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摘要:【目的】本研究旨在克隆来自北极海洋、具有合成卤化物潜力的链霉菌( Streptomyces sp． )604F 中的一
个卤化酶基因，为后续克隆卤化物合成基因簇、分离鉴定卤化物提供指导。【方法】利用琼脂块法初步测试
抗菌活性，借助液相色谱-飞行时间串联质谱技术(LC-Tof MS)初步寻找 Streptomyces sp． 604F 发酵粗提液中
的卤化物，并以简并 PCＲ 扩增合成次级代谢产物的指示基因( I 型、II 型聚酮合酶及非核糖体多肽合成酶编
码基因);根据依赖黄素腺嘌呤二核苷酸的卤化酶基因保守区设计的简并引物，扩增基因片段并测序分析;
采用高效热不对称交错 PCＲ(hiTAIL-PCＲ)技术扩增卤化酶基因全长。【结果】Streptomyces sp． 604F 具有较
强的抗白色念珠菌活性，其基因组同时含有编码 I 型聚酮合酶、II 型聚酮合酶和非核糖体多肽合成酶基因，
以及卤化酶基因;通过染色体步移克隆该卤化酶基因全长，共 1443 bp，编码一个新的非色氨酸卤化酶，在合
成已知卤化物的卤化酶数据库中，与其同源关系最近的为一类参与合成糖肽类次级代谢产物的卤化酶。
【结论】Streptomyces sp． 604F 具有新的非色氨酸卤化酶，且推测参与糖肽类化合物的卤化修饰，为后续寻找
目的卤化物提供了指导，也为研究该合成基因簇奠定基础。
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卤化物是次级代谢产物中非常重要的一大类，
多数具有抗菌或抗癌等生物活性，因此在医药和工
农业生产领域中被广泛应用［1 － 2］，例如万古霉素、氯
霉素、蝴蝶霉素等。迄今已分离得到 4700 多种天然
卤化物，以氯化物和溴化物为主，而天然氟化物与碘
化物很少［3 － 4］。天然卤化物合成途径中关键的修饰
酶为卤化酶，通过添加卤元素，能极大增加产物的结
构多样性和生物活性。目前卤化酶被划分为两大

类［5 － 6］:(1)需要分子氧参与且底物特异性高的卤
化酶，主要包括黄素腺嘌呤二核苷酸(FADH2 )-依赖

型卤化酶、非血红素 FeⅡ /α-酮戊二酸-依赖型卤化
酶、S-腺苷-L-甲硫氨酸 ( SAM)-依赖型卤化酶;(2)
缺少底物特异性且需要 H2O2 参与的卤过氧化物
酶。其中，FADH2-依赖型卤化酶为次级代谢卤化物
生物合成途径中最主要的卤化酶［7］，可催化两种形
式的底物:一种是游离态底物，如来自致金色假单胞
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菌(Pseudomonas aureofaciens ACN)的卤化酶 PrnA 可
直接卤化游离的色氨酸［8］;另一种是需要结合到载体
蛋白上进行活化的底物，如来自荧光假单胞菌
(Pseudomonas fluorescens Pf-5)的卤化酶 PltA，其底物
吡咯-2-羧酸乙酯需要结合在载体蛋白上才能被卤
化［9］。因此根据底物种类也可进行分类，例如色氨酸
特异性和非色氨酸特异性 FADH2-依赖型卤化酶。

FADH2-依赖型卤化酶基因具有序列保守性，因
此基于简并引物进行 PCＲ 成为快速筛选卤化酶的
有效方法，从卤化酶序列推导可能的卤化产物类型，
有利于针对性地寻找有活性的天然化合物或新的化
合物。例如 Hornung 等［10］基于卤化酶基因对 550
株放线菌筛选得到 103 株阳性菌株，并针对目的菌
株进行卤化物分离鉴定，验证了基于卤化酶基因推
测可能卤化产物的可行性。本研究结合抗菌活性和
相关基因的检测，针对北极海洋链霉菌 604F
(Streptomyces sp． 604F)进行卤化酶基因的克隆，并
基于该卤化酶与已知的卤化酶同源关系分析其新颖
程度及可能的卤化产物类型。该研究为后续分离鉴
定目的卤化物提供指导，并为确定该卤化酶性质及
其催化机制提供前期积累，为进一步扩增目的卤化
物合成基因簇提供基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:Streptomyces sp． 604F 分离自北冰洋的
Chukchi Cap(168°00. 775'W，78°00. 359'N)445 m 水
深沉积物样品，采集于 2008 年第 3 次北极科学考察，
由中国极地研究中心极地微生物学实验室保藏。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:细菌基因组提取试剂盒购
自 BioDev-Tech 公 司，PCＲ 扩 增 相 关 试 剂 购 自
TaKaＲa 公司，凝胶回收试剂盒购自上海捷瑞生物工
程公司，大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 购自北京
博迈德科技发展公司，克隆载体 pMD18-T 购自
TaKaＲa 公司。研究中所用引物均由上海生工生物
工程 公 司 合成。Mastercycler gradient PCＲ 仪 与
Centrifuge 5417Ｒ(Eppendorf)，电泳系统与凝胶成像
系统 ( BIO-ＲAD )，ZHWY-200B 恒 温 培 养 箱 与
ZHWY-211D 恒温摇床 (上海智诚分析仪器制造有
限公司)，SCIENTZ SDC-6 低温恒温槽(宁波新芝生
物科技有限公司)，旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器

厂 ＲE-2000)，安捷伦 1290 液相色谱-G6224 飞行时
间质谱联用仪。
1. 1. 3 培养基:(1)2216E 培养基:蛋白胨 5 g，酵母
粉 1 g，磷酸高铁 0. 1 g，用过滤的北极海水定容至
1 L，pH 7. 2 － 7. 4。(2)沙氏培养基:蛋白胨 10 g，葡
萄糖 40 g，用去离子水定容至 1 L，pH5. 6。(3)发酵
培养基:淀粉 10 g，蔗糖 10 g，黄豆粉 6 g，MgSO4 0. 5
g，用过滤的北极海水定容至 1 L，pH7. 2。
1. 2 Streptomyces sp． 604F 的分子鉴定

将纯化菌株接种于 2216E 液体培养基中，于
28℃、180 r /min 条件下培养 2 － 3 d。以细菌基因组
提取试剂盒抽提 DNA 为模板，采用 16S rＲNA 基因
通用引物［11］ PCＲ 扩增，产物纯化后由上海美吉生
物医药科技有限公司测序。将 16S rＲNA 基因序列
与 EzTaxon-e 数据库中的模式菌株序列比对，选择
相似性高于 98%的序列以邻接法构建系统发育树。
1. 3 抗菌活性及相关指示基因检测

以金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( Staphylococcus aureus
NICBP 26112 )、枯 草 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus subtilis
MIG1. 22 )、大 肠 杆 菌 ATCC 8739、白 色 念 珠 菌
(Candida albicans ATCC 10231 ) 和铜绿假单胞菌
(Pseudomonas aeruginosa CMCC(B) 10104) 作为抗
菌活性检测指示菌。用琼脂块法［12］对 Streptomyces
sp． 604F 进行抗菌活性筛选。将该菌株接种于
2216E 平板上，28℃培养 1 － 2 d 至长出成熟的单菌
落，用打孔器将单菌落移至含指示菌的平板上，于
25℃培养 4 d，每天观察记录抑菌圈情况。用
Hanrald［13 － 14］等人设计的 I 型聚酮合酶 ( PKS I)、II
型聚酮合酶 ( PKS II ) 和非核糖体多肽合成酶
(NＲPS)基因特异引物，以 Streptomyces sp． 604F 基
因组为模板进行 PCＲ，产物经 0. 8% 琼脂糖凝胶电
泳检测。
1. 4 Streptomyces sp． 604F 的卤化物液相色谱-飞
行时间串联质谱(LC-Tof MS)检测

样品前处理:离心 2 L 发酵液，将收集的菌体置
于超低温冰箱冷冻过夜，解冻后用甲醇、丙酮分别提
取 2 次，每次加溶剂 100 mL，超声处理 30 min;合并
提取液，真空浓缩、干燥，得胞内提取物，上清液为含
盐胞外提取物。合并胞内外提取物，溶解于 100 mL
甲醇，取 1 mL 上清液，微孔滤膜过滤，作为 LC-Tof
MS 待测样品，冰箱冷藏保存备用。

LC-Tof MS 条件: ( 1 )液相部分:分析柱 YMC
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ODS-A 4. 6 mm 150 mm，进样量 5 μL，流速 0. 5
mL /min;流动相乙腈-水(分别含 0. 1%三氟乙酸)比
例:0 min 20%乙腈，2 min 20%乙腈，28 min 85%乙
腈，29 min 95%乙腈，33 min 95% 乙腈;(2)质谱部
分:正离子模式 ESI，氮气温度 325 C，氮气流速 8. 0
L /min，喷雾器压力 30 psi。
1. 5 Streptomyces sp． 604F 的卤化酶基因检测与
克隆

用 Hornung 等［10］设计的 FADH2-依赖型卤化酶

简并引物(表 1)，结合 Darren 等［15］的降落 PCＲ 条
件扩增卤化酶基因片段，克隆到 pMD18-T 载体上进
行测序。根据该卤化酶基因片段，用 Primer 5. 0 与
Oligo 7. 0 软件设计 3 对嵌套的特异引物(表 1)，结
合随机引物［16］，按照 Liu 等［16］改进后的 hiTAIL-
PCＲ 方法与 Zhou 等［17］针对高 GC 含量的基因组
DNA 修饰的 TAIL-PCＲ 方法，扩增已知序列的两端
序列。TA 克隆目的片段并测序，拼接得到该卤化酶
基因全长。

表 1． 检测卤化酶基因的简并引物与扩增基因全长的特异引物
Table 1． Degenerated primers to amplify halogenase gene fragment and specific primers to amplify full gene sequence

primer sequence (5’→3’) reference
degenerated primer
Halo-B4-FW TTCCCSCGSTACCASATCGGSGAG
Halo-B7-ＲV GSGGGATSWMCCAGWACCASCC

［10］

specific primer
USP1 CGCTCACGGACCACGACGCCCTT
USP2 GAGGAGCATCTGGTCGAACTTCAT
USP3 TGCCGCCCCGCTTCTTGACGAAC
DSP1 GGTGCGCTTCGAGGACGAGAACGG
DSP2 ACGATGGACTCCAGTCGCCGCTACTCGGACTTCTTCCAG
DSP3 GACGCGGGCTGGTACTGGTACAT
SF GGAAATCCATATGCCCAGTCCCGGCGA
SＲ CGGGATCCTCACACCGCGGCGGACTC

this study

2 结果和分析

2. 1 Streptomyces sp． 604F 的基本特征
菌株 604F 在 2216E 平板上菌落呈乳白圆形、

菌落周围光滑，在 2216E 液体培养基中以桔黄色球
状形态生长。PCＲ 扩增该菌株 16S rＲNA 基因序列
得到 1406 bp，与 EzTaxon-e 数据库中模式菌株黄白
链霉菌 ( Streptomyces albidoflavus DSM 40455T )相似
性最高(99. 43% )，且在同一个进化分支，有较高的
Bootstrap(80% )支持 (图 1)，故该菌株应归为链霉
菌属，暂定名为 Streptomyces sp． 604F，GenBank 登录
号为 KJ017969。

利用琼脂块法检测抑菌活性，发现 Streptomyces
sp． 604F 对白色念珠菌具有较强的抑制作用，随着
培养时间(24 － 72 h)的延长，抑菌圈逐渐变大(抑
制圈直径由 13 mm 扩大至 17 mm)，到后期(72 － 96
h)，抑菌圈大小趋于稳定 (抑制圈直径保持 17
mm)，说明抑菌活性物质由逐渐积累到趋于饱和。
经 PCＲ 检测，Streptomyces sp． 604F 同时具有 PKS I、

PKS II 及 NＲPS 基因(图 2)，PCＲ 产物大小依次约
为 750 bp、650 bp 和 1000 bp，与预期一致。

根据 LC-Tof MS 高分辨质谱分析结果(图 3)，
在小量发酵的 Streptomyces sp． 604F 总提取物色谱
峰中，保留时间 tＲ 为 15. 8 － 16. 1 min、16. 1 －
16. 6 min的组分正离子模式 ESI 的准分子离子峰非
常接近，分别出现在 m /z 367. 1368、367. 1324(［M +
H］+，C20 H20 ClN4O

+计算值 367. 1326)，推出该两段
组分的分子式均可能为 C20H19 ClN4O，其中含有氯元
素;另外，保留时间 tＲ为 19. 4 － 20. 0 min 的组分正
离子模式 ESI 的准分子离子峰出现在 m /z 225. 1481
(［M + H］+，C8H22 ClN4O

+ 计算值 225. 1482)，推出
可能的分子式为 C8H21 ClN4O，也显示含有氯元素。
2. 2 Streptomyces sp． 604F 的卤化酶基因克隆及
序列分析

由于从 Streptomyces sp． 604F 发酵液粗提物中
能检测到卤化物，于是利用针对 FADH2-依赖型卤化
酶的简并引物 Halo-B4-FW /Halo-B7-ＲV 检测是否
含有卤化酶基因。从 Streptomyces sp． 604F 基因组
扩增出 530 bp 的片段，与 Streptomyces sp． L131 的卤
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图 1． 根据 16S rＲNA 基因序列构建 Streptomyces sp． 604F 的系统发育树
Figure 1． Phylogenetic tree based on 16S rＲNA gene of Streptomyces sp． 604F and closely related type strains． Accession numbers of the type

strains are given in parentheses． Numbers on nodes correspond to bootstrap values above 50% ． Scale represents a 0. 2% difference in

sequence． The strain from this study is in boldface．

图 2． Streptomyces sp． 604F 的 PKS I、PKS II 及 NＲPS

电泳检测图
Figure 2． Agarose gel electrophoresis of PKS I，PKS II and NＲPS

amplicons from Streptomyces sp． 604F． M，DL2000 DNA Marker;

lane 1，PKS II; lane 2，NＲPS; lane 3，PKS I．

化酶部分片段相似性最高，为 99%。采用 hiTAIL-
PCＲ 分别从该片段两端染色体步移得到 3210 bp
(图 4)，包括一个完整的卤化酶基因( fdh604)及其
侧翼序列。fdh604 全长为 1443 bp，GenBank 登录号
为 KF597548。

经 Blast 比 对，fdh604 与 Streptomyces sp．
FXJ7. 023 的卤化酶相似性最高，为 88% ; fdh604 的
上游是一段 568 bp 非编码序列，与 Streptomyces sp．

FXJ7. 023 的非编码序列相似性为 85%，该非编码序
列的上游为编码半胱氨酸合酶的 816 bp 部分序列，

与 Streptomyces sp． FXJ7. 023 中半胱氨酸合酶的相
似性为 93% ;fdh604 的下游有一段编码保守假定蛋
白的 845 bp 序列，与 Streptomyces sp． FXJ7. 023 的假
定蛋白相似性为 89%。这 4 段已知序列可能属于
某个活性卤化物生物合成基因簇，为推测 FDH604

的作用底物提供了一定的实验依据。

基于 fdh604 编码的氨基酸序列(FDH604)与已
完成卤化产物鉴定的卤化酶构建系统发育树 (图
5)，发现 FDH604 和参与合成糖肽类化合物的卤化
酶聚成一簇，而且 Bootstrap 支持值高达 100%，提示
FDH604 可能参与类似化合物的合成。而其他类型
卤化物，包括聚酮-类萜杂合类、烯二炔类、大环内酯
类以及吡咯类等，其对应的卤化酶并没有在进化树
上呈现明显的分类聚集。

尽管多个糖肽类化合物的生物合成基因簇已发
表，但其卤化酶催化特征以及结构均尚未见报道。

鉴于 FDH604 与糖肽类化合物的卤化酶都属于非色
氨酸 FADH2-依赖型卤化酶，而这种卤化酶中只对

CmlS［18］和 CndH［19］的序列与晶体结构特征进行了
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图 3． Streptomyces sp． 604F 的卤化物 LC-Tof MS 图谱
Figure 3． A: Liquid chromatography (LC) spectrum of extracts from Streptomyces sp． 604F fermentation，showing halometabolites

in three graphs ( black arrow) ; B: Time-of-flight mass spectrometry (Tof MS) spectrum of halometabolites separated by LC from

Streptomyces sp． 604F ( black arrow) ．
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图 4． hiTAIL-PCＲ 扩增 fdh604 及侧翼部分基因序列示意图
Figure 4． Scheme showing amplification of fdh604 full sequence and its flanking sequences via hiTAIL-PCＲ． USP1-3 and DSP1-3 are primers

for hiTAIL-PCＲ; CysS，cystein synthase; uks，unknown sequence; ncs，non-coding sequence; FDH，flavin-dependent halogenase; HP，

hypothetical protein．

图 5． FDH604 与参与合成代表性活性化合物的卤化酶氨基酸序列系统发育树
Figure 5． Neighbor-joining tree based on amino acid sequences showing phylogenetic relationship between FDH604 and published halogenases involved

in synthesizing underlined halometabolites． GenBank accession numbers are given in parentheses． FDH604 ( in boldface) shows high homology with

halogenases involved in glycopeptides biosynthesis ( in black box) ． Numbers on nodes correspond to bootstrap values． Scale represents a 20%

difference in sequence．
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图 6． FDH604 与非色氨酸卤化酶 CmlS、CndH 的序列比对
Figure 6． Multiple alignment of FDH604 and non-tryptophan halogenases CmlS (GenBank No． AAK08979; 30% sequence identity) and CndH

(GenBank No． CAQ43074; 47% sequence identity) ． Highly conserved regions are underlined，including domains GGGxxG and GWxWxIP．

Highly conserved residues catalyzing halogenation，i． e．，Glu (E)，Lys (K)，and Asp (D) are in black box．

深入研究。将 FDH604 序列与这两个卤化酶序列比
对分析(图 6)，发现它们的 N-端序列相似性较高，
C-端序列存在明显差异。在 N-端序列中，FDH604
除了含有 FADH2-依赖型卤化酶的两个保守基序
(GGGxxG 与 GWxWxIP)外，也包含在 CmlS 和 CndH
中为卤化活性位点的保守残基 K81，和作为广义酸
参与催化的保守残基 E53，以及共价结合辅助因子

FAD 的 8ɑ 碳原子的高度保守残基 D293 ［18 － 19］。

3 讨论

从生物合成途径来看，海洋放线菌产生的次生
代谢产物主要是聚酮类化合物和非核糖体肽类化合
物，分别由羧酸和氨基酸单体连续缩合而成，是复杂
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天然药物中的两大重要家族，其合成机制是通过
PKS 和 NＲPS 这两类酶系统介导的。已有报道以
PKS I、PKS II 及 NＲPS 作为指示基因可快速分析微
生物产次生代谢产物的潜力，如 Christiansen 等［20］

根据肽合成酶的氨酰腺苷酸化结构域的保守区设计
简并引物进行 PCＲ 筛选，从 146 株待筛菌株中获得
109 株具有产蓝藻肽潜力的阳性菌株。本研究中
Streptomyces sp． 604F 同时具有 PKS I、PKS II 及
NＲPS 基因，表明该菌株有编码产生聚酮类和多肽
类次级代谢产物的基因基础，并可能通过不同杂合
形式的 NＲPS-PKS 介导合成更为复杂的次级代谢产
物。另外，该菌株具有较强的抗白色念珠菌能力，进
一步表明其作为分离活性次级代谢产物具有良好的
前景。

通过 PKS 和 NＲPS 生物途径合成的化合物往往
需要经过后期修饰酶的结构修饰，如环化、卤化、糖
基化等，才能最终形成有生物活性的化合物。且鉴
于海洋微生物是活性卤化物的重要来源［7］，本研究
通过 LC-Tof MS 技术初步检测 Streptomyces sp． 604F
的发酵粗提液中含有多个卤化物，表明该菌株具有
产卤化物的能力，以及拥有编码卤化酶的基因。通
过克隆和分析卤化酶基因，能建立起基因与卤化物
之间的对应关系，并协助克隆整个生物合成基因簇。

从系统发育树分析，FDH604 与参与合成糖肽
类 化 合 物［21 － 22］ 的 卤 化 酶 近 缘，与 其 中 的
Complestatin 合成卤化酶 ComH 序列相似性最高，为
58%。由于催化产生同类卤化物的卤化酶往往具有
序列上的相似性，例如参与合成糖肽类卤化物
Balhimycin［23］、万古霉素［22］等的卤化酶彼此具有较
高相似性(95% )。因此，推测 FDH604 可能催化产
生糖肽类化合物。但在 LC-Tof MS 初步分离得到的
卤化物中，没有找到糖肽类化合物，可能原因如下:
一方面此次分离鉴定为初步探索，很多化合物还有
待继续分离鉴定，另一方面由于基因表达沉默、培养
条件及产物提取分离方案的不同等因素，可能会导
致从同一菌株分离到的天然产物种类不同，因此并
没有得到推导的糖肽类化合物。这正好说明在分离
鉴定化合物时，如果基于卤化酶能推测化合物的信
息，将增加产物分离提取和鉴定的目的性和导向性。

另外，卤化酶具有底物特异性，卤化酶序列相似
性越高，则其各自作用的底物结构越相似［10］。
ComH［21］氯化对羟基苯甘氨酸，该氨基酸参与构成

Complestatin 的六肽骨架，由此推测 FDH604 卤化的
底物可能与对羟基苯甘氨酸结构类似。FDH604 和
糖肽类化合物的卤化酶均属于非色氨酸 FADH2-依
赖型卤化酶，这种卤化酶需要底物结合在特定的载
体蛋白上，才能识别并卤化底物。例如糖肽类化合
物 Balhimycin 的卤化酶 BhaA 并不能催化游离的底
物 β-羟基酪氨酸，该底物必须结合到载体蛋白(位
于 NＲPS 中的硫醇化结构域)上活化后其苯酚环上
的 C 原子才能被 BhaA 卤化，且卤化反应发生在
OxyA /B /C 催化的环化反应之前［23］。因此，克隆得
到 FDH604 后，并不能直接针对推导的底物进行催
化活性测试，需要解析整个生物合成基因簇。

从生物合成基因簇分析，糖肽类化合物的生物
合成基因簇排布具有一定的保守性，其卤化酶基因
上下游一般紧接 P450 单加氧酶基因和糖基转移酶
基因［22］，然而 fdh604 的上下游序列并不编码 P450
单加 氧 酶和糖基 转 移 酶，而 与 Streptomyces sp．
FXJ7. 023 的已测序片段(基因登录号 JX306680)十
分 相 似。 因 此， FDH604 和 Streptomyces sp．
FXJ7. 023 的卤化酶参与合成的卤化物可能类似，且
推测属于新的糖肽类化合物，但在后者尚未见报道
相应的卤化物。对此，我们将分离鉴定相应的产物。

根据 Streptomyces sp． 604F 的卤化酶基因克隆
与分析，表明 FDH604 具有一定的新颖性，且推测出
该菌株具有产新的糖肽类化合物的潜力，值得进一
步克隆生物合成基因簇、分离鉴定目的卤化物，并增
加抗菌和抗肿瘤活性分析。该研究也表明基于基因
的快速分析，不仅能有效分析菌株产活性产物的潜
力，而且对分离鉴定产物具有导向作用。

致谢:感谢中国水产科学院东海水产研究所樊成奇
研究员提供菌株 604F 的卤化物 LC-Tof MS 检测信
息。
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Cloning and analysis of a halogenase gene of Streptomyces
sp． 604F from the Arctic Ocean

Ｒuiqin Chen1，2，Li Liao2，Xiaohua Zhang3，Bo Chen1，2*
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2 SOA Key Laboratory for Polar Science，Polar Ｒesearch Institute of China，Shanghai 200136，China
3 College of Marine Life Sciences，Ocean University of China，Qingdao 266003，Shandong Province，China

Abstract:［Objective］ To clone a halogenase gene from halometabolite-producing Streptomyces sp． 604F to facilitate
identification of potential halometabolites and its biosynthetic gene cluster． ［Methods］We used agar block method to
detect the antimicrobial activity of Streptomyces sp． 604F． We further amplified the conserved regions of type I polyketide
synthase (PKS I)，type II polyketide synthase (PKS II) and nonribosomal peptide synthetase (NＲPS) encoding genes by
degenerative PCＲ． We detected halometabolites in fermentation extracts of Streptomyces sp． 604F analyzed by liquid
chromatography-time of flight mass spectrometry ( LC-Tof MS ) ． Next，we amplified halogenase gene fragment from
Streptomyces sp． 604F by using degenerative primers targeting reduced flavin adenine dinucleotide ( FADH2 ) -dependent
halogenase genes． Finally，we cloned the full halogenase gene and its flanking sequences through high-efficiency thermal
asymmetric interlaced PCＲ (hiTAIL-PCＲ) ． ［Ｒesults］Streptomyces sp． 604F showed promising antifungal activity against
Candida albicans ATCC 10231，and its genome contained genes encoding PKS I，PKS II，NＲPS and a halogenase with
1443 bp． The halogenase is a new non-tryptophan halogenase，and most closely related to halogenases catalyzing the
chlorination of glycopeptides． ［Conclusion］ Streptomyces sp． 604F possessed a new non-tryptophan halogenase，which
may be involved in halogenation of glycopeptide-like metabolites． The cloning and analysis of this halogenase have
provided guidance for searching target halometabolites，and laid the foundation for obtaining the biosynthetic gene cluster．
Keywords: halogenase，actinomycetes，Arctic
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