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紫杉醇生物合成综述

沈月毛 甘烦远 张宏杰 郝小江
‘ ,

中国科学 院 昆明植物研 究所 昆明

摘要 本文对近 年来紫杉 醇 生 物合 成及 生 物合 成途径 中关键 酶 的研 究进展进行 了评述
。

目

前紫杉醇 的生 物合 成 途径 己 初 见端 倪
,

其 生物合 成途径 中环 化 酶 的基 因 已经 克隆成 功
。

在 分 子

及基 因水平 上 生产紫杉醇 的曙光开 始 出现
。

关键词 紫杉醇 生物合成 关键酶
中图分类号

紫杉醇 作为一种作用机制独特的植源

性抗癌新药
,

自问世以来一直受到人们的重视
。

但 由于紫杉醇在天然红豆杉 天 芜 。

即 中的含量

很低
,

加上红豆杉资源本身亦非常贫乏
,

因此限

制了紫杉醇的进一步开发和应用
。

为了解决这个

问题
,

近些年来科学家们在寻找及扩大紫杉醇药

源途径上 如筛选高产量红豆杉栽培品种
、

化学

合成
、

生物技术及微生物中生产等 进行 了大量

的研究工作
,

在这些研究领域特别是生物技术

研究领域中
,

由于 目前对紫杉醇的生物合成及生

物合成途径 中关键酶研究所取得的进展降
,

已

使人们相信基因工程可能成为生产紫杉醇的途径

之一
。

本文报道近年来有关紫杉醇生物合成及生

物合成途径中关键酶研究所取得的进展
。
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紫杉醇的生物合成

紫杉醇及其相关的带有 位侧链化合物

的生物合成途径大致可分为三个主要的生物合成

阶段 紫杉烷碳环系统的生物合成
,

侧链

的生物合成
,

紫杉烷环系统和侧链的酷化反

应
,

形成完整的紫杉醇分子 图
。

紫杉烷碳环系统的生物合成

紫杉烷碳环骨架的生物合成

紫杉烷碳环系统是一类二菇化合物
,

因此猜

测它是通过异戊二烯途径 由甲经戊酸衍生而来

的
。

等【’ 将放射性 同位素标记 的
,

图 紫杉醇的生物合成途径

一 , 卜甲经戊酸和 乙酸饲喂至温室种植的

欧洲红豆杉 几义 加拿大红豆杉 戈

,

能产生具有放射性标记的紫杉醇
。

然而
,

紫杉醇的放射性强度低
,

而且没有用进一

步的降解实验来测定产物被标记的位置
。

所以不

能排除该实验中产物紫杉醇的放射性是来 自其 乙

酞基而不是紫杉烷骨架
。

等 报道紫杉烷

碳环骨架不是来源于 甲轻戊酸
。

他们于中国红豆

杉 天议 的细胞培养系 中饲 喂泛 ”

标记的葡萄糖
、 一 ” 葡萄糖不

, 一 ” 乙酸
,

’
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通过核磁共振 分析
一 ,

发

现
, 一‘ 」乙酸仅标记其乙酞基部分

,

而两种 ”

标记的葡萄糖既掺合到了 的乙

酞基部分
,

且标记了其碳骨架
。

通过分析 ’ 标

记葡萄糖 , 喂产物 的远程 ”

偶合
,

观察到在异戊二烯单元的形成过程中一个

来自葡萄糖的三碳前体发生了分子内重排
。

这些

实验结果表明紫杉烷骨架的生物合成不是经过乙

酸 马瓦垄酸途径
,

而是经过甘油醛
一

磷酸酷

丙酮酸途径
。

目前的实验已证明
,

紫杉环骨架是由

环化而来的
。

环化形成紫杉二烯 紫杉环骨架 然后此双烯砧中

间体进行不同程度的氧化 官能化
,

形成完整的

紫杉环系统
。

从太平洋紫杉 ’ 幼苗

得到的游离细胞制备物能催化
一

形成

一个环化的双菇烯
,

当接种到茎切段时
,

能以很

高的放射化学产率转换成一些高度官能化的紫杉

烷类化合物如
一 一

及紫杉醇

等
。

加入标记的 到紫杉茎提取液中
,

并

进行放射化学方面的分离
,

最后通过二维

光谱方法证实 环化的产物紫杉二烯的结

构为
,

一 卜
,

因此紫杉醇生物合成

的第一步重要反应应是 自然界广泛存在的双菇烯

前体 环化形成
,

卜
,

而

不是原先基于很多紫杉烯化合物在
,

位 置 存 在 的双键 结构而 推测 的
,

。

,

紫杉烷碳环骨架的官能化反应

随着紫杉烷碳环骨架的建立
,

环上复杂的官

能化反应亦随之发生
。

这些基团官能化包括 轻

基化
、

轻基组上的酞基化
、

酮基化
、

苯基化以及

环氧系统的生成等
。

目前已知的第一步官能化反

应是紫杉二烯的 在细胞色素 作用下的

经 基 化
,

形 成
一

材
一 ,

卜
” 。

其他的官能化反应发生 的顺序 目前还缺

少直接的实验数据
。

但通过天然产生的紫杉烷类

化合物的结构比较可获得一些信息
。

目前分

离到的最低官能化产物至少有二个氧取代
,

于

和 位上
,

因此在反应顺序中此二个氧反应

可能是首先进行的
,

然后是 及 位上氧化
,

但是存在于氧化基团上的一些酞基化反应可能先

于新的氧化反应发生之前
。

及 位上氧化反
应可能是较后进行的

,

后者可能甚至在氧环形成

之后产生
,

环氧化反应及氧环形成是最后步聚
,

但先于 位与侧链前体的酞基化及 位上的

酮基化反应
。

研究清楚 位氧化顺序是非常

重要的
,

上述推测的中间体或紫杉烷的官能化反

应都不含有 位轻基
。

而 目前从大然红豆杉

中分离到的紫杉烷类化合物中绝大部分均含有

位羚基 ’ 。

经饲喂试验 己证明诸如

等及其相应的四醇都不是紫杉醇生物合成的中间

体
,

因此我们推测紫杉二菇中的 位经基化
,

是该二菇 胃
·

架官能化作用的终止符
。

位羚基

化反应形成之后 即形成 川 的生物合成

反应在紫杉环骨架上最没有骨架碳原子的官能化

反应了
。

这些推测还需经过试验证明之后才能得

以证实
。

紫杉环骨架官能化反应的最终结果是形

成紫杉醇的直接前体
,

位经基与侧链产生酷化反应生物合成终产物紫杉

醇
。

这个结论己早有报道
。

紫杉醇侧链的生物合成

了飞丫

,
二

达刀 介
二

长

一

今火。·

图 天然紫杉烷类化合物中常见的侧链结构

天然紫杉烷类化合物的侧链有三种形式

酞基
,

卜
一

苯基异丝胺酸
、

卜从 二 甲基
一 一

苯丙胺酸
,

娇 桂皮酸 图
。

早

在 年
,

和 等通过饲喂
, 一 一 ,

苯丙胺酸
、

化学降解饲喂产物
,

发现产物

的放射性在 卜从 二 甲基
一 一

苯丙胺酸的 位

碳上
,

从而推测
一

从 苹二 甲基
一 一

苯丙胺酸是

来源于苯丙胺酸的桂皮酸的氨加成产物【’ 。

然

而
,

十八年后
,

等 报道在苯丙胺酸转

化为 一 二 甲基
一 一

苯丙胺酸的过程中
,

失

去
一

氢且保留
一

氢 而苯丙胺酸脱氨

生成桂皮酸时
,

失去
一

氢
,

否定了 和
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等的推测
。

等 ’ 在

的韧皮组织饲喂泛 ’
标记的

一

苯丙氨酸
,

产

物紫杉醇中有 的放射性
。

该紫杉醇碱水解

后
,

的放射性分布在水相
,

在有机相
。

该研究小组还在真菌 戈。 的发

酵液中饲喂了泛 ’ 标记的
一

苯丙氨酸
,

其产

物紫杉醇和 嘟掺合有放射性
。

然

而
,

真正用实验来探讨紫杉醇的 苯甲酞基

苯基异丝氨酸生物合成过程的是 研究小组
。

在使用 饲喂实验 ’ 和体外实验 ‘

的基础上
,

他们提出
一

苯基异丝氨酸的形成过

程可能与 璐 中酪氨酸转化为
一

酪

氨酸或 及即 阴少
一 一 ’〕中

一

赖氨酸转

化为
一

赖氨酸类似
,

是一个分子 内氨基从 位到

位的迁移反应 ,
,

’
, 。

等合成了一系列带

标记的可能的侧链合成中间体
,

然后把这些前体

分别饲喂到太平洋紫杉的茎及内皮层组织中
,

共

培养 小时后
,

分析其中的化学成分
,

经分析

后
,

作者得出以下结论 桂皮酸及其环氧化物未

结合到紫杉醇上
, 一

苯丙氨酸
、 一

苯丙氨酸和苯

基异丝氨酸能明显地结合到紫杉醇上
,

所有同位

素均滞留在侧链上
。

这些数据表明紫杉醇的侧链

的酞基苯基异丝氨酸是通过
一

苯丙氨酸而来
。

上的苯甲酞基亦是通过
一

苯丙氨酸而来的【’ 。

紫

杉醇侧链是苯丙氨酸可能通过一个氨基转移酶的

反应
,

产生
一

苯丙氨酸
,

然后 位轻基化及

上氨基的苯 甲酞化生成紫杉醇的侧链
。

苯 甲

酞基部分也是通过
一

苯丙氨酸及可能的苯基异丝

氨酸而不是通过桂皮酸降解而来的
。

在植物细胞

悬浮培养系 ’中饲喂 ” 标记的
一

苯丙氨

酸和桂皮酸却显示紫杉醇中的两个苯甲酞基都来

源于桂皮酸
,

而 ” 标记的
一

苯丙氨酸饲喂实验

所产生的紫杉醇中没有 ’ 增强信号浏】
。

上述文

献数据表 明在植物细胞悬浮培养系和植物组织

中
,

从苯丙氨酸形成紫杉醇侧链 苯甲酞基

苯基异丝氨酸 的途径可能不同
。

郝小江等鉴于

从云南红豆杉分离得到一微量成分
, 一

桂皮酞

基
,

主张复活 和 等的假

说 紫杉醇中 位的
一

苯基异丝氨酞基可能

是同一位置上的桂皮酞基双键的水合氨化产物

而 则认为
一

桂皮酞基 可能是
一 一

苯丙氨酞基 的脱氨产物
。

平息

该争执的实验应当是饲喂同位素标记的
一

桂皮

酞基
,

有关研究还在进行之中
’‘ ’ 。

紫杉环系统与侧链的醋化反应

关于侧链与紫杉烷 位轻 基 的连接
,

提 出了一个假说
,

认为含氮的侧链如

苯丙胺酸及其衍生物 , 二 甲基
一 一

苯丙胺

酸先是连接在没有氧
一

丁环 的紫杉烷中间体的

位
,

尔后经过一步分子 内酷基迁移转移到

位上
。

等 的研究结果表明
一

苯丙胺酸或
一

苯基异丝氨酸连接到 的 位和

随后的 苯甲酞化是紫杉醇生物合成途径的最

后反应步骤
。

至于侧链 位上的轻基化和 苯

甲酞化的先后顺序
,

目前还未完全得以证实
。

综上所述
,

紫杉醇生物合成的基本途径已经

明了 图
,

但要完全研究清楚其每一步反应途

径
,

还需要进行大量的研究工作和加倍努力
。

对紫杉醇生物合成途径的研究为我们进行其生物

合成途径中关键酶的提取
、

分离及纯化
,

最终克

隆到其关键基因
,

并通过基因工程手段来实现紫

杉醇的工业化生产提供了基础
。

紫衫醇生物合成中的关键酶

目前
,

对紫杉醇生物合成过程中的关键酶研

究已取得一些积极进展 ,
一 。

早在 年
,

和 等人就从太平洋紫杉树皮中制

备到一种粗酶提取物
,

这种粗酶提取物具有催化

环化形成
,

升 的能力
,

只是反应的产率很低
。

此后他们部分纯化到了这

种环化酶
,

又称紫杉二烯合成酶
,

同时测定了此

酶的性质
。

他们通过酶的催化反应证实由

环化成
,

关 的合成步聚是紫杉

醇生物合成过程中的一个限速反应步聚
。

紫杉二

烯合成酶与其他植物的砧类环化酶在很多性质上

是相似的
,

但要纯化到足够量的酶来制备抗体及

进行 克隆是非常困难的
。

由于 己经证实

在紫杉醇生物合成途径中
,

由 环化成紫

杉二烯是一个慢的或限速的反应步聚
,

因此增强

, ” 沈月毛
,

博士学位论文
,

中科院昆明植物研究所
,
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环化反应就会提高紫杉醇的含量
,

所以环化酶就

是一个用作基因分离的最好的 目标
。

等

在成功地分离到环化酶之后
,

于 年又成功

地克隆到了环化酶的
。

为了获得相应的

克隆
,

他们根据相关单菇
、

倍半菇及双枯

环化酶的一致序列构建了一系列的简并引物
,

在

这些引物中
,

两个能扩增在序列上与环化酶相似

的片段的引物被用来作为筛选从太平洋紫杉茎中

提取的 中构建的 ‘ 库的杂交

探针
,

他们共分离到 个插入位点超过 碱

基对的独立的克隆
,

并且 已部分得到他们的序列

顺序
,

这些 。 克隆中的一个在大肠杆菌中

具有表达功能
,

产生的一个蛋 白质具有催化活

性
,

能催化 形成
,

关
。

序列指定一个有 个核昔酸的公开可读的结

构
,

一个完全推断的多肤
,

包括一个长的假定的

质粒靶多肤
,

含有 个氨基酸残基
,

分子量为
,

而原先的酶的分子量为
,

与

植物中单菇
、

倍半菇和双菇环化酶的序列相 比

较 】,

证明在这些酶之间具有相当高的同源性
。

此紫杉二烯合成酶与从冷杉中得到的一种二菇环

化酶即松香烯合成酶最为相似 同源
。

此后
,

他们又成功地利用细胞色素 中

的氧化酶
,

实现了紫杉二烯中 位的轻基化
,

该反应也被认为是一个慢速反应 川
。

此外
,

有人报道在东北红豆杉

细 胞 培 养 中
,

存 在 于 微 粒体 中 的
一 一

活性与紫杉醇积累之间的关系 】,

此酶对于 甲

轻戊酸的合成来说是必要的
,

并且在光生长的细

胞 中具有 明显 的活 性
。

最近据报 道
,

美 国的

公司 已得到产生在紫杉醇生物合成过

程中关键限速步骤酶的红豆杉树基 因的许可证
。

此基因也就是由 等人分离到的
,

他

们宣布
“ 已拥有能使我们简单地提高生产效率

的基因 ”。

虽然 目前该公司尚未决定如何利用该

基因
,

但其中一个可能是直接向产生紫杉醇的真

菌中导入
,

以产生具有较高紫杉醇产量的转基因

真菌
。

乙酞基在紫杉烷类化合物中相当常见
,

因此

可 以认为乙酞基转移酶也是一类起重要作用的

酶
。

等 ’】报道紫杉二烯的 经基化之

后
,

紧接着的是该轻基的乙酞化
。

等即

用 根的无细胞粗酶催化了
一

去乙酞

基 川 转化为
,

但是他们没有

证明该反应是否是专一性反应
。

沈月毛等 ”,

使用

提取 自 人 的无细胞粗酶
,

通过底物竞争

反应
,

证明了
一

去乙酞基 在酶催化

下专一性地转化为 川
,

而
一

去乙酞基

在同样条件下不能转化为
,

从而说明
一

去乙酸基 一 峥 是

生物合成途径的正 常步骤
, 一

去 乙酞基

则可能是 的去乙酞降解产物
。

由此推

测
,

天然紫杉烷类化合物的普遍酞基化现象可能

是由于专一性和非专一性的酞基转移酶共同作用

造成的
,

这也是影响紫杉醇产量的主要因素
。

因

为在红豆杉中
,

尽管紫杉醇的含量很低
,

然而总

紫杉烷的含量却相当可观
。

因此
,

通过抑

制非专一性酞基转移酶的活性或提高专一性酞基

转移酶的活性
,

有可能在一定程度上提高紫杉醇

的产量
。

总之可以预测
,

不远的将来
,

利用基因工程

生产紫杉醇可能成为现实
。

, ,

沈月毛
,

博士学位论文
,

中科院昆明植物研究所
,
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