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非核糖体肽合成酶（!"#$%）作用机理与应用的研究进展

王世媛
（厦门伯赛基因转录技术有限公司 厦门 &3-$##）

摘 要：许多微生物能利用非核糖体肽合成酶（BCDE+）合成结构复杂、种类繁多的的生物活性肽。非核糖体肽因其
独特的理化特性和药理学特性已被广泛关注，极具商业开发潜力。BCDE+由多个模块组成，模块的不同空间排列顺
序决定其多肽产物的氨基酸序列特异性。BCDE+以多载体巯基化模板机理进行多肽合成，其底物特异性由腺苷酰
化结构域和缩合结构域共同实现。目前，人们已经利用天然的 BCDE+、某些特定结构域、将已知 BCDE+的模块或特
定结构域进行组合甚至杂合组合而构建成的新的 BCDE+来合成目的多肽。
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在自然界，细菌［-］、蓝细菌［#］、放线菌［&］和真菌［!］等微生

物，甚至果蝇［8］、小鼠［3］等动物，能通过非核糖体途径合成一

系列低分子量的具有药用价值的多肽类次生代谢产物。这

些多肽类物质结构复杂、种类繁多，统称为非核糖体肽

（<A<G;HA+A:62 I1I,;J1+，BCD+）。BCD+的生物合成是由非核糖
体肽合成酶（<A<G;HA+A:62 I1I,;J1 +K<,L1,6+1+，BCDE+）、聚酮合
成酶（IA2KM1,;J1 +K<,L6+1+，DNE+）、BCDE+ODNE+杂合酶等多功能
蛋白复合体完成。其中，BCDE+是 BCD+生物合成的主要酶，
也是研究最多最深入的酶，由多个模块（:AJ)21）组成，各模
块的特定结构域具有特定的酶活性。虽然科学家们认识这

个酶系已有几十年了，但直到最近才了解 BCDE+的工作原
理，并且开始尝试改变酶的结构，利用生物工程技术合成更

多种类的药物［"］。本文将叙述与 BDCE+作用机理和应用相
关的研究进展。

& 非核糖体肽的生理功能及其应用

除了 #$种蛋白质源的氨基酸外，BCD+含有大量的稀有
氨基酸，目前已经鉴定出 &$$ 多种，包括 P4氨基酸、!4羟酸、
B4OQ4甲基氨基酸、犬尿氨酸（MK<)G1<;<1）等。有些 BCD+形成
环化或杂合环化的分子；有些还被糖基化、酰基化、脂质化等

修饰，这些特点赋予了 BCD+生理功能和生物活性的独特性
和多样性［%］。

BCD+具有多种对微生物生存、生长繁殖等所必需的生
理功能，概括起来主要有以下几方面："抗生素（6<,;H;A,;@+），
抑制他种竞争者生长，这是微生物界普遍存在的现象［%］；#
铁载体（+;J1GAILAG1+），细菌、蓝细菌、真菌等在铁元素成为限
制性生长因子时，作为铁离子强敖合剂的铁载体被大量诱导

产生，而从环境或（特别是）宿主的铁结合蛋白中获得充足的

铁离子［.］；$毒素（,A7;<+），作为选择性侵染特异宿主的毒力
因子，突出的例子是：烟曲霉（!"#$%&’(()" *)+’&,-)"）产生的毒
素 *2;A,A7;< 可降低机体防御能力，能引起侵染性曲霉病

（;<R6+;R1 6+I1G*;22A+;+，S(），烟曲霉已成为临床上仅次于白色
念珠菌的一种重要的条件致病真菌［-$］；%含氮物质的储存
场所，如某些蓝细菌肽（@K6<AILK@;<）［--］；&作为调节生长、繁
殖和分化的信号分子等［%］。

因其独特多样的生物活性，大量的 BCD+已经得到广泛
应用或正处于研发中。应用最多的是多肽类抗生素，如杆菌

肽（H6@;,G6@;<）、万古霉素（R6<@A:K@;<）、短杆菌肽 E（*G6:;@;J;<
E）、P6I,A:K@;<等，尤其是 P6I,A:K@;<（商品名：T)H;@;<）在临床
上具有高效的抗多种已产生抗生素抗性的革兰氏阳性病原

菌（如 .-,#/0(12122)" ,)%$)"，.-%$#-12122)" #3$)+13’,$ 等）的能
力［&］。此 外， BCD+ 可 作 为 免 疫 抑 制 剂 药 物
（;::)<A+)IIG1+6<,+），如环孢霉素（@K@2A+IAG;<1）［-#］；抗真菌药
物，如 U1<*K@;<［-&］；生物表面活性剂（H;A+)GU6@,6<,+），如 +)GU6@,;<
(［-!］；以及抗癌药物（ 6<,;4,):A)G62+）、细胞生长抑制剂
（@K,A+,6,;@ 6*1<,+）和抗病毒（6<,;R;G62 @A:IA)<J+）药物等［-8］。

’ 非核糖体肽合成酶的作用机理

’(& !"#$%的组织结构与 !"#%的合成过程
BCDE+是目前所发现的最大的酶系，由多个模块

（:AJ)21）按特定的空间顺序排列而成，一个典型的模块由腺
苷酰化（6J1<K26,;A<，(）结构域、肽酰载体蛋白（I1I,;JK2 @6GG;1G
IGA,1;<，DTD）结构域和缩合（@A<J1<+6,;A<，T）结构域 &个核心
结构域组成［%］。大多数 BCDE+的模块数为 & ’ -8个，最高可
达 8$个，模块的数量、种类和排列顺序决定了其最终的产
物。

每一个模块负责将一个氨基酸整合到产物的骨架中，肽

链延伸的一个反应循环过程（图 -）［%，-3］："(结构域从底物
池中选择结合特定的氨基酸，在 (0D的作用下合成相应的
氨酰4(VD而使氨基酸底物得到活化；#氨酰4(VD与 DTD结
构域上的辅因子磷酸泛酰巯基乙胺（!W4ILA+4ILAI6<,1,L1;<1，
DI6<,）的巯基结合，形成氨酰4E4载体复合物；$分别携带有



氨酰基和肽酰基的载体（第一个肽键是两个带有氨酰基的载

体）与 !结构域上的特定区域结合，氨酰"#"载体复合物上的
氨基向肽酰"#"载体复合物上肽酰基的酰基进行亲核攻击，

而形成新肽键，产生延长了一个氨基酸的新的肽酰"#"载体
复合物和游离的载体。

图 ! 形成一个肽键的反应循环
$%&’( )*+ ,+-./%01 .2.3+ 40, /*+ 40,5-/%01 04 - 6+6/%7+ 8017’

在最后一个模块的 !"末端通常有起终止延伸和释放产
物功能的硫酯（/*%0+9/+,-9+，):）结构域。;!;上的线性肽转
移到 ):结构域的活性位点，形成肽"<"):中间产物，中间产
物随后被水解释放出线性肽，或者多数情况下经过分子内亲

核攻击而合成环化产物［(=］。但有些 >?;#9的 ):结构域缺失
或者被依赖于 >@A（;）B 的末端还原酶所替代，越来越多的
末端还原酶被发现，暗示着通过还原释放机制来完成链终止

反应可能是另一种普遍存在的终止机制［(C］。此外，差向异构

（+6%5+,%D-/%01，:）结构域、>"甲基化（>"5+/*23-/%01，E）结构域
等对底物氨基酸进行修饰；乙酰化、糖基化、脂质化结构域等

对多肽骨架进行修饰。如果 >?;#9不具有这些结构域，修饰
作用则由独立于 >?;#9的相应酶催化完成［(F］。
"#" 多载体巯基化模板机理

>?;#9的每一个模块负责编辑一个肽键，模块的不同空
间排列顺序决定各种多肽的氨基酸序列特异性，因此，>?;#9
被称为蛋白质模板（6,0/+%1 /+563-/+）。第一个多肽抗生素的
非核糖体合成系统发现后不久，G%65-11等提出了巯基化模
板模型（/*%0"/+563-/+ 507+3）：认为与脂肪酸的生物合成类似，
整个 >?;#9只有一个装配有辅因子 ;6-1/的中心载体［(H］。但
随着第一个 >?;#9基因的克隆和序列分析，人们发现 >?;#9
的每一个模块的 ;!;结构域都具有能与辅因子 ;6-1/结合的
保守性丝氨酸残基，据此提出了多载体模型（5I3/%63+ .-,,%+,
507+3）［(F］。如图 (所示，与每一个模块的 ;!;结构域结合的
辅因子 ;6-1/均起到摆动长臂（9J%1&%1& -,5）的作用，使下游
模块的氨酰"#"载体复合物上的氨基与上游模块的肽酰"#"载
体复合物上的肽酰基互相接近，经亲核攻击反应形成一个新

肽键而使肽链得到延伸。进一步的研究表明，无活性的脱辅

因子 -60";!;和具有活性的 *030";!;均存在两种稳定的构
象，这种构象的多样性是指导辅因子 ;6-1/进行摆动以及与
其他蛋白相互作用所必需的［KL］。因此，根据 >?;#9的蛋白质
模板功能、多载体和载体巯基化等特点，多肽的非核糖体合

成机 理 可 概 括 为 多 载 体 巯 基 化 模 板（5I3/%63+".-,,%+,
/*%0/+563-/+）机理。

"#$ 共线性与非线性
目前发现的 >?;#9可分为 M 类［K(］：@型，线性 >?;#9，M

个核心的结构域以 !"@") 的顺序在模块上排列，模块的数
量、种类、排列顺序决定产物的一级结构；N 型，重复型
>?;#9，在多肽合成过程中多次利用它们的模块或结构域；!
型，非线性 >?;#9，M个核心结构域 !、@和 )中至少有一个异
常排列，模块数与其编码的多肽产物的氨基酸残基数不同，

例如合成 83+052.%1的 >?;#9模块数与产物氨基酸数之比为
((：C、10.-,7%.%1 @为 O：M等［(C］。
"#% 底物特异性

>?;#9在合成多肽时，@结构域和 !结构域都涉及到底
物特异性的问题。其中，@结构域是在每一个反应循环的第
一步从底物池中选择特异性的氨基酸，被誉为特异性的“守

门者”；!结构域是在肽键形成时对上游（供体）底物氨酰"或
肽酰"#";!;和下游（受体）底物氨酰"#";!;进行特异性识别
与结合。

@结构域的研究早而深入，现在人们可以通过特异性授
予残基（96+.%4%.%/2".014+,,%1& ,+9%7I+9）的保守性对 @结构域的
底物特异性进行预测。!*-33%9等［KK］将已经通过实验或其他
途径确定了特异性的 @结构域的相关信息收集起来，建立了
特异性授予残基的数据库，可以通过 *//6：PP,-21-5’ .*5’ Q*I’
+7I网址进行查寻，极大地方便了 @结构域特异性的研究和
预测。

与 @结构域相比，!结构域特异性的研究相对困难，有
两方面的原因：其一，反应中的底物和产物均以共价方式与

酶结合；其二，形成一个肽键需要两个 ;!;结构域，即供体和
受体。:*5-11等［KM］采用了小分子底物类似物的策略，用 >"
乙酰半胱氨酸（>@!）模拟 ;6-1/的末端部分，人工合成了大
量不同的氨酰"#">@!底物，并通过不同底物的肽键形成率来
判断 !结构域的底物特异性。他们发现，!结构域的特异性
是通过识别供体的 G"PA"型构象，以及识别受体的侧链和 G"P
A"型构象来实现的。?001&9-J-1& 等［(O］发现，在已研究过的
>?;#9中只存在G!G（

7010, !-..+6/0,）型和
A!G型 !结构域，而不存
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在!"# 型和
#"# 型 "结构域。

! 非核糖体肽合成酶的应用

活性环肽具有激素、抗生素、离子载体系统、抗真菌素、

抗癌制剂等丰富多样的生物活性，而且在生物体内具有较好

的抗酶解和抗化学降解特性。有机化学合成环肽面临着产

量低、缺乏位点和立体选择性（$%&’() *+, -.%$%(-%/%0.’1’.2）、难
以控制寡聚化对环化的影响等难题，然而随着多种 3456-的
78结构域的发现及其作用机理的研究，有望利用带有 78结
构域的 3456-通过生物合成途径大量生产环肽，或利用某些
分离出来的 78结构域对化学合成的多肽底物进行环化，以
获得所需的环肽［9］。:*/-;等［<=］用 58>?树脂模拟 5"5结构
域的辅因子 5@*+.的功能，先在 58>?树脂上固相合成 ABB多
种线性短杆菌酪肽（.2$(0’,’+%，720）抗生素的衍生物，然后将
这些含有线性肽的树脂与重组表达的 72078 蛋白（环化酶）
一起温育，通过环化酶在树脂上催化的环化反应，高效地释

放出环肽，从而建立了短杆菌酪肽的环肽文库。他们从环肽

文库中筛选到对细菌细胞膜的选择性提高 AB倍的短杆菌酪
肽的环肽，该环肽的价值在于能大大降低短杆菌酪肽引起的

溶血副作用。最后，他们根据该环肽的结构，构建基因工程

的 3456-，通过发酵来大规模生产该环肽。

!)天冬氨酰苯丙氨酸甲酯（?5C）是一种比蔗糖甜 <BB倍
的甜味剂，目前每年通过化工合成达数千吨。但化工合成的

步骤繁琐、产量低，因而成本高。!)!)?-@)!)5;% 二肽是 ?5C
的前体，极具工业应用价值。#D%$E*;$.等［<F］人工设计合成该
二肽的杂合 3456-，他们分别选取来自 -D$E*0.’+（6$E）（!"#$%%&’
’&()$%$’）和 .2$(0’,’+%（720）（! G (*+,$’）相应的模块或结构域，进
行了 H种不同的杂合组合，结果发现某些组合可以高效生产

!)!)?-@)!)5;%二肽，然而，美中不足的是会产生")!)?-@)!)5;%
副产品，如何解决这一问题还有待进一步研究。

近年来，我们公司的相关课题组已成功筛选到几种分别

具有抗真菌和抗肿瘤潜力的多肽，并克隆了它们的 3456-基
因，目前，正在进行相关 3456-的基因工程改造和高效表达
的研究工作。

" 展望

微生物产生的非核糖体肽，因其结构复杂、种类繁多而

具有独特的生理功能和多样化的生物活性。3(D&*2$I,%等报
道：用大肠杆菌（-’#.+*$#.$" #/%$）J<菌株瞬时感染真核细胞，
出现有丝分裂受阻和产生巨红细胞症的现象，进一步研究发

现，该现象的产生与在基因组广泛分布的 3456-和 5K6-基
因岛相关，杂合的肽)聚酮基因毒素（&%+(.(L’+-）的发现将使人
们对大肠杆菌的共生和致病机理产生新的认识，为相关新药

的研发提供新的靶点和新思路［<H］。

非核糖体肽的药用价值和商业开发潜力一直以来倍受

人们的关注。已有大量的研究证实，可以从天然的非核糖体

肽库中筛选出极具临床应用前景的新药或新药的前导分子。

例如正处于临床研究阶段的抗癌制剂 8@(.;’/(+%（8@(）#就是
由 3456-)5K6- 杂合酶产生的非核糖体肽［<M］。"DN’0’+因具有
高效的抗多种已产生抗生素抗性的革兰氏阳性病原菌的能

力，在临床上已得到广泛应用［A］。

多年来，人们积极探索如何利用 3456-来生产有药用价
值的活性肽，并取得了一些重大进展，例如：利用具有 3456-
的微生物通过发酵获得相应的多肽；利用 3456-的某些特定
结构域进行多肽的人工合成或半合成；对单个 3456-模块或
完整 3456-的基因进行改造，或构建杂合的 3456-，引入到受
体菌，使之能合成我们需要的新的多肽等。但 3456-的广泛
应用仍然面临以下急待解决的问题：发酵单位大多不高，致

使产量太低而限制了其应用；目前基因工程大多局限在产物

的氨基酸数较少的 3456-，对于产物的氨基酸数较多、基因
簇巨大的 3456-基因在操作上仍有相当的难度；人工设计的
3456-常产生合成效率低或特异性改变的问题；寻找能稳定
而高效表达外源 3456-的合适宿主菌；宿主菌若缺乏氨基酸
及肽链修饰酶，则需将相关的酶基因整合到所用的宿主系统

中；多肽产物的高效转运和输出等。因此，必须在 3456-结
构、组织模式和作用机理等方面进行更深入的研究，以促进

3456-的更广泛利用以及非核糖体肽类新药的开发和临床
应用。
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