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羊毛硫抗生素雷可肽同源基因簇的异源表达
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摘要　高杰氏链霉菌中含有新型羊毛硫抗生素雷可肽(lexapeptide)的同源基因簇lxm２,为探索该基因簇相

应的产物,将包含lxm２的细菌人工染色体转到变铅青链霉菌中进行异源表达,证实其可以产生雷可肽;同时还

获得另一个新次级代谢产物,基因敲除实验表明此化合物的合成也与lxm２相关.通过色谱技术对新化合物进

行分离纯化,结合核磁共振谱、高分辨质谱和二级质谱确定其结构为具有多重修饰的线性六肽,与雷可肽的NＧ端

六氨基酸序列相同,命名为LxmＧNＧ六肽,该化合物没有检测到抗菌活性.
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　　微生物来源的天然产物一直以来都是药物研发

的主要来源[１].近年由于抗生素的滥用,临床上涌

现出多种多重耐药致病菌,如耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌、耐万古霉素粪肠球菌以及耐碳青霉烯类抗

生素肺炎克雷伯菌等“超级细菌”.多重耐药的“超
级细菌”的出现严重威胁人类的健康,国际上迫切需

要结构和作用机制新颖的抗生素来治疗“超级细菌”
引起的感染.核糖体肽类抗生素是由核糖体合成的

一类翻译后高度修饰的肽类化合物(ribosomally
synthesizedposttranslationally modifiedpeptides,

RiPPs),RiPPs具有结构多样性和生物活性多样性,
其中羊毛硫肽类抗生素抗菌作用机制独特[２],微生

物不易产生抗药性,例如乳链球菌肽nisin作为食品

防腐剂应用了近６０年,至今没发现微生物对其产生

抗性[３Ｇ４],这预示着羊毛硫肽类化合物在药用方面可

能有很大的发展潜力,是发掘抗生素的重要研究

对象[５Ｇ６].
核糖体肽类化合物通常由前体肽经蛋白酶切

割、多重修饰后生成成熟的活性肽.前体肽由信号

肽、前导肽及核心肽组成,其中信号肽负责前体肽在

细胞内的定位,前导肽则主要介导核心肽上修饰反

应的发生,修饰后的前体肽经蛋白酶水解切除信号

肽和前导肽部分,形成成熟的活性肽,释放到胞

外[７].羊毛硫抗生素(lantibiotics)是目前研究最深

入的一类核糖体肽类抗生素,其生物合成[７]、作用机

制[８Ｇ９]、生物活性及应用[１０Ｇ１１]等方面都有较深入的研

究.羊 毛 硫 抗 生 素 具 有 特 征 性 的 脱 氢 丙 氨 酸

(Dha)、脱氢氨基丁酸(Dhb)以及羊毛硫氨酸(Lan)
或甲基羊毛硫氨酸(MeLan),其前体肽通常含有较

多的丝氨酸、苏氨酸以及半胱氨酸残基.根据羊毛

硫氨酸或甲基羊毛硫氨酸的合成机制可以将羊毛硫

抗生素分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ四类.Ⅰ类的 Lan(或

MeLan)由Ser(或 Thr)与Cys经由脱水酶LanB和

环化酶LanC催化生成;Ⅱ类由包含脱水和环化结

构域的双功能酶LanM 催化生成;Ⅲ与Ⅳ类则分别

由LanKC和LanL催化生成,LanKC和LanL均包

含中心激酶结构域、NＧ端磷酸丝氨酸/磷酸苏氨酸

裂酶结构域以及C端环化酶结构域.其中LanL的

环化酶结构域中的３个结合金属离子的氨基酸残基

与LanC中的保守一致,LanKC中的环化酶结构域

则不存在这３个保守的氨基酸残基[７].此外,羊毛

硫肽类化合物的结构多样性还源于大量其他种类的

翻译后修饰,如酰基化、糖基化、卤化、异戊烯化和差

向异构化等[１２],所有已知的羊毛硫肽都需要经过一

系列的翻译后修饰才能成为具有生物活性的活

性肽[７].
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笔者所在课题组通过异源表达筛选娄彻氏链霉

菌Sal３５的基因组细菌人工染色体(BAC)文库,发
现一个新型羊毛硫抗生素雷可肽(lexapeptide).雷

可肽的化学结构(图１)[１３]中含有２个 Dha、３个

Dhb、１ 个 Lan 和 １ 个 CＧ端 氨 乙 烯 基 甲 基 Cys
(AviMeCys),然而测序发现其生物合成基因簇中并

不含有传统的Ser/Thr脱水酶和环化酶同源基因,
表明雷可肽是一种新型的羊毛硫抗生素.同时,从

１株 高 杰 氏 链 霉 菌 Sgt２６(Streptomycesgaltieri
２６)的基因组BAC文库中筛选得到１个抗菌活性克

隆４D８,测序发现其含有雷可肽生物合成基因簇的

同源基因簇[１３],命名为lxm２.本研究通过异源表

达４D８阐明基因簇lxm２负责合成的次级代谢产

物,并通过基因敲除实验确定相应化合物的合成是

否与雷可肽同源基因簇lxm２有关,旨在为雷可肽

的结构改造研究奠定基础.

图１　雷可肽的结构[１３]

Fig．１　Thestructureoflexapeptide[１３]

1　材料与方法

1.1　菌株、质粒与培养条件

变铅青链霉菌 GX２８为异源表达宿主[１４].金

黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)、耻垢分支

杆菌(Mycobacteriumsmegmatis)mc２１５５以及蕈

状芽孢杆菌(Bacillusmycoides)为抗生素活性测定

指示菌.高杰氏链霉菌Sgt２６分离自神农架原始森

林.４D８为来自高杰氏链霉菌Sgt２６的基因组文库

BAC克隆,含有雷可肽同源基因簇lxm２[１３];BAC
文库载体为pHL９３１[１３].大肠杆菌DH１０B为BAC
克隆和质粒载体的宿主菌,大肠杆菌 ET１２５６７/

pUB３０７为大肠杆菌Ｇ链霉菌三亲本接合转移的辅

助菌株[１５].pJTU６７２２含有红霉素抗性基因,作为

模板扩增红霉素抗性基因,用于４D８中的雷可肽同

源基因簇的基因置换.MS培养基用于链霉菌菌种

的活化和产孢[１６].YBP培养基用于链霉菌菌株的

固体发酵[１７].LB培养基[１８]用于大肠杆菌和生测指

示菌的培养.抗生素及使用质量浓度(μg/mL):阿泊

拉霉素(Am)５０、卡那霉素(Km)１００、氯霉素(Cml)２５、
萘啶酮酸(Ndx)２５、三甲氧苄啶(TMP)５０.

1.2　基因敲除

通过 PCRＧtargeting技术[１９]敲除４D８中的雷

可肽同源基因簇.PCRＧtargeting引物为 TARＧF:

GCCTTCTGCACGCTGTCCCCGATGGCCTTGＧ
GCGTCGACCGCGTCCAGGACGATTCCGGGＧ
GATCCGTCGACC;TARＧR:ACGAGAAGGACＧ
CTGTTCGAGGGTTACACCGCCTACACCTCCＧ
GCCGAGGAGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC,
模板为pJTU６７２２,PCR扩增含红霉素抗性基因的

片段,将纯化的PCR产物电转化到BW２５１１３/４D８,
筛选红霉素抗性重组子.验证基因敲除的引物为

４D８Ｇ１ＧF:GCCTTCTGCACGCTGTCC,４D８Ｇ１ＧR:

AGCATCAGCAGCATCTCGT;４D８Ｇ２ＧF:GCTTCＧ
CTTCGTGTCCTGGTC,４D８Ｇ２ＧR:GCCGTACTCＧ
CTGCTGATGAC.
1.3　基因簇异源表达和发酵

通过三亲本接合转移将含有接合转移起始区

oriT 的 BAC 克 隆 ４D８、基 因 簇 敲 除 克 隆

４D８Δlxm２和BAC载体pHL９３１接合转移到高产

抗生素的变铅青链霉菌 GX２８中.三亲本接合转移

方法参见文献[１５].含质粒的大肠杆菌 ET１２５６７
为接合转移供体菌,变铅青链霉菌 GX２８为受体菌,

４９
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大肠杆菌 ET１２５６７/pUB３０７为辅助菌.加抗生素

Am 和 TMP覆盖后的接合转移平板于３０℃培养

５d至接合子产孢;挑取６个接合子转接到含有 Am
和 Ndx的 MS平板上,３０℃培养５d至产孢;将孢

子转接到 YBP培养基上,３０℃发酵７d.
1.4　LxmＧNＧ六肽的 HPLC 检测

用 HPLC(色 谱 柱:Agilent 公 司 ZORBAX
３００SBＧC１８,５μm,４．６ mm×２５０ mm)分析检测

LxmＧNＧ六肽,紫外检测波长为２３０nm,洗脱溶剂为

水＋０．１％ TFA(A 相)、乙腈 ＋０．０７５％ TFA(B
相),流速１mL/min,梯度洗脱条件见表１.
1.5　LxmＧNＧ六肽化合物的提取、分离和纯化

将固体发酵物切碎,用等体积甲醇浸提３次,浸
泡过程中用机械力持续搅拌,浸提液用真空旋转蒸

发仪减压蒸馏;得到的甲醇浸提物用少量水溶解,然
后加入等体积的正丁醇萃取３次,萃取液经减压蒸

馏去除有机试剂.再用 CHP２０P大孔吸附树脂分

离,将正丁醇萃取物通过干法上样加入到 CHP２０P
色谱柱(柱长６０cm,内径５cm)内,甲醇Ｇ水梯度洗

脱(甲醇梯度由５０％上升至１００％),每个梯度冲洗

３倍柱体积,流速为２０mL/min,收集洗脱液,并用

HPLC检测.合并含有目标色谱峰的样品,减压蒸

馏去除溶剂,同样的方法用窄内径的 CHP２０P色谱

柱(柱长４０cm,内径２cm)将合并的样品进行再次

分离纯化.将得到的样品用尽可能少量的甲醇溶

解,样品溶液经过２μm 有机相滤膜过滤后加入到

SephadexLH２０色谱柱(柱长１８０cm,内径２cm)
内,甲醇洗脱,流速为１５０μL/min,收集样品并用

HPLC检测,合并含有目标化合物的组份.最后用

分析型 HPLC(SHIMADZU VPＧODS,５μm,４．６
mm× ２５０mm)分离纯化目标化合物,洗脱溶剂

为水＋０．１％ TFA(A 相)、乙腈＋０．０７５％ TFA
(B相),流 速 为 ０．８ mL/min,梯 度 洗 脱 条 件

见表１.
1.6　LxmＧNＧ六肽的结构鉴定

通过１D和２D核磁共振谱(NMR)和质谱进行

鉴定.NMR谱采用美国 Bruker核磁共振仪(６００
MHz),化学位移以四甲基硅烷为内标(TMS,δ＝
０．０ppm).LCＧMS采用带有电喷雾离子源(ESI)的
安捷伦１１００ＧLC/MSD离子阱系统,其中 HPLC采

用表１分离纯化条件;高分辨质谱采用与安捷伦

１２００HPLC 联用的６５３０四级杆飞行时间质谱仪

AccurateＧMassQTOF,并采用ESI离子源.

表１　LxmＧNＧ六肽的HPLC检测和HPLC分离纯化条件

Table１　HPLCconditionsforLxmＧNＧ

hexapeptidedetectionandpurification

检测条件

Detectioncondition
时间/min

Time
A/％ B/％

纯化条件

Purificationcondition
时间/min

Time
A/％ B/％

０ ９０ １０ ０ ７５ ２５
５ ９０ １０ ７ ７５ ２５
２０ ５０ ５０ ７．１ ０ １００
３０ ０ １００ １４ ０ １００
３５ ０ １００ １５ ７５ ２５
３６ ９０ １０ ２０ ７５ ２５
４５ ９０ １０

1.7　生物活性测定

将１％琼脂固体培养基微波加热熔化后,置于

５５℃ 水浴中冷却 １５~２０ min,以 ０．１％ ~０．２％
(V/V)的量加入生测指示菌的活化培养物,混合均

匀后铺制生测指示菌平板(２５mL/板),将无菌滤纸

片或牛津杯置于含生测指示菌的培养基上,再将样

品液加到滤纸片(２０μL上样量)上或牛津杯(２００

μL上样量)中,置于３７℃培养１~２d观察抑菌圈.

2　结果与分析

2.1　同源基因簇 lxm2 的异源表达

对BAC克隆４D８中的lxm２基因簇进行基因

敲除,用红霉素抗性基因置换基因簇中除lxm２T
和lxm２R(分别负责编码转运蛋白和调控蛋白)外
的所 有lxm２ 基 因,得 到 BAC 质 粒 ４D８Δlxm２,

PCR验证正确(图２A、B).将含lxm２基因簇的

BAC克隆４D８、基因敲除 BAC质粒４D８Δlxm２和

pHL９３１空载体对照接合转移到高产抗生素的变铅

青链霉菌宿主菌 GX２８中,得到接合子,分别发酵后

进行有机溶剂萃取,通过 HPLC检测分析发酵抽提

物.从 HPLC图谱观察到 GX２８/４D８在２２．１min
时产生１个吸收峰(图２C星号标记),与来自娄彻

氏链霉菌 Sal３５的羊毛硫抗生素雷可肽(lexapepＧ
tide)标准品的保留时间相同.分析敲除突变株

GX２８/４D８Δlxm２的代谢产物,发现突变株中不再

产生该色谱峰.利用 HPLC半制备接峰获得小量

样品,通过高分辨四级杆串联飞行时间质谱检测得

到解卷积相对分子质量为３８７２(图３A),与雷可肽

标准品相对分子质量大小一致.该结果表明 BAC
克隆４D８的lxm２基因簇也负责合成雷可肽.
2.2　LxmＧNＧ六肽的发现

分析 HPLC图谱,与空载体菌株 GX２８/pHL９３１

５９
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以及原始菌株高杰氏链霉菌Sgt２６的发酵产物比较,
在菌株 GX２８/４D８的 HPLC图谱中还出现１个新的

差异色谱峰(图２C菱形标记,保留时间为１８．４min).
通过 HPLC半制备分离该色谱峰对应的化合物,得到

少量样品,利用液质联用质谱(LCＧMS)检测化合物,
相对分子质量为６５３．６([M＋H]＋)(图３B).分析

４D８的DNA序列发现,除同源基因簇lxm２之外,
没有发现可预测的其他次级代谢相关的基因簇,因
此,推测该化合物的合成也与雷可肽同源基因簇有

关.分析敲除突变株 GX２８/４D８Δlxm２的 HPLC
代 谢 图 谱,发 现 突 变 株 中 也 不 产 生 该 化 合 物

(图２C),表明其合成的确与lxm２基因簇有关.

　A:同源基因簇lxm２基因敲除及PCR验证示意图Schematicdiagramoftheknockoutofhomologousgeneclusterlxm２andPCRverificaＧ

tion;基因簇lxm２中,A 编码前体肽,D 编码半胱氨酸脱羧酶,X 编码脱水酶,K 编码激酶,Y 编码可能的环化酶,M 编码NＧ甲基转移酶,

P２和P１编码肽酶,J 编码还原酶,T 编码转运蛋白,R 编码LuxR家族的转录调控蛋白Aencodesprepeptide,DencodescysteinedecarboxＧ

ylase,Xencodesputativelyase,Kencodeskinase,Yencodesputativecyclase,M encodesNＧmethyltransferase,P２andP１encodepeptidase,

Jencodesreductase,Tencodestransporter,RencodesLuxRfamilytranscriptionalregulator;B:PCR扩增结果 PCRamplificationresults;

C:雷可肽及LxmＧNＧ六肽的 HPLC检测 HPLCanalysisforlexapeptideandLxmＧNＧhexapeptide;星号标记为雷可肽,菱形标记为LxmＧNＧ六

肽 Thepeakslabeledwithasteriskarelexapeptide,thepeaklabeledwithdiamondisLxmＧNＧhexapeptide．

图２　雷可肽同源基因簇lxm２的敲除和异源表达

Fig．２　Geneknockoutandheterologousexpressionofthehomologouslexapeptidegeneclusterlxm２

　A:Lexapeptide的解卷积质谱图 Deconvoluted massspectrum oflexapeptide;B:LxmＧNＧ六肽的质谱图 Massspectrum ofLxmＧNＧ

hexapeptide．

图３　Lexapeptide和LxmＧNＧ六肽的相对分子质量检测

Fig．３　MolecularweightdeterminationoflexapeptideandLxmＧNＧhexapeptide
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2.3　LxmＧNＧ六肽的分离纯化和结构鉴定

跟踪差异峰分离纯化相应化合物,从２０L发酵

培养物得到白色粉末状纯品１．５mg.将纯化的样品

溶于氘代试剂 DMSOＧd６中进行１DＧ和２DＧNMR谱

分析,NMR数据总结如表２,推测其结构为含有多重

修饰的 Me２ＧPheＧDhaＧProＧDhbＧIleＧPro六肽(图４A),
其序列与雷可肽的 NＧ端一致,因此将这个小分子肽

命名为 LxmＧNＧ六肽.如图３所示,LxmＧNＧ六肽的

NＧ端Phe上存在２个 NＧ甲基化修饰,还包括另外２
个修饰氨基酸,即衍生自Ser的脱氢丙氨酸(Dha)和
由Thr衍生的脱氢ＧαＧ氨基丁酸(Dhb).对LxmＧNＧ六

肽纯 品 进 行 高 分 辨 质 谱 分 析,相 对 分 子 质 量 为

６５３．３６８５([M＋H]＋ ),理 论 计 算 值 为 ６５３．３６６３
([M＋H]＋),误差为３．６ppm(图４B);利用串联质谱分

析,发现其二级质谱碎片也与 NMR推测结构一致,产
生了与理论计算值相符的b型碎片离子峰(图４C).

表２　LxmＧNＧ六肽的NMR数据汇总(６００MHz,DMSOＧd６)
Table２　NMRspectrumdataofLxmＧNＧhexapeptide(６００MHz,DMSOＧd６)

碳原子

Carbon
化学位移

δCppm

质子

Proton
化学位移∗

δHppm(Mult,JinHz)
１HＧ１HＧCOSY １HＧ１３CHMBC

N,NＧ二甲基苯丙氨酸N,NＧdimethylPhenylalanine(Me２ＧPhe)
１ １６９．１ C２ＧH,C３ＧH２,DhaＧNH
２ ６８．６ C２ＧH ３．４７(dd,１０,５) C３ＧH２ C３ＧH２,C１０/１０′ＧH３

３ ３２．７ C３ＧH２ ２．７７(dd,５,１３),２．８９(dd,１０,１３) C２ＧH C２ＧH
４ １３８．７ C２ＧH,C３ＧH２,C６/８ＧH

５,９ １２９．２ C５/９ＧH ７．１７(m) C６/８ＧH C３ＧH２

６,８ １２８．２ C６/８ＧH ７．２５(m) C５/９ＧH,C７ＧH
７ １２６．１ C７ＧH ７．１７(m) C６/８ＧH

１０,１０′ ４１．３ C１０/１０′ＧH３ ２．２５(s) C２ＧH

脱氢丙氨酸Dehydroalanine(Dha)
１ １６５．３ C３ＧH２,NH,ProIＧC２ＧH
２ １３７．８ C３ＧH２,NH
３ １０３．４ C３ＧH２ ４．８３(s),５．２１(s) NH

NH ９．９６(s)

脯氨酸Ⅰ ProlineⅠ (ProⅠ)
１ １７０．３ C２ＧH,C３ＧH２,DhbＧNH
２ ６０．６ C２ＧH ４．２２(t,８) C３ＧH２ C３ＧH２,C５ＧH２

３ ２９．５ C３ＧH２ １．７４(m),２．１８(m) C２ＧH,C４ＧH２ C２ＧH,C５ＧH２

４ ２４．７ C４ＧH２ １．６８(m) C３ＧH２,C５ＧH２ C２ＧH,C５ＧH２

５ ４８．３ C５ＧH２ ２．６１(m),３．１３(m) C４ＧH２ C３ＧH２,C５ＧH２

脱氢αＧ氨基丁酸 Dehydrobutyrine(Dhb)
１ １６３．２ C３ＧH,C４ＧH３,NH,IleＧC２ＧH,IleＧNH
２ １２９．５ C３ＧH,C４ＧH３

３ １３１．１ C３ＧH ６．５９(q,７) C４ＧH３ C４ＧH３,NH
４ １３．０ C４ＧH３ １．６５(d,７) C３ＧH

NH ８．９９(s)

异亮氨酸Isoleucine(Ile)

１ １６９．７ C２ＧH,C３ＧH
２ ５４．７ C２ＧH ４．３５(t,９) C３ＧH,NH NH
３ ３６．０ C３ＧH １．８１(m) C２ＧH,C４ＧH２,C６ＧH３ C２ＧH,NH
４ ２４．１ C４ＧH２ ０．９６(m),１．４８(m) C３ＧH,C５ＧH３ C２ＧH
５ １０．６ C５ＧH３ ０．７３(t,７) C４ＧH２

６ １４．６ C６ＧH３ ０．８６(d,７) C３ＧH,NH C２ＧH
NH ７．２５(overＧlappedsig) C２ＧH

脯氨酸Ⅱ ProlineⅡ (ProⅡ)
１ １７３．３ C２ＧH,C３ＧH２

２ ５８．６ C２ＧH ４．１９(dd,５,８) C３ＧH２ C３ＧH,C４ＧH,C５ＧH
３ ２８．８ C３ＧH２ １．８１(m),２．１０(m) C２ＧH,C４ＧH２ C２ＧH,C４ＧH,C５ＧH
４ ２４．５ C４ＧH２ １．８８(m) C３ＧH２,C５ＧH２ C２ＧH,C５ＧH
５ ４６．７ C５ＧH２ ３．５５(m),３．８６(m) C４ＧH２ C２ＧH,C３ＧH,C４ＧH

　∗J:偶合常数;s:单峰;d:双重峰;t:三重峰;q:四重峰;dd:双重双重峰;m:多重峰.J:Couplingconstants．s:Singlet;d:Doublet;

t:Triplet;q:Quartet;dd:Doubletofdoublets;m:Multiplet．
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　A．LxmＧNＧ六肽结构及关键NMR信号StructureofLxmＧNＧhexapeptideandkeyNMRsignals;B:LxmＧNＧ六肽的高分辨图谱 HighresoluＧ

tionmapofLxmＧNＧhexapeptide;C:LxmＧNＧ六肽的二级质谱数据 MSＧMSdataofLxmＧNＧhexapeptide．

图４　LxmＧNＧ六肽的结构鉴定

Fig．４　StructureelucidationofLxmＧNＧhexapeptide

2.4　LxmＧNＧ六肽的抗菌活性测定

采用革兰氏阳性菌株金黄色葡萄球菌、蕈状

芽孢杆菌、耻垢分支杆菌和革兰氏阴性大肠杆菌

做指示菌,将化合物溶于甲醇中,分别用滤纸片

和牛津 杯 进 行 生 测 实 验,化 合 物 最 高 使 用 量 达

１００μg,都没有检测到抑菌活性.暗示雷可肽中

起抗菌活性的药效基团可能在该 LxmＧNＧ六肽之

外的部分.

另外,在化合物分离过程中,也曾检测到雷可肽

色谱峰之外的活性组分,但是由于其含量极少,没有

成功分离到该活性组分.

3　讨　论

本研究通过异源表达、基因敲除证实链霉菌

Sgt２６菌株来源的lxm２同源基因簇负责雷可肽的

生物合成.同时还发现和鉴定了１个多重修饰的新

结构小分子六肽,其序列与雷可肽的 N 端六氨基酸

序列一致.

雷可肽具有典型羊毛硫抗生素结构特点[１３],根

据羊毛硫抗生素的合成机制[７,２０],雷可肽应该是在

翻译后再经过脱水、环化和Phe的 NＧ甲基化等后修

饰而形成的.LxmＧNＧ六肽的结构中也含有甲基化

和氨基酸脱水修饰,因此,推测它是成熟的雷可肽在

某种蛋白酶作用下的水解产物.在雷可肽合成相关

的同源基因簇lxm２中有２个基因编码蛋白酶,推

测２个基因产物组成蛋白酶复合物,负责前导肽的

切割.根据功能预测,这个蛋白酶复合物没有负责

脯氨酸末端水解的功能,所以 LxmＧNＧ六肽的释放

可能跟这个蛋白酶复合物的功能无关,可能是菌体

内其他的某种蛋白酶对雷可肽水解而形成的,当然,

该推论还需进一步的实验验证.

LxmＧNＧ六肽的发现具有重要意义.一方面,

LxmＧNＧ六肽结构的鉴定有利于其合成相关基因的

研究,负责Dha、Dhb和Lan合成的基因功能的阐明

将有助于雷可肽的生物合成机制的进一步解析.另

一方面,LxmＧNＧ六肽的获得为后续研究提供了一个

有价值的线索,雷可肽虽然抑菌效果很好,但分子质

量过大,这种肽类化合物在进入人体循环系统后很

容易被免疫系统当作抗原物质受到排斥进而引起抗

原反应,可能很难成为系统性抗感染药物;LxmＧNＧ
六肽没有显示出任何生物活性,表明雷可肽发挥其

药效活性可能不需要 N 端的六肽部分,基于此,可

以对雷可肽的 N 端氨基酸进行删减并检测这些衍

生物的抗菌活性,如果可以通过基因改造[２１Ｇ２２]或寻

找一个合适的蛋白水解酶,得到１个分子质量较小

且有抑菌活性的雷可肽结构类似物,那么这种化合
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物会有更好的应用前景,将为羊毛硫肽类抗生素的

研发提供更广阔的发展空间.

参考文献References

[１]　NEWMANDJ,CRAGGG M．Naturalproductsassourcesof

newdrugsfrom１９８１to２０１４[J]．JNatProd,２０１６,７９(３):

６２９Ｇ６６１．

[２]　HASPERHE,KRAMERNE,SMITHJL,etal．AnalternaＧ

tivebactericidalmechanism ofactionforlantibioticpeptides

thattargetlipidII[J]．Science,２００６,３１３(５７９３):１６３６Ｇ１６３７．

[３]　LUBELSKIJ,RINKR,KHUSAINOVR,etal．Biosynthesis,

immunity,regulation,modeofactionandengineeringofthe

modellantibioticnisin[J]．CellMolLifeSci,２００８,６５(３):４５５Ｇ

４７６．

[４]　ROGERSLA．TheinhibitingeffectofStreptococcuslactison

Lactobacillusbulgaricus [J]．JBacteriol,１９２８,１６(５):３２１Ｇ

３２５．

[５]　DUNBARKL,MITCHELLDA．Revealingnature’ssynthetＧ

icpotentialthroughthestudyofribosomalnaturalproductbioＧ

synthesis[J]．ACSChemBiol,２０１３,８(３):４７３Ｇ４８７．

[６]　VAN HEELAJ,DEJONGA,MONTALBANＧLOPEZM,et

al．BAGEL３:automatedidentificationofgenesencodingbacteＧ

riocinsand(nonＧ)bactericidalposttranslationallymodifiedpepＧ

tides[J]．NucleicAcidsRes,２０１３,４１:４４８Ｇ４５３．

[７]　KNERRPJ,VANDERDONK W A．Discovery,biosynthesis,

andengineeringoflantipeptides[J]．AnnuRevBiochem,２０１２,

８１:４７９Ｇ５０５．

[８]　ASADUZZAMANSM,SONOMOTOK．Lantibiotics:diverse

activitiesanduniquemodesofaction[J]．JBiosciBioeng,２００９,

１０７(５):４７５Ｇ４８７．

[９]　CHATTERJEEC,PAUL M,XIEL,etal．Biosynthesisand

modeofactionoflantibiotics[J]．Chem Rev,２００５,１０５(２):

６３３Ｇ６８４．

[１０]COTTERPD,HILLC,ROSSRP．Bacteriocins:developinginＧ

nateimmunityforfood[J]．NatRevMicrobiol,２００５,３(１０):

７７７Ｇ７８８．

[１１]PIPERC,COTTERPD,ROSSRP,etal．DiscoveryofmediＧ

callysignificantlantibiotics[J]．CurrDrugDiscovTechnol,

２００９,６(１):１Ｇ１８．

[１２]NOLNEM,WALSH CT．HownaturemorphspeptidescafＧ

foldsintoantibiotics[J]．Chembiochem,２００９,１０(１):３４Ｇ５３．

[１３]XU M,ZHANGF,CHENGZ,etal．Functionalgenomemining

revealsanovelclassVlanthipeptidecontainingaDＧaminoacid

introducedbyanF４２０H２Ｇdependentreductase[J/OL]．Angew

ChemIntEd,２０２０:０８０３５[２０２０Ｇ０４Ｇ２３]．https://doi:１０．１００２/

anie．２０２００８０３５．

[１４]PENGQY,GAOGX,LYUJ,etal．EngineeredStreptomyces

lividansstrainsforoptimalidentificationandexpressionof

crypticbiosyntheticgeneclusters[J/OL]．Front Microbiol,

２０１８,９:３０４２[２０２０Ｇ０４Ｇ２３]．https://pubmed．ncbi．nlm．nih．

gov/３０６１９１３３/．DOI:１０．３３８９/fmicb．２０１８．０３０４２．
[１５]FLETTF,MERSINIASV,SMITHCP．HighefficiencyinterＧ

genericconjugaltransferofplasmidDNAfromEscherichiacoＧ

litomethylDNAＧrestrictingstreptomycetes[J]．FEMSMicroＧ

biolLett,１９９７,１５５(２):２２３Ｇ２２９．
[１６]KIESERT,BIBBMJ,BUTTNER MJ,etal．PracticalStrepＧ

tomycesgenetics[M]．Norwich:TheJohnInnesFoundation,

２０００．
[１７]OUX,ZHANGB,ZHANGL,etal．CharacterizationofrrdA,

aTetRfamilyproteingeneinvolvedintheregulationofsecＧ

ondarymetabolisminStreptomycescoelicolor[J]．ApplEnviＧ

ronMicrobiol,２００９,７５(７):２１５８Ｇ２１６５．
[１８]SAMBROOKJFE,MANIATIST．Molecularcloning:alaboＧ

ratorymanual[M]．NewYork:ColSpringHarborLaboratory

Press,２００２．
[１９]GUST B,CHALLISG L,FOWLER K,etal．PCRＧtargeted

Streptomycesgenereplacementidentifiesaprotein domain

neededforbiosynthesisofthesesquiterpenesoilodorgeosmin
[J]．ProcNatlAcadSciUSA,２００３,１００(４):１５４１Ｇ１５４６．

[２０]ARNISONPG,BIBBMJ,BIERBAUM G,etal．Ribosomally

synthesizedandpostＧtranslationally modifiedpeptidenatural

products:overviewandrecommendationsforauniversalnoＧ

menclature[J]．NatProdRep,２０１３,３０(１):１０８Ｇ１６０．
[２１]ZHOUL,VANHEELAJ,KUIPERSOP,etal．Thelengthof

alantibiotichingeregionhasprofoundinfluenceonantimicroＧ

bialactivityandhostspecificity[J/OL]．Front Microbiol,

２０１５,６:１１[２０２０Ｇ０４Ｇ２３]．https://www．ncbi．nlm．nih．gov/

pmc/articles/PMC４３１０３２９/．DOI:１０．３３８９/fmicb．２０１５．０００１１．
[２２]LUOY,MCLEAND,LINDENGJ,etal．ThenaturallyoccurＧ

ringhostdefensepeptide,LLＧ３７,anditstruncatedmimeticsKEＧ

１８andKRＧ１２haveselectedbiocidalandantibiofilmactivitiesaＧ

gainstCandidaalbicans,Staphylococcusaureus,andEscherichiＧ

acoliinvitro[J/OL]．FrontMicrobiol,２０１７,８:５４４[２０２０Ｇ０４Ｇ

２３]．https://doi．org/１０．３３８９/fmicb．２０１７．００５４４．

９９



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３９卷　

Heterologousexpressionoflantibioticlexapeptide
biosyntheticgeneclusterhomologue

XULijun１,WANGYemin１,XU Min１,ZHAOZhilong２,GAOGuixi１,TAO Meifeng１

１．StateKeyLaboratoryofMicrobialMetabolism,ShanghaiJiaoTongUniversity,

Shanghai２０００３０,China;

２．StateKeyLaboratoryofMicrobialTechnology,ShandongUniversity,Jinan２５０１００,China

Abstract　LantibioticsattractextensiveattentioninthefieldofdiscoveryanddevelopmentofantibiＧ
oticsduetoitsspecialactionmodeandbarelyobserveddrugＧresistantmutationafterbeingappliedfor
decades．LexapeptideisatypeVlantibioticrecentlyuncoveredviaafunctionalgenomeminingapproach
(LEXAS)andhasstrongantibacterialactivityagainstGram positivebacteriaincluding MRSAand
MRSE．Agenecluster(lxm２)similartothelexapeptidebiosyntheticgeneclusterwasidentifiedthrough
screeningtheStreptomycesgaltierigenomicDNAbacterialartificialchromosome (BAC)libraryvia
LEXAS．TheBACclonecarryinglxm２wasintroducedintoStreptomyceslividiansforheterologousexＧ
pression,leadingtotheproductionoflexapeptideandanovelpeakinHPLC．TheproductionoflexapepＧ
tideandthenewpeakwasdisappearedwhenthelxm２geneclusterwasremovedfromtheBACclone．
BasedonNMRspectrometryandhighresolutionmassspectrometry,thestructureofthenewcompound
wasidentifiedtobeahighlymodifiedlinearhexapeptidewithsequenceidenticaltotheNＧterminalsixaＧ
minoacidsoflexapeptide,thusLxmＧNＧhexapeptidewasgivenasitsname．TheLxmＧNＧhexapeptidedid
notexhibitantibacterialactivity．

Keywords　Streptomyces;drugdiscovery;heterologousexpression;secondarymetabolites;lantibiＧ
otic;lexapeptide;superbacteria
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