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摘  要：木栓酮及其衍生物在植物中普遍存在且种类繁多，具有丰富的生理药理学活性。木栓酮

衍生物是以木栓酮为骨架经细胞色素氧化酶 P450 (cytochrome P450, CYP450)及 UDP 葡萄糖醛酸

转移酶(UDP-glucuronosyltransferase, UGT)修饰而来。植物中天然木栓酮及其衍生物的含量极低，

传统的萃取分离和化学合成效率低、能耗高且污染环境，因此，利用酿酒酵母作为宿主菌生产木

栓酮及其衍生物是一种高效且环保的策略。本文从增加前体含量、提高酶活性和产物合成的亚细

胞定位等方面介绍并展望了木栓酮在酿酒酵母中高效生产的策略，并介绍了目前几种常见的木栓

酮衍生物研究现状，从根据碳骨架相似性挖掘 CYP450、蛋白质工程改造 CYP450 和合成代谢基因

簇的挖掘等方面展望了木栓酮衍生物的合成途径解析的新思路。 
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Abstract: Friedelin and its derivatives are ubiquitous in plants, with a wide variety of physiological and 
pharmacological activities. The derivatives of friedelin are modified from friedelin by cytochrome P450 
oxidase (CYP450) and UDP-glucuronosyltransferase (UGT). Because of the extremely low content of 
natural friedelin and its derivatives in plants, the traditional extraction and chemical synthesis methods 
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are inefficient, energy-consuming, and pollute the environment. Therefore, using Saccharomyces 
cerevisiae as the host bacteria to produce friedelin and its derivatives is an efficient and environmentally 
friendly approach. In this paper, we introduced and looked forward to the efficient production of 
friedelin in S. cerevisiae from the aspects of increasing precursor content, improving enzyme activity, 
and subcellular localization of product synthesis. In addition, this paper reviewed the current research 
status of several common friedelin derivatives, and put forward new ways for the synthesis of friedelin 
derivatives from the aspects of mining CYP450 based on carbon skeleton similarity, modifying 
CYP450 by protein engineering, and mining the gene clusters involved in the synthesis. 
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; pentacyclic triterpene of friedelanes; metabolic pathway; 
synthetic biology 

木栓酮及其衍生物属于木栓烷型五环三萜

化合物，是广泛分布于自然界中的植物次级代谢

产物[1]，在卫矛科[2-3]、大戟科[4]、藤黄科[5]等植物

中含量丰富。从植物中分离鉴定的木栓酮衍生物

种类繁多，较常见的有雷公藤红素(celastrol)、美

登木酸(polpunonic acid)、海棠果醛(canophyllal)、
去甲泽拉木醛(demethylzeylasteral)、粉蕊黄杨酮

醇(pachysonol)，还包括一些研究较少的三萜化

合物，如雷公藤酮 (triptonide)、雷公藤酚 A 
(wilforol A) 、 3- 氧 代 木 栓 烷 -28- 醛

(3-oxofriedelan-28-al) 、 3,12- 二 氧 代 木 栓 烷

(3,12-dioxofriedelane)等[6]。大量研究表明，木栓

酮衍生物具有抗炎、抗肿瘤、抗肥胖、治疗艾滋

病、免疫抑制、保护神经组织等生物功效[7-8]，

在食品、医疗、化妆品等行业应用广泛。 
作为植物的次级代谢产物，天然木栓酮及其

衍生物的含量极低。传统获取方法主要分为萃取

法和化学合成法。植物萃取法存在资源有限、生

长周期长、含量低、破坏植被和污染环境等问题[9]，

化学合成法不但污染环境，而且存在成本高、分

离纯化困难、产品得率低等缺点[10]。合成生物学

和分子生物学的快速发展为木栓酮及其衍生物的

人工生产提供了更环保、更高效的生产方式。微

生物具有繁殖迅速、代谢旺盛等特点，已有多种

微生物被选作宿主菌来生产萜类化合物。将代谢

工程和蛋白质工程技术相结合，通过多基因协同

表达与调控进行异源产物“从头合成”的优势更加

明显。酿酒酵母属于安全的食品级微生物，遗传

背景清晰，具有多种营养缺陷型筛选标记，可形

成稳定的底盘宿主[11]。此外，酿酒酵母具有内源

性甲羟戊酸(mevalonate, MVA)途径，能够为萜类

的合成提供更多的前体；细胞中完整的内膜结构

不 仅 有 利 于 (3S)-2,3- 氧 化 鲨 烯 环 化 酶

(2,3-oxidosqualene cyclase, OSC)或者细胞色素氧

化酶 P450 (cytochrome P450, CYP450)等膜蛋白的

锚定，而且保证了植物来源萜类合酶或 CYP450
的正确折叠加工[12]。通过对酵母细胞进行抗逆改

造，提高其对酸、碱、高温的耐受性，也为实现

木栓酮及其衍生物的工业化生产奠定了基础[13]。 
合成途径解析是实现酿酒酵母异源合成木栓

酮及其衍生物的关键。目前研究人员已经在酿酒

酵母中构建了木栓酮的从头合成途径，但大多数

木栓酮衍生物的代谢途径尚不明确。木栓酮衍生

物是以木栓酮骨架为基础，经 CYP450 及 UDP 
葡萄糖醛酸转移酶(UDP-glucuronosyltransferase, 
UGT)修饰而来。通过分析木栓酮衍生物与木栓

酮的结构差异，直接利用催化功能类似的

CYP450、UGT 或者通过蛋白质工程对其进行改

造，可尝试解析木栓酮衍生物的合成途径。此外，

利用生物信息学方法预测植物次级代谢产物合

成基因簇，将基因簇克隆并异源表达，最终实现

次级代谢产物合成途径的解析(图 1)。 
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图 1  酿酒酵母中木栓酮及其衍生物的合成   tHMG1：截短的羟甲基戊二酸单酰辅酶 A 还原酶；IDI：

异戊烯基焦磷酸异构酶；ERG20：法呢基焦磷酸合酶；ERG9：角鲨烯合成酶；ERG1：鲨烯单加氧酶；

ERG7：羊毛甾醇合酶；FRS：木栓酮合酶；CPR：细胞色素 P450 还原酶 
Figure 1  Synthesis of friedelin and its derivatives in Saccharomyces cerevisiae. tHMG1: Truncated hydroxy 
methylglutaryl coenzyme A reductase; IDI: Isopentenyl pyrophosphate Isomerase; ERG20: Farnesyl 
pyrophosphate synthase; ERG9: Squalene synthase; ERG1: Squalene monooxygenase; ERG7: Lanosterol 
synthase; FRS: Friedelin synthase; CPR: Cytochrome P450 reductase. 
 
 
 
 
 



 
张凯月等: 酿酒酵母合成木栓酮及其衍生物的研究现状及展望 4223 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

1  木栓酮高效合成的策略 
来源于雷公藤(Tripterygium wilfordii)的 OSC 

(TwOSC1、TwOSC3)[14]、刺叶美登木 (Maytenus 
ilicifolia) 的 OSC (MiFRS)[15] 、 山 杨 (Populus 
davidiana)的 OSC (PdFRS)[16] 和大叶落地生根

(Kalanchoe daigremontiana)的 OSC (KdFRS)[1]能够

催化(3S)-2,3-氧化鲨烯合成木栓酮。Zhou 等[14]和

Gao等[17]将TwOSC1引入酿酒酵母细胞中构建了木

栓酮的从头合成体系，并对酵母基因组上与木栓酮

合成的相关基因进行修饰，木栓酮的最终产量为

63.91 mg/L，仍然在毫克级别。由于木栓酮是其衍

生物合成的基础，因此需要进一步提高木栓酮的产

量，为木栓酮衍生物的合成积累更多的前体。目前，

参考在酿酒酵母中其他萜类化合物实现高效表达

的策略，有望进一步提高木栓酮的产量。 

1.1  过表达 MVA 途径关键基因 
在酿酒酵母异源合成萜类化合物的过程中，

过表达 MVA 途径中的关键基因，如 tHMG1、
ERG1、ERG9、ERG13、ERG20、IDI 等可以显

著增加前体物质的含量，提高萜类化合物的产 
量[18-19]。Bröker 等[20]在酿酒酵母中引入羽扇豆醇

合酶(TkLUP)，过表达 tHMG1 和 ERG13 后，鲨

烯和羽扇豆醇的产量分别提高了 11 倍和 16.5 倍。

Zhao 等[21]过表达 tHMG1、ERG9、ERG1 后，酿

酒酵母中齐墩果酸的产量提高了 7.6 倍。Li 等[22]

过表达 MVA 途径的关键基因，将鲨烯的产量提

高到 978.24 mg/L，并结合代谢途径中对电子供

体的需求，过表达 NADH 激酶 POS5 提供更多

的 NADPH，使鲨烯的产量提高了 27.5 倍，进一

步过表达来源于玉米的乙醇脱氢酶 ADH2 和乙

醛脱氢酶 ADA，改善工程菌株对高浓度乙醇的

适应性，通过乙醇补料分批发酵，最终获得了

9.47 g/L 的鲨烯产量。Gao 等[17]在酿酒酵母中过

表达 tHMG1、ERG20、ERG9、EGR1 后，MiFRS、
PdFRS、TwOSC1T502E 的木栓酮产量分别为 1.83、

3.75 和 6.5 mg/L，比野生型产量提高约 4.7、5.3
和 6.5 倍。因此，酿酒酵母合成木栓酮的过程

中，过表达 MVA 途径关键基因能够为木栓酮的

合成积累更多的前体，进而有效提高木栓酮的

产量。 
1.2  抑制副产物合成途径 

酿酒酵母中(3S)-2,3-氧化鲨烯在 ERG7 的催

化下能够合成羊毛甾醇[23]，引入木栓酮合成途

径后，两条途径会竞争性消耗(3S)-2,3-氧化鲨

烯[24-25]。将竞争途径中的相关基因敲除或抑制，

能够增加(3S)-2,3-氧化鲨烯向木栓酮合成代谢

途径的通量[26]。酿酒酵母中的羊毛甾醇能够转

变为麦角固醇作为其细胞膜的重要组成成分，是

酿酒酵母生长过程中的必需物质，因此只能抑制

羊毛甾醇[27]。Zhang 等[28]使用弱启动子 HXT1 替

换 ERG20 天然启动子抑制法尼基焦磷酸

(farnesyl pyrophosphate，FPP)的合成，增强了牻

牛儿焦磷酸(geranyl pyrophosphate，GPP)作为关

键前体的供应。受甲硫氨酸及铜离子抑制的

MET3 启动子和 CTR3 启动子也常被用于酿酒酵

母中降低基因表达的手段，Bröker 等 [20]使用

CTR3 启动子替换 ERG7 启动子后，(3S)-2,3-氧化

鲨烯含量明显增加，且羊毛甾醇和麦角固醇含量

降低到野生型的五分之一。微小 RNA 干扰技术

也能够实现对基因表达的抑制作用，Wang 等[29]

针对 ERG7 基因设计反义片段，可明显抑制酿酒

酵母中合成羊毛甾醇基因的表达量。此外，Yang
等[30]将吲哚-3-乙酸胺水解酶(iaaH)与ERG9蛋白

融合表达，利用生长素诱导的蛋白降解系统控制

ERG9的表达量，将α-法尼烯的产量提高了 80%。

利用群体感应调节蛋白降解需要寻找合适的诱

导剂，具有一定的局限性，Peng 等[31]开发了一

种不使用诱导剂和阻遏物降解 ERG9 蛋白的方

法，使橙花叔醇的产量提高了 86%。因此，可通

过弱启动子替换、RNA 干扰及蛋白降解等方法下

调酿酒酵母中影响木栓酮合成的基因表达量。 
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酿酒酵母中存在抑制萜类或甾醇化合物合

成的因子，敲除相关基因能够一步提高木栓酮的

产量[32]。Gao 等[17]将酿酒酵母基因组上的 rox1、
bts1、YPL062W 和 YJL064W 敲除后，木栓酮产

量达到(19.75±2.78) mg/L，是野生型的 20 倍。

常 用 的 基 因 敲 除 方 法 包 括 同 源 重 组 [33] 和

CRISPR/Cas9 技术[34]。同源重组是利用 PCR 仪

扩增出与目标基因具有同源序列的片段，转化至

酿酒酵母中将目标基因截断或替换，利用营养缺

陷型培养基筛选出成功敲除目标基因的菌株。

ROX1 基因编码 MVA 途径中负调控因子，Bröker
等 [20]利用同源重组基因敲除将酿酒酵母中的

ROX1 替换成 tHMG1 和 ERG13，在敲除基因的基

础上过表达 MVA 途径关键基因。由于同源重组基

因敲除需要使用筛选标记，因此具有一定的局限

性，CRISPR/Cas9 技术不受筛选标记的限制，成本

更低且敲除效率更高，缺点是易脱靶[35]，对 gRNA
的设计要求较高。Zhang 等[36]利用 CRISPR/Cas9 技

术敲除酿酒酵母中的 ura3、trp1、leu2 和 his3 基

因，构建了多倍体酿酒酵母菌株的营养缺陷型突

变体，为酿酒酵母基因组整合提供了底盘菌株。 
1.3  蛋白质工程提高关键酶活性 

(3S)-2,3-氧化鲨烯环化酶[(3S)-2,3-oxidosqualene 
cyclase, OSCs]是合成木栓酮等五环三萜化合物

的关键基因，但数据库中木栓酮合酶的数量较少

且催化活性低。通过 SWISS-MODEL 构建木栓

酮合酶的三维结构并进行底物对接，利用定向进

化、理性或半理性设计对保守区域及附近关键  
氨基酸残基进行突变，能够有效提高其催化活

性[37]。Zhou 等[14]对木栓酮合酶 TwOSC1 进行定

点突变得到突变体 TwOSC1T502E，将木栓酮产量

从 7.35 mg/L 提高到 10.63 mg/L。Mazzeu 等[38]

将木栓酮合酶 MiFRS 进行定点突变得到突变体

MiFRSM549S，木栓酮产量从 0.2 mg/L 提高到   
0.4 mg/L，但产生 α-香树脂醇和 β-香树脂醇的合

成，丧失了特异性。Souza-Moreira 等[39]将 MiFRS
的 Leu482 突变成 Val 后，不仅降低了木栓酮的产

量，还产生了 β-香树脂醇；当突变成 Thr 后，

MiFRSLeu482Thr 完全变成了 β-香树脂醇合酶；然而

突变成 Ile 后并未影响木栓酮的合成，证明了

MiFRS 序列中位于 DCTAE 保守区域附近催化天

冬氨酸的 Leu482 对木栓酮的合成具有重要作用。

Wang 等[1]根据 KdFRS 与其他 OSC 蛋白序列的差

异，推测 Ala79、Ser127、Gln172、His278、Lys350、

Phe423、Ile323 和 Thr733 可能对(3S)-2,3-氧化鲨烯环

化形成木栓酮具有重要作用，并且根据人类羊毛

甾醇的三维结构模型推测出 His103、Leu249、Gln297、

Phe497、Thr367和 Thr370位于活性中心或其附近，对

KdFRS 的蛋白质工程改造具有重要的参考价值。 
1.4  亚细胞器中木栓酮的合成 

木栓酮合酶属于膜蛋白，在酿酒酵母中的亚

细胞定位比较模糊。由于合成区域和储存的限

制，木栓酮合酶亚细胞定位对木栓酮的产量影响

较大。酿酒酵母中有膜的亚细胞器包括过氧化物

酶体、内质网和线粒体，将生物合成途径靶向到

亚细胞器中能够消除代谢串扰并提高区域化途

径效率[40]。Liu 等[41]利用过氧化物酶体作为亚细

胞器合成角鲨烯，其产量提高了 138 倍。内质网

是合成和折叠蛋白质的动态细胞器，扩展内质网

空间能够提高异源基因的表达效率，Kim 等[42]

过表达脂质合成转录因子复合物(lipid synthesis 
transcription factor complex，INO2)明显扩大酿酒

酵母中内质网的膜表面积，角鲨烯的产量增加约

71 倍；Arendt 等[43]敲除磷脂酸磷酸酶 PAH1 导

致内质网面积扩张，促进了酿酒酵母中三萜的合

成和积累，β-香树脂醇及其衍生物产量分别提高

了 8 倍和 16 倍；Hansen 等[32]敲除与内质网相关

蛋白降解机制有关的泛素结合酶 UBC7[44]，使木

栓酮的产量提高了 4 倍。线粒体中有足够的乙酰

辅酶 A 和氧化还原当量供应，因此被认为是萜烯
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生物合成的优越场所，Zhu 等[45]提出了一种细胞

质与线粒体工程的组合策略，经过两步发酵将酿

酒酵母中角鲨烯的产量提高到 21.1 g/L。此外，

亚细胞器还能为产物提供储存场所，Yu 等[46]通

过在酿酒酵母中过表达甘油三酯合成途径中的  
二酰甘油酰基转移酶 DGA1，增加脂滴含量，为   
α-香树脂醇提供更多的储存场所，进而提高其产

量。因此，修饰酿酒酵母中与亚细胞器相关的基因，

为木栓酮合酶提供更多的附着位点，增加木栓酮在

胞内的储存空间，其产量可能会得到进一步提高。 

2  木栓酮衍生物的研究现状 
木栓酮衍生物是以木栓酮为骨架，由

CYP450 及 UGT 修饰而来。较为常见的有雷公

藤红素、美登木酸和海棠果醛等(图 2)。 
2.1  雷公藤红素 

雷公藤红素是从雷公藤中分离出的一种活性

成分，具有多种生理药理学活性，比如抗肿瘤、免

疫抑制与抗炎、抗神经退行性疾病、抗逆转录病毒

和降血压等[47]，在临床医学领域表现出巨大的应用

潜力。目前已经解析雷公藤红素合成前体物质美登

木酸的代谢途径，但对雷公藤红素的代谢途径尚不

明确。Zhou 等[14,48]从雷公藤中挖掘到 CYP712K1，
证明木栓酮在 TwCYP712K1 的催化下经过醇、醛、

酸三步氧化后合成美登木酸，并推测在多种CYP450
的作用下，美登木酸的 C2 位、C3 位经过多步氧化

合成雷公藤红素，其中美登木酸、雷公藤酸 A、雷

公藤酸 C 都是雷公藤红素合成途径的中间物质。 
2.2  美登木酸 

美登木酸是来源于美登木根皮中的一种活性

成分，具有抗炎、镇痛等生理药理学活性[49]。与木

栓酮结构相比，美登木酸的 C29 位发生羧基化反

应。Hansen等[32]发现CYP712家族中的CYP712K1、
CYP712K2 和 CYP712K3 可以氧化木栓酮合成美

登木酸，根据美登木酸的产量确定了 CYP712K1
的活性最高，并从酵母培养基中提取到滴度为   
1.4 mg/L 的美登木酸；Bicalho 等[15]发现 CYP712K4
也具有催化木栓酮 C29 位发生醇、醛、酸三步氧化

生成美登木酸的功能。美登木酸合成途径的解析为

其在酿酒酵母中的从头合成奠定了理论基础。 
 

 
 

图 2  常见的木栓烷型三萜化合物 
Figure 2  Common triterpenoids of friedelane type.  
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2.3  海棠果醛 
海棠果醛是从雷公藤[50]和台湾蒲桃(Syzygium 

formosanum)[51]等植物中分离出的一种木栓酮衍

生物，但目前对其生理药理学活性及合成途径的

研究相对较少。与木栓酮结构相比，海棠果醛是

木栓酮碳骨架的 C28 位醛基化衍生物，与 α-香树

脂醇、β-香树脂醇和羽扇豆醇在具有 C28 位氧化

功能的CYP450氧化酶(CYP716A15、CYP716A12)
催化下[52]，C28 位发生羧基化反应后分别合成的

熊果酸[53]、齐墩果酸[21]和桦木酸[54]结构相似。 
2.4  表木栓醇 

表木栓醇是木栓酮碳骨架的 C3 位发生氧化

还原反应，羰基发生羟基化的衍生物，广泛存在

于紫菀 (Aster tataricus)、大理卫矛 (Euonymus 
amygdalifolius)等多种药用植物中，具有抗肿 
瘤、抗氧化、抗炎、抗疟疾、保护神经等生物活

性[55-56]。目前，表木栓醇生理药理学活性的研究

较多，其生物合成途径尚不明确。 
2.5  去甲泽拉木醛 

20 世纪 90 年代，去甲泽拉木醛首次从雷公

藤根皮中分离鉴定[57]。去甲泽拉木醛具有抗癌、

抗炎、免疫抑制、抗病毒和抗菌等多种生物活

性[58]，其获取方式主要是从植物中提取，生物

合成途径尚不明确。与木栓酮结构相比，去甲泽

拉木醛碳骨架的 C2 位、C3 位、C6 位、C24 位

和 C29 位上发生了多次氧化还原反应，雷公藤

酚 A 与去甲泽拉木醛仅在 C24 位有差异，推测

雷公藤酚 A 可能是去甲泽拉木醛合成途径的中

间代谢产物[6]。去甲泽拉木醛毒性较小且在雷公

藤根皮中含量丰富，其作用靶点也与雷公藤红素

不同，解析去甲泽拉木醛合成途径对药物利用的

研究和开发具有重要作用。 
2.6  粉蕊黄杨酮醇 

粉 蕊 黄 杨 酮 醇 是 广 藿 香 (Pogostemon 
cablin)[59]、岩蒿 (Artemisia rupestris)[60]、丁香

(Syzygium aromaticum)[61]等多种药用植物的活

性成分，具有消炎、抗菌、抗氧化、镇痛、降血

压、抗癌和免疫抑制等生物学活性[62]。与木栓

酮结构相比，粉蕊黄杨酮醇是木栓酮 C16 位羟

基化衍生物，目前在 α-香树脂醇和 β-香树脂醇

的研究中已经报道了多种具有 C16 羟化反应的

CYP450 氧化酶，如CYP716A111[63]、CYP716A2[64]、

CYP716Y1[65]和 CYP87D16[66]。 

3  木栓酮衍生物代谢途径解析 
由于大多数木栓酮衍生物的合成途径尚不

明确，无法实现其在酿酒酵母中的从头合成，限

制了木栓酮衍生物的工业化生产及广泛应用。通

过分析木栓酮衍生物和其他五环三萜类化合物

碳骨架的相似性，对生产木栓酮衍生物的植物基

因组进行合成代谢基因簇挖掘，尝试对木栓酮衍

生物合成途径的解析。 
3.1  根据碳骨架相似性挖掘 CYP450 

α-香树脂醇、β-香树脂醇和木栓酮都是由

(3S)-2’3-氧化鲨烯环化而成。与木栓酮衍生物相

比，对 α-香树脂醇和 β-香树脂醇衍生物的合成

途径研究更为深入 (图 3)。细胞色素氧化酶

CYP85的亚家族成员 CYP716A能够氧化五环三

萜碳骨架的 C28 位，Dale 等[67]分析了 16 种可以将

β-香树脂醇的 C28 位氧化形成齐墩果酸的 CYP716A
家族蛋白，包括 CYP716A12、CYP716A147、

CYP716A48 、 CYP716A15 、 CYP716AL1 和

CYP716A52v2 等。Li 等[68]对来源于秤星树(Ilex 
asprella)的 CYP716A210 进行了功能分析，结果

表明 CYP716A210 具有催化 α-香树脂醇 C28 位

氧化形成熊果酸的功能。 Moses 等 [69] 表明

CYP716Y1 可催化 α-香树脂醇的 C16α 发生羟基

化反应，与木栓酮衍生为粉蕊黄杨酮醇相似。木

栓酮衍生物雷公藤酸 C 与美登木酸的结构差异

是 C2 位羟基化，CYP716C11 能够催化齐墩果酸

和熊果酸的 C2 发生羟基化反应[64]，美登木酸的

C2 位发生羟基化反应后可生成雷公藤酸 C。 
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图 3  木栓酮衍生物的合成途径 
Figure 3  Metabolic pathway of friedelin derivatives. 
 
3.2  CYP450 的蛋白质工程改造 

CYP450 是一大类末端单加氧酶，主要参与

次级代谢产物的后修饰过程，与萜类的多样性密

切相关(表 1)，由 CYP450 催化的次级代谢产物

结构也为进一步的糖基化反应提供了必要基团。

由于 CYP450 催化特异性较强，根据五环三萜碳

骨架相似性挖掘 CYP450 并不能完全解析木栓

酮衍生物的合成途径，利用蛋白质工程改造获得

具有新功能的 CYP450 能够为解析多种木栓酮

衍生物的合成代谢途径提供有价值的参考资料。

Abelak 等[78]构建了 CYP2J2 野生型和突变型的

底物分子对接模型，成功预测出 CYP2J2 的关键

氨基酸残基并利用蛋白质工程对其进行改造，使

其底物特异性发生明显改变。O’Hanlon 等[79]利

用突变型 CYP450BM3 (CYP102A1)实现了苯胺的

直接单羟基化，表明利用蛋白质工程改造能够赋

予 CYP102A1 新功能以实现环链或侧链位点的

选择性羟基化。Gober 等[80]将 CYP450 保守区域

的 Phe (F393)突变为 His 或 Ala 后，CYP450 的

血红素还原潜力的互补增加且促进环丙烷化产

物的转化，表明这些突变在 4 种不同的 CYP450 
(P450BM3h、CYP142、P450BioI 和 CYP119)骨架中

赋予了非天然催化作用。CYP154C5 可催化类固

醇 16α 发生羟基化，Bracco 等[81]利用蛋白质工

程构建的突变体 CYP154C5 F92A 不仅具有 16α-
羟基化功能，还具有 21-羟基化功能(图 4)。 
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表 1  CYP450 在五环三萜化生物合成中的作用 
Table 1  The role of CYP450 in pentacyclic triterpenoid biosynthesis 
CYP450 家族/亚家族 
CYP450 family/subfamily 

催化反应 
Catalytic reaction 

催化底物 
Catalytic substrate 

催化产物 
Catalytic product 

参考文献 
Reference 

CYP716A52v2 
 
CYP716A86 
 
CYP716A17 
 
CYP716A78 
 
CYP716A79 
 
CYP716A110 
 
CYP716A83 
 
CYP716A80 
 
CYP716A81 
 
CYP716A252 
 
CYP716A253 
 
CYP716A15 
 
 
CYP716A180 
 
CYP716A12 
 
 
CYP716A179 
 
 
 
CYP716A14v2 
 
CYP716C11 
 
CYP716E26 
 
CYP716A2 
 
 

C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
 
C28 氧化 
C28 oxidation 
C28 氧化 
C28 oxidation 
 
C28 氧化/C22α 羟化 
C28oxidation/C22α 
hydroxylation 
 
C3 氧化 
C3 oxidation 
C2α 氧化 
C2α oxidation 
C6 羟化 
C6 hydroxylation 
C16/C22α/C18 羟化 
C16/C22α/C18 
hydroxylation 

β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇/α-香树脂醇 
β-amyrin/α-amyrin 
β-香树脂醇/α-香树脂醇 
β-amyrin/α-amyrin 
β-香树脂醇/α-香树脂醇 
β-amyrin/α-amyrin 
β-香树脂醇/α-香树脂醇 
β-amyrin/α-amyrin 
β-香树脂醇/α-香树脂醇 
β-amyrin/α-amyrin 
β-香树脂醇/α-香树脂醇/羽扇豆醇 
β-amyrin/α-amyrin/Lupeol 
 
羽扇豆醇 
Lupeol 
β-香树脂醇/α-香树脂醇/羽扇豆醇 
β-amyrin/α-amyrin/Lupeol 
 
β-香树脂醇/α-香树脂醇/羽扇豆醇 
β-amyrin/α-amyrin/Lupeol 
 
 
α-香树脂醇/β-香树脂醇 
α-amyrin/β-amyrin 
齐墩果酸 
Oleanolic acid 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
α-香树脂醇/羽扇豆醇 
α-amyrin/Lupeol 
 

齐墩果酸 
Oleanolic acid 
齐墩果酸 
Oleanolic acid 
齐墩果酸 
Oleanolic acid 
齐墩果酸 
Oleanolic acid 
齐墩果酸 
Oleanolic acid 
齐墩果酸 
Oleanolic acid 
齐墩果酸/熊果酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid 
齐墩果酸/熊果酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid 
齐墩果酸/熊果酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid 
齐墩果酸/熊果酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid 
齐墩果酸/熊果酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid 
齐墩果酸/熊果酸/桦木酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid/ 
Betulinic acid 
桦木酸 
Betulinic acid 
齐墩果酸/熊果酸/桦木酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid/ 
Betulinic acid 
齐墩果酸/熊果酸/桦木酸 
Oleanolic acid/Ursolic acid/ 
Betulinic acid 
 
α-香树脂酮/β-香树脂酮 
α-amyrenone/β-amyrenone 
山楂酸 
Maslinic acid 
曼陀罗二醇 
Daturadiol 
22-羟基-α-香树脂醇/桦木醇 
22-OH-α-amyrin /Betulin 
 

[70] 
 
[63] 
 
[52] 
 
[71] 
 
[71] 
 
[63] 
 
[63] 
 
[64] 
 
[64] 
 
[52] 
 
[72] 
 
[52] 
 
 
[73] 
 
[52] 
 
 
[74] 
 
 
 
[75] 
 
[63] 
 
[63] 
 
[64] 
 

 
    (待续) 
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    (续表 1) 
CYP450 家族/亚家族 
CYP450 family/subfamily 

催化反应 
Catalytic reaction 

催化底物 
Catalytic substrate 

催化产物 
Catalytic product 

参考文献 
Reference 

CYP716Y1 
 
 
 
CYP87D16 
 
CYP716A141  
 
CYP72A63 
 
CYP72A154 
 
CYP88D6 
 
CYP712K1/K2/K3 
 
CYP712K4 
 

C16α 羟化 
 
C16α hydroxylation 
 
C16α 羟化 
C16α hydroxylation 
C16α 羟化 
C16α hydroxylation 
C30 氧化 
C30 oxidation 
C30 氧化 
C30 oxidation 
C11 氧化 
C11 oxidation 
C29 氧化 
C29 oxidation 
C29 氧化 
C29 oxidation 

α-香树脂醇/β-香树脂醇 
 
α-amyrin/β-amyrin 
 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇/齐墩果酸 
β-amyrin/Oleanolic acid 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
β-香树脂醇/11-氧-β-香树脂醇 
β-amyrin/11-O-β-amyrin 
β-香树脂醇 
β-amyrin 
木栓酮 
Friedelin 
木栓酮 
Friedelin 

16-羟基-α-香树脂醇/16-羟基- 
β-香树脂醇 
16-OH-α-amyrin/16-OH-β- 
amyrin 
16-羟基-β-香树脂醇 
16-OH-β-amyrin 
马尼拉二醇/椰油酸 
Maniladiol/Coconut acid 
甘草次酸 
Glycyrrhetinic acid 
30-羟基-β-香树脂醇 
30-OH-β-amyrin 
11-氧-β-香树脂醇 
11-O-β-amyrin 
美登木酸 
Polpunonic acid 
美登木酸 
Polpunonic acid 

[65] 
 
 
 
[66] 
 
[63] 
 
[76] 
 
[76] 
 
[77] 
 
[32] 
 
[15] 

 

 
 

图 4  蛋白质工程改造 CYP154C5 后获得新功能 
Figure 4  The new function of CYP154C5 was obtained by protein engineering.   
 
3.3  合成代谢基因簇的挖掘 

富含木栓酮及其衍生物的植物基因组存在

木栓酮合酶和 CYP450 氧化酶基因，挖掘相关基

因簇是解析木栓酮衍生物代谢途径的有效方式。

随着基因组测序技术和生物学信息技术的快速

发展，已从多种植物及微生物中挖掘次级代谢基

因簇并鉴定产物。付加芳等[82]对褐黄孢链霉菌

(Streptomyces gilvosporeus)的全基因组序列进行

基因预测、功能注释、进化分析和共线性分析后，

成功挖掘到次级代谢产物合成的基因簇，并预测



 
4230 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

了纳他霉素的合成途径。Hashimoto 等[83]从高贵

链霉菌(Streptomyces nobilis)中挖掘到沙漠霉素

的生物合成候选基因簇，将其引入异源宿主菌中

进行表达，沙漠霉素的平均产量超过 130 mg/L。

Shuai 等[84]从放线菌 Kutzneria albida 中鉴定了

次级代谢产物 huimycin 的生物合成基因簇，并

挖掘到 7 个合成途径中的基因，成功实现了

huimycin 的异源表达。Massimo 等[85]分析比较

了 5 种曲霉菌的赭曲霉毒素 A 生物合成基因簇

并鉴定出参与其生物合成的环化酶基因 otaY，
为赭曲霉毒素 A 的生物合成奠定了理论基础。 

4  结论及展望 
木栓酮及其衍生物具有丰富的生物学活性，

但在自然界中含量极低，传统植物萃取和化学合

成存在资源匮乏、成本高、效率低、破坏生态等

问题，利用酿酒酵母作为宿主菌构建木栓酮及其

衍生物的从头合成途径是最为高效且环保的策

略。目前，木栓酮的合成途径已经解析并在酿酒

酵母中实现了异源表达，但其产量远未达到工业

化生产的要求，需要进一步提高木栓酮在酿酒酵

母中的产量。以往的研究主要集中在 MVA 通路

基因的过表达，以增加酿酒酵母中木栓酮的合

成。然而，仅仅采用代谢工程并不能将木栓酮的

产量提高至工业化的水平。木栓酮合酶催化活性

较差是导致木栓酮产率较低的主要瓶颈。因此，

通过蛋白质工程重构木栓酮合酶是进一步提高

其产量的有效策略，但目前得到的突变体

TwOSC1T502E和 MiFRSM549S对木栓酮产量的提升

并不显著，而 TwOSC3、KdFRS 和 PdFRS 在蛋

白质工程改造方面尚未展开深入研究。此外，在

酿酒酵母中过表达二酰甘油酰基转移酶 DGA1
能够增加脂滴含量，为木栓酮在细胞内的储存提

供更多场所。利用酿酒酵母基因组多拷贝位点整

合 MVA 通路关键酶基因和木栓酮合酶基因，既 

能为木栓酮合成提供更多的前体物质，又可以稳

定异源基因的表达。利用 CRISPR/Cas9 技术将

酿酒酵母中抑制生物膜合成的相关基因(pah1、
ubc7)敲除，可以为木栓酮合酶等膜结合蛋白提

供更多的附着位点，进一步提高木栓酮的产量。 
另外，木栓酮衍生物合成代谢途径的解析也

是目前亟待解决的问题。根据木栓酮衍生物化合

物的骨架相似性，发现海棠果醛与香树脂醇衍生

物齐墩果酸和熊果酸的结构十分相似，推测引入

CYP716A 家族基因能够催化木栓酮碳骨架的

C28 位进行连续氧化反应生成海棠果酸，而海棠

果醛作为其中间代谢产物，其合成途径的解析需

要继续挖掘更多功能特异的 C28 位 CYP450 氧

化酶，将木栓酮 C28 位的催化反应终止在醛基

化水平。粉蕊黄杨酮醇是木栓酮 C16 位羟基化

衍生物，目前在 α-香树脂醇和 β-香树脂醇的研

究中已经报道了多种具有 C16 羟化反应的

CYP450 氧 化 酶 ， 如 CYP716A111[63] 、

CYP716A2[64]、CYP716Y1[65]和 CYP87D16[66]。

通过底物结构相似性挖掘催化功能相似的 C16
位 CYP450 氧化酶，将为粉蕊黄杨酮醇合成代谢

途径的解析提供重要的参考资料。然而 CYP450
家族中香豆酸-3-羟化酶(C3H)在绿原酸合成途

径中负责苯环 C3 位的羟基化反应[86]，挖掘与

C3H 同家族的 CYP450 可能为表木栓醇合成途

径的解析提供新的思路。挖掘来源于高产木栓酮

衍生物植物的五环三萜类化合物 C28 位(CYP85
的亚家族)、C30 位(CYP72 的亚家族) CYP450
氧化酶、C16 位羟化酶(CYP716Y 的亚家族)和
CYP85 的亚家族 C2 位羟化酶等，能够为解析多

种木栓酮衍生物的合成代谢途径提供有价值的

参考资料。通过对已知功能的 CYP450 活性中心

关键氨基酸残基进行预测，利用蛋白质工程对其

进行理性和半理性改造，能够获得具有新功能的

CYP450 氧化酶，为解析木栓酮衍生物合成途径
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提供新思路(图 5)。植物中存在的基因簇多与萜

类化合物及其衍生物的合成相关[87]，可尝试对

富含木栓酮及其衍生物的植物基因组进行分析，

预测与其合成代谢相关的基因簇，利用分子生物

学与合成生物学手段对候选基因簇进行克隆与

异源表达，并对最终产物进行分离鉴定，从中挖

掘出与合成途径相关的关键基因，都将为木栓酮

衍生物代谢途径的解析提供新思路。 
 

 
 

图 5  蛋 白 质 工 程 改 造 CYP716A83           
a：CYP716A83 野生型；b：蛋白质工程优化疏水

口袋；c：关键氨基酸位点突变 
Figure 5  Protein engineering modified 
CYP716A83. a: CYP716A83 wild-type; b: Protein 
engineering optimized hydrophobic pockets; c: Key 
amino acid sites with mutations.  
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