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摘要:本文对近年来关于嗜热糖苷酶的研究进行了全面的论述,包括嗜热糖苷酶基因的克隆与表达的现状以及

在酶法合成糖苷类化合物方面的应用,对比分析了目前提高转糖苷效率的方法,如定点突变、合理设计溶液体

系、微波辐射等。在糖苷类化合物的水解与合成的工业生产中,嗜热糖苷酶以其良好的热稳定性可望成为一类

高效、稳定的工具酶。
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Abstract:Inthispaper,theprogressofthermostableglycosidasesinrecentyearshasbeen
summarizedindetail,includingthecurrentstateofcloningandexpressionofglycosidasesand
applicationsinenzymaticsynthesisofglycosidiccompounds.Themethodsofimprovingtheef灢
ficiencyoftransglycosylation,suchassitedirected mutagenesis,rationaldesignofsolution
systemandmicrowaveradiation,havealsobeencomparativelyanalyzed.Withthehighther灢
mostability,thermostableglycosidasesareexpectedtobeahighlyefficientandstabletoolen灢
zymeintheindustrialproductionofglycosidecompoundsforhydrolysisandsynthesis.
Keywords:glycosidase,clone,expression,glycoside,synthesis,site飊directedmutagenesis,ionic
liquid,microwaveradiation

0暋引言

暋暋最适生长温度在40曟以上的微生物称作嗜热微

生物,包括细菌、古细菌和真菌3大类,其中以古细菌

来源的较多,而真菌较少。嗜热酶一般指从嗜热微生

物中分离得到的一类热稳定性酶。酶作为有活性的

大分子在应用过程中常受环境影响而表现出不稳定、
失活等情况,尤其在高温、强酸、强碱等极端条件下。
与常温酶相比,嗜热酶具有众多优势,因此近年来受

到越来越多研究者的关注[1]。近年来,关于嗜热酶的

性质和应用屡见报道,其中研究的热点包括用量占世

界酶制剂总量30%的淀粉酶,木聚糖酶,蛋白水解酶

以及DNA聚合酶等。

暋暋糖苷酶又称为糖基水解酶,是一类水解O飊、N飊
和S飊连接糖苷键的酶,由于在催化反应的过程中不
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需要任何辅因子或辅酶,因此它们是真正意义上的水

解酶。糖苷是糖的半缩醛羟基上的氢被配基取代,进
而失去一分子水或其它小分子化合物而形成的化合

物,普遍存在于自然界,在生物体内发挥着重要的作

用,如植物的生长,果实成熟时散发的气味等。许多

糖苷化合物因具有药用价值而引起人们的关注,如人

参皂苷,熊果苷等。目前主要通过生物提取、化学合

成和酶法合成3种方法来获得糖苷化合物[2]。通常

糖苷在天然产物中含量很低,且提取过程复杂,从而

限制其大规模生产,而化学合成法不仅需要繁琐的保

护/去保护步骤,且反应条件剧烈,最终产率较低,同
时对环境易造成污染。酶法合成糖苷类化合物反应

条件温和,糖基化反应一步即可实现,不仅避免了多

步的保护/去保护步骤,且具有立体选择性高、副反应

少和对环境友好等优点,因此,酶催化制备糖苷技术

日益受到重视。糖基转移酶和糖苷酶在酶法合成糖

苷化合物的过程中起着重要作用。糖基转移酶在催

化合成反应时需要以活化的核苷磷酸糖作为糖基供

体,但核苷磷酸糖价格昂贵,在很大程度上限制了其

在大规模生产糖苷化合物中的应用。糖苷酶可以非

活化的糖作为糖基供体,因此被广泛用于各类糖苷化

合物的合成[3]。

1暋嗜热糖苷酶基因的克隆与表达现状

暋暋随着克隆表达技术日趋成熟,大量的嗜热糖苷酶

已被克隆出来,并在大肠杆菌或酵母中进行异源表

达。微生物以其丰富的多样性、较高的活力成为糖苷

酶最主要的来源。表1列出了部分近年来克隆表达

出的嗜热糖苷酶基因。到目前为止,嗜热糖苷酶克隆

基因与表达的研究主要集中于嗜热古细菌,然而,来
源于嗜热真菌的糖苷酶也屡见报道,在细菌方面,主
要来源于芽胞杆菌。

暋暋因毬飊葡萄糖苷酶和毬飊半乳糖苷酶在工业生产中

的应用价值较高,多数研究集中在对这两类酶的筛选

上。古细菌生长条件极端,如高温、厌氧等,这在实验

室条件下很难达到,因此,古细菌来源的糖苷酶多数

以大肠杆菌进行异源表达。而对于嗜热真菌来说,培
养温度常在30~55曟左右,且不需要厌氧条件,在实

验室条件下易于培养,因此,很多研究者常用真菌自

身来进行糖苷酶的表达,但与大肠杆菌相比,培养时

间较长[4]。从最适反应pH 值上来看,除嗜酸和嗜碱

等微生物来源的酶除外,多数糖苷酶的最适反应pH
值为5.0~8.0。酶的热稳定性是酶催化反应要考虑

的一个重要因素。嗜热古细菌由于自身生长温度比

较高,所产糖苷酶的稳定性整体要比细菌和真菌所产

的糖苷酶的稳定性要好。目前,热稳定性最好的糖苷

酶是来自于Pyrococcusfuriosus的毬飊葡萄糖苷酶,在

100曟和110曟的半衰期分别为85h和13h[5]。

表1暋嗜热糖苷酶性质的比较

Table1暋Comparisonofpropertiesofthermostableglycosidase

类别
Category

菌种
Strain

酶
Enzyme

表达宿主
Host

最适温度
Optimum
temperature
(曟)

最适pH 值
OptimumpH

分子量
Molecular
mass(kDa)

参考文献
Reference

Achaebacte灢
ria

Thermotoga
maritima 毬飊galactosidase E.coli 80 5.3 120/240 [6]

Pyrococcus
furiosus 毬飊glucosidase P.furiosus 102~105 5.0 58/230 [5]

Thermoplasma
acidophilum 毩飊glucosidase E.coli 80 5.0~6.0 82/409 [7]

Thermotoga
naphthophila 毬飊galactosidase E.coli 90 6.8 70 [8]

Thermotoga
neapolitana 毬飊glucosidase E.coli 95 5.0~7.0 52 [9]

Bacteria Saccharopolyspora
rectivirgula 毬飊galactosidase S.rectivirgula 55 7.2 145 [10]

Dictyoglomus
thermophilum 毬飊glucosidase E.coli 90 7.0 51.8/114.4 [11]

Thermomyces
lanuginosus 毩飊galactosidase T.lanuginosus 65 5.0~5.5 93 [12]

Fungus Thermoascus
aurantiacus 毬飊mannosidase T.aurantiacus 76 2.5~3.0 99.9 [13]

Sterigmatomyces
elviae 毬飊galactosidase S.elviae 85 4.5~5.0 86/170 [4]
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2暋嗜热糖苷酶在酶法合成糖化合物中的应用

暋暋酶法合成糖化合物的研究日趋成熟,到目前为

止,利用糖苷酶合成糖苷化合物的种类也非常丰富,
如寡糖、脂肪醇和芳香醇的糖基化,也有酚类,生物碱

及多肽的糖基化等[14]。随着一些新型嗜热糖苷酶出

现,嗜热糖苷酶在酶法合成糖苷化合物方面的应用也

逐渐增多。

2.1暋功能性低聚糖的合成

暋暋功能性低聚糖是一种益生元,它们不能被人体内

的酶所分解,从而可被肠道内的乳酸菌和双歧杆菌所

利用,促进肠道健康,现已广泛用于日本和西方等发

达国家的食品当中,如低聚半乳糖、低聚果糖和乳果

糖等。低聚糖的合成一般用糖苷酶的转糖苷活力进

行合成,以二糖为糖基供体,单糖或寡糖为糖基受体。
与常温酶相比,使用嗜热酶催化合成低聚糖不但可以

增加反应底物的溶解度,而且可以防止反应过程中微

生物污染。用嗜热糖苷酶合成低聚糖的简要概况如

表2。目前功能性低聚糖合成主要用毬飊半乳糖酶,每
年在奶酪加工过程中会有大量废弃的乳清,其中含有

大量的乳糖,这些废弃的乳清可以成为低聚半乳糖生

产的来源,既节约资源,又避免对环境造成危害。低

聚糖的产量主要由起始的底物浓度和酶源决定,一般

来讲,随着起始底物浓度的增加,产量也随之上升,但
底物浓度不一定与产量成直接对应的关系,因为不同

来 源 的 糖 苷 酶 合 成 低 聚 糖 的 能 力 不 同。 其 中

Sulfolobussolfataricus的毬飊半乳糖苷酶产低聚半乳

糖的产量最高,可达315g/L,但需较长的反应时

间[15]。乳糖在水中的溶解度较低,因此较高的反应

温度可以提高乳糖在反应体系中的溶解度。Reuter
等[16]用不同来源的毬飊半乳糖苷酶进行低聚半乳糖

的合成,证明S.solfatraicus来源的酶的产量明显高

于其他来源的酶。

表2暋嗜热糖苷酶合成功能性低聚糖现状

Table2暋Synthesisofoligosaccharidesbythermostableglycosidase

菌种
Strain

酶
Enzyme

产物
Product

底物
Substrate
(W/V)

反应温度
Reaction
temperature
(曟)

产量
Yield(%)

时间
Time
(h)

参考文献
Reference

Sterigmatomyces
elviae 毬飊galactosidase Galactooligo灢

saccharides 20%lactose 60 39 24 [4]

Sulfolobus
solfataricus 毬飊galactosidase Lactulose 40%lactose

20%fructose 80 12.5 6 [17]

Thermogoga
maritima 毬飊galactosidase Galactooligo灢

saccharides 50%lactose 80 18 6 [18]

Sulfolobus
solfataricus 毬飊galactosidase Galactooligo灢

saccharides 60%lactose 80 52.5 56 [15]

2.2暋烷基糖苷的合成

暋暋烷基糖苷是一种新型非离子表面活性剂,刺激性

小,且可生物降解,在医药、食品及化妆品等领域都有

较高的应用价值。烷基糖苷常用葡萄糖为原料,所用

醇的碳链长度一般为8~18。由于烷基糖苷的合成

要在醇/水双相或单相反应体系中进行,这需要酶耐

有机溶剂的稳定性要好,且随着醇链长度的增加,反
应体系的粘度上升,使反应进程缓慢,这使得糖苷酶

在合成烷基糖苷时用的醇链长度不能过长,多数在

12 以 下。Zou 等[11] 用 逆 水 解 的 方 法 以

Dictyoglomusthermophilum 的毬飊葡萄糖苷酶合成

辛基飊葡萄糖苷,在50曟时,反应达到平衡需要7d,
当反应温度上升到70曟时,反应达到平衡所需的时

间缩短到3d,且反应起始速率明显上升。Garc湭a飊
Garibay等[19]对比超嗜热毬飊糖苷酶和大肠杆菌毬飊半

乳糖苷酶分别在90曟和37曟下进行庚基飊半乳糖苷

的合成,发现乳糖在37曟下的溶解性不高,且酶在庚

醇/水单相体系中的稳定性差,当用超嗜热糖苷酶进

行反应时,反应初速率比原来高出3.4倍,乳糖溶解

度提高。反应还发现乳糖水解后的葡萄糖和半乳糖

可直接与庚醇进行逆水解反应。Turner等[20]用

Thermotoganeapolitana毬飊葡萄糖苷酶进行己基和

辛基飊葡萄糖苷的合成,合成与水解的比率高达5.1,
在烷基糖苷合成方面有很广的应用前景。目前,嗜热

糖苷酶在烷基糖苷合成方面的研究还处于初级阶段,
用于烷基糖苷合成的嗜热糖苷酶比较少,或醇链长度

在8以下。

2.3暋L飊抗坏血酸的糖基化

暋暋L飊抗坏血酸是一种重要的化学品,在食品和膳食

补充剂中具有广泛的应用。然而,L飊抗坏血酸非常易

于降解,因此限制了其应用范围[21]。在 L飊抗坏血酸

的羟基上进行修饰(例如糖基化或磷酸化),能够有效

地稳定L飊抗坏血酸。抗坏血酸糖苷可广泛应用于化

妆品,食品和保健品领域。Toyoda飊one等[22]试图通
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过化学方法合成抗坏血酸糖苷,但发现程序太复杂,
不适合大规模生产。目前,抗坏血酸糖苷的生产方法

主要是生物合成法(表3)。通过生物转化生产抗坏

血酸糖苷是由日本林原公司生物化学实验室和冈山

大学药理学系联合发现的。该反应由具有毩飊环糊精

和L飊抗坏血酸为底物,环麦芽糖糊精葡聚糖转移酶

催化,抗坏血酸糖苷的纯度可达到97%[23]。到目前

为止,已经有数种酶可用于抗坏血酸糖苷生产,其中,

毩飊葡糖苷酶和环糊精葡萄糖基转移酶是常用的两种

催化剂。

暋暋环糊精葡萄糖基转移酶由于具有较高的底物特

异性,被认为是大规模生产抗坏血酸糖苷的最佳

酶[24],毩飊和毬飊环糊精通常用作糖基供体。但是,在环

糊精葡萄糖基转移酶催化下,有许多抗坏血酸多糖与

抗坏血酸糖苷一起产生,因此需要用葡糖淀粉酶做进

一步处理。Prousoontorn等[25]使用氧化铝作为载体

的固定化的环糊精葡萄糖基转移酶合成抗坏血酸糖

苷,产率为2.92%。Gudiminchi等[26]使用商品化的

来源于热厌氧杆菌的环糊精葡萄糖基转移酶转糖基

合成抗坏血酸糖苷,产量高达143g/L,这是目前所

有研究中获得的最高产量。应用于合成抗坏血酸糖

苷的嗜热糖苷酶(高于60曟)较少,虽然高温会加速

L飊抗坏血酸的降解,但是由于某些嗜热酶具有较快的

转糖苷速率而大大缩短反应时间,并提高产率,因此,
嗜热糖苷酶用于合成抗坏血酸糖苷有较好的应用

前景。
表3暋糖苷酶合成抗坏血酸糖苷

Table3暋SynthesisofGlucopyranosyl飊L飊ascorbicacidbyglycosidase

菌种
Strain

酶
Enzyme

底物
Substrate

温度
Tempera灢
ture(曟)

产量
Yield

时间
Time

参考文献
Reference

Aspergillusniger 毩飊glucoside Maltose,L飊ascorbicacid 50 — 5h [21]

Thermoanaerobactersp. 毩飊cyclodextrin glucano灢
transferase

300g/L毩飊cyclodextrin
250g/LL飊ascorbicacid 50 143g/L 4h [26]

Arthrobacter
globiformisA19

毩飊isomaltosylglucosac灢
charide飊formingenzyme

5% (W/V)Maltopentao飊
se,5% (W/V)L飊ascorbic
acid

50 24.3% 48h [27]

2.4暋其它糖化合物的合成

暋暋近年来,有些嗜热糖苷酶可用于生物活性糖苷化

合物的合成。如熊果苷,广泛用于化妆品产品当中,
是一种酪氨酸酶抑制剂,具有美白的功效[28]。Seo
等[7]用来自于Thermoplasmaacidophilum 的毩飊葡

萄糖苷酶作为催化剂,以麦芽糖为糖苷供体,在80曟
条件下合成了两种毩飊熊果苷。同样,Park等[9]以纤

维二糖为糖苷供体,用Thermotoganeapolitana毬飊
葡萄糖苷酶合成了3种熊果苷。Alcaro等[29]用来自

于Sulfolobussulfataricus的毬飊糖苷酶将双二乙氨

乙基芴酮酯进行糖基化,不仅增强了其抗 HSV飊2活

性和干扰素活性,还降低了这类物质对细胞的毒性。

3暋提高糖苷酶转糖苷效率的方法

3.1暋糖苷酶的定点突变

暋暋在过去的十几年中,由于糖苷酶出色的立体选择

性,酶催化反应用于构建糖苷键已经被证明是非常有

效的合成糖苷化合物的方法[30]。催化合成糖苷化合

物的糖苷水解酶的用途往往受到水解和转糖苷反应

之间的竞争的限制。

暋暋为了克服糖苷酶在转糖基反应中的限制因素,许

多研究集中在对酶的活性位点区域进行定点突变,以
提高反应速率。通过突变其催化亲核残基为非亲核

残基而使酶的水解活性失活。这些酶具有高活性,能
够接受活化的糖基供体从而催化对受体分子的转糖

基反应[31]。与天然糖苷酶相比,工程酶在催化合成

的速率和产量上都有所提高。第一个糖基化酶在

1998年由 Mackenzie报道[32],同天然糖苷酶一样,糖
基化酶也有保留和翻转两种机制。另一种类型的糖

基化酶是巯基乙醇转移酶工程酶,其中突变的残基是

酸/碱羧基,而不是如先前所述的糖基化酶中的亲核

残基。在这种情况下,使用良好的离去基团底物(如
二硝基苯酚),有利于催化过程的糖基飊酶中间体的

形成[33]。

3.2暋离子液体在糖苷合成中的应用

暋暋离子液体在近些年来作为用于化学和生物催化

有机合成的一类新的 “绿 色暠溶 剂 而 受 到 很 多 关

注[34]。离子液体是一类在环境温度下为液态的盐,
通常是极性和非挥发性的。与许多其他不具有环境

友好性和危险性的有机溶剂不同,离子液体具有可忽

略不计的蒸气压并且不易燃的优点。大多数研究使

用与水混溶或不混溶的1,3飊二烷基咪唑盐,例如
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[MMIm]、[MeSO4]、[BMIm]和[PF6]等。从常规溶

剂转换为离子液体能够增加底物溶解度,使催化剂性

能在活性、稳定性和选择性方面得到显著改善,还可

以提高催化剂可再循环性和产物回收率。目前,离子

液体应用于酶催化已经取得了一些成果[34]。然而使

用糖苷酶在离子液体中合成糖苷化合物的研究很少,
抑制水解的能力和与极性反应物的相溶性使得离子

液体可以成为糖基化过程中非常理想的溶剂[35]。

Ferdjani等[36]比较了不同糖苷酶在离子液体中的稳

定性后得出结论,高度热稳定性的糖苷酶适合选用水

溶性离子液体作为绿色溶剂用于生物催化反应。

暋暋为了抑制糖苷酶的水解反应活力,可以通过使用

有机溶剂或使用冷冻缓冲液的方法降低水活度。然

而,大多数与水不混溶的溶剂不能溶解糖类,而水混

溶性溶剂如 DMSO 和 DMF虽然溶解糖类,但当浓

度高于20%时会使糖苷酶失活。与普通溶剂相比,
离子液体具有广泛可调的性质,如疏水性、极性和与

其他溶剂的混溶性,使其可以应用于各种化学反应,
包括糖基化反应。Forsyth等[37]研究发现阳离子尾

基在溶解乳糖中发挥重要作用。Liu等[38]的研究表

明,含有二烷基咪唑鎓阳离子和二氰胺阴离子的离子

液体是糖类的良好溶剂。Yang等[39]使用来自于

Thermotoganaphthophila 的嗜热毬飊半乳糖苷酶在

仅有2.5%离子液体 Ammoeng102作为共溶剂的条

件下催化合成不同碳链长度(C4飊C14)的烷基半乳糖

苷,产量最高可提高 2.37 倍,研究发现离子液体

Ammoeng102不仅可以抑制毬飊半乳糖苷酶的水解

活力,还能在高温下(95曟)对酶起到保护作用。离子

液体还可以通过改变反应体系的极性增加糖类的溶

解度,因此为合理设计糖基化反应体系提供了多种新

的机会。

3.3暋微波辐射在糖生物学中的应用

暋暋微波辐射以环保,减少浪费和缩短反应时间的优

势现已被广泛应用于合成化学反应。在生物催化中,
微波辐射主要用于增强酶的活性和选择性[40]。微波

辐射可以引起有些酶的酶活性的下降甚至完全丧失,
因此,相较于中低温酶,嗜热酶由于具有较好的稳定

性而更适合于微波辐射反应,中温酶可以通过酶固定

化或使用离子液体从而克服酶在微波加热下稳定性

差的问题。

暋暋Yang等[41]在微波辐射控温75曟条件下使用嗜

热毬飊半乳糖苷酶转糖苷作用合成烷基糖苷,3.5h即

可达到反应平衡,与传统加热相比,微波辐射法可提

高产率11倍。Jaitak等[42]使用来源于芽孢杆菌的

毬飊环糊精葡聚糖转移酶糖基化甜菊苷,该酶在微波

下表现出高转糖苷速率,催化合成仅产生两种类型糖

基化甜菊苷的产物,仅1min即可完成反应,两种产

物的产率分别是66%和24%。该方法节省了很多时

间和能量,从商业角度来看,具有生产不含苦味的改

性甜菊糖苷的潜力。

暋暋微波辐射相对于传统加热条件,酶催化有机合成

的选择性大大提高,反应时间明显缩短,酶催化效果

更好,对糖苷化合物的合成具有重要意义。

4暋展望

暋暋嗜热糖苷酶作为糖苷化合物合成的一类工具酶,
将在酶法催化和糖生物学的研究中占有重要地位。
随着克隆表达技术的成熟,新酶的筛选不再是难题,
相信随着越来越多嗜热菌的发现,新的嗜热糖苷酶品

种会越来越丰富。嗜热糖苷酶在低聚糖方面的应用

相对于烷基糖苷的合成要成熟很多,现阶段合成烷基

糖苷的研究以一元醇居多,二元和三元醇的糖基化研

究较少。嗜热糖苷酶在高温,低水活度的有机介质中

的稳定性比常温酶要好,而恰恰在这种条件下的有机

介质中产率可能会有所提高。在合成烷基糖苷的应

用中,嗜热糖苷酶具有巨大潜力。关于合成生物活性

物质的嗜热糖苷酶的研究数量不多,相信在不久的将

来,寻找这些生物活性物质并建立起高温反应体系是

许多研究嗜热糖苷酶学者的另一目标。国内外相关

研究证明,嗜热糖苷酶作为一种新型催化剂,有较好

的应用前景。
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