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推  荐  学  校：       云南大学
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项　目　名　称：      嗜热真菌杂合大环内酯类化合物Thermolides生物合成基因的鉴定
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项目 申报 类别：       创新训练
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所属一级学科名称：     微生物学
申　　请　　人：       余竟

所在学院及年级：       生命科学学院2011级

指　导　教　师：       牛雪梅

单位和职称：       生命科学学院 研究员
填　表　日　期：       2013年5月8日

云南省教育厅制

2012年2月
填 表 说 明
1.《申报书》各项内容，必须实事求是，表达要明确严谨，并要求打印或用钢笔填写。页面不够时可加页，不得破坏后面表格的完整和美观。对于填写不合要求、内容含糊不清、字迹潦草者，不予受理。

2. 该《申报书》为A4　纸，各单位或个人可以从云南省教育厅高等教育处网站自行下载或翻印，但格式、内容、大小应与原件相同。
一、项目申请人情况 

	申
请
人
	姓　名
	余竟
	性别
	男
	民族
	汉
	出生日期
	1993年6月

	
	所在学院
	生命科学学院
	专业、班级
	2011级生物学基地班

	
	项目名称
	嗜热真菌杂合大环内酯类化合物Thermolides生物合成基因的鉴定



	
	通讯地址
	云南大学呈贡校区楸苑四栋B210
	电话
	15974814854

	项目类别
	■ 创新训练　　□ 创业训练　　□ 创业实践

	项目周期
	20个月
	所属学科专业
	微生物

	申请人参加科研的经历

	自何年月
	至何年月
	参加的项目
	担任的工作

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	项目组其他成员（不超过5人，不包括申请人和指导教师）

	姓　名
	性别
	年级
	所在学院
	专　　业
	分　工
	签　名

	林晓婧
	女
	2011级
	生命科学学院
	生物学基地班
	进行实验

数据分析与处理
	林晓婧

	陈嘉兴
	男
	2011级
	生命科学学院
	生物学基地班
	进行实验

数据分析与处理
	陈嘉兴

	李娟
	女
	2010级
	生命科学学院
	生物学基地班
	进行实验

资料收集
	李娟

	向坤莉
	女
	2010级
	生命科学学院
	生物学基地班
	进行实验

资料收集
	向坤莉

	
	
	
	
	
	
	


	（一）项目介绍

（研究目标、研究背景及现状、工作原理和方案设想、计划进度安排等）

1 研究目标
   本项目立足云南高原特色丰富的嗜热真菌资源，通过生命科学和化学科学的学科交叉的优势，开展已发现的重要活性化合物的生物合成研究，为创制我国自主研发的新型药物奠定基础，为云南地区嗜热真菌物种多样性的保护提供理论和科学依据。
2 研究背景及现状
   真菌中次生代谢产物由于其多样的生物活性（如抗肿瘤，抗菌等活性），而被广泛关注和应用，是发现具有新颖生物活性化合物的重要资源(Bradley S. Evan et al.2011)。作为环境中基本的和限制性的物理因素之一，温度对生物在地球表面的生存及分布起着非常重要的、甚至是决定性的作用。随着全球温室效应的加剧，人们对耐热或嗜热生物的研究也逐渐升温。嗜热真菌就是一类适宜生长温度为45-50(C的特殊真菌类群，其分布广泛，从地球的热带、亚热带、温带、寒带以及湿润区和干旱区均发现有存在。[1,2] 
近年来，美国，加拿大，英国，日本和欧洲各国相继启动在嗜热真菌揭示极端生命形态奥秘等相关领域研究。2011年4月加拿大研究人员率先发表三株嗜热真菌Talaromyces thermophilus、Thermomyces langinosus和Trametes versicolor的基因组。2011年10月Nature biotechnology 发表了美英两国科研人员在两株嗜热真菌Myceliophthora thermophila 和Thielavia terrestris的基因组的研究成果。此外，尚有10余株嗜热真菌的基因组正在测序和注释研究中。充分表明嗜热真菌已成为国际研究的热点，对嗜热真菌的特殊机制和特殊功能产物等的研发已经成为国际必争之地。
   与普通真菌相比，国内外对嗜热真菌活性化合物的研究几乎刚刚起步，对活性天然产物生物合成基因簇的研究更是未见报道。指导老师牛雪梅等从嗜热真菌中发现结构新奇且抗线虫活性显著的大环内酯Thermolides，不仅是多年来筛选和寻找新颖活性化合物研究领域上的突破，为发现高活性天然产物提供了新途径。同时，为研究嗜热真菌资源的独特的生物合成机制提供了难得的机遇和宝贵的材料。开展Thermolides生物合成和调控机制研究，不仅为认识和开发嗜热真菌中独特的基因资源提供科学基础，为组合生物合成提供新基因和新材料，也将有促于我国代谢类生物农药的研究和开发。

3研究方案

  1)．基因序列的预测
  通过在数据库上查找，比较得出thermolides类化合物的结构类似物生物合成中的KS/NRPS合成酶的基因的保守序列。以此序列可设计PCR扩增引物，以目的菌株全基因组作为模板，由此扩增出Talaromyces thermophilus YM3-4菌株中此NRP合成酶的可能的基因序列。
  2). 基因序列的验证鉴定
  根据之前得出的序列，构建出基因敲除载体，制备Talaromyces thermophilus YM3-4的原生质体，以电击转化的方式将敲除载体转入原生质体中，以潮霉素作为筛选标记筛出转化子，对转化子进行验证，并通过分析基因敲除菌株中thermolides结构。
4计划进度安排
2013.06 实验前期准备工作，查阅文献资料，熟悉实验流程及相关实验设备。
2013.07 查找数据库，对比分析出保守序列。提取YM3-4菌株的全基因组。设计PCR引物，扩增出可能的目的基因序列。
2013.10 以扩增的基因序列为模板，PCR扩增出用来同源重组的基因片段，并连同潮霉素抗性基因及酶切后的pRS426质粒共转化入酵母感受态，已形成环状敲除载体。将载体导入大肠杆菌中扩增。
2014.03 制备目的菌株原生质体，将载体导入其中，筛选出敲除菌株。
2014.10 检测基因缺失菌株的次生代谢产物和表型，对其分析，从而对目的基因进行鉴定。
2015.01 实验数据、资料的统计处理，分析实验结果及撰写报告。
2015.02 撰写论文，项目结题。        


二、拟申报项目情况
指导老师所在团队从2006年系统开展了对云南地区附近的嗜热菌物物种多样性的系统考察，采集了大量的菌物及栖息样本，并对有关嗜热菌物样本进行研究鉴定，初步建立嗜热菌物的种质资源库。研究发现云南腾冲热海地区的嗜热真菌资源相当丰富，且生物多样性极高，目前保存的嗜热菌物已达500多株。与此同时盘文政等还发现1个嗜热真菌中国新记录菌种Malbranchea flava、两个疑似新种Myceliophthora sp. 和Coprinopsis sp.以及两个腾冲热海地区优势菌种Thermomyces lanuginosus 和 Scytalidium thermophilum。这些前期科学研究为本室成为国际上重要的以嗜热真菌资源进行活性次生代谢物的研究提供了独一无二的坚实基础。

  前期对3株嗜热真菌Talaromyces thermophilus的研究中，分别发现6个骨架新颖的PKS/NRPS杂合生源的大环内酯类化合物Thermolides A-F (图1) 和5个新颖的TPS/NRPS杂合生源的吲哚生物碱类化合物 (红色1-5，图2)。首次从真菌中发现目前国际上引起广泛关注的具有极强抗肿瘤和抗菌活性的细菌类型的大环内酯类先导化合物，活性测试表明Thermolides A和B对植物寄生和腐生线虫表现出活性相当于阿维菌素的抑制作用，为开发新型高效抗线虫生物制剂提供先导化合物结构。另外，发现5个新颖的TPS/NRPS杂合生源吲哚生物碱类化合物是目前国际上引起广泛关注的一类结构复杂多样和具有抗肿瘤活性的异戊烯基吡喃环吲哚生物碱的生物合成途径中的关键前体；首次应用实体天然代谢产物绘制较为完整异戊烯基吡喃环吲哚生物碱类化合物前体的生物合成途径。同时还发现Talathermophilins A和B 在发酵液中的比例保持恒定 (约2:3)，加入外源Talathermophilins A或B也不会改变含量比例，揭示极端生境中微生物天然产物的互补性和代谢调控机制的稳定性， 表明这类化合物可能对于极端环境真菌具有某些特殊生物学意义。以上研究结果发表SCI论文3篇，分别在Journal of the American Chemical Society 2012，134，20306-20309 (IF 9.907)，Organic Letters，2010，12，4356-4359 (IF 5. 862) 和Journal of Natural Products，2011，74，2278-2281 (IF 3.128)，申请专利1项。目前为止，全球共报道7篇关于嗜热真菌中的30个化合物，其中申请人等报道3篇11个化合物，占全球报道的30％以上。同时我们还发现，采用OSMAC对筛选的32株嗜热真菌发酵培养物的粗提物进行化学筛选检测，结果表明嗜热真菌粗提物中化合物成分丰富多样。这些研究结果充分表明嗜热真菌次生代谢产物潜在的应用开发价值，为本项目的立项提供了充分依据。

目前我们已拥有产生Thermolides的嗜热真菌菌株Talaromyces thermophilus YM3-4和其相同属种却不产生Thermolides类化合物的菌株T. thermophilus NRRL 2155。2011年加拿大科学家已公布T. thermophilus NRRL 2155的基因组测序结果在http://fungalgenomics.ca /wiki/Fungal_Genomes，嗜热真菌T. thermophilus YM3-4基因组测序已基本完成。通过比较基因组学分析，含有保守的KS 结构域分析比对，在高温真菌基因组中预测到PKS/NRPS 生物合成基因Talth1_004980，为项目的PKS/NRPS大环内酯活性化合物的生物合成基因簇鉴定研究的顺利开展奠定良好的基础。所在课题组与美国德克萨斯健康科学中心的在真菌天然产物合成领域著名的德克萨斯医疗研究所主任An Zhiqiang教授保持长期合作的良好关系，现已就一起开展嗜热真菌中大环内酯Thermolides A-F的生物合成研究达成合作研究计划，为解决本项目的真菌生物合成基因的鉴定和调控提供了良好的实验技能保障。
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图1. 嗜热真菌T. thermophilus 中thermolides A-F及thermolide D丙酮衍生物构象结构图。
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图2.异戊烯基吡喃环吲哚生物碱生物合成途径中的关键中间体。
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图3. KS and NRPS sequence-based phylogenetic tree of fungi. The consensus NJ dendrogram with bootstrap values was constructed based on multiple sequence alignment using CLUSTAL X program. The sequences named as Talth1_. were from T. T. thermophilus。

	（二）项目自我评价

（创新点、实现的可能性、可操作性、可能存在的问题等）

1创新点：
    立足我国云南特有的嗜热真菌资源，通过结合天然产物化学、特色微生物学和分子生物学等相关研究领域，针对嗜热真菌中天然产物生物合成基因簇的研究目前国内外尚未报道，拟开展嗜热真菌中新型活性PKS/NRPS大环内酯类化合物的Thermolides生物合成基因的研究，是本项目创新。
2实现的可能性：
  嗜热真菌T. thermophilus NRRL 2155的基因组测序结果在2011年被加拿大科学家公布(http://fungalgenomics.ca/wiki/Fungal_Genomes)，T. thermophilus YM3-4基因组测序已基本完成。PKS/NRPS大环内酯类化合物我们也已分离到，为本项目鉴定嗜热真菌中生物合成新基因等提供了独一无二的研究材料。已经拥有生产Thermolides 嗜热真菌菌株Talaromyces thermophilus YM3-4和其相同属种却不产生Thermolides菌株T. thermophilus NRRL 2155，为本项目研究嗜热真菌中生物合成新基因等提供独一无二的菌株材料。此外，所在课题组与美国德克萨斯健康科学中心的An Zhiqiang教授保持长期合作的良好关系，现已就一起开展嗜热真菌中大环内酯Thermolides A-F的生物合成达成合作研究计划，为解决本项目的真菌生物合成基因的鉴定和调控提供了良好的实验技能保障。
3实现的可能性：
    指导老师将所在课题组拥有的良好微生物资源系统学、分子生物学及生物信息学、活性代谢产物化学的研究平台、技术储备和队伍搭配。近年来在真菌侵染线虫分子生物学上，包括毒力因子克隆、表达和功能鉴定等分子机理研究上取得一批创新性成果，在PLoS Pathog、PNAS、FASEB J、Environ Microbiol、PLoS One 和Microbiology 等SCI 刊物上发表了一系列论文，前期通过对真菌的分子生物学等研究为本项目积累了大量的实验技术和研究经验。该课题组具备本项目所需要的生物合成和代谢调控等各种技术平台，包括转录组数据的生物信息学分析、核酸提取及纯化、实时荧光定量PCR 技术、Southern blot 技术、基因敲除和恢复互补等。同时，本课题组完成多种真菌的基因组和蛋白组学研究，建立了（包括寡孢节丛孢，淡紫拟青霉和粉红螺旋聚孢霉等）的遗传转化体系，这些遗传体系可以高效地进行基因敲除和基因导入。为解决本项目的真菌分子生物学研究奠定了良好的基础。
4可能存在的问题
构建敲除载体和原生质体的转化是本项目拟解决的关键科学问题，存在着几率较低的问题。需要不断重复摸索各项实验条件并优化，由于申请人等还有较重的学业课程，因此如何做好团队之间的衔接和分配工作也是首要问题。


	（三）预期成果

（成果的具体形式，如：申请专利、公开发表论文、制作科技实物（含软件程序）等，可以同时有多种成果形式）

（1） 申请专利1篇。
（2） 研究报告1份。
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三、指导教师简况及对申请人和申报项目的评价
	姓　名
	牛雪梅
	性别
	女
	民族
	汉
	政治面貌
	中共党员
	年龄
	41

	最终学历
	博士
	职务
	
	职称
	研究员
	专业
	天然产物及其生物合成和功能

	所在学院
	生命科学院
	研究方向
	次生代谢产物

	通讯地址
	云南大学生物资源保护与利用重点实验室
	邮编
	650091
	电话
	0871-65032538

	电子信箱(e-mail)
	xmniu@ynu.edu.cn

	当前从事的教学、研究工作简介：

本人自1999年，一直从天然产物及功能研究。2007年作为天然产物及功能的学术学科带头人引进云南大学，在张克勤教授领衔的植物病原线虫生物防治研究团队，领衔活性次生代谢产物方向，具体负责“新奇抗线虫活性化合物的发掘及作用机制”的研究。迄今为止，共分离鉴定天然化合物502个，包括新化合物110个，新奇骨架化合物32个，具有生物活性的52个。特别重要的是，从极端嗜热真菌中筛选分离到6个新骨架大环内酯化合物，对病原线虫的致死率与目前国际上最好的杀线虫生物农药阿维菌素相当，结构比阿维菌素更为简单，利于人工合成。
主持国家973前期和863联盟研究课题,和国家基金面上项目,发表SCI 论文58篇，其中以第一作者和通讯作者在J Am Chem Soc, Organic Lett, J Nat Prod, J Agric Food Chem, Planta Med和Tetrahedron Lett等刊物发表25篇，获国家发明专利授权4项。


	对申请人的专业基础、工作态度、学风及研究能力的评价：

申请人及团队成员目前业已完成本学科主要课程的学习，专业基础扎实，学风严谨，工作认真，对于科研工作具有浓厚的兴趣，具有一定的实验操作能力与分析能力。


	对申请课题的价值、研究方案的可行性、工作基础等方面的评价：

   在前期筛选获得嗜热真菌菌株Talaromyces thermophilus产生活性大环内酯类化合物Thermolides基础上，进一步鉴定嗜热真菌中生物合成PKS/NRPS大环内酯类等化合物的相关基因，为认识和开发云南嗜热微生物资源的基因多样性和独特性提供基础和参考。建立和优化极端环境真菌的遗传操作体系。申请课题创新性较强，具有重要的科学意义或应用前景，研究目标明确，研究内容恰当，总体研究方案合理可行，具有较好的研究工作基础和条件。
恳请予以资助。
指导老师（签名）：牛雪梅
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2013　年5月8日


四、申请资助金额和经费预算

	项目经费
	资金总额及来源（单位：万元）

	
	共计
	上级部门立项资助
	学校配套经费
	学院配套经费

	
	3.0
	1.0
	1.0
	1.0

	预算支出科目
	支出金额
	预算根据及理由

	1、测试费、分析费
	0.5
	用与测试、分析时产生的一系列费用支出

	2、图书、资料费
	0.2
	用于购买图书，查阅付费资料

	3、小型会议
	0
	

	4、交通费
	0.2
	用于课题组往返学校与实验室的车费

	5、实验材料费
	1.8
	用于购买实验所需相关材料

	6、参观考查费
	0.1
	用于参观考察时所需的门票费

	7、专家指导费 
	0.2
	

	8、其他
	
	

	总计
	3.0
	


（注：质量工程领导小组办公室将依据项目申请资助金额高低分批次评审遴选，且同一批次不合格项目不再进入下一批次遴选，请各高等学校对经费做合理预算）

五、审核意见
	申请人所在学院审核意见：

    该项目申报书中各项情况真实可信，经费预算合理，学院在经费和实验条件上将给与支持。学院将负责各方关系，给课题组成员提供最大方便，保证课题顺利进行。

    学院同意立项。
学院负责人签名：

学院公章：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                     　　2013年5月8日

	学校审核意见：

    该项目经我校大学生创新性实验计划专家委员会评审、论证，该项目难度适合本科学生，符合创新性实验计划的理念，同意推荐该项目立项。如果该项目立项获批，学校将给予1:1的经费配套支持。
学校负责人签名：

学校公章：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                 　2013年5月8日

	云南省大学生创新创业训练计划工作领导小组审核意见：
□同意该项目为云南省大学生创新创业训练计划资助立项项目，资助金额　  　元。□不同意立项建设。　
　　　　　　　　　　　　　　　　　       　 云南省大学生创新创业训练计划工作

领导小组办公室（高教处代章）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                   年    月　　日
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