
!" 卷 # 期

#$$# 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$#

收稿日期：#$$!0$"0!1，修回日期：#$$!0!$0#%。

" 通讯作者。 23(："40!$0445%!"$5；6,7："40!$04"#!18#!；90:,;(：:,<=>?@A(;.) AB,) C3B

合成酮内酯类 !"脱氧"!"羰基"红霉内酯 #
糖多孢红霉菌 $ 的构建

张部昌!，# 赵志虎! 王以光% 马清钧!"

!（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !$$"1$）

#（安徽大学生命科学学院，合肥 #%$$%5）

%（中国医学科学院医药生物技术研究所，北京 !$$$1$）

摘 要 大环内酯类抗生素基因工程是近年来研究的一个新领域，迄今已合成了 !$$ 多种新的聚酮类化合物。以

糖多孢红霉菌 D##4 基因组 E*D 为模板，用重叠 FGH 方法扩增出去除 IH4 酶域 E*D 的约 %J#KA E*D 片段，克隆于

?LM+% 载体，构建了同源重组质粒 ?LM+##$!。F9N 介导原生质体转化法将 ?LM+##$! 转入糖多孢红霉菌 D##4，

并整合于染色体红霉素合成基因位点。整合体在 H%+ 斜面上生长两代后，制备原生质体涂 H%+ 平皿。利用 FGH
鉴定筛选出 " 株 IH4 敲除的突变体糖多孢红霉菌 +（!0"）。O,APF3. 6,A 质谱鉴定，证实糖多孢红霉菌 +! 合成了 %0
脱氧0%0羰基0红霉内酯 Q，一种新的酮内酯类化合物。
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红霉素及其衍生物是临床上具有广泛应用的一

类抗生素，第一代红霉素易为酸降解及产生耐药性，

已很少使用；通过化学修饰改造的第二代红霉素，如

罗红霉素、克拉霉素、阿奇霉素、地红霉素等可以克

服红霉素酸降解的不足，目前在临床上正广泛地应

用，但无法克服耐药性仍是其最大缺点［!］；现在正在

推向市场上的第三代红霉素是以 23(;B/-’:S.;C［# T U］

为代表的酮内酯类，它也是使用化学修饰对红霉素

结构进行了改造。酮内酯类抗生素结构上最大特点

是在红霉素大环内酯的 G0% 位用羰基取代糖基。研

究表明［U］，酮内酯类抗生素不仅可以使这一类抗生

素结构稳定，而且对许多耐药菌具有活性。

大环内酯类抗生素基因工程是近年来兴起的一

个新的研究领域，这很大程度上得益于对红霉素生

物合成分子生物学的认识［1］：红霉素的生物合成可

分为两个阶段，一是大环内酯环（40V9Q）的合成；二

是对大环内酯环的结构修饰，包括糖基化、羟基化和

甲基化。大环内酯环的生物合成由一个复合酶系

———聚酮合成酶（F’(SK3B;V3 PSCB/,P3，FIW）催化完成。

FIW 由 % 条肽链（E9QW!、E9QW# 和 E9QW%）组成，每

条肽链包括两套相似而相对独立的多个酶域，每套

酶域称为一个模块（+’V@(3，+）。每个模块中都有 %
个共同的酶域：酮酰合成酶（IW）、酰基转移酶（D2）

和酰基载体蛋白（DGF），每个模块中还可能包括酮

还原酶（IH）、脱水酶（EM）和烯酰还原酶（9H）修饰

酶域。此外，在模块 ! 的氨基端有一个由 D2 和 DGF
组成的负载域（XE），负责结合第一个小分子羧酸；

在模块 4 的羟基端还有一个硫酯酶域（29），负责将

长链脂肪酸从 FIW 上水解下来，并与 FIW 其它部分

共同将长链脂肪酸环化成大环内酯环。如同饱和脂

肪酸合成一样，大环内酯环也是由简单的羧酸（! 个

丙二酸和 4 个甲基丙二酸）经缩合延伸而形成的，每

个模块催化一次碳链的延伸和修饰。与饱和脂肪酸

合成不同的是，由于每个模块中修饰酶域的组成不

同，每次延伸所形成的酮基就可能为酮基、羟基或次

甲基。不仅每条肽链和每个模块的功能独立，而且

每个酶域的功能也相对独立。每个酶域的功能顺序

与染色体上的基因顺序是相对应的。据此，可以在

基因水平上通过增加或减少模块和酶域，以及用其

它相似 FIW 中酶域替换来合成新的化合物。迄今



为止，通过这种途径已经合成了 !"" 多种“非天然”

的天然化合物［# $ %］。

本文利用染色体同源重组方法，在糖多孢红霉

菌染色体上敲除了红霉素合成基因中 &’# 区域，构

建了 糖 多 孢 红 霉 菌 (（ !"##$"%&’&()*’&%" +%),$%"+"
(）。该菌株可合成自然界中从未发现的酮内酯类

化合物)*)脱氧)*)羰基)红霉内酯 +，有望进一步用生

物或,和化学方法修饰成为酮内酯类抗生素药物。

! 材料与方法

! "! 菌种和质粒（见表 !）

表 ! 本研究使用的菌株和质粒

#$%&’ ! ()*$+,- $,. /&$-0+.- 1-’. +, )2+- -)1.3

-./0123 024 56037143 -89/:; < :=0/0:.;/13.1:3
-./0123

! > +%),$%"+" ?@@# ? A1B. B/87 C/8B >D?EF G F，5/849:12A ;/H.=/87H:12
! > +%),$%"+" I!)I!% J=13 3.94H
- > #&(. KJ !@L#M ? A1B. B/87 C/8B >D?EF G F［N］

- > #&(. OPL! &;5. 12 .=13 60Q8/0.8/H［!"］

/ > *01,.(.* CR+!!" &;5. 12 .=13 60Q8/0.8/H，3;231.1S; .8 ;/H.=/87H:12>
! > +%),$%"+" (!)(% J=13 3.94H

C6037143
5DP(*（5T-L） ? A1B. B/87 C/8B >D?EF G F［!!］

5RT)J C9/:=03;4 B/87 +18O;S)J;:=> -:1;2:.1B1:
< J;:=21:06 T8>，U.4，4;/1S;4 B/87 5RT!N

5RT@@"! J=13 3.94H
5DP(@@"! J=13 3.94H

! "4 培养基、缓冲液和试剂

U+ 培养基按 -07Q/88V 方法［!"］，J-+ 培养基按

P85W884 方法［!@］，CKF**L")J 缓冲液和改进 C 缓冲

液按 G07078.8 方法［!*］，’*( 培养基按 -977;/3 方

法［!X］。

硫链丝菌肽（J=183./;5.82，J3/）、CKF**L" 为 -1A)
70 公司产品，溶菌酶为 Y69V0 公司产品，蛋白酶 & 为

?(’K-TZ 公司产品，CKF!""" 为 (K’T&)-:=9:=0/4.
公司产品，J-+ 为 O[YTZ 公司产品，限制酶，JXOE?
连接酶为 +1860Q 公司产品，5B9 OE? 聚合酶为上海生

工公司产品，J0\ OE? 聚合酶为 (+[ 公司产品，长片

段 OE? 聚合酶（K]5024 U82A J;7560.; CT’ -H3.;7）为

’8:=; 公司产品，OE? (0/V;/ OU@ """ 为大连宝生物

公司产品，质粒纯化试剂盒和 CT’ 纯化试剂盒为

C/87;A0 公司产品。

! "5 实验方法

!656! 大肠杆菌的培养、质粒酶切、连接、转化等按

-07Q/88V 方法［!"］；质粒提取、CT’ 产物纯化按 C/8)
7;A0 产品说明书进行。

!6564 糖多孢红霉菌 ?@@# 的培养和总 OE? 的提

取：按 P85W884 方法［!@］进行。

!6565 糖多孢红霉菌 ?@@# 原生质体制备和转化：

按 G07078.8 方法［!*］和 -977;/3 方法［!X］进行。

!6567 5DP(@@"! 质粒的构建：

（!）CT’ 引物的设计：为敲除红霉素合成基因中

&’# 酶域，在其两侧各扩增一个片段，相当于文献

［!L］序 列 中 LN*MQ5 $ MMX*Q5 和 %@MLQ5 $ NLN*Q5
（F;2+02V ?::;33182 E8> ^L#!"M）。为了两片段间进

行重叠 CT’ 扩增，片段 ! 的反向引物和片段 @ 的正

向引物均包括片段 ! 的 *_)端和片段 @ 的 L_)端的各

@*Q5 或其互补序列，这样经重叠 CT’ 扩增的 OE?
片段中 &’ 酶域仅保留了 X 个氨基酸（C/8)?60)F6H)
8*9），在重叠引物中将原序列 ?J 换成 :: 是便于酶

切鉴定（2’""），原 (;. 也随之变为 8*9。为了克隆

的方便，在片段 ! 的 L_)端连上 -#&’[ 和 /3(#酶切

位点，在片段 @ 的 *_)端连上 4.54$和 6*,"酶切位

点（引物中斜体部分），同时各随机连上 * 个保护性

碱基。将片段 @ 反向引物中 ? 用 ; 替代以避开基

因中 -#&’"酶切位点。重叠 CT’ 引物为：

片段 !：

正向：L_)J?T 722889 272898 T?JFTFFTJTTJFF?FJTTFT
?FJFF?TF；

反向：L_)TJTF?FFJTFTTFFJFFTT;;FTTTFTTFFTJTTT?
FTJTF?TJTF；

片段 @：

正向：L_)TF?FJTF?FTJFFF?FTTFFTFFFT::FFTT?TTFF
TF?TTJTF?F；

反向：L_)JJT 227988 987927 JT?JF?;JJTTTJTTFTTT?F
TT?F。

先用 CT’ 分别扩增出片段 ! 和片段 @，再以片

段 ! 和片段 @ 为模板，片段 ! 正向引物和片段 @ 反

向引物为引物，合成无 &’# 的基因片段，整个 OE?
片段长约 *‘@VQ。

（@）CT’ 扩增条件：以总 OE? 模板 L%U，O(-Z
L%U，X a @‘L7786,U 4EJC L%U，!" a 5B9 OE? 聚合酶缓

冲液 L%U，水 !"%U，@‘L%786,U 引物 @ a !"%U，5B9 OE?
聚合酶 !%U 加样；NLb L712，（NXb !712，#Lb !712，

M@b @712）a *"，M@b M712 进行片段 ! 和片段 @ 的

扩增。

以片 段 ! 和 @ 模 板 各 @‘L%U，X a @‘L7786,U
4EJC L%U，长片段 OE? 合成酶缓冲液 L%U，水 !"%U，

@‘L%786,U 引 物（片 段 ! 正 向 和 片 段 @ 反 向）@ a
!"%U，长片段 OE? 合成酶 "‘ML%U 加样；NLb L712，

（NXb !712，#Lb !712，#%b L712）a *"，#%b M712；
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进行扩增。

（!）"#$%%&’ 克隆：重叠 ($) 扩增出所需 *+,
片段后，按博大公司产品说明书与 "#$-. 载体相连，

转化大肠杆菌 */0!。

（1）"2/3%%&’ 的构建：将 "#$%%&’ 中外源 *+,
片 段 用 !"#)" 和 $%&4# 酶 切 后 连 于 "2/3!
!"#)"和 $%&4#酶切位点，并转化大肠杆菌 */0!，

获得 "2/3%%&’ 质粒。将从大肠杆菌 */0!抽提出

来的 "2/3%%&’ 质粒，转化大肠杆菌 5.’%067 菌株，

以制备无甲基化修饰质粒，用于糖多孢红霉菌的原

生质体转化。

!"#"$ 染色体整合和染色体二次重组的 ($) 鉴定：

根据 ’() 基因序列［’%］设计鉴定引物为：

正向：08-$$.*++,,- ,.9,$.9,9..99,$,$$,.$9$,；

反向：08-.$.++*-,, 99,,,$9..9,9,9,$.$99.$.9。

正向引物为文献 !00:" ; !7<:"，反向引物为文献

’&<’ ; ’’&1:"，两端分别加上 !"#)"和 $%&4#酶切

位点（斜体）及保护碱基，扩增出来的 *+, 片段长度

76<:"。

根据红霉素合成基因序列［’0］，在 =)6 酶域两侧

选择 ($) 引物为：

正向：08-,,$9.$..$$$99$99$,$$（位于文献序列 7&<&:" ;
7&>>:"）；

反向：08-9.$9,99.,99,$$99,$$$（位于文献序列 <<!&:"
; <<1>:"）。

=)6 未去除的扩增片段长度为 ’ 77&:"，=)6 去

除的 *+, 扩增片段长度为 ’ %!>:"，这样 ($) 方法

很容易鉴定 =)6 酶域是否去除。

!"#"% 发酵液的生物活性测定：过夜培养的枯草杆

菌 (#?’’& 涂布 @? 平皿，放上灭菌滤纸片，在滤纸

上加 ’&$@ 培养 7%A 的糖多孢红霉菌或突变菌发酵

液，放 !7B恒温箱培养 7A 以上。

!"#"& 发酵液中红霉素及其衍生物的提取：0&C@
.D? 发酵液的离心上清液用氨水调 "/ 至 >E& ; >E0，

乙酸乙酯萃取，水浴浓缩。

!"#"’ 发酵液中 !-脱氧-!-羰基-红霉内酯 ? 的质谱

鉴定：按上述方法提取的糖多孢红霉菌 3’ 发酵液

用 FG:H(IJ 质谱仪检测。

( 结果和分析

( )! *+,((-! 外源基因的克隆和序列鉴定

以糖多孢红霉菌 ,%%6 基因组 *+, 为模板，用

($) 先扩增出红霉素合成基因 .)/ =)6 两侧 *+, 片

段，两片段间有 16:" 重叠。再用重叠 ($) 扩增出全

长约 !E%K: 产物。克隆到 "#$-. 载体后进行部分序

列分析，结果表明一个测序反应完成的 0&& 多个碱

基与文献 .)/ 序列［’0］完全一致。

( )( *./0((-! 质粒构建

"2/3! 质粒［’’］为穿梭型质粒，在糖多孢红霉

菌中不能稳定存在，故可将其作为同源重组型质粒。

用 !"#)"和 $%&4#将 "#$%%&’ 外源基因切下后，

连于 "2/3! 质粒相应位点，转化大肠杆菌 */0!获

得了用于同源重组的质粒 "2/3%%&’。为避免宿主

对外源基因的限制性作用，将 "2/3%%&’ 转化大肠

杆菌 5.’%067，得到了无甲基化修饰的 "2/3%%&’
质粒。

( )# *./0((-! 质粒转化和染色体同源重组

将糖 多 孢 红 霉 菌 ,%%6 制 成 原 生 质 体，用

"2/3%%&’ 质粒转化，在含 !&$LMC@ .HN 的 )!3 固体

培养基上进行筛选。因 "2/3%%&’ 质粒在糖多孢红

霉菌中不能复制，只有整合到染色体上才能赋予菌

体 .HN 抗性。从转化平皿的转化子中挑 ’!& 个菌落

涂含 .HN 的 )!3 斜面，有 ’< 个菌落可在 .HN 斜面上

正常生长。接种其中 1 个斜面进行液体培养提取总

*+,，以 ’() 引物进行 ($) 扩增，琼脂糖电泳结果显

示，($) 产物位于 70&:" 和 ’&&&:" 中间（如图 ’），与

预期大小一致，表明 "2/3%%&’ 质粒已整合到染色

体上。

按文献方法［’%］提取转化体中质粒，凝胶电泳

时未见质粒条带，以提取液为模板进行 ($) 扩增，

也未见 ($) 条带。进一步说明转化体中质粒已整

合到染色体上，而不是在菌体中游离存在。

( )1 *./0((-! 质粒在染色体上整合位点的确定

红霉素合成基因 .)/ 在染色体上成簇存在，而

且 (=D 基因（ .)/+）与部分糖合成酶基因（ .)/$%，

.)/$#，.)/?%，.)/9）共同转录［0］。若 "2/3%%&’
质粒整合到红霉素合成基因位点 =)6 两侧，将会破

坏上述糖基因的共同转录。红霉素的抑菌活性与其

上的糖基密切相关，只有大环内酯环连接糖基才具

有生物活性。为了确认 "2/3%%&’ 质粒已整合到染

色体上红霉素合成基因 .)/ 位点，选取在含 .HN )!3
斜面上生长正常的一株菌株（ 0 O .)/’1)2.2 F’），接种

含 !&$LMC@ .HN 的 0C@ .D? 摇管，同时接种糖多孢红

霉菌 ,%%6 于无 .HN 的 .D? 摇管作对照。!&B培养

7%A后，加 ’&$@ 发酵液在涂有枯草杆菌 (#?’’&@?
平皿的滤纸片上。对枯草杆菌 (#?’’& 抑制试验结

果为 F’ 转化体已不再抑制枯草杆菌的生长（图 %），

说明 "2/3%%&’ 质粒确已整合到红霉素生物合成基

&&% 生 物 工 程 学 报 ’< 卷



因位点。

图 ! 整合体 "!#"$ 的 %&’ 鉴定

()*+! %&’ ),-./)0)12/)3. 30 )./-*42./5 "!#"$

图 6 "! 发酵液对枯草杆菌的抑制试验

()*+6 7.8)9)/)3. /-5/ 30 ! + "#$%&’&" 9: 0-4;-./2/)3. 0<=), 30 "!

! "# 糖多孢红霉菌 $（! " "#$%&#’"’ $）的筛选

染色体上的质粒不稳定，在无选择压力时会自

动经染色体二次重组而脱落，其中大部分恢复质粒

整合前状态，少部分进行了染色体替换。将整合体

糖多孢红霉菌 "! 在无抗生素 ’>? 斜面上连续传两

代后，制得的原生质体涂无抗性 ’>? 平皿。从平皿

中挑取 !@6 个单菌落，各连续涂含 A54 的 ’>? 斜面

和无 A54 的 ’>? 斜面。有 BB 个菌落仅在无抗生素

的 ’>? 斜面上生长，其中只有 B 个斜面（( + )*+%,*-)-
?!#?B）所接种的摇管发酵液无抑制枯草杆菌的活

性。接种 $ 株（?!#?$）进行液体培养提取总 CDE，

以去除 F’G 鉴定引物进行 %&’ 扩增。$ 株总 CDE
为模板的 %&’ 产物均约 !H6I9（如图 >），表明失去抑

菌活性的菌株染色体上 F’G 酶域已被敲除，至此获

得了目的基因工程菌株———糖多孢红霉菌 ?（?!#
?B）。

! "% 糖多孢红霉菌 ?& 发酵产物的鉴定

将糖多孢红霉菌 ?! 的 JK;L 发酵液用乙酸乙

酯萃取，水浴浓缩后用 "295%-1 (29 质谱仪检测。?!
的发酵产物可能有以下几种情况：（!）因 F’G 去除

而使整个 %FM 没有活性，检测不出目的产物；（6）敲

除 F’G 的 %FM 仍有活性，但所有大环内酯环后修饰

酶对新产物不识别，产物为 >#脱氧#>#羰基#G#脱氧#
红霉内酯 N（>#,-3O:#>#3O3#G#,PN，CQCPN）；（>）敲除

F’G 的 %FM 有活性，且只有菌体中 &#G 羟化酶可利

用新产物，使终产物为 >#脱氧#>#羰基#红霉内酯 N
（>#,-3O:#>#3O3#PN，CQPN）；（$）敲除 F’G 的 %FM 有活

性，且菌体中 &#G 羟化酶和 &#J 糖基转移酶都可利

用新底物，使终产物为 >#脱氧#>#羰基#J#红霉糖胺#
红霉内酯 N（>#,-3O:#>#3O3#J#,-5352;).-#PN，CQCPN）。

质谱图中仅检测到了 >#脱氧#>#羰基#红霉内酯 N（>#
,-3O:#>#3O3#PN，CQPN）的质谱峰（如图 $）：>B>HK.R /
为［CQPN#S6Q］ST ，$K! + K.R / 为［CQPN］ST ，$6> +K
.R / 为［CQPN］D2T ，$>U + K.R / 为［CQPN］FT 。说明

在菌体中 &#G 羟化酶可利用新产物，其它酶可能不

起作用，或者是合成的产物太少，在混合物中还检测

不出。

图 > 重组体 ?!#?$ 的 %&’ 鉴定

()*+> 7,-./)0)12/)3. 30 4-13;9).2./5 ?!#?$

图 $ ?! 提取液质谱图

()*+$ ?255 MV-1/43;-/4: 30 -O/421/ 30 ?!
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! "# $%脱氧%$%羰基%红霉内酯 ! 生物合成途径

红霉素的生物合成途径已较为清晰［"］，参考红

霉素生物合成途径，推测 #$脱氧$#$羰基$红霉内酯 !
生物合成途径如下：

图 " #$脱氧$#$羰基$红霉内酯 ! 的生物合成途径

%&’(" !&)*+,-./-&0 12-.32+ 4)5 #$6/)7+$#$)7)$/5+-.5),)8&6/ !

$ 讨 论

红霉素结构改造有两条途径，一是用异源表达

系统，既有大肠杆菌系统［9:］，又有链霉菌系统［9;］。

它们的共同特点是基因操作容易，但需加反应前体

和没有后修饰酶；二是在红霉素生产菌中直接进行

基因改造［9<］，虽然可以克服上述缺点，但质粒转化

困难，筛选周期也较长。此前已有报道［:，;］利用基因

工程方法合成 #$脱氧$#$羰基$:$脱氧$红霉内酯 !（#$
6/)7+$#$)7)$:$6=!），但均是利用链霉菌异源表达系

统，宿主菌中没有对内酯环进行进一步修饰的酶。

本研究在红霉素生产菌中对红霉素基因进行改造，

不仅合成了 #$脱氧$#$羰基$:$脱氧$红霉内酯 !（中间

体），而且菌体内的羟化酶对其 >$: 位进一步氧化修

饰，合成了自然界中从未发现的新的酮内酯类化合

物 #$脱氧$#$羰基$红霉内酯 !。

#$脱氧$#$羰基$红霉内酯 ! 与红霉内酯 ! 一样，

因缺乏糖基而没有生物活性，但是在糖多孢红霉菌

或链霉菌［9?，@A］中可进行糖基转移酶的基因替换，而

获得具有生物活性的抗生素，因此只要选择合适的

糖基转移酶基因，就可以合成具有生物活性的酮内

酯类抗生素。我们实验室这一方面的研究正在进行

中。

致 谢 在试验过程中得到了刘传暄老师、于秀琴

老师、尚广东博士、李天伯博士、张经余硕士和朱晨

雁硕士的帮助，在撰写本文时石成华老师给予了指

导，在此一并感谢！
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