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利用基因组数据挖掘发现新抗生素的研究 
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摘要: 随着多重耐药 (MDR) 细菌在全球范围内传播, 细菌耐药性问题已成为影响人类健康的重大问题。虽
然通过筛选细菌菌株获得抗生素的传统方法已经为研究者找到了目前可用的大多数抗生素, 然而在过去的几十
年中, 这种方法产生的抗生素日益减少, 且越来越难以发现具有新结构的化合物实体。目前, 临床上甚至研发中
能对抗超级耐药细菌的药物已寥寥无几, 因此, 开发和应用新的技术来应对细菌耐药性问题已经迫在眉睫。自
20 多年前对第一个细菌基因组进行测序以来, 大量细菌基因组序列信息可以为新抗生素的发现提供线索。本文
简要概述了现有的数据资源, 并着重介绍了基因组挖掘和宏基因组挖掘在发现新抗生素中的应用。 
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Abstract: With the worldwide spread of multi-drug resistant (MDR) bacteria, bacterial resistance has         
become a major issue affecting human health.  Although traditional methods for obtaining antibiotics by 
screening bacterial strains have found the most available antibiotics for us, this method has resulted in fewer and 
fewer antibiotics in the past few decades and is increasingly difficult to find the new structure of the compound 
entity.  At present, there are few drugs that can fight super-resistant bacteria in the clinic or even research.  
therefore, the development and application of new technologies to address the issue of bacterial resistance is       
imminent.  Since the first bacterial genome was sequenced more than 20 years ago, a large number of bacterial 
genomic sequence information can provide clues for the discovery of new antibiotics.  In this review, we briefly 
outline the available data sources and highlight the use of genomic mining and metagenomics in discovery of 
new antibiotics. 
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 多重耐药菌株的出现, 已经对人类健康造成巨
大威胁, 然而目前正在开发和/或临床试验的新抗生
素药物却并不多[1]。运用传统随机筛选方法发现具有

新颖作用机制的抗生素数量逐年减少[2], 而对已知靶
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标抗生素的化学修饰不会产生全新作用机制的新化

合物实体, 细菌对一种抗生素产生抗性, 往往会降低
对该类中各个抗生素的敏感度[3]。随着 DNA 测序成
本的降低和分析速度的提高, 研究者能够获得大量
病原体基因组以及土壤、海洋和人类相关宏基因组的

数据信息。利用基因组序列数据与生物信息学方法, 
可深度剖析细菌耐药机制, 确定新药靶点, 寻找新的
抗生素[4]。本文将介绍现有的耐药性相关数据库资源, 
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并简要概述基因挖掘在新抗生素发现中的应用。 
1  抗生素耐药性与数据库 

抗生素耐药性是由于基因、移动 DNA元件及其
细菌宿主之间复杂的相互作用, 以及人类为控制细
菌生长所施加的强烈选择压力而产生的[5], 细菌通过
基因突变来获得对抗生素的抗性[6], 这些突变使抗生
素作用靶位发生改变, 使得抗生素不能再对其靶标
施加作用。与此同时, 抗性基因还可从环境有机体的
基因水平转移获得, 且这种基因的水平转移具有很
大的随机性[7], 难以识别或预测抗性基因的来源, 但
是通过建立数据库并发展相关生物信息学分析工具, 
人们可以记录可能的抗性基因, 以及引起基因变异
的因素。从而确定引起耐药性的主要因素, 分析抗性
产生的历史, 以期预测未来抗性发展的可能趋势[8]。

例如 , Wang 等 [9]对耐多药的鲍曼不动杆菌菌株

MDR-SHH02的抗性基因进行鉴定的过程中, 利用致
病岛数据库 (PAIDB) 预测了MDR-SHH02的基因组
序列中的致病岛, 并通过与抗生素抗性基因数据库 
(ARDB) 比对, 成功地发现了MDR-SHH02中潜在的

抗生素抗性基因。此外, 运用专门的数据库进行筛选
也是较为简便的鉴定基因组中毒力基因的方法 [10], 
检测这种毒力或抗性标记对于理解细菌与宿主的相

互作用以及开发新药、疫苗和分子诊断工具至关重

要。一个典型的实例是 Kwok 等[11]对猪丹毒病原菌    
爆发株 SY1027 的研究, 通过使用 VFDB 数据库中
BLASTp 工具搜索鉴定了 37 个潜在毒力基因, 其中
包括 7 个可能与抗生素耐药性相关并且高度保守的
基因。 

现在已经有许多与抗生素耐药性相关数据库 
(表 1)[12−25], 这里简要介绍几个常用数据库。2009年, 
Liu 和 Pop[12]创建了 ARDB, 这是一个人工录入的数
据库, 旨在集中所有关于抗生素耐药性的信息, 用于
识别和表征新基因, 并促进测序数据中抗性信息的
一致注释。其中已经确定了 53 个与一线和二线抗生
素耐药有关的基因[26]。2012 年, Zankari 等[14]开发了

ResFinder, 这是一个基于网络的应用程序 , 使用
BLAST 程序鉴定从全基因组数据中得到的抗生素耐
药基因, 该软件可以从短读序片段装配成的部分或 

 
Table 1  List of computing resources developed for new antibiotic discovery  

Feature Database Comment URL Reference 

Testing antibiotic  
resistance 

ARDB 
 

Contains 23 137 resistance genes from 1 737  
bacterial species 

http://ardb.cbcb.umd.edu/index.html 
 

12 
 

 
CARD 
 
 

Contains 4 221 genes (β-lactam, tetracycline,  
rifampicin, macrolides, aminoglycosides,  
fluoroquinolones and sulfonamides) 

https://card.mcmaster.ca/ 
 
 

13 
 
 

 
ResFinder 
 
 

Identifies horizontally acquired AMR genes in 
whole genome data  via BLAST against a curated 
database of AMR reference sequence  

(https://cge.cbs.dtu.dk//services/Res 
Finder/ 
 

14 
 
 

 

ARG-ANNOT 
 
 
 
 

Contains 1 689 genes (β-lactams, aminoglycosides, 
fosfomycin, fluoroquinolones, glycopeptides, 
macrolides-lincosamide, ramipril, phenols, 
rifampicin, sulfonamides classes, tetracyclines  
and trimethoprim) 

http://en.mediterranee-infection.com/  
article.php?laref=283%26titre=arg- 
annot 
 
 

15 
 
 
 
 

 RAC Contains 389 resistance gene cassettes http://rac.aihi.mq.edu.au/rac/ 16 

 LACED Contains beta-lactamase resistance genes http://www.laced.uni-stuttgart.de/ 17 

 
PAIDB 
 
 

Contains 88 types of resistant islands and 223  
types of pathogenic islands from 2 673 prokaryotic 
genomes 

www.paidb.re.kr 
 
 

18 
 
 

Other resistance and 
virulence gene detection 

PATHOGENFINDER 
 

Distinguishing between toxic and non-pathogenic 
strains using protein and genomic sequences 

http://cge.cbs.dtu.dk/services/Pathoge
nFinder/ 

19 
 

 
MVIRDB 
 

Contains virulence factors and antibiotic resistance 
genes 

http://mvirdb.llnl.gov/ 
 

20 
 

 
VFDB 
 

Contains virulence factor related genes, also 
contains antiviral genes 

www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm 
 

21 
 

Biosynthetic gene clusters 
and antibiotic/secondary 
metabolites database 

EVOMINING 
 
 

Provides information on expanded enzyme  
families within MIBiG clusters 
 

http://evodivmet.langebio.cinvestav. 
mx/newevomining/new/evomining_ 
web/index.html 

22 
 
 

 
ANTISMASH-DB 
 

Provides antiSMASH annotations for publicly 
available, complete bacterial genomes 

https://antismash-db.secondarymetabo
lites.org/ 

23 
 

 
MIBIG 
 

Provides manually curated information on BGCs 
and their products 

https://mibig.secondarymetabolites.org/  
 

24 
 

 NORINE Provides information on NRPs http://bioinfo.lifl.fr/NRP/ 25 
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完整基因组中检测出 1 800 种不同抗性基因。2013    
年, McArthur课题组[13]开发了 CARD, 该工具整合了
含 4 221个抗性基因的数据库, 使用 CARD对鲍曼不
动杆菌菌株 TCDC-AB0715的全基因组进行分析, 可
鉴定出 64个与许多抗生素抗性相关的开放阅读框。 
2  基因组挖掘 

微生物天然产物是由专门的生物合成基因簇产

生的。相应的生物合成酶用简单的构建模块逐步组    
装成复杂的次级代谢产物。筛选与天然产物生物合    
成相对应的基因位点序列数据的过程称为基因组挖

掘。基因组测序技术和生物信息学的发展为发现新     
抗生素提供了新的技术手段[27], 当前已有的丰富的
微生物基因组序列, 为通过基因组挖掘寻找新的生
物活性小分子及开发抗生素奠定了基础。通过预测     
细菌在感染宿主过程中的必需基因, 可表征细菌的
生理学功能, 为抗生素研发提供新的靶点, 如细菌毒
力因子[28]。展现基因组挖掘在抗生素发现过程中重

要性的一个例子是抗生素 taromycin A (1, 图 1) 的发
现[29]。此项研究中运用了转化介导的重组克隆方法 
(transformation-associated recombination, TAR)。通过
基因挖掘发现 tar 基因簇在抗生素生物合成中的作    
用, 为激活此沉默基因簇, 对包含该基因簇的基因组
区域进行 TAR 克隆和遗传重构, 从而成功地从海洋
放线菌 Saccharomonospora sp. CNQ-490中表达了一
个非核糖体肽合成酶生物合成基因簇 , 最终得到
taromycin A。这种可有效获得隐蔽生物合成途径的
“即插即用”方法, 将有利于发现和开发天然产物

候选药物。 
随着近年来丰富的遗传数据的出现, 次生代谢

产物基因簇数据也日益增多, 已有多个挖掘数据工
具被开发出 , 并可将检测到的生物合成基因簇 
(BGC) 与大量已知的次生代谢产物分子相关联, 从
而可从基因簇预测最终产生的化合物 (图 2), 一些基
因组挖掘工具资源可参见表 2[30−34]。目前比较成功的

基因组挖掘的例子包括: 利用分子网络 [基于串联
质谱 (MS/MS) 的计算方法] 和肽基因组学从 35 个
Salinispora菌株中发现 retimycin A (2, 图 1)[35], 以及
利用糖原基因组学从链霉菌属 Streptomyces sp. 
SPB74菌株分离得到抗生素 cinerubin B (3, 图 1) 和
利用肽基因组学从海洋放线菌 Salinispora aenicola 
CNB-527中发现了 arenimycin B[36] (4, 图 1)。 
2.1  经典的基因组挖掘: 寻找参与次生代谢物生物
合成的酶  经典的基因组挖掘方法是从基因组序列
中寻找编码次级代谢物生物合成的酶的基因, 尽管
次级代谢产物的种类很多, 但是这些化合物中的许
多生物合成原理或合成途径具有很强的保守性。许多

核心生物合成酶具有高度的氨基酸序列相似性。这些

核心途径中的保守基因可用作 Southern 杂交实验中
的探针。或者用于设计引物, 进行 PCR 扩增和筛选, 
目前研究最深入的是聚酮化合物和非核糖体肽的生

物合成[37], 其中聚酮化合物合酶 (PKS) 和非核糖体
肽合成酶 (NRPS) 是主要的酶, 它们使用相对简单
的结构单元, 例如丙二酸和氨基酸来构建高度复杂
的天然产物。 

 

 
Figure 1  Chemical structures of taromycin A ( 1), retimycin A (2), cinerubin B (3), arenimycin B (4) 
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Figure 2  A schematic procedure of new antibiotics discovery  
 
Table 2  List of genomic mining tools resource  

Genome mining tool Comment URL Reference 
Antibiotics and Secondary Metabolite  

Analysis SHell (AntiSMASH) 
Version 4 released 
 

https://antismash.secondarymetab
olites.org/ 

30 
 

Secondary Metabolite Prediction and  
Identification (SeMPI) 

 

Predicts structures of secondary metabolites biosynthesized 
by type I modular PKS; uses antiSMASH and StreptomeDB 
2.0; can also be considered as a dereplication tool 

http://www.pharmaceutical-bioinf
ormatics.de/SeMPI/ 
 

31 
 
 

PhytoClust Detects BGCs in plant genomes; uses antiSMASH http://phytoclust.weizmann.ac.il/ 32 
Genomes-to-Natural Products (GNP) 
 

Detects BGCs and additionally processes LC-MS/MS data for 
dereplication; can also be considered as a dereplication tool 

https://magarveylab.ca/gnp/ 
 

33 
 

Antibiotic Resistant Target Seeker  
(ARTS) 

Prioritizes detected BGCs and identifies drug targets; uses 
antiSMASH 

https://arts.ziemertlab.com/ 
 

34 
 

 
Yang 等 [38]从堆肥中分离出一种枯草芽孢杆菌

fmb60, 其能产生具有广泛抗菌活性的代谢物, 基因
组信息表明其能够合成新的 PKS 型抗生素。通过研
究菌株 fmb60 的基因组序列, 使用 antiSMASH 筛选
潜在的次级代谢物簇, 预测出枯草芽孢杆菌中 NRPS/ 
PKS产物的化学结构, 最终得到 3种具有抗菌活性的
代谢产物 aurantinins B、C和 D (图 3)。 

Son等[39]分析链霉菌 KCB13F003 基因组序列过
程中, 发现了编码黄素依赖性卤化酶和非核糖体肽
合成酶的隐蔽基因簇, 通过改变菌株的生长环境激
活隐蔽基因簇的方法, 然后利用 LC-MS 进行筛选, 
最终得到了新的环状缩酚酸肽 ulleungamides A和 B, 
其对革兰阳性致病菌包括耐甲氧西林和耐喹诺酮金

黄色葡萄球菌表现出了中等强度的抗菌活性。 
2.2  比较基因组数据挖掘  在经典的基因组挖掘基
础上还可以进一步改进, 不仅关注单个基因, 同时还
关注部分或完整的基因簇 (BGC)。例如, 将已有基    
因组中的 BGC与其他微生物 BGC的测序数据, 以及
MIBiG 数据库进行比较[40], 从而发现在其他生物体
中是否有类似的合成途径, antiSMASH也具有这种功
能[41], 同时提供这种信息的 MultiGeneBlast 算法也     
可用来识别任何给定序列的相似基因簇/操纵子, Tao

等[42]使用这种方法揭示了 thiotetronate抗生素的生物
合成途径, 同时深入了解了迭代聚酮化合物合酶−非
核糖体肽合成酶的作用, 从而提出一种新的硫插入
机制。 

另一种用来评估已知 BGC新颖性的方法是使用
基因组邻域网络 (GNN), 它在扩展序列相似性网络
的同时, 也考虑了“目标”基因的邻域, 能够大规模
预测蛋白质家族中未表征的酶的体外酶活性和体内

生理功能 (代谢途径)。最近进行一项研究表明[43], 通
过构建烯二炔基因组邻域网络 (GNN), 可分析次级
代谢物基因簇。这种烯二炔 GNN的分析促进了快速
基因簇注释, 同时揭示烯二炔生物合成基因簇的遗
传趋势。虽然这种有针对性的基因组挖掘方法非常强

大, 并且能够促进新化合物的识别以及生物合成途
径和分子之间的关联, 但它们有一个很大的缺陷。这
种方法需要已知的同源酶序列或已经确定的 BGC, 
且结果仅限于已知的生物合成类型, 因此往往需要
考虑将化合物的新结构类别连接到它们各自的

BGC。一旦确定了 BGC和合成途径, 也可以在其他生
物体中检测同源簇和相应的化合物[44]。 
3  宏基因组挖掘 

在过去的 10 年中, 宏基因组学的出现极大地扩 
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Figure 3  Structures of the aurantinins B ( 1), C (2) and D (3), respectively 
 
展了研究者对微生物学的认识, 一般而言, 宏基因组
学, 即来自异质群体的DNA分析, 是研究特定环境中
不可培养微生物生物合成潜力的有力工具。经典方法

包括将宏基因组 DNA克隆到容易培养的宿主如大肠
杆菌中, 根据所用载体的不同, 产生 cosmid、fosmid
或细菌人工染色体 (BAC) 文库。这些宏基因组文库
可以进行功能性筛选从而发现新的微生物种群和新

的基因或基因簇, 获得新的生理活性物质, 包括抗生
素、酶和新的药物。几项基于宏基因组学的研究主要

集中于使用功能性或基于序列的方法从自然环境中

表征抗生素耐药基因 (ARGs), 基于序列的方法和功
能性宏基因组学研究之间的一个重要区别在于, 基
于序列的方法可以使用 ARG数据库如抗生素抗性数
据库 (ARDB) 和综合抗生素抗性数据库 (CARD) 中
的宏基因组信息, 通过计算机分析来识别先前已知
的 ARG, 而功能性宏基因组学方法的优势在于不限于
先前已知的序列, 它可探索在不同的环境中发生的
不可预见的 ARGs, 从而能够发现新的 ARG和新型的
耐药机制[45, 46], Gonzalez-Plaza 等[47]就应用功能性宏

基因组学在克罗地亚抗生素生产废水排放点上游沉

积物中检测到 7 种潜在的新型 ARGs, 包括编码胸苷
酸合成酶、二氢叶酸还原酶和 D 类 β-内酰胺酶的基 
因。另外, dos Santos等[48]在研究 β-内酰胺类抗生素
耐药性时, 筛选了一个巴西 Cerrado 土壤宏基因组文
库以期了解 β-内酰胺类抗生素的抗性, 此过程中他们
鉴定了在大肠杆菌中能使羧苄青霉素产生抗性的双

加氧酶的开放阅读框, 其揭示了双加氧酶在芳香族
化合物代谢上的关键作用。以上研究表明, ARG研究
可以揭示新的抗菌药物耐药机制以及 ARGs在自然环
境中的功能, 不过, 值得注意的是, ARG在自然环境
中的多样性比以前想象的要大得多, 因此必须努力
建立更多的策略来确定环境中的新 ARG。 
4  展望 

自 20多年前对第一个细菌基因组进行测序以来, 
人们期望通过基因组数据阐明高价值细菌靶点来发

现抗生素, 然而目前主要基于比较基因组学方法的

初步研究并没有达到最初的预期, 因为很少有基于
此方法发现的新药进入市场, 尽管如此, 细菌基因组
序列依然能对抗生素的发现产生巨大的贡献, 基于
新一代测序方法的新技术发展可以加速基因组和宏

基因组研究, 从而为比较基因组学补充大量数据以
完善鉴定抗生素靶点的方法。基因组序列信息也可   
以在不同的环境条件下鉴定对于细菌生长和存活至

关重要的基因, 此外, 生物信息学工具也被开发出来, 
用于鉴定抗菌化合物和肽 (如细菌素) 生物合成途径
中的功能性细菌基因组。综上所述, 面对目前的抗生
素耐药性危机, 需要多种策略来开发新的抗生素。尽
管基于基因组测序数据的方法尚未产生显著的结果, 
但是它们对抗生素发现的贡献可能仅仅只是开始。 
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