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摘要：【目的】采用特征次级代谢产物生物合成的保守功能基因探针，定向分离土壤中产生特征次级

代谢产物的菌种资源，借助基因转录分析为导向的培养基优化方法，获得目标次生代谢产物。【方法】

首先，根据 5 种特征次级代谢产物保守的合成功能基因设计简并引物，定向从土壤样品中筛选、分离

并纯化菌株。然后，以 RT-qPCR 为指导开展目标产物的发酵培养基优化；最后，对菌株进行发酵，

利用多种色谱技术分离纯化目标天然产物，并结合高分辨质谱与核磁共振等技术对所获得的化合物进

行结构鉴定。【结果】从土壤中筛选得到了一株 AHBA 合酶基因和环氧化酶基因均为阳性的链霉菌菌

株(编号为 CQ01819)，根据转录分析优化发酵培养基，最终从该菌株分离纯化得到了含有 AHBA 结构

单元的丝裂霉素 C、聚醚类抗生素莫能霉素 A 和缬吲霉素。【结论】本研究通过菌株的定向分离纯化，

筛选得到了产生预期抗生素的浅紫灰链霉菌菌株 CQ01819；基于 RT-qPCR 指导的发酵培养基优化，

确定了菌株的发酵条件；获得发酵粗提物后，采用多种色谱整合技术和光谱分析策略，快速分离并鉴

定了目标产物。该研究为目标菌种资源的定向筛选、菌株的发酵条件的快速优化和化合物的定向分离

提供了较好的参考。 
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链霉菌是抗生素的主要产生者，在医药学研

究中具有重要的价值[1]。该类微生物产生的次级代

谢产物种类丰富且结构多样、复杂，如：I 型聚酮

类化合物中的大环内脂类、多烯类、聚醚类和安

莎类等[2]；II 型聚酮类化合物中的蒽环类、角蒽环

类、四环素类、xanthone 类和金霉酸类等[3]；III

型聚酮类化合物中的查尔酮类等[4]；非核糖体肽类

化合物中的多肽类和糖肽类[5]等以及核糖体肽类

化合物中的 lanthipeptide、硫肽类和 lasso peptide 等[6]；

此外，还包括了 C7N 氨基环醇类、聚酮聚肽杂合

类和寡糖磷脂类等[7]。这些次级代谢产物中的许多

成员均具有显著的抗感染、抗肿瘤、抗氧化和酶
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抑制剂等活性[8]，为人类的健康提供了有效的保

障，已成为了当前创新药物开发的重要资源[9]。在

目前使用的抗生素中，多烯类抗生素匹马霉素主

要用于食品防腐剂和抗真菌药物开发[10–11]；安莎

类抗生素利福霉素对结核杆菌有抑制作用，在临

床上被应用于肺结核的治疗[12]；以美登素为小分

子开发的抗体偶联药物也已经成功用于 HER2 阳

性乳腺癌晚期患者的治疗[13]；以阿卡波糖为代表

的氨基环醇类抗生素是治疗 II 型糖尿病的重要药

物[14]；在聚醚类抗生素中，盐霉素能与 Na+、K+

金属离子进行螯合，干扰生物膜的正常功能[15–16]，

特异性杀死上皮肿瘤干细胞[17]，莫能菌素有抗鸡

球虫病的作用，是兽用饲料的添加剂[18]。 

随着病原菌株的不断演化以及临床上抗生素

的大量使用，导致了耐药性病原菌的不断出现[19]。

寻找新型抗生素越来越迫切，具有严峻的挑战  

性[20–21]。因此，研究者们通过寻找各种资源、建

立多种新方法来开展新型天然产物的发掘。例如，

Zipperer 等从鼻腔内黏膜中分离出 Staphylococcus 

aureus，该菌可产生一种新型含噻唑烷的环肽类

抗生素 Lugdunin，能够显著抑制金黄色葡萄球菌

和粪肠球菌[22]；Brady 等将宏基因组 Cosmind 文

库在白色链霉菌 J1074 中表达，通过表型筛选获

得了一个新化合物 metatricycloene[23]；Wang 等

利用 RecET 重组系统介导的 DNA 片段线性-线

性同源重组的方法，将 Photorhabdus luminescens

染色体中生物合成基因簇实现了克隆，将其在异

源宿主中进行了表达，获得了化合物 Luminmide 

A/B[24]。 

微生物药物生物合成途径的系统解析为其产

生的天然产物新结构创制提供了新的机会[25]。同

时，大量微生物次级代谢产物生物合成基因簇的

克隆与生物合成途径的解析，验证了各种结构类

型化合物的保守功能基因[26]，这些基因涵盖了在

化合物生物合成中的模块合成基因、组装合成基

因、后修饰基因和抗性基因等[27]。正是因为这些

保守基因的存在，为定向追踪目标阳性菌株和活

性天然产物提供了可能[28]。本课题组前期在微生

物天然产物定向发掘方面积累了深厚的研究基

础，保存了根据特征化合物生物合成的保守基因

设计的多种简并引物，包括负责多烯类聚酮骨架

修 饰 的 P450 羧 化 酶 (CYP) 基 因 [29] 、 安 莎 类

3,5-AHBA 合酶基因 [30]、C7N 氨基环醇环化酶

(CYC)基因、聚酮骨架特殊延伸单元的酰基辅酶 A

还原酶(ADH)基因[31]和聚醚类的环氧化酶(ES)基

因等[32]。本研究定向地从重庆市慕江县老瀛山白

云观的土壤中进行了放线菌的定向分离，从中筛

选出一株 AHBA 合酶基因和环氧化酶基因均为阳

性的浅紫灰链霉菌 CQ01819。同时，对该菌株进

行了基因转录分析指导的培养基优化，通过大量

发酵和化合物的定向分析，获得了丝裂霉素 C、

莫能菌素 A 和缬吲霉素三种不同类型的化合物。

本文对该菌株的定向分离鉴定、培养基的快速优

化以及化合物的定向分离纯化和结构鉴定进行了

报道。 

1   材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品的采集：土壤样品于 2017 年 8 月 16

日 采 集 于 重 庆 市 慕 江 县 老 瀛 山 白 云 观 (28°59'  

5.55'' N，106°44' 20.47'' E，海拔 945 米)，样品采

集后 24 h 内冷藏并空运至实验室，进行分离培养。 

1.1.2  主要生化试剂及仪器：乙酸乙酯、三氯甲

烷、甲醇、乙醇和异丙醇购自国药集团化学试剂
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股份有限公司；乙腈购自安捷伦公司；氘代甲醇

购自 SIGMA 公司；细胞研磨仪 Precellys®24 购自

Bertin Technologies 公司；恒温振荡摇床 ZQZY- 

70BS 为上海知楚仪器有限公司生产；电子天平

BSA3202S-CW 为 Sartorius 公司生产；旋转蒸发仪

Rotavapor R-210 购自 BUCHI 公司；生化培养箱

LRH-250A 购自韶关市泰宏医疗器械有限公司；高

速 离 心 机 CR21G III 为 Hitachi 公 司 生 产 ；

NanoDrop 2000 超微量核酸定量仪购自 Thermo 

Fisher Scientific 公司；超净工作台 ZHJH-C1115C

购自南京远拓科学仪器有限公司；荧光定量 PCR

仪 QuanStudio® 3 购自 Thermo Fisher Scientific 公

司；采用 Agilent 1260 Infinity 高效液相色谱仪进

行化合物的分析；化合物的精确分子量在 Agilent 

G6540 Q-TOF 上 进 行 测 定 ， 核 磁 数 据 在 德 国

Bruker 公司的 Avance III 600 MHz 核磁共振仪上

进行采集。 

1.1.3  培养基和试剂：TSBY 液体培养基：胰胨

豆汤粉 30 g，蔗糖 103 g，酵母提取物 5 g，加蒸

馏水至 1 L，调节 pH 值至 7.2–7.4，121 °C 灭菌

20 min。 

YMG 培养基：酵母提取物 4 g，麦芽提取物

10 g，葡萄糖 4 g，加蒸馏水至 1 L，调节 pH 值

至 7.2，115 °C 灭菌 20 min。固体培养基添加 2.0%

琼脂。 

NK 液体培养基：玉米粉 10 g，可溶性淀粉

20 g，黄豆饼粉 10 g，K2HPO4 0.2 g，NaCl 3 g，

NH4Cl3 3 g，加蒸馏水至 1 L，调节 pH 值至 7.2，

121 °C 灭菌 20 min。 

M 液体培养基：葡萄糖 15 g，淀粉 5 g，NaCl 

5 g，酵母提取物 5 g，CaCO3 3 g，加蒸馏水至 1 L，

调节 pH 值至 7.2，115 °C 灭菌 20 min。 

J 液体培养基：糊精 40 g，玉米浆 30 g，麦芽

提取物 10 g，蔗糖 10 g，(NH4)2SO4 1g，CaCl2 10 g，

加蒸馏水至 1 L，调节 pH 值至 7.2，115 °C 灭菌

20 min。 

H 液体培养基：酵母提取物 10 g，玉米淀粉   

5 g，葡萄糖 5 g，甘油 40 g，K2HPO4 0.5 g，

FeSO4·7H2O 0.2 g，加蒸馏水至 1 L，调节 pH 值

至 7.2，115 °C 灭菌 20 min。 

17 号液体培养基：葡萄糖 10 g，黄豆饼粉   

30 g，玉米浆 10 g，甘油 5 g，蔗糖 10 g，NaCl 5 g，

MgCl2 0.2 g，加蒸馏水至 1 L，调节 pH 值至 7.2，

115 °C 灭菌 20 min。 

溶菌酶溶液：0.3 mol/L 蔗糖，25 mmol/L Tris-Cl 

(pH 值为 8.0)，25 mmol/L EDTA (pH 值为 8.0)，

0.02%溴甲酚绿，RNase (热处理过) 50 μg/mL，加

入终浓度为 2 mg/mL 的溶菌酶溶解。 

1.2  菌株分离与培养 

将 90 mL 无菌水倒入 250 mL 无菌三棱瓶中，

在超净工作台中加入 10 g 土壤样品，在振荡器上

充分振荡 10 min 后静置 15 min，收集土壤悬液，

然后梯度稀释 10–2–10–6 倍，各取 100 μL 稀释液分

别均匀涂布到终浓度为 0.25 mol/L 重铬酸钾的

YMG 固体培养基上，30 °C 培养 7 d，挑取具有不

同菌落形态特征的单个菌落，采用平板划线法，

重复分离纯化，获得目的菌株。 

1.3  放线菌总 DNA 的少量快速提取方法 

将分离纯化后的菌株在 YMG 固体培养基上

30 °C 培养 5 d 后，刮取少量新鲜菌体于 1.5 mL 离

心管中，加入 500 μL 2 mg/mL 的溶菌酶，上下颠

倒混匀后在 37 °C 恒温水浴锅中放置约 30 min，

再加入 50 μL 2%的 SDS 溶液，缓慢混匀至黏度显

著下降。接着加入 250 μL 苯酚/氯仿，充分混匀后
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12000 r/min 离心 5 min，取 500 μL 上清至新的  

1.5 mL 离心管，加入 0.1 倍体积的 3 mol/L 醋酸钠

溶液，混合后加入 1 倍体积的异丙醇，混匀后室

温放置 5 min，将呈絮状沉淀的 DNA 挑出，并用

70%乙醇洗涤 2 次后待乙醇完全挥发，加入 50 μL

无菌水溶解离心管底部的 DNA，置于–80 °C 保存

备用。 

1.4  目的菌株的 PCR 定向筛选与测序 

利用 AHBA 类、C7N 氨基环醇类、多烯类、

聚醚类以及含有甲氧基丙二酰-ACP 特殊延伸单

元的 5 对简并引物(表 1)，采用 PCR 的方法，对所

获得的菌株进行系统筛选。其中，AHBA 合酶基

因用利福霉素产生菌 Amycolatopsis mediterranei 

S699 作为阳性对照，预期 PCR 产物大小为 0.63 kb；

CYC 基 因 用 井 冈 霉 素 产 生 菌 Streptomyces 

hygroscopicus 5008 作为阳性对照，预期 PCR 产物

大 小 为 0.4 kb； CYP 基 因 用 两性 霉 素 产生 菌

Streptomyces nodosus 作为阳性对照，预期 PCR 产

物 大 小 为 0.35 kb ； ES 基 因 用 盐 霉 素 产 生 菌

Streptomyces albus XM211 作为阳性对照，预期

PCR 产物大小为 0.9 kb；ADH 基因用含有安丝菌

素产生菌 Actinosynnema pretiosum ATCC 31280 作

为阳性对照，预期 PCR 产物大小为 0.5 kb。 

此步 PCR 反应采用翊圣公司的 2×Hieff™ 

PCR Master Mix(With dye)，50 μL 反应体系：

2×Hieff™ PCR Master Mix 25 μL，上、下游引物

各 2 μL，50% DMSO 5 μL，基因组 DNA 1 μL，蒸

馏水补齐至 50 μL。扩增条件为 95 °C 5 min；95 °C 

30 s，65 °C 30 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C   

10 min，4 °C 保存。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳检测后，切胶回收纯化，然后送至派森诺公司

进行测序。 

 

表 1.  用于菌株定向筛选的简并引物及本实验中其他引物 

Table 1.  Degenerate primers for strain screening and other primers in this work 

The name of conserved genes Primers Sequences (5′3′) Source

3-amino-5-hydroxybenzoate (AHBA) synthase 
AHBA-F 
AHBA-R 

CCSGCCTTCACCTTCATCTCCTC 
AYCCGGAACATSGCCATGTAGTG 

[30] 

Cyclase (CYC) 
CYC-F 
CYC-R 

AAGACMGGBGTSAAC 
ACSGCCTCGCCGTGCAG 

Our lab

Cytochrome P450 hydroxylase (CYP) 
CYP-F 
CYP-R 

GGATCGGCGACGACCGSVYCG 
CCGWASAGSAYSCCGTCGTACTT 

[29] 

Epoxidase (ES) 
Epo-F 
Epo-R 

GTSACCGTSRTSGAVCGIGA 
GCTCATSCCRTGSCCGT 

[32] 

Acyl-CoA dehydrogenases (ADH) 
ADH-F 
ADH-R 

CAGGGCATGGCCGCSTGGACSGT 
GCAGGCGCGCAGGATSCCSACRCA 

[31] 

Purpose    

Primers for 16S rRNA PCR analysis 
27 F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

[33] 
1492 R ACGGCTACCTTGTTACGACT 

Antisense primer for RT-qPCR analysis 

AHBA-FF GGCTCCAACTACCGCATGAA 

This 
work 

AHBA-RR ATGGCCATGTAGTGGGAGTG 

Epo-FF CCCTCGAAGAGGACGTGGT 

Epo-RR 
hrdB-FF 
hrdB-RR 

ATCCAGCGGCCGCCCTCGAT 
CATGTCTTCATAAGCCCATG 
TGCCACAGACTTGAGACTC 
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1.5  菌株 CQ01819 菌种鉴定 

1.5.1  菌株 CQ01819 的 16S rRNA 序列扩增与测

序：挑取少量该菌株新鲜的菌体提取基因组 DNA

作为 PCR 反应模板，使用细菌 16S rRNA 通用引

物 27 F 和 1492 R(表 1)进行 PCR。此步所用高保

真 DNA 聚合酶为 Vazyme 公司的 Phanta® Max 

Super-Fidelity DNA Polymerase，配制 50 μL PCR

反应体系：2 × Phanta® Max Buffer 25 μL，dNTP 

Mix 2 μL，上、下游引物各 2 μL，50% DMSO 5 μL，

基因组 DNA 1 μL，Phanta® Max Super-Fidelity 

DNA Polymerase 1 μL，蒸馏水 12 μL。扩增条件

为 95 °C 5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C    

1.5 min，30 个循环；72 °C 10 min，4 °C 保存。PCR

产物预期大小为 1.5 kb，经 1%琼脂糖凝胶电  

泳检测后，切胶回收纯化，送至派森诺公司进行

测序。 

1.5.2  菌株 CQ01819 系统发育树的构建：得到测

序成功的序列后，手动删除序列头尾质量不佳的

部分，使用 DNAMAN 软件对测序结果进行拼接，

利用 NCBI 网站下载 GenBank 相似性较高的菌株

序列，使用 ClustalX 进行多序列对比，基因序列

之间遗传距离通过 MEGA 7.0 计算完成，采用

Neighbor-Joining (NJ)法[34]构建系统发育进化树，

用 自 展 法 (Bootstrap)进 行 检 验 ， 自 展 数 据 集 为

1000 次。 

1.6  细胞破碎法提取菌株 CQ01819 总 RNA 

将甘油保存的链霉菌孢子悬液接种至 25 mL 

TSBY 液体培养基中，在 30 °C、220 r/min 的恒温

摇床中培养 24 h，制备种子菌液。按 1/25 的接种

量分别将种子菌液接种到 5 种不同的发酵培养基

中，于 30 °C、220 r/min 的恒温摇床中培养 72 h。

取 1 mL 发酵液，4 °C 离心 5 min 收集菌体，加入

少量直径为 1 μm 玻璃珠后，取 1 mL 的 Redzol 溶

液将菌体悬浮，在振荡细胞破碎仪上将其破碎，

最后于冰上放置 5 min。加入 200 μL 氯仿混匀，

在 4 °C 低温下 12000 r/min 离心 15 min。吸取 900 μL

上清转入新的 1.5 mL 管中，加入 200 μL 无水乙醇，

上下颠倒混匀后将溶液加入预先准备好的离心柱

中，冰上静置 3 min，4 °C、12000 r/min 离心 1 min，

弃掉收集管中的液体。用 600 μL 缓冲液洗涤 2 次，

弃去收集管中的液体，再离心 2 min，最后放在超

净工作台中吹干。取 50 μL DEPC 处理的水进行溶

解，再将离心柱 12000 r/min 离心 1 min，重复 2

次。取 2 μL 样品经 1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA

完整性，其余样品于–80 °C 冰箱保存备用。 

1.7  RT-qPCR 导向的培养基优选 

将提取的总 RNA 反转录为 cDNA，此步通过

Fermentas 公司的 RevertAidTM H Minus First Strand 

cDNA Synthesis Kit 说明书上的步骤来完成。 

接下来用已合成的 cDNA 进行 qPCR，所用试

剂盒是 Fermentas 公司的 MaximaTM SYBR Green/ 

ROX qPCR Master Mix (2×)。反应体系共 20 μL，

其中包括 cDNA 5 μL，上、下游引物各 1 μL，

2×qPCR Master Mix 10 μL，蒸馏水 3 μL。上述体

系配好后，在 QuanStudio® 3 仪器中进行 qPCR 扩

增。运行程序为：50 °C 2 min，95 °C 10 min；95 °C 

15 s，60 °C 20 s，72 °C 20 s，40 个循环；4 °C 保

存。取 3 μL PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检

测不同培养基中目的基因的转录情况，进行培养

基优选。 

1.8  菌株 CQ01819 的大量发酵 

将分离纯化完成的菌株接种于 30 mL TSBY

液体培养基的 250 mL 三棱瓶中，在 30 °C、220 r/min

的恒温摇床里培养 1 d，得到种子液。将种子液按
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照 1/25 的比例接种至装有 400 mL M 液体发酵培

养基的 2 L 三棱瓶中，共发酵 8 L，同样条件下发

酵 4 d。 

1.9  化合物的分离纯化 

8 L 发酵液离心后，将上清菌液用等体积乙酸

乙酯萃取 3 次，萃取液在旋转蒸发仪中进行浓缩，

获得发酵液提取物约 2 g。 

将发酵液提取物经 MCI 柱分离，用纯水、水- 

甲醇(7:3)、水-甲醇(1:1)、水-甲醇(3:7)、甲醇流动

相顺序洗脱，得到 4 个组分(P1–P4)。其中 P3 经

硅胶柱层析，用三氯甲烷-甲醇(25:1)，三氯甲烷-

甲醇(9:1)洗脱，得到 2 个馏分(L1 和 L2)。L2 经

过凝胶 Sephadex LH-20 柱层析，用甲醇洗脱得化

合物 1 (4 mg)。P4 经正向硅胶柱层析，用三氯甲

烷-甲醇(100:3)洗脱，得粗样 120 mg。然后，用

Agilent 1260 Infinity 高效液相色谱仪进行化合物

分离条件摸索，流动相为：乙腈-水(1‰的甲酸)，

流速：0.5 mL/min，均采用全波长扫描。HPLC 洗

脱条件：0–5 min 时 15%乙腈洗脱，6–35 min 时

10%–95%乙腈梯度洗脱，36–45 min 时 15%乙腈洗

脱。最后，经 HPLC 制备，洗脱得化合物 2 (5 mg)

和化合物 3  (3 mg)。将得到纯化的化合物用

Agilent G6540 Q-TOF 高分辨质谱仪测定单体化合

物的分子量，在 Avance III 600 MHz 核磁共振仪上

采集化合物的核磁数据。 

2  结果和分析 

2.1  放线菌菌株的分离纯化 

首先，对不同稀释度的土壤样品进行菌落的

计算，确定了 2×10–5 倍稀释浓度可以长出较均匀

分散的菌落。然后，将稀释后的土壤样品均匀涂

布在含有 0.25 mol/L 重铬酸钾的 YMG 固体培养基

上。3 d 后菌落开始慢慢长出，培养 7 d 后，培养

基上长出了形态各异的菌落。最后，挑取放线菌

单克隆，采用平板划线法对长出的菌落进行重复

分离纯化，直至获得纯化培养的菌株。 

2.2  放线菌菌株的定向筛选 

制备纯化培养菌株的总 DNA 样品，选取 5

种不同抗生素生物合成途径中的保守基因探针，

分别为：(1) 多烯类抗生素中的 P450 羧化酶(CYP)

编码基因，(2) 含有 AHBA 结构单元的抗生素中

的 AHBA 合酶编码基因，(3) C7N 氨基环醇类抗

生素中的环化酶(CYC)编码基因，(4) 含有甲氧基

丙二酰-ACP 特殊延伸单元的抗生素中的酰基辅

酶 A 还原酶(ADH)编码基因，(5) 聚醚类抗生素

中环氧化酶(ES)的编码基因，对分离到的菌株进

行定向筛选。如图 1 所示，编号为 CQ01819 的菌

株在使用 AHBA 合成酶和聚醚类抗生素的环氧化

酶编码基因的引物探针 AHBA-F/R 和 Epo-F/R 时，

均获得了阳性的 PCR 结果，条带大小分别为  

0.63 kb 和 0.9 kb，其他引物探针的 PCR 均呈现了

阴性结果。将 PCR 产物进行回收后，进行序列  

测定。 

因为该部分 DNA 序列编码了蛋白含有保守

结构域的氨基酸残基，所以将测序后得到的 DNA

序列在 NCBI 网站进行 BLASTX，收集同源性较

高的蛋白序列构建系统进化树(图 2 和图 3)，进一

步确定了菌株 CQ01819 中含有的 AHBA 合酶

CqnH 与丝裂霉素生物合成中的 AHBA 合酶 MitA

具有较高的同源性，环氧化酶 CqnE 的序列与莫能

菌素生物合成中的环氧化酶具有较高的同源性，

表明了该菌株可能具有产生丝裂霉素和莫能菌素

的潜力。 
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图 1.  菌株 CQ01819 的 PCR 定向筛选结果 

Figure 1.  The result of PCR-directed screening of strain CQ01819. M: Marker; lanes 1 and 2 were amplified 

with primers CYP-F/R, the templates were gDNA of S. nodosus and CQ01819, the expected PCR products were 

0.35 kb; lanes 3 and 4 were amplified with primers AHBA-F/R, the templates were gDNA of A. mediterranei 

S699 and CQ01819, the expected PCR products were 0.63 kb; lanes 5 and 6 were amplified with primers 

CYC-F/R, the templates were gDNA of S. hygroscopicus 5008 and CQ01819, and the expected PCR products 

were 0.4 kb; lanes 7 and 8 were amplified with primers ADH-F/R, the templates were gDNA of A. pretiosum 

ATCC 31280 and CQ01819, the expected PCR products were 0.5 kb; lanes 9 and 10 were amplified with primer 

Epo-F/Epo-R, the templates were gDNA of S. albus XM211 and CQ01819, the expected PCR products were   

0.9 kb. 

 

 

图 2.  AHBA 合酶的系统发育树 

Figure 2.  Phylogenetic tree of AHBA synthases. 
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图 3.  环氧化酶的系统发育树 

Figure 3.  Phylogenetic tree of epoxidases. 

 

2.3  菌株 CQ01819 的鉴定 

以菌株 CQ01819 基因组 DNA 为模板，利用

细菌 16S rRNA 通用引物 27F/1492R 进行 PCR 扩

增，获得了 1.5 kb 的 PCR 产物，经胶回收纯化后

进行测序。然后，将所获得的基因序列在 NCBI

上通过 BLAST 与 GenBank 数据库的序列进行比 

对，选取同源性较高的序列，通过 MEGA 7.0 软

件的 Neighbor-joining 法[34]构建系统发育树，比

较 结 果 显 示 菌 株 CQ01819 与 Streptomyces 

lavendulae 属于同一个分枝(图 4)，因此，命名为

浅紫灰链霉菌 CQ01819 (Streptomyces lavendulae 

subsp. CQ01819)。 

 

图 4.  浅紫灰链霉菌 CQ01819 系统发育树 

Figure 4.  Phylogenetic tree of Streptomyces lavendulae subsp. CQ01819. 
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2.4  基于 RT-qPCR 指导的浅紫灰链霉菌 CQ01819

发酵培养基优选 

为了进一步考察浅紫灰链霉菌 CQ01819 对含

有 AHBA 结构单元与聚醚类化合物的产生能力，

选取了 5 种碳氮源成分差异较大的液体培养基(编

号分别为 NK、17、H、M 和 J)，利用 RT-qPCR

指导的检测方法，对该菌株的发酵培养基进行了 

优选。首先，根据所获得的 AHBA 合酶编码基因

和 ES 编码基因的序列，设计转录分析的特异性引

物。然后，将菌株发酵培养 72 h，分别制备发酵

样品的 cDNA 并进行定量。接着，考察了 2 对引

物的特异性，发现溶解曲线峰形较为单一，说明

所选用的引物特异性较好(图 5)。最后，以 hrdB

作为内参分别对这两个目标基因的转录水平进行 

 

图 5.  AHBA 合酶基因(A)和环氧化酶编码基因(B)在不同发酵条件下的转录分析结果 

Figure 5.  Transcriptional analysis of AHBA synthase (A) and epoxidase (B) encoding gene under different 
fermentation conditions. 
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了 PCR 分析，结果显示，AHBA 合酶基因以及环

氧化酶基因在 5 种不同的液体培养基发酵过程中

均有不同程度的表达，其中 AHBA 合酶基因在 17

和 M 两种培养基中的转录水平较高，而环氧化酶

基因在 NK 和 M 培养基中转录情况较好(图 5)。同

时，将获得的 PCR 产物利用琼脂糖凝胶电泳进行

检测，也得到了相同的结果(图 5)。因此，接下来

选用 M 液体培养基作为浅紫灰链霉菌 CQ01819

大量发酵的培养基。 

2.5  浅紫灰链霉菌 CQ01819 的大量发酵与粗提物

样品的制备 

将保存在–80 °C 冰箱的菌种接种于 YMG 固

体培养基上活化 5 d，再接种于含有种子培养基

TSBY 的 250 mL 弹簧瓶中，培养 24 h 后，将种子

培养液转接到装有 M 液体发酵培养基的 2000 mL

弹簧瓶中，在 30 °C、220 r/min 的条件下进行发酵，

共计发酵 8 L。4 d 后，离心收取发酵液，将上清

菌液用乙酸乙酯在室温萃取 3 次，合并萃取液，

进行减压浓缩，获得发酵液粗提物约 2 g。 

接下来将粗提物过滤，经 MCI 胶柱层析初步

分离，再经过正向柱层析、葡聚糖凝胶 LH-20 色

谱柱层析和 HPLC 对样品进行细致地分离纯化(图

6-A)，最终获得化合物 1 (4 mg)、化合物 2 (5 mg)

和化合物 3 (3 mg)。 

 
图 6.  发酵总产物及纯化样品的高效液相色谱(A)和纯化样品的高分辨质谱检测结果(B) 

Figure 6.  HPLC analysis of crude extract and purified compounds (1–3) (A) and the results of HR-ESI-MS 
analysis of compounds (1–3) (B). a: HPLC of purified compound 1; b: HPLC of purified compound 2; c: HPLC of 
purified compound 3; d: HPLC of total extract. 
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2.6  化合物结构鉴定 

化合物 1：深紫色粉末；分子式：C15H18N4O5；

HR-ESI-MS m/z: 335.1350 [M+H]+( 图 6-B) ； 1H 

NMR (Methanol-d4，600 MHz)δ：4.67(2H，dd，

J=4.4，10.59 Hz，H-13)，4.30(1H，t，J=10.9 Hz，

H-7)，4.16(2H，d，J=13.0 Hz，H-11)，3.58(2H，

dd，J=4.4，11.2 Hz，H-13)，3.48(2H，dd，J=2.0，

13.0 Hz ，H-11)，3.22(3H，s，H-15)，2.98(1H，

d，J=4.6 Hz，H-9)，2.86(1H，dd，J=1.9，4.6 Hz，

H-10)，1.75(3H，s，H-12)；13 C NMR(Methanol-d4，

125 MHz)δ：177.0(s，C-1)，151.1(s，C-2)，107.3(s，

C-3)，179.0(s，C-4)，157.4(s，C-5)，110.6(s，C-6)，

44.4(d，C-7)，104.8(s，C-8)，37.5(d，C-9)，33.5(d，

C-10)，50.8(t，C-11)，8.10(q，C-12)，63.1(t，C-13)，

159.6(s，C-14)，50.0(q，C-15)。以上数据与文献

一致[35]，确认化合物 1 为丝裂霉素 C (图 7)。 

化合物 2: 无色固体；分子式: C34H58O11；

HR-ESI-MS m/z: 643.4052 [M+H]+( 图 6-B)； 1H 

NMR (Methanol-d4，600 MHz)δ: 4.36(2H，br s，

H-5)，4.16(2H，d，J=10.8 Hz，H-5)，4.07(1H，d，

J=6.0 Hz，H-17)，3.96(1H，d，J=4.2 Hz，H-7)，

3.85(1H，br s，H-3)，3.78(1H，m，H-21)，3.73(1H，

m，H-13)，3.72(1H，m，H-26)，2.69(1H，dq，

J=13.8 Hz，6.0 Hz，H-2)，2.20(1H，m，H-18)，

2.18(1H，m，H-19)，2.02(2H，m，H-15)，2.00(1H，

m，H-4)，1.98(1H，m，H-6)，1.96(2H，m，H-11)，

1.85(2H，m，H-15)，1.84(2H，m，H-10)，1.68(2H，

m，H-14)，1.66(2H，m，H-8)，1.66(2H，m，H-11)，

1.59(2H，m，H-23)，1.58(2H，m，H-8)，1.56(1H，

s，H-30)，1.55(2H，m，H-14)，1.52(1H，s，H-31)，

1.50(2H，m，H-10)，1.33(1H，m，H-19)，1.29(2H，

m，H-23)，1.21(1H，m，H-22)，1.21(1H，d，J=6.6 

Hz，H-34)，1.12(1H，d，J=6.2 Hz，H-32)，1.12(1H，

d，J=6.2 Hz，H-33)，0.98(1H，d，J=6.4 Hz，H-34)，

0.96(1H，d，J=7.2 Hz，H-29)，0.89(1H，d，J=6.0 

Hz，H-27)，0.88(1H，d，J=6.0 Hz，H-28)；13C 

NMR(Methanol-d4，125 MHz)δ: 174.0(s，C-1)，

45.6(d，C-2)，75.1(d，C-3)，42.4(d，C-4)，67.0(d，

C-5)，35.2(d，C-6)，70.7(d，C-7)，33.7(t，C-8)，

107.5(s, C-9)，38.8(t，C-10)，33.8(t，C-11)，84.5(s，

C-12)，82.1(d，C-13)，27.0(t，C-14)，27.2(t，C-15)，

84.5(s，C-16)，86.9(d，C-17)，34.8(d，C-18)，33.7(t，

C-19)，78.2(d，C-20)，75.3(d，C-21)，32.7(d，

C-22)，36.7(t，C-23)，36.5(d，C-24)，97.5(s，C-25)，

71.5(t，C-26)，15.9(q，C-27)，16.5(q，C-28)，14.5(q，

C-29)，10.7(q，C-30)，27.2(q，C-31)，16.5(q，

C-32)，9.3(q，C-33)，8.2(q，C-34)。以上数据与

文献一致[36]，确定化合物 2 为莫能菌素 A (图 7)。 

化合物 3：无色固体；分子式：；C17H25N3O2；

HR-ESI-MS m/z: 304.2020 [M+H]+(图 6-B)；1H 

NMR(Methanol-d4，600 MHz)δ：7.64(1H，d，J=7.9 

Hz，H-5)，7.30(1H，d，J=8.1 Hz，H-8)，7.09(1H， 

 

图 7.  化合物 1–3 的化学结构式 

Figure 7.  Chemical structures of compounds 1–3. 
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s，H-10)，7.06(1H，m，H-7)，7.00(1H，m，H-6)，

4.33(1H，m，H-1)，3.60(2H，dd，J=2.7，5.4 Hz，

H-11)，3.07(1H，dd，J=14.8，5.8 Hz，H-2)，2.90(1H，

dd，J=14.6，8.6 Hz，H-2)，2.74(1H，d，J=6.3 Hz，

H-13)，2.02(3H，s，H-17)，1.82(1H，dd，J=6.8，

13.4 Hz，H-14)，0.89(3H，d，J=6.9 Hz，H-16)，

0.88(3H ， d ， J=6.9 Hz ， H-15) ； 13C NMR 

(Methanol-d4，125 MHz)δ：53.4(s，C-1)，27.9(d，

C-2)，112.3(d，C-3)，129.0(d，C-4)，119.5(d，

C-5)，119.6(d，C-6)，122.3(d，C-7)，122.1(t，C-8)，

138.1(s，C-9)，124.2(t，C-10)，64.7(t，C-11)，174.3(s，

C-12)，71.2(d，C-13)，32.3(t，C-14)，19.1(t，C-15)，

19.4(s，C-16)，34.5(d，C-17)。以上数据与文献一

致[37]，确认化合物 3 为缬吲霉素(图 7)。 

3  讨论 

放线菌产生了众多具有较强生理活性的天

然产物，成为新药发现的宝贵资源，引起了许

多研究者的关注 [38]。在这些天然产物的生物合

成过程中，含有类似或相同结构单元的成员，

在其生物合成基因簇中均具有同源性较高的功

能蛋白编码基因。因此，围绕具有开发潜力的抗

生素对环境样品中的菌株进行定向分离，可快速

获得具有产生目标结构化合物的菌株资源。本研

究基于实验室前期的积累，利用 5 种特征化合物

的保守基因的简并引物(涵盖了多烯类、安莎类、

聚醚类、聚酮特殊延伸单元类和 C7N 氨基环醇

类)，采用 PCR 检测方法，对采自重庆市老瀛山

的土壤样品中的微生物进行了定向的分离，快

速确定了浅紫灰链霉菌 CQ01819 中含有 AHBA

合酶编码基因和醚类抗生素中环氧化酶(ES)编

码 基 因 。 通 过 系 统 进 化 树分析发 现浅紫灰 链 

霉菌 CQ01819 中的 AHBA 合酶 CqnH 聚在了苯

AHBA 抗生素的分枝中，与丝裂霉素生物合成基

因簇中的 MitA(AHBA 合酶编码基因)的同源性最

高。同时，所获得的环氧化酶 CqnE 也与莫能菌素

生物合成基因簇中的环氧化酶同源性最高，这些

结果表明该菌株可能具有产生这些化合物的潜

力。此外，在对微生物药物的生物合成调控及生

物合成途径优化的研究过程中，通过基因转录水

平的评估，检测目标基因的表达情况是较为常用

的研究策略[39]。为了快速获得 AHBA 合酶基因和

环氧化酶基因表达水平较高的发酵条件，我们以

RT-qPCR 为指导，用这 2 个基因的特异性序列，

设计转录分析的引物，根据不同的发酵培养基的

转 录 分 析 结 果 ， 迅 速 优 选 了 浅 紫 灰 链 霉 菌

CQ01819 的发酵培养基。接着，对该菌株进行了

大量发酵和化合物的定向分离。最后，快速地获

得了丝裂霉素 C 和聚醚类抗生素莫能菌素 A，同

时获得一个吲哚类化合物缬吲霉素，相关的化学

结构均利用 NMR 进行了结构鉴定。 

本研究所获得的 3 个化合物均具有突出的生

物活性，丝裂霉素 C 含有氮杂环丙烷、氨基甲酸

乙酯和苯醌基团，具有显著的抗肿瘤活性。其抗

肿瘤的作用机制是丝裂霉素 C 分子中的氮丙啶与

氨甲酰基烷化形成激活态，在 DNA 小沟中形成链

间和链内交联，从而阻碍 DNA 的复制，抑制癌细

胞的分裂，临床上用于治疗包括消化道、肺癌、

颈部肿瘤和慢性白血病在内的人体多种恶性肿  

瘤[40]。莫能菌素具有离子载体功能，能够与一价

阳离子 Na+、Li+、Ag+、K+等形成络合物，在电中

性的情况下将这些阳离子转运穿过细胞膜，起到

离子的逆向运输而杀死细胞[41]，对一些病原细菌、

病毒、真菌和寄生虫等均具有较好的活性，现已

经作为治疗鸡球虫病的兽用抗生素使用。缬吲霉
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素是蛋白质激酶 C 的抑制剂，是杀鱼菌素的重要

生物合成中间体。 

综上所述，本研究利用特征化合物的保守基

因探针，快速定向地筛选目标菌株是一个发掘菌

株资源的有效策略。同时，由基因转录指导的培

养基优化是一个迅速确定菌株发酵培养基的方

法，可以为定向的化合物分离鉴定提供较好的保

障。而且，从浅紫灰链霉菌 CQ01819 所获得的次

级代谢产物结构多样，生物活性较强，具有重要

的研究价值。 
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Targeted exploration of Streptomyces lavendulae subsp. 
CQ01819 and its secondary metabolites 

Dongjin Leng1,2, Xiaojing Hu1,2, Xing Li1,2, Yixin Ou1,2, Qianjin Kang1,2*, Linquan Bai1,2, 
Zixin Deng1,2 
1 State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai 200240, China 
2 Joint International Research Laboratory of Metabolic & Developmental Sciences, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 

200240, China 

Abstract: [Objective] To obtain targeted natural products and the bacterial producers based on characteristic 
biosynthesis genes and transcription level analysis. [Methods] First, we directionally mined the secondary 
metabolites producers by 5 pair of degenerate primers according to the conserved biosynthesis genes. Then 
RT-qPCR guided fermentation medium optimization was performed. Finally, the targeted natural products were 
isolated using different chromatography technologies, and their chemical structures were identified based on High 
Resolution Mass Spectrometry (HRMS) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR). [Results] The AHBA synthase 
and epoxidase-encoding genes positive Streptomyces lavendulae subsp. CQ01819 was successfully obtained from 
soil. Targeted compounds purification led to discovering AHBA-derived mitomycin C, polyether antibiotic 
monensin A and valindolmycin. [Conclusion] Our findings provide a good example for efficiently discovering 
bacterial resource of expected natural products. 

Keywords: directional strains isolation, Streptomyces, gene transcription analysis, medium optimization, structure 

elucidation 
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