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摘   要：【目的】链霉菌属于革兰氏阳性菌，以复杂的形态分化过程和强大的次级代谢产物合成

能力为主要特征。链霉菌的形态分化与次级代谢产物的产生密切相关。Ⅲ型羊毛硫肽 SapB 能够

促进天蓝色链霉菌气生菌丝体形成，暗示这类多肽可以作为靶标用于形态分化改造工程开发。本

研究表征了 SapB 类多肽对多种链霉菌形态分化的影响，为该类多肽的工程化应用提供理论基础。

【方法】生物信息学分析多个链霉菌基因组中 SapB 类多肽的生物合成基因簇，构建 SapB 类多肽

的异源表达载体，利用接合转移方法导入不同链霉菌中进行异源表达，探究 SapB 类多肽对链霉

菌形态分化的影响。【结果】SapB 类多肽在不同程度上促进了多个链霉菌由营养菌丝向气生菌丝

分化，表现为气生菌丝体数量的增多和分化速度的加快，缩短了链霉菌形态分化周期。【结论】

SapB 类多肽的过表达有助于缩短链霉菌形态分化周期，可用于针对链霉菌形态分化的工程改造。 

关键词：链霉菌；形态分化；气生菌丝；羊毛硫肽；SapB 
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SapB-like peptides promote morphological differentiation of 
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University, Shanghai 200030, China 
 
Abstract: [Objective] Streptomyces is a genus of Gram-positive aerobic bacteria characterized 
by complex morphological differentiation and potent secondary metabolite-producing ability. 
SapB, a class III lanthipeptide, promotes the morphological differentiation of Streptomyces 
coelicolor, which suggests that SapB-like peptides might be developed as targets for engineering 
of morphological differentiation. In this study, we characterized the effects of SapB-like peptides 
on the morphological differentiation of multiple Streptomyces species, aiming to provide a 
theoretical basis for the engineering of these peptides. [Methods] Bioinformatics tools were used 
to analyze the gene clusters for the synthesis of SapB-like peptides in the genomes of 
Streptomyces spp.. The plasmids for heterologous expression were constructed and introduced 
into Streptomyces spp. through conjugation. The colony and mycelial morphology were 
compared to reveal the effects of these peptides on the morphological differentiation of 
Streptomyces. [Results] SapB-like peptides promoted the differentiation of Streptomyces from 
vegetative to aerial mycelia. Specifically, they increased the aerial mycelia and accelerated the 
differentiation, thus shortening the morphological differentiation cycle. [Conclusion] SapB-like 
peptides can help shorten the morphological differentiation cycle of Streptomyces, demonstrating 
the potential for the morphological differentiation engineering of Streptomyces. 
Keywords: Streptomyces; morphological differentiation; aerial mycelium; lanthipeptide; SapB 
 
 

链霉菌属(Streptomyces)是基因组 DNA 中高

鸟嘌呤(G)与胞嘧啶(C)含量的革兰氏阳性丝状

细菌，具有复杂的形态分化周期和强大的次级代

谢产物合成能力，大多数链霉菌生命周期的大部

分时间都是半休眠的孢子状态[1-2]。多细胞丝状

链霉菌的生命周期起始于孢子(spore)的萌发，孢

子在一端或两端生长形成发芽孢子，之后继续沿

顶 端 生 长 形 成 多 分 枝 多 核 的 营 养 菌 丝 体

(vegetative mycelium)[3]。营养菌丝体在培养基中

生长，形成菌落和菌苔。在营养枯竭等不利环境

条件或信号分子的刺激下，大部分营养菌丝细胞

发生不规则的程序性死亡，积累了氨基酸、氨基

糖、核苷酸和脂质等大量营养物质，小部分营养

菌丝利用这些营养物质开始冲破培养环境的表

面张力向空中延伸生长，分化形成直立的气生菌

丝体(aerial mycelium)[4-5]。气生菌丝赋予了链霉

菌菌落特征性的蓬松外观，并逐步发育形成螺旋

状、波浪状等不同形态的细丝，这些细丝之后被

高度规则间隔的隔膜分开形成多个孢子，DNA
也被分配和封闭到每个孢子中，隔膜最终断裂，

并将单倍体的孢子释放出来 [6]。固体培养环境

中，次级代谢产物的产生通常发生在营养菌丝向 
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气生菌丝和孢子分化的过渡时期[7]。在这个时期

产生的抗生素为链霉菌程序性死亡产生的大量

营养物质提供了重要的保护屏障，这些营养物质

也为链霉菌进一步的发育分化提供了能量[8]。链

霉菌在不同的培养和调控条件下会呈现不同的

菌丝形态，菌丝形态的差异也会对次级代谢产物

的种类和产量产生很大的影响[9-10]。 
营养菌丝生长分化为气生菌丝的时期是链

霉菌形态分化的关键时期。气生菌丝的形成依赖

于大多数已知的气生菌丝形态发生所必需的“光
秃(bald)”基因[11-12]。“光秃”基因的缺失会在不同

程度上阻止气生菌丝的形成，从而产生了类似于

裸露无毛的“光秃”表型。除了受到 bld 家族基因的

调控，气生菌丝的形成还需要疏水性的生物表面

活性剂参与。天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor）
中已知的表面活性分子包括 chaplin[13-15]、rodlin[16-18]

和 spore-associated polypeptide B (SapB)[19-20]，这

些生物表面活性剂能够降低菌落-空气界面处的

表面张力，促使新生气生菌丝的出现和生长。细

胞表面蛋白 chaplin (ChpA-H)和 rodlin (RdlAB)
是气生菌丝体和孢子的组成部分，两者共同参与

了疏水鞘的形成。疏水鞘能够给菌丝提供膨胀压

力，促使气生菌丝向空中生长[16]。SapB 和部分

chaplin (如 ChpE)则在气生菌丝形成开始之前就

被分泌到细胞外，它们分布于细胞外的培养环境

中，或是附着于菌丝和孢子的表面，形成一层疏

水的膜结构，从而能够大大降低培养基、土壤、

水与空气之间的表面张力，为气生菌丝的空中生

长提供条件[13,21-22]。 
SapB 是一类由核糖体合成、经过位点特异

性裂解和翻译后修饰、含有羊毛硫氨酸或 β-甲
基羊毛硫氨酸的Ⅲ型羊毛硫肽，最早在天蓝色链

霉菌中发现[23-25]。SapB 合成的激活依赖于气生

菌丝形态发生所必需的 bld 基因的多重级联调 
控，因而被认为是气生菌丝合成的起点[24-25]。目

前主要在天蓝色链霉菌中发现 SapB 能够调节菌

株的形态分化[26-28]。为了充分利用和挖掘 SapB
类多肽用于菌体形态分化工程化改造的潜能，本

研究分析和获取了 SapB 类多肽的生物合成基因

序列，构建了 SapB 类多肽的表达质粒。在变铅

青链霉菌(Streptomyces lividans) TK24、金黄链霉

菌(Streptomyces auratus) DSM 41897、拟无枝酸

菌(Amycolatopsis regifaucium) DSM 45072 和链

霉菌(Streptomyces sp.) CPCC 204980 中的异源表

达，证明了这些多肽具有促进菌体形态分化的功

能，为以 SapB 为靶标进行气生菌丝形态分化的

控制提供了良好的研究材料。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  实验菌株、质粒和引物 

本研究采用的实验菌株如表 1 所示，包含

天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor) A3(2)、
变铅青链霉菌(Streptomyces lividans) TK24、藤

黄生孢链霉菌(Streptomyces luteosporeus) NRRL 
2401、金黄链霉菌(Streptomyces auratus) DSM 
41897、拟无枝酸菌(Amycolatopsis regifaucium) 
DSM 45072、链霉菌(Streptomyces sp.) CPCC 
204980、大肠杆菌(Escherichia coli) DH10B、

E. coli ET12567/pUZ8002 和本研究构建的 8 个

异源表达菌株。本研究采用的质粒有 pIB139、
pIB139-HEA 和 pIB139-HEB，其中 pIB139 为含

有 ermE、oriT、attP、φC31 int 和 aac(3)IV 的整

合型质粒，由上海交通大学微生物代谢国家重

点实验室保藏，pIB139-HEA 和 pIB139-HEB 分

别为含有 SapB及其类似物基因的 pIB139质粒，

由本研究构建。本研究采用的引物如表 2 所示，

由北京擎科生物科技股份有限公司合成。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)所用的高保真 DNA 聚合酶 Phanta Master 
Mix 和多片段一步克隆试剂盒 ClonExpress MultiS 
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表 1  本研究所用的菌株 
Table 1  Strains used in this study 
Strain Source and relevant characteristic 
Streptomyces coelicolor A3(2) Type strains, source of SapB BGC 
Streptomyces luteosporeus NRRL 2401 Wild type strain from NRRL, source of SapB analogues BGC 
Streptomyces lividans TK24 Type strains 

HE1 SapB heterologous expression strain derived from TK24 
HE2 SapB analogues heterologous expression strain derived from TK24 

Streptomyces sp. CPCC 204980 Wild type strain from CPCC 
HE3 SapB heterologous expression strain derived from CPCC 204980 
HE4 SapB analogues heterologous expression strain derived from CPCC 204980 

Streptomyces auratus DSM 41897 Wild type strain from DSMZ 
HE5 SapB heterologous expression strain derived from DSM 41897 
HE6 SapB analogues heterologous expression strain derived from DSM 41897 

Amycolatopsis regifaucium DSM 45072 Wild type strain from DSMZ 
HE7 SapB heterologous expression strain derived from DSM 45072 
HE8 SapB analogues heterologous expression strain derived from DSM 45072 

Escherichia coli DH10B F−, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), Φ80dlacZΔM15ΔlacX74, deoR, recA1, 
endA1, araD139, Δ(ara, leu)7697, galU, galK λ−, rpsL, nupG 

Escherichia coli ET12567/pUZ8002 recF, dam, dcm, hsdS, CmR, StrR, TetR, KmR 
 

表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer Sequences (5′→3′) 
HEA-1-F 
HEA-1-R 
HEA-2-F 
HEA-2-R 
HEA-3-F 
HEA-3-R 
HEB-1-F 
HEB-1-R 
HEB-2-F 
HEB-2-R 
HEB-3-F 
HEB-3-R 
M13-F 
M13-R 
HEA-V-R 
HEB-V-R 

GGTTGGTAGGATCCACATATGGTGACAGCCGCAACTGTCCG 
GCACCCAGGTAGGGCATGGTGCGCCAGCC 
ACCATGCCCTACCTGGGTGCCGGCAGT 
TGCGGCAACCGGCGTACGAAGCCGTCGGC 
TTCGTACGCCGGTTGCCGCACGGCTAC 
AATTCGATATCGCGCGCGGCCGCTCACGAGTTCCAGTGTCC 
GGTTGGTAGGATCCACATATGATGGAGAAGCGGTACGAGGTC 
GCGAGGTAGTCGTCGAGCACCGCGCCAAT 
TCGACGACTACCTCGCCCACCGCCCCGACGA 
CGCCGATCGTCTCCCCCAGCAGCG 
GAGACGATCGGCGACACGATC 
AATTCGATATCGCGCGCGGCCGCCTGTCACTGGCCGCC 
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 
ACTCCGGGATGCGGAA 
GTCGGTGCAGTAGCGG 

 
为南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品，

DNA 聚合酶 Taq PCR Master Mix 为生工生物工

程(上海)股份有限公司产品。质粒快速提取和琼

脂糖凝胶回收试剂盒为 OMEGA 公司产品，限

制性核酸内切酶 Nde Ⅰ和 Not Ⅰ为 Thermo Fisher 

Scientific 公司产品，1 kb Plus DNA Ladder 为

Invitrogen 公司产品。振荡摇床为上海知楚仪器

有限公司产品，高速离心机为 Thermo Fisher 
Scientific 公司产品，高分辨场发射扫描电子显

微镜 Sirion 200 和 VEGA3 由上海交通大学分析
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测试中心提供。 
1.1.3  培养基和培养条件 

(1) 大 豆 饼 粉 甘 露 醇 培 养 基 (soybean 
mannitol medium, SFM 或 MS) (g/L)：灭菌过滤

的黄豆饼粉 20，甘露醇 20，琼脂 18，调节 pH
至 7.2， 121 ℃灭菌 20 min，使用时补加     
0.01 mol/L 氯化镁 [29]。 (2) 国际链霉菌计划

(International Streptomyces Projects) 4 号培养基

(ISP4) (g/L)：糊化的可溶性淀粉 10，七水合硫

酸镁 1，氯化钠 1，硫酸铵 2，碳酸钙 2，琼脂

18，微量盐溶液 1 mL/L，调节 pH 至 7.2，121 ℃
高压灭菌 20 min。(3) Luria-Bertani (LB)培养基

(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，氯化钠 10，
121 ℃高压灭菌 20 min。(4) 酵母提取物-麦芽提

取物培养基 (yeast extract malt extract medium, 
YEME) (g/L)：酵母提取物 3，麦芽提取物 3，细

菌蛋白胨 5，葡萄糖 10，蔗糖 103，115 ℃高压

灭菌 20 min，灭菌后补加 5 mmol/L 的氯化镁。

(5) 胰胨豆汤 (tryptic soy broth, TSB)培养基

(g/L)：胰酶大豆肉汤 30，121 ℃灭菌 20 min。 
S. coelicolor A3(2)、S. lividans TK24、S. 

luteosporeus NRRL 2401、S. auratus DSM 41897、
和 A. regifaucium DSM 45072 使用 YEME 培养基

和 MS 培养基进行培养，Streptomyces sp. CPCC 
204980 使用 LB 培养基和 MS 培养基进行培养， 
E. coli DH10B和 E. coli ET12567/ pUZ8002 使用

LB 培养基进行培养[30]。链霉菌和拟无枝酸菌

的培养温度为 30 ℃，大肠杆菌的培养温度为

37 ℃，液体培养的振荡速度为 200−220 r/min。 

1.2  SapB 类多肽异源表达载体的构建 
利用整合型载体 pIB139 构建 SapB 及其类

似物的异源表达质粒[31]。首先，使用限制性内

切酶 Nde Ⅰ、Not Ⅰ酶切消化 pIB139，获取约 6 kb
的 pIB139 线性化载体。然后，分别设计 3 对多

片段一步克隆引物，其中 HEA-1/2/3-F/R 用于扩

增 Streptomyces coelicolor A3(2)的 ramCSAB 基

因 ， HEB-1/2/3-F/R 用 于 扩 增 Streptomyces 
luteosporeus NRRL 2401 的 ramCSAB 基因(表 1)。
接下来，使用高保真 DNA 聚合酶 Phanta Master 
Mix分别扩增长度约2 kb的6个插入片段HEA-1/2/3
和 HEB-1/2/3，利用一步克隆重组酶 ClonExpress 
MultiS 分别将 HEA 和 HEB 的 3 个插入片段和

pIB139 线性化载体连接起来，将一步克隆产物

转化至大肠杆菌 DH10B 感受态细胞中。最后，

通过抗性筛选含有重组质粒的单克隆，分别对其

进行 PCR 电泳二次筛选，将电泳验证正确的质

粒送北京擎科生物科技有限公司测序，确保重组

质粒和野生型菌株的基因序列完全一致。 

1.3  大肠杆菌及放线菌菌丝体的属间接合

转移 
将构建好的表达质粒载体转化进入 E. coli 

ET12567/pUZ8002 (供体菌)，与野生型的放线菌

(受体菌)进行双亲本结合转移[32-33]。首先，将低

温保藏的受体菌接种至对应的液体培养基中

30 ℃振荡 48 h，取 5 mL 菌液转接至 50 mL 的

TSB培养基中培养过夜，取 1 mL菌液转接至 3 mL
的 TSB 培养基中培养 4 h，与此同时，将携带目

的质粒的供体菌接种至含有对应抗性的LB培养

基中 37 ℃振荡过夜，取 0.5 mL菌液转接至 5 mL
的 LB 培养基中培养 3 h。然后，将受体菌和供

体菌的菌液分装至 EP 管中，3 500 r/min 离心

10 min 收集菌体，使用 TSB 培养基清洗菌体 2 次，

将清洗后的受体菌和供体菌按 100:1、10:1、1:1
和 0.1:1 的比例混合，均匀涂布于无抗性的 ISP4
培养平板上，30 ℃培养 16−20 h，使用阿泊拉霉

素和萘啶酮酸进行覆盖，30 ℃培养 5−10 d。最后，

挑取 ISP4 平板上生长的接合子涂布至另一含有阿

泊拉霉素和萘啶酮酸的 ISP4 平板扩大培养，30 ℃
培养 3 d，接种至含有阿泊拉霉素和萘啶酮酸的种

子培养液中 30 ℃振荡培养 3 d 至菌体黏稠，提取
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链霉菌基因组 DNA 进行 PCR 和测序验证。 

1.4  扫描电镜样品的制备及观察 
将冷冻的链霉菌置于相应的液体培养基中

30 ℃活化 2 d，接种至含有 MS 固体培养基的  
12 孔板中，30 ℃培养 4 d。使用 2.5%戊二醛固

定至少 2 h，0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液置换 4 次，

使用锇酸后固定 1.5−2 h，0.1 mol/L 磷酸盐缓冲

液置换 3 次，30%乙醇置换 2 次，50%、70%、

90%乙醇依次置换 1 次，无水乙醇置换 3 次，每

次置换 10−15 min。将样品从 12 孔板中取出，

使用 CO2 临界点干燥仪干燥脱水。使用导电胶

将样品固定在样品台上，使用高真空镀膜仪对每

个样品进行钯/金金属溅射镀膜 30 s。使用高分

辨场发射扫描电子显微镜 Sirion 200 和 VEGA3
对样品的菌丝形态进行观察。 

1.5  生物信息学分析 
利用 antiSMASH bacterial version 6.1.1 对基

因组的生物合成基因簇进行在线分析预测，利用

美国国家生物信息中心 (National Center for 
Biotechnology Information, NCBI)的 Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST)在线分析平台对

基因簇中的功能基因进行比对分析。 

2  结果与分析 
2.1  SapB 类多肽生物合成基因的生物信息

学分析 
SapB 是Ⅲ型羊毛硫肽家族的多肽，由快速

气生菌丝体(rapid aerial mycelium, ram)基因簇

编码合成，该基因簇包含 1 个由 4 个生物合成基

因 (ramCSAB)组成的操纵子和 1 个调控基因

ramR[24]。在 ramC、ramS、ramA 和 ramB 这      
4 个基因组成的操纵子下游是编码 LuxR 家族调

控蛋白的 ramR 基因， RamR 蛋白可以与

ramCSAB 操纵子的 DNA 启动子区域结合，从而

激活 SapB 的合成[25](图 1A)。ramS 编码 SapB 前

体肽，该前体肽由前导序列和核心序列两部分组

成，同时在这两部分之间还存在蛋白酶切割位

点。ramC 位于 ram 基因簇的最上游，编码 ram
基因簇中唯一具有催化功能的酶。该酶包含 3 个

不同的蛋白结构域，分别是丝氨酸/苏氨酸激酶

(Ser/Thr kinase)结构域、磷酸丝氨酸/磷酸苏氨酸

裂解酶(pSer/pThr lyase)结构域和环化酶(cyclase)
结构域。ramA 和 ramB 位于 ramS 的下游，两者

都编码 ABC 转运蛋白 (ATP-binding cassette 
transporter, ABC transporter)，这 2 个 ABC 转运

蛋白的 N 端具有跨膜结构域，C 端具有 ATP 结

合结构域，可以将 SapB 运输至菌丝表面并分散

到培养基中，为菌体提供疏水环境[26]。随着测

序技术的发展，许多 SapB 类似多肽编码的基因

簇得到鉴定，这些基因簇编码氨基酸序列高度

相似的 SapB 类多肽[27-28]。这些多肽的核心肽部

分具有保守的 S-XX-S-XXX-C 基序，该基序可

以形成酸性稳定的硫醚羊毛硫氨酸(Lan)大环

结构[34](图 1B)。 
为了验证和探究 SapB 类多肽促进形态分化

的功能，对本研究室现有菌株 S. coelicolor 
A3(2)、S. luteosporeus NRRL 2401、S. auratus 
DSM 41897 和 A. regifaucium DSM 45072 的基因

组进行序列分析，并利用次级代谢生物合成基因

簇预测在线软件 antiSMASH 进行预测以挖掘

SapB 类多肽的生物合成基因簇。在 S. coelicolor 
A3(2)和 S. luteosporeus NRRL 2401 的基因组中，

发现了负责编码 SapB 类多肽的基因簇(图 1A)，
而在 S. auratus DSM 41897 和 A. regifaucium 
DSM 45072 并未发现与 ramCSAB 类似的生物合

成基因簇。在 S. luteosporeus NRRL 2401 菌株中

编码 SapB 类多肽的基因簇其基因组成和基因排

列都与 S. coelicolor A3(2)中编码 SapB 的基因簇

高度相似(图 1A)。使用 antiSMASH 对 2 个基因

簇进行比较，两者的相似度为 75%。该基因簇
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共由 5 个基因组成，按照基因排列分别与多功能

合成酶编码基因 ramC、前体肽编码基因 ramS、
ABC 转运蛋白编码基因 ramAB 和调控基因

ramR 相 对 应 ( 图 1A) 。 使 用 Protein Blast 
(BLASTP)对 S. coelicolor A3(2)和 S. luteosporeus 
NRRL 2401的 ram基因簇进行比对，发现RamC、

RamS、RamA、RamB 和 RamR 这 5 个蛋白都具

有较高的氨基酸序列相似性(identity)，分别为

57.77%、46.34%、54.42%、52.01%和 47.06%。

S. luteosporeus NRRL 2401 编码的前体肽同样由

前导肽和核心肽 2 个部分组成，其前导肽 N 端

含有 1 个保守的 M-X-L-X-DLQ 基序，核心肽中

含有 2 个保守的 S-XX-S-XXX-C 基序，核心肽

部分还包含有较多的丝氨酸、亮氨酸和缬氨酸，

这些疏水性氨基酸很可能在降低表面张力等方

面发挥作用。这些基因簇的发现为探究 SapB 类

多肽的功能提供了研究材料。 

2.2  SapB 类多肽异源表达载体的构建 
为了探讨 SapB 类多肽对形态分化的影响，

首先构建了 SapB 及其类似物的异源表达载体，

选取天蓝色链霉菌(S. coelicolor) A3(2)和藤黄生

孢链霉菌(S. luteosporeus) NRRL 2401 作为对象，

用于获取编码 SapB 类多肽的 ramCSAB 基因簇。

S. coelicolor A3(2)和 S. luteosporeus NRRL 2401
的基因组中 ramCSAB 基因簇大小分别为 6 728 bp
和 6 517 bp。为了获得完整的 DNA 片段，将基

因簇分成长度约 2 000 bp 的 3 段序列进行 PCR
扩增，这些片段分别为 HEA I (2 384 bp)、HEA II 
(2 081 bp)、HEA III (2 347 bp)和 HEB I (2 237 bp)、
HEB II (1 907 bp)、HEB III (2 449 bp)，每段序列

的上下游均含有 15−20 bp 的同源臂。将获取的

片段与 Nde I/Not I 线性化的 pIB139 载体进行同

源重组，以分别构建 SapB 类多肽的异源表达载

体 pIB139-HEA 和 pIB139-HEB。对得到的单克

隆进行 PCR 验证，电泳分析得到的 PCR 产物，

大小分别为 963 bp 和 767 bp (图 2A、2B)，初

步证实了这些克隆的正确性。为了确定克隆片

段序列上的真实性，将电泳验证正确的质粒送北 
 

 
 

图 1  SapB 类多肽的生物合成基因簇(A)和氨基酸序列比对(B) 
Figure 1  Biosynthetic gene clusters (A) and amino acid sequence alignment of SapB-like peptides (B). 
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图 2  pIB139-HEA (A)及 pIB139-HEB (B)的质粒图谱和电泳验证 
Figure 2  Plasmid profile and electrophoretic verification of pIB139-HEA (A) and pIB139-HEB (B). +: 
Positive control, using genome DNA of wild type strain as template; −: Negative control, using pIB139 vector 
as template; 1−4: Different clones carrying pIB139-HEA or pIB139-HEB as template. 
 
京擎科生物科技有限公司测序，测得的 DNA 序

列与质粒图谱序列完全一致，说明成功构建了含

有 ramCSAB 基因的重组质粒 pIB139-HEA 和

pIB139-HEB。 
为了验证 SapB 类多肽能否促进链霉菌的形

态分化，选用链霉菌模式菌株变铅青链霉菌(S. 
lividans) TK24 进行验证。通过双亲本接合转移

的方法，将重组质粒 pIB139-HEA 和 pIB139-HEB
分别转入 S. lividans TK24 中，利用阿泊拉霉素

抗性筛选和 PCR 验证，得到了异源表达菌株

HE1 和 HE2。将 S. lividans TK24 及其异源表达

菌株 HE1 和 HE2 分别在 MS 固体培养基上培养

并观察这些菌株的形态分化差异。从图 3A 可以

看出，相较于 TK24，HE2 的菌苔形态没有明显

差异，而 HE1 的菌苔显著增白增厚，形成了气

生菌丝特征性的蓬松外观，菌苔上白色颗粒物的

数量显著增加。这一结果表明，SapB 的过表达

在一定程度上促进了链霉菌向气生菌丝分化的

能力，验证了异源表达质粒的有效性，为利用

SapB 进行其他链霉菌形态分化研究奠定了基础。 

2.3  SapB 类多肽促进 “ 光秃 ” 链霉菌

(Streptomyces sp.) CPCC 204980 形态分化 
营养菌丝向气生菌丝分化是链霉菌形态的

分化过程中重要的一步，为了考察 SapB 类多肽

能否适用于促进其他缺失内源 SapB 类多肽基因

簇的菌株进行形态分化，将 pIB139-HEA 和

pIB139-HEB 引入到不含有 SapB 类多肽基因簇

的“光秃”链霉菌(Streptomyces sp.) CPCC 204980
中。Streptomyces sp. CPCC 204980 是多环氧杂蒽

酮类化合物 cervinomycins 的产生菌，同时还能
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够产生大量暗绿色和黑色的生物活性色素[35-36]。

利用菌丝体属间结合转移的方法，将重组质粒

pIB139-HEA 和 pIB139-HEB 转入 Streptomyces 
sp. CPCC 204980，得到异源表达菌株 HE3 和

HE4。将 CPCC 204980、HE3 和 HE4 分别接种

到 MS 平板培养基上培养 6 d，连续观察菌株在

培养平板上的菌苔形貌(图 3B)。HE3 和 HE4 相

较于 CPCC 204980，菌苔显著增厚，黑色和暗绿

色坚硬光滑的菌膜被白色的粉末状物质覆盖，部

分菌苔上形成了白色蓬松的颗粒样隆起。其中黑

色和暗绿色的菌膜含有大量 CPCC 204980 分泌

的生物活性色素，白色蓬松的颗粒样隆起可能是

直立生长的气生菌丝体。 
为了进一步确认 HE3 和 HE4 的气生菌丝体

状态，将 CPCC 204980、HE3 和 HE4 分别接种

到含有 MS 培养基的 12 孔板中培养 4 d，经戊二

醛-锇酸固定和钯-金金属溅射镀膜后，使用高分

辨场发射扫描电子显微镜 Sirion 200 对这些菌的

菌丝体进行观察(图 3C)。HE3 在培养的第 4 天

可以观察到大量粗细不一、具有多个分枝的气生

菌丝，以及少量具有隔膜结构的链状孢子丝，

CPCC 204980 和 HE4 在培养的第 4 天则观察不

到发育茂盛的气生菌丝，但是可以观察到错综复

杂的多分枝的营养菌丝体和球状突起。这些球状

突起很可能是已经程序性死亡的营养菌丝体，在

球状突起的表面还可以观察到一些已经分枝化

的菌丝，部分菌丝已经脱离营养菌丝体，开始向

空中生长，形成气生菌丝。从图 3C 中可以看出，

HE4 显然比 CPCC 204980 具有更多的球状突起

和气生菌丝，而 HE3 已经形成了大量气生菌丝和 
 

 
 

图 3  Streptomyces lividans TK24 和 Streptomyces sp. CPCC 204980 及其突变株的菌苔形态 
Figure 3  The morphologic observation of Streptomyces lividans TK24 and Streptomyces sp. CPCC 204980 
carrying the expression plasmid of SapB and its analogue. A: Time course morphology of S. lividans TK24 and 
its derivative strains HE1 and HE2. B: Time course morphology of Streptomyces sp. CPCC 204980 and its 
derivative strains HE3 and HE4. C: Scanning electron microscope morphology of Streptomyces sp. CPCC 
204980 and its derivative strains HE3 and HE4. All the microscope photographs were taken at 3 000× 
magnification with accelerating voltage at 20 kV. 
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少量孢子丝，表明 SapB 类多肽能够促进“光秃”
链霉菌 CPCC 204980 中营养菌丝向气生菌丝体

形态分化。 

2.4  SapB 类多肽在其他分化缓慢放线菌中

的拓展应用 
上述 SapB 类多肽促进气生菌丝体增多、菌

苔变厚的现象暗示这类多肽可以用作促进链霉

菌形态分化的通用工具。为了评估 SapB 类多肽

是否可以用作形态工程化改造的工具，选取分化

缓慢的 S. auratus DSM 41897 进行进一步的探

索。S. auratus DSM 41897 是多环氧杂蒽酮类化

合物 lysolipins 的生产菌株，该菌株形成气生菌

丝体和孢子需要 10 d 左右 [37]。将重组质粒

pIB139-HEA 和 pIB139-HEB 转入 S. auratus 
DSM 41897，得到异源表达菌株 HE5 和 HE6。
从图 4A可以看出，相较于野生型的 DSM 41897， 

 

 
 

图 4  Streptomyces auratus DSM 41897 和 Amycolatopsis regifaucium DSM 45072 及其突变株的菌苔形态 
Figure 4  The morphologic observation of Streptomyces auratus DSM 41897 and Amycolatopsis regifaucium 
DSM 45072 carrying the expression plasmid of SapB and its analogue. A: Time course morphology of S. 
auratus DSM 41897 and its derivative strains HE5 and HE6. B: Scanning electron microscope morphology of S. 
auratus DSM 41897 and its derivative strains HE5 and HE6. C: Time course morphology of A. regifaucium 
DSM 45072 and its derivative strains HE7 and HE8. D: Scanning electron microscope morphology of A. 
regifaucium DSM 45072 and its derivative strains HE7 and HE8. All the microscope photographs were taken at 
3 000× magnification with accelerating voltage at 20 kV. 
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HE5 和 HE6 产生了更厚的菌苔，培养 4 d 后可

以在 HE5 的菌苔上观察到大量细小的白色颗

粒，培养 6 d 后 HE6 和 DSM 41897 也相继产生

了相同的白色颗粒，这些白色颗粒可能是链霉菌

向空中生长的气生菌丝。在扫描电子显微镜

VEGA3 下观察，HE5、HE6 和 DSM 41897 向气

生菌丝分化的程度依次递减(图 4B)。DSM 41897
多为营养菌丝结构，HE5 多为气生菌丝结构，

而 HE6 介于两者之间。这一结果与先前的实验

结果类似，证实 SapB 加快了 S. auratus DSM 
41897 向气生菌丝分化的速度，有助于缩短 S. 
auratus DSM 41897 的形态分化周期。 

除了链霉菌以外的其他放线菌也是活性次

级代谢产物的重要来源，这其中有许多放线菌因

为不具备像链霉菌一样的形态分化过程，难以在

培养过程中获得气生菌丝体和孢子，使得对这些

菌株的保藏和遗传操作比较困难。为了拓展

SapB 类多肽促进气生菌丝体分化的应用范围，

选取一株不具备明显分化特征和很少产生色素

的拟无枝酸菌(A. regifaucium) DSM 45072 进行

了分化表型观察[38]。将重组质粒 pIB139-HEA 和

pIB139-HEB 转入 A. regifaucium DSM 45072，得

到异源表达菌株 HE7 和 HE8。从图 4C 可以看

出，相较于野生型菌株 DSM 45072，突变株 HE7
和 HE8 的菌苔褶皱减少，菌苔表面颜色加深，

但未见明显菌苔增厚、颗粒样隆起等现象。在扫

描电子显微镜 VEGA3 下观察发现，HE7 和 HE8
比 DSM 45072 的菌丝体聚集性增强，并且具有

明显的分枝现象(图 4D)。在 A. regifaucium DSM 
45072 中的尝试展示了 SapB 类多肽可能也具有

微弱促进其他类型放线菌菌丝体分化的功能，未

来需要进行深度优化以实现菌丝体分化的目的。 

3  讨论与结论 
链霉菌是天然次级代谢产物的重要生产者，

是优秀的微生物合成“工厂”，在工业、农业、畜

牧业、食品和药物等多个领域发挥着极为重要的

作用[1]。早期对链霉菌的分子操作手段主要集中

于次级代谢产物生物合成基因簇的改造和调控

上，而很少考虑到链霉菌细胞自身形态的影响。

链霉菌的形态分化是一个复杂的生理过程，涉及

到多种细胞形态相关蛋白，包括细胞分裂蛋白、

细胞骨架蛋白、细胞壁合成和水解蛋白。同时，

细胞形态分化也受到复杂的网络调控，包括 bldA
的全局调控[39-40]、MacRS 和 PhoPR 双组分调  
控[41-42]、拟核结合蛋白 Lsr2 调控[43]等多个方面。

随着对链霉菌生长周期、形态分化以及次级代谢

产物产生调控机制研究的不断深入，研究者逐渐

认识到菌丝体形态与次级代谢产物的种类和产

量有着密切的关联[44]。如通过调整转速和搅拌

速度以改变菌丝体形态可以提高拉达霉素甲酯

的产量[9]；过表达枯草杆菌蛋白酶类丝氨酸肽酶

APASM_4187 促进菌丝体断裂和分散，有效提

高了氨丝菌素 P-3、盐霉素和井冈霉素的产量[10]。

与细胞形态分化相关的蛋白通常是微生物生长

必需的，该蛋白的表达量直接影响微生物的生长

速率和生命周期。通过调控链霉菌的形态和分化

的相关蛋白，可以帮助链霉菌突破自身的生理性

能限制，更好地发挥链霉菌的催化潜力。然而，

菌丝体形态与产量之间的关系是由次级代谢产

物的种类及菌株特性共同决定的。通过发酵工艺

优化来改变菌丝体形态以提高目的产物产量的

方法通常是针对某一特定菌株的优化，而并不具

备普适性。通过遗传改造改变菌丝体形态并使其

利于目标代谢产物的产生，可能是一种具有更加

优越稳定性和可操作性的手段。目前已经有许多

利用遗传改造改变链霉菌形态以提升次级代谢

产物产量的研究。例如，过表达发育因子 ssgA，

能够使菌丝体变成疏松的菌体团，加快菌丝体生

长速度从而提高酪氨酸酶产量[45]。敲除 Mat 蛋
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白编码基因 matA 或 matB，能够导致链霉菌的菌

丝体分散，从而加快菌丝体生长并提高酪氨酸酶

的产量[46]。过表达能加快菌丝体分化并促进孢

子 形 成 的 调 控 基 因 adpA ， 有 助 于 提 高

Streptomyces venezuelae 的氯霉素产量[47]。考虑

到链霉菌形态分化的复杂性，其他形态分化相关

的蛋白也是潜在的形态改造靶点。 
表面活性分子 SapB、chaplin 和 rodlin 在链

霉菌的形态分化过程中扮演着极为关键作用的，

它们能够有效降低菌落、水和空气界面之间的表

面张力(chaplin 和 SapB 分别能将水的表面张力

从 72 mJ/m2降低到 26 mJ/m2和 32 mJ/m2[13,21-22])，
赋予菌丝体疏水性的气生菌丝体结构。Rodlin
不存在于正常发育的野生型阿维链霉菌的基因

组中，敲除 rodlin 合成相关基因(rdlA 和 rdlB)后
天蓝色链霉菌的形态分化未见异常，气生菌丝和

孢子的疏水性也不受影响，表明了 rodlin 在链霉

菌的形态分化功能上的冗余性[16]。Chaplin 在疏

水鞘的形成过程中发挥关键作用，但 8 个 chaplin
基因(chpA−H)的功能同样存在冗余，敲除其中

特定 4 个 chaplin 基因的天蓝色链霉菌依然能够

维持正常的形态分化功能[13,17]。尽管 SapB 最初

是从孢子表面分离得到的，但它并不作为气生菌

丝和孢子的一部分发挥作用，而是分泌到细胞

外，在体外形成一层疏水的膜结构，导致 SapB
既存在于气生菌丝和孢子的表面，也存在于链霉

菌生长的培养基中。已有的研究还发现，SapB
的生产似乎依赖于培养基的成分，SapB 能够在

一些营养丰富的培养基中生产，而不能在基本培

养基中生产[19]。由于 SapB 具有溶解性差、产量

低且不稳定、分离纯化难度高等特性，导致外源

添加 SapB 的工程化应用存在诸多困难。与此同

时，SapB 生物合成基因(ramCSAB)的长度合适、

结构简单、功能明确，对该生物合成基因簇的异

源表达可以大大降低以 SapB 为靶标的形态学工

程改造的难度和突变株生理特征的不确定性，

也展示出以 SapB 为靶标的形态学工程化应用

的潜力。 
本研究选取几株难以形态分化和产孢的链

霉菌，通过外源引入 SapB 类多肽的生物合成基

因簇，探索了 SapB 类多肽促进异源链霉菌形态

分化的功能，具体表现为这些菌株气生菌丝分化

数量的增多和分化速度的加快，链霉菌的形态分

化周期缩短(图 3 和图 4A、4B)。与此同时，为

了拓展 SapB 类多肽的应用范围，本研究还选取

了拟无枝酸菌(A. regifaucium) DSM 45072 考察

SapB 类多肽是否能够促进其分化。研究结果表

明，SapB 类多肽也能发挥微弱的刺激菌丝体分

化的作用(图 4C 和图 4D)，未来可以考虑继续构

建其他 SapB 类多肽的表达菌株以深入考证这些

多肽在其他放线菌中的应用。考虑到链霉菌从营

养菌丝向气生菌丝分化的时期也是众多抗生素

产生的时期，考察了 TK24 中次级代谢产物合成

情况，初步结果显示 SapB 类多肽的表达也影响

了次级代谢产物的合成。未来还将系统评估以

SapB 为靶标的形态学工程改造对链霉菌次级代

谢产物产量和种类的影响，期望能有助于实现对

链霉菌形态分化周期的工程化控制。与此同时，

这种细胞形态学改变是否可以诱导其他新型次

级代谢产物的产生，也将是未来工作的内容，从

而期望能拓展形态学遗传改造在代谢产物挖掘

方面的应用。 
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