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摘要　随着对药用植物次生代谢产物生源合成途径日渐全面的认识 ,应用基因工程技术对植物次生代谢途径

进行遗传改良 ,以期大幅度提高目标产物含量已日益成为研究的热点。本文综述了近年来植物次生代谢途径

和遗传修饰领域的研究成果 ,同时结合本实验室的相关工作 ,着重介绍黄酮和花青素、吲哚生物碱、莨菪烷和吡

咯烷生物碱、萜类化合物等重要植物药用成分的次生代谢工程研究进展。
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　　随着现代生物工程技术的发展 ,充分利用基因组

学的研究成果 ,快速分离植物营养代谢相关酶的基

因 ,最终解析和调控植物微量代谢产物生源合成途

径 ,利用代谢工程的方法大幅度提高药用植物目标产

物含量的策略 ,不仅具有理论上的可行性 ,而且已经

成为改造物种的有力工具。紫杉醇等市场需求量巨

大的天然产物的代谢工程更是研究的热点。近年来 ,

植物次生代谢产物的遗传学途径和相关基因的研究

成果为通过遗传工程的方法提高其产量打开了新的

局面。以基因组信息为基础的植物次生代谢途径中

相关限速酶编码基因的克隆以及功能研究取得了突

破性进展。人们已经初步完成了参与植物黄酮、生物

碱和萜类化合物生物合成的全部基因的分离和功能

验证工作 ,绘制出较为合理的生物合成途径。

理论上 ,凡是影响目标产物生物合成和分解代谢

的因素都将最终影响植物体内该化合物的积累 ,而欲

通过对相关酶表达水平及活性的调节来实现对该产

物积累水平的调控 ,是人们的努力方向。特定植物代

谢物质的合成和积累量很大程度上取决于其合成和

代谢途径中的限速酶活性 ,它们在植物代谢物质合成

途径中往往位于支路分叉口或位于合成途径的下游。

目前通过基因工程技术改变植物体内合成和代谢途

径中限速酶活性 ,调控特殊代谢物积累水平有很多策

略。包括 : ①代谢产物的生物转化 ; ②增强关键酶的

表达或活性 ; ③阻止关键酶的反馈抑制 ; ④降低竞争

途径的代谢流向 ; ⑤增强途径中多个基因的表达或活

性 ; ⑥目的产物的分区 ; ⑦降低目标化合物的分解代

谢 [ 1 ]。单独或者联合使用这些策略 ,可以促进药用植

物中目标产物的生物合成 ,提高其含量 ,满足人类对

天然药源日益增长的需求。

1　黄酮和花青素

由于这两类化合物的生物合成途径比较清楚 ,研

究结果易于通过花色改变来观察 ,所以最早进行遗传

代谢研究。代谢途径中的一系列基因得到过量表达

(over2exp ression) ,植物体内生成了新的化合物 ,改变

了花色 ,同时由于它们的抗氧化活力 ,提高食品中花

青苷和黄酮的含量也是研究的兴趣所在 ,目前已经在

西红柿上面做了很多实验。查儿酮异构酶 ( chalcone

isomerase, CH I)是处于黄酮生物合成途径前端的关

键酶 ,提高其活力可以有效的提高黄酮的含量。过量

表达牵牛花 chi基因使西红柿果皮中的黄酮水平提高

了 78倍 ,经过加工后的番茄浆里的黄酮含量比对照

提高了 21倍 [ 2 ]
,说明通过提高关键酶的表达活力可

以实现提高西红柿及其加工产品中有益成分的含量。

异黄酮是豆科植物中一类受细胞色素氧化酶 P450催

化合成的植保素。这些具有抗菌活性的化合物是在

植物受到病菌感染后诱导产生的。它们能够在拟南

芥、烟草、玉米等不具有合成能力的植物中通过过量

表达异黄酮合成酶 ( isoflavone synthase)产生 [ 3 ]。

相对于过量表达代谢途径中的单个基因 ,利用

转录因子调控一系列基因的表达显得更加有效。在

玉米中 ,花青苷的合成受到两类转录因子 R 和 C1

的共同调控。R蛋白与基本的双螺旋蛋白同源 ,都

是由脊椎动物的原始致癌基因 c2M YG编码。C1蛋

白与 c2M YG编码产物同源。在离体玉米细胞培养

中已经通过过量表达转录因子 R和 C1诱导产生完

整的黄酮合成途径 [ 4 ]。在水稻中同时过量表达玉

米转录因子 C1和 R 以及查儿酮合成酶 ,激活了花
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青素合成途径 ,增加了对病菌的抗性 [ 5 ]。在拟南芥

中分离出单 MYB型转录因子 ( PAP1) ,经过量表达

后在植物发育的整个过程始终表现出生成强烈的紫

色色素 [ 6 ]。这些例子说明植物的次生代谢有严格

的遗传控制 ,可以通过过量表达一个或者多个转录

因子来增加天然产物的生成和积累。转录因子同时

也能阻碍某种产物的生成。在拟南芥中敲除 MYB

型转录抑制子 MYB4的基因能提高叶中芥子酯的水

平 ,增加对紫外光照射的耐受力 [ 7 ]。同样 ,在烟草

中过表达来源于草莓的 MYB型蛋白 FaMYB1 导致

花色素的减少 ,降低了花青甙和黄酮的含量 ,说明草

莓 FaMYB1 起着抑制黄酮合成途径的作用 [ 8 ]。利

用转录因子改造植物次生代谢途径必须建立在对其

调控的整个线路及其效果了解清楚的基础上。

2　吲哚生物碱

大约有 15种萜类吲哚生物碱具有重要的药用

价值 ,如抗癌的长春花碱、长春新碱、喜树碱等。遗

传代谢工程已经成功的应用于萜类吲哚生物碱合成

途径。这些生物碱都由共同的代谢中间体异胡豆苷

( strictosidine) ,从此往下代谢途径出现分支。目前

研究工作主要集中于过量表达合成途径上游的代谢

关键酶基因 ,调控代谢流 (metabolic flux)向生物碱

合成途径流动。

Verpoorte和 Memelink等 [ 9 ]在长春花细胞培养

中对色氨酸脱羧酶 ( tryp tophan decarboxylase, TDC)

和异胡豆苷合成酶 ( strictosidine synthase, STR)进行

了深入的研究 ,发现 TDC的超表达提高了中间产物

色胺的水平 ,但是生物碱的含量没有提高 ,超表达

STR则显著提高了生物碱的合成能力。对培养细胞

饲喂色氨酸和萜类中间体提高了生物碱的含量 (高

于 1 100μmol/L) [ 10 ]
,说明代谢途径中萜类分支是

关键步骤。TDC和 /或 STR也在其它多种不产生物

碱的植物中得到了表达。用次番木鳖苷 ( secologa2
nin)饲喂转基因烟草细胞 [ 11 ]产生了异胡豆苷 ,这种

葡糖生物碱不是像长春花一样贮存在液泡中而是直

接向培养基中分泌 ,显示了生理方面的特性。在此

过程中不仅仅有编码生物合成步骤催化酶的基因 ,

同时还包括有调控 pH和转运的基因。锦带花的培

养细胞能够合成次番木鳖苷。TDC和 STR的过表

达产生了少量的阿马里新 (四氢蛇根碱 )和蛇根碱 ,

说明通过一个或者几个生物碱代谢途径中的关键酶

基因可以在不产生物碱的植物中获得吲哚生物碱。

茉莉酸 ( jasmonic acid, JA )及其甲酯 (MeJA )等

衍生物一起称为茉莉酸类化合物 ( Jasmonates,

JA s) ,是由亚麻酸 ( linolenic acid )通过乙酸十八

(烷 )途径得到的一类具有环戊酮基团的化合物 ,它

是在植物界中广泛存在一类植物生长调节物质 [ 12 ]。

植物受到胁迫 ( stress)时会产生防御反应 ( defense

responsive)。据研究在植物体内存在针对创伤

(wounding) 和病原 ( pathogen ) 两套生化报警系

统 [ 13 ]
,当植物受到病虫害侵袭或机械创伤时 ,植物

机体会通过调整代谢和繁殖等来防御病虫害或创伤

反应。JA s作为一种信号传导 ( signal transduction)

分子将病害和创伤的信息传递到植物的其它部位引

起系统 获 得 抗 性 ( system ic acquired resistance,

SAR) [ 14 ]。JA s作用会使转录程序大幅度重调导致

大量基因表达的增强或减弱 ,通过代谢调控会积累

大量次生代谢物质 ,以增强抗性或阻断病原微生物

继续向其它部位感染。在代谢过程中 ,次生代谢物

质的合成酶基因在表达水平受到发育和组织特异因

子或外源信号的调控 ,利用 JA s可以诱导某些代谢

物质的合成与积累 [ 15 ]。Memelink等 [ 16 ]利用 T2DNA

激活标记方法 ,通过对转化的长春花 ( Catharanthus

roseus)细胞系筛选 ,找到了一个操纵萜类吲哚生物

碱 ( terpenoid indole alkaloids, TIA s)合成中多基因的

转录调控因子 ( transcrip t factor, TF) ,并定位分离了

一段约 600 bp 具有开放阅读框架 ( open reading

frame, ORF)的 DNA2ORCA3 (Octadecanoid2deriva2
tive Responsive Catharanthus AP22domain p rotein 3)。

ORCA3是一个对茉莉酸类化合物响应进行转录调

控的因子 ( jasmonate2responsive transcrip tional regula2
tor) ,该片段对应编码的 203个氨基酸含有一个保

守的 AP22域。ORCA3作为一种 DNA结合蛋白因子

直接参与了有关 TIA s合成的一部分基因的转录激

活 ,该因子可在转录水平上对植物初生代谢与次生

代谢进行调控。过量表达 ORCA3不仅可以诱导初

生代谢中基因表达合成次生代谢中的前体物质 ,而

且可以诱导次生代谢中的合成酶基因的表达。因此

利用 ORCA类转录因子可在转录水平上增强初生

代谢与次生代谢中一系列酶基因的表达水平 ,避免

了需要对每一个酶基因进行超表达来提高次生代谢

物含量 [ 17 ]。

另外一类具有重要药用价值的植物次生代谢产

物是异喹啉生物碱 ,包括吗啡和可待因。Sato等 [ 18 ]

设想在黄连素代谢途径中 ( S) 2金黄紫堇碱 92O2甲
基转移酶 ( SMT)能够调控日本黄连培养细胞中黄连

碱与黄连素和非洲防己碱的比例。基因的过表达使

酶的活力提高了 20%。黄连素和非洲防己碱在总

生物碱中的含量由野生型细胞的 79%提高到 91%。

在金英花 ,一种没有 SMT的植物培养细胞中过量表

达日本黄连 SMT,产生了非洲防己碱。在中间产物
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金黄紫堇碱打开一条新的代谢途径 ,使代谢流从血

根碱往下流动而显著降低了这种生物碱的含量。

往植物中导入具有不同特异性底物的酶可以生

成新的化合物。重组唐松草属植物月下香的 O2甲
基转移酶亚基形成具有底物特异性的异源二聚酶可

能产生新的生物碱 [ 19 ]。

3　莨菪烷和吡咯烷生物碱

莨菪类生物碱的基本代谢途径已经研究得较为

清楚。合成过程中第一个关键酶 1, 42丁二胺 2N2甲
基转移酶 ( Putrescine N2Methyltransferase, PMT)催

化腐胺变成 N2甲基腐胺 ;最后一个关键酶莨菪碱

6β2羟化酶 ( Hyoscyam ine 6β2Hydroxylase, H6H )两

步催化莨菪碱变成东莨菪碱 [ 20 ]。Hashimoto 等 [ 21 ]

已经从莨菪 (Hyoscyam us n iger)的根的 cDNA文库中

克隆到 h6h基因 , 并用免疫组化法证明 H6H在莨

菪幼根的中柱鞘特异富集。H ibi等 [ 22 ]从白莨菪

(Hyoscyam us a lbus)和曼陀草 (D atura stram onium )的

根中获得了 PMT并证明了该酶是莨菪生物碱合成

的第一个关键酶。Hashimoto等 [ 23 ]用 35S启动子单

独转化颠茄 ,转基因发根中东莨菪碱的含量是野生

型的 5倍。在埃及莨菪 ( Hyoscyam us m uticus)发根

中转入 h6h,东莨菪碱含量比对照提高了 100倍 ,莨

菪碱含量与对照相近。 Sato等 [ 18 ]用农杆菌介导法

将 pm t基因导入颠茄 (A tropa belladonna ) 和烟草

(N icotiana sy lvestris) ,希望可以提高莨菪烷和吡咯

烷生物碱的含量。结果发现颠茄中 PMT活力提高

了 3. 3倍 ,提高了甲基 21, 4丁二胺的含量 ,但是生物

碱的含量却没有提高。pm t基因的超表达提高了烟

草中尼古丁的含量。相反内源 pm t表达不足则会减

少尼古丁的含量 ,还会诱导异常形态。

虽然已经证明作用于单个真正的速率控制酶的

确可以提高次生代谢物的产量 ,但在绝大多数次生

代谢物生物合成途径中并不存在单基因调控的速率

控制步骤。一个酶的超表达经过后面介入的限制步

骤 ,作用效果将很快衰减。在代谢途径中操纵多个

调控基因 ,增强多个酶基因表达 ,可以达到控制某种

代谢途径的目的。将莨菪生物碱合成的两个关键限

速酶基因共同转入莨菪 ,考察其对次生代谢途径和

代谢物产量的影响 ,在调控中草药代谢的理论和实

践两方面均具有重大意义。本实验室将克隆到的调

控莨菪类生物碱合成的两个关键酶基因 pm t和 h6h

通过发根农杆菌介导同时转入药用植物莨菪 ,获得

高效表达的阳性转化发根 [ 19 ]。测定发根提取物中

主要次生代谢产物莨菪碱 ,东莨菪碱及氮 2甲基 2腐
胺代谢支路产物烟碱的含量。研究结果表明 : pm t

和 h6h的双基因共转化有力的促进了代谢物向目标

产物的流动。转基因发根中东莨菪碱含量比野生对

照组和单基因转化组有明显提高。表现最好的转化

发根系东莨菪碱的含量达到了 411 mg/L ,比对照

(43 mg/L)提高了 9倍 ,比单基因转化组 ( 184 mg/

L)提高了 2倍多 ,显然效果比单基因转化更加优

越。这也是迄今通过生物技术方法获得的东莨菪碱

含量最高的莨菪培养体系。

4　萜类化合物

萜类是目前最大的一类植物次生代谢物。随着

近来发现了胡萝卜素 ,单萜和二萜等萜类生物合成

中的 22C2甲基 2D2赤藓醇 242磷酸盐 (MEP)途径 ,克

隆得到了一些相关基因 [ 20～22 ]
,对 MEP途径进行修

饰具有潜在的应用价值。在烟草藻丝腺采用共抑制

和反义策略敲除细胞色素氧化酶 P450,提高了对蚜

虫的抗性 [ 23 ]。在可作抗疟药的艾属植物中超表达

二磷酸盐合成酶促进了倍半萜合成途径 ,其含量提

高了 2～3倍。在西红柿中超表达 S 2芫荽油醇合成

酶 ,转基因植物的单萜化合物 S 2芫荽油醇含量比对

照提高数倍而其他萜类的水平没有变化 [ 24 ]。用遗

传工程的手段可以在薄荷中生产精油 ,在薄荷中超

量表达脱氧木酮糖磷酸还原异构酶 (DXR )其酶活

力提高了 2～4倍 [ 21 ]
,转化植株形态正常 ,精油 (单

萜类 )提高了 50%。在 DXR共抑制植株中 ,生长减

慢 ,单萜含量减少。虽然大多数植物精油成分相似 ,

其中一些质和量不同 ,可能是外源基因转化的影响。

还可以通过切断单萜代谢网络中导向薄荷呋喃的竞

争支路提高薄荷油中薄荷醇的含量 [ 21 ]。用反义基

因薄荷呋喃合酶阻断引导薄荷醇到甜薄荷醇的旁

路 ,大多数转基因植物不受影响 ,少数薄荷呋喃的水

平降低了 35～55% ,薄荷醇含量比野生型高 ,这些

植株甜薄荷萜含量也同时降低了。

胡萝卜素是花和水果中重要的色素 ,同时也是现

实生活当中较常用的抗氧化剂。β2胡萝卜素是普遍

缺乏的维生素 A的重要前体。往主要的粮食作物水

稻中引入β2胡萝卜素生物合成途径 ,超表达八氢番

茄红素 (phytoene)合酶 ,八氢番茄红素减饱和酶和番

茄红素β2环化酶 ,提高了维生素 A的含量 [ 25 ]。水稻

胚乳中β2叶红素 (前维他命 A)含量达到了 2 mg/kg。

在芸苔中超表达来自水仙的八氢番茄红素合酶 ,种子

中β2叶红素含量提高了 50倍。在西红柿质体中过量

表达细菌的八氢番茄红素减饱和酶 ,β2叶红素含量提

高了 3倍 ,但是总胡萝卜素含量 ,包括此酶的直接产

物番茄红素含量却降低了 [ 26 ]。参与胡萝卜素代谢的

生物酶活力增强。在代谢途径上可能存在的反馈抑
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制是造成总胡萝卜素含量降低的原因。在西红柿果

实中表达细菌八氢番茄红素合酶 ,总胡萝卜素含量提

高了 2～4倍。其他类异戊二烯和酶活力不受影响。

用特异启动子超表达番茄红素 β2环化酶基因

(βLcy) ,酶的直接催化产物β2叶红素提高了 7倍。

在烟草中导入海藻基因编码的β2叶红素酮酶 ,在成

色素细胞 ,主要是蜜腺产生了虾青素 ,提高了转基因

烟草花中总胡萝卜素水平。

利用遗传代谢工程改造胡萝卜素代谢途径能够

提高植物性食品的营养成分。通过对此代谢途径上

一系列不同步骤的作用发现改变代谢途径下游步

骤 ,产物不会流向新的旁路 ,不会造成反馈抑制 ,因

而更有利于胡萝卜素的生成和积累。维生素 E的

代谢途径也可进行修饰。过量表达γ2生育酚 2甲基

转移酶 ,拟南芥种子油中α2生育酚 (活性维生素 E)

含量提高了 10倍 [ 27 ]。

随着对植物次生代谢物及其途径的了解、外源

基因转化及表达效率的提高和可转化受体植物范围

的不断扩大 ,大幅度提升植物细胞的产率 ,使之符合

商品化的要求成为可能。生物技术将为传统生药加

入新遗传特性的研究带来新的动力 ,同时随着新型

生物反应器的开发及高效细胞培养技术的建立与完

善 ,天然药物生物技术产品的商品化和产业化进程

将大大加快。
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康必得服用过量致严重精神异常 1例
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1　临床资料

患者男性 , 36岁 ,因感冒发热 38. 5 ℃,于晚饭

后约 18: 00服用康必得 (又名复方氨酚葡锌 ,河北恒

利制药 ) 4片 , 10 m in后出现恶心、呕吐 ,呕吐物为食

物与部分药品。22 ζ 30又服用该药 4片后睡觉。

第 2天早起体温正常 ,早饭后 6ζ 00服用康必得 4

片 , 30 m in后驾车上班 ,驾车途中逐渐出现头晕、恶

心、多汗、烦躁、幻视、幻听、幻觉等现象 ,急返家 ,途

中与其他车相撞后 ,下车快速跑回家 ,精神处于混乱

状态 ,出现幻觉、幻听、谵妄。随即出现自杀倾向 ,在

点燃天然气管道未遂后 ,又用西瓜刀将自己左腹部

刺穿 ,肠系膜及小肠一起挤压出腹部。家人将其送

往空军总医院 ,施外科急救。经北京安定医院、北京

精神研究所等医院会诊 ,诊断为药物所致精神障碍。

未采取抗精神病治疗措施 , 48 h后精神异常症状消

失 ,恢复神志。

2　讨论

患者属高敏体质者 ,对乙酰氨基酚、磺胺类药

物、青霉素类、抗过敏药物以及部分麻醉药品均有过

敏史。本人及家族均没有精神病史。患者近期没有

服用其他药物。

康必得为复方制剂 ,每片含对乙酰氨基酚 100

mg,葡萄糖酸锌 70 mg,盐酸二氧丙嗪 1 mg,板蓝根

浸膏粉 250 mg。具有解热、镇痛、抗病毒和镇咳、平

喘作用。除了盐酸二氧丙嗪外 ,其他成分没有致精

神异常的作用 ,所以患者的精神异常考虑为盐酸二

氧丙嗪所致 , t1 /2为 13 h,入院 48 h后体内药物排泄

殆尽 ,精神失常症状消失。

盐酸二氧丙嗪 (双氧异丙嗪 ,又名克咳敏 )属吩

噻嗪类衍生物 ,具有组胺 H1 受体阻断作用 ,无成瘾

性 ,为临床较常用的镇咳药。小剂量时无明显副作

用 ,但大量和长时间应用时可出现吩噻嗪类常见的

不良反应 [ 1 ]
,其中包括引起药源性精神异常如 :幻

觉、中毒性谵妄、精神错乱、妄想、意识障碍等症状。

本品有蓄积现象 ,其治疗量与中毒量接近 [ 2 ]
,每次

10 mg为极量 [ 3 ] ,服用量过大 ,可引起严重中毒 ,致

中枢神经紊乱。盐酸异丙嗪和盐酸氯丙嗪导致精神

异常有文献报道过 ,但未见盐酸二氧丙嗪导致精神

异常现象个案。盐酸二氧丙嗪与盐酸异丙嗪、盐酸

氯丙嗪均属吩噻嗪类药物 ,不良反应都有其共性 ,也

可导致精神异常的发生。

正常服用康必得为 2片 /次 , 3次 / d,此例患者

12 h内分 3次服用此药 12片 ,盐酸二氧丙嗪总摄入

量近 12 mg,因此造成了盐酸二氧丙嗪在短时间内

的蓄积和过量 ,加之患者本身对抗组胺药物敏感 ,导

致了严重的精神异常 ,直接威胁了自身和他人的生

命安全。因此 ,对高敏体质者 ,尤其是对吩噻嗪类药

物敏感者 ,一定要慎用含有盐酸二氧丙嗪的药物。

必须用时 ,要严格掌握剂量和用药间隔 ,预防精神异

常情况的产生。
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