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越野他汀生物合成介导的海洋小单孢菌中一个新天然产物的发现 

李  慧 a    周  强 b    唐玉敏 b    赵圣印*,a    唐功利*,b 
(a东华大学化学化工与生物工程学院  上海  201620) 

(b中国科学院上海有机化学研究所  生命有机国家重点实验室 上海  200032) 

摘要  越野他汀(kosinostatin, KST)是从海洋小单孢菌Micromonospora sp. TP-A0468中分离得到的一种具有良好抗肿瘤

活性的蒽环类抗生素. 在对越野他汀生物合成基因簇的研究中, 构建了 3,5-差向异构酶基因 kstD3 的基因中断突变株

mKOSD3, 该菌株中一种新的天然产物因产量较野生型有所提高而被发现. 分离新化合物并进行结构鉴定, 结果显示

该化合物是异醌环素 B C-3''位脱氧的结构类似物, 命名为脱氧异醌环素 B. 生物活性测试表明, 相比于异醌环素 B, 其
体外细胞毒性明显降低. 进一步的基因敲除实验发现, 基因簇中的 kstD5 编码的是一个对糖基底物识别不专一的糖基

转移酶, 这为利用该酶的特性获得更多蒽环类衍生物奠定了基础. 
关键词  天然产物; 脱氧异醌环素 B; 糖基转移酶; 底物容忍性 
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Abstract  Kosinostatin (KST), isolated from the fermentation extraction of Micromonospora sp. TP-A0468, is a kind of an-
thraquinones antibiotic with antitumor activity. To investigate the function of kstD3 gene, encoding a sugar 3,5-epimerase
involved in the KST biosynthetic gene cluster, the gene disruption mutant strain Micromonospora sp. TP-A0468 mKOSD3 is 
constructed. A novel compound, deoxy-isoquinocycline B was discovered and isolated from this mutant strain and its structure 
was characterized by comparison to the HRMS and NMR spectra of isoquinocycline B. This compound could be considered as 
an analogue of isoquinocycline B. Compared with isoquinocycline B, its antitumor activity decreased significantly. It is also 
found that the glycosyltransferase KstD5 is more substrate-flexible than anticipated, which lay the foundation for further using
the characteristics of this enzyme to obtain more analogues. 
Keywords  natural product; deoxy-isoquinocycline B; glycosyltransferase; substrate-flexibility 

 
越野他汀(Kosinostatin, 1, 图 1)及其异构体异醌环

素 B (Isoquinocycline B, 2, 图 1)是由海洋小单孢菌

Micromonospora sp. TP-A0468 产生的具有良好抗菌抗

肿瘤活性的蒽环类化合物[1]. 这类化合物由 II 型聚酮合

酶合成, 具有 7,8,9,10-四氢-5,12-蒽醌的骨架结构, 并常

常通过不同的糖基化修饰形成种类多样的活性天然产

物[2,3]. 研究表明, 来源于不同放线菌的约两百种蒽环类

化合物及其通过生物转化、化学修饰等方法获得的约两

千种类似物中大多具有良好的抗肿瘤活性[4,5], 其中不

乏一线的肿瘤治疗药物, 如 Daunomycin 和 Adriamycin 
(或 Doxorubicin)[6]. 因此, 新的蒽环类化合物的发现对

于抗菌、抗肿瘤药物的筛选具有重要意义.  
从结构上看, 越野他汀分子由蒽环骨架、氮杂双环

和一个特殊的乙酰糖基单元组成(图 1). 而分子中的独

特糖基单元是其重要的药效基团[1]. 作为天然产物生物

合成中广泛存在的一类后修饰作用, 糖基化修饰往往对

代谢产物的生物活性具有至关重要的影响[7], 例如, 红
霉素(Erythromycin A)一旦失去分子中的两个糖基侧链, 
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图 1  推测的脱氧异醌环素 B 糖基化后修饰途径 
Figure1  Proposed glycosylation pathway for deoxy-isoquinocycline B

其生物活性将会丧失[8]. 而人为地对天然产物进行糖基

化改造, 也能够获得新的类似物甚至活性更好的“非天

然”产物[9～15]. 因此, 糖基化改造天然产物作为获取新

药物的手段正得到越来越多的重视. 但是, 这种人工改

造天然产物的手段必须解决两个关键问题, 其一是多样

化的糖基供体来源, 其二是获得具有良好底物容忍性的

糖基转移酶[16]. 目前糖基化后修饰的研究取得了一定

的进展, 具有较好底物容忍性的糖基转移酶也逐渐被报

道[17,18], 但是要利用底物容忍性好的糖基转移酶来制备

不同糖基化修饰的蒽环类衍生物并从中筛选出有较好 

活性的化合物[2], 还有很长的路要走.  
本文报道了一个从 Micromonospora sp. TP-A0468

基因敲除突变株中分离得到的越野他汀生物合成途径

的副产物——脱氧异醌环素 B (3, 图 1), 结构解析证明

该化合物是糖基单元 C-3"位置上羟基缺失的异醌环素

B 类似物. 进一步的基因敲除实验显示, 两种不同的糖

基很可能是由同一种糖基转移酶识别. 因此, 本文的工

作丰富了天然产物糖基单元的来源, 也为筛选用于蒽环

类化合物改造的糖基转移酶提供了新的可能.  
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1  结果与讨论 

1.1  kstD3 基因中断突变株的构建及发酵结果分析 

基于生物信息学分析, 我们推测在越野他汀生物合

成基因簇中 kstD1～kstD9这 9个基因与糖基侧链的生物

合成相关. 其中, kstD3 编码的蛋白与 3,5-差向异构酶具

有一定的同源性[CmmF (CAE17549); S. griseus, 64/52]. 
为了研究基因的功能, 我们将连有红霉素启动子 Perm*
和目标基因片段的穿梭型质粒 pOJ260 通过属间接合转

移导入野生型 Micromonospora sp. TP-A0468, 通过抗性

筛选得到单交换同源重组突变株, 再利用 PCR 进行基

因型验证, 正确的基因中断突变株命名为 mKOSD3 (图
2).  

 
图 2  突变株的构建及验证 

Figure2  Construction and verification of the mutant strains 
(A) Mutant construction method; (B) verification results for mKOSD3 
mutant; (C) verification results for mKOSD5 mutant. (1) DNA marker 
DL5000; (2) result of PCR 

将突变株 mKOSD3 与野生型(WT)对比发酵, 发酵

提取液的 HPLC 检测结果显示(图 3), 突变株 mKOSD3
不再产生越野他汀(1)和异醌环素 B (2), 转而产生去糖

基的蒽环糖苷 4 和 5; 同时 RT＝17.0 min 的化合物 3 产

量较之野生型明显提高. LC-MS 分析显示该化合物 m/z 
601.41 [M＋H]＋. 通过比较越野他汀、异醌环素 B 和化

合物3三者的特征紫外吸收(图3), 我们推测该化合物可

能是越野他汀和异醌环素 B 的结构类似物.  

1.2  新化合物的分离及表征 

为了确定化合物 3 的结构, 我们对突变株mKOSD3
进行了大量发酵. 发酵粗提物经过数次硅胶柱层析分

离, 最终从 4 L 发酵液中得到 10 mg 化合物 3.  
化合物 3 为深黄色固体. 易溶于二甲亚砜和甲醇, 

微溶于二氯甲烷和乙酸乙酯. UV (MeOH) λmax: 430, 290, 
260, 228 nm; 25

D[ ]α ＋126.1 (c 0.033, MeOH); ESI-MS 显

示准分子离子峰 m/z 601.5 [M＋H]＋, HRESIMS m/z 
601.2175 [M＋H]＋ (C33H33N2O9 calcd 601.2181), 从而

得到化合物 3 的分子式为 C33H32N2O9. 通过 1H NMR, 
13C NMR, HSQC, HMBC, COSY 及 NOESY 等波谱数据

确定化合物 3 的结构.  
化合物 3 (m/z 601.5 [M＋H]＋)与异醌环素 B (m/z 

617.5 [M＋H]＋)相比, 分子量差 16, 表明化合物 3 比异

醌环素 B 的分子少 1 个氧. 化合物 3 与异醌环素 B 的
NMR 数据[19]相比较(表 1), 结果显示: 根据异醌环素 B
及脱氧异醌环素 B 的 13C NMR 谱图, 可以发现化合物 3
的糖基上 C-2'' (δC 23.72)和 C-3'' (δC 27.16)的化学位移较

前者均移向高场. 在 1H NMR 谱图中, 较之异醌环素 B, 
化合物 3 在高场多了 2 个 H 信号(δC 1.54, 1.91); 根据

HMBC 中 C—H 相关性分析, 这 2 个 H 信号均对应于

C-3'' (δC 27.16). 除此之外, 化合物 3 几乎所有的 NMR
数据都与异醌环素 B 相同. 将 HMBC 谱图中的 13C-1H
远程偶合数据与异醌环素 B[19]的相比较, 我们进一步确

定了化合物 3 的糖苷配基部分的结构与异醌环素 B 相

同. 并且根据 NOESY 谱图中 3'-H 与 10-H 之间的远程

偶合, 我们推断化合物 3 的糖苷配基中 2'位的立体构型

与异醌环素 B 相同. 我们将此次发现的新化合物命名为

脱氧异醌环素 B(图 4). 
以上数据表明, 脱氧异醌环素 B (3)是 2 的类似物, 

两者分子结构上仅有的差异在于前者的糖基在 C-3''位
脱氧. 结构上的高度相似性证明该化合物与 1 和 2 来源

于相同的生物合成途径, 但是被不同的糖基单元修饰; 
而 kstD3 的敲除阻断了 1 和 2 中正常糖基单元的形成, 
使得在野生型中不占优势的脱氧糖基单元被转移到糖

苷配基上, 在发酵结果上表现为mKOSD3中3的产量明

显提高(图 3). 但是脱氧异醌环素 B 中脱氧糖基是通过 
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图 3  野生型和突变株的发酵结果 HPLC 分析以及化合物 1, 2 和 3 的紫外吸收 
Figure 3  HPLC analysis of fermentation extraction of wild type and mutant strains and UV absorption of compounds 1, 2 and 3 

表 1  异醌环素 B 和脱氧异醌环素 B 的 1H NMR, 13C NMR 数据比较 
Table 1  Comparison of the 1H NMR and 13C NMR spectra of isoquinocycline B and deoxy-isoquinocycline B 

Isoquinocycline B Deoxy-isoquinocycline B Position 
δH δC δH δC 

1  161.58  161.65 
2 7.42 (dd, J＝1.2, 8.4 Hz, 1H) 124.78 7.45 (dd, J＝0.8, 8.3 Hz, 1H) 124.93 
3 7.84 (t, J＝8.0 Hz, 1H) 137.29 7.87 (t, J＝8.0 Hz, 1H) 137.46 
4 7.77 (dd, J＝1.2, 7.6 Hz, 1H) 119.03 7.79 (dd, J＝1.0, 7.4 Hz, 1H) 119.14 
4a  132.94  132.77 
5  187.53  187.05 
5a  114.58  115.61 
6  158.11  158.08 
6a  133.71  133.08 
7 3.90 (d, J＝3.6 Hz, 1H) 43.47 4.09 (1H)b 43.29 

8 
2.15 (d, J＝11.6 Hz, 1H) 
2.53 (1H)a 

34.33 
2.66 (d, J＝11.3 Hz, 1H) 
2.30 (d, J＝6.5 Hz, 1H)  

34.22 

9  83.14  84.75 
10 4.43 (s, 1H) 76.41 4.50 (s, 1H) 75.49 
10a  144.31  143.02 
11 7.76 (s, 1H) 119.97 7.78 (s, 1H) 120.48 
11a  131.47  131.73 
12  186.99  187.83 
12a  115.75  115.05 
13 1.58 (s, 3H) 22.54 1.66 (s, 3H) 22.23 
2'  112.75  113.54 
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续表 
Isoquinocycline B Deoxy-isoquinocycline B Position 

δH δC δH δH 
3' 5.09 (br s, 1H) 126.71 5.17 (br s, 1H) 127.67 
3a'  142.39  140.94 
4' 2.52 (2H)a 21.61 2.66～2.75 (m, 2H) 20.57 
5' 3.98 (m, 2H) 57.28 3.48 (2H)b 56.87 
6a'  169.43  167.18 
1'' 5.33 (t, J＝4.8 Hz, 1H) 95.68 5.22 (t, J＝4.6 Hz, 1H) 94.09 

2'' 1.70 (ddd, J＝4.4, 7.2, 14.1 Hz, 1H) 
2.04 (ddd, J＝4.4, 5.6, 14.1 Hz, 1H) 

32.84 
1.38～1.50 (m, 1H) 
2.02 (dt, J＝3.2, 13.7 Hz, 1H) 

23.72 

3'' 3.77 (m, 1H) 70.08 
1.54 (dt, J＝4.0, 12.2 Hz, 1H) 
1.91 (dt, J＝4.0, 12.6 Hz, 1H) 

27.16 

4''  80.73  77.65 
5'' 4.49 (q, J＝6.4 Hz, 1H) 66.11 4.05～4.23 (m, 1H) 67.81 
6'' 1.04 (d, J＝6.8 Hz, 3H) 14.55 1.05 (d, J＝6.3 Hz, 3H) 18.54 
7''  210.76  214.46 
8'' 2.15 (s, 3H) 26.69 2.24 (s, 3H) 26.35 

3''-OH 4.91   — 
4''-OH 5.49    —c 

a 信号被溶剂峰掩盖; b 几个信号重叠, 无法分别峰型; c 核磁溶剂为 DMSO-d6, 未显示羟基 H 信号.
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图 4  脱氧异醌环素 B 和异醌环素 B 的结构 
Figure 4  Structure of deoxy-isoquinocycline B and isoquino-
cycline B 

何种途径产生的, 目前尚不确切. 

1.3  ΔkstD5 突变株的构建及发酵 

由于在基因簇序列中, 只发现一个可能编码糖基转

移酶 [RdmH (AAL24450); S. purpurascens, 72/57]的基

因 kstD5. 我们推测 KstD5 可能是一个对糖基供体识别

不特异的糖基转移酶, 介导了化合物 3 与异醌环素 B 分

子中两种不同糖基的识别和转移. 因此, 我们运用与第

1.1 节中相同的方法构建了 kstD5 的基因中断突变株

mKOSD5 (图 2), 将 mKOSD5 与 WT 对比发酵, 从发酵

结果中(图 3)我们清楚地看到: 糖基转移酶基因 kstD5被
中断后, 化合物 3 和越野他汀、异醌环素 B 均不再产生; 
而只产生去糖基的糖苷化合物 4 和 5.  

根据以上实验结果, 我们得到以下结论: 化合物 3 

是越野他汀生物合成途径的副产物; 而负责化合物 1, 2
和 3合成的KstD5是一种具有良好底物容忍性的糖基转

移酶, 至少可以识别 8, 10 两种不同的糖基供体(图 1), 
并将其催化连接到蒽环糖苷配基上.  

1.4  脱氧异醌环素 B 的生物活性测试 

以往的研究结果显示, 糖基对于化合物的生物活性

具有重要的影响[18]. 例如 epirubicin 相比于 doxorubicin, 
仅在糖基 C-4 位的羟基发生差向异构, 却使前者的心脏

毒性大大降低, 而成为更理想的临床抗肿瘤药物[5]. 异
醌环素 B 的生物活性已有文献报道[1], 而化合物 3 与异

醌环素B的区别仅在于糖基的 3''位脱氧, 那么糖基上这

点微小的差异究竟会给化合物的生物活性带来怎样的

影响呢? 为此, 我们用人肺癌细胞 h1299 测试了脱氧异

醌环素 B 的体外细胞毒性, 并与越野他汀和异醌环素 B
在同样条件下测得的数据作一比较(表 2).  

表 2  脱氧异醌环素 B、越野他汀和异醌环素 B 的体外细胞毒

性 
Table 2  In vitro cytotoxicity of deoxy-isoquinocycline B, kos-
inostatin and isoquinocycline B 

EC50/(μmol•L－1) 
Deoxy-isoquinocycline B Kosinostatin Isoquinocycline B

3.6504 0.3781 0.4042 

以上结果可以看出糖基上的微小改变对化合物的

生物活性影响非常显著(脱氧异醌环素 B 与异醌环素 B
相比, 活性降低 1 个数量级). 这也从侧面反映出对天然

产物的糖基化修饰进行深入研究的重要意义.  
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2  结论 

糖基化后修饰是很多天然产物都具有的普遍特征, 
这些高度修饰的糖基通常参与药物与细胞靶体之间的

相互作用, 对于化合物的生物活性具有重要意义[20]. 因
此, 人们对于天然产物糖基改造的尝试一直在进行, 如
Walsh 和 Nicolaou 课题组[9～12]都曾报道使用化学方法糖

基化的策略将非天然的糖基连在 vancomycin 的糖苷配

基上而产生新的类似物; 另外, 带有单糖的 Idarubicin
和 epirubicin 已经作为抗肿瘤药物投入临床使用, 带有

二糖的MEN10775也在临床试验中[13～15]. 然而, 由于化

学糖基化策略本身的局限性[21], 利用酶学方法达到同

样的目的成为一个更好的选择. 本文报道的新天然产物

脱氧异醌环素 B (3), 其主体结构与越野他汀、异醌环素

B 类似, 但是糖基单元却不同. 因此, 该化合物的发现, 
为修饰改造蒽环类化合物提供了一个新的糖基来源. 体
外活性实验也显示, 与越野他汀和异醌环素 B 相比, 糖
基结构的改变的确对化合物的生物活性产生了显著影

响. 此外, 对该化合物结构的鉴定还间接导致我们发现

越野他汀生物合成途径中的 KstD5 是一个底物容忍性

好的糖基转移酶. 这两个独特的糖基单元及其对应的糖

基转移酶为我们通过酶促反应对感兴趣的蒽环类天然

产物分子进行糖基替换提供了一种新的选择.  

3  实验部分  

3.1  实验材料 

3.1.1  质粒、菌种及培养基 

质粒 pOJ260(本实验室), pLHD3(本文构建), pLHD5 
(本文构建 ). 大肠杆菌 (均来源于本实验室 ) E. coli 
DH5α, E. coli S17-1, Micromonospora sp. TP-A0468(本
实验室), mKOSD3(本文构建), mKOSD5(本文构建). 

LB 培养基(%): 用于大肠杆菌的细胞增殖和阳性克

隆子的筛选. 蛋白胨 1.0, 酵母提取物 0.5 和 NaCl 1.0, 
pH＝7.0. 固体培养加入琼脂 2.0. Seed culture 培养基

(%): 用于 Micromonospora sp. TP-A0468 野生型及突变

株的培养. 可溶性淀粉 1.0, 葡萄糖 0.5, NZ-case plus 
0.3, 酵母提取物 0.2, 胰化蛋白胨  0.5, K2HPO4 0.1, 
MgSO4 0.05, CaCO3 0.3, pH＝7.0. 发酵培养基(%): 用
于 Micromonospora sp. TP-A0468 野生型及突变株的发

酵培养. 乳糖 4.0, 棉籽粉 2.0. IWL-4 培养基(%): 用于

Micromonospora sp. TP-A0468 和 E. coli S17-1 的属间接

合转移. 可溶性淀粉 1.0, K2HPO4 0.1, MgSO4 0.1, NaCl 
0.1, (NH4)2SO4 0.2, CaCO3 0.2, FeSO4 0.0001, MnCl2• 
6H2O 0.0001, ZnSO4 0.0001, 酵母提取物 0.05, 蛋白胨

0.1, 琼脂 2.0, pH＝7.2.  

根据需要, 培养基中添加抗生素: 阿泊拉霉素(Am, 
50 μg/mL), 萘啶酮酸(NA, 50 μg/mL) 
3.1.2  仪器与试剂 

 Diamonsil®C18 5μ250 mm×4.6 mm 色谱柱, 安捷

伦高效液相系统, Bruker DPX-400 型超导核磁共振仪

等. 高保真 DNA 聚合酶及 DNA marker 购自 TaKaRa 公
司. 限制性内切酶和 DNA 连接酶购自 Fermatas 公司. 
Taq DNA 聚合酶购自北京鼎国生物公司. DNA 胶回收

与质粒小量抽提试剂盒购自 Generay 公司. PCR 所需核

苷酸引物由上海生工生物有限公司合成. 所有其他的化

学试剂购自国药集团化学试剂有限公司. HP-20 购自日

本三菱化学. 克隆测序由上海美吉生物技术有限公司完

成. HPLC 流动相来自 Merck 公司.  

3.2  实验方法 

3.2.1  突变株的构建方法 

分别针对Micromonospora sp. TP-A0468的3,5-差向

异构酶基因(kstD3)和糖基转移酶基因(kstD5)序列设计

合成上下游引物(For, Re), 并在基因序列的 5'和 3'端分

别添加限制性内切酶酶切位点. 引物设计如下:  
kstD3s-For: 5'-TAC GAATTC AGCTGCCCGGC- 

GTGTGGAAC-3' (EcoR I) 
kstD3s-Re: 5'-TAC AAGCTT GGTCCCGGTCCGA-

GACGATC-3' (Hind III) 
kstD5s-For: 5'-TAT TCTAGA ACCTGACCGA- 

CGCGATCAC-3' (Xba I) 
kstD5s-Re: 5'-TAT AAGCTT CGTTGTACGG-

CACGTTGC-3' (Hind III) 
利用分子克隆技术, 抽提野生型 Micromonospora 

sp. TP-A0468 (WT)的总 DNA 作为模版, PCR 反应条件

为: 94  30℃  s, 62  30℃  s, 72  40℃  s, 循环 35 轮, 72  ℃

10 min, 经过 1%琼脂糖胶电泳分离后, 切胶回收目的片

段. 利用引物末端设计的Xba I和Hind III酶切位点处理

回收的目的片段, 并连接到同样经过上述两种酶处理过

的 pOJ260 载体上. 连接产物 pOJ260-kstD3 和 pOJ260- 
kstD5 转化 E. coli DH5α感受态细胞, 在 LB(Am)平板上

筛得阳性转化子. 抽提质粒并转化 E. coli S17-1 感受态

细胞, 在 LB(Am)平板上筛得阳性转化子, 用于作为接

合 转 移 供 体 菌 . 接 合 转 移 受 体 菌 为 野 生 型

Micromonospora sp. TP-A0468 (WT). 经过属间接合转

移后, 于 IWL-4 平板上得到阳性接合子. 分别用萘啶酮

酸(NA)和阿泊拉霉素(Am)两步抗性筛选表型为具有

Am 抗性的阳性突变株, PCR 验证其基因型.  
3.2.2  突变株发酵及处理、检测方法 

挑取突变株 mKOSD3 和 mKOSD5 单克隆接种到 3 
mL seed cultural 培养基中, 30  240℃  r/min 培养 2～3 d
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至培养物呈现亮橙色. 转接 2%到 50 mL 发酵培养基中, 
30  220℃  r/min培养1.5 d后加入质量比4%的HP-20, 继
续培养 2.5 d 至发酵结束.  

转移发酵液到 50 mL 离心管中, 3800 r/min 离心 10 
min; 弃上清, 沉淀(主要为吸附有化合物的 HP-20)加入

40 mL 丙酮, 超声 10 min 促溶. 3800 rpm 离心 10 min, 
弃沉淀. 上清转移到圆底烧瓶, 低温旋蒸至残留少量水

溶液. 加入乙酸乙酯萃取 1～2 次, 合并乙酸乙酯萃取

液, 旋蒸至完全干燥, 用约 2 mL 甲醇溶解. 取少量作

HPLC 分析用, 其余提取液低温旋干保存于－20 . ℃  
3.2.3  化合物分离、检测方法 

将处理后的发酵浸膏用 100～200 目硅胶柱层析分

离, 洗脱剂为甲醇-氯仿, 梯度洗脱. 当洗脱剂比例为

V(甲醇)∶V(氯仿)＝1∶25 时即得目标化合物. 取少量

纯品溶于甲醇 , 用于 HPLC 检测 . NMR 溶剂用

DMSO-d6. 
3.2.4  化合物体外细胞毒性测试方法 

利用人肺癌细胞 h1299, 按照 MTT 法操作.  
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