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埃博霉素（!"#$%&’#()*）的 +,-./0+-杂合基因簇
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摘 要 埃博霉素是由粘细菌纤维堆囊菌产生的一类具有促微管聚合活性的大环内酯类化合物。埃博霉素生物

合成的多酶复合体是一个由多个功能模块组成，同时含有多聚酮合酶（FG,）和非核糖体肽合成酶（+HF,）的大操纵
子。根据同位素标记试验结果和合成酶全基因簇功能的推测，埃博霉素的生物合成包括聚酮链的引发、链合成的

起始和噻唑环的形成、链的延伸和转移、链合成的终止释放和环化、及产物的后修饰 # 个阶段。埃博霉素的
FG,I+HF,杂合基因簇是开展组合生物合成研究的良好材料。
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埃博霉素（=.(/L>)(D-）是由粘细菌中纤维堆囊菌（ 3(*+$4
1#)5 0%,,),(&)5）产生的一类大环内酯类化合物，具有促微管
聚合活性，是继紫杉醇（9;<()#H）之后发现的 7种具有促微管
聚合活性的化合物（=.(/L>)(D-@、-)-B/L-2(1>D@、A>@C(A-20()>A-、
);B)>0;)>A-、M,"44#N 和 .-)(2B@>A-）中最令人兴奋的研究热
点［! O $］。埃博霉素不但具有与紫杉醇相似的作用微管的模

式，而且比紫杉醇具有更好的水溶性，分子量小，结构简单

（图 !），尤其是对耐紫杉醇类的肿瘤细胞具有高活性，被认
为是紫杉醇的更新换代产品。埃博霉素类化合物作为极具

潜力的抗癌药激发了科研人员和制药公司的极大热情，埃博

霉素的研发由于其生物合成的机制而同时成为基因工程改

造合成新的“人工”天然化合物的良好材料，有关工作在最近

两三年内取得了令人振奋的进展。本文对近年来埃博霉素

生物合成基因簇的研究进行了综述。

图 ! 埃博霉素化学结构
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1 多聚酮和非核糖体肽的合成酶基因

多聚酮和非核糖体肽是复杂天然药物中的两大重要家

族，分别由羧酸和氨基酸单体连续缩合而成［#］。其生物合成

过程均是在大型的多酶复合体催化下完成的，前者是多聚酮

合酶（F()QR-/>A- @QD/L;@-，FG,），后者为非核糖体肽合成酶
（+(D32>1(@(0;) .-./>A- @QD/L-/;@-，+HF,）。FG,和 +HF,复合酶
的基因主要是由连续的重复模块（S(AB)-）构成，每个基因模

块的产物可催化多聚酮或多肽链的一轮延伸和可能的修饰。

$%世纪 "%年代初的红霉素 FG,编码基因簇序列的测定揭示
了 FG,基因及其编码蛋白的模块结构性质（图 $8）。FG,基
因簇大小从 !%R1到大于 !%%R1不等，一般包括 $ T 5R1的负
载模块（U(;A>DE 0(AB)-），线性组织的多个 5 T #V#R1的中间模
块，以及一个小的硫酯酶（9=）或释放域。每个模块均含有 &
T 7个功能域，其中酮基合酶（G-/(@QD/L;@-，G,），酰基转移酶
（8CQ)/2;D@P-2;@-，89）和酰基载体蛋白（8CQ)C;22>-2 .2(/->D，8KF）



是聚酮链二碳单元延伸所必需的。此外，模块中还可能含有

! " #个修饰酮基的功能域：酮基还原酶（$%），$% & 脱水酶
（’(），或 $%& ’(&烯酰基还原酶（)%）。*$+中模块的顺序
和组成决定了其编码产物的结构，而模块的数量则决定了聚

酮链的长度［,］。

在 -%*+中也有类似的模块结构（图 ./），每个模块含有
#个必需的功能域：腺苷酰化结构域（01234567893，0），缩合结

构域（:93123;67893，:），和肽酰载体蛋白结构域（*2<78145 =6>>82>
<>97283，*:*）。这 #种酶共同完成氨基酸单元的延伸。此外
各模块中还可能含有差向异构化（)<8?2>8@67893）、-A甲基化
（-A?27B4567893）和氧化（CD8167893）#个修饰功能域。与 *$+;基
因簇相似，-%*+;的模块顺序、组成和数量也分别决定了氨
基酸寡肽的性质和长短［#，E］。

图 . 多聚酮和非核糖体肽多酶复合体的模块结构及加工过程［#］

F8GH. )D6?<52; 9I ?91J56> ;7>J=7J>2; 631 K89;437B278= <>9=2;;2; 9I（0）<954L27812 ;437B6;2; ’)/+（’29D42>47B>9395812 / ;437B6;2，合成红霉素的前体）

631（/）393A>8K9;9?65 <2<7812 ;437B276;2; 0:M（0?839618<45A=4;728345AN65832 ;437B276;2，合成青霉素和头孢菌素的前体）

! 埃博霉素生物合成的酶复合体及其基因
簇

.OOO年 PJ5823等［Q］和 R9536>等［S］分别在两株纤维堆囊菌
+R*,,和 +9 =2TO菌株中报道了埃博霉素的全基因簇序列，并
提示了其生物合成基因簇的分子模型（图 #）。在 +R*,, 和
+9 =2TO两株菌中，埃博霉素合成酶的编码基因几乎完全一
致，仅间隔序列存在少量的差异。以 :5J;765软件比较分析的
同源性高达 TUV。
埃博霉素的生物合成主要是由 W型聚酮合酶催化完成

的，与一般 *$+基因簇不同，埃博霉素的复合酶系统中同时
含有 *$+和 -%*+模块，包括 !个负载模块，!个非核糖体肽
合成酶模块，U 个聚酮合酶模块和一个 *,EO 环氧酶（)<9D8A
16;2）。整个基因簇中有 S个转录方向一致的基因，分别编码
E个 *$+（包括 )<90、)<9/、)<9:、)<9’ 和 )<9)），! 个 -%*+
（即 )<9*，位于 )<90 和 )<9/ 之间）和 ! 个 *,EO 环氧酶
（)<9F）。由于 !"#$X !"#%，以及 !"#&X !"#’ 中存在基因的重叠
现象（即上游基因的终止密码子与下游基因的起始密码子重

叠），推测 !"#$X !"#%，!"#&X !"#’可能共转录。而在 !"#%X !"#&
（!,SK<），!"#(X !"#)（!EK<）和 !"#)X !"#*（!!EK<）基因之间短小
的间区序列中没有发现转录终止子，这表明所有这些基因构

成一个异常大的操纵子（ Y EQLK），而操纵子的启动子序列可
能位于 !"#$前端 T#EK<非编码区中 0Z含量异常丰富的区
域，约 #OOK<左右。

" 埃博霉素的生物合成过程

埃博霉素合成的前体化合物是脱氧埃博霉素，再经过

*,EO环氧酶的作用将 !.和 !#位的 :环氧化。以埃博霉素 0
和 /为例，可以把合成过程分成五个阶段，即聚酮链的引发，
链的起始和噻唑环合成，链的延伸和转移，链的终止和释放

以及终产物的修饰。

"#$ 链的引发（%&’&()*+,+*+的形成）
埃博霉素合成的酶复合体共有 !O个载体蛋白（T个 0:*

和 !个 *:*），各模块中的 0:*包含 SE " TO个氨基酸。研究
表明，催化埃博霉素生物合成的多功能酶复合体 *$+X-%*+
在翻译后，载体蛋白需活化后才能发挥作用。在磷酸泛酰巯

基乙胺转移酶（**Z6;2，即酰基转移酶）的催化下，来自辅酶 0
的磷酸泛酰巯基乙胺基共价结合到载体蛋白结构域中保守

的丝氨酸残基上，形成活化的 B959A0:*X*:*。0:*X*:*通过
[ +(与酰基中间体酯合，形成一个灵活的摆臂，可以将合成
的中间产物转移到下一个酶的活性中心。

"#! 链的起始和噻唑环的形成
埃博霉素合成的特殊起始物———.A甲基噻唑五元杂环

是由 )<90和 )<9*模块共同催化合成的。)<90模块中的!
酮脂酰合酶（$+\）催化多聚酮链起始时丙二酰A0:*（?659345A
0:*）的脱羧，进一步酰基转移酶（0Z）活化乙酰基（产物埃博
霉素 0）或丙酰（产物埃博霉素 /），并将乙酰或丙酰基团加
载到多酶复合物上形成乙酰X丙酰A+A0:*，在链延伸中作为供
体来启动埃博霉素的生物合成［U］，并最终形成 .A甲基噻唑环
的一部分（:.Q和 :.O）（图 !）。通常细菌 W型 *$+的 $+\是
$+活性位点的半胱氨酸被谷氨酸残基取代，但在 )<90中的
$+\是被酪氨酸所取代的；并且典型的 )%（烯酰基还原酶）
中高度保守的精氨酸在 )<90中也被谷氨酸所取代。因此，
它们的确切作用尚有待分析。
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图 ! 由 "#$%&’"$酶复合体催化的埃博霉素 (和 )生物合成途径

*+,-! ./0 1+23456/06+7 896/:94 ;2< 0826/+=2503 ( 95> ) 14 6/0 "#$%&’"$ 05?4@0 72@8=0A

!"#$编码一个非核糖体肽的合成酶模块，包含 B个功能
结构域，分别催化杂环化、腺苷酸化、推测的氧化和巯基化反

应。C82"的底物是半胱氨酸，活化的半胱氨酸被 "D"的 $E
基捕获形成氨酰F$F"D"［!］。上游模块 C82( 形成的乙酰F$F
(D"作为亲电体，在受到下游模块 C82"上形成的亲核体氨
酰F$F"D"的攻击后，酰基定向转移到 C82"的缩合结构域缩
合，在杂环化结构域上通过分子内环化脱水形成 GF甲基二氢
噻唑环。在 !"#$中酰苷酸化核心序列间嵌入一个特殊的结
构域，这个结构域与 &(H（"）E氧化F还原酶序列相似，可能
参与将 GF甲基二氢噻唑环氧化成 GF甲基噻唑［I］。
!"! 链的延伸和转移
埃博霉素生物合成的骨架单体必需经每个模块中的

(D"F酰基转移酶（(.）活化并与 /2=2F(D"%"D"上的F$E作用，
形成酰基F$F(D"。(.3结构域具有一定的专一性，可明显分
为两类：模块 J、G、!、B、K中 (.3结合的是乙酸单元；L、M、N、I
中结合的是丙酸单元。这一点与埃博霉素的结构相符。

埃博霉素链的延伸顺序与其编码 "#$的基因簇模块顺
序一致。噻唑环形成后，GF甲基FBF羧基噻唑环酰基F$F"D"作
为亲电体，被下游模块的亲核体甲基F丙二酰基F$F(D"攻击，
定向转移到下游 C82)模块的 #$域的半胱氨酸活性位点上，

并通过脱羧酰化作用与丙二酰F$F(D"缩合，从而使聚酮链延
伸二碳单位。依次经过 C82)（L 个模块），C82D（B 个模块），
C82H（G个模块）和 C82C（L个模块）的催化，共 K个二碳单元
结合到聚酮链上，并经各个模块中修饰结构域的适当修饰

———即酮基还原酶（#’），#’ O脱水酶（HE），和 #’ O HE O烯
酰基还原酶（C’），最终产生埃博霉素的 LN元环骨架［I］。
!"# 链的终止与释放
聚酮链延伸到最下游的模块 K的 (D"域时，全长的酰基

链将被释放。链终止的酶单元位于 C82C的末端，是一长 GM
P !MQH的多肽片段（硫酯酶，.C）。酰基链从最后一个 (D"
位点转移到 .C中丝氨酸位点上，产生过渡中间体 974=F2F.C。
这个共价体受到聚酮链上羟基的攻击发生分子内环化，并解

离形成 LN元大环内酯类化合物［!，I］。
!"$ 终产物的修饰
一旦成熟的聚酮链%非核糖体肽从泛酰辅基上释放后，

辅酶将对其进一步修饰。这些修饰酶大多有自身的合成途

径，其编码基因位于 "#$3%&’"$3基因簇的附近，主要有羟化
酶、糖基转移酶、甲基转移酶等［!］。如在埃博霉素生物合成

酶基因簇的模块 K附近有 L个 "BMJ环氧酶基因（ !"#%），编码
产物由 BGJ个氨基酸组成，氨基酸序列与细胞色素 "BMJ氧化

!LMM期 黎志凤等：埃博霉素（C826/+=2503）的 "#$%&’"$杂合基因簇



酶的相似性很高，该酶催化埃博霉素 !"#$!"% 之间的环氧
化。此外，同源性分析表明，位于埃博霉素基因簇附近的

!"#%和 !"#"&（图 %）可能编码转运蛋白，参与次级代谢产物埃
博霉素的胞外分泌。

! 埃博霉素的研究现状及其组合生物合成
前景展望

目前，埃博霉素已成为化学界、生物界和临床医学研究

的热点［’］，研究主要集中在以下几个方面："）化学合成研究：
利用化学方法进行埃博霉素全合成的研究报道非常多且周

期短进展快［"(，""］，但由于生物分子的很多位点都不易进行化

学修饰，因此，尽管化学法合成任何一个埃博霉素的衍生物

在理论上是可行的，并将继续成为发现新型埃博霉素类化合

物的有效途径，但在生产上会受到时间和成本的制约［)］；#）
传统微生物学研究：利用传统的抗生素发酵方法优化调节菌

体发酵条件，不但可以提高埃博霉素的产量［"#］，还可以改变

埃博霉素类化合物的种类［"%］。但有关工作的报道很少，进一

步提升埃博霉素发酵水平的潜力很大。另一方面，采用传统

突变方法改变埃博霉素的合成途径，能够获得更多的埃博霉

素类似物［"&］。尽管目前已经分离到 %’种博霉素的类似物。
但根据其生物合成酶的潜力，可能合成的埃博霉素类似物要

远大于此。因此，筛选更广泛的埃博霉素产生菌仍是一条有

效的途径［"*］；%）分子生物学研究：近两三年来埃博霉素的遗
传学研究主要在生物合成途径的分析［+］、模块基因功能的研

究［)，,］、异源表达和基因簇的遗传改造方面［") - ",］。有关工作

均刚刚起步；&）临床医学研究：目前瑞士 ./012345的埃博霉素

6（78/394:/;< 6）和美国 =>?4@@的杂氮埃博霉素 6（AB1<8/394:/;<
6）均已进入!期临床研究，美国 C/51;的埃博霉素 D（78/394$
:/;< D）也在进行 E期临床研究。所受试病例都是紫杉醇治疗
无效患者，并已取得很有希望的结果。有关专家预计 % F &
年后该类药品可能上市。

埃博霉素不但结构简单而且是近年来发现的极少数天

然 GC=H.IG=杂合多酶复合体催化合成的生物活性物质之
一［"+］。其杂合生物合成基因簇 GC=H.IG=的报道为生化医
药界利用组合生物合成手段开发新药提供了新颖的思路和

独特的材料。由于埃博霉素属于结合氨基酸的 E型聚酮类
化合物，其链长由模块的数量决定、侧链组分由模块中专一

性 AJHA决定、每轮缩合反应中"$酮基的还原程度由每个模
块中还原域的多少决定、非核糖体肽的修饰由差向异构化

（784K<24B134/;）、.$甲基化（.$K<39L:134/;）、氧化（MN4O134/;）等功
能域实现。因此我们有可能以多个方面的遗传改造来获得

埃博霉素衍生物：A、起始羧酸的置换：除了乙酸和丙酸单元
常用于大环内酯物的生物合成之外，还有更多稀有的起始单

元，如已经发现的有异丁酸（A0<2K<P34;）、%，&$二氢环己酸
（I181KLP4; Q RC*()）、以及 %$氨基$*$羟基苯甲酸（I4S1KLP4;），
也可以通过整合不同的加载模块到 GC=H.IG=起始链中从而
引入了新的起始羧酸单元；6、功能缺失：由于 C=H!、AJHA和
A!GHG!G 的功能域对 GC=H.IG= 的每个模块来说都是必需

的，所以有关的功能缺失只涉及加工修饰结构域，如 CI、DT
和 7I或杂环修饰的结构域 MU可以被敲除，从而形成新的
化合物；!、新功能的获得：新功能的获得可通过添加 " F #个
结构域改变"$酮基还原水平或杂环的修饰程度来实现；D、内
酯环大小的改变：通过敲除 GC=H.IG=链中的模块或改变 J7
结构域在模块中的位置，使聚酮链提前或延迟释放；7、侧链
的改变：通过两类专一性的 AJ结构域的置换，如用结合丙二
酰 !/A的 AJ域置换结合甲基丙二酰 !MA的 AJ域，使原来
产物大环内酯环上的甲基侧链被 T原子所取代；R、生物合成
前体的添加：打断上游模块的功能并添加前体物，利用下游

模块加工各种不同的前体物质产生许多不同的分子衍生物

等等。

尽管通过上述独立的遗传操纵可以产生新的埃博霉素

衍生物，但组合生物合成技术将成为埃博霉素未来研究的热

点，该技术将上述遗传手段相结合对生物合成基因簇进行多

方面改造，并通过质粒表达系统或多质粒系统［"’，#(］等实现各

种改造的随机组合，从而产生大量的非天然埃博霉素化合物

库，满足大规模活性筛选的需求。近年来，C/51;生物科学研
发公司的科学家建成了 )$D76类似物的组合文库，是组合生
物合成埃博霉素的里程碑。组合文库的成功构建极大地推

进了组合生物合成研究的前进速度和热情［#"，##］，也预示了埃

博霉素研究的诱人前景。
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