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二十四元大环内酯生物合成研究进展*

甘雨满,黄炳耀,唐振洲,林 霄,高程海**

(广西中医药大学海洋药物研究院,广西南宁 530200)

摘要:二十四元大环内酯Macrolatins对大部分革兰氏阳性菌和阴性菌具有显著抑制活性,在疾病治疗、农业病

虫害防治等领域具有潜在的应用价值。但野生菌株代谢产生的二十四元大环内酯产量较低,不利于该类化合

物的进一步研究。基于此,本文介绍了二十四元大环内酯生物合成基因簇、基因簇重构、工程菌株构建和发酵

优化方面取得的研究成果,简要分析二十四元大环内酯生物合成所面临困境以及下一步研究应该重点关注的

方向,为其进一步研究和开发利用提供参考依据。
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0 引言

  传统抗生素的无节制使用,导致病原菌抗药性问

题日益突出,挖掘新型结构、高活性的抗生素已成为

解决病原菌抗药性问题的重要手段。随着从陆地资

源挖掘新型化合物的潜力下降,人们逐渐将目光转向

海洋生物资源,种群丰富的海洋微生物将是挖掘新型

化合物的聚宝盆。海洋生境是一个复杂的生态系统,
其高盐、无光、低温(局部高温)、低营养及高压的特殊

环境孕育了海洋生物物种的多样性。物种种类优势

以及复杂的海洋环境造就了微生物独特的代谢方式,
赋予了人类从海洋微生物获取新型化合物的可能。
截至2017年,已完成分离鉴定的海洋微生物来源的

新型天然产物达1
 

490种,来源微生物集中在细菌、
霉菌、放线菌和蓝藻[1]。二十四元大环内酯化合物

Macrolactins
 

(MLNs)主要来源于海生Bacillus
 

sp.
和Actinomadura

 

sp.,包含超过32种 Macrolactin
 

(MLN)单体化合物[2]。自Fenical首次从深海芽孢

杆菌中分离鉴定 MLN
 

A-F
 

6种单体以来,MLNs
因具备抗病毒、抗肿瘤和抗病菌等多种生物抑制活性

而备受关注。MLN
 

A
 

除了可抑制 HIV外,还对哺

乳动物疱疹病毒和肿瘤细胞表现出抑制作用;MLN
 

F
 

对鲨烯合成酶具有抑制作用,可作为调控胆固醇水

平的潜在药物[3,4]。在抑菌活性方面,MLN
 

W 可有

效抑制革兰氏阳性菌和部分革兰氏阴性菌[5]。MLN
 

T不仅能够对常见病原菌耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌(Methicillin􀆼resistant
 

Staphylococcus
 

aureus)表
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现出抑制作用,而且对植物致病菌交链孢(Alternar-
ia

 

spp.)和稻瘟霉(Pyricularia
 

oryzae)也表现出较

明显的抑制效果[6]。可见 MLNs是一类具有广谱生

物抑制活性的化合物,在治疗疾病、防治农业病虫害

生物等领域具有广阔的应用潜力[7]。但野生菌株代

谢产生的 MLNs产量较低,限制了该类化合物的进

一步研究。
 

鉴于此,本文对MLNs生物合成研究现状

进行综述,包括 MLNs合成基因簇、代谢菌株遗传改

造、发酵工艺优化等,以期为 MLNs的批量生产提供

研究资料。

1 MLNs合成基因簇

  MLNs是一类聚酮化合物,是由生物体通过聚酮

合酶(Polyketide
 

Synthase,PKS)基因簇逐级缩合产

生的天然化合物。根据结构和功能的差异,PKS酶

系可分为Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型。Ⅰ型PKS是由多个模

块按线性排列而成的酶催化体系,每个模块含有一个

特有的催化结构域,常用来催化形成具有大环结构的

硫酯化合物[8];Ⅱ型PKS是一个多功能酶复合体,由
一套独立的4—6个可重复使用的酶组成,每一种酶

在重复的反应步骤中可多次催化相同的反应[9];Ⅲ型

PKS与前两种类型的明显区别是,可在不需要 ACP

的情况下直接催化泛酞辅酶A的缩合[10]。

  随着生物信息学的快速发展,生物遗传密码被不

断破 译[11]。Borriss
 

研 究 团 队 通 过 分 析 Bacillus
 

amyloliquefaciens
 

FZB42基因组,首次确认了Ⅰ型

PKS基因簇参与 MLNs合成[12]。整个基因簇大小

约54
 

kb,共由11个重复模块组成,每个模块至少包

括酰基转移酶、酮基合成酶和酰基载体蛋白3个元

件。每个元件在
 

MLNs碳骨架的合成过程中承担着

不同的生物功能:酰基转移酶负责底物的激活和运

转,酮基合成酶负责延伸聚酮链,酰基载体蛋白负责

将完成延伸2个碳原子的聚酮链运转到下一模块。

MLNs聚酮链的合成过程与脂肪酸碳骨架的合成过

程类似,具体过程如下:延伸单元丙二酰辅酶A被酰

基转移酶激活后,在酮基合成酶作用下,激活态的丙

二酰辅酶A与酰基转移酶结合的底物分子发生克莱

森(Claisen)反应,底物延伸2个碳原子;延伸产物由

酰基载体蛋白运转到下一模块的酰基载体蛋白,完成

一次二碳单元的延伸。经过11轮重复“激活、延伸、
运转”3个步骤,完成二十四元环骨架的合成(图1)。
随后,脱水酶、酮还原酶、烯醇还原酶进一步对二十四

元环骨架侧链基团进行修饰,修饰模块多样化决定了

MLNs化合物结构的多样化[13]。

图1 Macrolactin
 

A生物合成基因簇[12]

Fig.1 Macrolactin
 

A
 

biosynthetic
 

gene
 

cluster
 [12]

2 PKS基因簇多样化

  PKS基因簇根据结构和功能可分为Ⅰ型、Ⅱ型

和Ⅲ型,各类型的PKS基因簇由于序列、调控元件等

因素差异也呈现多样化状态。海洋生态系统中微生

物种类丰富,孕育着多样化的基因资源,董晓毅[14]根

据Ⅰ型PKS保守序列设计简并引物,扩增海水、沿岸

土壤、海洋沉积物等不同生境的微生物基因组,获得

多样化的Ⅰ型PKS,为挖掘新型结构的 MLNs化合

物提供理论基础。在PKS结构分析过程中,研究者

发现酮缩合酶(KS)片段可能来源于PKS􀆼NRPS杂

合基因簇,Moffitt等[15]研究表明,PKS􀆼NRPS杂合
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基因簇的KS结构域在活性半胱氨酸N􀆼末端方向的

第三个氨基酸残基被谷氨酰胺替代,突变后的KS可

以以氨基酸作为起始单元参与生物合成。据文献报

道,PKS􀆼NRPS杂合基因簇包括两种类型,一是整体

PKS模块和整体 NRPS模块相连接(介导杂合化合

物的合成),二是由PKS和NRPS的单一模块交替相

接形成杂合体[14]。由于PKS􀆼NRPS杂合基因簇的

特殊性,对PKS􀆼NRPS杂合基因簇的深入研究将有

利于新型 MLNs化合物的挖掘[16]。

  此外,陆生和海生微生物PKS基因簇也表现出

差异,宋婧文[17]对陆生和海生 MLNs代谢菌株的基

因组进行比较分析,发现海生微生物PKS基因簇启

动子区缺失25个碱基,根据 MLNs代谢水平与代谢

时间的线性关系,研究者推断这段缺失序列可能参与

MLNs合成调控。

3 人工设计PKS基因簇

  PKS各个模块按线性排列,每个模块均具有特

定的生物学功能,PKS模块重排有利于合成“人工设

计”的天然产物。在酮基合成酶作用下,激活态的丙

二酰辅酶A与酰基转移酶结合的底物分子发生克莱

森反应,底物延伸2个碳原子,通过多次的克莱森反

应完成目标化合物的碳骨架延伸,最后在硫酯酶的作

用下长链碳骨架闭环合成环形结构。可见,PKS模

块的排列顺序决定了化合物骨架的碳原子数目和结

构,同理,改变这些模块的排列顺序也可导致新化合

物的生成[18]。PKS模块这种一一的对应关系,为编

辑PKS基因簇基因(具体操作包括结构域或模块的

互换、突变、插入、删除)提供了可能。但是对PKS的

模块编辑面临不少问题[18􀆼20],一是对野生菌株而言导

入目的DNA片段具有一定挑战性,尤其是部分不可

培养或者生长极其缓慢的菌株;二是PKS基因簇具

有不易操作性,具体表现为基因簇往往太长(35-200
 

kb)、没有保守位点,以及模块重复不利于定点编辑。
针对PKS基因簇不易操作性难题,Menzella等[18]在

模块和结构域两端插入限制性酶切位点,模块间或结

构域间通过限制性酶切位点重新组合,高效获得重构

PKS基因簇(图2),接近一半的重构基因簇表现出正

常的基因簇生物学功能,并获得结构多样的化合物。

图2 PKS模块组装[18]

Fig.2 Combinatorial
 

assembly
 

of
 

PKS
 

modules
 [18]

  限制性酶切位点策略很好地解决了PKS基因簇

重构的难题,但在天然宿主菌种中表达PKS基因簇,
产量往往较低,不利于检测和后续的生物学研究。异

源表达是快速、高效表达目的基因的重要手段,常用

的异源表达宿主菌包括枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、毕
赤酵母等,这些异源宿主菌具有易于培养、遗传背景

清晰、遗传操作技术成熟等优势,便于构建异源表达

工程菌株。除此之外,PKS基因簇异源表达载体构

建需要考虑的因素包括选择具备相当容量的载体、密
码子优化等问题。目前已成功表达PKS基因簇的异

源宿主菌包括酵母菌、大肠杆菌、天蓝色链霉菌、变铅

青链霉菌、弗氏链霉菌、糖多孢红霉菌等[14]。

4 从遗传水平调控 MLNs生物合成

  从遗传水平对微生物的 MLNs合成途径进行调

控,一方面可以挖掘新型结构的 MLNs化合物,另一

方面也是提高已知 MLNs化合物代谢水平的主要手

段。高效的遗传转化手段是进行遗传操作的重要基

础,但和实验室菌株相比较,从环境中筛选获得的野

生微生物由于细胞壁构造特殊且遗传背景不清晰,适
用于实验室菌株的遗传操作技术对于其往往效率低

下。针对野生菌株重新建立一套高效的遗传操作技

术对于微生物遗传育种而言是必要的。Liu等[21]对

一株产 MLNs的海洋芽孢杆菌遗传转化参数进行优
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化,通过评价转化体系、培养基、目的 DNA去甲基

化、渗透压保护剂以及其他化学成分对海洋芽孢杆菌

遗传转化效率的影响,首次建立了海洋芽孢杆菌的高

效转化体系,转化效率可达7.1×104
 

cfu/μg质粒,为

MLNs代谢菌株遗传改造奠定了重要基础。

  Borriss研究组于2007年首次阐明了 MLNs合

成基因簇[12],但一直以来其分子调控机理并不清晰,
合成关键基因也鲜有报道,阻碍了从遗传水平定向调

控 MLNs生物合成的研究进程。MLNs合成模块

中,反式酰基转移酶负责延伸单元丙二酰辅酶 A的

运转,理论上提高丙二酰辅酶 A的运转速率有利于

提高 MLNs合成水平。刘扬等[22]过度表达反式酰基

转移酶BmmA,结果显示 MLNs
 

A的产量提高了约

0.6倍,说明丙二酰辅酶 A基因在 MLNs生物合成

过程中参与调控 MLNs代谢。改变PKS基因簇主

要元件的表达水平可调控 MLNs代谢水平,改变修

饰元件的表达水平也能影响 MLNs的代谢。Bm-
mGT1 基因负责海洋芽孢杆菌B􀆼9987的 MLNs代

谢产物的糖基化修饰,BmmGT1 基因过度表达后,非
糖基化 MLNs水平迅速降低,并获得5种糖基化的

MLNs衍生物[23]。

  MLNs生物合成过程的调控机制和主要关键基

因尚不清晰,不利于应用现代分子生物学技术构建优

良工程菌株。传统微生物育种手段,如诱变[24]、适应

性驯化[25,26]、Genome
 

shuffling[27]等,其突出优点是

不需要 对 目 标 菌 株 遗 传 背 景 有 清 晰 的 了 解。Yi
等[28]运用ARTP诱变育种技术对海洋芽孢杆菌进

行诱变,基于菌株的生长系数筛选获得优良突变菌,
其 MLNs代谢水平提高52.8%。研究者进一步对突

变菌株转录组进行研究,156个差异表达基因主要涉

及5个生物过程,包括组氨酸代谢、核黄素代谢、非核

糖体肽结构、脂肪酸降解和脂肪酸代谢。这些基因组

学研究数据为探索 MLNs代谢调控机制提供了理论

支撑,其中特别值得关注的生物途径是脂肪酸代谢,
因为细胞膜脂肪酸在提高细胞抗生素抗性方面发挥

重要作用[29,30]。MLNs是一类广谱抗生素,当其浓

度累积到一定程度后将不可避免地影响代谢菌株的

生理状态,而提高细胞膜脂肪酸浓度可能有利于高浓

度的 MLNs积累。

5 发酵优化提高 MLNs代谢水平

  野生菌株的 MLNs代谢水平低,成为制约其进

行药物开发研究的主要瓶颈。微生物培养法获得大

量目标化合物需要满足两个基本条件:获得代谢性能

优良的菌株和扩大培养。扩大培养的效果常受培养

基组分、溶氧、pH 值、温度等因素的影响,因此基于

实验结果和经济因素考虑,在开展扩大培养前需要对

培养条件进行优化。响应面法是发酵优化的常用技

术手段,在提高 MLNs产量方面也取得比较理想的

结果[31􀆼34],目前已报道的 MLNs发酵优化最高产量

为851
 

mg/L[35]。

  微生物只有进入生长稳定期才开始大量合成聚

酮化合物,然而进入稳定期后,细胞对初级代谢产物

的需求显著下降[36],此时作为初级代谢产物的中间

代谢产物丙二酰辅酶A是否与 MLNs的合成存在直

接联系,尚未明确。王明璐[34]尝试在培养基中添加

乙酸钠、丙酸钾营养成分,通过生物转化以维持胞内

丙二酰辅酶A浓度,但 MLNs产量并未受到影响,而
添加 低 浓 度 的 豆 油 则 能 明 显 促 进 MLNs代 谢。

Wang等[36]结合基因组学研究阐明豆油和聚酮化合

物合成间的直接联系,发现菌株在对数期细胞生长的

同时还积累三酰甘油(豆油主成分),进入稳定期后胞

内三酰甘油降解机制被激活,为稳定期细胞的聚酮化

合物合成提供前体化合物以及还原力。

6 展望

  MLNs具有广谱生物抑制活性,在医药和农业具

有潜在的应用前景。目前针对改善菌株 MLNs代谢

水平的相关问题已开展了部分工作,但受限于 MLNs
代谢调控机制、关键基因不清晰,菌株 MLNs代谢水

平低的局面至今仍然没有得到改善,一定程度上限制

了 MLNs的生物活性研究以及市场推广。Ⅰ型PKS
基因簇由多个模块组成,这些基因共同受一个操纵子

调控表达。因此,对操纵子的关键元件(如启动子)进
行改造,通过改造一个位点实现对整个PKS基因簇

的表达进行定向调控,这方面的研究有望进一步改善

MLNs代谢水平,也能避免PKS基因簇基因元件因

重复性而不利于遗传操作、可能涉及的多位点操作等

难题。
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Abstract:Macrolactins
 

show
 

significant
 

inhibitory
 

activity
 

on
 

most
 

of
 

gram􀆼positive
 

and
 

gram􀆼negative
 

bacte-
ria,and

 

has
 

potential
 

application
 

value
 

in
 

the
 

fields
 

of
 

disease
 

treatment
 

and
 

agricultural
 

pest
 

control.Howev-
er,the

 

content
 

of
 

macrolactins
 

obtained
 

from
 

wild􀆼type
 

strains
 

is
 

relatively
 

low,which
 

is
 

not
 

conducive
 

to
 

fur-
ther

 

research
 

on
 

this
 

type
 

of
 

compound.Based
 

on
 

this,this
 

article
 

introduces
 

the
 

research
 

results
 

of
 

macrolac-
tins

 

biosynthesis
 

gene
 

cluster,gene
 

cluster
 

recombination,engineering
 

strain
 

construction
 

and
 

fermentation
 

optimization.The
 

difficulties
 

in
 

biosynthesis
 

of
 

macrolactins
 

and
 

the
 

direction
 

that
 

the
 

next
 

research
 

should
 

focus
 

on
 

are
 

also
 

analyzed,which
 

will
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

its
 

further
 

research
 

and
 

development.
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