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天然产物中炔基的生物合成机制研究及其应用
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摘要：炔基是许多药物、活性天然产物以及功能材料等的重要官能团，因此，开发高效的炔类化合物合成策略具

有重要意义。传统的合成策略包括通过化学反应直接制备，或以简单的炔类前体为底物，通过生物转化获得。随

着合成生物学技术的飞速发展，从头生物合成有望成为炔类化合物合成的新策略。该策略绿色环保，易于操作，

是对传统化学合成以及生物转化策略的有效补充。炔类化合物从头生物合成的关键是阐明天然产物中炔基的生物

合成机制，获得炔基合成酶。本文重点总结了不同天然产物中炔基的生物合成研究进展，包括脂肪酸、聚酮、聚

酮-非核糖体肽杂合体、氨基酸以及杂萜，并介绍了炔基合成酶在炔类化合物从头生物合成中的应用。尽管炔基

的生物合成研究近年来取得了长足发展，但在炔基合成酶的种类挖掘及其底物特异性拓展方面还有待进一步加

强，从而为炔类化合物的从头生物合成提供更多可供选择的酶工具。
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Abstract: Alkyne is a biologically significant moiety in many drugs and natural products, which is also a versatile 

building block in modern chemistry. Therefore, it is of great importance to efficiently synthesize alkyne-containing 

products in the fields of medicinal chemistry, organic chemistry, chemical biology and so on. Generally, alkyne-

containing products are obtained via chemical synthesis, but this strategy often suffers from high cost, low efficiency 

and harsh reaction conditions. Alternatively, microbial biotransformation can be performed through feeding alkyne-

containing precursors, but it is still challenging since these precursors are not easily accessible. Inspired by the 

advancement of synthetic biology, de novo biosynthesis is expected to be a promising approach for producing 

acetylenic products, which is environmentally friendly and industrially tractable. Great efforts have thus been devoted 
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to elucidating the biosynthetic machinery of alkyne moiety in natural products so as to provide efficient enzymatic 

tools for the de novo biosynthesis of acetylenic products. In this review, we comment recent progress in biosynthesis of 

alkynes in different natural products. In unsaturated fatty acids, a special family of desaturases serve as acetylenases, 

converting olefinic bonds to triple bonds via O2-dependent dehydrogenation with the use of a diiron active site. In 

polyketides, although lots of work has been done in revealing the biosynthetic routes of enediyne antibiotics, the 

genetic basis for synthesizing acetylenic bonds in their core backbones remains enigmatic. In polyketide-non ribosomal 

peptide hybrid molecules, the three-gene cassette encoding the ligase, acyl carrier protein (ACP) and acetylenase is 

responsible for the formation of the terminal alkyne-labeled fatty acyl-ACP, which is then used as the starting unit to be 

incorporated into the assembly line. In amino acids, the halogenase catalyzes the side-chain halogenation followed by 

the oxidase-mediated side-chain cleavage, and then the lyase catalyzes the elimination reaction to convert resulted 

alkene to the terminal triple bond. In meroterpenoids, the cytochrome P450 oxidase can consecutively catalyze two 

rounds of dehydrogenation to provide the internal alkyne in the prenyl chain. Moreover, we also introduce de novo 

biosynthesis of the terminal-alkyne tagged polyketides and proteins on the basis of the characterized biosynthetic 

machineries of alkynes. Despite the great progress in alkyne biosynthesis, it needs to be further strengthened in 

exploring the types of alkyne synthases as well as expanding their substrate specificity, so as to provide more 

enzymatic tools for the de novo biosynthesis of alkyne-containing products.

Keywords: alkyne; de novo biosynthesis; acetylenase; pyridoxal phosphate-dependent lyase; cytochrome P450 

oxidase

炔基是许多临床一线药物的重要功能基团［1］，

如 FDA批准的第 1个口服避孕药Enovid®［2］以及用

于治疗艾滋病毒感染的第 1代非核苷类逆转录酶抑

制剂Sustiva®［3］等的主要成分都是含有炔基的小分

子化合物［4-7］。自然界中也存在大量具有广泛生物

活性的炔类天然产物［8-11］，如从箭毒蛙的皮肤中分

离获得的 histrionicotoxin类生物碱是烟碱型乙酰胆

碱受体的非竞争性抑制剂［12］，从多种伞形科植物

中分离获得的 falcarinol类聚炔化合物具有抗肿瘤、

抗炎以及抗菌等活性［13-14］，从细菌中分离获得的烯

二炔类抗生素能够显著抑制肿瘤细胞生长［15-16］。此

外，炔基还可参与一系列的化学反应［17-21］，是重要

的化学合成模块，广泛用于活性天然产物［22-23］以

及功能材料［24］等的合成。特别是基于末端炔基与

叠氮化物的环加成反应（即点击化学反应），在药

物筛选、化学生物学以及蛋白组学等研究领域发

挥着重要的作用［25］。

由于炔基是一个非常重要的结构单元，因此

开发高效的炔类化合物合成策略具有重要的意义。

目前最常用的策略是通过化学方法直接制备含有
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炔基的目标产物，但其不足之处是反应条件严苛、

成本高以及反应效率低等［26-27］。另一策略是生物转

化，即将炔类化合物作为底物添加到微生物培养

体系中或在体外与酶共孵育，通过生化反应把炔

基整合到目标化合物中［28-31］。但是由于炔类前体通

常不易获得，该策略存在一定的局限性。合成生物

学是指基于工程化设计思路，通过构建标准化的元

器件和模块来改造天然系统或从头合成全新的人工

生命体系，其能将结构简单、易于获得、廉价的起

始原料高效地转化成不同的高附加值产品，而且操

作简单、绿色环保，在化学品合成领域有极大的应

用潜力［32-33］。因此，基于合成生物学技术的从头合

成有望成为对传统化学合成以及生物转化策略的有

效补充，但其成功实施的前提是获得催化天然产物

中炔基形成的酶，即炔基合成酶。近年来，研究人

员开展了不同炔类天然产物的生物合成研究，以期

为炔类化合物的生物制造提供丰富的酶工具。本文

综述了不同天然产物中炔基的生物合成研究现状，

然后介绍了不同炔基合成酶在炔类化合物从头生物

合成方面的应用情况。

1 天然产物中炔基的生物合成

人们从动物、植物与微生物中分离鉴定了大

量不同类型的炔类天然产物［8，34-35］，包括脂肪酸

类、聚酮类、聚酮-非核糖体肽杂合体类、氨基酸

类、杂萜类等，而且炔基在同一类天然产物中的

位置也各不相同，提示自然界中可能存在多种炔

基形成机制。

1.1 脂肪酸中炔基的生物合成

炔类脂肪酸是目前分离鉴定数量最多的炔类

天然产物，在昆虫［36］、植物［10］与微生物［10］中均

有发现。20世纪 60年代，针对不饱和脂肪酸中炔

基的生物合成，研究人员提出了两种可能的机制，

分别是氧化脱氢机制与烯醇消除机制。其中，氧

化脱氢机制指的是脂肪酸中的顺式双键直接脱氢

生成炔基［图 1（a）］［37］。对于烯醇消除机制，研究

人员推测脂肪酸首先经焦磷酸化形成焦磷酸烯醇

式 中 间 体 ， 然 后 发 生 脱 羧 反 应 生 成 炔 基

［图1（b）］［38］。

1998年，Lee等［39］首先通过体外实验发现高

山还阳参（Crepis alpina）种子的微粒体蛋白可以

在含有烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）的反应体

系中将 14C标记的亚油酸酯（linoleate，1）转化成

含有炔基的还阳参油酸酯（crepenynate，2）。而且

作者发现当反应体系中加入一氧化碳或 P450还原

酶抗体后，依然可以检测到还阳参油酸酯的生成，

因此推测催化脂肪酸中炔基合成的酶并非 P450氧

化酶，可能是一类与催化脂肪酸中碳碳单键脱氢

形成双键的去饱和酶（desaturase）类似的酶。随

后，作者从C. alpina种子的 cDNA中找到候选基因

Crep1，其编码的蛋白与拟南芥中的∆12去饱和酶

有 56% 的相似性。最后，作者通过在酿酒酵母以

及拟南芥中异源表达证实 Crep1 可以将亚油酸酯

C-12 与 C-13 之间的双键脱氢转化成炔键（图 2），

并将这类特殊的可以催化炔基生成的去饱和酶命

名为乙炔酶（acetylenase）。此后，研究人员又陆

续从其他植物、昆虫以及微生物中鉴定了多个

乙炔酶（表 1）。进一步的研究显示乙炔酶不仅

可以将脂肪链中的顺式双键脱氢生成炔基，还可

像普通的脂肪酸去饱和酶一样催化双键的形成，

如乙炔酶 Crep1 可以催化油酸酯（oleate）脱氢生

成（Z，E）-9，12-十八碳二烯酸酯［9（Z），12（E）-

octadecadienoate］与（Z，Z）-9，12-十八碳二烯酸酯

［9（Z），12（Z）-octadecadienoate］［40］。
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(a) 氧化脱氢机制
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(b) Enol elimination mechanism

图图1　脂肪酸中炔基形成的两种假说

Fig. 1　Two hypotheses for the biosynthesis of acetylenic bonds in fatty acids
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虽然研究人员对乙炔酶的认识较晚，但是早

在 20世纪 60年代人们已经开始了脂肪酸去饱和酶

的研究［51］。去饱和酶是一类在有氧条件下通过二

铁活性中心作用于脂肪链碳碳单键的脱氢酶，分

为可溶性型和膜结合型［52-54］。其中，可溶性的去饱

和酶主要以连接在酰基载体蛋白（ACP）上的脂肪

酸为底物，而膜结合的去饱和酶主要作用于与辅

酶A、甘油或磷酸连接的脂肪酸。乙炔酶作为一类

特殊的去饱和酶也无法直接作用于游离的脂肪酸，

而是以脂肪酸酯为底物进行氧化脱氢［39，48，50］。但

与普通的去饱和酶不同，目前已鉴定的乙炔酶，

包括以连接在酰基载体蛋白CayD上的脂肪酸为底

物的乙炔酶CayB与CayC［50］，均属于膜结合蛋白。

2015年，Bai等［55］解析了小鼠来源的膜结合型的

硬脂酰辅酶A（stearoyl-CoA）去饱和酶SCD1的蛋

X

O

X
O

Linoleate (1)

Crepenynate (2)

Crep1

图图2　Crep1催化还阳参油酸酯中炔基的形成

Fig. 2　Crep1-mediated formation of acetylenic bond in crepenynate

表表1　　已鉴定的参与炔类脂肪酸生物合成的乙炔酶

Tab. 1　　Acetylenases identified for the biosynthesis of acetylenic fatty acids

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

植物

昆虫

微生物

来源

Crepis alpina

Petroselinum crispum

Hedera helix

Helianthus annuus

Calendula officinalis

Daucus carota

Daucus carota

Daucus carota

Solanum lycopersicum

Ceratodon purpureus

Bidens pilosa

Thaumetopoea pityocampa

Chauliognathus lugubris

Chauliognathus lugubris

Chauliognathus lugubris

Cantharellus formosus

Burkholderia caryophylli

Burkholderia caryophylli

乙炔酶名称与NCBI登录号

Crep1 (CAA76158)

PcACET (AAB80697)

HhACET (AAO38031)

HaACET (AAO38032)

CoACET (CAB64256)

DCAR_013552 (XP_017247320)

DCAR_017011 (XP_017253817)

DCAR_013548 (XP_017246930)

ACET1a/b

CpAcet6 (Q9LEN0)

BPFAA (MF318525)

Tpi-PGFAD (ABO43722)

CL10 (AFJ66832)

CL2-1 (AFJ66828)

CL2-2 (AFJ66829)

CfACET (ADK24720)

CayB (AIG53817)

CayC (AIG53820)

产物

未知

未知

未知
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白晶体结构，发现 SCD1中共有 9个保守的组氨酸

负责与活性中心的两个金属铁离子结合，包括

H116XXXXH121、 H153XXH156H157、 H294XXH297H298 与

His265。此外，Asn261 也可通过一分子水结合其

中的一个金属离子。将已报道的乙炔酶与SCD1进

行氨基酸序列比较，结果显示乙炔酶中也含有负

责与铁离子结合的保守组氨酸残基，此外，有些

乙炔酶也如SCD1一样含有保守的天冬酰胺，但该

天冬酰胺在一些乙炔酶中会变为苏氨酸（图 3）。

此外，CayC 与 CpAcet6 仅含有 8 个保守的组氨酸

残基，另外 1个被谷氨酰胺取代（图 3），推测这两

个乙炔酶可能像可溶性的去饱和酶一样通过谷氨

酰胺以及组氨酸与铁离子进行结合［56］。为了阐明

乙炔酶催化的碳碳双键脱氢是同步进行还是分步

进行，Reed等［57］将 2H标记的亚油酸喂养到可以表

达Crep1的酿酒酵母中，通过动力学同位素效应实

验发现Crep1首先拔去底物C-12位上的氢（kH/kD=

14.6±3.0），然后C-13位上的氢再快速离去（kH/kD=

1.25±0.8）（图 4），这与去饱和酶催化碳碳双键形

成的过程类似［58］。

图图3　乙炔酶与SCD1的氨基酸序列比对

Fig. 3　Sequence alignment of acetylenases with SCD1
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1.2 聚酮化合物中内部炔基的生物合成

烯二炔（enediyne）是一类微生物来源的炔类

聚酮化合物，其核心骨架中含有两个炔键与同一

双键共轭的独特结构。根据核心骨架的差异，此

类化合物分为九元烯二炔与十元烯二炔［59-60］。九元

烯二炔是由以双环［7.3.0］十二碳烯二炔（bicyclo

［7.3.0］dodecadiynene）为核心的发色团与辅基蛋

白组成的，其中辅基蛋白主要用于稳定发色团，

同时将发色团转运至胞外，如 C-1027（3）（图 5）。

十元烯二炔是以双环 ［7.3.1］ 十三碳烯二炔

（bicyclo［7.3.1］ tridecadiynene）为核心骨架，此

类化合物比较稳定，不需要与辅基蛋白结合，如

calicheamicin（4）（图 5）。不论是九元烯二炔还是

十元烯二炔，其核心骨架均可发生重排反应形成苯

环双自由基，然后夺取DNA脱氧核糖结构上的氢，

从而诱导DNA双链发生断裂，因此，烯二炔类化

合物具有极强的抗肿瘤活性［59-60］。目前，基于多聚

物载体系统或抗体偶联的烯二炔类药物已在肿瘤治

疗中取得了一定的成功，如聚（苯乙烯-马来酸）-

neocarzinostatin于1994年在日本批准上市用于治疗

肝癌［61］，CD33单克隆抗体-calicheamicin于2000年

在美国被FDA批准上市用于治疗白血病［62］。

早期关于烯二炔类抗生素的生物合成研究主

要采用同位素示踪的方法。Hensens 等［63］通过向

neocarzinostatin 生 产 菌 株 Streptomyces carzinostaticus

喂养 13C与 14C标记的醋酸钠来探究其生源，结果显

示 neocarzinostatin的烯二炔核心结构来源于首尾相

连的乙酸单元。作者推测其核心结构可能是由油

酸酯在脂肪酸乙炔酶的作用下脱氢生成炔基，然

后再发生碳碳键断裂以及环化而形成的。Lam

等［64］通过向 Actinomadura verrucosospora 喂养同

位素标记的醋酸钠，发现烯二炔 esperamicin A1核

心骨架上的所有碳原子均来源于醋酸钠，但是作者

发现该菌株无法将油酸酯转化成 esperamicin A1。

尽管同位素标记实验显示烯二炔化合物的核心骨架

来源于首尾相连的乙酸单元，但是无法准确判断其

到底是来源于脂肪酸途径还是聚酮途径［65］。直到

2002年，Liu等［66］与 Ahlert等［67］在同一时间分别

找到了C-1027与 calicheamicin的生物合成基因簇，

并通过基因敲除实验发现一类重复使用的Ⅰ型聚酮

合酶 SgcE与CalE8分别参与它们核心骨架的形成。

随后，Zhang等［68］发现SgcE以及硫酯酶SgcE10在

大肠杆菌中共同表达可催化生成 1，3，5，7，9，11，13-

pentadecaheptaene（5）（图 6）。同样地，Kong等［69］

通过体外酶催化反应发现CalE8与硫酯酶CalE7可

催化生成 3，5，7，9，11，13-pentadecen-2-one（6）（图

6）。由此可见，烯二炔核心骨架的形成还需要其他

修饰酶的参与。尽管Kong等［69］在 calicheamicin的

生物合成基因簇中发现了一个潜在的去饱和酶基因

calU15，但将其与 calE8 以及 calE7 一起共表达后

并未检测到新的产物。目前，烯二炔抗生素核心骨

架中炔基的生物合成机制仍不清楚。

1.3 聚酮-非核糖体肽杂合体中末端炔基的生物合成

海洋生物，特别是蓝藻可以合成一类结构特殊
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的连有末端炔基的肽类化合物［35，70］。 2004 年，

Edwards 等［71］从一株蓝藻 Lyngbya majuscula JHB

中找到了聚酮-非核糖体肽杂合体 jamaicamide B（7）

（图7）的生物合成基因簇，发现该基因簇中含有脂

肪酰辅酶 A连接酶基因 jamA，脂肪酸去饱和酶基

因 jamB以及酰基载体蛋白编码基因 jamC，因此推

测 JamABC 可能负责 jamaicamide B 中末端炔基的

合成。 2011 年， Jones 等［72］ 发现 carmabin A（8）

（图 7）的生物合成基因簇中含有与 jamABC相似的

3个基因 camABC。直到 2015年，Zhu等［73］首次阐

明了 jamaicamide B 中末端炔基的生物合成机制。

首先连接酶 JamA将 5-己烯酸（5-hexenoic acid，9）与

酰基载体蛋白 JamC 连接形成 5-hexenoyl-JamC

（10），然后 JamB催化 5-hexenoyl-JamC中末端的碳

碳双键脱氢生成 5-hexynoyl-JamC （11）（图 8），最

后作为起始单元在聚酮合酶以及非核糖体肽合成酶

的作用下引入到 jamaicamide B中。此外，作者还

对乙炔酶 JamB的底物宽泛性进行了系统研究，发

现 JamB对脂肪链的长度，碳碳双键的位置以及酰

基载体蛋白 JamC均有严格的要求。为了获得底物

特异性不同于 JamABC的酶工具，以期将不同长度

的含有末端炔基的脂肪链引入到聚酮化合物或聚

酮-非核糖体肽杂合体中，Zhu等［74］以 JamABC为

探针在 IMG/JGI数据库中进行了基因挖掘，然后筛

选到 11个候选的三基因表达盒。作者通过一系列

的 体 外 与 体 内 实 验 发 现 来 源 于 Teredinibacter 

turnerae T7901 的 ttuABC 可 活 化 9- 癸 烯 酸 （9-

decenoic acid）并将其转化成9-decynoyl-TtuC。
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1.4 氨基酸中末端炔基的生物合成

炔类氨基酸在细菌与真菌中均有发现，其炔

基既可位于氨基酸侧链的末端，也可位于侧链的

内部［75-78］。2019 年，考虑到此前报道的脂肪酸以

及聚酮-非核糖体肽杂合体中的炔基均是由一类特

殊的去饱和酶（乙炔酶）催化形成的，Marchand

等［79］推测 L-β-ethynylserine（βes，12）中的末端

炔基可能也是由这类酶催化形成的。但是，作者

发现当敲除 βes生产菌株 Streptomyces cattleya中的

去饱和酶基因后，该菌株仍可合成 βes，提示 βes

中的炔基是由其他酶催化形成的。随后，作者将

包括 S. cattleya在内的两株可以合成含有末端炔基

氨基酸的链霉菌与其他 26株链霉菌进行比较基因

组分析，获得了潜在的 βes生物合成基因簇。通过

基因敲除与体外酶催化实验，作者阐明了 βes的生

物合成途径（图 9）。首先，卤化酶BesD作用于L-

lysine（13），在其 Cγ位上连接一个氯原子形成 4-

Cl-L-lysine（14）。然后，氧化酶BesC催化 4-Cl-L-

lysine 发 生 碳 碳 单 键 断 裂 生 成 4-Cl-allylglycine 

（15）。裂解酶 BesB 通过催化消除反应将 4-Cl-

allylglycine 转 化 成 含 有 末 端 炔 基 的 L-

propargylglycine （Pra，16）。氨基酸连接酶 BesA 可

以将谷氨酸连接到 Pra的氨基上形成二肽化合物 γ-

L-glutamyl-L-Pra （17），其可在羟化酶BesE的作用

下转化成 γ-L-glutamyl-L-βes（18）。最后，在水解

酶的作用下，γ-L-glutamyl-L-βes 脱去谷氨酸生成

终产物βes。

为了深入了解BesB是如何催化消除反应形成

炔基，作者将 4-Cl-allylglycine、BesB 以及辅因子

磷酸吡哆醛（PLP）添加至含有氘代水的缓冲溶液

中进行反应，最后发现生成的Pra的分子量增加了

2，表明在BesB催化末端炔基形成的过程中发生了

两次质子化反应。人们在前期研究 Pra对 PLP依赖

的胱硫醚 -γ -裂解酶（cystathionine γ -lyase，CSE）

的抑制作用时，推测 Pra先与CSE中的辅因子 PLP

结合，然后末端的炔基异构成联烯结构，最后再

与 CSE 中的酪氨酸发生反应从而抑制 CSE 的功

能［80-81］。因此，作者推测 4-Cl-allylglycine 进入到

BesB 的 活 性 口 袋 后 先 与 PLP 结 合 形 成 4-Cl-

allylglycine-aldimine，然后依次脱去Cα与Cβ位上的

质子形成 4-Cl-allylglycine-ketamine，继续脱去氯

离子形成联烯化合物（图 10）。该中间体脱去Cδ位

上的质子后，再依次在Cβ与Cα位上发生质子化便

可形成Pra（图10）。

1.5 杂萜中内部炔基的生物合成

真菌中含有一类特有的异戊烯链中带有炔基的

杂萜化合物［8］，此类化合物还易与其他化合物发生聚

合形成结构更为复杂的聚合物［82-85］。前期，研究人员

通过同位素标记实验发现此类化合物的非萜部分来源

于莽草酸途径［86］，但是其剩余的生物合成途径，特

别是异戊烯链中炔基的生物合成机制一直未被阐明。

直到2020年，Lü等［87］与Chen等［88］分别解析了炔类

杂萜biscognienyne B （19）以及 asperpentyn （20）的生

物合成途径，发现此类化合物中的炔基是由P450酶

催化形成（图11）。

Lü等［87］从一株地衣内生真菌Biscogniauxia sp.
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（71-10-1-1）中找到了 biscognienyne B的生物合成基

因 簇 ， 并 利 用 米 曲 霉 异 源 表 达 体 系 阐 明 了

biscognienyne B 的生物合成途径（图 11）。首先，

对羟基苯甲酸（4-HBA，21）在异戊烯基转移酶 BisJ

的作用下连接一个C5异戊烯链转化成 4-hydroxy-3-

prenylbenzoic acid （22），其可被P450氧化酶BisI催

化生成含有炔基的化合物 eutypinic acid（23）。然

后 ， 氧 化 脱 羧 酶 BisD 催 化 氧 化 脱 羧 反 应 将

eutypinic acid 转化成 siccayne（24）。异戊烯基转移

酶BisB可连接另一条C5异戊烯链到 siccayne上从而

生成 pestalodiol E（25），最后在含有 cupin结构域的

氧化酶BisC与短链脱氢还原酶BisF的作用下生成

终产物 biscognienyne B。为了能够检测到BisI催化

炔基形成过程中可能存在的中间体，阐明异戊烯链

中炔基的形成机制，作者通过化学方法制备了甲基

化的底物26，并将其喂养至单独表达BisI的米曲霉

转染菌株中。最后，作者从培养体系中分离获得了

脱氢产物 27与羟化产物 28［图 12（a）］，提示BisI

可能先催化异戊烯链发生脱氢反应生成具有（E）-1，

3-diene结构的中间体，然后继续催化反式双键脱氢

形成炔基。但是，通过体外反应以及喂养实验，作

者发现 BisI 无法将反式双键转化成炔基。同一时

间，Chen 等［88］从 Aspergillus sp. PSU-RSPG185 中

找到了 asperpentyn 的生物合成基因簇，包含有

UbiA型异戊烯基转移酶基因 atyB，P450氧化酶基

因 atyI，氧化脱羧酶基因 atyG，核黄素依赖的氧化

还原酶基因 atyA，含有 cupin结构域的氧化酶基因

atyE，短链脱氢还原酶基因 atyC，乙醛还原酶基因

atyD 等，并推测了 asperpentyn 的生物合成途径

（图 11）。通过在酿酒酵母中异源表达，作者证实

P450氧化酶 AtyI确实负责 asperpentyn中炔基的形

成（图 11）。随后，作者合成了一系列的底物类似

物，并喂养到单独表达AtyI的酿酒酵母菌株中。喂

养结果显示AtyI同样无法作用于反式双键，但是可

以将化合物 29中的顺式双键脱氢转化成炔基，从

而生成 30［图 12（b）］。综上所述，P450 氧化酶
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BisI 与 AtyI 能够以 4-hydroxy-3-prenylbenzoic acid

为底物催化羟化反应与脱氢反应，生成羟基化产物

31，以及具有（E）-1，3-diene或（Z）-1，3-diene结构的

脱氢产物 32与 33，然后再将（Z）-1，3-diene结构中

的顺式双键转化成炔基（图 13）。由此可见，P450

酶催化的异戊烯链内部炔键的形成机制与去饱和酶

催化的脂肪酸链内部炔键的形成机制类似，均是通

过脱去顺式双键上的两个氢而形成的，我们推测这

是由于底物在酶口袋中无法自由转动，因此酶的金

属中心只能拔去双键同侧的两个氢。此外，Lü

等［87］发现BisI对底物中异戊烯链的长度没有严格

的要求，可识别连有C5或C15异戊烯链的底物。

2 非天然炔类化合物的从头生物合成

炔类天然产物的生物合成研究为从头生物合成

非天然的炔类化合物提供了必要的酶工具，而且部

分炔基合成酶已被用于非天然炔类化合物的构建。

2.1 非天然炔类聚酮的从头生物合成

Zhu等［73］发现 jamABC三个基因可以将 5-己烯
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酸转化成 5-hexynoyl-JamC（图 8），然后作为起始

单元被聚酮合酶与非核糖体肽合成酶利用生成

jamaicamide B。为了考察 jamABC是否可以用于构

建含有末端炔基的非天然聚酮化合物，作者将

jamABC与Huperzia serrate来源的可以识别不同起

始单元的Ⅲ型聚酮合酶基因 hspks1［89］一同导入到

大肠杆菌 Escherichia coli BAP1。由于没有向大肠

杆菌中导入 5-己烯酸的合成元件，作者在发酵培

养基中添加了 5-己烯酸，以期 jamABC与 hspks1可

以利用培养基中的 5-己烯酸以及大肠杆菌提供的

其他原料合成炔基标记的聚酮化合物。经过两天

的培养，作者从培养液中检测到了聚酮化合物 34

（图 14），首次实现了非天然炔类化合物的从头生

物合成。

Zhu等［73］和 Porterfield等［90］还研究了 jamABC

与Ⅰ型聚酮合酶基因的组合。抗霉素是一类以九元

双内酯结构为核心的聚酮-非核糖体肽杂合体，具

有多种重要的生物活性［91-92］。前期，研究人员主要

通过向培养体系中添加含有炔基的底物来获得炔

键标记的抗霉素［29-30］。考虑到抗霉素生物合成途径

中的巴豆酰辅酶A羧化酶/还原酶AntE以及聚酮合

酶AntD具有宽泛的底物特异性［29］，可以引入不同

的延伸单元，Zhu 等［73］将 antD、antE 以及剩余

4个负责抗霉素核心结构生物合成的基因（非核糖

体肽合成酶基因 antC，酰基辅酶 A 连接酶基因

antF，酰基载体蛋白基因 antG，还原酶基因 antM）

与 jamABC 一并导入到 E. coli BAP1 中。同样地，

由于宿主菌株不含有 5-已烯酸与邻氨基苯甲酸的
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合成元件，作者就在培养基中添加了 5-已烯酸与

邻氨基苯甲酸，结果显示AntCDEFGM与 JamABC

确实可以利用上述原料以及大肠杆菌提供的其他

原料合成抗霉素35（图14）。

LipPKS1是脂霉素生物合成的第 1个模块，由

6个结构域组成，包括负责装载起始单元的酰基转

移酶（AT）结构域与ACP结构域，负责装载延伸单

元的 AT 结构域，酮基还原酶（KR）结构域与 ACP

结构域，以及负责将起始单元与延伸单元缩合的

酮基合酶（KS）结构域［93］。为了将 LipPKS1 与

jamABC进行组合，研究人员移除了LipPKS1中负

责识别与连接起始单元的AT与ACP结构域［90］，并

将负责以甲基丙二酸单酰辅酶 A 作为延伸单元的

AT结构域换成可以识别丙二酸单酰辅酶A的AT结

构域，最后在模块的末端增加一个硫酯酶（TE）

结构域［94］。Porterfield 等［90］通过体外酶催化反应

发现 JamABC 与改造后的 LipPKS1（LipPKS1*）组

合后可生成3-hydroxy-7-octynoic acid（36）（图14）。

上述研究初步证明负责炔基合成的三基因表

达盒 jamABC可以与具有宽泛底物特异性的聚酮合

酶基因组合从而合成炔类聚酮化合物。基于此，

为了实现炔类聚酮化合物的高效从头生物合成，

将 jamABC与其他所需的聚酮化合物合成元件一起

导入到特定的底盘菌株后，一方面可以对三基因

合成元件 jamABC进行优化［90，95］，另一方面也可对

底盘细胞与目标化合物合成途径的适配性进行

优化［96］。

2.2 非天然炔类蛋白质的从头生物合成

蛋白质中引入连有活泼基团的非蛋白氨基酸

在理解蛋白质结构与功能的关系、控制与观察蛋

白质在细胞中的定位等方面有重要的应用［97］。早

期，人们通过对蛋白质中的半胱氨酸、赖氨酸等

进行化学修饰来实现非蛋白氨基酸的引入［98］，但

是该策略通常只适用于体外分离纯化获得的蛋白，

无法用于体内蛋白的修饰［99］。因此，研究人员开

发了基因密码子拓展技术，该技术主要是通过对

氨酰 -tRNA 合成酶 （aminoacyl-tRNA synthetase）

的改造来获得可以识别非蛋白氨基酸的氨酰 -

tRNA，然后在蛋白质合成过程中，新的氨酰 -

tRNA可以将非蛋白氨基酸运输到特定的密码子位

点［100］。利用该技术，研究人员已在大肠杆菌、酵

母菌以及哺乳动物细胞中实现了连有非蛋白氨基

酸的蛋白质的合成［101］。但是，由于此前一直未阐

明含有炔基的氨基酸的生物合成途径，研究人员

采取直接向培养体系中添加炔类氨基酸来制备炔

基标记的蛋白质［97，102］。Marchand 等［79］在阐明了

炔类氨基酸 βes的生物合成途径的基础上，将负责

中间体 Pra合成的 besBCD 三个基因，以及经改造

的氨酰-tRNA合成酶基因导入到大肠杆菌，即将炔

类氨基酸合成模块与新的翻译工具合成模块同时

导入到大肠杆菌，以期在不添加炔类氨基酸的情

况下利用重组大肠杆菌合成炔基标记的蛋白质。

培 养 两 天 后 ， 作 者 将 菌 株 的 蛋 白 粗 提 物 与

TAMRA-azide 荧光染料进行点击化学反应，然后

通过 SDS-PAGE 对反应产物进行分析并用荧光观

察，结果发现Pra确实参与了蛋白质的合成。未来

可以对炔类氨基酸合成模块 besBCD 进行改造优

化，拓宽其底物宽泛性，以期获得更多不同的炔

类氨基酸，然后利用基因密码子拓展技术合成含

有不同炔类氨基酸的蛋白质，为人类在医药、健

康等领域的发展提供新的原料。

3 总结与展望

炔基不仅是许多临床药物与活性天然产物的

关键功能基因，同时也是在化学反应中被广泛使

用的重要结构单元。但是，目前所采用的基于化

学合成或底物喂养的炔类化合物合成策略均存在

一定的局限性，限制了炔基在药物化学、有机合

成以及化学生物学等领域的应用。在合成生物学

技术的推动下，从头生物合成被认为是一种可以

弥补传统策略的不足，具有广阔应用前景的新的

炔类化合物制备技术，其核心要素是需明确天然

产物中炔基的形成机制。因此，研究人员开展了

一系列炔类天然产物的生物合成研究，以期获得

多样的炔基合成酶，为从头生物合成炔类化合物

提供酶工具。经过 20多年的努力，人们已从自然

界中发现了 4种针对不同类型天然产物的炔基形成

方式，包括：①在脂肪酸中，乙炔酶催化碳碳双

键脱氢形成炔基；②在聚酮-非核糖体肽杂合体中，
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连接酶先将一条带有末端双键的脂肪酸链与酰基

载体蛋白结合，随后乙炔酶将其末端双键脱氢转

化成炔基，最后作为起始单元引入到聚酮-非核糖

体肽合成体中；③在氨基酸中，卤化酶先催化卤

化反应使氨基酸的侧链连接一个卤原子，然后氧

化酶使氨基酸的侧链发生断裂生成末端双键，最

后裂解酶脱去氨基酸侧链的卤原子从而形成末端

炔基；④在杂萜中，P450氧化酶连续两次催化异

戊烯链发生脱氢反应生成炔基。在此基础上，研

究人员利用部分炔基合成酶实现了非天然炔类聚

酮化合物以及炔基标记蛋白质的从头生物合成。

然而，为了更好地满足不同炔类化合物的从头生

物合成的需求，研究人员仍需加强多方面的研究

工作。

首先，自然界中存在多种结构类型的炔类天

然产物，目前仅找到了 4种不同的负责炔基合成的

基因元件，仍有一些炔类天然产物的炔基形成机

制未被阐明，如烯二炔类抗生素核心骨架中的两

个炔基以及 histrionicotoxin 类生物碱中的炔基等，

因此有必要继续开展其他炔类天然产物的生物合

成研究，为炔类化合物的生物制造提供种类丰富

的酶工具。其次，天然来源的炔基合成酶的底物

特异性通常比较严格，无法用于制备结构多样的

炔类化合物，因此有必要积极开展炔基合成酶的

蛋白晶体结构研究，为拓展其底物特异性提供理

论基础。除此之外，炔基合成酶在异源宿主或体

外的催化效率问题同样值得关注。尽管上述研究

工作仍存在不小的挑战，但是随着基因测序技术、

生物信息学技术、基因编辑技术、蛋白晶体学技

术等的不断发展，这些瓶颈问题终将会被解决，

从头生物合成策略也有望在未来可以广泛地用于

炔类化合物的制造，从而与传统的化学合成以及

底物喂养策略相互补充，推动炔基在各领域的

应用。
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