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摘要摘要 两性霉素B（AmB）作为第一个用于深部真菌感染的药物，自上市以来已使用超过半个世纪，目前仍是临床治疗中不可缺

少的药物。随着近年来AmB衍生物药物的发展，以及其生产菌株结节链霉菌（Streptomyces nodosus）全基因组和AmB体内合

成代谢途径的解析，运用基因工程和代谢工程的方法对AmB组合生物合成的研究逐渐增多。由于AmB在当今临床治疗上的地

位仍极其重要，因此促进AmB产业的发展具有显著的经济及社会效益。本文对AmB进行了概述，并对其合成基因簇相关基因

及其当前组合生物合成的研究现况进行了总结与探讨。
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1955年，从委内瑞拉奥里诺科河水土样中的结节链霉菌

（Streptomyces nodosus）中人们分离得到了两性霉素B（Ampho⁃
tericin B，AmB，图1）。自1966年，AmB作为第一个用于深部

真菌感染的药物上市，直至现在，一直用做天然广谱抗真菌

抗生素，目前仍然是临床上不可替代的抗真菌药物[1]。AmB
结构特点与大部分多烯大环内酯类抗生素相同，此类抗生素

均为两性物质，具有亲脂性的位于同一平面的共轭多烯发色

团，以及亲水性的大环内酯环外羟基化部位[2]。AmB作为七

烯大环内酯类抗生素其主要特点是具有7个共轭多烯的大环

内酯，C8位为羟基、C16位为羧基、C19为海藻糖胺基团。

AmB除使用在具有生命威胁性的全身性真菌感染外，同

时还具抗病毒（朊病毒、HIV等）、抗寄生虫的作用，其中利什

曼原虫作为“最易被忽视的疾病”在非洲和南美洲地区，每年

会造成近5000余人的死亡[3-5]，抗利什曼原虫药物市场预计每

年在2亿美元左右[6-7]，AmB为这些地区人类的生命健康做出

了重要贡献。由于毒副作用的存在，学者们一方面对AmB给

药形式进行研究[8]，例如AmB脂质体、乳剂、纳米粒子、PEG偶

联等 [9]；另一方面则是不断对其衍生物进行各方面的研究。

随着AmB合成代谢途径的解析，通过基因工程等生物学手段

合成AmB衍生物的研究逐年增加。本文综述AmB体内代谢

途径的相关过程及其基因簇，总结近年来通过生物法合成

AmB衍生物的组合生物学研究进展。

1 AmB合成基因簇
Streptomyces nodosus全基因组共 7714110 bp，基因组中

具有多种天然产物，包括多烯类、肽类以及萜类等合成基因

簇，其中两性霉素属于 I 型聚酮合酶（polyketide synthases,
PKSs）合成的多烯大环内酯类聚酮化合物，其合成基因簇全

长约为135 kb[10]。

Caffrey等[11]使用基因组步移（genomic walking）的方法，克

隆并鉴定得到全长约为113 kb两性霉素的生物合成基因簇，

该基因簇包含17个开放阅读框。Carmody等[12]重新鉴定了基

因簇左端 16 kb及右端的 4 kb，新延长的部分包含 12个开放

阅读框（amph RI-RIV，amph RVI，orf 5-10，amph E）。其完整

合成基因簇如图2。

图1 AmB分子结构

Fig. 1 Molecular structure of AmB
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Carmel等[13]通过 13C同位素标记揭示了AmB在细胞体内

的生物合成途径，为生物法合成AmB衍生物提供了基础，研

究表明在结节链霉菌体内，通过 18步延伸反应，将 3个丙酸

盐和16个乙酸盐前体环化后形成聚酮化合物主体，之后在主

体的基础上通过 3步后修饰作用，即海藻糖胺糖基化、C8位
的羟基化以及C41位的环外甲基分支氧化为羧基而最终形成

AmB。因此可将AmB合成基因簇中29个相关基因分为：PKS
基因、后修饰基因、转运与调控基因。

1.1 PKS基因

聚酮合成酶（PKSs）是一类多功能酶，涉及到一些重要聚

酮化合物的生物合成，根据基因序列和组成蛋白质的空间构

象，PKSs可分为 3大类。其中PKSs-I型通过乙酸、丙酸和丁

酸的缩合构筑大环聚酮。在延长聚酮生长链时，每导入一个

羧酸单位就包括脂肪酸生物合成的一个完整循环所需要的

所有反应，其功能性亚基包括酰基载体蛋白（ACP）、酰基转移

酶（AT）、酮酰基载体蛋白合成酶（KS）、酮基还原酶、脱水酶

（DH）和烯酰还原酶等，还包括终止聚酮链延长和环化的大

环聚酮所需要的硫酯酶（TE）。
两性霉素属于PKSs-I型的聚酮合成反应，其中PKSs由

Amph A、Amph B、Amph C、Amph I、Amph J、Amph K这 6个

蛋白组成，而AmB的聚酮化合物前体中每个部分均是由这些

蛋白所包含的模块一一对应负责，每一个PKSs基因簇编码蛋

白都是由模块所组成，包括单模块、双模块、三模块和六模

块，共包括一个载入模块和18个延伸模块；每个模块又由多

个结构域所构成，包括AT（acyl transferase）结构域，KS（keto⁃
synthase）结构域，ACP（acyl carrier protein）结构域，KR（Keto⁃
reductase）结构域，DH（dehydratase）结构域，ER（enoyl reduc⁃
tase）结构域，多数模块均按照KS-AT-DH-ER-KR-ACP这一

顺序排列组合，其中Amph A作为一个载入蛋白，与起始单位

乙酰基结合，而Amph K中模块 18存在一个特殊的硫酯酶

（TE）域，起到终止骨架延伸同时环化大环聚酮的作用。

1.2 后修饰基因

在聚酮化合物主体上的后修饰主要分为 3步，即由 am⁃

ph DIII、amph DII、amph DI基因控制的C19位的海藻糖胺糖

基化；由 amph N、amph M控制的C16位氧化羧基化；在 amph

L的作用下C8位羟基化。Caffrey等进一步通过基因敲除手

段，对AmB生物合成中 3步后修饰的过程进行敲除实验，使

用质谱、NMR等方法对获得的产物研究，发现Δamph DIII菌

株（敲除野生菌株 amph DIII基因）的产物C8位未能羟基化，

而Δamph L所得产物则为C8位脱羟基AmB，因此发现C19位

与C8位的修饰，并不影响C16位的氧化羧基化，而C8位的羟

基化则可能是在C19位糖基化之后进行的。由于C19位的糖

基化反应缺失，故而影响到其后的C8羟基化，因此聚酮化物

后修饰的顺序可能为环外甲基分支氧化羧基化，C19位海藻

糖胺糖基化，最后为C8位羟基化[14]。

1.3 转运与调控基因

amph G和 amph H表达的ABC转运蛋白，两者同源性仅

有 25%，目前虽不了解为何具有两种不同的转运蛋白，但这

种现象在制霉菌素和匹马霉素中也有存在，例如制霉菌素

（nys G和 nys H），匹马霉素（pim A和 pim B）。ABC转运蛋白

在细菌中通常以二聚体形式发挥功能，在结节链霉菌中可能

也由Amph G和Amph H结合形成异源二聚体，用于转运两性

霉素。这两种转运蛋白也被认为是链霉菌自身的保护系统，

如果微量的外源固醇进入细胞膜，另外一种ABC转运蛋白就

能够发挥作用[11]。研究已证明转运蛋白可以用来提高次级代

谢产物产量，例如Qiu等[15]过量表达阿维链霉菌中的ABC转

运蛋白AvtAB，使得阿维霉素的产量提高约 50%。另有学者

串联超量表达盐霉素的两个转运蛋白SlnTI和SlnTII，提高盐

霉素产量约14.6%[16]。在两性霉素代谢途径中目前报道的调

控基因包括 amph RI-RIII、amph RVI与 amph RIV，分别属于

LAL（Large ATP-binding regulators of the LuxR）和PAS-LuxR
（无DBD区域）家族。这些调控因子属于途径特异性调控，对

链霉菌次级代谢过程起到较为重要的作用，不仅调控涉及氨

基酸、脂类、辅酶、呼吸能量代谢、DNA复制修复、细胞分化等

基因的转录，还可能对次级代谢产物的合成产生影响[17]，如在

制霉菌素中含有与两性霉素对应的调节基因nysRI-RIV[18]，分

别将这些基因与强启动 ermE*p结合并在 S. noursei中过量表

达，除 nysRIII对制霉菌素产量没有影响，过表达 nysRI、nys⁃

RIII、nysRIV分别提高 4%、21%、36%的产量。又如匹马霉素

合成，在S. chattanoogensis L103过量表达 scnRII，匹马霉素产

量提高 3.3 倍达到 2.1 g/L[19]；在 S. lydicus A02 过量表达 Sl⁃
nM2，匹马霉素产量由原本 2.5 g/L提高到 5.3 g/L，在 30 L发

酵罐产量达 6.9 g/L[20]。这一现象在两性霉素中也有报道，如

在 S. nodosus Δamph NM突变株中过量表达 amph RIV基因，

相关衍生物产量可以提高约3倍[10]；在S. nodosus ATCC14899
中敲除amph RVI基因对两性霉素产量没有明显变化[12]。

2 AmB组合生物学
由于AmB的水溶性低，还具有肾毒性等副作用，一直影

响其进一步发展。自 20世纪末，人们开始化学合成AmB的

图2 两性霉素生物合成基因簇

Fig. 2 Organisation of the amphotericin biosynthetic gene cluster
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衍生物，如两性霉素 B甲酯、Amphoteronolide B甲酯、N-甲
基-N-D-果糖基-两性霉素B甲酯（MFAME）等[21-24]，这些尝试

为AmB结构与活性间的关系以及如何降低毒性提供了初步

的探知。如抑制环外羧基的数量能够提高其对麦角甾醇相

对于胆固醇的特异性[25]；衍生化海藻糖胺基团可以提高疾病

治疗效果[26]；修饰C13位的半缩酮可以降低溶血活性并且只

轻微的减少抗菌性[27]；氟原子在C14位或C28位引入并不会

影响抗菌活性等[28-29]。越来越多的衍生物被发现在保留抗真

菌广谱性、活性的同时，提高了水溶性并且降低了毒副作

用。这些结果表明AmB衍生物存在广泛的结构特异性，可用

于提高疾病的治疗效果。但同时，由于AmB具有复杂的分子

结构这一特性，导致很难通过化学合成的方式生产价格适

中、低成本的无毒性AmB衍生物。相对化学合成，生物法合

成则具有明显的优势与潜在可能：1）野生菌Streptomyces no⁃

dosus生产AmB成本低，产量大，具有高效的代谢流和催化过

程；2）野生菌 Streptomyces nodosus全基因组测序分析及相关

合成基因簇研究基本完整，目前已具有多种代谢工程改造手

段；3）衍生物生物合成基因工程已逐步形成，并已合成了许

多重要多烯大环内酯类衍生物，包括制霉菌素、杀念菌素、匹

马霉素、龟裂霉素[30-33]。近年来通过基因工程生物法合成无

毒性的AmB衍生物已逐渐形成一定的规模。通过组合生物

学对AmB的不同结构位点进行改造，可将获得的AmB衍生

物分为 2大类，一类为改造后修饰相关基因所得AmB衍生

物，另一类为改造PKS基因簇内基因所得AmB衍生物（图3）。

图中箭头表示代谢物经过相关基因敲除或过表达后产生各类衍生物的生物代谢过程

图 3 两性霉素B的组合生物学合成

Fig. 3 Combinatorial biosynthesis of Amphotericin B
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2.1 改造后修饰相关基因所得AmB衍生物

Byrne等[14]利用KC515噬菌体转染技术，通过构建敲除载

体进行同源重组双交换，对目标基因引入移码突变，得到分

别敲除 amph DIII和 amph L基因的突变菌株 Streptomyces no⁃

dosus Δamph DIII与 Streptomyces nodosus Δamph L，并且从中

分别提取得到 8-deoxyamphoteronolides B 及 8-deoxyampho⁃
tericin B两种七烯衍生物。该研究是第一次通过基因工程方

法对结节链霉菌AmB合成途径中 3步后修饰过程进行改造

而得到的AmB衍生物。同团队的Lochlainn将S. nodosus中与

其糖基化底物GDP-甘露糖相关基因man A（磷酸甘露醇异构

酶）、mam B（磷酸甘露醇酶）敲除，获得了与突变菌株S. nodo⁃

sus Δamph DIII相同的七烯衍生物 8-deoxyamphoteronolides
B[34]。类似的工作也已经在其他链霉菌中开展[35-36]，得到了相

关多烯，如制霉菌素、匹马霉素等类似衍生物 10-deoxy-ny⁃
statin、4, 5-deepoxypimaricin。当amph DIII基因被敲除时，所

得七烯产物 8-deoxyamphoteronolides B主要存在于发酵液上

清中，表明其水溶性有所提高，但这一化合物不能糖基化，缺

少海藻糖胺这一官能团。对其抗菌活性进行检测，当质量浓

度达到6 μg/mL时，没有表现出抗菌性，这一结果体现了海藻

糖胺这一氨基基团对抗菌活性的重要性。当 amph L基因被

敲除时，所得七烯产物 8-deoxyamphotericin B主要存在于菌

丝体中，当使用S. cerevisiae作为指示菌株对其抗菌性进行检

测发现，当 8-deoxyamphotericin B质量浓度达到 1.25 μg/mL
时具有抗菌性活性，而 AmB 对该菌的最小抑制浓度达到

0.3125 μg/mL，因此 8-deoxyamphotericin B抗菌活性表现出

轻微的下降。

研究发现，对于环外羧基基团的抑制可以降低AmB的毒

性[21]。因此Carmody等[37]，将 S. nodosus染色体中负责大环内

酯环外羧基氧化相关基因（amph N、amph M）进行敲除，最终

在其构建的 Streptomyces nodosus Δamph NM中，提取到AmB
七烯衍生物 16-descarboxyl-16-methyl amphotericin B，其抗

真菌活性与 AmB相似，且其溶血毒性相对 AmB降低了 10
倍。Brautaset等 [38]，敲除制霉菌素合成基因簇中的 nys N，同

样也得到与其类似的制霉菌素类似物，具有抗菌活性和低溶

血毒性。Zhen等[39]通过相同的思路，也获得 3种与之相似且

效果较好的匹马霉素类似物。近期，Murphy等 [40]在研究 S.

aminophilus中真菌霉素生物合成时采用了新的思路。由于

真菌霉素为一种不常见的芳香多烯，其糖基基团为 pero⁃
samine（4，6-双脱氧-4-氨基甘露醇），为对Amphoteronolide B
（两性霉素B糖甘配基）糖基自由化进行了解，他们将来自S.

aminophilus 中的 per DI（perosamine 糖基转移酶）、per DII

（perosamine合酶）基因导入 Streptomyces nodosus Δamph NM

中，以期得到 16-descarboxyl-16-methyl-19-（O）-perosami⁃
nyl amphoteronolides，但该菌中能够发现GDP-D-mycosamine
和GDP-D-perosamine的存在，却没有发现任何perosamine糖
基化的糖甘配基。随后的研究发现，在其培养基不添加硫链

丝菌素时，能够检测到 8-deoxy-16-descarboxyl-16-methyl-

amphoteronolide B 七烯衍生物。同期 Stephens 等 [41]对 amph

DI、amph N进行敲除，获得的Streptomyces nodosus Δamph DI-

N突变菌株也能大量积累此种七烯衍生物。在后期研究中，

其团队通过将 pIAGO-hap2质粒（将 amph DI 1-246 残基与

per DI 245-458残基融合，并连接 per DII 基因）导入到 Strep⁃

tomyces nodosus Δamph DII 和 Streptomyces nodosus Δamph
DII-NM菌中，从中均提取得到 19-O-perosaminyl amphotero⁃
nolide B相关衍生物，其溶血毒性与AmB相当，但最小抑菌浓

度低于AmB。因此使用 perosamine取代海藻糖胺在抗菌活

性上取得了较小的提升，而 19-O-perosaminyl-amphoterono⁃
lide B也显示了相对与AmB较好的水溶性，这也为多烯大环

内酯类抗生素糖基自由化提供了一种新的方向[42]。

2.2 改造PKS基因簇内基因所得AmB衍生物

Carmody等 [12]通过构建敲除片段KC-M57，将 S. nodosus

中amph C基因模块5-7之间的多个结构域（AT5-DH5-KR5-
ACP5-KS6-AT6-KR6-ACP6-KS7）敲除，最终获得 S. nodo⁃

sus M57突变菌，提取其代谢产物进行紫外吸收光谱分析，得

到一种在 310、318、333及 352 nm处具有吸收峰类似五烯的

聚酮化合物，且具有较高产量，该五烯聚酮化合物（Pen⁃
taene）被发现只存在于培养基上层部分，表明其具有较好的

水溶性及较小的聚集倾向，利用Saccharomyces cerevisiae作为

抗菌活性指示剂发现其仍具有较低抗真菌活性。

Reid用苯丙氨酸取代 6-脱氧红霉内酯 B合成酶上的

KR6结构域内的活性位点酪氨酸 [43]，进而使该合成酶失活。

Power等[25]为增加对AmB衍生物的了解，利用类似的方法对

Amph I蛋白上的KR12和Amph J蛋白上的KR16结构域进行

失活，研究AmB结构与活性间的关联。利用同源重组双交

换，将KR12结构域内活性位点附近的氨基酸从甘氨酸-天冬

氨酸-酪氨酸变为甘氨酸-丝氨酸-苯丙氨酸致使其失活；将

KR16结构域活性位点附近的丙氨酸-天冬氨酸-酪氨酸变为

丙氨酸-丝氨酸-苯丙氨酸使其失活。由于在野生菌中KR12
的敲除失败，Patrick Power转而对 amph N、amph M敲除的菌

株即 Streptomyces nodosus Δamph NM中KR12结构域进行失

活，提取出七烯衍生物15-deoxy-16-descarboxyl-16-methyl-
15-oxo-amphotericin B，发现在C15位引入酮基并不会影响

amph DI催化的糖基化。对此粗七烯衍生物进行抗菌性测

验，结果表明当质量浓度达到 10 μg/mL时具有抑菌性，而

16-descarboxyl-16-methyl-amphotericin B最小的抑菌浓度为

5 μg/mL，说明了该七烯衍生物具有抗真菌活性，但可能由于

C15位的酮基导致其活性下降。

而将KR16结构域从S. nodosus中失活后，提取出七烯衍

生物 7-oxo-amphotericin B，对其抗真菌活性以及溶血毒性

进行检测，AmB最小抗菌浓度为 1.25 μg/mL，最小溶血浓度

为 6 μg/mL，而 7-oxo-amphotericin B检测到抗菌浓度为 4.5
μg/mL，溶血浓度取达到了65 μg/mL，其抗菌活力虽降低1/3，
但其溶血毒性也降低到原来的1/10。

随着对AmB各个基团的认识逐渐清晰，在已知环外海藻
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糖胺氨基基团对AmB的活性起着重要的作用，以及成功获得

MFAME衍生物的基础上，如今学者们的研究已逐渐偏向多

烯大环内酯双糖修饰。De-Poire等[44]，将Pseudonocardia菌株

中的nyp Y基因（糖基转移酶）导入至野生菌和ΔKR16突变菌

株后获得双糖修饰七烯衍生物Mannosyl amphotericin B 与

Mannosyl-7-oxo-amphotericin B。Walmsley等[45]将nyp Y基因

转致 S. nodosus Δamph L而获得mannosyl-8-deoxyamphoteri⁃
cin B，其有着与AmB相同的抗菌活性，溶血毒性也有着轻微

的下降。通过圆二色谱分析AmB、MFAME、8-deoxyamphoter⁃
icin B与mannosyl-8-deoxyamphotericin B这 4种物质，发现

AmB与 8-deoxyamphotericin B结果相似，与mannosyl-8-de⁃
oxyamphotericin B有着轻微的不同，圆二色谱的结果能够评

估其在水溶液中的聚集程度 [46]，而AmB与无毒性的MFAME
圆二色谱结果存在明显差异，这也证明了双糖修饰结构也影

响着其在水中的聚集程度。

3 结论
S. nodosus全基因组及AmB合成代谢途径的解析为后续

针对AmB及其衍生物的研究提供了理论基础和改造框架。

分析AmB合成基因簇显示出与多烯大环内酯类抗生素的众

多相似之处，通过多种类似抗生素之间的横向比较，结合合

成基因簇及其代谢途径的相关信息，进一步促进了AmB及其

相应衍生物的发展。同时，结合对AmB调控基因的深入解

析，通过对相关基因的修饰，完善组合生物学内容，并控制其

代谢过程中尤其是两性霉素A等副产物的生成，以期提高

AmB在其生产菌株中的产量，降低产品成本，提高工业化水

平。然而，传统链霉菌基因工程与代谢工程操作手段较为复

杂，这阻碍了相关产物的研究与发展进程，随着新的基因敲

除与编辑技术的发展，并成功在链霉菌中得以运用（如CRIS⁃
PR/Cas技术[47-48]），加之链霉菌表达系统的逐渐更新升级，例

如Potr*[49]、kasOp*[50]等此类强启动子，为AmB的发展提供巨

大的前景。最新通过化学合成方法获得的两性霉素B组氨酸

甲酯等AmB氨基酸衍生物具有优良的水溶性[51-52]，在不降低

药效的前提下，提高了药物的安全性，也为日后的生物法合

成提供了新方向。从目前的研究成果可以看出，AmB相关组

件对于其活性、毒性等理化性质有着较为规律的一一对应现

象，现已挖掘出多种具有活性并且毒性降低的AmB衍生物，

加强AmB组合生物学与代谢工程的衔接，完善提高相关衍生

物的生产，进一步加强临床实验研究，会使抗真菌感染类药

物得到更大的补充。
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Researches on the gene clusters of amphotericin B and its
combinatorial biology

AbstractAbstract Amphotericin B, as the first drug against deep fungal infection which has been used for more than fifty years, is still an
indispensable antibiotic in clinical treatment. In recent years, with the development of AmB derivatives, the analysis of genome of the
Streptomyces nodosus and the metabolic pathways of AmB, more and more strategies involving genetic engineering and metabolic engineering
were used to study the combinatorial biosynthesis of AmB. It's obviously AmB paly an important role in clinical treatment, for this reason
developing the production of AmB has significant economic and social benefits. Herein, a brief summary of AmB, the organization of the
AmBiosynthetic gene cluster and its current combinatorial biosynthesis is reviewed.
KeywordsKeywords amphotericin B; Streptomyces nodosus; synthetic gene cluster; combinatorial biosynthesis

（（责任编辑责任编辑 田恬田恬））

ZHANG Bo, ZHANG Haidong, ZHOU Yiteng, HUANG Kai, LIU Zhiqiang
Key Laboratory of Bioorganic Synthesis of Zhejiang Province; College of Biotechnology and Bioengineering, Zhejiang University
of Technology, Hangzhou 310014, China

80


