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生物催化天然产物的糖基改构与进展
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摘要：糖基改构是一种十分重要且独特的天然产物结构修饰方式，能有效改善天然产物的水溶性、稳

定性及药理活性，在自然界中由相关的糖基转移酶(glycosyltransferases，GTs)催化完成。植物天然产

物的糖基改构主要通过尿苷二磷酸糖基转移酶(uridine diphosphate glycosyltransferases，UGTs)实现，然

而大多数UGTs的催化活性、稳定性、底物特异性、区域选择性较低，难以满足工业催化要求。本文综

述了发生糖基化天然产物的种类及其相关糖基转移酶的分类、挖掘、表征、改造，为开展提高UGTs催
化效率的研究提供参考。

关键词：UDP-糖基转移酶；天然产物；糖基化修饰；生物催化

Research progress of glycosylation modification and
biocatalytic natural products

YANG Qian1, XING Dengxue1, QIN Lei2,3*, LI Chun1,2,3*
(1School of Chemistry and Chemical Engineering/State Key Laboratory Incubation Base for Green Processing of Chemical

Engineering, Shihezi University, Shihezi 832003, China; 2Key Laboratory of Medical Molecule Science and Pharmaceutics

Engineering, Ministry of Industry and Information Technology, Institute of Biochemical Engineering, School of Chemistry

综述

收稿日期：2024-04-29
基金项目：国家自然科学基金(22138006，22108154)
第一作者：E-mail: 547592564@qq.com
*通信作者：秦磊，E-mail: qinleithu@tsinghua.edu.cn；李春，E-mail: lichun@tsinghua.edu.cn

李春，清华大学长聘教授，博士生导师，国家杰出青年科学基金获得者。长期从事

代谢工程与合成生物学、生物催化与酶工程的研究，聚焦甘草萜烯类和黄酮类天然

产物的酶转化与微生物合成、工业菌种智能抗逆分子设计与工程应用。在Metabolic
Eng、ACS Synth Biol、ACS Catal、ACS Energ Lett、Nat Commun、AIChE J、Chem
Eng Sci、J Biol Chem、Appl Environ Microbiol、J Phys Chem Lett等期刊发表论文400
余篇，获授权发明专利40项，获省部级科技成果奖5项。国务院政府特殊津贴专家，

全国“生物工程学”首席科学传播专家，获“侯德榜化工科技创新奖”。编著教材

和专著11部章，其中主编的《合成生物学》和《生物工程与技术导论》已成为高校

广泛使用的教材。现担任中国生物工程学会合成生物学专委会副主任、中国化工学

会生物化工专委会副主任。担任《合成生物学》期刊执行主编，Front Bioeng Biotech
副主编，Synth Systems Biotech和《化工进展》《催化学报》《过程工程学报》等多个

期刊编委。

https://doi.org/10.13488/j.smhx.20240334
https://doi.org/10.13488/j.smhx.20240334


and Chemical Engineering, Beijing Institute of Technology, Beijing 100081, China;
3Key Laboratory of Industrial Biocatalysis, Ministry of Education, Department of Chemical

Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China)

Abstract: Glycosyl modification is a very important and unique natural product structure modification
method, which can effectively improve the water solubility, stability, and pharmacological activity of natural
products. In nature, it is catalyzed by related glycosyltransferases (GTs). The glycosylation modification of
natural plant products is mainly achieved through uridine diphosphate glycosyltransferases (UGTs). However,
the catalytic activity, stability, substrate specificity, and regional selectivity of most UGTs are low, making it
difficult to meet industrial catalytic requirements. This paper reviews the types of natural products that undergo
glycosylation and the classification, excavation, characterization, and modification of related glycosyltrans-
ferases, providing reference for research on improving the catalytic efficiency of UGTs.
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天然产物是由动物、植物及海洋生物和微生物

体内分离出来的次级代谢产物及生物体内源性生

理活性化合物[1]。独特的化学结构使天然产物具有

多种独特的药理活性，尤其是植物次级代谢产

物，因具有抗凝血、抗疟疾、抗肿瘤、抗氧化、

抗衰老、抗炎等生理活性，而被应用于药品、营

养品和化妆品的生产[2]，如黄花蒿茎叶中的青蒿

素[3]、甘草中的甘草酸[4]、柴胡根中的柴胡皂苷[5]

等。然而，未经修饰的天然产物利用率较低，目

前通常利用糖基化、羟基化、甲基化、乙酰化等

多种方式来提高天然产物结构的复杂性和多样

性。糖基化反应是各种修饰方式中应用最广泛的

化学反应，参与了调节激素的动态平衡、外源物

质的解毒以及次生代谢物的生物合成和储存等多

种功能[6]，可以改变化合物的稳定性、溶解性和生

物活性等[7]。本文综述了生物催化天然产物糖基改

构过程中糖基转移酶的挖掘、表征和改造以及糖

基化产物的应用。

1 糖基化天然产物的种类与生理作用

天然产物的糖基化修饰通常可以有效改善其理

化活性，尤其在改善溶解度和提高稳定性等方面

效果显著[8]。

1.1 糖基化天然产物的种类

植物天然产物以结构分类可分为萜烯类、黄酮

类、生物碱和酚酸等[9]。在植物中，几乎所有主要

类别的次级代谢物都可以被糖基化，糖基化修饰

可以促使天然产物化学结构更加丰富。萜烯类化

合物是最大的一类天然产物，其中包含大量糖基

化天然产物。Zhao等 [ 1 0 ]挖掘到的糖基转移酶

UGT91Q2催化橙花叔醇糖基化得到的橙花叔醇糖

苷即为一种倍半萜烯类化合物。生物碱是一种天

然存在的含氮碱性化合物，番茄中检测到的糖基

化产物α-番茄碱即为甾体类生物碱[11]。淫羊藿中黄

酮醇经糖基化修饰得到结构多样的黄酮醇苷，属

于黄酮类化合物[12]。Hansen等[13]证明，香兰素醛

(vanillin aldehyde，VAN)在体内糖基化形成香兰素-
葡萄糖苷(VAN-glu)，属于酚酸类化合物。

1.2 糖基化提高水溶性

天然产物如黄酮类化合物、五环三萜类化合物

等由于水溶性较差限制了其临床应用。而糖基化

修饰是一种提高天然产物溶解度的有效方法。虾

青素是一种高价值天然产物，然而虾青素的疏水

性导致其生物利用度较低，Chen等[14]通过表达来

自P. ananatis ATCC 19321的CrtX构建糖基化虾青

素产生菌株AdGLP1-1和AdGLP2-1，成功检测到糖

基化虾青素，且水溶性显著提高，从而提高了其

生物利用度、光稳定性和生物活性。从芒果中分

离的芒果苷是一种天然抗氧化剂，然而溶解性差

限制了其应用。为了提高其溶解性，Wu等[15]使用

制备型高效液相色谱法从芒果苷得到来自嗜热副

杆菌半乳糖杆菌DSM 18751T重组麦芽糖淀粉酶

(maltogenic amylase，MA)的糖基化产物葡萄糖基-
α-(1→6)-芒果苷和麦芽糖基-α-(1→6)-芒果苷，其
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中麦芽糖基-α-(1→6)-芒果苷的水溶性比芒果苷高

5 500倍。邓代艳等[16]以齐墩果酸苷元为起始原料

对其C3-OH进行糖基化修饰，以期提高齐墩果酸的

水溶性和稳定性，最终合成了3种齐墩果酸糖苷衍

生物，水溶性确有所提高。

1.3 糖基化增强药理活性

糖基化可以有效提高天然产物的结构多样性，

改善药理活性[17]。喜树碱源自喜树的果实，是一

种生物碱。赵育等[18]通过糖基化修饰，以喜树碱

为底物合成糖基化产物，并进行抗肿瘤研究，发

现经修饰的喜树碱糖苷衍生物比原喜树碱的抗肿

瘤活性更高。王欢等[19]以常春藤皂苷元为起始原

料进行修饰得到中间体，对中间体进行糖基化修

饰得到了3种常春藤糖苷衍生物，均对人膀胱癌细

胞有抑制作用，且抑制率较未进行糖基化修饰的

中间体增加了3~4倍。

1.4 糖基化提高稳定性

糖基化修饰也常被用来提高天然产物的稳定

性。花青素黄酮是一种水溶性天然植物色素，具

有抗肿瘤、抗氧化等作用，然而独立的花青素无

法在自然界中稳定存在。Farr等[20]利用大肠埃希菌

异源表达的3-O-葡萄糖基转移酶3GT和糖基供体

UDP-葡萄糖对花青素的C3-OH进行糖基化修饰，

获得花青素3-O-葡萄糖苷，稳定性比花青素有显著

提高。叶黄素是一种具有多种生理功能的天然脂

溶性类胡萝卜素，但其水溶性差、稳定性差。

Wang等[21]通过荧光强度和紫外-可见(UV-Vis)吸收

光谱、热力学参数、X射线衍射等方式分析了叶黄

素与糖基化大豆分离蛋白结合后的稳定性和相互作用

机制，得出结论：叶黄素与糖基化大豆分离蛋白的

结合提高了叶黄素的水溶性和光热稳定性。

2 糖基转移酶的种类与催化特点

自然界中大多数的糖基化反应是由糖基转移酶

(glycosyltransferase，GT)介导的，糖基转移酶作为

天然生物催化剂，可以将糖基供体转移至糖基受

体形成种类丰富的糖苷化合物。糖基供体和糖基

受体为糖基转移酶的两部分底物。常见的糖基供

体主要是活化的核苷酸糖和磷酸酯类糖[22]，其中

核苷酸糖更常见，包括尿苷二磷酸糖 (u r id ine
diphosphate sugar，UDP-sugar)。相较于糖基供

体，糖基受体的类型更加丰富，包括糖类、蛋白

质、脂质、核酸、抗生素，以及萜类、黄酮类和

类固醇等次级代谢小分子[23]。

糖基转移酶根据氨基酸序列相似性、形成的糖苷

键、结构以及其催化特性的不同有多种分类方式。

2.1 氨基酸序列相似度

碳水化合物活性酶数据库CAZy(http://www.
cazy.org/)基于蛋白质结构域中的氨基酸序列相似

性将碳水化合物活性酶类归入不同蛋白质家族，

共分为132个糖基转移酶超家族(GT1-GT135，其中

GT36、GT46和GT86被删除)。以UDP-葡萄糖、

UDP-鼠李糖、UDP-半乳糖、UDP-葡萄糖醛酸、

UDP-木糖等UDP-糖为糖基供体的糖基转移酶称为

尿 苷 二 磷 酸 葡 萄 糖 醛 酸 转 移 酶 ( U D P -
glucuronosyltransferases，UGTs)，属于GT1家族，

是GTs家族中最大的家族，与植物关系密切[24]，对

天然的糖基化产物生物合成具有重要的意义[25]。

Xu等[26]从红花中鉴定出的CtOGT1和CtOGT2，对

黄酮、二氢查尔酮、异黄酮、黄烷酮和黄烷酮醇

等表现出有效的催化活性。

植物UGTs含有一个由44个氨基酸构成的高度

保守基序，即植物次生代谢产物保守序列(plant
secondary products from glycosyltransferases box，
PSPG box)(图1)，负责与UDP-糖结合[27]。

2.2 形成的糖苷键分型

在酶的作用下，受体分子的 - C (C -C ) / - O
(-OH、-COOH)/-N(-NH2)/-S(-SH)位点可以与供体

分子结合，根据受体分子的糖基化位点，糖基转

移酶主要分为O-糖基转移酶(OGTs)、C-糖基转移

酶(CGTs)、N-糖基转移酶以及S-糖基转移酶等[28]。

植物源的UGT多催化合成O-糖苷键(图2a)。
Chen等[29]从乌拉尔甘草的转录组数据挖掘了43个
O-糖基转移酶(O-GT)的候选基因，通过催化8种天

然底物分析鉴定出了11种O-GTs，其中包括异黄酮

7-O-GTs、黄酮醇3-O-GTs以及催化黄酮、查尔酮

和三萜的混杂O-GTs。这些O-GTs能高效催化合成

甘草关键化合物如甘草素、异甘草素、芥子苷和3-
O-β-D-葡萄糖醛酸基甘草次酸。同时，这些酶也

可以作为生物催化工具以催化合成其他具有生物

活性的O-糖苷。Tang等[30]从桔梗根中发现了一个

可催化桔梗苷D两步糖基化反应合成桔梗苷E的O
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糖基转移酶PgGT1，可以参与皂苷生物合成。

Wang等[31]从黄芩中发现了一种具有高度区域特异

性和供体混杂性的 3 -O -糖基转移酶 S b 3GT1
(UGT78B4)，可接受5种糖供体(UDP-Glc/-Gal/-
GlcNAc/-Xyl/-Ara)，催化17种黄酮醇的3-O糖基

化，转化率可达98%以上。

C-糖基化是通过C-C键将糖基供体与受体相连

(图2b)，由于C-C键比C-O键更稳定，碳苷黄酮具

有更好的生理功能，对于酶解和胃肠道水解稳定

性显著提高。麦德霉素作为吡喃萘醌类抗生素家

族中的一种抗肿瘤药物，具有独特的C-糖基化特

征。Cai等[32]鉴定出一种C-糖基转移酶Med-8，可

以催化麦德霉素的生物合成。Ren等[33]从石斛兰基

因中分离出一种新的C -糖基转移酶，命名为

DcaCGT。DcaCGT除能特异性催化二-C-糖基化

外，还能特异性催化O-糖基化。DcaCGT能催化2-

羟基柚皮素和根皮素生成各自的二-C-糖苷，并催

化芹菜素生成大波斯菊苷。Zhang等[34]从光果甘草

中挖掘到高效的二-C-糖基转移酶GgCGT。GgCGT
是第一个同时具有UDP糖和底物的复杂结构的

CGT，并且能有效催化至少6种含氟丙酮基底物的

二-C-糖基化，以及至少27种酚类化合物的单-C-糖
基化。

S-糖基转移酶表现出许多生物学作用，如蛋白

质糖基化等[35]。S-糖苷是O-糖苷的结构类似物(图
2d)，但相比O-糖苷而言更耐化学和酶水解等环

境[36-38]。S-糖基转移酶稳定性也更高[39,40]。来自拟

南芥 (Arabidops i s tha l iana )的S-糖基转移酶

UGT74B1能够在体内产生巯基糖苷键，Lafite等[41]

阐明了UGT74B1是硫代葡萄糖苷生物合成的关键

酶，可催化硫代氢肟酸盐的S-糖基化。

N-糖基化主要发生在蛋白质中(图2c)，主要修

饰肽和蛋白质的天冬酰胺残基或将糖部分引入天

然产物[42-45]。Gutacker等[45]报道了一种来自红花的

催化多种不同的氮杂环芳香化合物N-糖基化的糖

基转移酶UGT71E5，该酶能够从O-糖苷中高效生

成稀有的N -糖苷。Wu等 [ 4 6 ]从糖多孢红霉菌

NRRL2338中发现了N-糖基转移酶Sace_3599，能

够催化N-糖基化反应。Kong等[47]表征了一种来自

嗜沫凝聚杆菌的N-糖基转移酶AaNGT，能够利用

不同的糖供体糖基化测试的肽。

除能够特异性催化的糖基转移酶外，还有一些

底物杂泛性较高、具有多种催化功能的糖基转移

酶被鉴别出来[48]。Chaudhary等[49]通过在大肠杆菌

中功能性表达证明了链霉菌中鉴定的糖基转移酶

图1 PSPG保守区

蓝色圈出部分为四种不同糖苷键类型，分别为：O-糖苷(a)、C-糖苷

(b)、N-糖苷(c)、S-糖苷(d)

图2 四种糖苷键类型
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OleD可以同时催化形成O-、S-和N-糖苷键的糖基

转移酶。He等[50]从药用植物金莲花中鉴定的C-糖
基转移酶TcCGT1可以同时催化O-、C-、N-和S-糖
基化反应。Inoue等[51]从靛蓝中鉴定的葡萄糖基转

移酶UGT1以相似的速率催化N-、O-或S-糖基

化等。

2.3 三维结构特征

根据空间结构，糖基转移酶分为GT-A型、GT-
B型和GT-C型折叠[52]。GT-A和GT-B型折叠为主要

构型，其中动物、细菌、真菌和酵母的糖基转移

酶包含这两种折叠方式，而植物、病毒只有GT-B
型折叠[53-55]。

GT-A型折叠的特点是含有一个紧密相关的β螺
旋-α转角-β螺旋(β/α/β)状罗斯曼(Rossmann)折叠结

构域(图3A)。GT-A型还包括DxD基序(Asp-X-Asp)
及其变体基序TDD、EDD、DxH等。这些基序通

过与二价金属阳离子(如Mn2+、Mg2+)的配位结合来

识别UDP-糖的磷酸基团，金属离子对于GT-A家族

维 持 催 化 活 性 是 必 不 可 少 的 [ 5 3 ] 。 曾 在 α -
Dystroglycan中得到的糖基转移酶LARGE1中鉴定

到GT-A型折叠[56]。

植物源UGT大多以GT-B的方式折叠(图3B)。
GT-B型由2个连接松散的Rossmann折叠结构相对构

成。大部分GT-B型在C端结构域具有一个扭曲的α
螺旋，向外延伸并与N端结构域相互作用[57-59]。

GT-C褶皱将典型GT-A和GT-B褶皱之间的拓扑

元素结合在一起，作为多通道跨膜蛋白，可将碳

水化合物或聚糖从磷酸异戊二烯连接的供体底物

中转移，同时伴有供体端粒碳的倒置[60](图3C)。
GT-Cs还参与催化产生对细菌、病毒和原生动物病

原体的毒力至关重要的细胞外聚糖，使其成为治

疗疾病的潜在药物靶点[61]。除此以外，糖基化的

生物药物和疫苗还依赖于由GT-C酶产生并转移到

蛋白质中的聚糖[62]。

除常见的三种折叠外，自然界中还存在一些特

殊的糖基转移酶折叠方式。如参与了细菌O-聚糖

生物合成的DUF1792结构域具有Rossmann-like核
苷酸结合折叠，但与目前已知的GT-A或GT-B以及

GT-C折叠的糖基转移酶没有任何序列和结构上的

同一性，被命名为GT-D[63](图3D)。
2.4 催化特性

根据糖基转移酶的催化特性可以将其分为

Leloir GTs型和Non-Leloir GTs型糖基转移酶[64]。

Leloir型糖基转移酶的糖基供体通常为活化的核苷

酸糖，如尿苷二磷酸葡萄糖(uridine diphosphate
glucose，UDP-葡萄糖)等。而Non-Leloir型糖基转

移酶的糖基供体则是磷酸脂连接的糖，如蔗糖、

淀粉及其水解产物等，相对而言所需的糖供体更

廉价[65]。根据催化机理，可将Leloir型糖基转移酶

分为两大类，即构象翻转型GTs及构象保留型GTs
(图4 )，催化机理分别为SN2 ( i nve r t i ng )及SN i
(retaining)，其中构象翻转型的糖基转移酶发生糖

基化反应后糖基供体会由α型变为β型[66-68]，而构象

保留型的糖基转移酶发生糖基化反应后糖供体的

构型不会发生改变。Ferreira等[69]揭示了甘露糖基

甘油酸合酶的催化机制即为构象保留型。Albesa-
Jové等[70]报告了来自Bos taurus的保留糖基转移酶α-
1,3-半乳糖基转移酶(α3GalT)的催化机制，为SNi型
反应。构象翻转GTs的反应机理为组氨酸作为酶活

A：GT-A(PDB ID：7UI6)；B：GT-B(PDB ID：5UX6)C：GT-C(PDB
ID：6WBY)；D：GT-D(PDB ID：4PHS)

图3 不同折叠方式的糖基转移酶 图4 Leloir型糖基转移酶两种不同催化特性
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性的一般碱基和催化残基使受体分子的羟基去质

子化，之后受体的去质子化羟基作为亲核基团攻

击UDP糖基供体上的异头碳C1，置换UDP部分并

形成β-糖苷键产物；附近的保守天冬氨酸残基通过

形成氢键与组氨酸相互作用。这两个残基和受体

可以形成受体-His-Asp三联体[71]。Wang等[72]解析

黄芩糖基转移酶UGT71AP2的催化机制为双分子亲

核取代反应，His-Asp二联体在催化过程中起关键

作用。

3 糖基转移酶的挖掘与表征

挖掘具有新功能的UGTs是推进天然产物糖基

改构应用的必要条件，挖掘具有新功能的UGTs有
多种方法。近年来，测序技术的进步和基因组学

的发展促进了天然产物生物合成途径的解析和挖

掘具有新功能的酶。

3.1 全基因组序列数据的基因组分析

全基因组序列数据的基因组分析可以为挖掘具

有新功能的酶提供多层次的资源。根据植物UGTs
含有PSPG box的特征进行全基因组分析可具有针

对性地从植物中鉴定出植物UGTs。Ren等[73]对杨

梅的基因组进行分析，共鉴定出13组152个MrUGT
基因。Yang等[74]对烟草中的UGT基因进行调查，

鉴定出276个NtUGT基因。此外，还用类似的方法

进行了小麦 [75]、马铃薯 [76]、花生 [77]等基因组的

UGT鉴定。

3.2 转录组数据分析

全转录组测序(RNAseq)可以提供基因组数据

无法获得的特定基因的cDNA序列和组织特异性表

达水平，许多研究通过全转录组测序进行糖基转

移酶的鉴定。Wang等[78]对夹竹桃科植物进行广泛

靶向的代谢组学和全长转录组测序，鉴定出99种
UGT，并将其分为14组。Han等[79]通过分析积雪草

的最新转录组数据，成功筛选出75种UGT，经过

进一步鉴定得到了可以将特异性催化积雪草酸和

羟基积雪草酸糖基化的酶。Jeong等[80]通过将香菇

公开的基因组序列和转录组分析相结合，鉴定出

了一种名为UGT66A1的UDP-糖基转移酶，可以催

化木糖基化。

3.3 蛋白质组学分析

基于质谱(mass spectrometry，MS)的蛋白质组

学可以识别特定生物体、组织或细胞内的所有蛋

白质，在检测灵敏度等方面显示出显著优势。

Suliman等[81]分析了小麦胚乳中的1135种蛋白质，

确定出64种UGT。Yin等[82]通过获取蛋白质组学和系

统发育分析筛选出人参中的50个UGT，并对其进行

分析，鉴定出人参抵抗逆境胁迫的相关基因。

3.4 功能表征

对UGTs催化功能的表征通常通过底物分析、

体外酶促反应、体外检测、酶学性质分析等进

行。韩搏云等[83]从黄芩中挖掘的O-糖基转移酶利

用黄芩内源性底物进行功能表征。余璐瑶[84]从铁

皮石斛中筛选到的DcUGT则是选择铁皮石斛花中

已检测并鉴定的黄酮骨架上的糖苷作为糖供体进

行体外酶促反应，通过对反应产物的定性分析以

确定各个酶的功能。蔡鑫博等[85]从红花中鉴定的

糖基转移酶CtUGT49也是通过体外酶促反应明确了

其具有催化柚皮素查尔酮的功能，且具有一定的

底物杂泛性。Liu等[86]对甜橙中积聚的O-糖基转移

酶进行表征则是通过酶学性质分析进行的。Inoue
等[51]通过体外检测对靛蓝靛果的UDP-糖基转移酶

进行表征。

4 糖基转移酶的改造与应用

4.1 糖基转移酶的改造

野生型的糖基转移酶通常由于不稳定、底物特

异性较差、区域选择性较差、催化活性较低等问

题而难以直接应用于催化糖基化天然产物的合

成，阻碍了其在细胞工厂中的应用。因此需要对

目标化合物合成的相关糖基转移酶进行设计和改

造以满足实际应用的需求。目前对糖基转移酶的

设计与改造的方法主要包括酶分子的理性设计、

半理性设计和非理性设计(即定向进化)[87-89]。
4.1.1 理性设计

糖基转移酶的理性设计首先需要充分了解酶的

空间结构和催化机理才能对酶进行理性改造，通

常使用定点突变技术进行改造。理性设计可以通

过结构分析等减少实验的盲目性，提高成功率。

如环糊精糖基转移酶(CGTase)可以催化橙皮苷的糖

基化，范婷文等 [ 9 0 ]通过分子动力学进行模拟实

验，通过比较了3种较为典型的环糊精糖基转移酶

与底物的对接方式，通过定点突变对预测到的
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CGTase口袋附近的重要位点进行改造，将γ-CD产
物比例提高了3倍。Bi等[91]通过以蛋白晶体X射线

结构作为模板进行CaUGT3的同源建模，筛选出准

备进行饱和突变的位点进行突变，得到改造后的

酶反应30 min后转化率为野生型的17倍。糖基转移

酶UGT74AC2来源于罗汉果，常作为多羟基底物水

飞蓟宾及其衍生物靶向区域选择性糖基化反应的

催化剂。Li等[92]通过扩展理性迭代定点诱变构建突

变体，大大提高了UGT74AC2的区域选择性。天然

产物O-糖苷键的水解敏感性限制了其在治疗中的

应用。Härle等[93]通过计算分析，预测将O-糖基化

酶转换为C -糖基转移酶所需的变化指导筛选

LanGT2变体，揭示了决定O-与C-糖基化的主要区

域。于樾[94]通过对嗜沫凝聚杆菌(Aggregatibacter
aphrophilus)来源的N-糖基转移酶AaNGT进行分

析，将酶的活性架构与糖供体进行分子对接，显

著提高了其对UDP-半乳糖的利用率。Huang等[95]

从牛角瓜中发现了UGT74AN2，并通过研究其晶

体结构解析催化机制进而确定定点突变位点，突

变体对UDP-半乳糖的催化活性提高了11.4倍。

4.1.2 半理性设计

半理性设计的原理类似于理性设计，但可在酶

的晶体结构及催化机理尚不明确时通过计算机模

拟推测重要氨基酸位点，再利用丙氨酸扫描突变

(alanine scanning mutagenesis)、定点饱和突变(site-
directed saturation mutagenesis)、迭代饱和突变

(iterative saturation mutagenesis)等方法构建不同的

突变体文库，从而借助筛选方法得到理想突变

体。4-α-糖基转移酶(4-alpha-glucanotransferase，
4αGT)是一种多功能的糖基转移酶，在淀粉加工领

域具有广泛应用。谢静雯等 [ 9 6 ]采用于HotSpot
Wizard在线工具在残基所处空间位置选择突变热

点，再利用4-α-糖基转移酶水解淀粉产生透明圈的

能力对18 000个转化子进行高通量筛选，最终确定

了一个对4αGT活性起关键性作用的位点，对其进

行饱和突变，最终获得活性提升的突变体A470F，
突变体活性较野生型提升了17%。环糊精葡萄糖基

转移酶CGTase可以催化橘皮柑糖基化反应。Chen
等[97]基于侧链尺寸/极性设计了32个CGTase突变

体，并筛选出最佳突变体Y217F，酶活性为野生型

的6.96倍。Zhang等[98]以药用植物黄芪为研究对

象，从中发现了一种新颖的环阿屯烷型三萜糖基

转移酶AmGT8(UGT73P28)，将不同类型的底物分

别与蛋白质进行分子对接，找到了4个可能在酶催

化过程中起到重要作用的区域，对活性口袋中的4
个区域共计10个氨基酸进行迭代突变，获得了分

别具有3-O/6-O/2′-O糖基化能力的突变体。从罗汉

果中分离到最甜的糖苷——赛门苷Ⅰ，由于提取

困难等因素限制了其作为天然甜味剂的使用。为

了得到纯度更高的赛门苷Ⅰ，Xu等[99]通过序列对

比和同源性建模筛选UGT94-289-2酶中可能负责糖

基化的关键残基，突变后进行实验筛选得到酶

UGT-M2，可将罗汉果苷ⅢE(MG ⅢE)单糖基化为

赛门苷Ⅰ，进行优化后得到高纯度赛门苷Ⅰ。

Chen等[100]报道了来自人参的糖基转移酶PgUGT可
用于莱鲍迪甘D(Reb D)的生物合成，利用同源建模

和基于深度学习的建模构建的三维结构，检测到

16个定点变异，确认选择性非催化残基的定点诱

变后，构建了包含8个改变残基的突变体Mut8，其

活性和热稳定性均得到改善，酶活性比野生型高

3.2倍。

4.1.3 定向进化

定向进化不需要深入了解酶分子结构与功能等

信息，是一种非理性改造的方法。定向进化过程

类似自然界生物进化机制，通过构建随机突变结

合定向筛选所需性状的突变体来完成。主要通过

易错PCR(epPCR)及高通量筛选等方法挑选出性能

改善的酶等。郑婉等 [101]对来源于Paenibacillus
campinasensis的β-CGTase进行易错PCR突变，最终

筛选出突变体Q280L，突变体的底物亲和性以及底

物特异性相较于野生型都得到了显著的提高。新

橙皮苷是新橙皮苷二氢查耳酮的重要前体物，由

鼠李糖基转移酶Cm1,2RhaT催化橙皮素7-O-葡萄糖

苷合成。为提高其催化活性，Xue等[102]使用基于

结构的半理性设计和易错PCR的混合策略设计得到

突变体49A/50A-Cm1,2RhaT，使其对橙皮素7-O-葡
萄糖苷的催化效率提高了136倍。

4.2 糖基化提高细胞工厂合成天然产物的效率

蛋白质糖基化修饰对于细胞的正常功能和稳态

至关重要，糖基化能够影响蛋白质正确折叠、分

泌、亚基的聚合和信号转导等[103]。构建细胞工厂

生物合成天然产物已成为重要的合成方式，在合
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成目标产物过程中，糖基化修饰通过影响蛋白质

的稳定性及外排可以提高细胞工厂合成天然产物

的效率。除此以外，部分植物来源的天然产物对

底盘细胞具有不良反应，通过糖基化可以减小毒

性，从而提高细胞工厂合成天然产物的效率[104]。

Liu等[105]揭示了糖基化对天然产物生物合成酶催化

活性的分子调控机制，发现糖基化修饰的生物合

成酶不但易于分泌，且具有更强更完整的催化功

能，提高了细胞工厂合成天然产物过程中目标产

物的获取效率。Hansen等[13]证明，通过香兰素醛

(vanillin aldehyde，VAN)的简单体内糖基化可以形

成香兰素-葡萄糖苷(VAN-glu)，将这种具有微生物

毒性的醛转化为无毒形式，从而大幅提高了香兰

素醛的生产效率。

5 总结与展望

天然产物由于独特的化学结构而具有多种独特

的药理活性，尤其是植物的次级代谢产物。由于

具有抗凝血、抗疟疾、抗肿瘤、抗氧化、抗衰

老、抗炎等一系列生理活性，常被用于药品、营

养品和化妆品的生产。然而未经修饰的天然产物

利用率较低，糖基改构是一种十分重要且独特的

天然产物结构修饰方式，能有效改善天然产物的

水溶性、稳定性及药理活性。天然产物中的糖基

改构由糖基转移酶催化完成，糖基转移酶经过挖

掘表征和改造能提高天然产物的稳定性、底物特

异性等以满足实际应用需求。
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