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硫藤黄链霉菌基因组表达文库的构建及筛选
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摘要　为了探讨硫藤黄链霉菌中可能存在的次级代谢产物合成及调控机制,以链霉菌整合型质粒 pJＧ
TU２５５４为载体,构建了硫藤黄链霉菌的基因组表达文库.以模式菌株变铅青链霉菌为异源表达宿主,通过生

物活性筛选获得９株具有抑菌活性的异源表达突变菌株,同时通过 PCR筛选获得多个含有聚酮合酶和非核糖

体多肽合成酶基因的克隆子.TLC及 HPLCＧMS分析发现６个携带有aureothin生物合成基因簇的cosmid,通
过异源表达在变铅青链霉菌中成功合成聚酮类抗生素aureothin,证实文库异源表达及筛选的有效性.

关键词　硫藤黄链霉菌;天然产物;基因组文库;异源表达;文库筛选

中图分类号　Q９３９．９　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１６)０５Ｇ００３９Ｇ０６

　　微生物在次级代谢过程中产生丰富的活性天然

产物,一般对环境中其他微生物具有毒害作用,使得

宿主获得自然界的竞争优势并实现群体间的自我保

护[１].微生物所产生的天然产物按照化学结构可以

分为βＧ内酰胺类(青霉素[２]、头孢菌素等)、氨基糖苷

类(卡那霉素、井冈霉素等)、四环素类(四环素、土霉

素等)、氯霉素类(氯霉素、甲砜霉素等)、大环内酯类

(红霉素、麦迪霉素等)、林可酰胺类(克林霉素、林可

霉素等)、寡肽类(万古霉素、硫链丝菌素等)等[３].
这些不同类型的天然产物因具有较好的生物学活性

而成为近几十年来研究的热点.放线菌尤其是链霉

菌属是目前发现的活性天然产物含量最丰富的类

群.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[４Ｇ５],最大的基因簇已经

超过１００kb,其中关于聚酮类和非核糖体多肽类抗

生素研究最为深入[６].Ⅰ型聚酮合酶(PKS)和非核

糖体多肽合成酶(NRPS)分子机制的揭示[７Ｇ８]使得

特定模块的重组杂合成为可能,为通过组合生物学

方法获得更多新型抗生素提供了理论基础,为克服

近些年来日益严重的细菌耐药性带来了希望[９Ｇ１０].
硫藤黄链霉菌因能够产生大量的黄色色素,使

得菌体在进入次级代谢阶段后变为特异性的亮黄色

而被命名.目前在硫藤黄链霉菌的发酵产物中分离

得到的聚酮类抗生素aureothin[１１]和二硫吡咯酮类

抗生素thiolutin[１２],均为黄色物质且产量较高.聚

酮类化合物aureothin含有比较稀有的苯硝基、甲基

化吡喃酮以及甲烯四氢呋喃环结构,具有抗肿瘤、
抗真菌以及杀虫等广泛的生物活性.而二硫吡咯酮

类抗生素thiolutin对革兰氏阳性和阴性菌均具有

抑菌作用,同时还能抑制上皮细胞的粘连及肿瘤细

胞的生长.有数据显示,thiolutin对淋巴细胞的增

殖和血小板的凝集都具有抑制作用[１３].笔者所在

实验室前期利用简并性引物在该链霉菌的基因组中

扩增得到多个聚酮合酶(PKS)和非核糖体多肽合成

酶(NRPS)基因,暗示着硫藤黄链霉菌具有产生多

种活性天然产物的能力及丰富的次级代谢途径.由

于硫藤黄链霉菌具有较强的限制修饰系统,外源

DNA不能有效地导入,使得基因敲除、基因中断等

遗传操作方法无法在野生型菌株中开展.因此,本
研究采用构建基因组表达文库的方法,在遗传和代

谢背景清晰的模式菌株内表达硫藤黄链霉菌的基

因,通过文库筛选来研究基因的功能,旨在为发掘新

的天然产物及其生物合成途径奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌种和质粒.硫藤黄链霉菌(Streptomyces
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thioluteus)、枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis１６８)、
酿 酒 酵 母 (Saccharomyces cerevisiae)、XanＧ
thomonasoryzaepv．oryzicolastrainRH３、丝状真

菌 Alternariaalternata、Ricerhizoctonia 和 OoＧ
mycetesJLＧS 由笔者所在实验室收藏;大肠杆菌

EPI３００购自 EPICENTRE 公司;质粒 pJTU２５５４
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,硫藤黄链霉菌液体培养基为 M１０,变
铅青链霉菌液体培养基为 YEME,产孢及发酵培养

基为 YD [１４].

３)主要试剂.限制性内切酶购自Fermantas公

司;T４ DNA 连 接 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;CopyControlFosmidLibraryProduction
Kit购自EPICENTRE公司;所用引物均由南京金

斯瑞生物科技有限公司合成;其余试剂均购自国药

集团.
1.2　链霉菌基因组 DNA 的提取

将链霉菌孢子接种于５０mLM１０培养基中,在

３０℃摇床中２００r/min培养７２h.菌丝体收集及基

因组DNA抽提方法见文献[１４].
1.3　基因组文库的构建

将５０μL抽提好的链霉菌总 DNA 加入１０μL
１０×Sau３AIBuffer、４０μL 无菌水以及不同量的

Sau３AI,３７℃酶切３０min后,加入１/１０体积的０．５
mol/LEDTA 终止反应,然后通过脉冲电泳分析部

分酶切的效果.选取能够将总DNA酶切成３０~４０
kb大小片段的部分酶切条件进行大量酶切.通过

脉冲电泳分离不同大小的酶切片段,将包含有３０~
４０kbDNA片段的凝胶切割下来,装入透析袋中并

加入适量１×TAEBuffer进行电洗脱回收.同时

将３０μL质粒pJTU２５５４的 DNA 加入５μL１０×
BamH Ⅰ Buffer、１０ μL 无 菌 水 以 及 ５ μL
BamHⅠ,３７℃酶切３h后,跑胶回收线性化的载体

DNA条带,然后用 T４DNA 连接酶连接载体和处

理好的总DNA.１０μL连接产物与２５μLλ噬菌体

包装蛋白混匀后,３０℃温浴９０min后,再加入２５

μLλ噬菌体包装蛋白,３０℃继续温浴９０min.将

１０μL包装产物与１００μL大肠杆菌EPI３００细胞混

匀后,室温放置２０min,然后涂平板检测克隆子的数

量.脉冲电泳条件为:交变时间１~５０s、电泳时间

１９h、电压６V/cm、脉冲场角度１２０°、温度１４℃.

1.4　原生质体转化

链霉菌原生质体制备及转化方法参照文献[１４]
进行.
1.5　文库的 PCR 筛选

根据 GenBank中aureothin生物合成基因簇的

序列 设 计 特 异 性 引 物 ２up:５′ＧCGGTCCGGGTＧ
GAATGGCTGAAATGＧ３′和 ２down:５′ＧCCGGCＧ
CCGAGGATGTTGAAGGATAＧ３′、

３up:５′ＧCGTGGCGGAGGCTGGGTTGTTTCＧ３′
和 ３down:５′ＧAGCGCTGTGCCCCTGGTGTCTGTCＧ
３′、KS２for１:５′ＧGCACCGGCGCCGATACCAAＧ３′和

KS２rev１:５′ＧTGCGCCTCCACCACGTCCACCTCＧ３′、

KS１４５for１:５′ＧGTCGCCTCCGGACGCATCTCCTAＧ３′
和 KS１４５rev１:５′ＧCGCCTCGACCACATCCACATＧ
CAGCＧ３′,通过 PCR 扩增来筛选文库.首先筛选

plate库,然后筛选row库,再筛选单克隆,最后获得

阳性克隆子.PCR扩增条件为９４℃ ３min;;９４℃
３０s,５７℃３０s,７２℃１min,３４个循环;７２℃１０min.
1.6　发酵及 HPLCＧMS 分析

将链霉菌孢子接种到 M１０或 YD 培养基上,

３０℃培养７d后,将固体培养基切碎,加入适量的乙

酸乙酯萃取３~４h后过滤.滤液用旋转蒸发仪进

行浓缩,最后溶于甲醇,使用０．４５μm 有机膜过滤除

去不 溶 物 后 直 接 用 于 HPLC 和 LCＧMS 检 测.

HPLC条件为流速０．５mL/min;０min时,V甲醇 ∶
V水 ＝３０∶７０;１５ min 时,V甲醇 ∶ V水 ＝７５∶２５;

４５min时,V甲醇 ∶V水 ＝７５∶２５;５０min时,V甲醇 ∶
V水 ＝３０∶７０;检测波长３４５nm.质谱数据由TherＧ
moScientificLTQ FLEET 仪 器 系 统 和 Agilent
１１００HPLC仪器系统获得.使用的条件如下:毛细

管电压４５V,毛细管温度２７５℃,喷雾电压３．５kV,
相对分子质量范围１００~２０００.

2　结果与分析

2.1　硫藤黄链霉菌发酵产物的分析

为了确定所获得的菌株与前期研究结果[１５Ｇ１６]相

符,首先进行菌株的发酵培养,然后通过生物活性测

定、HPLC及 LCＧMS对其代谢产物进行鉴定.生

物活性测定结果显示该菌对枯草芽孢杆菌１６８等革

兰氏阳性菌、酿酒酵母及多种丝状真菌等都有较强

的抑制作用.发酵产物的 HPLC分析结果如图１
所示,在３００nm 波长下可以同时观察到２种化合

物aureothin和thiolutin的特征吸收峰.通过 LCＧ

０４
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MS分析进一步确定了这２种化合物的保留时间,

１６．３ min 处为thiolutin 的吸收峰,[M＋H]＋ ＝
２２９[１５];３７~３９min处的３个连续的吸收峰为auＧ
reothin,核质比相同,均为[M＋H]＋ ＝３９８[１６].auＧ

reothin为线性多烯类聚酮化合物,出现３个连续

的吸收峰可能与其存在多个空间结构异构体有

关.上述结果证实本研究所获得的菌株为硫藤黄

链霉菌.

图１　硫藤黄链霉菌发酵产物的HPLC分析(UV,３００nm)

Fig．１　HPLCanalysisofextractsfromStreptomycesthioluteus(UV,３００nm)

2.2　基因组文库的构建

由于无法建立硫藤黄链霉菌的遗传操作系统,
笔者选择构建基因组表达文库,希望通过异源表达

对其基因组中可能存在的活性天然产物生物合成基

因簇进行研究.文库载体 pJTU２５５４[１７]含有３个

cos位点,包含来自于链霉菌噬菌体φC３１的整合酶

基因int和整合位点intP,进入链霉菌宿主细胞后

可以通过位点特异性整合插入到宿主染色体的

attB 位点中,形成稳定的遗传.提取硫藤黄链霉菌

的基因组DNA,使用限制性内切酶Sau３AI对基因

组DNA进行部分酶切,回收大小为３０~４０kb的片

段,与BamHⅠ处理过的载体pJTU２５５４连接,经λ
噬菌体包装蛋白包装后,侵染大肠杆菌 EPI３００,获
得２８个转染平板,每板约含有３００个克隆,整个文

库共计约８４００个克隆.根据文献[１８]中的公式

N＝ln(１－p)/ln(１－f)(式中,N 为文库克隆数;

p 为目的基因在文库中出现的概率;f 为插入片段

与基因组总长的比值)计算,发现２１００个克隆就足

以覆盖链霉菌基因组的９９．９９％.挑取其中７个平

板中的２１１２个克隆接种到２２个９６孔板中进行文

库的保藏.将另外２１个平板中的菌落分别混合收

集起来,分成２１个亚库保存于菌种管中,同时从菌

种管中取出一半菌体细胞,抽提相应的质粒DNA.
2.3　文库的异源表达筛选

通过原生质体转化的方法,将２１个亚库的质粒

DNA分别导入模式菌株变铅青链霉菌ZX１[１９]中进

行异源表达.每个亚库随机挑选１００个转化子,共
获得２１００个转化子.将这些转化子分别接种到

YD培养基上,３０℃培养７d后,以枯草芽孢杆菌

１６８、植物细菌性条斑病病原菌 RH３(Xanthomonas
oryzaepvoryzicolastrainRH３)、大肠杆菌 DH５α
和酿酒酵母(Saccharomycescerevisiae)为指示菌进

行生物活性测定,共筛选得到９株有抑菌活性的异

源表达菌株(表１).其中６株可以产生蓝色色素,

２株可以同时抑制４种生测指示菌.
2.4　文库的 PCR 筛选

虽然通过生物活性测定及表型观察的方法,从
文库中筛选得到了一些具有生物活性的异源表达菌

株,但是在这些异源表达菌株的代谢产物中并没有

检测到aureothin 或thiolutin这２种抗生素的产

生.硫藤黄链霉菌中目前已经报道的只有aureothＧ
in生物合成基因簇(aur)的序列[１１],而笔者所在课

题组利用简并性引物从该链霉菌基因组中扩增得到

多个聚酮合酶和非核糖体多肽合成酶基因,如ks２、

ks１４５和nrps１.经过序列比对发现它们绝大多数

不属于aur基因簇,推测可能参与其他聚酮或非核

糖体多肽类化合物的合成.为了更有效地筛选并

克隆到活性天然产物的合成基因簇,笔者同时还

采用了PCR的方法,定向筛选包含有某个 PKS或

NRPS基因簇的克隆子,然后通过异源表达展开相

应的功能研究.
利用引物 KS２for１和 KS２rev１筛选得到包含

１４
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表１　异源表达文库的活性筛选结果

Table１　ScreeningoftheS．thioluteusgenomiclibrarybyheterologousexpression

亚库 SubＧlibrary 编号 No． 色素 Pigment 抑菌谱Inhibitionspectrum

１ １Ｇ１ 浅蓝色 Lightblue B．substilis１６８

２ ２Ｇ１ 无 None B．substilis１６８

９ ９Ｇ１ 浅蓝色 Lightblue B．substilis１６８

９ ９Ｇ２ 蓝色 Blue B．substilis１６８

９ ９Ｇ３ 蓝色 Blue B．substilis１６８

９ ９Ｇ４ 蓝色 Blue B．substilis１６８

１１ １１Ｇ２ 浅蓝色 Lightblue B．substilis１６８

１３ １３Ｇ２ 无 None
B．substilis１６８,Xanthomonasoryzae pv．oryzicola strain RH３,
E．coliDH５α,Saccharomycescerevisiae

１９ １９Ｇ２ 无 None
B．substilis １６８,Xanthomonasoryzae pv．oryzicola strain RH３,
E．coliDH５α,Saccharomycescerevisiae

有 PKS基因—ks２的阳性克隆子１C２、４F２、６G１、

９E５、１１B１２、１５B１１、２２B１０ 和 ２３H４;利 用 引 物

KS１４５for１和 KS１４５rev１筛选得到包含有 PKS基

因—ks１４５ 的 阳 性 克 隆 子 ５A２、７C４、８G５、１２D４、

１４H１、１６F１２、２０A３ 和 ２１A２(图 ２);利 用 引 物

NRPSfor１和 NRPSrev１筛选得到包含有 NRPS基

因—nrps１的阳性克隆子３G１１、６G２、６G７、６G１１、

１０D８、１２F１１、１５A５、１５E１、１６C１和１９C１１.从筛选

得到的阳性克隆可以看出,这３个基因分别位于不

同的基因簇内,其阳性克隆之间没有重复.

图２　阳性克隆子的酶切胶图

Fig．２　AgarosegelofrestrictiondigestionofthepositivecloneswithBamHⅠ (M:１kbladder)

　　为了验证PCR筛选策略的可行性,在已经公布

的aur基因簇两侧分别设计了１对引物,通过PCR
的方法在基因组文库中寻找能够同时用特异性引物

对２up/２down和３up/３down扩增得到阳性的克隆

子,即包含完整的aur 基因簇.最终获得６个阳性

克隆,分 别 为 ２E１０、５A４、５A５、１２F２、１２F１０ 和

２１E４.通过PCR及酶切分析进一步对阳性克隆子

进行验证.

2.5　异源表达产物的检测

将包含有完整aur基因簇的６个阳性克隆子通

过原生质体转化分别导入异源表达宿主变铅青链霉

菌ZX１中,获得相应的６个异源表达突变菌株.将

异源表达菌株和原宿主菌的孢子接种到 YD培养基

中,３０℃发酵７d.利用薄层层析(TLC)分析,在

３６６nm 的紫外灯下可以明显看到在异源表达菌株

的粗提物中,有１个化合物的带表现出aureothin特

２４
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　１:S．lividans ZX１;２:S．lividans ZX１∶∶ pJTU２５５４;

３:S．lividansZX１∶∶１２F１０;４:S．thioluteus ．

图３　异源表达菌株的TLC分析

Fig．３　TLCanalysisofextractsoftheheterologous
expressionstrains

异性的橙红色荧光(图３).进一步的 HPLC分析证

实６个异源表达菌株均可以产生aureothin,而作为

对照的原宿主菌中没有检测到该化合物(图４).

3　讨　论

本研究首先通过生物活性测定及 HPLCＧMS
分析对野生型硫藤黄链霉菌的发酵产物进行了鉴

定,证实该菌株具有较强的生物活性,能够产生聚酮

类抗生素aureothin和二硫吡咯酮类抗生素thioluＧ
tin.通过构建硫藤黄链霉菌的基因组表达文库,利
用生物活性测定的方法获得９株能够产生活性物质

的异源表达菌株.同时利用PCR筛选的方法获得

更多含有聚酮合酶和非核糖体多肽合成酶基因的阳

性克隆,并通过异源表达成功获得能够合成aureothin

图４　异源表达菌株的HPLC分析(UV,３２０nm)

Fig．４　HPLCanalysisofextractsofheterologousexpressionstrains
的突变菌株,从而证实本研究中异源表达文库的筛

选是有效的.
本研究使用了不同的文库筛选方法.传统的生

物活性筛选工作量较大且灵敏度低,很容易因筛选

模型不合适或产量低而造成漏筛.如本研究在第１
次生物活性筛选中就没有得到aureothin的异源表

达菌株.生物活性测定的方法比较简单直观,但是

用它进行文库筛选时显得盲目,因此,后期笔者又采

用PCR 的方法针对基因组中可能存在的 PKS和

NRPS基因簇进行了特异性的筛选,成功异源表达

出aureothin.PCR筛选方法的目标明确,要求已知

目标基因的序列.随着测序技术的飞速发展,很多

基因甚至基因组的测序工作变得越来越简单,费用

也在不断降低,目前 NCBIGenomes数据库中细菌

基因组就有５４５１个,其中链霉菌基因组有１７７个.
基因组学的兴起和迅速发展,增加了采用PCR方法

筛选文库的可行性,使得该方法被科学研究者广泛

用于基因或基因簇的克隆工作.通过PCR筛选,本

研究获得了多个包含有PKS和 NRPS基因簇的阳

性克隆,这些基因簇是否参与活性天然产物的合成

还有待于进一步的异源表达实验加以验证.

参 考 文 献

[１]　CHALLISGL,HOPWOODDA．Synergyandcontingencyas

drivingforcesfortheevolutionofmultiplesecondarymetaboＧ

liteproductionbyStreptomycesspecies[J]．PNAS,２００３,１００:

１４５５５Ｇ１４５６１．
[２]　MCEVOYG K,SNOW EK．AHFSdruginformation[M]．

Bethesda:AmericanSocietyof HealthＧSystem Pharmacists,

２００７．
[３]　HERTWECKC．Thebiosyntheticlogicofpolyketidediversity

[J]．Angewandtechemieinternationaledition,２００９,４８(２６):

４６８８Ｇ４７１６．
[４]　李娜,黄胜,何璟．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[J]．华中农业大学学报,２０１５,

３４(４):７３Ｇ７９．
[５]　张怡,鲁洲,黄胜,等．链霉菌SHＧ６２中肠菌素生物合成基因簇

的克隆及异源表达[J]．华中农业大学学报,２０１５,３４(６):５５Ｇ６０．
[６]　WALSH CT,O＇CONNORSE,SCHNEIDERTL．PolyketideＧ

３４



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３５卷　

nonribosomalpeptideepothiloneantitumoragents:theEpoA,B,

Csubunits[J]．JournalofindustrialmicrobiologyandbiotechnoloＧ

gy,２００３,３０:４４８Ｇ４５５．
[７]　HOPWOODDA．Geneticcontributionstounderstandingpolyketide

synthases[J]．Chemicalreviews,１９９７,９７:２４６５Ｇ２４９８．
[８]　WALSH CT．PolyketideandnonribosomalpeptideantibiotＧ

ics:modularityandversatility[J]．Science,２００４,３０３:１８０５Ｇ

１８１０．
[９]　KAOCM,KATZL,KHOSLAC．Engineeredbiosynthesisof

acompletemacrolactoneinaheterologoushost[J]．Science,

１９９４,２６５:５０９Ｇ５１２．
[１０]FISCHBACH M A,WALSHCT．Biochemistry:directingbiＧ

osynthesis[J]．Science,２００６,３１４:６０３Ｇ６０５．
[１１]HEJ,HERTWECKC．Iterationasprogrammedeventduring

polyketideassembly;molecularanalysisoftheaureothinbioＧ

synthesisgenecluster[J]．Chemistry & biology,２００３,１０:

１２２５Ｇ１２３２．
[１２]DELAFUENTEA,LORENZANAL M,MARTNJF,et

al．MutantsofStreptomycesclavuligerus withdisruptionsin

differentgenesforclavulanicacidbiosynthesisproducelargeaＧ

mountsofholomycin:possiblecrossＧregulationoftwounrelatＧ

edsecondarymetabolicpathways[J]．Journalofbacteriology,

２００２,１８４:６５５９Ｇ６５６５．
[１３]JIAY,WUSL,ISENBERGJS,etal．ThiolutininhibitsenＧ

dothelialcelladhesionbyperturbingHsp２７interactionswith

componentsoftheactinandintermediatefilamentcytoskeleton
[J]．Cellstressandchaperones,２０１０,１５:１６５Ｇ１８１．

[１４]KIESERT,BIBBM,BUTTNER M,etal．PracticalStreptoＧ
mycesgenetics[M]．Norwich:JohnInnesFoundation,２０００．

[１５]HUANGS,ZHAOY,QINZ,etal．IdentificationandheterＧ

ologousexpressionofthebiosyntheticgeneclusterforholomyＧ

cinproducedbyStreptomycesclavuligerus[J]．ProcessbioＧ

chemistry,２０１１,４６:８１１Ｇ８１６．
[１６]HEJ,HERTWECKC．FunctionalanalysisoftheaureothinitＧ

erativetypeⅠ polyketidesynthase[J]．Chembiochem,２００５,

６:９０８Ｇ９１２．
[１７]黄胜,李娜,周俊,等．适用于链霉菌大片段基因组 DNA 克隆

和异源表达的细菌人工染色体 (BAC)载体的构建及应用[J]．
微生物学报,２０１２,５２(１):３０Ｇ３７．

[１８]GREENMR,SAMBROOKJ．Molecularcloning:alaboratory
manual [M]．New York:Cold Spring Harbor Laboratory
Press,２０１２．

[１９]白亭丽,俞燕飞,徐钟,等．变铅青链霉菌高效异源表达宿主

SBT５的构建[J]．华中农业大学学报,２０１４,３３(１):１Ｇ６．

Constructingandscreeningagenomicexpressionlibrary
ofStreptomycesthioluteus

YANGLiyuan　ZHU Mengyi　HEJing

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,Huazhong
AgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　GenomesequencingandbioinformaticsanalysesindicatedthatStreptomycesthioluteus
hasgreatpotentialtoproduceavarietyofbioactivenaturalproductsandpossessescomplexregulatory
mechanismsofsecondarymetabolites．InordertoinvestigatethebiosyntheticpathwaysofputativesecＧ
ondarymetabolitesandregulationmechanismsinthisstrain,agenomicexpressionlibraryofS．thioluＧ
teuswasconstructedbyusinganintegrativeStreptomycesplasmidpJTU２５５４asthevector．NineheterＧ
ologousexpressionmutantstrainswithantibacterialactivitieswereobtainedbybioassayscreeningofthe
expressionlibraryintheheterologoushostofStreptomyceslividansZX１．Positiveclonescarryingthe
putativepolyketidesynthase(PKS)andnoribosomalpeptidesynthetase(NRPS)geneswerescreened
fromthelibrarybyPCR．ResultsofTLCandHPLCＧMSanalysesshowedthatheterolgousexpressionof
６positivecosmidscontainingtheaureothinbiosyntheticgeneclusterinS．lividansZX１resultedinthe
productionofthepolyketideantibiotic,aureothin．Itisindicatedthatheterologousexpressionand
screeningofthelibrarywassuccessfulinS．thioluteus．

Keywords　Streptomycesthioluteus;naturalproducts;genomiclibrary;heterolgousexpression;liＧ
braryscreening
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