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摘要：【目的】建立藤黄生孢链霉菌NRRL 2401的遗传操作系统和基因文库，以便筛选次级代谢产物生

物合成基因。【方法】利用大肠杆菌和链霉菌的属间接合转移的方法，以整合型载体pPM927、
pSET152和复制型载体pJTU1278构建链霉菌遗传操作系统。以pCClFOSTM载体，大肠杆菌EPl300TM-
T1R为宿主菌构建Fosmid文库。随后，设计引物，利用“板池–行池–单克隆”的三级PCR方法对文库进行快

速筛选。【结果】pPM927、pSET152和pJTU1278均成功转入藤黄生孢链霉菌NRRL  2401，其中

pSET152载体的转化效率最高。构建了稳定高效的藤黄生孢链霉菌NRRL 2401的基因文库，含2880个克

隆，平均插入片段大小约为35 kb，空载率小于1%，文库覆盖率为99.99%，覆盖基因组16.5倍。同时，

初步筛选出可能含有吲哚霉素生物合成基因簇的9个阳性克隆。【结论】成功构建了稳定高效的藤黄生

孢链霉菌NRRL 2401遗传操作系统和高质量的基因文库，为克隆该菌中次级代谢产物生物合成基因簇以

及进一步遗传改造奠定了基础。
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藤黄生孢链霉菌(Streptomyces  luteosporeus
NRRL 2401)于1990年由德国科学家Dagmar Witt和
Erko Stackebrandt发现，它可以产生具有良好生物

活性的硫藤黄素(thiolutin)和吲哚霉素(indolmycin)
(图1-A) [ 1 ]。其中，硫藤黄素是一种细菌与酵母

RNA聚合酶的强有力的抑制剂[2]。研究表明，它

也可以抑制人脐静脉内皮细胞(HUVECs)和玻连蛋

白的粘连从而阻止肿瘤血管生成[3]，是一种极有

潜力的抗肿瘤药物。而吲哚霉素因其与色氨酸相

似的结构(如图1-A)，可以通过细菌的芳香族化合

物摄取机制进入细菌体内[4]，作为色氨酸的一种

竞争性抑制剂，抑制色氨酸tRNA的合成[5–8]。同

时，它对耐甲氧西林和耐莫匹罗星的金黄色葡萄

球菌均有良好的杀菌效果[9]。有研究表明，吲哚

霉素对幽门螺旋杆菌也有抗菌作用[10]。但是，硫

藤黄素和吲哚霉素存在毒性强、产量低、稳定性

不好等问题，它们一直没有投入实际应用。而随

着分子生物学的快速发展，可以对抗生素的生物
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合成基因簇进行分析研究，并进一步实现定向改

造，从而解决这些问题。目前，对于藤黄生孢链

霉菌的遗传操作与基因文库研究尚处于空白状

态，二者都是研究并改造微生物基因组的重要基

础。因此，本研究建立了藤黄生孢链霉菌遗传操

作系统，构建了其基因文库，并以吲哚霉素为

例，通过设计探针引物进行PCR快速筛选基因文

库的方法，初步获得了吲哚霉素生物合成基因簇

的位置，为进一步研究该菌次级代谢产物生物合

成基因簇提供了基础。

1    材料和方法

1.1    实验材料

1.1.1    菌株与质粒：本实验采用的藤黄生孢链霉

菌NRRL  2401来源于美国农业研究菌种保藏中

心。接合转移使用的质粒pPM927[11]、pSET152[12]

和pJTU1278[13–14]，大肠杆菌ET12567/pUZ8002均
由上海交通大学微生物代谢国家重点实验室保

藏；建库载体为pCClFOSTM，宿主菌为大肠杆菌

EPl300TM-T1R，购自Epicentre公司。

1.1.2     主要试剂和仪器：PCR反应选用TaKaRa
T a q试剂盒，构建文库使用E p i c e n t r e公司的

CopyControl Fosmid Library Production kit。低熔

点琼脂糖购自Amresco公司，琼脂糖酶和BamH I
酶均购自Fermentas公司，吲哚霉素标准品购自

Bioaustral is公司。高效液相色谱(HPLC)使用

Agilent 1200 Series，液质联用[LC-MS(n)]分析使

用Agilent 1100 series LC/MSD Trap System，色谱

柱均采用Agilent  TC  C18反向柱(5.0  μm，4.6
mm×250 mm)。

1.2    藤黄生孢链霉菌NRRL 2401中吲哚霉素的发

酵、分离及鉴定

1.2.1    发酵及粗产物分离：以TSBY培养基[15]为种

子培养基，将藤黄生孢链霉菌NRRL 2401接种并

于30 °C摇床培养24 h。将其转接至发酵培养基[16–17]

(多聚蛋白胨20.0 g/L，酵母提取物2.0 g/L，七水

合硫酸亚铁1  mg/L，微量元素溶液[18]  1  mL/L，

pH调至6.95)中，于30 °C摇床培养72 h。用HCl调
节发酵液pH为3–4，用漏斗过滤除去固体残留

物，用等体积乙酸乙酯萃取3次，弃去水相。将乙

酸乙酯有机相用1/30体积的10% Na2CO3溶液反萃

取3次除去其中的酸，再用无水Na2SO4除去有机

相中的水分。有机相用旋转蒸发仪蒸干，最后用

1 mL甲醇溶解并收集产物[19]。

1.2.2    粗产物HPLC及LC-MS检测：利用高效液

相色谱(HPLC)对粗产物进行检测，流动相A相为

0.02  mol/L草酸，B相为乙腈。检测程序如下：

0–80 min，B相5%–90%梯度洗脱；80–90 min，
B相9 0 % – 9 8 %梯度洗脱；9 0 – 9 5  m i n，B相

98%–5%梯度洗脱。用280  nm波长进行检测。液

图 1.  藤黄生孢链霉菌NRRL 2401发酵产物的LC-MS
检测分析

Figure 1.  LC-MS analysis of the fermentation extracts
of  S.  luteosporeus  NRRL2401.  A:  The  detection  of
indolmycin  from  fermentat ion  extracts  of  S.
luteosporeus  NRRL2401 by HPLC; B: Validation of
indolmycin  from the  fermentation  extracts  by  mass
spectrum analysis.
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质联用[LC-MS(n)]分析是在离子阱的正离子模式

下进行，色谱条件同上。

1.3    遗传操作系统的建立

1.3.1    链霉菌抗性测定：将抗生素氨苄青霉素

(Ampicillin，Amp)、氯霉素(Chloramphenicol，
Chl)、卡那霉素(Kanamycin，Kan)、壮观霉素

(Spectinomycin，Spec)、硫链丝菌素(Thiostrepton，
Thio)和阿泊拉霉素(apramycin，Apr)分别配成实

验室常用贮藏浓度，即100、25、100、50、25、
30 mg/mL，分别以1倍、0.1倍和0.01倍浓度梯度

涂布于SFM平板上(其中1倍是指20 μL贮藏浓度的

抗生素加入980 μL水中的浓度，分别为2.0、0.5、
2.0、1.0、0.5、0.6 mg/mL)，将孢子均匀涂布在各

平板上，3 0  ° C培养到第4天，观察菌的生长

情况。

1.3.2   大肠杆菌、链霉菌属间接合转移[20–21]：将质

粒pPM927 (抗性为Thio/Spec)、pSET152 (抗性为

Apr)和pJTU1278 (抗性为Amp/Thio)分别转化入大

肠杆菌E T 1 2 5 6 7 / p U Z 8 0 0 2，得到大肠杆菌

ET12567/pUZ8002/pPM927、ET12567/pUZ8002/
pSET152、ET12567/pUZ8002/pJTU1278作为接合

转移供体菌。将这些大肠杆菌分别接种至LB培养

基(分别含Thio/Spec、Apr、Amp/Thio抗性)，
37 °C摇床过夜培养；按10%接种量转接至5 mL新

鲜 L B 培养基中 ( 分别含 T h i o / S p e c 、 A p r 、
Amp/Thio抗性)，37 °C培养2.5 h；收集新鲜链霉

菌孢子，重新悬浮于3 mL TES溶液中(pH 8.0)，
50 °C水浴热激10 min，冷却至室温后加入等体积

(3 mL)  2×孢子萌发液(使用时加入终浓度0.01
mol/L CaCl2)，37 °C、250 r/min振荡培养2 h。离

心收集链霉菌孢子和大肠杆菌，用不含抗性LB洗

涤1次，大肠杆菌用不含抗性的新鲜LB洗涤2次，

振荡打散，按108：108比例混合，涂布于SFM平

板，吹干，于30 °C培养15 h。用1 mL H2O中加入

20 μL萘啶酮酸和20 μL相应抗生素进行覆盖，吹

干，置于30 °C培养，观察接合子生长情况。挑选

接合子接种于TSBY培养基中，提取DNA[15]，根

据相应质粒中的硫链丝菌素抗性基因tsr和阿泊拉

霉素中的抗性基因aac(3)IV设计抗性引物，用

P C R 进 行 验 证 。 验 证 引 物 ： T h i o F ： 5 ′ -
TTGGACACCATCGCAAATC-3′，ThioR：5′-
CGGGAAGGGAGAAGACGT-3′；AprF：5′-
GGACACGATGCCAACACG-3′，AprR：5′-
CCGACTGGACCTTCCTTCTG-3′。

1.4    基因文库构建

1.4.1    盐析法提取基因组DNA：为了回收较为完

整的基因组DNA，本研究采取盐析法提取基因

组，利用脉冲场电泳进行检测，方法参见链霉菌

操作手册[15]。

1.4.2    基因文库的构建与保存：基因组DNA用机

械打断的方法，回收40  kb左右的片段。具体如

下：取200 μL基因组DNA，用200 μL量程移液器

分别梯度吹打800、1000、1200、1400次，脉冲场

电泳检测DNA片段大小。选取主要条带大小在

40–50 kb梯度次数，将大量DNA机械打断。机械

打断后的DNA按照End Repair Kit进行末端修复，

随后将产物用脉冲场低熔点琼脂糖电泳进行分

离，用琼脂糖酶消化回收40 kb左右片段。回收的

DNA片段与pCClFOSTM连接，用包装蛋白包装连

接液。将包装产物转染宿主菌大肠杆菌EPl300TM-
T1R，挑选2880个克隆至96孔板建立基因文库，

37 °C培养过夜，加入等体积20％甘油，–80 °C下

贮存。在将单个克隆挑至96孔板中每一个单独孔

的同时，将每一行的12个克隆混合接种于一个孔

中，形成30×8个行池；再将每个96孔板上的96个
克隆接种至一个1 mL Eppendorf管中，形成30个
板池。

1.4.3    文库质量鉴定：10 μL包装产物按照10–1、

10–2、10–3和10–4梯度稀释，转染100 μL大肠杆菌

EPl300TM-T1R，涂布于氯霉素抗性的LA平板上，

37 °C过夜培养。根据以下公式计算文库滴度：滴
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度(CFU/mL)=(阳性菌落数×稀释倍数×102 μL/mL)/
涂布体积(μL)。在平板上随机挑选克隆37 °C培养

过夜，加入终浓度为1 mmol/L的L-阿拉伯糖进行

诱导，提取质粒并进行酶切验证Fosmid的多态性

和插入片段大小。根据插入片段大小计算基因组

覆盖率。基因组覆盖率计算公式：N=ln(1–P)/
ln(1– f /g)(其中N是克隆个数，P是覆盖率， f是
DNA片段大小，g是基因组大小)。

1.5    文库筛选

1.5.1    筛选基因文库的引物序列：根据甲基转移

酶(methyltransferase，MT)基因序列设计的简并引

物：MT2F：5′-TTYGGNTAYCTNGAYGTY-3′，
MT2R：5′-NAGRCTCATRAARCTCAT-3′；筛选

文库引物：MT3F_Hind III：AAGCTTTGTCGGGTC
TGCGGGTCGTA，MT3R_EcoR I：GAATTCGCCC
ATCGTCTCCCTGTGGAA。

1.5.2    菌落PCR筛库：从文库中转接克隆至含氯

霉素抗性的LB中，37  °C培养过夜。PCR反应体

系：10×PCR buffer 2 μL，DMSO (50%) 2 μL，正

反向引物(10 μmol/L)各1 μL，菌液1 μL，dNTPs

1 μL，Taq酶0.4  μL，补水至20  μL。PCR反应条

件：94 °C 12 min；94 °C 30 s，64 °C 30 s，72 °C

30 s；30个循环，72 °C 10 min。筛选方法：第一

轮筛选用30个板池的菌液进行PCR，获得阳性克

隆所在的板池序号；第二轮筛选将相应板池的8个

行池作为模板进行PCR筛选，获得阳性克隆所在

行池编号；第三轮筛选将相应行中的单个克隆作

为模板进行PCR，获得对应的阳性克隆。将筛选

阳性克隆菌株进行培养，并提取质粒进行PCR验

证，确认阳性克隆的正确性。

2    结果和分析

2.1    藤黄生孢链霉菌NRRL 2401中吲哚霉素的

鉴定

为了证明藤黄生孢链霉菌NRRL 2401可以产

生吲哚霉素(indolmycin)，我们对该菌进行了发酵

和粗产品分离，并用LC-MS检测了其发酵产物，

从检测结果(图1-A)中可以看出，51.2 min处的峰

与吲哚霉素标准品一致，通过LC-MS对该峰进一

步检测，发现其m/z值为258.1[M+H]+，与吲哚霉

素(相对分子质量为257.1)加氢后一致。同时，其

二级质谱碎片峰的m / z值也与吲哚霉素一致

(图1-B)。此外，HPLC检测时，吲哚霉素标准品

出现了UV吸收光谱和m/z值都与吲哚霉素相同的

两个峰(图1-A)，其中左侧是天然吲哚霉素，右侧

是与天然吲哚霉素立体构型不同的同分异构

体 [ 2 2 ]，这些结果证实藤黄生孢链霉菌N R R L
2401产生了吲哚霉素。

2.2    藤黄生孢链霉菌NRRL 2401抗性测定结果

为了构建藤黄生孢链霉菌NRRL 2401的遗传

操作系统，需要检测该菌对常用抗生素的抗性情

况。首先，在不含抗生素的SFM平板[15]上培养，

发现培养2 d后开始长出白色气生菌丝，4 d时，可

见气生菌丝并分布到整个平板上。据此，在分别

含有3种浓度的氨苄青霉素、氯霉素、卡那霉素、

壮观霉素、硫链丝菌素、阿泊拉霉素的抗性平板

上进行藤黄生孢链霉菌NRRL 2401培养，4 d后，

观察到菌体生长情况列于表1，在1×浓度时，氨苄

青霉素中长出约50个白色菌落，壮观霉素中长出

2–5个白色菌落，其他几种抗生素中均未长出白色

菌落；在0.1×浓度时，所有抗生素中均长出白色

菌落，但是在硫链丝菌素中仅仅得到1–5个白色菌

落，卡那霉素和阿泊拉霉素中长出10–20个白色菌

落，氯霉素中生长出30–60个白色菌落，其他抗生

素中均生长出约 2 0 0个以上白色菌落；而在

0.01×浓度时，所有抗性平板中均长出至少150个
白色克隆。由此我们可以判定该菌对卡那霉素、

阿泊拉霉素、硫链丝菌素、氯霉素都比较敏感，

在后续实验中可以将这几种抗生素的抗性基因作

为构建突变株的筛选标记使用，并可以用相应的

1×浓度抗生素实现成功筛选。
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2.3    接合转移结果

大肠杆菌和链霉菌属间接合转移是目前构建

链霉菌遗传操作系统最常用的方法之一。本研究

选用的pPM927和pSET152为整合型载体，其中含

有int基因，可以将外源片段直接插入到染色体

上，pJTU1278是由pHZ1358改造而来的复制型载

体。两种类型的质粒各有优点，适合不同的条件

下使用。在接合转移平板培养3 d后，接合子生长

数量如图2-A，3种质粒均可以成功转入藤黄生孢

链霉菌NRRL 2401，其中pSET152平板上的接合

子最多，转化效率较高，而pJTU1278与pPM927
接合子相对较少，转化效率较低。将得到的接合

子重新转接入相应抗性的高氏培养基[15]培养，均

可以在2 d后长出白色菌落，说明该接合子是正确

的，并在7 d后开始产生灰色孢子。每种接合子随

机挑选 3个单菌落液体培养后进行P C R验证

(图2-B)，含有阿泊拉霉抗性基因aac(3)IV的接合

子可以得到大小为200  bp的PCR产物，含有硫链

丝菌素抗性基因 t s r的接合子可以得到大小为

508 bp的PCR产物，所有接合子的PCR产物大小均

与理论值相符，这进一步说明了p S E T 1 5 2、

pJTU1278与pPM927都成功转入了链霉菌中。因

此，我们可以在后续的实验中选用这3种质粒作为

载体，对藤黄生孢链霉菌NRRL 2401进行遗传操

作和改造。

表1.  藤黄生孢链霉菌NRRL 2401的最小抑菌浓度测试

Table 1.  Minimum inhibitory concentration test of S. luteosporeus NRRL 2401

Antibiotics Concentrations for storage/
(mg/mL)

Concentrations for use

1× 0.1× 0.01×

Ampicillin 100 + ++ ++

Chloramphenicol 25 – + ++

Kanamycin 100 – + ++

Spectinomycin 50 + ++ ++

Thiostrepton 25 – + ++

Apramycin 30 – + ++

–: no colony; +: 0–100 colonies; ++: more than 100 colonies.

图 2.   不同质粒对藤黄生孢链霉菌NRRL 2401的接合

转移效率

Figure 2.  The conjugal transfer of shuttle plasmids into
S.  luteosporeus  NRRL  240.  A:  The  conjugation
frequency  of  pPM927,  pSET152  and  pJTU1278.  B:
PCR identification of conjugants: lane 1-3, NRRL 2401:
: pSET152; 4-6, NRRL 2401: : pPM927; 7-9, NRRL
2401/pJTU1278;  V1,  pSET152;  V2,  pPM927;  V3,
pJTU1278; G, wild type; M, 1 kb Plus DNA Ladder.
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2.4    Fosmid文库构建

为了获得高质量的基因文库，获得大小和纯

度合适的DNA片段是关键。本研究中，通过盐析

法提取了藤黄生孢链霉菌NRRL  2401基因组

DNA，取200 ng基因组DNA进行小量预实验评估

了移液器吹打次数对打断DNA的影响(图3-A)，电

泳检测显示，1000次吹打得到的基因组DNA主要

聚集在40 kb左右。随后，用4 μg DNA进行打断，

并电泳回收40 kb左右条带，最后对回收片段进行

检测(图3-B)。从图中可以看出，回收片段大小在

35–48 kb之间，能够满足构建基因文库的要求。

回收的DNA片段与pCClFOSTM连接，用包装蛋白

包装后，转染大肠杆菌EPl300TM-T1R，从而获得

了藤黄生孢链霉菌NRRL 2401基因文库。

2.5    文库的质量鉴定

根据滴度计算公式得出本研究所建文库滴度

为3.1×106 CFU/mL，有较大的库容量。随机挑选

2880个克隆建库。从中随机选取12个克隆，提取

质粒，用BamH I酶切后，电泳检测(图3-C)。图中

8 kb左右的条带为载体pCClFOSTM被BamH I酶切

后产生的片段，估算插入片段大小约为30–40
kb，平均大小约为35  kb，空载率小于1%。假设

藤黄生孢链霉菌基因组大小为7 Mb，根据公式计

算得出文库覆盖率为 9 9 . 9 9 % ，覆盖基因组

16.5倍。这些数据表明本研究所构建的基因文库

质量较高，能够满足后续克隆次级代谢产物生物

合成基因的实验需求。

2.6    吲哚霉素生物合成基因簇的初步筛选

要获得抗生素生物合成基因簇，必须设计较

为特异的引物对文库进行筛选。根据吲哚霉素的

结构[23–24]及其喂养实验[19]结果推测，其生物合成

途径中存在一个色氨酸β-C甲基转移酶[25]，这一类

酶目前发现的有maremycin生物合成途径中的

marI基因(ID:AHJ60978.1)，streptonigrin生物合成

途径中的stnQ1基因[26](ID:AFW04573.1)，它们的

序列同源性很高(一致性达到78%)。利用它们相应

蛋白质中的保守氨基酸位点 (上游保守区为：

F 1 5 2 G 1 5 3 Y 1 5 4 L 1 5 5 D 1 5 6 V 1 5 7，下游保守区为：

M312S313F314M315F316L317，氨基酸位置均以StnQ1序
列为参考)，设计简并引物[27–28]，以藤黄生孢链霉

菌NRRL 2401基因组DNA为模板，用该简并引物

进行PCR，对PCR产物进行测序，测序结果证实

PCR产物为甲基转移酶片段，根据测序序列，设

计得到一对筛选文库引物。随后，用该筛选文库

引物进行基因文库筛选，通过板池-行池-单克隆

三轮筛选，筛得4G7、8F2、8H6、9G1、15B9、

图 3.   基因组文库中吲哚霉素生物合成基因的PCR
筛选

Figure  3.   Construction  of  genomic  library  of  S.
luteosporeus NRRL 2401. A: lane 1-4, fragmentation of
genomic  DNA  by  shearing  800,  1000,  1200,  1400
times; M, Lambda Mix Marker. B: lane 1, the recovered
DNA fragments used for genomic library; M, Lambda
Mix Marker. C: lane 1-12, analysis of DNA fragment
inserted  into  the  fosmid of  the  constructed  genomic
library by BamH I digestion; M, 1 kb Plus DNA Ladder.
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16E1、21C6、22D3、26C7共9个阳性克隆(图4)。
这些克隆初步定位了吲哚霉素生物合成基因簇的

位置，为后续确定吲哚霉素生物合成基因簇提供

了线索。

3    讨论

本研究在对藤黄生孢链霉菌NRRL 2401进行

发酵和产物分离后，检测到了吲哚霉素的产生。

同时，我们在用LC-MS检测的过程当中，发现

55.6 min处的峰m/z值为229.0[M+H]+，与该菌的另

一种产物硫藤黄素(相对分子质量为228.0)加氢后

一致，但是，此峰却极低，这可能是因为我们目

前采用的发酵分离条件或者检测方法不适合于硫

藤黄素，后续实验中还需进一步优化其发酵分离

条件和检测方法。此外，在对藤黄生孢链霉菌

NRRL 2401粗产品进行检测的过程中，我们发现

除了硫藤黄素和吲哚霉素的HPLC峰外还有许多其

它的信号峰，这表明藤黄生孢链霉菌N R R L

2401的发酵产物中还蕴含着更多的天然产物，有

待我们进一步的探索和研究。

一个稳定高效的遗传操作系统和一个高质量

的基因文库是开展微生物次级代谢产物生物合成

基因簇研究的重要基础。本研究中，pSET152、

pJTU1278与pPM927能通过属间接合转移的方

法，转入藤黄生孢链霉菌NRRL 2401，为后续的

次级代谢产物生物合成基因的基因敲除、基因回

补、基因置换等多种基因水平上的操作建立了基

础。另外，本研究还尝试了机械打断法进行高质

量的基因文库构建。在构建文库时，通过实验确

定了合适的机械打断次数，最终获得了40 kb左右

的DNA片段。同时，选择合适的载体也是构建基

因文库的重要环节，本研究选择的pCClFOSTM载

体可连接35–45 kb的DNA片段，符合研究链霉菌

中次级代谢产物生物合成基因簇的要求。在文库

保藏时，它是以单拷贝的形式存在于宿主菌中

的，这大大提高了所建基因文库的稳定性。同

时，该质粒上也有一个复制起始位点oriV基因，

在EPl300TM中的trfA基因被阿拉伯糖诱导表达时，

它就会在trfA基因的调控下开始复制功能，成为高

拷贝质粒，使得后续的实验操作更加方便。因

此，在使用该质粒建库的过程中，我们不需要用

特定限制性内切酶酶切基因组DNA而是可以直接

进行机械打断。这不仅简化了实验步骤，还提高

了基因文库的随机性。

以PCR引物为探针从基因文库中筛选基因簇

既可以做到准确灵敏，又能做到快速简单，是一

种非常高效的基因文库筛选方法。为提高筛选基

因文库的效率，在基因文库构建过程中，采用同

步构建“板池–行池–单克隆”的三级体系，以便筛

选基因文库进行分级PCR。本研究在进行PCR时

选用了菌落PCR的方法，该方法节省了提取质粒

的时间，大大提高了筛选基因文库的效率。但

是，在实验过程中，有时会出现目标条带随着

PCR的进行而丢失的现象，这个问题可以通过提

高菌液浓度和增加重复试验来解决。最近，硫藤

黄素[29]和吲哚霉素[30]的生物合成基因簇分别在不

同的菌中被发现，参考已经被报道的生物合成基

因簇设计筛选基因文库的引物，可以更加有目的

地的找到藤黄生孢链霉菌NRRL 2401中的相应基

图 4.  基因组文库中吲哚霉素生物合成基因的PCR筛选

Figure  4.   PCR  screening  for  possible  indolmycin
biosynthesis genes from the genomic library. lane 1-9:
fosmid 4G7, 8F2, 8H6, 9G1, 15B9, 16E1, 21C6, 22D3,
26C7; G: the genomic DNA of S. luteosporeus NRRL
2401 as PCR templates; M: 1 kb Plus DNA Ladder.
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因簇。根据Streptomyces griseus ATCC 12648中吲

哚霉素生物合成途径，可以进一步分析控制吲哚

霉素核心环结构合成的Ind3和在吲哚霉素生物合

成过程中就起着“开关”的作用的Ind6，更加有针

对性地进行基因簇的克隆和改造。
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Genetic manipulation system and genomic library of
Streptomyces luteosporeus NRRL 2401

Xueqing Cheng, Tao Zhu, Zixin Deng, Delin You*

State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences & Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University,
Shanghai 200240, China

Abstract: [Objective] To clone the biosynthetic gene clusters for secondary metabolites, we developed the genetic
modification system and constructed a genomic library of Streptomyces luteosporeus NRRL 2401. [Methods] The
genetic modification system was developed by using conjugal transfer vectors pSET152, pPM927 and pJTU1278
which were transferred from Escherichia coli  ET12567/pUZ8002 to S. luteosporeus.  The genomic library of S.
luteosporeus NRRL 2401 was constructed by the fosmid vector pCClFOSTM, with E. coli EPl300TM-T1R as the host
strain. A PCR-based method was then developed for screening the biosynthetic gene clusters of secondary metabolites
in the constructed genomic library. [Results] Vectors pSET152, pPM927 and pJTU1278 were successfully transferred
into S. luteosporeus for genetic modification, with pSET152 presenting the highest transformation efficiency. The
constructed genomic library of S. luteosporeus NRRL 2401 contained 2880 clones with an average –35 kb inserted
DNA fragment in each clone, indicating the 99.99% coverage of the genome in the library. In this genomic library, we
detected  9  clones  containing  possible  indolmycin  biosynthesis  genes  by  the  PCR-based  screening  method.
[Conclusion] A stable, efficient genetic modification system and high-quality genomic library could be used for
discovery of the biosynthetic gene clusters for secondary metabolites in S. luteosporeus NRRL 2401.

Keywords: Streptomyces luteosporeus, conjugal transfer, genomic library, PCR-based screening
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