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摘要 天然产物是新药研发的重要资源, 具有显著的抗疟疾、抗肿瘤、抗病毒感染等作用. 珍稀名贵中药西红花

的活性成分为西红花苷, 属于脱辅基类胡萝卜素类化合物, 具有保护中枢神经系统及预防心脑血管疾病的药理活

性. 西红花苷资源匮乏、价格高昂, 极大限制其药物开发及临床应用. 本文从西红花苷的化学表征、生物合成途径

解析及合成生物学研究进行综述, 展示了西红花苷的光谱学和质谱学特征, 阐述其完整生物合成途径的解析, 介绍

了利用微生物细胞工厂生产5种西红花苷的最新突破. 据此, 进一步提出开展不同物种西红花苷生物合成途径关键

酶的进化机制、合成生物学关键技术探索和条件优化等研究, 以推动西红花苷工业化生产及新药研发, 为西红花

苷来源的中药资源可持续发展提供理论基础和方法指导.
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西红花苷为脱辅基类胡萝卜素类化合物, 是名贵

中药西红花的主要活性成分. 西红花具有活血化瘀、

凉血解毒、解郁安神的功效[1], 也被用做食品着色剂,
是世界上最昂贵的香料 , 零售价高达2000~7000
€/kg[2~4], 有“红色黄金”的美誉[2,3]. 现代药理研究表明,
西红花苷在抗肿瘤[5~7]

、抗炎[8~10]
、抗氧化[6]及治疗神

经退行性疾病, 如阿尔兹海默症[11~13]
、抑郁症[14]

、失

眠[15]
、学习记忆和认知障碍[16]等方面药理活性显著,

同时还具有保肝利胆、抗糖尿病等作用[17]. 因此, 其药

用价值备受国际关注. 然而, 西红花来源于鸢尾科番红

花(Crocus sativus)的干燥柱头, 面临资源短缺、采收困

难等难题, 大约110000~170000朵盛开的番红花才能获

得1 kg西红花药材. 目前, 西红花苷化合物主要依赖于

植物化学提取分离, 面临提取工艺复杂、提纯成本

高、污染严重等问题, 导致西红花苷化合物极其昂贵,
严重限制西红花苷药物的开发及临床使用.

本草基因组学的提出及发展[18~20]大大促进了药用

植物次生代谢途径的解析, 综合利用生物信息学技术

和分子生物学手段阐释中药特定次生代谢途径的关键

酶编码基因, 为药用天然产物合成生物学研究提供理

论依据. 合成生物学是继DNA双螺旋结构和基因组测

序技术发现及发明后的“第三次生物科学革命”[21~26],
已在青蒿酸[27~29]

、紫杉醇[30]等珍稀天然产物生物合成

中取得突破性成就, 为中药资源短缺问题的解决提供

新途径. 西红花苷生源途径复杂, 涉及类胡萝卜素的合

成及其裂解氧化、糖基化修饰等, 其生物合成途径的

解析及合成生物学研究受到国内外研究学者的广泛关

注[2,3]. 本文就西红花苷的化学表征、生物合成途径解
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析及合成生物学研究等进行综述, 为解决西红花苷资

源短缺问题提供参考, 推动西红花苷药物开发及应用.

1 西红花苷的化学表征

西红花苷主要在番红花柱头积累, 根据其所连接

的糖基数目和位置差异, 主要分为西红花苷I、西红花

苷II、西红花苷III、西红花苷IV和西红花苷V[4,31,32](图
1), 极性大小顺序为: 西红花苷I>西红花苷II>西红花苷

III>西红花苷IV>西红花苷V[33].西红花苷分离提取所采

用的技术均为常用天然产物分离纯化方法, 如柱层析

法(SGCC)、制备液相色谱法(PLC)、制备薄层色谱法

(PTLC)、高速逆流色谱法(HSCCC)、高速离心色谱法

(FCPC)等[34], 但尚无研究报道从植物中提取分离得到

西红花苷III, 这可能与西红花苷III在植物中的含量低

有关. 西红花苷分子结构中存在多个共轭双键, 常呈现

出橙红色, 在440~450 nm处有最大吸光值[35,36]. 5种类型

西红花苷紫外-可见光谱学特征研究报道显示, 在不同

检测溶液中, 西红花苷的紫外-可见吸收光谱存在差异,
但总体影响不大(表1). 近红外光谱及拉曼光谱也被用

于西红花苷的光谱学研究[45,46]. 通过收集西红花苷化

合物的光谱学特征信息可以初步确证其结构类型.
西红花苷质谱学研究主要采用电喷雾离子源质谱

(electron spray ionization, ESI), 通过对Pittenauer等人[47]

及Pu等人[48]研究中报道的5种西红花苷质谱信息研究

发现, 在正离子模式下5种类型的西红花苷一般不出现

[M+H]+准分子离子峰, 而出现[M+Na]+离子峰, 质谱裂

解规律见表2. 两项研究所呈现出的西红花苷裂解规律

结果相似, 具有很高的参考价值, 将大大提高该类成分

的结构解析效率. 此外, 核磁共振波谱法[33,36,37,41,42,49]以

及毛细管电泳法[50]也被用作西红花苷化学结构的表征

研究.
在光照、高温、极端pH条件下, 类胡萝卜素类化

合物十分不稳定, 容易发生降解[51,52]. 西红花苷属于脱

辅基类胡萝卜素类化合物, 在实际应用中, 其稳定性也

备受关注. Chen等人[53,54]通过在高温、极端pH、光照

等条件下, 对西红花苷I、西红花苷II、西红花苷IV和

西红花苷V的稳定性进行研究, 结果显示, 西红花苷分

子中的葡萄糖基不利于其结构稳定, 随着糖基数目的

增加, 降解半衰期逐渐缩短. Ketmaro等人[35]通过在不

同酸碱性、不同温度、光照、是否含有氧化剂等条件

图 1 (网络版彩色)西红花苷结构类型及其在两种药用植物中的资源分布. (a) 西红花柱头; (b) 栀子果实; (c) 5种西红花苷的结构类型
Figure 1 (Color online) The structure of crocins and its resource distribution in two medicinal plants. (a) Crocus sativus stigmas; (b) Gardenia
jasminoides fruits; (c) the structures of five types of crocins
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下对栀子(Gardenia jasminoides)色泽变化进行研究发

现, 西红花苷在各种条件下的稳定性顺序为: 碱性条件

>4°C水溶液>30°C水溶液>72°C水溶液>酸性条件>过
氧化氢溶液>光照. 西红花苷的稳定性研究为其提取分

离纯化提供借鉴, 同时西红花苷稳定性研究提示单体

西红花苷的药理活性可能存在着很大差异, 为西红花

苷药物开发及利用提供理论指导.

2 西红花苷生物合成途径

西红花苷生物合成途径包括三部分: 上游部分经

由2-甲基-D-赤藻糖醇-4-磷酸途径(MEP途径)产生牻牛

儿基牻牛儿基焦磷酸(GGPP)[3]; 中游部分是类胡萝卜

表 1 西红花苷紫外-可见光谱学特征
Table 1 The UV-VIS spectroscopy characterization of crocins

检测溶剂 光谱学特征(λmax, nm) 文献

50%乙醇

I(440.0, 465.5或439.5, 464.5)
II(440.0, 465.5或439.5, 464.0)

III(438.0, 461.0)
IV(433.5, 456.0, 326.5或431.0, 453.0)

V(431.0, 453.0)

[36]

50%乙醇(EDTA) I(440, 464); II(440, 464); IV(434, 458); V(432, 456) [37]

50%乙醇 III(439, 462); V(433, 456) [38]

33%甲醇 I(440.3, 463.8); II(439.6, 463.2); III(438.9, 462.3); IV(434.3, 458.0); V(433.0, 457.1) [39]

50%甲醇 I(437, 460); II(434, 455); III(433, 457); IV(439, 462) [40]

90%甲醇 I(437, 461); IV(430, 452) [41]

甲醇 I(433, 458) [42]

超纯水 I(442, 465); II(442, 465); IV(434, 457); V(433, 458) [43]

50 mmol/L Hepes/NaOH(pH 7.0) I(442, 468); II(442, 466); III(434, 460); IV(438, 462); V(434, 458) [44]

表 2 西红花苷的质谱学特征
Table 2 The mass spectrometry information of crocins

离
子
源

离
子
模
式a)

检
测
溶
剂

化合物

文献
I II III IV V

准分子
离子峰
(m/z)

特征性碎片
离子峰
(m/z)

准分子
离子峰
(m/z)

特征性碎
片离子峰
(m/z)

准分子
离子峰
(m/z)

特征性碎片
离子峰
(m/z)

准分子
离子峰
(m/z)

特征性碎片
离子峰
(m/z)

准分子
离子峰
(m/z)

特征性碎片
离子峰
(m/z)

E
S
Ib)

+ 甲
醇

[M+Na]+:
999.3

907.2,
675.2,
583.1,
347.0,
259.0

[M+Na]+:
837.2

745.2,
675.2,
583.2,
513.2,
347.0,
259.0

[M+Na]+:
675.3

583.2,
513.2,
421.1,
259.0

[M+Na]+:
675.3

583.2,
365.0,
347.0,
259.0

[M+Na]+:
513.2

421.1,
351.2,
307.1,
259.0,
201.1

[47]

[M+Na]+:
999.3686

927.6565,
814.5748,
752.3218,
675.2631,
594.3197,
530.2975,
421.1703,
347.0955,
208.1030,
185.0560

[M+Na]+:
837.3142

745.2533,
675.2621,
583.1991,
513.2089,
421.1475,
351.1564,
347.0949,
259.0848,
185.0414,
119.0856

[M+Na]+:
675.2611

584.1980,
513.2087,
421.1470,
351.1557,
259.0933,
185.0411,
119.0643

[M+Na]+:
675.2614

631.2709,
583.1994,
411.1935,
347.0945,
307.1679,
259.0803

[M+Na]+:
513.2085

421.1463,
351.1559,
259.0939,
185.0412,
119.0850

[48]

a) +, 表示正离子模式; b) ESI(electron spray ionization), 表示电喷雾离子源
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素代谢途径, 即GGPP经过一系列的聚合、脱氢及环化

作用生成类胡萝卜素类化合物, 如玉米黄质等[55,56]; 下

游部分是类胡萝卜素的降解、氧化及糖基化反应途径,
其关键酶涉及类胡萝卜素裂解双加氧酶(carotenoid
cleavage dioxygenases, CCDs)、乙醛脱氢酶(aldehyde
dehydrogenases, ALDHs)和糖基转移酶(UDP-glucosyl-
transferases, UGTs)(图2). 类胡萝卜素类化合物在CCDs
对称裂解催化作用下脱辅基生成西红花酸二醛; 西红

花酸二醛经ALDHs催化生成西红花酸; 西红花酸在一

系列UGTs的作用下生成不同类型西红花苷产物(I~V).
尽管这些关键酶的种类明确, 但由于其皆属于多基因

家族, 在西红花苷生物合成途径中行使功能的基因研

究仍充满挑战[2]. 随着测序技术的进步, 结合多组学及

分子生物学研究手段[19,20], 西红花苷生物合成途径解

析研究已取得显著进展, 将极大促进西红花苷合成生

物学研究.

2.1 类胡萝卜素裂解双加氧酶(CCDs)裂解C40类胡
萝卜素前体

CCDs是催化类胡萝卜素类化合物裂解的关键酶,

根据其反应底物、反应位点及反应产物的差异, 主要可

分为CCD1、CCD4、CCD7和CCD8四个亚家族, 各亚家

族成员之间基因结构差异较大、序列相似度很低 .
CCD1亚家族裂解产生挥发性萜类化合物, 在植物香气

形成方面起重要作用; CCD4亚家族在植物颜色形成中

具有重要价值; CCD7、CCD8参与植物激素独角金内酯

的合成,对于植物侧根、侧芽的萌发具有重要作用[57~60].
Frusciante等人[2]通过对不同发育时期番红花柱头

转录组测序分析及其中西红花苷、西红花酸含量测定

分析, 筛选得到关键酶CsCCD2(GenBank: KJ541749).
进化研究发现, 在所有CCD亚家族中, CsCCD2与
CCD1亚家族具有更近的亲缘关系, 但又与CCD1亚家

族成员的结构及功能差异较大. 进一步通过原核表达

体系及玉米胚乳顺时转化表达体系对其功能进行研究,
结果显示, CsCCD2具有裂解玉米黄质生成西红花酸二

醛的功能, 被认为是西红花苷生物途径中的第一个关

键酶基因. Ahrazem等人[61]从番红花同属植物黄金番

红花(Crocus ancyrensis)中克隆得到4个CCDs基因, 其

中包括一个与CsCCD2氨基酸序列具有87%相似度的

CaCCD2(GenBank: KP792756). 原核表达体系及水稻

图 2 (网络版彩色)西红花苷生物合成途径
Figure 2 (Color online) The biosynthetic pathway of crocins
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愈伤组织瞬时转化体系研究发现, CaCCD2与CsCCD2
功能一致, 具有裂解玉米黄质7,8(7′,8′)碳碳双键的活

性. 此外, 其研究团队通过对大叶醉鱼草(Buddleja da-
vidii)的BdCCD4.1/4.3(GenBank: KX374547/KX374549)
体外功能验证研究发现其具有裂解玉米黄质7,8(7′,8′)
碳碳双键的功能[62]. Xu等人[39]基于栀子基因组、转录

组等多组学分析, 挖掘得到关键酶GjCCD4a(GenBank:
ARU08109.1), 原核表达及体外功能验证研究结果显

示, GjCCD4a具有裂解番茄红素、β-胡萝卜素和玉米

黄质7,8(7′,8′)碳碳双键的功能, 参与西红花酸二醛的产

生; 此外, 基于比较基因组分析, 研究人员清晰阐释茜

草科咖啡及栀子分别产生咖啡因和西红花苷的内在分

子机制, 揭示栀子西红花苷代谢关键酶基因GjCCD4a
由基因串联复制产生, 为基因串联复制在植物特定代

谢进化中的作用提供参考, 揭示活性成分趋异进化

机制[39].
植物是自然界最杰出的“化学家”之一, 与动物不

同, 它们无法通过移动逃避不利环境, 而是靠自身合成

特殊化合物抵御生物或非生物胁迫, 但它们如何获得

这类特殊化合物呢? 此处提到的3个不同科属植物中的

CCDs都具有催化玉米黄质7,8(7′,8′)碳碳双键裂解的功

能, 其催化机制及进化关系有待深入探索, 并将为不同

植物间的趋同进化机制研究提供参考.

2.2 乙醛脱氢酶(ALDHs)催化形成西红花酸

ALDHs是一个氧化还原酶超家族, 可将醛类化合

物氧化为对应的羧酸类化合物, 主要参与植物生长发

育与应激反应[63~66]. 例如, ZmALDH2B2在玉米(Zea
mays)花药发育及雄性育性方面发挥着重要作用[67,68];
OsALDH7对于水稻(Oryza sativa)种子成熟及生存能力

至关重要[63]; 过表达AtALDH3I1和AtALDH7B4能够提

高拟南芥(Arabidopsis thaliana)对于干旱胁迫、盐胁迫

及氧化胁迫的应激能力等[64]. 在西红花苷生物合成途

径中, ALDHs主要负责将西红花酸二醛氧化为西红花

酸, 从而为西红花苷的合成提供直接前体物质.
基于已公开发表的番红花柱头蛋白质组数据, Gó-

mez-Gómez等人[69]克隆得到5个CsALDHs关键酶基因,
由于其中有2个基因相似度极高, 故只对其中4个基因

进行功能验证, 它们分别是CsALDH54788(GenBank:
KU577904)、CsALDH3898(GenBank: KU577905)、
CsALDH20158(GenBank: KU577906)、CsALDH11367
(GenBank: KU577907). 功能验证研究结果显示, 它们

皆具有催化西红花酸二醛生成西红花酸的功能. 蛋白

同源性及底物亲和力分析结果提示, ALDH2C4亚家族

成员对于催化西红花酸二醛生成西红花酸具有更高的

特异性[70]. 基于不同发育时期番红花柱头转录组数

据[2]及基因同源性分析, Demurtas等人[38]筛选得到6个
CsALDHs基因, 通过原核表达体系及体外功能验证研

究发现, 只有CsALDH3I1(GenBank: MF596165)能够催

化西红花酸二醛产生西红花酸. Tan等人[71]通过对不同

发育时期番红花柱头转录组测序分析, 筛选得到3个
CsALDHs基因, 利用产西红花酸二醛的酵母细胞为底

盘, 将CsALDHs基因整合入其中进行功能验证研究. 结
果显示, CsALDH3具有氧化西红花酸二醛至西红花酸

的功能. Xu等人[39]基于栀子多组学分析及栀子不同组

织部位西红花苷含量分析, 共筛选到19个GjALDHs基
因, 结合基因表达及其与关键酶基因GjCCD4a的共表

达分析, 锚定关键酶GjALDH2C3, 体外功能验证研究

发现, GjALDH2C3(GenBank: KY631926.1)具有催化西

红花酸二醛转化至西红花酸的功能.
现已鉴定得到多个具有催化西红花酸二醛生成西

红花酸活性的ALDHs蛋白, 经氨基酸序列比对分析后

发现, CsALDH3I1和CsALDH54788氨基酸序列相似度

高达98.8%, CsALDH20158和CsALDH11367氨基酸序

列相似度为84.9%, 其余各序列之间相似度较低(图3
(a), (b)). 为了筛选出高效催化基因元器件应用于后续

的西红花苷合成生物学研究, 有必要对它们的催化特

性展开深入研究.

2.3 糖基转移酶(UGTs)催化西红花酸生成西红
花苷

糖基化反应是生物系统中最常见及最重要的反应

类型之一, 它可以提高亲脂性化合物的亲水性, 从而改

善化合物的药代动力学特征[72,73]. 糖基转移酶是负责

糖基化反应的重要生物催化剂, 通过催化糖基供体的

糖基转移至糖基受体中, 实现糖基复合物的合成[74,75].
在西红花苷生物合成途径中, 糖基转移酶主要负责西

红花酸的糖基化, 通过将糖基供体尿苷二磷酸葡萄糖

(uridine diphosphate glucose, UDPG)中的葡萄糖基转

移至西红花酸, 进而生成西红花苷.
Dufresne等人[76]利用西红花球茎诱导产生的愈伤

组织提取粗酶, 并于体外进行西红花酸催化反应, 研究

结果显示, 粗酶可催化产生西红花苷. 结合不同类型西

红花苷的合成动力学规律, 研究人员推测, 西红花酸至
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西红花苷的生物合成途径需要两个不同糖基转移酶的

催化. 此后, 其研究团队进一步结合蛋白电泳及蛋白分

离纯化技术对此推测进行验证, 确证该生物合成途径

至少需要两个不同的糖基转移酶参与[77]. Moraga等
人[44]根据糖基转移酶家族所含有的保守序列, 从番红

花柱头中克隆得到两个糖基转移酶基因, 原核表达及

体外功能验证发现, CsUGT2具有催化西红花酸、西红

花苷V和西红花苷IV的功能, 但其催化产物皆不是常见

西红花苷类型, 而是西红花酸和至少9个葡萄糖基结合

了的化合物. Nagatoshi等人[33]基于对栀子细胞悬浮培

养及生物转化作用研究, 克隆得到15个西红花苷生物

合成关键糖基转移酶基因, 原核表达及体外功能验证

研究发现, GjUGT75L6(GenBank: AB733668)和
GjUGT94E5(GenBank: AB733669)分别具有西红花苷

初级糖基化(在底物羧基上加葡萄糖基)及次级糖基化

(在底物葡萄糖基上继续加入糖基 )的功能 , 但

GjUGT75L6和GjUGT94E5的表达模式与西红花苷在栀

子中的积累模式差异显著, 这意味着它们可能并非栀

子西红花苷生物合成途径中的关键酶. Wang等人[78]重

复这两个基因的体外功能验证研究发现, GjUGT75L6
对西红花酸具有微弱的催化活力, 而GjUGT94E5不具

有催化功能. 基于已报道的关键酶CsUGT2[44]以及番红

花柱头的转录组数据[2,79]. Demurtas等人[38]筛选得到一

个关键酶CsUGT74AD1(GenBank: MF596166), 原核表

达体系及体外功能验证研究发现, 其具有催化西红花

酸产生西红花苷III和西红花苷V的功能. 基于多组学研

究及栀子不同组织部位西红花苷含量分析, Xu等人[39]

在栀子中共筛选到173个GjUGTs基因, 结合基因表达

及其与西红花苷代谢途径上游关键酶基因GjCCD4a的
共表达分析, 最终筛选得到关键酶GjUGT74F8(Gen-
Bank : MN944054 )和GjUGT94E13(GenBank :
MN944055). 功能验证研究显示, 这两个糖基转移酶能

够实现西红花酸至5种西红花苷的转化, 且它们的表达

模式与栀子中西红花苷的积累模式一致.
西红花苷生物合成关键糖基转移酶从最初的基原

植物细胞培养催化反应研究到结合组学的基原植物糖

基转移酶筛选研究, 在国内外已持续20余年, 受到广泛

关注. 近期, 基于本草基因组学的指导及分子生物学的

技术支撑, 药用植物西红花苷生物合成途径被清晰阐

释 , 筛选得到的关键糖基转移酶(CsUGT74AD1、
GjUGT74F8和GjUGT94E13)能够实现5种西红花苷体

外生产. 这一突破为西红花苷合成生物学研究提供重

图 3 (网络版彩色)西红花苷生物合成关键酶氨基酸序列比对分析. (a) ALDH氨基酸序列比对分析; (b) ALDH氨基酸序列相似度分析; (c)
UGT氨基酸序列比对分析; (d) UGT氨基酸序列相似度分析
Figure 3 (Color online) Amino acid sequence analysis of key enzymes in crocin biosynthetic pathway. (a) Amino acid sequence analysis of ALDH;
(b) amino acid sequence identity analysis of ALDH; (c) amino acid sequence analysis of UGT; (d) amino acid sequence identity analysis of UGT
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要基因元器件(图3(c), (d)), 为解决西红花苷资源匮

乏、价格昂贵等问题奠定基础.

3 西红花酸及西红花苷合成生物学研究

西红花苷化学提取需要消耗大量有机化学试剂, 分
离纯化耗时耗力, 随着日益增长的用药需求, 逐渐出现

资源匮乏、供不应求等问题,不利于西红花苷资源的可

持续发展. 此外, 目前仅能实现西红花苷III的化学合成,
其具有合成路线长(主要包括2,7-二甲基-2,4,6-辛三烯-
1,8-二醛的合成、C5-磷酸酯的合成、西红花酸二甲酯

的合成、西红花酸二醛的合成、西红花酸的合成、西

红花苷III的合成等)、操作繁琐、反应收率低等问

题[80]. 因此, 西红花苷合成生物学研究受到国内外研究

学者的广泛关注.通过西红花苷生物合成途径及其合成

生物学研究或将大大改善其化学提取及合成所带来的

危害及污染,实现西红花苷的绿色生产.另一方面,还可

实现基原植物中含量较低西红花苷的合成及生产.
合成生物学诞生于21世纪, 发展迅猛, 是生物学研

究的一个重要分枝[26,81,82]. 合成生物学主要通过DNA合

成、基因组编辑、基因元器件标准化、元器件组装设

计以及生物工程等手段实现, 常用于改造的模式微生物

主要为酵母和大肠杆菌[81,83]. 天然产物主要源于自然界

的馈赠, 其中不乏具有宝贵药用价值的化合物, 是药物

研发的重要宝库[84].合成生物学的产生及应用能够大大

缓解天然产物价格昂贵、资源匮乏等问题[48,85], 如青蒿

酸[27~29]
、依托泊苷[86]

、阿片类药物[87,88]
、大麻素[89]

、

灯盏花素[90]
、人参皂苷[91,92]等(图4).

3.1 西红花酸合成生物学研究

西红花酸为西红花苷合成的直接前体物质, 其合

成生物学研究将为西红花苷的生产奠定基础. Chai等
人[93]通过在产β-胡萝卜素的酿酒酵母(Saccharomyces

图 4 (网络版彩色)重要天然产物合成生物学研究
Figure 4 (Color online) The synthetic biology of important natural products
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cerevisiae)菌株中引入PsCrtZ(Pantoea stewartii)和
CsCCD2基因, 得到西红花酸产量为351 μg/L的酵母工

程菌. 之后, 又通过引入ScALD基因, 提升西红花酸产

量至1219 μg/L. 最后, 通过发酵培养进一步提升西红花

酸产量至6278 μg/L. Wang等人[78]将关键酶CsCCD2和
NcALD8(Neurospora crassa)整合入大肠杆菌(Escheri-
chia coli), 通过优化得到西红花酸产量为4.42 mg/L的
工程化大肠杆菌菌株. Tan等人[71]通过整合CsBCH、
CsCCD2和CsALDH3基因至产β-胡萝卜素的酿酒酵母

中, 实现了西红花酸的生产. Martí等人[40]通过病毒转导

系统将CsCCD2和BdCCD4.1基因导入烟草, 实现西红

花酸在植物中的生产(表3).

3.2 西红花苷合成生物学研究

Raghavan等人[95]将植物来源的糖基转移酶(甜叶

菊(Stevia rebaudiana)的SrUGT76G1, 拟南芥(Arabidop-
sis thaliana)的At71C125571C2和At71C125571E1, 西红

花的CsUGTUN1671、CsUGTUN4522、CsUGT2 和

CsVrUGT2)整合进大肠杆菌中, 实现西红花苷的生产.
M a r t í等人 [ 4 0 ]通过病毒转导系统将C sCCD2和
BdCCD4.1基因导入烟草植株, 成功检测到多种西红花

苷的产生.
微生物糖基转移酶具有很高的底物杂泛性, 能够

催化多种底物生成对应的糖基化产物 , 如人参皂

苷[96]
、根皮素[97]

、红景天苷[98]等. 参与西红花苷生物

合成的微生物糖基转移酶研究也备受关注. 基于已报

道的西红花苷生物合成糖基转移酶, Ding等人[94]在

NCBI蛋白质数据进行微生物糖基转移酶的搜索, 根据

序列相似度分析筛选得到23个候选基因. 原核表达及

功能验证发现, 来源于芽孢杆菌属(Bacillus subtilis 168
和Bacil lus cereus WQ9-2)的Bs-GT(GenBank:
WP_003220110.1)和Bc-GTA(GenBank: EEL00975.1)皆
具有催化西红花酸生成西红苷III和西红花苷V的功能,
将其导入大肠杆菌, 外源饲喂西红花酸(50 mg/L), 可以

实现西红花苷III和西红花苷V的生产, Bs-GT和Bc-
GTA催化西红花酸生成西红花苷的转化率分别为

15.3%和6.7%. Wang等人[78]基于其实验室数据库, 挖掘

参与西红花苷生物合成的微生物糖基转移酶, 发现来

源于枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的3个糖基转移酶

(BsYjiC、BsYdhE和BsYojK)可能具有催化西红花酸生

产5种西红花苷的功能(产物结构有待确证), 将它们整

合至西红花酸产量为4.42 mg/L的工程化大肠杆菌菌

株, 培养后仅检测到微量西红花苷V的产生.
基于栀子西红花苷生物合成途径研究的突破, Pu

等人 [ 3 9 ]将从栀子中挖掘得到的两个糖基转移酶

(GjUGT74F8和GjUGT94E13)整合至大肠杆菌中, 通过

外源饲喂西红花酸(50 mg/L)及葡萄糖的方式, 实现5种
西红花苷的生产. 结合过表达葡萄糖-6-磷酸变位酶

pgm基因和UDP-葡萄糖焦磷酸化酶galU基因, 加强大

肠杆菌内源UDP-葡萄糖生物合成途径, 提高其内源

表 3 西红花酸及西红花苷的合成生物学比较分析
Table 3 Comparative analysis on the synthetic biology of crocetin and crocins

产物 底盘细胞 合成方式 基因元器件
产量(mg/L)
或转化率

文献

西红花酸 酿酒酵母 从头合成 PsCrtZ, CsCCD2ScALD 1.219(摇瓶水平)
6.278(发酵水平) [93]

酿酒酵母 从头合成 CsBCH, CsCCD2, CsALDH3 可检测 [71]

大肠杆菌 从头合成 CsCCD2, NcALD8 4.42(发酵水平) [78]

烟草细胞 从头合成 CsCCD2或BdCCD4.1 可检测 [40]

V 大肠杆菌 从头合成
CsCCD2, NcALD8, BsYjiC, BsYdhE,

BsYojK 可检测 [78]

III, V 大肠杆菌 底物饲喂(50 mg/L西红花酸) Bs-GT或Bc-GTA 15.3%或6.7%(摇瓶水平) [94]

I, II, III, IV, V 大肠杆菌 从头合成
SrUGT76G1, At71C125571C2,
At71C125571E1, CsUGT2,

CsVrUGT2
可检测 [95]

大肠杆菌 底物饲喂(50 mg/L西红花酸) GjUGT74F8, GjUGT94E13 I~V: 12.48, 17.21, 44.99,
1.08, 15.82(摇瓶水平) [48]

烟草细胞 从头合成 CsCCD2或BdCCD4.1 可检测 [40]
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UDP-葡萄糖含量,进而提高西红花苷产量.工程菌条件

优化实验表明, 50 mmol/L NaH2PO4-Na2HPO4缓冲液

(pH 8.0)加5%葡萄糖是西红花酸糖基化效率最高的反

应条件. 通过GjUGT94E13和GjUGT74F8的催化, 西红

花酸(50 mg/L)到5种西红花苷的最大转化率可达到

66.1%[48,94].
综上所述, 植物及微生物来源的UGT皆可实现西

红花苷的生产, 但栀子中挖掘得到的UGT具有更高的

催化活性. 通过底物饲喂的方法进行合成生物学研究

为5种西红花苷的合成生物学研究提供重要参考.

4 展望

中药活性成分是其发挥疗效的物质基础, 也是新

药研发的重要来源, 传统的化学提取或化学合成难以

满足科研及新药研发的需求[20]. 近几年, 大宗常用中药

如人参[99]
、三七[100,101]

、丹参[102]
、灵芝[103]

、红景

天 [104]
、灯盏花 [105]

、穿心莲 [106]
、甘草 [107]

、黄花

蒿[108]
、天麻[109]

、栀子[39]等基因组草图或精细图先后

公布, 极大推动中药活性成分生物合成途径的解析及

合成生物学研究.
西红花苷具有广泛的药理活性及良好的成药潜力,

但由于其资源分布的特殊性, 导致其资源匮乏、价格

昂贵, 亟须寻找替代资源或开展合成生物学研究. 西红

花苷主要在鸢尾科番红花的柱头和茜草科栀子的成熟

果实中积累, 且其在番红花柱头中的含量至少为其在

同等干重栀子果实中含量的3倍[32,43,49]. 另一方面, 相

较于采收困难、种植条件苛刻的西红花来说, 栀子具

有产量高、易于栽培等优势, 因此被认为是西红花的

理想替代资源[110,111]. 此外, 研究显示在鸢尾科黄金番

红花的柱头和花被片[61]
、马钱科密蒙花(Buddleja offi-

cinalis)和大叶醉鱼草的花[62,112]
、木犀科夜花(Nyc-

tanthes arbortristis)的花萼[113]
、菊科牛蒡(Arctium

lappa)的叶[114]
、百部科蔓生百部(Stemona japonica)的

根[115], 以及豆科含羞草(Mimosa pudica)的全草[116]中也

检测到了西红花苷的存在. 西红花苷生物合成途径解

析的研究主要集中在西红花、栀子及大叶醉鱼草中,
其中栀子中西红花苷生物合成途径解析的相对完整,
西红花中的西红花苷生物合成途径尚缺少关键UGTs,
大叶醉鱼草中的西红花苷生物合成途径缺少关键

ALDHs和UGTs, 有待进一步研究突破. 另一方面, 不同

科属物种中西红花苷生物合成途径的解析, 将为自然

界不同物种间的趋同进化研究提供参考.
合成生物学研究所得到的西红花苷生产菌株最大

产量仍处于毫克级别, 不足以供工业化生产应用. 因此,
西红花苷合成生物学研究仍需进一步优化, 特提出以

下建议供相关研究人员参考: (1) 综合利用现有西红花

苷合成相关基因元器件及新发现的基因元器件(如: 栀

子G jCCD4 a、G j A LDH2C 3、G jUGT 7 4 F 8和
GjUGT94E13, 及西红花CsALDH3I1和CsUGT74AD1
等), 继续开展西红花苷合成生物学研究. (2) 结合组学

研究, 对不同科属物种中西红花苷生物合成途径进行

深入研究. (3) 结合酶学分析及突变研究, 筛选更多可

用于西红花苷合成生物学研究的高效基因元器件. (4)
通过调整底盘细胞代谢流等方式, 提高西红花苷产量.
(5) 通过对西红花苷中上游类胡萝卜素代谢途径的研

究, 进一步提高底盘细胞类胡萝卜素产量. (6) 通过转

录水平调控活性成分合成途径酶基因及相关基因表

达[117,118], 实现西红花苷高效生产.
多学科的交融及发展将大大促进药用天然产物合

成生物学研究的发展与进步, 为缓解其资源匮乏及药

物开发及应用奠定基础, 对中药资源可持续发展具有

重大意义.
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Natural products are important resources for drug discovery and have marvelous roles in the treatment of various diseases,
such as malaria, cancers, and viral infections. Crocins are the colored apocarotenoids derived from the stigmas of Crocus
sativus and often used as a spice/colorant in the food industry. Pharmacologically, crocins confer protection to the central
nervous system (especially in the treatment of Alzheimer’s disease) and prevent cardiovascular/cerebrovascular diseases.
Unfortunately, the demand for crocins based on their pharmacological benefits combined with a complex harvesting
process of C. sativus has driven the retail price of C. sativus stigmas up to 2000–7000 €/kg. Thus, their expense and limited
supply greatly restrict the development and clinical application of crocin-based pharmaceuticals. It is therefore urgent to
develop an alternative, sustainable way to bolster the supply of crocins.
In recent years, synthetic biology has been widely used to overcome shortages of plant-based natural products, including

artemisinic acid, etoposide aglycone, opioids, cannabinoids, breviscapine, and ginsenosides. As such, the genetic tools
required for crocin biosynthesis have attracted a great deal of attention. The crocin biosynthetic pathway includes three
stages: Stage (I), the precursor geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) is generated by the methylerythritol-4-phosphate
(MEP) biosynthetic pathway; stage (II), C40-carotenoids are produced via the carotenoid biosynthetic pathway; stage (III),
crocins are synthesized by three key catalytic steps, namely, carotenoid cleavage, aldehyde oxidation, and glucosyl group
transfer. A series of studies have successfully decoded the crocin biosynthetic pathway and led to its reconstitution in
Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli.
Hereby, we summarized the chemical characterization of crocins using spectroscopy and mass spectrometry, and

elucidated stage (III) of the crocin biosynthetic pathway. Carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs) degrade carotenoids.
CsCCD2, CaCCD2 (Crocus ancyrensis), BdCCD4.1 (Buddleja davidii), BdCCD4.3 and GjCCD4a (Gardenia jasminoides)
can cleave the 7,8 (7′,8′) double bond of zeaxanthin to yield crocetin dialdehyde. Subsequently, crocetin dialdehyde was
oxidized to crocetin by the catalysis of aldehyde dehydrogenases (ALDHs), including CsALDH54788, CsALDH3898,
CsALDH20158, CsALDH11367, CsALDH3I1, CsALDH3, and GjALDH2C3. Finally, the biosynthesis of crocins from
crocetin was catalyzed by UDP-glycosyltransferases (UGTs), including CsUGT74AD1, GjUGT74F8, GjUGT75L6,
GjUGT94E5, GjUGT94E13, Bs-GT (Bacillus subtilis 168), and Bc-GTA (Bacillus cereus WQ9-2). And then, we
displayed the research progress on the synthetic biology of crocins. With the rapid updating of genetic tools, we have the
potential to generate more types of crocins. The in vivo production of crocins is highlighted in this review. The engineered
E. coli with GjUGT74F8 and GjUGT94E13 can catalyze crocetin into five types of crocins. Furthermore, we put forward
some suggestions that might help to improve the bioproduction of crocins, such as the exploration of evolutionary
mechanisms of the key enzymes and the optimization of reaction conditions, etc.
Taken together, this review will facilitate the industrial production of crocins and the development of crocin-based

pharmaceuticals, providing a theoretical basis and method guidance for the sustainable development of crocin-based
traditional Chinese medicine.

crocins, chemical characterization, biosynthetic pathway, synthetic biology, Crocus sativus, Gardenia jasminoides
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