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摘要 S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine, SAM)自由基酶是一类依赖SAM作为辅因子, 通过自由基机制催化 

一系列生物化学反应的酶家族. 此类酶在自然界中广泛存在, 参与多种重要代谢途径, 包括核酸修饰、辅酶合成、 

抗生素生物合成等. 其主要核心特征在于利用SAM的还原裂解生成5′-脱氧腺苷自由基(5′-dA•), 进而引发底物的 

自由基反应. 本文对近年来发表的部分SAM自由基酶所催化的新反应与新机制进行了介绍, 涉及碳-碳键生成、 

硫醚交联、缩环反应和甲基化等多种反应类型, 展现了SAM自由基酶的强大功能与SAM自由基反应的多样性. 
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S-腺苷甲硫氨酸(SAM)是人体内的一种重要的甲 

基供体, 在DNA、RNA、蛋白质和多种小分子的甲基 

化中起关键作用 [1]. Barker等人 [2]在1970年发现, SAM 
辅助催化赖氨酸2,3-氨基变位酶(LAM)进行赖氨酸的 

重排反应, 这是首次发现SAM具有甲基化之外的功能. 
Marcia等人 [3]研究证明, 在LAM催化过程中, SAM产生 

的5′-脱氧腺苷自由基(5′-dA•)参与了底物的氢原子转 

移, 证明SAM在自由基重排过程中发挥着和腺苷钴胺 

素(AdoCbI, 最早发现的参与生物自由基反应的辅因 

子)相似的作用. 随后在1980~1990年间, 越来越多的 

研究发现SAM的腺苷部分在多种自由基酶催化过程 

中起到重要作用, 包括丙酮酸甲酸裂解酶激活酶(PFL- 
AE) [4]、核苷三磷酸还原酶 [5]和生物素合酶 [6]等. SAM 
自由基(rSAM)酶目前已经成为世界上最大的酶超家 

族, 至今已有超过100种不同类型rSAM反应被表征 [7]. 
rSAM酶的辅因子[4Fe-4S]簇通常结合在含有三个 

连续的半胱氨酸基序CX 3CX 2C处, 铁硫簇的三个Fe原 

子和三个半胱氨酸结合, 另一个Fe与SAM的氨基和羧 

基配位, 这种配位结构还促进了SAM的S +与自由Fe发 

生轨道重叠. 底物结合在靠近SAM和[4Fe-4S]簇的活 

性口袋中 ,  提取的H原子通常位于SAM的5′C周围 

3~5 Å的范围内 [8,9]. 
经典的rSAM酶催化循环起始于[4Fe-4S]的还原 

(图1). rSAM酶通过接受外部电子供体(铁氧还原蛋白、 

黄素氧还原蛋白或人工添加的还原剂等)的电子, 将 

[4Fe-4S] 2+还原为[4Fe-4S] 1+; [4Fe-4S] 1+再将电子传递 

给SAM, 使SAM发生还原均裂, 产生甲硫氨酸和5′- 
dA•·, [4Fe-4S] 1+失去电子变为[4Fe-4S] 2+; 5′-dA•·通过 
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从底物位置攫取一个氢原子, 生成5′-dAH和底物自由 

基; 随后通过底物自由基引发甲基化、异构化或环化 

等多种化学转化 [10]; 反应结束后5′-dAH从活性中心解 

离, 体内可被水解代谢, 甲硫氨酸通过甲硫氨酸腺苷转 

移酶(MAT)重新合成SAM, 完成代谢循环. 
此外, 还有一类非经典的rSAM酶可以催化C Met−S 

键均裂(图1), 生成3-氨基-3-羧丙基(3-amino-3-carboxy
p r o p y l ,  A C P )自由基和甲硫腺苷 ( 5 ′ - d e o x y - 5 ′ -  
(methylthio)adenosine, MTA). 目前, 有两种酶拥有催 

化这种特殊的切割SAM活性: (ⅰ) Dph2在蛋白质翻译 

延长因子EF2的His残基上进行ACP修饰, [4Fe-4S]簇 

与蛋白不同结构域中的3个Cys结合, 而不是通过常见 

的CX 3CX 2C基序 [11]; (ⅱ) ArsL在亚砷酸底物上进行 

ACP修饰, 相较于Dph2, ArsL与大多数rSAM酶一样, 
通过CX 3CX 2C基序结合[4Fe-4S]簇. 

近年来, 研究者发现了许多新的rSAM酶催化的反 

应, 许多酶的机制也得到了充分的解析. 本文按照反应 

类型介绍近五年来报道的部分rSAM酶催化的新反应 

和新的催化机理. 

1 rSAM酶催化C−C键的形成 

C−C键的构建是自然界中最具挑战性的反应之 

一, 这是因为其需要克服高活化能垒, 而且天然产物结 

构复杂, 需要精准的控制成键位置和立体构型, 很难在 

温和的生理条件下通过极性机制进行. rSAM酶通过形 

成5′-dA•, 从底物分子上攫取氢原子, 从而形成活性极 

高的底物自由基(S·). S·可以跨越反应能垒, 通过多种 

途径构建新的C−C键, 包括: S·和不饱和键的直接加 

成, 形成新的C−C键和新的自由基中心; S·引发底物 

分子的重排(如环化、缩环、碳骨架迁移等), 过程中 

形成新的C−C键; S·和另一个碳中心自由基偶联形成 

C−C键等 [8]. 这些机理在近年来发现的rSAM酶中不断 

得到验证和补充, 从赖氨酸变位中的基团迁移, 到吲哚 

合成中的碳骨架彻底重组, 再到环丙烷的构建, 都印证 

了自由基机制在实现热力学挑战性的C–C键构筑中的 

强大能力 [8,12,13]. 

1.1 Gms催化植烷链之间的C–C交联 

古细菌(Archaea)是一类广泛分布于极端环境中的 

微生物, 其细胞膜由独特的跨膜脂质构成, 这些脂质在 

适应高温、高压、酸性或厌氧等极端条件中发挥关键 

作用 [14]. 甘油单烷基甘油四醚(monoalkyl glycerol dia
lkyl glycerol tetraethers, mGDGTs)是古细菌膜脂的主 

要成分之一, 由于其在两条植烷链之间形成额外的 

C–C键而具有更高的刚性和稳定性. Nguyen等人 [15]鉴 

定了一种rSAM酶, 该酶催化甘油二烷基甘油四醚(gly
cerol dialkyl glycerol tetraethers, GDGTs)的两条植烷链 

之间形成C(sp 3)–C(sp 3)键, 将其命名为mGDGTs合成酶 

(Gms). 

图 1 SAM自由基酶催化的反应 
Figure 1 Reactions catalyzed by radical SAM enzymes  
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Gms(表1)的活性在体内与体外实验中均得到验 

证. 作者将gms导入工程产甲烷菌Methanococcus mar
ipaludis体内进行异源表达, 通过UPLC-MS/MS分析发 

现产物分子量减少2 D, 且二级质谱显示GDGTs植烷 

链间的断裂碎片消失, 证实了C–C键的形成. 此外, 作 

者将来自Methanococcus okinawensis的重组Gms在Es
cherichia coli BL21(DE3)中异源表达纯化, 在反应体系 

中加入SAM和还原剂连二亚硫酸钠, 成功催化底物 

GDGTs转化为mGDGTs. 
通过AlphaFold2预测Gms的结构, 发现其含有四 

个结构域: N-端结构域、rSAM结构域、桥接区域和 

C-端SPASM结构域. Gms利用rSAM机制激活GDGT末 

端甲基, [4Fe-4S] 1+还原SAM生成高活性5′-dA•, 攫取底 

物氢形成底物碳自由基, 最终实现跨链C(sp 3)–C(sp 3) 
交联这种最具挑战性的反应. 结合EPR波谱, 作者发现 

Gms中含有三个铁-硫簇, 其中rSAM结构域中的[4Fe- 
4S]簇负责SAM的还原裂解生成5′-dA•; 此外, 区别于 

仅含单一rSAM铁硫簇的环化酶GrsA, Gms的两个辅助 

[4Fe-4S]簇(AuxI和AuxII)通过与底物形成C–S键的方 

式, 稳定底物自由基中间体, 避免副反应的发生, 为复 

杂碳链的修饰提供了新的范例. 

1.2 TigE催化RiPPs底物的环丙烷化 

近年来, 许多研究发现rSAM酶家族中RS-SPASM 
亚族的酶与核糖体合成翻译后修饰肽(RiPPs)的成熟 

过程密切相关. Lien等人 [17]通过生物信息学分析确定 

了大量以前未注释或未探索的潜在新RiPPs类别. 作者 

挑选了其中一个生物合成基因簇, 该基因簇编码具有 

重复TIGSVS序列和单个RS-SPASM酶的前体肽TigB 
(表1). 

作者从Paramaledivibacter aminithermotolerans中 

克隆该基因簇中的rSAM酶, 在E. coli中异源表达纯化, 
并命名为TigE. 通过紫外-可见光谱和EPR波谱分析, 
确定TigE中含有三个[4Fe-4S]簇, 其中两个可被连二 

亚硫酸盐(dithionite, DT)还原, 另一个氧化还原电位低 

于DT. 随后通过固相合成得到了具有三个TIGSVS序 

列和一个N-端Trp的截短TigB, 催化结果表明在仅含 

有DT的还原体系中, TigE无法催化肽段修饰; 但加入 

黄素氧还蛋白(FldA)和黄素氧还蛋白还原酶(Fpr)与 

TigE级联, 就可以通过HRMS观测到有−2, −4和−6 D 
的产物生成, MS/MS, NMR与 13C标记实验结果证明, 

分子量的依次减少表示三个TIGSVS序列中分别发生 

了1, 2和3个Ile残基环丙烷化修饰. 
该反应通过硫-碳中间体机制进行(图2): 还原态的 

[4Fe-4S] 1+将电子传递给SAM, 引发5′C−S键均裂, 生 

成5′-dA•和甲硫氨酸; 5′-dA•攻击异亮氨酸乙基侧链的 

Cγ 1–H, 攫取氢原子生成5′-dAH和Ile–Cγ 1·, Ile–Cγ 1·攻 

击辅助[4Fe-4S]簇的硫原子, 形成簇-底物硫醚键共价 

表 1 近五年部分rSAM酶研究总结(本文介绍的酶粗体显 

示) 
Table 1 Studies on radical SAM enzymes in recent 5 years (the 
enzymes discussed in this article are in bold) 

反应类型 酶名称 底物 

C–C键生成 

Gms [16] 甘油二烷基甘油四醚 

TigE [17] Ile 

PFL-AE [18] 丙酮酸甲酸裂解酶(PFL) 

CoeI [19] 1,3,8-三羟基蒽醌 

TYW1 [20] tRNA Phe 

ZmHpnH [21,22] 双盖蕨烯(Diploptene) 

WprB [23] Trp与Arg 

GrsA/B [24] 甘油二烷基甘油四醚  

Tes [14] 甘油二烷基甘油四醚  

碳杂键生成 

PapB [25] Cys与Asp间硫醚交联 

SbtM [26] Cys或SeCys环化 

MybB [27] 4-噻唑烷酮的硫插入 

DynA [28] Dynobactin A 

缩环反应 

QueE [29] 6-羧基-5,6,7,8-四氢蝶呤 
(CPH 4) 

AlsA/AlsB [30] 2′-dAMP 

MitD [31] 
3氨基-5-羟基苯甲酸-氨基葡 

萄糖 
AHBA−GlcN 

脱水反应 
GD-AE [32,33] 甘油脱水酶(GD) 

BlsE [34] 胞苷葡萄糖醛酸 

异构化 PylB [35] Lys 

C–C键断裂 NirJ [36] 12,18-双脱羧血红素 

B12依赖的甲基 
化(氟甲基化) 

MpcB [37] 棒状苞菌素(clavusporins)前体 

QcmT [38] Gln 

CysS [38,39] 氨基苯甲酸盐-CysG1硫酯 

GenD1 [38] 庆大霉素 A 

Mmp10 [39] 13肽底物 

TokK [39] β-内酰胺底物 

Cxm8 [40] 创新霉素前体 

ApyD [15] Tyr 

Gmm [41] 甘油单烷基甘油四醚 

非经典SAM反应 ArsL [42] 亚砷酸   
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中间体; 随后另一分子SAM裂解生成新5′-dA•, 对同一 

异亮氨酸的烯丙基侧链Cγ 2–H进行第二次氢原子攫取, 
生成Ile–Cγ 2·; Ile–Cγ 2·攻击硫-碳键, 引发电子回流至辅 

助[4Fe-4S]簇, 同时形成Cγ 1–Cγ 2键, 释放H 2S并生成环 

丙烷产物甲基环丙基甘氨酸(2-(methylcyclopropyl)gly
cine, MCG). 

此前, 所有已知rSAM酶催化环丙烷形成均需耦合 

C-甲基化反应, TigE的发现首次证明存在独立的环丙 

烷基合成途径, 仅通过C–C键形成即可将Ile直接转化 

为MCG, 无需甲基供体. 此外, 通过序列相似性网络鉴 

定出了一个新的环丙烷合成酶亚家族, 其中与辅助 

[4Fe-4S]簇配位相关的GYW基序在25%~98%同源性 

的48个同源酶中严格保守, 表明该酶家族可能在微生 

物中广泛存在且功能专一. 

1.3 CoeI催化蒽醌的甲基化 

芳香聚酮化合物具有复杂的化学结构和广泛的生 

物活性, 包括抗菌、抗肿瘤、免疫抑制等药理作用, 其 

生物合成主要由Ⅱ型聚酮合酶 (PKS-I I )介导 [ 4 3 ] .  
HemN-like酶是rSAM超家族中的一个亚族, 最初被发 

现参与血红素合成中的氧化脱羧反应, 近年来逐渐被 

发现还有环丙烷化功能 [44]. 
Nie等人 [19]从土壤样本中的总DNA中筛选出编码 

PKS-II的基因簇COE, 其中包含13个基因, 涉及聚酮骨 

架合成(coeA, coeB)、修饰(coeI)及转运(coeM)等功能. 

其编码的修饰蛋白CoeI(表1)属于HemN亚族, 通过基 

因敲除实验间接证明CoeI负责催化底物1,3,8-三羟基 

蒽醌的C2-甲基化, 生成产物2-甲基-1,3,8-三羟基蒽醌. 
此后又将CoeI在E. coil中异源表达纯化, 通过体外实验 

直接监测到了甲基化产物的生成. AlphaFold预测CoeI 
结构包含N-端rSAM结构域, 可以结合一分子[4Fe-4S] 
簇和两分子SAM, 还包含一个C-端结构域, 通过Lys16 
与Thr-427同底物上的羟基形成氢键来结合底物. 反应 

首先通过一分子SAM在[4Fe-4S] 1+的帮助下产生5′- 
dA•(如图3), 5′-dA•攫取另一分子SAM上S–CH 3的氢原 

子; 新形成的SAM亚甲基自由基与底物进行加成, 重 

排后形成烯烃产物并释放一分子SAH; 烯烃产物经历 

还原、质子化与重排过程生成最终的甲基化产物. 

2 rSAM酶催化碳杂键的形成 

RiPPs是一类具有结构多样性的天然产物. 这类多 

肽经核糖体生物合成后, 通过翻译后修饰机制引入功 

能与生物学多样性 [45,46]. 一般来说, RiPPs生物合成从 

前体肽的翻译后修饰开始, 前体肽通常由N端前导区 

与C端核心区两个特征性结构域组成 [45]. 核心区(或核 

心肽)是翻译后修饰发生的地方, 前导肽则为许多翻译 

后修饰酶提供结合亲和力, 并在生物合成过程中的某 

个时间点被去除 [47]. 十余年来, rSAM酶被证实广泛参 

与RiPPs天然产物的多种修饰, 可催化许多化学挑战性 

图 2 (网络版彩图)TigE催化机制 
Figure 2 (Color online) Catalytic mechanism of TigE  
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反应, 包括在非活化碳中心实现C−O [48,49], C−S [50~54] 

等碳杂键的构建. 下面介绍部分在RiPPs天然产物生物 

合成中催化碳杂键形成的rSAM酶. 

2.1 PapB催化的硫醚交联反应 

Ranthipeptides是一种RiPPs类天然产物, 其生物合 

成基因簇的典型特征包括富含半胱氨酸的前体肽及能 

够在半胱氨酸供体残基与受体残基间催化硫醚键形成 

的rSAM酶 [53]. 尽管其与含有硫-α-碳硫醚键的硫醚肽 

(sactipeptides)存在表观相似性, 但自由基非α碳硫醚肽 

生物合成相关的rSAM酶能够在受体残基的非α碳位点 

(β-或γ-碳)引入硫醚修饰 [53,55]. PapB(表1)是一种负责 

催化RiPPs成熟的rSAM酶, 其功能为催化PapA多肽中 

六个硫醚交联的构建 [56]. PapB通过从非活化C−H键转 

移氢原子启动催化反应, 随后形成C−S键生成硫醚 

交联. 
Vahe Bandarian团队 [57]通过使用硒代半胱氨酸 

(SeCys)取代交联位点的半胱氨酸(Cys), 详细探讨了 

PapB的催化机制. Cys硫醇盐和未活化的C−H键之间 

形成硫醚键需要双电子氧化. 在PapB催化的硫醚交联 

反应中, PapB对SAM的还原裂解促进了第一个电子的 

失去, 这一过程产生的5′-dA•开启氢原子转移. PapB具 

有三个[4Fe-4S]簇 [58], 除了与SAM配位的铁硫簇, 辅助 

铁硫簇可能在第二步硫醚键形成, 失去第二个电子时 

发挥作用. 辅助铁硫簇通过Fe原子与Cys残基配位, 并 

用于接受硫醚键产生时失去的电子. PapB催化非α碳 

位点硫醚交联的机制如图4所示 [57]. 
同时, 该课题组还利用含单一交联基序的最小底 

物探究了PapB酶的底物适应性 [58], 并表明该酶不仅具 

有高度混杂性, 可接受多种Cys-X n-Asp序列(n=0~6), 
还对肽底物的变化具有很高的耐受性 [26]. 值得注意的 

是, PapB对半胱氨酸或天冬氨酸位点被D-氨基酸取代 

的肽链仍具有催化活性. 基于上述特性, 研究人员通过 

Cys-Glu硫醚交联替代原药物中的二硫键, 成功构建了 

FDA批准药物奥曲肽的硫醚环化类似物. 在Cys硫醇 

盐和未活化的C–H键之间形成硫醚键是一个具有挑战 

性的问题, 未活化的C−H键反应性低, 而硫醇盐既可 

以作为亲核试剂也可以作为还原剂, 因此在化学上比 

图 3 (网络版彩图)CoeI催化机制 
Figure 3 (Color online) Catalytic mechanism of CoeI  
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较难实现, 而PapB可以作为一个强有力的酶催化工具 

实现这类反应, 并且具有卓越的底物兼容性, 该酶在开 

发新型肽类药物中有很大的应用前景. 

2.2 SbtM催化含噁唑RiPPs天然产物的形成 

SAM自由基肽成熟酶基因通常与编码假定肽底 

物的开放阅读框(ORF)以及编码合成完整天然产物所 

需的其他修饰蛋白基因共簇存在. Haft和Basu [59]曾通 

过调查细菌基因组, 鉴定出若干潜在RiPPs基因簇, 这 

些基因簇至少编码一种rSAM酶和一个假定肽底物. 
Vahe Bandarian团队 [27]表征了Geobacter lovleyisbtm基 

因编码的一种rSAM酶SbtM(表1), 并成功实现该酶与 

Haft和Basu报道的一个含有53个氨基酸肽底物之间的 

反应, 该底物被视为SbtM的最小底物. 
SbtM催化最小肽底物中Cys/SeCys残基的环化, 

在含半胱氨酸的肽中引入硫代噁唑结构单元. 由SbtM 
催化的反应可能是第一个表征的含SeCys的修饰RiPPs 

天然产物. 肽底物包含首个硒代半胱氨酸(SeCys)位点, 
且在SeCys之后保留了该家族其他成员中保守的氨基 

酸序列, 但去除了高度可变区. 定点诱变研究显示, 虽 

然该位点可耐受SeCys和Cys, 但替换为丙氨酸(Ala)或 

丝氨酸(Ser)则无法被转化. 环化是通过从Cys的β-碳中 

去除两个氢原子、从Cys酰胺氮中去除一个氢原子和 

从肽的α-碳中去除一个氢原子来完成的. 
SbtM的催化机制如图5所示. 生化研究表明, SbtM 

含有至少两个[4Fe-4S]簇, 其中一个由保守的rSAM酶 

半胱氨酸基序协调 [60], 通过类比其他包含SPASM结构 

域的rSAM酶 [61~63], 剩余的辅助铁硫簇之一可能在活 

性位点的底物附近并参与反应, 而另一个辅助铁硫簇 

可能起电子传递作用. 反应由5′-dA•攫取第35位Cys/ 
SeCys的β-碳H原子开启, 随后底物自由基中间体被辅 

助铁硫簇氧化, 形成硫代甲酰甘氨酸. 该硫代甲酰甘 

氨酸中间体通过羰基氧的参与发生环化反应, 同时伴 

随着5′-dA•攫取酰胺氮的氢原子过程. 生成的O,S-缩 

醛通过一个来自第35位半胱氨酸残基β碳的氢原子转 

移被氧化为硫酮基团, 随后进行第二次氧化. 该硫酮中 

间体通过互变异构化反应最终生成稳定的芳香硫代噁 

唑. SbtM是首个报道能够催化含硒代半胱氨酸(SeCys) 
多肽转化的rSAM酶, 并为含噁唑环的RiPPs的生物合 

成提供了新范例. 

2.3 DynA催化抗生素Dynobactin A的形成 

由于抗生素的大量使用, 细菌耐药性已成为人类 

图 4 PapB催化机制 
Figure 4 Catalytic mechanism of PapB  

图 5 (网络版彩图)SbtM催化机制 
Figure 5 (Color online) Catalytic mechanism of SbtM  

王皓欣等: SAM自由基酶研究新进展  

6  



的健康挑战. RiPPs丰富的结构多样性和生物活性使得 

该类天然产物在对抗多重耐药病原体的新型药物中的 

应用引起了广泛关注. 最引人瞩目的RiPPs类天然产物 

发现之一是Lewis团队 [48]于2019年鉴定的Darobactin. 
基于Darobactin的发现, Lewis团队 [64,65]通过筛选与 

Darobactin生物合成基因簇有亲缘关系的基因, 鉴定了 

另一种靶向BamA的新型RiPPs抗生素Dynobactin A. 
Dynobactin A是一种RiPPs抗生素, 对革兰氏阴性菌表 

现出强效活性. 
Dynobactin A的特征在于其双环骨架结构: 色氨 

酸1(Trp1)与天冬酰胺4(Asn4)之间的碳-碳(C–C)交联, 
组氨酸6(His6)与酪氨酸8(Tyr8)之间高度独特的N–C交 

联. rSAM酶DynA(表1)被推测作用于前体肽DynB, 催 

化Dynobactin A双环骨架的形成 [64]. 张琪团队 [28]通过 

结合体内共表达和体外测定证明了rSAM酶DynA催化 

Dynobactin A双环骨架的形成. DynA催化以逐步方式 

进行, 其中N−C交联先于C−C交联形成. 高度独特的N 
−C交联的形成通过源自Tyr8的对醌甲基化物(para- 
quinone methide, pQM)中间体实现, 这是rSAM酶学领 

域的一种全新机制. DynA催化机制如图6所示. N−C 
交联、C–C交联分别是由5′-dA•攫取Tyr8上的氢原子 

和Asn4上的氢原子, 形成底物自由基开启反应. 
通过对前体肽DynB的定点突变分析发现, DynA 

具有底物特异性, 但在第4位天冬酰胺残基处表现出 

适度灵活性. 值得注意的是, DynB的H6Y突变体可形 

成完整的双交联结构, 而H6W突变体则特异性生成C 
端的色氨酸-酪氨酸(Trp-to-Tyr)交联. 这些发现凸显了 

rSAM酶超家族的多功能性, 证明了DynA在RiPPs生物 

合成中催化N−C交联的关键作用. 

3 催化缩环反应的rSAM酶 

3.1 QueE催化含7-脱氮嘌呤的天然产物生物合成 

rSAM酶QueE(表1)催化含7-脱氮嘌呤的天然产物 

生物合成中一个关键的自由基介导环收缩步骤. 其催 

化循环始于5′-dA•攫取6-羧基-5,6,7,8-四氢蝶呤(6- 
carboxy-5,6,7,8-tetrahydropterin, CPH 4)C-6位的氢原子, 随 

后通过自由基介导的重排反应生成7-羧基-7-脱氮鸟嘌 

呤(7-carboxy-7-deazaguanine, CDG), 并再生SAM [66~70], 
催化过程如图7所示. 据推测, 该反应最初生成的是一 

个gem-胺基羧酸盐中间体, 随后该中间体通过立体选择 

性去质子化并脱去氨分子, 最终形成产物CDG. 
rSAM酶的[4Fe-4S]簇从+2价还原到+1价时, 铁硫 

簇促进配位的SAM辅因子的裂解, 生成5′-dA•和L-甲 

硫氨酸, 通常5′-dA•从底物中攫取H原子以开始催化循 

环 [71]. 在底物缺失及处于还原条件下, rSAM酶会催化 

SAM无效裂解生成5′-dA•, 且与产物生成呈解偶联关 

系 [72]. 和其他rSAM酶类似, QueE同样催化SAM的无 

效裂解, 当使用C-6氘代CPH 4作为底物时, 形成一组未 

标记的脱氧腺苷证明了这一点 [68]. Vahe Bandarian团 

队 [29]以rSAM酶QueE为模型, 系统解析了催化条件下 

脱氧腺苷的生成机制. 实验证据表明, 催化过程中观 

察到的脱氧腺苷来源于多重支路途径, 其中催化起始 

阶段用于SAM还原裂解的还原系统可诱导初始底物 

自由基的还原淬灭, 该过程是脱氧腺苷的形成途径之 

一. 这些研究发现对rSAM酶超家族具有普适性启示, 
在选择rSAM酶催化所需的还原系统时要考虑如何避 

免因还原系统导致的支路途径, 以免影响催化效率. 

3.2 AlsB和AlsA催化天然产物Albucidin的生物 
合成 

rSAM酶可以介导底物的复杂重排, 部分原因是其 

催化产生的特征自由基中间体不稳定 [73]. 在某些情况 

下, 这些重排会生成不寻常的化学结构, 例如在巨型芽 

孢杆菌NK84-0128产生的oxetanocin A(OXT-A)中观察 

到的四元氧杂环丁烷环 [74]. 钴胺依赖的rSAM酶OxsB 
与磷酸水解酶OxsA催化2′-脱氧腺苷 5′-磷酸盐(2′- 
deoxyadenosine 5′-phosphate, 2′-dAMP)呋喃糖环氧化 

收缩成氧杂环丁烷醛, 最终伴随OXT-A中的氧杂环丁 

烷环的形成 [75]. 与OXT-A紧密相关的抗病毒及除草天 

然产物Albucidin, 最初作为OXT-A的合成类似物被制 

备 [76], 直至后续研究发现其本身即为白色链霉菌亚种 

NRRL B-24108产生的天然产物 [77]. 
由于OXT-A和Albucidin的结构相似性, 两者可能 

通过类似酶学机制合成, 然而Albucidin缺乏C2′羟甲基 

基团. 因此, 如果OXT-A和Albucidin的生物合成具有相 

似的起点, 那么后者除了氧杂环丁烷环的形成外, 还必 

须涉及一碳单元消除这一关键步骤. 刘鸿文团队 [30]在 

链霉菌中鉴定了Albucidin生物合成基因簇. 非生产菌 

株的异源表达证明了基因alsA和alsB对于Albucidin生 

物合成是必要且足够的. 体外催化显示从2′-dAMP起 

始通过两个步骤构建Albucidin的4′-磷酸盐, 钴胺素依 
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赖的rSAM酶AlsB催化环收缩, rSAM酶AlsA(表1)催化 

一碳单元的消除. AlsB和AlsA催化的反应如图8所示, 
AlsB(表1)催化生成的中间体(P-I)有待表征, 推测P-I是 

一种不稳定的含氧杂环丁烷的化合物. 同位素标记研 

究表明, AlsB的催化同样始于5′-dA•攫取2′-dAMP的 

C2′-pro-R氢原子, 而被消除的一碳单元来源于2′- 
dAMP的C3′. 该研究解释了Albucidin中氧杂环丁烷环 

的形成以及一碳单元的消除过程, 并成功实现AlsB和 

AlsA的体外催化反应, 为Albucidin生物合成提供了新 

见解. 

3.3 MitD参与丝裂霉素生物合成的关键酶促步骤 

丝裂霉素(Mitomycins)是一类结构相似的天然产 

物, 具有显著的抗肿瘤与抗菌活性 [78]. 其分子核心为 

高度官能团化的致密多环体系, 该结构脆弱且易在低 

pH及还原条件下被激活, 因此丝裂霉素的抗肿瘤抗菌 

图 6 (网络版彩图)DynA催化机制 
Figure 6 (Color online) Catalytic mechanism of DynA  

图 7 (网络版彩图)QueE催化的缩环反应 
Figure 7 (Color online) Ring contracting reaction catalyzed by QueE  
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功能源于其能够作为强效烷基化试剂, 并且在缺氧细 

胞中引发DNA交联 [79~81]. 在丝裂霉素家族中, 丝裂霉 

素C因其吲哚醌并吡咯并氮丙啶骨架所组合成的特征 

6/5/5/3稠环而具有特殊重要性, 自20世纪70年代起即 

被用于临床肿瘤化疗 [82]. 
众所周知, 丝裂霉素的生产依赖于链霉菌菌株发 

酵条件的控制 [83], 然而丝裂霉素具体的生物合成过程 

研究较少. 早期对丝裂霉素生物合成的研究利用同位 

素标记实验阐明丝裂霉素生物合成的前体 [84,85], 分别 

是3-氨基-5-羟基苯甲酸(3-amino-5-hydroxybenzoic 
acid, AHBA)、D-氨基葡萄糖(D-glucosamine, GlcN)、 

瓜氨酸和SAM. 自丝裂霉素的生物合成基因簇被报道 

以来 [86], 三个甲基转移酶MitM, MitN和MmcR被表 

征 [87~89], AHBA和GlcN的辅酶形式UDP-GlcNAc在酰 

基载体蛋白上的偶联被证明 [90], 但丝裂霉素稠环构建 

的酶学机制未被详细报道. 
刘文团队 [31]通过开发一种用于追踪共价结合于 

酰基载体蛋白MmcB上的丝裂霉素中间体的方法, 系 

统解析了AHBA与GlcN复合物形成及加工的机制: 
NADPH依赖的还原酶MitF负责载体蛋白底物的 

AHBA-GlcN单元还原为线性氨基糖, rSAM酶MitD(表 

1)利用其均裂SAM产生的5′-dA•攫取底物H原子, 启动 

自由基介导的氧化还原中性脱水过程, 最后通过单电 

子还原淬灭环氧化物中间体得到末端含有环氧乙基的 

线性氨基糖产物, 催化过程如图9所示. 该研究阐明了 

丝裂霉素生物合成途径中形成和加工N-糖苷AHBA- 

GlcN的关键酶促步骤, 为合成生物学领域具有临床应 

用潜力的稠环体系的设计与开发提供了关键理论 

支撑. 

4 B12依赖的rSAM酶催化的甲基化反应 

除了以上介绍主要依赖SAM和铁硫簇的酶, 另一 

类重要的rSAM酶还涉及另一辅因子维生素B12(coba
lamin). B12的核心结构是一个含Co的咕啉环, 其上下 

两侧各有一个配体与Co配位, 上配体为可变基团, 直 

接影响B12的化学和生物学特性, 可为氰基、甲基、 

羟基或腺苷; 下配体是一个含氮碱基——5,6-二甲基 

苯并咪唑(5,6-dimethylbenzimidazole, DMB), 该碱基 

通过核苷酸侧链与咕啉环相连 [91]. B12依赖的SAM自 

由基甲基转移酶(B12-RSMT)结合了B12, SAM和铁- 
硫簇的催化能力, 可以高效进行复杂的化学转化, 包 

括形成C–C, C–S, C–P键, 并导致后续的分子内重排、 

硫醚键形成以及自由基和非自由基介导的甲基化 [91]. 
TsrM [92], TokK [93]和Mmp10 [75]三种B12-RSMT的 

结构被鉴定出来, 它们均含有一个结合B-12的N-末端 

Rossmann折叠结构域、一个SAM和铁-硫簇结合的 

rSAM结构域和一个灵活的C-末端结构域. 在反应过程 

中, B-12会用活性位点附近的His来替换下方的DMB 
配体, 形成base-off和His-on构象来稳定Me-Cob(Ⅲ)ala
min; 在甲基转移完成后, Cob(Ⅲ)被还原为Co(Ⅰ), 并 

形成base-off和His-off构象 [14]. 不同的B12-RSMT之间, 

图 8 (网络版彩图)AlsB和AlsA催化的反应 
Figure 8 (Color online) Reaction catalyzed by AlsB and AlsA  
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活性口袋内SAM、Fe-S簇、B12和底物的方向存在显 

著差异, 这些构象变化累积起来, 使得酶拥有了特异的 

催化活性. 

4.1 Cxm8/Cxm9复合物催化的甲基化反应 

创新霉素(chuangxinmycin, CXM)是从放线菌Acti
noplanes tsinanensis中分离得到的一种吲哚类生物碱 

类抗生素. 最近, 有研究证明CXM及其3-去甲基前体 

(dmCXM)对多种耐药的结核分枝杆菌临床分离株具 

有活性 [94]. 
来自A. tsinanensis的蛋白Cxm8(表1)可以通过B12 

依赖的SAM自由基机制, 以区域和立体选择性的方式 

催化dmCXM中间体的惰性C3-甲基化 [40]. 特殊的是, 
Cxm8不能单独完成催化, 需要结合一个必需的双结构 

域伴侣蛋白Cxm9(表1). Cxm9不仅可以增加Cxm8的溶 

解性和稳定性, 还可以利用其N-端结构域对Cxm8的结 

构进行补充, 形成完整的SAM结构域来完成催化. 
Cxm8/Cxm9复合物是所有已知的B12-RSMT中首 

个依赖伴侣蛋白的实例, 打破了以往对于rSAM酶“单 

组分自足”的认知 .  不同于常见的CX 3CX 2C形式 ,  
Cxm8还有着特殊的[4Fe-4S]簇结合基序CX 7CX 2C, 其 

C端结构域类似于RiPPs识别元件PqqD, 表明其可能起 

源于肽类修饰系统, 有识别更广泛底物的潜力. 
与已知的B12-RSMT类似, Cxm8/Cxm9复合物可 

以利用还原态的[4Fe-4S] 1+提供电子进行还原性SAM 
裂解, 在活性位点产生5′-dA•. 该自由基从dmCXM骨 

架中攫取一个氢原子, 形成C3-自由基, 然后与甲基供 

体MeCbl反应, 立体选择性地生成具有R构型的C3-甲 

基, 生成CXM. 同时, [4Fe-4S] 2+和Cob(Ⅱ)alamin通过 

还原剂进行还原反应循环(如图10). 当直接用C3-甲基 

化之后的CXM做为底物, Cxm8/Cxm9还可以继续催化 

生成C3-二甲基化的产物. 

4.2 ApyD催化酪氨酸β-甲基化 

RiPPs是一个庞大的天然产物家族, 具有多种分子 

支架. 核糖体前体肽通常含有一个N-末端前导区, 用于 

集合修饰酶, 而C-末端核心区接受翻译后修饰. 
Nguyen等人 [15]利用RiPPs前体识别元件(RRE)作 

为生物标志物, 从Burkholderia thailandensis E264的基 

因组中筛选出了一个独特的生物合成基因簇(命名为 

ayp). 该基因簇编码前体肽AypA以及四种修饰蛋白: 
多核非血红素铁的氧化酶ApyHI, B12-RSMT酶ApyD 
(表1), 细胞色素P450酶AypO和甲基转移酶AypS. 

作者分别在E. coli和Burkholderia sp. FERM BP- 
3421中异源表达目标基因, 解析了各酶的功能: ApyD 
催化前体肽中酪氨酸的β-碳甲基化, 生成(2S,3R)-β-甲 

基酪氨酸; ApyO催化Tyr-Leu-Tyr序列中两个酪氨酸残 

基的苯环发生C–C双芳基交联; ApyHI将C-端天冬氨 

酸氧化为氨基丙酮酸; ApyS催化氨基丙酮酸的β-甲基 

化, 生成(S)-3-氨基-2-氧代丁酸. 此外, 还发现ApyD的 

甲基化与AypO的双芳基交联可独立进行, 但ApyHI的 

氧化必须在双芳基交联完成后进行, 且在宿主Burkhol
deria中, 各酶活性都显著高于E. coli, 推测该修饰途径 

可能还受其他蛋白影响. 
ApyD是首个靶向芳香族侧链β-碳的B12-RSMT, 拥 

有高度的立体专一性, 仅生成2S, 3R构型产物, 其与 

AypO的协同也提供了不同金属酶修饰同一肽链的新的 

实例, 为复杂天然产物合成路线的设计提供了新的参考. 

图 9 (网络版彩图)AHBA-GlcN合成途径 
Figure 9 (Color online) Synthesis pathway of AHBA-GlcN  
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4.3 QCMT, CysS, GenD1催化的氟甲基化反应 

除了天然的甲基化反应, 研究人员还利用此类酶 

来开发非天然反应. 含氟官能团的引入可以有效提高 

原有化合物的活性和生物利用度, 在药物和农药中起 

着重要的作用. 目前, 20%的药物和30%~40%的农药 

都是含氟的化合物 [95]. 来自嗜热产甲烷菌(Methano
culleus thermophilus)中的谷氨酰胺C-甲基转移酶 

QCMT(表1)是一种B12-RSMT, 负责催化甲基辅酶M 
还原酶(MCR)中谷氨酰胺残基的C α-甲基化 [96]. 同时, 
数项研究已经证明rSAM酶可以耐受SAM类似物, 例 

如, 赖氨酸2,3-氨基变位酶(LAM)可以接受Se-腺苷-L- 
硒代甲硫氨酸(AdoSeMet); QCMT和HydG接受S-腺 

苷-L-乙硫氨酸(SAE); NosN接受异丙基-SAM(allyl- 
SAM)等. 

本课题组 [38]发现, QCMT可以耐受含氟的SAM类 

似物(F-SAM), 切割F-SAM产生5′-dA•. 由于F-SAM非 

常不稳定, 半衰期小于1 h, 因此采用AclHMT催化SAH 
和CH 2FI生产F-SAM, 并与QCMT级联, 使用源自 

MCRα亚基的肽PS24(ptmmedhfggsqr-agviaaasgls)作为 

底物, 通过添加还原剂柠檬酸钛或连二亚硫酸钠来引 

发反应, 成功监测到+32 D的产物产生; 并通过HR-MS 
检测到胰蛋白酶消化后的产物, 确认氟甲基被修饰在 

谷氨酰胺残基的α-C上. 
该反应机理如图11所示 [38], QCMT还原裂解F- 

SAM产生5′-dA•, 该自由基攫取底物肽的H原子, 产生 

底物自由基. 此外, Cob(Ⅲ)alamin被还原为Cob(Ⅰ)ala
min, 然后进攻CH 2FI形成CH 2FCbI, CH 2FCbI与底物自 

由基发生自由基取代, 生成氟甲基产物和Cob(Ⅱ)ala
min. 然后Cob(Ⅱ)alamin再次被还原为Cob(Ⅰ)alamin, 
继续进行下一个催化循环. 

此外, 该氟甲基化策略被成功应用于其他B12- 
RSMT [38]: (ⅰ) AclHMT级联CysS催化底物氨基苯甲 

酸盐-CysG1硫酯生成(R)-S-泛亚醇-4-氨基-3-氟乙氧基 

苯并硫代酸酯; (ⅱ) AclHMT级联GenD1催化庆大霉素 

A的C4′′-氟甲基化生成氟代庆大霉素X 2. 
传统化学方法进行惰性碳中心的氟甲基化需要强 

氧化剂与高温等严苛条件, 而此前发现的酶促氟甲基 

修饰仅限于氧、氮或硫等亲核位点, 以上研究首次实 

现酶促惰性碳的氟甲基化. F-SAM的应用证明B12- 
RSMT有接受氟代SAM类似物的能力; 同时CH 2FCbl 
作为首个酶促生成的氟代钴胺素, 也为设计其他烷基 

钴胺素类似物提供了新的思路. 

5 胂丝菌素生物合成关键酶ArsL催化的非 
经典反应 

砷是自然界中广泛分布的有毒类金属, 主要以无 

机砷的形式存在, 例如亚砷酸盐(III)和砷酸盐(V), 它 

们是环境中的有毒污染物 [97]. 虽然具有毒性, 但无机 

砷已成功用于治疗人类各种疾病 [98,99]. 细菌将无机砷 

转化为有机化合物甲基砷、二甲基砷 [100]、三甲基砷 

和砷糖 [101]及其衍生物 [102], 以此来解毒. 研究人员发现 

并鉴定了一种由水稻根际细菌产生的新型有机砷抗生 

素胂丝菌素(arsinothricin, AST) [103]. AST作为抗生素可 

图 10 (网络版彩图)Cxm8/Cxm9催化机制 
Figure 10 (Color online) Catalytic mechanism of Cxm8/Cxm9  
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以抑制分枝杆菌生长, 此外, AST对碳青霉烯类耐药阴 

沟肠杆菌的生长也具有显著抑制作用, AST能同时有 

效抑制这两种细菌, 说明其可作为开发抗耐药病原体 

新型抗菌药物的先导化合物 [104]. 因此, AST生物合成 

的进一步研究以及高效制备是很有必要的. 
胂丝菌素生物合成涉及两个步骤, 第一步是将 

ACP基团以自由基形式从SAM转移到亚砷酸, 实现 

C–As键构筑生成AST-OH(III). 第二步是SAM依赖的 

甲基转移酶ArsM对AST-OH(III)进行甲基化以生成 

AST(III), AST(III)很容易被空气氧化形成AST, 胂丝菌 

素生物合成途径如图12所示. 本课题组 [42]成功在体外 

重现AST的生物合成, 并表征了rSAM酶ArsL(表1). 
ArsL包含CX 3CX 2C基序, 因此被归于rSAM酶超家族, 
该家族成员裂解SAM并产生5′-dA•, 但本课题组发现 

ArsL切割SAM的C Met-S键并产生类似于Dph2切割 

SAM生成的ACP自由基. Dph2是一种参与白喉酰胺生 

物合成的非经典rSAM酶. 由于Dph2不包含CX 3CX 2C 
基序, 因此ArsL是一种非常独特的rSAM酶. ArsL在C 
端序列中具有保守的R C C L K C基序 ,  属于含有 

RCCLKC尾部的SAM自由基蛋白亚家族. 通过截短和 

诱变实验, 发现该基序在与底物亚砷酸的结合中起重 

要作用, 并且对蛋白活性非常重要. 后续张琪团队 [105] 

以农业常用除草剂甲基砷酸盐为起始原料, 通过一锅 

化学酶联法合成AST, 还发现尽管ArsL酶C端区域的 

单点突变使其对天然底物无机亚砷酸盐的活性完全丧 

失, 但该突变使酶对甲基砷酸盐的催化活性提升超过 

50倍, 使得在无细胞系统中可以实现亚克级AST合成. 
这些结果表明, rSAM酶ArsL是目前该酶家族中较为特 

图 11 (网络版彩图)QCMT催化氟甲基反应机制 
Figure 11 (Color online) Mechanism of fluoromethylation reaction catalyzed by QCMT  

图 12 胂丝菌素生物合成途径 
Figure 12 Biosynthesis pathway of arsinothricin  
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殊的成员, 因此对其进一步的探究尤为重要. 或许在该 

家族中还存在类似的特殊成员, 未来对这些酶的研究 

一定会发掘更多生物催化工具. 

6 总结与展望 

综上, 近年来关于rSAM酶超家族的研究取得了令 

人瞩目的进展. 研究人员不仅发现rSAM酶催化的诸多 

新反应类型, 也成功解析了该超家族成员催化的众多 

复杂新颖的反应机理. rSAM酶产生的自由基中间体 

具有较高的反应活性, 使其能够高效完成极具挑战性 

的转化, 在生命体中构筑C–C, C–S, C–N等关键化学 

键, 催化缩环等结构重塑反应, 构建和修饰复杂碳骨 

架. 这些研究进展极大拓宽了已知生物体内自由基化 

学的多样性, 展示了生命体为满足催化复杂反应进化 

出的超强能力. 展望未来, rSAM酶研究领域仍然具有 

巨大潜力和机遇. 首先, 随着更多新的rSAM酶的挖掘, 
会有更丰富的催化元件出现. 更为重要的是, 随着对酶 

及催化机制的认知, 可以利用rSAM酶设计开发全新非 

天然反应, 获得自然界不存在的催化工具, 例如, 本课 

题组通过多个B12依赖的甲基转移酶实现了非天然的 

自由基氟甲基反应 [38], 从而获得多肽、天然产物的含 

氟类似物. 不久前Squire Booker课题组 [39]通过几乎相 

同的策略, 也实现了B12依赖的甲基转移酶催化的氟 

甲基反应. 虽然鉴于rSAM酶自身活性和非天然辅因 

子的引入, 目前此类反应活性较低, 但是通过系统的 

定向进化改造, 有望获得更高效的催化体系, 同时可 

以进一步拓展至更多的官能团转移反应. 其次, ArsL 
酶的研究成果 [42,105], 为rSAM酶家族的探索提供了新 

的思路. 在按照CX 3CX 2C基序预测的700000个成员中, 
会有更多类似的非经典SAM自由基反应等待挖掘, 对 

rSAM酶家族的进一步研究有望揭示新的催化策略.   
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Radical S-adenosylmethionine (SAM) enzymes are a family of enzymes that utilize SAM as a cofactor to catalyze a series of 
biochemical reactions through a radical mechanism. These enzymes are widely found in nature and participate in various important 
metabolic pathways, including nucleic acid modification, coenzyme synthesis, and antibiotic biosynthesis. Radical SAM enzymes 
reductively cleave SAM to generate a 5′-deoxyadenosine radical (5′-dA•), which in turn initiates the radical reaction of the substrate. 
In this review, we introduce the new reactions and mechanisms catalyzed by radical SAM enzymes that have been published in the 
past several years, including various reaction types such as carbon-carbon bond formation, thioether cross-linking, condensation 
reaction and methylation. This article highlights the powerful capabilities of radical SAM enzymes and the diversity of radical SAM 
reactions. 
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