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摘  要 : 前期研究表明棒状链霉菌的全局性调控基因 afsRScla 异源表达可以激活变铅青链霉菌中两种抗生素的

合成。本研究将包含 afsRScla 基因的质粒 pHL851 整合到纳他霉素工业生产菌株褐黄孢链霉菌 TZ1401 的基因

组中，使纳他霉素产量提高 38%，达到 3.56 g/L。qRT-PCR 检测 6 个纳他霉素生物合成基因的转录情况，发现

其转录水平提高 1.9−2.7 倍，表明 afsRScla 通过正调控纳他霉素生物合成基因的转录，从而提高纳他霉素的产

量。本研究结果对 afsRScla 在抗生素工业生产菌株的高产育种应用具有借鉴意义。 
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in Streptomyces lividans. In this study, we gained an increase of 38% in the production of natamycin (3.56 g/L) in an 
industrial strain Streptomyces gilvosporeus TZ1401 through the integration of pHL851 that bears the afsRScla global 
regulatory genes into its genome. We discovered by quantitive real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR) that the 
expression of 6 genes of the natamycin biosynthetic gene cluster were improved from 1.9 to 2.7 times. This suggests that 
afsRScla improve the production of natamycin through increased transcription. This study provides a good example for 
applying afsRScla in high yield breeding of industrial antibiotic producers. 

Keywords:  afsRScla global regulatory genes, industrial strain Streptomyces gilvosporeus TZ1401, Natamycin, 
fermentation, quantitive real-time reverse transcription PCR 

纳他霉素  (Natamycin) 又称匹马菌素 

(Pimaricin)，是一种二十六元多烯大环内酯类抗

生素[1]，具有很强的抗真菌活性，能特异性地抑

制酵母菌和霉菌的生长[2]。目前发现的纳他霉素

产生菌主要有 3 种：纳他链霉菌 Streptomyces 

natalensis[3]，恰塔努加链霉菌 Streptomyces 

chattanoogensis[4]及褐黄孢链霉菌 Streptomyces 

gilvosporeus[5]。 

纳他霉素通过与真菌细胞膜上的甾醇化合

物发生反应，改变细胞膜结构，从而使细胞破

裂，导致细胞死亡[6]。由于纳他霉素对真菌作用

的广谱性，并具有良好的理化稳定性及对人体

无毒害，已被全球多个国家作为食品防腐剂批

准使用。除了作为食品防腐剂广泛应用于食品

行业，纳他霉素还被应用于临床医疗，如治疗

真菌性角膜炎等[7]。纳他霉素应用领域广泛，但

是较高生产成本是限制其广泛使用的主要因

素，因此提高纳他霉素工业生产菌株的产量，

降低其生产成本，有利于进一步推广应用。 

纳他霉素生物合成基因簇含有 19个开放阅

读框，其中包括 2个途径特异性调节基因 (pimR

和 pimM)、5个负责纳他霉素聚酮骨架合成的聚

酮合酶基因 (pimS0−pimS4) 和 12 个负责后修

饰和其他功能的基因[1,8] (图 1)。pimI 合成一种

Ⅱ型硫脂酶，可能具有编辑校正功能，使纳他

霉素得以积累[9]。pimJ为 GDP-甘露糖脱水酶，

参与海藻糖胺糖部分的形成[10]；pimK为糖基转

移酶，负责 C-15位上甘露糖的转移[11]。 

链霉菌的次级代谢受到许多因素的影响，

其中转录水平的调控受到多种转录调节蛋白的

控制。AfsR 是一种较早在链霉菌中发现的转录

正调控蛋白，含有 993 个氨基酸，在其 N 端有

SARP类家族的两个特征结构域，还含有可以结

合 ATP的保守基元[12]。AfsR是一个全局性调控

因子，通过磷酸化介导的信号转导作用将生理

和环境信号进行整合，对多种抗生素合成具有

调控作用[13]。蛋白激酶 AfsK、PkaG和 AfsL可

以磷酸化 AfsR[14]，AfsR蛋白的丝氨酸和苏氨酸 
 

 
 

图 1  褐黄孢链霉菌的纳他霉素生物合成基因簇 
Fig. 1  The natamycin biosynthetic gene cluster from S. gilvosporeus. 
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残基磷酸化使 AfsR 的 DNA 结合能力增强。被

磷酸化后 AfsR 可结合在紧邻 afsR 下游的 afsS

启动子区，从而启动 afsS转录。天蓝色链霉菌 afsS

编码 64 个氨基酸的小蛋白 AfsS，虽然其功能尚

未确定，但它的存在可以显著增强放线紫红素、

钙依赖抗生素和十一烷基灵菌红素的合成[15]。本

课题组陈黎等从棒状链霉菌 Streptomyces 

clavuligerus 克隆得到 afsRScla，包含 afsR 和 afsS

两个基因，发现 afsRScla不但可以提高棒状链霉菌

中克拉维酸的产量并激活沉默的全霉素的合成，

同时还可以激活异源宿主变铅青链霉菌

Streptomyces lividans 中沉默的放线紫红素和钙依

赖抗生素的产生[16]。本研究通过把全局性调控基

因 afsRScla 导入工业生产菌株褐黄孢链霉菌

TZ1401 中，考察 afsRScla对纳他霉素生物合成基

因转录的影响，通过基因工程的方法提高纳他霉

素工业生产菌株的产量，获得高产菌株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 ET12567/pUZ8002 为大肠杆菌-

链霉菌属间接合转移供体菌[17]，本实验室保存。

纳他霉素工业生产菌株褐黃孢链霉菌 TZ1401

由工厂提供。质粒 pSET152 含接合转移起始位

点 oriTRK2、阿泊拉霉素抗性基因 aac(3)Ⅳ、放

线菌噬菌体ΦC31 整合位点 attP 以及整合酶基

因 int[18]。pHL851 为 pSET152 衍生质粒，含有

棒状链霉菌 afsRScla基因，由 Chen等构建[16]。 

1.1.2  主要试剂 

DNA聚合酶 rTaq及相关试剂购自TaKaRa公

司；抗生素购自 Sigma 公司；其余试剂购自国药

集团或 Oxoid 公司。发酵纳他霉素的种子培养基

和发酵培养基粉末由纳他霉素生产厂家提供。 

1.1.3  培养基 

LB培养基 (g/L)：酵母抽提物 5，胰蛋白胨

10，NaCl 5，pH 7.0，用于液体培养大肠杆菌。 

2×YT培养基 (g/L)：酵母抽提物 10，胰蛋

白胨 16，NaCl 5，pH 7.2，用于接合转移时链霉

菌孢子的热激处理。 

2CMY培养基 (g/L)：可溶性淀粉 10，胰蛋

白胨 2，NaCl 1， (NH4)2SO4 2，CaCO3 2，

MgSO4·7H2O 2，K2HPO4 1，无机盐溶液 (1 mL)，

琼脂 20，pH 7.2，用于褐黄孢链霉菌的接合转

移。其中无机盐溶液  (g/L)：FeSO4·7H2O 1，

MgCl2·6H2O 1，ZnSO4·7H2O 1。 

COM培养基(g/L)：玉米淀粉 10，燕麦粉 5，

麦芽提取物 5，酵母抽提物 2，琼脂 15，pH 7.2，

用于褐黄孢链霉菌培养和产孢。 

纳他霉素种子培养基 (g/L)：种子培养基粉

末 43，pH 7.2。 

纳他霉素发酵培养基 (g/L)：发酵培养基粉

末 88.5，pH 7.2。 

1.1.4  引物 

用于 PCR验证重组菌株以及 qRT-PCR的引

物序列如表 1所示，由生工生物工程 (上海) 股

份有限公司合成。引物 afsRS-F、afsRS-R、Apr-F

和 Apr-R根据 pHL851序列设计，两对引物的序

列分别位于阿泊拉霉素抗性基因 aac(3)Ⅳ和

afsRScla基因
[16]，用于验证 pSET152 和 pHL851

是否存在于重组链霉菌菌株。其他引物用于

qRT-PCR，本研究中褐黄孢链霉菌纳他霉素基因

簇序列已部分测序，和纳他链霉菌纳他霉素基

因簇序列  (基因序列号为 AJ278573) 相同，

qRT-PCR引物序列参考 AJ278573序列，引物名

称与所扩增的基因名称一一对应。 
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表 1  本研究的引物及其核苷酸序列 
Table 1  Primers used in this study and their 
nucleotide sequences 

Primer Nucleotide sequence (5′–3′) 
afsRS-F GTCCGTGTACGCCTCCTTGT 
afsRS-R CGACCTCGATGTGATGTCCC 
Apr-F TGGGCAGGTACTTCTCCTCG 
Apr-R GCATCGCATTCTTCGCATC 
hrdB-F GCACATCCCGTACGCTCCCG 
hrdB-R CTCGAAGGCCCGACGCACGT 
pimS1-F GCTACGACTTCCACACCGAG 
pimS1-R CTGGAAGTGGGGACCGTAGT 
pimS3-F GCAGGGCTGATCAAGATGAT 
pimS3-R GCCACTCCTGAGGCTCCGTC 
pimM-F ATGACGGGCGTGACGAATC 
pimM-R CGAGCCTTGATAGAACATTGACC
pimI-F ACGACCCCAAGACCACGCTG 
pimI-R TTCCCGCAGCAGTGCCAGTA 
pimJ-F GGTCAGGCGAACCCCAGGAA 
pimJ-R CTGCTGCCAGGACATCGGTA 
pimK-F CCGCTGTGGGTGGACTGCTA 
pimK-R GAAGGACGGGGTGCCGAGAA 
 

1.2  方法 
1.2.1  链霉菌与大肠杆菌属间接合转移 

链霉菌与大肠杆菌属间接合转移参考文献[17]。

将酶切验证正确的质粒 pHL851 和空载质粒

pSET152分别电转到 ET12567/pUZ8002感受态细

胞，获得的转化子 ET12567/pUZ8002/pHL851 和

ET12567/pUZ8002/pSET152，经过质粒提取和酶

切验证正确后，作为接合转移供体菌；褐黃孢

链霉菌 TZ1401作为受体菌。大肠杆菌和热激后

的链霉菌孢子混合后涂布 2CMY平板，30 ℃倒

置培养 20 h后用阿泊拉霉素 (终浓度 50 μg/mL) 

和三甲氧苄啶 (终浓度 50 μg/mL) 覆盖，继续培

养直至接合转移子长出。各随机挑取 12个形态正

常的接合转移子，在 COM平板 (含 50 μg/mL的

阿泊拉霉素和 25 μg/mL萘啶酮酸) 划菌块进行

抗性验证。选取抗性验证正确的重组菌株

TZ1401/pSET152 和 TZ1401/pHL851，提取总

DNA，PCR验证菌株含正确的质粒。 

1.2.2  褐黃孢链霉菌的摇瓶发酵 

将重组菌 TZ1401/pSET152和 TZ1401/pHL851

在 COM培养基上培养至产孢，用 1 mL蓝色塑料

枪头粗口端打菌块 (约 1 cm2/块)，接种至 30 mL

种子培养基中 (250 mL摇瓶)，在30 ℃、220 r/min

振摇 (5 cm振幅) 培养 43 h。转接 3 mL种子培养

物至 25 mL发酵培养基中 (250 mL摇瓶)，30 ℃、

220 r/min振摇 (5 cm振幅) 继续培养 5 d，发酵

结束。 

1.2.3  褐黃孢链霉菌发酵液的处理方法 

纳他霉素的提取：取发酵液 0.5 mL加入到

2 mL离心管中，7 000 r/min离心，弃上清，菌

渣中加入 1.5 mL 5%冰乙酸甲醇，充分打散后超

声处理 20 min，7 000 r/min离心，取上清 50 μL

加入到 950 μL 5%冰乙酸甲醇中，充分混匀后过

滤，取 150 μL于内衬管中，进行 HPLC检测。 

菌浓测定：取 3 mL发酵液，7 000 r/min离

心，收集菌体，称量菌体；菌浓 (g/mL)=菌体

质量/3。 

1.2.4  检测纳他霉素产量的 HPLC方法 

色谱柱 (Agilent ZORBAX SB-C18 4.6 mm× 

250 mm，5 μm)；色谱仪：Agilent1260；流动相：

甲醇：水：冰乙酸 (60：40：5)；流速：0.5 mL/min；

检测波长：303 nm；上样量：10 μL。纳他霉素

标品 (含量 89.9%)，配制成 0.1 mg/mL 作为标

准品对照；纳他霉素发酵效价计算公式：发酵

效价 (g/L)=样品峰面积/标准品峰面积×稀释倍

数×标准品浓度。 

1.2.5  qRT-PCR分析基因表达量的方法 

取在发酵培养基生长 96 h 的 TZ1401、
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TZ1401/pSET152和 TZ1401/pHL851各 3个平行

样品发酵液，参照 RNA提取试剂盒 (赛百盛基

因公司) 说明书抽取菌体总 RNA，残余的基因

组总 DNA 用 DNaseⅠ进行消化。DNA 消化后

用 Nanodrop (Thermo) 定量 RNA的浓度。参照

反转录试剂盒 (Fermentas) 说明书进行 RNA的

反转录。以反转录后的 cDNA 为模板，选用 6

个具有代表性的纳他霉素基因簇内的基因进行

qRT-PCR，以 hrdB (基因序列号为 X52983) 作

为内参基因。扩增程序：95 ℃预变性 10 min；

随后 95 ℃变性 15 s，60 ℃退火和延伸 1 min，

共 40个循环。 

qRT-PCR 采用 2–ΔΔCT相对基因表达分析方

法[19]，以 hrdB作为内参基因。设计 7个基因的

qRT-PCR引物，扩增片段大小 200 bp以内，引

物见表 1。7个基因的 qRT-PCR反应完成后的溶

解曲线均呈现单一峰，扩增产物只有一条预期

大小的目标条带，说明 7对引物均能特异扩增，

没有引物二聚体的形成，同时反转录合成的

cDNA 也没有受到基因组 DNA 污染。确保

qRT-PCR数据具有可靠性。 

2  结果与分析 

2.1  afsRScla 对工业菌株 S. gilvosporeus 
TZ1401 生长的影响 

将 pSET152 和 pHL851 分别接合转移到褐

黄孢链霉菌 TZ1401，各随机挑取 12 个接合转

移子，转接培养验证菌株具有阿泊拉霉素抗性；

再分别随机挑取其中抗性正确的菌株提取总

DNA，进行 PCR验证。PCR结果如图 2所示，

TZ1401/pSET152 重组菌 (8 株) 均可扩增出阿

泊拉霉素抗性基因  (345 bp)，但不能扩增

afsRScla基因 (934 bp)；TZ1401/pHL851重组菌 

(7 株) 则可以扩增出两个基因。PCR 表明质粒

pSET152和 pHL851分别正确导入了 TZ1401。把

重组菌株 TZ1401/pSET152和 TZ1401/pHL851分

别传代培养，与出发工业菌株 TZ1401对照观察

生长、产孢状况，发现 3 种菌株单菌落形态基

本 相 似 ， 但 是 含 有 afsRScla 的 菌 株

TZ1401/pHL851 产气生菌丝和孢子时间均有约

12 h 延迟，TZ1401/pHL851 在第 4 天产白色气

生菌丝，第 10天出现灰色孢子丝。 
 

 
 

图 2  PCR 检测重组菌株的 afsRScla (A) 和 aac(3)Ⅳ (B) 
Fig. 2  Detection of afsRScla (A) and aac(3)Ⅳ (B) in the recombinant strains by PCR. M: DNA marker; 1−8: 8 strains 
TZ1401/pSET152; 9−15: 7 strains TZ1401/pHL851; 16: control TZ1401; 17: control plasmid pSET152; 18: control 
plasmid pHL851. 
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2.2  afsRScla 对工业菌株 S. gilvosporeus 
TZ1401 产量的影响 
分别挑取 TZ1401/pSET152和 TZ1401/pHL851

的 3 株平行菌株进行摇瓶发酵，工厂菌株

TZ1401作为对照，每个菌株各重复发酵 4瓶。

在发酵结束后，测量菌体浓度 (图 3A)，TZ1401

的平均菌浓为 0.38 g/mL，TZ1401/pSET152 菌

浓略低于 TZ1401，TZ1401/pHL851平均菌浓与

TZ1401/pSET152相当，暗示菌浓改变系由载体

引入菌株引起。HPLC检测纳他霉素发酵产量，

结果见图 3B，工厂菌株 TZ1401 的纳他霉素平

均效价为 2.58 g/L；导入空载质粒 pSET152的 3

株菌株纳他霉素产量降低 4%−10%；而导入含

有 afsRScla的 pHL851的 3株重组菌的纳他霉素

产量平均效价达到 (3.56±0.04) g/L，与出发工

业菌株 TZ1401 比提高 34%−40% (平均提高

38%)，而与 TZ1401/pSET152比则提高 50%。 

2.3  afsRScla 对工业菌株 S. gilvosporeus 
TZ1401 纳他霉素生物合成基因转录的影响 

选取纳他霉素基因簇内 6 个基因进行转录

水平分析，研究导入全局性调控基因 afsRScla对

工业菌株 TZ1401 纳他霉素生物合成基因转录

水平的影响。选取的 6 个基因包括调控基因

pimM 和结构基因 pimS1、pimS3、pimI、pimJ

和 pimK。前期实验表明在 96 h时，TZ1401纳

他霉素合成基因表达量达到最大值 (未发表)。

因此选择在发酵培养 96 h时进行基因转录水平

分析，考察 6个基因在TZ1401、TZ1401/pSET152

和 TZ1401/pHL851 三种菌株的相对转录水平。

每个菌株平行发酵 3 瓶作为重复，qRT-PCR 结

果如图 4 所示。导入空载质粒 pSET152 对工业

菌株 TZ1401纳他霉素基因簇的 6个基因表达几

乎没有影响，而导入 pHL851后纳他霉素基因簇

的 6 个基因表达量都有提高，最低的 pimJ 有 1.9

倍的提高，最高的 pimS1则有 2.7倍的提高。表明

纳他霉素合成基因受到了全局性调控基因

afsRScla 的正调控作用，这和纳他霉素产量提高

的结果是一致的，但是转录水平比产量提高的

更多，可能因为次级代谢产物的产量受到多种

因素影响，比如前体物供应及翻译效率等。  
 

    
图 3  工业菌株 TZ1401 及含 pSET152 或 pHL851 的重组菌摇瓶发酵液的菌浓 (A) 和发酵效价 (B) 
Fig. 3  Biomass concentration (A) and fermentation titers (B) of the industrial strain TZ1401 and recombinants 
carrying pSET152 or pHL851. Each data bar represents x ±s from four independent samples. 
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图 4  qRT-PCR分析 afsRScla对纳他霉素基因簇转录

的影响 
Fig. 4  Analysis of the effect of afsRScla on transcription of 
the natamycin gene cluster by qRT-PCR. TZ1401 was used 
as calibrator. hrdB was used as the internal control. Each 
data bar represents x ±s from three independent samples. 
 

3  讨论 

在链霉菌中，afsR 是研究较清楚的与次级代

谢相关的全局性调控基因，它首先在天蓝色链霉

菌 Streptomyces coelicolor中被发现，能够引起 A-

因子、放线紫红素和十一烷基灵菌红素合成基因

的高表达 [20-21]。在波赛链霉菌 Streptomyces 

peucetius 中发现了 afsR 的同源基因，过表达该

afsR 同源基因时，能够引起波赛链霉菌中阿霉素 

(Doxorubicin)、变铅青链霉菌中放线紫红素、棒

状链霉菌中克拉维酸和灰色链霉菌 Streptomyces 

griseus 中链霉素 (Streptomycin) 的高表达[22]，表

明 afsR 可能对多种链霉菌中的多种抗生素都有

正调节作用。我们早期研究中发现来源于棒状链

霉菌的 afsRScla能够激活变铅青链霉菌沉默的放

线紫红素、钙依赖性抗生素和棒状链霉菌全霉素

的生物合成，并大幅度提高克拉维酸的产量[16]。

这是在野生型链霉菌中的情况。 

本研究运用基因工程的方法改造了纳他霉素

工业菌株褐黄孢链霉菌 TZ1401，把棒状链霉菌的

全局性调控基因 afsRScla导入到 TZ1401中，摇瓶

发酵发现 afsRScla使纳他霉素产量提高 38%，表明

afsRS对工业菌株的抗生素合成也具有促进作用。

同时， qRT-PCR 结果表明，含有 afsRScla 的

TZ1401/pHL851菌株纳他霉素基因簇的 6个代表

性基因其转录水平都有 2 倍左右的提高，说明全

局性调控基因 afsRScla 通过正调控纳他霉素基因

簇的表达水平，从而提高纳他霉素的产量。 

在前人研究基础上[15,23]，推测 afsRScla提高纳

他霉素合成的机理为：afsRcla产物 AfsR被蛋白激

酶磷酸化，磷酸化的 AfsR 的 DNA 结合能力和

ATPase 活性都增强，磷酸化的 AfsR 结合到下游

的 afsScla的启动子上形成封闭型的转录复合物，

利用 ATP水解释放的能量，将封闭型的转录复合

物转变为开放的转录复合物，从而诱导 afsScla的

转录，AfsS能够激活调控基因的转录，包括途径

特异性调控基因 pimM 的转录，进而促进纳他霉

素生物合成基因的转录，引起纳他霉素的高产。 

基因工程育种可以有目的地改造菌株，进行

定向选育。随着对菌株遗传背景和代谢途径的充

分了解，基因工程育种势必成为菌株选育重要手

段。据本研究结果，全局性正调控基因 afsRScla

可以应用于工业生产菌株，这对于使用 afsRScla来

提高其他抗生素工业菌株的产量有重要借鉴意义。 
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