
植物生理学通讯  第 45 卷 第 5 期，2009 年 5 月520

收稿 2008-10-09 修定 　2009-03-30
资助 黑龙江省科技攻关项目(GA06B301-4-3)和中国博士后

基金(2 00 804 308 73 )。
* 通讯作者(E-mail:  yaguangzhan@126.com; Tel: 0452-

8 2 1 9 1 7 5 2 )。

白桦三萜的合成和调控

尹静 1, 詹亚光 1,*, 肖佳雷 2

1 东北林业大学生命科学学院, 哈尔滨 150040; 2 黑龙江省农业科学院, 哈尔滨 150086

Synthesis and Regulation of Triterpene from Betula platyphylla Suk.
YIN Jing1, ZHAN Ya-Guang1,*, XIAO Jia-Lei2

1College of Life Sciences, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China; 2Heilongjiang Academy of Agricultural Sciences,
Harbin 150086, China

提要: 白桦树叶和树皮中含有次生代谢产物白桦三萜, 其中白桦树外皮中含有丰富的羽扇豆烷型的三萜白桦酯醇和白桦酯

酸, 这两种天然产物具有抑制人免疫缺陷病毒复制和选择性杀死癌细胞等药理活性, 并显示出与以往药物不同的作用机制,
疗效高而毒性低, 被认为是具有一定开发潜力的抗癌、抗艾滋病类先锋药物。本文就天然药物成分白桦三萜组成、分布的

组织特异性、药理活性、代谢途径、环境调控和白桦三萜生物合成关键酶基因克隆的研究进展作一介绍。
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白桦(Betula platyphylla Suk.)属桦木科桦木属,
为落叶乔木, 是我国东北地区多种地带性植被的先

锋树种, 因其生长迅速, 适应性强, 材质优良而成为

重要的经济树种。早在《本草纲目》中就有记

载, 桦树皮可用于黄疸、乳痛、疥疮等疾病的治

疗, 此外, 在民间还用于治疗慢性痢疾及清热解毒、

止咳、平喘、消炎、杀菌等(Marston和Hostetman
1987; Steele 等 1999), 但其药用成分研究开发甚

少。自从 Fujioka 等(1994)和 Pisha 等(1995)先后报

道了白桦酯酸可以抑制H9淋巴细胞中HIV病毒复

制和选择性地抑制黑色素瘤细胞的生长以来, 白桦

三萜类物质(triterpenes of Betula platyphylla, TBP)
药理作用也越来越受到国内外学者的广泛重视, 大
量研究表明, 其药理活性多样, 且显示出了与以往

药物不同的作用机制(Sun等2002; Valentin等2002)
疗效高而毒性低, 具有抗肿瘤、抗艾滋病及抗菌、

抗病毒、降脂、利胆和保肝等作用(Soler 等 1996;
Zhukova 等 2005; Kovalenko 等 2007), 作为有潜力

的新型药物制剂, 具有广阔的应用前景。

1  白桦三萜的组成及其分布的组织特异性

白桦三萜的主要成分是白桦树外皮中的白桦

酯醇(betulin, lup-20(29)-ene-3β,28-diol, C30H50O2)、
白桦酯酸(betulinic acid, 3β-hydroxy-lup-20(29)-ene-
28-oicacid, C30H48O3)及树叶中桦叶烯三醇(betulafole-
nentriol)、桦叶烯四醇(betulafolienetetraol)等, 都是

重要的天然次生代谢产物。白桦酯醇、白桦酯酸

为羽扇豆烷型的五环三萜, 广泛分布于桦木属植物

及其它许多属植物中。白桦酯醇又称桦木脑、桦

木醇, 溶于乙醇、乙醚、氯仿和苯, 微溶于冷水、

石油醚等, 含1 mol乙醇的溶剂化物为针状结晶, 干
燥后, 170~180 ℃ (10.67 Pa)升华。白桦酯酸约占

白桦树外皮干重的0.025%左右, 是白桦酯醇经两步

合成的,  与白桦酯醇有类似的药理活性(Sun 等

2002)。桦叶烯三醇、桦叶烯四醇为达玛烷型四

环三萜物质, 主要分布在白桦树叶中, 约占树叶干

重 0.25%。另有少量树种的根皮也有分布, 而树干

部的树皮中则没有, 且不同白桦树种叶中的达玛烷

型三萜结构也存在差异。由于与人参皂苷的苷元

结构相似, 所以表现出一些特殊的生物活性, 如桦

叶烯三醇与人参皂苷的苷元的差别仅在于C-3羟基

的构型不同, 也是治疗癌症和心血管疾病及提高机

体免疫功能的候选药物。

白桦树外皮含有不同类型的三萜化合物, 主要

类型是羽扇醇, 在白桦树外皮干重的10%~40%, 含
量多少取决于白桦树品种、生长条件、树龄和生
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长季节。有报道, 每公斤白桦树外皮中含三萜系化

合物 434.4 g, 其中白桦酯醇为 423.2 g。同时有人

以树径分别为 16.6、22.3、33.1 cm 的白桦树研

究桦木内皮与外皮的化学组成及其含量与树径的关

系, 结果认为, 不同树木径级内、外皮的化学组成

及其含量(其中包括三萜系化合物的数量和组成)无
明显波动(崔艳霞和郑志方 1994)。也有研究发现,
白桦植株中还含有齐墩果烷型又称β-香树脂烷(β-
amyrane)型的齐墩果酸、环阿屯烷型的 β- 谷甾醇

等三萜类物质。另外, 由白桦组织培养的无菌苗茎

段和叶柄诱导的愈伤组织中也具有一定含量的三萜

物质(Zhang 等 2003; 王博 2008), 这为通过细胞培

养技术或生物反应器生产白桦三萜物质, 提供了要

线索 。

除桦木属植物白桦外, 白桦酯醇和白桦酯酸也

广泛分布在干草根皮、草药酸枣仁、棍栏树皮、

菊科植物云木香的根、槐花等, 另外在蜂胶、花

粉、马兰、大枣、葡萄干等也有分布, 在这些植

物中的发现印证了它们的一些特殊功效, 如抗炎活

性、抗衰老功效。含白桦酯醇的植物虽然很多,
但含量超过10%的很少, 从白桦树皮中提取白桦酯

醇, 得率可达 35%, 纯度在 95% 以上, 是很好的植

物资源。

2  白桦三萜的合成代谢途径和关键酶

三萜类物质是以乙酰辅酶 A原料经甲羟戊酸

途径(mevalonic pathway, MVA, 又称 cytosolic
pathway)在细胞质中合成的(Newman 和 Chappell
1999)。甲羟戊酸是在第一个限速酶 3- 羟基 3- 甲
基戊二酰辅酶 a 还原酶(3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme a reductase, HMGR)的作用下生成的(Rosa
等 2007),  经 MVA 途径形成异戊烯基焦磷酸酯

(isopentenyl diphosphate, IPP)和其双键异构体二甲

基烯丙焦磷酸酯(dimethylallyl diphosphate, DMAPP),
进一步缩合形成倍半萜、三萜和甾体。而单萜

(monote rpene )、二萜(d i t er pene )是以丙酮酸

(pyruva te)和磷酸甘油醛(glycera ldehydes-3-
phos pha t e )为原料, 经丙酮酸 / 磷酸甘油醛途径

(pyruvate/glyceralde-hyde-3-phosphate pathway,
DXP 途径)合成的。倍半萜生物合成的 IPP既可来

源于 MVA 途径, 也可来源于 DXP 途径, 或者同时

来源两条途径。在萜类化合物生物合成的两条途

径中, 最后都是由 5 个碳原子的 IPP 和其双键异构

体 DMAPP缩合而成各种萜类的前体。IPP是 “ 活
化” 的异戊二烯单元, 是所有萜类生物合成的中心

前体。在烯丙基转移酶(prenylt ransferase)的催化

作用下, IPP 与其异构体 DMAPP 经头尾缩合生成

具 C10 骨架的香叶基焦磷酸(geranyl diphosphate,
GPP); GPP加上第 2个 IPP单元形成具C15骨架的

法呢基焦磷酸(farnesyl diphosphate, FPP) (Lange 等
1999), 最后 2 个倍半萜缩合形成共同的三萜前体 -
2,3-氧化角鲨烯(2,3-oxidosqualene, 2,3-OSC), 在不

同三萜合酶作用下, 如羽扇醇合酶(lupeol synthases,
LUS)作用下合成羽扇醇、白桦酯醇、白桦酯酸;
在环阿齐醇合酶(cycloartenol synthase, CAS)作用

下合成固醇、甾酮类三萜; 在达玛烷烯二醇合酶

(dammarenediol synthases, DS)作用下合成达玛烯二

醇; 在 β- 香树酯醇合酶(β-amyrin synthase, β-AS)
作用下合成齐墩果酸类、香树酯醇或干草皂苷等

三萜物质(Hiroaki 等 2001, 2004; Zhang 等 2003)。
白桦酯醇是白桦酯酸的合成前体, 两者的差别仅在

于C28位是CH2OH而不是COOH。其合成过程和

化学结构如图 1。
萜类次生代谢的特征之一就是种属和组织特

异性, 许多单萜、倍半萜和三萜成分往往来源于特

定的种属、特定的物种, 而这些化合物在某一植物

体内仅存在于某一类器官、组织、细胞或细胞器

中, 并受到独立的调控(Lange 等 2000; Hiroaki 等
2001, 2004; Dudareva 等 1996), 这与生物合成关键

酶的定位有关。如 Hiroaki (2001)发现, 甘草中甘

草皂苷(齐墩果烷类三萜皂角苷)是植物根中产生的,
仅在增厚的根和匍匐枝的木质部合成, 大豆皂苷(齐
墩果烷类三萜皂苷)大体分布在甘草的种子和枝根

中。甘草中的白桦酯酸主要分布在粗根的软木

层。干草悬浮培养细胞不具备生产甘草皂苷的能

力, 但能够产生甾醇类、大豆皂苷和白桦酯酸三萜

化合物。这种现象与其相应的组织中的三萜基因

表达是相吻合的。另外, 人们也发现三萜基因的表

达具有时序性,  以三年生的甘草为材料,  采用

Northen杂交的方法对粗根中OSC表达水平的季节

性变化进行确认。5 月份 β-AS 表达水平最高, 此
时也是甘草迅速生长的时期; 6 月、7 月、9 月份

β-AS的表达水平也很高, 此时地上部分也正在成长;
8月份β-AS表达水平非常低, 此时许多叶已脱落, 这
可能与正所处环境的高温多雨有关。冬季地上部
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分停止生长, β-AS 不再表达。而 CAS 基因的表达

却无组织或时间表达的特异性, 暗示其可能是一个

持家基因(housekeeping gene)。白桦三萜基因

CAS、β-AS 和 LUS 在悬浮细胞中能够被检测到

(Zhang 等 2003)。
3  环境对三萜合成及其关键基因表达的调控

范桂枝等(2007)以13种八年生白桦为试材, 研
究不同部位及种源间白桦酯醇含量的结果表明, 在
白桦不同部位的含量分布差异显著, 依次分别为: 外
皮>枝皮>内皮>芽>叶>根>花粉; 13 种八年生白桦

种源树皮内白桦酯醇的含量为 132.45~257.11 mg·g-1

(DW), 且种源间差异呈极显著水平, 东北地区的小

北湖和凉水两个白桦种源的含量最高, 达到257.11
和 240.36 mg·g-1 (DW), 而采自辽宁、内蒙和宁夏

的白桦种源的含量最低,分别为 139.24、136.26 和

132.45 mg·g-1 (DW)。并认为白桦酯醇的含量不仅

受自身种源及遗传背景的影响, 同时也受到其所处

地理位置和气候因素的影响, 即属于基因与环境互

作的表现性状。关于环境因子对植株和细胞中单

萜和二萜类物质的合成和关键基因的表达研究已有

较多报道(Diane等 2002; 鲁守平等2006; 王海斌等

2007; Baltazar 等 2007), 但关于三萜物质的研究起

步较晚。Hiroaki等(2001, 2004)以干草悬浮细胞为

材料, 研究表明茉莉酸甲酯(methyl jasmonate, MeJA)
和 GA3 对 3种 OSC酶的调节效应是不同的。在培

养的细胞中添加MeJA, 可以促进β-AS表达和大豆

皂苷的合成,  但 L US 表达水平下降,  而赤霉素

(gibberellic acid, GA3)对 LUS 表达影响不大。CAS
基因对 MeJA 和 GA3 的反应不明显。

最近,  我校森林生物工程研究室(詹亚光等

2002; 王博等 2008)以白桦无菌苗茎段为外植体在

IS固体培养基上诱导愈伤组织, 研究白桦细胞中三

萜物质的积累的结果表明, 白桦愈伤组织具有合成

三萜物质的能力, 但含量较低, 仅为 0.8~1.5 mg·g-1

(DW)。为了提高三萜物质的含量, 还研究了环境

因子, 包括光强、光质、光照时间、碳源和激素

等因素对三萜物质的积累调节效应, 结果表明, 培
养基中添加不同浓度(10~50 g·L-1)葡萄糖和果糖的

白桦愈伤组织中三萜物质含量先上升后下降, 而添

加蔗糖的则呈直线上升, 其中以 30 g·L-1 蔗糖的最

高, 总三萜积累量达到 4.04 mg·g-1 (DW)。相对蓝

光、黄光而言, 白光更有利于三萜积累, 强光照高

于弱光照和黑暗, 白桦愈伤组织中三萜物质含量在

0~9 d呈上升趋势, 9~18 d 呈下降趋势, 18~21 d 略
微回升, 于第 9天达到最大值。白桦愈伤组织进行

悬浮培养发现, B5 和 NT 培养基比 MS、1/2MS、
WPM (木本植物培养基)和IS更有利于三萜积累, 含
量可达 11.2633 mg·g-1 (DW) 和 11.9671 mg·g-1

(DW); 激素 0.6 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1 6-BA 和 0.2
mg·L-1 TDA+ 0.4 mg·L-1 6-BA 配比可使三萜含量达

到11.136 mg·g-1 (DW)和14.2264 mg·g-1 (DW); 紧密

型愈伤组织三萜含量高于松散型的, 三萜含量达到

14.3075 mg·g-1 (DW) (王博等 2008)。这些研究为

采用细胞工程手段提高白桦三萜类化合物含量建立

了基础。

4  三萜基因克隆

萜类生物的合成可分为3个阶段, 中间体的生

成、萜类化合物的合成以及最后的修饰。相应的

酶可分为 3 类, 包括生成 IPP 和 DMAPP 以前的酶,
如MVP途径的HMGR; 生成萜类的各种环化酶, 它

   图 1  高等植物中氧化鲨烯环化酶及白桦树中的三萜化合物(Zhang 等 2003)
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们的作用是生成 IPP、DMAPP 后, 催化其形成各

种不同分子量大小的形式各异的萜类化合物和中间

体, 是萜类生物合成关键酶; 第三类酶催化形成的

产物进行复杂的结构修饰, 主要包括羟基化、甲基

化、异构化、加成和还原等过程。其中关于前

两类酶研究及其基因克隆的报道已取得显著进展。

自 1992 年开始有植物合成酶基因克隆的报道, 迄
今为止, 已有 30 种以上的植物萜类合酶的 cDNA
被克隆, 其中已经从马铃薯(Korth 等 1997)、棉花

(Loguercio 等 1999)、番茄(Rodriguez-Concepcion
和 Gmissem 1999)中克隆 HMGR; 从绿薄荷的油腺

细胞中分离GPP, 并克隆其基因(Burke 等1999), 从
拟南芥中克隆了编码 F P P 合成酶的 c D N A 等

(Homann 等 1996)。另外, 包括烟草(Facchini 和
Chappell 1992)、番茄(Colby 等 1998)、红豆杉

(Wildung 和 Croteau 1996)、冷杉(Bohlmann 和

Crotean 1999)、天仙子(Back 和 Chappell 1995)、
棉花(Chen等1995)、蓖麻(Hill等1996)等植物的单

萜、倍半萜、二萜环化酶。

三萜化合物是以 2,3-OSC为共同的三萜前体,
在不同的三萜合酶, 其中包括 LUS、DS、CAS 和

β-AS和多功能三萜合酶作用下合成的。一些三萜

合成酶能催化生成若干种三萜产物, 这种多功能的

三萜合成酶是植物中乌苏烷和齐墩果烷往往同时存

在的根本原因。最近, 关于三萜基因的克隆也陆

续见到报道, 其中包括十几种植物的33个三萜基因

(Mohammad等2007), 它们是5个编码β-AS的基因,
分别为人参的 PNY、PNY2 (Kushiro 等 1999), 豌
豆的PSY (Morita等2000), 甘草的GgbAS1 (Hiroaki
等2001), 白桦的BPY (Zhang等2003); 6个编码LUS
合酶基因, 包括来自拟南芥的 LUP1、橄榄的OEW
(Kushiro等 1999)、蒲公英的TRW、干草的GgLUS
(Hiroaki 等 2004)、白桦的 BPW (Zhang等 2003); 3
个编码 CAS 合酶的基因, 来自白桦的 BPX、BPX2
(Zhang等 2003)、甘草的GgCAS (Hiroaki等 2000),
以及编码多功能三萜合酶的丝瓜LcIMS1, 拟南芥的

YuPH12R.43 (Kushiro等 1999)、豌豆 PSM (Morita
等2000)以及闭鞘姜和莲属多功能三萜基因。三萜

基因 GgbAS1、GgLUS 和 GgCAS 来自干草悬浮培

养细胞, 另外 BPX、BPX2、BPW 和 BPY 4 个三

萜基因也是由东京大学的Zhang等(2003)以日本白

桦无菌苗叶柄诱导愈伤, 进行悬浮细胞培养, 以MS

培养基悬浮培养10 d的细胞为cDNA来源, 用PCR
方法克隆的, BPX、BPX2、BPW 和 BPY 的 cDNA
片段长度分别为 2 274、2 304、2 268 和 2 340
bp, 均包含完整的开放阅读框(open reading frames,
OR F)。

萜类合酶在植物中有以下几个特点: 首先一种

植物中有多种萜类合酶基因, 如Steele等(1999)从愈

伤组织诱导的冷杉的茎构建的cDNA文库中得到了

11个防御相关的萜类合酶基因的克隆, 白桦和甘草

悬浮培养细胞中也被检测出具有 CAS、LUS 和 β-
AS 三萜合酶基因的表达(Zhang 等 2003)。其次有

表达的时空特异性, 在特定的细胞和组织中表达, 并
受到独立的调控(Lange 等 2000; Hiroaki 等 2004;
Schuhly等1999), 这与生物合成关键酶的定位密切

相关。有研究表明, 白桦三萜的合成也具有明显的

种属和植株分布部位的特异性, 如白桦酯醇和白桦

酯酸主要集中在树外皮, 而桦木烯二醇也仅分布在

桦树叶中, 另外, 在甘草植株中也发现, 三萜基因

β-AS 和 LUS在 5~7和 9~10月份有表达, 而高温多

雨的 8 月份基因表达受抑制(Hiroaki 等 2004)。大

多数萜类合酶基因都是在植物材料高表达其mRNA
时得到的。如烟草、棉花、莨菪、等植物的倍

半萜合成酶及干草、白桦的三萜合酶都是通过诱

导培养细胞表达而获得, cDNA文库也由这些诱导

细胞来构建, 所以构建经诱导的细胞cDNA文库能

富积萜类合酶基因。再次, 萜类合酶在植物中一般

表达量较低, 难于分离纯化。由于萜类合成酶基因

的表达和有效调控在植物的特异细胞中(Crock 等

1997; Lange等2000; Mohammad等2007)进行,或者

在一定的生长发育阶段和短暂的防御反应发生期

间, 因此, 大多数基因的克隆都采用富集含量的植

物材料来分离 mRNA。

植物萜类合成酶基因的克隆主要有两种策

略。 (1)酶纯化基础上的反向推测基因的方法: 通过

分离纯化蛋白质, 测定并获得氨基酸序列信息, 设
计合成与氨基酸序列相对应的核苷酸序列, 以合成

的核苷酸片断制备探针。采用探针筛选 cDNA 文

库, 分离克隆酶的基因。(2)序列相似基础上的 PCR
方法: 根据萜类合成酶的共有序列片段设计简并引

物, 进行 PCR 扩增, 得到相关酶的特异探针。再

利用探针筛选 cDNA文库, 分离克隆酶的基因。由

于植物萜类合成酶的纯化常常十分困难, 因此, 基
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因序列相似基础上的克隆技术发展较快, 在裸子植

物和被子植物的许多萜类合成酶的基因克隆中广泛

应用 。

5  结束语

据世界卫生组织国际癌症研究中心统计(http://
tech.sina.com.cn/ae/2003-04-08/0944176269.shtml),
根据目前癌症的发病趋势, 2020年全世界癌症发病

率将比现在增加50%, 全球每年新增癌症患者人数

将达到 1 500 万人。而仅 2007 年全世界新增加艾

滋病患者就达500万人(http://bbs.163.com/bbs/soci-
ety/39966523.html)。同时市场上用于治疗癌症和

艾滋病药物的需求量, 在以每年 20% 的速度递增。

临床上应用的长春花碱、喜树碱等药物对细胞毒

性作用广, 专一性差, 白桦三萜对肿瘤细胞毒性是

正常细胞 2~10 倍, 可高效的、有选择的抑制肿瘤

生长。但因其结构复杂, 化学合成产量低, 成本高,
一株三十年生白桦树含三萜也不足 0.5 kg, 因此严

重制约临床应用。致使如何有效利用白桦树植株

或组织为材料, 来提高白桦三萜化合物的积累, 成
为人们需要亟待解决的问题。另一方面, 白桦三萜

物质大多都为醇溶或酯溶性, 不易溶于水, 这也是

其未能大规模应用的一个原因。目前为止, 各国科

学家大多致力于白桦酯醇和白桦酯酸的药理活性及

作用机制研究, 在最近开始对其化学结构进行改造,
以开发其更具活性的衍生物和提高其水溶性。

关于这一领域的研究, 以下几点可以考虑: (1)
采用环境调控促进三萜物质高效合成。利用各种

生物和非生物诱导子促进三萜合成, 如在白桦植

株、细胞或组织发育的不同时期进行各种激素、

碳源、光、温调控及进行各种诱导子处理等, 建
立调控白桦三萜高效合成的技术体系。(2)加入三

萜合成前体物质, 进行微生物的生物转化。大规模

植物细胞培养技术因具有不受地区、季节、资源

的影响, 不破坏环境, 通过自动化控制细胞生长和

合理调节代谢过程来降低成本和提高生产率等优

点, 已成为植物药品的新来源。尤其是目前已检测

到白桦悬浮培养细胞中具有三萜合成的能力, 可通

过各种培养条件的优化以筛选出高产三萜的白桦悬

浮细胞系或细胞株, 为通过生物反应器和微生物转

化等技术和工艺进行大规模白桦三萜的生产奠定了

基础。(3)采用化学方法对白桦三萜进行改造。以

白桦酯酸或酯醇为母体, 设计开发新的衍生物以改

善其本身作为临床用药的某些弱点, 如水溶性差

等。如在三萜类化合物的分子上结合上若干糖基,
其形成的分子同时具有亲脂性的苷元结构和亲水性

的糖基。这种结构有类似于表面活性剂的结构, 其
水溶液振摇后能产生持久的泡沫, 且不影响其生物

活性。即把三萜类物质的糖苷化合物制成皂苷。

(4)克隆高效表达基因和进行分子调控。明确三萜

高效和限速合成基因, 采用cDNA文库筛选和PCR
同源性方法, 克隆三萜基因, 并进行特定植株或细

胞的转化, 促进其高效表达。另外, 通过 MVA 途

径其它非三萜合成基因表达沉默或miRNA方法抑

制其表达, 关闭有毒次生物的合成或改变代谢流的

方向, 从而大量合成有用的三萜物质。

可以预见, 随着医药工程和现代生物技术的不

断进步, 人们以白桦为材料, 尤其是白桦细胞, 通过

基因工程和细胞工程方法进行白桦三萜的高效生产

与合成, 将这一极具潜力的抗癌和艾滋病类药物应

用于生产实际和临床, 定会更加有效, 更好地满足

人类的需求。
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