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摘要：【目的】分析刺孢吸水链霉菌北京变种(农抗120产生菌)基因组和次级代谢产物组分，研究并鉴

定农抗120产生菌中未被发现的活性组分。【方法】利用antiSMASH在线分析农抗120产生菌Streptomyces 

hygrospinosus var. beijingensis基因组信息，锁定可能的制霉菌素和丰加霉素生物合成基因簇。利用

HPLC和LC-MS等分析方法对农抗120产生菌发酵产物进行分析，同时利用制霉菌素和丰加霉素标准品

作为对照，以鉴定该菌株代谢组分中的次级代谢产物。此外，通过构建目标基因簇大片段缺失突变株，

并对所得突变株发酵产物进行检测，以确定生物合成基因簇与目的代谢产物的对应关系。【结果】本

研究综合利用基因组序列分析、基因缺失突变株构建以及代谢产物检测方法，鉴定了农抗120产生菌

中制霉菌素和丰加霉素两种活性成分，并确定了负责这些化合物合成的基因簇。【结论】本研究所构

建的多重基因簇失活突变株为挖掘刺孢吸水链霉菌北京变种更多的天然次级代谢产物奠定了基础。 
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微生物次级代谢产物由于复杂多样的分子

结构和优良的生物活性，被广泛应用于农业、

畜牧业和生物医药等领域。农抗 120 是一种由

刺孢吸水链霉菌北京变种 S. hygrospinosus var. 

beijingensis 产生的多组分新型广谱抗真菌农药。

它对白粉病、瓜果和蔬菜炭疽病、西瓜枯萎病以

及水稻纹枯病具有显著的防治效果，同时具有促

进植物增产的作用[1]。与其他传统的杀菌剂例如

代森锰锌[2]、多菌灵[3]、百菌清[4]混配联用，可以

有效增强这些杀菌剂的防治效果，从而减少其使

用量。作为一种混合型抗菌素，农抗 120 由水溶

性和脂溶性两大组分组成。其中，水溶性组分推

测是一种碱性核苷类化合物；脂溶性组分一种具

有很强的生物活性，后被证明是茴香霉素[5]；另
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外一种脂溶性活性组分经分离纯化 后鉴定为一

种四烯大环内酯类抗生素四霉素 B[6]。经过生物

活性测试发现，这两种脂溶性组分对清酒酵母均

表现出良好的抑制活性[6]。然而，农抗 120 中是

否存在其他活性化合物尚有待于发现和鉴定。 

目前，已经在农抗 120 中发现和鉴定了茴香

霉素和四霉素的存在。这两种组分的成功分离鉴

定主要采用传统的化学方法，很大程度依赖于这

两种化合物在次级代谢产物中的较高丰度。近年

来随着测序技术进步，微生物基因组信息被充分

地分析和挖掘，与此同时还涌现出了很多预测次

级代谢产物生物合成基因簇的软件。因此，通过

利用基因组序列分析、以已知化合物标准品为对

照等方法，将很容易对那些在分离纯化过程中易

被忽视的、产量较低的链霉菌次级代谢产物进

行分析和结构鉴定。通过基于基因组信息挖掘

的 生 物合成研究已经成功阐释了茴香霉素

(anisomycin，图 1)[7]和四霉素(tetramycin，图 1)[8]

的生物合成途径。这些成功案例启示我们更加深

入有效地分析基因组信息，对农抗 120 中其他可

能的活性组分进行发现和表征鉴定。 

因此，本研究通过分析农抗 120 产生菌刺孢

吸水链霉菌北京变种的基因组序列，利用

antiSMASH[9]预测了分别与制霉菌素和丰加霉素

生物合成基因簇相似度较高的基因簇。在此基础

上，对这两个可能的生物合成基因簇中基因进行了

功能注释。在代谢产物分析上，通过与制霉菌素和

丰加霉素标准品进行对比分析，成功证明了农抗

120 活性成分除四霉素和茴香霉素外，还存在制霉

菌素(nystatin，图 1)和丰加霉素(toyocamycin，    

图 1)。四霉素和制霉菌素同属于大环内酯类抗生

素，两者的紫外吸收光谱较为相似，并且在高效

液相色谱检测过程中两者保留时间非常接近且无

法完全分离，因此本研究构建了四霉素生物合成

基因簇敲除突变株，优化了对代谢组分中制霉菌

素的检测分析。为了证明生物合成基因簇与代谢

组分之间的对应关系，对目标生物合成基因簇进

行了大片段基因敲除。在此基础上对所得突变株 

 

 
 

图 1.  农抗 120 活性组分的化学结构[7–8] 

Figure 1.  Chemical structures of the active component in Agricultural Antibiotic 120[7–8]. 
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的代谢产物进行检测，证明了制霉菌素的存在。

此外，所构建的四霉素、制霉菌素基因簇双重失

活无抗突变株，排除了高丰度组分的干扰，有利

于刺孢吸水链霉菌北京变种次级代谢产物中其他

活性组分的鉴定，也为挖掘链霉菌基因组中沉默

的生物合成基因簇提供了良好的研究材料。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株与质粒：刺孢吸水链霉菌北京变种  

(S. hygrospinosus var. beijingensis)、大肠杆菌

DH10B 、 ET12567/pUZ8002 及 质 粒 pIJ773 、

pJTU1278 均由上海交通大学微生物代谢国家重

点实验室保藏。pJTU1278 衍生质粒：pWJB414-1、

pWJB414-2、pWJB453-1、pWJB453-2；四霉素

生物合成基因簇大片段缺失突变株 WJB-414-1 

(阿泊拉霉素抗性)、WJB-414-2 (WJB-414-1 衍生

菌株、无抗)、制霉菌素生物合成基因簇大片段缺

失突变株 WJB-453-1 (WJB-414-2 衍生菌株，阿泊

拉霉素抗性)、WJB-453-2 (WJB-453-1 衍生菌株、

无抗)为本研究构建。 

1.1.2  主要试剂和仪器：PCR 反应所用的高保真

DNA 聚合酶 2×Phanta Master Mix 和多片段一步

克隆试剂盒 ClonExpress MultiS 为南京诺维赞公

司产品，2×Taq PCR Master Mix 为生工生物工程

(上海)股份有限公司产品。Omega 质粒快速提取和

琼脂糖凝胶回收试剂盒购自广州飞扬生物工程有

限公司，限制性核酸内切酶 BamH Ⅰ、EcoR Ⅰ和

Hind Ⅲ为 Thermofisher 赛默飞公司产品，1 kb 

Plus DNA Ladder 为 Invitrogen 公司产品。丰加霉

素标准品购自 APExBIO Technology LLC，纯度

98%，制霉菌素标准品购自生工生物工程(上海)

股份有限公司，纯度 98%。有机溶剂：乙酸乙酯、

甲醇购自上海泰坦科技股份有限公司，色谱级甲

醇、三氟乙酸购自 Sigma-Aldrich 公司。振荡摇

床为上海知楚仪器有限公司产品，高速离心机

(Legend Micro 17)为 Thermo Scientific 公司产品。

采用 Agilent Technologies 1260 Infinity、Thermo 

Scientific Dionex Ultimate 3000 Series 进行化合物

的分析检测，利用 Agilent Technologies 6530 

Accurate-Mass Q-TOF LC-MS 上进行化合物分子

量的分析检测。 

1.1.3  培养基：(1) 野生型及其衍生突变株的产

孢培养基 SFM：甘露醇 20 g，青岛琼脂 15 g，加

入灭菌过滤后的 20 g 黄豆饼粉滤液 800 mL，pH

调至 7.2，去离子水定容至 1 L 后 121 °C 高压灭

菌 30 min，使用时补加 2.5 mol/L MgCl2，4 mL/L。

(2) 接合转移培养基 ISP4：购自 BD-Difco，使用

时加入终浓度 25 mmol/L MgCl2。(3) 种子培养基

TSBY：TSB 30 g/L，酵母提取物 5 g/L，蔗糖   

103 g/L，115 °C 灭菌 20 min。(4) 发酵培养基：

玉米淀粉 10 g/L，可溶性淀粉 20 g/L，一同糊化，

冷却后加入黄豆饼粉 10 g/L，磷酸氢二钾 0.2 g/L，

氯化钠 3 g/L，氯化铵 3 g/L，pH 调至 7.2 后加入

碳酸钙 4 g/L。(5) 孢子预萌发液：1%酵母提取物，

1%水解酪蛋白氨基酸。 

1.2  制霉菌素和四霉素生物合成基因簇敲除突

变株的构建 

利用游离型基因敲除载体 pJTU1278 进行目

标基因簇的大片段敲除。首先，利用限制性内切

酶 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ线性化 pJTU1278 载体，然

后利用多片段一步克隆方法，将待敲除的大片段

基因两端的 3 kb 同源臂与线性化载体连接，并在
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两条同源臂之间通过设计延长 PCR 扩增引物来

引入 EcoR Ⅰ酶切位点，以此构建 pWJB453-2 和

pWJB414-2，PCR 验证、测序验证质粒的正确性。

以 pWJB453-2 和 pWJB414-2 为 基 础 构 建

pWJB453-1 和 pWJB414-1，首先利用 EcoR Ⅰ将

两质粒单酶切线性化，利用单片段一步克隆方法

将阿泊拉霉素抗性基因片段连接在两条同源臂

之间，测序验证其正确性。为获得 WJB414-1 突

变株，将构建好的质粒 pWJB414-1 转化进入

ET12567/PUZ8002，与野生型链霉菌进行双亲本

接合转移，30 °C 培养 14 h 后采用阿泊拉霉素和

萘啶酮酸进行覆盖，30 °C 培养 5 d，挑取接合子

进入含有阿泊拉霉素和萘啶酮酸的 30 mL TSBY

种子液中振荡培养 3 d 至菌体粘稠，提取基因组

DNA 进行 PCR 验证。为获得 WJB414-2 突变株，

以 WJB414-1 为原始菌株，利用 pWJB414-2，通

过双亲本结合转移进行阿泊拉霉素抗性基因敲

除，30 °C 培养 14 h 后采用硫链丝菌素和萘啶酮

酸进行覆盖，30 °C 培养 5 d，挑取单交换接合子

进入无抗 TSBY 种子液中松弛培养 3 d，而后稀

释涂布于无抗 SFM 平板继续松弛培养 3 d 促进同

源双交换，挑取单克隆菌落在无抗和含有阿泊拉

霉素的 SFM 平板上进行影印筛选，重复传代 3 次

以得到无抗突变株 WJB414-2。同理，WJB453-1

突变株以 WJB414-2 为原始菌株，对制霉菌素基

因簇首先进行抗性替换而得到，然后以 WJB453-1

为原始菌株，通过影印筛选得到无抗 WJB453-2

突变株，这里不重复赘述。 

1.3  菌株发酵和发酵产物的预处理 

发酵方法：取适量保藏在含 20%甘油冻存管

中的孢子于产孢培养基活化，将活化后的菌株孢

子保藏并接种至装有 30 mL 种子培养基的 250 mL

底部带弹簧的三角摇瓶中，30 °C、220 r/min 振

荡培养 36 h 至菌丝体粘稠，按照 5%的接种量接

种至含 30 mL 发酵培养基的三角瓶中，30 °C、

220 r/min 振荡培养 6 d。发酵产物的处理方法：

将约 30 mL 发酵液全部转移至 50 mL 离心管中，

4000 r/min 离心 10 min，将上层清液转移至新的

50 mL 离心管中，利用等体积乙酸乙酯连续萃取

3 次，合并乙酸乙酯相，旋蒸并尽量除尽乙酸乙

酯，用 1 mL 甲醇分多次将样品溶解制成粗样。

下层固相利用 2 倍固体体积的丙酮浸泡 24 h 使细

胞裂解，旋蒸干丙酮相，剩余粘稠物加水溶解并

用等体积乙酸乙酯连续萃取 3 次，合并乙酸乙酯

相，旋蒸除尽乙酸乙酯，用 1 mL 甲醇溶解制成

粗样。粗样品用有机相针式滤器 0.22 μm 过滤，

13000 r/min 离心 10 min，取适量体积制成待分析

样品。 

1.4  发酵产物的检测分析 

使用 Q-TOF 对标准品的精确分子量进行测

定。使用 HPLC 检测分析菌株发酵产物，分析所

用的流动相：A 相(水，1/1000 甲酸)，B 相(甲醇)，

流速：0.5 mL/min，检测波长 280 nm。洗脱条件：

0–5 min：5%甲醇等度洗脱，5–45 min：5%–95%

甲醇梯度洗脱，45–50 min：95%甲醇等度洗脱，

50–60 min：95%–5%甲醇梯度洗脱。色谱柱：

Agilent 5 TC-C18 250×4.6 mm，PN：518925-902，

SN：552377。进样体积：20 μL。LC-MS 采用相

同的洗脱条件，检测波长 280 nm。参数设置：正

离子模式，H-ESI 加热温度：300 °C，氦气压力：

60 psi，辅助气压力：30 psi，喷雾电压：3 kV，

离子传输管温度：380 °C，离子传输管电压：15 V。

分子量扫描范围：150–2000 m/z。 
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1.5  生物信息学分析 

利用 antiSMASH version 5.1.0 对农抗 120 产

生菌 S. hygrospinosus var. beijingensis 基因组中的

生物合成基因簇进行在线分析预测，利用 NCBI

对基因簇中的功能基因进行 PROTEIN-BLAST比

对分析。 

2  结果和分析 

2.1  基于基因组信息对农抗 120 产生菌次级代

谢产物制霉菌素的分析 

通过对刺孢吸水链霉菌基因组的 contig00005- 

region3 (75 kb)和 contig00016-region1 (43 kb)进行

序列分析，并利用次级代谢生物合成基因簇预测软 

件 antiSMASH 进行分析预测，前者与 Streptomyces 

noursei ATCC 11455 的制霉菌素 A1 生物合成基

因簇(NCBI GenBank：AF263912.1)相似度高达

81%，与 Streptomyces albulus 的制霉菌素生物合

成基因簇(NCBI GenBank：MG742725.1)相似度达

到 74%；后者分别与这两个基因簇的相似度为

31%和 42%。由于采用第二代基因组测序方法，

整个基因簇被分为 2 个 contig，但是拼接后的基

因簇长度与制霉菌素生物合成基因簇大小趋于

一致(图 2-A)，因此初步推测其为制霉菌素生物 

 

 
 

图 2.  制霉菌素生物合成基因簇(A)及农抗 120 产生菌发酵产物制霉菌素的检测(B, C) 

Figure 2.  Organization of the nystatin biosynthetic gene cluster and LC-MS analysis of the fermentation 
extracts of S. hygrospinosus var. beijingensis. A: Organization of the nystatin biosynthetic gene cluster (BGC). B: 
HPLC analysis (λ=280 nm) of the nystatin standard (i) and the secondary metabolites of S. hygrospinosus var. 
beijingensis (ii) with UV spectrum. C: Q-TOF analysis of the nystatin standard (i) and LC-MS analysis of the 
secondary metabolitesof S. hygrospinosus var. beijingensis (ii). 
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合成基因簇。对基因簇中的 18 个功能基因利用

BLAST 进行序列比对分析，其与上述两株制霉菌

素产生菌的功能基因都具有很高的同源性，其中

关键的Ⅰ型聚酮合酶 orf4、orf5、orf6、orf12、

orf13、 orf14 与制霉菌素产生菌 Streptomyces 

noursei ATCC 11455 的Ⅰ型聚酮合酶基因高度

同源表 1)，这说明该生物合成基因簇可能负责

合成制霉菌素。 

通过对农抗 120 产生菌 S. hygrospinosus var. 

beijingensis 次级代谢产物进行 HPLC 检测分析

(图 2-B)，发现农抗 120产生菌 S. hygrospinosus var. 

beijingensis 发酵样品在 48.5 min 处出现与制霉菌

素标准品相同的峰型，且该峰的紫外吸收光谱与

标准品相一致。将 LC-MS 分析的样品分子量与

利用 Q-TOF 精确分析的标准品分子量进行比较，

结果表明两者分子量一致(图 2-C)。总之，通过基

因组序列信息和代谢产物分析检测，确定了农抗

120 产生菌 S. hygrospinosus var. beijingensis 次级

代谢产物中含有制霉菌素。 

2.2  基于基因组信息对农抗 120 产生菌次级代

谢产物丰加霉素的分析 

关于农抗 120 活性成分中的水溶性组分，以

前推断可能是一种碱性核苷类抗生素，但具体是

哪一种化合物却一直未得到确定。刺孢吸水链霉

菌基因组序列中 contig00002-region1 含有一个长

约 9 kb 的可能编码核苷类抗生素的生物合成基因

簇(图 3-A)。利用 antiSMASH 对整个基因簇进行

分析，发现其与 Streptomyces diastatochromogenes

中的丰加霉素生物合成基因簇具有较高的同源

性(序列相似度高达 90%)，并且两者在基因排列

上也高度相似。对其中关键基因编码的氨基酸序

列逐一比对分析(表 2)，发现 orf1、orf2、orf3、

orf4、orf9 分别与龟裂链霉菌 Streptomyces rimosus

中负责丰加霉素生物合成的关键基因 toyM、

toyL、toyH、toyG、toyB 具有较高同源性。这些

结果说明农抗 120 产生菌刺孢吸水链霉菌基因组

中这个编码核苷类抗生素的基因簇很可能是丰

加霉素生物合成基因簇。 

 

表 1.  刺孢吸水链霉菌基因组中制霉菌素生物合成基因簇的功能基因分析 

Table 1.  Deduced functions of ORFs of the nystatin BGC in S. hygrospinosus var. beijingensis 
Gene aa Proposed function Similar protein (acc number) Identity/% 
orf1 606 ABC transporter ATP-binding protein WP_067343761.1 89.74 
orf2 610 ABC transporter ATP-binding protein WP_102924881.1 88.13 
orf3 344 GDP-mannose 4,6-dehydratase WP_067343755.1 95.35 
orf4 9500 Type I polyketide synthase WP_067343753.1 86.20 
orf5 5371 Type I polyketide synthase AAF71767.1 85.13 
orf6 2056 Type I polyketide synthase AVX51100.1 98.49 
orf7 394 Cytochrome P450 WP_039629369.1 93.65 
orf8 63 (4Fe-4S)-binding protein WP_106680950.1 69.23 
orf9 398 Cytochrome P450 WP_102924874.1 91.96 
orf10 352 DegT family aminotransferase WP_067343741.1 91.76 
orf11 463 Glycosyltransferase AAF71773.1 93.42 
orf12 1371 Type I polyketide synthase AVX51106.1 97.38 
orf13 3196 Type I polyketide synthase AJC53395.1 86.60 
orf14 11082 Type I polyketide synthase AJC53394.1 79.52 
orf15 249 Thioesterase WP_102924869.1 85.94 
orf16 965 AAA family ATPase WP_102924868.1 85.91 
orf17 952 LuxR family transcriptional regulator WP_099055646.1 80.13 
orf18 927 LuxR family transcriptional regulator WP_102924866.1 81.01 
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图 3.  丰加霉素生物合成基因簇(A)及农抗 120 产生菌发酵产物丰加霉素的检测(B, C) 

Figure 3.  Organization of the toyocamycin biosynthetic gene cluster and LC-MS analysis of the fermentation 
extracts of S. hygrospinosus var. beijingensis. A: Organization of the toyocamycin biosynthetic gene cluster. B: 
HPLC analysis (λ=280 nm) of the toyocamycin standard (i) and the secondary metabolites of S. hygrospinosus 
var. beijingensis (ii) with UV spectrum. C: Q-TOF analysis of the toyocamycin standard (i) LC-MS analysis of 
secondary metabolites of S. hygrospinosus var. beijingensis (ii). 

 

表 2.  刺孢吸水链霉菌基因组中丰加霉素生物合成基因簇的功能基因分析 

Table 2.  Deduced functions of ORFs of the toyocamycin BGC in S. hygrospinosus var. beijingensis 
Gene aa Proposed function Similar protein (acc number) Identity/% 

orf1 238 7-cyano-7-deazaguanine synthase ACF06644.1 72.27 

orf2 232 HAD-superfamily hydrolase ACF06640.1 59.91 

orf3 173 Phosphoribosyltransferase ACF06639.1 61.76 

orf4 351 Adenylosuccinate synthase ACF06638.1 72.51 

orf5 461 Adenylosuccinate synthase WP_050515133.1 66.97 

orf6 381 IMP dehydrogenase WP_050515134.1 75.00 

orrf7 201 GTP cyclohydrolase I FolE WP_053803966.1 74.59 

orf8 223 7-carboxy-7-deazaguanine synthase WP_030672084.1 76.68 

orf9 160 6-carboxytetrahydropterin synthase ACF06634.1 73.33 

orf10 432 SARP family transcriptional regulator WP_100600129.1 82.72 

 

为了进一步确定野生型菌株是否合成丰加霉

素，利用 LC-MS 对野生型菌株的发酵产物进行了

分析。与此同时，利用丰加霉素标准品作为对照。

经过分析发现，在 280 nm 紫外波长检测条件下，

野生型菌株的发酵产物在 21 min 出现与丰加霉素

标准品具有相同保留时间的峰，且该峰的紫外吸

收光谱与丰加霉素标准品相一致(图 3-B)。LC-MS

分析样品的分子量与利用 Q-TOF 精确测定的标
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准品的分子量一致(图 3-C)。因此，通过以上基

因组挖掘和发酵产物的鉴定，证明农抗 120 产

生菌刺孢吸水链霉菌的次级代谢产物含有丰加

霉素。 

2.3  多重基因簇失活突变株的构建以及代谢产

物的检测分析 

四霉素是农抗 120 中的重要活性成分，产量

在发酵产物中很高[6]。在进行农抗 120 产生菌次

级代谢产物的高效液相色谱检测过程中，发现制

霉菌素和四霉素的保留时间非常接近且无法完

全分离。为了排除四霉素的干扰，准确鉴定代谢

产物中确实存在制霉菌素，本研究进一步构建了

四霉素基因簇无抗敲除突变株，以及在敲除四霉

素生物合成基因簇基础上敲除制霉菌素基因簇

的突变株来进行验证。 

利用 pJTU1278 衍生载体，将待敲除四霉素

生物合成基因大片段进行抗性替换，快速筛选到

四霉素生物合成基因缺失突变株 WJB414-1。为

了方便进一步遗传操作，又将阿泊拉霉素抗性基

因进行敲除，构建得到无抗突变株 WJB414-2。

在此基础上构建了四霉素、制霉菌素基因簇双重

敲除无抗突变株 WJB453-2 (图 4-A)。分别在左右

同 源 臂 设 计 引 物 ， 对 突 变 株 WJB414-2 和

WJB453-2 进行 PCR 验证：突变株可以扩增出

1500 bp 条带，而野生型菌株由于两条同源臂没

有连接，无法扩增出条带(图 4-B，C)。 

 

 
 

图 4.  制霉菌素和四霉素生物合成基因簇敲除突变株的构建(A)和 PCR 验证(B) 

Figure 4.  Construction and verification of the nystatin and tetramycin BGC knock-out mutants. A: The schematic 
construction of nystatin orf4-orf14 deletion strain WJB453-2. The 102 kb fragment of BGC was replaced by an 
oriT+acc(3)Ⅳ cassette in WJB414-2 through homologous recombination, resulting in the mutant WJB453-1. Then 
the resistance cassette was removed by the second genetic manipulation, resulting in the mutant WJB453-2. 
453KO-YZ-F/R indicate the locations of the primers, which were used to validate the deletion. B: PCR verification of 
three randomly selected WJB453-2 mutants. Lane 2, 3 and 4, the 1500 bp replicons were amplified using genomic 
DNA isolated from WJB453-2 strains, while no band was amplified from WT strain (lane 1). C: PCR verification of 
the tetramycin BGC mutants WJB414-2. Lane 2, 3 and 4, the genomic DNA isolated from WJB414-2 strains was used 
as template and obtained 1500 bp replicons; lane 1, the WT strain was used as control.  
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对野生型菌株、WJB414-2 和 WJB453-2 突变

株发酵产物以及制霉菌素标准品进行 HPLC 检测

分析，在 280 nm 紫外波长检测条件下发现

WJB414-2 突变株不产生四霉素，并可以在 48 min

观察到明显的与制霉菌素标准品出峰时间相同

的峰型(图 5)。WJB453-2 突变株缺失制霉菌素生

物合成基因簇，在 48 min 没有任何色谱峰出现，

说明该基因簇的缺失导致了制霉菌素不再产生，

由此清楚地证明了制霉菌素是农抗 120 产生菌      

S. hygrospinosus var. beijingensis 的次级代谢产物。 

3  讨论 

本研究结合基因组序列分析预测和次级代谢

产物检测分析方法，发现并鉴定了农抗 120 活性

成分中含有大环内酯类抗生素制霉菌素和核苷类

抗生素丰加霉素。根据报道，制霉菌素可以与真

菌膜中的甾醇相互作用，从而导致细胞内成分泄

漏而死亡[10]。丰加霉素作为一种碱性核苷类抗生 
 

 
 

图 5.  农抗 120 产生菌野生型和突变株中制霉菌素产

物的 HPLC 检测分析 

Figure 5.  HPLC analysis (λ=280 nm) of the nystatin 

production in the wild-type and mutant strains of    

S. hygrospinosus var. beijingensis. (i) Nystatin standard. 

(ii) Wild-type strain. (iii) WJB414-2. (iv) WJB453-2.  

素，对病毒[11]、念珠菌[12]和肿瘤细胞[13]具有良好的

抑制活性。此外，在生物农业应用方面，研究表明

丰加霉素可以拮抗黄瓜立枯丝核菌，防止黄瓜立枯

病[14]。这两个化合物鉴定是对之前研究的农抗 120

活性成分中含有四霉素和茴香霉素的补充和完善。

另外，在获得负责丰加霉素和制霉菌素的生物合成

基因簇的基础上，开展其生物合成研究，也有助于

通过基因工程手段进行农抗 120 组分的改造。 

在分析刺孢吸水链霉菌基因组时，不只一个

核苷类抗生素生物合成基因簇被检测，但 后只

鉴定到丰加霉素。同样，同属于大环内酯的制霉

菌素的产量也较低，这意味着链霉菌在实验室发

酵过程中对于一类抗生素的生物合成，可能会优

先选择一个生物合成基因簇进行表达，其他孤儿

基因簇作为抵抗外界压力或物种竞争中的备选基

因，被细胞内更加复杂的调控因子控制而“沉

默”[15]。当敲除主产物四霉素生物合成基因簇后，

代谢组分中其他化合物例如丰加霉素的产量得以

提升，且在四霉素缺失突变株和四霉素、制霉菌素

双缺失突变株发酵产物分析中，都观察到相同的差

异峰，推测这种现象是由于主产物基因簇的缺失使

得前体物质或还原力等流向其他抗生素的生物合

成造成的[16]。同时，本研究在野生型菌株中顺序敲

除四霉素和制霉菌素生物合成基因簇所得的突变

株 WJB414-1、WJB414-2、WJB453-1 和 WJB453-2

与野生型相比，在生长速度、产孢方面没有明显

差异。这对分析代谢物中其他产量较低的化合物

或挖掘基因组中沉默的生物合成基因簇有一定

的意义。所以，对已知生物合成基因簇进行定向

失活[17]，无论是在构建代谢产物背景更加干净的

菌株，或对目标化合物的产量进行提升，还是对

研究分析隐藏在基因组和代谢组分中的有用信

息，都有一定的价值。 
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Genome mining guided discovery and identification of nystatin 
and toyocamycin in Streptomyces hygrospinosus var. beijingensis 

Junbo Wang, Lingxin Kong, Yongjian Qiao, Dashan Zhang, Zixin Deng, Delin You* 
State Key Laboratory of Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University,       

Shanghai 200030, China 

Abstract: [Objective] We aimed to discover and identify the uncharacterized active components of Agricultural 

Antibiotic 120 by comprehensive analysis of genome sequence and secondary metabolites of Streptomyces 

hygroscopicus var. beijingensis (Bacteria, which produced Agricultural Antibiotic 120). [Methods] The genome 

sequence of wild-type strain was analyzed by antiSMASH for the sake of identifying possible biosynthetic gene 

clusters of nystatin and toyocamycin. HPLC, LC-MS and Q-TOF were used to analyze the secondary metabolites of 

wild-type strains, using chemical standards as control. Biosynthetic gene cluster (BGC) deletion mutants were 

constructed, and the fermentation products were analyzed. [Results] Biosynthetic BGCs of nystatin and 

toyocamycin were identified, and these two compounds were proved to be another two bioactive ingredients of 

Agricultural Antibiotic 120, besides the known anisomycin and tetramycin. [Conclusion] The multiple BGC 

deletion mutant deducted the effect of compounds with high abundance and could serve as a good material to mine 

more natural compounds originally produced by WT strain. Moreover, correspondence analysis of genome 

sequence and metabolite profile was an effective method to identify compounds encoded by the silent biosynthetic 

gene clusters hidden in the genome.  

Keywords: Agricultural Antibiotic 120, Streptomyces hygroscopicus var. beijingensis, nystatin, tyocamycin, 

biosynthesis 
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