在pMS82的SpeⅠ位点pMS82containing
SpeⅠfragmentofgttfrompHL801

本研究 Thisstudy

pHL805
pHL802中含epi的片段连接在pHL804的SpeⅠ位点pHL804containing
SpeⅠfragmentofepifrompHL802

本研究 Thisstudy

pHL808
pHL803中 含 gdh-kre 的 NheI-HindⅢ片 段 连 接 在 pSET152的 NheI-
HindⅢ位点pSET152containingNheⅠ-HindⅢfragmentofgdh-krefrom
pHL803

本研究 Thisstudy

pHL809
pHL808中含gdh-kre 的 NheⅠ-XbaⅠ片段连接在pHL805SpeⅠ位点

pHL805containingNheⅠ-XbaⅠfragmentofgdh-krefrompHL808
本研究 Thisstudy

 1)NRRL:美国农业研究菌种保藏中心 U.S.AgriculturalResearchServiceCultureCollection.

表2 引物及其特征
Table2 Primerssequenceanddescription

引物Primer 序列Sequence 用途 Application
pEpif1 5′-GATCTAGAGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGATCAACAACAACTTCACCAGCA-3′ 克隆epi基因

CloningofepigenepEpir1 5′-GAACTAGTTGGAGGTGGATGTGAAATCCCTCGG-3′

pGttf1 5′-GATCTAGAGGATCCTAATACGACTCACTATAAAGGCCACCGGCAAGGTCGTGCAGG-3′ 克隆gtt基因

CloningofgttgenepGttr1 5′-GAACTAGTGCACCCGCCGATGGCCGACCGCATT-3′

pGK1f 5′-GGATCCTGCTTCGTAGCTCG-3′ 验证kre-gdh
基因和制备探针

Confirmationof
kre-gdhgene

andprobepreparation

pGK1r 5′-GGATCCGCTTCCCCCACGG-3′

pGK2f 5′-TCCTGCTTCGTAGCTCGGTG-3′

pGK2r 5′-TCAACGAAGCCCTGCACCAA-3′

酵母抽提物4g,麦芽糖10g,葡萄糖4g,MgCl2
2g,CaCl21.5g,青岛琼脂15g,补加蒸镏水至1L,

pH7.2。

4)抗生素与生化试剂。大肠杆菌培养中抗生素

使用质量浓度为:氨苄青霉素100mg/L、阿泊拉霉

素50mg/L、潮霉素B50mg/L。各种限制性内切

酶、DNA连接酶和碱性磷酸酶为Fermentas公司产

品。DNA聚合酶、dNTPs、DNA分子质量 Marker
为 TaKaRa公 司 产 品。KOD 高 保 真 聚 合 酶 为

TOYOBO公司产品。
1.2 试验方法

1)大肠杆菌DH5α化学法感受态制备、质粒转

化、DNA操作等参考文献[8]进行。

2)链霉菌的培养与总DNA 的提取。链霉菌菌

丝体培养、总DNA提取参考文献[11]。

3)基因组文库构建及Southern杂交筛选文库。
基因组cosmid文库构建使用载体为pOJ446[9],建
库方法参考SuperCos1科斯质粒试剂盒(Strata-

992



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

gene)和CopyControlTMFosmid文库构建试剂盒说

明书(Epicenter)。Southernblot按照DIG杂交试

剂盒说明书(Roche)。

4)Cosmid文库基因组覆盖率计算[8]。N=ln
(1-P )/ln(1-f ),P,文库覆盖率,分数表示;f,
插入片段大小占基因组的比例;N,所需要的克隆子

个数。

2 结果与分析

2.1 gtt、epi 的 PCR 扩增及克隆

多杀菌素属大环内酯类化合物,根据多杀菌素

的化合物类型、合成途径以及宿主自身遗传背景,克
隆基因时选择保留其天然启动子;根据异源表达的

情况考虑是否使用其他链霉菌启动子。GenBank
中,gtt、epi包括天然启动子在内的完整序列已知,
因此根据GenBank中的gtt基因及其上下游序列

(AF355467)设计引物,一端引物设置XbaⅠ酶切位

点,另一端设置SpeⅠ酶切位点,以便于后续的基因

克隆组装。以S.spinosaNRRL18395总 DNA 为

模板,PCR扩增gtt基因及其上游的天然启动子区。
将PCR产物TA克隆到pGEM-TEasy载体,得到

pHL801。同样,根据epi序列(AF355466)设计引

物,PCR扩增并TA克隆得到pHL802。测序验证

pHL801和pHL802中的gtt、epi及上游启动子区

序列正确。
2.2 刺糖多孢菌 NRRL18395 基因组文库构建及

gdh-kre 的克隆

  刺糖多孢菌总DNA用 MboⅠ进行部分酶切,
跑胶回收40kb以上的部分酶切总DNA,CIAP去

磷酸化处理;载体pOJ446用 HpaⅠ完 全 酶 切、

CIAP去磷酸化,纯化回收后再用BamHⅠ完全酶

切,回收8.6kb片段。将总DNA和载体连接、包
装、感染XL1-BlueMR感受态细胞,挑取阿泊拉霉素

抗性的克隆2400个,得到刺糖多孢菌NRRL18395
的基因组科斯质粒文库。随机挑选20个克隆酶切

检查文库质量,插入片段平均30kb。
根据gdh-kre 序列(AF355468)设计引物,以

PCR扩增产物作为分子探针进行Southern杂交筛

选基因组文库,得到10个科斯质粒克隆子7G10、

8E9、8E12、11A8、13C8、15C7、18C5、18E8、18G9和

24G6,用BamHⅠ酶切制作酶谱,发现这些阳性克

隆互相重叠,形成一个重叠连锁群(Contig),如图1
和图2所示。用SphⅠ酶切7G10,回收包含gdh-

kre的8.5kb片段,克隆到pIJ2925的SphⅠ位点,
得到pHL803,PCR扩增验证含有gdh-kre 完整基

因。分别对两侧未知序列进行测序,pHL803上插

入的总DNA片段中gdh基因上游DNA>1kb,显
然包含天然启动子区。

 M1:1kbladder;M2:λ/HindⅢ;1~10:阳性克隆BamHⅠdigested

positivesclones,1:7G10;2:8E9;3:8E12;4:11A8;5:13C8;

6:15C7;7:18C5;8:18E8;9:18G9;10;24G6.

图1 Cosmid文库gdh-kre基因

阳性克隆的BamHⅠ酶切图谱

Fig.1 BamHⅠrestrictionmapofthegdh-kre

genepositiveclonesfromcosmidbank

图2 根据gdh-kre基因阳性克隆的

BamHⅠ酶切图谱排列得到的重叠连锁群

Fig.2 Contigofthepositiveclonesfrom
theBamHⅠrestrictionmap

2.3 鼠李糖和福乐糖胺合成基因的组装

利用XbaⅠ、NheⅠ和SpeⅠ等3个限制酶产

生相同粘性末端的特点,依次将含有gtt、epi和

gdh-kre完整基因及启动子区的DNA片段插入到

链霉菌整合性载体pMS82上,得到pHL809。即将

pHL801中 含 gtt 的 XbaⅠ-SpeⅠ 片 段 连 接 在

pMS82的SpeⅠ位点,得到pHL804;将pHL802中

含epi 的 XbaⅠ-SpeⅠ片 段 连 接 在 pHL804的

SpeⅠ位点,得到pHL805;由文库cosmid7G10亚

克隆得到含gdh-kre的~8kb的SphⅠ片段连接在

pIJ2925的相应位点得到pHL803,测序分析完整的

gdh-kre包含在NheⅠ-HindⅢ片段(~3.5kb)中,
连接在pSET152的相应位点,得到pHL808;最后

003
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将pHL808中含gdh-kre基因的NheⅠ-XbaⅠ片段

连 接 在 pHL805 的 SpeⅠ 位 点,得 到 pHL809
(图3)。pHL809经酶切、PCR及部分测序验证正

确。

图3 鼠李糖和福乐糖胺合成基因表达载体pHL809
Fig.3 pHL809,theexpressionvectoroftheforosamine

andrhamnosebiosyntheticpathway

3 讨 论

自首次从刺糖多孢菌发酵液中分离出来至今,
多杀菌素及其类似物由于杀虫效果好、环境友好、对
非靶标昆虫无毒等特点,在医疗卫生、农业生产、畜
牧业等方面得到广泛应用,效果显著[13-14]。多杀菌

素兼具生物农药安全性和化学合成农药速效性特

点,使其作为环保、高效的新型杀虫剂具有广阔的应

用前景,相关产品在美国分别于1999年和2008年

2次获得美国“总统绿色化学品挑战奖”。多杀菌素

专利已过期,在我国多杀菌素的研发及产业化生产

将带来巨大的经济效益和社会效益[2]。因此,我国

相关科研和产业界也对多杀菌素开发一直有着浓厚

的兴趣,但由于菌种低产及遗传操作困难等原因,对
多杀菌素的研究仍处于实验室阶段,尚不具备工业

化生产的条件[2]。
考虑到刺糖多孢菌的遗传学操作存在巨大困

难,尝试在异源宿主内表达多杀菌素,通过对异源宿

主的代谢工程和遗传操作以实现高产多杀菌素,乃
至通过组合生物合成技术优化结构、合成新的结构

类似物,将是一个合理有效的策略。但是,由于多杀

菌素生物合成的部分必需基因与spn基因簇不在一

起,这些基因也必须克隆、组装并引入到异源宿主,
才能保障异源表达的成功。

根据基因序列特点,本研究分别采用构建基因

组文库和PCR手段克隆鼠李糖和福乐糖胺合成的

4个基因。分别克隆到4个基因后,利用SpeⅠ、

NheⅠ和XbaⅠ酶切后产生相同粘性末端的特点依

次组装得到表达2个糖单元合成基因的表达载体

pHL809。在GenBank给出的kre-gdh 序列中,结
构基因上游只有88bp非编码序列[4],因而不能肯

定是否包含基因转录和翻译及其调控所必需的功能

序列,因此采用建库的方法克隆包括上游必需功能

区的完整基因,以确保目的基因能够采用自身的天

然启动子进行表达。pHL809还含有噬菌体BT1
的整合位点attP和整合酶基因int、潮霉素抗性基

因hyg和广宿主接合质粒RK2的接合转移起始区

oriT,从而可以方便地接合转移到各种候选的放线

菌异源表达宿主,并将组装后的2个糖单元合成基

因一起稳定整合到宿主染色体中的attB整合位点

上,为多杀菌素的异源表达奠定基础。
要实现多杀菌素的异源表达,还需要将多杀菌

素合成基因簇spn导入表达宿主中。spn基因簇较

大,共有80kb,至少2~3个科斯质粒才能囊括完整

的基因簇,在我们的基因组文库中也筛选到多个分

别包含部分spn基因簇的阳性克隆,进一步工作需

要采用RED/ET重组技术[15-16]将位于不同科斯质

粒的部分基因簇拼接起来。同时,我们也在尝试采

用细菌人工染色体(BAC)载体将该spn基因簇克隆

下来。最后,分别将糖合成基因表达载体和完整

spn基因簇一起转到异源宿主,可望得到多杀菌素

的异源表达。在异源宿主的选择方面,模式菌株在

遗传背景、抗生素合成及其调控以及遗传操作等方

面研究得清楚[17],有较多成功经验可以借鉴。
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Cloningandreconstitutionofrhamoseandforosamine
biosyntheticgeneofSaccharopolysporaspinosaNRRL18395

GUOHang1 BAITing-li1 TAOMei-feng1,2

1.StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.StateKeyLaboratoryofMicrobialMetabolismandSchool
ofLifeScienceandBiotechnology,

ShanghaiJiaotongUniversity,Shanghai200030,China

Abstract Rhamnoseandforosaminearetwoessentialdeoxysugarscomponentsofspinosad.Four
genesinvolvedinthebiosynthesisofrhamnoseandforosamine,i.e.gtt(encodingNDP-glucosesyn-
thase),gdh(encodingNDP-glucosedehydratase),epi(encodingepimerase)andkre(encoding4′-ke-
toreductase),arenotlocatedtogetherwiththespinosadbiosyntheticgenecluster,butdistributedin3
scatteredlociinthechromosomeofSaccharopolysporaspinosaNRRL18395.Togetanintegralspinosad
biosyntheticpathway,thefourgeneswereclonedbyconstructingagenomiclibraryandPCRamplifying
fromS.spinosaNRRL18395.The4genesweresuccessivelyassembledintoanintegrativevectortocon-
structanexpressionvectorforbiosynthesisofrhamnoseandforosamineinheterologoushosts.

Keywords Sacchraropolysporaspinosa;spinosad;rhamnose;forosamine;cosmidlibrary;insitu
hybridization
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