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专论与综述  
 
 

随着微生物基因组序列信息的不断积累, 利用基因组挖掘技术发现新酶及新的生物

合成基因簇, 进而发现新的天然产物, 已成为国内外研究的热点。本文对基因组挖掘研究

进行了综述, 同时强调了影像质谱技术在基因组挖掘中的应用。 
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摘  要: 利用微生物的基因组信息预测其合成特定天然产物的潜能, 进而进行新化合物

分离纯化和结构鉴定的基因组挖掘技术, 已经成为国内外研究的热点, 并在多种细菌和

真菌的天然产物发现中得到成功应用。本文综述了基因组挖掘技术的最新进展, 包括生物

信息分析和结构预测、基因组指导的天然产物的发现、沉默基因的激活和异源表达技术

等, 以及我国学者开发的转录组挖掘技术, 并重点综述了影像质谱技术在基因组挖掘中

的应用。目前对海洋放线菌进行基因组挖掘的研究还比较少, 而基因组挖掘技术的发展, 

将极大地促进对海洋放线菌天然产物的发现和鉴定。未来除了充分挖掘可培养微生物的

基因组, 对未培养微生物宏基因组的挖掘将进一步深入。此外, 除了开发利用基因组中合

成天然产物的结构基因和调节基因, 还应该充分开发利用其他不同的遗传元件, 包括不

同转录活性和响应不同环境条件和信号的启动子, 以及具有调节作用的 RNA 等。 
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Abstract: Genome mining of natural product biosynthesis employs genome sequences to pre-
dict the biosynthetic potential of the producer strains guiding the purification and structure 
elucidation of novel compounds, and has been successfully applied in natural product discov-
ery in both bacterial and fungal systems. In this review, the latest advances of genome mining 
of marine actinobacteria have been summarized, with emphasis on bioinformatic tools for se-
quence analysis and prediction of chemical structures, strategies for isolation of targeted natu-
ral products under the guidance of genome sequence information, activation of silent gene 
clusters and heterologous expression, as well as transcriptome mining developed by domestic 
scholars. Genome mining based on imaging mass spectrometry (IMS) was addressed as well. 
Although genome mining of marine actinobacteria has not been fully explored, we believe that 
genome mining will greatly facilitate natural product research in the near future not only in 
culturable marine actinobacteria, but also in mining of metagenomes in yet unculturable acti-
nobacteria. We also propose that genome mining is not restricted in the identification of new 
structural and regulatory genes, and it is also important to discover and utilize various other 
genetic elements, including promoters with different strengths and sequences that response to 
various environmental conditions and signals, as well as small regulator RNA molecules. 

Keywords: Marine actinobacteria, Natural products, Gene cluster, Genome mining, Imaging 
mass spectrometry 

海洋微生物是多种天然产物的重要来源。由

于海洋环境的特殊性和深海取样的局限性, 很

多海洋来源的微生物及其天然产物至今仍未被

人们广泛研究, 正吸引越来越多的研究者[1−3]。

海洋放线菌是主要的活性天然产物生产菌, 可

产生具有抗细菌、抗真菌及免疫抑制活性等多

种活性的物质[4]。 

传统的基于活性筛选的天然产物研究正遇

到越来越多的挑战。由于在开始分离纯化前无

法预测化合物结构的新颖性, 活性追踪结果可

能发现已经报道的化合物; 此外, 一些活性分

析难以实现高通量筛选, 或者由于活性化合物

产量较低或根本不产生, 导致没有足够的化合

物可用于活性检测。另外, 有些微生物在实验

室环境下生长缓慢, 或者在现有条件下无法培

养。因此, 迫切需要发展新的策略以充分开发

海洋微生物的合成潜力。 

随着分子生物学技术在天然产物研究中的

广泛应用, 利用生物合成基因信息研究天然产

物的生物合成受到普遍重视。很多微生物合成

天然产物的基因在基因组上聚集成簇存在, 被

称为基因簇(Gene cluster)。在基因组信息尚没

有被广泛应用和研究之前, 常使用基因筛选方

法分析微生物合成某些天然产物潜能, 即分析

某生物合成关键酶的保守区域, 并设计兼并引

物, 进而通过 PCR 扩增, 寻找阳性菌株, 并获

得特异酶基因的序列 , 该序列可作为探针 , 筛

选阳性菌株的基因组文库, 从而找到化合物生

物合成基因簇 [5−9]。利用这种基因筛选的方法, 

已经成功获得含有卤代酶修饰的天然卤化产

物 [5], 以及含有糖基化修饰的天然产物[6,8]和含

有环氧化酶的聚醚类天然产物 [9]等。但基因筛

选方法存在的问题是: 引物设计依赖现有的酶

基因, 限制了对新酶基因和新天然产物的发现; 
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需要与基因组文库相结合进行基因簇的分离和

生物合成途径分析; 目标酶基因可能只存在于

有限种类的菌株中, 限制了筛选效率等。 

在基因筛选基础上 , 基因组扫描(Genome 

scanning)对基因组片段化后建立的基因组文库

进行测序, 发现天然产物生物合成基因簇, 进而

通过优化培养基等方法, 成功发现了多种微生

物天然产物[10]。基因组扫描对全基因组序列进行

测定和分析, 可以看作基因组挖掘的早期工作。

随着高通量基因组测序技术的发展和测序价格

的降低, 越来越多的基因组信息被获得和公开。

根据在线基因组数据库 GOLD (Genomes OnLine 

Database)[11] 2013 年 2 月 1 日的更新信息, 目前

已经测序完成的基因组有 4 126 个, 其中细菌的

基因组有 3 762 个, 链霉菌属的登录基因组有

130 个(http://www.genomesonline.org)。对已知模

式菌种的基因组序列分析发现, 微生物基因组

中存在多达 30 个以上可能合成小分子化合物

的基因簇, 合成天然产物的能力远远超出人们

的预期。很多海量的微生物基因组信息可以公

开获得 , 而且由于微生物基因组较小 , 测序速

度和测序价格更容易被接受, 因此近年来基于

微生物基因组信息的天然产物挖掘技术迅速发

展起来。利用基因组序列信息进行微生物天然

产物的快速发现和活性检测, 已经成为国内外

研究的热点[12−20]。 

本文综述了基因组挖掘技术的最新进展 , 

以及其在微生物天然产物研究中的应用, 并展

望了基因组挖掘技术在海洋放线菌天然产物研

究中的应用前景。 

1  基因组挖掘方法 

基因组挖掘(Genome mining)是指通过分析

基因组序列中特定酶及基因簇的保守区序列 , 

进而预测酶的功能及基因簇编码产物的结构 , 

并指导新酶发现及新天然产物分离鉴定的过

程。基因组挖掘的过程见图 1, 主要步骤首先为

生物信息分析和结构预测, 其次是根据预测的

结构信息寻找化合物, 如果化合物表达量较低

或基因不表达, 需要通过各种方法激活基因的

表达, 并寻找化合物, 鉴定结构。 

1.1  生物信息分析与结构预测 

通过与多种数据库中已知酶的保守序列及

空间结构 等进行比 较 , 可 推测 酶催化反 应种

类、底物特异性、以及多酶催化代谢途径终产

物的特定官能团、极性、分子量、紫外吸收等

信息, 因此可指导对天然产物的分离和纯化。 

基因功能及化合物的结构预测可以通过使

用 BLAST 来实现, 通过蛋白质的氨基酸序列相

似性判断酶的可能功能。聚酮类化合物和非核糖

体多肽类化合物由聚酮合酶(Polyketide synthase, 

PKS) 和 非 核 糖 体 多 肽 合 成 酶 (Non-ribosomal 

peptide synthase, NRPS)两类模块化的巨型酶催

化合成, 人们在酶的底物识别、分子组装及产

物释放等方面发现了一定规律, 可用于进行化

合物结构的预测, 因此这两类化合物及聚酮类-

非核糖体多肽杂合型化合物的研究较多, 包括

antiSMASH 和 NP. Searcher 等[21−22]。新开发的预

测工具包括 NRPSpredictor2 和 NRPSsp 等[23−24], 

都可以用来预测非核糖体多肽类基因簇的产

物, 其他的聚酮类和非核糖体多肽类抗生素的

预测软件见参考文献[18]。不同软件预测出的产

物可能不同, 而且由于酶功能的特异性和酶的

空间结构与活性的关系等知识有限, 化合物结

构的预测不总是正确的[12], 因此准确的基因功

能注释、化合物结构预测都需要开发更多先进

的生物信息分析工具。 

自 从 2 0 0 0 年 非 核 糖 体 多 肽 类 化 合 物

Coelichelin 通过基因组挖掘被发现后[25], 基因

组挖掘研究在多种微生物中陆续展开。生二素



陈亮宇等: 基因组挖掘技术在海洋放线菌天然产物研究开发中的应用及展望 1899 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 1  利用基因组挖掘发现新化合物的技术路线[46] 

Fig. 1  Scheme of novel compound discovery using genome mining[46] 

注: 虚线表示传统的以活性追踪为基础的天然产物研究流程. 

Note: Dotted lines indicate the traditional natural product discovery pipeline using activity-based screening. 
 

链霉菌 S. ambofaciens 的基因组挖掘发现了具

有 抗 肿 瘤 活 性 的 大 环 内 酯 类 抗 生 素

Stambomycin, 该基因簇长达 150 kb。由于该基

因簇在实验条件下不表达, 研究者通过过量表

达 LuxR 家族调节蛋白实现了基因簇的激活。

同时也发现, 生物信息分析预测的结构不准确, 

Stambomycin 生物合成存在新的分子机制, 如

Hexyl/Hepylmalonyl-CoA 延伸单位的添加机制, 

聚酮链羟基化机制等[26]。 

磷酸糖脂类抗生素 Moenomycin 含有非常

复杂的糖侧链, 利用基因组文库筛选没有获得

完整的基因簇 , 通过基因组序列分析发现 , 合

成该抗生素的所有基因分为两部分存在于染色

体上, 两部分距离远达 1 Mb, 这解释了之前利

用保守序列设计引物虽然找到了 3 个相关的生

物合成基因, 但其两侧没有找到其他相关的基

因。同时发现, 合成该抗生素的核苷糖和类异

戊二烯都来自初级代谢, 因此 Moenomycin 基

因簇远远小于其他类似的含 4 个糖亚单位的抗

生素生物合成基因簇。Moenomycin 基因簇的发

现表明, 传统的文库筛选可能无法解决某些基

因簇分散于染色体不同位置的问题, 而基因组

序列分析可快速获得完整基因簇的信息[27]。 

其他通过基因组挖掘发现的链霉菌天然产
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物包括 Holomycin、Pyridomycin、Chaxamycins 

A–D 等[17−19], 但目前海洋放线菌基因组挖掘的

例子还不多。第一个通过基因组挖掘鉴定的海

洋放线菌来源的化合物是从 Salinispora tropica

来的多烯大环内酰胺化合物 Salinilactam A[28]。

该化合物基因簇长约 80 kb, 根据多烯类化合物

特有的紫外吸收图谱分离得到了 Salinilactam 

A, 该化合物结构的发现也促进了基因组序列

中 PKS 基因重复序列的正确组装。在后续的研

究中, 在菌株 S. pacifica 基因组中找到了类似

Salinosporamide A 的削短的生物合成基因簇 , 

但其中缺少卤化前体的生物合成基因, 根据这

个信息, 研究者找到了含有 Salinosporamide A

类似紫外吸收的新化合物 Slinosporamide K, 并

证明了这个化合物的确缺少 C-2 位的卤代[29]。

挪威学者对一株海洋诺卡氏菌进行了基因组测

序, 分离了含硫多肽类抗生素 TP-1161 的基因

簇, 并尝试了该基因簇在天蓝链霉菌中的异源

表达, 但没有成功[30]。由于一些海洋放线菌需

要特殊营养条件(如高盐度等)才能生长 , 为后

续天然产物的发酵生产带来困难, 因此研究在

其他宿主中表达海洋放线菌天然产物基因簇具

有重要意义。 

值得指出的是, 由于一些化合物可能对温

度、光敏感等, 或者可溶性低、表达量少, 此外

还 可 能 在 发 酵 很 早 期 产 生 ( 如 Thailandamide 

A[31]), 通过基因组挖掘预测其可能结构和性质

后 , 可很好地指导后续的分离纯化, 有助于发

现传统手段无法发现的化合物。图 2 为通过基

因组挖掘发现的放线菌来源天然产物。 

1.2  寻找基因簇表达产物的方法 

由于生物信息分析很难百分之百准确地预

测化合物的结构, 最终的产物结构鉴定也需要

基因簇的表达。获得可能的合成产物的信息后, 

如果感兴趣的基因或基因簇处于表达状态, 可

通过优化培养条件获得产物, 也可以利用基因

组同位素(Genomisotope)方法, 使用稳定同位素

喂饲检测标记的分子来确定化合物[32]。但很多

基因簇往往表达活性很低 , 甚至不表达 , 通过

操作转录调节基因等手段可激活生物合成基因

的表达[12−13]。目标产物则可以通过对突变体的比

较代谢物分析(Comparative metabolic profiling)

追踪。此外, 在遗传背景清晰、遗传操作容易的

模式菌种中进行异源表达(Heterologous expres-

sion), 也是最近研究较多的有效手段。 

1.2.1  培养条件优化: 有些代谢物的合成需要

特殊的营养条件或只在特定胁迫环境下产生 , 

这些化合物合成的激活需要模仿特殊的营养、

环境和生物条件, 如特殊的碳氮源、高温、紫

外线照射、渗透胁迫, 或者和其他生物菌株共

培养等。如链霉菌 S. venezuelae 生产 Jadomycin 

B 需要高温热击诱导, 链霉素等多种抗生素的

合成需要小分子信号分子 A-factor 等[33]。海洋

放线菌的生长可能需要一定的盐度、较高的 pH

等, 例如本实验室分离的一些海洋放线菌可以

在高达 pH 为 11 的培养基中生长, 在优化培养条

件的时候需要海洋放线菌的这些特殊培养条件。 

1.2.2  操纵调节基因: 过表达转录激活基因是

最常用的激活手段。生二素链霉菌 S. ambofa-

ciens 中 Stambomycin 的发现是通过过量表达

LuxR 家族调节蛋白实现的, 虽然 Stambomycin

生物合成基因簇中含有双组分系统基因也是可

能的调节基因, 但同样将这两个基因置于强启

动子调节下整合入生产菌染色体, 没有发现可

激活 Stambomycin 的合成, 表明 LuxR 家族调节

蛋白表达的沉默是调节的关键。数据库搜索表

明, LuxR 家族调节蛋白基因广泛存在于多种链

霉菌抗生素生物合成基因簇中, 表明其他沉默

基因的表达也可以通过类似的策略实现[26]。 

敲除转录抑制蛋白同样可达到激活某些化 
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图 2  利用基因组挖掘发现的放线菌来源的部分抗生素[25−28]  
Fig. 2  Selected actinobacteria-derived antibiotics discovered by genome mining[25−28] 
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合物表达的目的。如生二素链霉菌 S. ambofaciens

中存在醌那霉素(Kinamycin)家族抗生素生物合

成基因簇。敲除 TetR 家族转录抑制蛋白 AlpW

编码基因可导致醌那霉素类抗生素的合成[34]。 

1.2.3  异源表达: 异源表达是获得活性天然产

物基因簇产物的有效手段。某些海洋微生物生

长缓慢, 或者无法在现有技术条件下得到纯培

养物, 有的菌种发酵条件苛刻(如需要高盐才能

生长等), 有的微生物遗传操作方法不完善或效

率很低等。其生物合成基因簇产物可通过异源

表达方法得到挖掘。例如, 吩嗪类化合物具有

抗细菌、抗肿瘤和抗疟等多种活性。唐德链霉

菌 S. tendae 含有吩嗪化合物生物合成基因簇, 

但无法检测到该化合物的产生。Saleh 等将该基

因簇在天蓝链霉菌 S. coelicolor M512 中进行表

达, 通过在关键基因前加入红霉素抗性基因强

启动子, 成功分离到了吩嗪化合物[35]。 

目前放线菌基因簇异源表达常用的宿主菌

为大肠杆菌、天蓝链霉菌和白色链霉菌等 [36], 

存在的问题是, 同样的基因簇在不同宿主中表

达量往往不同, 在不同菌种中的表达效率相差

可能很大, 而且宿主的选择目前尚无规律可循, 

缺乏定向选择合适宿主的方法。此外, 由于一

些抗生素基因簇可长达 100 kb, 大片段的遗传

操作也相对困难。开发更多的放线菌基因簇异

源表达宿主, 探讨不同宿主表达不同抗生素效

率的分子机理, 对异源表达宿主和异源表达载

体的优化, 有助于提高天然产物基因簇的表达

效率。 

其他寻找基因簇产物的方法还包括敲除关

键生物合成基因, 并比较代谢物的产生, 寻找缺

失的化合物, 从而确定基因簇产物 [12], 但前提

是基因簇在生产菌中是处于表达状态的。对于沉

默的基因簇, 也可利用其他激活的手段, 例如核

糖体工程技术利用自发产生的抗生素抗性突变

体激活沉默基因或提高次生代谢物基因的表达, 

已经在多种放线菌中得到成功应用[37−38]。然而, 

核糖体工程的缺点是随机性强、工作量较大 , 

而且受到微生物自身抗性的局限性。随着对抗

生素生物合成调节机制的深入认识, 未来将开

发更多的定向激活手段。  

1.3  转录组挖掘技术 

基因组挖掘技术是对所有可能的基因簇的

产物进行分析, 但不能确定这些产物在什么条

件下能够产生。转录组挖掘技术通过在不同培

养基上细胞的转录组分析, 确定在某种培养基

和某个时间点基因簇的转录情况, 为发现化合

物提供更直接的信息。如在对 S. flaveolus DSM 

9954 的研究中, 研究者将产物最多的 V 培养基

中 各 种 代 谢 物 产 生 最 多 的 时 间 , 第 4 天 的

mRNA 样品进行反转录, 将所得到的 cDNA 使

用各种简并引物进行筛选, 发现了 Sanglifehrin

的生物合成基因, 同时也发现了新的聚酮合酶

和非核糖体多肽基因。利用简并引物进行基因

筛选没有发现这些新基因, 显示了转录组挖掘

富集了所发现的新的聚酮合酶和非核糖体多肽

基因, 表明转录组挖掘的第一个优点是可有助

于发现特定条件下表达的基因。同时, 通过对

这些新基因的敲除 , 并与野生型比较 , 找到了

安莎霉素家族类的 Mycotrienin 类抗生素, 并进

一步找到了其生物合成基因簇, 显示了转录组

挖掘的第二个优点是有助于发现具有转录活性

的与未知天然产物相关的生物合成途径[39]。转

录组挖掘与基因组挖掘相结合, 有助于对沉默

的基因簇进行激活的相关分析, 为利用基因组

挖掘发现天然产物提供了新的有力工具。 

2  影像质谱技术在基因组挖掘中的
应用 

质谱不仅可提供分子量信息, 也可以对样
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品表面不同位置进行质谱分析, 从而利用得到

的数据, 构建一个特殊的空间维度。每种离子

的强度值可以在样品区域被突出出来, 通过代

表每种离子的颜色的强弱来表现, 以形成一幅

影像, 称为影像质谱(Imaging mass spectrome-

try, IMS)。这种影像不仅能显示离子的空间分

布, 还能显示离子的相对强度。以此为基础进

行的质谱分析, 可揭示化合物生产的空间和时

间信息, 因此近年来成为研究天然产物的有力

工具[40]。影像质谱技术的优越性在于可研究微

生物相互作用过程中产生的天然产物, 因为某

些产物只在不同微生物共培养时产生, 而在单

独培养时不产生。近两年来, 影像质谱也成为

基因组挖掘的重要技术。    

2.1  影像质谱方法原理 

影像质谱的工作流程总共有三个主要步骤[40]。 

第一步是样品准备。MALDI (Matrix as-

sisted laser desorption ionization)使用胶体涂层

或有机基质以支持分析物的离子化与解析, 而

其 他 技 术 , 包 括 SIMS (Secondary ion mass 

spectrometry)和 DESI (Desorption electrospray 

ionization), 需要很少或没有样品准备步骤。 

第二步是数据获取。准备好的样品平台被

移入一个定义好的几何形状中, 质谱的离子化

探头(Ionizer probe)可离子化感兴趣的区域以得

到用来产生图像的数据。当离子从样品表面溢

出 进入质谱 , 质谱分析仪 (离子井 , TOF, ICR, 

ORBI)和检测器记录下分析物的质荷比(m/z)。依

据样品中的物质浓度, 离子有不同相对分布。 

第三步是数据分析。数据分析和质谱可视化

软件包括免费软件 MITICS 和 BioMap, 以及质

谱仪器制造商的软件如 Bruker 的 FlexImaging 和

Thermo Scientific 的 ImageQuest。通常, 质谱被

记录为 x 轴显示 m/z, y 轴显示相对离子强度。

然而影像质谱中, 一种感兴趣的离子被以一种

特殊颜色图像放置于被测样品照片顶层的方式

展现, 一个离子在质谱中强度越强, 在 2D 图像

中的颜色也就越强。 

较常使用的 MALDI 技术在微生物样品上

应用的流程举例如图 3 所示, 需要在预制的载

体平板上加上培养基进行微生物培养, 加上基

质离子化样品表面以后, 再以离子探头进行数

据的捕获; 根据基因组挖掘等获得的信息进行

分析后 , 选取感兴趣的质谱峰进行标注 , 使用

软件调出数据重建 2D 离子浓度分布图。 

2.2  影像质谱在基因组挖掘中的应用 

影像质谱技术对于已知菌株间利用天然产

物进行相互作用的机制研究有着快捷便利化及

可视化的作用。如使用共培养 Bacillus subtilis 

3610 和天蓝链霉菌 S. coelicolor A3(2)这两株研

究较多的菌株, 运用 MALDI 技术对两个菌株

对峙生长 中不同时 期进行监 测 , 发 现在 存在

Bacillaene (两者共培养时 B. subtilis 才产生的杂

合聚酮-非核糖体多肽)时, S. coelicolor 无法产

生 Prodiginines, 而当敲除 Bacillaene 合成基因

簇后再共培养, Prodiginines 即可被诱导产生。

同时, B. subtilis 产生的 Surfactin 通过 MALDI

表明被扩散在整个培养界面中, 而且结合敲除

实验, 被证实能够抑制 SapB (菌丝及孢子形成

所需羊毛硫氨酸桥接多肽)以及 CDA (被诱导生

产的抗革兰氏阳性菌抗生素)的产生。通过这种

研究微生物间的利用天然产物的相互交流, 证

明了微生物产生的天然产物不但能杀死或改变

微生物的生理形态, 还能够沉默临近群落的防

御机制[41]。这个例子还说明, 可以使用影像质

谱挖掘微生物相互作用时才产生的化合物, 对

抗菌化合物的研究开发尤其适用。 

对影像质谱的灵活利用还可以被用来研究

化合物的代谢合成机制。利用金黄色葡萄球菌

Staphylococcus aureus 和表皮葡萄球菌 S. epi- 
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图 3  利用影像质谱技术研究开发微生物天然产物 
Fig. 3  Discovery of microbial natural products using Imaging Mass Spectrometry (IMS) technology   

注: 步骤 1: 在 MALDI 的载体平板上加上固体培养基, 接种目标菌株与测试菌株; 步骤 2: 两个菌株培养后, 形成对峙

菌落; 步骤 3: 在表面均匀铺上基质; 步骤 4: 使用激光或类似离子化探头得到飞行离子; 步骤 5: 将得到的质谱信息进

行筛选, 得到感兴趣的离子峰; 步骤 6: 将离子峰按照浓度分布制成可视化 2D 图; 最后将感兴趣物质分离纯化, 并与基

因组信息进行比对. 

Note: Step 1: Place medium on the MALDI support plate, and inoculate the target strain and the test strain; Step 2: Culture the 
two strains to form colonies; Step 3: Overlay the matrix on the surface equally; Step 4: Using laser or other kinds of ionizer 
probes to obtain flying ions; Step 5: Screen the obtained MS information to target the interesting ion peaks; Step 6: Transform 
the ion peak information to 2D map based on the concentration distribution; Isolate the interesting compounds and match the 
genome information.  

  
dermidis 与链霉菌菌株 S. roseosporus NRRL 

15998 共培养, 使用 MALDI 技术对不同时期的

代谢物的产生及分布进行了监测, 发现其产生的

抗生素达托霉素在 48 h 时才产生, 而在 36 h 时发

现了达托霉素产生的前体物质, 从而弥补了达

托霉素合成途径的空白[42]。因此, 影像质谱还

可用于研究生物合成不同阶段中间产物的产

生。在此研究中使用了基于质谱的基因组挖掘

技 术 [43], 称 为 天 然 产 物 多 肽 基 因 组 (Natural 

profuct peptidogenomics, NPP), 即 利 用

MALDI-TOF 质谱分析菌种或提取物寻找未知

分子量(1 500−5 000 Da 为研究较少的范围), 并

通过凝胶层析富集找到的多肽, 通过 MSn 分析

NPP 序列标签, 并在基因组中寻找相对应的基

因。利用这种方法, 在已经全基因组测序后的菌

株 S. hygroscopicus ATCC 53653 中找到了共计
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14 个新的肽类化合物, 并通过基因组挖掘比对, 

找到了与之配对的核糖体或非核糖体多肽合成

基因序列。 

影像质谱技术由于其快速而可视化, 可以

被便捷地应用于微生物相互作用机制和基因组

指导的天然产物的分离鉴定, 以及代谢机制分

析, 甚至是未知微生物的相关信息。该技术对

庞大的基因组信息量下的复杂代谢产物的研究

分析起到了极大的推动作用。 

本课题组对大连地区不同海域的海洋放线

菌进行了研究[44], 分离自星海湾深度 10 m 左右

的海泥样品中的星海链霉菌鉴定为海洋放线菌

新种[45], 并对星海放线菌 S187 和硫磺链霉菌

L180 进行了基因组序列测定和分析[46−47]。我们

最近对星海链霉菌和其他几株海洋链霉菌进行

了影像质谱研究 , 结合基因组信息分析 , 发现

了海洋链霉菌中可能产生多烯类化合物的菌株

(未发表结果)。对星海链霉菌的基因组分析结果

表明, 一个糖肽类化合物的基因簇与具有抗补

体活性的化合物具有较高的相似性, 因此对星

海链霉菌发酵液的抗补体活性进行了测定, 发

现了星海链霉菌可产生多种具有抗补体活性的

物质, 其对经典途径和旁路途径都具有良好的

抑制作用(未发表结果)。具有抗补体活性的物质

由于其对自身免疫及炎症等疾病治疗中的作

用, 日益引起国内外学者的重视 [48−50], 我国复

旦大学药学院在植物多糖抗补体活性物质研究

中取得了很多成果[50], 但微生物来源的小分子

抗补体活性物质在国内目前还没有相关的研究

报道。我们的初步研究结果表明, 基因组挖掘

可有助于研究开发海洋链霉菌具有多种新颖活

性的天然产物。 

3  展望 

基因组挖掘将在海洋放线菌天然产物研究

中发挥越来越巨大的作用。未来努力的方向包

括开发更强大的生物信息分析软件, 建立完备

的化合物结构信息库, 便于化合物结构的预测, 

以及对除了聚酮类和非核糖体抗生素类抗生素

以外其他种类天然产物的结构预测, 以及对稀

有放线菌特有生物合成基因的挖掘。 

目前的基因组挖掘研究多注重生物合成基

因和调节基因, 但对基因间隔区和启动子序列

挖掘较少。而目前放线菌基因表达元件中启动

子的种类较少, 只有红霉素抗性基因启动子被

普遍使用, 缺少不同活性的启动子 [51], 以及响

应不同环境条件和不同化学物理信号的诱导型

启动子的研究。由于天然产物生物合成途径的

调控需要不同酶基因的协调控制, 而不是各个

基因最强表达是最佳的, 对海洋放线菌中启动

子元件的挖掘, 将促进放线菌合成生物学的发

展, 提供更多的元件构建高效生物合成途径。 

非编码小 RNA 是具有调节作用的 RNA 分

子, 在模式菌种天蓝链霉菌中发现了在不同生

长阶段持续表达的小 RNA 和只在特定发育时

期表达的 RNA, 并发现这些小 RNA 可调节形

态分化、抗生素合成及胞外琼脂酶基因 dagA 的

表达等[52−53], 但目前对其他放线菌的小 RNA 研

究还很少, 对这些具有调节作用的小 RNA 进行

挖掘, 将为抗生素生物合成的合成生物学研究

提供更多的遗传调控元件。 

由于绝大多数微生物是不可培养的, 单细

胞基因组技术有助于研究特定环境下微生物群

体中不可培养的微生物, 或者含量较少的微生

物的基因组挖掘[54]。对海洋共附生微生物和海

泥宏基因组的研究, 已经发现了很多有价值的

酶和生物合成基因[55]。可以预见, 海洋放线菌

的基因组挖掘将能够充分开发海洋放线菌的生

物合成潜能, 发现更多的活性产物用于医疗、

农药、环境保护等领域。 
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