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摘要： 多杀菌素是在刺糖多胞菌发酵液中提取的一种大环内酯类生物杀虫剂，它对靶标昆虫具有独特的

快速触杀和摄食毒性，兼具化学农药的速效性和生物农药的安全性，具有低残留、快速降解等优点。本

文介绍了多杀菌素的生物合成途径和体外合成方法，对随机诱变、代谢工程定向改造等刺糖多孢菌工业

菌株育种方法进行了介绍，对多杀菌素在异源宿主中的合成进行了讨论。
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刺糖多胞菌(Saccharopolyspora spinosa)是最

初由礼来公司的化学家从一个废弃的酿酒场分离

出的一种土壤放线菌，多杀菌素是在刺糖多胞菌

发酵液中提取的一种大环内酯类生物杀虫剂[1]。

多杀菌素(Spinosad)包含多种结构类似的组分，

其主要活性成分是组分A  (Spinosyn  A)和组分D

(Spinosyn  D) [ 2 ]，组分A约占85%，组分D约占

15%。多杀菌素组分A和组分D的结构如图1所

示 [3]，组分A与组分D的差异在于C6上的取代基

R，组分A上连接的是甲基，组分D上连接的

是氢。

多杀菌素对靶标昆虫具有独特的快速触杀和

摄食毒性，可以有效防治小菜蛾、甜菜夜蛾等多

种鳞翅目害虫，而对哺乳类、鸟类等几乎没有毒

性[4]。相比于其他杀虫农药，多杀菌素兼具化学

农药的速效性和生物农药的安全性，具有低残

留、快速降解等优点。多杀菌素继1999年获得美

国“总统绿色化学品挑战奖”后，2008年其衍生物

乙基多杀菌素再一次获得该奖[5]。多杀菌素类杀

虫农药的市场份额在2012年就已经高达4亿多美元

(包括多杀菌素2.6亿美元以及乙基多杀菌素1.65亿

美元)[6]。

目前，多杀菌素仍由刺糖多孢菌通过有氧发

酵进行生产。但由于刺糖多孢菌发酵单位产量

低、副产物多、提取步骤复杂、产品收率低等因

素导致其生产成本较高，制约了多杀菌素的推广

应用。市场上销售的多杀菌素产品及原料药基本

都是美国陶氏益农公司的产品，国内多杀菌素原

料药的生产还无法与之竞争。本文主要对多杀菌

素的合成途径、育种方法等进行了介绍。
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1    多杀菌素的合成

1.1    多杀菌素的生物合成途径

合成多杀菌素的基因簇共有23个基因，长约

80 kb (图2)[7–8]。其中spnA、spnB、spnC、spnD、

spnE基因是聚酮合酶(Polyketide  Synthase，
PKS)的基因，负责合成大环内酯骨架。spnJ、
spnM、spnF、spnL基因负责修饰大环内酯糖苷配

基。spnG、spnH、spnI、spnK基因负责鼠李糖基

团的连接和甲基化。spnO、spnN、spnQ、spnR、

spnS、spnP基因负责合成和连接福乐糖胺基团。

多杀菌素基因簇上除了上述基因外还有其他几个

开放阅读框(Open  Reading  Frame，ORF)，包括

ORF-L15、ORF-L16、ORF-R1、ORF-R2等，这

些开放阅读框与多杀菌素的合成无关。而与鼠李

糖合成相关的gtt、gdh、kre、epi基因不在基因簇

上，存在于刺糖多孢菌基因组上的其他位置。

虽然多杀菌素的生物合成途径早已阐述清

楚，然而多杀菌素生物合成中的一些修饰步骤的

详细机理是最近才弄清，如不同的酶在多杀菌素

合成中的作用，催化反应的顺序等，且发现许多

基因的功能与它们最初被注释的功能不同[9]。多

杀菌素的生物合成包括大环内脂的合成和修饰，

鼠李糖及福乐糖胺的合成与连接等环节。首先是

聚酮链的生物合成，合成途径如图3所示[10]。开始

是在起始单元丙酸上逐步缩合和修饰酰基前体，

按照A-A-P-A-A-A-A-A- A-A(A-乙酰，P-丙酰)的
顺序添加10个酰基，形成线性的聚酮链，然后再

环化。PKS包含1个装载模块(Loading Module)和
10个延伸模块(Elongation Module)，这些模块的基

因按顺序头尾相连，分属5个同一转录方向的基因

spnA、spnB、spnC、spnD、spnE，全长约56 kb。
PKS的第1个基因spnA编码装载模块和第1个延伸

模块，这个延伸模块编码的功能域有：酮酰合成

酶 ( K e t o a c y l s y n t h a s e，K S )、酰基转移酶

(Acyltransferase，AT)、酮还原酶(Ketoreductase，
KR)和酰基载体蛋白(Acyl Carrier Protein，ACP)；
第2个基因spnB编码第2个延伸模块，具有全套功

图 1.  多杀菌素A和D的结构

Figure 1.  Structure of spinosyn A and D.

图 2.  多杀菌素的生物合成基因簇

Figure 2.  Spinosyn biosynthetic gene cluster.
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能域KS、AT、脱水酶(Dehydratase，DH)、烯醇

还原酶(Enoylreductase，ER)、KR和ACP；第3个
基因spnC编码模块3和模块4，这2个模块具有

KS、AT、KR和ACP功能域；第4个基因spnD编码

延伸模块5、模块6和模块7，模块5包括KS、

AT、DH、KR和ACP，模块6包括KS、AT、

KR和ACP，模块7包括KS、AT、KR和ACP；第

5个基因spnE编码延伸模块8、模块9和模块10，这

3个模块均具有KS、AT、DH、KR和ACP。

spnE还编码硫酯酶结构域(Thioesterase，TE)。刺

糖多孢菌的大多数酰基转移酶(AT结构域)都只掺

入乙酰基团，但起始装载模块和延伸模块3的
AT序列中具有掺入丙酰基团的结构域，模块8的
AT结构域也类似于丙酰基团的掺入结构域，但仍

以掺入乙酰基团为主，掺入丙酰基团的比例不足

20%。当模块8掺入丙酰基团时则产生Spinosyn
D，当模块8掺入乙酰基团时则产生Spinosyn A。

NDP-鼠李糖和NDP-二甲基福乐糖胺的合成

如图4所示[11]。负责合成鼠李糖基团的酶有4种：

TDP葡萄糖合成酶(Gtt)、葡萄糖脱氢酶(Gdh)、
3–5异构酶(Epi)和酮还原酶(Kre)。这4个酶将葡萄

糖-1-磷酸(2)转换为TDP-L-鼠李糖(6)。编码这4个
酶的基因并不在多杀菌素生物合成基因簇上，这

4个基因同时还负责细胞壁中鼠李糖的合成。从

NDP-4-酮-6-脱氧葡萄糖(4)生成NDP-二甲基福乐

糖胺(11)是由2,3-脱氢酶(SpnO)、3-酮还原酶

(SpnN)、3,4-脱氢酶(SpnQ)、转氨酶(SpnR)和二甲

基转移酶(SpnS)催化，相关基因均包含在多杀菌

素生物合成基因簇中[12–13]。

最后，合成完整的多杀菌素的途径如图5所

图 3.  聚酮环的生物合成途径

Figure 3.  Biosynthetic pathway of polyketide. LM: Loading Module; EM: Elongation Module.
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示[11]。大环内酯1从PKS的酰基转移蛋白上脱落下

来后就开始了糖基化修饰。单环中间体1首先在

SpnJ的催化下在C15位置发生脱氢反应(1→12)[14]，

这个反应促发了下一步SpnM催化的1,4-脱氢反应

(12→13)，中间体13可以在SpnF的催化下发生跨

环[4+2]-环化加成反应(13→14)。因为SpnF是目前

唯一一个被认为是催化Diels-Alder反应的酶，因

此这个反应受到了广泛关注[15–16]。C3和C14之间

形成第2个闭合五元环的Rauhut-Currier环化反应

(15→16)是SpnL催化的，这个反应发生在SpnG催

化的 T D P - 鼠李糖 6 与中间体 1 4 的连接之后

(14→15)[17]。SpnH，SpnI和SpnK是依赖S-腺苷-L-
甲硫氨酸(S-Adenosyl-L-Methionine，SAM)的甲基

转移酶。连有鼠李糖基的中间体16在SpnI的催化

下在鼠李糖的2-OH基上连接一个甲基，在SpnK的

催化下在鼠李糖的3-OH基上连接一个甲基，在

SpnH的催化下在鼠李糖的4-OH基上连接一个甲

基，从而得到拟糖苷(Pseudoaglycone) 17[18–19]。

1.2    多杀菌素的体外合成

多杀菌素高度复杂且独特的结构使其很难进

行化学合成。Evans等[20]用Diels-Alder反应第一次

对多杀菌素类化合物进行了化学全合成，但由于

没有建立严格的立体化学方法，得到的是多杀菌

素的对映异构体形式(+)-A83543A。后来，Paquette
等[20–23]成功开发出了合成天然的左旋Spinosyn A的

方法。与生物合成相比，化学合成已经开发出了

一系列成熟的方法和工具，应用化学合成方法可

以很快地开发新的化合物衍生物或类似物，而且

在合成对细胞有毒性的物质上比生物合成更有优

势。然而在其他方面，生物合成的优势更明显，

生物合成的中间体往往不用进行纯化就可以进行

下一步反应，可以实现一锅反应(One-Pot Reaction)；
生物合成往往可以避免化学合成中复杂的“保护”
和“去保护”操作；生物酶促反应的产物多数是具

有生物活性的单一消旋体，不用考虑异构体等问

题。综合考虑化学合成和生物合成的优缺点，

Kim等[10]应用化学-生物酶耦合的方法成功地在体

外合成了多杀菌素。他们首先用化学法合成了多

杀菌素的聚酮骨架大环内酯11，然后用一系列的

酶将大环内酯11合成为拟糖苷17，最后用BF3·OEt2
处理拟糖苷17和D-福乐糖胺，得到多杀菌素18。
虽然，目前这种化学-生物酶耦合的合成方法还远

远不能取代依靠刺糖多孢菌发酵来生产多杀菌素

的生物合成方法，但相关技术在未来有很好的发

展前景。而且体外构建合成途径的研究也有助于

了解多杀菌素合成途径中相关酶的催化反应的静

态反应速率，为系统代谢工程的基因改造提供指

导[24]。

2    刺糖多孢菌高产育种
2.1    诱变育种

诱变是一种经典的育种方法，在提高抗生素

等次级代谢物的产量上起到重要作用。刺糖多孢

图 4.  NDP-鼠李糖和NDP-二甲基福乐糖胺的生物合成途径

Figure 4.  Biosynthetic pathway of NDP-L-rhamnose and NDP-D-forosamine.
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菌菌种选育中常用的诱变方法有：紫外(UV)诱
变，氯化锂(LiCl)诱变，硫酸二乙酯(DES)诱变，

亚硝基胍(NTG)诱变，60Co及137Cs诱变、离子束诱

变、常压室温等离子体(ARTP)诱变等等，在实际

图 5.  多杀菌素合成途径

Figure 5.  Biosynthetic pathway of spinosyn A.
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生产中常交叉使用多种诱变方式，复合处理进行

微生物诱变选育，筛选高产菌株[25–33]。虽然传统

的诱变方法具有偶然性高、筛选工作繁杂、工作

量大、育种周期长等缺点，但仍然是提高发酵产

量、改善菌种性状的有效手段。例如，代鹏等对

多杀菌素产生菌的孢子采用紫外线、氮离子注

入、60Co-γ射线等方法进行逐步诱变，筛选得到

的高产菌株的发酵效价达到460 mg/L，是出发菌

株效价的171%[34]。梁艳等通过紫外诱变筛选出了

耐受鼠李糖前体的突变菌株，在优化发酵条件后

多杀菌素产量相比原始菌株高了286%[35]。

2.2    代谢工程定向育种

与传统的诱变育种方法相比，进行基因改造

的代谢工程方法在提高抗生素合成能力方面具有

更强的目的性和针对性。通过使用强启动子和增

加调节合成途径的限速步骤的基因拷贝数，提高

限速步骤中关键基因的表达量，解除限制步骤对

合成速度的影响，可以显著地提高抗生素的合成

能力。Madduri等[36]发现gtt、gdh、epi和kre基因不

仅负责合成多杀菌素中的鼠李糖基团，还负责合

成刺糖多孢菌细胞壁中的鼠李糖，而且gtt、gdh还

要参与福乐糖胺前体的生物合成，由于在发酵前

期拟糖苷(Pseudoaglycone)会积累，他们分析认为

福乐糖胺基团的合成可能是多杀菌素合成途径的

一个限速步骤，于是他们将克隆有gtt、gdh和kre

基因的质粒通过接合转移的方式整合到刺糖多孢

菌基因组中，增加了基因的拷贝数，实验获得的

重组子发酵后多杀菌素的产量比出发菌株提高了

2倍。Pan等[37]利用强启动子PermE*表达鼠李糖合

成基因，使得多杀菌素产量比原始菌株提高了

4倍。Tang等[38]通过表达多杀菌素基因簇中除了

spnA，spnB，spnC，spnD，spnE，ORF-L15和

ORF-L16 的所有基因后，使得多杀菌素的合成能

力提高了3.9倍。薛超友等 [ 3 9 ]分析认为spnP、

spnO、spnN、spnQ、spnR和spnS这6个基因的表

达是不足的，而且spnK表达不足造成了无用的中

间产物积累，他们用 e r m E *强启动子过表达

spnK、spnP、spnO、spnN、spnQ、spnR、spnS基

因，使多杀菌素发酵产量提高到214 mg/L，比野

生菌提高了2.6倍；他们又用ermE*强启动子过表

达gtt、gdh、kre、spnK、spnP、spnO、spnN、

spnQ、spnR、spnS基因，使多杀菌素发酵产量提

高到405 mg/L，是野生菌的5倍。由于刺糖多孢菌

通过好氧发酵生产多杀菌素，溶氧不足会导致产

量下降，罗玉双等[40]将透明颤菌血红基因(vgb)导

入刺糖多孢菌，改善了刺糖多孢菌发酵培养过程

中供氧不足的问题，增加了多杀菌素的产量。蔡

妹等[41]增加了刺糖多孢菌中的对次级代谢产物的

合成有调控作用的bldD基因的拷贝数，通过过量

表达该基因，使重组菌株的多杀菌素产量相比对

照菌株提高了1.35倍。

2.3    异源宿主表达

刺糖多孢菌无论在实验室还是在工业生产中

都存在难以操作的问题，包括菌株难以培养、生

长缓慢、产孢时间较晚、发酵周期长等，且刺糖

多孢菌自身的遗传背景也不够清楚，对其进行遗

传操作较为困难，目前在刺糖多孢菌中还难以实

现对多杀菌素合成基因表达的精确调控。解决上

述问题的方法之一就是建立一个好的外源宿主表

达系统，对多杀菌素进行异源表达，通过对异源

宿主进行代谢工程和遗传操作以实现多杀菌素的

高产。利用异源宿主表达聚酮类化合物是近年来

的一个研究热点[42]。目前尽管一些复杂的聚酮化

合物可以通过异源表达合成，但其产量往往比原

始菌株还要低很多。造成这种现象的关键限制

性因素是胞内前体供应的不足或生物合成酶的

不足 [43]。Zhang等 [44]利用线性质粒SCP1分别对

81 kb的阿维菌素基因簇和76 kb的多杀菌素基因簇

进行克隆，并导入到模式菌株S t r e p t o m y c e s
coelicolor A3上进行异源表达，然而发酵优化后只
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有阿维菌素的表达产物可以检测到。郭航等[45]提

出了异源表达多杀菌素的方法，即筛选基因组文

库中的多杀菌素基因簇的阳性克隆，并采用

RED/ET重组技术对位于不同科斯质粒的部分基因

簇进行拼接，或者使用细菌人工染色体(BAC)载
体克隆多杀菌素基因簇，最后分别将表达糖合成

基因(gtt、gdh、kre、epi)的载体和多杀菌素完整

的基因簇一起转到异源宿主。目前，多杀菌素的

完全异源表达还比较困难。

3    展望

国外公司和学术界对多杀菌素的研究已经超

过了30年，这段时间他们克服困难开发出了很多

新的技术和手段来提高多杀菌素的产量，而我国

在这方面的研究与他们还有显著的差距，至今还

没有开发出一个具有显著竞争力的工业菌株和配

套的生产工艺。合成生物学近年来发展迅速，为

我们利用代谢工程或异源表达高产多杀菌素提供

基础。随着合成生物学的发展，以及我们对多杀

菌素生物合成途径及其调控基因越来越多的了

解，我们将来可能直接设计并创建用于多杀菌素

高效合成的人工途径，实现多杀菌素的高效异源

表达，降低多杀菌素的生产成本，开发新型的农

用抗生素，提高我国生物农药的国际竞争力，促

进绿色农药在我国的推广应用。
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Abstract:  Spinosad,  extracted  from Saccharopolyspora spinosa,  one  of  the  most  successful  commercial  bio-
insecticides, is derived from a family of macrocyclic lactones. It shows excellent potent insecticidal activities, low
residue, and low environmental effect. Here, we reviewed the biosynthetic pathway of spinosad, the chemoenzymatic
method of spinosad synthesis, and the strain improvement method and the heterologous expression of spinosad.
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