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青蒿素生物合成分子调控研究进展
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摘 要 青蒿素是目前世界上最有效的疟疾治疗药物。通过对青蒿素的生物合成途径，青蒿素生物合成途径的关

键酶，青蒿素生物合成的分子调控的介绍，综述了青蒿素生物合成分子调控的最新研究进展。
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青蒿素是我国学者在 3% 年代初从中药青蒿（ 3*/%4#&#+
+$$)+ D*）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 C!2 E$$ F2
［!］。青蒿素是一

个与过去抗疟药作用方式完全不同的新结构类型药物，是所

有抗虐药中起效最快、疗效最好、毒性最低的化合物，特别是

对脑型疟疾和抗氯喹恶性疟疾的疗效更为突出。由于青蒿

素能够解决抗氯喹恶性疟疾的难题，所以青蒿素一被发现即

得到国内外有关方面，特别是世界卫生组织（GEF）的重视，

被 GEF 推荐为目前世界上最有效的疟疾治疗药物。

目前世界上青蒿素类药物的生产主要是从青蒿植株中

提取，而青蒿植株中青蒿素的含量一般较低（约占干重的

%H%!I J %H#I），且提取环节多、费时费力，使青蒿素的生产

成本高、产量低，难以满足市场需求［$］。青蒿素虽已能化学

合成，但因成本高、毒性大、产量低而未能投入商业化 生

产［&］。6% 年代起，国内外学者试图通过生物技术手段生产

青蒿素，由于青蒿素生物合成与细胞高度分化密切相关，在

细胞培养物中未能检测到青蒿素。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新的热点。

本文结合本实验室的有关工作，就该领域国内外的最新研究

进展进行简要综述。

! 青蒿素的生物合成途径

!"! 从乙酰辅酶 # 到法呢基焦磷酸（$%&）

青蒿素的生物合成途径属于植物类异戊二烯代谢途径。

近年来的研究表明，植物类异戊二烯的生物合成至少存在两

条途径，即甲羟戊酸途径和丙酮酸K磷酸甘油醛途径。青蒿

素等倍半萜类的生物合成途径属于甲羟戊酸途径，该途径

在细胞质中进行。首先，由 & 个乙酰辅酶 L 缩合生成 &1羟基

1&1甲基戊二单酰辅酶 L（EMN1C(L），随后，在 EMN1C(L 还原

酶（EMNO）的作用下，产生甲羟戊酸（M’L）。以后 M’L 经焦

磷酸化及脱羧脱水作用，形成 C2 的异戊烯基焦磷酸（PQQ）。

在这个过程中，由于甲羟戊酸的形成是一个不可逆的过程，

因此，EMNO 被认为是该途径中的第一个限速酶［4，2］。然后，

PQQ 与其异构体二甲基烯丙基焦磷酸（RLMQQ）在法呢基焦

磷酸合酶（7RQS）的催化下，通过亲电反应机制形成!牛儿基

焦磷酸（NQQ），进而形成法呢基焦磷酸（7RQ），如图 ! 所示。

图 ! 植物类异戊二烯代谢途径示意图（"为该途径的关键酶）
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!"’ 从法呢基焦磷酸到青蒿素

LZ<;)8 等［#，3］通过放射性同位素示踪法研究了青蒿素的

生物合成途径，提出青蒿素生物合成的框架为：法呢基焦磷

酸（7RQ）#青蒿酸#二氢青蒿酸#青蒿素。在此过程中，首

先由 7RQ 经过酶促反应形成一种未知的倍半萜类中间产



物，该步反应被认为是青蒿素形成过程的重要限速步骤。

!""" 年，#$%&’(()*(+ 等［,］从青蒿叶片中分离到青蒿素生物合

成途径的重要倍半萜类中间产物—-’$+./-01，!!023(4(，并进

一步分离了催化 -’$+./-01，!!023(4( 形成的酶，该酶是催化

青蒿素生物合成的关键酶。

最近，5-66--+* 等［"，!7］从青蒿中分离到另外两种参与青

蒿素生物合成的中间产物：二氢青蒿酸（83/92+$-+*(’3)343:
-:32）和二氢青蒿酸氢过氧化物（83/92+$-+*(’3)343: -:32 /90
2+$.(+$;32(），并通过!< 和!= > 光谱证实了其结构。通过与体

内条件相同的光化学反应能使二氢青蒿酸转变成青蒿素，

反应中间产物是二氢青蒿酸氢过氧化物。二氢青蒿酸和二

氢青蒿酸氢过氧化物的分离及体外转化反应为青蒿体内由

二氢青蒿酸到青蒿素的非酶促光化学反应提供了有力的证

据。

! 青蒿素生物合成途径的关键酶

青蒿素生物合成途径属于植物类异戊二烯代谢途径，该

途径中与青蒿素生物合成相关的酶类主要有 = 种：=0羟基0=0
甲基戊二酰 >$? 还原酶（<@AB），法呢基焦磷酸合酶（C8DE）

和倍半萜合酶（环化酶），下面介绍青蒿素生物合成途径中这

三种酶的研究进展。

!"# $%羟基%$%甲基戊二酰 &’(还原酶（)*+,）

<@AB 催化 <@A0>$? 形成甲羟戊酸（@F?），由于 @F?
的形成是一个不可逆过程，因此，<@AB 被认为是动物、植

物、真菌可能也是昆虫的类异戊二烯代谢途径的一个限速

酶［!!］。许多研究者都报道，类异戊二烯生物合成途径的诱

导，尤其是倍半萜类物质的合成，与 <@AB 活性成正相关。

>/-..(66和 G-H6(［!I］报道，在烟草悬浮细胞培养物中加入真

菌诱导子会导致培养液中倍半萜类物质 :-.)323$6 的积累，同

时也检测到 <@AB 瞬时峰值的出现。!""J 年，>/-..(66 等［!!］

将仓鼠的 <@AB 基因置于 >-@F =JE 启动子下转入烟草。结

果表明：转基因烟草的 <@AB 活性增加了 = K L 倍，同时，总

固醇类物质的积累也增加了 = K !7 倍。但固醇类终产物如：

谷固醇（E3*$)*(+$6）、菜油固醇（>-’.()*(+$6）和豆固醇（E*3M’-)0
*(+$6）的含量仅增加了 I 倍，而固醇类生物合成的中间产物环

阿屯醇（>9:6$-+*(4$6）的含量却增加了 !77 多倍。这些结果进

一步说明，总的固醇类含量受 <@AB 活性控制，一个或多个

固醇类生物合成后期的酶类参与了控制固醇类终产物的相

对含量。

以后的进一步研究表明，与 <@AB 相关存在着一类基因

家族，在这个基因家族中，不同同源基因的表达，可能控制着

细胞质中甲羟戊酸代谢途径中“碳流”的流向［J，!=］。对一些

模式植物（如马铃薯）的研究结果表明，<@AB 是甲羟戊酸

代谢途径中起“宏观”调控作用的关键酶，该代谢的分支分别

受到 <@AB 基因家族的特定成员调控，其中 <@AB!亚基因

家族的成员表达与倍半萜类植保素的合成密切相关［!=］。

<@AB 作为甲羟戊酸代谢途径的早期酶类，它决定“碳流”的

流向，而各支路中最终产物的合成却受到各支路中其它关键

酶的控制，如鲨烯合酶、倍半萜合酶等。

青蒿中的 <@AB 基因业已被克隆（N-4M !" #$，A(4#-4O
-::())3$4 G$P Q!1LI1 和 Q!1LIJ），我们实验室也克隆了青蒿

的一个 <@AB 基因（陈大华，叶和春等，A(4#-4O -::())3$4 G$P
?C !1I1R=），功能分析和遗传转化的工作还未见报道。

!"! 法呢基焦磷酸合酶（-./0）

法呢基焦磷酸合酶（C-+4()96 23./$)./-*( )94*/-)( C8DE）是

一种 !S，10异戊二烯基转移酶，它催化 TDD 和 8@?DD 通过缩

合作用形成 ADD 及 ADD 和 TDD 缩合形成 C8D。其反应机制

是 8@?DD（ADD）由于其头部焦磷酸基团的存在，失去少量电

子而形成正离子化的碳离子（即 >! 与焦磷酸基团形成的离

子对）。而 TDD 的 >1 由于共轭双键的存在形成富电子的碳

原子，在法呢基焦磷酸合酶的作用下，8?@DD（ADD）的 >! 亲

电子攻击 TDD 的 >1，从而发生亲电聚合反应。

青蒿的 C8DE 在 !""L 年已被克隆，它编码 =1= 个氨基

酸，推测编码蛋白的分子量为 ="U1I O8，其氨基酸序列与拟

南芥、白羽扁豆和玉米的同源性分别为 RLV、,1V和 RIV；

与鼠、人类的同源性分别为 1LV和 1JV，在多聚异戊二烯转

移酶中普遍存在的两个保守区域也存在于青蒿的 C8DE 中。

在大肠杆菌中表达后，在体外能检测到 C8DE 活性［!1 W !L］。

我们实验室于 !"", 年克隆了青蒿中两个法呢基焦磷酸

合酶的 :8G?：X.)! 和 X.)I（陈大华，叶和春等，A(4#-4O -::()0
)3$4 G$P ?C!=LL7I 和 ?C!!I,,!）。功能分析的结果表明，其

中 X.)! 具有 C8D 合酶活性。经（G<1）I EY1 分级和 CDZ> 纯化

后对其酶学特性进行了研究，其催化活性低于酵母的 CDE，

但大大高于南瓜的 CDE，其 %&#" 为 7UR［!R］。

!"$ 倍半萜合酶（环化酶）

倍半萜合酶催化法呢基焦磷酸通过分子内部环化以及

各种氧化0还原修饰，最后形成倍半萜类化合物。青蒿中存

在一系列的倍半萜合酶（倍半萜合酶基因家族）。因为倍半

萜合酶对底物的立体专一性要求很高，立体结构不同的倍半

萜类化合物是由不同的倍半萜合酶催化形成的。青蒿中参

与青蒿素生物合成的倍半萜环化酶是 -’$+./-01，!!023(4( 合

酶，该酶的基因已被克隆并已进行了功能鉴定［!, K I7］。

!"$"# ?’$+./-01，!!023(4( 合酶的分离、纯化：!""" 年，#$%0
&’(()*(+ 等［,］首次从青蒿中分离到青蒿的 -’$+./-01，!!023(4(
合酶，该酶催化 C8D 形成青蒿素生物合成的倍半萜中间产

物 -’$+./-01，!!023(4(。部分纯化后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 LUJ K RU7），分

子量为 JL O8，%’ 为 7UL"’$6[Z。

!"$"! ?’$+./-01，!!023(4( 合酶基因的克隆、功能分析及异

源表达：最近，朝鲜的 >/-4M 等［!,］、瑞典的 @(+:O( 等［!"］、荷兰

的 5-66--+* 等［I7］和刘彦、叶和春等先后报道了青蒿中 -’$+0
./-01，!!023(4( 合酶基因的克隆、表达和功能分析。青蒿的

-’$+./-01，!!023(4( 合酶 :8G? 全长约 I!77 H.，编码区为 !L1!
H.，推测约编码 J1L 个氨基酸，编码蛋白分子量为 L=U" O8，

略高于已纯化的青蒿 -’$+./-01U!!023(4( 合酶（JL O8）。推测

.T 值为 JUL 左右。青蒿的 -’$+./-01，!!023(4( 合酶的 .T 值和

分子量与已报道的其它植物的倍半萜合酶相近［I!，II］。在大

肠杆菌中表达后，能催化 C8D 形成 -’$+./-01，!!023(4(。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［I=，I1］。5-66--+* 等［I7］还

将青蒿的 -’$+./-01，!!023(4( 合酶基因转入烟草（烟草不含

内源倍半萜合酶）。结果表明，在烟草中能检测到该酶的表
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达活性，转 !"#$%&!’(，))’*+,-, 合酶烟草叶片中 !"#$%&!’(，))’
*+,-, 的水平为 ./0 1 )/2 -343（56）。

!"#"# 青蒿中已克隆的其它倍半萜合酶基因：)777 年，89!
等［0:］和 ;,$<=, 等［0>］同时分别克隆了青蒿的 !"#’<,*$#? 合酶

基因。该基因编码区为 )>() @%，推测编码 :(2 个氨基酸，编

码蛋白分子量为 >A/: =B。在大肠杆菌表达后，催化 5BC 形

成 !"#’<,*$#?。
0... 年，D!- E,?*$, 等［02］从青蒿中分离到 0 个倍半萜环

化酶的 <BFG 克隆 <GHIA( 和 <GHI)0:，其中 <GHIA( 全长为

0.0> @%，推测编码 :(7 个氨基酸，编码蛋白分子量为 >(/0
=B，%J 值为 :/0K；<GHI)0: 全长为 )K(A @%，编码 :22 个氨基

酸，编码蛋白分子量为 >2/( =B，%J 值为 :/:.。这两个克隆所

编码蛋白的氨基酸序列与其它植物的倍半萜合酶有很高的

同源性。0..) 年，刘彦等［0K］从青蒿中克隆了一种新的倍半

萜合酶（GHLH）基因，该基因 <BFG 全长为 )KK> @%，编码一个

:2A 个氨基酸的多肽，编码蛋白分子量为 >>/K =B，%J 值为

:/(7。最近，I!+ 等［07］克隆了青蒿中的另一种新的倍半萜合

酶’!’石竹烯合酶基因，该基因 <BFG 全长为 )7.0 @%，编码蛋

白分子量为 >./A =B，在大肠杆菌中表达后，能催化 5BC 形成

!’石竹烯。

# 青蒿素生物合成的基因调控

目前国外关于青蒿素生物合成调控的研究主要集中在

青蒿素生物合成关键酶基因的克隆上，青蒿遗传转化方面的

工作未见报道。近年来，我们实验室在青蒿素生物合成的基

因调控方面进行了大量工作，取得了许多有意义的结果。

#"$ 青蒿发根和丛生芽培养体系的建立

)77( 年，6,!M&,$N 等［A.］和秦明波、叶和春等［A)］几乎同时

建立了青蒿的发根培养体系；随后刘本叶、叶和春等［A0］又进

一步研究了 O+ 质粒转化青蒿的各种影响因素，确定了最佳

的转化条件，并利用筛选出的高产发根系，进行了不同理化

因子对发根生长及青蒿素生物合成调控的研究。

)77> 年，D,$3!9P, 等［AA］通过根癌农杆菌感染青蒿叶片，

建立了 Q+ 质粒介导的青蒿转化体系；)77K 年，他们又详细研

究了各种参数如外植体苗龄、种类、根癌农杆菌菌株类型及

二元载体类型等对于青蒿转化的影响［A(］。

)777 年，陈大华、叶和春等［A:］以 E5C 为报告基因，建立

了 Q+ 质粒介导的青蒿转化体系，随后又以青蒿叶片、花蕾和

不同发育阶段的花器官为外植体，分别诱导出丛生芽。在丛

生芽中检测到了青蒿素，并进一步研究了影响青蒿丛生芽诱

导、生长和青蒿素生物合成的各种理化因子，确定了适合于

丛生芽生长和青蒿素生物合成的最佳培养基。8CRI 测定结

果表明，以花器官为外植体诱导的丛生芽中青蒿素含量比用

叶片诱导的丛生芽青蒿素含量提高 ) 倍［A>］。

#"! 异源类异戊二烯合成途径相关基因对青蒿素生物合成

的调控

青蒿素生物合成前体为青蒿酸，青蒿酸则具有典型的杜

松烯骨架，来源于杜松烯，而杜松烯由杜松烯合酶催化形成。

已有文献表明［A2］，青蒿植株提取物中存在杜松烯及其类似

物，这些结果暗示青蒿素生物合成与棉毒素的生物合成可

能具有相似的途径。为此，我们将来源于棉花的（ S ）’"’杜

松烯合酶的 <BFG（ $%&）插入到植物表达载体中，通过发根农

杆菌 ):KA( 介导转化青蒿，并获得了转基因发根。结果表

明，外源基因的表达能够影响青蒿素的生物合成。QRI 分析

显示，转 $%& 发根提取物中青蒿酸、青蒿甲素、青蒿乙素等青

蒿素前体或衍生物在含量上与对照存在差异。研究还发现，

转 $%& 发根 I’A2 中，外源基因的导入和表达可能相应地促

进青蒿 转 基 因 发 根 自 身 的 法 呢 基 焦 磷 酸 合 酶 基 因 的 表

达［AK］。

法呢基焦磷酸（5BC）不仅为重要的初生代谢物甾醇的

合成提供前体，同时也为青蒿素等倍半萜类的合成提供前

体，5BC 由 5BC 合酶催化合成，因此 5BC 合酶在青蒿素生物

合成中也具有重要作用，被认为是青蒿素生物合成途径的关

键酶之一。为了进一步提高青蒿发根和植株中青蒿素的含

量，我 们 将 来 源 于 棉 花 的 5BC 合 酶 基 因 的 <BFG 置 于

I!;DA:H 启动子控制下插入到植物表达载体中，通过发根农

杆菌 ):KA( 和根癌农杆菌 RTG((.( 介导转化青蒿，分别获得

了转基因发根和转基因植株。青蒿素含量的 8CRI 检测结

果表明，转法呢基焦磷酸合酶发根系 5’0> 中的青蒿素含量

最高，达到 A/.) "343（B6），与对照相比，青蒿素含量提高 A
1 ( 倍［A7］。转基因植株的青蒿素含量测定结果显示，转 5BC
合酶基因的再生植株中，青蒿素含量最高可达 )./.K "343

（B6），与对照相比，青蒿素含量提高 0 1 A 倍［(.］。上述结果

表明，外源基因的导入，对青蒿转基因材料倍半萜类物质的

生物合成具有明显的调控作用。

#"# 细胞分裂素合成相关基因对青蒿素生物合成的调控

细胞分裂素能促进叶绿体的发育和叶绿素的生物合成，

而青蒿中青蒿素的合成在营养生长后期达到高峰，这个时期

青蒿中叶绿素和青蒿素在含量上有什么关系呢？青蒿中叶

绿素含量的增加能否促进青蒿素的生物合成呢？为此，我们

将起源于农杆菌的异戊烯转移酶基因（ #"’）插入到植物表达

载体中，根癌农杆菌通过介导获得转基因植株。对转基因植

株的分析结果表明，转基因植株中的叶绿素、细胞分裂素和

青蒿素的含量都有不同程度的提高。与对照相比，细胞分裂

素中的 M&,$,+-M# 提高了 0 1 A 倍，叶绿素提高 0.U 1 >.U，青

蒿素提高 A.U 1 2.U，说明内源细胞分裂素含量的提高能促

进叶绿素和青蒿素的含量的提高，而且，这三者在含量上存

在正相关性［()］。

% 总结和展望

青蒿素作为治疗疟疾的特效药，在国际市场上供不应

求。自从青蒿素被发现以来，科学家们便通过各种努力试图

提高青蒿素的产量。由于对青蒿素生物合成位点、合成时

期，特别是对于青蒿素生物合成代谢途径的调控等基础研究

资料的缺乏，国内外调控青蒿素生物合成的技术措施带有很

大的经验性和盲目性，难以打破青蒿素生物合成的限速步

骤。

近年来，随着分子生物学技术的迅速发展，人们试图通

过基因工程途径来提高青蒿中青蒿素的含量。近来已取得

了一些可喜的进展。青蒿素生物合成途径的重要倍半萜中

间产物 !"#$%&!’(，))’*+,-, 已被分离，催化 !"#$%&!’(，))’*+,-,
合成的酶也已被分离并部分纯化，这将有助于进一步阐明
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青蒿素的生物合成途径。青蒿素生物合成途径的重要关键

酶 !"#$%&!’(，))’*+,-, 合酶的基因已被几个实验室克隆，已

进行了功能分析，并在烟草中得到表达。另外，青蒿中的鲨

烯合酶基因和 !"#$%&!’(，))’*+,-, 合酶以外的几种倍半萜合

酶基因已经被克隆，这些酶虽然不直接催化青蒿素的生物生

成，但它们与 !"#$%&!’(，))’*+,-, 合酶的底物是相同的，都是

以 ./0 为底物，它们可能与 !"#$%&!’(，))’*+,-, 合酶竞争底

物。上述这些合酶基因的克隆为我们进一步通过基因工程

途径提高青蒿素含量奠定了基础。我们可以用这些酶的正

义（!"#$%&!’(，))’*+,-,）和 反 义（鲨 烯 合 酶 或 !"#$%&!’(，))’
*+,-, 合酶以外的倍半萜合酶）基因分别转化青蒿，使青蒿中

与青蒿素生物合成相关酶的基因过量表达，而抑制与青蒿素

合成竞争底物的酶的基因表达，从而有目的地调控青蒿素的

生物合成，提高转基因器官或植株中青蒿素的含量。
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