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多组学助力紫杉醇合成生物学研究
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摘　 要: 紫杉醇是高效的天然抗癌产物ꎬ 广泛用于多种癌症的临床治疗ꎮ 目前紫杉醇的生产主要是从红豆杉属

(Ｔａｘｕｓ)植物中提取天然前体(如巴卡亭Ⅲ)然后再化学合成ꎮ 受制于红豆杉植物资源ꎬ 导致制药成本高ꎮ 合成

生物学的兴起为紫杉醇原料药的获取提供了新途径ꎬ 但紫杉醇合成生物学的研究还有待推进ꎮ 近年来ꎬ 多组学

被逐步应用到紫杉醇的合成生物学研究中ꎮ 本文综述了多组学助力紫杉醇合成通路基因、 调控基因和异源合成

研究的最新进展ꎬ 为紫杉醇的合成生物学研究提供了新的见解ꎮ
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　 　 红豆杉(Ｔａｘｕｓ)是古老的珍稀抗癌植物ꎬ 被称

为“植物界的大熊猫”ꎬ 也是我国一级珍稀濒危保护

植物[１]ꎮ 红豆杉科是从现存裸子植物门的柏目分化

出来ꎬ 与其亲缘关系最近的科是三尖杉科[２]ꎮ 红豆

杉属约有 １４ ~ ２４ 个种ꎬ 主要分布在欧洲、 亚洲和

北美洲[３]ꎮ 红豆杉植物具有很好的生态、 经济和药用
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价值ꎬ 其因抗癌明星分子“紫杉醇”的发现而闻名[４]ꎮ
紫杉醇的研究(图 １)简述如下: １９５８ 年ꎬ 美

国癌症研究中心发起天然植物抗癌活性物质筛选计

划ꎻ １９６３ 年ꎬ Ｗａｎｉ 和 Ｗａｌｌ 发现红豆杉粗提物的

细胞毒性活性ꎻ １９６７ 年ꎬ Ｗａｎｉ 等[５]分离到抗肿瘤

活性成分紫杉醇ꎬ 并于 １９７１ 年通过 Ｘ￣射线分析确

定了紫杉醇的结构ꎮ １９７９ 年ꎬ 紫杉醇抗肿瘤作用

机制被解析[６]ꎬ 随后开展了临床试验[７]ꎮ １９９１
年ꎬ 实现从中间体巴卡亭Ⅲ半合成紫杉醇[８]ꎮ
１９９２ 年ꎬ ＦＡＤ 首次批准卵巢癌二期临床试验[９]ꎬ
同年美国国会通过了«太平洋紫杉法案»ꎬ 立法保

护红豆杉物种[１０]ꎮ １９９４ 年ꎬ ＦＡＤ 批准乳腺癌二期

临床试验[１１]ꎬ 同年实现了紫杉醇全合成[１２]ꎮ 紫杉

醇生物合成通路多个结构基因和调控基因被鉴定ꎬ
紫杉醇前体化合物在大肠杆菌、 酵母、 真菌以及植

物底盘中实现从头合成[１３]ꎮ 近年来ꎬ 多组学技术

(转录组[１４]、 代谢组[１５]、 蛋白组[１６] 等)被应用到

紫杉醇合成生物学研究中ꎬ 推动着紫杉醇合成和调

控机理的研究ꎮ ２０２１ 年ꎬ 李闯创团队将紫杉醇全

合成路线从 ２４ 步简化到 ２１ 步[１７]ꎻ Ｂｅｔｈ Ｗｅａｖｅｒ
团队发现了紫杉醇治疗肿瘤的新机制ꎬ 即诱导细胞

多级分裂和染色体不稳定[１８]ꎻ 中国研究团队先后

公布 了 南 方 红 豆 杉 ( Ｔ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. Ｍａｉｒｅｉ
(Ｌｅｍéｅ ＆ Ｈ. Ｌéｖ.) Ｗ. Ｃ. Ｃｈｅｎｇ ＆ Ｌ. Ｋ. Ｆｕ) [１９]、
喜马拉雅红豆杉(Ｔ. ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａ Ｚｕｃｃ.) [２０] 和云南

红豆杉 ( Ｔ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｗ. Ｃ. Ｃｈｅｎｇ ＆ Ｌ. Ｋ.
Ｆｕ) [２１]的基因组信息ꎮ

至今ꎬ 紫杉醇依然是优秀和畅销的天然抗癌药

物ꎬ 广泛用于多种癌症(如卵巢癌和乳腺癌等)的

临床治疗ꎮ 然而ꎬ 紫杉醇原药的供应仍依赖于红豆

杉植物资源ꎬ 受限于植物生长和环境等因素ꎬ 加之

近年来癌症患者激增ꎬ 致使紫杉醇原药供不应求ꎬ
部分癌症患者得不到治疗ꎬ 从而失去生命[２２]ꎮ 合

成生物学的兴起为紫杉醇原料药的供应提供了新途

径ꎬ 但必须先解析其全部合成通路基因ꎮ 多组学

(如基因组、 转录组、 蛋白组和代谢组等)手段能

从基因的染色体分布、 时空表达、 翻译修饰以及代

谢物动态变化等方面为植物源天然产物合成路径的

解析提供多维度信息ꎮ 本文重点综述了多组学助力

紫杉醇生物合成通路基因、 调控基因以及异源合成

等方面研究的最新进展ꎬ 并对多组学、 新方法及新

技术助力紫杉醇合成生物学的研究进行了展望ꎮ

图 １　 紫杉醇的研究历程
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ

４５８ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　
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１　 紫杉醇生物合成通路的解析

紫杉醇生物合成通路包括 １９ 步酶促反应ꎬ 分

为 ３ 个阶段[２３]: ①紫杉烷骨架生成巴卡亭Ⅲꎻ ②
侧链苯丙氨酸辅酶 Ａ 的形成ꎻ ③巴卡亭Ⅲ骨架

Ｃ１３ 酰基与侧链的连接以及修饰(图 ２)ꎮ 详细过程

如下: 首先ꎬ 磷酸甲基赤藓糖醇途径 (Ｍｅｔｈｙ￣
ｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＭＥＰ)合成二萜化合物共同

前体牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸 (Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＧＧＰＰ)ꎬ 紫杉二烯合成酶(Ｔａｘａ￣
ｄｉｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＴＳ)催化 ＧＧＰＰ 形成紫杉烷骨架

紫杉二烯[ ｔａｘａ￣４(５)ꎬ １１(１２) ￣ ｄｉｅｎｅ]ꎬ 紫杉二

烯进一步经多个 Ｐ４５０ 酶的羟化或异构化 (Ｃ１、
Ｃ２、 Ｃ５、 Ｃ７、 Ｃ９、 Ｃ１０ 和 Ｃ１３ 位)生成巴卡亭

Ⅲꎻ 其次ꎬ 苯丙氨酸氨基转移酶 ( α￣Ｐｈｅｎｙｌａｌａ￣
ｎｉｎｅꎬ ＰＡＭ)和 β￣苯丙氨酸￣辅酶 Ａ 连接酶(β￣Ｐｈｅｎ￣
ｙｌａｌａｎｉｎｅ ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅꎬ ＰＣＬ)进一步将 α￣苯丙氨酸

异构化为 β￣苯丙氨酸ꎬ 并与乙酰辅酶 Ａ 相结合生

成 β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌ ＣｏＡꎻ 第三ꎬ 巴卡亭Ⅲ ３￣氨基￣
３￣苯丙醇基转移酶(Ｂａｃｃａｔｉｎ Ⅲ: ３￣ａｍｉｎｏ￣３￣ｐｈｅ￣
ｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｙｌ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＢＡＰＴ)催化巴卡亭Ⅲ的

Ｃ１３ 位酰化(酰基供体为 β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌ ＣｏＡ)ꎬ 生

黑色实线箭头为已知的合成通路ꎬ 红色虚线箭头为推测的合成通路ꎮ 不同背景颜色表示紫杉醇生物合成通路的 ３ 个合成阶
段ꎮ ＭＥＰ ｐａｔｈｗａｙꎬ ＭＥＰ 途径ꎻ ＩＰＰꎬ 异戊二烯焦磷酸ꎻ ＤＭＡＰＰꎬ 二甲基烯丙基焦磷酸盐ꎻ ＧＧＰＰＳꎬ 牻牛儿基牻牛儿基
焦磷酸合酶ꎻ ＴＳꎬ 紫杉二烯合酶ꎻ Ｔ５αＨꎬ 紫杉二烯￣５α￣羟化酶ꎻ ＴＡＴꎬ 紫杉二烯￣５α￣醇 Ｏ￣乙酰基转移酶ꎻ Ｔ１３αＨꎬ 紫杉
烯 １３α￣羟化酶ꎻ Ｔ２αＨꎬ 紫杉烯 ２α￣羟化酶ꎻ Ｔ７βＨꎬ 紫杉烯 ７β￣羟化酶ꎻ Ｔ１０βＨꎬ 紫杉烯 １０β￣羟化酶ꎻ Ｔ１４βＨꎬ 紫杉烯
１４β￣羟化酶ꎻ ＴＢＴꎬ 紫杉烷 ２α￣Ｏ￣苯甲酰基转移酶ꎻ ＤＢＡＴꎬ １０￣去乙酰巴卡亭Ⅲ １０￣Ｏ￣乙酰基转移酶ꎻ ＢＡＰＴꎬ 巴卡亭Ⅲ氨
基苯丙基￣１３￣Ｏ￣转移酶ꎻ ＰＡＭꎬ 苯丙氨酸氨基变位酶ꎻ ＰＣＬꎬ β￣苯丙氨酸￣辅酶 Ａ 连接酶ꎻ Ｔ２′αＨꎬ 紫杉烷 ２’ α￣羟基酶ꎻ
ＤＢＴＮＢＴꎬ ３’ ￣Ｎ￣去苯甲酰￣２′￣脱氧紫杉醇￣Ｎ￣苯甲酰基转移酶ꎮ
Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｋｎｏｗｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｄｏｔｔｅｄ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ
ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｒｅｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ. ＭＥＰ ｐａｔｈｗａｙꎻ ＩＰＰꎬ ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ
ＤＭＡＰＰꎬ ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ ＧＧＰＰＳꎬ ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ＴＳꎬ ｔａｘａｄｉｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ Ｔ５αＨꎬ
ｔａｘａｄｉｅｎｅ ５α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ ＴＡＴꎬ ｔａｘａｄｉｅｎｏｌ ５α￣ｏ￣ａｃｅｔｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ Ｔ１３αＨꎬ ｔａｘｏｉｄ １３α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｔ２αＨꎬ ｔａｘｏｉｄ ２α￣
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｔ７βＨꎬ ｔａｘｏｉｄ ７β￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｔ１０βＨꎬ ｔａｘｏｉｄ １０β￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｔ１４βＨꎬ ｔａｘｏｉｄ １４β￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ ＴＢＴꎬ ｔａｘ￣
ａｎｅ￣２α￣Ｏ￣ｂｅｎｚｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＤＢＡＴꎬ １０￣ｄｅａｃｅｔｙｌｂａｃｃａｔｉｎ Ⅲ￣１０￣Ｏ￣ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＢＡＰＴꎬ ｂａｃｃａｔｉｎ Ⅲ: ３￣ａｍｉｎｏ￣３￣
ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＰＡＭꎬ ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｍｕｔａｓｅꎻ ＰＣＬꎬ β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ￣ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅꎻ Ｔ２′αＨꎬ ｔａｘａｎｅ ２′￣
α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ ＤＢＴＮＢＴꎬ ３′￣Ｎ￣ｄｅｂｅｎｚｏｙｌ￣２′￣ｄｅｏｘｙｔａｘｏｌ￣Ｎ￣ｂｅｎｚｏ￣ｙｌ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ.

图 ２　 红豆杉中推测的紫杉醇生物合成通路
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｉｎ Ｔａｘｕｓ
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成 β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌ ｂａｃｃａｔｉｎ Ⅲꎻ 然后ꎬ 紫杉烷 ２′α￣
羟基酶 (Ｔａｘａｎｅ ２′￣α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ Ｔ２′αＨ)和 ３′￣
Ｎ￣去苯甲酰￣２′￣脱氧紫杉醇￣Ｎ￣苯甲酰基转移酶

(３′￣Ｎ￣Ｄｅｂｅｎｚｏｙｌ￣２′￣ｄｅｏｘｙｔａｘｏｌ Ｎ￣ｐｅｎｚｏｙｌ￣ｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓｅꎬ ＤＢＴＮＢＴ) 分别催化 β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌ ｂａｃ￣
ｃａｔｉｎ Ⅲ侧链 Ｃ２′位的羟化和 Ｃ３′位的苯甲酰化ꎬ 最

终形成紫杉醇ꎮ
目前ꎬ 紫杉醇生物合成通路中 １４ 步酶促反应

已被 成 功 解 析[２４]ꎬ 包 括 ６ 个 羟 化 酶 ( Ｔ２αＨ、
Ｔ５αＨ、 Ｔ７βＨ、 Ｔ１０βＨ、 Ｔ１３αＨ 和 Ｔ２′ＯＨ)、 ５ 个

转移酶(ＢＡＰＴ、 ＴＡＴ、 ＴＢＴ、 ＤＢＡ 和 ＤＢＴＮＢＴ)、 ２
类环化酶 ＴＳ(ＴＳ１、 ＴＳ２)、 １ 个变位酶 ＰＡＭ 和 １
个 β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌ￣ＣｏＡ 连接酶(ＰＣＬ)ꎮ 其中ꎬ １２
个酶于 ２００４ 年之前被鉴定ꎬ 而 ＰＣＬ、 Ｔ２’ＯＨ 和

第二类环化酶 ＴＳ２ 最近才被发现[２５]ꎮ 不过ꎬ Ｃ１、
Ｃ９ 位氧化修饰ꎬ ４ꎬ５￣环氧丙烷环的形成以及不同

羟基化反应的顺序至今仍不明确ꎮ
１􀆰 １　 紫杉二烯合酶

紫杉二烯合酶(Ｔａｘａｄｉｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＴＳ)催化

ＧＧＰＰ 生成紫杉二烯(Ｔａｘａｄｉｅｎｅ) [２６]ꎬ 是催化紫

杉醇生物合成第一步的酶ꎮ １９９５ 年ꎬ 通过传统生

化方法ꎬ 证实了 ＴＳ１ 酶在红豆杉中的存在ꎻ 随后ꎬ
通过同源克隆方法从多个红豆杉物种中均克隆到

ＴＳ１ 基因的 ｃＤＮＡ 片段或全长ꎬ 因其序列相似性

高(９０％以上)ꎬ 研究者们默认红豆杉植物中只存

在一类 ＴＳ１[２７]ꎮ
ＴＳ 酶催化机理研究表明ꎬ ＴＳ１ 催化 ＧＧＰＰ 生

成两种主要的紫杉二烯异构体ꎬ 紫杉￣４(５)ꎬ １１
(１２) ￣二烯和紫杉￣４(２０)ꎬ １１(１２) ￣二烯ꎬ 后者是

紫杉醇分子的核心骨架ꎬ 但其所占酶促产物比例仅

为 ５％左右ꎬ ＴＳ 的催化特性严重限制了紫杉醇异

源生产[２８]ꎮ 为了提高 ＴＳ 合成紫杉￣４ (２０)ꎬ １１
(１２) ￣二烯的活性ꎬ 一方面ꎬ 研究者尝试采用量子

力学 /分子力学(ＱＭ / ＭＭ)、 计算辅助蛋白质设计

策略对 ＴＳ 进行改造ꎬ 并取得一定成效[２９ꎬ ３０]ꎬ 但

ＴＳ 的限速问题仍未能彻底解决ꎻ 另一方面ꎬ 研究

者设法从红豆杉植物中寻找天然高效的 ＴＳ 酶ꎮ
２０２１ 年ꎬ ３ 个红豆杉属物种基因组成功组装ꎬ 红

豆杉基因组中 ＴＳ 的情况才明了ꎮ 南方红豆杉包含

两类 ＴＳ 酶ꎬ 即 ＴＳ１ 和 ＴＳ２ / ＴＳ３(不同拷贝)ꎬ 均

聚集在 ９ 号染色体上ꎬ 它们的产生是由基因复制导

致(两次裸子植物古代复制和一次红豆杉属植物特

有的复制事件) [１９]ꎮ 喜马拉雅红豆杉中也包含两类

ＴＳ 酶(ＴＳ￣１ 和 ＴＳ￣２)ꎬ 均位于 １０ 号染色体上ꎮ 进

化分析表明 ＴＳ 催化 ＧＧＰＰ 生成紫杉二烯的功能起

源于两亿年前的柏目[２０]ꎮ 同样地ꎬ 云南红豆杉中

也鉴定到两类 ＴＳ 酶(ＴＸＳ￣１ 和 ＴＸＳ￣２)ꎬ 聚集在 １２
号染色体的 ｓｕｂ￣ｃｌｕｓｔｅｒ Ⅱ中ꎮ ＴＸＳ￣１ 在树皮中高

表达ꎬ 而 ＴＸＳ￣２ 在叶中高表达[２１]ꎮ 南方红豆杉环

化酶进化树分析表明ꎬ 两类 ＴＳ 酶及其他红豆杉物

种中报道的 ＴＳｓ 聚在 Ｃｌａｄｅ Ⅰꎬ 展现紫杉二烯合

酶活性ꎬ 而剩余无紫杉二烯合酶活性的萜烯环化酶

聚在 Ｃｌａｄｅ Ⅱ (图 ３) ꎮ 更为重要的是ꎬ 新发现的

ＴＳ２ 有 ３ 个重要特征: 酶促效率高ꎬ 为茉莉酸甲酯

(Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎬ ＭｅＪＡ)诱导型酶ꎬ 大肠杆菌

底盘中合成 Ｔａｘａｄｉｅｎｅ 能力强[１９]ꎮ 整合基因表达谱

数据ꎬ 推测两类 ＴＳ 酶在红豆杉植物精准调控紫杉烷

类物质的合成中有重要生态意义[１９]ꎮ 综上所述ꎬ 红

豆杉植物中两类 ＴＳ 酶(氨基酸同源性为 ７５％ ~
８３％)的演化过程得到了较好阐述ꎬ 但其催化机理、
调控及在合成生物学中的应用仍然值得深入研究ꎮ
１􀆰 ２　 细胞色素 Ｐ４５０酶

紫杉醇生物合成通路中几乎一半的酶促反应都

由细胞色素 Ｐ４５０ 酶(ＣＹＰ４５０ｓ)完成ꎮ 目前已经克

隆和 功 能 鉴 定 的 有 Ｃ２ 位[３１]、 Ｃ５ 位[３２]、 Ｃ７
位[３３]、 Ｃ１０ 位[３４]、 Ｃ１３ 位[３５]和 Ｃ２′位[２５]ꎬ 但 Ｃ１
位和 Ｃ９ 位的羟基化酶至今尚未被分离鉴定ꎮ

近年来ꎬ 多组学技术在 ＣＹＰ４５０ｓ 的发掘过程

中起到了一定作用ꎮ Ｈａｏ 等[１６] 通过比较蛋白组研

究ꎬ 在两种红豆杉(Ｔ. ｍｅｄｉａ Ｒｅｈｄｅｒ 和 Ｔ. ｍａｉｒｅｉ
(Ｌｅｍéｅ ｅｔ Ｈ. Ｌéｖ.) Ｓ. Ｙ. Ｈｕ ｅｘ Ｔ. Ｓ. Ｌｉｕ)中鉴定

到 ５１ 个 ＣＹＰ４５０ｓꎬ 其中 ６ 个新 ＣＹＰ４５０ｓ 与功能

已知的 ６ 个 ＣＹＰ７２５Ａ 同聚在 ８５ 族ꎮ Ｙｕ 等[１５]通过

比较代谢组研究ꎬ 发现紫杉醇和其中间体化合物在

红豆杉 Ｔ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ 中含量高于 Ｔ. ｆｕａｎａ Ｎａｎ Ｌｉ
＆ Ｒ. Ｒ. Ｍｉｌｌꎻ 而紫杉醇的竞争化合物 Ｔａｘｕｓｉｎ 及其

衍生物在 Ｔ. ｆｕａｎａ 中含量高于 Ｔ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓꎬ 表

明 Ｔａｘｕｓｉｎ 和其衍生物以及其催化的基因 Ｔ２αＨ 和

Ｔ７βＨꎬ 可以作为紫杉醇合成通路分析的靶点ꎮ
Ｌｉａｏ等[３６] 和 Ｋｕａｎｇ 等[１４] 使用二代测序(ＮＧＳ)或

三代测序(ＴＧＳ)平台对红豆杉物种进行转录组测

序ꎬ 对其 ＣＹＰ４５０ｓ 进行系统分类ꎬ 并结合基因差

异表达和对激素不同响应的分析ꎬ 分别鉴定到 １５
和 ９ 个 ＣＹＰ４５０ｓꎬ 它们可能是紫杉醇生物合成的先
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Ⅰ

Ⅱ

Ｃｌａｄｅ Ⅰ表示南方红豆杉中功能未知的环化酶ꎬ Ｃｌａｄｅ Ⅱ 表示红豆杉中功能已知的环化酶ꎻ ＴＳ１－３ 及环化酶数据来源
于南方红豆杉基因组(ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ / ｄａｔａｓｅｔ / ｃｏｎｔｉｇｓ＿ｏｆ＿ｔａｘｕｓ＿ｇｅｎｏｍｅ / １５０００６７２)和 ＮＣＢＩ(Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ)ꎻ 建树软件为 ＭＥＧＡ ７ꎬ 方法为 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎮ
Ｃｌａｄｅ Ⅰ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ ｔｅｒｐｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅｓ ｉｎ Ｔ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｍａｉｒｅｉꎬ Ｃｌａｄｅ Ⅱ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ｔｅｒｐｅｎｅ ｃｙ￣
ｃｌａｓｅｓ ｉｎ Ｔａｘｕｓ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅｓ (ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＴＳ１－３) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ.
ｍａｉｒｅｉ ｇｅｎｏｍｅ (ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ.Ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ / ｄａｔａｓｅｔ / ｃｏｎｔｉｇｓ＿ｏｆ＿ｔａｘｕｓ＿ｇｅｎｏｍｅ / １５０００６７２) ａｎｄ ＮＣＢＩ. Ｔｒｅｅ ｗａｓ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ ７ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎｄ Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ.

图 ３　 红豆杉中萜烯环化酶的系统进化树
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｔａｘｕｓ ｔｅｒｐｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅｓ

导候选基因ꎮ ２０２１ 年ꎬ ３ 个红豆杉属物种基因组

测序完成ꎬ 揭开了红豆杉植物中细胞色素 Ｐ４５０
的面纱ꎮ 南方红豆杉基因组中共有 ６４９ 个细胞色

素 Ｐ４５０ 基因ꎬ 其中与紫杉醇合成相关的细胞色

素 Ｐ４５０ 家族被聚集到 ＣＹＰ７２５Ａ 亚家族(图 ４)ꎮ
该亚家族基因在红豆杉基因组中发生显著扩张ꎬ
且经历了独立进化ꎬ 基因串联复制是其进化的主要

驱动力(７５％的 ＣＹＰ７２５Ａ 基因聚集在 ９ 号染色体

上)ꎮ 紫杉醇合成通路已知基因 ＣＹＰ７２５Ａ 存在多

个拷贝(如 Ｔ５αＨ１ / ２ / ３、 Ｔ７βＨ１ / ２、 Ｔ１０βＨ１ / ２)ꎬ
且在 ９ 号染色体上发现紫杉醇合成基因簇ꎬ 包含紫

杉醇合成前两步关键酶 ＴＳ 和 Ｔ５αＨ (构成 ＴＳ /
Ｔ５αＨ 或 ＴＰＳ－ｄ / ＣＹＰ７２５Ａ 基因对)以及 ２ 个功能

未知的 ＣＹＰ７２５Ａ 基因ꎮ 整合基因组、 转录组、 代

谢组和 ＭｅＪＡ 诱导表达分析ꎬ 最终筛选到 １７ 个潜

在的紫杉醇合成相关候选 ＣＹＰ７２５Ａ 基因[１９]ꎮ 在

喜马拉雅红豆杉基因组中ꎬ 共鉴定到 ５６４ 个细胞

色素 Ｐ４５０ 基因ꎬ 同样发现与紫杉醇合成相关的

ＣＹＰ７２５Ａ 亚家族基因在 １０ 号染色体上发生显著扩

张ꎬ 由基因串联复制驱动ꎮ 红豆杉科 ＣＹＰ７２５Ａ 亚

家族基因从柏目分化出来以后ꎬ 发生过两次扩张ꎬ
第一次扩张发生在约 １􀆰８ 亿年前ꎬ 导致 Ｔ５αＨ、
Ｔ１４βＨ、 Ｔ２αＨ 和 Ｔ７βＨ 的功能分化ꎮ 第二次扩张

发生在大约 １􀆰５ 亿年前ꎬ 导致 Ｔ１０βＨｓ 的出现ꎮ
Ｔ５αＨ 和 Ｔ１０βＨ 存在 ２ 个拷贝ꎮ 通过与已知通路

基因共表达分析ꎬ 最终筛选到 ２８ 个潜在的与紫杉

醇合成相关的候选 ＣＹＰ７２５Ａ 基因[２０]ꎮ 云南红豆

杉基因组中包含 ６２４ 个细胞色素 Ｐ４５０ 基因ꎬ 同样

地ꎬ ＣＹＰ７２５Ａ 亚家族基因也发生了显著扩张ꎬ 且

与紫杉醇合成通路功能已知的基因一起聚集在 １２ 号
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红色字体表示紫杉醇合成通路已知基因ꎻ 不同填充颜色表示不同 ＣＹＰ４５０ｓ 家族ꎬ 外圈不同颜色表示 ＣＹＰ４５０ｓ 的不同族ꎮ 红豆
杉 ＣＹＰ７２５Ａ 亚家族基因来源于南方红豆杉基因组 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ. ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ / ｄａｔａｓｅｔ / ｃｏｎｔｉｇｓ ＿ ｏｆ ＿ ｔａｘｕｓ ＿ ｇｅｎｏｍｅ /
１５０００６７２)ꎬ 其他植物已知二萜氧化酶 ＣＹＰ４５０ｓ 基因来自 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )ꎮ 建树软件为ＭＥＧＡ ７ꎬ 方法
为 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎮ
Ｒｅｄ ｆｏｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｋｎｏｗｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＹＰ４５０ｓ
ｆａｍｉｌｉｅｓꎬ ａｎｄ ｏｕｔｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＹＰ４５０ｓ ｃｌａｎｓ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＹＰ７２５Ａ ａｎｄ ｄｉｔｅｒ￣
ｐｅｎｅ￣ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｍａｉｒｅｉ ｇｅｎｏｍｅ (ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ.Ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ / ｄａｔａ￣
ｓｅｔ / ｃｏｎｔｉｇｓ＿ｏｆ＿ｔａｘｕｓ＿ｇｅｎｏｍｅ / １５０００６７２) ａｎｄ ＮＣＢＩ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ７ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎｄ Ｍａｘｉｍｕｍ￣Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ.

图 ４　 红豆杉 ＣＹＰ７２５Ａ和其他物种中功能已知的二萜骨架修饰 ＣＹＰ的进化树
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｔａｘｕｓ ＣＹＰ７２５Ａ ｗｉｔｈ ｄｉｔｅｒｐｅｎｅ￣ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

染色体上(７６􀆰２ Ｍｂ 区域)ꎬ 形成紫杉醇合成相关

的 ３ 个 ｓｕｂ￣ｃｌｕｓｔｅｒꎬ 并鉴定到 １５ 个潜在的紫杉醇

合成相关候选 ＣＹＰ７２５Ａ 基因[２１]ꎮ 上述研究为紫

杉醇合成通路未知 ＣＹＰ４５０ｓ 基因(Ｃ１ 位和 Ｃ９ 位

羟基化酶基因)的挖掘提供了进化依据和候选基因

资源ꎮ
１􀆰 ３　 转移酶

紫杉烷骨架的酰基化修饰进一步增加了红豆杉

植物中紫杉烷类化合物的复杂性且影响其药理活性ꎬ
这些酰化修饰主要由植物特异性酰基辅酶 Ａ 依赖的

转移酶(ＡＣＴｓ) (又称为 ＢＡＨＤｓ: ＢＥＡＴꎬ ｂｅｎｚｙｌａｌ￣
ｃｏｈｏｌ Ｏ￣ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＡＨＣＴꎬ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ Ｏ￣

ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＨＣＢＴꎬ ａｎｔｈｒａｎｉｌａｔｅ
Ｎ￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣ｃｉｎｎａｍｏｙｌ / ｂｅｎｚｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ 和 ＤＡＴꎬ
ｄｅａｃｅｔｙｌｖｉｎｄｏｌｉｎｅ ４￣Ｏ￣ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ) 催 化 形

成[３７]ꎮ 目前ꎬ 紫杉醇结构中 ５ 个位置的酰化修饰

酶 ＡＣＴｓ(包括 ＴＡＴ、 ＴＢＴ、 ＤＢＡＴ、 ＢＡＰＴ 和 ＤＮＴ￣
ＢＡＴ)已被成功鉴定[３７]ꎮ 最近ꎬ Ｓｈｉｒａｚｉ 等[３８] 通过

槽式 ＰＣＲ 方法从欧榛(Ｃｏｒｙｌｕｓ ａｖｅｌｌａｎａ Ｌ.)中分离

和鉴 定 到 ＴＡＴ 的 同 源 基 因 ＣａＴＤＡＴꎮ Ｓｒｉｖｉｄｙａ
等[３７]基于 Ｔａｘｕｓ 转录组数据和生化方法ꎬ 对可能

催化紫杉醇及其类似物侧链部分酰基化的酶进行了

系统研究ꎬ 鉴定了 １７ 个酰基化酶(ＡＡＥｓ)基因ꎮ
植物化学研究表明ꎬ 红豆杉植物中包含约 ５００ 多

８５８ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　
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个紫杉烷类单体化合物ꎬ 部分单体化合物具有与紫

杉醇相似的药理活性ꎬ 这些化合物结构中包含不同

位置和不同类型的酰基基团ꎬ 而催化它们的转移酶

仍然不清楚[３９]ꎮ Ｋｕａｎｇ 等[１４]采用 ＮＧＳ 和 ＴＧＳ 转

录组测序技术ꎬ 对东北红豆杉(Ｔ. ｃｕｓｐｉｄａｔａ Ｓｉｅ￣
ｂｏｌｄ ＆ Ｚｕｃｃ.)中的转移酶做了系统分析ꎬ 共鉴定

到 ３９ 个 ＡＣＴｓꎬ 其中 ３１ 个含有 ＨＸＸＸＤ 和 ＤＦＧ￣
ＷＧ 保守结构域ꎬ 可将其划分为 ５ 个 Ｃｌａｄｅꎬ 其中

Ｃｌａｄｅ Ⅴ包含紫杉醇合成通路中功能已知的 ５ 个

ＡＣＴｓꎮ 结合基因表达分析ꎬ 最后鉴定到 ７ 个新的

ＡＣＴｓꎬ 可能参与红豆杉植物中紫杉烷类物质的生

物合成ꎮ Ｘｉｏｎｇ 等[１９] 破译了南方红豆杉基因组ꎬ
共发现 １２７ 个 ＡＣＴｓꎬ 归属为 ５ 个 Ｃｌａｄｅꎬ 在

Ｃｌａｄｅ Ⅴ中包含 ３ 个 ｇｒｏｕｐꎬ 其中 ｇｒｏｕｐ １ 包含所

有已知紫杉醇合成通路上的 ＡＣＴｓꎬ 并整合多组学

方法筛选出 ４ 个新的 ＡＣＴｓ 基因ꎬ 可能涉及紫杉烷

类化合物的酰基化修饰ꎮ Ｃｈｅｎｇ 等[２０] 在喜马拉雅

红豆杉基因组中共发现 ２４７ 个 ＡＣＴｓ 基因ꎬ 其中

５０％的 ＡＣＴｓ 基因在 １ 号染色体上发生扩张ꎬ 由基

因串联复制驱动ꎮ 蛋白结构模型分析表明ꎬ 喜马拉

雅红豆杉 ＡＣＴｓ 底物转运通道附近有一个明显的疏

水区ꎬ 有助于将疏水底物吸引到活性中心ꎬ 且仅在

喜马拉雅红豆杉中发现ꎮ ＡＣＴｓ 基因的扩张和疏水

区的特殊进化ꎬ 为紫杉醇及其类似物特殊结构的形

成创造了机会ꎮ 上述总结为红豆杉紫杉醇合成中转

移酶的发掘提供了新的信息资源ꎮ

２　 紫杉醇生物合成调控基因研究

转录因子(ＴＦ)在紫杉醇生物合成中起重要调

控 作 用ꎬ ＡＰ２ / ＥＲＦ、 ＭＹＢ、 ＷＲＫＹ、 ｂＨＬＨ 和

ＭＹＣ 等家族被报道调控紫杉醇的合成ꎮ 在 ＡＰ２ /
ＥＲＦ 家 族 中ꎬ Ｚｈａｎｇ 等[４０] 从 中 国 红 豆 杉 ( Ｔ.
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｐｉｌｇｅｒ) Ｒｅｈｄ.) 中鉴定到两个茉莉酸

(Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＪＡ)响应的转录因子 ＴｃＥＲＦ１２
和 ＴｃＥＲＦ１５ꎬ 它们分别通过识别 ＴＳ 基因启动子区

的 ＧＣＣ 盒而阻遏或激活 ＴＳ 基因的表达ꎮ 姚瑞枫

等[４１]利用酵母单杂交技术筛选到与 ＤＢＡＴ 基因启

动子顺式元件相结合的 ６ 个 ＡＰ２ / ＥＲＦ 家族基因ꎮ
戴怡龄[４２] 从东北红豆杉中分离和克隆到能与 ＴＳ、
Ｔ５αＨ、 Ｔ１０βＨ 和 Ｔ１３αＨ 启动子相结合的 ＡＰ２ 类

转录因子 ＴｃＤＲＥＢꎮ 随后ꎬ Ｚｈａｎｇ 等[４３] 和 Ｚｈａｎｇ
等[４４]采用转录组测序方法ꎬ 对中国红豆杉和曼地

亚红豆杉(Ｔ. × ｍｅｄｉａ)中 ＡＰ２ / ＥＲＦ 家族进行系统

研究ꎬ 分别鉴定出 ２７ 个和 ４９ 个 ＴｍＡＰ２ / ＥＲＦ 家族

基因ꎬ 均鉴定到新亚家族蛋白ꎬ 并对它们的分类、
演化、 表达及其对紫杉醇代谢的调控进行了分析ꎮ

在ＷＲＫＹ 家族中ꎬ ＷＲＫＹ１、 ＷＲＫＹ８、 ＷＲＫＹ３３
和ＷＲＫＹ４７被证实正调控紫杉醇通路基因的转录水

平[４５]ꎮ Ｌｉ 等[４６] 采用酵母单杂交、 过表达和 ＲＮＡｉ
干扰实验ꎬ 从中国红豆杉悬浮细胞 ｃＤＮＡ 文库中

克隆和证实了一个正调控 ＤＢＡＴ 基因表达的转录

因子 ＴｃＷＲＫＹꎮ Ｃｈｅｎ 等[４７] 过表达或 ＲＮＡｉ 干扰

ＴｃＷＲＫＹ３３ 证实其能调控 ＤＢＡＴ 和 ＴＳ 基因的表

达ꎬ 分子实验进一步证实 ＴｃＷＲＫＹ３３ 能直接结合

ＤＢＡＴ 启动子区ꎬ 正调控 ＤＢＡＴ 基因的表达ꎬ 同时

ＴｃＷＲＫＹ３３ 还可以结合 ＴＳ 基因的激活子 ＴｃＥＲＦ１５
的启动子区ꎬ 间接调控 ＴＳ 基因的表达ꎮ

在 ｂＨＬＨ 家族中ꎬ 已经鉴定在茉莉酸信号

通路中调控紫杉醇生物合成途径基因的转录因

子 有 ＴｃＭＹＣ２ａ、 ＴｃＪＡＭＹＣ１、 ＴｃＪＡＭＹＣ２ 和

ＴｃＪＡＭＹＣ４ [４８] ꎮ Ｃｕｉ 等[４９]进一步采用转录组测序

技术ꎬ 对 ＭＹＣ 家族转录因子在茉莉酸信号通路中

对紫杉醇合成的调控机制进行了系统研究ꎬ 鉴定到

２２ 个全长基因ꎬ 发现 ＭＹＣ２、 ＭＹＣ３ 和 ＭＹＣ４ 可以

激 活 ＤＢＴＮＢＴ、 Ｔ２αＨ、 Ｔ７βＨ、 Ｔ５αＨ、 Ｔ１３αＨ、
ＤＢＡＴ、 Ｔ１０βＨ、 ＰＡＭ、 ＧＧＰＰＳ 和 ＴＳ 的转录活性ꎮ

在 ＭＹＢ 家族中ꎬ Ｙｕ 等[５０] 整合代谢组和蛋白

组学方法ꎬ 在曼地亚红豆杉中发现了一个 Ｒ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 成员 ＴｍＭＹＢ３ꎬ 可通过促进 ＴＢＴ 和 ＴＳ 基因

的转录ꎬ 在韧皮部特异的紫杉醇生物合成中发挥潜

在作用ꎮ Ｙｕ 等[５１]通过比较不同性别红豆杉的代谢

组和转录组ꎬ 鉴定出 ５９ 个 ＭＹＢ 家族成员ꎬ 并发

现 ＴｍＭＹＢ３９ 基因在雌株曼地亚红豆杉中显著表

达ꎬ 证明 ＴｍＭＹＢ３９￣ＴｍｂＨＬＨ１３ 复合体显著提高

ＧＧＰＰＳ 和 Ｔ１０βＨ 基因的表达ꎮ Ｃａｏ 等[５２] 通过分

子实验证实 ＴｃＭＹＢ２９ａ 能结合 Ｔ５αＨ 启动子区域ꎬ
激活其表达从而促进紫杉醇合成ꎮ 目前ꎬ 采用二代

和三代测序技术ꎬ 对红豆杉中所有 ＴＦ 进行了分析ꎮ
Ｋｕａｎｇ 等[１４]从红豆杉中共鉴定了 １９４０ 个 ＴＦꎬ 分布

于 ６１ 个 家 族ꎬ 包 括 ｂＺＩＰ、 ｂＨＬＨｓ、 ＷＲＫＹ 和

ＭＹＢꎮ Ｚｈｏｕ 等[５３]从红豆杉属 ３ 个物种(曼地亚红豆

杉、 南方红豆杉、 东北红豆杉)中鉴定了 ４８ 个茉莉

酸相关 ＴＦꎬ 包括 １０ 个 ＭＹＢ、 ５ 个 ＥＲＦ、 ４ 个 ＡＰ２、
３ 个 ＭＹＣ 和 ２６ 个其他 ＴＦꎮ 同时ꎬ 他们还对红豆杉
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属 １７ 个主要家族的 ７３６ 个可能的 ＴＦ 编码基因进行

了分析ꎬ 鉴定了 １７４ 个 ＭＹＢ 家族基因、 ９０ 个 ＡＲＦ
家族基因和 ６１ 个 ＷＲＫＹ 家族基因ꎮ Ｘｉｏｎｇ 等[１９]从

南方红豆杉基因组中共鉴定到 ６９８ 个 ＴＦꎬ 包含

２５１ 个 ＡＰ２、 １１６ 个 ｂＨＬＨ、 ２３６ 个 ＭＹＢ、 ４８ 个

ＮＡＣ 和 ４７ 个 ＷＲＫＹꎬ 在基因组水平阐述了红豆杉

中紫杉醇生物合成调控基因的全貌ꎮ 根据公布的基

因组信息ꎬ 我们进一步对 ２２ 个紫杉醇合成结构基

因上游 ２ ｋｂ 调控区转录因子的结合ｍｏｔｉｆ 类型进行

统计分 析ꎬ 结 果 表 明 ＭＹＢ 家 族 基 因 占 ３５％ꎬ
ＷＲＫＹ 家族基因占 ２２％ꎬ ｂＨＬＨ 家族基因占 １９％ꎬ
ＭＹＣ 家族基因占 １５％ꎬ ＮＡＣ 家族基因占 ８％ꎬ
ＡＰ２ 家族基因占 １％(图 ５)ꎮ 上述进展为紫杉醇生

物合成调控机理的研究提供了基因资源和参考ꎮ

３　 异源底盘中生物合成研究

随着合成生物学的飞速发展ꎬ 代谢工程策略、
蛋白工程和多组学技术等广泛应用到紫杉醇合成生

物学研究中ꎬ 目前已在大肠杆菌、 酿酒酵母、 真菌

和植物底盘中实现部分紫杉醇合成通路的组装和部

分前体物质的异源合成[５４](图 ６)ꎮ
２００１ 年ꎬ Ｈｕａｎｇ 等[５５]报道在大肠杆菌中实现

了紫杉二烯合酶通路的组装ꎬ 紫杉二烯产量为

１􀆰 ３ ｍｇ / Ｌꎮ 目前ꎬ 大肠杆菌中合成紫杉二烯报道

产量最高的是 Ａｊｉｋｕｍａｒ 等[５６] 通过多元模块化代谢

工程(ＭＭＭＥ)策略ꎬ 使得产量高达 １ ｇ / Ｌꎬ 但当尝

试在此基础上继续组装 Ｔ５αＨ 通路后ꎬ 发现紫杉二

烯氧化物显著减少ꎬ 总产量为 １１６ ｍｇ / Ｌꎮ ２０１６ 年ꎬ

A B

C
Type TF Structural gene

Ａ: 紫杉醇生物合成已知通路基因上游 ２ ｋｂ 序列中顺式作用元件 ｍｏｔｉｆ 类型ꎮ
Ｂ: 紫杉醇生物合成已知通路基因上游 ２ ｋｂ 中顺式作用元件 ｍｏｔｉｆ 数量统计饼图ꎮ
Ｃ: 已报道的杉醇生物合成调控基因ꎮ 紫杉醇生物合成已知通路基因上游 ２ ｋｂ 序列来自南方红豆杉基因组
(ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ / ｄａｔａｓｅｔ / ｃｏｎｔｉｇｓ＿ｏｆ＿ｔａｘｕｓ＿ｇｅｎｏｍｅ / １５０００６７２)ꎬ 在线软件(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔ￣
ｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )用于顺式作用元件 ｍｏｔｉｆ 分析ꎻ 不同颜色分析表示调控基因不同结
合 ｍｏｔｉｆ 类型ꎮ
Ａ: Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ２ ｋｂ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｅｆｉｎｅｄ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ
ｇｅｎｅｓ.
Ｂ: Ｐｉｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ２ ｋｂ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｅｆｉｎｅｄ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｐａｔｈｗａｙ ｇｅｎｅｓ.
Ｃ: Ｄｅｆｉｎｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｔｈｅ ２ ｋｂ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｅｆｉｎｅｄ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏ￣
ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｍａｉｒｅｉ ｇｅｎｏｍｅ (ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ.Ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ /
ｄａｔａｓｅｔ / ｃｏｎｔｉｇｓ＿ｏｆ＿ｔａｘｕｓ＿ｇｅｎｏｍｅ / １５０００６７２) ａｎｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ
(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ) . Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆｓ.

图 ５　 红豆杉中调控紫杉醇生物合成的基因
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｔａｘｕｓ
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Ｂｉｇｇｓ 等[５７] 通过平衡和优化 Ｔ５αＨ 与 ＣＰＲ 模块、
Ｎ 端修饰、 拷贝数优化、 染色体整合以及发酵条件

优化等策略ꎬ 将紫杉二烯氧化物总产量提高到

(５７０ ± ４５)ｍｇ / Ｌꎮ 更重要的是ꎬ 他们将靶向转录

组学和蛋白组学方法应用到代谢工程领域ꎬ 精准示

踪工程菌株中异源组装通路基因在转录和翻译水平

上的情况ꎬ 为代谢工程策略深入优化提供了依据ꎮ
尽管研究者在大肠杆菌中尝试了多种策略来提高紫

杉二烯和紫杉二烯氧化物的产量ꎬ 但由于大肠杆菌

缺少完整的内膜系统(紫杉醇合成通路包含 ８ 个

ＣＹＰ４５０ｓ 基因)ꎬ 加上在组合较多基因后ꎬ 能量代

谢、 筛选标记、 质粒兼容性等均存在问题ꎬ 因此ꎬ
紫杉醇生物合成通路在大肠杆菌中的组装仍存在局

限性ꎮ 但大肠杆菌系统仍然被用于紫杉醇及其前体

的半生物合成的生产ꎬ 如朱平团队在大肠杆菌中基

于计算机辅助半理性设计改造 ＤＢＡＴ(即基于酶的

三维结构和双突实验)ꎬ 获得催化效率提高 ６ 倍的

突变体 ＤＢＡＴＧ３８Ｒ / Ｆ３０１Ｖꎬ 利用该突变体酶与 β￣
木糖苷酶一起ꎬ 在体外成功将支路紫杉烷化合物

７￣β￣木糖基￣１０￣去乙酰紫杉醇转化为紫杉醇[５８]ꎮ 该

团队还通过在大肠杆菌中混合构建乙酰辅酶 Ａ 和

ＤＢＡＴ 通路ꎬ 实现了从 １０￣ＤＡＢ 出发ꎬ 规模化生产

巴卡亭Ⅲꎬ 产量达 ｇ / Ｌ 级别[５９]ꎮ
酿酒酵母被广泛用于复杂产物的合成ꎬ 如大麻

素[６０]和生物碱[６１]等ꎮ 元英进团队先后对ＧＧＰＰ 合

成模块和 ＴＳ 合成模块与不同酵母底盘的适配性进

行了研究ꎬ 并通过组合设计 Ｔ５αＨ / ＣＰＲ 通路ꎬ 分

别构建了产紫杉二烯和紫杉烯￣５α 醇的工程酵

母[６２]ꎮ Ｎｏｗｒｏｕｚｉ 等[６３] 将 ＴＳ 与助溶标签蛋白融

合ꎬ 并整合到酵母基因组中ꎬ 优化 ＴＳ 信号肽序列

截短长度、 Ｍｇ２＋浓度和培养温度ꎬ 实现了紫杉二

烯在酵母中的生产ꎬ 产量为(１２９ ± １５) ｍｇ / Ｌꎮ 目

前ꎬ Ｗａｌｌｓ 等[６４]已在酵母中成功组装紫杉醇前 ３ 步

合成通路 ＴＳ￣Ｔ５αＨ / ＣＰＲ￣ＴＡＴꎬ 结合先进的生物工

艺策略ꎬ 发酵检测到紫杉烯￣５α 醇量为 ３３ ｍｇ / Ｌꎬ
紫杉二烯￣５￣α￣乙酸酯为 １１ ｍｇ / Ｌꎮ 同时ꎬ Ｃａｓ９ 介

导的组装方法已被应用到酵母代谢工程领域ꎬ 并成

功将 ＴＳ 通路组装到酵母基因组中[６５]ꎮ Ｚｈｏｕ 等[６６]

尝试组装了 ＴＳ￣Ｔ５αＨ / ＣＰＲ￣ＴＡＴ￣Ｔ１０βＨ 通路ꎬ 最

终生成 ３３ ｍｇ / Ｌ 氧化紫杉烷产物(其中包括单乙酰

化的双氧紫杉烷和紫杉二烯￣５ａ￣乙酸酯￣１０β 醇)ꎮ
很多研究者转向通过计算方法和蛋白工程对关键限

速酶的催化机理和关键活性位点进行研究ꎬ Ｅｓｃｏｒ￣
ｃｉａ 等[２９] 和 Ｒｉｊｎ 等[３０] 等采用计算工具(如量子力

学 /分子力学 ＱＭ / ＭＭ 和气相计算)分别对 ＴＳ 的催

化机理及影响催化活性的关键氨基酸位点做了研

究ꎬ 发现 ＴＳ 是慢启动酶ꎬ 并找到了一系列关键活

性位点(如 Ｗ７５３、 Ｙ８３５、 Ｃ８３０ 等)ꎮ Ｅｄｇａｒ 等[６７]

对 Ｔ５αＨ 机理进行研究ꎬ 提供了 Ｔ５αＨ 环氧化酶活

性的化学和生物学证据ꎮ Ｓｃｈｒｅｐｆｅｒ 等[６８] 和 Ｅｄｇａｒ
等[６９] 采用结构建模和蛋白质工程策略对 ＴＳ 和

Ｔ５αＨ 进行定向改造ꎬ 以期获得催化活性强、 产物

专一的突变体ꎬ 实现了将 Ｔａｘａ￣４(２０)ꎬ １１(１２) ￣
ｄｉｅｎｅ 的比例从 ４􀆰５％提高到 １１％ꎬ 将紫杉烯￣５α
醇产量提高了 ２􀆰５ 倍ꎮ

丝状真菌是天然产物生物合成的优良底盘ꎮ 林

俊芳实验室尝试在食用真菌中表达紫杉醇及其中间

化合物的合成通路ꎬ 最终在灵芝(Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉ￣
ｄｕｍ (Ｌｅｙｓｓ. Ｅｘ Ｆｒ.) Ｋａｒｓｔ.)中成功组装 ＴＳ 通路

并检测到紫杉二烯产物[７０]ꎮ Ｂｉａｎ 等[７１]开发了一种

农杆菌介导的转化方法(ＡＴＭＴ)ꎬ 在真菌(Ａｌｔｅｒｎａ￣
ｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ ＴＰＦ６)中过表达 ｔＨＭＧ１ 和 ＩＤＩ(截短型

３￣羟基￣３￣甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶和异戊烯基二

磷酸异构酶基因)ꎬ 并组装 ＴＳ 通路ꎬ 发酵检测到

(６１􀆰９ ± ６􀆰３)μｇ / Ｌ 的紫杉二烯ꎮ 朱泽燕等[７２] 在红

豆杉内生真菌烟曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ ＴＭＳ￣
２６)中过表达 ＴｘＰＡＭ 基因ꎬ 优化发酵条件ꎬ 检测

到紫杉醇产量为 ７２１􀆰８７ μｇ / Ｌꎮ
植物底盘有很多优势ꎬ 如固有的光合作用和碳

利用机制ꎮ 目前ꎬ 在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)、 番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ.)、
黄花蒿 (Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ Ｌ.) 和烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ)等拥有成熟遗传转化体系的

植物底盘中均成功组装了紫杉二烯及紫杉二烯￣５α
醇合成通路(图 ６)ꎮ 如 Ｂｅｓｕｍｂｅｓ 等[７３] 在拟南芥

中导入去除信号肽和 Ｃ 端融合 Ｈｉｓ 标签的 ＴＳꎬ 检

测到 ６００ ｎｇ / ｇ 紫 杉 二 烯 干 重 产 物ꎮ Ｋｏｖａｃｓ
等 [７４] 在黄果番茄品系中组装 ＴＳꎬ 能从 １ ｋｇ 冻

干番茄中提取出 １６０ ｍｇ 高纯度的紫杉二烯产

物ꎮ Ｌｉ 等[７５]在黄花蒿中组装 ＴＳꎬ 在茎中紫杉二烯

的积累量高达干重 １３０ μｇ / ｇꎮ ２０１９ 年ꎬ Ｌｉ 等[７６]

通过叶绿体分区工程化策略ꎬ 将紫杉二烯￣５α 醇合

成通路进行叶绿体定位改造ꎬ 保证 ＧＧＰＰ￣ＴＳ￣
Ｔ５αＨ / ＣＰＲ 代谢通路的空间一致性ꎬ 并通过共强化
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黑色字体表示异源底盘自身基因ꎻ 红色字体表示已经异源组装的紫杉醇合成通路基因ꎮ
Ｂｌａｃｋ ｆｏｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓꎻ ｒｅｄ ｆｏｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｏｇｅ￣
ｎｏｕｓｌｙ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓ.

图 ６　 紫杉醇前体化合物异源合成
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ

ＤＸＳ 和 ＧＧＰＰＳꎬ 成功实现了紫杉二烯((５６􀆰６ ±
３􀆰２)μｇ / ｇ ＦＷ)和紫杉二烯￣５α 醇((１􀆰３ ± ０􀆰５)μｇ / ｇ
ＦＷ)的合成ꎮ

总体来说ꎬ 紫杉醇前体物质在不同宿主底盘的

异源合成均面临一个共同的问题ꎬ 即 ＴＳ、 Ｔ５αＨ
和 ＴＡＴ 催化功能的杂乱性问题ꎮ 虽然紫杉醇合成

通路中 １９ 步酶促反应只实现了 ３ ~ ４ 步的异源组

装ꎬ 离完全实现紫杉醇的异源从头生物合成还有一

定的距离ꎬ 但前期研究所积累的经验为将来紫杉醇

的异源合成提供了参考ꎬ 打下了基础ꎮ

４　 展望

多组学在紫杉醇生物合成通路基因、 调控基因

以及异源合成研究等方面均取得了一定的进展ꎮ 未

来想要通过分子育种技术提高红豆杉中紫杉醇含量

或加快红豆杉的生长速度ꎬ 或利用合成生物学技术

实现紫杉醇的异源生物合成ꎬ 仍然离不开多组学大

数据和新方法(基因大片段克隆和组装技术[７７]、 基

因编辑和转化方法[７８]、 ＣＲＩＳＰＲ 组装技术[７９] 等)
的助力ꎮ

(１)合成通路中未知基因(Ｔ１βＨ 和 Ｔ９αＨ)的
挖掘和四元氧杂环形成机制的解析依旧是紫杉醇合

成生物学研究的重点任务ꎮ 多组学整合研究已成功

将这些未知通路基因锁定在特定的染色体区域和

ＣＹＰ４５０ 亚家族(如 ＣＹＰ７２５Ａ)ꎮ 通过进一步提升

基因组质量和更全面地整合多种组学数据ꎬ 提供更

精准的候选基因集ꎬ 结合先进的植物化学方法分离

或者化学合成手段获得更多紫杉烷中间体底物ꎬ 加

上 ＣＹＰ４５０ｓ 酶表达体系的逐渐成熟ꎬ 并辅以先进

的检测技术ꎬ 未来有望全面打通紫杉醇合成通路ꎮ
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(２)紫杉醇合成前 ３ 步酶(ＴＳ、 Ｔ５αＨ 和 ＴＡＴ)
功能的混乱属性是紫杉醇合成生物学研究中的瓶颈

问题ꎮ 红豆杉属约有 １４ ~ ２４ 个种ꎬ 多数物种中均

检测到紫杉醇的合成ꎬ 且不同物种含量差异明显ꎮ
目前只完成了 ３ 种红豆杉植物的基因组测序ꎬ 其他

物种的紫杉醇合成情况仍不清楚ꎮ 因此ꎬ 可以将多

组学方法应用到其他红豆杉植物或其近缘物种ꎬ 寻

找天然、 专一和高效的酶替代 ＴＳ、 Ｔ５αＨ 和 ＴＡＴꎮ
如 Ｘｉｏｎｇ 等[１９]从南方红豆杉中找到一个新类型的

ＴＳ２ꎬ 在大肠杆菌中合成紫杉二烯的能力比 ＴＳ１ 高

１２ 倍ꎮ Ｓｈｉｒａｚｉ 等[３８] 从欧榛中分离到 ＴＡＴ 的同源

基因 ＣａＴＤＡＴꎮ 另一方面ꎬ 可采用结构生物学策

略[８０](冷冻电镜技术ꎬ Ｘ 射线晶体学等)解析 ３ 步

酶的晶体结构及其催化机理ꎬ 根据酶的催化活性中

心ꎬ 结合蛋白工程手段定向改造它们ꎬ 并将靶向代

谢组和转录组方法运用于代谢流和基因表达的监

测ꎬ 获得在异源底盘中催化活性高且产物单一的突

变体ꎬ 用于紫杉醇的异源生产ꎮ
(３)烟草系统值得用于尝试组装紫杉醇合成通

路ꎮ 近年来该系统被看好用于组装复杂天然产物通

路ꎬ 特别是像紫杉醇这类合成通路中包含多个细胞

色素 Ｐ４５０ 的天然化合物[７６]ꎮ 如能将大片段克隆

技术、 ＣＲＩＳＰＲ 技术、 组装技术等应用于紫杉醇的

合成研究中ꎬ 尝试将红豆杉基因组中发现的紫杉醇

合成基因簇在烟草底盘中进行组装ꎬ 并将靶向代谢

组和转录组方法运用于代谢流和基因表达水平的实

时监测ꎬ 将会大大提高从头生产紫杉醇的可能ꎮ
(４)考虑到紫杉醇合成通路中细胞色素 Ｐ４５０

参与几乎一半的酶促反应步骤ꎬ 且至少 ３ 步酶仍然

未被发掘ꎬ 当前异源底盘从头合成紫杉醇难度较

大ꎮ 因此ꎬ 回到红豆杉自身细胞中ꎬ 进行代谢改造

生产紫杉醇更具有可行性ꎮ 然而ꎬ 红豆杉植物遗传

转化体系还不成熟ꎬ 紫杉醇生物合成的调控机理也

待深入研究ꎮ 可将多组学方法用于探索农杆菌与红

豆杉植物的相互作用机制、 紫杉烷类天然化合物对

植物再生及遗传转化效率的影响等方面的研究ꎬ 以

期为红豆杉植物遗传转化体系的建立找到新的突破

点ꎮ 另外ꎬ Ｍａｈｅｒ 等[８１]报道了将发育调控 ＤＲｓ 基

因和基因编辑技术相结合来创造转基因植物ꎬ 类似

的新方法值得在红豆杉植物中进行尝试ꎮ
(５)紫杉醇其他支路化合物的生物合成和调控

机制也值得关注ꎮ 部分紫杉醇类似单体化合物能通

过几步简单的酶促转化生产紫杉醇ꎬ 如 ７￣β￣木糖

基￣１０￣去乙酰紫杉醇在 β￣木糖苷酶与 ＤＢＡＴ 作用下

生成紫杉醇[６４]ꎮ 在现有的多组学数据库中重新对

合成这些类似物的结构基因和调控基因的分布规律

和表达情况及其分子衍生化机制进行研究ꎬ 可为紫

杉醇原料的生产提供新的可能途径ꎬ 在一定程度上

缓解红豆杉植物资源的短缺问题ꎮ 此外ꎬ 已鉴定的

紫杉烷 １４β￣羟化酶(Ｔ１４βＨ)是催化产生紫杉烷支

路化合物的关键酶[８２]ꎬ 抑制该酶的表达也将有助

于提高红豆杉中紫杉醇的含量ꎮ
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ｐａｒａｔｉｖｅ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ｔａｘｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ( Ｔ. ｆｕａｎａ ａｎｄ Ｔ.

ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ) ｉｎ ｔｈｅ Ｈｉｍａｌａｙａｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ
１８(１): １９７.

[１６] 　 Ｈａｏ Ｊꎬ Ｇｕｏ Ｈꎬ Ｓｈｉ ＸＮꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｗａｎ ＱＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａ￣
ｒａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｗｏ Ｔａｘｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ (Ｔａｘｕｓ ×

ｍｅｄｉａ ａｎｄ Ｔａｘｕｓ ｍａｉｒｅｉ) ｒｅｖｅａｌｓ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏ￣

ｌｉｓｍｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ[Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ５８(１１): １８７８－１８９０.

[１７] 　 Ｈｕ ＹＪꎬ Ｇｕ ＣＣꎬ Ｗａｎｇ ＸＦꎬ Ｍｉｎ Ｌꎬ Ｌｉ ＣＣ. Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｔｏｔａｌ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔａｘｏｌ[Ｊ] . Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃꎬ ２０２１ꎬ １４３(４２):
１７８６２－１７８７０.

[１８] 　 Ｓｃｒｉｂａｎｏ ＣＭꎬ Ｗａｎ Ｊꎬ Ｅｓｂｏｎａ Ｋꎬ Ｔｕｃｋｅｒ ＪＢꎬ Ｌａｓｅｋ Ａꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｐａｔｉｅｎｔ ｂｒｅａｓｔ
ｔｕｍｏｒｓ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｏｌａｒ ｄｉｖｉｓｉｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ [ Ｊ] .

Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ １３(６１０): ｅａｂｄ４８１１.
[１９] 　 Ｘｉｏｎｇ ＸＹꎬ Ｇｏｕ ＪＢꎬ Ｌｉａｏ ＱＧꎬ Ｌｉ ＹＬꎬ Ｚｈｏｕ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ

Ｔａｘｕｓ ｇｅｎｏｍｅ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅ￣
ｓｉｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０２１ꎬ ７(８): １０２６－１０３６.

[２０] 　 Ｃｈｅｎｇ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｌｉｕ ＸＮꎬ Ｚｈｕ ＸＸꎬ Ｌｉ ＺＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｒｏｍｏ￣

ｓｏｍｅ￣ｌｅｖｅｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｈｉｍａｌａｙａｎ ｙｅｗ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎ￣
ｔｏ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｐｌａｎｔꎬ ２０２１ꎬ １４(７): １１９９－１２０９.

[２１] 　 Ｓｏｎｇ Ｃꎬ Ｆｕ ＦＦꎬ Ｙａｎｇ ＬＬꎬ Ｎｉｕ Ｙꎬ Ｔｉａｎ ＺＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｘｕｓ
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆｆｅｒｓ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｇｙｍｎｏｓｐｅｒｍ ｐｈｙ￣

ｌｏｇｅｎｙ ａｎｄ ｔａｘｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｃｏｍｍｕｎ Ｂｉｏｌꎬ ２０２１ꎬ ４
(１): １２０３.

[２２] 　 ＷＨＯ (Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ) [ＥＢ / ＯＬ] . [２０２２￣０１￣

０３] ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｗｈｏ. ｉｎｔ / ｎｅｗｓ￣ｒｏｏｍ / ｆａｃｔ￣ｓｈｅｅｔｓ / ｄｅｔａｉｌ /
ｔｈｅ￣ｔｏｐ￣１０￣ｃａｕｓｅｓ￣ｏｆ￣ｄｅａｔｈ.

[２３] 　 Ｗａｎｇ Ｔꎬ Ｌｉ ＬＹꎬ Ｚｈｕａｎｇ ＷＢꎬ Ｚｈａｎｇ ＦＪꎬ Ｓｈｕ ＸＣꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｒｅｃｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔａｘｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄ ａｃｙｌａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｔａｘｕｓ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａ￣

ｓｅｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２１ꎬ ２６(１０): ２８５５.
[２４] 　 Ｒａｍíｒｅｚ￣Ｅｓｔｒａｄａ Ｋꎬ Ａｌｔａｂｅｌｌａ Ｔꎬ Ｏｎｒｕｂｉａ Ｍꎬ Ｍｏｙａｎｏ Ｅꎬ

Ｎｏｔｒｅｄａｍｅ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｊａｓｍｏｎａｔｅ￣

ｅｌｉｃｉｔｅｄ Ｔａｘｕｓ ｃｅｌｌｓ ｒｅｖｅａｌｓ ａ β￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ￣ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅ
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｊꎬ ２０１６ꎬ １４(１): ８５－９６.

[２５] 　 Ｓａｎｃｈｅｚ￣Ｍｕñｏｚ Ｒꎬ Ｐｅｒｅｚ￣Ｍａｔａ Ｅꎬ Ａｌｍａｇｒｏ Ｌꎬ Ｃｕｓｉｄｏ
ＲＭꎬ Ｂｏｎｆｉｌｌ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ ｓｔｅｐ ｉｎ ｔｈｅ
ｔａｘａｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ: ａ ｎｅｗ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂｉｏｌｏｇｙ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｂｉｏｅｎｇ Ｂｉｏｔｅｃｈ￣

ｎｏｌꎬ ２０２０ꎬ ８: ４１０.
[２６] 　 Ｈｅｚａｒｉ Ｍꎬ Ｌｅｗｉｓ ＮＧꎬ Ｃｒｏｔｅａｕ Ｒ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃ￣

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｘａ￣４(５)ꎬ １１(１２) ￣ｄｉｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ Ｐａ￣
ｃｉｆｉｃ ｙｅｗ (Ｔａｘｕｓ ｂｒｅｖｉｆｏｌｉａ) ｔｈａｔ ｃａｔａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃｏｍｍｉｔ￣
ｔｅｄ ｓｔｅｐ ｏｆ ｔａｘｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ[Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ

１９９５ꎬ ３２２(２): ４３７－４４４.
[２７] 　 Ｇｕｅｒｒａ￣Ｂｕｂｂ Ｊꎬ Ｃｒｏｔｅａｕ Ｒꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＲＭ. Ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ

ｏｆ Ｔａｘｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ: ａｎ ｉｎｔｅｒｉｍ ｒｅｐｏｒｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ [ Ｊ] . Ｎａｔ

Ｐｒｏｄ Ｒｅｐꎬ ２０１２ꎬ ２９(６): ６８３－６９６.

[２８] 　 Ｋａｉ ＧＹꎬ Ｚｈａｏ ＬＸꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｌｉ ＺＧꎬ Ｇｕｏ ＢＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａ￣
ｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｎｅｗ

ｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔａｘａｄｉｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ Ｔａｘｕｓ ｍｅｄｉａ[Ｊ] .
Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００５ꎬ ３８(６): ６６８－６７５.

[２９] 　 Ｅｓｃｏｒｃｉａ ＡＭꎬ Ｖａｎ Ｒｉｊｎ ＪＰＭꎬ Ｃｈｅｎｇ ＧＪꎬ Ｓｃｈｒｅｐｆｅｒ Ｐꎬ

Ｂｒｕｃｋ ＴＢꎬ Ｔｈｉｅｌ Ｗ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔａｘａｄｉｅｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｃａｔａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｊ Ｃｏｍｐｕｔ Ｃｈｅｍꎬ ２０１８ꎬ ３９(１９):
１２１５－１２２５.

[３０] 　 Ｖａｎ Ｒｉｊｎ ＪＰＭꎬ Ｅｓｃｏｒｃｉａ ＡＭꎬ Ｔｈｉｅｌ Ｗ. ＱＭ / ＭＭ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｔａｘａｄｉｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ[Ｊ] . Ｊ Ｃｏｍｐｕｔ Ｃｈｅｍꎬ

２０１９ꎬ ４０(２１): １９０２－１９１０.
[３１] 　 Ｃｈａｕ ＭＤꎬ Ｃｒｏｔｅａｕ Ｒ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣

ｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｔａｘｏｉｄ ２α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ

ｉｎ ｔａｘｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ ２００４ꎬ
４２７(１): ４８－５７.

[３２] 　 Ｒｏｎｔｅｉｎ Ｄꎬ Ｏｎｉｌｌｏｎ Ｓꎬ Ｈｅｒｂｅｔｔｅ Ｇꎬ Ｌｅｓｏｔ Ａꎬ Ｗｅｒｃｋ￣Ｒｅｉｃｈ￣
ｈａｒｔ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＹＰ７２５Ａ４ ｆｒｏｍ ｙｅｗ ｃａｔａｌｙｚｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔａｘａ￣４(５)ꎬ １１(１２) ￣ｄｉｅｎｅ ｉｎｔｏ

ｔｈｅ ｃｙｃｌｉｃ ｅｔｈｅｒ ５(１２) ￣ｏｘａ￣３(１１) ￣ｃｙｃｌｏｔａｘａｎｅ[ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ

Ｃｈｅｍꎬ ２００８ꎬ ２８３(１０): ６０６７－６０７５.
[３３] 　 Ｃｈａｕ ＭＤꎬ Ｊｅｎｎｅｗｅｉｎ Ｓꎬ Ｗａｌｋｅｒ Ｋꎬ Ｃｒｏｔｅａｕ Ｒ. Ｔａｘｏｌ ｂｉｏ￣

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｙ￣
ｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｔａｘｏｉｄ ７β￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ [ Ｊ ] . Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌꎬ

２００４ꎬ １１(５): ６６３－６７２.
[３４] 　 Ｓｃｈｏｅｎｄｏｒｆ Ａꎬ Ｒｉｔｈｎｅｒ ＣＤꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＲＭꎬ Ｃｒｏｔｅａｕ ＲＢ. Ｍｏ￣

ｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ａ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｔａｘａｎｅ １０β￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣

ｌａｓｅ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｔａｘｕｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｙｅａｓｔ
[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ ２００１ꎬ ９８(４): １５０１－１５０６.

[３５] 　 Ｊｅｎｎｅｗｅｉｎ Ｓꎬ Ｒｉｔｈｎｅｒ ＣＤꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＲＭꎬ Ｃｒｏｔｅａｕ ＲＢ.
Ｔａｘｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ: ｔａｘａｎｅ １３α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｉｓ ａ ｃｙｔｏ￣
ｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ

Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ ２００１ꎬ ９８(２４): １３５９５－１３６００.
[３６] 　 Ｌｉａｏ ＷＦꎬ Ｚｈａｏ ＳＹꎬ Ｚｈａｎｇ Ｍꎬ Ｄｏｎｇ ＫＧꎬ Ｃｈｅｎ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｎｏｖｅｌ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ｓ ｉｎ Ｔａｘｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｆｒｏｎｔ
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