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摘  要: 天然产物一直以来都是新药发现的重要来源。自 20 世纪末以来，随着组学技术的不断发展，许多生物

的基因组被破译并解析，发现基因组中潜藏着众多未知的天然产物生物合成基因簇，而这些基因簇在实验室生长

条件下无法表达或低表达。因此，需要综合运用多种学科深入挖掘生物中潜藏的具有新型结构和生物活性的天然

产物，使其广泛应用于人类的生产生活。文中将从天然产物合成基因簇的挖掘、“沉默”天然产物合成途径的激活

和生物底盘构建 3 个方面简述基因组学技术在天然产物挖掘中的研究进展。 
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Abstract:  Novel natural products have always been the most important sources for discovery of new drugs. Since the end of 

the 20th century, advances in genomics technology have contributed to decode and analyze numerous genomes, revealing 
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remarkable potential for production of new natural products in organisms. However, this potential is hampered by laboratory 

culture conditions. Therefore, the integration of all these new advances is necessary to unveil these treasures, addressing the 

rise in resistance to antibiotics. In this review, we discuss the strategies of genome mining, inducing the expression of silent 

biosynthetic gene clusters and construction of biological chassis. 

Keywords:  genomics, natural products, genome mining, biological chassis 

20 世纪 40 年代，第一个抗生素青霉素被发现

并成功运用于临床以后，已有数千种结构多样的天

然产物被发现并广泛应用于人类的生产生活中[1]。

天然产物已成为抗生素、免疫抑制剂、抗恶性细胞

增生剂、抗高血压和抗病毒等药物的重要来源[2-3]。

在过去的 35 年中，美国 FDA 批准的药物超过半数

都是源于天然产物[4]。因此，挖掘生物中的天然产

物是制药产业的重要支柱之一。 

传统观点认为生物只能产生数量有限的次级

代谢产物。但随着 DNA 测序技术和生物信息学的

快速发展，链霉菌和曲霉属真菌的第一个基因组序

列被公布[5-6]，生物潜藏的天然产物合成能力被发

现。生物信息学分析预测链霉菌基因组，发现其可

以产生约 150 000 多种潜在的抗菌药物[7-8]，然而

到 2005 年只有约 7 600 个天然产物被确认[4]。在

标准的实验室生长条件下，多数次级代谢产物都未

能表达或是低表达。这些“沉默”的生物合成基因簇

(Biosynthetic gene clusters，BGCs) 可能编码众多

结构新颖的生物活性分子，而这些天然产物可以广

泛用于医药或是畜牧业[9]。因此，挖掘并唤醒这些

“沉默”的次级代谢途径可以极大地丰富现有的天

然产物库，为研发更具临床应用价值的药物，解决

愈发严重的抗生素耐药性问题提供来源[10]。 

组学时代的来临，基因组学、转录组学、蛋白

组学和代谢组学等学科研究的不断深入，有利于挖

掘并激活生物中“沉默”的天然产物合成途径。本文

将从天然产物合成基因簇的挖掘、“沉默”天然产

物合成途径激活和生物底盘构建 3 个方面介绍组

学技术在天然产物挖掘中的研究进展。 

1  天然产物合成基因簇的挖掘        

16S 核糖体 RNA (Ribosomal RNA，rRNA)的

分析数据显示，只有 1%的细菌可以在实验室条件

下进行培养[11]。因此为了获得活性丰富的天然产

物，就需要突破传统基于生物活性寻找天然产物的

方法，寻找新的方法。宏基因组学则直接从环境

DNA (Environment DNA，eDNA) 中获取隐藏的编

码天然产物的基因序列[12]。基于快速便捷的测序

技术和累积的丰富数据信息，这种新方法可以打破

传统筛选模式，挖掘更多结构多样、生物活性优良

的天然产物。 

1.1  宏基因组学 

宏基因组学的挖掘工作流程主要分为两种。

传统方法需要构建巨大的 cosmid 文库，并对单个

eDNA 克隆进行功能筛选。筛选克隆的方法较为

多样，如可视的检测信号、生物活性、报告/生物

传感器或特定的催化反应。最新发展的方法是基

于生物合成中保守 DNA 序列的相似性，选择性

地获取环境样本中潜在的生物合成基因簇。随后

将筛选得到的基因簇进行异源表达，最终获得新

的化合物[13]。 

传统方法中，宏基因组文库是通过提取

eDNA、克隆并连接到穿梭载体上，然后转化到合

适的异源宿主中而构建得到的。筛选阳性克隆的

主要方法是观察表型或色谱分离鉴定，也可以用报

告 /生物传感器筛选系统，如代谢调节表达系统

(Metabolite-regulated expression，METREX)[14]和基

质诱导基因表达筛选系统 (Substrate-induced gene 
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expression screening，SIGEX)[15]。然而，这种方法

发现的天然产物较少，结构相对比较简单，如抗菌

色素 (Violacein)[16]、靛玉红 (Indirubin) 及其同分

异构体 (Indigo)[17]、N-酰基酪氨酸[18]等。 

最新发展的方法是从环境样品中提取粗

eDNA，通过聚合酶链反应  (Polymerase chain 

reaction，PCR) 扩增子特异地针对天然产物生物

合成基因簇内的序列进行筛选。其中 PCR 扩增子

的混合物称为天然产物序列标签(Natural product 

sequence tags，NPSTs)。基于 NPSTs 的系统发育关

系 预 测 工 具 ， 如 天 然 产 物 多 样 性 预 测 工 具

(Environmental surveyor of natural product ，

eSNaPD)[19]和天然产物结构域检测工具  (Natural 

product domain search，NaPDos)[20]，可以对 DNA

序列标签进行系统分类和生物合成来源评价，并与

数据库进行比较，重组潜在的目标生物合成基因

簇。新方法构建的宏基因组文库是由重组的生物合

成基因簇所组成，可以排除大多数与生物合成途径

无关的 DNA 序列。蛋白酶体抑制剂 landepoxin A

是通过该方法筛选得到，它是通过比较酮合成酶

(Ketosynthase，KS) 结构域序列标签和已知的环

氧酮生物合成基因簇的 KS 结构域，从宏基因组

样本中识别环氧酮蛋白酶抑制剂的衍生物而发 

现 [21]。Brady 等通过该方法筛选到色氨酸二聚体

hydroxysporine 和 reductasporine[22]、细胞毒性蒽环

霉素 arimetamycin A[23]、抗生素 tetarimycin A[24]、

malacidins A 和 B[25]、蛋白酶体抑制剂 clarepoxcins 

A-E、landepoxcins A 和 B[21]。 

1.2  生物信息学 

自 20 世纪末对生物体进行基因组分析以来，

已有超过 7 000 个微生物的基因组信息被报道。在

这之前，人们认为产生次级代谢物的微生物只含有

少数几种 BGCs。然而，阿维链霉菌和天蓝链霉菌

的基因组解码后发现有 20–37 个未知的生物合成

基因簇[6,26–27]。生物信息学分析显示天然产物生物

合成基因簇超过总基因组的 5%–7%[28]。丝状真菌

构巢曲霉Aspergillus nidulans的基因组具有更大的

潜力，推测有 56 条次级代谢途径[29]。此外，分析

不同生态位的生物群落，如人类微生物群[30]和环

境样本[31]，进一步揭示了天然产物的多样性。 

随着新一代测序技术的应用，DNA 序列分析

的处理速度和准确性显著提高，成本大幅度降低。

获得的大量基因组分析数据让公共数据库很好地

建立起来，利用 BLAST 和 FASTA 可以在一定程

度上推断出未知基因的功能[32-33]。目前，除了利用

同源性预测功能外，隐马尔可夫模型  (Hidden 

Markov model，HMM) 分析蛋白质家族 (Protein 

family，Pfam) 被广泛应用[34]。专门分析预测 BGCs

产物的统计模型 antiSMASH 也被公开[35]。由于计

算机处理能力的显著提高，蛋白质功能预测的精确

度也有所提升，BGCs 的评估更加精准[36]。因此，

从基因组序列数据中挖掘次级代谢生物合成基因

簇的方法被广泛应用。 

分析基因组中可能存在的次级代谢生物合成

酶的编码基因是挖掘新型天然产物的经典方法。

虽然次级代谢物结构丰富多样，但其生物合成机

理是相对保守的，尤其是核心酶的氨基酸序列相

似度非常高[37]。经典挖掘方法运用了反向遗传学

原理，即以一个或多个“参考”酶的基因序列来确

定目标生物基因组序列中的同源基因。常用软件

有 BLAST[38] 、 DIAMOND[39] 、 HMMer[40] 和

antiSMASH，其中 antiSMASH 的 3.04 版本可以识

别 44 种不同的基因簇类型[35,41-42]。经典挖掘方法

找到的生物合成基因簇通常都是较容易识别的，如

泰斯巴汀 (Teixobactin)[43]、卷曲霉素 (Cypemycin)[44]、

瑞斯托霉素 (Ristomycin)[45]等。 

最新发展的方法不再专注于参与合成的单一

基因，而是通过分析部分或全部基因簇、抗性或调
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控基因来深入挖掘新型天然产物。Cimermancic 等

运用双态 HMM 建立了一个寻找 BGCs 的算法[46]。

首先用 677 个已验证的次级代谢生物合成基因簇

和随机选取的非次级代谢生物合成基因序列中的

Pfam 域字符串验证该模型。然后用该概率模型对

1 154 个原核生物基因组进行筛选，得到 33 000 个

可能的 BGCs，其中有 10 700 个 BGCs 的评分很   

高[46]。这些分析数据表明挖掘微生物中的新型天

然产物潜力巨大。 

随着人们对天然产物生物合成途径的认识不

断深入，发现 BGCs 不仅含有编码天然产物合成

的生化酶，还有调控元件、转运蛋白和抗性基因

等。因此，逐渐发展出基于抗性或是调控因子的

天然产物挖掘方法。Wright 等验证了对糖肽和安

莎霉素类抗生素耐受的微生物更有可能产生类似

的化合物，并开发了基于抗生素耐药性的挖掘平

台用于分离特定的抗生素产生菌[47-48]。Moore 等

则将这种方法进一步改良优化，开发了一种靶向

基因组挖掘方法[49]；他们筛选了 86 株海洋放线菌

属 Salinispora 的菌株，确定了一个在细菌脂肪酸

合酶附近的非常规 PKS-NRPS 基因簇。通过克隆、

异源表达和突变分析，发现该基因簇与已知的脂肪

酸合成酶抑制剂硫拉霉素的生物合成有关。因此，

将假定的耐药基因与“沉默”的次级代谢基因簇相

关联，是一种挖掘天然产物的有效途径。 

2  “沉默”天然产物合成途径的激活 

宏基因组学、生物信息学解析基因组序列发现

的 BGCs 在特定生长条件下没有表达或是表达量

低检测不到，这些 BGCs 被称为“沉默”天然产物生

物合成基因簇。目前主要有两种策略可以激活这些

“沉默”BGCs。一是随机激活，主要有对生长条件

的经验优化[50]、添加化学诱变剂[51-52]、微量金属

离子[53]、提供外源性小分子[54]、核糖体工程[55-57]、

与其他生物共培养等方法。二是基于基因组序列的

靶向激活[58]，主要针对调节基因[59]。 

2.1  随机激活 

随机激活通过高通量筛选获得目的菌株。改变

菌株的生长环境，如温度、pH、共培养或添加化

学诱导剂等，均可诱导 BGCs 表达[50-51,53-54]。在

Streptomyces spp.培养基中加入低浓度稀土元素如

钪和镧，不仅提高了已知抗生素的产量同时诱导了

新型天然产物的产生 [60-61]。2016 年，筛选含有    

30 569 个小分子的化合物库，发现了 19 个新的化

学诱变剂[62]。这些诱变剂能够使天蓝色链霉菌菌

落的色素沉着，而色素的产生又通常与天然产物的

生成有关。其中 ARC2 被认为是一种极具潜力的化

学诱变剂，其衍生物 Cl-ARC 用于筛选 50 株不同的

放线菌，有至少 23%的 BGCs 被激活，还有 3 种罕

见的对细菌和真核生物具有活性的天然产物[62-63]。

烟曲霉菌Aspergillus fumigatus与链霉菌Streptomyces 

rapamycinicus 进行共培养激活了烟曲霉菌中一个

聚酮类 BGC 的表达，发现了一种新型多酚类天然

产物并命名为烟环烷(Fumicyclines)[64]。这类化合

物对 S. rapamycinicus 的生长有一定抑制作用，并

可以在防御真菌时发挥作用。 

变铅青链霉菌 Streptomyces lividans 中 S12 的

突变激活抗生素 actinorhodin 的生物合成途径，而

该 BGC 在变铅青链霉菌中通常是沉默的[65]。进一

步研究发现编码 RNA 聚合酶 (RNA polymerase，

RNAP)、30S 核糖体蛋白 S12 和其他核糖体蛋白的

基因突变可以上调特定 BGCs 的转录和翻译。鸟苷

四磷酸 (Guanosine tetraphosphate，ppGpp) 是细菌

适应环境压力非常重要的信号素，也可以诱导抗生

素的生物合成[66]。S12 是细菌核糖体小亚单位的组

成部分，参与翻译起始并决定翻译的准确性。

ppGpp 可以与 RNAP 结合，参与控制 rRNA 的生

物合成同时调节 RNAP 在不同启动子上启动转录

的能力[67]。因此怀疑 RNAP 的突变可以使其模仿

与 ppGpp 结合的构象，由此激活沉默 BGCs 的转
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录[68-69]。有研究使用作用于核糖体的抗生素链霉

素和庆大霉素以及作用于 RNAP 的抗生素利福平

分别对不同的放线菌进行筛选，使编码 S12 的基

因 rpsL 和编码 RNAP 的 β-亚基的基因 rpoB 自发

突变。最后发现中杀菌素链霉菌 Streptomyces 

mauvecolor 的突变株产生了 8 个抗菌天然产物，随

后 的 结 构 研 究 显 示 这 是 一 种 新 型 抗 生 素

piperidamycins[55]。假单胞菌、芽孢杆菌、分支杆

菌等微生物的核糖体突变都可以激活生物合成基

因簇[61,65]。此外，全局调控因子的改变也会诱导某

些“沉默”BGCs 的表达。如将天蓝色链霉菌中多效

调控基因 absA1 的等位基因导入到异源链霉菌

Streptomyces flavopersicus 中，诱导 S. flavopersicus

产生了具有广谱抗菌活性的 pulvomycin[70]。 

2.2  靶向激活 

靶向激活相较于随机激活具有更好的可控性

和可预测性。该方法需要设计和实施特定的策略来

激活目标 BGCs，通量低于随机激活。已知天然产

物生物合成基因簇内或附近编码转录调控因子的

基因会影响天然产物的表达[58-59,71]。因此，诱导激

活因子的表达或敲除编码抑制因子的基因都是非

常有效的激活“沉默”BGCs 的方法。 

在产二素链霉菌 Streptomyces ambofaciens 基

因组中发现一个编码 PKS 的基因簇[72]。生物信息

学分析预测该 BGC 的代谢产物是一种含有新型碳

骨架的聚酮化合物，但 qRT-PCR 分析显示该基因

簇在实验室生长条件下低表达。分析发现基因簇内

的 samR0484 基因可能编码特异性转录激活因子，

该因子属于 LAL 家族调控因子。过表达 samR0484

可诱导该 PKS 和其他生物合成基因的表达，发现了

一类新型的大环内酯类抗生素 stambomycins[72]。

TetR家族抑制蛋白含有一个螺旋的DNA结合结构

域和一个响应小分子配体的受体结构域。在特定的

响应配体缺失时，TetR 二聚体会与 DNA 结合阻止

下游基因的转录[73]。失活 TetR 家族抑制蛋白可以

激 活 多 杰 霉 素  (Jadomycin)[74-75] 、 卡 那 霉 素 

(Kinamycin)[76] 、 aurici [77] 、 ceoelimycin[78] 和

gaburedins[79]等多种天然产物的表达。 

目前使用天然启动子、修饰启动子和合成启

动子来挖掘天然产物是非常有效的靶向激活方 

法[58]。启动子可能是激活“沉默”BGCs 和提高天然

产物产量所必需的。因此有研究小组不断丰富启动

子库[80]。他们已经成功合成了 56 个启动子，将其

分为强、中、弱 3 种不同强度的启动子，并验证在

多个放线菌菌株中均有活性[81]。这种合成启动子

库为未来更好地靶向激活生物合成途径提供了更

多选择。 

3  生物底盘构建 

多数生物在实验室生长条件下较难培养，遗传

背景复杂且不易进行基因操作，其他代谢途径也会

影响目标 BGC 的表达。因此，构建具有精简化基

因组的生物底盘，对于挖掘天然产物至关重要[82]。

目前构建生物底盘主要有“自上而下”和“自下而

上”两种策略。 

3.1  “自上而下”构建策略 

基于对基因组认识的不断深入，“自上而下”

主要是去除赘余基因，降低非必要代谢途径和复杂

调控网络的干扰。优化细胞代谢途径提高对底物和

能量的利用率，增加底盘的可预测性和可控性[83]。 

“自上而下”的构建思路主要是通过比较分析

来自不同生物的基因组，并结合已有的实验数据，

分析出非必需基因 [84]。然后，使用质粒和线性

DNA 介导、位点特异性重组酶、转座子和

CRISPR/Cas 系统等方法进行缺失，构建基因组精

简的底盘。目前，在大肠杆菌[85-89]、链霉菌[82,90-92]、

枯草芽孢杆菌[93-95]和假单胞菌[96-98]等生物中开展

了底盘构建工作。以阿维链霉菌 SUKA17 为例，研

究者使用 Cre-loxP 重组系统对阿维链霉菌基因组进

行分步缺失，去除了约 20%的基因组，消除了 67%
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的 IS 序列和 78%的转座基因。此外，SUKA17 也

是首个用于异源表达次级代谢生物合成途径的放

线菌底盘[92]。SUKA17 基因组的稳定性增加且可

以在基础培养基中正常生长，不产阿维链霉菌内源

次级代谢物如阿维霉素、寡霉素、菲律宾菌素和萜

类化合物等。目前，已有超过 30 多种不同的生物

合成基因簇在 SUKA17 中进行表达，如核苷类、

多肽类、氨基糖苷类等[91,99]。多数 BGCs 异源导入

到底盘后可直接检测到目标代谢物，少数合成基因

簇需要导入调控基因。如将 75 kb 含有 pladienolide

整个生物合成基因簇的 BAC 克隆插入到 SUKA17

中，并没有产生 pladienolide。转录分析表明，

pladienolide 生物合成基因簇和 SUKA17 基因组中

并没有相关的调控基因可以激活该代谢途径。在导

入调控基因 pldR 后，突变株可以合成 pladienolide。

此外，SUKA17 可以使经密码子优化后的合成基因

有效表达，产生植物萜类合成中间前体物质。阿维

链霉菌基因敲除后的底盘更适用于表达多种不同

的次级代谢生物合成基因簇，可能因为精简化的底

盘能为新引入的异源代谢途径提供充足的生物合

成前体物[100]。这些充分说明生物底盘的基因组稳

定性好且系统兼容性强，为天然产物的挖掘提供良

好的基础。 

3.2  “自下而上”构建策略 

“自下而上”构建策略则是尝试从头合成生物

底盘。随着 DNA 合成、测序和移植技术的不断发

展，使从头合成复杂且长的 DNA 序列成为可    

能[101]。该方法主要使用 PCR 组装具有同源序列的

短片段，最终构建得到全合成生物底盘[102-103]。 

2004 年，使用 PCR 技术成功合成了一个长  

32 kb 的聚酮合酶基因簇[103]。虽然合成价格昂贵

且错误率高，但这一成果使制备人工细胞成为可

能。2008 年，Venter 等合成了第一个完整的生物

体基因组尿道支原体 M. genitalium JCVI-1.0[101]。

该全合成基因组长 582 970 bp，所含基因与野生型

尿道支原体 M. genitalium G37 几乎完全相同[104]。

构建流程为化学合成 101 个 5–7 kb 具有重叠序列

的片段，并通过测序进行了验证。然后，通过体外

重组得到约 24 kb、72 kb (1/8 基因组) 和 144 kb 

(1/4 基因组) 的中间片段。最后在酿酒酵母中组装

得到完整的基因组。 

计算机设计好基因组序列，通过合成、组装

得 到 1.08 Mb 的 丝 状 支 原 体 基 因 组 JCVI- 

syn1.0[104-105]。将其移植到山羊支原体受体细胞中，

产生仅受该合成染色体控制的丝状支原体细胞。

JCVI-syn1.0 的组装是通过体外酶策略和酵母体内

重组相结合完成的。JCVI-syn1.0 具有预期的表型

特征，能够持续自我复制。随后基于 syn1.0 基因

组，设计并构建了 531 kb 的基因组 JCVIsyn3.0，

该基因组含有 473 个基因，编码 438 个蛋白和   

35 个带注释的 RNA[106]。合成基因组 JCVIsyn3.0

比任何已知的可以在无菌培养中生长的生物体的

基因组都要小。首先，利用 Tn5 诱变技术来识别

必要基因、准必要基因和非必要基因。随后，验证

准必要基因。最后，通过设计、合成和测试，构

建得到最小基因组 JCVIsyn3.0。JCVIsyn3.0 是一

个多功能底盘，可以用于研究生命的核心功能和

探索全基因组。这样将为未来天然产物的挖掘提

供更多可能。 

4  展望 

20 世纪末，生物基因组测序的实现让我们了

解到基因组中天然产物生物合成基因簇比预想的

多。实质上只有很小部分的天然产物被开发，多

数在实验室生长条件下是保持“沉默”的。随着生物

信息学、基因测序、分子遗传学等学科的快速发展，

天然产物合成基因簇的挖掘、代谢途径的激活和生

物底盘的构建在天然产物挖掘中得到了广泛应用。

我们可以综合使用各种策略高效地挖掘并唤醒生

物中“沉默”的生物合成基因簇 (图 1)。 
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图 1  基因组学技术解析天然产物合成的流程 

Fig. 1  Schematic illustration of natural products synthesis using genomics approaches. 
 

天然产物合成基因簇的挖掘中，宏基因组学

揭示了未经培养的生物可以产生结构复杂并具有

生物活性的天然产物，证明 eDNA 是一个丰富资

源。然而宏基因组学仍需要突破两个局限性问题，

一是如何从土壤样本中分离得到宏基因组学的

DNA 样本库。因为收集含有新型生物合成途径的

eDNA 需要花费大量时间，并且需要懂得基础的

生态学知识。二是如何将宏基因组文库中的 BGCs

进行异源表达。多数 BGCs 在异源宿主中是沉默

的，可能是受密码子、稀有 tRNAs、毒性或稳定

性等因素的影响。在挖掘到可能的天然产物生物

合成途径后，需要随机激活或靶向激活“沉默”基

因簇的表达。通常随机激活不需要预先了解 BGC

的机理，且可以进行高通量的筛选，但对激活结

果却无法预估。靶向激活则需要预先对通路有所

了解，其通量较低但是具有可控性和可预测性。

此外，生物底盘的构建无论对于基因组挖掘还是

激活“沉默”基因簇的表达都非常重要。目前有“自

上而下”和“自下而上”两种策略。其中“自上而下”

是通过去除赘余基因得到精简化的生物底盘。“自

下而上”则是从头合成基因组。天然产物挖掘工作

充满挑战，但随着组学技术的不断发展，将会有

更多具有新型结构的天然产物被发现并广泛用于

人们的生产生活中。 
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