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摘　要: 银杏内酯因其特殊的血小板活化因子拮抗作用成为当今天然产物研究的热点。综述了银杏内酯的合成部

位、生物合成途径及途径上已知的酶和基因;利用银杏愈伤组织和细胞悬浮培养生产银杏内酯的方法; 前体饲喂提

高银杏内酯产量和通过银杏遗传转化获取高产量银杏内酯的优质药源等相关研究。最后提出代谢工程策略是可能

解决银杏内酯药源缺乏的理想途径。
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　　银杏是著名的孑遗植物,出现在 2 亿年前,在冰川纪几

近灭种。目前野生银杏仅在我国幸存, 被称为“活化石”。银杏

含有多种药用次生代谢产物, 包括银杏内酯、白果内酯、黄酮

和黄酮苷等。这些成分广泛用于治疗和预防心血管疾病[1]。

早期研究认为银杏叶中量较高的黄酮类物质是有效成分; 随

着研究的深入, 越来越多的研究表明银杏中量很低的银杏内

酯才是真正的心血管疾病拮抗活性成分[ 2]。大量临床医学证

据表明银杏内酯是目前最好的血小板活化因子受体

( plat elet -activ ating fact or receptor ) 的天然专一 拮抗剂

( antag onist) , 也是治疗和预防心脑血管疾病的优良天然药

物。由于银杏是国家保护植物, 生长缓慢,资源非常有限, 而

银杏内酯量又非常低 (我国出产的优质银杏干叶中仅为

0. 06% ) [ 3] , 所以从天然银杏中提取银杏内酯远远不能满足

需求, 使其价格极为昂贵,高达 20 万美元/ kg。近年来, 开发

银杏内酯优质药源成为十分活跃的研究领域。本文就银杏内

酯合成部位、生物合成途径的分子生物学和生物化学,及生

物技术在银杏内酯生产中的应用做一系统综述。

1　银杏内酯合成部位

Furukawa 等首先是从银杏叶中分离到的 4 种萜类化合

物, 随后 Nakanishi等[ 4]和 Marayama 等[ 5]确定其结构为银

杏内酯 A ( ginkgolide A , GA )、银杏内酯 B ( ginkgolide B,

GB )、银杏 内酯 C ( g inkgo lide C, GC )、银 杏 内酯 M

( g inkgo lide M , GM)。银杏内酯是一类具有特殊 20碳结构

的二萜化合物, 仅在银杏中发现, 其合成具有高度的组织特

异性。Ca rtay rade 等[6]以银杏树苗为材料, 通过用14C 标记

CO2 示踪法发现带有标记的银杏内酯最先在根中检测到, 然

后是茎和叶, 表明根是银杏内酯的合成部位, 随后转运到叶

中储藏; 同时还揭示了 GA 是最先合成的内酯化合物, GA

通过羟基异构产生其他内酯化合物 GB、GC 和 GM。Neau

等[ 7]发现左旋海松二烯 ( lev opima radiene ) 和冷杉二烯

( abietadiene)等银杏内酯的前体物质仅能够在根中发现, 进

一步证明银杏内酯的合成部位是根。银杏内酯在根中生物合

成的高度组织特异性的确定为进一步开展银杏内酯生物合

成的分子机制和相关生物技术研究奠定了重要的基础, 在克

隆银杏内酯生物合成途径中的基因时, 就应该选择根作为材

料; 在离体培养银杏细胞生产银杏内酯时, 也要优先考虑根

作为起始材料或者以诱导的发根代替细胞作为生产银杏内

酯的组织。

2　银杏内酯前体生物合成途径

所有天然萜类化合物(包括银杏内酯)都来自于两个基

本 的 5 碳 通 用 前 体; 异 戊 烯基 焦 磷 酸 ( isopent eny l

dipho sphate , IPP ) 和其异构物二甲基烯丙基焦磷 酸

( dimethylally l diphosphate, DMAPP )。虽然植物萜类都来

源于 IPP 和 DMAPP, 但其生物合成却由两条截然不同的途

径完成: 一是经典的甲羟戊酸 ( mevalonate, MVA)途径; 另

一是新近发现的 2-C-甲基-D-赤藓醇-4-磷酸 ( 2-C-methyl-

D-ery thrit ol-4-oho sphate , MEP )途径。这两条途径分别在

不同的亚细胞区域中进行: MVA 途径位于细胞质, M EP 途

径位于质体, 而且这两条途径所涉及到的基因和酶也完全

不同[8]。

在过去的几十年中, M VA 途径曾被认为是萜类前体生

物合成的唯一通用途径,直到 20 世纪 90 年代, 另一条独立

的萜类前体生物合成途径即 MEP 途径才首先在银杏中发

现[9] , 该发现阐明了银杏内酯的化学起源, 即作为二萜类的

银杏内酯是由位于质体的 MEP 途径提供 5 碳前体 IPP 和

DMAPP ;同时该研究为植物次生代谢研究开辟了一个崭新

的领域, 成为萜类生物合成的里程碑。随后关于 MEP 途径

的分子水平研究表明该途径定位于质体,其最初的前体物质

是丙酮酸 ( py ruvate )和 3-磷酸甘油醛 ( glycer aldehyde 3-

phosphate, G3P)。丙酮酸和 G3P 在经过依次由 1-脱氧-D-

木酮糖-5-磷 酸合 成酶 ( 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate

synt ha se , DXPS)、1-脱氧-D-S 木酮糖-5-磷酸还原异构酶

( 1-deoxy-D-xylulose 5-pho sphate r eductoisomerase,

DXR )、2-C-甲基-D-赤藓醇-4-磷酸胱氨酰转移酶 ( M EP

cy tidyltr ansfer ase, MCT )、4-( 5ø-焦磷酸胞苷 ) -2-C-甲基-D-

赤藓 醇 激酶 [ 4-( cytidine 5ø-diphospho ) -2-C-methy l-D-

eryt hrit ol kinase, CM K]、2-C-甲基赤藓醇-2, 4-环焦磷酸合

成酶 ( 2-C-m ethylery thritol 2, 4-cyclodiphosphate synthase,

M ECPS )、羟 甲 基-丁 烯 基-4-磷 酸 合 成 酶 ( hydr oxy-

m et hylbuteny l 4-dipho sphate synthase, HDS)、羟甲基丁烯

基-4-磷 酸 还 原酶 ( hydro xymethy lbutenyl 4-diphosphate

r eductase, 又名异戊烯基焦磷酸/二甲基烯丙基焦磷酸合成

酶, IPP / DMAPP synt hase, IDS )催化的 7 步酶促反应后生

成 IPP 和 DMAPP [10] (图 1) , 为单萜、部分倍半萜和二萜生

物合成提供基本前体[11]。3 分子的 IPP 和 1 分子的 DMAPP

在香叶基香叶基焦磷酸合成酶 ( g erany lg erany l diphosphate

synt ha se , GGPPS)作用下缩合生成 20 碳的香叶基香叶基焦

磷酸( ger anylg eranyl dipho sphate , GGPP ) , 作为银杏内酯生

物合成的线性骨架[12] ; 随后 GGPP 在萜类环化酶——左旋

海松二烯合成酶 ( levopimaradiene synthase, LS )作用下生

成左旋海松二烯, 作为银杏内酯的环化骨架[13] ;随后通过一

系列的羟化和酰化等多步酶促反应生成银杏内酯。

图 1　银杏内酯生物合成途径

Fig. 1　Biosynthetic pathway of ginkgolides
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3　银杏内酯前体生物合成途径中已经克隆的关键酶基因

近年来兴起的第二代基因工程——代谢工程技术是改

造代谢途径, 调控靶标天然产物合成的重要方法。而实现代

谢工程的前提是开展天然产物生物合成途径的研究,包括分

离和鉴定代谢途径上功能基因,为代谢工程提供候选基因;

明确途径中的限速步骤, 提供代谢工程理想的作用靶点等。

目前, 已经克隆并鉴定了银杏内酯前体生物合成途径上的 6

个 基 因, 即 GbDX P S、GbDX R、GbME CT、GbMECP S、

GbGGPP S 和 GbL S。这些基因的克隆为采用代谢工程技术

在分子水平改造银杏内酯合成途径, 提高其合成能力提供了

必需的功能基因和作用靶点。

3. 1　1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合成酶基因 ( DXPS) : 是 MEP

途径上的第一个酶,也是第一个关键酶, 其作用是催化丙酮

酸和 G3P 生成 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸,该步骤是植物萜

类合成第一步限速步骤。为研究 DXPS 在植物质体类异戊二

烯化合物及其衍生物合成中的作用, 利用转 dxp s 基因提高

或者降低拟南芥中 dxp s 的表达水平,对一些转基因株系的

分析表明,超量表达 d xp s 的植株异戊二烯类化合物的水平

得到了提高, 包括叶绿素、维生素 E、类胡萝卜素、脱落酸和

赤霉素等; 而在 dxp s表达水平受到抑制的植株中,这些产物

的量都降低了; d xp s 表达水平的改变导致了不同类异戊二

烯 (萜类)终产物量的改变这一事实, 证实了 DXPS 是质体

IPP合成的一个关键酶[ 14]。

Gong 等[ 15]从银杏中克隆了 dxp s ( GbDX P S ) , 该基因

cDNA 全长为 2 795 bp,编码区为 2 154 bp, 编码长度为 717

氨基酸的DXPS ,进一步的分析表明银杏 DXPS 定位于质体,

这与银杏内酯在质体中合成的事实相吻合; GbDX P S 的组织

表达谱分析结果表明 dxp s在银杏根、茎、叶、种皮和种子都表

达, 但是表达量各不相同,根中的表达量高于叶中的表达量,

这与银杏内酯在根中合成的事实吻合; 用甲基茉莉酸、脱落

酸、乙酰水杨酸和硫酸铈铵等 4种诱导子处理银杏细胞后, 都

使得 dxp s的表达水平提高, 同时伴随着 GB 量的提高。d xp s

表达量和银杏内酯量的正相关性表明由 DXPS 催化的该步酶

促反应是银杏内酯生物合成的重要调节步骤, dxp s 是实现银

杏内酯代谢工程的重要候选功能基因。

3. 2　1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸还原异构酶 ( DXR ) : 在位于

质体的 MEP 途径中, DXP 在 DXR 催化作用下经原子重排

和还原生成 MEP[ 16] , 该反应是 MEP 途径上最重要的限速

反应, 也是萜类物质代谢工程最重要的靶点。作为 M EP 途

径最重要的限速酶, DXR 是 MEP 途径代谢工程最理想的靶

点, 美国科学院院士 Crot eau 教授领导的实验室在实现薄荷

精油的代谢工程时, 以 DXR 的催化步骤作为靶点之一, 在薄

荷中过量表达来源于薄荷的 d x r 和 menthof uran synthase 两

个基因, 使得薄荷精油的量提高了 50% [ 17] , 表明突破 MEP

途径中上游限速瓶颈, 可以实现对目标产物的代谢工程生

产。可以推断,要提高银杏中银杏内酯的量, DXR 是一个很

有效的代谢工程靶点。Gong 等[ 18]采用 RACE 方法克隆银杏

dx r 基因 (GbDX R) , 该基因 cDNA 全长为 1 720 bp,编码区

长为 1 431 bp, 编码定位于质体的长度为 477 个氨基酸的

DXR, 组织表达谱分析表明 dx r 在银杏根、茎、叶、种皮和种

子都表达, 但是表达量各不相同,根中的表达量高于叶中的

表达量,这同样与银杏内酯在根中合成的事实吻合。GbDX R

的克隆和分析有助于在分子水平阐明银杏内酯前体生物合

成的一个限速反应,为银杏内酯的代谢工程提供一个理想的

候选基因和作用靶点。

3. 3　2-C-甲基-D-赤藓醇-4-磷酸胱氨酰转移酶 ( M ECT ) :

M ECT 在 MEP 途径的酶促反应依赖于胞苷三磷酸( CT P)。

在植物中, 编码 MECT 的基因和 M ECT 酶已从拟南芥分离

得到。拟南芥的 MECT 氨基酸序列 N 端包含一条质体转运

肽序列,与 MEP 途径定位于质体的事实相吻合[ 19]。Rohdich

等[20]在大肠杆菌 E . coli 细胞提取物中分离到蛋白 ygbP

( EcMECT )。为验证其功能, Rohdich 以14C 标记的 MEP 为

底物在 ygbP 催化生成带有14C 的 CDP-M E,将带 14C 标记的

CDP-M E 转入辣椒, 结果在辣椒质体中检测到 CDP-M E 参

与类胡萝卜素生物合成。

Kim 等[ 21]用 RACE 方法在银杏中克隆到全长为 1 411

bp 的 GbME CT ,编码长度为 327个氨基酸残基的 MECT 蛋

白;其 N 端 88 个氨基酸残基序列经绿色荧光蛋白标记实验

证明为质体转运肽,其亚细胞结构定位于质体。利用 mect缺

失的 E . coli 菌株 NM W33 验证 mect 功能, 发现转入外源

mect 基因的突变菌株在抗性 LB 平板上能复苏生长。

3. 4　2-甲基赤藓糖-2, 4-环二磷酸合成酶 ( MECPS ) : 是

M EP 途径中的第 5 个酶, 催化 CDP-MEP 转变为 2-甲基赤

藓 糖-2, 4-环 二 磷 酸 ( 2-C-methy ler ythr ito l 2, 4-cyclo-

diphosphate, ME-cPP)。在植物中, 考察 M ECPS 功能的报

道仅见于长春花, 该基因能刺激长春花吲哚类生物碱的积

累[22]。Gao 等人在银杏中克隆到 836 个碱基的M ECPS 的完

整读码框( GeneBank Accession: AY971576) , 但遗憾的是没

有相关文献报道。Kim 等在银杏中克隆到全长为 935 bp 的

GbME CP S, 编码长为 238 个氨基酸残基的 MECPS。将

GbME CP S-GFP 融合基因转入拟南芥, 电镜检测发现在质

体中能检测到融合蛋白发出的绿色荧光, 这与 MECPS 定位

质体的事实相吻合。将 GbMECPS 转入 yg bB (M ECP S )缺

失的 E . coli菌株 NM W26, 发现突变菌株恢复了生长能力,

这证明 GbMECPS 具有替代 ygbB 基因功能, 恢复大肠杆菌

中 MEP 代谢途径的功能[23]。

3. 5　香叶基香叶基焦磷酸合成酶( GGPPS) : 包括银杏内酯

在内的所有二萜类化合物的直接通用前体是具有 20 碳结构

的 GGPP。由 GGPPS 催化的缩合反应是萜类基本前体合成

二萜共同前体的分支点, 也是二萜生物合成调控的重要靶

点[24]。Engpraser t 等[25]从紫苏中克隆并鉴定了 ggpp s 基因,

提出 GGPPS 是从紫苏根中提取的二萜类化合物 fo rskolin

(用于治疗心脏病)生物合成途径上的关键酶。Cro teau 等[ 26]

从加拿大红豆杉 cDNA 文库中克隆并功能鉴定了 ggpp s 基

因, N o rthern 杂交显示红豆杉的 ggpp s 基因的表达受到化

学信号诱导分子甲基茉莉酸( methyl jasm onate, MeJA )的
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调节, 经过诱导的红豆杉细胞中的 ggpp s基因的表达量比非

诱导的红豆杉细胞中的表达量高得多, 同时紫杉醇的产量也

大为增加。L iao 等[ 27]从曼地亚红豆杉基因组中分离并鉴定

了 g gpp s 基因, 发现该基因没有内含子;同时在其编码区上

游的调控区域内分离到了具有 G-box 的顺式作用元件, 分

析为甲基茉莉酸反应元件, 在分子水平上初步阐明了该基因

受 M eJA 刺激表达上调的机制, 使得对于 GGPPS 催化的该

步反应的分子机制又深入了一步。

L iao 等[12]从银杏中克隆到银杏的 g gpp s 基因, cDNA

全长 1 657 bp,编码 391 个氨基酸残基的 GGPPS,其中 N 端

具有由 79 个氨基酸残基组成的质体转运肽。生物信息学分

析表明 GbGGPP S 基因同其他物种GGPPS 基因一样具有两

个高度保守的天冬氨酸富集区域, 属于多聚异戊二烯基转移

酶基因家族。GbGGPP S 催化 5碳单位的基本前体缩合成为

20碳的 GGPP ,为银杏内酯生物合成提供20 碳的骨架。由此

可见, GGPPS 是二萜生物合成途径上重要的调节基因, 其催

化的反应是二萜生物合成代谢调控的重要靶点。因而分离和

鉴定银杏 ggpp s基因有助于阐明银杏内酯前体生物合成关

键步骤的分子机制和为银杏内酯的代谢工程提供重要的候

选基因和作用靶点。

3. 6　左旋海松二烯合成酶( LS) :类异戊二烯的环化是萜类

生物合成中关键步骤, 在银杏内酯生物合成途径中 LS 起到

最初的环化作用。GGPPS 在 LS 作用下环化, 经质子传递、

氧化作用,最终生成银杏内酯 A, 随后经过各种修饰形成银

杏内酯家族其他化合物。Hala等[ 13]在银杏 cDNA 文库中克

隆到 GbL S 基因,长为 2 619 bp 的编码区, 编码含 873 个氨

基酸残基的蛋白; LS 蛋白在 N 端也含有质体转运肽, 这给

银杏内酯在质体中合成又提供了一个有力证据;序列中具有

3 个天冬氨酸富集区域,此结构推测与 LS 的环化功能相关;

将外源 LS 导入大肠杆菌, 结果生成了左旋海松二烯, 表明

该基因具有将 GGPP 环化为左旋海松二烯的功能。

4　组织细胞培养合成银杏内酯的研究

4. 1　培养基的选择及诱导子的添加: 细胞培养是大规模生产

次生代谢产物的一个有效途径。自从 1991 年 Carr ier [28]在银

杏愈伤组织悬浮培养检测到银杏内酯存在以来,利用银杏细

胞培养获得银杏内酯的研究成为热门方向。银杏外植体在添

加适当植物激素的 MS 固体培养基上均能诱导出银杏愈伤组

织,其中子叶与幼叶诱导率较高。Park 等[ 29]以银杏叶柄为外

植体用 MS 加 5～40 Lm ol/ L 的 NAA 诱导愈伤,将愈伤组织

采用细胞沉降体积百分率为 30%以及添加 20 Lmo l/ L 的

NAA 的 MS 液体培养基进行悬浮培养, 取得了较好的效果。

为增加目的产物产量, 许多研究者致力在细胞培养过程

中添加外界诱导子, 促进目的产物的积累。Kang 等[ 30]在银

杏悬浮细胞培养中添加甲基茉莉酸 ( M J)和水杨酸 ( SA ) ,

0. 01 mmol/ L MJ 分别使得 GA、GB 增加了 4. 3 倍和 8. 2

倍; 1. 0 mmo l/ L SA 分别使得 GA 和 GB 增加了 3. 1 倍和

6. 1倍。Gong 等[ 16]采用 MJ、乙酰水杨酸( ASA )、花生四烯酸

( AA )、硫酸铈胺 ( CAS)诱导子处理银杏细胞, 结合半定量

RT-PCR 技术在分子水平揭示以上 4 种诱导子能有效调控

银杏内酯合成。

4. 2　前体饲喂对银杏内酯产量的影响: 在对银杏内酯代谢

途径认识清晰的基础上,在细胞培养过程中进行前体饲喂也

是提高目的产物的一个有效途径。Cam per 等[ 31]在培养基中

加入银杏内酯的前体 GGPP , 取得良好的培养效果; D ai

等[32]在银杏悬浮培养过程中添加异戊二烯( isopr ene )和

牛儿醇( ger anio l) , 银杏内酯量比对照组分别提高了 69%和

13. 8% ; Kang 等[ 33]研究悬浮培养的银杏细胞中银杏内酯的

积累时发现 ,添加 MVA 途径或 MEP 途径前体均能加快细

胞生长, 添加 MVA 与 MEP 途径前体后, 3-羟基-3-甲基戊

二酰辅酶 A( HM G-CoA )可提高 GA 量达 3. 5 倍, 但对 GB

合成无影响, 焦磷酸香叶酯( GPP )提高 GB 量效果最高, 达

2. 7 倍。该实验表明添加上游前体均可提高 GA 的积累, 而

只有 IPP 以后的前体才能促进 GB 的合成。对前体饲喂的研

究和对银杏内酯合成途径的深入认识,对靶向调控基因促进

银杏内酯的合成具有积极的意义。

4. 3　银杏的遗传转化:裸子植物转基因操作是农杆菌介导

的遗传转化的一大难题,银杏也不例外, 在遗传转化方面一

直难以取得满意结果。Laura in 等[ 34]首次利用农杆碱型发根

农杆菌菌株 GFBP2409 侵染银杏胚, 诱导发根获得成功。

2003 年 Radia 等[ 35]用野生型发根农杆菌 A4 菌株侵染银杏

合子胚, 在 MS 培养基上产生愈伤组织小球, 将小球转移到

White 培养基发现有发根形成。分子检测表明 r olA , r olB 和

r olC 基因已经整合到了宿主细胞基因组中。通过遗传转化银

杏细胞得到毛状根, 筛选银杏内酯高产量单克隆株系, 是实

现基因改良和工业化生物合成银杏内酯的有效途径, 也是近

年来基因改良技术研究热点之一。

5　展望

心脑血管疾病是目前全球发病率最高的疾病之一, 是世

界卫生组织公布的人类健康头号杀手。由于银杏内酯在治疗

心脑血管疾病方面有良好疗效, 而且在增强记忆力、维持神

经系统健康等诸多方面都表现出良好的效果, 因此银杏内酯

的相关领域研究成为当今植物次生代谢研究的热点之一。在

银杏内酯生物合成研究中,多个相关的关键酶基因都已经被

克隆, 这为采用代谢工程策略遗传改良银杏, 提高银杏内酯

合成能力提供了必需的功能基因和作用靶点; 而银杏遗传转

化的成功为这些基因的遗传转化提供了必要的技术支撑。这

两方面的研究使得实现银杏内酯的代谢工程不再遥远。在开

展代谢工程研究时, 面对众多的功能基因,如何选择最有价

值的关键酶基因就显得十分重要。由于前人研究证明 DXR

是 MEP 途径中最重要的关键酶基因,其与下游关键酶基因

的组合能够很好的提高目标产物量,如在薄荷中提高薄荷醇

量;同时, 线型 GGPP 分子的特有环化反应被公认为是特有

萜类合成中最关键的一步反应, 因而由 LS 催化的反应是银

杏内酯代谢工程必需的一个功能基因。据此, 在开展银杏内

酯代谢工程研究时, 在有多个功能基因选择的情况下, 同时

选择 DXR 和 LS 构建双基因表达载体, 遗传转化银杏可以
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获得理想的结果。由于银杏内酯的下游合成途径中还有多步

反应的基因没有分离, 故银杏内酯合成的分子遗传学和生物

化学研究还将在较长时期内深入开展并成为植物科学领域

的一个前沿方向和热点领域。随着功能基因组学、代谢组学

和生物信息学研究手段的不断丰富, 阐明银杏内酯整个合成

途径的分子机制已经为期不远。
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