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植物萜类合酶研究进展 
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摘要：随着植物中许多有价值的萜类化合物被发现和应用于人类生活，萜类生物合成途径的 

研究倍受重视。萜类合酶催化单萜、倍半萜和二萜生物合成，即分别催化GPP、n】P和GGPP 

形成单萜、倍半萜和二萜。本文叙述了近年来在植物萜类合酶催化机理、克隆策略和萜类生 

物工程的研究进展。 
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bs嘣 ：W曲 the plant terpenoids were discovered and applied in human life，the researches on terpe— 

noid biosynthesis were paid more attentions．Terpene syI吐hases catalyse the biosynthesis ofmonoterpenes， 

sesquiterpenes andditerpeneswiththeGPP，n】P andGGPP as sul~trates，respectively．This paper suln— 

marized the present situation in the catalyze mechanism，clone strategy and terpene bio-engineering 

ofplantterpene synthase． 
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萜类化合物种类繁多，现在已经从生物界中鉴定了30 000种以上。大多数萜类是从 

植物中分离得到的。一些萜类在初生代谢中起重要作用，如几种植物激素，叶绿醇和叶绿 

素chlorophyll，一些则是生态交感作用的关键物质，如针对食植动物和病原生物的化学防 

卫反应中的成分，传粉引诱物质和异种克生中的成分等等。许多萜类有重要的经济价值， 

如抗肿瘤 (紫杉醇)、精油 (柠檬烯)、类胡萝卜素和天然橡胶。萜类的骨架是以c5为基 

础递增，曾经认为最小的萜类是C10家族的萜类，于是命名为单萜，据此法命名了倍半萜 

(C15)、二萜 (C2o)、(C25)、三萜 (C30)、四萜 (CAO)和多萜 (>CAO)。异戊二烯 

(C5)在60年代发现是天然产物，被命名为半萜。 
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图1 植物中萜类合成的两种途径 

． 1 The two ways 0ftetpene biosynthesis in plant 

所有的萜类都来自于一个共同的前体异戊烯基二磷酸 (isopentenyl dipl·osphate，liP)。 

肿 在肿 异构酶的作用下形成dimahyhUyl diphosphate(DMAPP)，liP和DMAPP在异戊烯 

基转移酶的作用下形成ge豫ny1 diphosphate(GPP)、famesyl diph0sphate(FPP)和 anylgeIany1 

diphosphate(GGPP)(图1)。这些非环化的中问体在萜类合酶 (te -肥synthases， rl】s)的作用 

下形成各类萜类物质 (单萜来自于GPP、倍半萜来自于FPP、二萜来自于GC,PP)。萜类合酶通 
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常也称为环化酶，因为此类酶的产物通常为环化的产物。萜类合酶把3种非环化的中间体转化 

成不同的单萜、倍半萜和二萜。萜类合酶家族催化的是一类庞大的天然产物的生物合成，随着 

大量有价值的萜类被发现，萜类合酶正成为萜类化合物生物合成及调控研究的焦点。 

近几年的研究有许多证据使得对 Ⅱ，P的生物合成的来源有了新的认识。从50年代末开 

始一直认为经典的acetate-raevalonate途径 (图1A)是萜类生物合成必经的途径。然而一条不依 

靠mevalonate的途径 (图1B)在一种细菌中被发现 (Rohmer等，1993)，随后在低等和高等植物 

中都发现了这条途径 (Ad舢等，1998；Lichtenthaler等，1997；Schwender等，1996)。现在认为 

萜类在植物体中的合成是分为两部分的，一部分是acetate-mevalonate途径在细胞质中进行，产 

生倍半萜和三萜；另一部分是非rt~alonate途径在细胞的质体中进行产生单萜、二萜和四萜。 

每一个部分都有IPP异构酶和异戊烯基转移酶，都可以独立完成相应萜类的生物合成。 

1 异戊烯基转移酶和萜类合酶 

异戊烯基转移酶催化IPP和DMAPP、GPP或者FPP头尾相接，而萜类合酶只能利用 

FPP或GPP做为起始的底物。异戊烯基转移酶亲电耦合反应的过程为丙烯基二磷酸酯首先 

离子化，和Ⅱ，P的末端双键反应形成一第3位c的阳离子化合物，最后脱去一个质子完成 

反应 (图1)。萜类合酶催化的反应被认为和异戊烯基转移酶的反应类似，只不过萜类合 

酶的亲电耦合反应发生在分子内部。从鸟类得到的FPP合酶能用FPP做为底物产生c 的 

烯类显示了萜类合酶和异戊烯基转移酶可能有多个相似的反应机理。这两类酶在一级结构 

和物理性质上也有许多相似之处。 

萜类合酶和异戊烯基转移酶都是可溶的酸性蛋白，分子量在35 80 kDa之间，催化反 

应都需要二价的金属离子。萜类合酶和异戊烯基转移酶的相似性在进化上也有意义，萜类 

合酶因其功能上的复杂性和多样性在进化上逐渐和保守的异戊烯基转移酶分离。典型环化 

反应包括异戊烯基二磷酸底物的离子化，C1—2位的双键移位 (分子内)，产生环化的碳 

阳离子中间物，通过剩余的双键进一步环化，可能伴随着双键移位 (hydride shifts)、甲基 

转移 (methyl migrations)和Wagner-Meerwein rearrangement(WM)，最后通过去离子化或者得 

到亲核试剂 (通常为H2O)结束反应。一些萜类合酶有高保守性，能产生单一的催化产 

物，但多数萜类合酶能催化产生多个产物。 

萜类合酶催化反应的机理通过对几个萜类合酶的研究已经得到阐述，而据此建立的立 

体化学的模型对于大多数单萜、倍半萜和二萜可用。目前已经从植物中得到约100个萜类 

合酶的cDNA，从微生物中得到8个萜类合酶的cDNA，已经具备了从一级结构分析萜类合 

酶的基础。从植物中得到的萜类合酶与相同功能从微生物中得到的萜类合酶在三级结构上 

的相似性比较高，可是在一级结构上却只有较小的相似性 (Bohlmann等，1998)。通过比 

较得出，结构相似的萜类合酶可能催化产生不同的产物，而不同结构的酶却可能催化产生 

相近的化合物，这显示了不可能由一个酶就能代表全部萜类合酶的模式。而通过对几类萜 

类合酶的立体化学反应机理的研究，从一个侧面可以对萜类合酶催化反应的基础有所了 

解，以下对三类萜类合酶催化反应进行阐述。 

2 单萜合酶 
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单萜合酶产生非环化、单环和二环的烯类、醇类和二磷酸脂的产物 (图2)。现在已 

经从低等植物和高等植物 (裸子植物和被子植物)中分出多种单萜合酶，在裸子植物和被 

子植物分出的相应功能的单萜合酶有几方面不同。裸子植物中所有的单萜合酶的催化活性 

都需要一价的金属阳离子 (如K )，并且需要二价金属阳离子Mn2 或者 的协助，最 

适pH值为碱性 (BohImann等，1997；Lewinsohn等，1992；Sava 等，1994)；被子植物中 

的单萜合酶的催化活性不需要一价的金属阳离子，只需要二价金属阳离子Mn2 或者Mg 

最适pH值接近中性 (Alonso and Cwt~u，1991；Cwt~u and Karp，1979；Croteau等，1980； 

Gambliel and Cwt~u，1982；Ha[1aban and Croteau，1988；Poulose and Croteau，1978)o 

已经从多种植物中分离得到40多个单萜合酶的cDNA。重组的单萜合酶的表达和鉴定 

为研究功能和结构在单萜环化反应中的关系提供了极好的基础 (Bohlmann等，1997，1999； 

Colby等，1993；Dudareva等1996；Wise等，1998；Yuba等，1996)。早期的研究是从天然的 

单萜合酶开始的，发现分离到的酶以一定的速率催化产生多个产物 (Cramer and Pdttersdorf， 

~-phellandrene ~-thujene (-)-(4S)-Iimonene 3-carene sabiene hydrate (+)．sabinene 

图2 单萜合酶从GPP形成的单萜 

Fig．2 The m~toterpenes from GPP by m~toterpene毋 lllase 
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1967)，随后这个现象被同位素的方法证明 (Kjonaas and Croteau，1983；Vial等，2004)， 

然后被用酶的异源表达的产物确定 (Cotby等，1993；Wise等，1998)。单萜环化反应的立 

体化学模型随着二环单萜合酶 (+)-and(一)-bomyl diphosphate synthase，(+)-and(一)一pinene 

synthase，和 (一)-endo—fenehol synthase的研究取得了很大的进展。随着单萜合酶不断的被克 

隆和鉴定，多产物现象的活性位点都是同一处，这显示多产物现象可能是普遍的。 

2．1 环化机理 

单萜类环化反应首先由GPP(左旋或右旋)结合到酶的活性位点上，在金属离子的协 

助下进行对二磷酸脂的离子化，把二磷酸基团转移到G位产生酶一【PP(3R或3S)复合物 

(反式)，接着在c2和c3之间的单键发生旋转形成顺式结构。然后开始第二次离子化，使得 

c1和C6衔接环化，产生单萜类环化反应中的普遍的中间产物a．terpinyl阳离子 (图2)。而 

terpinyl阳离子发生去质子反应、捕获亲核物质 (I-I20)、hydride shift或者其他的重排后形 

成一系列的环化单萜。 

2．2 柠檬烯合酶 

柠檬烯是所有环化萜类最简单的一种。在胡椒薄荷和荷兰薄荷的叶精油中发现了柠檬 

烯，柠檬烯同时是叶精油成分menthol和carvone的共同前体，通过柠檬烯可形成多种环化 

萜类 (Kjonaas and Croteau，1983)。柠檬烯合酶自然成为研究环化单萜合酶的一个模式酶 

(Alonso等，1992；Lueker等，2002；Rajaonarivony等，1992)。 

柠檬烯合酶的eDNA克隆已经从多种植物中得到。从荷兰薄荷亲源相近的Mentha candi- 

Calls和Perillafl2tte$oen8分离出的柠檬烯合酶的氨基酸序列和荷兰薄荷中得到的柠檬烯合酶的 

氨基酸序列相比，有98％和70％的相似性。而从裸子植物中分离出的柠檬烯合酶的氨基酸 

序列和荷兰薄荷中得到的柠檬烯合酶的氨基酸序列相比，只有31％的相似性。从目前的信息 

分析，被子植物中分离的萜类合酶之间的相似性大于5o％，而同功能的柠檬烯合酶之间的相 

似性只有31％，这可能表明亲源关系在一级结构的相似性上比功能关系所占的比重要大。 

用细胞定位的方法确定柠檬烯合酶定位在胡椒薄荷的腺细胞中的白色体内，柠檬烯合 

酶的eDNA编码一段N端的信号肽序列富含丝氨酸和苏氨酸 (25％ 30％)，N端的信号 

肽可引导柠檬烯合酶的前体肽链进入白色体内，形成成熟肽 (Wan等，1996)。柠檬烯合 

酶家族的成熟肽的分子量65 4-0．8kDa。 

柠檬烯合酶氨基酸序列有两个和功能有关的保守域，一是在58和59位连续两个精氨 

酸 (R58，R59)，它在所有的单萜合酶的序列中都出现 (Williarm等，1998)，最近在发现的 

香叶醇合酶没有RR单元 (Iijima等，2004)。缺失第一个或者替换第二个精氨酸残基都使柠 

檬烯合酶完全失去了利用GPP的能力，有研究表明R58R59可能和GPP的离子一异构化形成 

(3s)一【即有关 (Williarm等，1998)。第二个保守域是DDxxD，是整个萜类合酶氨基酸序列都 

有的保守域，在异戊烯基转移酶的序列也有DDxxD，推测是和二磷酸脂的结合部位。 

3 倍半萜合酶 

倍半萜合酶的起始底物为FPP，仍然是经过最初的离子异构化后环化形成各种阳离子 

中间产物，最终通过去质子反应或捕获亲核试剂进一步环化形成一系列的倍半萜，图3为 

已经得到的倍半萜合酶以FPP产生的倍半萜。 
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3．1 Y—humulene合酶和5-selinene合酶 

利用相似性克隆策略，从大冷杉中分离出的两个cDNA克隆分别编码7一humulene合酶 

和6一selinene合酶 (Steele等，1995，1998)。这两个cDNA克隆的异源表达产生的有活性的 

酶催化FPP产生了一系列的倍半萜，这一系列的倍半萜混合物正好和大冷杉树脂油中倍半 

萜混合物种类相近。7一humulene合酶与6一selinene合酶产生34种和52种倍半萜，它们成为 

研究多产物功能位点的模式酶。 

7一humulene合酶与6一selinene合酶氨基酸序列也有异戊烯基转移酶和萜类合酶共同的 

DDxxD保守域。值得注意是在两个酶中多出的DDxxD区域6一selinene合酶中 (359—363和 

475—479)，7一humulene合酶中 (487—491)。这可能是7一humulene合酶和6一selinene合酶为 

什么有如此丰富的产物的原因。 

vetispiradiene epl-cedrol pentalenene 

图3 倍半萜合酶从FPP形成的倍半萜 

Fig．3 1he ses~terpenes nFPP by sesquitexpene synthase 

4 二萜合酶 

二萜合酶的起始底物为GGPP，仍然是经过最初的离子异构化后环化形成各种阳离子中 

间产物，最终通过去质子或捕获亲核试剂进一步环化形成一系列的二萜，二萜有三类环化结 
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构：双环、多环和大环结构。这三类的环化结构的二萜合酶都已经得到了cDNA克隆。 

从Taxus brevifolia中分离出的taxadiene合酶催化形成taxadiene(紫杉醇的前体)(Koepp 

等，1995)。taxadiene合酶需要M ，最适 pH值在碱性范围，不需要一价金属阳离子 

(H~rl等，1995)。这个酶是利用相似性原理用PCR法得到探针从eDNA文库得到的，其 

eDNA编码一段定位质体的信号肽，在成熟肽区有萜类合酶共有的DDxxD保守域，在此保 

守域上游约100个氨基酸处有一个DSYDD域，目前还不清楚其功能 (Wildung等，1996)。 

4．1 abiet~liene合酶 

从 棚 COFZLO~,a和Abies grandis中分离出的abietadiene合酶的最适 pH值为7．8，和 

MS 结合对催化的作用高于Mn2 和 ，不需要一价的金属阳离子。abietadiene合酶以 

GGPP为底物产生两种eopalyl diphosphate(CPP)，(+)一CPP和 (一)一CPP最后产生 (．)．abieta— 

diene和 (一)一kaurene。abietic acid是松脂的主要成分，从 (一)一abietadiene而来 (图4)。 

(+)-copalyl diphosphate 

P 

PP 

(-)--copalyl diphosphate 

geranylgeranyl diphosphate 

／ ＼ 

casbene 

(一)kaurene 

f 

PP 

(一)--copalyl diphosphate 

图4 已经得到的二萜合酶以GGDP产生的倍半萜 

Fig．4 The dirg esfromC,GPP by diterpene synthase 

从杉木分离纯化的abietaudjene合酶，通过其氨基酸序列信息，得到筛库的探针，从伤 

诱导的cDNA文库中得到了其cDNA克隆。这个cDNA克隆编码一个868个氨基酸的蛋白质 
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(99，536Da)，包含一段信号肽序列和已知的从裸子植物 (Taxus brevifolia)中分离的二萜 

合酶taxadiene合酶的序列有很高的相似性 (I．aFever等，1994)。 

abi。tadi。ne合酶和其他萜类环化酶一样共有一个功能区DDxxD，是和二磷酸结合的位 

点。而abietadiene合酶的功能区DxDDTA(M／A)与cPP合酶和其它二萜环化酶相同，推 

测在GGPP去质子初始环化反应中起作用。 

5 萜类合酶的克隆策略 

萜类合酶在植物中有以下几个特点：首先一种植物中有多种萜类合酶基因，如Crea— 

rue(Bohlmann等，1997；1998；1999；Bohlmann and Croteau，1999；Steele等，1998)从伤 

诱导的grand fir的茎构建的cDNA文库中得到了11个防御相关的萜类合酶基因的克隆。其 

次有表达的时空特异性，在特定的细胞和组织中表达如薄荷的腺毛细胞 (Alonso等， 

1992)，在生长发育的特定阶段表达，防御反应诱导的瞬时表达。大多数萜类合酶基因都 

是在植物材料高表达其mRNA时得到的。倍半萜合酶如马铃薯epi—aristolochene合酶、棉花 

一 cadinene合酶、Hyoscyanu~muticus vetispiradiene合酶可在组培细胞加入诱导物产生，所以 

构建经诱导的细胞cDNA文库能富积萜类合酶基因。再次萜类合酶在植物中一般表达量较 

低，难于分离纯化。 

在开始研究萜类合酶时，先从植物的产物出发，直接从植物体中分离纯化相关的酶 

类，用GC—MS(对于单萜和倍半萜)和NMR—MS(对于二萜)等方法跟踪活性成分，直到 

分出萜类合酶，得到相关的氨基酸序列信息，从中设计引物再返回植物体中钓取cDNA。 

此方法针对性较强，能直接得到某一种具体的萜类合酶，但是因为萜类合酶基因在植物中 
一 般表达量较低，难于分离纯化，并且有表达的时空特异性，分离纯化萜类合酶一步就成 

了关键步骤，只能得到表达量较大的萜类合酶。随着萜类合酶研究的进展，从已得到的萜 

类合酶的氨基酸序列和核苷酸序列的比较信息出发，根据相对保守的区域设计引物钓取基 

因片段，再利用此片段从cDNA文库中钓取整个基因，然后进行异源表达，最后确定酶的 

功能。利用此方法已经得到许多萜类合酶的cDNA，此方法尽管可以得到表达量小的萜类 

合酶基因，并且萜类合酶基因序列上信息可以帮助确定萜类合酶的功能，但是仅有萜类合 

酶序列上的信息并不能确定其功能。 

6 萜类合酶生物工程的应用 

萜类合酶的研究从单酶开始，已经进入到萜类合酶系统的研究，对于一个模式植物中 

全部萜类合酶的系统研究将会导致萜类生物工程的出现。薄荷就是较为理想的一种香气模 

式植物。Lace和Croteau(1999)已经展开了针对薄荷属 (Mentha)中萜类合酶和相关途 

径基因的系统研究。利用模式植物中已有的萜类合成途径，转入需要合成的萜类的合酶基 

因，直接完成萜类合成的物种转移。这样就会摆脱饲喂底物的初期生物转化过程。Martin 

等 (2003)将mevalonate途径的基因导人大肠杆菌中，利用原核表达体系产生萜类化合物。 

可见随着基因工程的常规化，简单化的进程，利用简单的生物模型生产有价值的萜类 

化合物将为期不远了。而萜类合酶的研究可作为次生产物合成酶研究的代表，其研究的方 

法和思路成为一较好的模式运用在其他类型的次生产物合成酶的研究上。 
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