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摘  要：【背景】帕马霉素属于大环内酯类抗生素，具有较好的抗感染活性。该类化合物独特

的化学结构和显著的生理活性受到了许多研究者的关注。同时，本实验室在林可链霉菌 NRRL 

2936 的全基因组序列中发现了帕马霉素的生物合成基因簇。【目的】尽管其生物合成途径已经

得到了解析，但其生物合成基因簇中的 2 个调控基因功能尚不清楚。本研究从林可链霉菌 NRRL 

2936 的基因组文库中克隆了含有帕马霉素生物合成完整基因簇的质粒 pJQK450，开展了质粒

pJQK450 在链霉菌中的异源表达，实现了帕马霉素的异源合成，并初步确定该生物合成基因簇

中两个调控基因的功能。【方法】利用聚合酶链式反应递缩基因组文库筛选的方法，从林可链

霉菌(Streptomyces lincolnensis) NRRL 2936 基因组文库中筛选到了含有帕马霉素生物合成完整

基因簇的 Fosmid 质粒 pJQK450。然后，将该质粒转化到 E. coli ET12567/pUZ8002 中，利用大

肠杆菌-链霉菌双亲接合转移的方法将 pJQK450 转入异源宿主中。对获得的异源表达菌株进行

发酵产物的制备，采用耻垢分枝杆菌 mc2155 作为指示菌株进行帕马霉素生物活性测试，并结

合 LC-MS 的分析确定帕马霉素的产生情况。最后，通过基因失活与回补的方法，考察帕马霉

素生物合成基因簇中调控蛋白 PamR1 和 PamR2 对帕马霉素生物合成的影响。【结果】帕马霉

素生物合成基因簇在天蓝色链霉菌 M1154 中实现了表达，证明 PamR1 和 PamR2 负调控了帕马

霉素生物合成的过程。【结论】帕马霉素完整基因簇的成功异源表达，一方面便于其生物合成

途径的遗传改造，为帕马霉素的生物合成及优产改造研究奠定了基础；另外，调控基因功能的

研究为帕马霉素的产量优化提供了改造的目标。 
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Heterologous expression of the biosynthetic gene cluster of 
pamamycin and investigation on the functions of regulatory genes 

from Streptomyces lincolnensis NRRL 2936 
JIANG Cheng-Kai  MENG Si-Tong  ZHANG Fei  HU Xiao-Jing  XIE Shou-Feng   

TAO Mei-Feng  LIANG Jing-Dan  KANG Qian-Jin*  BAI Lin-Quan  DENG Zi-Xin 

(State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai 200030, China) 

Abstract: [Background] Pamamycins are macrolid compounds with anti-infectin bioactivities. Their 
unique structural features and promising biological activity stimulated extensive efforts towards their 
various investigations. Furtehermore, we discovered that the biosynthetic gene cluster of 
pamamycins was located in the chromosome of Streptomyces lincolnensis NRRL 2936. [Objective] 
The biosynthetic pathway had been investigated, and the function of two regulatory genes in the gene 
cluster was elusive. In this research, the plasmid pJQK450 containing a full length of pamamycin 
biosynthetic gene cluster was cloned from the genomic library of S. lincolnensis NRRL 2936 and 
introduced into heterologous hosts by intergeneric conjugation. Subsequently, the function of two 
regulatory genes was elucidated by targeted gene disruption and complementaion. [Methods] The 
Fosmid, named pJQK450, containing of the completed pamamycin gene cluster was captured by 
narrow-down polymerase chain reaction strategy from Streptomyces lincolnensis NRRL 2936 Fosmid 
genome library. Plasmid pJQK450 was transferred into the E. coli ET12567/pUZ8002 and then 
introduced into the heterologous hosts by intergeneric conjugation. Then, the validated-exconjugants 
were fermented, and the biosynthetic capacity of pamamycin of the recombinant strains was 
evaluated by bioactivity analysis against Mycobacteriun smegmatis mc2155 and LC-MS detection. 
Furthermore, the regulation roles of PamR1 and PamR2 were determined by targeted gene 
inactivation and complementation experiments. [Results] The entire gene cluster of pamamycin was 
successful expressed in S. coelicolor M1154. Through genetic validation, both PamR1 and PamR2 
were found to be negative regulators in pamamycin biosynthesis. [Conclusion] Heterologous 
expression of pamamycin facilitates the biosynthesis engineering and targeted accumulating 
pamamycin component. Additionally, the determination of the two negative regulatory genes paved 
way for the yield improvement of pamamycin. 

Keywords: Streptomyces lincolnensis NRRL 2936, Pamamycin, Heterologous expression, 
Bioactivity analysis 

帕马霉素首次被发现于白黑链霉菌(Streptomyces 

alboniger)的发酵产物中，属于大环内酯类抗生素，

对分枝杆菌、真菌和革兰氏阳性细菌均具有较好的

抑制作用[1-2]。早期利用同位素喂养实验证实了帕马

霉素的生物合成是以醋酸盐、丙酸盐和琥珀酸盐为

底物组装而成[3]。此外，Rebets 等克隆了来源于白

黑链霉菌中帕马霉素的完整生物合成基因簇[4]，在

白色链霉菌(Streptomyces albus)中实现了帕马霉素

的异源表达。在此基础之上，通过遗传学实验和帕

马霉素生物合成中间体的质谱分析，推测了帕马霉

素的生物合成途径[4]。但迄今为止，帕马霉素生物

合成和调控机制并没有被详细地解析，多组分的现

状与产生菌株产量较低的问题现在依然没有得到

解决，但由于其具有新颖的结构(图 1)和良好的生物

活性，依然使它得到了广泛的关注[5]。 

目前，根据链霉菌次级代谢产物生物合成的功

能基因成簇排列的特征，克隆完整的次级代谢产物

生物合成基因簇进行异源表达，已经成为研究目标 



336 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

 

图 1  帕马霉素的结构式 
Figure 1  The chemical structures of pamamycin 
 

抗生素生物合成机制和遗传改造的重要手段之一。

该研究方法可以对目标活性次级代谢产物生物合

成基因簇实现快捷的验证及开展其功能基因的遗

传学研究[6]；可以规避次级代谢产物原始产生菌的

缺点，激活沉默的基因簇或提高目标化合物的产 

量[7-8]；可以实现一些功能基因的快速替换以及利用

合成生物学策略进行目标产物的结构优化等[8]。在

链霉菌中，大部分抗生素生物合成基因的表达还受

到了一些调控蛋白的影响。相关调控基因功能的鉴

定是实现目标抗生素调控途径优化的前提，对调控

途径的优化具有重要的指导作用[9]。 

鉴于帕马霉素的重要研究价值以及链霉菌异

源表达技术的多方面优点，本研究首先在林可链

霉菌 NRRL 2936 的全基因组序列中发现了帕马霉

素的生物合成基因簇，从该菌株的基因组文库中

获得了含有完整帕马霉素生物合成基因簇的质粒

pJQK450 ， 在 天 蓝 色 链 霉 菌 (Streptomyces 

coelicolor) M1154 中实现了异源表达，并对帕马

霉素生物合成基因簇左右两端的两个调控基因的

功能进行了探讨。帕马霉素生物合成基因簇的成

功异源表达，为进一步详细探讨帕马霉素生物合

成机理与结构优化奠定了基础。同时，其生物合

成基因簇中调控基因功能的鉴定也为帕马霉素生

物合成的优化提供了研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

文中所用菌株见表 1，质粒见表 2。 

1.1.2  引物 

文中所用引物见表 3。 

1.1.3  培养基 

大肠杆菌培养采用 LB (Luria-Bertani)和 LA 培

养基[4]；链霉菌培养采用 TSBY 液体培养基(g/L)：

胰蛋白胨 30.0，蔗糖 103.0，酵母提取物 10.0，pH 

7.0−7.2；黄豆饼粉浸汁琼脂培养基(SFM) (g/L)：黄

豆饼粉 20.0，甘露醇 20.0，琼脂 20.0，pH 7.0−7.2；

链霉菌发酵培养基(SGG) (g/L)：可溶性淀粉 10.0，

葡萄糖 10.0，甘油 10.0，玉米浆干粉 2.5，蛋白胨

5.0，酵母提取物 2.0，氯化钠 1.0，碳酸钙 3.0，pH 

7.0−7.2。 

1.1.4  主要试剂和仪器 

阿泊拉霉素、氨苄青霉素、卡那霉素、萘啶

酮酸、硫链丝菌素和壮观霉素，西格玛奥德里奇

贸易有限公司；DNA 连接酶，宝日医生物科技有

限公司；Pfu 高保真 DNA 聚合酶，南京诺唯赞生

物科技有限公司；BamH Ⅰ、EcoR Ⅰ和 Kpn Ⅰ限

制性核酸内切酶，赛默飞世尔科技有限公司；甲

醇、乙酸乙酯，国药集团化学试剂有限公司。恒

温培养箱，韶关市泰宏医疗器械有限公司；旋转

蒸发仪，布琦实验室设备贸易有限公司；LC-MS，

安捷伦科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组文库筛选[19] 

在帕马霉素生物合成基因簇左右边界各 2 kb 处

设计探针引物，命名为 Pam-Lprobe F/Pam-Lprobe R 

(左端引物)和 Pam-Rprobe F/Pam-Rprobe R (右端引

物)，利用这两对引物对林可链霉菌 NRRL 2936 的

Fosmid 基因组文库进行筛选，获得含有完整帕马霉 
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表 1  菌株 
Table 1  Strains  

Strains Genotype/description Reference/source 

Escherichia coli   

DH10B lacZ，recA，ΔM15 Gibco BRL 

ET12567/pUZ8002 recE，dcm–，dam–，hsdS，Cmr，Tetr，Strr，Kmr [10] 

GB08 基因重组菌株 [11] 

XL1-Blue 基因组文库克隆宿主菌株 [12] 

Streptomyces   

Streptomyces lincolnensis NRRL 2936 林可霉素产生菌，基因组文库构建菌株 [13] 

Streptomyces lividans SBT18   SBT5::nusG::mdfA::ImrA::afsRs [14] 

Streptomyces coelicolor M1152 Δact，Δred，Δcpk，Δcda，ΔrpoB [15] 

Streptomyces coelicolor M1154 Δact，Δred，Δcpk，Δcda，ΔrpoB，ΔrpsL [15] 

JCK101 pJQK450 导入变铅青链霉菌 SBT18 中的突变株 本研究 

JCK102 pJTU2554 导入变铅青链霉菌 SBT18 中的突变株 本研究 

JCK105 pJQK450 导入天蓝色链霉菌 M1152 中的突变株 本研究 

JCK106 pJTU2554 导入天蓝色链霉菌 M1152 中的突变株 本研究 

JCK109 pJQK450 导入天蓝色链霉菌 M1154 中的突变株 本研究 

JCK110 pJTU2554 导入天蓝色链霉菌 M1154 中的突变株 本研究 

JCK113 pJQK451 导入天蓝色链霉菌 M1154 中的突变株 本研究 

JCK117 pJQK452 导入天蓝色链霉菌 M1154 中的突变株 本研究 

JCK121 pJQK453 导入 JCK113 中的突变株 本研究 

JCK125 pJQK454 导入 JCK117 中的突变株 本研究 

Mycobacterium smegmattis mc2155 生物活性测试菌株 [16] 

 
表 2  质粒 
Table 2  Plasmids 

Plasmids Relevant characteristics Reference/source 

pBlueScript  SK(+)Ⅱ  Bla，lacZ，ori(f1) Stratagene 

pJTU2554 oriT，attP(ΦC31)，aac(3)IV，cos [17] 

pPM927 pSAM2，tsr，oriT [18] 

pJQK450 含有帕马霉素完整生物合成基因簇的 Fosmid 质粒 本研究 

pJQK451 含有敲除 pamR2 的帕马霉素生物合成基因簇的 Fosmid 质粒 本研究 

pJQK452 含有敲除 pamR1 的帕马霉素生物合成基因簇的 Fosmid 质粒 本研究 

pJQK453 pPM927 的 EcoRⅠ位点插入带 PermE*启动子的 pamR2 基因 本研究 

pJQK454 pPM927 的 EcoRⅠ位点插入带 PermE*启动子的 pamR1 基因 本研究 

 
素生物合成基因簇的质粒。然后，再利用文库筛选

的两对探针引物进行 PCR 的验证，将得到的 PCR 产

物进行测序，与已知序列进行比对发现具有一致性。

此外，进一步利用 EcoR Ⅰ、BamH Ⅰ和 Kpn Ⅰ三个

限制性核酸内切酶进行限制性酶切，与通过软件

Vector NTI 酶切位点(EcoR Ⅰ、BamH Ⅰ和 Kpn Ⅰ三

个限制性核酸内切酶)预测分析所得到的条带数目及

大小进行对比，酶切所得到的条带大小与数量和预

期的完全符合，才能选择为后续研究的目标 Fosmid

质粒。 
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表 3  引物 
Table 3  Primers 

Primers Sequences (5′→3′) Size (bp) 

Pam-Lprobe F GGTGGCATGTTCAGGGAG 18 

Pam-Lprobe R CGTCGAGGTACAGGTGGG 18 

Pam-Rprobe F TCACCCAGACCGGACAGG 18 

Pam-Rprobe R CCCAAGAGACCGCAGCAG 18 

Apr-F GCCCCTGCCACCTCACTC 18 

Apr-R TCTTCGCATCCCGCCTCT 18 

Tsr-F CAGCGACAGCAGTCCTTT 18 

Tsr-R GCTCTGGCTCATCATGGG 18 

R1-Tar-F CAGCAGCTGCTGTACTCACTGTGTGAGGAGTTCTCCATGATTCCGGGGATCCGTCGACC 59 

R1-Tar-R CCGGTCCGGTCAGCCCCTGACCACGGTGGTCGCACCGCCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 58 

R2-Tar-F GGATCGATCTGGCTGCGCGGTACGAAGAAGCGAGCGGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC 59 

R2-Tar-R TGGTCCGCGACGCGGAGGACTGACCGGCCCGGCGGCTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 58 

R1-T-VF GCACCGCAACAACGTTTCCC 20 

R1-T-VR GTGCACGCGCCTTCGTCCAG 20 

R2-T-VF CGCGTTAGAATGGAAGGGTG 20 

R2-T-VR ACAGATCGCACTCCTGGTCC 20 

R1-F AACATATGATGCAAGCGTTAGGTGTTCT (Nde Ⅰ) 28 

R1-R  AAGAATTCTCAGCCCCTGACCACGGTGG (EcoR )Ⅰ  28 

R2-F  AACATATGGTGAAGCAACCGCTGAGCCG (Nde )Ⅰ  28 

R2-R AAGAATTCTCAGGAGGGCAGTGACCGCA (EcoR )Ⅰ  28 
 

 
 
 

1.2.2  接合转移及突变株筛选 

将本实验所要用于接合转移的质粒 pJQK450、

pJQK451、pJQK452、pJQK453 和 pJQK454，通过

电 转 化 的 方 法 转 入 大 肠 杆 菌 ET12567/pUZ8002  

中[20]。然后，通过大肠杆菌-链霉菌间的双亲接合

转移导入相应链霉菌中[21]，13 h 后用含相应抗生素

及萘啶酮酸的 1 mL 无菌水覆盖，待 SFM 平板吹干

后倒置培养 3−4 d 可以观察到接合子。将接合子划

线接种到含相应抗生素的 SFM 培养皿上，于 30 °C

培养箱进行培养。随后用 PCR 扩增质粒载体上的抗

生素抗性基因及基因簇中的基因确保质粒整合到

菌株染色体上，得到相应突变株。 

1.2.3  链霉菌培养及保藏 

在 SFM 培养基培养皿中放入 20 μL 冻存的链霉

菌孢子，使用棉签将冻存链霉菌菌株 JCK101、

JCK102、JCK103、JCK106、JCK109、JCK110、

JCK113、JCK117、JCK121 和 JCK125 的孢子均匀涂

布在培养基表面，待培养基表面吹干后将其放置在

30 °C 恒温培养箱中静置培养 7 d，然后利用棉签从培

养基表面轻轻刮取孢子，将刮取的孢子浸入装有 20%

甘油的菌种保藏管中，振荡均匀后于−30 °C 保存。 

1.2.4  微生物发酵及样品制备方法 

分 别 将 获 得 的 异 源 表 达 及 基 因 突 变 菌 株

(JCK101、JCK102、JCK103、JCK106、JCK109、

JCK110、JCK113、JCK117、JCK121 和 JCK125)

在 SFM 培养基上划线培养 3 d，刮取固体培养皿中

的菌体接入至 SGG 发酵培养基中，30 °C、220 r/min

进行液体发酵 4 d[4]。发酵结束后，利用 50 mL 离心

管收集液体发酵产物，3 500 r/min 离心 10 min 将菌

体与上清液分离。上清液和乙酸乙酯 2׃1 充分振荡

混匀，菌体与甲醇 2׃1 充分混匀。合并乙酸乙酯萃

取液和甲醇萃取液，进行减压干燥，然后再用 1 mL
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甲醇将粗提物进行溶解，经过 0.22 μm 有机相微孔

滤膜过滤后，供生物活性和 LC-MS 分析使用[4]。 

1.2.5  生物活性测试 

生物活性测试培养皿的制备：(1) 将冻存的耻

垢分枝杆菌于 LB 液体培养基中 37 °C、220 r/min

条件下活化 18 h，为耻垢分枝杆菌种子液；(2) 将

约 20 mL 融化后的 1% LA 固体培养基，在生物安

全柜中加入至 50 mL 离心管中，冷却至 50 °C 后加

入 25 μL 活化好的耻垢分枝杆菌种子液，轻轻颠倒

混匀；(3) 将混合液倒入平板中，约 20 min 后培养

皿完全凝固，则完成生物活性测试培养皿的制备。

生物活性测试采用“牛津杯”法[22]，在培养基表面放

置牛津杯，每个牛津杯中加入 100 μL 处理好的菌株

粗提物，在生物安全柜中待加入的液体基本干燥

后，将生物测定的培养皿放置在 37 °C 恒温培养  

箱中，静置培养 18−20 h 后，观察和测定抑菌圈的

大小。 

1.2.6  LC-MS 检测 

色谱柱为 Agilent 5 μm，Eclipse XDB-C18，  

4.6 mm×150 mm。洗脱条件：流动相 A 为 20 mmol/L

醋酸铵溶液，B 为乙腈。0−30 min：100%−20%的 A

相(体积比)；30−31 min：20%−100%的 A 相(体积比)；

31−35 min：100% A 相(体积比)。仪器型号：Agilent 

1100 Series LC/MSD Trap，电离源：ESI，干燥温度：

350 °C，流速：0.4 mL/min，阳离子模式。检测样

品为菌株 JCK101、JCK102、JCK103、JCK106、

JCK109、JCK110、JCK113、JCK117、JCK121 和

JCK125 的发酵产物提取液(制备方法见 1.2.3)。 

1.2.7  PCR-Targeting 敲除基因的方法 

在敲除的目标基因处，设计含有同源臂的

PCR-Targeting 引 物 R1-Tar-F/R1-Tar-R 和

R2-Tar-F/R2-Tar-R，利用这两对引物 PCR 扩增得到

含有卡那霉素抗性基因和同源臂 DNA 片段。然后

在大肠杆菌 GB 08 培养期间加入阿拉伯糖诱导重组

酶基因表达，制备大肠杆菌 GB 08 电转化感受态细

胞[11]。最后将 1 μL 质粒 pJQK450 与 5 μL 获得的

PCR 扩增产物混合均匀，通过电转化的方法共转至

大肠杆菌 GB 08 的电转化感受态细胞中，利用卡那

霉素抗性基因作为筛选标记，筛选得到相应的质粒

pJQK452 和 pJQK451[20]。 

1.2.8  基因回补质粒的构建方法 

在 基 因 起 始 密 码 子 和 终 止 密 码 子 处 设 计

pamR1 和 pamR2 的 PCR 扩增引物 R1-F/R1-R 和

R2-F/R2-R，以质粒 pJQK450 为模板，利用高保真

DNA 聚合酶 PCR 扩增出 pamR1 和 pamR2。将扩增

得到的片段与相应酶切处理后的 pBlueScript  Ⅱ

SK(+)相连接，挑取单克隆进行片段测序。选取正

确的质粒用 Nde Ⅰ和 EcoR Ⅰ进行酶切，使用 DNA

琼脂糖凝胶回收试剂盒回收两个基因片段。将回收

片段与用 Nde Ⅰ和 EcoR Ⅰ处理后的 pJTU968 进行

酶连，挑取单克隆验证质粒。最后将验证正确的质

粒使用 Mun Ⅰ和 EcoR Ⅰ酶切(Mun Ⅰ和 EcoR Ⅰ为

同尾酶)，回收得到的基因片段与用 EcoR Ⅰ酶切处

理后 pPM927 连接，验证正确后完成基因回补质粒

pJQK453 和 pJQK454 的构建。 

2  结果与分析 

2.1  含有帕马霉素完整生物合成基因簇的文库

质粒筛选 

通过聚合酶链式反应递缩基因组文库的方法

对林可链霉菌 NRRL 2936 的基因组文库进行筛选[19]，

分别利用两对探针引物 Pam-Lprobe F/Pam-Lprobe 

R 和 Pam-Rprobe F/Pam-Rprobe R 进行 PCR 筛选，

左端探针引物的 PCR 产物为 219 bp，右端探针引物

的 PCR 产物为 318 bp (图 2A)。两对引物均为阳性

时，表示该质粒可能包含完整的帕马霉素生物合成

基因簇，筛选出的阳性克隆为 10F11 (图 2A)。为了

保证所得到质粒的可靠性，将目标质粒分别再次进

行 PCR 和 EcoRⅠ、BamHⅠ和 KpnⅠ酶切验证(图

2B)，PCR 产物的测序和目标质粒的酶切结果均与

预期一致，认为所筛选到的阳性克隆 10F11 包含了

完整的帕马霉素生物合成基因簇(图 3)，命名为

pJQK450。在 pJQK450 质粒上，帕马霉素生物合成

基因簇为 32 kb，利用生物信息学分析发现其与已

报道的白黑链霉菌中的帕马霉素生物合成基因簇 
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图 2  基因文库的 PCR 筛选(A)及 pJQK450 的酶切验证结果(B) 
Figure 2  The results of the PCR screening of genomic library (A) and digestion by restriction endonucleases of pJQK450 (B) 
注：M：DNA ladder. A：1、3、5：左边界 PCR 结果；2、4、6：右边界 PCR 结果；7：左边界 PCR 阳性对照；8：右边界阳性对照；

9：左边界阴性对照；10：右边界阴性对照. B：1：pJQK450；2：EcoR Ⅰ酶切图谱；3：BamH Ⅰ酶切图谱；4：Kpn Ⅰ酶切图谱.  
Note: M: DNA ladder. A: 1, 3, 5: PCR results of left boundary; 2, 4, 6: The PCR results of right boundary; 7: The PCR result of left boundary 
of positive control; 8: The PCR result of right boundary of positive control; 9: The PCR result of left boundary of negative control; 10: The 
PCR result of right boundary of negative control. B: 1: pJQK450; 2, 3, 4: Gel electrophoresis of pJQK450 digested by EcoR , Ⅰ BamH Ⅰ, 
Kpn .Ⅰ  
 

有较高同源性[4](表 4 中的 Similar protein 均来源于

白黑链霉菌中帕马霉素生物合成的相关蛋白)，其中

pamA、pamB、pamD、pamE、pamF、pamG、pamH、

pamJ、pamK、pamL、pamM、pamN 和 pamO 为生

物合成的功能基因，负责合成帕马霉素的分子骨

架；pamR1 和 pamR2 为调控基因，可能扮演调控生

物合成基因表达的角色；pamW 为编码转运蛋白的

基因，可能负责帕马霉素的转运(表 4)。帕马霉素完

整生物合成基因簇的克隆，为接下来开展其生物合

成机制的研究和组分改造提供了很好的基础。 

2.2  帕马霉素生物合成基因簇的异源表达 

林可链霉菌 NRRL 2936 的基因组文库构建 

质粒为 pJTU2554，该质粒含有作为筛选标记的 

阿泊拉霉素抗性基因，以及用于整合入宿主染色

体的整合酶基因、attP 位点和接合转移的 oriT 元

件 [17] 。 将 质 粒 pJQK450 电 转 化 至 大 肠 杆 菌

ET12567/pUZ8002 中[20]，得到正确转化子。然后，

选取变铅青链霉菌(Streptomyces lividans) SBT18、

天蓝色链霉菌 M1152 和天蓝色链霉菌 M1154 为

异源表达宿主菌。通过大肠杆菌-链霉菌双亲接合

转 移 ， 分 别 导 入 以 上 3 种 异 源 宿 主 中 ， 通 过

Apr-F/Apr-R (图 4A)和 Pam-Lprobe F/Pam-Lprobe 

R (图 4B)进行 PCR 验证，分别筛选得到突变株，

挑取每个异源表达的衍生菌株，每个菌株挑取   

4 个接合转移子，验证后分别命名为 JCK101a–d、

JCK105a–d 和 JCK109a–d，收取孢子冻存在−30 °C

备用。 
\ 
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图 3  林可链霉菌 NRRL 2936 中的帕马霉素生物合成基因簇 
Figure 3  The biosynthetic gene cluster of pamamycin in S. lincolnensis NRRL 2936 
 

表 4  帕马霉素生物合成基因簇中的功能基因 
Table 4  Functional genes in pamamycin biosynthetic gene cluster 

Gene aa Proposed function Similar protein (Accession No.) Identical (%) 

R2 245 TetR family transcriptional regulator AJS09379.1 76 

W 558 Drug resistance transporter AJS09380.1 84 

C 76 Acyl-carrier protein AJS09381.1 74 

G 344 Ketoacyl-acyl carrier protein synthase AJS09382.1 85 

F 439 Ketoacyl-acyl carrier protein synthase AJS09383.1 82 

A 445 Ketoacyl-acyl carrier protein synthase AJS09384.1 83 

B 620 3-Ketoacid(adipate/glutaconate) CoA transferase AJS09385.1 81 

D 319 Ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase AJS09386.1 85 

E 344 Ketoacyl-acyl carrier protein synthase AJS09387.1 87 

O 264 Ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase AJS09388.1 88 

K 336 Ketoacyl-acyl carrier protein synthase AJS09389.1 82 

J 431 Ketoacyl-acyl carrier protein synthase AJS09390.1 87 

M 525 Ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase AJS09391.1 75 

N 275 Ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase AJS09392.1 83 

L 567 Hydroxyl acids CoA ligase AJS09393.1 83 

H 327 Metal-dependent hydrolase AJS09394.1 86 

X 448 Aminotransferase AJS09395.1 90 

Y 273 Methyltransferase AJS09396.1 89 

S 268 Enoyl-CoA hydratase AJS09397.1 84 

R1 215 LuxR family transcriptional regulator AJS09398.1 81 

 

2.3  帕马霉素生物合成基因簇异源表达菌株产

物的生物活性和 LC-ESI-MS 分析 

利用耻垢分枝杆菌作为帕马霉素生物活性测

试的指示菌，每个异源表达的衍生菌株选取 3 个，

分别为 JCK101a–c、JCK105a–c 和 JCK109a–c 进行

发酵和发酵产物的制备，对照菌株(JCK102 为变铅 

青链霉菌 SBT18 的空白质粒对照，JCK106 为天蓝

色链霉菌 M1152 的空白质粒对照，JCK110 为天蓝

色链霉菌 M1154 的空白质粒对照)也利用相同的方

法进行发酵样品的制备。生物活性测试结果表明，

异源表达菌株 JCK109a–c 三株菌的发酵产物均对耻

垢分枝杆菌有抑制作用，表明了帕马霉素生物合成
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基因簇可能在天蓝色链霉菌 M1154 中异源表达了

(图 5)。但是，在变铅青链霉菌 SBT18 和天蓝色链

霉菌 M1152 两个宿主菌的异源表达菌株 JCK101a–c

和 JCK105a–c 的发酵产物中，没有发现对耻垢分枝

杆菌具有抑制作用的成分，显示帕马霉素的生物合

成基因簇可能在这两株菌种没有成功表达。为了进

一步确定帕马霉素在 JCK109a 菌株中的产生情况，

选用 Agilent 1100 Series LC/MSD Trap 液相质谱连

用仪，利用阳离子模式对 JCK109a (异源表达菌株)和

JCK110 (空质粒对照菌株)的发酵产物进行分析，检测

结果显示 JCK110 的发酵产物中没有帕马霉素组分的

产生，而在 JCK109a 发酵产物中清楚发现了帕马霉素

的两个组分帕马霉素-607 (m/z 608.3 [M+H]+)和帕  

马霉素-649 (m/z 650.2 [M+H]+)的存在(图 6)。该部分

的实验结果表明，不同的链霉菌底盘菌株对于次生代

谢产物的表达能力具有明显的差异。 

 
 

 
 

 

图 4  异源表达菌株的 PCR 验证结果 
Figure 4  The PCR validation results of heterologous strains 
注：M：DNA ladder. A：1、2、3、4：突变株 JCK101a–d 阿泊拉霉素抗性基因 PCR 验证结果；5、6、7、8：突变株 105a–d 阿泊拉

霉素抗性基因 PCR 验证结果；9、10、11、12：突变株 109a–d 阿泊拉霉素抗性基因 PCR 验证结果；13：阳性对照；14：阴性对照. 

B：1、2、3、4：突变株 JCK101a–d 左边界 PCR 验证结果；5、6、7、8：突变株 105a–d 左边界 PCR 验证结果；9、10、11、12：

突变株 109a-d 左边界 PCR 验证结果；13：阳性对照；14：阴性对照. 

Note: M: DNA ladder. A: 1, 2, 3, 4: The PCR validation results of JCK101a–d (Apr-F/Apr-R); 5, 6, 7, 8: The PCR validation result of 
JCK105a–d (Apr-F/Apr-R); 9, 10, 11, 12: The PCR validation result of JCK109a–d (Apr-F/Apr-R); 13: The PCR validation result of positive 
control (Apr-F/Apr-R); 14: The PCR validation resultsof negative control (Apr-F/Apr-R). B: 1, 2, 3, 4: The PCR validation result of left 
boundary for JCK101a-d; 5, 6, 7, 8: The PCR validation result of left boundary for JCK105a–d; 9, 10, 11, 12: The PCR validation result of 
left boundary for JCK109a–d; 13: The PCR validation result of positive control (Pam-Lprobe F/Pam-Lprobe R); 14: The PCR validation 
result of negative control (Pam-Lprobe F/Pam-Lprobe R). 

 
 

 
 
 

图 5  异源表达突变株 JCK101、JCK105 和 JCK109 发酵产物生物活性测试结果 
Figure 5  The results of the bioactivity analysis of the cultures of JCK101, JCK105 and JCK109 
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图 6  异源表达菌株发酵产物中帕马霉素组分的 LC-ESI-MS 检测结果 
Figure 6  The results of LC-ESI-MS analysis of pamamycin from heterologous host 
 
 
 
 
 
 

2.4  帕马霉素生物合成基因簇中调控基因

pamR1 和 pamR2 的功能研究 

通过基因 BLAST 分析，帕马霉素生物合成基

因簇中含有 pamR1 和 pamR2 两个调控基因，其中

pamR1 编码的蛋白为 LuxR 家族调控蛋白，pamR2

编码的蛋白为 TetR 家族调控蛋白。为了验证这两个

调控基因与帕马霉素生物合成的相关性，分别对

pamR1 和 pamR2 进行了敲除(图 7)，获得质粒

pJQK452 和 pJQK451。将这两个质粒分别电转化至

ET12567/pUZ8002 中[20]，再通过结合转移导入至天

蓝色链霉菌 M1154 中，每个基因突变株选取 4 个基

因突变菌株，分别命名为 JCK117a–d (pamR1 基因

突变株)和 JCK113a–d (pamR2 基因突变株)。同时，

选取异源表达菌株 JCK109 和 JCK110 进行平行发

酵。发酵完成后进行发酵产物的平行提取和制备，

再进行生物活性测试(图 8C)。结果显示，pamR1 缺

失突变株(JCK117)和 pamR2 缺失突变株(JCK113)

的发酵样品相比 JCK109a 的发酵样品，对于耻垢分

枝杆菌的抑制能力明显增强，该结果表明这两个基

因编码的蛋白均负调控了帕马霉素的生物合成  

过程。 

为了进一步验证 pamR1 和 pamR2 基因的功

能，通过 PCR 扩增得到 pamR1 和 pamR2 基因，

测序正确后将其克隆到整合型载体 pPM927 上，

并处于 PermE*启动子的控制下，通过接合转移分

别 回 补 进 入 相 应 基 因 缺 失 突 变 株 JCK117 和

JCK113 中。每个基因回补菌株选取 3 个接合子，

分别使用 R1-F/R1-R、R2-F/R2-R 和 tsr-F/tsr-R 引

物，分别将验证正确的菌株命名为 JCK125a–c 

(pamR1 基因回补菌株)和 JCK121a–c (pamR2 基因

回 补 菌 株 )。 将 JCK125、 JCK121 与 对 照 菌 株

(JCK109a、JCK110、JCK113 和 JCK117)进行平行

发酵，再平行提取发酵产物进行生物活性测定，

结果显示 pamR1 和 pamR2 基因回补以后使得帕

马霉素的合成能力恢复到了 JCK109 菌株的产生

水平，该结果进一步说明了基因 pamR1 和 pamR2

在帕马霉素的生物合成过程中扮演着负调控的  

角色。 
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图 7  基因 pamR2 (A)和 pamR1 (B)的基因置换示意图及 PCR 验证结果 
Figure 7  The schematic and validation results of the gene replacement of pamR2 (A) and pamR1 (B) 
注：M：DNA ladder；1：质粒 pJQK450 敲除 pamR2 前的 PCR 结果；2：敲除 pamR2 后得到的质粒 pJQK451 的 PCR 结果；3：质

粒 pJQK450 敲除 pamR1 前的 PCR 结果；4：敲除 pamR1 后得到的质粒 pJQK452 的 PCR 结果. 
Note: M: DNA ladder; 1: The PCR result of pJQK450 before knockout of pamR2; 2: The PCR result of gene replacement of pJQK451; 3: 
The PCR result of pJQK450 before knockout of pamR1; 4: The PCR result of gene replacement of pJQK452. 
 
 

 
 

图 8  基因回补菌株的 PCR 验证结果(A、B)和相关菌株发酵产物抑菌能力的比较(C) 
Figure 8  PCR validation of the related complementation strains (A, B), comparison the bioactivity against M. smegmattis 
mc2155 of the cultures from related strains (C) 
注：M：DNA ladder. A：1、2、3、4：菌株 JCK121a–d 的回补基因 pamR2 的 PCR 验证结果；5：阳性对照 PCR 结果；6：阴性对照

PCR 结果；7、8、9、10：菌株 125a–d 的回补基因 pamR1 的 PCR 验证结果；11：阳性对照 PCR 结果；12：阴性对照 PCR 结果. B：

1、2、3、4：菌株 JCK121a–d 的硫链丝菌素抗性基因 PCR 验证结果；5、6、7、8：菌株 JCK125a–d 的硫链丝菌素抗性基因 PCR

验证结果；9：阳性对照 PCR 结果；10：阴性对照 PCR 验证结果. C：相关菌株发酵产物的生物活性测试结果. 
Note: M: DNA ladder. A: 1, 2, 3, 4: The PCR validation results of JCK121a–d (R2-F/R2-R); 5: The PCR result of positive control (R2-F/R2-R); 6: 
The PCR result of negative result (R2-F/R2-R); 7, 8, 9, 10: The PCR validation results of JCK125a–d (R1-F/R1-R); 11: The PCR result of positive 
control (R1-F/R1-R); 12: The PCR result of negative result (R1-F/R1-R). B: 1, 2, 3, 4: The PCR validation results of JCK121a–d (Tsr-F/Tsr-R); 5, 6, 
7, 8: The PCR validation results of JCK125a–d (Tsr-F/Tsr-R); 9: The PCR result of positive control (Tsr-F/Tsr-R); 10: The PCR result of negative 
result (Tsr-F/Tsr-R). C: The result of bioactivity against M. smegmattis mc2155 of the cultures from related strains. 
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3  讨论与结论 

在链霉菌异源宿主中，利用异源表达技术可以

快速鉴定生物合成基因和调控基因的功能。帕马霉

素的生物合成基因簇全长为 32 kb，完全容纳于    

1 个 Fosmid 质粒中，便于在异源链霉菌宿主中进行

表达研究。本研究从林可链霉菌 NRRL 2936 的基因

组文库中快速筛选得到了含有帕马霉素生物合成

完整基因簇的 Fosmid 质粒 pJQK450，然后选择不

同的链霉菌宿主进行异源表达，最终在天蓝色链霉

菌 M1154 的发酵产物中检测到了帕马霉素的产生。

该结果表明帕马霉素生物合成基因簇在不同链霉

菌宿主中的表达情况差异较大，为以后对相关次生

代谢产物生物合成基因簇异源表达的宿主选择提

供了借鉴和参考。 

天蓝色链霉菌 M1152 和天蓝色链霉菌 M1154

最主要的差别是后者含有了优化的 rpsL (A262G)基

因，该基因负责编码核糖体蛋白 S12，引入该基因

可以避免抗生素对菌株造成损伤，从而提升抗生素

的产量[15,23]。帕马霉素生物合成基因簇在天蓝色链

霉菌 M1154 和天蓝色链霉菌 M1152 中异源表达结

果的差异，可能暗示了 rpsL (A262G)基因的引入可

以提升天蓝色链霉菌 M1154 对帕马霉素的耐受性，

促进了帕马霉素的产生。此外，rpsL 基因是来自于

链霉素生物合成基因簇中的抗性基因，链霉素可以

与结核杆菌核糖体受体蛋白结合，从而抑制蛋白质

的合成，实现杀灭或者抑制结核杆菌生长的作   

用[24]。帕马霉素对耻垢分枝杆菌也具有较好的抑制

活性，其作用机制目前尚不清楚，但可能与链霉素

的作用机制具有一定的类似性。 

在链霉菌中，途径特异性调控因子一般与次生

代谢产物生物合成基因簇中的功能基因成簇排列，

特异性地调控了一个或多个功能基因的表达，进而

影响目标次生代谢产物的生物合成的过程[9]。在帕

马霉素生物合成基因簇的左右两端分别含有属于

TetR 家族的 pamR2 调控基因和属于 LuxR 家族的

pamR1 调控基因[4]。TetR 家族的调控因子在许多放

线菌的次生代谢产物中均有分布，大部分情况下负

调控目标次生代谢产物的生物合成过程，如在阿  

维链霉菌中 SAV576 负调控阿维菌素的生物合   

成[25]。LuxR 家族的蛋白在次生代谢产物生物合成

过程中存在着正调控和负调控的现象，如在不吸水

链霉菌武夷变种CK-15 中WysR 正调控武夷菌素的生

物合成过程[26]，在海洋放线菌 Saccharomonospora sp. 

CNQ-490 中 Tar20 负调控 Taromycin A 的生物合  

成[27]。为了详细的确定帕马霉素生物合成基因簇中

pamR1 和 pamR2 两个调控基因的功能，本研究在异

源表达宿主菌株中通过基因置换与回补的策略，快

速确定了这两个调控因子对帕马霉素生物合成过

程起到负调控的作用。这些调控基因功能的探讨，

为进一步通过功能基因的高效表达实现帕马霉素

的产量优化提供了借鉴。 
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