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摘 要：【目的】雷帕链霉菌编码 55 个天然产物合成基因簇，蕴藏着丰富的生物合成潜力，但

绝大部分基因簇尚未被鉴定。本研究旨在通过构建细菌人工染色体(bacterial artificial chromosome, 

BAC)文库，批量克隆雷帕链霉菌的新型基因簇，并将其导入模式链霉菌中进行异源表达，从而

获得一系列新结构化合物。【方法】对雷帕链霉菌 SIPI RP202 编码的合成基因簇进行新颖性分

析，挑选出 11 个编码非核糖体肽、聚酮或萜类的未知基因簇；构建 BAC 文库，并通过 PCR 筛

选获得目标基因簇；利用接合转移将这些基因导入 3 种异源表达底盘菌株中，采用 3 种发酵培养

基和 2 种发酵液萃取方法。利用 LC-MS 检测基因簇是否成功表达，最终对新结构化合物进行分

离、纯化与结构解析。【结果】成功在一个未知的萜类合成基因簇中实现了异源表达，将其导入

白色链霉菌 Del14 后，获得了 3 个新结构的芳香族混源萜化合物 rapamylic acids A−C。结合化合

物的结构特征与基因簇信息，推导了其潜在的生物合成途径。【结论】本研究基于批量基因簇高

效克隆与异源表达策略，成功激活了一个雷帕链霉菌的沉默基因簇，为其他链霉菌沉默基因簇的

表征提供了新思路。同时，rapamylic acids A−C 作为全新结构的混源萜类化合物，也进一步拓展

了细菌萜类化合物的多样性。
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Abstract: [Objective] Streptomyces rapamycinicus has large biosynthetic potential with 55 natural 
product biosynthetic gene clusters (BGCs), most of which have not yet been identified. This study 
aims to obtain a series of novel compounds by Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library-
based cloning of novel BGCs from S. rapamycinicus on a large scale and then heterologously 
expressing them in model Streptomyces strains. [Methods] The bioinformatics analysis of the 
novelty of BGCs screened out 11 unknown BGCs encoding non-ribosomal peptides, polyketides or 
terpenoids, from S. rapamycinicus SIPI RP202. Then, we cloned these BGCs by constructing a 
BAC library and screening via PCR, and then introduced them into three heterologous expression 
hosts by conjugative transfer. Finally, LC-MS was employed to detect whether these BGCs were 
successfully expressed after fermentation in three media and fermentation broth extraction with two 
approaches. Novel compounds were separated, purified, and structurally elucidated. [Results] An 
unknown terpenoid BGC was successfully expressed in Streptomyces albus Del14. Three novel 
aromatic meroterpenoids, rapamylic acids A−C, were identified. Then, the potential biosynthetic 
pathways of rapamylic acids A −C were proposed based on their structural features and BGC.
[Conclusion] We successfully unlocked a silent BGC from S. rapamycinicus by large-scale BGC 
cloning and heterologous expression, providing an alternative strategy for the activation of silent 
BGCs from other Streptomyces strains. Meanwhile, the discovery of this kind of novel 
meroterpenoids expands the structural diversity of bacterial terpenoids.
Keywords: Streptomyces rapamycinicus; genome mining; library construction; heterologous 
expression; meroterpenoid

链霉菌来源的天然产物是小分子药物的主

要来源，在医学、农业与畜牧业等领域发挥着

重要作用[1]。近年来，随着低成本、高通量

DNA 测序技术的发展，大规模基因组测序揭示

了链霉菌蕴藏着巨大的生物合成潜力，为新型

天然产物的挖掘提供了丰富的资源[2-4]。然而，

研究表明超过 90% 的链霉菌天然产物生物合成

基因簇(biosynthetic gene cluster, BGC)在实验室

条件下处于“沉默”状态。如何激活这些“沉默”

基因簇，已成为目前获取新结构天然产物的重
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点与难点[5-6]。过去 10 年间，多种合成生物学策

略相继被开发用于链霉菌“沉默”基因簇的表征，

包括启动子工程、调控网络优化以及文库构建

与异源表达等[7-13]。其中，(宏)基因组文库构建

与基因簇异源表达的策略，因能够单次批量表

征新型基因簇而受到广泛关注[14-17]。基因组文

库构建主要采用黏粒(cosmid)、细菌人工染色体

(bacterial artificial chromosome, BAC)与 P1 人工

染色体(P1-derived artificial chromosome, PAC)等

可以携载大片段 DNA (40 kb 以上)的载体，其中

BAC 文库可携载 100−200 kb 的大尺度基因簇，

因此被广泛用于细菌基因组文库的构建[13-18]。

结合目标基因簇靶向筛选与异源表达，能够使

天然产物合成途径与编码产物快速偶联，显著

加速新结构天然产物的高效挖掘。例如，上海

交通大学陶美凤课题组构建了娄彻氏链霉菌

Sal35 基因组 BAC 文库，利用高通量的文库表

达筛选系统，实现了“点对点”的基因簇异源表

达和产物抗菌活性筛选，成功鉴定了一种新型

羊毛硫肽化合物 lexapeptide[16,19]。

雷帕链霉菌 (Streptomyces rapamycinicus)是

一种重要的工业微生物，用于生产被广泛使用

的免疫抑制剂雷帕霉素[20]。此外，大多数链霉

菌基因组一般含有 20−30 个天然产物合成基因

簇，但雷帕链霉菌基因组中却含有多达 55 个天

然产物合成基因簇。其中，仅有 6 个基因簇的

编码产物被鉴定[21-26]，绝大部分仍处于“沉默”

未表征状态，尤其是结构多样、成药性高的非

核糖体肽 (non-ribosomal peptides, NRPs)、聚酮

(polyketides, PKs)与萜类(terpenoids)等合成基因

簇，表明雷帕链霉菌仍具有巨大的挖掘潜力，

有望获得更多新结构天然产物[27-29]。本研究不

再局限于雷帕链霉菌来源的基因簇原位非靶向

激活，而是将克隆的基因簇导入不同的模式链

霉菌底盘细胞[30-31]，采用异源表达策略批量靶

向表征感兴趣的基因簇。本研究所报道的新型

混源萜类化合物，不仅拓展了细菌萜类化合物

的结构多样性，而且其发现策略也为其他链霉

菌沉默基因簇的激活提供了参考。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株

本研究中采用的基因簇克隆与表达菌株及

其用途如表 1 所示，活性测试菌株与细胞信息

的原始数据存储在国家微生物科学数据中心

(http://nmdc.cn)，编号为 NMDCX0002077。

1.1.2　培养基

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 10.0，pH 7.0，用于大肠杆菌培养；

YPD 培养基 (g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白胨

20.0，葡萄糖 20.0，用于真菌培养；TSBY 培养

基 (g/L)：胰蛋白胨大豆肉汤 (TSB) 30.0，蔗糖

103.0，酵母提取物 5.0，115 ℃灭菌 30 min，灭

菌后添加终浓度为 0.5% 的甘氨酸，用于文库构

建时雷帕链霉菌培养；YENB 培养基(g/L)：酵

母提取物 7.5，蛋白胨 5.0，牛肉浸膏 3.0，pH 

表1　本研究中所用菌株及其用途

Table 1　Strains and their functions in this study

Strains

Streptomyces rapamycinicus SIPI RP202

Escherichia coli DH10B

Escherichia coli ET12567/pUB307

Streptomyces albus Del14[31]

Streptomyces lividans SBT5

Streptomyces coelicolor M1152

Description

Mutated strain of S. rapamycinicus ATCC 29253 for BAC library construction

Donor strain carrying BAC plasmids for conjugative transfer

Donor strain carrying the assisted plasmid pUB307 for conjugative transfer

Heterologous expression host

Heterologous expression host

Heterologous expression host
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7.0，用于制备高效大肠杆菌 DH10B 电转感受

态；2×YT 培养基(g/L)：胰蛋白胨 16.0，酵母提

取物 10.0，NaCl 5.0，pH 7.2，用于异源表达底

盘链霉菌的收集及接合转移；MS 培养基(g/L)：

黄豆饼粉 20.0，甘露醇 20.0，琼脂粉 20.0，用

于 3 种异源表达底盘链霉菌孢子培养及发酵；

MISP4 培养基(g/L)：黄豆饼粉 5.0，甘露醇 5.0，

可溶性淀粉 5.0，蛋白胨 2.0，酵母粉 1.0，NaCl 

1.0， (NH4)2SO4 2.0， K2HPO4 1.0， CaCO3 2.0，

琼脂粉 20.0，微量元素溶液(ZnSO4 1.0，FeSO4 

1.0，MnSO4 1.0) 1 mL，pH 7.0，灭菌后加入终浓

度为 10 mmol/L MgCl2 用于接合转移；TSB 培养

基(g/L)：胰蛋白胨大豆肉汤 30.0，用于发酵时异

源表达底盘链霉菌种子培养；A3M 培养基(g/L)：

葡萄糖 5.0，甘油 20.0，可溶性淀粉 20.0，棉籽

粉 15.0，酵母提取物 3.0，pH 7.0，用于发酵培

养；R5a 培养基(g/L)：蔗糖 100.0，MOPS 21.0，

葡萄糖 10.0，MgCl2·6H2O 10.12，酵母提取物

5.0，酪蛋白氨基酸 0.1，NaOH 2.0，K2SO4 0.25，

CaCl2 0.005 88， ZnCl2 0.000 08， FeCl3·6H2O 

0.000 4， MnCl2 0.000 02， CuCl2 0.000 02，

Na2B4O7·10H2O 0.000 02， (NH4)6Mo7O24·4H2O 

0.000 02，pH 6.9，用于发酵培养。

1.1.3　主要试剂和仪器

分析级甲醇、乙酸乙酯，上海泰坦科技股

份有限公司；色谱级甲醇、乙腈，北京迪科马

科技有限公司；限制性内切酶、FastAP 去磷酸

化酶，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；T4 连

接酶，纽英伦生物技术(北京)有限公司；2×PCR 

Mix， 上 海 圣 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ； Ultra 

GelRed Nucleic Acid Stain，南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；HP20 大孔吸附树脂，上海源叶

生物科技有限公司；DNA 胶回收试剂盒、小质

粒提取试剂盒和细菌基因组 DNA 提取试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；BAC/PAC DNA

小量提取试剂盒，Omega Bio-Tek 公司；Griess

试剂盒，上海碧云天生物技术股份有限公司；

PCR 引物合成及产物测序由上海擎科生物科技

有限公司完成，BAC 末端测序由生工生物工程

(上海)股份有限公司完成。

600 MHz 核磁共振仪，布鲁克(北京)科技有

限公司；1260 系列高效液相色谱、6230 系列

TOF 质 谱 联 用 仪 (Agilent XBridge C18 柱 ，     

4.6 mm×150 mm，5 μm)以及 1260 系列半制备高

效液相色谱仪(XBridge BEH C18 OBD Prep 柱，

10 mm×150 mm，5 µm)，安捷伦科技(中国)有限

公司；PCR 仪、脉冲场凝胶电泳仪和电洗脱仪，

伯乐生命医学产品(上海)有限公司；真空浓缩

仪，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；振荡培养

箱，上海旻泉仪器有限公司。

1.2　雷帕链霉菌天然产物合成基因簇

分析

将测序完整的雷帕链霉菌 ATCC 29253 基因

组序列上传至 antiSMASH 网站(https://antismash.

secondarymetabolites.org/)进行天然产物合成基因

簇分析，并结合 NCBI BLAST (https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi)对各基因簇中基因的功能

进行分析注释。通过 antiSMASH 及 MIBiG 数据

库对基因簇的新颖性进行分析，从中选择 11 个

与已知基因簇相似度较低的、新颖的非核糖体

肽、聚酮或萜类合成基因簇进行研究。

1.3　雷帕链霉菌基因组 BAC 文库构建

与基因簇筛选鉴定

1.3.1　BAC 载体制备

使用小质粒提取试剂盒 (TIANprep Mini 

Plasmid Kit)提取 pHZAUFXJ 质粒(简称 pHZ，由

武汉八颗星生物科技有限公司提供)，用 BamH I

酶切质粒，并用 FastAP 去磷酸化酶进行载体去

磷处理，通过胶回收纯化获得脱磷载体片段。

1.3.2　雷帕链霉菌大片段基因组 DNA 制备

采用低熔点琼脂糖包埋法提取雷帕链霉菌

基因组 DNA。首先，用 TSBY 培养基培养雷帕

链霉菌 SIPI RP202 菌株 48 h，收集 5−10 g 菌

体；然后用 1.5% 低熔点琼脂糖包埋菌体，获得

菌体包埋块。依次用 2 mg/mL 溶菌酶(1×TE)、
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1% SDS 和 1 mg/mL 蛋白酶 K (1×TE)预处理菌

体包埋块，并用含 1 mmol/L PMSF (10×TE)溶液

处理后，获得雷帕链霉菌基因组 DNA 包埋块，

悬浮于 1×TE 中 4 ℃保存备用。

对 DNA 包埋块进行 BamH I 部分酶切，确

定最佳酶切时间和酶切浓度，并通过脉冲场电

泳确定电泳条件，确保酶切获得的片段大小在

100−300 kb 之间；通过大规模包埋块酶切与脉

冲电泳，获得大量>100 kb 的大片段基因组

DNA 片段。将 100−300 kb 范围内的 DNA 胶块

切下，用电洗脱仪将 DNA 洗脱至 1×TAE 缓冲

液中。

1.3.3　载体与大片段 DNA 连接以及文库

构建

将载体与电洗脱回收的大片段 DNA 立即进

行 T4 连接酶连接反应，16 ℃连接过夜。将连接

产物在脱盐胶上冰浴静置 1 h 以实现脱盐；将脱

盐后的连接产物与大肠杆菌 DH10B 感受态混

匀，进行电转；37 ℃复苏 1 h 后，涂布于含有

阿普拉霉素 (50 μg/mL)、 IPTG (100 μg/mL) 和   

X-gal (80 μg/mL)的 LB 固体培养基上，37 ℃倒

置培养 16−20 h。从 LB 平板上挑取 30 个白色克

隆，提取对应 BAC 质粒，通过酶切与脉冲电泳

验证 BAC 大小和文库质量。

从 LB 平板上挑取大量白色克隆转移至 384

孔板中，37 ℃培养 20 h，待转化子长出后保存。

BAC 文库构建流程参照文献 [13, 19, 32]中的

方法。

1.3.4　目标基因簇筛选鉴定

从 antiSMASH 上下载对应基因簇序列，分

别设计上、中、下 3 对引物。用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取雷帕链霉菌 SIPI RP202 基

因组，以此为模板验证引物的可用性(国家微生

物科学数据中心编号为 NMDCX0002077)。利用

BAC/PAC DNA 小量提取试剂盒提取 BAC 文库

各行列池的混合质粒，以混合质粒为模板，在

每个基因簇的上、中、下游位置分别设计引物，

对每块 384 孔板的所有行列池进行 PCR 筛选，

定位目标阳性克隆。 PCR 反应体系(25 μL)：       

2×PCR Mix 12.5 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各

1 µL，DNA 模板 0.5 µL，ddH2O 10 µL。PCR 反

应条件：95 °C 预变性 5 min；95 °C 变性 30 s，

60 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 1 min，共 35 个循

环；72 °C 终延伸 5 min。挑取定位的阳性克隆，

提取 BAC 质粒，通过二次 PCR 鉴定与产物测序

进行 BAC 鉴定。将 BAC 质粒进行末端测序，

确定 BAC 所含基因簇的大小及基因组所在

位置。

1.4　异源表达工程菌构建

1.4.1　异源宿主底盘链霉菌的选择与生孢

研究表明白色链霉菌、天蓝色链霉菌以及

变铅青链霉菌系列底盘菌株具有遗传操作简便、

生长快速、使用范围广且异源表达产量高等优

势，已作为通用宿主广泛应用于外源基因簇的

表达鉴定[30,33-34]。此外，Myronovskyi 等在白色

链霉菌 J1074 基础上开发了 Del14 系列菌株，使

其遗传背景更为干净，在天然产物表征方面具

有显著优势[31]。因此，本研究选用白色链霉菌

Del14、天蓝色链霉菌 M1152 和变铅青链霉菌

SBT5 作为异源表达宿主，将 3 种异源表达菌株

分别涂布于 MS 培养基上，30 ℃培养箱培养

5−7 d 获得孢子。

1.4.2　三亲接合转移获得异源表达工程菌

从 BAC 文库中筛选出含有目标基因簇的供

体菌大肠杆菌 DH10B/BACs (阿普拉霉素抗性)

和辅助菌大肠杆菌 ET12567/pUB307 (卡那霉素

与氯霉素抗性)，划三线并挑取单菌落接种于

6 mL LB 液体培养基中，37 ℃、220 r/min 培养

过夜。按 1% 接种量接种于 50 mL LB 液体培养

基中，继续培养 2−3 h，至 OD600 为 0.4−0.6，

4 ℃、4 500 r/min 离心 5 min 后收集菌体，弃上

清，用新鲜 LB 洗涤 2 遍以去除残留抗生素，并

用 LB 重悬至 100 μL，将 2 种大肠杆菌等体积

混合。

从新鲜生孢的培养基上刮取各异源表达宿主
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链霉菌孢子，用 2×YT 洗涤孢子后重悬至 100 μL，

并与上述大肠杆菌混合，涂布于接合转移培

养基 MISP4 (含 10 mmol/L Mg2+)上，30 ℃培

养 16−18 h 后，覆盖萘啶酮酸和阿普拉霉素至接

合转移平板上，30 ℃继续培养 3−5 d 获得接合子。

1.4.3　异源表达工程菌纯化与保菌

挑取阳性接合子，转接至含有萘啶酮酸和

阿普拉霉素的生孢培养基上，经三代纯化后，

待长出孢子菌落，通过 PCR 验证含有目标基因

簇。用 20% 甘油收集异源表达工程菌孢子，

−80 ℃保存备用。

1.5　异源宿主发酵检测

1.5.1　异源宿主工程菌种子与发酵培养

用灭菌牙签刮取所有异源底盘工程菌孢子，

接种于 TSB 液体培养基中，30 ℃、200 r/min 培

养 48 h 获得种子液；收集工程菌种子液，固定

每一组实验组与对照组的菌体湿重，并以相同

的种子湿重接种于发酵培养基中，30 ℃、200 r/min

振荡培养 7 d。

针对新型天然产物的挖掘，过去的研究已

采用多种常规发酵培养基进行菌株发酵。例如，

2018 年，He 等采用 A3M 培养基从印度异壁链

霉菌(Streptoalloteichus hindustanus)中分离出 4 种

新的邻苯二酚衍生物 hinduchelins A-D[35]。2022年，

Libis 等利用白色链霉菌 J1074 和变铅青链霉菌

RedStrep 1.7 进行异源表达，采用 R5a 培养基进

行发酵，从中分离出 prolinolexin、cinnamexin

和 conkatamycin 3 种新化合物[17]。Zhang 等[36]采

用 MS 培养基对 PPtase 激活的菌株进行发酵测

试，从中获得了多个新结构天然产物。鉴于此，

本研究采用 MS、A3M 与 R5a 这 3 种发酵培养

基进行后续的工程菌发酵。

1.5.2　发酵样品处理

培养结束后，收集发酵液 35 mL，4 500 r/min

离心 10 min。取发酵液上清 15 mL 与质量体积分

数为 4% 的 HP20 大孔吸附树脂在 30 ℃、120 r/min

条件下孵育 3−5 h，用两层纱布过滤。将树脂洗

涤后收集在 50 mL 离心管中，加 12 mL 甲醇超声

20 min，使树脂吸附的化合物溶解于甲醇溶液

中，收集甲醇溶液 10 mL。将剩余 20 mL 发酵

液用等体积乙酸乙酯萃取，4 500 r/min 离心

10 min，收集上层萃取液 10 mL。将 2 种处理方

式获得的样品进行真空浓缩，用 200 μL 甲醇溶

解，12 000 r/min 离心 20 min，取上清进行 LC-

MS 检测。

1.5.3　发酵处理液 LC-MS 检测

采用安捷伦 Xbridge C18 柱(4.6 mm×150 mm，

5 μm)，在安捷伦 1260 系列高效液相色谱仪上采

集并与 6230系列TOF质谱仪连接，由MassHunter

软件控制，进行发酵代谢物检测与分析。对于

所有液相色谱分析，使用溶剂 A：H2O (含 0.1%

体积分数的甲酸)和溶剂 B：CH3CN (含 0.1% 体

积分数的甲酸)。乙酸乙酯萃取液检测条件：t=

0−1 min，5% 溶剂 B；t=1−2 min，5%−30% 溶

剂B；t=2−20 min，30%−95%溶剂B；t=20−25 min，

95% 溶剂 B；t=25−26 min，95%−5% 溶剂 B；t=

26−30 min，5% 溶剂 B；流速 0.4 mL/min，25 °C。

HP20 提取物检测条件：t=0−1 min，5% 溶剂 B；

t=1−15 min，5%−50% 溶剂 B； t=15−20 min，

50%−95% 溶剂 B；t=20−25 min，95% 溶剂 B； 

t=25−26 min，95%−5% 溶剂 B； t=26−30 min，

5% 溶剂 B；流速 0.4 mL/min，25 °C。

1.6　放大发酵与目标化合物分离纯化

将白色链霉菌 Del14/pHZ-1-7B 工程菌的孢

子悬浮液接种到 50 mL TSB 中，30 °C、200 r/min

培养 48 h。将 10 mL 种子培养物转移到 500 mL 

R5a 发酵液中，30 °C、200 r/min 振荡 7 d 后，

用乙酸乙酯萃取 12 L 发酵培养物，经旋蒸与真

空浓缩得到 2.78 g 粗提取物。随后用 Sephadex 

LH-20 凝胶分离，甲醇洗脱后收集含有目标化合

物的组分(0.84 g)。对合并的含目标化合物组分

的样品采用安捷伦 1260 系列高效液相色谱

(Xbridge BEH Prep C18 柱， 10 mm×150 mm，

5 μm，130 Å)进行二轮纯化。对于所有液相色

谱分析，使用溶剂 A：H2O (含 0.1% 体积分数的
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甲酸)和溶剂 B：CH3CN (含 0.1% 体积分数的甲

酸)。洗脱条件： t=0−2 min，35% 溶剂 B； t= 

2−35 min， 35%−65% 溶剂 B； t=35−36 min，

65%−95% 溶剂 B；t=36−38 min，95% 溶剂 B；

t=38−39 min，95%−35% 溶剂 B；t=39−40 min，

35% 溶剂 B；流速 2 mL/min，25 °C。馏分收集

器收集对应目标化合物，通过 LC-MS 分析确定

目标化合物的保留时间与纯度。

1.7　化合物活性测试

1.7.1　抗菌活性测试

所有抗菌实验均在 96 孔微量滴定板上使用

培养基微量稀释法进行。对于 Staphylococcus 

aureus Newman 菌株，过夜培养后 LB 稀释    

10 000 倍 ； 对 于 Enterococcus faecalis ATCC 

51299 菌株，过夜培养后 LB 稀释 2 000 倍；其

余菌株过夜培养后用 LB 稀释 5 000 倍。过夜培

养的真菌使用 YPD 培养基稀释 5 000 倍。将

100 µL 稀释菌液与 100 μL 2 倍连续稀释的化合

物混合，终浓度范围为 64−0.125 μg/mL。将

96 孔微量滴定板在 37 °C 下培养 16 h 后观察抑

菌情况。抑制可见微生物生长的最低浓度被记录

为最小抑制浓度(minimal inhibitory concentration, 

MIC)，所有 MIC 测定均重复 2 次。

1.7.2　细胞毒性测试

采用 CCK-8 法测试 3 种化合物的细胞毒性，

测试的人源细胞系为 HEK293T 和 HeLa。在

96 孔板中每孔加入 100 μL 测试细胞，使细胞数

约为 5 000 个。将细胞置于 37 ℃、5% CO2 细胞

培养箱中培养 24 h，使细胞贴壁。每孔分别加

入 32、16、8、4、2、1、0.5、0.125 μg/mL 的化

合物(以 2 µmol/L 紫杉醇为阳性对照)，置于细胞

培养箱中孵育。24 h 后加入 CCK-8 溶液，用酶

标仪测定 450 nm 处的吸光度，计算细胞存活率。

1.7.3　抗炎活性测试

利用小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 极化产生的

NO 含量来表征炎症程度。实验中，NO 含量的

减少表明化合物具有抑制炎症的活性。首先准

备 RAW 264.7 细胞，将生长状态良好的 RAW 

264.7 细胞接种于 96 孔板中，密度为 5×104/孔，

每孔体积为 200 μL。细胞培养 20 h 后，用不同

浓度的化合物进行处理(以 L-NMMA 为阳性对

照)，随后加入 1 μg/mL LPS，放入培养箱中孵

育过夜，12 h 后取细胞上清液，利用 Griess 试剂

盒测定 570 nm 处的吸光度，从而确定 NO 浓度。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　雷帕链霉菌来源的天然产物合成基

因簇新颖性分析

antiSMASH 7.1.0 预测结果表明，雷帕链霉

菌 SIPI RP202 基因组中包含 55 个天然产物合成

基因簇。其中，只有 6 个基因簇被鉴定，其产

物包括雷帕霉素、放线菌酸、尼日利亚菌素、

洋橄榄叶素、安莎类抗生素和六烯类抗生

素[21-26]。虽然剩余基因簇中 15 个被预测编码已

知化合物，但仍有 35 个基因簇具有不同程度的

新颖性，可能编码多种新结构天然产物。其中，

编码非核糖体肽、聚酮或萜类的基因簇多达

16 个 (图 1A)。基于 antiSMASH 结果，系统分

析了这 16 个基因簇的新颖性，并选择 11 个进

行后续研究(图 1B、1C)，包括 3 个萜类、4 个

聚酮类、3 个非核糖体肽类和 1 个聚酮与非核糖

体肽杂合类的合成基因簇。

2.2　高质量雷帕链霉菌基因组 BAC 文

库构建与 11 个目标基因簇批量克隆

为了同时克隆所有 11 个目标基因簇，构建

了雷帕链霉菌基因组 BAC 文库，包含 2 304 个

克隆，分布在 6 块 384 孔板中(图 2A)。随机挑

取 30 个 BACs 进行文库质量鉴定，平均插入片

段大小为 150.5 kb，表明所构建的文库覆盖基因

组倍数约为 27.3 倍，每块 384 孔板的基因组覆

盖倍数为 4.6 倍(国家微生物科学数据中心编号

为 NMDCX0002077)。在获得高质量雷帕链霉菌

基因组 BAC 文库后，针对 11 个基因簇分别设

计了行列池 PCR 筛选引物，获得了包含目标基
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因簇的 BACs，并通过 BAC 末端测序确定了克

隆的基因簇大小(图 2B)。

2.3　11 个目标基因簇的异源表达

将筛选到的含有目标基因簇的 BACs 的克隆

载体 pHZ (作为阴性对照)通过三亲接合转移方

式分别导入 3 种模式链霉菌进行异源表达，包

括白色链霉菌(Streptomyces albus) Del14、天蓝

色链霉菌(Streptomyces coelicolor) M1152 与变铅

青链霉菌(Streptomyces lividans) SBT5 (表 1)。通

过抗性筛选获得接合子，并经菌落 PCR 鉴定，

成功获得了所有 11 个基因簇的 3 种异源表达工

程菌。采用 R5a、MS、A3M 等 3 种发酵培养基

对上述所有工程菌在 30 ℃、200 r/min 条件下发

酵 7 d 后，通过大孔吸附树脂 HP20 和乙酸乙酯

分别处理发酵液，并基于液相色谱-质谱(LC-

MS)分析检测目标化合物是否产生(图 2C)。与导

入空载体 pHZ 的白色链霉菌 Del14 (S. albus 

Del14/pHZ)相比，导入 1.7 BGC region 对应的萜

类合成基因簇的白色链霉菌 Del14 工程菌 (S. 

albus Del14/pHZ-1-7B)在 R5a 培养基中鉴定到

3 个新的紫外吸收差异峰，保留时间分别为

10.0、13.5 和 15.0 min (图 2C)。特别地，这 3 个

新峰在质谱负模式检测下显示出非常干净的

[M−H]−数据，分别为 276.125 0、318.171 5 和

344.187 3，表明工程菌可能产生了 3 个潜在的新

化合物(图 2D)。同时，还能观察到这 3 个潜在化

合物在质谱检测时对应的[2M−H]−结果(图 2D)。

图1　雷帕链霉菌来源的天然产物合成基因簇与本研究选择的基因簇新颖性分析。A：雷帕链霉菌中已知

与未知基因簇分布，红色底纹标注的基因簇表示本研究中选择的11个未知的、编码非核糖体肽、聚酮或

萜类化合物的合成基因簇；B：选择的11个基因簇结构；C：选择的11个基因簇新颖性分析。

Figure 1　The natural product BGCs and the novelty analysis of selected BGCs in this study from Streptomyces 

rapamycinicus SIPI RP202. A: The known and unidentified BGCs in Streptomyces rapamycinicus SIPI RP202. 

11 selected new BGCs are marked in red, which encode NRPs, PKs or Terpenes; B: Schematic diagram of         

11 selected BGCs; C: The novelty analysis of 11 selected BGCs.
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2.4　异源宿主工程菌白色链霉菌 Del14/

pHZ-1-7B 中潜在新化合物的分离纯化与

结构鉴定

为了获得白色链霉菌 Del14/pHZ-1-7B 产生

的潜在新化合物，对其进行了大规模发酵。采

用 R5a 培养基发酵获得 12 L 发酵液后，通过乙

酸乙酯萃取发酵液并旋蒸浓缩，待蒸发至恒重

后称重，获得棕色油膏状粗样 2.78 g。使用

Sephadex LH-20 凝胶柱进行潜在新化合物的第

一轮纯化，从第 31−60 管的甲醇洗脱液中检测

到目标化合物，合并后共收集浓缩获得粗样

0.84 g。利用安捷伦半制备高效液相色谱进行纯

化，最终分离出 3 个紫外吸收差异峰对应的目

标化合物，其中 Peak 1 为 36.1 mg、Peak 2 为

8.2 mg、Peak 3 为 1.8 mg。

紫外吸收图谱显示，Peak 1 在 204、222、

图2　雷帕链霉菌基因组BAC文库构建、目标基因簇筛选及异源表达。A：雷帕链霉菌基因组BAC文库构

建流程图；B：含11个目标基因簇的BAC质粒PCR筛选鉴定；C：11个基因簇异源表达与发酵结果分析，

其中白色链霉菌Del14/pHZ-1-7B工程菌相对白色链霉菌Del14/pHZ多出3个紫外吸收差异峰；D：白色链霉

菌Del14/pHZ-1-7B工程菌中3个紫外吸收差异峰对应的化合物质谱分析。

Figure 2　BAC library construction for the genome of Streptomyces rapamycinicus as well as screening and 

heterologous expression of target BGCs. A: Pipeline for constructing BAC library of S. rapamycinicus SIPI 

RP202; B: PCR screening of BAC plasmids containing 11 target BGCs; C: Heterologous expression followed by 

fermentational analysis of 11 target BGCs. The target peaks are marked in red arrow; D: MS analysis of three 

target peaks in S. albus Del14/pHZ-1-7B.
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244 和 280 nm 处有最大吸收峰，Peak 2 在 204、

222、244 和 284 nm 处有最大吸收峰，Peak 3 在

204、244 和 286 nm 处有最大吸收峰。Peak 1 和

Peak 2 的紫外吸收图谱十分接近(国家微生物科

学数据中心编号为 NMDCX0002077)。通过高分

辨质谱并结合氢谱和碳谱核磁数据，确定了

3 个目标化合物的分子式，分别为 Peak 1：

C15H19NO4，[M−H]−理论值为 276.124 1，实际观

察值为 276.124 3；Peak 2：C18H25NO4，[M−H]−

理论值为 318.171 1，实际观察值为 318.171 1；

Peak 3：C20H27NO4，[M−H]−理论值为 344.186 7，

实际观察值为 344.186 7。结合一维和二维核磁

数据，分别归属了 3 个化合物的碳原子和氢原

子，从而解析了它们对应的化学结构(图 3A)。

通过与 SciFinder 和微谱等已知数据库比对，确

认 Peaks 1−3 对应的化合物均为新结构化合物。

作为一类新型芳香族混源萜化合物，3 个化合物

的结构中均含有 1 个苯环骨架，并包含 3 个取

代基：第 1 个是羟基，第 2 个是酰胺基，第 3

个是不同碳链长度并修饰的异戊烯基。结合该

类化合物的来源与结构特征，将其分别命名为

Rapamylic acids A、B 和 C (图 3A)。

2.5　Rapamylic acids 潜在的生物合成途

径推测

通过对 rapamylic acids 合成基因簇的注释以

及对不同编码蛋白功能的详细分析(图 3B、3C)，

进一步分析了该基因簇在其他链霉菌中的分布

情况。结果表明，rapamylic acids 合成基因簇并

非雷帕链霉菌所独有，其高度同源基因簇在多

种 链 霉 菌 中 广 泛 分 布 ， 例 如 Streptomyces 

rhizosphaericus、 Streptomyces sp. MK37H 和

Streptomyces sp. NPDC059455 等，其中关键功能

蛋白萜类合酶和异戊烯基转移酶的相似性均达

到 97% 以上。

本研究所发现的 rapamylic acids 是一类含有

典型异戊烯基侧链的芳香族混源萜类化合物。

芳香族混源萜类化合物多为 1,2,4-三取代苯基萜

类化合物，其芳香族骨架主要来源于为莽草酸

途径[37]。萜类合成起始于异戊烯基焦磷酸

(isoprenyl diphosphate, IPP)与二甲基烯丙基焦磷

酸 (dimethylallyl diphosphate, DMAPP)，在异戊

烯基转移酶(prenyltransferase, PT)的催化下生成

不同碳链长度的异戊烯基骨架。最后，在萜类

合酶(terpene synthases, TS)的催化下，将异戊烯

基加载至苯环上，形成芳香族混源萜[38]。

本研究同时推测了这 3 个新化合物的潜在

合成途径。首先，在由 rmaB、rmaD 和 rmaE 等

基因组成的甲基赤藓糖醇磷酸(MEP)途径催化下

合成 IPP 和 DMAPP，并通过 rmaI 编码的酶催

化 形 成 法 尼 基 焦 磷 酸 (farnesyl diphosphate, 

FPP) [38-39]。 1, 2, 4-三取代的苯环骨架则通过

rmaF、 rmaH 和 rmaG 等 基 因 催 化 形 成 。

Rapamylic acids 合成基因簇缺乏编码 3-羟基-4-

氨基苯甲酸酰化酶、3-羟基-4-氨基苯甲酸脱羧

酶和异戊烯基链羧化酶相关基因。推测这些功

能可能由异源表达宿主白色链霉菌中的内源性

酶替代，这或许也是在原始宿主雷帕链霉菌中

未检测到 rapamylic acids 的原因之一[40]。其次，

在 ramC 编码的萜类合酶的催化下形成法尼基

焦磷酸修饰的 3-羟基-4-酰胺化的混源萜前体。

最后，受脂肪酸 β-氧化(peroxisomal β- oxidation)

中“Cleavage Pathway”途径的启发[41-42]，rapamylic 

acids 中不同碳链长度的异戊烯基侧链的形成很

可能通过 β-氧化途径实现异戊烯基链的不同碳

原子数目的丢失，最终形成结构多样的 3 类新

型芳香族混源萜(图 4)。

2.6　Rapamylic acids A−C 化合物活性

测试

本研究对 rapamylic acids A−C 的生物活性进

行了测试，包括抗菌活性(涵盖 4 株革兰氏阳性

菌、4 株革兰氏阴性菌和 2 株真菌)、细胞毒性

与抗炎活性。遗憾的是，这些化合物均未表现

出明显的活性(国家微生物科学数据中心编号为

NMDCX0002077)。
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图3　Rapamylic acids的化学结构、合成基因簇与生物合成基因功能分析。A：Rapamylic acids A、B、C

的结构 (加粗的键表示1H−1H COSY信号，箭头代表1H−13C关键的HMBC信号)；B：雷帕链霉菌中

rapamylic acids合成基因簇；C：Rapamylic acids生物合成基因功能预测。

Figure 3　 Structures, biosynthetic gene clusters and gene functional analysis of rapamylic acids. A: The 

structures of rapamylic acids A, B, C (Bold lines and arrows represent 1H−1H COSY and key 1H−13C HMBC 

signals, respectively); B: Schematic diagram of the rapamylic acids BGC in S. rapamycinicus SIPI RP202; C: 

The functional prediction of rapamylic acids biosynthetic genes.
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3　讨论与结论　讨论与结论

雷帕链霉菌中蕴藏着大量功能未知的天然

产物合成基因簇，其中大多数在实验室条件下

处于不表达或低表达的“沉默”状态，这使得从

原始菌株中发现更多新结构化合物变得极具挑

战性[6]。为了充分挖掘雷帕链霉菌的生物合成潜

力，本研究采用基于 BAC 文库的批量克隆策

略，成功获得了 11 个新颖的目标基因簇。在此

基础上，通过不同异源宿主对目标基因簇进行

表达，并结合多种发酵检测条件的优化，成功激

活了 1 个新型基因簇，并分离出一类新结构芳香

族混源萜类化合物 rapamylic acids。Rapamylic 

acids 作为全新结构的混源萜类化合物，不仅拓

展了细菌萜类化合物的多样性，而且本研究所

采用的批量基因簇高效克隆与异源表达策略，

也为链霉菌或其他微生物沉默基因簇的表征提

供了新的思路。

通过对 rapamylic acids 潜在生物合成途径的

分析，我们认为该基因簇在雷帕链霉菌原始菌

株中不表达的原因，很可能是其合成过程涉及

多个异源宿主中的内源性酶的参与。这恰恰表

明，使用多种异源宿主底盘细胞在激活沉默基

因簇方面具有明显优势。然而，本研究仅对该

类化合物的生物合成途径进行了预测，后续需

要通过基因敲除、前体喂养等策略进行验证，

从而深入解析其生物合成途径[43]。最后，本研

究从雷帕链霉菌中筛选了 11 个未知基因簇，但

图4　Rapamylic acids A、B与C潜在的生物合成途径

Figure 4　Potential biosynthetic pathways of rapamylic acids A, B and C.
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通过多底盘异源表达与不同发酵检测条件的优

化，仅成功激活了 1 个基因簇。未来，仍需采

用更多的合成生物学策略，如前体工程与启动

子工程等，进一步表征雷帕链霉菌其他新颖的

基因簇[44]。
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