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催化非脱羧克莱森缩合反应的新型酮酶*

NovelKetosynthasesofCatalyzingtheNon飊decarboxyla灢
tiveClaisenCondensation

潘丽霞,杨登峰**

PANLixia,YANGDengfeng

(广西科学院,非粮生物质酶解国家重点实验室,国家非粮生物质能源工程技术研究中心,广西生

物质产业化工程院,广西生物炼制重点实验室,广西南宁暋530007)
(StateKeyLaboratoryofNon飊foodBiomassandEnzymeTechnology,NationalEngineering
ResearchCenterofNon飊foodBiorefinery,GuangxiBiomassIndustrializationEngineeringInsti灢
tute,GuangxiKeyLaboratoryofBiorefinery,GuangxiAcademyofSciences,Nanning,Guangxi,

530007,China)

摘要:酮酶对于多种生物代谢途径至关重要,且对碳碳键的生物合成起关键作用。目前,对脱羧的克莱森缩合反

应研究较为深入,而催化非脱羧克莱森缩合反应的酮酶的研究工作相对较少。最近,在这方面的研究取得了一

些新的进展。本文论述了与之相关的新型酮酶的酶学特性、结构基础、催化机制以及应用前景。
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Abstract:Ketosynthasesareessentialforseveralmetabolicpathwaysandplayavitalfunctionin
biosynthesisofcarbon飊carbonbond.Untilnow,decarboxylativeClaisenreactionhasbeenin灢
tensitivelystudied,whiletheresearchofketosynthaseswhichcatalyzedthenon飊decarboxyla灢
tiveClaisencondensationsisrelativelyscarce.Recently,somenewprogresseshavebeenmade
inthisfield.Inthispaper,novelketosynthaseshavebeendiscussedincludingtheirenzymatic
characteristics,structurebasis,catalyticmechanismandapplicationprospect.
Keywords:non飊decarboxylative,Claisencondensation,ketosynthase

0暋引言

暋暋酮酶是广泛存在于各类生物体中,负责碳碳键形

成的酶,是脂肪酸、聚酮以及甲羟戊酸途径的基础代

谢酶[1]。它一般通过克莱森缩合反应添加碳二单元,
如此反复缩合,完成一个复杂分子碳骨架的生物合

成[2]。酮酶通常以两种形式存在:一种是作为大型复

合酶的一个结合域,如栺型脂肪酸合成酶和栺型聚酮

合酶;另一种是作为单独的酶起催化作用,如栻型脂

肪酸合成酶,栻型和栿型聚酮合酶。另外,它的生物

合成产物除了长链脂肪酸外,还有大量具有生物活性

的次级代谢产物,如具有抗菌作用的红霉素,抗癌作

用的多柔比星以及具有抗氧化作用的白藜芦醇。因

此,无论是在初级代谢还是在次级代谢中,该类酶都

具有重要的生理作用。

暋暋根据如何生成亲电的阴离子,可以将该类酶分为

脱羧的和非脱羧的。脱羧的克莱森反应是通过丙二

酰辅酶 A上双酮基团中的毬碳脱羧完成阴离子的生

成;而非脱羧的克莱森反应是通过乙酰辅酶 A 上毩
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碳的质子消除,完成阴离子的生成(图1)。最为常见

的两种脂肪酸合成酶和3种聚酮合酶都是属于脱羧

的缩合反应,目前,这类酶的研究已经相当广泛和深

入[3飊6]。这类酶在反应过程中,一般是由较活泼的丙

二酰辅酶 A触发反应,通过脱羧产生活性的阴离子,

对羰基进行进攻,完成碳碳键的缩合。然而,非脱羧

的酮酶研究仅限于栻型硫解酶[7],这类酶对底物的激

活是通过活性中心的第二个半胱氨酸来实现,这种方

式也是较为独特的。

图1暋脱羧和非脱羧克莱森缩合反应的阴离子生产机制

Fig.1暋Aniongenerationofdecarboxylativeandnon飊decarboxylativeClaisencondensation

暋暋近年来,随着合成生物学研究的深入,催化非脱

羧克莱森反应的多个新型酮酶相继被发现,它们都在

天然 产 物 的 合 成 中 起 到 关 键 的 作 用,其 中 包 括

CsyB[8],MxnB/CorB[9飊10],Ppys[11]和StlD。它们之间

催化的反应即很类似,又有不同点(图2)。CsyB是

第一个已知的同时催化脱羧和非脱羧缩合反应的栿
型聚酮合酶;MxnB/CorB是负责合成毩飊吡喃酮类抗

生素 myxopyroninA/corallopyroninA的关键酶,在
合成的最后一步,非脱羧的缩合左右两条链;Ppys是

一类广泛存在的,负责合成新型群体效应分子pho灢
topyrone的酮酶;StlD 是同时催化克莱森反应和麦

克尔加成反应的新型酮酶。这些新型酮酶无一例外

的都是完成非脱羧的克莱森缩合反应,接受的底物也

与之前的脱羧反应不同,拥有新颖的催化机制,并能

合成出全新的分子骨架。近年来,研究者对这些酶进

行了详细的研究,包括酶学特性、结构基础、催化机制

以及酶学应用。本文就这些最新的进展进行总结和

归纳。

图2暋新型非脱羧酮酶的酶反应

Fig.2暋Enzymaticreactionofnovelnon飊decarboxylativeketosynthases

1暋新型酮酶的酶学特性

1.1暋CysB
暋暋CsyB是一种来源于真菌米曲霉的栿型聚酮合

酶,最早是在2005年通过米曲霉菌株全基因组测序

发现的[12]。当时,在全基因组中发现了4个疑似栿
型聚酮合酶的CsyA,CsyB,CsyC 和CsyD 基因,但未

发现相关的代谢产物。因此,其功能并未确定。2011
年,CsyB的功能研究是通过在米曲霉中同源表达进

行的,其产物是带有酰基侧链的吡喃酮,这个结构非
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常新颖,尤其是酰基的引入。由于是体内表达,它所

接受的底物并不十分明确,但可以肯定的是它至少接

受一个不同于之前的丙二酰辅酶A的底物[13]。2014
年,它的催化功能得到了进一步明确,它可以催化两

分子双酮分子的分子内聚合反应(图2A),接受非丙

二酰辅酶 A的新型底物,这些特性都是之前栿型聚

酮合酶所不具备的。同时,它是第一个可以同时催化

脱羧缩合和非脱羧缩合的栿型聚酮合酶[14]。

1.2暋MxnB/CorB
暋暋myxopyroninA 和corallopyroninA 是吡喃酮

类的 抗 生 素,由 于 它 们 是 细 菌 RNA polymerase
(RNA聚合酶)的非竞争性抑制剂,并且与之前的

RNA酶抑制剂是作用于不同部位而广受关注[15]。
另外,吡喃酮结构在抗生素中的重要性也得到了证

实。喂养试验证明,这两个抗生素的生物合成由栺型

聚酮合酶完成。MxnB和CorB是抗生素 myxopyro灢
ninA和corallopyroninA生物合成中负责左右两部

分缩合的关键酶[16飊17],它们具有一定的同源性,功能

上也十分接近,只是在接受的底物的左链部分有一些

不同,因此,在本文中,这两个酶放在一起进行说明。
它们的生物学功能通过体外试验完成,底物合成通过

有机合成的方法进行,底物是两个完全不同的双酮单

元[9飊10](图2B)。

1.3暋Ppys
暋暋Ppys是负责催化合成群体效应信号分子photo灢
pyrone的酮酶。这类酶的发现过程是伴随着对该信

号分子的生物合成途径的研究的深入。该酶首先是

通过基因敲除试验证实的,当基因ppys被敲除后,

photopyrone分子消失[18];接着,利用异源表达技术,
将ppys,bkdABC 和ngrA 导入大肠杆菌中表达,重
构了photopyrone的生物合成途径[19]。这个酶的功

能被彻底证实。它的底物是一个脂肪链的单酮和一

个脂肪链的双酮(图2C),脂肪链的侧链经常被修饰,
可以产生如pseudopyronine这样的分子,这类酶也

广泛存在于细菌中[11]。

1.4暋StlD
暋暋StlD是一类全新的,属于 DarB亚家族的酮酶,
它的功能已经完成鉴定,主要是通过晶体结构、突变

体活性试验和非天然底物的体外试验进行。StlD的

发现是基于前期对一种广泛存在的 DarB家族酮酶

的研究[20],DarB酶和 DarA 酶联合作用,一个负责

缩合两分子底物,另一个负责脱氢脱羧,可以产生之

前只有植物中才能产生的1,3飊环己二酮和苯二酚类

化合物。它们可以接受一个双酮分子和一个不饱和

的单酮分子作为底物(图2D),完成一个同时具有克

莱森缩合反应和麦克尔加成的酶催化反应。这类反

应是非常少见的催化类型。

2暋新型酮酶的结构基础

暋暋近两年,新型酮酶的结构基础陆续得到解析,其
中主要包括CsyB、MxnB/CorB和StlD(详见表1)。

2.1暋CsyB
暋暋2014年,CsyB的晶体结构得到了解析[21]。野生

型CsyB和辅酶 A 的复合体用分子替换的方法解析

度可以达到1.7痄。二聚体CsyB的整体结构维持了

保守的毩毬毩毬毩的折叠,以C155、H310和 N3433个氨

基酸形成催化中心,该中心深埋在每个单体的内部。
这些都是栿型聚酮合酶的典型特点。因此,该酶仍保

留了栿型聚酮合酶的催化性能。CsyB的晶体结构主

要分为3个部分:长链脂肪酸的活性口袋、中心催化

区和一个特有的活性口袋。值得注意的是,在 CsyB
的晶体结构中发现一个其他栿型聚酮合酶所不具有

的特异性的活性口袋。初步推测该口袋与其新的催

化性能有关,通过突变体活性试验、非天然底物活性

试验和突变体结晶试验,确定了该活性口袋具有接受

脂肪链酰基的作用,同时,改变该活性口袋的关键氨

基酸的大小可以改变 CsyB接受底物的特异性。在

晶体结构中,还发现了一个氢键网络,同位素喂养试

验结果表明,该氢键网络参与到酶催化的过程中[8]。

2.2暋MxnB/CorB
暋暋2015年,MxnB/CorB的晶体结构同时得到了解

析,这两个酶由不同的两个研究小组完成,并都得到

了较 高 的 分 辨 率。MxnB 的 结 构 是 以 大 肠 杆 菌

FabH 为模板,通过分子替换的方法得到的。CorB
也是通过分子替换的方法得到的。它们的整体结构

维持了保守的毩毬毩毬毩的折叠结构,可以清楚地看到左

右两个活性口袋,且口袋的体积较大,催化三联体氨

基酸是C121、H264和 N294。从氨基酸序列看,它们

保留了脱羧催化的关键氨基酸,但通过对催化三联体

氨基酸精确位置的分析,发现它们之间的距离已经发

生了微妙的变化,这些变化很可能使得它们的脱羧催

化活力丧失。突变体活性试验显示这些氨基酸在催

化过程中都在发挥作用[9飊10]。

2.3暋StlD
暋暋2016年,StlD的晶体结构得到了解析,这是一个

新的结构亚类,是通过硒代甲硫氨酸的方法获得的晶

体结构。它的整体结构也维持了保守的毩毬毩毬毩的折

叠结构。关键的催化氨基酸为C126、H302和 N337,
序列依然保守。但突变体活性试验结果显示,突变体

H302A仍然具有与野生型相似的活力,这是在之前
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的酮酶中没有见到的,这说明催化三联体在非脱羧的

反应 中 已 经 失 去 了 催 化 脱 羧 的 作 用。而 突 变 体

H302A的晶体结构也证实了这一点。
表1暋新型非脱羧酮酶的晶体结构

Table1暋Crystalstructureofnovelnon飊decarboxylativeketo灢
synthases

名称
Name

来源
Originalsource

类型
Type

分辨率
Resolution

(痄)

蛋白质库
编号

PDBID
CsyB Aspergillusoryzae 栿 PKS 1.71 3WXY
MxnB MyxococcusfulvusMxf50 栺PKS 1.67 4V2P
CorB Corallococcuscoralloides 栺PKS 1.7 5C1J
StlD Photohabdusluminescens DarB 1.8 -

3暋新型酮酶的催化机制

3.1暋CysB
暋暋CsyB的催化机制研究较为完整,通过野生型结

构、突变体酶学分析、非天然底物活性试验、突变体结

构和同位素活性试验,推测出了较为合理的催化机

制。具体如下:首先,第一个二酮底物进入活性口袋,
结合到活性中心155位的半胱氨酸;接着,转移到底

物特异性的活性口袋,同时,将原有的活性口袋让出,
然后,通过由一分子水分子、155位的半胱氨酸和377
位的组氨酸形成的氢键网络,将第一个底物从155位

水解下来;这时,第二个二酮底物进入活性口袋,第一

个二酮底物被377位的组氨酸激活,完成对第一个底

物的攻击,形成一个碳碳键,接着,中间产物自身环

化,完成反应,新产物从活性口袋释放出来,反应结束

(图3)[8]。

图3暋推测的CsyB的催化机制[8]

Fig.3暋ProposedcatalyticmechanismofCsyB[8]

3.2暋MxnB/CorB
暋暋从催化反应中不难看出,MxnB及 CorB的反应

类型和CsyB相同,不同点是它们接受的底物的侧链

不同,因此,这两类酶很可能拥有相同的催化机制。
然而,通过氨基酸序列分析,在 CsyB中起到关键催

化作用的377位的组氨酸,在 MxnB及CorB的氨基

酸序列中并未发现,通过这两个酶的晶体结构的进一

步分析,在其活性中心也并未发现起类似作用的氨基

酸残基。因此,它们的催化机制不同于 CsyB。初步

推测,它们的底物的激活是依靠其他机制,即借助

292位的天冬酰胺完成的。另外,通过底物优先试

验,MxnB的催化顺序也已被确定,它是先接受左链,
然后再缩合右链完成缩合反应的。同时,在反应的过

程中有两个 ACP蛋白的参与,帮助底物结合在蛋白

上,添加 ACP蛋白可以明显的提高反应速率[9飊10]。

3.3暋Ppys
暋暋在Ppys的催化机制中,它所接受的底物与CsyB
和 MxnB/CorB相比,在侧链上的结构更加简单,而
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且它的底物是一个单酮基团和一个双酮基团;不是两

个双酮基团。在底物的激活方式上,推测是与其105
位的谷氨酸有关[11]。激活的位点推测是单酮基团的

碳2位置,就这一步上来说,激活方式有点类似 OleA
的激活方式[22]。OleA 的激活就是由活性中心的酸

性氨基酸完成的,激活的底物位点也是单酮基团的碳

2位置。

3.4暋StlD
暋暋目前,StlD的具体催化机制已经通过晶体结构、
突变体活性试验和非天然底物活性试验进行研究。
由于StlD的活性口袋较小且对突变较为敏感,虽然

完整的催化机制未得到全面的解析,但一些关键特性

已经得到了证实。不同于激活碳2位置的 CsyB,

StlD激活的是更加不活泼的碳4位置,基于晶体结

构和活性口袋氨基酸分析,推测154位的谷氨酸负责

激活,突变体活性试验也证实了这个结果。另外,值
得注意的是,催化中心的302位的组氨酸突变体仍然

保持活力,这在之前的所有酮酶中是没有发现的,说
明该氨基酸彻底失去了催化活力,无论是脱羧的,还
是不脱羧的反应[23]。

4暋结束语

暋暋CsyB所展现出的对不同类型双酮的缩合能力和

其较大的活性口袋,尤其是在侧链的部分上,这些特

质都使其在酶法应用上具有更多的想象空间。它是

否可以一步法合成不同类型的吡喃酮类抗生素,也是

值得深入研究的。就目前的结果看,它是可以通过化

学合成前体底物,再经CsyB一步法合成的。

暋暋之前的芪类化合物都是来源于植物,StlD 的发

现给我们利用细菌来源的酶进行酶法合成提供了可

能。单独的StlD只能完成芪类化合物前体的合成,
但要直接得到芪类化合物,要通过StlD和StlC的联

合作用才可以。通过体外实验,对非天然底物,StlD
和StlC表现出良好的底物耐受性。目前,已经通过

酶法合成出多种芪类化合物的结构类似物,相关的活

性正在检测中[23]。

暋暋这两年,新型非脱羧的克莱森缩合反应的酮酶不

断被报道。对这些全新的酮酶的研究,丰富了酮酶的

亚类种类的知识,了解了其更多的催化机制,揭示了

许多普遍存在于细菌体内的重要催化反应,给酶法合

成提供了可能的思路,为我们全面了解催化非脱羧的

克莱森缩合反应的酮酶奠定了理论基础。
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