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1.一种放射菌整合和接合元件，其选自由以下组成的组：

d)具有 SEQ ID 1的序列的多核苷酸，

e)在严格条件下与 (a)中指定的多核苷酸杂交的多核苷酸；

f)与 SEQ ID 1的序列具有至少 90％同一性的多核苷酸。

2.权利要求 1的放射菌整合和接合元件，其与 SEQ ID 1的序列具有至少 95％的同一

性。

3.宿主细胞，其被转化了权利要求 1和 2的放射菌整合和接合元件。

4.权利要求 3的宿主细胞，其中所述细胞是游动放线菌属菌种。

5.制备生物学产品的方法，其包括步骤：

d)在可用的培养基中培养权利要求 3和 4的宿主细胞，

e)从培养基中收获产品和

f)分离和纯化产品。

6.权利要求 5的方法，其中所述产品是阿卡波糖。

权  利  要  求  书CN 104144942 A
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来自游动放线菌属菌种 SE50/110 的新的放射菌整合和接

合元件作为用于相关放线菌基因转化的质粒

[0001] 发明描述

[0002] 原核生物游动放线菌属 (Actinoplanes)菌种 SE50/110产生α-葡糖苷酶抑制剂

阿卡波糖，其在世界范围内用于治疗 2 型糖尿病。基于在世界范围内 2 型糖尿病的发病快

速增长的事实，预期未来对阿卡波糖的需求不断增加。为了满足这些预期，需要对菌株和其

衍生物进行基因操作，旨在增加阿卡波糖产量。然而，目前对于该菌株尚无用于基因操作的

工具，阻碍了改进菌株的进程。

[0003] 本发明涉及游动放线菌属菌种 SE50/110的完整基因组序列内的固有 DNA序列，其

与放射菌整合和接合元件 (antinomycete integrative and conjugative element，AICE)

的结构相似。相关 AICEs 过去用于建立用于其他细菌的基因操作工具。在本文中，我们描

述了游动放线菌属菌种 SE50/110中发现的特定 AICE的独特性质，所述特定 AICE作为整体

与任意其他已知的 AICE明显不同，但是与从其他菌种中鉴定得到的 AICEs共有具有不同序

列相似度的微小部分。

[0004] 发明描述

[0005] 游动放线菌属菌种 SE50/110 是一种革兰氏阳性需氧菌，其基因组 G+C 含量高，大

小约为 9.25MB(Schwientek等人，2012)。这种在医学上重要的生物是发现抑制人α-葡糖

苷酶的多种化学相关物质的天然生产者，这使得其特别适合用于药学应用 (Frommer 等人，

1975，1977a，1977b，1979)。特别是伪四多糖 (pseudotetrasaccharide) 阿卡波糖，其通过

已明确表征的阿卡波糖基因簇中编码的酶合成 (Wehmeier 和 Piepersberg，2004)，在世界

范围内用于治疗 2型糖尿病 (非胰岛素依赖型 )。

[0006] 2 型糖尿病是一种慢性疾病，在世界范围内危害超过 2 亿 5 千万人。如果处理不

当或者不治疗，其可以导致肾脏衰竭、失明、伤口愈合缓慢和动脉疾病，包括冠状动脉粥样

硬化的严重情况 (IDF，2009)。由于在世界范围内 2型糖尿病的发病快速增长，需要预料到

对于糖尿病药物例如阿卡波糖的需求不断增加。目前，伪四多糖阿卡波糖通过经产量优化

的菌株的工业发酵而生产，所述菌株是基于野生型细菌游动放线菌属菌种 SE50/110(ATCC 

31044；CBS 647.73)。尽管过去通过常规突变进行的经典菌株优化是增加阿卡波糖生产的

非常成功的途径，现在该方案似乎达到了其限值。为了进一步增加生产效率，必须应用靶向

基因工程，这需要使用用于游动放线菌属菌种 SE50/110的功能性转化系统。先前的实验表

明游动放线菌属菌种 SE50/110 和 Actinoplanes friuliensis( 以及可能大部分其他游动

放线菌菌种 ) 不能使用标准转化方法例如电穿孔或 PEG 介导的转化，尽管进行过认真的尝

试 (Heinzelmann等人，2003)。在本文中，在游动放线菌属菌种 SE50/110基因组 (GenBank：

CP003170) 上鉴定出了放射菌整合和接合元件 (AICE)，其可以如先前已经用于相关菌种

(Hosted等人，2005)所示用于该目的。

[0007] AICEs 是一族具有高度保守的结构组成的移动性基因元件，其具有用于切除 / 整

合、复制、接合转移和调控的功能性模块 (te Poele，Bolhuis等人，2008)。由于能够自主复

制，其据说还能够介导获得编码其他功能的额外模块，例如在某些环境条件下赋予宿主选
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择优势的耐受性或代谢性质 (Burrus和 Waldor，2004)。在游动放线菌属菌种 SE50/110完

整基因组中鉴定出了一种新的 AICE，命名为 pACPL(图 1)。其 13.6kb的大小和结构基因组

成与紧密相关菌种 (例如 Micomonospora rosario、Salmispora tropica或者天蓝色链霉

菌 (Streptomyces coelicolor))的其他已知 AICEs吻合较好。

[0008] 图1.从游动放线菌属菌种SE50/110中新鉴定出的放射菌整合和接合元件(AICE)

pACPL的结构组成。其他 AICEs上也可以找到的常见基因以颜色示出：切除 /整合 (桔色 )，

复制 (黄色 )，主转移 (深蓝色 )，接合 (蓝色 )，NUDIX水解酶 (深绿色 )，调控 (绿色 )，其

他经注解的功能 (红色 )，未知功能 (灰色 )。

[0009] 图 2. 运行双末端和全基因组鸟枪焦磷酸测序的经自动联合组装所得到的 571 个

游动放线菌属菌种 SE50/110重叠群的散布图。每个碱基的平均读取数是 21.12，在图中以

标记为“平均数”的中央对角线描述。额外的线表示每个碱基读取数的过分代表和未被充

分代表的因数，分别达 10 倍和 1/10。轴线表示对数刻度。大的和高度过分代表的重叠群

以特殊符号突出显示。每个重叠群以下列符号之一表示：菱形，常规重叠群；正方形，与放

射菌整合和接合元件 (AICE)相关的重叠群；三角形，与核糖体操纵子 (rrn)相关的重叠群；

圆形，与转座子相关的重叠群。

[0010] 大部分已知的 AICEs 通过整合入 tRNA 基因的 3’末端而存在于其宿主基因组中，

所述整合是通过分别位于基因组 (attB) 和 AICE 上 (attP) 的连接位点内的两条一致序列

(att身份片段 )之间的位点特异性重组而完成 (te Poele，Bolhuis等人，2008)。在 pACPL

中，att 身份片段大小为 43nt 并且 attB 与脯氨酸 tRNA 基因的 3’末端重叠。此外，attP

中的身份片段的两侧是两个 2Int 的重复，其中含有两个错配：GTCACCCAGTTAGT(T/C)AC(C/

T)CAG。这些与产二素链霉菌 (Strepomyces ambofaciens)的 AICE pSAM2中鉴定出的臂型

(arm-type)位点显示出高度相似性。对于 pSAM2，显示整合酶与这些重复结合，并且其对于

有效重组十分关键 (Raynal等人，2002)。

[0011] 除了脯氨酸 tRNA基因组整合位点之外，显示 pACPL作为染色体外元件以至少两个

拷贝 (图 2)存在于平均一个游动放线菌属菌种 SE50/110细胞中 (Schwientek等人，2012)。

pACPL于 22 种蛋白编码序列中。

[0012] 本发明的放射菌整合和接合元件选自由以下组成的组：

[0013] a) 具有 SEQ ID l的序列的多核苷酸，

[0014] b) 在严格条件下与 (a)中指定的多核苷酸杂交的多核苷酸；

[0015] c) 与 SEQ ID 1的序列具有至少 90％同一性的多核苷酸。

[0016] 优选与 SEQ ID 1的序列具有至少 95％同一性的 AICEs。更优选与 SEQ ID 1的序

列具有至少 98％同一性的 AICEs。本发明进一步涉及已经被转化了上述放射菌整合和接合

元件的宿主细胞。最优选的宿主细胞是游动放线菌属。宿主细胞可以用于制备生物学产品

的方法中，所述方法包括步骤：

[0017] a) 在可用的培养基中培养上述宿主细胞，

[0018] b) 从培养基中收获产品和

[0019] c) 分离和纯化产品。

[0020] 该方法中最优选的产品是阿卡波糖。

[0021] pACPL的 22种蛋白编码序列的详细描述

说  明  书CN 104144942 A
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[0022] 基因 int(基因组座位标签：ACPL_6310)编码长度为 388个氨基酸的 AICE整合酶。

其序列在前 383个氨基酸内与灰色链霉菌 (Streptomyces griseoflavus)Tu4000的整合酶

(GenBank：EFL40120.1) 显示 74％的相似性。该蛋白的整合酶结构域位于氨基酸 182-365

之间，并且与 Int/Topo IB特征基序 (signature motif)(保守性结构域：cd01182)显示高

度相似性 (e值 2.90e-21)。整合酶负责通过染色体上的 attB和 AICE上的 attP两个相似

的连接位点之间发生的位点特异性重组而整合入 tRNA 基因中 (te Poele，Bolhuis 等人，

2008)。

[0023] 基因 xis( 基因组座位标签：ACPL_6309) 编码长度为 68 个氨基酸的 AICE 切

除酶。其与除粉红链孢囊菌 (Streptosporangium roseum)DSM 43021 的假设性蛋白

Sros_7036(GenBank：ACZ89735.1) 显示最高相似性。该蛋白在氨基酸 9-55 之间含有一个

中度保守的 (e值：1.31e-07)螺旋 -转角 -螺旋基序 (pfam12728)。需要 Xis与 Int联合，

以介导在准备进行扩增中将 AICE 从染色体中切除并转移至其他宿主 (te Poele，Bolhuis

等人，2008)。

[0024] 基因 repSA(基因组座位标签：ACPL_6308)编码长度为 598个氨基酸的 AICE复制

起始蛋白。其与橙黄小单孢菌(Micromonospora aurantiaca)ATCC27029的推定性质粒复制

起始蛋白 (GenBank：ADL48867.1) 具有最高相似性。该蛋白与产二素链霉菌的已明确表征

的 RepSA蛋白相似，已经发现所述 RepSA蛋白利用滚动周期复制机制 (Hagège等人，1993)。

[0025] 基因 aice1(基因组座位标签：ACPL_6307)编码长度为 97个氨基酸的功能未知的

蛋白。其在前80个氨基酸与橙黄小单孢菌ATCC 27029的假设性蛋白Micau_5360(GenBank：

ADLA8866.1)显示 69％的相似性。

[0026] 基因 spdA( 基因组座位标签：ACPL_6306) 编码长度为 107 个氨基酸的 AICE 推定

性扩散蛋白 (spread protein)。SpdA 与弗兰克氏菌属 (Frankia) 菌种 Cc13 的扩散蛋白

(GenBank：ABD10289.1) 显示 54％的相似性。扩散蛋白参与麻点形成 (pock formation)，

其反映出受体细胞在从供体细胞获得 AICE 的过程中的暂时性生长迟滞。因此，扩散蛋白

辅助菌丝体内的扩散 (Kataoka等人，1994；Grohmann等人，2003；te Poele，Bolhuis等人，

2008)。

[0027] 基因 spdB(基因组座位标签：ACPL_6305)编码长度为 169个氨基酸的 AICE推定性

扩散蛋白。SpdB 在氨基酸 40-131 之间与 Micomonospora rosario 的扩散蛋白 (GenBank：

AAX38998.1) 显示 84％的相似性。扩散蛋白参与麻点形成，其反映出受体细胞在从供体细

胞获得 AICE 的过程中的暂时性生长迟滞。因此，扩散蛋白辅助菌丝体内的扩散 (Kataoka

等人，1994；Grohmann 等人，2003；te Poele，Bolhuis 等人，2008)。已经发现了 SpdB 的信

号肽，预期其切割位点在位点 18 处。此外，在位点 i53-70o75-97i109-131o 处发现了三个

跨膜螺旋。

[0028] 基因 aice2( 基因组座位标签：ACPL_6304) 编码长度为 96 个氨基酸的功

能未知的蛋白。其在氨基酸 12-89 之间与橙黄小单孢菌 ATCC 27029 的假设性蛋白

Micau_5358(GenBank：ADL48864.1)显示 57％的相似性。

[0029] 基因 aice3(基因组座位标签：ACPL_6303)编码长度为 61个氨基酸的功能未知的

蛋白。其与公开的数据库中的任意蛋白均不显示显著相似性。

[0030] 基因 aice4( 基因组座位标签：ACPL_6302) 编码长度为 138 个氨基酸的功
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能未知的蛋白。其在最后 113 个氨基酸与橙黄小单孢菌 ATCC27029 的假设性蛋白

Micau_5357(GenBank：ADL48863.1)显示 69％的相似性。

[0031] 基因 aice5( 基因组座位标签：ACPL_6301) 编码长度为 108 个氨基酸的功能未知

的蛋白。其与橙黄小单孢菌 ATCC 27029的假设性蛋白 Micau_5356(GenBank：ADL48862.1)

的完整氨基酸序列显示 79％的相似性。该蛋白在胞质外功能 (ECF) 上具有低的 σ 因子

pfam命中值 (e值 0.0022)。这些σ因子可以与 RNA聚合酶结合，以刺激特定基因的转录。

据信其在从环境中接收到刺激物的情况下被活化，并且常常与一种或多种负向调控物共转

录 (Helmann，2002)。

[0032] 基因 aice6( 基因组座位标签：ACPL_6300) 编码长度为 149 个氨基酸的功能未知

的蛋白。其与 Verrucosispora maris AB-18-032的假设性蛋白 VAB18032_01645(GenBank：

AEB47431.1)的完整氨基酸序列显示 50％的相似性。

[0033] 基因 aice7(基因组座位标签：ACPL_6299)编码长度为 66个氨基酸的功能未知的

蛋白。其与公开的数据库中的任意蛋白均不显示相似性。Aice7含有范围在氨基酸 9-31之

间的单个跨膜螺旋。

[0034] 基因 tra(基因组座位标签：ACPL_6298)编码长度为 293个氨基酸的 AICE主转移

蛋白。其大部分与橙黄小单孢菌 ATCC 27029 的细胞分裂蛋白 (GenBank：ADL48859.1) 显

示 74％的相似性。Tra在氨基酸 29-187之间含有一个与 FtsK/SpoIIIE结构域具有显著相

似性 (e 值 3.1e-14) 的结构域，其在所有 AICEs 和链霉菌属转移酶基因中均能够找到 (te 

Poele，Bolhuis等人，2008)。几项实验已经提供证明表明，Tra的同源物负责双链 DNA转位

至受体菌株中。转位发生于配以菌丝体的菌丝尖末稍 (Possoz 等人，2001；Reuther 等人，

2006)。

[0035] 基因 aice8( 基因组座位标签：ACPL_6297) 编码长度为 124 个氨基酸的功能未知

的蛋白。其在氨基酸 44-116之间与 Mycobacterium colombiense CECT3035的 FadE6蛋白

(GenBank：EGT86701.1) 的序列显示 44％的相似性。完整 FadE6 蛋白具有与酰基 CoA 脱氢

酶相似的 733个氨基酸，而 Aice8不可能具有相似功能，因为其不含 FadE6的催化结构域并

且长度仅为 124个氨基酸。

[0036] 基因 aice9( 基因组座位标签：ACPL_6296) 编码长度为 320 个氨基酸的功能未知

的蛋白。其序列的大部分与橙黄小单孢菌 ATCC 27029的假设性蛋白 Micau_5352(GenBank：

ADIA8858.1) 显示 68％的相似性。该蛋白在位点 i32-51o57-79i88-110o115-134i 处含有

4个跨膜螺旋。

[0037] 基因 aicel0( 基因组座位标签：ACPL_6295) 编码长度为 69 个氨基酸的功能未知

的蛋白。其与公共数据库中的任意蛋白均不显示显著相似性。

[0038] 基因 pta( 基因组座位标签：ACPL_6294) 可能编码 repSA、xis 和 int 基因的活化

物。其长度为 105 个氨基酸并且其完整序列与橙黄小单孢菌 ATCC 27029 的假设性蛋白

Micau_5352(GenBank：ADL48857.1) 显示 90％的相似性。Pra 调控 AICE 的转移和复制，据

信其被产二素链霉菌的 AICE pSAM2中的转录调控物 KorSA阻遏 (Sezonov等人，2000)。通

过阻遏 Pra，AICE在染色体上维持其整合形式。

[0039] 基因 reg( 基因组座位标签：ACPL_6293) 编码长度为 444 个氨基酸的 AICE 调控

蛋白。其完整序列与卡特利链霉菌 (Streptomyces cattleya)NRRL 8057的推定性调控物

说  明  书CN 104144942 A

6



        5/7页

7

(GenBank：CCB75999.1)显示 50％的相似性。Reg含有范围在氨基酸 4-72之间的螺旋 -转

角 -螺旋结构域。尽管 Reg与 pSAM2的 KorSA之间的序列相似性非常低，reg在 pra和 nud

基因之间的定位可能指示 Reg 类似于 KorSA 的同源物，所述 KorSA 常常出现于这种基因结

构中 (te Poele，Bolhuis等人，2008)。

[0040] 基因 nud( 基因组座位标签：ACPL_6292) 编码含有 NUDIX 水解酶结构域 ( 氨基酸

29-144之间 )的蛋白。其大小为 172个氨基酸，并且其序列与链霉菌属菌种 AA4的假设性

蛋白 (GenBank：EFL09132.1) 以及紧密相关菌种的多种 NUDIX 水解酶显示 72％的相似性。

Nud在氨基酸 21-108之间与 pSAM2的 Pif蛋白显示 42％的相似性。Pif也含有 NUDIX水解

酶结构域，已显示其参与胞内信号，据信其抑制 AICE的复制转移，以防止拥有 pSAM2的细胞

之间多余的转移 (Possoz等人，2003；te Poele，Bolhuis等人，2008)。因此，可能 pACPL中

的 Pra、Reg和 Nud具有与 pSAM2的 Pra、KorSA和 Pif相似的调控机制。

[0041] 基因 mdp( 基因组座位标签：ACPL_6291) 编码长度为 80 个氨基酸的金属依赖

性磷酸水解酶。其序列与弗兰克氏菌属菌种 Cc13 的金属依赖性磷酸水解酶 (GenBank：

ABD10513.1)显示 66％的相似性。Mdp编码基因常常在其他 AICEs上与 pra、reg和 nud同

源物以簇的形式存在 (te Poele，Bolhuis等人，2008)。金属依赖性磷酸水解酶可能参与信

号转导或核酸代谢 (te Poele，Samborskyy等人，2008)。

[0042] 基因 aice11(基因组座位标签：ACPL_6290)编码长度为 256个氨基酸的功能未知

的蛋白。其与公共数据库中的任意蛋白均不显示显著相似性。

[0043] 基因 aice12( 基因组座位标签：ACPL_6289) 编码长度为 93 个氨基酸的功能未知

的蛋白。其与公共数据库中的任意蛋白均不显示显著相似性。
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