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摘要 通过基因组粘粒文库的高通量接合转移、异源表达和生物活性测定,结合DNA序列测定,从刺孢吸

水链霉菌AA97026中筛选具有广谱抗菌活性的小分子化合物及其生物合成基因簇,获得1个对革兰氏阳性细

菌和红酵母均有抑制活性的阳性克隆1H5,其部分DNA序列与链丝菌素生物合成基因相似。含1H5的异源链

霉菌宿主的发酵液均能检测到链丝菌素的不同组份,表明1H5含有完整的链丝菌素生物合成基因簇。
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  链丝菌素(streptothricins,简称ST),又名诺尔

丝菌素(nourseothricins),是1942年首次从淡紫灰

链霉菌(Streptomyceslavendulae)发酵液中分离得

到的碱性水溶性抗生素[1],之后在多种链霉菌如诺

尔丝链霉菌(S.noursei)和娄彻氏链霉菌(S.roch-
ei)也分离到类似化合物[2-3]。链丝菌素抑制细菌蛋

白质合成并抑制真核细胞生长,对革兰氏阳性细菌、
阴性细菌和丝状真菌等具有抗生作用,链丝菌素在

国内作为农用抗生素使用,商品名为“中生菌素”,用
于防治由细菌或真菌引起的多种农作物病害。

链丝菌素化学结构为核苷寡肽类,是由氨甲酰

化的古洛糖胺(D-gulosamine)分别与1个特殊氨基

酸链里定内酰胺(streptolidinelactam)以及1个聚

L-β-赖氨酸寡肽(聚合度为1~7)相连而成[4]。乙酰

化修饰分子侧链赖氨酸残基的β-氨基,可使链丝菌

素失活[5];链里定内酰胺的开环反应则使ST-D衍

生物改变抗菌谱,只保留抗细菌活性,而ST-F的开

环衍生物则完全丧失抗菌活性[6]。近年,从新的链

霉菌中也陆续分离到一些结构与活性均不同的链丝

菌素衍生物[7-9]。

1987年,Horinouchi等[5]从淡紫灰链霉菌中克

隆了链丝菌素乙酰转移酶(STAT)基因,STAT能

够将乙酰辅酶A上的乙酰基转移到β-赖氨酸上,从

而导致链丝菌素失活,因此该基因与链丝菌素的抗

性有关。随后,利用链丝菌素抗性基因作为探针,

Fernández-Moreno等[3]从娄彻氏链霉菌F20中克

隆了1个7.2kb的 DNA 片 段,其 中 包 括5个

ORF,推测ORF1(sttA)编码1个非核糖体肽合成

酶(NRPS),ORF2(sttB)与大环内酯类化合物的抗

性相 关,ORF3(sttC)编 码1个 水 解 酶,ORF4
(sttD)与已知蛋白不具有同源性,ORF5(sttR)编码

STAT,通过基因敲除实验证实该片段为链丝菌素

生物合成基因簇的一部分。接着,Grammel等[10]从

诺尔丝链霉菌中克隆了2个与链丝菌素生物合成相

关的基因npsA 与npsB,其中NpsA是一个独立的

腺苷酰化结构域,负责β-赖氨酸的活化,NpsB则含

有一个PCP和E结构域,能够与活化了的β-赖氨酸

结合。2012年,Maruyama等[11]利用链丝菌素抗性

基因作为探针从娄彻氏链霉菌NBRC12908和淡紫

灰链霉菌 NBRC12789中分别克隆了长度约为34
kb的链丝菌素生物合成基因簇,通过同源性比对,
发现娄彻氏链霉菌的链丝菌素基因簇中ORF19是

1个新的 NRPS,敲除实验结果表明它与链丝菌素

中β-赖氨酸的聚合程度有关,在 ORF19缺失的菌

株中只能检测到含有1个β-赖氨酸残基的链丝菌

素。上述基因簇的克隆及部分基因功能的阐释促进
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了人们对链丝菌素生物合成机制的理解。本研究通

过基因组挖掘从1株刺孢吸水链霉菌中克隆到1个

链丝菌素基因簇,为链丝菌素类化合物的结构优化

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

阿泊拉霉素及卡那霉素购于Amresco公司,限
制性内切酶、T4DNA 连接酶及去磷酸化酶购于

TaKaRa公司,胶回收试剂盒购于 Omega公司,包
装蛋白购于Epicenter公司,链丝菌素标准品购于

Enzo公司。
1.2 菌株、质粒和培养条件

1)菌株与质粒。刺孢吸水链霉菌(Streptomy-
ceshygrospinosus)AA97026(以 下 简 称 链 霉 菌

Shs47)由武汉大学提供。变铅青链霉菌(S.livi-
dans)SBT5[12]、毒 三 素 链 霉 菌 (S.toxytricini)

SBT11(白亭丽等,未发表)以及天蓝色链霉菌(S.
coelicolor)M1152和 M1154[13]为异源表达宿主。
基因组粘粒文库宿主为大肠杆菌 XL1-BlueMR/

pUZ8002[14],载体为pJTU2554[15]。金黄色葡萄球

菌(Staphylococcusaureus)、耻垢分支杆菌(Myco-
bacteriumsmegmatis)、蕈 状 芽 胞 杆 菌 (Bacillus
mycoides)以及红酵母(Rhodotorulasp.)为抗生素

活性生测指示菌。

2)培养基。MS培养基[16],用于链霉菌产孢与

接合转移;R3培养基[13],用于链丝菌素的摇瓶发

酵;TSBY培养基[16],用于链丝菌素发酵的种子培

养;R3固体培养基[13],用于链丝菌素的固体发酵;

LB[17],用于金黄色葡萄球菌、蕈状芽胞杆菌和大肠

杆菌的培养;LB+1%甘油+0.1%吐温80[18],用于

耻垢分支杆菌的培养;沙博诺培养基[19],用于红酵

母的培养。
1.3 刺孢吸水链霉菌 Shs47 基因组文库的构建

刺孢吸水链霉菌Shs47基因组粘粒文库的构建

参考Chen等[14]的方法。提取链霉菌Shs47的基因

组DNA,用限制性内切酶Sau3AI将基因组部分酶

切,回收40kb左右的片段,去磷酸化处理;同时将

粘粒载体pJTU2554用 HpaⅠ酶切,去磷酸化处

理,再用BamHⅠ酶切;将处理好的外源片段与载

体用T4DNA连接酶连接,用λ噬菌体包装蛋白包

装,转染XL1-BlueMR/pUZ8002,将菌液涂于含有

阿泊拉霉素及卡那霉素的LA平板上,37℃培养过

夜;挑取长出的克隆子置于96孔板培养、保藏。
1.4 基因组粘粒文库的高通量接合转移、异源表达

和活性筛选

  粘粒文库的高通量接合转移参考Chen等[14]的

方法进行。用48孔复制器将链霉菌Shs47文库接

种到涂有合适浓度SBT5孢子的 MS平板上,30℃
培养14~16h后用阿泊拉霉素以及三甲氧苄氨嘧

啶覆盖;继续培养3~7d,即可观察到接合转移子。
接合转移子产孢后,用48孔复制器转接到新的含有

阿泊拉霉素以及三甲氧苄氨嘧啶的 MS平板培养;
待产孢后,用48孔复制器转接到R3固体培养基,

30℃培养发酵7d,将新鲜培养的生测指示菌掺入

到0.5%琼脂的LA或者沙博诺培养基中,覆盖到

发酵平板上,37或30℃继续培养1~2d,观察抑菌

圈情况。挑出产抑菌圈克隆相对应的大肠杆菌粘粒

阳性克隆,重新接合转移到链霉菌异源表达宿主,发
酵验证其产抗生素活性。
1.5 粘粒阳性克隆的测序及分析

将验证正确的粘粒阳性克隆进行测序,利用

FramePlot4.0进行 ORF的预测,同时利用 NCBI
数据库进行DNA以及氨基酸序列的同源比对。
1.6 链丝菌素的发酵与分离提纯

从充分产孢的平板上打取菌块,接种到TSBY
培养基中,摇种子培养2d,再以1/10的接种量接种

到液体培养基R3中,30℃摇瓶培养5d。将发酵液

离心,取上清液,用20μm 孔径的滤膜过滤,取10

μL进行LC-MS检测。
1.7 链丝菌素组份的检测

用LC-ESI-MS-MS检测发酵产物,根据准分子

离子的质荷比值以及二级质谱特征确定链丝菌素的

不同组份[11]。针对已知链丝菌素7种组份(ST-
XABCDEF)的理论相对分子质量,抽提LC-MS总

离子流中具有既定分子质量的准分子离子,参考标

准品中链丝菌素组份的保留时间,检测链丝菌素的

不同组份;再根据特征二级质谱,确定链丝菌素组

份。LC-MS条 件:色 谱 柱,Kromasil5μm100A
C18250mm×4.6mm。洗脱条件,流动相A为乙

腈,流动相B为0.05%(V/V)的七氟丁酸与0.05%
(V/V)的甲酸的水溶液。0~3min:10%~25%的

24
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A相(V/V),3~12min:30%的A相(V/V),12~18
min:100%的A相(V/V),18~25min:10%的A相

(V/V)[11]。

2 结果与分析

2.1 链霉菌 Shs47 基因组粘粒文库抗生素活性克

隆的筛选

  将链霉菌Shs47基因组粘粒文库以高通量接合

转移的方法导入链霉菌SBT5,在固体培养基上发

酵,生物活性检测筛选到1个对蕈状芽胞杆菌(B.
mycoides)、金黄色葡萄球菌(S.aureus)、耻垢分枝

杆菌(M.smegmatis)和红酵母(Rhodotorulasp.)
均有抑制活性的粘粒克隆1H5。单独将1H5再转

到链霉菌SBT5,发酵验证抑菌活性,结果如图1所

示,含1H5的接合转移子对4种指示菌均具有明显

抑菌活性。说明这种活性物质具有广谱的抗菌作

用,不同指示菌对于物质敏感性程度的不同使得抑

制圈大小有所差异。

 pJTU2554是粘粒文库的载体,S.lividansSBT5是异源表达宿主。pJTU2554wasthevectorofthecosmidlibrary,S.lividansSBT5

wasusedastheheterologousexpressionhost.

图1 阳性克隆1H5的生物活性检测

Fig.1 Bioassayofthepositiveclone1H5

2.2 粘粒 1H5 包含完整的链丝菌素生物合成基因簇

对粘粒1H5进行DNA序列测定,发现1H5包

含1个小分子化合物生物合成基因簇,与娄彻氏链

霉菌 NBRC12908中的链丝菌素生物合成基因簇

(序 列 号:AB684619.1)序 列 相 似 性 达 到 99%
(表1),基因排列顺序也高度相似(图2),只是1H5
序列比 AB644619.1在左边多8个 ORF(-1~

-8),其中ORF-1与ORF23和ORF24一样,都
编码转座酶。1H5上的基因簇与淡紫灰链霉菌

NBRC12789 的 链 丝 菌 素 基 因 簇 (序 列 号:

AB684620.1)ORF的 相 似 性 也 达70%~92%
(表1)。根据以上序列分析,推测1H5编码基因

簇表达 出 的 抗 菌 物 质 可 能 为 链 丝 菌 素 或 其 衍

生物。

图2 粘粒1H5与娄彻氏链霉菌NBRC12908的链丝菌素基因簇结构

Fig.2 Organizationofthestreptothricingeneclustersfrom1H5andS.rocheiNBRC12908

34
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表1 粘粒1H5与已知链丝菌素生物合成基因的比较

Table1 Comparisonofthebiosyntheticgenesfromcosmid1H5andtwoknownstreptothricingeneclusters

ORF
开放读码框

预测功能

Predictedfunction

蛋白
大小/aa
Length

与娄彻氏链霉菌链丝菌素基因簇

AB684619.1的同源性

HomologywithAB684619.1
(fromS.rocheiNBRC12908)

ORF
大小/aa
Length

同源性/%
Identities

与淡紫灰链霉菌链丝菌素基因簇

AB684620.1的同源性

HomologywithAB684620.1
(fromS.lavendulaeNBRC12789)

ORF
大小/aa
Length

同源性/%
Identities

1
Acetyltransferase(STAT)
酰基转移酶 189 1 189 100 E 186 70

2
假设蛋白

Hypotheticalprotein
259 2 259 100 F 248 79

3
水解酶

Hydrolase
276 3 276 99 G 280 70

4
大环内脂磷酸转移酶

Macrolidephosphotransferase
368 4 368 99 H 319 73

5
非核糖体肽合成酶

NRPS
505 5 505 99 I 505 74

6
肽酶

Peptidase
641 6 582 98 J 573 76

7
糖基转移酶

Glycosyltransferase
359 7 359 100 K 359 92

8
甲氨酰基磷酸转移酶

Carbamoyl-phosphatesynthetase
410 8 410 100 L 410 81

9
假设蛋白

Hypotheticalprotein
234 9 234 99 M 234 91

10
氧化还原酶

Oxidoreductase
676 10 676 99 N 675 80

11
酰基转移酶

Acyltransferase
247 11 247 99 O 249 80

12
L-精氨酸-β-羟化酶

L-Arginine-β-hydroxylase
344 12 344 00 P 344 88

13
非核糖体肽合成酶

NRPS
662 13 662 99 Q 616 75

14
转氨酶

Aminotransferase
386 14 386 100 R 386 84

15
L-赖氨酸-2,3-转氨酶

L-Lysine-2,3-aminotransferase
474 15 474 100 S 476 88

16
调控蛋白

Regulatoryprotein
325 16 325 99 T 215 70

17
甲氨酰基转移酶

Carbamoyltransferase
576 17 576 99 U 577 88

18
非核糖体肽合成酶

NRPS
607 18 607 99 V 612 76

19
非核糖体肽合成酶

NRPS
559 19 559 99

没有同源性

Nohomology

20
ABC转移酶

ABCtransporter
566 20 564 96 W 563 76

21
ABC转移酶

ABCtransporter
644 21 644 99 X 634 81

22
酪氨酸/丝氨酸磷酸酶

Tyr/Serphosphatase
242 22 242 99

没有同源性

Nohomology

2.3 粘粒 1H5 在不同链霉菌宿主中均产生链丝

菌素

  将1H5分别重新接合转移到不产生链丝菌素

类化合物的4株链霉菌(毒三素链霉菌SBT11、天
蓝色链霉菌 M1152和 M1154以及变铅青链霉菌

SBT5)中,分别发酵其接合转移子和野生型菌株

44
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Shs47,检测发酵物的抑菌活性,含1H5的链霉菌都

有明显的抑菌圈,SBT5/1H5以及Shs47的抑菌圈

直径略小,而空载体宿主发酵产物没有抑菌圈(数据

未显示)。在此基础上,通过LC-ESI-MS-MS检测

链丝菌素的不同组份(图3)发现,在毒三素链霉菌

SBT11/1H5中能够检测到ST-D(图3B,三角形标

注峰);在天蓝色链霉菌 M1152/1H5中能检测到

ST-D和ST-C(图3C,三角形和正方形标注峰);而
在天蓝色链霉菌 M1154/1H5中则检测到ST-F、

ST-D以及ST-C三种组份(图3D,分别为圆形、三
角形和正方形标注峰);在变铅青链霉菌SBT5/1H5
中检测到ST-D组份(图3E,三角形标注峰),同时

也观察到ST-C和ST-F的准分子离子抽提峰,但没

有检测到相应的特征二级质谱信号,可能是SBT5/

1H5中化合物产量低所导致。在野生型菌株Shs47
的发酵液中,能够观察到与ST-D和ST-F相应的准

分子离子抽提峰,其保留时间与标准品相应峰相同,
但二级质谱没有检测到特征信号(图3F)。

 A:链丝菌素标准品;B:毒三素链霉菌SBT11/1H5;C:天蓝色链霉菌M1152/1H5;D:天蓝色链霉菌M1154/1H5;E:变铅青链霉菌

SBT5/1H5;F:刺孢吸水链霉菌Shs47。显示抽提的链丝菌素准分子离子峰图谱。圆形(○)、三角形(△)或正方形(□)标注峰分别是

在 MS-MS二级质谱中具有明显的特征分子碎片信号的ST-F(m/z=503.3)、ST-D(m/z=759.5)或ST-C(m/z=887.6)组份。

A:Streptothricinsstandard(amixtureofST-DandST-F);B:S.toxytriciniSBT11/1H5;C:S.coelicolorM1152/1H5;D:S.coelicolor

M1154/1H5;E:S.lividansSBT5/1H5;F:S.hygrospinosusShs47.Onlyspectraofextractedspecificmolecularionsareshown.La-
beledpeaks,ie.opencircle(○),opentriangle(△)oropensquare(□),arepeakswithspecificMS-MSsignalscorrespondingtomolec-
ularfragmentsofstreptothricincomponentsST-F(m/z=503.3),ST-D(m/z=759.5)orST-C(m/z=887.6),respectively.

图3 粘粒1H5在不同链霉菌宿主表达链丝菌素的LC-ESI-MS-MS检测图谱

Fig.3 LC-ESI-MS-MSanalysisofthestreptothricinsproducedbydifferentStreptomycesstrains

3 讨 论

刺孢吸水链霉菌Shs47是1株从神农架原始森

林土壤中分离的链霉菌,初期研究发现其发酵液具

有广谱抑菌活性。通过克隆测序,我们从该菌获得

了1个抗生素生物合成基因簇,并通过异源表达验

证了该基因簇负责链丝菌素的生物合成。与已发表

的2个链丝菌素生物合成基因簇[11]相比,1H5所包

含的基因簇与娄彻氏链霉菌的链丝菌素基因簇相似

度达到99%,与淡紫灰链霉菌的基因簇间也具有较
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高相似性。链丝菌素是链霉菌中最为频繁出现的抗

生素,在 抗 菌 药 筛 选 实 践 中 它 的 出 现 频 率 约 为

10%[20];有趣的是,本研究中Shs47基因簇两侧的

基因(ORF-1、ORF23和 ORF24)都编码转座酶,
暗示整个基因簇因而可能在不同生物间移动,从而

导致其广泛分布在不同链霉菌中。
多聚赖氨酸链的合成与连接是链丝菌素生物合

成中非常关键的一步。通过研究娄彻氏链霉菌中的

链丝菌素生物合成,Maruyama等[11]推测多聚赖氨

酸的合成过程如下:β-赖氨酸被独立腺苷酰化结构

域蛋白ORF5活化生成L-β-赖氨酸-O-AMP,再转

移到另一个NRPS(ORF18)上;同时腺苷酰化结构

域蛋白 ORF19活化另一个L-β-赖氨酸,并催化其

连接到与ORF18相连的赖氨酸之后,延伸形成寡

聚赖氨酸链;最后 ORF18催化寡聚赖氨酸链与链

里定中间体相连,释放出链丝菌素产物。
本研究通过用几株不同的链霉菌作为异源表达

宿主对链丝菌素基因簇进行表达,发现在不同异源

表达宿主中,同一个基因簇表达出了不同的链丝菌

素产物,这些产物的主要差别在于β-赖氨酸聚合

程度的不同。这一现象为研究链丝菌素中L-β-赖
氨酸的聚合机制提供了新的思路,即异源表达宿

主中可能存在调控因子,能够影响寡聚赖氨酸的

合成。
天然链丝菌素具有广谱的抑菌活性,对真核细

胞的抑制活性妨碍了它的临床应用。组合生物合成

方法已经证明是复杂天然产物结构优化的有效手

段,其成功应用的前提是获得化合物的生物合成基

因簇,在了解其合成途径基础上对有关基因进行遗

传改造,从而获得结构变化的衍生物。本研究获

得的链丝菌素基因簇以及对其异源表达的研究可

为链丝菌素结构改造及其生物合成调控研究奠定

基础。

参 考 文 献

[1] WAKSMANSA,WOODRUFFHB.Streptothricin,anewse-

lectivebacteriostaticandbactericidalagent,particularlyactive

againstgram-negativebacteria[J].PSEBM,1942,49:207-

210.
[2] BOCKERH,BERGTERF.Nourseothricin--properties,biosyn-

thesis,production[J].ArchExpVeterinarmed,1986,40(5):

646-657.
[3] FERNANDEZ-MORENO M A,VALLINC,MALPARTIDA

F.Streptothricinbiosynthesisiscatalyzedbyenzymesrelated

tononribosomalpeptidebondformation[J].JBacteriol,1997,

179(22):6929-6936.
[4] KHOKHLOV AS,SHUTOVA KI.Chemicalstructureof

streptothricins[J].JAntibiot,1972,25(9):501-508.
[5] HORINOUCHIS,FURUYAK,NISHIYAMA M,etal.Nu-

cleotidesequenceofthestreptothricinacetyltransferasegene

fromStreptomyceslavendulaeanditsexpressioninheterolo-
goushosts[J].JBacteriol,1987,169(5):1929-1937.

[6] HAMANOY,MATSUURAN,KITAMURA M.Anovelen-
zymeconferringstreptothricinresistancealtersthetoxicityof

streptothricinDfrombroad-spectrumtobacteria-specific[J].

JBiolChem,2006,25(281):16842-16848.
[7] JIZQ,WANGMG,ZHANGJW,etal.Twonewmembersof

streptothricinclassantibioticsfromStreptomycesqinlingensis

sp.nov[J].JAntibiot(Tokyo),2007,60(12):739-744.
[8] GANML,ZHENGXD,GANLS,etal.Streptothricinderiva-

tivesfromStreptomycessp.I08A1776[J].JNatProd,2011,

74:1142-1147.
[9] 甘茂罗,郑旭东,关艳,等.链霉菌I08A1776产生的水溶性链

丝菌素[J].中国抗生素杂志,2012,37(8):599-606.
[10]GRAMMELN,PANKEVYCHK,DEMYDCHUKJ,etal.Aβ-

lysineadenylatingenzymeandaβ-lysinebindingproteinin-
volvedinpolyβ-lysinechainassemblyinnourseothricinsyn-
thesisinStreptomycesnoursei[J].EurJBiochem,2002,269:

347-357.
[11]MARUYAMAC,TOYODAJ,KATOY,etal.Astand-alone

adenylationdomainformsamidebondsinstreptothricinbio-
synthesis[J].NatChemBiol,2012,8:791-797.

[12]白亭丽,俞燕飞,徐钟,等.高效异源表达变铅青链霉菌宿主的

构建[J].华中农业大学学报,2014,33(1):1-6.
[13]GOMEZ-ESCRIBANOJP,BIBBMJ.EngineeringStreptomy-

cescoelicolorforheterologousexpressionofsecondarymetabo-
litegeneclusters[J].MicrobBiotechnol,2011,4(2):207-215.

[14]CHEN L,WANG Y M,GUO H,etal.High-throughput

screeningforStreptomycesantibioticbiosynthesisactivators
[J].ApplEnvironMicrobiol,2012,78(12):4526-4528.

[15]LIL,XUZN,XUXY,etal.Themildiomycinbiosynthesis:in-
itialstepsforsequentialgenerationof5-hydroxymethylcytidine

5’-monophosphateand5-hydroxymethylcytosineinstreptover-
ticilliumrimofaciensZJU5119 [J].ChemBioChem,2008,9:

1286-1294.
[16]KIESERT,BIBBMJ,CHATERKF,etal.PracticalStrepto-

mycesgenetics[M].2nded.Norwich:JohnInnesFoundation,

2000.
[17]SAMBROOKJ,FRITSCHEF,MANIATIST.Molecularclo-

ning:alaboratorymanual[M].2nded.NY:ColdSpringHar-
borLaboratoryPress,1989.

[18]GUERRA-LOPEZD,DANIELSL,RAWATM.Mycobacteri-

umsmegmatismc2155fbiCandMSMEG_2392areinvolvedin

triphenylmethanedyedecolorizationandcoenzymeF420bio-

64



 第2期 陈 萌 等:链丝菌素生物合成基因簇的克隆及其异源表达  

synthesis[J].Microbiology,2007,153:2724-2732.
[19]BOSSCHE H.BiochemicaleffectsofmiconazoleonfungiI.

Effectsontheuptakeand/orutilizationofpurines,pyrimi-
dines,nucleosides,aminoacidsandglucosebyCandidaalbi-

cans[J].BiochemPharmacol,1974,23(4):887-899.
[20]BALTZR H.Antibioticdiscoveryfromactinomycetes:willa

renaissancefollowthedeclineandfall? [J].SIM News,2005,

55:186-196.

Cloningandheterologousexpressionofastreptothricin
biosyntheticgenecluster

CHENMeng1 XUMin1 WANGYemin1 BAITingli2

BIDexi1 DENGZixin1 TAOMeifeng1

1.StateKeyLaboratoryofMicrobialMetabolism/CollegeofLifeSciencesandBiotechnology,

ShanghaiJiaoTongUniversity,Shanghai200030,China;

2.StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Toobtainsmallmolecularantibacterialcompoundanditsbiosyntheticgenecluster,age-
nomiccosmidlibrarywasscreenedbyhigh-throughputconjugation,heterologousexpression,bioassay,

andcombinedwithDNAsequencing.Apositiveclone1H5expressinggrowth-inhibitionactivitiesagainst
grampositivebacteriaandRhodotorulawasobtainedfromthegenomiclibraryofStreptomyceshygro-
spinosus.Thecosmid1H5harboredaclusterofgeneshighlysimilartopreviouslyreportedstreptothricin
biosyntheticgeneclustersintermsofsequenceandgeneorganization.Streptothricinsweredetectedin
thefermentationbrothofStreptomycesexpressionhostscarrying1H5,indicatingthatthisclonecon-
tainedanentiregeneclusterforstreptothricinbiosynthesis.Thecloningandheterologousexpressionof
thebiosyntheticgeneclusterpavethewayforfurtherstudyofthebiosynthesis,regulationandstructural
modificationofstreptothricin.

Keywords Streptomyces;streptothricins;genomiccosmidlibrary;high-throughputconjugation;

heterologousexpression;
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