
基因组信息指导的星海链霉菌中2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-
腺苷的分离鉴定

王晓庆1，王晓政1，陈亮宇2，赵心清1,2，黄婷婷1*，林双君1

1 上海交通大学生命科学技术学院，微生物代谢国家重点实验室，教育部代谢与发育科学国际合作联合

实验室，上海    200240
2 大连理工大学生命科学技术学院，辽宁 大连    116024

摘要：【目的】研究海洋链霉菌新种星海链霉菌Streptomyces xinghaiensis NRRL B24674T次级代谢物中是

否存在2-甲硫基-N6-异戊烯基修饰的腺苷。【方法】通过生物信息学分析星海链霉菌S. xinghaiensis

NRRL B24674T基因组序列，寻找这类化合物的生物合成相关基因；采用正相硅胶柱色谱、反相硅胶柱

色谱、凝胶柱色谱和高效液相色谱等分离技术对该菌株的发酵粗提物进行分离纯化；利用质谱与核磁共

振等波谱技术鉴定化合物的结构。【结果】在星海链霉菌基因组中找到含有2-甲硫基-N6-异戊烯基修饰

的化合物生物合成途径中的2个同源蛋白；从该菌的发酵液中分离鉴定了2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-

腺苷(ms2io6A)。【结论】星海链霉菌S. xinghaiensis NRRL B24674T存在此类腺苷修饰反应，并且是首次

在链霉菌中发现此类腺苷修饰。生物信息学分析预示着链霉菌中可能普遍存在此类核酸或者核苷修饰。
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tRNA 的转录后修饰几乎存在于包括古生

菌、细菌和真核生物在内的所有生物当中[1]。有

趣的是，生物体内存在大量用于tRNA核苷酸的修

饰酶[2]，从而形成多样的tRNA结构。目前为止，

从tRNA中鉴定了100多个被修饰的核苷酸结构

(http://medstat.med.utah.edu/RNAmods)，例如4-硫

尿核苷、5-甲基胺甲基-2-硫尿核苷、2-硫代胞苷

等[3]。目前研究较多的是位于tRNA反密码子环附

近的修饰，这种修饰大多数在其34位(摇摆位点)

或37位(反密码子的3'端附近)进行甲基化修饰或者

甲硫基化修饰[4]，例如2-甲硫基-N6-异戊烯基-腺苷

(ms2i6A)修饰和2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-腺

苷(ms2io6A)修饰。

tRNA核苷酸修饰的生物学作用目前还不是很

清晰。最初认为这些修饰在维持tRNA独特的二级

和三级结构稳定性上发挥作用。在一些情况下，
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tRNA中被修饰核苷酸的出现能够影响中心代谢，

如硫胺素的生物合成以及细菌的毒性作用等 [4 ]。

深入研究表明，在tRNA反密码子环区域和摆动位

点的特殊修饰能够提高翻译的保真度和翻译效

率，同时降低翻译中移码突变的概率，影响细胞

生长和细胞对胁迫环境的应激反应[5–6]。

研究发现，在大肠杆菌tRNA的37位碱基的修

饰为2-甲硫基-N6-异戊烯基-腺苷[7]；在鼠伤寒沙门

氏菌中，存在以2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-腺

苷修饰的tRNA[7]；在红球菌中存在2-甲硫基-异戊

烯基腺嘌呤、2-甲硫基-异戊烯基腺苷、2-甲硫基-

N6-(4-羟基异戊烯基)-腺苷等[8]；但在链霉菌中目

前还没有相关的报道。然而，一些放线菌，尤以

链霉菌为主，能在次级代谢过程中产生一些重要

的核苷类次级代谢物，它们都是由核苷或核苷酸

衍生而成的天然产物，其结构多样并且很多具有

广谱的抗菌活性[9–10]。因此，我们推测在链霉菌中

可能也存在类似的核苷修饰方式。

ms2io6A在鼠伤寒沙门氏菌中的生物合成途径

已经有报道 ,  其推测的合成途径如图1，MiaA、

B和E 是参与其中的相关蛋白[11]。首先二甲基烯丙

基二磷酸-tRNA转移酶(MiaA)催化DMAPP[二甲基

烯丙基二磷酸(Δ2-异戊烯焦磷酸)]的二甲基烯丙基

基团转移到tRNA37位腺苷(A37)的氨基N6上形成

N6-异戊烯基腺苷(i6A37)
[12]；然后甲硫基-N6-异戊烯

基腺苷合成酶 ( M i a B ) 利用 S - 腺苷甲硫氨酸

(SAM)、铁硫蛋白催化i6A37甲硫基化，形成2-甲

硫基-N6-异戊烯基腺苷(ms2i6 A37)[13–14]；最后2-甲

硫基-N6-异戊烯基腺苷-tRNA单加氧酶(MiaE)催化

ms2i6A37氧化形成2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)腺

苷(ms2io6A)[15]。

本研究中使用的菌种星海链霉菌S. xinghaiensis
NRRL B24674T是从大连星海湾分离鉴定的一株海

洋来源链霉菌。经初步检测，该菌发酵液具有很

好的广谱抗菌活性，不仅对鲍曼不动杆菌、铜绿

假单胞菌、大肠杆菌等革兰氏阴性菌具有很好的

抑制作用，而且对葡萄球菌、枯草芽胞杆菌等革

兰氏阳性菌均具有很好的抑制作用[16]。星海链霉

菌S. xinghaiensis NRRL B24674T基因组测序已经

完成[17]，本文利用该菌的基因组序列信息，通过

基因组挖掘的方式，寻找上述甲硫基或异戊烯基

修饰的核苷的相关合成基因，然后通过一系列分

离纯化手段对该菌的发酵粗提物进行分析，以探

究该菌次级代谢产物中是否存在2-甲硫基或N6-异
戊烯基修饰的核苷，或者以这些结构单元为母体

形成的核苷类次级代谢产物。

1    材料和方法

1.1    菌株与培养基

星海链霉菌S. xinghaiensis NRRL B24674T分

离自大连星海湾。固体平板培养基(g/L)：玉米淀

粉30.0，黄豆饼粉7.0, KNO3 1.5, K2HPO4 0.5，琼

脂20，蒸馏水1 L, pH 7.5。种子培养基(g/L)：
胰蛋白胨1 7 . 0，大豆蛋白胨3 . 0，葡萄糖2 . 5 ,
K2HPO4 2.5，蒸馏水1 L, pH 7.5。发酵培养基

(g/L)：可溶性淀粉20.0，黄豆饼粉25.0，(NH4)2SO4

2.0, NaCl 2.0, K2HPO4 0.5, CaCO3 5.0，蒸馏水1 L,
pH 7.2。

图 1.  ms2io6A可能的修饰途径

Figure 1.  The hypothetic modification pathway for ms2io6A.
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1.2    主要试剂与仪器

试剂：石油醚、氯仿、二氯甲烷、乙酸乙

酯、甲醇、乙酸、氨水，购自上海凌峰试剂公

司；氘代甲醇，购自美国Cambridge  Iso tope

Laboratory公司；色谱级乙腈(Acetonitrile, ACN)，

购自Sigma-Aldrich公司；HP20大孔树脂，购自日

本三菱株式会社；正相柱层析硅胶，购自上海盛

亚化工有限公司；C18反相硅胶柱层析硅胶(50 μm)，

购自日本YMC公司；Sephedex TM LH-20，购自

美国GE医疗。

仪器：旋转蒸发仪，购自荷兰Buchi公司；

Innova 44R摇床，购自美国New Brunswick Scientific

公司；恒温生化培养箱，购自韶关市泰宏医疗器

械有限公司；高效液相色谱仪(High Performance

Liquid Chromatography, HPLC)，液-质联用仪

(Liquid Chromatography-Mass Spectrometer, LC-

MS)，购自安捷伦科技有限公司；600 M核磁共振

仪，购自德国Bruker公司。

1.3    序列分析

利用BioEdit 7.1.11建立星海链霉菌基因组序

列(GenBank登录号：AFRPxb20150299000)[17]的本

地数据库用于BLAST比对。以Salmonella enterica
中MiaA (WP_001000734)，MiaB (WP_001519200)

和MiaE (WP_000218459)的氨基酸序列在该基因

组数据库进行比对，查找同源蛋白。利用PSI-

BLAST在NCBI的GenBank中进行同源蛋白查找。

氨基酸序列比对用BioEdit进行，系统进化树构建

用MEGA 5.0完成，系统进化树中所用MiaA同源

蛋白来自于GenBank。

1.4    菌株的培养及发酵

将菌种划线接种于固体平板，30 °C恒温培养

箱培养6 d，用接种环刮取1 cm2的孢子，接种于

50 mL种子培养基，30 °C、200 r/min振荡培养

48 h。取种子液，按10%接种量接种到500 mL发

酵培养基，30 °C、200 r/min振荡培养96 h，加入

12%(质量比)的灭菌的HP20大孔树脂，继续振荡

培养72 h。

1.5    次级代谢产物的提取

对星海链霉菌进行大量发酵，共85 L。将发

酵所得混合物取出后，6000 r/min离心30 min, 取

得上层的大孔树脂。随后用1.5倍发酵液体积的乙

酸乙酯对大孔树脂进行反复萃取3次。再将萃取后

的乙酸乙酯于30 °C减压蒸馏，去除有机溶剂，获

得发酵粗提物。

1.6    次级代谢产物的分离纯化

使用正向硅胶色谱柱对发酵粗提物进行分

离，分离条件为石油醚，石油醚:二氯甲烷=3:1，

二氯甲烷，二氯甲烷:甲醇=20:1、5:1和1:1，甲

醇。收集洗脱液，利用高效液相色谱仪对其进行

分析，将样品合并为 F R 1 - F R 6 共 6 个组分。

HPLC中以水和乙腈作为流动相，HPLC分离柱为

安捷伦XDB C18柱(5 µm, 4.6 mm×250 mm)，梯度

洗脱条件为：0–15 min, 10%–100% ACN(乙腈)；

15–25 min, 100% ACN；25–27 min, 100%–10%

ACN；27–33 min, 10% ACN；流速为0.6 mL/min,

检测波长设定为210 nm, 在没有特别说明情况下，

HPLC的检测波长均为210 nm。

用长度与直径比较大的反相硅胶柱色谱柱对

FR4进行粗分，用甲醇和水的混合液作为流动相

进行梯度洗脱，甲醇的浓度依次为30%、50%、

75%、100%。收集洗脱液，利用HPLC对样品进

行分析，合并为FR4-7。然后，用长度与直径比较

小的反相硅胶柱色谱柱对FR4-7进行细分，用甲醇

和水的混合液作为流动相进行梯度洗脱，甲醇的

浓度依次为40%、50%、100%。收集洗脱液，利

用HPLC对样品进行分析，合并为FR4-7-8。对组

分FR4-7-8用Sephedex LH-20进行纯化，甲醇作为

洗脱剂，HPLC分析洗脱液，合并样品得到化合物1，

纯度为97%。
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2    结果和分析

2.1    星海链霉菌基因组中MiaA和MiaB的同源

蛋白

我们以对Salmonella enterica中tRNA的37位腺

苷进行2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)(ms2io6A)修

饰的关键蛋白MiaA (WP_001000734) ,  MiaB

(WP_001519200)和MiaE (WP_000218459)为出发

蛋白，通过同源比对，在星海链霉菌基因组中找

到MiaA和MiaB的同源蛋白，与Salmonella enterica

中相应蛋白的一致性和相似性分别为 39%/56% 和

40%/59% (图2，图3)。随后，我们通过同源比对

搜索从NCBI GenBank数据库中获得不同物种来源

的MiaA 同源蛋白，以邻近法构建系统进化树，结

果表明MiaA蛋白在动物、植物、古菌和原核生物

中均广泛存在，其中链霉菌来源的MiaA同源蛋白

聚为同一分支(图4)。在基因组中MiaB蛋白一般与

MiaA偶联在一起，系统发育分布也具有类似性。

这些生物信息学分析结果暗示这株菌中可能存在

相似的核酸或者腺苷的修饰途径并产生此类修饰

的转运核酸或者腺苷[18]。因此我们对星海链霉菌

的发酵粗提物进行分离纯化。

2.2    2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-腺苷(ms2io6A)

的结构鉴定

化合物1为淡黄色粉末，易溶于甲醇和二甲基

亚砜，微溶于氯仿。紫外吸收如图5所示，其中

λmax：244 nm, 284 nm。对化合物进行液-质(LC-
MS)分析，正离子模式下，其准分子离子峰为

398.1464 [M+H]+，而其理论分子量为398.1493，
因此确定它的分子式为C16H23N5O5S。将化合物1
溶解在0 . 4  m L的氘代甲醇中，进行核磁共振

(Nuclear Magnetic Resonance, NMR)分析，以四甲

基硅烷(TMS)作为内标(表1)，1H NMR(CD3OD)显
示该化合物含有一个芳香质子信号δH 8.12(s, H-9,
1H)，结合化合物的分子式中含有多个氮原子，推

测化合物存在一个腺嘌呤单元，但相对于腺嘌呤

图 2.  星海链霉菌中的MiaA同源蛋白及其序列比对

Figure 2.  MiaA homolog from S. xinghaiensis and the sequence alignment.

图 3.  星海链霉菌中的MiaB同源蛋白及其序列比对

Figure 3.   MiaB homolog from S. xinghaiensis and the sequence alignment.
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缺少了一个H-2，由此可以确认该化合物存在一个

2-位取代的腺嘌呤单元，这与该化合物的紫外吸

收相一致。1H NMR还显示该化合物还有6个与杂

原子相连的氢【δH 5.91 (d, J = 5.94 Hz, H-1′, 1H),
4.72 (dd, J = 5.52, 5.47 Hz, H-2′, 1H), 4.31 (dd, J =
5.92, 5.04 Hz, H-3′, 1H), 4.11 (dd, J = 5.94, 2.94 Hz,
H-4′, 1H), 3.85 (dd, J = 12.36, 2.76 Hz, H-5′a, 1H),
3.72 (dd, J = 12.36, 2.76 Hz, H-5′b, 1H)】，根据1H-
1H COSY相关(H-1′/H-2′/H-3′/H-4′/H-5′a/H-5′b)推测

该化合物存在糖单元。该糖的端基氢偶合常数

图 4.  邻近法构建基于MiaA同源蛋白的系统发育树

Figure 4.  Phylogenetic tree of MiaA homologues using Neighbour-Joining method. MiaA from S. xinghaiensis
highlights in bold.

图 5.  化合物1在HPLC上的保留时间和紫外吸收图谱

Figure 5.  The retention time of 1 on the HPLC
chromatogram and its UV-vis spectrum.
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5.94 Hz, 可知该结构中所含糖单元为β构型。结合

HSQC谱，13C NMR显示该化合物有5个连氧碳

【δC 89.8 (C-1′), 74.2 (C-2′), 71.2 (C-3′), 86.5 (C-4′),

62.3 (C-5′)】，由此确认该化合物中β核糖单元。

结合以上信息，该化合物存在一个取代腺嘌呤核

糖核苷，即片段1 (Fragment 1)。另外1H NMR还显

示该化合物存在一个与N相连的亚甲基【δH 4.28

(brs, H-1'', 2H)】，以及一个双键质子信号【δH

5.48 (brs, H-2'', 1H)】, 1H-1H COSY相关显示这组

氢存在相关，表明该化合物存在片段2 (Fragment
2)。1H NMR还显示该化合物存在一个与季碳相连

的甲基信号【δH 1.82 (s, H-5'', 3H)】，一个与甲硫

基信号【δH 2.55 (s, H-10, 3H)，一个与氧相连的亚

甲基信号【δH 4.20 (s, H-4'', 2H)】，这些数据都与
13C NMR相一致【δC 20.6 (C-15), 13.6 (C-10), 60.6
(C-14)】。根据HMBC, 可知甲硫基位于C-4位。

查阅相关文献，结合HMBC, 将此化合物确定为2-

甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-腺苷(ms2io6A)(图6)。

3    讨论

tRNA中腺苷修饰广泛存在于所有生物中，并

在细胞生长、分化、转录、翻译等过程中发挥着

重要作用，例如植物激素—细胞分裂素就是一类

被修饰的腺苷衍生物。细胞分裂素能够促进植

物的生长，调节植物的顶端优势、叶的衰老以

及根的发育等生长过程[13]。它一般是在腺苷嘌呤

环的N6位置上的类异戊二烯或者芳香族侧链修

饰，或者以自由的碱基、核苷或核苷酸存在，或

者在嘌呤环的N7和N9，或者在羟基化侧链上有糖基

修饰 [8 ]。植物中的ms2io6A就属于细胞分裂素的

一种。

表1.  化合物1的核磁数据(600 MHz, CD3OD)
Table 1.  NMR date (600 MHz, CD3OD) of compound 1

No. δH(multi, J/Hz)a δC(DEPT)b 1H-1H COSY HMBC

2 166.3s

4 148.9s

5 117.2s

6 168.3s

8 8.10 (s) 139.4d 2, 7

1′ 5.91 (d, 5.94) 89.8d 2′ 3′

2′ 4.72 (dd, 5.52, 5.47) 74.2d 1′, 3′

3′ 4.31 (dd, 4.92, 5.04) 71.2d 2′, 4′ 5a′

4′ 4.11 (dd, 2.94, 5.94) 86.5d 3′, 5a′, 5b′ 2′

5′ 3.85 (dd, 2.76, 12.36)
3.72 (dd, 2.76, 12.36) 62.3t 4′, 5b′ 4′, 5a′

1′′ 4.28 (brs) 65.1t 2′′ 3′′

2′′ 5.48 (brs) 123.3d 1′′ 4′′, 5′′

3′′ 139.4s

4′′ 4.20 (s) 60.6t 2′′

5′′ 1.82 (s) 20.6q 4′′, 2′′

SCH3 2.55 (s) 13.6q 4

图 6.  化合物1的组成片段的化学结构

Figure 6.  Chemical structures of compound 1 and its fragments.

王晓庆等  |  微生物学报, 2016, 56(5) 783

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn



此外，ms2io6A修饰的核苷酸还有望成为癌症

的标志物。核苷酸的修饰是复杂有序多酶催化的

R N A成熟过程的一部分，但修饰的核苷酸在

RNA代谢过程中由于缺乏相应的磷酸化酶而作为

终产物随着尿液排出体外，因此尿液中的RNA水

平可用于鉴别癌症患者和健康人的标准。德国科

学家Bernd Kammerer 分析了1-4期的乳腺癌患者的

尿液，其中就发现了ms2io6A的存在[19]。

ms2io6A修饰也存在于克雷伯氏菌、铜绿假单

胞菌、粘质沙雷氏菌、费氏柠檬酸杆菌和一些植

物病原菌，如土壤农杆菌、根瘤菌、棒状杆菌

中[7–20]。在沙门氏菌中的研究表明，ms2io6A修饰

的tRNA提高了对酪氨酸、色氨酸、半胱氨酸和丝

氨酸的选择，减少了对苯丙氨酸的选择[21]。tRNA37

位碱基没有ms2io6A的修饰，将会导致菌体的翻译

效率降低且移码突变的几率提高[22]。同时，沙门

氏菌可以在琥珀酸、延胡索酸和苹果酸作为碳源

的培养基上生长，也是依赖于其tRNA37位碱基的

ms2io6A修饰[23]。

本文通过对星海链霉菌的基因组进行分析比

对，找到了参与ms2io6A修饰的同源蛋白MiaA和

MiaB, 这两种蛋白与已经报道沙门氏菌中的相应

蛋白具有较高的同源性，由此推测星海链霉菌中

也可能存在类似的修饰方式。通过对星海链霉菌

发酵产物的分离纯化，最终得到2-甲硫基-N6-(4-

羟基异戊烯基)-腺苷。这是首次在链霉菌中分离

发现2-甲硫基-N6-(4-羟基异戊烯基)-腺苷，通过核

磁确定其结构，也是首次报道了该化合物的核磁

共振波谱数据。 传统的ms2io6A的分离是首先获得

菌体RNA, 然后将其降解所得[24]，而在我们的研究

中，ms2io6A却可以直接在发酵液中分离得到。因

此推测，ms2io6A可能是在tRNA代谢中产生而被

排出体外的，或者是该类酶具有一定的底物广谱

性，从而催化腺苷发生了类似的修饰反应。

此外，在对NCBI GenBank数据库进行同源蛋

白查找的过程中，我们发现MiaA和MiaB的同源

蛋白广泛存在于动物、植物、古菌和原核生物

中，也在链霉菌中普遍存在(图4)。尽管在链霉菌

中还没有对这类修饰的报道和功能研究，但其生

物合成相关基因的普遍存在，以及本文在星海链

霉菌中分离并确定了这类化合物的产生，说明这

种修饰在链霉菌中具有普遍性，并且可能具有一

定的生物学意义，值得开展深入的研究。
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Genome guided identification of 2-methylthio-N6-(4-hydroxy-
isopentenyl)-adenosine from Streptomyces xinghaiensis NRRL
B24674T

Xiaoqing Wang1, Xiaozheng Wang1, Liangyu Chen2, Xinqing Zhao1,2, Tingting Huang1 *,
Shuangjun Lin1

1 State Key Laboratory of Microbial Metabolism, Joint International Laboratory on Metabolic & Developmental Sciences, School
of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China
2 School of Life Science and Biotechnology, Dalian University of Technology, Dalian 116024, Liaoning Province, China

Abstract: [Objective] To investigate the production of adenosine modified with N6-(Δ2-isopentenyl) and 2-thiomethyl
groups from marine-derived Streptomyces xinghaiensis NRRL B24674T. [Methods] Bioinformatics analysis was
carried out to search the genome sequence of S. xinghaiensis NRRL B24674T and the secondary metabolites were
purified by silica gel column chromatography, gel chromatography and high-performance liquid chromatography, and
the chemical structure was elucidated by nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectroscopy (MS). [Results]
Two proteins involved in such a biosynthetic pathway were found in the genome of S. xinghaiensis NRRL B24674T;
2-methylthio-N6-(4-hydroxyisopentenyl)-adenosine has been purified from the liquid culture of S. xinghaiensis NRRL
B24674T, and its chemical structure was elucidated by analysis of high-resolution mass spectrometry (HR-MS) and
NMR data. [Conclusion] Such an adenine modification process was present in S. xinghaiensis NRRL B24674T, and it
is the first time to report this kind of adenine modification from actinomycetes Streptomyces. Bioinformatics analysis
implies that Streptomyces can also have this kind of RNA or adenine modification.

Keywords: Streptomyces xinghaiensis, genome mining, 2-methylthio-N6-(4-hydroxyisopentenyl)-adenosine, adenine
modification
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