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摘   要：萜类化合物种类繁多，生物活性多样，在食品、药品与化妆品等行业中具有广泛的应用。

萜类化合物多来源于植物，然而随着合成生物学的快速发展，相较于传统的天然植物提取与化学

合成方法，利用工程微生物进行萜类化合物异源合成的方法显得更为经济与环保。萜类合成酶的

催化活性及合成产物的结构特性是萜类化合物异源合成的关键。通过蛋白定向进化与理性设计可

以有针对性地优化萜类合成酶的催化性能及产物专一性，但该方案需要一个特异的筛选方法来实

现蛋白突变体库的高通量筛选。近年来，一系列高通量筛选方法的建立使得萜类合成酶的筛选变

得更加灵敏与高效。本文对近期建立的萜类合成酶高通量筛选方法进行了综述，简要概述了各种

筛选方法的基本原理与优缺点，并对高通量筛选技术在萜类合成酶改造中的应用做出了展望。 

关键词：高通量筛选；萜类合成酶；定向进化；萜类化合物 
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Abstract: Terpenoids, a group of natural products possessing diverse chemical structures and 
biological activities, have been widely used in the production of food additives, medicines, and 
cosmetics. Terpenoids are mainly produced by plants. With the rapid development of synthetic 
biology, heterologous production of terpenoids by engineered microbial strains is more economical 
and environmentally friendly compared with the conventional methods of extraction from plants 
and chemical synthesis. The catalytic activities of terpene synthases and the structural specificity of 
their products are pivotal for the heterologous biosynthesis of terpenoids. Directed evolution and 
rational design can be adopted to optimize the catalytic properties and product profile of target 
terpene synthases. However, this requires a feasible high-throughput method to screen mutant 
libraries. In recent years, various high-throughput screening methods have been developed to boost 
the sensitivity and efficiency in screening terpene synthases. We review recently established 
high-throughput screening methods for terpene synthases and briefly outline the principles and 
advantages and disadvantages of each method. Eventually, we envision the future directions of the 
application of high-throughput screening in the engineering of terpene synthases. 
Keywords: high-throughput screening; terpene synthase; directed evolution; terpenoid 
 

萜类化合物是自然界中最为丰富的一类天然

产物，在药物、材料、化妆品等领域有广泛研究

和应用价值[1-7]。萜类化合物主要来源于植物[8]，

越来越多的研究表明真菌及细菌也是萜类的重

要来源[9-10]。所有萜类化合物的基本结构均由通

用的五碳前体——异戊烯基焦磷酸(isopentenyl 
diphosphate, IPP)及其异构体二甲基烯丙基焦

磷酸(dimethylallyl diphosphate, DMAPP)构成

(图 1)。DMAPP 和 IPP 在异戊烯基转移酶

(prenyltransferase, PT)的催化下，通常以头尾连

接的方式缩合成不同长度的异戊烯基类焦磷

酸，如法尼基焦磷酸(farnesyl diphosphate, FPP)、
香叶基焦磷酸(geranyl diphosphate, GPP)、香叶

基香叶基焦磷酸(geranylgeranyl diphosphate, 
GGPP)[11]。根据其化学结构中存在的五碳单元的

数量不同，萜类化合物被分为半萜(hemiterpenoids, 
C5，如 isoprene，图 1)、单萜(monoterpenoids, C10，

如 limonene)、倍半萜(sesquiterpenoids, C15，如

T-muurolol)、二萜(diterpenoids, C20，如 taxadiene)、
二倍半萜(sesterterpenoids, C25，如 mangicdiene)、
三萜(triterpenoids, C30)、四萜(tetraterpenoids, 
C40)和多萜[12-13]。萜类合成酶(terpene synthase, 
TPS)利用 PT 合成的链状前体合成萜类的基本

骨架，在萜类化合物的形成和萜类结构的多样

性中发挥了至关重要的作用[14]。在植物的胞质

及真菌中，DMAPP 和 IPP 是由乙酰辅酶 A 通 
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图 1  萜类生物合成示意图 
Figure 1  Schematic overview of terpenoid biosynthesis. C5: Hemiterpenoids; C10: Monoterpenoids; C15: 
Sesquiterpenoids; C20: Diterpenoids; C25: Sesterterpenoids. 
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过甲羟戊酸(mevalonate, MVA)途径产生；在大

多数细菌和植物的质体中，DMAPP 和 IPP 则通

过丙酮酸和甘油醛-3-磷酸通过磷酸甲基赤藓糖

醇 (methylerythritol phosphate, MEP)途径产生

(图 1)[15]。 
鉴于萜类化合物在各个行业中的潜在应用

价值和效益，人们对其需求正在迅速攀升。然

而受限于产量，从植物或其他天然来源直接提

取的萜类化合物无法满足人们的需求；而化学

合成则因涉及到立体化学复杂性、可能产生副

产物和使用有机溶剂造成的环境污染问题，严

重制约了萜类化合物进一步的广泛应用[16]。合

成生物学的兴起，为活性天然产物异源生物合

成带来了全新的理念与工具，研究人员利用微

生物或植物等同源或异源宿主能够合成各种萜

类化合物并优化来提高其生产水平[17-20]。同时，

TPS 催化性能不仅是萜类化合物异源合成的关

键，而且是萜类化合物高产的主要限制因素之

一[21]。如天然的 TPS 可能存在催化活性不足或

产物特异性低等问题，不能满足高水平发酵生

产的需求。 
蛋白的定向进化可以有针对性地改造并优

化酶的性能，但它需要一个合适的高通量分析

方法对蛋白突变体库进行筛选，而筛选方法的

建立是制约酶定向进化改造的普遍性瓶颈。目前

有很多研究对 TPS 进行了广泛的突变，揭示了这

类酶具有很高的可塑性[22-23]。这些突变通常基于

蛋白序列比对或结构信息[24-28]，重点对某些特定

氨基酸残基进行突变，而不是对整个蛋白进行随

机突变。这主要是由于缺乏简便的方法对 TPS
突变体进行高效地筛选，因而也限制了对 TPS 突

变体潜在催化产物及相关机制的深入研究。 
建立针对 TPS 突变体库的系统性高通量筛

选方法将有效推进上述领域的发展。此外，随

着基因测序技术的发展，大量基因组信息被报

道，其中蕴藏的许多未知功能的 TPS 有待进一

步验证和分析，通过高通量筛选分析技术，可

以快速建立基因与功能之间的联系，从而推动

新型 TPS 的高效挖掘与机制解析。因此，本文

对近年来已报道的高通量筛选 TPS 的方法进行

归类总结，以期为后续研究者对相关方法的理

性设计和选择提供依据和参考。 

1  基于萜类底物或产物建立的

筛选方法 
1.1  底物类似物 
1.1.1  放射性同位素标记的底物 

同位素标记一直是测定酶催化效率的生化

分析工具。TPS 的底物——焦磷酸类化合物具

有高度的水溶性，而其产物一般都是脂溶性。

因此，通过简单的有机溶剂萃取即可实现底物

与产物的有效分离，并根据产物中的放射性含

量来确定产物的浓度。这种方法可以用于表征

TPS 的各种酶学参数。例如，可以使用放射性

同位素氚(3H)标记的 GPP 或者 FPP，在反应条

件下测量一定时间内单萜合成酶与倍半萜合

成酶催化底物所生成的产物量。结合 Michaelis- 
Menten 方程和 Lineweaver-Burk 作图法，在不

同底物浓度下测酶的活力，可以得到相应的酶

反应速度。然后使用反应速度和底物浓度的双

倒数作图，或者拟合 Michaelis-Menten 方程，

可以求出酶对该底物的米氏常数 Km、最大反应

速率 Vmax 以及催化常数 kcat，从而可以评估酶的

催化性能。 
Karp 等在研究 GPP 和里那基(linalyl)焦磷

酸惰性类似物对单萜环化酶的抑制作用时，使

用(1-3H) GPP 对 2 种代表性的单萜合酶——柠

檬烯合酶和冰片基(bornyl)焦磷酸合酶进行了酶
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动力学表征[29]。反应中添加纯化酶引发反应，产

物则通过液体闪烁计数来进行定量。Picaud 等在

纯化鉴定重组紫穗槐-4,11-二烯合酶 (amorpha- 
4,11-diene synthase, ADS)研究中，采用(1-3H) 
FPP 和(1-3H) GPP 进行动力学分析[30]。ADS 是

倍半萜合酶，可将 FPP 转化为 amorpha-4,11-diene；
在 Mn2+存在而 Mg2+或 Co2+缺失的条件下，

GPP 是 ADS 的底物。Karp 等和 Picaud 等研究

的 Km 常数都是由 Lineweaver-Burk 图确定。此

外，在倍半萜合成酶 5-epi- 马兜铃烯合酶

(5-epi-aristolochene synthase)、豆腐柴螺二烯合

成酶(premnaspirodiene synthase)以及 γ-葎草烯

合酶(γ-humulene synthase)动力学分析中，研究

者也利用(1-3H) FPP 检测反应速率，通过闪烁

计数来测量放射性，并由 Michaelis-Menton 方

程与数据的直接拟合确定动力学常数[27,31]。 
放射性同位素标记建立的方法检测方便，

可以成为一种较好的高通量筛选方法。目前，

该方法仅限于 TPS 反应动力学常数表征，这主

要是由于现有的 TPS 催化活性筛选需要较高的

底物浓度，而过高浓度的放射性底物会给实验

人员带来辐射伤害的风险，这限制了该方法的

应用范围。然而，在实验设计中可以将放射性

底物与未标记的底物按一定比例混合，在提高

底物浓度的同时将放射性控制在安全的范围

内，再建立反应体系并根据产物放射性的差异

来判断酶催化活性的变化。 
1.1.2  烯醇甲基醚底物类似物 

基于颜色和荧光变化对 TPS 进行筛选是

一种非常直观的高通量筛选方法，但 TPS 催化

反应底物与产物本身可能是无色或者是缺乏荧

光，这种情况下可以使用可产生有色反应的替

代底物来建立筛选系统。Lauchli 等合成了一种

含末端烯基甲醚的焦磷酸化合物 1，与倍半

萜合酶的天然底物 FPP 类似 [32]。TPS 催化底

物 1 可以释放出甲醇，具体表现为底物 1 脱去

焦磷酸基团经过中间体 2 环化后，烯基甲基醚

部分生成碳正离子 3，该碳正离子可被水淬灭

生成半缩醛 4，随即自发分解成醛 5，并释放出

一 当 量 的 甲 醇 ； 甲 醇 在 醇 氧 化 酶 (alcohol 
oxygenase)作用下可以转化为甲醛，甲醛与

purpald 试剂反应，可以生成蓝紫色环化产物 6 
(图 2)[32]。化合物 6 在 550 nm 处呈现最大吸收，

利用酶标仪检测吸光值可以计算出甲醇的浓度

及底物 1 的转化率，从而实现对 TPS 的高通量

筛选。该方法测定的甲醇有效浓度范围是

20−250 mmol/L[32]。 
Lauchli 等利用该筛选方法对 2 种倍半萜合

成酶进行定向进化，筛选得到了具有天然催化活

性的耐热萜类合酶 BcBOT2 (presilphiperfolan- 
8β-ol synthase)；他们通过易错 PCR (error-prone 
PCR, epPCR)构建了 1 个库容量约 2 800 的

BcBOT2 突变体库，以 1 为底物筛选出热处理

后仍保持活性的突变体蛋白；经 2 轮定向进化

后，BcBOT2_9D6 的热稳定性增加约 12 ℃，而

其催化活性并未损失。该筛选方法还促进了第

2 种酶 SSCG_02150 [(–)-δ-cadinene synthase]的
表达纯化和反应条件的优化[32]。此外，Lauchli
等利用该方法将 1 个多产物萜类合成酶 Cop2
转化为高选择性的突变体，同时还保持了酶的

催化活性[33]。Cop2 的主产物为 α-cadinol (46.3%)
和 germacrene D-4-ol (28.8%)。该团队采用

epPCR 构建了 1 个库容量约 3 000 的 Cop2 突变

体库。以 1 为底物对突变体库进行筛选，获得

了突变体 17H2 在保持催化活性的同时，提高

了产物的选择性，使得 germacrene D-4-ol 在产

物中所占比例上升到 77%。序列分析鉴定了

17H2 中的 3 个点突变，研究者通过单点突变证

明这 3 个点突变是通过协同作用来提高 17H2
对 germacrene D-4-ol 的产物选择性[33]。 
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图 2  FPP 类似物 1 在 TPS 作用下的环化机制及其副产物甲醇的酶联法显色原理[32] 
Figure 2  The cyclization mechanism of FPP analogue 1 under the action of TPS and the enzyme-coupled 
assay for the quantification of the by-product methanol[32]. 
 

以上几种酶的定向进化表明，这种基于底

物 1 的高通量筛选方法在倍半萜类合成酶突变

体筛选中具有一定的通用性。然而需要指出的

是，底物 1 只有在末端双键成环后才会释放出

甲醇，因而它仅可用于筛选某些特定环化方式

的 TPS (如 1,11-环化)，针对不同环化方式的

TPS (如 1,6-环化，图 2)，需要重新设计合成出

相应烯基甲醚类底物类似物。除此之外，这种

烯基醚键的结构在酸性条件下不稳定，在酶反

应条件的优化应用中也存在一定的局限性。 

1.2  基于焦磷酸建立的筛选方法 
1.2.1  孔雀石绿和磷酸水解酶检测焦磷酸 

焦 磷 酸 (inorganic pyrophosphate, PPi) 是
TPS 催化反应完成后的主要副产物，可以通过

磷酸水解酶和孔雀石绿(malachite green, MG)检
测产物中的焦磷酸。该方法目前主要用于纯化

的 TPS 的活性筛选。由 TPS 产生的 PPi 经焦磷

酸酶(inorganic pyrophosphatase, iPPase)分解，产

生 2 个单分子磷酸(monophosphate, Pi)。Pi 进一

步与钼酸盐结合，在酸性条件下形成磷钼酸盐

复合物，然后与 MG 形成绿色复合物。在酸性

条件下，显色复合物保持稳定，颜色的深浅与

磷酸盐的含量成正比 [34]，再通过光谱仪读取

623 nm 处吸光度，即可测量焦磷酸含量(图 3)。 
Alemdar 等通过使用焦磷酸酶和 MG 组合的

方法，测定了重组酶 α-葎草烯合酶(α-humulene 
synthase, HUM)对单萜前体(2E)-GPP 和(2Z)-橙
花基焦磷酸(neryl diphosphate, NPP)以及倍半萜

前体(2E, 6E)-FPP 转化的动力学参数，并用气质

联用仪(gas chromatography mass spectrometry, 
GC-MS)验证了该方法的准确性；该研究通过检

测焦磷酸盐的形成来间接检测萜烯产量，验证

了 MG 检测方法可应用于测定 TPS 活性[35]。他

们预测该方法不仅是一种测定酶反应动力学参

数的潜在有用技术，而且可以作为一种通用的

高通量筛选方法，快速确定酶的底物特异性并

优化反应条件[35]。 
Pegan 等比较了包括 MG 法在内的 4 种常

用焦磷酸的释放及检测方法(图 3，图 4)[34]。一种

是化学发光法，使用 ATP 硫酸腺苷转移酶催化 
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图 3  孔雀石绿法测定 TPS 催化反应副产物焦磷酸[34] 
Figure 3  The pyrophosphate/malachite green assay for determination of the by-product inorganic pyrophosphate 
from TPS catalyzed reaction[34]. 
 

 
 
图 4  焦磷酸盐测定方法[34] 
Figure 4  Methods for detection of pyrophosphate[34]. A: Adenyltransferase-luciferase based assay. B: Purine 
nucleoside phosphotylase-2-amino-6-mercapto-7-methyl purine (MESG)-based assay. 
 
腺嘌呤 5′-磷酸硫酸盐(adenine 5′-phosphosulfate, 
APS)和 PPi 产生 ATP。ATP 经荧光素酶催化与荧

光素反应，从而进行发光(图 4A)。该检测方法要

求持续产生 ATP，并在低浓度下进行检测。另外

一种是基于磷酸结合蛋白的荧光检测法。Pais 等

通过改造大肠杆菌磷酸结合蛋白 (phosphate 
binding protein, PBP)，在其磷酸结合位点的边

缘附近引入半胱氨酸，并在该半胱氨酸上共价

标记上 N-[2-(1-马来亚胺基)乙基]-7-(二乙基氨基)
香豆素 -3-甲酰胺 {N-[2-(1-maleimidyl)ethyl]-7- 
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(diethylamino)coumarin-3-carboxamide, MDCC)}
荧光发色基团，该发色团在蛋白与 Pi 结合后

因为周边微环境的变化而产生荧光信号。将其

与焦磷酸水解酶耦合，则可以测定焦磷酸的含

量。由于 MDCC-PBP 能够紧密结合 Pi (Kd 约   
0.1 μmol/L)，该方法具有较高的灵敏度。MDCC-PBP
无法从商业途径获取，在实验室中制备的步骤

较为繁琐[36]。第 3 种是氨基-6-巯基-7-甲基嘌

呤 核 糖 核苷 (amino-6-mercapto-7-methylpurine 
ribonucleoside, MESG)测定法；该方法和 MG 法

一样基于比色法检测 PPi；Pi 与 MESG 在嘌呤

核苷磷酸化酶(purine nucleoside phosphorylase, 
PNP)催化下反应形成产物 2-氨基-6-巯基-7-甲
基嘌呤，通过检测在 360 nm 波长处增加的吸光

度即可测定 Pi 的浓度(图 4B)；通过比较成本与普

适性等因素，Pegan 等认为 MG 法测定 Pi 的潜力

最大，可以应用于高通量筛选[34]。最终 Pegan 等

开发了针对烟酰胺单核苷酸腺苷转移酶(nicotinate 
mononucleotide adenylyltransferase)和 O-琥珀酰

苯甲酰辅酶 A 合成酶(O-succinylbenzoyl-CoA 
synthetase)的一种 384 孔板的全自动 MG 测定

法，使用相对简单的自动化液体工作站在 10 h
内可以完成超过 200 000 个酶反应的筛选[34]。 

Vardakou 等首次利用 2 种成熟的技术(放射

性同位素和 GC-MS)验证了 MG 方法可用于表

征 TPS 反应动力学，并展示了其应用于高通量

筛选的潜力[37]。他们通过检测 Pi 对应 TPS 催化

反应产生的 PPi 的量，用每秒产生的 PPi (相当

于消耗的 FPP)对 TPS 酶浓度作图，并通过线性

回归分析，计算表观催化常数(kcat ap)，该值等

于线性范围内酶活曲线的斜率(图 5)。实验室利

用 MG 法针对不同批次 Artemisia annua 法尼烯

合成酶(β-farnesene synthase, AaFS)的 kcat ap 进行

检测均获得了相似的结果，证明了 MG 法测定的 

 
 
图 5  用孔雀石绿法测定的酶活性的线性范围[37] 
Figure 5  Linear range of enzymatic activity by the 
MG assay[37]. A: PPi produced (equivalent to 
consumed FPP) per second vs. AaFS enzyme 
concentration. The reaction was terminated with the 
addition of malachite green solution after 15 min 
incubation at room temperature. The calculated 
slope after linear regression is equivalent to the kcat 
apparent of the enzyme. B: A typical colorimetric 
response generated 15 min following the addition of 
malachite green solution.  
 
实用性。同时，Vardakou 等选用 3 种机制不同的

天然酶 AaFS、AaADS 与 TEAS 进行了平行实验，

证实了MG法可以用于测定不同TPS的稳态动力

学常数。他们与已建立的方法——放射性同位素

方法[(1-3H)FPP]和 GC-MS 分析方法实验结果

进行直接比较，发现 3 种方法测算出的催化效

率(kcat/KM)几乎相同，证明了 MG 测定法作为

一种用于 TPS 表征的检测方法的可靠性。该方

法的检测限以反应体系中最低 FPP 浓度表示，

约为 3 μmol/L FPP[37]。 
Vardakou 等随后用该方法对法尼烯合成酶

的突变体库进行筛选。使用该方法对 AaFS 的

88 个突变体与高、中、低活性的已知突变体及

空载体等对照进行筛选，最终获得了 13 个高活

性突变体。这些突变体的催化活性及合成产物通
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过 GC-MS 进行了验证，并通过测序确定了碱

基的突变位点[37]。 
1.2.2  焦磷酸检测试剂盒 

市面上已有焦磷酸盐检测试剂盒，可用于

检测 PPi，从而用于 TPS 释放焦磷酸盐的动力

学表征。许金坤等在研究单萜合酶 S-柠檬烯合

酶突变体时，使用的 BIOMOL® Green 试剂盒采

用孔雀石绿比色法测定 TPS 催化反应中释放的

焦磷酸，从而分析酶活性[38]。有的倍半萜合酶

研究用市售的分子探针 PiPerTM 焦磷酸盐检测

试剂盒(PiPerTM, Invitrogen)，该试剂盒提供了一种

超灵敏的检测方法，通过荧光产物试卤灵

(resorufin)的形成来检测溶液中的游离焦磷酸

盐(图 6)。因为试卤灵有很强的吸收能力，所以

可以用荧光法或分光光度法进行测定。在应用

中，无机焦磷酸酶将 PPi 转化为 2 分子的 Pi。
接下来在 Pi 的存在下，麦芽糖磷酸化酶将麦芽

糖转化为葡萄糖-1-磷酸和葡萄糖。然后，葡萄

糖氧化酶将葡萄糖转化为葡萄糖酸内酯和

H2O2。最后，在辣根过氧化物酶 (horseradish 

peroxidase, HRP)催化下，H2O2 与 Amplex Red
试剂 10-乙酰基 -3,7-二羟基吩噁嗪 (10-acetyl- 
3,7-dihydroxyphenoxazine)反应，生成荧光产物

试卤灵。由此产生的荧光或吸光值的增加与样

品中 PPi 的量成正比。该试剂盒通过荧光或吸收

光法可检测低至 0.8 µmol/L 或 3 µmol/L 的 PPi。 
由于常用的工程菌如大肠杆菌和酵母都含

有内源性的焦磷酸水解酶，TPS 反应底物中焦

磷酸基团能够被这些酶水解脱去，直接用细胞

裂解液筛选会有非常强的背景干扰，一般需要

使用纯化的蛋白进行活性筛选和检测，因而限

制了该方法的进一步应用。 

1.3  DPPH 试剂检测单萜产物 
Behrendorff 等使用疏水染料 2,2-二苯基-1-

苦基肼(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH)比
色法检测单萜，开发了一种筛选单萜生物合成

的高通量方法[39]。DPPH 是一种稳定的自由基，

在 517 nm 处具有很强的吸收，其在 517 nm 处

的吸光值随着自由基交换质子成比例地降低，导

致颜色由紫色变为黄色(图 7)[39]。DPPH 可用于 
 

 
 
图 6  PiPerTM 测定焦磷酸盐机理 
Figure 6  Principle of the PiPerTM pyrophosphate assay.  
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图 7  DPPH 反应机制[39] 
Figure 7  The DPPH reaction mechanism[39]. 
 
准确定量生物分子中的可氧化基团，并已广泛

用于评估复杂混合物如植物油的抗氧化能力，

而植物油中通常含有高浓度的单萜[40-42]。 
由于自由基反应需要在非质子溶剂中进行，

因此他们选取对微生物毒性较低的十二烷[43-45]

作为萜类产物的提取溶剂，并优化反应条件，

以确保可以利用 DPPH 试剂检测出单萜化合

物；然而该方法的检测灵敏度因不同的单萜而

有所差别。例如，月桂烯和 γ-萜品烯的检测限为

10 μmol/L 和 15 μmol/L，而柠檬烯的检测限则为

200 μmol/L。值得注意的是，DPPH 与微生物其

他发酵产物及培养基可能会有背景反应，使该方

法不能用于定量分析，仅适合作为初级筛选中的

定性分析。Behrendorff 等将此方法用于检测酿

酒酵母中柠檬烯的合成，由此确定了柠檬烯合成

的最佳柠檬烯合酶和发酵条件[39]。 

2  基于减弱底物细胞毒性的高

通量体内筛选系统 
2.1  类异戊二烯前体毒性 

异戊烯基焦磷酸前体(萜类合成前体 IPP、

DMAPP 和 FPP)的固有毒性会抑制菌体的生长；

当这些前体被 TPS 消耗时，菌株的正常生长得

以恢复[46]。例如在大肠杆菌中，天然 MEP 途径[47]

或外源 MVA 途径关键酶的过表达可以提高萜

类化合物的产量[6,21,48-49]；但是，MEP 和 MVA

途径中关键酶的过度表达积累的 IPP 会严重地

抑制宿主大肠杆菌的生长；这种前体积累产生

的毒性可以通过引入外源 TPS 将过量的 IPP 转

化为萜烯来缓解[48]。Keasling 实验室的 Withers

等利用异戊烯基焦磷酸的毒性，以及功能性表达

TPS 可以克服毒性的原理，开发了一种筛选 TPS

基因的新方法[50]。他们将质粒 pMBI 导入到大肠

杆菌 DH10B 中，pMBI 上携带编码甲羟戊酸激

酶(mevalonate kinase)等蛋白的关键基因，它们

可以将培养基中补加的 MVA 转化为异戊烯基类

焦磷酸前体从而抑制细胞生长；利用该大肠杆菌

对枯草芽孢杆菌 6051 的基因组文库进行筛选，

发现 yhfR 和 nudF 这 2 个基因可以恢复大肠杆菌

的生长，进一步的体外实验证实 YhfR 可以直接

利用 IPP 产生异戊烯醇[50]。该检测方法主要是利

用外源酶消耗过量底物来恢复细胞生长，酶的具

体产物及催化活性无法准确表征。 

2.2  FPP 的毒性 
Keasling 实验室的 Martin 等和 Withers 等设

计并优化了基于前体毒性的筛选方法 [48,50]，

Dantas 实验室的 Kwak 等开发了一种功能宏基

因组高通量筛选系统[51]。他们引入了由酿酒酵

母 ERG12、ERG8、MVD1 和大肠杆菌 idi 和 ispA
组成的合成 MBIS 操纵子，受 PlacUV5 启动子的

调控，在培养基中添加异丙基硫代-β-半乳糖苷

(isopropylthio-β-galactoside, IPTG)后，确保大肠
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杆菌中异戊烯基焦磷酸的过量产生。为了与含

有卡那霉素抗性和 pBR322 复制子的宏基因组

文库质粒(pZE21)兼容，该合成操纵子被克隆至

携带氯霉素抗性和 p15A 复制子的 pA5c 载体

上。由此产生的质粒 pA5c-MBIS 使大肠杆菌能

够通过 IPTG 诱导将外源添加的 MVA 转化为

FPP (图 8)。 
此外，该实验室还构建了 2 个对照质粒，

确定添加 MVA 的最佳浓度，以此作为筛选编码

TPS 基因的选择压力 [51]。其中，他们以携带

Abies grandis 的 红 没 药 烯 合 酶 (bisabolene 
synthase, AgBis)作为阳性对照[49,52]，用绿色荧

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基因替换

AgBis 作为阴性对照，最终确定 MVA 的最佳筛

选浓度为 8 mmol/L。此外，他们对宿主菌株和

筛选流程进行了优化。在致死胁迫下的自发突

变可能让大肠杆菌对过量的异戊烯基焦磷酸的

毒性产生免疫[53]。为了在筛选过程中最大限度

地降低自发突变频率，他们采用了一种新的大

肠杆菌宿主菌株 LowMut。LowMut 菌株中大多

数与实验无关的基因包括插入序列 (insertion 
sequence, IS)元件和易错 DNA 聚合酶等均被敲

除[54-56]，能够显著减少自发突变引起的假阳性。

利用含有 pA5c-MBIS 质粒的菌株 LowMut，他

们对构建于 pZE21 质粒上的人类粪便和土壤宏

基因组文库进行了筛选，并以 pZE21-AgBis 和

pZE21-GFP 分别作为阳性和阴性对照。通过这

种方法，Dantas 实验室从人类粪便宏基因组文库

中发现了新的 β-法尼烯合成酶 TS10F1，在重组

酿酒酵母中成功地利用葡萄糖生产β-法尼烯[51]。 

3  竞争类胡萝卜素高通量筛选 
3.1  竞争类胡萝卜素前体供给 

竞争类胡萝卜素前体供给的高通量筛选的

原理是：类胡萝卜素同样使用异戊二烯基焦磷酸

盐(FPP 和 GGPP)作为其生物合成的底物(图 9A)；
引入外源 TPS 表达时，竞争性消耗底物，会引

起类胡萝卜素的产量变化，从而使菌体的颜色

发生改变。理论上，任何外源 TPS 的活性都可

以通过菌落的颜色深浅来进行评估。 
Umeno 实验室利用这种策略开发了一种简

单的 TPS 体内活性筛选方法[57]。他们分别构建了

筛选质粒 pAC-MN 和 pAC-EBI。其中，pAC-MN
质粒表达来源于金黄色葡萄球菌的 crtM 和 crtN
基因，可以将 FPP 转化为黄色的 C30 类胡萝卜素

二腱膜孢子烯(diaponeurosporene) (图 9)[58-59]。

由于细胞中不存在 GGPP 底物，二萜合酶

(diterpene synthase, DTPS)的活性不影响该质

粒编码的 C30 类胡萝卜素的合成。该质粒主要

用于以 FPP 为底物的倍半萜合酶(sesquiterpene 
 

 
 
图 8  pA5c-MBIS 质粒结构[51] 
Figure 8  Structure of pA5c-MBIS plasmid[51]. The synthetic operon overexpressing the prenyl pyrophosphate 
precursors is driven by the IPTG-inducible PlacUV5 promoter.  
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图 9  类胡萝卜素途径与 TPS 竞争异戊二烯基焦磷酸前体[57] 
Figure 9  Carotenoid pathways compete with TPS for isoprenyl pyrophosphate precursors[57]. A: Carotenoid 
pathways compete with TPSs for isoprenyl pyrophosphate precursors. B: DTPS competes for GGPP with C40 
carotenoid enzymes. C: MTPS or STPS competes for FPP with C30 carotenoid enzymes. 
 
synthase, STPS)的筛选，STPS 直接与 CrtM 竞

争 FPP，从而减少黄色 C30 类胡萝卜素的生成。

理论上，单萜合酶(monoterpene synthase, MTPS)
也可以通过捕获内源性 GPP/FPP 合酶(IspA)释
放的中间体 GPP 来减少 C30 类胡萝卜素产生。 

大多数天然 C40类胡萝卜素的底物是 GGPP
如番茄红素，大肠杆菌合成番茄红素需要表达

3 个基因 crtE、crtB 和 crtI (图 9)。pAC-EBI 质
粒上携带有来自菠萝泛菌(Pantoea ananatis)的
crtE、crtB 和 crtI 基因，这 3 个基因的表达受半

乳糖启动子调控。通过表达 GGPP 合酶(CrtE)，
大部分内源性 FPP 被转化为 GGPP。由于 GGPP
既可以用作 DTPS 的底物，也可以作为 C40 类胡

萝卜素番茄红素途径(CrtB 和 CrtI)的底物，因而

pAC-EBI 质粒主要用于以 GGPP 为底物的 DTPS
的筛选。DTPS 直接与 CrtB 竞争底物 GGPP，从

而减少 C40 类胡萝卜素番茄红素的生成。 
Umeno 实验室以香叶醇合成酶 (geraniol 

synthase, GES) 、 马 兜 铃 烯 合 成 酶 (5-epi- 
aristolochenesynthase, TEAS)与紫杉二烯合成酶

(taxadiene synthase, TXS)分别代表单、倍半和二

萜类合酶，也对 FPP 合成酶(farnesyl diphosphate 
synthase, FPPS)及其突变体(FPPSY81A和 FPPSY81M)[60]

进行了测试，利用类胡萝卜素途径中的各种底

物，探索用不同底物筛选 MTPS、STPS 和 DTPS
活性的可能性，结果证明该方法可以用于高通

量检测各种 TPS 或异戊烯基转移酶的活性，并

且获得了高活性 TEAS[57]。 
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由于 GGPP 合成酶(CrtE)的转化率远远高

于 TPS，FPP 都会被 CrtE 转化为 GGPP 而不能

被 STPS 所利用，所以这套方法也可以用来筛

选区分 MTPS/STPS 和 DTPS。此外，通过改变

质粒中相关酶的催化活性，Umeno 实验室继续

优化构建了蒎烯合酶(pinene synthase, PS)突变

体的筛选系统[61]。 

3.2  类胡萝卜素显色 
角鲨烯合成酶(squalene synthase, SQS)是

甾体合成中的第一个关键酶，具有非常独特和

复杂的作用机制，在过去的 50 年里吸引了广泛

的研究。SQS 在进化上与类胡萝卜素合成酶有

关，特别是金黄色葡萄球菌中的脱氢角鲨烯

(dehydrosqualene, DSQ)合成酶(CrtM)[58-59]。SQS
介导 2 个 FPP 的缩合形成前角鲨烯焦磷酸盐

(presqualene diphosphate, PSPP)，随后利用

NADPH 催化 PSPP 的重排和还原，生成角鲨烯

(squalene, SQ)[62-64]。CrtM 催化反应的第一步与

SQS 相同：CrtM 将 2 个 FPP 分子缩合生成 PSPP
中间体。不同之处在于，第二步反应中 CrtM 在

没有 NADPH 的情况下可以催化 PSPP 产生

DSQ。CrtN 可以利用 DSQ 为底物[65]合成 C30

类胡萝卜色素二腱膜孢子烯和/或 diapo-番茄红

素(diapolycopene)，也可以催化 SQ 去饱和生成

DSQ。相反，CrtI 仅使用 DSQ，而不能利用 SQ 
(图 10)。因此，CrtI 可以严格地区分 DSQ 和 SQ。 

 

 
 
图 10  角鲨烯和脱氢角鲨烯的形成及其转化为类胡萝卜素的反应途径[66] 
Figure 10  Formation of squalene (SQ) and dehydrosqualene (DSQ) and their conversion into carotenoid 
pigments[66]. 
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鉴于这些结果，在表达 CrtI 的细胞中，色素的

形成(菌落的颜色)可以用于分离具有 DSQ 合酶

活性的 SQS 突变体。 

基于 CrtI 的选择性，Umeno 实验室建立了

高通量筛选的方法通过定向进化将 SQS 改造成

可以生成 DSQ 的酶，并分析其中关键的氨基酸

突变位点[66]。Umeno 实验室选择来自酵母、人

类和细菌的 SQS，在编码 hSQS、ySQS 和 tSQS
的基因中通过 epPCR 引入随机突变，并将突变

基因克隆到 pACYC 载体中，构建 pAC-hsqs、

pAC-ysqs 和 pAC-tsqs 突变体库。随后再将质粒

突变体库导入含有 pUCara-crtI质粒的大肠杆菌

表达宿主中，经 L-阿拉伯糖诱导表达 CrtI，培

养后筛选黄色菌落。由此产生的突变体的遗传

分析显示，多种突变的氨基酸可以有效地将

SQS 转化为“脱氢角鲨烯合成酶”，并且这些突

变位点都集中在 NADPH 结合位点的附近[66]。 
Leonard 等也利用类胡萝卜素的显色机制

对 GGPP 合成酶 (geranylgeranyl diphosphate 
synthase, GGPPS)进行了筛选[67]。由于 GGPPS
缺乏合适的蛋白结构作为参考，Leonard 等对其

采用随机突变，然后用高通量方法筛选 GGPPS
突变体。他们利用由 crtB 和 crtI 组合生成的番

茄红素作为指标。在该体系中，野生型 GGPPS
的表达产生浅红色的菌落，经诱变后改良的

GGPPS 突变体可以提高番茄红素的产量，这样

通过颜色的深浅即可以筛选出活性提高的

GGPPS 突变体[67]。 

4  基于融合蛋白可溶性表达的

高通量筛选 
蛋白质重组表达过程中，常见的问题包括

蛋白折叠错误和以包涵体形式聚集沉淀。其中

一些蛋白的溶解性可以通过改变表达或纯化的

条件来提高[68]，但有些蛋白则是由于其三维结

构和氨基酸序列的特征导致其在水溶液中溶

解性较差，对于这些蛋白质，已有研究证实可

以通过突变蛋白中的一个或几个氨基酸残基显

著提高其体外溶解性，并且不影响其结构和功

能 [69-71]。然而如何确定特定的氨基酸突变能够

提高蛋白质的可溶性是非常困难的，尤其是在

蛋白质结构未知的情况下。如果可以构建可溶

性蛋白的筛选方法，就有可能快速筛选到蛋白

质的可溶性形式。正因如此，Maxwell 等在大肠

杆菌中开发了一套体内筛选蛋白可溶性突变体

的方法[72]。该方法是将目的蛋白融合到氯霉素乙

酰转移酶(chloramphenicol acetyltransferase, CAT)
的 N 端，不溶性蛋白与 CAT 融合后会在细胞中

沉淀，导致细胞内活性 CAT 浓度降低，从而对

氯霉素的抗性减弱。相反，可溶性蛋白与 CAT
融合时，则会显示出较高的氯霉素抗性。基于

这一融合筛选系统，Maxwell 等成功地筛选出了

人类免疫缺陷病毒 (human immunodeficiency 
virus, HIV)整合酶催化结构域的可溶性突变体[72]。 

通过该方法建立的融合蛋白，同样可以用于

筛选 TPS。Keasling 实验室将 CAT 基因克隆到

pTrc99A 载体中得到 pTrcCAT，构建了倍半萜合酶

(+)-δ-杜松萜类合酶[(+)-δ-cadinene synthase, CAD]
的筛选系统[22]。利用 epPCR 对编码 CAD 的基因

进行随机突变，并将得到的突变体——CAT 融合

蛋白进行 CAT 活性筛选。抑制 90%克隆生长的

氯霉素浓度(IC90)为 40 μg/mL，利用该浓度的氯

霉素进行筛选，可以排除 CAT 活性较差的融合

克隆(可溶性较差突变体)，并筛选出 CAT 活性提

高的融合克隆(可溶性较好突变体)。Keasling 实

验室通过初步的氯霉素活性筛选后，使用

GC-MS 测定每个克隆的倍半萜产量，鉴定了 CAD
的一个突变体 L405S，它产生一种新的产物吉

玛烯 D-4-醇(germacrene D-4-ol)。以 L405S 突变
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体为模板，进行第二轮 epPCR，筛选并分离出双

突变体 N403K/L405S，产生了更多的 germacrene 
D-4-ol。重复以 N403K/L405S 突变体进行第三

轮筛选时，并未获得 germacrene D-4-ol 产量继

续提高的突变体。最终经过 CAT 活性筛选结合

GC-MS 检测，从突变体库中分离得到了 21 个

不同的突变体，产生不同比例的(+)-δ-cadinene
和 germacrene D-4-ol。该方法虽然可以快速筛

除 TPS 突变体库中的无义突变，但却无法应用

于高催化活性及产物专一的 TPS 的定向筛选。 

5  基于生物传感器的高通量筛选 
生物传感器是微生物体内广泛存在的一套

响应系统，它们能够识别并响应细胞内特定的

代谢物，并转化成特定的信号输出(如荧光)。生

物传感器中最主要的一类是转录调控因子，它

们可以感知细胞内小分子的浓度[73]，并且控制

报告蛋白的表达。当转录因子被效应分子诱导

后，报告蛋白产生的响应信号与代谢物浓度呈

正相关，常用的报告蛋白为荧光蛋白。荧光报

告蛋白的主要优势是可以通过荧光激活细胞分

选(fluorescence-activated cell sorting)实现单细

胞水平的高通量筛选，这显著提高了分析大量突

变酶或细胞的效率[74]。目前生物传感器已被广泛

用于细胞内代谢产物的定性与定量分析[75-78]，并

且开发出细胞生物传感器用于工业生产上的化

学品检测[74,79-80]。 
异戊二烯是重要的萜类化合物结构单元，

Kim 等开发了一种可以高通量筛选异戊二烯合

成酶的全细胞生物传感器，这个生物传感器能

够监测单个细菌细胞内异戊二烯的浓度，并且

大肠杆菌发出的绿色荧光强度与胞内的异戊二

烯浓度呈正相关[81]。该生物传感器由来自皮氏

罗尔斯顿氏菌(Ralstonia pickettii) PKO1的 XylR
家族转录调控因子 TbuT [调节甲苯-苯利用(tbu)

途径]及受 TbuT 激活的启动子 PtbuA1
[82-83]组成。转

录调控因子 TbuT 具有广泛的效应分子，如单取

代苯衍生物、乙苯、三氯乙烯与异戊二烯，效应

分子与 TbuT 结合后，可以激活 PtbuA1启动子，启动

下游 tbuA1UBVA2C 操纵子的转录，产生苯-3-单加

氧酶，从而可以氧化降解相应的效应分子(图 11A)。
Kim 等首先构建了一个含有 TbuT 转录调节因子

和 GFP 荧光蛋白的质粒(IspGESSHCE)，荧光蛋

白的表达受到启动子 PtbuA1 的控制，而 TbuT 的

表达受组成型启动子 PHCE 调控(图 11B)。TbuT 蛋

白在没有其效应物的情况下无法结合 DNA 启

动 PtbuA1 启动子的转录，而在效应分子(如异戊

二烯)的存在下，TbuT 可以激活 PtbuA1 启动子并

使 egfp 转录而产生荧光(图 11C)。然而将该质

粒导入大肠杆菌细胞后，该系统在响应胞内异

戊二烯浓度时表现不佳。然后，通过使用诱导

型的 PTRC 启动子取代 PHCE 启动子控制 tbuT 的

转录(质粒 IspGESSTRC)，来提高 egfp 的表达水

平，并且实验证实含有 IspGESSTRC 质粒的大肠

杆菌可以对不同浓度的异戊二烯产生不同强度

的荧光反应，检测限为 0.05 mmol/L，线性范围

为 0.05−2.00 mmol/L。另外，通过将 eGFP 报告

蛋白替换为超折叠 GFP (sfGFP)报告蛋白，进一

步改造 IspGESSTRC 质粒，得到了 IspGESSTRCSF

质粒来提升荧光检测的灵敏度。为了提高系统的

稳定性与检测限，将质粒上的 IspGESSTRCSF 生

物传感器元件整合到大肠杆菌染色体上，但改

造后的大肠杆菌对异戊二烯(0.05−2.00 mmol/L)
无荧光响应。为了提高大肠杆菌整合系统的检

测灵敏度，Kim 等进一步构建了基于 T7 RNA
聚合酶(T7 RNAP)介导的转录级联报告系统，该

系统在大肠杆菌基因组插入的外源 T7 RNA 聚

合酶基因上游引入 PtbuA1 启动子及 TbuT 的结合

位点，并额外引入质粒用于表达 TbuT 和 sfGFP 
(图 11D)。在该体系中，异戊二烯与 TbuT 结合后 
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图 11  异戊二烯生物传感器 IspGESS 的示意图[81] 
Figure 11  Schematic view of a genetically encoded isoprene biosensor, IspGESS[81]. A: Regulation of the 
tbu operon by TbuT in the Pseudomonas pickettii PKO1 chromosome. B: Organization of IspGESS. The 
genes (tbuT, egfp), promoters (PHCE, PtbuA1), and terminators (rrnB t1, λtL3) are indicated by thick arrows, 
bent arrows, and stem loops, respectively. The TbuT-binding site (TBS) and ribosome-binding site (RBS) are 
represented by light green and orange boxes, respectively. C: Proposed mechanism for the IspGESS. D: 
Schematic representation of T7IspGESS.  
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激活 PtbuA1 启动子，启动大肠杆菌 BL21(DE3)
细菌染色体上的 T7 RNAP 转录表达，而 T7 
RNAP 可以激活 T7 启动子增加 egfp 或 sfgfp 的

转录与表达(图 11D)。该级联系统进一步提高了

荧光响应强度。由于 PTRC 启动子经常用于构建

异戊二烯生产途径相关的质粒，Kim 等对 PTRC

启动子进行正交替换，通过筛选 BioBrick 库中

的启动子，发现 J23100 启动子活性最优。最终构

建的整合在大肠杆菌染色体上的报告系统

IspGESSJ23100SF可以对 0.05–8.00 mmol/L 浓度范

围内的异戊二烯产生线性的荧光响应。这是目

前第一个将萜类化合物与生物传感器相结合的

高通量筛选系统案例[81]。 

6  基于自动化平台的高通量筛选 
前文描述了多种高通量筛选 TPS 的研究方

法，包括基于焦磷酸盐释放的比色法[37]，基于化

学合成修饰底物环化释放副产物的比色法[32]，基

于荧光信号的生物传感器[81]等，然而这些高通

量的方法无法确定 TPS 催化合成的具体萜类产

物，需要通过进一步的 GC-MS 分析来进行验

证，而且这类方法无法实现对多个不同萜类产

物的高通量筛选。 
Scrutton 实验室通过使用自动化平台串联

GC-MS，结合数据自动提取技术对蒎烯合成酶

突变体库进行筛选，能够高效地鉴定出萜类产

物[84]。这种自动化平台将标准的摇瓶培养缩小

到 96 孔深孔板来培养，并同时覆盖十二烷用于

萜烯类产物的提取，然后利用自动化液体工作

站进行诱导、产物提取与样品预处理，并进行

后续 GC-MS 分析及数据自动提取，该系统在

2.5 d 内可以实现 288 个样品(3 块 96 孔板)从单

克隆到代谢产物数据的处理[85]。利用该自动化

平台，Scrutton 实验室系统分析了蒎烯合酶中的

关键催化位点对产物谱的影响[84]。该筛选方法

可以适用于各种不同的萜类合成酶突变体库的

筛选，但通量较低且对设备的要求很高。 
武汉大学刘天罡教授实验室与美国田纳西

大学陈峰教授实验室合作，使用高产萜类前体

的酵母表达系统和高通量自动化平台实现了对

嵌合萜类合酶功能的快速验证[86]。他们在前期构

建的高产萜类化合物的酿酒酵母(Saccharomyces 
cerevisiae) YZL141 的基础上 [87]，过量表达了

GFPP 合成酶和嵌合萜类合酶，构建了一个高产

二倍半萜的酵母底盘细胞。该底盘一方面提高

了 GFPP 的代谢通量，使得嵌合的二倍半萜合酶

的功能可以得到快速鉴定，另一方面有助于释放

嵌合的二萜合酶利用 GFPP 的潜力，使得嵌合

的二萜合酶在合成二萜的同时还可以合成二倍

半萜[86]。此外，他们利用高通量自动化平台批

量构建嵌合萜类合酶的酵母工程菌株。他们首

先对 74 个候选嵌合萜类合酶基因进行密码子

优化与基因合成，然后分别插入到 pYJ117 中，

利用机器人自动化高通量平台进行转化及菌落

挑取；该平台的应用大大加快了嵌合萜类合酶

功能的鉴定[86]。通过设计高效的前体供应酵母

底盘并串联高通量自动化平台，他们确定了 34 个

新的活性嵌合萜类合酶，这远远超过了已知功

能的嵌合萜类合酶的数量。这一方法可用于其

他嵌合萜类合酶或相关萜类生物合成酶的快速

鉴定与表征[86]。 
此外，刘天罡实验室使用米曲霉(Aspergillus 

oryzae, AO)作为底盘开发了一种高通量自动化

合成平台，用于快速组装真菌来源的萜类基因

簇并筛选其编码的化合物[88]。工作站中含有几

个模块，包括真菌萜类基因簇(biosynthetic gene 
clusters, BGCs)的生物信息学分析、酵母体内自

动组装构建质粒库、AO 底盘中重构 BGCs、AO
菌株的高通量发酵与产物提取以及结构和生物

活性表征(图 12)。AO 底盘中优化了甲羟戊酸途 
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图 12  高通量自动化合成工作站概览[88] 
Figure 12  Overview of automated and high-throughput biofoundry workflow[88]. 
 
 

径，可以高效生产萜类化合物，能够有效挖掘

真菌基因组中的沉默 BGCs、解析其生物合成途

径。高通量自动化合成平台使用先进的液体处

理技术进行快速 PCR 扩增、使用酵母同源重组

构建质粒并转化 AO 原生质体以重构萜类

BGCs。研究人员使用高通量自动化工作站重建

了 39 个萜类 BGCs，同时将 39 个 BGCs 中的关

键酶进行进一步地重组拼装形成 208 个工程菌

株，产生了 185 种不同的萜类化合物，其中

Mangicol J 在体外和体内都显示出了良好的抗

炎活性。AO 底盘工程菌株提供了一个简易的平

台，可以快速鉴定参与 Mangicol J 及其家族成

员合成的蛋白，揭示其可能的生物合成途径[88]。

高通量自动化工作站搭配米曲霉底盘能够高效

推进丝状真菌中活性萜类化合物的基因组挖掘

和生物合成途径解析。 

7  其他 
萜类合成酶的底物非常类似，其催化产生

的产物多样性取决于底物结合部位周围的氨基

酸残基。针对这些氨基酸残基进行突变通常会

形成不同的萜类产物，但目前尚无有效的分析

方法来预测或确定关键氨基酸位点的突变对产

物谱的影响。 

Keasling 实验室以来源于 Abies grandis 的

倍半萜合酶 γ-humulene 合酶[24,89]为模型，着重

研究了其活性位点中的可塑性残基[90]。γ-humulene
合酶可以利用 FPP 产生 52 种不同的倍半萜。

Keasling 实验室首先利用 TEAS 合酶的晶体结

构作为模板，建立了 γ-humulene 合酶的结构模

型，并选择活性口袋中的 19 个氨基酸残基进行

饱和突变，确定了 γ-humulene 合酶中的关键活
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性位点残基。然后，他们根据饱和突变的结果

及产物，建立了数学模型，并进一步利用该模

型对已鉴定的可塑性残基进行系统重组，成功

构建了 7 种主产物单一的突变体，这些突变体

蛋白均保持了与野生型类似的催化活力[90]。这

种系统重组的方法能够快速有效地改变酶的特

异性，而且不需要进行大量的筛选。然而，该

方法在初始阶段需要足够的突变体库数据来建

立可靠的数学模型。 

8  结语 
本文系统性地梳理了萜类合成酶相关的高

通量筛选方法，这些方法可以有效地提高 TPS
突变体的筛选效率。然而，这些方法在实际应

用中也存在一些局限性(表 1)，例如放射性同位

素方法，其使用范围仅限于一些酶动力学参数

的表征；而其他方法如副产物焦磷酸的检测，

虽然通用性较高，但是对于特异性产物的区分

能力较差，从而限制了其应用范围。另外，根

据前体的细胞毒性、类胡萝卜素显色及 CAT 的

融合蛋白表达系统等筛选方法也存在一定的局

限性，因为它们也无法对不同的萜类产物进行

区分。基于生物传感器的高通量筛选方法目前

的通用性有限，但它是一个值得深入研究和优

化的筛选系统，若能通过对调控蛋白进行突变

改造使它能选择性地响应某些特定的萜类化合

物，将是一个非常具有应用前景的高通量筛选

方法。此外，随着计算机及工业技术的发展，

高通量筛选方法将朝着更加自动化和智能化的

方向发展，这将为 TPS 的性能优化和功能拓展

提供更多的可能性，并为萜类化合物的合成和

应用提供更广阔的前景。 
 
表 1  高通量筛选方法的比较 
Table 1  The comparison of the high-throughput screening methods 
Methods Application Advantages Disadvantages 
Radioisotope-labeled substrates Determination of kinetic 

parameters of TPS 
Convenient  Risk of radiation injury; 

Substrate needs to be synthesized 
FPP analog containing a vinyl 
methyl ether functionality 

Sesquiterpene synthases of 
specific cyclization modes 

High versatility and 
specificity 

Substrate is unstable under acidic 
conditions and needs to be synthesized 

Malachite green and phosphate 
hydrolase assay pyrophosphate, 
and pyrophosphate assay kit 

Characterization of TPS 
reaction kinetics 

High versatility Needs purified proteins and can’t 
distinguish the specific products 

DPPH reagent Monoterpene  Convenient for 
qualitative analysis 

High background 

Based on substrate toxicity to 
cells 

Almost all TPS  Cell-based screening 
and very convenient 

Can’t distinguish the specific products 

Competition for carotenoids 
biosynthetic pathway 

Various TPS or 
prenyltransferase  

Color-based screening 
and very convenient 

Can’t distinguish the specific products 

Based on soluble expression of 
fusion proteins 

Detection of the mutants’ 
solubility  

Convenient Not closely related to protein activity 

Biosensor-based screening Almost all TPS Convenient and 
specific 

The biosensors are limited and not 
sensitive 

Based on automation platforms All TPS High versatility High cost on instrument 
Computer modeling prediction All TPS Convenient and 

specific 
Adequate mutation data is essential for 
constructing the model, and the model 
needs to be rebuilt for different TPS  
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