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摘要：【目的】新金分枝杆菌(Mycobacterium neoaurum)MN4是1株经诱变育种获得的高产雄烯二酮，并

且能够耐受高浓度底物植物甾醇的突变菌株。为深入研究MN4菌株耐底物的机制及雄烯二酮的生物合成

途径，有必要解析MN4菌株的全基因组序列信息。【方法】本研究采用高通量测序技术对MN4进行全基

因组测序，然后使用相关软件对测序数据进行基因组装、基因预测与功能注释、COG聚类分析以及次级

代谢产物合成基因簇预测等。【结果】新金分枝杆菌MN4基因组装获得33个Contigs，整个基因组大小为

5 .39  Mb，GC含量为66 .9%，编码4920个蛋白基因，序列提交至GenBank数据库，登录号为

JXYZ00000000。【结论】本研究首次报道了1株高产雄烯二酮菌株MN4的全基因组序列，分析了基因组

的基本特征，初步解析了该菌株降解植物甾醇生产雄烯二酮的关键基因，将为MN4的功能基因组学研究

及相关次级代谢产物的生物合成途径与异源表达研究提供基础。
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甾醇类化合物(Steroids)又称类固醇，是在生

物体组织内广泛存在的化合物，从结构上来看，

是环戊烷多氢菲核的化合物的一类。截止目前，

所经授权上市的甾体类药物共有400多种，全球总

产值已达到400亿美元，而且每年呈递增的趋势，

甾类药物的市场需求多年来名列前茅，仅次于抗

生素 [ 1 ]。甾类激素药物在临床中应用非常的广

泛：改善人类生育能力及抗骨质疏松，调节血

压[2–4]；具有显著的抗肿瘤、抗炎抗过敏、抗菌抗

病毒等效果，而且对于一些由激素水平紊乱所造

成的恶疾具有一定的治愈效果[5–7]；可作为抗肥胖

药物的活性成分，以及预防HIV的传染和艾滋病

的治疗等。

雄烯二酮(Androst-4-ene-3, 17-dione, AD)是生

产甾体激素药物不可替代的关键中间体，几乎所

有的甾体激素药物都是以其作为起始原料进行生

产的[8–9]。20世纪60年代中期，美国生物学家Sih等[10]

首先发现微生物能够切除饱和甾醇的侧链得到
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AD和ADD。20世纪70年代初，日本的马启利用微

生物降解胆甾醇生产ADD也获得了成功[11]。如今，

AD被一些发达国家用于开发和生产新的医药主

品，如福美司坦和类固醇类激素免疫抗原等。目

前在全世界范围内，AD做原材料生产的医药品种

不断增加，为世界上的广大患者带来了福音[12]。

放线菌属革兰氏阳性、好养型微生物，多生

活在土壤环境中，可代谢产生或合成多种次级代

谢产物，例如链霉菌大约可以合成2/3的药用抗生

素[13]，假单胞菌能够有效代谢长链石油烃类[14]，

分枝杆菌与红球菌等则可以特异性的降解多环甾

类物质[15–16]。

本实验室前期通过紫外、硫酸二乙酯复合诱

变获得了1株高产雄烯二酮，并且能够耐受高浓度

底物植物甾醇的新金分枝杆菌(Mycobacterium

neoaurum)MN4[17]，并保藏于中国典型培养物保藏

中心(CCTCC NO: M 2014322)。为深入研究MN4

菌株耐底物的机制及雄烯二酮的生物合成途径，

本研究采用高通量测序技术对MN4菌株进行全基

因组测序，并对该菌株的次级代谢产物合成基因

簇进行预测，相关研究结果将为MN4的功能基因

组学研究及相关次级代谢产物的生物合成途径与

异源表达研究提供基础。

1    材料和方法

1.1    主要试剂和仪器

胰蛋白胨、酵母提取物购自于英国OXOID公

司，葡萄糖、Tris、EDTA、琼脂粉等均为国产分

析纯。上海卢湘仪TGL-20M离心机、BIO-RAD

ChemiDoc XRS 凝胶成像系统、Illumina HiSeq

2500高通量测序仪。

1.2    分枝杆菌的培养与培养基

新金分枝杆菌MN4由本实验室通过诱变筛选

获得，并保藏于中国典型培养物保藏中心(CCTCC

NO: M 2014322)。斜面培养基(g/L)：酵母膏3，蛋

白胨5，葡萄糖20，琼脂粉20，pH 7.0，115 °C高

压灭菌20 min。液体培养基(g/L)：胰蛋白胨10，

酵母提取物5，NaCl 20，pH 7.0，115 °C高压灭菌

20 min。

1.3    分枝杆菌的培养与基因组DNA提取

MN4菌株接种至斜面培养基于31 °C活化培养

6 d，然后转接至摇瓶液体培养基于31 °C、200 r/min

培养4  d，然后抽滤收集菌体用于后续基因组

DNA提取。采用液氮研磨的方法裂解细胞壁，然

后采用OMEGA细菌基因组DNA提取试剂盒抽提

总DNA，操作步骤见试剂盒说明书。

1.4    基因组的测序、组装及注释

基因组DNA提取后，在浓度和纯度达到测序

要求后进行全基因组测序，后采用Illumina Hiseq

2 5 0 0测序平台完成基因组测序，采用拼接软

Velevt1.2.10[18]进行序列组装，通过优化参数Kmer

值获得最好的组装结果。基因预测采用Glimmer

3.02[19]软件进行开放阅读框(ORF)预测，将所有预

测蛋白序列与COG(直系同源基因数据库)、NR(非

冗余蛋白数据库)、Swiss-Prot数据库[20]、Interpro

数据库[21]、KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes，京都基因和基因组百科全书)[22]和

Gene Ontology (GO)数据库[23]进行BLASTp (E-value≤

1e-5)对比，完成蛋白序列功能注释。采用tRNAscan-

SE[24]和RNAmmer[25]软件分别进行tRNA和rRNA

预测。

1.5    次级代谢产物合成基因簇分析

次级代谢产物的编码基因通常在基因组中成

簇存在，本研究采用ant iSMASH [ 2 6 – 2 7 ]软件对

MN4菌株中次级代谢产物合成基因簇进行分析，

并预测可能合成的化合物。
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2    结果和分析

2.1    比较基因组学分析

2.1.1    Mycobacterium neoaurum MN4基因组的基

本特征：目前，已报道有4株Mycobac ter ium
neoaurum完成全基因组测序，分别为Mycobacterium
neoaurum MN4、VKMAc-1815D、ATCC 25795和

DSM 44074。通过比较研究4株Mycobacterium
neoaurum和1株Mycobacterium tuberculosis的基因

组基本特征发现：4株新金分枝杆菌在基因组大

小、GC含量、CDS数目、CDS平均长度和RNA基

因数等方面非常相似(表1)，但与Mycobacterium
tuberculosis差异较大，表明MN4符合新金分枝杆

菌基因组的基本特征。

MN4、VKMAc-1815D、ATCC 25795和DSM
44074都能够进行降解植物甾醇侧链产生AD和

ADD。与其它3株新金分枝杆菌不同，本研究的

MN4菌株是实验室前期通过紫外、硫酸二乙酯复

合诱变获得了1株高产雄烯二酮(AD)，并且能够

耐受高浓度底物植物甾醇的突变株，其副产物

ADD比较少[17]。Mycobacterium neoaurum ATCC
25795是通过基因工程改造提高AD产率的工程菌

株[28]。

2.1.2    Mycobacterium neoaurum MN4编码蛋白质

的C O G聚类分析：基于G l i m m e r 3 . 0软件，

Mycobacterium neoaurum MN4共预测得到4920个
蛋白基因，然后将预测得到的所有蛋白质序列与

COG数据库进行BLASTp比对分析(E-value ≤ 1e-5)，

共计4769个蛋白基因成功获得COG功能注释(图1)。

从图中可以看出，COG聚类主要集中于一般功能

预测(General function prediction only)、能量产生

及传递(Energy production and conversion)、转录

(Transcription)、氨基酸代谢及转运(Amino acid

transport and metabolism)、脂类转运及代谢(Lipid

transport and metabolism)、次级代谢产物合成

(Secondary metabolites biosynthesis, transport and

catabolism)，分别占14.7%、9.7%、8.9%、8.9%、

7.5%、7.2%。值得注意的是，次级代谢产物合成

相关基因达345个，如此多的次级代谢产物合成基

因极有可能是该菌株能够产生多种次级代谢产物

的原因。

2.2    Mycobacterium neoaurum MN4次级代谢产物

合成基因簇分析

次级代谢产物的编码基因通常在基因组中成

簇存在，编码具有多种功能的复合酶。其中研究

的最为清楚是PKS/NRPS基因簇。本研究采用

antiSMASH软件对MN4菌株中所有的次级代谢产

物合成基因簇进行分析，预测共得到17个基因

簇，其中PKS/NRPS基因簇有7个，约占总基因簇

数量的41.1%(表2)。同时我们对部分次级代谢产

物的核心结构进行了预测(图2)。

antiSMASH软件预测次级代谢产物合成基因

簇，其原理是基于BLAST同源比对的方法。我们

通过该软件预测到17个可能的次级代谢产物生物

表 1.   分枝杆菌基因组基本特征比较分析

Table 1.   General features of several sequenced Mycobacterium chromosomes

Features Length
size/bp

GC
content/%

CDS
(No.)

Contigs
(No.)

Average CDS
size/bp

Coding
percent/%

tRNA
number

Pseudogene
(No.) GenBank No.

MN4 5390529 66.9 4920 33 992 90.6 46 79 JXYZ00000000

VKMAc-1815 5421267 66.9 4948 1 996 90.9 46 25 CP006936

ATCC 25795 5468381 66.7 5059 42 990 91.6 46 22 JMDW00000000

DSM 440744 5536033 66.6 5030 45 978 88.9 46 82 CCDR000000000

H37RV 4411532 65.6 3906 1 1013 89.70 45 30 AL123456
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图 1.   Mycobacterium neoaurum MN4蛋白质COG聚类分析

Figure 1.   COG cluster analysis of Mycobacterium neoaurum MN4.

表2.   Mycobacterium neoaurum MN4次级代谢产物合成基因簇预测

Table 2.   Gene clusters involved in synthesis of secondary metabolites in Mycobacterium neoaurum MN4
ID Contig No. Position/nt Gene amount Gene cluster type
1 Contig01 159507-180451 22 terpene
2 Contig01 175699-233113 41 nrps
3 Contig01 384839-395636 13 bacteriocin
4 Contig01 429422-472904 40 other
5 Contig01 495629-543243 36 Nrps-t1pks
6 Contig04 113694-124188 12 ectoine
7 Contig04 254297-306672 40 Nrps-t1pks
8 Contig07 80710-125026 41 other
9 Contig10 39439-104907 50 Nrps-t1pks
10 Contig11 57416-116582 48 Nrps-t1pks
11 Contig13 126361-142490 17 terpene
12 Contig15 88473-118128 31 T1pks
13 Contig17 13586-59018 31 T1pks
14 Contig20 32834-66829 36 other
15 Contig21 34844-63419 32 other
16 Contig23 22162-60458 29 other
17 Contig29 1-8702 10 Lassopetide
*T1pks: Type I polyketide synthases; nrps: Non-ribosomal peptide; ectoine: 1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidinecarboxylic acid.
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合成基因簇，表明MN4菌株具有合成这些代谢产

物的潜力和基因元件，具体能否合成这些次级代

谢产物还与其培养条件等因素有关。由于新金分

枝杆菌的次级代谢产物文献报道较少，未能就预

测的次级代谢产物与已知分离得到的次级代谢产物对

应上，因此我们对其它微生物中能够合成这些次

级代谢产物的菌株及相关文献进行了汇总(表3)。

2.3    Mycobacterium neoaurum MN4 降解甾体基

因簇分析

由于已经进行测序的新金分枝杆菌只有4株，

而Mycobacterium neoaurum NwIB-01没有进行全

基因组测序，故将MN4与同源性最高的VKM AC-

图 2.   Mycobacterium neoaurum MN4 次级代谢产物预测核心结构示意图(部分)
Figure 2.   Predicted core structure involved in synthesis of secondary metabolites in MN4 (Partial).
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1815D (GenBank No. NC_023036)进行比对分析，

从而确定了MN4菌株中甾体降解基因簇相关信息

(图3)。

华东理工大学魏东芝教授团队在菌株NwIB-

01中发现了多个关键基因kstR  (GenBank No.

GU363925)、kshA (GenBank No. GQ476982)、

choM1，KatA (GenBank No. JQ303323)、choM2，

embA (GenBank No. JQ303324)、ksdD (GenBank

No. GQ228843)等与菌株降解甾体类物质有关[28]。

通过BLAST比对分析发现在MN4也存在这些基

因，包括关键基因 c h o M 1  ( G e n B a n k  N o .

KJQ52133)；choM2 (GenBank No. KJQ48263)；

表3.   MN4菌株预测合成的次级代谢产物产生菌的文献报道

Table 3.   Literature reports of predicted secondary metabolites in MN4 strains

Predict product Sources of species MN4 cluster References

isorenieratene Green sulfur bacteria cluster 1 Maresca JA, et al[29]

ectione Mycobacterium smegmatis cluster 6 Ofer N, et al[30]

glycopetidolipid Mycobacterium avium cluster 7 Belisle JT, et al[31]

galbonolides Streptomyces sp. LZ35 cluster 8 Liu C, et al[32]

mycobactin Mycobacterium tuberculosis cluster 9 Reddy PV, et al[33]

herboxidene Streptomyces sp. A7847 cluster 14 Isaac BG, et al[34]

BE-7585A Amycolatopsis orientalis cluster 16 Yu X, et al[35]

图 3.   Mycobacterium neoaurum MN4 甾体降解关键基因簇

Figure 3.   Steroidal degradation of key gene cluster of Mycobacterium neoaurum MN4.
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ksdD (GenBank No. KJQ52289)；kshA (GenBank

No. KJQ51625)；kshB (GenBank No. KJQ49581)。

choM1基因(位于contig 01)和choM2基因(位于

contig 17)是 M. neoaurum MN4降解植物甾醇中的

胆固醇氧化酶(CHO)的作用，经过CHO催化后，

甾醇氧化为具有4-烯-3-酮的的甾酮，由此开始

ksdD基因(位于contig 01)的脱氢作用A环的C1(2)将

形成AD以及将AD转化成ADD，然后kshB(位于

contig 07)和kshA(位于contig 09)所组成的kSH基因

将降解过程中的AD和ADD转化成9-OH AD和9-

OH ADD。3-甾酮-9α-羟基化酶(3-ketosteroid-9-

alpha-hydroxylase KSH)由末端加氧酶(KshB)与

(KshA)双组份构成。KSH催化的羟基反应，开始

于NADH的氧化，自由电子通过还原酶KshB辅酶

F A D与铁硫还原中心的传递，过渡到氧化酶

KshA的Rieske结构域，最终在KshA活性中心

Fe2+处，与氧分子结合，完成甾体C9位的加氧反

应[36]。M. neoaurum MN4 降解植物甾醇的具体途

径见图4。

3    讨论

目前能够进行降解植物甾醇侧链制备AD和

ADD的菌株主要有分枝杆菌、节杆菌和简单包杆

菌等[37]。如今，以甾醇为原料的微生物转化工业

体系中，对工业用菌的选育一直是甾体转化中的

关键问题。Mycobacterium neoaurum MN4是一以

MN2为出发菌株采用紫外与硫酸二乙酯复合诱变

处理的突变株，其AD生成率较出发菌株提高了

15%，出发菌株MN2转化产物中AD与ADD的比例

为13∶1，而在突变菌株MN4的转化产物中，

AD与ADD的比例为20∶1[17]。因此，对MN4进行

全基因组测序有助于从分子水平上阐明其高产

AD的机制。

微生物降解甾体属有氧代谢，研究认为甾体

类物质的代谢起始于甾核的开环与侧链的末端氧

化。甾核的开环反应始于胆固醇氧化酶(ChO)的作

用，其次是3-甾酮-△1-脱氢和3-甾酮-9α-羟基化反

应。经胆固醇氧化酶(ChO)的催化后，甾醇氧化为

具有4-烯-3-酮的甾酮，然后开始甾体环的降解代

谢，再经 3-甾酮-3-甾酮-△1-脱氢酶(KsdD)与3-甾

酮-9α-羟基化酶(KsH)的作用形成甾药前体，如

ADD和9-OHAD等。KstD是形成ADD等甾药中间

体的关键药物酶，但同时也是微生物累积AD和9-

OHAD的不利因素。在菌株MN4中只发现了一处

图 4.   M. neoaurum MN4降解植物甾醇途径
[28]

Figure 4.   Phytosterols degradation pathway of M. neoaurum MN4[28]. CHO: cholesterol oxidase, KSH: 3-ketosteroid-
9-alpha-hydroxylase, ksdD: 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase.
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ksdD编码序列，从而降低了AD转化为ADD的活

力，这或许是导致MN4高产AD的原因。

本研究通过全基因组测序方法，获得了

MN4的全基因组序列，预测得到4920个蛋白基

因，预测了菌株降解甾醇基因簇。通过比较分析

该菌株实际有1处ksdD (GenBank No. KJQ52289)编

码序列，2处不同的kshA (GenBank No. KJQ51625,

KJQ49194)编码序列及1处kshB (GenBank No.

KJQ49581)编码序列。故可以通过基因工程的方

法对该菌株中关键基因酶 3甾酮 -△ 1脱氢酶

(KsdD)进行敲除或强化操作，以筛选出具有高活

性或低活性3甾酮-△1脱氢酶(KsdD)的突变株，使

产物中AD或ADD的产量占绝对优势，或者将3-甾

酮-9α-羟基脱氢酶(KsH)基因进行敲除或强化操作

以筛选出具有高活性或低活性3-甾酮-9α-羟基脱氢

酶 ( K s H )的突变株，使产物中 9 - O H A D或 9 -

OHADD的产量占绝对优势。本研究的相关结果

将为Mycobacterium neoaurum MN4 的功能基因组

学研究及相关次级代谢产物合成途径及异源表达

研究提供帮助。
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yielding strains Mycobacterium neoaurum MN4
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Key Laboratory of Protection and Utilization of Subtropic Plant Resources, College of Life Science, Jiangxi Normal University,
Nanchang 330022, Jiangxi Province, China

Abstract: [Objective] Mycobaterium neoaurum MN4 is a substrate-resistant mutant strain with high-yield
androstenedione. In order to further study MN4 strain substrate-resistant mechanism and androstenedione biosynthetic
pathway, it is necessary to decipher the MN4 strain genome. [Methods] The genome was sequenced using high-
throughput sequencing technology, and analyzed using relevant software for genome assembly, gene prediction and
functional annotation, COG cluster analysis and secondary metabolite biosynthesis gene clusters prediction. [Results]
The whole genome is assembled into 33 contigs, and the genome size is 5.39 Mb, GC content of 66.9% with encoding
4920 protein genes. The genome sequence was deposited in the GenBank database under the accession number
JXYZ00000000. [Conclusion] This study is the first report of androstenedione producing strain Mycobacterium
neoaurum MN4 genome sequence, and provides a theoretical basis for further heterologous expression of secondary
metabolites on Mycobacterium neoaurum MN4.
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