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摘  要 : 多杀菌素是对农业虫害防治及粮食仓储安全均具有重大意义的农用抗生素。为了深入揭示刺糖多孢

菌合成多杀菌素的调控特点，首先通过建立基于报告基因的启动子探测技术，探测了多杀菌素生物合成基因簇

的 9 个启动子活性。并进一步通过荧光定量 PCR，分析了这 9 个基因和不在基因簇内的负责糖基前体供应和

鼠李糖合成的 4 个基因的转录时序，结果表明多杀菌素生物合成基因簇内的 9 个基因在菌体生长进入稳定期时

有较高的转录，这和发酵液中此时开始大量积累多杀菌素一致；同时还发现，簇外的 4 个与糖基供应相关的基

因和基因簇内基因的转录时序不同，它们在菌体生长对数期有较高的转录活性，这暗示多杀菌素聚酮链的合成

速率和参与后修饰的糖基底物供应的最优化匹配有可能是提高生物合成多杀菌素的前提和关键。 
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Promoter detection and transcriptional analysis of the  
spinosad biosynthetic gene cluster 
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Abstract:  Spinosad represents a new class of insecticides produced by Saccharopolyspora spinosa. To understand the 
transcription of the spinosad biosynthetic gene cluster, two promoter detection plasmids based on different reporter genes 
were constructed and used to detect 9 promoters in the spinosad biosynthetic gene cluster. In addition, the temporal 
transcriptional profiles of the corresponding genes controlled by the 9 promoters, together with 4 genes outside of the 
spinosad cluster but are required for the synthesis of sugars in spinosad, were examined by real-time PCR. The results 
indicate that the 9 spinosad biosynthetic genes were highly expressed at the stationary phase, which coincides with the 
accumulation of spinosad in the fermentation broth. Of particular note is that the transcription of the 4 sugar synthetic genes 
showed higher level at the exponential phase, suggesting the expression of sugar synthetic genes is not correlated with the 
spinosad synthetic genes. The data suggest that spinosad biosynthesis could be improved by engineering the expression 
pattern of the sugar synthetic genes that lie outside the spinosad gene cluster. 

Keywords:  spinosad, biosynthetic gene cluster, promoter detection, transcription profile 

多杀菌素 (Spinosad) 是由土壤放线菌刺糖

多孢菌 Saccharopolyspora spinosa 产生的一类具

有触杀及摄食毒性的新型大环内酯类农用抗生

素[1-2]，其结构式如图 1 所示。因其具有杀虫广

谱高效，对人、非靶标动物和环境极为安全，在

环境中快速降解等优点[3-4]，于 1999 年获得美国

总统绿色化学品挑战奖  (Presidential Green 

Chemistry Challenge Award)[5]。多杀菌素能有效

防治多种害虫，用药量极少，持效期长，且没有

交叉抗性[6-8]，当浓度为 1 mg/L 时就能有效地保

护谷物至少 4 个月，被认为是一种极具前景的绿

色杀虫防护剂[9]。2005 年，美国环保局 (United 

States Environmental Protection Agency) 批准将

多杀菌素作为储粮防护剂。2008 年，欧盟批准多

杀菌素可在有机作物上使用，多杀菌素已成为目

前国际上最具有发展前景的生物杀虫剂。多杀菌

素的开发也是杀虫剂研究开发史上最为成功的

范例之一。目前，多杀菌素主要由美国陶氏益农

公司 (Dow Agrosciences Company) 生产，国内

市场上销售的多杀菌素产品全部为美国进口。我

国对多杀菌素的研究还处于实验室阶段，尚无工

业化生产的相关报道。因此我国急需加大对多杀

菌素生物合成的相关研究。 

国外的前期研究已经阐明了多杀菌素部分

生物合成基因的功能，并且其应用研究的成果均

已申请了专利保护。多杀菌素生物合成共涉及 23

个基因，这些基因大部分组织成簇排列在长约

80 kb 的基因簇中，其基因簇包括Ⅰ型聚酮合成 
 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  July 25, 2013  Vol.29  No.7 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

916 

 

图 1  多杀菌素结构式[1-2] (多杀菌素 A (R=H)，多杀菌素 D (R=CH3)) 
Fig. 1  The structure of spinosad[1-2]. Spinosyn A (R=H); spinosyn D (R=CH3). 

 
酶 (PKS) 的 1 个装载模件和 10 个延伸模件，这

些模件的基因按顺序头尾相连，分属 5 个同一转

录方向的开放阅读框 spnA、spnB、spnC、spnD、

spnE[10]；聚酮链分子内交联基因 spnF、spnL 和

spnM；鼠李糖后修饰相关基因和福乐糖胺后修

饰相关基因[10-12]。但是，NDP-鼠李糖合成基因

不在这一基因簇中[13]。至今尚未有多杀菌素生

物合成调控相关基因的报道，对多杀菌素生物

合 成 基 因 簇 的 几 个 侧 翼 基 因  (ORF-L15 、

ORF-L16、ORF-R1 和 ORF-R2) 进行了序列比

对和研究，最终发现这些基因与多杀菌素生物

合成无关[10-11]。 

Madduri 等[14]将同时带有 gtt、gdh 和 kre 基

因的质粒转化、整合到菌刺糖多孢菌染色体基因

组中，重组菌株多杀菌素的产量提高了近 3 倍，

另外，迄今为止已从菌刺糖多孢菌培养液中分离

出 20 多种多杀菌素组分，但多杀菌素的杀虫活

性几乎都是由 spinosyn A 和 spinosyn D 组分产

生，因此可以通过抑制多杀菌素次要组分的合成

有可能提高 spinosad 的产量[15]。Jin 等[16]采用循

环诱变和理性化定向筛选方法选育菌刺糖多孢

菌，成功筛选到抗鼠李糖、抗多杀菌素、抗 2-

脱氧葡萄糖的突变菌株。Sheehan 等[17]将刺糖多

孢菌 PKS 起始模件替换，构建的杂合 PKS 通过

同源重组整合到刺糖多孢菌染色体上，发酵工程

菌得到了多杀菌素的衍生物，进一步在工程菌发

酵培养基中补加不同羧酸底物获得了具有新的

杀虫活性的多杀菌素组分，说明应用组合生物学

方法合成多杀菌素新衍生物是一条切实可行的

途径。 

对多杀菌素生物合成调控和代谢的全面认

识，是指导理性改造其生物合成的前提。本实验

室对生物合成调控的关键位点进行了分析，并提

出用合成生物学手段组装多杀菌素细胞工厂的

策略[18]，另外朱宝利等[19]将刺糖多孢菌合成多杀

菌素的基因组测序，进一步为多杀菌素生物合成

改造提供便利。本研究旨在对多杀菌素生物合成

基因簇的启动子的分布情况及其转录时序特征

进行深入分析。由于刺糖多孢菌的遗传操作存在

困难，本研究首先建立了基于异源宿主的启动子
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探测技术，对刺糖多孢菌的基因簇的一些区域进

行启动子探测，确定了基因簇中的一些关键基因

启动子区域；接着对这些启动子的转录时序进行

了系统分析。通过以上研究，本工作首次探测发

现了多杀菌素生物合成基因簇的 9 个启动子，并

进一步通过转录时序分析发现多杀菌素生物合

成转录表达与后修饰底物鼠李糖的供应的基因

转录水平存在不匹配。本研究为对后续多杀菌素

生物合成调控的研究提供了思路，也为我们正在

进行的合成生物学设计多杀菌素生物合成模块

提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
刺 糖 多 孢 菌 Saccharopolyspora spinosa 

NRRL18395 购于 NRRL 菌保中心；变铅青链霉

菌 Streptomyces lividans TK24，大肠杆菌 JM109、

ET12567/pUZ8002 为本实验室保存。 

1.2  质粒与引物 
文章所用质粒见表 1，引物见表 2。 

表 1  质粒特征描述及其来源 
Table 1  Plasmids used in this study, characteristics and sources 

Plasmids Description Source or reference 

pSET152 Aprr; E. coli-Streptomyces shuttle vector capable of integration 
into Streptomyces [20] 

pSneo Aprr; insert neo in pSET152 This work 

pUC119-kmR Amplify neo gene [21] 

pIJ4083 Amplify xylE gene [22] 

pSxylE Aprr; insert xylE in pSET152 This work 

pSneo-PspnA Insert the promoter of spnA in pSneo, upstream of neo This work 

pSneo-PspnP Insert the promoter of spnP in pSneo, upstream of neo This work 

pSneo-PspnQ Insert the promoter of spnQ in pSneo, upstream of neo This work 

pSxylE-PspnA Insert the promoter of spnA in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnP Insert the promoter of spnP in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnQ Insert the promoter of spnQ in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnG Insert the promoter of spnG in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnF Insert the promoter of spnF in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnM Insert the promoter of spnF in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnO Insert the promoter of spnO in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnL Insert the promoter of spnL in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnK Insert the promoter of spnK in pSxylE, upstream of xylE This work 

pSxylE-PspnJ Insert the promoter of spnJ in pSxylE, upstream of xylE This work 

SxylE-PspnI Insert the promoter of spnI in pSxylE, upstream of xylE This work 
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表 2  引物序列及其用途 
Table 2  Primers and their sequences used in this study 

Primers Primer sequence (5′−3′)  Restriction sites 

neo-F ATCTAAGTAGCTGATGAGTTGAAGAGGTGACGTCATGATTGAACAAG
ATGGATTGC  

neo-R TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG  

xylE-F ATCTAAGTAGCTGATGAGTTGAAGAGGTGACGTCATGAACAAAGGTG
TAATGCGAC  

xylE-R TTACGAATTCTCAGGTCAGCACGGTC EcoRⅠ 

PspnA-F ACAGAGCGGCCGCCCACGACATGGGCTATGC NotⅠ 

PspnA-R ACAGAGCGGCCGCGGTGATGGCGTCCGTTCC NotⅠ 

PspnPQ-F ACAGAGCGGCCGCGTAGCGGTAGCGCAAGTGTC NotⅠ 

PspnPQ-R ACAGAGCGGCCGCGAACAGGACACGCATGAACTC NotⅠ 

PspnGF-F ACAGAGCGGCCGCGGACCTCGTGCCCGGATG NotI 

PspnGF-R ACAGAGCGGCCGCTGGTGGATGGCGCAGGG NotⅠ 

PspnM-F ACAGAGCGGCCGCGCCAAGGGCGGAGTTGGACCGGT NotⅠ 

PspnM-R ACAGAGCGGCCGCGCTGATCGCCGCGGTTGCGGAA NotⅠ 

PspnO-F ACAGAGCGGCCGCGTCTGATGGCCATCCGTGAGCAAC NotⅠ 

PspnO-R ACAGAGCGGCCGCGCCCAATCCCTCACTGCCGTGA NotⅠ 

PspnJI-F ACAGAGCGGCCGCGGGTTCGACGATTCATGGGTGC NotⅠ 

PspnJI-R ACAGAGCGGCCGCACGAGTTCGTCGACGATGGCGT NotⅠ 

PspnK-F ACAGAGCGGCCGCCGTGATGAGCTCCTCATGGCTG NotⅠ 

PspnK-R ACAGAGCGGCCGCCATCAACTACCCGGACACCGAC NotⅠ 

spnA-F GACCACTCGATCCGCGCTAC qPCR 

spnA-R GAAGTCGCGCCGTGGCAC qPCR 

spnP-F TGATTCTTGGCATGCTTCCCG qPCR 

spnP-R AAGAAGTGCGAACTCGCCGG qPCR 

spnQ-F CCGGTCAACACGCAGCCAC qPCR 

spnQ-R GACGGCTGACCGGAACCTT qPCR 

spnG-F ATGCGCCGCTTCCGTTGTA qPCR 

spnG-R CCCACTCCCGAGCTCATCCT qPCR 

spnF-F GACCGGCTCACCGACCTTG qPCR 

spnF-R GGTGATGCCGGTGATCTGGA qPCR 

spnJ-F GGATCCGTGCCGTCCAGGT qPCR 

spnJ-R CCTGAATCCACGCAACTCGG qPCR 

spnM-F GTTCAGGTGCGTAGGTGGG qPCR 
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续表 2    

spnM-R CAACGGCTACCGGGCTCC qPCR 

spnO-F GAGCAGTTCTGTCGAAGCTGAG qPCR 

spnO-R TCAGCGCAGAGTCGACGAAC qPCR 

gtt-F GTGAAGGGGATCGTGCTGGC qPCR 

gtt-R CAGCGGGTAGTAGATCATCGGC qPCR 

gdh-F CTGGTAGGGCCCGTAGTTGTTG qPCR 

gdh-R AGCCGAATTCCCCGTACTCG qPCR 

epi-F GTGCATACGAGTTCACCCCGA qPCR 

epi-R GTGGTTGGTCTGCGCGACTC qPCR 

kre-F GGACAGGACCGAGTAGGCCG qPCR 

kre-R ACCTGGTACGAGTTCGCGCG qPCR 

sigA-F CTCTACCTCAAGCAGATCGGCA qPCR 

sigA-R CATCTGGGTGGTCAGCTGCTC qPCR 

 
1.3  工具酶与化学试剂 

T4 DNA 连接酶和限制性内切酶购于 NEB

公司；荧光定量分析试剂购自 Life Technology 

(ABI) 公司；普通质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶

回收试剂盒、普通 DNA 产物纯化试剂盒、细菌

基因组 DNA 提取试剂盒均购于天根公司。 

卡那霉素、安普霉素购自 AMRESCO 公司；

其他试剂均为国产分析纯产品。 

1.4  培养基及培养条件 
大肠杆菌培养基 LB，变铅青链霉菌 TK24

固体培养基为 MS 培养基[23]。 

刺糖多孢菌固体培养基为 SGC (玉米淀粉，

2.0 g/L；葡萄糖，0.5 g/L；酵母抽提物，0.3 g/L；

玉米浆，1.0 g/L ；琼脂 2.0 g/L)，刺糖多孢菌种

子培养基为：葡萄糖 0.5 g/L，MgSO4·7H2O 

0.2 g/L，酵母膏 0.3 g/L，胰蛋白营养液 (胰蛋白

胨 1.7 g/L，NaCl 0.5 g/L，K2HPO4 0.25 g/L，葡

萄糖 0.25%)。重组链霉菌菌株在培养基上使用的

安普霉素终浓度为 25 μg/mL。 

1.5  质粒构建 
无 启 动 子 探 测 质 粒 pSneo ： 以 质 粒

pUC119-kmR 为模板，用引物 neo-F 和 neo-R 扩

增卡那抗性基因，经 EcoRⅠ酶切后，插入

pSET152 的 EcoRⅠ和 EcoR V 位点。 

无启动子探测质粒 pSxylE：以质粒 pIJ4083

为模板，用引物 xylE-F 和 xylE-R 扩增 xylE 基因，

插入 pSET152 的 EcoR V 位点，然后筛选正向插

入克隆。 

不同启动子探测质粒的构建：以刺糖多孢菌

NRRL18395 基因组为模板，用表 2 引物分别扩

增多杀菌素生物合成基因簇的各个启动子，然后

经 NotⅠ酶切后，插入 pSneo 或者 pSxylE，然后

筛选正确插入克隆；其中，双向启动子分别筛选

正反两个方向的克隆，最终得到不同启动子探测

质粒 pSneo-PspnA，pSneo-PspnP，pSneo-PspnQ，

pSxylE-PspnA，pSxylE-PspnP，pSxylE-PspnQ，
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pSxylE-PspnG，pSxylE-PspnF，pSxylE-PspnM，

pSxylE-PspnO，pSxylE-PspnL，pSxylE-PspnK，

pSxylE-PspnJ 和 pSxylE-PspnI。 

1.6  抗性梯度比较 
通过接合转移的方法将构建好的启动子探

测质粒转入变铅青链霉菌 TK24 中，然后在含有

不同卡那霉素浓度 (100~1 000 μg/mL) 的 MS 固

体平板上培养重组菌，从而实现卡那霉素抗性表

达情况监测。将平板在 30 ℃培养 4 d 观察结果。 

1.7  菌丝干重测定方法 
细胞干重采用如下方法计算：10 mL 发酵液

10 000 r/min 离心 10 min，菌体沉淀用去离子水

清洗 1 次，然后在 70 ℃烘烤 48 h，干物质用天

平称量，折算成每升的质量。 

1.8  xylE 显色法比较启动子活性 
方 法 同 文 献 [24] ， 取 5 mL 发 酵 液 ，

10 000 r/min 离心 5 mim，弃上清，菌体用蒸馏水

洗 1 次，重悬于 5 mL 冰冷的 PEA 缓冲液中；细

胞悬浮液置冰上超声破碎 (4×15 s，间隔 30 s)；

加 入 Triton X-100 到 终 浓 度 0.1% (V/V) ，

10 000 r/min 低温离心 5 min；将上清转入另一个

离心管，冰上放置；取 20 μL 粗提液加入到 1 mL

检测液 (含 0.2 mmol/L 邻苯二酚，之前需 30 ℃

预热) 中并立即混匀；30 ℃温育 10 min 后立即

用分光光度计 (岛津 BioSpec-mini) 检测反应液

在 375 nm 处的光吸收。xylE 相对活性计算方法：

样品 xylE 活性=A375/mL，突变株发酵液 xylE 活

性除以出发菌株的活性，即得突变株 xylE 的相

对活性。 

1.9  链霉菌 RNA 的制备 
刺糖多孢菌总 RNA 的提取方法同文献[25]，

提取的总 RNA 经 RNase-free Dnase (Promega 公

司) 消化残留的基因组 DNA，并通过 PCR 验证

其残留情况。 

1.10  多杀菌素的提取 
取 5.0 mL 发酵液，加入 5.0 mL 甲醇，充分

振荡，超声波处理 15 min，室温下萃取 12 h；

8 000 r/min 离心 10 min；取上清液经 0.45 μm 微

孔滤膜过滤，取 1 mL 冷冻离心干燥，重新溶解

于 100 μL甲醇进行 HPLC 检测。HPLC 检测条件：

色谱柱：YMC 普通反相 C18 柱  (250 mm× 

4.6 mm)；流动相：甲醇∶乙腈:水=40∶55∶5 (含

0.05%的乙酸铵)；柱温：30 ℃；检测器波长：

246 nm；进样量：20 μL (色谱仪配套定量环为

20 μL)；流速：1 mL/min。 

1.11  荧光定量 PCR 分析 
2 μg RNA 样品用于 cDNA 单链的反转录，

反转录酶用 SuperScript III (Invitrogen 公司)，方

法同说明书。 

荧光定量 PCR 仪器选用 ABI 7500，试剂选

用 SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems 公司)。参数设置如下：95  10 min℃ ，

接着 40 个两步扩增循环 (95 ℃变性 30 s；60  ℃

60 s 退火和延伸)。结果分析用 ABI7500 software 

v2.0.1，内参基因选用刺糖多孢菌主要 sigma 因

子 sigA。 

2  结果与分析 

2.1  启动子探测质粒的构建 
为了探测刺糖多孢菌中多杀菌素生物合成

基因簇的各启动子的位置和相对活性，本工作首

先构建了启动子探测质粒，报告基因分别选用了
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卡那霉素抗性基因 neo 和邻苯二酚双加氧酶基因

xylE 基因为报告基因，构建了 2 个启动子探测质

粒。如图 2 所示，构建的 2 个启动子探测质粒选

用质粒骨架为 pSET152。pSET152 能够方便地通

过结合转移整合到链霉菌基因组的 attB 位点；另

外，由于多杀菌素生物合成基因簇内存在几个双

向启动子，本工作克隆的启动子长度有些已延伸

到结构基因的ORF内部，为了避免结构基因ORF

翻译对报告基因的影响，在报告基因的上游插入

了三联终止密码子 (Tri stop codon)，来终止结构

基因 ORF 的翻译；同时为了比较各启动子的相

对活性，本工作在报告基因和三联终止密码子之

间插入了相同的核糖体结合位点。三联终止密码

子和 RBS 序列通过设计到报告基因的上游引物

的 5′端来实现。 

2.2  多杀菌素生物合成基因簇启动子探测 
刺糖多孢菌中，多杀菌素生物合成基因簇排

布[8]如图 3 所示，在整个簇中，5 个Ⅰ型聚酮链

合成 ORF 同方向紧密排列；而其他大环内酯内

部交联基因和后修饰基因散乱排布，且方向不

同。因此，本工作重点探测了这些散乱排布的基

因的启动子。 

由于对刺探多孢菌的遗传操作存在困难，本

工作决定将多杀菌素生物合成基因簇的启动子

连入启动子探测质粒，转入遗传操作相对容易的

变铅青链霉菌 TK24 进行活性分析。根据基因排

布，选取了多杀菌素生物合成基因簇的 spnA、

spnP、spnQ、spnG、spnF、spnJ、spnI、spnM、 
 

 

图 2  启动子探测质粒示意图 
Fig. 2  Genetic maps of integrating plasmids used for promoter detection. 

 

图 3  刺糖多孢菌多杀菌素生物合成基因簇 
Fig. 3  Organization of spinosad biosynthetic gene cluster. 
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spnO 和 spnK 等 10 个基因启动区进行探测。首

先，将这些启动子连入 pSneo 的 NotⅠ位点，结

合转移到 TK24 菌株后进行分析发现，这些启动

子除 spnK 之外均有不同程度的活性，图 4 显示

了 spnA、spnP 和 spnQ 等启动子的相对活性，可

以看出 spnA 启动子的活性相对较强，spnQ 次之，

spnP 在这 3 个启动子中表现最差。这一结果表

明，本工作建立的启动子探测方法能够较好地探

测不同强度的启动子，另外，我们的工作也表明

刺糖多孢菌启动子能够在变铅青链霉菌 TK24 中

进行有效评价。 

为了进一步量化各个启动子的相对活性，本

工作进一步将这些启动子连入质粒 pSxylE，转化

TK24 后，通过邻苯二酚双加氧酶活性进行量化

分析。除 spnK 之外，根据基因排布预测的各启

动子均有活性，这与卡那霉素抗性质粒检测的结

果一致；同时也发现，这些启动子的活性并不相

同，其中负责聚酮链合成的第一个基因 spnA 的

启动子活性最强，其次为 spnJ 的启动子。然而，

spnJ 基因上游同向的 spnK 基因的上游序列用 2

个启动子探测质粒都没有发现启动子活性，这可

以判断 spnJ 和 spnK 是共转录的，而在上游的

spnM 基因尽管也是和 spnJ、spnK 同向，用双报

告质粒却监测到了启动子活性，这表明 spnM 应

该是独立转录的，结果如图 5 所示。 

2.3  多杀菌素生物合成相关基因的转录时序

分析 
2.3.1  转录时序分析培养基确定 

初步确定多杀菌素生物合成基因簇的启动

子后，继而进一步检测在刺糖多孢菌中这些启动

子在不同生长阶段的受调控情况，以在转录水平

上确定限速启动子，为进一步工程改造菌种奠定

基础。我们发现用已经建立的种子培养——发酵

两步发酵法菌体检测到多杀菌素产量比较高，但

在菌体接种发酵培养基后没有明显的生长周期；

且发酵培养基成分复杂，不溶物质较多，不方便

取样和 RNA 提取。所以我们尝试了用种子培养

基一步发酵法，其中测定了在种子培养基中的菌 
 

 

图 4  卡那抗性报告基因探测启动子活性 
Fig. 4  Evaluation of promoter activities by neo reporter gene. 
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图 5  xylE 报告基因探测启动子活性 
Fig. 5  Evaluation of promoter activities by measuring xylE activity. 

 
种生长和多杀菌素的产量曲线，结果表明在种子

培养基中从第 5 天完成对数生长，而多杀菌素也

正是从这个时期开始大量积累，到第 7 天达到最

大值 (图 6)。 

 

图 6  多杀菌素在种子培养基中批次发酵生长与多杀

菌素产量曲线 
Fig. 6  Kinetic curves of growth and spinosad 
production in batch fermentation. 

2.3.2  多杀菌素合成基因转录时序分析 

根据生长曲线和多杀菌素产量曲线，本工作

选取了 3 d、4 d 和 5.5 d 取样，提取 RNA，通过

荧光定量 PCR 进行相对转录时序分析，根据启

动子探测的结果，共分析了 spnA、spnF、spnG、

spnI、spnJ、spnM、spnO、spnP 和 spnQ 9 个基

因的相对转录时序。结果见图 7A，可以发现这

些基因都在菌体进入稳定期 (5.5 d) 时转录有明

显提高，这和发酵结果一致；发酵结果表明，多

杀菌素在 5~7 d 有明显的积累。由此可以推测，

刺糖多孢菌中存在控制多杀菌素生物合成基因

簇的调控因素，使整个基因簇在菌体进入稳定期

时启动。 

另外，多杀菌素生物合成所需的鼠李糖和福

乐糖胺的合成的前体是 TDP-4-酮-6-脱氧-D-葡萄 

 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  July 25, 2013  Vol.29  No.7 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

924 

 

 

图 7  多杀菌素转录时序分析 
Fig. 7  Transcriptional timing analysis of spn at different time points. (A) Genes in the cluster. (B) Genes out of the 
cluster. 

 
糖，它同时也是其他脱氧六碳糖的生物合成的共

同前体。Krishnamurthy Madduri 等[18]发现负责合

成该前体的基因和负责鼠李糖合成的基因不在

多杀菌素生物合成基因簇内，这些基因为 gtt 

(TDP-葡萄糖合酶) 、gdh (4,6-葡糖糖脱水酶) epi 

(3′,5′-差相异构酶) 和 kre (4-酮还原酶)，其中 gtt

和 gdh能够形成脱氧六碳糖的生物合成的共同前

体 TDP-4-酮-6-脱氧-D-葡萄糖，epi 和 kre 负责鼠

李糖的合成。我们进一步对这 4 个基因用

Real-time PCR 进行转录时序分析。结果如图 7B

所示，我们惊奇地发现这 4 个基因的转录时序与

多杀菌素生物合成完全不同，它们在对数生长期 

(3~4 d) 具有较高的转录活性，而当菌体进入平

台期后活性有明显降低。这表明了多杀菌素生物

合成过程中糖基化后修饰的底物供应和聚酮链

的合成速率不匹配可能是影响产量的关键因素。

在刺糖多孢菌中，鼠李糖不仅参与多杀菌素的合

成，还是合成细胞壁脂多糖的组分，细胞增长合

成细胞壁需要大量的脂多糖，而刺糖多孢菌生物

量的增加主要在对数期，因此我们认为刺糖多孢

菌中 epi 和 kre 在对数期具有较高的转录是完全

合理的。但是，这对多杀菌素的生成却是不利的，
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所以我们认为通过恰当的手段来合理地适配多

杀菌素生物合成过程中聚酮的合成和糖基的合

成有可能够显著提高其产量。 

3  结论 

多杀菌素是一种非常重要的农用抗生素，它

毒杀害虫迅速，杀虫范围广，对保证农业生产安

全具有重大的意义。然而野生刺糖多孢菌产生的

多杀菌素发酵产量低，我国还没有掌握高产技

术，同时刺糖多孢菌遗传操作困难，给我们的代

谢工程改造造成一定的困难。 

本研究首先从认识多杀菌素生物合成基因

簇的启动子出发，通过构建基于报告基因 neo 和

xylE 的启动子探测质粒，利用异源宿主变铅青链

霉菌 TK24 的易操作特点，建立用于刺糖多孢菌

的启动子探测技术。并进一步利用该技术，探测

到了多杀菌素生物合成基因簇的 9个基因启动子

活性。为了进一步分析这些启动子的转录时序，

我们通过实时荧光定量 PCR 分析了这 9 个基因

的转录时序，同时还进一步分析了不在多杀菌素

生物合成基因簇内的 4个与糖基化后修饰前体供

应相关基因。此外，我们还发现簇内的多杀菌素

生物合成相关基因都是在菌体进入稳定期时启

动，这暗示着在刺糖多孢菌中，多杀菌素的合成

存在调控因素值得深入认识。我们还发现，不在

多杀菌素生物合成基因簇内的 4个糖基化后修饰

前体供应基因和基因簇内基因的转录时序相反，

它们在菌体生长对数期有较高的活性，这暗示了

多杀菌素聚酮链的合成速率和参与后修饰的糖

基底物供应的最优化匹配有可能是代谢工程提

高多杀菌素产量的关键。 
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