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摘   要：【目的】探讨非还原型聚酮合酶(non-reducing polyketide synthase, NR-Pks)的碳甲基化程

序差异的原因。【方法】以红色红曲菌(Monascus ruber) M7 中红曲色素和桔霉素的 NR-Pks 为研究

对象，采用生物信息学方法和 AlphaFold 2 软件，分析了这两种 NR-Pks 及其各结构域的序列和结

构差异。再基于分子对接等技术，比较了它们的碳甲基转移酶结构域(C-methyltransferase domain, 
CMeT)分别与其他结构域及其中间产物的结合特征。【结果】两种 NR-Pks 各结构域的序列和结构

相似性高，但其整体结构差异大，表明碳甲基化差异可能源于结构域互作差异。进一步分析发现，

桔霉素 Pks 的 CMeT 比红曲色素 Pks 的更容易结合携带底物的酰基载体蛋白结构域(acyl carrier 
protein, ACP)，使其中间产物更容易受到 CMeT 催化。CMeT 和 β-酮酰基合成酶结构域

(β-ketosynthase domain, KS)相比，与甲基受体底物的结合自由能更低。【结论】NR-Pks 中的 CMeT
能通过与 KS 竞争，从而影响其产物的碳甲基化程度。研究结果为 Pks 的碳甲基化程序研究提供

了新思路。 

关键词：非还原型聚酮合酶；红曲菌；碳甲基转移酶；AlphaFold 2；分子对接 
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Abstract: [Objective] To explore the reasons for differences in the C-methylation 
programming of non-reducing polyketide synthases (NR-Pkss). [Methods] We used 
bioinformatics tools and AlphaFold 2 to compare the domain sequences and structures of the 
NR-Pkss involved in the synthesis of Monascus pigment and citrinin in Monascus ruber M7, 
i.e., Mr-PksPT and Mr-PksCT. Furthermore, we employed molecular docking to compare the 
binding of C-methyltransferase domains (CMeTs) with other domains and the intermediates of 
the two NR-Pkss. [Results] The large differences of the overall structure and the high 
similarity of domain sequence and structure between the two NR-Pkss suggested that the 
differences of C-methylation programming between NR-Pkss may be resulted from domain 
interactions. The CMeT of Mr-PksCT was more likely to bind to the acyl carrier protein (ACP) 
carrying the substrate than that of Mr-PksPT, making the intermediate more easily catalyzed by 
CMeT. Moreover, CMeT had lower binding free energy to methyl receptor substrate than the 
β-ketosynthase domain (KS). [Conclusion] The CMeTs of NR-Pkss can affect the 
C-methylation of the products by competing with KS. The findings provide a new idea for the 
study of C-methylation programming of Pkss. 
Keywords: non-reducing polyketide synthase; Monascus spp.; C-methyltransferase; AlphaFold 2; 
molecular docking 
 
 

真 菌 迭 代 Ⅰ 型 聚 酮 合 酶 (iterative type I 
polyketide synthase, Pks)是包含多个结构域的复

合酶[1]。它以乙酰或/和丙二酰等为底物，通过重

复利用其不同结构域，逐步延伸碳链长度，形成

聚酮化合物(polyketide, Pk)[2]。根据 Pks 结构域

的不同，可分为非还原型 Pks (non-reduced Pks, 
NR-Pks)、部分还原型 Pks (partially reduced Pks)
和高度还原型 Pks (highly reduced Pks)[3-4]。其中，

NR-Pks 的基本结构域通常包括起始单元酰基载

体蛋白转酰酶 (starter unit: acyl-carrier protein 
transacylase, SAT) 、 β- 酮 酰 基 合 成 酶

(β-ketosynthase, KS) 、 酰 基 转 移 酶 (acyl 
transferase, AT)、产物模板(product template, PT)
和酰基载体蛋白(acyl carrier protein, ACP)[3,5]。有

些 NR-Pks 还 包 括 碳 甲 基 转 移 酶

(C-methyltransferase, CMeT) ，以及释放结构   
域 —— 硫酯酶 (thioesterase) 、克莱森环化酶

(Claisen cyclase)或者还原酶(reductase, R)[6-7]。 
红曲色素(Monascus pigments, MPs)和桔霉

素(Citrinin, CIT)是由红曲菌(Monascus spp.)和青

霉 (Penicillium spp.) 等丝状真菌产生的典型

PK[8-11]。合成 MPs 的 Pks (Pks of MPs, PksPT)和



 

 

 

廖世玉等 | 微生物学报, 2024, 64(1) 145 

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

CIT 的 Pks (Pks of CIT, PksCT)均属于 NR-Pks，
它们的结构域组成完全一致，且产生的第一个游离

PK 均为苯甲醛类(benzaldehyde, BA)化合物[12-13]，

但 BA 甲基化程度不同，PksPT 产生的 BA 仅甲

基化 1 次而 PksCT 的甲基化 3 次[PksPT 和 PksCT
的结构域组成和产物结构等数据已提交到国家微

生物科学数据中心(National Microbial Data Center, 
NMDC)，见 NMDCX0000225 中的图 S1][10,14]。 

天然产物的甲基化是其结构和功能等多样

性形成的重要机理之一[15]。根据甲基受体原子

的不同，甲基化可分为氧甲基化、氮甲基化、碳

甲基化和硫甲基化[16]。PksPT 和 PksCT 产生的

BA 的甲基化均发生在碳原子上，所以属于碳甲

基化。关于 Pks 产物(指 Pks 产生的第一个游离

产物，下同)的碳甲基化过程目前认为是发生在

碳链的延长过程中，而不是发生在 PK 产物从

Pks 上释放之后[17-18]。Storm 等[17]通过对 PksCT
结构域的解构和重组实验发现，PksCT 产物 BA
的碳甲基化仅发生在碳链延伸过程中，且碳链延

伸离不开正确的碳甲基化。随后，他们通过对来

自 紫 色 红 曲 菌 (M. purpureus) 的 PksCT 
(Q65Z23)、短密青霉(Penicillium brevicompactum)
的 MpaC (F1DBA9)、黑曲霉(Aspergillus niger)
的 DtbA[7]，以及构巢曲霉(A. nidulans)的 PkeA 
(Q5AUX7)、AusA (Q5ATJ7)和 PkbA (Q5AZ32)，
共 6 种 NR-Pks 的 CMeT 结构域交换和体外酶学

等实验发现，CMeT 浓度高低可调控产物的碳甲

基化程度，并发现产物甲基化程度可能与 Pks
中间产物碳链延伸过程中 CMeT 与 KS 结构域的

动力学平衡 (竞争性 )相关 [18] 。在洛伐他汀

(lovastatin) Pks (一种高度还原型 Pks)产物的甲

基化研究中也发现，Pks 产物的甲基化程度可能

也与 CMeT 和酮基还原酶(ketoreductase, KR)之
间竞争性相关[19]。但是甲基化具体机理目前仍

不清楚。 

以上关于 Pks 产物甲基化的研究都是通过

对 CMeT 的蛋白晶体结构分析等获得的。由于

CMeT 等蛋白晶体及其结构信息等的获得非常

繁琐且困难，所以到目前为止(2023 年 4 月底)
在蛋白质数据库(Protein Data Bank, PDB)中已公

布的 Pks 的 CMeT 晶体结构信息仅为 11 个，其

中来自丝状真菌的只有 4 个(见 NMDCX0000225
中的表 S1)，这在很大程度上限制了关于 Pks 的

CMeT 在 Pks 产物甲基化过程中作用的深入研

究。非常幸运的是，最近采用 AlphaFold 2 软件

预测蛋白质的三维结构取得了长足进步，采用

AlphaFold 2 预测蛋白质结构的技术位也被列

2021 年 “十大科学突破进展 ”之首 [20]。目前

AlphaFold 2 预 测 的 蛋 白 质 结 构 数 据 库

(AlphaFold protein structure database, AlphaFold 
DB)已包含了超过 2 亿个蛋白质的预测结构[21-22]。

此外，分子对接(molecular docking)技术是研究

分子间(如配体和受体)相互作用，并预测其结合

自由能的一种理论模拟方法，常用于计算机辅助

药物设计领域[23]。采用 AlphaFold 2 软件结合分

子对接技术，可以很好地分析蛋白质与底物、蛋

白质与蛋白质的结合特征等[24-27]。 
尽管关于 PksCT 产物 BA 的碳甲基化程序

(只有延伸碳链的特定位置才可以发生碳甲基化)
已有相关的研究报道 [17]，但与 PksCT 同属于

NR-Pks，结构域组成完全相同(图 S1)，产物也

为 BA 的 PksPT 的碳甲基化程序，以及 PksCT
和 PksPT 产物的甲基化差异等目前还未见相关

研究报道。因此，本研究首先以生物信息学方

法，对真菌中的 PksPT 和 PksCT 分别进行了聚

类分析，并对 PksPT 和 PksCT 的结构域组成和

氨基酸序列的保守性进行了比较，然后以

AlphaFold 2 预测和分析了红色红曲菌 M7 的

PksPT 和 PksCT (Mr-PksPT 和 Mr-PksCT)及其各

结构域的三维结构。在此基础上，以分子对接
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与自由能评估，比较了 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 在

碳链延伸过程中的中间产物与 CMeT 和 KS 结构

域等的结合效率，探讨了 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT
产物的碳甲基化差异的形成机理，并提出了

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产物 BA 的形成过程。 

1  材料与方法 
Pks 系统发育树的构建：采用 MEGA 7.0 软

件 [28]，基于邻接法构建来自真菌且分别与

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 同源的 PksPT 和 PksCT
的系统发育树。建树的检验方法为步长检验，检

验次数设定为 1 000 次。 
Pks 保守结构域的预测：利用 InterPro 92.0[29]

对文中涉及的 PksPT 和 PksCT 进行保守结构域

的预测。 
结构域的多序列比对：采用 Geneious 10.2.2

软件[30]对 PksPT 和 PksCT 中各结构域进行多序

列比对。 
蛋白质三维结构预测：利用 AlphaFold 2[21]

对 PksPT 和 PksCT 及其各结构域进行蛋白质三

维结构预测。 
分子对接：采用 Schrödinger 12.8 软件中的

Glide XP 进行分子对接，再进一步通过 Prime 
MM/GBSA 进行结合自由能计算。 

蛋白质对接：利用 ZDOCK 3.0.2[31]进行蛋白

质对接，再进一步通过 Prodigy[32]对蛋白质复合

物进行特性分析。 
蛋 白 质 三 维 结 构 可 视 化 ： Pymol 2.5.4 

(https://pymol.org/#download)。 

2  结果与分析 
2.1  PksPT 和 PksCT 的比较分析 
2.1.1  PksPT 和 PksCT 的聚类分析 

基 于 红 色 红 曲 菌 M7 中 Mr-PksPT 和

Mr-PksCT 的氨基酸序列，以 BLASTp 对 NCBI

数据库中截至 2023 年 4 月已发布的 4 415 株真

菌基因组(包括 16 株已公布的红曲菌基因组)和
本实验室已完成测序还未公布的 5 株红曲菌基

因组(表 S2，见国家微生物科学数据中心，编号

NMDCX0000225)，进行同源性比对，分别发现

了 106 条和 73 条 Mr-PksPT 与 Mr-PksCT 的同源

序列 (identity>50%, coverage>90%, E-value=0) 
(表 S3 和 S4，见国家微生物科学数据中心，编

号 NMDCX0000225)。它们的系统发育树见图 1。 
由图 1A 可知，PksPT 主要存在于红曲菌、

篮状菌(Talaromece spp.)、炭团菌(Hypoxylon spp.)
和球孢子菌(Coccidioides spp.)等真菌中。其系统

发育树包括 3 个分支，第Ⅰ分支包含 MPs 主要生

产 菌 株 红 曲 菌 、 篮 状 菌 和 曲 霉 (Aspergillus 
spp.)[9,12,33]；第Ⅱ分支和第Ⅲ分支主要包括球炭团

菌、孢子菌和木霉菌(Trichoderma spp.)，与 MPs
主要生产菌株在生物分类学中关系较远[12,34]。每

个分支中又可进一步分为不同的亚分支。其中，

21 株红曲菌以 100%的置信度聚集于Ⅰ1 亚分支，

而谢瓦氏曲霉(A. chevalieri)一个菌株单独位于

I3 亚分支。由图 1B 可知，PksCT 主要存在于红

曲菌、青霉菌和曲霉等真菌中。其系统发育树包

括 4 个分支，第Ⅰ分支包括 74 条 PksCT 序列中的

64 条，红曲菌、青霉菌和曲霉等 CIT 的主要生

产菌株均位于第Ⅰ分支中[10,35-36]。第Ⅰ分支又可下

分为不同亚分支。其中，13 株红曲菌以 95%的

置信度聚集于Ⅰ1 亚分支，而其他 8 株红曲菌中不

存在 PksCT 的同源基因(表 S5，见国家微生物科

学数据中心，编号 NMDCX0000225)。第Ⅱ、Ⅲ
和Ⅵ分支包含的 PksCT 序列均较少，菌株主要

为木霉菌、假裸囊菌(Pseudogymnoascus spp.)等
真菌，与 CIT 主要生产菌株的亲缘关系较远。 

上述聚类分析结果表明，不同红曲菌 PksPT
的起源(来源)可能相同，而红曲菌 PksCT 的起源

可能存在差异。 
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2.1.2  红曲菌中 PksPT 和 PksCT 结构域和氨基

酸序列的保守性分析 
根据红曲菌的 PksPT 和 PksCT (Ms-PksPT

和 Ms-PksCT) ，分别与红色红曲菌 M7 中

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 序列相比较的覆盖度

(coverage)、一致性(identity)和氨基酸数量(length)
的异同，将 21 条 Ms-PksPT 和 13 条 Ms-PksCT
分别分为 5 类(Ms-PksPT 1−5)和 5 类(Ms-PksCT 
1−5)，其中，Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 分别包含在

Ms-PksPT1 和 Ms-PksCT1 中(见 NMDCX0000225
中的表 S6 和 S7)。各类 Ms-PksPT 和 Ms-PksCT

的结构域见图 2。 
由图 2 可知，Ms-PksPT 和 Ms-PksCT 的结

构域组成均为 SAT-KS-AT-PT-(ACP)n-CMeT-R 
(Ms-PksPT 中 n=2 ， PksCT 中 n=1) 。 但 在

Ms-PksPT 中，Ms-PksPT5 缺少 SAT 结构域，理

论上其不能合成 MPs[5]，值得进一步研究。另外，

Ms-PksPT 均含有 2 个串联 ACP，串联 ACP 可

能 具 有 更 高 的 MPs 合 成 效 率 [37] 。 对 于

Ms-PksCT ， 除 Ms-PksCT2 、 Ms-PksCT3 和

Ms-PksCT5 没有 SAT 结构域外，其他 Ms-PksCT
的结构域组成相同。 
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图 1  Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 及其同源蛋白的系统发育分析 
Figure 1  Phylogenetic analysis of Mr-PksPT and Mr-PksCT and their homologous proteins. A: Phylogenetic 
analysis of Mr-PksPT and its homologous proteins. B: Phylogenetic analysis of Mr-PksCT and its homologous 
proteins. All sequences are indicated by “strain name (NCBI number)”. 
 

由表 1 可知，进一步对 Ms-PksPT 1−5 和

Ms-PksCT 1−5 中各结构域的氨基酸数量(表 S8，
见 国 家 微 生 物 科 学 数 据 中 心 ， 编 号

NMDCX0000225)、保守氨基酸序列(基序)和活

性位点(图 S2，见国家微生物科学数据中心，编

号 NMDCX0000225)进行比较。其中，只有

Ms-PksCT3 的释放结构域 R 的氨基酸数量偏小，

其余所有的 Ms-PksPT 和 Ms-PksCT 各结构域之

间的氨基酸数量差异不明显。此外，Ms-PksPT
和 Ms-PksCT 中 SAT 结构域的保守氨基酸序列

均为 G129XC131XG133，活性位点为半胱氨酸，氨

基酸侧链为巯基；KS 结构域的保守氨基酸序列

均为 mo t i f  Ⅰ − Ⅵ，活性位点为催化三联体

Cys163-His298-His337；AT 结构域的保守氨基酸序 
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图 2  红曲菌中 PksPT 和 PksCT 的结构域组成 
Figure 2  Domain composition of PksPT and PksCT in Monascus spp. 
 

表 1  Ms-PksPT 和 Ms-PksCT 各结构域的功能、保守基序及其活性位点 
Table 1  Functions, conserved motifs and active sites of domains in Ms-PksPT and Ms-PksCT 
Domains Functions Conserved motifs Active 

sites 
References 

SAT 
 

Choose acetyl-CoA as the starting unit 
and load it into KS via ACP 

G129XC131XG133 Cys131 [38] 

KS Extend polyketide intermediates by 
decarboxylation condensation 

D80PQXRXML87, G154P(G/S)156, D160TACSSS166,  
G223YCRGE228, E296AHGTGTXVGDP307,  
G329SVKGLXGHTE339 

Cys163,  

His298,  
His337 

[39] 

AT Choose malonyl-CoA as the extension 
unit and load it into ACP 

G84HSXG88 Ser86 [40] 

PT Catalyze C2–C7 regiospecific 
monocyclization 

H26X9P36, D209X3QX6N220 His26,  
Asp209 

[41] 

ACP Activate and shuttle substrates G27XDSL31 Ser30 [42-43] 
CMeT Add one or more methyl groups from 

S-adenosylmethionine to α-C of the 
acceptor substrate 

I211LEMGXGXGG220, E237YTXTDL(A/S)244,  
M261KFX3(D/N)IE269, Q280HX3AXNXVH290,  
S298TX6LR307, D309GFLXXLEM317 

Tyr178,  
His290,  
Glu316 

[15,44] 

R Catalyze the NAD(P)H-dependent 
reductive release 

G3ATGSLG9, V25VCXNR30, V142GYYPL147, 
G168YXXAK173, F191XPM194, G234XLSWXP240 

Tyr169,  
Lys173 

[45-46] 

 

列均为 G84HSXG88，活性位点为丝氨酸，氨基酸

侧链为羟基；PT 结构域的保守氨基酸序列均为

motif Ⅰ−Ⅱ，活性位点为 His26 和 Asp209；ACP 结

构域的保守氨基酸序列均为 G27XDSL31，是磷酸

泛酰巯基乙胺的结合位点，活性位点是丝氨酸；

CMeT 结构域的保守氨基酸序列均为 motif 
Ⅰ−Ⅵ，是 S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine, 
SAM)的结合位点，活性位点为催化三联体 
Tyr178-His290-Glu316；R 结构域的保守氨基酸序列

均为 motif Ⅰ−Ⅵ，是 NAD(P)H 结合位点，活性

位点为 Tyr169 和 Lys173。 

总之，Ms-PksPT 和 Ms-PksCT 各结构域之

间的保守氨基酸序列和活性位点相同。 

2.1.3  Mr-PksPT和Mr-PksCT及其结构域的三

维结构预测与相似性比较分析 
蛋白质三维结构的相似性常采用均方根偏

差(root mean square deviation, RMSD)值来衡量，

RMSD 值越小则相似性越高。通常如果 2 个蛋
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白质结构之间的 RMSD 值小于 2 Å，则可认为   
2 个蛋白质的差异不明显，相似性好[47]。采用

AlphaFold 2 软件分别对红色红曲菌 M7 的

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 及其结构域的三维结构

进行预测(图 S3，见国家微生物科学数据中心，

编号 NMDCX0000225)，并通过 RMSD 值对三

维结构相似性进行了比较(表 2)。 
由表 2 可知，Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 中各结

构域比较的 RMSD 值均小于 2 Å，说明 PksPT 和

PksCT 中各结构域的三维结构差异不明显，但是

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 整体三维结构比较的

RMSD 值为 12.426 Å，远远大于 2 Å，表明

Mr-PksPT和Mr-PksCT的三维结构之间差异明显。

这也说明 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 三维结构之间的

差异主要可能源于结构域之间的位置分布和相互

作用等，而不是结构域本身的三维结构[48]。这表

明 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产物的碳甲基化差异，

可能与它们的CMeT 和 KS 对 ACP 上中间产物(底

物)的竞争力大小以及各结构域之间的互作相关。 

2.2  基于结构域互作和分子对接等分析

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的碳甲基化程序 
2.2.1  基于结构域互作比较 Mr-PksPT 和

Mr-PksCT 的碳甲基化程序 
蛋白质间的静电相互作用、互作界面的残基

连接(inter-residue contacts, ICs)以及非互作表面

(non-interacting surface, NIS)残基性质等均是影

响蛋白质相互作用的主要因素[49-51]，而蛋白质互

作的强弱常用结合亲和力(binding affinity, BA)或
者平衡解离常数(equilibrium dissociation constant, 
KD)来描述[32]。影响 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产物

甲基化程序的结构域(蛋白质)主要包括 ACP、
KS 和 CMeT[18]，所以首先通过静电势能图，分

析比较了 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的 ACP、KS
和 CMeT 结构域的表面电荷差异，结果见图 3。 

由图 3 可知，Mr-PksCT 的 CMeT 结构域的

底物结合口袋入口表面(图 3B)比 Mr-PksPT 的

(图 3A)带有更多正电荷，且 Mr-PksCT 的 ACP
结构域底物结合口袋的入口表面 (图 3B)比
Mr-PksPT 的(图 3A)带有更多带负电荷，根据正

负电荷相互吸引的原理，Mr-PksCT 的 CMeT 与

其 ACP 更容易结合。也就是说从 ACP 和 CMeT
结构域底物结合口袋入口处所带的电荷看，

Mr-PksCT 产物的甲基化比 Mr-PksPT 的具有更

高的效率。但是，PksPT 和 PksCT 的 KS 结构域

底物结合口袋入口表面均带电性弱，所以基于静

电相互作用的 Mr-PksCT 和 Mr-PksPT 的 ACP 与

其对应的 KS 结构域的结合情况，还有待进一步

研究。 
 

表 2  Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 及其各对应结构域间的相似性比对 
Table 2  Similarity comparison between Mr-PksPT and Mr-PksCT and their respective domains 
Mr-PksPT/Mr-PksCT Coverage (%) Identity (%) RMSD (Å) 

SAT 99  41.90  0.811  
KS 100  70.53  0.270  
AT 100  54.31  0.513  
PT 100  41.75   0.676  
ACP1/ACP 98  48.48  1.299  
ACP2/ACP 76  33.33  1.214  
CMeT 96  51.77  0.725  
R 100  59.18  0.450  
PksPT/PksCT 98  50.23   12.426  
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图 3  Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 结构域的表面电荷分析 
Figure 3  Surface charge analysis of domains in Mr-PksPT and Mr-PksCT. A: Charged surfaces of KS, ACP, 
CMeT, KS+ACP and CMeT+ACP in Mr-PksPT. B: Charged surfaces of KS, ACP, CMeT, KS+ACP and 
CMeT+ACP in Mr-PksCT. KS, CMeT and ACP are shown in surface view. KS+ACP and CMeT+ACP are 
presented in semi-transparent surface view mixed with cartoon view. Red represents negative potentials, blue 
represents positive potentials, and white indicates zero.  
 

进一步以蛋白质-蛋白质复合物的结合亲和

力预测工具 Prodigy[32]，分别对 Mr-PksPT 和

Mr-PksCT 中 KS-ACP 和 CMeT-ACP 相互作用的

ICs、NIS 残基性质、BA 与 KD 等蛋白复合物的

结合特性进行了分析(表 3)。其中，ICs 类型主要

包括带电/带电、带电/极性、带电/非极性、极   
性/极性、非极性/极性和非极性/非极性连接等。 

由表 3 可知，Mr-PksPT 中 KS-ACP 互作比

Mr-PksCT 中互作的 BA 和 KD 都更小，表明

Mr-PksPT 中 KS-ACP 互作时形成的蛋白质复合 
 
表 3  结构域相互作用的特性 
Table 3  Properties of domain interactions 
Properties PksPT PksCT 

KS-ACP CMeT-ACP KS-ACP CMeT-ACP 
ICs_total 99 84 68 117 
ICs_charged/charged  3 7 5 8 
ICs_charged/polar 11 7 9 8 
ICs_charged/apolar 14 23 16 21 
ICs_polar/polar 5 0 2 13 
ICs_apolar/polar 29 12 18 36 
ICs_apolar/apolar 37 35 18 31 
NIS_apolar (%) 40.37 38.85 38.61 41.72 
BA (kcal/mol) −12.2 −10.0  −10.7  −12.2 
KD (mol/L) 1.2×10−9 4.9×10−8 1.4×10−8 1.2×10−9 

 



 

 

 

152 LIAO Shiyu et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

物更稳定，也就说明 Mr-PksPT 中 ACP 比

Mr-PksCT 中的更容易与其对应的 KS 发生相互

作用。其原因包括 Mr-PksPT 中 KS-ACP 复合物

的残基间连接数更多，以及非互作表面的非极性

残基百分比更大。同理，Mr-PksCT 中 CMeT-ACP
互作比 Mr-PksCT 中互作的 BA 和 KD 都更小，

表明Mr-PksCT中CMeT-ACP互作时形成的蛋白

质复合物更稳定，也就说明 Mr-PksCT 中 ACP
比 Mr-PksPT 中的更容易与其对应的 CMeT 发生

相互作用。其原因包括 Mr-PksCT 中 CMeT-ACP
复合物的残基间连接数更多，以及非互作表面的

非极性残基百分比更大。其中，ACP与KS、CMeT
互作的主要连接残基类型为非极性/非极性和极

性/非极性连接，而 Mr-PksPT 中 CMeT-ACP 的

极性/非极性连接较少，带电/非极性连接较多。

此外，CMeT-ACP 互作的确比 KS-ACP 互作有

更多的带电残基参与，与图 3 中对 KS 底物结合

口袋入口处表面电荷少故带电残基连接少的推

测一致。 
2.2.2  基 于 分 子 对 接 分 析 Mr-PksPT 和

Mr-PksCT 的碳甲基化程序 
分子对接是研究蛋白质-底物相互作用的有

力工具[52]。影响 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产物碳

甲基化程序的分子对接包括 CMeT 与甲基供体

底物 SAM 的互作，以及 CMeT 与 KS 竞争性与

Pks 产物的互作 [18-19] 。红色红曲菌 M7 中

Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的 CMeT 结构域的三维

结构均可被分为 N-端连接、N-端亚结构域和 C-
端亚结构域(图 4)。C-端亚结构域有一个罗曼斯

折叠，用于结合 S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl 
methionine, SAM)，包括 7 个标准的 β-折叠和分

布于两侧的 α-螺旋，属于Ⅰ类甲基转移酶[15]。位

于 C-端亚结构域的核心插入部分构成底物连接

口袋的底部。N-端亚结构域为一个未表征的螺旋

折叠，像一个盖子覆盖在底物结合口袋上方，发

挥底物选择作用[17,53]。 

 

 
 

图 4  Mr-PksPT 和 Mr-PksC 的 CMeTs 的结构比较  
Figure 4  Structural comparison of Mr-PksPT and Mr-PksCT CMeTs. A: Structure of Mr-PksPT CMeT. B: 
Structure of Mr-PksCT CMeT. C: Superimposed view of Mr-PksPT and Mr-PksCT CMeT. Magenta: N-terminal 
linkage; Purple: N-terminal subdomain; Yellow: C-terminal subdomain; Green: Core insertion. 
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将 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的 CMeTs 结构域

分别与甲基供体底物 SAM 进行分子对接。

Mr-PksPT CMeT 中的 Asp262 对应 Mr-PksCT 
CMeT 中的 Asn260，与 SAM 的腺嘌呤基团形成氢

键。Mr-PksPT CMeT 中的 Asp237 对应 Mr-PksCT 
CMeT 中的 Asp235，与 SAM 的核糖羟基部分形成

氢键 [15] 。 Mr-PksPT CMeT 中的 Thr216 对应

Mr-PksCT CMeT 中的 Thr214，与 SAM 的甲硫氨酸

中的氧原子和氮原子形成氢键且后者能形成更多

(图 5A、5B)。由于 Mr-PksCT CMeT 能与 SAM 形

成更多的氢键，推测其更容易与 SAM 结合。 
再进一步通过分子力学 /广义波恩表面积

(molecular mechanics/generalized Born surface 

area, MM/GBSA)自由能计算方法预测结合自由

能[54]，Mr-PksCT CMeT 与 SAM 的结合自由能

为−45.66 kcal/mol，小于 PksPT CMeT 与 SAM
的结合自由能−37.53 kcal/mol，与上述依据氢键

数量推测 Mr-PksCT CMeT 更容易结合 SAM 的

结论相符，也就说明其更容易将 SAM 上的甲基

转移到聚酮化合物中间体的 α-C 上。此外，

Mr-PksPT CMeT 的底物空腔体积被预测为

809.79 Å3，深度为 24.01 Å，而 Mr-PksCT CMeT
的底物空腔体积为 683.39 Å3，深度为 21.95 Å[55]，

Mr-PksPT 的 CMeT 有一个更大和更深的底物空

腔，与能够催化比 PksCT CMeT 更长的聚酮链的

事实一致。 

 
图 5  Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的 CMeTs 与 SAM 的分子对接分析 
Figure 5  Molecular docking analysis of Mr-PksPT and Mr-PksCT CMeTs with SAM. A: Molecular docking 
of Mr-PksPT CMeT to SAM. B: Molecular docking of Mr-PksCT CMeT to SAM. C: Superimposed view of 
Mr-PksPT and Mr-PksCT CMeTs docked with SAM. SAM are modeled as pink sticks and purple sticks in 
Mr-PksPT and Mr-PksCT CMeTs, respectively. Substrate cavities are represented by a gray mesh. 
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进一步将 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的 CMeT
和 KS 结构域分别与甲基受体底物即 Pks 中间产

物进行分子对接，再通过 MM/GBSA 自由能计

算方法预测结合自由能(图 6)。 
由图 6B 可知，Mr-PksCT 的 CMeT 与第一轮

延伸底物、第二轮延伸底物和第三轮底物的结合自

由能分别为−40.74、−46.90、−49.77 kcal/mol，均小

于 Mr-PksCT 的 KS 与对应底物的结合自由能。假

设若底物与某一结构域的结合自由能更小，便会优

先选择与其结合并发生反应，则根据假设所得的

Mr-PksCT 的碳甲基化程序如图 6B 所示，与 Storm

等[17]提出的 PksCT 的碳甲基化程序一致，说明此

假设较为合理。于是再将此假设用于分析

Mr-PksPT 的碳甲基化程序。由图 6A 可知，Mr- 
PksPT的CMeT与第四轮延伸后底物的结合自由能

为−47.86 kcal/mol，小于 Mr-PksPT 的 KS 与对应底

物的结合自由能，而与其余底物的结合自由能均大

于 Mr-PksPT 的 KS 与对应底物的结合自由能，故

推测 Mr-PksCT 的唯一一次碳甲基化发生在第四轮

延伸后(图 6A)，推测结果与已知的产物结构一致。 
基于上述分析得到的碳甲基化程序，提出了

PksPT和PksCT产生第一个游离产物的过程(图7)。 

 
图 6  基于结合自由能的 Mr-PksPT (A)和 Mr-PksCT (B)的碳甲基化程序分析 
Figure 6  Analysis of C-methylation programming of Mr-PksPT (A) and Mr-PksCT (B) based on binding free 
energies. 
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图 7  PksPT (A)和 PksCT (B)产生第一个游离产物苯甲醛化合物的过程 
Figure 7  The process of PksPT (A) and PksCT (B) producing the first free product benzaldehyde compound. 
The solid arrows indicate the specific process and direction of the synthetic process, and the dashed arrows 
indicate the binding trends and sites of the domains to the substrates. Solid boxes indicate the substrates 
involved in the reaction, and dashed boxes indicate the cycles of the reaction. 
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SAT 选择乙酰辅酶 A 作为起始单元，通过 ACP
转移乙酰基底物到 KS。AT 选择丙二酰辅酶 A
作为延伸单元，通过 ACP 转移丙二酰底物与 KS
上的乙酰基发生克莱森缩合反应以进行碳链延

伸。之后，PksPT 会在 4 轮延伸后进行碳甲基化

修饰；而 PksCT 在前 3 轮延伸后均发生碳甲基

化修饰。再分别进行一次延伸，PT 环化，最后

由 R 还原释放。 
此外，由于Mr-PksPT和Mr-PksCT的 CMeTs

分别对特定底物有显著较小的结合自由能，推测

CMeT 能特异性识别底物，而 PksPT 和 PksCT
产物碳甲基化差异可能就是源于各自 CMeT 能

特异性识别的底物存在差异[19,56]。Mr-PksPT 和

Mr-PksCT KS 与合成过程中所有酰基底物的结

合自由能都始终稳定在较低水平，CMeT 只有在

识别特异性底物时才具有较小的结合自由能且

比 KS 与该底物的结合自由能更小，以方便底物

选择与 CMeT 结合并发生反应，进一步体现了

CMeT 与 KS 在产物合成过程中的竞争关系[18-19]。 

3  讨论与结论 
甲基化是天然产物中常见的现象，但其机理

仍不清楚。本文以红色红曲菌 M7 基因组中结构

域组成相同，产物均为 BA 但甲基化程度不同的

2 个 NR-Pks——Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 为研究

对象，通过 AlphaFold 2 预测 Pks 及其结构域的

三维结构，并结合分子对接技术和结合自由能分

析，表明 Pks 的 CMeT 结构域通过与 KS 结构域

的竞争，从而影响 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产物

BA 的甲基化程度。 
基于 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的聚类、结构

域及其氨基酸序列保守性及其结构域的三维结

构的相似性比较分析发现，尽管它们的聚类(图
1)、结构域组成(图 2)及其氨基酸序列保守性(表
1)与结构域三维结构的相似性(表 2)等非常相

似，但是 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 三维结构的

RMSD 值为 12.426 Å (表 2)，远远大于 2 Å，相

似性很差，表明 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产生 BA
的甲基化程度差异应该是由 CMeT 参与的结构

域互作的差异决定的。随后，采用分子对接结合

自由能分析表明，影响 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT
产物 BA 甲基化程度的是由 Pks 的 CMeT 与 KS
结构域对 Pks 中间产物的竞争性决定的，并提出

了 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 产生 BA 的形成过程

(图 7)。 
目前，关于 Pks 的 CMeT 结构域的三维结构

信息及其功能都是通过对 CMeT 结构域晶体的

信息获得的，由于蛋白晶体及其结构信息的获得

繁琐且困难，所以截至 2023 年 1 月底在 PDB 蛋

白质数据库 PDB 中已公布的 Pks 的 CMeT 晶体

结构信息仅为 11 个(表 S1，见国家微生物科学

数据中心，编号 NMDCX0000225)。最近，采用

AlphaFold 2 软件预测蛋白质及其结构域的三维

结构信息取得了长足进步，截至 2022 年 12 月采

用 AlphaFold 2 已成功预测超过 2 亿个蛋白质三

维结构[21-22]，包括至少 29 240 个甲基转移酶结

构域(methyltransferase, MT)的三维结构，其中许

多通过 AlphaFold 2 预测的结构与实验结构的一

致性好且常被用于科学研究(表 S9，见国家微生

物科学数据中心，编号 NMDCX0000225)[57-58]。

本文在研究过程中，比较了通过蛋白质结晶获得

的来自红曲菌 PksCT 的 CMeT 的三维结构(PDB 
ID: 5MPT)[17]与采用 AlphaFold 2 预测的红曲菌

PksCT 的 CMeT 的 三 维 结 构 结 果 ( 见

NMDCX0000225 中的图 S4)，发现两者的 RMSD
值仅为 0.391Å，远远小于 2Å，表明二者的一致

性好，这也表明本文采用 AlphaFold 2 预测的 Pks
及其结构域的结果是可靠的。 

通过分析 Mr-PksPT 和 Mr-PksCT 的 ACP、
KS 和 CMeT 结构域的表面电荷差异发现，这些 
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结构域的表面电荷，特别是底物结合口袋入口表

面电荷的差异(图 3)影响着 KS 和 CMeT 对 Pks
中间产物的竞争性，从而决定着 Pks 产物 BA 的

甲基化程度。为此，尝试这改变 KS 和 CMeT 结

构域的底物结合口袋入口处的活性氨基酸组成，

以调整表面电荷，从而有望产生不同甲基化程度

的 Pks 产物。例如，Mr-PksCT 的 CMeT 中主要

参与底物结合口袋入口表面的带电连接的残基

包括 Lys78、Lys246、Arg164，将这 3 个主要的正

电荷残基全部突变为性质相似且不带电残基

Gln。突变后的 CMeT (CMeTQ)理论上能由于口

袋入口表面的正电荷减少，将减少与入口表面带

负电荷的 ACP 相互作用的机会，从而改变 C 甲

基化程度。于是，进一步对 CMeTQ 进行分析，

Mr-PksCT的 CMeTQ与CMeT三维结构的RMSD
值为 0.434，表明突变前后的三维结构相似。且

MrPksCT 中 CMeTQ-ACP 互作的结合亲和力为

−10.3 kcal/mol，与 Mr-PksPT 中 CMeT-ACP 互作

的结合亲和力相似，说明该突变的确能降低

Mr-PksCT 中 CMeT 与 KS 竞争性与 ACP 互作的

优势，以至于降低产物的甲基化效率，从而可能

改变 Mr-PksCT 产物的甲基化程度。 
综上所述，红色红曲菌 M7 中 Mr-PksPT 和

Mr-PksCT 产物 BA 的甲基化程度差异是由

CMeT 结构域与 KS 结构域的竞争造成的。并基

于结合自由能分析，提出了 Mr-PksPT 和

Mr-PksCT 产物 BA 的合成过程。最后提出了通

过改造 Mr-PksCT 的 CMeT 从而改变 Mr-PksCT
产物 BA 甲基化程度的建议。本研究结果希望能

为 Pks 的碳甲基化研究提供新思路并为设计 Pks
产物的碳甲基化提供方向。 
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