
酵母人工合成细胞生产植物源天然产物

王冬，戴住波*，张学礼*

中国科学院天津工业生物技术研究所，天津    300308

摘要： 植物源天然产物在医疗保健领域有着广泛的应用。目前，生产植物源天然产物的主要方式为从原

植物直接提取，但此法面临诸多问题。基于合成生物学的理念，创建酵母人工细胞工厂发酵生产植物源

天然产物是一种新的资源获取途径。本文将从植物源天然产物在药物和营养领域的应用前景，发酵法生

产青蒿酸的研发历程，部分萜类、生物碱和长链多不饱和脂肪酸的研究进展，以及该领域相关技术前沿

4个方面介绍酵母人工合成细胞生产植物源天然产物的近况。
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植物源天然产物一般为植物体生物合成的微

量次生代谢物，在生物体内主要发挥信号传导、

化感、阻止病菌和昆虫入侵等作用 [ 1 ]。与此同

时，由于其在抗氧化[2]、抗肿瘤[3]、镇痛[4]、抗病

毒[5]等方面的生物学活性，已被广泛的应用于医

疗保健和营养等领域。如一线抗癌药物紫杉醇[6]

和长春新碱[7]，镇痛药吗啡[8]，抗氧化剂白藜芦

醇[9]、番茄红素、虾青素[2]等。

从原植物中直接提取是目前生产植物源天然

产物的主要方式。如：在野生或栽培的红豆杉树

皮提取紫杉醇(含量约0.02%干重)[10]；在栽培的长

春花中提取长春新碱(含量约0.0003% 干重)[11]；稀

有人参皂苷Rh2在红参中含量低于0.001% [12]；桦

木酸在白桦树中含量为0.025% [13]。这些方法有较

多的缺点，包括含量很低且差异大，植物生长周

期长，产品纯化难，对生物资源尤其是野生植物

资源造成严重破坏等。随着市场需求的日益增

大，野生名贵中药人参、三七、灵芝的原植物均

已濒危，目前的资源供给已经难以为继。大部分

天然产物结构复杂，具有较多的手性中心，利用

化学法合成时容易形成无活性甚至有毒的、难以

分离的旋光异构体，而且合成过程步骤繁琐，转

化率低，能耗高，所用有机溶剂易造成污染，无

法满足工业化需求。植物组织细胞培养的方法操

作复杂、生产周期长、生产成本过高，目前只能

用于高附加值产品的生产(如美国 Phyton Biotech
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公司用红豆杉植物细胞系培养生产紫杉醇[14])。相

比较而言，利用微生物发酵法生产植物源天然产

物具有生产周期短，不受时节和原料供应的限

制，发酵产物比较单一易于分离纯化等优点，容

易实现大规模工业化生产。

基于合成生物学的原理，设计和改造微生物

菌株来发酵生产植物天然产物的方法能有效控制

市场的原料供给，并保护自然资源及环境，其作

为1条绿色生产链已被科学界及工业界认可[15]。国

际上较为常用的微生物宿主菌为酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)和大肠杆菌(Esherichia
coli)。酿酒酵母是第一个被全基因组测序的模式

真核生物，相比于大肠杆菌，具有独特的优势：

(1)  属于一般公认安全的(generally  recognized  as
safe，GRAS)菌株，(2) 含有内质网、线粒体、液

泡等细胞器，为植物源膜蛋白的定位和正确折叠

提供了基础，(3) 具有很高的DNA 重组效率，能

一次性引入几十kb 甚至上百kb 的外源基因[16–17]。

近年来，随着合成生物学的飞速发展，酿酒酵母

合成植物源天然产物的种类不断增多，产量也在

逐年攀升[15,18–19]。在本文中，我们将从植物源天然

产物在药物和营养领域的市场前景，发酵法结合

化学半合成法生产青蒿素的研发历程，部分萜

类、生物碱和长链多不饱和脂肪酸的研发进展以

及该领域相关技术前沿四个方面介绍酵母人工合

成细胞生产植物源天然产物的近况。

1    植物源天然产物在药物和营养领
域应用前景

全球约70亿人口的医疗、保健和美容需求，

为医药健康化学品提供了非常巨大的市场。据社

科院医药蓝皮书《中国药品市场报告(2012)》
称，中国的药品市场2012年总规模为9261亿元，

预计到2020年，中国药品市场的规模将达到2.3万
亿元[20]。植物源天然产物一直作为药物，保健品

及化妆品的重要来源，如：吗啡、麻黄素、长春

新碱、紫杉醇和青蒿素等药效显著的药物均属于

植物源药物；以薯蓣皂素、剑麻皂素和番麻皂素

等植物皂素为基础生产原料的甾体激素药物品种

占世界医药产品总额的10%，年销售额超过400
亿美元[21]。Newman发布的研究报告中表明，在

2000年至2010年期间，天然产物占新开发小分子

药物的36.5%，2010年这一比例甚至达到50%。在

1980年至2010年之间，有104种抗细菌小分子药物

来源于天然产物，占批准进入市场药物的75%。

天然产物在抗真菌、抗病毒和抗癌症药物方面也

占有较高比例(分别为10.0%、44.4%和41.5%)。虽

然组合化学的方法在药物发展中仍占主流优势，

但天然药物的发展速度已经快于化学药，有着巨

大的拓展空间[22]。

与此同时，高品质的天然产物，如番茄红

素、人参皂苷、花青素、玫瑰精油等，是化妆品

或者保健品的主要原料，其开发和应用为植物提

取行业创造了广阔的市场空间。以大豆提取物为

例，《中国大豆异黄酮产业调查及未来5年竞争战

略研究报告(2015)》中指出，2012年全球大豆提

取物的市场销售额已经达到68.99亿美元，2013年

大豆提取物已上升为全球畅销排行榜的第1位。专

家预测，到2018年，全球的大豆提取物有望达到

92.14亿美元之巨，全球保健品市场总销售额将达

到2430亿美元。

2    青蒿素研发历史剖析

一线抗疟药物青蒿素(artemisinin)，是由20世
纪70年代中国中医科学院中药研究所屠呦呦先生

(我国在自然科学领域的第1个诺贝尔奖得主)及其

研究团队在我国传统中草药青蒿中发现的一种倍

半萜类(C15)化合物。过去的生产方式为从黄花蒿

中直接提取，然而在2013年，JD Keasling 教授在

第十八届生物化学与分子工程国际大会 (BME
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XVIII)上介绍：其团队历时10年，实现了青蒿酸

在酵母中发酵生产，产量高达25  g/L，并经简单

化学反应合成了抗疟药物青蒿素[15]；经过计算，

其在不到100 m3发酵车间年产青蒿素能达到35吨，

相当于我国近5万亩耕地的种植产量。该项工作被

认为是利用人工合成细胞生产植物源天然产物研

究领域的里程碑。

早在21世纪初，该研究组便开始探索植物源

萜烯类化合物在微生物中的合成，但受限于种属

界限，植物源功能基因无法在微生物宿主细胞中

高效表达，且宿主没有足够的前体供给，萜烯类

化合物的产量停留在 μg/L水平[23]。

2003年，他们试图通过代谢工程的手段，改

造大肠杆菌中DXP  途径以增加萜烯类化合物产

量。然而萜烯类化合物的产量并没有大幅度提

高，推测可能是内源的DXP 途径受到严格调控造

成的。于是，他们创造性地将酿酒酵母MVA  途
径引入到大肠杆菌中，并在此基础上引入紫槐二

烯合成酶ADS，工程菌株可生产24 mg/L石竹烯当

量的紫槐二烯[24]。随后，他们对ADS 的密码子和

发酵条件进行优化，所得工程菌株的紫槐二烯产

量达到了0.5 g/L[25]。2009年，该研究组将酿酒酵

母来源的tHMG1 置换为金黄色葡萄球菌的HMGR，

并提出了限制性氮源和碳源的补料策略，最终，

人工大肠杆菌可发酵生产27.4 g/L的紫槐二烯[26]。

虽然紫槐二烯在大肠杆菌中的产量已经达到

很高水平，但是利用青蒿酸(紫槐二烯的氧化物)
化学合成青蒿素的方法较紫槐二烯更为简单、高

效。2006年，他们从黄花蒿中克隆出细胞色素

P450氧化酶CYP71AV1及相关的还原伴侣AaCPR，

经设计和组装集成，置于特定的元件下，整合至

已经增加FPP供给、下调分支途径代谢通量、并

引入ADS的底盘细胞中，成功地在酿酒酵母中合

成了青蒿酸[27]。

酿酒酵母合成青蒿酸所取得的进展，使该团

队对大肠杆菌作为最优的青蒿素生产菌株产生了

怀疑。虽然酿酒酵母中紫槐二烯的产量 ( 1 5 0
mg/L)远低于大肠杆菌(27.4 g/L)，但是大肠杆菌不

具有细胞器，不适合表达真核生物来源的P450
酶，是否能高产青蒿酸也未可知。在后续研究

中，虽然大肠杆菌能表达CYP71AV1，合成1 g/L
的青蒿酸[28]，但20 °C的低温发酵条件不利于工业

化。于是，他们将工作重心转移到酿酒酵母上。

通过优化批次发酵培养基、弱化分支途径表

达的方法，对酿酒酵母工程菌株进行高密度发

酵，青蒿酸的产量提高至2.5 g/L[29]。随后，他们

进一步对青蒿酸的下游合成模块、底盘细胞、前

体合成模块和发酵过程进行了优化，使得紫槐二

烯在酿酒酵母中产量达到40 g/L[30]。2013年，他们

通过优化工程菌株中CYP71AV1与AaCPR的比

例，并逐步将黄花蒿中克隆得到的3个与青蒿酸合

成相关的酶(CYB5、ALDH1、ADH1)引入到酵母

细胞中，首次在微生物中完成了完整青蒿酸合成

途径(图1)的构建工作。在此基础上，他们通过采

用两相萃取发酵，变更补料方式的手段，使得青

蒿酸的产量达到了25  g/L。最后，他们还设计了

一套简单而完整的化学转化路线，使青蒿素的

半合成方法取得了巨大突破 [15]。目前Amyris和
Sanofi-Aventis正式展开合作，利用酵母细胞生产

青蒿酸进行青蒿素的半合成生产。这一系列的工

作不仅实现了青蒿素的大规模合成，更为萜类化

合物乃至天然产物的异源合成提供了新的策略。

3    生物碱、萜类和不饱和脂肪酸的
研发进展

3.1    阿片类生物碱

阿片类生物碱是从罂粟中提取出的一类苄基

异喹啉类生物碱(Benzylisoquinoline  alkaloids，
BIAs)，主要包括吗啡、二氢吗啡、可待因等，能

缓解疼痛、使人产生欣快感，是临床上常用的镇

痛药物[4,8]。
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S-牛心果碱是多种BIAs合成的前体物质(图

2)。2008年，Smolke 研究组成功地构建出可生产

S-牛心果碱酿酒酵母工程菌株。首先，他们在酿

酒酵母中引入3种植物来源的甲基转移酶(6-OMT，

CNMT，4’-OMT)，并在培养基中添加商品化的

(R,S)-全去甲劳丹碱作为底物，得到了外消旋混合

物(R,S)-牛心果碱。接着，他们通过筛选不同来源

的6-OMT、CNMT、4’-OMT，提高底物(R,S)-全

去甲劳丹碱的浓度及优化3种同酶的表达量的方法

对牛心果碱的合成进行了优化[31]。

2014年，该小组又完成了阿片类生物碱最后

几步生物合成途径在酿酒酵母的创建及优化工

作。首先，他们将蒂巴茵至吗啡生物合成途径中

的2-氧化戊二酸/Fe2+ 依赖型的T6ODM 和CODM，

NADPH 依赖型的醛酮还原酶COR引入酿酒酵母

中，在添加蒂巴茵作为底物的培养基中培养96  h
后，吗啡的产量仅为0.2  mg/L。然后，他们通过

在培养基中添加辅底物2-氧化戊二酸及可增加2-
氧化戊二酸池的谷氨酸钠，吗啡的产量提高至

2.5  mg/L。接着，他们采用调节各基因拷贝数的

策略，得出T6ODM:COR:CODM为2:1:3时，吗啡

的产量和生成率最高，分别达到5.2 mg/L和52%。

同时，为增加neopinone 重排成可待因酮的时间以

提高吗啡的生成率，该小组在COR 的C 端加入了

一段锚定至内质网的跨膜序列(ER1)，吗啡的产量

和生成率分别达到3.1 mg/L和86%。此外，他们还

在宿主菌中引入恶臭假单胞菌 (Pseudomonas
putida) M10中吗啡脱氢酶(morA)和吗啡酮还原酶

(morB)，利用生物法合成了多个有价值的半合成

阿片类药物，其中包括51 mg/L的氢可酮、70 mg/L
的氧可酮和1 mg/L的氢化吗啡酮[32]。

2015年，Martin 等在酵母中共表达罂粟中的

沙罗泰里啶合成酶(PsSAS)、沙罗泰里啶还原酶

(PsSAR)和salutaridinol乙酰基转移酶(PsSAT)的方

法，构建了R-牛心果碱至蒂巴茵的生物合成途

径。然后，他们通过优化培养基pH的方法，增加

了蒂巴茵的供给。最后，他们还在宿主菌种引入

了与吗啡合成相关的酶T6ODM、COR和CODM，

在外源添加R-牛心果碱的情况下，实现了吗啡在

酵母体内的生物转化过程[33]。

同年，Deloache 等根据酶偶联法发明了一种

新的传感器。利用此法，他们鉴定出甜菜来源的

CYP716AD1 具有酪氨酸羟化酶活性。通过PCR突

变的方法对CYP716AD1  进行定向进化，产物L-
DOPA产量调高了2.8倍；共表达DOPA  脱羧酶

时，多巴胺产量提高了7.4 倍。最终，他们在酿酒

酵母中组装了一条将酪氨酸合成S-牛心果碱的生

物合成途径，并首次在酿酒酵母中完成了葡萄糖

到S-牛心果碱生物转化的过程[34]。

图 1.  半合成法合成青蒿素

Figure 1.  Method of semi-synthesis artemisinin. Single
arrows represent the one-step conversion, while double
arrows represent multiple steps. ADS, amorphadiene
synthase; CYP71AV1, cytochrome P450 that convers
amorphadiene  to  ar temisinic  alcohol;  CPR1,
cytochrome P450 reductase 1; CYB5, cytochrome b5;
ADH1,  artemisinic  alcohol  dehydrogenase;  ALDH1,
artemisinic aldehyde dehydrogenase.
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近期，罂粟中催化S-牛心果碱生成R-牛心果

碱的酶已经被多个研究组解析出来[35–37]。Smolke
研究组结合基因挖掘、酶工程、代谢途径优化及

菌株优化等手段，分别将21个和23个动物、植

物、细菌、酵母自身来源的基因导入酵母中，成

功地构建出可将糖转化为蒂巴茵和氢可酮的人工

酵母细胞，实现了一锅法生产阿片类生物碱的突

破[37]。

3.2    萜类化合物

萜类化合物广泛存在于自然界中，目前已发

现的萜类化合物已经超过5万种，其中大部分是药

用植物中的有效成分[38]。抗疟一线药物青蒿素、

抗癌药物紫杉醇、具有保健作用的人参皂苷及作

为抗氧化剂的类胡萝卜素类化合物均属于萜类。

3.2.1    紫杉醇：紫杉醇是从红豆杉属中分离出的

二萜化合物，其能与微管蛋白相互作用从而抑制

有丝分裂，是一种重要的抗癌药物[6]。紫杉二烯

是紫杉醇生物合成途径中第一个中间体。2010年，

Stephanopoulos  研究组在大肠杆菌中引入了紫杉

二烯合成酶，并对上游MEP 途径及下游萜类合成

途径进行精确调控，最终获得了高产紫杉二烯的

大肠杆菌，紫杉二烯的产量达1 g/L[39]。2015年，

他们综合大肠杆菌具备高效合成紫杉二烯的能力

和酿酒酵母适于表达细胞色素P450，可对紫杉二

图 2.  阿片类生物碱及半合成阿片类药物的生物合成途径

Figure  2.   Biosynthetic  pathways  of  natural  and semi-synthetic  opioids.  Single  arrows represent  the  one-step
conversion,  while  double  arrows represent  multiple  steps.  CYP76AD1,  tyrosine  hydroxylase;  DODC,  DOPA
decarboxylase;  NCS,  norcoclaurine  synthase;  6OMT,  6-O-methyltransferase;  CNMT,  coclaurine  N-methy-
ltransferase; NMCH, N-methylcoclaurine hydroxylase; 4’OMT, 4’-O-methyltransferase; DRS-DRR, which has a
cytochrome  P450  oxidase  82Y1-like  domain  and  a  COR-like  domain  in  a  single  open  reading  frame;  SAS,
salutaridine synthase; CPR, cytochrome P450 reductase; SAR, salutaridinol reductase; SAT, salutaridinol acetyl-
transferase; T6ODM, thebaine 6-O-demethylase; COR, codeinone reductase; CODM, codeine-O-demethylase; morA,
NADP+-dependent morphine dehydrogenase; morB, NADH-dependent morphinone reductase.
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烯进一步氧化的性能，将紫杉二烯合成模块及紫

杉二烯氧化模块分别引入到大肠杆菌和酿酒酵母

中，通过共培养的方法初步实现了紫杉烷的生

产。为解决葡萄糖做为碳源时，共培养过程中大

肠杆菌生长受酵母合成的高浓度乙醇抑制的问

题，他们基于大肠杆菌可利用酵母不能利用的木

糖生产乙酸，乙酸可以作为唯一碳源用于酵母生

长，乙酸的消耗能增加大肠杆菌生长速率的原

理，提出了木糖发酵的策略。而后，通过采取加

大酵母接种量、适时地添加营养物、替换P450 启
动子、过表达乙酸合成基因的策略，紫杉二烯的

氧化物产量由2  mg/L  (72  h)增加至33  mg/L  (120
h)。最后，他们通过在酵母中引入TAT 和10βCYP
及CPR 基因，利用共培养的方法第一次在微生物

中合成了单乙酰基二氧化紫杉烷[40]，加速了微生

物法异源合成紫杉醇的进程。

3.2 .2    人参皂苷：人参皂苷是名贵中药人参

(Panax ginseng)和西洋参(Panax quinquefolium)的
有效活性成分，是由原人参二醇、原人参三醇和

齐墩果酸三类苷元在糖基转移酶的催化下形成的

系列化合物的总称，具有抗肿瘤[41–43]、促免疫、

降血糖 [44]等功能。2013年，本课题组在酿酒酵

母中共整合人参来源的达玛二烯合成酶基因

(PgDDS)，原人参二醇合成酶基因(CYP716A47)和
拟南芥(A. thaliana)来源的AtCPR1 基因，构建出

能够初步生产原人参二醇的微生物细胞工厂(图
3)。然后，系统调控tHMG1、ERG20、ERG9、
ERG1等基因的表达以增加前体物质鲨烯和2,3-环
氧鲨烯的供给，同时优化了PgPPDS 的密码子，

原人参二醇的产量提高了262倍。最终高密度发酵

时，原人参二醇的产量达到1189 mg/L，单位细胞

含量达到8.40 mg/g 干重细胞[45]。在过表达三萜合

成相关基因的底盘细胞基础上，尝试多个目标活

性成分同时合成，利用高通量基因整合技术在酿

酒酵母染色体中引入了外源三类苷元的生物合成

途径，成功地构建出能同时高效合成三类人参皂

苷苷元的第一代“人参酵母” 细胞工厂[46]。

2014年，Zhou等利用NCBI 公布的表达序列

图 3.  酿酒酵母细胞合成齐敦果酸、原人参二醇、CK、Rh2和Rg3
Figure 3.  Synthesis of oleanolic acid, protopanaxadiol, compound K, Rh2 and Rg3 by engineered yeast. Single arrows
represent the one-step conversion, while double arrows represent multiple steps. ERG20, farnesy diphosphate (FPP)
synthase; ERG9, squalene synthase; ERG1, squalene cyclase; bAS, beta-amyrin synthase; OAS, oleanolic acid
synthase; PgDDS, dammaradiene-II synthase from Panax ginseng; CYP716A47, cytochrome P450 that converts
dammaradiene-II  and  20S-O-β-(D-glucosyl)-dammarenediol-II  (DMG)  to  protopanaxadiol  and  compound  K,
respectively; UGTPg1, UDP-glucose transferase 1 from Panax ginseng; UGTPg45, UDP-glucose transferase 45 from
Panax ginseng; UGTPg29, UDP-gl ucose transferase 29 from Panax ginseng.
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标签(expressed sequence tags，ESTs) 数据和cDNA
数据库，先后克隆出合成人参皂苷CK、Rh2和
Rg3活性的糖基转移酶UGTPg1[47]、UGTPg45和
UGTPg29 [12]，实现了CK、Rh2 和Rg3 在酿酒酵母

细胞中的生产。

3.2.3    类胡萝卜素：类胡萝卜素为四萜化合物，

主要包括：番茄红素(lycopene)、β-胡萝卜素(β-
c a r o t e n e )、玉米黄素 ( z e a x a n t h i n )、角黄素

(cathaxanthin)和虾青素(astaxanthin)等，具有较强

的抗氧化性[2]。Li等通过对红发夫酵母来源的CrtYB
和CrtI进行密码子优化，并使用金黄色葡萄球菌

来源的HMGR，β-胡萝卜素的产量提高了2倍[48]；

Reyes等对β-胡萝卜素生产菌株进行适应性进化，

β-胡萝卜素的产量由6 mg/g 提升至18 mg/g [49]；

Xie等利用定向进化策略对红发夫酵母来源的类胡

萝卜素合成基因进行定向进化，而后结合代谢工

程的手段，番茄红素的产量达到了24.41 mg/g[50]。

3.3    ω-3长链不饱和脂肪酸

α-亚麻酸 (ALA，C18:3)、二十碳五烯酸

(EPA，C20:5)和二十二碳六烯酸(DHA，C22:6)等
ω-3长链多不饱和脂肪酸(PUFAs)被广泛应用于医

药保健及化妆品行业 [ 1 0 , 5 1 ]。深海鱼油是EPA和

DHA的主要来源，也有利用微藻(如寇氏隐甲藻、

裂壶藻)生产DHA 的方法[52–53]。近来，改造酵母生

产这类化合物也取得了进展。

(1) Taveres 等在酿酒酵母中引入5个脂肪酸去

饱和酶和延长酶，并对不同来源的Δ5去饱和酶进

行了筛选，EPA的产量不到总脂的1%[54]。另一方

面，在脂肪酸含量可占40%细胞干重的耶罗维亚

酵母中，引入21个编码5种不同酶的外源基因，工

程菌株可生产占15%细胞干重的EPA [55]。

(2) Heinz 等通过检索5个物种的EST数据库和

基因组数据库，克隆得到了一些可用于DHA 合成

的去饱和酶和延长酶。在酿酒酵母中共表达相关

酶，发酵4 d后发现，可检测到占总脂0.5%的DHA
的生成[56]。Li等利用LA-PCR 的方法，分别从球

¢

等鞭金藻和巴夫藻中成功克隆出Δ4脂肪酸脱氢酶

IgFAD4-2 [57]和Δ5脂肪酸延长酶PvElo5[58]，并在酿

酒酵母中完成了功能验证。然后，他们利用

IgFAD4-2 和PvElo5，在酿酒酵母中重构了Δ8途径

和Δ6途径。通过Real-time PCR 和DHA 的含量分

析发现，Δ8途径比Δ6途径更为有效。最后，他们

还利用响应面法对底物添加量、诱导时间和诱

导温度进行深入研究，D H A产量可达 2 0 . 5 6
mg/(L d)[59]。

4    领域发展的技术前沿

4.1    生物合成途径的解析

基于基因测序技术和生物信息学的发展，近

年来在吗啡[33,37]、葫芦素[60]、丹参酮[19,61]、罗汉果

苷[62]、稀有人参皂苷[12,50]、依托泊苷[63]等重要植物

源天然产物生物合成途径的解析接连取得突破。

目前，功能基因组分析结合细胞工厂构建的方法

依然被广泛用于天然产物的合成途径解析。如，

加拿大的PhytoMetaSyn 项目[64–65]及美国的药用植

物基因组资源(MPGR)项目[66–67]，意图结合基因组

测序、目标代谢物组学、生物信息学和即插即用

的功能基因组学等方法，在酵母中快速鉴定出与

目标途径相关的功能基因。利用此法，Guo 等在

丹参的地下茎及毛状根中初步确定了6个与丹参酮

合成途径中二萜合成酶共调控的CYP 候选基因，

而后通过底盘细胞的筛选验证，成功地鉴定出可

将次丹参酮二烯催化成铁锈醇的细胞色素P450 氧

化酶CYP76AH1[61]。Sattely 等通过转录组分析，

并将候选基因插入烟草细胞中获得盾叶鬼臼中抗

癌药物依托泊苷元生物合成途径中的6个功能基

因[63]。

4.2    合成途径的组装

将各功能基因置于标准化的结构生物元件和

调节元件下，构成独立的功能模块，再将各模块

在酿酒酵母中进行有效地组装，是酿酒酵母细胞
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工厂构建中最为基础和关键的步骤。组装的更简

便、更快速和高容量化是该技术的发展方向，目

前已有一系列技术被开发应用，如BioBrick[68]、

SLIC[69]、Gibson[16]、CPEC[70]、Golden Gate[71]和

DNA assembler[17]等，这些技术可以在短时间内完

成多个功能元件在体内或体外的一次性组装，不

仅高效而且遗传更稳定。

4.3    合成途径的优化

异源合成途径在酿酒酵母中创建完成后，通

常效率都很低，远达不到工业化生产要求，因此

需要对合成途径进一步优化，以提高其效率。近

年来，科研工作者们在以下方面取得了进展：

(1)  酶的改造：对于晶体结构未得到解析的

酶，采用易错PCR方法对酶进行随机突变，而后

再用DNA shuffling、多轮易错PCR、定点突变等

方法对正突变残基进行进一步富集，酶的活性、

热稳定性、对底物的亲和力和偏爱性会得到很大

改善。如，Liao等通过两轮随机突变的方法，对

球红细菌合成酶进行定向进化使之能催化合成番

茄红素，而后通过定点突变的方法，工程菌株番

茄红素的产量进一步提高了90%[72]。再如，Yu等
通过对红发夫酵母来源的CRTYB 进行随机突变，

失活了双功能酶CRTYB 番茄红素环化酶的活性，

工程菌株番茄红素的产量也大为增加[18]。

对于晶体结构、催化机理较为清晰的酶，也

可采用半理性设计和理性设计的方法。如，Nidetzky
等基于纤维假丝酵母(Candida tenuis)木糖还原酶

(XR)的结构，对Lys274 和Asn276 进行了定点突变，

XR 对辅因子NADPH 的偏爱性提高了170倍[73]。

融合蛋白和搭建蛋白质手脚架的方法，可使

代谢途径中各个酶形成可控的复合体提高底物的

有效浓度，抑制有毒中间体的积累，从而达到提

高底物转化率的效果。如，对酿酒酵母内源的

FPP 合成酶及GGPP 合成酶进行融合，可显著提

高酿酒酵母GGPP 的合成能力[19]；通过搭建蛋白

质手脚架的方法，优化甲羟戊酸的3个合成酶atoB

(大肠杆菌来源)、HMGS、HMGR 的化学计量系

数来提高产物生成量的同时降低细胞负担，最终

在低的酶表达水平下甲羟戊酸的浓度提高了77
倍[74]。

(2) 合成途径的精确调控：通过建立启动子文

库，精确控制基因的表达量，使合成途径中各基

因协调表达，减少中间代谢产物积累，降低细胞

负荷，最终提高工程菌株的发酵生产性能。Li等
利用不同强度的启动子对利用乙酰辅酶A的脂肪

酸合成途径和异源的桦木酸合成途径进行协同表

达，发现工程菌株桦木酸的产量在0.01~1.92
mg/(L·OD)内变化[75]。

(3) 代谢流控制：Keasling 等在青蒿酸工程菌

构建过程中，通过过表达生物合成途径上游基

因、增加前体供给和抑制分支途径基因的表达来

减少底物竞争的方案，显著提高了工程菌株发酵

生产青蒿酸的能力[29]。

(4)  建立动态网络模型指导途径优化：Xie等
为减小酵母中异源萜烯类合成途径带来的代谢压

力和FPP 供给问题，筛选出在Glu+/ GLu–两种情况

下表达强度不同的启动子来控制基因表达顺序，

最终在发酵过程中不添加任何诱导物的情况下，

完成了第一阶段生长细胞，第二阶段生产胡萝卜

素的发酵过程[76]。

(5) 亚细胞区域的充分利用：Farhi等成功利用

导肽的定位作用将FPP合酶和瓦伦烯合酶导入酵

母细胞器线粒体中，促进瓦伦烯合成[77]；Smolke
等为增加neopinone 重排成可待因酮的时间以提高

吗啡的生成率，在COR的C 端加入了一段锚定至

内质网的跨膜序列(ER1)，吗啡的生成率由52% 提
升至86%[32]。

4.4    生物传感器

微生物合成途径优化中极为重要的一环是对

途径中各代谢物进行定量和监测。生物传感器

(biosensor)依靠对某些代谢物敏感的特性，将代谢

物转化为多种输出信号，可使菌株产生表型变
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化。基于此特性，生物传感器可以应用于筛选高

产菌株和构建动态代谢物调节途径增加目标化合

物的产量。如，利用丙酰辅酶A 的生物传感器，

可在监测到胞内丙酰辅酶A积累的情况下，下调

表达具有细胞毒性的乙酰辅酶A  羧化酶的表

达[78–79]；利用RNA 微矩阵方法鉴定出的FPP生物

传感器可用于平衡代谢流，增加紫槐二烯的产

量[80]；基于二聚体依赖型的荧光蛋白研发出的荧

光蛋白交换(FPX)生物传感器可以测定蛋白酶活

性、第二信使信号强弱及胞内钙离子浓度[81]。

4.5    基因组编辑技术

微生物的复杂性状往往是由多个基因共同决

定的。基因组编辑技术(genome editing)通过人工

设计的序列对靶DNA 进行特异的识别，而后利用

核酸内切酶对识别位点进行特异的切割产生双链

断裂(double-strand break，DSB)，最终通过非同源

末端连接(NHEJ)或同源重组修复(HDR)对DSB 进

行修复，可实现基因组的有效设计和高效改造，

如在基因组上多重位点进行同步改写、高效的删

除、替换或插入，可构建大规模、可协同、多位

点的调控平台，实现多个代谢途径的组合优化和

外源代谢途径大片段基因组整合，具有极其广泛

的应用前景和研究价值。目前，国际上较为成熟

的基因组编辑技术主要包括：锌指核酸酶(ZFNs)[82]、

转录激活样效应因子核酸酶(TALENs)[83]和成簇规

律间隔短回文重复技术(CRISPR/Cas9)[84–85]。近年

来，基因组编辑技术已经有一些成功案例，如：

Li等应用水稻黄单胞菌TALE蛋白的4种碱基识别

单元，经模块化组装，构建了10个不同的TALENs，

可对酵母基因组上3个基因的5个不同位点进行编

辑[86]；Zhang等基于TALENs 特异性识别修饰真核

启动子关键区域，引起不同基因的差异表达，形

成多性状菌体库，通过结合高效的荧光蛋白筛选

策略，实现基因组有益修饰位点的不断积累，加

速了酵母遗传性状的进化改造[87]；Jakounas 等利

用CRISPR/Cas9 系统，通过设计gRNA 对竞争途

径中相关基因进行敲除和弱化的方法，一次性对

5个位点进行了修饰，甲羟戊酸的产量提高了41

倍[88]；Ronda 等利用CRISPR/Cas9 系统，在不使

用筛选标记的同时一次性将β-胡萝卜素合成途径

中3个基因分别插入到不同位点，整合效率达到

84%[89]；Konermann 等通过对Cas9 复合物的结构

进行改造和对sgRNA 进行有效设计，可以在基因

组水平对多个基因进行同时激活[90]。

5    总结和展望

近年来，基于合成生物学原理设计人工合成

细胞工厂发酵生产植物源天然产物的研究，已经

取得了一系列坚定领域发展信心的成绩，如青蒿

素、番茄红素、人参皂苷及吗啡等细胞工厂的成

功创建。相比传统生产方式，这种新的资源获取

策略在资源可持续性利用和经济效应等方面均具

有很显著的优势，可以认为是传统模式的一种革

新。据统计，仅我国就有上万种含有生物活性成

分的药用植物，然而从目前的发展来看，这类产

物的生物合成途径的规模化解析，生物途径高通

量组装和优化，人造系统的调试等多种技术还处

于初级发展阶段。因此可以预见，随着植物基因

组的测序技术成熟，高通量化学合成基因技术的

完善，以全局代谢网络为基础的代谢途径优化理

念和操作的进一步突破，最终人们将真正迎来植

物源天然产物人工合成的新时代。
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Production of plant-derived natural products in yeast cells - A
review

Dong Wang, Zhubo Dai*, Xueli Zhang*
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Abstract: Plant-derived natural products (PNPs) have been widely used in pharmaceutical and nutritional fields. So
far, the main method to produce PNPs is extracting them from their original plants, however, there remains lots of
problems. With the concept of synthetic biology, construction of yeast cell factories for production of PNPs provides
an alternative way. In this review, we will focus on PNPs’ market and application, research progress for production of
artemisinin, research progress for production of terpenes, alkaloids and polyunsaturated fatty acid (PUFAs) and recent
technology development to give a brief introduction of construction of yeast cells for production of PNPs.
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