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摘   要：【目的】通过一锅酶法在体外无细胞条件下重构醌那霉素的生物合成途径，实现从原料

辅酶 A、乙酰-辅酶 A 和丙二酸到醌那霉素重要中间体的高效转化。【方法】纯化得到 AlpAB、RavC
等 8 个醌那霉素合成相关蛋白和 MCAT、MatB 等 2 个辅助蛋白；利用一锅酶法进行体外反应，

并用高效液相色谱(high performance liquid chromatography, HPLC)检测反应产物；利用该体系探究Ⅱ
型硫酯酶 AlpS 在合成通路中的功能及作用底物；利用单一变量法对体系温度、pH、最小聚酮合

酶(minimal polyketide synthase, minimal PKS)浓度和Ⅱ型硫酯酶 AlpS 浓度等条件进行优化。【结果】

体系所需的聚酮合酶和辅助蛋白均获得可溶性表达；利用一锅酶法成功合成了醌那霉素的早期重

要中间体 SEK15、UWM6、rabelomycin、prejadomycin 和 dehydrorabelomycin；加入 AlpS 蛋白后

以上 5 种产物产量均有不同程度的提高，其中 prejadomycin 和 dehydrorabelomycin 提高较为显

著；优化后的反应最适条件为：温度 30 ℃、pH 7.0、最小聚酮合酶(AlpA、AlpB 和 RavC)浓度

各 2.8 μmol/L、AlpS 7.2 μmol/L；prejadomycin 的产量提高到 302 mg/L。【结论】本研究成功利用

一锅酶法在无细胞条件下重构了醌那霉素的早期生物合成途径，合成了醌那霉素的重要中间体

SEK15、UWM6、rabelomycin、prejadomycin 和 dehydrorabelomycin。研究进一步验证了硫酯酶

AlpS 的链释放功能并推测其作用底物。 

关键词：醌那霉素；一锅酶法；体外重构；II 型聚酮化合物 
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Abstract: [Objective] To reconstitute the partial biosynthetic pathway of the type II polyketide 
kinamycin in a cell-free system starting from CoA, acetyl-CoA and malonate. [Methods] The 
polyketide synthases (PKSs) and two supplemental proteins (MCAT and MatB) were purified and 
quantitated. The one-pot enzymatic synthesis of kinamycin intermediates was accomplished, and 
the products were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). The system was 
used to explore the function and exact substrate of the stand-alone thioesterase, AlpS, in the 
biosynthetic pathway. The parameters including temperature, pH, and the concentrations of 
minimal PKSs and AlpS were optimized by the single-variable method. [Results] Eight PKSs and 
two supplemental proteins (MCAT and MatB) were expressed and purified. The intermediates and 
shunt products in kinamycin biosynthesis were produced in vitro, including SEK15, UWM6, 
rabelomycin, prejadomycin, and dehydrorabelomycin. The yields of these products, especially 
prejadomycin and dehydrorabelomycin, were all increased when AlpS was added. The optimal 
conditions were 30 ℃, pH 7.0, 2.8 μmol/L minimal PKSs (AlpA, AlpB, and RavC, respectively), 
and 7.2 μmol/L AlpS, under which the yield of prejadomycin was increased to 302 mg/L. 
[Conclusion] A one-pot enzymatic synthesis system with high yields of kinamycin-related 
products including SEK15, UWM6, rabelomycin, prejadomycin, and dehydrorabelomycin was 
successfully constructed. Furthermore, the chain-release function and substrate specificity of AlpS 
in the synthetic pathway were investigated. 
Keywords: kinamycin; one-pot enzymatic synthesis system; in vitro biosynthesis; type II polyketide 
 
 

聚酮化合物(polyketide, PK)是由微生物(包
括细菌、真菌等或高等动植物在次级代谢中产

生 的 一 大 类 天 然 产 物 ， 主 要 由 聚 酮 合 酶

(polyketide synthases, PKS)催化合成。聚酮化合

物具有显著的靶向性、高效的药理特性以及多

样的化学结构，可作为抗菌剂、抗癌剂、免疫

抑制剂等用于临床治疗[1-2]。根据聚酮合酶的不

同，可以将聚酮化合物分为Ⅰ型聚酮化合物(模
块型)、Ⅱ型聚酮化合物(芳香型)和Ⅲ型聚酮化

合物(查尔酮型)。其中Ⅱ型聚酮化合物(type II 

PK)又称为芳香型聚酮化合物或迭代型聚酮化

合物，其天然宿主主要为放线菌。根据化学结

构的不同，可以将Ⅱ型聚酮化合物分为蒽环类

(anthracyclines)、角蒽环类(angucyclines)、金霉

酸类(aureolic acids)、四环素类(tetracyclines)和
苯 并 异 色 烷 醌 类 (benzoisochromanequinones) 
等 [3-4]。Ⅱ型聚酮化合物是药物发现的重要来

源，如阿霉素(doxorubicin)和四环素(tetracycline)
等已在临床上广泛使用 [5]。作为有着显著生理

活性和潜在临床价值的候选药物，Ⅱ型聚酮化
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合物值得更深入的研究。 
角蒽环类聚酮化合物属于苯并蒽醌类

(benz[a]anthraquinone)化合物，其特点是具有角

状环化结构，一般其环化骨架在后修饰过程中

不发生变化。然而在长期研究中人们发现了一

类特殊的角蒽环类化合物，称作非典型角蒽环

类聚酮化合物。非典型角蒽环类聚酮化合物合

成过程中 B 环会经过碳-碳键的氧化断裂和重排

反应，得到独特的环骨架结构 [6]。此类化合物

包 括 醌 那 霉 素 (kinamycin) 、 杰 多 霉 素

(jadomycin)、褐黄癌菌素(gilvocarcin)和近灰霉

素(ravidomycin)等[7]。 
醌那霉素属于 II 型非典型角蒽环类聚酮化

合物，最先由 Itŏ 等[8]于 1970 年在 Streptomyces 
murayamaensis sp.的发酵液中分离得到。从结

构上看，醌那霉素具有特殊的苯并芴结构、高

度氧化的 A 环和重氮官能团，其生物活性与这

些独特的结构特征相关 [9-10]。研究表明，醌那

霉素 A、B、C、D 对革兰氏阳性菌都具有良好

的生物活性，且醌那霉素 C 对 60 多种癌细胞都

表现出抗肿瘤活性[11]。 
近些年来，醌那霉素的生物合成途径研究取

得长足进展，预测合成途径如图 1 所示[2,12-15]。完

整的醌那霉素生物合成基因簇共包含 62 个开放

阅读框(open reading frame, ORF)，跨越长度约

72 kb。其合成基因簇中包含一个最小聚酮合酶

(minimal PKS)，由酮基合成酶 (ketosynthetase, 
KSα) AlpA、链长决定因子(KSβ, CLF) AlpB 和酰

基载体蛋白(acyl carrier protein, ACP) AlpC 三部

分组成。起始单元在这 3 个酶的作用下通过克

莱森缩合反应形成聚酮长链，经过酮基还原酶

(ketoreductase, KR) AlpD、2 个环化酶(cyclase, 
CYC) AlpI 和 AlpE 的催化可得到芳香多环骨架

中间体 UWM6，UWM6 不稳定，可自发生成

rabelomycin。在氧化酶(oxygenase) AlpF 和 AlpG

的催化下，可以得到中间产物 prejadomycin 和

dehydrorabelomycin。随后由各种后修饰酶引入不

同官能团，可形成终产物醌那霉素。值得注意的

是，目前已知的非典型角蒽环类聚酮化合物分享

了相似的早期生物合成途径，均可得到共同的合

成中间体 dehydrorabelomycin ， 且 参 与 合 成

dehydrorabelomycin 的聚酮合酶在此类化合物的

基因簇中保守存在。Dehydrorabelomycin 后续

会在氧化开环酶的催化下以不同方式重新成

环，生成相应的独特骨架，最终得到具有不同

活性的天然产物[16-19]。 
2018 年，Liu 等[15]从 Streptomyces galtieri 

Sgt26 基因组 BAC 文库中钓取了醌那霉素的完

整合成基因簇，实现了醌那霉素在 Streptomyces 
albus J1074中的异源表达。同时，Liu等[20]也已

经成功建立醌那霉素相关前体在大肠杆菌

(Escherichia coli)中的异源表达体系，获得高产

dehydrorabelomycin 的菌株 BDhr1。2019 年，

Hua 等[21]在醌那霉素的合成基因簇中找到了一

个硫酯酶的编码基因—alpS。通过一系列的体

内体外实验，确定了 AlpS 是醌那霉素生物合成

所必需的蛋白，且确定了它的功能是聚酮产物

水解而不是纠错，其催化了聚酮链从酰基载体

蛋白上的释放。但该研究只确定了 AlpS 催化环

化聚酮链的释放发生在 dehydrorabelomycin合成

之前，且只使用了模式底物蒽醌-2-羧酸-N-乙酰

半 胱 胺 (anthraquinone-2-carboxylic acid-N- 
acetylcysteamine, Ac-SNAC)在体外验证了其水

解功能，并未深入研究 AlpS 在合成通路中的真

正底物以及在体外通过生化反应验证其聚酮链

释放的功能。 
以上醌那霉素的合成通路发现和异源表达

研究使得其在体外无细胞条件下一锅酶法合成

成为可能。一锅酶法将生物催化与传统合成方

法相结合，在一锅串联反应中完成目标产物合 
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图 1  醌那霉素生物合成基因簇和合成途径[2] 
Figure 1  Biosynthetic gene cluster and biosynthetic pathway of kinamycin[2]. A: Biosynthetic gene cluster of 
kinamycin (alp cluster). B: The biosynthetic pathway of kinamycin. 

 
成。这一策略在合成化学中备受关注，其优势

在于充分利用了化学合成和酶反应各自的长

处，反应速度快，省去了中间物的分离和提纯

步骤，耗时短，产品得率高。另外，酶催化反

应的立体专一性和底物专一性强，产物纯度更

高[22]。2010 年，Rohr 等[23]使用 gilvocarcin、
ravidomycin 和 jadomycin 生物合成途径的聚酮

合酶混合物，完成了从乙酰-辅酶 A 和丙二酰-
辅酶 A 开始的 rabelomycin 一锅酶促全合成。该

研究中 rabelomycin 的终产量约为 72 mg/L。

2017 年，Rohr 等[24]又组合使用 3 种不同类型的

Ⅱ型聚酮合酶混合物，一锅酶法合成了蒽环类

抗生素steffimycin的关键中间体presteffimycinone。
使用的Ⅱ型聚酮合酶分别来自金酶酸类聚酮

mithramycin、非典型角蒽环类聚酮 gilvocarcin 和蒽

环类聚酮 steffimycin 的合成基因簇。 
本研究通过一锅酶法，在Rohr等的研究基础

上，在无细胞条件下进一步扩大重构 II 型聚酮类

天然产物醌那霉素的合成途径，实现了从原料辅

酶 A、乙酰-辅酶 A 和丙二酸到 dehydrorabelomycin
的高效转化。本研究还首次在体外验证了 AlpS
对醌那霉素生物合成途径的作用，分析了其作

用底物。最后通过优化反应体系和反应条件，

提高了产物转化率和反应效率。 
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1  材料与方法  
1.1  实验材料  
1.1.1  菌株、质粒及引物  

大肠杆菌 BAP1、BL21(DE3)和 DH10B 均为

本实验室保藏。本研究所用质粒见表 1。本研究引

物见表 2，由上海擎科生物科技有限公司合成。 
1.1.2  培养基 

大肠杆菌 BAP1、BL21(DE3)和 DH10B 的

固体培养基为 LA，液体培养基为 LB。 

LA 固体培养基：酵母提取物 5 g，氯化钠

10 g，胰蛋白胨 10 g，琼脂 15 g，定容至 1 L。

121 ℃、1×105 Pa 灭菌 30 min。 
LB 液体培养基：酵母提取物 5 g，氯化钠

10 g，胰蛋白胨 10 g，定容至 1 L。121 ℃、

1×105 Pa 灭菌 30 min。 
1.1.3  蛋白纯化缓冲液 

Binding buffer：5 mmol/L 咪唑，500 mmol/L

氯化钠，50 mmol/L Tris-HCl，10%甘油； 
 

表 1  本研究中所用到的质粒 
Table 1  Plasmids used in this study 
Plasmids Relevant characteristics Source 
pET28a neo, T7 lac, pBR322 origin, His6·tag plasmid for target gene expression  Novagen 
pGro7 GroES-GroEL ori Cmr TaKaRa 
pET28a-alpAB Plasmid for alpAB expression This study 
pET28a-ravC Plasmid for ravC expression This study 
pET28a-alpI Plasmid for alpI expression This study 
pET28a-alpD Plasmid for alpD expression This study 
pET28a-alpE Plasmid for alpE expression This study 
pET28a-alpF Plasmid for alpF expression This study 
pET28a-alpG Plasmid for alpG expression This study 
pET28a-alpS Plasmid for alpS expression This study 
pET28a-MCAT Plasmid for MCAT expression This study 
pET28a-matB Plasmid for matB expression This lab 
ΔalpW-2E9 2E9 BAC containing kinamycin gene cluster with knockout of negative regulator alpW This lab 

 

表 2  本研究中所用到的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
AlpA-Nde I-F AAACATATGAGCGGGCGACGCGTTG 
AlpB-Hind III-Spe I-R AAAAAGCTTACTAGTCAGGCGGCGCGCACGACCA 
AlpI-Nde I-F 
AlpI-Hind III-Spe I-R  
AlpD-Nde I-F  
AlpD-Hind III-Spe I-R  
AlpE-Nde I-F  
AlpE-Hind III-Spe I-R 
AlpF-Nde I-F  
AlpF-Hind III-Spe I-R  
AlpG-Nde I-F  
AlpG-Hind III-Spe I-R  
MCAT-Nde I-F  
MCAT-Hind III-Spe I-R  
AlpS-Nde I-F  
AlpS-Hind III-Spe I-R 

AAACATATGCACAGCACGCTGATCGTC  
AAAAAGCTTACTAGTCAACGGGAGGCCTCCCAGC 
AAACATATGACCGACACCACCACCCA 
AAAAAGCTTACTAGTCAGAAGTTGCCGAGGCCGC 
AAACATATGAGCCTCATGACCACACG 
AAAAAGCTTACTAGTCAGCCCTTCTTCTGCTCGG 
AAACATATGGCAGCGGACGCCCTG 
AAAAAGCTTACTAGTCAGCGGGGAGGCCCGAA 
AAACATATGGAAGGGACAGCGGCGG 
AAAAAGCTTACTAGTCAGCGGGGCGGGCCGAA 
AAACATATGCTCGTACTCGTCGCTC 
AAAAAGCTTACTAGTCAGGCCTGGGTGTGCTC 
AAACATATGGCTTCCCGCTCCAGGGA 
AAAAAGCTTACTAGTTCACCGGCCGCCTCCCGT 
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Washing buffer：30 mmol/L 咪唑，500 mol/L
氯化钠，50 mmol/L Tris-HCl，10%甘油；  

Elution buffer：500 mol/L 咪唑，500 mmol/L
氯化钠，50 mmol/L Tris-HCl，10%甘油； 

Desalting buffer： 200 mmol/L 氯化钠，  
50 mmol/L Tris-HCl，10%甘油； 

调整 pH 至 8.0，蒸馏水定容至 1 L。 

1.2  主要试剂和仪器 
质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒，购于上

海柏益思生物技术有限公司；Solution I DNA 连

接试剂盒、Taq 酶，购于 TaKaRa 公司；Phanta 
Max Super-Fidelity DNA Polymerase 高保真酶，

购于南京诺唯赞生物科技股份有限公司；限制

性内切酶，购于 Thermo Fisher Scientific 公司；

Bradford 蛋白定量试剂盒，购于天根生化科技

(北京)有限公司。 
异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷 (isopropyl-β-D- 

galactothioglycoside, IPTG)、L-(+)-阿拉伯糖、

乙酰-辅酶 A 三锂盐，购于 Aladdin 公司；辅酶

A 水合物、黄素腺嘌呤二核苷酸(flavin adenine 

dinucleotide, FAD)，购于 Macklin 公司；还原型

辅 酶 Ⅰ- 二 钠 (reduced coenzyme I-disodium, 

NADH-Na2)，购于翌圣生物科技(上海)股份有

限公司；还原型辅酶 II (reduced coenzyme II, 

NADPH)，购于 Ark 公司；丙二酸钠，购于生

工生物工程(上海)股份有限公司。 
蛋白电泳设备、凝胶成像系统、SmartSpec 

Plus核酸蛋白测定仪，购于 Bio-Rad公司；色谱

柱 (5 μm, 4.6 mm×150 mm)、高效液相色谱 
(high performance liquid chromatography, HPLC)
仪，购于安捷伦科技有限公司。 

1.3  目的基因克隆及重组表达载体的构建 
目的基因以 ΔalpW-2E9 BAC 质粒(含醌那

霉素完整基因组)为模板，以表 2 引物进行 PCR
扩增 [6,19]。 ravC 基因由公司直接合成得到。

PCR 反应条件：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性

15 s，根据引物 Tm 值设退火温度和时间(通常在

57–62 ℃之间，30 s)，根据基因长度设 72 ℃延

伸时间(通常以 1 kb/min 计算)，30 个循环；72 ℃
延伸 5 min。 

PCR 产物和表达载体 pET28a 用 Nde I/Hind 
III 双酶切处理，两者胶回收后的片段用

Solution I DNA 连接试剂盒连接。将构建成功的

重组质粒转化至 DH10B 感受态细胞，菌落 PCR
和酶切验证成功后送公司测序，测序结果正确

即重组质粒构建成功。 

1.4  蛋白表达、纯化及定量分析 
蛋白表达：将克隆好的载体转入 BL21(DE3)/ 

pGro7(pET28a-ravC 转入 BAP1/pGro7)中，挑选

单克隆接种到 LB 培养基中 37 ℃过夜培养。过

夜培养菌以 1:100 (体积比)转接到新鲜 LB 培养

基中，37 °C 培养至 OD600 为 0.6 时，降温并添

加阿拉伯糖(终浓度 3 mmol/L)和 IPTG (终浓度

0.5 mmol/L)，16 ℃摇床中继续培养 24 h。
4 ℃、4 000 r/min 离心 15 min 后收取菌体。 

蛋白纯化：菌体重悬到预冷的 Binding 
buffer 中，压力破碎至菌液澄清，18 000 r/min
离心澄清的裂解液 30 min，上清用 0.45 μm滤膜

过滤(Millipore)。将过滤后的裂解液上清加入到

镍柱中(Ni-NTA, 5 mL)，4 ℃孵育 30 min，并用

玻璃棒搅拌均匀。孵育结束后先用 10 mL 
Binding buffer 冲洗，再用 10 mL 30 mmol/L 咪

唑浓度的 Washing buffer冲洗 3遍，最后用 5 mL 
500 mmol/L 咪唑浓度的 Elution buffer 洗脱目的

蛋白。将洗脱下来的目的蛋白由超滤管浓缩至

2.5 mL 后转入 PD10 (GE 17-0851-01)脱盐柱，

待 2.5 mL 蛋白液流尽之后加入 3.5 mL Desalting 
buffer，收取 3.5 mL 洗脱液。洗脱液由超滤管浓

缩后分装到 EP 管中，存于–80 ℃待用。全过程

都需在低温条件下进行。 
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蛋白定量：使用 Bradford 蛋白定量试剂盒

进行定量分析。绘制BSA标品蛋白浓度-吸光值

(595 nm)的标准曲线，再根据目的蛋白吸光值

大小计算浓度。 
共需纯化 10个蛋白，其中AlpAB、RavC、

AlpI、AlpD、AlpE、AlpF、AlpG 和 AlpS 为醌

那霉素合成相关蛋白，MCAT 和 MatB 是辅助蛋

白。MatB 是丙二酰-辅酶 A 合成酶，负责体系

中丙二酰-辅酶 A 的合成[25]；MCAT 是丙二酰辅

酶 A:酰基载体蛋白转移酶，负责酰基载体蛋白

ACP 的丙二酰化[23]。 

1.5  一锅法反应 
标准反应体系总体积为 200 μL，全反应共

分 3 步。底物、辅因子和蛋白浓度均为加入体

系后终浓度。 
第一步：体系内快速生成丙二酰-辅酶 A。

反应底物及辅因子包括丙二酸 (15 mmol/L)、
ATP (5 mmol/L)、CoA (1.5 mmol/L)和 Tris-HCl
缓冲液(50 mmol/L, pH 7.5、5 mmol/L MgCl2、

20%甘油)。催化酶为 MatB (7.5 μmol/L)。30 °C
反应 0.5 h。 

第二步：完成从底物到prejadomycin的一锅酶

法合成。向第一步体系中继续添加反应底物及辅

因子：ATP (5 mmol/L)、乙酰-CoA (0.5 mmol/L)、
NADH (2 mmol/L)、NADPH (1 mmol/L)和 FAD 
(0.5 mmol/L)。再向体系中添加不同组分的催化

酶：AlpAB+RavC+MCAT+MatB (标准体系 1)、
AlpAB+RavC+MCAT+MatB+AlpI+AlpD+AlpE 
( 标 准 体 系 2) 、 AlpAB+RavC+MCAT+MatB+ 
AlpI+AlpD+AlpE+AlpF (标准体系 3)。催化酶的

浓度分别为 MCAT (19.1 μmol/L)、AlpAB (按 1:1
计算，分别约 15.5 μmol/L)、RavC (18.4 μmol/L)、
AlpI (42.4 μmol/L)、AlpD (20.6 μmol/L)、AlpE 
(14.4 μmol/L)、AlpF (11.4 μmol/L)。30 °C 反应

2.5 h。 

第三步： AlpG 催化 prejadomycin 生成

dehydrorabelomycin。向体系中继续添加 NADPH 
(1 mmol/L) 和 AlpG (10.9 μmol/L) ，即完成

AlpAB+RavC+MCAT+MatB+AlpI+AlpD+AlpE+ 
AlpF+AlpG (标准体系 4)反应。30 °C 反应 2 h。 

最后加入50 μL乙酸终止反应，再加入300 μL
乙酸乙酯溶剂进行萃取，萃取 2 次。将萃取完

成后的乙酸乙酯溶剂用旋转蒸发仪旋干，加入

60 μL 甲醇重悬，即可用于 HPLC 检测。 

1.6  AlpS 蛋白功能探究 
向标准反应体系 1、2、3、4 中加入 3.6 μmol/L 

AlpS 蛋白，按 1.3.3 体系及步骤反应，利用

HPLC 检测产物及产量变化。 
向标准体系 3 (该体系产物 prejadomycin 单

一稳定，反应简单快速)依次添加 0、0.9、1.8、
3.6、7.2、14.4、21.6、32.4 和 43.2 μmol/L AlpS
蛋白，按 1.3.3 体系及步骤反应，利用 HPLC 检

测产物及产量变化。 

1.7  一锅法反应条件优化 
同样选择标准体系 3，以 prejadomycin 的产

量为指标进行条件优化。 
最小聚酮合酶(AlpA、AlpB 和 RavC)对体

系的影响：向标准反应体系 3 中分别添加 0、
1.4、2.8、5.6、11.2、22.4 μmol/L 不同浓度

AlpAB 和 RavC 蛋白 (三者等量 )反应，利用

HPLC 检测产物及产量变化。 
温度对体系的影响：将标准体系 3 分别在

20、25、30、35、40 ℃的水浴锅环境中反应，

利用 HPLC 检测产物及产量变化。 
pH对体系的影响：将标准体系 3分别在 pH

为 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5 的 Tris-HCl 缓冲液中

反应，利用 HPLC 检测产物及产量变化。 

1.8  高效液相分析 
采用 HPLC 检测产物及产量变化。流动相分

别为纯水(A 相，含 1‰三氟乙酸)和甲醇(B 相)。
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检测方法：流速保持 1 mL/min；0–20 min，75% 
A，25% B，20 min内 B相由 25%上升至 100%；

20–25 min，100% B 保持不变；25–35 min，75% 
A，25% B，保持不变平衡体系。 

对于中间产物 SEK15、UWM6、rabelomycin
和dehydrorabelomycin，以HPLC的峰面积对比产

量变化。对于产物 prejadomycin，根据不同浓度

标品的化合物浓度-峰面积(最大吸收处)绘制标

准曲线，从而计算产量。 

2  结果与分析 
2.1  重组蛋白的表达与纯化 

将构建好的表达质粒送测序公司进行测序

鉴定，测序结果比对显示全部正确。再将其分

别转化至 BL21(DE3)/pGro7 中，分别诱导培

养，纯化得到了醌那霉素合成所需聚酮合酶

AlpAB、RavC、AlpI、AlpD、AlpE、AlpF 和

AlpG，以及 2 个辅助蛋白 MACT 和 MatB。纯

化后的蛋白进行 SDS-PAGE 分析，结果如图 2
所示。以上蛋白均可在大肠杆菌中可溶性表

达，且蛋白分子量分别与理论值相符[20]。 

2.2  一锅酶法反应体系的构建及产物鉴定 
一锅酶法反应结果如图 3 所示。当体系中

只存在最小聚酮合酶 AlpA、AlpB和 AlpC/RavC
时，2.5 h 后反应液呈浅粉色，检测到中间产物

SEK15，其最大吸收波长为 280 nm。在此体系

基础上引入 AlpI、AlpD 和 AlpE，2.5 h 后反应

液呈浅黄色，主要检测到 3 种产物，其紫外光

谱相似，最大吸收波长均为 408 nm。通过与已

有文献和标准品比较，确定这 3 种产物分别为

UWM6、rabelomycin 和 prejadomycin。其主要

产物为 UWM6，该产物在体外不稳定，自发反应

形成 rabelomycin，并伴有副产物 prejadomycin 生

成。继续引入 AlpF，2.5 h 后反应液呈亮黄色， 

 

 
 

图 2  15% SDS-PAGE 分析重组蛋白的表达与纯化 
Figure 2  15% SDS-PAGE analysis of the protein expression. M: Protein molecular weight marker. AlpI: 12.6 kDa; 
AlpA: 47.0 kDa; AlpB: 41.6 kDa; RavC: 11.1 kDa; AlpD: 27.0 kDa; AlpE: 35.2 kDa; AlpF: 54.9 kDa; AlpG: 
55.5 kDa; MCAT: 32.1 kDa; MatB: 54.6 kDa. 
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图 3  HPLC 检测一锅法酶反应产物 
Figure 3  HPLC analysis of the products of one-pot enzymatic systems. A: HPLC results at 408 nm. i: 
Reaction system 1, AlpAB+RavC+MCAT+MatB; ii: Reaction system 2, AlpAB+RavC+MCAT+MatB+AlpI+ 
AlpD+AlpE; iii: Reaction system 3, AlpAB+RavC+MCAT+MatB+AlpI+AlpD+AlpE+AlpF; iv: Reaction 
system 4, AlpAB+RavC+MCAT+MatB+AlpI+AlpD+AlpE+AlpF+AlpG; v: Rabelomycin standard; vi: UWM6 
standard; vii: Prejadomycin standard; viii: Dehydrorabelomycin standard. B: UV absorption of the products of 
one-pot enzymatic systems. 
 
 

产物UWM6和 rabelomycin消失，得到单一产物

prejadomycin。向该体系直接引入 AlpG 进行一

锅反应时，只能得到微量 dehydrorabelomycin。
因此尝试采用分步反应单独添加 AlpG (方法见

1.3.3)，反应液由亮黄色转变为黄褐色，此时

prejadomycin 消失，得到产物 dehydrorabelomycin，
其最大吸收波长为 460 nm。体外实验结果与体内

实验结果一致[20]。 
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2.3  AlpS 蛋白功能探究 
体内实验已初步证明，Ⅱ型硫酯酶 AlpS 行

使水解功能，负责催化聚酮化合物的链释放过

程[21]。分别在标准体外反应体系 1、2、3、4 中

加入 3.6 μmol/L AlpS，均可以观察到反应液的

颜色加深。各体系产物不变，但产量均有不

同程度的提高。SEK15 (标准体系 1 中 )、
UWM6 (标准体系 2 中)、rabelomycin (标准  
体系 2 中)、prejadomycin (标准体系 3 中)和
dehydrorabelomycin (标准体系 4 中)分别提高了

2.3、2.6、3.6、5.1、6.9 倍，prejadomycin 和

dehydrorabelomycin 的产量提高较为明显。值得

注意的是，UWM6 在反应体系中可以自发转化

生成 rabelomycin，每次反应后 2 种产物的比例

变化较大，但二者产量相加值相对稳定。体外

实验进一步证明了Ⅱ型硫酯酶 AlpS 可以通过增

加聚酮化合物的链释放效率以提高产量，也暗

示了 AlpS 最可能负责催化 prejadomycin 或

dehydrorabelomycin 从酰基载体蛋白 ACP 上释

放下来。 

以 prejadomycin 为目标，观察 AlpS 浓度和

产量的关系，结果如图 4B 所示。当加入少量

AlpS 蛋白时，prejadomycin 的产量先迅速增

加，在 7.2 μmol/L 时产量达到最大值；继续增加

AlpS 浓度，prejadomycin 的产量逐渐降低。 

2.4  一锅法反应条件优化 
AlpS 最优浓度(7.2 μmol/L)确定后，需对最

小PKS浓度、温度和 pH等条件优化以提高体系

效率。 
醌那霉素的最小聚酮合酶(minimal PKS)包

括 AlpA、AlpB 和 RavC 这 3 个蛋白。这一套模

块重复使用，催化了多轮聚酮链的延伸，形成

了 早 期 聚 酮 链 [12] 。 根 据 图 5B 所 示 ，

prejadomycin 的产量会随着 minimal PKS 的添加

迅速提高，在 2.8 μmol/L 时即达到稳定，后逐

渐降低。这可能是由于 minimal PKS 可迭代使

用，少量即满足催化反应要求。但当 minimal 
PKS 过量时，体系开始不稳定，蛋白开始沉

淀，导致产量降低。因此，选择的最佳 minimal 
PKS 浓度各为 2.8 μmol/L。 

 

 
 

图 4  AlpS 蛋白对体系的影响 
Figure 4  Effects of AlpS on one-pot enzymatic systems. A: Comparison of products with and without AlpS 
protein. The production without AlpS is standardized to 100%. B: Concentration of prejadomycin changing 
with AlpS. 
 



 

 

 

3530 LÜ Danyang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 
图 5  一锅酶法的反应条件优化 
Figure 5  Optimization of reaction conditions. A: Optimization of AlpS concentration. B: Optimization of 
minimal PKS concentration. AlpA, AlpB and RavC are at equal levels. C: Optimization of temperature. D: 
Optimization of pH. 
 
 

温度对酶促反应具有重要作用。一方面，

温度影响催化效率和反应平衡；另一方面，温

度影响催化酶的稳定性和活性。根据图 5C 所

示，在 30 ℃时 prejadomycin 产量最高，当温度

过高或过低时都会使产量下降。尤其是温度大

于 30 ℃时，体系稳定性被严重破坏，产生大量

白色沉淀，产量迅速降低。因此，选择的最佳

温度为 30 ℃。 
pH 同样会显著影响酶促反应体系稳定性。

一方面，pH 会影响聚酮合酶的解离状态和构

象；另一方面，体系中其他组分(如 ATP 等)的

活性状态也受 pH 调节。根据图 5D 所示，随着

pH 不断提高，prejadomycin 产量呈现先上升后

下降的趋势。当 pH 为 7.0 时达到顶点，即在中

性反应体系中产量最高。因此，选择的最佳 pH
为 7.0。 

综上所述，在 AlpS 7.2 μmol/L、minimal 
PKS 各 2.8 μmol/L、温度 30 ℃、pH 7.0 时为最

优 反 应 条 件 。 在 优 化 后 体 系 反 应 ， 得 到

prejadomycin 的产量约为 302 mg/L。与 Jürgen 
Rohr 等[23]已有的体系相比，聚酮化合物产量提

高了约 3.4 倍。 
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3  讨论与结论 
醌那霉素是由 II 型聚酮合酶系统负责合成 

的非典型角蒽环类聚酮化合物。由于其独特的

结构、良好的生物活性和潜在的临床价值，引 
起了广泛的研究热情。本研究尝试利用一锅酶

法反应，在无细胞条件下重构醌那霉素的早期

生物合成途径，成功合成了醌那霉素的重要中

间体 SEK15、UWM6、rabelomycin、prejadomycin
和 dehydrorabelomycin。在此基础上重点探究了

Ⅱ型硫酯酶 AlpS 的链释放功能，并发现了 AlpS
对体系产量提升的关键作用。同时，对于体外

合成体系的产量和稳定性有显著影响的因素(温
度、pH、最小聚酮合酶浓度和Ⅱ型硫酯酶 AlpS
浓度)，也利用单一变量法进行了优化。 

该一锅酶法合成体系为探究Ⅱ型聚酮类化

合物生物合成途径中关键基因的功能提供了更

为简便的解决方案。聚酮类化合物的生物合成

学研究一般是在天然或异源宿主体内进行，例

如使用基因敲除和原位回补技术分析其生物学

功能等。体内实验操作复杂，突变菌株构建和

筛选耗时较长，干扰因素多且难以进行代谢和

机理研究。本研究在体外重构的一锅酶系统的

组分明晰，通过聚酮合酶的组合使用可快速研

究未知蛋白的功能。AlpS 是目前发现的首个参

与芳香聚酮化合物链释放过程的Ⅱ型硫酯酶，

研究其作用机理和位点对于探究芳香聚酮化合

物的链释放机制具有重要意义 [21]。从本研究

看，AlpS 对于醌那霉素生物合成的中间体或者

支 路 产 物 SEK15 、 UWM6 、 rabelomycin 、

prejadomycin 和 dehydrorabelomycin 的体外生成

均有促进作用，不过不能影响所得产物的种

类。该结果进一步佐证了 AlpS 负责水解聚酮

链，从而将产物从酰基载体蛋白 ACP 上释放下

来的功能。研究也初步说明，在体外 AlpS 催化

链释放的作用底物并非高度专一。Prejadomycin

和 dehydrorabelomycin提高较为显著，因此推测

AlpS 对这些步骤的底物亲和性最强，水解作用

最明显。 

该一锅酶法合成体系为Ⅱ型聚酮类化合物

的高效合成提供了平台。与 Jürgen Rohr 等[23]的

研究相比，本研究合成通路更长，副产物更少，

产量和效率更高。本研究延伸了醌那霉素的生物

合成途径，除 rabelomycin外进一步得到了重要的

中间体prejadomycin和dehydrorabelomycin。体系

引入了分子伴侣 GroEL-GroES 辅助折叠，提高

了聚酮合酶(尤其是 AlpAB 复合蛋白)的可溶

性，酶催化效率提高，产物纯净，副产物明显

减少。同时，在单一变量法优化后的最适条件

下(AlpS 7.2 μmol/L、minimal PKS各 2.8 μmol/L、

温度 30 ℃、pH 7.0)，prejadomycin 的产量可进

一步提高到 302 mg/L，终产量提升 3.4倍。产量

显著提高最主要来自水解酶 AlpS 的添加。 

该一锅酶法合成体系也为Ⅱ型聚酮类化合

物的组合生物学研究提供了新的参考。该体系

合 成 的 dehydrorabelomycin 是 jadomycin 、

gilvocarcin 和 kinamycin 等非典型角蒽环聚酮化

合物的共同中间体。在不同氧化开环酶的催化

作用下 dehydrorabelomycin发生重排反应，生成

多种骨架结构的天然产物。因此该系统具有广

泛的适用性，可进一步与不同的后修饰基因偶

联，组合得到不同的具有药物活性的聚酮类天

然产物，也可用于产物的合成途径和作用机制

研究。 

总体来说，本研究所构建的一锅酶法合成

体系反应条件温和，操作简单，无需纯化中间

产物，产物得率较高，为醌那霉素的实际工业
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生产提供了方向。研究所构建的 II 型聚酮化合

物体外生产通用平台，不仅可以结合体内实验

结果探究天然产物合成通路中关键基因的功

能，后续还可以考虑与其他后修饰酶组合使

用，合成新的具有良好生物活性的天然产物，

具有广阔的应用前景。 
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