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链霉菌 GEMSM4(6)中聚酮合酶和非核糖体
多肽合成酶基因的筛选及克隆
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摘要　链霉菌 GEMSM４(６)的发酵产物具有抗革兰氏阳性菌和阴性菌的活性,同时还对酵母及丝状真菌

尤其是植物病原菌,具有较强的抑制作用.本研究利用简并性引物对该链霉菌基因组中可能存在的聚酮合酶

(PKS)和非核糖体多肽合成酶(NRPS)基因进行PCR扩增及序列分析,找到了３个 NRPS及１５个PKS基因的

片段,其中PKS基因与StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３的PKS基因序列同源性最高,达到９１％~９９％;而

NRPS基因与数据库中已知的 NRPS基因序列同源性仅为６０％~６２％.为克隆 NRPS生物合成基因簇,构建了

链霉菌 GEMSM４(６)的基因组细菌人工染色体(BAC)文库,通过 PCR筛选得到包含有这３个 NRPS基因的克

隆子,为后期的异源表达及基因组发掘分析提供基础.

关键词　链霉菌;聚酮合酶;非核糖体多肽合成酶;简并性引物;细菌人工染色体文库

中图分类号　Q９３９．９　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１５)０４Ｇ００７３Ｇ０７

　　放线菌是次级代谢产物的主要来源,目前发现

的所有来源于微生物的抗生素超过一半是放线菌产

生的.更令人吃惊的是,这些抗生素有一大半是由

链霉菌属所产生的[１].链霉菌可产生种类繁多的天

然产物,具有丰富多样的化学结构和生物活性,成为

科学家近几十年来研究的热点.随着研究的不断深

入,越来越多的天然产物的生物合成基因被克隆及

分析[２Ｇ３].根据对应的生物合成酶的特性,可以将这

些作用效果多样、结构纷繁复杂的化合物分为聚酮

类、非核糖体多肽类、核糖体合成的寡肽类和氨基糖

苷类等几个主要的类群.而聚酮类和非核糖体多肽

类是其中最大的两类化合物[４].聚酮化合物的合成

是通过连续的低级羧酸如乙酸、丙二酸、丁酸等,在
聚酮合酶(polyketidesynthase,PKS)的作用下脱羧

缩合而形成一定长度的聚酮链骨架,然后经过还原、
环化、芳香化、糖基化等后修饰,最终形成结构和生

物学活性千差万别的聚酮化合物[５Ｇ６].与常规的蛋

白质合成途径不同,非核糖体多肽类化合物通常不

是由核糖体合成,也不需要 mRNA 模板,而是由复

杂的多酶聚合体系即非核糖体多肽合成酶(noriboＧ

somalpeptidesynthetase,NRPS)合成.其组成的

单元也不局限于２０种常见的LＧ氨基酸,往往包含

各种经过修饰的(甲基化、酰化、糖基化等)稀有氨基

酸以及DＧ氨基酸类型[７Ｇ８].
很多Ⅰ型聚酮合酶基因簇和非核糖体多肽合成

酶基因簇都比较大(＞６０kb).要想完整地克隆这

些基因簇,目前主要有两大技术,Burke等于１９８７
年提出的酵母人工染色体(YAC)克隆技术及由

Shizuya等[９]于 １９９２ 年 建 立 的 细 菌 人 工 染 色 体

(BAC)克隆技术.虽然 YAC系统克隆片段远大于

BAC系统,但其存在嵌合体、不稳定、操作困难等缺

点[１０Ｇ１２].笔者所在实验室构建的BAC载体pMSBＧ
BACs综合了传统 BAC载体稳定性好和链霉菌整

合型载体的优势,可通过位点特异性整合将所携带

的外源基因插入目标宿主染色体中稳定保存下

来[１３].

GEMSM４(６)是从湖北省土壤中分离获得的１
株链霉菌,菌落表面光滑、干燥,孢子呈灰色,在培养

基上可产明显的棕黄色色素.它的发酵液对枯草芽

胞杆菌、苏云金芽胞杆菌、大肠杆菌等革兰氏阳性菌
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和阴 性 菌 有 很 好 的 抗 菌 效 果;同 时 对 啤 酒 酵 母

(Saccharomycescerevisiae)及多种植物病原真菌,
如水稻纹枯病菌(Rhizoctoniasolani)、卵菌(OoＧ
mycetes)、烟草赤星病原菌(Alternariaalternata)
都有良好的拮抗作用.为了研究及开发该链霉菌的

代谢产物,我们在分离鉴定发酵产物的同时对基因

组中可能负责次级代谢产物生物合成的 PKS和

NRPS基因进行了筛选及克隆.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌种和质粒.链霉菌 GEMSM４(６)由华中

农业大学周啟教授馈赠;大肠杆菌 DH５α、DH１０B
由笔 者 所 在 实 验 室 收 藏;质 粒 pMD１９ＧT 购 自

TaKaRa公司;质粒pMSBBACs由笔者所在实验室

收藏.

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 GEMSM４(６)液体培养基为

TSB＋ 培养基,固体培养基为 M１０[１４].

３)主要试剂.所用引物均由南京金斯瑞生物科

技有限公司合成;限制性内切酶购自Fermantas公

司;T４ DNA 连 接 酶 及 KOD DNA 聚 合 酶 购 自

TOYOBO公司;DNA marker及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;其余试剂均购自国药

集团.
1.2　链霉菌 GEMSM 4(6)基因组总 DNA 的提取

将链霉菌 GEMSM４(６)的孢子悬液接种于５０
mLTSB＋ 培养基中,加入１．２５mL２０％甘氨酸,在

２８℃摇床中１６０r/min培养７２h;收集菌丝体于５０
mL无菌离心管中,悬浮于４mL的 TE２５SBuffer
中,加入５００μL２０mg/mL的溶菌酶,振荡打散,

３７℃温浴２~３h,每３０min翻转１次,直至悬液成

乳状.加２ mL１０％ SDS,３７℃ 温浴 ３０ min,每

５min翻转１次,直至悬液变澄清.加入６mL苯酚Ｇ
氯仿混合物振荡３０s,６５００r/min离心１０min,将
上清液转入１５mL离心管,重复抽提直到蛋白质去

除得比较干净.加入６ mL 氯仿振荡３０s,６５００
r/min离心１０min.将上清液转入１５mL离心管,
加７００μL３mol/L的乙酸钠和５mL的异丙醇.轻

轻旋转离心管,直到 DNA 析出,用枪头将丝状的

DNA卷起,用７０％乙醇清洗后在空气中晾干.将

晾干的DNA溶于５００μLTE,－２０℃保存.

1.3　PKS 及 NRPS 基因的 PCR 克隆

以抽提的链霉菌 GEMSM４(６)总 DNA 为模

板,使用笔者所在实验室收藏的４对简并性引物,

NR２F: ５′ＧAWCGAGKSGCCSGGGSMGAAGAAＧ３′
和 NR２R:５′ＧTACACGTCCGGCACSACSGGCAARCＧ
CNAARGGＧ３′[１５]、 KSMAＧF:５′ＧTSGCSATGGACＧ
CCSCAGCAGＧ３′和 KSMBＧR:５′ＧCCSGTSCCGTGSＧ
GCCTCSACＧ３′[１６]、KSα:５′ＧAGCTCCATCAAGTCＧ
SATGRTCGGＧ３′和 KSβ:５′ＧCCGGTGTTSACSGCGＧ
TAGAACCAGGCGＧ３′[１７] 及 KS２F:５′ＧYGSYGCＧ
SARTGCGACTTCGＧ３′ 和 KS２R:５′ＧCCGAYCATSＧ
GACTTGATGGAGCＧ３′[１８]进行PCR扩增.PCR扩

增条件为９４℃３min,９４℃３０s,５２~６２℃３０s,

９４℃３min,７２℃１min,７２℃１０min,３０个循环.
将扩增得到的４个目的片段用凝胶回收试剂盒回

收,回收之后与质粒pMD１９ＧT用 T４连接酶４℃过

夜连接,第２天转化至大肠杆菌 DH５α中.待菌落

长出后,挑 取 单 克 隆 摇 菌,抽 提 质 粒,XbaⅠ 和

HindⅢ双酶切验证;将正确的克隆子送到华大基因

公司进行测序.
1.4　BAC 文库的构建

参照文献[１９]的方法用低熔点琼脂糖制备链霉

菌GEMSM４(６)菌丝体的包埋块,将６块制备好的

包埋块在无菌平皿中用无菌水浸泡１h,转移到平

铺好的２层塑料手套上,用小刀将每个包埋块平切

成两半,然后分别将每半块包埋块挑至１．５mL离

心管中,加入１０μL１０×BamHⅠBuffer,４０μL无

菌水以及不同量的BamHⅠ进行部分酶切.将离心

管在冰上放置３０min,然后在３７℃酶切２０min后,
立即 放 入 冰 浴 中,加 入 １/１０ 体 积 的 ０．５ mol/L
EDTA终止反应.选取最佳的部分酶切条件进行大

量酶切,使得酶切后的 DNA 片段大小集中在９０~
２５０kb之间.通过 PFGE电泳分离不同大小的酶

切片段,将包含有９０~２５０kbDNA 片段的凝胶切

割下来,然后重新包埋到１．０％的琼脂糖凝胶中,通
过PFGE进行第２次 DNA 片段的筛选.将第２次

筛选后的凝胶块切割下来,装入透析袋中并加入适

量１×TAEBuffer进行电洗脱回收.第１次筛选的

PFGE电泳条件为:１~５０s(交变时间)、１９h(电泳

时间)、６V/cm(电压)、１２０°(脉冲场角度)、１４℃(温
度);第２次筛选的 PFGE 电泳条件为:４s、１８~
２０h、６V/cm、１２０°、１４℃.

４７
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1.5　BAC 文库的 PCR 筛选

根据基因片段F１Ｇ１、F１Ｇ４、F１Ｇ１０分别设计特异

性引物Primer１f:５′ＧGCGTTCTGGGAACTGTGGATＧ
３′和Primer１r:５′ＧCGATCTCGTCGGGTTCGATGＧ３′、

Primer２f:５′ＧTGGCACCTGCTCAGCGGATGGAＧ３′和

Primer２r:５′ＧGGGCGGTGGTCGGTCGATGGTCTGＧ
３′、Primer３f:５′ＧGAAAGCACCACCTACACCCAＧ３′和

Primer３r:５′ＧGCACACGAGGTACATAGCGAＧ３′PCR
筛选链霉菌 GEMSM４(６)基因组BAC文库.首先

筛选混合库,根据筛选结果对应到一块９６孔板的特

定列,再筛选这特定的列,即可得到阳性克隆子.

PCR扩增条件为９４℃３min,９４℃３０s,５４~６２℃
３０s,９４℃３min,７２℃１min,７２℃１０min,３４个

循环.

2　结果与分析

2.1　16S rDNA 的序列分析

以链霉菌 GEMSM４(６)总 DNA 作为模板,利
用１６SrDNA 简并性引物进行 PCR 扩增,获得约

７００bp的条带(图１).回收并纯化扩增片段,进行

测序 分 析,结 果 显 示 链 霉 菌 GEMSM ４(６)的

１６SrDNA与 Streptomycesyogyakartensis NBRC
１００７７９的同源性最高,达到９９％,表明这２个链霉

菌的亲缘关系较近.

图１　链霉菌GEMSM４(６)１６SrDNA的PCR扩增

Fig．１　PCRamplificationofStreptomycessp．

GEMSM４(６)with１６SrDNAprimers

2.2　利用简并性引物从链霉菌 GEMSM 4(6)基因组

中扩增 PKS 和 NRPS 基因片段

　　利用４对简并性引物 KS２F/KS２R、KSα/KSβ、

KSMAＧF/KSMBＧR 和 NR２F/NR２R 对 链 霉 菌

GEMSM４(６)基因组中可能存在的 PKS和 NRPS
基因进行 PCR 扩增,获得了大小分别为０．６、０．７、

０．７和１．１kb的片段,与预期目标条带的大小相符

(图２).回收并纯化这４个 PCR 扩增片段,进行

TA克隆,筛选正确的克隆子进行测序分析,结果发

现在测序的３６个克隆子中共获得３个 NRPS及１５
个PKS基因的序列信息.其中PKS基因与StrepＧ
tomycesviolaceusnigerTu４１１３的 PKS基因序列

同源性最高,达到９１％~９９％,而 NRPS基因与数

据库中其他链霉菌的 NRPS基因序列同源性仅为

６０％~６２％ (表１).表明链霉菌 GEMSM４(６)基
因组中可能存在着多个PKS和 NRPS生物合成基

因簇,具有产生多种天然活性产物的潜力.

　泳道１~４所用的引物分别为 KS２F/KS２R、KSα/KSβ、KSMAＧ

F/KSMBＧR 及 NR２F/NR２R;以 １００bpDNA marker指示大小

(条带 M).Lane１,２,３and４respectivelyuseddegeneratedprimＧ

ersof KS２F/KS２R,KSα/KSβ,KSMAＧF/KSMBＧR and NR２F/

NR２R ;１００bpDNAladder(LaneM)wasusedassizestandard．

图２　PCR扩增链霉菌GEMSM４(６)基因组中

的PKS及NRPS基因

Fig．２　PCRamplificationofPKSandNRPSgenesfrom
Streptomycessp．GEMSM４(６)genome

2.3　链霉菌 GEMSM 4(6)基因组 BAC 文库的构建

为了克隆这些PKS和NRPS生物合成基因簇,
我们构建了链霉菌 GEMSM４(６)基因组 BAC文

库,制备链霉菌 GEMSM４(６)菌丝体的包埋块,进
行BamHⅠ的部分酶切处理(图３),选择合适的酶

切体系,回收并纯化大小约为１００kb的酶切片段,
与笔者所在实验室构建的可装载链霉菌大片段

DNA的BAC载体pMSBBACs进行连接.转化自

制的高效大肠杆菌感受态细胞 DH１０B,共获得

BAC克隆子２３０４个.从中随机挑取１９个BAC克

隆子,抽提质粒 DNA,通过BamHⅠ酶切及琼脂糖

凝胶电泳进行检测(图４),发现BAC克隆子的插入

片段大小均在８０~１１０kb之间,平均插入片段大小

为９０kb,可覆盖链霉菌基因组(约８Mb)２５．９倍.

５７
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表１　PKS及NRPS基因片段的测序结果分析

Table１　BioinformaticsanalysisofPKSandNRPSgenes

引物

Primer
克隆

Clone
大小/bp
Size

同源基因 Homologousgenes
相似性/％
Similarity

NR２F/NR２R
F１Ｇ１ １０２３ NRPS[StreptomycesgriseoaurantiacusM０４５] ６１

F１Ｇ４ １０９９ NRPS[Streptomycesgriseusssp．griseusNBRC１３３５０] ６２

F１Ｇ１０ １１９０ NRPS[Streptomyceshygroscopicusssp．hygroscopicus] ６０

KSMAＧF/
KSMBＧR

F３Ｇ２ ６８５ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９４

F３Ｇ４ ６８４ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９２

F３Ｇ５ ６８３ Polyketidesynthase[Streptomycesaureofaciens] ７６

F３Ｇ７ ６８５ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９６

F３Ｇ１８ ６８５ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９３

KSα/KSβ

F４Ｇ１ ６８５ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９４

F４Ｇ２ ６７４ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９７

F４Ｇ３ ６８５ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９９

F４Ｇ５ ６８８ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９１

F４Ｇ６ ６８６ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９５

F４Ｇ７ ６８３ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９５

F４Ｇ８ ６８０ BetaＧketoacylsynthase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ７８

F４Ｇ９ ６８５ Acyltransferase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９５

KS２F/KS２R
F１０Ｇ３ ６２７ Acyltransferase[StreptomycesviolaceusnigerTu４１１３] ９６

F１０Ｇ６ ６３９ PutativeketosynthasealphaEncA [Streptomycesmaritimus] ９７

　A:包埋块检测;B:用不同浓度的BamHⅠ处理包埋块;泳道

１:刚制作的包埋块;泳道２:用过量的酶处理包埋块;泳道３~１１:

分别用１０,５,４,３,２．５,１．５,１,０．５,０．２U 的酶处理包埋块;泳道

１２:不加 酶,以 λNEBPFGE MarkerⅡ 指 示 大 小 (条 带 M).

A:Testofrawplug;B:DigestionofplugswithdifferentconcenＧ

trationofBamHⅠ．Lane１:Rawplug;Lane２:DigestwithexcesＧ

siveenzyme;Lane３Ｇ１１:Digestwith１０,５,４,３,２．５,１．５,１,０．５,

０．２Uenzyme;Lane１２:Digestwithoutenzyme;λNEB PFGE

MarkerⅡ(LaneM)wasusedassizestandard．

图３　包埋块脉冲电泳检测

Fig．３　Pulsedfieldgelelectrophoresis
(PFGE)resultsofplugs

2.4　链霉菌 GEMSM 4(6)基因组 BAC 文库的筛选

从链霉菌GEMSM４(６)基因组中克隆得到的３

个 NRPS基因与数据库中已知的 NRPS基因序列

同源性仅为６０％~６２％,推测它们极有可能来源于

新的 NRPS生物合成基因簇.为了完整地克隆到

这些 NRPS基因簇,我们根据３个 NRPS基因的序

列设计了相应的特异性引物,通过 PCR 对链霉菌

GEMSM４(６)基因组 BAC文库进行了筛选,分别

得到２０、２１和１８个阳性克隆子(表２).BamHⅠ酶

切图谱分析(图５)的结果显示每组阳性克隆之间存

在着较大范围的重叠区域.筛选出来的３组阳性克

隆子之间没有重复,暗示着３个 NRPS基因分别属

于不同的天然产物生物合成基因簇,位于染色体的

不同位置.
表２　从BAC文库中筛选得到的阳性克隆

Table２　PositiveclonesselectedoutfromtheBAClibrary

引物 Primers 阳性克隆 Positiveclones

Primer１f/
Primer１r

１D１０、１F９、１G３、１H８、４F２、７B８、８A８、８H３、１０A７、
１１B１０、１２C６、１２D７、１２D１１、１２F３、１３A１、１３H２、
１６B９、１８H１０、２０F７、２１E１０

Primer２f/
Primer２r

２F３、３H８、５H３、６A９、７C８、１０E１、１１B９、１１H８、
１５F９、１５H１０、１６C８、１７E７、１８A１１、１８H３、１９H１１、
２０D１０、２０G３、２２A３、２２G７、２３B４、２３E７

Primer３f/
Primer３r

１E１１、３G２、３C２、４C８、５D５、７H１、９A４、１０B１２、
１０G１２、１１F８、１２D４、１３A１０、１４G１２、１６G３、１８G１２、
１９C１１、２２G１１、２４G１１

６７
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　泳道１~１９:从链霉菌４(６)基因组细菌人工染色体文库中随机挑选的１９个BAC质粒用BamHⅠ 酶切检测大小;以λDNA/HindⅢ

marker及１kbDNA marker指示大小 (条带 M１、M２).Lane１Ｇ１９:BACplasmidsrandomlyselectedoutfromtheStreptomycessp．

GEMSM４(６)genomicBAClibrary;λDNA/HindⅢ(LaneM１)and１kbDNAladder(LaneM２)wereusedassizestandards．

图４　BAC质粒BamHⅠ酶切琼脂糖凝胶电泳检测

Fig．４　AgarosegelofBACplasmidsdigestedwithBamHⅠ

　泳道１~２１:用Primer２f/２rPCR筛选到的２１个阳性BAC质粒,以１kbDNA marker及λDNA/HindⅢ marker指示大小 (条带

M１、M２).Lane１Ｇ２１:The２１positiveBACplasmidsselectedoutbyPCRwithPrimer２f/２r．１kbDNAladder(LaneM１)andλDNA/

HindⅢ(LaneM２)wereusedassizestandards．

图５　阳性BAC质粒BamHⅠ酶切图谱分析

Fig．５　AgarosegelofpositiveBACDNAdigestedwithBamHⅠ

７７
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3　讨　论

本研 究 利 用 简 并 性 引 物 从 链 霉 菌 GEMSM
４(６)基因组中克隆到多个NRPS和PKS基因,其中

NRPS基因与已知的 NRPS基因序列同源性较低,
因而我们将后期研究的重心放在了 NRPS基因所

在的天然产物生物合成基因簇上.链霉菌来源的天

然产物的生物合成基因簇往往都比较大,目前已经

克隆到的完整的PKS和 NRPS基因簇绝大多数都

在３０~１００kb的范围内[２０],超过了传统cosmid载

体的承载范围,因此,我们选择能够承载大片段

DNA 的 BAC 载 体 系 统 来 构 建 链 霉 菌 GEMSM
４(６)的基因组文库.利用 NRPS基因的特异性引

物对BAC文库进行PCR筛选,获得了预期的阳性

克隆子.酶切图谱分析证实这些阳性克隆子的重叠

情况非常好,从而进一步证明了我们所构建的BAC
文库具有较高的质量.

随着基因组学的兴起和迅速发展,很多微生物

的基因组都已经被测序.在对众多链霉菌的基因组

进行序列分析时,发现链霉菌基因组中往往包含十

几个甚至几十个天然产物的生物合成基因簇[２１].
在模式菌株天蓝色链霉菌中除了放线紫红素和十二

烷基灵菌红素以外,还有１９个次级代谢产物的生物

合成基因簇,而在阿维菌素的产生菌除虫链霉菌的

基因组中则包含有２５个次级代谢产物的生物合成

酶体系[２２Ｇ２４].这些链霉菌的基因组中发现的天然产

物生物合成基因簇的数目,远远超过从这些微生物

中已经分离到的化合物种类.亦即有为数不少的天

然产物生物合成基因在现有实验室的培养和发酵条

件下是沉默的,只有在某些特殊的条件下才会被活

化并表达出相应的天然产物,或者是由于产量较小

而在传统研究中被忽略.因此,这些生物合成基因

又被称为“隐形生物合成基因簇(crypticgeneclusＧ
ter)”,其对应的天然产物称为“隐形天然产物”[２５].
采用分子生物学的方法,如次级代谢产物基因簇的

异源表达、插入强启动子活化沉默基因簇及通过表

达特异性的调控因子等方法,往往能够激发这些处

于休眠状态或沉默状态的基因系统,从而诱导隐形

天然产物的产生[２６Ｇ２８].通过初步分析,我们发现从

链霉菌 GEMSM４(６)基因组中克隆到的３个NRPS
基因就有可能分别属于不同的天然产物生物合成基

因簇.它们有的可能参与了发酵液中活性天然产物

的生 物 合 成,有 的 可 能 还 处 于 沉 默 状 态.这 些

NRPS和PKS基因的表达情况及其与代谢产物的

对应关系还有待于进一步异源表达及基因敲除实验

的结果.
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Screeningandcloningofgenesofployketidesynthaseandnonribosomal
peptidesynthetasefromStreptomycessp．GEMSM４(６)

LINa　HUANGSheng　HEJing

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThefermentationproductsofStreptomycessp．GEMSM４(６)haveadistinctactivityaＧ
gainstGramＧpositiveandGramＧnegativebacteria,yeastandfilamentousfungi,especiallyphytopathoＧ
gens．Threenoribosomalpeptidesynthetase(NRPS)genesandfifteenpolyketidesynthase(PKS)genes
wereamplifiedfromthegenomeofthisstreptomycetewithPCRusingdegeneratedprimers．BioinformatＧ
icsanalysisrevealedthatthePKSgeneshadhighesthomology(９１％Ｇ９９％identity)withthatinStrepＧ
tomycesviolaceusnigerTu４１１３,whiletheNRPSgenesonlyhadhomologyof６０％Ｇ６２％ withknown
NRPSgenesindatabase．ToclonethesenovelNRPSbiosyntheticgeneclusters,agenomicbacterialartifiＧ
cialchromosome(BAC)librarywasconstructedandscreenedbyPCR．Itwillprovideagoodfoundation
forheterologousexpressionandgenomemininginthefuture．

Keywords　Streptomycessp．;polyketidesynthase;noribosomalpeptidesynthetase;degenerated
primer;bacterialartificialchromosomelibrary
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