
微生物学通报 Aug. 20, 2024, 51(8): 2888−2904 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.240258 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2024 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：国家重点研发计划(2022YFC2303100)；国家自然科学基金(32270081) 
This work was supported by the National Key Research and Development Program of China (2022YFC2303100) and the 
National Natural Science Foundation of China (32270081). 
*Corresponding author. E-mail: panguohui@im.ac.cn 
Received: 2024-04-03; Accepted: 2024-04-23; Published online: 2024-05-09 

研究报告 

喷他霉素新生产菌的发现及产量提高 

孙佳宁 1,2，王海燕 2，范可强 2，何信 4，廖振翔 4，王立艳 4，黄英 2,3，任晋玮 5，

孟大利 1，潘国辉*2,3 

1 沈阳药科大学 中药学院，辽宁 沈阳 110016  
2 中国科学院微生物研究所 微生物资源前期开发国家重点实验室，北京 100101 
3 中国科学院大学，北京 101408 
4 中国矿业大学(北京) 化学与环境工程学院，北京 100083 
5 中国科学院微生物研究所 真菌学国家重点实验室，北京 100101 
 

孙佳宁, 王海燕, 范可强, 何信, 廖振翔, 王立艳, 黄英, 任晋玮, 孟大利, 潘国辉. 喷他霉素新生产菌的发现及产量提高[J]. 

微生物学通报, 2024, 51(8): 2888-2904. 
SUN Jianing, WANG Haiyan, FAN Keqiang, HE Xin, LIAO Zhenxiang, WANG Liyan, HUANG Ying, REN Jinwei, MENG Dali, PAN 
Guohui. Discovery and production improvement of new pentamycin-producing bacteria[J]. Microbiology China, 2024, 51(8): 
2888-2904. 

摘   要：【背景】喷他霉素(pentamycin)是一种多烯大环内酯类抗生素，对白色念珠菌(Candida 
albicans)、阴道毛滴虫(Trichomonas vaginalis)和其他几种病原菌有显著的抑制活性，在瑞士已被注

册用于治疗阴道念珠菌病、滴虫病和混合感染。【目的】发掘新的喷他霉素生物合成基因簇及其生产

菌株，并通过基因工程改造方法提高其产量，为进一步提高喷他霉素产量、推动其工业化生产应用

提供新思路及理论基础。【方法】通过 BLASTp 分析从细菌基因组中搜索喷他霉素已知生物合成酶

的同源蛋白，进一步筛选出可能合成喷他霉素及其类似物 filipin 的新基因簇，使用多位点序列分析

(multi-locus sequence analysis, MLSA)方法比较其所在宿主菌株的基因组相似性。利用组成型启动子

kasOp*过表达 LuxR 家族转录调控基因 ptnF 以提高喷他霉素的产量。【结果】从细菌基因组中发掘

获得了 27 个新的含有喷他霉素/filipin 生物合成基因簇的菌株。并通过培养基筛选、发酵及代谢产物

分析等证实了其中的米修链霉菌(Streptomyces misionensis)能够合成喷他霉素、filipin III 等一系列化

合物。进一步通过基因工程方法将喷他霉素的产量较野生菌株提高了 4.34 倍，达到 101.7 mg/L，并且

喷他霉素及 filipin 类似物总量达到 146.1 mg/L，较野生菌株提高了 3.28 倍。【结论】本研究系统分

析了细菌基因组中喷他霉素类天然产物生物合成基因簇及其所在菌株的多样性，通过实验证实其中

的米修链霉菌能够合成喷他霉素及 filipin 类天然产物。此外，通过基因工程改造实现了喷他霉素产
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量的提高。本研究为构建更优的喷他霉素工业化生产菌株提供了新的元件、途径、菌株及理论基础。 
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Abstract: [Background] Pentamycin is a polyene macrolide with significant inhibitory 
activities against Candida albicans, Trichomonas vaginalis, and several other vaginal pathogens 
and has been registered in Switzerland for treating vaginal candidiasis, trichomoniasis, and 
mixed infections. [Objective] To explore new biosynthetic gene clusters and production strains 
and improve the yield of pentamycin by genetic engineering, providing new ideas and a 
theoretical basis for further increasing the yield and promoting the industrial production and 
application of pentamycin. [Methods] BLASTp was used to search for the homologous proteins 
of known enzymes involved in the biosynthesis of pentamycin from bacterial genomes, and new 
gene clusters for synthesizing pentamycin and its analogues were identified. Then, multi-locus 
sequence analysis (MLSA) was performed to compare the genomic similarity among the strains 
possessing the biosynthetic gene clusters. The constitutive promoter kasOp* was used to 
overexpress the positive transcriptional regulatory gene ptnF for increasing pentamycin 
production. [Results] A total of 27 new strains containing the biosynthetic gene clusters of 
pentamycin/filipin were discovered from the bacterial genome. The results from medium 
screening, fermentation, and metabolite analysis indicated that Streptomyces misionensis can 
synthesize multiple compounds such as pentamycin and filipin III. The genetic engineering 
increased the yield of pentamycin by 4.34 folds (reaching 101.7 mg/L) compared with that of 
the original strain. The total production of pentamycin and filipin analogues by the engineered 
strain reached 146.1 mg/L, which was 3.28 times higher than that of the original strain. 
[Conclusion] This study systematically analyzed the biosynthetic gene clusters of pentamycin 
in bacterial genomes and the diversity of the strains carrying these gene clusters. The 
experimental data confirmed that S. misionensis can produce natural products including 
pentamycin and filipin. In addition, the production of pentamycin was improved by genetic 
engineering. This study provides new elements, pathways, strains, and theoretical foundations 
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for constructing elite strains for the industrial production of pentamycin. 
Keywords: secondary metabolites; pentamycin; biosynthetic gene cluster; genetic engineering 
 

 

喷他霉素(pentamycin)是一类多烯大环内酯

类抗生素，能靶向真菌细胞膜中的麦角固醇，

使其不稳定，最终导致细胞死亡，因而具有广

谱抗真菌活性[1] (图 1)。由于喷他霉素对白色念珠

菌(Candida albicans)、阴道毛滴虫(Trichomonas 
vaginalis)及其他几种阴道致病细菌都具有显著

的抑制活性，并且对健康人阴道定殖的关键自

然菌群——乳酸杆菌(Lactobacillus sp.)无负面

影响，因此被开发成治疗感染性阴道炎的独特

新疗法。2009 年，喷他霉素 3 mg 片剂在瑞士

被批准用于治疗阴道念珠菌感染、滴虫病和混

合感染等常见的阴道疾病[2-4]。Filipin III 和喷他

霉素的化学结构非常相似，二者的骨架结构都

是 28 元环五烯大环内酯，区别仅在于喷他霉素

的C14位被羟基化修饰(图1)。与喷他霉素相似，

filipin III 也能够靶向真菌细胞膜中的麦角固醇，

但其对麦角固醇和哺乳动物细胞膜中的胆固醇

亲和力相似，导致其不能作为药物使用。不

过，filipin III 由于胆固醇亲和力高并且与胆固

醇形成的复合物能够发出荧光，其在临床上被

注册用于诊断具有胆固醇脂沉积现象的 C 型尼

曼匹克氏症[5]，也可用作细胞膜中胆固醇检测

及定量的探针[6]。 
目前已报道的喷他霉素产生菌株多为链霉

菌，如最早报道的纤维素链霉菌(Streptomyces 
cellulosae) ， 之 后 陆 续 发 现 的 弗 氏 链 霉 菌

(Streptomyces fradiae)、灰色链霉菌(Streptomyces 
griseus)、耳状链霉菌(Streptomyces padanus)、
罗氏链霉菌(Streptomyces rochei)、肉桂链霉菌

(Streptomyces cinnamomeum)等链霉菌以及杨凌

糖丝菌(Saccharothrix yanglingensis)等 [1,7-13]。丝

状链霉菌(Streptomyces filipinensis)、阿维链霉菌

(Streptomyces avermitilis) 和 米 哈 拉 链 霉 菌

(Streptomyces miharaensis)都能够产生 filipin III
及其类似物[14-16]。大部分喷他霉素产生菌由于

其发酵产物显示出抗真菌活性而被发现，也有

个别报道的喷他霉素产生菌基于基因组挖掘分

析被发现。例如，有研究通过在链霉菌基因组

中搜索喷他霉素生物合成关键酶细胞色素 P450
蛋白 PtnJ 的同源蛋白，提出了可能产生喷他霉

素的链霉菌[17]。但尚无研究报道对细菌中喷他

霉素、filipin III 及其类似物的生物合成潜力进行

系统评估和发掘。目前，喷他霉素和 filipin 类化

合物的生物合成途径已经基本研究清楚[15,17-18]。

相关研究表明喷他霉素和 filipin III 的生物合成

过程相似，其生物合成基因簇也高度相似，二

者的大环内酯骨架均由 I 型聚酮合酶(type I 
polyketide synthase，PKS I)催化合成[17]。具体

而言，模块化的 PKS I 合成含有 5 个双键的聚

酮链。聚酮链在硫酯酶结构域的作用下环化成

多烯大环内酯结构(filipin I)，之后在 2 个细胞色

素 P450 蛋白 PtnD 和 PtnC 的作用下，C1 位和

C26 位分别发生羟基化修饰，形成 filipin II 和

filipin III (图 1)。有研究表明在 S. filipinensis 中，

PtnD 和 PtnC 的同源蛋白 FilD 和 FilC 催化形成羟

基的先后顺序可变[18]。在 Streptomyces sp. S816
中的喷他霉素生物合成基因簇比 S. avermitilis
中的 filipin 生物合成基因簇多编码一组细胞色素

P450 蛋白 PtnJ 及其辅助蛋白铁氧还蛋白 PtnI，
负责催化 C14 位羟基化反应，将 filipin III 氧化

形成喷他霉素[17] (图 1)。簇内编码的其他生物合

成蛋白与 filipin 簇编码蛋白序列一致性都大于

75%[17]。此外，2 个簇内都具有编码 SARP-LAL
家族转录因子 PtnR 和 PAS-LuxR 家族转录因子 
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图 1  喷他霉素生物合成途径推测   KS：酮基合酶；AT：酰基转移酶；ACP：酰基载体蛋白；DH：脱

水酶；KR：酮基还原酶；TE：硫酯酶 
Figure 1  Proposed biosynthetic pathway of pentamycin in Streptomyces misionensis. Domain abbreviations 
are as follows. KS: Ketosynthase; AT: Acyltransferase; ACP: Acyl carrier protein; DH: Dehydratase; KR: 
Ketoreductase; TE: Thioesterase. 
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PtnF 的基因[17]。最新研究表明这 2 个转录因子

正调控喷他霉素及其类似物的生物合成，分别

敲除这 2 个基因都会导致喷他霉素不再合成，分

别利用 ermEp*过表达 ptnR 和 ptnF，喷他霉素

产量提高 52%和 50%[19]。 
本研究拟系统分析细菌基因组中喷他霉素

类天然产物生物合成基因簇及其所在菌株的

多样性，以发现新的喷他霉素生产菌，提高喷

他霉素的发酵单位产量，为进一步构建喷他霉

素高产菌株提供新的元件、途径、菌株和理论

基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种和质粒 

米修链霉菌(Streptomyces misionensis) DSM 
40306 (CGMCC 4.1982)由黄英研究员课题组保

存，大肠杆菌 E. coli ET12567/pUZ8002、E. coli 
JM109、质粒 pSET152-kasO* (pBS21003)、
pKC1139 由本实验室保存。pCRISPR-cBEST
由上海交通大学童垚俊课题组惠赠[20]。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

抗生素，上海源叶生物科技有限公司；分

子克隆试剂，北京博迈德基因技术有限公司和

纽英伦生物技术 (北京 )有限公司。PCR 仪，

Bio-Rad 公司；小型恒温摇床，上海博彩生物科

技有限公司；台式离心机，Thermo Scientific 公

司；液相色谱-高分辨电喷雾质谱仪，沃特世公

司；高效液相色谱仪，岛津公司。 
本研究使用的引物见表 1。 

1.1.3  培养基 
LB 培养基用于培养大肠杆菌，ISP3 琼脂

培养基用于米修链霉菌的孢子培养，2×YT 培养

基、MS 培养基用于接合转移，均参照文献[21]
配制。 

M2、M4、M6、M8、FM2、YMS、SSM 培

养基用于菌株的发酵。 
M2 培养基 (g/L)：蔗糖 100.00，葡萄糖

10.00，酸水解酪蛋白 0.10，酵母浸粉 5.00，
MOPS 21.00，微量元素溶液 1.00 mL，K2SO4 
0.25，MgCl2·6H2O 10.00，pH 7.0。微量元素溶

液(mg/L)：ZnCl2 40.00，FeCl3·6H2O 200.00，
MnCl2·4H2O 10.00，(NH4)6Mo7O24·4H2O 10.00，
NaB4O7·10H2O 10.00，CuCl2·2H2O 10.00，pH 7.0。 

M4 培养基(g/L)：甘油 50.0，可溶性淀粉

25.0，酵母浸粉 5.0，pH 7.0。 
 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  The primers used in this study 
引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

用途 
Usage 

pSETMIXLuxR-f CGTGCAGGACTGGGGGAGTTCTTAAGAAGTTTTCC
GACAGGGAGCCCAC 

Amplification of the ptnF gene 
fragment from S. misionensis 

pSETMIXLuxR-r TGCATGCAGCATCGATACGTCTTAAGTCACTTCACG
AAGTCGTCCACGAC 

Veri-lacZa TAACGCCAGGGTTTTCCCAGTC Validation of S. misionensis/ 
pSETMIXptnF with pSET MIX LuxR-r 

MIXdel6934spacer2-f GGTTGGTAGGATCGACGGCGGCGGTCCACGCGGTG
TGCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGA 

Construction of gene editing plasmid 
pBEMIXptnA1 for S. misionensis  

MIXdel6934spacer2-r TCTATTTCTAGCTCTAAAACAGCACACCGCGTGGAC
CGCCGCCGTCGATCCTACCAACC 

MIX6934spacer2seq-f CGGCTCGCCTACGAACG Validation of ptnA1 gene editing in  
S. misionensis  MIX6934spacer2seq-r CGGACCGGTGCGGCC 
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M6 培养基(g/L)：黄豆饼粉 10.0，麦芽提取

物 10.0，葡萄糖 50.0，玉米淀粉 20.0，NaNO3 5.5，
NH4Cl 3.5，CaCO3 6.0，pH 7.2。 

M8 培养基(g/L)：蔗糖 120.00，脱脂奶粉

11.00，棉籽饼粉 11.00，黄豆饼粉 11.00，

K2HPO4·3H2O 1.00，FeSO4·7H2O 0.10，CaCO3 
3.00，微量元素溶液 5.00 mL，pH 7.2。其中微

量 元 素 溶 液 (mg/L) ： ZnSO4·7H2O 0.01 ，

NaMoO4·2H2O 0.05，CuSO4·5H2O 0.05，pH 7.2。 
FM2 培养基(g/L)：酵母提取物 2.0，玉米

淀粉 5.0，蛋白胨 2.0，葡萄糖 20.0，黄豆粉 5.0，
K2HPO4·3H2O 0.5， CaCO3 3.0， NaCl 4.0，

MgSO4·7H2O 0.5，pH 7.2。 
SSM 培养基(g/L)：黄豆饼粉 20.0，蔗糖

80.0，脱脂奶粉 1.0，K2HPO4·3H2O 1.0，CaCO3 
3.0，FeSO4·7H2O 0.1，pH 7.2。 

YMS 培养基(g/L)：酵母提取物 4.0，可溶性

淀粉 4.0，麦芽糖 1.0，CoCl2·6H2O 痕量，pH 7.2。 

1.2  生物信息学分析方法 
细菌基因组数据下载自 NCBI Genome 数据

库(截止到 2024 年 2 月)。使用已知喷他霉素与

filipin 生物合成基因簇编码的蛋白序列为查询蛋

白，使用 BLASTp 在已下载的细菌基因组中搜索

其同源蛋白[22]。找出成簇排列的同源蛋白编码基

因，并与 MIBiG 数据库中已知天然产物生物合成

基因簇进行比较[23]，通过人工复筛挑选出可能合

成喷他霉素或 filipin 类天然产物的生物合成基因

簇。蛋白序列比较使用 parasail_aligner 完成[24]。 
使用多位点序列分析(multi-locus sequence 

analysis, MLSA)方法比较喷他霉素生物合成基

因簇所在宿主菌株的基因组相似性。参考文献

[25-26]中的方法，选择ATP合酶 β链基因(atpD)、
DNA 旋转酶 β 亚基基因(gyrB)、重组酶 A 基因

(recA)、RNA 聚合酶 β 亚基基因(rpoB)、色氨

酸合酶 β 亚基基因(trpB)等 5 个基因进行。以天

蓝色链霉菌(S. coelicolor) A3(2)中相应基因编码

的氨基酸序列作为查询蛋白，使用 BLASTp 在

链霉菌基因组中搜索其同源蛋白，使用基因编

码区的 DNA 序列进行分析。多重序列比对、

Kimura 双参数距离计算以及进化树构建使用

MEGA 11 完成[27]，使用 iTOL 进行可视化[28]。 

1.3  菌株培养及分子克隆基本操作 
大肠杆菌培养、转化、质粒提取、基因组

DNA 提取及 PCR 等方法参照文献[29]，米修链

霉菌所有菌株采用 ISP3 琼脂培养基 28 ℃培养。 

1.4  敲除核心基因 ptnA1 质粒的构建 
根据网站 https://crispy.secondarymetabolites. 

org/设计目标敲除基因的 sgRNA。由网站所提

供的 Off target hits with mismatches 数据，选择

脱靶位点最少、脱靶概率最低的序列作为失活

该基因的 sgRNA[20]，添加质粒的同源序列后合

成引物，将引物退火、连接，将得到的双链

sgRNA 与 Nco I 酶切回收后的 pCRISPR-cBEST
质粒以 Gibson 组装方式进行组装，组装产物转

化 E. coli JM109 感受态细胞，最后经菌落 PCR
验证及测序验证确定获得单碱基编辑质粒

pBEMIXΔptnA1。 

1.5  过表达 ptnF 质粒的构建 
以米修链霉菌基因组为模板，使用表 1 中引

物 pSETMIXLuxR-f/r 扩增 ptnF 基因片段(692 bp)，
以 Gibson 组装方式连接到经 Afl II 酶切消化后

的线性化质粒 pSET152-kasO*上，连接产物转化

E. coli JM109 感受态细胞，最后经菌落 PCR 验证

和测序验证后获得过表达质粒 pSETMIXptnF。 

1.6  大肠杆菌-放线菌接合转移 
通过接合转移将构建好的质粒载体转入链

霉菌中，具体操作如下：将质粒转化大肠杆菌

ET12567/pUZ8002 感受态细胞，涂布在含有

100 μg/mL 安普霉素、50 μg/mL 卡那霉素、  
25 μg/mL 氯霉素的 LB 固体培养基上，37 ℃培
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养；挑取单菌落接种到含有相应浓度抗生素的

4 mL LB 液体培养基中，37 ℃、220 r/min 培养

过夜；取 1 mL 培养好的菌液转接至 50 mL LB
液体培养基中，37 ℃培养至 OD600 为 0.4−0.6
后 4 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，用 50 mL 液

体 LB 培养基轻轻洗涤菌体 2 次，最后用 500 μL 
LB 培养基重悬细胞。用无菌水收集米修链霉菌

新鲜孢子，用 1 mL 2×YT 培养基洗涤 2 次后

50 ℃热激 10 min，28 ℃培养 1 h；将 500 μL 的大

肠杆菌细胞与 500 μL 链霉菌孢子混合，涂布在含

有 10 mmol/L MgCl2 和 30 mmol/L CaCl2 的 MS
固体培养基上，风干后于 28 ℃培养 16 h，每个平

板加终浓度为 30 μg/mL 的萘啶酮酸和 60 μg/mL
的安普霉素，继续于 28 ℃培养 3−5 d 后，将长

出的接合子挑至含有相应抗生素的适宜培养基

上，产孢后进行菌落 PCR 鉴定。 

1.7  菌株的发酵 
米修链霉菌野生型及重组菌株均可在 ISP3

琼脂培养基上生长，培养 7 d 收集新鲜孢子进

行发酵，其种子培养基为 ISP2，28 ℃、180 r/min
培养 48 h 后，取 2 mL 种子液转接 50 mL 发酵培

养基(M2、M4、M6、M8、FM2、YMS、SSM 培

养基)，28 ℃、180 r/min 培养 24 h 后加入大孔吸

附树脂，再继续以相同条件培养 6 d。用于对比

产量的发酵过程不加入树脂，转接至发酵培养

基后直接以相同条件培养 7 d。 

1.8  发酵液处理及高效液相色谱检测 
发酵结束后 6 000 r/min 离心 5 min 收集树

脂，晾干后用 5 mL 甲醇浸泡，浸取液用 0.22 μm
微孔滤膜过滤后使用 HPLC 分析喷他霉素及 filipin
类化合物产量。取 250 μL 用于对比产量的菌株

发酵产物，加入 750 μL 甲醇混匀，12 000 r/min
离心 15 min，取上清用 0.22 μm 微孔滤膜过滤

后，使用 HPLC 分析喷他霉素及 filipin 类化合物

产量。 

使用高效液相色谱仪定量分析喷他霉素及

filipin 类化合物的产量，色谱柱为安捷伦 Zorbax 
SB-C18 Rapid Resolution HT (4.6 mm×100 mm，

粒径 1.8 μm)。洗脱条件为水+0.1%甲酸(A 相)/乙
腈+0.1%甲酸(B 相)，流速为 0.4 mL/min，梯度洗

脱总时间 25 min：前 3 min 保持 5%的 B 相，然

后在 17 min 的时间间隔内 B 相由 5%升到 95%，

随后 95% B 相维持 3 min，5% B 相平衡 2 min。
检测波长为 339 nm，全波长扫描范围 190−800 nm。 

1.9  液相色谱-高分辨质谱分析 
液相色谱 -高分辨电喷雾质谱检测使用

ACQUITY 2D I-Class UPLC-XEVO G2-XS QTOF
质谱仪，采用 ACQUITY UPLC Ben C18 色谱柱

(2.1 mm×50 mm，粒径 1.7 µm)分离。洗脱条件

为水+0.1%甲酸(A 相)/乙腈+0.1%甲酸(B 相)，
流速为 0.4 mL/min，梯度洗脱总时间 25 min：
前 0.5 min 保持 5%的 B 相，然后在 10 min 的时

间间隔内 B 相由 5%升至 95%，随后 95% B 相

维持 4.5 min。全波长扫描范围 200−600 nm。 

1.10  化合物的分离纯化 
以 50 mL 摇瓶发酵产量最高的发酵条件对

菌株进行大批量发酵，方法同 1.5。发酵结束后

收集树脂，用甲醇浸取，将收集的甲醇浸取液

旋干后用甲醇重溶，首先使用 C18 硅胶柱进行

分离，液相分析后将有目标产物的样品旋干，

用甲醇重溶，再使用 Sephadex LH20 凝胶柱进

行分离，将有目标产物的样品合并，最后使用

半制备 HPLC 进行纯化，使用 Waters 2487 高

效液相色谱仪，色谱柱为 YMC-Pack ODS-A  
(10 mm×250 mm，粒径 5 µm)，以水+0.1%甲酸

(A 相)/乙腈+0.1%甲酸(B 相)作为流动相，使用

45% B 相等度洗脱，流速为 3 mL/min，制得化合

物纯品。化合物避光处理冻干后进行核磁分析。 

1.11  二苯胺法测定生物量 
取 0.5 mL菌株发酵液，5 000 r/min离心15 min



 
孙佳宁 等 | 喷他霉素新生产菌的发现及产量提高 2895 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

收集菌体，使用等体积蒸馏水洗涤菌体，再使

用 300 μL 的蒸馏水重悬菌体。随后向其中加入

600 μL 的二苯胺试剂，充分搅拌至均匀，将混

合液置于 60 ℃的水浴中孵育 1 h 后进行离心，

收集上清液，最后利用 96 孔板测定上清液在

595 nm 波长下的吸收值。二苯胺试剂的配制如

下：1 g 二苯胺溶解于 100 mL 的冰乙酸中，加

入 1.5 mL 的浓硫酸和 1 mL 的 1.6%乙醛，充分

混合。 

2  结果与分析 
2.1  喷他霉素类天然产物生物合成基因簇

及其所在菌株的系统发掘与分析 
我们从 NCBI Genome 数据库中共下载得

到 55 597 个细菌基因组(截至 2024 年 2 月)，其

中 包 含 了 已 报 道 可 以 合 成 喷 他 霉 素 的

Streptomyces sp. S816 以及可以合成 filipin 的阿

维链霉菌(S. avermitilis) MA-4680 等菌株的基

因组序列[15]。根据文献报道的序列特征，我们

定位了基因组中完整的喷他霉素与 filipin 生物

合成基因簇(图 2)。随后，我们以此基因簇中

蛋白为查询序列，在细菌基因组中搜索编码基

因成簇排列的同源蛋白，并进一步与 MIBiG 数

据库中已知天然产物生物合成基因簇编码的蛋

白进行序列比较[23]。经过人工检验复核，排除

合成其他天然产物的生物合成基因簇，最终获

得了 33 个可能的喷他霉素/filipin 生物合成基因

簇。依据基因簇中是否含有喷他霉素生物合成

途 径中必要的细胞色素 P450 氧化酶 PtnJ 
(GenBank: TGZ15169.1)同源蛋白的编码基因，

预测其中 24个基因簇合成产物为喷他霉素，9个

基因簇合成产物为 filipin 类。这些基因簇中基

因的组成与排列顺序与已知喷他霉素/filipin 生

物合成基因簇基本一致，编码蛋白序列相似性

较高(序列一致性为 70%−100%)。 

这些新的含有喷他霉素与 filipin 生物合成

基因簇的宿主菌大多为链霉菌，个别为糖丝

菌，这与已报道的此类化合物的产生菌主要为

链霉菌相符[1,7-16]。我们进一步使用 MLSA 计算

这些链霉菌以及 21 个模式链霉菌之间的基因

组相似度，以澳大利亚糖丝菌 (Saccharothrix 
australiensis) DSM 43800 和西班牙糖丝菌

(Saccharothrix espanaensis) DSM 44229 为外

群。分析结果如图 2A 所示，24 个含有喷他霉

素生物合成基因簇的链霉菌分布在不同的分

支，其中一个分支包含了已知喷他霉素产生菌

(Streptomyces sp. S816)；另一个喷他霉素产生菌

为 Saccharothrix yanglingensis，与澳大利亚糖丝

菌及西班牙糖丝菌聚成一个分支。含有 filipin
生物合成基因簇的 9 个链霉菌形成 3 个小分

支，其中一个分支包含了已知 filipin 产生菌  
(S. avermitilis) MA-4680。这种分散分布的高度

保守的基因簇提示我们，这些链霉菌在早期可

能通过水平基因转移获得了喷他霉素与 filipin
生物合成基因簇。 

2.2  米修链霉菌中喷他霉素生物合成基因

簇分析 
在这些预测能够合成喷他霉素和 filipin 类

天然产物的菌株中，我们对米修链霉菌有一定

研究。该菌株生长旺盛、产孢丰富，并且我们

前期已建立了基于大肠杆菌-放线菌属间接合

转移的遗传操作体系，其接合转移效率高，并

能利用 CRISPR 系统快速进行基因组编辑。米

修 链 霉 菌 中 喷 他 霉 素 生 物 合 成 基 因 簇 与

Streptomyces sp. S816 中喷他霉素生物合成基因

簇及 S. avermitilis MA-4680 中 filipin III 生物合成

基因簇较为相似，其编码的 PKS I 与另外 2 株菌

中同源蛋白的序列一致性大于 80% (图 2B)。米

修链霉菌中喷他霉素生物合成基因簇编码有将

filipin III羟化形成喷他霉素的细胞色素 P450蛋 
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图 2  含喷他霉素与 filipin 生物合成基因簇的菌株进化树分析(A)及部分基因簇比较(B)   红色：本研

究选择的含有喷他霉素生物合成基因簇的米修链霉菌；橙色：含有喷他霉素生物合成基因簇的菌株；

蓝色：含有 filipin 生物合成基因簇的菌株；黑色：其他模式菌株；★：表示对应的菌株已被报道可以

产生喷他霉素或 filipin 类天然产物，括号中是基因组序列号 
Figure 2  Evolutionary tree analysis (A) and partial gene cluster comparison (B) of strains containing 
biosynthetic gene clusters of pentamycin and filipin. Red: Streptomyces misionensis selected in this study, 
which contains pentamycin biosynthetic genes cluster; Orange: Strains containing pentamycin biosynthetic 
gene clusters; Blue: Strains containing filipin biosynthetic gene clusters; Black: Other mode strains;  
★: Indicating the strains reported to produce pentamycin or filipin; The genome sequence numbers are given 
in parentheses.  
 
白 PtnJ 及其辅助蛋白铁氧还蛋白 PtnI (图 2B)。
这些结果表明米修链霉菌具有合成喷他霉素的

潜力。 

2.3  米修链霉菌是新的喷他霉素生产菌 
为了明确米修链霉菌是否能够合成喷他霉

素相关产物，我们利用 7 种不同培养基对其进

行发酵，并利用高效液相色谱对发酵产物进行

分析。根据文献[17]报道，喷他霉素及 filipin
类化合物在 328、339 和 356 nm 处具有特征的

紫外吸收峰。基于此，我们从多种不同培养基

的米修链霉菌发酵液中检测到一系列具备上述

紫外吸收峰特征的化合物，其中使用 FM2 培养

基的发酵液中相关化合物的产量最高，并且产

物数目较多(图 3)。为了明确这些化合物是由米

修链霉菌中喷他霉素生物合成基因簇所合成，

我们利用 CRISPR-cBEST 系统向基因簇中

ptnA1 基因编码区靠近起始密码子的位置引入

终止密码子，从而使得 ptnA1 基因转录后不能

翻译成完整的功能蛋白。由于 ptnA1 基因编码

包括起始模块在内的 5 个聚酮合酶生物合成模

块，是聚酮链合成起始的关键酶，因此失活该

基因将导致基因簇不能合成对应的产物。DNA
测序结果证实我们成功将 ptnA1 基因反义链的

2 个胞嘧啶 C 编辑成了胸腺嘧啶 T，使正义链

上编码色氨酸的 TGG 密码子变成了终止密码子

TAA (图 4A)，成功获得了基因失活菌株 ΔptnA1。
菌株 ΔptnA1 发酵液的高效液相色谱分析结果显

示，保留时间位于 13−17 min 的 7 个产物峰都

消失，表明这 7 个产物均由喷他霉素生物合成

基因簇所合成(图 3A)。 



 
2898 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

 
 
图 3  米修链霉菌中喷他霉素相关代谢产物的分析   A：不同培养基和不同菌株中喷他霉素相关代谢产

物的 HPLC 分析. B：其他 3 个未知化合物的 LC-MS 分析 
Figure 3  Analysis of pentamycin-related metabolites in Streptomyces misionensis. A: HPLC analysis of 
pentamycin-related metabolites in different culture media and different strains. B: LC-MS of the other three 
unknown compounds. 
 

我们进一步对米修链霉菌的发酵液进行液

相色谱-高分辨质谱分析，确定质荷比为[M−H]− 
669.383 9、653.383 7、637.397 3 和 621.400 1
的 4 个主要产物峰分别与喷他霉素、filipin III、

filipin II 和 filipin I 的分子量和分子式一致。之

后利用 FM2 培养基对米修链霉菌进行 10 L 摇瓶

发酵，制备其中产量较高的喷他霉素和 filipin III。
由于喷他霉素分解过快，未能得到足量的纯品。 
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图 4  米修链霉菌突变菌株 ΔptnA1 及 ptnF 过表

达菌株的验证   A：基于 CRISPR-cBEST 碱基编

辑工具失活 ptnA1 菌株的测序验证. 细箭头表示

靶向目标基因的 spacer，宽箭头表示读码框方向，

方框中是被编辑为终止密码子的密码子. B：过表

达 ptnF 重组菌株 PCR 验证. M：DNA marker；P：
pSETMIXptnF 质粒 DNA 作为扩增模板，阳性对

照；WT：米修链霉菌野生型菌株基因组作为模板，

阴性对照；1–3：米修链霉菌/pSETMIXptnF 重组

菌株 DNA 作为模板 
Figure 4  Verification of Streptomyces misionensis 
mutant strain ΔptnA1 and ptnF-overexpression 
strain. A: Sequencing verification of pntA1- 
inactivation strain obtained based on CRISPR- 
cBEST base editing method. Thin arrows indicate 
the spacer targeting the genes, wide arrows indicate 
the direction of the open reading frame, and the box 
indicates the codon could be edited to a stop codon. 
B: Verification of recombinant strains overexpressing 
pntF. M: DNA ladder; P: Positive control, 
pSETMIXpntF plasmid; WT: Negative control, 
genome of S. misionensis wild type strain; 1–3:    
S. misionensis/pSETMIXpntF. 

此前文献 [30]报道使用 DMSO-d6:methanol-d4 
(2:3，体积比)混合溶剂能够获得较清晰稳定的

filipin III 的 1H 谱、13C 谱等核磁谱图，我们利

用该混合溶剂溶解 filipin III，并对其进行了 1H
谱(500 MHz)分析，结果如下：δ 6.41 (dd, J=14.3, 
11.3 Hz, 1H)、6.33–6.18 (m，6H，重叠)、5.97–5.88 
(m，2H，重叠)、4.70–4.61 (m, 1H)、4.04 (dd, 
J=12.2, 6.0 Hz, 1H)、4.00–3.93 (m，2H，重叠)、
3.92–3.80 (m，5H，重叠)、3.70 (t, J=7.9 Hz, 1H)、
2.42 (dd, J=8.8, 7.3 Hz, 1H)、1.77–1.68 (m, 1H)、
1.66 (d, J=1.2 Hz, 3H)、1.63–1.52 (m, 1H)、
1.44–1.30 (m，4H，重叠)、1.30–1.15 (m，17H，

重叠)、0.83–0.80 (m, 3H)。结果显示在较低场

区观察到相互耦合的 9 个烯氢信号，这与 filipin 
III 结构中 5 个连续的双键吻合，其化学位移与

文献报道基本一致。在较高场和高场区观察到

与文献报道一致的连氧烷氢信号、烷氢信号及

甲基信号。这些结果表明该化合物为 filipin III。
综合上述结果，我们将 4 个主要产物鉴定为喷

他霉素、filipin III、filipin II 和 filipin I (图 3A)。
相较于野生菌株，敲除 ptnA1 后还导致了发酵

液中另外 3 个产量较低的化合物消失，该结果

表明这 3 个化合物可能也是喷他霉素生物合成

基因簇的产物(图 3A)。这 3 个化合物具有与喷

他霉素、filipin III 相似的紫外吸收波谱特征，

其质荷比分别为[M−H]− 685.379 8、669.386 0、
639.372 9 (图 3)，分子式推测为 C35H58O13、

C35H58O12、C34H56O11，与喷他霉素、filipin III
的分子式相近。因此，我们推测这 3 个产物应

该是新结构的喷他霉素/filipin 类似物。 

2.4  过表达簇内正调控蛋白 PtnF 提高喷他

霉素产量 
与已报道的喷他霉素和 filipin III 生物合成

基因簇相同，米修链霉菌喷他霉素基因簇中也
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具有编码 PAS-LuxR 家族转录因子 PtnF 的基

因。此前已有研究表明 PtnF 正调控喷他霉素的

生物合成[15,17-18]。为了进一步提高米修链霉菌中

喷 他 霉 素 的 产 量 ， 我 们 利 用 整 合 型 载 体

pSET152 和链霉菌组成型强启动子 kasOp*对
ptnF 进行过表达(图 4B)。结果显示，在 FM2 发

酵培养基中，过表达 ptnF (菌株 OptnF)使喷他霉

素产量相较于野生型菌株提高了 4.34 倍(图 5A)，
达到了 101.7 mg/L，并且喷他霉素及 filipin
类似物总量达到 146.1 mg/L，比野生型菌株提

高了 3.28 倍。 
为了进一步评估 ptnF 过表达菌株 OptnF 的

发酵特性，我们对其进行了全产程分析，每隔

12 h 取样，检测发酵液中喷他霉素的产量，同 

 

 
 
图 5  过表达正调控基因 ptnF 提高喷他霉素产量   A：ptnF 过表达菌株 OptnF 与野生型菌株在最佳

发酵条件下的喷他霉素产量，**：P<0.01. B：ptnF 过表达菌株 OptnF 与野生型菌株 168 h 内发酵时间

曲线. C：过表达菌株 OptnF 与野生型菌株 168 h 内生物量变化曲线 
Figure 5  Overexpression of positive regulatory gene ptnF within clusters increases pentamycin production. 
A: Pentamycin production between ptnF overexpression strain OptnF and wild type strain under optimal 
fermentation conditions. **: P<0.01. B: Time-course curves of pentamycin production of ptnF 
overexpression strain OptnF and wild type strain within 168 h. C: Time-course curves of biomass of ptnF 
overexpression strain OptnF and wild type strain within 168 h. 
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时利用二苯胺法分析发酵液中的菌体生物量。

结果显示野生型菌株发酵 60 h 后，喷他霉素的

产量不再快速升高，而菌株 OptnF 发酵 60 h 后

发酵液中喷他霉素仍快速积累，到 96 h 产量达

到最大(图 5B)。FM2 发酵培养基中，菌株 OptnF
的生长曲线与野生型菌株基本一致，二者培养

48 h 后均进入衰亡期，生物量开始下降(图 5C)，
说明在 FM2 发酵培养基中过表达 ptnF 对菌体生

长无显著影响。 

3  讨论与结论 
喷他霉素和 filipin III 都能靶向真菌细胞膜

中的麦角固醇，从而抑制真菌生长[1]。但是，

filipin III 对麦角固醇和哺乳动物细胞膜中胆固

醇的亲和力相似，因此不能用作药物[1]。相比

之下，喷他霉素因为具有更特异的作用，在瑞

士已被批准用于治疗阴道念珠菌感染、滴虫病

等常见的阴道疾病[2-4]。另外，filipin III 可以被

用来诊断 C 型尼曼匹克氏症，或者作为检测和

量化细胞膜中胆固醇的探针。虽然已有报道多

种细菌能够产生喷他霉素和 filipin III，但对于

细菌基因组中喷他霉素类天然产物的生物合成

潜力尚无系统评估和发掘研究。本研究利用喷

他霉素和 filipin III 生物合成基因簇蛋白为查询

序列，从 NCBI Genome 数据库中的 55 597 个细

菌基因组(截至 2024 年 2 月)中分析发现 33 个含

有喷他霉素/filipin 生物合成基因簇的菌株。并

依据二者基因簇中差异蛋白细胞色素 P450 氧

化酶 PtnJ，预测其中 24 个基因簇合成产物为喷

他霉素类，9 个基因簇合成产物为 filipin 类化

合物。本工作发现的含有喷他霉素与 filipin 生

物合成基因簇的宿主菌大多为链霉菌，这与已

报道的此类化合物的产生菌主要为链霉菌相

符。这些菌株包括了此前报道的能够产生这类

化合物的部分菌株(如 S. roche、Saccharothrix 

yanglingensis 等)，但仍有部分已报道的喷他霉

素产生菌并未被本研究包括，这是因为这些菌

株尚无基因组信息。基于本研究分析结果，我

们发现这些基因簇高度保守，但其所在菌株的

进化树分析提示这些菌株分布较为分散，推测

这些链霉菌在早期可能通过水平基因转移获得

了喷他霉素与 filipin 生物合成基因簇。 
本研究通过培养基筛选、发酵及代谢产物

分析等证实其中的米修链霉菌能够合成喷他霉

素及 filipin III 等一系列天然产物。此外，我们

还发现了 3 个新的化合物，紫外可见光谱、质

谱分析与基因敲除实验结果表明这 3 个化合物

也是由喷他霉素生物合成基因簇所合成。对其

进行进一步研究将有助于发现具有抗真菌活性

的新结构喷他霉素类活性分子。 
喷他霉素生物合成过程中需要大量的丙二

酸单酰辅酶 A 和甲基丙二酸单酰辅酶 A 等作为

延伸单元，并且需要消耗大量的能量和还原力。

通过优化培养基提高聚酮类天然产物的产量是

一种简便有效的策略。本研究测试了 7 种不同

培养基，发现 FM2 发酵培养基中喷他霉素产量最

高，推测是因为该培养基中含有丰富的黄豆饼粉

等天然碳源、氮源。此前有研究通过优化发酵培

养基配方及发酵条件，使 S. padanus PMS-702 的

喷他霉素摇瓶产量(发酵 2 d)提高 2.86 倍，达到

112 mg/L[31]。多个研究表明添加植物油可以提高

喷他霉素产量。例如，培养基中添加植物油可使

得 S. padanus 中喷他霉素的产量提高 4.9 倍[32]。

添加棕榈油使玫瑰链霉菌(S. roseoluteus)的喷他霉

素摇瓶产量由 1.5 g/L提高到 2.7 g/L[33]。在人工培

养基中添加豆油或油酸能将 Streptomyces sp. WP-1
的喷他霉素产量由547.8提高到1 367.5 mg/L[34]。

添加 5.5%豆油使 Streptomyces sp. WP-1 工程菌

株的喷他霉素摇瓶产量提高 7 倍左右，最终达

到 8.5 g/L[19]，这也是目前报道的喷他霉素发酵
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最高水平。此外，培养基中添加铵捕集剂，降

低铵离子浓度，也显著提高喷他霉素产量，有

研究通过添加不同浓度的磷酸镁或磷酸钙，使

Streptomyces sp. WP-1 中产量提高 4.1 倍，达到

5.7 g/L[34]。添加铜离子使 Streptomyces sp. WP-1
中喷他霉素产量提高 90%[19]。相比之下，通过

基因工程改造提高喷他霉素产量的报道则较

为少见。有研究表明 PtnF 正调控喷他霉素及

其类似物的生物合成，敲除 ptnF 基因导致喷他

霉素不再合成[19]。利用 ermEp*过表达 ptnF，

可使喷他霉素产量提高 50%[19]。本研究选择

使用表达强度比 ermEp*更高的组成型启动子

kasOp*过表达 ptnF 蛋白[35]，使米修链霉菌的

喷他霉素产量提高了 4.34 倍，其提产效果高于

此前的报道。 
本研究通过对细菌基因组大数据的系统分

析，发掘获得了 19 个新的预测可产生喷他霉素

的菌株、8 个新的预测可产生 filipin 类天然产

物的菌株，并对这些潜在生产菌株进行了进化

分析，提示这些菌株在早期可能是通过基因水

平转移的机制来获得喷他霉素/filipin 生物合成

基因簇。我们通过体内遗传学及代谢产物鉴定

等方法发现米修链霉菌是一株新的喷他霉素及

filipin 类天然产物生产菌株，此外还初步鉴定

了多个喷他霉素类新结构产物。我们进一步通

过基因工程技术成功提高了喷他霉素的产量。

这些研究结果为构建更优的喷他霉素生产菌

株、进一步推动其工业化生产应用提供了新的

基因元件、途径、菌株及理论支持。 
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