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抗生素产率提高和品种改造的遗传工程途径

邓子新 周秀芬

(华中农业大学
,

武汉 4 3 0 0 7 0 )

〔摘要〕 过去的十几年是遗传学
,

尤其是分子遗传学发展的鼎盛时期
,

这种发展
,

极大地推动了

生物技术产业
,

尤其是单基因产品产业化的发展
。

然而
,

对抗生素这种特殊的生物产品而言
,

因为

它是由一套成簇排列的基因协同作用所产生的
,

只有合成出来的终产物才具有生物活性
,

所以相对

来说
,

利用分子遗传学的高新技术来进行抗生素效价和品种的遗传工程改良就不如单基因产品那

样简单易行
。

不过
,

对一系列抗生素生物合成基因簇的克隆及对这类生物合成途径及其遗传调控机

理的了解
,

已为我们提供了许多有益的信息
,

使我们能把经典的和现代的方法学结合起来
,

通过对

抗生素产生菌的遗传操作来大大提高菌种的产率
,

或
“

说服
”

微生物产生它原本不产生的抗生素
。

本文根据现有知识来讨论和阐述这个诱人领域的发展前景
。

[关键词〕 链霉菌
,

抗生素
,

遗传工程

l 前言

5 0 多年前发现的诸如青霉素
、

链霉素这类临床上重要的抗生素
,

极大地刺激了人们从微

生物 (和植物 ) 资源中去寻找大量具有生物活性的物质
,

也因此获得了许多在农业
、

医学和

营养学上具有价值的产物
。

然而
,

由于
“

递减规律
”

的制约
,

70 年代以来
,

发现新抗生素的

步履 已越来越艰难
。

现在
,

尽管人们不断发展了更为敏感和更具有选择性的新筛选办法
,

揭

示天然产物新结构的工作也更加理性化
,

通常仍要从上万个具有生物活性的分离物中才能发

现一种具有潜在用途的新物质
。

那么
,

面临着抗生素类物质不断更新换代的需要
,

如何开拓

发现新抗生素的新的有效途径呢 ?

在重组 D N A 技术问世之前
,

曾用两种方法来产生新抗生素
,

这两种方法都利用了次级代

谢过程中的酶可以作用于非天然基质的能力
。

一种方法是在正常微生物的发酵过程中将异常

前体转变成已知抗生素的结构类似物
。

已利用这种方法产生了新的 压内酞胺类抗生素
。

然而
,

用这种方法所产生的抗生素通常是天然抗生素与其类似物的混合物
。

后来采用抗生素代谢途

径某个步骤的阻断突变株进行
“

突变合成
” ,

使得发酵过程产生非天然的抗生素
,

因而方便和

改 良了结构类似物的回收工作
。

尽管用突变合成也产生了一些新抗生素
,

但因制备前体物质

较难
,

又较 昂贵
,

加上转化率又低
,

所以尚未投入商品生产
。

在抗生素领域
,

除了需要不断发掘新抗生素以外
,

提高已知抗生素产生菌的生产能力也

是抗生素产业的重要环节
。

几十年来
,

人们进行了不懈的努力来改 良微生物的生产能力
,

但

直到现在
,

常用的技术仍不外乎诱变剂的复合处理 (如紫外
、

化学或环境压力 )
,

利用选择因
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子 (如利用抗生素的毒性剂量
,

生化抑制剂或金属离子 ) 处理来筛选获得生产力提高的突变

株
。

当然
,

优化发酵过程
,

找到最适的培养基组合和生长参数也发挥了不可忽视的作用
。

70 年代重组 D N A 技术的兴起
,

以及 80 年代对链霉素及近缘细菌抗生素生物合成的研

究
,

在很大程度上转移了人们的注意力
,

把发现新抗生素
,

获得高产菌株和廉价发酵工艺的

期望寄托到遗传工程上
。

然而
,

应该充分认识到
,

即使对链霉菌分子生物学的认识正越来越

深入
,

但若缺乏对抗生素生物合成分子生物学方面足够的知识
,

要理性地达到这个 目标
,

随

心所欲地对某个菌株进行遗传改造
,

谈何容易 !

本文将综述在过去的十几年中
,

由于链霉菌分子遗传学的飞速发展给这个领域带来的生

机
,

并讨论在抗生素产业上如何利用现有知识的问题
。

2 支撑技术的发展

在链霉菌及其近缘放线菌中进行抗生素生物合成基因簇的分离
、

分析
、

转移和操作是尝

试利用现代分子生物学技术改造抗生素效价和品种的必要前提
。

这类基因成簇排列的特点使

得这种操作趋于容易
,

当然
,

支撑技术的发展起了关键的作用
。

2
.

1 抗生素生物合成基因簇分离的方法学

迄今已发展 8 种分离抗生素生物合成基因簇的主要方法川
,

这 8 种方法是
:

( l) 克隆在标

准宿主中然后检测单个基因产物
。

这种方法仅适用于具有方便而又敏感的检测系统的那些基

因产物
,

可选择变铅青链霉菌 1 3 2 6 或其衍生菌株制备基因文库
,

因为它们是转化实验的有效

宿主
。

( 2) 产生菌阻断突变的互补
。

这是最常用的方法
,

但必须分离抗生素生物合成的阻断

突变株
,

当用鸟枪法制备的基因文库转入阻断突变株以后
,

突变体的互补可以恢复抗生素的

生产力
。

( 3) 抗生素产生菌的突变克隆
。

此法是用夭兰色链霉菌的温和性噬菌体为克隆载体

的
,

作为载体的噬菌体没有附着位点 a( rt )
,

所以不能与染色体上的附着位点重组
。

但当它携

带了来自染色体的部分片段以后
,

就可与染色体上的同源部分发生交换而形成溶源
。

由于载

体上插入了抗性标记
,

所以溶源菌就很易筛选到
。

因为外源插入片段既不含启动子
,

又不含

终止子 区
,

所以通过这种片段所介导的重组就会使插入位点所在的基因的失活
。

( 4 ) 先克隆

抗性基因
,

继而分析与之相连锁的生物合成基因
。

抗生素产生菌都对 自身所产生的抗生素有

抗性
,

一般认为
,

抗性的表达与生物合成同步
。

因此
,

抗性基因必然接近或连锁于生物合成

基因
。

抗性基因的克隆是容易的
,

不过克隆的片段一般都比较大
。

还应意识到
,

有的抗生素

不止一种抗性基因
,

这些基因不一定紧密连锁
。

( 5) 用与生物合成基因局部同源的寡聚核昔

酸探测基因文库
。

如果分离纯化了至少一种与抗生素生物合成有关的酶的话
,

就可以根据该

酶 N 末端的氨基酸顺序合成一段寡聚核昔酸
,

然后以此作为探针通过菌落或噬菌斑杂交的方

法即可获得所需克隆
。

链霉菌基因对密码子的利用明显不是随机的
,

其密码子的第三位 90 %

以上是 G 或 c
,

这一点对合成具有较强同源性的寡聚核昔酸颇有帮助
。

( 6) 将大片段 D N A 直

接克隆到某个不产这种抗生素的宿主中
,

以获得抗生素生物合成能力为指标获得克隆体
。

尽

管目前所揭示的抗生素生物合成基因簇无一不是连锁在一起的
,

这种技术仍有很大的局限性
,

因为抗生素基因簇可能很大
,

一举获得完整基因簇的几率不大
。

在缺乏其它可行技术的情况

下
,

此法仍值得一试
。

( 7) 利用 已经克隆的某种抗生素生物合成基因片段为探针
,

探测未知

的同类抗生素基因簇
。

这一方法适用于不同化学结构类型的抗生素
,

在聚酮类抗生素生物合
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成基因克隆的诸多试验中取得了最为广泛的成功
。

近期的结果暗示
,

抗生素生物合成基因簇

中的激活子基因之间具有 D N A 序列的同源性
,

因此就较易通过已经克隆的激活子基因来克隆

未知的激活子基因
。

(8 ) 自身克隆或克隆到近缘的同类抗生素产生菌中
,

以抗生素超产或降

产筛选与抗生素生物合成产量性状有关的因子
。

已知抗生素合成分别受到正或负的调节
,

正

控因子的加倍或负控因子的失活可以导致抗生素超产
,

而负控因子的加倍或正控因子的失活

则可能导致降产
。

不过应当注意的是
,

这种控制数量性状的因子既可能是抗生素生物合成基

因簇的一部分
,

也可能是与抗生素生物合成基因簇完全无关的一些多效性细胞因子
。

2
.

2 遗传学工具的发展和利用

这些年来
,

对抗生素产生菌进行分子遗传操作的工具有了飞速的发展
,

新的材料和方法

学不断涌现
。

本文不详述质粒
、

噬菌体载体以及原生质体转化
,

转染
。

链霉菌中有效转座子

和转座诱变系统的发展缓慢
,

但近几年取得了很大的成功
: T n4 5 60 和 T n5 0 96 两个系列的转座

子
` 2

,
3 〕都得到了广泛的应用

,

前者不仅成功地用来帮助分离了与抗生素生物合成有关的基因片

段
,

还用来对已经克隆的片段进行了有效的诱变
。

分析和操作抗生素生物合成基因的一个关键步骤就是要能中断基因或基因簇
,

在基因

(簇 ) 中插入一段外源 D N A (最好携带一个抗性标记 ) 或利用一个克隆片段与受体基因组序列

的同源性
,

迫使它们发生单交换或双交换均可达此 目的
。

近来
,

这方面的进展尤其引入注 目
,

不仅以温和性噬菌体 甲 C 3 1衍生的载体取得了广泛的成功
,

以天然温敏性质粒 SP G S 发展而来

的载体提供了进行基因置换试验的最有效方法之一闭
,

用不能在链霉菌中复制的大肠杆菌质

粒来转化靶细胞也同样十分奏效闹
,

这些系统已可以施用到许多不同的抗生素产生菌中
。

当在大肠杆菌中完成了基因工程的操作以后
,

把基 因转移到链霉菌宿主中是十分必要的
。

以前
,

这种基因转移都是靠转化来完成的
,

而不同宿主对外源 D N A 的限制性往往是一个难以

克服的障碍
。

而现在
,

接合转移的办法可在许多情况下取代转化
,

这主要是因为发现了携带

接合转移起始点 ( or i )T 的大肠杆菌质粒可在宿主起反式作用的转移功能的诱动之下
,

通过接

合而转移到许多链霉菌细胞中困
。

在两个主要的方面需要掌握链霉菌基因表达的信息
:

第一
,

单个的抗生素生物合成基因

在天然或其它宿主中表达以提供进行体外研究的蛋白
;
第二

,

要使一簇与代谢产物生物合成

有关的基因适时转录和翻译并达到一定的表达水平川
。

前者可在大肠杆菌中利用可诱导的 T 7

噬菌体启动子而达到 目的 (改变链霉菌偏爱利用的那些氨基酸密码子可大大提高其在大肠杆

菌中的表达水平 )
。

而要达到后一个 目的
,

即在链霉菌中控制一套途径酶基因的表达则更困难
。

尽管我们已积累了大量有关链霉菌天然启动子和翻译信号的知识
,

也对抗生素生物合成基因

簇与营养和发育基因之间的协同表达有所了解
,

但要说抓住了杂合抗生素生物合成途径成功

表达的关键还为时过早
。

3 抗生素产率提高的遗传工程途径

产率提高的最简明的遗传学途径就是从生产菌中把一些随机 D N A 片段克隆到产生菌或

产生同类抗生素的菌种中去
,

然后
,

再筛选高产转化子
。

这个方法完全是凭经验
,

但如果有

一个方便而且可以定量的筛选步骤的话
,

此法较为实用
。

此外
,

通过基因剂量或调节抗生素

生物合成的过程也有一定的成功机会
。
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因为抗生素生物合成通常受到基因簇内某个基因的调节
,

可以看看这个基因的突变是否

可以在某些情况下促进抗生素的产生
,

区域缺失效应或位点特异性突变的效应
,

以及在调节

基因前加入一个强启动子的方法均值得一试
。

在这方面
,

应当使用基 因置换方法置换出基因

组中的野生型顺序而不用质粒或噬菌体载体
。

因为这些载体需要在选择压力下才可稳定
。

通

过 甲 c 3 1 衍生载体上携带的突变 D N A 进行均质化或通过高拷贝载体上突变 D N A 插入片段与

染色体上的同源部分进行类似的双交换以置换基因的方法 已得到阐明
。

使用整合性 D N A
,

如

s L P I
,
甲 e 3 z

,

T n 4 5 6 o 或 15 1 1 7 来插入突变 D N A 的方法也值得一试
。

当然
,

提高产率的更直接的途径是增加正控因子或一个在生物合成途径中催化某个限速

步骤的酶的基因的拷贝数
〔`习。

例如
, a fs B 这个调节天蓝色链霉菌中 A 因子和色素代谢物的基

因在质粒上 以好几个拷贝数存在时
,

在 A 因子缺 陷的变铅青链霉菌中引起 了色素的超量产

生
。

用 lA et r b uc h n e : 和 c u ll u m 巨8〕描述的载体或修改了的可用大观霉素选择的系统用于待试菌

种
,

基因剂量的增加通常伴随着 D N A 的扩增
。

不过这个途径可能导致由高基因剂量产生的有

害效应
,

即使在选择压力下
,

重组菌株可能也不稳定
。

抗生素生物合成基因存在于高拷贝质

粒并导入同源或异源菌株后产量降低的情况也有报道
。

此外
,

确定那个步骤是合成途径中的

限速步骤并不是一件简单的事
,

因为我们并不了解在抗生素生物合成的多步骤途径中什么东

西调控着酶的效价和活力 (某中间产物在体内的累积可以暗示它向下一个中间产物的转化是

一个限速步骤
,

但这一点只能做一个大致的参考 )
。

因此
,

增加基因剂量的结果并不易预见
,

不过值得一试
。

衍生菌株产生抗生素的水平是 由抗生素生物合成和对自身抗性酶共同确定的
,

这个假设

为在菌种改良计划中选择高抗性菌株提供了依据并 已取得了成功
。

cr a m er i 和 D va ies 图试验 了

增加氨基糖昔
一

6
一

N
一

乙酞转移酶基因的拷贝数对氨基糖昔类抗生素产生的影响
,

将这个基因克

隆在 IP J 7 0 2 并分别转入卡那霉素链霉菌和弗氏链霉菌以后使抗性和生物合成均相应增加
。

应

该提到的是
,

有些产生菌 (如产大环内脂和氨基糖昔类抗生素 ) 不止一个抗性基 因
。

观察抗

性基因和生物合成基因启动子相重叠区域的抗性基因上的位点特异性突变对抗生素生物合成

的影响将特别有趣
。

还有一个提高产率 的途径
,

就是把整个抗生素生物合成基因簇导入到一个异源寄主中看

其是否会解除抗生素生物合成所受到的调节 , 〕
。

如果在天然产生菌中某种主代谢 (或次生代

谢 ) 的成分在调节抗生素生物合成中起到重要的作用
,

这种调节在一个遗传和生理背景完全

不同的菌种中可能很不一样
,

甚至不存在
,

因此也有可能导致产率增加
。

这个途径听起来象

是在打赌
,

也可能不适用
,

因为大片段 D N A 可能在重组菌株中不稳定
。

不过 已知整个 ac t
,

十

一烷基灵菌红素和次甲霉素的整套基因已稳定地插入到 s c P Z衍生的载体中
,

柔红霉素和 te
-

atr ce on m yc in C 的整套基因也稳定地插入到 pK c 5 05 中
。

在次 甲霉素的情况下
,

基因簇一端的

小段缺失还导致了高产
。

除了纯遗传学途径以外
,

蛋 白工程也提供了简化生物合成途径
,

加速生物合成的方法
。

我

们对蛋白结构和酶的催化性相互关系方面的了解揭示出通过遗传工程改变一级氨基酸顺序最

终优化某个途径酶催化效率的可能性
。

在这一点上
,

日
一

内酞胺类抗生素颇有希望
。

在这类抗生

素中
,

异青霉素 N 合成酶 ( IP N )S 经过 3一 5 个步骤催化形成一个关键的化合物
,

并可把大量

三肤基质的类似物
一

尔 (L
一 a 一

氨基已二酸 )
一

L
一

耽氨酸
一

撷氨酸转化成异常的 压内酞胺
〔 , 。〕 。

已从青
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霉
、

顶头泡霉和曲霉中克隆了 IN Ps 基因并在大肠杆菌中得到了表达
。

一旦抓准了有关其生化

反应机制的更多的知识就可用来主动地改良它的活性
。

把突变的 IP N s 基因或置于一个更强

启动子控制之下的正常基因导入到真菌或细菌寄主即可导致青霉素的高产
。

另一方法是利用

改造了的 IP N S 酶的固定化在体外大量产生异青霉素或头抱霉素
。

蛋 白工程途径当然比上述

方法需要更大的努力
,

因为它需要分离和研究途径酶
,

不过它具有可靠性
。

还有另外一些可用遗传工程来改变并期待改良生产过程的一些东西
,

这包括通常受阻遏

的一些基因
,

它们编码碳
、

氮源代谢酶以避免一些容易利用的营养对抗生素生产的影响
; 一

些提供生物合成途径中首要中间物前体的基因
,

可以通过促进合成增加前体的可用性
;
那些

编码热敏性调节蛋白或途径酶的基因以使得发酵在高温中进行
,

成本降低 ; 以及那些控制抗

生素向发酵培养基中分泌或阻碍抗生素再吸收的基因 (阻碍再吸收是抗生素产生菌的通用抗

性机制 )
。

然而
,

在所有的情况下
,

包括利用微生物重组产生新抗生素
,

没有我们对抗生素合

成有关的生化遗传和生理因素的更多更深的了解
,

经验方法都仍会在基于链霉菌和其它微生

物的遗传工程进行菌种改 良的所有途径中起主导作用
。

4 抗生素品种改造的遗传工程途径

在重组 D N A 技术问世以前
,

诱导微生物产生新抗物质的主要方法有
:

( l) 突变合成
,

即
“

说服
”

某个抗生素生物合成的阻断突变株把发酵过程中加入的某种非天然前体转化成为某种

抗生素的结构类似物
; ( 2) 杂交合成

,

即在野生型抗生素产生菌中加入一种酶抑制剂 (如对

聚酮类抗生素而言
,

加浅蓝菌素 )
,

使天然抗生素的合成
“

断路
”
而有利与外加前体物质的结

合形成新产物
。

异常非天然前体不易吸收或不是正常酶促途径的合适基质的问题可能是上述方法成功与

否的限制因素
,

使用纯化酶则可能通过调节酶和基质的浓度
,

p H
,

温度等因素来使酶促过程

达到最大催化
,

如使用纯化的异青霉素 N 合成酶 (I P N s) 则可在体外催化许多不同的三肤

( A c v ) 类似物环化成 压内酞胺抗生素的结构类似物 l[ `〕
。

诚然
,

这种方法在新抗的筛选方面也

具有十分诱人的前景
。

把两种菌株放在一起
,

经过重组
,

不用外源添加任何前体即可合成一种新产物
。

这个方

法与前述的几种方法相 比
,

好象更进了一步
。

说起来通过杂交或原生质体融合产生这种重组

菌株十分简单
,

实际上盲 目性很大
。

用这种方法所产生的抗生素大多不是真正的抗生素生物

合成基因之间重组以后的新组合
,

在多数情况下则可能是接合或原生质体融合过程导致获得

或诱导了某种抗性基因的表达
,

而使某个亲本中本来处于沉默状态的某个抗生素生物合成基

因簇得于表达 l[ “ 〕
。

抗生素生物合成的遗传学和分子生物学的进展给抗生素的结构改造和变异带来了新的生

机
。

抗生素生物合成基因可以天然的形式在近缘细菌中成功表达提供了产生杂合抗生素的途

径
。

这种方法通常产生与亲本类似的代谢物
,

克隆的基因可用来通过遗传操作控制自身的表

达水平
,

来指导它与其它基因的重组
,

来提供对一种新抗生素的抗性
。

随着对酶结构和功能

知识的深化
,

最终应有可能改变途径酶的特性
,

使它们可对异常基质也产生有效作用
。

因此
,

抗生素产生菌的基因工程在发掘新的 (杂合 ) 抗生素并形成大规模生产方面比上述任何方法

都具有较少的限制因素
。
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对放线紫红素基因 a (ct) 的研究和利用
,

是这个领域的开拓性工作口 ’ 」
,

将 ac t 基因簇部分

或全部地克隆到产生曼得霉素或榴菌素的链霉菌中
,

分别产生了两种异色醒类抗生素
,

即曼

得红菌素和二氢榴红菌素
,

反映出参与放线紫红素生物合成的酶能够作用于曼得霉素和榴菌

素途径中的同类中间代谢物
,

反之亦然
。

曼得红菌素是曼得霉素在 6 位发生了轻基化的结果
,

相信是 ac Vt 基因产物 (轻化酶 ) 的作用
。

二氢榴红菌素是榴菌素的立体化学在位点 1或 3 发

生了颠倒所致
,

这可能是在榴菌素的途径中利用了放线紫红素前体的缘故
,

因为只有当完整

的 ac t 基因簇存在于榴菌素产生菌时才能产生二氢榴红菌素
。

与曼得霉素和榴菌素的产量相

比
,

两种新抗生素的产量都增加了
。

有趣的是
,

ac t 基因在两种不同的寄主菌株中具有不同的

行为
,

在曼得霉素产生菌中
,

它们独立起作用
,

只有当引入一组 ac t 基因时才引起杂合抗生素

的产生
,

在榴菌素产生菌中
,

它们与榴菌素途径的合成酶合作
,

几乎全部产生二氢榴菌素
。

许多大环 内脂类抗生素 (如红霉素
,

泰洛星等 ) 的基因簇 已被克隆
。

将一簇红霉素生物

合成基因 (不是所有基因 ) 转入到变铅青链霉菌中
,

低产了一种红霉素的类似物
; 当用竹桃

霉素产生菌的基 因文库去转化红霉素产生菌的一个阻断突变株
,

产生了一种新的红霉素衍生

物
,

经鉴定为
。 一

去甲基红霉素呻〕
。

在一个 16 员大环内醋抗生素— 螺旋霉素产生菌中引入另

一个 16 员大环内醋抗生素— 碳霉素基因的 D N A 片段
,

产生了异戍酞螺旋霉素〔“ 〕 ; 同理
,

在

另一个螺旋霉素产生菌中引入另一个 同类抗生素— 麦迪霉素的基因片段
,

导致产生了丙酞

螺旋霉素阶
」。

此外
,

将红霉素生物合成途径中的轻基化酶在体外中断
,

再引入原株
,

造成染

色体上相应部分的基因阻断
,

也产生了脱氧红霉素「’们
。

看来
,

在大环内脂类抗生素中
,

改变

聚酮体起始单位
,

可得到带不同侧链的聚酮体
,

改变聚酮体合成 中某个酶基因
,

或将聚酮合

成酶中不同基因重新组合都有可能导致新结构化合物的形成
。

用其它类别抗生素 (如氨基糖昔类
、

四环素类
、

葱环类
、

多醚类 ) 的途径酶的基 因也可

产生其它类型的杂合抗生素
,

它们在异源寄主的出现可因这个寄主的遗传和生理背景不同而

表达了某个宿主专一性或克隆专一性的 (通常是缄默的 ) 基因从而产生一种杂合抗生素
,

在

链霉菌中处于沉默状态的吩嚓合成酶基 因的表达就是一个实例 〔` 7」
。

然而
,

这方面的探索尚不

多见
。

利用遗传工程来探索新抗并非毫无障碍
,

由于某些宿主存在着限制性障碍或缺乏可用载

体
,

这样
,

要导入外源 D N A 并非易事
。

将外源 D N A 以高拷贝形式引入到 同源的遗传背景之

下可能阻抑抗生素的产生
。

提供某个宿主对一种新抗生素的抗性基因以使其对新产物产生抗

性
,

也不是一件简单的事
。

此外
,

那些受到暂时调节的抗生素生物合成基因
,

则可能需要某

些寄主特有的调节因子 (蛋白 )
,

而这些因子在异源寄主中则可能不存在
。

尽管有这样那样的

间题
,

抗生素产生菌的遗传工程仍不失为一个发掘新抗和提高现有微生物次级代谢产物的产

量的强有力的方法
。
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