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摘要 根皮素及其糖苷是二氢查耳酮类天然产物，具有抗氧化、抗炎和抑菌等多种生理活性，可

应用于食品、药品、化妆品等行业。目前，根皮素及其糖苷主要从植物中提取，但含量低、组分复

杂制约了高效、低成本的分离制备。随着合成生物学的发展，工程微生物生产根皮素及其糖苷将

是一种有潜力的方法。综述了微生物合成根皮素及其糖苷的关键基因鉴定、代谢途径重构和优

化策略，并针对酶的特异性差、副产物多等问题提出了技术对策。
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根皮素( phloretin) 及其糖苷是二氢查耳酮类的植

物天然产物，广泛存在于蔷薇科苹果属植物中，与查耳

酮类的黄酮不同之处在于 A 环和 B 环之间的 7 ～ 8 位

碳原子之间为饱和键［1］( 图 1 ) 。根皮素抗氧化活性极

强，并具有广泛的抑菌活性，能够开发为防腐剂应用于

食品 行 业［2-3］。此 外，根 皮 素 的 2'-糖 苷 产 物 根 皮 苷

( phlorizin) 具有降血糖作用，主要靶点是钠-葡萄糖协

同转运蛋白 2 ( sodium-dependent glucose transporters 2，

SGLT-2) 。以根皮苷为模型药效团，模拟设计和化学合

成的多种 SGLT2 抑制剂已经批准上市，应用于治疗糖

尿病［4］。根皮素的 4'-糖苷产物三叶苷( trilobatin) 的甜

度约为蔗糖的 300 倍，可作为食品添加剂和商用的甜

味剂［5］。根皮素的 3'-糖苷产物诺瑟法根 ( nothofagin)

是很强的抗氧化剂，同时具有肾脏疾病治疗的潜力［6］。

因此，根皮素及其糖苷产物在医药、食品、化妆品等各

个领域都有着巨大的市场应用前景。

目前根皮素及其糖苷产物主要从植物中提取分离

获取［7］，但其常常与柚皮素、黄烷酮、黄烷醇及其他一

些类黄酮类物质共同存在，而且含量较低，造成分离纯

化工艺复杂，大规模、高纯度制备受到限制。近年来，

随着代谢工程以及合成生物学技术的迅速发展，对微

生物进行代谢工程改造，构建细胞工厂合成天然产物

图 1 根皮素及其糖苷化合物结构

Fig． 1 Structures of phloretin and its glucosides

成为研究热点［8-9］。但是，微生物中根皮素及其糖苷的

生物合成途径长、反应复杂，对以发酵糖为原料的工程

菌的设计、构建和优化带来诸多挑战。本文系统综述

了微生物合成根皮素及其糖苷的新进展，包括根皮素

及其糖苷合成的关键基因鉴定、微生物代谢途径的重

构和优化，并对存在的问题探讨了可能的技术对策。

1 微生物合成根皮素

1． 1 根皮素生物合成途径关键基因的鉴定

根皮素与柚皮素查耳酮结构相似( 图 2) ，其生物合

成都属于苯丙烷途径。柚皮素查耳酮的生物合成途径

已被解 析，从 苯 丙 氨 酸 出 发，经 过 苯 丙 氨 酸 氨 解 酶

( phenylalanine ammonia lyase，PAL) 、肉桂酸 4-羟化酶
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( cinnamate-4-hydroxylase，C4H) 和细胞色素 P450 还原

酶( cytochrome P450 reductase，CPＲ) 催化，生成 4-香豆

酸; 在 4-香豆酰-CoA 连 接 酶 ( 4-coumaroyl-CoA ligase，

4CL) 催 化 下，生 成 4-香 豆 酰-CoA; 在 查 耳 酮 合 成 酶

( chalcone synthase，CHS) 催化下，1 分子 4-香豆酰-CoA

和 3 分子丙二酰-CoA 发生克莱森( Claisen) 缩合，生成

柚皮素查耳酮，紧接着发生自发反应或在查耳酮异构

酶( chalcone isomerase，CHI) 催化下生成柚皮素( 图 2) 。

图 2 根皮素和柚皮素生物合成途径

Fig． 2 Biosynthesis pathway of phloretin and naringenin
PAL: phenylalanine ammonia lyase，CPＲ: cytochrome P450 reductase，4CL: 4-coumarate-CoA ligase，DBＲ: double-bond reductase，CHS: chalcone

synthase，CHI: chalcone isomerase

基于根皮素的结构和查耳酮合成途径，Avadhani

等［10］推测 4-二氢香豆酸可能是根皮素合成的前体，但

放射性同位素标记肉桂酸实验表明，植物中 4-香豆酸

是根皮 素 生 物 合 成 的 前 体，而 不 是 4-二 氢 香 豆 酸。

Gosch 等［11］将 4-香豆酰 CoA 和丙二酰 CoA 及苹果中酶

提取物进行离体反应，同时检测到根皮素和柚皮素; 但

将酶提取物失活后，加入重组的 CHS 和 CHI，只有产物

柚皮素。该研究表明苹果植物中确实存在双键还原酶

( double-bond reductase，DBＲ) ，催化 4-香豆酰-CoA 还原

生成 4-二氢香豆酰-CoA，进而被 CHS 催化合成根皮素。

采用同源克隆策略，Dare 等［12］和 Ibdah 等［13］以拟南芥

( Arabidopsis) 来源的烯酰基载体蛋白还原酶和烯酰-

CoA 还原酶基因序列为模板，从苹果的表达序列标签

数据库中筛选并实验鉴定出三种 NADPH 依赖型 DBＲ，

能催化底物 4-香豆酰 CoA 生成 4-二氢香豆酰 CoA，由此

解析了根皮素的生物合成途径( 图 2) 。Gosch 等［11］和

Yahyaa 等［14］研究了苹果中的多种 CHS，但都能以 4-香豆

酰-CoA 为底物合成查耳酮，以 4-二氢香豆酰-CoA 为底

物合成根皮素，没有发现和鉴定出对 4-二氢香豆酰-CoA

具有立体和结构选择性的特异 CHS。可见，CHS 是查耳

酮和根皮素合成的共有酶。在不同的植物中，由于 CHS

底物及其丰度不同，导致合成了不同黄酮类产物。

1． 2 微生物中根皮素代谢途径的重构

微生物中存在合成芳香氨基酸的代谢途径，可从苯

丙氨酸的代谢节点切入，由异源的 PAL、C4H/CPＲ、4CL、

DBＲ、CHS 等重构根皮素代谢途径( 图 3) ，在工程微生物

中合成根皮素。非常意外的是，其他酶都能在酵母等微

生物中实现功能，唯独植物来源的 DBＲ 在微生物中不起

作用［16-17］。在酵母中异源表达其他黄酮合成途径时，却

检测到了根皮素［15］，据此推测酵母中存在内源酶参与了

从 4-香豆酰辅酶 A 到根皮素的代谢过程。随后 Lehka

等［16］通过基因敲除和过表达的体内实验，从酵母中鉴定

了 Tsc13 和 Dfg10 两个内源酶，这两种酶可能参与将4-香

豆酰辅酶 A 还原生成 4-二氢香豆酰辅酶 A 的反应。

Eichenberger 等［17］进一步测试了酿酒酵母、乳酸克鲁维

酵母、细枝真杆菌和丙酮丁醇梭菌等微生物来源以及拟

南芥、苹果、棉花、覆盆子等植物来源的同源 DBＲ，发现只

有酿酒酵母的 Tsc13 具有 DBＲ 功能。在此基础上，在酿

酒酵母中异源表达 PAL、C4H、CPＲ1、At4CL2、HaCHS 和

酵母内源的 Tsc13 成功实现了根皮素的从头合成，发酵

合成了 42． 7mg /L 根皮素［17］。此外，Eichenberger 等［17］

从头合成根皮素时，检测到约 40 mg /L 的 4-二氢香豆

酸，表明酵母内存在一种未知的酶，能将 4-二氢香豆酰

CoA 还原生成 4-二氢香豆酸，同时 HaCHS 催化 4-二氢

香豆酰 CoA 效率较低，是主要的限速步骤。

利用 4CL 的底物宽泛性，直接添加 4-二氢香豆酸作

为前体，是微生物合成根皮素的另一种策略。在酿酒酵

母中异源表达 4CL 和 CHS，添加前体 4-二氢香豆酸，可

合成根皮素［18-19］( 表 1) 。然而在大肠杆菌中异源表达

4CL 和 CHS，在产物中检测到了微量的根皮素［20］。
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图 3 代谢工程微生物合成根皮素

Fig． 3 Metabolic engineering of microbes for production of phloretin
PAL: phenylalanine ammonia lyase，C4H: cinnamate-4-hydroxylase，CPＲ: cytochrome P450 reductase，4CL: 4-coumarate-CoA ligase，DBＲ:

double-bond reductase， CHS: chalcone synthase， CHI: chalcone isomerase， 2H-BNY: dihydro-bisnoryangonin， 2H-CTAL: dihydro-

coumaroyltriaceticacid lactone

表 1 微生物合成根皮素

Table 1 Biosynthesis of phloretin in microbes

微生物 表达的编码酶 发酵方式 产量( mg /L) 参考文献

酿酒酵母 PAL2，C4H，CPＲ1，At4CL2，HaCHS，TSC13 葡萄糖，深微孔板培养 42． 7 ［17］

酿酒酵母 At4CL，HaCHS 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 36． 0 ［18］

酿酒酵母 Hea4CL，HeaCHS 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 48． 0 ［19］

酿酒酵母 Hea4CL，ErbCHS 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 63． 6 ［19］

酿酒酵母 Hea4CL，ErbCHS，MatBC 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 73． 2 ［19］

酿酒酵母 Hea4CL，ErbCHS，ADH2，ALD6，ACS，ACC1 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 76． 2 ［19］

酿酒酵母 Hea4CL，ErbCHS，ADH2，ALD6，ACS，MatBC 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 83． 2 ［19］

酿酒酵母 Hea4CL，ErbCHS，ADH2，ALD6，ACS，MatBC 添加 4-二氢香豆酸，5L 发酵罐 619． 5 ［19］

大肠杆菌 At4CL，AtCHS 添加 4-二氢香豆酸，摇瓶培养 未报道 ［20］

1． 3 微生物合成根皮素途径的副产物

由于 4CL 和 CHS 是黄酮途径的共有酶，且都具有

底物泛杂性，在异源从头合成根皮素的途径中，产生多

种中间产物和副产物。4CL 除了催化 4-二氢香豆酸生

成 4-二氢香豆酸酰-CoA 外，还能催化肉桂酸、4-香豆酸

生成肉桂酰-CoA、4-香豆酰-CoA，导致在微生物合成根

皮素时不可避免生成副产物。例如，苹果的 MdCHS1、

MdCHS2 和 MdCHS3 能分别接受 4-二氢香豆酰-CoA、4-

香豆酰-CoA 和肉桂酰-CoA 作为起始底物，生成根皮

素、柚皮素查耳酮和生松素查耳酮，柚皮素查耳酮和生

松素查耳酮紧接着发生自发反应或在 CHI 催化下生成

柚皮素和生松素［14］。
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在酵母中合成根皮素时，除生成副产物柚皮素外，

另一 个 副 产 物 是 二 氢-双 去 甲 基-洋 高 宁 ( dihydro-

bisnoryangonin，2H-BNY) 。CHS 催化根皮素合成过程

中，4-二氢香豆酰辅酶 A 结合 2 分子丙二酰辅酶 A，随

后发生 C5→C1 环化生成脱轨产物 2H-BNY( 图 3) 。以

4-二氢香 豆 酸 为 前 体，在 酵 母 中 异 源 表 达 拟 南 芥 的

At4CL 和金丝桃的 HaCHS，催化合成 36mg /L 根皮素，

但同时检测到 2． 0mg /L 的 2H-BNY［18］。在离体实验

中，除了 2H-BNY 之外，地钱的 MpCHS 催化 4-二氢香

豆酰-CoA 缩合 3 分子丙二酰-CoA，发生 C5→C1 环化

生成 脱 轨 副 产 物 二 氢-香 豆 酰 三 乙 酸 内 酯 ( dihydro-

coumaroyltriaceticacid lactone，2H-CTAL) ［21］( 图 3) 。

1． 4 微生物合成根皮素的代谢途径优化

1． 4． 1 查尔酮合成酶筛选提高根皮素代谢流 为了

减少柚皮素的合成，筛选 CHS 将有利于提高产物根皮

素合成强 度。在 酵 母 从 头 合 成 根 皮 素 代 谢 途 径 中，

Eichenberger 等［17］测试 8 种植物来源的 CHS，结果表

明，金丝桃的 HaCHS 合成根皮素的产量最高( 42． 7mg /L) ，

苹 果 的 CHS2、CHS1，大 麦 的 CHS2，梨 的 CHS1

( 21． 0 mg /L ～ 12． 0 mg /L) 次之，矮牵牛和高粱的 CHS

合成根皮素最少( 1． 0 mg /L) 。除了大麦的 CHS2 几乎

没有生成副产物以外，其他 CHS 都生成一定量副产物

柚皮素。

CHS 不仅决定副产物柚皮素的生成，也决定脱轨

产物 2H-BNY 的产生。中国科学院天津工业生物技术

研究所江会峰研究组［19］在酵母中对 14 种植物来源的

CHS 进行筛选，结果表明，灯盏花的 ErbCHS 合成根皮

素的能力最高( 63． 3mg /L) ，相比向日葵的 HeaCHS 提

高了 30%，脱轨产物 2H-BNY 的占比从 33% 下降到

25%。除了 ErbCHS 以外，高粱的 CHS、沙梨的 CHS 也

表现出较好的根皮素合成活性，和 ErbCHS 相比，根皮

素产量略低，2H-BNY 无明显增加。其他来源 CHS，如

黄芪 的 CHS、柑 桔 的 CHS、连 翘 的 CHS 以 及 苹 果 的

CHS2 表现出较为相似的活性，根皮素产量较低，但副

产物 2H-BNY 较多。而欧芹的 CHS、葡萄的 CHS、矮牵

牛的 CHS 和苹果的 CHS1，合成根皮素和 2H-BNY 都较

少，整体活性较低。

除了筛选策略以外，对 CHS 酶进行突变改造，以提

高根皮素合成能力。Yu 等［21］对地钱的 MpCHS1 进行

突变改造，研究了不同突变体对根皮素合成的影响。

与野生型相比，活性腔内的突变体 I266V，对根皮素合

成几乎没有影响，但脱轨产物 2H-CTAL 却增加了约1． 4

倍; 对活性腔外的 383 ～ 385 位点进行突变，根皮素产量

提高近 1． 5 倍，同时 2H-CTAL 降低约一半［20］。此外，

结构分析显示，MpCHS1 的 α-螺旋的区域( 残基 278 ～

295) 与 CHS 同源序列的保守区域差异较大，将该区域

置换为苜蓿 MsCHS 的对应残基，根皮素产量提高约 1．

2 倍［21］。

1． 4． 2 增加丙二酰辅酶 A 供应提高根皮素产量 在

CHS 催化下，1 分子 4-二氢香豆酰-CoA 需要和 3 分子

丙二酰-CoA 发生 Claisen 缩合反应生成 1 分子根皮素，

为了提高微生物合成根皮素的效率，对底盘细胞的基

因组进行必要改造，增加丙二酰-CoA 的供应，能显著提

高根皮素的合成能力。江会峰研究组［19］将醇脱氢酶基

因 ADH2、醛脱氢酶基因 ALD6、乙酰-CoA 合成酶基因

整合在酵母染色体上，同时质粒表达丙二酸转运基因，

增 加 丙 二 酰-CoA 的 供 应，使 根 皮 素 合 成 提 高 到

83． 2mg /L，2H-BNY 占比从 25%降至 17%。在 5L 发酵

罐，进行补料流加，发酵 60h，合成了 452． 6mg /L 根皮

素［19］。进一步在 YOＲW△17 位点上回补 his1 和 ade2

基因，改善了工程酵母菌株的生长。在 5L 发酵罐中，

补料发酵 60h，合成了 619． 5mg /L 根皮素［19］。

2 微生物合成根皮素糖苷

2． 1 糖苷合成酶的系统发育

根据黄酮的糖基化修饰底物位点的特异性，糖基

转移酶 ( glycosyltransferases，GTs ) 分 为 O-糖 基 转 移 酶

( O-UDP-glycosyltransferase，OGT) 和 C-糖基转移酶( C-

glycosyltransferase，CGT) 。以根皮素为底物，对以报道

催化功能明确的 18 个糖基转移酶的氨基酸序列，采用

邻接法构建系统发育树。如图 4 所示，根皮素糖基转

移酶分为 2 大类群。OGT 催化根皮素的 2'或 4'位碳氧

糖基化，CGT 催化根皮素的 3'或 5'位碳碳糖基化。根

皮素 OGT 与 CGT 在进化上相对独立，执行不同的位置

功能，赋予产物不同特性。

2． 1． 1 OGT 的特异性 目前已经鉴定出多个根皮素

的 O-糖基转移酶，但底物特异性却各不相同。苹果的

UGT88F1 和 UGT88F8 同源性达到 82． 2%，具有严格的

底物特异性，在体外实验中以根皮素为单一底物，在根

皮素 2'位碳氧糖基化，催化生成根皮苷［22］。苹果的

MdPGT1 和梨的 UGT88F2 分别与 UGT88F1 同源性达

到 99． 8%和 99． 2%，特异性催化根皮苷的生成 ［23-25］。
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图 4 根皮素糖基转移酶的系统发育树

Fig． 4 Phylogenetic tree of selected phloretin glycosyltransferases
Genbank accession number for each protein is shown in brackets

除了 UGT88F1 等少数具有底物和位置的特异性

外，从苹果和梨中鉴定出多种糖基转移酶却表现出底

物宽泛性，这与不同植物的主要底物和细胞内环境是

一 致 的。如 苹 果 的 UGTA15 和 UGT71K1、梨 的

UGT71K2 和 UGTA16 的区域选择 性 较 低，它 们 具 有

2'OGT 功 能，却 同 时 表 现 出 4' OGT 活 性，生 成 三 叶

苷［23］。这四种酶与 UGT88F1 的同源性在 33． 4% ～
34． 0% 之间，在以根皮素为底物时，这四种酶主要合

成根皮苷，只有少量的三叶苷生成，这与苹果属植物

中以根皮苷为主要糖苷衍生物、三叶苷含量较低是一

致的。尽管苹果的 MdP2'GT 和 UGT88F1 同源性高达

98． 8% ，但 MdP2'GT 却表现出更广泛的底物接受性

和区域特异性，除了催化生成根皮苷外，也可催化山

奈酚和槲 皮 素 等 中 间 环 3 位、异 甘 草 素 物 质 B 环 4

位、木 犀 草 素 7 位 的 糖 基 化［26］。结 构 分 析 表 明，

MdP2'GT 具 有 α /β /α /β 结 构，相 比 UGT88F1 的 β /

α /β 折叠多一个 α-螺旋结构，创造更有利的疏水环

境，为 底 物 和 MdP2' GT 之 间 提 供 稳 定 的 相 互 作 用。

MdP2'GT 的受体结合袋中甘氨酸残基提供了较小的

侧链，为底物赋予足够的空间可利用性，使 MdP2'GT

表现出 更 高 的 底 物 宽 泛 性 和 催 化 活 性［26］。苹 果 的

MdPh-4'-OGT 与 UGT88F1 同源性为 22． 8% ，对底物

的选择也比较宽泛，可高效催化根皮素的 4'位碳氧糖

基化，同时接受槲皮素、柚皮素、儿茶素、花青素等多

种底物发生糖基化［27］。这可能是由于关键活性位点

差异影响了酶的底物结合口袋和与底物特异性结合。

地衣芽孢杆菌的 YjiC 糖基转移酶特异性低，催化多

种黄酮类物质不同位点的糖基化，也包括根皮素的 2'

位和 4'位糖基化［28］。
2． 1． 2 CGT 的特异性 相比较 OGT，CGT 的特异性较

强。水稻的 OsCGT 和荞麦的 FeCGTa 可特异性催化根

皮素 3'糖基化生成诺瑟法根［29-30］，是南非茶中重要的

抗氧化活性物质。有些 3'CGT 可催化根皮素的双糖基

化，如金橘的 FcCGT 和蜜橘的 CuCGT、甘草的 GgCGT

催化根皮素 3'位糖基化生成诺瑟法根，随后在 5'位发

生糖 基 化 反 应，生 成 3'-5'-二-C-根 皮 苷 ( 3'，5'-di-C-

glucosylphloretin) ［31-32］。研究表明，GgCGT 的关键位点

G389K 突变可使 GgCGT 失去二-C-糖基化功能，转变为

单一的 3'位 C-糖基化酶［32］。

尽管 OGT 和 CGT 在进化上相对独立，但也存在个

别例外酶。UGT71A15、UGTA16 和 UGT71K1、UGT71K2

虽然在进化树上处于 CGT 分支，却具有 OGT 的催化活

性，因而不属于 CGT( 图 4) 。此外，还发现了 O-糖基化

和 C-糖基化的双功能酶，如芒果的 MiCGTb 具有 O-糖

基水解和 C-糖基化的双重功能，先催化根皮苷去 O-糖

基，紧接着 C-糖基化，生成诺瑟法根［33］。
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2． 2 微生物合成根皮素糖苷

对根皮素的微生物合成途径进一步拓展，表达根

皮素糖基转移酶基因，便可在微生物中从头合成根皮

素 糖 苷。在 合 成 根 皮 素 的 酵 母 中，分 别 表 达

MdUGT88F1、MdUGT88A1、PcUGT88F2 和 DcGT4，发现

只有 MdUGT88A1 和 PcUGT88F2 能有效合成根皮苷，

产量接近为 65mg /L［17］。采取相同思路，在合成根皮素

的酵母中表达 OsCGT，合成了 59mg /L 诺瑟法根; 表达

AtUGT73B2、 AtUGT76D1 和 AtUGT84B1， 只 有

AtUGT73B2 具有功能，催化合成 32． 8mg /L 三叶苷和

1． 6mg /L 根皮苷［17］。

3 总结与展望

植物中根皮素及其糖苷生物合成途径中的主要酶

得到鉴定，为微生物合成奠定了基础。目前只在酿酒

酵母中实现了从葡萄糖合成根皮素及其糖苷的合成途

径，但关键功能酶催化活性不足和生成多种副产物的

问题还没有得到根本解决。扩大物种范围，广泛地挖

掘具有底物特异性、产物专一性的 4CL、DBＲ、CHS 仍然

是重构途径主要的技术挑战。使用不同菌种，理性分

配代谢途径，优化发酵过程，也是切实可行的技术对

策。为了改进和提高微生物发酵根皮素及其糖苷的产

量及其种类，未来的研究重点应主要集中在几下方面。
3． 1 生物大数据挖掘新酶，突破根皮素及其糖苷合成

途径的瓶颈

深入解析根皮素及其糖苷的生物合成途径，挖掘

活性高、特异性强的关键功能酶元件，提高合成效率，

减少副产物。在植物中，并未检测到根皮素的脱轨产

物，但在酵母中进行异源表达黄酮途径，就产生大量脱

轨产物。推测可能存在某种辅助蛋白，使 CHS 在植物

细胞内环境下不发生脱轨［34］。同时，CHS 对 4-香豆酰-
CoA 亲和性高于 4-二氢香豆酰-CoA，是生成副产物柚

皮素的主要原因。除了特异性的根皮素 2'糖基化酶

外，还没有鉴定出根皮素 4'位专一性的糖基转移酶。

以根皮素及其糖苷丰富的蔷薇科、多穗科等植物为材

料，进行转录组和代谢物组的跨组学分析，将基因表达

与中间代谢物偶联，进行细胞内的共表达代谢分析［35］，

从而发现新基因，鉴定途径中对 4-二氢香豆酰-CoA 特

异的 CHS。采用蛋白质相互作用的研究方法，发现和

鉴定植物细胞内 CHS 反应组成及其辅助蛋白，解析

CHS 复合物的催化机理，从而指导在微生物中重构根

皮素的异源途径。

从植物以外的生物中，挖掘参与根皮素的合成酶。

虽然在酵母中鉴定出了 Tsc13 能催化 4-香豆酰 CoA 生

成 4-二氢香豆酰 CoA，但该酶是 6 次跨膜蛋白，难以在

大肠杆菌等细菌中异源表达应用。在植物乳杆菌中鉴

定出 4-香豆酸还原酶，能在体外催化 4-香豆酸双键的

加氢还原反应，生成 4-二氢香豆酸［36］。红球菌［37］和蓝

藻［38］可将查耳酮还原为二氢查耳酮，还没有被异源表

达证实其功能。从这些微生物基因组中挖掘烯还原

酶，可望用于构建微生物中多途径根皮素异源合成，同

时减轻脱轨产物生成。

3． 2 蛋白质工程创新高活性功能酶，提高催化效率

对 4CL 和 CHS 进行理性设计和突变改造，筛选对

底物特异性、产物专一性的功能酶。根皮素、柚皮素等

多种黄酮类化合物可对生物调控蛋白 TtgＲ 等做出响

应［39］，因此可设计生物感应系统以简化 4CL、CHS 随机

突变体的筛选，以获得高效催化 4-二氢香豆酰-CoA 连

接反应的 4CL 以及根皮素合成的 CHS。不同来源的

CHS 的酶促反应中，生成脱轨产物的种类和含量差异

较大。目前已经有多种 CHS 的晶体结构和催化机理得

到解析［40］，起催化功能的底物结合口袋、辅酶 A 结合

腔和环化口袋等结构上的稍许改动对其底物特异性、

延伸长度和环化方式有很大影响。可通过模拟对接预

测，进行饱和突变和组合突变，通过理性设计，结合生

物传感筛选，获得底物特异性和产物专一强的 4CL 和

CHS，用于微生物发酵合成根皮素。

3． 3 研发建立混菌培养系统，强化发酵过程

从分子生源结构看，根皮素的前体是二氢香豆酸

和乙酰-CoA，分属来源于糖酵解和芳香氨基酸代谢，而

且需要磷酸戊糖途径供应还原力。对于根皮素糖苷，

糖基供体 UDP-葡萄糖含量低也是限制因素。即使对底

盘细胞代谢的深度改造，单菌很难全面满足根皮素的

高效碳代谢和能量代谢。近年来发展了混菌发酵的共

培养模式，已经在白藜芦醇［41］、姜黄素［42］、花青素［43］

等黄酮产物的微生物合成中得到应用。本实验室采用

双菌系统，共培养发酵红景天苷产量达到 6g /L、阿克拉

苷 D2 产量达到 2． 9g /L［44-45］。混菌共培养可期待成为

解决根皮素及其糖苷微生物合成的有效技术。
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Abstract Phloretin and its glycosides are natural dihydrochalcones with various physiological activities，
such as antioxidant，anti-inflammatory and anti-bacterial activities，and have potential application in food，

pharmaceutical，and cosmetics industries． At present，phloretin and its glycosides are mainly extracted from
plants． However，the low content and complex components make it difficult to prepare products with high
efficiency and low cost． With the development of metabolic engineering and synthetic biology，microbial
production of phloretin and its glycosides has become an alternative approach． This article reviews the
identification of key genes，the reconstruction of synthetic pathways and optimization strategies for the biosynthesis
of phloretin and its glycosides． Finally，the potential strategies to solve existing problems as unspecific enzymes
and the formation of multiple byproducts were proposed．

Key words Phloretin Phloretin-glycosides Microbial production Metabolic engineering Synthetic
biology
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