
 . 854 .                                                              

遗传育种与生物合成
文章编号：1001-8689(2021)09-0854-05

收稿日期：2020-11-24

作者简介：王志娟，女，生于1994年，在读硕士研究生，研究方向为微生物药物，E-mail: wzjswhg@163.com
*通讯作者，E-mail: haifenghu88@163.com.
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摘要：基于子囊霉素的生物合成途径和机制，根据生物合成基因簇序列设计引物，应用PCR扩增游动放线菌(Antinoplanes 
sp.)N902-109赖氨酸合成途径关键基因——天冬氨酸激酶/天冬氨酸半醛脱氢酶/磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(lysC/asd/ppc)基因，整

合至子囊霉素产生菌株吸水链霉菌(Streptomyces hygroscopicus)中，成功构建了过表达lysC/asd/ppc基因的重组工程菌，命名为

AS-07。将AS-07工程菌进行摇瓶发酵研究，结果表明，与野生菌相比，子囊霉素的产量提高了25%。通过初步优化摇瓶发酵工

艺，AS-07工程菌与野生菌相比，子囊霉素的产量提高了85%。
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Abstract  Based on the biosynthetic pathway and mechanism of ascomycin, primers were designed according to 
the sequence of the biosynthetic gene cluster, using PCR amplification of Antinoplanes (Antinoplanes sp.) N902-109 
keygenes of lysine synthesis pathway-aspartate kinase/aspartate semialdehyde dehydrogenase/phosphoenolpyruvate 
carboxylase (lysC/asd/ppc) genes，integration into the ascomycin producing strain Streptomyces hygroscopicus, a 
recombinant engineered strain overexpressing the lysC/asd/ppc genes were successfully constructed and named AS-
07. The AS-07 engineered bacteria was subjected to shake flask fermentation research, and the results showed that 
compared with wild bacteria, the production of ascomycin was increased by 25%. Through preliminary optimization 
of the shake flask fermentation process, the production of ascomycin in AS-07 engineering bacteria was increased by 
85% compared with wild bacteria.
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子囊霉素 ( F K 5 2 0 ) 是一种从吸水链霉菌

(Streptomyces hygroscopicus)中分离得到的具有免疫

抑制活性的大环内酯类抗生素。FK520除了具有免疫

抑制特性外，还具有抗疟疾、抗痉挛、神经保护再

生等活性[1]。FK520一般通过吸水链霉菌生产[2]，并

通过发酵工艺优化[3-4]和传统菌种诱变[5]提高FK520产
量，但生产费用高，发酵水平低。

FK520是具有23元大环的大环内酯类抗生素，

Wu等[6]首次克隆并分析了Streptomyces hygroscopicus 
var. ascomyceticus(ATCC 14891)的FK520生物合成基
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因簇，FK520生物合成过程被基本阐明。

FK520的合成是一个典型的PKS系统，首先由

PKS/NRPS杂合单元中的聚酮合酶催化形成大环内酯

前体，经过一些列的酮基还原、酰基转移、脱氢、

脱水等反应，延伸10个单位。经过β-酮反应后，每

一个延伸单位可以与丙二酰-CoA结合，再依次连接

下一个延伸单位，以上反应由fkbA、fkbB、fkbC这3
个典型的PKS所编码[7]。fkbP基因编码的蛋白fkbP能
够与聚酮合酶-合成链复合物相结合，催化合成中间

体与来自L-哌啶酸的N原子相缩合[8-9]，在FK520大环

结构中引入特征性的N原子。再经过一系列的反应实

现C链的进一步延伸，形成子囊霉素的合成前体；随

后经过羟基化修饰、氧化、羟基的甲基化反应，再

经过成环过程，最终合成子囊霉素的完整结构。在

上述反应中L-哌啶酸由L-赖氨酸直接转变而来[8-9]。

西罗莫司与子囊霉素的分子结构和生物合成机制相

似。来源于西罗莫司合成菌游动放线菌N902-109的
lysC/asd/ppc基因——天冬氨酸激酶/天冬氨酸半醛脱

氢酶/磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(lysC/asd/ppc)基因，

其中lysC/asd基因为赖氨酸合成途径关键基因，ppc
基因则增强了TCA(三羧酸循环)循环的碳代谢流，有

助于天冬氨酸的积累，3个基因共同作用提高了赖氨

酸的合成效率，进而促进FK520的合成。因此，本研

究拟构建表达lysC/asd/ppc基因的工程菌，并对其发

酵工艺进行初步优化，从而提高生产效率，降低生

产成本。

1 仪器与材料

1.1 仪器与试剂

MiniAmp PCR仪(赛默飞世尔科技)；515型高效

液相色谱仪(美国Waters公司)；EPS300型电泳仪(上
海天能科技有限公司)。

质粒及质粒来源见表1；氨苄西林(Amp)、安普

霉素(Apr)、卡那霉素(Kan)和氯霉素(Cm)(上海源聚

生物科技有限公司)；DNA聚合酶、DNA连接酶、限

制性内切酶(美国Thermo Scientific公司)；FK520标准

品(美国Sigma公司)；其他试剂均购自国药集团化学

试剂有限公司。

1.2 菌株、质粒以及引物

本试验所涉及到的菌株见表2，质粒见表1，引

物见表3。
1.3 培养基

MS培养基/(g/L)：黄豆饼粉20，甘露醇20，琼脂

粉20。

平板1培养基(g/L)：可溶性淀粉10，酵母提取物

4，MgSO4·7H2O 0.5，K2HPO4·3H2O 0.5，琼脂20，
pH 7.0。

LB培养基(g/L)：胰蛋白胨10，酵母提取物5，
氯化钠10。

种子2培养基(g/L)：干酵母5，玉米浆干粉5，甘

油5，可溶性淀粉15，葡萄糖10，花生粕5，碳酸钙 
2，pH 7.0。

初始发酵培养基(g/L)：酵母提取物10，糊精

50，玉米浆干粉5，大豆蛋白胨10，豆油10，磷酸

镁10，MgSO4·7H2O 0.2，K2HPO4·3H2O 0.8，消泡剂 
5，CaCO3 5，pH 7.0。

2×预孢子萌发培养基/(g/L)：酵母提取物10，
酪蛋白10，无水CaCl2 1.1，pH 7.0。
2 方法与结果

2.1 培养方法

菌株在MS培养基上28℃培养7d后，刮取1.5cm× 
1.5cm大小的斜面，将其接种到装有30mL种子1培养

基的250mL摇瓶中，28℃、250r/min摇床培养3d。吸

取3mL种子液接种到装有30mL发酵培养基的250mL

表2 本研究所使用的菌株

Tab. 2 Strains used in this study
菌株 相关描述 来源

E. coli DH5α 用于质粒构建和克隆 康为世纪公司

E. coli ET12567 用于接合转移，用于穿梭质粒 TaKaRa公司

N902-109 模板菌株 本试验室保藏

AS-00 本试验室诱变得到的高产菌 本试验室保藏

AS-07 整合有lysC/asd/ppc的工程菌 本研究

AS-11 整合有pSET-152质粒的菌株 本研究

表1 本研究所使用的质粒

Tab. 1 Plasmids used in this study
质粒 特征 来源

pIJermE aac(3)IV, ΦC31int, oriTRK2, erm*Ep 本实验室

pSET-152 aac(3)IV, ΦC31int, oriTRK2 本实验室

pSETL2 aac(3)IV, ΦC31int, oriTRK2, erm*Ep-lysC/asd/ppc 本实验室

ΦC31int：噬菌体ΦC31位点整合酶；aac(3)IV：氨基糖苷-3-N-乙

酰转移酶(aminoglycoside 3-N-acetyltransferase)安普霉素抗性基因；

oriTRK2：接合转移的顺式作用元件；erm*E：突变型红霉素启动子

表3 本研究所用引物序列

Tab. 3 Sequences of primers used in this study
引物 序列(5'→3')

AclysCf ACATATGGCCCTGGTGGTGCAGA

Acasdr AGAATTCGAGTCACTTGCTGAG

AcppCf AGAATTCGATACGATCGCGAGGT

AcppCr ATCTAGAATCGCTGCGCGGGCA
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摇瓶中，28℃、250r/min摇床培养9d。
2.2 含量测定方法 

取整瓶发酵液，加入等体积的95%乙醇，浸泡

1h，取1.5mL，12000r/min离心10min，取上清液用

0.22mm有机膜过滤后采用HPLC法测定。

色谱柱C18柱(4.6mm×150mm，5mm)；流动相

甲醇:水(80:20)；流速1mL/min；柱温50℃；检测波

长210nm；进样量10mL。
2.3 工程菌的构建

2.3.1 质粒pSETL2的构建

以动游放线菌N902-109基因组为模板，lysC
基因与asd基因为相邻的两个基因，在体外扩增时

用AclysCf/Acasdr引物扩增得到一段连续的基因片

段——lysC/asd片段。用AcppCf/AcppCr，AclysCf/
Acasdr分别扩增，得到2.8和2.3kb的片段，将获得的

片段分别连接到T载体。用EcoRI/XbaI，NdeI/EcoRI
分别酶切相应T克隆质粒，获得ppc，lysC/asd插入片

段(图1)。用NdeI/XbaI酶切pIJermE质粒，获得红霉

素启动子。将酶切获得的红霉素启动子片段、ppc、
lysC/asd片段与用XbaI酶切pSET152质粒连接，获得

pSETL2质粒(图1)。
2.3.2 AS-07工程菌的构建

参考链霉菌接合转移方法[10]。取甘油管保藏的

FK520产生菌AS-00，涂布MS固体培养基，28℃培养

7d。刮取表面菌体到带有玻璃珠的大试管内，加入

适量无菌水，在涡旋震荡上打碎菌体，将打碎的菌

体用带有棉花的无菌注射器过滤，将所得的滤液经

6000r/min离心10min，收集菌体，将得到的菌体加入

约0.5mL无菌水重悬，制成孢子悬液。于接合转移开

始前用加入0.5~1mL的2X孢子预萌发培养基，28℃摇

床培养2h，50℃热击10min，冷却至室温待用。

将重组质粒pSETL2转化至ET12567/pUZ8002
感受态细胞，过夜培养后挑取单菌落接种至带有

卡那霉素(50mg/mL)、安普霉素(50mg/mL)和氯霉

素(25mg/mL)的4mL液体LB培养基中，过夜培养。

次日，以1%~2%接种量转接到20mL含有相同浓度

的3种抗生素的体LB培养基中，37℃摇床培养，待

A600=0.4~0.6时6000r/min离心5~8min，收集大肠埃希

菌ET12567，用新鲜的LB培养基洗涤2~3次，洗去抗

生素，重悬于无菌水中，作为大肠埃希菌菌液。

将制备好的孢子悬液与大肠埃希菌菌液各取

50~100mL充分混合，涂布2~3块MS平板(含20mmol/L 
氯化镁)。28℃培养20~22h后，将无菌水0.9mL、安

普霉素(50mg/mL)15mL和萘啶酮酸(50mg/mL，溶于

0.3mol/L氢氧化钠溶液中)15mL的混合溶液均匀覆盖

每块接合转移平板。放置于28℃继续培养4~10d至长

出单克隆，即得到AS-07工程菌。

2.3.3 AS-11工程菌的构建

按“2.3.2”项下方法构建整合有pSET152质粒的

AS-11工程菌，排除载体对AS-07菌株发酵的影响。

2.3.4 工程菌的验证

将获得的AS-07、AS-11菌株接种至含有50mg/mL
安普霉素的平板1固体培养基，28℃培养5~7d，均生

长状况良好。将AS-07菌株进行PCR验证(图2)，PCR
产物经DNA测序分析，确认为ppc/lysC/asd基因。结

果表明通过接合转移的方法成功将ppc/lysC/asd基因整

合至子囊霉素产生菌株吸水链霉菌基因组中。

2.4 菌株发酵

按照“2.1”项下的方法进行发酵试验，使用MS
平板培养基、种子1培养基、初始发酵培养基，结果

见图3。可见，AS-11菌株的FK520发酵单位与初始

菌株AS-00相差无几，AS-07的FK520发酵单位相对

A：ppc，lysC/asd片段PCR结果               B：重组质粒pSETL2
M：GeneRuler 1kb DNA Ladder  1：lysC/asd片段PCR条带  2：ppc

片段PCR条带

图1 重组质粒pSETL2的构建

Fig. 1 Construction of recombinant plasmid pSETL2

M          1        2

3000bp

1000bp

int
Mise Feature 1

attp

aac(3)IV

Variation 1 acppC

asd

aclysC
erm*E

Rep Origin 1

M：GeneRuler 1kb DNA Ladder；1：ppc片段PCR条带；2：lysC/
asd片段PCR条带

图2 AS-07菌株PCR验证结果

Fig. 2 PCR results of AS-07 strain

M             1      2

3000bp

2000bp
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初始菌株AS-00提高25%。

2.5 发酵条件初步优化

按照“2.1”项下的方法进行发酵试验，使用MS
平板培养基、种子1培养基、初始发酵培养基，优化

AS-07菌株发酵条件。

2.5.1 AS-07菌株传代稳定性考察

遗传性状稳定的菌株对发酵生产尤为重要，将

AS-07菌株的F1~F5代进行发酵，结果见图4。可见，

AS-07菌株具有较好的遗传稳定性。

2.5.2 平板培养基及种子培养基的影响

种子的质量对发酵起着十分关键的作用。影响

种子质量的主要因素有菌株在斜面培养基上的生长

状况及种子培养基营养成分等。本试验考察不同平

板培养基及种子培养基对AS-07产FK520的影响。

(1)平板培养基的影响    分别采用MS、平板1、
YS-2、ISP4培养基进行试验，结果见图5。可见当以

平板1为平板培养基，相对效价最高，为110%。

(2)种子培养基的影响    分别采用种子1、种子

2、种子3培养基，相同的平板培养基进行试验，结

果见图6。可见当以种子2为种子培养基，相对效价

最高，为115%。

2.5.3 发酵周期的影响

次级代谢产物通常在微生物的生长稳定期产

图3 菌株发酵效价

Fig. 3 Fermentation potency of the strain
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图4 AS-07菌株传代稳定性考察

Fig. 4 Stability of different generation of AS-07
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图7 发酵周期对AS-07菌株合成FK520的影响

Fig. 7 Effect of fermentation cycle on the synthesis of FK520 by 
strain AS-07
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图6 种子种类对AS-07菌株合成FK520的影响

Fig. 6 Effect of seed species on the synthesis of FK520 by strain 
AS-07

种子1 种子2 种子3

140
120
100
80
60
40
20
0

相
对
效
价

%

种子种类

图5 平板种类对AS-07菌株合成FK520的影响

Fig. 5 Effect of plate pypes on the synthesis of FK520 by strain AS-07
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生，发酵时间过久，会导致有毒代谢产物的积累，

抑制菌体生长，使发酵单位下降；发酵时间过短，

则导致菌体无法发挥生物合成潜力，产量降低。因

此，发酵周期对发酵产量有较大的影响，结果见图

7。可见当发酵周期为8d时，相对效价最高。

2.5.4 前体的影响

在发酵培养基中添加一定量的前体物质，可以

有利于AS-07菌株合成子囊霉素。FK520与FK506结
构相似[11]，因此向FK520发酵培养基中添加类似的前

体物质，提高子囊霉素的产量。本试验考察不同前

体物质对AS-07菌株产子囊霉素的影响，前体浓度均

为0.15%，结果见图8。
可见，以2-哌啶甲酸为前体时，AS-07菌株的子

囊霉素产量最高。
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图8 添加前体对AS-07菌株合成FK520的影响

Fig. 8 Effect of precursor addition on synthesis 
FK520 of AS-07 strain
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3 讨论

许多研究主要通过传统的诱变育种来获得FK520
高产菌株，但该方法存在正向变异少、诱变方向和

性质不能控制、工作量大等缺点。通过基因工程可

以定向并且理性的对菌株进行改造。本试验在FK520
产生菌内过表达lysC/asd/ppc基因，获得工程菌AS-
07，其摇瓶产量高于野生型菌株。将AS-07菌株进行

初步的发酵工艺优化，将FK520的产量提高了85%。

后期一方面继续构建其他具有较高潜力的工程菌，

另一方面可以进一步优化发酵工艺，可以尝试在发

酵罐中进行发酵研究，强化发酵过程中营养物质、

菌量的变化情况、溶氧、pH等参数的检测，以更好

的调控和优化发酵过程，FK520的产量有望取得更大

的突破。
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