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摘 要 青蒿素是从中药青蒿中分离得到的抗疟有效单体，是含有过氧基团的新型倍半萜内酯化合物，是目前世界上最有效

的疟疾治疗药物。青蒿素的生物合成途径属于类异戊二烯代谢途径中的倍半萜类分支途径，倍半萜合酶是该途径的关键酶

之一，目前已从青蒿中克隆了多个倍半萜合酶基因。综述了青蒿中已克隆的几种倍半萜合酶基因的研究进展。
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青蒿素是我国学者在 !" 年代初从中药青蒿

（!"#$%&’&( ())*( #$）中分离得到的抗疟有效单体，

是含有过氧基团的新型倍半萜内酯化合物，分子式

为 %&’())*’
［&］。青蒿素与过去已知抗疟药有着不同

的作用方式，具有高效、低毒的特点，被世界卫生组

织认为是最有潜力的抗疟药剂。青蒿素主要存在于

青蒿 植 株 的 叶 片 中，含 量 一 般 很 低（约 占 干 重 的

"+"&, - "+.,）［)］。尽管化学合成青蒿素已经成

功，但由于成本高、毒性大、产量低而未能投入商业

化生产。目前青蒿素的生产主要是从青蒿植株中直

接提取，因此提高青蒿植株中青蒿素的含量或扩大

青蒿素的来源成为众多科学家关注的焦点［/］。近年

来，随着分子生物学技术的迅速发展和对青蒿素生

物合成途径知识的积累，青蒿素生物合成途径中的

一些关键酶基因已被克隆，使得通过基因工程方法

获得青蒿素高产株系成为该研究领域的热点［0］。

青蒿素的生物合成途径属于类异戊二烯代谢途

径中的倍半萜类分支途径。倍半萜类化合物是以法

呢基焦磷酸（12345678 9:;<=6;<2>5，?@A）为共同底物，

在倍半萜合酶的催化作用下形成的。倍半萜合酶基

因是以基因家族的形式存在，家族中不同成员基因

表达催化生成不同的倍半萜终产物［’］。参与青蒿素

生物合成的倍半萜合酶B紫穗槐二烯合酶（2C=3;<2B
0，&&B9:545 674><265）的 基 因 已 被 几 个 实 验 室 克

隆［D E F］。目前已从青蒿中克隆的其它倍半萜合酶基

因包括：柏木脑合酶（5;:BG593=8 674><265）基因、!B石竹

烯合酶（!BG237=;<788545 674><265）基因、（H）B!B法呢烯

合酶（（H）B!B123456545 674><265）基因和大根香叶烯 I
合酶（J53C2G3545 I 674><265）基因，它们虽然不直接

参与青蒿素的生物合成，但都与青蒿素的生物合成

竞争共同底物 ?@A（图 &）。本文结合本实验室的有

关工作，就青蒿已被克隆的几种倍半萜合酶基因的

最新研究进展进行简要综述。

! 柏木脑合酶（5;:BG593=8 674><265）
柏木脑合酶催化 ?@A 形成表柏木脑（5;:BG593=8）

和少量的柏木脑（G593=8）两种产物。在青蒿中，是第

一个被报道的倍半萜合酶基因。

!"! 柏木脑合酶基因的克隆、功能分析

&FFF 年，(K2［&"］等和 L53GM5［&&］等同时分别克隆

了青 蒿 的 柏 木 脑 合 酶 基 因。 该 基 因 编 码 区 为

&D0&N;，推测编码 ’0! 个氨基酸，编码蛋白分子量为

D/+’M@。具有 /.N; 的 ’O端非翻译区和 )!)N; 的 /O
端非翻译区，在大肠杆菌中表达后催化 ?@A 形成柏

木脑。对其酶活性研究的结果表明，柏木脑合酶的

最适 ;( 值为 .+’ - F+"（以 ?@A 作为底物），其 +C 值

为 "+0"C=8P#（;( !），&+/"C=8P#（;( F），其 ;Q 值为

0+F0。据推测其氨基酸序列与从其它被子植物中克

隆的倍半萜合酶的同源性为 /), - 0/,，和单萜与

二萜的氨基酸序列也有显著的相似性，有一高度保

守区（@@RR@），富含天冬氨酸，这个结构特点在其

它萜类合酶中都存在，该酶位于细胞质中［&"］。)""/
年，S2GM6=4 等把青蒿的柏木脑合酶基因在野生酵母

中表达时，能把内源的 ?@A 转化生成柏木脑［&)］。

!"# 柏木脑合酶的催化机理

?@A 首 先 发 生 异 构 化 形 成 橙 花 叔 醇 焦 磷 酸

（453=8:978 9:;<=6;<2>5），橙花叔醇焦磷酸经过电离和

环化作用形成单环没药（酰基）（C=4=G7G8:G N:62N=878）
阳离子，生成的氢化物通过两步环化作用，发生转变

形成含有三环的柏木酰基（G59378）阳离子，如果羟基

是以反方向的位置加上去的，就形成表柏木脑，否则

就形成柏木脑（G593=8）［&"］。

# 紫 穗 槐 二 烯 合 酶（2C=3;<2B0，&&B
9:545 674><265）
紫穗槐二烯合酶被认为是直接参与青蒿素生

物合成的一种倍半萜合酶，在青蒿素生物合成途径

中紫穗槐二烯合酶催化 ?@A 生成紫穗槐二烯等倍

半萜类化合物。该酶的基因已被克隆并已进行了功

能鉴定［&/］。&FFF 年，T=KUC556>53 等报道了紫穗槐二

烯可能是青蒿生物合成途径中的烯类倍半萜中间

体，同时分离纯化了紫穗槐二烯合酶。在青蒿中紫

穗槐二烯的丰度非常低，但紫穗槐二烯合酶的活性

却相对较高，这表明由 ?@A 环化形成紫穗槐二烯的

过程是一个限速步骤。因此，克隆紫穗槐二烯合酶

基因，并在青蒿中大量表达此基因有可能打破青蒿

生物合成的限速步骤，从而提高青蒿素含量。

#"! 紫穗槐二烯合酶的分离、纯化

&FFF 年，T=KUC556>53 等首次从青蒿中分离到青

蒿的紫穗槐二烯合酶，该酶催化 ?@A 形成青蒿素生

物合成的倍半萜中间产物紫穗槐二烯。对青蒿幼嫩

叶片的粗提蛋白进行 ?@A 酶活分析，通过 V%BLW 检

测发现，紫穗槐二烯合酶是一种主要的倍半萜合酶。

该酶具有典型的倍半萜合酶的特性，如较宽的 ;(
范围（最适 ;( 值为 D+’ - !+"），分子量为 ’DM@，+C

为 "+D"C=8P#
［&0］。

#"# 紫穗槐二烯合酶基因的克隆、功能分析

随后，%<24J 等［D］，L53GM5 等［!］，X288223> 等［.］和
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李振秋等［!"］先后报道了青蒿中紫穗槐二烯合酶基

因的克隆、表达和功能分析。青蒿的紫穗槐二烯合

酶 #$%& 全长约 ’!(()*，编码区为 !+,!)*，推测约编

码 ",+ 个氨基酸，编码蛋白分子量为 +-./0$，略高于

已纯化的青蒿紫穗槐二烯合酶（"+0$）。推测该酶

的 *1 值为 ".+ 左右。青蒿的紫穗槐二烯合酶的 *1
值和分子量与已报道的其他植物的倍半萜合酶相

近。该酶的氨基酸序列与青蒿中其他的倍半萜合酶

的同源性约为 "(2，与其他被子植物中的倍半萜合

酶具有许多同样的保守区，不同的倍半萜合酶之间

的这种同源性为进一步了解它们的三维结构提供了

很好的依据。在大肠杆菌中表达后，能催化 3$4 形

成紫穗槐二烯。该酶定位于细胞质中，因为它缺少

质体定位的靶序列，这与倍半萜类物质在细胞质中

合成是一致的。

最近，56789:; 等通过单拷贝同源重组和质粒两

种方式把青蒿的紫穗槐二烯合酶基因转入到酵母

中，从酵母表达的蛋白提取物中，能检测到紫穗槐二

烯合酶活性，通过 <=>?@ 分析发现，也能检测到青

蒿素的前体物紫穗槐二烯的存在，但是发现通过这

两种方式导入的基因在酵母中表达后，其产物紫穗

槐二烯的产量有很大的差别，后者约是前者的 + 倍

多［!+］。

我们实验室的刘彦，李振秋等利用 A&=B 方法

从青蒿高产株系 ((! 中克隆了紫穗槐二烯合酶的

#$%& 和基因组 $%&［!"］。将该 #$%& 在大肠杆菌中

表达后，体外酶促反应结果表明，该酶能催化 3$4
形成紫穗槐二烯。@CDE:FG7 分析表明紫穗槐二烯合

酶基因在青蒿基因组中至少有 , 个拷贝。其基因组

$%& 有一个复杂的结构，包含有 H 个外显子和 + 个

内含子。AI>4=A 分析表明，该基因在叶片、茎和花

中表达，而在根中没有表达，这与青蒿素的积累部位

相一致。

!"# 紫穗槐二烯合酶的催化机理

青蒿紫穗槐二烯合酶的催化机理与柏木脑合酶

非常类似，在这两个化学反应过程中没药酰基阳离

子是其共同的中间产物，不同的是随后的化学反应

中此中间产物———没药酰基阳离子氢离子的转移导

致的环的形成方式不同，紫穗槐二烯合酶催化过程

中是 =!，=!( 闭合形成环，而柏木脑合酶催化过程

中则是 =+，=!( 闭合形成环。这两个青蒿倍半萜合

酶的氨基酸序列的高度相似性为我们研究萜类合酶

的结构特性提供了很好的实验体系［/，!,，!H］。

# !$石 竹 烯 合 酶（!$#9GJC*:J;;F7F
KJ7E:9KF）

在青蒿中!>石竹烯合酶催化 3$4 生成以!>石
竹烯（!>#9GJC*:J;;F7F）为主的一些倍半萜类化合物。

!>石竹烯是植物中普遍存在的一种重要的三环倍半

萜烯化合物，!>石竹烯对病原菌具有较强的抑制作

用，所以!>石竹烯及其衍生物在植物防御病原侵袭

过程中扮演着重要角色。另外，!>石竹烯还具有抗

癌作用［!L］。

’((’ 年 =96 等从青蒿中克隆了!>石竹烯合酶基

因，该 基 因 #$%& 全 长 约 为 !/(’)*，编 码 区 为

!+,,)*，编码蛋白分子量为 +(.-0$，在大肠杆菌表达

后，能催化 3$4 形成!>石竹烯。推测其氨基酸序列

和青蒿的柏木脑合酶、紫穗槐二烯合酶的氨基酸序

列的同源性均为 +(2。!>石竹烯合酶的氨基酸序列

和其他被子植物的倍半萜合酶的氨基酸序列同源性

达 ,(2 M +(2，而且和其他倍半萜合酶具有同样的

催化反应机制［!/］。

!>石竹烯合酶具有和其他被子植物的倍半萜合

酶相同的 <NOPB4 元件，并且具有其他萜类合成酶

中高度保守的二价金属离子结合区 $$PP$。!>石
竹烯合酶基因序列无 % 端组织定位的信号肽序列，

这和推测的倍半萜类化合物在胞质中合成是一致

的。该酶具有较宽的 *Q 范围，适宜的 *Q 值最高接

近 H.H；其 !R 值 为 !.L"RC;S5，推 测 其 !#9E 为

(.(,KT !。据报道，!>石竹烯合酶在青蒿中的转录水

平随着青蒿苗龄的增长而降低，该酶的诱导表达是

迅速而短暂的［!/］。

% （B）$!$法呢烯合酶（（B）$!$U9G7FKF7F
KJ7E:9KF）
在青蒿中（B）>!>法呢烯合酶催化 3$4 形成（B）>

!>法呢烯（!>U9G7FKF7F），（B）>!>法呢烯合酶在催化反

应中只形成单一的产物（B）>!>法呢烯，而没有其它

的副产物生成。青蒿中其它的倍半萜合酶在催化反

应中，除了有一种主要产物生成外，相应的还有许多

副产物生成，这说明（B）>!>法呢烯合酶具有较其他

倍半萜合酶更高的产物选择性。该酶纯化后，发现

其最适 *Q 值为 +." M H.(，植物倍半萜合酶一般具

有的最适 *Q 值为中性，这与推测的倍半萜合酶定

位于胞质中是一致的。该酶的基因已被克隆并已进

行了功能鉴定［’(］。

’(("年，46#9D8 等报道了青蒿中（B）>!>法呢烯
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合酶基因的克隆、大肠杆菌表达和功能分析。青蒿

的（!）"!"法呢烯合酶基因的编码区为 #$%&’(，推测

编码 )$% 个氨基酸，编码蛋白分子量为 &&*+,-。通

过氨基酸序列比对发现，（!）"!"法呢烯合酶基因 ."
端具有 // 个亲水氨基酸残基的延伸，这 // 个氨基

酸残基并不具有信号序列，而青蒿中其他倍半萜合

酶基因则没有这一特征。据推测其 (0 值为 )*12，与

其他植物的倍半萜合酶很相似，具有较低的 (0 值和

分子量。青蒿的（!）"!"法呢烯合酶基因氨基酸序列

和其他倍半萜合酶，特别是青蒿的倍半萜合酶基因，

具有很高的同源性。在大肠杆菌中表达后，能催化

3-4 形成单一的倍半萜类化合物（!）"!"法呢烯［/#］。

! 大根香叶烯 5 合酶（6789:;87<7 5
=><?@:=7）
大根香叶烯 5 合酶在青蒿中催化 3-4 形成大

根香叶烯 5（6789:;87<7 5）。最近 A78?7: 等人也从

青蒿中克隆了大根香叶烯 5 合酶，并对其进行了大

肠杆菌表达和功能分析。除大根香叶烯 5 合酶外，

青蒿中的其他几种倍半萜合酶基因的克隆是从青蒿

叶片 ;-.5 文库中筛选所需的基因或是通过基因的

同源性克隆目的基因。而大根香叶烯 5 合酶是首

次从青蒿的腺毛 ;-.5 文库中克隆目的基因，因为

青蒿的腺毛中富含萜类物质。

对该基因的全长序列进行分析发现，青蒿的大

根香叶烯 5 合酶基因编码区为 #&B+’(，推测约编码

)&/ 个氨基酸。分析发现该基因也具有其它倍半萜

合酶的一些特征，比如无质体定位的信号肽序列，定

位于细胞质中，通过序列比对发现青蒿大根香叶烯

5 合酶基因序列和菊苣科大根香叶烯 5 合酶基因序

列相似性高达 B#C。在大肠杆菌中表达后，能催化

3-4 形成大根香叶烯 5。大根香叶烯 5 合酶在催化

3-4 的反应中只形成单一的产物大根香叶烯 5，而

没有其他的副产物生成。与（!）"!"法呢烯合酶一

样，说明该酶也具有很高的产物选择性［//，/2］。

" 一种新的倍半萜合酶（=7=DEF?78(7<7
=><?@:=7）
我们实验室的刘彦等用 G5H! 方法从青蒿高产

株系 11# 中克隆了一个新的 #BB&’( 的全长倍半萜

合酶 ;-.5。该倍半萜合酶氨基酸序列与烟草马兜

铃烯合酶、莨菪岩兰螺旋二烯合酶、棉花杜松烯合酶

的一致性分别为 2+C，2BC和 %#C；与青蒿柏木脑

合酶、紫穗槐二烯合酶和一个推测的倍半萜合酶

;5IH#/)（可 能 是（!）"!"法 呢 烯 合 酶）的 一 致 性 为

)1C，%BC 和 )+C。;-.5 序列被克隆至原核表达

载体 (!J21:，并在大肠杆菌中诱导表达，但过量表

达的蛋白主要是以不溶性蛋白形式存在。GJ"4HG
分析表明，此基因在茎、叶和花中表达，在根中不表

达［/%］。

图 # 青蒿中已克隆的几种倍半萜合酶的催化反应示意图

3F6K# G7:;?FL<= ;:?:M>N7O ’> ?@7 PFQ7 =7=DEF?78(7<7
=><?@:=7= ;ML<7O P8L9 !"#$%&’&( ())*(

#：7(F";7O8LM =><?@:=7（ 柏 木 脑 合 酶，!I）；/：:9L8(@:"%，##"OF7<7

=><?@:=7（紫 穗 槐 二 烯 合 酶，5-I）；2：（!）"!";:8>L(@>MM7<7 =><?@:=7
（!R 石竹烯合酶，HI）；%：（!）"!"P:8<7=7<7 =><?@:=7（（!）"!"法呢烯合

酶，3I）；)：6789:;87<7 5 =><?@:=7（大根香叶烯 5 合酶，SI）K

# 总结与展望

综上所述，目前从青蒿中克隆的已知功能的倍

半萜合酶基因有：柏木脑合酶基因、紫穗槐二烯合酶

基因、!R 石竹烯合酶基因、（!）"!"法呢烯合酶基因

和大根香叶烯 5 合酶基因等。不同的倍半萜合酶

所催化的底物（3-4）都是相同的，但由于不同的倍

半萜合酶对底物催化的立体或区域选择性不同，所

以形成了不同的倍半萜化合物。除紫穗槐二烯外，

青蒿中还含有其他的倍半萜类化合物，如大根香叶

烯 -（6789:;87<7 -）、（!）"!"法呢烯（!"P:8<7=7<7），!"石
竹烯（!";:8>L(@>MM7<7）、""古巴烯（"";L(:7<7）、杜松烯

（;:OF<7<7）、#"没药烯（#"’F=:’LM7<7）等。因此可以推

测，除了目前已克隆的倍半萜合酶基因外，青蒿中可

能还存在其他未知的倍半萜合酶基因。目前已克隆

的几种青蒿倍半萜合酶基因序列的同源性为 21C
T &2C（图 /），由于倍半萜合酶基因是一个基因家

族，所以可以根据同源性，设计兼并引物，克隆青蒿

+$+申海燕等：青蒿倍半萜合酶（环化酶）研究进展



图 ! 已克隆的青蒿倍半萜合酶氨基酸序列比较

"#$%! &’#$()*(+ ,- +.* /*/01*/ 2)#(, 21#/ 3*40*(1*3 ,- +.* 3#5
3*340#+*67*(* 38(+.23*3 1’,(*/ -6,) !"#$%&’&( ())*(

9:（(,;*’ 3*340#+*67*(* 38(+.23*）：一种新的倍半萜合酶；":（（<）=!=-26(*3*(* 38(+.23*）：（<）=!=法呢烯合酶；

&>:（2),67.2=?，@@=/#*(* 38(+.23*）：紫穗槐二烯合酶；<:（*7#=1*/6,’ 38(+.23*）：柏木脑合酶；A:（!=1268,7.8’’*(*

38(+.23*）：!=石竹烯合酶；B:（$*6)216*(* & 38(+.23*）：大根香叶烯 & 合酶。

中的其他倍半萜合酶基因。

青蒿中一系列倍半萜合酶基因的克隆对青蒿素

生物合成的分子调控具有重要意义，因为不同的倍

半萜合酶均是以 ">C 为共同底物的，如果通过代谢

工程手段，过量表达青蒿素生物合成相关酶的基因

（如紫穗槐二烯合酶基因等），同时抑制与青蒿素合

成竞争底物的酶的基因表达（如!=石竹烯合酶基

因），将有可能促进青蒿素生物合成途径的代谢流

量，从而促进青蒿素的生物合成。

最近青蒿中细胞色素氧化酶 7?DE（18+,1.6,)*

EFG +,&)$’$ -.*")(/ .0 1&.#$2,)./.34 生物工程学报 !EEH，I,’J!K，9,JL



!"#$）%&’()*+) 基因［!"］已被克隆，从紫穗槐二烯经

过 #$"% 酶系的三次氧化还原作用生成青蒿酸，细胞

色素氧化酶 #$"% 基因的克隆使得我们对青蒿素生

物合成途径的认识更加深入，&’ 等已经将紫穗槐二

烯合酶基因和 #$"% 基因转入酵母中生产青蒿素的

前体产物［!"，!(］。随着青蒿素生物合成途径中的关键

酶基因的克隆，对青蒿素生物合成途径的认识将更

加深入，为我们利用基因工程方法生产青蒿素奠定

了基础，为缓解青蒿素在市场上供不应求的局面以

及降低青蒿素的市场价格提供了可能。
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