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摘要：【目的】分离Streptomyces sp. NO1W98中的杀黑星菌素并鉴定其生物合成基因簇。【方法】利用

有机溶剂萃取法对Streptomyces sp. NO1W98放大规模发酵产物进行提取；以正向、反向色谱柱层析进行

化合物的分离纯化；借助波谱学手段进行单体化合物的结构鉴定；采用Illumina Hiseq技术进行基因组序

列测定，对得到的序列进行生物信息学分析、注释并定位杀黑星菌素的生物合成基因簇vtd，利用基于

PCR-targeting的遗传操作系统构建vtd内相关基因的阻断突变株，同时利用pSET152AKE进行基因回补，

并分析与野生菌株的发酵产物差异。【结果】从NO1W98发酵产物提取物中初步分离鉴定了2个大环内酯

类化合物杀黑星菌素A (1)和B (2)；NO1W98的基因组大小约为11.6 Mb，蕴涵49个次级代谢产物生物合

成基因簇，其中scaffold 3上的Region 3.3可能负责杀黑星菌素的生物合成；基因阻断和回补实验初步鉴

定了杀黑星菌素的生物合成基因簇，包含6个骨架基因、5个转运基因、2个调控基因以及9个后修饰基因。

【结论】杀黑星菌素的分离、结构鉴定和基因簇的鉴定以及生物合成途径的推导为其遗传改造和工程菌

株的构建奠定了分子基础。 
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锥虫病是一种因寄生于人和动物血液或组

织中的锥虫引起的感染性疾病，其中引起关注最

多的是一种易被忽视的热带寄生虫病——非洲锥

虫病(Human African Trypanosomiasis，HAT)，一
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直以来严重威胁着撒哈拉以南非洲 30 多个国家

近 6000 万人民的健康和生命[1–3]。HAT 也称睡眠

病，是被布氏锥虫罗德西亚种 (Trypanosoma 

brucei rhodesiense)或布氏锥虫冈比亚种感染的舌

蝇(俗称采采蝇)叮咬传播引起的一种寄生虫病。

针对 HAT 的治疗，目前注册在用的药物有 4 种，

分别为苏拉明(suramin)、戊烷脒(pentamidine)、

美 拉 胂 醇 (melarsoprol) 和 依 氟 鸟 氨 酸

(eflornithine)，各自适用的病症和作用机制不尽相

同[1–4]。然而，由于这些药物开发的年代较为久远，

出现的问题也越来越显著，如用药困难、副作用

大、产生耐药性等等，在治疗的过程中给病人带

来很多痛苦[2–4]。此外，目前虽然还有一些进入临

床实验阶段的候选药物和一些作用靶点不明确

的活性化合物，但它们仍未成药，远不能满足人

们对 HAT 防治的需求[1,3–4]。 

杀黑星菌素(venturicidin，VTD)也叫阿博霉

素，属于 20-元大环内酯类抗生素(图 1)，最初分

离自 3 株不同的链霉菌菌株 Streptomyces sp. 

AA32、AA117、AA590，对一系列植物病原菌具

有显著的抑制活性[5–6]。由于杀黑星菌素分子量相

对较大，在植物体表一般具有较强的渗透性，但

无内吸性，因此，发病后用药量大且防治效果不

好，被开发成为农用抗生素的前景并不广阔[7]。

随着研究的深入，研究者们发现杀黑星菌素在体

外能显著抑制 T. b. brucei GUTat3.1 亚株和     

T. b. rhodesiense STIB900 亚 株 (IC50 达 到   

0.12–0.54 μg/mL)，同时不具细胞毒活性[3,8]。杀

黑星菌素还能够通过抑制 ATP 驱动的质子转运

和 ATP 的水解抑制 E. coli H+-ATP 酶[9–10]，在一

些真菌和细菌中，能够抑制 ATP 的合成[11–12]。另

据研究表明，杀黑星菌素通过抑制大鼠肝脏线粒

体的磷酰基转移反应发挥作用，抑制梨形四膜虫

(Tetrahymena pyriformis ST)的线粒体 ATP 酶，具

有抗疟活性[13–15]。因此，杀黑星菌素抗锥虫活性

的作用机制与线粒体 ATP 合成酶系统有着密切

联系，有望被开发成为具有新作用位点的抗锥虫

药物。此外，Shaaban 等还从 Streptomyces sp. 

TS-2-2 中分离得到了该家族的一个新成员杀黑

星菌素 C (图 1)[8]。 

 

 
 

图 1.  大环内酯类化合物杀黑星菌素 A、B、C 和 X 的化学结构 

Figure 1.  Chemical structures of venturicidins A (1), B (2), C and X. 
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然而，到目前为止，杀黑星菌素的生物基因

簇并未被鉴定，限制了人们从分子遗传水平上操

纵相应产生菌的代谢途径，构建适于发酵的基因

工程菌株，也限制了利用组合生物合成技术对其

生物合成途径进行改造，获得相应的结构类似物

用于抗锥虫活性的筛选。鉴于此，本文采用放线

菌大规模发酵培养和产物的提取分离、基因组序

列测定、文库构建和基于 PCR-targeting 的遗传操

作等方法，结合相关生物信息学分析，从一株放

线菌 Streptomyces sp. NO1W98 中分离得到了杀

黑星菌素并鉴定了其生物合成基因簇，为后续的

遗传改造和工程菌株的构建奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、菌株：Streptomyces sp. NO1W98 

(NO1W98)由华北制药集团有限责任公司分离、

鉴定和馈赠，菌株保存和传代使用固体 ISP2 培养

基，于 28 °C 下培养；生产代谢产物使用液体 A-

培养基。包含有目的基因的 cosmid 18H11[阻断突

变 orf(–1)和 vtdA1]、11H10 [阻断突变 orf(+1)]为

本研究中构建，研究中使用的其他菌株和质粒参

见表 1。 

1.1.2  培养基和培养条件：(1) LB 培养基：蛋白

胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 10 g，加 ddH2O

至 1 L，pH 7.0，固体添加 1.5%–2.0%琼脂粉，

121 °C 灭菌 30 min 备用；(2) M-ISP4 培养基：可

溶性淀粉 10 g，K2HPO4 1 g，MgSO4·7H2O 1 g，

NaCl 1 g，蛋白胨 1 g，酵母粉 0.5 g，(NH4)2SO4    

2 g，CaCO3 2 g，自来水 1 L，pH 7.2–7.4，固体

添加 1.5%–2%琼脂粉，121 °C 灭菌 30 min 备用；

(3) ISP2 培养基：葡萄糖 4 g，酵母粉 4 g；麦芽

提取粉 10 g，自来水 1 L，pH 7.2–7.4，固体添加 

 

表 1.  文中所用的菌株和质粒 

Table 1.  Strains and plasmids used in this study 
Strains/Plasmids  Description Reference/Source 

Strains   
E. coli LE392 Host strain of cosmid vector SuperCos 1 Stratagene 
E. coli DH5α Host strain for general clone Stratagene 
E. coli ET12567/pUZ8002 Host strain for conjugation [16] 
E. coli BW25113/pIJ790 Host strain for PCR-targeting [16] 
Streptomyces sp. NO1W98 VTDs biosynthesis stain Streptomyces sp. NO1W98 Laboratory stock 
ΔvtdA1 The vtdA1gene disrupted mutant of Streptomyces sp. NO1W98 This study 
Δorf(–1) The orf(–1) gene disrupted mutant of Streptomyces sp. NO1W98 This study 
Δorf(+1) The orf(+1) gene disrupted mutant of Streptomyces sp. NO1W98 This study 
ΔvtdA1:: vtdA1 ΔvtdA1 complemented with vtdA1 This study 

Plasmids   
SuperCos1 Ampr, Kanr, cosmid vector Stratagene 
pIJ773 Apmr, source of acc(3)IV and oriT fragment [16] 
pIJ790 Cmlr, including λ-RED (gam, bet, exo) for PCR-targeting [16] 
pUZ8002 Kanr, including tra for conjugation [16] 
pSET152AKE Apmr, Kanr, int C31, ermE* [17] 
pCJ 2001 Cosmid18H11derivative in which vtdA1 was disrupted by aac(3)IV This study 
pCJ 2002 Cosmid 18H11 derivative in which orf(–1) was disrupted by aac(3)IV This study 
pCJ 2003 Cosmid 11H10 derivative in which orf(+1) was disrupted by aac(3)IV  This study 
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1.5%–2.0%琼脂粉，115 °C 灭菌 30 min 备用；   

(4) A-培养液[8]：葡萄糖 10 g，酵母粉 5 g，可溶

性淀粉 20 g，蛋白胨 5 g，NaCl 4 g，K2HPO4    

0.5 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，CaCO3 2 g，自来水 1 L，

pH 7.0，121 °C 灭菌 30 min 备用。 

大肠杆菌菌株 DH5α和 ET12567/pUZ8002 用

LB 于 37 °C 下培养，而 BW25113/pIJ790 相关菌

株使用 30 °C 或 37 °C 培养。 

1.1.3  试剂和主要仪器：限制性核酸内切酶和

DNA Marker 等购自上海生工生物工程有限公司；

高保真 DNA 聚合酶购自 TransGen 公司；长片段

DNA 的扩增使用宝生物公司的 PrimeSTAR® GXL 

DNA Polymerase；DNA 回收试剂盒和质粒提取试

剂盒购自上海生工生物工程有限公司。其他常规试

剂均为国产分析纯级产品，各种抗生素均购自国内

的试剂公司，使用浓度为氨苄青霉素(Ampicillin，

Amp) 100 μg/mL，卡那霉素 (Kanamycin，Kan)    

50 μg/mL，安普霉素(Apramycin，Apm) 50 μg/mL，

氯霉素(Chloramphenicol，Cml) 25 μg/mL，甲氧

苄氨嘧啶(Trimethoprim，Tmp) 50 μg/mL。PCR

引物由上海生工生物工程有限公司合成，DNA 测

序由上海生工生物工程有限公司完成。Eppendorf 

5331 梯度 PCR 仪，Eppendolf 5810R 台式大容量

多功能冷冻离心机，Eppendolf 5418 小型台式高

速离心机，BIO-RAD Molecular Image Gel DocTM 

XR+ Imaging System 凝胶成像系统，SONICS 超

声波破碎仪 VCX-130，Eppendorf Concentrator 

plus 旋转浓缩仪，Heidolf Laborota4000 eco/WB/G3 

旋转蒸发仪，Agilent 1260 infinity 高效液相色谱

仪 (High Performance Liquid Chromatography ，

HPLC)，分析型色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18 

(150 mm×4.6 mm，5 μm)，Bruker maXis 超高分辨

液质联用仪，Bruker AVANCE DRX 500 M 核磁共

振波谱仪(500/125 MHz，TMS 为内标)。 

 
表 2.  本研究中使用的引物 

Table 2.  Primer pairs used in this study 
Primers Sequence (5′→3′) Purpose 

orf(–1)-ts-F GACCATCGCGTACATCAACG Δorf(–1) confirmation 
and genomic library 
screening, 1497 bp 

orf(–1)-ts-R GCGAGCGACACATAGAGCAT 

vtdA1-ts-F TGAGGAGTCGAGGAGTTCGG ΔvtdA1 confirmation and 
genomic library 
screening, 1675 bp  

vtdA1-ts-R CGCAGTAGTCGGGATATCCG 

orf(+1)-ts-F GATCAAGGTGGGGATCACC Δorf(+1) confirmation 
and genomic library 
screening, 644 bp 

orf(+1)-ts-R CAACTCGTCGTTCTCGCCTA 

orf(–1)-del-F CGGTTCTTCTACGCCACCGTCATGCTGCCGCTCGAGCACattccggggatccgtcgacc orf(–1) disruption 

orf(–1)-del-R CTTCGACGTGGCCAGGCCCTTGATGACGTAGCGGATGTAtgtaggctggagctgcttc 

vtdA1-del-F GACCCCCAGCAGCGACTCGCCCTCGAACTCGGCTGGGAGattccggggatccgtcgacc vtdA1 disruption 

vtdA1-del-R TGCGTCGGGCCGCGGCCACGGGGTCAGCCCGGTCTGCACtgtaggctggagctgcttc 

orf(+1)-del-F ACCGAGCGCGAGGGCGCGCGGCTGCTCGAACAGGCCGCGattccggggatccgtcgacc orf(+1) disruption 

orf(+1)-del-R GGCCACCTCCGCCGTGGTGGCGGCGTCCGCGGGGGCCGCtgtaggctggagctgcttc 
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1.2  Streptomyces sp. NO1W98 野生型菌株、基

因阻断突变株的培养和发酵 

Streptomyces sp. NO1W98 野生型和相关的基

因阻断突变株培养时使用 ISP2 固体培养基，根据

需要在 28 °C 下培养 3–7 d，与相应的 E. coli 

ET12567/pUZ8002系列菌株进行接合转移实验时

使用 M-ISP4 固体培养基。NO1W98 野生型和相

应突变株发酵生产相应代谢产物时使用 A-培养

液[8]，小瓶发酵时采用一步培养法，在 250 mL

锥形瓶中装入 50 mL A-培养液(无菌)，接入适当

NO1W98 或突变株的菌体，28 °C 下 200 r/min 振

荡培养约 1 周；放大规模发酵时采用两步培养法，

以小瓶振荡培养 36–48 h 的产物作为种子，转入

到含 200 mL A-培养液的 1 L 锥形瓶中(无菌)，

28 °C 下 200 r/min 继续振荡培养约 1 周，以实际

检测结果为准。 

1.3  Streptomyces sp. NO1W98 发酵产物的提取

与分离 

对 Streptomyces sp. NO1W98 的发酵产物(约

8 L)进行离心得到菌液和菌体两部分，分别用等

体积的乙酸乙酯和丙酮萃取 3 次，得到各自对应

的粗提物。HPLC 检测后合并两份粗提物，得到

总浸膏约 6 g。将合并的粗提物用适量氯仿-甲醇

混合溶剂和硅胶进行拌样，挥干后装柱进行柱层

析分离。采用氯仿-甲醇系统(A 柱)进行梯度洗脱，

二者比例依次为 100/0、98/2、96/4、94/6、92/8、

90/10 和 80/20，分别得到 Fr.1、Fr.2、Fr.3、Fr.4、

Fr.5、Fr.6 和 Fr.7 共计 7 个组分。含有目标物的

组分再用石油醚 -乙酸乙酯系统进行梯度洗脱  

(B 柱)，二者比例依次为 90/10、80/20、70/30、

60/40、50/50、40/60、30/70、20/80、10/90 和 0/100，

共得到 10 个组分(B1–B10)；将含有目标物的组

分再用乙腈-水系统进行 MPLC (C 柱)，每 10 min

收集 1 瓶，TLC 和 HPLC 检测后旋干，含目标物

的组分用甲醇溶解并用孔径为 0.45 μm 的滤膜过

滤除去不溶物，高速离心后进行半制备，半制备

的条件为：Hitachi 半制备 HPLC，装配有 Hitachi

泵、二极管阵列检测器和 D2000 模块精英数据工

作站，采用 YMC-Pack ODS 的半制备柱(YMC，

250 mm×10 mm，5 μm)。流动相 A 相为 15%乙腈，

流动相 B 相为 85%乙腈，均含 0.1% 冰乙酸

(glacial acetic acid，GAA)；流速为 2.5 mL/min，

检测波长为 210 nm 和 254 nm。HPLC 走样程序：

HPLC 走样程序：0–20 min，30%–90% B 相；

20.1–21.0 min，90%–100% B 相；21.1–26.0 min，

100% B 相；26.1–30.0 min，0% B 相。 

1.4  Streptomyces sp. NO1W98基因组 DNA的提

取、测序及蕴含基因簇的生物信息学分析 

Streptomyces sp. NO1W98 基因组 DNA 的提

取参考链霉菌实验手册 [18]，并略有改动；得到

的基因组 DNA 分别进行全基因组扫描、序列拼

接和基因功能注释，由上海凌恩生物科技有限公

司采用 HiSeq 4000 测序技术完成。基因组序列

使 用 antiSMASH 软 件 (http://antismash. 

secondarymetabolites.org/)进行蕴藏的次级代谢产

物的预测，各目标基因簇利用 2ndFind 在线软件

(http://biosyn.nih.go.jp/2ndfind/)分析内部涵盖的

次级代谢产物生物合成基因。读码框的分析采用

FramePlot 4.0 beta 软 件 (http://nocardia.nih.go. 

jp/fp4/) ，对 应 的 基 因 功 能 注 释 采 用 BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ； PKS (polyketide 

synthase，聚酮合酶 )内部的结构域预测采用

PKS/NRPS Analysis 软 件 (http://nrps.igs. 

umaryland.edu/)。 
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1.5  Streptomyces sp. NO1W98 基因组文库的构

建和筛选 

参 考 SuperCos1 Cosmid Vector Kit 和 

Gigapack III XL Packaging Extracts 操作手册，构

建 Streptomyces sp. NO1W98 的基因组文库，挑取

2400 个克隆子于 96 孔板中并保存到超低温冰箱

中，对应制成混合模板 500 个。设计 3 对引物筛

选 orf(–1)-ts-F/R、vtdA1-ts-F/R 和 orf(+1)-ts-F/R

分别筛选含有 orf(–1)、vtdA1 和 orf(+1)的 cosmid。

最后对得到的 cosmid 进行末端测序，以确定各自

的末端序列，选择合适的 cosmid 进行后续的基因

阻断实验。 

1.6  Streptomyces sp. NO1W98 的抗生素敏感性

实验及基因阻断突变株的构建 

测试 Streptomyces sp. NO1W98 对安普霉素

(Apm)、氨苄西林(Amp)、卡那霉素(Kan)、氯霉

素(Cml)和三甲氧苄胺嘧啶(Tmp)等抗生素的敏感

性，作为后续基因阻断时的抗性筛选标记。 

基因阻断突变株的构建流程参考文献[19]，

以 vtdA1 的阻断实验为例。首先用 vtdA1-ts-F/R

这对引物进行筛选，得到目标大小为 1675 bp 的

阳性克隆子分别对应划线至 Kan+Amp 的固体 LB

平板上，置于 37 °C 培养箱中过夜培养。分别从

固体平板上挑取单克隆摇菌，菌液 PCR 进一步验

证。提取 cosmid，用 BamH I 及 EcoR I/Bgl II 进

行酶切分析，选择 cosmid 18H11 转化至 E. coli 

BW25113/pIJ790 得到 E. coli BW25113/pIJ790/ 

18H11，成功转入相应 cosmid 的菌株分别制备感

受态细胞备用。接下来的步骤参照基于 λ-RED 介

导的 PCR-Targeting 技术[16]，vtdA1 被 Apm 抗性

片段置换掉的重组 cosmid 分别标记为 pCJ 2001。

将 这 些 重 组 的 cosmid 分 别 转 化 E. coli 

ET12567/pUZ8002 感受态细胞，与 Streptomyces 

sp. NO1W98 进行接合转移并挑选双交换突变株。

利用微波法 [20]对疑似双交换突变株进行快速抽

提基因组 DNA 以及 PCR 验证：以 vtdA1-ts-F/R

作为其阻断突变前后的验证引物，扩增产物野生

型大小为 1675 bp，相应突变型大小为 2168 bp。 

1.7  vtdA1 基因阻断突变株(ΔvtdA1)的回补 

vtdA1 基因阻断突变株(ΔvtdA1)的回补参考文

献[17]，简要流程为：以 Streptomyces sp. NO1W98

的 基 因 组 DNA 为 模 板 ， 用 引物 vtdA1-c-F 

(CGCCATATGGTGACCCCGGTGCCGCCCGG)和

vtdA1-c-R (TGCTCTAGATCAGGAGATCCCGAA 

TTCCT)进行 PCR 扩增，经 Nde I 和 Xba I 双酶切

后，连接至同样酶切处理的载体 pSET152AKE，

得到 pSET152AKE-vtdA1，转化 E. coli ET12567/ 

pUZ8002 感受态细胞，与 ΔvtdA1 进行接合转移

并挑选双交换突变株，得到对应的回补突变株

ΔvtdA1::vtdA1。 

1.8  Streptomyces sp. NO1W98 野生型及其突变

株的 HPLC 检测 

采用 1.2 部分进行 Streptomyces sp. NO1W98

野生菌株及其相应的基因阻断和回补突变株的小

瓶发酵，用 100 mL 乙酸乙酯萃取发酵产物，上清

于旋转蒸发仪上蒸干，得到的提取物以 1 mL 甲醇

作为溶剂制成相应的粗提物，离心后取 20 μL 进

行 HPLC 检测。条件为：流动相 A 相为 15%乙腈，

流动相 B 相为 85%乙腈，均含 0.1%冰乙酸(glacial 

acetic acid，GAA)；流速为 1 mL/min，检测波长

为 210 nm 和 254 nm。HPLC 走样程序：0–20 min，

0%–70% B 相；20–21 min，70%–100% B 相；  

21–26 min，100% B 相；26.0–26.1 min，100%–0%；

26.1–30.0 min，0% B 相。 
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2  结果和分析 

2.1  化合物 1 和 2 的分离和结构鉴定 

经过正向柱层析，HPLC 制备分离得到化合物

1 约 20.5 mg，化合物 2 约 5.6 mg。结构解析如下。 

化合物 1 白色粉末，(+)ESI-MS 给出的准分

子离子峰 m/z 772 [M+Na]+，提示其分子量为 749，

提示化合物中可能还有一个氮原子。根据氢谱和

碳谱的信息可以推测其分子式为 C41H67NO11，不

饱和度为 9。在化合物 1 的 1H NMR 中可以发现

5 个双峰甲基质子信号，4 个单峰甲基信号，2 个

孤立的烯质子信号(δH 5.49, br m; δH 5.44, dd, J= 

10.5, 5.5 Hz)以及一组反式烯质子信号(δH 5.39, 

dd, J=15.0, 7.5 Hz; δH 5.34, dd, J=15.0, 8.5 Hz)。在

化合物 1 的 13C NMR 谱中可以观察到 41 个碳信

号，其中有 6 个烯碳信号，1 个酰胺羰基信号以

及 1 个酮羰基碳信号。综合以上信息，通过文献

查阅[8]确定化合物 1 为 venturicidins A。 

化合物 2 白色粉末，(+)ESI-MS 给出的准分

子离子峰 m/z 729 [M+Na]+，提示其分子量为 706。

根据氢谱和碳谱的信息可以推测其分子式为

C40H66O10，不饱和度为 8。在化合物 2 的 1H NMR

中可以发现 5 个双峰甲基质子信号，4 个单峰甲

基信号，2 个孤立的烯质子信号(δH 5.48, m; δH 

5.44, m)以及一组反式烯质子信号(δH 5.38, dd, J= 

15.0, 8.5 Hz; δH 5.30, dd, J=15.0, 8.5 Hz)。在化合

物 2 的 13C NMR 谱中可以观察到 41 个碳信号，

其中有 6 个烯碳信号以及 1 个酮羰基碳信号。综

合以上信息，可以推导出该化合物依然为

venturicidin 型的化合物，通过数据的比对发现该

化合物与化合物 1 之间结构上的区别是在 C-3′位

置上的酰胺基团。通过文献查阅[8]确定化合物 2

为 venturicidins B。 

2.2  Streptomyces sp. NO1W98 菌株的生物信息

学分析和杀黑星菌素生物合成基因簇的初步定位 

根据上海凌恩生物科技有限公司对 NO1W98

进行基因组测序和拼接的结果，我们得到 107 个

scaffold 文件，约 11.6 Mb 个碱基序列。利用

antiSMASH 软件对基因组序列进行分析，结果表

明 NO1W98 中共有 49 个 cluster (基因簇)，其中包

括 18 个 I 型 PKS 及相关杂合形式。I 型 PKS 中与

杀黑 星菌素的 生物合成 可能相关 的为位 于

Scaffold3上面的Region 3.3, 该段序列与已鉴定的

氯丝菌素 (chlorothricin) 有着 25% 的基因相似   

性[21]，与伴刀球霉素 A (concanamycin A)有着 35%

的基因相似性[22]。我们进一步利用 2ndFind 软件

进行分析，结果表明位于 scaffold3 上从 179998 bp

到 295375 bp 的 DNA 序列与杀黑星菌素的生物合

成可能相关，但在该段序列内部含有多个 gap。鉴

于此，我们对 gap 进行填补，最终拼接得到约为

90.5 kb 的 DNA 序列，命名为 vtd。接下来，利用

FramePlot 4.0 beta 和 Blast 软件对该段基因进行功

能注释，同时结合 PKS/NRPS Analysis 软件对相应

PKS 和模块的结构域组成进行分析，表明该段基

因含有 6 个 PKS 编码基因，对应含有 13 个模块，

与杀黑星菌素的骨架结构匹配。另外，杀黑星菌

素和氯丝菌素在结构上除了共有大环内酯骨架

外，还共有 D-olivose 结构单元，对应在该段序列

中我们也得到了相应的糖基修饰基因。最后，该

段序列中还含有 1 个糖基转移酶和 1 个氨甲酰转

移酶编码基因，可以跟杀黑星菌素的结构中的糖

基的装载以及氨甲酰化修饰对应起来。综上所述，

我们推测 vtd 与杀黑星菌素的生物合成密切相关。

杀黑星菌素疑似生物合成基因簇(vtd)的组织排布

和基因功能注释结果见图 2 和表 3。 
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图 2.  Streptomyces sp. NO1W98 中 vtd 的基因组织排布图(相应基因的预测功能见表 3) 

Figure 2.  Genetic organization of the vtd cluster. Proposed functions of individual orfs are summarized in  
Table 3. 

 
 

表 3.  Streptomyces sp. NO1W98 菌株杀黑星菌素生物合成基因簇内各基因的功能注释 

Table 3.  Gene annotation of venturicidins’ biosynthetic gene cluster from Streptomyces sp. NO1W98 

Protein Size/aa Proposed function 

Orf(-1) 819 Arginine-tRNA ligase 

Vtd T5 305 ABC transporter permease 

Vtd T4 323 Transporter 

Vtd T3  445 Transporter 

Vtd D  352 2-hydroxyacid dehydrogenase  

Vtd C  514 (2Fe-2S)-binding protein  

Vtd G  417 Glycosyltransferase  

Vtd S5  245 4-ketoreductase 

Vtd S4  341 3-ketoreductase 

Vtd S3  477 NDP-hexose 2,3-dehydratase  

Vtd A1  3590 Type I PKS: KS-AT-PP-KS-AT-PP-KS-AT-KR-PP 

Vtd A2  3723 Type I PKS: KS-AT-DH-ER-KR-PP-KS-AT-KR-PP 

Vtd A3  5476 Type I PKS: KS-AT-DH-ER-KR-PP-KS-AT-DH-KR-PP-KS-AT-KR-PP 

Vtd A4  2171 Type I PKS: KS-AT-DH-ER-KR-PP 

Vtd A5  3588 Type I PKS: KS-AT-DH-KR-PP-KS-AT-DH-KR-PP 

Vtd A6  3336 Type I PKS: KS-AT-DH-KR-PP-KS-AT-DH-PP-Te 

Vtd B  597 Carbamoyltransferase 

Vtd T2  570 Transporter 

Vtd T1  487 Transporter 

Vtd S2  325 dNDP-glucose 4,6-dehydratase 

Vtd S1  289 NDP-glucose synthase  

Vtd R2  433 Two component system sensor kinase  

Vtd R1 230 LuxR family transcriptional regulator 

Orf(+1) 257 Disabled homolog 2-interacting protein 
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2.3  Streptomyces sp. NO1W98 中杀黑星菌素基

因簇和边界基因的初步鉴定 

为证实 vtd 确实负责杀黑星菌素的生物合

成，我们对其内部的结构基因 vtdA1 进行了阻断

突变。为此，首先探究了 NO1W98 对常用抗生素

的敏感性，发现安普霉素 (50 μg/mL)、氯霉素  

(25 μg/mL)、氨苄青霉素(100 μg/mL)和卡那霉素

(50 μg/mL)对 NO1W98 具有较好的杀灭作用；三

甲氧苄胺嘧啶(50 μg/mL)对 NO1W98 的生长无影

响，但对 E. coli 具有杀灭作用。接下来，参考

SuperCos1 Cosmid Vector Kit 和 Gigapack III XL 

Packaging Extracts 操 作 手 册 ， 成 功 构 建 了

NO1W98 的基因组文库，共得到约 2400 个克隆，

制成混合模板 500 个。针对该段序列设计了相应

的文库筛选引物，得到了相应的 cosmids。 

进一步利用 PCR-targeting 技术，构建得到了

vtdA1 被阻断的突变 cosmid，将其转化 E. coli 

ET12567/pUZ8002 并与 Streptomyces sp. NO1W98

进行接合转移，通过抗性筛选和 PCR 验证得到

了 vtdA1 的基因阻断突变株 ΔvtdA1 (图 3)。对得

到的突变株 ΔvtdA1 进行摇瓶发酵、萃取和 HPLC

分 析 ， 与 经 同 样 条 件 进 行 发 酵 和 分 析 的

Streptomyces sp. NO1W98 野生型进行对比，发现

突变株中完全不产生任何杀黑星菌素(图 4)。最

后，对 ΔvtdA1 进行基因回补验证，发现回补菌株

ΔvtdA1::vtdA1 恢复了杀黑星菌素的产生(图 4)。由

此，我们证实该段 DNA 序列 vtd 确实负责杀黑星

菌素的生物合成。 

 

 
 

图 3.  vtdA1 基因阻断突变株的构建 

Figure 3.  Construction of vtdA1 gene disruption mutant. A: Schematic diagram. B: Gel electrophoresis analyses 
of PCR products. Marker: DNA molecular ladder; WT: Streptomyces sp. NO1W98, 1675 bp; ΔvtdA1: mutant 
strain, 2168 bp. 
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图 4.  不同菌株提取物的 HPLC 检测 

Figure 4.  HPLC analysis of the fermentation 
extracts of Streptomyces sp. NO1W98 wild-type and 
its mutant strains. i: Streptomyces sp. NO1W98; ii: 
Δorf(–1); iii: ΔvtdA1; iv: ΔvtdA1::vtdA1; v: Δorf(+1). 

 

为初步确定 vtd 基因簇的边界，我们又对其

内部的 orf(–1)和 orf(+1)进行了阻断突变，分别得

到对应的基因阻断突变株 Δorf(–1)和 Δorf(+1)，

并与 Streptomyces sp. NO1W98 同时进行摇瓶发

酵、萃取和 HPLC 分析，结果发现这些突变株均

能正常产生杀黑星菌素，与野生型没有任何区别

(图 4)，这说明 orf(–1)和 orf(+1)不是杀黑星菌素

合成的必需基因，可能是其边界基因(图 2，表 3；

相应 vtd 基因簇的 GenBank 登录号为 MN914689)。

为最终确定其边界基因和最小生物合成基因簇，

还需对 vtdT5、vtdT4、vtdT3、vtdD、vtdR1、vtdR2

和 vtdS1 逐个进行阻断突变。 

2.4  杀黑星菌素生物合成途径的推导 

根据 I 型 PKS 的装配原理和 vtd 内部基因功

能注释的结果，结合 I 型 PKS 的装配机制[23]，我

们推测杀黑星菌素的生物合成途径包括骨架的

形成和后修饰途径两大部分(图 5)，骨架的形成涉

及 vtdA1、vtdA2、vtdA3、vtdA4、vtdA5、vtdA6

共计 6 个基因。接着通过结构域组成及功能分析，

发现该组装线涵盖 13 个模块(module)。合成途径

起始于 1 个丙酰 -CoA 的装载，酰基转移酶

(acyltransferase，AT)特异性识别丙酰-CoA，将其

装载于 loading module 的 ACP 上作为一个三碳单

元的起始点进行后续的装配步骤。在随后的骨架

分子延伸释放过程中，可以大致分为 6 种类型：

(1) 模块 1 起始于三碳单元，由甲基丙二酰-CoA

在酮基合成酶(keto-synthase，KS)催化下脱羧形

成；(2) 模块 2、4 和 7 的结构域组成相同，比模

块 1 多了一个酮基还原酶(keto reductase，KR)结

构域，可将对应的酮基还原为羟基，其中模块 4

的羟基作为后续成环的位点；(3) 模块 3、5 和 8

的结构域组成相同，比模块 1 多了一个脱水酶结

构域(dehydratase，DH)、一个烯醇还原酶结构域

(enoyl reductase，ER)和一个 KR，可将对应的酮

基形成饱和烃结构单元；(4) 模块 6 和 9 的结构

域组成相同，比模块 1 多了一个 DH 和一个 KR，

可将对应的酮基形成烯烃结构单元；(5) 模块 10

和 11 的结构域组成相同，比模块 1 多了一个 DH

和一个 KR，同时依据化合物的分子结构推测其

中的 DH 功能失活，未形成对应的烯键而保留了

β-羟基；(6) 模块 12 比模块 1 多了一个 DH，但

功能失活，可加载上最后一个二碳单元。最后，

装配链末端的硫酯酶结构域(thioesterase，TE)催

化碳链上模块 4 的羟基亲核攻击模块 12 中 ACP

上的硫酯键，最终环化解离形成大环内酯骨架结

构。再经后修饰形成骨架内的吡喃环结构得到

VTD-X。 

VTD 结构中的后修饰途径为：葡萄糖-1-磷

酸在 NDP-葡萄糖合成酶 VtdS1 的作用下活化成

为 NDP-D-葡萄糖，接着依次在 dNDP-葡萄糖 4,6- 
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图 5.  杀黑星菌素可能的生物合成途径 

Figure 5.  Proposed biosynthetic pathway of venturicidins. A: olivose sugar moiety; B: PKS assembly and 
biosynthetic route to venturicidin A (1). 
 

脱水酶 VtdS2、NDP-己糖 2,3-脱水酶 VtdS3、    

3-酮基还原酶 VtdS4 和 4-酮基还原酶 VtdS5 的作

用下形成 NDP-D-olivose；VTD-X 被糖基转移酶

VtdG 催 化 NDP-D-olivose 连 接 上 糖 基 形 成

VTD-B，最后氨甲酰转移酶 VtdB 对 VTD-B 进行

氨甲酰化修饰形成终产物 VTD-A (图 5)。 

3  讨论 

本研究首先从常规发酵分离着手得到化合

物实体，经由基因组测序，结合相关生物信息学

分析，初步定位了杀黑星菌素的生物合成基因

簇，最后经体内基因阻断和遗传互补实验确证，

从链霉菌 NO1W98 中分离鉴定了杀黑星菌素，并

鉴定了其生物合成基因簇。 

Streptomyces sp. NO1W98 中 VTD 的分离鉴

定提供了 1 株 VTD 的产生菌，可以用于后续基

因工程菌株的构建。已有报道证实 VTD 类化合

物具有显著的抗真菌和锥虫抑制活性[3,5–6,8]，后续

可以利用已得到的化合物实体拓展 VTD 的活性

筛选范围，以获得更为广泛的活性。另外，相应

的化合物实体可以作为构效关系研究的基础，为

相关的化学合成研究提供帮助，从而为活性筛选

提供更多的化合物实体。 

鉴定生物合成基因簇最为常用的两种方法是

基因阻断(敲除)和异源表达。本文使用的是前者，

鉴于该基因簇比较大，而基于 SuperCos1 的 cosmid

文库容量通常只有 20–40 kb，单一 cosmid 难以涵

盖 vtd 的所有生物合成基因。因此，我们同步构建

了容量更大的 PAC 文库，后续可广泛应用于该菌
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株的基因组挖掘。NO1W98 相应遗传操作体系的

建立，可为后续基因簇内其他基因的阻断突变提

供实例，也为相应菌株的基因组挖掘打下基础。 

杀黑星菌素生物合成基因簇的鉴定，确定了

其产生的分子基础，可为后续产量优化和结构改

造奠定基础。簇内涵盖的调控和转运基因可以借

助相应的技术进行产量优化。另外，VTD 蕴含的

I 型 PKS 的机制可以借助代谢工程优化前体的供

给，从而提高产量，构建高产基因工程菌株，有

利于后续大规模生产和研究开发。相应后修饰基

因的确定，可以依赖于组合生物合成技术得到不

同修饰程度的 VTD 衍生物，为相关的活性筛选

提供化合物实体，应用于农业和医药卫生领域。

而在初步鉴定的杀黑星菌素生物合成基因簇内，

除了负责核心骨架形成的 vtdA1–vtdA6，负责后修

饰的 vtdS1–vtdS5、vtdB、vtdG，以及调控转运相

关的 vtdR1、vtdR2、vtdT1–T5 外，余下的(2Fe-2S)

结合蛋白编码基因 vtdC 和 2-羟基酸脱氢酶编码

基因 vtdD 的具体功能无法预测，推测其最有可能

负责杀黑星菌素大环骨架初步装配之后的修饰

(图 5)，与吡喃环的形成密切相关，具体机制有待

于进一步研究。与调控转运相关的 vtdR1、vtdR2

和 vtdT1–T5 后续需要逐个进行阻断突变，从而确

定其具体功能。 

总之，本研究通过“经典”的生物合成研究思

路，从一株链霉菌 NO1W98 中分离得到了杀黑星

菌素，并鉴定了其生物合成基因簇。研究结果扩

充了 I 型 PKS 途径的家族成员，为杀黑星菌素基

因簇内其他基因的功能研究奠定了基础。后续可

通过分子遗传学手段对杀黑星菌素进行结构修

饰、改造以及产量优化，以扩充该家族化合物成

员，为系统的活性筛选和构效关系研究提供支撑。 
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Isolation and identification of venturicidins biosynthetic gene 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to isolate venturicidins from Streptomyces sp. NO1W98 and 

identify their biosynthetic gene cluster. [Methods] The secondary metabolites were extracted from enlarged-scale 

fermentation broth of Streptomyces sp. NO1W98 with organic solvent, purified with normal and reverse phase silica 

gel chromatography and structure elucidated with spectroscopic approaches. The genomic DNA of Streptomyces sp. 

NO1W98 was extracted and sequenced by Illumina Hiseq technology. Gene cluster of venturicidins (vtd) was 

preliminarily located by bioinformatic analysis and verified by gene disruption and trans complementation. 

Different in fermentation extracts between Streptomyces sp. NO1W98 wild type and related mutants were analyzed 

with HPLC. [Results] Two macrolides, venturicidins A and B were isolated and their structures were identified 

from Streptomyces sp. NO1W98. Draft genome of Streptomyces sp. NO1W98 harbors 49 proposed secondary 

metabolite biosynthetic gene clusters, including the vtd located in Region 3.3 of scaffold 3 that is responsible for 

the biosynthesis of venturicidins. The vtd was preliminarily characterized by gene disruption of vtdA1, orf(–1), 

orf(+1) and then verified by gene complementation of vtdA1 to ΔvtdA1. The vtd was found to include 6 PKS 

skeleton genes, 5 transporter genes, 2 regulator genes and 9 post-PKS tailoring genes. [Conclusion] The isolation 

and identification of venturicidins and their biosynthetic gene cluster from Streptomyces sp. NO1W98 provide the 

basis for future genetic engineering and strain improvement. 

Keywords: Streptomyces sp. NO1W98, venturicidins, gene cluster, PCR-targeting, biosynthetic pathway 
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