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摘  要 : Bacillaene 生物合成过程中，聚酮合酶第一个延伸模块的酮还原酶结构域 (BacKR1) 既催化 α 酮基的

还原，也催化 β 酮基的还原，具有天然的底物宽泛性。为进一步研究该结构域的底物特异性，在大肠杆菌中对

其进行了异源表达。体外酶学分析表明 BacKR1 可以催化聚酮类底物 (±)-2-甲基-3-氧代戊酸-乙酰半胱胺硫酯

外消旋体的立体选择性还原，仅生成 4 种非对映异构体中的一种，此外 BacKR1 还可以催化环己酮和对氯苯乙

酮等非聚酮类底物的还原，暗示了聚酮合酶中酮还原酶结构域作为生物催化剂的潜力。 

关键词 : 聚酮，酮还原酶，异源表达，立体选择性，底物特异性  
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Heterologous expression and substrate specificity of 
ketoreductase domain in bacillaene polyketide synthase 

Xiaohui Sun1,2*, Chengchuan Che1*, Junjie Ji2, Jianting Zheng2, and Ge Yang1 
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2 State Key Laboratory of Biochemical Engineering, Institute of Process Engineering, Chinese Academy of Sciences, Beijing 
100190, China 

Abstract:  The ketoreductase (KR) domain in the first extending module of the polyketide synthase (PKS) catalyzes the 
reductions of both an α-keto group and a β-keto group in the biosynthesis of bacillaene, suggesting the intrinsic substrate 
promiscuity. In order to further investigate the substrate specificity, the KR domain (BacKR1) was heterologously 
overexpressed in Escherichia coli. In vitro enzymatic analysis showed that only one of the four diastereomers was formed 
in the reduction of the racemic (±)-2-methyl-3-oxopentanoyl-N-acetylcysteamine thioester catalyzed by BacKR1. In 
addition, BacKR1 was revealed to catalyze the reductions of cyclohexanone and p-chloroacetophenone, indicating the 
potential of KR domians of PKSs as biocatalysts. 

Keywords:  polyketide, ketoreductase, heterologous expression, stereoselectivity, substrate specificity 

聚酮类化合物是由微生物、植物等产生的一

大类具有活性和结构多样性的天然产物。许多聚

酮类化合物已经被开发为抗癌、抗感染、抗病毒

和抗寄生虫等药物，用于人类疾病的治疗[1-2]。

聚酮类天然产物的生物合成过程类似于脂肪酸

的合成，由短链羧酸通过连续的脱羧聚合而形

成。然而与脂肪酸合成机制一个明显的区别是，

在聚酮合酶 (Polyketide synthase，PKS) 模块中

常常有一个修饰结构域酮还原酶 (Ketoreductase，

KR)，从而在聚酮终产物中留下许多 β-羟基手性

中心。此外聚酮合成前体常常是丙酸，导致聚

酮内酯环上具有多个 α-甲基手性中心[3]。聚酮

的生物合成机制研究表明，KR结构域同时控制

产物中 α碳和 β碳的立体构型，相应地 KR结构

域被分为 A1、A2、B1、B2 四种不同类型 (图

1A)[4]。KR 结构域可以在大肠杆菌中异源表达

并且保留催化聚酮类底物还原的能力[5]。此外人

们还发现，某些 KR结构域，如红霉素聚酮合酶

第一个延伸模块中的 EryKR1，可以催化非聚酮底

物如环己酮、二辛酮的还原，表明 KR 结构域具

有作为生物催化剂的潜力[6-7]。 

Bacillaene是枯草芽胞杆菌Bacillus subtilis中

由 PKS 和非核糖体肽合成酶 (Nonribosomal 

peptide-synthetase，NRPS) 共同催化合成的一种

抗生素[8-9]。其 PKS第一个延伸模块中的 KR结构

域 (BacKR1) 既可以催化 β酮基的还原，也可以

催化 α 酮基的还原 (图 1B)[10]。为研究其底物特

异性，利用大肠杆菌 Escherichia coli进行异源表

达。体外分析显示 BacKR1 可以催化外消旋聚酮

类底物 (±)-2-甲基-3-氧代戊酸-乙酰半胱胺硫酯 

((±) 2-methyl-3-oxopentanoate N-acetyl cysteamine 
thioester，MOP-NAC) 的立体选择性还原，只生

成 4 种非对映异构体中的一种，表明 BacKR1 可

以作为生物催化剂合成手性纯的 α-甲基-β-羟基酯

作为聚酮合成的前体。对 8 种非聚酮底物的还原

表明 BacKR1 可以催化环己酮和对氯苯乙酮的还 



孙潇慧 等/Bacillaene 酮还原酶结构域的异源表达及底物特异性分析 

cjb@im.ac.cn 

1357

 
 

图 1  酮还原酶催化的酮基还原反应[4,10] 
Fig. 1  Ketoreduction reactions catalyzed by ketoreductases 
(KRs)[4,10]. (A) KRs are grouped into four types 
according to the stereochemistry of reduced products. 
(B) BacKR1 catalyzes the reductions of both α and β 
keto groups in the biosynthesis of bacillaene. 

 

原，且与 EryKR1 相比具有不同的底物谱，暗示

了聚酮合酶 KR结构域作为生物催化剂的潜力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
质粒 pET28a、菌株 Escherichia coli BL21 

(DE3)、E. coli JM109和枯草芽胞杆菌 Bacillus 

subtilis为本实验室保存。LB培养基 (成分 (1 L)：

胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 10 g) 用

于培养 Escherichia coli；BPY 培养基  (成分   

(1 L)：牛肉提取物 5 g，蛋白胨 10 g，酵母提取

物 5 g，葡萄糖 5 g，NaCl 5 g) 用于培养枯草芽

胞杆菌。抗生素及诱导剂使用浓度：50 µg/mL

硫酸卡那霉素 (Kana)，50 µg/mL氯霉素 (Cl)，

0.1 mmol/L异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG)。 

KOD Plus DNA 聚合酶购自 TOYOBO 公

司。T4 DNA连接酶和 DNA限制性内切酶购自

NEB。Ni-NTA-Sepharose 填料购自北京梦怡美

生物科技有限公司。化学试剂 NADP+和 NADPH

均购自 Sigma-Al-drich公司。环己酮、苯乙酮、

苯丙酮、对氯苯乙酮、4-氟苯乙酮、2-辛酮、苯

丙酮酸、乙酰乙酸乙酯购自北京中科助研商贸

有限公司。二聚酮底物类似物 (±)-2-甲基-3-氧

代戊酸-乙酰半胱胺硫酯由本实验室参照文献报

导合成[11]。PCR扩增引物合成和 DNA测序由生

工生物工程 (上海) 股份有限公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  BacKR1异源表达载体的构建 

为了便于蛋白纯化，构建表达载体

pET28a-BacKR1。以枯草芽胞杆菌的基因组为

模板，利用引物 5′-ATCGTAATCcatatgGAACGC 

TTAATGCTTGAACCGGTGT-3′和 5′-TGATTCG 
ATgaattcATCCTTGATCCTGATCCGCCTTTCTC-3′ 
(下划线表示 NdeⅠ和 EcoRⅠ酶切位点) PCR得

到含有完整 BacKR1 的基因片段。用 NdeⅠ和

EcoRⅠ酶切 BacKR1片段和 pET28a，将酶切得

到的载体和目的片段连接。连接产物转化 E. coli 

JM109，对得到的克隆进行 DNA序列测序，筛

选得到构建正确的 pET28a-BacKR1。 

1.2.2  BacKR1的蛋白表达与纯化 

将 pET28a-BacKR1表达质粒转化至 E. coli 

BL21 (DE3)。挑取单克隆，在含 50 µg/mL硫酸

卡那霉素的 LB 培养基中 37 ℃、220 r/min培养

至 OD600为 0.4–0.6，加入 IPTG至 0.1 mmol/L，

16 ℃、220 r/min诱导表达 16 h。离心收集菌体

重并悬于 50 mmol/L Tris、0.5 mol/L NaCl缓冲

液 (pH 7.5)，超声破碎后离心取上清。亲和层

析得到的蛋白进一步用分子筛 (Superdex 200，

GE) 进行纯化，得到纯度>95%的蛋白。 

1.2.3  外消旋 MOP-NAC的合成与还原 

化学合成：半胱胺盐酸盐 (1.0 mol)，氢氧化
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钾 (1.5 mol) 和碳酸氢钠 (3.0 mol) 溶于水中常

温下搅拌，然后分批滴加乙酸酐 (0.9 mol)，滴加

时间超过 5 min，常温下反应 15 min处理得到无色

透明油状液体 (化合物 1)。三乙胺 (0.8 mL) 溶于

10 mL的二氯甲烷，然后分批加入丙酰氯 (0.5 mL)，

加入时间超过 15 min，常温下反应 1 h处理得到

黄色油状液体 (化合物 2)。化合物 2 (2.1 mol) 溶

于二氯甲烷中，然后加入化合物 1 (1.0 mol) 和

几滴三乙胺，混合物在常温下反应 30 min处理

得到外消旋的 MOP-NAC (化合物 3) (图 2)。 

化学还原：MOP-NAC (1.0 mol) 溶于四氢

呋喃中，加入硼氢化钠 (2.0 mol) 后 0 ℃下反应

4 h得到无色油状液体 (化合物 4) (图 2)。化合

物 4 溶于 80%正己烷和 20%乙醇，根据文献报

道，利用 OC-H手性柱 (250 mm×4.6 mm，大赛

璐药物手性技术有限公司) 进行分离，产物洗脱

顺序如图 4所示，检测波长为 235 nm，流动相为

93%的正己烷和 7%的乙醇，流速 0.8 mL/min[11]。 

1.2.4  外消旋 MOP-NAC的酶法还原 

将纯化得到的酶加入到反应体系中 (总体

积为 0.2 mL，含有 20 µmol/L BacKR1，100 μmol/L 
 

 
 
图 2  (±)-2-甲基-3-氧代戊酸-乙酰半胱胺硫酯的合

成路线及化学还原[11] 
Fig. 2  The synthesis and reduction of (±)2-methyl- 
3-oxopentanoate N-acetyl cysteamine thioester[11]. 

NADP+，50 mmol/L D-葡萄糖，5 µmol/L葡萄糖脱

氢酶 (Glucose dehydrogenase，GDH)，50 mmol/L 

HEPES，10%甘油，100 mmol/L NaCl和 1 mmol/L 

MOP-NAC)，30 ℃反应过夜。 

为确定立体构型，反应产物经乙酸乙酯萃

取，真空抽干，残留物用 80%正己烷和 20%乙

醇溶解。采用上述条件，利用 OC-H 手性柱分

离产物，并通过与化学还原的 4 种产物进行比

较，确定产物构型[11]。 

1.2.5  非天然底物的还原 

利用NADPH在 340 nm的吸收检测BacKR1

还原非天然底物的能力。反应体系为 25 µL，含

20 µmol/L BacKR1，1 mmol/L NADPH，50 mmol/L 

HEPES，10%甘油，100 mmol/L NaCl和 1 mmol/L

底物，30 ℃反应 15 min，测定 OD340的下降，

以不加酶的反应液作为对照。选用底物为环己

酮、苯乙酮、苯丙酮、对氯苯乙酮、4-氟苯乙酮、

2-辛酮、苯丙酮酸、乙酰乙酸乙酯。 

2  结果与分析 

2.1  表达载体构建及蛋白表达 
PKS是分子量巨大 (常大于 600 kDa) 的多

结构域、多模块酶复合物，表达纯化和酶学分

析困难[12]。近十年来的结构生物学研究和体外

功能分析表明，PKS 可以被拆分成具有催化功

能的结构域，并且这些单独表达的结构域重组

在一起后可以执行完整模块的功能，虽然催化

效率会有所下降[13]。在此过程中，合理选择结构

的边界，保持其结构上的完整性，是获得有催化

活性的结构域的关键。BacKR1 的晶体结构已经

被报道，根据该晶体结构确定结构域的边界，利

用材料方法中的引物 PCR扩增得到 1 275 bp的片

段，编码 425 个氨基酸[14]。酶切和测序验证正
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确的表达质粒转化到 E. coli BL21 (DE3) 中，

IPTG诱导表达，经镍离子亲和层析及 Superdex 

200凝胶过滤得到纯度＞95%的目的蛋白 (图 3)。 

2.2  外消旋聚酮类底物的还原 
KR 结构域的天然底物通过磷酸泛酰巯基

乙胺臂连接在酰基载体蛋白  (Acyl carrier 

protein，ACP) 上，如图 1所示，化学合成非常

困难。为研究 BacKR1 的立体特异性，我们化

学合成了聚酮底物替代物 MOP-NAC。这种 α

位有取代基的 β 酮酯类化合物的 α 氢具有较强

的酸性，手性中心很容易发生消旋化。某些 KR

结构域，可以特异性地选择一种底物进行不对

称还原，获得 4种非对映异构体中的一种[5]。还

原型辅因子 NADPH 价格昂贵，而氧化型的

NADP+相对便宜，基于 B. subtilis来源 GDH的

辅因子再生系统可以有效降低反应成本[15-17]。前

人的研究表明，利用上述方法可以大量制备手性

纯的 α-甲基-β-羟基酯作为聚酮合成的前体[11]。

但并非所有的 KR 结构域都具有高度立体选择

性，只生成一种还原产物。目前可用的 KR只有

A1型的 AmpKR2、A2型的 AmpKR1、B1型的

TylKR1以及 B2型的 EryKR1和 PikKR1[11]。 

为研究 BacKR1 的立体选择性，利用大赛

璐 OC-H 手性柱对其催化产物进行了分析，结

果显示主要产物是 (2S,3S)-构型，表明 BacKR1

是一种新的可用于酶法制备手性纯 α-甲基-β-羟

基酯聚酮合成前体的 A2型 KR结构域 (图 4)。

以 α位没有甲基取代基的 3-氧代戊酸-乙酰半胱

胺硫酯为底物的还原研究发现超过 90%的还原

产物为 R 构型，说明 α 甲基对底物在 BacKR1

活性中心的结合有非常大的影响，导致底物以

不同方式结合，从而把 β 酮基的不同面呈现给

辅因子 NADPH攻击，生成取向相反的羟基[14]。 

 
 
图 3  BacKR1 的蛋白纯化 
Fig. 3  Purification of BacKR1. (A) Analysis of 
BacKR1 by gel filtration chromatography. (B) 
SDS-PAGE analysis of purified BacKR1. 1: marker; 2: 
nicolumn purification; 3: gel filtration.  

 

 
 
图 4  BacKR1 催化 (±)-2-甲基-3-氧代戊酸-乙酰半

胱胺硫酯的还原 
Fig. 4  The reduction of (±)-2-methyl-3-oxopentanoate 
N-acetyl cysteamine thioester catalyzed by BacKR1. 
(A) The stereospecificity of BacKR1. The glucose 
dehydrogenase (GDH) was used to regenerate the 
NADPH. (B) The separation of products by normal 
phase chiral column. The stereochemistry of reduced 
product was revealed by comparing to the standards. 
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2.3  非聚酮底物的还原 
除催化聚酮类底物的还原外，KR结构域还可

以催化多种非聚酮底物的的还原[6-7]。在 bacillaene

合成过程中，BacKR1既可以还原 β酮基，也可

以还原 α 酮基，具有内在的底物宽泛性[10]。为

研究其还原非聚酮底物的能力，选取了苯丙酮、

苯乙酮、对氯苯乙酮、对氟苯乙酮、苯丙酮酸、

环己酮、2-辛酮以及乙酰乙酸乙酯等 8种化合物

作为底物 (图 5)。通过监测 NADPH的消耗发现

BacKR1 可以催化环已酮和对氯苯乙酮的还原 

(表 1)，而 EryKR1 则对环己酮、苯丙酮和乙酰 
 

 
 
图 5  本研究中采用的非天然酮基化合物 
Fig. 5  Ketone compounds investigated in this study. 
 
表 1  通过 NADPH 的消耗测定聚酮 BacKR1 的活性 
Table 1  Activities of PksKR1 toward non-polyketide- 
like substrates determined by NADPH-linked assays  

Substrate 
Specific activity (U/mg)a 
BacKR1 EryKR1[11]

Cyclohexanone 0.007±0.000 4 0.05±0.01 
Acetophenone ND ND 
Propiophenone ND 0.006±0.001
4-chloroacetophenone 0.003±0.000 3 ND 
4-fluoroacetophenone ND ND 
2-octanone ND ND 
Phenylpyruvicacid ND ND 
Ethyl 3-oxobutanoate ND 0.02±0.004

aOne unit of activity is defined as the amount of BacKR1 
required to produce 1 μmol product per minute. “ND”: no 
detectable. 

乙酸乙酯表现出催化活性，表明二者具有不同

的底物谱，各具优势[18]。 

3  讨论 

在聚酮类化合物生物合成过程中，KR结构

域决定绝大多数甲基和羟基手性中心的立体构

型[19]。通过 KR 结构域的替换，已经得到一些

手性中心构型发生转变的新聚酮[20]。晶体结构

分析揭示了 KR 立体选择性的分子机制，与产

物手性中心构型相关的关键氨基酸残基也已经

被确定，通过这些残基的突变可以改变 KR 的

立体选择性，例如仅仅通过催化中心两个位点

的突变可以把 A1型 KR转变成 A2型[21]。然而

KR 结构域作为生物催化剂的潜力才刚刚被认

识到。 

具有多个甲基和羟基手性中心导致聚酮类

化合物的全合成非常困难。利用生物催化 (包括

细胞和酶) 获得手性纯的 α-甲基-β-羟基酯作为

聚酮合成的前体，可以大大降低聚酮合成的难

度 [11]。外消旋的 α-甲基-β-酮酯的合成  (例如

MOP-NAC) 相对简单，并且能够被 KR 结构域

还原。但是许多单独表达的 KR结构域在底物选

择和酮基还原过程中的立体选择性不高，例如

EryKR2还原该底物时生成所有 4种可能的非对

映异构体[5]。因此选择一个好的 KR结构域，是

α-甲基-β-羟基酯酶法制备过程中的关键。前人

研究中，通过对 11 种不同来源 KR 结构域的体

外分析，确定了 5 种不同立体选择性的 KR 可以

用于手性纯 α-甲基-β-羟基酯的大规模制备[11]。本

研究中，我们发现 BacKR1 可以将 MOP-NAC

立体选择性地还原成 (2S,3S)-构型产物，为 A2

型 KR 结构域在 AmpKR1 之外提供了另外一种

选择。近期在嗜热菌中也发现了 PKS，对其催
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化功能的研究有可能发现更稳定、效率更高的

KR结构域。 

手性醇作为可以引入手性中心的模块，在

药物、精细化学品和农用化学品的合成中有十

分广泛的应用[22-23]。酮基化合物酶法不对称还

原合成手性醇因具有立体选择性强、转化效率

高、生产过程对环境友好等优势越来越受到人

们的重视[24-25]。目前，酵母是酮基还原酶的最

重要来源[26]。然而前人的研究和本研究都显示

聚酮合酶中的 KR 结构域可以催化多种酮基化

合物的还原，并且不同来源的 KR具有不同的底

物谱[6-7,15]。由于聚酮化合物种类繁多，结构多

样，不同来源 KR 所识别的底物结构差别非常

大，对聚酮合酶 KR结构域底物特异性的深入探

索有可能发现具有应用潜力的生物催化剂。 
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