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摘  要:【目的】研究 S-腺苷甲硫氨酸合成酶(SAMs)对埃博霉素生物合成的影响。【方法】通

过向发酵培养基中添加抑制剂和促进剂，比较分析纤维堆囊菌中 SAMs 的活性变化以及埃博霉

素的产量变化。【结果】在埃博霉素的合成期，SAMs 的活性较高。加入抑制剂吲哚乙酸(IAA)

之后，SAMs 的活性和埃博霉素的产量都不同程度的降低，而加入促进剂对甲苯磺酸钠

(p-TSA-Na)之后，SAMs 的活性和埃博霉素的产量在不同程度上都有提高。在纤维堆囊菌的次

级代谢中，SAMs 活性与埃博霉素的生物合成量呈正相关。【结论】S-腺苷甲硫氨酸合成酶在纤

维堆囊菌的埃博霉素生物合成过程中发挥了重要的作用。 
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Influence of S-adenosylmethionine synthetase on epothilone  
biosynthesis 
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Abstract: [Objective] To study the relationship between S-adenosylmethionine synthetase (SAMs) 
activity and the biosynthesis of epothilone. [Methods] We analyzed the relationship between the ac-
tivities of SAMs and the yields of epothilone by the addition of inhibitor and accelerator. [Results] 
SAMs showed high activities in the period of the biosynthesis of epothilone. SAMs activities and the 
yields of epothilones both reduced with the indole-3-acetic acid addition and increased with the so-
dium p-toluenesulfonate addition. The SAMs activities were positive correlated with the yields of 
epothilone when the inhibitor or accelerator was added. [Conclusion] SAMs play an important role 
in the biosynthesis of epothilone in Sorangium cellulosums. 
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埃博霉素 (Epothilone)是一类由纤维堆囊菌

(Sorangium cellulosum)产生的大环内酯类抗肿瘤

活性物质。它和紫杉醇一样都能抑制微管解聚，从

而抑制肿瘤细胞的增长，其简单的分子结构、良好

的水溶性以及毒副作用小等优点使得埃博霉素成

为抗癌药物的新研究热点[1]。过去的研究已经证明
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埃博霉素是由底物丙二酰 CoA、甲基丙二酰 CoA、

半胱氨酸以及腺苷甲硫氨酸经 PKS 聚酮合成酶合

成[2]，其中腺苷甲硫氨酸(SAM)提供了埃博霉素 C4

位甲基[3](图 1)。SAM是生物体内重要的甲基提供

者[4]，在次级代谢中发挥着重要的作用。目前已知

的 SAM唯一的胞内合成途径是由甲硫氨酸和 ATP

经 S-腺苷甲硫氨酸合成酶(SAMs)催化合成 [5]。

SAMs广泛的存在于动植物以及微生物中，并且已

经从多种来源中得到纯化[6]。有研究表明吲哚乙酸

(IAA)能够抑制 SAMs 的活性 [7]，对甲苯磺酸钠

(p-TSA-Na)能够解除 SAM对 SAMs的反馈抑制从

而促进酶促反应[8]。 

已有研究证明，在抗生素的生物合成中，过量

表达 SAMs 基因片段能够提高新生霉素[9]和红霉

素[10]的产量，其中向培养基中添加 SAM促进了红

霉素的合成，而对新生霉素的合成没有显著作用。

本实验室的前期研究中发现，向培养基中添加甲硫

氨酸并不能理想的促进埃博霉素的产量，于是本研

究从 SAMs 活性的角度探讨埃博霉素生物合成前

体 SAM的来源，并通过向培养基中添加抑制剂和

促进剂进一步研究 SAMs 对埃博霉素合成的影

响，这也是首次通过添加酶活调节剂的 

 
图 1  在埃博霉素合成中 SAM 提供 C4 位甲基 
Figure 1  SAM offer methyl of C4 in epothilone biosyn-
thesis 

方法来研究 SAMs与埃博霉素生物合成的关系。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和培养基 

本研究中所用纤维堆囊菌 Sorangium cellulo-

sum Soce2161由本实验室保藏。 

种子培养采用M26培养基(g/L)：马铃薯淀粉 8，

大豆蛋白胨 2，葡萄糖 2，酵母膏 2，MgSO4·7H2O 1，

无水 CaCl2 1，微量元素 1 mL，pH 7.2，1×105 Pa

灭菌 30 min。 

摇瓶发酵培养基(g/L)：马铃薯淀粉 4.0，葡萄

糖 2.0，豆饼粉 2.0，玉米浆 2 mL，MgSO4·7H2O 1.0，

CaCl2·2H2O 1.0，微量元素[11] 1 mL，EDTA-Fe溶液

0.08 mL，添加 1%的 XAD-16 树脂以吸附产物，  

pH 7.2，1×105 Pa灭菌 30 min。 

1.2  菌体培养 

1.2.1  种子培养：取摇瓶培养的对数期菌体，弃去

大部分培养液，将剩余液体和菌体合并倒入含玻璃

珠及转子的锥形瓶内。将锥形瓶置于磁力搅拌器打

散菌体约 10 min，接种至 M26 培养基，于摇床   

30 °C、130 r/min振荡培养至对数期。 

1.2.2  发酵培养：定量接种对数期菌种至发酵培养

基，于摇床 30 °C、130 r/min振荡发酵约 7 d。抑

制剂 IAA 溶于 DMSO、促进剂 p-TSA-Na 溶于水

后分别经微孔滤膜过滤除菌，添加量是 50 μL，对

照样不加添加剂。 

1.3  粗酶提取 

收集自然沉降菌体 0.5 mL，用 5 mL Tris-HCl

缓冲液 (0.1 mol/L， pH 8.9)充分洗涤一次，        

7 500 r/min 离心 10 min，弃上清，分别用 5 mL 

Tris-HCl缓冲液重新悬浮，冰浴超声破碎(3 s，6 s，

工作 5 min)，4 °C、11 000 r/min离心 15 min，上

清液即为粗酶液。 

1.4  蛋白浓度测定 

参照考马斯亮蓝法，以 BSA为对照。 

1.5  SAMs 活力测定 

参照罗星等[12]的方法并加以优化，酶活反应
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混合物：50 μL Tris-HCl (pH 8.9)，50 μL离子盐  

(0.1 mmol/L MgCl2，KCl)，50 μL GSH (80 mmol/L)，

125 μL ATP (2 mmol/L)，100 μL L-Met (2 mmol/L)，

200 μL粗酶液，50 μL ddH2O，37 °C水浴反应 1 h

之后，用 600 μL 20%的高氯酸终止反应，放于 4 °C

静置 30 min以上，10 000 r/min离心 15 min，待液

相分析。酶活对照用 250 μL ddH2O 代替 ATP 和

L-Met。定义 37 °C下 1 h内产生 1 μmol SAM所需

酶量为一个酶活力单位。 

高效液相色谱分析反应生成物 SAM，条件参

照崔薇[13]并加以优化：254 nm，40 °C，1 mL/min，

C18反向色谱柱(Thermo 250 mm×4.6 mm，5 μm)，

流动相：1.2 g/L庚烷磺酸钠，40 mmol/L的磷酸二

氢铵：甲醇 95:5 (体积比，pH 7.0)。 

1.6  发酵参数的测定 

(1) 发酵液中残留还原糖的浓度：由还原糖测

定仪(山东省科学院生物中心，SGD-IV)测定，表

征菌体生长状况。 

(2) 发酵液的 pH：用 pH 仪(上海精密科学仪

器有限公司，PHS-25)测定。 

(3) 菌体干重(DCW)：将等量的干树脂分别处

理，向每瓶培养基分别加入处理后的树脂,在发酵周

期中每个条件下每隔 24 h取三瓶发酵液分别抽滤，

烘干滤纸和滤出物(DCW=W 总重量−W 滤纸重量−W 树脂重量)。 

1.7  添加剂浓度的选择 

为选择合理的添加剂浓度，试验中设置促进剂

p-TSA-Na的浓度分别为 1、4、8 mmol/L，抑制剂

IAA的浓度分别为 0.05、0.2、0.5 mmol/L。同时为

排除 DMSO对实验的影响，以只添加 DMSO为阴

性对照，保持接种量等其它条件一致，于发酵第 5、

6天分析各条件下 SAMs活性及还原糖浓度，发酵

结束后分析 DMSO对埃博霉素产量的影响。 

1.8  埃博霉素的产量分析 

将抽滤后的树脂于 40 °C烘干后收集，分别用

1 mL 甲醇萃取 12 h，10 000 r/min 离心浸提液    

10 min，用 0.45 μm滤膜过滤上清液。HPLC分析

Epothilone A、Epothilone B的含量。 

HPLC条件参照文献[14]。 

2  结果与讨论 

2.1  无添加剂时胞内 SAMs 酶活性与埃博霉素

产量的关系 

如图 2所示，在发酵前 3天，SAMs活力较低，

从发酵第 4天，酶活力开始提高，同时埃博霉素也

开始迅速合成，在第 6天时酶的比活力增长至最高

(0.63 U/mg)，之后到发酵结束时酶活力又有所降

低。从图 2中可以看出，在发酵过程中，SAMs活

性与埃博霉素的生物合成存在一定的关联。 

2.2  添加剂浓度的确定 

根据图 2，选择 SAMs活力较高的发酵第 5、6

天测定不同添加剂浓度条件下的酶活力和还原糖

浓度，结果如表 1所示。 

从表 1可以得出，添加 50 μL DMSO对菌体的

生长及 SAMs活力基本上没有影响。添加 1 mmol/L 

p-TSA-Na或 0.05 mmol/L IAA对酶活力的影响不

明显，8 mmol/L p-TSA-Na或 0.5 mmol/L IAA虽能

有效的改变酶活，但对菌体的生长有较显著的影

响，而 4 mmol/L p-TSA-Na和 0.2 mmol/L IAA能

影响酶的活力而又对菌体生长影响不大。因此，选

择 4 mmol/L p-TSA-Na和 0.2 mmol/L IAA进行进

一步的实验。阴性对照试验中，DMSO 对埃博霉

素产量的影响如图 3所示，50 μL DMSO的添加对

埃博霉素的合成也没有明显的影响。 
. 

 
 

图 2  SAMs 活力与埃博霉素生物合成的关系 
Figure 2  The relationship of SAMs activity and epothi-
lone biosynthesis  
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表 1  还原糖的浓度及酶活力随添加剂浓度的变化 
Table 1  The changes of reducing sugar concentration and specific activity with different concentration of additives 

 Fermentation time (d) Control DMSO
p-TSA-Na (mmol/L) IAA (mmol/L) 

1 4 8 0.05 0.2 0.5

还原糖浓度 

Reducing sugar concentration (g/L) 

5 0.08 0.09 0.07 0.07 0.06 0.08 0.09 0.18

6 0.05 0.04 0.04 0.04 0.02 0.05 0.06 0.13

酶活 

Enzyme activity (U/mg protein) 

5 0.04 0.04 0.04 0.05 0.06 0.04 0.03 0.02

6 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.05 0.03 0.03

 

 

图 3  DMSO 对胞内埃博霉素产量的影响 
Figure 3  Effect of DMSO on epothilone production 

 

2.3  添加剂对 SAMs 酶活、pH 及菌体干重的

影响 

发酵液中添加 p-TSA-Na 和 IAA 之后，胞内

SAMs活性的变化如图 4所示。加入 p-TSA-Na之

后，酶活明显高于对照，而在发酵过程中酶活力变

化与对照是一致的。添加 IAA 后，SAMs 的活力

显著下降，但不同于对照的是，在发酵第 4、5天

的活力略低于发酵第 3天的活力。 

为了全面地分析添加剂对酶活性及埃博霉素

产量的影响，实验中对菌体的干重及发酵液的 pH

做了跟踪记录，分析数据平均值如图 5 所示。图

5A 显示在添加不同的添加剂条件下，添加剂对菌

体干重并没有明显的影响。图 5B显示，不同的添

加剂对发酵过程的 pH变化规律也没有影响。 

2.4  添加剂对埃博霉素产量的影响 

加入抑制剂和促进剂后，不同条件下埃博霉素

的产量变化如图 6 所示，图 6A 显示在加入  

 
 

图 4  抑制剂和促进剂对胞内 SAMs 活力的影响 
Figure 4  Effect of inhibitor and accelerator on SAMs ac-
tivity 
 

 
 

 
 

图 5  抑制剂和促进剂对菌体干重及发酵液 pH 的影响 
Figure 5  Effect of inhibitor and accelerator on dry cell 
weight and pH 
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图 6  抑制剂和促进剂对埃博霉素产量的影响 
Figure 6  Effect of inhibitor and accelerator on epothi-
lone production 
Note: A: Yield of epothilone A; B: Yield of epothilone B. 
 

p-TSA-Na之后，Epothilone A的产量明显提高，

IAA使 Epothilone A的产量大幅降低，图 6B显示，

Epothilone B的产量也随促进剂的调节而升高，随

抑制剂的作用而降低。这是因为在添加剂的调节

作用下，SAMs 活性发生相应的改变，从而使埃

博霉素的合成前体 SAM 在胞浆内的浓度相应的

改变。结合图 4，发酵第 3、4天埃博霉素快速积

累，此时 SAMs 的活力并不是很高，而在第 6 天

酶活力大幅上升，埃博霉素的合成量也达到顶峰。

分析其原因，可能是在埃博霉素的初始积累阶段，

其前体 SAM由部分营养物质的分解供应，而在埃

博霉素的合成中后期，SAMs途径就成为 SAM的

主要来源。 

为了进一步分析添加剂对埃博霉素合成的影

响，以无添加剂的对照实验中埃博霉素产量为

100%，分析了添加剂存在时单位质量菌体(DCW)

埃博霉素的合成情况，结果如表 2所示。 

表 2 显示，促进剂 p-TSA-Na 从发酵第 3、4

天已经开始解除 SAMs的产物抑制，对埃博霉素的

合成发挥了促进作用，至发酵第 7天 Epothilone A

和 Epothilone B 的相对值分别为 105.13%和

121.63%；而加入抑制剂 IAA后，从发酵第 3天就

已经发挥了强烈的抑制作用，至发酵结束

Epothilone A 和 Epothilone B 的相对值分别是

30.55%和 28.86%。 

3  结论 

腺苷甲硫氨酸(SAM)是抗肿瘤化合物埃博霉

素生物合成的一种必不可少的前体，在细胞内由

SAMs 催化合成。本研究通过向培养基中添加

SAMs 的促进剂 p-TSA-Na 和抑制剂 IAA 来分析

SAMs活性和埃博霉素生物合成之间的关系，证明

了 SAMs活性与埃博霉素的生物合成量呈正相关，

这表明 SAMs 在埃博霉素的生物合成中起到重要

作用，而添加剂对菌体生长或发酵液 pH都没有影

响。这些研究不仅有助于揭示纤维堆囊菌中埃博霉

素的生物合成机制，而且也有助于进一步通过对

SAMs的分子改造提高埃博霉素产量，为新型大环

内脂类药物埃博霉素的代谢调控提供新的思路。 

 

表 2  抑制剂和促进剂对单位质量菌体埃博霉素合成的影响 
Table 2  Effect of inhibitor and accelerator on epothilone biosynthesis in unit mass cell  

Fermentation time (d) 
Epothilone A yield 
with p-TSA-Na (%) 

Epothilone B yield  
with p-TSA-Na (%) 

Epothilone A yield 
with IAA (%) 

Epothilone B yield 
with IAA (%) 

3 101.95 84.74 34.26 20.44 

4 118.04 117.14 22.33 12.00 

5 104.76 105.03 30.75 22.94 

6 115.47 134.74 40.93 36.29 

7 105.13 121.63 30.55 28.86 
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