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运用新技术发现在临床和农业生产中有重要应用价值的微生物天然产物；阐明聚酮和

非核糖体肽天然产物生物合成和合成后修饰机制；利用合成生物技术在微生物细胞工

厂中组合生物合成新骨架聚酮和非核糖体肽。研究结果发表于Proc Natl Acad Sci USA、

J Am Chem Soc、Angew Chem Int Ed等国际知名期刊。研究工作得到国家自然科学基金、

“国家973计划”、国家重点研发计划和农业农村部“948”等项目的支持。 
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摘  要: 非核糖体肽合成酶合成的非核糖体肽类天然产物具有丰富的结构和多样的功能，在医药、农业、工业等

领域具有广泛的应用潜力。利用合成生物技术工程改造非核糖体肽合成酶，在微生物细胞工厂中组合生物合成新

型非核糖体肽分子顺应绿色化学的发展理念，是国内外学者关注的热点。文中归纳了 3 种不同的非核糖体肽合成

酶工程改造策略，并对近年来相关领域的研究进展进行综述。 
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Advances in engineering non-ribosomal peptide synthetase 
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Abstract:  Non-ribosomal peptide synthetases catalyze the biosynthesis of structurally and functionally diverse non-ribosomal 
peptide natural products, which have broad applications in pharmaceutical, agricultural, and industrial sectors. Engineered 
non-ribosomal peptide synthetases can be used to produce novel non-ribosomal peptides through combinatorial biosynthesis. This 
conforms to the concept of green chemistry, thus attracts increasing attention across the world. Herein, three different engineering 
strategies were summarized, and recent advances in this field were reviewed. 
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·工具酶的功能表征· 
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微生物来源的非核糖体肽  (Nonribosomal 

peptide) 类天然产物是临床抗感染、抗肿瘤以及

免疫抑制类药物的重要来源，如万古霉素、棘白菌

素、达托霉素和环孢霉素等。非核糖体肽的核心骨

架由模块化的非核糖体肽合成酶  (Nonribosomal 

peptide synthetase，NRPS) 组装合成。一个典型

的 NRPS 由多个模块构成，每个模块包含 3 个核

心功能结构域，分别为：识别和活化氨基酸装配

单元的腺苷化 (Adenylation，A) 结构域；运载氨

基酸和新生肽链的硫酯化  (Thiolation，T) 结构

域；以及催化肽键形成的缩合 (Condensation，C) 

结构域 (图 1)。除了 C-A-T 三联结构域外，NRPS

模块还可能选择性地包含一些修饰结构域，如甲基

化 (Methylation，MT) 结构域、氧化 (Oxidation，

Ox) 结构域、杂环化 (Heterocyclization，Cy) 结

构域、异构化 (Epimerization，E) 结构域等。NRPS

的 C 末端通常含有一个硫酯酶 (Thioesterase，TE) 

或末端缩合 (Terminal condensation，CT) 结构域，

负责终产物的释放。绝大多数 NRPS 遵循共线性

装配规则，即 NRPS 模块的数目、种类和排列顺

序与其产物结构中氨基酸组成单元的数目、种类和

排列顺序一致。在生物合成过程中，NRPS 按照固

定的逻辑逐个行使各个模块的催化功能将氨基酸

单体顺序装配成特定结构的非核糖体肽 (图 1)。

此外，一些 NRPS 还具有特殊的装配机制，产物

合成过程中存在模块跳跃、迭代延伸和反式上载

等现象。 

在漫长的进化过程中，微生物通过排列组合

功能多样的结构域形成了成千上万种 NRPS，从

而造就了非核糖体肽天然产物丰富的结构和多样

的功能。同时，NRPS 模块化的结构特点为人工

设计和工程改造非核糖体肽装配线、组合生物合

成可用于药物筛选的新骨架非核糖体肽提供了

可能。随着高通量基因测序、基因合成以及多基

因装配等合成生物技术的快速发展，研究者在

NRPS 工程改造领域不断取得突破。本文主要针

对不同类型的 NRPS 工程改造策略，如腺苷化结

构域特异性调整、多结构域交换以及对接结构域

改造等，对近年来该领域的一些重要研究进展进

行综述。 

 

 
 
图 1  NRPS 的结构组成和生物合成机制示意图 (氨基酸底物 (aan) 经腺苷化结构域 (An) 识别和活化后转移至

硫酯化结构域 (Tn) 的 4′-磷酸泛酰巯基乙胺连接臂 (波浪线) 上；随后两分子氨基酸在缩合结构域 (Cn) 催化下

形成肽键，经过多轮延伸后肽链在硫酯酶或末端缩合结构域 (TE/CT) 催化下从 NRPS 上释放) 
Fig. 1  The structure of NRPS and the mechanism for catalyzing biosynthesis. The amino acid substrates (aan) are 
selected and activated by the adenylation domain (An) and then transferred onto the 4′-phosphopantetheine arm (wavy 
line) of the thiolation domain (Tn). The condensation domain (Cn) catalyzes the peptide bond formation between the two 
amino acid molecules. After several rounds of extension process, the mature peptide is released from the NRPS by the 
thioesterase or terminal condensation domain (TE/CT). 
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1  腺苷化结构域特异性调整 

在制定 NRPS 工程改造策略时，研究者首先

想到的是改造识别和活化氨基酸的腺苷化结构

域。Marahiel 团队通过异源交换芽孢杆菌表面活

性素合成酶 (Surfactin synthetase A，SrfA) 的腺

苷化结构域，首次证明重组 SrfA 能够合成具有溶

血活性的表面活性素类似物[1]。不过，这些重组

酶与天然 SrfA 相比合成催化效率显著下降，说明

引入异源腺苷化结构域可能影响 NRPS 的整体结

构或者 C-A、A-T 结构域之间的相互作用[2]。为

了减轻异源大片段交换引起的负面效应，研究者

尝试仅对负责底物结合的亚结构域进行替换。虽

然生化实验证明替换这些片段能够成功改变腺苷

化结构域的特异性，但是重组腺苷化结构域能否

和其他催化结构域协作合成完整的产物并未得到

充分的验证[3-4]。随后，Marahiel 和 Townsend 团

队根据短杆菌肽 S 合成酶起始模块腺苷化结构域 

(A domain of gramicidin S synthetase A，GrsA-A) 

的晶体结构[5] (图 2A) 预测了腺苷化结构域特异

性识别氨基酸底物的 10 个位点 (图 2B)，并称之

为“特异性代码” (Specificity-conferring code)[6-7]。

人们普遍认为，调整“特异性代码”能够在改变腺苷

化结构域选择性的同时最大程度地维持 NRPS 的

结构完整性，从而避免替换整个结构域所引起的问

题。Marahiel 团队运用这一策略改造了 GrsA-A 以

及 SrfA 模块 1 和模块 5 的腺苷化结构域 (A1 and 

A5 domains of SrfA，SrfA-A1 和 SrfA-A5)，体外生

化实验显示重组腺苷化结构域的特异性发生了显

著的松弛或改变 [6-8]。达托霉素、钙依赖抗生素 

(Calcium-dependent antibiotic，CDA) 和 A54145

是链霉菌产生的一类环脂肽抗生素，三者的化学

结构和生物合成基因簇十分相似。Mickfield 团队

对 CDA 合成酶 A7 和 A10 结构域进行氨基酸定点

突变，成功改变了二者对底物的特异性，并在表

达重组 CDA 合成酶的天蓝色链霉菌中检测到新

型 CDA 类似物[9-10]。 

与通过氨基酸序列比对选择性地替换“特异性

代码”相比，基于“特异性代码”饱和突变的定向进化

策略能够更大程度地探索腺苷化结构域催化功能

的可塑性。在 andrimid 生物合成中，AdmK 模块负

责识别和装载缬氨酸 (Val)。Evans 等对 AdmK 腺苷

化结构域的 3 个“特异性代码”色氨酸 (Trp) 240、异

亮氨酸 (Ile) 265 和甘氨酸 (Gly) 291 进行饱和突

变，共构建 1 404 种重组 AdmK。利用液相色谱-质

谱联用仪  (Liquid chromatography-tandem mass，

LC-MS/MS) 筛选 14 000 多个转化子后发现 4 个突

变株能够合成新型 andrimid 类似物，可以将 andrimid

的 Val 替换成丙氨酸 (Ala)、亮氨酸 (Leu)、Ile 或苯

丙氨酸 (Phe) (ValAla/ Leu/Ile/Phe)[11]。Hollfelder

团队运用相似的策略对短杆菌酪肽合成酶起始模块

腺苷化结构域 (A domain of tyrocidine synthetase A，

TycA-A) 进行定向进化，并采用三磷酸腺苷/焦磷酸 

(Adenosine triphosphate/pyrophosphate，ATP/PPi) 交

换实验筛选到一个特异性显著变化的重组 TycA-A 

(PheAla)[12]。在另外一项研究中，Zhang 等巧妙

地将酵母表面展示技术运用于杆菌素合成酶芳香

酸活化结构域 (DhbE) 的特异性改造研究中。利用

腺苷氨基磺酸探针搭配荧光激活细胞分选技术对

上百万个酵母转化子进行高通量筛选，发现部分重

组 DhbE 能够高效识别和活化非天然芳香酸[13]。该

方法与 LC-MS/MS 和 ATP/PPi 交换方法相比，将筛

选通量提高了 3 个数量级。最近，Tanabe 团队根据

DhbE 和肠杆菌素合成酶芳香酸活化结构域 EntE 的

晶体结构，对 EntE 进行理性设计，拓展其底物结

合腔室的体积，从而容纳具有大体积官能团取代的

芳香酸。通过构建 4 种 EntE 突变型，并利用孔雀

绿比色分析法高通量测试重组 EntE 的腺苷化活性，

发现将天冬酰胺 (Asn235) 突变为 Gly (Asn235Gly) 

能够显著改变 EntE 的底物选择性，使其活化含有硝

基、氰基以及炔基官能团取代的芳香酸。当重组 EntE

和芳香酸载体蛋白 (Aryl acid carrier protein，ArCP) 

共同孵育时能够将非天然芳香酸传递给 ArCP[14]。 
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图 2  GrsA-A 晶体结构 (A) 和底物结合腔室 (B) 示意图 (经授权改编自文献 [5]) 
Fig. 2  Cartoon diagram of the crystal structure of GrsA-A (A) and its substrate binding pocket (B) (Adapted from 
reference [5] with permission). 
 

在化学生物学研究中，经常需要向生物活性小

分子结构中引入炔基或叠氮官能团，随后借助点击

化学反应进行生物正交实验。因此，合成含有炔基

或叠氮官能团的非核糖体肽活性分子有助于新型

药物靶点的快速发现。Hilvert 团队将 Trp239 突变

为丝氨酸 (Ser)，扩大了 GrsA-A 的底物结合腔室，

使其能够识别和活化含有叠氮或炔基官能团的芳

香氨基酸，如 p-azido-L-Phe 和 O-propargyl-L-Tyr

等[15]。在近期一项工作中，该团队综合运用定向

进化、荧光激活细胞分选和点击化学探针技术高

通量筛选上百万个转化子后，发现 Ala236Val 突

变并缩短 13-14 之间的无规卷曲结构可将

TycA-A (识别-Phe) 改造成特异性活化-Phe 的

腺苷化结构域 (图 3)，实现约 40 000 倍的/-Phe

特异性转换。令人欣喜的是，由重组 TycA-A 活化

的-Phe 能够被下游延伸模块利用，高产量合成自

然界中较为罕见的含有-氨基酸的非核糖体肽[16]。 

上述研究充分验证了腺苷化结构域“特异性

代码”在不同 NRPS 系统中的通用性，同时展示了

腺苷化结构域特异性调整在 NRPS 工程改造研究

中的应用潜力。但是，多数研究只是通过体外生

化反应验证了重组腺苷化结构域底物选择性的变

化[6,8,12-15]，仅有部分研究在体内构建了含有重组

腺苷化结构域的杂合 NRPS，并获得了相应的产

物。其中最具代表性的成果是针对短杆菌酪肽合

成酶起始模块腺苷化结构域的改造，高产率合成

了含有-氨基酸的新型非核糖体肽[16]。另外两个

成功案例是改造 CDA 合成酶延伸模块的腺苷化

结构域，但引起的产物结构变化十分保守[9-10]。其

他研究表明对 NRPS 延伸模块腺苷化结构域的特

异性进行大幅度改造则会阻碍产物的合成[17-18]。

这说明腺苷化结构域并不是非核糖体肽生物合成

的唯一门控单元，其他结构域也会根据自身特异

性调控氨基酸单体的顺利装配。 

2  多结构域替换 

20 世纪末，Walsh 等发现短杆菌酪肽和肠杆

菌素合成酶的缩合结构域对受体底物 (下游硫酯

化结构域连接的氨基酸) 的侧链结构和立体构型 

(D-或 L-氨基酸) 具有明显的选择性，但是对供体

底物 (上游硫酯化结构域连接的氨基酸) 仅表现

出立体构型选择性[19-20]。这说明除了腺苷化结构

域外，NRPS 的缩合结构域也具有严格的底物特

异性。Walsh 团队的发现很快得到了 NRPS 研究

领域学者的广泛认可，对 NRPS 工程改造策略的

制定产生了重要影响。研究者认为缩合结构域特

异性是限制腺苷化结构域改造成功率的主要因

素，由于缩合结构域无法处理侧链结构变化显著

的受体底物，腺苷化结构域只能容忍小幅度的改

造，使其上载侧链结构相似的氨基酸，否则会严 
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图 3  利用定向进化和高通量筛选技术工程改造 TycA-A 的特异性 (经授权转载自文献 [16]) 
Fig. 3  Engineering the specificity of TycA-A using directed evolution and high-throughput screening techniques 
(Adapted from reference [16] with permission). 
 

重影响 NRPS 的合成效率。这就解答了为什么改

造起始模块腺苷化结构域 (缺少上游缩合结构域) 

特异性能够获得有功能的杂合 NRPS[16]，但是改

变延伸模块腺苷化结构域 (具备上游缩合结构域) 

特异性则会使 NRPS 失活[17-18]。为了避免缩合结构

域和腺苷化结构域特异性之间的冲突，研究者开始

尝试在维持同源 C-A 双结构域的前提下以 C-A、

C-A-T 或 T-C-A 为交换单元进行非核糖体肽装配线

改造。Marahiel 团队将短杆菌酪肽合成酶的模块 2

与模块 9 或模块 10 组合，构建双模块人工亚单元

C-A-TPro-C-A-T-TELeu 和 C-A-TPro-C-A-T-TEOrn (Pro：

脯氨酸；Orn：鸟氨酸)。二者和起始模块共同孵

育时能够合成与预测相符的三肽产物，说明 NRPS

能够在 T-C 链接处进行拆分，以 C-A-T 为交换单

元进行重组可以获得有功能的杂合 NRPS[21]。在

一系列针对达托霉素合成酶的研究中，Baltz 团队

通过替换单个或多个 C-A 或 C-A-T 单元，在体内

构建了 40 多个杂合 NRPS，共检测到 120 余种新型

达托霉素类似物。其中 42 种可被分离，部分类似

物的抑菌活性和达托霉素相当 [22-25]。这些工作

为工程改造非核糖体肽装配线组合生物合成重

要药物分子类似物提供了优秀范例。但不足的

是，多数杂合 NRPS 的总体产量与野生型达托霉

素合成酶相比出现不同程度的下降，另外一些杂

合 NRPS 甚至完全丧失催化功能。 

荧光嗜铁素是一类分离自荧光假单胞菌的铁

载体类天然产物，其多肽骨架和荧光发色团由   

4 个 NRPS 亚单元 (PvdL、PvdI、PvdJ 和 PvdD) 协
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作组装完成。Ackerley 团队通过替换腺苷化结构

域对 PvdD 的两个苏氨酸 (Thr) 装载模块进行了

改造。结果显示这两个模块的缩合结构域均具有

鲜明的受体特异性，无法处理异源腺苷化结构域

提供的非 Thr 底物，如 Ser、赖氨酸 (Lys)、Gly

等。随后，该团队尝试替换 C-A 单元来回避缩合

结构域的受体特异性限制。在 13 组 C-A 替换实

验中，有 3 个重组 PvdD (搭载特异性装配 Thr、

Ser 和 Lys 的 C-A) 能够与其他亚单元协作，合成

荧光嗜铁素及其结构类似物[17-18]。虽然替换 C-A

单元能够获得有功能的杂合荧光嗜铁素合成酶，

但是整体成功率只有 23%。另外，3 个有功能的

杂合 NRPS 与野生型荧光嗜铁素合成酶相比，合

成效率有不同程度的下降。该团队怀疑异源硫酯

化结构域和缩合结构域的不兼容可能会影响杂合

NRPS 的功能，但是以 T-C-A 为交换单元进行替

换并不能复苏或显著提升杂合荧光嗜铁素合成酶

的合成效率，从而否定了这一推测[26]。从改造达

托霉素和荧光嗜铁素合成酶的实例中可以看出，

同时替换 C-A 或 C-A-T 的确能够回避缩合结构域

受体特异性引起的限制，生成有功能的杂合

NRPS。但是该策略的整体成功率较低，不能稳定

高效合成新骨架非核糖体肽。 

最近，Bode 等提出 C-A 结构域之间的链接区 

(Linker region) 比 A-T 和 T-C 链接区长度更长并

且更加具有柔性，因此更适合作为融合位点进行

结构域交换[27]。据此，研究者在 C-A 链接区处拆

分 10 余种 NRPS，获得了一系列 A-T-C 交换单元 

(Exchange unit，XU)。通过替换或重组不同的 XU

构建杂合 NRPS，合成了一系列新型非核糖体肽 

(图 4A)[27]。尽管一些研究建议在 NRPS 改造过程

中保持完整的 C-A 及相应链接区[28]，但是 Bode

团队通过系统性的实验证实了 C-A 链接区融合位

点的有效性，并展示了 A-T-C XU 策略在构建杂合

NRPS 时的优势。但是，该策略严格受限于缩合结

构域的受体特异性，选择下游 XU 时必须充分考

虑上游缩合结构域的受体特异性。因此，想要任

意组合 20 种常规氨基酸定制新型非核糖体肽需

要鉴定和标准化 800 种 A-T-C XU 元件。这个特点

在一定程度上限制了 A-T-C 交换策略的实用性。

典型的 NRPS 缩合结构域是由 N 端和 C 端两个亚

结构域构成的假二聚体，催化中心位于两个亚结构

域的交界处[29-31]。在催化缩合反应过程中，N 端的

亚结构域负责结合供体底物(N-terminalsub-domain 

of C domain，CDsub)，C 端的亚结构域则负责结合受

体底物 (C-terminal sub-domain of C domain，CAsub)。

Bode 等认为，连接 CDsub 和 CAsub 的无规卷曲结构

适合作为融合位点进行缩合结构域拆分和重组，

并提出在 A-T 双结构域基础上加入上游 CAsub 和下

游 CDsub，形成由 CAsub-A-T-CDsub 构成的缩合交换单

元 (Exchange unit condensation domain，XUC)[32]。

由于包含同源 CAsub 和腺苷化结构域，利用 XUC 构

建杂合 NRPS 将不受缩合结构域受体特异性的限

制，从而显著提升工程改造操作的灵活性 (图 4B)。

与 A-T-C XU 相比，XUC 策略可以大幅度减少定

制新型非核糖体肽所需的交换元件种类 (80 种)。

研究者首先在模式系统 GameXPeptide 合成酶 

(GameXPeptide synthetase，GxpS) 中验证了 XUC

的有效性，随后利用 10 组来源不同的 XUC 构建

了多种杂合 NRPS，合成了一系列新型非核糖体肽。

利用底物特异性松弛的 XUC 构建杂合 NRPS，并

饲喂含有特殊官能团的氨基酸底物可以合成含

有非天然氨基酸的产物。最后，以 9 种来源和功

能不同的 XUC 为元件，利用转化介导的重组克隆

技术 (Transformation-associated recombination) 对

GxpS 的 1–2 个特定位点进行随机替换，可以同步

构建一系列杂合GxpS来合成结构多样的非核糖体

肽文库，从而加速生物活性多肽的发现过程[32]。

XUC 策略解决了缩合结构域特异性引起的上、下

游交换单元底物适配问题，为从头设计 NRPS 和

定制新骨架非核糖体肽提供了更优方案。但是，

硫酯酶结构域或末端缩合结构域的特异性可能会 
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图 4  利用 XU (A) 和 XUC (B) 策略构建杂合非核糖体肽装配线 (经授权改编自文献 [27]) 
Fig. 4  XU- (A) and XUC-based (B) re-construction of hybrid non-ribosomal peptide assembly line (Adapted from 
reference [27] with permission). 
 

影响重组产物的释放效率和释放形式。挖掘和改

造杂泛性强的硫酯酶结构域和末端缩合结构域能

够进一步增强 XUC 策略的实用性。 

3  改造对接结构域 

NRPS 工程改造的另一研究热点在于对接结

构域 (Docking domain，DD)，也称为通讯结构域 

(Communication-mediating domain，COM domain) 

的改造。原核生物非核糖体肽装配线通常由多个

独立的 NRPS 亚单元构成，各个亚单元通过特异

性的相互作用进行有序、高效的协作，完成终产

物的正确组装。21 世纪初期，Stachelhaus 团队率

先揭示了 NRPS 亚单元之间相互选择性识别、高

效协作的结构基础[33]。研究者发现短杆菌酪肽合

成酶亚单元 (TycA、TycB 和 TycC) 的 N 和 C 末

端具有由 15–25 个氨基酸组成的对接结构域 

(NDD 和 CDD；原文称之为通讯结构域)。通过 NDD

和 CDD 之间特异性的相互作用，伴侣亚单元 (如

TycA-TycB 和 TycB-TycC) 才能够准确地相互识

别，实现氨基酸或新生肽链的顺利传递。破坏
N/CDD 的适配性会阻碍伴侣亚单元之间的通讯；

相反，引入适配的 N/CDD 则能够重建非伴侣亚单

元 (如 TycA-TycC) 之间的相互作用。生物信息

学分析显示，与短杆菌酪肽合成酶对接结构域相

似的 N/CDD 在细菌 NRPS 系统中广泛存在。而且，

来源不同但氨基酸序列高度一致的 N/CDD (如

TycB-、GrsB-和 SrfAC-NDD) 具有通用性，因此 

相应的异源亚单元 (如 TycA-GrsB 和 TycA-SrfAC) 

不需要任何改造即可进行高效协作。随后，该团队

通过氨基酸序列比对预测了这些 N/CDD 中维持特

异性相互作用的关键氨基酸，并通过实验证明单位

点氨基酸突变 (如 Lys9Glu) 即可改变 TycB-NDD

的选择性。另外，Stachelhaus 团队还提出了通用

对接系统 (Universal communication system，UCS) 

概念，即多个 NRPS 亚单元使用同一对 N/CDD，

使各个亚单元不受对接结构域选择性的约束进行

随机配对，非特异性地合成链长和氨基酸序列各

不相同的非核糖体肽[34]。上述关于对接结构域的

开创性工作为工程改造 NRPS 提供了新的思路。

研究者利用对接结构域删除/替换、关键氨基酸突

变以及 UCS 等手段分别改造了表面活性素和制

磷脂菌素装配线，并在相应的枯草芽孢杆菌突变

株中检测到了链长改变的产物，进一步在体内验

证了对接结构域改造策略的实用性[35-36]。 

实际上，微生物在漫长的进化过程中已经发展

了类似 UCS 的组合生物合成策略来丰富自身非核
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糖体肽的化学多样性。致病杆菌 rhabdopeptide/ 

xenortide (RXP) 合成酶 Kj12ABC 由两个单模块

NRPS 亚单元 (Kj12A 和 Kj12B) 和一个独立行使

末端缩合结构域功能的酶 (Kj12C) 组成 (图 5A)。

在 RXP 合成过程中，Kj12B 能够重复地行使催化

功能，最终合成一系列链长为 3–6 个氨基酸的同

系物[37]。在研究 RXP 合成酶的过程中，Bode 和

Wohnert 团队发现 Kj12A、Kj12B 和 Kj12C 的 N

末端均具有约 65 个氨基酸、序列高度一致的对接

结构域 (图 5A)。结构生物学实验显示这些 NDD 由

3 个-螺旋和两个-折叠组成 (1-2-1-2-3)，

其中反向平行的1 和2 形成典型的发卡结构 

(图 5B)。另外，Kj12A 和 Kj12B 还包含约 20 个

氨基酸的 CDD，其二级结构由一个-螺旋和-折

叠 (4-3) 构成。Kj12ABC-N/CDD 的序列长度、

氨基酸组成和二级结构与已报道的对接结构域相

比存在明显差异，是一类新型的 NRPS 对接结构

域[38]。Kj12A-、Kj12B-和 Kj12C-NDD 结构的高度

相似性 (图 5B) 赋予它们类似 UCS 的属性：3 种
NDD 均能与 Kj12B-CDD 配对，因此 Kj12B 可以

和包括自身在内的所有亚单元协作，从而使得

Kj12B 重复利用。随后，研究者巧妙地利用柔性

甘氨酸-丝氨酸链接区串联 NDD 和 CDD，促进二

者进行相互作用，从而通过核磁共振波谱首次解

析了 N/CDD 复合物的高分辨三维结构。由此可知

Kj12C-NDD 和 Kj12B-CDD 之间的相互作用主要 
 

 
图 5  RXP合成酶 Kj12ABC的结构域组成 (A) 及其对接结构域的三维结构 (B) 和对接作用方式示意图 (C) (改

编自开放获取文献 [38]) 
Fig. 5  Overview of the domain organization of RXP synthetase Kj12ABC (A), the solution structure of Kj12ABC-DDs 
(B), and the NDD-CDD interaction (C) (Adapted from open access reference [38]). 
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依靠2/2 与3 上氨基酸侧链之间的静电和疏

水效应来维持 (图 5C)。有目的性地替换这些氨

基酸能够影响 N/CDD 之间的结合稳定性，从而

调节 Kj12ABC 亚单元之间的相互作用，最终改变

RXP 终产物的链长[38]。通过 BLAST 搜索发现，

Kj12ABC-N/CDD 类似物广泛存在于假单胞菌、紫

色杆菌、蓝细菌、粘细菌等原核微生物的 NRPS

和聚酮合酶/非核糖体肽合成酶系统中。最近，

Bode 和 Wohnert 团队再次合作，在另一种致病杆

菌 NRPS (PaxABC) 中发现了一类新型对接结构

域。与 Kj12ABC 不同，PaxABC 遵循共线性原

则，3 个亚单元按照固定的顺序进行相互作用，

最终合成结构单一的致病杆菌抗菌肽  (Peptide- 

antimicrobial-Xenorhabdus，PAX)。PaxB 和 PaxC

的 NDD 以及 PaxA 和 PaxB 的 CDD 具有较低的序

列一致性，说明两组 N/CDD 具有不同的结构和对

接形式，从而提升相应 NRPS 亚单元之间的互作

选择性。其中，PaxB-CDD 和 PaxC-NDD 分别由  

一条连续的长-螺旋和两个呈 V 型的短-螺旋构

成，二者的相互作用主要由氨基酸侧链之间的疏

水作用维持[39]。 

基于上述工作基础，Bode 团队以不同来源的

对接结构域为工具，对两种 NRPS 系统进行了工

程改造。用源于 XabABC 和 PaxABC 的特异性
N/CDD 替换 Kj12ABC 的非特异性 N/CDD，可以调

节 3 个亚单元之间的相互作用，较为专一地合成

特定结构的非核糖体肽[40]。Kegler 等对致病杆菌

xefoampeptide 合成酶 (Xefoampeptide synthetase, 

XfpS) 进行改造时，根据 XfpS 的模块构成将其划

分为C-A-T-E (XfpS-1)、C-A-T (XfpS-2) 和C-A-T-TE 

(XfpS-3) 三部分。依照该片段划分方式对 XfpS

进行单位点和双位点拆分，并在相应“人工”亚单

元 N 和 (或) C 末端引入对接结构域 (图 6)。结果

显示，在 XfpS-1 和 XfpS-2 的 E-C 结构域链接处拆

分并引入对接结构域后，XfpS-1 和 XfpS23 依然能

够高效合成天然 xefoampeptide。但是，在 XfpS-2

和 XfpS-3 的 T-C 结构域链接处拆分则会显著影响

NRPS (XfpS-12 和 XfpS3) 的合成效率。完全拆分

XfpS 并引入两组对接结构域后，xefoampeptide

产量会进一步下降 (图 6)[41]。这  两项工作充分

展现了对接结构域在不同 NRPS 工程改造场景中

的应用潜力：前者以限制 NRPS 的泛杂性为目的，

通过对接结构域替换将迭代型 Kj12ABC 改造成

共线性的 NRPS，从而获取特定结构的非核糖体

肽；后者以拆分大型多模块、单蛋白 NRPS 为目

标，通过引入对接结构域促进“人工”亚单元之间

的相互作用，使拆分后的 NRPS 系统仍然能够合

成天然非核糖体肽。 

上述前沿研究明确了对接结构域广泛存在于

各种 NRPS 系统中，揭示了代表性 N/CDD 复合物

的三维结构及相互作用方式，并初步探索了对接

结构域改造在 NRPS 系统中的通用性。但是，目 

 

 
 
图 6  人工拆分 XfpS 并插入对接结构域 (转载自开放

获取文献 [41]) 
Fig. 6  Splitting of XfpS and insertion of docking 
domains (Adapted from open access reference [41]). 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

1854 

前已鉴定的 NRPS 对接结构域种类有限，且多数

来源于芽孢杆菌和致病杆菌，它们能否有效应用

于进化关系较远物种  (如链霉菌、丝状真菌等) 

的 NRPS 系统中还尚未可知。另外，绝大多数天

然 NRPS 经过对接结构域改造后非核糖体肽产量

会显著下降，这说明对接结构域的适配性并不是

决定 NRPS 亚单元协作效率的唯一因素。因此，

未来利用对接结构域拆分或重组非核糖体肽装配

线时，应当考虑与 N/CDD 直接相连催化结构域的

结构对亚单元相互作用的影响，谨慎选择 N/CDD

和该结构域的融合位点；同时，还应该考虑重组

NRPS 的下游亚单元 (尤其是缩合结构域和硫酯

酶结构域) 能否接受和处理上游亚单元提供的多

肽中间体，必要时可以结合其他 NRPS 工程改造

手段。总之，基于对接结构域的 NRPS 工程改造

研究才刚刚起步，尚且存在许多关键问题亟待解

决。但是，该方法无疑具有广阔的应用前景，是

未来利用合成生物技术理性设计和构建新型非核

糖体肽装配线的有效手段之一。 

4  总结与展望 

青霉素的发现和应用开启了人类借助抗生素

治疗感染性疾病的新时代，随即推动了头孢菌素、

达托霉素、万古霉素等其他微生物源非核糖体肽

类药物的发展。通过研究这些重要非核糖体肽的

生物合成机制，研究者深入解析了 NRPS 的结构

和功能，并尝试在大肠杆菌、酵母等模式微生物

中重构以 NRPS 为核心的非核糖体肽生物合成途

径，从而简化生产非核糖体肽药物所需的菌株发

酵和产物纯化过程[42-45]。但是，这些工程菌株往

往需要进一步优化来提高非核糖体肽药物的产

量。另外，在明确 NRPS 模块化的结构特点和各

个结构域的催化功能后，研究者能够有目的地改

造 NRPS，合成新型非核糖体肽用于药物筛选。 

本文针对腺苷化结构域特异性调整、多结构

域替换和对接结构域改造这 3 种 NRPS 工程改造

的通用策略，在回顾一些经典文献的同时介绍近

年来这些研究方向上取得的进展。值得一提的是，

包括模块/结构域插入[46]、模块/结构域删除[47]和

硫酯化结构域替换 [48]在内的其他策略也被成功

应用于 NRPS 工程改造研究中。但是，这些方法

仅在个别 NRPS 系统中验证有效，由于缺乏通用

性而没有在本文中详细介绍。经过 20 多年的发

展，NRPS 工程改造研究从最初的非理性逐渐走

向理性设计和改造的方向，甚至开始尝试从头定

制非核糖体肽装配线，而这些进步离不开 NRPS

结构生物学研究提供的指导。例如，GrsA-A 晶体

结构的解析[5]帮助研究者鉴定了腺苷化结构域的

“特异性代码”，推进了腺苷化结构域特异性调整

研究的开展；缩合结构域假二聚形式的发现[29-31]

使拆分和重组 CDsub-CAsub 成为可能，促进了

CAsub-A-T-CDsub 缩合交换单元概念的产生；对接

结构域复合结构的鉴定[38-39]揭示了 N/CDD 相互作

用的分子基础，为对接结构域改造指明了方向。

不可否认的是，这 20 多年的 NRPS 工程改造研究

取得了令人欣喜的成绩，充分展现了其在组合生

物合成非核糖体肽中的应用潜力。但是该领域尚

有许多关键问题亟待解决，未来的研究工作应该

重点关注：1) 如何确保杂合 NRPS具备完整功能；

2) 如何提升杂合 NRPS 的合成效率；3) 如何以

理想的结构形式释放非核糖体肽终产物。随着结

构生物学研究技术的持续进步，一些多结构域、

多模块 NRPS 的高分辨三维结构先后被解析，揭

示了 NRPS 功能结构域在非核糖体肽组装过程中

是高度动态的，结构域之间的相互作用发生在频

繁的构象变化过程中[49-53]。另外，一些酶-底物复

合结构的解析真实地反映了多肽中间体在酶催化

腔室内的结合方式以及酶在底物结合后发生的构

象变化[53-54]。这些重要发现有助于研究者深入探

索功能结构域之间的相互作用以及缩合结构域和

硫酯酶结构域底物特异性的分子机制，为 NRPS

工程改造新策略的制定提供思路。 
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