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摘   要：纳他霉素是一种天然、广谱、高效的多烯大环内酯类还原性抗真菌剂，广泛应用于食品

真菌污染的防治和临床真菌感染的治疗。纳他霉素胞外转运效率可能是限制褐黄孢链霉菌 
(Streptomyces gilvosporeus) 发酵高产纳他霉素的重要因素。通过生物信息学及分子对接技术分析

纳他霉素胞外转运蛋白 SgnA/B，发现 SgnA 和 SgnB 两个异源二聚体组成的 ABC 转运蛋白是内向开

口构象的转运蛋白，且 2 个结合位点与纳他霉素结合能力有强弱差异，更有利于纳他霉素的胞外转

运。本研究以纳他霉素生产菌株——褐黄孢链霉菌 F607 为出发菌株，构建了 sgnA/B 基因超表达菌

株 F-EX，以分析 sgnA/B 基因超表达对纳他霉素合成及胞外转运的影响。研究发现，纳他霉素对

数合成期的 F-EX 菌株不仅提高了纳他霉素胞外/胞内比，其 120 h 发酵总产量也提高了 12.5%，达

到 7.38 g/L。最后，通过转录组测序发现，sgnA/B 基因超表达除提高纳他霉素胞外转运效率外，

还影响了与多种氨基酸、丙酸盐、糖、五碳化合物代谢和 TCA 循环相关基因的表达。研究表明，

强化纳他霉素胞外转运有利于纳他霉素的合成，是提高褐黄孢链霉菌纳他霉素产量的有效策略，

并为纳他霉素工业生产提供了一株具有良好应用前景的菌株。 

关键词：褐黄孢链霉菌；纳他霉素高产；ABC 转运蛋白；内向开口构象；胞外转运 
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Abstract: Natamycin is a natural, broad spectrum and highly efficient antifungal compound that belongs 
to polyene macrolide antibiotics. It has been used in prevention of food fungal contamination and 
treatment of clinical fungal infection. The extracellular transport efficiency of natamycin may be an 
important factor hampering the yield of natamycin produced by Streptomyces gilvosporeus. The 
extracellular transporter SgnA/B of natamycin was analyzed by bioinformatics tools and molecular 
docking techniques. This ATP-binding cassette transporter, consisted of SgnA and SgnB, is a 
heterodimers with inward-facing conformation. The difference between the natamycin combining 
efficiency of the two drug-binding cavities in SgnA/B is favorable for natamycin extracellular transport. 
sgnA/B gene was overexpressed in S. gilvosporeus F607 and the effects of sgnA/B gene overexpression 
on natamycin synthesis and extracellular transport were analyzed. In F-EX strain, the 
extracellular/intracellular ratio of natamycin in logarithmic synthesis stage was increased, and the total 
fermentation yield at 120 h was increased by 12.5% and reached to 7.38 g/L. Moreover, transcriptome 
sequencing analysis showed that sgnA/B gene overexpression affected the expression of genes involved 
in the metabolism of various amino acids, propionate, glucose, C5-branched dibasic acid and TCA cycle. 
This research demonstrated that the enhanced extracellular transport increased the synthesis of 
natamycin by S. gilvosporeus, and S. gilvosporeus F-EX showed good potential for the industrial 
production of natamycin. 

Keywords: Streptomyces gilvosporeus; high production of natamycin; ATP-binding cassette transporter; 
inward-facing conformation; extracellular transport 

 

临床真菌感染和食品真菌污染是威胁人类

健康的两大重要因素。对哺乳动物细胞无显著

毒副作用的纳他霉素 (natamycin) (又称匹马霉

素，pimaricin) 是一种天然、广谱、高效的多烯

大环内酯类抗真菌剂，其分子式为 C33H47NO13，

在临床真菌感染及肿瘤治疗和食品真菌污染防

治中具有重要价值[1-3]。纳他霉素可由多种链霉

菌合成，其生物合成基因簇在核酸序列及蛋白

水平上具有高度一致性 [1,4]，褐黄孢链霉菌

(Streptomyces gilvosporeus)[5]、纳塔尔链霉菌

(Streptomyces natalensis)[6]、恰塔努加链霉菌

(Streptomyces chattanoogensis)[7]和利迪链霉菌

(Streptomyces lydicus)[8]均可以合成纳他霉素，

合成基因分别标注为 sgn、pim、scn 和 scl。褐

黄孢链霉菌(Streptomyces gilvosporeus) F607 是

本实验室通过菌种选育获得的纳他霉素高产

菌株[9]。 
S. gilvosporeus 纳他霉素的生物合成由Ⅰ型



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2536 

聚酮合酶 (SgnS0-S4) 催化乙酸和丙酸形成其

骨架结构，SgnD 与 SgnG 负责编码的 P450 单

氧化酶完成内酯环修饰。SgnJ 与 SgnC 则与侧

链糖基的形成有关[4]。纳他霉素的生物合成受

到多个调控因子的复杂调控。途径特异性调控

因子 PimM[10]、PimR[11-12]及其同源基因[7]可专

一性调控纳他霉素的生物合成。AdpA[13]、双组

分 系 统  (two component system, TCS)[14] 和

WhiG[15]等多个全局调控因子和群体感应诱导

物 PI 因子也参与调控纳他霉素的合成。此外，

研究表明，胞内一定浓度的活性氧  (reactive 
oxygen species, ROS) 对抗生素生物合成具有

重要作用 [16-17]。发酵过程中维持一定浓度的

H2O2，可提高纳他霉素的合成速度，该调控可

能与途径特异性调控蛋白 PimM 的 PAS 结构域

响应有关[18-19]。同时，由于纳他霉素是一类具

有还原性的多烯大环内酯类抗生素，其胞内积

累将影响 ROS 水平，进而不利于维持其高水平

的生物合成。 
抗生素胞外转运对抑制抗生素细胞累积、

缓解产生产物抑制效应和直接前体产生累积具

有重要意义[20-21]。杰多霉素生物合成簇内易化

扩散家族蛋白 JadL缺失株的胞外杰多霉素 B产

量降低，过表达株产量则高于野生型 37.87%，

表明通过加强外排可提高胞外杰多霉素 B 的产 
量 [22]。多烯类抗生素 ATP 结合盒转运蛋白 
(ATP- binding cassette transporter, ABC 转运蛋白) 
促进抗生素的胞外转运，如：四烯类抗生素制

霉菌素基因簇中编码 ABC 转运蛋白的基因

nysG 和 nysH 突变后，制霉菌素合成水平较野

生菌株下调 35%，且制霉菌素前体 10-脱氧制

霉菌素累积[20]。 
纳他霉素合成基因簇中 sgnA 和 sgnB 编码

的 ABC 转运蛋白 SgnA 和 SgnB 的生物学功能

被预测为参与抗生素及其合成前体从胞内向胞

外转运的过程[1,23]，但目前对于该 ABC 转运蛋

白转运纳他霉素的研究较少，且尚未有基于改

变转运效率以提高纳他霉素产量的研究。本研

究在实验室前期选育获得的纳他霉素高产菌株

S. gilvosporeus F607 基础上，构建融合 ermE 高

效启动子的 sgnA 和 sgnB 双拷贝菌株，并分析

对纳他霉素产量的影响，通过提高转运效率以

增加抗生素的产量，这在工业生产上具有很高

的应用价值。 

1  材料与方法 
1.1  菌株与质粒 

褐黄孢链霉菌 F607、pMS82 质粒为本实验

室保存；大肠杆菌 (Escherichia coli) DH5α 感

受态细胞、pMD-18T 载体，购自宝生物工程 
(大连) 有限公司；链霉菌强启动子 ermE 片段

由生工生物工程 (上海) 股份有限公司合成。 

1.2  主要试剂 
限制性核酸内切酶 (KpnⅠ、Hind Ⅲ) 购

自 Thermo Fisher Scientific 公司；核酸连接酶 
(T4 DNA ligase)、琼脂糖凝胶回收试剂盒、

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒等均购自生工生物

工程 (上海) 股份有限公司；质粒小提试剂盒

购自 TIANGEN 公司。 
Pfu DNA 聚合酶、Taq DNA 聚合酶、dNTPs

购自北京全式金生物科技有限公司；DNA 分子

量标准购自宝生物工程 (大连) 有限公司；引

物合成及测序，生工生物工程 (上海) 股份有

限公司；蛋白胨、酵母提取物、琼脂糖购自 Oxoid
公司；其他国产分析纯普通试剂。 

1.3  培养基 
LB 液体培养基 (g/L)：酵母提取物 5.0，

蛋白胨 10.0，氯化钠 10.0。LB 固体培养基：LB
液体培养基中加琼脂粉 15.0 g。MS产孢固体培

养基 (g/L)：黄豆粉 20.0，甘露醇 20.0，CaCO3 
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3.0，琼脂粉 15.0。NTZ 种子培养基 (g/L)：葡

萄糖 10.0，酵母提取物 3.0，大豆蛋白胨 5.0，
麦芽浸粉 3.0。NTF 发酵培养基 (g/L)：大豆蛋

白胨 20.0，酵母提取物 4.5，氯化钠 2.0，结晶

硫酸镁 1.0，葡萄糖 60.0。 

1.4  SgnA/B 转运纳他霉素方式的分析 
依据前期 F607 基因组测序 (GenBank 登录

号：NZ_CP020569.1) 结果，从 NCBI 蛋白数据

库中查找 SgnA 和 SgnB 的氨基酸序列 (GenBank 
登录号：WP_016579058.1 和 WP_014143936.1)。
BLAST 分析 SgnA 与 SgnB 蛋白序列同源性。

利用 TMHMM-2.0 分析其跨膜结构域。利用

SWISS-MODEL 同源建模构建 SgnA 和 SgnB 三

维结构模型。利用 Discovery Studio 分子对接

该 ABC 转运蛋白与纳他霉素，分析其结合转

运方式及底物结合氨基酸残基。 

1.5  SgnA/B 超表达菌株的构建 
1.5.1  SgnA/B 接合转移质粒的构建 

以 F607 基因组为模板，设计带有 KpnⅠ、

Hind Ⅲ酶切位点和 6×His 标签序列的特异性引

物 EX-F 和 EX-R (表 1)，高保真 DNA 聚合酶扩

增 sgnA/B 基因序列，琼脂糖电泳并回收后，T-A
克隆至 pMD-18T 载体，测序。测序正确的质粒

经 KpnⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后，与预先双酶切的

pMS82 连接，得到重组基因载体 pMS82-EX，

经酶切、测序验证正确的 pMS82-EX 质粒转化

于 E. coli ET12567 (pUZ8002)。 
1.5.2  重组质粒接合转移 F607 以及重组子的

筛选 
避光条件下，用含有潮霉素 (Hyg, 50 μg/mL)、

氨苄青霉素 (Amp, 100 μg/mL)、氯霉素 (Cm, 
25 μg/mL) 的 LB 培养基培养 E. coli ET12567 
(pUZ8002, pMS82-EX) 至 OD600 为 0.4−0.6，等

体积 LB 培养基洗涤 2 次，重悬于 0.1 倍体积的

LB 培养基中。MS 平板培养 S. gilvosporeus F607 
3–4 d，刮取孢子接种于种子活化培养基培养约

48 h，等体积 2×YT 培养基洗涤 2 次，重悬于    
0.1 倍体积的 2×YT 培养基中。200 μL 大肠杆菌

与 200 μL 菌丝体混匀，涂布于添加 10 mmol/L 
MgCl2 的 MS 固体平板上，30 ℃培养 16–20 h，
1 mL无菌水 (含 0.5 mg 萘啶酮酸 (NDA) 和 1 mg 
Hyg) 涂布平板，继续 30 ℃培养，接合子在含

有 25 mg 的 NDA 和 30 mg 的 Hyg 的培养基中进

行筛选。对筛选出的接合子进行至少 3 轮的纯化

后，活化孢子，提取细菌基因组，PCR 验证引物

V1-F 和 V1-R 扩增 hgy 基因，V2-F 和 V2-R 扩增

ermE 和 sgnA 融合片段进行验证，验证引物见  
表 1。阳性接合子命名为 S. gilvosporeus F-EX。 

 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
EX-F AAGCTTGGATCCGATGCTGTTGTGGGCACAATCGTGCCGGTTGGTAGGATCAAGCGGAAGAA

GGGAGCGGACATCATCATCACCATCACCATGTGCTGCTCAGCCTTCTGCGAATC 
EX-R ATGGGTACCCATCATCACCATCACCATTCAGGAAAGACTGGGGGAAATGCC 
V1-F ATCCCTGTTACTTCTCGACCGTATTG 
V1-R GGATCGGTGAAGCCGGAGAG 
V2-F CCGATGCTGTTGTGGGCAC 
V2-R GGACCAGCAGCACGAGGG 
SgnA/B-RT-F CGACAGCGGCTATATCACCC 
SgnA/B-RT-R CACATCGTTGACGGTCCGC 
16S-RT-F CCGCCTCGTTGCCCTCG 
16S-RT-R CAGGGACGCCCATCGGTG 
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1.6  SgnA/B 表达情况 
S. gilvosporeus F607 和 S. gilvosporeus 

F-EX 菌株摇瓶发酵培养，实时荧光定量聚合酶

链式反应 (real-time quantitative polymerase chain 
reaction, RT-qPCR) 分析 sgnA/B 基因在两者中

的转录水平[24]，分别在发酵不同时期 (24、48、
72、96、120 h) 10 000 r/min 离心 10 min，收集

菌体。提取总 RNA 并反转录成 cDNA，然后进

行 RT-qPCR 分析。用不加模板的样品作为阴性

对照，并用看家基因 16S rRNA 作为内标校正

因样品初始浓度不同而造成的差异。sgnA/B 基

因引物 SgnA/B-RT-F、SgnA/B-RT-R 和 16S rRNA
基因引物 16S-RT-F 和 16S-RT-R 见表 1。Western 
blotting 检测：发酵 72 h 后，分别取 10 mL 发

酵液 10 000 r/min 离心 20 min，上清 TCA 浓缩

100 倍，蛋白电泳，转 PVDF，封闭液中封闭

60 min，将一抗 (CW0286, CWBIO, China) 4 ℃
孵育过夜，二抗  (CW0102, CWBIO, China) 
37 ℃孵育 60 min，PBS 溶液室温脱色床上洗膜

3 次，显色液显色分析。 

1.7  纳他霉素的发酵与含量测定 
1.7.1  纳他霉素的液体摇瓶发酵 

取–80 ℃保存的 S. gilvosporeus F607 和   
S. gilvosporeus F-EX 孢子，4 ℃解冻后，在超净

台中分别取出 1 mL 涂布于 MS 固体平板 (工程

菌株需加入终浓度 25 μg/mL 的 Hyg)，29 ℃培

养 3–4 d，待长满白色孢子后，刮取孢子于种子

活化培养基中进行活化。29 ℃、220 r/min 培

养约 48 h，以 5%转接量转接该培养产物于新

鲜种子培养基中，进行种子的二级活化，29 ℃、

220 r/min 培养约 24 h，以 5%的比例接种于  
250 mL 装液量为 30 mL 的三角锥形瓶中，并加

入终浓度为 6%的葡萄糖，29 ℃、220 r/min 发

酵培养 120 h。发酵初始 pH 值为 7.5。每隔 24 h
测定纳他霉素胞外与胞内产量。 

1.7.2  纳他霉素含量的 HPLC 测定 
取 1 mL 发酵液，10 000 r/min 离心 10 min，

上清液加入 9 mL 无水甲醇，得到外排到胞外的

纳他霉素含量；沉淀用 9 mL 无水甲醇重悬后，

超声萃取 20 min，萃取液 10 000 r/min 离心   
10 min，得到胞内纳他霉素含量。0.22 μm 微孔

滤膜过滤上述萃取液，用于 HPLC 测定纳他霉

素含量，以 1.0 g/L 的纳他霉素标准品作为对照。

HPLC 检测条件：色谱柱： Zorbax Eclipse 
XDB-C18 柱 (4.6 mm×150 mm, 5 μm)；流动相：

V (0.3% NH4Cl, 0.02% NH4Ac)︰V (乙腈)︰V 
(四氢呋喃)=75︰20︰5；流速：1.0 mL/min；柱

温：30 ℃；进样量：10 μL；检测波长：303 nm。 
1.7.3  胞内 ROS 含量测定 

纳他霉素发酵过程中，每 24 h 收集菌体，

弃上清。采用过氧化氢检测试剂盒 (碧云天，

S0038) 检测胞内 ROS 含量：按照每 100 万细胞

加入 100–200 μL 过氧化氢检测裂解液的比例加

入裂解液，随后充分破碎并裂解细胞。4 ℃约

12 000 r/min 离心 3–5 min，取上清。加入反应

试剂，测定 560 nm 处的吸光度，等量双蒸水作

为空白对照。 
1.7.4  转录组测序 

纳他霉素发酵 24、60、120 h 时，取 2 mL
发酵液加入 EP 管，10 000 r/min 离心，弃上清

液，沉淀置于液氮进行速冻，然后置于–80 ℃
冰箱保存，送上海阿趣生物科技有限公司测序，

进行表达差异分析、富集分析和聚类分析，筛

选差异表达基因条件为：表达差异倍数|log2 fold 
change|>1，显著性 P-value<0.05。 

2  结果与分析 
2.1  SgnA/B 为内向开口的异源双亚基

ABC 转运蛋白 
ABC 转运蛋白具有 2 个核苷酸结合区域
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(nucleotide binding domain, NBD) 和 2 个跨

膜结合区域  (transmembrane binding domain, 
TMD)[25-27]。SgnA/B 作为 ABC 转运蛋白，其生

物学功能被预测与纳他霉素的向胞外运输有 
关[23]。SgnA/B 的序列分析发现，SgnA 与 SgnB
的一级结构分别有 577 个和 651 个氨基酸，二者

氨基酸序列同源性为 31.57%，但 SgnA 与 SgnB
的二级结构十分相近，其中 Walker-A、Q-loop、
ABC signature、Walker-B、Switch 和 D-loop 等

ABC 转运蛋白保守的模体 (motif) 高度保守，

其中 SgnA 的 Walker-A 结构域氨基酸序列为

“GSTGAGKS”，SgnB 为“GPTGAGKT”，较好

地保留了 Walker-A 结构“GxTGxGKx”的保守序

列。SgnB 中模体开关 (switch) 氨基酸残基分

别为 Gln528 和 His591，为高度保守氨基酸残基 
(图 1A)。因此，SgnA/B 是由 2 种不同亚基组成

的 ABC 转运蛋白。进一步分析跨膜结构域发现，

SgnA 和 SgnB 各有 6 个 α 螺旋形成 ABC 转运蛋

白 12 个跨膜结构域的典型结构 (图 1B)。 
利用SWISS-MODEL的Multiple target project 

(https://swissmodel.expasy.org/)，对 SgnA/B 进行

同源建模，其三维结构模型与已知的海栖热袍菌 
(Thermotoga maritima) 中 TM287/288 (PDB：

3QF4) ABC 转运蛋白同源性为 40.33%，并依据

此进行同源建模。SgnA/B 结构模型表明，SgnA/B
为内向开口构象  (inward-facing conformation) 
的 ABC 转运蛋白，该构象的蛋白形成“内宽外

窄”的运输通道 (图 2A)。SgnA/B 转运蛋白有  
4 个结构域，2 个跨膜结构域 TMD1、TMD2 和

2 个核苷酸结合结构域 NBD1、NBD2。2 个 TMD
分别由 6 个螺旋组成，NBD 结构则全部位于细

胞内 (图 2A)。Switch Gln528 和 His591 则位于

该通道的中心位置，与 Walker-A、Walker-B 形

成底物转运的控制系统  (图 2B)。TM287/288

被报道通过与 ATP 和转运底物的结合后，

TMD 的螺旋重排形成外向开口构象 (outward- 
facing conformation)，然后释放转运底物，

ATP 水解后，TM287/288 重新恢复其内向开口

构象 [26]。 

2.2  SgnA/B 的纳他霉素胞外转运方式 
为探究 SgnA/B 转运纳他霉素的机制，采

用分子对接的方法，分析了 SgnA/B 与纳他霉

素结合的特性。结果表明，异源二聚体 SgnA/B
形成的转运通道具有 2 个纳他霉素结合部位

(drug-binding cavity) DBC1 和 DBC2，分别位于

NBD 和 TMD 结构域 (图 3A)。外向 ABC 转运

蛋白结合 ATP 后，NBDs 二聚体形成紧密的三

明治结构，NBDs 关闭，使得 TMDs 重排，进

而蛋白由内向开放转变成外向开放的构象 
(ATP 开关模型)[27]。 

进一步分析 SgnA/B 与纳他霉素转运结合

部位发现，纳他霉素与 DBC1 之间形成常规氢

键、unfavorable bump 和 alkyl 相互作用，其结

合氨基酸为 SgnB 的 Gln347、Ser206、Asn86、
Gln350、Leu93、Leu343、Pro90 和 Glu354。
DBC2 与纳他霉素之间，则还有范德华力、

π-alkyl 等其他相互作用，如：与 SgnA 链的

Ser500、Asp503、Thr504 及 SgnB 链的 Thr433
形成 unfavorable bump 相互作用，与 SgnA 链的

Phe499、Asp507、Leu502 形成常规氢键，与 
SgnB 链的 Leu629 形成 π-alkyl 相互作用，并与

Thr504 存在 alkyl 相互作用 (图 3B 和 3C)。这

些作用力使 DBC2 与纳他霉素结合能降低，亲

和力增加，因此 SgnA/B 呈现胞内底物亲和能

力强，而跨膜区域亲和能力弱，因此有利于该

外向转运蛋白向胞外转运纳他霉素，解除胞内

因纳他霉素积累抵御 ROS积累所引发的产物抑

制效应，其转运模式见图 3D。 
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图 1  SgnA/B 氨基酸序列及跨膜结构分析 
Figure 1  Sequence alignment and transmembrane structure of SgnA/B. (A) Sequence alignment of SgnA/B 
with TM287/288. (B) Topology diagram of SgnA/B. Diagram residues not resolved in the structure are shown 
as dashed lines. Out: outer cell membrane; In: inner cell membrane. 



 
 

宗工理 等/ABC 转运蛋白 SgnA/B 促进纳他霉素胞外转运与高产 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2541 

 
 

图 2  SgnA/B 三维结构模型  
Figure 2  Three dimensional structural model of SgnA/B. (A) The overall structure of the SgnA/B. The 
N-terminal half (TMD1 and NBD1) is colored in lilac and the C-terminal half (TMD2 and NBD2) in blue. (B) 
Structure details of NBD1 and NBD2. 
 

 
 
图 3  SgnA/B 转运纳他霉素方式  
Figure 3  Natamycin transport mode mediated by SgnA/B. (A) Drug-binding cavity of SgnA/B. The 
inward-facing cavities are shown as a blue mesh. (B‒C) Interacting amino acid residues of DBC1 and DBC2 
with natamycin. (D) Proposed mechanism of transport in heterodimeric ABC transporters. SgnA and SgnB are 
colored in carmine and cyan, respectively. Yellow, green and blue stars are natamycin, ATP and ADP. 
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2.3  sgnA/B 超表达菌株构建 
为解除纳他霉素胞内累积产生的产物抑制

效应，构建了纳他霉素胞外转运蛋白 sgnA/B 超

表达菌株。先基于 pMS82 质粒，构建带有 ermE

启动子片段的 sgnA/B 重组载体 pMS-EX，酶切

验证与目的片段理论大小一致，均是 3 699 bp 
(图 4A)。pMS-EX 经 E. coli ET12567 接合转移至

S. gilvosporeus F607，潮霉素抗性筛选疑似阳性转

化子，PCR 扩增 sgnA 部分片段和潮霉素基因片

段，扩增片段大小与理论大小一致，分别为 809 bp
和 930 bp，获得阳性转化子，即 S. gilvosporeus 
F-EX (图 4B 和 4C)。 

2.4  sgnA/B 超表达促进了纳他霉素的外排

并提高纳他霉素的产量 
为分析 sgnA/B 基因超表达对纳他霉素生物合

成的影响，RT-qPCR 分析了 S. gilvosporeus F-EX
中 sgnA/B 基因转录水平的变化，S. gilvosporeus- 
pMS82 为阴性对照。结果显示，S. gilvosporeus 
F-EX 菌株中 sgnA 与 sgnB 基因水平在 48–120 h
均增加 (图 5A 和 5B)，表明在 S. gilvosporeus 
F-EX 菌株中 sgnA/B 基因超表达成功。二者增

加水平基本一致，与其基因共转录的特点一致。

此外，在 24 h 时 sgnA/B 基因转录水平有轻微升

高，可能与重组 sgnA/B 基因在基因组上，受途

径特异性调控基因调控效率下降有关。 
超表达重组载体在 sgnA/B 基因两端加入了

His 标签序列，以区别于菌株自身 sgnA/B 的表

达。sgnA/B 基因分别编码 577 和 651 个氨基酸。

Western blotting 在泳道 2 中检测到 SgnA 和

SgnB 的条带，与理论的分子量一致，而对照泳道

中没有检测到蛋白的表达 (图 5C)。证实 F607-EX
中额外拷贝 sgnA/B 基因的表达。 

为分析 sgnA/B 基因的超表达对纳他霉素产量

的影响，菌株 S. gilvosporeus F607、S. gilvosporeus- 
pMS82 和 S. gilvosporeus F-EX 在摇瓶中发酵培

养 120 h，分别测定了胞内与胞外纳他霉素的含

量。其中，S. gilvosporeus F-EX 纳他霉素 120 h
总产量达到 7.38 g/L，较 F607 的 6.56 g/L 提高了

12.5%；负载空质粒菌株 S. gilvosporeus-pMS82
的纳他霉素产量与原始菌株F607无差异 (图5D)。
分析 sgnA/B 超表达菌株纳他霉素的胞外/胞内比发

现，在纳他霉素对数合成期，S. gilvosporeus F-EX
的胞外/胞内比，明显高于 F607 菌株 (图 5E)。
以上结果证实，ABC 转运蛋白 SgnA/B 具有纳 

 

 
 
图 4  sgnA/B 超表达菌株构建  
Figure 4  Construction of sgnA/B overexpression strain. (A) pMS-EX verification by digestion. Lane M: 
DNA marker; lane 1: blank control; lane 2–7: S. gilvosporeus F-EX positive transformants 1–6. (B) 
Verification of sgnA fragment in sgnA/B overexpression positive conjugations by PCR. Lane M: DNA marker; 
lane 1–8: positive conjugations 1–8; lane 9: F607; lane 10: blank control. (C) Verification of hgy fragment in 
sgnA/B overexpression positive conjugations by PCR. Lane M: DNA marker; lane 1–8: positive conjugations 
1–8; lane 9: F607; lane 10: blank control. 
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图 5  sgnA/B 超表达影响纳他霉素的生物合成和胞外转运  
Figure 5  sgnA/B overexpression affects natamycin biosynthesis and extracellular transport. (A–B) 
Expression levels of sgnA and sgnB gene in different strains. (C) Western blotting of SgnA/B. Lane M: 
Western marker; 1–3: S. gilvosporeus strains F607, pMS82 and F-EX. (D) Total natamycin production of    
S. gilvosporeus strains F607, pMS82 and F-EX. (E) Ratio of extracellular natamycin and intracellular natamycin. 
(F) Intracellular H2O2 of S. gilvosporeus strains F607, pMS82 and F-EX. 
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他霉素向胞外转运功能，sgnA/B 的超表达不仅

促进了纳他霉素向胞外转运，而且提高了纳他

霉素的总产量。 
由于胞内 ROS浓度对纳他霉素合成的促进

作用，我们分析了在 sgnA/B 超表达并促进纳他

霉素胞外转运情况下，胞内 ROS 浓度的变化。

结果显示，F-EX 菌株胞内 ROS 浓度在前 48 h
内与 F607 菌株相比，并无明显差异；在纳他霉

素合成的对数期  (48−72 h) 内，F-EX 菌株则

明显高于 F607 对照菌株；而纳他霉素合成的

降速期，2 个菌株都出现 ROS 的大幅上升，无

明显差异  (图 5F)。该结果表明，纳他霉素快

速合成期的高效外排有利于 S. gilvosporeus 维

持胞内的 ROS 水平，促进纳他霉素高效合成

的持续进行。  

2.5  sgnA/B 超表达影响 S. gilvosporeus 的
初级代谢和次级代谢 

进一步分析S. gilvosporeus F607 和S. gilvosporeus 
F-EX 的纳他霉素生物合成的转录组差异，对

纳他霉素不同合成时期基因表达进行差异分

析。结果发现，在纳他霉素快速合成期 (60 h)，
S. gilvosporeus F-EX 中有 66.15%的基因差异表

达，分别有 2 816 个基因表达量上调，1 941 个

基因下调，2 420 个基因表达量无显著变化。在

纳他霉素合成后期和前期，无显著变化基因则

为 5 754 个和 6 832 个，表明 sgnA/B 超表达的

影响在纳他霉素对数合成期更为显著 (图 6)。
在纳他霉素快速合成期，S. gilvosporeus F-EX
与 F607 菌株出现纳他霉素合成速度的显著差

异，因此，对该时期的基因表达进行了聚类分

析，GO 聚类分析发现，细胞学组件 (cellular 
component)、分子功能 (molecular function) 和
生物学途径 (biological process) 三大类中，细

胞学组件类别变化较显著的是核糖体功能和细

胞器形成相关基因；分子功能类别变化较显著

的是离子跨膜运输和 rRNA结合相关功能基因；

生物学途径类别则集中于氮代谢和核苷酸代谢 
(图 7)。KEGG 聚类分析发现，核糖体功能相关 

 

 
 
图 6  S. gilvosporeus F-EX 的差异表达基因 
Figure 6  Differentially expressed genes of S. gilvosporeus strain F-EX compared with strain F607. (A–C) 
Differentially expressed genes at 24 h, 60 h and 120 h. The blue dots represent the down-regulated genes, red 
dots represent the up-regulated genes, gray dots indicate genes that are not significantly differentially 
expressed. 
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图 7  S. gilvosporeus F-EX 在 60 h 时差异表达基因的 GO 富集分析柱状图 
Figure 7  GO functional classification map of differentially expressed genes of S. gilvosporeus F-EX at 60 h. 
 
基因变化较为显著，而代谢途径类别中基因变

化最多，包括了多种氨基酸代谢、丙酸盐代谢、

糖代谢、TCA 循环和五碳化合物代谢等初级代

谢以及Ⅰ型聚酮化合物的代谢 (图 8)。因此，

转录组分析结果表明，sgnA/B 的超表达提高了

纳他霉素胞外转运效率的同时，还可能通过促

进 S. gilvosporeus 初级代谢，增加纳他霉素高效

合成所需前体的供给来间接促进纳他霉素的合

成，但尚需进一步的实验证实。 

3  讨论与结论 
天然多烯大环内酯类纳他霉素具有广谱、

高效的抗真菌特点，被广泛应用在食品防腐和

真菌感染性疾病治疗领域[1]。然而，近期的研

究则发现纳他霉素具有抑制前列腺癌细胞增殖

的作用[2]，为纳他霉素的应用开拓了更广阔的

前景。纳他霉素自身具有还原性，易被氧化物

氧化，而发酵过程中维持胞内一定浓度的H2O2，

对纳他霉素的合成具有重要作用[18-19]。因此，

基于这一特性，纳他霉素胞内合成后，高效率

地胞外转运，缓解其对胞内 ROS 的清除作用，

将是维持纳他霉素高效表达的途径之一。纳他

霉素的胞外转运被预测由 ABC 转运蛋白 SgnA
和 SgnB 完成，但其实际作用及其机制尚未有

实验证实，基于此，我们进行了 SgnA/B 转运

纳他霉素方式的分析，并构建了 sgnA/B 超表达

菌株，证实了其转运作用的同时，得到了纳他

霉素产量提高的菌株 S. gilvosporeus F-EX。 
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图 8  S. gilvosporeus F-EX 在 60 h 时差异表达基因的 KEGG 代谢通路分类图 
Figure 8  KEGG classification of metabolic pathways map of differentially expressed genes of S. gilvosporeus 
F-EX at 60 h. 
 

在原核生物中，ABC 转运蛋白的 4 个区域

可以是相同或不同的 2 种亚基组合。NBDs 结

合并水解 ATP，为转运提供能量，其结构和序

列在 ABC 转运蛋白家族中高度保守，包括

Walker A 和 Walker B 序列、ATP 结合基序、H 
loop 及 Q loop。TMDs 主要参与底物的识别并

通过转运通过脂双层膜，结构及序列因转运底

物的不同而具有多样性[25-27]。SgnA/B 由 2 种亚

基 (SgnA 和 SgnB) 组成，虽然 SgnA 和 SgnB

同源性仅为 31.57%，但所形成亚基的空间结构

则高度相似。两种不同亚基组成的 SgnA/B，呈

现典型的内向开口结构，有研究表明该种结构

的“ATP 开关模型”，当 ABC 转运蛋白与 ATP
和转运底物结合后，TMD 的螺旋重排形成外向

开口构象，然后释放转运底物[26]。我们进一步

分析 SgnA/B 与纳他霉素的结合区域发现，纳

他霉素在 SgnA/B 上具有 2 个结合位点，即远

离细胞膜的 DBC1 和靠近细胞膜的 DBC2。通
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过分析 2 个结合位点的作用氨基酸及作用力，

发现远离细胞膜的 DBC1 结合纳他霉素较为牢

固，而靠近细胞膜的 DBC2 结合纳他霉素能力较

弱，这一性质则更有利于纳他霉素的胞外转运。 
通过构建 ABC 转运蛋白编码基因 sgnA/B

的超表达菌株 F-EX 并分析其对纳他霉素胞外转

运效率的影响，F-EX 菌株中纳他霉素的胞外/胞
内浓度比的提高，促进了纳他霉素这一还原性

次级代谢产物的胞外转运。这一作用将有助于

减少胞内纳他霉素的积累，进而可能在一定程

度上缓解 ROS 的消除作用，有助于维持对纳他

霉素合成具有促进作用的胞内 ROS 浓度，提高

纳他霉素的总产量。转录组差异基因聚类分析

也证实Ⅰ型聚酮化合物的代谢得到了提升。转

录组分析提示我们，sgnA/B 的超表达对生长代

谢中氨基酸代谢、丙酸盐代谢、糖代谢、TCA
循环和五碳化合物代谢等初级代谢的多个基因

表达具有影响，因此，初级代谢过程的变化可

能是 sgnA/B 另一个影响纳他霉素的生物合成的

间接因素。此外，构建的纳他霉素高效转运菌

株 S. gilvosporeus F-EX，纳他霉素产量已具备

一定的工业化生产潜力。后续可以通过对代谢

组、代谢通路的调控、胞内 ROS 的平衡和发酵

条件的优化等方式，对该菌株的性能和生产能

力进一步提升。 
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