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摘   要：【目的】本研究旨在通过将琼脂糖包埋染色体 DNA 的方法与 ExoCET 重组技术相结合，

建立放线菌天然产物生物合成基因簇的捕获方法。然后将克隆基因簇导入通用底盘宿主中，实现

目标生物合成基因簇的异源表达。【方法】首先，利用低熔点琼脂糖包埋技术制备菌株的染色体

基因组总 DNA，再用限制性内切酶消化含有染色体 DNA 的琼脂块，获得线性化的 DNA 样品；

然后利用 ExoCET 重组技术，以 p15A 线性载体片段将目标基因簇线性片段进行捕获；再通过

PCR-targeting 的方法向目标质粒中引入所需的接合转移 DNA 元件。接着，将改造质粒通过接合

转移导入到 Streptomyces coelicolor M1252 宿主中，获得不同的重组菌株。最后，对不同的菌株进

行发酵并提取化合物，最后进行活性检测以及质谱检测。【结果】通过该方法，从菌株 S. lincolnensis 
NRR2936 中成功获得了林可霉素生物合成基因簇(lmb-BGC)，从菌株 Nonomuraea nitratireducens 
WYY166T 中克隆得到了 2 个核糖体肽类化合物的生物合成基因簇 (nioblantin，niob-BGC 和
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nitblantin，nitb-BGC)，并实现了 lmb-BGC 在天蓝色链霉菌 M1252 中的成功表达。【结论】本研

究通过将低熔点琼脂糖包埋技术与 ExoCET 重组技术进行合理整合，定向克隆得到了林可霉素以

及 2 个新颖的羊毛硫肽类化合物的生物合成基因簇。然后，分别对重组质粒改造后，在天蓝色链

霉菌 M1252 宿主中进行表达，分别获得重组菌株 MJX01、MJX02 和 MJX04。最后，利用质谱以

及活性测试的手段对发酵提取物进行了检测，确定了林可霉素生物合成基因簇在天蓝色链霉菌

M1252 中成功表达。本研究为通过基因簇克隆和异源表达发掘新化合物奠定了基础。 

关键词：染色体 DNA 的琼脂糖包埋方法；ExoCET 技术；林可霉素；羊毛硫肽；异源表达；

质谱  
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Abstract: [Objective] To develop a method of cloning biosynthetic gene clusters of natural products 
(NP-BGCs) by combining agarose-embedded chromosomal DNA strategy with exonuclease combined 
with RecET recombination (ExoCET) technology and transform the cloned gene clusters into chassis 
cells for the expression of target NP-BGCs in heterologous hosts. [Methods] Firstly, the chromosomal 
DNA of the targeted strain was prepared by agarose-embedded plugs with the low-melting-temperature 
agarose and digested with the restriction enzymes to yield the linear DNA sample. Then, the linear 
target BGC was captured by the linear vector of p15A through the ExoCET technology. The desired 
integrative and conjugative elements were introduced into the BGC-containing plasmid through 
PCR-targeting approach. Subsequently, the final modified plasmid was introduced into Streptomyces 
coelicolor M1252 by intergeneric conjugation to yield the desired recombinant strains. Finally, the 
recombinant strains were fermented and analyzed for target compound production by UPLC-ESI-MS 
and the inhibitory activity against different indicator strains was detected. [Results] With this method, 
the BGC of lincomycin (lmb-BGC) and the BGCs of two ribosomal peptides (nioblantin, niob-BGC and 
nitblantin, nitb-BGC) were obtained from S. lincolnensis NRR2936 and Nonomuraea nitratireducens 
WYY166T, respectively. Finally, the lmb-BGC was expressed in M1252 for production of lincomycin. 
[Conclusion] In this study, the lmb-BGC and two novel lanthipeptide BGCs were cloned by the 
agarose-embedded chromosomal DNA in combination with ExoCET technology. Then, the 
BGC-containing plasmids were modified for conjugations. The recombinant strains MJX01, MJX02, 
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and MJX03 were obtained by conjugation with the strain M1252 host. The fermentation broth was 
extracted and analyzed by UPLC-ESI-MS and the anti-bacterial activity was detected. Finally, our 
results revealed that the lincomycin was successfully produced in the strain M1252 containing the 
lmb-BGC. This study lays the foundation for the discovery of new compounds through gene cluster 
cloning and heterologous expression in the chassis strain. 

Keywords: agarose-embedded chromosomal DNA strategy; exonuclease combined with RecET 
recombination; lincomycin; lanthipeptide; heterologous expression; mass spectra 
 

放线菌基因组中蕴含了丰富的天然产物生

物 合 成 基 因 簇 (biosynthetic gene cluster of 

natural product, NP-BGC)[1]，但约有 90%以上的

NP-BGC 均处于沉默状态 [2]。将一些沉默的

NP-BGC 转移到合适的异源宿主中，解除原始

菌株对其表达的抑制效应，是获得新颖化合物

或提高目标产物产量的重要手段之一 [3–5]。其

中，放线菌染色体中负责天然产物合成的功能

基因一般成簇排列[6]，为克隆完整的 BGC 提供

了便利。鉴于此，天然产物大片段 BGC 的克隆

技术也得到了广泛关注，例如 Kouprina 等开发

了 一 种 基 于 酵 母 的 转 化 辅 助 重 组 技 术

(transformation-associated recombination ，

TAR)[7]，利用该技术从糖单孢菌基因组中成功

捕获了 73 kb 的 taromycin A 生物合成基因簇[8]。

Tao 等将 CRISPR/Cas9 系统与体外 λ 噬菌体包

装蛋白联用，高效地克隆得到了 40.7 kb 的

sisomicin 生物合成基因簇[9]。RecET 重组系统

在大肠杆菌中可以实现 DNA 片段的线性线性

同源重组[10]，Wang 等将该技术与核酸外切酶体

外组装联合构建了 ExoCET 方法，能够更加高

效地捕获目标天然产物的生物合成基因簇[11]。 

高质量大片段基因组 DNA 的获得是基因

簇克隆的关键，利用染色体 DNA 琼脂糖包埋法

制备基因组 DNA，由于将菌体包埋在低熔点的

琼脂糖凝胶中，在溶菌酶以及蛋白酶 K 的作用

下获得包埋在琼脂糖中的基因组 DNA，由于琼

脂糖对完整染色体的固定作用，防止了操作过

程中机械力对基因组 DNA 的损伤，能够获得完

整的基因组 DNA。研究中一般采用染色体琼脂

糖包埋法来构建大片段基因组 BAC 文库以及

检测大片段染色体或质粒的变化[12–14]。而且，

Jiang 等将大肠杆菌的基因组包埋在琼脂糖凝

胶中，并利用 CATCH 技术提高了目标生物合

成基因簇的捕获效率[15]。Liang 等利用染色体

DNA 琼脂糖凝胶包埋法，通过 CRISPR/Cas12a

介导的 CAT-FISHING 技术成功捕获到 GC 含量

为 75%的 145 kb DNA 片段[16]。 

同时，为了实现目标 BGC 在异源宿主中的

高效表达，一些性能优良的细菌底盘宿主构建

也受到了极大的关注，现已用于天然产物的发

掘和工业化生产 [3]。例如，以天蓝色链霉菌

M145 为底盘，构建了删除竞争 BGC 和提高抗

生 素 耐 受 能 力 的 宿 主 ( 菌 株 M1152 和

M1154)[17]。在此基础上，再插入 1 个或 3 个

ΦC31-attB 整合位点，获得了可以实现基因簇两

拷贝以及四拷贝的菌株 M1252 以及 M1452[18]。

以变铅青链霉菌宿主 SBT5 为出发菌株，优化

了调控和外排系统，得到的变铅青链霉菌菌株

LJ1018，使一些 BGC 表达效果更佳[19]。而且，

为了更加广泛地发掘天然产物，Hao 等以

Streptococcus mutans UA159 为底盘菌株开发了

厌氧细菌 BGC 的表达宿主[20]。2021 年 Liu 等对

Schlegelella brevitalea DSM 7029 菌株进行了系
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统的改良，使其成为了优良的革兰氏阴性宿主

底盘[21]。这些丰富多样的底盘菌株为表达各种

来源的 BGC 以及获得结构新颖的活性天然产

物提供了多样的选择。 

为了建立统一的高质量大片段基因组的制

备方法，高效地获得目标天然产物 BGC，本研

究尝试利用低熔点琼脂糖包埋法辅以 ExoCET
介导的 DNA 片段线性线性重组技术克隆目标

BGC。利用该方法，首先克隆得到 30.0 kb 林可

霉素完整的生物合成基因簇(lincomycin biosynthetic 

gene cluster，lmb-BGC)。同时，在新型野野村

氏菌WYY166T中也成功克隆了 2个核糖体肽类

化合物的 BGC，长度分别为 34.1 kb 和 16.0 kb。

最终，在天蓝色链霉菌 M1252 中实现了林可霉

素的异源合成。本研究将通用型的高质量基因组

制备方法与 ExoCET 基因簇克隆技术进行了有

效的整合，为 BGC 的克隆提供了一种新方法。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  主要生化试剂和仪器 

生化试剂：有机试剂(甲醇、乙醇、异丙醇

和氯仿)购自上海国药集团化学试剂股份有限

公司；色谱级甲醇购自上海阿拉丁生化科技股

份有限公司；抗生素购自 Sigma 公司；限制性

内切酶购自赛默飞世尔科技有限公司；DNA 连

接酶和高保真 DNA 聚合酶购自南京诺唯赞科

技有限公司；林可霉素标准品购自上海麦克林

生化科技有限公司；所有 PCR 引物由上海擎科

生物科技有限公司合成。仪器：PCR 仪，

Eppendorf 公司；电泳仪天能 EPS-300，上海天

能公司；旋转蒸发仪 R-210，BUCHI 公司；超

高效液相色谱-飞行时间质谱 HPLC 1290-MS 

6230，安捷伦科技有限公司；生化培养箱

LRH-250A，韶关市泰宏医疗器械有限公司；恒

温振荡摇床 ZQZY-70BS，上海知楚仪器有限公

司；电转仪，Eppendorf 公司；凝胶成像系统，

Bio-Rad 公司。 
1.1.2  菌株和质粒 

本文中所涉及的菌株和质粒见表 1。 
1.1.3  培养基及试剂 

LB 培养基[19]；YPD 培养基[28]；R3 固体培

养基[29]；2× YT、MS 培养基、TSBY 培养基、

R5 固体培养基和 YEME 培养基参考文献[30]。

TE25S：0.3 mol/L 蔗糖，25 mmol/L EDTA，    

25 mmol/L Tris； NDS： 0.5 mol/L EDTA，      

10 mmol/L Tris，1% SDS；TE10：1 mmol/L 

EDTA，10 mmol/L Tris。分别调节 pH 至 8.0，

115 °C 灭菌 15 min 备用。灭菌后分别向 TE25S

和 TE10 加入溶菌酶(终浓度为 2 mg/mL)及蛋白

酶 K (终浓度为 2 mg/mL)。 
1.1.4  引物 

本文中所涉及的引物见表 2。 

1.2  低熔点琼脂糖包埋法制备放线菌基因

组 DNA 
从培养基上挑取 S. lincolnensis NRRL2936

以及 N. nitratireducens WYY166T 菌株，分别接

种于 50 mL YEME 培养基中，30 °C、220 r/min，

分别培养 24 h和 48 h。12 000 r/min离心 15 min，

弃上清，将菌体悬浮于 25 mL 10.3%蔗糖溶液

中，12 000 r/min 离心 15 min，重悬，重复 1 次，

将菌体重新悬浮于 25 mL TE25S 中。计算菌体

量 OD600=2.0–8.0 包埋样品，分别取 5 mL 的菌

液于 12 mL 离心管中，42 °C 保温，融化 2%低

熔点琼脂糖，50 °C 保温。将菌液与低熔点琼脂

糖等体积混合均匀后，倒入琼脂块制备模具中，

室温凝固 35 min。将含有样品的胶块推入 5 mL
含有 2 mg/mL 溶菌酶的 TE25S 溶液中，37 °C
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保温 2 h。弃去 TE25S 溶液，加入 5 mL NDS

溶液(含有 2 mg/mL 蛋白酶 K)，50 °C 保温 48 h，

期间补加 1 次蛋白酶 K。弃去 NDS 溶液，加入

20 mL TE10，室温下轻摇 1 h，重复该步骤 3 次。

最后加入 10 mL 的 TE10 使胶块完全浸没，放

入 4 °C 冰箱中长期保存。 
 
 
表 1  本文所涉及的菌株和质粒以及其特征和来源 
Table 1  Strains and plasmids used in this study and their characteristics and origins 
Strains and plasmid Description Sources or references 

Strains   

Escherichia coli DH10B lacZ，recA，△ M15 Gibco BRL 

E. coli 
ET12567/pUZ8002 

recE, dcm–, dam–, hsdS, Cmr, Tetr, Strr, Kmr [22] 

GB05-dir GB2005, PBAD-ETgA (recE, recT, redγ and recA) [10] 

GB08 GB05, ΔlacZ, PBAD-αβγA (redγ, redβ, redα and recA) [23] 

Nonomuraea nitratireducens 
WYY166T 

Wild-type producer for nioblantin and nitblantin [24] 

Streptomyces lincolnensis 
NRRL2936 

Wild-type producer for lincomycin [25] 

Streptomyces coelicolor 
M1252 

Strain M1152 carrying two artificial ΦC31-attB sites [18] 

MJX01 S. coelicolor M1252 with the plasmid pJQK702 This work 

MJX02 S. coelicolor M1252 with the plasmid pJQK704 This work 

MJX04 S. coelicolor M1252 with the plasmid pJQK711 This work 

MJX05 S. coelicolor M1252 with pSET152 This work 

Bacillus subtilis 168 Indicator strain used for bioassay This work 

Bacillus cereus B4264 Indicator strain used for bioassay This work 

Candida albicans Indicator strain used for bioassay This work 

Sarcina lutea NCTC2665 Indicator strain used for bioassay This work 

Saccharomyces cerevisiae Indicator strain used for bioassay This work 

Plasmids   

pBluescript SK(+) lacZ, bla, ori (f1), ori (pUC) [26] 

p15A-cm-ccdB Ori (p15A), chl, ccdB [11] 

pSET152 attP, int, oriT, aac(3)IV, Apr [27] 

pJQK701 Plasmid with p15A and the lmb BGC This work 

pJQK702 Plasmid with p15A, attP, int, oriT, Apr and the lmb BGC This work 

pJQK703 Plasmid with p15A and the niob BGC This work 

pJQK704 Plasmid with p15A, attP, int, oriT, Apr and the niob BGC This work 

pJQK710 Plasmid with p15A and the nitb BGC This work 

pJQK711 Plasmid with p15A, attP, int, oriT, Apr and the nitb BGC This work 
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表 2  研究中所用引物及其序列 
Table 2  Primers and their sequences used in the study 
Primers Sequence (5ʹ→3ʹ) 
Linco-p15A-HAL-F GAAACGGCGCCAATTGTTCCACTGAGCTCCGGCTTCGATGGAAGCATGCGTCCACCA

CCATAACTGTGTTGTCGGGAAGGcccagcccgcctaatgagcg 
Linco-p15A-HAL-R AAGGACAACCCGTCGAAGACCGGCGTCTCGTCGGGCCAGGAGAAGGAGAGATTGGT

GCAGACAATACTCGCGTCAGCCATtctgacctcctggttatgtgt 
Linco-152-HAL-F ATCCATGGTTAGCCCTCCCACACATAACCAGGAGGTCAGAgaagatcctttgatcttttc 
Linco-152-HAL-R GAGAAGGAGAGATTGGTGCAGACAATACTCGCGTCAGCCATcgatctttgtagaaaccatc 
Linco-p15A-verif-F2 CTGTGAGTGTTGTGAGGAACC 
Linco-p15A-verif-R2 TGTTGCTGAGGTCGTCGTA 
Niob-p15A-HAL-F TAAGCTTGCAGCGAGCTCAAGTCCGCGATCAGGTGCTTGCCGCACTGCGATAACCAA

CAGCACACGACAACCGGTCACCTTTGTAACcccagcccgcctaatgagcg 
Niob-p15A-HAL-R AAAGCTTCTCGCTGAGATAGTGAGCGATCCTCCGCTGCACGGGCGACAGCCTCCGGC

CATCCAGCAGCACACCCAGCCCACCGTGATtctgacctcctggttatgtg 
Niob-152-HAL-F ATCCATGGTTAGCCCTCCCACACATAACCAGGAGGTCAGAgaagatcctttgatcttttc 
Niob-152-HAL-R CGATCTGGTCGATGCGCTCGCTACGCCGGATCGCCGGGTAGcgatctttgtagaaaccat 
Niob-p15A-verif-F3 GCTCCGCAACGAACTCAAG 
Niob-p15A-verif-R3 CACGCCATCTTCAACGACAG 
Nitb-p15A-HAL-F CGCAAAAGCTATCAAGTGGGCAAAGGTCTTCTGGAGCGCGAACTCCATGATCTCGCA

CTGCATACGACGCCGCGAATTCGcccagcccgcctaatgagcg 
Nitb-p15A-HAL-R GTGAGCGCTGTACATGCCCTGATGCTCGTCGGGTCGTGTGCCCTGGGGCGGGAGCTG

GCAACTCTGCGCGGACGAATTCTaatctgacctcctggttatg 
Nitb-152-HAL-F CCATGGATCCATGGTTAGCCCTCCCACACATAACCAGGAGGTCAGAttgaagatcctttgatctttt

c 
Nitb-152-HAL-R GCGTGCTAGGTCGTCGGGAGCGGCTGACTCGCTGGTTCATcaattgaactcccccagtcc 
Nitb-p15A-verif-F3 CACCTACCGAGGATCGAACGC 
Nitb-p15A-verif-R3 CCTACGAGCCGCAACTGACG 
Apr-F TGTCATCAGCGGTGGAGTG 
Apr-R GTCGTGTTGGCATCGTGTC 

The underscore uppercase letters indicate the homologous arms, and the lowercase letters indicate the carrier fragments. 
 

1.3  限制性内切酶对琼脂糖凝胶块的消化

与大片段 DNA 的回收 
称取约 500 mg 琼脂糖凝胶块置于 1.5 mL 

EP 管中，将其浸泡在无菌水稀释的 1×酶切缓

冲液中，每隔 2 h 换 1 次酶切缓冲液，换洗     
2 次后加入 500 μL 酶切缓冲液，再添加 5 μL 相

应的酶切酶，放入 4 °C 冰箱 0.5 h 后，于 37 °C
酶切 3–4 h。酶切结束后，将 EP 管中的酶切缓

冲液吸出，并置于 70 °C 水浴锅中 10 min 至胶

完全融化，再放入 42 °C 水浴锅中处理 10 min。
加入 5 μL 琼脂糖酶(0.5 U/µL)，置于 42 °C 水浴锅

中处理 5 h。琼脂糖完全消化后，加入 1/10 体积的

3 mol/L NaOAc，冰上处理 15 min，10 000 r/min   
离心 10 min，取上清于新的 1.5 mL EP 管中。

向 EP 管中加入等体积的异丙醇，轻柔混匀至液

体澄清，冰浴处理 15 min，10 000 r/min 冷冻离

心 10 min，去上清，75%酒精洗涤 2 次，烘干

后加入 15 μL ddH2O 进行溶解，测定 DNA 浓度，

待用。 
1.4  克隆载体和异源表达载体片段的制备 
1.4.1  克隆载体的制备 

分别利用 Linco-p15A-HAL-F/R、Niob-p15A- 
HAL-F/R 和 Nitb-p15A-HAL-F/R 引物对，以

p15A- cm-ccdB 为模板分别进行 PCR 扩增，PCR
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反应体系：95 °C 10 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，
72 °C 1.5 min，30 个循环；72 °C 10 min；4 °C  
10 min。获得含有与目标 BGC 具有 80 bp 同源

臂的 p15A 线性化片段，回收线性化片段，

−30 °C 保存待用。 
1.4.2  异源表达载体片段的制备 

通过 PCR 的方式，分别以 Linco-152-HAL- 
F/R、Niob-152-HAL-F/R 和 Nitb-152-HAL-F/R
为引物，以 pSET152 为模板进行扩增，PCR 反

应体系：95 °C 10 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，
72 °C 4 min，30 个循环；72 °C 10 min；4 °C   
10 min。获得了两端分别含有 40 bp 同源臂、

oriT、整合酶、attP 整合位点和安普霉素抗性基

因元件的 4.5 kb 的 DNA 片段，利用胶回收的方

式回收 DNA，−30 °C 保存待用。 
1.5  大片段目标基因簇与克隆载体的体外

预处理[11] 
将回收的大片段 DNA 和 p15A 克隆载体的

2 个线性化片段通过 T4 DNA 聚合酶处理，反

应 体 系 ： 线 性 化 的 DNA 片 段 ， 10 μg ；

p15A-cm-Linear，200 ng；NEBuffer 2.1，2 μL；

T4 DNA 聚合酶，0.13 μL；ddH2O 补齐至 20 μL。

反应条件：25 °C，60 min；75 °C，20 min；50 °C，

30 min；4 °C，5 min。将获得的 20 μL 产物脱

盐后待用。 
1.6  利用 RecET 介导的重组系统克隆目标

生物合成基因簇 
制备菌株 GB05-dir[11]电转感受态细胞，将

30 μL GB05-dir 菌株接种于 1.3 mL LB 培养基

中，950 r/min、37 °C 培养 2 h，加入 35 μL 10% 
L-阿拉伯糖诱导 40 min。用无菌水洗涤细胞   
3 次，将感受态细胞与 20 μL 脱盐产物轻轻混

合，并加入至预冷的 1 mm 电转杯中，1 800 V
电压下电击 5 ms，迅速向电转杯中加入 1 mL 预

冷的 LB 培养基重悬细胞，并将悬浮细胞转移  

至新的 EP 管中，950 r/min、37 °C 孵育 90 min。
最后，将预培养的菌液均匀涂布在含有氯霉素

的 LB 固体培养基中培养过夜。挑取单克隆分

别利用 Linco-p15A-verif-F2/R2 、 Niob-p15A- 
verif-F3/R3 和 Nitb-p15A-verif-F3/R3 引物对对

克隆进行 PCR 初步筛选，选择正确的克隆。提

取质粒，并进行酶切验证。 
1.7  基因克隆和整合型质粒的构建 

将接合转移所必需的 DNA 元件(含有整合

酶基因、attP 整合位点、oriT 以及安普霉素抗

性基因)通过 λ-Red 介导的 DNA 线性环形重组

整合到重组质粒中 [10]。首先，将 pJQK701、
pJQK703 和 pJQK710 重组质粒电转至 GB08 菌

株(含有 λ-Red 重组系统)中。其次，制备含有

pJQK701、pJQK703 和 pJQK710 重组质粒的电

转感受态细胞 GB08，加入 35 μL 10% L-阿拉伯

糖诱导 40 min。将含有 40 bp 同源臂的 pSET152
线性片段与感受态细胞轻轻混合后转移至预冷

的 1 mm 电转杯中，1 800 V 电压，电击时间    
5 ms，迅速向电转杯中加入 1 mL 预冷的 LB 培

养基重悬细胞，将悬浮细胞转移至 1.5 mL EP
管中，950 r/min、37 °C 培养 60 min，向预培养

细胞中加入 20 μL 50 mg/mL 安普霉素抗生素，

均匀涂布在 LB 固体培养基上，培养过夜以筛

选正确的重组质粒 pJQK702、 pJQK704 和

pJQK711，对筛选到的克隆进行 PCR 以及酶切

验证。 
1.8  两亲本介导的大肠杆菌与链霉菌跨属

接合转移[31] 
将目标质粒通过电转化的方式导入到大肠

杆菌 ET12567/pUZ8002 中，37 °C 培养过夜。

活化好的菌株以 10%的接种量转接到新鲜的

LB 培养基中，37 °C、220 r/min 培养 3 h，     
12 000 r/min 离心，并用无抗 LB 洗涤 2 次作为

接合转移供体备用。划取新鲜 S. ceolicolor 
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M1252 菌株于无菌水中，用 1 mL TES 试剂洗

涤链霉菌 2 次后加入 500 μL TES 重悬，将重悬

液置于 50 °C水浴锅中热激 10 min后，加入 500 μL 
2× YT 培养基和 5 μL 1 mol/L CaCl2 溶液，并置

于 37 °C、950 r/min 摇床中进行孢子萌发 2.5 h。
最后将供体大肠杆菌和受体菌 S. ceolicolor 
M1252 混合后，均匀涂布在 MS 培养基上，吹

干后放入 30 °C 培养箱培养 15 h，用 40 μg/mL
萘啶酮酸和 50 μg/mL 安普霉素抗生素覆盖，倒

置于 30 °C 培养箱中培养 5–7 d 后可以观察到接

合子。提取接合子基因组进行 PCR 验证以确保

生物合成基因簇整合在宿主菌的基因组上，以

此获得含有目标基因簇的突变株。 
1.9  重组菌株的发酵及化合物检测 

将重组菌株划取到新鲜的 MS 固体培养基

上培养 5 d，其次用棉签将突变株从 MS 培养基

划取至固体发酵培养基上，30 °C 培养 7 d。用

无菌手术刀将培养基划块，加入等体积的甲醇

溶液浸泡琼脂块，超声处理 30 min 后离心，将

上清液进行减压浓缩以获得提取物，用 1 mL 的

甲醇溶解浓缩产物。最后，样品用 0.22 μm 有机

相滤膜过滤后，即可用 UPLC-ESI-MS 进行分析。 

1.10  UPLC-ESI-MS 检测 
色谱柱为Agilent SB-C18色谱柱(150×4.6 mm，

粒径 5 μm)；流动相 A 为 0.1%甲酸水，流动相 B

为甲醇，流速为 0.4 mL/min；柱温为 40 °C，进

样体积为 20 μL ；液相色谱的洗脱方法：     

0–25 min，5%–60% B；25–45 min，60%–100% B；

45–53 min，100% B；53–54 min，100%–5% B；

54–60 min 5% B。电离源：电喷雾离子源(ESI)，

正离子模式，离子化电压 4 000 V，雾化气压力

35 psi，干燥气流量为 8 L/min，离子源温度

320 °C，脱溶剂气流量为 11 L/min，脱溶剂气

温度为 350 °C。 

1.11  发酵产物的生物活性分析 
将指示菌枯草芽孢杆菌 168、蜡状芽孢杆

菌 B4264 、 白 色 念 珠 菌 和 藤 黄 八 叠 球 菌

NCTC2665 接种于新鲜的 LB 培养基中培养过

夜，以 1‰的接种量接种于 1%的融化 LB 固体

培养基中，轻轻晃动摇匀，倒入平板中；将啤

酒酵母接种于新鲜的 YPD 液体培养基中过夜

培养，以 1‰的接种量接种于 1%的融化 YPD
固体培养基中。在含有指示菌的 LB 或 YPD 的

固体培养基上放置灭菌的牛津杯，向牛津杯中

加入提取发酵液，正置培养在 37 °C 或 30 °C 的

培养箱中，15 h 后观察抑菌圈的形成情况。 

2  结果与分析 
2.1  菌丝体低熔点琼脂糖包埋块的制备与

酶切消化 
本研究选取 S. lincolnensis NRRL2936 菌株

作为研究材料，建立了低熔点琼脂糖包埋菌丝

体 的 制 备 方 法 。 首 先 ， 制 备 含 有 链 霉 菌

NRRL2936 的琼脂糖凝胶块，将其放至含有

TE25S 缓冲液的离心管中。然后，利用溶菌酶

以及蛋白酶 K 对琼脂块依次进行处理，再通过

TE10 缓冲液充分洗涤琼脂块，以此获得了仅保

留完整基因组 DNA 的透明琼脂糖凝胶块，存放

于 TE10 缓冲液中 4 °C 保存。 

通过对菌株 NRRL2936 染色体的全基因组

(GenBank：NZ_CP022744.1)序列分析显示，利

用 EcoR V 对基因组进行酶切可以获得 30.0 kb

包含完整林可霉素生物合成基因簇(lmb-BGC)

的 DNA 片段(其中包含 25 个结构基因[32]、2 个

抗性基因[33]和 1 个调控基因 lmbU[34]，图 1)。

取含有 NRRL2936 基因组的琼脂糖凝胶块，利

用 EcoR V 限制性内切酶进行酶切处理，最后通

过醇沉法回收总 DNA，定量后置于−80 °C 保存。 
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图 1  菌株 S. lincolnensis NRRL2936 中林可霉素的生物合成基因簇 
Figure 1  The lmb-BGC in S. lincolnensis NRRL2936. 
 
2.2  利用ExoCET技术克隆林可霉素BGC 

利用 ExoCET 技术，将 T4 DNA 聚合酶介

导的线性片段的体外退火与 RecET 介导的

DNA 线性线性重组技术相结合，从而提高了

RecET 介导的同源重组效率。首先，通过 PCR
扩增获得两端分别含有 80 bp 同源臂的 p15A 载

体片段。然后，利用 T4 DNA 聚合酶对 DNA 片

段与 p15A 载体进行体外反应，反应结束后进

行脱盐。将脱盐后的产物电转至 GB05-dir 感受

态细胞中(图 2A)，通过氯霉素抗生素筛选获得

结合重组子，重组子利用 PCR 初步筛选，选取

正确的克隆。提取质粒，利用 XhoⅠ和 BglⅡ进

行双酶切验证(预期条带为 17 133、7 581、     
4 197、1 872、856、282 bp) (图 2B)。最后，获

得含有林可霉素 BGC 的重组质粒，命名为

pJQK701。 
 

 
 

图 2  利用ExoCET方法抓取林可霉素生物合成基因簇的示意图(A)以及质粒 pJQK701的酶切验证图谱(B) 
Figure 2  Schematic diagram of capturing lmb-BGC using ExoCET method (A) and the validation of 
pJQK701 by XhoⅠ and BglⅡ digestion (B). 
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2.3  野野村氏菌 WYY166T 中 2 个核糖体

肽类生物合成基因簇的克隆 
菌株 WYY166T 是我们前期研究中分离得

到的一株野野村氏菌属的新菌株[24]，该菌株染

色体中含有较多新颖的天然产物 BGC。通过对

菌株染色体中 BGC 的分析，我们选择了 2 个核

糖 体 肽 类 (ribosomally synthesized and post- 
translationally modified peptides，RiPPs)化合物

nioblantin 和 nitblantin 的生物 合成基因 簇

(niob-BGC 和 nitb-BGC)作为研究对象(图 3，表

3 和表 4)。其中，niob 可以利用 Mun Ⅰ和 EcoR V
双酶切获得 34.1 kb 的完整基因簇片段，而 nitb
可以通过 EcoRⅠ单酶切获得 16.0 kb 的完整基

因簇片段。我们利用已经建立的低熔点琼脂  
糖包埋法，获得了含有菌株 WYY166T 的琼脂

糖块。 
利用低熔点琼脂糖包埋辅助的 ExoCET 技

术，分别对 2 个目标 BGC 进行定向克隆(图 4A，

4C)。然后，分别提取质粒进行酶切验证，成功

与 p15A 质粒重组的 niob 用 NheⅠ和 NotⅠ进行

酶切，得到的预期条带为 11 575、8 034、5 028、
4 257、4 028、1 933 和 1 125 bp，选择正确的

克隆命名为 pJQK703 (图 4B)。含有 nitb 的重组

质粒使用 SalⅠ酶切，可以获得预期大小为    
6 441、4 873、4 583、1 539、252 和 201 bp 的

条带，正确的克隆命名为 pJQK710 (图 4D)。 

2.4  生物合成基因簇异源表达质粒的改造 
通过琼脂糖凝胶辅助 ExoCET 技术成功获

得的林可霉素以及 2 个新颖核糖体类化合物的

BGC 重组质粒以 p15A 为载体，其还缺少整合

酶编码基因以及 ΦC31-attP 整合位点，无法直

接整合至链霉菌中进行表达。因此，利用 λ-Red
介导的 DNA 线性环形重组技术对重组质粒进

行改造。首先，将这些含有目标 BGC 的质粒分

别电转至 GB08 菌株中，再将两端含有 40 bp
同源臂的 pSET152 线性片段通过电转的方式重

组至含有目标生物合成基因簇的质粒中。以此

分别获得质粒 pJQK702 (含有 lmb)、pJQK704 
(含有 niob)和 pJQK711 (含有 nitb) (图 5A，5C
和 5E)。其中，质粒 pJQK702 用 XhoⅠ和 Bgl
Ⅱ双酶切(图 5B)、pJQK704 利用 EcoRⅠ、Hind
Ⅲ和 SspⅠ三酶切(图 5D)以及 pJQK711 使用 Sal
Ⅰ单酶切(图 5F)分别进行验证，均获得了预期

的 DNA 片段，得到了所有正确的 BGCs 异源表

达质粒，为目标 BGCs 在异源宿主中进行基因

组整合表达做好了准备。 
 

 
 

图 3  野野村氏菌 WYY166T 中 2 个新颖核糖体类化合物生物合成基因簇 
Figure 3  The biosynthetic gene clusters of niob and nitb in N. nitratireducens WYY166T. 
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表 3  niob 生物合成基因簇编码蛋白的功能 
Table 3  Proposed functions of proteins encoded by niob biosynthetic gene cluster 
Genes aa Proposed function Identical aa/% Similar protein 

T1 249 ABC transporter permease 92 WP_132330719.1 

T2 317 ABC-2 type transport system ATP-binding protein 92 MBB5777970.1 

R2 192 PadR family transcriptional regulator 82 WP_192790664.1 

B1 228 SDR family oxidoreductase 90 WP_185071470.1 

P1 403 Allantoate amidohydrolase  100 WP_194244173.1 

B2 440 Formimidoylglutamate deiminase 100 WP_153261453.1 

B3 382 Imidazolonepropionase  100 WP_153261454.1 

1 313 Sigma-70 family RNA polymerase sigma factor 98 WP_103955882.1 

2 392 Oxidoreductase 73 WP_170222994.1 

3 266 DivIVA domain-containing protein 100 WP_153261455.1 

4 145 Hypothetical protein 46 WP_138666046.1 

P2 305 CPBP family intramembrane metalloprotease  49 WP_179747983.1 

T3 305 ATP-binding cassette domain-containing protein 99 TMR36822.1 

5 252 ABC transporter permease 46 WP_055507900.1 

C1 373 Class IV lanthionine synthetase subunit LxmK 100 WP_153261456.1 

C2 324 Hypothetical protein 54 WP_128433866.1 

6 106 Transposase 63 WP_128433865.1 

T4 277 ABC transporter ATP-binding protein 70 WP_128433864.1 

T5 276 ABC transporter permease 62 WP_181449702.1 

B4 328 LLM class flavin-dependent oxidoreductase 60 WP_128433863.1 

B5 202 Flavoprotein 99 WP_139628885.1 

7 334 Hypothetical protein 100 WP_153261457.1 

B6 247 Class I SAM-dependent methyltransferase 100 WP_153261458.1 

8 86 Hypothetical protein  99 WP_139627772.1 

A1 65 LxmA leader domain family RiPP 58 WP_031041759.1 

P3 421 Insulinase family protein 100 WP_139628883.1 

P4 421 Insulinase family protein 100 WP_153261460.1 

A2 70 LxmA leader domain family RiPP 56 WP_128433855.1 

T6 288 ATP-binding cassette domain-containing protein 100 QFY06859.1 

R3 194 TetR/AcrR family transcriptional regulator 92 WP_192790670.1 

B7 267 Alpha/beta hydrolase 100 WP_153261462.1 

9 256 MOSC domain-containing protein 100 KAB8197984.1 

T7 308 ABC transporter substrate-binding protein 84 WP_206061054.1 

T8 437 Ammonium transporter 100 WP_153261463.1 

R4 112 P-II family nitrogen regulator 99 WP_192790675.1 

10 741 [protein-PII] uridylyltransferase 100 WP_153261464.1 
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表 4  nitb 生物合成基因簇编码蛋白的功能 
Table 4  Proposed functions of proteins encoded by nitb biosynthetic gene cluster 
Genes aa Proposed function Identical aa/% Similar protein 
D 134 Hypothetical protein 75 WP_093892002.1 
E 817 Methyltransferase, FxLD system 99 WP_138709493.1 
A 67 FxLD family lanthipeptide 100 WP_043615234.1 
B 1023 Lantibiotic dehydratase 99 WP_055483637.1 
C 410 Lanthionine synthetase C family protein 100 WP_043615228.1 
F 278 Methyltransferase 99 WP_055483639.1 
G 383 Hypothetical protein 100 WP_155344709.1 
H 47 Hypothetical protein None None 
I 100 Site-specific integrase 95 WP_011595865.1 

 

 
 

图 4  低熔点琼脂糖包埋法辅助的 ExoCET 技术抓取 niob 示意图(A)以及 pJQK703 酶切图谱(B)；低熔

点琼脂糖包埋法辅助的 ExoCET 技术抓取 nitb 示意图(C)以及 pJQK710 酶切图谱(D) 
Figure 4  Schematic diagram of capturing niob through agarose-embedded chromosome DNA assisting 
ExoCET technology (A) and the validation of pJQK703 by Nhe I and Not I digestion (B); schematic diagram 
of capturing nitb through agarose-embedded chromosome DNA assisting ExoCET technology (C) and the 
validation of pJQK710 by Sal I digestion (D). 
 
2.5  生物合成基因簇在天蓝色链霉菌

M1252 中的异源表达 
分别将质粒 pJQK702、pJQK704 和 pJQK711

电转至 E. coli ET12567/pUZ8002 中，同时将质粒

pSET152也转化至E. coli ET12567/pUZ8002中作

为对照。然后，通过接合转移的方法分别将目标

质粒导入至天蓝色链霉菌 M1252 中，将获得的结

合子分别用相应的引物 Linco-p15A-verif-F2/R2、
Niob-p15A-verif-F3/R3、Nitb-p15A-verif-F3/R3 和 

Apr-F/R 进行 PCR 验证，可以得到预期扩增目标

条带为 725 bp、692 bp、722 bp 和 481 bp (图 6)。
筛选得到正确接合子后，分别命名为 MJX01A-C 
(S. coelicolor M1252::pJQK702)、MJX02A-C (S. 
coelicolor M1252::pJQK704) 、 MJX04A-C (S. 
coelicolor M1252::pJQK711) 和 MJX05A-C (S. 
coelicolor M1252::pSET152)。将正确的菌株分别

进行扩大培养，收取孢子至含有 20%甘油的菌种

管中冻存保藏。 
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图 5  λ-Red 介导的 DNA 线性环形重组示意图及酶切验证 
Figure 5. Schematic diagram of λ-Red-mediated DNA recombination and verification of recombinant 
plasmids. A: schematic representation of the recombination of pJQK702; B: the validation of pJQK702 by 
Xho I and Bgl II digestion; C: schematic representation of the recombination of pJQK704; D: the validation 
of pJQK704 by EcoR I, Hind III and Ssp I digestion; E: schematic representation of the recombination of 
pJQK711; F: the validation of pJQK711 by Sal I digestion. 
 

 
 

图 6  异源表达菌株的 PCR 验证结果 
Figure 6  PCR analysis results of the recombinant strains for heterologous expression. 
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2.6  目标产物的质谱检测以及生物活性的

鉴定 
将重组菌株 MJX01、MJX02、MJX04 以

及 MJX05 (S. coelicolor M1252::pSET152)在
MS 固体培养基上分别培养活化后，再转接至

R5 固体培养基上进行发酵。发酵完成后，制

备提取物的浓缩产物。抑菌测试结果显示，只

有菌株 MJX01 的发酵液对藤黄八叠球菌

NCTC2665 显示了较好的抑制活性(图 7C)，
MJX02、MJX04 以及 MJX05 在 5 种指示菌的

测试中均未获得抑制活性结果，该结果暗示了

林可霉素的 BGC 可能在 S. coelicolor M1252
中实现了表达。 

接着，我们采用了 LC/MS 质谱分析的方法

进行了进一步确认。通过质谱检测，成功地在

11.6 min 获得了 m/z 为 407.214 7 [M+H]+的质谱

信号 (图 7A)，与林可霉素 A 的分子量吻合   
(图 7B)。但在菌株 MJX02 和 MJX04 中均未检

测到预测产物的信号峰，相关原因有待后续进

一步探索。 
 
 

 
 
 

图 7  基因簇 lmb 在天蓝色链霉菌 M1252 中的异源表达分析结果 
Figure 7  The results of heterologous expression of lmb in S. coelicolor M1252. A: the result of 
UPLC-ESI-MS analysis of lincomycin A in MJX01; B: the mass spectrometry result of lincomycin A; C: the 
inhibition estimation of MJX01 against S. lutea NCTC2665. 1: extract of the control strain MJX05; 2: extract 
of containing lmb cluster strain MJX01; 3: 50 μg lincomycin standard; 4: methanol. 
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3  讨论与结论 
由于基因组测序技术和生物信息学分析方

法的不断发展，放线菌中沉默的生物合成基因

簇逐渐成为新颖化合物发现的巨大宝库[2]。目

前，异源表达已经成为对沉默 BGC 进行激活和

发掘新颖化合物的主要策略[3]。而如何高效定

向获得大片段生物合成基因簇是异源表达过程

中关键的一步。传统提取基因组的方法通过直

接对菌株进行破菌体处理，使得菌体 DNA 长期

暴露在外，在 DNA 提取过程中由于机械损伤

力，获得高质量 DNA 较为困难，影响了完整

BGC 克隆的效率。本研究结合低熔点琼脂糖凝

胶包埋技术，将放线菌基因组 DNA 包埋在低熔

点琼脂糖凝胶中，由于琼脂糖的固定作用，保

护了细菌染色体免受基因组提取过程中机械力

的破坏，从而可以实现完整染色体的获得。 
同时，利用我们建立的琼脂糖包埋染色体

DNA 辅助的 ExoCET 技术，成功地捕获了

lmb-BGC 和菌株 WYY166T 中 2 个新颖核糖体

肽类化合物的生物合成基因簇，将获得的重组

质粒经过改造后，在天蓝色链霉菌 M1252 中进

行了异源表达。最终，我们成功实现了林可霉

素生物合成基因簇的表达，其对藤黄八叠球菌

NCTC2665 有良好的抑制效果，并且通过

LC-MS 检测到林可霉素 A 的质谱信号。但是，

在检测羊毛硫肽类化合物异源表达菌株的发酵

产物过程中，我们均未获得目标化合物的信号。

可能存在 3 方面原因：第一，天然启动子对目

标产物基因表达的激活效果较差，后续我们考

虑通过将基因簇中天然的启动子替换为组成型

的强启动子，以此来提高功能基因的转录，进

而获得目标化合物 [4,35]；第二，天蓝色链霉菌

M1252 宿主与菌株 WYY166T 的亲缘关系较远，

导致核糖体肽生物合成基因簇表达不兼容，后

期考虑选择稀有放线菌底盘宿主，再次进行异

源表达来获得目标产物[36]；第三，发酵条件依

然不合适，限制了 2 个基因簇的表达，可以通

过优化培养基和发酵方式或者添加诱导物来激

活两个目标基因簇的表达[4,37]。 
本研究利用低熔点琼脂糖包埋技术提高了

目的菌株的 DNA 制备质量，然后，通过采取

ExoCET 的方法精确抓取到目标生物合成基因

簇，这为发掘新颖化合物提供了一种参考思路，

也为在其他菌株中化合物的发现提供了借鉴。 
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