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不同 生 境 放 线 菌 的 卤 化 酶 基 因 分 析 及 其 对 卤 代 产 物 筛 选 的

意义
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摘要：【目的】在基因水平上分析并比较陆地来源与海洋来源的放线菌产生卤化代谢产物的潜力。【方法】基

于依赖黄素腺嘌呤二核苷酸的卤化酶基因筛选，从经过表型去重复的 ’$ 株陆地来源和 ’# 株海洋来源的放

线菌中，通过 M4N 筛选获得卤化酶基因片段，并进行测序鉴定；通过卤化酶氨基酸序列的系统发育分析，比

较不同来源放线菌的卤化酶序列，以及海洋链霉菌和小单孢菌的卤化酶序列。另外，对卤化酶阳性菌株进

行了聚酮合酶和非核糖体多肽合成酶基因的检测。【结果】本研究中 %& O&P 的海洋放线菌具有卤化酶基因，

其阳性率远高于本研究所涉及的陆地放线菌（#! O%P）；其中海洋链霉菌的卤化酶基因阳性率高达 &" O$P，而

海洋小单孢菌的卤化酶阳性率仅为 #! O%P。C& O#P 的卤化酶阳性菌株具有聚酮合酶和6或非核糖体多肽合

成酶基因。本研究获得的海洋来源的卤化酶序列与已知的卤化酶序列存在明显差异，在进化树上形成几个

新的分支；其中链霉菌间的卤化酶序列相似性较高，而小单孢菌间的卤化酶序列差异较大。【结论】海洋来

源的放线菌，尤其是海洋链霉菌，可作为未来获得新卤化活性物质的一类重要微生物资源。
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放线菌是生物活性物质、尤其是天然药物的重

要来源［#］。面对日益严重的病原微生 物 耐 药 性，以

及天然药物筛选过程中大量的重复发现，如何采用

新技术、新资源、新模型筛选发现新的活性次生代谢

产物，已 成 为 天 然 药 物 开 发 中 亟 待 研 究 的 重 要

课题［0］。

发现新骨架或新活性化合物需要探索特殊的生

物资源。近年来大量研究表明，植物内生菌是新型

代谢产物的一个重要来源［% ( !］，如 0$$0 年 2+/,-.> 等

在肯尼亚蛇草中分离到的内生链霉菌中发现了新抗

生素 B;<;B-A*A<?［5］。 海 洋 微 生 物 则 是 另 一 个 尚 未

被充分挖 掘 的 资 源 宝 库［& ( ’］，放 线 菌 在 海 洋 特 殊 环

境（高盐、高压、低温、低氧、低光照和寡营养）的选择

压力下可能调整其次级代谢过程，从而产生并积累

具有特殊化学结构和生物活性的功能物质［C］。#""C
年以来，从海洋放线菌中发现的新药数量连年均超

过了陆地放线菌来源的新药。其中以近年来德国和

英国科学家合作从小单孢菌科的 ./’’0"(1&12(’$ 菌株

中发现的 =-K??,BA*A< 4［"］，以及加州大学克利普斯海

洋研 究 所 Q.<?.< 等 人 从 小 单 孢 菌 科 的 ,$*&-&12(’$
#’(2&"$ 中 发 现 的 ?=>A<,?9,/=BAR. D［&］，和 从 链 霉 菌 科

的“ %$’&-(23&*01”菌 株 中 发 现 的 B=/A<,BK*A<? D 和

S［#$］，最引人注目。

在技术方面，近年来，基于结构相似的次生代谢



产物的合成基因簇也有一定程度相似性的假设，基

因筛选成 为 寻 找 新 化 合 物 的 重 要 手 段 之 一［!!］。通

过将特定基因作为筛选标记，可以在基因水平上评

估相应菌株的活性物质产生能力，从而筛选到在初

始条件下菌株低表达或不表达的活性物质；另一方

面，通过对基因筛选所获得的次生代谢产物合成相

关基因（簇）进行生物信息学分析，可以初步预测产

物结构，在一定程度上避免化合物的重复发现。

放线菌的大部分次生代谢产物是通过聚酮合酶

（"#$%&’()*’ +%,(-.+’，/01）和 非 核 糖 体 多 肽 合 成 酶

（,#,23)4#+#5.$ "’"()*’ +%,(-’(.+’，67/1）途 径 形 成 主

要结构模块；而活性产物更重要的一个特性—结构

多样 性，则 是 由 一 类 称 为 后 修 饰 酶 的 蛋 白 决 定

的［!8］，其中包括卤化酶。卤化作为赋予次生代谢产

物生物活性的一种重要修饰行为［!9］，常常通过依赖

黄素腺嘌呤二核苷酸（:;<=8 ）的卤化酶引入。已经

发现的卤化物质有 >??? 多种［!>］，包括具有很高商业

价 值 的 氯 霉 素（ @-$#3.5"-’,)@#$ ）、万 古 霉 素

（A.,@#5%@),）和 替 考 拉 宁（ (’)@#"$.,),）等。8??B 年，

1(’C., 等人利用卤化酶基因筛选获 得 了 !?9 株 卤 化

酶阳性的放线菌，并据此获得了一个新的糖肽类卤

代化合物［!D］。

本文基于依赖 :;<=8 的卤化酶基因筛选技术，

对 B? 株 陆 地 来 源 的 放 线 菌 （ ’.3(-2#3)E),
.@(),#5%@’(’+）和 B! 株 海 洋 来 源 的 放 线 菌（5.3),’2
#3)E), .@(),#5%@’(’+）中 的 卤 化 酶 序 列 进 行 了 分 析 与

比较，并进一步分析了海洋来源的链霉菌和小单孢

菌中的卤化酶序列。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株和培养基：陆地来源的放线菌共 B? 株，

活化培养基参照文献［!F］；海洋来源的放线菌共 B!
株，活化培养基参照文献［!B］。菌株均由本实验室

分离，并经过表型去重复后保藏。菌株来源信息见

表 !。

表 ! 菌株来源信息
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! "! "# 主 要 试 剂 和 仪 器：卤 化 酶 基 因 特 异 引 物

=.$#2P>2:QO=.$#2PB27R 及 /01O67/1 相关基因扩增

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成；

/N7 扩增相关试剂和凝胶回收试剂盒购自北京博迈

德科技发展公司；测序所用的 "L<2!MG 载体购自宝

生物工程有限公司。其余试剂均为国产或进口分析

纯。/N7 仪和 凝 胶 成 像 仪 分 别 为 美 国 P)#23.* 公 司

的 /GN28?? 和 I’$2<#@ 8???。

! "# 基因组 $%& 的提取和 ’() 扩增

放线菌 基 因 组 <6; 的 提 取 参 照 文 献［!K］。用

1(’C’, 等人设计的卤化酶特异引物对基因组 <6; 进

行 /N7 扩 增 检 测［!D］。 对 于 卤 化 酶 阳 性 的 菌 株，用

;%H+# 等 人 设 计 的 特 异 引 物 /N7 检 测 其 /01 和

67/1 相关 基 因［8? S 8!］。/N7 产 物 通 过 ! T?U 琼 脂 糖

凝胶电泳检测。

! "* 卤化酶基因测序和序列分析

对卤化酶基因 /N7 产物进行回收并克隆测序。

测序反应由中国农业科学院作物科学研究所完成。

将测得 的 卤 化 酶 基 因 序 列 转 换 为 氨 基 酸 序 列，在

I’,P.,& 数据库中进行 PV;1G 比对分析，并从数据

库获 取 已 知 卤 代 产 物 的 卤 化 酶 氨 基 酸 序 列，用

LJI; > T?［88］软 件 中 ,’)E-4#H32W#),),E（6X）方 法［89］构

建系统发育树，合义值为 D?U，P##(+(3." 分析的重复

次数为 !???。所测卤化酶基因序列的 I’,P.,& 注册

号见表 8、图 !。

# 结果

# "! 卤化酶在陆地来源和海洋来源的放 线 菌 中 的

分布

本研究 B? 株 陆 地 来 源 的 放 线 菌 中，!? 株 检 测

到依赖 :;<=8 的卤化酶基因，其中 9 株来源于土壤

样品，B 株来源于植物内生菌。B! 株 海 洋 来 源 的 放

线菌中，8F 株 检 测 到 卤 化 酶 基 因，其 中 F 株 为 小 单

孢菌，8? 株为链霉菌（表 8）。

MF9! /’,E I.# ’( .$ Y O /)". +,)#&0,&1&2,). !,-,).（8??K）>K（!?）



表 ! 卤化酶阳性菌株信息

!"#$% & ’()*+,"-.*( *) -/% /"$*0%("1% 0%(%23*1.-.4% 1-+".(1

5-+".( 6%(71 5*7+8% 6%(9"(: ;* < =>5 ! =>5 " ;?=5
@.+1- 9AB5! /.- *) -/% /"$*0%("1%

（’C%(-.-DE=*1.-.4%）

F."(GH !"#$%"&’()$* 13 < 5*.$ @IJKLMKK2KN O O O +&),#-., /,#).0.),（LPQ EPKQ）

CRSHT !"#$%"&’()$* 13 < 5*.$ @IJKLMKL2KP O U U !"#$%"&’()$* 13 < R9&HG&（PPQ ETNQ）

VWK !"#$%"&’()$* 13 < 5*.$ @IJKLMKT U U U !"#$%"&’()$* 13 < R9&M&H（TLQ ETPQ）

9P !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMJG U U U 1’()&2,"&%*.* &#.$0",2.*（NLQ EPGQ）

R& !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMJ&2JH U U O !"#$%"&’()$* 32&4.*%&#5*（TLQ ETPQ）

X& !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMJJ2JK U O U
1)".0&*(00$’, %#$".&*5’ 17#13 < 15#,0".)5’

（KLQ ENNQ）

X&& !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMJN2JP U O O !"#$%"&’()$* 32&4.*%&#5*（TTQ EGMMQ）

XJH !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMJT2KM O O O !"#$%"&’()$* 32&4.*%&#5*（GMMQ EGMMQ）

VT !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMKG2K& U O O !"#$%"&’()$* 32&4.*%&#5*（TPQ ETPQ）

VHN !"#$%"&’()$* 13 < =$"(- @IJKLMKJ U O O !"#$%"&’()$* 32&4.*%&#5*（GMMQ EGMMQ）

?!’GN 6.)#&’&0&*%&#, 13 < Y"(0+*4% 1%C.,%(- @IJKLMNH2NJ O U U !"#$%"&’()$* 13 < R9&M&H（LGQ EPKQ）

?!’’’P 6.)#&’&0&*%&#, 13 < Y"(0+*4% 1%C.,%(- @IJKLMNK2NN U U U !"#$%"&’()$* 13 < R9&M&H（LGQ EPJQ）

?!’’’L& 6.)#&’&0&*%&#, 13 < Y"(0+*4% 1%C.,%(- @IJKLMNL2NP O U O !"#$%"&’()$* "$0-,$（NTQ EP&Q）

@ZIL < MT& 6.)#&’&0&*%&#, 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&K O O O !"#$%"&’()$* 13 < R9&HG&（LGQ EPHQ）

@ZIL < MTL 6.)#&’&0&*%&#, 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&P O O O !"#$%"&’()$* ,)52$&2,"5*（KHQ ENNQ）

@ZIL < MTP 6.)#&’&0&*%&#, 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&T O O O !"#$%"&’()$* "$0-,$（NTQ EP&Q）

@ZIL < MLG !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&M U U O 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EPHQ）

@ZIL < MLJ !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&G U U U !"#$%"&’()$* ,)52$&2,"5*（JKQ ENMQ）

@ZIL < MLK !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&& U U U !"#$%"&’()$* ,)52$&2,"5*（JNQ ENMQ）

@ZIL < MLN !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&JM U U U !"#$%"&’()$* ,)52$&2,"5*（JNQ ENMQ）

@ZIL < MLL !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&H U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EPHQ）

@ZIL < MTG !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&J O U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（L&Q EPHQ）

@ZIL < MTK !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&N U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LMQ EPHQ）

@ZIL < MTN !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&&L U U O 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EPHQ）

@ZIL < GM& !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HM U U O 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EP&Q）

@ZIL < GMH !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HG U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EP&Q）

@ZIL < GMT !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&H& U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EPHQ）

@ZIL < GG& !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HH U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EPHQ）

@ZIL < GGH !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HJ U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EP&Q）

@ZIL < GGN !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HK U U U !"#$%"&’()$* ,)52$&2,"5*（JNQ ENMQ）

@ZIL < GGL !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HN U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EP&Q）

@ZIL < GGT !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HL U O U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LMQ EPGQ）

@ZIL < G&G !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HP U O O !"#$%"&’()$* ,)52$&2,"5*（JKQ ENMQ）

@ZIL < G&H !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&HT U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LMQ EP&Q）

@ZIL < G&T !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IPPJ&GT U U O 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LGQ EP&Q）

@ZIL < M&H !"#$%"&’()$* 13 < Y"+.(% 1%C.,%(- @IJKLMNG2N& U U U 1’()&2,"&%*.* 4,27.’().0,（LMQ EP&Q）

卤化酶基因分布分析初步表明，本研究陆地来

源的放线 菌 中，卤 化 酶 基 因 阳 性 率 为 GJ [HQ；其 中

土壤放线菌中，卤化酶基因阳性率仅为 L [HQ，低于

一些文献报 道［GK］，而 在 植 物 内 生 菌 中，卤 化 酶 基 因

阳性率达 &J [GQ。本研究海洋来源的放线菌中，卤

化酶基因阳性率为 HN [NQ；其中小单孢菌的卤化酶

基因阳性率仅为 GJ [HQ，接近于本研究陆地来源的

放线 菌，而 海 洋 链 霉 菌 的 卤 化 酶 基 因 阳 性 率 达

NT [MQ，远高于其它来源的放线菌。

! "! 卤化酶基因阳性菌株的 #$% 和 &’#% 相关基

因分析

为进一步证明卤化酶基因阳性菌株具有合成卤

代产物的潜力，对本研究获得的卤化酶阳性菌株分

别进行了 =>5 !、=>5 "和 ;?=5 基因的检测，结果

TNHG高鹏等：不同生境放线菌的卤化酶基因分析及其对卤代产物筛选的意义 < E微生物学报（&MMT）JT（GM）



图 ! 依据实验菌株（白体）与已知卤化物产生菌（黑体）的卤化酶基因氨基酸序列构建的系统发育树
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见表 !。在 "# 株卤化酶阳性菌株中，$%& !、$%& "
和 ’($& 基 因 的 发 生 率 分 别 为 )* +,-、#. +/- 和

*0 +"-，其中 "1 株（0# +1-）具有聚酮合酶和2或非核

糖体多肽合成酶基因，预示着这些菌株有产生相关

卤化次生代谢产物的潜力。

! "# 卤化酶氨基酸序列的系统发育分析

将本研究获得的卤化酶基因氨基酸序列与数据

库中合成已知卤代产物的卤化酶氨基酸序列构建了

系统发育 合 义 树（图 1）。结 果 表 明，本 研 究 获 得 的

多个卤化酶序列和已知卤化产物的卤化酶序列有明

显差异，形成了多个与已知卤化酶序列距离较远的

新分支。陆地 来 源 的 放 线 菌 中，" 株 土 壤 放 线 菌 的

卤 化 酶 序 列 与 已 知 序 列 差 异 不 显 著；其 中

!"#$%"&’()$* 34 5 67* 和 !"#$%"&’()$* 34 5 89:". 与

!,,) 年文献报道的卤化酶相似性较高［1*］。) 株植物

内生放线菌中，有 * 株的卤化酶序列相似性较高，紧

密地聚为 一 个 分 支（分 支 9），且 相 似 于 !"#$%"&’()$*
+,&-.*%&#/* 9;1,!) 的 卤 化 酶 序 列；内 生 放 线 菌

!"#$%"&’()$* 34 5 <0 与 已 知 卤 化 酶 序 列 有 明 显

差异。

海洋来源的放线菌中，!, 株海洋链霉菌的卤化

酶序列明显区别于已知序列，聚类在两个新的大分

支里（分支 =、<），但各分支内的菌株间序列相似性

较高；# 株海 洋 小 单 孢 菌 之 间 的 卤 化 酶 序 列 相 似 性

较低，分散在进化树的不同位置，其中 ! 株菌（(>???0
和 (>?1#）形成一个独 特 的 新 分 支。综 上 所 述，本 研

究的海洋链霉菌的卤化酶序列普遍不同于已知的卤

化酶序列，由于卤化酶具有底物特异性，推断其很可

能催化合成新的卤化产物。

# 讨论

通过对 ), 株陆地来源的放线菌和 )1 株海洋来

源的放线菌进行卤化酶基因的筛选鉴定与分析，本

研究获得了 一 系 列 新 的 依 赖 于 @=A7! 的 卤 化 酶 序

列，并发现不同来源的放线菌中卤化酶基因的发生

率和新颖程度都存在较大差异。三江源土壤链霉菌

的卤化酶阳性率明显低于报道［1*］，可能与其土壤性

质有关；相比之下，本研究中植物内生放线菌的卤化

酶基因阳性率较高，且个别菌株的卤化酶序列明显

区别于已知序列，说明植物内生放线菌可以作为筛

选卤代产物的有效菌种资源。

有学者曾认为海洋环境分离到的放线菌也存在

于陆地环境中或来源于陆地，因此海洋放线菌的次

生代谢产 物 的 新 颖 性 受 到 怀 疑［!/］。!,,# 年 发 现 的

盐孢菌属（ !0,.1.*%&#0）是 第 一 个 海 洋 专 一 性 的 放 线

菌属［!*］，对 海 洋 放 线 菌 的 研 究 具 有 里 程 碑 式 的 意

义。 近 年 来，从 海 洋 放 线 菌 中 陆 续 发 现 的

3BCDEF34FGBHD8I = 等 一 系 列 新 的 活 性 化 合 物 也 证 明

海洋是一个非常具有潜力的资源宝库［#，. J 1,］。对于

卤化代谢产物，尽管目前发现的卤代产物多为陆地

来源，如万古霉素、氯霉素等，但海洋是最大的生物

有机卤 素 来 源［1/］，加 之 海 洋 环 境 中 特 殊 的 选 择 压

力［0］，使得人们有理由推测从海洋来源的微生 物 中

更容易分离到新的卤代产物。

本研究通过在基因水平上分析比较陆地来源和

海洋来源的放线菌产生卤化代谢产物的潜力，发现

所涉及的海洋来源的放线菌的卤化酶基因阳性率明

显高于陆地来源，其中，00 +*-的海洋卤化酶阳性菌

株具有 聚 酮 合 酶 和2或 非 核 糖 体 多 肽 合 成 酶 基 因。

进化分析进一步表明本研究中海洋放线菌的卤化酶

大多在氨基酸序列上与已知卤化酶明显不同，预示

着其产生新的卤代产物的潜力。本研究首次从基因

水平上为推论—从海洋放线菌中更容易分离到新的

卤代化合物，提供了证据。

另一方面，本研究中海洋链霉菌的卤化酶基因

阳性率明显高于海洋小单孢菌，并且：（1）海洋来源

的链霉菌中卤化酶发生率非常高，但其卤化酶相似

性也较高，这可能说明，作为优势放线菌的链霉菌在

海洋中更易发生基因横向转移，我们推测其可能产

生结构相 似 的 代 谢 产 物，有 待 进 一 步 的 实 验 证 明；

（!）" 株来自深海海泥的小单孢菌含有明显不同的

卤化酶序列，但均不含聚酮合酶或非核糖体多肽合

成酶基因，这可能意味着特殊环境中稀有放线菌的

产抗能力部分丢失，或者可能存在与常规途径截然

不同的次生代谢合成系统。

近十几年的研究结果表明，海洋环境中存在着

巨大的放线菌资源宝库［# J 1,，!#］。海洋放线菌在所处

环境和代谢途径上与陆地放线菌有很大不同，人类

在陆地资源开发陷入瓶颈之际，应更多地关注新生

境、新资源给天然药物开发带来的活力。

致谢 感谢广东省微生物研究所朱红惠研究员提供

海泥样品。
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《微生物学报》答作者问——— 关于审稿

问：我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？

答：您可以登录网上查稿区，输入您的用户名、密码，即可查询到审稿状态；如果不是太明白远程中获取的信息，您也可以通过

"IA&)< 询问，请注意务必要提示稿件编号，编辑部会在收到您的来信的 C 个工作日内及时给予回复。

问：我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费等方法？

答：如上述所言，我们已经告知了本刊处理稿件的程序和大致时间进度。

（C）在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评审一篇文章，并给出谨慎的评审意见 是 需 要 一 定 时 间 的。所

以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于进行评审。我们 的 承 诺 是 在 M 个 月 之 内 给 予 答 复，H a Q 个

月之内刊出。

（M）如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我

刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加任何费用。
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