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Streptomyces sahachiroi ATCC 33158 中
Ⅱ型聚酮合酶基因 sahA 的功能分析
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摘要 以酮基合酶基因KSa的简并性引物对Streptomycessahachiroi基因组进行扩增,发现除了已知的阿

嗪霉素B生物合成基因簇以外,还存在一个潜在的聚酮合酶(PKS)基因sahA。对sahA 编码的氨基酸序列进行

同源性比对及进化树分析,结果表明,sahA 属于Ⅱ型聚酮合酶基因家族,与合成孢子色素的基因亲缘关系较近。

通过单交换中断sahA 基因后,链霉菌孢子的颜色由铅灰色变为白色,而产孢时间、孢子的产量以及其抗紫外线

的能力都没有变化,对抗生素阿嗪霉素B的产量也没有影响。初步证实这个潜在的Ⅱ型聚酮合酶基因sahA 很

可能与S.sahachiroi孢子色素的生物合成有关。
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  链霉菌可以产生丰富的次级代谢产物,其中不

乏很多具有重要实用价值的活性天然产物[1]。直至

今日,人类已经从链霉菌中成功提取了数千种抗生

素,其中由非核糖体多肽合成酶合成的非核糖体多

肽类化合物和由聚酮合酶合成的聚酮类化合物多样

性最为丰富。聚酮化合物按结构可分为大环内酯

类、聚醚类和芳香族类等。因有抗细菌、抗真菌、抗
寄生虫、免疫抑制剂和抗肿瘤的生物活性而具有很

高的药用价值。在聚酮链的生物合成过程中,聚酮

合酶(polyketidesynthase,PKS)以类似于脂肪酸合

成机制缩合酰基辅酶A[2]。目前已知的聚酮合酶依

其结构和功能分为三类。Ⅰ型聚酮合酶是包含多结

构域的模块式多功能酶,每个结构域负责催化聚酮

合成中的一步反应。而Ⅱ型聚酮合酶是可重复使用

的多功能酶,其核心酶部分由酮基合成酶α亚基

(KSα)、酮基合成酶β亚基(KSβ)和酰基载体蛋白

(ACP)构成,KSα和 KSβ负责碳骨架的缩合,同时

KSβ也决定碳链的长度,ACP则负责在链延伸过程

中锚定碳骨架。Ⅱ型聚酮合酶可负责合成多种有生

物功能的芳香族化合物,如具有抗癌作用的多柔比

星、具有抗菌作用的四环素和放线紫红素等。除此

之外,在某些链霉菌中,孢子色素也是由Ⅱ型聚酮合

酶负责合成的[3-4]。而Ⅲ型PKS则是由一个单独的

β酮酯酰合酶构成,负责合成查尔酮类化合物[5]。
挖掘新型的链霉菌天然产物是目前链霉菌代谢

工程 研 究 的 热 点。自 从 1954 年 日 本 科 学 家 从

StreptomycessahachiroiATCC33158的发酵产物

中分离得到抗肿瘤药物阿嗪霉素B以来,链霉菌

S.sahachiroiATCC33158受到了广泛的关注。随

着S.sahachiroiATCC33158中阿嗪霉素生物合成

基 因 簇 的 发 现,学 者 们 对 S.sahachiroi ATCC
33158的发酵和遗传操作手段做了深入的研究,使
得S.sahachiroiATCC33158中新型次级代谢产物

的发现和研究变得较为容易[6-7]。在研究阿嗪霉素

生物合成基因簇的过程中,在其产生菌S.sahachi-
roiATCC33158的基因组中还发现了一个潜在的

聚酮合酶基因sahA。本研究对这个Ⅱ型聚酮合酶

基因的功能及它与阿嗪霉素的生物合成基因簇的相

互关系进行探讨。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)菌种和质粒。菌株S.sahachiroiATCC33158
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购自AmericanTypeCultureCollection(ATCC);克隆

宿主大肠杆菌(Escherichiacoli)DH5α、接合转移供体

菌大肠杆菌S17-1和质粒pOJ260由华中农业大学

农业微生物学国家重点实验室微生物次级代谢基因

工程室收藏;指示菌枯草芽孢杆菌168由华中农业

大学生命科学技术学院孙明教授馈赠。

2)培养基。大肠杆菌培养基为LA固体和LB
液体培养基,链霉菌培养基为 TSB、YEME、modi-
fiedISP-4、PS5等培养基,其配方见参考文献[8]。

3)主要试剂和仪器。所用抗生素购自Sigma
公司,限制性内切酶购自Fermantas公司,T4DNA
连接酶和KODDNA高保真聚合酶购自TOYOBO
公司。DNAmarker和rTaqDNA聚合酶购自东盛

生物科技有限公司。普通DNA凝胶回收试剂盒购

自AXYGEN公司。TSB购自B&D公司。South-
ern杂交试剂盒购自天根公司。其余药物购自国药

集团。所用引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合

成,测序反应由华大基因公司负责。其他菌株序列

来源于 NCBI。用到的生物信息学软件为 DNAS-
TAR、DNAMAN 和 BioEdit等。HPLC 色 谱 柱:

DikmaTechnologies公 司 的 DiamonsilC18(2)

5U×2504.6mm;高效液相色谱仪:Waters公司

e2695/2998;色谱纯试剂购自默克化工。
1.2 分子生物学操作

常用分子生物学方法同参考文献[9]和试剂说明

书。地高辛标记 DNA探针和Southern杂交参照产

品说明书和文献。sahA 简并性扩增引物序列(5′-3′)

KSα: AGCTCCATCAAGTCSATGRTCGG, KSβ:

CCGGTGTTSACSGCGTAGAACCAGGCG。PCR反

应条件为:94℃10min;94℃30s,56℃30s,68℃
90s;68℃10min;25个循环。

链霉菌孢子的培养、观察、收取、计数、大肠杆菌

与链霉菌属间接合转移(S.sahachiroiATCC33158
供体菌为大肠杆菌S17-1)按照参考文献[8]提供的

方法进行。
1.3 单交换菌株的构建

以sahA 特异性引物扩增总DNA获得单交换

臂约800bp,酶切后与处理好的自杀型载体pOJ260
连接,获得单交换质粒pMSBFAY1,转化到大肠杆

菌S17-1中,得到接合转移的供体菌S17-1/pMSB-
FAY1,与受体菌S.sahachiroi的孢子进行接合转

移,获 得 具 有 安 普 拉 霉 素 抗 性 的 单 交 换 突 变 株

ΔsahA。提取野生型和ΔsahA 的总DNA,进行PstⅠ
酶切,以单交换臂DNA片段为探针,通过Southern
杂交验证其正确性。
1.4 链霉菌的孢子形态观察

取PS5平板上链霉菌的插片样品,每隔12h于

100×光学显微镜观察其产孢情况。
1.5 链霉菌产孢能力

将链霉菌孢子等量接种于PS5平板后,培养

6d,棉签收取孢子悬液后,振荡、过滤、离心、收集溶

于等量的20%甘油,进行稀释涂板计数,3个重复。
1.6 链霉菌抗紫外能力检测

将过滤收取的孢子,制备成700/100μL的悬

液,取15mL置于平皿中,距离20W紫外灯60cm
照射30s后涂板计数,3个重复,计算其存活率。
1.7 生物活性检测

LB中过夜培养枯草芽孢杆菌168,取0.2mL
过夜培养物加入到20mL含琼脂1%的LA培养基

中,将培养好的链霉菌的菌块放于其上,正置培养

6~8h观察。
1.8 阿嗪霉素 B 的发酵、萃取和检测

将一 定 量 的 孢 子 接 种 于 GYM 平 板 (30
mL/板)30℃培养10d。平板切碎置于三角瓶中,
加等体积的二氯甲烷萃取,将萃取液用无水硫酸钠

除水 后 置 于 旋 转 蒸 发 仪 中 蒸 干,加 乙 醚 保 存 于

-20℃。HPLC检测之前溶解于1mLHPLC色

谱纯甲醇。检测流动相A相为水,B相为CH3CN;

0~10min,80% A/20% B;10~35min,从80%
A/20%B到20% A/80%B;35~37min,20% A/

80%B到80%A/20%B;37~40min,80%A/20%
B;流速0.5mL/min,检测波长218nm。
1.9 生物信息学分析

应用软件DNASTAR进行序列比对和引物设

计,利用 NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
进行序列功能预测及分析,利用bioedit进行进化树

分析。

2 结果与分析

2.1 sahA 的生物信息学分析

利用Ⅱ型聚酮合酶中 KS 基因的简并性引物,
对S.sahachiroi 基因组 DNA 进行扩增得到基因

sahA(GenBankaccessionnumberJQ951948),测序

后证实该基因与Ⅱ型PKS中的KSα基因具有很高
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的同源性。将其氨基酸序列与已知的 KSα作进化

树分析(图1),发现负责孢子色素合成与抗生素合

成的KSα是由同一祖先向不同方向发展进化形成,

而sahA 在进化上位于负责孢子色素合成的KSα类

群。因此推测这个潜在的Ⅱ型聚酮合酶基因有可能

参与了S.sahachiroi中孢子色素的合成。

图1 部分Ⅱ型PKS-KSα氨基酸序列同源性进化树分析

Fig.1 ThephylogenetictreeofaminoacidsequenceoftypeⅡPKS

2.2 构建单交换突变菌株ΔsahA

为了进一步证实该基因的功能,构建了质粒

pMSBFAY1,通过接合转移将其导入S.sahachiroi

中,经过同源交换获得了sahA 的单交换中断突变

菌株ΔsahA,如图2-A。通过Sourthern杂交对所

获得的突变菌株进行验证(图2-B)。

 A:通过单交换获得基因中断突变菌株ΔsahA;B:ΔsahA 的Southern杂交验证;Ⅱ是胶Ⅰ转膜后所得尼龙膜,以地高辛标记的0.8

kb大小的DNA片段(EcoRⅠ酶切pMSBFAY1回收得到)为探针显色后图片。全部总 DNA样品以 PstⅠ酶切。由于质粒pMSB-

FAY1是以0.8kb的同源区中断基因组中的sahA,野生型阳性带为2.9kb(条带 WT),而单交换株的阳性带为5.7kb和1.5kb(条

带1~3)。以1kbDNAmarker指示大小(条带 M)。严谨度洗脱:室温,2×SSC,2×5min。A:Schematicrepresentationoftheinte-

grationofplasmidpMSBFAY1inthechromosomeofS.sahachiroibysinglecrossovertoobtainthegenedisruptionmutantstrain

ΔsahA;B:ConfirmationofthegenedisruptionmutantΔsahAbySouthernhybridization.Ⅱisthecolor-developednylonmembraneof

SoutherntransferofthegelⅠ usingdig-dUTP-labeled0.8kbDNAfragmentrecoveredfromtheEcoRⅠ.DigestionofpMSBFAY1
(laneCK)astheprobes.ThegenomeDNAsampleswerealldigestedwithPstⅠ.Thepositivebandof2.9kbDNAfragmentshouldbe

showninwildtypestrain(laneWT)whiletwopositivebandsof5.7kband1.5kbDNAfragmentsshouldbeshowninthegenedisrup-

tionstrains(lane1-3)becausetheplasmidpMSBFAY1wasintegratedintosahAgeneregionofgenomebyhomologousrecombination

of0.8kbfragment.1kbDNAladderwasusedassizestandard(laneM).Washingstringency:roomtemperature,2×SSC,2×5min.

图2 单交换ΔsahA 的构建

Fig.2 ObtainthegenedisruptionmutantstrainΔsahA
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2.3 单交换突变菌株ΔsahA 的表型观察

将 野 生 型 菌 株 S.sahachiroi 和 突 变 菌 株

ΔsahA 接种于产孢培养基,每12h观察1次,比较2
种菌株的基质菌丝、气生菌丝、孢子丝以及孢子的生

长发育状态。发现ΔsahA 的孢子颜色为白色,而野

生型为铅灰色(图3),两者形成基质菌丝、气生菌

丝、孢子丝的时期基本相同。插片法动态显微观察

S.sahachiroi和ΔsahA 的孢子形态和产孢时间,发

图3 基因中断突变菌株ΔsahA 的表型观察

Fig.3 PhenotypeofΔsahAandwildtypeS.sahachiroi

现二者在产孢时间和孢子形态上均无明显区别。孢

子计数实验也证实两者在孢子产量上没有明显的区

别。基因sahA 的中断导致了孢子颜色的明显变

化,表明该基因确实与孢子色素的合成相关。
为了研究sahA 参与合成的孢子色素是否具有

抗紫外线的能力,对S.sahachiroi和ΔsahA 的孢子

悬液进行紫外线致死试验,结果如表1。从平行重

复的9组数据中可以看出缺失了色素的突变菌株与

野生型在相同条件的紫外线照射下,存活率没有明

显的区别,表明sahA 参与合成的孢子色素没有抗

紫外线的功能。
2.4 单交换突变菌株ΔsahA 中抗生素产量的分析

  据报道当阿维链霉菌中的孢子色素合成基因中

断后,阿维菌素的产量明显升高[10]。这是因为聚酮

类的孢子色素与聚酮类抗生素在生物合成过程中可

能会竞争底物,当中断其中之一,则另一合成途径的

产物量会明显提高。S.sahachiroi所产生阿嗪霉素

B是聚酮类及非核糖体多肽类杂合型的抗肿瘤抗生

素[6]。为了研究孢子色素的合成途径与阿嗪霉素B
的生物合成是否存在相互影响,对单交换突变菌株

ΔsahA 中阿嗪霉素B的产量进行了分析。

表1 S.sahachiroi和ΔsahA 的孢子经紫外线照射后的存活率

Table1 TheabilityofUVresistantofS.sahachiroiandΔsahA %

菌株

Strain

存活率Survivalrate

1 2 3 4 5 6 7 8 9

S.sahachiroi 41.90 65.30 64.70 35.70 55.70 33.70 56.60 56.10 32.20
ΔsahA 51.40 57.60 63.70 42.70 69.50 35.60 57.90 44.10 43.00

图4 S.sahachiroi和ΔsahA 中阿嗪霉素B的产量检测

Fig.4 TheproductionofazinomycinB

inS.sahachiroiandΔsahA

由于S.sahachiroi对枯草芽孢杆菌168的抑菌

活性主要来源于它所产生的阿嗪霉素B,首先对

S.sahachiroi和 ΔsahA 进 行 了 生 物 活 性 检 测

(图4)。与野生型相比,中断突变菌株ΔsahA 的抑

菌活性没有明显变化。进一步的 HPLC分析证实

阿嗪霉素B的产量在野生型菌株和突变菌株中无

明显区别,说明孢子色素合成的中断对S.sahachi-
roi中阿嗪霉素B的产量无明显影响。

3 讨 论

链霉菌可以产生多种色素,如黑色素、孢子色

素、放线紫红素等。这些色素除具有特殊抗紫外线、
抗菌的生物学功能外,还有一定的实用性。具有抗

紫外线、抗辐射等功能的色素被用于化妆品行业,具
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有生物活性的色素被开发应用于医药行业,具有漂

亮颜色且安全的色素可用做食品添加剂[11-13]。
链霉菌中第一个被发现的孢子色素是天蓝色链

霉菌的孢子色素,它合成于气生菌丝分化成孢子丝

的过程中,是由Ⅱ型聚酮合酶基因簇whiE 负责合

成的Ⅱ型聚酮类化合物[3,14]。通过Southern杂交

的方法检测到与whiE 同源的孢子色素合成基因簇

约存在于一半的链霉菌菌株中[4,15-17]。除了通过Ⅱ
型聚酮合酶途径合成孢子色素外,链霉菌也可以利

用其他途径合成孢子色素,如灰色链霉中孢子色素

是由Ⅲ型聚酮合酶负责合成的[18]。
本研究通过生物信息学和单交换中断试验证明

了从S.sahachiroi中克隆到的Ⅱ型PKS基因sahA
参与了链霉菌孢子色素的合成。对单交换突变株的

研究表明,中断孢子色素合成途径对孢子的形成和

分化没有明显的影响,说明该孢子色素合成基因不

是链霉菌孢子分化发育过程中的必需基因。紫外线

致死试验证明这种孢子色素对链霉菌的抗紫外线能

力没有作用。同时,试验证实中断孢子色素合成途

径对阿嗪霉素B的产量没有造成影响,两条次级代

谢途径之间没有相互影响,可能原因是阿嗪霉素B
合成基因簇与孢子色素合成基因簇表达上的时空差

异。那么链霉菌中这种广泛存在的Ⅱ型聚酮类孢子

色素到底具有什么样的生物学功能? 这一问题的解

答还有赖于进一步的深入研究。
不同的链霉菌菌株的孢子颜色往往不同,是链

霉菌分类的重要依据[19]。如天蓝色链霉菌和变铅

青链霉菌的孢子呈灰色,而S.halstedii的孢子呈绿

色[17],推测这些颜色差异来自于孢子色素结构上的

不同,这也预示着它们的合成基因簇存在着差异。
因此,克隆新的链霉菌孢子色素合成基因簇对探究

不同链霉菌孢子颜色之间差异的原因有着重要的意

义,同时也有利于从化学结构入手分析和解决孢子

色素提取的困难。
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FunctionalanalysisofatypeⅡpolyketidesynthasegenesahA
inStreptomycessahachiroiATCC33158

LIHua LUHui-nan HEJing

CollegeofLifeScienceandTechnology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Aputativepolyketidesynthase(PKS)genesahAwasfoundintheStreptomycessahachi-
roigenomebyPCRusingdegeneratedprimersfortheketosynthasealpha(KSα)gene.Thephylogenetic
treeandblastanalysisrevealedthatsahAwasbelongedtothetypeⅡPKSgenefamilyandcloselyrelat-
edwiththesubgroupofspore-pigmentbiosyntheticPKSgenes.OncesahA wasdisruptedbysingle
crossover,thesporescolorofStreptomycesturnedintowhitefromleadenbutthetimeofspore-forming,

quantityofsporulation,UV-resistantabilityofsporesandazinomycinBproductionhadnochange.It
demonstratedthattheputativetypeⅡ PKSgenesahA mightbeinvolvedinthebiosynthesisofS.sa-
hachiroispore-pigment.

Keywords StreptomycessahachiroiATCC33158;typeⅡpolyketidesynthase;spore-pigment;

phylogenetictreeanalysis;singlecrossover
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