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紫杉醇前体生物合成途径及生物技术研究进展
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(11 重庆科技学院 生物系 ,重庆 　401331 ; 21 西南大学生命科学学院 , 重庆 　400715)

摘 　要 :紫杉醇因其特殊的抗肿瘤作用成为当今天然产物研究的热门方向。综述了紫杉醇前体的生物合成途径及
途径上的酶和基因 ;利用红豆杉愈伤组织和细胞培养生产紫杉醇的方法 ;前体饲喂提高细胞紫杉醇产量、通过内生
真菌发酵生产紫杉醇及红豆杉遗传转化获取优质药源等相关研究。最后提出代谢工程策略是可能解决紫杉醇药
源缺乏的理想途径。
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Advances in studies on biosynthetic pathway of taxol precursor and its correlative biotechnology
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　　紫杉醇 ( Taxol TM ) 是 20 世纪 70 年代由 Wani 等从短叶

红豆杉 Tax us brevi f olia Nutt1 树皮中提取出来的具有独特

抗癌作用的天然产物 [1 ] ,是目前最好的天然抗癌药物之一 ,

为治疗卵巢癌、乳腺癌的首选药物 ,对白血病、肺癌、脑癌、直

肠癌和其他一些实体瘤等均有很好的疗效 ,并且其不良反应

很小 [2 ] 。在今后较长的一段时间内 ,紫杉醇将仍然是治疗癌
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症的首选药物之一。由于紫杉醇的药源植物红豆杉是国家

重点保护野生植物 ,生长缓慢且紫杉醇产量非常低 ,所以从

天然红豆杉中提取的紫杉醇远远不能满足人们对紫杉醇日

益增长的需要 ,同时紫杉醇的神奇疗效和药源的严重短缺使

其价格极为昂贵。近年来 ,寻找及扩大紫杉醇药源是一个十

分活跃的研究领域 ,并取得了较大的进展 ,主要包括以下 4

个方面 : (1)利用传统育种技术培育红豆杉栽培品种 ; (2) 化

学合成紫杉醇 [3 ] ; (3) 分离培养与红豆杉共生的产紫杉醇微

生物 [4 ,5 ] ; (4)利用植物细胞培养技术生产紫杉醇 [6 ,7 ] 。紫杉

醇前体生物合成途径的分子生物学研究是开展紫杉醇基因

工程的必要前提。因而克隆紫杉醇前体合成途径上的基因 ,

进行功能验证和表达研究 ,考察目的基因在紫杉醇生物合成

途径中的作用 ,确定其中的限速反应和鉴定编码关键酶的基

因 ,进而为紫杉醇代谢工程提供候选基因和作用靶点。本文

就紫杉醇前体生物合成途径的分子生物学和生物化学 ,及生

物技术在扩大紫杉醇药源中的应用进行系统综述。

1 　紫杉醇前体生物合成途径

萜类物质的生物合成均以 C5 活性单位异戊烯焦磷酸

(isopentenyl diphosphate , IPP)与其异构体二甲基烯丙基焦

磷酸 (dimethylallyl diphosphate , DMA PP) 头尾相连合成香

叶基焦磷酸 (geranyl diphosphate , GPP , C10) ,继而 GPP 与

IPP 在酶促反应下形成更大的异戊烯焦磷酸如法尼基焦磷

酸 (farnesly diphosphate , FPP , C15)和香叶基香叶基焦磷酸

(geranylgeranyl diphosphate , GGPP , C20) ,其中可能通过

环化、耦联、分子重排产生倍半萜和二萜的碳骨架 [8 ] 。在红

豆杉中 ,紫杉醇的生物合成途径分为 3 个部分 :一是合成萜

类化合物的通用前体 IPP 和 DMAPP ;二是以 GGPPS 为起

点经过约 20 步酶促反应合成紫杉醇母核 102去乙酰基巴卡

亭 Ⅲ(102deacetylbaccatin Ⅲ,102DAB) 或巴卡亭 Ⅲ( baccatin

Ⅲ) ;三是合成与紫杉醇母核 C213 位相连的苯基异丝氨

酸链。

植物萜类 (包括紫杉醇) 前体物质 IPP 和 DMA PP 通常

可由两条不同 ,但存在 IPP 相互转运的生物途径完成合成 :

一是经典的甲羟戊酸 (又名甲瓦龙酸 , mevalonic acid ,

MVA)途径 ;另一是 22C2甲基2D2赤藓醇242磷酸 (22C2methyl2
D2erythritol242phosphate , MEP)途径 [9 ] (图 1) 。长期以来 ,

紫杉醇前体物 IPP 一直被认为是经甲羟戊酸途径合成的 ,但

近年来 ,经13 C 标记对植物和微生物萜类物质生物合成途径

进行研究却发现许多与甲羟戊酸途径不一致的结果 ,并证明

紫杉醇前体物的合成来自于新近发现的 MEP 途径 [10 ] 。故

在紫杉醇前体合成途径论述中主要以 M EP 途径上的基因

与酶为主。

图 1 　紫杉醇前体生物合成途径

Fig. 1 　Biosynthetic pathway of Taxol precursor
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2 　紫杉醇前体合成 MEP途径中已克隆的基因

近年来 ,基因组学和生物信息学的快速发展 ,给植物代

谢组学的研究带来了革命性的变化 ;自从 MEP 途径于 1994

年首次在植物中发现以来 ,由于分子遗传学和生物化学研究

取得了很大进展 ,该途径中的所有基因在植物中都被克隆得

到。本文将紫杉醇前体生物合成中 MEP 途径上已经克隆的

4 个基因综述如下。

2. 1 　12脱氧2D2木酮糖252磷酸合成酶 ( D X S) : D X S 是 MEP

途径上的第一个酶 ,也是第一个关键酶 ,该反应依赖于硫胺

素焦磷酸 (thiamine pyrophosphate) ,其作用是催化丙酮酸和

32磷酸甘油醛 ( G3P) 生成 12脱氧2D2木酮糖252磷酸。在拟南

芥 A rabi dopsis thaliana (L1 ) Heynh1 中 ,突变体 clal21 由于

缺失 D X S 基因而呈现“白化”特征 ,当添加 12脱氧2D2木酮糖

(12deoxy2D2xylulose , DX) 后发现有新的色素生成 ,并证实

D X S 对植物叶绿体及白色体的发育具有重要的作用 [11 ] 。

MEP 途径上其他基因通常都只有一个拷贝 (单基因) ,而众

多数据表明 D X S 在植物基因组中有一个小基因家族 [9 ] 。在

挪威云杉 Picea abies (L1 ) Karst1 中 , D X S 家族包含 3 个功

能不尽相同的基因 PaD X S1、PaD X S2A 及 PaD X S 2B 。其

中 PaD X S1 在树皮中表达量不受到伤害及真菌诱导的影

响 ,为一组成型表达基因 ;在诱导子诱导下 , PaD X S2A 响应

壳聚糖、甲基水杨酸以及真菌 Ceratocystis polonica 刺激 ,

PaD X S2B 能对甲基茉莉酸和壳聚糖的诱导做出应答 ,但对

甲基水杨酸和真菌 C1 polonica 的诱导没有任何响应 ,揭示

D X S 基因家族在防御食草动物或真菌侵袭起到不同的作

用 [12 ] 。在萜类物质的合成中 , D X S 扮演了一个重要的角色。

在宽叶薰衣草 L avandula lati f ol ia Vill1 中转入拟南芥的

D X S 基因 ,随着该基因的表达上调 ,转基因植株中精油的产

量在叶和花中均有提高 ,叶中最高可增加 359. 0 % ,花中最高

可增加 74. 1 %[13 ] 。由此可见 , D X S 是植物萜类前体生物合

成中的关键酶和实现萜类代谢工程的重要靶点。Liao 等从

曼地亚红豆杉 Tax us media Rehd1 中首次克隆到 D X S 基因

( GenBank Accession number : A Y644708) , TmD X S 基因全

长 1 776 bp ,编码 476 个氨基酸。然而目前还未见红豆杉

D X S 基因功能分析及其在紫杉醇合成中的作用等相关研究

报道。可以推断 ,利用红豆杉基因工程生产紫杉醇 ,提高代

谢靶标产物的积累 , D X S 将是一个重要的代谢工程靶点。

2. 2 　12脱氧2D2木酮糖252磷酸还原异构酶 ( D X R) :在位于质

体的 MEP 途径中 , D X P 经过 D X R 催化 ,以 NADPH 作为还

原剂 ,并依赖二价阳离子 ,经原子重排和还原生成 MEP[14 ] 。

在拟南芥中 ,D X R 是一个单基因编码的蛋白 ,在所比对的所

有植物蛋白序列中 , N 端均含有定位于质体的转运肽 ,且切割

位点保守 ;通过缺失 D X R 基因的致死突变 E1 coil 菌株

EcAB122 验证了 D X R 蛋白的功能 ;克隆 D X R 基因的启动子

序列 ,构建表达 GUS 蛋白的载体 ,证明 D X R 是植物 MEP 途

径中限速酶[15 ] 。长春花 Catharanthus roseus (L1) G1 Don 中 ,

D X R 的表达量与单萜吲哚生物碱 (monoterpenoid indole alka2
loids , MIAs)的积累呈现显著的正相关 ,是萜类吲哚生物碱生

物合成重要的调节基因[16 ] 。Mahmoud 等[17 ] 以 D X R 的催化

步骤作为靶点之一 ,在薄荷 Mentha haplocaly x Briq1 中过量表

达来源于薄荷的 D X R 和薄荷呋喃合酶 ( menthofuran syn2
thase)两个基因 ,使得薄荷精油的量提高了 50 % ,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。在青蒿素的代谢工程研究中 ,利用大肠杆菌重建青蒿

素前体生物合成途径 , D X R 催化步骤也为首选靶点之一[18 ] 。

可以推断 ,要提高红豆杉中紫杉醇的量 , D X R 是一个很有效

的代谢工程靶点。迄今为止 ,仅见郑清平等[19 ]克隆了中国红

豆杉 Tax us chinensis (Pilger) Rehd1 D X R 基因的 535 bp 核心

片段 ( GenBank Accession number : A Y445651) ,Liao 等克隆了

曼地亚红豆杉 D X R 的 cDNA 全长 ( GenBank Accession num2
ber : A Y5882482) ,还未见关于红豆杉 D X R 基因功能鉴定及其

在紫杉醇生物合成中作用的研究报道。因而克隆和鉴定红豆

杉 D X R 基因有助于在分子水平阐明紫杉醇前体生物合成的

一个限速反应 ,为紫杉醇的代谢工程提供一个理想的候选基

因和作用靶点。

2. 3 　22C2甲基2D2赤藓醇242磷酸胱氨酰转移酶 ( M EC T) :

M EC T 属于胞嘧啶转移酶家族的一个成员 ,其参与催化

MEP 途径的第 3 步酶促反应 ,将 CDP 和 MEP 连接生成

CDP2ME ,该酶促反应依赖于胞苷三磷酸 (CTP) 。Shi 等 [20 ]

克隆并表达了来源结核分枝杆菌 H37RV ( M ycobacteri um

tuberculosis H37Rv) 的 M EC T 基因 ,发现 MtM EC T 具有很

高的嘧啶碱基特异性且依赖于二价阳离子 ,Mg2 + 存在时酶

活性最高。在植物中 ,编码 M EC T 的基因和 M EC T 酶已从

拟南芥、银杏 Gink go bi loba L1 中获得 ,但对酶功能的研究未

见报道 [21 ] 。为验证 M EC T 蛋白功能 , Rohdich 等 [22 ] 提取大

肠杆菌的 M EC T ,将其参与催化 14 C 标记的 MEP 途径上的

酶促反应 ,结果生成带有14 C 的 CDP2M E ,将已标记的 CDP2
ME 转入辣椒 ,在辣椒质体中检测到 CDP2ME 参与了类胡萝

卜素生物合成 ,揭示 M EC T 在萜类生物合成中起到重要的

作用。刘万宏等 [23 ]首次从曼地亚红豆杉中克隆到编码该蛋

白的基因 TmM EC T ( GenBank Accession number : EF5342
010) ,cDNA 序列全长 1 301 bp ,推测编码 312 个氨基酸残基

的多肽 ;组织差异表达谱显示该基因在叶和树皮表达量较

高 ,并采用颜色互补的方法验证了基因功能 ,为开展紫杉醇

代谢工程提供了候选基因。

2. 4 　22C2甲基赤藓醇22 , 42环焦磷酸合成酶 ( M EC PS ) :

M EC PS 是 M EP 途径上的第 5 个酶 ,催化 CDP2MEP 生成

ME2cPP。由于 M EP 途径不存在于古细菌、真菌和动物中 ,

且 MEP 途径中的酶与哺乳动物中的蛋白同源性很低 ,使得

通过特异性地抑制途径来杀死病原菌成为可能。在结核分

枝杆菌中证实 M EC PS 可以作为治疗靶点 ,是具有潜在的药

物功能测定作用的重要基因 [24 ] 。长春花中 M EC PS 全长

cDNA 为 994 碱基 ,其 ORF 编码一个相对分子质量为 2. 5 ×

104 的 236 个氨基酸残基的多肽 ,该多肽的氨基酸序列与大

肠杆菌 M EC PS 有 48 %一致性 ,其 N 端有引导该酶定位于

质体的转运肽 ,长春花 M EC PS 基因的表达量与长春花中单

·9231·中草药 　Chinese Traditional and Herbal Drugs 　第 40 卷第 8 期 2009 年 8 月



萜吲哚生物碱 ( M IA s ) 的积累正相关 ,表明 M EC PS 表达增

强有利于代谢向更下游的方向流动 [16 ] 。通过 Nothern 杂交

与原位杂交发现 , M EC PS 与其他 M EP 途径基因 ( D X S 和

D X R)及 MIAs 下游途径的基因 ( geraniol 102hydroxylase ,

G10 H)一样 ,均显示相同的细胞特异性表达模式 [25 ] ,揭示

M EC PS 在次生代谢产物合成途径中具有重要的地位。刘万

宏等 [23 ]从曼地亚红豆杉中克隆到编码该蛋白的基因 Tm2
M EC PS ( GenBank Accession number : EF534009) , cDNA

序列全长 899 bp ,推测编码 241 个氨基酸残基的多肽 ;组织

差异表达谱显示基因在叶和树皮表达量较高 ,并采用颜色互

补的方法验证该基因有效推动载有 pAC2BETA 质粒的大肠

杆菌β2类胡萝卜素积累 ,为绘制完整的 MEP 途径代谢图和

紫杉醇代谢工程提供候选基因和作用靶点。

3 　细胞培养合成紫杉醇的研究

3. 1 　培养基的选择 :传统生产紫杉醇的方法产量低下 ,不足

以满足需求 ,所以通过培养红豆杉细胞来生产紫杉醇是目前

解决紫杉醇要求的重要手段之一 [26 ] 。自 Christen 首次获得

的利用红豆杉细胞生产紫杉醇的专利以来 ,现已经建立了多

种红豆杉细胞培养系统 ,培养条件得到不断优化。在红豆杉

细胞培养中 ,通常选用 B5 培养基 ,而碳源以果糖为最佳 ,而

且在适当糖浓度下 ,紫杉醇的质量浓度可达到 1. 43 mg/

L [27 ] 。添加较低质量浓度的细胞分裂素 (小于 1 mg/ L) 和较

高质量浓度的 2 ,42D (1～8 mg/ L) 有利于愈伤组织的生长 ;

附加 0. 5 mg/ L 的 GA3 能显著促进愈伤组织的生长 ,但不影

响紫杉醇的量 [28 ] 。对紫杉醇生产而言 , IAA 与 BA 组合处理

是最好的方案 ,紫杉醇的产量可达 (14. 78 ±0. 86) mg/ L [29 ] 。

3. 2 　诱导子对紫杉醇合成的影响 :紫杉醇的积累通常认为

是红豆杉类植物对外界特殊刺激生物响应的结果 [30 ] 。诱导

子是可以调节代谢途径上基因活性以改变代谢强度的一类

物质 ,包括植物激素、无机盐、NO、乙烯、真菌培养物等。在

红豆杉细胞培养研究中 ,添加 100μmol/ L 的甲基茉莉酸能

促进紫杉醇的合成 ,产量可达 14. 4 mg/ L [29 ] 。将 NO 作用于

云南红豆杉 Tax us y unnanensis Cheng et L1 K1 Fu 细胞发现

能提高苯基丙氨酸氨基裂解酶活性 ,并且增加了紫杉醇的积

累 ;20 mg/ L 水杨酸与 MVA 途径专一抑制剂 Mevastatin 同

时添加到南方红豆杉 Tax us chinensis ( Pilger) Rehd1 var1
mai rei (Lemee et Lévl1 ) Cheng et L1 K1 Fu 细胞中发现细

胞死亡 ,但每克干质量细胞紫杉醇的量可达 1. 626 mg。证实

水杨酸促进紫杉醇的合成主要是通过增加 IPP 的产量 ,此结

果与紫杉醇前体物质依赖于 MEP 途径的事实相吻合 [7 ] 。

Expósito 等用不同浓度的紫杉醇刺激欧洲红豆杉 Tax us

baccata 细胞发现 ,在添加 200 mg/ L 外源紫杉醇时 ,紫杉醇

产量为对照组的 32. 7 倍 ,但细胞活力有所下降 ;而且通过

RT2PCR 方法检测编码紫杉二烯合酶 ( taxadiene synthase ,

TS) 与 D X S 的基因发现 ,外源紫杉醇明显诱导 2 个基因的

表达 ,推测紫杉醇本身是主要的诱导因子 [31 ] 。

4 　产紫杉醇内生真菌的研究

Stierle 首次从太平洋红豆杉树皮韧皮部中分离到一个

新菌种 Taxom yces and reanae ,培养 3 周后发现具有稳定生

产紫杉醇的能力 ,产量为 24～50 ng/ L ,此举开创了利用内生

真菌发酵生产紫杉醇的先河 ,成为当今紫杉醇生物合成研究

的热点之一 [4 ] 。近年来 ,发现几乎所有的红豆杉植物都含有

产紫杉醇真菌 ,且真菌的宿主多样。Li 等 [32 ] 将产紫杉醇内

生真菌 Fusari um mai rei 培养液 ( endophytic fungi culture

broth , EFCB)添加至东北红豆杉悬浮细胞中 ,紫杉醇最高产

量可达 6. 11 mg/ L ,比对照细胞高 2～6. 8 倍 ;采用细胞与真

菌共培养较 EFCB 处理细胞 ,紫杉醇产量提高 2 倍以上 ,可

见内生真菌对红豆杉细胞生产紫杉醇具有重要意义。Zhang

等 [33 ]以紫杉醇生物合成途径中去乙酰基巴卡亭 Ⅲ210β2O2乙
酰基转运酶基因和 C213 类苯基丙烷侧链乙酰 CoA 转运酶基

因为分子标记 ,采用 PCR 技术从来源于曼地亚红豆杉和云

南红豆杉的 90 株内生真菌中筛选出 3 株产紫杉醇真菌 ,测

定结果为每克干质量菌丝含 100～160μg 紫杉醇。从生态

保护和经济角度来看 ,利用微生物发酵比传统提取或半合成

的方法具有生产周期短、操作简单、产量稳定的优势 ,但都存

在紫杉醇产量低 ,难以进行工业化生产的难题。

5 　红豆杉的遗传转化的研究

随着植物中 M EP 途径上的基因与酶的全面报道 ,这些

基因与酶如何有效利用及紫杉醇代谢工程的实现 ,关键技术

就是建立稳定高效的红豆杉遗传转化体系。对于红豆杉的

遗传转化也进行了有益探索 ,通过构建 pCAMBIA1302 +

GFP 双元载体 ,转化东北红豆杉 Tax us cus pi data Sieb1 et

Zucc1 悬浮细胞 ,Western Blot 杂交检测到 GFP 蛋白 (green

fluorescent protein) 在细胞中表达 ,揭示红豆杉转入外源

GF P基因能够瞬时表达 [34 ] 。利用发根农杆菌 LBA9402 侵

染曼地亚红豆杉获得毛状根 ,并且在 100μmol/ L 的甲基茉

莉酸诱导下 ,每克干质量毛状根中的紫杉醇的量从 69μg 提

高到 210μg[35 ] 。然而 ,这些遗传转化的方法并不能维持转

基因毛状根或细胞遗传稳定性 ,对大规模生产无可操作性。

Ketchum 等 [36 ]分别用野生型发根农杆菌 A TCC15834 携带

双元载体 pCAMBIA1301 根癌农杆菌 EHA105 携带双元载

体 pCAMBIA1305. 2 转化东北红豆杉 ;用野生型发根农杆菌

A TCC25818 携带双元载体 pCAMBIA1301 转化中国红豆

杉。两个转基因东北红豆杉细胞株可以维持培养 20 个月以

上 ,而转基因中国红豆杉细胞株可以维持培养 9 个月以上。

揭示红豆杉遗传转化技术可稳定继代遗传 ,为紫杉醇代谢工

程打下坚实基础。

6 　展望

在这些不同研究领域中 ,培育高产紫杉醇的红豆杉栽培

品种所需周期长、效率低 ,紫杉醇产量提高有限 ;紫杉醇化学

全合成虽然已经成功 ,但是合成的步骤复杂 ,其他有毒或无

用的副产品多 ,紫杉醇产率太低 ,使得紫杉醇的全化学合成

成本高且不具有商业前景 ;生产紫杉醇的微生物绝大多数是

与红豆杉共生的真菌 ,所含紫杉醇极微 ,并且这些真菌的培

养和大规模发酵很困难 ,菌株的衰退也是一个难题 ,到目前

还未见产业化前景。相比之下 ,利用基因工程遗传改良红豆
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杉 ,开展紫杉醇代谢工程研究 ,进而生产紫杉醇就具有很大

优势 ,主要表现在 : (1) 红豆杉离体培养和遗传转化的成功 ,

为利用基因工程技术遗传改良红豆杉奠定了良好的实践基

础 ; (2)把植物次生代谢途径中的关键酶基因导入植物或其

他物种中高效表达用于生产有用的次生代谢物质有诸多成

功报道。因而代谢工程是将来生产紫杉醇的理想途径 ,紫杉

醇前体生物合成分子生物学研究在这方面起到决定作用 ,为

最终实现紫杉醇商业化生产奠定理论基础。
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