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摘要 波卓霉素是从波卓链霉菌(Streptomycesbottropensis)中分离得到的,具有抗革兰氏阳性菌及支原

体的生物活性,尤其重要的是对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和抗万古霉素肠球菌有抑菌活性。试验通过构建基

因组文库,PCR筛选获得包含完整波卓霉素合成基因簇的柯斯质粒4E11,通过接合转移的方法把4E11转化至

天蓝色链霉菌 M145中,对获得的异源表达株 M145/4E11进行发酵,通过提取纯化和 HPLC-MS检测,表明

M145/4E11发酵液中产生了波卓霉素;试验并通过Red/ET重组系统,以红霉素启动子(ermE*P1)替换了波卓

霉素生物合成簇抗性基因btmA 和前提肽合成基因btmD 的启动子,成功实现异源表达株 M145/4E11波卓霉素

的产量提高。
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  细菌耐药性的增强已成为世界性的难题,开发

具有新的作用机制的抗生素具有重要的现实意义。

波卓霉素是1957年由 Waisvisz等[1]从波卓链霉菌

Streptomycesbottropensis中分离得到的肽类抗生

素,其主要成分是波卓霉素 A2,还含有少量的B2
和C2。波卓霉素由8个氨基酸残基组成,是由四环

肽和线性四肽缩合形成脒的独特结构,其明显的特

点是甲基化修饰,如8位、21位、28位和34位的C-
甲基化以及51位的O-甲基化。波卓霉素具有抗革

兰氏阳性菌及支原体的功能,尤其重要的是具有

anti-MRSA和anti-VRE的活性[1-2],其作用机制是

通过阻止氨酰基-tRNA与50S核糖体A位点结合,

从而抑制细菌蛋白质的合成,但不抑制肽键形成及

转位,这种作用机制不同于目前已知的抗生素,与已

知抗生素无交叉抗性,是一个具有重要前景的候选

抗生素药物[3-4]。天蓝色链霉菌是链霉菌研究的模

式菌,其全基因组序列测定已于2002年完成,与波

卓链霉菌相比,其具有遗传背景清晰、遗传操作简单

等优点,因此常用于外源基因簇的异源表达。另一

种模式链霉菌变铅青链霉菌 TK24因对甲基化

DNA无限制作用,同样常被用作基因簇的异源表达

宿主[5]。笔者所在实验室在完成波卓链霉菌全基因

组序列测定的基础上,通过生物信息学分析并结合

波卓霉素分子结构特点推测得到波卓霉素生物合成

基因簇,并通过构建基因组文库实现了波卓霉素生

物合成基因簇在天蓝色链霉菌中表达,为进一步对

基因簇中各基因功能进行验证或通过遗传改造产生

新结构新活性的波卓霉素类似物奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株和质粒。大肠杆菌(Escherichiacoli )

XL1-blue和质粒pJTU2554用于基因组文库构建。

质粒pIJ778[6]、E.coliBW25113/pIJ790[6]和E.coli
DH5α/BT340[6]用于基因敲除,E.coliET12567/

pUZ8002[6]用于接合转移,由上海交通大学陶美凤

教授惠赠。天蓝色链霉菌 M145和变铅青链霉菌

TK24用于基因簇异源表达,由中科院微生物研究
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所杨克迁研究员惠赠;Streptomycesbottropensis
ATCC25435购自美国模式菌种保藏中心。

2)试剂及培养基。限制性内切酶Sau3AⅠ、

HpaⅠ、BamHⅠ和去磷酸化酶FastAPTMThermo-
sensitiveAlkalinePhosphatase购自Fermentas公

司。T4连接酶购自 TaKaRaBiotechnology公司。

OneTaqTmDNA聚合酶和Phusion超保真DNA聚

合酶购自NewEnglandBiolabs公司。
大肠杆菌所用培养基为LB培养基和SOB培

养基[7]。波卓霉素发酵的种子培养基:可溶性淀粉

24g/L、酵母提取物5g/L、碳酸钙4g/L、Peptone

3g/L、Meatextract3g/L、葡萄糖1g/L、pH 值

7.0。波卓霉素发酵培养基:葡萄糖20g/L、磷酸氢

二钾0.5g/L、酵母膏10g/L、Meatextract3g/L、
硫酸镁0.5g/L、可溶性淀粉10g/L、碳酸钙2g/L、

NaCl5g/L、pH值7.0。接合转移用培养基2×YT
和 MS[7]。

3)PCR引物。本研究应用的所用引物见表1。
单下划线部分与pIJ778基因阻断盒两侧的序列相

匹配;另引物btmA-Ep2双下划线部分为改造的红

霉素启动子ermE*P1序列。常规试剂及抗生素使

用浓度参考链霉菌遗传操作手册[8]。
表1 PCR引物

Table1 Primers

名称Primersname 序列Primerssequence(5′-3′)

8114S CCGAACAGCTCCGCCCGGTC

8114A TTACCTTTCGAGGACCGTATC

8128S CTTCACCAGCACCTTCAGCCA

8128A CTCGATGTAGACCCACCTT

btmA-Ep1 ACCCACCCCCGCCACCCCCCGCCGCGAGATCCCGGCCGTCCATTCCGGGGATCCGTCGACC

btmA-Ep2
AGCAGGGACAGGCCGTGGGAGATGAGGTAGAGCGGCAGCATATCTCTAGATCCGTTCCGCTAGATCCTAC
CAACCGGCACGATTGTGCCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

btmA-Ep1-T GTCTACGACGGGGAGCGCGGCGA

btmA-Ep2-T CACCCGAGTCTCCCGGGTC

btmD-Ep1
ACCGCTCGACCGTAAGGAGGCACCCATCGCGCGGATCCGGGCCACCGCGTCCCCATGGAGGATTCCGGGGA
TCCGTCGACC

btmD-Ep2
TGAGGAAGTCTGCGGTCATGCAGTCGAATACGACTACGGGTCCCAT
ATCTCTAGATCCGTTCCGCTAGATCCTACCAACCGGCACGATTGTGCCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

btmD-Ep1-T GTCTACATCGAAGGCACGA

btmD-Ep2-T CTTCGCGCATGCTCCCTCT

1.2 波卓链霉菌基因组测序分析、预测及 DNA 的

提取

  1)测序分析及波卓霉素基因簇预测。基因组序

列是采用双端高通量Illumina测序技术,由北京华

大基因公司完成[9]。基因序列组装通过基因组短序

列寡核苷酸分析软件ShortOligonucleotideAlign-
mentProgram (SOAP)denovo1.05完成[10];基

因、rRNA操纵子和tRNAs的预测分别使用了软件

Glimmer3.0[11]、RNAmmer[12] 和 tRNAscan-
SE[13]。基因功能注释利用 KyotoEncyclopediaof

Genesand Genomes(KEGG)[14]、Swiss-Prot[15]、

ClustersofOrthologousGroups(COG)[16]和non-
redundant(NR) databases。

波卓霉素属于环肽类化合物,其基本骨架由短

肽组成,并被一系列甲基化(包括C-甲基化和O-甲
基化)和分子环化修饰。“逆生物合成”分析,波卓霉

素的生物合成需要甲基化酶、环化酶的修饰。获得

波卓链霉菌基因组草谱后,结合波卓霉素分子结构

特点,对C-甲基转移酶、O-甲基转移酶和环化酶进

行基因组扫描,并由生物信息分析,预测波卓霉素生

物合成基因簇。

2)DNA的提取。具体方法参考链霉菌遗传操

作手册[8]。基因组溶解在pH为8.0的TE缓冲液

中。构建基因文库所使用的 DNA 终质量浓度≥
600ng/μL。
1.3 波卓链霉菌基因组文库的构建

1)基因组DNA的处理。基因组DNA用限制
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性内切酶Sau3AⅠ部分酶切,固定酶的浓度不变,
取不同的酶切处理时间(分别为0、2、4、6、8、10
min),反应温度37℃,在反应结束后直接加入等体

积的苯酚氯仿溶液使酶失活;然后12000r/min离

心5min,并取上清5mL,用0.5%的琼脂糖凝胶电

泳检测不同酶切时间下基因组的酶切效果,选取最

佳的酶切处理的基因组,乙醇沉淀,干燥后溶解;并

FastAp去磷酸化处理,乙醇沉淀回收,溶于适量

TE,使DNA质量浓度≥500ng/μL。

2)质 粒 pJTU2554的 提 取 及 处 理。以 质 粒

pJTU2554做为建库载体(图1),该质粒为cosmid
与pSET152的衍生质粒,携带cos位点,接合转移

起始位点(oriT)、在链霉菌中的整合位点(attP)和
整合酶基因(int)。质粒的中量提取方法参考文献

[7]。质粒溶解于适量双蒸水中,使终质量浓度≥
1000ng/μL。取提取的pJTU2554质粒25μL,以

HpaⅠ进行酶切,同时在酶切体系中加入去磷酸化

酶FastAp。酶切完全后,在反应体系中加入与酶

反应体系相同体积的苯酚氯仿抽提,乙醇沉淀回收

酶切后的片段。然后用BamHⅠ对回收的DNA片

段进行酶切,乙醇沉淀回收酶切片段,溶于水,使终

质量浓度≥1000ng/μL。

图1 质粒pJTU2554

Fig.1 PlasmidpJTU2554

  3)连 接 与 包 装。具 体 方 法 参 照 MaxPlaxTM

Lambda噬菌体包装提取物操作说明。T4DNA连

接酶16℃过夜连接处理质粒pJTU2554与基因组。
取1μL载体pJTU2554,酶切处理好的基因组分别

取4、6、8μL3种不同体积在15μL连接体系下进

行连接。连接产物经0.5%琼脂糖凝胶电泳检测,
确定连接效果最好的体系用于噬菌体包装。从

-80℃冰箱中取出包装蛋白50μL置冰上,快速取

25μL至另一EP管中,加入9μL连接产物,用枪吹

吸轻轻混匀,然后30℃温浴90min。取另外的25

μL包装蛋白再加入此体系,30℃温浴90min;然后

加入500μL的PDBbuffer(10mmol/LTris-HCl
pH8.3,100mmol/LNaCl,10mmol/LMgCl2)及

25μL的氯仿,颠倒均匀,瞬时离心,获得包装产物,

4℃保存。

4)转染。从菌种保存管中取少量XL1-Blue菌

液,在含有四环素的LB平板上划线,37℃培养过

夜。挑 单 克 隆 至5mLLB中(含 有10 mmol/L
MgSO4,0.2%麦芽糖),37℃培养过夜。将过夜培养

物按1∶100转接到50mLLB中(含有10mmol/L
MgSO4,0.2%麦芽糖),37℃振荡培养3~6h,至D600

为0.8~1.0。用10mmol/LMgSO4重悬菌体,浓度

至D600为1.0。取25μL菌液进行预转染,与25μL
的包装产物混合,室温30min。加入200μL的LB,

37℃温浴,每隔15min轻轻摇匀1次,45min后离

心,加入50μLLB重悬。将菌液涂布在含有安普霉

素的LB平板上,37℃培养过夜。平板克隆计数,推
算所有包装产物可长出的克隆数。随机挑取15~
20个克隆,提取质粒,用BamHⅠ酶切,计算文库平

均插 入 片 段 大 小。用 公 式 N =ln(1-p)/ln
(1-f/g)计算达到99%的完备性,并覆盖整个基

因组2遍所需的克隆数,其中N 为总共的克隆数;p
为文库对基因组覆盖效率;f 为插入片段大小;g为

基因组的大小。按照同上的方法大量转染,挑取约

2000个克隆于2mL的96孔培养板中(300μL
LB/孔),37℃培养过夜,向96孔板中加入等体积的

30%的甘油,混匀,保存于-80℃的冰箱中。

5)PCR方法筛选文库。PCR方法筛选文库参

照文献[17]进行,以所预测波卓霉素生物合成基因

簇两端基因8114和8128为模板,设计2对PCR筛

选引物8114S/8114A和8128S/8128A。以波卓霉

素基因组文库为模板,8114S/8114A为引物进行菌

落PCR,PCR反应条件:95℃预变性5min,95℃变

性60s,58℃退火45s,72℃延伸90s,25个循环,

72℃延伸10min。获 得 的 阳 性 克 隆 并 为 模 板,

8128A/8128S为引物进行菌落PCR。最终获得基

因8114和基因8128同时存在的阳性克隆,提取质

粒,通过基因测序确定插入载体pJTU2554的DNA
片段大小及范围。
1.4 波卓霉素生物合成基因簇异源表达株的构建

将获得的包含预测波卓霉素生物合成基因簇

的阳性克隆质粒4E11转化至 E.coliET12567/

15
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pUZ8002,通过接合转移[7]分别转化至天蓝色链霉

菌M145和变铅青链霉菌TK24。挑取3~5个接合

转移子转接到含有50μg/mL安普霉素和萘啶酮酸

的 MS固 体 平 板 上,并 通 过 库 筛 选 引 物8114S/

8114A,PCR验证柯斯质粒4E11整合至链霉菌基

因组,获得异源表达株。
1.5 异源表达株液体发酵及波卓霉素 HPLC-MS
检测

  取适量孢子接种到种子培养基(50mL/250
mL),28℃摇床培养(200r/min)24~36h。按5%
的接 种 量 转 接 至 液 体 发 酵 培 养 基(50 mL/250
mL),28℃摇床培养(200r/min)5~6d。发酵液用

乙酸乙酯萃取,萃取液旋转蒸发仪浓缩干燥,1mL
甲醇溶解。波卓霉素的产生通过 HPLC-MS检测。

HPLC-MS检测系统是安捷伦公司的 Agilent1260
system;检 测 条 件 为:HPLC 流 动 相 A 为 水(含

0.1%甲酸),B为甲醇;流速=1mL/min,溶液配比

为二元梯度,梯度洗脱条件:0~5min5%B,6~45
min5%B到100%B;进样量50μL;液相色谱柱为

AgelaInnovalC18柱;UV检测波长为201nm;质
谱检测ESI为正离子源,相对分子质量扫描范围

50~1000。
1.6 红霉素启动子 ermE* P1 原位替换抗性基因

btmA启动子序列

  根据抗性基因btmA 启动子序列,参照PCR-
targeting系统[5],设 计 引 物 btmA-Ep1和 btmA-
Ep2(表1),表中引物btmA-Ep1与btmA-Ep2斜体

部分与抗性基因btmA 启动子序列相匹配。PCR
反应条件:94℃预变性2min,94℃变性45s,50℃
退火45s,72℃延伸90s,10个循环,94℃变性

45s,55℃退火45s,72℃延伸90s,15个循环,

72℃延伸10min。
利用PCR-targeting的方法对基因btmA 启动

子 序 列 替 换。以 质 粒 pIJ778 为 模 板,btmA-
Ep1&btmA-Ep2为引物,PCR扩增链霉素抗性基

因盒,纯化待用。将柯斯质粒4E11电转至E.coli
BW25113/pIJ790 中,得 到 E.coli BW25113/

pIJ790/4E11,添加终浓度为10mmol/L阿拉伯糖

诱导λ/red重组系统,并将该菌制成电转感受态细

胞。将PCR 纯化产 物 电 转 入 E.coliBW25113/

pIJ790/4E11中,涂布于含有100μg/mL链霉素和

50μg/mL安普霉素LB平板,37℃培养过夜。挑取

单克隆提取质粒,得到带有启动子ermE*P1和链

霉素抗性基因盒的柯斯质粒。将该质粒电转入E.
coliDH5α/BT340中,涂布在含有100μg/mL链霉

素和25μg/mL氯霉素的LB平板上30℃培养2d。
挑取单克隆划线培养于无抗LB平板上,42℃培养

过夜诱导FLP重组蛋白表达,挑取20~30个单克

隆分别对应转接到带有100μg/mL链霉素LB平

板和50μg/mL安普霉素 LB平板,37℃过夜培

养,得到StreptomycinSApramycinR菌株,提取质粒

PCR验 证,PCR 验 证 引 物 btmA-Ep1-T&btmA-
Ep2-T。
1.7 红霉素启动子 ermE* P1 原位替换前体肽合

成基因 btmD 启动子序列

  在红霉素启动子ermE*P1替换抗性基因bt-
mA 启动子序列完成后,得到柯斯质粒4E11/bt-
mA/ermE*P1。利用PCR-targeting的方法对柯

斯质粒4E11/btmA/ermE*P1上前提肽合成基因

btmD 启动子序列原位替换。设计引物btmD-Ep1
和btmD-Ep2,引物btmD-Ep1与btmD-Ep2斜体部

分与前体肽合成基因btmD 启动子序列相匹配。结

构基因btmD 启动子序列原位替换具体方法参照本

文“1.6”。
1.8 菌株 M145/4E11/btmA/btmD/ermE* P1 发酵

产物 HPLC-MS 检测

  红霉素启动子ermE*P1原位替换抗性基因

btmA 和前体肽合成基因btmD 启动子序列完成

后,得到柯斯质粒4E11/btmA/btmD/ermE*P1。
将该质粒电转入E.coli ET12567/pUZ8002中,并
通过接合转移转化至天蓝色链霉菌 M145中,得到

菌株 M145/4E11/btmA/btmD/ermE*P1。对 菌

株 M145/4E11/btmA/btmD/ermE*P1进行发酵,
并以菌株 M145/4E11做为对照,HPLC-MS检测波

卓霉素产物。发酵及检测方法参照本文“1.5”。

2 结果与分析

2.1 基因组测序及结果

通 过 对 Streptomyces bottropensis ATCC
25435基因组的测序,获得基因组总数据多达1199
Mb(G+C,71.53%),基因组被覆盖138次。最终

获得StreptomycesbottropensisATCC25435基因

组序列草谱,大小8914727bp,分布于43个scaf-
fold上。所有的基因组存在于1条染色体上,该染

色体包括4个rRNA操纵子,70个tRNA基因和

8253个蛋白编码基因(CDSs)。对Streptomyces
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bottropensisATCC25435基因组分析发现其中部

分基因参与次级代谢物的形成,由antiSMASH 鉴

定该基因组,含有21个次级代谢物生物合成基因簇

(4个铁载体,5个萜烯类化合物,1个羊毛硫抗生

素,1个细菌素,2个Ⅰ型聚酮化合物,2个Ⅱ型聚酮

化合物,3个NRPS化合物和3个NRPS-PKS杂合

化合物)。StreptomycesbottropensisATCC25435
基 因 组 序 列 已 被 GenBank 收 录,收 录 号 为

AOCF00000000[18]。
2.2 波卓霉素生物合成基因簇预测

波卓霉素基因簇在scaffold9上,约13个基因

参与波卓霉素的合成(图2A),各基因的功能注释如

表2所示,在该基因簇上有3个不同的SAM 自由

基酶基因,1个前体肽基因,2个环化脱水酶基因

(YcaO-likefamily),1个 O-甲基转移酶基因,1个

多耐药抗性载体基因,1个酰胺水解酶基,1个α/β
水解酶基因,1个亮氨酸-氨基肽酶基因,1个细胞

色素P450酶基因和1个转录调节基因。试验所

预测波卓霉素生物合成基因簇,与 Huo等[19]所报

道菌株Streptomycessp.BC16019的波卓霉素生物

合成 基 因 簇 各 氨 基 酸 序 列 的 一 致 性 存 在 一 定

差异。
2.3 波卓链霉菌基因组文库的构建及筛选

λ噬菌体包装片段长度有一定选择范围,一般

片段长度约30~50kb,在对波卓链霉菌基因组用

Sau3AⅠ部分酶切时,处理时间非常关键。本研究

选取了6个不同的酶切时间,经0.5%的琼脂糖凝

胶电泳分析酶切结果(图3),选取了酶切处理时间

为4min的基因组做为基因组文库的构建。基因组

去磷酸化处理后与载体连接,经过电泳分析,基因组

8μL的连接结果显示载体的短臂全部消失,长臂也

几乎完全消失(图3),说明该体系连接效果最好,可
用于噬菌体包装。包装、转染,得到波卓链霉菌cos-
mid基因组文库。随机挑取20个黏粒,酶切跑胶分

离,根据酶切片段估算平均插入片段长度38kb,其
中最大插入片段43kb。计算达到99%的完备性并

覆盖整个基因组1遍所需的克隆数为1067,共需挑

去2135个 克 隆 保 存。以 引 物8114S/8114A 和

8128S/8128A为PCR筛选引物,对1500个文库克

隆进行菌落PCR筛选,共得到5个阳性克隆,提取

质粒,基因测序得到该5个载体所携带基因片段大

小及范围。其中柯斯质粒4E11(图2B)携带完整的

波卓霉素生物合成基因簇,用于波卓霉素生物合成

在模式链霉菌天蓝链霉菌 M145和变铅青链霉菌

TK24中异源表达。
2.4 波卓霉素生物合成基因簇异源表达株 M145/
4E11 和 TK24/4E11 发酵产生波卓霉素

  柯斯质粒4E11经接合转移转化至模式链霉菌

天蓝链霉菌 M145和变铅青链霉菌TK24中,异源

表达株验证:选取2个接合子进行传代培养,并用波

卓霉 素 生 物 合 成 筛 选 引 物 8114S&8114A 进 行

PCR验证,验证结果见图4,表明柯斯质粒4E11已

 A:波卓霉素生物合成基因簇 Bottromycingenecluster;B:柯斯质粒4E11所携带外源基因片段,包含完整波卓霉素生物合成基因簇

Cosmid4E11withcompletegenecluster;C:柯斯质粒4E11突变载体4E11/btmA/btmD/ermE*P1,抗性基因btmA启动子序列和结构基因

btmD启动子序列用红霉素启动子ermE*P1原位替换 ThepromotersofbtmAandbtmDwerereplacedwithermE*P1in4E11.

图2 波卓霉素生物合成基因簇

Fig.2 Thebiosyntheticgeneclusterofbottromycin
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表2 波卓霉素生物合成基因簇各种基因

Table2 Biosyntheticgenesofbottromycin

基因

Gene
氨基酸数量

Numberofaminoacid
基因功能注释

Putativefunctionofgene
序列一致性/%1)

Identity

btmA 429 耐多药载体基因 Multidrugtransporter 89

btmB 280 氧甲基转移酶基因 O-Methyltransferase 91

btmC 631 SAM自由基酶基因 RadicalSAM 92

btmD 45 前提肽合成基因Precursorpeptide 100

btmE 411 环化脱水酶基因 YcaO-likefamilycyclodehydratase 83

btmF 389 环化脱水酶基因 YcaO-likefamilycyclodehydratase 90

btmG 671 SAM自由基酶基因 RadicalSAM 91

btmH 296 α/β水解酶基因Putativeα/βhydrolase 88

btmI 479 酰胺水解酶基因Putativeamidohydrolase 88

btmJ 379 细胞色素P450酶基因CytochromeP450enzyme 92

btmK 678 SAM自由基酶基因 RadicalSAM 91

btmL 185 转录调节基因 Transcriptionalregulator 94

btmM 505 亮氨酸-氨基肽酶基因Leucyl-aminopeptidase 85

 1)与菌株Streptomycessp.BC16019波卓霉素生物合成基因氨基酸序列比对 TheidentitywithaccordinggeneinStreptomycessp.

BC16019.

 A,B:DNAλ/HindⅢ标准(对照)DNAλ/HindⅢ marker;1~6:基因组DNA酶切处理时间分别为0、2、4、6、8、10minTheenzyme

processingtimewas0,2,4,6,8,10min,respectively;7,9,11:对照,反应体系中的酶已85℃失活 Controls,theligaseenzymehadbeen

inactivatedat85℃;8,10,12:连接体系基因组DNA的量分别为4、6、8μLTheamountofgenomeDNAintheligasesystemwas4,6,

8μL.

图3 基因组酶切及3种基因组与载体连接体系的凝胶电泳分析

Fig.3 GelelectrophoresisofdigestedgenomeDNAandthreeligationsystems
成功转入天蓝色链霉菌 M145和变铅青链霉菌

TK24,获得含有整合目的质粒的菌株 M145/4E11
和TK24/4E11。对菌株 M145/4E11发酵液进行检

测,HPLC-MS分析结果如图5。在30.9min处可

检测到分子质量大小为823.5ku的化合物,该质谱

结果与波卓霉素 A2标品质谱结果完全相同,表明

菌株 M145/4E11发 酵 产 生 波 卓 霉 素 A2。菌 株

TK24/4E11发酵液HPLC-MS检测,没有发现波卓

霉素,表明波卓霉素没有在变铅青链霉菌TK24中

合成。
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 A,F:1kb标准(对照)1kbDNAmarker;C,G:柯斯质粒4E11为模板,PCR产物PCRproductsandthetemplatewascosmid4E11;

B,H:M145和TK24为模板,PCR产物PCRproductsandthetemplatewasM145andTK24respectively;D,E,I,J:随机挑取的接合子

为模板,PCR产物PCRproductsandtemplatesweretransconjugantswhichwerepickedrandomly.

图4 接合子PCR验证

Fig.4 ThePCRverificationoftransconjugants

 A:菌株 M145/4E11发酵液HPLC图谱 HPLCchromatogramsofstrainM145/4E11fermentationbroth;B:保留时间为30.9min处

菌株 M145/4E11发酵液的 MS图谱 MassspectrumofstrainM145/4E11fermentationbrothwhenretentiontimewas30.9min;C:波

卓霉素A2MS图谱 MassspectrumofbottromycinA2.

图5 波卓霉素基因簇异源表达株产生波卓霉素的HPLC-MS检测

Fig.5 HPLC-MSanalysisofbottromycinproducedbyM145/4E11
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2.5 启动子替换突变株 M145/4E11/btmA/btmD/
ermE* P1 发酵

  通过Red/ET重组系统实现了抗性基因btmA
启动子序列和前提肽合成基因btmD 启动子序列用

红霉素启动子ermE*P1原位替换,得到柯斯质粒

4E11/btmA/btmD/ermE*P1(图2C),PCR验证结

果如图6。通过接合转移将柯斯质粒4E11/btmA/

btmD/ermE*P1转化至天蓝色链霉菌 M145,得到

启 动 子 替 换 突 变 株 M145/4E11/btmA/btmD/

ermE*P1,对该菌株进行发酵及 HPLC-MS检测,
波卓霉素产量提高约2倍(图7)。

 A,G:DNA标准 DNAmarker;B,D:质粒4E11为模板,PCR产物,条带大小分别约为0.48、0.49kbPCRproductsandthetemplate

wascosmid4E11,thesizeofDNAbandswas0.48kband0.49kb,respectively;C:前体肽合成基因btmD 启动子序列用红霉素启动子

ermE*P1替换后得到的克隆为模板,PCR产物,条带大小约0.59kbPCRproductsandthetemplatewas4E11whichpromoterofbt-
mDwasreplacedwithermE*P1,thesizeofDNAbandwas0.59kb;E,F:抗性基因btmA 启动子序列用红霉素启动子ermE*P1替

换后得到的克隆为模板,PCR产物,条带大小约0.60kbPCRproductand4E11templatewhichpromoterofbtmAwasreplacedwith

ermE*P1,thesizeofDNAbandwas0.60kb.

图6 启动子替换PCR验证

Fig.6 PCRverificationofreplacedpromoter

图7 突变株M145/4E11/btmA/

btmD/ermE*P1HPLC检测

Fig.7 ThemutantM145/4E11/btmA/

btmD/ermE*P1detectedbyHPLC

3 讨 论

70%以上的抗生素或抗肿瘤药物来源于天然

产物或与天然产物相关。由于研发费用高,国际上

大制药公司纷纷关闭天然产物研发部门,但天然产

物仍是新药发现最重要的来源。传统的天然产物发

现是依赖于生物活性筛选为指导的分离纯化过程来

获得先导化合物,然后再经过化学合成和化学修饰

把它发展成药。从自然资源获得的物质量少,给天

然产物发展成药物带来了很大的困难,同时天然产

物的化学全合成和化学修饰对于多官能团、结构复

杂分子在大规模制备方面存在诸多障碍,因步骤繁

多、产率低下、成本高昂从而在一定程度上限制了其

实用价值。近年来,合成生物学及组合生物合成等

技术的发展成为提高天然产物产量及产生新化合物

的重要手段。
波卓霉素具有独特的结构及作用机制,其生物

合成过程如后修饰步骤(O-甲基化、C-甲基化和分

子环化等)仍不清楚。野生菌株Streptomycesbot-
tropensisATCC25435的产量低,同时遗传操作非

常困难,限制了对以上问题的研究,其中克服上述问

题的办法之一是在模式菌株中异源表达。链霉菌模
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式菌株天蓝色链霉菌遗传背景清晰,遗传操作技术

成熟,对异源基因的表达没有明显的限制修饰,生长

较快,被广泛用作链霉菌来源天然产物的表达宿主。
通过实现波卓霉素生物合成基因簇在天蓝色链霉菌

中异源表达,利用合成生物学技术提高产量,进而通

过基因敲除阻断其生物合成途径,获得关键中间体,
研究其关键酶学机制,阐明波卓霉素生物合成机制,
为进一步的遗传改造产生活性更好的波卓霉素类似

物奠定基础。Huo等[19]已经预测菌株Streptomy-
cessp.BC16019波卓霉素生物合成基因簇,并在模

式菌中成功实现异源表达,但产量比较低,不利于后

续对波卓霉素生物合成的研究。本研究对菌株

StreptomycesbottropensisATCC25435全基因组

测序,由基因序列分析确定了波卓霉素生物合成基

因簇,与所报道的波卓霉素基因簇基因序列比对,氨
基酸 序 列 具 有 差 异。本 研 究 首 次 完 成 了 菌 株

StreptomycesbottropensisATCC25435波卓霉素

生物合成基因簇在天蓝色链霉菌 M145中异源表

达,结果表明,波卓霉素的异源表达量同样很低,可
能由多种原因造成,如与波卓霉素生物基因簇启动

子强度、调节基因功能、前体供给及生物合成途径竞

争等。提高抗生素结构基因和抗性基因(如编码转

运蛋白的基因)的表达量可以提高其产量。波卓霉

素生物合成基因簇上,基因btmD 是编码波卓霉素

前提肽的结构基因,基因btmA 是负责胞内产生的

波卓霉素外排到胞外的功能基因。试验用组成型链

霉菌强启动子红霉素启动子(ermE*P1)原位替换

抗性基因btmA 和前提肽合成基因btmD 的启动子

序列,通过增强天蓝色链霉菌对波卓霉素的抗性,并
增加波卓霉素前提肽的合成,使波卓霉素在天蓝色

链霉菌中的异源表达量提高了约2倍。需要指出的

是,我们的新菌株没有进行培养基及发酵条件优化,
通过改变培养条件波卓霉素的产量还有进一步提高

的空间。今后将进一步研究波卓霉素生物合成调控

机制,通过精确调控基因的表达、密码子优化、更换

宿主并优化发酵条件等进一步提高波卓霉素的异源

表达量。
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Heterologousexpressionofbottromycinbiosynthetic
geneclusterandincreaseofyield
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1.TianjinUniversityofScienceandTechnology,CollegeofBiotechnology,
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Abstract BottromycinwiththebiologicalactivityagainstGram-positivebacteriaandmycoplasma
wasisolatedfromStreptomycesbottropensis.ItexhibitedactivitiesagainstmethicillinsensitiveStaphy-
lococcusaureus (MRSA)andVancomycin-ResistantEnterococcus (VRE).Cosmid4E11carryingthe
wholebiosyntheticgeneclusterofbottromycinwasobtainedbyconstructinggenomiclibraryandPCR
screening,andthentransformedintoStreptomycescoelicolorM145byintergenericconjugation.There-
combinantstrainM145/4E11wasobtained.TheresultsoffermentationshowedthattheM145/4E11
couldproducebottromycin.BasedontheRed/ETrecombinationsystemandtechnology,thenativepro-
motersofbtmAandbtmD werereplacedbyerythromycinpromoter(ermE*P1)inM145/4E11,and
bottromycinyieldofthemutantwasincreasedsuccessfully.

Keywords Streptomycesbottropensis;bottromycin;genomiclibrary;heterologousexpression;

promoterreplacement
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