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摘要    相对于组成蛋白质大分子的20种标准氨基酸, 更多的非标准氨基酸(将近500种)被引入天然产物的生物

合成中, 后者对于天然产物发挥独特的生物学功能具有至关重要的作用. β-位甲基化氨基酸作为一类非标准氨基

酸, 在一些活性天然产物的生物合成中及初级代谢中也有很多报道. 它们的生物合成主要通过3种方式: (1) 谷氨

酸变位酶催化; (2) 甲基转移酶和氨基转移酶联合催化; (3) S-腺苷甲硫氨酸自由基酶催化. 本文综述了近年来文

献中报道的天然产物中β-位甲基氨基酸单元的生物合成方式, 通过代谢工程、合成生物学及酶工程的手段, 将有

助于提高含有该单元的活性天然产物的产量，同时有助于创造更多含有该单元的非天然-天然产物. 
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天然产物一般是由植物、微生物和动物产生的小

分子化合物. 天然产物源于自然, 其化学结构是经历

长期进化筛选的结果, 相对于众多化学合成小分子, 

天然产物具有与特定靶点专一性结合的特性 , 是疾

病治疗的重要药物和先导化合物的重要来源[1~3]. 氨

基酸是许多天然产物的重要组成结构单元 , 除了组

成蛋白质大分子的20种标准氨基酸外 , 更多的非天

然氨基酸被引入到天然产物的生物合成中. 据统计, 

截至目前, 约500种非天然氨基酸被鉴定, 天然氨基

酸的比例只占总数的4%[4]. 大多数非天然氨基酸都

是通过非核糖体肽合成酶(NRPS)的催化进入到天然

产物的骨架中 , 并对后者发挥重要的生物活性具有

至关重要的作用[4].  

β-位甲基化氨基酸是一种非天然氨基酸 , 在一

些活性天然产物的结构及某些初级代谢的通路中也

有发现 , 其中一些天然产物已经成为上市药物或重

要的临床药物前体, 如达托霉素(Daptomycin)[5]、尼可

霉素Z(Nikkomycin Z)[6]、甘露霉素 (Mannopeptimy-      

cin)[7]、Friulimicin B[8]以及吲哚霉素(Indolmycin)[9]等

(图1). 通过揭示天然产物的生物合成代谢途径 , 可

以为产量的提高及结构的优化提供指导. 近20年来, 

随着基因测序技术的飞速发展及大规模普及 , 从基

因组水平分析目标天然产物的生物合成基因簇并阐

明它们的生物合成途径 , 逐渐成为一个主要的发展

趋势. 当前, 关于含有β-位甲基氨基酸单元的天然产

物的生物合成, 已经有比较系统的报道, 但却没有相

应的综述性文章 . 本文拟通过调研整理国内外最新

的研究成果, 提出在代谢工程、合成生物学、酶工程

方面利用β-位甲基化氨基酸的研究方向.  

天然产物中存在的、生物合成方式已经明确的β-

位甲基化氨基酸单元主要有以下8种: (1) β-甲基天冬

氨酸(β-methylaspartic acid, β-me-Asp); (2) β-甲基谷

氨酸(β-methylglutamic acid, β-me-Glu); (3) β-甲基缬

氨酸(β-methylvaline, 3-me-Val); (4) β-甲基亮氨酸

(β-methylleucine, β-me-Leu); (5) β-甲基苯丙氨酸

(β-methylphenylalaine, β-me-Phe); (6) β-甲基色氨酸 



 
 
 

    2017 年 11 月  第 62 卷  第 31 期 

3562   

 

图 1  (网络版彩图)含有β-甲基化氨基酸单元的天然产物 

Figure 1  (Color online) β-methyl amino acid group containing natural products   

(β-methyltryptophan, β-me-Trp); (7) β-甲基精氨酸

(β-methylarginine, β-me-Arg); (8) β- 甲 基 脯 氨 酸

(β-methylproline, β-me-Pro). 虽然以上8种氨基酸都

存在β位的甲基化现象, 但它们相应的生物合成方式

并不是单一的. 从化学角度分析, 氨基酸的β位属于

非活化的脂肪碳 , 因此很难像一般的甲基转移反应

一样, 形成亲核体, 然后进攻甲基供体S-腺苷甲硫氨

酸(SAM)上的甲基基团 , 从而实现甲基转移到氨基

酸的β位. 在生物合成中, 当前主要有3种β位甲基化

的策略: (1) B12依赖的谷氨酸变位酶催化形成; (2) 甲

基转移酶和氨基转移酶联合催化形成; (3) B12-radical 

SAM依赖的甲基转移酶催化形成. 下面将根据这3种
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不同的β位甲基氨基酸的形成方式, 进行梳理和总结.  

1  谷氨酸变位酶催化的β-甲基氨基酸单元

的形成 

B12依赖的谷氨酸变位酶(coenzyme B12-dependent 

glutamate mutase, GLM)催化一分子的谷氨酸(L-glu-     

tamic acid, L-Glu)重排形成一分子的β-me-Asp. 在早

期 的 研 究 中 , 这 类 酶 被 发 现 存 在 于 一 些 梭 菌

(Clostridium)的L-Glu降解途径 [10]. GLM是一种异源

四聚体蛋白, 由两种亚基δ(15 kDa左右)和ε(55 kDa左

右)组成δ2ε2形式, B12位于两种亚基之间并与小亚基

结合 , 而大亚基包含活性氨基酸位点 . GLM催化

L-Glu形成β-me-Asp的酶学机制如下(图2): (1) 辅因

子上的碳钴键首先发生均裂 , 产生二价钴胺素和5′-
脱氧腺苷自由基(5′-dA自由基); (2) 形成的5′-dA自由

基从底物的γ位上夺取1个氢原子, 形成5′-dA和底物

自由基; (3) 底物自由基发生β和γ位碳-碳键断裂并重

排, β位产生甲基自由基; (4) 新产生的底物自由基从

5′-dA上获得1个氢原子, 完成一轮酶催化循环, 形成

β-me-Asp[11]. GLM存在于Nikkomycin X/Z, Friulim-

icins, Streptolydigin和 Vicenistatin的生物合成途径

中 [12~15], 而这几种活性天然产物都含有β-me-Asp单

元(图1). 下面分别简述一下相应的生物合成方式. 

1.1  Nikkomycins中β-me-Asp单元的生物合成 

Nikkomycins是由链霉菌(Streptomyces)产生的一

类肽核苷抗生素, 其化学结构比较接近二磷酸化-氮-

乙酰葡糖胺(diphosphate-N-acetylglucosamine), 是几

丁质合成酶的强竞争性抑制剂 , 并且具有显著的抗

真菌、杀虫和杀螨活性. Nikkomycins由多种成份组

成 , 其中X和Z是主要成分. 从Streptomyces tendae 

Tü901和Streptomyces ansochromogenes中克隆和鉴定

出了Nikkomycins的生物合成基因簇, 二者的序列及

结构基本一致, 主要由NRPS和一些修饰酶组成. 来

源于Streptomyces tendae Tü901的Nikkomycins基因簇

中含有2个与L-Glu变位酶同源的基因, nikU(编码小

亚基, 155 aa)和nikV(编码大亚基, 423 aa). Lauer等

人 [12]对该基因簇中的nikV基因进行敲除后, 发现突

变株nikV-KO丧失产生Nikkomycins的能力, 但积累

了含有天冬氨酸(Asp)单元的Nikkomycin Oz和Ox, 

这表明nikV基因确实参与了Nikkomycins中β-me-Asp

单元的生物合成. 来源于Streptomyces ansochromo 

 

图 2  (网络版彩色)谷氨酸变位酶催化的β-甲基天冬氨酸单元形成 

机制 

Figure 2  (Color online) The formation mechanism of β-methylaspartic 
acid catalyzed by glutamate mutase 

genes的Nikkomycins基因簇中同样含有2个L-Glu变位

酶同源基因, sanU(编码小亚基, 155 aa)和sanV(编码

大亚基 , 423 aa). Li等人 [16]将2个基因编码的蛋白

SanU和SanU分别克隆表达纯化出来, 进行体外酶学

试验 , 发现单独的SanU或SanV都没有L-Glu变位酶

的活性, 按一定比例混合的SanU和SanV也没有检测

到酶学活性 . 但在2个蛋白的复合物中添加了辅酶 

B12后, 新的复合物才具有转化L-Glu形成β-me-Asp的

能力, 这表明B12可能有助于SanU和SanV形成具有天

然构象的酶复合体 , 也可能是上述两个蛋白在单独

纯化过程中 , 损失了大部分的B12, 需要外加一定量

的辅因子才能形成天然复合体.  
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1.2  Friulimicins中β-me-Asp单元的生物合成 

Friulimicins是由游动放线菌 (Actinoplanes friu-

liensis)产生的酸性酯肽类抗生素 , 对多重耐药的肠

球菌和葡萄球菌有良好的抑制活性 , 是一种潜在的

药物前体. Friulimicins由1个10分子氨基酸形成的大

环和1个连有脂肪链的环外氨基酸组成, 根据脂肪酸

链的结构不同, 分为A~D 4种组分. 在氨基酸形成的

大环中存在 β-me-Asp单元 . Muller等人 [13]报道了

Friulimicins的完整合成基因簇, 由编码NRPS和其他

修饰酶等的 24个基因组成 , 其中存在负责 β-me-  

Asp单元合成的GLM同源基因 , glmA(编码小亚基 , 

145 aa)和glmB(编码大亚基, 415 aa). Heinzelmann等

人 [17]在大肠杆菌中对2个基因进行了克隆以及蛋白

的表达纯化 , 然而GlmA为包涵体，并且不能获得

GlmB蛋白; 在链霉菌中进行2个蛋白的表达时, 虽然

GlmB能够被纯化出可溶性蛋白 , 但无法获得GlmA

蛋白; 最后该研究者将2个蛋白利用一段柔性氨基酸

((Gly-Gln)5-Gly)连接成融合蛋白 , 在链霉菌中进行

共表达, 得到了可溶性蛋白, 并在体外反应中进行了

生化表征. 

1.3  Streptolydigin中β-me-Asp单元的生物合成 

Streptolydigin(利迪链菌素 )是由利迪链霉菌

(Streptomyces lydicus)产生的一种聚酮和非核糖体肽

杂合类抗生素, 能够特异性抑制细菌RNA聚合酶β亚
基的活性 , 同时也能抑制真核生物DNA聚合酶末端

脱氧核苷酰转移酶的活性, 因此被广泛关注. Olano

等人 [14]从利迪链霉菌里克隆和鉴定了Streptolydigin

的生物合成基因簇, 80.8 Kb DNA序列由38个开放阅

读框组成, 其中29个可能直接参与了Streptolydigin的

生物合成 . 在该基因簇中存在2个GLM同源基因 , 

slgE1( 编码小亚 基 , 153aa) 和 slgE2( 编码 大亚基 , 

449aa). Gomez等人 [18]对slgE1和slgE2进行了同时敲

除 , 发现突变株SLME1E2丧失了产生Streptolydigin

的能力, 但积累了2个紫外吸收与之相似的新化合物

(Streptolydigin B和Streptolydigin C). Streptolydigin B

结构中含有L-Glu而非β-me-Asp. Streptolydigin C是

Streptolydigin B的衍生物. 该结果表明slgE1和slgE2

确实参与了Streptolydigin结构中β-me-Asp单元的生

物合成, 它们缺失后, 合成代谢途径中后续的酶可能

具有底物宽泛性, 能够引入L-Glu单元.  

1.4  Vicenistatin中β-me-Asp单元的生物合成 

Vicenistatin是由Streptomyces halstedii产生的一

种20元环大环内酰胺类化合物 , 环外含有一个稀有

的氨基糖, Vicenisamine. Vicenistatin是一个优异的抗

肿瘤抗生素 , 能诱导哺乳动物细胞源于核内体的液

泡的形成 [19]. Ogasawara等人 [15]报道了Vicenistatin的

合成基因簇, 由20个分别编码聚酮合酶(PKS)和其他

一些修饰酶的基因组成 , 含有GLM同源基因 , vinH 

(编码小亚基 , 165aa)和 vinI(编码大亚基 , 469aa). 

Ogasawara等人[20]随后对基因簇中的vinI进行了敲除, 

发现突变株vinI-KO丧失了产生Vicenistatin的能力 , 

但积累了一种脱甲基的新化合物. 通过结构鉴定, 发

现Vicenistatin中β-me-Asp单元被替换成Asp. 同时 , 

他们还将β-me-Asp喂养到vinI-KO中, 发现它又重新

恢复了Vicenistatin的产生能力. 以上结果表明, vinH

和vinI确实负责Vicenistatin中β-me-Asp单元的形成 , 

但当该基因被中断后 , 生物合成代谢后期的酶也可

以利用Asp作为底物.  

2  甲基转移酶和氨基转移酶联合催化β-甲

基氨基酸单元的形成 

氨基酸的β位属于非活化的脂肪碳, 因此一般的

甲基转移酶很难在这个位置直接引入甲基 , 但与氨

基酸相对应的α-酮酸 , 在相同的位置却可以形成共

振稳定的具有亲核性的烯醇异构体 , 从而被甲基转

移酶引入甲基. 大自然通过长期的进化筛选, 克服了

该位置反应惰性的问题, 形成了一种不通过自由基, 

在氨基酸的β位引入甲基的方式, 如图3所示. (1) 首

先利用氨基转移酶催化氨基酸产生相应的α-酮酸 ; 

(2) 然后利用甲基转移酶对α-酮酸的β位进行甲基化, 

产生相应的β位甲基化α-酮酸; (3) 最后再利用一次

氨基转移酶催化新产生的甲基化α-酮酸的氨基化 , 

产生相应的β位甲基化氨基酸. 通过这种迂回方式产

生的β位甲基化氨基酸单元在天然产物的生物合成中

很普遍, 常见于多种活性化合物. 如含有β-me-Glu的

Daptomycin, 钙依赖抗生素(calcium-dependent anti-

biotic, CDA)和A54145; 含有β-me-Leu的Viridogrisein; 

含有β-me-Phe的Manopeptimycins和Hormaomycin; 

含有β-me-Trp的Telomycins, 链黑菌素(Streptonigrin), 

Maremycins和 Indolmycin; 以及含有β-me-Arg的

β-methylarginine和Arginomycin等(图1). 下面, 将根 
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图 3  (网络版彩色)甲基转移酶和氨基转移酶联合催化的β-甲基化氨基酸单元的形成机制 

Figure 3  (Color online) The formation mechanism of β-methyl amino acid catalyzed by cooperation of aminotransferase and methyltransferase 

据不同的β-位甲基化氨基酸生物合成的报道 , 进行

分别阐述.  

2.1  β-me-Glu单元的生物合成 

Daptomycin, CDA和A54145都是大环脂肽类抗

生素 , 隶属于酸性酯肽类家族 , 作用机制类似 . 以

Daptomycin的作用机制为例 [21], 在与Ca2+形成1:1混

合物的情况下, Daptomycin可以产生14~16个单体组

成的微胶团; 在局部较高浓度条件下, 该微胶团接近

细胞膜并发生解散, Daptomycin分子在脂肪链尾部的

帮助下插入到脂质双分子层中; 随后在双分子层中

寡聚化, 引起细胞膜穿孔; 整个过程中可能会导致细

胞内钾离子外排和细胞膜去极化 , 最终造成细胞死

亡. 目前, 仅在Daptomycin, CDA和A54145 3种天然

产物中发现含有β-me-Glu单元 , 它们的生物合成方

式都已经有报道.  

Daptomycin由玫瑰孢链霉菌(Streptomyces rose-

osporus)产生 , 属于A21978C家族的成员 [22](由13个

氨基酸单元形成大环的含有酯键环肽, 环外有3个氨

基酸单元 , 其中1个通过酰胺键连接1分子脂肪酸). 

Daptomycin是一种通过在A21978C产生菌的发酵过

程中 , 添加正癸酸生物转化产生的非天然 -天然产

物 [23], 目前已经上市 , 作为治疗革兰氏阳性细菌引

起的皮肤感染以及菌血症的药物. A21978C的生物合

成基因簇由3个NRPS编码基因以及其他修饰基因组

成 , 其中存在1个甲基转移酶编码基因dptI[21]. Ngu-

yen等人 [24]将dptI回补到dptGHIJ-KO的突变株后, 后

者恢复了含有β-me-Glu单元的A21978C系列化合物

的产生 ; 而回补其他基因 , 如dptG, dptH或dptJ, 都

不能达到这种效果 . 该实验结果表明 , dptI基因与

Daptomycin中β-me-Glu单元的生物合成直接相关.  

A54145是由弗氏链霉菌(Streptomyces fradiae)产

生的一组环酯肽的统称 , 由13个氨基酸单元形成的

大环酯肽 , 环外含有3个氨基酸和1个脂肪酸分子组

成的末端基团. Miao等人 [25]报道了这组化合物的生

物合成基因簇, 由NRPS编码基因及一些修饰酶编码

基因组成, 其中含有1个dptI的同源基因lptI. 该基因

的编码区含有1个稀有的TTA密码子, 这在lpt基因簇

中是唯一的一个. TTA一般出现在菌株生长后期表达

的一些基因中 , 与含有β-me-Glu单元的A54145组分

通常产生在发酵的后期一致 , 推测可能与该基因在

发酵后期才转录表达有关. 由于lptI与Daptomycin和

CDA基因簇中的同源基因序列太相似 , 该研究没有

做进一步实验验证.  



 
 
 

    2017 年 11 月  第 62 卷  第 31 期 

3566   

CDA是由天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor)

产生的一组环酯肽的统称 , 由10个氨基酸单元形成

大环酯肽 , 环外含有1分子丝氨酸通过酰胺键连接1

分子2,3-环氧己酸组成. CDA的合成基因簇[26]也是由

NRPS及一些修饰酶编码基因组成, 其中含有1个dptI

同源基因glmT. Milne等人 [27]首先对CDA和Dapto-     

mycin中的β-me-Glu绝对构型进行了测定, 确定它们

都含有3R-me-Glu单元; 接下来对glmT的突变株分别

喂养3R-me-Glu和3S-me-Glu, 发现喂养终浓度为50 

μg/mL的3R-me-Glu能够使得glmT-KO菌株恢复产生

CDA组分, 而喂养更高浓度(300 μg/mL)的3S-me-Glu

却不能使该突变株恢复CDA组分的产生 . 在喂养两

种β-me-Glu的同时, 该研究小组还喂养了β位甲基化

的α-酮酸(α-KG, α-酮戊二酸), 发现3-me-KG同样能

使glmT-KO恢复产生CDA的能力. 该研究推测, CDA

的产菌里可能存在某种氨基转移酶, 能够催化3-me- 

KG转氨生成3R-me-Glu, 从而供应到CDA的生物合

成代谢中 . 以上实验结论确证 , glmT参与了CDA中

3R-me-Glu的生物合成. Mahlert等人 [28]对glmT, dptI, 

lptI进行了基因克隆与蛋白表达. 体外生化实验结果

表明 , GlmT不能识别游离的L-Glu, D-Glu以及含有

Glu单元的CDA, 同样不能识别PCP(肽基载体蛋白)

连接的L-Glu和D-Glu, 但能够催化α-KG发生β-位甲

基化 , 形成3-me-KG. DptI和LptI同样能催化相同的

反应 . 这是第一次有体外生化证据表明 , GlmT及其

同源蛋白能够催化α-KG的β-位甲基化 . 接下来 , 他

们从CDA产生菌中克隆了一种氨基酸转移酶 IlvE, 

添加缬氨酸 (L-Valine)作为氨基供体时 , 可以催化

3-me-KG形成β-me-Glu; 同时GlmT和 IlvE组合反应

也能够转化α-KG形成β-me-Glu. 该产物的绝对构型

被确定为3R-me-Glu, 与之前的报道中glmT-KO的喂

养结果一致 , 也与CDA, Daptomycin及A54145中β- 

me-Glu单元的绝对构型一致. 鉴于glmT, dptI, lptI高

度同源, 推测它们应该具有相同的功能, 另外3种抗

生素的合成基因簇中都没有氨基转移酶编码基因 , 

因此CDA, Daptomycin及A54145的生物合成很可能

与相应产生菌中的初级代谢发生了对话交流.  

2.2  β-me-Leu单元的生物合成 

Viridogrisein(灰绿菌素 ), 又名 etamycin, 是由

Streptomyces griseoviridis(灰绿链霉菌)产生的一类环

肽类抗生素, 属于链阳霉素家族, 能够与核糖体50S

亚基结合从而终止肽链的延伸, 而显示出抑菌活性. 

该化合物大环结构中含有3S-me-Leu单元. Xie等人[29]

克隆了Viridogrisein的生物合成基因簇 , 其由编码

NRPS及修饰酶的若干基因组成, 含有2个位置临近、

分别编码甲基转移酶(sgvG)和氨基转移酶(sgvM)的基

因, 并且二者位于1个操纵子. SgvM与IlvE类型的氨

基转移酶具有高的相似性(一致性53%, 相似性68%), 

推 测 这 2 个 基 因 可 能 联 合 参 与 了 Viridogrisein 中

3S-me-Leu单元的生物合成.  

2.3  β-me-Phe单元的生物合成 

Mannopeptimycins是由Streptomyces hygroscopi-

cus(吸水链霉菌)产生的一类含有糖基的酯肽类抗生

素, 在体内和体外实验中, 对甲氧西林抗性的金黄色

葡萄球菌(MRSA)、万古霉素抗性的肠球菌(VRE)和

盘尼西林抗性的肺炎链球菌(PRS)具有非常好的抑制

活性 , 其作用机制是阻止革兰氏阳性菌细胞壁合成

中的转糖基化反应 , 但不会与万古霉素类抗生素产

生交叉抗性. Mannopeptimycins的一种半合成结构类

似物 , AC98-6446, 比其天然母体活性更好 , 对

MRSA, VRE 和 PRS的活性达到 MIC(最小抑菌浓

度)15~60 ng/mL, 因此该类化合物逐渐成为一种潜在

的治疗药物 [30]. Mannopeptimycins化学结构中含有

3S-me-Phe单元. Magarvey等人[31]克隆了该系列化合

物的生物合成基因簇, 由编码NRPS和一些修饰酶等

的基因组成 , 其中只有1个甲基转移酶编码基因 , 

mppJ. 随后的敲除实验表明 , mppJ-KO丧失了产生

Mannopeptimycins的能力, 但积累了微量的线性去甲

基化Mannopeptimycins类似物. 该结果一定程度上说

明mppJ参与了β-me-Phe的生物合成. Huang等人[32]在

体外克隆并表达了MppJ蛋白 , 体外酶学试验显示 , 

MppJ不能转化游离的L-Phe或D-Phe, 但能够催化苯

丙酮酸(Ppy)产生3-me-Ppy. 为了明确MppJ作用的是

游离底物还是挂载到蛋白上的底物 , 该研究测试了

MppJ对PCP-Ppy(Ppy上载到肽基载体蛋白上)的活性, 

结果发现没有任何产物产生, 这表明MppJ的直接底

物是游离的Ppy. 虽然Mannopeptimycins的合成基因

簇中含有潜在的2个氨基转移酶, MppP和MppQ, 但

它们都不能在体外转化3-me-Ppy形成β-me-Phe. 于

是, Huang等人 [32]从大肠杆菌中克隆表达了Tyrosine

氨基转移酶TyrB, 体外酶学实验表明 , TryB可以将

Phe转化生成Ppy, 也可以将3-me-Ppy转化生成β-me- 
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Phe; 由于无法从Mannopeptimycins的产生菌中获得

TryB的同源蛋白信息(当时该菌没有基因组测序), 所

以仅利用细胞裂解液做了前面的转化实验 , 都能得

到相应的产物, 因此推测Mannopeptimycins的产生菌

中应该有TryB或类似的氨基转移酶存在 . 以上结果

从体外证实了MppJ与β-me-Phe的生物合成相关. Zou

等人 [33]对MppJ的晶体结构进行了解析, 该蛋白是一

个特殊的含有非血红素铁结合的甲基转移酶 , 三价

铁离子(Fe3+)介导了Ppy发生β位甲基化的过程, MppJ

是第1例结构被解析的催化氨基酸β-位甲基化的甲基

转移酶. 通过分析底物和蛋白复合物结构, 并结合体

外生化实验 , 确定MppJ催化产物的构型是3R构型 , 

但在与TyrB联合反应中, 由于异构的作用(原因可能

来自于3-me-Ppy在溶液中的异构作用或酶的作用 ), 

随反应时间的延长先后产生3R-me-Phe和3S-me-Phe, 

而后者会被Mannopeptimycins生物合成途径中其他

的酶筛选, 最终进入该物质的化学骨架中.  

Hormaomycin 是 由 灰 黄 链 霉 菌 (Streptomyces 

griseoflavus)产生的一类结构高度修饰的环酯肽. 这

类化合物抗菌谱极窄 , 仅对拟棒状放线菌有抑制活

性, 它们主要是作为一种细菌激素, 来调节菌丝体的

形态分化以及诱导活性次级代谢产物的产生 . 有研

究表明, 在多种放线菌中, 纳摩尔级的该物质就可以

诱导抗生素的产生以及菌丝体的分化. Hofer等人[34]

报道了该物质的生物合成基因簇, 由编码NRPS和一

些修饰酶的基因组成, 其中含有一个MppJ同源蛋白

的基因(一致性52%, 相似性67%), hrmS. 该研究通过

喂养与β-me-Phe单元类似的氨基酸 , 初步证实了

hrmS在Hormaomycin生物合成中的作用 . 喂养结果

显示 , L型酪氨酸 (L-Tyr)及苯丙甘氨酸不能进入

Hormaomycin的骨架中; 邻位及间位氟代苯丙氨酸能

够进入Hormaomycin的骨架中; 对位氟代、氯代、溴

代及硝化苯丙氨酸都不能进入Hormaomycin的骨架

中, 并会抑制Hormaomycin中β-me-Phe的形成, 代之

以Phe单元. 喂养对位取代的苯丙氨酸类似物可能会

抑制HrmS或与之相配合的氨基转移酶, 从而导致上

述现象, 但还需要进一步证实.  

2.4  β-me-Trp单元的生物合成 

Streptonigrin是由绒毛链霉菌(Streptomyces floc-

culus)产生的一种氨基苯醌类生物碱, 具有很好的抗

病毒、抗肿瘤及抑制细菌与真菌的活性. Streptonigrin

及其类似物(如淡紫醌霉素(Lavendamycin)等)曾被作

为一种潜在药物用于抗肿瘤临床测试 , 可以诱导

DNA单链和双链的断裂 , 也可以通过抑制II型拓扑

异构酶的活性而阻断DNA和RNA的合成, 但由于毒

性太强, 没有通过完整的临床实验. 对于Streptonigrin

生物合成的早期研究表明 , 该物质结构中的4-苯基

吡啶甲酸单元来源于β位甲基化的色氨酸, 并且从其

发酵液中分离得到了 3R-me-Trp, 因此很久以来 , 

3R-me-Trp被认为是Streptonigrin的合成前体 [35]. Xu

等人 [36]克隆了该物质的完整合成基因簇 , 由一系列

的修饰酶编码基因组成, 其中含有3个连续开放阅读

框组成的基因盒, stnQ1-stnK3-stnR, 分别编码甲基转

移酶、异构酶和氨基转移酶. Kong等人[37]对stnQ1进

行基因敲除实验发现 , stnQ1-KO丧失了产生Strep-     

tonigrin的能力, 但积累了一个新的化合物, 经核磁共

振波谱 (NMR)确证为脱甲基的Streptonigrin. 同时 , 

Kong对该突变株的喂养实验表明, 3S-me-Trp, 而不

是之前一直认为的3R-me-Trp, 能进入Streptonigrin的

分子骨架中. 通过体外生化实验, 发现StnQ1和StnR

可以联合产生3R-me-Trp, 而StnQ1, StnK3和StnR 3

个蛋白联合可以产生3S-me-Trp, 其中StnR更倾向于

以 3S-me-Ipy为底物 . 因此 , 以上实验结果表明 , 

3S-me-Trp才是真正进入Streptonigrin生物合成的直

接前体, 3R-me-Trp只是一个支路产物.  

Maremycins是由海洋链霉菌 (Streptomyces sp. 

B9173)产生的一系列氧吲哚类生物碱的统称 , 含有

3-羟基-2-氧吲哚单元的Maremycin A, B, C1, C2, D1和

D2[38,39], 以及含有螺环共轭氧吲哚单元的Maremycin 

E, F和G[39,40]. 氧吲哚类天然产物通常具有良好的生

物活性, 如抗肿瘤、抗人类免疫缺陷病毒、抗结核分

枝杆菌、抗高血压等. 近年来, 氧吲哚单元越来越受

到化学合成方面的关注 , 大量含有氧吲哚结构的化

合物被报道 , 许多已经成为药物及药物前体 . 两类

Maremycin化合物结构中都含有3S-me-Trp单元. Zou

等人 [41]克隆了该系列化合物的生物合成基因簇 , 通

过边界敲除 , 将其合成基因锁定在17个开放阅读框

内 , 其中含有与Streptonigrin基因簇中 stnQ1-stnK3- 

stnR高度同源的基因盒 , marG(与stnR有64%的一致

性), marH(与stnk3有83%的一致性), marI(与stnQ1有

64%的一致性). 对编码甲基转移酶的marI敲除发现, 

marI-KO丧失了产生Maremycin系列化合物的能力 , 

同时也没有积累任何中间产物 , 但喂养3S-me-Trp, 
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而不是3R-me-Trp, 能够恢复该突变株产生Maremycins, 

说明与Streptonigrin相似, 3S-me-Trp才是这类化合物

的直接前体. 同时, Zou等人[41]分别对MarI, MarH和

MarG进行蛋白表达, 体外实验证实MarI是吲哚丙酮

酸(Ipy)甲基转移酶 , MarH是β位甲基化吲哚丙酮酸

(3-me-Ipy)异构酶 , MarG是 Ipy和3-me-Ipy氨基转移

酶 , MarI和 MarG组合可以产生 3R-me-Trp而 MarI, 

MarH和MarG 3个蛋白的组合可以生成3S-me-Trp.  

Telomycin是由链霉菌(Streptomyces canus C159)

产生的一类环酯肽类抗生素的统称 , 对革兰氏阳性

病原菌 , 如盘尼西林抗性的金黄色葡萄球菌具有优

良的抑制活性. Fu等人[42]克隆和鉴定了Telomycin的

完整生物合成基因簇, 其由34个可阅读框组成, 包含

编码NRPS及一些修饰酶的基因 , 其中含有1个编码

氨基转移酶(N端)和甲基转移酶(C端)双结构域的基

因 , tem27. Tem27 的甲基转移酶结构域与 Strep-     

tonigrin基因簇中的StnQ1具有较高序列相似性(一致

性达39%, 相似性达54%). 该研究通过对该基因进行

敲除发现, tem27-KO丧失产生所有Telomycin类似物

的能力 , 由于当前还没有该蛋白的体外生化实验数

据 , 所以还不能完全确定Telomycin中的β-me-Trp单

元的生物合成与该基因有关 . 根据Maremycins和

Streptonigrin中3R-me-Trp生物合成的报道, 该物质的

体外酶反应中仅需要MarI/MarG和StnQ1/StnR两个组

合即可, 不需要添加额外氨基供体, 这与之前报道的

β-me-Glu和β-me-Phe的合成是不同的 , 因此通过研

究底物Trp在2个蛋白间如何传递及最终如何生成

3R-me-Trp的酶学机制将是非常有趣的科学问题. 要

实现该设想, 最需要的就是阐明2个蛋白的晶体复合

结构, 可是2个蛋白的结晶性质很大程度上是不同的, 

因此推测很难做到. 但是, 由于Telomycin中tem27基

因编码的是一个特殊的氨基转移酶与甲基转移酶融

合蛋白, 所以利用该蛋白进行晶体或晶体与底物Trp

复合物的筛选, 将是一个不错的材料.  

吲哚霉素(Indolmycin)是一种生物碱 , 在陆生及

海洋来源的细菌发酵物中都有发现, 如Streptomyces 

griseus ATCC 12648(一种灰色链霉菌)及藤黄紫假交

替单胞菌(Pseudoalteromonas luteoviolacea). 作为一

种Trp的结构类似物, Indolmycin更多地被用作色胺酰

-tRNA合成酶抑制剂, 但当前还没有相关测试在人体

上进行. 最近有研究发现, Indolmycin对各种人源病

原菌, 如幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori)和莫匹罗

星、甲氧西林抗性的金黄色葡萄球菌 (Staphylo-      

coccus aureus), 具有很强的抑制活性[43,44]. 在早期关

于Indolmycin的生物合成研究中发现, 同位素标记的

Trp及3-me-Ipy可以进入该物质的结构骨架中 , 另外

Speedie等人[45]证实Streptomyces griseus ATCC 12648

的细胞破碎物上清液中存在一组甲基转移酶和氨基

转移酶 , 联合催化Trp形成3-me-Ipy. Du等人 [46]从

Streptomyces griseus ATCC 12648 中 克 隆 得 到

Indolmycin的完整生物合成基因簇, 由一些修饰酶组

成 , 其中 ind1编码碳-甲基转移酶 , ind2编码脱氢酶 , 

ind4和 ind8编码氨基转移酶 . 基因敲除结果显示 , 

ind1-KO和 ind2-KO都丧失了产生Indolmycin的能力 ; 

而 ind4-KO 不能产生 Indolmycin 但积累吲哚霉酸 , 

ind8-KO继续产生Indolmycin. 该敲除结果说明, ind4

和ind8与3-me-Ipy的形成无关, 体外生化结果也证明

了这一点. 体外生化结果表明, Ind1可以将Ipy转化生

成3-me-Ipy, 而 Ind2可以将后者还原生成吲哚霉酸 . 

通过对Indolmycin产生菌的基因组信息进行分析, 该

研究小组找到2个Maremycin基因簇中的氨基转移酶

MarG同源的基因, orf2651和orf4725. 相应蛋白的体

外生化实验表明 , ORF2651和ORF4725都可以催化

Trp转氨基反应产生Ipy, 但荧光实时定量DNA聚合

酶链式反应(RT-PCR)表明, 只有orf2651的转录水平

与Indolmycin中各合成基因同步, 因此推测, orf2651, 

而不是orf4725, 直接参与了Indolmycin的生物合成 . 

接下来的Ind1-Ind2-ORF2651联合反应也证实 , 可以

将Trp转化生成吲哚霉酸.  

2.5  β-me-Arg单元的生物合成 

β-me-Arg是由一种丁香假单胞菌 (Pseudomonas 

syringae pv. syringae 22d/93)产生的游离的非天然氨

基酸 , 可以高效抑制与其产生菌近源的大豆病原菌

Pseudomonas syringae pv. glycinea的生长, 但这种抑

制可以被外源添加的L-Arg解除, 但不能被其他氨基

酸解除. 该实验结果表明, (1) 以上两种假单胞菌在

生态链上可能具有竞争关系; (2) β-me-Arg可能是Arg

生物合成途径或Arg利用途径中的一种抑制剂. Braun

等人 [47]报道了β-me-Arg的生物合成基因簇 , 主要包

括3个基因, 编码甲基转移酶mrsA, 编码氨基转移酶

mrsB和编码外排泵mrsC. mrsA敲除后 , 不再产生

β-me-Arg, 但将mrsA-mrsB-mrsC共同回补到该突变

株后, 其又恢复了产生β-me-Arg的能力; 同时, mrsA- 
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mrsB-mrsC在大肠杆菌DH5α中的异源表达中也能产

生β-me-Arg. 以上实验数据说明, mrsA-mrsB- mrsC组

成的基因簇与β-me-Arg的形成直接相关 . 在体外酶

学实验中, Braun等人[47]克隆和表达了MrsA蛋白, 发

现该蛋白可以高效地转化Arg的α-酮酸 (5- guanidi-

no-2-oxo-pentanoic acid, Gop) 形 成 β 位 甲 基 化 的

3-me-Gop, 但不能利用丙酮酸(pyruvate, Py)、α-KG

和Ppy作为底物. 据此推测, MrsA是一种专一的碱性

氨基酸的α-酮酸β位甲基转移酶.  

Arginomycin是由链霉菌Streptomyces arginensis 

NRRL 15941产生的肽核苷类抗生素, 对某些真菌及

革兰氏阳性细菌 , 如草酸青霉菌 (Penicillium oxali-

cum)和藤黄微球菌 (Micrococcus luteus)显示生物活

性 . 该物质在化学结构上与农用抗生素杀稻瘟菌素

S(Blasticidin S)具有很大相似性, 但对老鼠显示更低

的毒性 . 较早的喂养实验表明 , Arginomycin中的β- 

me-Arg单元来自于Arg. Feng等人 [48]报道了Argino-      

mycin的生物合成基因簇, 由14个可阅读框编码的一

系列修饰酶组成, 其中argM编码氨基转移酶(与TryB

具有30%的一致性, 43%的相似性), argN编码甲基转

移酶(与MppJ具有25%的一致性, 37%的相似性). 将

argM-argN在大肠杆菌BL21(DE3)中进行异源表达 , 

检测到了β-me-Arg的产生 , 并利用核磁共振谱确定

了产物的甲基为R构型. 通过相应基因的克隆和蛋白

表达和体外酶学实验表明, ArgM特异性地以L-Arg为

底物, 而不能利用D-Arg, 高精氨酸(L-homoarginine)

和 N- 甲 基 精 氨 酸 (N-methylarginine); 同 时 ArgM- 

ArgN可以联合转化L-Arg生成3R-me-Arg, 但氨基供

体只能是天冬氨酸.  

3  S-腺苷甲硫氨酸自由基酶催化的β-甲基

氨基酸单元的形成 

利用甲基转移酶/氨基转移酶组合, 通过间接的

方式 , 可以在氨基酸非活化的β位引入甲基 . 此外 , 

大自然还进化出另一种直接引入甲基的方式 , 那就

是借助B12-radical SAM依赖的甲基转移酶. 这类酶在

抗生素的生物合成中非常普遍 , 如Carbapenem[49], 

Chondrochloren[50], Clorobiocin[51], 福 提 霉 素 (For-     

timicin)[52] 、 磷 霉 素 (Fosfomycin)[53] 、 庆 大 霉 素

(Gentamicin)[54]、丝裂霉素(Mitomycin)[55]、默诺霉素

(Moenomycin)[56]、复活霉素(Novobiocin)[57]、密旋霉

素(Pactamycin)[58]和草胺膦(L-phosphinothricin)[59]等 , 

然而对它们催化机制的研究却很少, 而且充满争议. 

当前 , 也只有为数不多的几例体外实验的研究被报

道 , 即来自Phosalacine的PhpK[59], 来自硫链丝菌素

(Thiostrepton A) 的 TsrM[60], 来 自 Gentamicin 的

GenK[54], 来自沙纳霉素 (Thienamycin)的ThnK[49]和

来自Polytheonamide的PoyC[61]. 这5种酶作用的底物

类型不相同, PhpK对磷原子进行甲基化, TsrM对sp2

的碳原子进行甲基化, 而GenK, ThnK和PoyC都是对

sp3的碳原子进行甲基化, 因此其催化机制也不尽一

致. 对于在氨基酸的β位引入甲基的情况, 有生物合

成机制报道的只有 2例 , 分别来自波卓霉素 (Bot-     

tromycin)和Polytheonamide(图1), 下面作简单介绍.  

3.1  Bottromycin中β-me-Val, β-me-Pro和β-me- 

Phe单元的生物合成 

波卓霉素 (Bottromycin)首先发现于波卓链霉菌

(Streptomyces bottropensis)的发酵液中, 是一类高度

修饰的核糖体肽类抗生素 , 对甲氧西林抗性的金黄

色葡萄球菌和万古霉素抗性的肠球菌都有很好的抑

制活性 . 其作用机制如下 : 该化合物可以与核糖体

50S亚基的A位点(氨酰-tRNA结合位点)发生相互作

用, 从而抑制蛋白质的合成 [62]. 在当前临床应用中, 

还没有抗生素以核糖体50S亚基的A位点为靶点, 因

此Bottromycin被认为是一种潜在的新型抗感染药物, 

但它的缺点是在血液中的半衰期很短, 需待改进[63]. 

Bottromycin含有4个甲基化的氨基酸单元 , 即β-me- 

Val, β-me-Pro, β-me-Phe和氧甲基化的Asp. 几乎在

同一时间, Crone等人 [64]和Huo等人 [65]分别报道了从

Streptomyces scabies和Streptomyces sp. BC16019中克

隆 得 到 的 Bottromycin 生 物 合 成 基 因 簇 , 后 者 在

Streptomyces coelicolor中实现了异源表达, 包含13个

开放阅读框, 其中含有3个编码B12-radical SAM依赖

的甲基转移酶的基因(botRMT1, botRMT2和botRMT3), 

以及1个氧甲基转移酶编码基因(botOMT). 分别对4

个基因在异源表达菌株中进行敲除 , 通过质谱检测

积累产物的分子量, 并与野生型进行对比, 最终确定

了botRMT1负责β-me-Phe的形成, botRMT2负责β-me- 

Val的形成, botRMT3负责β-me-Pro的形成, botOMT负

责氧甲基化的Asp形成. 

3.2  Polytheonamide中β-me-Val单元的生物合成 

Polytheonamide是从一种海绵Theonella swinhoei
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中分离得到的一类高度修饰的核糖体肽类抗生素 . 

Piel 课题组[66]克隆和分析了该物质的生物合成基因

簇 , 发现它来源于一种与海绵共生的、不可培养的

Entotheonella, 包含前体肽编码基因和其他修饰酶编

码基因在内的12个可阅读框 , 其中含有poyB和poyC

两个B12-radical SAM依赖的甲基转移酶编码基因 . 

Parent等人 [61]分别对PoyB和PoyC两个蛋白在大肠杆

菌中进行表达, 然而刚开始均已失败告终. 根据之前

关于这类酶表达纯化的报道, 他们对2个蛋白在辅因

子钴胺素(cobalamin)、硫化合物(sulfide)和铁离子存

在的情况下 , 进行了重构 , 最终得到了PoyC的可溶

性蛋白, 但PoyB仍然在沉淀中. 经纯化得到的PoyC

蛋白在260~270 nm有较强紫外吸收, 在420和464 nm

有较弱吸收, 表明该蛋白结合铁硫簇, 与该蛋白的生

物信息学预测结果一致 . 通过厌氧条件下的铁硫簇

重建 , PoyC的紫外吸收有所改变 , 最大吸收迁移到

280 nm, 其420 nm的吸收有所升高, 而此时的铁硫

含量表明该蛋白含有3个四铁四硫簇, 与其序列中含

有的11个保守的半胱氨酸残基一致 . 为了保护体外

反应中PoyC结合的钴胺素辅因子, 测试了多种还原

剂体系, 发现在B12-radical SAM依赖的甲基转移酶反

应中使应用的还原剂都不起作用. 最后发现, 曾经在

B12依赖的甲硫氨酸合成酶中应用的柠檬酸钛还原体

系对PoyC有效果, 在底物PoyA和SAM同时存在的情

况下 , 成功检测到了SAH(S-腺苷同型半胱氨酸 )和

5′-dA(5′-脱氧腺苷). 在体外反应中使用甲基全氘代

SAM(CD3-SAM)为底物时 , 高分辨率质谱结果显示 , 

产物的分子量比底物PoyA大17 Da, 表明在PoyC作

用下 , 一分子CD3-SAM上的氘代甲基成功转移到了

底物上 . 同时 , Parent等人 [61]又利用LC-MS/MS对产

物的碎片进一步分析 , 发现甲基基团最终转移到了

PoyA第14个L-Val上 . 由于Polytheonamide的成熟肽

在该位置是D-Val, 为了明确PoyC的底物是何种构型

的氨基酸以及它是否有底物宽泛性, Parent等人[61]又

测试了PoyA1-15VD, 但没有发现甲基化产物的生成 , 

说明Polytheonamide在产生过程中 , PoyC催化的β位
甲基化先于L-Val的构型变化 . 对PoyC上结合B12的

分析发现 , 蛋白中结合两类钴胺素 , 腺苷钴胺素

(AdoCbl)和甲基钴胺素(MeCbl)比例约为4:1, 在酶催

化循环中, 该比例保持恒定. 同时, 在添加CD3-SAM

的反应中 , MeCbl几乎全部转化为CD3-Cbl, 说明钴

胺素辅因子在酶催化过程中可以循环使用 . 基于以

上实验结果和其他关于B12-radical SAM依赖的甲基

转移酶的报道, Parent等人[61]提出一种可能的氨基酸

β-位甲基化机制如图4所示 . (1) PoyC催化一分子

SAM的还原性裂解, 产生5′-dA自由基; (2) 5′-dA自由

基拔取氨基酸β位上的1个氢原子, 自身形成5′-dA分

子, 同时产生氨基酸β位自由基; (3) PoyC催化另一分

子SAM产生SAH, 一分子甲基基团转移到Cbl(I)上 , 

形成MeCbl(III); (4) MeCbl(III)随后发生均裂 , 形成

甲基自由基和Cbl(II); (5) 甲基自由基与氨基酸β位自

由基发生相互淬灭, 形成β位甲基氨基酸; (6) Cbl(II)

经还原作用形成 Cbl(I), 后者再与 SAM反应形成

MeCbl, 进入新一轮的酶催化.  

4  展望 

β-甲基化氨基酸单元作为一种独特的非天然氨

基酸 , 对天然产物发挥其生物活性具有十分重要的

作用 . 研究证明 , 含有 β-me-Glu 单元的 A21978C 

(Daptomycin的天然类似物), 比相同位置含有Glu单

元的A21978C衍生物 , 最小抑菌浓度要低4~8倍 [24];

含有β-me-Glu单元的A54145要比含有Glu单元的类

似物活性更强 [25]. 基于当前关于β-甲基化氨基酸单

元生物合成方式的报道, 有必要利用代谢工程、合成

生物学和酶工程等多学科手段对其加以利用 , 以扩

大其应用价值 . 未来这方面的工作应该主要从以下

几个方向展开.  

(1) 通过代谢工程手段提高产量. 除了生物活性

方面的重要性, β位甲基化氨基酸单元的供应量, 对

于最终成熟天然产物的产量也具有重要影响 . Li等

人[16]在Nikkomycin的产生菌中过表达负责β-me-Asp

单元形成的sanU/sanV后, Nikkomycin的产量提高到

原来的1.8倍. Gomez等人[18]在Streptolydigin的产生菌

中过表达负责β-me-Asp单元形成的slgE1/slgE2, 相

应抗生素的产生提高到原来的5.5倍. 以上结果说明, 

β位甲基化氨基酸单元在原产菌中的供应量, 显然是

不足的 , 因此利用代谢工程的手段进行产量改造的

空间很大. 未来可以从两个途径展开研究: (ⅰ) 除了

在抗生素原产菌中提高相应合成基因的拷贝数 , 也

可以通过提高前体氨基酸或其α-酮酸的供应量来实

现. 提高该供应量, 可以采取以下两种方式: 对于廉

价或容易获得的前体, 可以直接在发酵液中喂养; 对

于价格昂贵且不容易分离得到的前体 , 可以通过对

产生菌的代谢通路进行改造 , 将代谢流导向该前体 
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图 4  (网络版彩色)S-腺苷甲硫氨酸自由基酶PoyC催化的β-甲基化氨基酸单元形成机制 

Figure 4  (Color online) The formation mechanism of β-methyl amino acid catalyzed by B12-radical SAM dependent methyltransferase, PoyC 

的产生. (ⅱ) 如果途径(ⅰ)的改造效果不明显或者很

难再将产量提高到一个新的水平, 可以将负责β位甲

基化氨基酸单元合成的基因模块在异源宿主(比如大

肠杆菌、酵母菌等代谢旺盛的模式生物)里进行表达,

分离提纯得到相应的产物 , 再喂养到抗生素产生菌

中, 以提高最终产量. 途径(ⅱ)已经普遍应用于很多

重要天然药物的产量提高中 , 如通过在酵母中改造

青蒿酸的代谢, 在大肠杆菌中改造紫杉烯的代谢, 从

而分别提高了终产物青蒿素和紫杉醇的产量 [67]. 因

此 , 通过改造宿主细胞的代谢流 , 以提高前体的供 

应量, 是促进β位甲基化氨基酸单元产量提高的方式

之一.  

(2) 通过合成生物学手段创新. 芳香族的β-甲基

化氨基酸通常被作为一种手性工具 , 引入到一些活

性肽中 , 如促黑激素 (α-melanocyte-stimulating hor-

mone, α-MSH)[68]、强啡肽(Dynorphin)[69]、胰高血糖

素(Glucagon)[70]、催产素(Oxytocin)[71]、八肽胆囊收

缩素(CCK-8)[72]和阿片肽(Opioid)[73]等 , 以研究相应

的氨基酸与其靶点在结合部位的三维取向信息 , 从

而辅助药物设计 . 在活性肽中引入β-甲基化氨基酸

的方式 , 通常是化学合成 . 然而 , 由于氨基酸的β位
属于非活化的脂肪碳, 化学合成一般比较困难复杂, 

特异性不强 , 而通过生物合成的方式引入将是方便

快捷的. 可以通过两种方式实现生物合成直接引入: 

(ⅰ) 利用酶法在体外合成游离芳香族β位甲基化氨

基酸单元 , 再利用固相肽合成的方式组装成相应的

活性多肽; (ⅱ) 直接利用芳香族β-甲基化氨基酸单

元合成酶, 如B12-radical依赖的β-me-Phe合成酶(将来

也可以通过蛋白结构改造的方式, 让该酶能识别Trp

或Tyr单元), 对活性肽的特定位点进行β位甲基化修

饰. 在生物体内, 蛋白酶一般通过识别相应多肽底物

的特征氨基酸序列, 进行切割和降解, 是造成某些多

肽类药物体内半衰期很短的原因之一. β-甲基化氨基

酸作为一种非标准氨基酸 , 将来如果被引入到多肽

药物的生物合成或化学合成中 , 或许可以减弱体内

蛋白酶的降解作用，延长持效期.  

(3) 通过酶工程的方式大量获得. 近期, 有研究

报道通过定向改造色氨酸合成酶 , 使其能够特异地

催化苏氨酸和吲哚的缩合 , 产生3S-甲基化色氨酸 , 

是一个突破性的成果, 比生物合成中3个酶联合作用

更加高效 , 便于大规模应用 [74]. 虽然类似色氨酸合

成酶这样的材料并不多见 , 并且存在其自身的局限

性(只能产生3S-甲基化色氨酸 , 而不能产生3R-甲基

化色氨酸)，决定该方式不能被广泛应用于其他β-甲

基化氨基酸的合成 , 但为该领域的研究提供了一个

全新的思路, 即通过对当前已经鉴定的3类β-甲基化

氨基酸合成酶进行酶结构的定向改造 , 以扩大其底

物宽泛性、改变其底物特异性、提高酶催化效率, 或

许可以得到更多非天然的β-甲基化氨基酸 , 成为化

学合成重要化学品的前体. 当然, 这种特殊修饰的氨

基酸单元的应用潜力一定还有很大 , 期待众多的科

技人员一起努力进行共同挖掘.   
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Summary for “天然产物中β-位甲基化氨基酸单元的生物合成研究进展” 

Biosynthetic study of β-methyl amino acid building blocks  
involved in natural products 
ZHANG YuYang & LIN ShuangJun* 
State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China 
* Corresponding author, E-mail: linsj@sjtu.edu.cn 

Natural products are an important source of pharmaceuticals or drug leads for the human lifes. The biosynthetic studies 
on these small chemical molecules can offer the possibilities to improve the titers and produce a lot of non-natural natural 
products with enhanced biological activity. Amino acids are a type of important building blocks of natural products, and 
apart from twenty proteinogenic amino acids, about five hundred nonproteinogenic amino acids were found to be 
involved into the biosynthesis of natural products. These nonproteinogenic amino acid units in natural products have 
been confirmed to play crucial roles in their stabilities and biological activities. β-methyl amino acid is one kind of 
nonproteinogenic amino acids and has been found in many bioactive secondary metabolites, including daptomycin, 
streptonigrin, indolemycin and so on, and as well as several primary metabolites such as 3-methyl-glutamate in 
fermentation process of several Clostridium sp. The β-carbon of amino acids is not an active position for methylation, 
therefore the methylation at the β-position is still chemically very challenging. Recently, the biosynthetic studies of 
microbial natural products revealed many novel enzymatic reactions or pathways for amino acid modifications including 
the β-methylation of amino acids. Up to now, three different biosynthetic pathways for β-methyl amino acids have been 
reported, including B12-dependent glutamate aminomutase, combination of a methyltransferase and an aminotranferase, 
and B12-dependent radical SAM methyltransferase. B12-dependent glutamate aminomutase catalyzes the rearrangement of 
glutamate to generate β-methyl aspartic acid, a building black of Nikkomycins and other natural products. Combination 
of a methyltransferase and an aminotranferase uses the aminotransferase to generate α-keto acids as the active substrates 
for the methylation catalzyed by the methyltransferase from amino acids while B12-dependent radical SAM 
methyltransferase can catalyze the direct methylation at the β-carbon of amino acids via a radical manner. There have 
been many reviews that summarized the enzymatic modifications of amino acids, but there has been none of literatures 
covering this type of intereting and useful nonproteinogenic amino acids. This review summarized the recent advances in 
the biosynthesis of β-methyl amino acids as the building blocks of several natural products and discussed the biosynthetic 
or enzymatic mechanisms involved in the β-methylation of amino acids in detail. Basesd on the mechanisms of the 
biosynthesis of these β-methyl amino acids, the application of β-methyl amino acids was proposed in this review. This 
study may provide new strategies and useful information for improving the yields of the valuable natural products 
containing β-methyl amino acids and introducing these building blocks into more chemical scaffolds by metabolic 
engineering, synthetic biology and enzyme engineering methods. 

nonproteinogenic amino acid, β-methyl amino acid, natural products, biosynthesis 
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