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喜树碱生物合成途径及其相关酶研究现状及展望
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摘要： 喜树碱是从喜树 Camptotheca acuminata 中发现的单萜类吲哚生物碱， 已经成为继紫杉醇之后广泛使用的植物性
抗癌药， 具有非常广阔的市场前景。 研究喜树碱的生物合成途径， 对于了解喜树碱的合成机制， 提高次生代谢工程喜

树碱的产量， 解决目前资源紧缺造成的供求矛盾等问题均具有重要的意义。 在查阅、 综合文献的基础上， 将喜树碱生

物合成途径以异胡豆苷为分界线， 分为上游途径和下游途径； 并对各种中间产物合成、 关键酶和关键基因等作了详细

的阐述。 在此基础上， 提出了调控喜树碱合成的可能方法， 并提出了喜树碱合成研究未来的研究重点。 图 3 表 1 参 29
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Camptothecin： a biosynthetic pathway with associated
enzymes and genes

WANG Lei1， WU Jia-sheng1， LIAO Liang2

（1. School of Forestry and Biotechnology， Zhejiang Forestry College， Lin’an 311300， Zhejiang， China；
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Abstract： Camptothecin is a monoterpene indole alkaloid found in Camptotheca acuminata， which is native
to China. After the discovery taxol as an anti-cancer agent， C. acuminata became a favored plant-based an
ti-cancer medicine with exceptional market prospects. Due to a lack of Camptotheca trees and the high
demand of camptothecin， metabolic engineering has been employed to improve camptothecin yield. Thus，
the biosynthetic pathway of camptothecin is being studied. Based on the literature， the camptothecin
biosynthetic pathway can be divided into upper and lower pathways with strictosidine as the dividing line. In
this paper the biosyntheses of many intermediate products in the pathway， including related enzymes and
genes， are discussed in detail. Possible methods for regulating camptothecin biosynthesis along with key is-
sues for future studies are also mentioned. ［Ch， 3 fig. 1 tab. 29 ref.］
Key words： botany； camptothecin； biosynthetic pathway； key enzyme

喜树 Camptotheca acuminata为珙桐科 Nyssaceae落叶乔木， 是我国特有树种。 1966年， Wall博士［1］

从喜树茎的提取物中分离得到了抗癌活性物质， 并命名为喜树碱（compotothecin， CPT）。 1985年 Hisang
等［2］发现喜树碱是一种拓扑异构酶 I（topo I）的抑制剂， 具有独特的抗癌活性。 目前， 喜树碱已经成为
继紫杉醇之后广泛使用的植物性抗癌药， 具有非常广阔的市场前景， 世界卫生组织也把喜树碱及其衍
生物的研究和开发作为抗癌药物研究的主攻方向之一。 然而， 到目前为止， 喜树碱均是从喜树植株体
内提取的， 由于喜树碱在喜树体内各器官中含量较低， 单纯靠从植株中提取喜树碱远远不能满足市场
的需求。 利用植物细胞培养进行天然次生代谢物的生产已在多种药用植物上都取得了成功， 喜树碱的
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生产也可通过细胞培养作为一种有益的尝试， 但是喜树碱的生物合成途径及其相关酶的调控机制还不
清楚， 这在很大程度上制约了喜树碱商业化生产。 鉴于此， 文章综述了近年来喜树碱的生物合成途
径、 相关酶及其基因调控等相关研究方面的一些进展， 指出研究中亟须解决的一些问题， 并提出了未
来的研究方向。

1 喜树碱生物合成途径
从生物合成来源来看， 喜树碱是单萜吲哚生物碱（monoterpene indole alkaloids， MIAs）， 属于萜类

生物碱 （terpenoid indole alkaloids， TIAs）的一类， 是具有重要药用价值的植物生物碱 ［3］。 TIAs 具有普
遍的前体物质异胡豆苷。 异胡豆苷是由色胺（tryptamine）与裂环马钱子苷（secologanin）在异胡豆苷合成
酶（strictosidinesynthase， STR）的催化下生成的。 裂环马钱子苷为形成喜树碱提供萜类衍生物， 而色胺
提供吲哚环形成喜树碱的喹啉环。 如果将喜树碱生物合成途径以异胡豆苷的生成为分界线， 可以分为
上游途径和下游途径（图 1）。 至目前为止， 从异胡豆苷到喜树碱的生物合成这一下游途径还不清楚。

1.1 上游途径
喜树碱生物合成的上游途径是 TIAs 合成的共有途径， 涉及到的大多数中间产物、 酶和基因都在

不同植物间是通用的。 上游途径中， 在异胡豆苷合成酶的催化下， 色胺与裂环马钱子苷直接生成异胡
豆苷。 其中色胺来源于莽草酸途径， 而裂环马钱子苷是由异戊烯基焦磷酸 （isopentenyl diphosphate，
IPP）和它的异构体二甲基烯丙基焦磷酸（dimethylallyl diphosphate， DMAPP）经多步反应生成的。 IPP和
DMAPP则来源于羟戊酸途径（MVA）或酮酸/磷酸甘油醛途径（MEP）。 因此， 上游途径可进一步分为吲
哚途径和萜类途径， 吲哚途径就是莽草酸途径， 萜类途径包括 MVA 途径和 MEP 途径以及 IPP 和
DMAPP到裂环马钱子苷的反应。
1.1.1 吲哚途径 吲哚途径广泛存在于植物、 藻类、 细菌、 真菌以及原核生物中， 不但为生物体提供

图 1 喜树碱生物合成途径
大方框内是上游途径， 为萜类生物碱生物合成的共有途径， 大方框外为下游途径。 小方框内表示的是受转录控制因子 ORCA3 的调节。

Figure 1 Camptothecin biosynthetic pathway
The upper pathway of all TIAs in common within the big pane and the lower pathway outside of big pane. The enzymes within small panes are
regulated by ORCA3.
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芳香族氨基酸， 同时也为很多种植物次生代谢物的生物合成提供前体物质。 吲哚途径中， 先由 4-磷
酸赤藓糖（E4P）和磷酸烯醇式丙酮酸（PEP）为原料经过莽草酸进行一系列的酶促反应生成分枝酸， 再
由分枝酸生成芳香族氨基酸以及许多中间产物。 在喜树碱的生物合成中， 分枝酸经邻氨基苯甲酸形成
吲哚， 吲哚和丝氨酸在色氨酸合成酶（TSB）的催化下形成色氨酸 ［4］， 色氨酸在色氨酸脱羧酶（TDC）的
作用下生成色胺。 整个吲哚途径中， 邻氨基苯甲酸合成酶（AS）、 色氨酸合成酶（TSB）和色氨酸脱羧酶
（TDC）是关键酶， 其中 TSB和 TDC连接了初生代谢和次生代谢［5］。
1.1.2 萜类途径 萜类是由异戊二烯为单元组成的。 有 5 个碳原子的 IPP 和其双键异构体 DMAPP 是
生成各种萜类的前体。 在高等植物中， IPP和 DMAPP主要是通过 MVA和 MEP途径生成的（图2）。 ①甲
羟戊酸途径（MVA）。 甲羟戊酸途径是以乙酰辅酶 A为原料， 经甲羟戊酸形成 IPP 和 DMAPP 的一系列
反应。 这些反应均在细胞质中进行。 具体步骤如下： 首先以 3 个乙酰辅酶 A 在乙酰乙酰辅酶 A 硫解
酶（AACT）的作用下， 缩合生成的 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A（HMG-CoA）， 然后在 3-羟基-3-甲基戊
二酰辅酶 A还原酶（HMGR）的作用下生成甲羟戊酸（MVA）， MVA 经甲瓦龙酸激酶（MK）和磷酸甲瓦龙
酸激酶（PMK）两步磷酸化反应生成甲瓦龙酸 5-焦磷酸（MVPP）， MVPP 在甲瓦龙酸 5-焦磷酸脱羧酶
（MVD）的作用下生成 IPP， 而 IPP在 IPP异构酶（IPI）的催化下生成 DMAPP。 HMGR 是 MVA 途径的限
速酶， MVD 和 IPI 也是 MVA 途径中较为关键的酶。 ② MEP 途径。 MVA 途径在很长时间内被认为是
萜类前体物 IPP 生物合成的唯一途径。 后来人们在细菌和植物中发现完全不同于 MVA 的途径也可以
生成 IPP［6-7］。 该途径定位于植物细胞质体。 丙酮酸和 3-磷酸甘油醛， 在 1-脱氧-木酮糖-5-磷酸合成酶
（DXS） 的催化下生成 1-脱氧-木酮糖-5-磷酸 （DXP）， 随后 DXP 在 1-脱氧-木酮糖-5-磷酸还原异构酶
（DXR）作用下， 经过分子内重排和还原反应生成 2-C-甲基-D-赤藓醇-4-磷酸（MEP）， 再经过一系列反

图 2 合成 IPP的 2个途径
Figure 2 Two pathways of IPP biosynthesis
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应最后生成 IPP 和 DMAPP。 MEP 途径中， DXS 和 DXR 是 2 个关键酶， 它们参与其中 2 个重要的限
速反应。 MVA途径和 MEP途径广泛存在于植物中， 虽然这 2 个途径在亚细胞空间上是隔离的， 但是
它们之间存在交流 ［8］， IPP 是联系2个途径的纽带。 在短小蛇根草和臭味假柴龙树的喜树碱合成研究
中发现喜树碱的单萜部分来源于 MEP 途径 ［9］。 但是有关这 2 个途径的关系及其生理意义还不清楚。
③ 从 IPP 到裂环马钱子苷的反应。 IPP 和 DMAPP 生成香叶基焦磷酸， 经过多步反应生成香叶醇， 在
香叶醇-10-脱氢酶（G10H） 催化下生成 10-羟基-香叶醇， 再经过多个反应生成马钱子苷， 马钱子苷在
SLS催化下生成环裂马钱子苷， 这一系列反应是单萜和其他萜类的分水岭， G10H是反应的限速酶。
1.2 下游途径
喜树碱与其他 TIAs 一样都是由异胡豆苷衍生来的， 所不同

的是从异胡豆苷到喜树碱的途径很短， 只有不到 10 个反应 ［10 ］。
Stockigt 和 Zenk［11］的研究证明喜树碱等吲哚生物碱的前体是异胡

豆苷而不是胡豆苷， 异胡豆苷在通常条件下首先转化为直夹竹桃
啶苷（strictosamide）［12，13］。 Yamazaki ［9］在研究喜树碱喹啉骨架的来
源时， 发现直夹竹桃啶经过分子内环化作用转化为直夹竹桃啶
苷， 同位素示踪法证明该化合物是喜树碱的前体。 Aimi 等［14］在短

小蛇根草中鉴定出直夹竹桃啶苷保留葡萄糖部分是喜树碱生物合

成途径区别于其他 TIAs合成途径的一个特点。 Huntchinson ［15］指出吡咯［3，4-b］喹啉环体系能氧化生
成喜树碱 D 环（图 3）的吡咯酮结构。 Carte 等［10］在喜树提取物中分离得到了喜树碱生物合成途径的另

一重要中间体山松醇苷， 并对从直夹竹桃啶苷到山松醇苷之间的中间体进行了推测， 认为喜树碱 B，
C 环可能含有一个可重排及被氧化的吲哚结构， 而且仍含有从环裂马钱子苷中带来的葡萄糖部分，
Yamazaki［9］在短小蛇根草毛状根中也分离到 3（S）-山松醇苷、 3（S）-脱氧山松醇苷， 并推测可能是喜树
碱的直接前体。 但是到目前为止从直夹竹桃啶到喜树碱中间的过程尚不清楚。

2 合成途径中的关键酶和基因
2.1 莽草酸途径的关键酶和基因
莽草酸途径中， 最关键的酶就是 TDC， 能将色氨酸转化为色胺， 直接衔接了植物的初生和次生

代谢。 从喜树中分离了 TDC 的 2 个基因： tdc1 和 tdc2［16］， 它们在大肠杆菌 Escherichia coli 中表达的
产物都能将色氨酸脱羧转变成色胺， 但不能转化酪氨酸、 苯丙氨酸和 3， 4-二羟基苯丙氨酸， 从而引
导代谢流向喜树碱的前体物方向发展。 tdc1 受发育调控， 表达部位和喜树碱的积累部位相一致； tdc2
的表达则不受发育所调控， 在正常发育中的喜树组织中检测不到喜树碱， 然而环境胁迫下能诱导产生
tdc2。 可见， 喜树碱的产生是喜树防御反应的结果。 另外， 真菌诱导子或茉莉酸甲酯也可以诱导 tdc2
的表达， 但不能诱导 tdc1 的表达。 该途径中的另 1 个关键酶为 TSB， 它催化 3-吲哚-3′-磷酸甘油醛到
色氨酸的反应。 到目前为止， 从喜树中仅克隆出 1 个 tsb 基因 ［17］， tsb 在喜树各组织中及植株发育过
程中的表达与喜树碱的积累呈正相关性， 其编码蛋白 N 端的 68 个氨基酸不保守， 富含丝氨酸和苏氨
酸， 具有质体转运肽的特点。
2.2 甲羟戊酸途径关键酶和基因

HMGR是该途径的限速酶， 它催化 3-羟基-3-甲基-戊二酰辅酶 A 形成甲羟戊酸。 HMGR 基因家族
中的 3 个基因 hmg 1， hmg 2和 hmg 3， 在喜树幼苗各组织中的 mRNA表达量具有很强的组织特异性，
不同器官、 不同时期 3 个基因的表达都不一致。 hmg 1 和 hmg 3 可能与喜树碱的合成有关， 伤害和茉
莉酸甲酯（MeJA）可诱导 hmg 1 的表达， 而对 hmg 2， hmg 3 的表达无关 ［18］。 hmg 3 在树皮中表达，
其mRNA 水平与 10-羟基喜树碱的积累相平行。 HMGR 还对来源于 MVA 途径的萜类物质代谢流的流
向起决定性作用［19］， 因而该基因的表达模式多样， 受到多种因子的高度调节， 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、 外源激素、 除草剂和幽醇等。

图 3 喜树碱结构式
Figure 3 Chemistry structure of camptothecin
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2.3 MEP途径的关键酶和基因
DXR 和 DXS 是 MEP 途径中重要的酶。 DXR 催化 DXP 生成 MEP， 该反应是 MEP 途径上最重要

的限速反应， 是碳流的分支点， 也是 MEP 途径次生代谢工程最理想的靶点， 已经成功用于薄荷的转
化［20］。 在 TIAs 的研究中发现 dxr 的表达量和 TIAs 的积累呈正相关。 目前还未见有关 DXS 和 DXR 在
喜树碱的生物合成的报道。
2.4 从 IPP到异胡豆苷的关键酶和基因

G10H 是一种细胞色素 P450 氧化酶， 它可以催化香叶醇生成 10-羟基-香叶醇， 这个反应是生成
马钱子苷的第一个专属步骤。 G10H 在裂环马钱子苷的形成过程中起关键性的调控作用， 在长春花
Catharanthus roseus 的研究中发现裂环马钱子苷的生成是 TIAs 产量的限制因子之一。 G10H 的活性和
TIAs 的积累有密切的关系［21］， Canto-Canthe 等［22］发现了能抑制 G10H 活性的抗体， 该抗体也能识别其
他产 MIAs植物中发现的 G10H多肽。 至目前止， 有关 G10H 在喜树碱合成中作用还未见报道。
异胡豆苷合成酶（STR）是 TIAs 生物合成途径中最重要的酶， 它可将色胺和裂环马钱子苷合成为

TIAs的前体化合物异胡豆苷， 该步反应是 TIAs 生物合成中的瓶颈之一 ［23］， 也是该途径中的分支点。
目前已经从长春花、 马钱子 Strychnos nux-vomica， 蛇根草 Ophiorrhiza spp.（生产喜树碱和羟基喜树碱）
等植物中成功的克隆到 str基因， 但在喜树中还没有克隆到 str基因。 在喜树细胞悬浮系中添加前体物
色胺和马钱子苷， 结果培养物中异胡豆苷和喜树碱含量都没有增加， 可能原因是低活力的 STR 造成
的。 廖志华 ［24］将长春花的 str 与 tdc 基因转化到喜树细胞中， 结果喜树碱高达到 6.52 mg·g-1干质量，
羟基喜树碱质量分数也高达到 1.87 mg·g-1干质量。
2.5 ORCA 转录因子

MeJA激活 TIAs合成基因的过程是通过 ORCA （octadecanoid-responsive Catharanthus AP2/ERF-do-
main）转录因子来实现的， 现已分离出 2 个与 TIAs 合成有关的转录因子： ORCA2 和 ORCA3。 它们能
和相关酶基因的启动子相结合， 增强它们的表达。 在长春花中 orca 3 应答于茉莉酸甲酯的诱导， OR-
CA3 又可以增强 TIAs 生物合成代谢途径上多个基因， 包括 dxs， as， tdc， str 和 cpr 的表达， 作为
TIAs生物合成代谢的中心调控者， ORCA3 是通过对初级和次级代谢中的基因的调控来调节 TIAs 合成
的［25］。

3 喜树碱合成的调控
喜树碱生物合成途径的调控方法有： ①增强喜树碱合成的关键酶活性（表 1）。 ②抑制与其相竞争

的底物的合成； 因为植物体内存在多条代谢途径， 它们之间相互交叉相互影响， 例如喜树细胞在光下
培养经常产生大量红色花色素苷 ［26-27］。 ③添加相应的前体物质。 通过各种培养方法定向调控代谢流，
使得细胞的代谢更加有利于喜树碱的生成和积累从而提高喜树碱的含量。
近年来在喜树碱次生代谢工程方面取得了一些进展， Lorence等［28］进行了喜树毛状根的遗传转化，

表 1 已克隆喜树碱生物合成途径相关基因
Table 1 Cloned gene associated with CTP biosynthetic pathway

基因 编码酶 功能

tsb 色氨酸合成酶 β 亚单位 TSB 和 CTP 积累有关， 在维管组织表达

Tdc 1 色氨酸脱羧酶 TDC 受发育调控， 和 CTP 积累有关

Tdc 2 受胁迫诱导， MeJA， 真菌诱导子可诱导

Hmg 1 3-羟基-3-甲基-戊二酰辅酶 伤害和 MeJA可诱导

Hmg 2 A还原酶 HMGR

Hmg 3 发育中和 HCTP 积累相关

str 异胡豆苷合成酶 STR 受诱导子和生长素的调节

g 10h 香叶醇-10-脱氢酶 G10H 受发育调控， 和 CTP 积累有关
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廖志华将 str和 tdc基因转化到喜树细胞中， Wang 等 ［29 ］以叶子为外植体建立了喜树再生体系， 为喜
树农杆菌基因转化生产喜树碱奠定了基础。

4 展望
癌症一直严重威胁着人类的生命和健康， 喜树碱以其独特的抗癌机理成为继紫杉醇和长春花碱之

后最重要的抗癌药， 但是， 喜树的天然资源非常有限， 喜树植株中喜树碱及其衍生物含量甚微。 另
外， 化学合成喜树碱成本又太高。 利用植物细胞培养技术生产次生代谢物可能是解决这一问题的有效
途径。 至目前为止， 有关喜树碱生物合成研究虽然取得了一些进展， 但相比较而言， 其研究进展大大
落后于抗癌药紫杉醇和长春花碱， 还远不能达到商业化生产的要求。 该领域存在的问题主要有： ①生
物合成途径的下游途径还没阐明； ②有关喜树碱生物合成途径中转录因子研究较少； ③喜树碱的分解
代谢没有引起人们的足够重视。 分解代谢的研究不但有助于合成途径研究的突破， 同时对喜树碱的积
累也有很重要的意义。 因此， 我们应该在上述领域开展深入的研究， 相信随着喜树碱生物合成过程、
机制以及相关酶基因表达调控机制的逐渐阐明， 大量生产喜树碱将成为现实。
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