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摘   要：【背景】2,4-二酮吡咯烷类化合物奴卡霉素和替达霉素都含有 C-10 酮基结构，但是该结

构是由两种不同的酶短链脱氢酶 NcmD 和黄素腺嘌呤二核苷酸(flavine adenine dinucleotide, FAD)
依赖的脱氢酶 TrdL 分别催化形成的。然而奴卡霉素生物合成基因簇中的 FAD 依赖的酶 NcmL 是

否能回补 NcmD 的功能，以及 TrdL 能否催化奴卡霉素 C-10 酮基的形成，尚无相关的实验证据。

【目的】通过体外酶催化实验研究 NcmL 和 TrdL 对奴卡霉素 II 和奴卡霉素 F 的 C-10 位羟基的催

化作用。【方法】通过克隆 ncmL 和 trdL 至 pET-28a(+)中，然后于大肠杆菌中进行诱导表达。诱导

后的蛋白经纯化后，考察了纯化的 NcmL 和 TrdL 对奴卡霉素 II 和奴卡霉素 F 的催化作用，利用

高效液相色谱与高分辨质谱联用技术鉴定了酶反应产物。【结果】NcmL 不能催化奴卡霉素 II 和奴

卡霉素 F 的 C-10 位羟基的脱氢反应，TrdL 能催化奴卡霉素 II 和奴卡霉素 F 的 C-10 位羟基脱氢，

分别得到奴卡霉素 I 和奴卡霉素 G。【结论】体外生化研究表明，NcmL 不参与奴卡霉素 C-10 酮基

的生物合成反应，TrdL 具有较广的底物谱，能催化多种奴卡霉素的 C-10 位羟基转化为酮基。 
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Abstract: [Background] The tetramic acid derivatives, nocamycins and tirandamycins, possess 
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C-10 ketone groups, the formation of which is catalyzed by two different enzymes: a short-chain 
dehydrogenase NcmD and a FAD-dependent dehydrogenase TrdL, respectively. In the 
biosynthetic pathway of nocamycins, whether the FAD-dependent oxidase NcmL can 
complement the function of NcmD remains unknown. Additionally, whether TrdL can catalyze 
the conversion of C-10 hydroxyl group to C-10 ketone group in nocamycins is also unknown. 
[Objective] To characterize the catalytic roles of NcmL and TrdL in the formation of C-10 
ketone groups in nocamycins by using in vitro enzymatic assays. [Methods] The trdL and ncmL 
genes were respectively cloned into the vector pET-28a(+), and the recombinant vectors were 
then overexpressed in Escherichia coli BL21. TrdL and NcmL were purified and then used for 
the in vitro enzymatic assays. Nocamycins F and II were used as substrates and the products 
generated under the catalysis of NcmL and TrdL were determined by high performance liquid 
chromatography (HPLC) and liquid chromatography-mass spectrometer (LC-MS). [Results] 
NcmL did not catalyze the dehydrogenation occurred on C-10 hydroxyl group. TrdL catalyzed 
the hydroxyl dehydrogenation at C-10 position in nocamycins II and F, leading to the generation 
of nocamycins I and G, respectively. [Conclusion] In vitro biochemical assays revealed that 
NcmL is not involved in formation of C-10 ketone group of nocamycins. TrdL shows a broad 
substrate spectrum and can catalyze the formation of C-10 ketone group in nocamycins. 
Keywords: flavoproteins; nocamycins; tirandamycins; Saccharothrix syringae 
 

奴卡霉素Ⅰ (nocamycin Ⅰ, 1)和奴卡霉素Ⅱ 
(nocamycin Ⅱ, 2)分离自稀有放线菌丁香糖丝菌

(Saccharothrix syringae)的发酵产物[1]。奴卡霉素

与利迪链霉素和替达霉素(tirandamycin)的结构

最接近，都含有 2 个特殊的结构：2,4-二酮吡咯

烷结构和双缩酮结构(图 1)[2]。奴卡霉素具有优

异的抗细菌活性，有非常广的抑菌谱，对很多

革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有抑制作用，

对厌氧菌的抑制效果尤为显著[1,3-5]。动物实验

表明，奴卡霉素 I 对厌氧菌 Bacteroides fragilis
引起的小鼠感染具有很好的抑制效果，效力与

甲硝唑相当[5-6]。目前，奴卡霉素的抑菌机理还

不清楚，研究者推测其与利迪链霉素和替达霉

素具有相同的作用机理，都是细菌 RNA 酶的

抑制剂，能有效地抑制转录的起始和延伸[7-8]。

奴卡霉素类化合物因独特的结构和广泛的生

物活性引起了越来越多生物化学家和化学家

的关注。 
2017 年，本课题组鉴定了丁香糖丝菌中的奴

卡霉素生物合成基因簇，该基因簇全长约 54 kb，
包含 20 个开放阅读框[9]。整个基因簇包括 4 个

聚酮合成酶基因，1 个编码非核糖体肽合成酶

基因，1 个 Dieckmann 环化酶基因，7 个与调节

和抗性相关基因，6 个可能参与编码后修饰酶

的基因，其中包括 2 个细胞色素 P450 氧化酶基

因 ncmG 和 ncmO，1 个编码氧化还原酶基因

ncmD，1 个编码糖基水解酶基因 ncmE，1 个编

码甲基转移酶基因 ncmP 和 1 个编码 FAD 依赖

的脱氢酶基因 ncmL[9]。随后本研究组通过基因

敲除结合体外酶催化实验对 NcmG、NcmP 及

NcmD 的功能进行了研究[9-11]。 
奴卡霉素与替达霉素的 C-10 位酮基结构

由脱氢酶催化 C-10 位羟基形成，但是该结构

的形成是由两类完全不同的酶催化完成的。在

替达霉素的生物合成过程中，FAD 依赖的酶

TrdL 催化 C-10 羟基形成 C-10 位酮基[12]，而在

奴卡霉素生物合成过程中，C-10 酮基的结构是

由短链脱氢酶 NcmD 催化完成的 [11]。不同于 
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图 1  化合物奴卡霉素及替达霉素的化学结构 
Figure 1  The chemical structures of nocamycins and tirandamycins. 

 
TrdL 的是，NcmD 表现出严格的底物特异性，

其只能催化奴卡霉素 F (3)的 C-10 羟基转变为

C-10 酮基，而不能催化奴卡霉素 II (2)中的 C-10
位羟基向酮基的转变 [11]。然而在 ncmD 缺失

突变株中仍能检测到在奴卡霉素 I (1)和奴

卡霉素 II (2)的合成，这表明在丁香糖丝菌的

基因组中可能存在一个酶能够回补 NcmD 的

功能。  
在奴卡霉素 I (1)的生物合成基因簇中存在

1 个 FAD 依赖的蛋白 NcmL，其与 TrdL 并未表

现出明显的相似性，前期实验表明，ncmL 基因

的敲除并不影响奴卡霉素 I (1)和奴卡霉素 II (2)
的生物合成[9]。在奴卡霉素 V 的生物合成基因

簇中也存在 1 个 NcmL 的同源蛋白位于基因簇

的中间位置[13]。结合 ncmD 基因的敲除实验推

测，如果 NcmL 与 NcmD 具有相似的功能，它

们则能够在奴卡霉素 I (1)生物合成过程中回补

对方的功能，从而导致敲除 ncmL 不会影响奴

卡霉素 I (1)和奴卡霉素 II (2)的合成。基于此，

本研究通过体外酶催化的实验来阐明 NcmL 在

奴卡霉素生物合成中的功能，同时通过体外酶

催化实验研究 TrdL 对奴卡霉素的 C-10 羟基的

催化作用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株 

本实验构建的质粒和菌株如表 1 所示。 
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表 1  本研究所用的质粒和菌株 
Table 1  Plasmids and strains used in this study 
Plasmids/Strains Description Sources 
Plasmids   

pET-28a(+) KanR, vector for protein expression Novagen 
p5-C-9 KanR, AmpR, source of ncmL [12] 
p2H6 KanR, AmpR, source of trdL [13] 
pET-28a(+)-ncmL KanR, plasmid for overexpression ncmL This study 
pET-28a(+)-trdL KanR, plasmid for overexpression trdL This study 

Strains   
Escherichia coli Top10 Host strain for general clone Stratagene 
E. coli BL21(DE3) Host strain for protein overexpression Novagen 
E. coli BL21(DE3)::ncmL KanR, strain for overexpression of ncmL This study 
E. coli BL21(DE3)::trdL KanR, strain for overexpression of trdL This study 

 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，蛋白胨

10.0，NaCl 10.0，pH 7.0。固体培养基添加 15 g/L
琼脂粉，121 °C 灭菌 30 min 备用。大肠杆菌菌

株 DH5α、BL21(DE3)于 37 °C 培养。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

限制性核酸内切酶和 T4 DNA 连接酶，

TaKaRa 公司；Q5 高保真 DNA 聚合酶，New 
England Biolabs 公司；DNA 回收试剂盒和质粒

提取试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公

司；Ni-NTA 亲和层析填料，Novagen 公司；PCR
引物，擎科生物技术有限公司。 

PCR 仪，杭州朗基科学仪器有限公司；冷

冻离心机，Sigma 公司；超声破碎仪，宁波新

芝生物科技股份有限公司；PD-10 脱盐柱，GE 
Healthcare 公司；高分辨质谱仪、紫外-可见分

光光度计，赛默飞世尔科技有限公司；高效液

相色谱仪，Waters 有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  ncmL 和 trdL 异源表达质粒的构建 

以 NcmL-expF (5′-ATATTACCATATGGGG 
AACATTGCCGACAAAGTG-3′，下划线所示为

Nde I 位点)和 NcmL-expR (5′-ATCGGATCCC 
TACCGGTTCGGGCGGTCGGTCTC-3′，下划线

所示为 BamH I 位点)为引物，通过 PCR 从质粒

p5-C-9 中扩增得到 ncmL 基因片段，以 TrdL-expF 
(5′-ATATTACCATATGATGAAGCACATCGATT
C-3′，下划线所示为 Nde I 位点)和 TrdL-expF 
(5′-ATAAGCTTTCAGGCCGGCGGAACCC-3′，
下划线所示为 Hind III 位点)为引物，通过 PCR
从质粒 p2H6 中扩增得到 trdL 基因片段。PCR
反应体系(50 μL)：5×PCR buffer 10.0 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 2.5 μL，二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO) 1 μL ， dNTPs    
(2.5 mmol/L) 2.0 μL，模板(4 ng/μL) 0.5 μL，Q5
高保真酶(NEB) (2 U/μL) 0.5 μL，ddH2O 补足

50 μL。PCR 反应条件：98 °C 1 min；98 °C 10 s，
60 °C 30 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 6 min。
PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，用胶回收

试剂盒回收目标片段。回收的目标片段经 Nde I
和 BamH I 双酶切后，与经 Nde I 和 BamH I 双
酶切处理的 pET-28a(+)载体混合，经 T4 DNA
连接酶连接后，以化学转化的方式转化到 E. 
coli Top10 中。转化后得到的转化子首先经菌落

PCR 筛选后，挑取阳性克隆子于添加有 50 μg/mL
卡那霉素的 LB 培养基中，37 ℃培养 14−16 h，
用质粒提取试剂盒提取质粒，对质粒中插入的

ncmL 片段进行测序，测序工作由擎科生物技术
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有限公司完成。测序正确的质粒分别命名为

pET-28a(+)-ncmL 和 pET-28a(+)-trdL，用于下一

步的研究。 
1.2.2  NcmL 和 TrdL 蛋白的诱导和纯化 

通过化学转化的方法将质粒 pET-28a(+)-ncmL
和 pET-28a(+)-trdL 分 别 转 化 到 E. coli 
BL21(DE3)中，转化子经菌落 PCR 验证后，含有目

的质粒的菌株分别命名为 E. coli BL21(DE3)::ncmL
和 E. coli BL21(DE3)::trdL。分别按照 1%的接种

量接种 E. coli BL21(DE3)::NcmL 和 E. coli 
BL21(DE3)::trdL 的过夜培养物于 LB 培养基中

(100 mL/瓶，10 瓶)，加入终浓度为 50 μg/mL 的

卡那霉素，37 °C、200 r/min 培养至 OD600为 0.6 时

加入终浓度为 0.1 mmol/L 的异丙基-β-D-硫代吡

喃半乳糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, 
IPTG)诱导，然后 22 °C、200 r/min 继续培养

12 h 后 4 000 r/min 离心 10 min 收集菌体。收集

的菌体用 50 mmol/L Tris-HCl 洗涤 2 次后重悬

于 35 mL 的结合缓冲液中(20 mmol/L Tris-HCl，
500 mmol/L NaCl，5 mmol/L 咪唑，pH 7.9)，用

于后续的蛋白质分离纯化。菌体经超声破碎仪

裂解(功率 150 W，运行 15 min，工作 3 s，停

3 s)后，于 4 °C、12 000 r/min 离心 20 min 去除

细胞碎片和不溶性物质后，将含有蛋白的上清

转移到新的离心管。采用 Ni-NTA 重力亲和柱

纯化 NcmL 和 TrdL 蛋白，待过滤完后，加入

10 mL 冲洗缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.9，
500 mmol/L NaCl，50 mmol/L 咪唑)洗去与 Ni-NTA
柱相结合的杂蛋白，最后用 2.5 mL 的洗脱缓冲液

(20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.9，500 mmol/L NaCl，
300 mmol/L 咪唑)将目的蛋白从 Ni-NTA 柱上洗

脱下来。2.5 mL 含有目的蛋白的洗脱液经 PD-10
脱盐柱脱盐后，用 3.5 mL 的贮存缓冲液(10% 
glycerol, 50 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0)洗脱下来，

再用超滤管浓缩至 1.5 mL，浓缩后的蛋白质通过

10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE)检测蛋白质的纯度，用 Bradford 方

法测定蛋白质的浓度，然后分装保存于−80 °C
或者 4 °C 备用。 
1.2.3  NcmL 蛋白中辅因子 FAD 的检测 

取 600 μL 纯化后的 NcmL 蛋白，100 °C 水

浴加热 20 min，然后 12 000 r/min 离心 15 min
去除变性蛋白后，上清液经冷冻干燥后，溶解

于 150 mL ddH2O 中，用于 HPLC 和紫外-可见

分光光度计进行分析。 
1.2.4  NcmL 和 TrdL 的体外酶活性分析 

分别以奴卡霉素 F (3)和奴卡霉素 II (2)为底

物，测试 NcmL 和 TrdL 的催化活性。对于 NcmL
催化体系，100 μL 的酶反应体系包括：50 mmol/L 
Tris-HCl (pH 8.0)，0.05 mmol/L 的底物，0.2 μmol/L 
NcmL，1 mmol/L 辅因子；对于 TrdL 催化的反

应体系，100 μL 的酶反应体系包括 50 mmol/L 
Tris-HCl、0.05 mmol/L 的底物和 0.2 μmol/L 
TrdL。分别设立热失活的 NcmL 或者 TrdL 作为

对照。30 °C 反应 2 h 后加入 2 倍体积的冰甲醇，

涡旋振荡 15 s，12 000 r/min 离心 15 min，取上

清进行 HPLC 分析。 
1.2.5  HPLC 和 LC-HR-MS 分析体外酶反应

产物 
HPLC 的流动相由 A、B 两相组成，流动相

A 相为 15%乙腈、85% ddH2O、0.1%甲酸，B 相

为 85%乙腈、15% ddH2O、0.1%甲酸，流速为

1 mL/min，检测波长为 260 nm 和 355 nm。HPLC
洗脱程序：0−20 min，0%−85% B 相；20−21 min，
85%−100% B 相；21−26 min，100% B 相；26.0− 
26.1 min，100%−0% B 相；26.1−30.0 min，0% B
相。对确认有反应产物产生的样品，用 LC-HR-MS
进行分析。HPLC 数据用 Waters Empower 3 色

谱数据软件分析，LC-HR-MS 数据用 Thermo 
Scientific Mass Frontier 7.0 软件进行分析。 
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2  结果与分析 
2.1  NcmL 蛋白的生物信息学分析 

NcmL 基因长 1 538 bp，位于编码 LuxR 家

族的调控蛋白基因 ncmN 的上游，与 ncmN 的转

录方向相反，生物信息学分析结果显示 ncmL 编码  
一个FAD依赖的氧化酶。NcmL与Amycolatopsis sp. 
17SM-2A 中奴卡霉素 V 生物合成途径中的

NmvL 具有 65%的相似性 [13]。此外，NcmL
还与 mithramycin 生物合成途径中的 MtmOIV
有 37%的相似性 [14]，与 BE-7585A 生物合成

途径中的 BexE 有 36%的相似性 [15]，与利福

霉素单氧化酶 RIFMO 有 35%的相似性[16]，与

angucycline 生物合成途径的 PgaE 有 33%的相

似性[17]，与 oxytetracycline 途径中的 OxyS 有

33%的相似性 [18]。通过比较发现，NcmL 与

NmvL 在基因簇中的位置存在较大区别，NmvL
位于基因簇中间位置，而 NcmL 则位于基因簇的

末端位置[13]。NcmL 的 N 端有 FAD 结合区域

GxGxxG(x)16E/D、GGRS 和 GDAxHxH (图 2)[17,19]，

C 端含有一个硫氧还原蛋白结构域。 

2.2  NcmL和TrdL蛋白的表达和蛋白纯化 
NcmL 和 TrdL 经 PCR 克隆至表达载体

pET-28a(+) 载 体 中 ， 然 后 转 入 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)中进行了异源表达。通过 Ni-NTA 亲

和层析纯化得到了 NcmL 和 TrdL 蛋白(图 3A)。
与 TrdL 蛋白类似，NcmL 蛋白也呈黄色，这表

明 NcmL 含有辅因子 FAD。为了验证 FAD 是否

以共价键与 NcmL 蛋白相连，我们通过水浴加热

的方法对 NcmL 进行了变性，发现变性后的

NcmL 蛋白经离心后沉淀为无色，而上清液为黄

色。HPLC 分析结果显示上清液中的物质与 FAD
具有相同的保留时间(图 3B)，紫外-可见分光光

度计分析表明该物质与 FAD 具有非常相似的吸

收谱(图 3C)，在 265、375 和 450 nm 有 3 个明

显的紫外吸收峰，这表明 NcmL 的辅因子为

FAD，并且 FAD 是以非共价键与 NcmL 相连的。 
2.3  NcmL 对奴卡霉素 F (3)和奴卡霉素 II 
(2)的催化研究 

NcmD 已被证实能够催化奴卡霉素 F (3)的
C-10 羟基转化为 C-10 酮基，根据前期的实验

结果，我们推测 NcmL 可能回补 NcmD 的功能。

基于此，我们以奴卡霉素 F (3)为底物，考察了

NcmL 的催化活性。结果显示，在辅因子 FAD
存在的情况下，NcmL 对奴卡霉素 F (3)和奴卡

霉素 II (2)都未表现出催化活性(图 4)。生物信

息学分析显示 NcmL 与苯酚羟化酶有较高的相

似性，我们推测 NcmL 可能对奴卡霉素类化合

物进行羟基化修饰。已阐明功能的 NcmL 的同

源蛋白，如 MtmOIV、BexE、PgaE、OxyS 等

催化反应时需要还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 
NADPH)或者还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)提供

氢，因此，我们考察了反应体系中存在 NADPH
或者 NADH 时 NcmL 对奴卡霉素 F (3)和奴卡霉

素 II (2)的催化活性。结果显示，当反应体系存

在 NADPH 或者 NADH 时，NcmL 对奴卡霉素

II (2)和奴卡霉素 F (3)都无催化作用(图 4)。上

述的实验结果表明，NcmL 不参与丁香糖丝菌

中奴卡霉素的 C-10 位酮基的生物合成。 

2.4  TrdL 对奴卡霉素 F (3)和奴卡霉素 II 
(2)的催化研究 

FAD 依赖的脱氢酶 TrdL 在替达霉素的生

物合成过程中催化 C-10 羟基转化为 C-10 酮基

且具有较广的底物谱，而替达霉素类化合物与

奴卡霉素类化合物的结构非常相似，基于此两

点，我们考察了 TrdL 对奴卡霉素类化合物 C-10
羟基的催化作用。HPLC 分析结果表明，TrdL
对奴卡霉素 II (2)和奴卡霉素 F (3)都有催化作

用(图 5A)。在 TrdL 的作用下，有约 45%的奴卡 
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图 2  NcmL 与部分已阐明功能同源蛋白的序列比对分析   方框所示部分为与 FAD 相结合区域，星号

为高度保守的氨基酸残基. NvmL 来自于 Amycolatopsis sp. 17SM-2A 中的奴卡霉素 V 生物合成基因簇，

OxyS 来自于 Streptomyces rimosus 中的 oxytetracycline 生物合成基因簇，RIFMO 来自于 Nocardia 
farcinica 中利福霉素生物合成基因簇，MtmOIV 来自于 Streptomyces argillaceus ATCC 12956 中

mithramycin 生物合成基因簇，PgaE 来自于 Streptomyces sp. PGA64 中的 angucycline 生物合成基因簇，

BxeE 来自于 Amycolotopsis orientalis sp. vinerea 中的 BE-7585A 生物合成基因簇 
Figure 2  Multiple amino acid sequences alignment of NcmL and its homologues with known function. The 
residues in red box stand for the FAD binding domains, and the asterisk stands for the conserved amino acid 
residues. NvmL is from nocamycin V biosynthetic gene cluster (BGC) in Amycolatopsis sp. 17SM-2A, OxyS 
is from oxytetracycline BGC in Streptomyces rimosus, RIFMO is from rifampicin BGC in Nocardia farcinica, 
MtmOIV is from mithramycin BGC in Streptomyces argillaceus ATCC 12956, PgaE is from angucycline 
BGC in Streptomyces sp. PGA64, BxeE is from BE-7585A BGC in Amycolotopsis orientalis sp. vinerea. 
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图 3  NcmL 和 TrdL 的分析   A：SDS-PAGE 分析 NcmL 和 TrdL 蛋白. M：Protein marker. B：HPLC
分析热变性 NcmL 蛋白上清溶液. I：FAD 标准品(100 mmol/L)；II：热变性 NcmL 蛋白上清溶液. C：紫

外-可见分光光度计分析热变性 NcmL 蛋白上清溶液 
Figure 3  Analysis of NcmL and TrdL. A: SDS-PAGE analysis of NcmL and TrdL proteins. M: Protein 
marker. B: HPLC analysis of the supernatant derived from the heating-boiled NcmL solution. I: FAD standard 
(100 mmol/L); II: Sample of supernatant derived from the heating-boiled NcmL solution. C: UV-visible 
spectrophotometer analysis of supernatant derived from the heating-boiled NcmL solution. 

 

 
 

图 4  NcmL 体外酶反应的 HPLC 检测   I：对照组，热变性失活 NcmL，FAD，奴卡霉素 II (2)；II：
NcmL，FAD，奴卡霉素 II (2)；III：NcmL，FAD，NADH，奴卡霉素 II (2)；IV：NcmL，FAD，NADPH，

奴卡霉素 II (2)；V：对照组，热变性失活 NcmL，FAD，奴卡霉素 F (3)；VI：NcmL，FAD，奴卡霉素

F (3)；VII：NcmL，FAD，NADH，奴卡霉素 F (3)；VIII：NcmL，FAD，NADPH，奴卡霉素 F (3) 
Figure 4  HPLC analyses of the enzymatic assays catalyzed by NcmL. I: Control panel containing boiled 
NcmL, FAD, nocamycin II (2); II: NcmL, FAD, nocamycin II (2); III: NcmL, FAD, NADH, nocamycin II (2); 
IV: NcmL, FAD, NADPH, nocamycin II (2); V: Control panel containing boiled NcmL, FAD, nocamycin F 
(3); VI: NcmL, FAD, nocamycin F (3); VII: NcmL, FAD, NADH, nocamycin F (3); VIII: NcmL, FAD, 
NADPH, nocamycin F (3).  
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图 5  TrdL 体外酶反应分析   A：TrdL 催化的反应的 HPLC 检测. I：对照组，热变性失活 TrdL，奴

卡霉素 II (2)；II：TrdL，奴卡霉素 II (2)；III：奴卡霉素 I (1)标准品；IV：对照组，热变性失活 TrdL，

奴卡霉素 F (3)；V：TrdL，奴卡霉素 F (3)；VI：奴卡霉素 G (4)标准品. B：TrdL 催化奴卡霉素 II (2)
所得产物 1 的高分辨质谱分析，m/z=504.221 9 [M+H]+，526.203 9 [M+Na]+. C：TrdL 催化的奴卡霉素 F 
(3)所得产物 4 的高分辨质谱分析，m/z=460.232 2 [M+H]+ 
Figure 5  Analyses of enzymatic assays catalyzed by TrdL. A: HPLC analyses of the assays catalyzed by 
TrdL. I: Control panel containing boiled TrdL, nocamycin II (2); II: TrdL, nocamycin II (2); III: Nocamyin I 
(1) standard; IV: TrdL, nocamycin II (2); IV: NcmL, nocamycin F (3); V: TrdL, nocamycin F (3); VI: 
Nocamycin G (4) standard. B: MS profile of the product generated in the assays containing TrdL and 
nocamyin II (2), m/z= 504.221 9 [M+H]+, 526.203 9 [M+Na]+. C: MS profile of the product generated in the 
assays containing TrdL and nocamyin F (3), m/z=460.232 2 [M+H]+.  
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霉素 II (2)能转化为一个极性更小的化合物，该

化合物与奴卡霉素 I (1)有相同的保留时间，

LC-HR-MS 结果表明该化合物的分子量为 503 
(m/z=504.221 9 [M+H]+, 526.203 9 [M+Na]+) (图 5B)，
与奴卡霉素 I (1)的分子量一致，这表明 TrdL 能

催化奴卡霉素 II (2)生成奴卡霉素 I (1)。当以奴

卡霉素 F (3)为底物时，TrdL 能将其近 100%转

化为一个极性更小的化合物，该化合物与奴卡

霉素 G (4)有相同的保留时间，LC-HR-MS 结果

表明该化合物的分子量为 459 (m/z=460.232 2 
[M+H]+) (图 5C)，与奴卡霉素 G (4)的分子量一

致，这表明 TrdL 能转化奴卡霉素 F (3)生成奴

卡霉素 G (4)。上述实验结果表明，TrdL 能够催

化奴卡霉素类化合物 C-10 羟基的脱氢生成

C-10 酮基。 

3  讨论与结论 
奴卡霉素是自然界中存在的少数含有 2,4-二

酮吡咯烷结构和双环缩酮结构的化合物，该类

化合物具有广泛的生物学活性，阐明该类化合

物的生物合成机制引起了生物化学家的极大关

注[2]。本研究通过体外酶催化实验，研究了两

类不同的黄素蛋白酶 NcmL 和 TrdL 对奴卡霉素

II (2)和奴卡霉素 F (3)的催化作用，首次发现了

替达霉素生物合成基因簇中的脱氢酶 TrdL 能

催化奴卡霉素 C-10 位羟基脱氢形成酮基。 
黄素蛋白酶在自然界中广泛存在，能够催

化多种类型的化学反应，如脱氢、羟化和环氧

化等[20-21]。微生物中很多黄素蛋白既在次级代谢

产物的生物合成中发挥重要的修饰作用，也在生

物催化中有着重要的应用[22]。如在 alchivemycin 
A 的生物合成中，黄素蛋白酶 AvmO1 能催化 
一个氧原子插入到酰胺键中，对该类化合物的重

要活性药理基团的形成起着至关重要的作用[23]；

而在 chlorizidine A 的生物合成过程中，黄素蛋

白 Tcz9 则能催化二氢吡咯嗪环结构的形成[24]。

现阶段发现的黄素依赖的酶分为两大类[20-21]：

一种是与辅因子 FAD/FMN 与蛋白质以非共价

键结合的酶，绝大部分发现的黄素蛋白都属于

这一类，本研究中的 NcmL 蛋白即属于这一类；

另一种是辅因子 FAD/FMN 与蛋白质以共价键

结合的酶，这一类黄素蛋白所占比例很小，如

广泛研究的 BBE 家族的黄素蛋白就是通过 His
和 Cys 与 FAD 双共价相连，TrdL 和 Tcz9 即属

于这类黄素蛋白[13,24]。 
虽然前期基因敲除实验不能排除 NcmL 能

回补短链脱氢酶 NcmD 功能的可能性[9,11]，但

是本研究的蛋白体外酶活性测试结果确切地证

实 NcmL 不能回补 NcmD 的功能，与奴卡霉素

的 C-10 酮基的形成无关。鉴于 NcmL 及其类似

蛋白 NmvL 在多个类奴卡霉素的基因簇中都存

在，该类蛋白在奴卡霉素类化合物的生物合成

过程中是否存在其他的功能依然未知。奴卡霉

素和替达霉素结构都存在 C-10 位酮基结构，但

是该酮基结构的形成是由两种完全不同的酶催

化形成的。不同于 NcmD 对底物的严格选择性，

TrdL 有着较广的底物谱，其既能催化多种替达

霉素的 C-10 羟基脱氢形成 C-10 酮基，在本研

究中也发现其能催化不同奴卡霉素 C-10 位羟

基的脱氢反应，TrdL 的宽底物谱特性有可能使

其应用于催化相似结构的羟基脱氢反应。鉴于

TrdL 能催化奴卡霉素 II (2)转化为奴卡霉素 I 
(1)，一方面可以用 TrdL 为标记蛋白，筛选丁香

糖丝菌中可能催化奴卡霉素 II (2)转化为奴卡

霉素 I (1)的候选蛋白；另一方面也可以在丁香

糖丝菌中表达 TrdL，利用 TrdL 的催化特点，

促进奴卡霉素 II (2)更快地转化为奴卡霉素 I 
(1)，提高奴卡霉素 I (1)的产量。 

综上所述，本研究通过体外酶催化实验表

明 FAD 依赖的黄素蛋白 NcmL 不参与奴卡霉素
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的 C-10 酮基的形成。同时，通过体外酶活化实

验发现 TrdL 具有较广的底物谱，能催化不同奴

卡霉素 C-10 酮基的形成。 
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