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摘要： 链丝菌素是人类最早发现的抗生素之一。由于链丝菌素类化合物具有广谱的抗细菌和抗真菌的活

性，目前已作为重要的农用抗生素进行应用。本文对链丝菌素的抗性机理、各个组成部分(链里啶内酰

胺、氨甲酰化D-古洛糖胺和寡聚β-赖氨酸链)的生物合成机理及链丝菌素类化合物的化学合成等方面的研

究进展进行了综述，并对链丝菌素的进一步研究方向进行了展望。
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链丝菌素(Streptothricin)是人类最早从链霉菌

中分离得到的抗生素之一，其历史可以追溯到

1942年Waksman和Woodruff从淡紫灰链霉菌

(Streptomyces lavendulae)的代谢物中分离得到链

丝菌素F[1]。随后，链丝菌素的其它组分(链丝菌素

A、B、C、D、E和X)也相继被报道[2–6]。链丝菌

素是一类特殊的氨基糖苷类抗生素，其立体结构

通过核磁共振、X-射线晶体衍射以及化学全合成

等手段予以确定[7–9]。

典型的链丝菌素类化合物由3个结构单元组

成，分别是：链里啶内酰胺(streptolidine lactam)、
氨甲酰化D-古洛糖胺(carbamoylated D-gulosamine)
和寡聚β-赖氨酸链(poly β-lysine chain)[6](图1)。其

中，链里啶内酰胺和氨甲酰化D-古洛糖胺是链丝

菌素特有的化学结构。链里啶内酰胺通过胍基上

的亚胺基与氨甲酰化D-古洛糖胺形成的N-糖苷键

相连；寡聚β-赖氨酸链通过第一个β-赖氨酸的羧

基与氨甲酰化D-古洛糖胺上的氨基形成的酰胺键

相连。寡聚β-赖氨酸链中β-赖氨酸个数从1到7个
不等(分别对应链丝菌素F-A、X)(图1)，各个氨基

酸之间通过末端ε-酰胺键相连。除了典型的链丝

菌素(D-古洛糖胺的C-10位被氨甲酰化修饰)，12-
氨甲酰化链丝菌素(12-carbamoylated streptothricins，
D-古洛糖胺的C-12位被氨甲酰化修饰)、链丝菌素

酸(streptothricin acids)等组分也陆续被发现[10–12]。

此外，链丝菌素类化合物还包括诺尔斯菌素

(nourseothricin)、阿尔伯菌素(albothricin)、LL-
AC541等几十种在不同位置修饰过的结构类似物

(图1)[9,13–15]。

链丝菌素是一类广谱抗生素，能够抑制polyU
引导的多肽合成，并能导致蛋白翻译中的错读，

对细菌、某些病原真菌的生长有强烈的抑制作
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用[16–17]，对昆虫也有一定的杀灭作用[18–19]。所以，

链丝菌素可以作为一种广谱高效的农用抗生素进

行应用。我国农业科学院生物防治研究所于20世
纪80年代在淡紫灰链霉菌海南变种的代谢物中筛

选出链丝菌素菌素类抗生素——中生菌素，并将

其进行了大规模的推广，用于农作物的细菌性病

害及部分真菌性病害的防治[20]。此外，链丝菌素

类化合物还可以作为筛选标签在植物细胞学试验

中应用[21]。由于链丝菌素具有细胞毒性(如肾毒

性)，限制了它在临床上的应用[22]。

1    链丝菌素抗性机制的研究

为了明确链丝菌素的抗性机理，科学家对链

丝菌素的抗性基因进行了研究。1986年，Kobayashi
等从链丝菌素的产生菌淡紫灰链霉菌中克隆到链

丝菌素的抗性基因[23]。此抗性基因编码一个乙酰

转移酶，能够对链丝菌素上与糖基部分相连的β-
赖氨酸上的β-氨基进行乙酰化修饰，从而使链丝

菌素失去活性。后续的研究发现，β-氨基的乙酰

化作为抗性机制广泛存在于链丝菌素的产生菌

中，所有链丝菌素的基因簇都含有类似的乙酰转

移酶编码基因[24–25]。除此之外，2009年，Maruyama
和Hamano在S. albulus NBRC14147中克隆到一个

新型的链丝菌素抗性基因sttH (编码异分枝酸类型

水解酶)[26]。SttH能够水解打开链里啶内酰胺环上

的酰胺键，形成没有抑菌活性的链丝菌素酸。

2    链丝菌素类化合物生物合成机制
的研究

链丝菌素特殊的化学结构、强力的抗菌活性

以及良好的应用前景，引起了人们对其生物合成

机制的兴趣。目前，已有多个实验室对链丝菌素

的生物合成机制进行研究，并取得了显著的进展。

伴随着分子生物学的发展，1997年，Malpartida
等通过在Streptomyces rochei F20中筛选链丝菌素

抗性基因的方法，得到了一段7.2 kb的与链丝菌素

生物合成相关的DNA片段[27]。这段DNA序列除了

乙酰转移酶编码基因，还包含4个开放阅读框，分

别是sttA  (编码一个腺苷化酶)，sttB  (编码一个磷

酸转移酶)，sttC (编码一个水解酶)和sttD (编码蛋

图 1.  链丝菌素及其类似化合物的化学结构
[9,13–15]

Figure 1.  The structures of streptothricins and their homologs[9,13–15].
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白功能未知)(图2)。对这几个基因遗传阻断结果表

明，sttA和sttB的阻断突变株丧失了产生链丝菌素

的能力，sttC的阻断突变株中链丝菌素产量明显

降低，说明所克隆的基因与链丝菌素的生物合成

相关。随后，Grammel等从Streptomyces noursei中
克隆得到了一段和诺尔斯菌素生物合成相关的片

段[28]，这个片段中包含一个独立的NRPS腺苷酸化

结构域编码基因npsA和一个具有双功能结构域的

蛋白编码基因npsB(含有非核糖体多肽合成酶(non-
ribosomal peptide synthetase, NRPS)的肽酰载体蛋

白结构域和水解结构域)。NpsA能够特异性的活

化β-赖氨酸，并将其转移到NpsB的肽酰载体蛋白

结构域上。由此推测，链丝菌素内寡聚β-赖氨酸

链由非典型的非核糖体多肽合成酶合成。随后的

十多年间，完整的链丝菌素生物合成基因簇一直

未能克隆，阻碍了对链丝菌素生物合成的深入

研究。

近年来，随着分子生物学的发展，完整的链

丝菌素生物合成基因簇分别从S. sp. TP-A0356、S.
rochei NBRC12908、S. lavendulae NBRC 12789以
及S. lavendulae variant BCRC 12163等菌株中克隆

得到[29–31](图2)。例如，本实验室与上海有机所唐

功利老师实验室合作，从S. sp. TP-A0356 基因组

中克隆得到完整的链丝菌素生物合成基因簇，并

对基因簇内各个基因进行了详细的分析[29]。此基

因簇大小为30.5  kb，包含24个开放阅读框(orf-3
到 stnU)。其中包括一个编码乙酰转移酶的抗性基

因stnA，两个转运蛋白编码基因(stnT和stnU)，两

个可能的调控基因orf-1和orf-3，以及19个与链丝

菌素生物合成相关的结构基因。在S.  sp.  TP-
A0356中，此基因簇处于沉默状态，但是将其在

天蓝色链霉菌(S.  coelicolor)中异源表达，不仅能

得到链丝菌素F等已知的链丝菌素组分，还得到了

乙酰化链丝菌素A和乙酰化链丝菌素B两个新的

组分[29]。

图 2.  不同链霉菌中已经测序的链丝菌素生物合成基因簇
[29–31]

Figure 2.  The biosynthetic gene clusters of streptothricins from various Streptomyces strains[29–31].
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在得到链丝菌素生物合成基因簇的信息之

后，科学家们对链丝菌素各个组成部分的生物合

成机理进行了深入的研究，分别综述如下。

2.1    链里啶内酰胺部分的生物合成

链里啶内酰胺是链丝菌素特有的碱基，其特

殊的化学结构一直吸引着人们的研究兴趣。

1977年，Gräfe等通过同位素示踪，发现精氨酸是

合成链里啶内酰胺部分的前体[32–34]。为了明确精

氨酸是怎样转化成链里啶内酰胺，Gould等利用L-
[guanido-13C,15N2]-精氨酸和DL-[guanido-13C,2-15N]-
精氨酸做同位素示踪实验，明确了链里啶内酰胺

中胍基上碳原子和氮原子的来源 [35](图3-A)。此

外，他们还将精氨酸各个碳上的氢原子分别用氘

取代，再进行同位素示踪实验。结果表明：精氨

酸C-5位的氢原子能够保留，C-2和C-3上的氢原子

则会在反应过程中丢失，C-4位上的一个氢原子也

会在反应过程中丢失[36](图3-B)。因此，他们推测

精氨酸在形成链里啶内酰胺的过程需要经过精氨

酸C-3羟基化、闭环形成卷须霉啶(capreomycidine)，

卷须霉啶再经过结构翻转等过程，形成链里啶内

酰胺(图3-C)。但是，同位素标记前体物示踪实验

表明，在细胞内，卷须霉啶并不能转化为链里

啶，而开环的链里啶可以转化形成链里啶内酰

胺。这表明，Gould等推测的这条途径存在不准确

的地方。紧接着，Jockson等的同位素示踪实验发

现，开环的链里啶能够进入链丝菌素的合成途

图 3.  利用同位素示踪研究链里啶内酰胺的生物合成机制
[35–36]

Figure 3.  Deciphering the biosynthetic mechanism of streptolidine lactam by isotope labelling feeding experiments.
A: Determination of the origins of streptolidine lactam amino atoms; B: Determination of the origins of streptolidine
lactam protons; C: Putative biosynthetic pathways of streptolidine lactam biosynthesis[35–36].
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径。他们推测，除了Gould等推测的途径外，精氨

酸也可能先在C-4位羟基化，再成环形成(4R)-OH-
卷须霉啶(4R-OH-capreomycidine)，(4R)-OH-卷须

霉啶翻转形成开环形式的链里啶，进而生成链里

啶内酰胺[37] (图3-C)。但是无论是以上哪条途径，

都缺少体内遗传学和酶学研究的证据。

在克隆得到链丝菌素生物合成相关基因之

后，Chang等通过生物信息学分析发现OrfP和

O r f R与紫霉素 ( v i o m y c i n )合成过程中负责

capreomycidine合成的酶VioC和VioD分别具有

42.5%和40.2%的相似性[31]。而VioC能够催化L-精
氨酸C - 3位发生羟基化形成 3 R - h y d r o x y - L -

arginine，VioD催化3R-hydroxy-L-arginine成环形

成卷须霉啶[38–39]。他们进一步通过生物化学和蛋

白结构分析等研究手段发现，与VioC不同，氧化

酶OrfP能够发生依赖于Fe2+的羟基化反应，催化L-
精氨酸的C-3和C-4位分别发生羟基化，生成(3S)-
OH-L-精氨酸和(3R,4R)-(OH)2-L-精氨酸。随后，

在环化酶OrfR的作用下发生依赖于PLP的消除-加
成反应，使(3R,4R)-(OH)2-L-精氨酸发生环化，生

成(4R)-OH-卷须霉啶[31] (图4)。同位素示踪实验表

明，(4R)-OH-卷须霉啶是链里啶内酰胺的前体，

证实了(4R)-OH-卷须霉啶是链丝菌素合成过程的

真正中间代谢产物，同时解释了为什么前期研究

图 4.  链丝菌素的生物合成途径

Figure 4.  The biosynthetic pathway of streptothricins.
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中同位素标记的卷须霉啶不能转化为链里啶内酰

胺。对于(4R)-OH-卷须霉啶需要再经过怎样的生

化反应生成链里啶内酰胺的这个问题，还有待于

进一步深入研究。

2.2    氨甲酰化D-古洛糖胺部分的生物合成

同位素示踪实验结果表明氨甲酰化D-古洛糖

胺由D-葡萄糖胺衍生而来[40–41]。对于D-葡萄糖胺

需要经过怎样的过程才能转化成为氨甲酰化D-古
洛糖胺这个问题，长期以来一直未能解决。直到

2015年，本实验室通过基因阻断、体外酶学实验

等研究手段发现，UDP-N-乙酰-D-半乳糖胺(UDP-
N-acetyl-D-galactosamine)可以经过一系列的酶学

反应生成氨甲酰化D-古洛糖胺，这一问题才得以

阐明[42]。

链丝菌素中，氨甲酰化D-古洛糖胺部分与链

里啶内酰胺胍基间连接的N-糖苷键十分独特，而

催化这个反应的酶也非常特别。在天然产物生物

合成过程中，大多数催化糖苷键形成的糖苷转移

酶结构上都属于GT-B型，而结构上属于GT-A型

的糖苷转移酶往往催化初级代谢中的糖基转移反

应 [ 4 3 ]。在链丝菌素生物合成基因簇中存在一个

GT-A型糖基转移酶StnG。除此之外，通过分析链

丝菌素生物合成基因簇，我们推测具有脱氢酶和

异构化酶双结构域的蛋白编码基因stnJ和氨甲酰

基转移酶编码基因stnQ可能参与氨甲酰化D-古洛

糖胺部分的生物合成。因此，将其分别进行遗传

阻断，分析基因阻断突变株中积累的代谢产物。

除了stnG阻断突变株积累链里啶内酰胺外，我们

惊奇的发现，stnJ和stnQ阻断突变株中积累的代谢

中间产物(化合物1和2)都在糖上含有一个乙酰化

修饰(图4)。表明在氨甲酰化D-古洛糖胺的合成过

程，存在着一个去乙酰化的过程。因此将基因簇

内的一个去乙酰化酶编码基因stnI进行阻断，证实

了此基因确实与氨甲酰化D-古洛糖胺合成相

关[42]。

体外酶学实验表明，StnG可以催化糖基供体

UDP-N-乙酰-D-半乳糖胺(UDP-  N-acetyl-D-

galactosamine)与链里啶内酰胺胍基的亚胺基进行

反应，生成N-乙酰-D-半乳糖胺与链里啶内酰胺相

连接的产物1。随后， StnJ催化化合物1中N-乙酰-

D-半乳糖胺单元C-9位的羟基发生异构化，使之转

化为N-乙酰-D-古洛糖胺得到化合物2；接着，

StnQ在化合物2的C-10(或者C-12位)羟基处进行氨

甲酰化修饰得到化合物3；最后，脱乙酰酶StnI将

化合物3的氨甲酰化N-乙酰-D-古洛糖胺单元上的

乙酰基团脱去，生成含有氨甲酰化D-古洛糖胺结

构的代谢中间产物streptothrisamine (图4)。其中，

StnG是首个报道的催化胍基亚胺上糖基化反应的

酶[42]；StnI是首次发现的LmbE家族的N-乙酰-D-古

洛糖胺脱乙酰化酶。

2.3    寡聚β-赖氨酸链部分的生物合成

同位素示踪实验表明，寡聚β-赖氨酸链是由

L-α-赖氨酸通过异构化衍生而来[44]。生物信息学

分析，stnO编码一个氨基变位酶。将stnO遗传阻

断后，阻断突变株丧失了合成完整的链丝菌素分

子的能力，但是在其发酵液中能够积累链里啶内

酰胺[29]。表明StnO参与链丝菌素中寡聚β-赖氨酸

链部分的生物合成，将L-α-赖氨酸催化成L-β-赖氨

酸。随后，L-β-赖氨酸经过一个类似NRPS的合成

过程，聚合成长度在1–7不等的赖氨酸链。

NRPSs是由多个模块组成的多功能蛋白复合

体。典型的NRPS由3个必需的结构域组成：腺苷

酸化结构域(Adenylat ion,  A)、巯基化结构域

(Thiolation,  T;  也被称为肽酰载体蛋白结构域，

PCP) 和缩合结构域(Condensation, C)[45–46]。腺苷酸

化结构域识别特定的底物并将其活化成为氨酰-
AMP。氨酰-AMP随后被转移到相邻的肽酰载体

蛋白结构域的磷酸泛酰巯基乙胺长臂上, 形成氨

酰-S-PCP中间产物。肽酰载体蛋白结构域就像一

个不断摆动的手臂，将合成的中间产物转运到各
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个催化中心。缩合结构域催化上游模块的产物氨

酰-S-PCP或者肽酰-S-PCP与新合成的氨酰-S-
PCP间形成肽键。新合成的肽酰基中间产物再被

PCP转移至下游作用模块，开始新一轮的肽链延

伸过程。

在链丝菌素生物合成过程中，Maruyama等研

究表明，L-β-赖氨酸被一个独立的NRPS腺苷酰化

结构域(NRPS-A) ORF5 (NpsA同源蛋白)腺苷酰化

形成腺苷酰化L-β-赖氨酸，随后腺苷酰化L-β-赖氨

酸被转运并连接到ORF18 (NRPS类PCP-C双结构

域蛋白，NpsB的同源蛋白)的PCP结构域[30]。另外

一个十分特殊的独立腺苷酰化结构域ORF19也可

以活化L-β-赖氨酸，但是它并不是将活化的  L-β-
lysyl-O-AMP装载到ORF18的PCP上，而是催化它

们与已经连在ORF18的PCP结构域的β-赖氨酸间形

成ε-酰氨键，从而使寡聚β-赖氨酸链得以延伸[30]。

最后，O R F 1 8的C结构域催化 β -赖氨酸链和

streptothrisamine之间发生缩水反应，形成寡聚β-
赖氨酸链和古洛糖胺氨基之间的酰胺键，得到链

丝菌素类化合物。有趣的是，ORF19还可以将链

丝菌素F作为产物，催化腺苷酰化L-β-赖氨酸与链

丝菌素F上的β-赖氨酸之间形成ε-酰氨键，从而使

链丝菌素上的β -赖氨酸得以延长 (图4)。由于

ORF5等蛋白具有底物不专一性，通过添加L-β-赖
氨酸的类似物L-β-homolysine，可以得到具有不同

L-β-homolysine链长度的新型链丝菌素类化合

物[30]。

3    链丝菌素类化合物的化学合成

为了确定链丝菌素的结构并研究其构效关

系，科学家们通过化学合成的方法，全合成或半

合成了链丝菌素及其类似物。例如，1982年，

Tetsuo Shiba等利用全合成的方法合成了链丝菌素

F[8]。他们以葡萄糖胺为起始原料，首先合成了古

洛糖胺的结构，经过苯甲酰基的保护后，在碱性

条件下，糖上的C-3、C-4位形成一个三元环，醋

酸酐将环打开后得到C-3、C-4位变位的糖。然后

将羟基保护，C-2位的伯胺与β赖氨酸链上的羧基

进行缩合，接着C-4位受保护的羟基与氯代异氰酸

酯反应形成胺甲基。C-1位的羟基通过异硫氰酸

钾，生成异硫氰酸酯，最后与链里啶进行偶合，

形成链丝菌素F。
对链丝菌素各个部分的化学合成也取得一些

进展。Tetsuo Shiba课题组首先对链里啶进行了全

合成[47]。他们以D-ribose为起始原料，先用对甲苯

磺酸将羟基保护，接着再与叠氮化钠进行反应，

在糖的C-2，C-3位形成一个三元环，接着用叠氮

化钠进行开环反应得到了构型改变的Methyl  3-
azido-2,5-dibenzyloxycarbamido-2,3,5-trideoxy-β-D-
arabinofuranoside，而后将C-1位脱甲酯，将C-1位
羟基氧化，合成了关键的中间产物(3S,4S,5R)-3,4-
diamino-5-(aminomethyl)dihydrofuran-2(3H)-one，
通过与氢氧化钠以及溴乙腈反应，再经酸水解后

得到链里啶。

Oftedahl课题组利用D-Xylose为起始原料合成

了古洛糖胺单元[48]。首先利用Henry reaction 将五

碳糖的D - X y l o s e  转变为D - x y l o - 3 , 4 , 5 , 6 -
tetraacetoxy-1-nitro-1-hexene。将此化合物溶于甲

醇中，并通入氨气，最后在酸性条件下生成D-古
洛糖胺。在此基础上，本实验室合成了链丝菌素

中糖基转移酶StnG的底物类似物UDP-N-乙酰-D-
古洛糖胺，以期验证糖基转移酶的底物[42]。将D-
古洛糖胺全乙酰化后，用结晶性磷酸将糖C-1位磷

酸化，然后脱乙酰基团，最后与4-morpholine-
N,N-dicyclohexylcarboxamidinium salt of uridine 进
行缩合得到了UDP-N-乙酰-D-古洛糖胺。

4    展望

目前，链丝菌素已经作为一种重要的农用抗

生素在农业生产中应用。因此，对其进行的进一
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步研究的一个重要方面是降低其生产成本、提高

产品效价等。前期研究结果显示，链丝菌素中寡

聚β-赖氨酸链的长度对活性有着直接的关系。其

中，β-赖氨酸长度为3的时候(链丝菌素D)，链丝

菌素分子的生物活性最强。因此，通过基因工

程、化学合成等手段提高链丝菌素D在链丝菌素

总产物中的比例，对实际生产来说意义重大。另

外，通过化学合成或者化学生物合成方法，将链

丝菌素的β-赖氨酸链进行替换，或者将古洛糖胺

替换成其它类型的糖，产生新的链丝菌素衍生

物，以提高其活性或者降低毒性，也是链丝菌素

重要的研究方向。关于链丝菌素生物合成机制的

理解，将帮助我们利用组合生物合成的方法合理

设计新的生物合成途径，提高化合物库的构建效

率，从而筛选得到活性更加良好的链丝菌素类化

合物。
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Abstract: Streptothricins are a group of the earliest discovered antibiotics with broad antimicrobial spectrum, and
have been used for crop protection. We reviewed the studies on streptothricin resistance, biosynthesis of the three
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