
微生物学通报 Oct. 20, 2013, 40(10): 1765−1782 
Microbiology China © 2013 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家自然科学基金项目(No. 30670017) 

*通讯作者：杨克迁: Tel: 86-10-64807459; : yangkq@im.ac.cn 

罗琼: : qiongbf@yahoo.com.cn 

△并列第一作者 
收稿日期：2013-02-19; 接受日期：2013-04-16 

专论与综述  
 
 

当前, 传染病的控制主要依赖抗生素, 对抗生素的结构修饰不但可以改善已有药物

活性、延长其生命周期, 还可以为新药开发提供更多的来源。糖基化修饰作为一种重要的

后修饰在天然产物中广泛存在, 并对其生物活性起到非常重要的作用。研究者通过糖基化

改造, 可以获得大量新糖基修饰的天然产物, 为新药开发提供支持。 
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摘  要: 放线菌可以产生结构多样的天然产物, 其中包括很多重要的抗菌和抗肿瘤药物。

糖基化修饰在天然产物中广泛存在, 糖基侧链的变化往往会影响天然产物的生物活性。本

文综述了放线菌来源天然产物糖基化改造的研究进展。糖基侧链改造的方法主要分为体

内基因工程和体外酶学法。运用这两种方法已经成功对多种天然产物进行了糖基侧链改

造, 获得了大量带有新糖基修饰的天然产物, 其中有些生物活性得以提高。天然产物糖基

侧链改造为新药开发提供了一个重要的途径。 
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Abstract: Actinobacteria are known to produce various natural products, including many im-
portant antibacterial and antitumor antibiotics. Glycosylation is a common tailoring reaction in 
natural product biosynthesis. In most cases, glycosylation significantly affects the bioactivity 
of natural products. The glycosylation of natural products could be manipulated by in vivo ge-
netic engineering or by in vitro enzymatic glycodiversification approaches. A large number of 
new glycosylated products were generated using these two approaches, and some of them 
showed enhanced bioactivity. These new glycosyl-diversified products offer new opportunities 
for drug development. 
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微生物产生的天然产物是小分子药物的重

要来源, 其中约 70%由放线菌产生[1]。由于放线

菌具有强大的天然产物合成能力和复杂的发育

分化, 一直受到广泛关注。天然产物合成过程

中通常会涉及一些重要的后修饰反应, 主要有

羟化、糖基化、甲基化、氨基化以及乙酰化等

修饰。其中糖基化修饰在天然产物中广泛存在, 
例如临床用抗生素红霉素(Erythromycin)、抗寄

生虫农药阿维菌素(Avermectins)以及抗癌药物

多柔比星(Doxorubicin), 终产物都带有糖基化

修饰(图 1)。糖基可以改善化合物的水溶性, 且

通常直接参与天然产物与靶点的相互作用, 去

糖基化的天然产物生物活性会受到很大影响 , 
因而糖基化修饰在天然产物生物活性中起到重

要的作用 [2]。国内外科研工作者对天然产物糖

基的生物合成及糖基化修饰展开了深入的研

究。近年来, Liu、Thorson 以及 Salas 等研究者

对天然产物糖基的合成机理, 糖基转移酶的催

化机制及运用不同手段对天然产物进行糖基化

修饰改造等方面进行了全面而详尽的综述[1,3−7]。

本文在以上综述的基础上, 进一步总结了近年

来放线菌来源天然产物糖基化修饰及糖基侧链

改造方面最新的研究进展。 

1  天然产物中糖基的合成 

天然产物中糖基的种类丰富多样, Liu 等根

据结构对其进行了细致的分类, 其中绝大多数

属于6-脱氧己糖, 也有极少数的是未脱氧己糖, 
如万古霉素(Vancomycin)中的 D-葡萄糖[5]。天

然产物中糖基合成的第一步是单糖的活化, 单

糖需经过核苷转移酶作用生成活化的 NDP-糖

(少部分为 NMP-糖), 才能被下游的糖基合成酶

及糖基转移酶所利用(图2)。合成起始的 NDP-
糖大多为 NDP-D-葡萄糖, 由核苷转移酶催化

底物葡萄糖-1-磷酸和 NTP 生成。葡萄糖-1-磷
酸来源于初级代谢产物葡萄糖-6-磷酸或者果 
糖-6-磷酸。NDP-D-葡萄糖通常会经过 NDP-己
糖-4,6-脱水酶(NDP-hexose-4,6-dehydratase)的

作 用 生 成 N D P - 4 - 酮 基 - 6 - 脱 氧 - D - 葡 萄 糖

(NDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose)。后者是糖基合

成的重要中间体, 该糖基碳骨架不同位置可进

一步发生特定的修饰反应, 主要包括脱氧反应

(通常发生在 C-2、C-3和 C-4位置), 异构化反应

(通常发生在 C-3和 C-5位置), 酮基还原反应(通 
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图 1  放线菌产生的糖基化修饰天然产物 

Fig. 1  Representative glycosylated natural products produced by actinobacteria 

 
图 2  NDP-糖基的合成及种类 

Fig. 2  Biosynthesis and diversity of NDP-sugars 
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常发生在 C-3 和 C-4 位置), 转氨反应以及甲基

化修饰反应(包括 O-、C-和 N-甲基化修饰)等[1]。

正是由于多种修饰酶的作用, 使得天然产物糖

基库拥有着极大的结构多样性。随着微生物基因

组信息的不断公布以及基因工程技术的快速发

展, 糖基合成基因簇被不断克隆和鉴定。通过体

内基因缺失和异源表达等方法, 同时分析代谢

产物的变化, 可以初步鉴定相关基因的功能。另

外, 体外生化实验的开展使我们对糖基合成途径

及糖基合成酶功能有了更深入的认识。Chen 等在

大肠杆菌中异源表达了抗生素 Chloroeremomycin

中氨基糖 L-epivancosamine 合成所需的 5 种酶, 

成 功 利 用 体 外 酶 学 合 成 了 氨 基 糖

L-epivancosamine[8]。类似的方法被用于泰乐菌素

中 L-mycarose 的体外合成[9]。 

2  天然产物合成中糖基转移酶
(Glycosyltransferase, GTs)功能研究 

糖基转移酶催化 NDP-糖基与配糖体发生

反应 , 生成对应的糖基化修饰产物, 因此是连

接糖基与配糖体的纽带。按照结构特征的不同, 

GTs 可分为 GT-A 和 GT-B 两个家族[10−11]。GT-A

家族的 GTs 含有两个紧密相连的结构域, 分别

负责 NDP-糖和配糖体的结合, 该类 GTs 催化的

糖基修饰反应通常需要金属离子(Mg2+或 Mn2+)

的参与, 真核生物中负责合成多糖的 GTs 大多

属于 GT-A 家族。GT-B 家族的 GTs 具有两个相

似的罗斯曼式卷曲结构域 (Rossmann-type do-

main), 其Ｎ端结构域负责配糖体的结合, 而 C

端结构域负责结合 NDP-糖, 两个结构域由中间

的连接臂隔开, GTs 的活性中心位于两结构域

之间, 该类 GTs 催化的糖基修饰反应均不需要

金属离子的参与。绝大多数微生物天然产物合

成中的 GTs 属于 GT-B 家族。根据催化反应中

立体结构特征的不同, GTs 又可被分成翻转型

糖基转移酶(Inverting GTs)和保持型糖基转移

酶(Retaining GTs)[5,12]。 

GTs 催化 NDP-糖和配糖体以不同形式糖苷键

进行连接, 包括 O-、C-、N-苷键等, 其中大多数为

O-苷键[5]。绝大多数 GTs 催化糖基修饰反应时, 并

不需要辅助蛋白的参与, 但值得注意的是, 近年

来有研究表明有一小类催化 O-苷键形成的 GTs

需要辅助蛋白的参与, 才能成功催化糖基化修饰

反应。如酒霉素/苦霉素 Methymycin/picromycin

合成中糖基转移酶 DesVII 的活性需要辅助蛋白

DesVIII 的协助, 另外类似报道的有 AknS-AknT 

(辅助蛋白)和 EryCIII-EryCII (辅助蛋白)[13−16]。但

到目前为止, 这类辅助蛋白所起的作用仍不清

楚。催化 C-苷键形成的 GTs 比较少见, 其中研究

较 多 的 有 UrdGT2 和 IorB 。 UrdGT2 催 化

NDP-D-olivose 以 C- 苷 键 的 形 式 连 接 至

Urdamycin 配糖体的 C-9 位上[17−18](图 1)。IorB 被

体外证明可以催化 UDP-葡萄糖以 C-苷键的形式

连接至配糖体 Enterobactin 上[19]。含有 N-苷键的

化 合 物 也 比 较 少 见 , 主 要 见 于 吲 哚 并 咔 唑

(Indolocarbazole) 类 化 合 物 , 研 究 较 多 的 有

Staurosporine (图 1)和 Ansamitocins 合成途径中的

GTs StaG[20−21]和 Asm25[22], 其中 Asm25 是抗生素

合成途径中首例进行体外生化水平表征的催化

N-苷键形成的 GT。 

3  糖基侧链改造及应用 

随着越来越多的糖基合成基因簇及糖基

转移酶基因被鉴定, 研究者开始尝试组合使用

这些功能元件来获得新糖基修饰的天然产物。

以下将从体内基因工程及体外酶学法改造两

个方面对天然产物糖基侧链改造的研究工作进

行介绍。 
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3.1  体内(In vivo)基因工程方法改造糖基侧链

修饰 
3.1.1  体内基因缺失技术: 研究糖基合成基因

功能经典的策略就是对糖基合成基因进行缺失, 

通过检测突变株中积累的代谢产物结构的变化

来鉴定突变基因的功能。在有些情况下, 缺失特

定基因后生成的中间体糖基仍然可以被 GTs 所

识别, 合成相应中间体糖基修饰的天然产物。在

红霉素中 L-mycarose 的合成途径中, EryBIV 催

化其中的 4-酮基还原反应。缺失 EryBIV 后积累

的中间体 NDP-4-keto-L-mycarsoe 可被对应的糖

基转移酶识别, 得到含有该中间体糖基的红霉

素衍生物 [23](图 3A)。此外 , 在酒霉素/苦霉素

(Methymycin/picromycin)等 天 然 产 物 的 糖 基 合

成研究工作中也有类似的报道[24]。有些中间体糖

基还可以被下游的糖基合成酶继续催化, 生成新

结构的糖基。杰多霉素(Jadomycin)是委内瑞拉链

霉菌(Streptomyces venezuelae ISP5230)在乙醇刺

激等特殊环境压力产生的一种非典型角蒽环类

抗生素。当缺失糖基合成基因 jadO (NDP-糖 2,3-

脱水酶)后, 令人意外地产生了一种新糖基修饰

产物 6-脱氧-L-altrose 修饰杰多霉素[25−26](图 3B)。

理论上 jadO 缺失突变株积累的中间体糖基应该

为 NDP-4-酮基-6-脱氧-D-葡萄糖, 推测该中间

体糖可被下游 JadU (异构酶)和 JadV (酮基还原

酶)继续催化生成 NDP-6-脱氧-L-altrose, 继而被

糖基转移酶 JadS 识别生成新糖基修饰的产物, 

该结果也表明 JadS 对糖基底物具有一定的宽容

性。类似的情况在 Urdamycin、Methymycin 等

中也有报道[27−29]。此外, 通过缺失 GTs 也是获得

不同糖基侧链化合物的常用途径, 该方法常用

于 含 有 多 个 GT 的 天 然 产 物 合 成 途 径 。

Landomycin A 是 Streptomyces cyanogenus S136

产生的一种含有六糖侧链的角蒽环类抗生素 , 

该六糖侧链由 4 个 GT 负责合成。通过分别缺失

其合成途径中的 3 个 GT 基因 lanGT1、lanGT4
和 lanGT3 获 得 了 多 种 含 不 同 糖 基 侧 链 的

Landomycin 衍生物[30−33]。Zhang 等近来鉴定了

Tiacumicin B (产生菌为 Dactylosporangium au-

rantiacum subsp. Hamdenensis NRRL 18085)的生

物合成基因簇, 通过对其合成途径中的两个 GT

编码基因 tiaG1 和 tiaG2 分别进行缺失, 获得了

多种不同糖基侧链的 Tiacumicin 衍生物, 同时该

工作表明 TiaG1 和 TiaG2 对非天然的糖基底物具

有一定的识别利用能力[34]。另外, Zhang 等最近

从 Streptomyces sp. SCSIO 01127 中 鉴 定 了

Lobophorin 的生物合成基因簇, 通过分别缺失

其合成途径中的 3 个 GT 编码基因, 获得了多种

不同糖基侧链的 Lobophorin 类衍生物, 并表明

LobG3 作为一个迭代的 GT 催化两步糖基转移

反应[35]。类似的工作在 Urdamycin 等中也有报

道[36]。这些工作的深入开展, 不仅可以从体内鉴

定糖基合成基因以及 GTs 编码基因的功能, 还

可以发现具有宽泛糖基底物识别能力的糖基转

移酶和糖基合成酶, 为合成新结构糖基以及新

糖基修饰天然产物打下坚实的基础。 

3.1.2  体内组合生物合成技术: 该方法主要是

通过对糖基合成途径进行代谢工程改造, 来获

得新糖基修饰产物。Hutchinson 等早在 1998 年

便使用这种方法对 Streptomyces peucetius 所产

生的抗癌药物多柔比星(Doxorubicin)进行了新

糖基修饰改造[37](图 4)。Doxorubicin 中糖基为

L-daunosamine, 缺失其糖基合成基因 4-酮基还

原酶(4-Ketoreductase), 再在该突变株中表达具

有不同立体结构选择性的 4-酮基还原酶 AvrE 
(来源于阿维菌素合成途径)或者 EryBIV (来源

于 红 霉 素 合 成 途 径 ), 成 功 得 到 了 新 糖 基

L-epidaunosamine 修饰的产物 Epirubicin。运用

相似的方法, 还成功合成了多种新糖基修饰的

酒霉素/苦霉素(Methymycin/picromycin)[38]。 



1770 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.10 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 3  体内基因缺失技术改造红霉素和杰多霉素糖基侧链修饰 
Fig. 3  Formation of new glycosylated derivatives of erythromycin and jadomycin by gene inactivation  

注: A: 缺失红霉素糖基合成基因 eryBIV (NDP-糖 4-酮基还原酶)得到的新糖基修饰的红霉素衍生物; B: 缺失杰多霉素糖

基合成基因 jadO (NDP-糖 2,3-脱水酶)得到新糖基修饰的杰多霉素衍生物 ILEVS1080. 
Note: A: Formation of a new glycosylated erythromycin derivative by inactivation of eryBIV (NDP-hexose 4-ketoreducatse); 
B: Formation of a new glycosylated jadomycin derivative ILEVS1080 by inactivation of jadO (NDP-hexose 2,3-dehydratase). 
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图 4  通过代谢工程改变糖基合成途径来对多柔比星糖基侧链进行改造 

Fig. 4  Formation of a new glycosylated daunorubicin derivative epirubicin by metabolic engineering of sugar bio-
synthetic pathway 

 
通过引入外源 GTs, 也可实现对天然产物

进行新糖基化修饰。红霉素(Erythromycin)是红

色糖多孢菌(Saccharopolyspora erythraea)产生

的一种大环内酯类抗生素, 缺失其碳霉糖糖基

转移酶(Mycarosyltransferase)基因 eryBV, 然后

在 该 突 变 株 中 表 达 外 源 GT oleandrosyltrans-

ferase (OleG2, 来源于 Oleandomycin 合成途径), 

成功获得了新糖基修饰产物 3-O-L-rhamnosyl 

erythronolide[39]。Sac. erythraea SGT2 是糖基转

移酶基因 eryCIII、eryBV 和聚酮合酶基因 eryA

三基因缺失突变株, 该菌株不能产生红霉素配

糖体。TylM2 是泰乐菌素(Tylosin)合成途径中

GT (Mycaminosyltransferase)在 Sac. erythraea 

SGT2 中表达 TylM2, 同时外源添加泰乐菌素的

糖苷配体 Tylactone, 最终合成了一种新糖基修

饰的泰乐菌素 5-O-desosaminyltylactone, 说明

TylM2 可 以 识 别 异 源 宿 主 菌 所 合 成 的 糖 基

NDP-desosamine, 并将其修饰到 TylM2 天然的

糖苷配体上, 显示出 TylM2 对糖基底物具有较

为宽泛的识别能力[40]。相似的策略被成功用于

多 杀 菌 素 (Spinosyn) 的 糖 基 化 修 饰 , 在 Sac. 

erythraea SGT2 中表达多杀菌素合成途径中 GT 

SpnP (Forosaminyltransferase), 同时外源添加多

杀菌素假配糖体(Spinosyn pseudoaglycon), 最

终 获 得 了 新 糖 基 修 饰 多 杀 菌 素

17-O-α-L-mycarosyl-spinosyn A[41], 说明 SpnP

可 以 识 别 异 源 宿 主 菌 所 合 成 的 糖 基

NDP-L-mycarose, 并修饰至多杀菌素假配糖体

上。这些工作提示我们: 当原始宿主无法合成

目标糖基时, 可选择目标糖基产生菌进行遗传
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改造 , 除去其天然配糖体产生能力, 再通过外

源添加拟修饰的配糖体, 可实现天然产物糖基

侧链结构改造。 

糖基合成途径的不断阐明, 使得我们可以

通过重组不同来源糖基合成基因, 来赋予异源

宿主合成新糖基的能力, 从而实现对天然产物

的 新 糖 基 修 饰 。 Tang 和 McDaniel 在

Streptomyces lividans 中异源表达了酒霉素/苦霉

素(Methymycin/pikromycin)中 D-desosamine 的

合成基因簇及其对应的糖基转移酶 DesVII, 同

时向该重组菌株中引入可以合成不同结构大环

内 酯 的 表 达 载 体 , 最 终 成 功 检 测 到 多 种

D-desosamine 修饰的大环内酯类化合物[42]。这

个工作同时也证明 DesVII 具有对糖苷配体很宽

泛的识别能力。 

为了更方便快捷地在不同宿主中合成新的

糖 基 , Salas 等 构 建 了 一 系 列 糖 基 合 成 载 体

(Sugar bisynthesis plasmids)。他们首先使用 PCR

方法扩增糖基合成所需各个基因, 再使用特定

的限制性酶切位点将各个基因进行连接, 构建

获得一个游离型载体, 并使用红霉素抗性基因

启动子 ermEp*来启动这些糖基合成基因的表

达 [1,43]。对这些糖基合成载体的改造也非常容

易 , 为合成特定的目标糖基 , 可通过引入或剔

除不同功能的糖基合成基因, 快速构建目标糖

基 的 合 成 途 径 。 Salas 等 对 Oleandomycin 

(Streptomyces antibioticus ATCC11891 产生)中

L-oleandrose 合成基因进行重新整合得到载体

pLN2[43](图 5)。由于 pLN2 含有 NDP-L-olivose

合 成 所 需 的 所 有 基 因 , 推 测 可 以 合 成

NDP-L-olivose。并以此载体为基础根据不同糖

基 合 成 途 径 构 建 了 NDP-D-olivose, NDP-L- 

rhamnose, NDP-L-rhodinose 的合成载体。重组

菌 Streptomyces albus 16F4 含有 Elloramycin 配

糖体 8-Demethyltetracenomycin C (8-DMTC)的

合成基因, 同时含有 GT ElmGT 的编码基因。

将上述 4 个载体导入 S. albus 16F4, 分析重组菌

代谢产物, 成功检测到上述 4 种不同糖基修饰

的 8-DMTC 衍生物, 从而证明了所构建的糖基

合成载体在体内可以合成目标糖基, 同时也表

明 ElmGT 具有较为宽泛的糖基底物识别能力。

Streptomyces argillaceus 产 生 的 光 辉 霉 素

(Mithramycin)是一种抗肿瘤药物 , 但由于有很

强的毒副 作用 , 很大 地限制了 在临床上 的使

用。Núñez 等运用组合生物合成方法成功对其

进行了新糖基化修饰。突变株 S. argillaceus 

M3W1 可产生 Mithramycin 类似物 Mithramycin 

SK 和 Mithramycin SDK, 载体 pMP3*BII 可合

成糖基 NDP-D-digitoxose, 将 pMP3*BII 导入 S. 

argillaceus M3W1, 发现重组菌株除了合成原

来的两种产物外, 还可以合成另外 3 种新糖基

修 饰 Mithramycin, 分 别 是 Demycarosyl-3D- 
β-D-digitoxosylmithramycin SK, Demycaro-
sylmithramycin SDK 和 Demycarosyl-3D-β-D- 

digitoxosylmithramycin SDK, 说明 pMP3*BII 在

S. argillaceus M3W1 中成功合成 NDP-D-digi- 

toxose 并生成对应的糖基化修饰产物[44]。活性

实验表明, 相对于 Mithramycin, 这 3 种新化合

物具有更好的抗肿瘤活性, 其中 Demycarosyl- 

3D-β-D-digitoxosylmithramycin SK 的细胞毒性

低于 Mithramycin, 因此具有进一步药物开发的

潜力。运用相似的手段, 这些糖基合成载体被

成功地运用于星形孢菌素 (Staurosporine)等另

外多种天然产物的糖基修饰改造, 显示出较强

的适用性[21,45]。 

这种基于“糖基合成载体”的组合生物合成

方法最主要的应用是获得新糖基修饰的天然产

物, 尤其针对那些具有较好抗肿瘤活性但细胞

毒副作用较大的天然产物, 通过糖基侧链结构

的改造, 在某些情况下 , 可以获得生物活性得 
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图 5  糖基合成载体的构建以及运用糖基合成载体来对 8-Demethyltetracenomycin C (8-DMTC)进行新糖基 
侧链修饰改造 

Fig. 5  Construction of sugar cassette plasmids and generation of new glycosylated 8-demethyltetracenomycin C 
(8-DMTC) derivatives by using these sugar cassette plasmids 

 

以改善的新化合物, 因而可为新药开发提供一

种有效的手段; 另外, 通过引入这些不同糖基

合成载体, 并分析对应代谢产物糖基结构的变

化, 可快速测试 GTs 对糖基底物的识别能力, 

深入挖掘 GTs 的底物宽容性; 另一方面, 通过

变化糖基合成载体中的基因组合, 结合代谢产

物糖基结构的变化, 有助于从体内进行糖基合

成基因功能研究。 
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3.2  体外(In vitro)酶学法改造糖基侧链及应用 
借助于体内基因工程的方法, 我们对天然

产物糖基合成及其修饰过程有了越来越多的认

识。为了深入细致地研究各种糖基合成基因以

及 GTs 的功能, 人们开始把目光投向体外酶学

的研究, 并在此基础上发展出了天然产物糖基

侧链体外酶学改造法。体外酶学改造法的实现, 

首先是需要从体外合成活化的底物 NDP-糖, 表

达具有底物宽容性的 GTs, 进而建立酶学水平

的糖基转移反应, 最终获得新糖基修饰的天然

产物。 

3.2.1  体外 NDP-糖的合成: (1) 糖基合成酶工

程改造: 体外酶学法改造糖基侧链的前提是获

得 NDP-糖。为了获得结构多样的 NDP-糖, 研

究者使用蛋白质工程的方法对糖基合成酶进行

改造, 以获得具有底物宽容性的糖基合成酶。 

NDP-糖合成的底物来源是糖 -1-磷酸 , 由

对应的糖分子在糖激酶磷酸化的作用下生成。

为了获得宽泛底物识别能力的糖激酶, 利用随

机突变的方法对大肠杆菌来源的半乳糖激酶

(Galactokinase)进行改造 , 获得的突变株 GalK 

(Y371H)可以识别在 C-2、C-3、C-5 以及 C-6

发生基团变化的 D-半乳糖底物, 突变株 GalK 

(M173L)可以识别在 C-4 位发生异构的 D-半乳

糖底物, 而双点突变株 GalK (M173L/Y371H)除

了具有单点突变株的底物识别能力, 还可以识

别叠氮基糖(Azido sugars)[46]。 

(2) 核苷转移酶工程改造: 获得了糖-1-磷酸, 

接下来需使用核苷转移酶(Nucleotidyltransferase)

对其进行 NDP 活化。为拓宽核苷转移酶的底物

利用范围, 研究者开始尝试使用蛋白质工程的

方法对其进行改造。沙门氏菌(Salmonella en-

terica LT2) 来 源 的 核 苷 转 移 酶 RmlA 

(D-glucose-thymidylyltransferase) 与 底 物

UDP-glucose 或者 TTP 的复合物晶体结构被成

功解析, 运用蛋白质工程改造成功拓宽了其对

底物的利用能力, 最终 RmlA 及其突变体可以

利用多达 30 种结构的糖-1-磷酸[47−48]。 

(3) NDP-糖的酶学合成: NDP-4-酮基-6-脱

氧-D-葡萄糖是大多数天然产物 NDP-糖的前体, 

研究人员首先发展出该前体的合成方法。一种

方法是使用蔗糖、TMP 作为底物, 加入蔗糖合

成酶(Sucrose synthase, 来源于马铃薯)、TDP-

葡 萄 糖 -4,6- 脱 水 酶 ( 来 源 于 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌  

Sa. typhimurium)以及酵母来源的 TMP 激酶, 同

时在反应体系引入 ATP 再生体系 , 成功获得

NDP-4- 酮 基 -6- 脱 氧 -D- 葡 萄 糖 , 其 得 率 约 为

70% (相对于反应初加入的 TMP 量)[49]。另一种

方法是将 NDP-4-酮基-6-脱氧-D-葡萄糖合成相

关酶在大肠杆菌(E. coli BL21)中共表达, 直接

使用细胞粗提物进行前体的制备, 从而省去了

蛋白纯化的工作[50]。 

NDP-4-酮基-6-脱氧-D-葡萄糖制备方法的

建立, 极大地促进了天然产物 NDP-糖的体外合

成。该前体经过下游异构酶, 酮基还原酶以及转

氨酶等作用, 可最终获得不同结构 NDP-糖。到

目前为止, 通过体外建立多酶连续反应体系, 已

成功合成了泰乐菌素(Tylosin)中 D-mycarose[9], 

Chloroeremomycin 中 L-epivancosamine[8], 多杀

菌素(Spinosyn)中 D-forosamine[51]和 Kijanimicin

中 L-digitoxose[52]。 
3.2.2  糖基转移酶(GTs)底物宽容性挖掘及其

改造: 进行糖基侧链结构改造的工作, 决定其

成功性的因素是获得具有宽泛底物利用能力的

GTs。底物宽容性包括两个方面, 即对 NDP-糖

和配糖体两种底物的利用能力。体内的工作表

明越来越多具有底物宽容性的 GTs 被发现。

Vicenistatin 是 Streptomyces halstedii HC-34 产生

的一种抗肿瘤聚酮化合物, 其中 GT VinC 负责

催化氨基糖 dTDP-vicenisamine 连接至配糖体
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Vicenilactam 上, 形成 Vicenistatin[53]。体外酶学

研究表明, VinC 可以催化 dTDP-vicenisamine 修

饰至 Neovicenilactam, Brefeldin A 等 8 种配糖

体底物上, 生成对应的糖基化修饰产物[54]。进

一步研究显示 , VinC 可以识别利用 dTDP-D- 

mycarose、dTDP-D-digitoxose 等多种糖基对配

糖体 Vicenilactam 进行糖基化修饰[55]。以上工

作表明 VinC 对配糖体以及糖基底物均显示出

十分宽泛的底物利用能力, 可为天然产物新糖

基化修饰提供一个重要的工具。星形孢菌素

(Staurosporine)合成中 GT StaG 除了识别天然糖

基底物 NDP-L-ristosamine 外 , 还可以利用糖

基 NDP-L-rhamnose、NDP-L-olivose、NDP-L- 

digitoxose 和 NDP-D-olivose, 通过氮苷键连接

至星形孢菌素配糖体上[21]。Gilvocarcin 合成途

径中的 GT GilGT 催化 C-糖基化修饰, 运用

Salas 等构建的糖基合成载体成功合成了多种

糖基修饰的 Gilvocarcin 类衍生物 , 从而证明

GilGT 对糖基底物有一定的宽容性[45]。除此之

外, ElmGT、DesVII 等多种 GTs 均被证明具有

底物宽容性[5]。 

为进一步拓宽 GTs 的底物宽容性, 以获得

结构多样的新糖基修饰天然产物, 随机突变、

定向进化以及结构域替换等方法被用于 GTs

的结构改造。Urdamycin 中两个 GTs, UrdGT1b

和 UrdGT1c 具有非常高的氨基酸序列相似性

(91%序列一致性), 但催化的糖基底物却不同

( 图 6 ) 。 U r d G T 1 c 催 化 N D P - L - 夹 竹 桃 糖

(NDP-L-rhodinose)与 Aquayamycin 的 D-olivose

糖基连接生成二糖侧链 ,  而 UrdGT1b 催化

NDP-D-olivose 连接至前面二糖侧链中第二个

糖基 L-rhodinose 的 C-4 羟基上。序列分析

UrdGT1b 和 UrdGT1c 的不同之处主要集中在 N

端 31 个氨基酸区域, 因此这一区域可能控制了 

 
图 6  UrdGT1b 和 UrdGT1c 嵌合突变体 UrdGT1b/1c 催化的一个新的糖基转移反应 

Fig. 6  Novel glycosyltransfer reaction catalyzed by chimeric UrdGT1b/1c 
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底物的特异性[56]。Hoffmeister 等对这两个区域

片段进行互换, 将 UrdGT1b 中这段区域替换为

UrdGT1c 中 的 对 应 区 域 , 得 到 的 杂 合 的

UrdGT1b 表现出类似于 UrdGT1c 的催化活性, 

同样将 UrdGT1c 中这段区域替换为 UrdGT1b

中的对应区域, 得到的杂合 UrdGT1c 也获得了

类似 UrdGT1b 的催化活性。进一步研究发现这

段 31 个氨基酸长度的区域中只有 10 个氨基酸

是决定两者不同底物特异性的关键残基 [57]。

Hoffmeister 等对这 10 个氨基酸进行饱和突变, 

获得了一类具有新催化活性的突变体, 该类突

变体可以催化 NDP-D-olivose 连接至二糖侧链

中第一个糖基 D-olivose 的 C-4 羟基上, 因而生

成 一 个 含 有 分 支 糖 基 侧 链 修 饰 化 合 物

Urdamycin P。 

Oleandomycin 合成途径中的 GT OleD 被证

明对糖基底物及配糖体具有一定的底物宽容

性。Williams 等通过定向进化等方法对 OleD 进

行改造 , 获 得多个具 有宽泛底 物识别能 力的

OleD 突变体, 可识别的底物涵盖 10 多种已知

糖基底物和 70 多种配糖体[58−63]。其中一个三点

突变体 OleD (P67T, S132F, A242V)可以利用 22

种 NDP-糖库中的 15 种糖基底物 , 而野生型

OleD 仅可以利用 3 种, 并且发现该突变体对 6
种非天然配糖体的糖基修饰能力, 明显高于野

生型 OleD[58]。Gantt 等发现利用糖基转移酶所

催化的逆向反应在体外制备 U(T)DP-D-葡萄糖

时, 使用 OleD 的四点突变体 TDP-16 (P67T, 

S132F, A242L, Q268V)进行酶学反应, U(T)DP- 

D-葡萄糖的得率最高[64]。 

天然产物中, 通过 O-苷键连接的糖基容易

水解, 不够稳定, 而通过 C-苷键连接的糖基则

更为稳定。LanGT2 (来源于 Landomycin A 合成

途径)和 UrdGT2 (来源于 Urdamycin A 合成途

径)催化的糖基转移反应中, 识别的糖基底物均

为 NDP-D-olivose, 识别的配糖体骨架也十分相

似 , 不同的是 LanGT2 催化形成 O-苷键 , 而

UrdGT2 催化形成 C-苷键。Bechthold 等通过对

两者的序列和结构特征进行比对分析, 寻找出

决定两者不同催化机制的可能因素, 接着理性

构建了多种 LanGT2 突变体, 最终成功筛选到

具有催化形成 C-苷键能力的多个 LanGT2 突变

体[65]。其中一个 LanGT2 突变体在一段 10 个氨

基酸长度的区域发生变换, 获得了催化 C-苷键

形成的能力, 表明该段区域是决定不同糖苷键

形成的重要位置。 
因此, 通过对 GTs 进行蛋白质工程改造 , 

可以用来拓宽 GTs 的底物宽容性, 提高 GTs 的

催化活性, 同时也有可获得具有新催化活性的

GTs。 

3.2.3  体外天然产物糖基化修饰改造: 种类丰

富 NDP-糖库的建立以及具有底物宽容性 GTs

的发现及开发, 极大地促进了体外天然产物糖

基化修饰改造的进程。 

(1) 经典体外酶学法对天然产物进行糖基

侧链改造: 体外制备不同种类 NDP-糖并纯化

GTs, 具有底物宽容性的 GTs 催化配糖体和不

同 NDP-糖基发生连接反应, 从而对天然产物进

行糖基侧链改造(图 7A)。这种策略首先成功应

用于酒霉素/苦霉素(Methymycin/picromycin)以

及万古霉素(Vancomycin)等糖基修饰改造[66−67]。

GtfE 和 GtfD 是万古霉素合成途径中的两个

GTs, 之前体内工作便表明 GtfE 和 GtfD 对糖基

底物具有一定的底物宽泛利用能力。为进一步

挖掘 GtfE 的底物利用能力, 选用 23 种 TDP-糖

作为底物, 惊讶地发现在体外酶学反应中 GtfE

可以利用其中的 21 种, 生成对应的糖基化修饰

产物。其中一种新糖基修饰万古霉素的抗菌生

物活性得到提高。 

(2) 运用糖基转移酶催化的逆向反应进行 
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图 7  糖基转移酶催化的反应以及在糖基侧链改造中的应用 

Fig. 7  Reactions catalyzed by GTs and its application in generation of new glycosylated derivatives 
注: A: 糖基转移酶催化的经典反应; B: CalG1 催化糖基转移逆向反应并可同时催化对新糖基的转移反应; C: 糖基转移

酶催化的糖基转移逆向反应; D: 同一糖基转移酶催化的糖苷配体互换反应; E: 运用识别同样糖基底物的两个转移酶来

对结构不同糖苷配体进行糖基化修饰. 
Note: A: Classical reaction catalyzed by GTs; B: CalG1 catalyzed reverse glycosyl transfer reaction and glycosyl transfer re-
action toward new TDP-sugar; C: Reverse glycosyl transfer reaction catalyzed by GTs; D: Aglycone exchange reactions cata-
lyzed by a singe GT; E: Formation of glycosylated derivatives of structurally unrelated aglycone by using two GTs that recog-
nize the same TDP-sugar. 
 
天 然 产 物 糖 基 侧 链 修 饰 改 造 : 在 刺 孢 霉 素

(Calicheamicin) 中 GT CalG1 的 研 究 工 作 中 , 

Thorson 等发现 CalG1 可以催化糖基转移的逆

向反应, 即在 TDP 存在的条件下, CalG1 催化

已发生糖基修饰的天然产物发生去糖基化反

应, 生成对应的 TDP-糖和配糖体[68](图 7B)。

同时发现 , 当上述反应体系中存在新种类的

TDP-糖时, CalG1 可催化生成新糖基修饰的产

物(图 7)。此外, GtfE、GtfD 和 SnogD 等多种

GTs 均被证明具有逆向反应催化能力, 由此推

测催化糖基化修饰逆向反应可能是 GTs 的一

个共有特征[68−69]。在利用 OleD 突变体催化的

糖基转移逆向反应进行 NDP-糖制备时, Gantt

等报道在反应中使用 2-氯-4-硝基苯基-糖苷类

化合物(2-Chloro-4-nitrophenyl glycosides)作为

糖基供体可有效增加 NDP-糖的得率, 并证明生
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成的 NDP-糖可有效地和下游的糖基转移反应

相偶联, 生成对应糖基化修饰的新产物[64]。同

时, 由于逆向反应中所生成的 2-氯-4-硝基苯酚

(2-Chloro-4-nitrophenolate)在 410 nm 波长处有

特异吸收, 因此可通过检测 410 nm 吸收值的变

化来方便快速地监测反应的进程。对 GTs 催化

可逆反应的不断认识, 有效地推动了体外糖基

化修饰研究工作的发展。首先, 利用 GTs 催化

的逆向反应可用来制备天然的 NDP-糖, 尤其对

于某些复杂结构 NDP-糖基的制备, 该方法相对

于使用多酶连续反应的 NDP-糖制备方法具有

一定的优越性[70−71](图 7C)。其次, 使用同一糖

基转移酶可以实现结构类似的糖苷配体的互换

反应, 即通过催化糖基转移逆向反应生成对应

的 NDP-糖, 再催化该糖基修饰至结构类似的糖

苷 配 体 中 , 从 而 获 得 新 糖 基 修 饰 的 产 物 ( 图

7D)。除此之外, 还可以利用识别同样糖基底物

的两个转移酶来对结构不同糖苷配体进行糖基

化修饰(图 7E)。因此, 利用 GTs 具有催化糖基修

饰及其逆向反应的两种特性, 在反应体系中引

入不同组合的糖基转移酶、糖基修饰天然产物、

配糖体和 NDP-糖, 这种“一锅煮”(One pot)的方

式可以快速实现配糖体的不同糖基化修饰。 

4  小结与展望 

糖基化修饰与天然产物的生物活性紧密相

关, 引起了人们的极大关注。糖基合成途径及

其修饰相关酶的功能被不断研究, 为天然产物

糖基侧链改造提供了非常好的基础和机遇。近

些年来, 运用体内基因工程的方法尤其是组合

生物合成技术, 成功对多种天然产物进行了糖

基侧链改造。在体外, 通过蛋白质工程方法对

糖激酶、核苷转移酶、糖基转移酶等进行改造, 

拓宽底物利用能力, 并成功运用到天然产物糖

基侧链改造的工作中。值得指出的是, 糖基转

移酶可以催化糖基修饰逆向反应的发现, 为体

外进行 NDP-糖制备及糖基侧链改造提供了新的

思路。体内外方法的并用成功获得了大量的新糖

基修饰天然产物, 其中有些在生物活性上有显

著提高, 显示出这些方法具有很好的应用前景。 

但目前天然产物糖基侧链改造的工作依然

面临着一些需要解决的问题。首先, 很多报道

表明新糖基修饰天然产物产量较低, 原因可能

有两方面: 一方面是由于糖基转移酶催化非天

然底物的效率较低, 另一方面是新糖基底物的

前体供应量不足。由于目前直接检测体内 NDP-
糖含量的技术还不完善, 所以很难确定新糖基

是否正常合成。大多数情况下是通过检测最终

新糖基修饰产物来判断新糖基是否合成, 所以

当目标产物产量较低时就很难确定是哪一方面

原因。因此, 需要尽快建立体内 NDP-糖的定量

检测技术。同时, 应加大对糖基合成酶催化机

理的研究, 可为如何提高天然糖基的合成效率

提供理论指导, 也可以用于开发新的非天然糖

基的合成策略。据报道, 有相当数量的糖基转

移酶底物特异性较强, 所以如何有效地拓展糖

基转移酶的底物宽容性是一个重要的课题。通

过深入开展糖基转移酶晶体结构解析及催化机

理的研究工作, 才能有效地指导对糖基转移酶

的理性改造, 增强其催化效率以及底物识别能

力, 同时还有可能获得具有新催化活性的糖基

转移酶。其次, 许多天然产物生物活性的分子

机制仍不清楚 , 比如 , 其糖基分子对活性影响

的机制还不清楚, 所以如果以改善生物活性为

目标, 对天然产物进行糖基侧链改造将具有很

大的盲目性。需增强对天然产物生物活性分子机

制的研究, 深入理解天然产物结构与生物活性

之间的构效关系, 以指导天然产物糖基侧链的

理性改造。最后, 目前很多体内的糖基化修饰工

作是借助于糖基合成载体来实现的, 这些载体
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大多是游离型载体, 当运用于实际工业生产中

时, 需要加入大量对应的抗生素来保证载体稳

定存在。所以, 有必要对目前使用的糖基合成载

体进行一定的完善, 可通过构建整合型载体来

代替对应游离型载体进行体内糖基的合成。 

当前 , 细菌耐药性问题愈发严重 , 因此亟

待通过结构修饰的方法来改善已有药物活性 , 

延长其生命周期。相对于化学法, 生物学法可

以更特异地进行糖基结构改造, 并且具有低污

染、低能耗等优点。随着研究的不断深入, 天

然产物糖基侧链改造工作将得以快速发展, 必

将为新药开发做出贡献。 
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