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摘   要：【目的】本研究旨在确认链霉菌 Streptomyces rubellomurinus ATCC 31215 来源芳香聚酮化

合物(gombapyrones, GOMs)的生物合成基因簇(biosynthetic gene cluster, BGC)，并对其生物合成途径进

行推导。【方法】对链霉菌 S. rubellomurinus ATCC 31215 进行大规模发酵及提取分离，得到 GOM-B
和 GOM-D；以三烷基取代芳香聚酮生物合成途径保守存在的 P450 单氧化酶的蛋白序列作为探针，

在 GOMs 产生菌 S. rubellomurinus 基因组中进行 BLAST 搜索获得潜在的 GOMs 生物合成基因簇(gom 
BGC)；通过对 gom BGC 中的聚酮合成酶(polyketide synthase, PKS)结构基因进行同框缺失突变，对突

变株发酵产物进行高效液相色谱-质谱(high performance liquid chromatography-mass spectrometry, 
HPLC-MS)分析以确认 gom BGC 与 GOMs 的产生相关；基于生物信息学分析，推导 GOM-B 的生物

合成途径。【结果】从 S. rubellomurinus 发酵产物中分离得到了化合物 GOM-B 和 GOM-D，并通过一

维核磁数据分析确认其结构。从 S. rubellomurinus 基因组中获得了潜在的 GOMs 生物合成基因簇 gom 
BGC，相关基因序列和功能注释已递交 PubMed 数据库(GenBank 编号：OQ831859)；基因缺失突变

PKS 基因 gomB 后导致 S. rubellomurinus 发酵产物中 GOM-B 和 GOM-D 组分消失；基于生物信息学分

析对 GOM-B 的 I 型 PKS 生物合成途径进行了推导。【结论】首次确认了三烷基取代芳香聚酮 GOM-B
和 GOM-D 的生物合成基因簇 gom BGC；该生物合成途径属于 I 型 PKS，推测其中 P450 单氧化酶

GomJ 具有独特的多烯聚酮链芳构化功能；与最近报道的 GOM-G 生物合成基因簇 gbn BGC 相比

较，gom BGC 编码的 PKS 装配线缺少一个碳链延伸功能模块，这与其产物 GOM-B 的碳骨架结构一
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致；本工作所报道的 gom BGC 展现了细菌 I 型聚酮生物合成基因演变导致其产物结构多样性的范例；

gom BGC 编码的 P450 氧化酶 GomJ 与已报道同源蛋白(78.3%序列相同) GbnP 相比，作用底物分子骨

架少了 2 个碳，因此是探究细菌三烷基取代芳香聚酮芳构化酶反应底物耐受性的理想材料。 

关键词：天然产物生物合成；芳香聚酮；聚酮合酶；P450 单氧化酶  
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Abstract: [Objective] To identify the biosynthetic gene cluster (BGC) of gombapyrones 
(GOMs), the trialkyl-substituted aromatic polyketides derived from Streptomyces rubellomurinus 
ATCC 31215, and deduce the biosynthetic pathway. [Methods] GOM-B and GOM-D were 
extracted for the large-scale fermentation broth of S. rubellomurinus ATCC 31215. The P450 
monooxygenase catalyzing the polyene chain aromatization is conserved in the biosynthetic 
pathways of trialkyl-substituted aromatic polyketides in bacteria. Thus, BLAST searching was 
carried out with the P450 monooxygenase as a probe to identify the candidate BGC for GOMs 
(gom BGC) from the genome of S. rubellomurinus. Through deletion of the polyketide synthase 
(PKS) gene in gom BGC and high performance liquid chromatography-mass spectrometry 
(HPLC-MS) identification of the fermentation products of the mutant strain, the gom BGC can 
be confirmed to direct the production of GOMs. Furthermore, bioinformatics tools were used to 
deduce the biosynthetic pathway of GOM-B. [Results] GOM-B and GOM-D were extracted from 
the fermentation broth of S. rubellomurinus and their structures were identified by NMR. The gom 
BGC identified in the work was submitted to the PubMed, with the GenBank accession number: 
OQ831859. The deletion of a PKS gene gomB resulted in the disappearance of GOM-B and 
GOM-D in the fermentation broth. The biosynthetic pathway of GOM-B was deduced as a type I 
PKS based on bioinformatics analysis. [Conclusion] This work identified a new BGC which 
directs the biosynthesis of trialkyl-substituted aromatic polyketides, including GOM-B and 
GOM-D. The type I PKS involves a P450 monooxygenase GomJ putatively catalyzing the unique 
polyene chain aromatization. Compared with the gbn BGC recently reported to direct the GOM-G 
biosynthesis, the PKS assembly line encoded by gom BGC lacks one elongation module, which is 
consistent with the carbon skeleton of GOM-B. The gom BGC could serve as an example that the 
gene evolution of bacterial type I PKS leads to the structural diversity of polyketides. Moreover, 
GomJ shows 78.3% sequence identity to the P450 monooxygenase GbnP functionally identified 
from gbn BGC, whereas the putative substrate of GomJ has two carbons less than the substrate of 
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GbnP. Thus, the discovery of this work helps to decipher the substrate-specificity mechanism of 
the unusual P450 monooxygenase which catalyzes polyene chain aromatization in the biosynthetic 
pathways of trialkyl-substituted aromatic polyketides in bacteria. 
Keywords: biosynthesis of nature products; aromatic polyketide; polyketide synthase; P450 
monooxygenase 
 
 

微生物次级代谢产物是发掘药用活性分子

的宝贵资源。目前微生物来源药用活性小分子

多来自于细菌界放线菌门链霉菌属。微生物天

然产物主要有聚酮、多肽、萜、生物碱及核苷

类分子几类，其中聚酮是具有代表性的一大类。

已发现的聚酮小分子具有广泛的生物活性，如

抗菌、抗肿瘤、抗氧化抗炎和杀虫等，例如免

疫抑制剂普乐可复(FK506)[1]、抗菌药物红霉素

(erythromycin)[2]和两性霉素 (amphotericin)[3]以

及具有杀虫活性的阿维菌素[4]。 
聚酮生物合成途径中主要的催化元件为聚

酮合酶(polyketide synthases, PKS)，其作为多功

能域大蛋白以装配线模式负责聚酮分子碳骨架

的组装。细菌来源聚酮生物合成途径存在 3 种

PKS 类型。I 型 PKS 是由多个功能域模块组成

的蛋白，每个模块包含 1 组结构域，在聚酮化

合物链组装过程中，每组结构域行使 1 次功能，

所以 I 型 PKS 也可以称为模块化 I 型 PKS[5]。

II 型 PKS 的每个催化功能模块由单独的蛋白承

担，每个蛋白通过重复工作负责碳链的延伸，

大多数细菌来源芳香族聚酮化合物的生物合成

由 II 型聚酮合酶负责。III 型 PKS 也称查尔酮

型聚酮合酶，仅含有与 I 型和 II 型 PKS 聚酮合

酶(ketosynthase, KS)功能域等效的独立蛋白，以

酰基-CoA 为底物迭代地合成具有各种链长的

产物[6]。I 型 PKS 多功能大蛋白除含有负责碳链

延伸的必须功能域聚酮合酶 KS、酰基转运蛋白

(acyl transferase, AT)和酰基载体蛋白(acyl carrier 
protein, ACP)，还存在非必需的还原型功能域，

包括酮还原酶 (ketoreductase, KR) 、脱水酶

(dehydratase, DH)、烯醇还原酶(enoylreductase, 
ER)[7]。这些还原型功能域对延伸过程中的聚酮

链 β-酮基进行还原(形成 β-羟基)、脱水(形成 α, 
β-双键)和烯键还原(形成饱和的亚甲基)，从而

赋予聚酮链丰富结构。 
细菌来源芳香聚酮贡献了大量药用活性分

子，其生物合成途径得到了广泛深入的研究。

细菌芳香聚酮化合物以稠环结构为主，大多由

II 型 PKS 或迭代工作模式的 I 型 PKS 负责[8]，

其芳香环的形成通常由加载在 ACP上的 β-羰基

聚酮链 (poly-β-carbonyl chain)通过醇醛缩合

(aldol condensation) 或 克 莱 森 缩 合 (Claisen 
condensation)以及脱水反应后形成芳香环。近年

发现 1 类 I 型 PKS 来源的三烷基取代芳香聚酮

(图 1)，其独特的芳构化机制引起了关注。同位

素标记实验表明三烷基取代芳香聚酮洛奈酸 A 
(lorneic acid A)中苯环形成于聚酮多烯长链部

分[10]，而以往报道 I 型 PKS 来源的芳香聚酮分子

的芳香环一般由 PKS 装配线的起始单位引入[15]。

这类在聚酮多烯长链部分形成苯环的芳构化机

制非常罕见，近期发现该类芳香聚酮的芳香环

由独特的 P450 单氧化酶催化形成[9]。这类三烷

基取代芳香聚酮多数具有良好药用活性，例如链

霉菌 NPS554来源 lorneic acid A具有磷酸二酯酶

抑制活性[16]，从链霉菌(Streptomyces griseoruber) 
Acta 3662 分离得到的 GOM-A 对糖原合酶激酶

3β 有抑制活性[17]，链霉菌 KIB-H1471 来源的

benwamycin B 和 F 能抑制 T 细胞增殖且无明显

的细胞毒性[14]，以及从多个链霉菌发酵产物中

发现的 NFAT-133 具有免疫抑制活性[13]。 
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图 1  细菌 I 型 PKS 来源三烷基取代芳香聚酮分子  
Figure 1  The trialkyl-substituted aromatic polyketides derived from bacterial type I PKSs.  
 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和质粒 

(1) 链 霉 菌 ： 本 研 究 所 用 链 霉 菌 为

Streptomyces rubellomurinus ATCC 31215。 
(2) 大肠杆菌：Escherichia coli DH10B 用

于质粒构建和扩增。E. coli ET12567 用于与链

霉菌进行双亲接合转移，其中含有的辅助质粒

pUZ8002 可以将目标质粒转进链霉菌。 
(3) 质粒：质粒 pRJgomB 为本工作构建，

用于获得基因缺失突变株∆gomB。质粒 pYH7
携带阿布拉霉素抗性(apramycin resistance, AprR)
基因，是大肠杆菌-放线菌穿梭质粒，用于构建

基因缺失突变株[18]。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

(1) 本实验中用于基因克隆的高保真酶

KOD OneTM PCR Master Mix 购自 TOYOBO 公

司，用于筛选及验证克隆子的酶 2×flash PCR 
MasterMix (Dye)购自江苏康为世纪生物科技股

份有限公司。本实验中所用限制性内切酶购自

New England Biolabs。用于质粒构建的 Gibson
酶 2×Ezmax-Multi Clonemix Plus 购自吐露港生

物科技有限公司。配制 10%的 Chelex 100 resin 
(Bio-Rad)溶液用于制备基因组 DNA。 

(2) 本实验中所用 PCR 仪为 Bio-Rad 公司

产品，核酸电泳仪购自生工生物工程(上海)股份

有限公司，低温高速离心机购自赛默飞公司。

用于化合物检测的 Acquity UPLC 高效液相色

谱仪和 Xevo G2-XS QTOF 质谱仪为 Waters 公司

产品。分析色谱柱(C18, 4.6 mm×250 mm, 5 μm)

购自 Phenomenex 公司。 
1.1.3  培养基 

(1) Luria-Bertani (LB)培养基用于培养大肠

杆菌，配方为酵母提取物 5 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，

氯化钠 5 g/L，葡萄糖 2 g/L，pH 自然。加入琼脂

粉(15 g/L)配成固体培养基用于大肠杆菌的筛选。 

(2) SFM (soya flour medium)培养基用于链

霉菌的平板静止培养。低温黄豆饼粉 20 g，加
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入 400 mL 蒸馏水，121 ℃，20 min 高压灭菌后

纱布过滤，得到澄清液体，加入甘露醇 20 g，琼

脂粉 20 g，蒸馏水定容至 1 L，调节 pH 至 7.2–7.4。 
(3) TSBY (tryptone soya broth yeast)培养基

用于链霉菌的菌丝体培养。胰蛋白胨大豆汤粉

30 g/L，酵母提取物 5 g/L，蔗糖 100 g/L，消泡

剂 1 mL/L。 
(4) SGC (soya glucose calcium)培养基用于

链霉菌发酵培养。低温黄豆粉 30 g 溶于 400 mL
蒸馏水，灭菌(121 ℃, 20 min)后纱布过滤。在所

得澄清液体中加入碳酸钙(5 g/L)，蒸馏水定容至

800 mL，加入消泡剂 1 mL。另外配制 200 mL 25%
葡萄糖溶液，分别灭菌，混合后使用。 

以上实验所用所有培养基均经过高温高压

(121 ℃, 20 min)灭菌后使用。 

1.2  用于 gomB 基因缺失的质粒构建 
采用同源重组双交换的策略构建 gomB 框

内缺失突变株。设计 L-gom-F&R 和 R-gom-F&R
两对引物，以 S. rubellomurinus 基因组 DNA 为

模板，扩增后得到同源重组交换左臂(1.7 kb)和
右臂(2 kb)。将左右臂 DNA 经回收纯化后，与

经酶切(Nde I)的线性化工具质粒 pYH7 共同

装配，得到重组质粒 pRJgomB。重组质粒经

测序无误后，通过钙转化的方法转入 E. coli 
ET12567/pUZ8002 (该工程大肠杆菌含有辅助

质粒 pUZ8002，帮助重组质粒转进链霉菌)，用

于链霉菌接合转移。 
用于 PCR 扩增同源重组交换臂的引物为：

L-gom-F (5′-CCGGGACTGATCAAGGCGAATA 
CTTCACTTCTTCTTCACGGAGGGGAAC-3′)，
L-gom-R (5′-TCACGGAAGTTGACTTCCAGGA 
TCACGTGCGCATTG-3′)，R-gom-F (5′-GTGA 
TCCTGGAAGTCAACTTCCGTGACGTGCTGA
TC-3′)和 R-gom-R (5′-CCGGGACCCGCGCGGT 
CGATCCCCGGATCCGAGCTCCTTGTCGATCA 
G-3′)。验证突变株的引物为 T-gom-F (5′-CGTCT 

TCTGCGGCCTCATGTTC-3′)和 T-gom-R (5′-GT 
CCGTCACCAGGCCGAAGAC-3′)。 

1.3  链霉菌接合转移及突变株的筛选 
通过 E. coli ET12567/pUZ8002 和链霉菌  

S. rubellomurinus 之间跨属接合转移，将目标质

粒 pRJgomB 导入 S. rubellomurinus 中，24 h 用

50 μg/mL 阿布拉霉素及 50 μg/mL 的萘啶酮酸

覆盖，30 ℃静置培养 3−4 d，可以观察到接合转

移子。将接合转移子单克隆转接到含 50 μg/mL
阿泊拉霉素及 50 μg/mL的萘啶酮酸的平板上进

行复证。待重新长出菌体后，取适量菌体提取

基因组，设计验证引物 PCR 验证质粒导入成功。

将成功导入质粒的单克隆在无抗培养基上松弛

培养 2−3 代，对其进行影印平板筛选。对抗生

素敏感型单克隆 PCR 筛选，成功得到完成同源

重组双交换的目标突变菌株∆gomB。 

1.4  菌株发酵及发酵产物的检测 
链霉菌小规模发酵：接种链霉菌于 SFM 平

板，30 ℃静置培养。待长出单菌落后，接种到

25 mL TSBY 培养基中，30 ℃、220 r/min 培养

3−4 d，以获得种子液。将种子液 1:50 (体积比)
接种至发酵用 SGC 培养基(50 mL)，30 ℃、  
220 r/min 培养 5 d。取 7 mL 发酵液与乙酸乙酯

等体积萃取，充分混合后超声 1 h。离心后取   
5 mL 上层有机相，吹干，加入 0.8 mL 甲醇以充

分溶解，转移到 1.5 mL EP管。将样品 13 200 r/min
高速离心 5 min 以去除蛋白杂质，取上清 500 µL
于小试 管 中 进 行 高效液相色谱 - 质谱 (high 
performance liquid chromatography-mass spectrometry, 
HPLC-MS)检测。 

链霉菌大规模发酵：在 SFM 平板接种单菌

落，30 ℃静置培养。待长出单菌落后，接种到

25 mL TSBY 培养基，30 ℃、220 r/min 培养

3−4 d 以培养一级种子液。将一级种子液 1/50 (体
积分数)转接二级种子液，培养 1–2 d。二级种子
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液 1/50 (体积分数)接种至发酵用 150 mL SGC 培

养基，30 ℃、220 r/min 培养 6 d 后收菌液。 

1.5  HPLC 及 HPLC-MS 检测条件 
本实验中所用 HPLC-MS 检测仪器由

Waters HPLC 搭配 Waters Acquity Qda 质谱检测

器，Waters Xbridge C18 分析柱(250 mm×4.6 mm, 
5 μm)，样品自动进样 20 µL。HPLC 流动相为

乙腈和 0.1%甲酸水溶液，洗脱梯度为 0−30 min 
(30%−100%乙腈 )，30−34 min (100%乙腈 )，
34−35 min (100%乙腈)，35−40 min (30%乙腈)。
流动相为水(0.1%甲酸)和乙腈，流速 0.7 mL/min。
质谱采用正离子模式，检测范围 m/z 200−1 250。
高分辨质谱数据在 Waters XeVO G2-XS Q TOF
质谱检测器上检测得到，采用正离子模式，检

测范围 m/z 100−1 250。 

1.6  化合物的分离及结构鉴定 
化合物分离采用真空正相柱层析、反相中

压液相色谱分离、制备型 HPLC。收集 12 L 发

酵液，用等体积乙酸乙酯(EtOAc)萃取 3 次。合

并有机相萃取液后进行减压蒸馏并得到粗浸

膏；先后通过水相萃取除糖，通过石油醚除脂，

然后收集样品层旋干得到 11 g 粗浸膏。将浸膏

溶于20 mL的甲醇加入15 g的硅胶粉(200−300目)
拌干，平铺装填于已经真空减压紧实的正相硅

胶柱(柱高约 5 cm，柱体积约 500 mL)。首先采

取石油醚和乙酸乙酯进行梯度洗脱(体积比 1:0
到 0:1)，再采取二氯甲烷和甲醇进行梯度洗脱

(体积比 100:1 到 1:1)。依据薄层色谱检测和

HPLC-MS 分析结果合并小馏分，获得 10 个砍

断馏分。再经中压液相制备色谱纯化(ODS 色谱

柱 YMC-Park C18，20×250 mm，5 μm)，梯度

洗脱条件为：20 mL/min，30%−80%乙腈，5 h。
依据 HPLC-MS 检测洗脱组分结果，将含目标

分子洗脱液合并旋干，纯品送去采集核磁数据。

纯度低于 90%的样品借助半制备型 HPLC (色谱

柱：Waters Xbridge C18 column 250 mm×4.6 mm，

5 μm)作进一步纯化，洗脱条件为：3 mL/min，
57%乙腈(含 0.1%甲酸)。通过上述多种柱色谱分

离，最终拿到目标分子 GOM-B (4 mg)和 GOM-D 
(2 mg)。目标化合物核磁共振(nuclear magnetic 
resonance, NMR)分析通过 Bruker AVANCE-700
核磁共振仪采集。 

2  结果与分析 
2.1  链霉菌 S. rubellomurinus 来源三烷基

取代芳香聚酮化合物GOM-B和GOM-D的

鉴定 
在对 S. rubellomurinus ATCC 31215 发酵产

物进行 HPLC-MS 分析后，发现两个紫外吸收光

谱与已知化合物 GOM-B 和 GOM-D 高度类似的

化合物。高分辨质谱显示 1 号化合物 m/z=377.212 1 
[M+H]+，GOM-B 理论值 m/z=377.211 7 [M+H]+，

误差 1.06×10−6。2 号化合物检测值 m/z=391.227 4 
[M+H]+，GOM-D 理论值 m/z=391.227 5 [M+H]+，

误差 0.26×10−6。结合紫外吸收光谱综合分析，

推测其为已知化合物 GOM-B 和 GOM-D，并对

S. rubellomurinus 进行了 12 L 发酵，分离纯化

得到目标化合物，并获得 2 个单体化合物的

NMR 数据(图 1，图 2)。通过与文献报道的一维
1H 和 13C-NMR 谱比较(表 1，表 2)[17]，确定 1 号

化合物为 GOM-B，2 号化合物为 GOM-D。化合

物 GOM-B 和 GOM-D 为芳香聚酮化合物，含有

α-吡喃环和独特的 1,2,4-三烷基取代苯环结构的

芳香聚酮化合物，首次在链霉菌 S. griseoruber 
Acta 3662 中分离得到[17]。 

2.2  链霉菌 S. rubellomurinus 中 GOM-B
生物合成基因簇的发掘 

由于 GOM-B 和 GOM-D 含有独特的 1,2,4-三
烷基取代苯环结构，文献调研发现，链霉菌来

源的 lorneic acid A[10]、TM-123[11]、veramycin A[12]、 
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图 2  化合物 GOM-B 和 GOM-D 一维核磁谱 
Figure 2  NMR spectra of GOM-B and GOM-D. A: 1H-NMR of GOM-B. B: 13C-NMR of GOM-B. C: 
1H-NMR of GOM-D. D: 13C-NMR of GOM-D. 
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表 1  化合物 GOM-B 的一维核磁数据(氘代氯仿溶剂) 
Table 1  1H and 13C NMR data of GOM-B (in CDCl3) 
No. Experimental  

δC (175 MHz) 
Literature[17]  

δC (125 MHz) 
Experimental  
δH, mult. (700 MHz, J in Hz) 

Literature[17]  
δH, mult. (500 MHz, J in Hz) 

1 165.4 165.7   
2 98.4 98.6   
3 163.9 164.4   
4 106.2 106.6   
5 157.3 157.3   
6 30.8 30.8 3.37, d (7.4) 3.35, d (7.4) 
7 125.6 125.7 5.56, t (7.4) 5.54, t (7.3) 
8 136.7 136.8   
9 138.4 138.5 6.48, d (11.1) 6.45, d (5.6) 
10 124.8 124.8 6.54, dd (15.3, 11.1) 6.46, d (4.8) 
11 130.7 130.7 6.34, m 6.33, m 
12 128.8 128.9 6.29, d (11.2) 6.49, d (11.2) 
13 133.7 133.7   
14 130.0 130.0 7.20, dd (8.4, 2.3) 7.17, d (7.8) 
15 126.8 126.9 7.03, m 7.01, d (7.8) 
16 137.3 137.4   
17 130.3 130.3 7.02, d (2.3) 6.99, s 
18 138.1 138.2   
19 37.9 37.9 3.34, dt (6.4, 1.7) 3.32, d (6.6) 
20 136.9 137.0 5.91, m 5.90, m 
21 115.8 115.9 5.01, m 4.96, 5.00, d, d (17.1, 10.2) 
22 21.3 21.4 2.34, m 2.31, s 
23 12.9 12.9 1.78, m 1.75, s 
24 8.5 8.6 1.96, s 1.94, s 
25 9.8 9.8 1.98, m 1.96, s 

 
NFAT-133[13]、benwamycin I[14]、peucepyrones 
A[9]、GOM-G 和 GOM-H[9]也具有类似的苯环结

构(图 1)。将 GOM-B 与已知化合物 GOM-G 进

行对比，二者具有类似的由多烯长链连接的 α-吡
喃环和独特的 1,2,4-三烷基取代苯环结构，主要

差异在于多烯长链的长度。在 GOM-B 中由 7 个

碳组成吡喃环与苯环之间的多烯长链，而

GOM-G 为 9 个碳的多烯长链(图 1)。文献调研

发现，与以往 I 型 PKS 中直接由含芳香基团的

起始单位引入 PKS 装配线形成芳香化合物的机

制不同[15]，推测此类三烷基取代苯环分子中芳

构化发生在聚酮链多烯部位。考虑到 GOM-B
与 lorneic acid A 分子中苯环结构相似，推测其

生物合成途径中苯环形成机制应该也趋于一致。

因此利用推测负责催化 lorneic acid A 分子内苯

环形成的 P450 氧化酶 Orf1-257 作为探针[10]，在

S. rubellomurinus 基因组中进行挖掘，发现 1 个

编码蛋白与 GbnP 相似度为 48.2%的基因 gomJ，
且该基因两侧含有 6 个 I 型 PKS 基因，我们推测

该基因簇可能是 GOM-B 和 GOM-D 的生物合成
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基因簇 gom BGC。在本工作开展过程中，2023 年

有报道 GOM-G 分子内苯环由独特的 P450 单氧

化酶 GbnP 催化形成[9]。GOM-G 与 GOM-B 结

构相似，均含有三烷基取代苯环结构。根据

antiSMASH[19]预测结果，并参照已发表的 GOM-G
生物合成基因簇 gbn BGC[9]，对 gom BGC 中的

基因进行功能注释(图 3，表 3)，发现其含有 6 个

I 型 PKS 基因 gomA−F，以及游离的二型硫酯 
 
表 2  化合物 GOM-D 的一维核磁数据(氘代 DMSO 溶剂) 
Table 2  1H and 13C NMR data of GOM-D (in DMSO-d6) 
No. Experimental  

δC (175 MHz) 
Literature[17] 

δC (125 MHz) 
Experimental  
δH, mult. (700 MHz, J in Hz) 

Literature[17] 
δH, mult. (500 MHz, J in Hz) 

1 164.6 164.6   
2 108.3 108.3   
3 167.9 167.9   
4 108.9 108.9   
5 156.6 156.5   
6 30.1 30.3 3.41, m 3.4, d (7.4) 
7 125.9 126.7 5.58, t (7.5) 5.6, t (7.3) 
8 136.1 135.9   
9 137.4 138.7 6.43, s 6.45, d (5.8) 
10 124.9 123.7 6.46, d (5.0) 6.46, d (4.3) 
11 130.5 130.4 6.41, s 6.33, m 
12 127.3 128.2 6.49, m 6.5, d (11.2) 
13 132.8 132.9   
14 129.0 129.4 7.16, d (7.7) 7.15, d (7.8) 
15 126.8 126.8 7.06, m 7.06, d (7.8) 
16 136.7 136.7   
17 129.6 130.2 6.97, d (1.8) 7.02, s 
18 136.9 137.6   
19 36.8 37.2 3.48, d (7.6) 3.30, d (6.5) 
20 136.8 136.9 5.92, m 5.88, m 
21 115.7 115.8 4.98, m 4.96, 5.00, d, d (17.1, 10.2) 
22 20.8 20.8 2.29, s 2.28, s 
23 12.5 12.4 1.87, m 1.73, s 
24 9.7 9.7 1.90, m 1.90, s 
25 10.0 10.0 1.92, s 1.90, s 
26 60.3 60.4 3.79, s 3.78, s 
 

 
 
图 3  本研究 gom BGC 基因簇与已报道的 gbn BGC 基因簇的基因组成分析 
Figure 3  Comparative analysis of the genes of gom BGC and the reported gbn BGC.  
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表 3  本研究 gom BGC 基因簇与已报道的 gbn BGC 基因簇的功能比较分析 
Table 3  Comparative analysis of the gene functions of gom BGC and the reported gbn BGC 
gom BGC  gbn BGC Proposed function Identity/Coverage (%)  
Protein Size (aa)  Protein Size (aa) 
GomH 254  GbnT (WP_205373051.1) 253 Type II thioesterase 70/96 
GomB 2 168  GbnA (WP_205373050.1) 2 167 Type I PKS  81/99 
GomC 3 544  GbnB (WP_244882706.1) 3 557 Type I PKS  78/99 
GomD 3 566  GbnC (WP_244882705.1) 5 284 Type I PKS  72/99 
GomE 2 128  GbnD (WP_205373049.1) 2 151 Type I PKS  76/99 
GomF 3 695  GbnE (WP_244882703.1) 3 791 Type I PKS  71/99 
GomI 473  GbnG (WP_205373048.1) 496 Transport 76/98 
GomJ 480  GbnP (WP_205373047.1) 480 Cytochrome P450 78/99 
GomL 194  GbnH (WP_205373046.1) 194 Unknown 69/98 
GomA 2 772  GbnF (WP_244883147.1) 3 063 Type I PKS  73/99 
GomK 385  GbnI (WP_205373045.1) 385 Acyl-CoA dehydrogenase 80/99 
 
酶基因 gomH，可能负责苯环形成的 P450 单氧

化酶基因 gomJ，乙酰辅酶 A 脱氢酶基因 gomK，

具有转运功能蛋白的编码基因 gomI 以及 1 个未

知功能基因 gomL。 
2.3  GOM-B 和 GOM-D 的生物合成途径

的推导 
遵循 I 型 PKS 的装配原理，结合对 gom 

BGC 中基因功能的预测，并参考已报道 GOM-G
的生物合成途径，对 GOM-B 的生物合成途径

进行了推导(图 4A)。该基因簇中含有 6 个 I 型

PKS 基因 gomA−F，依次编码 1 个起始模块和  
9 个延伸模块，共加载 5 个丙二酰辅酶 A 和 5 个

甲基丙二酰辅酶 A。通过对 PKS 各模块功能域进

行蛋白质序列比对分析，发现 M8 和 M9 模块中

KR 功能域缺少保守活性位点 Y 和负责 NADPH
结合的 GxGx2Gx3A 保守序列[20-21] (图 5)，因此

推断 KR8 和 KR9 为失活功能域。此外，与已

报道的 gbn BGC 编码的 PKS 装配线相似，gom 
BGC 编码的 PKS 装配线的 ER7 应该未行使功

能，这与 GOM-B 的化合物结构相吻合。  
GOM-B前体聚酮链 C1−C5位 β-酮基经末端

硫酯酶 TE 功能域环化形成 α-吡喃环结构并释

放，同时聚酮多烯部位双键发生系统位移，随

后经 P450 氧化酶 GomJ 催化在 C13−C18 位成环。

另外，基因 gomK 编码蛋白与已报到的乙酰辅

酶 A 脱氢酶 TcsD 有 61.2%的一致，TcsD 被证明

可以催化 ACP 上短链末端双键形成[22]，所以推

测 GomK 负责 GOM-B 前体链末端双键的形成。 

2.4  通过PKS基因同框缺失突变验证GOM
生物合成基因簇 

选取 gom BGC 中的 PKS 基因 gomB，在其

编码框(编码 2 168氨基酸)内设计同框缺失删除

983 个氨基酸(图 6A)。将同源重组质粒 pRJgomB
通过接合转移导入 S. rubellomurinus，经同源重

组双交换获得突变株∆gomB。对突变株∆gomB
发酵产物进行 HPLC-MS 分析发现 GOM-B 和

GOM-D 不再产生(图 6C)，从而确定 gom BGC
与 GOM-B 和 GOM-D 的产生相关。 

3  讨论与结论 
从 S. rubellomurinus 中发现了三烷基取代

芳香聚酮化合物 GOM-B 和-D，通过 PKS 基因

缺失突变确认了负责 GOM-B和 GOM-D产生的

生物合成基因簇 gom BGC，并对其生物合成途 
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图 4  GOM-B 生物合成途径推导及已报道 GOM-G 的生物合成途径 
Figure 4  Proposed biosynthetic logic of GOM-B and the reported biosynthetic logic of GOM-G. A: 
Proposed biosynthetic logics of GOM-B. B: The reported biosynthetic logics of GOM-G. The module marked 
in red is supposed to be responsible for the elongation of C11−C12 in GOM-G, which can explain the structural 
difference of GOM-B and GOM-G. 
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图 5  GOM-B 的 PKS 装配线中 KR 功能域蛋白质序列比对分析 
Figure 5  Protein sequence alignment of the KR domains in the PKS assembly line of GOM-B. KR8 and 
KR9 should be inactive due to lack of Y conservative active site and GxGx2Gx3A motif.  
 

 
 

图 6  基因 gomB 同框缺失突变构建及其发酵产物分析 
Figure 6  In-frame deletion of gomB gene and analysis of the fermentation products of the resultant mutant. 
A: The scheme for in-frame deletion of gomB gene. B: The gel of the PCR products from ∆gomB mutant with 
the primers T-gom-F/R, WT means S. rubellomurinus, 0 and 1 indicate the positive control plasmid pRJgomB 
and the target mutant ∆gomB. C: HPLC-MS analysis of the fermentation of ∆gomB mutant. D: The UV-VIS 
spectra of GOM-B and GOM-D. 
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径进行了推导。目前已报道的 GOM-G 生物合

成基因簇 gbn BGC[9]与本工作的 gom BGC 应该

具有亲缘关系，二者基因组成结构基本一致，关

键基因同源度在 69%以上(图 3B)。与 gbn BGC
编码的 PKS 相比，gom BGC 编码的 PKS 装配

线少 1 个碳链延伸模块，从而导致 GOM-B 比

GOM-G 分子骨架少两个碳(图 4)。由于细菌 I 型
PKS 多功能域大蛋白由几类功能域重复排列组

成，导致其蛋白序列含有重复的氨基酸序列，

进而导致其编码基因普遍含有重复序列。这种

重复的 DNA 序列赋予细菌 I 型 PKS 基因在演

化过程中发生高频同源重组的可能性[23-24]。推

测 gbn BGC 与 gom BGC 的差异源于 PKS 基因

演化进程中的同源重组片段缺失，因此可作为

细菌 I 型 PKS 基因演化导致聚酮产物结构多样

化的一个例证。 
GOM-B 和 GOM-D 分子中特殊的三烷基取

代苯环结构，在链霉菌 I 型 PKS 来源 lorneic acid 
A、NFAT-133、peucepyrones A 和 GOM-G 化合

物中也被发现。此类化合物生物合成基因簇均含

有 1 个独特的 P450 单氧化酶基因，其中 lorneic 
acid A、peucepyrones A 和 GOM-G 生物合成基因

簇中的 P450 单氧化酶 LonP (WP_062204318.1)、
PcnP (UYQ66237.1)和 GbnP (WP_205373047.1)
被南京大学戈惠明团队于 2023 年证明负责三

烷基苯环的合成[9]。本研究 gom BGC 基因簇编

码的 GomJ 与这 3 个蛋白均具有较高同源性：

GbnP (78.3% identity, 99% coverage)，LonP (48.2% 
identity, 92% coverage)，PcnP (50.9% identity, 
97% coverage)。因此推测 GomJ 行使类似的苯

环形成功能(图 4A)。有意思的是 GomJ 与 GbnP
的底物分子相差 2 个碳，暗示该类芳构化酶对

多烯聚酮链的长度具有一定的底物耐受性，因

此，本研究所发现的 GomJ 是探究 P450 芳构化

酶底物链长识别酶学机理的理想材料。 
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