
第33卷 第1期

2014年 1月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.33 No.1
Jan.2014,1~6

收稿日期:2013-05-21
基金项目:国家自然科学基金项目(31170084)
白亭丽,硕士研究生.研究方向:链霉菌分子生物学.E-mail:baitingli@gmail.com
通信作者:陶美凤,博士,研究员.研究方向:链霉菌分子生物学.E-mail:tao_meifeng@sjtu.edu.cn

变铅青链霉菌高效异源表达宿主 SBT5 的构建

白亭丽1 俞燕飞1 徐 钟1 陶美凤1,2

1.华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070;2.上海交通大学微生物代谢国家重点实验室,上海200030

摘要 以变铅青链霉菌TK24为出发菌株,依次敲除钙依赖抗生素(CDA)、放线紫红素(ACT)和十一烷基

灵菌红素(RED)这3个内源抗生素的生物合成基因簇,同时在钙依赖抗生素基因簇原位整合了来自棒状链霉菌

的全局性调控基因afsRScla,构建得到变铅青链霉菌菌株SBT5。将来自天蓝色链霉菌的放线紫红素生物合成基

因簇导入SBT5中,接合子产生大量蓝色的放线紫红素,而出发菌株TK24只产微量蓝色抗生素;SBT5接合子

的ACT产量也显著高于导入了额外act基因簇拷贝的出发菌株接合子。SBT5菌株次级代谢背景清晰,不产色

素类抗生素和抗细菌抗生素,可作为高效宿主用于次级代谢产物基因簇的异源表达和筛选。
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  天蓝色链霉菌(Streptomycescoelicolor)是链

霉菌分化发育和遗传学研究的模式菌株,可以产生

色素类抗生素放线紫红素(ACT,中性及偏碱性下

呈蓝色)、十一烷基灵菌红素(RED,中性及偏碱性

下呈 红 色)以 及 抗 细 菌 抗 生 素 钙 依 赖 抗 生 素

(CDA),天蓝色链霉菌也常被作为宿主菌用于次级

代谢基因簇的异源表达[1]。天蓝色链霉菌对甲基化

DNA具有限制作用,妨碍了它作为宿主的广泛应

用。变铅青链霉菌(Streptomyceslividans)是天蓝

色链霉菌近缘种,对甲基化DNA没有限制作用,常
被用作单基因或基因簇异源表达的宿主[2]。野生型

变铅青链霉菌 TK24的基因组含有 ACT、RED和

CDA这3种抗生素的生物合成基因簇,对外源基因

簇的表达筛选可能会造成干扰;这些基因簇只在特

定条件下才会表达,表明该菌株合成次级代谢产物

的能力较低。根据变铅青链霉菌的这些特点,本研

究拟敲除这些内源基因簇,同时加入一个全局性调

控基因afsRS,用以激活次级代谢基因簇,旨在构建

适用于次级代谢产物基因簇异源表达和筛选的高效

宿主菌。

1 材料与方法

1.1 菌株及质粒

大肠杆菌(Escherichiacoli)DH5α为克隆宿

主[3];大肠杆菌ET12567/pUZ8002为大肠杆菌-链
霉菌属间接合转移供体菌[4]。蕈状芽胞杆菌(Ba-
cillusmycoides)为钙依赖抗生素(CDA)生物活性

测定的指示菌[5]。变铅青链霉菌TK24[6]为野生型

链霉菌,出发菌株。天蓝色链霉菌 K7为 M145衍

生菌株,由徐钟构建(未发表),在其CDA生物合成

基因簇(cda)的下游有Tn5微型转座子(mini-Tn5-
aac(3)Ⅳ)插入,但 CDA 的合成不受影响,mini-
Tn5-aac(3)Ⅳ序列中含有阿泊拉霉素抗性基因

aac(3)Ⅳ以及大肠杆菌质粒pUC18的复制子,本
研究利用K7菌株的这些特点克隆cda基因簇部分

序列,并用于构建cda基因置换质粒。
质粒 pSET152[7]包 含 接 合 转 移 起 始 位 点

oriTRK2、阿泊拉霉素抗性基因aac(3)Ⅳ、放线菌噬

菌体 FC31整合位点attP 以及整合酶基因int。

pMM1为pSET152衍生质粒,含有放线紫红素生

物合成基因簇,由王业民构建(未发表)。pHL737
为放线紫红素生物合成基因簇敲除载体,由徐钟构

建(未发表);pHLY32为十一烷基灵菌红素基因簇

敲除载体,由俞燕飞构建(未发表);pHL851携带来

自棒状链霉菌的全局性调控基因afsRScla
[8]。

1.2 引物及试剂

本研究应用的引物序列如表1,由上海生工生

物技术有限公司合成。
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表1 本研究所涉及引物及其用途

Table1 Primersusedinthisstudyanditsapplication

名称 Name 序列Sequence 用途 Application
oriT-F GGATCCGGTTTCATCAGCCATCCG

扩增oriT 片段 AmplificationoforiT
oriT-R AGATCTTGCCAAAGGGTTCGTGTAG

K7-BKF TGCTGCTGCTCATCCACCACATCG

筛选含cda序列的pHLT2ScreeningforpHLT2which
containingcdasequence

K7-BKR CGTCATCCGGGTCGCGTTCA
K7-LN-F GAGCCTCCGTCCACCGTCGTTT
K7-LN-R CCAGCTTCCTGTTCGGCGTCA
K7-Left-F GCAGGTCGGTGAGCACGAAGGT
K7-Left-R TGGTGGATGAGCAGCAGCAGGAC

sjhChek1F CGACTGGCTGGACGTGCTGGAA 筛选cda 基 因 簇 中 断 菌 株(PCR1)Screeningforcda
geneclusterreplacementmutant(PCR1)sjhChek1R ACGACGACATGCGGGAGGTGCT

tn-7-2047-F GGGGATAACGCAGGAAAGAA
筛选cda 基 因 簇 中 断 菌 株(PCR2)Screeningforcda
geneclusterreplacementmutant(PCR2)

  限制性内切酶和碱性磷酸酶购自Fermentas公

司;连接酶SolutionⅠ、DNA聚合酶rTaq等试剂

购自TaKaRa公司;琼脂糖回收试剂盒购自 OME-
GA公 司;高 保 真 DNA 聚 合 酶 KODplus购 自

TOYOBO公司;抗生素购自Sigma公司;其余试剂

均购自国药集团和Oxoid公司。
1.3 培养基

LB培养基用于培养大肠杆菌[8]。2×YT培养

基[9]用于接合转移时链霉菌孢子的热激处理。MS
培养基用于链霉菌的培养、产孢和接合转移[10]。营

养琼脂培养基用于生测涂布培养蕈状芽胞杆菌[11]。

SMMS培养基用于链霉菌产素观察[12]。NA培养

基用于链霉菌固体发酵产抗生素[13]。
1.4 DNA 的抽提、转化及克隆

大肠杆菌质粒DNA和链霉菌总DNA抽提参

照标准操作方法[9-10]。质粒酶切和连接方法参照酶

的使用说明书。DNA片段的回收参照琼脂糖回收

试剂盒的使用说明书。DNA片段的PCR扩增参见

文献[9]。大肠杆菌转化参照标准钙转方法[9]。

DNA序列由上海美吉生物医药科技有限公司测定。
1.5 大肠杆菌和链霉菌属间接合转移

大肠杆菌和链霉菌属间接合转移参照文献[10]
进行,将待转穿梭质粒转化到大肠杆菌ET12567/

pUZ8002,挑单克隆转化子于LB中活化过夜;活化

后按1∶100(V/V)的比例转接到新鲜LB中培养到

D600nm=0.4~0.6,收集菌体,用新鲜LB洗涤2次,

0.1倍体积LB悬浮备用。同时将新鲜链霉菌孢子

悬浮于2×YT培养基中,50℃水浴10min,自然冷

却。1∶1(V/V)混合大肠杆菌和孢子,涂布在 MS
无抗平板上,30℃培养14~18h,用抗生素和三甲

氧苄啶覆盖筛选接合转移子。

1.6 cda 基因簇敲除质粒的构建

从天蓝色链霉菌K7菌株中克隆cda生物合成

基因簇的部分序列,然后用来自pHL851的afsR-
Scla替换cda 基因簇内部分片段,获得cda基因簇敲

除质粒。具体构建过程如下:

1)cda基因簇部分序列的克隆。抽提K7菌株

的总DNA,Sau3AI部分酶切,回收大约20kb的

片段,自连后转化大肠杆菌DH5α,获得具有阿泊拉

霉素抗性、含有完整的 mini-Tn5-aac(3)IV微型转

座子的克隆,最后从这些克隆中PCR筛选到含有较

长cda基因簇序列的克隆,命名为pHLT2。
2)afsRSclaDNA片段的结构改造。用PCR方

法从pSET152上扩增含oriTRK2的 DNA片段,用
BamHⅠ 和 BglⅡ 双 酶 切 PCR 产 物,插 入 到

pHL851上afsRScla下游的BamHⅠ位点,得到质粒

pHLT1。

3)cda 基因簇敲除质粒的构建。用 PstI和

EcoRⅠ双酶切pHLT1,回收含有afsRScla-oriT 的

4685bp片段,与PstⅠ和EcoRⅠ双酶切pHLT2
得到 的 约 14kb 片 段 连 接,得 到 pHLT3,再 用

KpnⅠ酶切pHLT3,自连以抹掉过长的一段基因组

DNA,得到pHLT4,在该质粒中用全局性正调控基

因afsRScla 替换掉了 7.1kb的cda 基因簇部分

DNA片段,可用作cda基因簇基因置换质粒。
1.7 抗生素基因簇敲除突变菌株的筛选

通过同源重组删除基因簇的部分序列来失活抗

生素合成基因簇,为便于今后菌株的应用,不采用抗

生素抗性基因来替换待中断的基因,因此,基因中断

菌株没有抗生素抗性,筛选必须分为两步进行。首

先,接合转移得到整合了中断载体的链霉菌,PCR
筛选并且验证单交换;其次,正确的单交菌株在抗性

2
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MS平板培养至产孢,孢子稀释涂布到无抗的 MS
平板上培养,用影印的方法将长好的菌落转印到抗

生素平板上培养,对照2个平板挑选无抗性的克隆,
然后抽提总DNA,通过PCR筛选双交换突变株。
1.8 抗生素生物活性测定

将待测链霉菌接种到NA培养基上,30℃培养

7d进行固体发酵。指示菌芽胞杆菌于LB培养基

中37℃、200r/min活化过夜,然后转接培养至

D600nm=0.4~0.6,取200μL培养物均匀涂布到营

养琼脂平板上,接着用打孔器取相同大小的链霉菌

发酵菌块放置到上述营养琼脂平板上,37℃培养

12~16h后观察抑菌圈。

2 结果与分析

2.1 cda 基因簇敲除

1)cda基因簇敲除质粒pHLT4的构建。从天

蓝色 链 霉 菌 k7 菌 株 的 总 DNA 中 克 隆 得 到

pHLT2,PCR验证mini-Tn5-aac(3)IV一侧含有约

14kb的cda 基因簇部分序列,在此基础上构建

pHLT4(图1)。pHLT4与pHLT2相比:cda基因簇

DNA序列中从PstⅠ到EcoRⅠ位点的7.1kb部分片段

被afsRScla-oriT 所取代;且pHLT4中afsRScla-oriT
两侧可用于同源交换的染色体 DNA片段分别为

4544和2312bp,可用于cda基因簇的基因置换。

图1 cda生物合成基因簇基因置换质粒pHLT4的构建流程

Fig.1 ConstructionofpHLT4,thecdageneclustergenereplacementplasmid

3
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  2)cda基因簇敲除菌株的构建。将pHLT4接

合转移到变铅青链霉菌TK24中,筛选阿泊拉霉素

抗性(AprR)的接合转移子,用oriTRK2特异性引物

进行PCR验证菌株基因型为单交换菌株。从AprR

的单交换菌株后代中通过影印筛选得到阿泊拉霉素

敏感(AprS)菌株,设计2个PCR反应从 AprS菌株

中筛选、验证双交换菌株,双交换只有PCR1可以有

阳性条带产生,野生型没有阳性条带,而单交换则2
个PCR反应都有阳性条带(图2)。图2中5、13和

14号 为 正 确 的 双 交 换 菌 株,命 名 为 SBT2。与

TK24出发菌株相比,SBT2明显产生更多的蓝色色

素(图3)。

 M:1kb标准(对照)1kbmarker;WT:野生 型 S.lividans

S.lividanswidetype;2~16:来源于pHLT4接合转移子的衍生

菌株StrainsderivedfromanAprRpHLT4exconjugant.

图2 cda基因簇置换菌株的PCR筛选与鉴定

Fig.2 PCRscreeningandconfirmationofthecda

geneclusterreplacementstrains

2.2 放线紫红素和十一烷基灵菌红素基因簇的基

因敲除

  将放线紫红素基因簇act敲除载体pHL737转

入大肠杆菌ET12567/pUZ8002,接合转移到SBT2
中,得到AprR接合转移子,再用PCR方法筛选验证

单交换 菌 株。通 过 影 印 筛 选,从 AprR 后 代 得 到

AprS菌株,其中正确的双交换菌株不再产生蓝色的

放线紫红素,菌株命名为SBT4;同时观察到SBT4
大量合成红色的十一烷基灵菌红素(图3)。

将十一 烷 基 灵 菌 红 素 基 因 簇red 敲 除 载 体

pHLY32接合转移到SBT4中,得到AprR接合转移

子,先进行单交换菌株筛选,再筛选双交换菌株,得
到既不产蓝色 ACT也不产红色RED(图3)、且不

产钙依赖性抗生素 CDA 的菌株(图4),命名为

SBT5。

2.3 放线紫红素在 SBT5 中的表达

质粒pMM1上含有来自天蓝色链霉菌的放线

紫红素生物合成基因簇,将pMM1引入SBT5和出

发菌株 TK24中,以空载体pSET152作为对照,2
个菌株均具有较高接合转移效率(数据未给出)。观

察比较2个菌株表达次级代谢基因簇能力(图5)。
结 果 显 示 野 生 型 菌 株 加 入 空 载 体 (TK24∷

pSET152,含有ACT和RED两个色素类抗生素基

因簇)呈淡红色;用pMM1引入额外拷贝act基因

簇后,含有2个act基因簇拷贝的菌株 TK24∷

pMM1产蓝色色素有所提高,而含pMM1的SBT5
菌株大量产生放线紫红素,根据深蓝色判断其产量

远远高于含有1个或2个拷贝act基因簇的野生型

菌株。超量表达ACT的SBT5接合转移子经过多

次传代仍保持较高产量。

 在NA培养基上培养TK24及其突变株SBT2、SBT4和SBT5,

30℃4d(平板背面)。TK24anditsmutantSBT2,SBT4and

SBT5wereculturedonNAagarplatesfor4d,30℃.

图3 TK24及其抗生素基因簇敲除菌株产色素的表型观察

Fig.3 PigmentsproductionbyTK24andits

geneclustersreplacementmutants

 链霉菌在NA培养基上发酵,发酵平板上的琼脂块用于生物测

定。TK24产生抑菌圈,SBT5不产生。Streptomycesstrainswere

fermentedonNAagar,thentheagarplugsfromfermentationagar

wereusedforthebioassay.TK24producedazoneofinhibition,

whileSBT5didnot.

图4 TK24和SBT5合成钙依赖抗生素的生物测定

Fig.4 BioassayofCDAproductionbyTK24andSBT5

4
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 在SMMS培养基上接种链霉菌,30℃培养4d;SBT5∷pMM1产生深蓝色的放线紫红素。Streptomycesstrainswerefermentedon

SMMSagar,30℃,4d.SBT5∷pMM1produceddarkblueactinorhodin.

图5 SBT5过量表达放线紫红素

Fig.5 OverproductionofactinorhodininSBT5

3 讨 论

基因组和宏基因组测序表明,自然界中的可培

养或未培养微生物基因组中蕴含着丰富的次级代谢

途径资源,是天然产物筛选的宝库。然而,由于大部

分基因簇常处于沉默状态,采用传统方法很难继续

从微生物中有效地分离到新的化合物。如何激活这

些沉默或隐藏的基因簇以获得相应的化合物,是新

药先导化合物发掘领域亟待解决的瓶颈问题[14-15],
开发高效的异源表达方法无疑是其中重要的备选

方案。
变铅青链霉菌遗传背景清晰、遗传操作简单高

效,是异源表达筛选技术的首选宿主菌,缺点是其含

有内源色素和抗生素基因簇,且天然次级代谢能力

不强。本研究针对这些特点,改造变铅青链霉菌,敲
除了 ACT、RED、CDA等3个内源抗生素的基因

簇,同时为了激活或者高表达异源基因簇,还加入了

一个多效性正调控基因afsRScla。来源于棒状链霉

菌的afsRScla能够激活沉默的放线紫红素、钙依赖

性抗生素和全霉素的生物合成,并大幅度提高棒酸

的产量[8]。在本研究中也发现,在cda基因簇原位

加上afsRScla后,菌株SBT2大量合成放线紫红素;
在进一步敲除act基因簇后,由于没有蓝色色素干

扰,在菌株SBT4中又观察到十一烷基灵菌红素

RED大量合成。这些结果表明,新引入的afsRScla

可以促进不同类型抗生素的大量合成。无疑,高效

表达宿主SBT5菌株的成功构建和应用将为我们大

量快速发掘新的天然产物提供很好的工具。
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ConstructionofStreptomyceslividansSBT5asanefficient
heterologousexpressionhost

BAITing-li1 YUYan-fei1 XUZhong1 TAOMei-feng1,2
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Wuhan430070,China;
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Abstract Threegeneclusterscontrollingthebiosynthesisoftheantibioticsactinorhodin(ACT),

undecylprodigiosin(RED)andcalcium-dependentantibiotic(CDA)weresequentiallyknockoutedby
genereplacementsfromthechromosomeofStreptomyceslividansTK24toderiveSBT5.InSBT5,the
globalregulatorygenesafsRSclafromStreptomycesclavuligeruswasintegratedintheplaceofthecda
genecluster.TheactgeneclusterfromStreptomycescoelicolorwasintroducedintoSBT5totestitsca-
pabilityofexpressingsecondarygenecluster.TheresultingSBT5exconjugantsoverproducedACTcom-
paringwithwild-typestrainsharboringdoublecopiesoftheactgenecluster.SBT5isanefficienthost
withacleansecondarymetabolismbackgroundsuitableforheterologouslyexpressingandscreeningsec-
ondarymetabolicgeneclusters.

Keywords Streptomyceslividans;heterologousexpressionhost;secondarymetabolites;antibiot-
icbiosyntheticgeneclusters;geneknockout;afsRScla
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