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摘   要：【目的】钙霉素合成酶亚基 CalA3 释放钙霉素合成过程中的聚酮链。获得生物化学性质

稳定、蛋白结构性质均一的 CalA3 蛋白，可用于冷冻电镜(cryo-electron microscopy)结构解析，以

帮助理解装配线型聚酮合酶亚基释放聚酮链的生物化学机理。探究 CalA3 对不同关键结构特征的

聚酮链底物的选择性，可为制备 CalA3 与小分子化合物的复合物提供生化材料，同时也为进一步

挖掘 CalA3 的成酰胺键的应用潜能提供借鉴。【方法】优化 CalA3 蛋白异源表达菌株的培养条件、

CalA3 蛋白纯化的生化条件，利用负染电镜观察蛋白形态，计算并分析蛋白质结构的性质；测定

CalA3 对不同结构的直链聚酮类似物的体外催化活性，利用色谱和质谱分析鉴定 CalA3 催化 N-
乙酰半胱氨酸-吡咯-2-丙酸(SNAC-C3)、N-乙酰半胱氨酸-戊酸(SNAC-C5)和月桂酰辅酶 A 等多种

不同结构的直链聚酮底物类似物与 3-羟基邻氨基苯甲酸(3-hydroxy anthranilic acid, 3HA)反应的产

物。【结果】利用优化后的培养基 PGTY，不仅实现了高纯度巨型聚酮合酶 CalA3 超量异源表达，

同时，负染电镜观察、计算分析表明蛋白颗粒的结构性质优异。使用该条件纯化获得的 CalA3 蛋

白，可以用于制备冷冻电镜样品，进行结构解析。CalA3 催化 SNAC-C3、SNAC-C5 与 3HA 发生

氨解反应，未检测到 CalA3 对月桂酰辅酶 A 底物的催化活性。【结论】蛋白纯化和负染电镜结果

显示，本研究成功建立了 CalA3 异源表达的大肠杆菌培养条件、蛋白纯化生化条件。体外催化实

验结果表明 CalA3 对聚酮链底物的结构选择具有宽泛性。这些发现为进一步探究聚酮合酶的结构、

功能及应用提供了一定的借鉴。 
关键词：聚酮合酶；培养基；钙霉素合成酶 CalA3；冷冻电镜；底物特异性；体外催化；聚酮类

似物；结构鉴定 
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Abstract: [Objective] CalA3 subunit catalyzes the release of the polyketide chain in the 
biosynthesis of calcimycin. This study aims to obtain CalA3 proteins with stable biochemical 
properties and homogeneous structure for cryo-electron microscopy, to understand the 
mechanism of polyketide chain releasing by the module of the polyketide synthase, and to 
explore the selectivity of CalA3 to polyketide substrates with different structures, thereby 
providing biochemical materials for the complexes of CalA3 with small ligands and a reference 
for further exploring the catalytic potential of CalA3. [Methods] The medium for culturing the 
heterologous expression strain and the biochemical conditions for CalA3 protein purification 
were optimized. Then, the CalA3 proteins were analyzed by negative-stain transmission 
electron microscopy. The reaction products of S-(2-acetamidoethyl)3-(1H-pyrrol-2-yl) 
propanethioate (SANC-C3), N-(2-(pentylthio) ethyl) acetamide (SNAC-C5), lauroyl-CoA and 
3-hydroxy anthranilic acid (3HA) catalyzed by CalA3 were identified by high performance 
liquid chromatography and high-resolution mass spectrometry (LC-MS). [Results] The strains 
cultured in the optimized medium PGTY, expressed more CalA3 proteins which exhibited 
featured structures under negative-stain transmission electron microscope. The purified CalA3 
proteins were prepared for cryo-electron microscopy for structural determination. CalA3 
catalyzed the aminolysis reaction of SNAC-C5 and SNAC-C3 with 3HA. However, the 
products of lauroyl-CoA and 3HA catalyzed by CalA3 were not detected. [Conclusion] The 
results of protein purification and negative-stain transmission electron micrographs show that 
the conditions for culturing Escherichia coli for heterologous expression and purifying CalA3 
proteins are established. The results of in vitro catalytic experiments demonstrate that CalA3 
has broad selectivity for the structure of polyketide substrates. These findings provide a 
reference for further exploring the structure, functions, and application of polyketide synthases. 
Keywords: polyketide synthase; culture medium; calcimycin synthase CalA3; cryo-electron 
microscopy; substrate specificity; in vitro catalysis; polyketide analogues; structure identification 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

装配线型聚酮合酶(assembly line polyketide 
synthase, PKS)能够合成生物活性多样的聚酮类

天然产物，包括抗生素、免疫抑制剂、抗寄生

虫和抗肿瘤等药物 [1-5] 。钙霉素 (calcimycin, 

A23187)是一种由装配线型 PKS 合成的抗生素。

钙 霉 素 可 以 从 Streptomyces chartreusensis 
NRRL3882 分离获得，属于聚醚类抗生素，其

化学结构十分稳定，主要包含 3 个部分：α-酮



 

 

 

196 LI Xixi et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

吡咯环、螺旋环和氨甲基取代的苯丙恶唑环部

分(图 1)[6]。钙霉素可以特异地结合 Mg2+、Ca2+

和 Mn2+等二价金属阳离子，因此被广泛应用于

阳离子跨膜运输的细胞膜生物特性和钙离子介

导的生化通路的研究[7-8]。钙霉素不仅对革兰氏

阳性菌和一些真菌具有显著的抑制作用，还能

够抑制哺乳动物细胞中的 ATPase 活性，解偶联

氧化磷酸化，激活细胞凋亡的信号系统[9-11]。 
钙霉素合成基因簇大小为 64 kb，包含有  

27 个开放阅读框(open reading frame, ORF)。其

中，calN1、calN2 和 calN3 负责形成钙霉素的吡

咯环；calB1、calB2、calB3 和 calB4 参与苯丙

恶唑环前体 3-羟基邻氨基苯甲酸(3HA)的合成；

calA1、calA2、calA4 和 calA5 是不连续的装配

线型 PKS 基因，主要负责合成螺环前体-直链聚

酮[12]。尽管 calA3 也属于 PKS 基因，但是并不

参与聚酮链的合成过程。 
最近，我们发现 CalA3 可以催化化合物 N-

乙酰半胱氨酰 -吡咯 -2-十一烷酸 (SNAC-N1)与
3HA 发生氨解反应，或者催化 SNAC-N1 发生水

解反应[13]。SNAC-N1 是通过化学合成的 CalA3
的底物类似物，以 N-乙酰半胱氨酰为载体，通

过硫酯键加载了一分子吡咯-2-十一烷酸[14]。该

研究结果证实了钙霉素合成酶 CalA3 主要负责

催化聚酮中间体与苯丙恶唑环前体化合物 3HA
缩合，形成 C−N 键[13](图 1)。 

 

 
 

图 1  CalA3 在钙霉素生物合成途径中的功能[13] 
Figure 1  The function of CalA3 in biosynthesis of calcimycin[13]. The biosynthetic pathway by which CalA1, 
CalA2, CalA5, CalA4, and CalA3 generates calcimycin. The chain-releasing function of CalA3 is indicated 
with green arrows. The C−N bonds formed from upstream polyketide chain and 3-HA are highlighted in green. 
The proposed pathway from the polyketide former to calcimycin is displayed by dotted arrows. 
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钙霉素合成酶CalA3的单体大小为180 kDa，
主要以二聚体的形式存在[13]。CalA3 具有 4 个结

构域，分别为酮合成酶(ketosynthase, KS)、酰基转

移酶(acyltransferase, AT)、脱水酶(dehydratase, DH)
和酮还原酶(ketoreductase, KR)结构域。生物信

息学分析发现，同其他 CalA 聚酮合酶不同，

CalA3 的 AT、DH 和 KR 结构域不具有催化聚酮

链延伸的活性部位，只有 KS 结构域是唯一具有

催化功能的结构域，这表明在钙霉素的生物合

成中，CalA3 并不参与聚酮链的合成，且其主

要的催化功能由 KS 结构域负责[12]。 
经典的装配线型 PKS 的 KS 结构域主要负

责催化克莱森缩合反应，形成 C−C 键[15]。但是

CalA3 的 KS 结构域却能够催化氨解反应，形成

C−N 键。体内研究发现，CalA3 能够利用多种

3HA 类似物作为氨基供体，发生氨解反应生成

钙霉素的结构类似化合物[13,16]。但对于不同结构

的聚酮链底物，CalA3 是否依旧具有非特异的选

择性目前仍未了解。 
大肠杆菌具有生长时间短、基因克隆与蛋白

表达系统完善和培养操作简单等优势，常被用作

表达蛋白的宿主菌。但是，由于大肠杆菌缺乏成

熟的折叠复性和翻译后修饰系统，使得外源重组

蛋白，尤其一些巨型蛋白，容易形成包涵体，降

低活性蛋白的产量。因此，为了提高可溶性蛋白

的产量，需要筛选合适的表达载体和分子伴侣，

也需要摸索优化大肠杆菌的培养时间、培养温度

和培养基成分等条件。 
本研究在超级肉汤培养基(terrific broth, TB)

的基础上对聚酮合酶 CalA3 的异源表达菌株培

养基的营养成分进行了优化，获得新的 TB 改良

培养基-PGTY (phosphate glycerol tryptone yeast 
extract)，提高了 CalA3 蛋白的产量，为后续负

染电镜和冷冻电镜观察提供了结构完整的高纯

度 CalA3 蛋白，也为 PKS 类大蛋白的异源表达

提供了参考条件。研究同时探索了 CalA3 蛋白

对不同结构的聚酮类似物的底物选择性，利用

SNAC-C3、SNAC-C5、月桂酰辅酶 A 等聚酮类

似 物 作 为 催 化 底 物 ， 鉴 定 了 CalA3 催 化

SNAC-C3、SNAC-C5 与 3HA 发生氨解反应的产

物，月桂酰辅酶 A 并不是 CalA3 合适的催化底

物。证明了 CalA3 对直链聚酮底物的碳骨架长

短和聚酮链末端的吡咯环结构不具有专一的底

物选择性，为进一步挖掘 CalA3 的成酰胺应用

潜能提供了参考。以上结果为研究装配线型 PKS
的催化机制提供了一定的参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株 

实验所用质粒 pET28a-CalA3-cH，pGro7，
菌株大肠杆菌 DH10B、BAP1 为上海交通大学微

生物代谢国家重点实验室保存。 
1.1.2  培养基和缓冲液 

Luria-Bertani (LB)液体培养基(g/L)：胰蛋白

胨 10，酵母提取物 5，氯化钠 10，加去离子水

定容至 1 L。 
LB 固体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提

取物 5，氯化钠 10，1.5%−2.0%琼脂，加去离子

水定容至 1 L。 
10×磷酸缓冲液(g/L)：无水磷酸氢二钾 125.35，

磷酸二氢钾 23.13，加入去离子水定容至 1 L。 
Phosphate-glycerol-tryptone-yeast extracts 

(PGTY)液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提

取物 5，4%甘油，加去离子水定容至 900 mL 灭

菌备用；接种时，补加 100 mL 灭菌后的 10×磷
酸缓冲液。 

20% L-阿拉伯糖：L-阿拉伯糖 10 g，去离子

水定容至 50 mL，0.22 µm 滤膜过滤。 
20% IPTG：IPTG 10 g，去离子水定容至 50 mL，

0.22 µm 滤膜过滤。 
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卡那霉素(50 mg/mL)：卡那霉素 2.5 g，去

离子水定容至 50 mL，0.22 µm 滤膜过滤。 
氯霉素(25 mg/mL)：氯霉素 1.25 g，无水乙

醇溶解至 50 mL，0.22 µm 滤膜过滤。 
Ni 缓冲液 A：Hepes 50 mmol/L，NaCl    

700 mmol/L，5%甘油，10 mmol/L 咪唑，pH 7.74。 
Ni 缓冲液 B：Hepes 20 mmol/L，NaCl     

50 mmol/L，5%甘油，10 mmol/L 咪唑，pH 7.74。 
Ni 缓冲液 C：Hepes 20 mmol/L，NaCl     

50 mmol/L，5%甘油，200 mmol/L 咪唑，pH 7.74。 
Heparin 缓冲液 A：Hepes 50 mmol/L，NaCl 

50 mmol/L，5%甘油，pH 7.74。 
Heparin 缓冲液 B：Hepes 50 mmol/L，NaCl 

500 mmol/L，5%甘油，pH 7.74。 
SEC 缓冲液：Tricine 50 mmol/L，pH 7.60。 

1.1.3  试剂 
胰蛋白胨、酵母提取物购自 OXOID 公司；

甲醇、甲酸购自 Sigma-Aldrich 公司；异丙基-β-D-
硫代半乳糖苷(IPTG)、氯霉素、Tricine、月桂酰

辅酶 A 购自生工生物工程(上海)股份有限公司；

氯化钠、盐酸、氢氧化钾、无水磷酸氢二钾、磷

酸二氢钾等常规试剂购自国药控股有限公司；3-
羟基邻氨基苯甲酸购于阿拉丁生化科技有限公

司；底物 SNAC-C5、SNAC-C3 由强耀生物公司

合成；卡那霉素购于源叶生物公司；Ni-NTA 树脂、

1 mL Heparin 柱、体积排阻色谱柱 Superdex 200 购

自 GE healthcare 公司。 

1.2  大肠杆菌的转化 
将 1 µL pET28a-CalA3cH(160 ng/µL)和 1 µL 

pGro7 (100 ng/µL)的质粒加入 50 µL 的 BAP1 感

受态细胞中，冰上静置 30 min 后，插入 42 ℃
水浴中，热激 45 s。然后迅速放回冰上，静置    
2 min。在超净台中向感受态细胞中加入 1 mL 不

含抗生素的 LB 液体培养基，轻轻混匀后置于

37 ℃恒温摇床，振荡 1 h。吸取 1 mL 菌液均匀

涂布于含有 50 µg/mL 卡那霉素和 12.5 µg/mL 氯

霉素的 LB 固体培养基，晾干，放置于 37 ℃恒

温培养箱中培养过夜。 

1.3  蛋白的诱导表达 
挑选合适的单克隆转化子接种于 100 mL 具

有 50 µg/mL 卡那霉素和 12.5 µg/mL 氯霉素的

LB 液体培养基中，置于 37 ℃恒温摇床培养 12−  
14 h，作为种子液。量取 20 mL 的种子液，转接

至 1 L 具有 50 µg/mL 卡那霉素和 12.5 µg/mL 氯

霉素的 PGTY 液体培养基后，加入 5 mL 20% L-
阿拉伯糖溶液诱导分子伴侣 GroES 和 GroEL 的

表达。菌液 37 ℃、220 r/min 培养，菌液浓度至

OD600值为 0.6−1.0 后，降温至 16 ℃，加入终浓度

为 0.1 mmol/L 的 IPTG，培养 24 h。4 000 r/min 离

心 15 min 收集菌体，将其转移至 50 mL 的离心

管，−80 ℃冻存备用。 

1.4  蛋白的纯化 
1.4.1  镍柱亲和层析 

用 Ni 缓冲液 A 重悬 5 g 菌体至 20 mL，细

胞破碎仪高压破碎菌液，7.0×105 Pa 破碎 5 min。
收集破碎后的菌液，18 000 r/min 离心 40 min，
保留上清液。用 10 mL Ni 缓冲液 A 平衡 5 mL 
Ni-NTA 树脂，之后将上清液与树脂充分混合，

置于 4 ℃冷室孵育 1 h。上清液穿过镍树脂后，

用 10 个柱体积的具有 700 mmol/L NaCl 的 Ni 缓
冲液 A 清洗，除去 DNA 和非特异性结合的蛋白，

再加入 5 个柱体积的具有 50 mmol/L NaCl 的 Ni
缓冲液 B 平衡树脂，降低盐浓度。最后，用具

有 200 mmol/L 咪唑的 Ni 缓冲液 C 洗脱结合的

目的蛋白。收集洗脱蛋白用于 Heparin 亲和层析。

纯化全程需在 4 ℃冷室中进行。 
1.4.2  Heparin 柱亲和层析 

首先使用 5 mL 的 1 mol/L NaCl 溶液冲洗  
1 mL Heparin 柱，再用 10 mL 的 Heparin 缓冲液

A 平衡 Heparin 柱。之后，将镍柱亲和层析收集
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的洗脱蛋白上样，重复进样 2 次后，用 10 mL
的 Heparin 缓冲液 A 洗去杂蛋白。最后，用 1 mL 
Heparin 缓冲液 B 洗脱目的蛋白。收集洗脱蛋  
白用于凝胶亲和层析。纯化全程需在 4 ℃冷室

中进行。 
1.4.3  凝胶过滤层析 

首先使用 30 mL SEC 缓冲液 A 平衡体积排

阻色谱柱 Superdex 200，将 Heparin 亲和层析获

得的蛋白样品浓缩至 1 mL 后进样，用 30 mL 
SEC 缓冲液洗脱，设置流速为 1 mL/min，收集

洗脱峰溶液。纯化全程需要在 4 ℃冰箱里进行。

最后用超滤管浓缩蛋白，加入 10%的甘油，置

于−80 ℃保存。 

1.5  电镜分析方法 
对 CalA3 蛋白的结构观察选择负染电镜，

在 120 KeV 的条件下先进行电镜观测。首先需

要对载网进行亲水化处理，之后采用重金属盐为 
2%的乙酸铀溶液，运用滴染法制备样品。最后，

将样品转移至透射电子显微镜进行观察。若需保

存，则室温放置于干燥罐中，避免潮湿环境，可

保存约 4 个月。 
研究使用装配了直接电子检测器 Gatan K2 

Summit 的电镜 FEI Titan Krios 进行数据收集。

研究利用半自动制样仪 Vitrobot 进行冷冻样品

的制备，首先设定 Vitrobot 的制样温度与湿度；

设置乙烷池，将新鲜液氮过滤后倒入乙烷池预

冷，制备液态乙烷；剪裁滤纸后放入制样仪中预

冷，并设定吸水时间与力度；用冷冻制样镊子夹

起亲水化处理后的铜网，在铜网上滴入蛋白质样

品 5 µL，根据设定的等待时间及其余参数操控

滤纸吸去多余蛋白溶液；迅速插入液态乙烷中，

小心转移至液氮里，完成冷冻样品制备。样品保

存于液氮罐中维持低温状态。制样过程中应小心

保持载网的平整度，避免由于载网破裂导致蛋白

质样品漂移，对后续数据收集造成的影响。 

1.6  酶活性检测 
CalA3 催化 SNAC-C5/SNAC-C3/月桂酰辅酶

A 活性测定体系为：Tricine (pH 7.60) 25 mmol/L，
3HA 1 mmol/L，SNAC-C5/SNAC-C3/月桂酰辅  
酶 A 0.5 mmol/L，CalA3 0.5 µmol/L，总体积为  
100 µL。30 ℃水浴 20 h，加入等体积的甲醇终

止反应体系。12 000 r/min 离心 20 min，除去蛋

白沉淀，将上清液移入液相瓶，用于 HPLC 和

LC-MS 检测。 
使用 Agilent 1260 Infinity 高效液相色谱仪

对 CalA3 催化的反应液进行分析检测。流动相

为：去离子水(0.1%甲酸，A 相)和色谱级甲醇

(0.1%甲酸， B 相 )。色谱柱型号为 Agilent 
ZORBAX SB-C18 (4.6 nm×250 mm)，DAD 检测

器进行紫外吸收测定。分析条件：0−8 min，
75%−85% B；22 min，95% B；29 min，100% B；

35 min，100% B；室温，流速为 0.4 mL/min。紫

外检测波长为 254 nm 或 290 nm。 
使 用 Agilent 6530 Series Accurate-Mass 

Q-TOF LC/MS (Agilent technologies)对 CalA3 蛋

白催化 SANC-C5 与 3HA 的反应产物进行一级

和二级质谱检测分析。使用 Waters Xevo G2-XS 
QTOF 对 SNAC-C3 和 3HA 的反应产物进行一级

二级质谱检测分析。 

2  结果与分析 
2.1  CalA3 蛋白的异源表达优化 

首先，将 C 端带有组氨酸标签的 CalA3 表

达质粒 pET28a-CalA3cH 转化至大肠杆菌 BAP1
中，在 TB 培养基中进行诱导表达。湿重大约 5 g
的 TB 培养基培养的菌体经过高压破碎仪破碎，

离心收集的上清液经过镍柱亲和层析。蛋白洗脱

液通过聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，洗脱液中具有

较多的杂蛋白。TB 培养菌株的蛋白纯度较低的

原因可能是 TB 培养基营养比较丰富，CalA3 蛋
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白的表达性质不稳定，菌体裂解液与镍树脂孵育

后，镍树脂结合了过多的非特异性杂蛋白。 
为了提高 CalA3 蛋白的表达量和纯度，遂对

TB 培养基进行了优化，将胰蛋白胨浓度从 12 g/L
降至 5 g/L，将酵母提取物的浓度从 24 g/L 降至

10 g/L，降低了培养基的营养度，并用甘油作为

碳源，获得了新的培养基 PGTY。利用湿重约为

5 g 的 PGTY 培养的菌体，并使用上述缓冲液进

行纯化，经镍柱亲和层析后，其 CalA3 蛋白的

产量与 TB 培养的菌体相似，但杂蛋白含量较低

(图 2A，泳道 4)。镍柱洗脱液再经过 Heparin 柱

亲和层析和体积排阻层析后，CalA3 蛋白的纯度

进一步提高(图 2A，泳道 6−7)。经检测，由 PGTY
培养的 5 g 菌体，经破碎纯化获得 100 µL 的蛋

白溶液，其浓度能够达到 36 mg/mL。CalA3 蛋

白的体积排阻色谱图在 11 mL 位置处呈现出单

一对称峰，进一步表明获得了高纯度、高质量的

蛋白(图 2B)。 
对 CalA3 蛋白形态进行电镜负染观察，负

染电镜图像能够清晰地观察到分散良好的蛋白

颗粒(图 2C−2D)。对 CalA3 的冷冻电镜结构数据

收集，进行 2D 分类处理，显示 CalA3 蛋白的二

维平均数据较好，能够观察到不同取向的蛋白颗

粒(图 2E)。 

 
图 2  CalA3 蛋白的纯化和电镜观测 
Figure 2  Purification and electron microscopy structure determination of CalA3. A: SDS-PAGE of CalA3 
purification at each step. M: Marker; 1: Total proteins; 2: The supernatant; 3: Flowthrough of Ni-NTA affinity 
chromatography; 4: Elution of Ni-NTA affinity chromatography; 5: Flowthrough of Heparin affinity 
chromatography; 6: Elution of Heparin affinity chromatography; 7: Size exclusion chromatography. B: Size 
exclusion chromatography of CalA3 with Superdex 200 column. C: Negative staining electron micrograph of 
CalA3 protein. Scale bar, 100 nm. D: Representative 2D class averages of CalA3 protein particles from 
negative staining electron micrographs. E: Representative 2D class averages of CalA3 protein particles from 
cryo-electron micrographs. 
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2.2  CalA3 催化 SNAC-C3 和 3HA 发生氨

解反应 
为了探究 CalA3 对直链聚酮底物碳链长短

的特异选择性，设计合成了直链聚酮底物类似物

SNAC-C3。SNAC-C3 以 N-乙酰半胱氨酰为载体，

加载了一分子吡咯-2-丙酸，分子式为 C11H16N2O2S，
分子质量大小为 240.0932。SNAC-C3 与 SNAC-N1
相比，其碳链缩短，仅含有 3 个碳原子，但是碳

链末端吡咯环被保留(图 3A)。 
利用 HPLC 检测 CalA3 体外催化 SNAC-C3

和 3HA 的反应液。与对照组相比，在 254 nm 紫

外吸收下，CalA3 催化反应液中出现了一个新的

产物 Comp 1 (图 3A)。推测 Comp 1 为 SNAC-C3 与

3HA 发生氨解反应的产物，分子式为 C14H14N2O4，

分子质量大小为 274.095 4。对产物 Comp 1 进行

一级质谱检测，在正离子模式下，产物 Comp 1
的质核比为 275.102 4 [M+H]+，与推测的 SNAC-C3
与 3HA 的氨解产物分子量 275.1032 相符合(图
3B)。之后又对 Comp 1 进行了二级质谱分析，

在正离子模式下，检测到酰胺键断裂后的具有吡 

 

图 3  CalA3 催化 SNAC-C3 与 3HA 生成氨解产物 Comp 1 及其鉴定 
Figure 3  Identification of Comp 1 yielded by CalA3-catalyzed aminolysis reaction with SNAC-C3 and 3HA. 
A: HPLC analysis of aminolysis product at 254 nm. The boiled sample is used as the control. The peak of 
Comp 1 is eluted at 3.7 min. B: MS spectrum of Comp 1 in positive mode. Comp 1 has experimentally 
determined m/z [M+H]+ value of 275.102 4. C: MS/MS spectrum of Comp 1. The calculated mass fragments of 
benzene moieties F2 (m/z=154.050 4), F3 (m/z=136.039 1) and pyrrole moiety F1 (m/z=122.060 0) of Comp 1 
are marked. 
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咯环的特征碎片 122.059 8、酰胺键断裂后的具

有苯环的特征碎片 154.049 6 和脱去羟基的苯环

碎片 136.039 8 (图 3C)。因为 SNAC-C3 合成底

物量少而且不是 CalA3 的天然催化底物，所以

Comp 1 的产量很低，无法进行核磁检验。最后，

结合一级和二级质谱分析结果证实 Comp 1 为

SNAC-C3 与 3HA 的氨解产物。与 SNAC-N1 相

比，SNAC-C3 缩短了聚酮链，CalA3 能够催化

SNAC-N1、SNAC-C3 与 3HA 发生氨解反应的结

果表明 CalA3 对聚酮底物的碳链的长短具有比

较宽泛的选择性。 

2.3  CalA3 催化 SNAC-C5 和 3HA 发生氨

解反应 
为了探究 CalA3 对聚酮底物末端吡咯环是否

严格要求，设计合成了不具有吡咯环的直链聚酮

底物的类似物 SNAC-C5。SNAC-C5，以 N-乙酰

半胱氨酰为载体，通过硫酯键加载一分子戊酸，

分子式为 C9H17NO2S，分子质量大小为 203.098 0 
(图 4A)。SNAC-C5 与 SNAC-N1 相比，其碳链

末端的吡咯环被去除，碳链缩短至 5 个碳原子。 

 

 
 

图 4  CalA3 催化 SNAC-C5 与 3HA 生成氨解产物 Comp 2 及其鉴定 
Figure 4  Identification of Comp 2 yielded by CalA3-catalyzed aminolysis reaction with SNAC-C5 and 3HA. 
A: HPLC analysis of aminolysis product of SNAC-C5 and 3HA at 254 nm. The boiled sample is used as the 
control. The peak of Comp 2 is eluted at 19.9 min. B: MS spectrum of Comp 2 in negative mode. Comp 2 has 
experimentally determined m/z [M−H]− value of 236.090 6. C: MS/MS spectrum of Comp 2. The calculated 
mass fragment of benzene moiety F1 (m/z=107.037 1) of Comp 2 is marked. 
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利用 HPLC 检测 CalA3 体外催化 SNAC-C5
和 3HA 的反应体系。在 254 nm 紫外吸收的条件

下，出现了一个新的产物峰 Comp 2 (图 4A)。推

测该产物 Comp 2 可能是 SNAC-C5 与 3HA 发生

氨解反应的产物，分子式为 C12H15NO4，分子质

量大小为 237.100 1。对 Comp 2 进行一级质谱检

测，在负离子模式下，产物 Comp 2 的质核比为

236.090 6 [M−H]–，与预测的 SNAC-C5 与 3HA
的氨解产物分子量 236.092 3 相符合(图 4B)。为

了进一步确定产物 Comp 2 的结构，对 Comp 2
进行了二级质谱分析，在负离子模式下，检测到

了氨解产物 Comp 2 酰胺键断裂和脱去羧基后的

苯环部分的碎片 107.037 0 (图 4C)。由于 Comp 2
的产量很低，达不到进行核磁的浓度，所以，没

有进一步进行核磁分析。结合一级和二级质谱分

析结果，证明 CalA3 能够催化无吡咯环的

SNAC-C5 与 3HA 发生氨解反应，形成新的产物

Comp 2。实验结果表明，CalA3 对聚酮底物末端

的吡咯环结构不具有特异的底物选择性。 
2.4  钙霉素合成酶 CalA3 与月桂酰辅酶 A 

通过体外催化实验，已经证明钙霉素合成酶

CalA3 对直链聚酮底物的长短和末端的吡咯环结

构无专一的选择性，CalA3 对直链聚酮底物具相

对宽泛的底物选择性。在此基础上，选用月桂酰

辅酶 A 作为催化底物，以进一步探究 CalA3 对以

辅酶 A 为载体的聚酮底物的催化活性。月桂酰辅

酶 A 以辅酶 A 为载体，通过硫酯键衔接了一分

子十二烷酸，其碳链长度非常接近 SNAC-N1 的

碳链长度(图 5)。与 SNAC 载体相比，辅酶 A 载

体具有与酰基载体蛋白(acyl carrier protein, ACP)
相同的 4′-磷酸泛酰巯基乙胺部分，所以辅酶 A
是否可以作为聚酮链的载体值得进一步探究。 

通过 HPLC 检测 CalA3 催化月桂酰辅酶 A
的反应液，并未检测到的明显的产物峰(图 5)。
但是，在相同的反应体系下，通过 HPLC 却能够 

 
 

图 5  CalA3 无法催化月桂酰辅酶 A 与 3HA 发生

氨解反应 
Figure 5  The aminolysis product of lauroyl-CoA 
and 3HA is not detected by HPLC at 254 nm. The 
boiled sample is used as the control. 
 
检测到对应的 SNAC-C3、SNAC-C5 与 3HA 的

氨解产物峰(2.2 和 2.3 节)。所以，对于 CalA3，
月桂酰辅酶 A 并不是合适的底物。该研究结果

说明，相较于 SNAC 载体，辅酶 A 并不是 CalA3
催化底物-聚酮链的理想载体。其主要原因可能

是月桂酰辅酶 A 衍生物的水溶性比较低，无法

通过自由扩散进入到 CalA3 的 KS 结构域的底物

通道中。 

3  讨论与结论 
聚酮合酶是一种多功能酶，负责合成多种天

然产物，其中包括数量众多的抗生素，例如抗细

菌的红霉素、抗真菌的两性霉素和抗癌药物埃博

霉素等[17]。随着合成生物学的兴起，更多的目

光也投注到 PKS 改造上。研究者利用 PKS 的多

模块结构特征，试图将不同功能的模块组合在一

起，以合成新的生物分子或发掘更多新的药用天

然产物，而模块对底物的宽泛选择则是制约 PKS
合成生物学改造成功的关键因素[18]。 

实验室早期所使用的 CalA3 蛋白表达菌株

的培养基通常是 LBBS 培养基。但是，LBBS 培

养的时间较长，培养时间为 54 h。而 TB 培养基
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培养菌株的 CalA3 蛋白杂蛋白较多。为了缩短

表达菌株的培养时间，提高蛋白的产量和纯度，

我们对表达菌株的培养基进行了优化，降低了

TB 培养基的营养度，获得了一种新的适合大肠

杆菌异源表达的培养基——PGTY 培养基，

PGTY 培养基所需培养时间为 24 h。使用 PGTY
培养的菌株，CalA3 蛋白的纯度明显高于 TB 培

养的菌株，在负染电镜下能观察到清晰的蛋白颗

粒，在冷冻电镜的二维平均图中也可观察到取向

不同的蛋白颗粒。 
本课题组前期体内实验结果显示，钙霉素合

成酶 CalA3 对多种氨基供体均具有催化活性，

表明 CalA3 具有较广泛的底物选择性。在此基

础上，我们进一步探究了 CalA3 对不同结构聚

酮链的底物特异性。通过体外催化实验，结合一

级和二级质谱分析结果，证明了 CalA3 能够催

化具有 3 个碳原子的聚酮类似物 SNAC-C3 与

3HA 发生氨解反应，产生 Comp 1。所以，CalA3
既可以催化具有 11 个碳原子碳链的 SNAC-N1
与 3HA 发生氨解反应，也可以催化具有 3 个碳

原子碳链的 SNAC-C3 与 3HA 发生氨解反应。这

表明 CalA3 对聚酮链的长短并无专一的选择性。 
同时研究发现，对于不具有吡咯环的化合物

SNAC-C5，CalA3 同样能够催化其与 3HA 发生

反应，形成氨解产物 Comp 2。结合我们前期实

验结果发现，CalA3 不仅能够催化具有吡咯环的

SNAC-C3 与 3HA 反应，对无吡咯环的 SNAC-C5
也具有催化活性，这表明 CalA3 对吡咯环结构

并无专一的底物特异性，并且对不同长度的聚酮

链的选择性也比较宽泛。CalA3 能够催化不同聚

酮化合物和 3HA 缩合形成氨解产物对合成和挖

掘新的含吡咯环的化合物具有十分重要的意义。

这些具有吡咯环的化合物具有多种生物活性，可

以抗菌、抑制磷酸酶和 ATPase 活性、抑制癌细

胞生长等，具有十分重要的药用价值。 

此外，本研究也探讨了酰基载体辅酶 A 是

否可以替代 SNAC 载体作为 CalA3 的催化底物。

对于月桂酰辅酶 A，色谱分析结果显示，CalA3
没有显著的催化活性。该研究结果表明月桂酰辅

酶 A 并不是 CalA3 合适的催化底物。我们推测

原因可能是月桂酰辅酶 A 衍生物的水溶性较弱，

无法进入到底物通道中。 
综上所述，本研究在课题组早期研究的基础

上，进一步优化了 CalA3 蛋白异源表达菌株的

培养基，提高了 CalA3 蛋白的产量和纯度，在

负染电镜和冷冻电镜下观察到分散良好结构完

整的蛋白颗粒。同时，探究了 CalA3 对直链聚

酮底物的非特异选择性，测试了更多的 CalA3
的催化底物。这为后续研究 PKS 的催化机制提

供了重要参考，也为以后挖掘新的天然产物和合

成新的生物分子提供了一定的基础。  
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