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糖苷合成酶及应用的研究进展*

CurrentProgressinGlycosynthaseandItsApplication
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(中国药科大学生命科学与技术学院化学生物学研究室,江苏南京暋210009)
(LaboratoryofChemicalBiology,SchoolofLifeScienceandTechnology,ChinaPharmaceuti灢
calUniversity,Nanjing,Jiangsu,210009,China)

摘要:糖基化修饰不仅能改善生物大分子和化合物的理化性质如水溶性和稳定性,且有可能增强其原生物活性

或赋予新活性。目前,提取分离、化学合成和酶法合成是糖基化修饰产物的主要来源,但前两种方法通常存在产

物多样性不足、得率低或糖基化位点特异性差等难题。基于糖基转移酶和糖苷合成酶的酶法糖基化修饰技术则

能够较好地解决上述两种方法存在的问题,并展现出一定优势。由于糖基转移酶已被多次综述,本文将概述糖

苷合成酶的研究进展,为多功能新型糖苷合成酶的开发和应用提供参考和借鉴。
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中图分类号:Q559暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2017)01飊0007飊08

Abstract:Glycosylationcannotonlyimprovethephysiochemicalpropertiesofbiologicalmacro灢
moleculesandsmall飊moleculecompounds,suchaswatersolubilityandstability,butalsoen灢
hancetheiroriginalbioactivityorconferanewactivity.Atpresent,extraction,chemicalsynthe灢
sisandenzymaticsynthesisarethemaintoolsofobtainingglycosylatedproducts.However,the
firsttwomethodsoftenshowpoorproductdiversity,lowyieldorpoorspecificity.Theenzymat灢
icglycosylationbasedonglycosyltransferaseandglycosynthasecanbeagoodsolutiontothese
obstaclesandexhibitsanumberofadvantages.Asglycosyltransferasehasbeenreviewedprevi灢
ously,thispapersummarizestherecentprogressofglycosynthaseandprovidesreferencefor
thedevelopmentandapplicationofmultifunctionalglycosynthase.
Keywords:glycosynthase,glycosylation,macromolecules,flavonoids,antibiotics

0暋引言

暋暋糖基修饰在很多天然产物中都有发现,如小分子

化合物、蛋白质、脂类和糖类等,对这些物质的水溶

性、稳定性和生物活性都具有重要的影响。因此,糖
基修饰技术已逐渐被应用于药物先导化合物发现、农
药开发、食品加工、新型生物材料研发以及精细化工

品制备等多个领域,并展现出广泛的研究和应用价

值[1]。由于缺乏区域和立体化学选择性,传统的化学

法糖基化修饰技术一直是困扰化学家的难题[2]。作

为糖基化修饰产物重要来源之一的提取分离法则存

在糖基化修饰种类单一、产率低和提取难度大等多种

不足[3]。因此,基于糖基转移酶和糖苷合成酶的酶法

糖基化修饰技术被逐步开发和应用,并展现出了较好

的立体和区域选择性、产物多样性以及巨大的应用潜

力[4]。本文将重点概述糖苷合成酶及其在糖基化产
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物合成中的应用,为生物大分子和小分子化合物的糖

基化修饰提供实例和参考。

1暋糖苷合成酶及其反应机制

暋暋虽然糖基转移酶已被广泛应用于小分子化合物

或生物大分子的糖基化修饰,但糖供体种类的局限性

促使了糖苷合成酶的发现。天然糖苷水解酶的随机

突变和理性设计是糖苷合成酶的主要来源,涉及多个

家族的糖苷水解酶(表1)。根据糖苷合成机制的不

同,现有糖苷合成酶可被分为保留型和翻转型两

大类[5]。

表1暋外切/内切糖苷水解酶突变所得的糖苷合成酶

Table1暋Glycosynthasesderivedfromexo飊andendo飊glycosidasestodate

亲本糖苷酶
Parentalglycosidase

家族
Family

突变位点
Mutatedresi灢
due

连接类型
Linkageformed

参考文献
Reference

外切糖苷酶exo飊Glycosidases

土壤杆菌毬飊葡糖苷酶
Agrobacteriumsp.毬飊glucosidase

GH1 E358A 毬飊(1,4),
毬飊(1,3) [6]

硫化叶菌毬飊糖苷酶
Sulfolobussolfataricus毬飊glycosidase

GH1 E387A 毬飊(1,3/4/6) [7]

热球形菌毬飊糖苷酶
Thermosphaeraaggregans毬飊glycosidase

GH1 E386G 毬飊(1,3/4/6) [8]

强烈火球菌毬飊糖苷酶
Pyrococcusfuriosus毬飊glycosidase

GH1 E372A 毬飊(1,3) [8]

链霉菌毬飊葡糖苷酶
Streptomycessp.毬飊glucosidase

GH1 E383A 毬飊(1,3),
毬飊(1,4) [9]

水稻毬飊葡糖苷酶
Oryzasativa毬飊glucosidase

GH1 E414G 毬飊(1,4) [10]

粪肥纤维单胞菌毬飊甘露糖苷酶
Cellulomonasfimi毬飊mannosidase GH2 E519A/S 毬飊(1,3),

毬飊(1,4) [11]

大肠杆菌毬飊半乳糖苷酶
Escherichiacoli毬飊galactosidase

GH2 E537S 毬飊(1,6) [12]

大肠杆菌毬飊葡糖苷酸酶
Escherichiacoli毬飊glucuronidase

GH2 E504G 毬飊(1,1) [13]

红色糖多孢菌毬飊葡糖苷酶
Saccharopolysporaerythraea毬飊glucosidase

GH3 D257G 毬飊(1,2) [14]

粟酒裂殖酵母毩飊葡糖苷酶
Schizosaccharomycespombe毩飊glucosidase GH31 D481G 毩飊(1,6/4) [15]

嗜热脂肪土芽孢杆菌毬飊木糖苷酶
Geobacillusstearothermophilus毬飊xylosidase

GH32 E335G 毬飊(1,4) [16]

内切糖苷酶endo飊Glycosidases

饲料芽孢杆菌木糖葡聚糖酶
Paenibacilluspabulixyloglucanase GH5 E323G 毬飊(1,4) [17]

特异腐质霉纤维素酶
Humicolainsolenscellulase GH7 E197A 毬飊(1,4) [18]

粪堆梭菌毬飊木聚糖酶
Clostridiumstercorarium毬飊xylanase

GH10 E293G 毬飊(1,4) [19]

嗜碱芽孢杆菌毬飊木聚糖酶
Bacillushalodurans毬飊xylanase

GH10 E301G 毬飊(1,4) [19]

海栖热袍菌毬飊木聚糖酶
Thermotogamaritima毬飊xylanase

GH10 E259G 毬飊(1,4) [19]

嗜热脂肪土芽孢杆菌毬飊木聚糖酶
Geobacillusstearothermophilus毬飊xylanase

GH10 E265G 毬飊(1,4) [16]

旱金莲木糖葡聚糖酶
Tropaeolum majusxyloglucanase GH16 E155A 毬飊(1,4) [20]

强烈火球菌毬飊葡聚糖酶
Pyrococcusfuriosus毬飊glucanase

GH16 E170A 毬飊(1,4),
毬飊(1,3) [21]

大麦毬飊葡聚糖酶
Hordeumvulgare毬飊glucanase

GH17 E231G 毬飊(1,3) [22]

冬令毛霉内切飊毬飊N飊乙酰氨基葡糖苷酶
Mucorhiemalisendo飊毬飊N飊acetylglucosaminidase GH85 N175Q 毬飊(1,4) [23]
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1.1暋保留型糖苷合成酶

暋暋保留型糖苷合成酶是基于保留型糖苷水解酶的

催化机制而改造获得的一类糖苷合成酶[24]。如图

1A所示,保留型糖苷水解酶的反应机制属于双替换

机理,分为酶的糖基化和去糖基化两步反应历程,其
中催化基团通常为两个谷氨酸残基。在反应中,一个

谷氨酸残基(E1)作为酸碱催化剂质子化糖苷氧原子

使底物发生扭曲,而另一个谷氨酸残基(E2)作为亲

核试剂进攻异头碳原子,形成糖基飊酶共价中间体。

E1夺取水分子的一个质子,而失去质子的水分子进

攻异头碳,形成游离糖[25]。

暋暋保留型糖苷水解酶的催化性亲核残基(谷氨酸)
被突变为非亲核残基之后就无法形成糖基飊酶共价中

间体,从而丧失糖苷水解活性,变成具有糖苷合成活

性的糖苷合成酶。保留型糖苷合成酶的活化糖供体

(如毩飊氟代糖)与野生糖苷水解酶的底物具有构型相

反的异头碳结构,反应过程中只形成糖基飊底物受体

的共价中间体,从而实现糖基转移活性。保留型糖苷

合成酶活性中心无催化性亲核基团,所以转糖基合成

糖苷的反应难以可逆,糖基化产物不被水解从而得以

积累(图1B)[26]。另一种无亲核基团的保留型糖苷

酶可以利用底物辅助机制水解2飊乙酰胺基糖[27]。乙

酰胺基氧攻击异头碳产生恶唑啉盐离子中间体,该中

间体被水攻击即可释放水解产物。当活性氨基酸残

基被特异地突变即可形成相应的糖苷合成酶[28](图

1C和D)。

1.2暋翻转型糖苷合成酶

暋暋目前,绝大多数糖苷合成酶都是由保留型糖苷水

解酶突变而来,但翻转型糖苷水解酶的改造也是糖苷

合成酶的重要来源之一。翻转型糖苷水解酶的活性

中心有两个具有催化功能的酸性氨基酸残基(多为天

冬氨酸或谷氨酸),参与糖苷键水解过程中的亲核进

攻,其中一个作为质子供体质子化糖苷键上的氧,另
外一个作为亲核碱催化水分子去质子化,协助其完成

亲核进攻异头碳,翻转异头碳的立体结构,释放游离

糖(图2A)[29]。根据该反应机制,翻转型糖苷水解酶

活性中心内的亲核碱氨基酸残基突变即可产生糖苷

合成酶活性,氟化糖供体上的氟原子不需要酸活化即

可脱离,实现有效的糖苷键合成(图2B)。

暋暋图1暋保留型糖苷水解酶(A)、保留型糖苷合成酶(B)、底物辅助 N飊乙酰氨基葡糖苷酶(C)和恶唑啉糖供体依赖的保留型糖

苷合成酶(D)的反应机制

暋暋Fig.1暋Catalyticmechanismsforretainingglycosidehydrolase(A),retainingglycosynthase(B),substrate飊assistedN飊acetyl
glucosaminidase(C)andoxazolinesugar飊dependentglycosynthase(D)

暋暋图2暋翻转型糖苷水解酶(A)和翻转型糖苷合成酶(B)的
反应机制

暋暋Fig.2暋Catalyticmechanismsofaninvertingglycoside
hydrolase(A)andaninvertingglycosynthase(B)

2暋糖苷合成酶与生物大分子的合成或糖基化

修饰

暋暋糖复合物中的聚糖成分对糖复合物的理化性质

和生物学功能的研究均有重要影响,然而,天然糖复

合物中糖链长度不均一性和结构不确定性已成为糖

复合物研究的难点问题之一,而且天然的糖苷合成酶

也无法实现糖链的可控合成[30]。相比之下,人工糖

苷合成酶则可以合成糖链结构相对明确的糖复合物,
因此,糖苷合成酶常被用于聚糖和糖复合物的合成研

究,以提高糖链合成的可控性和增加糖链结构的多

样性。
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2.1暋寡糖合成

暋暋寡糖类可作为营养物质常被用作食品添加剂或

辅助治疗药物,但寡糖的合成或制备是学术界与工业

界共有难题之一。近年来,基于糖苷合成酶建立的化

学飊酶合成方法在寡糖的合成方面也开展了大量的尝

试,并取得了一定的成果。Honda等[29]首次将芽孢

杆菌的翻转型外切飊木聚糖酶 Rex的亲核碱 Asp飊263
进行饱和突变,通过筛选获得了具有糖苷合成酶活性

的突变体 RexD263C,其可以毩飊D飊氟代木糖作为活

性糖供体合成聚合度为2~3的低聚木糖。芽孢杆菌

木糖苷酶Bhx的亲核突变体 BhxE334G 催化毩飊D飊
氟代木糖和4飊硝基苯基飊毬飊D飊木吡喃糖苷受体反应,
产生毬飊(1,4)连接的寡糖[31],这些低聚木糖可被用作

底物或抑制剂研究木聚糖酶的构效关系。此外,

GH10家族的纤维单胞菌内切飊毬飊1,4飊木聚糖酶CFX灢
cd的催化残基被亲核突变后,产生了具有糖苷合成

活性的毬飊木糖合成酶 CFXcd飊E235G,其同样借助毩飊
D飊氟代木糖合成聚合度为4~12的毬飊(1,4)飊连接低

聚木糖[32]。

暋暋作为食品添加剂的甘露聚糖类只能从植物中提

取获得,无法采用化学合成方法制备[33]。Nashiru
等[11]将纤维单胞菌的毬飊甘露糖苷酶 Man2a亲核催

化氨 基 酸 残 基,成 功 地 获 得 了 甘 露 糖 苷 合 成 酶

Man2aE519S。在以毩飊氟代甘露糖为糖供体的条件

下,Man2aE519S可催化PNP飊毬飊葡糖苷、毬飊木糖苷、毬飊
纤维二糖苷或毬飊龙胆二糖苷等糖基受体发生糖基化

反应,分别产生聚合度为2~6的寡糖产物,且产率均

在90%以上。此外,Jahn等[34]将纤维弧菌的毬飊甘露

糖苷 酶 Man26A 亲 核 突 变 产 生 的 糖 苷 合 成 酶

Man26AE320G,可高效催化毩飊氟代甘露糖与pNP飊
葡萄糖聚合产生聚合度为3~6且只含毬飊(1,4)糖苷

键的甘露寡糖,产率为59%。重要的是,毬飊(1,4)甘露

糖苷键是化学合成法中最难合成的连接键,因此,糖
苷合成酶 Man26AE320G具有巨大的应用价值。

2.2暋多糖合成

暋暋天然多糖需要借助糖基转移酶、转糖苷酶和磷酸

化酶等一系列酶协同催化合成的碳水化合物组合模

块而形成。在实际应用中,序列已知和结构相对明确

对多糖理化性质和生物学功能研究至关重要,但传统

化学合成法无法控制单糖聚合的单体序列和糖链长

度均一性,且成本极高,而基于糖苷合成酶的酶法合

成则有可能成为解决多糖合成难题的有效技术手段。
基于芽孢杆菌的1,3飊1,4飊毬飊葡聚糖酶的催化机制和

空间结构,Faijes等[35]将催化残基谷氨酸突变为丙氨

酸制备了新型糖苷合成酶E134A突变体。以毩飊氟化

昆布二糖作为底物,E134A 突变体催化合成了首个

非天然来源的多糖———毬飊1,3和毬飊1,4糖苷键混合连

接的葡聚糖。2016 年,Faijes等[36]又对纤维素酶

Cel7B进行理性改造获得了新的糖苷合成酶 Hi灢
Cel7B E197A。HiCel7B E197A 可 以 催 化 6暞飊
叠氮基飊纤 维 二 糖 氟 化 物 的 高 效 聚 合,形 成 6暞飊
叠氮基飊6暞飊脱氧纤维素单元重复的多糖。此外,Hi灢
Cel7BE197A展现出很宽的底物谱,能够催化多种功

能基团或取代基改变的氟化二糖底物聚合,获得了多

种结构新颖的纤维素衍生物,为制备结构多样性的多

糖衍生物提供了方法。

暋暋木糖葡聚糖是一类结构复杂的植物多糖,与纤维

素具有高度的亲和性,可用于细胞培养。Spadiut
等[17]对饲料类芽孢杆菌 XG5中一种高度特异性的

木糖葡聚糖酶亲核突变(E323G)后得到了 PpXG5
E323G糖苷合成酶,其可催化毩飊F飊XLLG的聚合,产
生分子量高达12000的双半乳糖基化的木糖葡聚

糖,并结合拟南芥的毩飊1,2飊岩藻糖基转移酶AtFUT1
催化得到了岩藻糖化的木糖葡聚糖,增加了产物多样

性。不过,该方法获得的木糖葡聚糖产物具有多分散

性特征,即骨架长度不一,形成多糖混合物,这给目标

多糖的分离纯化带来了困难,但有助于研究木糖葡聚

糖与上下游纤维素和其他生物分子的相互作用关系。

2.3暋糖脂的修饰

暋暋糖苷合成酶在糖脂类合成中也有应用。糖苷神

经鞘脂是一类重要的神经节苷脂,主要存在于哺乳动

物神经元细胞膜中,在生物信号传递中发挥着重要作

用。由于这类分子难以通过化学方法合成,目前只能

从牛脑中提取,且也尚未发现合适的转移酶类可以生

物合成糖脂中的糖链。此外,糖脂的溶解性较差,不
易分离纯化。如能酶法在脂质结构中添加寡糖,其溶

解性和纯化问题就可解决。

暋暋红球链霉菌的神经节苷脂内切糖苷酶(EGC栻)
作为 GH5家族成员可以选择性水解糖和脂质苷元

的糖苷键。Vaughan等[37]发现 EGC栻的亲核氨基

酸残基突变体E351S可催化3暞飊唾液酸乳糖氟化物

为糖供体和D飊赤藓飊鞘氨醇为受体产生可溶的 GM3
神经节苷脂,产率高达90%。因此,E351S突变体属

于一种新型的糖苷合成酶,具有糖基化修饰神经节苷

脂和糖脂的功能。Vaughan等[37]还发现E351S底物

谱很宽,能利用多种氟化糖作为糖供体和不同的脂质

作为糖受体,如高效合成乳糖鞘氨醇和纤维二糖鞘氨

醇。此外,糖苷合成酶 E351S还可以利用很多种鞘

氨醇类似物作为受体,在天然和非天然糖苷神经鞘脂

类的合成中都具有较大的应用潜力,并且通过定向进
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化其底物谱被进一步拓宽,产生了更加优良的突变体

E351S/D314Y。近年来,Rich等[38]利用 EGCase改

造所得的糖苷合成酶(E351S/D314Y)建立了糖基鞘

氨醇和神经节苷脂等的化学飊酶法糖基修饰技术,并
成功利用毩飊氟代乳糖供体合成了复杂的海星神经节

苷脂LLG飊3,产率达到66%。该方法对利用来源自

EGCase的糖苷合成酶获得各种具有治疗价值的糖

苷神经鞘脂类有重要意义。

2.4暋糖蛋白的修饰

暋暋目前,大多数治疗用的蛋白质都具有特异性糖基

化修饰,对蛋白质的生物活性至关重要。借助糖苷合

成酶则有可能获得结构相对确定的糖肽和糖蛋白,有
利于探索其构效关系,定向获得疗效更好的治疗糖蛋

白。内切飊毬飊N飊乙酰氨基葡糖苷酶(ENGase)能够催

化各种糖肽和糖蛋白的 N飊聚糖毬飊1,4飊糖苷键水解,
并将释放的糖链转移至其他受体形成新的糖苷键。

Umekawa等[28]首次将冻土毛霉的 ENGase进行改

造而得的 Y217F突变体可作为糖苷合成酶催化修饰

N飊糖基化位点。Umekawa等[28]先利用ENGase切

除N飊糖基化蛋白的原始聚糖,使末端 GlcNAc残基

离去,然后使用Y217F转移一个均质的N飊聚糖恶唑

啉至蛋白质,结果糖基化蛋白质的产率可达到70%。

Hojo等[39]改造冻土毛霉 Endo飊M 获得的糖苷合成

酶 N175Q可催化结构复杂的 N飊聚糖类修饰合成肽

SaposinC,产率高达为64%,在不影响肽结构的情况

下使SaposinC水溶性大为提高,解决了人工合成肽

的溶解性问题。

暋暋此外,脓链球菌的Endo飊SN322Q突变体同样展

示出良好的糖苷合成酶活性,可用于抗体糖基化模式

的重构。Huang等[40]先用岩藻糖苷酶从治疗性抗体

利妥昔单抗的Fc区域去除异质的 N飊聚糖,在此基

础上,利用Endo飊SN322Q突变体通过毬飊1,4飊糖苷键

将完全唾液酸化的 N飊聚糖或叠氮基标记的聚糖连

接利妥昔单抗的Fc区域,赋予了其较强的抗炎症活

性。Giddens等[2]发现了两种通过自脑膜败血伊丽

莎白金菌的内切糖苷酶F3(Endo飊F3)突变而来的糖

苷合成酶(Endo飊F3D165A 和 Endo飊F3D165Q),其
能高效糖基化修饰利妥昔单抗,产生均质的抗体糖

链。与商业抗体相比,糖苷合成酶改造利妥昔单抗显

示出更高的半乳凝素飊3亲和力,为抗体的糖链重构

提供有效措施。

3暋糖苷合成酶与小分子化合物的糖基化修饰

暋暋小分子化合物的糖基化修饰可改善其水溶性,并
有可能赋予其新的生物学功能。虽然糖基转移酶在

小分子化合物的糖基化修饰中已被广泛应用,但糖供

体单一的不足(多为 UDP飊G)造成糖基化衍生物的结

构多样性严重受限。因此,糖供体多样性更佳的糖苷

合成酶已逐渐被用于合成结构新颖多样的糖修饰化

合物,在改善水溶性的同时,拓展新的生物学功能。

3.1暋黄酮类化合物的糖基化修饰

暋暋黄酮类化合物是一类具有2飊苯基色原酮(fla灢
vone)结构的天然化合物,具有一定的抗肿瘤、抗炎、
抗菌、抗病毒和治疗心血管系统疾病的活性,但水溶

性较差一直困扰着黄酮类化合物的成药开发。鉴于

糖苷合成酶糖基化供体的多样性,其在黄酮类化合物

的糖基化修饰以改善水溶性,增加新活性等方面的尝

试已经开始。特异腐质霉的糖苷酶 Cel7B的亲核氨

基酸残基谷氨酸被突变成丝氨酸后变成了糖苷合成

酶E197S,其可催化氟化糖供体与黄酮类化合物的活

性羟基形成糖苷键产生糖基化修饰黄酮,并且糖苷合

成酶的催化效率不亚于 UDP飊G依赖的糖基转移酶。

Yang等[41]采用基于质谱的高通量筛选方法考察了

糖苷合成酶E197S对20多种氟化糖基供体和80种

黄酮受体的特异性。结果显示,当以氟化乳糖作为活

性糖供体时,黄芩素、木犀草素、槲皮素以及非瑟酮能

够被糖基化修饰,并且糖苷合成酶 E197S具新型的

区域特异性,糖基化位点为母核结构的4暞位和6位

的 O 原子,糖基化产物水溶性显著提高。在此基础

上,乳糖修饰的槲皮素经半乳糖苷酶水解去除半乳糖

后可以得到具有良好抗口腔癌和抗血栓的绣线菊苷,
产率达到90%以上,而该化合物的化学合成产率仅

为6%。

3.2暋抗生素的糖基化修饰

暋暋抗生素是由微生物(包括细菌、真菌、放线菌属)
或高等动植物代谢所产生的一类具有抗菌或其它活

性的次级代谢产物,目前已知的天然抗生素不下万

种。水溶性差和稳定性低等问题一直困扰着抗生素

的开发,增加临床给药方式的复杂性。在不改变治疗

效果的前提下,特定位点的糖基修饰是增加抗生素水

溶性和临床应用方式方便性的重要方法之一,也是提

高抗菌先导化合物成药性的技术手段。Jakeman
等[14]为增加大环内酯类抗生素红霉素的水溶性,将

GH3家族的保留型糖苷酶毬飊D 糖苷酶 EryBI进行

了多点突变,构建了3个EryBI亲核氨基酸残基突变

体D257G、D257S和 D257A,其中突变体 D257G 展

现出良好的糖苷合成酶活性,能以氟代葡萄糖为活性

糖供体,成功地将葡萄糖基添加至红霉素分子,产率

达到38%,水溶性明显增加,但仍需进一步改善。核

磁共振结果进一步显示葡糖基通过毬飊糖苷键连接于
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红霉素脱氧糖胺的2位碳的羟基,通过糖苷合成酶首

次实现了难度较大的氨基糖受体的糖基化修饰。此

外,糖苷合成酶D257G的底物谱较为宽广,可利用氟

代飊葡萄糖供体糖基化修饰克拉霉素,使其水溶性显

著改善,且产率亦能达到30%以上。

3.3暋醇类化合物的糖基化修饰

暋暋一级醇、二级醇和芳香醇类药物和兴奋剂在人体

代谢过程中常被葡萄糖醛酸修饰形成葡萄糖醛酸苷

类化合物,因此该类化合物常被用作兴奋剂检测和药

物代谢动力学中的目标分子[42]。由于化学方法和

UDP飊G依赖的糖基转移酶难以特异性的合成葡萄糖

醛酸修饰的醇类化合物,所以科学家尝试了糖苷合成

酶的酶法合成方法。Wilkinson等[43]对大肠杆菌的

毬飊葡糖醛酸糖苷酶的亲核氨基酸残基谷氨酸突变获

得突变体E504G、E504A和E504S,三者均展现出稳

定的糖苷合成酶活性,实现一级醇、二级醇和芳香醇

类的 葡 萄 糖 醛 酸 修 饰。相 比 之 下,糖 苷 合 成 酶

E504G的活性最佳,底物谱也很广,不仅可以催化分

子骨架相对较小的醇类化合物糖基化修饰,还可以毩飊
D飊氟代葡萄糖醛酸为活性糖供体催化甾体醇类化合

物的高效糖基化,产率高达88%以上,有效地增加了

水溶性,防止了自凝聚反应。该类糖苷合成酶的应用

为葡萄糖醛酸修饰的醇类药物和兴奋剂的合成和检

测提供了可行方法。

4暋糖苷合成酶的不足和限制

暋暋与糖基转移酶相比,糖苷合成酶具有更广的底物

谱,可实现更多类型生物大分子和化合物的糖基化修

饰,但目前糖苷合成酶仍然存在一些问题有待解决。

i.糖供体的活化过程较为复杂,合成成本高。目前糖

苷合成酶只能以氟化糖作为糖供体,其合成过程涉及

乙酰基保护、亲核取代和脱乙酰基保护等步骤,产率

较难控制。ii.脱保护的氟化糖的稳定性不佳,在水

溶液中易分解。氟化糖羟基的乙酰化一旦脱除,其在

水溶液中容易发生降解,影响整体反应进程,降低反

应效率。iii.糖苷合成酶保留了部分水解酶活性。虽

然糖苷合成酶是糖苷水解酶的亲核催化残基突变产

物,但有些糖苷合成酶未彻底丧失水解酶活性,造成

糖苷键的合成与水解始终处于动态变化过程,使目标

产物的得率难以提高[44]。针对上述问题,作者认为

采用定向进化和理性改造手段,对糖苷合成酶进行系

统改造以改变其催化特征,使其能直接利用酸性氨基

酸残基来质子化非氟化糖供体的碳原子,或者利用碱

性氨基酸残基使底物上的氧原子去质子化,然后通过

亲核反应完成底物的糖基化修饰。该反应特性既可

避免使用稳定性差的氟化糖为供体,又利于降低目标

产物的合成成本,提高产业化应用的可行性。与此同

时,筛选糖苷合成酶活性中心外与水解活性相关的氨

基酸残基并系统突变,获得水解活性完全丧失和糖苷

合成活性提高的突变体,从而提高其在实际应用中的

催化效率。

5暋展望

暋暋本文概述了糖苷合成酶的来源、催化机理和潜在

应用等方面内容,展现了糖苷合成酶在生物大分子和

化合物糖基化修饰中的重要作用。目前糖苷合成酶

的研究处在“原理验证暠阶段,且存在一些有待解决的

难题如糖供体稳定差、活力低、产业化应用难等,但是

其已经成为科学家们糖基化修饰目标分子以增加水

溶性,实现结构和生物活性多样性的重要工具之一。
工业化应用的糖苷合成酶应具有酶稳定性好、催化效

率高、底物谱广和糖供体稳定易得等优点,但是每一

种工业酶的开发过程都需要经过不断的改进和完善。
因此,理想糖苷合成酶的获取仍需要依赖于相关科学

技术的突破性发展和科学研究者们的不断努力。
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