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　　摘要：龙胆苦苷属裂环烯醚萜类化合物，是传统中药龙胆的主要有效成分，具有抗炎、保肝、利胆、健胃、抗肿瘤等
药理活性，其生物合成途径可分为异戊烯基焦磷酸合成、裂环番木鳖酸生物合成和龙胆苦苷生物合成３个阶段，受脱
氧木酮糖－５－磷酸合成酶、脱氧木酮糖磷酸盐还原异构酶、细胞色素Ｐ４５０等多种酶的调控。本文综述了近年龙胆苦
苷生物合成及其调控机制的研究现状，旨在为龙胆苦苷生物合成及其调控机制的进一步研究提供参考。
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　　龙胆苦苷（ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ）广泛存在于龙胆科植物中，是
滇龙胆（Ｇｅｎｔｉａｎａｒｉｇｅｓｃｅｎｓ）等药用植物中一类重要的次生代
谢产物［１］，也是龙胆泻肝丸等１８０多种中药产品的主要药效
成分。现代药理学研究证实，龙胆苦苷具有保肝、利胆、镇痛、

抗炎、抗菌、健胃、抗肿瘤以及诱发神经轴突生长等作用［２－５］。

目前，龙胆苦苷主要从滇龙胆、秦艽（Ｇｅｎｔｉａｎａｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ）等
野生植物中提取，但随着龙胆苦苷需求量的剧增，野生药用植

物不能完全满足市场需求［６］。因此，对龙胆苦苷生物合成途

径进行研究，利用基因工程、代谢工程等手段生产龙胆苦苷势

在必行，明确龙胆苦苷的生物合成途径及其调控机制是利用

生物技术手段生产龙胆苦苷的前提。

近年来，龙胆苦苷因其独特的药用价值以及在临床上的

广泛应用［７］，受到国内外学者的广泛关注，并在龙胆苦苷的

提取、含量测定、含量影响因素、药代动力学［８］、生物转化［９］

和结构修饰等方面取得了大量科研成果。本文从目前已知的

单萜生物合成途径出发，以近年的研究成果为依据，归纳出龙

胆苦苷的基本合成途径，综述了龙胆苦苷的理化性质、生物合

成途径以及该途径中关键酶的研究现状，以期为龙胆苦苷的

开发和利用提供参考。

１　龙胆苦苷的理化性质

龙胆苦苷分子式为 Ｃ１６Ｈ２０Ｏ９，分子量为３５６．３２４６，化学
名为 ５－ｅｔｈｅｎｙｌ－６－（β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌｏｘｙ）－５，６－
ｄｉｈｙｄｒｏ－１Ｈ，３Ｈ－ｐｙｒａｎｏ［３，４－Ｏ］ｐｙｒａｎ－１－ｏｎｅ。龙胆苦苷

纯品为白色粉末或淡黄（红）色针状结晶，有内酯苷类化合物

的颜色反应，其表观油水分配系数理论值为 －１．４１，２３℃下
的表观油水分配系数为 ｌｇＰ＝－１．２１［１０］，表明龙胆苦苷的亲
水性较强，脂溶性较差，易溶解于水、甲醇及乙醇等溶剂。龙

胆苦苷在龙胆科植物中普遍存在，于１８５４年首次从龙胆科植
物黄龙胆（Ｇｅｎｔｉａｎａｌｕｔｅａ）中分离得到［１１］；１９６１年，Ｃａｎｏｎｉｃａ
等初步获得龙胆苦苷的化学结构［１２］；１９６８年，Ｉｎｏｕｙｅ等最终
确定了龙胆苦苷的化学结构（图１）［１３］。

２　龙胆苦苷生物合成途径

龙胆苦苷属于单萜类化合物，其生物合成途径主要分为

３个阶段：（１）通过甲羟戊酸（ｍｅｖａｌｏｎｉｃａｃｉｄ，ＭＶＡ）途径和
２－甲基－赤藓醇－４－磷酸（２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ－
４－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＭＥＰ）途径合成异戊烯基焦磷酸（ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰＰ）；（２）ＩＰＰ经过不同的酶促反应合成裂环番
木鳖酸；（３）裂环番木鳖酸依次经过獐牙菜苷、獐牙菜苦苷，
最终形成龙胆苦苷。

Ｃｏｓｃｉａ等于１９６７年用１４Ｃ标记 Ｓｗｅｒｔｉａｃａｒｏｌｉｎｉｅｎｓｉｓ的甲
羟戊酸，发现龙胆苦苷中出现１４Ｃ，表明龙胆苦苷起始于甲羟
戊酸途径［１４］。据笔者所在课题组前期对滇龙胆三年生根、茎

转录组测序研究发现，龙胆苦苷生物合成调控基因在ＭＥＰ途
径中上调，表明龙胆苦苷生物合成主要来源于 ＭＥＰ途径，部
分来源于ＭＶＡ途径。龙胆苦苷生物合成的第一阶段与一般
的单萜类化合物在萜类基本骨架合成阶段完全相同，即首先

在细胞质中通过ＭＶＡ途径或者在质体中通过ＭＥＰ途径合成
萜类前体物质ＩＰＰ，然后转化为 ＧＰＰ［１５］。ＭＶＡ途径自被人类
发现至今已有半个世纪，其生物合成途径比较清楚，该途径首
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先由３分子的乙酰 －ＣｏＡ在乙酰乙酰辅酶 Ａ硫解酶和乙酰
乙酰辅酶 Ａ合酶作用下缩合形成３－羟基 －３－甲基戊二
酰－ＣｏＡ（ＨＭＧ－ＣｏＡ），缩合产物在其还原酶（ＨＭＧＡ）的催
化作用下被还原成 ＭＶＡ，再经过脱羧和磷酸化反应生成
ＧＰＰ［１６］。ＭＥＰ途径是在脱氧木酮糖－５－磷酸合成酶（ＤＸＳ）
的缩合作用下，由１分子３－磷酸甘油醛和１分子丙酮酸生
成１分子的１－脱氧木酮糖－５－磷酸（ＤＸＰ），并在其还原异
构酶的催化作用下转化为 ２－甲基 －赤藓醇 －４－磷酸
（ＭＥＰ），ＭＥＰ再依次经过２－甲基赤藓醇－４－磷酸胞苷转移
酶、４－二磷酸胞苷 －２－甲基赤藓糖激酶、２－甲基 －赤藓
醇－２，４－环二磷酸合酶、１－羟基 －２－甲基 －２－丁烯基 －
４－焦磷酸合酶催化生成１－羟基 －２－甲基 －２－丁烯基 －
４－焦磷酸（ＨＭＢＰＰ），接着由异戊烯基焦磷酸激酶催化
ＨＭＢＰＰ生成ＩＰＰ，ＩＰＰ和二甲基丙烯基焦磷酸（ＤＭＡＰＰ）之间
的转换由ＩＰＰ异构酶（ＩＤＩ）来完成［１７］。

龙胆苦苷生物合成第二阶段，即裂环番木鳖酸生物合成

阶段，以ＧＰＰ为前体，脱磷酸形成香叶醇。从香叶醇到裂环
番木鳖酸的合成大约需要１１个酶促步骤，目前只有５个被鉴
定，即Ｐ４５０依赖性香叶醇１０－羟化酶（Ｇ１０Ｈ）、无环单萜伯
醇脱氢酶（ＡＤＨ）、单萜环化酶（ＭＣ）、Ｓ－腺苷 －Ｌ－蛋氨酸：
马钱苷酸甲基转移酶（ＬＡＭＴ）和 Ｐ４５０依赖性裂环番木鳖酸
合成酶（ＳＬＳ）［１８］。该阶段 ＩＰＰ和 ＤＭＡＰＰ在 ＧＰＰＳ的催化作
用下生成ＧＰＰ，ＧＰＰ合成后需要进行复杂的开环、环化和糖基
化步骤，即 ＧＰＰ经香叶醇合成酶催化合成香叶醇，香叶醇
Ｃ－２位置在细胞色素Ｐ４５０还原酶和香叶醇１０－羟化酶的催
化作用下生成１０－脱氧香叶醇，这是裂环番木鳖酸生物合成
的最重要的步骤。１０－脱氧香叶醇被１０－羟基香叶醇氧化
还原酶（１０ＨＧＯ）氧化，在 ＮＡＰＤＨ氧化还原酶存在时，生成
１０－氧香叶醛，接着在单萜环化酶的催化下形成琉蚁二醛
（ｉｒｉｄｏｄｉａｌ），经缩醛反应形成 ｉｒｉｄｏｔｉａｌ，经过不断反应形成７－
脱氧番木鳖酸（ｄｅｏｘｙｌｏｇａｎｉｃａｃｉｄ），在７－脱氧番木鳖酸７－
羟化酶作用下生成马钱苷酸，在 Ｓ－腺苷 －Ｌ－蛋氨酸：马钱
苷酸甲基转移酶的催化作用下生成番木鳖酸，ＳＬＳ催化番木
鳖酸形成裂环番木鳖酸（ｓｅｃｏｌｏｇａｎｉｎ）［１８－１９］。Ｃｏｓｃｉａ等发现?
牛儿基焦磷酸能并入到 Ｓｗｅｒｔｉａｃａｒｏｌｉｎｉｅｎｓｉｓ的有效成分番木
鳖酸，进一步证明了ＧＰＰ是龙胆苦苷生物合成的中间物［２０］。

１９６９年，Ｃｏｓｃｉａ等证明番木鳖酸是龙胆苦苷生物合成的前
体［２１］，这一结论同时也由Ｉｎｏｕｙｅ和Ｇｒｇｅｒ这２个课题组分别
在三花龙胆和长柄獐牙菜（Ｓｗｅｒｔｉａｐｅｔｉｏｌａｔａ）中得到证实。

在龙胆苦苷生物合成的最后一个阶段，裂环番木鳖酸经

过不断的衍化生成獐牙菜苷（ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ）、獐牙菜苦苷（ｓｗｅｒ
ｔｉａｍａｒｉｎ），最终脱羟基形成龙胆苦苷［２２］。Ｉｎｏｕｙｅ等于１９６７年
通过前体饲养试验证明在三花龙胆（Ｇｅｎｔｉａｎａｔｒｉｆｌｏｒａ）中甲羟
戊酸内酯被并入到龙胆苦苷中；同时也出现在日本獐牙菜

（Ｓｗｅｒｔｉａｊａｐｏｎｉｃａ）的獐牙菜苷和獐牙菜苦苷中，獐牙菜苷中
１４Ｃ的含量约是獐牙菜苦苷含量的６倍，表明獐牙菜苷是獐牙
菜苦苷的前体［１４］。Ｔａｎ等经过试验证明裂环番木鳖酸是龙
胆苦苷等裂环烯醚萜类化合物的关键中间物［２３］。随后，

Ｉｎｏｕｙｅ等采用同位素示踪獐牙菜苷，并证明它是龙胆草
（Ｇｅｎｔｉａｎａｓｃａｂｒａ）中龙胆苦苷生物合成的一个中间物［２４］。

Ｊｅｎｓｅｎ等研究表明，在龙胆科植物中普遍存在着獐牙菜苷到

獐牙菜苦苷再到龙胆苦苷的生物转化［２２］。

目前，主要采用同位素示踪法，通过产物来反推其生物合

成途径，并加以验证，是完善环烯醚萜类化合物次生代谢合成

的一般策略。目前，龙胆苦苷的完整合成途径并不完全清楚，

其基本的反应步骤如图２所示。

３　龙胆苦苷生物合成途径中的关键酶

随着龙胆苦苷需求量的剧增，其生物合成途径中的关键

酶也备受关注。在龙胆苦苷的生物合成途径中，ＩＰＰ合成阶
段的大部分酶基因已被广泛克隆和研究；第二阶段（即裂环

番木鳖酸生物合成阶段）只克隆到６个基因，其余５个基因还
有待进一步研究；第三阶段从獐牙菜苷到獐牙菜苦苷再到龙

胆苦苷的衍化机制并不清楚。

３．１　３－羟基－３－甲基戊二酰辅酶Ａ还原酶
３－羟基 －３－甲基戊二酰辅酶 Ａ还原酶（ＨＭＧ－ＣｏＡ

ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＨＭＧＲ）催化 ３－羟基 －３－甲基戊二酰辅酶 Ａ
（ＨＭＧ－ＣｏＡ）转化为 ＭＶＡ，这是一个不可逆过程，故 ＨＭＧＲ
被认为是 ＭＶＡ途径中的第一个限速步骤；ＨＭＧＲ在类异戊
二烯的生物合成中起重要作用，也是细胞质萜类代谢中的重

要调控位点［２６］。植物中 ＨＭＧＲ组成一个多基因家族，拟南
芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）中 ＨＭＧＲ酶由 ＨＭＧ１和 ＨＭＧ２基因
编码［２７］；马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）中含有 ３个 ＨＭＧＲ基
因；番茄（Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）中含有４个 ＨＭＧＲ基因；而在
动物中仅发现１个 ＨＭＧＲ基因。目前该基因已在杜仲橡胶
（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ）［２８］等植物和李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏ
ｇｅｎｅｓ）［２９］等细菌中被克隆和研究。
３．２　脱氧木酮糖－５－磷酸合成酶

脱氧木酮糖－５－磷酸合成酶（ｌ－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ－
５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＤＸＳ），催化 ＭＥＰ途径第一步反应，是
ＭＥＰ途径的第 １个关键酶，它能与焦磷酸硫胺素（ｔｈｉａｍｉｎｅ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＴＰＰ）共同作用，使丙酮酸脱羧后与３－磷酸甘
油醛合成１－脱氧木酮糖－５－磷酸（ｌ－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ－
５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＤＸＰ）［３０］。ＤＸＳ是 ＭＥＰ途径中植物萜类物质
合成的第一个限速酶，该基因过量表达可促进下游相关萜类

化合物的积累。Ｐｅｅｂｌｅｓ等在长春花（Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ）萜
类吲哚生物碱生物合成的研究中发现，ＤＸＳ的超表达导致阿
吗碱、洛柯定碱、水甘草碱等产物的大量增加，表明ＤＸＳ在萜
类生物合成中起重要作用［３１］。Ｅｓｔéｖｅｚ等对拟南芥突变体
ｃｌａｌ－１进行研究发现，ＤＸＳ对植物叶绿体及白色体的发育具
有重要作用，主要表现在当突变体缺失 ＤＸＳ基因时呈现“白
化”特征，添加脱氧木酮糖后有新的色素生成［３２］。目前，已从

玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）［３３］、番茄［３４］、银杏（Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ）［３５］等植物
中获得ＤＸＳ基因。近年来，大量研究表明ＤＸＳ在类异戊二烯
的ＭＥＰ生物合成途径中起重要作用［３６－３７］。

３．３　脱氧木酮糖磷酸盐还原异构酶
脱氧木酮糖磷酸盐还原异构酶（１－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ－

５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＤＸＲ）存在于质体中的ＭＥＰ途
径中，ＤＸＰ通过ＤＸＲ催化，以ＮＡＤＰＨ为还原剂，依赖二价阳
离子，经原子重排和还原生成ＭＥＰ，从而把ＤＸＰ引入ＭＥＰ途
径［３８］。ＤＸＲ是ＭＥＰ途径中的第２个限速酶，也是细胞质体
中类异戊二烯化合物代谢的重要调控位点。Ｃａｒｒｅｔｅｒｏ等研究
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发现，拟南芥中 ＤＸＲ基因的超表达能够增加 ＭＥＰ衍生质体
类异戊二烯（如叶绿素和类胡萝卜素）的积累，表明 ＤＸＲ在
ＭＥＰ途径的调控中起重要作用［３９］。Ｘｉｎｇ等对拟南芥 ｄｘｒ突
变体进行研究发现，ＤＸＲ基因的破坏会导致拟南芥突变体植
株白化、矮小以及毛状体起始缺陷和气孔关闭，表明 ＤＸＲ基
因在植物生长发育过程中起重要作用［４０］。近年来，ＤＸＲ在
植物生长和发育过程以及 ＭＥＰ途径中的重要作用引起人们
的广泛关注。目前，ＤＸＲ基因已在细菌、藻类、植物、原生动
物中发现，但在人体中并未发现。

３．４　２－甲基赤藓醇－４－磷酸胞苷转移酶
２－甲基赤藓醇 －４－磷酸胞苷转移酶（２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ

ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ－４－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｙｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＥＣＴ）属于胞嘧啶
转移酶家族的一个成员，参与 ＭＥＰ途径的第三步酶促反应，
将二磷酸胞苷（ＣＤＰ）和ＭＥＰ连接生成４－二磷酸胞苷 －２－
甲基 －赤藓醇（ＣＤＰ－ＭＥ），该反应依赖于胞苷三磷酸

（ＣＴＰ）［３０］。目前，已从拟南芥、银杏等植物中发现该基因，但
对其编码酶的相关功能研究并未见报道。为了验证ＭＥＣＴ在
萜类生物合成中的作用，Ｒｏｈｄｉｃｈ等用１４Ｃ标记ＭＥＣＴ，结果发
现生成带有１４Ｃ标记的 ＣＤＰ－ＭＥ；将大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）ＭＥＣＴ基因转入辣椒，发现ＣＤＰ－ＭＥ在质体中参与类胡
萝卜素的生物合成，表明 ＭＥＣＴ与次生代谢产物合成
有关［４１］。

３．５　２－甲基－赤藓醇－２，４－环二磷酸合酶
２－甲基－赤藓醇－２，４－环二磷酸合酶（２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ

ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ－２，４－ｃｙｃｌｏｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＭＥＣＰＳ）是ＭＥＰ途
径上的第５个酶，催化 ＣＤＰ－ＭＥＰ生成２－甲基 －赤藓醇 －
２，４－环二磷酸（ＭＥ－ｃＰＰ）。目前，Ｂｕｅｔｏｗ等已在结核分枝
杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）中证实 ＭＥＣＰＳ具有潜在的
药物功能测定作用，可作为治疗靶点［４２］。Ｂｕｒｌａｔ等经 Ｎｏｒｔｈ
ｅｒｎ杂交和原位杂交发现ＭＥＣＰＳ与ＭＥＰ途径中ＤＸＳ、ＤＸＲ基
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因以及下游途径中的香叶醇１０－羟化酶（Ｇ１０Ｈ）基因类似，
显示出相同的细胞特异表达模式，表明ＭＥＣＰＳ在次生代谢产
物的生物合成中起重要作用［４３］。

３．６　异戊烯基转移酶
异戊烯基转移酶（ｐｒｅｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＰＴｓ）催化 ＩＰＰ缩合成

非环式的ＧＰＰ，这是萜类合成中的重要过程。该基因已在紫
草（Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｅｒｙｔｈｒｏｒｈｉｚｏｎ）［４４］、苦 参 （Ｓｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓ
ｃｅｎｓ）［４５］、白羽扇豆（Ｌｕｐｉｎｕｓａｌｂｕｓ）［４６］等植物中被广泛研究。
近年来，Ｎｉｃｋｅｒｓｏｎ等研究发现 ＰＴｓ与胆固醇的代谢有关［４７］；

Ａｋｈｔａｒ等经研究证实了番茄中顺式异戊烯基转移酶
（ｃｉｓ－ｐｒｅｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＰＴｓ）与长链多聚类异戊二烯的合成
有关，含有至少５个异戊二烯单位［４８］。

３．７　?牛儿基焦磷酸合成酶
?牛儿基焦磷酸合成酶（ｇｅｒａｎｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，

ＧＰＰＳ）是异戊二烯途径中一个很重要的酶，目前对ＧＰＰＳ的研
究主要集中在其对单萜和倍半萜的影响［４９］。ＧＰＰＳ催化 ＩＰＰ
形成ＧＰＰ，是植物单萜生物合成中的一个关键酶，在吸引传粉
者和次生代谢产物的防御中起重要作用［５０］。ＧＰＰＳ在多种植
物中被分离，但有关其调控机制的研究很少。Ｍａｒｔｉｎ等对葡
萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）中ＶｖＧＰＰＳ的转录进行分析，表明ＶｖＧＰＰＳ基
因在单萜生物合成中起重要作用［５１］。Ｃｈａｎｇ等研究发现欧
薄荷（Ｍｅｎｔｈａｐｉｐｅｒｉｔａ）中的 ＭｐＧＰＰＳ包含２个具有催化功能
的大亚基和２个非催化的具有调控功能的小亚基，并且证实
与薄荷醇的生物合成有关［５２］。

３．８　香叶醇合成酶
香叶醇合成酶（ｇｅｒａｎｉｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ，ＧＥＳ）是单萜芳香化合

物香叶醇产生过程中的关键酶。Ｙｏｋｏ等的１８Ｏ同位素示踪试
验研究结果表明ＧＥＳ催化?牛儿基焦磷酸生成香叶醇，几乎
专一性地在罗勒腺体中产生，在同型二聚体蛋白中存在活性，

且需要Ｍｎ２＋作为二价金属辅因子来激活［５３］。Ｍａｒｃ等研究结
果表明酵母菌株ｅｒｇ２０Ｋ１９７Ｇ中ＧＥＳ在ＹＮＢ（酵母氮源基质）
中的表达导致大量单萜化合物（香叶醇、沉香醇、香茅醇、橙花

醇）的生物合成，且ＧＥＳ的表达导致香叶醇产量高出１６倍；推
断出ＧＰＰ的不稳定导致ＧＥＳ特异性损失，不会导致香叶醇单
萜合成酶功能的损失，但会使其失活［５４］。目前，已在罗勒、紫

苏、长春花中克隆到相关基因。罗勒 ＧＥＳ可以用于评估单萜
在不同植物中的异源表达谱。Ｍａｒｃ等用根癌农杆菌转化葡
萄，用浸花法转化拟南芥，农杆菌渗透瞬时表达烟草叶片均获

得罗勒ＧＥＳ转基因植株，并在叶片中检测到高含量的香叶醇；
另外，在大肠杆菌转化株培养基中检测到香叶醇［５５］。

３．９　细胞色素Ｐ４５０还原酶
细胞色素Ｐ４５０还原酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＣＰＲ）

是真核生物的一个膜结合黄素蛋白，是细胞色素Ｐ４５０单加氧
酶的催化反应所必须的，因为它在电子传递中的功能是从

ＮＡＤＰＨ到细胞色素Ｐ４５０蛋白。许多 Ｐ４５０蛋白与香叶醇到
裂环番木鳖酸的生物合成有关，包括香叶醇１０－羟化酶、７－
脱氧番木鳖酸７－羟化酶和裂环番木鳖酸合成酶［５６］。Ｓｈｅｎ
等通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ研究发现，细胞色素 Ｐ４５０单加氧酶
（ｃｙｐ７１ａｖ１）在转基因黄花蒿植株转录水平上具有较高的表达
量；ＨＰＬＣ分析显示在ｃｙｐ７１ａｖ１和细胞色素Ｐ４５０还原酶（ｃｐｒ）
的过表达植株中，青蒿素的含量明显增加，表明 ｃｙｐ７１ａｖ１、ｃｐｒ

基因的过表达增加了黄花蒿（Ａｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａ）中青蒿素的含
量［５７］。细胞色素Ｐ４５０单加氧酶与内源性化合物的生物合成
和外源性物质的分解代谢有关，他们的活性依赖于细胞色素

Ｐ４５０还原酶。
３．１０　细胞色素Ｐ４５０

细胞色素Ｐ４５０形成植物蛋白的最大家族，参与生物碱、
萜类、类苯基丙烷等代谢产物的产生。Ｐ４５０蛋白基因在植物
基因组中的数量占总注释基因的１％，表明植物中的大量反
应依赖于各种 Ｐ４５０［５８］。在植物次生代谢过程中，Ｐ４５０催化
羟基化反应和单加氧反应，另外还涉及到一些非常规反应，如

甲二氧基－桥形成和石碳酸偶联反应等［５９］。Ｃｈａｎｇ等研究
发现细胞色素 Ｐ４５０参与龙胆苦苷的分解代谢［７］；在龙胆苦

苷生物合成途径中，许多反应都是通过细胞色素Ｐ４５０蛋白进
行催化的；单萜和倍半萜的基本碳氢骨架形成后，经 Ｐ４５０加
氧酶催化而发生羟化反应［６０］。Ｓｕｎｇ等研究发现在龙胆苦苷
生物合成中，香叶醇－１０－羟化酶（Ｇｅｒａｎｉｏｌ１０－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，
Ｇ１０Ｈ）是一个极其重要的酶，它是ＣＹＰ７６Ｂ６家族中的一个细
胞色素Ｐ４５０单加氧酶，在 Ｃ－１０位置羟化单萜香叶醇产生
１０－羟化香叶醇，是单萜和吲哚生物碱生物合成过程中裂环
番木鳖酸产生的重要调控酶，也是不同植物中环烯醚萜类形

成的第一个关键酶［６１］。Ｗａｎｇ等从川西獐牙菜（Ｓｗｅｒｔｉａｍｕｓ
ｓｏｔｉｉ）中克隆到香叶醇１０－羟化酶基因，并证实它具有香叶醇
羟化的催化活性［６２］。

３．１１　７－脱氧番木鳖酸７－羟化酶
Ｋａｔａｎｏ等研究表明７－脱氧番木鳖酸７－羟化酶（７－ｄｅ

ｏｘｙｌｏｇａｎｉｎ７－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＤＬ７Ｈ）能催化７－脱氧番木鳖酸转
化为番木鳖酸，具有７－脱氧番木鳖酸的底物特异性，在金银
花（Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ）细胞悬浮培养物的微粒体中检测到其活
性依赖于ＮＡＤＰＨ和分子氧，该酶学反应能被一氧化碳和许
多细胞色素Ｐ４５０抑制剂（尤其是酮康唑）抑制，表明该反应
能被细胞色素Ｐ４５０介导［６３］。

３．１２　裂环番木鳖酸合成酶
裂环番木鳖酸合成酶（ｓｅｃｏｌｏｇａｎｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳＬＳ）在番木

鳖酸形成裂环番木鳖酸的过程中催化环戊烷的氧化还原反

应，属于细胞色素Ｐ４５０家族中ＣＹＰ７２Ａ１亚家族成员，在长春
花单萜生物合成中被鉴定［６４－６５］。Ｙａｍａｍｏｔｏ等首次从金银花
的细胞悬浮培养微粒体中检测到ＳＬＳ［６６］。ＳＬＳ在反应中的作
用依赖于ＮＡＤＰＨ和分子氧，能被一氧化碳和细胞色素 Ｐ４５０
抑制剂阻断，表明该反应受细胞色素Ｐ４５０调节。

４　展望

龙胆苦苷的生物合成途径是一个受多基因调控的、非常

复杂的动态变化过程。随着分子生物学和代谢组学的发展，

龙胆苦苷生物合成途径的基本框架和相关酶的研究已取得了

一定的进展，但还有许多细节步骤不清楚，其生物合成途径仍

有许多问题亟待解决。（１）香叶醇是裂环番木鳖酸生物合成
的关键中间物，但香叶醇到裂环番木鳖酸之间的具体酶促反

应至今还不清楚。在龙胆苦苷生物合成过程中，从裂环番木

鳖酸到獐牙菜苷、獐牙菜苦苷以及龙胆苦苷之间的反应机制

也不清楚，需要通过试验进一步研究。（２）龙胆苦苷的生物
合成中，ＭＶＡ和ＭＥＰ途径中的酶大部分已被系统地研究，环
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烯醚萜类化合物生物合成过程中的调控酶只有细胞色素

Ｐ４５０、Ｇ１０Ｈ、ＳＬＳ等被广泛研究，有关单萜环化酶、ＬＡＭＴ等的
研究很少，而其他反应过程，如臭蚁二醛到７－脱氧番木鳖
酸、獐牙菜苷与獐牙菜苦苷以及龙胆苦苷之间的酶未见报道。

（３）代谢产物的生物合成途径都是由结构基因和调控基因共
同调控的，龙胆苦苷生物合成途径中的部分结构基因和个别

调控基因仅在部分植物中被克隆，如 ＷＲＫＹ转录因子被报道
间接参与龙胆苦苷的生物合成过程，但并未对其具体调控机

制进行深入研究。目前，龙胆科植物的基因组还未被测序，在

今后的研究中，需要通过对龙胆科具有代表性的药材（如龙

胆或秦艽等）进行转录组测序，挖掘该途径中大量的结构基

因和调控基因，并对其功能进行研究，进而从分子生物学水平

阐明龙胆苦苷生物合成途径及其调控机制。因而，了解植物

中龙胆苦苷的生物合成途径及其调控机理，并采用基因工程

手段来生产龙胆苦苷，对野生龙胆资源的保护和解决市场上

龙胆等药材的供需矛盾都具有重要的理论价值和实践价值。
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农作物秸秆酶解制糖研究进展
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　　摘要：制糖是农作物秸秆生产燃料乙醇、化工醇等工业产品的关键步骤，其中采用酶解法实现农作物秸秆有效糖
化是该领域的研究热点。简单介绍了酶解机理，并对直接酶解与预处理酶解的研究进展进行了综述。

　　关键词：农作物秸秆；酶解制糖；有效糖化
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作者简介：刘海燕（１９７６—），女，吉林蛟河人，博士，副研究员，从事农
作物秸秆能源化利用的研究。Ｔｅｌ：（０４３１）８７０６３８０６。

通信作者：张永锋，研究员，从事循环农业方面的研究。Ｔｅｌ：（０４３１）
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　　我国是农业大国，每年可产生农作物秸秆７亿多 ｔ，近年
来，随着我国农村能源结构的变化与集约化生产的发展，秸秆

逐步成为一种无用的负担物，秸秆就地焚烧日趋严重，产生的

烟雾已成为一大社会公害［１］。每年有大量的秸秆被就地燃

烧，既污染环境，又浪费资源［２］。秸秆的主要成分为纤维、半

纤维和木质素，以其为原料，通过酸解或酶解法结合生物转化

法制备２，３－二丁醇、乙醇、甘油三酯、化工醇等工业产品原
料，既可避免环境污染，又可实现生物质能源的高效利用，带

来较大的经济和社会效益［３］。然而，无论利用农作物秸秆生

产何种产品，纤维原料制糖（包括葡萄糖和木糖）率都是影响

整条工艺生产线的重要因素［４］。只有当木质纤维素通过酶

解作用转化为葡萄糖、木糖等单糖后，才能通过发酵过程转化

为各种生物能源。因此，在木质纤维素转化能源的过程中，纤

维素的酶解糖化是最关键的步骤，也是木质纤维素能源化转

化过程中的限制性步骤。目前，纤维素水解糖化的主要途径

有化学法水解和酶法水解。酶法水解因其工艺条件温和、设

备要求简单、能耗低、副产物较少、对环境友好等优点得到广

泛的应用［５］，如何采用酶解方式实现玉米秸秆有效糖化仍然

是该领域的研究热点［６］。

１　酶解机理

玉米秸秆、麦类秸秆、水稻秸秆等均属木质纤维类生物

质，主要成分为纤维素（约占４０％）、木质素（２０％ ～３０％）和
半纤维素（２０％～３０％），这３种成分的重量占植物纤维质原
料总重量的８０％ ～９５％［７］。纤维素降解木质纤维素的酶主

要有降解纤维素的纤维素酶、降解半纤维素的木聚糖酶和降

解木质素的漆酶［１］。

纤维素酶是将纤维素降解为葡萄糖过程中起作用的几个

酶的总称，包括内切葡聚糖酶（１，４－β－Ｄ－ｇｌｕｃａｎｇｌｕｃａｎｏ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＥＣ３．２．１．４）、外切葡聚糖酶（１，４－β－Ｄ－ｇｌｕｃａｎ
ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＥＣ３．２．１．９１）和纤维二糖酶（１，４－β－Ｄ－
ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ３．２．１．２１）。纤维素酶水解纤维素的机制至今
尚不十分清楚，普遍认为是３种酶组分的协同作用的结果，但
各组分是如何作用的，尤其是对 Ｃ１、Ｃｘ的作用方式，许多专
家学者持有不同的看法。一种观点是改进的 Ｃ１－Ｃｘ假说：
Ｃ１酶首先作用于纤维素的结晶区，使其膨胀变成无定型纤维
素，再由Ｃｘ分解无定型纤维素为纤维二糖，最后由 β－葡萄
糖苷酶分解为葡萄糖；另一种观点是顺序作用的 Ｃｘ－Ｃ１假
说：首先由Ｃｘ酶在纤维素的非结晶区部位切割，产生带有非
还原性末端的小纤维素分子，再由 Ｃ１酶以纤维二糖为单位，
从末端进行切割，最后由β－葡萄糖苷酶水解为葡萄糖［８］。

半纤维素的主要组成成分是木聚糖，半纤维素成分的复

杂结构也决定它们的降解需要多种酶的协同作用。降解酶包

括内切酶 β－木聚糖酶（１，４－β－Ｄ－ｘｙｌａｎｘｙｌａｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ，
ＥＣ３．２．１．８）、β－甘露聚糖酶（１，４－β－Ｄ－ｍａｎｎａｎｍａｎｎｏ
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