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相关的关键氨基酸定点突变分析 

高土玲 1,2  陈诚 2  赵功 2  邓子新 2  胡申才 1*  贺新义 2* 
(1. 武汉工业学院 生物与制药工程学院  湖北 武汉  430023) 

(2. 上海交通大学 生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200030) 

 
 

摘  要：【目的】米多霉素生物合成起始反应的 MilA 蛋白可以使底物胞苷酸单磷酸(CMP)的胞

嘧啶碱基 C5 位上形成羟甲基化，形成羟甲基化胞苷酸(HmCMP)，MilA 是迄今发现的首个能够

高效利用 CMP 的羟甲基化酶。MilA 属于脱氧胸苷酸合成酶(TS)和脱氧胞苷酸羟甲基化酶(CH)

蛋白超家族，通过三维结构预测发现它们的三维结构非常相似，CH94 上的丝氨酸曾被证明与

胞嘧啶上甲基变成羟甲基过程有关，MilA102 上对应的氨基酸为苏氨酸，TS91 上对应的氨基酸

为脯氨酸。因此，突变 MilA 上第 102 位的苏氨酸，考察该氨基酸对 CMP 和脱氧胞苷酸(dCMP)

羟甲基化反应的影响。【方法】通过定点突变技术，将 MilA 第 102 位的保守氨基酸苏氨酸

(Threonine，T)分别点突变成缬氨酸(Valine，V)和亮氨酸(Leucine，L)。【结果】体外酶活实验

结果显示，相对于 MilA，MilA T102V 对于 CMP 的催化活性下降 87.1%，对于 dCMP 的催化

活性没有影响；而 MilA T102L 均丧失了对于两种底物的活性。【结论】这表明 Thr102 对于 MilA

催化底物 CMP 形成 HmCMP 至关重要；同时，失去活性的仅比缬氨酸和野生型苏氨酸的链长

多出了一个碳原子，暗示其在与底物结合时形成了一定的空间位阻效应。Thr 在 102 位点的功

能经过自然进化的微调有可能已经达到最优化。 
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Abstract: [Objective] MilA, a cytidine 5′-monophosphate (CMP) hydroxymethylase which can 
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convert CMP to 5-hydroxymethylcytidine-5′-monophosphate (HmCMP), was discovered and 
characterized in the mildiomycin biosynthetic pathway. MilA belongs to the superfamily of 
thymidylate synthase (TS) and cytidylate hydroxymethylase (CH), and was the only enzyme to date 
that was able to efficiently convert CMP other than dCMP to HmCMP. Three-dimensional structure 
prediction of MilA revealed high similarity to that of CH and TS. Ser94 of CH was proved to be a 
key residue mediating hydroxylation of the 5′-methyl cytosine of dCMP, corresponding residue is 
Thr102 in MilA and Pro92 in TS, respectively. In order to study the role of Thr102 in MilA, we 
constructed mutants MilA T102V and MilA T102L. [Methods] Based on above analysis, Thr102 of 
MilA was site-mutated into valine (Val, V) and leucine (Leu, L) to assay their catalytic efficiency. 
[Results] Compared to the wild type, activity of MilA T102V for CMP was significantly reduced by 
87.1%, while that for dCMP was maintained at a similar level. By contrast, MilA T102L could not 
use CMP and dCMP any more. As for MilA T102L, the side chain of Leu102 was one carbon atom 
longer than both of Val102 and Thr102, implying that steric hindrance effect was involved in the 
substrate binding by MilA T102L. [Conclusion] The results demonstrated that Thr102 in MilA was 
essential for HmCMP formation. The function of MilAT102 may have reached optimization after 
naturally evolutionary fine-tuning. 

Keywords: CMP hydroxymethylase, Site-directed mutagenesis, Deoxycytidylate hydroxymethylase, 
In vitro catalytic reaction 

米多霉素是一类肽核苷类抗生素, 对细菌和

真菌都具有抑制活性, 尤其对植物的白粉病具有

很强的抑制活性[1]。目前, 市场上销售的是日本武

田药业 (TAKADA)生产的米多霉素可湿性粉剂 , 

它具有杀灭真菌作用。 

米多霉素的生物合成基因簇被克隆, 其起始

合成步骤被阐明, 如图 1 所示, 在 MilA 的催化作

用下, CMP转化成 HmCMP, 随后MilB将 HmCMP

水解, 形成米多霉素的生物合成前体物 5-羟甲基

胞嘧啶(5-hmC)[2]。体外实验同时揭示, 它也具有微

弱转化 dCMP 形成 HmdCMP 的能力[3], 它是迄今

发现的首个能够高效利用核糖底物的羟甲基化酶。

MilA 蛋白序列分析表明, 该酶属于胸苷酸合成酶

(TS)和脱氧胞苷酸羟甲基化酶(CH)超家族[2]。 

TS 是一类广泛存在于自然界的保守酶类。它

利用亚甲基四氢叶酸作为甲基供体, 以 Cys198 作

为亲核氨基酸与 dUMP的 C6形成共价键, 从而诱

发随后的 dUMP C5 位置的甲基化反应 , 生成

dTMP, 后者再被磷酸化形成 DNA 合成中的重要

底物 dTTP。这个过程是 dTTP 从头合成的唯一途

径[4]。MilA 所在超家族中的一个典型蛋白就是存

在 于 噬 菌 体 中 的 脱 氧 胞 苷 酸 羟 甲 基 化 酶

(Deoxycytidylate hydroxymethylase, CH), 它也是

利用亚甲基四氢叶酸作为甲基供体, 催化 dCMP 

C5 位置的甲基化反应, 生成 HmdCMP, 后被磷酸

化形成 HmdCTP, 用于组装噬菌体 DNA[5]。这种羟

甲基化修饰的噬菌体 DNA能够躲过宿主的限制修

饰系统 , 使得噬菌体得以侵染宿主并繁殖 [6]。

Graves 等于 1992 年利用定点突变技术 , 发现

dCMP 羟甲基化酶与胸苷酸合成酶的催化机制类

似, 它们都利用活性口袋中的 Cys 作为重要的亲

核氨基酸[7]。Butler等于 1994年利用 18O交换实验, 

首次证明 dCMP 羟甲基化酶是利用溶剂水作为底

物[8], Song 等于 1999 年解析了 CH 与底物 dCMP

的共结晶结构, 发现位于胞嘧啶 C6 位附近的一个

水分子在最后一步羟化过程中被加载到 C7亚甲基

中间体上, 其中 Ser94位在水分子结合和加载上起

到关键作用(图 2)[9]。陈诚等通过生物信息学软件

预测发现, MilA 三维结构与 CH 晶体结构相似[3], 

并随后利用同位素标记的 H2
18O 喂养实验证实在

MilA 的催化反应中羟基的供体也是水分子 (图

3)[10]。该结果证明 MilA与 CH具有相似的催化机

制。从 CH和 MilA的氨基酸序列的比对结果中可

以看出, CH在 94位上的氨基酸为丝氨酸, 而MilA
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在对应的位置上是苏氨酸, 同为带有羟基的氨基

酸, 并且都是短侧链氨基酸。而只能形成甲基化的

胸苷酸合成酶 TS 对应的位置却是脯氨酸(图 4)。

本研究尝试将MilA的 102位上的保守氨基酸(苏氨

酸)单突变成结构与其相近但不含羟基的氨基酸即

缬氨酸和亮氨酸(图 5), 来考察其对 CMP和 dCMP

羟甲基化反应的影响。同时期望能够阻止羟基化的

发生, 以获得具有甲基化酶活性的新酶。 

 

 
 

图 1  MilA 催化反应形成米多霉素的前体物 HmCMP 
Figure 1  Precursor HmCMP was synthesized by MilA 

 

 

 

图 2  dCMP 羟甲基化酶[9]和预测的 MilA 底物结合位点处的氢键网络 
Figure 2  Schematic diagram of the hydrogen-bond network in the active sites of dCMP hydroxymethylase[9] and 

predicted MilA 
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图 3  dCMP 羟甲基化酶晶体结构[9]和 MilA 的预测结

构[3] 
Figure 3  Crystal structure of dCMP hydroxymethylase[9] 
and predicted structure of MilA[3] 

 

 
 

图 4  MilA 及其同源蛋白与胸苷酸合成酶以及 dCMP

羟甲基化酶的部分氨基酸序列比对 
Figure 4  Alignment of a MilA segment and its homologs 
with known thymidylate synthases and cytidylate 
hydroxymethylases 
注：TS1−TSP3：胸苷酸合成酶同源蛋白；C1、C2：dCMP羟

甲基化酶同源蛋白；A1−A6：MilA 同源蛋白. 蓝色氨基残基

被证明与羟基化相关；红色部分氨基酸残基被认为与羟基化过

程有关. 

Note: TS1−TSP3: Homologs of thymidylate synthase; C1, C2: 
Two cytidylate hydroxymethylases; A1−A6: Six putative MilA 
homologs. Residue in blue is essential for hydroxylation; Residue 
Thr102 in red is considered as critical in the hydroxylation 
process. 
 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和质粒：本实验所用的菌株和质粒分别

见表 1和表 2。 

 
 

图 5  苏氨酸(T)和缬氨酸(V)及亮氨酸(L)的化学结构 
Figure 5  Chemical structure of threonine, valine and 
leucine 

 
1.1.2  酶与试剂：聚合酶链式反应(PCR)所用试剂, 

限制性内切酶, T4 连接酶, 购于 TaKaRa 公司; 质

粒提取试剂盒, 胶回收试剂盒, PCR产物回收试剂

盒 购 于 Quiagen 公 司 ; 点 突 变 试 剂 盒

(QuickChange@Site-Directed Mutagenesis Kit)购于

Stratagene 公司 ; 镍离子纯化预装柱 (Histrap@ 

FFcrude1mE)为 Phamacia 产品, 购于 GE 公司; 咪

唑购于 Sigma公司。 

LB (Luria-Bertani)培养基 [11]用于培养大肠  

杆菌。 

1.1.3  寡聚核苷酸引物：设计 T102V、T102L 的

突变引物(表 3), 引物合成由上海生工生物工程技

术服务有限公司完成。 

1.2  方法 

1.2.1  MilA 定点突变：以 MilA 野生型表达质粒

pJTU2955 作为模板, 用引物 T102V、T102L 分别

进行反向 PCR, 扩增后得到的产物经过 DpnⅠ酶

切消化后, 转化 DH10B感受态。转化子送去测序, 

然后从测序正确的转化子中提取相应的质粒转化

BL21(DE3)感受态得到MilA T102V和MilA T102L

的大肠杆菌表达菌株。 
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表 1  研究中所用菌株及主要特征 
Table 1  Strains used in this study 

大肠杆菌 

E. coli 

特征 

Characteristics 

来源或出处 

Source or reference 

DH10B   F−, recA, lacZ, ΔM15 GIBCO BRL 

BL21(DE3) F− ompT rB− mB− (λDE3) pLysE Cmr Novagen 

MilA MilA表达菌株 陈诚 

MilA T102V 引入 T102V突变的 MilA表达菌株 本研究 

MilA T102L 引入 T102L突变的 MilA表达菌株 本研究 

 
表 2  研究中所用质粒及主要特征 
Table 2  Plasmids used in this study 

质粒 

Plasmids 

特征 

Characteristics 

来源或出处 

Source or reference 

pJTU2955 MilA插入到 pET28a的 Nde I 和 Xho I的位点上 李力 

pJTU485 以 pJTU2955为模板进行反向 PCR 引入突变 T102V 本研究 

pJTU486 以 pJTU2955为模板进行反向 PCR 引入突变 T102L 本研究 

 
表 3  本实验所用 PCR 引物 

Table 3  PCR primers used in this study 

Primers Forward (F, 5′ 3′) Reverse (R, 5′ 3′) 

T102V  GACCCTGCGGGGCCAGGCCTACGGGCCCCG CGGGGCCCGTAGGCCTGGCCCCGCAGGGTC 

T102L GACCCTGCGGGGCGAGGCCTACGGGCCCCG CGGGGCCCGTAGGCCTCGCCCCGCAGGGTC 

 
1.2.2  融合蛋白的表达与纯化：含有融合表达质粒

的大肠杆菌 BL21(DE3)接种到含氯霉素(25 mg/L)

和卡那霉素(50 mg/L)的 LB培养基中 37 °C培养过

夜。然后以 1%的接种量接种到 1 L的含相应抗生

素的 LB 培养基中培养至 OD600=0.6, 将培养温度

降至 20 °C, 加入 IPTG至终浓度为  0.4 mmol/L, 

20 °C培养过夜。 

收集菌体, 利用超声破碎仪将细胞破碎, 高速

离心后取细胞裂解液上清过镍重力柱, 用洗脱液

A (20 mmol/L磷酸钠, 0.5 mol/L NaCl, 120 mmol/L

咪唑, pH 7.4)冲去杂质, 再用洗脱液 B (20 mmol/L

磷酸钠, 0.5 mol/L NaCl, 0.3 mol/L咪唑, pH 7.4)冲

出目标蛋白, 收集后用 12% SDS-PAGE 电泳鉴

定。纯化后的蛋白用 30 kD 的超滤离心管于     

3 000 r/min 离心 2 遍 , 置换为 50 mmol/L 的

Tris-HCl (pH 7.4)缓冲液, 加入甘油至浓度 50%, 

保存于−80 °C, 以备用于催化反应。 蛋白定量采

用 Bradford 方法 (Bradford Protein Assay Kit, 

Bio-Rad公司)。 

1.2.3  MilA 及其突变蛋白的体外催化反应：反应

体系为 200 µL: Tris-HCl buffer (pH 7.5) 100 mmol/L, 

多聚甲醛(Paraformaldehyde) 15 mmol/L, β-巯基乙

醇 (2-Mercaptoethanol) 50 mmol/L, 四 氢 叶 酸

(Tetrahydrofolate) 2 mmol/L, CMP 或 dCMP       

1 mmol/L, MilA或突变 MilA 100 µg。反应温度为

37 °C, 反应时间为 2 h, 到预定时间, 加入三氯乙

酸(终浓度 4%)冰上放置 30 min终止反应。产物和

底物的分析采用 Agilent 1100 series LC/MSD Trap 

system。所用色谱柱为 Agilent TC-C18 (5 µm,   

4.6 mm×250 mm)反向柱, 流动相为 20 mmol/L乙

酸氨 pH 5.5/HPLC级乙腈(Merck公司) (98:2, 体积

比), 紫外吸收波长为 272 nm, 流速为 0.3 mL/min。 
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2  结果与分析 

2.1  MilA 定点突变株的获得 

以MilA野生型表达质粒 pJTU2955作为模板, 

用引物 T102V、T102L分别进行反向 PCR, 扩增后

得到的产物约 6.5 kb的线性条带, 琼脂糖凝胶电泳

结果如图 6所示, 说明获得了相应的突变产物。将

该产物转化 DH10B感受态, 在含氯霉素(25 mg/L)

的 LA平板上 37 °C过夜培养, 得到转化子后转接

入含有氯霉素抗生素(25 mg/L)的 LB 培养基中, 

220 r/min摇床中 37 °C培养。培养 4−5 h后取 1 mL

菌液送公司测序。测序结果表明, 相应位点的碱基

序列由 ACC分别突变成 GTC (对应缬氨酸的密码

子)和 CTC (对应亮氨酸的密码子)。提取相应的质

粒转化 BL21(DE3)感受态得到 MilA T102V 和

MilA T102L的大肠杆菌表达菌株。 

2.2  突变蛋白的表达和纯化 

为了进一步确认突变酶 T102V和 T102L能够

正常表达 , 对具有这些突变位点的突变株进行 

100 mL 培养, 并进行目标蛋白的表达和纯化, 从

图 7中可以看出: 纯化得到的两个突变酶和亲本酶

都大约在 38 kD处显示出单一的电泳条带, 说明尽

管发生了突变, 但是并没有影响目标蛋白的正常

表达。 

2.3  突变酶体外催化功能的分析 

2.3.1  MilA 及其突变蛋白体外催化 CMP：利用高

效液相-质谱分析(LC-MS)分别检测 MilA、T102V

和 T102L 的催化反应产物 ,  检测结果如图 8 

 
 

图 6  引入突变的反向 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电

泳 
Figure 6  The agarose electrophoresis of reverse PCR 
products containing mutation 

所示。与我们预期的不同 , 突变蛋白 T102L 和

T102V 并没有能够将 CMP (核质比为 324)转化成

甲基化 CMP (核质比为 338)的功能。同时 , 在

T102L的催化反应产物中没检测到 HmCMP (核质

比为354), 这说明T102L丧失了催化CMP的能力。

相对于 T102L、T102V表现出了微弱的酶活力, 在 

 

图 7  重力柱 300 mmol/L 咪唑洗脱蛋白的 SDS-PAGE

电泳图 
Figure 7  SDS-PAGE analysis of proteins eluted by   
300 mmol/L imidazole 
 

 
 

图 8  LC-MS 检测 MilA 及其突变酶与 CMP 的体外反

应产物 
Figure 8  LC-MS analysis of reaction products by MilA 
and its mutants with CMP 
注 : ESI: 电喷雾离子化 ; 虚线连接峰 : 底物 CMP 和产物

HmCMP. 
Note: ESI: Electrospray ionization; The peaks linked by dotted 
line: Substrate CMP and product HmCMP, respectively. 
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其催化产物中不但能够检测到核质比为 354 的

HmCMP分子量, 而且还检测到了相应的紫外吸收

峰。由此可知, T102V保留了对 CMP的识别作用。 

在反应体系一致的情况下, 比较了 MilA 和

T102V对底物CMP的催化活性, 如表 4所示, MilA

催化生成 HmCMP的量与初始 CMP总量之比达到

了 47.2%, 而 T102V 仅为 6.1%。相对于 MilA, 

T102V对于 CMP的催化活性下降了 87.1%。 

上述实验结果表明, 突变酶的活性相比于亲

本酶都有了大幅下降, 但是突变酶 T102V 仍保留

较小的活性, T102L 却完全丧失了催化 CMP 的转

化能力。这可能是由于亮氨酸比缬氨酸的侧链长

(图 5), 其所形成的底物结合口袋更小, 使 CMP难

于与 T102L结合。 

由于 MilA与 CH具有相似的催化机制, 并且

在 CH中对应的 94位上的丝氨酸位于底物结合口

袋中, 与水分子形成氢键。因此, 根据以上实验结

果, 我们推测MilA的 Thr102是形成MilA底物结

合口袋的关键氨基酸。这个位点处由于苏氨酸侧

链较小, 使得MilA底物结合口袋较大, 对于底物

CMP 没有空间阻碍 , 从而能够识别并高效利用

CMP。而将 Thr102分别突变为 3碳链长的缬氨酸

和 4 碳链长的亮氨酸后, 其侧链逐渐增大, 减小

了底物结合口袋, 从而使CMP与底物结合口袋形

成空间位阻 , 在不同程度上抑制了催化反应的 

进行。 

2.3.2  MilA 及其突变蛋白体外催化 dCMP: 为了

进一步分析这 2个突变酶的功能, 将 MilA及两个

突变酶分别与 dCMP 进行体外反应。结果如图 9

所示, 相对于 MilA, T102V 催化 dCMP 反应生成

HmdCMP的能力微弱的提高。而 T102L突变完全

使其丧失了催化 dCMP的活性, MS结果中无法检

测到产物 HmdCMP的形成。该实验更进一步证实

了当把MilA的 Thr102单突变成亮氨酸时, 该突变

株完全丧失催化 CMP和 dCMP活性。 

根据 Song 等于 1999 年绘制的 dCMP 羟甲基

化酶活性位点处关键氨基酸与 dCMP 的氢键网络, 

同时结合陈诚对 MilA 的三维结构与 dCMP 羟甲

基化酶比较的结果, 预测出MilA与底物CMP可能

存在的氢键作用, 如图 2所示, 虚线圈中的氨基酸

是本研究试图突变的目标氨基酸(T102)。该氨基酸

的侧链带有亲水性的羟基, 能与 H2O 分子形成氢

键, 而突变后的缬氨酸和亮氨酸的侧链均属于疏水

的 R 基氨基酸, 无法与水分子形成氢键, 可能也是

导致 T102V 和 T102L活力大幅下降的主要原因。 

 

 
 

图 9  LC-MS检测 MilA及其突变酶与 dCMP的体外反

应产物 
Figure 9  LC-MS analysis of reactions of MilA and 
mutants with dCMP 
注 : ESI: 电喷雾离子化 ; 虚线连接峰 : 底物 dCMP 和产物

HmdCMP. 
Note: ESI: Electrospray ionization; The peaks linked by dotted 
line: Substrate CMP and product HmCMP, respectively. 

 
表 4  野生型 MilA 及其突变酶 T102V 对 CMP 催化效率 

Table 4  Catalytic efficiency of MilA and MilA T102V on CMP 

酶 

Enzyme 

初始 CMP的峰面积 

The peak area of initial CMP 

生成 HmCMP的峰面积 

Peak area of HmCMP 

催化效率 

Catalytic efficiency (%) 

MilA 6 987.9 3 300.7 47.2 

T102V 6 989.3 427.8  6.1 
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3  结论 

异源表达并纯化了 2个单突变酶 MilA T102V

和 T102L, 这 2 个突变都引入了侧链较长的氨基

酸, 即减小了 MilA 底物结合口袋的大小。体外实

验表明, T102V保留了亲本酶原有的对 dCMP的催

化能力, 而相对于亲本酶 MilA, 其对 CMP的催化

活性下降了 87.1%; T102L对CMP和 dCMP的催化

活性几乎丧失。说明 Thr102在 MilA与底物 CMP

结合中具有重要的作用, 仅将侧链改变却使突变

酶的活性急剧下降, 表明 Thr在 102位点的功能经

过自然进化的微调可能已经达到最优化, 也证明

了Thr在 102位点的保守性可能是由于维持功能的

需要。而且 MilA酶活力表现出了对亲水残基很强

的偏好性, 说明在 102位点具有亲水残基的 Thr比

具有疏水残基 Val和 Leu更适合酶与底物 CMP的

结合。 
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