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摘  要 : 三萜类化合物是一类广泛应用于医药、保健和化妆品等行业的天然产物，具有巨大的商业价值。

生物合成三萜类化合物依赖于环氧角鲨烯的高效合成。角鲨烯环氧化酶是整个合成途径中的关键酶，其催

化 NADPH 依赖的环氧化反应将角鲨烯转变为环氧角鲨烯。通过筛选不同来源的角鲨烯环氧化酶，截短的

大鼠角鲨烯环氧化酶  (RnSETC) 在大肠杆菌 Escherichia coli 工程菌中表现出最强的活性；进一步考察内源

性细胞色素 P450 还原酶样  (CPRL) 蛋白对环氧角鲨烯合成的影响显示，在中度拷贝质粒上以 Lac 启动子

调控 NADH：醌氧化还原酶  (WrbA) 的表达使得环氧角鲨烯产量提高近 2.5 倍。研究结果表明，所构建的环

氧角鲨烯合成途径可以在大肠杆菌中实现三萜类合成关键前体环氧角鲨烯的合成，为生物合成三萜类化合物

提供了重要借鉴。  

关键词 : 环氧角鲨烯，角鲨烯环氧化酶，类细胞色素 P450 还原酶蛋白，大肠杆菌 

 

·天然产物生物合成·
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Construction and optimization of squalene epoxide synthetic 
pathway in Escherichia coli 

Xixi Shao, Yunhe Meng, Shenting Zhou, Xinting Liu，Huishu Jiang，Xiao Xiao, Jing Yang, 

Gongyuan Wei, and Chonglong Wang 

School of Biology and Basic medical Sciences, Soochow University, Suzhou 215123, Jiangsu, China 

Abstract:  Triterpenoids are a class of natural products of great commercial value that are widely used in pharmaceutical, 

health care and cosmetic industries. The biosynthesis of triterpenoids relies on the efficient synthesis of squalene epoxide,  

which is synthesized from the NADPH dependent oxidation of squalene catalyzed by squalene epoxidase. We screened 

squalene epoxidases derived from different species, and found the truncated squalene epoxidase from Rattus norvegicus 

(RnSETC) showed the highest activity in engineered Escherichia coli. Further examination of the effect of endogenous 

cytochrome P450 reductase like (CPRL) proteins showed that overexpression of NADH: quinone oxidoreductase (WrbA) 

under Lac promoter in a medium-copy number plasmid increased the production of squalene epoxide by nearly 2.5 folds. 

These results demonstrated that the constructed pathway led to the production of squalene epoxide, an important precursor for 

the biosynthesis of triterpenoids. 

Keywords:  squalene epoxide, squalene epoxidase, CPR-like, Escherichia coli 

萜类化合物是一类在自然界广泛分布、具有

重要的生理和药理活性的天然化合物[1-2]。按照其

所包含的异戊二烯五碳 (C5) 单位数目的不同，

可分为半萜、单萜、倍半萜、双萜、三萜、四萜

等。其中，角鲨烯 (Squalene) 是许多三萜类化合

物生物合成的前体物质，三萜类化合物合成途径

通常起始于环氧角鲨烯 (Squalene epoxide) 的形

成。环氧角鲨烯再经一系列环化酶的催化下形成

不同的三萜碳骨架，如齐墩果烷 (Oleanane) 型、

乌苏烷 (Ursane) 型、木栓烷 (Friedelane) 型、羽

扇豆烷 (Lupane) 型等五环三萜类，它们进一步

通过酰化、糖基化或氧化修饰形成各种各样的三

萜类化合物衍生物 (图 1) 。这些衍生物已经被广

泛用于医药、保健和化妆品等行业，具有可期的

商业应用价值。例如，齐墩果烷型衍生物甘草酸 

(Glycyrrhizin) 具有消炎、促进膜再生的功效，对

许多炎症和肝病、肺病有良好的治疗效果[3-4]；木

醛烷型雷公藤红素  (Celastrol) 是一种有效的肿

瘤增殖、侵袭与转移抑制剂，可有效抑制各种癌

细胞 (例如乳腺癌和前列腺癌等) 的增殖，从而

抑制其侵袭和转移[5-7]。 

然而，三萜类化合物在天然植物内的合成极

其微量，而且植物宿主生长相对缓慢、生长周期

长，这使得采取植物原料提取和分离的生产方式

受到了极大的挑战[8-9]。此外，由于它们结构所具

有的多样性、相似性和复杂性[10]，三萜类化合物

的化学合成同样困难重重。例如，以 10,11-环氧

金合欢烯基乙酸酯和格氏试剂为原料耦合，再经

多步立体选择性环化和扩环反应可实现从头合成

包含 10 个手性中心的羽扇豆醇 (Lupeol)，然而合

成效率只有约 3%左右[11]。这些因素严重限制了

三萜类化合物在各领域的广泛应用。合成生物学

和代谢工程学的兴起使得在常见表达宿主中重新

设计和构建天然产物代谢途径成为可能。大肠杆

菌作为研究最为广泛的模式生物，因其基因组小、

结构简单和基因编辑简便等特点，受到越来越多

的代谢工程师们的青睐。迄今为止，大肠杆菌已

经被开发用于合成多种萜类化合物，包括异戊二

烯 (Isoprene)[12-13]、金合欢烯 (Farnesene)[14]、紫

穗槐二烯  ( A m o r p h a d i e n e ) [ 1 5 ] 、紫杉二烯 

(Taxadiene)[16]、β-胡萝卜素 (β-carotene)[17-19]等。同

样，研究人员也进行了以大肠杆菌为底盘合成角鲨 
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图 1  环氧角鲨烯在大肠杆菌工程菌中的合成途径 
Fig. 1  Biosynthetic pathway of squalene epoxide in the engineered E. coli. 
 

烯的尝试[20-22]。我们先前的研究将酵母角鲨烯合成

酶 (Erg9) 和大肠杆菌金合欢烯焦磷酸 (Farnesyl 

diphosphate) 合成酶  (IspA) 串联构建角鲨烯合

成通路，再将其与甲羟戊酸 (Mevalonate，MVA) 

途径共同导入大肠杆菌中实现角鲨烯的合成，还

通过筛选和过表达大肠杆菌膜蛋白 Tsr 诱导增大

细胞膜面积将角鲨烯产量提高到 612 mg/L，建立

了高效合成角鲨烯的大肠杆菌底盘细胞[23]。 

以此为基础，继续延伸合成途径就可实现三

萜类化合物在大肠杆菌中的异源合成。然而，角

鲨烯环氧化酶 (Squalene epoxidase) 催化角鲨烯

形成 2,3-环氧角鲨烯是整个通路中的第一个重要

限速环节。角鲨烯环氧化酶是一种非细胞色素

P450 酶系 (Cytochrome P450，CYP450) 的环氧

化烯烃酶。它不含有血红素，活性位点不需要结

合金属离子。然而，该酶促反应处除需要分子氧

[O]外，还需要辅因子 FAD、NAD(P)H 参与。其

催化过程同某些细胞色素 P450 酶系反应一样，还

原型黄素蛋白接受分子氧[O]形成亲电体，再将分

子氧[O]传递给角鲨烯产生环氧角鲨烯。但是氧化

型 黄 素 蛋 白 需 要 在 细 胞 色 素 P450 还 原 酶 

(CYP450 reductase，CPR) 作用下以 NAD(P)H 为 

电子供体偶联还原。因此，本研究设想在大肠杆

菌宿主中筛选有活性的角鲨烯环氧化酶及内源性

CPR 样 (CPR-like，CPRL) 辅助因子，构建和优

化环氧角鲨烯合成平台，为“绿色制造”更多的三

萜类化合物奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒构建 

由乙酰辅酶A (Acetyl-CoA) 起始合成异戊烯

基焦磷酸 (Isoprenyl diphosphate，IPP) 和二甲基

丙 烯 基 焦 磷 酸  (Dimethylallyl diphosphate ，

DMAPP) 的完整 MVA 途径表达载体 pSNA、由
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MVA 起始合成 IPP 和 DMAPP 的下游 MVA 途径

表达载体 pSMvL2 为本实验室保存[24]。 

通 过 聚 合 酶 链 反 应  (PCR) 从 酿 酒 酵 母

Saccharomyces cerevisiae S288c 基因组扩增 erg1

基因片段[25]，并通过上下游引物引入的 SalⅠ和

Hind Ⅲ限制性内切酶位点，将其亚克隆至质粒

pTispAErg9TC
[23]构建表达载体 pTSQErg1。同样，

从酿酒酵母 S288c 基因组扩增 ncp1 基因片段，将

其亚克隆至 pTSQErg1 的 Hind Ⅲ和 XhoⅠ位点之

间，构建含有 CPR 的表达载体 pTSQErg1Ncp1。

将截短型酿酒酵母角鲨烯合成酶基因 erg9TC 用

BamHⅠ和 SalⅠ限制性内切酶消化后，亚克隆至

pSMvL2 构建 pSMLSQ。 

按照大肠杆菌密码子偏好性合成荚膜甲基球菌

Methylococcus capsulatus 角鲨烯环氧化酶基因 mcSE、

Fluviicola taffensis 菌角鲨烯环氧化酶基因 ftSE、截短

型大鼠 Rattus norvegicus 角鲨烯环氧化酶基因

rnSETC，并在所合成基因上下游分别引入 BamHⅠ和

BglⅡ、SalⅠ限制性内切酶位点，再亚克隆至 pTrc99A

载体构建 pTMcSE、pTFtSE 和 pTRnSETC。 

通过 PCR 从大肠杆菌 MG1655 基因组扩增  

7 个 CPRL 基因，NAD(P)H 依赖性醌氧化还原酶

基 因 ytfG[26] 、 NADPH: 醌 氧 化 还 原 酶 基 因

mdaB[27]、黄素还原酶基因 fre[28]、铁螯合还原酶

基因 yqjH[29]、硫氧还蛋白还原酶基因 trxB、

NADPH 依赖性 FMN 还原酶基因 ssuE[30]、NADH:

醌氧化还原酶基因 wrbA[31]，并通过上下游引物引

入 BamHⅠ和 SalⅠ (或 XhoⅠ) 限制性内切位点，

分别克隆至 pTRnSETC 构建 pTRnSETCCPRL 系列 

载体。同样，将上述 CPRL 相关基因 (ytfG 等) 克

隆至 pSMLSQ 构建成 pSMLSQ-CPRL 系列载体。

本研究所构建的质粒与引物详细信息见表1和表2。 
 

表 1  本研究中所用的质粒 
Table 1  Plasmids used in this study 

Plasmids Descriptions References 
pTispAErg9TC pTrc99A containing E. coli FPP synthase gene (ispA) and truncated S. cerevisiae 

squalene synthase gene (erg9) for squalene synthesis 
[23] 

pTSQErg1 pTispAErg9TC containing S. cerevisiae squalene epoxidase gene (erg1) This study 
pTSQErg1Ncp1 pTispAErg9TC containing erg1 and putative S. cerevisiae CPR gene (ncp1) This study 
pTMcSE pTrc99A containing M. capsulatus squalene epoxidase gene (mcSE) This study 
pTFtSE pTrc99A containing F. taffensis squalene epoxidase gene (ftSE) This study 
pTRnSETC pTrc99A containing truncated R. norvegicus squalene epoxidase gene (rnSETC) This study 
pTRnSETCYtfG pTRnSETC containing E. coli gene(ytfG) This study 
pTRnSETCMdaB pTRnSETC containing E. coli gene (mdaB) This study 
pTRnSETCFre pTRnSETC containing E. coli gene (fre) This study 
pTRnSETCYqjH pTRnSETC containing E. coli gene (yqjH) This study 
pTRnSETCTrxB pTRnSETC containing E. coli gene (trxB) This study 
pTRnSETCSsuE pTRnSETC containing E. coli gene (ssuE) This study 
pTRnSETCWrbA pTRnSETC containing E. coli gene (wrbA) This study 
pSNA pSTV28 containing S. pneumoniae mvaK1DK2 operon, E. faecalis mvaES, and 

E. coli idi gene for generation of IPP and DMAPP from Acetyl-CoA 
[23] 

pSMvL2 pSTV28 containing S. pneumoniae mvaK1DK2 operon and E. coli idi gene for 
generation of IPP and DMAPP from mevalonate 

[24] 

pSMLSQ pSMvL2 containing E. coli FPP synthase gene (ispA) and truncated S. cerevisiae 
squalene synthase gene (erg9) for squalene synthesis from mvalonate 

This study 

pSMLSQYtfG pSMLSQ containing E. coli gene (ytfG) This study 
pSMLSQMdaB pSMLSQ containing E. coli gene (mdaB) This study 
pSMLSQFre pSMLSQ containing E. coli gene (fre) This study 
pSMLSQYqjH pSMLSQ containing E. coli gene (yqjH) This study 
pSMLSQTrxB pSMLSQ containing E. coli gene (trxB) This study 
pSMLSQSsuE pSMLSQ containing E. coli gene (ssuE) This study 
pSMLSQWrbA pSMLSQ containing E. coli gene (wrbA) This study 
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表 2  本研究中所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 

Primers Sequences (5′–3′) Restriction enzymes

Erg1-sal-F CTAGTCGACAGAAGGAGATATACATATGTCTGCTGTTAACGTTGCAC (Sal )Ⅰ  

Erg1-hindxho-R GAGAAGCTTCTCGAGTTAACCAATCAACTCACCAAAC (Hind , Ⅲ Xho )Ⅰ

NCP1-xho-F CTACTCGAGAAGGAGATATACATATGCCGTTTGGAATAGACAACAC (BamH )Ⅰ  

NCP1-hind-R GAGAAGCTTACCAGACATCTTCTTGGTATC (Hind )Ⅲ  

yqjH-bam-F  GCGGATCCAAGGAGATAACAATGAATAACACCC (BamH )Ⅰ  

yqjH-sal-R AGTGTCGACTTACTTTGCGTGCCAGTAAGC (Sal )Ⅰ  

ssuE-bam-F GCGGATCCAGGAGAAATATATGCGTGTCATCACCCTGGC (BamH )Ⅰ  

ssuE-sal-R AGTGTCGACGATGTTACGCATGGGCATTACC (Sal )Ⅰ  

wrbA-bam-F GCGGATCCAAGGAGATAATAAATGGCTAAAGTTCTGGTGC (BamH )Ⅰ  

wrbA-sal-R AGTGTCGACGCATGCGTATCCTCCTGTTG (Sal )Ⅰ  

ytfG-bam-F GCGGATCCAAGGAGAATATAAATGATCGCTATTACTGGTGCC (BamH )Ⅰ  

ytfG-sal-R AGTGTCGACGTCATTATCAGAGAGGATGC (Sal )Ⅰ  

mdaB-bam-F GCGGATCCAAGGAGAATATAAATGAGCAACATCCTGATTATC (BamH )Ⅰ  

mdaB-sal-R CGTGTCGACAAGCCTGAGCTCTAGTTAAC (Sal )Ⅰ  

fre-bam-F GCGGATCCAAGGAGAATATAAATGACAACCTTAAGCTGTAAAGTG (BamH )Ⅰ  

fre-xho-R GATCTCGAG CCGTTCTTCCCGCCTGTCAG (Xho )Ⅰ  

trxB-bam-F GCGGATCCAAGGAGAATATAAATGGGCACGACCAAACACAG (BamH )Ⅰ  

trxB-sal-R CGTGTCGACCATAGTCGCATGGTGTCGC (Sal )Ⅰ  

The restriction enzymes are listed after each sequence and the digestion sites are underlined. 

 

1.2  菌株和培养条件 

大肠杆菌 DH5α 用作质粒克隆和环氧角鲨烯

合成的宿主菌。挑取的重组大肠杆菌菌落于 LB

培养基 (胰蛋白胨 10 g/L、酵母提取物 5 g/L、氯

化钠 10 g/L) 中，在 37 ℃恒温气浴摇床中，以

200 r/min 振荡培养 12 h 后用于质粒的克隆和扩

增。分别将所构建的环氧角鲨烯合成模块质粒和

IPP/DMAPP 供给质粒共同转化到大肠杆菌 DH5α

中构建各环氧角鲨烯工程菌株，其详细信息见表 3。

培养环氧角鲨烯工程菌时，首先挑取单克隆于 2YT

培养基 (胰蛋白胨 16 g/L、酵母提取物 10 g/L、氯

化钠 5 g/L) 中，在 30 ℃恒温气浴摇床中，     

200 r/min 振荡培养 12 h 作为种子液；再以 0.1%的

接种量接种到含有 2%甘油(V/V)和 0.1 mmol/L 异

丙基硫代半乳糖苷 (IPTG) 的新鲜 2YT 培养基，

继续在 30 ℃恒温气浴摇床中 200 r/min 振荡培养 

48 h 后，用于环氧角鲨烯的合成检测。培养时根

据需要加入氨苄青霉素和 (或) 氯霉素分别至终

浓度 100 mg/L 和 50 mg/L。 

1.3  环氧角鲨烯的提取和测定 

将 48 h 培养液于 12 000 r/min 离心 1 min 后

收集沉淀，并用一定体积的灭菌水悬浮。悬浮后

的样品与等体积的氯仿和甲醇混合，振荡萃取   

1 h；然后转移上层氯仿相至新离心管中。再用一

体积的氯仿以相同的方式萃取一次。使用真空离

心浓缩仪从混合液中去除氯仿相，最后将样品重

新溶解于乙酸乙酯中用于气相色谱和质谱分析。 

环氧角鲨烯定性、定量分析使用配有 FID 的

气相色谱仪 (GC；Agilent Technologies 7890A)。

样 品 以 1 ︰ 10 的 分 流 比 注 入 19091N-133 

HP-INNOWAX 色谱柱 (长度 30 m；内径 250 μm；

膜厚 0.25 μm)。GC 条件如下：初始烘箱温度为

50 ℃，保持 1 min，以 5 ℃/min 的速率加热至

80 ℃，然后再以 40 ℃/min 的速率加热至最终温

度 260 ℃，并保持 1 min；检测器温度保持为

260 ℃。在相同的气相色谱条件下，用气相色谱-
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质谱法 (GC-MS；GCMS-2010 Ultra；Shimadzu) 

对样品各析出峰进行表征，数据采集的 m/z 范围

为 40–350，溶剂延迟 cut-off 时间为 2.5 min。 

2  结果与分析 

2.1  基于酿酒酵母基因的环氧化角鲨烯生物

合成途径的构建 

先前的研究通过串联截短的酿酒酵母角鲨烯

合酶基因 erg9 (erg9TC) 和大肠杆菌 FPP 合酶基因

ispA ， 构 建 了 角 鲨 烯 合 成 模 块 IspA-Erg9TC 

(pTispAErg9TC) 。在此基础上，环氧角鲨烯合成

模块 IspA-Erg9TC-Erg1 (pTSQErg1) 可以通过引

入酵母角鲨烯环氧化酶基因 erg1 构建。考虑到角

鲨烯的环氧化反应需要 CPR 辅因子的参与[32]，酵

母 NADPH 依赖性 CPR 辅因子基因 ncp1 一并与

其串联，构建 pTSQErg1Ncp1 表达载体 (图 2A)。

由于甲羟戊酸途径模块表达质粒 pSNA 可在大肠

杆菌中利用乙酰辅酶 A 从头合成 IPP 和 DMAPP

前体[23]，所构建的质粒分别与 pSNA 质粒共转化

大肠杆菌 DH5α，获取工程菌株 NA-SQE1 和

NA-SQE1-Ncp1；同时将 pSNA 和 pTispAErg9TC

共转化获取的工程菌株 NA-SQ 作为无法进行环

氧角鲨烯合成的对照组。所构建的工程菌培养  

48 h 后，菌体经提取并进行气相色谱 (GC) 分

析。如图 2B 所示，角鲨烯标准品的保留时间约

为 10.2 min，环氧角鲨烯标准品的保留时间约为

12.7 min。工程菌株 NA-SQE1、NA-SQE1-Ncp1

同对照组 NA-SQ 一样，只在 10.2 min 处出现角鲨 
 
 
 
 

 
表 3  本研究中所用的菌株 
Table 3  Strains used in this study  

Strains Descriptions References 

E. coli DH5α F—, Φ80d △lacZ M15, △(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1 endA1, hsdR17(rK—mK+), 
phoA, supE44, λ—, thi-1 

Our lab   

NA-SQ E. coli DH5α transformed with pSNA and pTispAErg9TC This study 

NA-SQE1 E. coli DH5α transformed with pSNA and pTSQErg1 This study 

NA-SQE1-Ncp1 E. coli DH5α transformed with pSNA and pTSQErg1Ncp1 This study 

ML-SQE2 E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETC This study 

ML-SQE3 E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTFtSE This study 

ML-SQE4 E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTMcSE This study 

ML-SQE2-YtfG-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCYtfG This study 

ML-SQE2-MdaB-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCMdaB This study 

ML-SQE2-Fre-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCFre This study 

ML-SQE2-YqjH-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCYqjH This study 

ML-SQE2-TrxB-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCTrxB This study 

ML-SQE2-SsuE-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCSsuE This study 

ML-SQE2-WrbA-a E. coli DH5α transformed with pSMLSQ and pTRnSETCWrbA This study 

ML-SQE2-YtfG-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQYtfG This study 

ML-SQE2-MdaB-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQMdaB This study 

ML-SQE2-Fre-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQFre This study 

ML-SQE2-YqjH-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQYqjH This study 

ML-SQE2-TrxB-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQTrxB This study 

ML-SQE2-SsuE-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQSsuE This study 

ML-SQE2-WrbA-b E. coli DH5α transformed with pTRnSETC and pSMLSQWrbA This study 
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图 2  基于酿酒酵母基因的环氧角鲨烯合成模块的构建和性能测试 
Fig. 2  Construction and validation of the squalene epoxide biosynthesis module using S. cerevisiae genes. (A) 
Squalene epoxide biosynthesis module. (B) GC validation of the squalene epoxide synthesized. 
 

 

烯的特征峰，而在 12.7 min 处均没有明显的特征峰。

这一结果表明，无论是否引入 CPR 辅因子 Ncp1，

所构建的环氧角鲨烯合成模块 IspA-Erg9TC-Erg1 都

无法将角鲨烯环氧化形成环氧角鲨烯。我们推测，

酵母角鲨烯环氧化酶 Erg1 的活性可能受到大肠

杆菌宿主环境的影响，从而导致加氧失败。 

2.2  外源角鲨烯环氧化酶在大肠杆菌中的活

性筛选 

据文献报道，来自荚膜甲基球菌 M. capsulatus、

F. taffensis 菌和大鼠 R. norvegicus 的角鲨烯环氧

化酶 McSE、FtSE 和 RnSE 可以在大肠杆菌中表

达，并表现出环氧化活性[33-34]。而且，相较于细

菌角鲨烯环氧化酶，大鼠角鲨烯环氧化酶 RnSE

的 C 端存在一个跨膜结构域，将其截短可以提高

在大肠杆菌中的表达水平[34]。因此，本研究继续

考察了细菌来源的角鲨烯环氧化酶 FtSE、McSE

和截短的 RnSETC 在大肠杆菌工程菌中对角鲨烯

进行加氧的性能。根据大肠杆菌密码子偏好性重

新设计的 3 个角鲨烯环氧化酶基因 rnSETC、ftSE

和 mcSE 被克隆至含有高拷贝数和强启动子的 

pTrc99A 载体构建 pTRnSETC、pTFtSE 和 pTMcSE

质粒；角鲨烯合成模块 IspA-Erg9TC 重新与甲羟戊

酸途径下游部分串联构建从甲羟戊酸到角鲨烯的

合成模块 (pSMLSQ，图 3A) ；pTRnSETC、pTFtSE

和 pTMcSE 质粒再分别与 pSMLSQ 质粒共同转化

于大肠杆菌 DH5α 获得工程菌株 ML-SQE2、

ML-SQE3 和 ML-SQE4。培养 48 h 后的样品提取

物经 GC 检测发现，除在 10.2 min 有明显的角鲨烯

特征峰 (Peak 1#) 外，在 12.7 min 处也出现与环氧

角鲨烯相同滞留时间的特征峰 (Peak 2#，图 3B)。

其中，含有大鼠角鲨烯环氧化酶 RnSETC 的

ML-SQE2 工程菌株表现出最强的特征峰信号。

GC-MS 进一步分析显示 Peak 2#特征峰质谱图与

环氧角鲨烯标准品一致，确为环氧角鲨烯 (图 3C)。

这一结果表明，此 3 种角鲨烯环氧化酶在大肠杆

菌中均有活性，且其活性受到种属来源特异性的

影响；同时，结果也表明大肠杆菌中可能存在

CPRL 辅因子协助角鲨烯环氧化酶共同完成角鲨

烯的加氧过程。 
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图 3  不同来源角鲨烯环氧化酶对氧化鲨烯合成的影响 
Fig. 3  Effect of different squalene epoxidases on squalene epoxide production. (A) construction of the squalene 
epoxidases from different species. (B, C) GC-MS validation of the squalene epoxide synthesized. The spectrums of 
squalene and squalene epoxide are inserted in Fig. 3C. 
 

 
 
 

2.3  大肠杆菌内源性 CPRL 辅因子对环氧角

鲨烯合成的影响 

大肠杆菌氧化磷酸化依赖电子传递链上存在

的大量电子传递酶及同工酶，例如，NADPH:醌

氧化还原酶可催化醌类物质的双电子还原和保护

细胞免受单电子还原引起的自由基和活性氧的毒

性作用[35]。这些电子传递酶可以按照不同的方式

组合，使得大肠杆菌能以泛醌池为连接点利用  

多种底物提供和接受电子 [36]。7 个电子传递酶

(NAD(P)H 依赖性醌氧化还原酶 YtfG、NADPH:

醌氧化还原酶 MdaB、黄素还原酶 Fre、铁螯合还

原酶 YqjH、硫氧还蛋白还原酶 TrxB、NADPH 依

赖性 FMN 还原酶 SsuE、NADH:醌氧化还原酶

WrbA[26-31]) 被选为候选 CPRL 辅因子，并进行辅

助行使角鲨烯环氧化功能的考察。此 7 个候选基

因与表现优异的角鲨烯环氧化酶基因 rnSETC分别

串联构建 pTRnSETCCPRL 质粒系列 (图 4A)，并

分别与 PMSLQ 质粒共转化于大肠杆菌获得

ML-SQE2-CRPL-a 系列工程菌。各工程菌株培养

48 h 后，其细胞生长量与 ML-SQE2 菌株相比较，

除了过表达 MdaB 和 Fre 菌株生长较好外，其余

各菌株生长均明显低于 ML-SQE2 菌株；在环氧

角鲨烯合成方面，仅过表达 MdaB 和 Fre 的菌株

有环氧角鲨烯的生成，但产量降为 ML-SQE2 菌

株产量 (15.0 mg/L) 一半左右，其余各菌株环氧

角鲨烯产量均低于检测水平 (图 4B)。由于ML-SQE2- 

CRPL-a 系列工程菌中，CPRL 被构建在高拷贝的

pTrc99A 质粒上，同时受到强 Trc 启动子的控制，

我们推测，这些氧化还原酶表达量的增加有可能打

破了呼吸链原有的稳态，影响细胞正常的能量代

谢，从而导致细胞生长受到了抑制。因此，7 个候

选 CPRL 辅因子被重新构建于受相对较弱的 Lac

启动子控制的中度拷贝 pSMLSQ 质粒，再和

pTRnSETC 共转化大肠杆菌，获得 ML-SQE2-  
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图 4  调控 CPRL 的表达量优化环氧角鲨烯合成途径 
Fig. 4  Optimization of the squalene epoxide biosynthesis pathway by regulating the expression of CPRLs. (A, C) The 
construction of CPRL controlled by different promoters. (B, D) Cell growth (dots) and production of squalene epoxide 
(bars). The “n.d.” indicates “not detected”. 
 
 

CRPL-b 系列工程菌 (图 4C)。如我们所料，在相

同的培养下，ML-SQE2-CRPL-b 系列工程菌表现

出与 ML-SQE2-CRPL-a 系列完全不同的结果。如

图 4D 所示，各菌株细胞生长量与 ML-SQE2 菌株

相比没有明显差异；而且，除过表达 TrxB 菌株外，

其他各菌株均能合成环氧角鲨烯。其中，过表达

WrbA 菌株 ML-SQE2-WrbA-b 合成 37.4 mg/L 环

氧角鲨烯，比 ML-SQE2 菌株提高了近 2.5 倍。 

3  讨论与结论 

为了在大肠杆菌中合成环氧角鲨烯，本研究

首先构建了基于酵母角鲨烯环氧化酶的工程菌株

NA-SQE1 和 NA-SQE1-Ncp1。然而，它们均没有

表现出对角鲨烯加氧的能力，我们推测大肠杆菌

宿主的微环境可能限制了角鲨烯环氧化酶的活

性。通过筛选不同物种来源的角鲨烯环氧化酶，

本研究获得的截短大鼠角鲨烯环氧化酶 RnSETC

在大肠杆菌中具有较高的活性，可用于代谢工程

编辑生产环氧角鲨烯。同时，尽管在本研究中细

菌来源的 McSE、FtSE 没有表现出比 RnSETC 更高

的活性，但也证实了其在大肠杆菌中环氧化角鲨

烯的潜能。此外，最近的研究报道了利用拟南芥

角鲨烯环氧化酶在大肠杆菌中合成三萜骨架达玛

烯二醇Ⅱ[37]，文中强调了 CPR 辅因子对角鲨烯环

氧化酶的重要性。我们的研究结果表明，有些角

鲨烯环氧化酶，例如 McSE、FtSE、RnSETC，可

以在大肠杆菌中不引入异源辅助因子的情况下发

挥加氧作用合成环氧角鲨烯。 

本研究从大肠杆菌中电子传递链上 7 个电子

传递酶中进行筛选 CPR 辅因子时发现， YtfG、

YqjH、TrxB、SsuE、WrbA 的表达水平较高时，

宿主菌的生长受到明显抑制，也导致工程菌株中

环氧角鲨烯的合成能力严重削弱。呼吸链的一个

重要功能是维持氧化还原水平的平衡和 NAD+的
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再生。高表达候选 CPRL 可能会打乱电子传递链

各酶之间的平衡，从而影响 TCA 循环和氧化磷酸

化等能量代谢途径及代谢产物的合成。通过将

CPRL 候选基因克隆至 ML-SQE2 质粒上，降低

CPRL 的表达可以协调其与角鲨烯环氧化酶的表

达水平。因此，恰当的 CPRL 表达水平使得

ML-SQE2-WrbA-b 菌株合成环氧角鲨烯能力相比

对照组提高了近 2.5 倍，这一产量是解脂耶氏酵

母工程菌所合成环氧角鲨烯的 1.7 倍[38]。在大肠

杆菌中，WrbA 与角鲨烯环氧化酶之间可能具有

良好的相容性，但是更适合的表达水平和 CPRL

仍需要进一步研究，以提高环氧角鲨烯和三萜类

化合物的生物合成。 

本研究不仅在大肠杆菌中成功地构建了环氧

角鲨烯合成途径，还揭示了大肠杆菌宿主借助细

胞内源性 CPRL 完成角鲨烯的加氧作用，而且环

氧角鲨烯的合成受到 CPRL 表达水平的直接影响。

本研究结果可以为代谢工程改造大肠杆菌提高环

氧角鲨烯及三萜类化合物产量提供借鉴和参考。 
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