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基于基因组挖掘的一个新的吡嗪酮类天然产物的发现 

亢文佳 a    吴  晟 b    华会明*,a    潘海学 b    唐功利*,b 
(a沈阳药科大学中药学院  基于靶点的药物设计与研究教育部重点实验室  沈阳 110016) 

(b中国科学院上海有机化学研究所  上海 200032) 

摘要  采用次级代谢产物基因组挖掘的方法, 扫描链霉菌Streptomyces sp. TP-A0365的基因组序列, 找到一个新的负责

吡嗪酮类天然产物生物合成的非核糖体肽合成酶(NRPS)编码基因. 通过敲除该 NRPS 基因中断相关化合物的生物合成

途径, 对比突变菌株和原始菌株(来源于链霉菌 Streptomyces sp. TP-A0365 的工程菌株 TG1301)的发酵产物, 我们在原

始菌株的发酵粗提液中捕捉到了突变株不再产生的化合物 1. 从原始菌株 20 L 发酵液中分离并鉴定了化合物 1 的化学

结构, 其结构为 3-异丙基-7,8-二氢吡咯并[1,2-a]吡嗪-4(6H)-酮, 是一个新的吡嗪酮类化合物, 命名为 provalin. 
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Discovery of a New Pyrazinone Natural Product by Genome Mining
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Abstract  The genomic sequences of Streptomyces sp. TP-A0365 were scanned using a secondary metabolite genome mining
approach. A new nonribosomal peptide synthetase (NRPS) gene responsible for the biosynthesis of an unknown pyrazinone 
compound was found. The biosynthetic pathway of related compound was disrupted by inactivating the NRPS gene. Compar-
ing the fermentation products of the mutant strain and the original strain (TG1301 derived from Streptomyces sp. TP-A0365), 
we caught compound 1 which disappeared in the mutant strain. Compound 1 was isolated from 20 L fermentation cultures of 
the original strain and its structure was established as 3-isopropyl-7,8-dihydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-4(6H)-one, a new pyrazi-
none compound designated as provalin 
Keywords  pyrazinone; Streptomyces; genome mining; biosynthesis 

 

吡嗪酮(pyrazinone)类天然产物是由微生物产生的

含非芳香吡嗪酮环的化合物, 目前已发现的这类天然产

物包括: 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)产生的

tyrvalin, phevalin 和 leuvalin[1,2], 链霉菌产生的 phevalin, 

arglecin, argvalin, maremycin E/F, JBIR-56/-57[3～6], 粘细

菌产生的 nannozinone A/B 和 sorazinone B[7], 疣孢菌产

生 的 butrepyrazinone[8], 以 及 类 芽 孢 杆 菌 产 生 的

paenibacillin A[9]. 吡嗪酮类天然产物的抗菌活性较弱, 

研究发现其作为信号分子在 MRSA 等病原菌的感染中

起着关键作用[1,10]; 同时, 一些经化学衍生的吡嗪酮类

化合物是微管蛋白、丙型肝炎 NS3 蛋白酶等靶标的良好

抑制剂[11-13]. 因此, 发现具有新颖骨架结构的吡嗪酮化

合物具有重要意义. 

随着基因测序技术的进步和生物合成研究的深入, 

近年来出现了一种全新的天然产物发现模式, 即基于生

物信息指导发现新化合物的方法——基因组挖掘. 已有

研究表明, 吡嗪酮天然产物的核心骨架由非核糖体肽合

成酶(nonribosomal peptide synthetases, NRPSs)催化形成, 

两分子氨基酸通过双模块 NRPS 活化和缩合后, 在末端

还原酶结构域(reductase, RE)的作用下还原解离并环 

化[2,14]. 本课题组采用基因组扫描的方法寻找可能负责

新吡嗪酮天然产物生物合成的基因, 通过基因操作、对

比发酵、化合物分离和结构鉴定, 从链霉菌 Streptomyces 

sp. TP-A0365 中发现一个新的吡嗪酮类天然产物
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provalin (图 1). 与之前发现的此类化合物的氨基酸组成

不同, provalin 由脯氨酸和缬氨酸缩合并环化形成 5～6

并环结构. 本研究结果为该类化合物的化学衍生提供了

新的选择, 同时也展示了基因组挖掘在定向发现新天然

产物方面的高效性. 

 

图 1  Provalin (1)结构图 
Figure 1  Structure of provalin (1) 

1  结果与讨论 

本课题组在分析链霉菌 Streptomyces sp. TP-A0365

的基因组时发现, 其中包含一个两模块 NPRS 的编码基

因, 其结构域组成与已知吡嗪酮类天然产物的 NPRS 相

似, 且蛋白同源性较高, 但是 NRPS 识别的两个氨基酸

底物与已知的该类化合物不同, 推测其编码一个新的吡

嗪 酮 类 天 然 产 物 . 由 于 该 链 霉 菌 是 天 然 产 物

yatakemycin 的产生菌, 为了排除此类化合物的干扰, 我

们选择敲除了 yatakemycin 生物合成基因簇的菌株

TG1301 作为原始菌株[15], 采用同源重组双交换的方法

敲除 NRPS 基因, 经聚合酶链式反应(PCR)验证获得基

因型正确的突变株命名为 dNRPS(图 2A). 采用原始发

酵条件[15], 将突变株 dNRPS 与 TG1301 同时发酵. 发酵

粗提液的高效液相色谱 (HPLC)分析结果显示 , 与

TG1301相比, dNRPS突变株不再产生保留时间13.1 min

的化合物 1 (图 2B). LC-MS 分析显示该化合物 m/z 179.1 

[M＋H]＋与推测的脯氨酸和缬氨酸底物缩合形成的的吡

嗪酮天然产物的分子量相符. 该化合物同时也存在于野

生型链霉菌 Streptomyces sp. TP-A0365 的发酵产物中. 

将菌株 TG1301 进行大量发酵(20 L), 并通过反向

硅胶及半制备高效液相色谱分离纯化获得了化合物 1. 

该化合物为无色固体, 紫外光谱于 230, 320 nm 有强吸

收, 高分辨质谱(HR-ESIMS)给出其准分子离子峰 m/z 

179.1177 [M＋H]＋, 提示其分子式为 C10H14N2O (计算值

179.1184 [M＋H]＋). 

化合物 1 的 1H NMR 谱(溶剂是 DMSO-d6)存在两个

甲基氢信号(δH 1.10, 1.12), 三个亚甲基氢信号(δH 2.10, 

3.04, 3.98), 一个脂肪链次甲基氢信号(δH 3.28), 一个烯

烃氢信号(δH 7.25). 13C NMR 谱显示有 10 个碳信号: 结

合 DEPT 谱能指认其中两个甲基碳信号(δH 20.2, 20.2, 

重叠); 三个仲碳信号(δH 21.0, 28.8, 48.5); 两个叔碳信

号, 其中一个为烯烃碳(δH 117.2), 另一个为脂肪链次甲

基碳(δH 29.3); 三个季碳(δH 141.4, 154.3, 158.6)(表 1). 

通过 HSQC 谱, 我们能确定相关的碳信号对应的氢信

号, 1H-1H COSY 谱中, H-5 分别与 H-1, H-2; H-3 分别与

H-4、H-6 有氢氢相关. HMBC 谱中, H-1, H-2, H-5 都与

C-10 相关, 由此能确定这一部分连接在 C-10 位. 另外

H-3 与 C-4, C-6, C-8; H-4 与 C-3, C-6, C-7, C-8; H-6 与

C-3, C-4, C-8, C-9 都有相关信号, 由此能确定这部分吡

咯环结构并且得出氮原子连接着羰基. 烯烃的氢原子

H-7与C-4, C-8, C-10也有远程相关, 更加确证了这一结

构(图 3). 根据以上信息, 化合物 1 的结构鉴定为: 3-异

丙基 -7,8-二氢吡咯并 [1,2-a]吡嗪 -4(6H)-酮 , 命名为

provalin (图 1). 

 

图 2  (A)突变株构建和验证以及(B)菌株 TG1301 和突变株 dNRPS 的发酵粗提物 HPLC 分析 
Figure 2  (A) Construction and verification of mutant strain, and (B) HPLC analysis of fermentation extractions of strains TG1301 and 
dNRPS 

             



   
有机化学 研究简报 

 
1698      http://sioc-journal.cn/ © 2016 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2016, 36, 1696～1699 

    
表 1  化合物 1 核磁共振图谱数据(500/125 MHz, DMSO-d6) 

Table 1  NMR spectroscopic data of compound 1 (500/125 MHz, DMSO-d6) 

Position     δC     δH  HMBC (H→C)  1H-1H COSY 

1 20.2 q 1.10 (s, 3H) C-5, 10 H-5 
2 20.2 q (重叠) 1.12 (s, 3H) C-5, 10 H-5 
3 21.0 t 2.10 (m, J=7.5 Hz, 2H) C-4, 6, 8 H-4, 6 
4 28.8 t 3.04 (t, J=7.5 Hz, 2H) C-3, 6, 7, 8 H-3 
5 29.3 d 3.28 (m, J＝7.0 Hz, 1H) C-1, 2, 9, 10 H-1, 2 
6 48.5 t 3.98 (t, J＝7.5 Hz, 2H) C-3, 4, 8, 9 H-3 
7 117.2 d 7.25 (s, 1H) C-4, 8, 10  
8 141.4 s    
9 154.3 s    

10 158.6 s    
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图 3  化合物 1 的 HMBC 与 1H-1H COSY 相关 
Figure 3  HMBC and 1H-1H COSY correlations of compound 1 

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂、生物材料 

PCR 扩增仪 Eppendorf Mastercycler, 凝胶成像系统

BioRad Syngene, 质谱仪 Thermo Scientific LCQ Fleet 

Ion Trap, 高效液相色谱仪 Agilent 1260, 高分辨质谱仪

Agilent Technologies 6230 TOF LC/MS, 核磁共振仪

Bruker AVANCE DRX-500, 分析色谱柱 Diamonsil C18 

5 μ 250 mm×4.6 mm, 半制备柱 Venusil XBP C18, 5 μm, 

100 Å, 250 mm×10 mm. 生物试剂购自 Takara 公司, 引

物合成和 DNA 测序由苏州金唯智公司完成, 进口化学

试剂购自 Sigma-Aldrich 公司, 国产化学试剂购自上海

国药. 链霉菌 Streptomyces sp. TP-A0365 由日本富山县

立大学的Yasuhiro Igarashi教授提供, 菌株TG1301由本

实验室构建, 其它大肠杆菌和质粒由本实验室保存. 

2.2  构建 NRPS 基因敲除突变株 

在 pKC1139 载体中构建含左右臂的同框敲除质粒

pWJ-1, 左臂引物为 PYR-L1 (GAATTCCAACTGCTGC- 

TCGGCACCTG)和 PYR-L2 (TCTAGAGCCGTAGCC- 

GAGTCGAACGTC), 右臂引物为 PYR-R1 (TCTAGA-

GACGTACCTGCCGGAAGAGTG) 和 PYR-R2 (AA-

GCTTCTGACCGAGTTCTTCACCAC). 同框敲除质粒

构建、接合转移及突变株筛选方法参考文献[15], 通过

PCR 验证突变株的基因型 , 验证引物为 PYR-V1 

(CACTCACAGGAAGGCAGGA)和 PYR-V2 (TCGTT-

GCGCAGATGTCCGGAG), 目标条带大小为 673 bp, 获

得正确的 NRPS 基因同框敲除突变株 dNRPS. 

2.3  突变株的发酵和化合物 1 的提取和分离 

菌株 TG1301 和 dNRPS 采用文献中的方法发酵[15], 

收集 50 mL 发酵液菌体用 3 倍体积丙酮浸泡并超声 10 

min, 减压浓缩至干, 用 0.5 mL DMSO 溶解, 样品离心

去沉淀后供 HPLC 和 LC-MS 分析. 收集 20 L 菌株

TG1301 的发酵液菌体, 用丙酮提取 2 次, 离心去沉淀, 

上清旋转蒸发除去丙酮, 剩余水相用乙酸乙酯萃取 2次, 

有机相减压浓缩得浸膏, 用 DMSO 溶解浸膏, 经反向硅

胶柱初步分离纯化, 半制备高效液相色谱进一步纯化

[V(水)∶V(乙腈)＝7∶3～2∶8, 流速 3 mL/min, 检测波

长 320 nm, 最终得化合物 1 (15 mg). 

2.4  发酵结果分析与化合物 1 结构鉴定 

HPLC 分析: 将菌株 dNRPS 与 TG1301 的发酵粗提

液分别用 HPLC 和 LC-MS 检测, 通过对比出峰情况确

定 NRPS 基因敲除后菌株发酵产物的变化, 以此确定

TG1301 发酵产物中的目标化合物. HPLC 条件: A 相为

水(含 0.1%甲酸), B 相为乙腈(含 0.1%甲酸), 流速 1 

mL/min, 检测波长 320 nm及全波长扫描, 洗脱梯度 0～

3 min, 10% B; 3～10 min, 10%～40% B; 10～21 min, 

40%～80% B; 21～25 min, 80%～10% B. LC-MS 采用与

HPLC相同的条件. 对于纯化得到的化合物1, 进行高分

辨质谱和 NMR 分析, 得到化合物完整的结构信息. 

 

致谢  感谢日本富山县立大学的 Yasuhiro Igarashi 教授

提供 Streptomyces sp. TP-A0365 菌株. 
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辅助材料(Supporting Information)  化合物 1的紫外吸

收光谱, MS, HR-ESIMS, NMR图谱. 这些材料可以免费

从本刊网站(http://sioc-journal.cn/)上下载. 
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