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天然产物的生物合成及酶工程研究进展 

谭彩玲，张 剑，余伯阳
*
 

中国药科大学  江苏南京 

【摘要】天然产物是动物、植物、微生物来源的特殊代谢产物，为药物研发提供了重要来源。因其绿色、

可持续的特点，天然产物的生物合成具有广阔的应用前景，其主要程序包括底盘细胞的确认，代谢途径的设

计，发酵工艺的放大。酶作为天然产物生物合成的催化剂，通常不完全具备目标产物合成的所需特性，需对

其进行酶工程改造。这些酶工程策略包括定向进化、理性设计、半理性设计，以提升酶特性从而适应于天然

产物的生物合成应用。 
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【Abstract】Natural products are special metabolites from animals, plants and microorganisms, which provide 
an important source for drug research and development. Because of its green and sustainable characteristics, the 
biosynthesis of natural products has broad application prospects. The main procedures include the identification of 
chassis cells, the design of metabolic pathways, and the amplification of fermentation processes. As catalysts for 
natural product biosynthesis, enzymes usually do not have the required properties of target product synthesis, so they 
need to be modified by enzyme engineering. These enzyme engineering strategies include directed evolution, rational 
design, and semi-rational design to improve enzyme properties for biosynthetic applications of natural products. 
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1 天然产物生物合成研究 
天然产物是来源于动物、植物和微生物的特殊

代谢产物，广泛参与生物体生长、发育、繁殖等多过

程的新陈代谢。酚类、萜类、生物碱类等结构多样的

天然产物，表现出抗氧化、抗菌、抗炎等广泛的药理

活性，为药学领域研究提供了宝贵资源[1]。天然产物

的传统发现策略是生物活性引导分离，通过对收集

的自然资源进行提取、萃取、柱层析分离等而获得

活性化合物[2]。但这面临着活性成分含量低、提取工

艺复杂、自然资源过度开发等问题，因此研究人员

开发了一系列新的发现策略，包括生物合成[3]、半合

成和化学合成、研究尚未开发的资源等。其中，天然

产物的生物合成通过设计和改造生物系统，以满足

天然产物的高效、绿色和可持续生产需求。 

1.1 底盘细胞的确认 
在天然产物的生物合成过程中，首要步骤是确

定合适的底盘细胞，为合成系统提供代谢环境、能

量来源，确保转录、翻译功能的正常运作。其中，微

生物以其低成本、高效率和高产品纯度等优势，结

合成熟的代谢工程技术和完善的工业放大技术，在

天然产物的生物合成研究中占据重要地位[4]。 
大肠杆菌作为重要的底盘细胞之一，其生长迅

速、培养技术成熟、遗传背景清晰且具备多样的遗

传操作工具，因此成为紫杉醇、白藜芦醇等天然产

物生物合成的优选平台。例如将白藜芦醇合成途径

基因整合入大肠杆菌并进一步通过代谢工程策略提

高了大肠杆菌生产白藜芦醇滴度至 188.1 mg/L，实

现了简单碳源到白藜芦醇的生物合成[5]。 
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酿酒酵母作为一种公认安全的（GRAS）生物，

除了具备原核微生物的优点外，还具备高渗透耐受

性、低 pH 耐受性和同源重组可操作性等特性，因此

在药学领域具有广泛应用。例如研究人员利用酿酒

酵母构建了高效生产青蒿酸的菌株，并通过代谢工

程策略将青蒿素的发酵滴度提高至 25 g/L[6]。 
为进一步提升天然产物的生产效率，研究人员

常对底盘细胞进行基因层面的改造，如过表达和敲

除关键基因等。这些方法有助于解决反馈抑制等问

题，提高前体中心代谢产物的滴度，进而促进天然

产物的下游生产。例如通过调节大肠杆菌甲基赤藓

糖醇磷酸途径中的限速酶表达、密码子优化和质体

转运肽的缺失等手段，成功提高了紫杉二烯的生物

合成滴度[7]。 
1.2 代谢途径的设计 
确定底盘细胞后，在其中重建并优化来自天然

生产者的代谢途径便可实现目标产物的高效生产。

例如在工程酿酒酵母菌株中表达不同来源的酶，构

建了一条利用糖从头生产蒂巴因和氢可酮的生物合

成途径，实现了二者的合成滴度分别为 6.4 μg/L 和

0.3 μg/L[8]。 
然而，许多天然产物的代谢途径不明确或不可

用，需要通过途径设计、酶的选择以及途径测试来

获得可行的代谢途径。首先，基于科研人员的知识

和经验以设计目标产物合成途径，或是通过人工智

能预测代谢途径。其次，酶的选择可以从文献、酶库

等渠道搜索，或通过基因组/转录组发掘，还可以通

过酶的改造策略来获得所需活性，以更好地适应合

成途径的要求。最后，通过执行设计-构建-测试-学
习（DBTL）迭代在宿主细胞进行途径测试，结合全

局基因表达调节、辅因子工程等代谢工程策略优化

合成途径，提高目标产物的生产效率和产量[9]。 
1.3 发酵工艺的放大 
为实现生产周期的缩短、竞争优势的获取以及

成本的节约，必须将天然产物的生物合成从实验室

规模转移至大规模商业生产，其中需要综合考虑物

流、财力、时间、目标等多维因素。其中，发酵工艺

的放大尤为关键，比如放大过程导致混合质量的下

降可能改变发酵环境，进而引发应激反应，产生不

必要的副产物或导致合成途径的改变[10]。 
发酵过程的多参数相关分析结合计算流体力学

（CFD）技术，成为了一种有效的放大与优化手段。

通过生物传感器实时读取发酵罐中的溶解氧等直接

参数，并结合数据采集软件包计算摄氧率等间接参

数，并借助 CFD 技术可以对发酵罐内复杂的流场特

性进行模拟分析，为工艺调整提供有力支持，已成

功应用于头孢菌素 C、红霉素等工业发酵中[11]。此

外，机器学习技术也在发酵工艺放大中发挥着越来

越重要的作用，有望通过大数据分析和模式识别，

实现更高效、更精准的工艺放大与优化[12]。 
2 酶的改造策略 
生物合成具有绿色、可持续的特性，带来显著

的经济和环境效益，使其在医药、食品、环境等多个

领域得到了广泛应用。主要是相较于传统的有机合

成方法，酶促反应在条件上更为温和，无需进行官

能团的活化、保护和脱保护步骤，且无需使用昂贵

的金属催化剂，且酶促反应也更方便于级联反应整

合[13]。 
但野生型酶通常难以直接应用于天然产物的工

业生产，因为在某些关键特性上存在不足，例如热

稳定性、有机溶剂耐受性、对映选择性、底物特异

性、催化活性等[14]。研究人员可借助酶工程技术，

对酶的特定性质进行了优化和改造，包括如定向进

化、理性设计和半理性设计等，为获得更多具有优

异性能的酶，从而推动生物催化技术在工业生产中

的广泛应用和持续发展起到了积极作用。 
2.1 定向进化 
定向进化核心理念在于模拟自然界的进化机制

对酶进行改造。定向进化使得众多化学合成与化工

生产中的棘手问题得以解决，因此 2018 年诺贝尔化

学奖的一半殊荣被授予了在酶定向进化领域作出杰

出贡献的美国科学家 Frances H. Arnold[15]。定向进

化的流程通常涵盖突变、表达、筛选与扩增等关键

环节。其中，突变的遗传多样性、高通量筛选或选择

方法，是确保定向进化实验成功的两大关键因素[16]。 
突变的遗传多样性越高，发现有益突变的可能

性也就越大。体外诱变是构建突变文库的一种常见

策略，包括易错 PCR、序列饱和突变等随机诱变技

术，以及位点饱和诱变、盒式诱变等定点诱变技术，

还有 DNA 洗牌、交错延伸等重组诱变方法。随着基

因编辑工具的不断发展，体内诱变也变得日益流行，

可以避免体内诱变重复的克隆和转染步骤，并且可

以同时突变多个靶残基，而常见的体内诱变技术有

基于重组的诱变技术如多重自动化基因组工程、基
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因组洗牌等，基于 CRISPR 的诱导技术等[17]。 
上述诱变方法通常能成功引入突变的遗传多样

性，因而定向进化的核心挑战在于如何从庞大的突

变库中精准识别出所需的突变体。为此，高通量筛

选和选择方法作为两大核心分析手段，在突变体识

别过程中发挥着至关重要的作用。多种高通量筛选

技术已被开发，包括琼脂板筛选、微量滴定板筛选、

数字成像、荧光激活细胞分选、μSCALE 等，这些筛

选方法通过精确评估每个样本的特定属性，有效降

低了错失潜在有益突变体的风险[18]。此外，也已经

开发出多种高通量选择方法，包括基于展示的选择

方法（如噬菌体展示、核糖体展示）、体内区室化方

法（如遗传互补、化学互补等）、生物淘洗、指数富

集的配体系统进化技术（SELEX）等，这些选择方

法通过施加特定选择压力剔除不符合要求的突变体，

从而筛选出阳性候选者进行后续的定向进化[17]。 
2.2 理性设计 
在酶工程领域，理性设计通常依赖于对序列或

结构的深入理解。多序列比对技术被广泛用于识别

保守残基或序列，进而改善酶的性质。而通过 X 射

线衍射、核磁共振和冷冻电子显微镜等技术，可以

获取蛋白质的大分子结构，若是结构测定仍存在局

限时，结构预测、对接模拟和分子动力学模拟等就

显得尤为重要[19]。当已知蛋白与目的蛋白具有高度

相似性时，可以从 PDB 数据库获取其 3D 结构，并

利用软件进行同源建模，结合分子对接技术可以预

测配体与酶的可能结合模式，结合分子动力学模拟

则能够预测酶的系综结构和酶-配体的相互作用，为

蛋白质构象动力学研究提供重要信息。 
通过基于序列和结构的方法获取蛋白质信息后，

合理的突变位点设计策略同样至关重要。酶的活性

位点是催化反应的核心，涉及底物结合、过渡态形

成及产物释放等多个步骤，而底物与活性位点间的

氢键、疏水作用和盐桥等相互作用，对底物的锚定

和催化反应的准备起到关键作用[20]。因此，通过改

造这些相互作用网络，可以有效地改善酶的性质。 
2.3 半理性设计 
半理性设计策略在酶工程中展现出其独特的优

势，它结合了定向进化和理性设计的精髓，旨在提

高酶的特性而不必深入了解其结构功能关系，同样

无需高通量筛选也能获得目标突变体。该方法基于

理性设计的序列或结构信息获取方法，利用计算机

辅助技术识别活性位点、底物结合口袋等关键区域，

结合定向进化的丙氨酸扫描和定点饱和突变等方法，

构建全面覆盖的突变文库，从而显著提升酶工程的

效率[21]。 
在实际应用中，半理性设计已成功应用于多种

酶的改造，如提高催化效率、增强热稳定性、改善区

域选择性和立体选择性等。此外，FRISM 等先进技

术也进一步推动了半理性设计在酶工程领域的应用，

例如应用 FRISM 策略构建了 16β 类固醇羟化酶

CYP109B4 超小型文库并结合有限的 ISM 筛选，获

得突变体 B4-M7 的区域选择性从 16β 完全切换到

15β[22]，为酶的功能优化提供了更加高效和精准的方

法。 
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