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摘要：为明确帚枝霉属内生真菌Sarocladium brachiariae HND5菌株具体的抑菌活性物质，在全基

因组测序数据的基础上，利用生物信息学对抑菌活性物质合成基因簇进行定位，通过聚类分析和系

统发育树分析对基因簇合成产物进行鉴定，并通过基因缺失突变构建及代谢组分析确定具体的抑

菌活性物质。结果显示，HND5菌株共含有7个非核糖体多肽合成酶（non-ribosomal peptide synthe‐

tase，NRPS）基因簇，聚类分析结果表明基因簇29合成产物为噬铁素，基因簇30合成产物为类环孢

霉素类抗菌多肽；系统发育树结合生物信息学结果显示基因簇30合成产物与已知环孢霉素结构差

异大，为一个新型非核糖体多肽；将基因簇30 NRPS基因缺失突变后，HND5菌株丧失抑菌活性；同

野生型菌株相比，基因簇30 NRPS基因缺失突变体缺失一个分子量为887.54 Da的多肽类物质。表

明HND5菌株的抑菌活性物质为一个分子量为887.54 Da的新型类环孢霉素非核糖体多肽，基因簇

30负责该多肽的生物合成。
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Abstract: In order to identify the antifungal substances of the endophytic fungus Sarocladium brachiar‐

iae HND5 strain, bioinformatic methods were used to locate putative genes responsible for the biosyn‐

thesis of antifungal substances based on the whole genome sequence of this strain, and cluster analysis

combined with phylogenic analysis was used to identify the products of gene clusters and the exact anti‐

fungal substance was located by constructing deletion mutants and analyzing metabolome. The results

showed that HND5 strain had seven non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) gene clusters; the prod‐



5期 杨 扬等：内生真菌HND5菌株抗香蕉枯萎病菌相关非核糖体多肽合成酶基因簇的鉴定 1111

uct of cluster 29 was siderophore and the product of cluster 30 was cyclosporin-like non-ribosomal anti‐

fungal peptide based on cluster analysis. Phylogenetic analysis combined with bioinformatic analysis in‐

dicated that the product of cluster 30 was a new non-ribosomal peptide, the structure of which was very

different from cyclosporin. HND5 strain lost its antifungal activity when cluster 30 NRPS gene was mu‐

tated by deletion. Compared with HND5 wild type strain, the deletion mutant of cluster 30 NRPS gene

lost an 887.54 Da peptide. This study suggested that HND5 strain synthesized an 887.54 Da cyclospo‐

rin-like non-ribosomal peptide by gene cluster 30 as the antifungal substance.

Key words: endophytic fungus; Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4; antifungal peptide; non-ri‐

bosomal peptide synthetase

尖孢镰刀菌古巴专化型4号生理小种Fusarium

oxysporum f. sp. cubense Race 4（FOC4）引起的香蕉

枯萎病已经在全球多个产区暴发，严重威胁着香蕉

产业发展，生物防治因绿色环保、无残留而备受青睐

（Fravel et al.，2003；Thangavelu & Mustaffa，2010；

Akila et al.，2011）。目前已经发现多种生防菌株可

以防治 FOC4，如解淀粉芽胞杆菌Bacillus amyloliq‐

uefaciens NJN-6和BEB33、枯草芽胞杆菌 B. subtilis

BEB2（付业勤等，2009；朱森林等，2014），链霉菌

Streptomyces albulus NJZJSA2（Wu et al.，2015）、多产

色链霉菌 S. polychromogenes和绿色木霉Trichoder‐

ma viride等（周登博等，2016））。除上述根围微生物

外，内生菌因其独特的生态位也在生物防治中发挥

着重要作用，如从野生酸枣中分离得到的芽胞杆菌

SZG-23（裴淑兰等，2018）、从杨树中分离得到的黄

绿木霉 T. aureoviride（杨蕾等，2014）及从石斛中分

离得到的解淀粉芽胞杆菌（何劲等，2014）等。有关

内生菌生防活性物质及生防机理的报道较少，限制

了其开发利用。陈奕鹏等（2017）和霍珊珊（2012）从

臂形草中分离得到的帚枝霉属内生真菌 Sarocladi‐

um brachiariae HND5 菌株可有效抑制 FOC4 的生

长，明确该菌株的活性物质对其推广有重要意义。

真菌生防活性物质主要包括多肽类、聚酮类、萜

类、生物碱类和挥发性物质等，具有抗菌、杀虫和抗

病毒等多种功能（Aly et al.，2011），其中非核糖体多

肽合成酶（non-ribosomal peptide synthetase，NRPS）

合成的非核糖体多肽类次生代谢产物结构和功能具

有多样性，是活性物质的重要组成部分（Walsh et

al.，2001；Bills et al.，2014）。在已报道的真菌全基

因组数据中，尚有90%非核糖体多肽及其相关合成

基因功能未知（Nielsen et al.，2017）。真菌基因组中

的非核糖体多肽相关合成基因以基因簇的形式存

在，可利用 antiSMASH等在线工具对其进行定位分

析（Weber et al.，2015；Ebert et al.，2018）。NRPS 由

多个相对独立的功能域组成，其中腺苷酰化功能域

因其序列保守，常被用于未知功能NRPS基因簇的

进化分析及产物预测（Bushley & Turgeon，2010）。

帚枝霉属主要由水稻鞘腐病菌 Sarocladium

oryzae、尖狭帚枝霉 S. attenuatum 和紫色帚枝霉 S.

sinense等水稻病原菌，基利帚枝霉 S. kiliense、直立

帚枝霉 S. strictum等人类病原菌以及植物内生菌组

成（Giraldo et al.，2015；Liu et al.，2017）。目前，仅从

水稻鞘腐病菌发酵液上清液中分离得到浅蓝菌素和

烟曲霉酸2种植物毒素，其它类型次生代谢产物未

见报道（Bigirimana et al.，2015）。镰刀菌属和顶孢

霉属与帚枝霉属亲缘关系最近，Anisha & Rad‐

hakrishnan（2015）从顶孢霉属中分离得到抗菌物质

环孢霉素和gliotoxin等非核糖体多肽类次生代谢产

物，Bahadoor et al.（2018）从禾谷镰刀菌 F. gra‐

minearum 中分离得到合成的寄主专化型毒素 gra‐

millin等非核糖体多肽类次生代谢产物。Hittalmani

et al.（2016）全基因组测序结果显示，水稻鞘腐病菌

基因组中含有 7个NRPS基因簇，10个聚酮类合成

酶-非核糖体多肽合成酶杂合基因簇，表明该属真

菌具有合成多种非核糖体多肽类次生代谢产物的遗

传学基础。因此，研究非核糖体多肽类次生代谢产

物，可进一步推动帚枝霉属真菌生防机理的研究。

为进一步明确帚枝霉属内生真菌HND5菌株的

抑菌活性物质，本研究拟在全基因组数据的基础上，

利用生物信息学对抑菌活性物质合成基因簇进行定

位，采用聚类分析和系统发育树分析对基因簇产物

进行鉴定，并通过基因缺失突变体的构建及代谢组

分析确定具体的抑菌活性物质，以期为该内生真菌

菌株生防机理的解析及实际应用提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：帚枝霉属内生真菌HND5菌株（My‐
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coBank 登录号 MB814539），植物病原菌多主棒孢

Corynespora cassiicola、尖孢镰刀菌、FOC4 均由中

国热带农业科学院环境与植物保护研究所提供。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：去皮马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、

琼脂粉 15~20 g、去离子水 1 L；马铃薯葡萄糖（pota‐

to dextrose，PD）液体培养基：PDA培养基中不添加

琼脂粉；完全培养基（complete medium，CM）：酵母浸

膏 6 g、酶水解干酪素 3 g、酸水解干酪素 3 g、蔗糖

10 g，蒸馏水定容至1 L；再生培养基：酵母浸膏 1 g、

酶水解干酪素1 g、蔗糖342 g，蒸馏水定容至1 L。

试 剂 及 仪 器 ：TransStart FastPfu DNA Poly‐

merase，全式金生物技术（北京）有限公司；限制性内

切酶，宝生物工程（大连）有限公司；酶水解干酪素、

酸水解干酪素、酵母浸膏，索莱宝（北京）科技有限公

司；胰蛋白胨、酵母粉，英国 OXOID 公司；DS2000

Marker，天根生化科技（北京）有限公司；Southern

blot试剂盒，瑞士罗氏生命科学公司；色谱纯甲醇，

赛默飞世尔（中国）科技有限公司；XAD-16大孔树

脂，美国西格玛奥德里奇公司；其它试剂均为国产分

析纯。ACQUITY UPLC-I超高效液相色谱仪、Xevo

G2-XS TOF 飞行时间高分辨质谱仪，沃特世科技

（上海）有限公司。

1.2 方法

1.2.1 HND5菌株NRPS基因簇预测与注释

利用在线分析工具 antiSMASH 3.0（https://

fungismash.secondarymetabolites.org）使用默认值对

HND5菌株的全基因组进行次生代谢产物预测。在

antiSMASH预测结果的基础上，利用BLASTp软件

（https://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast. cgi?PAGE=Pro‐

teins）分析NRPS基因簇中全部基因的保守功能域，

并对HND5菌株基因簇30进行详细注释。

1.2.2 HND5菌株NRPS产物的聚类分析

通过与已知功能和产物的NRPS腺苷酰化基团

的聚类分析来鉴定HND5菌株NRPS的功能和合成

产物。根据 antiSMASH预测分析结果，获得HND5

菌株 NRPS 中腺苷酰化基团的氨基酸序列；参照

Bushley & Turgeon（2010）方法，获得已知产物和功

能的NRPS中腺苷酰化基团氨基酸序列。使用MEGA

6.0软件对 HND5 菌株中未知功能及已知功能的

NRPS腺苷酰化基团进行排序，采用最大似然法进

行聚类分析，1 000次重复（Tamura et al.，2013）。

1.2.3 基因簇30 NRPS产物的系统发育树分析

恩镰孢霉素合成酶及环孢霉素合成酶均具有较

好的抑菌活性，对基因簇 30中NRPS的腺苷酰化基

团与环孢霉素合成酶及其同源合成酶的腺苷酰化基

团进行系统发育分析。参照Bushley et al.（2013）方

法获得环孢霉素合成酶及其同源合成酶的腺苷酰化

功能域氨基酸序列，利用MEGA 6.0软件对序列进

行排序，并采用最大似然法构建基因簇30中NRPS、

环孢霉素合成酶及其同源合成酶中的腺苷酰化功能

域的系统发育树。

1.2.4 基因簇30 NRPS基因缺失突变体的构建与验证

使用 Split-marker 方法进行基因簇 30 NRPS 基

因缺失突变体的构建（Catlett et al.，2003）。首先以

HND5 菌株基因组为模板，利用引物 C30-L-F（5′-

GATGAGGCTATGCAGTTGACTGTAG-3′ ）/C30-L-

R（5′-CCAAGCCCAAAAAGTGCTCCTTCAATATC-

AAGATTGGAGAAATTCGGCCAGAGCT-3′）扩 增

获得目的片段左同源臂，利用引物 C30-R-F（5′-

AGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACCGC-

TGCATCCAGTCCCCGACCATCATC-3′ ）/C30-R-R

（5′-TCTTTTGCCACTCACAGCGGGAGTC-3′）扩增

获得目的片段右同源臂；以pSilent-1载体为模板，利

用引物 HYG-F（5′-GAGCTCGGCTTGGCTGGAGC‐

TAGTGGAGGTC-3′）/HY-R（5′-GGATCCGTCTTG-

ACCGATTCCTTGCGGTCCG-3′）扩增获得潮霉素

抗性基因 5′端，利用引物YG-F（5′-GAGCTCGATG‐

TAGGAGGGCGTGGATATGTCC-3′）/HYG-R（5′-G-

GATCCTCGAATTCGTCGACGTTAACTGGCT-3′ ）

扩增获得潮霉素抗性基因3′端；采用重叠PCR方法，

利 用 引 物 C30-L-F（5′-GATGAGGCTATGCAGTT‐

GACTGTAG-3′）/HY-R（5′-GGATCCGTCTTGACC‐

GATTCCTTGCGGTCCG-3′）连接目的片段左同源

臂和潮霉素抗性基因5′端，得到突变左臂；同样采用

重叠PCR方法，利用引物YG-F（5′-GAGCTCGATG‐

TAGGAGGGCGTGGATATGTCC-3′）/C30-R-R（5′-T

CTTTTGCCACTCACAGCGGGAGTC-3′）连接目的

片段右同源臂和潮霉素抗性基因 3′端，得到突变右

臂。引物均由华大基因科技服务（深圳）有限公司合

成。利用 CM培养基制备HND5菌株原生质体感受

态，同时转入相等摩尔数的突变左臂和右臂，涂布到含

浓度150 μg/mL潮霉素的再生培养基筛选平板，挑取

抗潮霉素的HND5菌株转化子，并提取转化子基因

组，利用突变体引物对 C30-Test-F（5′-GAGAAGT‐

GTGCAAATGGTGTCGTCG-3′）/C30-Test-R（5′-G-

GTCAACATAGCTTTCGACGTCTCG-3′）以及 C30-

T-F（5′-GCCCGTCTCCCTTGCCAGTGATAT-3′）/HY-



R（5′-GGATCCGTCTTGACCGATTCCTTGCGGTC-

CG-3′）对目标片段进行 PCR 检测以确定插入位置

的正确性。 PCR 体系均按照 TransStart FastPfu

DNA Polymerase 构建。基因簇 30 NRPS 基因左右

臂，HYG 左右臂扩增以及转化子检测 PCR 程序：

94℃预变性 5 min；94℃变性 20 s；58℃退火 20 s；

72℃延伸 20 s；循环 30 次；72℃延伸 10 min。HYG

左右臂与目的基因左右臂重叠PCR程序分 2步，第

1步PCR，不添加引物：95℃预变性 2 min；95℃变性

20 s；58℃退火20 s；72℃延伸45 s；循环5次；72℃延

伸 5 min；第 2 步 PCR，向第 1 步 PCR 体系中加入引

物：95℃预变性 5 min；2：95℃变性 20 s；68℃至

48℃，每个循环降低1℃；72℃ 延伸45 s；循环20次。

使用被突变的腺苷酰化功能域片段和HYG片段设

计的探针进行 Southern blot 杂交，并按照 Southern

blot试剂盒说明书进行Southern blot检测，当插入片

段个数为1时，即得到突变体。

1.2.5 基因簇30 NRPS基因缺失突变体的抑菌活性

利用400 mL PD液体培养基发酵野生型HND5

菌株和基因簇 30 NRPS基因缺失突变体，28℃摇床

暗培养 21 d；利用 XAD-16 大孔树脂抽提发酵液上

清中的次生代谢产物，用甲醇洗脱；洗脱液旋转蒸干

后使用1 mL甲醇溶解，获得野生型HND5菌株及突

变体的次生代谢产物。采用平板对峙法检测次生代

谢产物的抑菌活性，在PDA平板中间分别接种直径

2 mm的多主棒孢、尖孢镰刀菌和FOC4菌饼，在菌饼

周围放置3张直径5 mm的滤纸片，每张滤纸片分别

滴加5 µL色谱纯甲醇（阴性对照）、野生型HND5菌

株的次生代谢产物及基因簇30 NRPS基因缺失突变

体的次生代谢产物，28℃培养5~7 d，根据菌丝的生

长情况确定突变体次生代谢产物的抑菌活性。

1.2.6 代谢组分液相色谱联合质谱分析

使用色谱仪和质谱仪对野生型HND5菌株和基

因簇 30 NRPS基因缺失突变体的代谢组分进行分析。

使用ACQUITY UPLC BEH色谱柱进行物质分离，流

动相 A 为水，流动相 B 为色谱纯甲醇，流速为 0.3

mL/min，进样量为5 µL。梯度洗脱程序：0~1 min，5%

B；1~7 min，5%~30% B；7~7.5 min，30%~95% B；7.5~

10 min，95%~5% B；10~15 min，5% B。质谱使用电

喷雾电离方式，检测范围为 10~1 200 Da。使用

MassLynx 4.1 软件中的 Progenesis QI 2.0 插件进行

数据分析。

2 结果与分析

2.1 HND5菌株NRPS基因簇的预测与注释

antiSMASH 分析结果显示，HND5 菌株基因组

存在 31个次生代谢产物基因簇，其中NRPS基因簇

有 7 个。通过对这 7 个基因簇进行注释发现，除

NRPS基因外，基因簇中还含有产物修饰、调控和转

运等相关基因（图1），是典型的NRPS合成基因簇。

图1 HND5菌株基因组中非核糖体多肽合成酶基因簇注释示意图

Fig. 1 Schematic diagram of annotation of non-ribosomal peptide synthetase gene clusters in the genome of HND5 strain

2.2 HND5菌株NRPS基因簇产物的鉴定

聚类分析结果显示，基因簇 29中的NRPS的腺

苷酰化功能域能与噬铁素合成酶的腺苷酰化功能域

聚类，基因簇 30的NRPS的腺苷酰化功能域能与环

孢霉素合成酶的腺苷酰化功能域进行聚类，且均有

50%以上的靴值支撑（Bootstrap=1 000），其它基因

簇中的 NRPS 腺苷酰化功能域无法与已知功能的

NPRS 腺苷酰化功能域聚类（图 2）。因此 HND5 菌

株中的 7 个 NRPS 基因簇中基因簇 29 和基因簇 30

可能为合成产物，其中基因簇29合成产物可能是噬

铁素类物质，基因簇 30 合成产物可能是环孢霉素

类物质。
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图2 HND5菌株中非核糖体多肽合成酶的腺苷酰化功能域与已知功能非核糖体多肽合成酶腺苷酰化功能域的聚类分析

Fig. 2 Cluster analysis of the adenylation domains of HND5 strain and the adenylation domains

from other non-ribosomal peptide synthetases with known functions

阴影：目标腺苷酰化功能域。Shadow label：target adenylation（A）domains.



2.3 HND5菌株基因簇30产物的鉴定

在 HND5 菌株 NRPS 基因簇功能鉴定的基础

上，对基因簇 30 NRPS进行进一步的注释和功能鉴

定。系统进化树分析结果显示，基因簇 30 NPRS的

2个腺苷酰化基团与恩镰孢霉素合成酶腺苷酰化功

能域同源关系最近，其它 5个腺苷酰化功能域与环

孢霉素合成酶腺苷酰化功能域有较好的同源关系

（图 3）。尽管系统发育树结果显示基因簇 30 NRPS

与恩镰孢霉素合成酶及环孢霉素合成酶具有较近的

遗传关系，但是其功能域结构与环孢霉素合成酶、恩

镰孢霉素合成酶的功能域结构明显不同：基因簇30

NRPS由2个开放阅读框组成，且有1个单独的腺苷

酰化功能域（图 4）。基因簇 30 的详细注释结果显

示，该基因簇中含有 1 个 1-氨基环丙烷-1-羧酸（1-

aminocyclopropane-1-carboxylate，ACC）合 成 酶 基

因，该基因在已知NRPS基因簇中未报道过，是一个

新型非核糖体多肽修饰酶。

图3 基于最大似然法构建基因簇30中非核糖体多肽合成酶腺苷酰化功能域与环孢霉素合成酶

及其同源合成酶腺苷酰化功能域的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic analysis of adenylation domains in non-ribosomal peptide synthetases of cluster 30 and the adenylation domains

in cyclosporin synthetases and the homologous synthetases with maximum likelihood method
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图4 基因簇30中非核糖体多肽合成酶功能域结构与环孢霉素合成酶及其同源合成酶功能域结构的比较

Fig. 4 Comparison of the module structure between non-ribosomal peptide synthetases of cluster 30 and

cyclosporin synthetases and the homologues synthetases

2.4 HND5菌株NRPS基因缺失突变体

采用 Split-marker 方法获得多个 HND5 菌株的

基因簇 30 NRPS基因缺失转化子；PCR检测结果显

示，转化子无法扩增到被突变片段而能扩增HYG基

因片段（图 5）；Southern blot检测结果显示，野生型

HND5菌株可以获得一条腺苷酰化基团基因探针杂

交条带，潮霉素抗性基因探针没有杂交条带；而使用

腺苷酰化基团基因探针杂交转化子无条带，潮霉素

抗性基因探针杂交转化子可得到一个条带（图 6），

表明HND5菌株基因簇30 NRPS基因缺失突变体构

建成功。

图5 HND5菌株基因簇30非核糖体多肽合成酶基因缺失突变体的PCR检测

Fig. 5 PCR detection of the gene mutants encoding the non-ribosomal peptide synthetase of cluster 30 in HND5 strain

A：利用引物 C30-Test-F/C30-Test-R 扩增基因簇 30 中 NRPS 基因被突变的片段；B：利用引物 C30-T-F/HY-R PCR 检测

HYG插入位置。M：DS2000 marker；1：阴性对照；2~6：cluster 30中NRPS基因缺失突变转化子；7：野生型HND5菌株。A：

Amplification of the mutated fragment of the NRPS gene of cluster 30 by using the primers C30-Test-F/C30-Test-R；B：PCR test of

HYG gene insertion position by using the primers C30-T-F/HY-R. M：DS2000 marker；1：negative control；2-6：cluster 30 NRPS

encoding gene mutants；7：wild type strain of HND5.

2.5 HND5菌株NRPS基因突变体的抑菌活性

平板抑菌试验显示，野生型HND5菌株发酵液

上清液提取物可有效抑制多主棒孢、尖孢镰刀菌和

尖孢镰刀菌古巴专化型4号生理小种3种病原菌的

生长，而HND5菌株基因簇 30 NRPS基因突变体发

酵液上清液提取物不能抑制3种真菌的生长（图7），

表明NRPS基因参与合成的非核糖体多肽，是HND5

菌株主要的抗真菌活性物质。

2.6 代谢组分的液相色谱联合质谱分析

与野生型HND5菌株代谢组分相比，基因簇 30

NRPS基因缺失突变体代谢组分缺失了 1种质核比

为 887.54的物质。一级质谱图显示，野生型HND5

菌株和基因簇30 NRPS基因缺失突变体均在8.53 min

处出现峰值（图 8-A~B）；二级质谱图显示，野生型

HND5菌株和基因簇30 NRPS基因缺失突变体在相

同碰撞能量下的二级质谱碎片完全不同，其中野生

型HND5菌株的碎片质核比为 409.17，而基因簇 30

NRPS基因缺失突变体的碎片质核比为782.57（图8-

C~D），表明两者虽然分子量相似，但是是不同的

物质。



图6 HND5菌株基因簇30非核糖体多肽合成酶基因缺失突变体的Southern blot验证

Fig. 6 Southern blot verification of the non-ribosomal peptide synthetase of cluster 30 gene mutant in HND5 strain

A：NRPS基因缺失部分检测探针；B：HYG检测探针。M：λ-Hind III marker；1：HND5菌株基因组Hind III酶切产物；2~

5：cluster 30 NRPS基因缺失突变体基因组Hind III酶切产物。A：Probe for mutated fragment detection；B：probe for HYG gene

detection. M：λ-Hind III marker；1：Hind III digested fragment of genomic DNA of wild type strain HND5；2-5：Hind III digested

fragment of genomic DNA of cluster 30 NRPS gene mutant of HND5 strain.

图7 野生型HND5菌株和基因簇30非核糖体多肽合成酶基因缺失突变体的抑菌活性

Fig. 7 Anti-fungal activity of wild type and non-ribosomal peptide synthetase of cluster 30 gene mutant of HND5 strain

A~C：多主棒孢、尖孢镰刀菌、尖孢镰刀菌古巴专化型 4号生理小种；CK：甲醇。A-C：Corynespora cassiicola，Fusari‐

um oxysporum，F. oxysporum f. sp. cubense Race 4，respectively；CK：methanol.

图 8 野生型HND5菌株（A、C）和基因簇30非核糖体多肽合成酶基因缺失突变体（B、D）代谢组分子量为887.54 Da的质谱图

Fig. 8 887.54 Da mass spectrogram of the metabolomes of wild type HND5 strain（A，C）and non-ribosomal

peptide synthetase gene deletion mutant of cluster 30（B，D）
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3 讨论

本研究根据生防内生真菌HND5菌株全基因组

数据，利用 antiSMASH 鉴定得到了 7 个 NRPS 基因

簇；Hittalmani et al.（2016）通过全基因组测序从水稻

鞘腐病菌基因组中也鉴定得到 7 个 NRPS 基因簇，

但未进行功能验证和产物鉴定，说明该属真菌具有

合成多种非核糖体多肽类次生代谢产物的遗传学基

础。本研究的腺苷酰化功能域聚类分析结果显示，

HND5菌株基因簇29的产物为噬铁素，基因簇30的

产物为环孢霉素类物质。噬铁素类物质是一类重要

的植物促生长物质，可促进植物对铁元素的吸收

（Winterberg et al.，2010），说明HND5菌株具有促进

植物生长的潜力。本研究仅关注了基因簇 30合成

的环孢霉素类抗菌物质，在今后的研究中将对

HND5菌株噬铁素的促生效果进行进一步探讨。

环孢霉素是顶孢霉属真菌 Acremonium luzulae

产生的主要抗菌物质，如环孢霉素 C（Moussaïf et

al.，1997）。Giraldo et al.（2015）的多基因序列进化

分析结果显示，帚枝霉属与顶孢霉属亲缘关系近，原

来多个顶孢霉属真菌重新被鉴定为帚枝霉属真菌，

如基利顶孢霉Acremonium kiliense被重新鉴定为帚

枝霉属。本研究结果表明帚枝霉属内生真菌HND5

菌株基因簇 30 的可能产物为环孢霉素类物质，与

Giraldo et al.（2015）结果一致。Yang et al.（2018）研

究结果显示，弯颈霉属中环孢霉素合成基因簇共有

1个细胞色素P450、1个丙氨酸异构酶和1个氨基转

移酶参与了环孢霉素的生物合成过程，而本研究结

果表明在HND5菌株基因簇 30中，仅含有 1个细胞

色素P450和1个ACC合成酶编码基因，与已知的环

孢霉素生物合成基因簇差别明显；且基因簇 30 中

NRPS的功能域结构与环孢霉素合成酶的功能域结

构明显不同（Nilanonta et al.，2003），是一种新型类

环孢霉素多肽。后期还需对该多肽的具体化学结构

进行进一步解析。

含有环丙基结构的氨基酸在非核糖体多肽中存

在较少，目前仅在假单胞病原菌合成的冠菌素中发

现含有冠烷酸（coronamic acid，1-amino-1-carboxy-

2-ethylcyclopropane，CMA）这种环丙基氨基酸。假

单胞菌通过非血红素铁酶催化的氯化反应，可以亮

氨酸为底物合成 CMA（Vaillancourt et al.，2005；

Tang et al.，2017）。本研究在 HND5 菌株基因簇 30

中发现 l个ACC合成酶编码基因，该基因表达产物

可以S-腺苷蛋氨酸作为底物合成含有环丙基结构的

ACC（Zhang et al.，2004）。推测ACC可能作为基因

簇30中非核糖体多肽的底物参与产物的合成，为一

种新发现的含有环丙基结构的 NRPS 的底物氨基

酸。该结果仅是生物信息学的分析结果，还需要进

一步的试验验证。

缺失突变体构建是非核糖体多肽鉴定及合成途

径解析的主要研究手段。Wang et al.（2012）通过构

建绿僵菌Metarhizium的相关突变体解析了绿僵菌

素的生物合成途径；Guo et al.（2013）在基因组数据

的指导下构建了土曲霉Aspergillus terreus的相关突

变体，通过构建的突变体成功解析了多硫代二酮哌

嗪类物质的合成机理。本研究利用 Split-marker方

法构建了HND5菌株基因簇30 NRPS基因缺失突变

体，并使用PCR技术及Southern blot 两种方法对突

变体进行验证，保证了结果的可靠性。超高效液相

色谱、飞行时间高分辨质谱分析具有高灵敏度、高准

确度及高分辨率等优点，可对微生物代谢产物进行

全面精确的检测，如元超等（2018）就采用此方法对

地衣内生真菌 Pestalotiopsis sp. 次生代谢产物进行

了分析。本研究将突变体构建和液相色谱联合质谱

检测相结合，准确定位了HND5菌株基因簇的合成

产物，为内生真菌“从基因到产物”（Cacho et al.，

2015）的研究提供了新方法。

在全基因组测序数据的支持下，本研究定位了

生防内生真菌 HDN5 菌株抗菌物质合成相关的

NRPS基因簇，并通过质谱分析定位到了该基因簇

的合成产物，但该物质的具体结构未解析，合成基因

簇中的ACC修饰功能未知。下一步工作中将对该

抑菌非核糖体多肽进行进一步鉴定和结构解析，并

通过分析基因簇中修饰酶功能解析该非核糖体多肽

的合成机理。
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