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两种外源二型硫酯酶 TE II对链霉
菌 NRRL8165产生阿维菌素的影响
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摘 　要 :利用接合转移的方法将不同来源的二型硫酯酶 ( TE II, type II th ioeste rase)导入链霉菌 S.

averm itilis N RRL 8165中构建了两种突变株 ,同时研究比较了两种突变株与野生型在等量发酵时阿

维菌素产量的变化。结果表明 :导入 Tetroca rc in A 的 TE II突变株阿维菌素的产量提高了 96. 52% ;

导入氯丝菌素 (C h lo ro th ric in)的 TE II突变株阿维菌素的产量提高了 38. 06%。进一步验证了 TE II

对聚酮类次级代谢产物的生物合成具有编辑和纠错功能。
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Effects of Two Heterogenous TE II on Abam ectin Produced by

S trep tom yces averm itilis NRRL8165
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Abstract: Tw o m uta tions w ere construc ted by the con jugation of tw o heterogenous ( TE II) in to S.

averm itilis N RRL 8165. The effec ts of TE II on abam ec tin p roducts w ere dete rm ined by com p aring w ith

the w ild stra in based on the equa lized fe rm enta tion. The resu lts ind ica ted tha t the abam ec tin p roducts

inc reased by 96. 52% and 38. 06% , respec tive ly , af te r the TE II of Te troca rc in A and C hloro th ric in w as

inse rted in to S. averm itilis N RRL 8165 respec tive ly. It fu rther verif ied the func tion of ed iting and erro rs2
co rrec ting of TE II on po lyketide secondary m etabo lic p roduction.
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　　阿维菌素 ( abam ec tin )对防治人、畜及农林作

物的多种寄生虫和昆虫的危害有着重要的意义 ,

其活性组份共有 8 种 , 分别是 A 1a、A 1b、A 2a、

A 2b、B 1a、B 1b、B 2a和 B 2b,其中杀虫活性最好的

是 B 1a,因此阿维菌素的生产一般都以 B 1a来定

量。

目前 S. ave rm itilis菌体总基因簇已经过全测

序 , 且科学家已对整个基因簇进行了详细的分
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析 [ 1, 2 ] 。 Ikeda等使用柯斯质粒文库和 aveD 基因 ,

运用染色体步移技术鉴定了与阿维菌素合成相关

的主要基因簇 [ 3 ]
,包含 82. 0 kb 染色体区域 ,涉及

18个开放阅读框架 (O R F) 。中心区 4个阅读框架

为聚酮合成酶 ( p o lyke tide syn thase, PKS )基因 ,分

为 ave A12ave A2和 ave A32ave A4两组 ,其编码的

PKS负责合成阿维菌素的聚酮部分。经分析该基

因 簇 中 不 包 括 二 型 硫 脂 酶 ( TE II, typ e II

th ioeste rase) 。

在聚酮合酶 ( PKS ) 和非核糖体聚肽合酶

(N R PS )的基因簇中广泛存在着 TE II编码基因。

氨基酸序列同源性比对显示 , TE II属于 α/β水解

酶超级家族的成员 , 具有该家族特征的 Ser2A sp 2
H is三联体催化活性位点 ( ca ta ly tic triad ) [ 4 ] 。 TE II

基因缺失导致聚酮 ( PK )或非核糖体合成聚肽

(N R P)的产量显著降低 [ 5～7 ]
,从而预示 TE II与产

物的合成效率相关。 TE II并非生物合成过程中不

可缺少的单元 , 但其具有纠错功能。 2001 年

M iche lle等人 [ 8 ]通过研究 I型 PKS合成泰勒霉素

( ty los in)过程中的一个 TE II (即 Ty lO )的作用 ,第

一次阐明了 TE II的作用机制。 TE II的作用是水

解延伸过程中异常脱羧单元与 A C P结合的酰基 2
N 2乙酰基半胱胺硫酯 ,使得链的延伸能够正常进

行 [ 8 ] 。

X ue等 [ 9 ]于 1998年在紫霉素 ( V iom yc in )中

发现了第一类 PKS 机制中编码 TE II 的基因

p ikAV ,通过中断该基因发现苦味霉素的产量降低

了 5%。1999 年 Tang等 [ 10 ]成功利用 S trp tom yces

lividans异源表达了苦霉素 ( p ic rom yc in)和酒霉素

(m e thym yc in) ,并且发现导入 P ikTE II基因后苦霉

素的产量提高了 3～4倍。但有趣的是基因缺失

实验证实 P ikAV与苦霉素的合成效率无关 [ 9 ] 。最

近 Zhou等 [ 11 ]研究了有关链霉菌 S trep tom yces sp.

FR 2008中杀假丝菌素 ( cand ic id in )的生物合成 ,发

现将其内部的 TE II中断后该抗生素产量下降了

90%。目前普遍认为 TE II存在的意义是在 PKS

或 N R PS合成过程中行使纠错功能 ,即清除不能被

PKS或 N R PS 延伸利用的中间产物 , 例如乙酰 2
A C P (或 PC P) 。

以上已有研究结果表明 , TE II能够影响相应

次级代谢产物的产量。基于该理论以及前人的研

究 ,笔者利用不同来源的 TE II对阿维菌素野生菌

株进行了改造 ,研究其对阿维菌素产量的影响 ,以

期验证 TE II对阿维菌素结构中 PKS 合成的编辑

和纠错功能。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1 　菌株与质粒 　S. ave rm itilis N RRL 8165

菌株由上海交通大学提供 , 常规克隆宿主菌大

肠杆菌 E. co li D H 5α、接 合 转 移 供 体 菌 E. co li

ET12567、红霉素合成启动子 pLL 6124、表达载体

p TGV 2和克隆载体 pG EM 23zf均为上海有机化学

研究所生命有机实验室保存。

1. 1. 2　仪器与试剂 　A g ilen t 1100 Se ries型高效

液相色谱仪 (美国 A g ilen t 公司 ) 、N uc leosil C18

H PL C柱、PCR 扩增仪 (美国 Perk in2E lm er公司 ) 、

培养箱 (上海一恒科技有限公司 ) 。

限制性内切核酸酶购自 N ew Eng land B io lab.

和 Taka ra公司 , DNA m aker、DNA 聚合酶购自北

京鼎国生物技术公司 ,其他常用生化试剂购自华

美生物工程公司和生工生物工程公司 ; 化学试剂

均为国产分析纯。 PCR 实验所需的核苷酸引物由

上海生物工程技术有限公司合成。克隆载体试剂

盒 ( pG EM
µ 2T Easy V ec to r System s)购自 Prom ega

公司。测序由上海英俊生物技术有限公司和上海

美季生物技术有限公司完成。

1. 1. 3 　培养基 　LB 培养基 , YEM E 培养基

(L
- 1 ) :酵母提取物 3 g、蛋白胨 5 g、麦芽提取物

3 g、葡萄糖 10 g、蔗糖 200 g,调节 pH = 7. 5,用双

蒸水定容到 1 L。灭菌后加入 2 mL 2. 5 m o l /L 的

六水合氯化镁溶液 (终浓度 5 mm o l /mL )用于阿维

链霉菌以及突变株的液体培养。M S培养基 (生孢

子培养基以及发酵培养基 ) :琼脂 2% (质量浓度 ,

其余同 ) 、甘露醇 2%、黄豆饼粉 (康明威 ) 2%。

1. 2　方法

1. 2. 1 　DNA 的提取、纯化和回收 　参照 C hen

等 [ 12 ]的方法进行。

1. 2. 2　质粒构建

1 ) pN TT208206212 是以 TCA TE2F: TTTAA G 2
CTTTGACCGA TCCCGACGA TG 和 TCTE2R: TTT2
TCTAGAGGTGCGCGAAGGAGGA TG 为引物 , 以小

单孢菌 M icromnospora cha lcea 中 含 Tetrocarcin A

TEII
[ 13 ]的质粒为模板 PCR 扩增出来的序列 , 经

H ind III + Xba I双酶切后连入经同样酶切处理的

pG EM 23zf而形成的质粒。

2 ) pN TT208206214 是 以 CHL TE2f: TTTAA 2
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GC TTA GCGGA CCAA GCA TTTCG 和 CHL TE2R:

TTTTCTAGA TACCGTACAGGCGTTTGG为引物 ,以

抗生链霉菌 S trep tom yces an tib io ticus 40725 中含

C h lo ro th ric in TE II
[ 14 ]的质粒为模板 PCR 扩增出来

的序列 ,经 H ind III + Xba I双酶切后连入经同样酶

切处理的 pG EM 23zf而形成的质粒。

3 ) p TGV 22E是将 pLL 6124经过 EcoR I + Xba I

双酶切得到的红霉素启动子片段插入利用 EcoR I

+ Xba I双酶切的 p TGV 2中构建的表达载体。

4 ) pN TT2082062161 是 由 pN TT208206212 经

H ind III + Xba I双酶切得到目的序列后连入经同样

酶切处理的 p TGV 22E而形成的质粒。

5 ) pN TT208206219 是 由 pN TT208206214 经

H ind III + Xba I双酶切得到目的序列后连入经同样

酶切处理的 p TGV 22E而形成的质粒。

1. 2. 3　S. ave rm itilis N RRL 8165和大肠杆菌属间

的接 合 转 移 　取 - 80℃冻 存 的 S. ave rm itilis

N RRL 8165孢子 300μL ,解冻 , 50℃热激 10 m in,

37℃下培养 3～5 h,作为受体细胞 ;将构建的质粒

p TGV 22E、pN TT2082062161、pN TT208206219 分别

导入 E. co li ET12567, 37℃培养至 OD 600 = 0. 4～

0. 6,作为供体细胞 ;将 700μL 的受体细胞与等体

积的供体细胞混匀 ,直接涂布在含 M S培养基的平

板上 ; 30℃培养 16～20 h,用无菌水轻轻洗涤平板

表面 ,以洗去大部分大肠杆菌 ;在每块平板的表面

覆盖含萘啶酮酸 ( na lid ix ic ac id )和适量硫链丝菌

素 ( Th iostrep ton ) (终浓度均为 50 ng /μL ) , 30℃

培养 5 d以上挑取接合子。对应的接合子分别为 :

S. ave r TE0、S. ave r TE1、S. ave r TE2。

1. 2. 4 　S. ave rm itilis N RRL 8165总 DNA 的提取

　参照文献方法 [ 15 ]进行。

1. 2. 5　S. ave rm itilis N RRL 8165以及突变株的发

酵 　接种 S. ave rm itilis N RRL 8165以及突变株于

3 mL 的 YEM E 培养基中 , 30℃摇床试管培养

36 h;取等体积的培养物 ,离心 ,弃上清液 ,余下的

菌丝体称湿重 ,计算原培养物中的菌体浓度 ;将其

等量接种在 M S 培养基上 (突变株的发酵需要添

加终浓度为 25 ng /μL 的硫链丝菌素 ) ,于 30℃下

生长 7 d;收集并切碎培养物 (每平板 20 mL ) ,用

等体积的甲醇于 4℃避光浸泡过夜 ;离心或用滤纸

去掉菌体和培养基等各种残渣 ,剩下的液体浓缩

至 500μL。

1. 2. 6　H PL C检测 　取溶于甲醇的发酵液提取物

20 L进样 ; N ucleosil C18 HPLC柱 (250 cm ×4. 6 mm ,

5μm ) ; 检测波长 246 nm;流动相为 H2 O 2CH3 O H

= 15∶85 (体积比 ) ; 流速 0. 85 mL /m in。

2　结果与分析

2. 1　氯丝菌素、Tetrocarc in A及阿维菌素中 TE II

在聚酮合成中的作用

其聚酮合成途径见图 1。由图 1可知 ,氯丝菌

素 ( C h lo ro th ric in)和 Tetroca rc in A 的生物合成过程

中均有 TE II,而在阿维菌素的生物合成过程中并

没有发现有功能的 TE II。基于这一前提以及前人

有关 TE II的报道 ,笔者决定利用 C h lo ro th ric in和

Te troca rc in A 的 TE II来研究外源 TE II对阿维菌素

产量的影响。

2. 2　含有不同 TE II的重组质粒、突变株及其鉴定

pN TT2082062161是含有 Tetroca rc in A TE II的

质 粒 ; pN TT208206219 是 含 有 S trep tom yces

C h lo ro th ric in TE II的质粒。这两种质粒经过酶切

鉴定是正确的。

通过接合转移构建了 3种不同的突变株 ,分别

为 S. ave r TE0: 将 p TGV 22E 导入 S. ave rm itilis

N RRL 8165构成的突变株 , S. aver TE1:将 pN TT2082
062161导入 S. aver2m itilis N RRL 8165构成的突变

株 , S. ave r TE2:将 pN TT208206219导入 S. averm itilis

NRRL 8165构成的突变株。

通过提取 S. ave r TE0、S. ave r TE1、S. ave r

TE2 3种突变株的总 DNA ,并利用相应的引物进

行 PCR扩增鉴定其是正确的。

2. 3　发酵结果

野生型与突变株的等量发酵 (发酵的菌丝体

量均为 1. 013 4 g) H PL C检测结果如图 2所示。

H PL C检测分析发现 ,野生型与突变株均有阿

维菌素的 4种组份 (A 2a、B 1b、B 1a、A 1a)生成。通

过面积积分的方法比较产量的变化发现 :突变株

S. ave r TE0与野生型发酵所产生的阿维菌素的总

量相当 ,表明空载体对于阿维菌素的产量没有影

响 ;突变株 S. ave r TE1与 S. ave r TE0相比 , 4种阿

维菌素组份的总产量提高了 96. 52% , 表明导入

M icrom nosp o ra cha lcea中 Tetroca rc in A 的 TE II使

得阿维菌素的总产量得到了提高 ; 突变株 S. ave r

TE2与 S. ave r TE0相比 , 4种阿维菌素组份的总

产量 提 高 了 38. 06% , 表 明 导 入 S trep tom yces

an tib io ticus 40725中 C h lo ro th ric in的 TE II也使得

阿维菌素的总产量得到了提高 ,但提高的程度不
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图 1　三种抗生素的聚酮合成骨架

Fig. 1　The p o lyke tide syn thases of th ree an tib io tics

A 为氯丝菌素 [ 15 ]生物合成中的聚酮骨架 ; B 为 Tetrocarc in A [ 14 ]生物合成中的聚酮骨架 ; C为阿维菌素 [ 3 ]生物合成中的聚酮骨架

A. The po lyketide syn thases of ch lo ro th ric in; B. The polyketide syn thases of tetrocarc in A; C. The po lyke tide syn thases of abam ectin

及导入 M icrom nosp o ra cha lcea中 Te troca rc in A 的

TE II。

3　讨论

本研究通过构建异源 TE II的突变株以及其与

野生型对比发酵分析得知 , TE II选择性地水解清

除聚酮链延伸过程中不可以利用的中间产物 ,从

而确保了聚酮的合成效率。阿维菌素生物合成基

因簇中不含 TE II,但它可以利用外源的 TE II提高

其产量。在聚酮合酶 ( PKS )或非核糖体聚肽合酶

623
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图 2　突变株的 HPLC检测图

Fig. 2　H PL C ch rom atog ram of m u ta tions

A. S. aver TE1; B. S. aver TE0; C. S. aver TE2

a. A 2a 9. 378 m in; b. B 1b 10. 531 m in;

c. B 1a 13. 674 m in; d. A 1a 17. 286 m in

(N R PS )的催化反应过程中 ,会不可避免地产生一

些不能被 PKS 或 N R PS 延伸所利用的中间产物 ,

例如乙酰基和丙酰基 [ 16～20 ]
,因此 ,需要一个硫脂

酶把这些无用的中间产物通过水解硫脂键反应从

A C P (或 PC P)上清除 ,从而确保聚酮或聚肽生物

合成的高效运转。目前已在许多 PKS或 N R PS基

因簇中发现了额外的硫酯酶编码基因 ,即二型硫

脂酶 ( TE II)基因 ,这正契合了纠正 PKS 或 N R PS

合成过程中潜在错误的需求。阿维菌素产量提高

的主要原因是 TE II具有纠错功能 ,它能够水解阿

维菌素生物合成过程中聚酮合成酶中与 A C P错误

结合的单元 ,保证链的延伸正常 ,从而使阿维菌素

的合成得以顺利进行 ,最终表现为阿维菌素的产

量比野生型有所提高。这与前人的一些研究结果

相符。如 Yuk iko等人 [ 21 ]报道了在 Am yco la top s is

m ed ite rrane i S699中将利福霉素 ( rifam yc in )生物

合成过程中的 r ifR基因敲除后利福霉素的产量降

低了 30% ～60% ,其中 r ifR基因即是利福霉素生

物合成过程中的 TE II; B u tle r等人 [ 22 ]研究了泰勒

霉素生物合成中 TE II的作用 ,发现敲除 TE II后产

量降低了 85% ,回补后产量恢复。

在 PKS和 N R PS 合成途径中 , TE II的功能似

乎是不可或缺的 ,这是因为在很多 PKS 和 N R PS

基因簇中都发现存在 TE II基因 [ 10, 11, 23～26 ]
; 而且在

这些 PKS和 N R PS合成途径中都存在着内在的出

错机制 ,需要 TE II行使修复功能 [ 6, 7, 27, 28 ] 。同时也

发现在另外一些 PKS 或 N R PS 基因簇中不存在

TE II基因 [ 8, 29 ]
,估计这一空缺可以被染色体上其

他同类基因簇中的 TE II回补。现已发现许多链霉

菌染色体上存在多个基因簇 ,其中就包括 PKS和

N R PS类型的基因簇 [ 30～33 ]
,某些同类基因簇之间

可能存在一些功能上的互补关系。显然 ,对 TE II

的有效操作可以被用于促进 PKS或 N R PS类抗生

素的生物合成效率 , 从而为商业化生产该类抗生

素提供了潜在的可能性。
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