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摘要 中药活性成分是中药发挥药效的物质基础, 也是创新药物的来源, 主要提取自药用植物. 但植物中药用活

性成分含量低、结构类似物多、分离纯化困难等因素限制了中药活性成分的深入研究及开发应用. 挖掘中药活

性成分生物合成过程中的关键催化元件, 解析其生物合成途径, 不仅对探讨中药成药性机制、道地性形成具有重

要指导意义, 也为通过现代生物技术方法, 进一步可持续开发和利用中药活性成分奠定基础. 本文将重点阐述中

药活性成分生物合成途径的研究思路及重点研究方向, 并从其合成生物学与代谢工程两个方向的应用进行探讨,
为中药活性成分的开发利用提供新的思路, 推动中医药现代化研究.
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中药资源是中药产业和中医药传承发展的基础,
是国家的战略性资源. 中药活性成分是中药发挥药效

的物质基础, 也是创新药物的来源, 如抗疟药物青蒿

素等. 第四次全国中药资源普查表明, 85%以上的中药

来源于药用植物, 其中大部分中药活性成分是栽培或

野生药用植物的次生代谢产物, 在植物的特定组织部

位以及特定的生长阶段积累. 受气候环境的影响, 中

药活性成分含量不稳定, 且植物中结构类似物多、分

离纯化困难等问题, 严重制约了中药活性成分的进一

步开发利用, 因此迫切需要利用现代科技手段寻求新

的解决方式.
随着新药开发及中药产业发展对单体活性成分的

需求增大, 中药资源正面临大宗常用资源短缺、珍稀

濒危资源被破坏等诸多问题. 国家“十四五”发展规划

对社会、经济、环境发展提出了新目标, 对中药资源

开发利用也提出了新要求, 指出绿色可持续发展将是

中药资源发展的方向. 同时, 随着人类基因组测序的

完成, 生命科学进入了后基因组时代, 随之产生的新

技术、新方法, 如合成生物学、基因编辑、空间组学

技术、单细胞测序等推动了中医药现代化和国际化的

进程.
中药活性成分主要来源于萜类、生物碱、苯丙素

类等植物次生代谢产物, 其积累具有较强的时空特异

性, 比如丹参酮作为丹参的主要活性成分之一, 主要

在丹参的根中积累. 同时这也与中药特定的药用部位

以及中药道地性息息相关. 因此, 研究中药活性成分
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在药用植物中的合成及调控对探讨中药成药性机制、

道地性成因具有重要意义. 通过中药活性成分形成机

制研究, 一方面为利用代谢通路元件在微生物中重构

代谢途径, 实现高效可控异源生产提供前提, 另一方

面为药用植物代谢工程改良、药用植物栽培驯化奠定

基础. 基础研究与开发应用相结合, 将成为实现中药资

源可持续开发利用的重要途径之一(图1).

1 中药活性成分生物合成途径解析及路径
设计

具有明确药理药效作用的中药活性成分主要包括

萜类、苯丙素类、生物碱等, 比如丹参酮类化合物是

二萜、人参皂苷是三萜、黄芩素是苯丙素类、延胡索

乙素和汉防己甲素等是苄基异喹啉类生物碱. 这些化

合物是植物体内主要的次生代谢产物类型, 也称为天

然产物. 据统计, 美国食品药品监督管理局(U.S. Food
and Drug Administration, FDA)批准上市的药物超过

49.2%与天然产物的结构或信息相关
[1]. 植物次生代谢

产物是不同植物在长期进化过程中为应对不同的环境

变化而产生的, 与植物的环境适应性密切相关
[2].其中,

萜类化合物和苯丙素类广泛存在于不同的科、属、

种, 生物碱的积累范围相对较窄, 比如异喹啉类生物碱

仅存在于毛茛目
[3].

植物次生代谢产物的生物合成大体分为上游共同

前体形成、下游结构形成及结构修饰三个过程, 在植

物中以初生代谢产物为前体, 通过不同的代谢途径生

成, 其类型众多、结构复杂. 但是这些看似复杂的化

学结构间却存在着一定的关联, 大多经过一个简短的

上游共同前体形成途径生成一些重要的中间体, 再在

包括细胞色素P450(cytochrome P450, P450)、糖基转

移酶(UDP-glycosyltransferase, UGT)等后修饰酶的催

化下生成结构多样的产物. 萜类化合物以3-磷酸甘油

醛、乙酰辅酶A、丙酮酸为前体, 通过甲羟戊酸途径

(mevalonate pathway, MVA pathway)和位于质体中的

甲基赤藓醇-4-磷酸途径(2-C-methyl-D-erythritol-4-
phosphate pathway, MEP pathway)产生萜类的共同前

体IPP, DMAPP, GPP, FPP, GGPP等[4,5], 不同结构的萜

类化合物在植物体内通过萜类合酶(terpene synthase,
TPS)、P450、酰基转移酶(acyltransferase, AT)、UGT
等的催化作用生成结构多样的萜类活性成分

[4~6]. 苯丙

素类化合物主要以L-苯丙氨酸和L-酪氨酸为前体, 经

过短暂的共同途径生成不同类型苯丙素类的中间体,
包括4-香豆酰辅酶A、查尔酮、黄烷酮、二氢黄酮醇

等, 其中聚酮合酶(polyketide synthase, PS)、P450、酮

戊二酸氧化酶(Fe2+/2-oxoglutarate-dependent dioxy-
genases, 2ODD)、UGT、甲基转移酶(methyltransfer-
ase, MT)等在产生苯丙素类化合物结构多样性过程中

发挥了重要作用
[7]. 与萜类化合物以及苯丙素类化合

物生物合成不同的是, 生物碱以不同的氨基酸为前体,
比如单萜吲哚生物碱以L-色氨酸和GPP为前体, 异喹

啉类生物碱以L-酪氨酸为前体, 烟碱和莨菪碱等以鸟

氨酸为前体, 在生物碱的生物合成过程中, P450、
MT、还原酶(reductase)、脱羧酶(decarboxylase)等参

与其结构形成和结构修饰过程
[8](图2).

上游前体形成过程在不同的植物中相对保守, 随

着基因组测序、转录组测序等技术的提升和成本的下

降, 上游途径在不同的药用植物中已经研究得很透彻.
药用活性成分是这些前体化合物在不同的药用植物中

经过不同的结构修饰所产生的活性各异的化合物, 这

图 1 中药活性成分生物合成研究及应用方向(网络版彩图)
Figure 1 Research and its application of biosynthetic pathway of active components in traditional Chinese medicine (color online)

中国科学: 生命科学 2022 年 第 52 卷 第 6 期

895



些不同类型的结构修饰是药用植物药效差异的关键.
解析其后修饰过程是研究药效物质形成的基础, 为合

成生物学及代谢工程改良生产药用植物活性成分提供

元件和途径.

1.1 基于组学数据的酶挖掘和功能研究

中药活性成分生物合成途径十分复杂, 往往涉及

到几个甚至几十个酶的参与. 不同于微生物生物合成

途径的酶大多在基因组上成簇存在, 植物次生代谢途

径的基因经过植物基因组的复制和“新功能化”, 大多

分散在植物基因组中, 即使在基因组中成簇, 也是在

较大的范围内成簇, 因此针对植物次生代谢途径生物

元件的挖掘具有一定的难度. 由于植物次生代谢途径

基因大多以基因家族存在, 比如在植物次生代谢途径

中参与度非常高的细胞色素P450酶, 在丹参基因组中

有340个[9], 而参与到丹参酮生物合成途径中的可能不

超过10%, 因此对于未有研究过的途径进行分析很大

程度上依赖于精确的候选基因筛选.
基因测序技术的加速、检测灵敏度的提升、组学

分析技术的发展, 为药用植物中活性成分生物合成途

径解析提供了更高效的分析筛选手段. 大多数情况下,
药用活性成分的积累与基因表达成正相关, 通过比较

组学分析, 能有效缩小候选基因范围, 获得有效候选

基因. 以丹参酮为例, 丹参酮的积累在丹参毛状根中

受生物和非生物因子诱导表达上调, 通过对不同诱导

时间段的代谢组以及转录组进行比较分析, 发现参与

丹参酮生物合成的萜类合酶基因表达上调, 基于此筛

选到40个诱导表达上调的P450基因, 进一步结合时空

图 2 中药活性成分生物合成途径
Figure 2 Biosynthetic pathway of active components of traditional Chinese medicine
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表达分析, 筛选得到可能与丹参酮生物合成相关的多

个基因
[10], 利用体外酶促结合体内RNA干扰研究发现,

其中CYP76AH1[11,12], CYP76AH3和CYP76AK1能够催

化丹参酮碳骨架结构生成C环酮基化的中间代谢产

物
[13], CYP71D373和CYP71D375能够催化丹参酮特征

五元呋喃环的形成
[9]. 这种基于比较时空组学分析的

基因筛选策略在药用活性成分生物合成研究中应用非

常广泛
[14,15]. 植物RNA干扰或者基于CRISPR的基因敲

除为候选基因的筛选提供了另一种有效途径, 通过对

同源性较高的CYP71D家族基因型进行RNA干扰实验,
结果表明, 在RNA干扰株系中, 目标亚基因家族的4个
基因表达量都有不同程度的下降, 代谢物检测发现其

中含有呋喃环的丹参酮类化合物积累下调, 而不含呋

喃环的代谢物显著积累, 通过这一方法成功获得丹参

酮生物合成途径呋喃环形成的关键催化酶, 并且基因

组共线性分析也表明, 这些基因是丹参属中特有, 赋

予丹参特有的药效活性
[9].

1.2 酶改造和定向进化提升酶催化效率

近年来, 中药活性成分尤其是一些具有明确药理

活性天然产物的生物合成途径解析广受关注, 生物合

成途径中有越来越多的生物元件被挖掘, 其功能得以

解析, 为药用植物次生代谢研究提供了思路和方法参

考. 随着数据的不断增多, 越来越多的研究表明, 次生

代谢途径生物元件具有广泛的催化混杂性, 包括底物

杂泛性或者催化位点杂泛性, 导致植物中次生代谢网

络的形成
[13]. 如穿心莲中的一个糖基转移酶具有非常

宽泛的杂泛性, 能催化26种不同类型的底物(二萜及其

衍生物、黄酮类化合物, 以及一些简单的芳香族化合

物)形成O-, S-, N-等糖苷
[16]. 这种催化杂泛性, 一方面

产生了复杂的药用植物代谢网络, 生成结构多样的小

分子化合物, 但是另一方面, 酶的专一性较差影响了

目标代谢物的生成和积累, 因此基于结构生物学的酶

理性结构改造成为近几年的研究热点. 通过对丹参酮

生物合成途径两个同源性70%左右的P450进行序列比

对分析、分子对接以及点突变改造, 成功将两个基因

的功能整合至一个P450中, 显著提升了催化效率
[17].

另一方面, 酶的改造很大程度上依赖于对酶蛋白结构

及其催化机制的了解, 通过解析蛋白结构, 对关键氨

基酸残基进行改造, 从而改造酶的催化特性, 拓宽其

开发应用价值
[18]. 但是蛋白质组的全面结构解析是后

基因组时代的一个重要挑战, 截至目前, 仅有35%的人

类蛋白质结构被登记到蛋白质数据库(PDB数据库),
不同蛋白的表达、纯化、数据收集处理还需要克服诸

多障碍. 所幸的是, 2021年8月DeepMind公司在其前期

工作的基础上公布了AlphaFold2人工智能系统及其源

代码
[19], 其蛋白三级结构预测的准确性和精度进一步

提升, 在一定程度上解决了一些难以获得晶体的蛋白

的建模难题, 推动基于结构-功能相关性的结构改造和

提升.
自然界中生命无时无刻不在进化发展, 但是一个

新性状的稳定遗传需要相当长的时间. 随着基因工程

技术的不断发展, 科学家可以通过实验室模拟和加速

自然进化, 并设计高通量筛选方法来获得目标性状.
2018年, 弗朗西斯·阿诺德因酶的定向进化获得诺贝尔

化学奖, 阿诺德的实验室通过酶的进化演化, 产生能够

催化自然界不存在的化学反应, 利用进化的力量解决

化学问题
[20]. 植物次生代谢的酶在微生物中的表达和

功能往往受限, 而随着结构生物学和计算生物学的发

展, 越来越多的酶结构被解析、海量数据集出现、量

子化学理论及方法的不断完善、机器学习等人工智能

的应用等, 人们对酶蛋白序列及其结构与功能关系有

了更深入的认识, 辅助于计算机的模拟计算可以对酶

进行重新设计, 并预测突变蛋白的表达、稳定性、活

性等特性, 通过这样理性的设计计算以及有针对性的

建库和筛选, 实现了酶的半理性设计
[21,22]. 研究者通

过利用定向进化技术与晶体结构解析以及理论计算设

计的组合, 解析了柠檬烯环氧化物水解酶的催化特异

性与立体选择性的催化机制
[23]; 改造了糖基转移酶的

区域选择性, 将杂泛性糖基转移酶定向改造为具有催

化位点特异性的酶
[21]. 计算生物学和计算化学的发展

和应用将为酶的定向进化提速, 从而获得目标更明确

的酶, 以应用到植物天然产物的生成和结构改造中.

1.3 合成途径解析及途径设计

药用活性成分在植物中的合成经过一系列酶的催

化产生目标产物, 除了人参皂苷、β-榄香烯等部分小

分子化合物的完整合成途径已经被解析
[24,25], 大多数

药用活性化合物的完整合成途径仍然不明确. 青蒿素

前体物质青蒿酸虽然已经实现了合成生物学方式的工

业化生产, 但从青蒿酸到青蒿素的合成过程是否有酶

的参与, 是哪类酶发挥作用仍然不明确
[26]. 紫杉醇生
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物合成的19步途径中仍然有多步未被解析, 导致合成

生物学生产的工作始终无法开展, 其生物合成途径的

解析备受全球关注
[27]. 因此在未来一段时间之内, 生

物合成途径的解析仍然会是中药活性成分生物合成研

究应用的瓶颈. 转录组和基因组数据提供了丰富的基

因元件, 全自动克隆挑选系统的应用为高通量筛选提

供了平台, 但是针对大多数代谢产物的高通量检测技

术还非常有限, 限制了高通量筛选平台的应用, 这是

需要重点攻克的难题. 随着科技投入的增加, 越来越

多的课题投入到相关的研究中, 这将加快推动该项技

术的进步, 促进生物合成途径解析速度的提升.
不断产生的组学数据和被验证了功能的基因同时

也为计算生物学方法设计生物合成路径提供了数据和

基础. 2015年, Science发表了有关阿片类化合物的生物

合成途径全解析的文章, 涉及20多个步骤, 研究人员从

数据库中挖掘了跨越植物、微生物、动物不同物种的

生物元件, 完成蒂巴因(thebaine)的21步催化过程和氢

可酮(hydrocodone)的23步催化过程
[28], 并在酵母中实

现了途径重构, 该研究被评为当年十大科学进展, 这

种复杂代谢途径的解析以及重构被认为是合成生物学

的里程碑事件. 2021年, 该团队利用计算生物学的方

法, 基于文献检索、专利检索、计算预测来挖掘活性

结构化合物, 并预测筛选合成活性结构化合物的高效

催化酶, 成功完成了四氢巴马汀((S)-tetrahydropalma-
tine)的合成及结构衍生

[29]. 不断验证的功能基因为计

算生物学提供基础数据库, 而基于大数据、计算生物

学、人工智能的相结合的元件筛选、途径解析将在中

药活性成分形成机制研究中发挥越来越重要的作用.
由于次生代谢途径中酶的催化混杂性, 产生一系

列结构类似的化合物, 增加了目标化合物分离提取的

难度以及生产成本, 因此有必要明确植物体内的合成

及调控机制. 虽然用计算生物学方法在一定程度上能

帮助解析药用活性成分的生物合成途径, 但是在植物

体内, 途径解析和代谢网络搭建对了解合成过程以及

更好地在植物中调控目标化合物的生成具有重要意

义. 在异源重构的过程中, 正确的路径对于合成生物学

途径创建具有重要的参考价值, 因此通过元件挖掘, 结
合植物体内RNA干扰、过表达、基因编辑等方法, 利

用高灵敏检测技术对植物体内代谢物的系统全面分

析, 解析生物合成途径, 能帮助人们更好地了解代谢物

的合成及调控, 为代谢工程改良以及合成生物学生产

提供基础和指导.

2 中药活性成分合成生物学生产

中药活性成分在药用植物中大多以次生代谢产物

的形式积累, 含量相对较低, 如人参皂苷作为传统名贵

中药人参的主要次生代谢产物, 近年来陆续有研究表

明, 不同结构修饰的人参皂苷类化合物具有多种药理

活性, 但不同人参皂苷在人参中含量各异. 含量低、

结构类似物多等问题导致中药活性成分分离纯化困

难、获取成本高, 在一定程度限制了中药活性成分的

深入开发利用. 因此, 来源稳定、质量均一的获取方

式是中药活性成分深入开发的一个重要前提. 近20年
迅速发展起来的合成生物学为中药活性成分提供了新

的、可持续获取的有效策略. 通过生物合成途径解析,
在微生物中重构中药活性成分的生物合成途径, 调控

代谢流, 优化发酵条件能实现中药活性成分的高效绿

色生产. 结合合成生物学以及化学转化, 研究者们已

经实现了青蒿素的细胞工厂生产
[30], 酵母中阿片类化

合物的生成
[31]

等里程碑式成果; 构建了鼠尾草酸
[32]

、

人参皂苷
[24,33]

、大麻素类化合物
[34]

等的一系列工程菌

株, 通过在微生物中高效生产中药活性成分或其前体

化合物, 将有效缓解中医临床用药的压力.

2.1 中药活性成分高产基因工程菌的构建

中药活性成分合成生物学菌株的构建主要是在成

分代谢途径清晰的基础上, 根据底盘细胞自身的代谢

和蛋白修饰特点, 在底盘菌内实现已有代谢途径的修

饰并引入外源基因进行途径重构. 外源基因的引入和

底盘细胞的改造修饰使工程菌的生物合成形成相互交

错的动态代谢网络, 需从整体上对其代谢网络进行引

流和调控优化, 从而实现目标中药活性成分的高效生

物合成.
目前用于中药活性成分合成生物学菌株构建比较

常用的底盘细胞有酿酒酵母和大肠杆菌, 这两种底盘

细胞遗传背景清晰、遗传转化体系成熟、可用操作工

具多、生长迅速. 但是通常情况下, 这些底盘细胞中积

累次生代谢产物前体的功能较弱, 因此提升前体供给

是中药活性成分高产基因工程菌构建的基础. 通过筛

选多种植物及微生物来源的基因元件, 进行高拷贝强

启动表达, 是中药活性成分工程菌构建的基本策略.
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另外, 过表达反应所需辅酶合成途径, 增加其转运效

率, 补全底盘菌缺陷型, 抑制竞争途径等是提高前体

积累的常用策略
[35]. 在松香烷型二萜的前体物质次丹

参酮二烯工程菌的构建中, Zhou等人
[36]

通过过表达萜

类上游途径关键酶基因和构建融合蛋白, 将丹参酮以

及雷公藤内酯的碳骨架结构——次丹参酮二烯的产量

提高到365 mg/L. Hu等人
[37]

进一步利用CRISPR/Cas9
技术修饰萜类上游合成途径, 敲除竞争支路基因, 并

筛选多物种来源的松香烷型二萜合酶, 将次丹参酮二

烯产量提高到3.5 g/L.
由于一些次生代谢中间产物具有细胞毒性或者存

在反馈调节, 影响菌体增长和产物积累, 通过构建融合

蛋白
[36]

或者蛋白支架
[38], 能一定程度上调节代谢流,

进而提高产量. 左旋龙脑是具有抗炎和镇痛作用的单

萜类中药活性成分, 冰片基焦磷酸合酶(CbTPS1)是其

生物合成途径中的关键合成酶, Ma等人
[39]

从梅片树中

鉴定了高度特异性的CbTPS1, 并经过设计截短和添加

Kozak序列对CbTPS1进行改造, 同时与ERG20WW融

合以增强通往CbTPS1的代谢流, 使左旋龙脑在酵母中

的产量提高了96.33倍. 此外, 针对途径中蛋白的动态

调控也能防止有毒代谢物的积累
[40], 引入可以检测和

响应代谢物的传感器, 可以有效实现这一动态调控.
然而, 针对不同代谢物的传感器在很大程度上是未知

的. Dahl等人
[40]

应用全基因组转录阵列来识别响应有

毒中间体积累的启动子, 利用这些启动子控制中间体

的积累, 并提高目标产物的最终产量, 消除了对昂贵

诱导剂的需求, 改善了菌体生长情况.
目前, 通过微生物生产高价值化合物大多在细胞

质中完成, 但合成过程多存在竞争途径阻碍目标化合

物在细胞质中的有效合成, 并且有相当多的中药活性

成分具有抗菌活性, 导致微生物基因工程菌构建过程

中化合物产量提升困难. 真核细胞通过利用细胞器隔

离生化途径以控制其代谢的复杂性, 受此启发, 研究

者们采用叶绿体、过氧化物酶体、脂滴等亚细胞器作

为外源基因表达和蛋白催化的场所. 在酵母过氧化物

酶体中构建香叶基二磷酸衍生化合物的微工厂, 能够

使产量较胞质中增加125倍, 成功将乙酰辅酶A转化为

具有高商业价值的单萜、单萜吲哚生物碱和大麻素类

化合物, 使过氧化物酶体工程成为生产类异戊二烯类

化合物的有效策略
[41]. 中国科学院天津工业生物技术

研究所与中国中医科学院中药资源中心合作开展人参

皂苷酵母工程菌的构建过程中, 通过利用脂滴膜蛋白

将关键酶靶向至脂滴, 在细胞内建立生物反应区室,
显著提高了人参皂苷前体PPD的生产效率, 以三七中

人参皂苷CK生成模块为例进行转化, 获得CK产量高

达5 g/L的工程菌, 为稀有人参皂苷的获取提供了高效

策略
[24]. 代谢途径的亚细胞器定位不仅可以避免细胞

溶质因子的串扰, 还可以将细胞毒性产物隔离, 使代

谢物底物和产物实现跨过氧化物酶体膜的自由流动,
在(S)-牛心果碱和下游途径苄基异喹啉生物碱产量提

升中取得显著效果
[42], 呈现出具有代谢工程所需特征

的工程细胞器的潜力.

2.2 适合中药活性成分积累的底盘菌构建

结构后修饰酶通过对天然产物进行修饰, 使中药

天然成分的结构更加多样, 从而提高了成功筛选获得

中药活性成分的概率. 结构后修饰酶发挥催化功能过

程中, 需要大量基团供体、辅助因子或在细胞中的特

定部位表达等, 因此, 结构后修饰酶在底盘细胞的高

效表达是中药活性成分生物合成研究的重点和难点.
在针对中药活性成分底盘菌的构建中, 研究者们通过

代谢工程提高前体供给, 扩展后修饰酶底物谱, 增强

后修饰酶的立体选择性, 提高辅因子产量等方法改良

后修饰酶在底盘细胞的表达情况, 加速了中药活性成

分合成生物学的研究进程.
中药活性成分生物合成后修饰中常见多个P450

的连续催化反应
[43], 据统计93%的萜类化合物需要经

过P450酶的修饰
[44]. 在中药活性成分底盘菌构建中,

常遇到P450酶表达稳定性差、辅因子消耗快等问题,
是合成生物学研究中尚未有效解决的关键问题. 除了

针对P450蛋白本身进行定向进化改造, 缩短催化路

径、提高反应效率外
[17], 关于辅助因子的研究也为

改善其催化效率提供了思路. Liu等人
[45]

对P450蛋白

结合的铁血红素的生物合成途径进行工程改造, 显

著提高了酵母细胞中的铁血红素水平, 这是辅助酵

母细胞质P450蛋白形成催化性结构和发挥功能的潜

在策略. NADPH是大多P450s发挥功能的辅助因子,
在催化过程中的消耗量极高, 其在细胞中的快速再

生可以通过P450s和醇脱氢酶(alcoholdehydrogenase,
ADH)的级联反应实现, 这种联合表达策略在天然萜

类樟脑的氧化中取得了有效成果, 使樟脑的转化率

增加了5倍[46].

中国科学: 生命科学 2022 年 第 52 卷 第 6 期

899



2.3 组合生物学产生结构衍生化合物

中药天然产物是药物研发的物质基础, 但大多数

天然产物还需经过提高药效、降低毒性等成药性改

造. 例如, 木脂素五味子丙素具有保肝和降低转氨酶的

作用, 其结构衍生物联苯双酯的活性强于五味子丙素,
因此被开发成新药; 进一步将其中一个羧酸酯还原成

羟甲基以提高其溶解性, 从而被开发成用于降低转氨

酶的药物双环醇. 基于现代生物催化技术改造中药天

然产物, 结合合成生物学的绿色低成本生产方式, 能

有效提升植物天然产物的成药性, 推动植物天然产物

生物合成和合成生物学生产的转化应用, 为中药活性

成分的成药性改造提供新的策略
[47].

糖基化通常用于改善苷元的特性, 例如溶解度、

稳定性和药理活性. 丹参酮IIA是一种具有显著抗动脉

粥样硬化活性的中药活性化合物, 增加其水溶性和生

物利用度有助于对其进行成药性开发. 通过微生物转

化对丹参酮IIA进行糖基化修饰, 能够使其在甲醇-水
溶液中的溶解度较改造前升高50倍, 并显著改善其在

小鼠体内的口服吸收率
[48]. 甘草次酸(glycyrrhetnic

acid, GA)是一种具有多种药理作用和生物活性的五环

三萜疏水苷元, 利用大肠杆菌表达系统纯化出GA糖基

化的生物催化剂蛋白, 将GA转化为相应的GA-3-O-单
葡萄糖, 能使其溶解度和抗菌生物活性显著提高. 这

表明重组糖基转移酶等蛋白有可能被用作工业和药物

用途中糖基化的生物催化剂, 用于组合生物学生产活

性更优、利用度更佳的结构衍生化合物
[49]. 甲基化则

通常可以改善化合物的脂溶性, 从而改善其活性. Cui
等人

[50]
利用组合生物学方法和合成生物学相结合, 筛

选到两个能催化黄芩素甲氧基化的酶, 活性研究表明,
黄芩素甲氧基化后显著提升其抑制癌细胞生长的活

性, 且对正常细胞没有毒性, 为中药活性成分生物合成

研究的应用提供了新思路.
生物合成途径中酶催化的杂泛性导致植物中结构

类似产物产生, 但结构上的微小差异往往导致化合物

活性的消失甚至毒性的产生, 并且目标活性化合物与

副产物结构和理化性质极为相似, 对目标活性产物的

提取分离造成了极大的困难, 严重阻碍了其原材料的

获取和成药开发. 合成生物学研究可以在微生物中组

装构建目标产物单一合成路径, 从而减少副产物的生

成. 同时, 与关键蛋白的定向改造技术相结合, 能减轻

或去除蛋白催化的杂泛性, 在细胞工厂内生产结构单

一, 提取分离简便的目标活性产物. 研究者们利用合

成生物学技术成功衍生了结构多样、性质改良的生物

活性分子和潜在新药. 随着药学、酶学和生物信息学

等研究的快速发展, 合成生物学技术在新型天然产物

的发现、活性天然分子的成药性改良和绿色生产等方

面将发挥不可替代的作用.

3 代谢工程改良

微生物细胞工厂已实现了诸多中药活性成分的高

效合成, 但仍然存在高耗能、高耗氧、P450酶表达性

差、对次生代谢产物耐受性差等问题. 相比之下, 植

物底盘细胞有其优越性, 仅以二氧化碳和水为原料,
经光合作用就可合成各种复杂的次生代谢产物, 同时,
植物底盘细胞本身复杂分区化、不同器官分工协作也

为实现复杂人工设计提供了可能. 因此药用植物代谢

工程成为了获得高价值中药活性分子的另一种选择.
代谢工程技术是通过基因工程技术改变代谢流,

或扩展、重构代谢途径以获得高产量、高纯度的药用

活性成分的方法. 有些次生代谢产物药理活性强但毒

副作用较大, 通过代谢工程技术改善其生物活性, 有

望制造出具有新的或改进的生物学特性的全新分子.
与此同时, 考虑到植物体内各种影响目标产物合成与

分解的遗传因素、环境因子都可能会影响代谢流中化

合物的积累, 所以通过基因工程技术对代谢途径进行

改造成为代谢工程最有效的手段, 目前常用的策略包

括增强关键酶的表达或活性, 调节调控因子的表达,
促进代谢产物的跨膜转运, 抑制代谢竞争路径或削弱

代谢产物的反馈抑制.
针对酶基因常用的基因工程手段有基因过表达、

基因共表达、RNAi、VIGS等. 2012年CRISPR/Cas9基
因编辑技术的出现, 对近10年的生命科学研究及应用

产生了深远影响, 并获得了2020年的诺贝尔化学奖.
2016年, 中国科学院遗传与发育生物学研究所高彩霞

研究团队在小麦中建立了基于CRISPR/Cas9瞬时表达

基因组编辑系统
[51], 之后考虑到生物安全问题, 又通

过体外组装核糖核蛋白复合体RNP建立了全程无外源

DNA的基因组编辑系统
[52]. 2019年报道了一种新型的

Cas蛋白(Cas12a/Cpf1)扩展了基因编辑所依赖的Cas蛋
白的种类

[53]. 最近, 中国科学家利用基因编辑实现了
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四倍体野生水稻的快速驯化
[54]. 基因编辑技术的应用

缩短了作物的驯化周期, 推动了创新作物的诞生, 为

生长周期长的药用植物提供了技术平台.

3.1 基因编辑定向驯化

基因编辑技术是一种可以精准实现定向遗传改良

的现代生物技术, 在三大类型(Ⅰ型, Ⅱ型和Ⅲ型)中,
Ⅱ型系统CRISPR/Cas9设计简单, 并且迅速推广到各

种植物的研究中
[55], 包括拟南芥

[56]
、烟草

[57]
、水稻、

小麦、玉米等
[58]. 一方面用于目标基因的功能研究,

另一方面用于优良性状的快速建立. 另外, CRISPR/
Cas9也可以实现对多个靶位点或多个基因的同时定点

修饰
[59~62]. 不断更新的基因编辑技术, 为遗传操作尚

不成熟的药用植物改良提供了诸多的工具和选择.
在次生代谢产物研究方面, CRISPR/Cas9技术主

要用于研究植物体外系统的生物合成潜力, 通过关闭

竞争途径, 最终将代谢通量转向目标化合物的生产.
通过敲除丹参毛状根RAS基因获得的纯合突变体中,
迷迭香酸和丹酚酸B含量显著降低, 而杂合突变体中

含量降低不明显
[63]. 通过敲除丹参SmCPS1基因阻断

了GGPP的代谢通量, 从而阻断丹参酮的生物合成, 由
于丹参酮和紫杉醇具有相同的前体(GGPP), 研究者们

认为GGPP在理论上可以作为其他有价值的二萜生物

合成的来源, 如紫杉醇
[64]. 研究者通过敲除罂粟的4′

OMT2基因使吗啡和蒂巴因含量显著降低, 并产生了

一种新的苄基异喹啉类生物碱
[65]. 在定向育种方面,

育种家利用连续回交结合分子标记辅助选择策略培育

了各种抗性水稻品种, 但该策略培育周期长、背景选

择随世代提高, 进而会因为连锁累赘等导致出现不利

表型. 近些年, 基因编辑技术逐渐被应用于作物的生

产实践, 该技术可以快速改良作物的农艺性状. 2013
年, 研究者们利用CRISPR技术对水稻香味基因Os-
BADH2进行定点敲除, 获得了香稻osbadh2突变体

[66],
对水稻直链淀粉含量相关基因OsWaxy进行定点敲除,
创建了糯性水稻资源

[67]. 基因组编辑CRISPR/Cas9辅
助的性状改良与自然驯化相比, 具有快速、精准、经

济等优点, 但需要建立可行的基因组编辑技术体系,
获取完整的基因组序列信息以及确定重要农艺性状形

成的关键基因及其调控机理. 2021年3月, 李家洋院士

团队联合国内外多家单位研究人员通过组装异源四倍

体高秆野生稻基因组, 优化遗传转化体系, 结合多维基

因组学和多靶点精准基因组编辑技术, 获得高度显著

降低、籽粒长度显著增加的突变体, 绘制了异源四倍

体野生稻从头驯化的“蓝图”, 使作物驯化时间呈现“跳
跃式”前进

[54]. 药用植物栽培种植大多是野生抚育, 没
有驯化的过程, 因此难以形成稳定的品种, 基于基因编

辑的驯化研究能为药用植物品种构建提供支撑.

3.2 植物细胞工厂构建

生物反应器除了上文提到的大肠杆菌和酵母外,
昆虫哺乳动物细胞或植物细胞也常作为生物工厂, 用

于大规模生产人类使用的疫苗和药用蛋白
[68]. 从对外

源蛋白的加工修饰来说, 哺乳动物细胞是较为理想的

表达系统, 已被应用于数百种药用蛋白的生产
[69], 但

哺乳动物细胞培养的条件不易掌握, 容易污染, 所以

对资金和技术都有一定的要求. 而随着植物基因工程

的发展和转基因技术的不断进步, 人们已成功实现了

植物疫苗和植物源性抗体的表达, 植物作为生物反应

器已经受到了越来越多的科研机构和商业公司的青

睐
[70].
植物生物反应器利用植物细胞、组织、器官或整

株植株, 大量生产具有重要功能的蛋白质, 如疫苗、抗

体或次生代谢产物等
[71]. 相比于以上单细胞培养系统,

植物通过光合作用产生能量, 代表了未来代谢工程可

持续发展的重要方向. 植物反应器最大的优势是经济

成本低, 仅为微生物发酵培养的2%~10%, 动物细胞培

养生产成本的0.1%~1%[72]. 植物的可食性让其表达的

医疗或者药用蛋白可以被直接口服, 且植物不会携带

人类或动物的病原微生物, 种植简单, 更易大规模生

产, 但是现阶段很难回答哪种植物作为底盘细胞是最

好的. 模式植物拟南芥研究基础好且资源极其丰富,
是基因组学和基因工程中植物模型的首选

[73], 在受控

条件下最容易转化和生长, 优势十分显著, 但它缺乏

充足的生物量. 因此多数重组蛋白生产的表达系统往

往选择生物量相对较大、容易转化且易于操作的模式

植物烟草. 大量其他植物种类(如水稻、玉米、小麦、

大豆、马铃薯、番茄、莴苣和生菜等)也逐渐被用来

生产重组蛋白.
目前我国植物生物反应器的研究和利用还主要集

中在利用模式植物表达或生产药用蛋白的研究和应用

方面, 而由于药用植物遗传转化体系不成熟, 利用代谢

调控及代谢工程等技术对植物进行遗传改造, 进而大
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量生产有用的植物次生代谢产物的研究还相对薄弱.
已有的报道仅限于在药用植物组织培养体系中进行代

谢调控, 或利用烟草等遗传转化成熟的植物作为生物

反应器来合成中药活性成分. 常用的代谢工程改良策

略包括: 增强关键酶的表达或活性, 调节调控因子的

表达, 促进代谢产物的跨膜转运, 抑制代谢竞争路径

或削弱代谢产物的反馈抑制, 以及次生代谢物区室化.
理论上, 单独或者联合使用这些策略, 都可以促进药用

植物中目标产物的生物合成, 提高其产量, 但在实际应

用中, 关键酶基因的过量表达应用较多. 例如, 2004年,
在药用植物天仙子发状根中同时过表达两个关键酶基

因PMT和H6H, 将其中东莨菪碱含量提升到野生对照

组的9倍, 达到了411 mg/L[74]. 将青蒿素代谢途径关键

酶基因FPS导入青蒿中, 青蒿素含量提高了40%[75]. 在
丹参毛状根中过表达萜类生物合成限速酶HMGR基
因, 其丹参酮含量是对照组的4.2倍[76]. 抑制代谢竞争

路径也能显著提升目标化合物积累, 通过下调影响青

蒿素生物合成的竞争支路上的关键基因β-石竹烯合成

酶(CPS)、β-法呢基焦磷酸合成酶(BFS)和角鲨烯合成

酶(SQS), 使青蒿素含量提升达70%[77]. 另一方面, 利用

烟草等遗传转化体系成熟的植物作为异源合成载体生

产中药活性成分也有报道, 2016年, Fuentes等人
[78]

将

青蒿素生物合成的核心途径整合到烟草叶绿体基因组

中 , 同时将辅助基因整合到核基因组 , 最终获得

120 mg/kg青蒿酸. 2019年, Schultz等人
[79]

将编码针叶

树醇和依托泊苷苷元途径的16个基因在烟草叶片中瞬

时表达, 其去氧鬼臼毒素积累达4.3 mg/g干重. 虽然目

前利用植物生物反应器生产次生代谢产物的例子屈指

可数, 但随着对重要生物活性代谢物的生物合成所涉

及的复杂植物代谢网络的进一步了解, 以及对支配次

生代谢的调控系统的更深入的了解, 植物生物反应器

的研究和应用前景将越来越广阔.

4 总结与展望

中药活性成分主要是植物次生代谢产物, 种类繁

多, 广泛参与植物的生长、发育和防御等生理过程,
对植物自身在复杂环境中的生存和发展起到了重要作

用. 同时, 次生代谢产物向人类提供了大量有用的天然

有机化合物, 占所有治疗药的1/3以上. 然而, 中药活性

成分在原植物中含量较低, 加之药用植物大多生长缓

慢或在实验室条件下无法培养, 影响了中药活性成分

的开发和利用. 随着测序技术、高分辨检测技术、合

成生物学技术的发展, 通过解析中药活性成分生物合

成途径, 利用合成生物学方法构建微生物细胞工厂,
或者通过代谢工程手段进行遗传改良, 为药用活性成

分的获取提供了新方式. 同时, 中药活性成分作为中

药发挥药效的物质基础, 对其合成及代谢网络的了解,
有助于人们更清晰地了解药效形成及道地性形成的机

制, 推动中医药现代化研究.
从2006年报道利用酵母基因工程菌生产青蒿素至

今, 中药活性成分生物合成及相关研究取得了突破进

展 , 丹参酮(图3)[9 ,11 ,13 ]、人参皂苷
[80 ]

、雷公藤甲

素
[81]

、乌头碱
[82]

等中药活性成分生物合成逐渐得以

解析. 同时, 基因组测序手段的提升以及成本的下降,
释放了大量用于基因筛选的遗传资源, 也为合成生物

学相关研究提供了丰富的元件库. 然而, 现阶段虽然

已有大量的研究报道, 但是显著性成果屈指可数, 具

有特殊催化功能的酶的发现及其催化机制的研究依然

具有一定的难度, 生物合成途径被完全解析的仍然不

多. 大量数据的积累一方面为酶的筛选以及利用组合

成生物学生成结构修饰新产物提供了丰富的元件, 但

也加大了筛选的难度. 因此高通量筛选手段、全自动

克隆系统、高通量检测技术等的研发非常有必要. 另

外, 通过多组学多维度的比较分析, 或者依托人工智

能等进行计算设计能有效助推催化酶的筛选和改造.
总之, 新方法新技术的发展将更快推动中药活性成分

生物合成途径的解析.
基于合成生物学技术的微生物基因工程菌的构建

已经初显成效, 青蒿素、人参皂苷酵母的细胞工厂生

产成本已经能与植物提取相抗衡, 但对于具有细胞毒

性的化合物比如冰片、合成途径冗长的化合物比如吗

啡、紫杉醇等, 实现微生物生产还有一定的距离. 亚细

胞器工程、蛋白质工程等对产量的提升有一定成效,
另外不断开发应用的新底盘细胞, 比如解脂耶氏酵

母、甲醇酵母、绿藻等的使用
[83,84], 为中药活性成分

细胞工厂构建提供了新的选择. 相关底盘基因编辑工

具的开发将为在新型底盘细胞中构建中药活性成分合

成途径奠定坚实的基础.
药用植物的代谢工程改良是中药活性成分生物合

成途径研究的另一个应用方向, 但也正是由于植物细

胞代谢的特殊性、植物次生代谢途径的复杂性, 以及
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植物生物反应器(植物细胞、组织、器官或植株)的选

择问题, 建立大规模、可持续的次生代谢产物生产过

程, 仍有许多瓶颈问题. 例如, 大多数次生代谢产物的

生物合成途径尚未完全解析, 已被解析的次生代谢产

物的生物合成调控机制尚不十分清楚, 合成途径中间

体不易获取导致关键基因鉴定受阻等, 这些问题都影

响着代谢工程研究的进程. 药用植物代谢工程改良还

面临的另一个挑战是遗传转化和基因编辑难度大, 大

多数药用植物遗传转化尚未实现, 未来基因编辑是植

物改良的重要方向, 但是建立在遗传转化的基础上,
因此加大投入提前技术储备非常必要. 更高效基因编

辑工具的开发, 将为植物底盘的构建以及药用植物代

谢工程改造提供技术支出和平台.
中医药是我国古代文明的瑰宝, 在新冠疫情防控

中发挥重要作用. 随着国家对科技投入以及对中医药

的重视, 越来越多的交叉学科开始关注中医药领域.
习近平主席在中国中医科学院成立60周年贺信中强

调, 中医药振兴发展迎来了天时、地利、人和的大好

图 3 丹参酮生物合成研究及其合成生物学与代谢工程应用
Figure 3 Biosynthetic pathway analysis of tanshinones and its application in synthetic biology and metabolic engineering
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时机. 中医药科研工作者唯有抓住机遇、迎接挑战, 通
过生物技术、生命科学和计算科学等的交叉融合与团

队协作, 共同促进中医药传承创新发展, 共同推动中医

药的现代化和国际化.
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Biosynthetic pathway of active components in traditional Chinese
medicine and its application
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The active components are not only the material basis for traditional Chinese medicine, but also the source of new drug development.
They are mainly extracted from medicinal plants. However, the low content of active components, accumulation of structural
analogues, and difficulty in separation and purification limit the in-depth research, development and application of active components
of traditional Chinese medicine. Biosynthetic pathway analysis of active components of traditional Chinese medicine not only has
important guiding significance for exploring the formation of traditional Chinese medicine, but also lays a foundation for further
sustainable development and utilization of active components of traditional Chinese medicine through modern biotechnology
methods. Here, we review the biosynthetic pathway analysis of active components of traditional Chinese medicine, as well as its
application in synthetic biology and metabolic engineering. It will provide a new perspective for the development and utilization of
active components of traditional Chinese medicine, and promote the modernization of traditional Chinese medicine.
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