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摘要:玫瑰黄链霉菌(S treptomyces roseo f lavus)M en-myco-93-63是分离自马铃薯疮痂病自然衰

退土壤中的一株拮抗菌。该菌株及其发酵液对棉花黄萎病菌(Vertici l lium dahl iae)等多种重要的

植物病原真菌都具有较强的抑制作用 。nsd A(negative regulato r o f S trep tomyces dif ferentiation)

基因是从天蓝色链霉菌中发现的与抗生素合成相关的负调控基因 。根据天蓝色链霉菌 A3(2)的序

列设计引物 ,PCR扩增出 M en-myco-93-63nsd Amg h基因 ,经斑点杂交法验证 ,nsd Amgh确实在该生防

菌中存在。该基因的发现有助于进一步了解该生防菌产生抗生素调节的分子机制 ,也为抗生素高

产菌株的获得提供了新的靶标 。
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Abstract:S.roseo f lavus M en-myco-93-63 is an antagonistic st rain isolated f rom po tato scab dis-
ease induced naturally decaying soil.The strain and i ts fe rmentation f luid can ef fectively inhibit

many pathogenic plant fungi , such as V .dahliae , thereby control the corresponding plant disea-
ses.nsd A (negative regulator of Streptomyces dif ferentiation )is a g lobal ly negative regulato r

gene f irst found in S .coel icolor.nsd Amgh gene of Men-myco-93-63 amplif ied by PCR using the

primer sequences designed for S.coel icolor A3(2)was verified by dot-blo t hybridizat ion in this

study.T he detection of nsd Amg h gene w ill cont ribute to the understanding o f antibiot ic regulation

mechanism and provide a new w ay to obtain high-yield antibio tic producing st rain of S .roseo f la-
vus Men-myco-93-63.
Key words:S treptomyces roseof lavus M en-myco-93-63;nsd A gene;Do t-blot hybridization;Nu-
cleicacid probe
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　　玫瑰黄链霉菌 M en-myco-93-63是从马铃薯疮

痂病自然衰退土壤中分离得到的 1 株生防链霉

菌[ 1 , 2] ,室内和田间试验表明 ,该菌株及其发酵液对

棉花黄萎病菌 、瓜类白粉病菌 、番茄灰霉病菌等多种

重要的植物病原菌具有很强的抑制作用 ,具有良好

的生防应用潜力[ 3-6] 。

nsd A(negative regulato r of S treptomyces di f-

ferent iation)是普遍存在于大多数链霉菌中的全局

性负调控基因
[ 7]
,对链霉菌抗生素的合成和产孢形

态分化具有负调控作用。已发现该基因在天蓝色链

霉菌中调控着放线紫红(Act)、十一烷基灵菌红素

(Red)、钙依赖抗生素(CDA)和次甲霉素(M my)等

抗生素的合成 ,阻断 nsd A基因后 ,这些抗生素的产

量明显提高 ,孢子产量也明显提高[ 8] 。在变铅青链

霉菌 ZX64中 ,nsd A基因的中断可激活沉默的放线

紫红素生物合成基因簇的表达[ 9] 。在阿维链霉菌

NRRL8165 中阻断该基因后 ,阻断菌株产阿维菌素

的效价提高了 3 ～ 5 倍
[ 10]
。肉桂地链霉菌 nsd A 中

断菌株 BIB309与出发菌株相比莫能菌素产量提高

了 2.7倍[ 11] 。但目前尚未有玫瑰黄链霉菌中 nsd A

基因的报道 。我们已根据天蓝色链霉菌 A3(2)的序

列设计引物 , PCR 扩增 、克隆得到了玫瑰黄链霉菌

Men-myco-93-63的 nsd 基因 ,即nsd Amgh ,它与变铅

青链霉菌和天蓝色链霉菌 A3(2)中的 nsd A 基因的

核苷酸序列同源性达到 100%,与氨基酸序列同源

性达到99%
[ 12]
。为了验证 nsd Amgh基因在玫瑰黄链

霉菌中的存在情况及 PCR扩增克隆结果的准确性 ,

本研究采用斑点杂交法对 M en-myco-93-63中的

nsd Amgh基因进行了验证。

1　材料和方法

1.1　菌株

玫瑰黄链霉菌(S.roseof lavus)Men-myco-93-

63 ,质粒 pKC1139 、pSRNA1500由河北农业大学生

防实验室保存。天蓝色链霉菌(S.coelicolor)M145

由中国科学院微生物所谭华荣教授惠赠 。

1.2　载体 、限制性内切酶和试剂

酶类均购于 TaKaRa 公司;DNA 分子量标准

物购于北京泽星公司;DN A 回收试剂盒购于 T aKa-

Ra 公司;DIG High Prime DNA Labeling and De-

tection Starte r Kit Ⅰ购于 Roche 公司;NC 膜购于

上海生工生物工程技术服务有限公司;其他常规试

剂参见文献[ 13 ,14] 。

1.3　培养基和抗生素

大肠杆菌培养基为 LA 、LB[ 14] ;安普霉素(Am-

pici llin ,A mp),储存质量浓度 50g/L ,使用终质量浓

度 50 mg/ L。

1.4　nsd Amgh基因 PCR扩增

1.4.1　PCR扩增所用的引物[ 15] 　nsd A WZ-R:

5′-GTGAGTGGCAACGGCGGAAGC-3′, nsdA WZ-L:

5′-TCAGACCGCTTCGGCGGTCTCC-3′均由上海生

工生物工程有限公司合成。

1.4.2　PCR扩增程序　以 nsd A WZ-R和 nsdA WZ-

L为引物 ,反应条件:96℃预变性 5 min;95℃1min ,

62℃1min , 72℃2 min , 30 个循环;72℃延伸 5min。

PCR 反 应 中 所 用 的 酶 均 为 LA Tap 酶 ,

buffer为2×GCⅠ。

1.5　核酸杂交

1.5.1　引物的设计与合成　PCR反应中用来制备探

针的引物与 PCR扩增所用的引物相同。

1.5.2　探针制备　参照 Roche 公司试剂盒所示方

法 ,将酶切片段用 Digoxigenin-dUTP标记。

用含有 nsd Amgh基因片段[ 12] 的质粒 pSRNA1500

合成探针 ,nsdAmgh基因在 GenBank登录号 FJ899042 ,

大小为 1 503bp ,质粒 pS RNA1500经 HindⅢ和 XbaⅠ

双酶切和琼脂糖电泳后 ,回收特异性克隆片段 ,经

1%琼脂糖电泳分析初步确定回收产物的含量 。然后

按探针标记试剂盒标明的方法标记探针 ,标记好的探

针经梯度稀释后 ,取 1μL 稀释溶液准备在杂交膜上

点样 ,标记探针置-20℃保存。

1.5.3　Dot-blot杂交点样
[ 15]
　用毛细管或微量移液

器将 DNA 样品点在未经任何处理的尼龙膜上 ,或将

尼龙膜贴在大肠杆菌菌落长成约1 ～ 2 mm直径的 LB

平板上 ,并轻轻将尼龙膜揭起 ,将三叠滤纸分别放入

装有碱变性液(0.5mol/L NaOH ,1.5 mol/ L NaCl , 0.

1%SDS),中和液(1.0 mol/ L Tris-HCl , pH 7.5;1.

5 mol/ L NaCl)和 2×SSC 的平皿中;将尼龙膜 DNA

面或菌落面向上平放在吸足碱变性液的滤纸上 ,变性

15 min(变性过程可在 37℃水浴中进行 ,以免碱变性

液中的 SDS 析出。注意不要让碱变性液以及下步的

中和液 、2×SSC 溶液流到尼龙膜的菌落面上 ,否则会

引起 DNA 扩散);转移尼龙膜到中和液滤纸上中和

5 min ,转移尼龙膜到2×SSC滤纸上作用15 min ,直接

拿湿的尼龙膜紫外照射固定 DNA 。

1.5.4　Do t-blo t 预杂交　将尼龙膜装入杂交筒中 ,

按比例即每 100cm2 加入 20 mL 预杂交液 ,55℃预

杂交至少 1h 。
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1.5.5　Dot-blo t杂交及显色(试剂用量以 100 cm2

膜计)　倒掉预杂交液 ,加入至少 20mL 杂交液(杂

交液在用前放入 100℃沸水浴变性 10min),换杂交

液时注意不能让膜干燥 ,于杂交箱中 55℃至少杂交

16 h;回收杂交液;室温下用 2×SSC , 0.1%(m/V)

SDS 洗膜 2×5 min ,用预热到 65 ～ 68℃0.5×SSC ,

0.1%SDS 洗膜 2×15 min;严格洗膜后 ,用 Wash-

ing buf fer 轻轻洗膜 1 ～ 5 min;在 10 mL blocking

solut ion 中孵育 30 min 摇动;在 20 mL Antibody

solut ion 中孵育 30 min 摇动;用 100 mL Washing

buffer 洗膜 2 ×15 min 摇动;用 20 mL detection

buffer 3平衡 2 ～ 5 min 摇动;将膜放入可热封的塑

料袋中 ,加入 10 mL 新配置的显色溶液 ,封口 ,放在

暗处静置显色 , 至所需的杂交带显现清楚 , 加

100 mL TE 缓冲液洗膜终止反应 。尼龙膜干燥

保存 。

2　结果与分析

2.1　nsd Amgh基因的 PCR 扩增

根据已报道的天蓝色链霉菌 A3(2)中 nsd A 序

列 ,在该基因的外部设计 1 对 PCR 扩增引物

nsd AWZ-R和 nsdAWZ-L 来扩增 nsd Amgh基因全长

序列 。PCR产物在紫外透射仪下观察电泳结果 ,结

果显示 ,与 DNA分子量标准相比 ,在约 1.5 kb处可

见一条特异性条带 , 与模式菌株天蓝色链霉菌

M145中预期片段的大小一致(图 1)。

M.DL2000 Marker;1.pKC1139质粒为模板;

2.Men-my co-93-63基因组为模板;

3.M 145基因组为模板;

4.pSRNA1500质粒为模板

图 1　nsdAmgh基因的扩增结果

2.2　探针的制备

重组质粒 pSRNA1500 中含有 1.5 kb 的介于

Hind Ⅲ和 Xba Ⅰ之间的 DNA 片段 ,该 DNA 片段

含有完整的 nsd A 基因。利用 Hind Ⅲ和 Xba Ⅰ双

酶切 pSRNA1500 , 用 DEAE 回收 1.5 kb 的 nsd A

基因片段(图 2),并用非放射性地高辛标记作为基

因克隆的探针 。

1.Marker DL2000;2.M en-myco-93-63中的 1.5kb DNA 片段

图 2　用作探针的 DNA片段的琼脂糖凝胶电泳

2.3　nsd Amgh基因的 Dot-blo t验证

将 Men-myco-93-63 接种至 TSB 培养基中 ,

28℃,250 r/min培养 48h后提取染色体 DNA 分不同

质量浓度点 NC膜(图 3 、行 1 , 3)。以pSRNA1500质

粒上 1.5kb的 Hind Ⅲ-XbaⅠDNA 片段为阳性对照

(图 3 、行 2), pKC1139质粒不含 1.5 kb 的 Hind Ⅲ-

Xba ⅠDNA 片段为阴性对照(图 3 、行 4),以pSRNA

1500质粒上 1.5kb的 Hind Ⅲ-Xba ⅠDNA片段为探

针 ,进行 Dot-blot杂交。理论上 ,pSRNA1500质粒上

1.5kb的 Hind Ⅲ-Xba ⅠDNA 片段作为探针的片段

应给出阳性杂交信号 ,而 pKC1139 质粒因为不含

1.5kb的 Hind Ⅲ-XbaⅠDNA片段 ,故应该没有杂交

信号。Men-myco-93-63中若存在 1.5 kb 的 nsd A基

因 DNA片段则应有斑点杂交信号。Dot-blo t杂交结

果显示(图3),杂交信号与预期值一致 ,说明玫瑰黄链

霉菌 Men-myco-93-63中确实存在 nsdAmgh基因 ,也从

分子水平上验证了该基因 PCR 扩增克隆结果的正

确性。

1 , 3.Men-myco-93-63基因组 DNA;
2.H indⅢ-X baⅠ双酶切 pSRN1500质粒回收片段

大小为 1.5kb的 nsdAmgh基因片段;
4.pKC1139质粒 DNA

图 3　nsdAmgh在Men-myco-93-63 中 Dot-blot验证
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3　讨论

nsd A基因是一个存在于链霉菌中的重要的负

调节基因[ 10] 。研究发现 ,该基因对天蓝色链霉菌的

产孢和产素都有负调控作用 ,并相继在小单胞菌

40027 、变铅链霉菌 、肉桂地链霉菌 、阿维链霉菌 、白

色链霉菌 、庆丰链霉菌等多种链霉菌中被发现 。前

期根据模式菌株天蓝色链霉菌中的 nsd A基因的内

部和外部设计引物 ,均在玫瑰黄链霉菌 Men-myco-

93-63中扩增出了预期片段
[ 12]
,因此 ,推测该菌株中

存在与天蓝色链霉菌 、阿维链霉菌中类似的 nsd A

负调控基因 。

斑点杂交技术是 1983年由 Leary 等发展起来

的一项简便 、灵敏的检测技术[ 16] ,目前已越来越多

地应用于实际研究中 。为了验证玫瑰黄链霉菌中存

在 nsd A 负调控基因 ,以及对该基因 PCR扩增 、克

隆结果的正确性 ,本研究通过斑点杂交法进行了玫

瑰黄链霉菌中 nsd Amgh基因的验证。该负调控基因在

Men-myco-93-63中的发现将有助于对该生防菌次生

代谢中产生抗生素的调节机制的研究 ,也为通过基因

中断获得高产抗生素的工程菌株奠定了重要基础 。
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