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二倍半萜类天然产物的生物合成研究进展
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摘要: 二倍半萜是由五个异戊二烯单元构成、生物合成来源于香叶基法尼基焦磷酸酯的一类珍稀萜类天然产

物, 迄今仅报道了 1 300余个, 其分布广泛、结构新颖复杂、生物活性显著。近 10年来, 随着基因组挖掘和异源表达

技术的发展, 二倍半萜生物合成研究取得了系列重要进展。本文主要概述了二倍半萜生物合成途径的研究, 包括香

叶基法尼基焦磷酸酯合酶、二倍半萜合酶和氧化酶的生化功能和催化机制, 以期为该类天然产物生物合成、生物活

性与合成生物学的深入研究提供参考。
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Abstract: Sesterterpenoids, composed of five isoprene units and biosynthetically derived from geranylfarnesyl

diphosphate (GFDP), are a class of the precious terpenoids with approximately 1 300 natural products known to

date. Natural sesterterpenoids are widely distributed and possess extreme structural complexity and diversity and

remarkable biological activity. In recent decades, a series of important progresses have been made in sesterterpenoid

biosynthesis with the development of genome mining and heterogeneous expression technologies. This paper

mainly focuses on the advances in sesterterpenoid biosynthesis, including the biochemical functions and catalytic

mechanisms of GFDP synthases, sesterterpene synthases and oxidases. This review would lay the foundation for

in-depth investigation on the biosynthesis, biological activities and synthetic biology of sesterterpenoids.
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萜类是指由异戊二烯 (isoprene, C5) 单元组成的化

合物及其衍生物, 其分布广泛、结构丰富多样, 是天然

产物中的最大家族 , 目前已报道 95 000 余个 (www.

dnp.chemnetbase.com)。按异戊二烯单元的数目, 萜类

化合物可以分为半萜 (C5)、单萜 (C10)、倍半萜 (C15)、二

萜 (C20)、二倍半萜 (C25)、三萜 (C30) 和多萜等[1,2]。萜类

天然产物生物活性显著, 是许多药用植物的活性成分,

如薄荷醇、芍药苷、青蒿素、榄香烯、紫杉醇、穿心莲内

酯、丹参酮、人参皂苷等, 并为创新药物研发提供了大

收稿日期: 2021-11-11; 修回日期: 2021-12-07.

基金项目: 国家自然科学基金重点项目 (21937006); 国家自然科学基金面

上项目 (31770340); 云南省生物医药重大专项 (2019ZF011-2).

*通讯作者Tel: 86-28-61800015,

E-mail: shli@cdutcm.edu.cn; liuyan@cdutcm.edu.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2021-1620

·· 931



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(4): 931 −942

量重要源头分子或先导化合物, 其中许多化合物或其

衍生物已被开发成药物。萜类化合物往往结构复杂、

手性中心较多, 利用化学合成方法工业化生产比较困

难, 而从药用植物中直接提取的方法则受含量低、资源

匮乏等限制。近年来, 萜类天然产物的生物合成与合

成生物学研究引起了国内外广泛关注, 青蒿素、紫杉

醇、丹参酮和人参皂苷等化合物的合成途径解析和异

源创建取得重要进展, 在解决萜类化合物来源与成本

以及相关药用植物资源持续利用等方面展现出巨大优

势和应用潜力[3]。

二倍半萜是由五个异戊二烯单元构成、生物合

成来源于香叶基法尼基焦磷酸酯 (geranylfarnesyl

diphosphate, GFDP) 的一类萜类天然产物, 一般含25个

碳原子, 少数为少于25碳的降二倍半萜。天然二倍半萜

目前仅报道了1 300余个, 为一类珍稀的萜类天然产物[4]。

二倍半萜分布广泛, 主要来源于海洋生物 (尤其是海绵)。

植物二倍半萜仅报道 190 余个 , 主要来源于唇形科

(Lamiaceae) 药用植物 (占植物二倍半萜总数的 75%),

是鼠尾草属 (Salvia)、米团花属 (Leucosceptrum)、火把

花属 (Colquhounia)、宽管花属 (Eurysolen) 植物的特征

性化学成分 , 在龙胆科 (Gentianaceae) 和蕨类等药用

植物中也有发现。另外, 二倍半萜在陆生真菌、细菌、

昆虫中也有分布[4,5]。二倍半萜结构新颖复杂, 具有广

泛的药理活性 (抗炎、抗菌、抗肿瘤和细胞毒活性等)

和生物功能 (化学防御等)[6]。例如, 从海绵 Luffariella

variabilis中发现的具有 α,β-不饱和 γ-内酯环的二倍半

萜manoalide是磷脂酶A2抑制剂, 具有显著的抗炎等

作用, 曾作为银屑病的局部用药进入临床 II期研究, 后

面由于原料来源不足和剂型问题等原因被终止[7]; 真

菌来源的蛇孢菌素类 (ophiobolins) 二倍半萜具有植物

毒、抗菌、杀线虫、细胞毒性等活性[8]; 唇形科药用植物

米团花 (Leucosceptrum canum) 腺毛中发现的二倍半

萜 leucosceptroids具有重要防御病虫害的功能以及免

疫抑制和减脂等活性[9]; 鼠尾草属植物 Salvia dominica

中的二倍半萜具有抑制癌细胞微管蛋白酪氨酸连接

酶的活性 (图 1)[10]。但目前对于二倍半萜的化学多样

性、生物活性与生物合成认识较少[4]。本文着重介绍

二倍半萜的生物合成研究进展, 包括香叶基法尼基焦

磷酸酯合酶 (GFDP synthase, GFDPS)、二倍半萜合酶

(sesterterpene synthase, sesterTPS) 和氧化酶等, 以期为

二倍半萜的生物合成、生物活性、合成生物学等相关研

究提供有价值的参考。

1 萜类天然产物的生物合成途径

萜类天然产物的生物合成主要分为 3个步骤: ①

异戊二烯单元 (C5) 和直链前体的合成; ② 萜类核心

骨架的构建; ③ 后修饰 (图 1)。所有的萜类天然产物

均起源于两个异戊二烯基本单元: 异戊烯基焦磷酸酯

(isopentenyl diphosphate, IDP) 及其异构体二甲基烯丙

基焦磷酸酯 (dimethylallyl diphosphate, DMADP)。生

物体中异戊二烯单元的生物合成至少存在两条截然不

同的途径, 分别为甲羟戊酸 (mevalonate, MVA) 途径和

2-C-甲基-D-赤藓糖-4-磷酸酯 (2-C-methyl-D-erythritol-

4-phosphate, MEP) 途径。IDP和DMADP在 IDP异构酶

(isoprenyl diphosphate isomerase, IDI) 的作用下能够相

互转变。其中, 动物、真菌和古细菌等主要含有MVA

途径, 细菌、蓝藻等则主要通过 MEP途径合成 IDP和

DMADP, 而植物中同时包含这两条途径, 分别为定位

于细胞质的MVA途径和定位于质体中的MEP途径[11]。

IDP 与 DMADP 在不同的异戊烯基焦磷酸酯合酶

(isoprenyl diphosphate synthase, IDS) 的作用下生成不同

的直链前体, 如香叶基焦磷酸酯 (geranyl diphosphate,

GDP)、法尼基焦磷酸酯 (farnesyl diphosphate, FDP)、

香叶基香叶基焦磷酸酯 (geranylgeranyl diphosphate,

GGDP) 和 GFDP。萜类直链前体分别在单萜合酶

(monoterpene synthase, monoTPS)、倍半萜合酶 (sesqui‐

terpene synthase, sesquiTPS)、二 萜 合 酶 (diterpene

synthase, diTPS) 和二倍半萜合酶 (sesterTPS) 等的作

用下经过环化或重排等反应分别生成单萜、倍半萜、二

萜、二倍半萜的基本骨架。萜类骨架在氧化酶、还原

酶、酰化酶、糖基转移酶等催化下发生氧化、还原、酰

化、糖基化等一系列的后修饰反应, 形成化学结构和生

物功能千变万化的萜类天然产物[4,12-14]。

2 二倍半萜的生源途径研究概述

1973年, Kawaguchi等[15]采用无细胞体系结合同位

素饲喂探讨了植物病原菌Cochliobolus heterostrophus

中二倍半萜的生物合成途径, 推测首先经由MVA途径

生成 FDP, FDP 在酶的催化下生成 GFDP, GFDP 再经

过环化反应生成三环二倍半萜 ophiobolins。2000 年,

Renner等[16]用 [1-13C] 醋酸钠和 [1,2-13C] 醋酸钠饲喂海

洋真菌Fusarium heterosporum, 发现二倍半萜mangicols

的直接前体为 GFDP。 2003 年 , Neundorf 等[17]利用

[2-13C,4-2H]-1-脱氧-D-木酮糖饲喂加纳链霉菌 (Strep‐

tomyces ghanaensis) 发现抗生素默诺霉素C25脂链的生

物合成起源于 MEP 途径 , 其直接前体是 C10 和 C15。

2004, Massé等[18]通过同位素标记实验发现硅藻Rhizo‐

solenia setigera (Brightwell) 中 Δ7(20)-haslenes二倍半萜

的生物合成起始于MVA途径, 而硅藻Haslea ostrearia

(Simonsen) 中Δ6(17)-haslenes的生源途径是MEP途径, 推

测硅藻二倍半萜生物合成途径与物种相关。
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3 GFDPS的功能鉴定及结构研究

二倍半萜直链前体GFDP的形成是二倍半萜生物

合成途径的一个关键节点, 决定了其产物为二倍半萜

而不是其他类型的萜类化合物。GFDPS负责GFDP的

生物合成 , 其属于异戊烯基转移酶 (prenyltransferase,

PT) 超家族, 迄今仅报道了 10余个 GFDPS, 均来源于

微生物和植物。1994年, Tachibana等[19]从嗜盐碱古菌

Natronobacterium pharaonis中首次分离纯化了GFDPS。

2000 年 , 该课题组从另一种嗜盐碱古菌 Aeropyrum

pernix 中 克 隆 了 ApGFDPS 基 因 , 序 列 分 析 发 现

ApGFDPS与古菌GGDPS的相似度最高, 推测其可能

是由古菌 GGDPS 进化而来[20]。2004 年 , Lee 等[21]对

Figure 1 The biosynthesis pathways of terpenoids and representative compounds. DMADP: Dimethylallyl diphosphate; ent-CPP: ent-

Copalyl diphosphate; FDP: Farnesyl diphosphate; FDPS: Farnesyl diphosphate synthase; GDP: Geranyl diphosphate; GDPS: Geranyl

diphosphate synthase; GFDP: Geranylfarnesyl diphosphate; GFDPS: Geranylfarnesyl diphosphate synthase; GGDP: Geranylgeranyl

diphosphate; GGDPS: Geranylgeranyl diphosphate synthase; IDI: Isopentenyl diphosphate isomerase; IDP: Isopentenyl diphosphate
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ApGFDPS的产物链长调控机制进行了初步研究, 发现

首个天冬氨酸富集区 (first aspartate-rich motif, FARM)

上游第 8个氨基酸残基以及保守区G141Q142上游第 7个

氨基酸残基是控制 ApGFDPS 产物链长的关键位点。

2010 年 , Ogawa 等[22] 从产甲烷古菌 Methanosarcina

mazei 中克隆并鉴定了 MmGFDPS, 能够催化 IDP 与

FDP/GGDP 缩合生成 GFDP, 且以 FDP 为烯丙基底物

时, 能够检测到大量 GGDP的生成。MmGFDPS产物

的链长受 I112残基调控, 其突变酶 (MmGFDPSI112A) 可以

催化产生C30-C70产物[23]。此外, 在芽孢杆菌属Bacillus

clausii和链霉菌属 Streptomyces mobaraensis等细菌中

也发现了GFDPS[24,25]。

Nagel 等[26]和 Wang 等[27]分别对十字花科 (Brassi‐

caceae) 模式植物拟南芥 (Arabidopsis thaliana) 中10个

GGDPS-like基因的生化功能进行了分析, 发现其中5个

具有 GFDPS 活性 (命名为 AtGFDPS0-4), 能够合成主

产物GFDP和副产物GGDP、GDP。除了AtGFDPS0定

位于线粒体外, 其余 4个均定位于叶绿体中。氨基酸

序列比对结合定点突变实验分析 , 发现 AtGFDPS 的

FARM上游第 5个氨基酸位点均为侧链较小的氨基酸

残基 (A或 S), 将其突变为M后, 突变酶的主产物则为

GGDP。Wang 等[27]还对 AtGFDPS2 (分辨率为 2.3 Å)

的蛋白晶体结构进行了解析, 发现其为同源二聚体, 每

个单体由 10 个 α螺旋 (A～J) 组成 , D、E、F 螺旋组成

的口袋对于产物的碳链延伸最为重要, 并提出了决定

IDS产物链长的“三层楼模型 (three floors)”(图 2), 进

一步从其他十字花科植物的基因组中发现了数个

GFDPS。

本课题组从富含二倍半萜的药用植物米团花腺毛

中克隆并鉴定了LcGFDPS基因, 其编码的蛋白能够催

化 IDP与FDP或GGDP反应生成GFDP, 其中对GGDP

的亲和力最强。LcGFDPS基因在米团花腺毛中特异

性表达, 与二倍半萜的累积模式一致, 表明其可能参与

米团花烷二倍半萜的生物合成。LcGFDPS定位于细

Figure 2 The crystal structure and "three-floor" model of AtGFDPS2 and the biosynthetic pathway of plant sesterterpenoids. The crystal

structure of AtGFDPS2 monomer (a), the elongation pocket of enzymatic product (b), the schematic diagram of the "three-floor" model (c),

and GFDP biosynthesis catalyzed by GFDPS using substrates GGDP and IDP derived from the plastidial MEP pathway (d). Photos were

reproduced from the literatures with permission[27,28]
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胞质体中, 且抑制米团花的MEP途径会导致二倍半萜

含量显著降低, 首次证明了植物二倍半萜的生源途径

为定位于质体的 MEP 途径 (图 2)。LcGFDPS 与植物

GGDPS同源性较高, 推测植物 GFDPS可能起源于选

择压力 (环境胁迫) 下GGDPS的复制和新功能化[28]。

4 二倍半萜合酶的功能和催化机制

二倍半萜合酶负责催化直链前体GFDP生成二倍

半萜的基本骨架, 对二倍半萜的结构多样性具有重要

贡献。目前已报道了3种类型的二倍半萜合酶, 分别为

单结构域、双结构域以及UbiA类。其中植物和细菌二

倍半萜合酶均仅含有萜类合酶结构域, 部分与GFDPS

成簇存在。而在真菌中发现的二倍半萜合酶主要由C

端的异戊烯基转移酶 (PT) 结构域和N端的萜类合酶

(TS) 结构域组成, PT结构域负责催化 IDP和DMADP

生成 GFDP, TS 结构域催化 GFDP 环化成结构多样的

二倍半萜, 因此该类酶也称为PTTS。

4.1 单结构域的二倍半萜合酶 2017年, Shao等[29]从

拟南芥基因组中发现AtGFDPS1与AtTPS18、AtGFDPS2

与 AtTPS19基因成簇存在, 将其分别在大肠杆菌中共

表达 , 发现 AtTPS18 能够催化 GFDP 生成一个 11/6/5

三环产物 (+)-thalianatriene (1), AtTPS19能够合成一个

5/5/5/6/5 五环产物 (−)-retigeranin B (2) (图 3)。同年 ,

Huang 等 [30]采用 plantiSMASH 对十字花科植物的基

因组进行了系统分析 , 另外发现了 5 个由 GFDPS 和

sesterTPS 构成的基因簇。通过本氏烟草瞬时表达体

系, 发现拟南芥 AtTPS25能够催化 GFDP产生两个酶

活产物, 分别为具有 5/5/5/6/5环系的 (−)-ent-quiannula‐

tene (3) 和 5/12/5环系的 (−)-variculartriene A (4); 拟南

芥AtTPS30能够催化产生 5/4/7/6/5环系的 (+)-astella‐

tene (5); 荠菜 (Capsella rubella) 中的 Cr237 能够催化

产生 11/6/5 环系的 (−)-caprutriene (6); 甘蓝 (Brassica

oleracea) Bo250能够催化生成两个产物, 分别为 5/5/5/

6/5 环系的 (+)-boleracene (7) 和 5/8/6/5 环系的 (−)-

aleurodiscalene A (8)。另外, Huang等[30]还发现了 4个

二倍半萜合酶 (Cst725、Cr098、AtTPS17 和 Br580), 能

够催化 GFDP 产生 15/5 环系的 (+ ) -brassitetraenes A

(9) 和 B (10), 6/11/5 环系的 (−)-caprutrienes B (11) 和

C (12), 以及 6/6/7/5 环系的 (−)-caprudiene A (13)、(−)-

arathanadienes A (14) 和 B (15)、(+ ) -brarapadienes A

(16) 和 (−)-brarapadiene B (17)。2020年, Chen等[31]在

拟南芥中发现 3个独立的 sesterTPS, 其中 AtTPS29催

化 GFDP 形成 5/8/6/5 环系的二倍半萜 18, AtTPS06 则

催化形成11/6/5环系的 (2E)-flocerene (19), 而AtTPS22

的产物未被纯化鉴定。另外, 作者获得了AtTPS18和

底物类似物 FSPP (farnesyl-S-thiolodiphosphate) 的共

晶 (2.3 Å), 结合定点突变实验, 发现植物 sesterTPS相

对于常规的 mono-/sesqui-/di-TPS 具有更大的底物口

袋腔, 其中螺旋G的外翻与N493对底物口袋腔大小起

关键作用。此外, 作者还发现了一个具有小侧链的关

键氨基酸残基 (AtTPS18 和 AtTPS25 的 G328, AtTPS19

的 G325, AtTPS30 的 P328), 将其突变为芳香族色氨酸

(W) 后, 突变酶失去了二倍半萜合酶活性, 而获得了单

萜、倍半萜或二萜合酶功能[32]。

近期, 本实验室从唇形科药用植物米团花中鉴定

了一个双功能的二倍半萜/二萜合酶 LcTPS2, 能够催

化 GFDP 和 GGDP 分别生成 6 个大环二倍半萜 (20～

25) 和 2个二萜化合物, 其中 5个为新的二倍半萜化合

物, 包括 2个首次发现的具有 18元环的二倍半萜 (20

和 21), 也是迄今为止发现的具有最大碳环结构的萜类

天然产物。此外, LcTPS2还具有异戊烯基转移酶的功

能, 能够催化合成异戊烯基吲哚类化合物。LcTPS2属

于 TPS-a亚家族, 可能起源于倍半萜合酶的复制和新

功能化, 但是区别于十字花科植物的二倍半萜合酶, 具

有独立的起源和进化。运用分子对接结合定点突变获

得了2个二倍半萜产量显著提高, 同时二萜产量减少的

突变酶, 并发现了17个氨基酸残基对酶的催化效率和/

或产物特异性具有重要影响。还发现大环二倍半萜产

物具有显著免疫抑制活性, 可能通过抑制ERK和 JNK

的磷酸化影响MAPK信号通路, 从而发挥免疫抑制作

用[33]。另外, 从唇形科药用植物火把花 (Colquhounia

coccinea var. mollis) 中鉴定了 1个高度杂泛性的二倍

半萜/二萜/倍半萜/单萜合酶 CcTPS1, 能够分别催化

GFDP/GGDP/FDP/GDP生成 8个含有环己烷结构的萜

类化合物 , 包括 2 个新二倍半萜 (+)-α-geranylbisabo‐

lene (26) 和 (+)-somaliensene B (27)。CcTPS1 是首个

从植物中功能鉴定的能够催化形成二倍半萜、二萜、倍

半萜和单萜的高度杂泛性萜类合酶。CcTPS1定位于

细胞质中且属于 TPS-b亚家族, 该家族主要为定位于

质体的单萜合酶, 推测CCTPS1可能起源于单萜合酶,

经过亚细胞定位改变和底物耐受性扩展[34]。

2017 年 , Rinkel 等[35]从海洋微生物 Streptomyces

xinghaiensis中发现了一个多功能的二倍半萜/二萜/倍

半萜合酶 SpS, 能够催化GFDP形成 prenylspata-13,17-

diene (28) 和 geranylkelsoene (29) (图 4)。Hou 等[25]从

S. mobaraensis 的基因组中挖掘得到一个 GFDPS-ses‐

terTPS 的生物合成基因簇 , 能够催化 IDP 和 DMADP

最终生成 7个二倍半萜化合物 sestermobaraenes A～F

(30～36)。此外, Shinozaki等[36]发现了 1个具有二倍半

萜合酶功能的细菌角鲨烯-藿烯环化酶 (squalene-

hopene cyclase, SHC), 当以 all-E-香叶基法尼醇为底物
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时 , 能够合成 5 个二倍半萜产物 (37～41); 当底物为

2Z-香叶基法尼醇时, 能够得到化合物 42。Sato等[37]从

芽孢杆菌中发现了一个二倍半萜/三萜合酶 (Bcl-TS),

催化GFDP脱去焦磷酸基团形成直链二倍半萜 β-gera‐

nylfarnesene (43)。

4.2 UbiA 家族二倍半萜合酶 2018年, Yang等[38]从

Streptomyces somaliensis中鉴定 1个属于 UbiA超家族

的二倍半萜合酶 StsC, 该酶在细菌中属于膜结合蛋白

家族, 通过大肠杆菌异源表达体系发现 StsC能够催化

GFDP形成 4/6环系的二倍半萜 somaliensene A (44) 和

含有环己烷结构的 somaliensene B (45) (图4)。

4.3 双结构域的二倍半萜合酶 2013年, Chiba等[39]

从棒曲霉 (Aspergillus clavatus) 首次发现了一个具有

双结构域的蛇孢菌素 F (ophiobolin F) 合酶AcOS (46)

(图 5)。AcOS 的 PT 结构域能够催化 IDP 与烯丙基底

物DMADP、GDP、FDP或GGDP缩合生成GFDP, 其TS

结构域再将GFDP环化为蛇孢菌素 F, 同时产生 3个二

倍半萜副产物 (47～49)。随后, 科学家运用基因组挖掘

结合米曲霉异源表达体系, 从真菌中鉴定了一系列能够

合成二倍半萜的PTTS。例如, 从裸壳孢属真菌Emeri‐

cella variecolor中发现了 3个PTTS, 分别合成 11/6/5环

系的 stellata-2,6,19-triene (50) (酶命名为 EvSS)[40]、6/8/

6/5环系的 astellifadiene (51) (酶命名为EvAS)[41]和 5/6/

5/5/5 环系的 quiannulatene 二倍半萜 (52) (酶命名为

Figure 3 Chemical structures of sesterterpenoids synthesized by plant sesterTPSs
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EvQS)[42]。另外 , 将 EvSS 的 PT 结构域与双功能萜类

合酶EvVS (主产物为 9/5/5环系的二萜化合物 variedi‐

ene, 副产物为二倍半萜) 的TC结构域进行重组, 进一

步鉴定了二倍半萜产物结构, 为 14元环的 (2E)-α-ceri‐

cerene (53) [43]。NfSS (来源于 Neosartorya fischeri) 合

成具有 5/8/6/5 四环体系的 sesterfisherol (54) [44], AtAS

(来源于 Aspergillus terreus) 和 FoFS (来源于 Fusarium

oxysporum) 分别催化形成 5/6/7/3/5五环体系的二倍半

萜 preaspterpenacid I (55) 和 fusoxypenes A-B (56 和

57), FoFS 还能催化形成 5/12/5 环系的 fusoxypene C

(58) 和 5/6/7/4/5环系的 (-)-astellatene (59)[45]。从Bipo‐

laris maydis、Penicillium brasilianum、Phoma betae 和

Aspergillus ustus等也发现了催化 IDP和DMADP形成

多环二倍半萜化合物的 PTTS (60～69) [46-48]。此外 ,

Bian等[49]运用大肠杆菌体系鉴定了 2个二倍半萜合酶

FgMS和 FgGS (来源于F. graminearum), 其中 FgMS催

化合成 5/5/6/5环系的 mangicdiene (70) 及 11/6双环的

variecoltetraene (71), 而其突变酶FgMSF65L和FgMSF159G

能够合成 1 个 5/8/6/6 环系的二倍半萜 (72)。FgGS 在

进化的过程中丢失了PT结构域, 其能够催化GFDP形

成 (2E)-α-cericerene (53)。Chen 等[50]运用高产 GFDP

的酿酒酵母底盘细胞进一步鉴定了约 30个真菌来源

的具有双结构域的二倍半萜合酶 , 除了 sesterevisene

(73)、sesterorbiculene (74) 和 geranylfarnesol (75) 外, 产

物大多与以前报道的 sesterTPS产物结构相同。

4.4 二倍半萜合酶的环化机制 根据二倍半萜合酶

环化产物的结构不同, Minami等[12]提出 2种主要的环

化机制, 即A型和B型环化 (图 6)。起始底物GFDP的

C-1位焦磷酸基团离去形成碳正离子中间体, C14-C15

和C18-C19双键进攻C-1正离子 (C1-IV-V), 环化形成

具有 5/15环系的中间体, 经过此反应的被认为是A型

环化。目前报道的催化A型环化反应的二倍半萜合酶

较多, 在细菌、真菌和植物中都有发现, 产物骨架类型

丰富多样。其中, 较具代表的为从N. fischeri中鉴定的

NfSS, Ye等[44]运用同位素标记的底物 [1-13C,2H3] 醋酸

盐和 [8,8-2H2]GGDP饲喂实验结合 13C NMR、1H NMR、

TOCSY分析研究了 NfSS催化的可能环合机制, 首先

GFDP脱去焦磷酸基团, 经历连续的C1-C15和C14-C18

Figure 4 Chemical structures of sesterterpenoids synthesized by bacterial and UbiA sesterTPSs
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环化反应形成 5/15环系的碳正离子中间体, 随后经历

1,5-H 迁移、多次 1,2-H 迁移以及 C6-C10和 C2-C12环

合形成 5/8/6/5稠环的碳正离子中间体, 最终捕获水分

子生成 sesterfisherol (54)。另外, Sato等[51]利用密度泛

函理论 (density functional theory, DFT) 计算结合分子对

接和定点突变研究, 提出 NfSS催化生成 sesterfisherol

的环合顺序可能是 A-D-B/C。B型环化则是 C10-C11

和 C14-C15 双键进攻 C-1 正离子 (C1-III-IV) [12,31,50],

AtTPS06是植物中发现的首个可能催化B型环化反应

的二倍半萜合酶[31]。此外, 本实验室发现一些二倍半

萜合酶催化的环化反应明显不同于 A 和 B 型环化机

制, 如 S. xinghaiensis来源的SpS, 通过同位素饲喂实验

Figure 5 Chemical structures of sesterterpenoids synthesized by fungal sesterTPSs containing two catalytically domains
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推测了它的环化和重排模式, 即 SpS首先催化C1-C10

环合和去质子化形成含有环丙烷的中间体, 之后再经

过C2-C6环合、环丙烷开环及进一步的环合等, 最终形

成化合物 28和 29[35]; 米团花来源的LcTPS2是由C14-

C15 双键进攻 C-1 生成 14 元环的二倍半萜 (22～25),

或者C18-C19双键进攻C-1则生成具有18元碳环的二倍

半萜20和21[33]; 火把花来源的CcTPS1和S. somaliensis

来源的 stsC则是C-1进攻C6-C7双键得到含有 6元环

的化合物 26、27、44和 45[34,38]; 而细菌来源的Bcl-TS和

7 个真菌的 PTTS 则催化形成链状 β-geranylfarnesene

(43) 或geranylfarnesol (75)[37,50]; 细菌来源的SHC催化二

倍半萜环化的机制则与典型的 II型萜类合酶相似[36]。

5 氧化酶

在对真菌二倍半萜合酶的研究中, 科学家发现与

萜类合酶基因相毗邻的位置存在氧化酶编码基因, 其

翻译的蛋白能够催化二倍半萜骨架发生氧化修饰, 形

成更为复杂的化合物 (图 7)。Narita等[52]从A. clavatus

基因组中发现了一个能够合成蛇孢菌素类化合物的基

因簇 , 通过米曲霉异源表达体系发现 oblBAC 能够对

ophiobolin F的 C-3、C-5和 C-21进行氧化, 从而形成 4

个不同氧化修饰的蛇孢菌素衍生物 (76～79)。通过本

地Blast, 发现B. maydes 中存在 1个与 oblBAC的氨基酸

序列同源性达到 68%的氧化酶 oblBBM, 同样也能催化

ophiobolin F多步氧化形成 3个二倍半萜 ophiobolin C

(80)、6-epiophiobolin C (81) 和 6-epiophiobolin N (82)。

Narita等[53]从B. maydis基因组中挖掘到一个含有 4个

基因的基因簇 (TpcABCD), 运用米曲霉表达体系解析

了可作为抗血管生成剂化合物 (−)-terpestacin的生物

合成途径, TpcA 是负责 preterpestacin I (62) 的生物合

成 , TpcB 催化化合物 62 的 C-24 位氧化生成 preter‐

pestacin II (83), 进一步在 TpcC的催化下 C-16和 C-17

位被氧化生成 preterpestacin III (84), 最终经 FAD型氧

化酶 TpcD的作用生成 terpestacin (85)。另外, 通过基

因敲除等技术发现Aspergillus ustus中 ophiobolin骨架

二倍半萜的生物合成可能涉及5个基因簇[54]。此外, 将

PTTS 和 CYP450 基因运用米曲霉异源表达体系进行

共表达, 成功鉴定了新的二倍半萜衍生物, 包括乙酰胆

碱酯酶 (AChE) 抑制剂 asperterpenol B (86)[55], 对结核

分枝杆菌蛋白酪氨酸磷酸酶 B (mPTPB) 表现出强效

抑制活性的 asperterpenoid A (87) 和B (88)[56]、preaster‐

penacid II (89)[45]、quiannulatic acid (90)[42]、sesterfisheric

acid (91)[44]和 aspergilols A～D (92～95)[48]等。

6 总结与展望

二倍半萜类化合物在自然界中分布广泛, 其结构

复杂多变, 且具有多样独特的生物活性, 为珍稀天然产

物, 引起了众多研究者的关注[4,5]。二倍半萜类化合物

Figure 6 Illustration of sesterterpenoid cyclization mechanisms catalyzed by sesterTPSs reported previously
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的化学合成研究已经取得了系列重要进展[57-59], 但生

物合成研究相对起步较晚。二倍半萜类化合物的生物

合成包含了直链前体的合成、核心骨架的形成、后修饰

等过程, 其中涉及了多种功能各异的生物合成酶的表

达及协同作用, 整个过程复杂而多变。尽管随着多组

学技术和异源表达体系的发展 , 近年来不同来源的

GFDPS、SesterTPS、氧化酶被陆续报道, 但是大量二倍

半萜类化合物 (尤其是植物二倍半萜) 的生物合成途

径仍然未知, 生物合成关键酶及其催化机制和起源进

化也有待进一步探索。目前鉴定的植物二倍半萜合酶

的产物大多数为新颖结构化合物, 在其宿主中尚未检

测或分离到, 比如十字花科和唇形科二倍半萜合酶的

产物, 其生物功能及分布规律值得进一步研究。随着

合成生物学技术的快速发展, 通过构建高产前体的底

盘细胞, 可以促进二倍半萜生物合成途径中关键酶的

鉴定以及结构新颖二倍半萜化合物的发现等研究, 为

二倍半萜的生物合成、药理活性、生物功能和合成生物

学研究奠定重要基础。
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