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金铁锁三萜皂苷合成生物学研究进展
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摘要：金铁锁是国家二级保护珍稀濒危药用植物，三萜皂苷类化合物是其主要活性成分。目前，利用合成生物学构建酿酒酵母细胞工厂

高效生产药用植物中有效化合物的研究已在逐步完善，为实现微生物发酵生产药用中药萜类有效成分提供了基础。掌握金铁锁有效成

分三萜皂苷的生物合成途径，是进行金铁锁定向育种和利用合成生物学进一步开发人工细胞工厂发酵生产金铁锁总皂苷等活性成分

的基础。该文利用合成生物学的方法，在酿酒酵母细胞中进行金铁锁三萜皂苷的生物合成途径异源重建，以解析金铁锁有效成分生物

合成的途径。
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金铁锁 ＰｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓＷ．Ｃ．ＷｕｅｔＣ．Ｙ．Ｗｕ
是石竹科单种属植物犤１犦，主要药理作用为镇痛、抗炎、抗

类风湿、免疫调节、抑菌、抗氧化等。目前对金铁锁的研

究主要集中在根部，其主要化学成分是三萜皂苷和环肽

类化合物犤２犦，皂苷的母核结构为齐墩果烷型。近年来，对

金铁锁化学成分的研究主要为三萜皂苷，较为集中的是

齐墩果烷型五环三萜皂苷化合物，目前皂苷类成分被认

为是主要活性成分之一犤３犦。金铁锁收录入《中国植物红

皮书》中，属国家二级保护植物犤４犦。目前，由于人工栽培

技术还不完善，金铁锁药材主要通过野生采挖，对野生

植物资源造成严重破坏，且由于其自然分布区域狭窄且

生长环境极其恶劣，导致自然分布资源迅速减少。通过化

学合成或半化学合成其有效成分在一定程度上能降低成

本，提高合成效率，但毒性大，工艺流程复杂，环境污染严重。

基于合成生物学方法在微生物体内重建金铁锁三萜皂苷

的生成途径，实现金铁锁药用有效成分生物合成途径解

析，并在此基础上通过研究生物合成途径和关键酶基因

的挖掘鉴定与调控，通过金铁锁三萜皂苷人工细胞工厂

开发直接发酵法生产金铁锁药用有效成分。

１ 有效成分

１．１ 萜类化合物
萜类化合物又称类异戊二烯，广泛存在于植物界的

一类天然烃类化合物，基本组成骨架为异戊二烯单元，

分子式为（Ｃ５Ｈ８）ｎ。根据所含异戊二烯数目分为单萜、倍
半萜、双萜、三萜、四萜、多萜等。次生代谢萜类化合物通

常用作食品添加剂、农药和药物等，具有重要的经济价

值犤５犦。由黄花蒿中提取到了青蒿素，是治疗疟疾的强有

效药犤６犦。在临床，中药中所含有的萜类化合物为重要有效

成分。近年的研究表明，桦木酸及其衍生物具有较多生物

活性，对多种肿瘤细胞有较强毒杀效应而对正常细胞无

杀伤力犤７犦。萜类生物合成途径是生物体内主要的代谢途

径，随着萜类化合物的发现及其在生活、生产中的应用，

其生物合成途径的研究也受到极大关注。

１．２ 三萜类化合物
三萜类化合物是由 ６个异戊二烯结构单元联结而

成，多数含 ３０个 Ｃ原子，大多数三萜皂苷元以五环三
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图１ 三萜化合物生物合成途径

萜形式存在。五环三萜皂苷元的碳架主要有齐墩果烷

型、乌苏烷型、羽扇豆烷型、木栓烷型犤８犦等。三萜类化合

物是中草药中的重要有效成分，其生物合成途径为甲羟

戊酸途径（ＭＶＡ）。目前，对五环三萜化合物的研究主要
集中在齐墩果酸。

１．３ 三萜皂苷的合成生物学
齐墩果烷广泛存在三萜植物中，主要以苷的形式存

在，但亦有以游离状态形式存在。其中分布较广的皂苷

元为齐墩果酸，存在于中药女贞子和青叶胆全草中，具

有降转氨酶作用，是治疗肝炎的有效药物犤９犦。大部分植

物中都有五环三萜皂苷，在植物中最主要的功能是防御

病原体和害虫；在人体中可增强药用植物有效成分的产

生，提高药用价值。齐墩果烷类三萜化合物具有抗癌、抗病

毒、抗氧化及保肝等作用，如齐墩果酸作为齐墩果烷型五

环三萜的标志性化合物，具有抗炎犤１０犦、抗肿瘤犤１１犦、抗变态反

应、促进肝细胞再生犤１２犦和促进肝糖原合成犤１３犦的重要生理活

性，但自然界中每个植物所含齐墩果酸的含量均较低，目

前的来源主要是通过从植物中提取和化学合成的方法来

获得，非常不利于环境和资源的可持续发展，利用合成生

物学的原理和方法，可实现药用资源的可持续利用。

２ 生物合成途径

２．１ ＭＶＡ途径
三萜皂苷生物合成途径主要是分为前体形成、骨架

构建、后期修饰三部分（见图１）。碳源经过ＭＶＡ途径合
成萜类基本前体，再由萜类合成酶催化合成三萜类骨架

后，再由 ＣＹＰ４５０酶及 ＵＧＴ酶对骨架的结构进行修饰，
最终获得相关的三萜类皂苷化合物。有学者将２，３－环
氧角鲨烯作为三萜皂苷生物合成途径上游和下游途径的

分支点，三萜皂苷的后期修饰酶在其生物合成途径中作

为关键酶基因，是产生萜类次生代谢最终产物的关键。

２．２ 关键酶基因
前期研究中，已成功地在酿酒酵母中完成 ＭＶＡ途

径的优化，在参与三萜皂苷生物合成下游途径的关键元

件中，参与植物体内多种生命活动获得参与三萜皂苷生

物合成细胞色素ＣＹＰ４５０单加氧酶为关键酶基因。植物
细胞中，ＣＹＰ４５０为催化初级和次级代谢反应作用的催
化剂，可参与各类化合物的合成与代谢反应 犤１４－１５犦。

ＣＹＰ４５０是在环氧角鲨烯合成不同构型的母核后进行一
系列的结构修饰，包括羟基化、醛基化、酮基化、羧基化

和脱氧脱水等氧化反应犤１６犦。ＣＹＰ４５０参与催化合成多种
具有药用价值的次生代谢产物，如皂苷 犤１７－１８犦、青蒿

素犤１９－２０犦、紫杉酚犤２１犦、黄酮类化合物犤２２犦、莨菪碱犤２３犦等。

研究至今，大豆来源的ＧｍＣＹＰ９３Ｅ１基因是最早被
证实具有催化合成三萜化合物的 ＣＹＰ４５０，其催化合成
齐墩果 －１２－烯３，２４－二醇犤１７犦。甘草中的 ＣＹＰ８８Ｄ６和
ＣＹＰ７２Ａ１５４基因可催化甘草次酸的合成，并参与甘草
酸苷的生物合成 犤２４－２５犦。葡萄来源的 ＶｖＣＹＰ７１６Ａ１５和
ＶｖＣＹＰ７１６Ａ１７在生物合成途径中，催化 β－香树脂生
成齐墩果酸，又催化羽扇豆醇合成烨木酸犤２６犦。来源于蒺

藜状苜蓿的基因ＭｔＣＹＰ７１６Ａ１２在生物合成途径中的作
用是催化齐墩果酸的合成犤１８，２６犦。从人参中克隆到的基因

ＰｇＣＹＰ７１６Ａ４，ＰｇＣＹＰ７１６Ａ５２ｖ２，ＰｇＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２参与人
参皂苷合成途径犤２７－２９犦，在生物合成过程中，人参来源的

ＣＹＰ４５０基因依次发挥自己的催化作用，ＰｇＣＹＰ７１６Ａ４７
可以催化达玛烯二醇合成原人参二醇，ＰｇＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２
催化原人参二醇合成原人参三醇，ＰｇＣＹＰ７１６Ａ５２ｖ２催
化合成齐墩果酸型皂苷（见图２）。
３ 合成生物学

３．１ 常用菌株
在合成生物学的运用过程中，有较多的微生物可作

为度盘菌株的使用，如完成全基因测序的酿酒酵母，遗

传背景清晰的大肠杆菌、链霉菌，能产阿维菌素的阿维

链霉菌、天蓝链霉菌、恶臭假单胞菌等一系列的微生物。

３．２ 底盘菌株选用－酿酒酵母
酿酒酵母具有遗传背景清楚，发酵密度大，生物安

全性好，遗传改造和发酵方法成熟等优点，因此在工业
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图２ 参与三萜合成的 ＣＹＰ４５０ｓ

生产中常选择为底盘菌株的微生物，在基因工程、遗传

学分析及蛋白表达研究领域被广泛应用犤３０－３１犦，因安全、无

毒、不致病等优点被广泛应用于食品与医疗卫生领域。

１９９６年已完成了对酿酒酵母的全基因组测序工作犤３２犦。

在酿酒酵母中开展了酵母基因敲除技术、酵母基因定位

技术、酵母功能基因芯片技术等犤３３犦。利用酿酒酵母可以很

大程度地阐明高等真核生物基因表达调控的基本原理及

基因编码产物结构与功能间的关系，从而起到表达鉴定或

异源表达目的蛋白的作用犤３４－３５犦，建立了酵母表达系统。

酿酒酵母体内自身含有提供萜类化合物合成的

ＭＶＡ途径，能代谢合成以麦角甾醇为主要产物的固醇
类物质犤３６犦，能用来生产高修饰型外源天然产物如β－香
树脂犤３７－３８犦，因而广泛用于构建生产天然产物的底盘工

程菌株犤３９犦。目前，构建酿酒酵母基因工程菌，建立细胞

工厂高产所需有效成分已成为研究主流，而且已有很多

成功构建天然产物细胞工厂的实例，如Ｋｅａｓｌｉｎｇ团队利
用合成生物学的方法在酵母中合成青蒿素的前体物青

蒿酸，产量可达 ２５ｇ／Ｌ犤２０犦。目前，酿酒酵母菌在青蒿酸
生物合成路线比较清晰的基础上，采用一系列的基因调

控方法，通过酵母代谢工程菌合成了青蒿酸，其产量超

过 １００ｍｇ／Ｌ，实现了在酵母中大量合成抗疟药物青蒿
素的前体物质犤２０犦。ＤＡＩ等犤４０－４１犦已在酿酒酵母底盘细胞

成功构建了原人参二醇的生物合成途径。构建酿酒酵母

工程菌株，能快速高产药用有效成分或其中间体犤１９犦，为

濒危药材的保护和可持续利用提供应用基础。ＨＡＮ等犤２８犦

利用酿酒酵母成功构建了人参中原人参二醇合成酶基

因 ＣＹＰ７１６Ａ４７的异源表达鉴定菌株，完成了人参中的
达玛烯二醇合成酶基因 ＰｇＤＤＳ与原人参二醇合成酶基
因 ＣＹＰ７１６Ａ４７的异源共表达，实现了利用酿酒酵母培
养体系自身所含底物产目标化合物。可见，酿酒酵母为

三萜皂苷的异源代谢合成提供了表达系统，为实现代谢

工程中三萜皂苷异源工业化生产提供了研究思路。在本

实验研究中重点研究金铁锁有效成分三萜皂苷合成的

下游途径，故选择酿酒酵母作为底盘菌株。

４ 小结

金铁锁的药理作用主要表现为镇痛、抗炎、抗类风

湿、免疫调节、抑菌、抗氧化等。近年对金铁锁的研究所

获皂苷类成分，目前被认为是主要的活性成分，较为集

中的是齐墩果烷型五环三萜皂苷化合物犤３犦。目前，利用

合成生物学在酿酒酵母中构建细胞工厂高效生产药用

植物有效成分已成为最环保、高产的手段。酿酒酵母体

内自身含有提供萜类化合物合成的 ＭＶＡ途径，以其作
为底盘菌株，在细胞色素Ｐ４５０单加氧酶对骨架进行结构
修饰下，最终获得相关的三萜类皂苷化合物。

实验室前期已完成了金铁锁转录组测序及生物信息

学分析工作，并完成了ＭＶＡ途径的修饰与合成，在酶的催
化下，构建出了高产金铁锁有效成分三萜皂苷的前体物

质齐墩果酸的工程菌株，再在酿酒酵母中实现金铁锁三

萜皂苷元生物合成途径异源重建，将金铁锁Ｐ４５０单加氧酶
通过合成生物学方式将其在酿酒酵母中表达实现重建，构

建出高产药用植物金铁锁有效成分的初级细胞工厂。

综上所述，基于合成生物学方法在微生物体内重建

金铁锁三萜皂苷的生成途径，实现金铁锁药用有效成分

生物合成途径解析，并在此基础上通过研究生物合成途

径和关键酶基因的挖掘鉴定与调控，可增加药用植物有

效成分的含量，提高中药材的品质，为中药的良种选育、

规范化种植和质量控制提供技术支撑。同时，通过金铁

锁三萜皂苷人工细胞工厂的开发直接发酵法生产有效

成分，是获得新资源的又一重要补充。
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