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摘  要 : 匹诺塞林是一种广泛存在于植物中的黄酮类化合物，具有很好的生物活性，如神经保护、抗菌、抗

氧化等。2009 年，匹诺塞林被 CFDA 批准为Ⅰ类注射新药，主要用于治疗急性脑卒中，现已经进入Ⅱ期临床

试验阶段。匹诺塞林的良好成药性使其合成方法备受关注。匹诺塞林可以通过化学合成、植物提取和合成生物

学技术制备。合成生物学技术是一种环境友好的工程化生物技术，代表未来匹诺塞林的合成发展方向。文中总

结了利用合成生物学技术制备匹诺塞林的研究现状，并从选择酶的物种来源、提高丙二酰 CoA 含量、选择经

济的底物及减弱中间产物的抑制作用等角度系统地总结了提高微生物合成匹诺塞林的策略。 
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Abstract:  Pinocembrin, belonging to flavanons, was isolated from various plants. Pinocembrin has a variety of 
pharmacological activities, such as neuroprotective effect, antimicrobial activity, and antioxidant efficacy. Pinocembrin 
was approved as classⅠdrugs to its phase Ⅱ clinical trial by CFDA in 2009, mainly used for the treatment of ischemic 
stroke. As a promising compound, the manufacturing technologies of pinocembrin, including chemical synthesis, extraction 
from plant and synthetic biology, have attracted many attentions. Compared with the first two technologies, synthetic 

综  述
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biology has many advantages, such as environment-friendly and low-cost. Construction of biosynthetic pathway in 
microorganism offers promising results for large scale pinocembrin production by fermentation after taking lots of effective 
strategies. This article reviews some of recent strategies in microorganisms to improve the yield, with focus on the selection 
of appropriate the key enzyme sources, the supply of precursors and cofactors by microorganisms, the choice of substance 
and the level of the key enzyme expression. 

Keywords:  pinocembrin, flavonoids, synthetic biology, fermentation strategies 

匹诺塞林 (Pinocembrin) 属于二氢黄酮，是

黄酮类化合物生物合成途径中重要的中间产

物，经过羟基化、烷基化、糖基化或氧化等反

应可生成其他黄酮。匹诺塞林最早发现于蜂胶，

在蜂胶所含的黄酮类化合物中其含量最丰富[1]。

由于具有一个手性中心，匹诺塞林存在一对光

学异构体，自然界中发现的均为 S构型。 

1  匹诺塞林生物活性 

匹诺塞林具有良好的生物活性，如神经保

护、抗菌、抗氧化等，其中神经保护方面活性

使其具有极高的成药性，在 2009年匹诺塞林被

CFDA批准为Ⅰ类注射新药，主要适应症为急性

脑卒中[2]。 

1.1  神经保护 
匹诺塞林对急性脑缺血具有良好的保护作用，

可以减小脑梗塞面积，保护脑线粒体结构，减轻缺

血再灌注后对血脑屏障的损伤及舒张血管。 

在发生缺血再灌注时，因供氧不足会导致脑

线粒体呼吸链损伤[3]。对于急性脑缺血模型[4-7]，

匹诺塞林可以保护线粒体结构形态，改善线粒

体氧化磷酸化偶联程度，增强氧化磷酸化效率，

促进线粒体呼吸功能，提高线粒体 ATP 合成能

力而发挥脑缺血保护作用。在细胞水平，匹诺

塞林能促进 SH-SY5Y细胞中 ATP的生成；在动

物试验中发现它能够显著增加急性脑缺血模型

大鼠脑线粒体的 ADP/O、V3及 RCI、OPR等参

数值，保护线粒体结构完整性。对于慢性脑缺

血模型[8-9]，匹诺塞林可以改善大鼠认知障碍，

减少脑线粒体内活性氧生成，提高线粒体膜膜

电位，降低线粒体肿胀程度。此外，匹诺塞林

对全脑缺血再灌注模型大鼠血脑屏障具有保护

作用[10]。 

研究还发现匹诺塞林对阿尔茨海默氏病相

关缺陷神经血管单元具有保护作用。Liu 等[11]

对 APP/PS1 转基因小鼠连续给药，发现匹诺塞

林能够保护神经纤维超微架构、减少活化的胶

质细胞、降低炎症因子水平、改善胆碱能系统

和 RAGE介导的转导功能、减轻纤维状 β1–42淀

粉样蛋白对神经血管单元 (NVU) 的损害等。另

外，匹诺塞林还具有舒张血管作用[12]。 

1.2  抗菌 
匹诺塞林和许多黄酮类化合物均具有抗菌

活性。Koo 等[13]对蜂胶中的天然化合物进行了

抗菌活性实验，结果表明 (2S)-匹诺塞林抗菌活

性最高。随后科学家们采取平皿稀释法、纸碟

法和 Denlay多点接种法等对匹诺塞林进行了大

量体内外抑菌实验，结果表明匹诺塞林对革兰

氏阳性菌的抑制能力要强于革兰氏阴性菌，同

时对某些耐药菌也有抑制作用[14-15]。 

1.3  抗氧化 
匹诺塞林抗氧化作用表现在能清除自由
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基、抑制脂质过氧化和清除二价金属阳离子等。

Santos 等[16]在研究天然类黄酮对脂质过氧化作

用时，发现匹诺塞林对其具有抑制作用，特别是

ADP/Fe (Ⅱ)-诱导的脂质过氧化。Estevinho 等[17]

从蜂胶分离出酚类化合物，并研究了其生物活

性，结果表明匹诺塞林可以减少 DPPH 自由基

和降低 Fe3+/铁氰化合物的比值。 

1.4  其他 
匹诺塞林具有抗癌活性，能杀伤结肠癌细

胞系 (HCT116)，可能是通过依赖 Bax蛋白的线

粒体凋亡机制来诱导肿瘤细胞凋亡[18-19]。匹诺

塞林还具有其他药理活性，例如抗原虫、抗诱

变、抑制睾丸酮 5-还原酶、抑制酪氨酸酶、抑

制葡萄糖基转移酶、抑制肥大细胞及中性粒细

胞分泌和局部麻醉等[16-17,20]。 

2  匹诺塞林的生物合成 

目前，匹诺塞林可以通过化学合成、植物

提取以及合成生物学技术进行制备。匹诺塞林

常采用查尔酮闭环合成法进行化学合成[14]，虽

然该方法可以快速得到产物，但需要使用大量

有毒化学试剂，反应条件较苛刻，能源消耗大

且该方法的产物是消旋体，然而只有 S 构型产

物具有生物活性。匹诺塞林广泛存在于植物中，

Rasul 等[21]归纳了匹诺塞林在植物界和在植物

组织中的分布。尽管匹诺塞林在植物中广泛分

布，但含量低、植物组织中物质成分复杂和分

离纯化困难等一系列问题大大限制植物提取方

法的应用。此外，植物资源的保护也是必须考

虑的因素。 

相比于化学合成和植物提取，生物合成方

法具有原料价廉、反应要求较低、能耗低和环

境友好等特点，具有很好的发展前景。此外，

匹诺塞林生物合成途径较短，利用微生物合成

相对容易。 

匹诺塞林生物合成途径的解析及关键酶的

研究是应用合成生物学技术制备该化合物的基

础。现已知黄酮类化合物的生物合成主要经由

莽草酸途径和多酮化途径。如图 1 所示，莽草

酸途径来源的苯丙氨酸和酪氨酸作为前体物

质，分别经苯丙氨酸裂解酶  (Phenylalanine 

ammonia lyase ， PAL) 和 酪 氨 酸 裂 解 酶 

(Tyrosine ammonia lyase，TAL) 裂解后生成肉桂

酸和对香豆酸[22]。肉桂酸也可以在肉桂酸 4-羟

化酶 (Cinnamate 4-hydroxylase，C4H) 作用下

形成对香豆酸 [23]。对香豆酸辅酶 A 连接酶 

(4-Coumaroyl CoA ligase，4CL) 可同时催化肉

桂酸和对香豆酸在其羰基上连接 CoA分别生成

肉桂酰 CoA和对香豆酰 CoA，二者在查尔酮合

酶 (Chalcone synthase，CHS) 催化下与丙二酰

CoA 缩合环化分别生成匹诺塞林查尔酮 

(Pinocembrin chalcone) 和 柚 皮 素 查 尔 酮 

(Naringenin chalcone)，随后经查尔酮异构酶 

(Chalcone isomerase，CHI) 作用生成 S 构型的

匹 诺 塞 林  ((2S)-Pinocembrin) 和 柚 皮 素 

((2S)-Naringenin)。二者作为黄酮代谢中间产物

可以生成其他类黄酮，例如异黄酮合成酶 

(Isoflavone synthase，IFS) 将其催化为异黄酮，

黄酮合成酶 (Flavone synthase，FNS) 可以催化

其生成黄酮，黄烷酮 3-羟化酶  (Flavanone 

3-hydroxylase，F3H) 和黄酮醇合成酶 (Flavonol 

synthase，FLS) 联合作用下生成黄酮醇等。  

构建匹诺塞林工程菌是应用合成生物学技

术进行生产的首要问题。匹诺塞林的代谢途径

如图 1 所示，运用基因工程的方法将不同物种

来源的关键酶基因，如 PAL、4CL、CHS和 CHI
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等，按照最适优化的原则构建成不同模块，然

后导入底盘细胞，在这些宿主中重构一条匹诺

塞林的生物合成途径，通过这些构建的工程菌，

制备匹诺塞林。高效的合成途径往往不仅受限

于单一的限速酶促反应，而是需要多个酶促反

应之间的相互协调。利用代谢工程手段对代谢

网络进行调节，使代谢流最大程度流向匹诺塞

林[24]。最后，从生理性能和生产环境适应能力

方面对工程菌进行优化，使之成为实际生产可

用的高产菌株[25]。 

 

 
 
图 1  黄酮类化合物生物合成途径 
Fig. 1  The pathway of flavonoids biosynthsis. 
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3  提高匹诺塞林生物合成的策略 

随着代谢工程和合成生物学的发展，利用

微生物进行异源合成黄酮类化合物成为研究热

点，自 2003年起人们对利用微生物异源合成黄

酮类化合物表现出极大的兴趣[26]。虽然生物合

成法具有很大优势，但产量低这一难题严重阻

碍了该法在大规模生产中的应用。科研人员进

行了大量实验，采取了多种方法让代谢流最大

程度流向黄酮类化合物。本文将从以下几点来

阐述提高微生物合成匹诺塞林的策略。 

3.1  选择高活性的酶 
来自同一家族的酶，由于物种来源不同其

催化活性往往不同，在构建工程菌时一般选择

酶活性高的物种[27-29]。Lonard 等[30]以大肠杆菌

为底盘细胞，构建工程菌 E1，选取矮牵牛

Petunia hybrid来源的 CHI，同时构建菌株 E2，

其 CHI来源于紫花苜蓿 Medicago sativa，经发

酵发现菌株 E2的匹诺塞林产量远高于菌株 E1，

紧接着将紫花苜蓿的 CHI 活性和其他物种来源

的 CHI活性进行了对比，发现仍是前者活性高。

Park等[31]发现拟南芥的 CHS活性高于矮牵牛的

CHS，前者匹诺塞林的产量为 6.0 mg/L，后者的

产量却小于 0.1 mg/L。 

此外，由于密码子偏爱性会对蛋白异源性

表达产生影响，从而降低其催化能力。为了提

高异源蛋白表达水平，在选定酶物种来源后，

常采取密码子优化的方法来解决异源性表达降

低所带来酶活性降低这一问题[32]。Santos 等[33]

利 用 类 球 红 细 菌 Rhodobacter glutinis 的

RgTAL、拟南芥 AtCHS、链霉菌 Streptomyces 

coelico的 Sc4CL和葛根Pueraria lobata的PlCHI

构建了工程菌 pCS204，表达后发现蛋白表达量

不高。对上述 4 种蛋白表达所需密码子进行分

析后发现在参与翻译 RgTAL 的密码子中有 41

个是稀有密码子，AtCHS 为 33 个，Sc4CL 为

32 个。紧接着对 RgTAL 进行优化，优化后的

RgTALsyn催化生成对香豆酸的产量为 104 mg/L，

而未优化组产量仅为 5.5 mg/L。 

3.2  提高丙二酰 CoA 的含量 
利用微生物合成黄酮化合物面临诸多挑

战，底盘细胞内前体物质的供给就是其中之一，

如丙二酰 CoA的供给。三分子丙二酰 CoA和一

分子的肉桂酰CoA在CHS催化下生成匹诺塞林

查尔酮，该步是微生物合成黄酮类化合物的关

键步骤[34]。丙二酰 CoA代谢途径如图 2所示：

1) 由葡萄糖代谢产生的乙酰 CoA 在乙酰 CoA

羧化酶 (Acetyl-CoA carboxylase，ACC) 作用下

生成丙二酰 CoA；2) 丙二酸盐在丙二酸盐载体

蛋白 (Malonate carrier protein，MatC) 作用下进

行跨膜运输，进入细胞后经丙二酰 CoA 合酶 

(Malonyl-CoA synthase，MatB) 催化生成丙二酰

CoA；3) 丙二酰 CoA降解途径，除了参与黄酮类

化合物合成外，还可以以丙二酰-ACP为中间体形

式参与 TAC 循环。研究表明微生物胞内丙二酰

CoA 含量非常低且无法外源性添加，Takamura  

等[35]研究表明在以葡萄糖为碳源时，E. coli细胞

内的乙酰 CoA的含量为 200–600 μmol/L，而丙二

酰 CoA含量仅为 4–90 μmol/L。围绕如何提高细

胞内丙二酰 CoA含量而采取的策略可归纳为对

丙二酰 CoA代谢的开源节流。 

3.2.1  开源 1——调控糖代谢途径 

乙酰 CoA 经 ACC 催化直接生成丙二酰基

CoA，首先选取该酶作为调控目标。ACC含有 4

个亚单位，分别由 accA、accB、accC 和 accD

编码。Leonard等[30]选择革兰氏阴性菌发光杆菌 
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图 2  丙二酰 CoA 生物合成途径 
Fig. 2  The pathway of malonyl CoA biosynthsis. 
 
Photorhabdus luminescens来源的 accA和 accD，

将二者构建在一个质粒 (由一个 T7 启动子控制)

上，accB 和 accC 构建在另一质粒 (由独立的

T7启动子控制) 上，两质粒与欧洲芹 Pc4CL2、

PhCHS和紫花苜蓿来源MsCHI共转表达后匹诺

塞林的产量可以达到 196 mg/L。ACC是一种生

物素依赖的羧化酶，其功能的发挥需要生物素

作为辅助因子，由 ACC-生物素连接酶 (BPL，

birA 编码) 介导二者相互连接。为了提高 ACC

的催化效率，研究人员通过构建含有 birA 的质

粒来上调 BPL 的表达。通过共表达 ACC、BPL

和上述 3种酶，匹诺塞林产量可以高达 367 mg/L。 

提高乙酰 CoA的含量可以增加胞内丙二酰

CoA的含量，故抑制乙酰 CoA代谢可以达到开

源的效果。生成乙酸是乙酰 CoA代谢去路之一，

另外在发酵过程中乙酸还会对大肠杆菌产生生

长抑制[36]，故对乙酸生成途径进行抑制具有一

举两得之效。乙酰 CoA 与乙酸之间相互转化有

两种途径，如图 2 所示：1) 磷酸转乙酰基酶催

化乙酰 CoA 生成 Acetyl-P，再经乙酸激酶催化

生成乙酸；2) 乙酸可以由乙酰 CoA合成酶催化

生成乙酰 CoA。质粒 pCOLADuet-ackA-pta和质

粒 pCOLADuet-acs分别与由 PlACC、Pc4CL2、

PhCHS和MsCHI构成的上游模块共转后进行发

酵，检测乙酸和匹诺塞林的含量，实验表明

AckA-Pta 途径所产生的乙酸比 Acs 途径高，其

原因可能是前者为可逆途径。实验中还发现在

含有葡萄糖的培养基中添加 2 g/L乙酸，上述菌

株的匹诺塞林产量可高达 429 mg/L[30]。 

3.2.2  开源 2——提高 MatC和 MatB的表达 

如图 2所示，细胞外的丙二酸盐由 MatC进

行跨膜运输，进入细胞后在 MatB催化下生成丙

二酰基 CoA[37]。将由 4CL、CHS和 CHI构建的

上游代谢模块与由 MatB和 MatC构成的丙二酰

CoA合成模块进行适配性组装，在含有 2 g/L丙

二酸盐的 M9培养基中培养，与仅有上游代谢模

块的工程菌相比，匹诺塞林产量从 29 mg/L 升

高到 480 mg/L，增加了 14.6倍[38]。 

3.2.3  节流——抑制脂肪酸代谢 

丙二酰 CoA 除了参与黄酮生物合成还可以
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在 FabD、 FabB 和 FabF 等酶作用下生成

acyl-ACP参与 TAC循环。浅蓝菌素 (Cerulenin) 

可以抑制 FabB 和 FabF，将含有匹诺塞林基础

代谢途径菌株 E2在 M9培养基上培养，虽然添

加浅蓝菌素后生物量会降低，但匹诺塞林产量

会大大提高，高达 710 mg/L，这是目前利用微生

物合成匹诺塞林所有文献中产量最高的报道[38]。

令人遗憾的是浅蓝菌素价格昂贵大大限制了这

一方法的应用。 

3.3  选择经济的底物 
通过合成生物学技术合成匹诺塞林时，底

物的选择取决于代谢途径中相关酶种类的选

择。底物的价格是实际生产中必须考虑的一个

因素。Santos等[33]构建了一条经济的合成途径，

无需直接添加前体氨基酸，而是使用更为廉价

的葡萄糖作为碳源就可直接合成黄酮类物质。

首先在大肠杆菌中构建酪氨酸代谢途径，使其

能够产生较高浓度的酪氨酸，然后以此为底盘

细胞并嵌入密码子优化的 RgTAL、Sc4CL、

PhCHS和 MsCHI构建黄酮合成模块。Wu等[39]

构建 4 个质粒模块，模块 1 包含糖代谢相关基

因 3-脱氧-D-阿拉伯庚酮糖酸-7-磷酸合酶基因

和预苯酸脱水酶基因，模块 2 包含将苯丙氨酸

转化为肉桂酰 CoA的 PAL和 4CL，模块 3包含

将肉桂酰 CoA转化为匹诺塞林的 CHS和 CHI，

模块 4含有将丙二酸盐催化为丙二酰基 CoA的

MatB 和 MatC。工程菌只需在仅有葡萄糖的

MOPS 培养基中培养，采用一步发酵法就可以

达到生物量和匹诺塞林产量均很高的效果。 

3.4  减弱中间产物的抑制作用 
一条代谢通路往往由多个酶构成，中间产

物可能会对上游酶活性产生抑制。中间产物含

量往往与相关的酶表达水平直接相关，故通过

调控相关蛋白的表达水平以降低中间产物含

量，进而削弱抑制作用。蛋白的表达水平可以

由表达载体拷贝数和启动子强度综合决定，即

由二者的乘积来量化[40]。质粒 pACYCDuet-1、

pCDFDuet-1、pETDuet-1和 pRSFDuet-1的拷贝

数分别是 10、20、40和 100，T7启动子的强度

为 5。由于 4CL的催化产物会对 TAL/PAL的催

化能力产生抑制，Wu等[39]针对这一现象构建了

均由 T7 启动子控制的 4 个质粒模块，将 4CL

克隆到拷贝数低的 pACYCDuet-1载体上，而将

CHS 和 CHI 克隆到拷贝数最高的 pRSFDuet-1

载体上，这样 4CL表达水平为 50而 CHS和 CHI

为 500，结果为 4CL产物肉桂酰 CoA会被相对

过量 CHS及时代谢而避免对 PAL产生的反馈抑

制，该组匹诺塞林产量较对照组 (PAL表达水平为

200，CHS和 CHI表达水平为 100) 提升了 3.4倍。 

3.5  其他 
宿主菌会对产率产生一定影响。在这一问

题上，人们几乎都选择了大肠杆菌作为匹诺塞

林的表达宿主菌。基因工程中常用的真核生物

酵母菌可以对蛋白进行翻译后修饰，但是在黄酮

的生物合成过程中很少选择酵母菌。Jiang 等[41]

利用酵母构建了匹诺塞林工程菌，其产量仅为

0.8 mg/L。酵母细胞与植物细胞进化关系更近，

其含有的内质网系统能够进行 NADPH 的质子

传递，这为 C4H的表达及活性的保持提供了良

好的条件，但是人们在选择黄酮代谢途径时往

往绕开 C4H，这可能是较少选择酵母表达系统

的一个原因。链霉菌具有细胞内营养丰富、生

长较快和基因操作简单等优点，研究人员也尝

试选择其作为匹诺塞林的宿主菌[31,42]。 
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此外，随着计算机技术的进步，人们不再

局限在与目的产物直接相关的代谢途径上，而

是整个代谢网络。尽管细胞内物质代谢网络具

有复杂性和代谢流动态性，但计算机完全可以模

拟胞内情况，以便在更大范围找到可调控点[43]。

Fowler 等[44]建立了 CiED 模型，通过模拟找到

了 18种提高丙二酰CoA的敲除基因方法并进行

了实验验证。Xu等[45]利用 Optforce方法对大肠

杆菌的碳代谢途径进行分析优化，发现在对某

些基因敲除后可以大大提升产量。 

4  结论与展望 

随着基因工程和代谢工程的发展，合成生

物学取得了巨大进步，利用微生物合成黄酮类

化合物也取得了令人瞩目的成果，然而利用微

生物发酵仍存在异源性表达效果不好、产率不

高和代谢途径各个环节之间不能最优化适配等

问题。研究人员正积极地运用现代技术寻求提

高黄酮类化合物产量的方法。作为我国自主研

发的Ⅰ类新药，匹诺塞林现已经以注射剂的剂

型进入Ⅱ期临床试验。对于这一具备成药前景

的化合物，利用微生物合成方法进行生产不仅

会大大降低市场价格，且有利于环境的可持续

发展。合成生物学技术合成匹诺塞林的研究具

有很好的科研价值和社会意义，如何更好地改

善微生物合成方法合成匹诺塞林，将是研究者

们亟待解决的下一个问题。 
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