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摘 　要 :五环三萜皂苷是一类重要的天然产物 ,具有多种生理活性 ,临床应用前景诱人 ,但自然界中 ,其产量较低。
采用分子生物学与蛋白质组学相关知识 ,通过代谢工程或基因工程进行五环三萜皂苷生物合成的工厂化生产 ,具
有广阔的市场前景。综述了五环三萜皂苷生物合成途径及其调控因子的研究进展 ,并简要探讨了五环三萜皂苷生
物合成的研究方法。
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　　五环三萜皂苷是一类重要的天然化合物 ,大多以游离或

苷类的形式广泛存在于自然界。依据苷元的不同 ,五环三萜

皂苷可分为齐墩果烷 (oleanane) 型、乌苏烷 (ursane) 型、羽扇

豆烷 (lupane)型和木栓烷 (f riedeiane) 型等多种不同类型的

化合物。大量的研究表明 ,含五环三萜母核的皂苷化合物具

有广泛的药理作用和重要的生物活性 ,尤其在抗炎、护肝、抗

肿瘤、抗 HIV 以及机体免疫调节等方面已经显现出令人注

目的活性 ,显示了五环三萜皂苷广泛的应用前景 [1 ] 。

目前对五环三萜皂苷的生物合成途径已有一定的了解 ,

其生物合成途径一般分为 4 个阶段 : (1) 活性异戊二烯单位

△32异戊烯焦磷酸酯 ( IPP) 和γ,γ2二甲基烯丙焦磷酸酯

(DMA PP)的生物合成 ; (2) 2 ,32氧化鲨烯的生物合成 ; (3) 五

环三萜碳环系统的生物合成 ; (4) 环上复杂的官能化反应过

程 ,最终形成完整的五环三萜皂苷分子 [2 ] 。

在自然界中 ,很多具有重要价值的五环三萜皂苷产量较

低 ,利用栽培措施大幅度地提高产量难度很大 ,如果从分子

水平上对其生物合成的关键基因进行调控 ,促进表达 ,不仅

能够提高目标产物的量 ,而且还可改变药用植物各种成分之

间的比例 ,减少甚至完全去除某些有毒成分 ,这是单靠栽培

措施难以实现的。随着对五环三萜皂苷生物合成途径及相

关酶研究的不断深化 ,通过代谢工程直接合成或利用基因工

程实现五环三萜皂苷的工业化生产与田间种植 ,将大大弥补

产量的不足 ,产生良好的社会及经济效益。

1 　IPP和 DMAPP的生物合成与调控

IPP 和 DMAPP 是公认的萜类成分在生物体内合成的

真正前体 ,是生物体内的“活性异戊二烯”物质。动物细胞中

IPP 的形成经由经典的甲羟戊酸 ( MVA) 途径 (图 1) 。这一

途径中不可逆的限速反应是 32羟基232甲基戊二酸单酰辅酶

A ( HM G2CoA)经 HM G2CoA 还原酶还原形成甲羟戊酸。在

植物细胞中 , IPP 合成类异戊二烯至少发生在 3 个不同部

位 :内质网 (胞液) 、线粒体 (和/ 或高尔基体) 及质体 [3 ,4 ] 。现

在发现的植物 HM G2CoA 还原酶只定位于内质网的胞液

面。Lichtenthaler 等 [5 ]经过大量的实验认为 :在大多数乃至

全部的质体中 , IPP 是以丙酮酸和甘油醛232磷酸作为前体 ,

先合成 22甲基赤藓醇242磷酸 (MEP) ,再经过磷酸化和环化

等多个反应 ,最终生成 IPP ,称之为 IPP 生物合成的 MEP 途

径 (图 1) ,并非以乙酰辅酶 A 为前体由甲羟戊酸途径合成。

DMA PP 是 IPP 的烯丙基异构体 ,由 IPP 异构酶 ( IPI)催

化形成 ,和 IPP 一起构成类异戊二烯的活性单位。这是一步

可逆反应。IPP 异构酶活性的调节可能参与调控类异戊二

烯的生物合成。有学者发现在大肠杆菌中经过 MEP 途径

可以直接产生 IPP 和 DMA PP ,而不需要 IPP 异构酶 [6～8 ] 。

高等植物中类异戊烯合成是否需要 IPP 异构酶 ,需要进一步

深入研究。

植物中通常含有多个 HM G2CoA 还原酶基因 ,在真核

生物细胞 ,特别是在植物细胞中 HM G2CoA 还原酶基因具
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有高度的保守性 ,它们共同编码 HM G2CoA 还原酶的同工

酶。甲羟戊酸是合成 IPP 的前体 , HM G2CoA 还原酶是否通

过调控甲羟戊酸的合成而成为整个类异戊二烯生物合成途

径的关键酶 ,是利用基因工程生产有效成分最重要的问题。

这方面虽然进行大量的研究 ,却得到了两种不同的结论 ,一

是认为 HM G2CoA 还原酶既然作为萜类物质的合成前体 ,

提高 HM G2CoA 还原酶的活性应该可以提高类异戊二烯的

量 ;二是认为由于存在着无甲羟戊酸的 IPP 生物合成途径 ,

或者由于萜类物质的生物合成步骤太复杂 ,较早期的代谢中

间产物对终产物的影响较弱 ,该酶对萜类物质的合成速率不

起限制作用 [9～11 ] 。在不同植物中 ,五环三萜皂苷合成是否

需要以 HM G2CoA 还原酶作为关键酶调控代谢过程 ,还有

待进一步研究。

2 　2 ,32氧化鲨烯的生物合成与调控

尽管存在着无甲羟戊酸的 IPP 生物合成途径 ,但许多具

有重要生物活性的类异戊二烯物质的生物合成仍然依靠胞

质的甲羟戊酸途径。依次在香叶二磷酸合成酶 ( GPS) 、法呢

二磷酸合成酶 ( FPS) 、鲨烯合成酶 (SS)和鲨烯环氧酶 ( SE)的

催化下 ,最终合成 2 ,32氧化鲨烯 [12 ] (图 1) 。此过程中 SS 和

SE 是最关键的两个酶。

图 1 　五环三萜皂苷生物合成途径

Fig. 1 　Biosynthesis pathway of pentacyclic triterpenoid saponin

　　在环丙甲醇二磷酸中间体介导下 , SS 催化 2 个法呢二

磷酸 ( FPP) 分子以头对头的形式形成还原性的二聚体 [13 ] 。

SS 催化两分子 FPP 形成一分子鲨烯 ( SQ) 要经两步反应。

第一步反应是两分子的 FPP 通过异戊烯基转移反应缩合成

前鲨烯焦磷酸 ( PSQ PP) ,并释放出一分子无机二磷酸。在这

个过程中 ,其中一个 FPP 的 C12C2 的双键作为另一个 FPP

的异戊烯基受体 ;第二步反应是 PSQ PP 在 NADP H 作为氢

供体的情况下 ,通过正碳离子重排转化为 SQ。在 PSQ PP 转

化为 SQ 的过程中有一个正离子的环丙烷进行了重排。对

于 PSQ PP 合成早期的动力学 ,曾用乒乓反应机制 ( Ping2

Pong mechanism)来解释 ,而对从 PSQ PP 和 NADP H 合成为

SQ 用依次反应机制 (Ordered mechanism) 来解释。最近的

研究支持在 PSQ PP 形成过程中 , FPP 是依次叠加到两个不

等价的 FPP 结合位点上。Agnew 和 Poljak 发现 FPP 浓度在

100μmol/ L 以上时 , FPP 会抑制 SQ 的合成 ,但并不抑制

PSQ PP 的合成。Radisky 等 [14 ]也指出高浓度的 FPP 会抑制
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SQ 的合成 ,但不抑制 PSQPP 合成 ,并指出由于 FPP 与

NADP H 的竞争 ,而产生底物选择性抑制作用 ,当 FPP 浓度

高时 ,第 3 个分子的 FPP 结合于 E ·FPP ·FPP 三元复合物

上 ,因而阻碍了 E ·FPP ·FPP ·NADP H 复合物的形成 ,但

并没有干扰 PSQ PP 形成反应 ,SS 催化反应的限速步骤是在

SQ 和 PSQ PP 形成之前。

SE是一种细胞膜结合酶 ,催化 SQ 在 C = C 之间插入一

个氧原子形成 2 ,32环氧角鲨烯 ,是五环皂苷生物合成路径中

的限速酶之一。酶反应除需要分子氧外还需要 FAD、NAD2
P H (真菌 SE 需 NAD H) 、上清液蛋白因子 ( SPF) 等 ,其中

SPF 可以用 TritonX2100 代替 [15 ] 。Choi 等 [16 ]在研究人参皂

苷合成时 ,已识别 3 个编码 SE 酶的转录物 ,这表明在人参基

因组中 SE 酶形成了一个小的多基因家族。Suzuki 等 [17 ] 通

过 DNA 琼脂印迹分析 ,在苜蓿基因组中发现了 2 个 SE 基因

(SE1 和 SE2) 。SE1 和 SE2 编码的蛋白与人参中公认的 SE

编码蛋白高度相似 ,分别有 7711 %和 7414 %的序列完全相

同。用茉莉酸甲酯 ( methyl jasmonate , MeJ A) 处理苜蓿后 ,

SE1 转录物并没有被诱导 ,相反 , SE2 转录物的诱导率却很

高。这表明 SE2 并不是 SE1 ,它们在植物甾醇和三萜类皂苷

合成过程中都起到重要的作用。

3 　五环三萜碳环系统的生物合成与调控

五环三萜碳环系统的生物合成主要通过氧化鲨烯环化

酶 (OSC)的环化作用生成 ,是由 2 ,32氧化鲨烯在 OSC 的催

化下 ,经过一系列的质子化作用、环化、重排和去质子化作用

形成的。这一反应是三萜皂苷生物合成途径的一个分支反

应 ,因而 OSC 是整个三萜皂苷生物合成的关键酶。该酶属

于一个超家族 ,大多编码 OSC 的基因是由 5 个蛇麻脂醇合

成酶基因和 7 个公认的五环三萜合成酶基因组成的。OSC

三萜合成酶家族各成员间表现高度的同源性 ,都含有一些高

度保守的序列 ,一个是与底物结合有关的 DD TA EA 序列 ,另

一个是 QW 特征序列 [2 ] 。

目前已经从不同植物中分离得到了 4 个编码 OSC 酶的

基因 [16～18 ] ,即羽扇醇合成酶 (lupeol synthase , L S) 、β2香树脂

合成酶 (β2amyrin synthase ,β2AS) 、达玛烯二醇合成酶 (dam2
marenediol synthase , DS) 和环阿齐醇合成酶 ( cycloartenol

synthase , CAS) ,其中前 3 个酶合成各类三萜类产物的前体 ,

第 4 个酶是甾醇的前体。由于大多数三萜类皂苷是从齐墩

果烷 (oleanane) 和达玛烷 (dammarane) 衍化而来的 ,因此β2
AS 和 DS 对三萜皂苷的合成非常重要。

Haralampidis 等 [13 ]在研究与产物专一性有关的酶的结

构域时发现 ,β2AS 的 Trp259通过齐墩果烷阳离子控制β2香树

脂的形成 ;高保守的 Tyr261 附近的氨基酸残基易于产生突

变 ,其突变导致五环三萜类转变为组氨酸 ,而产生四环碳骨

架的相应残基的突变导致了达玛烷型三萜类的合成。

到目前为止 ,已经获得了几种多功能酶的克隆。如拟南

芥 A TL U P2 和豌豆 PSM ,两者表达产物可以催化生成五环

三萜类物质 ,前者产生羽扇豆醇、α2香树素及β2香树素 ,后者

产生α2香树素、β2香树素及 6 种少量的三萜副产品 [2 ] 。

4 　五环三萜碳环的官能化反应与调控

五环三萜碳环系统合成后 ,碳环骨架还必须经过复杂的

修饰作用 ,对这一过程的具体步骤还不十分清楚。大多数研

究表明细胞色素 P450 依赖的单加氧酶和糖基转移酶参与了

这一过程。细胞色素 P450 是一种以铁卟啉为辅基的 b 族细

胞色素 ,大多数都催化羟化反应。典型的细胞色素 P450 包

括 A、B、C、D 4 个特征性结构域 ,其中两个已被认为具有特

殊功能 [19 ] 。Durst 等 [20 ] 将细胞色素 P450 分为两个不同的

组 ,除了少数例外 ,A 组的 P450 都具有均一的特征性序列 ,

显示出参与催化植物特殊反应的特征 ,参与五环三萜皂苷生

物合成的 P450 应属于这组。非 A 组的 P450 并非只局限在

植物上发挥作用 ,而是参与了生物体生命活动所必须的物质

的合成。

催化五环三萜皂苷元与糖通过糖苷键相连的是糖基转

移酶。它是具有众多成员的大家族 ,具有高度的专一性。转

移不同的糖基或糖基的受体不同 ,所需的糖基转移酶也不

同。已知序列的糖基转移酶没有明显的同源性 ,但有相似的

结构域。到目前为止 ,仅有一种参与三萜皂苷生物合成的糖

基转移酶被克隆出来 [21 ] 。

5 　结语

由于五环三萜皂苷结构复杂且类型众多 ,经过大量的研

究 ,五环三萜皂苷生物合成代谢途径的研究取得了一定的进

展 ,但由于五环三萜皂苷的代谢是一个受多因素调节、非常

复杂的动态变化过程 ,距离完全破解该类物质的代谢途径尚

有很多问题亟待解决 ,如工艺流程复杂、成本高、易产生同分

异构体及受环境污染等问题 ,特别是五环三萜苷元碳环骨架

建立后环上复杂的官能化反应过程尚不清楚 ,使得现今利用

代谢工程直接合成五环三萜皂苷还存在一定困难。

随着五环三萜皂苷类生物合成关键酶基因调控研究的

不断深入 ,阐明具有时空调控作用的各种顺式和反式作用因

子 ,分离具有组织特异功能的启动子 ,实现五环三萜皂苷类

相关代谢基因在特定组织或细胞中的定向表达 ,确定五环三

萜类次生物质代谢的关键酶基因及其协同性 ,人工改造关键

酶基因并使之高效表达 ,进行细胞培养、生物转化、发根培养

等工业化生产 ,是实现大规模生产活性成分五环三萜皂苷类

的可行方法。
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日本药品进口程序及相关要求

罗 　辉1 ,于瑞钧2 ,宋立平3 ,马 　军4 ,江永萍3 ,东 　红3 3

(11 天津中新药业药品营销公司 ,天津 　300457 ; 21 天津劳动和社会保障局 ,天津 　300040 ; 31 天津中新药业集团股份

有限公司达仁堂制药厂 ,天津 　300457 ; 41 莱生 (天津)天然保健品开发有限公司 ,天津 　301700)

摘　要 :日本是我国中药出口的第一大市场 ,并且在将我国中医药推向国际市场方面 ,日本也是首要选择的市场。
通过对日本药品进口程序、各种申请及要求提交的资料进行介绍 ,以期对我国药品出口日本有所裨益 ,使中药能被
接受认可。
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　　日本是我国的近邻 ,历史上深受中国文化的影响 ,是中

国中药出口的第一大市场 ,并且在将我国中医药推向国际市

场方面 ,日本也是首要选择的市场。

中成药进入日本市场 ,如果在日本厚生省规定的药局方

中的汉方药 210 种处方之内 ,则较易被批准 ,如属新增的品

种还要进行药理及临床复核试验 ,审查期少则 10 个月 ,多则

几年 ,费用上千万日元 ,一经获准 ,质量方面则要按申报标准

严格把关执行。

曾对日本汉方药注册进行过简要介绍 [1 ] ,下面就日本药

品进口程序及相关要求加以详细介绍 ,以便国内企业开拓日

本市场及医药界人士加以了解、借鉴。

1 　外国生产企业的各种申请

111 　外国生产企业的认定申请 :所谓外国生产企业即是指

在外国想生产出口到日本的医药品的企业 ,和日本国内生产

企业一样需要厚生劳动大臣的批准。认定申请前 ,外国生产

企业以及生产场所必须根据别纸样式 1 业者编码登记票进

行登记。认定申请时 ,根据施行规则样式第十六 (二) 向机构

提出认定调查申请书。注意必须在生产销售批准申请之前

申请认定。申请手续、申请书的记载方法、提交资料见表 1。

112 　外国生产企业认定区分变更/ 追加变更 :认定区分追加

申请是指外国生产企业取得认定后 ,重新追加其他认定区分

的申请 ;认定区分变更申请是指废止已认定区分的同时 ,重

新追加其他认定区分的申请。申请手续、申请书的记载方

法、提交资料见表 1。

113 　外国生产企业的认定更新申请 :外国生产企业的认定

有效期为 5 年 ,如果到期不更新则自动失效。申请手续、申

请书的记载方法、提交资料见表 1。

114 　外国生产企业的其他申请 :关于外国生产企业认定的

其他申请如变更申请、休止、废止、再开申请、许可证的再交

付申请等按照日本国内生产企业的各申请的规定执行。
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