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摘  要：【背景】稀有放线菌是发掘天然产物的“新矿藏”。糖丝菌(Saccharothrix)作为典型的稀有放

线菌，其天然产物生产潜能尚需进行系统分析和发掘。此外，针对糖丝菌的基因编辑体系也鲜有

报道。【目的】揭示糖丝菌属稀有放线菌合成不同结构类型天然产物的潜能，并建立代表菌株的基

因编辑体系，推动新结构天然产物发现及相关生物合成研究。【方法】通过多位点序列分析

(multi-locus sequence analysis, MLSA)方法评价已公布的 34 个糖丝菌基因组之间的相似度，利用

antiSMASH 分析基因簇及其合成产物的结构信息，并使用 BiG-SCAPE 对基因簇进行聚类分析。选

择代表菌株澳大利亚糖丝菌(Saccharothrix australiensis) DSM 43800 和紫丁香糖丝菌(Saccharothrix 
syringae) NRRL B-16468，以整合型载体和基因敲除载体为工具，建立接合转移及基因编辑体系。【结

果】对 34 个糖丝菌基因组的分析显示，共发现了 1 348 个天然产物生物合成基因簇，平均每个基

因组含有约 40 个基因簇。其中，合成聚酮、非核糖体肽、聚酮-非核糖体肽杂合产物，以及核糖

体合成和翻译后修饰肽类天然产物的基因簇丰度较高。这 1 348 个基因簇聚类成 852 个基因簇家族

(gene cluster family, GCF)，进一步聚集成 130 个基因簇集团(gene cluster clan, GCC)。本研究建立

并优化了适用于澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌的接合转移操作体系，并建立了 2 个代表菌株的

基因编辑体系，获得了相应的突变菌株。【结论】糖丝菌作为稀有放线菌，其基因组内富含天然产

物生物合成基因簇，展现出合成众多结构类型天然产物的强大潜能，尤其是聚酮与聚肽类天然产

物。我们成功实现了对糖丝菌基因组的精准编辑，为深入研究基因簇及其合成的天然产物奠定了

坚实的基础。 
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Abstract: [Background] Rare actinomycetes represent a “new treasure trove” for discovering 
natural products. Studies remain to be carried out to explore the natural product-producing 
potential of Saccharothrix as typical rare actinomycetes. Furthermore, few studies reported gene 
editing systems specifically tailored for Saccharothrix. [Objective] This study aims to elucidate 
the potential of Saccharothrix in synthesizing natural products with diverse structures. 
Additionally, we seek to establish gene editing systems for representative strains, thereby 
fostering the discovery of novel natural compounds and advancing the research on related 
biosynthetic pathways. [Methods] Multi-locus sequence analysis (MLSA) was employed to 
assess the similarity among 34 publicly available Saccharothrix genomes. The tool antiSMASH 
was utilized to analyze the gene clusters and the structural information of associated products. 
Additionally, BiG-SCAPE was applied for clustering analysis of these gene clusters. The 
representative strains, Saccharothrix australiensis DSM 43800 and S. syringae NRRL B-16468, 
were selected, for which the conjugation transfer and gene editing systems were established via 
integrative vectors and gene knockout vectors. [Results] The analysis of the 34 Saccharothrix 
genomes revealed a total of 1 348 natural product biosynthetic gene clusters, with an average of 
approximately 40 clusters per genome. The gene clusters were abundant in the biosynthesis of 
polyketides, non-ribosomal peptides, hybrid products of polyketides and non-ribosomal peptides, as 
well as ribosomally synthesized and post-translational modified peptides. The 1 348 gene clusters 
were grouped into 852 gene cluster families (GCFs), which were further grouped into 130 gene 
cluster clans (GCCs). This study established and optimized a conjugation transfer system 
applicable to S. australiensis DSM 43800 and S. syringae NRRL B-16468. Additionally, gene 
editing systems were successfully established for the two representative strains, with the 
establishment of corresponding mutant strains. [Conclusion] As rare actinomycetes, 
Saccharothrix exhibit a rich array of natural product biosynthetic gene clusters, highlighting 
robust potential for synthesizing diverse natural compounds, particularly polyketides and 
polypeptides. Moreover, this study achieves precise editing of the Saccharothrix genome, laying 
a solid foundation for probing into the gene clusters and associated products. 
Keywords: Saccharothrix sp.; secondary metabolism; natural products; biosynthetic gene clusters; 
gene editing 
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近年来，抗生素在医疗和养殖领域的大量

使用甚至滥用导致细菌耐药性不断发展，甚至

出现多重耐药菌株，严重威胁医疗健康，这就

迫切需要发现新结构、新活性的药物[1-3]。天然

产物由于其化学结构的多样性和显著的生物学

活性，在药物发现的过程中占据重要地位。

1981–2019 年批准上市的 1 881 个药物中，约

46%是天然产物及其类似物[4]。放线菌是天然产

物的重要来源，从微生物中分离到的活性代谢

产物中，有 2/3 来自于放线菌，其中约 76%来

自于链霉菌[5]。然而近年来从链霉菌中发现新

抗生素的效率有所下降，越来越多的报道表明

稀有放线菌是天然产物的“新矿藏”，具备产生

新结构活性产物的巨大潜能[6-10]。 
糖丝菌是典型的稀有放线菌，隶属于放线

菌门(Actinomycetota)放线菌纲(Actinomycetes)假
诺卡氏菌目 (Pseudonocardiales)假诺卡氏菌科

(Pseudonocardiaceae)糖丝菌属(Saccharothrix)[11]。

该属已发现 25 个有效描述种、3 个亚种以及

106 个未分类的糖丝菌[11-12]。模式种是 1984 年由

Labeda 等分离自澳大利亚土壤的澳大利亚糖丝

菌(Saccharothrix australiensis)[12]。据统计，截至

2023 年 6 月，从 28 株糖丝菌中共分离并鉴定了

138 种次级代谢物，这些代谢产物具有不同程度

的生物活性，如具有抗肿瘤活性的 pluraflavin A、

kinamycins、ammocidins A-B 等，抗革兰氏阳性菌

活性的 galacardins、mutactimycin，抗真菌活性的

formamicin，抗结核活性的 capreomycin，除草剂

phosphonothrixin、coformycin 等[13]。此外，部分

糖丝菌具有较强的生物防治能力，如杨凌糖丝菌

(Saccharothrix yanglingensis) Hhs.015 对苹果溃疡

病有较好的防治效果[14]，Saccharothrix algeriensis 
NRRL B-24137 能够抑制棉花枯萎病的发生[15]。 

随着基因测序技术的发展，大量微生物基因

组数据被公布，在此基础上发展起来的多种组学

技术与生物信息学分析的结合为天然产物的研究

带来了新的生机，进而可以更宏观地认识到微生

物所蕴含的天然产物的分布、丰度和多样性[16-17]。

为了揭示糖丝菌属的天然产物合成潜能，我们对

目前已报道的糖丝菌属基因组数据进行了全面的

分析，发现糖丝菌属含有丰富的次级代谢产物生

物合成基因簇，尤其具有合成聚酮和聚肽类化合

物的强大潜力。目前，大部分糖丝菌来源化合物

是直接分离自野生型菌株或基因簇异源表达菌株，

关于糖丝菌的基因编辑体系还鲜有报道。因此，我

们选择澳大利亚糖丝菌(Saccharothrix australiensis) 
DSM 43800 和紫丁香糖丝菌 (Saccharothrix 
syringae) NRRL B-16468 作为代表菌株，以整合

型载体 pSET152 为工具，建立并优化接合转移遗

传操作系统；之后以调控蛋白编码基因 tetR 为对

象，摸索合适的基因敲除策略，建立代表菌株的

基因编辑体系，以期对其他糖丝菌的基因编辑体

系建立提供参考意义，并推动糖丝菌属天然产物

的发掘研究。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和引物 

澳大利亚糖丝菌 DSM 43800 (CGMCC 
4.1355)、紫丁香糖丝菌 NRRL B-16468 (CGMCC 
4.1716)，中国普通微生物菌种保藏管理中心；

大肠杆菌(Escherichia coli) ET12567/pUZ8002，质

粒 pSET152-kasO* (pBS21003)[18]、pKC1139[19]、

pBluescript KS(+)[20]、pHZ1358[21]及 pIJ778[22]

均为本实验室保藏。大肠杆菌 GB05-Red 由张

友明教授团队惠赠[23]，质粒 pCRISPomyces-2[24]

购自 Addgene 中国代理北京中源合聚生物科技

有限公司。 
实验中所用的引物见表 1，由北京擎科生

物科技股份有限公司完成。 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers in this study 
引物名称 
Primer name  

序列 
Sequence (5′→3′) 

用途 
Usage 

1139aadA-tsr-F ACTGATGTCATCAGCGGTGGAGTGCAATGTCATGAGGGAAGCGG
TGATCGCCGAAGTAT 

构建 pKC1139-ST 质粒 
Construction of pKC1139-ST 

aadA-R ATCCACGAAGCTTCCCGACTGGCGAGCGGCATCTTA 
tsr-F TCGCCAGTCGGGAAGCTTCGTGGATCAAGGCGAATAC 
1139aadA-tsr-R TGCCCCTCCAACGTCATCTCGTTCTCCGCTCATGAGCTTATCGGT

TGGCCGCGAGATTC 
152vec-F CTCTGGTACCCTCTAGTCAAGGCTCATGAGCGGAGAACGAGATG 构建 pSET152-AT-kasO 质粒 

Construction of 
pSET152-AT-kasO 

152vec-R TGATCCAGATATCCTGCAGGCTCGGCTTTTCGCCATTCGTATTG 
bla-F GCCTTGACTAGAGGGTACCAGAGATTGAAAAAGGAAGAGTATGA

GTATTC 
bla-R GATCCACGAAGCTTCCCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT

AGA 
tsr-F1 AATCTCATGGGAAGCTTCGTGGATCAAGGCGAATACTTCATATAT

GC 
tsr-R CCGAGCCTGCAGGATATCTGGATCATCACTGACGAATCGAGGTC 
zdxTetR-20nt-F ACGCCGAACAGCTCGCGCGGGAAG 构建 pCRISPR-zdxTetR 质粒

Construction of 
pCRISPR-zdxTetR 

zdxTetR-20nt-R AAACCTTCCCGCGCGAGCTGTTCG 
pCRISPRzdxTetR- 
Larm-F 

TCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATGGCCGACGATCTCCTCGTTG
AG 

pCRISPRzdxTetR- 
Rarm-R 

GCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTAGCACCGACGTCTCGTCCCG 

zdxTetR-Larm-R TGCGCGGACGACCATGTCGATGCTCGCCATCAGGT 
zdxTetR-Rarm-F GAGCATCGACATGGTCGTCCGCGCATTCCTGTACG 
1139zdxTetR-Larm-F CGACGGCCAGTGCCAAGCTTCAGGATCGCCTTGAGCAT 构建 pKC1139-zdxTetR 质粒 

Construction of 
pKC1139-zdxTetR 

1139zdxTetR-Larm-R CATCGACATGGTGCTGCTCAACGCCACGCTC 
1139zdxTetR-Rarm-F TGAGCAGCACCATGTCGATGCTCGCCATCAGGT 
1139zdxTetR-Rarm-R TATGACATGATTACGAATTCCTTGTCCTTTCCGTGGTTGT 
atTetR-20nt-F ACGCACAGGTCGCGCATCGCGGTC 构建 pCRISPR-atTetR 质粒

Construction of 
pCRISPR-atTetR 

atTetR-20nt-R AAACGACCGCGATGCGCGACCTGT 
pCRISPRatTetR- 
Larm-F 

TCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATGGACCCGCCAACGTCTACAT
GC 

pCRISPRatTetR- 
Rarm-R 

GCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTCGGTCTTCCAGCACTCGATG
GC 

atTetR-Larm-R CCGCCGTGACCAGGGTCTCGGTGACCGGGGGCTG 构建 pCRISPR-atTetR 或

pKC1139-ST-atTetR 质粒 
Construction of 
pCRISPR-atTetR or 
pKC1139-ST-atTetR 

atTetR-Rarm-F GTCACCGAGACCCTGGTCACGGCGGACGACTAGG 

1139atTetR-Larm-F GCCAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTGGACCCGCCAACGTCTACA
TGC 

构建 pKC1139-ST-atTetR质粒 
Construction of 
pKC1139-ST-atTetR 1139atTetR-Rarm-R AACAGCTATGACATGATTACGAATTCGGTCTTCCAGCACTCGATG

GC 
  (待续) 
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  (续表 1) 
引物名称 
Primers name  

序列 
Sequence (5'→3') 

用途 
Usage 

20nt-VF CGAGCGGTGTGAAACTTCTGTG 验证 pCRISPomyces-2 骨架敲

除质粒 
Verification of the knockout 
vector from pCRISPomyces-2 
backbone 

20nt-VR CTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCG 

atTetR-VF GGTCCGCGCCTCACGTATGC 验证澳大利亚糖丝菌 tetR 敲

除菌株 
Verification of ΔtetR mutant of 
Saccharothrix australiensis 

atTetR-VR CGCACCTGGCGGAGCGACTG 

zdxTetR-VR CGGTATCTGCAAAACGACCT 验证紫丁香糖丝菌 tetR 敲除

菌株 
Verification of ΔtetR mutant of 
Saccharothrix syringae 

zdxTetR-VF CGTAAAATCTCCGGACGAAC 

 
1.1.2  培养基 

LB 培养基及 2×YT 培养基参照文献[25]配
制，YEME 培养基及 MS 培养基参照文献[26]配
制，ISP2 培养基、ISP3 培养基及 ISP4 培养基参

照文献[27]配制。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

限制性内切酶和 DNA 分子质量标准，NEB
公司；KOD OneTM PCR Master Mix，东洋纺(上
海)生物科技有限公司；DNA 回收试剂盒和质

粒小提试剂盒，北京博迈德基因技术有限公司；

抗生素，上海源叶生物科技有限公司，贮存浓度

为：氨苄青霉素 100 mg/mL，安普霉素 100 mg/mL，
卡那霉素 50 mg/mL，硫链丝菌素 25 mg/mL，

链霉素 50 mg/mL，壮观霉素 50 mg/mL，潮霉

素 100 mg/mL。DNA 测序由北京擎科生物科技

股份有限公司完成。恒温培养箱，宁波江南仪

器厂；用于 DNA 定量的 NanoVue Plus，柏楉有

限公司；基因扩增仪，杭州柏恒科技有限公司；

凝胶成像仪，上海天能科技有限公司。 

1.2  产孢培养基测试 
分别将澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌在

ISP2、ISP3、ISP4 和 MS 固体培养基上划线培

养，28 ℃培养 5−7 d，观察每种固体培养基上

的菌落生长状况及产孢情况。 

1.3  抗生素敏感性测试 
收集澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌新鲜

孢子，分别涂布在安普霉素浓度为 0、50、100、
200、350、500 μg/mL，卡那霉素浓度为 0、5、
10、20、50、100 μg/mL，硫链丝菌素浓度为 0、
5、10、50、100 μg/mL，链霉素+壮观霉素浓度

为 0+0、5+50、10+100、50+500 μg/mL 或潮霉

素浓度为 0、50、100、200 μg/mL 的 ISP2 固体

培养基上，28 ℃培养 5−7 d；观察不同浓度抗

生素在固体平板上的菌落生长状况，按抗生素

浓度由低到高的顺序，选择完全抑制菌落生长

的最低抗生素浓度作为最小抑菌浓度。 

1.4  质粒的构建 
质粒 pSET152-AT-kasO 是 pSET152-kasO*

的衍生质粒，将其中安普霉素抗性基因 aac(3)IV
替换为氨苄青霉素抗性基因 bla 以及硫链丝菌素

抗性基因 tsr。以 pBluescript KS(+)载体为模板，

以 bla-F/bla-R 为引物，扩增氨苄青霉素抗性基因

(bla)；以 pHZ1358 载体为模板，以 tsr-F1/tsr-R
为引物，扩增硫链丝菌素抗性基因 (tsr)；以

pSET152-kasO*为模板，以 152vec-F/152vec-R
为 引 物 ， 反 向 扩 增 不 包 含 aac(3)IV 的
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pSET152-kasO*载体骨架。PCR 反应体系(50 μL)：
上、下游引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，DNA 模板

(50 mg/L) 4 μL，DMSO 2.5 μL，KOD OneTM PCR 
Master Mix 25 μL，ddH2O 15.5 μL。PCR 反应条

件：98 ℃ 1 min；98 ℃ 10 s，60 ℃ 5 s，68 ℃ 30 s，
35 个循环；68 ℃ 5 min。2 个抗性基因 bla、tsr
与载体骨架通过 Gibson 组装进行连接，进而获

得 pSET152-AT-kasO 质粒。 
质粒 pKC1139-ST 是 pKC1139 衍生质粒，

将其中安普霉素抗性基因 aac(3)IV 替换为链霉素

与壮观霉素抗性基因 aadA，以及硫链丝菌素抗性

基因 tsr。参照上述 PCR 反应体系，以 pIJ778 质粒

为模板，以 1139aadA-tsr-F/aadA-R 为引物，扩增链

霉素与壮观霉素抗性基因(aadA)；以 pSET152- 
AT-kasO 质粒为模板，以 tsr-F/1139aadA-tsr-R
为引物，扩增硫链丝菌素抗性基因(tsr)。以等

摩尔比的 aadA 和 tsr 为模板，以 1139aadA-tsr-F/ 
1139aadA-tsr-R 为引物，通过 overlap PCR 扩增

得到基因打靶元件 aadA-tsr。通过 PCR targeting
的方法，对含有 pKC1139 质粒的 GB05-Red 菌

株进行打靶，替换 pKC1139 载体上安普霉素抗性

基因 aac(3)IV，得到 pKC1139-ST 质粒。 
提取澳大利亚糖丝菌基因组[26]，并以澳大

利亚糖丝菌基因组 DNA 为模板，参照上述 PCR
反应体系，以 1139atTetR-Larm-F/atTetR-Larm-R
为引物扩增获得 2 481 bp 的左侧同源臂，以

1139atTetR-Rarm-R/atTetR-Rarm-F 为引物扩增

获得 1 884 bp 的右侧同源臂。同时使用 EcoR I
和 Xba I 内切酶对 pKC1139-ST 质粒进行双酶

切。同源臂和载体骨架通过 Gibson 组装进行连

接，进而获得敲除质粒 pKC1139-ST-atTetR。使

用类似的方法构建紫丁香糖丝菌敲除质粒

pKC1139-zdxTetR。 
使用 Bbs I 将 pCRISPomyces-2 质粒酶切，

同时将 atTetR-20nt-F/atTetR-20nt-R 退火，随后

利用 T4 连接酶将载体片段与退火片段连接，进

而获得 pCRISPR-atTetR-20nt 中间质粒。测序正

确后使用 Xba I 进行酶切，同时以澳大利亚糖丝

菌基因组 DNA为模板，参照上述PCR反应体系，

以 pCRISPRatTetR-Larm-F/atTetR-Larm-R 为引

物扩增获得 2 481 bp 的左侧同源臂，以

pCRISPRatTetR-Rarm-R/atTetR-Rarm-F 为引物

扩增获得 1 884 bp 的右侧同源臂。同源臂和载

体骨架通过 Gibson 组装进行连接，进而获得敲

除质粒 pCRISPR-atTetR。使用类似的方法构建

紫丁香糖丝菌敲除质粒 pCRISPR-zdxTetR。 

1.5  接合转移条件 
将 含 有 oriT 的 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌

ET12567/pUZ8002 感受态细胞涂布在含有相应

浓度抗生素的固体 LB 培养基上，37 ℃培养；挑

取单菌落接种到含有相应浓度抗生素的 4 mL 液

体 LB 培养基中，37 ℃、200 r/min 培养过夜；

取 1 mL 培养过夜的菌液接种在含有相应浓度

抗生素的 10 mL LB 培养基中，37 ℃、200 r/min
培养至 OD600 为 0.4−0.6；室温下 4 000 r/min 离

心 5 min 收集菌体，用等体积液体 LB 培养基洗

涤菌体 2 次，用 500 μL 液体 LB 培养基悬浮。 
澳大利亚糖丝菌的接合转移使用孢子作为

受体，因此在洗涤大肠杆菌细胞的同时，用

2×YT 培养基收集孢子，分别以 40、45 或 50 ℃
热激 10 min，随后于 28 ℃、100 r/min 摇床复

苏 1 h；将 500 μL 大肠杆菌细胞与 500 μL 糖丝

菌孢子混合，涂布在含有 MgCl2:CaCl2 浓度

(mmol/L:mmol/L)分别为 10:0、10:30、10:60、
30:0、30:30 或 30:60 的固体 MS 培养基上，28 ℃
培养 8、12、16 h 后，涂布终浓度为 25 μg/mL
的萘啶酮酸和 5 μg/mL 的硫链丝菌素，28 ℃继

续培养 7−10 d 获得接合子。 
紫丁香糖丝菌的接合转移使用菌丝体作为

受体，首先将紫丁香糖丝菌接入 25 mL YEME
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液体培养基中，培养 2 d 后取 1 mL 接入含有   
5 mmol/L MgCl2、0.1%甘氨酸的 50 mL YEME
中，培养 36−48 h 后，室温以 4 000 r/min 离心

10 min 收集菌丝体，使用 2×YT 培养基洗涤    
2 遍后，重悬至 10 mL。将 500 μL 大肠杆菌细

胞与 500 μL 糖丝菌菌丝体混合，涂布在含有

MgCl2:CaCl2浓度(mmol/L:mmol/L)分别为 10:0、
10:30、10:60、30:0、30:30 或 30:60 的固体 MS
培养基上，28 ℃培养 8、12 或 16 h 后，涂布终

浓度为 25 μg/mL 的萘啶酮酸和 100 μg/mL 的安

普霉素，28 ℃继续培养 7−10 d 获得接合子。 

1.6  生物信息学分析方法 
糖丝菌基因组数据下载自 NCBI Genome

数据库(截至 2023 年 11 月)。参考文献中报道的

方法，多位点序列分析 (multi-locus sequence 
analysis, MLSA)共选择了 5 个基因，包括 ATP
合酶 β 链(atpD)、DNA 旋转酶 β 亚基(gyrB)、
重组酶 A (recA)、RNA 聚合酶 β 亚基(rpoB)、
色氨酸合酶 β 亚基(trpB)等[28-29]，使用天蓝色链

霉菌(Streptomyces coelicolor) A3(2)中相应基因

序列为查询蛋白，使用 BLASTp 在糖丝菌基因

组中搜索同源蛋白，使用其编码 DNA 序列进行

分析。使用 MEGA 11 完成 DNA 序列的多重序

列比对、Kimura 双参数距离计算以及进化树构

建[30]，使用 Interactive Tree Of Life (iTOL)网站

进行进化树可视化[31]。使用 antiSMASH 7.0.0 完

成天然产物生物合成基因簇预测[32]，所用命令行

参数为：--asf --clusterhmmer --tigrfam --cc-mibig 
--cb-knownclusters --cb-general --cb-subclusters 
--rre --tfbs --genefinding-tool prodigal 。 使 用

BiG-SCAPE 完成基因簇的相似性比较[33]，所用命

令行参数为：--mix --no_classify --mibig，默认 cutoff
为 0.3。所有结果使用 python 脚本完成统计分析，

使用 CytoScape 3.10.0 进行可视化[34]。16S rRNA
基因序列的比较使用 EzBioCloud 数据库完成[35]。 

2  结果与分析 
2.1  糖丝菌属次级代谢潜能分析 

从 NCBI Genome 数据库中共下载得到 34 个

糖丝菌属细菌基因组(截止到 2023 年 11 月)。首
先使用 MLSA[28-29]计算这些基因组之间的相似

度，以天蓝色链霉菌 (Streptomyces coelicolor) 
A3(2)及阿维链霉菌 (Streptomyces avermitilis) 
MA-4680 为外群。其中 6 个糖丝菌基因组未能

提取到所有 5 个基因的编码序列，其组装状态主

要为 contig 状态，我们认为可能是由于这几个基

因组的测序及组装效果较差所致。 
剩余 28 个糖丝菌基因组的分析结果如图 1。

除少数属于同一物种的不同基因组之间距离很

小外，大部分糖丝菌基因组之间的 Kimura 双参

数距离为 0.02‒0.10，表明这些已测序的糖丝菌

基因组具有一定的普遍性和代表性。我们注意

到有 2 株糖丝菌的基因组与其他糖丝菌的相似

度较低，提取其 16S rRNA 基因序列，在

EzBioCloud 数据库中搜索与其高度相似的序列[35]。

其中 Saccharothrix sp. ST-888 菌株基因组的测

序质量较差，只有 16S rRNA 基因的片段序列，

搜索结果显示相似性最高的几条同源序列主要

来源于北里孢菌属 (Kitasatospora)，序列相似

性>99%)；Saccharothrix sp. AJ9571 菌株基因组

为拼接完整的序列，其中 2 个不同序列的 16S 
rRNA 基因序列的搜索结果显示，相似性最高的

同源序列均来源于 Amycolatopsis magusensis 
KT2025 (序列相似性>99%)。这些结果提示我们，

这 2 株细菌可能不属于糖丝菌属，或者具有比

较边缘的进化地位。 
使用 antiSMASH 在所有 34 个糖丝菌基因

组中共找到 1 348 个基因簇，平均每个基因组

中含有约 40 个基因簇。我们将 antiSMASH 预测

的产物类型分成九大类型进行统计，结果显示

其中非核糖体肽合成酶(nonribosomal peptide  
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图 1  28 个糖丝菌基因组的多位点序列分析(MLSA)结果   括号内序号为基因组在 NCBI genome 数据

库中的登录号；分支长度代表 Kimura 双参数距离，标尺显示每个基因组的 Kimura 双参数距离为 0.1  
Figure 1  Multi-locus sequence analysis results of 28 Saccharothrix genomes. The genome assembly 
number in NCBI genome database are shown in parentheses. Branch length represented the Kimura distance. 
The scale bar indicates the Kimura distance of each genome is 0.1.  
 
 

synthetase, NRPS)、核糖体合成和翻译后修饰

肽(ribosomally synthesized and post-translationally 
modified peptide, RiPP) 及 I 型 聚 酮 合 酶

(polyketide synthase I, PKS I)类生物合成基因簇

的丰度较高，平均每个基因组中含有 6 个以上；

而 II 型聚酮合酶与多糖类的基因簇丰度较低，

平均每个基因组中含有不到 1 个(图 2A)。 
图 2B 显示了在这 34 个糖丝菌基因组中各

种类型的天然产物合成基因簇的分布情况。结

果显示大部分糖丝菌中含有天然产物合成基因

簇的数量为 23‒47 个，其中不同类型基因簇的

分布也基本相当，均是以 PKS、NRPS (包括杂合

基因簇)以及 RiPP 的丰度较高。四个糖丝菌基因

组中天然产物合成基因簇的数目明显更多，其中

含有显著增加的 NRPS 以及 I 型 PKS 类基因簇。

这 4 个糖丝菌基因组的组装状态均为 contig 状

态，估计是相对较差的组装状态导致了这两类模

块式天然产物合成基因簇被分割在不同 contig
上，导致高估了这两类基因簇的数目。 

使用 BiG-SCAPE 将这 1 348 个基因簇聚类

成 852 个基因簇家族(gene cluster family, GCF) 
(相似性阈值为 0.7)，进一步聚集成 130 个基因
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簇集团(gene cluster clan，GCC) (相似性阈值为

0.3)。在这 852 个基因簇家族中，15 个家族包

含 MIBiG 数据库中的已知基因簇(共 46 个已知

基因簇)，648 个家族仅包含一个基因簇(图 2C)。
其中 6 个基因簇家族中分别包含了已在糖丝菌中

发现的天然产物生物合成基因簇：包括 II 型 PKS
类基因簇(saccharothrixin, pentangumycin)、NRPS

类基因簇(thiolutin, saccharochelin, capreomycin)
以及杂合 PKS/NRPS 基因簇(nocamycin)。此外，

我们发现 3 个基因簇家族中包含另外几个尚未

在糖丝菌中报道过的 NRPS 类天然产物的生物

合成基因簇，如 mirubactin、omnipeptin 以及

nocardicin，这表明糖丝菌属可能也具有合成此

类天然产物的生物合成能力。 
 

 

 
 
图 2  糖丝菌基因组中天然产物生物合成基因簇的分布   A：平均每个基因组中各种类型天然产物合成

基因簇的分类统计结果. B：各个基因组中各种类型天然产物合成基因簇的分类统计结果. C：BiG-SCAPE
聚类结果. 带黑色边框的符号表示来源于 MIBiG 数据库的已知生物合成基因簇 
Figure 2  The distribution and clustering of biosynthetic gene clusters from 34 Saccharothrix genomes.   
A: Average numbers of different type of biosynthetic gene clusters. B: Numbers of different type of 
biosynthetic gene clusters in each genome. C: BiG-SCAPE clustering of 1 348 clusters together with similar 
clusters from MIBiG database. Symbols with black border means clusters from MIBiG database. 
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2.2  澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌产孢

培养基的确定 
基于基因簇的丰富度、多样性、新颖性以

及菌株的可获得性，我们选取了澳大利亚糖丝

菌(Saccharothrix australiensis) DSM 43800 和紫

丁 香 糖 丝 菌 (Saccharothrix syringae) NRRL 
B-16468 作为代表。antiSMASH 分析结果显示，

澳大利亚糖丝菌含有 34 个天然产物合成基因

簇，其中以 NRPS、I 型 PKS 及 RiPP 类基因簇

较多；紫丁香糖丝菌含有 47 个天然产物合成基

因簇，其中除了 NRPS、I 型 PKS 及 RiPP 类基

因簇较多以外，还含有较为丰富的其他 PKS 以

及 NRPS/PKS 杂合类基因簇。 
糖丝菌与链霉菌同属于放线菌纲，推测也能

使用链霉菌常用的属间接合转移将工具质粒导

入糖丝菌中。而接合转移通常使用孢子进行实

验，为收集大量孢子，采用 ISP2、ISP3、ISP4 和

MS 固体培养基对澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝

菌进行培养。结果显示，2 种糖丝菌在 ISP2 培养

基上产孢情况最佳，因此选择 ISP2 培养基作为

澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌的产孢培养基。 

2.3  各菌株抗生素敏感性测试结果 
为了确定澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌

遗传操作所需要的筛选标记，对 2 种糖丝菌进

行了多种抗生素的敏感性测试。结果如表 2 所

示，澳大利亚糖丝菌对卡那霉素和硫链丝菌素

敏感，对安普霉素较为敏感，对潮霉素和链霉

素+壮观霉素不敏感。紫丁香糖丝菌对 5 种抗生

素/抗生素组合都较为敏感。因此，选择硫链丝

菌素和安普霉素作为澳大利亚糖丝菌中和紫丁

香糖丝菌的筛选标记。 

2.4  澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌遗传

操作体系建立 
为了摸索澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌

的 最 适 接 合 转 移 条 件 ， 以 整 合 型 载 体

pSET152-AT-kasO 或 pSET152-kasO*分别作为

属间穿梭质粒，分别测试不同 Mg2+:Ca2+浓度、

热激温度、供体菌受体菌比例、涂抗时间对接

合转移效率的影响。 
对于澳大利亚糖丝菌，当初始孢子浓度为

2.6×109 CFU/mL 时，结果显示，除 Ca2+浓度为 0
的组合外，其余 Mg2+:Ca2+组合的接合效率相近，

约为 1.00×10‒8 (表 3)。热激温度对接合转移效率

影响不大(表 3)；在探究涂抗时间时发现，8 h 涂

抗产生接合子较少，因此最适涂抗时间在12−16 h 
(表 3)。综合接合转移单因素的最优条件后，对

供体菌与受体菌的比例进行探究。结果表明，当

Mg2+:Ca2+浓度为 10 mmol/L:30 mmol/L，热激温

度为 45 ℃，涂抗时间为 16 h，大肠杆菌生长到

OD600=0.6 时，使用 2.6×109 CFU/mL 的孢子浓

度可以得到 51 个接合子，使用 2.6×108 CFU/mL
的孢子浓度可以得到 9 个接合子，使用更低孢

子浓度时接合转移平板上无菌落生长(表 3)，
因此，澳大利亚糖丝菌接合转移至少使用   
108 CFU/mL 的孢子浓度才能得到接合子。 

由于使用紫丁香糖丝菌孢子进行接合转移

时多次尝试均未成功，因此选择菌丝体作为接

合转移受体。紫丁香糖丝菌接合转移效率很高，

约为 10‒3，所以将大肠杆菌与紫丁香糖丝菌菌

丝体混合后稀释 100 倍涂板。与澳大利亚糖丝

菌类似，紫丁香糖丝菌的最适接合转移条件为

Mg2+:Ca2+浓度为 10 mmol/L:30 mmol/L，涂抗时

间为 12−16 h，至少使用 104 CFU/mL 细胞浓度

才能得到接合子(表 3)。 

2.5  澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌基因

编辑体系的建立 
在上述最优接合转移条件下，分别以澳大

利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌基因组中的一个调

控基因 tetR (WP_121007313.1 和 QFZ21451.1)
为对象，使用 2 种基因敲除质粒(pKC1139 和 
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表 2  两株糖丝菌的最小抑菌浓度 
Table 2  The minimum inhibitory concentration of the two Saccharothrix strains 
抗生素 Antibiotic 澳大利亚糖丝菌 

Saccharothrix australiensis 
紫丁香糖丝菌 
Saccharothrix syringae 

安普霉素 Apramycin (μg/mL) 200 100 
卡那霉素 Kanamycin (μg/mL) 5 10 
潮霉素 Hygromycin (μg/mL) >200 50 
硫链丝菌素 Thiostreptomycin (μg/mL) 5 5 
链霉素+壮观霉素 
Streptomycin+Spectacomycin (μg/mL) 

>50+500 5+50 

 
表 3  两株糖丝菌的接合转移效率 
Table 3  Conjugation efficiency of the two Saccharothrix strains 
测试条件 
Experimental conditions 

澳大利亚糖丝菌 S. australiensis  紫丁香糖丝菌 S. syringae 

接合子个数 
Number of 
conjugants 

接合转移效率 
Conjugation 
efficiency  

 
 
 

接合子个数 
Number of 
conjugants 

接合转移效率 
Conjugation 
efficiency  

Mg2+:Ca2+      
10 mmol/L:0 mmol/L 0 0  42 2.63×10‒4 
10 mmol/L:30 mmol/L 51 1.96×10‒8  533 3.33×10‒3 
10 mmol/L:60 mmol/L 44 1.69×10‒8  584 3.42×10‒3 
30 mmol/L:0 mmol/L 1 3.85×10‒10  89 5.56×10‒4 
30 mmol/L:30 mmol/L 25 9.62×10‒9  507 3.17×10‒3 
30 mmol/L:60 mmol/L 34 1.31×10‒8  591 3.69×10‒3 

热激温度 Heat shock temperature (℃)a      
40  41 1.58×10‒8  NA NA 
45  51 1.96×10‒8  NA NA 
50  44 1.69×10‒8  NA NA 

涂抗时间 Antibiotics overlaid time (h)b      
8  18 6.90×10‒9  46 2.88×10‒4 
12  41 1.58×10‒8  533 3.33×10‒3 
16  51 1.96×10‒8  577 3.61×10‒3 

受体菌计数 Number of recipients (CFU/mL)      
2.6×109 51 1.96×10‒8  NA NA 
2.6×108 9 3.46×10‒9  NA NA 
2.6×107 0 0  NA NA 
1.6×105 NA NA  533 3.33×10‒3 
1.6×104 NA NA  8 5.00×10‒5 
1.6×103 NA NA  0 0 

NA：不适用；a：测试热激温度时，Mg2+:Ca2+浓度为 10 mmol/L:30 mmol/L，其他条件参照 1.5；b：测试涂抗时间时，

Mg2+:Ca2+浓度为 10 mmol/L:30 mmol/L，其他条件参照 1.5 
NA: Not applicable; a: When the heat shock temperature was tested, the concentration of Mg2+:Ca2+ was 10 mmol/L:30 mmol/L, 
and other conditions were referred to 1.5; b: When the time of antibiotics overlaid tested, the concentration of Mg2+:Ca2+ was 
10 mmol/L:30 mmol/L, and other conditions were referred to 1.5. 
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pCRISPomyces-2)测试 2 种糖丝菌的基因编辑

能力。结果显示，澳大利亚糖丝菌中无法导入

pCRISPR-atTetR (无菌落生长)，但可以成功导

入 pKC1139-ST-atTetR，得到具有硫链丝菌素

抗性的接合子。松弛培养 3 代后，挑选对硫链

丝菌素敏感的菌株进行 PCR 验证，从中筛选

获得突变株 ΔtetR。结果如图 3 所示，澳大利

亚糖丝菌野生型菌株的 PCR 产物应为 757 bp，
ΔtetR 对应的 PCR 产物应为 463 bp (图 3B)。对

于紫丁香糖丝菌，导入 pCRISPR-zdxTetR 和

pKC1139-zdxTetR 均能得到具有安普霉素抗性

的接合子。导入 pKC1139-zdxTetR 的接合子松

弛培养 3 代后，可以挑选到对安普霉素敏感的

菌株，进一步通过 PCR 验证获得相应的突变株

ΔtetR。如图 3C 所示，野生型菌株的 PCR 产物

应为 736 bp，ΔtetR 对应的 PCR 产物应为 337 bp。
导入 pCRISPR-zdxTetR 的接合子松弛培养 5 代

后，从中挑选到 8 个对安普霉素敏感的菌株。

经 PCR 验证(图 3E)，这 8 个菌株均为突变株

ΔtetR(Cas9)，阳性率为 100%。如图 3E 所示，

野生型菌株的 PCR 产物应为 736 bp，ΔtetR(Cas9)
对应的 PCR 产物应为 250 bp。因此，我们成功

建立了澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌的基因

编辑系统。这 2 个菌株均能使用 pKC1139 质粒

进行基因敲除。此外，紫丁香糖丝菌也能使用

pCRISPomyces-2 质粒进行敲除。 

3  讨论与结论 
放线菌是天然产物的重要生产源，能够产

生众多抗生素和其他生物活性物质。其中，稀

有放线菌由于在以往的标准实验室操作流程中

较少被分离获得而得名，此前对这类放线菌的

研究相对较少。但近年来越来越多的研究表明，

这些稀有放线菌表现出了丰富的生物多样性，

以及相当大的生物合成和化学多样性[6-8]。目前

从稀有放线菌中获得了许多应用于临床的新药，

如地中海拟无枝酸菌(Amycolatopsis mediterranei)
产生的利福霉素(rifamycins)、东方拟无枝酸菌

(Amycolatopsis orientalis) 产 生 的 万 古 霉 素

(vancomycin)、游动放线动孢菌属(Actinoplanes 
teichomyceticus)产生的替考拉宁(teicoplanin)、
指孢囊菌属(Dactylosporangium aurantiacum)产
生的非达霉素(fidaxomicin)等[8,10]。从稀有放线菌

中分离获得的新结构天然产物的数量也连年呈现

上升态势，因而受到广泛关注[8-9]。在本研究工作

中，我们选择稀有放线菌的重要类群糖丝菌作

为研究对象，系统分析其合成新颖天然产物的

潜力。我们使用 antiSMASH 和 BiG-SCAPE 等

分析工具对 34 个糖丝菌基因组进行分析，从中

发现了 1 348 个基因簇，聚类成 852 个基因簇

家族，其中 15 个基因簇家族包含 MIBiG 数据

库中已知天然产物生物合成基因簇，表明绝大

部分基因簇家族(约 98%)可能合成新结构的天

然产物。在此基础上，我们对不同结构类型的

天然产物生物合成基因簇进行了分类统计，发

现糖丝菌基因组中富含聚酮、非核糖体肽以及

核糖体合成和翻译后修饰肽类天然产物的生物

合成基因簇，这与已从糖丝菌中发现的天然产

物类型基本相符[13]。另外，Wei 等[13]通过分析

25 个高质量糖丝菌基因组信息，发现 975 个生

物合成基因簇；这些基因簇可以归类为 527 个

基因簇家族，其中约 82.2%的基因簇家族中的

化合物是有待发掘的新化合物；文章的分析结

果也显示，糖丝菌中含有较为丰富的 I 型 PKS
和 NRPS 类天然产物生物合成基因簇。由于我

们分析的糖丝菌基因组数目相对较多，因此发

现了数量更多的基因簇及基因簇家族。这进一

步表明糖丝菌属微生物具有合成数量众多、结

构多样天然产物的强大潜能，尤其是聚酮类与

聚肽类天然产物。 
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图 3  两株糖丝菌 ΔtetR 突变株的构建和验证   A：pKC1139 骨架质粒敲除 tetR 的示意图. B：澳大利

亚糖丝菌 ΔtetR 的 PCR 验证. C：紫丁香糖丝菌 ΔtetR 的 PCR 验证. D：pCRISPR-zdxTetR 质粒敲除紫丁香

糖丝菌 tetR 的示意图. E：紫丁香糖丝菌 ΔtetR(Cas9)的 PCR 验证. LHA：左侧同源臂；RHA：右侧同源臂；

M：DNA marker；Sau：澳大利亚糖丝菌野生型菌株；PSau：pKC1139-ST-atTetR；SauΔtetR：澳大利亚糖丝

菌 ΔtetR；Ssy：紫丁香糖丝菌野生型菌株；PSsy：pKC1139-zdxTetR；SsyΔtetR：紫丁香糖丝菌 ΔtetR；P2Ssy：

pCRISPR-zdxTetR；1–8：SsyΔtetR(Cas9)，用 pCRISPR-zdxTetR 敲除的紫丁香糖丝菌 ΔtetR 
Figure 3  Construction and verification of ΔtetR mutants derived from the two Saccharothrix strains.     
A: Illustration for knockout of tetR with the pKC1139-derived plasmid. B: Verification of ΔtetR mutant of 
Saccharothrix australiensis by PCR. C: Verification of the ΔtetR mutant of Saccharothrix syringae. D: Illustration 
for knockout of tetR with the plasmid pCRISPR-zdxTetR. E: Verification of ΔtetR(Cas9) mutants of Saccharothrix 
syringae by PCR. LHA: Left homologous arm; RHA: Right homologous arm; M: DNA marker; Sau: Wild-type 
strain of Saccharothrix australiensis; PSau: pKC1139-ST-atTetR plasmid; SauΔtetR: ΔtetR mutant of Saccharothrix 
australiensis; Ssy: Wild-type strain of Saccharothrix syringae; PSsy: pKC1139-zdxTetR plasmid; SsyΔtetR: ΔtetR 
mutant of Saccharothrix syringae; P2Ssy: pCRISPR-zdxTetR plasmid; 1–8: SsyΔtetR(Cas9), ΔtetR mutants of 
Saccharothrix syringae obtained by using pCRISPR-zdxTetR. 
 
 
 

为了挖掘这些天然产物并实现对其生物合

成途径及代谢调控的理性改造，需要稳定的遗

传操作与基因编辑体系。通过接合转移的方式，

可以实现链霉菌的遗传操作，这一系统目前发

展较为成熟。然而同属于放线菌纲的糖丝菌却

鲜有遗传操作体系的报道。在已公布的 134 株
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糖丝菌中，仅有 3 株糖丝菌报道可以实现基因

编辑：西班牙糖丝菌(Saccharothrix espanaensis) 
DSM 44229 、 紫 丁 香 糖 丝 菌 (Saccharothrix 
syringae) NRRL B-16468 和 Saccharothrix sp. 
D09[36-38]。为了建立糖丝菌的遗传操作系统，本

研究选取了 2 个代表菌株澳大利亚糖丝菌和紫

丁香糖丝菌，其中澳大利亚糖丝菌是糖丝菌属

的模式菌株。参考链霉菌-大肠杆菌属间接合转

移方法，本研究分别探究了不同 Mg2+:Ca2+浓

度、热激温度、供体菌与受体菌的比例和涂抗

时间对接合转移效率的影响。其中 Ca2+的添加以

及供体菌与受体菌的比例对接合转移效率影响

较大，添加 Ca2+能显著提高 2 种糖丝菌的接合转

移效率(10‒100 倍)。对于澳大利亚糖丝菌，只有

达到 108 CFU/mL 孢子浓度才会有接合子的生

长。而紫丁香糖丝菌只有达到 104 CFU/mL 的细

胞浓度时才会有接合子的生长。同时，本研究中

采用 2 种质粒载体进行基因敲除，其中

pKC1139 和 pCRISPomyces-2 均能对紫丁香糖

丝菌进行基因敲除；由于 pCRISPomyces-2 质粒

无法导入澳大利亚糖丝菌，因此澳大利亚糖丝

菌只能使用 pKC1139 质粒进行基因敲除。 
综上所述，本研究分析发现糖丝菌属稀有

放线菌具有合成数量众多、结构多样天然产物

的强大潜能。此外，本研究建立了 2 个代表性

菌株澳大利亚糖丝菌和紫丁香糖丝菌的基因编

辑体系，为其他糖丝菌基因编辑体系的建立提

供指导，并将推动未来糖丝菌属天然产物的发

掘研究。 
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