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摘要:糖苷类化合物广泛存在于药用植物中,具有多种潜在的生物活性。众多研究表明糖苷类化合物中糖单元对于活性具有

至关重要的作用。相比于传统的化学方法,使用酶解法进行糖基转化,具有反应温和环保,特异性好等特点,可以实现糖基部

分的选择性水解。但是不同实验室来源的糖基酶也具有基原复杂、比化学试剂质量稳定性差等劣势。因此,使用来源可控、

性能相对稳定的商品化糖苷酶是开展糖苷类天然产物糖基选择性修饰的可行途径。以使用商品化酶水解中药天然产物的研

究为契入点,对它们的特点和应用展开综述。
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  天然来源的生物活性物质是新药发现的重要来

源,随着分离技术的提高,从中草药植物中分离得到

了包括糖苷在内的众多具有生物活性的天然产

物[1􀆼2]。糖苷类化合物的糖基部分不易透过肠壁黏

膜[3],在肠内与菌群作用方式复杂[4],导致其药理活

性有较大的不确定性[5]。同时糖基连接方式的多样

性与复杂性给糖基部分结构优化和构效关系研究带

来了许多困难。洋地黄毒苷(Digitoxin)和异羟基洋

地黄毒苷(Digoxin,图1)C􀆼3β位的3个连续的洋地

黄毒素糖基可影响强心苷的药效活性和药代动力学

性质[6],活性和晶体实验证明含有单个洋地黄毒素

糖的衍生物与含有3个糖的洋地黄毒苷,在 Na/K
离子泵抑制活性上具有同等的效果[7􀆼8];通过酶催化

反应变换其C􀆼3位为葡萄糖或其他单糖,也证明苷

元连接单个糖分子后活性和选择性的提高最为明

显[9]。酸水解等化学法反应条件剧烈,副产物多,无
法控制糖基的选择性水解。因此,近年来的研究倾

向通过糖基水解酶的方法进行催化水解[10],由于其

反应条件温和,位置选择性和立体选择性强,不易造

成环境污染等,具有较大的研究前景[11]。
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图1 强心苷类药物的化学结构

1 糖苷类化合物

强极性的糖基和弱极性的苷元通过碳、氮、氧、
硫等原子连接组成了糖苷。糖苷有以下多种不同的

分类方式:①按苷元类型可分为:黄酮苷、蒽醌苷、香
豆素苷、强心苷、皂苷等;②按连接原子类型可分为:
碳苷如芒果苷、氮苷如腺苷、硫苷如萝卜硫苷、氧苷

等(图2);其中最为常见的氧苷又可根据连接氧键

的不同分为醇氧苷(红景天苷)、酚氧苷(天麻苷)、酯
氧苷(山慈菇苷A),再根据异头碳构型可分为α􀆼苷
和β􀆼苷;③按连接单糖个数可分为:单糖苷、双糖

苷、三糖苷等;④按生物体内存在形式可分为:原级

苷(在植物体内原存在的苷)、次级苷(原级苷水解掉

1个糖或结构发生改变)等。
氧苷是最为常见的糖苷类化合物,植物来源的

氧苷中最为常见的糖有葡萄糖、吡喃型阿拉伯糖、呋
喃型阿拉伯糖、鼠李糖、木糖等[12􀆼13]。因此目前糖苷

酶解转化中所采用的底物基本以这几类糖的氧苷为

主。

图2 不同连接原子的糖苷化合物实例

2 商品化糖苷酶

糖苷酶(Glycosidehydrolases,GH),是水解酶

家族(EC3)中的一大类酶,在生物体的糖水解与合

成过程中扮演着重要角色。根据水解的底物不同,
又可具体分为195种不同的酶(编号:EC3.2.1.1􀆼
EC3.2.1.195)[14]。这些糖苷水解酶可具体归为135
个类型(GH1~135),每个类型的成员彼此具有很

高的结构相似度。根据其催化活性中心的结构,又
可将 这 些 家 族 归 纳 为14个 亚 族(GH A~GH
N)[15]。这些亚族的糖苷酶在催化反应时,如果是

水分子充当亲核试剂进攻受体糖的异头碳,发生的

是水解反应,水解后为构型翻转的脱糖产物(图

3a);如果是糖苷酶催化活性中心的羧酸残基充当亲

核试剂进攻受体糖,然后再被水分子或另一分子糖

第2次亲核进攻,得到构型保持的脱糖产物(图3b)
或糖苷化产物(图3c)[5,16]。如亚族GH A的糖苷

酶三维结构状态为(β/α)8,使用葡萄糖作为亲核试

剂以及质子供体,水解后为构型保持产物。

注:a.构型翻转,水解;b.构型保持,水解;c.构型保持,转糖基

图3 糖苷酶作用机制

  糖苷酶广泛存在于自然界中,主要来源于细菌、
真菌以及动物的肝脏。目前糖苷酶的获取方式主要

有2种,一种是直接从动植物或微生物的体内分离

纯化(即纯化酶),另一种是通过蛋白重组工程表达

获得(即重组酶)[17]。有多个研究团队利用纯化酶

或重组酶转化人参皂苷等糖苷类天然产物[18],但这

些水解方法使用的酶往往是各自独立制备,难以被

研究团队以外的人员和机构获得。商品化的糖苷酶

是已经规模化生产的纯化酶或重组酶,具备来源可

控、生产率高、品质稳定、使用方便等特点,是适合不
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同实验室和工业生产转化糖苷类天然产物的对象。
截至2020年6月,国内市场现有主要的商品化糖苷

酶列于表1,主要包括纤维素酶、蜗牛酶、β􀆼葡萄糖

苷酶、β􀆼葡聚糖酶、木聚糖酶、果胶酶、糖化酶、高峰

淀粉酶、α􀆼L􀆼鼠李糖苷酶、橙皮苷酶等,其中β􀆼葡萄

糖苷酶、α􀆼L􀆼鼠李糖苷酶为单一酶,其他为多个同功

能亚类的混合物。

表1 商品化糖苷酶的种类与性质参数

商品酶 CAS 酶属
酶活性/

(U·mg-1)
使用pH

使用温度/

℃
纤维素酶(混) 9012􀆼54􀆼8 EC3.2.1.4 10 4.5~6.5 40~60
木聚糖酶(混) 9025􀆼57􀆼4 EC3.2.1.8 100 3.5~6.5 50~60

β􀆼葡聚糖酶 9025􀆼70􀆼1 EC3.2.1.11 50 4.8~7.5 30~60

β􀆼葡萄糖苷酶(单) 9001􀆼22􀆼3 EC3.2.1.21 10 5.0 50
果胶酶(混) 9032􀆼75􀆼1 EC3.2.1.15 500 3.0 50

糖化酶 9032􀆼08􀆼0 EC3.2.1.3 100 4.0~4.5 60~62
高峰淀粉酶(混) 9001􀆼19􀆼8 EC3.2.1.1 100 4.8~5.5 50~60
橙皮苷酶(混) 37213􀆼47􀆼1 - 100 3.0~8.5 60

α􀆼L􀆼鼠李糖苷酶(单) 37288􀆼35􀆼0 EC3.2.1.40 - 4.0~5.0 45~60
蜗牛酶(混) - - - 5.8~7.2 30~55

3 商品化糖苷水解酶转化糖苷类天然产物

近年来,糖苷酶选择性水解糖苷类天然产物取

得了较快的进展,因此本文着重对其中使用了商品

化糖苷酶的研究进行综述,通过分析商品酶水解不

同氧苷类天然产物的方法,为后续糖苷类天然产物

选择性水解的研发与利用提供参考。

3.1 商品化水解酶转化醇氧糖苷类天然产物

醇氧键连接的糖苷是糖苷类天然产物的主要类

型,使用商品酶对人参、罗汉果、走马胎、黄姜、黄芪

等的糖苷进行水解已有较多的运用。
人参皂苷是人参的主要活性成分,具有抗癌、抗

炎、抗过敏和抗氧化等多种药理活性。人参皂苷属

于达玛烷型四环三萜类糖苷,多在C􀆼3、C􀆼6和C􀆼20
位连有葡萄糖、吡喃型阿拉伯糖、呋喃型阿拉伯糖、
木糖和鼠李糖基形成多糖侧链。人参皂苷中含量较

高的成分包括Rb1、Rb2、Rc、Rd、Rg1和Re等,占
总皂苷的80%以上[19];部分去糖基化的产物如C􀆼
K、Rg3、Rh2、F2、Rh1、APPD、APPT在天然人参中

不存在或含量极低,被称为稀有人参皂苷。研究表

明稀有人参皂苷多具有更强的生物活性及更好的生

物利用度[20􀆼21],因此它们的选择性制备是国内外研

究糖苷酶水解天然糖苷的主要热点。使用商品酶进

行转化的方法主要用于制备人参皂苷C􀆼K,它是原

人参二醇类人参皂苷进入人体后的代谢产物,相比

其他人参皂苷具有更高的生物利用度[22]。姜彬慧

等[23]和童庆宣等[24]分别用β􀆼葡聚糖苷酶(购自北

京诺唯信公司)和蜗 牛 酶(购 自 SigmaChemical

Co.)转化三七叶总皂苷制备人参皂苷C􀆼K,前者时

间对转化率影响较大,后者物料比对转化率影响较

大,酶解得率为54%。林毅团队[25]和贾晓斌课题

组[26]同样用蜗牛酶(购自福建漳州金田生物科技公

司、北京拜尔迪生物技术有限公司)分别转化单体皂

苷Rd和Rb1制得C􀆼K(图4),其中最佳酶解条件为

温度55℃、醋酸􀆼醋酸钠缓冲液pH=5.5、底物浓度

1.0mg/mL、酶与底物质量比1∶1、反应时间36h,
转化率可高达87%。

图4 蜗牛酶水解人参皂苷示意图

中药罗汉果具有降血糖、抗癌、抗氧化、辅助降

血压等功效。罗汉果皂苷是中药罗汉果的主要有效

成分,属于葫芦烷三萜皂苷,多在C􀆼3和C􀆼21位连

有2个多糖侧链。羊学荣等[27]为获取罗汉果次级

皂苷进行代谢和药理实验研究,用β􀆼葡聚糖酶(购
自上海源叶生物有限公司)水解罗汉果皂苷Ⅴ可以

同时制得连接不同糖链的罗汉果皂苷ⅢE、Ⅲ、ⅣE
和赛门苷Ⅰ等次级皂苷(图5),正交试验确定最佳

水解条件为温度55℃、醋酸􀆼醋酸钠缓冲液pH=
5.6、β􀆼葡聚糖酶活性浓度为400000U/L、底物浓度

为0.2g/L、水解时间10h。
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图5 β􀆼葡聚糖酶水解罗汉果皂苷过程

  中药走马胎具有治疗跌打损伤、风湿关节痛、产
后瘀血及溃疡等功效[28],走马胎皂苷是中药走马胎

的主要有效成分,具有很好的抗肿瘤活性[29􀆼31],走马

胎皂苷属于三萜皂苷,多在C􀆼3位有1个多糖侧链。
其中含量较高的三萜皂苷 Ag3对多种肿瘤有显著

抑制作用。为深入研究 Ag3活性位点并总结糖链

与抗 肿 瘤 活 性 构 效 关 系,张 静[32]采 用 果 胶 酶

PectinexUltraAFP(SON60088,购自诺维信中国

生物技术有限公司)转化三萜皂苷Ag3,可以同时得

到3种次级皂苷和苷元(C1~C4,图6);单因素试验

确定最佳反应条件为温度50℃、pH=4.0、反应时

间52h。

图6 果胶酶水解走马胎三萜皂苷过程

  薯蓣皂苷元是生产甾体激素类药物的重要基础

原料,黄姜是世界上薯蓣皂苷元含量最高的植物种

属,黄姜粗皂苷包括螺甾醇皂苷和呋甾醇皂苷,两者

均在C􀆼3位有1个多糖侧链,其中呋甾醇皂苷在C􀆼
26位还有1个葡萄糖基。为优化薯蓣皂苷元制备

工艺,Liu等[33]用 纤 维 素 酶(来 自 Trichoderma
viride,购自上海博奥生物技术有限公司)水解黄姜

粗皂苷制备薯蓣皂苷元,其结合酸水解释放苷元的

产率相比于传统方法提高了15%;优化反应条件得

到最佳酶解条件为温度55℃、醋酸盐缓冲液pH=
5.0、酶/底物=15×103U/g。

黄芪甲苷是中药黄芪的代表性成分,具有强心、
降压、心肌保护等作用,黄芪甲苷属于环黄芪醇皂

苷,在C􀆼3和C􀆼6位有2个糖基侧链。研究发现环

黄芪醇􀆼6􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖苷是黄芪甲苷的主要代谢

产物之一。为研究这类天然药物在体内的相关代谢

产物制备,夏广萍等[34]用β􀆼葡萄糖苷酶(购自上海

宝丰生化有限公司)转化黄芪甲苷可以制得环黄芪

醇􀆼6􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖苷(图7);优化得到最佳水解条

件为 温 度 50 ℃,反 应 液 pH =5.0,酶 浓 度

460U/mL,底物初始浓度0.10mmol/L,反应时间

48h。

图7 β􀆼葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷过程

3.2 商品化水解酶转化酚氧糖苷类天然产物

中药淫羊藿具有补肾阳、强筋骨、祛风湿等作

用[35],淫羊藿黄酮苷是中药淫羊藿的主要有效成

分,主要包括淫羊藿苷、朝藿定A、朝藿定B和朝藿

定C这4种黄酮苷[36],属于多羟基黄酮醇类糖苷化

合物,多在C􀆼3和C􀆼7位有多糖基侧链。研究发现

淫羊藿黄酮苷在肠道菌群作用下代谢为淫羊藿次级

黄酮苷———宝藿苷Ⅰ、箭藿苷A、箭藿苷B、鼠李糖

基淫羊藿次苷Ⅱ和淫羊藿苷元,这些部分脱糖产物

的抗骨质疏松活性显著增强。为进一步进行药理研

究,贾晓斌课题组用纤维素酶[37](Cellulase)和β􀆼葡
萄糖苷酶[38](购自夏盛实业集团有限公司)转化淫
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羊藿苷均可制备宝藿苷Ⅰ,转化率分别为95%和

100%;用蜗牛酶[39](购自北京拜尔迪生物科技有限

公司)转化淫羊藿苷可制备淫羊藿苷元,转化率为

93%;用纤维素酶[40](购自夏盛实业集团有限公司)
也可转化朝藿定B制得箭藿苷B,转化率为94%
(图8)。陈彦课题组用蜗牛酶[41􀆼42](购自上海源叶

生物科技有限公司)转化淫羊藿总黄酮也可同时得

到4种次级黄酮苷,转化率均在75%左右。卢艺[43]

用β􀆼葡聚糖酶(购自江苏锐阳生物科技有限公司)
可分别将朝藿定A和朝藿定C完全转化为箭藿苷

A和鼠李糖基淫羊藿次苷Ⅱ,采用双相酶水解体系

β􀆼葡聚糖酶在连续使用了7次之后,底物的相对转

化率仍高于70%(图8)。这些研究都为进一步明确

淫羊藿核心药效团和研究构效关系打下了良好的基

础。

图8 不同糖苷酶水解淫羊藿黄酮苷示意图

3.3 商品化水解酶转化酯氧糖苷类天然产物

Chiisanoside是药用植物短梗五加和刺五加叶

片中最主要的有效成分,具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化、
抗急性肝损伤等药理作用[44􀆼46],Chiisanoside属于

3,4􀆼裂环羽扇豆烷型三萜皂苷,在C􀆼28位有1个多

糖侧链。研究发现短梗五加叶总三萜皂苷具有一定

的抗心律失常作用,为进一步研究短梗五加叶三萜

皂苷抗心律失常的作用机制与构效关系,陈晨[47]先

用鼠李糖苷酶(购自苏州昆蓝生物科技有限公司)将

Chiisanoside转化为二糖基化合物 Divaroside(图

9),酶解条件为底物2g、酶1g、50%乙醇溶液(pH
=4.5)150mL、温度30℃、反应24h;接着用β􀆼葡萄

糖苷酶(购自苏州昆蓝生物科技有限公司)进一步将

Divaroside转化为单糖基化合物Sessiloside􀆼A1(图
9),酶解条件为底物1g、酶1mL、50%乙醇溶液

(pH=4.5)100mL、室温、反应5h。这种依次水解

糖苷的方法,为开展刺五加三萜皂苷的活性研究创

造了良好的条件

图9 多个糖苷酶依次水解Chiisanoside糖链

4 讨论

综上可以看出,商业化的纤维素酶和蜗牛酶被

广泛应用于水解氧糖苷类天然产物,具有较强的酶

解活性。纤维素酶是降解纤维素生成葡萄糖的一组

酶的总称,是一种复合酶,主要由外切β􀆼葡聚糖酶、
内切β􀆼葡聚糖酶、β􀆼葡萄糖苷酶以及活力很高的木

聚糖酶等组成。蜗牛酶是从蜗牛的嗦囊和消化道中

制备的酶,它是含有纤维素酶、半纤维素酶、果胶酶、
阿尔法淀粉酶、甘露糖酶、蔗糖酶、半乳聚糖酶、蛋白

水解酶、氨基酸转移酶等的混合酶。纤维素酶和蜗

牛酶两者本身都是复合酶,所含的酶种类也很多,有
可能是其中某一种酶发挥了独特的作用,也有可能

是某几种酶协同发挥了作用,从而使其具有较强的

酶解活性。在尝试酶解转化糖苷可以先行筛选上述

几种价廉易得的商品酶,然后考虑反应温度、pH
值、底物浓度和加酶量等因素。初筛温度区间建议

选用37℃至商品酶标注的参考温度,缓冲溶液选用

待水解糖苷具有较好溶解性的体系,溶液pH 选用

标注参考范围的中值,加酶量可根据底物用量按照

质量比1∶1添加。筛选发现合适的水解酶后,再用

单因素试验或正交试验优化酶解转化条件。
丰富的糖苷类天然产物是新药发现的重要来

源,酶解法水解糖基具有选择性高、副产物少、绿色

环保等优点,通过体外酶解转化可大大提高糖苷类

化合物的生物利用度,降低毒副作用,提高生物活

性,同时可获得众多新化合物以供活性筛选,用于创

新药物研究。商品酶转化专一性好、选择性强,适用

于多样化的糖苷类天然产物;同时反应条件温和,无
需进行官能团的保护和脱保护,不破坏苷元结构,保
持母核骨架不变;另外操作简单、反应时间短、重复

性好。
随着蛋白质和基因工程的发展,糖苷酶的生物

转化应用越来越广泛。与此同时,因商品酶来源有

限和底物特异性的影响,商品酶的应用仍然存在一
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些局限性,有待于进一步的深入研究。另外,部分课

题组储有对特定的糖苷生物转化的特异性纯化酶或

重组酶,若能通过专利授权、技术转让等将这些特异

性高的糖苷酶转化为产品,对糖苷类天然产物的生

物转化研究和经济效益具有深远意义。
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