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[摘要] 齐墩果烷型三萜皂苷是多种药用植物的有效成分，药理作用丰富，市场需求量大。齐墩果烷型三萜

皂苷生物合成量少，不足以满足市场需求，异源合成为其提供了新思路。齐墩果烷型三萜皂苷生物合成途径分

3个阶段，即积累前体、合成骨架、皂苷合成。其中细胞色素P450（CYP450）为皂苷合成过程中关键的下游修饰基

因，可影响底物转化、中间代谢产物生成、合成速率及产量。综述近年来齐墩果烷型三萜皂苷异源合成及生物合

成途径关键CYP450基因的最新研究进展，探讨其研究意义及存在的问题，发现其异源合成存在基因表达调控

不明确、代谢途径多样、工业化生产难度大等挑战，未来可通过优化宿主细胞代谢途径，提高目标产物合成效

率，以实现齐墩果烷型三萜皂苷的高效生产。
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Progress in the Biosynthesis of Oleanane-Type Triterpenoid Saponins and

Key CYP450 Genes

[Abstract] Oleanolic alkane-type triterpenoid saponins are the active ingredients of a variety of medicinal

plants with rich pharmacological effects and high market demand. However, the biosynthesis of oleanane-type

triterpenoid saponins is insufficient to meet the market demand, and heterologous synthesis provides a new

idea. It was found that the biosynthetic pathway of oleanolic alkane-type triterpenoid saponins is divided into

three stages, the first and second stages of accumulation of precursors and synthesis of skeleton, and the third

stage of saponin synthesis, in which cytochrome P450 (CYP450) is the key downstream modification gene in

the process of saponin synthesis, which affects the conversion of the substrate, intermediate metabolite generation,

synthesis rate and yield. This paper reviewed the latest research progress of the key CYP450 genes in the

heterologous synthesis and biosynthesis pathway of oleanane triterpenoid saponins in recent years, and discusses

its research significance and existing problems. It is found that the heterologous synthesis has the challenges
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齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 类 化 合 物 是 一 种 自 然 界 中 分 布 广

泛 的 次 生 代 谢 产 物 ， 具 有 护 肝 、 抗 炎 、 抗 恶 性 肿 瘤 、 预 防 心 血

管 疾 病 等 多 种 药 理 活 性 [1]， 是 新 药 研 发 的 重 要 原 料 。 多 种 中 药

材 的 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 为 其 指 标 性 成 分 ， 如 柴 胡 的 柴 胡 皂

苷 a 、 柴 胡 皂 苷 d ， 桔 梗 的 桔 梗 皂 苷 d， 商 陆 的 商 陆 皂 苷 a， 远 志

的 细 叶 远 志 皂 苷 ， 山 银 花 的 灰 毡 毛 忍 冬 皂 苷 乙 ， 以 及 川 续 断

皂 苷 乙 等 [2]。 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 结 构 复 杂 ， 人 工 合 成 困 难 ，

直 接 分 离 和 提 取 不 符 合 环 境 友 好 及 可 持 续 的 解 决 方 案 ， 异 源

合 成 生 产 是 解 决 其 来 源 的 重 要 途 径 [3-4]。 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷

合 成 过 程 分 为 3 个 阶 段 ： 上 游 前 体 物 质 C5（ 异 戊 二 烯 ） 的 积

累 ， 中 游 6 个 异 戊 二 烯 环 化 生 成 C30 骨 架 ， 下 游 以 茁- 香 树 脂

醇 为 前 体 经 羟 基 化 、 氧 化 、 糖 基 化 等 过 程 生 成 齐 墩 果 烷 型 三

萜 皂 苷 。 （ 见 图 1） 其 中 第 一 和 第 二 阶 段 合 成 途 径 研 究 已 比 较

成 熟 ， 很 多 关 键 基 因 已 被 分 离 和 鉴 定 ； 第 三 阶 段 萜 类 合 成 阶

段 骨 架 修 饰 过 程 决 定 生 成 的 萜 类 化 合 物 类 型 ， 其 过 程 复 杂 ，

机 制 至 今 尚 未 完 全 阐 明 。

图 1 齐墩果烷型三萜皂苷合成途径

从 图 1 可 知 ， 细 胞 色 素 P450 基 因 （ cytochrome P450 ，

CYP450） 是 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 途 径 中 催 化 茁- 香

树 脂 醇 合 成 齐 墩 果 酸 及 修 饰 齐 墩 果 酸 母 核 的 关 键 基 因 ， 克 隆

CYP450 并 进 行 功 能 研 究 对 解 析 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 生 源 合

成 具 有 重 要 意 义 。 本 文 对 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 异 源 合 成 及 相

关 CYP450的 相 关 研 究 进 行 综 述 ， 以 期 为 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷

相 关 研 究 提 供 参 考 。

1 齐墩果烷型三萜皂苷异源合成进展

齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 多 样 的 生 物 活 性 和 药 理 特 性 使 其

展 现 出 广 阔 药 用 前 景 ， 但 天 然 植 物 中 含 量 低 ， 提 取 工 艺 复 杂 ，

使 其 大 规 模 生 产 受 限 ， 异 源 合 成 为 解 决 之 法 。 在 异 源 合 成 过

程 中 ， 改 造 工 程 菌 株 或 细 胞 系 、 采 用 生 物 反 应 器 进 行 大 规 模

培 养 、 利 用 微 生 物 发 酵 体 系 等 为 提 高 其 产 量 的 有 效 方 法 。 目

前 萜 类 、 黄 酮 类 、 生 物 碱 类 成 分 异 源 合 成 途 径 研 究 比 较 深 入 ，

其 中 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 异 源 合 成 相 关 研 究 综 述 如 下 。

1.1 齐墩果烷型三萜皂苷中间产物合成进展 王 冬 等 [5]通 过

优 化 前 期 的 齐 墩 果 酸 工 程 酵 母 菌 BY-OA ， 提 高 了 工 程 菌

BY-2OA 齐 墩 果 酸 产 量 ， 并 发 现 一 定 的 浓 度 范 围 内 产 量 与 初

糖 量 成 正 比 。 马 晓 琳 等 [6]在 苹 果 （ Malus 伊 domestica） 中 筛 选 获

得 基 因 催 化 齐 墩 果 酸 C-23 位 氧 化 的 MdMA02 ， 以 BY-OA 工 程

菌 为 底 盘 细 胞 构 建 工 程 菌 BY-OA-MdMA02， 通 过 控 制 培 养 液

含 氧 量 提 高 常 春 藤 皂 苷 元 产 量 。 LI M 等 [7] 利 用 酿 酒 酵 母 表 达

源 于 光 果 甘 草 （ Glycyrrhiza glabra） 的 茁-AS， 并 通 过 调 节 CYP93E3

和 CYP72A566的 表 达 ， 利 用 发 酵 优 化 大 豆 甾 醇 B产 量 。 KONG J

等 [8]在 解 脂 耶 氏 酵 母 中 单 独 过 表 达 或 联 合 过 表 达 甲 羟 戊 酸 途

径 中 的 主 要 基 因 （ HMG1 、 ERG20 、 ERG9 、 ERG1） 以 引 导 流 向

香 树 脂 醇 生 物 合 成 ， 通 过 增 强 前 体 供 应 提 高 总 香 树 脂 醇 产

量 ， 并 通 过 优 化 发 酵 条 件 使 茁- 香 树 脂 醇 的 浓 度 达 到 了 至 少

20 mg/L。 ZHU Y 等 [9]利 用 酵 母 细 胞 表 面 的 环 糊 精 糖 基 转 移 酶

（ CGTase） 从 淀 粉 开 始 原 位 合 成 茁- 环 糊 精 （ 茁-CD） ， 增 强 茁- 香

树 脂 醇 的 生 物 合 成 及 外 排 ， 还 采 用 了 诱 导 系 统 重 塑 、 前 体 供

应 增 强 等 多 种 方 法 ， 使 茁-香 树 脂 醇 的 产 量 比 原 菌 株 高 了 31倍 。

LI J L 等 [10] 在 酿 酒 酵 母 中 表 征 来 自 不 同 植 物 的 8 种 角 鲨 烯 环

氧 酶 ， 对 水 稻 的 角 鲨 烯 环 氧 酶 （ OsSQE52） 进 行 蛋 白 质 重 构 并

得 到 突 变 体 OsSQE52 L256R， 茁-香 树 脂 醇 浓 度 提 高 了 2.43 倍 ，

并 通 过 改 善 前 体 供 应 ， 将 最 终 构 建 菌 株 茁- 香 树 脂 醇 的 产 量 提

升 为 原 始 菌 株 的 6.45 倍 。

LI W X 等 [11] 利 用 CYP716A262 和 CYP72A567 转 化 底 盘 菌

BY-bAS ， 在 酵 母 中 重 构 金 铁 锁 皂 苷 元 生 物 合 成 途 径 ， 获 得 的

工 程 菌 生 产 了 丝 石 竹 皂 苷 元 和 皂 皮 酸 。 CHEN K 等 [12] 从 膜 荚

黄 芪 （ Astragalus membranaceus） 中 克 隆 了 一 种 茁-AS-AmOSC2 ，

通 过 在 烟 草 和 酵 母 中 的 异 源 表 达 ， 以 及 体 内 瞬 时 表 达 和 病 毒

诱 导 的 基 因 沉 默 发 现 ， 其 与 体 内 茁- 香 树 脂 醇 和 大 豆 皂 苷 的 产

生 有 关 。 ARNESEN J A 等 [13]在 已 进 行 优 化 的 解 脂 耶 氏 酵 母 菌

株 中 以 游 离 或 融 合 形 式 表 达 植 物 酶 ， 建 立 前 体 重 组 生 产 ， 产

生 熊 果 酸 或 齐 墩 果 酸 。 HAN J Y 等 [14]通 过 根 癌 农 杆 菌 介 导 将

过 表 达 蒲 公 英 （ Taraxacum coreanum） 多 功 能 氧 化 角 鲨 烯 环 化

酶 （ TcOSC1） 转 入 烟 草 ， 所 有 转 基 因 烟 草 品 系 均 产 生 新 的 三 萜

类 化 合 物 。 ALAGNA F 等 [15] 在 本 氏 烟 草 中 重 构 了 橄 榄 （ Olea

europaea） 果 实 中 齐 墩 果 烷 三 萜 类 化 合 物 合 成 的 整 个 生 物 合

成 途 径 ， 并 通 过 性 状 关 联 分 析 ， 找 到 了 控 制 其 中 齐 墩 果 酸 和

马 斯 林 酸 含 量 的 主 要 候 选 基 因 ， 首 次 揭 示 了 控 制 三 萜 类 化 合

物 含 量 的 染 色 体 区 域 。 HAN J Y 等 [16] 在 erg7 突 变 酵 母 中 对 从

日 本 栗 （ Castanea crenata） 叶 子 转 录 组 测 序 获 得 的 5 个 假 定

的 OSC 单 基 因 CcOSC1-5 进 行 功 能 表 征 ， 发 现 CcOSC1-4 产 生

茁- 香 树 脂 醇 。 SUN M C 等 [17] 优 化 CYP88D6 氧 化 ， 在 酵 母 中 高

效 生 产 11- 氧 代 -茁- 香 树 脂 醇 。 LIU X C 等 [18]在 大 肠 杆 菌 中 表

达 欧 洲 山 芥 中 的 糖 基 转 移 酶 UGT73C11 ， 并 在 体 外 对 甘 草 次

酸 进 行 催 化 ， 使 甘 草 次 酸 的 C-3 号 位 糖 基 化 ， 增 加 甘 草 次 酸 衍

生 物 的 水 溶 性 和 抗 炎 效 果 。 MAO Y P等 [19]在 大 肠 杆 菌 和 毕 赤

酵 母 中 异 源 表 达 茁-AS 基 因 BcBAS1 并 进 行 功 能 表 征 ， 发 现 其

可 催 化 柴 胡 皂 苷 （ SSs） 前 体 茁- 香 树 脂 醇 的 产 生 ， 且 可 能 影 响

生 物 合 成 SSs。

of unclear gene expression regulation, diverse metabolic pathways and difficult industrial production. In the future,

the efficient production of oleanane triterpenoid saponins can be achieved by optimizing the metabolic pathway

of host cells and improving the synthesis efficiency of target products.

[Keywords] oleanolic triterpenoid saponins; cytochrome P450; key genes involved synthesis of saponins;

heterologous synthesis; review
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1.2 齐墩果烷型三萜皂苷合成进展 YU H 等 [20]提 出 从 海 洋

放 线 菌 Nonomuraea sp. MYH522 中 通 过 微 生 物 转 化 实 现 由 大

豆 皂 苷 Bb到 5 种 齐 墩 果 烷 型 三 萜 类 化 合 物 的 生 物 转 化 。 QIN L

等 [21]发 现 较 低 的 酵 母 发 酵 温 度 可 以 显 著 改 善 萜 类 化 合 物 的 合

成 和 流 出 。 LIU Y 等 [22]采 用 模 块 化 两 步 （ M2S） 技 术 和 CRISPR-

Cas9 方 法 构 建 工 程 酵 母 ， 发 现 TwCYP712K1-K3 能 进 一 步 氧 化

齐 墩 果 烷 型 三 萜 类 化 合 物 的 C-29 羧 化 作 用 。 YU H 等 [23] 从 常

春 藤 （ Hedera helix ） 中 筛 选 并 鉴 定 了 一 种 糖 基 转 移 酶

HhUGT74AG11 ， 并 将 候 选 UGT靶 片 段 同 源 重 组 后 导 入 大 肠 杆

菌 诱 导 重 组 蛋 白 表 达 ， 经 体 外 酶 促 分 析 表 明 ， HhUGT74AG11

可 催 化 齐 墩 果 酸 C-28 位 糖 基 化 ， 并 可 催 化 多 种 三 萜 和 黄 酮 类

化 合 物 。 YU X C等 [24]在 人 参 中 鉴 定 了 PgUGAT252645 ， 并 在 大

肠 杆 菌 中 进 行 表 达 和 功 能 鉴 定 发 现 ， 其 在 人 参 不 定 根 中 的 过

表 达 显 著 增 加 了 人 参 皂 苷 R0的 含 量 。

2 参与齐墩果烷型三萜皂苷合成的CYP450

CYP450 被 认 为 是 植 物 代 谢 过 程 重 要 的 酶 家 族 ， 在 植 物 次

生 代 谢 产 物 合 成 的 过 程 中 发 挥 着 重 要 作 用 ， 参 与 到 萜 类 、 苯

丙 烷 类 、 生 物 碱 、 植 物 激 素 等 代 谢 产 物 的 合 成 过 程 中 [25]， 具 有

催 化 氧 化 、 环 氧 化 、 羟 化 等 功 能 ， 为 三 萜 皂 苷 的 生 物 合 成 提 供

了 重 要 支 撑 ， 是 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 的 关 键 基 因 。 目 前 ， 植 物 中

已 发 现 127个 CYP450家 族 ， 根 据 系 统 发 育 树 上 的 不 同 分 支 被 分

为 11个 簇 （ clan） ， 其 中 CYP51、 CYP74、 CYP97、 CYP710、 CYP711 、

CYP727 、 CYP746 为 单 家 族 簇 ， CYP71 、 CYP72 、 CYP85 、 CYP86

为 多 家 族 簇 [26]。 特 异 性 调 控 齐 墩 果 烷 型 三 萜 类 成 分 生 物 合 成

的 CYP450 基 因 主 要 归 属 于 CYP51 、 CYP71 、 CYP72 和 CYP85

簇 [27]。

2.1 CYP51簇 目 前 发 现 仅 有 1 种 CYP51 簇 基 因 参 与 齐 墩 果

烷 型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 ， 属 于 CYP51H亚 家 族 。 GEISLER K等 [28]

在 燕 麦 （ Avena sativa） 中 发 现 AsCYP51H10 能 催 化 茁- 香 树 脂

烷 （ 茁-amyrane） 及 茁- 香 树 脂 醇 （ 茁-Amyrin） 形 成 12,13茁- 环 氧 -

16茁-羟 基 -茁-香 树 脂 醇 ， 其 具 体 反 应 机 理 见 图 2。

图 2 CYP51H10参与齐墩果烷型三萜皂苷的生物合成

2.2 CYP71簇 CYP71 簇 的 CYP93E 亚 家 族 参 与 豆 科 植 物 齐

墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 中 C-24位 羟 基 化 。 （ 见 图 3）

图 3 CYP71簇参与齐墩果烷型三萜皂苷的生物合成

在 大 豆 （ Glycine max） 、 蒺 藜 苜 蓿 （ Medicago truncatula） 和

甘 草 （ Glycyrrhiza uralensis） 中 分 别 发 现 的 CYP93E1 、 CYP93E2 和

CYP93E3 均 能 催 化 茁-香 树 脂 醇 的 C-24 位 羟 基 化 。 其 他 参 与 齐

墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 的 CYP71 见 表 1 。

表 1 其他参与齐墩果烷型三萜皂苷生物合成的 CYP71

基 因 来 源 功 能 [ 底 物 ] 序 列 号 参 考 文 献

C Y P 9 3 E 1 光 叶 百 脉 根 (Lotus japonicus)

C Y P 9 3 E 4 落 花 生 (Arachis hypogaea)

C Y P 9 3 E 5 鹰 嘴 豆 (Cicer arietinum)

C Y P 9 3 E 6 光 果 甘 草 (Glycyrrhiza glabra)

C Y P 9 3 E 7 兵 豆 (Lens culinaris)

C Y P 9 3 E 8 豌 豆 (Pisum sativum)

C Y P 9 3 E 9 菜 豆 (Phaseolus vulgaris)

注：sophoradiol（槐花二醇）。

2.3 CYP72簇 CYP72 簇 的 CYP72A、 CYP714E 和 CYP749A 亚

家 族 参 与 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 合 成 ， 主 要 参 与 C-23 、 28、 30 位

的 氧 化 和 C-2茁 、 22 、 23位 的 羟 基 化 。 （ 见 图 4）

图 4 CYP72簇参与齐墩果烷型三萜皂苷的生物合成

2.3.1 CYP72A 亚 家 族 LIU Q 等 [31] 发 现 欧 洲 山 芥 （ Barbarea

vulgaris） 中 CYP72A522 可 催 化 齐 墩 果 酸 的 C-23 位 发 生 羟 基 化

反 应 。 王 婷 [32]发 现 甘 草 CYP72A154 是 以 11- 氧 代 -茁- 香 树 脂 醇

为 底 物 的 C-30氧 化 酶 。 CYP72A154[33]的 底 物 也 可 为 茁-香 树 脂 醇 。

2.3.2 CYP714E 亚 家 族 KIM O T 等 [34] 在 积 雪 草 （ Centella

asiatica） 中 发 现 CYP714E19 可 催 化 齐 墩 果 酸 C-23 位 羟 基 化 及

进 一 步 氧 化 。 其 他 参 与 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 的

CYP72 见 表 2。

2.4 CYP85簇 CYP85 簇 的 CYP87D、 CYP88D、 CYP716A、

CYP716C、 CYP716E、 CYP716Y亚 家 族 参 与 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂

苷 合 成 ， 主 要 参 与 C-2琢、 11、 16、 28位 的 氧 化 及 C-2琢、 16琢、 16茁、

28 位 的 羟 基 化 。 （ 见 图 5）

CYP85 簇 中 的 基 因 催 化 活 性 以 C-28 位 氧 化 最 为 典 型 ，

而 其 大 部 分 都 包 括 3 个 连 续 的 氧 化 反 应 ， 即 C-28 位 的 取 代

L C 4 1 4 1 8 2 [ 2 9 ]

K F 9 0 6 5 3 5 [ 3 0 ]

K F 9 0 6 5 3 6 [ 3 0 ]

K F 9 0 6 5 3 7 [ 3 0 ]

K F 9 0 6 5 3 8 [ 3 0 ]

K F 9 0 6 5 3 9 [ 3 0 ]

K F 9 0 6 5 4 0 [ 3 0 ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 / 槐 花 二 醇

（ β - a m y r i n / s o p h o r a d i o l ） ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 ( β - a m y r i n ) ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 ( β - a m y r i n ) ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 ( β - a m y r i n ) ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 ( β - a m y r i n ) ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 ( β - a m y r i n ) ]

C - 2 4 位 羟 基 化 ( C 2 4 - h y d r o x y l a t i o n ) [ β - 香 树 脂 醇 ( β - a m y r i n ) ]
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基 由 羟 基 过 渡 到 醛 基 ， 最 后 氧 化 成 羧 基 ， 生 成 齐 墩 果 酸 ，

如 CYP716A179 [40]、 CYP716A52v2 [41]、 CYP716A140v2 [42] 、

CYP716A259[43]等 。 除 此 之 外 ， 也 有 其 他 丰 富 的 催 化 点 位 ， 如 ：

MIETTINEN K 等 [44] 发 现 积 雪 草 中 CYP716C11 可 催 化 齐 墩 果

酸 C-2琢位 羟 基 化 ， CYP16C53[43]也 具 有 相 同 作 用 。 MOSES T等 [45]

发 现 柴 胡 CYP716Y1 可 催 化 齐 墩 果 烷 型 三 萜 C-16琢 位 羟 基 化 。

其 他 参 与 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 的 CYP85 见 表 3 。

表 2 其他参与齐墩果烷型三萜皂苷生物合成的 CYP72

基 因 来 源 功 能 [ 底 物 ] 序 列 号 参 考 文 献

CYP72A63 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C-30位 氧 化 (C30-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)] AB558146 [33]

CYP749A63 山 楂 (Crataegus pinnatifida) C-24位 羟 基 化 (C24-hydroxylation)[齐 墩 果 酸 (oleanolic acid)] MF596155 [35]

CYP72A397 刺 楸 (Kalopanax septemlobus) C-23位 羟 基 化 (C23-hydroxylation)[齐 墩 果 酸 (oleanolic acid)] KT150517 [36]

CYP72A68v2 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C-23位 氧 化 (23-oxidation)[ 齐 墩 果 酸 /2茁- 羟 基 - 齐 墩 果 酸 / 贝 萼 皂 苷 元 (oleanolic acid/2茁-hydroxy-oleanolicacid/bayogenin)] AB558150 [33,37-38]

CYP72A68-430 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C-23位 氧 化 (23-oxidation)[ 齐 墩 果 酸 /2茁- 羟 基 - 齐 墩 果 酸 / 贝 萼 皂 苷 元 (oleanolic acid/2茁-hydroxy-oleanolicacid/bayogenin)] Medtr2g055430 [28,38]

CYP72A68-470 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C-23位 氧 化 (23-oxidation)[ 齐 墩 果 酸 /2茁- 羟 基 - 齐 墩 果 酸 / 贝 萼 皂 苷 元 (oleanolic acid/2茁-hydroxy-oleanolicacid/bayogenin)] Medtr2g055470 [37-38]

CYP72A61v2 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C-22位 羟 基 化 (C22-hydroxylation)[24- 羟 基 -茁- 香 树 脂 醇 (24-hydroxy-茁-amyrin)] AB558145 [33,39]

CYP72A67 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C2茁- 羟 基 化 (C2茁-hydroxylation)[齐 墩 果 酸 /23- 羟 基 - 齐 墩 果 酸 (oleanolic acid/23-hydroxy-oleanolic acid)] DQ335780 [37-38]

注：bayogenin（贝萼皂苷元）。

表 3 其他参与齐墩果烷型三萜皂苷生物合成的 CYP85

基 因 来 源 功 能 [ 底 物 ] 序 列 号 参 考 文 献

CYP716A110 变 色 耧 斗 菜 (Aquilegia coerulea) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A12 蒺 藜 苜 蓿 (Medicago truncatula) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A140 桔 梗 (Platycodon grandiflorus) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 /16茁- 羟 基 -茁- 香 树 脂 醇 /12,13- 环 氧 -茁- 香 树 脂 醇

(茁-amyrin/16茁-hydroxy-茁-amyrin/12,13-epoxy-茁-amyrin)]

CYP716A15 葡 萄 (Vitis vinifera) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 / 羽 扇 豆 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin/lupeol)]

CYP716A17 葡 萄 (Vitis vinifera) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A244 刺 五 加 (Eleutherococcus senticosus) C-28位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A249 远 志 (Polygala tenuifolia) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A254 鹅 掌 草 (Anemone flaccida) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A265 大 花 紫 薇 (Lagerstromeia speciosa) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 / 羽 扇 豆 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin/lupeol)]

CYP716A266 大 花 紫 薇 (Lagerstromeia speciosa) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 / 羽 扇 豆 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin/lupeol)]

CYP716A46 光 叶 百 脉 根 (Solanum lycopersicum) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 / 羽 扇 豆 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin/lupeol)]

CYP716A51 番 茄 (Lotus japonicus) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin/)]

CYP716A52v2 人 参 (Panax gensing) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A83 积 雪 草 (Centella asiatica) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A86 积 雪 草 (Centella asiatica) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A78 藜 麦 (Chenopodium quinoa) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A79 藜 麦 (Chenopodium quinoa) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A94 刺 楸 (Kalopanax septemlobus) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP716A141 桔 梗 (Platycodon grandiflorus) C-28 位 氧 化 /C16茁- 羟 基 化 (C28-oxidation/C16茁-hydroxylation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP87D16 披 针 杜 茎 山 (Maesa lanceolata) C16琢- 羟 基 化 (C16琢-hydroxylation)[茁- 香 树 脂 醇 / 齐 墩 果 酸 (茁-amyrin/oleanolic acid)]

CYP716A111 变 色 耧 斗 菜 (Aquilegia coerulea) C16茁- 羟 基 化 (C16茁-hydroxylation)[茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin)]

CYP88D6 光 果 甘 草 (Glycyrrhiza glabra) C-11 位 氧 化 (C11-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 /30- 羟 基 -茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin/30-hydroxy-茁-amyrin)]

CYP716E26 番 茄 (Solanum lycopersicum) C6茁- 羟 基 化 (C6茁-hydroxylation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin)]

CYP716E41 积 雪 草 (Centella asiatica) C6茁- 羟 基 化 (C6茁-hydroxylation)[ 齐 墩 果 酸 /山 楂 酸 (oleanolic acid/maslinic acid)]

CYP716C55 大 花 紫 薇 (Lagerstromeia speciosa) C2琢- 氧 化 (C2琢-oxidation)[齐 墩 果 酸 / 熊 果 酸 (oleanolic acid/ursolic acid)]

CYP716A75 披 针 杜 茎 山 (Maesa lanceolata) C-28 位 氧 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 /16琢- 羟 基 -茁- 香 树 脂 醇 (茁-amyrin/16琢-hydroxy-茁-amyrin)]

CYP716A14v2 黄 花 蒿 (Artemisia annua) C-3位 羟 基 化 (C28-oxidation)[茁- 香 树 脂 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin)]

CYP716A44 番 茄 (Solanum lycopersicum) C-28 位 氧 化 (C3-hydroxylation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin)]

CYP716A83 积 雪 草 (Centella asiatica) C-28 位 氧 化 (C3-hydroxylation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin)]

CYP716C11 积 雪 草 (Centella asiatica) C2琢- 羟 基 化 (C2琢-hydroxylation)[琢- 香 树 脂 醇 /茁- 香 树 脂 醇 (琢-amyrin/茁-amyrin)]

注：lupeol（羽扇豆醇）、maslinic acid（山楂酸）、ursolic acid（熊果酸）。
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图 5 CYP85簇参与齐墩果烷型三萜皂苷的生物合成

2.5 其他 YANG L Y 等 [60] 通 过 WGCNA 和 RT-qPCR 分 析 ，

在 油 茶 种 子 中 鉴 定 出 11 个 茶 皂 苷 合 成 的 候 选 基 因 CYP450 。

HUANG Y Y 等 [61] 在 山 芝 麻 中 对 筛 选 出 的 CYP450s 进 行 功 能

验 证 ， 发 现 HaCYPi3能 催 化 生 成 齐 墩 果 酸 。 REHMAN H M等 [62]

通 过 对 韩 国 野 生 大 豆 突 变 体 CWS5095 进 行 全 基 因 组 测 序

（ WGS） ， 发 现 位 于 CYP72A69第 376 位 精 氨 酸 突 变 成 赖 氨 酸 ， 这

一 突 变 使 大 豆 甾 醇 B或 其 他 中 间 体 的 C-21 位 置 氧 化 产 生 大 豆

甾 醇 A。

3 总结与讨论

3.1 齐墩果烷型三萜皂苷的异源合成 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂

苷 合 成 前 体 物 质 茁- 香 树 脂 醇 、 齐 墩 果 酸 、 常 春 藤 皂 苷 元 均 可

在 工 程 菌 株 中 得 到 。 但 部 分 异 源 合 成 体 系 产 量 远 低 于 直 接 从

植 物 中 提 取 或 者 化 学 方 法 人 工 合 成 ， 经 济 效 益 不 显 著 ， 因 此

其 发 展 受 限 ， 难 以 实 际 生 产 。 如 菌 株 BY-2OA， 研 究 中 发 现 初

糖 量 会 影 响 工 程 菌 乙 醇 和 齐 墩 果 酸 的 合 成 ， 存 在 一 定 的 竞 争

关 系 ， 后 续 建 议 研 究 人 员 可 以 针 对 酵 母 菌 中 合 成 乙 醇 的 关 键

酶 进 行 抑 制 或 沉 默 。 赵 伟 [63]利 用 酿 酒 酵 母 验 证 远 志 CYP714E38

可 催 化 齐 墩 果 酸 产 生 常 春 藤 皂 苷 元 ， 但 产 物 含 量 较 低 ， 故 找

到 相 关 基 因 后 还 需 优 化 基 因 在 工 程 菌 株 中 的 表 达 ， 利 用 和 开

发 更 有 效 的 分 离 和 纯 化 技 术 ， 以 提 高 常 春 藤 皂 苷 元 的 产 量 。

不 同 发 酵 条 件 对 香 树 脂 醇 的 浓 度 有 不 同 影 响 ， 可 通 过 调 控

温 度 、 体 积 氧 传 质 系 数 和 碳 源 类 型 优 化 发 酵 条 件 实 现 其 浓 度

的 提 高 [8]； 通 过 改 善 前 体 供 应 ， 优 化 目 的 基 因 的 表 达 ， CRISPR-

Cas9 技 术 调 控 关 键 酶 ， 优 化 发 酵 条 件 ， 构 建 高 效 细 胞 工 厂 ， 可

提 高 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 的 产 量 ； 将 目 的 基 因 转 化 底 盘 菌 ，

在 酵 母 中 重 构 皂 苷 合 成 途 径 或 过 表 达 目 的 基 因 ， 通 过 载 体 介

导 目 的 基 因 构 建 转 基 因 烟 草 ， 均 可 用 于 阐 明 复 杂 代 谢 途 径 并

作 为 天 然 产 物 替 代 来 源 。

3.2 参与齐墩果烷型三萜皂苷合成的主要CYP450基因与催

化位点 目 前 研 究 较 多 的 参 与 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 的 合 成

相 关 的 CYP450 为 CYP85 簇 和 CYP72 簇 。 相 关 CYP450 主 要 参 与

齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 前 体 的 C-2 、 6 、 12 、 13 、 16 、 23、 24 、 28 、 30

位 的 氧 化 和 C-2 、 6 、 16 、 23、 24 、 28 、 30 位 的 羟 基 化 。

3.3 参与齐墩果烷型三萜皂苷合成的CYP450基因间的联系

及区别 大 部 分 来 源 相 似 的 基 因 有 着 同 样 的 催 化 活 性 和 相

同 的 底 物 ， 如 CYP716A83 和 CYP716A86 均 来 自 积 雪 草 中 ， 均

有 催 化 茁-香 树 脂 醇 C-28 位 的 氧 化 功 能 。 但 也 有 些 来 源 相 似 的

基 因 催 化 活 性 相 同 但 底 物 种 类 不 完 全 一 致 ， 如 CYP716A15 和

CYP716A17， 前 者 作 用 的 底 物 包 括 琢-香 树 脂 醇 、 茁-香 树 脂 醇 及

羽 扇 豆 醇 ， 而 后 者 仅 能 作 用 于 茁- 香 树 脂 醇 。 此 外 ， 有 部 分 基 因

功 能 具 有 多 样 性 ， 如 CYP72A68[35]， 除 可 催 化 齐 墩 酸 皂 苷 元 C-23

的 氧 化 ， 产 生 醇 （ hederagenin） 外 ， 还 可 能 催 化 进 一 步 氧 化 为 醛

和 羧 酸 。 以 上 不 同 簇 的 基 因 并 非 独 立 割 裂 地 行 使 着 催 化 功

能 ， 一 个 三 萜 皂 苷 的 合 成 往 往 需 要 多 簇 基 因 发 挥 协 同 作 用 或

连 锁 反 应 ， 如 ： 甘 草 次 酸 的 合 成 ， 前 期 CYP88D6 催 化 茁- 香 树 脂

醇 生 成 11- 氧 代 -茁- 香 树 脂 醇 ， 再 由 CYP72A157 催 化 C-30 位

氧 化 ； 大 豆 皂 苷 元 B 的 合 成 ， 可 以 先 由 CYP91E1-9 催 化 茁- 香 树

脂 醇 C-24 位 羟 化 ， 再 由 CYP72A61v2 催 化 C-22 位 羟 化 。 因 此 ，

化 学 成 分 的 合 成 涉 及 多 基 因 的 协 同 作 用 。

异 源 合 成 包 括 系 统 设 计 与 构 建 、 优 化 与 调 控 [64]， 前 期 准 备

涉 及 基 因 筛 选 及 功 能 鉴 定 、 底 盘 细 胞 选 择 及 合 成 途 径 挖 掘 。

而 系 统 的 优 化 与 调 控 主 要 是 依 靠 四 大 光 谱 技 术 及 色 谱 技 术

判 断 产 物 的 产 量 、 分 子 式 及 空 间 结 构 等 特 征 以 决 定 是 否 修 改

合 成 系 统 ， 如 目 的 基 因 拷 贝 数 量 的 修 改 、 关 键 基 因 的 替 换 及

底 盘 细 胞 的 替 换 等 。 基 因 功 能 鉴 定 常 会 用 到 基 因 过 表 达 技 术 、

CRISPR-SAM、 RNAi 干 扰 、 CRISPR/CAS9 基 因 敲 除 等 方 法 。 目

前 常 用 的 底 盘 细 胞 有 大 肠 杆 菌 、 酿 酒 酵 母 菌 、 枯 草 芽 孢 杆 菌

等 ， 非 模 式 细 菌 及 非 传 统 酵 母 也 有 使 用 [65]， 其 中 酿 酒 酵 母 广 泛

用 于 萜 类 成 分 的 异 源 合 成 。 但 异 源 合 成 中 ， 存 在 扩 大 生 产 后

产 量 大 大 降 低 、 合 成 机 理 不 明 、 基 因 功 能 难 以 鉴 定 、 成 本 较 高

及 目 的 基 因 难 以 在 底 盘 细 胞 中 表 达 等 问 题 。 经 研 究 发 现 ，

CYP450 中 主 要 为 CYP85 簇 和 CYP72 簇 参 与 齐 墩 果 烷 型 三 萜

皂 苷 合 成 ， 酶 的 表 达 水 平 和 活 性 调 控 机 制 尚 未 完 全 阐 明 。 一

般 认 为 ， 酶 特 定 的 羟 基 化 或 氧 化 反 应 非 常 复 杂 ， 且 齐 墩 果 烷

型 皂 苷 生 物 合 成 途 径 复 杂 ， 涉 及 多 个 步 骤 和 多 个 酶 的 参 与 ，

这 都 对 皂 苷 合 成 造 成 一 定 影 响 。 可 通 过 深 入 研 究 CYP450 的

功 能 ， 利 用 生 物 合 成 对 茁- 香 树 脂 醇 骨 架 及 齐 墩 果 酸 骨 架 进 行

人 工 结 构 修 饰 和 改 造 ， 而 将 异 源 合 成 与 生 物 合 成 方 法 相 结 合

不 失 为 提 高 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 产 量 和 质 量 的 有 效 方 法 。 目

前 大 部 分 植 物 次 生 代 谢 物 的 通 用 体 内 合 成 途 径 虽 已 基 本 阐

明 ， 但 仍 有 许 多 影 响 化 合 物 空 间 结 构 转 化 、 取 代 基 位 置 的

机 理 不 明 ， 需 进 一 步 挖 掘 和 验 证 。 且 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 异

源 合 成 的 报 道 相 对 较 少 ， 所 得 产 物 大 多 为 基 础 的 母 体 化 合

物 ， 因 此 ， 可 参 考 其 他 次 生 代 谢 产 物 异 源 合 成 经 验 合 成 齐 墩

果 烷 型 三 萜 皂 苷 。 可 利 用 计 算 机 技 术 和 人 工 智 能 技 术 ， 高 通

量 快 速 筛 选 合 成 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 的 相 关 基 因 ， 通 过 计

算 机 和 大 数 据 库 模 拟 可 能 的 作 用 底 物 、 作 用 位 点 、 产 物 结 构

等 ， 阐 明 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 的 合 成 途 径 ， 进 一 步 通 过 相 关

分 子 技 术 研 究 合 成 途 径 中 限 速 酶 的 挖 掘 及 功 能 鉴 定 、 步 骤 的

简 化 及 产 物 取 代 基 的 修 饰 等 ， 以 此 提 升 效 率 ， 获 得 多 样 的 活

性 成 分 ， 并 借 助 基 因 工 程 手 段 ， 设 计 和 构 建 高 质 量 齐 墩 果 烷
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型 三 萜 皂 苷 生 物 合 成 系 统 ， 以 期 实 现 齐 墩 果 烷 型 三 萜 皂 苷 经

济 高 效 、 环 境 友 好 的 高 品 质 工 业 化 生 产 。
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