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提要: 喜树碱是一种具有抗肿瘤活性的萜类吲哚生物碱, 最早是从我国特有植物喜树中分离获得的。本文概述喜树碱的天

然分布合成途径和代谢调控的研究进展, 并对喜树碱未来的生产和发展研究作了展望。
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专论与综述 Review

生物碱一般指来源于生物体内的分子结构中

含有氮原子的有机化合物, 但迄今为止还没有严格

的定义, 本文中指的是含有氮原子的植物次生代谢

产物。现在大约有100 000种生物碱的化学结构是

已知的, 其中一部分在植物体内起植保素或植物内

生的抗虫化合物的作用, 有一些则是长期作为刺激

性物质、麻醉镇静剂或毒药使用(van Der Heijden
等 2004; Sriram等 2005)。临床上采用的来自植物

的抗癌生物碱主要有喜树碱(camptothecin, CPT)、
紫杉醇(taxol)、长春碱(vinblastine)、长春新碱

(vincristine)等(Raskin 等 2002)。喜树碱属于萜类

吲哚生物碱(terpenoid indole alkaloids, TIAs), 存在

于夹竹桃科(Apocynaceae) [以长春花(Catharanthus
roseus)为代表]、马钱科(Loganiaceae)、茜草科

(Rubiaceae)和蓝果树科(Nyssaceae)  [以喜树

(Camptotheca acuminata)为代表]植物中, 是一大类

有药用价值的植物生物碱(Memelink 等 2001)。
喜树碱最早于1966年Wall等从我国特有植物

喜树的木质部中分离获得, 后来又陆续在夹竹桃科

的海木狗牙花(Ervatamia heyneana)、茶茱萸科的

臭味假柴龙树(Nothapodytes foetida)以及茜草科的

短小蛇根草(Ophiorrhiza pumila)等植物中发现。喜

树碱抗癌机制独特, 是迄今为止发现的唯一的一种

专门通过抑制拓扑异构酶I发挥细胞毒性的天然植

物活性成分(Hsiang 等 1985)。根据喜树碱和其他

次生代谢产物的分布, 可以推测, 在早期进化过程

中, 其合成途径中可能涉及到编码酶基因。这些基

因在进化过程中可能并没有丢失, 而只是在某个

特定时期是关闭的, 而在以后某个时间点又再次

开启。

从目前的研究情况和研究趋势来看, 喜树碱及

其类似物主要从喜树中分离获得(Sriram等 2005)。
作为喜树中的一种天然次生代谢产物, 喜树碱的产

量受到喜树生长发育和环境因素的影响, 而过去人

们一直致力于提取工艺和产品的开发, 后来随着喜

树碱市场的扩大, 生产喜树碱及其类似物所需的原

料即成为这一产业中的制约瓶颈。并且随着喜树

资源的逐渐枯竭, 亟需对喜树这一资源进行更深入

的研究。因此, 本文就喜树碱合成途径及与喜树碱

代谢有关的研究进展作简要介绍。

1  喜树碱的植物属种和在喜树体内的分布

植物的次生代谢产物彼此在进化上有很大的

相似性, 根据植物都产生或不产生某种次生代谢产

物的特性可以推断, 它们起源于共同的祖先, 彼此

有亲缘关系。从喜树碱分布的分子分类与被子植

物中的系统发生分类的比较中, 可以看到一个奇怪

的例外现象(Wink 2003)。这就是, 从一些无相关

种属关系的被子植物中也可以分离到多功能的

TIAs——喜树碱。它们分别属于卫矛目中的臭味假

柴龙树(Aiyama 等 1988)、Pyrenacantha klaineana
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(Zhou 等 2000)和 Merrilliodendron megacarpum
(Arisawa 等 1981), 山茱萸目中的喜树(Wallis 等
1997)、洛氏喜树(Camptotheca lowreyana)和云南

喜树(Camptotheca yunnanensis) (Li 等 2002), 龙胆

目中的蛇根草(Ophiorrhiza mungos)  (Tafur 等
1976)、短小蛇根草、Ophiorrhiza filistipula (Saito
等 2001)、海木狗牙花(Gunasekera 等 1979)和
Mostuea brunonis (Dai 等 1999)。

喜树是我国特有的树种(中国科学院中国植物

志编辑委员会 1983), 属于蓝果树科喜树属多年生

亚热带落叶阔叶树, 别名有旱莲木、千丈树等, 喜
树属仅喜树 1 个树种。自 20 世纪 90 年代以来, 美
国、日本、加拿大和英国等国家都积极投入大量

的人力和物力进行喜树引种和栽培的研究以及喜树

碱的开发, 喜树已成为继红豆杉(Taxus chinensis)之
后的第 2 个重要的木本抗癌药用植物(Wallis 等
1997)。至今, 已从喜树中分离出 20多种化学成分,
其中喜树碱及其类似物有8种, 它们的共同点是结

构中都具有 5 个环(图 1 中的 A、B、C、D、E
环), 包含一个吡咯[3,4-b]喹啉环, 一个共轭吡啶环

和一个 α- 羟基六元内脂环。其中, 10- 羟基喜树

碱(hydroxy-camptothecin, HCPT)是喜树碱分子的第

10 位碳原子上的氢被羟基取代后的喜树碱的天然

衍生物, 来源于喜树的果实和叶, 也可由喜树碱通

过化学合成转化而来, 为黄色柱状结晶, 不溶于水,

微溶于有机溶剂, 具有蓝色荧光, 其钠盐溶于水。

10- 羟基喜树碱同样也有显著的抗癌活性, 但比喜

树碱采用的剂量小、毒性轻、抗瘤广谱(Zhang 等

1998; Ping 等 2006)。
喜树碱终年分布在喜树各个部位, 从其变化的

整个水平来看, 根皮中的喜树碱变化幅度较大。在

不同组织器官中的喜树碱含量有较大差异, 不同的

研究结果也不一致, 这可能是由于采样时间、部位

和分析方法等引起的差异。过去一直认为果实中

的喜树碱含量最高, 根皮、树根及树皮中次之, 树
枝中含量较低。近年来有研究表明, 组织越幼嫩

的, 喜树碱含量越高, 枝(叶)龄越小的, 含量越高,
皮部较木质部含量高(Liu 等 1998; 杨磊等 2008)。
王玲丽和刘文哲(2005)分析不同种源喜树幼枝中喜

树碱含量的结果表明, 喜树碱含量在叶、种子和幼

枝(幼叶和幼茎)中较高, 木质部中较少, 髓中最低。

两年树龄的喜树各器官中的喜树碱含量普遍比一年

树龄的高, 幼枝中顶枝的喜树碱含量比侧枝高。在

喜树果实中, 喜树碱含量由外向内(果皮、种皮、

胚)是逐渐增高的(杨磊等 2008)。也有研究表明,
未萌发的喜树种子的胚乳中喜树碱含量最高, 在种

子萌发的过程中, 胚乳中喜树碱含量始终最高, 但
呈波动下降趋势(张玉红等2002)。表1是喜树中喜

树碱及其天然衍生物 10- 羟基喜树碱的含量分布。

植物幼嫩的叶片主要用于生产某些植物激素,

表 1  喜树中喜树碱和 10-羟基喜树碱的含量

组织和部位   样品来源 喜树碱含量 /μg·g-1 (DW) 10- 羟基喜树碱含量 /μg·g-1 (DW)            参考文献

幼叶 Texas, USA 4 000~5 000 20~30 Lopez-Meyer 等 1994
种子 Texas, USA 3 000 2 5 Lopez-Meyer 等 1994
树皮 Texas, USA 1 800~2 000 2~90 Lopez-Meyer 等 1994
根 Texas, USA 400 13~20 Lopez-Meyer 等 1994
幼叶 Texas, USA 2 421~3 022 — Li 等 2002
老叶 Texas, USA 482 — Li 等 2002
幼嫩的果实 Texas, USA 842 — Li 等 2002
成熟的果实 Texas, USA 2 362 — Li 等 2002
发根 Texas, USA 1 000 150 Lorence 等 2004
愈伤组织 上海 2 040~2 360 80~100 Wiedenfeld 等 1997
细胞培养物 上海 2.5~4.0 — van Hengel 等 1992

并作为光合作用的主要场所, 它们的营养丰富, 而
且在生理结构特征上也容易吸引食草动物和昆虫的

攻击, 许多植物都通过合成次生代谢产物来保护它

们的幼嫩组织。这可能就是喜树幼嫩的叶片中喜

树碱含量比成熟叶片中高 5~6 倍及幼苗中喜树碱

含量处于高峰的生态原因(Lu 和 McKnight 1999;
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Lorence 和 Nessler 2004)。也可认为这是幼嫩的叶

片和幼苗避免食草动物和致病菌袭击的一种化学防

御机制, 已经有一些现象显示喜树碱可能在植物防

御化学反应中起作用。在美国很少看到昆虫或致

病菌袭击栽培的喜树, 食用喜树叶片的山羊即会中

毒(Liu 等 1998; Lorence 和 Nessler 2004)。喜树对

白蚁有一定的耐受性, 美国已有一项关于用喜树碱

和喜树碱类似物预防白蚁的专利(Li 等 2002)。
2  喜树碱的生物合成途径和ORCA3 (octadecanoic-
responsive Catharanthus AP2-domain protein 3)
转录因子对喜树碱合成的代谢调控

萜类化合物是植物天然产物中最大的一类化

合物, 所有的天然萜类都来源于两个基本的五碳通

用前体: 异戊烯基焦磷酸(isopentenyl diphosphate,
I P P ) 和二甲基烯丙基焦磷酸( d i m e t h y l a l l y l
diphosphate, DMAPP)。根据参与组成萜类五碳单

位前体数量的不同, 可以将萜类分为不同类型: 只
有一个五碳单位的半萜(5C), 2 个五碳单位组成的

单萜(10C), 3 个五碳单位的倍半萜(15C), 4 个五碳

单位的二萜(20C), 6个五碳单位的三萜(30C), 以及

更多五碳单位的多萜等(Dewick 2002)。虽然植物

萜类都来源于 IPP 和 DMAPP, 但其生物合成则由

两条截然不同的途径完成: 一是经典的甲羟戊酸, 又
名甲瓦龙酸(mevalonate, MVA)途径, 另一是后来发

现的1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸(1-deoxy-D-xylulose
5-phosphate, DXP)途径。这两条途径分别在不同的

亚细胞区域中进行: MVA途径位于细胞质中, DXP
途径位于质体中, 而且这两条途径所涉及到的基因

和酶也完全不同(Bick 和 Lange 2003)。
2.1  喜树碱合成的上游途径及关键酶基因  在高等

植物中, MVA途径和DXP途径是同时存在并发挥

作用的(Lorence 和 Nessler 2004)。
2.1.1  萜类在细胞质中通过MVA途径生物合成  细
胞质中的萜类衍生自通过 CO2 固定和形成的乙酰

CoA。两个乙酰CoA (acetyl-CoA)分子在乙酰CoA:
乙酰CoA C-酰基转运酶(acetyl-CoA: acetyl-CoA C-
acetyltransferase, AACT)催化下缩合生成乙酰乙酰

CoA (acetoacetyl-CoA) (Gual等1992), 乙酰乙酰CoA
与乙酰 CoA在 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰 CoA合成酶

(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase, HMGS)
作用下缩合生成3-羟基 -3-甲基戊二酰CoA (3-hy-
droxy-3-methylglutaryl-CoA, HMG-CoA) (Luskey和

Stevens 1985), HMG-CoA 在 3- 羟基 -3- 甲基戊二

酰 CoA 还原酶(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
reductase, HMGR)作用下还原为MVA, 这一反应是

MVA途径中的限速反应(Basson等1988), 所以这条

途径命名为 MVA 途径。MVA 经由甲瓦龙酸激酶

(mevalonate kinase, MK) (Lluch等2000)和磷酸甲瓦

龙酸激酶(phosphomevalonate kinase, PMK) (Tsay
和Robinson 1991)依次分别催化的两步磷酸化生成

5- 焦磷酸甲瓦龙酸(mevalonate 5-diphosphate); 最
后, 5-焦磷酸甲瓦龙酸在5-焦磷酸甲瓦龙酸脱羧酶

(mevalonate 5-diphosphate decarboxylase, MDC)作
用下生成 IPP (Dhe-Paganon 等 1994), IPP 和其异

构物 DMAPP 在 IPP 异构酶(IPP isomerase, IPI)作
用下可以相互转化(Wouters 等 2003)。

HMGR 是 MVA 途径中的限速酶,  依赖于

NADPH催化HMG-CoA生成MVA, 此反应是MVA
途径中最重要的限速反应(Caelles 等 1989)。编码

HMGR 的基因已经从喜树(Maldonado-Mendoza 等
1997)、长春花(Maldenado-Mendoza 等 1992)、甜

瓜(Kato-Emori 等 2001)、番茄(Park 等 1992)和拟

南芥(Learned 和 Fink 1989)等多种植物中得到克

隆。HMGR对来源于MVA途径的萜类物质代谢流

的流向起决定性作用, 因而此基因的表达模式多样,
受到多种因子的高度调节, 其中包括植物体自身的

生长发育阶段和各种环境信号, 比如光、机械伤

害、病菌感染、外源生长调节物质、除草剂和

甾醇等(Bach 1995)。
2.1.2  萜类在质体中通过DXP途径生物合成  在过

去的几十年中, MVA途径曾被认为是萜类生物合成

的唯一途径。后来, 在细菌(Rohmer 等 1993)和植

物(McCaskill和Croteau 1995)中发现了另一条独立

的萜类生物合成途径, 这一途径位于质体中, 其最

原初的前体物质是丙酮酸(pyruvate)和 3-磷酸甘油

醛(glyceraldehyde 3-phosphate, G3P)。丙酮酸和

G3P在 1-脱氧 -D-木酮糖 -5-磷酸合成酶(1-deoxy-
D-xylulose 5-phosphate synthase, DXPS)作用下生成

DXP (Sprenger等1997), 这一反应是质体中萜类生

物合成的第一个限速反应(Estevez等2001), 正因为

如此, 所以这条途径命名为 DXP 途径; 接下来, 在
DXP 还原异构酶(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
reductoisomerase, DXR)作用下, DXP 经原子重排

和还原生成 2-C- 甲基 -D- 赤藓醇 -4- 磷酸(2-C-me-
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thyl-D-erythritol-4-phosphate, MEP) (Takahashi 等
1998), 此反应是DXP途径中最重要的限速反应, 也
是萜类物质代谢工程中最重要的靶点; MEP和CDP
在2-C-甲基-D-赤藓醇-4-磷酸胱氨酰转移酶(MEP
cytidyltransferase, MCT)作用下缩合生成4-(5-焦磷

酸胞苷) -2 -C - 甲基 -D- 赤藓醇[4- ( cyt idine 5 -
diphospho)-2-C-methylerythritol, CDP-ME] (Rohdich
等 2000)。5'- 焦磷酸胞苷 -2-C- 甲基 -D- 赤藓醇激

酶[4-(cytidine 5-diphospho)-2-C-methylerythritol
kinase, CMK] (Steinbacher等2003)催化CDP-ME的
磷酸化生成 4-(5'- 焦磷酸胞苷)-2-C- 甲基 -D- 赤藓

醇 -2- 磷酸(CDP-MEP)。CDP-MEP在 2-C- 甲基赤

藓醇-2,4-环焦磷酸合成酶(2-C-methylerythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase, MECPS)作用下转化为2-
C- 甲基赤藓醇 -2,4- 环焦磷酸(2-C-methylerythritol
2,4-cyclodiphosphate, MEC) (Herz 等 2000)。DXP
途径中的最后两步反应是羟甲基丁烯基-4-磷酸合

成酶(hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate synthase,
H D S ) 催化 M E C 生成羟甲基丁烯基 - 4 - 磷酸

(hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate, HMBPP)
(Baker等1992), 最后HMBPP在异戊烯基焦磷酸/二
甲基烯丙基焦磷酸合成酶(IPP/DMAPP synthase,
IDS) (Cunningham和Gantt 2000)作用下转化为 IPP
和 DMAPP (5:1)。

植物MVA和DXP途径分别位于不同的亚细胞

区域中(subcellular compartment)。MVA 途径存在

于细胞质和线粒体中, 主要为甾醇、特定的倍半

萜和泛醌等提供前体物质; DXP途径的酶都带有一

段质体定位的信号肽, 因此被认为是定位于质体中,
主要为半萜、单萜、二萜、多萜和类胡萝卜素

的合成提供前体(Eisenreich等2001; Adam等2002)。
但是, 这两条代谢途径并不是绝对隔离的, 事实上,
这两条途径之间是对话(cross-talk)的。近年来, 用
放射性标记物对长春花悬浮细胞进行定量核磁共振

波谱研究的结果表明, 在MVA和DXP/MEP途径之

间的对话不能用简单的两个独立的模型来解释, 而
是涉及到更复杂的调控机制, 因此需要更深入研究

(Schuhr等2003)。在喜树中关于MVA和DXP/MEP
途径在喜树碱合成中的作用还有待深入研究。

2.2  喜树碱合成的下游途径及关键酶基因  喜树碱

是一类单萜类吲哚生物碱。所有的 TIAs, 包括喜

树碱, 都来源于共同的前体异胡豆苷(strictosidine)。

异胡豆苷是由莽草酸途径生成的色胺(tryptamine)
和由甲羟戊酸途径经多步反应生成的裂环马钱子苷

(secologanin), 在异胡豆苷合成酶作用下缩合而成

(图 1)(Kutchan 1995)。图 1 中所标示的已克隆到

的异胡豆苷生物合成途径中的关键酶基因, 其中最

重要的关键酶是D-1-脱氧木酮糖-5-磷酸合成酶(1-
deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase, DXS)、色

氨酸脱羧酶(tryptophan decarboxylase, TDC)、香

叶醇 -10-脱氢酶(geraniol 10-hydroxylase, G10H)和
异胡豆苷合成酶(strictosidine synthase, STR), 黑底

加框的表示甲基茉莉酸(methyl jasmonate, MeJA)可
以促使长春花中表达上调(其实是受到长春花转录

因子 ORCA3 的调控) (Burnett 等 1993; van der Fits
和Memelink 2000; Collu等2001), 正是由于这个共

同途径的存在, 所以喜树中的TIAs代谢工程研究成

为可能。

其他的种属特异性的酶和自发的转化反应决

定之后生成的各种最终形式的TIAs, 在喜树中异胡

豆苷之后的中间代谢步骤至今还没有阐明, 推测其

中可能包括一个称为吲哚环的氧化体系, 其可导致

喜树碱结构的重排, 所形成的中间产物是一种喹啉

类生物碱甙(pumiloside) , 也称为短小蛇根草苷

(pumiloside, PML), 它已从短小蛇根草及喜树中提

取并鉴定出来, 接下来的中间体可能是脱氧短小蛇

根草苷(deoxypumiloside), 这在短小蛇根草中也有过

报道。从脱氧短小蛇根草苷到喜树碱之间还有 3
个左右的其他中间体, 但对此至今仍未最终确定

(Carte等1990; Kitajima等1997; Yamazaki等2003)。
TDC 催化色氨酸脱羧生成色胺, 色胺是 TIAs

的前体之一。TDC催化的这一步反应是TIAs生物

合成上游途径中的一步关键步骤。同时, 由于色氨

酸也参与初级代谢调控, 因此认为TDC在连接初级

代谢和次级代谢中起作用(Lorence 和 Ness le r
2004)。编码 TDC 的基因已经从长春花(De Luca
等 1989)、喜树(Lopez-Meyer 和 Nessler 1997)和短

小蛇根草(Yamazaki 等 2003)等植物中得到克隆。

长春花 tdc 基因是单拷贝, 在长春花幼苗发育过程

中表达量较高, 而且在萌发的过程中甲基茉莉酸可

增强 TDC 的活性, 从而促使生物碱积累。长春花

tdc基因受转录因子ORCA3的正调控; 在长春花中

超量表达tdc基因, 可导致色胺的大量积累, 但下游

的 TIAs 积累并不明显, 而同时转化 tdc 和 str 基因
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图 1  喜树碱的生物合成途径(Lorence 和 Nessler 2004)
多箭头表示中间有多个步骤,  相应步骤酶的编码基因和其对应的位置。
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可促使下游 TIAs 积累增加(Canell 等 1998)。与长

春花相比, 喜树中存在两个 TDC 的编码基因。其

中 tdc1 受发育调控, 在叶尖、幼茎和树皮中, 喜树

碱含量最高的组织其表达水平也最高。而且 tdc1
表达在幼苗发育期间也升高, 在种子萌发期间其与

生物碱的积累有关。tdc2 只有在喜树叶盘和细胞

培养时受真菌诱导物或以甲基茉莉酸处理时才会表

达, 但是这些处理不会影响 tdc1 的表达。这说明

喜树中 tdc1 可能是发育调控的化学机制中的一部

分, 而 tdc2 是受病原菌诱导的防御机制的一部分

(Lopez-Meyer 和 Nessler 1997)。
G10H是一种细胞色素P450氧化酶, 它可以在

C10 位置上羟化单萜类的前体物质 ——香叶基焦

磷酸, 生成 10- 羟基香叶醇。迄今已经成功地从长

春花中获得G10H的cDNA并对其功能进行了验证

(Collu 等 2001)。Whitmer 等(1998)在长春花中的

研究表明, 裂环马钱子苷的生成是TIAs生产的限制

因素之一, 而G10H是裂环马钱子苷合成的关键调

控位点: g10h 基因的超量表达, 可诱导裂环马钱子

苷的积累; 而且, 在 MeJA 的诱导下, G10H 的活性

从每毫克蛋白 240 pmol·s-1 上升至 335 pmol·s-1, 长
春花培养细胞中的 TIAs 产量也同时增加,  说明

G10H的活性与TIAs的产量有密切的关系(Collu等
2002)。到目前为止, 还未见从喜树中克隆到 g10h
并进行功能研究的报道。

STR是TIAs生物合成途径中最重要的关键酶,
它将色胺和裂环马钱子苷耦合成为TIAs的前体化

合物异胡豆苷, 此步反应是 TIAs (包括各种 TIAs,
如长春花碱、长春新碱、喜树碱和羟基喜树碱等)
生物合成中的瓶颈之一(Memelink等2001; Yamazaki
等 2003)。这步反应是 TIAs 生物合成途径的中心

反应, 也是此途径中的分支点, 生成的异胡豆苷是

生成各类TIAs的通用前体, 故STR在TIAs代谢中

具有至关重要的作用。Canell 等(1998)报道, 长春

花 str、tdc 基因编码区在 CaMV 35S 启动子作用

下, 用农杆菌转化(单转和共转化)长春花细胞; 共
转化 tdc和 str的长春花中表现出STR和TDC的高

酶活,  且转化细胞中的色胺、异胡豆苷和多种

TIAs 的产量都有所提高; 接着, 单转 str 基因的长

春花细胞中的TIAs含量也有提高, 而单独转 tdc的
细胞中则没有出现类似的现象。由此可见, str 组
成性超量表达可以导致 TIAs 产量的提高, STR 是

TIAs代谢工程必选靶点。如果将长春花 str在其他

生产 TIAs 植物中表达, 也能提高 TIAs 的含量。

Geerlings 等(1999)报道, 在金鸡纳树毛状根中超量

表达长春花 tdc和str基因后, TIAs和奎宁类生物碱

的含量大大提高。现在已经从长春花、马钱子、

蛇根草(生产喜树碱和羟基喜树碱)等植物中均克隆

到 str 基因, 但在喜树中的报道还未见。

2.3  ORCA3转录因子对生物碱合成的代谢调控  植
物细胞必须调节其基础代谢途径以维持次级代谢产

物的生物合成。甲基茉莉酸既诱导TIAs代谢途径

中的基因, 又诱导合成TIAs前体的基础代谢基因。

ORCA3是一个受甲基茉莉酸诱导的植物基础和次

生代谢的转录调控因子。

ORCA3蛋白由203个氨基酸组成, 基因内部没

有内含子结构, 是一种 AP2/ERF 结构域蛋白, 带有

一个典型的AP2 DNA结合结构域。AP2/ERF结构

域转录因子在植物胁迫反应中起主要的调控作用。

受 AP2/ERF 结构域转录因子调控的植物防御基因

包括: 茉莉酸诱导的次级代谢中的基因、诱导物诱

导的与植物疾病相关的基因、乙烯诱导的与植物

疾病相关的基因以及寒冷和干旱诱导的基因等

(Mem-elink 等 2001; van Der Heijden 等 2004)。
在长春花中, orca3受甲基茉莉酸的诱导, 其过

量表达还可诱导氨基苯甲酸合成酶基因(as)以及

dxs基因的表达, 它们都是TIAs前体合成的初级代

谢途径中涉及到的酶(图 1); 同时, orca3还诱导 tdc
和 str 基因的表达(van der Fits 和 Memelink 2000)。
orca3过量表达的细胞中, 可以提供TIAs吲哚部分

的色氨酸和色胺积累并含量提高。显然, 作为TIAs
生物合成代谢的中心调控者, orca3是通过调控初级

和次级代谢中的基因来调节 TIAs 合成的。鉴于

TIAs代谢途径上游的多数步骤都是共通的, 未来喜

树中的TIAs代谢工程研究, 也可以通过过量表达转

录调节因子 orca3 诱导 TIAs 代谢途径中的基因表

达, 控制和调节喜树碱的生物合成。

在茉莉酸合成途径中, 丙二烯氧化物环化酶

(allene oxide cyclase, AOC)是其中至关重要的酶, 它
催化一种不稳定的丙二烯氧化物环化生成茉莉酸的

最终前体 12- 氧植物二烯酸。通常 AOC 是调控茉

莉酸合成途径中最优先考虑的靶点(Ziegler等2000;
Stenzel 等 2003; Jiang等 2009), 所以这方面的研究

也可以考虑通过茉莉酸生物合成途径来施行植物次
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生代谢工程, 也就是通过茉莉酸来调控次生代谢途

径中多个基因的表达, 从而提高目的次生代谢产物

的含量。我们实验室曾在烟草中采用过量表达莨

菪AOC基因的方法, 提高了转基因烟草中尼古丁的

含量(Jiang 等 2009)。此外, 在喜树中表达茉莉酸

途径中的关键酶基因 CaAOC, 开展喜树 TIAs 代谢

工程研究, 进而了解其对喜树碱和羟基喜树碱含量

的影响, 也是值得考虑的。

3  结语

近几年来, 喜树碱及其系列衍生物已迅速成为

世界抗肿瘤药物市场中受人们注视的热点。1996
年, 美国 FDA 批准 “ 拓扑替康 ” 上市, 在短短几年

内它已迅速成为抗肿瘤药物市场上的后起之秀。

目前, 喜树碱的化学全合成已经取得成功, 但是由

于路线长、产率低、生产成本高, 一时还无法投

入工业化生产。因此, 采用现代生物技术尤其是基

因工程技术对喜树碱的生物合成进行调控, 从而提

高喜树碱产量, 已经成为当前这方面研究的焦点。

植物细胞培养具有生产喜树碱的巨大潜力, 而
且可以作为阐明喜树碱生物合成途径的一种策略之

一。Sakato 等(1974)最早报道, 喜树组织培养的培

养物中喜树碱含量为 0.002 mg·g-1 (DW), 喜树各组

织中喜树碱含量为 0.2~5 mg·g-1 (DW)。研究显示,
它与其他许多生物碱一样, 只有在严密的细胞培养

条件下, 喜树碱才可以合成和累积(Lopez-Meyer等
1994)。最近有研究报道, 采用内生真菌可能将成

为改变植物次生代谢产物——喜树碱的有效途径

之一(Kusari 等 2009)。
采用离体培养的喜树细胞生产喜树碱及其类

似物是扩大喜树碱来源的途径之一, 它具有不破坏

自然资源和不受自然条件限制的优点。采用植物

细胞培养技术生产次生代谢产物的方法比栽培整株

植物有以下优点: (1)次生代谢物生产完全在人工控

制条件下进行, 可以通过改变培养条件和选择优良

细胞系的方法得到超越整株植物产量的代谢产物;
(2)培养细胞是在无菌条件下生长的, 故而可以排除

病菌和虫害的侵袭; (3)可以进行特定的生物转化反

应; (4)可以探索新的合成路线和获得新的有用物质

(Wiedenfeld 等 1997; Liu 和 Li 2001; Pasquali 等
2006)。

在扩大喜树资源研究中, 人们采用生物技术集

中在进行以下两方面的研究: (1)细胞培养的生物反

应器生产喜树碱; (2)用发根农杆菌的Ri质粒诱导并

建立发根培养的无性繁殖体系。到目前为止, 还未

见到喜树转基因的报道, 仅Lorence等(2004)报道获

得了喜树的毛状根, 并在喜树毛状根中检测到喜树

碱和羟基喜树碱。但并未得到稳定遗传的与天然

植物组织中的喜树碱含量相当的细胞系。因而, 今
后应在喜树碱生物合成途径的分子遗传学和生物化

学背景研究清楚的基础上, 结合酶学开展代谢工程

的研究, 可能才是解决喜树碱药源匮乏的有效方法。
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