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一直以来，微 生物来源的天然产物在人类疾病的治疗

过程中发挥着重要作用. 近20 a来，随着传统抗生素的广泛

使用，细菌的耐药性迅速增加，而从传统的土壤微生物中发

现结构新颖的活性化合物却出现了明显的下降趋势. 在探索

具有生物活性天然产物新来源的过程中，海洋微生物引起了

广泛的关注. 海洋微生物主要包括生活在海水、海洋沉积物

（海泥）及与海洋动植物共附生的微生物. 由于其所处的高

压、低温、缺氧等独特的生理环境，海洋微生物能够产生大

量结构新颖并具良好活性的天然产物. Jensen等早在1994年

就从生态学的角度分析了从海洋微生物中发现次级代谢产

物的策略，系统 地阐述了海洋微 生物次级代 谢及次级代 谢

产物的生态学意义 [1]. 在过去10 a中，越来越多的海洋天然产

物被发现和报道. 仅2006年新发现的海洋天然产物就超过了

2001~2005年的总和，2007年较2006年又增加了24% [2]，2008
年较2007年则增加了11% [3]. 尽管如此，在研究海洋微生物的

过程中，人们依然面临着许多挑战，如：对海洋微生物仍缺

乏一个准确的定义；海洋微生物的分布及多样性需要更深入

的研究；可培养的海洋微生物仍集中在少数类群中，对于那

些不可培养的微生物个体，很难直接从中获得相应的次级代

谢产物等等. 因此，本文从海洋微生物的培养、海洋微生物

天然产物的发现、异源生物合成共附生或不可培养海洋微生

物产物以及组合生物合成改造海洋微生物天然产物等几个

方面研究的新进展来阐述更好地开发海洋微生物天然产物

的可能性. 
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the exploring of marine natural products. Fig 3, Ref 54
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摘  要   综述了近年来海洋微生物来源天然产物研究的新进展，总结了该类天然产物的开发策略. 通过对样品采用不

同的预处理方式、不同的分离培养基以及新的培养方法，讨论如何获得海洋来源的特有微生物和增加海洋来源微生

物类群的多样性. 阐述了在海洋微生物天然产物的开发过程中，采用宏基因组技术及基因组测序等手段，来发现难培

养或不可培养微生物中的天然产物以及处于“沉默”状态的天然产物.  最后介绍了异源生物合成、组合生物合成以

及核糖体工程等技术在海洋微生物天然产物开发和改造中的应用，并举例论述了海洋微生物天然产物的开发 . 图3 
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 1  海洋微生物的分离和培养
1.1  样品的预处理

由于放线菌仍 然是次级代 谢产物的主要来源，目前大

多数样品预处理集中在如何减少细菌和真菌的污染，从而

能更多地分离到海洋 放 线菌方面 . 不同的预处 理方 法，对

所分离的海洋放线菌多样性有着明显 影响 . 选择性分离海

洋放线菌的预处 理方 法 包括：干法加热、在 灭菌的海水中

湿法加热、氯 胺 -T处理、1%~1.5%苯酚浸泡、75%乙醇 洗涤

和对 样品进 行不同物理方 法的处 理等 [4 ~5]. 如 方东升 等 在

采集的样品中加入6%的蛋白胨和0.05%的十二烷基磺酸钠

（SDS），并于50 ℃�����条件下处理10 min，可选择性地从样品

中分离到较多的海洋小单孢菌 [6]. 王海雁等首次将羧甲基纤

维素钠（CMC）溶液 应 用于海洋 沉积物 样品的预处 理，发

现以质量浓度为2 g/L的CMC为分散剂时，不仅能较好地分

散和悬浮样品中的放线菌孢子，而且能明显地增加稀有放

线菌的数量 [7]. Bredholdt等对海洋沉积物中的微生物进行紫

外（UV）辐射、超高频辐射（SHF）、极高频辐射（EHF）3种

方式处理，结果发现UV辐射能够有效地分离Nocardiopsis、
Nocardia和Pseudonocardia spp.，SHF辐射可分离到较多的

Streptosporangium和Rhodococcus spp.，而EHF则更适用于分

离Nocardiopsis、Nocardia和Streptosporangium spp. [8]. 王宏梅

等则提到：采用分散差速离心法（该法利用胆酸钠作为弱的

表面活性剂，并使用了适度地超声处理），可使海泥更好地

分散开，由此得到的可培养放线菌数量较传统稀释涂布法明

显增多 [9]. 而Jensen等采用了8种不同的预处理方法和12种不

同的培养基分离关岛附近海泥中的可培养微生物，在分离到

的983株形态不同的菌株中，58%的菌株对于海水具 有依赖

性 [10]. 除获得大量Salinospora spp.外，他们还分离到链霉菌

科中两个新进化分枝MAR2和MAR3的代表菌株及分属于
Thermomonosporaceae的新菌株. 此外，从土壤样品中选择性

地获得某类放线菌的预处理方法，对于分离海洋放线菌也是

值得借鉴的. 如：Yamamura等采用蔗糖梯度离心法从土壤中

选择性地分离到诺卡氏菌[11]. 他们观察到大部分诺卡氏菌的

孢子出现在20%的蔗糖层中，游动放线菌的游动丝状孢子只

能出现在10%的蔗糖层中，小单孢菌的孢子则出现在20%和
30%的蔗糖层中，但数量较少.  Suzuki 等通过在80 ℃处理1 h
的样品中加入2 mL 0.1%的脱脂牛奶（溶于10 mmol/L 的吗啉

代丙烷磺酸，pH 8.0）富集孢子，从21份样品中选择性地分离

到鱼孢菌[12]. 
1.2 培养基的选择和设计

迄今为止，人们对海洋微生物的营养需求和代谢活动

还知之甚少. 通常情况下，海洋中的营养物质浓度较实验室

条件下会低3个数量级左右. 在低浓度的培养基上，大多数海

洋微生物的生长相对缓慢. 因此，选择和设计合适的培养基

对于海洋微生物的分离往往有着重要意义，比如在培养基中

加入特定的碳源、氮源可选择性地分离到较多的海洋放线菌
[9]，在培养基中加入动植物组织的提取液可分离到较多的共

附生海洋微生物[13]，而在培养基中加入小分子信号化合物则

能增加可培养海洋微生物的数量 [14]；另外，在培养基中不加

或少加营养物质，并延长培养时间可分离到一些特有的海洋

微生物[15]. ������我们曾使用了5种培养基从渤海海湾的沉积物中选

择性分离海洋放线菌，发现甘油–精氨酸培养基及干酪素–

可溶性淀粉培养基对海洋放线菌具 有很好的分离效果，从

这两种培养基上所分离到的海洋放线菌数量和类群明显多

于其余3种培养基 [16]. Santavy等通过在培养基中加入海绵提

取液，从加勒比海绵Ceratoporella nicholsoni中分离到与海水

中迥然不同的微生物 [13]；Jensen等在培养基中加入海砂和海

泥的洗脱液，获得了高比例的（82%~91%）需海水才能生长

的海洋特有放线菌[10]. Bruns等通过在海洋微生物的分离培养

基中添加10 mmol/L的环一磷酸腺苷（cAMP）、N-丁酰高丝

氨酸内酯或含氧己酰-DL-高丝氨酸内酯，明显增加了可培养

海洋微生物的数量. 方东升等从煤粉维生素和甘露醇蛋白胨

寡营养培养基中分离到较多的小单孢菌 [6]. Suzuki等从腐殖

酸–维生素（HVA）培养基改良的HVG培养基中，选择性地

分离到许多双孢放线菌[17]. 他们在HVG培养基中以胞外多糖

代替普通的琼脂，并添加了2 mmol/L的CaCl2. 实验证明，此

培养基能更有效地促进双孢放线菌孢子的萌发和气生菌丝

的生长. 另外，姜怡等人推荐了3种培养基——海藻糖–脯氨

酸培养基、改良的脯氨酸培养基及改良的高氏二号培养基，

这3种培养基中稀有放线菌的出菌率一般都会超过50% [18]. 
田甜等人就海洋环境中难培养微生物的寡营养培养进行了

综述 [19]，对于分离获得此类海洋微生物有较好的启示作用. 
张秀明等则提到根据海洋微生物中一些独特的代谢途径，设

计特殊的培养方法，能获得迄今未获得的纯培养菌，如在培

养基中添加铵获得能氧化铵并在此过程中产生能量的海洋

泉古菌门的古细菌[20].  
值得注意的是，海洋微生物往往 对海水中盐的组分和

浓度有着不同程度的依赖性，因此，在设计培养基时，需要

考虑海盐对海洋微 生物生长的影响. 如近年来发现的盐孢

菌Salinispora spp.和海孢菌Marinospora spp.就只能在海水

配制的培养基上生长 . Salinispora是第一 个被发现的海洋

特有放线菌属 [15]，现已经证明这个属的放线菌广泛存在于

热带、亚热带的海洋沉积物中，目前已发现这个属的3个种. 
Tsueng等最近就海水中的阳离子及离子强度对Salinispora
的3个种S. arenicola、S. tropica和S. pacifica生长的影响进

行了初步的研 究，结果 表明，二价 镁离子与钙 离子及特定

的离子强度（8.29~15.2 mS/cm）对于Salinispora spp.的生

长是必需的 [21]. Marinospora为放线菌门中的一 个新属（即

MAR2），由Marinospora中的代表菌株CNQ-140产生的新

抗生素marinomycinsA-D对耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌

（MRSA）和耐万古霉素的肠球菌（VREF）均具有较好的活

性，对肿瘤细胞也表现出较强的毒性 [22]. Han等从阿穆尔斯基

海湾中分离到Microbacteriaceae的一个新属，并将其命名为

Salinibacterium amurskyense gen. nov. sp. nov.；这类菌株能耐

受浓度高达10%的NaCl，不过NaCl对于其生长则并非必需，

说明该菌株对海洋环境有良好的适应性 [23]. 此外，Zhang等研

究了5种培养基对5种海绵中可培养放线菌的分离效率，证明

培养基对可培养微生物的数量有着显著的影响；其中，在无

机盐成分最为丰富的M3培养基上分离到的菌群也具有多样

性 [24]. 
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除考虑预处理和培养基的影响外，培养基中特定选择

性压力的加入，也可显著影响所分离到的海洋微生物在类群

上的差异性. 如Abdelmohsen等在培养基中加入放线菌酮、制

霉菌素及萘啶酸，它们可抑制快速生长的真菌和革兰氏阴性

菌，由此可以分离生长相对缓慢的放线菌[25]. Taoka等通过在

培养基中添加吐温80和KH2PO4, 选择性地抑制酵母的生长，

从而分离到更多的海洋真菌thraustochytrids [26]. Jesen等则在

培养基中比较了加入制霉菌素、利福平、多粘菌素B和新生

霉素等对所分离海洋微生物类群的影响，发现在培养基中加

入新生霉素能提高所分离到的海洋放线菌的数量及种类 [10]. 
综合应用不同的样品预处理方法、不同的培养基及特

定的选择性化合物的作用，各国学者从不同的海洋环境中陆

续分离到许多新的海洋微生物. 如Qu等从青岛即墨市海岸沉

积物中分离到Cohaesibacter的一个新种[27]；Pujalte等从地中

海巴伦西亚海岸附近的海水中分离到α-proteobacterium的一

个新属 [28]. 可以预见，随着分离方法和培养方法的进一步改

进，越来越多的海洋微生物，包括海水中的微生物、海洋沉

积物中的微生物及与海洋动植物共附生的微生物将会得到

分离，海洋微生物丰富的多样性也将被不断地揭示. 
1.3  新培养方法的开发

在分离海洋微生物的过程中，开发培养方法、改善培养

技术是获得海洋微生物新菌种的另一途径. 对于难培养的海

洋微生物，如何为之提供最接近于生存环境的培养条件和恰

当的检出手段是创新的难点. 一些学者已在实验室条件下，

采用新的培养方法获得了许多此前未被发现的海洋微生物. 
如Kaeberlein等设计了模拟自然环境的“扩散箱”，从潮间带

海泥中分离到许多“不可培养”的微生物[29]. 其中，纯培养物

MSC1的16S rDNA与其最近的亲缘菌（Lewinella persica）同

源性仅为93%. 此外，作者还证明用此方法分离到的许多微

生物仅在其它微 生物存在的情况下才形成菌落，暗示这些

微生物需要“同伴”的信号来刺激它们生长 . 因此，从共生

菌而非纯培养物中筛选生物活性物质可作为一种新的策略. 
Connon等采用高通量（HTC）寡营养培养海洋浮游生物细胞

的方法，成功分离到许多新的微生物菌株 [30]. 这些先前“不

可培养”的浮游生物主要分属于SAR11（α亚类��）、OM43（β亚

类��）、SAR92（γ亚类��）和OM60/OM24（γ亚类�）4类. 该方法的

培养率较传统的平板培养法高出1.4~120倍. 在他们首批分离

到的143个微生物中，仅4个能在对照的平板培养基上生长. 冀
世奇等还详细介绍了使用水油乳化法、膜乳化法、挤出法、

微流体法等微包埋培养技术来分离培养海洋微生物[31]. 该技

术是一种模拟海洋微生物原位生长环境的培养方式，特别适

于浮游微生物的培养. 由此，可对分离到的生长缓慢的菌株

进行多样性及代谢产物的研究. 
在尝试多种培养方法时，一些高灵敏度的观察、检测技

术是非常重要的. 海洋微生物成活率被低估的一个原因就是

传统检测方法的限制. 大多数海洋细菌还未达到可见浊度时

已经进入稳定期. 因此，成活率如以可被检测到的生长浓度

而计算，则可能受到限制，真实的成活率往往要高于计算值. 
将荧光显微技术、流式细胞技术、细菌染色计数、双链核酸

染色计数等方法应用于海洋微生物的检测中，能提高可培养

海洋微生物的比例 [19]. 

 2  海洋微生物天然产物的发现
2.1  海洋微生物天然产物的筛选

在获得可培养的海洋微生物后，如何从中筛选到有活性

的海洋微生物天然产物，才是研究工作的目标. 传统的天然

产物筛选的方法，同样适用于海洋微生物来源的活性天然产

物的筛选，并已有诸多的成功报道. 本文重点就海洋微生物

天然产物筛选中的应用加以阐述. 常用的筛选方法主要包括

3类：一是传统的活性筛选，此方法以活性为基础，根据活性

追踪发酵液中的相应组分；二是模型筛选，这类筛选一般需

建立针对特定靶标的筛选模型，并对模型进行各种参数的

评估后再进行筛选；三是基因筛选，基因筛选是根据微生物

天然产物生物合成基因簇中一些酶的保守区域设计引物，从

微生物中特异性地筛选具有某类核心结构或后修饰基团的

天然产物. 需要说明的是这3种筛选方法并不是孤立的：通过

分析海洋微生物次级代谢产物中相关酶编码基因的同源性，

可预测经活性筛选或模型筛选得到的化合物的结构，如以该

酶的基因作为出发点，最终还能挖掘到负责该化合物生物合

成的基因簇；而通过基因筛选得到的某类化合物，最终也需

要通过传统的活性检验或特定的模型评价这些天然产物作

为先导化合物的潜力. 无论以哪种筛选方法为主导，在确定

活性组分后，经分离纯化、图谱解析，最终可确定化合物的

结构. 
2.1.1  传统的活性筛选    传统的活性筛选，即直接对菌株发

酵液或提取物进行活性测试，根据活性跟踪化合物进行筛

选. 较常见的活性筛选方法包括：抗菌、抗肿瘤、抗病毒、抗

寄生虫等. Abdelmohsen等对海绵分离的放线菌中的天然产物

进行了抗细菌、抗真菌和抗寄生虫的活性筛选 [25]；Zheng等

就海洋植物或动物表皮和肠道中共生的放线菌，采用四甲基

偶氮唑盐比色法（MTT）对其中的天然产物进行了抗肿瘤活

性分析[32].   
2.1.2  模型筛选    模型筛选是一般基于药理学原理建立特定

的模型，并对模型进行有效的评估后，进行针对性筛选，此

类筛选往往涉及到细胞水平甚至分子水平. 如Sandberg等建

立了一种在96孔板中高通量筛选抑制Staphylococcus aureus
生物被膜形成的化合物的筛选模型 [33]. 此模型以结晶紫染色

为基础，可特异性地筛选S. aureus生物被膜抑制剂，而非杀

菌化合物，因此，该法所筛选到的活性产物对于减少细菌的

耐药性有较大的意义 . Gao等建立了与动脉粥样硬化相关的

ATP-结合盒转运蛋白A1（ABCA1）高通量筛选模型 [34]，此

蛋白能够通过增加胆固醇和磷脂的泵入量而提高高密度脂

蛋白的水平，从而为预防动脉粥样硬化起到积极的作用. 作
者以构建的模型为基础，从2 600个化合物中，筛选到4个对

ABCA1起正调节作用的化合物. Gao等以谷氨酸棒状杆菌为

测试菌株，建立了与之具有相似细胞壁结构的结核分枝杆菌

细胞壁抑制剂高通量筛选模型 [35]，通过TLC分析谷氨酸棒状

杆菌全细胞裂解物中分枝菌酸的种类及含量，可以了解初筛

中阳性化合物对分枝菌酸的抑制强度. 韩小贤等在探索如何

快速获取具 有抗肿瘤活性的菌株时，组合使用了海虾生物
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致死法和tsFT 210细胞的流式细胞术筛选法分别进行初筛和

复筛[36]，该法与流式细胞术的单独筛选模式相比，具有无漏

筛、成本低、速度快和宜于进行大规模筛选等特点. 
2.1.3  基因筛选    基因筛选是以某类化合物特定的骨架结构

或后修 饰基团为出发点，根据生物合成途 径中相应酶 基因

的保守序列设计引物，进行筛选. 基因筛选是生物信息学发

展的必然产物，这种筛选方法往往能够快速获得含预期结

构的化合物. 通过对PCR扩增出来的基因进行生物信息学分

析，不仅能推测化合物的类型，还可从生物学角度对产生相

同次级代谢产物的菌株进行排重. 如Zhang等对从中国南海

海绵分离得到的109个细菌中非核糖体肽的合成潜力进行了

研究，通过PCR扩增非核糖体肽合酶（NRPSs）腺苷化结构域

（A domain）基因并进行测序，推测其中15个菌株具有合成

非核糖体多肽的潜力[37]. Andreas等针对负责苯环或吡咯环

卤化的黄素腺嘌呤二核苷酸（FADH2）依赖的卤化酶保守区

设计引物，筛选到103个新的卤化酶；对这些卤化酶基因进行

系统地进化分析表明，它们与负责大环内酯类、糖肽类、脂

肽类、烯二炔类、氨基香豆素类和安莎类化合物卤化的卤化

酶具有不同程度的同源性；进一步通过HPLC-ESI-MS/MS对

6个糖肽类卤化酶阳性菌株发酵产物进行分析，表明它们均

在相对分子质量为1 000~1 700范围内显示出含卤化合物同位

素峰，其二级质谱中也发现了特征性的糖碎裂峰 [38]. Gontang
等对海洋沉积物中分离到的60个放线菌进行了酮合酶结构

域（KS domain）和A domain的PCR筛选；将扩增的基因片段

进行克隆测序并在NCBI中进行比对，结果表明某些菌株包

含几套不同KS/NRPS，根据同源性的高低可进一步预测每一

套KS/NRPS所编码的产物与已知产物的异同 [39]. 这样，在全

基因组信息未知的情况下，可对菌株的次级代谢潜能作一个

生物信息学的评估. 裴刚等人则是结合了活性和基因筛选，

从海洋微生物中特异性地筛选到烯二炔类抗生素产生菌，他

们根据烯二炔类抗生素能够引起DNA断裂的特性，巧妙地

构建了活性筛选模型，选择含溶源性λ-噬菌体的大肠杆菌作

为指示菌，通过检查颜色或荧光变化，对天然产物库进行了

筛选；进一步根据烯二炔核心结构中独特且保守的I型PKS设

计引物，通过PCR扩增对海洋微生物库进行了基因筛选 [40]. 
2.2  宏基因组技术在海洋微生物天然产物筛选中的应用

现已证明，在目前实验条件下，可培养微生物仅占微生

物总量的0.1%~1%. 为了从环境中获取新的天然产物而又不

依 赖于传统的培养方法，独立于培养的宏基因组学就逐渐

发展起来 . 宏基因组（Metagenomics）是指直接从环境中提

取总的DNA（有的经过富集再提取DNA），并对其进行遗传

学和功能学的研究 [41]. 宏基因组不依 赖于微 生物的分离与

培养，因而减少了由此带来的瓶颈问题 . 对宏基因组进行研

究时，一般先将DNA从样品中直接提取出来，根据目的不同

连接于特定的载体中，如粘粒、福斯质粒和细菌人工染色体

（BACs）等，然后进行基因筛选或功能筛选 [42]. 在对某类特

定的化合物进行基因筛选时，如由KS/NRPS简并引物筛选到

的克隆数目较多，可根据后修饰酶如甲基转移酶、糖基转移

酶、P450羟化酶等保守区设计引物，进行第二轮复筛，由此

减少文库中的阳性克隆数目. 进一步根据限制性片段长度多

态性（RFLP）分析及Southern杂交，可获得整个基因簇，而后

将基因进行组装并导入合适的异源宿主中进行表达 [43]. 宏基

因组作为分离培养海洋微生物之外的补充研究方法，不仅可

用于研究海洋微生物的多样性，其包含的次级代谢相关的基

因资源大大丰富了筛选的材料，为获得新的活性化合物提供

了另一途径.
Chu等从海水直接提取 DNA，以BAC为载体 构建 宏基

因组文库，通过在培养基中添加φ=1%的三丁酸甘油酯和1%
的阿拉伯胶，成功地筛选到两个新的酯酶EstA和EstB [44]. 定
点突变显示：EstA含有保守的催化位点S146-D222-H255，并
且在多种二价离子及高浓度NaCl存在情况下，均有良好的活

性，显示了其对环境的良好适应性；EstB含有一个不常见的

催化三联体位点S-E-H，对p-硝基苯酯有显著的活性，同时在

30%的甲醇、乙醇、二甲基甲酰胺和二甲基亚砜中仍能保持

活性，具有潜在的工业应用价值. Piel等从Theonella swinhoei
海绵组织中提取 DNA建立了包含约60 000个克隆的宏基因

组文库，并从文库中筛选到具 有抗肿瘤活性的聚酮化合物

onnamides和theopederins [45]. 对两个化合物的生物合成基因

簇进行深入的研究发现，其组织形式和基因特征均与原核

生物高度相似，进一步实验 证明活性产物是由海绵共生的

细菌合成 . 在国内，李翔等人将宏基因组工程与海洋生物学

有机结合，从开发海洋微 生物基因资源方面进行了简单的

综述，重点对宏基因组工程中克隆载体、表达宿主的开发，

外源大片段DNA的制备和宏基因组文库的高通量筛选进行

了归纳和总结，并提出了一个带有自动化特征的海洋微生物

功能基因簇表 达平台，探讨了海洋微 生物资源利用的新 途

径 [46].                                                                  
2.3  基因组测序在海洋微生物天然产物发现中的应用

通过基因组测序获得的大量生物学信息，可以分析菌

株的次级代谢 潜能，快速发现可能的新天然产物生物合成

基因簇. 由于许多次级代 谢产物均由组装成模块的多功能

合酶PKS/NRPS所催化，且往往与调节基因和抗性基因相连

成簇，因此通过对PKS/NRPS中结构域的分析，可预测新聚

酮和非核糖体多肽的大 致化学结构. 通过优化发酵条件或

采用异源生物合成等方式，最终促使“沉默”的基因簇得到

表达，从而获得新的天然产物. Udwary等测定了Salinispora 
tropica CNB-400中5 183 331 bp环状基因组序列，经生物信

息学分析，找到了17个次 级代 谢生物 合成 基因簇，这些 基

因簇的总长度大约518 Kb，占基因组容量的10%左右 [47]. 这

是在已测序的微 生物中，次级代 谢 相关 基因所占比例最大

的菌株 . 而到目前为止，从该菌株中分离得到的化合物仅有

salinosporamides、sporolides、lymphostin和salinilactam. 此外，

从 这17个次级代 谢 相关的生物合成基因簇中，分别发现了

desferrioxamine、yersiniabactin和coelibactin相似的生物合成

基因簇. 需要说明的是，基因组测序和化合物结构解析对化

合物的鉴定是相辅相承的，如在大环聚烯化合物salinilactam
的发现 过程中，基因组测序获得的信息加快了该化合物结

构的解析；而结构的最终确定反过 来也揭示了相关化合物

生物合成基因簇的排列方式. Salinispora家族中另一个成员

Salinispora arenicola CNS-205的测序工作也已经展开，这将
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有助于人们了解海洋放线菌的次级代谢能力及阐述其与海洋

环境相适应的生理特性. 随着基因组测序技术的提高和成本

的降低，越来越多的海洋微生物中次级代谢生物合成基因簇

及其相关的新产物将会陆续被发现. 

3	 异源生物合成共附生或不可培养的
海洋微生物天然产物
近年来，许多学者在海洋动植物中陆续发现了大量有药

用价值的天然产物，进一步研究发现许多化合物是由其共

生或附生的海洋微生物负责合成的. 然而，共附生海洋微生

物在实验室条件下通常难以培养，因而限制了其产生的活性

天然产物的研究及应用. 通过克隆活性产物的生物合成基因

簇，并将其导入异源宿主进行表达而获得目的产物不失为一

种良策. 异源生物合成的关键在于选择合适的宿主和开发相

应的载体. 菌株中的GC%含量、密码子偏好性及宿主中是否

含有表达产物所需的起始前体均是选择宿主时应考虑的. 选
择与原始菌株在遗传学上具有相似性的宿主，可在最大程度

上提供原始的细胞环境. 此外，开发相应的遗传工具对于成

功实现次级代谢产物的异源生物合成也具有重要意义. 所选

择的载体需要有一定的容量，连接需表达的基因簇后，具有

较好的稳定性，不会出现基因的丢失或重排等问题，并同时

便于进行遗传操作[42]. 
Liu等从海洋被囊动物Aplidium lenticulum的共生菌中

分离到一个主产物为灰紫红菌素A的链霉菌Streptomyces sp. 
JP95 [48]. 灰紫红菌素A是一个含高度氧化的螺酮缩醇结构的

芳香聚酮化合物，是端粒酶和逆转录酶的强抑制剂. 初步研

究发现其生物合成基因簇中有11个开放阅读框负责芳香聚

酮环的氧化修饰，最终形成环氧螺酮缩醇骨架. 作者通过在
Streptomyces lividans ZX1中异源表达该化合物的生物合成基

因簇，绕过了Streptomyces sp. JP95对外源DNA的“限制性”，

最终检测到灰紫红菌素A和其它3个类似物. 异源表达的成

功为下一步利用组合生物合成创制有相似骨架的“非天然”

产物打下了良好的基础. 此外，鉴于II型PKS生物合成基因簇

一般不超过40 kb，Andreas等在异源宿主Streptomyces������  albus 
J1074中表达包含不同卤化酶和 II型PKS生物合成基因的质

粒，研究获得新的含卤化合物的可能性，最终获得了一个相

对分子质量为549的含卤新化合物CBS 40 [38]. 由于海洋环境

中存在大量的卤离子，海洋天然产物中含卤化合物的比例较

陆地含卤天然产物高出许多；此外，卤化酶家族中FADH2依

赖型卤化酶特异性催化苯环或吡咯环的卤化，而芳香聚酮化

合物多由II型PKS催化 . 因此，异源表达含卤化酶的II型PKS
生物合成基因簇可能获得新的含卤天然产物. 

到目前为止，实现异源生物合成的大多是一些结构较为

简单的次级代谢产物，对于一些复杂的PKS和NRPS衍生的

化合物来说，除基因在异源宿主中有兼容性问题外，抗性基

因的表达对于宿主的生存是必须的. 尽管许多抗性基因存在

于生物合成基因簇中，但越来越多的事实表明，抗性是由多

个因素决定的，而某些抗性基因与该产物的生物合成基因簇

相距甚远 [43]，这是在进行异源表达时应注意的问题. 随着越

来越多的难培养或不可培养海洋微生物天然产物生物合成

基因簇的克隆，同时伴随着宿主和载体的开发，更多的海洋

微生物天然产物将会陆续实现异源生物合成. 

 4	 组合生物合成改造海洋微生物天然
产物
组合生物合成是指以微生物为“细胞工厂”，通过对天

然产物代谢途径的遗传改造来获得新型复杂化合物的过程. 
组合生物合成包含两个范畴：一是对原菌株进行遗传改造，

通过 对天然产物生物合成基因簇中相关基因进行缺失、置

换或插入，由此获得重组菌株，产生所需要的天然产物及其

结构类似物；二是将不同来源的天然产物生物合成基因进行

重组，构建新的代谢途径. 相比之下，采用化学合成的方法很

难获得这些复杂的天然产物结构类似物，因而组合生物合成

可作为一种发现和发展新药的新途径，结合微生物大规模发

酵，还可实现有药用价值的结构类似物的工业化. 近年来，随

着越来越多的海洋天然产物生物合成基因簇的克隆和合成

机制的阐明，使得有可能将这些宝贵的基因资源纳入到组合

生物合成的基因资源库中，由此扩大组合生物合成的应用范

围，有利于开发更多具有药用价值的化合物. 
如 将 s a l i no s p o r a m id e  A生 物 合 成 中 的 卤化 酶 基 因

sal L阻断以后，在 sal L-阻断变株中加入合成的5’-f luoro-
5 ’ - d e o xy  a d n o s i n e（5 ’ - F DA），可 以 得 到 新 的 氟 取 代

salinosporamide衍生物 [49]. 对参与salinosporamide A合成的

底物L-3-cyclohex -2’-enylalanine（CHA）生物合成途 径中

双氢预苯酸 进行脱羧 脱 水催化的sal X 基因进行阻断后，

所有sal inosporamides衍生物的合成 均 被 阻 断，仅检 测到
antiprotealide. 在 sal X-阻断变株中加入非蛋白环己烷和环

戊 烷氨 基酸，结果得到了预期的产物salinosporamide X1
（NPI-2056，已由半合成实现）和新的salinosporamide X2 [50]

（图1）. 对蓝藻共生菌Prochloron didemni合成的cyanobactins
环肽类化合物进行研究发现，这些化合物的前体是核糖体

合成的前多肽原（PatE），前多肽原随后裂解成两个分别带
8个氨基酸残基的前肽 . 有趣的是，29个同源性较高的patE
扩增子中均发现存在两个高度变异的前肽编码区；而其它

区域 几乎是完全一致的. 正是这两个前肽编码区的高度特

异，导致了不同环肽化合物的形成 [51]. 受此启示，Donia等构

建了一 个新的patEdm基因，在这个基因中，patE2所编码的

ulithiacyclamide区域被完全替换为人工构建的另一多肽，

将此新的“前肽盒”引入到PatE2所在的位置，并在大肠杆

菌中进行表达，最终获得了新的具 有抗凝血功能的环肽，

并将其命名为eptidemnamide [52]（图2）. 这也是第一个将海

洋天 然产 物生物 合成 基因簇 克 隆 到大 肠杆 菌中进 行异 源

表达及组合生物合成的例子. 由此，通过改变patE基因的编

码区，就可得到类似的环肽类化合物库 . 另外，将海洋链霉

菌Streptomyces maritimus中负责起始单元苯甲酰-CoA生物

合成的苯甲酰: CoA连接酶基因（encN）导入红霉素产生菌

Saccharopolyspora erythraea中（红霉素生物合成的PKS被

截短为DEBS1-TE，且模块中的AT结构域置换为Sorangium 
cellulosum中对应的AT结构域），结果所产生的5-苯取代三

酮内酯产量较原来提高了3倍. 同时，EncN还能转化ρ-氟苯甲
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酸形成相应的ρ-氟苯甲酰-CoA，该底物能被“杂合”的PKS
（sor-ery）所识别，形成新的氟取代苯基三酮内酯类似物. 进
一步将Streptomyces maritimus中编码L-苯丙氨酸氨裂解酶基

因encP与“杂合”PKS基因共表达后，在不加入苯甲酸的情况

下，也产生了5-苯取代三酮内酯[53]（图3）. 

 5  展 望
目前，海洋微生物天然产物的生物医学价值正受到热烈

的关注. 世界各地针对海洋微生物的多样性及生态学意义、

海洋微生物的可培养性及海洋微生物天然产物的开发展开

了广泛的研究. 除前文所述的方法，一些较新的技术还应用

于对已知菌种的二次 开发，如国内于志斌 等报 道运用核糖

体工程技术（即运用抗生素抗性筛选获得核糖体功能发生

改变的突变株）对无活性产物的海洋微生物菌株进行二次

开发利用，通过对无活性的海洋来源放线菌B3054进行链霉

素抗性筛选，获得了一株具有抗肿瘤活性的链霉素抗性突变

株SY-1，并从该突变株的发酵物中分离得到了4个活性化合

物 [54]. 与此同时，世界各国纷纷建立了海洋微生物菌种保存

中心（Marine Microbial Culture Collection，MMCC），我国第

一 个海洋微 生物菌 种保 藏管理中心也于2006年8月通 过验

收 [9]. 随着对海洋微生物资源的开发，对海洋天然产物生物合

成基因簇的挖掘和随之进行的相关酶催化机制研究的进一

步深入，将会有越来越多的新菌株和新产物被发现，海洋微

生物也将成为药用天然产物的一个重要来源. 
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