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摘  要 : 核糖体工程是以微生物的各类抗生素抗性突变为筛选标记，高效获得次生代谢产物合成能力提高的突变

株的一种育种新方法。通过核糖体工程技术，使用链霉素对须糖多孢菌 Saccharopolyspora pogona 进行抗性选育，

以获得高产丁烯基多杀菌素突变菌株。对原始菌株和所获得的突变菌株代谢产物的研究发现，相对于原始菌株，其中

突变株 S13 的丁烯基多杀菌素产量提高幅度最大，相比原始菌株提高了 1.79 倍。经质谱测定表明，其代谢物中比原

始菌株多了一种丁烯基多杀菌素组分 Spinosyn α1。对抗性突变株 S13 的 DNA 序列进行分析，发现在编码核糖体 S12
蛋白的 rpsL 基因保守区域中出现点突变，第 314 位和第 320 位的胞嘧啶(C)分别突变为腺嘌呤(A)和胸腺嘧啶(T)，对

应的氨基酸残基分别由脯氨酸突变为谷氨酰胺，丙氨酸突变为缬氨酸。研究显示，突变株 S13 遗传稳定性良好。 

关键词 : 核糖体工程，放线菌，丁烯基多杀菌素，链霉素，次级代谢 
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Abstract:  Through introducing mutations into ribosomes by obtaining spontaneous drug resistance of microorganisms, 
ribosome engineering technology is an effective approach to develop mutant strains that overproduce secondary metabolites. In 
this study, ribosome engineering was used to improve the yield of butenyl-spinosyns produced by Saccharopolyspora pogona by 
screening streptomycin resistant mutants. The yields of butenyl-spinosyns were then analyzed and compared with the parent 
strain. Among the mutants, S13 displayed the greatest increase in the yield of butenyl-spinosyns, which was 1.79 fold higher than 
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that in the parent strain. Further analysis of the metabolite profile of S13 by mass spectrometry lead to the discovery of Spinosyn 
α1, which was absent from the parent strain. DNA sequencing showed that there existed two point mutations in the conserved 
regions of rpsL gene which encodes ribosomal protein S12 in S13. The mutations occurred a C to A and a C to T transversion 
mutations occurred at nucleotide pair 314 and 320 respectively, which resulted in the mutations of Proline (105) to Glutamine and 
Alanine (107) to Valine. It also demonstrated that S13 exhibited genetic stability even after five passages. 
Keywords:  ribosome engineering, actinomycetes, butenyl-spinosyns, streptomycin, secondary metabolism 

丁烯基多杀菌素是由须糖多孢菌 Saccharopo- 
lyspora pogona 产生的一类与多杀菌素结构类似的大
环内酯类抗生素。到目前为止，丁烯基多杀菌素组

分共检测到 31种，这类化合物具有很好的杀线虫、
昆虫活性[1-2]。且丁烯基多杀菌素比多杀菌素具有

更为广泛的杀虫谱，包括鳞翅目 (Lepidoptera)、缨
翅目 (Thysanoptera)、膜翅目 (Hymenoptera)、双翅
目 (Diptera) 等多种害虫，尤其对鳞翅目、缨翅目害
虫具有极强的选择性杀虫活性，对多杀菌素难于控

制的世界性检疫性害虫苹果蠹蛾和重要农业害虫烟

青虫具有良好的生物防治作用[3-4]。它们的杀虫作用

机制是通过与烟碱乙酰胆碱受体 (nAChRs)、γ-氨基
丁酸受体 (GABARs) 结合使昆虫神经细胞去极化，
引起中央神经系统超活化，从而导致昆虫非功能性

肌肉收缩、震颤，最后衰竭、瘫痪。对靶标昆虫表

现出快速触杀和摄食毒性的双重作用，具有低毒、

低残留、对害虫的天敌安全、自然分解快等优点，兼

具生物农药的安全性与化学农药的高效性，是当前国

际上极具发展前景的环境友好型生物农药[5]。但是丁

烯基多杀菌素的发酵产量较低，如何提高其发酵产

量是亟待解决的一大难题。目前，核糖体工程技术

已广泛应用于菌种改良、提高无细胞翻译系统的蛋

白合成效率、提高菌株化学胁迫耐受程度和改善菌

种抗逆境能力等方面[6]。本研究通过核糖体工程技

术对须糖多孢菌进行选育，获得了丁烯基多杀菌素

产量提高的突变菌株。所采用的链霉素在其他菌株

中的抗性筛选效果较好，正突变和增产率高，在核

糖体工程育种中应用最多，对应的突变位点明确。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒与引物 

Saccharopolyspora pogona NRRL 30141由本实

验室从美国农业研究菌种保藏中心购买。E. coli 
DH5α 来源本室保藏。pMD18-T-rpsL 为测序质粒由
本研究构建。引物 rpsL-F (5′-ATTCGGCACACAGAA 
AC-3′)、 rpsL-R (5′-AGAGGAGAACCGTAGAC-3′)
由上海生工生物有限公司合成。 
1.1.2  培养基与培养条件 
大肠杆菌培养采用 LB 液体或固体培养基，培

养温度为 37 ℃；S. pogona种子活化采用 SP-2培养
基，转接、突变株筛选采用 TSB培养基，发酵采用
SP-3 培养基，在固体平板上的群体形态特征比较采
用 TSB培养基、GYM培养基、MS培养基以及 SFM
培养基，培养温度为 30 ℃。 

1.2  方法 
1.2.1  链霉素最低抑制浓度 (MIC) 的测定与抗性
突变菌株的筛选 
收集原始菌株孢子，将孢子悬浮液涂布于含不

同浓度链霉素的 TSB平板上，后续按文献[7]进行。 
1.2.2  发酵产物的样品制备及超高效液相色谱、质
谱分析 
将活化好的种子液以 10% (V/V) 的接种量接种于

发酵培养基中，30 ℃、280 r/min发酵 11 d后，向发酵
液中加入等体积的丙酮，静置浸提过夜，离心取上清，

0.22 μm微孔滤膜过滤。Agilent 1290 Infinity UHPLC
测定发酵液中各组分的含量，检测条件如下，色谱柱：

Zorbax SB (C18)，5 μm，4.6 mm×150 mm，柱温 35 ℃；
流动相A：10 mmol/L乙酸铵，流动相 B：甲醇/乙腈 
(1∶1)，梯度洗脱，流速 1 mL/min；二极管阵列检测
波长 250 nm。发酵产物及菌体蛋白利用 Thermo LTQ 
XL液质联用仪进行鉴定，丁烯基多杀菌素组分检测鉴
定条件如下，色谱柱：BioBasic (C18)，5 μm，1.0 mm×  
150 mm；流动相A：0.1%甲酸，流动相B：甲醇 (含
0.1%甲酸)，流速 300 μL/min，梯度洗脱 (表 1)。 
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表 1  液质联用色谱梯度洗脱程序 
Table 1  LC/MS chromatography gradient elution program 

Time (min) Mobile phase A 
(0.1% formic acid) 

Mobile phase B 
(methanol containing 0.1% 

formic acid) 
0 98% 2% 
4 70% 30% 

15 10% 90% 
18 10% 90% 
19 0 100% 
23 0 100% 
25 98% 2% 
30 98% 2% 

 

1.2.3  菌体生长曲线的测定 
活化的种子液转接 TSB培养基，30 ℃、160 r/min

继续培养，分别于 12 h、24 h、36 h、48 h、60 h、
72 h、84 h、96 h定期取样，测定菌体光密度值 OD600，

作生长曲线。 
1.2.4  突变菌株与原始菌株生长形态特征比较 
分别对培养 48 h的种子液进行取样，利用显微

镜观察菌体形态，同时各取 50 μL种子液分别涂布
于MS、SFM、TSB和 GYM固体培养基上，观察不
同平板上菌落生长情况。 
1.2.5  稳定期菌体全蛋白的提取及分析 
按照文献[8]进行。 

2  结果与分析                                                                        

2.1  链霉素的 MIC 测定及其抗性突变菌株的

筛选 
经测定，链霉素对原始菌株 30141 的 MIC 为  

15 μg/mL。利用 4×、10×MIC倍数的高浓度链霉素
对原始菌株 30141 进行抗性筛选，共分离到具有链
霉素抗性且稳定遗传突变菌株 28株。 

2.2  原始菌株 30141 及其突变菌株发酵产物的

UHPLC、MS 分析 
原始菌株和突变菌株的 UHPLC 图谱对比分析

发现，6 株突变菌株丁烯基多杀菌素产量相对提高
(表 2)，3株突变株丁烯基多杀菌素产量相对降低，其
中突变株 S13 产量最高 (图 1)，相比原始菌株提高
1.79倍，对其色谱指纹图谱进行扫描发现在 2.679 min
处，比原始菌株多了一个最大吸收波长为 250 nm的
色谱峰，而且从色谱图中可以看出，突变株 S13 的 

表 2  六株丁烯基多杀菌素产量提高的突变株 
Table 2  The high butenyl-spinosyns producing S. pogona 
strains of streptomycin-resistant mutants 

Strain 
Level of resistance 

(μg/mL) to 
streptomycin 

Peak area of 
butenyl-spinosyns 

(mAU·s) 

Relative 
levels (%)

Parent 
strain 15 79.7 100 

S4 60 121.4 152 
S13 60 142.3 179 
S16 60 106.6 134 
S20 60 129.4 162 
S25 150 117.0 146 
S26 150 109.0 137 

 

 
 

图 1  原始菌株 30141 (A) 和突变株 S13 (B) 发酵产物的

UHPLC 图 
Fig. 1  UHPLC chromatogram of fermentation broths of 
original strain (A) and mutant S13 (B). 
 

色谱峰增多，可能激活了新代谢产物的合成。 
通过质谱检测确定了 5.3、6.5 min 处的色谱峰

分别为丁烯基多杀菌素组分 Spinosyn βc和 Spinosyn 
αc/Spinosyn 6-methy 1β，它们的分子量分别为 650、
634[M+H]+ (m/z)，二级质谱中含有分子量为 189的
鼠李糖配基离子碎片，与文献中数据吻合[1]。在突

变株 S13 UHPLC图中新增的 2.679 min处的峰，峰
分子量为 758[M+H]+ (m/z) (图 2)，根据一级质谱及
色谱二极管阵列检测对比，确定其为丁烯基多杀菌

素组分 Spinosyn α1。 

2.3  突变位点的鉴定 
根据现有的相关研究报道，抗生素抗性突变的

产生往往伴随着编码核糖体蛋白基因的碱基突变，

链霉素等抗生素的抗性突变由编码核糖体 S12 蛋白
的 rpsL 基因发生点突变引起[9]。分别以原始菌株和

突变株 S13 的基因组为模板成功扩增出糖多孢菌 
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图 2 丁烯基多杀菌素组分质谱鉴定   
Fig. 2  MS identification of butenyl-spinosyns. (A) Original strain fermentation. (B) Mutant S13 strain fermentation. 
 

属核糖体 30S小亚基中 S12蛋白的编码序列，其开
放阅读框由 375个碱基组成。对突变株 S13的 DNA
序列分析发现，突变株 rpsL基因第 314位的 C突变
为 A，第 320位的 C突变为 T；对应的氨基酸残基
分别由脯氨酸突变为谷氨酰胺，由丙氨酸突变为缬

氨酸。核糖体结构的改变，会影响微生物次级代谢

产物的调控途径，进而激发微生物的生物合成潜能，

提高其次级代谢产物的产量甚至从中获得新的生物

活性物质，获得代谢产物合成能力提高的突变菌株。 

2.4  原始菌株 30141 与突变株 S13 差异表达蛋

白分析 
通过 SDS-PAGE 对比分析了原始菌株与突变

株 S13稳定期蛋白表达水平，选取了突变株中表达
明显上调的蛋白条带，切胶并进行胶内酶解质谱鉴

定 (图 3)，其中 Crp/Fnr 家族转录调控因子与环腺
苷酸相互作用影响细胞的形态与生长发育，并作为

正转录调控因子促进多杀菌素类化合物的合成，3-磷
酸甘油醛脱氢酶能为丁烯基多杀菌素的合成提供

更充足的前体物，翻译起始因子 IF-3可能提高了稳
定期蛋白质的翻译活性从而促进丁烯基多杀菌素

合成[10-11]。 

2.5  原始菌株30141与突变株S13表型特征比较 
原始菌株 30141 与突变株 S13 生长曲线如图 4 

所示，原始菌株在培养 48 h左右生长趋于平稳，随
后进入二次生长周期，至 60 h左右达到稳定。从生
长曲线中可以看出，在生长期初始阶段，原始菌株 

与突变株 S13 生长速率无明显差异，当进入稳定期
后，突变株 S13 比原始菌生长速率明显减缓，这与
天蓝色链霉菌核糖体突变后的现象类似[12]，且突变

株中的二次生长现象消失。显微镜观察菌株的菌体

形态，结果 (图 5) 显示原始菌株菌丝细长且分枝较
少，而突变株 S13菌丝粗壮而分枝多。 
与原始菌株相比，突变株 S13在 SFM、TSB和

GYM平板上气生菌丝显著增厚，而在产孢子培养基
MS 上，突变株 S13 产孢速率与孢子丰满度明显提
高 (图 6)。放线菌次级代谢的开始通常都伴随着菌
体形态的分化，并且研究发现孢子的形成与次级代

谢物产量密切相关，由此可以看出，核糖体工程选

育不仅能改变突变株的次级代谢能力，同时其生长

形态也会发生一定的改变。 

 
图 3  原始菌株30141和突变株S13全蛋白SDS-PAGE检测 
Fig. 3  Total cellular proteins analysis of original strain and 
mutant S13 by SDS-PAGE. M: protein marker; 1: original 
strain; 2: mutant S13. A: protein RecA; B: glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase; C: Crp/Fnr family transcriptional 
regulator; D: translation initiation factor IF-3. 
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图 4  原始菌株 30141 与突变株 S13 的生长曲线 
Fig. 4  Growth curve of original strain and mutant S13. 

 
图 5  原始菌株 30141 与突变株 S13 光学显微镜检观察 
Fig. 5  Morphological observation of original strain and 
mutant S13. 

 
图 6  原始菌株 30141 和突变株 S13 在固体培养基上群体

形态特征比较 
Fig. 6  Original strain and mutant S13 colony morphologies. 

3  结论 
本研究以 S. pogona NRRL 30141菌株为出发材

料，通过核糖体工程技术，得到了丁烯基多杀菌素

产量提高的链霉素抗性突变株 S13，并测定了它的
突变位点 (P105Q、A107V)，与能普遍提高链霉菌
属中次级代谢产物产量的核糖体蛋白 S12 的 K88E 
及 P91S 等突变类型不同，也与红色糖多孢菌
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338各链霉素抗
性突变位点不同，但与邬洋等[13]使用与链霉素同为

氨基糖苷类的巴龙霉素筛选获得突变位点一致，同

类抗生素在不同微生物筛选中的突变位点是否具有

特异性有待进一步研究。并且在 4倍MIC的条件下
筛选效率更高，获得的突变株 S13 菌丝体粗壮、分
支增多，生长后期生长速率减缓更明显，从而更有

利于丁烯基多杀菌素的积累，S13 中不仅促进了丁
烯基多杀菌素组分的合成，还激活了新的丁烯基多

杀菌素组分，这可能与稳定期差异的蛋白表达有关，

影响了丁烯基多杀菌素次级代谢调控。后期也希望

通过多重抗生素的叠加筛选，获得丁烯基多杀菌素

产量更高的突变菌株，从而为丁烯基多杀菌素高产

菌株的选育开辟有效途径，也为今后核糖体工程技

术在其他种属微生物中的应用奠定研究基础。 
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