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鲨烯合酶（SNF8)/B/ S>B-A8=/，:T $U#U&U$&，简称 SQS）是催化两分子的法呢酯焦磷酸（780B/=>) G<VA(=5
VA8-/，简称 7OO）缩合产生鲨烯（SQ）的关键酶，而鲨烯是生物合成三萜、甾醇、胆固醇等萜烯类重要物质

的共同前体［&，$］。因此，对鲨烯合酶的研究倍受重视，迄今人们已对 &! 个不同物种中的鲨烯合酶进行了

研究。本文简要综述国内外关于鲨烯合酶研究的进展。

2 SQS 在萜烯类化合物生物合成中的作用

萜烯类化合物生物合成的途径见图 &［&］，SQS 处于代谢途径中 7OO 到其它产物的分支点上，7OO 除可

以被鲨烯合酶催化产生鲨烯（SQ）外，还可以在其它酶的催化下产生赤霉素、类胡萝卜素等［&，"］。因此，

SQS 成为生物合成三萜、甾醇、胆固醇等萜烯类重要物质过程中的一个关键酶，其含量和活性决定了后

续产物的产量［!］。

3 SQS 的分离、纯化及其晶体结构

$% 世纪 6% 年代末，RJB/D 和 O(V?8W 用脱氧胆酸从酵母中提取出可溶性的 SQS［#］，但是这种形式的酶

不稳定，阻碍了进一步提纯。&% 年后，S8=<8W 和 X<))<BJ 才从野生酿酒酵母中第一次分离、纯化出纯度达

C#Y以上的 SQS［4］。此后，SA/,A-/0 等［6］从鼠肝中也分离出可溶性的鼠 SQS，Z8B)/> 和 TA8VV/)) 也从烟草



图 ! 萜烯类化合物的生物合成途径

的细胞悬浮培养液中分离出部分纯化的植物 !"!［#］。由于在人体中鲨烯是合成胆固醇、胆汁酸和类固

醇激素等重要物质的共同前体，同时也是研制治疗与胆固醇相关疾病干扰剂作用的选择位点，因此人体

!"! 的研究倍受重视，并于 $% 世纪初阐明了其晶体结构［&］。

!"!的核心结构与已知晶体结构的禽类法呢酯焦磷酸合酶（’()*+,-. /-)0/10,/1(2+ ,-*21(,+，’3!）、链

霉菌（!2)+/204-5+,）的 36!（3+*2(.+*+ ,-*21(,+）和烟草的 78!（9:+/;();,20.051+*+ ,-*21(,+）< 种酶的核心结构非

常相似，尽管这些酶的氨基酸序列缺少同源性，但它们的确是保守的，都是由一个!螺旋核心围绕着一

个中央激活位点空穴，它的一端为疏水性的，另一端为亲水性的，其中含一个特征性的“富:天冬氨酸序

列”（8,/()2(2+:);51 ,+=>+*5+）。天冬氨酸的侧链可与 ?@ 离子结合，而 ?@$ A 又可与底物的二磷酸结合，因

此推测此核心部位可能是酶的活性中心。

" !"! 的反应机理

!"! 催化两分子 ’33 形成一分子 !" 要经两步反应［%B，%%］。第一步反应是两分子的 ’33 通过异戊烯

基转移反应缩合成前鲨烯焦磷酸（3!"33，或 3!33），并释放出一分子无机二磷酸。在这个过程中，其中

一个 ’33 的 C（%）D C（$）的双键作为另一个 ’33 的异戊烯基受体；第二步反应是 3!"33 在 E8F3G 作为氢

供体的情况下，通过正碳离子重排转化为鲨烯［%$］。许多研究人员曾对 !"! 催化的两步反应分别进行单

独研究，试图了解这两步反应中的化学和动力学的特性，有证据表明在 3!"33 转化为 !" 的过程中有一

个正离子的环丙烷进行了重排。对于 3!"33 合成早期的动力学，曾用乒乓反应机理（3;*@:30*@ 4+51(:
*;,4）来解释，而对从 3!"33 和 E8F3G 合成为鲨烯用依次反应机理（H)I+)+I 4+51(*;,4）来解释［%<］。最近

的研究支持在 3!"33 形成过程中，’33 是依次叠加到两个不等价的 ’33 结合位点上，并且对于在从 ’33
合成 3!"33 和随后还原为 !" 的过程中，3!"33 是否依然结合在酶上提出了许多猜测［%J］。8@*+K 和 30/:
L(M 发现在 ’33 浓度为 %BB"4 以上时，’33 会抑制 !" 的合成，但并不抑制 3!"33 的合成［9］。N(I;,M- 等［%$］

也指出高浓度的 ’33 会抑制 !" 的合成，但不抑制 3!"33 合成，并指出由于 ’33 与 E8F3G 的竞争，而产

生底物选择性抑制作用，当 ’33 浓度高时，第 < 个分子的 ’33 结合于 7·’33·’33 三元复合物上，因而阻

碍了 7·’33·’33·E8F3G 复合物的形成，但并没有干扰 3!"33 形成反应，并且由前稳态分布图表明：!"!
催化反应的限速步骤是在 !" 和 3!"33 形成之前。

# !"! 基因的克隆

克隆 !"! 基因的工作是从酿酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*")）开始的。自 %&&% 年 O+**;*@, 等［$］构建酵

母的基因组 FE8 文库，通过功能互补法，利用缺失 !"! 基因（ )%-&）的突变株克隆 !"! 基因以来，!"! 基
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因的克隆主要经历了从基因组 !"# 文库到全长 $!"# 文库筛选两种技术路线。到目前为止，已有酵母

（酿酒酵母、裂殖酵母、假丝酵母）、鼠、人、拟南芥和烟草等 %& 种物种的 ’(’ 基因被克隆和测序，所采用

的策略包括：（%）功能互补：酿酒酵母 ’(’ 的基因就是用这种方法克隆的。将无 ’(’ 活性的酵母突变株，

与野生型酵母基因组文库进行功能互补实验，分离出酵母的 ’(’ 基因［)］。（)）*+,-.* 与 *#./ 相结合：

烟草（!"#$%"&’& ()’%*&+"&’&［%0］，! 1 %$(&##,+［%2］）的 ’(’ 基因就是用这种方法克隆的。根据酵母和人 ’(’
的氨基酸保守区，设计简并引物，经 *+,-.* 获得特异基因片段，根据片段设计基因特异的引物，用 34、04
*#./ 法扩增，获得基因的 34、04末端，再在基因的 34、04末端内，设计特异引物，通过 *+,-.* 获得全长基

因。（3）*+,-.* 与筛库相结合：拟南芥［%5］、-$%./$#$##,0 (.&,’""［%6］和鼠［%7］的 ’(’ 基因是采用这一策略克隆

的。根据酵母和人 ’(’ 的氨基酸保守区设计简并引物，*+,-.* 法获得特异片段，用3) - 标记此片段作为

探针，筛选 $!"# 表达文库获得全长基因。

通过对 ’(’ 蛋白的纯化和序列测定，以及对 ’(’ 基因的克隆和序列测定，发现 ’(’ 的氨基酸序列

中，有 2 个区域是比较保守的［)8］。其中有 3 个区域是高度保守的，在动物、植物和真菌中几乎是一样的，

这 3 个区域（!、"和#）被认为是与活性位点相关的，它们在氨基酸序列上的位置分别为：%26 9 %62，)8)
9 )%5 和 )60 9 )76。区域$虽然保守性较低，但在此区域中含着高度保守的 % 9 ) 个天冬氨酸残基，被认

为是 :;) < 结合的位点。区域%保守性也较低，但含有一个高度疏水序列（又称疏水区域），被认为与酶

和内质网膜的结合有关。一般认为区域&保守性很差。每个保守区域的氨基酸残基个数一般为 %& 9
)3 个。

比较来自酵母、人和拟南芥 ’(’ 的氨基酸序列，发现它们之间的相似性比较低，但在植物之间（烟草

与拟南芥）、动 物 之 间（人 与 鼠）相 似 性 是 较 高 的。目 前 已 知 的 ’(’ 氨 基 酸 残 基 数 在 &%8 9 &2% 之

间［6，%6 9 )8］，分子量在 &2=7 9 0)=0>! 之间，如拟南芥 ’(’ 的氨基酸残基数为 &%8，鼠类的为 &%2，而酵母的为

&&&。

! ’(’ 基因表达和调节

关于 ’(’ 基因表达与调节的研究还不多，目前以 ?@AB 等［)%］研究人 ’(’ 基因的表达调节较深入，他

们把人的鲨烯合酶（C@DAB EF@AGHBH EIBJKAEH，简称 C’’）基因的启动子的 04旁邻序列，与荧光素酶报告基

因融合，并转染到人的肝癌细胞系 CHL?,) 中进行分析，结果表明，由甾醇介导的调节是一个多调控元件

参与的复杂过程。他们认为该启动子有 & 个 ..##+ 框、3 个与甾醇调节因子（’JHMNG MH;@GAJNMI HGHDHBJ，简

称 ’*/）相关的顺式元件和两个 ?. 框参与了调节作用。?@AB 等［)%］还对 C’’ 的启动子进行了一系列的

突变，并与报告基因融合，研究这些元件对转录调节的影响，结果表明，C’’ 基因甾醇介导调节的复杂性

是由 C’’ 启动子中存在多拷贝的各种顺式元件引起的。

此外，OHBBHPI 等［))］对酿酒酵母的 ’(’ 基因（ ).17）的表达调节进行了研究，构建了 ).17 启动子与

2&#Q 融合表达质粒。 ).17 的表达受到转录因子 CAL%（CHDH A$JRSAJNM LMNJHRB）、CAL)T3T& 和 UAL,%（UHAEJ A$JR,
SAJNM LMNJHRB）的复杂调控，CAL% 和 CAL)T3T& 的突变，会使 ).17 的表达下降，而 UAL,% 和 VBN)T& 的突变，则会

导致 ).17 表达上升。在酵母培养过程中加入 WNSAEJAJRB（它是 C:?,.N# 还原酶的竞争性抑制剂），导致

其 ’(’ 的 D*"# 转录水平提高了两倍。此外，在厌氧条件下 ’(’ 基因的表达会下降。

" ’(’ 基因进化的系统树

CAJA 等［)3］对来自 %& 种生物的 ’(’ 的多态性进行了比较，并作出了一个系统进化树（图 )）。植物、

动物和酿酒酵母的 ’(’E，分属于 3 个明显的类群；而裂殖酵母和原生动物不属于 3 个类群中的任何一

个。早期，曾认为 ’(’ 是以单一形式存在的，因为人和酵母的 ’(’ 基因都以单拷贝的形式存在。但是从

拟南芥和欧亚甘草（GR$NMR$H）等却分离出两种形式的 ’(’ 基因。目前还难以判断有多少物种含有两种或

更多种形式的鲨烯合酶基因。
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图 ! 鲨烯合酶的系统进化树

" 我国对 !"! 研究的最新进展

迄今为止，我国对 !"! 的研究主要限于以高等真菌的灵芝 !"! 为对象。灵芝中的重要药效成分，灵

芝三萜（又称灵芝酸），也是一种萜类化合物。鲨烯合酶也是灵芝三萜合成途径中的一个关键酶，灵芝三

萜产量的多少与该酶的多少及活性密切相关。目前从赤芝中分离出的三萜类化合物已有 #$$ 多种，它

们都属于高度氧化的羊毛甾烷的衍生物［%&］。我们在全国范围内收集了 #’ 株灵芝菌种，进行了菌丝的生

长状况、灵芝多糖和灵芝酸含量的测定，从中筛选出一株生长速度快、灵芝酸含量高的韩国灵芝，作为进

行分子生物学研究的出发菌株［%(］。采用融合蛋白表达技术，将编码鲨烯合酶氨基酸序列中的第!保守

区的核苷酸序列，克隆入表达质粒 )*+,-%. 中进行表达；并制备了针对鲨烯合酶氨基酸序列中第!保守

区的抗体，利用该抗体检测了鲨烯合酶在灵芝发育过程中的表达情况，证实了在灵芝的原基和幼菇时期

中，鲨烯合酶的产量较高，而在菌丝体阶段则较低，这一结果与灵芝中灵芝酸含量的变化相符。同时还

根据鲨烯合酶氨基酸的保守区设计了简并引物，从灵芝的基因组 /01 中扩增出了灵芝鲨烯合酶的特异

片段，并根据此片段设计了专一引物，从灵芝 2/01 文库中获得了灵芝鲨烯合酶的全长基因。经序列分

析表明灵芝鲨烯合酶的 2/01 全长为 #&$&3)，编码 &45 个氨基酸，目前正在对该基因进行功能和表达特

性的分析。此外，我们还利用专一性引物扩增出了灵芝属中不同种的鲨烯合酶的特异片段，通过 6789:.7
; 分析显示，该片段在灵芝属中的保守性很高，说明鲨烯合酶可能普遍存在与灵芝属中。
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