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摘要:美达霉素是链霉菌产生的具有强抗肿瘤活性的芳香聚酮类抗生素，其砒喃环并内酯结构对于其抗癌活
性非常重要。位于美达霉素生物合成基因簇中的基因 med-ORF12 编码立体专一性酮基还原酶，可能参与美
达霉素的砒喃环并内酯结构中手性中心(C3S)的形成，但在美达霉素产生菌中的功能和表达还未曾研究。
【目的和方法】为了研究 med-ORF12 在野生菌中的表达情况以及与美达霉素生物合成的关系，本文采用了原
核表达、抗体制备、免疫杂交等技术方法对这个基因展开了体内表达研究。【结果】首先利用 pET 载体建立
了 med-ORF12 的原核表达系统，在优化诱导表达条件的基础上获得了可溶性目的蛋白，制备了相应的多抗
血清;然后利用多抗血清对美达霉素产生菌中的基因 med-ORF12 的表达情况进行了检测，表明在美达霉素
产生菌中参与次生代谢的 med-ORF12 在稳定期大量表达，同时伴随美达霉素的大量积累。【结论】这些结果
表明在美达霉素产生菌中，基因 med-ORF12 参与次生代谢，其表达与美达霉素生物合成有一定相关性。
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美 达 霉 素 ( medermycin ) 又 称 乳 醌 霉 素
( lactoquinomycin)，是由链霉菌产生的一种芳香聚
酮类抗生素，其芳香聚酮母核通过稀有的 C—C 糖
苷键连接了一个脱氧六碳糖胺［1 － 2］。美达霉素具有
强抗肿瘤活性，能有效抑制多种肿瘤细胞的发生、发
展及迁移，是细胞信号传导途径中的重要组分丝氨
酸 /苏氨酸激酶 Akt /PKB 的新型抑制剂［3 － 4］。美达
霉素的聚酮母核中除两个芳香环外，还有一个具有

立体特异性的砒喃环并内酯结构:此砒喃环 C-3 和
C-15 位置呈现相反的立体构象［3S，15R］(图 1-
A )。 美 达 霉 素 属 于 苯 并 异 色 烷 醌
(benzoisochromanequinone，BIQ)家族，同族化合物还
包括榴菌素( granaticin) 、生物合成研究最深入的放
线紫红素( actinorhodin)等(图 1-A)。药理学研究表
明在 BIQ 家族化合物中，含有［3S，15R］的砒喃环并
内酯结构的美达霉素、kalafungin、frenolicin B 等化合
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物都具有抗肿瘤活性;而砒喃环并内酯结构可通过
烷化机制来抑制肿瘤细胞中丝氨酸 /苏氨酸激酶
Akt /PKB 的活性，说明这个结构对这类抗肿瘤抗生
素的生物学活性是非常重要的［3 － 4］。

目前关于美达霉素等 BIQ 化合物的砒喃环并
内酯结构的生物合成研究不是很多。已有研究初步
推断内酯结构可由 C-1 的羧基和 C-4 之间通过分子
内环化而形成，有氧气参与催化，是否还有酶的参与
一直没有确切结论［5 － 6］;而关于砒喃环手性结构的
形成，日本学者在放线紫红素(图 1-A)的生物合成
研究中有涉及:研究人员曾利用基因敲除和多基因
共表达实验表明放线紫红素合成基因簇中的立体专
一性的酮基还原酶基因 actVI-ORF1 参与 C-3 的手
性中心的形成［7］。在美达霉素基因簇中也存在与
actVI-ORF1 同源的基因 med-ORF12［8］，本文作者已
通过异源共表达和种间互补实验推断 med-ORF12
可能在美达霉素的 C-3 手性中心的生物合成中也起
重要作用［9］，但目前还没有直接的遗传学证据来证
明基因 med-ORF12 在美达霉素产生菌体内是否可
以表达，是否确实参与美达霉素的生物合成;其表达
与调控及酶学性质都有待研究。

在前期试验中，为了获得 med-ORF12 参与美达
霉素生物合成的直接的遗传学证据，本文作者先后
采用了两种方案尝试进行 med-ORF12 的基因敲除:
(1)构建了进行 med-ORF12 敲除的自杀质粒，但由
于美达霉素产生菌对外源自杀质粒 DNA 的限制性
导致自杀质粒一直未能导入到产生菌中去;(2)利
用 PCR-Targeting 技术(RedirectTM试剂盒)在美达霉
素合成全基因簇中进行了目的基因的敲除(在大肠
杆菌中进行)，然后可将获得的突变基因簇进行异
源表达(此方案已有类似报道［10］)。然而在酶切验
证突变基因簇过程中发现，在敲掉目的基因的同时
突变基因簇中产生了大片段缺失 (李爱英，未发
表)。

所以，在这里，我们使用 pET 载体建立了美达
霉素生物合成基因 med-ORF12 的原核表达体系，成
功纯化了目的蛋白并获得了 Med-ORF12 的多抗血
清;并利用多抗血清对 med-ORF12 在美达霉素产生
菌中的表达模式进行了初步研究。这些工作为进一
步展开 Med-ORF12 相关酶学性质研究和探讨在美
达霉素生物合成中的作用及表达调控机制奠定了
基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种、质粒和培养基:大肠杆菌(Escherichia
coli)DH5α 和 BL21(DE3)由本实验室保存，分别作
为基因克隆和原核表达常用宿主细胞;E． coli BL21
(DE3) / pHSL82 为本实验中构建的原核表达菌株;
质粒 pT7Blue 和 pET28a( + )载体为 Novagen 公司
产品，分别作为基因克隆和原核表达载体;pIK340
(含有美达霉素完整生物合成基因簇)以及美达霉
素产生菌(链霉菌 AM7161)由日本武藏野大学市濑
浩志教授馈赠［8］;美达霉素超量产生菌株 AM7161-
LM98 是 AM7161 的衍生菌，为本实验室构建(刘明，
未发表);大肠杆菌培养基为 LA 固体和 LB 液体培
养基，链霉菌培养基为 YEME、R4 等培养基［11］。
1. 1. 2 主要试剂:限制性内切酶、T4 连接酶、CIAP
去磷酸化酶、分子量蛋白预染及非预染 Marker 购自
Fermentas 公司;KOD-Plus DNA 聚合酶为 Toyobo 公
司产品;1 kb DNA Marker、质粒 DNA 小量提取试剂
盒、DNA 凝胶回收试剂盒为 Tiangen 公司产品;His
GraviTrap 纯化柱为 GE 公司产品;PCR 引物合成和
基因测序由南京金斯瑞生物科技公司完成;卡那霉
素和 IPTG 购自 Sigma;多抗血清制备在中国科学院
武汉病毒所完成。
1. 2 med-ORF12 基因的克隆
1. 2. 1 引物:根据美达霉素生物合成基因簇中
med-ORF12 序 列 ( 在 GenBank 中 序 列 号 为
AB103463 ) 设 计 上 游 引 物 Med-12B: 5'-GGAAT
TCCATATGAGCGGAACCG GCCGGCCCACCGTGGC
G-3'，下 游 引 物 Med-12C: 5'-CCCAAGCTTCGACG
CGCT CCCGGGCTCGGCTTC-3'。上下游引物前分别
添加了 NdeⅠ、HindⅢ限制性酶切位点(酶切位点用
下划线表示，翻译起始密码子用黑体表示)。
1. 2. 2 基因的扩增:以含有美达霉素生物合成基因
簇的质粒 pIK340 为模板，以 Med-12B、Med-12C 为
引物进行 PCR，扩增目的基因 med-ORF12 (反应条
件为:94℃ 3 min;94℃ 1 min，66℃ 45 s，68℃ 90 s，
25 个循环)。回收目的片段，进行 NdeⅠ和 HindⅢ
双酶切，克隆到 pT7Blue 载体上，转化大肠杆菌
DH5α。经蓝白斑筛选、质粒提取、酶切验证和测序
后，正确质粒命名为 pHSL81。
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1. 3 med-ORF12 原核表达系统的建立
pHSL81 经 NdeⅠ和 HindⅢ双酶切，回收目的片

段 med-ORF12，克隆在表达质粒载体 pET28a ( + )
上，转化大肠杆菌 E． coli DH5α，提取重组质粒后进
行酶切鉴定。将正确的重组质粒命名为 pHSL82，
并导入大肠杆菌 E． coli BL21(DE3)中，获得的 med-
ORF12 原核表达菌株命名为 BL21(DE3) / pHSL82。
1. 4 med-ORF12 的初步原核表达及诱导条件的优
化

初步原核表达实验过程参见相关文献［12］。设
置梯度优化诱导剂的浓度、诱导温度及相应诱导时
间:在培养至指数期细胞(吸光度 OD600 = 0. 6)中添
加不 同 浓 度 IPTG，并 振 荡 培 养 4 h (37℃ 和
220 r /min);或者在添加0. 1 mmol /L IPTG 后，分别
在不同培养温度和不同培养时间下进行诱导。培养
结束后收集菌体，在用 PBS 重悬的细胞中加苯甲基
磺酰氟(PMSF)缓冲液至浓度1 mmol /L;用 JY92-Ⅱ
超声破碎机在冰浴中超声破碎细胞(工作25 s，间歇
10 s，700 W，10 次)，直接通过 SDS-PAGE 电泳检测
总蛋白。
1. 5 表达产物 Med-ORF12 存在形式的检测及验
证

将诱导培养后的细胞进行超声波裂解，经4℃
9 246 × g 离心 5 min，分离上清和沉淀，然后 SDS-
PAGE 电泳分析目的蛋白的存在形式(是以可溶还
是包涵体形式存在)。

以抗 His-标签的鼠抗为一抗 (目的蛋白 Med-
ORF12 的端部含有 His-标签)，HRP 标记的羊抗鼠
抗体为二抗，进行 Western blot 分析，以确认诱导表
达产生的特异性蛋白带是否为含有 His-标签的目的
蛋白带。
1. 6 表达产物 Med-ORF12 的纯化

使用 GE 公司的 His GraviTrap 纯化柱，利用
IMAC( Immobilized Metal Affinity Chromatography)法
纯化目的蛋白 (具体参照 GE 试剂盒使用手册)。
SDS-PAGE 检测纯化效果，并对纯化的蛋白进行
Western blot 验证。
1. 7 Med-ORF12 多抗血清的制备及其特异性鉴
定

利用纯化的 Med-ORF12 免疫新西兰大白兔制
备多抗血清的方法按照常规程序进行［13］:使用的
Med-ORF12 蛋白浓度为0. 6 mg /mL(700 μL)，首次

免疫与完全弗氏佐剂混合，第二次免疫与不完全弗
氏佐剂混合。以制备的多抗血清为一抗，HRP 标记
的羊抗兔抗体为二抗，用间接 ELISA 法检测多抗血
清的效价，并用 Western blot 检验制备的多抗血清的
特异性。
1. 8 链霉菌中美达霉素积累和 med-ORF12 表达
的检测

链霉菌培养和发酵方法参见相关文献［7 － 9，11］:
种子培养物按照 1∶ 10 转接到200 mL发酵培养基中，
培养过程中定时取样，检测吸光度(OD600 )，制备生
长曲线;离心分离发酵液和菌丝体沉淀，破碎菌丝体
提取总蛋白 (方法同大肠杆菌，菌丝体破碎参照文
献［11］)，进行 SDS-PAGE 和 Western blot(多抗血清
进行 1 ∶ 1000 稀释)检测链霉菌中 med-ORF12 的
表达。

2 结果

2. 1 med-ORF12 表达质粒的构建和初步原核诱导
表达

975 bp的目的基因 med-ORF12 位于美达霉素
生物合成基因簇中［8］。经 PCR 扩增后首先连接到
克隆载体 pT7Blue 上，测序验证后再进一步克隆到
表达载体 pET28a ( + ) 上 (先后获得的质粒为
pHSL81 和 pHSL82，图 1-B)。表达质粒 pHSL82 转
入常用的原核表达宿主细胞大肠杆菌 E． coli BL21
(DE3)中，建立了 med-ORF12 原核表达系统(BL21
(DE3) / pHSL82)。

BL21(DE3) / pHSL82 在 IPTG 诱导培养 (温度
为37℃ )结束后，利用 SDS-PAGE 分析诱导表达后各
组菌的总蛋白(图 2-A)。结果表明:与阴性对照相
比较，分别经 0. 1 － 0. 8 mmol /L IPTG 诱导后，细胞
在 35 － 45 kDa之间都存在一条明显表达的特异性
蛋白条带，初步推测已经表达出目的蛋白。对比不
同 IPTG 浓度诱导结果，发现在 37℃条件下，0. 1 －
0. 8 mmol /L IPTG 浓度范围内，IPTG 的浓度对目的
蛋白的诱导表达量影响差异不是非常显著，但低浓
度下蛋白表达效果稍好一些，且低浓度 IPTG 对细
胞毒性小，因此初步选定 IPTG 浓度为0. 1 mmol /L。

利用抗 His-标签的特异性抗体对细胞的总蛋白
进行 Western blot 检测。结果(图 2-B)表明在诱导
后的细胞 BL21(DE3) / pHSL82 总蛋白中，仅在 35 －
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图 1 BIQ 化合物的结构及 med-ORF12 基因克隆和表达

质粒的构建
Fig． 1 Structures of related BIQ compounds and construction of the

expression plasmid． ( A ) The numbering given is based on the

biosynthetic origin of these compounds; ( B) Confirmation of cloning

and expression plasmids by enzyme digestions． M: DNA marker; 1:

pHSL81 /HindⅢ; 2: pHSL81 /( HindⅢ + NdeⅠ ) ; 3: pHSL82 /

(HindⅢ + NdeⅠ) ; 4: pHSL82 /HindⅢ ．

50 kDa之间显示出特异条带(对应的是表达量最大
的蛋白条带)，说明这是带有 His-标签的蛋白，而阴
性对照样品在相应位置无此特征带。
2. 2 med-ORF12 的存在形式的检测和诱导表达条
件的优化

对在37℃ 0. 1 mmol /L IPTG 浓度诱导后得到的
目的蛋白进行检测，发现目的蛋白几乎全部以包涵
体的形式存在(如图 2-C，诱导后的细胞进行裂解后
离心，可溶的上清液用 supernatant( S)标示;离心后
沉淀的包涵体用 precipitate (P)标示，下同)。

接下来通过降低诱导温度，延长诱导时间来进
行优化以提高可溶性蛋白的比例。结果表明30℃诱
导培养后目的蛋白大部分还是以包涵体的形式存在
(图略)，而20℃诱导20 h后，在上清和沉淀中目的蛋
白的量大致相等(图略);16℃诱导表达结果(如图

2-D 所示)表明目的蛋白大部分以可溶形式存在，
24 h上清中的目的蛋白量达到最大。

根据以上诱导表达优化的结果，确定最优诱导
表达条件为:16℃下，0. 1 mmol /L IPTG 诱导24 h。在
此条件下，目的蛋白表达效果 (可溶和包涵体两部
分总和)与其它温度下差异不大，但以可溶性形式
存在的目的蛋白表达量达到最高。
2. 3 目的蛋白 Med-ORF12 的纯化及多抗血清的
制备

接下来，利用 His GraviTrap 柱纯化目的蛋白，
并进行 SDS-PAGE 以检测纯化效果 (如图 3-A 所
示)。结果表明得到了纯度约为 95% 的目的蛋白
(6、7、8 泳道)。将纯化的蛋白利用抗 His-标签的抗
体进行 Western blot 验证，确认了纯化的蛋白为目的
蛋白(图略)。

将纯化的 Med-ORF12 免疫新西兰大白兔，从而
获得了 Med-ORF12 的多抗血清。利用间接 ELISA
法测定了抗血清效价为 1∶ 16000(图略)。

然后，利用 Western blot 检测抗血清的特异性
(图 3-B)，在抗血清 1:3000 稀释的情况下，抗血清
特异性显示较好，能够专一显示目的带。
2. 4 利用 Med-ORF12 的多抗血清检测美达霉素
野生型产生菌中 med-ORF12 的表达和美达霉素的
积累

为了解 med-ORF12 与美达霉素生物合成的关
系，接下来利用制备的 Med-ORF12 的多抗血清对美
达霉素产生菌 (野生型链霉菌 AM7161 ) 中 med-
ORF12 的表达进行检测。

首先检测 AM7161 不同发酵时间的细胞密度
(用吸光度 OD600表示)以及发酵液上清的颜色，发
现链霉菌 AM7161 在培养 12 h 后就进入稳定期(如
图 4-A)，生长较一般链霉菌快［11］;且美达霉素(红
褐色代表美达霉素的产生［8］)在细胞进入稳定期就
开始积累，进入稳定期的后期(60 h 左右)积累量明
显增多(图 4-A)，说明是次级代谢产物。

利用上面获得的特异性多抗血清对链霉菌
AM7161 总蛋白进行 Western blot 检测(如图 4-B 所
示)。结果表明:(1)制备的特异性多抗血清可以与
链霉菌 AM7161 总蛋白中 35 － 45 kDa之间的一条带
杂交，进一步说明制备的多抗血清有较好的特异性;
(2)同时说明基因 med-ORF12 在链霉菌 AM7161 中
可以表达产生蛋白产物;(3)基因med-ORF12在链
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图 2 Med-ORF12 的诱导表达和验证
Fig． 2 Induced expression and western blot of Med-ORF12． (A) 1 － 6: Total cell proteins of E． coli BL21(DE3) / pHSL82 after induction by IPTG

at the concentrations of 0 mmol / L，0. 1 mmol / L，0. 2 mmol / L，0. 4 mmol / L，0. 6 mmol / L and 0. 8 mmol / L for 4 h at 37℃ respectively; 7: Total cell

proteins of E． coli BL21(DE3) as negative control; M: Protein marker; (B) M: Protein marker; 1: Total cell proteins of BL21(DE3) ) / pHSL82

after induction; 2: Total cell proteins of negative control BL21 (DE3) / pET28a( + ) ; ( C) M: Protein marker; 1: Total cell proteins of negative

control (BL21 / pET28a( + ) ) ; 2 － 4: Supernatant( S) and precipitate(P) of BL21(DE3) / pHSL82 after induction for 4 h，8 h and 12 h respectively

at 37℃ ; (D) M: Protein marker; 1 － 4: Supernatant( S) and precipitate (P) of BL21(DE3) / pHSL82 after induction at 16℃ for 16 h，20 h，24 h

and 30 h respectively; 5: Total cell proteins of negative control BL21 / pET28a( + ) ．

图 3 目的蛋白 Med-ORF12 的纯化和多抗血清验证
Fig． 3 Purification of Med-ORF12 and confirmation of the resultant
polyclonal antiserum． ( A) M: Protein marker; 1 － 2: Unpurified
samples; 3: Flow-through sample after loading; 4 － 5: Flow-through
samples after first and last washing respectively; 6 － 8: Flow-through
samples after first，second and third elution respectively; 9: Total cell
proteins of negative control BL21 ( DE3 ) / pET28a ( + ) ; ( B) M:
Protein marker; 1: Purified target protein Med-ORF12; 2: Total cell
proteins of negative control (BL21(DE3) / pET28a( + ) ) ; 3: Rabbit
serum before immunization as negative control．

图 4 美达霉素野生型产生菌培养过程中 Med-ORF12 的
表达和美达霉素的积累
Fig． 4 Accumulation of medermycin and expression of Med-ORF12
during cultivation of the wild type medermycin-producing strain． ( A)
Cell growth at different cultivation time ( below) and color change of
pigmentation indicating medermycin accumulation in AM7161 ( upper) ;
( B ) Western blot of med-ORF12 expression at different cultivation
time． 1 － 4: 12 h，36 h，48 h and 60 h respectively．
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霉菌细胞刚进入稳定期就有微弱表达，但48 h以前
表达量变化不是很大;到60 h时 Med-ORF12 表达量
明显增多，表明基因 med-ORF12 属于生长后期表达
的基因。
2. 5 利用 Med-ORF12 的多抗血清检测美达霉素
超量产生菌中 med-ORF12 的表达

为了进一步了解 med-ORF12 与美达霉素生物
合成的关系，我们利用 Med-ORF12 的多抗血清对一
株美达霉素超量产生菌(AM7161-LM98)中的 med-
ORF12 的表达进行了检测。

AM7161-LM98 是野生菌 AM7161 的衍生菌株，是

在 AM7161 中导入并超量表达一个正效调控基因
(med-ORF10)，从而导致美达霉素的产量明显增加
(如图 5-A 菌落的红褐色［8］)(刘明，未发表)，且预期
这个调控基因是通过调控 med-ORF12 的表达来控制
美达霉素的合成(对此我们已有相关遗传学证据)
(李爱英，未发表)，二者都位于美达霉素基因簇中。
液体培养 AM7161 和 AM7161-LM98 至 24 h，提取细
胞总蛋白，进行 Western blot 检测(图 5-B)。如我们
预期，在菌株 AM7161-LM98 中目的基因 med-ORF12
的表达量比野生菌 AM-7161 中明显提高。

图 5 美达霉素超量产生菌中 Med-ORF12 的检测
Fig． 5 Detection of Med-ORF12 expression in the medermycin-overproducing strain． ( A) Comparison of pigmentation color indicating medermycin

accumulation in AM7161(1) and AM7161-LM98 (2 ) ; ( B) Western blot of med-ORF12 expression in AM7161 (1 ) and AM7161-LM98 (2 )，M:

protein marker．

结合图 4 和图 5 的结果，可以初步判断，Med-
ORF12 表达量的变化与美达霉素积累量(发酵液颜
色)的变化相一致，说明二者之间存在一定相关性，

这为进一步确证 Med-ORF12 参与美达霉素生物合
成的研究打下基础。

3 讨论

目前已有很多肿瘤化疗药物 (如光辉霉素、阿

克拉霉素等)用于临床，但这些常用药物作用的靶
标多是 DNA，而美达霉素则是对多种肿瘤细胞的信
号传导起阻断作用，而且抗肿瘤效果显著，所以有望

作为一种新颖的抗肿瘤药物得到开发［3 － 4］。

对美达霉素生物合成过程进行分子水平上的研
究，对于利用代谢工程进行新药研发会有潜在的价
值和意义。本文作者已经在美达霉素后期结构修饰
方面展开了一些研究工作，比如其糖基化修饰机制
的揭示(李爱英，未发表)以及 C-3 位手性中心的形

成等［9］。

美达霉素与同族化合物放线紫红素的聚酮母核
相似(图 1-A)，首例杂合抗生素 mederhodin 就是通
过将二者合成相关基因进行组合表达得到的，并由
此诞生了“组合生物合成”的概念［14］。与美达霉素

不同的是，放线紫红素是以两个完全相同的聚酮母
核(C-1 均为羧基)在 C-10 位置以 C-C 相连 (见图
1)，仅具有弱的抗菌活性［15］，未见有抗肿瘤活性的

报道(放线紫红素的 C-1 羧基可以与 C-4 发生分子
内酯化，但内酯化的 γ-放线紫红素是否有抗肿瘤活
性还未有报道)。而有报道称虽然另一个 BIQ 家族
化合物 Deoxyfrenolicin 的 C-1 端为羧基，也具有一定
的抗肿瘤活性，但推测抗肿瘤活性还是与其内酯化
形式 (室温下体外发生 C-1 和 C-4 间内酯化)有
关［3 － 4］。在已研究的 BIQ 家族化合物中，抗肿瘤效

果最好的是美达霉素，其结构中具有稀有的 C-糖基
化修饰、氧化基团、手性的砒喃环内酯等，这些结构
对其抗肿瘤效果可能都有贡献，目前已有数据揭示
美达霉素的砒喃环并内酯结构对阻断肿瘤细胞的信
号传导是非常关键的［3 － 4］。
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美达霉素生物合成基因簇中的 med-ORF12 预

期是美达霉素生物合成后期修饰中的一个关键酶，

可能参与美达霉素手性砒喃环的形成:聚酮母核形

成过程中，Med-ORF12 将无手性的二环中间体的 C-

3 的酮基进行还原，形成具有手性结构的中间体。

这种推测在同族化合物生合成研究中已获得一些试

验数据的支持［7，16 － 17］，也在美达霉生物合成研究中

得到 Med-ORF12 参与砒喃环 C-3 手性形成的一些

间接证据［9］。然而，由于菌株和基因自身问题，导

致目前还无法通过基因敲除来获得关于美达霉素砒

喃环并内酯形成的遗传学证据。

所以在本文中，作者就对基因 med-ORF12 进行

了原核表达及抗体制备，对美达霉素野生型产生菌

株中此基因的表达进行免疫检测，发现 Med-ORF12

的大量表达是发生在稳定期的后期，与美达霉素的

生物合成水平呈现出一致性;同时利用这些多抗血

清检测了在美达霉素超量产生菌中 Med-ORF12 的

表达，也发现 Med-ORF12 表达量提高与美达霉素产

量提高呈现一致性。这些数据与推论相吻合:美达

霉素是次级代谢产物，Med-ORF12 作为关键酶之一

参与美达霉素生物合成后期修饰过程［8］。另外，大

肠杆菌中带标签的目的蛋白和链霉菌中不带标签的

目的蛋白的分子量在 SDS-PAGE 检测时都比预期值
(分别为 39 kDa 和 35 kDa)稍大一点，此现象以前

多有报道，可能与蛋白本身氨基酸编码或修饰有

关［18］。

本文使用的美达霉素超量产生菌与野生菌不同

之处在于前者细胞中正调控基因(med-ORF10)在高

拷贝自主复制质粒上并受控于高效链霉菌启动子
(PermE* )，前期实验已经检测到这个调控基因发生

了超量表达(刘明，未发表)。根据已有的数据推测

这个调控基因是通过控制 Med-ORF12 的表达水平

来调控美达霉素的产量［8，9，19］，在 med-ORF10 的基

因敲除和超表达菌中都检测到 med-ORF12 转录水

平的改变(刘明，未发表)。本文检测了这个菌株中
Med-ORF12 翻译水平，发现确实也存在 Med-ORF12

表达上调的现象 (关于 Med-ORF12 与 med-ORF10

调控关系的更为详细的研究数据将另文报道)，进

一步支持了 Med-ORF12 参与美达霉素生物合成的

推论［8］。

本文在美达霉素产生菌中检测了 Med-ORF12

的表达及与美达霉素积累之间的关系，接下来，我们

拟对 Med-ORF12 进行体外酶活性研究以及基因敲

除实验，进一步验证其功能和机制。
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Expression detection of med-ORF12 encoding a
stereochemical ketoreductase possibly involved in
medermycin biosynthesis

Rui Sun1，2，Ming Liu1，2，Caixia Gong1，2，Wei Wang1，2，Aibing Zeng3，Aiying Li1，2*
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Abstract:Medermycin，an aromatic polyketide antibiotic produced by streptomyces，possesses a stereochemical-pyran-ring

lactone critical for its strong anticancer activity． The med-ORF12 located in the biosynthetic gene cluster of medermycin

encodes a stereochemical ketoreductase． Based on many indirect data，we proposed it to be involved in the enantioselective

reduction at C-3 in the formation of the pyran ring of medermycin． The direct genetic evidence about the function of med-

ORF12 in the medermycin-producing strain has yet to be obtained． Enzymatic features，expression and regulation pattern

of Med-ORF12 in the medermycin-producer still remain obscure． ［Objective and Methods］The present study aimed to

investigate the expression profiles of med-ORF12 and relationship between Med-ORF12 and medermycin accumulation in

medermycin-producers using prokaryotic expression，protein purification，polyclonal antiserum preparation，western blot．

［Results］First，we established a prokaryotic expression system of med-ORF12 using a pET vector and optimized the

induction conditions to accumulate the soluble Med-ORF12． Subsequently，we acquired the polyclonal antiserum against

Med-ORF12 by immunizing the New Zealand rabbit with the purified protein． Finally，we detected the expression pattern

of med-ORF12 in the medermycin producers with the obtained polyclonal antiserum，and found that med-ORF12 could

express with a fairly high amount during the late stationary phase of the medermycin-producers，consistent with the

accumulation of medermycin as a secondary metabolite．［Conclusion］These data indicated that Med-ORF12 expressing

efficiently in the secondary metabolism could be involved in the biosynthesis of medermycin in the medermycin-producers．

Keywords: streptomycete，secondary metabolism，medermycin，stereochemical ketoreductase
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