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固定化糖基转移酶和蔗糖合酶偶联合成红景天苷

宗卫勇  窦文芳*

（江南大学生命科学与健康工程学院，江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】开发一种利用固定化酶偶联蔗糖合酶合成红景天苷的催化体系。【方法】以镍螯合聚丙烯酸树

脂为固定化载体 ，分别固定原核表达的糖基转移酶 UGT85AF8 和蔗糖合酶 GmSUS。其中固定化

UGT85AF8 催化酪醇发生糖基化反应，固定化 GmSUS 实现尿苷二磷酸葡萄糖（uridine diphosphate glucose，

UDPG）的循环再生。对反应体系的温度、pH、酶添加量和底物浓度等参数进行优化，考察固定化酶的重复

使用性能，并采用大孔树脂 LSA-30对红景天苷进行分离纯化。【结果】在最优条件下反应 12 h，红景天苷产量

达 11.87 g/L。连续 6 批反应的平均摩尔转化率为 88.47%，纯化后的红景天苷纯度>99%，结晶回收率为

51.49%。【结论】该研究开发的固定化酶偶联合成红景天苷的催化体系具备良好的工业化应用潜力。

关键词：红景天苷；固定化酶；糖基转移酶；蔗糖合酶；尿苷二磷酸葡萄糖

Synthesis of Salidroside by Coupling Immobilized Glycosyltransferase and 

Sucrose Synthase
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Abstract: [Objective] This study aimed to develop a catalytic system utilizing immobilized enzyme coupling 

glycosyltransferase for the synthesis of salidroside. [Method] The prokaryotically expressed glycosyltransferase 

UGT85AF8 and sucrose synthase GmSUS were immobilized on nickel-chelated polyacrylic acid resin. The 

immobilized UGT85AF8 was used to catalyze tyrosol glycosylation, and the immobilized GmSUS was used for 

the regeneration of uridine diphosphate glucose (UDPG). The reaction system conditions, including temperature, 

pH, enzyme loading, and substrate concentration, were optimized. The reusability of immobilized enzymes was 

investigated, and salidroside was separated and purified via the macroporous resin LSA-30. [Result] Under 

optimal conditions, the reaction for 12 h achieved a salidroside titer of 11.87 g/L. Moreover, the average molar 

conversion rate was 88.47% in six consecutive reaction batches. After purification, the purity of salidroside 

exceeded 99%, with a crystallization recovery rate of 51.49%. [Conclusion] The immobilized enzyme coupling 

catalytic system demonstrates promising potential for industrial-scale production of salidroside.
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红景天苷属于苯乙醇苷类化合物，由酪醇

（4-羟基苯乙醇）的醇羟基与 UDPG 的半缩醛羟基

缩合而成［1］。红景天苷广泛存在于红景天、女贞

和肉苁蓉等药食同源植物中［2］，具有抗疲劳、抗氧

化、缓解高原反应、保护神经等多种生物活性［3-4］，

目前已应用于功能食品、保健品及医药领域。近

年来，国内市场对红景天苷的需求不断增长。

红景天苷的制备方法主要包括植物提取法［5］、

化学合成法［6］、微生物发酵法［7］和酶法合成［8］。其中

植物提取法易于大量生产，是目前主要的工业化生
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产方法，但受限于原料植物资源稀缺且红景天苷含

量较低。化学合成法需引入额外的基团保护流程，

产物纯化难度大、易产生有毒废液，不符合绿色工

业化生产要求。微生物发酵法近年来取得一定的

进展，现有报道中红景天苷产量最高达 26.55 g/L［9］，

产率最大为 0.37 g/（L·h）［10］，但仍存在发酵时间长、

底物转化率低、产物纯化过程烦琐等问题。相较而

言，酶法合成具有效率高、选择性强、环境友好等优

势，逐渐受到研究人员的关注［11］。

可用于酶法合成红景天苷的酶主要包括糖苷酶

和糖基转移酶。糖苷酶兼具合成与水解双重活性，

因此利用该酶合成红景天苷的产率普遍偏低。魏胜

华等［12］以 β-葡萄糖苷酶纳米凝胶催化合成红景天苷

的产率仅为 23.7%。目前，已有多种尿苷二磷酸

（uridine diphosphate，UDP）依 赖 性 糖 基 转 移 酶

（uridine diphosphate dependent glycosyltransferases，

UGTs）用 于 红 景 天 苷 的 合 成 ，如 UGT73B6［13］、

UGT73C5［14］、UGT85A1［15］、RrUGT33［16］、UGT85AF8［17］

等。但此类糖基转移酶普遍存在异源表达可溶性

差、体外稳定性差、底物抑制效应明显等问题，制约

了其工业应用［11］。以 UGT85AF8为例，该酶在大肠

杆菌 BL21（DE3）中表达时只有极少量的酶可溶，无

法通过一步镍柱亲和层析纯化得到高纯度酶。此

外，糖基转移酶合成红景天苷需要昂贵的 UDPG作

为糖基供体，且生成的副产物 UDP会抑制反应的进

行［18］。将糖基转移酶与蔗糖合酶偶联可有效解决上

述问题，蔗糖合酶能够催化蔗糖与 UDP 反应生成

UDPG，不仅可以为糖基化反应提供糖基供体，还能

消耗抑制糖基化的副产物 UDP。Chu等［19］在肉桂醇

糖基化合成松香的过程中引入蔗糖合酶GmSUS，构

建了UDPG再生系统，实现了肉桂醇的高效转化。

作者首先筛选得到大肠杆菌中表达活性较高

的糖基转移酶 UGT85AF8，添加小分子泛素相关

修饰蛋白（small ubiquitin-related modifier protein，

SUMO）促溶标签提高其可溶性。随后以聚丙烯酸

树脂 LX-1000IDA 螯合镍离子为固定化载体，利用

重组酶的多聚组氨酸标签实现特异性吸附，制备固

定化 UGT85AF8；采用相同方法制备固定化蔗糖合

酶 GmSUS，进而构建双固定化酶偶联催化体系用

于红景天苷合成，见图 1。另外，作者对固定化酶偶

联催化反应条件进行优化，并开展多批次重复试

验。最后采用大孔树脂结合浓缩结晶工艺对反应

液中的红景天苷进行分离纯化，并通过核磁共振

（nuclear magnetic resonance，NMR）鉴定产物结构。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株来源　

蛋白质表达的宿主为大肠杆菌 BL21（DE3），载

体质粒为 pET-28a（+）和 pET-28a-SUMO，本研究中所

有 表 达 的 酶 及 GeneBank 登 录 号 见 表 1。 其 中

UGT85AF8 使用 pET-28a（+）和 pET-28a-SUMO 这 2

种质粒表达，其余酶使用质粒 pET-28a（+）表达。

图 1　UGT85AF8和 GmSUS偶联合成红景天苷示意图

Fig. 1　Schematic diagram of UGT85AF8 and GmSUS coupling for salidroside synthesis

表 1　本研究中使用的酶

Table 1　Enzymes used in this study

酶

UGT73B6

RrUGT33

UGT85A1

UGT73C5

UGT85AF8

GmSUS

来源

Rhodiola rosea

Rhodiola rosea

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Ligustrum robustum

Glycine max

GeneBank登录号

AY547304.1

MF674558.1

NM_102089.5

NM_129235.4

MZ734610.1

NM_001250596.2
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使用 GenSmart 密码子优化工具对目的基因进行

密码子优化，优化后的目的基因由天霖生物科技

（上海）有限公司合成并构建重组菌株。

1.1.2　试剂　

Ni-NTA 层析介质 、G25 葡聚糖层析介质 、

LSA-30 大孔树脂：西安蓝晓科技新材料股份有限

公司；对羟基苯乙醇、UDP、UDPG、红景天苷：上海

麦克林生化科技股份有限公司；卡那霉素、氨苄青

霉素钠、异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）、改良

型 Bradford 蛋白质测定试剂盒 ：生工生物工程

（上海）股份有限公司；3，5-二硝基水杨酸（DNS）：

上海源叶生物科技有限公司；其余培养基原料及

试剂：国药集团化学试剂有限公司。

1.1.3　培养基　

LB 培养基：蛋白胨 10 g/L、酵母粉 5 g/L、氯化

钠 10 g/L，pH 7.0。TB 培养基：蛋白胨 12 g/L、酵母

粉 24 g/L、甘 油 5 g/L、KH2PO4 2.31 g/L、K2HPO4 

12.54 g/L，pH 7.2。

1.2　方法

1.2.1　糖基转移酶和蔗糖合酶的表达与纯化　

1）糖基转移酶的表达与纯化：将 100 μL 的甘

油保藏菌液接种至 100 mL含 50 μg/mL卡那霉素的

LB 液体培养基中，于 37 ℃、220 r/min 条件下培养

15 h。以体积分数 2% 的接种量转接至 200 mL 含

50 μg/mL卡那霉素的 TB培养基中，37 ℃、220 r/min

继续培养。待培养菌液的 OD600值为 0.6~0.8时，加

入终浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG，于 16 ℃、160 r/min

诱导培养 18 h。培养结束后，菌液于 4 ℃、7 000 r/min

离心 8 min，收集菌体。每克湿菌体加入 10 mL裂解

缓冲液（50 mmol/L Tris-HCl、500 mmol/L 氯化钠、

126.1 g/L甘油，pH 7.8）重悬，冰水浴超声破碎 10 min。

破碎液于 4 ℃、12 000 r/min 离心 25 min，所得上

清液即为粗酶液。粗酶液经 Ni-NTA 层析介质纯

化、G25 脱盐柱脱盐后获得纯酶液。采用改良型

Bradford蛋白质测定试剂盒测定蛋白质质量浓度，

并通过 SDS-PAGE进行蛋白质电泳分析。

2）蔗糖合酶的表达与纯化：培养、诱导及纯化

流程与糖基转移酶一致，仅将 IPTG 诱导浓度调整

为 0.2 mmol/L。

1.2.2　酶固定化方法及固定化效果验证　

取适量湿菌体，按每克菌体加入 6 mL 裂解缓

冲液进行重悬，经超声破碎后，加入适量经预处理

的 LX-1000IDA 树脂（树脂用量通过前期试验确

定，水洗后用 100 mmol/L 硫酸镍溶液浸泡过夜）。

冰浴搅拌 1 h，静置 20 min，弃去部分上清液后抽

滤，再用磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH 7.5）洗涤

树脂，抽干后得到固定化酶。采用洗脱缓冲液

（含 500 mmol/L 咪唑的裂解缓冲液）洗脱树脂上

的蛋白质，通过 SDS-PAGE 检测是否有较明显条

带，以此验证酶的固定化效果。

1.2.3　糖基转移酶与蔗糖合酶的酶活力测定　

1）糖基转移酶的酶活力测定 ：反应体系为

1 mL，包含 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 7.5）、

8 mmol/L 酪醇、12 mmol/L UDPG 和适量酶液或固

定化酶。35 ℃反应 15 min，加入 1 mL 甲醇终止反

应，12 000 r/min 离心 10 min，采用 HPLC 测定红景

天苷浓度。酶活力单位（U）定义为：在上述条件下，

每分钟催化合成 1 μmol红景天苷所需的酶量。粗酶

液酶活力为每毫升粗酶液所具有的酶活力单位数，

固定化酶的酶活力为每克固定化酶所具有的酶活力

单位数。

2）蔗糖合酶的酶活力测定：反应体系为 1 mL，包

含 50 mmol/L Tris-HCl缓冲液（pH 7.5）、100 mmol/L

蔗糖、10 mmol/L UDP 和适量酶液或固定化酶。

35 ℃反应 15 min 后，加入 DNS 试剂，于 540 nm 处

测定吸光度，计算果糖生成量。酶活力单位（U）定

义为：在上述条件下，每分钟生成 1 μmol果糖所需

的酶量。粗酶液酶活力为每毫升粗酶液所具有的

酶活力单位数，固定化酶的酶活力为每克固定化

酶所具有的酶活力单位数。

配制不同浓度的红景天苷标准品溶液并用

HPLC 检测，绘制红景天苷标准品峰面积与红景

天苷标准品浓度（mmol/L）的函数曲线，得到标

准曲线的斜率。红景天苷浓度按式（1）计算，粗

酶液酶活力按式（2）计算，固定化酶的酶活力按

式（3）计算，固定化酶的酶活力回收率按式（4）

计算。

C 1 =
Q × A 1

k
（1）

式中：

C1——反应液的红景天苷浓度，mmol/L；

Q——样品溶液稀释倍数；

A1——反应液红景天苷的峰面积；

k——标准曲线的斜率，L/mmol。

U 1 =
C 1

T1 × V 1

（2）

式中：

U1——粗酶液的酶活力，U/mL；
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C1——粗酶液的红景天苷浓度，mmol/L；

T1——反应时间，min；

V1——反应液添加的粗酶液体积，mL。

U 2 =
C 2

T2 × m 1

（3）

式中：

U2——固定化酶的酶活力，U/g；

C2——固定化酶反应液的红景天苷浓度 ，

mmol/L；

T2——反应时间，min；

m1——反应液添加的固定化酶质量，g。

R 1 =
U 2 × m 2

U 1 × V 2

× 100% （4）

式中：

R1——酶活力回收率，%；

U2——固定化酶的酶活力，U/g；

m2——制得的固定化酶质量，g ；

U1——粗酶液的酶活力，U/mL；

V2——用于固定化的粗酶液体积，mL。

1.2.4　游离 UGT85AF8与固定化 UGT85AF8的最适

温度及热稳定性测定　

测定不同温度下游离 UGT85AF8 和固定化

UGT85AF8 的酶活力 ，确定最适温度。将游离

UGT85AF8 和固定化 UGT85AF8 分别置于磷酸缓

冲液中，于 35 ℃贮存，放置不同时间后测定酶活

力，评价其热稳定性。

1.2.5　固定化酶偶联催化的条件优化　

标准反应体系为 1 mL，包含 50 mmol/L Tris-HCl

缓冲液（pH 7.5）、16 mmol/L 酪醇、1 mmol/L UDP、

400 mmol/L 蔗糖以及等量的固定化 UGT85AF8 和

固定化 GmSUS。35 ℃反应 2 h，加入 1 mL 甲醇终

止反应，12 000 r/min 离心 15 min，通过 HPLC 测定

红景天苷浓度。首先探究固定化 UGT85AF8 和

固定化 GmSUS 的最适添加量及比例，随后依次

考察不同温度、pH、蔗糖浓度、UDP 浓度和酪醇

浓度对催化效果的影响 ，确定最佳偶联催化

条件。

1.2.6　多批次反应　

反应体系扩大为 150 mL，在 35 ℃进行多批次

偶联催化，单批次反应时间为 12 h。首批次反

应底物酪醇浓度为 40 mmol/L，监测不同反应时间

下红景天苷的转化率 ；其余批次酪醇浓度为

32 mmol/L。单批次反应结束后，用磷酸缓冲液洗

涤树脂并滤干，用于下一批次反应。

1.2.7　产物的纯化与鉴定　

参考文献［20］的方法，采用大孔树脂 LSA-30

纯化产物。反应液稀释一定倍数后加入预处理

（体积分数 95% 乙醇浸泡过夜后水洗）后的大孔树

脂 LSA-30，搅拌吸附 3 h；随后用纯水洗净，按每克

树脂加入 25 mL 体积分数 50% 的乙醇进行洗脱。

洗脱液置于 55 ℃旋转蒸发仪中进行蒸发浓缩，控

制浓缩液体积，确保每克红景天苷对应的浓缩液

体积为 1.2 mL。浓缩液于 4 ℃静置过夜进行结

晶，抽滤收集晶体，用-20 ℃无水乙醇洗涤 2 次，产

物过滤后烘干，计算结晶回收率。

分别配制 1 g/L 的红景天苷标准品溶液与产

物溶液，利用 HPLC 进行产物鉴定与纯度检测。

将纯化后的产物溶于氘代 DMSO 溶液中，通过核

磁共振氢谱、碳谱鉴定产物结构。红景天苷的摩

尔转化率按式（5）计算，纯度按式（6）计算。

R 2 =
C 1

C 0

× 100% （5）

式中：

R2——红景天苷的摩尔转化率，%；

C1——反应液的红景天苷浓度，mmol/L；

C0——反应开始时的底物浓度，mmol/L。

P =
A 2

A 0

× 100% （6）

式中：

P——产物纯度，%；

A2——1 g/L 的纯化产物溶液中红景天苷的峰

面积；

A0——1 g/L 的红景天苷标准品溶液中红景天

苷的峰面积。

1.2.8　HPLC 检测条件　

采用 Agilent 5 TC-C18色谱柱（4.6 mm×150 mm×

5 μm），流动相 A 为乙腈，流动相 B 为体积分数

0.1% 的磷酸水溶液，流量 0.5 mL/min，柱温 30 ℃，

检测波长 275 nm。梯度洗脱程序为：0~1.0 min，流

动相 A 体积分数为 13%；1.0~5.5 min，流动相 A 体

积分数为 63%；5.5~6.5 min，流动相 A 体积分数为

13%；6.5~10.0 min，流动相 A 体积分数为 13%。

2　结果与讨论

2.1　UGTs的筛选

UGTs是催化红景天苷合成的关键酶［16］，在大肠

杆菌中表达时普遍存在可溶性差、体外稳定性差、易

受底物抑制等问题，严重限制了其在红景天苷酶法

规模化制备中的应用。因此，筛选活性高、适配性强

76



Vol. 45 No. 5 宗卫勇等： 固定化糖基转移酶和蔗糖合酶偶联合成红景天苷

的糖基转移酶是构建高效合成体系的首要前提。

作者对 UGT73B6、RrUGT33、UGT85A1、UGT73C5、

UGT85AF8这 5种UGTs的粗酶液酶活力进行测定。

试验过程中适当延长反应时间并采用HPLC对产物

进行定量分析，见图 2。结果表明，通过对比反应液

产物和红景天苷标准品的保留时间，初步验证了

UGT85AF8可以催化酪醇合成红景天苷。

作者比较了 5 种 UGTs 的粗酶液酶活力及固

定化酶的酶活力，见表 2。其中 UGT85AF8的酶活

力明显高于其他酶，因此选择 UGT85AF8 作为后

续偶联反应的糖基转移酶。另外，UGT85A1 的酶

活力仅次于 UGT85AF8，而 UGT73B6、RrUGT33、

UGT73C5 的酶活力较低。一方面是由于其本身

的酶活力与稳定性较差，另一方面可能是由于它

们无法耐受 8 mmol/L的酪醇。考虑到部分糖基转

移酶的可溶性较差，无法通过单步镍柱纯化得到

高纯度的酶液，因此未对 5 种 UGTs 的比活力进行

对比分析。

2.2　UGT85AF8的可溶性表达

尽管 UGT85AF8 的酶活力最高，但是文献报

道该酶在大肠杆菌中几乎无法可溶性表达。有研

究者在 9 L 发酵体系中通过 2 步亲和层析纯化，仅

获 得 不 足 50 μg 的 目 标 蛋 白 质［17］。 为 了 实 现

UGT85AF8 的可溶性表达，作者对 UGT85AF8 进

行密码子优化，并在其 N 末端添加 SUMO 促溶标

签，成功构建了重组菌株。通过 SDS-PAGE分析未

添加标签与 SUMO 标签修饰的 UGT85AF8的表达

情况 ，见图 3。结果表明 ，仅经密码子优化的

UGT85AF8 重组菌株表达的蛋白质仍以包涵体的

形式存在，且镍柱纯化后的酶液中存在较多的杂

蛋白质；而 SUMO-UGT85AF8 粗酶液中的可溶性

蛋白明显增多，且经过镍柱纯化后得到与理论相

对分子质量（66 700）一致的单一特异性条带。

作者进一步探究了 SUMO标签对UGT85AF8粗

酶液及固定化酶的酶活力的影响，见表 2。添加

SUMO 标签后，UGT85AF8 固定化酶活力提高了约

16%。作者验证了 SUMO标签对固定化 UGT85AF8

热稳定性的影响，结果表明在 35 ℃孵育 1 h 后，

UGT85AF8剩余的固定化酶的酶活力相当于孵育前

的 53%，而 SUMO-UGT85AF8剩余的固定化酶活力

相当于孵育前的 70%。综上，SUMO 标签不仅能改

善 UGT85AF8的可溶性表达，还可有效提高其热稳

定性。

2.3　固定化对 SUMO-UGT85AF8和 GmSUS的影响

2.3.1　SUMO-UGT85AF8的热稳定性结果　

LX-1000IDA羧基载体树脂带有的亚氨基二乙

酸能与金属离子共价结合，并进一步与含有多聚组

氨酸标签的酶形成配位键。已有研究表明，基于该

固定化原理的Ni-NTA固定的吡哆醛激酶，具有良好

的温度耐受性、pH耐受性与操作稳定性［21］。另外，与

游离酶相比，经 LX-1000IDA 固定的海洋脂肪酶的

图 2　5种 UGTs催化酪醇合成产物的 HPLC 结果

Fig. 2　HPLC results of the glycosylation product of tyrosol 

catalyzed by five glycosyltransferases

表 2　UGTs的粗酶液酶活力和固定化酶的酶活力

Table 2　Enzyme activities of crude enzyme solutions and 

immobilized glycosyltransferases

酶

UGT73B6

RrUGT33

UGT85A1

UGT73C5

UGT85AF8

SUMO-UGT85AF8

粗酶液酶活力/

（U/mL）

<0.01

<0.01

0.11±0.01

<0.01

1.14±0.02

1.28±0.02

固定化酶的酶活力/

（U/g）

0.10±0.01

0.11±0.01

1.50±0.07

0.46±0.05

10.06±0.10

11.66±0.08

图 3　UGT85AF8和 SUMO-UGT85AF8的 SDS-PAGE结果

Fig. 3　SDS-PAGE results of UGT85AF8 and SUMO-UGT85AF8
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最适反应条件更稳定，热稳定性也得到显著提升［22］。

作者分别测定了固定化 SUMO-UGT85AF8 和游

离 SUMO-UGT85AF8的最适温度，并对比了 2种酶

在 35 ℃的热稳定性，见图 4。结果表明，固定化

SUMO-UGT85AF8 的最适温度为 50 ℃ ，较游离

SUMO-UGT85AF8提升了 5 ℃。在 35 ℃条件下孵

育不同时间后，固定化 SUMO-UGT85AF8的相对酶

活力始终高于游离SUMO-UGT85AF8。

2.3.2　SUMO-UGT85AF8和GmSUS的固定化效果　

对 SUMO-UGT85AF8 和 GmSUS 固 定 化 后 ，

SUMO-UGT85AF8的酶活力回收率为（130.12±1.12）%，

GmSUS 的 酶 活 力 回 收 率 为（68.15±0.94）% 。

SUMO-UGT85AF8 的酶活力回收率大于 100%，可

能的原因是：固定化过程提高了酶的稳定性；酶与

树脂的相互作用改变了酶的分子构象，导致酶活

力提高；粗酶液反应体系复杂，含有小分子抑制

物质。

2.4　偶联反应条件优化结果

为降低昂贵的糖基供体 UDPG的用量，在糖基

化反应体系中引入蔗糖合酶构建偶联催化体系是

目前常用的改造策略［14］。同时，引入蔗糖合酶还可

以避免高浓度 UDPG参与反应时，体系中 UDP积累

对糖基转移酶的反馈抑制作用。大豆来源的蔗糖

合酶 GmSUS对黄酮类和酚类底物具有良好的耐受

性［19］，且其最适 pH 为 7.0［23］，相较于其他蔗糖合酶，

与糖基转移酶的最适 pH 更接近。基于此，引入

GmSUS构建偶联催化体系。

作者对固定化 SUMO-UGT85AF8 和固定化

GmSUS 偶联催化体系进行了反应条件优化，见

图 5。将 1 mL 反应液中固定化蔗糖合酶的添加量

固定为 0.03 g（相当于 4.2 U/mL），设置固定化

SUMO-UGT85AF8 的添加量分别为 0.006、0.015、

0.030、0.060、0.090、0.120、0.180 g。结果表明，当

固定化 SUMO-UGT85AF8 与固定化 GmSUS 的质

量比为 3∶1，即固定化 GmSUS 添加量 0.03 g、固定

化 SUMO-UGT85AF8 添加量 0.090 g 时，红景天苷

的产量最高，为 3.73 g/L，见图 5（a）。当 2 种固定

化酶的质量比提升至 4∶1 甚至 6∶1 时，偶联反应的

红景天苷产量明显下降，这可能是由于反应体系

中 UDP 浓度持续升高，限制了糖基转移酶的催化

活性。不同温度下偶联反应的红景天苷产量见

图 5（b），在 45 ℃下红景天苷的产量和摩尔转化

率最高。该温度相较于固定化 SUMO-UGT85AF8

的最适温度有所下降，可能是植物来源的蔗糖合

酶的最适温度较低导致的［24］。蔗糖合酶反应的适

宜条件一般为酸性，而糖基转移酶则适宜在中性

或偏碱性条件下反应。基于此，作者测定了不同 pH

下偶联反应的红景天苷产量，最终确定偶联反应的

最适 pH 为 7.5，见图 5（c）。不同蔗糖浓度下偶联

反应的红景天苷产量见图 5（d）。当蔗糖浓度为

400 mmol/L时，红景天苷的产量最高，达 3.76 g/L；

当蔗糖浓度≥500 mmol/L 时，红景天苷产量下降，

这一现象可能是由于高浓度蔗糖会产生抑制效

应，同时反应液渗透压与黏度升高，阻碍了催化反

应的高效进行。UDP 是蔗糖合酶的底物，但其浓

度过高会抑制糖基转移酶活性［25］。UDP浓度对偶

联反应中红景天苷产量的影响见图 5（e）。红景天

苷产量和摩尔转化率随 UDP 浓度的增加而升高；

当 UDP 浓度为 1.5 mmol/L 时，红景天苷的产量和

摩尔转化率分别为 3.99 g/L 和 82.3%；当 UDP 浓度

高于 1.5 mmol/L 时，红景天苷的产量和摩尔转化

率降低，表明在此浓度下 UDP 对糖基转移酶的抑

制作用明显。高浓度酪醇会对糖基转移酶产生一

定的抑制作用，但适宜浓度的酪醇可促进红景天

苷的积累。不同酪醇浓度下偶联反应中红景天苷

图 4　SUMO-UGT85AF8的最适温度和热稳定性

Fig. 4　Optimal temperature and thermal stability of 

SUMO-UGT85AF8
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的产量和摩尔转化率见图 5（f）。当酪醇浓度为

8~32 mmol/L时，红景天苷产量随酪醇浓度的增加

明显升高；当酪醇浓度≥40 mmol/L 时，红景天苷产

量随酪醇浓度的增加无显著变化。同时，随着酪

醇浓度的增加，红景天苷的摩尔转化率稳定下降，

这可能是由于反应时长不足导致高浓度底物无法

充分转化。因此，选择 32 mmol/L作为后续多批次

反应的起始酪醇浓度。

2.5　反应体系扩大和多批次反应结果

为验证固定化酶偶联催化体系的操作稳定性

及规模化应用潜力，将反应体系扩大至 150 mL 并

进行多批次反应，见图 6。结果表明，首批次反应

的红景天苷产量可达 11.87 g/L，摩尔转化率高达

98.8%。在前 5 批次反应中，红景天苷产量维持在

7.9 g/L 以上，摩尔转化率保持在 80% 以上，表明该

固定化酶至少可以稳定反应 5 个批次。第 6 批次

反应的红景天苷产量和摩尔转化率明显下降，说

明此时固定化酶活力明显下降。6 个反应批次的

红景天苷平均产量为 10.63 g/L，平均摩尔转化率

为 88.47%。综上，该固定化酶偶联催化体系具备

良好的操作稳定性与规模化应用潜力。

2.6　纯化产物的鉴定和纯度

采用大孔树脂 LSA-30对偶联反应液中的红景

天苷进行分离纯化，并在水中结晶产物。结果表明，

结晶回收率仅为 51.49%，这是由于红景天苷在水中

的溶解度较高。后续为了提高结晶回收率，可以考

虑在体积分数 95%的乙醇中结晶。使用HPLC分别

分析了纯化产物和红景天苷标准品，发现纯化产物

图 5　偶联催化体系的反应条件优化

Fig.  5　Optimization of reaction conditions for coupling catalytic system
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和红景天苷标准品的保留时间均为 7.68 min，通过

峰面积计算纯化产物的纯度为 99.6%。纯化产

物的 13C-NMR 谱图见图 7。该物质的碳谱数据

为 13C-NMR（101 MHz， DMSO），δ为 156.09、130.22、

129.07、115.49、103.32、77.37、77.27、73.93、70.59、

70.37、61.58、35.31，该结果与文献报道的结果基本

一致［26］。综上，本试验纯化产物为红景天苷。

3　结论

本研究聚焦红景天苷的高效酶法合成工艺，从

关键的糖基转移酶入手，筛选出一株异源表达后体

外活性较高但可溶性较差的 UGT85AF8；通过添加

SUMO促溶标签，有效改善了其可溶性和热稳定性；

进一步引入GmSUS构建UDPG循环再生系统，并采

用 LX-1000IDA树脂对 2种酶进行固定化，成功构建

了双固定化酶偶联催化体系。在最优反应条件下，

该体系可实现连续 6个批次的高效转化，红景天苷

平均产量为 10.63 g/L，平均摩尔转化率为 88.47%。

综上，本研究建立的基于固定化酶偶联合成红景天

苷的策略具有良好的工业化应用潜力，为红景天苷

高效酶法合成工艺的建立提供了理论依据。

尽管 SUMO 标签修饰可提升 UGT85AF8的可

溶性表达，但该酶的可溶性仍有较大的优化空间。

后续可通过分子伴侣共表达、融合其他促溶标签、

蛋白质理性设计等手段进一步改良其酶学性质。

作者前期已尝试通过理性设计改善 UGT85AF8 的

可溶性，将 UGT85AF8与 UGT85A家族的其他成员

进行蛋白质序列对比，将 UGT85AF8的非保守位点

替换为高度保守的位点，且优先将疏水氨基酸替换

为亲水氨基酸，将存在于 α螺旋的亲水区疏水氨基

酸转化为亲水性氨基酸［27］，最终共获得 32个候选突

变位点；结合 AggreProt软件预测的蛋白质聚集倾

向区域，进一步筛选获得 6个聚集核心区域附近的

优势突变位点［28］。但后续试验发现，这 6个点突变

的酶均未观察到较好的可溶性改善，或者尽管可溶

性得到改善但是酶活性和稳定性明显下降。针对

本研究存在的不足，后续可从以下 5个方面开展研

究：1）对初步建立的突变体库中的其余突变位点进

行验证；2）使用 SWISS-MODEL 构建蛋白质结构

后，用 AggreProt预测蛋白质的溶剂可及性，选择蛋

白质表面暴露的易聚集区域进行突变；3）用 CASTp

预测蛋白质的活性位点，在远离活性中心的区域进

行突变；4）采用细菌或真菌来源的蔗糖合酶代替植

物来源的蔗糖合酶，进一步提高固定化酶体系的操

作稳定性；5）使用强碱型阴离子交换树脂回收反应

液中较昂贵的UDP和UDPG。
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