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摘摇 要: 黄芪是一种重要的中药材,为豆科植物黄芪的干燥根,含有黄酮类、多糖类、皂苷类等多种成分。 环黄芪醇

主要由黄芪中的黄芪甲苷转化而成,具有抗氧化、抗衰老等多种生物活性。 但是现有的环黄芪醇生产策略依赖于

中药提取,难以大规模生产。 合成生物学技术的快速发展为构建酵母细胞工厂用于高效生产多种植物天然产物提

供了基础,也为环黄芪醇的大规模高效合成提供了解决方案。 本文综述了现有环黄芪醇的制备方法,对环黄芪醇

合成途径及关键酶、萜类合成代谢途径调控等进行了阐述和讨论。 未来,通过表达环黄芪醇的关键合成酶基因,并
设计和构建酿酒酵母细胞工厂以提高萜类合成代谢通量,有望实现环黄芪醇的酵母合成。
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引摇 言

中药黄芪(Astragali radix)是重要的临床大宗

药材之一,为蒙古黄芪和膜荚黄芪的干燥根。 研

究表明,黄芪具有调节免疫、抗衰老、抗氧化、抗菌

等多种药理活性[1] 。 黄芪含有复杂多样的天然产

物,其中黄酮类、多糖类和皂苷类为主要的药用活

性成分。 黄芪中黄酮类活性成分主要包括黄酮、
异黄酮、异黄烷、紫檀烷等,具有抗氧化[2] 、抗肿

瘤[3] 、改善心血管功能[4] 、预防骨质疏松[5] 等药理

作用。 黄芪多糖主要有杂多糖、葡聚糖两大类,具
有抗肿瘤[6] 、抗炎症[7] 、保护心脏[8] 等药理活性。
黄芪皂苷类成分包括 Cycloartane 型四环三萜、
Oleanane 型五环三萜及其他萜类[9] 。 黄芪甲苷的

活性形式———环黄芪醇具有抑制脑缺血时脑细胞

凋亡和神经炎症、维持血脑屏障[10] 等药理作用。
此外,环黄芪醇还是目前发现的唯一具有端粒酶

活性的小分子萜类化合物,除了能够治疗神经退

行性疾病[11] ,还具有抑制心肌纤维化[12] 、增强抗

肿瘤免疫[13]等作用,是抗衰老药物研发中的热门

分子[14] 。 因此,黄芪已广泛应用于医药、日化、保
健食品、禽畜饲料等多个领域。

环黄芪醇主要通过转化黄芪中的黄芪甲苷获

取,但是现有的制备方法存在诸多不足,导致其难以

低成本大规模生产。 合成生物学方法可以帮助构建

具有高产率、高纯度产物的可控生产平台,合成复杂

多样的植物天然产物,并进一步揭示植物次生代谢

合成途径及其关键酶[15]。 目前,运用合成生物学方

法已成功在酵母中异源合成了甘草次酸[16]、人参皂

苷[17 - 19]、柴胡皂苷元[20]、罗汉果苷[21] 等植物萜类

天然产物,其中部分萜类天然产物的酵母合成已进

行了产业化尝试,这为环黄芪醇在酵母等微生物中

的合成提供了参考。 本文综述了环黄芪醇的生物合

成关键酶挖掘、酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)
底盘细胞改造,并对环黄芪醇的酵母高效合成进行

了讨论。

1摇 环黄芪醇的现有制备方法

环黄芪醇在黄芪中含量极低,难以直接获取。
可以通过黄芪种植和组织培养技术获取黄芪甲苷,



然后采用酸解法、Smith 降解法、酶和微生物水解法

等手段将黄芪甲苷转化为环黄芪醇。
酸解法可以水解黄芪甲苷生成环黄芪醇,常用

硫酸、盐酸、乙酸在水或稀醇溶液中进行。 楚治良

等[22]将黄芪甲苷粉末加入到含有盐酸、甲醇和三氯

甲烷的反应体系中,反应 6 天后,环黄芪醇的收率可

达 45%以上。 Smith 降解法是制备环黄芪醇的常用

方法,使用高碘酸选择性氧化黄芪甲苷中的羟基,并
进一步经硼氢化合物还原得到多糖醇,然后在酸性

条件下多糖醇发生特异性水解,生成环黄芪醇。
Feng 等[23]采用 Smith 法降解黄芪甲苷制备环黄芪

醇,对试剂用量优化后,环黄芪醇的转化产率可达

80%以上。
酶和微生物水解法的原理是利用 茁鄄葡萄糖苷

酶和 茁鄄木糖苷酶等多种糖基水解酶水解黄芪甲苷

的多种糖苷键,从而得到环黄芪醇。 Cheng 等[24] 筛

选并克隆了 Phycicoccus sp. Soil748(Bgps)中的 茁鄄葡
萄糖苷酶,对该酶的最适温度和 pH 等酶学特性进

行了研究,发现在 45 益、pH7郾 0、底物质量浓度为

80 mg / mL 的条件下,该酶水解黄芪甲苷的转化率可

达 99郾 2% 。 Li 等[25]从 Dictyoglomus thermophilum 中

克隆纯化得到 茁鄄葡萄糖苷酶 Dth3 和 茁鄄木糖苷酶

Xln鄄DT,并通过体外实验验证了酶活特性,在最优条

件(75 益,pH5郾 5)下,Dth3 和 Xln鄄DT 共催化可以在

3 h 内将 1 g / L 黄芪甲苷转化为 0郾 63 g / L 环黄芪醇,
摩尔转化效率可达 94郾 5% 。 Cheng 等[26] 在 Pichia
pastoris 和 Escherichia coli 中进行密码子优化后表达

了重组 茁鄄木糖苷酶 Xyl鄄T,在特定的温度和 pH 下经

过两步酶催化反应,该酶可以将 20 g 黄芪甲苷转化

为 12郾 02 g 环黄芪醇,环黄芪醇收率达到 96郾 5% 。
此外,双歧杆菌和乳酸菌等人体肠道菌和部分其他

环境微生物也具有将黄芪甲苷转化为环黄芪醇的能

力[27 - 28]。 未来,应用宏基因组学、培养组学等微生

物组学方法,有望获取更多高效的微生物和糖基水

解酶用于环黄芪醇的制备[29 - 33]。
黄芪种植占用土地,黄芪的生长易受气候、温度

和湿度等多种因素影响,并且收获的黄芪中有效物

质的含量不统一,难以进行规模化、标准化生产。 黄

芪幼苗的根中皂苷含量较高,是进行组织培养的理

想部位。 通过优化培养条件,可以使黄芪在组织培

养过程中积累丰富的黄芪皂苷。 Jiao 等[34] 对黄芪

毛状根培养 36 d 后,黄芪毛状根中总生物量可达

15郾 79 g / L ( 干 重 ), 总 黄 芪 皂 苷 累 积 含 量 达 到

2郾 657 mg / g(干重),与田间种植 3 年的黄芪生根中

总黄芪皂苷的含量(2郾 435 mg / g(干重))相近。
植物组织培养不占用土地,但需严格控制环

境条件,并且培养过程中容易被污染,因此通过组

织培养技术大规模获取黄芪生物质的成本较高。
酸解法、Smith 降解法制备环黄芪醇的成本也较

高,并且需要使用多种化学试剂,生产过程易造成

环境污染;酶和微生物水解法制备的环黄芪醇产

物的分离纯化困难,不利于应用推广。 因此,亟待

开发其他绿色可持续发展的环黄芪醇制备方法。

2摇 环黄芪醇生物合成的关键酶

黄芪植物中生物合成三萜皂苷的途径可分为以

下 3 部分。
(1)三萜皂苷的通用前体异戊烯基焦磷酸( iso鄄

pentenyl pyrophosphate,IPP)和二甲基烯丙基焦磷酸

(dimethylallyl diphosphate,DMAPP)的合成。 植物具

有两条合成萜类前体 IPP 的途径:一条是甲羟戊酸

(mevalonate,MVA) 途径,主要存在于植物细胞质

中;另一条是 2鄄C鄄甲基鄄D鄄赤藓醇鄄4鄄磷酸(2鄄C鄄meth鄄
yl鄄D鄄erythritol鄄4鄄phosphate,MEP)途径,主要存在于

植物细胞质体区室内。 经异戊烯基焦磷酸异构酶

(isopentenyl diphosphate isomerase, IDI)催化,IPP 与

DMAPP 可实现相互转化。
(2)IPP 在多种酶的催化下聚合得到 2,3鄄氧化

角鲨烯,然后经氧化角鲨烯环化酶(2,3鄄oxidosqual鄄
ene cyclase,OSC)催化得到不同的三萜骨架。

(3) 三萜骨架在细胞色素 P450 ( cytochrome
P450s,CYP450s)、 UDP鄄糖基转移酶 ( UDP鄄glycosyl
transferase,UGT)等修饰下合成多种三萜类化合物。

在以上合成三萜皂苷的途径中,OSC、CYP450s
等酶在合成多样化的三萜化合物方面发挥了重要作

用,是植物三萜化合物生物合成中的关键酶。
2郾 1摇 氧化角鲨烯环化酶

OSC 是三萜皂苷下游合成阶段的第一个限速

酶,可催化 2,3鄄氧化角鲨烯环化生成三萜骨架。 Liu
等[35]将雷公藤 OSC 基因进行了异源表达,发现

TwOSC4 和 TwOSC6 是环阿屯醇合酶。 Chen 等[36]

从 Astragalus membranaceus 中克隆了两个 OSC 基

因,并对其在膜荚黄芪中的功能进行了研究,发现

AmOSC3 与环阿屯醇的合成有关。 Huang 等[37] 从

Camellia sasanqua 中发掘了 7 种 OSC 基因并在酵母

中进行了功能表征,最终确定 CsOSC5 和 CsOSC7 为
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环阿屯醇合酶。 Guo 等[38] 利用酵母表达系统确定

了主要在重楼(Paris polyphylla)叶片中表达的环阿

屯醇合酶基因 PpCAS,这是首个报道的来自于重楼

的环阿屯醇合酶基因。 Kawano 等[39] 发现来源于

Costus speciosus 的 CsOSC1(AB058507)基因能够编

码环阿屯醇合酶,这是首个报道的单子叶植物环阿

屯醇合酶。
2郾 2摇 细胞色素 P450 单加氧酶

细胞色素 P450 单加氧酶是一个庞大的家族,是
植物次生代谢产物多样性的通用驱动因子。 在三萜

皂苷的合成途径中,CYP450s 在底物的特定部位引

入氧原子,催化三萜骨架进行羟基化、羰基化、环氧

化、去甲基化等结构修饰[40 - 42]。 通过对环阿屯醇与

环黄芪醇的结构进行比较,发现环黄芪醇在 C6、

C16、C25 位有羟基,C21 与 C24 位环氧化为五元环,
推测环阿屯醇可能经 CYP450 羟基化与环氧化后转

变为环黄芪醇。 本文分析了催化与环阿屯醇骨架相

似的化合物的 CYP450s,筛选了具有催化四环三萜

皂苷与甾醇等的环氧化和羟基化活性的 7 种

CYP450s,并通过比对等方法进一步从 Genbank 数

据库中筛选了 38 条相关序列,以邻接法建立了系统

发育树,结果见图 1。 在此基础上,本文从 Plant Cy鄄
tochrome P450 Database、Uniprot 和 PubChem 下载了

部分 CYP450s 的 PDB 数据和环阿屯醇 SDF 数据,
采用 PCPLD 和 AlphaFold鄄P450 工具(http:椅p450.
biodesign. ac. cn / )预测了部分 CYP450s 与环阿屯醇

的分子对接,并运用 UCSF Chimerax 进行了可视化

处理,结果见图 2。

图 1摇 部分具有羟基化和环氧化活性的 CYP450s 系统发育分析

Fig. 1摇 Phylogenetic analysis of some CYP450s with hydroxylation and epoxidation activities
摇

摇 摇 人们已经对系统发育树中的几种 CYP450s 进

行了多项酶学研究。 Hodgson 等[43] 的研究表明,来
自苦楝 (Melia azedarach) 的 MaCYP71CD2 和 Ma鄄

CYP71BQ5 可氧化印楝素前体(Tirucalla鄄7,24鄄dien鄄
3茁鄄ol)的尾端形成半缩醛环式结构。 Villard 等[44]

发现 CYP76F112 在呋喃香豆素的合成途径中发挥
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图 2摇 部分 CYP450s 与环阿屯醇的分子对接

Fig. 2摇 Molecular docking between some CYP450s and cycloartenol
摇

着重要的环化作用。 Takase 等[45] 对多种 CYP450s
在葫芦素生物合成中的作用进行了研究,他们将

CYP81AQ19 与葫芦二烯醇合酶在酵母中共表达,发
现 CYP81AQ19 具有烯丙基羟基化活性;经过温和

的酸处理后,可引发产物 C23- OH 基团异构化为

C25-OH 以及双键迁移。 有研究表明 CYP716A12
和其他 CYP716A 亚家族酶大多为 C28 氧化酶[46],
但部 分 CYP716A 具 有 C6 羟 基 化 活 性, 例 如

CYP716A53v2 可羟基化原萘二醇的 C6 位,得到原

萘三醇[47]。 将 CYP6H 在酿酒酵母中进行表达,也
可实现外源性原萘二醇 C6 位的羟基化[48]。 Miet鄄
tinen 等[49] 通 过 酵 母 表 征 了 不 同 药 用 植 物 的

CYP716 酶,他们从耧斗菜(Aquilegia coerulea)中鉴

定出 CYP716A113v1,该酶可能参与甾体皂苷的生

物合成,能够羟化甾体皂苷前体环阿屯醇或酵母甾

醇前体等其他四环三萜类化合物,但其具体氧化部

位未知。 Dong 等[50]研究确定了葫芦素生物合成途

径中的 2 个 CYP450s,证明了 CYP708A16 可催化葫

芦二烯醇转化为 16鄄茁鄄羟基葫芦二烯醇。
CYP450s 在植物进化的过程中可能获得新的活

性,例如苔藓植物(Calohypnum plumiforme)独立进

化出 2 个莫内酯生物合成基因簇,它们与水稻相关

酶的特性相同,但属于不同的 P450 家族[51]。 此外,
利用整合系统发育分析、蛋白质结构计算和数据驱

动设计(data driven design)等方法,重新设计改造

CYP87D20 等多功能酶的活性位点,有望将其转变

为高效的葫芦二烯醇 C11 羟化酶[52 - 53]。 未来,除
了从黄芪中挖掘环黄芪醇合成所需的 CYP450s 外,
还可以通过多组学技术在多种植物中获取环黄芪醇

合酶。

3摇 酿酒酵母底盘细胞的构建与优化

酿酒酵母、大肠杆菌等微生物是异源合成多种

植物天然产物的主要底盘细胞。 大肠杆菌具有发酵

周期短(2 ~ 3 d)、萜类合成途径简单和不分流等优

势。 目前,已在大肠杆菌中实现了环阿屯醇的合

成[54],但是大肠杆菌缺少细胞器, CYP450s 在大肠

杆菌等细菌中通常难以表达[55]。 此外,大肠杆菌内

的 MEP 途径多用于合成酮类、醇类和酸类等化合

物,较少用于萜类合成[56]。 酵母具有 MVA 代谢途

径,能够提供三萜合成所需的前体物质[57 - 58];酿酒

酵母具有内质网、高尔基体、过氧化物酶体等亚细胞

结构,有利于植物源关键酶基因的表达[59],并且能

够为植物三萜类化合物母核的合成提供适宜的反应

场所;酵母还能对萜类母核进行糖基化、羟基化等修

饰。 目前,已在酵母中实现了多种三萜苷元及皂苷

的异源生物合成[60 - 63],这为酵母合成环黄芪醇提供

了参考。 此外,酿酒酵母也被认定为安全的微生物

·71·第 3 期摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 袁瑛姿等: 酵母合成环黄芪醇的研究进展



(generally recognized as safe, GRAS) [64],已广泛应

用于多种食品、药品的合成[65 - 67],因此是环黄芪醇

生物合成的理想宿主[68]。
图 3 显示了工程酿酒酵母中环黄芪醇的代谢途

径。 在酵母内源 MVA 途径中,葡萄糖经糖酵解途

径,经乙醛脱氢酶(ALDH)、乙酰辅酶 A 合酶(ACS)
催化后,生成重要的合成底物———乙酰辅酶 A(ace鄄
tyl鄄CoA)。 乙酰辅酶 A 在乙酰乙酰辅酶 A 巯解酶

( ERG10 )、 3鄄羟 基鄄3鄄甲 基 戊 二 酰 辅 酶 A 合 酶

(ERG13)、HMG鄄CoA 还原酶(HMGR)、甲戊二酸激

酶(ERG12)、磷酸戊二酸激酶(ERG8)、法尼二磷酸

合酶(ERG20)等酶的催化下反应生成 IPP,经异戊

烯基焦磷酸异构酶( IDI1)催化,生成 DMAPP。 之

后,DMAPP 在香叶基焦磷酸合酶( geranyl pyrophos鄄
phate synthetase,GPS)、法尼基焦磷酸合酶( farnesyl
pyrophosphate synthetase,FPS)、角鲨烯合酶 ( squa鄄
lene synthase, SS)、角鲨烯环氧酶 ( squalene epoxi鄄
dase,SE)等的作用下,生成 2,3鄄氧化角鲨烯。 在

OSCs 的作用下,2,3鄄氧化角鲨烯通过“椅-船-椅冶
式构象变化形成环阿屯醇[69 - 70]。 最后,环阿屯醇经

CYP450s 羟基化、环氧化等结构修饰,生成环黄芪

醇。 通过酵母生成环黄芪醇,仍需对酵母细胞进行

代谢工程和合成生物学改造,以增加前体供应,并高

效表达环黄芪醇合成的关键酶基因。

图 3摇 工程酿酒酵母中环黄芪醇的代谢途径

Fig. 3摇 Metabolic pathways of cycloastragenol in engineered Sacchromyces cerevisiae
摇

3郾 1摇 强化细胞质内源乙酰辅酶 A 的合成

细胞质中,乙酰辅酶 A 主要通过乙酰辅酶 A 合

酶(ACS1、ACS2)途径合成[71]。 在酿酒酵母中过表

达 ACS1 和 ACS2 可以使乙酰辅酶 A 的合成产量提

高 2 到 5 倍,从而增加其在细胞质中的浓度[72]。 同

时,乙酰辅酶 A 与乙醛酸生成苹果酸是细胞质和过

氧化物酶体中乙醛酸循环的重要环节,抑制柠檬酸

合酶(CIT2)和苹果酸合酶(MLS1)的表达可以减少

乙酰辅酶 A 的损失[73]。 酵母细胞中,同时提高乙酰

和辅酶 A 的合成,能够大幅增加乙酰辅酶 A 及下游

产物的产量[74]。

3郾 2摇 在细胞质中构建外源乙酰辅酶 A 的合成途径

在酿酒酵母中引入外源乙酰辅酶 A 合成途径

可以提高乙酰辅酶 A 的合成效率。 Meadows 等[75]

使用 4 种非天然代谢反应重组酿酒酵母的中心碳代

谢,降低了胞质乙酰辅酶 A 生物合成对 ATP 的需求

和 CO2的生成量,有利于经济高效地合成乙酰辅酶

A。 Kozak 等[76]在酿酒酵母中表达乙酰乙醛脱氢酶

(A鄄ALD),结果显示乙酰乙醛脱氢酶能够合成乙酰

辅酶 A。 乙酰辅酶 A 可以在柠檬酸裂解酶(ACL)的
催化下直接由柠檬酸获得,而酿酒酵母中缺少 ACL
基因[77]。 Lian 等[78]在酿酒酵母的细胞质中表达外
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源 ACL 基因,促进了乙酰辅酶 A 的生成。
酿酒酵母中存在运输乙酰辅酶 A 的(乙酰)肉

毒碱穿梭系统,但是由于其无法合成肉毒碱,线粒体

中的乙酰辅酶 A 无法被转运到细胞质中[73]。 线粒

体中的乙酰辅酶 A 合成途径消耗更少的能量[79],且
乙酰辅酶 A 主要在线粒体中产生,因此,在细胞质

中构建线粒体中的丙酮酸脱氢酶复合体具有重要意

义。 Lian 等[80]将丙酮酸脱氢酶复合体在酵母细胞

质中表达,使目标产物的产量大为提升。 此外,在线

粒体中构建 MVA 途径,具有提高乙酰辅酶 A 相关

产物产量的潜能,例如 Lv 等[81] 通过此方法使异戊

二烯的产量达到 2 527 mg / L。 但是线粒体为酵母细

胞能量的来源,应尽量避免在线粒体中进行萜类相

关产物的合成。
3郾 3摇 解除产物对酿酒酵母的毒副作用以及改善前

体合成途径

以酿酒酵母为底盘细胞合成环黄芪醇,需要对

酿酒酵母底盘细胞进行适当改造,消除其在合成过

程中的多种限制,从而提高目标产物的产量。 酿酒

酵母在发酵生产过程中产生的部分代谢产物会对酿

酒酵母细胞产生毒副作用,从而降低酿酒酵母的生

物量。 王雅楠等[82] 通过在酿酒酵母中过量表达

Spnox 基因,使重组菌株胞内总 NADH 氧化酶活性

提高了 49% ,NADH / NAD + 比例降低了 9% ,减少了

酿酒酵母中乙醇的合成,这为减少环黄芪醇合成过

程中乙醇等代谢产物对酿酒酵母的影响提供了

思路。
为了满足酿酒酵母细胞本身的生物代谢途径和

环黄芪醇合成途径对前体物质的需要,提高关键酶

基因在工程菌中的表达量是强化前体物质合成的最

直接方法。 HMGR 是 MVA 途径的第一个限速酶,
过表达 N 端截短的 3鄄羟基鄄3鄄甲基戊二酸单酰辅酶

A 还原酶 HMGR( tHMG1)可以促进代谢流向 MVA
途径转移,降低法尼基焦磷酸的反馈抑制,从而提高

MVA 途径中间产物的生成量[83]。 在构建具有原人

参二醇合成途径的酿酒酵母中,过表达编码该酶功

能区的基因 tHMG1 后,原人参二醇产量提升为原产

量的 9郾 7 倍[84];此外,过表达 IDI1、ERG10、ERG20
基因和角鲨烯合酶基因(ERG9)等也可以提高前体

物质的供应[85]。 ERG1 基因的表达产物可以将角鲨

烯氧化成 2,3鄄氧化角鲨烯,因此过表达 ERG1 基因

可以促进 2,3鄄氧化角鲨烯的生成。

3郾 4摇 筛选高活性异源关键酶基因

酵母细胞不具有环阿屯醇合酶、CYP450s 等环

黄芪醇合成所需的关键酶[86]。 部分外源基因在酿

酒酵母内难以表达或表达量较低[87],导致关键酶的

活性不高,因此,需要筛选并优化异源基因的表

达[88]。 针对异源基因表达时存在的密码子偏好性

问题,可以根据酿酒酵母的密码子特点,对相关基因

进行密码子优化;针对异源酶活性低等问题,则可以

通过定向进化、理性设计等蛋白质工程方法提高其

活性和特异性[89]。 酿酒酵母中缺少植物来源的酶

翻译、酶修饰能力和亚细胞结构,导致植物天然产物

合成所需的 CYP450s 等关键酶存在折叠错误、表达

水平低和催化效率差等问题。 未来,改善酵母底盘

细胞特性,提高酵母表达 CYP450s 等植物天然产物

合成关键酶的能力,对实现植物活性天然产物的酵

母合成至关重要。
3郾 5摇 抑制羊毛甾醇竞争途径

环阿屯醇合酶(CAS)可以催化 2,3鄄氧化角鲨烯

为环黄芪醇的前体环阿屯醇,不同的氧化角鲨烯环

化酶会催化 2,3鄄氧化角鲨烯环化成不同的化合物,
并与环阿屯醇竞争前体,其中环阿屯醇合成最主要

的竞争途径是羊毛甾醇的合成。 酿酒酵母的 ERG7
基因编码的羊毛甾醇合酶可以催化 2,3鄄氧化角鲨

烯生成羊毛甾醇,再经过一系列反应合成细胞膜中

的成分麦角甾醇,从而降低环阿屯醇的产量[90 - 91]。
由于麦角甾醇是构成细胞膜的主要成分,因此无法

完全敲除 ERG7 基因进行调控。
启动子工程可以有效调控酵母基因的表达[92]。

将 ERG7 基因的启动子替换为弱启动子,降低该基

因的转录水平,可以减少羊毛甾醇的合成。 PCTR3启

动子受铜离子浓度影响,以该启动子替换酿酒酵母

的 ERG7 基因启动子后,在培养基中添加高浓度铜

离子,可显著抑制 ERG7 基因的转录[93]。 同理,也
可以利用蛋氨酸和甲硫氨酸抑制性启动子 PMET3替

换 ERG7 基因启动子,在培养基中添加蛋氨酸或甲

硫氨酸,可以抑制 ERG7 基因的表达[94]。 在酿酒酵

母细胞中构建 CRISPR / dCas9 系统,将 dCas9 基因整

合到酿酒酵母基因组中,表达出作用于 ERG7 的

dCas9 蛋白,也可以抑制羊毛甾醇的合成[95]。 此外,
还可以利用反义 RNA 技术抑制 ERG7 基因的表

达[96],但是由于此技术的操作过程繁琐、成本较高,
目前已很少使用。

乙酰辅酶 A、法尼基焦磷酸、异戊二烯、异戊烯
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基焦磷酸、角鲨烯是酵母中环黄芪醇合成的重要

前体或中间产物,可通过多种优化策略提高其合

成产量,从而提高环阿屯醇的合成效率。 目前,三
萜类化合物绞股蓝皂苷、人参皂苷 Rg3、人参皂苷

CK、双环单萜化合物桉叶素、萜醇化合物芳樟醇、
黄酮类化合物柚皮素等均在酵母中实现了高效合

成(表 1),这为环黄芪醇在酵母中的高效合成提

供了参考。

表 1摇 酿酒酵母细胞工厂高效合成策略

Table 1摇 Efficient synthesis strategies for cell factories in S. cerevisiae

产物 优化策略 优化后产量的增加情况 参考文献

乙酰辅酶 A 过表达 ACS1 基因 增加 2郾 19 倍 [72]

乙酰辅酶 A 过表达 ACS2 基因 增加 5郾 02 倍 [72]

法尼醇 过表达 tHMGR1、ERG20 基因 由 < 0郾 1 mg / L 增加至 5郾 08 mg / L [97]

异戊二烯 线粒体中建立 MVA 途径 增加至 2 527 mg / L [81]

角鲨烯 过表达 tHMG1 和 LYS2 基因 由 9郾 6 mg / L 增加至 150郾 9 mg / L [98]

绞股蓝皂苷 引入 UDPG 酶系 由微量增加至 15郾 9 mg / L [99]

人参皂苷 Rg3 过表达 UDPG 生物合成基因 增加至 51 mg / L [99]

人参皂苷 CK 过表达 Pn3鄄29 基因模块 由 21郾 8 mg / (L·OD)增加至 41郾 3 mg / (L·OD) [100]

桉叶素 过表达 IDI1 基因 增加至 485 mg / L [101]

芳樟醇 过表达 IDI1 基因
由(59郾 85 依 4郾 05)mg / L 增加至

(127郾 71 依 7郾 68)mg / L
[102]

琢鄄檀香烯
过表达 ALD6、acsL641PSE 、ERG10

基因;敲除 CIT2 和 MLS1 基因
增加至 8郾 29 mg / L [73]

柚皮素 过表达泛酸激酶和 PDH 旁路途径 增加 24郾 4 倍 [74]

茁鄄香树脂醇 用弱启动子替换 ERG7 启动子 产量提高 50% [94]

4摇 总结与展望

目前,环黄芪醇下游合成途径中 CYP450s 等关

键酶的结构修饰的专一性较低,部分关键酶的催化

机制未知,在酿酒酵母中异源表达高效关键酶基因

有待进一步研究。 未来,为实现环黄芪醇的酵母合

成,可加强以下几方面的研究工作:
(1)利用多组学技术和合成生物学技术,从黄

芪中的环黄芪醇高效合成部位挖掘环黄芪醇合成途

径的关键酶;
(2)探究环黄芪醇在酿酒酵母中的异源合成途

径,进一步筛选与酵母系统匹配的环黄芪醇合成关

键酶基因;
(3)通过启动子替换、基因敲除、基因过表达等

手段,结合基因编辑技术,可以强化环黄芪醇的合成

代谢途径、抑制竞争途径的代谢通量、减少中间代谢

产物的积累,从而提高环黄芪醇在酵母中的合成产

率、速率和得率(titer, rate and yield,TRY)。
通过合成生物学研究,有望大量获取具有市场

竞争力的环黄芪醇产品,这样不仅能够实现绿色生

物制造,还能够为实现碳中和、碳达峰提供帮助。

参考文献:
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Advances in the production of cycloastragenol using
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YUAN YingZi1,2 摇 ZHONG HongHui1,2 摇 YANG YuTong1,2 摇 YAO Huan1,2 摇
ZHANG XiaoLing1,2 摇 WANG Zheng3 摇 WEI YongJun1,2*

(1. School of Pharmaceutical Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001;

2. Laboratory of Synthetic Biology, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001;

3. College of Life Science and Technology, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China)

Abstract: Astragali radix is an important Chinese herbal medicine. It is the dried root of Astragalus membranaceus
(Fisch. ) Bge. var. mongholicus (Bge. ) Hsiao or A. membranaceus (Fisch. ) Bge. , which contains flavonoids,
polysaccharides, saponins and other components. Cycloastragenol is mainly converted from astragaloside in A. radix
and has many biological activities such as anti鄄oxidation and anti鄄aging. However, current production strategy of cy鄄
cloastragenol relies on the extraction of traditional Chinese medicine, which is difficult to carry out on a large scale.
The rapid development of synthetic biotechnology provides the basis for constructing yeast cell factories to produce a
variety of plant natural products with high efficiency and gives a solution for the large鄄scale and efficient synthesis of
cycloastragenol. The available preparation methods of cycloastragenol are reviewed. The synthesis pathway and key
enzymes for cycloastragenol and the regulation of the terpenoid synthesis metabolic pathway are described and dis鄄
cussed. In future, it can be expected that yeast synthesis of cycloastragenol will be achieved by expressing the key
synthase genes of cycloastragenol and designing and constructing a Saccharomyces cerevisiae cell factory to increase
the metabolic flux of terpenoid synthesis.
Key words: cycloastragenol; Saccharomyces cerevisiae; microbial cell factory; oxidosqualene cyclase; cytochrome

P450
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