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摘   要：【目的】以基因组信息为导向，定向激活海洋来源卡伍尔氏链霉菌(Streptomyces cavourensis) 
NA4 中沉默的Ⅱ型聚酮类次级代谢产物生物合成基因簇，鉴定新产生的次级代谢产物的结构和抑

菌活性。【方法】通过添加启动子和敲除负调控基因的方法激活实验室培养条件下沉默或低表达

的生物合成基因簇，并完成目标化合物的分离与纯化，通过电喷雾质谱(electrospray ionization-mass 
spectrometry, ESI-MS)和核磁共振(nuclear magnetic resonance, NMR)数据分析鉴定目标化合物结

构，对目标化合物进行抑菌活性鉴定，基于生物信息学信息推导化合物的生物合成途径。【结果】

根据基因组生物信息学分析，从海洋来源链霉菌 Streptomyces cavourensis NA4 中选取一个编码

PKSⅡ型次级代谢产物的生物合成基因簇开展研究，成功激活目标基因簇，从中分离到 1 个 PKSⅡ
型化合物，推导了其生物合成途径并进行了抑菌活性鉴定。【结论】基因组导向下的天然产物挖

掘，可以目标明确地分离产物，充分挖掘链霉菌编码次级代谢产物的潜力。 

关键词：链霉菌；基因组挖掘；次级代谢产物；生物合成 
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Targeted activation and product identification of the type II 
polyketone gene cluster of Streptomyces cavourensis NA4 
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Abstract: [Objective] To activate the silenced gene cluster for the biosynthesis of type II 
polyketides in Streptomyces cavourensis NA4 isolated from a marine environment, and identify 
the structure and antibacterial activity of the newly produced secondary metabolite. [Methods] 
The silenced or low-expressed biosynthetic gene cluster under laboratory culture conditions 
was activated by the addition of promoters and the knockout of negative regulator genes. The 
target compound was separated. The structure of the target compound was identified by 
electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) and nuclear magnetic resonance (NMR). 
Furthermore, the antibacterial activity of the target compound was determined, and the 
biosynthetic pathway of the compound was deduced based on bioinformatics information. 
[Results] A biosynthetic gene cluster encoding type II polyketides was mined from the genome 
of S. cavourensis NA4 and successfully activated. A type II polyketide was separated from the 
expression products. The biosynthetic pathway of this compound was deduced and the 
antibacterial activity was determined. [Conclusion] Genome-oriented natural product mining 
can facilitate the separation of target products and fully tap the potential of Streptomyces in the 
production of secondary metabolites. 
Keywords: Streptomyces; genome mining; secondary metabolites; biosynthesis 
 
 

大部分的天然活性产物都来自于细菌，尤其

是放线菌类[1]。海洋链霉菌因其高盐、高压、低

温与低营养的生活环境，赋予了其特殊的代谢方

式，增强了产生新型抗生素的潜力，成为发现新

型次级代谢产物的重要来源[2]。随着基因组测序

的发展，发现链霉菌拥有 20 多种生物合成基因

簇(biosynthetic gene clusters, BGCs)，然而只有很

少的 BGCs 能够表达并检测到其次级代谢产  
物[3]。激活这些在常规条件下沉默或低表达的次

级代谢产物 BGCs，发掘这些“隐性”次级代谢产

物，是发现新型药用先导化合物的研究前沿和热

点，如 Li 等[4]通过核糖体工程激活恰塔努加链

霉菌(Streptomyces chattanoogensis) L10 中的隐

性基因簇，从中首次分离得到了蒽塔恰霉素。

Qian 等[5]通过异源表达链霉菌(Streptomyces sp.) 
Tü6314，分离鉴定了 6 种多酮类化合物，其中   
4 种表现出良好的抗 HIV 活性。Huang 等[6]以深

海链霉菌(Streptomyces somaliensis) SCSIO ZH66
的 wbl 调控基因为靶点，使链霉菌中的 wblAso
失活，构建 ΔwblAso 突变体激活链霉菌中沉默

的次级代谢产物合成基因簇，发现突变体的次级

代谢产物产生显著变化，从中分离到 α-吡喃酮

化 合 物 violapyrone B 。 Martínez 等 [7] 在

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 中过表达

了 LuxR 家族的 PAS 调节因子，从而激活了多烯

大环内酯抗真菌药物和其他抗生素的生物合成。
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此外，克拉维酸、头孢菌素 C 和衣霉素复合物

的产量分别增加了 10 倍、7 倍和 5 倍。 
聚酮合酶(polyketide synthase, PKS)是由许

多功能模块组成，包括延伸模块，加载模块等，

每个模块上有不同的结构域，这些结构域负责控

制聚酮类化合物的生物合成[8]。许多 II 型 PKS
基因簇的序列信息揭示了聚酮生物合成的一个

标志：在所有情况下，都涉及到一组最小的迭代

使用的酶，每个酶都来自一个不同的基因。一般

来说，这种所谓的“最小 PKS”由 2 个酮合酶单位

(KSα 和 KSβ)和 1 个酰基载体蛋白(acyl carrier 
protein, ACP)组成，ACP 用来连接不断增长的聚

酮链。除了少数例外，编码这 3 种蛋白质的基因

被分组在一起，并表现出典型的 KSα/KSβ/ACP
结构。其他 PKS 亚基，包括酮还原酶、环化酶

和芳香化酶，定义了新生聚酮中间体的折叠模

式。最后由加氧酶、糖基酶和甲基转移酶修饰。

这些酶主要存在于细菌中，并合成多种 II 型聚

酮类化合物[9]。 
转录起始水平的调控在链霉菌的代谢适应

中是最常见的，其中最主要的参与者是能够结合

DNA 的蛋白质，称为转录因子 (transcription 
factors, tf)，能够抑制或激活某些基因的转录，

因而发挥着巨大的作用[10]。链霉菌中 MarR 家族

蛋白主要功能包括控制抗生素的生物合成，如来

源于 Streptomyces exfoliatus UC5319 生物合成基

因簇的 penR 基因被预测为编码 MarR 家族蛋白

的转录调控因子，负责调控倍半萜类抗生素

pentalenolactone 的生物合成。与野生型菌株相

比，敲除 penR 的突变株 S. exfoliatus ΔpenR ZD27
的 pentalenolactones 生物合成基因和抗性基因

的转录水平明显降低[11]。TetR 家族转录调控因

子是一类重要的调节因子。大多数 TetR 家族调

节剂作为抗生素生物合成的转录抑制剂[12]。一

些 TetR 家族调控因子通过直接抑制基因簇激活

基因的转录来抑制抗生素的生物合成 [13]。Lee  
等[14]发现一个 TetR 家族转录调控基因(SCO1712)
是一个全局性的抗生素调控基因。Streptomyces 
coelicolor 中 SCO1712 的敲除通过抑制下调因子

wblA 的表达而增加了抗生素的合成，而且 wblA
的缺失突变进一步刺激了抗生素的产生，这意味

着 SCO1712 可能编码了一种新的抗生素下调调

控因子。 
链霉菌能够产生多种次级代谢产物包括

聚酮类、内酰胺类、非核糖体肽类和萜烯类化

合物 [15] 。本课题组前期对卡伍尔氏链霉菌

(Streptomyces cavourensis) NA4 进行了全基因组

测定，发现其具有丰富的次级代谢产物 BGCs，
通过生物信息学分析定位了一个Ⅱ型 PKS 类

BGCscluster 18，成功将其激活，分离鉴定了一

个Ⅱ型聚酮类化合物，对其生物合成过程进行了

推导并进行了抑菌活性的检测。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

Streptomyces cavourensis NA4 和遗传操作

过程中所使用的大肠埃希氏菌(Escherichia coli)
和相关质粒均保存于中国科学院沈阳生态研究

所农业微生物组[16]，文中所使用的其他菌株和

质粒及相关特性见表 1。 
1.1.2  引物 

根据 cluster 18 合成基因簇的 orf3605‒3607

负调控序列设计敲除引物，引物长 58/59 bp，其

中引物 5'端 39 bp 与目的序列同源，3'端 20 bp
或 19 bp 序列与 ermEp*-aadA (speR)基因片段序列

同源；设计靶向 orf3605‒3607 侧翼序列的基因敲

除检测引物，野生株 NA4 与突变株 PCR 产物长

度分别为 1 600 bp 和 2 080 bp；引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。引物序列见表 2。 
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表 1  试验菌株和质粒及相应特性 
Table 1  Test strains, plasmids and corresponding characteristics 
Strains/Plasmid Characteristic 
Escherichia coli BW25113 K12 derivative: ΔaraBAD, ΔrhaBAD 
E. coli ET12567 (dam-dcm-hsdM-), CmR 
pIJ790 λ-RED (gam, bet, exo), Cat, araC, rep101ts 
pUZ8002 tra, neo, RP4 
pC18-9F3 The PCR-targeted disruption cosmid (bla, neo, cos, AmpR, KanR) 

 
表 2  NA4-C18-9F3-01 所用的基因敲除引物和检测引物 
Table 2  The gene knockout primers and detection primers used by NA4-C18-9F3-01 
Primer name  Nucleotide 

(bp) 
Sequence (5′→3′) Forward/Reverse 

NA4_C18_orf3605-3607::Spe_ErmP_del 1 248 CCGCGGTACGGGCCGGTCCGGCCCGGGCCCGC
CGCCGTATTCCGGGGATCCGTCGACC 

F 

TTCGGACCCTGCGGGCTTTTCTTCCGTCTGGGG
TGCCACCATGGTTCGCCCGCTCTCCT 

R 

NA4_C18_orf3605-3607::Spe_ErmP_tes 1 619 GGCAACAACGAGATCCAG F 
AGAGAGGGATGTCCACAC R 

 
1.1.3  培养基和抗生素 

固体 LB 培养基(g/L)：酵母抽提物 5，胰蛋

白胨 10，NaCl 10，蒸馏水 1 L，pH 7.0，琼脂

20。SFM 固体培养基(g/L)：黄豆饼粉 20，蒸    
20 min，甘露醇 20，自来水 1 L，琼脂条 20。TSB
培养基(g/L)：胰蛋白胨 15，大豆蛋白胨 5，葡萄

糖 2.5，NaCl 5，K2HPO4 2.5，自来水 1 L，pH 7.0。
R5 培养基 (g/L) ：蔗糖 103 ，葡萄糖 10 ，

MgCl2·6H2O 10.12，酵母提取物 5，酪氨酸 0.1，
K2HPO4 0.5，K2SO4 0.25，七水合硫酸锌 0.000 1，
七水合硫酸亚铁 0.000 1，四水合硫酸锰 0.000 1，
蒸馏水 1 L，pH 7.2‒7.4。 

氨苄青霉素(ampicillin, Amp)：100 mg/mL 
(无菌水溶 )。氯霉素 (chloramphenicol, Chl)：   
100 mg/mL (无水乙醇溶)。卡那霉素(kanamycin, 
Kan) ： 100 mg/mL ( 无菌水溶 ) 。壮观霉素

(spectinomycin, Spe)：100 mg/mL (无菌水溶)。
甲氧苄氨嘧啶(trimethoprim, Tmp)：50 mg/mL 
(DMSO 溶)。 

1.1.4  主要试剂与仪器设备 
恒温摇床(DHZ-C，太仓市实验仪器有限公

司)；电泳仪(DYY-6C，北京六一仪器厂)；制冰

机 (XUEKE, IMS-100) ； PCR 仪 (Mastercycler 
gradient, Eppendorf)；电子分析天平(ALE-200，
上海湘仪天平仪器厂)；立式压力蒸汽灭菌锅

(YXQ-LS-50S11，上海博讯实业有限公司医疗设

备厂)；艾可浦超纯水机(ABY-1001-U，重庆颐洋

企 业 发 展 有 限 公 司 ) ； 超 级 洁 净 工 作 台

(BCN-1360B，北京东联哈尔仪器制造有限公

司)；高速冷冻离心机(3K15，Sigma 公司)；冷冻

干燥机(FD-1D-50，北京博医康实验仪器有限公

司)；数控超声波清洗器(KQ3200DB，昆山市超

声仪器有限公司 ) ；循环水式多用真空泵

(SHB-Ⅲ，郑州长城科工贸有限公司)；低温冷却

循环泵(DLSB，郑州长城科工贸有限公司)；旋

转蒸发仪(RE52-99，上海亚荣生化仪器厂)；高

效液相色谱仪(Ultimate-3000)；色谱甲醇(Thermo 
Fisher)；氘代试剂 (剑桥 CIL)；核磁共振仪
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(AvanceⅡ600 MHz, Bruker)。 

1.2  次级代谢产物生物合成基因簇的分析 
基因组序列上传至 antiSMASH 网站(https:// 

smash.secondarymetabolites.org)进行次级代谢产

物 BGCs 的分析。并结合 BLAST (https://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)软件对目标基因簇所

涵盖的序列进行开放阅读框的预测以及对基因

功能进行注释。 

1.3  重组质粒的构建 
利用 PCR-targeting 技术构建重组质粒，具

体操作方法见参考文献[17]。本课题组前期筛选

出包含 PKSⅡ型基因簇 cluster 18 的 pC18-9F3 粘

粒 [18] 。 以 ermEp*-aadA (speR) 为 模 板 ，

NA4_C18_orf3605-3607::Spe_ErmP_del F/R为引

物，PCR 扩增胶回收得到含 Spe 抗性基因序列

片段；将包含 PKSⅡ cluster 18 基因簇的粘粒

pC18-9F3 转化到感受态 E. coli BW25113/pIJ790
中；然后用同样的方法将 ermEp*-aadA (speR)片
段转化到E. coli BW25113/pIJ790/pC18-9F3感受

态细胞中；在含终浓度为 25 μg/mL Kan、      
25 μg/mL Amp和25 μg/mL Spe平板上筛选转化子，

提取质粒，重组为含 Spe 抗性片段的载体，命名为

pNA4-C18-9F3-01，其中 orf3605‒3607 负调控基因

被 Spe 抗性基因替换；将 pNA4-C18-9F3-01 转化

到 E. coli ET12567/pUZ8002 感受态细胞中，从

而得到供体菌 E. coli ET12567/pUZ8002/pNA4- 
C18-9F3-01。 

1.4  重组菌株的构建 
利用接合转移技术构建重组菌株，具体操作

方法见参考文献[19]，并做少量改良。将重组载

体 E. coli ET12567/pUZ8002/pNA4-C18-9F3-01
接种于 5 mL LB 液体培养基中，200 r/min、37 °C
培养过夜，按 2%接种量接种于含 50 mL LB 液

体培养基的三角瓶中进行放大培养，200 r/min、
37 °C 培养 3‒4 h 后离心收集菌体，用 LB 液体

培养基清洗掉多余抗生素，将其重悬于 1 mL LB
液体培养基中，作为后续进行接合转移操作的供

体菌；制备菌株 NA4 孢子悬液，将 NA4 孢子弄

散后，用 TSB 培养基清洗菌体 2–3 次，重悬于

1 mL TSB 液体培养基后，50 °C 热激 10 min，冷

却至室温后，28 °C 180 r/min 振荡培养 3 h，作为

结合转移的受体菌；取供体菌和受体菌各 500 μL
混合均匀后涂布于 SFM (添加 20 mmol/L MgSO4)
固体培养基上。在培养箱中 28 °C 培养 16 h 后，

用 1 mL 含 2.5 mg Spe 和 1 mg 的甲氧苄胺嘧啶

(trimethoprim, TMP)的无菌水充分覆盖，吹干，

28 °C 培养 4 d。 

1.5  重组菌株的 PCR 验证 
蘸取少量大肠杆菌单克隆菌体置于 PCR 管中

备用，用棉签刮取野生株 NA4 及 NA4-C18-9F3-01
突变株少量孢子，用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA
抽提试剂盒[生工生物工程 (上海 )股份有限公

司]，参照试剂盒说明书提取基因组 DNA 备用。

以上样品利用 PCR 扩增琼脂糖凝胶电泳进行验

证。PCR 体系：上下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL；
模板 1 μL；rTaq 酶 0.15 μL；dNTPs (2.5 mmol/L) 
1.5 μL；DMSO 1 μL；10×buffer 1.5 μL；ddH2O
补齐至 15 μL。PCR 反应条件：第 1 阶段(1 个循

环)，95 °C 5 min；第 2 阶段(35 个循环)，94 °C  
30 s，60 °C 40 s，72 °C 2 min；第 3 阶段(1 个循

环)，72 °C 10 min。 

1.6  重组菌株次级代谢产物的发酵检测 
利 用 SFM 培 养 基 平 板 活 化 菌 株

NA4-C18-9F3-01 和野生株 NA4，28 °C 恒温培

养 72 h，用镊子取 1 mL 灭菌枪头，用枪头尾部在

平板菌株生长浓密的地方挖块接种于装有 50 mL
灭菌的最适培养基的锥形瓶(锥形瓶体积 250 mL)
中，设置 3 个平行试验，28 ℃、180 r/min 振荡

培养 3 d。发酵液 8 000 r/min 离心 20 min，收集

上清液倒回原瓶中，每瓶加入 2 g HP20 大孔吸
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附树脂，28 °C、180 r/min 恒温振荡 2 h，收集树

脂，并用蒸馏水清洗 3 遍，吸干水分后转移到小

瓶中，甲醇过夜浸泡提取。通过高效液相色谱-
二级线性阵列检测器法(high performance liquid 
chromatography with diode array detector, 
HPLC-DAD)分析发酵液粗提物。同时设置培养

基以及处理方法完全相同的野生株 NA4 粗提物

作为对照组，使用相同的色谱条件进行分析。

HPLC-DAD 检测条件：色谱柱：YMC-Pack ODS
色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)；流动相：0.5‰
三氟乙酸水溶液(A)-甲醇(B)；梯度洗脱，程序如

下：0‒30 min、10%‒100% B；30‒35 min、100% 
B；35‒40 min、100%‒10% B；流速：1.0 mL/min；
进样量：10 μL；柱温：35 °C。 

1.7  重组菌株次级代谢产物的放大发酵 
SFM 培养基(添加终浓度 50 μg/mL Spe 和

50 μg/mL Tmp)平板活化菌株 NA4-C18-9F3-01，
28 °C 恒温培养 72 h，同样采用挖块接种法将菌

株接种于装有 50 mL R5 培养基的锥形瓶(锥形

瓶体积 250 mL)中，28 ℃、180 r/min 振荡培养

3 d，作为放大发酵的种子液，将种子液转接到

含有 1 L R5 培养基的锥形瓶(锥形瓶体积为 3 L)
中进行放大培养，28 °C、180 r/min 恒温振荡培养

7 d，发酵总体积为 71 L。发酵液离心(4 000 r/min, 
20 min)后将上清液倒回原瓶中，每瓶加入 40 g 
HP20 大孔吸附树脂，室温、180 r/min 振荡 2 h
后抽滤掉发酵液，再用蒸馏水清洗 3 遍。待水

抽干后将树脂倒入烧杯中，甲醇过夜提取，旋

转蒸发仪减压浓缩后得到粗提物 15.6 g。 

1.8  重组菌株发酵产物分离与结构鉴定 
采用 HPLC-DAD 导向的分离，首先使用采

用快速硅胶柱色谱法分离，将粗提物用 15 g 硅
胶(500‒600 目)拌样，150 g 硅胶装柱，按照二氯

甲烷：甲醇分别为 100:0、100:2、100:5、100:10、
100:20、100:30、100:40、100:50 和 0:100 (体积

比)梯度洗脱，根据 HPLC 分析结果合并得到馏

分 Fr.1-Fr.5。通过 HPLC-DAD 定位目标化合物

所在馏分 Fr.2，将馏分 Fr.2 经 Sephadex LH-20
分离，用甲醇等度洗脱，得到馏分 Fr.2.1‒Fr.2.5，
馏分 Fr.2.2 经半制备高效液相制备，用甲醇/水
(45:55，流速 2.0 mL/min)等度洗脱，得到化合物

(9.5 mg)，将分离得到的化合物通过 NMR 进行

结构鉴定。 

1.9  化合物抑菌活性测试 
指示菌包括 2 株革兰氏阴性菌：大肠埃希氏

杆菌(Escherichia coli) ATCC8739、丁香假单胞菌

(Pseudomonas syringae) ATCC19874；1 株革兰氏

阳性菌：金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) 
ATCC10231；1 株真菌：白色念珠菌 (Candida 
albicans) ATCC10231。采用微量肉汤稀释法[20]

测 定 目 标 化 合 物 的 最 小 抑 菌 浓 度 (minimal 
inhibitory concentration, MIC)，具体步骤如下：

分别取 1.024 mg 供试品溶解于 100 μL DMSO
中，充分混合均匀后，吸取混合好的 50 μL 样品

溶液到另一只装有 50 μL DMSO 的离心管中，重

复此操作，从而得到系列浓度减半的样品溶液

(10.24、5.12、2.56、1.28、0.64、0.32、0.16、
0.08、0.04、0.02 和 0.01 mg/mL)。系列浓度供试

品溶液的终浓度分别为 512、256、128、64、32、
16、8、4、2、1 和 0.5 μg/mL。将活化好的细菌指

示菌，用TSB培养基配成浓度变为105‒106 CFU/mL
的菌悬液，同样的操作，白色念珠菌用沙氏培

养基进行稀释。在 96 孔板上每孔加入 5 μL 不

同浓度的供试品溶液和 95 μL 菌液，每个浓度

梯度做 3 个平行，阴性对照分别为含菌培养基

和不含菌培养基，阳性对照为氯霉素(抗细菌活

性)和制霉菌素(抗白色念珠菌活性)。混匀后置于

37 °C 静置培养 12 h 或 24 h，将肉眼可观察到的

无细菌生长的最低供试品浓度作为 MIC，每个

试验重复 3 次。 
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2  结果与分析 

2.1  链霉菌 Streptomyces cavourensis NA4
中 PKS-Ⅱ cluster 18 基因簇分析 

使用在线分析软件 antiSMASH 6.0 预测菌

株 Streptomyces cavourensis NA4 C18 基因簇可 

能合成 PKS-Ⅱ类化合物，功能预测(表 3)显示 
cluster 18 包含重要的聚酮类生物合成基因

orf3613‒3615，命名为最小 PKS (同 Streptomyces 
fradiae Tü2717的Urdamycin基因簇上的urdA–C)，
如图 1 所示，从 N 端到 C 端编码的结构域分别为

酮基合成酶(KSα)、链长因子(KSβ)、酰基载体蛋白 
 

表 3  C18 基因簇的功能注释 
Table 3  Functional annotation of the C18 gene cluster 
Orf Amino acid Closest protein similarity identity Identity (%) References 
orf3603 445 Cation: proton antiporter (Streptomyces sp. S9) 83.60 MBO7936740.1 
orf3604 219 Hemerythrin domain-containing protein (Streptomyces sp. MBT57) 94.93 MBK3583118.1 
orf3605 490 DHA2 family efflux MFS transporter permease subunit  

(Streptomyces sp. WAC04770) 
98.57 RST22046.1 

orf3606 311 DNA-binding MarR family transcriptional regulator (Streptomyces cavourensis) 99.68 TQO31775.1 
orf3607 570 Tryptophan 7-halogenase (Streptomyces cavourensis) 99.12 MBH0243964.1 
orf3608 193 Flavin reductase (Streptomyces sp. KAI-26) 98.77 NUV90467.1 
orf3609 582 ATP-grasp domain-containing protein (Streptomyces halstedii) 87.33 NEA16392.1 
orf3610 329 Pd2U (Streptomyces sp. WP 4669) 67.50 AAO65359.1 
orf3611 488 FAD-dependent monooxygenase (Streptomyces sp. MBT57) 95.68 MBK3583861.1 
orf3612 109 JadI cyclase-like protein (Streptomyces sp. WP 4669) 85.19 AAO65361.1 
orf3613 423 Beta-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase family protein (Streptomyces sp.) 90.74 MBW8792434.1 
orf3614 407 Ketosynthase chain-length factor (Streptomyces microflavus) 90.45 NEB65571.1 
orf3615 102 Acyl carrier protein (Streptomyces sp. SID4944) 98.04 MYR40324.1 
orf3616 261 3-oxoacyl-ACP reductase FabG (Streptomyces sp.) 87.36 MBW8792437.1 
orf3617 315 Aromatase/cyclase (Streptomyces sp.) 83.23 MBW8792438.1 
orf3618 854 SDR family NAD(P)-dependent oxidoreductase (Streptomyces cavourensis) 99.77 AXI73011.1 
orf3619 503 MFS transporter (Streptomyces sp. A1136) 66.38 THA51728.1 
orf3620 304 4'-phosphopantetheinyl transferase superfamily protein (Streptomyces cavourensis) 99.01 MBH0245621.1 
orf3621 538 Acyl-CoA carboxylase subunit beta (Streptomyces cavourensis) 99.81 ATZ00070.1 
orf3622 76 Acyl-CoA carboxylase subunit epsilon (Streptomyces sp. SID4944) 96.15 MYR38874.1 
orf3623 304 Alpha/Beta fold hydrolase (Streptomyces cavourensis) 100.00 MBH0246978.1 

 

 
 

图 1  C18 基因簇与 Urdamycin 生物合成基因簇的对比图 
Figure 1  Comparison of C18 gene cluster and Urdamycin biosynthesis gene cluster. The arrow indicates the 
insertion position of the promoter. 
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(ACP)，负责着基本单位的合成及链的延长，其

在许多芳香族聚酮生物合成基因簇中是非常典

型的。orf3616 编码的酶(同 Urdamycin 基因簇上

的 urdD)与典型的酮还原酶(KRs)具有高度的序

列同源性(82%‒87%的同源性)，参与了新生聚酮

链的折叠和环化。orf3617 (同 Urdamycin 基因簇

上的 urdL)与催化第一环闭合和芳构化的双功能

环化酶/脱氢酶(芳香化酶)同源。除此之外，C18
基因簇还有与 Urdamycin 基因簇上相似的 FAD
依赖性单加氧酶基因 orf3611 (同Urdamycin基因

簇上的 urdE)、氧化还原酶 orf3618 (同 Urdamycin
基因簇上的 urdM)、黄素还原酶 orf3608 (同
Urdamycin 基因簇上的 urdO)。与之不同的是，

C18 基因簇还存在卤化酶(orf3607）、乙烯基转

移酶(orf3620)、酰基辅酶 A 羧化酶(orf3621)和

水解酶(orf3623)等基因，提示由 C18 基因簇合

成的化合物相较于 Urdamycin 会发生某些位点

的修饰与剪切；C18 基因簇中还存在编码 MarR
家族转录抑制因子的调控基因 orf3606。采用敲

除负调控基因 orf3606，同时在 orf3605‒3607
间添加红霉素启动子的方法，激活沉默的 C18
基因簇，充分挖掘其编码新型 PKS-Ⅱ类化合物

的潜力。 

2.2  突变株 NA4-C18-9F3-01的构建与鉴定 
NA4-C18-9F3-01 突变株的构建示意图如图

2，当使用检测引物 NA4_C18_orf3605-3607:: 
Spe_ErmP_tesF/R 进行 PCR 电泳验证时，野生株

NA4 有一条 1 600 bp 的条带，而目标重组载体

和 NA4-C18-9F3-01 突变株条带为 2 080 bp。采

用 PCR-targeting 技术将 Spe 抗性基因替换质粒 
 

 
图 2  NA4-C18-9F3-01 突变株的构建示意图 
Figure 2  Construction of NA4-C18-9F3-01 mutant. 
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pC18-9F3 中的 orf3605‒3607 负调控基因；菌落

PCR 鉴定结果显示获得目标阳性重组载体(图
3A)。然后提取 pNA4-C18-9F3-01 阳性重组子， 

 
图3  重组载体及NA4-C18-9F3-01突变株电泳检测图 
Figure 3  Gel electrophoresis analyses of the 
recombinant cosmid and NA4-C18-9F3-01 mutant. A: 
Recombinant plasmids were obtained by PCR-targeting. 
B: Recombinant plasmids were transformed into 
Escherichia coli ET12567/pUZ8002. C: NA4-C18-9F3-01 
mutant. 1, 2, 3: Recombinant plasmids/mutant; WT: 
Wild stain NA4; M: DNA marker (DL2000). 

成功转化至 E. coli ET12567/pUZ8002 中，得到

E. coli ET12567/pUZ8002/pNA4-C18-9F3-01 供

体菌(图 3B)。最后将该供体菌与受体菌卡伍尔

氏链霉菌 NA4 接合转移成功的阳性接合子进行

PCR 鉴定，以野生株 NA4 为对照，结果显示

NA4-C18-9F3-01 突变株构建成功(图 3C)。 

2.3  突变株 NA4-C18-9F3-01 的发酵检测 
使用相同的色谱条件分析野生株NA4 以及突

变株。HPLC-DAD 结果(图 4)显示在 R5 培养基上，

突变株的次级代谢产物在 Rt 18.45 min、Rt  
18.465 min 和Rt 20.45 min产生了野生株明显没有

的色谱峰。结合紫外吸收以及本课题组其他突变

株分离经验，认为 Rt 18.45 min 的化合物的紫外吸

收接近Ⅱ型聚酮类化合物的紫外吸收特点(图 5)，
且与本课题组其他突变株产生的化合物明显不

同，为特异性激活产物，故对其进行导向式分离。 
2.4  目标化合物的结构鉴定 

目标化合物为无色针晶(甲醇)。结构如图 6 所

示。[α]20
D-39.3 (c1, MeOH)。分析目标化合物的 1H、

13C 和 HMBC 核磁数据(表 4)发现结构中存在 3 个

芳香次甲基氢质子信号 δH 7.66 (1H, s)、7.46 (1H, 
dd, J=7.6, 1.0 Hz)和 7.26 (1H, dd, J=8.3, 1.0 Hz)，推
测存在三取代苯环；1 个烯氢质子信号 δH 5.84 
(1H，m)；3 个连杂原子质子信号 δH 5.62(1H, m)、
δH 4.74 (1H, s)、δH 4.39 (1H, d, J=0.9 Hz)；1 个甲

基质子信号 δH 1.92 (3H, s)。13C-NMR (DMSO-d6, 
150 MHz)中共 19 个碳信号，其中 8 个芳香或烯烃

碳信号 δC 161.0、158.9、135.4、135.1、124.7、122.8、
120.3 和 117.8；3 个羰基碳信号 δC 200.7、197.2
和196.6；1个甲基碳信号δC 24.1。化合物1H-1H COSY
以及 HMBC 主要链接如图 7 所示。1H-1H COSY
谱结果显示 H-5/H-6/H-6a、H-9/H-10/H-11 相关。

HMBC 显示 H-5 与 C-4 存在相关，H-6a 与 C-5 存

在相关，H-12a 与 C-6a 存在相关，H-12b 与 C-12a
存在相关。测得 CD 值如图 8 所示。以上数据与文

献[21]基本一致，因此鉴定该化合物为Urdamycin J。 
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图 4  野生株与突变株发酵检测对比 HPLC-DAD 图 
Figure 4  HPLC-DAD diagram for comparison of fermentation detection of wild and mutant strains. 

 

 
图 5  Rt 18.45 min 化合物的紫外吸收 
Figure 5  Rt 18.45 min UV absorption of compounds. 
 

 
 

图 6  目标化合物的结构 
Figure 6  Structure of the target compound. 

表 4  DMSO-d6 中目标化合物的 1H 和 13C NMR
光谱数据 
Table 4  1H and 13C NMR spectroscopic data of 
compound in DMSO-d6 
No. 13C NMR 

(δ in ppm) 

1H NMR 
(δ in ppm, J in Hz) 

HMBC 
correlations 

1 200.7, C   
2 124.7, CH 5.84, m 4, 13 
3 161.0, C   
4 42.4, CH2 3.23, d, (18.2) 

2.09, d, (18.2) 
2, 3 
2, 3, 4a, 12b, 13 

4a 73.9, C OH: 4.39, d, (0.9) 4, 4a, 12b 
5 31.4, CH2 1.86, s 

1.43, dd, (9.5, 3.1) 
1, 4, 4a 
4, 4a, 6a, 12b 

6 17.6, CH2 1.87, s 
2.35, m 

1, 4, 4a 
4a, 6a, 12a 

6a 51.8, CH 3.27, s 1, 5, 12a, 12b 
7 197.2, C   
7a 120.3, C   
8 158.9, C OH: 11.79, s 7a, 8, 9 
9 122.8, CH 7.26, dd, (8.3, 1.0) 7a, 8, 11 
10 135.2, CH 7.66, t, (7.9) 8, 11a 
11 117.8, CH 7.46, dd, (7.6, 1.0) 7a, 9, 12 
11a 135.4, C   
12 196.6, C   
12a 82.4, C OH: 5.62, s 6a, 12, 12a, 12b, 
12b 79.3, C OH: 4.74, s 4a, 7, 12a, 
13 24.1, CH3 1.92, s 2, 3, 4 
δ: Hemical shift; J: Coupling constant; s,m,t,d,dd: Peak shape. 
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图 7  目标化合物中关键的 COSY 和 HMBC 相关 
Figure 7  Selected 2D NMR correlations for 
compound. 
 
2.5  化合物 Urdamycin J 的生物合成途径

推导 
基于基因重组的结果和已报道 Urdamycin

生物合成机制研究，推测卡伍尔氏链霉菌 NA4 中

分离得到的 Urdamycins J 生物合成途径如图 9 所

示，以 1 个乙酰辅酶 A 和 9 个丙二酰辅酶 A 为原

料，最小 PKSs (orf3613‒3615)编码合成了聚酮链

1。酮基合成酶 orf3616 选择性地在 C-9 位 
 

 
 

图 8  目标化合物的 CD 光谱(CH3OH) 
Figure 8  CD spectra of compounds in CH3OH. 

 

 
 

图 9  生物合成途径预测 
Figure 9  Putative biosynthetic pathway. A: Synthetic biological gene cluster of compound. B: Biosynthetic 
pathway of compound Urdamycins J. 
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点还原主干[21]。orf3617 (与 urdL 具有很高的同

源性，可能催化相同的环化反应)负责第 1 环的

闭合与芳构化[22]，orf3612 (同 urdF)参与第 3 环、

第 4 环的环化[23]，最终合成 2。2 经氧化转化为

3，BGC 编码了一种推测为 FAD 依赖性单加氧

酶基因 orf3611 (同 urdE)，作为基因簇中的第二

个加氧酶基因，参与了 12 位的氧化作用[22]。

orf3618 (同 urdM)编码一种具有 c 端还原酶结构

域和 n 端黄素依赖加氧酶结构域的双功能酶，该

结构域负责生物合成途径中的 12b-羟基化[24]。3
在黄素还原酶 orf3608 (同 urdO)作用下通过 6-
还原，5,6-脱水转化为 4[22]。最后 4 经过 2,3-脱

水，最终形成了目标化合物 Urdamycins J。 

2.6  化合物抑菌活性试验 
测定目标化合物的最小抑菌浓度(MIC)，结

果显示目标化合物对 2 株革兰氏阴性菌大肠埃

希氏菌(Escherichia coli) ATCC8739 和丁香假单

胞菌(Pseudomonas syringae) ATCC19874 以及真

菌白色念珠菌(Candida albicans) ATCC10231 无

明显抑制作用，对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) ATCC10231 有明显的 
抑制活性，MIC 值为 16 μg/mL，比对照氯霉   
素(MIC 值 4 μg/mL)的活性低。活性结果如表 5
所示。 

 
表 5  目标化合物抑菌活性结果汇总表 
Table 5  Summary of antibacterial activity results of target compounds 
Compounds Escherichia coli  

(MIC) (μg/mL) 
Pseudomonas syringae  
(MIC) (μg/mL) 

Candida albicans  
(MIC) (μg/mL) 

Staphylococcus aureus  
(MIC) (μg/mL) 

Compound >512 >512 >512 16 
Control 4 4 8 4 

 

3  结论与讨论 
利用生物信息学进行分析，发现链霉菌基因

组中含有多个次级代谢产物 BGCs，在实验室培

养条件下，多数沉默或者低表达，处于隐性未激

活状态[25]，为了充分挖掘链霉菌次级代谢产物

的编码能力，科研人员研究了多种次级代谢产物

BGCs 激活策略，包括培养条件的优化、启动子

工程、核糖体工程、调控基因的控制和异源表达

等，来激活隐性的次级代谢产物 BGCs，从而获

得结构新颖有活性的天然产物[26]。 

本研究采用敲除负调控基因 MarR 的同时

添 加 红 霉 素 启 动 子 的 策 略 ， 成 功 将 菌 株

Streptomyces cavourensis NA4中一个编码 PKS-Ⅱ 

生物合成基因簇激活，并顺利分离到 1 个芳香类

聚酮化合物，研究发现其具有良好的抑菌和抗癌

活性[21]，表明以基因组为导向的天然产物挖掘

可以加速链霉菌中活性新化合物的发现，同时该

菌株中启动子过表达体系的建立为其他海洋微

生物来源的“隐性”次级代谢产物的生物合成基

因簇的激活提供参考思路和技术支持。  

本研究中激活的 PKS-Ⅱ生物合成基因簇包括

Ⅱ型聚酮类化合物合成所必需的最小 PKS 合成单

元以及酮基合成酶、环化酶、加氧酶等，目标化

合物为特异性激活 cluster 18所产生的Urdamycins
类化合物，与已报道的 Urdamycins A 等其他类乌

达霉素相比，缺少了一个糖基部分，推测可能与

其生物合成基因簇中缺少编码糖基转移酶的

urdGT2 有关[24]。激活结果显示可能启动子只激活

了基因簇中关键结构基因如最小 PKS 等，一些新

颖的后修饰基因(orf3607、orf3620、orf3621 和

orf3623)没有激活，这给以后的研究提供了思路。 
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