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摘  要：【背景】莫西霉素(kirromycin)是由山丘链霉菌(Streptomyces collinus) Tü 365 产生的一种复

杂线性聚酮-非核糖体肽类化合物，可与细菌延伸因子 EF-Tu 相互作用，阻碍蛋白质合成，具有窄

谱抑菌活性。目前莫西霉素作为实验试剂用于核糖体结构和功能研究。近年来有研究报道，莫西

霉素及其类似物抗沃尔巴克氏体(Wolbachia)活性优于注册药物多西环素，有望成为治疗丝状线虫感

染的新先导化合物。【目的】运用组合代谢工程方法，构建莫西霉素高产菌株，实现莫西霉素产量

的提升。【方法】基于莫西霉素生物合成基因簇以及生物合成途径分析，利用组成型启动子 kasOp*
过表达或组合过表达莫西霉素生物合成基因簇内的巴豆酰辅酶 A 还原酶编码基因 kirN、天冬氨酸- 
1-脱羧酶编码基因 kirD、磷酸泛酰巯基乙胺转移酶编码基因 kirP、转运蛋白超家族外排泵编码基

因 kirTI 和 kirTII、天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor) A3(2)中乙酰辅酶 A 羧化酶编码基因 acc
等，实现莫西霉素产量的提升。【结果】过表达/组合过表达上述基因对莫西霉素产量均有一定提

升效果，其中，单独过表达 acc 及组合过表达 kirD、kirN、kirP、kirTI 和 kirTII 的效果更好，莫西

霉素产量较野生型菌株分别提高了 57.8%和 65.6%，达到 198.3 mg/L 和 208.1 mg/L。此外，通过在

公开的细菌基因组数据库中搜索莫西霉素生物合成酶的同源蛋白编码基因，发现 31 个预测可以合

成莫西霉素类天然产物的生物合成基因簇。【结论】本研究运用代谢工程方法有效提升了莫西霉素

的产量，为进一步推动莫西霉素的应用开发奠定了基础。 
关键词：次级代谢产物；莫西霉素；聚酮-非核糖体肽；代谢工程；产量提升  
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Abstract: [Background] Kirromycin is a complex linear polyketide-nonribosomal peptide 
compound produced by Streptomyces collinus Tü 365, which interacts with the bacterial 
elongation factor EF-Tu, thereby inhibiting protein synthesis and exhibiting narrow-spectrum 
antibacterial activity. Currently, kirromycin is widely used as an experimental reagent in 
studying ribosomal structure and function. Recent studies have reported that kirromycin and its 
analogs exhibit superior activity against Wolbachia compared to the registered drug 
doxycycline, making them potential lead compounds for treating filarial worm infections. 
[Objective] Combinatorial metabolic engineering methods were used to construct 
high-production strains of kirromycin to enhance kirromycin production and lay the foundation 
for further applications. [Methods] Based on the kirromycin biosynthetic gene cluster and 
biosynthetic pathways analysis, overexpression or co-overexpression of the genes encoding 
crotonyl CoA reductase (kirN), aspartate-1-decarboxylase (kirD), phosphopantetheinyl 
transferase (kirP), efflux pump proteins of the major facilitator superfamily (kirTI and kirTII), 
and acetyl-CoA carboxylase (acc) from Streptomyces coelicolor A3(2) under the control of 
constitutive promoter kasOp* were performed to increase kirromycin production in S. collinus. 
[Results] Overexpression or co-overexpression of the aforementioned genes had a certain effect on 
increasing kirromycin production. Better results were observed from the overexpression of the acc 
gene and co-overexpression of kirD, kirN, kirP, kirTI, and kirTII genes. Compared to the 
wild-type strain, kirromycin production increased by 57.8% and 65.6%, reaching 198.3 mg/L 
and 208.1 mg/L, respectively. A systematic search for homologous proteins-coding genes of 
kirromycin biosynthetic enzymes in publicly available bacterial genome databases revealed 31 
biosynthetic gene clusters potentially synthesizing kirromycin-like natural products. 
[Conclusion] This study effectively increased kirromycin production in S. collinus using 
metabolic engineering methods, laying a solid foundation for further applications and 
development of kirromycin. 
Keywords: secondary metabolites; kirromycin; polyketide-nonribosomal peptide; metabolic 
engineering; yield improvement 
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链霉菌能够产生大量结构多样、活性显著

的次级代谢产物，目前已从中开发出一系列抗

生素、抗肿瘤药物和免疫抑制剂等，在临床治

疗、畜牧业和植物作物保护等方面发挥着重要

作 用 [1-4] 。 莫 西 霉 素 [5-7](mocimycin ， 又 名

kirromycin) 是 由 山 丘 链 霉 菌 (Streptomyces 

collinus) Tü 365 产生的一种具有窄谱抑菌活性

的抗生素。莫西霉素属于 elfamycin 家族抗生素，

其作用机制是通过与细菌延伸因子 EF-Tu 结合，

阻止 EF-Tu:GDP 与核糖体解离，进而中断细菌

蛋白质的合成 [8-9]，对部分链球菌(Streptococci 

sp.)、肠球菌(Enterococci sp.)、淋球菌(Neisseria 

gonorrhoeae) 和 流 感 嗜 血 杆 菌 (Haemophilus 

influenzae)有较强的抑制活性[10]。目前莫西霉素

被广泛用作实验试剂，在核糖体结构和功能研

究中发挥着重要作用[11-12]。此外，研究发现莫西

霉素及其同系物具有抑制线状丝虫内共生菌沃

尔巴克氏体(Wolbachia)的活性，其半数抑制浓度

为 0.25−1.08 nmol/L，优于具有抗沃尔巴克氏体

活性的注册药物多西环素(152 nmol/L)，有望成

为治疗丝状线虫感染的新先导化合物[13]。 

莫西霉素是线性的聚酮-非核糖体肽杂合分

子，分子内含有吡啶酮环、四氢呋喃环和类糖部

分(sugar-like moiety，也称为 goldinonic acid)。

莫西霉素的生物合成途径已基本解析(图 1)，来

源于山丘链霉菌的莫西霉素生物合成基因簇约 
 

 
 

图 1  莫西霉素的生物合成途径[18]   XL：未知功能；ACP：酰基载体蛋白；KS：酮基合酶；DH：脱水

酶结构域；KR：酮基还原酶；MT：甲基转移酶；C：缩合；A：腺苷酰化；PCP：肽基载体蛋白；AT：

酰基转移酶  
Figure 1  Biosynthetic pathway of kirromycin[18]. XL: Unknown function; ACP: Acyl carrier protein domain; 
KS: Ketosynthase; DH: Dehydratase; KR: Ketoreductase; MT: Methyltransferase; C: Condensation; A: 
Adenylation; PCP: Peptidyl carrier protein; AT: Acyltransferase. 
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为 82 kb，含有 28 个基因[14-16]。负责莫西霉素生

物合成的核心酶包括由 kirAI−kirAVI 和 kirB 编

码的聚酮合酶(polyketide synthase, PKS)及非核

糖体肽合成酶 (nonribosomal peptide synthetase, 
NRPS)，共含有 1 个起始模块和 16 个延伸模块[12]。

其中上游的 KirAI−KirAV 属于模块中缺少酰基

转移酶 (acyltransferase, AT)结构域的 trans-AT 
PKS，由独立的酰基转移酶 KirCI[17]和 KirCII[18-19]

分别识别并转移丙二酸单酰辅酶 A、乙基丙二酸

单酰辅酶 A 作为延伸单元；KirAVI 是装配线上

唯一的 cis-AT PKS，含有 2 个模块；KirAIII 与
KirB 分别含有 1 个 NRPS 模块，负责在聚酮骨

架上引入甘氨酸与 β-丙氨酸。基因簇内多个基

因编码的蛋白参与莫西霉素前体的生物合成，如

巴豆酰辅酶 A 还原酶(crotonyl CoA reductase, 
CCR) KirN[14,20]参与合成乙基丙二酸单酰辅酶

A；天冬氨酸-1-脱羧酶(aspartate-1-decarboxylase, 
ADC) KirD 参与合成 β-丙氨酸[12-13]。此外，Sfp 型

磷酸泛酰巯基乙胺转移酶 (phosphopantetheinyl 
transferase, PPTase) KirP 负责激活 PKS 中的酰基

载体蛋白(acyl carrier protein, ACP)结构域以及

NRPS 中的肽基载体蛋白 (peptidyl carrier protein, 
PCP)结构域[21]。聚酮-非核糖体肽杂合链的线上

装配完成后，由 Dieckmann 环化酶 KirHI 催化形

成吡啶酮环并从 PKS/NRPS 装配线上释放[22]。

类糖部分可能在装配线上合成，也可能是在链释

放之后合成，推测是由 33 位羟基和 29 位酮基发

生缩醛反应自发形成[12]。随后经过一系列后修

饰酶的催化，包括 KirM 催化 20 位氧甲基化，

KirHVI 催化 30 位羟化，KirOI 催化吡啶酮环

C5-C6 双键的形成，KirOII 催化四氢呋喃环的形

成及 15、16 位羟化[19]，最终合成莫西霉素。 
本研究将通过综合利用组合代谢工程技

术，过表达或组合过表达基因簇内多个参与合

成前体化合物的酶的编码基因 k i rN [ 1 4 , 2 0 ]和 

kirD[12-13]、参与活化 ACP/PCP 的磷酸泛酰巯基

乙胺转移酶编码基因 kirP[21]、主要协同转运蛋白

超家族(major facilitator superfamily, MFS)的外

排泵编码基因 kirTI 与 kirTII[14]，以及天蓝色链

霉菌(Streptomyces coelicolor)中乙酰辅酶 A 羧化

酶(acetyl-CoA carboxylase, ACC)编码基因[23]等

构建莫西霉素高产菌株，以期对山丘链霉菌莫

西霉素产量进行有效提升。另外，在公开的细

菌基因组数据库中系统搜索与莫西霉素生物合

成基因簇高度相似的 PKS/NRPS 杂合基因簇，

对其分布进行研究。莫西霉素高产菌株的构建及

其他潜在产生菌的发掘可为莫西霉素产量的进

一步提升与应用开发奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌种和质粒 

山丘链霉菌(S. collinus) Tü 365 (CGMCC 

4.5577)，中国普通微生物菌种保藏管理中心，

大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) JM109 、 E. coli 

ET12567/pUZ8002 和 质 粒 pSET152-kasO* 

(pBS21003)[24] 均 为 本 实 验 室 保 藏 ， 质 粒

pKasO*-KA2BE-acc 由中国科学院微生物研究

所王为善研究员惠赠。 

1.2  主要试剂和仪器 
限制性内切酶和 DNA Marker，纽英伦生物

技术(北京)有限公司；DNA 胶回收试剂盒和质

粒小提试剂盒，北京博迈德基因技术有限公司；

抗生素，上海源叶生物科技有限公司。 

基因扩增仪，杭州柏恒科技有限公司；组合

式全温振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；高

效液相色谱、半制备型高效液相色谱，岛津企业

管理(中国)有限公司；液相色谱-高分辨电喷雾质

谱仪，沃特世公司。 

本研究使用的引物见表 1。 
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表 1  本研究使用引物 
Table 1  The primers used in this study 
引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5ʹ→3ʹ) 

用途 
Usage 

SQ-kasO-KirP-F GTGCAGGACTGGGGGAGTTCTTAAGCGCGAGTCGAATCTGGAGGAT 扩增山丘链霉菌 kirP 基因 
Amplification of kirP gene 
from Streptomyces collinus  

SQ-kasO-KirP-R ACAGCTATGACATGATTACGAATTCCCGGCGTCAGTTGTGACTGGGT 

SQ-kasO-KirP-F1 AATGACCGACGAAGACCTCGGAATTCGCGAGTCGAATCTGGAGGAT  
SQ-kasO-KirP-R1 GTATGGCGCGCCGGCGTCAGTTGTGACTGGGT  
SQ-kasO-KirT-F GTGCAGGACTGGGGGAGTTCTTAAGCGCGCCATACCGAAGAACTG 扩增山丘链霉菌 kirTI、

kirTII 基因 
Amplification of kirTI and 
kirTII genes from S. 
collinus 

SQ-kasO-KirT-R ACAGCTATGACATGATTACGAATTCCGGGGACGGTCAGGACACTC 

SQ-kasO-KirT-F1 CTGACGCCGGCGCGCCATACCGAAGAACTG  
SQ-kasO-KirT-R1 AGGAAACAGCTATGACATGATTACGCGGGGACGGTCAGGACACTC  
SQ-kasO-KirD-F GTGCAGGACTGGGGGAGTTCTTAAGTGAACGGAGACCACCCGGTGTA 扩增山丘链霉菌 kirD基因 

Amplification of kirD gene 
from S. collinus 

SQ-kasO-KirD-R TACGCGACTGCGGATCGGTGCGGTCACGCGTC 

SQ-kasO-KirN-F CACCGATCCGCAGTCGCGTACACGGAGGAGCA 扩增山丘链霉菌 kirN 基因 
Amplification of kirN gene 
from S. collinus 

SQ-kasO-KirN-R ACAGCTATGACATGATTACGAATTCCGAGGTCTTCGTCGGTCATTTGTT 

152-A2BE-F GTGCAGGACTGGGGGAGTTGATGCGCAAGGTGCTCATCGC 扩增天蓝色链霉菌 A3(2) 
acc 基因 
Amplification of acc gene 
from Streptomyces 
coelicolor A3(2) 

152-A2BE-R CCTGGTTCCTTCTTGTTGTTTCAGCGCCAGCTGTGCGGGG 

152-psf-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC 验证山丘链霉菌重组菌株 
Validation the recombinant 
strains of S. collinus 

152-psf-R TGCTTCCGGCTCGTATGTTGTG 

 
1.3  培养基 

LB 培养基用于培养大肠杆菌，2×YT 培养

基、MS 培养基用于接合转移，TSB 培养基用于

种子活化，均参照文献[25-26]配制。HA 培养基

用于山丘链霉菌的孢子培养 [14]。M1、M2、
M6、M8、FM2、MSL、SSM 培养基用于菌株的

发酵，其中 M2、M6、M8、FM2、SSM 培养基

参照文献[27]配制，MSL 培养基参照文献[14]配
制。M1 培养基(g/L)：可溶性淀粉 20.0，葡萄糖

10.0，蛋白胨 5.0，酵母提取物 5.0，NaCl 4.0，
K2HPO4·3H2O 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，CaCO3 
2.00，pH 7.2。 

1.4  质粒的构建 
以山丘链霉菌基因组 DNA 为模板[26]，使用

表 1 中的 4 对引物 SQ-kasO-KirP-F/R、SQ-kasO- 
KirT-F/R、SQ-kasO-KirD-F/R 和 SQ-kasO-KirN- 
F/R 分别扩增含 kirP (918 bp)、 kirTI+kirTII    
(1 755 bp)、kirD (485 bp)和 kirN (1 443 bp)基因

的 DNA 片段。PCR 反应体系(50 μL)：上、下游

引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，DNA 模板(50 mg/L)  
1 μL，DMSO 2.5 μL，2×ApexHF FL PCR Master 
Mix 25 μL，ddH2O 18.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 
1 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s，68 ℃ 2 min，35 个

循环；72 ℃ 5 min。分别将 kirP、kirTI+kirTII、
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kirD 和 kirN 基因片段与经 Afl II 和 EcoR I 酶切

的 pSET152-kasO*载体进行 Gibson 组装，经酶

切验证及测序验证后，获得目标基因过表达质

粒 pSET152-kasO*-kirP 、 pSET152-kasO*-kirT
以及 pSET152-kasO*-kirD-kirN。以SQ-kasO-KirP- 
F1/R1、SQ-kasO-KirT-F1/R1 两对引物分别按照上

面所述 PCR 条件扩增含 kirP (903 bp) 、
kirTI+kirTII (1 740 bp)基因的片段，将 kirP、

kirTI+kirTII 基因片段与经 EcoR I 酶切的

pSET152-kasO*-kirD-kirN载体进行Gibson组装，

经酶切验证及测序验证后，获得组合过表达质

粒 pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP。以 152- 
A2BE-F/R 为引物，按照上面所述 PCR 条件扩增

天蓝色链霉菌 A3(2)中的乙酰辅酶 A羧化酶编码

基因 acc (3 639 bp)片段，将 acc 基因片段与经

Bam H I 和 Xba I 酶切的 pSET152-kasO*载体进行

Gibson 组装，经酶切验证及测序验证后，获得

过表达质粒 pKasO*-KA2BE-acc。大肠杆菌培养、

转化、质粒提取等参照文献[26]进行。 

1.5  大肠杆菌-链霉菌属间接合转移 
通过大肠杆菌-链霉菌接合转移将过表达及

组合过表达质粒分别转移到山丘链霉菌中，构建

基因过表达的重组菌株。接合转移实验参考文 
献[28]操作，使用 25 μg/mL 萘啶酮酸和 50 μg/mL
安普霉素筛选获得接合子，使用 PCR 扩增插入

的 DNA 片段验证接合子的正确性。PCR 反应体

系 (50 μL)：引物 152-psf-F/R (10 μmol/L)各    
1.5 μL，基因组 DNA 模板(50 mg/L) 1 μL，DMSO 
2.5 μL，2×Rapid Taq Master Mix 25 μL，ddH2O 
18.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃    
15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃    
5 min。 

1.6  链霉菌的发酵 
山丘链霉菌野生型及重组菌株在 HA 培养基

上 28 ℃培养 7 d，用接种铲挖取 1 cm×1 cm 的带

菌琼脂块，转接 TSB 培养基中，28 ℃、180 r/min
培养 2 d 后，取 5 mL 种子液转接至 50 mL 发酵

培养基 (M1、M2、M6、M8、FM2、MSL、

SSM)，28 ℃、180 r/min 培养 7 d，每 24 h 取样  
1 mL；另设有 MSL 培养基发酵添加树脂的组别，

在接种后第 2 天添加 XAD-16 树脂，第 7 天结束

发酵。所有发酵实验均重复 3 次，使用 GraphPad 
Prism 10 软件对数据进行统计分析和作图，使

用 t 检验比较组间数据的差异显著性。 

1.7  液相色谱-高分辨质谱分析 
使用液相色谱-高分辨电喷雾质谱仪及 C18

色谱柱(2.1×50 mm，1.7 µm)进行高分辨质谱检

测分析。 

1.8  化合物的分离纯化 
山丘链霉菌在 HA 固体培养基上 28 ℃培养

7 d，用接种铲挖取 1 cm×1 cm 的带菌琼脂块接

种 TSB 培养基，28 ℃、180 r/min 培养 2 d，取

50 mL 种子液转接 500 mL MSL 发酵培养基，

28 ℃、180 r/min 培养 2 d，加入灭菌的大孔吸附

树脂，再继续以相同条件培养 5 d。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，用甲醇重溶。首先使用 C18 硅胶柱进行分

离，将有目标产物的样品合并旋干，用甲醇重溶

后使用 Sephadex LH20 凝胶柱进行分离，将有目

标产物的样品合并，最后使用半制备型高效液相

色谱进行纯化，色谱柱为 SilGreen C18AQ    
(10 mm×250 mm，5 µm)，流动相为含 0.1%甲酸

的 40%乙腈/水溶液，流速为 3 mL/min，制得化

合物纯品。化合物冻干后，溶于 acetone-d6 中，

送中国科学院微生物研究所所级公共技术中心

进行核磁分析。 

1.9  莫西霉素产量及菌体生物量的测定 
取 500 μL 发酵液加入等体积甲醇溶液，振

荡混匀，12 000 r/min 离心 15 min 取上清，用

0.45 μm 滤膜过滤后进行高效液相色谱分析。使
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用高效液相色谱仪，ZORBAX SB-C18 色谱柱

(4.6 mm×250 mm，5 μm)，在 328 nm 的紫外波

长下进行检测，全波长扫描范围为 190−800 nm。

流动相：A 相为水+0.1%甲酸，B 相为乙腈+0.1%
甲酸；总流速 1 mL/min。梯度洗脱程序：0−2 min，
5% B 相；2−25 min，5%−95% B 相(线性梯度)；
25−30 min，95% B 相；30−35 min，5% B 相。 

称取 10 mg 莫西霉素纯品溶于甲醇，配制成

10 g/L 的莫西霉素母液，分别稀释为 500、300、
100、50、1 mg/L 的标准溶液，采用上述方法进

行高效液相色谱分析，使用 328 nm 下峰面积绘

制莫西霉素标准曲线。 
参照文献[29]采用二苯胺法测定菌体生物量。 

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

库(截至 2024 年 2 月)。使用山丘链霉菌中莫西

霉素生物合成基因簇中的蛋白序列为查询蛋白，

在已下载的细菌基因组中搜索其同源蛋白编码

基因，找出成簇排列的同源蛋白编码基因，为可

能的莫西霉素类生物合成基因簇。随后将基因簇

内基因编码蛋白序列与 MIBiG 数据库中已知天

然产物生物合成基因簇中基因编码蛋白序列进

行比对[30]，通过人工复筛挑选出与莫西霉素生

物合成基因簇高度相似的基因簇。蛋白序列比对

使用 BLASTp 及 Parasail_aligner 完成[31]。 
使用多位点序列分析 (multi-locus sequence 

analysis，MLSA)方法比较莫西霉素类天然产物

生物合成基因簇所在宿主菌株的基因组相似性。

参考文献[28,32-33]中的方法，选择 ATP 合酶 β
链、DNA 旋转酶 β 亚基、重组酶 A、RNA 聚合

酶 β 亚基和色氨酸合酶 β 亚基等 5 个编码基因进

行分析。多重序列比对、Kimura 双参数距离计

算以及进化树的构建使用 MEGA 11.0 完成[34]，

使用 iTOL 网站进行进化树可视化[35]。 

2  结果与分析 
2.1  山丘链霉菌中莫西霉素的分离和鉴定 

为了获得山丘链霉菌合成的莫西霉素及其

结构类似物，利用 MSL 培养基培养山丘链霉菌，

在发酵过程中分别添加 XAD-16 大孔吸附树脂

或不添加树脂，使用高效液相色谱分析其发酵产

物，结果显示在添加树脂的发酵产物中，使用

328 nm 检测可以观察到一系列化合物具有与莫

西霉素相似的紫外吸收光谱(图 2A)。使用液相

色谱-高分辨电喷雾质谱进一步分析发酵产物，

确定其中 3 个峰对应产物的[M−H]−质荷比分别为

795.408 3、779.415 2 与 763.421 1，分别与莫西霉

素(计算值 795.406 8，对应分子式 C43H60N2O12，

化合物 1)、30-deoxy-kirromycin (计算值 779.411 9，
对 应 分 子 式 C43H60N2O11 ， 化 合 物 2) 和

30-hydroxy-5,6-dehydro-1-N-demethyl-16-deoxy-kir
rothricin ( 计 算 值 763.417 0 ， 对 应 分 子 式

C43H60N2O10，化合物 3)的分子量相符(图 2B)。
在不添加树脂的发酵液中，产物主要是化合物

1，化合物 2 和 3 对应的峰均不明显(图 2A)，推

测在此发酵条件下生物合成中间体化合物 2 和 3
能够完全转化为化合物 1。为了进一步确认化合

物 1 为莫西霉素，使用 MSL 培养基对山丘链霉

菌进行 10 L 摇瓶发酵，分离纯化制得化合物 1，
冻干后为淡黄色固体粉末。使用 acetone-d6 溶解

后进行 1H 谱和 13C 谱分析(图 2C 和 2D)，可以

观察到 5 个单峰甲基(包括 1 个氧甲基 δH 3.17/δC 

56.1、2 个双键上甲基 δH 2.00/δC 13.5 和 δH 1.68/δC 

11.2)、2 个双峰甲基(其中 1 个双键甲基 δH 1.74 
(br. d，J=7.0 Hz)/ δC 13.6)、1 个三峰甲基 0.92 (t，
J=7.2 Hz)、9 个双键、7 个连氧次甲基、3 个羰

基(其中 1 个酮羰基 δC 201.9，1 个半缩醛 δC 
100.5)等基团。以上结果与文献[36]中报道的莫

西霉素数据一致，因此化合物 1 被鉴定为莫西霉
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素。核磁信号的详细归属如下(碳原子编号见图

1)：1H NMR (500 MHz，Acetone-d6) δ 7.80 (t，
J=5.4 Hz，H-26)，7.61 (d，J=7.5 Hz，H-6)，
6.50−6.64 (overlapped，H-9/10/11/23/36)，6.41 
(dd ， J=15.0 、 9.4 Hz ， H-12) ， 5.98−6.03 
(overlapped，H-5/13/22/37)，5.72 (dt，J=15.1、

5.4、5.4 Hz，H-24)，5.67 (dd，J=15.1、5.4 Hz，
H-35)，5.44 (m，H-38)，4.31 (dd，J=6.2 Hz、
5.5 Hz，H-15)，4.27 (dd，J=14.8、6.2 Hz，
H-14)， 4.24 (br. d， J=5.5 Hz，H-33)， 4.20 
(dd，J=5.5 Hz，H-16)，4.05 (dt，J=15.4、5.5、
5.5 Hz，H-25a)，3.91 (dt，J=15.9、5.5、5.5 Hz， 
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图 2  山丘链霉菌中莫西霉素相关代谢产物分析   A：山丘链霉菌野生型菌株莫西霉素相关代谢产物的

高效液相色谱分析(1：莫西霉素；2：30-脱氧莫西霉素；3：30-羟基-5,6-脱水-1-N-脱甲基-16-脱氧黄丝

菌素). B：3 个化合物的高分辨质谱分析. C：莫西霉素的核磁共振氢谱. D：莫西霉素的核磁共振碳谱. E：

莫西霉素标准曲线. F：山丘链霉菌在不同培养基(未添加树脂)中莫西霉素产量的定量分析 
Figure 2  Analysis of kirromycin-related metabolites of Streptomyces collinus. A: HPLC analysis of 
kirromycin-related metabolites in Streptomyces collinus (1: Kirromycin; 2: 30-deoxy-kirromycin; 3: 
30-hydroxy-5,6-dehydro-1-N-demethyl-16-deoxy-kirrothricin). B: HR-MS results of 3 kirromycin related 
compounds. C: 1H-NMR spectrum of kirromycin; D: 13C-NMR spectrum of kirromycin. E: The standard curve 
of kirromycin. F: Yield analysis of kirromycin in different culture media (without resin).  

 
H-25b)，3.67 (br. s，H-30)，3.65 (dd，J=8.0、
3.9 Hz，H-17)，3.61 (br. s，H-31)，3.37 (d，
J=9.5 Hz，H-20)，3.17 (s，H3-42)，2.79 (dd，
J=11.5、4.5 Hz，H-28)，2.18 (m，H-19)，2.00 
(s，H3-40)，1.74 (br. d，J=7.0 Hz，H3-39)，
1.71 (m，H2-44)，1.68 (br. s，H3-43)，0.92 (t，
J=7.2 Hz ， H3-45) ， 0.91/0.90(s ， H3-46/47) ，
0.84 (d， J=7.0 Hz，H3-41)。 13C NMR (125 
MHz ， acetone-d6) δ 201.9 (C-7) ， 176.8 
(C-2/27) ， 162.0 (C-4) ， 142.0 (C-6) ， 138.7  
(C-8) ， 138.6 (C-11) ， 135.9 (C-13) ， 135.6 
(C-21) ， 135.3 (C-9) ， 132.7 (C-12) ， 131.5 
(C-24)，130.9 (C-35)，130.5 (C-22 或 C-37)，
130.4 (C-37 或 C-22) ， 128.7 (C-10) ， 127.5 
(C-23) ， 126.8 (C-36) ， 125.7 (C-38) ， 100.8 
(C-3) ， 100.5 (C-29) ， 100.1 (C-5) ， 91.4 

(C-20) ， 84.6 (C-17) ， 81.2 (C-14) ， 76.3 
(C-33) ， 74.8 (C-16) ， 73.4 (C-15) ， 73.2 
(C-31)，71.2 (C-30)，56.1 (C-42)，51.6 (51.7)，
41.5 (C-25)，39.5 (C-32)，36.6 (C-19)，24.5 
(C-47) ， 21.0 (C-44) ， 15.9 (C-46) ， 14.1 
(C-41)，13.6 (C-40 或 C-39)，13.5 (C-39 或

C-40)，12.3 (C-45)，11.2 (C-43)。 
为了定量评估莫西霉素的产量，我们绘制了

莫西霉素的标准曲线 y=35 482x+221 361，

R2=0.999 0 (图 2E)，并利用 7 种不同发酵培养基

培养山丘链霉菌，对其中莫西霉素的产量进行了

定量测定，结果显示使用 MSL 培养基的莫西霉

素产量最高(图 2F)。由于添加树脂与不添加树脂

的发酵产物中莫西霉素产量基本相当，考虑到不

填树脂进行发酵时发酵液中无化合物 2 干扰莫

西霉素产量的定量检测，我们在后续重组菌株的
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发酵过程中没有添加树脂。 

2.2  山丘链霉菌中莫西霉素生物合成基因

簇的修正 
对基因簇内途径特异性调控基因进行遗传

操作是靶向激活基因簇或提高其产物产量的重

要方法。在山丘链霉菌莫西霉素生物合成基因簇

中，只有 2 个基因编码的蛋白与已知调控蛋白有

一定的序列相似性，KirRI (104 个残基)与弗兰克

氏菌(Frankia sp.) CcI3 中一个未被鉴定的 TetR
家族调控蛋白 C 末端的序列一致性达到 61%，

KirRII (119 个残基)与 Frankia sp. CcI3 中同一个

蛋白的 N 端具有 50%的序列一致性[14]。我们注

意到 kirRII 恰好位于 kirRI 的上游，推测这 2 个

基因可能实际上编码一个完整的 TetR 家族调控

蛋白。因此我们对这 2 个基因附近区域进行了测

序，发现已公布的 kirRII 基因序列的终止密码子

TGA 实际测序结果为 TGG，这就表明 kirRII 和

kirRI 及中间序列实际上为一个完整的基因，由

ATG 作为起始密码子，TGA 作为终止密码子，

共 708 bp，我们将其命名为 kirR (图 3)。序列分

析表明 kirR 编码一个完整的 TetR 家族调控蛋

白，这修正了长期以来对该基因簇的错误注释。

由于 TetR 家族调控蛋白通常负调控代谢产物的

生物合成，敲除其编码基因往往可以提高代谢产

物的产量。因此我们尝试对该基因进行敲除，但

遗憾的是，我们未能筛选获得 kirR 敲除突变株。 
为了进一步研究 kirR 基因在莫西霉素类天

然产物生物合成基因簇中的存在状态，我们在公

开的细菌基因组数据库中搜索莫西霉素类天然

产物的生物合成基因簇。从 NCBI Genome 数据

库中共下载得到57 088个细菌基因组(截至2024年

2 月)，包括所有细菌完整基因组数据(组装状态

标注为 complete genome 或 chromosome)，以及

已报道的莫西霉素产生菌所在的链霉菌属 
 

 
 

图 3  山丘链霉菌中莫西霉素生物合成基因簇修正 
Figure 3  Revision of the kirromycin biosynthetic gene cluster in Streptomyces collinus. 
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(Streptomyces)、诺卡氏菌属(Nocardia)和拟无枝

酸菌属(Amycolatopsis)的所有细菌基因组数据。

以山丘链霉菌中莫西霉素生物合成基因簇为查

询序列，在上述细菌基因组中搜索成簇排列的同

源蛋白编码基因，并经过人工检验复核，排除与

MIBiG 数据库中其他天然产物生物合成基因簇

更相似的基因簇[30]，最终获得了 31 个与莫西霉

素生物合成基因簇相似、可能合成类似结构天然

产 物 的 生 物 合 成 基 因 簇 。 这 些 基 因 簇 中

PKS/NRPS 编码基因的组成与排列顺序与山丘

链霉菌中莫西霉素生物合成基因簇基本一致，蛋

白序列相似性较高(序列一致性在 70%−100%)。

其中一些莫西霉素类天然产物生物合成基因簇，

如来自无核链霉菌(Streptomyces anulatus) NRRL 

B-3362 和 玫 瑰 色 链 霉 菌 (Streptomyces 

roseoverticillatus) NRRL B-3500 的基因簇中，也

观察到编码一个完整 TetR 家族调控蛋白的基

因。这些结果提示我们，在莫西霉素生物合成基

因簇中的 kirR 基因，编码一个完整的 TetR 家族

调控蛋白。 

这 31 个新莫西霉素类天然产物生物合成基

因簇的宿主菌大多为链霉菌，个别为拟无枝酸菌

和北里孢菌(Kitasatospora setae) (图 4)，这与已

报道的此类化合物的产生菌主要为链霉菌相符。

我们进一步使用 MLSA 计算这些细菌以及 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 4 所示，31 个含有

莫西霉素类天然产物生物合成基因簇的细菌分布

在不同的分支。其中一个较大的分支包含了卡特

利 链 霉 菌 (Streptomyces cattleya) NRRL 8057 

(=DSM 46488=NBRC 14057)，该菌被报道可以

合成类似莫西霉素的天然产物[37]；另外 2 个较

大的分支分别以 S. netropsis 和 S. globosus 为代

表。此外，其他含有莫西霉素类天然产物生物合

成基因簇的细菌分别聚成小分支。 

2.3  过表达生物合成相关基因提高山丘链

霉菌中莫西霉素的产量 
提高前体生物合成相关基因以及基因簇中

与抗性及产物转运相关基因的表达量是提升天

然产物产量的有效策略。例如，在 S. coelicolor 
A3(2)中通过过表达乙酰辅酶 A 羧化酶提高聚酮

生物合成前体丙二酸单酰辅酶 A 的供应，使得

芳香聚酮类天然产物放线紫红素的产量增加了

6 倍 [23]。在龟裂链霉菌(Streptomyces rimosus) 
M4018 中组合过表达土霉素抗性基因 otrA 以及

外排泵编码基因 otrB、otrC，使土霉素产量提高

了 179%[38]。为了提高莫西霉素的产量，我们对

生物合成基因簇内的巴豆酰辅酶 A 还原酶编码

基因 kirN、天冬氨酸-1-脱羧酶编码基因 kirD、

磷酸泛酰巯基乙胺转移酶编码基因 kirP、MFS
家族的外排泵蛋白编码基因 kirTI 和 kirTII，以

及来自 S. coelicolor A3(2)的乙酰辅酶 A 羧化酶

编码基因 acc 进行过表达或组合过表达(图 5A、

5B)，分别构建了重组菌株 SQ-KirP、SQ-KirT、

SQ-KirND、SQ-ACC 和 SQ-KirDNPT，重组菌

株的验证结果见图 5C、5D。从已测试的培养基

中选择产量最高的 MSL 培养基，进行重组菌株

的发酵实验，结果显示在发酵第 6 天莫西霉素的

产量达到最大值(图 5E)。以第 6 天的莫西霉素产

量计算(图 5F)，单独过表达 kirP 基因使得莫西

霉素产量提高了 16.5%，组合过表达 kirTI 和

kirTII 基因使其产量提高了 15.9%、组合过表达

kirN 和 kirD 基因使其产量提高了 37.8%。值得

注意的是，单独过表达 acc 基因以及组合过表

达 kirD、kirN、kirP、kirTI 和 kirTII 基因的菌株

中莫西霉素产量具有显著提升，其产量分别为

198.3 mg/L 和 208.1 mg/L，较野生型菌株分别

提高了 57.8%和 65.6%。 
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图 4  含莫西霉素类天然产物生物合成基因簇菌株的进化树   红色：本研究选择的山丘链霉菌；橙色：

预测含有莫西霉素类天然产物生物合成基因簇的菌株；黑色：其他模式菌株；括号内为基因组在 NCBI 
Genome 数据库中的序列号；图中标尺所示为 Kimura 双参数距离 0.01 
Figure 4  Evolutionary tree of strains containing biosynthetic gene clusters of kirromycin-like natural 
products. Red: S. collinus Tü 365 selected in this study; Orange: Strains containing biosynthetic gene clusters of 
kirromycin-like natural products; Black: Other model strains. The serial number within the parentheses is the 
genome's accession number in the NCBI genome database. The scale on the chart indicates a Kimura 
two-parameter distance of 0.01. 

 

为了进一步评估重组菌株的发酵特性，我们

对山丘链霉菌野生型菌株及各个重组菌株在

MSL 培养基中的发酵过程进行了全产程分析。

结果显示(图 5E)，野生型及各个重组菌株发酵 
第 4 天后，莫西霉素的产量增长速度减缓，第 6 天

产量达到最大值。野生型与各个重组菌株生长趋

势一致，在第 3 天后菌体进入衰亡期，生物量均

开始下降。这些结果说明过表达 kirD、kirN、kirP、

kirTI、kirTII 和 acc 能不同程度地提高莫西霉素

的产量，并且对菌体生长无显著影响。 
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图 5  山丘链霉菌重组菌株的验证及产量分析    A：pSET152-kasO*-kirP、pSET152-kasO*-kirT、

pSET152-kasO*-kirD-kirN 及 pKasO*-KA2BE-acc 过表达质粒构建示意图 . B：pSET152-kasO*-kirD- 
kirN-kirT-kirP 组合过表达质粒构建示意图. C：菌株 SQ-KirDNPT 的 PCR 验证 (M：DNA marker；WT：

山丘链霉菌野生型菌株；P：pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP 质粒；1−4：菌株 SQ-KirDNPT；Larm：

pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP 上游基因；Rarm：pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP 下游基因). D：
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菌株 SQ-KirP、SQ-KirT、SQ-KirND 及 SQ-ACC 的 PCR 验证 (M：DNA marker；Control−：山丘链霉菌

野生型菌株；PlasmidKirP：pSET152-kasO*-kirP 质粒；PlasmidKirT：pSET152-kasO*-kirT 质粒；PlasmidKirDN：

pSET152-kasO*-kirD-kirN 质粒；PlasmidACC：pKasO*-KA2BE-acc 质粒). E：过表达菌株与野生型菌株发

酵过程中莫西霉素产量与生物量变化曲线. F：MSL 培养基发酵第 6 天的莫西霉素产量(**：P<0.01) 
Figure 5  Verification and yield analysis of recombination strain of Streptomyces collinus. A: Schematic 
illustration of the plasmids pSET152-kasO*-kirP, pSET152-kasO*-kirT, pSET152-kasO*-kirD-kirN and 
pKasO*-KA2BE-acc. B: Schematic illustration of the plasmid pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP. C: 
Verification of strain SQ-KirDNPT (M: DNA marker; WT: The wild-type of S. collinus; P: The plasmid of 
pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP; 1−4: The strains of SQ-KirDNPT; Larm: The upstream genes of 
pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP; Rarm: The downstream genes of pSET152-kasO*-kirD-kirN-kirT-kirP). 
D: Verification of strains SQ-KirP, SQ-KirT, SQ-KirND and SQ-ACC (M: DNA marker; Control−: The 
wild-type of Streptomyces collinus; PlasmidKirP: The plasmid of pSET152-kasO*-kirP; PlasmidKirT: The 
plasmid of pSET152-kasO*-kirT; PlasmidKirDN: The plasmid of pSET152-kasO*-kirD-kirN; PlasmidACC: The 
plasmid of pKasO*-KA2BE-acc). E: Time-course curves of kirromycin production and biomass of 
recombination strains and wild-type strain within 7 days. F: Kirromycin yields of different strains at 6 d (**: 
P<0.01). 

 

3  讨论与结论 
莫西霉素对少数革兰氏阳性菌和少数革兰

氏阴性菌具有显著的抑制活性，它可以特异地与

细菌延伸因子 EF-Tu 相互作用，从而抑制细菌

蛋白质的合成[39]。由于这一独特的作用机制，

莫西霉素作为实验试剂被广泛用于核糖体结构

和功能的研究[40-41]。近年来还有研究表明，莫西

霉素及其结构类似物显示出优异的抑制线状丝

虫内共生菌沃尔巴克氏体的活性，并且优于注册

药物多西环素的活性，因而有望成为治疗丝状

线虫感染的新先导化合物，为消除热带盘尾丝虫

病和淋巴丝虫病带来了希望[13]。 

作为一种聚酮-非核糖体肽类杂合天然产

物，莫西霉素生物合成过程中需要磷酸泛酰巯基

乙胺转移酶 KirP 激活 ACP/PCP，此外还需要大

量的丙二酸单酰辅酶 A、乙基丙二酸单酰辅酶 A
及 β-丙氨酸等作为生物合成单元。已有研究显

示，kirP 基因失活导致莫西霉素产量下降 90%，

表明 KirP 在莫西霉素的生物合成中发挥重要作

用[21]。基因失活及回补实验证实天冬氨酸-1-脱
羧酶 KirD 参与 β-丙氨酸的生物合成[15]。巴豆酰

辅酶 A 还原酶 KirN 催化巴豆酰辅酶 A 转化为乙

基丙二酰辅酶 A，研究表明 kirN 基因失活导致

莫西霉素产量显著降低[20]。此外，该基因簇内

还含有 MFS 家族的外排泵蛋白 KirTI、KirTII，
可能参与莫西霉素的外排，实现宿主菌的自我保

护。有多项研究结果表明，过表达磷酸泛酰巯基

乙胺转移酶编码基因、外排泵蛋白编码基因及前

体合成酶编码基因能有效提高目标化合物的产

量[42]。然而，到目前为止尚无通过对生物合成

酶和外排泵蛋白编码基因等进行基因工程改造

提高莫西霉素产量的报道。在此之前，有研究

人员通过自然筛选和培养基优化，将游动放线

菌 Actinoplanes sp. A8924 中莫西霉素产量从

30−50 mg/L 提高到 350 mg/L，随后通过在发酵

过程中加入聚苯乙烯树脂，进一步提高了莫西霉

素的产量[43]。由于 Actinoplanes sp. A8924 及其

自然筛选菌株的基因组信息未知，这些菌株中莫

西霉素产量得以提升的分子机制尚不清楚。综合

考虑已有的莫西霉素生物合成相关研究结果，本

文利用高强度组成型启动子 kasOp*过表达或组

合过表达山丘链霉菌 Tü 365 莫西霉素生物合成

基因簇内的 kirN、kirD、kirP、kirTI、kirTII、以
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及天蓝色链霉菌 A3(2)中的乙酰辅酶 A羧化酶编

码基因 acc，实现莫西霉素产量的显著提升。未

来通过整合理性代谢工程策略、自然筛选及人工

诱变筛选等策略，将有助于进一步提高莫西霉素

的产量。 
此外，我们通过对山丘链霉菌中莫西霉素生

物合成基因簇的序列进行重测序分析，发现此前

被注释为 kirRI 和 kirRII 的 2 个基因实际上构成

一个完整的 TetR 家族调控蛋白编码基因 kirR，

因此修正了长期以来对该基因簇的错误注释，为

进一步研究莫西霉素生物合成的调控机制奠定

基础。我们还通过对公开的细菌基因组数据进行

系统分析，发掘获得 31 个预测可以合成莫西霉

素类天然产物的生物合成基因簇，这不仅为发掘

新结构的莫西霉素类活性天然产物提供指导，还

将为构建产量更优的莫西霉素工程菌株提供新

的调控元件、催化元件和潜在底盘菌株。 
综上，本研究工作修正了莫西霉素生物合成

基因簇，构建了莫西霉素产量提升的基因工程菌

株，单独过表达 acc 基因及组合过表达 kirN、

kirD、kirP、kirTI、kirTII 基因对于莫西霉素的

产量有显著的提升效果，相较于野生型菌株分

别提高了 57.8%与 65.6%，其产量分别达到

198.3 mg/L 和 208.1 mg/L，我们还发掘获得一系

列具有合成莫西霉素类天然产物潜能的新微生

物菌株。这些研究结果为未来构建更优的莫西霉

素高产菌株奠定了基础，将进一步推动莫西霉素

的应用开发研究。 
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