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利用同框敲除技术研究Ⅲ型聚酮合酶基因
orf18 的代谢产物
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摘要　为了阐明StreptomycessahachiroiATCC３３１５８中Ⅲ型聚酮合酶基因orf１８的功能,利用同源双交

换的方法对该基因进行同框敲除,采用异位表达的方法进行了相应的回补实验.通过高效液相色谱及液相色

谱Ｇ质谱联用分析发现基因orf１８的敲除会明显降低发酵产物中苯甲酸盐的含量,回补该基因能够在一定程度

上恢复苯甲酸盐的产量,表明orf１８在原宿主中极有可能参与苯甲酸盐的生物合成.
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　　链霉菌是一种产自土壤的革兰氏阳性细菌,可
产生大量具有生物活性的代谢产物,包括抗生素、抗
肿瘤制剂以及免疫抑制剂等[１].随着研究的不断深

入,越来越多活性代谢产物的生物合成基因被克隆

及分析.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

苷类这几个主要的类群.而聚酮类和非核糖体多肽

类是其中最大的两类化合物.研究表明无论是在微

生物还是在植物中,聚酮合酶(polyketidesynthasＧ
es,PKS)都被认为是负责合成聚酮类化合物的关键

酶[２].聚酮合酶根据其作用机制可分为三类:Ⅰ型

PKS是一个巨大模块式的多功能多肽,可合成大环

内酯类、多烯类、聚醚类抗生素,如红霉素、利福霉素

等[３],在酵母及哺乳动物中也有发现[４];Ⅱ型 PKS
是一个大的多酶复合体,各个功能结构域都由独立

的基因编码,并且可以重复利用,主要负责合成芳香

族化合物,如四环素、柔红霉素等;Ⅲ型PKS又称为

查尔酮合酶,主要分布于植物界,在少数细菌中也有

发现,负责合成许多天然聚酮化合物如苯甲酮、间苯

三酚、查耳酮、色酮、吡喃酮等含有黄酮类骨架的化

合物[５],使植物具有抵御外界胁迫的能力,在抗氧

化、抗诱变、抗病害等方面发挥着重要的作用.与Ⅰ
型和Ⅱ型PKS不同,Ⅲ型PKS的结构相对简单,由

两个亚基组成二聚体来完成整个聚酮链的复杂反

应,包括底物反应的起始、延伸单位的缩合、环化以及

芳香化等[６].如何利用如此简单的结构完成复杂的

反应过程,成为了目前研究者们十分感兴趣的问题.

Ⅲ型PKS在早期一直被认为是植物次级代谢

所特有的酶类[７],直到日本研究者在灰色链霉菌中

发现了一个 RppA 类的Ⅲ型PKS[８],从此揭开了细

菌中Ⅲ型 PKS的研究序幕.RppA 类聚酮合酶是

目前研究较多的一类Ⅲ型PKS.在体外反应中,它
可以在不需要酰基载体蛋白的辅助作用下,催化底

物丙二酰辅酶 A发生脱羧缩合反应,形成１,３,６,８Ｇ
四羟基萘(THN).但是在细胞内很少能够检测到

THN的存在,推测 THN作为中间产物在细胞内会

被其他酶类加工修饰,如乙酰化、磷酸化、糖基化等,
从而形成多种多样的终产物.

随着测序技术的发展,越来越多的Ⅲ型PKS基

因在细菌中被发现.笔者所在实验室在抗肿瘤药物

azinomycinB 的 产 生 菌 Streptomycessahachiroi
ATCC３３１５８的全基因组测序分析中,发现了一个

Ⅲ型PKS基因orf１８编码RppA类的聚酮合酶[９],
在异源表达宿主内可积累产物 THN,但在野生型

菌株内却没有检测到 THN 及其衍生物的存在.

RTＧPCR结果证实orf１８在原宿主中是可以正常转

录表达的.那么它到底参与了哪种(些)化合物的生
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物合成呢? 本研究利用同源双交换的方法构建了

orf１８的基因敲除菌株及回补菌株,旨在通过分析

表型及代谢产物的变化来鉴定orf１８基因可能的

生物学功能.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌株和质粒.大肠杆菌(E．coli)DH５α、大
肠杆 菌 (E．coli)S１７Ｇ１、Streptomycessahachiroi
ATCC３３１５８、质粒pOJ２６０和pWS０５２由笔者所在

实验室保藏,pMD１９ＧT购于 TaKaRa公司.

２)培养基及抗生素.大肠杆菌培养采用LB培

养基;链霉菌接合转移培养基为 ModifiedＧISP４;链
霉菌液体培养基为１０．３％ YEME 和 TSB;S．saＧ
hachiroiATCC３３１５８ 孢子培养基为 PS５;S．saＧ
hachiroiATCC３３１５８ 液体发酵培养基为 R２YE.

LB培养基中卡那霉素终质量浓度为２５μg/mL,安

普拉霉素终质量浓度为５０μg/mL,萘啶酮酸终质

量浓度为２５μg/mL,链霉菌培养中安普拉霉素终

质量浓度为２５μg/mL.

３)试剂和酶类.本研究使用的限制性内切酶和

T４DNA连接酶均采购于 ThermoFisherScientific
公司,去磷酸化酶采购于 Promega公司;PCR相关

试剂采购于东盛生物科技有限公司;胶回收试剂盒

购买于爱思进生物科技有限公司;引物由金斯瑞生

物科技有限公司合成.

４)实验仪器.高效液相色谱仪(HPLC)为 AgiＧ
lent１２６０LC;液质联用质谱仪(LCＧMS):Agilent
１２６０LCＧAgilent６５４０UHD AccuraeＧMass;其他

常规实验仪器购买于Eppendorf公司.
1.2　引物设计

本研究根据orf１８基因的序列和载体序列设

计了不同用途的引物,所有的引物序列及作用如

表１(下划线序列为酶切位点序列)所示.
表１　本研究所使用的引物

Table１　Primersusedinthisstudy

引物 Primer 序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′) 用途 Function
orf１８LＧXbaⅠ AAATCTAGACAGCAGAGGCAGCGGCATCTCACC 扩增orf１８基因左同源臂

Amplificationoftheleftoneofhomologousarmsorf１８LＧHindⅢ AAAAAGCTTCAGCTCGGCGTCCAAAGACCCCA

orf１８RＧXbaⅠ AAATCTAGAGAGGCGTGATGGGCTTCGGCAGAA 扩增orf１８基因左同源臂

Amplificationoftheleftoneofhomologousarmsorf１８RＧEcoRⅠ AAAGAATTCTCGCAAGCCTCGGAAACTACG

orf１８ＧclＧXbaⅠ AAATCTAGAGGCGACTCCGGACAGCAGAAAC 扩增orf１８基因,构建回补菌株

Amplificationoftheorf１８forthecomplementarystrainorf１８ＧclＧEcoRⅠ AAAGAATTCGAGGGAGAACAGGTGGTGGTC

orf１８ＧqcＧR ACGACCGGGCCCAGGAACACTCAG 筛选orf１８基因的双交换菌株

Screeningfordoubleexchangestrainsorf１８ＧqcＧF GGCCGGTCAGGGACGACGCTCTTGG

１５２BR GGAAACAGCTATGACATGATTACGAA 筛选orf１８基因的回补菌株

ScreeningforcomplementarystrainsJTF GGATGTGCTGCAAGGCGATTA

1.3　常规实验技术

链霉菌总 DNA 的抽提见参考文献[１０];大肠

杆菌转化以及质粒抽提见参考文献[１１].
1.4　重组质粒 pYHL001 的构建

以S．sahachiroi ATCC３３１５８ 总 DNA 为 模

板,利用引物对orf１８LＧXbaI/HindⅢ扩增出２．８kb
大小 的 左 同 源 臂,同 时 用 引 物 对 orf１８RＧXbaI/
EcoRⅠ扩增出２．６kb大小的右同源臂.将PCR产

物与pMD１９ＧT载体连接后进行测序分析,验证序

列信息正确后,分别采用限制性内切酶 XbaⅠ＋
HindⅢ和 XbaⅠ＋EcoRⅠ对同源臂 orf１８ＧL 和

orf１８ＧR进行双酶切处理,并与 HindⅢ＋EcoRⅠ处

理过的pOJ２６０载体进行三片段连接,转化大肠杆

菌DH５α,挑选安普拉霉素抗性菌落,酶切验证正确

后命名为pYHL００１.

1.5　重组质粒 pYHL002 的构建

以S．sahachiroi ATCC３３１５８ 总 DNA 为 模

板,采用引物对 orf１８ＧclＧXbaⅠ/EcoRⅠ 扩增出

１３０６bp的orf１８基因片段.PCR产物与pMD１９Ｇ
T载体连接后进行测序分析,验证序列信息正确后,
利用XbaⅠ＋EcoRⅠ对 PCR 产物进行双酶切处

理,与相同酶处理过的载体pWS０５２进行连接,转化

大肠杆菌DH５α,挑选安普拉霉素抗性菌落,酶切验

证正确后命名为pYHL００２.
1.6　 链霉菌 S. sahachiroi ATCC 33158 的接合

转移

　　将验证正确的重组载体转化大肠杆菌S１７Ｇ１,
选择正确的克隆子于５mL的 LB(含有安普拉霉

素)中,３７℃过夜培养.按１∶１００的体积比将过夜

培养物转接于５０mL 新鲜 LB(含有安普拉霉素)

５７
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中,于３７℃继续培养至D６００＝０．４~０．６.吸取２mL
的培养物,离心收集菌体,用等体积的LB将大肠杆

菌细胞洗２次后,重新悬浮于１００μL的LB中.用

１mL的 TSB将接合转移所需的S．sahachiroi孢

子(孢子量约为１０８个)清洗３次,并用５００μLTSB
重悬,５０℃热激１０min后,３７℃温育２~５h.温育

后用１mL的 LB清洗３次,用１００μL的 LB重悬

孢子.取１００μL含有重组质粒的S１７Ｇ１菌株和１００

μL孢子混合均匀,将其混合物涂 ModifiedISPＧ４平

板上,３０℃培养１６~２０h后,采用安普拉霉素(５０

μg/mL)和萘啶酮酸(２５μg/mL)对接合转移平板进

行覆盖,待多余水分挥发后,３０℃继续培养.３~５d
即可挑取潜在的接合子于加有安普拉霉素的 PS５
选择平板上,划单菌落分离,重复３次.挑取选择平

板上的接合子接种到 YEME 中,抽总 DNA 进行

PCR验证.
1.7　菌株发酵及产物萃取

将野生型菌株、双交换菌株 YHL００１和回补菌

株YHL００２接种到２００mLR２YE培养基中,２８℃、

１８０r/min,发酵５d.离心收集发酵液,用等体积的

乙酸乙酯进行萃取,萃取液经减压蒸干后,溶于

１mL甲醇.
1.8　检测条件

１)HPLC检测条件.波长为２５４nm,流动相为

水和乙腈,洗脱条件如下:０~３０min乙腈由５％~
４０％,３０~４０min乙腈由４０％~９０％,４０~４３min
乙腈由９０％~９５％,４３~５０min乙腈由９５％~５％
梯度洗脱,流速为０．５mL/min.

２)LCＧMS检测条件.在阴离子模式下,LC检

测波长为２５４nm,流动相为水(含有０．１％甲酸)和
乙腈,洗脱条件如下:０~１５min乙腈５％~６０％,

１５~１７min乙腈６０％~９５％,１７~２０min乙腈保

持９５％,流速为０．３mL/min.

2　结果与分析

2.1　重组质粒的构建

１)质粒pYHL００１的构建.通过 PCR 的方法

将基因orf１８上下游的 DNA 片段扩增出来,分别

作为 ２ 个 同 源 臂.左 同 源 臂 orf１８ＧL 止 于 基 因

orf１８读码框的第８１位碱基处,右同源臂orf１８ＧR
始于orf１８读码框的倒数第９位碱基位置.拟通过

同源双交换敲除的区域为这２个同源片段之间的间

隔区域,大小为１０７４bp.可将基因orf１８的编码

产物从３８７个氨基酸缩短为２９个氨基酸,而不破坏

其读码框架,避免了极性效应.载体选用大肠杆菌

载体pOJ２６０,含有可在链霉菌中进行筛选的安普拉

霉素抗性基因,没有链霉菌复制子,进入链霉菌细胞

后只能通过同源重组插入到染色体中,才能保存下

来表现出安普拉霉素抗性.将测序验证正确的左同

源臂 orf１８ＧL 和 右 同 源 臂 orf１８ＧR 克 隆 到 载 体

pOJ２６０中,最 终 获 得 双 交 换 质 粒 pYHL００１(图

１A),经过 HindⅢ和EcoRⅠ双酶切验证其构建正

确(图１B).

２)质粒pYHL００２的构建.为了证实orf１８基

因的敲除没有引起极性效应,构建了回补orf１８所

需的重组质粒.通过PCR扩增出基因orf１８完整

的 ORF及其上游的核糖体结合位点(RBS),大小为

１３０６bp,克隆到链霉菌载体pWS０５２的红霉素抗

性基因的强启动子 PermE∗ 的下游,得到回补质粒

pYHL００２(图２A).链霉菌载体pWS０５２含有来源

于链霉菌噬菌体φC３１的整合酶基因att和整合位

点attP,进入链霉菌后可与染色体上的attB 位点

发生位点特异性重组而整合到染色体上,表现出安

普拉霉素抗性.最后采用XbaⅠ和EcoRⅠ对重组

质 粒 进 行 双 酶 切 验 证,结 果 显 示 其 构 建 正 确

(图２B).
2.2　双交换突变菌株 YHL001 的构建

将双交换质粒pYHL００１通过接合转移的方法

导入S．sahachiroiATCC３３１５８中,获得具有安普

拉霉素抗性的接合子,即为发生了第１次重组的单

交换突变菌株.然后将单交换菌株接种到不含有抗

生素的 PS５平板上进行松弛培养３代后,收集孢

子,通过稀释影印筛选得到了１１株对安普拉霉素敏

感的菌株.敏感菌株既有可能是在同一个同源臂上

发生第２次重组得到的野生型菌株,也有可能是在

另外一个同源臂上进行第２次重组得到的双交换突

变株(图３A).为了挑选出正确的菌株,我们抽提了

敏感菌株的总DNA,使用分别位于２个同源臂上的

引物对orf１８ＧqcＧR/F进行PCR检测(图３A),野生

型菌株的扩增产物为１６３６bp,双交换菌株因为有

DNA片段的缺失,扩增产物为５６２bp,２种 PCR产

物大小正好相差１０７４bp,与缺失区域大小相符

(图３B).敏感菌株中有５株为基因orf１８的双交

换同框敲除突变菌株 YHL００１.

６７
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　M:１kbmarker;１:pYHL００１/HindⅢ＋EcoRⅠ,预期出现２条带,其中载体带大小约为３．５kb,插入片段带大小为两同源臂之和５．４

kb;２:pOJ２６０/HindⅢ＋EcoRⅠ,预期出现１条载体带,大小为３．５kb.TwobandswerefoundinthesampleofpYHL００１DNAdigesＧ

tedwithHindⅢandEcoRⅠ (line１)．Oneisthevectorband(about３．５kb);theotheristheinsertband(about５．４kb)containingtwo

homologyarms．Onlyoneband(about３．５kb)wasfoundinthesampleofthevectorpOJ２６０digestedwithHindⅢandEcoRⅠ (line２)．

图１　质粒pYHL００１图谱(A)和双酶切验证结果(B)

Fig．１　TherestrictionmapofpYHL００１(A)andagarosegelofpYHL００１DNAdigestedbyrestrictionenzymes(B)

　M:１kbmarker;１:pWS０５２/XbaⅠ＋EcoRⅠ,预期出现１条载体带,大小为５．８kb;２:pYHL００２/XbaⅠ＋EcoRⅠ,预期出现２条

带,其中载体带大小约为５．８kb,插入片段带大小为１．３kb.TwobandswerefoundinthesampleofpYHL００２DNAdigestedwith

XbaⅠandEcoRⅠ (line２)．Oneisthevectorband(about５．８kb);theotheristheinsertband(about１．３kb)．Onlyoneband(about

５．８kb)wasfoundinthesampleofthevectorpWS０５２digestedwithXbaⅠandEcoRⅠ (line１)．

图２　质粒pYHL００２图谱(A)和双酶切验证结果(B)

Fig．２　TherestrictionmapofpYHL００２(A)andagarosegelofpYHL００２DNAdigestedbyrestrictionenzymes(B)

2.3　回补突变菌株 YHL002 的构建

将回补质粒pYHL００２经过接合转移的方法导

入到双交换突变菌株 YHL００１中,获得具有安普拉

霉素抗性的接合子,抽提接合子的总 DNA,使用引

物对１５２BR/JTF进行 PCR 检测.引物１５２BR 和

JTF分别位于载体 pYHL００２上orf１８基因的两

端,空载体pWS０５２的PCR产物为４８０bp,而回补

菌株插入了orf１８基因,其PCR产物为１７８０bp,
双交换突变菌株因不含有引物的结合位点而无扩增

产物.经过PCR检测发现４株接合子均为正确的

回补突变菌株 YHL００２(图４).
2.4　突变菌株发酵产物的检测分析

将野生型菌株、双交换菌株 YHL００１和回补菌

株YHL００２接种到２００mLR２YE培养基中,２８℃、

７７
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　在B图中野生型菌株的PCR产物为１６３６bp(lineS),双交换突变菌株YHL００１的PCR产物为５６２bp(line１Ｇ５).The１６３６bpPCR

productwasfoundusingtotalDNAofthewildtypestrainastemplate(lineS),whilethe５６２bpPCRproductwasfoundusingtotal

DNAoftheinＧframedeletionmutantstrainYHL００１astemplate(line１Ｇ５)．LineMisthe１kbladdermarker．

图３　利用同源双交换敲除orf１８基因的示意图(A)及双交换突变菌株YHL００１的PCR验证(B)

Fig．３　ThestrategyforinＧframedeletionoforf１８bydoublecrossover(A)andagarosegel
ofPCRconfirmationoftheinＧframedeletionmutantstrainYHL００１(B)

　双交换突变菌株 YHL００１没有扩增得到 PCR产物(Y 为阴性对

照);载体 pWS０５２的PCR产物为４８０bp(lineP);回补突变菌株

YHL００２的PCR 产物为１７８０bp(line１－４);M:１kbmarker.

NoPCRproductwasfoundusingtemplateDNAoftheinＧframe

deletionmutantstrainYHL００１asthenegativecontrol(lineY)．

The４８０bpPCRproductwasfoundusingtemplateDNAofthe

vectorpWS０５２ (lineP),whilethe１７８０bpPCRproductwas

foundusingtotalDNA ofthecomplementation mutantstrain

YHL００２astemplate(line１Ｇ４)．

图４　回补突变菌株YHL００２的PCR验证

Fig．４　AgarosegelofPCRconfirmationofthe

complementationmutantstrainYHL００２

１８０r/min,发酵５d.离心收集发酵液,用等体积的

乙酸乙酯进行萃取,萃取液经减压蒸干后,溶于

１mL甲醇.HPLC分析发现,相对于野生型菌株,
双交换菌株 YHL００１在保留时间为２８min时的吸

收峰显著降低(图５A、B),而在回补菌株 YHL００２
中又发生明显的回复(图５C).利用LCＧMS对该吸

收峰进行进一步的分析,在阴离子模式下检测结果

显示该化合物的[MＧH]为１２１．０２９４,与数据库比

对,推测其可能化学结构为苯甲酸物质(图５D).
利用苯甲酸盐为标准品进行相应的 HPLC和 LCＧ
MS分析,证实该物质为苯甲酸.综上,基因orf１８
能够明显影响原宿主中苯甲酸物质的合成.基因

orf１８敲除后苯甲酸盐的含量明显降低,回补基因

orf１８能够在一定程度上恢复苯甲酸盐的产量,暗
示着orf１８ 极 有 可 能 参 与 原 宿 主 中 苯 甲 酸 的

合成.

3　讨　论

目前在许多链霉菌基因组中都找到了 Ⅲ 型

PKS基因,但是能够发现其对应的代谢产物还很

少.在灰色链霉菌和红色糖多孢菌中发现 Ⅲ 型

PKS基因可能参与孢子色素的合成[１２],在针孢链霉

菌S．aculeolatus 中 Ⅲ 型 PKS 参与了抗生素 naＧ
pyradiomycin的合成[１３].前期研究[９,１４]中,我们通

过异 源 表 达 实 验 证 实 Streptomycessahachiroi
ATCC３３１５８基因组中发现的 RppA 类Ⅲ型 PKS
基因orf１８是可以合成代谢中间产物 THN 的,同
时RTＧPCR证明其原宿主菌中应该是具有生物学

功能的,但野生型菌株中未能检测到其代谢中间产

物 THN,为了寻找orf１８所参与的代谢途径及其

对 应产物,本研究成功构建了基因orf１８的双交换

８７
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　A、B和C分别为野生型菌株、双交换突变菌株 YHL００１和回补突变菌株 YHL００２发酵产物的 HPLC分析结果;D为差异吸收峰的

LCＧMS分析结果.A,BandCareresultsofHPLCanalysesofWT,YHL００１andYHL００２,respectively．DistheresultofLCＧMSanalyＧ

sisoftheabsorptionpeakat２８minundernegativemode．

图５　突变菌株发酵产物的HPLC和LCＧMS分析

Fig．５　HPLCandLCＧMSanalysesofthefermentationproductsofdifferentmutationstrains

突变菌株以及回补菌株.利用 HPLC和LCＧMS分

析发现基因orf１８能够明显影响原宿主中苯甲酸

物质的合成,推测其参与了苯甲酸类物质的合成及

代谢,这在一定程度解释了为何无法检测到 THN
物质,为探究orf１８基因在野生型菌株中的功能奠

定了基础.当然本研究也发现在基因orf１８的敲

除菌株中,苯甲酸的含量只是下降而非消失,表明在

原宿主内基因orf１８并不是唯一一个能够合成苯

甲酸 的 基 因,在 Streptomycessahachiroi ATCC
３３１５８所包含的一个线性质粒上,我们也发现了另

外一个Ⅲ型PKS基因.它是否也参与了苯甲酸盐

的合成,又能否互补orf１８的功能,还有待于进一

９７
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步的研究去解析.
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StudyingthemetabolitescatalyzedbythetypeⅢpolyketide
synthasegeneorf１８throughinＧframedeletion

YUAN Hailiang１　GUANRenyan２　HEJing１

１．StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．CollegeofScience,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Toverifythefunctionoforf１８,atypeⅢpolyketidesynthasegeneisolatedfromStreptoＧ
mycessahachiroiATCC３３１５８wasusedtoconstructtheknockoutmutantstrainbyinＧfamedeletionof
orf１８andthecomplementationmutantstrainbyectopicexpressionoforf１８intheknockoutstrain．The
resultsofHPLCandLCＧMSanalysesshowedthatknockoutoforf１８significantlyreducedthebenzoic
acidproduction．Complementationoforf１８recoveredtheyieldofbenzoicacid．Itisindicatedthatorf１８is
involvedinthebiosynthesisofbenzoicacidintheoriginalhoststrain．

Keywords　Streptomycessahachiroi;typeⅢ polyketidesynthase;homologousdoubleＧcrossover;

inＧframedeletion;genecomplementation;benzoate
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