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植物二萜合酶结构和功能研究进展 
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摘要: 植物二萜合酶是二萜类化合物生物合成的关键酶, 可催化香叶基香叶基焦磷酸的长碳链发生环化的
级联反应, 形成多样的环状骨架结构。研究表明, 环化过程导致的成环、构象等差异是植物中二萜化合物多样性
的重要来源之一; 二萜合酶的结构在其环化功能中发挥着重要作用。本文将主要从晶体结构和功能角度阐述二
萜合酶的作用机制, 功能特点和结构信息。 
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Abstract: Diterpene synthases from plants are key enzymes in diterpene biosynthesis, which catalyzed the 

initial cyclization cascade of (E,E,E,)-geranylgeranyl pyrophosphate, and generated diverse carbon skeletons.  
Recent research show that the structural and stereo chemical differences lead to diverse natural diterpene       
compounds of plants.  The structures of diterpene synthases play a crucial role in cyclization function.  This    
article mainly reviews the mechanisms, functional characteristics, and structural information of diterpene      
synthases according to the crystal structures and functions. 
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 二萜类化合物属于天然化合物中种类丰富的一

大类群, 具有多样的生理功能和工业、医用价值, 比
如植物激素, 光合色素以及作为工业原料和药品使
用等[1, 2]。目前, 大量的二萜化合物在高等、低等植物, 
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以及真菌、细菌等微生物中被发现报道, 如雷公藤甲
素[3]、银杏二萜内酯[4]、lepistal[5]等。二萜化合物结

构多样, 其初始生物合成源于简单的异戊二烯单元 
(C5)、异戊烯基二磷酸  (isopentenyl pyrophosphate, 
IPP) 和其异构体二甲丙烯二磷酸  (dimethylallyl    
pyrophosphate, DMAPP) [6]。4个 IPP和 DMAPP发生
1'-4 缩合反应, 从而延伸碳链形成二萜的前体物质香
叶基香叶基焦磷酸  [(E,E,E,)-geranylgeranyl pyro-
phosphate, GGPP, C20][7]。二萜合酶, 又称为二萜环化
酶, 是一类具有催化链状前体 GGPP环化, 形成二萜
环状基本骨架的关键酶。二萜合酶的环化方式决定    
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了二萜化合物的结构和其立体化学多样性[8, 9]; 因而, 
一直以来, 国内外学者致力于发现和鉴定新型的二
萜合酶; 近几年, 随着晶体结构学在二萜合酶研究领
域的应用, 对于一些重要的植物二萜合酶, 研究人员
已经从蛋白晶体结构角度深入探索, 揭示其催化机
制和选择性。本文对近年来有关二萜合酶的分类、作

用机制, 尤其是新近解析的植物二萜合酶蛋白结构、
结构与功能关联性等方面进行综述。 
1  二萜合酶的分类 

二萜合酶根据其功能域可分为两大类: Class I     
类和 Class II 类。Class II 类二萜合酶特征功能域是
DXDD, 这个富含天冬氨酸的催化功能域在二萜合
酶中是保守的[10]; GGPP 在 Class II类二萜合酶催化
下, 选择性地生成带有特殊立体构象的环状烃类结
构, 如产物柯巴基焦磷酸 (copalyl diphosphate, CPP), 
目前已知的有 nor-CPP、ent-CPP、syn-CPP三种不同
的构象[11−13]。而 Class I类二萜合酶包含 DDXXD功
能域, 可修饰或者重排 Class II类二萜合酶的催化产
物, 进一步环化生成相应的骨架结构 (图 1)[14]。在微

生   物或低等植物中还存在着一类双功能二萜合酶, 
同时具有 Class I和 Class II的特征功能域, 这种明显    
的功能域的融合使其同时具有催化两步反应的作用。 
 

 
Figure 1  Clustal W alignment of the amino acid sequences of 
several Class I, Class II, and bifunctional diterpene synthases.  
Conserved catalytic motifs are highlighted, that is, DXDD and 
DDXXD.  Sequence data: AtCPS, NP_192187.1| Ent-copalyl 
diphosphate synthase [ Arabidopsis thaliana]; SmCPS, ABV57835.1 
copalyl diphosphate synthase [ Salvia miltiorrhiza]; SlCPS, 
BAA84918.1 copalyl diphosphate synthase [ Solanum lycopersi-
cum]; TwCPS, AQW38541.1 copalyl diphosphate synthase 4 
[Tripterygium wilfordii]; AtKS, NP_178064.1| Ent-kaur-16-ene 
synthase [Arabidopsis thaliana ]; OsKSL, Q2QQJ5.2|KSL10_  
ORYSJ AltName: Full = Ent-kaurene synthase-like 10; Short = 
OsKSL10; HaKS, CBL42917.1 kaurene synthase [ Helianthus 
annuus]; SmKS, ABV08817.1 kaurene synthase [ Salvia miltior-
rhiza]; AgAS, Q38710.1|TPSDV_ABIGR AltName: Full = (−)-    
abieta-7(8),13(14)-diene synthase; GbLS, AAL09965.1|AF331704_1 
levopimaradiene synthase [ Ginkgo biloba]; SmMDS, BAL41682.1 
miltiradiene synthase [Selaginellamoellendorffii]; PpKS, BAF61135.1 
ent-kaurene synthase [ Physcomitrella patens] 

Kawaide等[15]发现真菌Phaeosphaeria sp. L487中的双
功能酶, 直接催化 GGPP 生成 KS, 参与到赤霉素的
生物合成途径当中; Hayashi 等[16]在小立碗藓中克隆

得到 CPS/KS双功能酶, 同时具有 DVDD和 DDYFD
功能域; Hall等[17]研究短叶松和美国黑松中发现其既

含有双功能的 Class I/Class II二萜合酶, 又含有单功
能的Class I二萜合酶, 从系统进化关系上, 此单功能
的二萜合酶是从双功能的二萜合酶分值进化而来 , 
并非与被子植物的赤霉素途径相关代谢酶归为一类。 
2  二萜合酶的催化机制 

Class I类环化酶包含DDXXD和 (N,D) DXX (S,T) 
XXXE 功能域, 其催化反应涉及二磷酸基团的初始
离子化和碳正离子中间体的形成[18]。功能域中黑体

部分氨基酸一般认为是结合 3 个 Mg2+, 触发底物上
二磷酸基团离子化的关键残基[19]。二磷酸基团离子

化后, 形成活化的碳正离子中间体, 然后与双键或者
水分子反应, 完成环化反应[19, 20]。而 Class II类环化
酶 , 如对映柯巴基焦磷酸合酶  [ent-copalyldiphos-
phateynthases (CPS)], 包含 DXDD功能域, 天冬氨酸
靠近底物 GGPP/CPP 的异戊烯基双键, 发生质子化
反应形成碳正离子; 位于中间位置的天冬氨酸是质
子化反应的关键氨基酸[21]。初始质子化后, 在异戊烯
基碳链上接着级联反应, 发生多步环化。最终, 质子经
消除反应形成双键或被亲核基团俘获, 结束反应[22]。

双功能二萜合酶, 如 AgAS (图 1), 催化初始的 GGPP
环化成 (+)-CPP, 随后离子化环化形成松香烷型二萜
骨架[23]。 
3  植物二萜合酶的功能和系统进化 

在植物体内, 二萜合酶是二萜类化合物生物合
成途径上重要的关键酶, 从其催化机制上可以知道
它对底物 GGPP (C20) 有一步或多步环化的功能, 包
括两环、三环; 五元环、六元环、七元环等不同的环
状结构, 对二萜化合物的多样性有重要的影响力[24]。

系统进化树 (图 2) 显示, 二萜合酶的双功能酶位于
Class I合酶的相近分支之中, 相对更古老一些, 主要
存在于裸子植物、低等植物和真菌体内[25]。在高等

植物体内, Class I和 Class II二萜合酶虽然是单功能
的二萜合酶, 但是仍保留有双功能酶相似的 3 个结     
构, α、β和 γ螺旋[26]。一般认为, 古老的二萜合酶基
因是以双功能酶的形式存在的, 在进化过程中, 经过
不断的复制和亚功能化, 导致出现多样的 Class I 和
Class II二萜合酶。在真菌或细菌中, 一些仅含有 βγ、
α 的二萜合酶被发现之后, 进一步证实了二萜合酶进
化过程的复制和亚功能化学说[27, 28] (图 3)。 
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Figure 2  Phylogenetic analysis of several Class I, Class II, and bifunctional diterpene synthases 
 

 
Figure 3  Superimposition of the overall structure of diterpene 
synthases.  a: Overall structure of ent-copalyl diphosphate      
synthase PtmT2 from Streptomycs platensis Cb00739 has two 
domains (βγ; PDB number: 5BP8); b: Overall structure of ent-    
kaurene synthase (BjKS) from Bradyrhizobium japonicum has 
single domain (α; PDB number: 4W4R); c: Superimposition of 
BjKS with taxadiene synthase (TAX) from Taxus brevifolia .  
Overall structure of TAX has three domains ( αβγ; PDB number: 
3P5R) 
 
4  植物二萜合酶蛋白结构 

二萜合酶的多样功能与其内在的蛋白结构密切

相关, 从结构生物学和生物化学角度研究二萜合酶
蛋白, 对解析二萜合酶的催化机制、功能特点、进化
关系具有重要意义。随着越来越多的二萜合酶被挖   
掘并确定功能, 在二萜合酶蛋白结构上也有了一些
前沿的研究, 目前已知有 6种二萜合酶的结构得到解
析 (表 1)。 

Table 1  Summary of diterpene synthase with crystal structure   

Species Diterpene synthase Resolution (Å) 
Arabidopsis thaliana 
 

ent-Copalyl diphosphate 
synthase 

2.25, 1.55,  
2.76 

Taxus brevifolia Taxadiene synthase 1.82 

Abies grandis Abietadiene synthase 2.3 
Streptomyces platensis  
CB00739 

ent-Copalyl diphosphate 
synthase 

1.80 
 

Streptomyces melanosporo-
faciens MI614-43F2 

Diterpene cyclase CotB2 
 

1.80 
 

Bradyrhizobium japonicum  ent-Kaurene synthase 1.9−2.0 

 
4.1  拟南芥 (Arabidopsis thaliana)  拟南芥是植物
研究领域常用的模式植物, 其萜类合成途径关键酶
常有报道, 包括倍半萜合酶, 二萜合酶 CPS 和 KS     
等[29−31]。Koksal 等[20]对拟南芥中对映柯巴基焦磷酸

合酶的结构和催化机制进行研究, 分别得到了 AtCPS
蛋白与 GGPP相似物的复合物晶体, 分辨率为 2.25 Å 
(1 Å = 0.1 nm) 和 1.55 Å的晶体 (图 4); 以及 AtCPS
蛋白与 ent-CPP相似物的复合物晶体, 分辨率为 2.76 
Å[21]。GGPP相似物为 (S)-15-aza-14,15-dihydrogeranyl-
geranyl thiolodiphosphate (AGP), 与实际的底物相比, 
在 1号碳位置, 通过硫原子与二磷酸基团连接; 14号
由氮原子替代了碳原子, 因而与蛋白不发生发应, 且
与 GGPP立体化学结构相近[32]。结构解析发现 AtCPS
蛋白具有三个 α-螺旋结构域 (α、β和 γ), 但是其只具
有催化 GGPP 的单功能酶活性, 活性位点位于 β和 γ
区域的界面, 其中 DID379D 结构域中的后两个天冬
氨酸与 AGP 距离较近 (图 4)。而 α结构域上缺乏和
金属离子结合的区域, 这是 Class I 类二萜合酶离子
化所必须的; 但是功能缺失的 α结构域在进化中仍保
留在拟南芥的二萜合酶基因中[20, 21]。 
4.2  红豆杉 (Taxus brevifolia)  红豆杉科植物含     
有丰富的二萜类化合物, 东北红豆杉、曼地亚红豆杉 
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Figure 4  Binding of AGP at packing interface of AtCPS structure.  a: Cut away view of the packing interface leading to general acid 
D379 and D380; b: Overall structure of ent-copalyl diphosphate synthase AtCPS from Arabidopsis thalianaCb00739 (PDB number: 
3pya).  Color-coded as follows: α domain = blue, β domain = green, γ domain = yellow, N terminal helix= purple, ligand and contiguous 
acid = magenta 
 
等[33, 34]均含有几十种紫杉烷二萜类化合物; 其中知
名而重要的化合物紫杉醇不仅具有促进微管蛋白聚

合作用, 还在癌症化疗中具有显著的疗效[35, 36]。紫杉

醇的第一步关键合成步骤在于异戊烯基底物 GGPP
经紫杉合酶 (taxadiene synthase from Taxus brevifolia, 
TbTS) 环化, 生成 taxa-4(5),11(12)diene。Koksal 等[37]

对 TbTS 的蛋白结构进行研究, 获得了截短体蛋白与
GGPP相似物的复合物晶体, 分辨率为 1.82 Å; 以及
TbTS 截短体蛋白和 FPP 相似物的复合物晶体, 分辨
率为 2.25 Å。TbTS晶体结构揭示了蛋白结构域的组
成, 包括三个 α-螺旋结构域 (图 3)。在蛋白的 C末端, 
存在 Class I 二萜环化酶的催化功能域, 由两个 α-螺
旋结构域组成了一个可以结合底物的活性口袋, 在
三个金属离子簇下, 结合和活化底物 GGPP; 而在 N
端, 还有另一个插入的结构域, 是 Class II 二萜环化
酶的折叠区域, 具有启动质子化的功能。TbTS 结构
揭示了首个双功能二萜合酶上的两个不同活性功能

域值。 
4.3  巨冷杉 (Abies grandis)  巨冷杉中同时含有
Class I 类和 Class II 类以及双功能二萜合酶。其中,     
松香二烯合酶, AgAS 是一个双功能的二萜合酶, 其
晶体结构分辨率为 2.3 Å。AgAS 蛋白由 3 个区域组
成 (α、β和 γ)[38], 这个组成和单功能二萜合酶, 如拟
南芥 AtCPS蛋白的组成相一致[19]。Class II类二萜合
酶的活性区域的模拟蕴含更多丰富的信息, 观察到
良好的外部循环迁移。这种“循环”的构象不仅限制

了溶剂通道也大大增加了配体进入构象的数量, 在
基底中存在的“循环”构象中的非生产性底物构象

不稳定的状态。此外, 这些在 Class II类蛋白活性区
域的构象变化对主动将底物驱动到提出的过渡状态。

AgAS结构提供了 Class I和 Class II类二萜合酶的催
化反应的分子机制, 还对研究植物萜类合酶的进化

奠定了基础。 
5  其他二萜合酶蛋白结构 

二萜类化合物是自然界中结构多样的天然产物, 
然而它在细菌中的分布仍未得到充分研究。大多数     
植物二萜合酶由 3个 α螺旋结构组成 (α、β和 γ), 被
认为是起源于古老细菌中不连续的 Class I 类萜类合
酶 (α) 和 II 型萜类合酶 (β和 γ) 的融合。细菌起源
的 Class II类二萜合酶相关结构研究较少, 是萜类合
酶结构进化中的缺失部分。Jeffery 等[27]研究链霉菌

(Streptomyces platensis CB00739) 中 Class II二萜合
酶 PtmT2 的晶体结构。PtmT2 具有催化 GGPP 生成
对映柯巴基焦磷酸 (ent-CPP) 的功能, 并参与了平
板霉素和平板素的生物合成。PtmT2 的晶体分辨率     
为 1.80 Å (图 3)。但是蛋白与底物的复合晶体并未获
得, 只是通过已有蛋白晶体结构, 分子对接预测表明
催化GGPP过程和关键位点; 然后点突变确认了涉及
结合 GGPP二磷酸基团的 K402 位点和 DXXXXE是
潜在的 Mg2+结合区域。PtmT2 的结构为进一步了解
细菌来源的萜类合酶、机制以及在萜类合酶进化过程

中的角色奠定了基础。 
Tomita 等 [39]在 2017 年新得到了黑孢链霉菌 

(Streptomyces melanosporofaciens MI614-43F2) 二萜
环化酶 CotB2的晶体结构, 其产物较为特殊, 是三环
二萜结构, 5-8-5 稠环骨架结构。晶体结构进一步展    
现了 GGPP类似物折叠成独特的 S形结合在蛋白中。
在GGPP离子化之前, 其周围环绕着疏水性的氨基酸
残基, 以及几个芳香族和天冬酰胺残基, 起到稳定一
系列反应中碳阳离子中间体的作用 (图 5)。依据结构
信息, 对 F107、N103、F149、F185、W186、W288
进行多种突变, 突变体可生成 7种新的骨架结构。 

大豆根瘤菌 (Bradyrhizobium japonicum) 中存
在 Class I类二萜环化酶, 对映贝壳杉烯合酶 (BjKS),  
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Figure 5  Active site mutations of cyclooctatenol synthase 
(CotB2) (PDB number: 4OMG) to generate alternative diterpene 
products 
 
BjKS具有催化对映贝壳杉烯生成贝壳杉烯的功能[28]。

目前 BjKS 蛋白已经获得, 分辨率为 1.9～2.0 Å。蛋
白仅仅由一个 α螺旋结构组成, 这个结果与许多植物
二萜环化酶可能来自细菌二萜环化酶一致, BjKS 以
二聚体的形式存在, 如图 6 所示。BjKS 蛋白的结合
口袋是疏水性的, 由天冬氨酸和精氨酸这类侧链为
芳香基团组成, 可以特异性结合底物 GGPP 类似物, 
而形成的碳正离子由 Leu、Tyr 和 Phe 残基保护; 产
物类似物 BPH-629 也可特异性结合在此疏水口袋中 
(图 6)。点突变实验验证 DDXXD 的重要性, 同时发
现, R204是高度保守的功能位点, 突变后蛋白活性显
著降低。 
 

 
Figure 6  Dimer structure of ent-kaurene synthase from     
Bradyrhizobium japonicum .  PDB number: 4W4S WT, the 
bisphosphonate inhibitor, BPH-629 and the catalytic motifs 
DDXXD, red are shown 

6  问题和展望 

二萜合酶的结构多是 α、αβγ、βγ 等模块化结构
域组成, 其在真菌、裸子植物和被子植物中模块化结
构域和分类具有各自的特点。因而, 对二萜合酶蛋白
的研究尚需要许多新的晶体结构信息。然后, 受限于
蛋白质晶体的形成、二萜合酶反应的底物和产物小分

子的获取, 目前得到结构解析的二萜合酶仍然较少, 
仅为表 1 中的 6 种。随着这一研究热点的持续性拓     
展, 利用合成生物学、化学合成等手段有助于获得底
物和产物小分子; 此外, 利用同位素标记技术, 可极
大丰富我们对于催化机制的研究, 有助于定位行使
催化功能的关键氨基酸位点。随着研究人员的深入   
研究及技术的不断更新, 二萜合酶的结构和功能将
更多地被探明, 二萜合酶在植物进化中的发展规律
也将越来越清晰。 

二萜类化合物不仅在生物与生物之间相互作用

具有重要作用; 而且在医学、工业、农业等方面应用
广泛[40]。二萜合酶是二萜成分多样性的重要原因, 研
究这类决定二萜类化合物基本骨架和立体构象的合

酶, 对于整体研究二萜化合物的生物合成途径以及通
过生物工程手段合成二萜化合物具有重要意义和价

值[41]。此外, 在功能研究上, 通过对植物或真菌的二
萜环化酶进行活性位点替代和化学策略, 可以组合
催化多样的类异戊二烯环化反应, 对于生物合成已
有重大价值化合物和产生新的化合物具有重要意义。 
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