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摘要：麦角硫因是一种独特的天然手性氨基酸，通常由细菌和真菌生物合成。作为一种食品来源的抗

氧化剂和细胞保护剂，它在食品、保健品、化妆品、生物医学等领域展现出广阔的应用前景。本文总

结了麦角硫因生物合成途径及几种高效提取、检测麦角硫因的方法，旨在由分子层面深入了解麦角硫

因生物合成的调控机理，进而结合代谢调控提高麦角硫因的生物合成水平，为生物活性物质的合理开

发和利用奠定基础。
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Abstract: Ergothioneine is a unique natural chiral amino acid that is normally biosynthesized by bacteria and

fungi. As a food-derived antioxidant and cell protectant, it shows broad application prospects in the fields of

food, health products, cosmetics and biomedicine. This paper summarizes the biosynthetic pathway of

ergothioneine and its extraction and detection methods, aiming to deeply understand the regulatory mechanism

of ergothioneine biosynthesis at the molecular level, and then combine metabolic regulation to improve the

level of ergothioneine biosynthesis, which lays the foundation for the rational development and utilization of

biologically active substances.
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二十世纪初，Tanret[1]在麦角真菌中发现了一

种结晶含硫化合物，后被命名为麦角硫因

(ergothioneine，EGT)。EGT是一种天然而珍贵的

含硫氨基酸，无色无味，极易溶于水、甲醇和乙

醇。EGT在液体中具有硫酮与硫醇两种不同的结

构，但由于两者的稳定性存在差异，因此在生理

pH及具有大量碱性阴离子的条件下以呈现硫酮状

态为主[2]。不同于其他抗氧化剂，EGT的氧化还原

电势相对较高，故而稳定性更强。除了麦角真

菌，EGT还存在于许多其他生物中。1956年，从粗

糙脉孢菌中分离到EGT晶体[3]。随后，Melville等[3]

发现，分枝杆菌能将组氨酸转化为EGT，并通过同

位素示踪研究揭示了EGT的细菌合成途径[4]。许多

放线菌[5]、蓝藻[6]、粟酒裂殖酵母[7]和某些甲基杆

菌也被接连报道能够合成EGT，但产量相对较低，

仅达到0.069~2.000 mg/L。研究人员在大多数哺乳
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动物的红细胞、骨髓、肝脏、肾脏、晶状体和精

液中同样发现了大量的EGT[8]。除此之外，美味牛

肝菌、糙皮侧耳、双孢蘑菇、香菇等食用菌的子

实体、菌丝体、下脚料中也含有丰富的EGT，故而

常用作提取EGT的精良原料[9]。植物可以利用共生

固氮体系以及土壤真菌摄取EGT，但人与其他脊椎

动物无法直接合成EGT，仅能利用食物链方式通过

饮食途径获得，并依靠特定转运蛋白进行吸

收[10]。EGT具有抗氧化、抗衰老、抑制心血管疾

病、维持DNA生物合成、清除自由基、促进神经

细胞生成等多种功效，在各种疾病模型中对细胞

和组织损伤都有较好的保护作用，因此常作为一

种可以在细胞间转运的抗氧化剂发挥作用[11]。近

年来，人类对健康问题的普遍关注导致富含天然

抗氧化剂的食品、营养补品、化妆品需求量大量

增加。开发出经济高效的方法来合成或增产天然

抗氧化剂成为当下研究热点。本文从生物合成途

径、合成关键基因及提取、检测方法等角度对EGT
的研究进展进行了阐述，并对其进一步发展和产

业潜力进行了展望，为EGT的高效、绿色产业化提

供参考和指导。

1 EGT的生物合成途径

1.1 EGT的生物合成途径

1964年，Genghof等 [4]发现，除了麦角真菌

外，在耻垢分枝杆菌中也可以发现EGT和组氨酸甜

菜碱。并且，不仅局限于一种分枝杆菌，在多达

一百余种分枝杆菌科中都存在这种现象。然而，

在现有的理论基础上，催化生物合成反应的酶无

论是结构还是反应条件都尚不清楚，直至

Seebeck[12]确定了每种酶的相应基因、催化能力和

反应底物，并在体外模拟了耻垢分枝杆菌的EGT生
物合成，其合成途径才被彻底揭示。研究发现，

一个由五个基因组成的基因簇在分枝杆菌EGT的生

物合成中起着至关重要的作用，并将其分别命名

为：麦角硫因蛋白A(EGTA)、麦角硫因蛋白B
(EGTB)、麦角硫因蛋白C(EGTC)、麦角硫因蛋白D
(EGTD)和麦角硫因蛋白E(EGTE)。分枝杆菌中

EGT的生物合成可概括如下：首先，EGTD将S-腺
苷基甲硫氨酸中的三个甲基转移到组氨酸中，形

成组氨酸甜菜碱[13]；L-半胱氨酸与谷氨酸作为底

物，在EGTA的催化下进行缩合反应，合成γ-谷氨

酰-半胱氨酸；EGTB是依赖Fe2+的硫氧化酶，在O2

和硫酸亚铁存在下以非血红素铁酶的形式存在，

催化氧化偶联反应，将γ-谷氨酰-半胱氨酸的硫醇

基团添加到组氨酸甜菜碱的侧链上，形成C-S键，

最终合成γ-谷氨酰-组氨酸甜菜碱亚砜；在EGTC的
进一步催化下，上个环节的产物脱去谷氨酸，形

成组氨酸甜菜碱半胱氨酸亚砜；再由EGTE裂解组

氨酸甜菜碱半胱氨酸亚砜上的C-S键，脱去丙酮酸

与氨，最终形成EGT(图1)。值得注意的是，虽然

在各个环节中不同基因都发挥重要的作用，但最

为关键的两个步骤是底物经EGTD的催化发生甲基

化反应和EGTB催化底物进而产生的氧化硫化反

应。因此，可以归纳出，在这些基因中，EGTB和
EGTD是EGT生物合成的关键调控基因。在前人的

基础上，Osawa等[14]利用重组DNA技术将耻垢分枝

杆菌中的EGTA、EGTB、EGTC、EGTD和EGTE五
个基因在大肠杆菌中异源表达，重组菌中EGT的产

量为24 mg/L。
1.2 真核生物中EGT的生物合成途径

与细菌相比，真菌中EGT的生物合成途径更

为简单。Bello等[15]通过比较EGT合成基因簇与耻

垢分枝杆菌的同源序列，鉴定了粗糙脉孢菌中一

种特异性的EGT生物合成酶——NcEGT-1，并通过

基因敲除得到了验证。NcEGT-1含有与耻垢分枝杆

菌中EGTB和EGTD相似的结构域[16]。EGT1是一种

非血红素铁酶，可以同时催化两个反应，包括：

组氨酸甲基化生成组氨酸甜菜碱；组氨酸甜菜碱

与半胱氨酸形成C-S键，转化为组氨酸甜菜碱半胱

氨酸亚砜。进一步从生物信息学和生化特征角度

对粗糙脉孢菌EGT生物合成过程中C-S键的形成进

行探究，发现相较于以γ-谷氨酰-半胱氨酸作为底

物，EGT1更倾向于底物为半胱氨酸的反应[17]。为

了进一步探究EGT合成的关键步骤，利用基因敲除

进行了相关验证。结果表明，在SPBC660 .12c
(EGT2)基因缺陷菌株中，EGT生物合成大大降

低，证明EGT2参与了EGT生物合成的第二步[7]。

与EGTE类似，在C-S键形成后，EGT2对C-S键进

行裂解，与组氨酸甜菜碱半胱氨酸亚砜结合形成

EGT(图1)。除了粗糙脉孢菌，学者在粟酒裂殖酵
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母、海洋胶红酵母和黑酵母中也发现了相关的代

谢途径[7]。这种真菌途径只涉及两种酶，而且不需

要γ-谷氨酰-半胱氨酸参与反应，因此在一定程度

上消除了EGT与谷胱甘肽之间的生物合成竞争，故

而比细菌途径更有效[18]。

富含EGT的真菌数量众多，但在人类日常饮

食中，最丰富的来源便是食用菌，金针菇、糙皮

侧耳都是典型的代表。大多数食用菌中EGT的生物

合成是以EGT1和EGT2作为关键基因，但在金针菇

中，三个基因FvEGT1、FvEGT2和FvEGT3主要参

与了EGT的合成[19]。不同于粗糙脉孢菌，在金针菇

中组氨酸甜菜碱半胱氨酸亚砜的脱硫反应涉及两

个半胱氨酸脱硫酶参与。在这些EGT合成酶的共同

作用下，以组氨酸、半胱氨酸、S-腺苷基甲硫氨酸

和硫酸亚铁为底物，成功合成了EGT[20]。这些合成

关键基因的发现为EGT的高效异源表达和生产应用

提供了更多的便利和基础。此外，研究人员还从

耐热细菌中发现提取了一种特殊的EGTB，并对其

晶体结构和活性部位进行了分析 [ 2 1 ]。有研究发

现，该菌的EGTB可以利用半胱氨酸作为硫供体，

将组氨酸甜菜碱转化为组氨酸甜菜碱半胱氨酸亚

砜，从而将细菌EGT的生物合成途径从五步减少到

三步[22]。

2 EGT的提取、检测方法

2.1 EGT的提取

天然活性物质的提取方式种类众多，如溶剂

提取法、超声提取法、连续相变萃取法、酶提取

法、高压脉冲提取法、联合提取法等。选用正确

的提取技术往往能极大地提高产率。食用菌中EGT
含量丰富，但提取方式尤为重要。Bao等[23]以冻干

粉碎的金针菇为原料、70%丙酮为萃取剂，进行4
min匀浆操作，以使所有样品均一化。随后离心，

并将所得的聚沉固体继续用丙酮匀浆。最终将两

次离心所得的上清液混合作为萃取物，经检测子

实体的EGT含量为3.03±0.07 mg/g干重。Nguyen
等[24]探究了提取溶剂、煮沸、蒸汽和微波等提取

手段、贮藏条件对金针菇子实体及其热水提取物

中EGT含量的影响。实验结果表明，在鲜菇中EGT
含量达2 mg/g干重，微波处理后约损失1/5；煮沸

可以最显著地促进鲜菇中EGT的外流；此外，70%
(V/V)的乙醇可以显著增加EGT的含量并有效地去

除其他化合物。Ey等[25]将多种蘑菇样品置于液氮

中均质后，在高氯酸中同时进行震荡和超声提取

处理，处理时间分别为15 min和10 min。随后采用

两步法离心，先以4 °C、3 000 ×g离心10 min，接

着在 20 °C、40 000 ×g的条件下超速离心30 min进

图1 EGT的生物合成途径
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一步提纯上清液。利用LC-MS/MS进行定量测定发

现，在美味牛肝菌和平菇中EGT浓度相对较高，达

528.14 mg/kg湿重和118.91 mg/kg湿重。此外，在

某些肉类产品(肝脏和肾脏)和特殊植物产品(黑豆

和红豆以及燕麦麸皮)中也发现了丰富的EGT。
EGT的浓度在不同生物之间以及在同一生物不同组

织之间均表现出高度可变性。Tepwong等[26]用70%
乙醇从小孢鳞伞、平菇、灰树花、香菇等食用菌

中提取EGT。经浓缩、干燥、复溶等步骤后，利用

离子交换柱进行层析。随后，用水与吡啶的混合

溶剂进行洗脱，收集(水: 吡啶=10: 1)。经定性分析

后，采用乙醇梯度洗脱进行硅胶柱层析分离，获

得EGT。除了传统的化学提取方法外，高效而又温

和的酶解方法也被广泛应用。Cremades等[27]以双

孢蘑菇子实体为原料，利用酶和膜技术开发了一

种高效的浓缩工艺。在酸液洗涤、搅打成糊后，

加入葡聚糖酶、几丁质酶和纤维素酶的混合物，

待完全反应后马上进行升温、调pH、水解等步

骤，最后将匀浆和酶解后的蘑菇水溶液进行离

心，利用超滤膜进行分离，得到的EGT回收率达

85.31%。虽然这种酶法能有效去除细胞壁，但由

于酶反应的最适温度和酸碱度范围相对较小，提

取条件严苛，提取成本较高。因此，尽管近年来

开发了更高效的提取技术，但大规模提取EGT仍然

存在许多问题。

2.2 EGT的检测方法

在EGT生产过程中，建立高效、快速、准

确、稳定的检测方法是研究的关键。1928年，

Hunter[28]利用重氮化的对氨基苯磺酸，通过显色反

应特异性地实现了EGT的含量检测，避免了实验中

剧毒物质氰化钠的使用。随后，比色法和分光光

度法[29]开始流行。自20世纪70年代以来，高效液

相色谱法(HPLC)被广泛应用于EGT的检测(表1)。
目前，EGT的检测方法主要有HPLC、液相色谱-质
谱串联法(HPLC-MS)、分光光度法、层析法等。

在对食用菌的EGT进行测定时，由于不同种

类的食用菌中EGT含量普遍较高，通常用HPLC进
行定量检测，但对于捕获含量极低的EGT该方法并

不适用[30]。利用7-二乙氨基-3-(4′-马来酰亚胺苯

基)-4-甲基香豆素(DCIA)与5-碘乙酰胺基荧光素(5-
IAF)，对EGT的硫醇基团进行衍生化，还可以捕获

微量的EGT[31]。此外，虽然极性化合物在C8和C18
柱上可以被分离，但存在一定难度。HPLC-MS虽
然具有卓越的分离特性以及检测阈值较低等优势

特色，但鉴于EGT对水的亲和力较强，在质谱测定

过程中电喷雾能率将相对较低，EGT分子的盐化物

也会对定量测定造成影响[32]。Sotgia等[33]提出，利

用亲水作用液相色谱法(HILIC)可以提高对极性溶

质的选择性和保留率，在优化层析条件后，EGT的
平均回收率达到了96.34%。Wang等[34]通过HPLC-
MS验证了一种灵敏的分析方法，利用C18柱对

EGT进行梯度洗脱，并采用正离子检测模式的电喷

雾电离方式，对人体血浆和红细胞中的EGT进行药

代动力学检测。结果表明，EGT含量在10~10 000
ng/mL限度内呈现出优越的比例关系。对五名健康

受试者的生物样本进行测定，血浆和红细胞中EGT

表1 HPLC在EGT检测中的应用

样品 检测方法 色谱柱 流速(mL/min) 流动相 参考文献

赤盖芝 HPLC C18色谱柱 0.7 50 mmol/L磷酸钠(含3%乙腈和0.1%三乙胺) [37]

香菇 HPLC-MS C30-UG-5
反相色谱柱

0.2 A相：10%甲醇
B相：0.1%乙酸

[26]

11种食用菌 HPLC HG-5 0.8 0.1%三乙胺 [38]

血浆 HPLC C18色谱柱 1.2 A相：100 mmol/L磷酸氢二钾/乙腈/甲醇/水(40:7:3:50)
B相：100 mmol/L磷酸氢二钾/乙腈/甲醇/水(40:20:3:37)

[31]

糙皮侧耳发酵液 HILIC HILIC色谱柱

(VH510525BXN0105)
1.0 A相：乙腈

B相：20 mmol/L乙酸铵
[39]

糙皮侧耳发酵液 HPLC ZorbaxSB-Aq
色谱柱

0.7 A相：1%甲醇
B相：甲醇

[40]

9种药用真菌 HPLC Kromasil100-5NH2色

谱柱

1.0 A相：乙腈
B相：5 mmol/L醋酸铵

[41]
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的平均浓度分别为107.4±20.5 ng/mL和1285.0
±1363.0 ng/mL，所有样品的准确度稳定在94.5%以

上。大多数待测样品都不是单一组分，其中包含

的各种物质的含量、分子结构、理化性质等都不

相同。在复杂的基质中，若成分中含有与EGT类似

的强极性硫化物，则会干扰检测。Kroepfl等[35]基

于反相高效液相色谱与质谱联用(电感耦合等离子

体三重四极杆质谱，ICP-QQQ-MS)的技术手段，

以氧气为反应气体对复杂生物基质中的EGT进行选

择性测定，该方法的精密度可达1%。在水溶液

中，优化方法的检测限和定量限分别为0.23 μg/L和
0.80 μg/L；在复杂基质(人肝癌细胞HepG2)中进行

测定，检测限和定量限分别为0.6 μg/L，LOQ为

2.3 μg/L。Horie等[36]开发了一种液相色谱-电喷雾

电离串联质谱(LC/ESI-MS/MS)方法来鉴定和量化

米曲霉发酵后的米糠中的EGT。在发酵米糠中的

EGT含量为176±39 μg/g，高于发酵白米(59.8±20.4
μg/g)和糙米(85.5±32.3 μg/g)，发酵45 h可使米糠中

的EGT含量提高140倍。与衍生化结合，进一步提

高了液相色谱的保留度和电喷雾串联质谱仪的灵

敏度，实现了灵敏(定量限达0.080 μg/g)、精确(相
对标准偏差5.8% )、准确(准确度达94.9%~100.0%)
的测定。

3 总结与展望

作为一种安全、无毒、多功能的硫代组氨酸

衍生物，EGT具有抗衰老、抗氧化、抗炎症、延长

细胞生存周期、促进神经细胞形成等多种功效，

是一种独特的抗氧化剂。欧洲食品安全局(EFSA)
已批准EGT用作孕妇和哺乳期妇女、儿童和婴儿的

营养补充剂[42]。

EGT的生物合成途径可分为好氧和厌氧两大

类，前者更为普遍且效率较高。在原核生物中，

主要是由五个基因组成的基因簇控制EGT的生物合

成。而在真核生物中合成途径则相对简单，主要

涉及两个关键酶，且EGT的生物合成与谷胱甘肽不

存在竞争关系。利用食用菌进行液体发酵工艺，

是目前商品化EGT的主要来源。代谢工程技术的发

展，极大地促进了EGT产业化的进步和升级。利用

基因工程菌株发酵生产EGT更具有优势，有利于胞

外EGT的积累和纯化，且发酵周期短、产量高。一

些模式生物如大肠杆菌、酿酒酵母和米曲霉已成

功用于EGT合成。筛选或开发更有效的组氨酸底盘

菌株，对于异源生产EGT非常重要。此外，优化和

改进组氨酸、S-腺苷蛋氨酸、半胱氨酸等EGT前体

的合成模块，并使它们协同工作，也是EGT生物合

成的主要挑战。近年来，CRISPR衍生的基因组编

辑技术[43]包括CRISPR-Cas[44]、CRISPRi技术[45]、

CRISPR相关转座酶系统[46]。CRISPR介导的碱基编

辑系统[47]也将为改善前体物质代谢通量、协调EGT
生物合成中的代谢平衡等具体研究提供新的技术

支持。EGT的提取技术虽然在不断优化，但是相对

于其他活性物质的分离提取仍存在效率低、耗时

长、操作复杂、普适性不强等问题亟待解决。

HPLC法与其他技术联用是精准检测EGT含量的有

效手段，建立稳定性好、精准度高、适用性广且

绿色可持续的检测方法也是未来研究的重点。

EGT独特的化学结构使其具有高度的稳定

性，能够在组织和细胞中进行积累，并在人类发

育和维护机体健康中发挥关键作用。尽管有证据

表明EGT存在于新生儿和婴儿的血液、尿液和脑

中[48]，但对EGT在婴儿发育过程中保护作用的分子

机制几乎一无所知。细胞培养和动物模型的多项

研究表明，EGT不仅可以调节炎症细胞因子，减轻

氧化或亚硝化损伤，还可以发挥减缓或防止纤维

化的作用[49]。据此，有学者提出EGT可以改善新冠

肺炎患者的预后，保护主要器官降低过度活跃的

免疫反应导致的损伤，并防止永久性损害(如肺纤

维化)[50]。未来，可对EGT在细胞和组织保护中的机

制及其潜在的治疗机理开展深入研究，促进EGT在
医学、食品、化妆品等各领域发挥重要价值。
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