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培养细胞中小果碱的产生及其生物合成研究概况

云南大学生物系 (昆明 6 5 0 0 9 ” 王 东
’

李启任

摘 要 从愈伤组织的诱导
,

影响细胞生长和 小璧碱合成的因子
,

提高细胞生长和小巢碱含量的

方法及小粟碱的生物合成途经方面作了综述
,

并展望了未来的发展趋势
。

,

关键词 小粱碱 细胞培养 生物合成

小巢碱 ( b e r b e r i n e ) 又称黄连素
,

是节基

异喳琳生物碱中原小璧碱型的一种
。

它广泛

地存在于小璧科
、

毛莫科
、

防己科
、

芸香科
、

婴

粟科及鼠李科等的多种植物体 内
〔` 〕 ,

传统上

小璧碱就作为一种广谱抗菌
、

消炎及健 胃药

而广为应用
。

长期以来人们只能从植株中来

提取小桨碱
,

由于需求量大
,

过度采挖造成野

生资源的枯竭 以及生态环境的破坏
; 另外栽

培上存在着一定困难
。

因此
,

寻找新的药源成

为人们所关注的问题
。

众多的研究者将注意

力放到了利用植物组织和细胞培养技术生产

小璧碱的研究上
。

现结合我们的工作
,

将有关

组织和细胞中小粟碱的产生及其生物合成途

径的研究进展概述如下
。

1 培养细胞中小案碱的产生

1
.

1 愈伤组织的诱导
: 1 9 6 7 年首先从欧洲

小巢 B e

ber ir : v lu g a ir : L
.

的愈伤组织中分离

到了小璧碱
。

其后从不同植物的不同器官中

也诱导产 生了愈伤组织
〔, 一 5〕 ,

其中小壁碱的

含量有的 已达到或超过了原植 物体中的含

量
〔,

,
5 〕 。

1
.

2 影响细胞生长和小粟碱合成的因子
:

许

帝
A d d r e s s w a n峨

~

D些乓
,

p兮
p竺 t

, 2 7 岁
,

顿士
,

讲帅
。

m e n t o f B i Y u n n a n U n i v e r s i t y

王
工程

。

东
已在

主要从事

,

K u n m i n g

国内刊物上发表论文 3 篇
。

理和植物生物工程的教学和科研工作
。

研究方向为植物次生代谢细胞

.

1 2 8
.



多研究表明
,

在细胞培养过程中
,

多种理化因

子对细胞的生长和小粟碱的合成有显著的影

响
。

因此
,

通过对有关理化因子的控制
,

将起

到提高细胞生长速率和小璧碱合成能力的作

用
。

1
.

2
.

1 化学因子
:

不同的培养基对细胞生长

和小璧碱合成有明显 的影 响
。

L S
、

B
。 、

S H
、

iN ct h 等 培养 基 能 促 进 日 本黄 连 C o P t is

] aP
o in “ L

.

愈伤组 织 的 生 长
。

而 W hi t e 、

H e l l e r 和 E r ik s s o n
培养基则抑制生长

;
小璧

碱含量在 W hi et 培养基中最高
,

B
。
和 W hi et

培养基对小巢碱的产生有促进作用
; 日本黄

连的悬浮培养细胞在 W hi et 培养基上效果

最好
〔2 , 。

6
,

7
一

V 培养基有利于黄连 C
.

c h i n e n -

5 1: F r a n e h
.

愈伤组织的生长
〔 3〕 。

粉叶小璧 B
.

rP iu o os a
rF

a cn h
.

的愈伤组织在 B
。

培养基上

细胞生长和小璧碱的合成均优于 M S 培养

基
〔 5〕 。

植物激素长期 以来就被认为在细胞生长

和生物碱合成中扮演着重要的角色
。

不同浓

度的 2
,

4
一

D 刺激亚欧唐松草 T h al ic t ur m m i
-

n u 、 L
.

培养细胞产生大量的小璧碱
;
高浓度

的 K T 和 B A 使掌叶防己碱和药根碱的合成

能力降低
,

而对小璧碱的产生没有影响
〔 ,

’
6〕 。

2
,

4
一

D 和 N A A 促进亚欧唐松草悬浮培养细

胞中小璧碱的形成
; B A 和 K T 也对小璧碱

合成有刺激作用
〔 7〕 。

在粉叶小巢的愈伤组织

培养中
,

生长素类对生长的作用效果是 2
,

4
-

D > I A A > N A A
,

而 对小璧碱合成的影响效

果则是 N A A > 2
,

4
一

D > I A A ;细胞分裂素中
,

K T 在细 胞生 长和 小聚碱合成方面均 优于

B A 〔 5〕 。

蔗糖对 日本黄连的细胞生长和小璧碱的

合成最有效
,

蔗糖最适浓度为 3 %
,

果糖和葡

萄糖促进细胞生长但抑制小璧碱的形成
〔2〕 。

亚欧唐松草的细胞培养中
,

硝 态氮和氨态氮

的不同 比例导致不同的结果
〔 8〕 。

提高培养基

中按离子的水平有利于原小璧碱型生物碱的

产生
,

提高培养基中铜离子浓 度也能 显著地

促进小巢碱的合成
〔的 。

硬币草药 》 1 99 8年第 29 卷第 2 期

1
.

2
.

2 物理因子
:

光抑制 日本黄连培养细胞

的生长和小璧碱的合成
,

而较高的通气量对

细胞生长和小巢碱的合成均有促进作用
〔 2〕 。

在威 氏小巢 B
.

二 ils on
a 。 H e m s l

.

的细胞发酵

培养中
,

溶氧率能影响小璧碱的形成
,

最适溶

氧率为 50 %
,

总生物碱产率可达 3 9 I/
J

培养

基口 。〕
。

日本黄连细胞发酵培养的研究中
,

许

多物理因子对细胞生长和小璧碱合成的影响

也有报道 [“ 〕
。

1
.

3 提高细胞生长和小璧碱含量的方法
:

利

用 日本黄连的培养细胞进行细胞团来源的高

产无性系的筛选获得了成功
,

小璧碱含量可

达干重的 1 0
.

1% 〔2 〕和 1 3% 巨̀ ,」 ,

产率可达 1
.

2

g I/
一

培养基
,

同时伴随着一些新技术的应用
,

筛选的效率大为提高
。

此外
,

细胞高密度培养

法
,

培养基的优化及合成前体的添加等对小

璧碱的形成也有促进作用
。

令人感兴趣的是
,

利用黄连和黄柏的细胞融合体提高了小璧碱

的含量
,

这一实验表明利用体细胞杂交技术

提高小巢碱的含量是可能的
。

随着分子生物

学的迅速发展
。

许多相关的方法和手段也被

利 用 来促 进培 养细 胞 中生 物碱 的合成
。

K ut c
ha n 等曾将 H 6 H 基因转移至大 肠杆菌

中使其高效表达
,

并且能使培养基中的蓑若

胺转化成东蓑若碱 仁̀ 3〕 ,

这一结果吸引了人们

的注意
。

研究者们也试图通过基因调节和转

基因的方法来促进小璧碱的产生
。

2 小巢碱的生物合成

早在 1 9 1 0 年
,

人们就提 出了节基异哇琳

生物碱合成途径的假说
。

认为这类生物碱的

合成始于两个来自酪氨酸的芳香族单位
:

多

巴胺和 3 , 4
一

二轻苯 乙醛
。

后发现了一种能催

化 多 巴胺和 3
,

4一二轻苯 乙醛缩合形成去 甲

劳丹碱 ( n o r l a u d a n o s o l i n e ) 的酶 (去甲劳丹碱

合成酶 )
,

值得注意的是该酶与 3
,

4一二经苯

乙醛
、

4
一

经苯乙醛的 K m 值基本一致
,

故认为

该酶也能催化多巴胺和 4
一

轻苯乙醛形成去

甲衡州乌药碱 ( n o r e o e l a u r i n e ) [“
, ` 5口

。

研究认

为在节基异唆琳生物碱合成的早期阶段
,

去

甲劳丹碱合成酶能催化多巴胺和苯乙醛类物
·

1 2 9
-



质合成去甲劳丹碱和去甲衡州乌药碱这两个

合成途径中的重要中间体 l[ 6 〕。

但随后发现
,

原来所认为的底物 3
,

4
一

二轻苯乙醛并不是

体内合成的前体
,

真正的前体应为 4
一

经苯 乙

醛 l7[
, ` 8〕

。

经此酶作用
,

4
一

经苯乙醛与多巴胺缩

合形成节基异座琳生物碱生物合成的第一个

中间体去甲衡州乌药碱
。

故现在将此认为是

节基异唆琳生物碱的生物合成途径 l[ 9〕
。

番荔枝碱 ( er it cu h n e )一直就被认为是节

基 异唆 琳生物碱合成的另一个重要 中间

体 20[ 〕
。

由去甲衡州乌药碱形成番荔枝碱需经

过几次甲基化作用
,

它所接受的甲基由腺昔

甲硫氨酸提供
,

通过这些 甲基化作用及另一

特殊酚酶的作用
,

去甲衡州乌药碱能转化为

番荔枝碱仁2`〕
。

从小巢碱的结构上看
,

它有一个完整的

C 环
,

因此要形成小巢碱必须使番荔枝碱的

N
一

甲基 形 成 所 谓 的 小巢 碱 桥 ( ber b er ien

br id ge )
。

分离鉴定了一种被称为小聚碱成桥

酶 ( B B E )的蛋白质
,

在此酶的作用下
,

番荔枝

碱 能 成 环 作 用 而 形 成 金 黄 紫 荃 碱

( s e o u l e r i n e ) [ , 2〕 。

番荔枝碱必须先进入一特殊

的泡囊内才能完成这一步转化
,

有研究表明

小巢碱合成途径中后面所需的大多数酶均存

在于这一特殊泡囊结构中 2l[ 〕
。

金黄紫荃碱在

甲基转移酶的作用下从腺贰甲硫氨酸获得 甲

基 形 成 四 氢 非 洲 防 己 碱 ( t e t r a h y d r o -

e o l u m b a m i n e )
。

先前的研究曾认为
,

四氢非

洲 防己碱在四氢原小巢碱氧化酶的催化下脱

氢而形成对应的原小巢碱型生物碱非洲防己

碱
,

之后在亚甲基双氧环成环酶的催化下形

成 A 环上的特殊亚甲基双氧环结构
,

从而最

终形成小栗碱 le[ 几 但最近的研究卿〕表明
,

所

谓的亚甲基双氧环成环酶活力的增强实际上

是由该泡囊内过氧化物酶的脱甲基作用所引

起
,

而并不代表亚甲基双氧环的形成
; 另外

,

从小粟属
、

唐松草属 和黄连属等植物微体中

得到的一种细胞色素 P 45 。

酶能使四氢非洲防

己碱形成亚甲基双氧环
,

而对非洲防 己碱则

不 起作用 21[ 〕
。

正是 因 为这 种氢化可
、
璧碱

·

1 3 0
.

( c a n a id n e )合成酶的底物特异性
,

四氢非洲

防己碱能在其作用下形成氢化小巢碱
。

小巢

碱合成的最后步骤由四氢原小巢碱氧化酶或

氢化小璧碱氧化酶催化
,

利用氢化小巢碱为

底物氧化脱氢而最终形成小璧碱
。

此外
,

许多

研究也发现小巢碱并非代谢的终产物 l0[ 〕 ,

它

还能进一步转化为药根碱 ( ja t r o r r h i z i n e
)

。

现将当前认为的小巢碱生物合成的主要

途径概述于图 1
。

此途径已在黄连属〔川和唐

松 草属 25[ 〕中发 现
,

在 小璧属 中可能 也存

在 阳 ` 〕
。

小璧碱生物合成途径的阐明及途径中

控制各步 反应的酶的分离鉴定
,

为人们从底

物和酶水平调节其代谢途径打下了基础
。

按

次生物质合成途径的模式 图嘟〕来看
,

小巢碱

生物合成的重要中间体应为番荔枝碱
。

番荔

枝碱能在 B B E 的作用下
,

通过氧化成环作用

而形成所谓的小巢碱桥
,

从而构成原小巢碱

生物碱 的基本骨架— 金黄紫荃 碱
,

因 此

B B E 被认为是小栗碱合成途径中的第一个

关键酶
,

将
。 D N A 克隆得到 的编码 B B E 的基

因转入昆虫培养细胞中获得了高水平的表

达卿〕 ;
此外还认为四氢原小粟碱氧化酶也可

能是一个关键酶
,

因为它在使 C 环芳香化中

起重要作用
,

只有经过这一步氧化后才能最

终形成小梁碱 28[ 〕
。

3 结语

通过对控制各步骤的酶的深入研究
,

将

外源克隆的生物碱代谢基因转入植物体或培

养细胞中也许会为植物生物工程的商业化应

用提供一个机会
,

但总的来说
,

一种生物碱的

合成是由多种酶在时空顺序上表达所控制的

多级代谢所构成
,

因而单独某一基因的过表

达并不总是能导致代谢终产物的产量 明显增

加 sz[
,
2 9 〕

。

提高限速酶活力的转基因方法仅能

使有限的代谢步骤得以改进
,

用次生物质的

植物生物工程的应用
,

可能主要应依靠对控

制一系列合成基因的调节基因的分子克隆来

实现 仁2 ,〕 。

相信随着对代谢调节基因和生物碱

合成胞 内定位研究的深入
,

植物次生代谢生

物工程必将发生深刻的变化
,

人为控制 目的



物的生产将不再是一个遥远的梦
。

多 巴玻
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.
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药根孩

图 1

小雄雄

小果碱的生物合成途径

公化小维孩

注
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1
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去甲衡州乌药碱合成酶 2
一

去甲衡州鸟药碱
一
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` 一
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甲基转移酶 3
一

衡州乌药碱 N
一

甲基转移酶 4一酚酶 ( ?) 5
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一

甲基转移酶 6
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小粟碱成桥酶 7
一
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一 9 ’ 一

O
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一

氢化小巢碱合成酶 9一四氢原小巢碱氧化酶或

氢化小粟碱氧化酶
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