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2飊O飊毩飊D飊吡喃葡萄糖基抗坏血酸研究进展*

CurrentProgressinBiosynthesisandApplicationsof2飊
O飊毩飊D飊Glucopyranosyl飊L飊AscorbicAcid

李暋标,唐双焱**

LIBiao,TANGShuangyan

(中国科学院微生物研究所,微生物生理与代谢工程重点实验室,北京暋100101)
(CASKeyLaboratoryofMicrobialPhysiologicalandMetabolicEngineering,InstituteofMicro灢
biology,ChineseAcademyofSciences,Beijing,100101,China)

摘要:维生素C(又称抗坏血酸)是一种水溶性维生素,对人体健康有重要作用。抗坏血酸在食品、医疗、化妆品

等行业上有广泛的应用价值,但由于自身的不稳定性,易被氧化降解,严重影响其应用。为解决这个问题,对稳

定的抗坏血酸衍生物的研究成为国内外专家学者的研究热点。抗坏血酸的一种重要衍生物———2飊O飊毩飊D飊吡喃

葡萄糖基抗坏血酸(AA飊2G),作为抗坏血酸的替代品,稳定性显著提高,具有很好的开发应用价值。国内外针对

该物质进行了诸多的研究,本文就 AA飊2G生物合成和应用的国内外最新研究进展进行总结概括。

关键词:抗坏血酸暋2飊O飊毩飊D飊吡喃葡萄糖基抗坏血酸(AA飊2G)暋稳定性暋酶法合成暋功能应用
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Abstract:VitaminC(ascorbicacid)isakindofwater飊solublevitaminwhichplaysanimportant
roleinhumanhealth.Ascorbicacidhasbroadapplicationsinfood,pharmaceuticalandcosmet灢
icsindustries.However,ascorbicacidisunstableandhighlysusceptibletooxidativedegrada灢
tion,whichseriouslylimitsitsapplications.Tosolvethisproblem,generatingstableascorbic
acidderivativeshasbecomeahotspotofexpertsandscholarsathomeandabroad.2飊O飊毩飊D飊
Glucopyranosyl飊L飊ascorbicacid(AA飊2G)isanimportantascorbicacidderivativewithsignifi灢
cantlyimprovedstability,soithasagooddevelopmentandapplicationvalue.Thispaperre灢
viewestherecentprogressesinbiosynthesisandapplicationsofAA飊2G.
Keywords:ascorbicacid,AA飊2G,stability,enzymaticsynthesis,functionalapplication

0暋引言

暋暋L飊抗坏血酸是一种常见的水溶性维生素,广泛分

布于新鲜蔬菜、水果、绿色植物中。L飊抗坏血酸也是

人体内必需的营养元素,但由于人体内缺少古洛糖酸

内酯氧化酶,无法合成抗坏血酸[1],必须通过体外

摄取[2]。

暋暋L飊抗坏血酸在日常生产生活中有着广泛的应用。
在医疗卫生方面,L飊抗坏血酸具有抑制黑色素形成、
促进胶原蛋白的合成[3]、抑制癌细胞增殖[4]、防治坏

血病和传染病、促进创伤愈合等作用,是辅助治疗的

保健药品[5]。在畜牧和水产养殖方面,L飊抗坏血酸可

提高种猪精子活力[6]、改善动物的健康状况、促进幼

龄动物生长等[7]。在化妆品中L飊抗坏血酸可作为还

原剂、紫外线吸收剂和黑色素形成抑制剂来使用[3]。

暋暋由于L飊抗坏血酸分子中存在极不稳定的连烯二
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醇结构,极易被热和氧化剂破坏,尤其是光、重金属和

荧光物质都能促进其氧化,使其应用受到很大限

制[8]。2飊O飊毩飊D飊葡萄糖基抗坏血酸(AA飊2G)是L飊抗

坏血酸的衍生物,分子式为 C12H18O11,该物质是在

糖基转移酶的作用下,由吡喃型葡萄糖苷和 L飊抗坏

血酸缩合而成,其中抗坏血酸分子上2位碳上的羟基

被吡喃型葡萄糖苷所取代,吡喃型葡萄糖苷以毬飊1,4飊
糖苷键连接。因为2位碳上有葡萄糖基掩蔽,所以

AA飊2G具有非还原性,与抗坏血酸相比,稳定性更

高,同时更易于吸收和利用。AA飊2G 与抗坏血酸相

比,有以下几个特点:AA飊2G 具有非还原性,不易发

生氧化反应,其水溶液特别稳定[9];AA飊2G具有较好

的耐光性和耐热性[9];AA飊2G能被毩飊葡萄糖苷酶水

解生成抗坏血酸和葡萄糖,因此可以发挥抗坏血酸的

功效[10];AA飊2G 对于清除自由基,促进胶原合成具

有更为持久的作用效果。

暋暋多种知名品牌的化妆品都使用 AA飊2G 这种新

型稳定的抗坏血酸衍生物作为美白添加剂[3],如法国

欧莱雅、德国兰蔻、日本资生堂等。目前市场上的

AA飊2G主要由日本林原国际有限公司合成,该公司

申报若干相关专利对相关合成技术加以保护,形成市

场垄断。近年来国内对 AA飊2G 的合成也有很多研

究报道,如 Han等[11]、邵双等[12]、Xu等[13]、夏亚穆

等[14]对 AA飊2G生物合成进行许多酶学改造研究和

生产条件工艺优化。本文就近年来 AA飊2G 生物合

成和应用等方面的国内外最新研究进展进行综述。

1暋AA飊2G酶法合成

暋暋AA飊2G作为人工合成的抗坏血酸衍生物,生物

转化是其现今唯一的生产方式。其化学合成的方法

也有学者进行过探究[15],但结果表明该方案合成过

程复杂、成本过高,与工业化生产差距甚远。

暋暋AA飊2G的生物转化最早由日本林原生物化学研

究所和冈山大学药学系实现[16飊17],以可溶性淀粉和抗

坏血酸为底物,在环糊精葡聚糖转移酶的作用下进行

AA飊2G的生产。近年来国内外学者也对其合成方法

进行不断研究,取得一系列的研究成果。目前,环糊

精糖基转移酶(CGTase,EC2.4.1.19)[18]、毩飊淀粉酶

(EC3.2.1.1)[19]、毩飊葡萄糖苷酶(EC3.2.1.20)[17]、

毩飊异麦芽糖基葡萄糖形成酶[20]、蔗糖磷酸化酶(EC
2.4.1.7)[21]是常用的5种合成 AA飊2G的酶。

1.1暋环糊精葡聚糖转移酶

暋暋环糊精葡聚糖转移酶最早由日本林原生物化学

研究所和冈山大学药学系开发应用于 AA飊2G 的生

产[16飊17],其作为最早被开发应用于 AA飊2G 生产的

酶,一直以来是工业化生产 AA飊2G 最佳的酶源。

Klebsiella 和Bacillus属是该酶的主要来源。该酶

具有底物专一性强、酶活力高的优势,但在催化转化

过程中如只单独使用该酶的话,会生成大量多聚糖基

化中间产物 AA飊2Gn,因此需要经过葡糖淀粉酶(glu灢
coamylase)的再次作用,将 AA飊2Gn水解生成AA飊
2G。江南大学 Eibaid等[22]利用超声波辅助CGTase
合成AA飊2G,使得AA飊2G产量提高,达到7.05g/L。

暋暋另外,为提高 CGTase酶的利用率,降低生产成

本,Prousoontorn 等[23] 尝 试 将 Paenibacillussp.
A11来源的 CGTase利用氧化铝共价连接法实现固

定化,提高CGTase的利用率。国内对固定化酶的方

案也有一些报道,如张子臣等[24]将P.macerans 来

源的 CGTase用分子筛吸附、戊二醛交联、海藻酸钠

包埋的方法固定化,使得 AA飊2G 产量达到21g/L,
为游离酶生产 AA飊2G产量的2.15倍。

暋暋2013年,Han等[25]对P.macerans来源的环糊

精葡聚糖基转移酶进行改造,进行3个位点突变:

Y195S、Y260R、Q265K,使得 AA飊2G 的生产能力相

对于野生型提高60%,达到1.92g/L;同时,对其底

物特异性提高的原理进行研究,结果表明上述3个位

点氨基酸残基和底物之间氢键的改变提高了底物特

异 性。 Han 等[11] 还 将 来 源 于 Alkalimonas
amylolytica 的毩飊淀粉酶CBMAmy的碳水化合物结合

结构域(CBM)融合在上述来源的环糊精葡聚糖基转

移酶的C末端或取代该酶的E结构域与酶其他部分

进行融合,得到两个融合酶 CGT飊CBMAmy和 CGT
曶E飊CBMAmy,优化反应条件后,这两种融合酶的AA飊
2G产量分别达到3.03g/L和2.01g/L,为野生型

产量的5.94倍和3.94倍;进一步研究发现融合蛋白

相对于野生型酶,其环化能力减弱,水解和转糖基能

力明显增强,作者推测这些改变是由于底物和酶之间

结合力的改变造成的。上述研究结果为提高 CG灢
Tase生产 AA飊2G 的效率提供了一个新的思路和方

法,有利于推进 AA飊2G的工业化生产。Han等进一

步对P.macerans来源的CGTase进行饱和突变,得
到包含 Y167S、G179R、N193R、G180R的突变体,其
合成 AA飊2G的产量达到2.12g/L[26];2014年,他们

还将自组装多肽(SAPs)与 CGTase进行融合表达,
得到SAP5飊CGTase和SAP6飊CGTase,使得 AA飊2G
产量分别提高2.33倍和3.36倍,是进行CGTase优

化的又一重要突破[27]。

暋暋2013年,Liu等[28]对 P.macerans 来源的 CG灢
Tase继续进行定点饱和突变,最终获得优良突变体

K47L/Y89F/N94P/D196Y,其生产 AA飊2G 的产量
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达到2.23g/L,比野生型提高85.8%。

暋暋2016年,江南大学毛婷等[29]尝试利用信号肽来

增强CGTase酶生产 AA飊2G的能力。将CGTase酶

分别克隆到6种含有不同信号肽(estA、bpr、vpr、

yncM、yvgO 和 ywbN)的穿梭质粒中,通过条件优

化,最终 AA飊2G 产量提高2.16倍,反应转化率达到

21.9%。

暋暋2016年,Gudiminchi等[30]将转化生产 AA飊2G
的工艺流程进行优化,利用Thermoanaerobactersp.
来源的商业化高转糖基能力的CGTase,以毩飊环糊精

和抗坏血酸为底物,得到产量为143g/L的 AA飊2G,
这也是迄今为止报道的最高产量。

1.2暋毩飊葡萄糖苷酶

暋暋Yamamatoi等[10]发现来自小鼠肠或玉米种子中

的毩飊葡萄糖苷酶能催化合成 AA飊2G。其在合成 AA飊
2G的过程中,有产物专一性高、只产生 AA飊2G 的优

势,没有中间产物 AA飊2Gn和其他副产物的生成,有
效降低了后期产物分离纯化过程中的困难。但其作

为一种水解酶,既可以生成 AA飊2G,也会水解 AA飊
2G,导致其转化率低下,是工业化生产的一大障碍。
近几年的研究中也鲜见该酶的报道。

1.3暋蔗糖磷酸酶

暋暋长双歧杆菌(Bifidobacteriumlongum )来源的

磷酸化酶作为一种转化生产 AA飊2G的新酶来源,在

2007年被韩国研究者发现[21]。其以蔗糖为糖基供体

生产 AA飊2G,对于该酶的研究尚在实验室阶段,离实

现工业化还有一定距离,但其提供的新思路和研究方

案对于工业化生产有一定的促进作用,目前国内外也

在针对该酶进行研究。近期尚未见该酶生产 AA飊2G
的报道。

1.4暋毩飊淀粉酶

暋暋该酶生产 AA飊2G的过程中也会有 AA飊2Gn中间

产物的生成,n数量相对于环糊精葡糖基转移酶较

少,但其本身底物专一性与CGTase相去甚远[19]。

1.5暋毩飊异麦芽糖基葡糖基糖形成酶

暋暋该酶在2001年被 Kubota等[31]发现报道,2006
年日本研究者在对 AA飊2G 生产工艺的改善研究中

发现其对生产 AA飊2G有着独特的优势,在生产过程

中不会有副产物 AA飊5G 和 AA飊6G 的生成,使得后

期分离纯化的难度极大降低,提高了生产效率[20]。

2暋AA飊2G的分离纯化

暋暋在 AA飊2G的酶反应阶段完成后,AA飊2G的有效

分离纯化成为提高 AA飊2G产量的又一个重要环节。

暋暋在酶反应完成后,一般都会有底物抗坏血酸和葡

萄糖基供体的剩余,且在反应过程中也会生成小分子

单糖多糖、AA飊5G以及 AA飊6G等副产物,因此需要

进一步 的 分 离 纯 化,才 能 得 到 高 纯 度 的 AA飊2G
产品。

暋暋在最初研究阶段,日本学者利用强酸性阳离子交

换树脂分离反应液,通过柱层析方式将 AA飊2G和底

物抗坏血酸以及其他副产物进行分离。但该方法也

存在一定的问题,即难以分离去除反应过程中的副产

物 AA飊5G和 AA飊6G。为解决这一问题,在进行离子

交换分离之前,可先进行氧化处理,将具有还原性的

AA飊5G 和 AA飊6G 直接氧化去除,提高 AA飊2G 的

纯度。

暋暋2001年,阴离子交换树脂也被应用到 AA飊2G的

分离纯化中来,并获得纯度达到90%的 AA飊2G 溶

液,提供 AA飊2G的又一分离纯化方案[32]。

暋暋另外,电渗析法也被应用于 AA飊2G 的分离纯

化[33],然后利用不同截留量大小的阴离子交换膜分

别处理反应液,达到纯化 AA飊2G的目的。

3暋AA飊2G的功能和应用

3.1暋食品行业的应用

暋暋AA飊2G本身有很强的稳定性,能抵抗光、氧、重
金属等不利条件,且其可以被人体吸收,然后缓慢水

解,持续地补充人体抗坏血酸。因此,其可以作为稳

定剂、抗坏血酸补充剂等在食品中发挥作用,改善食

品质量。

暋暋2013年,小川智史等[34]以亚油酸和三价铁的反

应来检测抗氧化剂的抗氧化能力,分别加入抗坏血酸

和 AA飊2G 后进行实验,结果表明 AA飊2G 有抑制亚

油酸过氧化的作用,而 AA飊2G和海藻酸钠的混合物

是一种行之有效的食品抗氧化剂。

3.2暋化妆品行业的应用

暋暋AA飊2G具有促进胶原蛋白的合成,提高皮肤弹

性,延缓衰老的功效,在化妆品中应用广泛。

暋暋1998年,Kumamo等[3]分别用 AA飊2G、抗坏血

酸、抗坏血酸磷酸酯处理人成纤维细胞和黑色素瘤细

胞,检测胶原合成和黑色素形成情况,结果表明 AA飊
2G能更有效地促进胶原合成并抑制黑色素的形成;
另外,紫外线辐射实验表明 AA飊2G能有效抵制紫外

线对细胞的损伤。

暋暋2012年,Barus等[35]利用伏安法和恒电位电解

法探究亲水和亲脂抗氧化剂的相互作用,并利用该方

法进行抗氧化剂的优化筛选,结果表明N飊乙酰飊L飊半

胱氨酸(NAC)和 AA飊2G有最强的协同能力,抗氧化

力提高35%,为 AA飊2G在医学护肤品的应用起到一
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定的推进作用。

暋暋2013年,Huang等[36]利用表面响应法对 AA飊2G
的稳定性进行探究,结果表明:AA飊2G 在53.3曟和

pH 值6.4状态下的稳定性最佳。他们还利用1,1飊
二苯基飊2飊苦基肼(DPPH)和2,2曚飊二氮飊双(3飊乙基苯

并噻唑飊6飊磺酸)(ABTS)对 AA飊2G 的自由基清除能

力进行检测,实验表明 AA飊2G有良好的清除自由基

能力。这些研究为 AA飊2G 的性质检测提供了一个

行之有效的方案。

3.3暋医疗卫生行业的应用

暋暋AA飊2G 作为一种抗坏血酸的替代品治疗坏血

病,提高了药物自身的稳定性,使其运输保存都安全

便捷。

暋暋AA飊2G的抗氧化作用有利于提高人体免疫力,
抑制病毒和细菌的感染,治疗受伤和手术后的感染,
预防和治疗感冒等。另外,有报道表明,AA飊2G可以

降低癌症发生的几率,保护部分慢性疾病。因此,

AA飊2G被广泛应用于医药领域[2]。

暋暋Taniguchi等[37]利用 AA飊2G和抗坏血酸分别处

理人类真皮成纤维细胞,然后利用 H2O2进行氧化处

理,结果发现 AA飊2G对人体真皮成纤维细胞增殖促

进作用以及抵抗 H2O2的伤害作用可以维持72h,而
抗坏血酸处理后仅能维持24h,表明 AA飊2G的作用

更加持久有效。AA飊2G对于人体成纤维细胞中与衰

老相关的毬飊半乳糖苷酶的生成有着明显强于抗坏血

酸的抑制效果。在经过 H2O2处理后的人体成纤维

细胞中,抗坏血酸预处理组抗衰老因子SIRT1明显

下降,而 AA飊2G 预处理组能有效抑制 SIRT1的下

降,表明 AA飊2G有着突出的抗衰老能力。

暋暋2015年,Kobashigawa等[38]研究表明,AA飊2G
能持续抵抗辐射对人体成纤维细胞的伤害,并且经

AA飊2G 作用过的细胞对辐射的抵抗能力更强。因

此,AA飊2G 能有效保护细胞,避免细胞的损伤和

死亡。

暋暋2014年,Hanada等[39]利用2,2曚飊偶氮(2飊脒基丙

烷)二氯化氢(AAPH)对人体成纤维细胞进行处理,
研究 AA飊2G 清除自由基的能力和原理,结果表明:

AA飊2G能有效的抑制 AAPH 对细胞的毒害作用,清
除自由基,且在其未水解为AA的情况下本身就存在

清除自由基、抗氧化的能力。

3.4暋畜牧业和水产养殖产业的应用

暋暋AA飊2G在畜牧业和水产养殖业中也有着诸多的

应用。抗坏血酸由于自身的不稳定性,作为饲料、鱼
饵等中的添加剂难以稳定存在,很快就会被降解失

活,而 AA飊2G良好的自身稳定性弥补了这一缺陷。

暋暋AA飊2G可以促进动物的生长发育,改善动物的

健康状况[40]。2012年,Xia等[6]研究发现 AA飊2G能

提高种猪精子的活力。对于水产品,AA飊2G 也可以

加快水产动物骨骼的发育,使其成活率和繁殖率提

高。AA飊2G的摄入对于预防鱼类内出血、皮肤发黑、
烂鳍、不活泼、眼突出、腹水、贫血、生长不良等有着积

极的意义[7]。

4暋展望

暋暋AA飊2G作为抗坏血酸最佳的替代品,有效弥补

了抗坏血酸自身稳定性差、易被氧化分解的缺陷,极
大提高其应用价值。

暋暋AA飊2G在食品、医药、化妆品以及畜牧业等方面

的重要作用使其有着非常大的市场需求和应用范围,
国内外研究团队对其有着浓厚的兴趣,展开了诸多研

究。鉴于 AA飊2G 优秀的特性,针对 AA飊2G 进行的

分子设计也在进行,如 Tai等[41]合成的2飊O飊毩飊D飊葡

萄糖基飊6飊O飊(2飊戊基庚酰)飊L飊抗坏血酸也有着一定

的效果。

暋暋我国对于 AA飊2G的研究正在不断推进,但离工

业化生产仍有一定的距离,成本过高是困扰我们的一

大难题。一方面是由于 CGTase酶本身的酶活力较

低,导致生产成本提高;另一方面,底物转化率低、分
离纯化手段不够完善也是阻碍其工业化生产的另一

重要原因。对于以上这些问题,我们一方面可以采取

固定化酶的方式提高酶的使用效率,降低成本;另一

方面,可以通过定向进化、诱变等方式提高酶的产量、
酶的单位比活力或者转化率。高效、低耗的分离纯化

手段也会为 AA飊2G的工业化生产奠定基础。
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