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摘要摘要 利迪链霉菌（Streptomyces lydicus）A01是一株分离自北京郊区对植物病原真菌具有广谱抑制作用的放线菌，在植物真

菌病害防治中具有良好的应用前景。为了检测红霉素启动子在利迪链霉菌A01中的活性，为后期对菌株A01进行遗传改造提供

技术支持，同时对生防菌A01进行遗传标记以研究和阐明其在生态环境中的生物学行为规律，本实验采用两亲本接合的方法，将

增强绿色荧光蛋白（EGFP）和红色荧光蛋白（RFP）基因片段克隆到携带红霉素启动子（ermE*）的链霉菌表达载体pIB139中，成

功构建了以egfp和 rfp为报告基因的重组载体pIB139-EGFP和pIB139-RFP,并转化利迪链霉菌A01，突变株在荧光显微镜下

观察到较强的绿色荧光和红色荧光，同时PCR鉴定结果正确。这表明重组载体pIB139-EGFP和pIB139-RFP成功转入菌株

A01，并且ermE*启动子成功启动egfp和 rfp基因表达。
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Different Fluorescent Protein Gene to Label Streptomyces
lydicus A01

AbstractAbstract Streptomyces lydicus A01 is isolated from the soil of the suburban vegetable field in Beijing (China), and it shows a strong
inhibitory activity against several plant pathogenic fungi. In order to detect the activity of the erythromycin promoter (ermE*) in
Streptomyces lydicus A01, and to obtain the labeled strain for further research, the egfp 720 bp and rfp 678 bp segments are inserted
into the expression vector pIB139 separately, the recombinant vectors pIB139-EGFP and pIB139-RFP are successfully obtained. The
pIB139-EGEP and pIB139-REP are transformed into Streptomyces lydicus A01 strain by intergeneric conjugation. Transformants are
identified by the fluorescence observation with microscope. It is shown that the two recombinant vectors are successfully integrated
into the strain A01, and that the ermE* promoter could induce egfp and rfp gene expression in Streptomyces lydicus A01.
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利迪链霉菌（Streptomyces lydicus）A01是北京市农林科

学院植保环保研究所从京郊菜园土壤中筛选到的一株对作

物多种病原真菌有很强拮抗活性的生防放线菌，进一步分离

鉴定表明，该菌株能够合成多烯大环内酯类抗生素纳他霉素，

且合成能力较强，有望开发成为纳他霉素高效生产菌株[1,2]。

增强绿色荧光蛋白（EGFP，720 bp）和红色荧光蛋白

（RFP，678 bp）基因作为报告基因，由于可直接肉眼检测荧

光、具有对细胞安全、稳定等优点，已被广泛用于研究基因表

达调控及微生物定殖、侵染、植物信号转导等研究[3,4]，目前未

见关于标记利迪链霉菌的报道。

本文拟以 egfp和 rfp基因作为报告基因，研究 ermE*启动

子是否具有菌种专一性，即能否在异源宿主利迪链霉菌A01
中具有启动活性，从而为后期进行利迪链霉菌A01菌株改良

提供遗传转化工具。同时，对生防菌株A01进行荧光标记也

为探明该拮抗细菌的根围定殖动态提供有效的研究手段。

1 材料和方法

1.1 供试菌株及质粒

本实验用到的菌株和质粒见表1。

菌株或质粒

大肠杆菌DH5α
西瓜枯萎病菌（Fusarium oxysporum f. sp. Niveum）

利迪链霉菌A01
pMDl8EGFP
pMDl8RFP
pIB139

ET12567(pUZ8002)

特性

感受态细胞

供试病原菌

野生型

Ampr gfp
Ampr rfp

Apmr 链霉菌表达载体

去甲基化质粒，knar，Cmr

来源

购于天根生化科技（北京）有限公司

北京市农林科学院植物保护环保所保存

北京市农林科学院植物保护环保所保存

北京市农林科学院植物保护环保所保存

北京市农林科学院植物保护环保所保存

上海交通大学陈捷惠赠

上海交通大学陈捷惠赠

表1 菌株和质粒

Table 1 Strain and plasmid

1.2 培养基

大肠杆菌培养基为LB[5]，利迪链霉菌固体产孢培养基为

PDA[6]，液体发酵培养基为YEME[7]；大肠杆菌与利迪链霉菌的

接合转移MS培养基 [8]；LB中氨苄青霉素使用终浓度为 100
μg/mL，阿泊拉霉素 100 μg/mL，氯霉素 25 μg/mL，卡那霉素

25 μg/mL；链霉菌中阿泊拉霉素 30 μg/mL，萘啶酮酸为 25
μg/mL。
1.3 主要试剂

PCR试剂、氨苄青霉素（Amp）、DNA Marker、DNA凝胶回

收试剂盒等均购自天根生化科技有限公司；限制性内切酶、

T4DNA连接酶、pMD18-T、阿伯拉霉素载体等均购自TaKaRa
生物技术公司。

1.4 egfp和 rfp基因的克隆及表达载体的构建

egfp的 PCR扩增，以载体 pMDl8EGFP为模板，使用引物

GF 5'-GGAATTCCATATGATGGTGAGCAAGGGCG -3'（NdeI）
和GR 5'-CGGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCC -3' (EcoRI)，
反应在 95℃预变性 5 min；30个循环（94℃ 40 s，55℃ 30 s，
72℃ 1 min）；72℃延伸10 min。rfp的PCR扩增，以pMDl8RFP
为模板，使用引物RF 5'-GGAATTCCATATGATGGCCTCCTC
CGAGAA-3'（NdeI），RR 5'-CGGAATTCCTACAGGAACAGGT
GGTGGC-3'（EcoRI），将扩增片段克隆到质粒 pMD18-T载体

上。通用引物测序，得到的 egfp和 rfp基因序列用BLAST搜索

程序从GenBank中进行比对验证。将 PCR扩增得到的带有

酶切位点的 egfp和 rfp基因片段于经过相同内切酶切割的表

达载体pIB139连接，在阿伯拉霉素抗性平板上筛选得到的阳

性克隆进行PCR检测，挑取阳性克隆子培养并提取质粒进行

酶切验证。

1.5 利迪链霉菌的荧光标记

通过两亲本接合作用转化利迪链霉菌，参照Antonet等[9]

并做了适当修改。将已构建好的表达载体 pIB139-EGFP和

pIB139- RFP 转 入 到 去 甲 基 化 供 体 大 肠 杆 菌 ETl2567/
pUZ8002感受态细胞，过夜培养转化子，以1∶100接种量将培

养物转接于新鲜LB中，培养OD600值至 0.4~0.6，离心，去上清

液，用20 mL冰冷的纯LB培养液洗涤2遍，用2 mL冰冷的纯

LB培养液重悬沉淀。提前1周培养的链霉菌，用ddH2O冲洗

孢子，50℃热击 10 min，自然冷却。等体积混合 ET12567（含

目的质粒）和活化好的孢子，离心并去掉部分上清液，混匀沉

淀，涂布于MS培养基，28℃培养18 h，1 mL ddH2O（含适量萘

定酮酸+阿伯拉霉素）覆盖平板。2~3 d后挑取单菌落到新的

MS+抗生素平板上。

1.6 DNA 操作

质粒提取和转化等基本操作见文献[10]；链霉菌培养、总

DNA提取，大肠杆菌与链霉菌的属间接合转移方法见文献[9]。
1.7 摇瓶发酵无菌滤液对真菌抑制活性的检测

将活化好的野生型A01，及标记菌株A01-egfp和A01-rfp
分别用500 mL三角瓶装50 mL发酵培养基摇瓶培养，每瓶接
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种适量菌体，28℃，220 r/min摇床培养 3~4 d，取发酵液 5000
r/min离心10 min，上清液经0.22 μm微孔滤膜过滤灭菌后得

无菌发酵液。采用抑菌圈法测定抑菌活性。首先将靶标病

原菌与冷却的PDA培养基混合制成平板，在平板内用直径为

7 mm打孔器均匀打3个孔，将野生型及标记菌株的无菌发酵

液15 μL分别注入孔内，28℃培养3~4 d，观察抑菌情况[11]。

2 结果与分析

2.1 egfp及 rfp基因的PCR扩增

分别以载体pMDl8EGFP和pMDl8RFP为模板，以GF、GR
和RF、RR为引物，扩增得到 egfp 720 bp和 rfp 678 bp 的片段，

结果如图1所示，其中PCR产物上样量为4 μL。将测序得到的

序列通过NCBI数据库BLAST分析，显示与数据库中gfp及 rfp

序列同源性100%，从而获得了完整的荧光标记基因。

2.2 荧光蛋白表达载体的构建

将荧光蛋白表达载体热激转化E. coli DH5α，得到的转

化子进行PCR检测，挑取阳性克隆提取质粒酶切验证。结果

如图 2所示，分别得到绿色荧光蛋白基因 720 bp的片段和

5.9 kb的 pIB139质粒以及红色荧光蛋白基因 678 bp的片段

和5.9 kb的pIB139质粒。

2.3 荧光蛋白表达载体在 E.coli DH5α的表达

将分别携带绿色荧光蛋白和红色荧光蛋白的 E. coli

DH5α置于荧光显微镜下观察，携带绿色和红色荧光表达载

体的大肠杆菌都能发出相应的荧光（图 3），但是只有在菌落

聚集成团状的时候能观察到较强的荧光，单一的菌体发出的

荧光较微弱，表明该红霉素启动子在大肠杆菌中成功启动荧

光蛋白表达，但是启动活性较弱。

2.4 标记菌株的荧光观察

构建好的两个荧光标记载体 pIB139-EGFP和 pIB139-
RFP经去甲基化供体E. coli ETl2567/pUZ8002接合转移到利

迪链霉菌A01的染色体中，将筛选得到的 egfp、rfp标记菌株置

于荧光显微镜下观察，结果表明红霉素启动子下的绿色荧光

和红色荧光标记基因在利迪链霉菌中都得到了很好的表达，

不同荧光标记突变体都发出了较强的相应的荧光（图4）。

为了检测标记菌株的稳定性，将标记菌株在无抗性的

YEME斜面和液体培养基中连续传代 5次后，仍然具有较强

的发光特性。表明含有外源基因 egfp或 rfp的质粒导入到利

迪链霉菌中，在继代培养中能够稳定遗传。因此，可以应用

于其在生态环境中的生物学行为规律及定殖研究。

2.5 荧光标记对病原菌抑菌活性的影响

通过抑菌圈法实验，对标记菌株和野生菌株的抑菌活性

进行了检测，结果见图 5。菌株A01/egfp和A01/rfp与野生型

A01菌株相比，抑菌活性、菌落形态及生长情况没有差异，表

明转入外源基因 egfp或 rfp对菌株的生长及抑菌活性没有影

响，标记菌株可以用于高效生防菌构建。

图1 egfp和 rfp基因的扩增

Fig. 1 Amplification of egfp and rfp
注：M为DNA Marker；1，2为 egfp基因；3，4为 rfp基因

图2 阳性克隆双酶切电泳图

Fig. 2 Restriction enzyme cutting of positive cloning plasmid
注：M为DNA Marker；1为 rfp基因片段和pIB139质粒；

2为 egfp基因片段和pIB139质粒

（a）E.coli DH5α/egfp （b）E.coli DH5α/rfp

图3 DH5α/egfp和DH5α/rfp在荧光显微镜下的照片

Fig.3 Fluoroscopic images of DH5α/gfp and DH5α/rfp

图4 A01/egfp和A01/rfp在荧光显微镜下的照片

Fig. 4 Fluoroscopic images of A01/egfp and A01/rfp

（a）A01/egfp （b）A01/ rfp

图5 标记菌株与野生型菌株抑菌西瓜枯萎病菌活性比较

Fig. 5 Inhibition effect of A01/egfp and A01/rfp and A01
against Fusarium oxysporum f. sp. Niveum
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3 讨论

荧光标记技术具有易检测、灵敏、稳定、无干扰无毒无

害、广谱等优点，为分子生物学和细胞生物学研究的有效手

段，广泛应用于启动子分析、监控转基因及其表达、细胞的信

号转导与药物的筛选等研究领域。荧光蛋白GFP和RFP 具

有不同的激发波长和发射波长，通过颜色即可分辨不同的荧

光蛋白标记[12,13]。

链霉菌（Streptomycetes）是一类（G+C）%含量高、形态及

代谢调控复杂的革兰氏阳性菌，链霉菌基因的启动子结构多

样，不同的启动子在不同的链霉菌中表达活性各异[14]。红霉

素抗性基因启动子（PermE）来源于红色糖多孢菌的红霉素合

成基因簇，位于 ermE和 eryC之间，是红霉素抗性基因启动

子，研究表明该启动子可以在一些链霉菌中作为组成型表达

的强启动子启动基因的表达 [14,15]，传统的启动子活性检测采

用β-葡萄糖苷酸酶基因、氯霉素乙酰转移酶基因和冠瘿碱合

成酶基因等作为报告基因，检测时需要特定的底物和辅助因

子，而且对细胞具有破坏性。egfp是启动子分析的新型报告

基因，利用荧光显微镜观察基因表达情况，能比较正确地鉴

定启动子活性大小。

本文通过不同荧光蛋白标记拮抗链霉菌A01，一方面对

A01进行遗传标记，为进一步观察和研究其在生态环境中的

生物学行为规律提供方法手段，从而为后期进行利迪链霉菌

A01菌株改良中载体构建提供方法手段，同时也探明红霉素

启动子在利迪链霉菌A01中具有良好的启动外源基因 egfp、

rfp转录的功能，为后期进行利迪链霉菌A01菌株改良提供遗

传转化工具。

4 结论
通过双亲接合的方法，将荧光标记蛋白EGFP和RFP基

因片段克隆到携带红霉素启动子的链霉菌表达载体 pIB139
中，成功构建了以 egfp和 rfp为报告基因的利迪链霉菌A01荧
光标记菌株A01/egfp和A01/rfp。同时对突变体进行了荧光

观察及稳定性检测、生长及抑菌活性检测。

1）克隆得到 720 bp egfp和 678 bp rfp的基因片段，测序

验证其正确性。

2）红霉素启动子 ermE*能够诱导两种荧光蛋白在大肠

杆菌E.coli DH5α和利迪链霉菌A01中的表达。

3）突变体稳定性试验及生长、抑菌试验表明，含有外源

基因 egfp或 rfp的质粒导入到利迪链霉菌中能够稳定遗传，同

时对菌株的生长及抑菌活性没有影响。

4）PermE*是一个活性很强的启动子，在利迪链霉菌中

表现出很高的启动基因表达活性，可以在后续试验中加以

利用。
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