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摘要　抗癌新药紫杉醇是具有萜类环状结构的一种重要次生代谢产物 ,研究紫杉醇的生物

合成对于通过基因工程手段提高紫杉醇的产量 ,解决目前资源紧缺造成的巨大供求矛盾具

有重要意义 ,这就需要对紫杉醇生物合成途径中催化各步反应 (尤其是关键步骤)的酶以及

编码这些酶的基因有个全面的了解。对近年来紫杉醇生物合成途径中相关酶的研究进行了

综述 ,大部分酶及相关基因已被分离、克隆 ,但还有一些酶及相关基因没有发现 ,有待继续深

入研究。
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　　紫杉醇 (taxol)是 Wall 及其合作者首次从短

叶红豆杉 ( Taxus Brevifolia)树皮中分离得到的一

种重要的次生代谢产物[1 ] ,是迄今为止少数几个

最具抗癌活性的天然化合物之一。1992年 12月

29日 ,美国 FDA正式批准紫杉醇作为治疗晚期

卵巢癌的新抗癌药物 (商品名为 Paclitaxel) ,它

对卵巢癌、乳腺癌等均有显著疗效[2 ,3 ]
, 目前已

进入临床使用。由于紫杉醇在植物体中的含量

相当低 (目前公认含量最高的短叶红豆杉树皮中

也仅有 01069 %) ,加之紫杉醇本身资源很贫乏 ,

而且红豆杉属植物生长缓慢 ,这对紫杉醇的进一

步开发利用造成了很大的困难。长期以来科学

家们为解决这一巨大供求矛盾做出了很大的努

力 ,包括筛选高产红豆杉栽培品种、化学合成、基

因工程、细胞培养、真菌发酵、寻找紫杉醇类似物

等 ,在寻找及扩大紫杉醇药源途径的研究上取得

了极大的进展。化学合成尽管已完成 ,目前已有

几个设计精美的化学全合成路线 ,但由于产量

低 ,费用高 ,不具有商业意义 ;化学半合成虽然效

率较高 ,但其主要合成原料 102deacetylbaccatin Ⅲ

必须从紫杉树中分离得到[4 ]
,而植物组织中半合

成前体的纯化工作较难 ;于是人们都在努力地通

过生物技术这一替代方法来产生紫杉醇和其他

用于半合成的紫杉烷类物质。因此 ,在将来的一

段时间内 ,紫杉醇及其半合成前体的供应 ,将继

续依赖于生物学方法 ,即通过红豆杉植物或者从

这些植物中得到的细胞培养来获得。同时 ,可以

通过基因操作 ,提高关键酶的表达量 ,从而提高

紫杉醇生物合成的水平 ,这就要求对紫杉醇的生

物合成途径、催化各步反应 (尤其是关键步骤)的

酶以及编码这些酶的基因有个全面的了解 ,本文

对近年来紫杉醇生物合成途径中相关酶的研究

进行了综述。

1　紫杉醇骨架生物合成中相关酶的研究

紫杉醇的紫杉烷骨架是由　牛基儿　牛儿

基焦磷酸 (geranylgeranyl diphosphate ; GGPP)环化

而成 ,由 GGPP合成酶催化。尽管该酶催化的不

是紫杉醇生物合成的关键步骤 ,但它提供了二萜

类生物合成的通用前体。Hefner J 等[5 ]从诱导的

加拿大红豆杉细胞 cDNA文库中获得了编码异

戊烯转移酶 (prenyltransferase)的 cDNA克隆 ,该克

隆在酵母中表达得到其重组酶 ,放射色谱分析表

明该酶能催化法呢基焦磷酸 (farnesyl diphosphate)

和异戊烯醇焦磷酸酯 (isopentenyl diphosphate) 产

生 GGPP ,并且符合初级动力学特性。该裸子植
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物的 GGPP 合 成 酶 ( Geranylgeranyl diphosp2
hatesynthase) (含 393 个残基)与被子植物 GGPP

合成酶在氨基酸序列特征方面很相似 ,只是在前

者 N2端具有一段 90 - 100 个氨基酸残基长度的

质体转移肽。将全长的前体蛋白 (4216ku)和两

个转移肽被敲除的成熟蛋白分别导入酵母突变

体 ,功能互补试验显示 ,前体蛋白重组体和被敲

除最长转运肽的重组体均能与突变体互补。但

是当这两种重组体在野生型酵母菌株中过量表

达时 ,它们具有明显的毒性 ,这可能是由于缺乏

内源 FPP作为联合底物引起的。SDS2PAGE分析

表明 ,重组酶的体外活性与重组体表达水平平

行 ,并且与野生酵母菌的毒性和功能恢复突变株

的能力有关。通过对加拿大红豆杉悬浮培养细

胞中不同时期紫杉醇的产量来分析 GGPP合成

酶和对应的稳态 mRNA水平 ,结果表明 ,茉莉酸

甲酯诱导后每一个酶的催化活性和相应的

mRNA水平都得以迅速的提高。紫杉醇生物合

成的第一步限速反应由环化酶 (二萜烯合成酶)

催化[6. 7 ] , Koepp A等[6 ]用 [ 123 H]标记的 GGPP进

行环化反应 ,结果其产物为 taxa24 (5) ,11 (12)2
diene而不是 taxa24 (20) ,11 (12)2diene ,所得产物

与红豆杉幼茎共培养后便可得到 10 - 去乙酰巴

可亭Ⅲ和紫杉醇在内的多种紫杉烷化合物。早

在 1992年 ,Lewis等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

GGPP环化形成 taxa24 (5) ,11 (12)2diene 的能力。

1995年 ,参与这一环化反应的二萜烯合成酶从太

平洋红豆杉中得以分离并进行了部分纯化[7 ] ,该

酶是一个单体蛋白 ,分子量为 79000u。其对二价

金属离子的需求、动力学常数及分子量等一般特

性与其它裸子植物的二萜烯合成酶相似 ,但在最

适 pH值和对抑制因子的响应度上却有着明显的

不同。1996 年 ,Lin等[8 ]对其作用机理进行了研

究 ,认为 GGPP先在 C11位上的α2质子转移到 C7

上 ,形成 verticillyl 阳离子中间体 ,接着 verticillyl

阳离子 C11上的质子转移到 C7位上 ,最后 C5位

去质子形成 taxa24 ( 5 ) , 11 ( 12 )2diene , 后来

Williams DC等[9 ]又对该反应中的分子内质子转

移进行了研究 ,探讨了环化机制。认为它包括 A

环闭合的二磷酸盐电离作用和 C11质子到 C7的

新表面以促进 BΠC环连接处的闭合及最后的 C52

β面的质子清除。为了获得相应的 cDNA克隆 ,

Wildung MR等[10 ]根据相关单萜、倍半萜及二萜

环化酶的一致序列构建了一系列的简并引物 ,其

中两对引物扩增了一个 83bp 的片段 ,从序列上

看 ,该片段具有环化酶样作用 ,以此为探针筛选

以太平洋紫杉茎为材料构建的 cDNA文库 ,共分

离到 12 个插入位点超过 2kb的独立的克隆 ,并

且已部分得到他们的序列 ,其中的一个 cDNA克

隆在大肠杆菌中具有表达功能 ,其相应的蛋白能

催化 GGPP形成 taxa24 (5) ,11 (12)2diene。序列有

一个含 2586 个核苷酸的开放阅读框 ,其蛋白由

862个氨基酸组成 ,分子量为 98303。该紫杉二

烯合成酶与从冷杉中得到的一种二萜环化酶即

松香烯合成酶最为相似 (46 %同源) 。为了更好

地评价二萜烯合成酶的作用 , Hezari M等[11 ]从

一个能产生紫杉醇的可靠的加拿大红豆杉悬浮

培养体系中分离出该酶 ,该酶的各项特性与从太

平洋红豆杉 ( Taxus Brevifolia)茎获得的酶一致 ,

通过对加拿大红豆杉悬浮培养不同时间紫杉醇

的产量来分析该酶的催化活性 ,结果表明 ,尽管

此步反应速度很慢 ,但它仍然不是紫杉醇生物合

成的限速步骤 ,并且认为限速步骤应位于环化步

骤的后面。Huang KX等[12 ]报道了一种应用可以

增加表达蛋白溶解度的硫氧还蛋白融合表达体

系 ,对编码二萜烯合成酶的 cDNA在大肠杆菌中

进行异源过量表达 , 经纯化的重组二萜烯合成

酶融合蛋白在稳态动力学参数和硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳迁移率上与天然蛋白一致 ,并且该

蛋白具有预期的 N2端序列。Williams DC等[13 ]的

研究认为二萜烯合成酶 (环化酶)的前体蛋白具

有一个 N2端靶序列 ,用于定位和在质体中的加

工。由于该成熟酶的切割位点不能直接确定 ,于

是建立了一系列 N2端敲除的酶 ,其相应 cDNA 在

合适载体中表达 ,每个酶都进行了纯化和动力学

评价 ,当失去 79个氨基酸时能产生活性蛋白 ,而

失去 93 个或更多的氨基酸时会导致活性的丢

失。前体蛋白丢失 60个氨基酸的伪成熟形式在

表达、纯化、溶解性、稳定性、催化活性上与天然

酶相比具有优越性。该酶催化产物除了主要为

taxa24 (5) ,11 (12)2diene (94 %)外 ,还有少量的异

构体 taxa24 (20) , 11 (12)2diene (大约 5 %)和另一

个暂时被认为是 verticillene (大约 1 %) 。
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　　接下来的反应是由细胞色素 P450介导的羟

基化 (烯丙基重排)形成 taxa24 (20) ,11 (12)2dien25

a2ol
[14 ]

,Hefner J 等[15 ]发现用东北红豆杉茎段或

太平洋红豆杉悬浮细胞的细胞微粒体制备物离

体催化 taxa24 (5) ,11 (12)2diene 成 taxa24 (20) , 11

(12)2diene25α2ol ,并被太平洋红豆杉茎段切片进

一步转变成 102去乙酰巴卡亭 Ⅲ、cephalomannine

和紫杉醇。这种加氧酶是红豆杉细胞微粒体细

胞色素 P450 ,由它催化紫杉醇骨架生物合成的第

一步氧化反应。由于此步反应相当慢 ,因此 ,很

可能是紫杉醇骨架生物合成的限速步骤。然后

是其反应产物 taxadienol (紫杉二烯醇)进一步的

氧化和酰化反应。为了证明 taxadienol 及其相应

的醋酸酯是否为接下来氧化反应的直接前体 ,

Wheeler AL等[16 ]从诱导的紫杉细胞中分离出细

胞色素 P450酶 ,对每一个底物进行实验 ,结果表

明 taxadienol 和 taxadienyl acetate 都被细胞色素

P450 酶氧化成二元醇和多元醇 ,从 taxadienyl

acetate得来的产物经 GC2MS鉴定为 taxa24 (20) ,

11 ( 12 )2dien25 alpha2acetoxy210 beta2ol , 这表明

taxadienol C5 上的酰化反应在细胞色素 P450 介

导 C10 位β2羟化反应之前。并且认为余下的紫
杉烷核的氧化顺序为 C10 ,然后是 C2和 C9 ,接下

来是 C13 ,最后是 C7和 C1。但 Jennewein S等[17 ]

通过秋粘虫杆状病毒异源表达体系获得了紫杉

烷 132a 羟化酶 ,该酶能催化 taxa24 (20) ,11 (12)2
dien25 alpha2ol 形成 taxa24 (20) , 11 (12)2dien25α,

13α2diol。由于该酶的底物亦为紫杉二烯单氧化

产物 ,因此 ,作者认为 13位的羟化可能发生在紫

杉醇生物合成途径的早期 ,而不是像以前认为的

那样。同时作者还认为紫杉醇的生物合成至少

有两条途径 ,一条经 taxa24 (20) ,11 (12)2dien25α,

10β2diol 52acetate , 另一条经 taxa24 (20) ,11 (12)2
dien25α,13α2diol ,或者两条途径在后期以多羟基

化中间体的形式相交。

紫杉醇生物合成的第一步酰化反应是在

taxa24 ( 20) , 11 ( 12)2dien25 alpha2ol 上进行的。

taxa24 (20) ,11 (12)2dien25 alpha2O 乙酰转移酶已

于 1999年由Walker K等[18 ]分离得到并进行了部

分纯化 ,他们从茉莉酸甲酯诱导能产生紫杉醇的

加拿大红豆杉和东北红豆杉中获得 taxadienol2O2
乙酰转移酶 ,该酶通过放射色谱和 GC2MS分析

得以鉴定. ,并且经过阴离子交换、疏水作用和固

相辅酶 A 树脂亲和层析进行部分纯化。实验表

明该酶的最适 pI和 pH值为 417 和 910 ,分子量

为 5000。该酶对 taxadienol and acetyl CoA具有高

选择性和亲和力 ,并且不催化高一级的紫杉醇前

体 ,如 :102去乙酰巴卡亭Ⅲ或巴卡亭 Ⅲ。该酶对
一价和二价金属离子也不敏感 ,只被对2羟汞苯
甲酸酯、N2己基顺丁烯二酰亚胺和辅酶 A微弱地

抑制 ,而其一般特性与其他高等植物的一些 O2
乙酰转移酶相象。2000年 Walker K等[19 ]又成功

地获得了该酶的 cDNA克隆并在大肠杆菌中进

行了表达。他们从茉莉酸甲酯诱导的紫杉细胞

中分离到了 taxa24 (20) ,11 (12)2dien25alpha2ol2O2
acetyl transferase ,并进行了部分纯化和特性研究。

采用修订的纯化方法获得了该酶的内源氨基酸

序列 ,并据此设计引物扩增转乙酰酶基因特异片

段得到 900bp 的扩增产物 ,经放射性标记后以此

为探针筛选MJ 诱导的紫杉细胞 cDNA文库获得

全长基因序列。该克隆在大肠杆菌中功能表达 ,

所得酶的催化产物经放射化学分析结合毛细管

GC2MS验证为乙酰化产物。该全长 DNA 具有

1317个核苷酸的开放阅读框 ,与天然酶具有高度

的序列一致性。该 DNA编码单体蛋白 ,分子量

为 49079 ,同时具有 N2端器官靶信息。taxadien2
5alpha2ol2O2乙酰转移酶与其他一些植物来源酰
基转移酶的序列比较具有 64 %～67 %的相似性。

并且认为该酶的高催化效率表明该步酰化反应

是提高紫杉醇产量的重要基因控制位点。

继 C5 位羟化之后的第二步羟化反应是在

C10上羟化 ,该步反应也是由细胞色素 P450 催

化的。该酶的 cDNA 克隆已于 2001 年由

Schoendorf A等[20 ]获得并在酵母中进行了表达。

他们基于用茉莉酸甲酯诱导能提高紫杉醇产量

的原理 ,采用 mRNA差异显示的方法 , 分别以经

茉莉酸甲酯诱导 16 小时和未经诱导的 Taxus

cuspidata细胞为材料提 RNA ,反转录成 cDNA作

为 PCR的模板 ,以细胞色素 P450 特有序列 : CC

(TΠAΠGΠC) TT(CΠT) GG作为引物代替随机引物 ,

锚定引物为 (dT) 9N21N21 (N21 = A , G,或 C) ,进行

差别显示 ,经文库筛选及数据处理 ,13个克隆属

于一个细胞色素 P450 家族 ,它们与 CYP 家族

85 ,88和 90相象。所得的 13个克隆经纯化后连
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入 p YeDP60表达载体在酵母中表达 ,通过喂饲放

射性同位素底物对其特定功能进行鉴定 ,其中有

一个克隆具催化功能 ,并且其催化产物经放射性

HPLC、GC2MS和1
H2NMR分析确定为 taxadine25α2

acetoxy210β2ol。于是成功地分离到了细胞色素

P450酶—10β2hydroxylase 基因 ,该基因由 1494bp

组成 ,编码 498个氨基酸残基 ,分子量为 56690。

图 1　紫杉醇生物合成途径
(1) GGPP合成酶 , (2)二萜烯合成酶 , (3)紫杉烷 52α羟化酶 , (4) taxa24 (20) ,11 (12)2dien25alpha2ol2O2乙酰转移酶 ,

(5)紫杉烷 102β羟化酶 , (6) 22α2O2苯甲酰转移酶 , (7) 102去乙酰巴卡亭Ⅲ2102O2乙酰转移酶

紫杉环骨架官能化反应的最终结果是形成

紫杉醇的直接前体巴卡亭Ⅲ, 巴卡亭Ⅲ上 C21 3

位羟基与侧链产生酯化反应生物合成终产物紫

杉醇[21 ]。目前研究发现从 102去乙酰紫杉烷到

巴卡亭Ⅲ的合成需经两步反应 ,催化该两步反应

的酶及其相应的 cDNA 克隆均已分离得到。其

中 22a2O2苯甲酰转移酶的 cDNA克隆是 Walker K

等[22 ]从东北红豆杉中分离得到 ,他们采用同源

PCR克隆策略产生酰基转移酶寡核苷酸探针 ,用

于筛选由茉莉酸甲酯诱导的红豆杉细胞构建的

cDNA文库 ,获得几个酰基转移酶的全长基因 ,并

在大肠杆菌中表达。功能表达的苯甲酰转移酶

能催化以 22debenzoyl27 , 132diacetylbaccatin III 和

benzoyl2CoA为联合底物的酰化反应 ,是紫杉醇生

物合成中的一个晚期酰化步骤 ,其产物经放射性
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HPLC、H2NMR 和 HPLC2MS 鉴 定 为 7 , 132
diacetylbaccatin III。该全长 cDNA具有 1320bp 的

开放阅读框 ,其编码的蛋白含 440 个氨基酸残

基 ,分子量为 50089。酶的特性分析表明 ,该重组

苯甲酰转移酶的最适 pH值为 810 ,对紫杉烷底

物和苯甲酰辅酶 A 的 Km值分别为 0164um和

013um ,并对 22a2氢氧根类的酰化反应有明显的
立体专一性。102去乙酰巴卡亭 Ⅲ2102O 乙酰转

移酶及其 cDNA克隆也是由 Walker K等[23 ]分离

得到的。他们从酰基转移酶的汇编软件和许多

未知功能的假定蛋白获得它们的共有序列 ,采用

同源 PCR克隆策略 ,从紫杉中扩增出了推定的

紫杉烷 C210 羟乙酰转移酶的 911bp 起始片段。

该扩增产物用于筛选茉莉酸甲酯诱导的紫杉细

胞 cDNA文库 ,获得了 102deacetylbaccatin III2102O2
transacetylase的全长序列。该全长基因的开放阅

读框在大肠杆菌中表达得到了一个有功能的酶 ,

以 102deacetylbaccatin III和 acetyl CoA为底物进行

催化反应 ,其产物经 H2NMR 和 MS验证为巴卡

亭Ⅲ。该全长基因有一个 1320bp 的开放阅读框 ,

其对应的蛋白为 440 个氨基酸残基 ,分子量为

49052 ,这与单体、天然乙酰转移酶一致。该重组

酶的最适 pH为 715 ,对 102deacetylbaccatin III和

acetyl CoA 的 Km 值分别为 10um 和 8um。102
deacetylbaccatin III2102O2acetyl transferase的氨基酸

序列与 taxadienol252O2acetyl transferase 和其他植

物来源的 acyl transferases (酰基转移酶)比较具有

80 %和 64 %～67 %的相似性 (具体合成途径见图

1[24 ] ) 。

2　紫杉醇侧链的生物合成中相关酶的研

究

　　早在 1966 年 ,Leete 等[25 ]对 (3R)2二甲基232
苯丙氨酸 (winterstein acid)的生物合成进行了研

究 ,结果表明苯丙氨酸是 winterstein的最好前体。

Strobel
[26 ]和 Zamir

[27 ]都用放射性同位素标记的前

体进行喂饲实验进一步证明了这个结论。后来

Fleming等[28 ]又对苯丙氨酸合成紫杉醇侧链的具

体途径进行了研究。他们发现放射性同位素标

记的肉桂酸及其环氧化物都未掺入到紫杉醇及

其类似物三尖杉宁碱 (cephalomannine ,又称 taxol

B)中 ,而同位素标记的β2苯丙氨酸和苯基异丝

氨酸则掺入到紫杉醇和三尖杉宁碱的侧链中。

因此认为紫杉醇的侧链是由苯丙氨酸在氨基变

位酶的作用下形成β2苯丙氨酸 ,β2苯丙氨酸经过
C2位羟基化形成苯基异丝氨酸 (phenylisoserine) ,

最后经过 NH2基的酰基化而形成的。

3　紫杉环系统与侧链的酯化反应中相关

酶的研究

　　紫杉环骨架形成及进行官能化反应后形成

了紫杉醇的直接前体巴卡亭Ⅲ,此前体与侧链苯

基异丝氨酸可能在酯基转移酶作用下进行酯化

反应 ,形成紫杉醇的一个中间体 (去苯乙酰基紫

杉醇 ) ,然后此化合物侧链苯基异丝氨酸 N2位上
苯甲酰化 ,形成了紫杉醇。

4　结论与展望

可以说 ,科学家们在紫杉醇尤其是紫杉醇生

物合成的研究上付出了很大的努力 ,尽管紫杉醇

的整个生物合成途径已基本明了 ,但这与紫杉醇

的商业化生产而满足用药需求、解决目前资源紧

缺造成的巨大供求矛盾还差得很远。而且 ,紫杉

醇生物合成途径中至少还剩下几个催化紫杉烷

环 (C1、C2、C5、C7和 C9)和侧链发生氧化反应的

羟化酶还没有发现 ,还有 C9 位上的羰基形成所

需的酶以及其他一些酶也有待于继续研究。但

是 ,随着紫杉醇生物合成的进一步深入研究 ,通

过红豆杉细胞培养进行基因工程改造 ,对合成途

径中的慢反应步骤进行基因操作 ,使这些酶基因

过量表达 ,能够提高紫杉醇及其紫杉烷类似物的

产量 ,也可通过顺义、反义技术来控制一些分枝

步骤以提高紫杉醇产量 ,或许我们还可以因此获

得一些新型的紫杉烷衍生物 ,我们可以预测在不

久的将来 ,紫杉醇的大量生产将变为现实。
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Progresses in the Study of Taxol Biosynthetic Enzymes

Huang Xin　Huang Luqi
( Institute of Chinese Meteria Medica China Academy of Traditional Chinese Medicine　Beijing　100700)

Qiu Deyou
( Institute of Forestry Chinese Academy of Forestry　Beijing　100091)

Abstract　To improve production yield of taxol of Taxus cells ,it is important to understand the pathway ,the

enzymes and the genes involved in Taxol biosynthesis ,especially those enzymes that catalyze the committed steps

and their correspoding genes. Recent progresses of the studies on the enzymes in Taxol biosynthesis pathway were

reviewed in this paper. Up to now ,about half of the enzymes and the corresponding genes of this important pathway

have been studied and identified. The other enzymes and genes are still unknow and remain to be further studied.
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