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摘要 克隆组装了大肠杆菌的乙酰-CoA羧化酶基因acc,以研究其异源表达对变铅青链霉菌中2种“沉默”

抗生素放线紫红素和十一烷基灵菌红素合成的影响。大肠杆菌 ACC由4个基因编码,通过PCR扩增4个基

因,并通过重叠延伸PCR加上ermE启动子,构建得到4个重组基因;再将重组基因依次组装得到异源表达质粒

pHLZ11,接合转移到变铅青链霉菌中进行异源表达。结果显示:含有异源表达质粒的变铅青链霉菌接合转移子

能合成放线紫红素而十一烷基灵菌红素产量提高。表明大肠杆菌acc基因异源表达能够激活变铅青链霉菌沉

默抗生素的合成,并提高已有抗生素产量。
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  链霉菌(Streptomyces)产生的天然产物中,许
多生物活性较好的化合物属于聚酮类化合物。聚酮

类化合物是以乙酸、丙酸或丁酸等短链脂肪酸为前

体,由聚酮合酶催化活性前体间缩合及随后的还原

等步骤,通过类似于脂肪酸合成的方式合成的。在

细菌中,短链脂肪酸需要活化形成丙二酰基辅酶A
(malonyl-CoA)及其类似结构作为活性前体参与缩

合反应。酰基辅酶 A羧化酶是短链脂肪酸前体活

化的关键酶,它也是中心碳代谢重要酶类,其基因表

达水平和酶活性水平受到复杂的调控。酰基辅酶A
羧化酶广泛存在。大肠杆菌乙酰-CoA羧化酶复合

物由生物素羧化酶(BC)、生物素羧基载体蛋白(BC-
CP)、羧基转移酶α亚基(CTα)和β亚基(CTβ)4种

蛋白亚基组成,4种亚基按一定计量关系形成酶复

合物,即 (BC)2(BCCP)4(CTα,CTβ)2
[1],这些亚基

分别由accC、accB、accA 和accD 等4个基因编

码[1-2]。在天蓝色链霉菌(S.coelicolor)中有2种类

型的酰基-CoA羧化酶:乙酰-CoA羧化酶(ACC)和
丙酰-CoA羧化酶(PCC),ACC优先催化乙酰-CoA
的羧化,而PCC更偏好选择丙酰-CoA,并且能有效

地羧化丁酰-CoA [3-6]。在链霉菌中通过过量表达来

自链霉菌的酰基-CoA羧化酶基因可以提高活性前

体供应,从而提高放线紫红素和淡黄霉素(flaviolin)
的发酵效价[7-8]。

变铅青链霉菌(S.lividans)基因组含有放线紫

红素(ACT)生物合成基因簇和十一烷基灵菌红素

(RED)生物合成基因簇,但在通常培养条件下不能

合成ACT和RED,因而变铅青链霉菌常被用于研

究激活“沉默”抗生素的宿主菌。ACT和 RED是

2种色素类抗生素,其中ACT在中性及碱性pH条

件下呈蓝色,酸性pH 下呈红色;RED在中性及碱

性pH下呈红色,酸性pH下呈黄色,很容易通过颜

色的有无及其深浅观察抗生素的合成。ACT合成

属于Ⅱ型聚酮合酶途径,需要丙二酰-CoA为活性前

体;RED生源较复杂,其生物合成起始类似于脂肪

酸生物合成,以丙二酰-CoA为底物经6次克莱森缩

合形成正十二烷酸中间体[9-11]。
本研究克隆大肠杆菌乙酰-CoA羧化酶复合物

的4个基因,通过重叠延伸PCR在基因上游分别加

上红霉素抗性基因ermE 的启动子,并依次连接组

装获得大肠杆菌乙酰-CoA羧化酶的异源表达质粒

pHLZ11,探讨大肠杆菌acc基因在变铅青链霉菌异

源表达对沉默的放线紫红素和十一烷基灵菌红素合
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成影响。

1 材料与方法

1.1 菌株、质粒及试剂

大肠 杆 菌 DH5α为 克 隆 宿 主[12],ET12567/

pUZ8002为大肠杆菌-链霉菌属间接合转移供体

菌[13]。变铅 青 链 霉 菌 TK24 为 野 生 型 菌 株[13],

SBT4(DCDA Dact)为TK24衍生菌株,由白亭丽构

建(未发表)。质粒pSET152含阿泊拉霉素抗性基因

(aac(3)IV)、RK2接合转移起始区(oriT)以及放线菌

噬菌体FC31的基因组整合功能区(int、attP)[14]。
限制性内切酶、碱性磷酸酶购自Fermentas公

司,pMD18-T 载体、T4DNA 连接酶SolutionⅠ、

DNA聚合酶rTaq及相关试剂购自TaKaRa公司,
高保真DNA聚合酶KODplus购自TOYOBO公

司,琼脂糖回收试剂盒购自OMEGA公司。氨苄青

霉素、阿泊拉霉素、卡那霉素、氯霉素和三甲氧苄啶

等抗生素均购自Sigma公司,其余试剂均购自国药

集团。

LB培养基(胰蛋白胨10g,酵母抽提物5g,

NaCl5g,加蒸馏水至1000mL,pH7.0)用于培养

大肠杆菌[15]。2×YT培养基(胰蛋白胨16g,酵母

抽提物10g,NaCl5g,加 蒸 馏 水 至1000mL,

pH7.0)[15]用于接合转移时链霉菌孢子的热激处

理。MS培养基(琼脂20g,甘露醇20g,黄豆粉

25g,加自来水至1000mL,pH7.2)用于链霉菌的

培养、产孢和接合转移[13]。
1.2 引物设计

根据NCBI数据库中大肠杆菌K12DH10B的

基因组序列(NC_010473.1)设计引物,用于扩增乙

酰辅酶A羧化酶(ACC)4个亚基的基因accA、ac-
cB、accC 和accD;根 据 红 霉 素 抗 性 基 因 ermE
(SACE_0733)启动子序列设计引物,用于扩增红霉

素抗性基因ermE 的启动子permE。为便于在链

霉菌表达4个acc亚基基因,设计特殊引物,以便通

过重叠延伸PCR反应将permE 分别连接到accA、

accB、accC和accD 基因的开放阅读框上游:设计4
条不同的permE 下游引物(表1),其5′末端20nt
序列各不相同,分别与4个基因上游序列互补;4条

引物的3′末端20nt序列相同,均与permE 序列互

补;用于扩增4个基因的上游引物分别与前述4条

引物长度相同,序列互补,即 ACCA-F与permE-
RA序列互补,ACCB-F与permE-RB互补,ACCC-
F与permE-RC互补,ACCD-F与permE-RD互补。
本研究所有引物序列见表1。

另外,为便于将连接有permE 的重组基因进一

步通过酶切-酶连方式按一定顺序重组在一起,在

permE 上游引物的5′末端引入BamHⅠ酶切位点,
在accA、accB、accC 和accD 基因的下游引物的5′
末端引入BglⅡ酶切位点(表1中用下划线表示),

BamHⅠ和BglⅡ为同尾酶。
表1 用于扩增红霉素抗性基因ermE启动子及4个乙酰辅酶A羧化酶基因的引物

Table1 PrimersforamplificationofthepromoteroftheerythromycinresistancegeneermEand4accgenes

引物名称 Nameofprimers 引物序列(从5′到3′)1)Sequnceofprimers(from5′to3′)

permE-F GGATCCGATGCTGTTGTGG

permE-RA
permE-RB
permE-RC
permE-RD

TCAAGGAAATTCAGACTCATATGTCCGCTCCCTTCTTCCG
TTAATCTTACGAATATCCATATGTCCGCTCCCTTCTTCCG
CAATAACAATTTTATCCAGCATATGTCCGCTCCCTTCTTCCG
TAATTCGTTCAATCCAGCTCATATGTCCGCTCCCTTCTTCCG

ACCA-F
ACCA-R

CGGAAGAAGGGAGCGGACATATGAGTCTGAATTTCCTTGA
AGATCTTCTTACGCGTAACCGTAGCTCATCAG

ACCB-F
ACCB-R

CGGAAGAAGGGAGCGGACATATGGATATTCGTAAGATTAA
AGATCTTCTTACTCGATGACGACCAGCGG

ACCC-F
ACCC-R

CGGAAGAAGGGAGCGGACATATGCTGGATAAAATTGTTATTG
AGATCTTCTTATTTTTCCTGAAGACCGAGT

ACCD-F
ACCD-R

CGGAAGAAGGGAGCGGACATATGAGCTGGATTGAACGAATTA
AGATCTTCTCAGGCCTCAGGTTCCTGAT

 1)引入的BamHⅠ和BglⅡ位点用下划线表示BamHⅠandBglⅡsiteswerenotedwithunderlines.

1.3 DNA 扩增及重叠延伸 PCR
以质粒DNA(来自笔者所在实验室)为模板扩

增ermE 启动子片段,以大肠杆菌DH5α的总DNA
为模板扩增acc的4个亚基基因accA、accB、accC
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和accD;通过重叠延伸PCR反应将ermE 启动子

序列与accA、accB、accC 和accD 基因拼接起来。

PCR及重叠延伸PCR反应条件为:94℃5min;

94℃30s;60℃30s;68℃90s,68℃10min;30
个循环。PCR扩增后的产物,分别加上1μLDNA
聚合酶rTaq进行加A反应,72℃30min。
1.4 PCR 产物的回收、连接、转化和验证

将PCR扩增的目的片段通过OMEGA胶回收

试剂盒进行回收纯化。纯化DNA片段与pMD18-
T酶连:T4DNA连接酶SolutionⅠ5μL,pMD18-T
0.5μL,外源片段4.5μL,16℃1h。连接反应混合

物转化大肠杆菌DH5α化学感受态细胞,通过Amp
抗性和IPTG/X-gal蓝白斑筛选重组子,感受态细

胞制备(CaCl2法)及转化参照文献[15]的方法进行。
挑 取 白 色 菌 斑 扩 大 培 养,提 取 质 粒 DNA,用

BamHⅠ和BglⅡ酶切验证,并测序验证序列。
1.5 acc 表达质粒的构建

将测序正确的重组克隆用BamHⅠ和BglⅡ酶

切,分别跑胶分离、纯化回收目的片段。用BamHⅠ
酶切质粒DNA,跑胶分离纯化,再用碱性磷酸酶进

行去磷酸化处理。去磷酸化反应体系:酶切并纯化

的pSET152线性化质粒DNA5μL,H2O12μL,

10×Buffer2μL,碱性磷酸酶1μL,37℃,10min;

70℃,5min,使碱性磷酸酶失活。将4个目的基因

片段 依 次 连 接 到 pSET152 及 其 衍 生 质 粒 的

BamHⅠ位点,最后获得含有4个编码acc亚基的

整合型表达质粒pHLZ11。
1.6 接合转移

链霉菌与大肠杆菌属间接合转移参见文献

[13]。将pHLZ11转化进入大肠杆菌 ET12567/

pUZ8002感受态细胞,涂布在含有卡那霉素(50

μg/mL)、氯霉素(25μg/mL)和 阿 泊 拉 霉 素(50

μg/mL)的LB平板上,37℃ 培养20h。转化子

ET12567/pUZ8002/pHLZ11为接合转移供体菌,
变铅青链霉菌 TK24及SBT4为受体菌。接合转

移后涂布 MS平板,30℃培养14h后用阿泊拉霉

素(50μg/mL,终 质 量 浓 度)和 三 甲 氧 苄 啶(50

μg/mL,终质量浓度)进行覆盖,继续培养直至接

合转移子长出。

2 结果与分析

2.1 acc 基因的克隆及其组装

采用重叠延伸PCR的方法,将permE 分别重

组到4个acc基因上游。首先扩增ermE 启动子,
以 permE-F 为 共 同 的 上 游 引 物,permE-RA、

permE-RB、permE-RC和permE-RD分别为下游引

物扩增permE,获得大小约为88bp的片段,分别

命名为permEa、permEb、permEc和permEd。将

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测(图1),跑胶分

离回收,作为重叠延伸的模板。以引物(表1)分别

PCR扩增accA、accB、accC 和accD,并跑胶检测

(图2)、分离回收,作为重叠延伸的模板。

 M:100bpmarker;1:permEaPCR产物PCRproductofpermEa;2:permEbPCR产物PCRproductofpermEb;3:permEcPCR
产物PCRproductofpermEc;4:permEdPCR产物PCRproductofpermEd.

图1 ermE启动子的4个PCR产物电泳分析

Fig.1 Electrophoresisanalysisof4PCRproductsoftheermEpromoter
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 M:1kbDNAladder;1:accA 与permEa的重叠延伸PCR产物 OverlappingextensionPCRproductofaccAandpermEa;2:accA

PCR产物PCRproductofaccA;3:accB与permEb的重叠延伸PCR产物 OverlappingextensionPCRproductofaccAandpermEb;

4:accBPCR产物PCRproductofaccB;5:accC 与permEc的重叠延伸PCR产物 OverlappingextensionPCRproductofaccCand

permEc;6:accCPCR产物PCRproductofaccC;7:accD 与permEd的重叠延伸PCR产物 OverlappingextensionPCRproductofac-
cDandpermEd:8:accDPCR产物PCRproductofaccD.

图2 acc基因及重组acc基因的PCR扩增产物分析

Fig.2 ElectrophoresisanalysisofthePCRproductsof4accandrecombinedaccgenes

  1)重叠延伸构建重组acc基因。分别以PCR
获得的4种permE 片段以及对应的acc基因扩增

产物作为模板,以permE-F作为共同的上游引物,
以 ACCA-R、ACCB-R、ACCC-R和 ACCD-R 分别

作为下游引物进行4组重叠延伸PCR反应,获得含

有ermE启动子的4个重组acc基因,分别命名为

permE-accA、permE-accB、permE-accC和permE-ac-
cD(图2-2,4,6,8)。

2)重组acc基因的克隆和组装。将扩增的重组

基因产物permE-accA、permE-accB、permE-accC
和permE-accD 分别跑胶回收,与pMD18-T载体

进行酶连,转化大肠杆菌DH5α,对重组质粒酶切、
测序 验 证,获 得 正 确 的 重 组 克 隆,分 别 命 名 为

pHLZ4、pHLZ5、pHLZ6和pHLZ7。将这4个质粒

用BamHⅠ和BglⅡ酶切,纯化相应的4条重组acc
片段,将permE-accA 克隆到pSET152的BamHⅠ
位点得到pHLZ8,再将permE-accB 克隆到pHLZ8
的BamHⅠ位点得到pHLZ9,再将permE-accC 克

隆到pHLZ9的BamHⅠ位点得到pHLZ10,最后将

permE-accD 克隆到pHLZ10的BamHⅠ位点得到

pHLZ11。在pHLZ11中,accA、accB、accC 和accD
基因 依 序 排 列,且 每 个 基 因 上 游 均 含 有 permE
(图3)。

2.2 acc 基因在链霉菌中表达

将pHLZ11和pSET152分别转化进入大肠杆

菌ET12567/pUZ8002,再通过接合转移进入变铅青

链霉菌野生型菌株TK24和ACT基因簇中断菌株

SBT4中,观察acc异源表达对2种沉默的色素类抗

生素(ACT和RED)生物合成的影响。pSET152作

为空载体对照。采用ACT基因簇中断的SBT4是

为了避免紫红色的 ACT干扰,可更好地观察红色

抗生素RED的合成。
在变铅青链霉菌 TK24为受体的接合转移板

上,pHLZ11的接合子产生深蓝色的ACT,而空载

体pSET152的接合子则没有ACT的产生;将接合

子转接到新鲜 MS平板培养,仍可观察到TK24∷
pHLZ11大 量 合 成 放 线 紫 红 素 (图 4)。另 外,

TK24∷pHLZ11生长明显变弱,只产少量白色气

丝;而空载体的接合子TK24∷pSET152产大量气

丝,最终产生丰富的孢子。
在SBT4为受体的接合子中,SBT4∷pHLZ11

的十一烷基灵红菌素(红色)产量明显提高(图5),
而空载体pSET152的接合子以及宿主对照几乎不

产红色素。
试验结果说明,来自大肠杆菌的乙酰-CoA羧化

酶基因能够在链霉菌中表达,其表达能够激活沉默

抗生素的合成。
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图3 acc表达质粒pHLZ11的构建

Fig.3 ConstructionoftheaccexpressionplasmidpHLZ11

图4 pHLZ11激活变铅青链霉菌TK24中

沉默的放线紫红素的合成

Fig.4 Activationofthesilentactinorhodinproduction
inS.lividansTK24bypHLZ11

图5 大肠杆菌acc促进变铅青链霉菌SBT4中

十一烷基灵菌红素的合成

Fig.5 Promotionoftheundecylprodigiosinproduction
inS.lividansSBT4byE.coliacc

3 讨 论

链霉菌基因组测序发现,每个基因组均含有十

几到三十多个不同的次级代谢生物合成基因簇,除
少数基因簇(约占10%)编码已知化合物外,80%~
90%的基因簇编码未知的次级代谢途径合成的化合

物[16],这些途径产生的化合物在传统的实验室筛选

条件下是“沉默”的,相应的天然产物或者完全不合

成、或者由于产量太低而没有被分离鉴定得到。链

霉菌超强的次级代谢合成潜力暗示,如果开发出一

些相对简单的方法激活这些“沉默”的次级代谢途

径,将为新化合物的筛选鉴定提供巨大的空间,自
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2002年天蓝色链霉菌基因组测序论文[17]发表至今,
已有多种方法对链霉菌开展基因组挖掘(genome
mining),包括尝试多种培养条件的OSMAC法、同
位素示踪、基因敲除、异源表达和调控基因改造等方

法,获得了许多新的化合物[18-21]。
野生型变铅青链霉菌中含有 ACT和RED生

物合成基因簇,但在普通培养基如 MS上培养时这

2种抗生素并不能有效合成,有文献报道通过增加

正调控基因拷贝数或敲除一些负调控基因可以激活

沉默抗生素的合成[22-24]。本研究在变铅青链霉菌引

入大肠杆菌acc基因,激活了ACT的表达并提高了

RED的产量,推测这2种抗生素生物合成产量的改

变是由于链霉菌体内丙二酰-CoA的增加所导致,说
明对中心代谢途径的修饰能够激活沉默次级代谢

途径。
另外,在本试验中将大肠杆菌acc基因导入到

变铅青链霉菌后,在接合转移平板以及转接一代的

平板上均能够产生大量ACT和RED,但是接合子

菌落变小,气生菌丝的生长受到影响,且不产生孢

子;将接合子多次传代后,后全部代恢复到不产色素

抗生素状态,同时,气生菌丝和产孢也回复到正常的

出发菌株状态。一种可能的原因是,过量抗生素的

合成导致宿主负荷过重,传代后死亡,只有少数不产

抗生素的自发突变个体可以存活;另一个可能的原

因是导入大肠杆菌acc基因后,导致乙酰辅酶A羧

化酶活性额外增加、丙二酰-CoA浓度升高,一方面

使ACT和RED产量增高,同时链霉菌细胞通过未

知的负反馈机制抑制乙酰辅酶A羧化酶的活性,并
抑制宿主自身acc基因的进一步表达;有意思的是,
这种反馈机制作用需要较长时间才达到效果。另外

在本研究中大肠杆菌与链霉菌属于不同的种,两者

的进化不同,在基因的排布及各基因的协调方面不

尽相同,导入不同种属的基因可能引起菌体本身生

理和生长的改变。本研究中采用了组成型强启动子

permE 表达acc,如果采用诱导性启动子,或许可以

减轻宿主负荷,使抗生素高产性状能够稳定传代。
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EffectofheterologousexpressionofEscherichiacoliacetyl-CoA
carboxylasegenesonthesecondarymetabolismofStreptomyceslividans
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Abstract TheStreptomyceslividansgenomecarriestwogeneclustersencodingthebiosynthetic
pathwaysofactinorhodinandundecylprodigiosin.HoweverneitherantibioticisproducedinS.lividans
undertheconditionsofcommonlaboratorygrowth.Malonyl-CoAasprecursorwasneededinthebiosyn-
thesisofbothcompoundscatalyzedbythecommittedenzymeacetyl-CoAcarboxylase(ACC).Thisstud-
ywasaimedtoclonetheaccgenesfromEscherichiacoliandintroducethemintoS.lividanstoinvesti-
gatetheireffectontheproductionofactinorhodinandundecylprodigiosin.TheE.coliACCsubunitsare
encodedby4accgenes.TheseaccgeneswereclonedwithaddingermEpromotertoeachthroughover-
lappingextensionPCRtogain4recombinedgenes.Therecombinantgeneswerethenclonedinto
pSET152successivelytogainaheterologousexpressionplasmid.Theconstructedplasmidwastrans-
ferredintoS.lividansbyconjugation,andtheantibioticproductioninexconjugantswasexamined.The
exconjugantscouldnotonlyproduceactinorhodinbutalsoshowedaprominentincreaseintheproduction
ofundecylprodigiosin.accfromE.colicanimprovetheproductionofpre-existingantibioticsandactivate
theexpressionofsilentgeneclustersaswellinS.lividans.

Keywords Streptomyceslividans;E.coli;acetyl-CoAcarboxylase;actinorhodin;undecylprodigi-
osin
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