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摘  要 : 紫杉醇是植物次级代谢产物中一种具有抗癌作用的萜类物质。但由于在自然界中含量低、难获得

使其成本昂贵，临床应用受限。近年来，利用组合生物合成技术制备紫杉醇成为研究热点，研究用的体系

以大肠杆菌、酵母为主，还涉及到小立碗藓、拟南芥、番茄、人参等植物体系。文中综述了不同体系中紫

杉醇的组合生物合成研究进展，分析了目前存在的问题，并对不同体系的发展方向提出建议。最后，结合

本实验室对紫杉醇组合生物合成的小立碗藓体系的研究，阐述了其发展前景和优势。  
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Advances of taxol combinatorial biosynthesis 

Jie Li, and Chunmei Wang 

Department of Biological Pharmaceutics, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100102, China 

Abstract:  Taxol is a kind of isoprenoid with strong anticancer activity. It is difficult to be obtained because of its low 

concentration in nature, which hinders its application in cancer treatment. Recently, biosynthesis methods for taxol 

production have attracted more attentions. Several systems including Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, 

Physcomitrella patens, Arabidopsis, tomato and ginseng were explored. This review focuses on the advance in biosynthesis 

of taxol in different systems and features the bottleneck of scale fermentation for producing the intermediates. At the same 

time some advices for the further were given. At last, the future and character of Physcomitrella patens system used in taxol 

combinatorial biosynthesis were analyzed based on our lab’s research. 

Keywords:  taxol, combinatorial biosynthesis, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Physcomitrella patens, 

Arabidopsis, tomato, ginseng 
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紫杉醇 (Paclitaxel，商标名为 Taxol) 是 20

世纪 70 年代由 Wani 等从 Taxus brevifolia Nutt

树皮中提取出来的具有独特抗癌作用的天然产

物。从 1992年获得美国 FDA认证以来，紫杉醇

以其对乳腺癌、卵巢癌和非小细胞肺癌等多种癌

症的疗效，成为化疗的首选药物。直接从红豆杉

树皮中提取紫杉醇产量极低，每 3 kg 树皮只能

提取约 300 mg 的紫杉醇[1]，因此，通过直接提

取获得数量可观的紫杉醇将对红豆杉造成毁灭

性的影响。目前紫杉醇的药源主要来自化学半合

成，但化学半合成法产率和选择性不高，代价昂

贵，而且原料依然来自植物组织，对提高紫杉醇

产量造成一定限制[2]。获得紫杉醇的途径还有化

学全合成、植物细胞培养或内生真菌的培养。植

物细胞培养的方法稳定性低、放大培养困难且目

的产物含量低，目前还没有工业化的报道[3-5]。

化学全合成的方法产率低，很难应用于工业生 

产[2,6-19]。内生真菌生产虽具有生产周期短、操

作简单的优势，但产量低、不稳定的问题亟待解

决[20]。自从青蒿素的组合生物合成取得巨大进

展[21]，紫杉醇的生物合成途径逐渐阐明，人们

对利用组合生物合成的方法获得紫杉醇也寄予

厚望。研究人员已经在大肠杆菌、酵母、小立碗

藓、拟南芥、番茄和人参等体系对紫杉醇的组合

生物合成进行了探索，对各个体系的研究均取得

了一定的成果。本文以不同体系为线索综述了紫

杉醇组合生物合成的研究进展，并探讨了未来可

能的研究方向和方法，希望最终实现紫杉醇组合

生物合成的产业化。 

紫杉醇的生物合成过程已基本清楚[22]，如图

1 所 示 ， 以 异 戊 烯 焦 磷 酸  (Isopentenyl 

pyrophosphate， IPP) 和二甲基丙烯基焦磷酸 

(Dimethylallyl pyrophosphate，DMAPP) 为分界

线，紫杉醇的生物合成过程可以人为地分为两个

部分：上游途径和下游途径。 

紫杉醇生物合成机制的逐步明确，为紫杉醇

在异源体系中的组合表达奠定了充分的基础。目

前，紫杉醇的组合生物合成在不同体系的研究进

展如下。 

1  大肠杆菌 

大肠杆菌遗传背景清楚，可用的商业载体丰

富，因此大肠杆菌是目前合成生物学研究最多的

底盘细胞。在大肠杆菌中建立紫杉醇生物合成的

路径并最终用于生产是科学家们努力的方向。由

于大肠杆菌中存在MEP途径，自身可以合成 IPP

和 DMAPP，能够为下游途径提供原料，所以研

究者对大肠杆菌的改造主要在于将 DXPS 

(1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase，1-脱

氧-D-木酮糖-5-磷酸合成酶)、DXR (1-Deoxy-D- 

xylulose 5-phosphate reductoisomerase，1-脱氧-D-

木酮糖 -5-磷酸还原异构酶 )、 IDI (Isopentenyl 

diphosphate isomerase，异戊烯基焦磷酸异构酶) 

以 及 下 游 途 径 中 GGDPS (Geranylgeranyl 

diphosphate synthase，香叶基香叶基焦磷酸合

酶)、TS (Taxadiene synthase，紫杉烯合酶) 和

T5αH (Taxadiene-5-alpha-hydroxylase，紫杉烯- 

5α-羟基化酶 ) 基因整合到大肠杆菌中并过表

达。研究者使用的策略如下： 

1.1  上游途径中关键酶的过表达 

在上游 MEP途径中，DXPS、IDI是关键酶，

对途径末端 IPP和 DMAPP的产量有决定性的影

响。有实验室将大肠杆菌内源性的 DXPS基因和

IDI基因、来自辣椒 Capsicum annuum的 GGDPS 
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图 1  紫杉醇生物合成过程概览[22] 

Fig. 1  Overview of the Taxol biosynthetic pathway. The biogenesis of Taxol can be artificially divided into two 
processes: the upstream isoprenoid pathway (MVA pathway or MEP pathway) and a heterologous downstream 
terpenoid pathway. The dotted line separates the two parts. The underlined enzymes indicate the enzyme has been 
modified. For more details refer to the relevant review [22]. 
 

基因以及中国红豆杉的 TS基因在大肠杆菌中共

表 达 [23] ， GC-MS 分 析 得 到 了 代 谢 产 物

taxa-4(5),11(12)-diene。但是，研究者发现，4个

基因共表达时彼此相互影响，推测其原因可能是

DXPS 和 GGDPS 的表达对宿主菌有一定的毒

性，或者是这 4个基因同时在同一个工程菌中诱

导表达时可能导致能量代谢障碍。另有研究组[24]

在大肠杆菌中共表达大肠杆菌内源性的 DXPS

和 IDI、来自草生欧文菌的 GGDPS 和来自太平

洋红豆杉的 TS，结果表明，4 种酶同时过表达

可以得到 1.3 mg/L的 taxa-4(5),11(12)-diene，是

只过表达 IDI、GGDPS 和 TS 的紫杉烯产量的  

2.6倍。 

同一载体中外源基因的排列顺序会影响这

些基因功能的发挥。Lü 等[25]构建了含有银白杨

异戊二烯合酶的载体 pET-32a，同时又将 MEP

途径中的 3个关键酶——DXS、DXR和 IDI的基

因按照不同的顺序 (3种基因共有 6种排列顺序) 
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插入到 pET-30a载体上，将前者和含有不同顺序

的后者同时导入到大肠杆菌中，经过诱导后分析

萜类物质的产量发现：导入两种载体的大肠杆菌

与只导入含有异戊二烯合酶基因载体的大肠杆

菌相比，萜类物质的产量的确有不同程度的提

高。而且有趣的是，含有按照 T7 Pro—dxs— 

dxr—idi顺序构建载体的菌株中，萜类物质的产

量达到最大，能够达到 2.721 mg/(g·h)，而更改

这 3个基因的顺序之后，萜类物质的产量均有所

下降。 

1.2  游离酶蛋白溶解性的提高 

在红豆杉细胞中，成熟的 TS含有信号肽，

在帮助其到达液泡后被切掉，但是这一段信号肽

的存在影响了 TS的溶解性，继而影响到了酶活

性的发挥。为了提高 TS的溶解性，Huang等[24]

在非细胞体系中使用去除了前 78 个氨基酸的 

“假熟体”TS (即不含信号肽)，使之成为几乎完全

可溶的蛋白，在正常表达量的 IDI和 GGDPS存

在的情况下，几乎使 100%的 IPP转变为 GGDP，

而 只 有 70% 的 GGDP 转 变 为 taxa-4(5), 

11(12)-diene。后者效率降低的原因可能为

GGDP 上磷酸的水解或者是产物的抑制作用。

Huang等[24]除了获得可溶性 TS之外，还获得了

两种活性同时存在的 IDI 和 GGDPS 的融合蛋

白，这样做同样增加了这两种蛋白的溶解性。

在 1 L 细胞培养液中得到 0.5 mg 的 taxa-4(5), 

11(12)-diene。 

1.3  “多元模块通路工程”的建立 

前期试验是建立在从 IPP 或 DMAPP 到

GGDP再到 taxa-4(5),11(12)-diene是线性行为这

一假设上的，于是在大肠杆菌内依次过表达这一

线性过程上的基因就可以提高这一条线上的代

谢流，从而提高 taxa-4(5),11(12)-diene的产量[23]。

然而，这种提高是有限的，原因是它忽视了一些

其他因素，比如中间代谢产物对细胞是否有毒、

用于表达的载体对细胞是否有不利影响，以及是

否在对细胞改造之后出现隐藏代谢通路从而弥

补主要代谢通路或者抑制目的分子的产量。于

是，有人[2]提出了“多元模块通路工程”，即将上

下游途径作为两个相对独立的模块，利用代谢工

程的方法来平衡上下游模块中碳元素的代谢平

衡，使紫杉烯的产量达到最大优化。同时，这种

方法还需考虑启动子的强度 (T7、T5和 trc)、不

同基因  (分别位于染色体或质体) 的拷贝数以

及温度对宿主的影响，综合各个方面的最优条件

之后，发现过表达利用 T7启动子启动的低拷贝

的质粒最有利于紫杉烯的生产，其产量与对照相

比可以提高 15 000倍，达到 1.02 g/L左右。更

为可观的是，这个结果是在较大规模的分批式发

酵罐中得到的，这对于将研究成果推向工业化无

疑是一个重大突破。 

1.4  细胞色素氧化酶和还原酶的成对引入 

Ajikumar 等 [2]首次利用代谢工程的方法在

大肠杆菌中使紫杉烯的表达量达到最优化，使人

们看到了代谢工程的巨大潜力。但是，将同样的

方法运用到后面的步骤中还有一些困难：首先，

细胞色素 P450 酶系在植物细胞中是锚定在内质

网膜上的，而大肠杆菌没有细胞内膜系统，这就

使得在大肠杆菌中成功表达这种酶的难度增加

了很多。其次，每个 P450 氧化酶都需要一个特

定的与之配对的 P450 还原酶来传递电子，从而

完成氧化还原反应，而大肠杆菌中同样没有

P450还原酶系。为了解决这两个问题，Ajikumar

在T5αH的基因中截去表达跨膜区域蛋白的密码
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子，同时对与之配对的 P450还原酶也进行改造，

将其 N 端的跨膜区域也截去，并将两种酶通过

连接肽连在一起组成融合蛋白。以大肠杆菌中两

种酶的融合蛋白代替红豆杉中原本定位在内质

网膜上的这两种酶的功能，巧妙地将对紫杉烯的

氧 化 反 应 引 入 到 了 大 肠 杆 菌 中 ， 使 得

taxadiene-5α-ol 的产量达到 58 mg/L，达到了酵

母中产量的 2 400倍。 

1.5  提高紫杉醇前体物质的产量需要注意的

其他条件 

1.5.1  适合生产紫杉烯菌株的选择 

Ajikumar 的研究中选用的菌株是大肠杆菌

MG1655的衍生株系。然而在这个株系的紫杉烯

合成通路中还存在着一个十分复杂的、非线性的

调控机制，涉及到更多细胞的代谢产物。同样作

为大肠杆菌，不同株系的细胞里代谢通路有或多

或少的差异，Boghigian等[26]发现，在 B株系和

K株系的大肠杆菌中分别构建从 IPP或 DAMPP

到 taxa-4(5),11(12)-diene的代谢通路。在 B株系

中，丙酮酸激酶和磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶的表

达都上调了，使得 B 株系中丙酮酸量减少，使

得下游的紫杉烯产量相应地减少；同时，K株系

中，磷酸果糖激酶 I的基因表达显著上调，使得

更多的代谢流流向 3-磷酸-甘油醛这一萜类代谢

通路的又一个直接前体，增加了紫杉烯的产量。

因此，K 株系的菌株比 B 株系本身更适合作为

合成紫杉醇的对象。 

1.5.2  适合紫杉烯积累最适温度的选择 

温度可以显著影响大肠杆菌内聚酮化合物

的产量[27]，在紫杉烯的生产中也不例外。比较 K

株系和 B 株系生产紫杉烯的实验中，在培养温

度 22 ℃这一最佳温度下，紫杉烯的产量达到了

最大值。 

2  酵母 

大肠杆菌是应用最为广泛的原核表达载体，

但由于大肠杆菌在组合表达较多基因时存在能

量代谢障碍、筛选标记少、质粒缺乏足够的兼容

性、没有完整的细胞内膜系统等问题，使其应用

受到局限。而酵母作为宿主具有独特的优点：1) 

酵母中有类异戊二烯途径——MVA 途径 

(Mevalonate，甲羟戊酸)，可提供 GGDP用于合

成紫杉醇中间体；2) 能提供充足的 NADPH，参

与代谢反应；3) 在发酵条件下容易生长，适应

力强；4) 没有致病性；5) 可以产生有功能的Ⅱ

型 P450 单加氧酶[28-29]。6) 具有完整的细胞内 

膜系统，能确保与紫杉醇生物合成相关的羟基化

酶基因的共表达；7) 有多个营养缺陷型供选择，

并有多个选择标记可供使用。酵母被用作组合生

物合成的宿主具有较强的应用前景。 

利用酵母进行紫杉醇组合生物合成的研究主

要 集 中 在 上 游 途 经 的 关 键 酶 HMGR 

(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase，3-羟甲

基戊二酰辅酶A还原酶) 和下游途径中的GGDPS、

TS、T5αH、TAT (Taxadien-5α-ol-O-acetyltransferase，

紫杉烯 5α- 氧 - 乙酰基转移酶 ) 及 T10βH 

(Taxadien-10β-hydroxylase，紫杉烯 10β-羟基化酶) 

的改造。研究者使用了以下策略： 

2.1  启动子的优化 

酿酒酵母内源性的 GGDP 水平较低，其合

成途径中的 HMGR 将 HMG 催化还原成 MVA

是酿酒酵母内源性的类异戊二烯 /固醇途径中

的重要限速反应。王伟等[30]利用组成型表达的

乙醇脱氢酶基因启动子来启动HMGR基因的表
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达，从而消除了这一限速反应，增加了 MVA途

径的代谢流，使得 GGDP 的产量提高。从而为

紫杉烯合酶提供更多的催化底物，并使其与中

国红豆杉紫杉烯合酶基因共同表达，在酵母细

胞中成功建立了一个合成紫杉烯的代谢途径。

DeJong 等 [31]将紫杉醇生物合成中的 5 种酶

GGDPS、TS、T5αH、T10βH 和 TAT 共同转到

酵母细胞中成功进行了功能性表达，试图建立

紫杉醇生物合成途径中从 IPP 到 taxdiene-5α- 

acetate-10β-ol 的组合生物合成途径。最终得到

紫杉烯 1.0 mg/L，而 T5αH 催化作用的产物

taxadien-5a-ol的产量只有微量的 25 μg/L，没有

检测到 TAT和 T10βH作用的产物。作者将 T5αH

基因的组成型启动子 GPD换成可诱导的 GAL1

启动子，得到的 T5αH 约是之前的 5 倍。研究

者预测如果将 T5αH 基因置于 GAL1 调控下，

同时与红豆杉还原酶共表达将至少使 5α-羟基

化步骤的代谢流增加 10倍。 

2.2  流向甾醇代谢流的控制 

Engels 等[32]在研究中使用两种方法减少代

谢流向甾醇，一是引入 HMGR 的一个同工酶

upc2.1 等位基因，它表达的转录因子 UPC2.1，

可以使酵母在有氧条件下也从环境中吸收类固

醇，从而抑制了类固醇的合成，使代谢流向紫杉

醇途径；二是以嗜酸热硫化叶菌的 GGDPS 代替

中国红豆杉的 GGDPS，前者以 IPP和 DMAPP为

底物，后者以 FPP (Farnesyl pyrophosphate，法尼

基焦磷酸) 为底物，而角鲨烯也以 FPP为底物，

通过连续添加 DMAPP合成 GGDP，避免了与类

固醇途径竞争 FPP，结果香叶基香叶醇增加较多。 

2.3  密码子的优化 

提高表达常用的一个策略就是改变目的基

因的稀有密码子，使之更接近于宿主细胞的密码

子使用方式，而不改变所编码蛋白的氨基酸序

列。研究发现对 TS 密码子进行优化，

taxa-4(5),11(12)-diene 在酵母中的产量增加了约

40倍，达到 (8.7±0.85) mg/L，而香叶基香叶醇

的表达量达到 (33.1±5.6) mg/L，表明紫杉烯的

表达量可以达到更高，这是迄今为止在酵母中紫

杉烯表达量最大的报道[32]。 

2.4  生物合成基因簇的构建 

考虑到酿酒酵母等外源表达体系有限的选

择标记以及染色体的插入会阻碍重建途径的后

续修饰，Dahm 等[33]应用 SOE-PCR 和体外同源

重组的方法在酵母中建立了一个生物合成基因

簇，实现了来自嗜酸热硫化叶菌的 GGDPS、酵

母的 HMGR 以及优化了密码子的 TS 的 3 个蛋

白的协同表达。 

2.5  与 T10βH 同源的细胞色素还原酶的同时

表达 

细胞色素 P450 氧化酶催化的反应是通过电

子传递系统，将电子从 NAD(P)H转移到微粒体

系统中的 NADPH-细胞色素 P450还原酶，或铁

氧蛋白还原酶，然后到细胞色素 P450 氧化酶；

这样使得分子氧还原活化，随后将一个氧原子插

入底物。其中细胞色素P450还原酶 (Cytochrome 

P450 reductase，CPR) 是细胞色素 P450酶系中

重要的功能单位。在生物体内，细胞色素 P450

还原酶是细胞色素 P450 氧化酶主要的电子供

体，它与细胞色素 P450 氧化酶电子传递反应是

细胞色素 P450 氧化酶氧化还原反应的限速步

骤。CPR将电子供体 NAD(P)H的电子经过 FAD

和 FMN两个辅基传递给细胞色素 P450氧化酶，

然后细胞色素 P450 氧化酶才能与底物发生氧化
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还原反应。有两个因素可能降低细胞色素 P450

氧化酶的催化效率，一是酵母 CPR 量的不足，

另一个是酵母 CPR和植物 P450的电子传递效率

不匹配，可能无法支持 P450 的最大催化活性。

这种情况下，需要加入内源 CPR 来提高细胞色

素 P450氧化酶活性。将 T10βH基因与红豆杉还

原酶基因在酵母中共表达时，与只有内源性的酵

母还原酶存在的情况相比，T10βH的催化活性增

加了 6倍，说明将红豆杉还原酶与同源的细胞色

素 P450 紫杉烯羟基化酶共表达在微生物中重建

紫杉醇合成途径是很重要的一步[34]。 

3  小立碗藓 

与微生物表达系统和哺乳动物细胞表达系统

相比，作为苔藓植物的小立碗藓由于其在进化地

位上的优势使得它兼具了二者的优势，不但具有

前者的基因操作的简便性和高产性，而且同样具

有哺乳细胞的对产物的更复杂的折叠和翻译后修

饰。小立碗藓还能够弥补二者的不足，本身含有

的合成次生代谢产物的酶系更加发达，拥有比酵

母中还要完善的萜类物质代谢通路，如类胡萝卜

素、赤霉素、质体醌和多种维生素这些以 GGDP

为代谢起点的物质，为生产更加丰富的代谢产物

提供了较为完善的代谢通路。同时，植物表达体

系还消除了潜在的来自哺乳细胞的毒性[35-36]。 

以苔藓植物作为表达体系的研究已经有  

人尝试。Anterola等[35]将 TS基因导入小立碗藓

中，应用泛素启动子作为启动子，产生了

taxa-4(5),11(12)-diene，并且证明，在稳定的小

立碗藓转化子中，taxa-4(5),11(12)-diene 的含量

可以达到组织湿重的 0.05%。 

与拟南芥、番茄和烟草等高等植物表达系统

相比，尽管在番茄中紫杉烯的产量已经与从红豆

杉针叶中提取的产量相当，但是转基因的拟南芥

和番茄生长明显慢于野生型，使得生产周期明显

延长。而且，在转基因烟草中共表达 TS和 T5αH

的同时，没有得到预期产物 taxadien-5α-ol，却

得到副产物 5(12)-oxa-3(11)-cyclotaxane。这两个

难题的存在阻碍了高等植物体系中紫杉醇生物

合成的研究[35]。小立碗藓具有非常高的同源重

组率，达到了 10–3–l0–4，为紫杉醇生物合成基因

的整合提供保证。除此之外，小立碗藓具有相对

简单的发育模式和较短的生长周期，有利于规模

化培养和突变体的筛选，其生活史世代以单倍体

的配子体形态为主，这利于突变的产生和遗传性

状的直接分析[37]。 

鉴于小立碗藓系统用于紫杉醇组合生物合成

具有如此明显的优势，本实验室拟在小立碗藓中

建立紫杉醇的生物合成路径。外源基因可以被整

合在小立碗藓的基因组中或者叶绿体的基因组

中，因为叶绿体系统相比于核转化系统有性状稳

定、不易交叉感染，外源基因拷贝数多，没有位

置效应，没有基因沉默和可以同时表达多个基因

等特点[38]。因此，本实验室选择小立碗藓的叶绿

体系统作为紫杉醇生物合成酶的表达系统。本实

验室已将紫杉醇生物合成的关键酶 10-去乙酰巴卡

亭 III-10-氧-乙酰转移酶  (10-DeacetylbaccatinIII- 

10-O-acetyl transferase，DBAT) 基因转入小立碗

藓叶绿体中表达，项目正在进行中，希望通过将

紫杉醇生物合成酶逐个转化小立碗藓，最终实现

紫杉醇在小立碗藓中的生产。 

4  拟南芥 

拟南芥是研究最多的模式植物之一。

Besumbes 等[39]在拟南芥中首先表达了欧洲红豆

杉中缺少质体定位信号肽、同时又在 C 端融合
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了 His 标签的 TS，这种方法检测到了 taxa-4(5), 

11(12)-diene 的积累，尽管量很少，但同时导致

了转化植株中那些以 GGDP 为底物合成的异戊

二烯化合物如光合色素的下降。这样的结果不排

除紫杉烯本身对植株的毒性，更为可信的说法是

因为 TS的组成型表达会影响内源 GGDP代谢的

平衡，与那些以 GGDP为底物的代谢途径竞争而

使植株本身正常生长受到影响。组成型表达产生

的相对较少的 taxa-4(5),11(12)-diene积累表明 TS

的过表达没有有效地使产生的GGDP向萜类合成

的途径中流动。于是作者又使用了糖皮质激素诱

导型的表达系统，即用地塞米松诱导 TS 在拟南

芥成熟叶片中表达。实验结果很令人振奋，在诱

导后的植株中检测到了 taxa-4(5),11(12)-diene 的

表达，产量达到 600 ng/g干重。 

5  番茄 

番茄果实中含有丰富的类胡萝卜素，其中使

番茄呈现红色的类胡萝卜素就是番茄红素。在番

茄果实中，番茄红素的合成起始于两个分子

GGDP的连接形成 phytoene，八氢番茄红素。而

紫杉烯生物合成的直接底物同样也是 GGDP，两

种物质的代谢途径拥有共同的底物。因此，如果

在红色果实中构建紫杉烯的代谢途径必然会与

番茄红色竞争底物使得紫杉烯的产量减少。

Kovacs 等[40]在黄色果实的番茄株中，成功构建

了含有 TS基因的表达载体，利用土壤农杆菌转

化番茄植株，在每 1 kg 冻干的果实中可以得到

160 mg的 taxa-4(5),11(12)-diene。与红色果实的

番茄植株相比，黄色果实的番茄植株有两个天然

的优势：第一，由于黄色果实中没有番茄红素合

酶，这样就可以使更多的 GGDP 进入合成紫杉

烯的代谢通路中，为紫杉烯的合成提供更多的原

料；第二，用于提取紫杉烯的溶剂在红色果实的

番茄植株中同样可以提取到类胡萝卜素，使两种

物质无法分开，而在黄色果实中的类胡萝卜素很

少，而含量较多的黄酮类物质又恰好不溶于己烷 

(紫杉烯溶于己烷)。这样，就为紫杉烯的提取和

下游操作提供了方便。 

6  人参 

由于在人参中本身就存在萜类的代谢途径，

而且人参根培养的方法也较为成熟，使得对人参

向着合成紫杉烯的方向进行改造相对比较方便，

而且能够进一步提高紫杉烯的产量。目前，已将

TS 基因整合到人参根细胞基因组中并进行了表

达， taxa-4(5),11(12)-diene 的产量 [41]达到了   

9.1 μg/g干重。在对转化植株经过茉莉酸甲酯的

处理后，taxa-4(5),11(12)-diene 的产量可以提高

到 15.9 μg/g干重。在获得比苔藓和番茄还要高

产的紫杉烯的同时，植株本身的表型与野生型相

比没有明显的差异。这一点使得人参成为了很有

潜力的表达系统。 

7  讨论与展望 

从以上的研究进展可以看出，在大肠杆菌和

酵母中，组合生物合成紫杉醇已经可以从萜类共

同前体 IPP开始进行到 taxadien-5α-ol；而在小立

碗藓、拟南芥、番茄和人参中却只得到了

taxa-4(5),11(12)-diene。在大肠杆菌和酵母中对

途经的优化研究主要集中在通过改造上游途经

的关键酶来增加 IPP 的产量和对下游途径中 TS

的改造，而对此后的研究比较少；在植物表达系

统的研究缺乏对上游途径的优化。因此在不同体

系中合成紫杉醇还有很多工作有待深入，进一步

的工作可以考虑以下几个方面。 
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对于大肠杆菌和酵母体系来说，它们中存在

典型的 MVA 或 MEP 代谢途径，研究者已经通

过对上游途经中关键酶如 DXS、DXR、HMGS、

HMGR的改造，获得了高产的 IPP和 DMAPP，

为下游途径提供了足够的原料。因此，接下来的

研究可把重点放在对下游途径的改造中，尤其是

需要引入在 taxadiene-5α-ol之后的一系列羟化和

酰化反应的酶，从而推进紫杉醇的组合生物合

成。在大肠杆菌中，Ajikumar等已经将 T5aH和

与其对应的细胞色素还原酶成功引入到大肠杆

菌中，使得 taxadiene-5α-ol的产量比在酵母中的

产量更高，达到 58 mg/L[2,32]。但是在大肠杆菌

中还没有将 TAT或 T10βH与上游的酶一同转入

的尝试，使得紫杉醇在该体系中的生物合成只停

留在 taxadiene-5α-ol 这一步。而在酵母中，

DeJong等[31]虽然已经将 TAT和 T10βH引入体系

中，但由于紫杉醇生物合成的代谢流容易在

T5αH受到阻碍，使得 taxadien-5a-ol的产量很少，

更无法检测到下游产物。Ajikumar和 DeJong的

研究组分别将 T5αH、T10βH引入到大肠杆菌和

酵母中，并且发现在引入这两种羟基化酶的同

时，引入与之同源的还原酶可以得到更多的产

物。由于在紫杉醇生物合成的过程中，大多数的

反应都是由细胞色素氧化酶参与的羟化反应，因

此，每一个细胞色素氧化酶必然伴随着与它同源

的还原酶同时引入到体系中。所以，在这两种体

系中，研究者下一步需要努力的就是将参与反应

的细胞色素酶成对引入到体系中去。 

研究专门适用于合成生物学的新型菌株：大

肠杆菌和酵母都是开发研究较早的工业微生物，

并且应用于多种代谢工程，但是将它们用于合成

生物学的潜力还未充分发挥出来。Siddiqui等[42]

综述了将酵母生物学与合成生物学相结合使酿

酒酵母成为构建次生代谢物途径的微生物宿主

的发展。认为将来需要更多地借助于合成生物学

的方法和工具，将一些新的特征整合入异源的代

谢途径，构建产天然产物的酵母菌株。同时认为

可以构建产大量前体物质的酵母菌株，这些菌株

的细胞或细胞器的运输能力可能改变，但将更有

利于底物的吸收、中间体的贮存以及产物的输

出。从近年的研究可以看到有些用于生产植物次

生代谢产物的新型酵母也已经构建出来，或者正

处于研究阶段。例如 Ignea等[43]应用可循环的集

成盒的方法，产生了具有更强的生产植物萜类的

新型酵母菌株。 

解除或减少副产物对主要产物的抑制作用：

在大肠杆菌中构建合成紫杉烯代谢通路的实验

中，副产物吲哚一直是一个十分难解决的问题，

越是紫杉烯高产的菌株，受到吲哚的影响就越 

大[26]。尽管紫杉烯和吲哚相互影响的机制还不

清楚，但是从减少副产物吲哚这个角度入手，无

疑可以对紫杉烯产量的提高起到促进作用。 

解决多个基因共表达时互相影响和中间产物

积累的问题[23]：在大肠杆菌中紫杉烯合成途径中

4个基因共表达时互相影响，导致终产物的减少，

推测其原因可能是 DXPS 和 GGDPS 的表达对宿

主菌有一定的毒性，或者是这 4个基因同时在同

一个工程菌中诱导表达时导致能量代谢障碍。另

外，在检测到主产物 taxa-4(5),11(12)-diene 产生

的同时，还检测到其前体 verticillene的积累，而

且所占的比例较高。但中间体积累的原因还不 

清楚。 

添加代谢途径前体物质增加产物产量：在培

养基中添加代谢途径的前体物质是弥补代谢底

物不足的有效方法。3-磷酸甘油醛和丙酮酸是

MEP 途径的直接前体，通过中间体的添加，可
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以降低代谢途径中中间体合成的能量消耗，从而

促进代谢流向目的产物。Ajikumar等[2]通过摇瓶

发酵水平所获得的代谢工程菌菌株 26 能够利用

葡萄糖或甘油合成异戊二烯，当在连续补加总量

为 3 g/L甘油的合成培养基上利用补料批次发酵

获得紫杉烯的最大产量高达 1 g/L。 

借鉴其他萜类组合生物合成的研究成果和

经验：萜类生物合成有共同的前体物质和相似的

途径。目前对萜类物质组合生物合成研究最深入

的是青蒿素，从中我们可以借鉴一些经验用于紫

杉醇的组合生物合成。以酵母中合成青蒿素为

例，紫穗槐二烯是合成青蒿素的重要前体，而合

成紫穗槐二烯底物即为 FPP。为了提高 FPP 的

量，通过对 FPP 合成途径依次进行 5 次基因改

造：过表达 HMGR，解除反馈抑制；利用一个

methioninerepressible启动子(PMET3)，对编码鲨

稀合酶 (固醇生物合成途径中 FPP 合成后第一

步) 的 ERG9基因进行负调控，减少合成固醇类

物质的代谢流；过表达 upc2-1 (一个可以加强

UPC2 (啤酒酵母中调节固醇合成的一个的通用

转录因子) 活性的半显性突变体等位基因)；在

酵母染色体更远处再转进一个 HMGR 拷贝；在

细胞密度降低的情况下过表达编码 FPP 合酶的

基因 (ERG20)，综合应用上述所有的策略，最

终将紫穗槐二烯的合成量增加到了 153 mg/L，

几乎是之前报道的紫穗槐二烯合成量的 500倍。

萜类前体物质在酵母中有共同的合成途径，可以

借助倍半萜类物质青蒿素的组合生物合成中构

建的 FPP 合成途径，通过提高底物 FPP 的产量

增加 taxa-4(5),11(12)-diene或紫杉醇的产量。将

Ro 等[44]构建的该途径与紫杉醇组合生物合成研

究中的优化策略相比，发现还可以通过下调编码

鲨烯合酶的 ERG9、上调编码 FPP合酶的 ERG20

基因，或者改变细胞密度，提高 FFP 的供应，

最终达到提高紫杉醇中间产物或终产物产量的

目的。 

在植物表达体系中，除了加强对上游途经改

造来增加 IPP和 DMAPP的产量外，还有以下的

策略可以运用： 

用诱导型的系统代替组成型的系统：在拟南

芥中，利用诱导型的表达系统比组成型的系统取

得了更好的效果[39]。组成型的系统由于组合在

基因组中，从宿主细胞产生时就开始表达，势必

会与宿主初级代谢产物争夺基础物质和能量，不

仅使目的产物的产量减少，而且影响宿主细胞的

生长。诱导型的系统可以充分考虑到时间和空间

的选择，使目的产物在合适的时期、合适的地点 

(比如不同细胞器) 进行表达，不仅没有影响宿

主细胞的生长代谢，而且能使目的基因的产量提

高，达到合理分配资源的效果。 

多策略、新方法的综合应用：观察紫杉醇在

不同体系中的组合生物合成发现，这些研究综合

应用了蛋白质工程、代谢工程、合成生物学等策

略设计微生物，来产生有价值的产物[45]。随着

诸如基因组学、转录组学、蛋白质组学以及代谢

组学等现代“组学”技术的建立，许多新的方法尤

其是一些代谢工程的方法，例如通过克服限速步

骤、减少流向竞争途径的代谢流、降低分解代谢

以及过量表达调节基因等都可以用来增加次级

代谢物产量[46]。除此之外，利用计算模型预测

影响代谢通路的基因，然后进行这些基因缺失或

高表达，进行靶基因对终产物合成的相关性分

析。如 Boghigian等[47]利用计算模型成功地鉴定

了 3个中心途径靶基因，这 3个基因的高水平表

达能提高紫杉烯的产量。因此，综合运用多种方

法，成为解决这类问题的必需手段。 
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随着紫杉醇生物合成过程的逐步明确，其代

谢调控机制的阐明，合成生物学方法的发展，相

信在不远的将来，利用组合生物合成的方法生产

紫杉醇将会成为现实。 
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