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摘  要: 罗汉果甜苷 V 是罗汉果甜苷中含量和甜度均较高的成分，具有止咳祛痰、抗癌、抗氧化、调节血糖等诸

多药理活性，成为兼具治疗功能的天然非糖甜味剂，具有广阔的市场前景。然而目前有限的生物资源和较高的提

取成本，限制了它的广泛应用。合成生物学的快速发展为植物天然产物的生产提供了一种新思路，通过构建罗汉

果甜苷 V 的微生物细胞工厂，将实现其低成本、规模化生产。文中介绍了罗汉果甜苷 V 的结构及药理活性，重

点综述了罗汉果甜苷 V 的合成生物学研究进展，并探讨了当前研究所面临的挑战，以期为罗汉果甜苷 V 生物合

成的进一步研究提供参考。 
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Abstract:  Mogroside V, a component with high content and sweetness in mogrosides, has many pharmacological activities 

such as relieving cough, reducing sputum, anti-cancer, anti-oxidation, regulating blood sugar, making it a natural nonsugar 

sweetener with therapeutic functions, and showing a broad market prospect. However, the limited resources and high 

extraction costs have restricted its widespread use. The rapid development of synthetic biology has provided a new idea for the 

production of plant natural products. The low-cost and large-scale production will be realized through the construction of a 

microbial cell factory for mogroside V. Here, we briefly introduce the structure and pharmacological activity of mogroside V, 

and review progress in applying synthetic biology for its synthesis, and also discuss the challenges faced by the current 
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research, to provide a reference for further studies on the biosynthesis of mogroside V. 

Keywords:  mogroside V, natural nonsugar sweetener, synthetic biology, biosynthesis 

 

甜味剂是食品添加剂中的一类，按来源可分

为人工合成甜味剂和天然甜味剂，天然甜味剂根

据化学结构和性质可进一步分为糖类和非糖类甜

味剂。最近的研究指出合成甜味剂会导致肠道菌

群失调和葡萄糖耐受不良，造成代谢系统紊乱[1]，

并且成为一种新型的污染物造成环境污染[2]；而

糖的大量摄入助长了龋齿、肥胖、糖尿病、代谢

综合征和心血管疾病的发生[3-5]。植物来源的天然

非糖物质因具有高甜度[6]、低热量[7]、安全[8]、不

引发龋齿[9]等特点，成为满足甜味需求的新一代

甜味剂，受到人们越来越多的关注。 

目前，国内外已开发利用的天然非糖甜味剂主

要有：竹芋甜素 (Thaumatin)、甜菊糖苷 (Steviol 

glycosides)、罗汉果甜苷 (Mogrosides) 和甘草酸 

(Glycyrrhizic acid)[6] (表 1)，其中最甜的是竹芋甜

素，但表现出苦味和甘草的“异味”，且有甜味延迟

出现和持续时间过长的缺点[17]；其次是罗汉果甜

苷，它无不适后味，且是唯一一个能减脂的纯天然

甜味剂[14]。罗汉果甜苷 V (Mogroside V，M5) 是

罗汉果甜苷甜度的主要来源[18]，在万分之一浓度

下的甜度值是 5%蔗糖的 425 倍[19]，且具有止咳祛

痰[20]、抗癌[21-22]、抗氧化[23]、调节血糖[24]等诸多

药理活性，使其成为国内外竞相研发的新一代功能

性甜味剂。由于罗汉果的栽培存在许多困难[25]，

且 M5 在全果中的含量仅为 0.8%–1.3% (W/W)[26]，

类似物复杂产品纯化难，依赖从罗汉果中提取无法

实现大规模生产。 

植物细胞培养 [27]、代谢工程 [28]和合成生物 

学 [29]的发展为植物天然产物的获取提供了可持

续的生产思路。由于植物细胞培养成本高、耗时

长、产量低，难以产生专门的天然产物；此外，

植物细胞的复杂性以及缺乏遗传工具和适当的

方法，使得植物细胞的代谢工程对于生产需要多

步骤生物合成途径的复杂天然产物 M5 具有挑战

性[30]。因此，植物细胞培养、代谢工程可能不是

大规模生产 M5 的可行方法。合成生物学是近年

来兴起的对生命系统和过程进行重新设计和工

程化构建与应用的科学[31]，与传统方法相比，具

有周期短、产量高、安全无污染、提取工艺简单

等优势，是一种绿色高效的新型生产模式。随着

合成生物学研究的不断开展以及对罗汉果中甜

苷分子生物合成机制[32]的深入了解，利用微生物

合成 M5 成为其规模化生产的新途径，在满足消

费者对天然甜味剂的需求方面具有重要意义和

广阔前景。本文重点综述了 M5 的生物合成机制

及合成生物学研究进展，并探讨了微生物合成所

面临的挑战，以期为 M5 的生物合成研究提供  

参考。 

 
表 1  4 种主要天然非糖甜味剂 
Table 1  Four major natural, non-sugar sweeteners 

Natural sweeteners Sweetness potency* Compound Pharmacological functions References

Thaumatin 1 600–3 000 Protein 
Contraception, anti-bacteria, anti-diabetes, protecting 
the cardiovascular system 

[6, 10] 

Steviol glycosides 100–300 Terpenoid 
Anti-diabetes, anti-hypertension, anti-oxidation, 
Anti-tumor, anti-inflammation, immunomodulation 

[11–12] 

Mogrosides 68–465 Terpenoid 
Anti-diabetes, anti-cancer, anti-bacteria, 
anti-oxidation, reducing fat 

[13–14] 

Glycyrrhizic acid 170 Terpenoid 
Anti-inflammation, hepatoprotectivity, anti-virus, 
anti-cancer 

[15–16] 

*: relative to sucrose. 
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1  罗汉果甜苷 V 的结构与药理活性 

罗汉果是葫芦科植物罗汉果 Siraitia grosvenorii

的成熟果实，有润肺止咳、凉血、润肠通便的功

效，在中国作为常用中药使用[33]，甜苷是其主要

有效成分[34]。研究者[19,35-36]在罗汉果中分离并鉴

定出了多种甜苷，其基本结构如图 1 所示。葡萄

糖基数目及连接方式的不同产生了口味上有重大

差异的甜苷分子：二糖基化的甜苷 IIE 味道极苦，

而五糖基化的 M5 味道极甜[37]。M5 是罗汉果甜

苷中甜度和含量均较高的成分[38]，它最早是由日

本学者竹本常松等[39-41]分离得到的，并通过光谱

学方法鉴定了苷元的结构为葫芦烷四环三萜罗汉

果醇，进而构建了 M5 的完整结构。M5 分子式为

C60H102O29，是罗汉果醇在 C3 和 C24 位添加葡萄

糖基而成，其中 R2 是两个吡喃葡萄糖基通过 β-1,6-

糖苷键相连，R1 是含分支的 3 个吡喃葡萄糖基通

过 β-1,6-糖苷键和 β-1,2-糖苷键相连。 

植物来源的天然非糖甜味剂往往表现出多种

药理活性 (表 1)，M5 具有止咳祛痰、抗癌、抗氧

化、调节血糖等诸多功能。有研究表明罗汉果镇咳

的有效部位为体积分数 50%醇提部分，其中分离

得到的 M5 能明显减少小鼠咳嗽次数、延长咳嗽潜

伏期，并能明显增加气管酚红排泄量，说明有一定

的祛痰作用[20]。M5 可通过靶向多个生物学靶标来

抑制胰腺癌细胞的增殖和存活[21]，这在胰腺癌异

种移植模型的小鼠体内得到了证实；7,12-二甲基 

 

 
 
图 1  罗汉果甜苷结构图 (R=Glc 或 H) 

Fig. 1  Chemical structure of mogrosides (R=Glc or H). 

苯并蒽 (DMBA)、12-O-十四烷酰佛波醇-13-醋酸

酯 (TPA) 和过氧亚硝酸盐 (ONOO–) 作为致癌物

质会诱导正常细胞转化为肿瘤细胞，通过小鼠皮肤

癌变试验，发现 M5 通过拮抗致癌物减缓了正常细

胞向皮肤癌细胞的转化[22]，表明 M5 具有预防由化

学致癌物引起的皮肤癌的作用。M5 和 11-O-罗汉

果甜苷 V 能显著清除活性氧 (O2
–·、H2O2 和·OH) 

并抑制 DNA 氧化损伤，其中 11-O-罗汉果甜苷 V

对 O2
–·和 H2O2 的清除作用高于 M5，然而对·OH 而

言，M5 的清除效果更好[23]。研究发现 M5 能诱导

胰岛素瘤细胞 RIN-5F 分泌胰岛素，从而在细胞水

平揭示了 M5 对于糖尿病人具有血糖调节作用，该

研究提示罗汉果提取物特别是 M5 对Ⅱ型糖尿病

有防治潜力[24]。 

2  罗汉果甜苷 V 生物合成机制研究 

合成生物学是通过将现有的生物合成路径在

微生物细胞中进行重建[29]，获得生产预期产物的

微生物细胞工厂，从而实现目标化合物的规模化生

产。因此明晰罗汉果中 M5 合成的分子机制，将为

利用合成生物学构建细胞工厂、实现体外合成奠定

基础。 

2.1  罗汉果甜苷的积累规律 

了解罗汉果甜苷的积累规律有利于更好地分

析 M5 合成的分子机制。对罗汉果发育过程中甜

苷积累规律的研究表明，罗汉果甜苷的净含量守

恒，即在整个生长过程中，甜苷的总含量保持不

变[42]。在果实发育早期，甜苷主要以罗汉果甜苷

IIE 的形式存在，其 R1 和 R2 都是单糖基，说明甜

苷糖基化的早期步骤是两个初级糖基化，之后 R1

上以 β-1,6-糖苷键连接第 2 个糖基使得罗汉果甜

苷 IIIX 积累。在后期 (开花后 77 d) 出现了大量

的四糖基化产物，主要是赛门苷 (Siamenoside)，

其 R1 含有 β-1,6-糖苷键和 β-1,2-糖苷键形成的分

支。在开花后 77 d 开始消耗四糖基化产物，积累
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R2 含两个糖基的 M5，在成熟的最后阶段急剧增

加。开花后 103 d 的成熟果实中甜苷的主要成分

为 M5。罗汉果甜苷的积累规律提示 M5 的生物合

成途径为罗汉果醇首先在 C3 和 C24 位置上进行初

级糖基化，然后在此基础上进行分支糖基化[32]。 

2.2  罗汉果甜苷 V 生物合成途径解析 

转录组和代谢组学分析是阐明植物天然产物

生物合成途经的有效策略[43]。2016 年，以色列研

究者 Itkin 等[32]根据罗汉果转录组和基因组数据，

实现了 M5 生物合成途径的完整解析 (图 2)。M5

生物合成途径可大致分为 3 个阶段：上游前体物

的合成阶段、中游骨架的形成阶段以及下游母核

的产生及修饰阶段。 

2.2.1  前体物 IPP 和 DMAPP 的合成 

萜类物质合成的上游前体包括异戊烯焦磷酸 

(Isopentenyl pyrophosphate，IPP) 和二甲基烯丙基

焦磷酸 (Dimethylallyl pyrophosphate，DMAPP)。

植物合成 IPP 和 DMAPP 存在两种不同的途径：

甲羟戊酸途径 (Mevalonic acid pathway，MVA 途

径) 和甲基赤藓糖醇磷酸化途径 (Methylerythritol 

phosphate pathway，MEP 途径)。不同途径的选择

取决于合成产物的种类及亚细胞空间位置 [45]，

MEP 途径主要用于质体中的单萜、二萜和四萜的

合成[46]，MVA 途径主要用于细胞质中的倍半萜、

三萜及多萜的合成[47]。但两者并不是完全独立的，

共同中间体 IPP 可通过质体膜互为对方所用[48]。 

M5 是胞质中的三萜皂苷类产物，其前体 IPP

和 DMAPP 是乙酰辅酶 A 经 MVA 途径生成的。

首先是 2 分子乙酰辅酶 A 经乙酰辅酶 A 硫解酶 

(ATOT)、3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合酶 (HMGS) 

形成 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A (HMG-CoA)。随

后在羟甲戊二酰辅酶A还原酶 (3-hydroxy-3-methyl 

glutaryl coenzyme A reductase，HMGR) 催化下形

成甲羟戊酸  (MVA)，然后再通过甲羟戊酸激酶 

(MK)、甲羟戊酸磷酸激酶 (PMK) 和甲羟戊酸焦

磷酸脱羧酶 (MVD) 等酶作用形成 IPP。IPP 在异

戊烯焦磷酸异构酶  (Isopentenyl pyrophosphate 

isomerase，IPI) 催化下生成其双键异构体 DMAPP。 

2.2.2  骨架物 24,25-环氧葫芦二烯醇的形成 

牻牛儿基焦磷酸合酶 (Geranyl pyrophosphate 

synthase，PS) 催化 IPP 和 DMAPP 牻形成 牛儿基

焦磷酸 (GPP)，接着在法尼基焦磷酸合酶 (Farnesyl 

pyrophosphate synthase，FPPS) 催化下与 1 分子

IPP 合成法尼基焦磷酸 (FPP)，FPP 在角鲨烯合酶 

(Squalene synthase，SQS) 的催化下形成角鲨烯 

(SQ)。SQS 是一个双功能酶，首先能够催化 2 分

子的 FPP 缩合生成前角鲨烯二磷酸 (PSPP)，接

着在 NADPH 和 Mg2+存在的情况下将 PSPP 转化

成 SQ[44]。 

长期以来，科学家们认为角鲨烯环氧酶 

(Squalene epoxidase，SQE) 催化 SQ 一步反应生

成链状的 2,3-环氧角鲨烯，再由环化酶将其环化

成骨架物质葫芦二烯醇 [49]。然而近期的研究表

明，甜苷合成的骨架物质是 24,25-环氧葫芦二烯

醇 ， 并 非 葫 芦 二 烯 醇 ， 由 此 推 断 其 前 体 是

2,3;22,23-双环氧角鲨烯而非 2,3-环氧角鲨烯；SQ

在 SQE 的作用下进行两次连续的环氧化反应，依

次产生 2,3-环氧角鲨烯、2,3;22,23-双环氧角鲨烯，

后 者 在 葫 芦 二 烯 醇 合 酶  (Cucurbitadienol 

synthase，CDS) 催化下环化为 24,25-环氧葫芦二

烯醇[32]。 

2.2.3  母核罗汉果醇的产生及修饰 

葫芦烷四环三萜类化合物中罗汉果甜苷的独

特性在于 C3、C11、C24 和 C25 位的区域特异性

氧合作用 (图 2)，形成母核罗汉果醇[32]。因此鉴

定母核合成步骤的主要挑战是其独特的羟基化，

特别是 C24、C25 位的反式羟基化。Itkin 等[32]发

现环氧化物水解酶 (Epoxide hydrolase，EPH) 负

责催化 24,25-环氧葫芦二烯醇 C24、C25 位的羟

基化，生成反式-24,25-二羟基葫芦二烯醇，该化

合物 C11 位再经细胞色素 P450 酶 (CYP450) 系

中的 CYP87 家族成员 CYP87D18 (CYP102801)[50]
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羟基化生成罗汉果醇。同时提出了羟基化反应的

顺序：EPH 蛋白倾向于与环氧葫芦二烯醇结合而

不是链状的 2,3;22,23-双环氧角鲨烯，因此 EPH

的反应在 CDS 环化反应之后；C11 上的额外亲水

性羟基会妨碍在 EPH 疏水口袋中的对接，所以

C11 羟基化反应在 EPH 反应后发生。 

M5 合成的最后一步是罗汉果醇 C3、C24 位

的糖基化修饰。通过糖基转移酶与底物对接发现

C24 位的糖基化增加了对 C3 位糖基化的亲和力，

并依据罗汉果甜苷的积累规律得出糖基化的顺

序：罗汉果醇首先通过糖基转移酶 UGT720-269-1

进行C24位的初级糖基化，生成罗汉果甜苷Ⅰ-A1；

后者经 UGT720-269-1 在 C3 位添加糖基生成罗汉

果甜苷ⅡE；随后 UGT94-289-3 负责进行 C3、C24

位葡萄糖链的分支糖基化，经四糖基化中间物合

成 M5[32]。 

 
 

 
 
图 2  罗汉果甜苷 V 的生物合成途径[32,44] 
Fig. 2  The biosynthetic pathway of mogroside V[32,44]. The pathway of acetyl-CoA to 2,3-oxidosqualene is recognized 
as a common pathway for plant triterpenoid biosynthesis, and the pathway of 2,3-oxidosqualene to mogroside V was 
proposed by Itkin et al. Double-arrows represent multi-step reaction. 
 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2022 

 

3  罗汉果甜苷 V 合成生物学初探 

天然非糖甜味剂竹芋甜素作为蛋白类甜味剂，

微生物生产的研究起步很早，目前已在多种微生物

中实现了生产[51-53]，但产量较低。甜菊糖苷的生物

合成途径在 2013 年得到完整解析[54]。目前，发酵

合成甜菊糖系列产品已有报道，主要是莱鲍迪苷 A、

莱鲍迪苷 D 和莱鲍迪苷 M[55-56]，但其产率较低，

原因是构建的合成途径较长。2016 年 Xu 等[57]报

道了来源于甘草的 UDP-葡萄糖醛酸转移酶

GuUGAT (据推测属于 UGT73 家族)，它催化甘草

次酸的连续两步葡糖醛酸糖基化反应生成甘草

酸，从而揭示了甘草酸生物合成的完整途径。李

春教授课题组 [58]以生产甘草次酸的工程菌为基

础，通过导入人源的糖基转移酶 UGT1A3 基因，

人源的 UDP-葡萄糖脱氢酶 UGDH (Hs) 基因、大

肠杆菌 Escherichia coli 来源的 UGDH (Ec) 基因

得到生产甘草酸的重组菌。由于罗汉果甜苷生物

合成途径解析较晚且途径较长，限制了 M5 合成

生物学的研究。 

3.1  底盘细胞的选择和优化 

底盘细胞是天然产物合成的工厂，选择具有

成熟操作系统以及遗传稳定的底盘细胞是天然产

物高效生产的基础，模式微生物大肠杆菌和酿酒

酵母 Saccharomyces cerevisiae 常被用作底盘细

胞。酿酒酵母在 M5 这种复杂天然产物异源合成

的研究中具有独特的优势：内源性的 MVA 途径

和麦角固醇合成途径能够稳定提供前体 IPP、

DMAPP 和 2,3-环氧角鲨烯[59-60]，完整的膜系统和

翻译后修饰有利于环化酶、CYP450 的活性表达。

2,3-环氧角鲨烯是植物三萜和甾醇骨架合成的共

同前体物质[61]，然而在甜苷的生物合成中，骨架

合成的前体为 2,3;22,23-双环氧角鲨烯。酿酒酵母

内源的角鲨烯环氧酶 (ERG1) 可将 2,3-环氧角鲨

烯氧化为 2,3;22,23-双环氧角鲨烯[32,62]，意味着酿

酒酵母 ERG1 可代替 SgSQE 行使功能。 

酿酒酵母细胞中的大部分 2,3-环氧角鲨烯会

经羊毛甾醇合酶  (ERG7) 进入麦角固醇合成通

路[63]，竞争向罗汉果甜苷转化的代谢流。酿酒酵

母菌株 GIL77 因缺乏 ERG7，积累了高浓度的 2,3-

环氧角鲨烯[64]，常被用作底盘细胞进行罗汉果甜

苷合成相关酶的功能验证。同时随着三萜皂苷合

成生物学研究的不断开展，优化酿酒酵母以积累

大量 2,3-环氧角鲨烯的策略逐渐完善，主要有以

下几种：1) 过表达 MVA 途径的萜类合成相关基

因[65-66]；2) 利用羊毛甾醇合酶抑制剂 R0 48-8072

或采用 CRISPR/dCas9 系统抑制 ERG7 的表达[32,63]，

下调麦角固醇合成支路；3) 使用全局转录因子

UPC2 的突变基因 upc2-1 直接或间接上调 MVA

途径中相关基因的转录效率[67]。 

3.2  关键酶基因的克隆和表达 

实现 M5 在微生物细胞中从头合成，需要将

关键酶基因进行异源组装。因此酶基因的克隆将

为异源组装提供零件，酶的异源表达将为功能研

究奠定基础。目前得到克隆和表达的关键酶有

SQE、CDS、EPH、CYP450 和糖基转移酶。 

3.2.1  角鲨烯环氧酶 

角鲨烯环氧酶进行角鲨烯的双环氧化反应在

许多三萜类合酶系统中已有报道[68-70]，并且被功

能表达的植物角鲨烯环氧酶可同时产生单氧化和

双氧化角鲨烯[62,71]。2018 年，赵欢等[72]从罗汉果

中克隆到 2 条注释为 SQE 基因全长片段，均含   

1 575 bp 的完整开放阅读框，编码 524 个氨基酸，

分别命名为 SgSQE1 和 SgSQE2。由于 SgSQEs 编

码的蛋白序列 N 端均有跨膜结构域，在原核表达

时以无活性的包涵体存在，无法验证酶活。经蛋

白底物的分子对接表明 SgSQEs 能够与配基 2,3-

环氧角鲨烯相互作用形成氢键，推测可能具有生

成双环氧角鲨烯的功能。之后， Itkin 等 [32]对

SgSQE 蛋白建模显示第一个环氧的存在并不妨碍

第二个环氧化的对接，表明 SgSQE 可进行双环氧

化反应。 
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3.2.2  葫芦二烯醇合酶 

2,3-环氧角鲨烯在不同种类的氧化鲨烯环化

酶 (Oxidosqualene cyclase，OSC) 的催化下，经

过质子化作用、环化、重排和去质子化作用形成

植物甾醇和三萜类骨架[73]。因此不同种类的 OSC

存在竞争，CDS 作为 OSC 家族的一员，是罗汉果

甜苷合成的关键环化酶，它的表达量及活性影响

2,3-环氧角鲨烯向罗汉果甜苷转化的代谢流，决定

甜苷的产量。Dai 等[74]通过罗汉果的 RNA 测序 

(RNA-seq) 和数字基因表达谱 (DGE) 分析，鉴

定出 SgCDS，其 cDNA 全长 2 800 bp，包含一个

2 280 bp 的 ORF，编码具有 759 个氨基酸的蛋白

质，预测分子量为 84.4 kDa。之后利用酵母菌株

GIL77 验证了 SgCDS 的环化功能，可将 2,3-环氧

角鲨烯环化成葫芦二烯醇。这似乎与罗汉果甜苷

生物合成途径中 SgCDS 环化 2,3;22,23-双环氧角

鲨烯生成 24,25-环氧葫芦二烯醇 (图 2) 不一致。

其实， Itkin 等 [32]使用酿酒酵母和转化的烟草

Nicotiana tabacum L 对 SgCDS 进行功能分析发

现，SgCDS 不仅可环化 2,3;22,23-双环氧角鲨烯，

还可环化 2,3-环氧角鲨烯生成葫芦二烯醇，只是

后者未参与罗汉果甜苷的合成。进一步的研究表

明，对于 2,3-环氧角鲨烯，SgCDS 的环化优先于

ERG1 的环氧化，使得 SgCDS 主要表现出对 2,3-环

氧角鲨烯的环化功能。 

3.2.3  CYP450 和糖基转移酶 

CYP450 在植物体中是一个超基因家族，在

合成包括萜类、类黄酮、生物碱和木质素等天然

产物的氧化反应中起关键作用[75]，具有严格的底

物特异性和较低的序列相似性；糖基化酶可能为

第二大植物酶家族 1UGTs 的成员，转移不同的

糖基或糖基的受体不同，所需的糖基转移酶也不

同[76]，因此高效发掘并克隆催化特定代谢物生物

合成的 CYP450 和糖基转移酶基因相对困难。

Tang 等[77]基于 RNA-seq 和 DGE 组合应用，并结

合 M5 在开花后 50–70 d 快速积累规律，鉴定筛

选了 7 个 CYP450s 和 5 个 UDPGs 作为负责 M5

合成的候选基因，开创了鉴定负责非模式植物中

新型次级代谢物的生物合成编码酶的候选基因的

有效方法。Zhang 等[50]在罗汉果中鉴定出一种多

功能细胞色素 P450 酶 (CYP87D18) 和一种糖基

转移酶 (UGT74AC1)，通过体外酶活性测定表明，

CYP87D18 负责催化葫芦二烯醇 C11 位的氧化，

生成 11-氧葫芦二烯醇和 11-羟基葫芦二烯醇；

UGT74AC1 可以特异性地将葡萄糖基转移至罗汉

果醇的 C3 位形成罗汉果苷 IE。几乎同时，Itkin

等[32]在罗汉果中鉴定出 191 个 CYP450s 和 131 个

UGTs，初步筛选了在发育的果实中表达的 40 个

CYP450s 和 100 个 UGTs，分别在酵母和大肠杆菌

中 进 行 了 功 能 验 证 。 结 果 显 示 CYP87D18 

(CYP102801) 催化反式-24,25-二羟基葫芦二烯醇

C11 位的羟基化生成罗汉果醇；UGT74-345-2、

UGT75-281-2、UGT720-269-1 和 UGT720-269-4

负责 C3 位的初级糖基化，其中 UGT720-269-1 也

是唯一一个负责 C24 位初级糖基化的酶，

UGT720-269-1、UGT94-289-1、UGT94-289-2 和

UGT94-289-3 负责进行 C3、C24 位葡萄糖链的分

支糖基化。 

3.3  葫芦二烯醇的生物合成 

李守连等 [78]利用实验室前期获得的三萜化

合物的酵母底盘菌 WD-2091 (FPS、SQS、SQE 及

MVA 途径均过表达调控)，将克隆到的 SgCDS 进

行了异源表达和发酵，葫芦二烯醇的产量为 

27.44 mg/L；进一步将 CDS 基因从 pRS425 高拷

贝质粒换到 pRS313 低拷贝质粒中，以调控 CDS

基因的表达，获得酿酒酵母细胞工厂 313-SL-CB，

葫芦二烯醇产量提高了 202.07%，经高密度发酵

产量达到 1 724.10 mg/L，是目前葫芦二烯醇微生

物合成的最高产量。该研究为推动葫芦烷型四环

三萜化合物的高效细胞工厂创建奠定了基础。 

构建 M5 的微生物细胞工厂可将原有的生物

合成路径转移，也可对整个代谢途径进行重新设
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计与构建。虽然已证明葫芦二烯醇不是罗汉果甜

苷合成的骨架物，但可利用高产葫芦二烯醇的工

程菌 313-SL-CB 作底盘细胞，重组氧化酶基因，

实现葫芦二烯醇向 24,25-环氧葫芦二烯醇的转

化，再经过 EPH、CYP450 和糖基转移酶的催化，

生成 M5 (图 3)。 

4  讨论与展望 

随着人们健康意识的提高，消费者对食物的

追求不再局限于口感的满足，还越来越重视其健

康性和功能性，使得天然非糖甜味剂的需求量呈

“爆炸式”增长[30]。尤其是世界上最强的天然甜味

物质之一的 M5，因兼具药用功能，不仅可作为天

然非糖甜味剂满足大众需求，同时也可作为糖尿

病人、肥胖者的蔗糖替代品 [79]。世界范围内对

M5 的需求逐渐增加[80]，植物提取法已无法满足 
 

 
 

图 3  罗汉果甜苷 V 微生物细胞工厂构建思路 
Fig. 3  Ideas for the construction of mogroside V microbial 
cell factory. Dotted-arrow represents the step of prediction, 
and double-arrows represent multi-step reaction.  

市场需求。合成生物学在植物天然产物的高效、

可持续获取中具有独特的优势，已应用于多种天然

产物的合成[81-83]，因此，利用合成生物学进行 M5

的规模化生产成为必然趋势。目前 M5 生物合成途

径得到了完整解析，关键酶进行了克隆和功能验

证，但仍缺乏微生物生产的研究。 

基于合成生物学原理，我们提出构建 M5 细

胞工厂的两种策略：其一，如上文提到的 (图 3)，

在高产葫芦二烯醇的工程菌 313-SL-CB 基础上实

现向 M5 的转化，这是最便捷的途径；其二，可

将参与 2,3;22,23-双环氧角鲨烯到 M5 的 5 个酶基

因 (图 2) 重组到酵母细胞中，实现从头合成。利

用这两种策略实现 M5 活性分子的微生物生产仍

存在诸多难题：首先第一种策略中催化葫芦二烯

醇氧化成 24,25-环氧葫芦二烯醇的酶没有被挖

掘，第二种策略中酵母内源的 ERG1 不能为

SgCDS 提供充足的 2,3;22,23-双环氧角鲨烯；其次

M5 生物合成途径中涉及的酶和中间体较多，代谢

过程复杂，将外源基因整合到单一的微生物细胞

中难以实现其高效协调表达，也会给宿主造成较

大的代谢压力；最后 SgCDS、UGT720-269-1 和

UGT94-289-3 都是非特异性酶，能作用于多种底

物形成不同的产物，在底盘细胞中催化的顺序和

方向难以控制。 

针对存在的问题，我们提出以下策略：鉴定

筛选催化葫芦二烯醇生成 24,25-环氧葫芦二烯醇

的氧化酶和高效催化双环氧化反应的 SQE；对

2,3-环氧角鲨烯的下游途径进行更加精确的调控，

将 2,3-环氧角鲨烯更多地引向罗汉果甜苷的合

成；近年来模块化共培养工程成为减轻细胞压力、

提高目标产物产量的新策略[84-85]，由此可将 M5

的生物合成途径合理地划分为不同的模块，然后

将每个模块整合到特定的菌株中，将募集的菌株

整合在一个空间，通过共培养实现 M5 的从头合

成；利用结构生物学对酶蛋白进行结构解析，了

解具体催化机制，通过适当的酶改造，增强葫芦
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二烯醇合酶和糖基转移酶的底物特异性；开发关

键化合物实时监控和代谢动态调控技术，实现酶

的定向催化。伴随着合成生物学和代谢工程的发

展，必将实现 M5 的低成本、规模化生产。 
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