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Streptomyces sahachiroi ATCC 33158 中孢子色素合成基因簇
( sah)的鉴定
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摘要:【目的】Streptomyces sahachiroi ATCC 33158 全基因组测序后，通过生物信息学分析找到一个 II 型聚酮
合酶(polyketide synthase，PKS)基因簇 sah。我们通过基因敲除和异源表达的方法对 sah 的生物学功能进行
了研究。【方法和结果】对 sah 基因簇 ORF( open reading frame)进行分析后发现，除了一个额外的氧甲基转
移酶基因 sahI 以外，该基因簇与天蓝色链霉菌中负责孢子色素合成的基因簇 whiE 具有很高的相似性。将
sah 中负责后修饰的 3 个基因 sahG、sahH 和 sahI 分别敲除后，发现孢子色素的颜色随之发生明显的变化。将
sah-minimal PKS 基因和 whiE-minimal PKS 基因分别导入变铅青链霉菌 ZX1 中进行异源表达，高效液相色谱
及液质联用分析证实它们产生相同的水溶性红色色素物质。【结论】sah 与 whiE 基因簇具有相似的生物学
功能，负责链霉菌孢子色素的合成。这两个基因簇所合成的孢子色素具有相同的母核，差别在于 sah 基因簇
中多了一个编码氧甲基转移酶的后修饰基因，这可能是导致两种链霉菌孢子在颜色上有细微差别的原因。
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微生物可以产生多种色素，如放线紫红素、灵菌
红素和黑色素等［1］。这些色素大部分具有一定的
生物学功能和实用价值，如维持微生物的疏水活性、
维持细胞膜的稳定性、吸附重金属离子、抗菌等［2］。
革兰氏阳性菌放线菌目的链霉菌科普遍能够产生一
种功能未知的孢子色素［3 － 4］。这种孢子色素长期以
来被认为是链霉菌分类的重要依据，同时也是判断
其孢子成熟与否的重要指标［5］。在链霉菌中这种
孢子色素与孢子壁紧密结合，无法用常见的有机试
剂对其进行萃取。所以对孢子色素及其基因簇的相
关研究也较少，其结构和功能至今未知。

第一个被报道的链霉菌孢子色素合成基因簇是
天蓝色链霉菌 A3 (2) 的孢子色素合成基因簇［6］。
Hopwood 等通过基因突变，获得了一个只影响孢子
色素产生但不影响产孢的突变株，命名为 whiE。经
定位、测序及生物信息学分析，发现此基因簇属于 II
型聚酮合酶基因簇，包含有负责聚酮链起始、延伸和
终止的最小 PKS(minimal PKS，包括酮基合成酶 a
亚基(KSα)、酮基合成酶 b 亚基(KSβ)和酰基载体
蛋白(ACP))、负责碳链环化的环化酶和芳香化酶
以及负责后修饰的羟化酶和单氧化酶［7］。在天蓝
色链霉菌 A3(2)孢子色素基因簇中存在两个与孢
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子分化调控相关的启动子 whiEP1 和 whiEP2，其调
控作用使孢子色素只在气生菌丝形成孢子丝的过程
中合成［5，8］。另据相关文献报道，天蓝色链霉菌 A3
(2)中负责孢子色素合成和负责放线紫红素合成的
minimal PKS 在一定程度上可以互补［9 － 10］，在早期
进化中，抗生素聚酮合酶与孢子色素聚酮合酶有着
共同的祖先［11 － 12］。有研究人员通过异源表达 whiE
的部分基因簇，得到了许多疑似天蓝色链霉菌孢子
色素合成过程中的中间体［13］。

以 whiE-ORFI (单氧化酶)、ORFIII ( KSα ) 和
ORFVII(芳香化酶)为探针通过 Southern 杂交方法
检测链霉菌菌株发现约一半链霉菌具有与 whiE 同
源的孢子色素合成基因簇［5］。据此推测这些链霉
菌孢子色素是由与 whiE 类似的 II 型聚酮合酶基因
簇催化合成的，他们在结构上具有相同的母核。不
同的链霉菌具有不同的孢子颜色，如天蓝色链霉菌
和变铅青链霉菌具有灰色孢子，而 S． halstedii 孢子
呈绿色［14］。这些颜色差异可能由孢子色素合成中
后修饰反应的不同所致。Chater 等通过扫描电镜观
察发现孢子色素存在与否对天蓝色链霉菌 A3 (2)
的孢子形态并无影响［5］，说明孢子色素合成基因簇
可能只负责孢子色素的合成，而与孢子的形成和分
化无关［4］。

夏 焕 章 等 在 对 麦 迪 霉 素 产 生 菌 S．
mycarofaciens1748 的研究中发现在负责其孢子色素
合成的 II 型聚酮合酶基因簇 10 kb 以外存在一个与
孢子 色 素 合 成 密 切 相 关 的 酮 基 还 原 酶［15］。
Nobutaka Funa 指出在灰色链霉菌中，孢子色素是由
III 型聚酮合酶负责合成的［16］。这表明其他链霉菌
中孢子色素的合成有可能通过不同于 whiE 编码的
II 型聚酮合酶合成途径的其它途径合成。

前期我们在 S． sahachiroi ATCC33158 中克隆到
一个 KSα 基因 sahA，中断该基因后孢子的颜色发生
了明显的变化。通过生物信息学分析，在该链霉菌的
基因组序列中找到了一个包含有 sahA 基因的 II 型聚
酮合酶基因簇，命名为 sah。通过基因中断及异源表
达的方法，对 sah 基因簇的功能进行了初步研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种和质粒:菌株 S． sahachiroi ATCC 33158

购自 American Type Culture Collection(ATCC);克隆
宿主大肠杆菌 (Escherichia coli) DH5α、接合转移供
体菌大肠杆菌 S17-1 由本室收藏;变铅青链霉菌
ZX1 由本室收藏;自杀型载体 pOJ260 由本室收
藏［17］;异源表达载体 pWS052 和 pWHM4S 由本实验
室王珊构建。
1. 1. 2 培养基:大肠杆菌培养基为 LA 固体和 LB
液体培养基，链霉菌培养基为 TSB、modified ISP-4、
MS、PS5、R5 等［18］。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:实验中所用抗生素购自
Sigma 公司。限制性内切酶购自 Fermentas 公司，
T4DNA 连接酶和 KOD DNA 高保真聚合酶购自
TOYOBO 公司。DNA marker 和 rTaq DNA 聚合酶购
自东盛生物科技有限公司。普通 DNA 凝胶回收试
剂盒购自 AXYGEN 公司。R5 专用琼脂、TSB 购自
B＆D 公司，TES free acid 购自 Promega 公司。所用
引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成，测序反
应由华大基因公司负责。HPLC 色谱柱: Dikma
Technologies 公司的 Diamonsil C18(2)5U 250 mm ×
4. 6 mm;高效液相色谱仪:Waters 公司 e2695 /2998;
LCMS:API2000 LC /MS /MS;色谱纯试剂购自默克化
工。
1. 2 分子生物学方法

常见分子生物学方法见参考文献［19］。PCR
反应为降落 PCR:95℃变性 30 s，65℃退火 30 s(每
个循环退火温度减少 1℃，直至 18 个循环以后，保持
52℃退火 10 个循环)，68℃延伸。引物序列见表 1。
1. 3 链霉菌操作方法

孢子的培养、观察和收取、计数、大肠杆菌与链
霉菌属间接合转移( S． sahachiroi ATCC 33158 供体
大肠杆菌为 S17-1 菌株)、PEG 介导的质粒向链霉菌
的原生质体转化( S． lividans ZX1)和链霉菌质粒的
抽提见参考文献［18］。
1. 4 同框缺失及回补菌株的构建

在目标基因 sahG、sahH 和 sahI 的上下游 2 － 3
kb 内设计带有酶切位点的引物(见表 1)，通过 PCR
扩增得到同源交换的左臂和右臂，酶切后与处理好
的自杀型载体 pOJ260 连接，获得同框缺失质粒
pMSBFAY2 ( △sahG )、pMSBFAY3 ( △sahH ) 和
pMSBFAY4(△sahI)。分别转化到大肠杆菌 S17-1
中，得到接合转移的供体菌 S17-1 / pMSBFAY2、S17-
1 / pMSBFAY3 和 S17-1 / pMSBFAY4，然后与受体菌
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S． sahachiroi 的孢子进行接合转移，获得具有安普
拉霉素抗性的单交换突变株。松弛培养多代后筛选
对安普拉霉素敏感的双交换突变菌株。同框缺失质

粒左右臂以及双交换突变株中缺失区域的大小如表
2 所示。获得双交换突变株后提取其总 DNA，通过
PCR 验证其基因型。

表 1 克隆所用引物
Table 1 The primers in the study

Primers Restriction sites Sequence(5'→3') Purpose
HydLF HindIII AAAAAGCTTGCAGACGGGCCGGGCGTAGGACT
HydLR XbaI AAATCTAGACGGACCACCTGACCCCAGCCGCTCACGC
HydRF XbaI AAATCTAGACGTGTGATCACCCGCGTGGTTCATAC
HydRR EcoRI AAAGAATTCCGTGAACGCCCGCTCCAGATAC
MonLF HindIII AAAAAGCTTCTGGCGTTCACCTGCTCTGTCA
MonLR XbaI AAATCTAGACTGCTCGGTGGGTTCTGAAACACGCTC
MonRF XbaI AAATCTAGACTGCTCGACCTCGCCCGGATGGACC In-frame deletion

MonRR EcoRI AAAGAATTCGTCAGGATCACCGCGGACTGGAAACC
MetLF HindIII AAAAAGCTTATCCCGCCCACCCCCAATGTCTTC
MetLR XbaI AAATCTAGATTCGACTGCACCGTCCCCGCCTGAC
MetRF XbaI AAATCTAGACGTCATGTGCCGCCTTCCTTCCATC
MetRR EcoRI AAAGAATTCGGACGCGTGCTCCAGAACTGCCTGTG
HydFE EcoRI ATAGAATTCCACGACCCAGCACGCCTCCTTAGC
HydRX XbaI AAATCTAGACACACCGCACACCGCCCCAGGA
MonFB BamHI AAAGGATCCATGCGTGGCAGGCCGTCAGTT
MonRE EcoRI TTTGAATTCGTCGTTCCTCCGGTGGTGTGTA complementation

MetFE EcoRI AATGAATTCCGCGGCGCTTCTACCTCTGG
MetRB BamHI AAAGGATCCCACCAGCGCCACCAGCACAC
MKSFS SpeI AAAACTAGTCGACGCGGCCGAGGTCCGCTCAT
MKSRX XbaI TTTTCTAGACCGCCATTTCAGGCTCCTGCCAGA
EXF XbaI AAATCTAGAGATCTCGTTGTCGGTGTGCCCT Heterologous expression

ESR SpeI AAAACTAGTCCCGCGGCCGAGGTGGTGTCAT

通过 PCR 扩增 sahG、sahH 和 sahI 基因(包括
RBS 位点)，引物序列见表 1。酶切后分别连接到处
理好的质粒 pWS052(在链霉菌整合型载体 pSET152
多克隆位点处克隆有组成型启动子 PermE )中，获得
质粒 pMSBFAY7 ( sahG )、pMSBFAY8 ( sahH ) 和

pMSBFAY9( sahI)［17］。转化到供体菌 S17-1 后，分
别与对应的缺失中断株(△sahG、△sahH 和△sahI)
进行 接 合 转 移，获 得 回 补 菌 株 △sahG:: sahG、
△sahH::sahH 和△sahI:: sahI。获得的接合子通过
PCR 进行验证。

表 2 同框缺失质粒及菌株信息
Table 2 The information of in-frame deletion plasmids and mutant strains

Gene Function Deletion region / bp Left arm / bp Right arm /bp In-frame deletion mutants
PCR products / bp
Wild Mutants

sahG hydroxylase 1752 2245 2237 △sahG 2222 470
sahH monooxygenase 1041 2222 1811 △sahH 2237 1196
sahI O-methyltransferase 999 1529 1484 △sahI 3018 2019

1. 5 异源表达载体的构建
通过 PCR 扩增约 3 kb 的 sah-minimal PKS(引

物 MKSFS 和 MKSRX) 和 whiE-minimal PKS (引物
EXF 和 ESR)基因片段，酶切后分别连接到处理好
的链霉菌表达载体 pWHM4S(在链霉菌自主复制型
高拷贝表达载体 pWHM4* 多克隆位点克隆有接合
转 移 元 件 oriT ) 上，命 名 为 pMSBFAY5 和

pMSBFAY6。检测正确后与空载 pWHM4S 分别通过
原生质体转化导入 S． lividans ZX1 进行异源表达。
1. 6 异源表达菌株的发酵及检测

分别取一定量的孢子接种于含有 12. 5 μg /mL
硫链丝菌素的 MS 平板上，30℃，培养 11 d。将培养
基切碎置于三角瓶中，加入等体积的萃取剂 (乙酸
乙酯 /乙酸 /甲醇 = 80∶ 15∶ 5)萃取 2 － 3 h 后，过滤收
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集萃取液，无水硫酸钠除水后过滤，置于真空旋转蒸
发仪中除去有机溶剂后，保存于 － 20℃。HPLC 检
测之前溶解于 1 － 3 mL 甲醇。HPLC 检测条件:
25% CH3CN 0. 1% HAc、流速 1 mL /min、280 nm 检
测。质谱检测条件为:离子化 ESI、正离子模式、扫
描范围 m /z 50 － 500。
1. 6. 1 生物信息学所用分析工具:序列比对和引物
设计所用软件为 DNASTAR，开放阅读框的预测和分
析使用 FramePlot 4. 0 beta * ( http: / / nocardia． nih．
go． jp / fp4 /)，序 列 功 能 预 测 及 分 析 借 助 NCBI
(http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /)来完成。

2 结果和分析

2. 1 sah 基因簇功能的预测和分析
在对 S． sahachiroi 全基因组序列进行分析的过

程中，发现了一个典型的 II 型聚酮合酶生物合成基
因 簇，命 名 为 sah ( GenBank accession number
JQ951949)，大小为 8. 42 kb，包含有九个 ORF，如图

1 所示。sah 基因簇与天蓝色链霉菌( S． coelicolor)
A3(2) 中已报道的孢子色素合成基因簇 whiE 具有
很高的相似性，其中 8 个 ORF 在氨基酸序列上的相
似度都达到 59%以上。 sahA、sahB 和 sahC 与 whiE-
ORFIII、ORFIV 和 ORFV 具有较高的同源性，分别编
码 II 型聚酮合酶的 KSα、KSβ 和 ACP，组成 minimal
PKS 负责催化聚酮链碳骨架的形成。而 sahD、sahE
和 sahF 分别与 whiE-ORFII、ORFVI 和 ORFVII 具有
同源性，所编码的 3 个环化酶负责碳链的芳香化和
环化。羟化酶基因( sahG)和单氧化酶基因( sahH)
与 whiE-ORFI 和 ORFVIII 同源。此外 sah 基因簇还
包含有一个 O-甲基转移酶基因 sahI，而天蓝色链霉
菌的孢子色素合成基因簇 whiE 中并没有出现类似
的同源基因。sahI 是否属于 sah 基因簇参与孢子色
素的合成还有待于进一步的研究。综上生物信息学
分析的结果，推测 sah 可能负责 S． sahachiroi 中 II
型聚酮化合物类孢子色素的生物合成。在其它链霉
菌如 S． avermitilis、S． aureofaciens、S． halstedii 和 S．
curacoi 中均发现有类似的基因簇存在［3，15，20 － 21］。

图 1 sah 与 whiE 中基因组成和排布的比较
Fig． 1 Genetic organization of the sah cluster in S． sahachiroi and the whiE cluster in S． coelicolor A3(2) ．

据报道，孢子色素合成基因簇中的后修饰基因
对孢子颜色有较大的影响［5］。为了验证 3 个可能的
后修饰基因 sahG、sahH 和 sahI 对孢子颜色的影响，
我们通过同框缺失的方法对这 3s 个基因的功能进
行了研究。
2. 2 sahG 的缺失和互补

sahG 基因编码的蛋白与 whiE-ORFI 的同源性
达 65%，具有典型的羟化酶功能结构域，包括保守

的脱氢 /还原酶家族的特征位点，属于 NADB _
Rossmann 超家族。推测其可能有两种功能:(1)聚
酮类抗生素的羟化;(2)芳香族化合物的分解。这
类羟化酶的 N 末端形成 β-α-β 折叠，是 FAD 中 ADP
的绑定位点，依赖于 FAD 和 NADPH。氧四环素和
特曲霉素生物合成基因簇中的羟化酶都属于这一类
型［21］。为了验证该基因功能，我们构建了同框缺失
载体 pMSBFAY2。通过接合转移导入 S． sahachiroi
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中，最后筛选得到双交换突变菌株△sahG，如图 2。
通过 PCR 的方法对双交换突变株的基因型进行了
验证(图 3-A)。对比观察野生型 S． sahachiroi 和突
变菌株△sahG，发现野生型菌株的孢子为深铅棕色，
而 sahG 缺失后孢子的颜色变为绿色，如图 4。为了

图 2 通过同源双交换获得同框缺失突变菌株
Fig． 2 Construction of the in-frame deletion mutant strain

△sahG．

排除极性效应而进行了回补实验，将克隆有 sahG 的
表达质粒 pMSBFAY7 导入突变菌株△sahG 后得到
回补菌株△sahG:: sahG，△sahG:: sahG 孢子颜色恢
复到野生型表型，从而证明单个基因 sahG 的缺失可
以使孢子颜色变为绿色。
2. 3 sahH 的缺失和互补

sahH 基因编码的蛋白与 whiE-ORFVIII 同源性
达 59%，具有抗生素生物合成单氧化酶 pfam03992
结构域，属于 cupin 超家族，是一个苯醌形成后修饰
过程中的新家族［22］。其功能与 RppA 类 III 型聚酮
合酶合成 THN 后进一步氧化形成淡黄霉素的单加
氧酶 MomA 一致，需要有氧化还原活性的二价金属
离子作为辅基［16］。为了研究 sahH 基因的功能，构
建了同框缺失载体 pMSBFAY3，通过接合转移导入
S． sahachiroi 得到双交换突变菌株△sahH，发现
sahH 缺失后孢子的颜色变浅，为米黄色，如图 4。回
补 sahH 基因后得到回补菌株△sahH::sahH，其表型
恢复到野生型的孢子颜色。

图 3 同框缺失突变菌株的 PCR 验证
Fig． 3 PCR confirmation of sahG(A)，sahH(B) or sahI(C) gene deletion in the genome of mutant strains． Lane1: total DNA of

S． sahachiroi as template; Lane2 － 4: total DNA of mutant strains as templates; Lane M: 1 kb DNA ladder．

2. 4 sahI 的缺失和互补
sahI 位于环化酶基因 sahF 下游，与其它已经报

道的氧甲基转移酶有着很高的同源性，属于依赖于
S 腺苷甲硫氨酸的甲基转移酶 2 家族(Methyltransf_
2)。在天蓝色链霉菌的孢子色素合成基因簇 whiE
中没有找到同源基因，目前尚无法确定这个基因是
否属于孢子色素合成基因簇。因此，我们通过构建
该基因的同框缺失载体 pMSBFAY4，利用接合转移

导入 S． sahachiroi 中，得到了双交换突变菌株
△sahI。sahI 缺失后孢子的颜色变浅，为棕色，如图
4，回补该基因后得到菌株△sahI::sahI，其孢子颜色
恢复到与野生型相同。实验结果表明 sahI 基因属
于 sah 基因簇，这个甲基转移酶的缺失会引起孢子
颜色的改变，在孢子色素的后修饰过程中起着重要
的作用。
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图 4 同框缺失突变菌株和回补菌株的表型观察
Fig． 4 Phenotype of in-frame deletion mutants and complementation mutants．

2. 5 sah-minimal PKS 在 S． lividans ZX1 中的异
源表达

为了探究 sah 合成产物的母核结构，我们对
sah-minimal PKS 基因进行了克隆和异源表达实验。
将包含有 sah-minimal PKS 的片段克隆到含有组成
型启动子 PermE的整合型表达载体 pWS052 上，导入
S． lividans ZX1 进行异源表达，未观察到明显的表
型变化。推测可能是由于基因拷贝数低，表达的蛋
白量较少，导致其合成的化合物达不到检测水平。
因此，又尝试将 sah-minimal PKS 克隆到高拷贝游离
型表达载体 pWHM4S (同样含有组成型启动子
PermE)中，获得质粒 pMSBFAY5，导入异源表达宿主
ZX1 进行表达。以空载体和克隆有 whiE-minimal
PKS 基因的质粒 pMSBFAY6 为对照。发现异源表
达菌株 ZX1 /pMSBFAY5 和 ZX1 / pMSBFAY6 均可产
生一种水溶性的红棕色色素，而含有空载体的对照
没有出现颜色变化，如图 5。该色素性物质由基质
菌丝产生，分泌后可在培养基中扩散。
2. 6 异源表达产物的 HPLC 和 LC-MS 分析

为了选择色素产量最高的培养基用于提取分
析，尝试了 2CM、MS、YD、YMS、GYM、YPD、SPA、
M10、2XYT、MISP4、SC 这十一种培养基，发现异源
表达菌株在这些培养基上都可产红色色素，但是在
MS 上的产量明显高于其它培养基。

HPLC 分析显示两个异源表达菌株的峰型完全
相同，与对照菌株相比都含有多个额外的吸收峰
(图 5)，可能为红色色素物质中的不同成分。据文
献报道 whiE-minimal PKS 在敲除了孢子色素合成基
因簇的天蓝色链霉菌 YU105 中表达后可以产生一
系列聚酮类化合物［13，23 － 24］。LC-MS 检测发现在正

图 5 异源表达菌株的表型观察和 HPLC 分析
Fig． 5 Phenotype and HPLC analysis of the sah minimal PKS (B)

and whiE minimal PKS ( C ) expression in heterologous host S．

lividans ZX1． S． lividans ZX1 /pWHM4S (A) was also detected as

the negative control strain．

离子加氢模式下，可以找到文献报道的多个化合物
的荷质比(保留时间 11. 9 min 处为 TW93d(m /z =
468. 11 ) 和 TW95a ( m /z = 450. 1 )，保 留 时 间
13. 4 min处为 TW93d(m /z = 468. 11)和 TW95a(m /z
= 450. 1)，保留时间 14. 7 min 处为 TW93b(m /z =
408. 09 ) 和 TW93h ( m /z = 486. 12 )，保 留 时 间
18. 5 min处为 TW93c (m /z = 464. 08)、TW93h (m /z
= 486. 12)和 TW95b(m /z = 464. 07)) (物质结构见
参考文献［13，23 － 24］)。而在含有空载体的对照
菌株中未检测到以上的荷质比。产物准确的化学结
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构解析还有待于进一步 NMR 检测。异源表达产物
的分析进一步证明了 sah 与 whiE 的 minimal PKS 具
有很高的相似度，它们所编码的孢子色素物质可能
具有相同的碳骨架。

3 讨论

本研究通过基因敲除和异源表达等方法证明了
从 S． sahachiroi 中找到的 II 型聚酮合酶基因簇
( sah)负责合成该链霉菌的孢子色素。基因簇 sah
的排布与典型的负责合成抗生素的 II 型聚酮合酶
基因簇极其相似［7］。 sahA、sahB 和 sahC 编码 II 型
聚酮合酶的 KSα、KSβ 和 ACP，是负责碳骨架延伸的
minimal PKS，而 sahD、sahE 和 sahF 所编码的 3 个环
化酶负责聚酮链合成后相应的环化和芳香化。其中
sahE 与其它芳香族抗生素合成途径中的早期环化
酶具有较高的同源性，可能催化第一个环的形成。
sahD 和 sahF 与特曲霉素生物合成过程中环化酶
tcmJ 和 tcmI 同源，可能是继 sahE 后发挥作用的环
化酶。然后由后修饰酶 sahG、sahH 和 sahI 对聚酮化
合物进行羟化、氧化和甲基化。

在孢子色素合成基因簇中，后修饰基因的组成
和表达量的不同可能是导致孢子色素颜色各异的主
要原因［5］。羟化酶基因 sahG 敲除后，S． sahachiroi
孢子颜色由野生型的深铅棕色变为绿色，而在 S．
halstedii 的孢子色素合成基因簇 sch 中，该基因的缺
失会使孢子颜色从绿色变为紫色。表明羟化酶对孢
子的颜色有着很显著的影响。有报道指出，单加氧
酶基因的超量表达会造成色素在菌丝体中的沉积，
而中断该基因后色素便会扩散到培养基中［7］。推
断单加氧酶基因可能与孢子色素锚定到孢子壁有
关。但是在本研究中，敲除单加氧酶基因 sahH 只引
起孢子颜色的改变，并没有观察到任何孢子色素扩
散到培养基中的现象，推测孢子色素的外排可能需
要其它的诱导因素。本研究还发现一个独特的后修
饰基因 sahI，通过同框缺失实验可以观察到 sahI 对
孢子的颜色影响最小，推测这个基因所编码的氧甲
基转移酶可能参与孢子色素合成后修饰过程中的最
后一步反应。由于链霉菌孢子色素从未被成功提
取，所以对其具体结构及生物合成的研究工作还存
在很多未解答的问题。

据文献报道 whiE-minimal PKS 与放线紫红素的

act-minimal PKS 能够相互替换，act 基因簇中的环化
酶可以作用于 whiE-minimal PKS 合成的聚酮骨架，
使其环化形成较为稳定的结构［9，10］。本研究中用
于 sah-minimal PKS 异源表达的宿主 S． lividans ZX1
本身就含有孢子色素合成基因簇和 act 基因簇。这
些 II 型聚酮合酶基因簇中的环化酶和后修饰酶可
能会与 sah-minimal PKS 和 whiE-minimal PKS 所合
成的产物发生作用，使得聚酮化合物通过不同的环
化和后修饰过程形成结构各异的复合产物，所以我
们在异源表达菌株中发现的红色色素实际上包含十
几种不同的化合物，所以相对而言每个化合物的产
量较低，导致分离、纯化及结构鉴定工作存在较大的
困难，这部分工作仍在进行中。
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Characterization of the spore-pigment biosynthetic gene
cluster ( sah) in Streptomyces sahachiroi ATCC 33158

Hua Li，Lijuan Wang，Jing He*

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China

Abstract:［Objective］ A putative type II polyketide synthase ( PKS) gene cluster ( sah) was found in the genome
sequence of Streptomyces sahachiroi ATCC 33158 by bioinformatics． In order to discover its biological function，we cloned
the sah cluster and made functional analyses by gene knockout and heterologous expression． ［Methods ＆ Results］
Annotation of the predicted open reading frames (ORFs) by protein-protein blast revealed that the sah cluster is highly
homologous with the spore-pigment biosynthetic cluster ( whiE ) in S． coelicolor A3 ( 2 )， except an additional O-
methyltransferase gene ( sahI) ． Three genes of the sah cluster，sahG，sahH and sahI，which are putatively involved in
post-PKS modifications，were respectively in-frame deleted by double crossover． We observed the color of the mutant
strains spores apparently changed． HPLC and LC-MS analyses demonstrated that heterologous expression of the sah-
minimal PKS gene and the whiE-minimal PKS gene in S． lividans ZX1 produced the same hydrophilic red pigments．
［Conclusion］ The sah cluster is responsible for the spore-pigment biosynthesis of S． sahachiroi ATCC 33158． It catalyzes
the formation of polyketides with the same core structures as that of the whiE cluster．
Keywords: Streptomyces sahachiroi ATCC 33158， type II polyketide synthase ( PKS )， gene in-frame deletion，
heterologous expression，spore-pigment biosynthesis
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