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两种耐热磷酸化酶的构建及高效催化合成红景天苷 *
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摘要 目的：使用表达耐热蔗糖磷酸化酶的大肠杆菌重组工程菌 E. coli BL21/pET-Spase和耐热纤维二糖磷酸化酶的大肠杆菌重
组工程菌 E. coli BL21/pET-Cpase，发酵培养后粗酶液作为催化剂，以价格低廉的蔗糖为原料合成红景天苷。方法：分别构建耐热
蔗糖磷酸化酶和耐热纤维二糖磷酸化酶大肠杆菌重组菌，然后将重组菌、蔗糖、酪醇和磷酸混合，得到反应混合物，使反应混合物

在 45℃下转化，而产生红景天苷。结果：在耐热蔗糖磷酸化酶酶液 1200 U/L、耐热纤维二糖磷酸化酶酶液 500 U/L、蔗糖 110 g/L、

酪醇 30 g/L和磷酸 50 mM的浓度下，反应条件为 pH 7.0、温度 45 ℃、转速 50转 /分、反应时间 32小时后，红景天苷浓度达到

23.7 g/L。结论：本研究使用蔗糖磷酸化酶和纤维二糖磷酸化酶联合催化的工艺，成功地高收率合成了红景天苷。同时，本研究构建

的耐热磷酸化酶酶活高，处理简单，为拓展糖苷类似物的合成提供了一种新的方法。
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Efficient Synthesis of Salidroside by Two Kinds of
Thermostable Phosphorylases*

Thermostable cellobiose phosphorylase and sucrose phosphorylase were produced by recombinant strain E.
coli BL21/pET-Spase and E.coli BL21/pET-Cpase. By combined use of these two phosphorylases, salidroside was efficiently synthesized
from inexpensive sucrose. First, thermostable cellobiose phosphorylase and sucrose phosphorylase recombinant strains were

constructed. Then two phosphorylases with sucrose, tyrosol and phosphoric acid were combined. Finally, the mixture was reacted and

produced salidroside. At optimal conditions, 23.7 g/L of salidroside was formed over 32 h from 1200 U/L thermostable sucrose

phosphorylase, 500 U/L thermostable cellobiose phosphorylase, 110 g/L sucrose, 30 g/L Tyrosol and 50 mM phosphoric acid at the pH

7.0 and 45 ℃ . In this study, thermostable cellobiose phosphorylase and sucrose phosphorylase were employed as the

catalyst, and salidroside was successfully synthesized in high yield. And the thermostable phosphorylases constructed in this study had

high activity, which offers a new way to expand the ability of phosphorylases in preparation of 茁-D-glucosides.
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前言

红景天苷是红景天的主要活性成分。红景天属于珍贵的中

药和藏药，具有抗疲劳、抗缺氧、抗辐射、提高人体机能等多种

功效[1]。目前，红景天苷可通过下述三种方法得到：红景天提取、

化学合成和生物催化制备。但是，对于红景天苷提取而言，原植

物资源有限，且含量低，仅为约 0.1%至 1.0%[2]。其次，提取工艺

复杂，收率低，提纯成本高[3，4]。化学合成法，需要基团保护，并且

需要高温高压、多种有机溶剂等条件。尤其，化学合成的产物不

是单一的茁-构型，需要进一步纯化和精制，工艺复杂、总收率
低，生产成本高。生物催化法，其具有反应温和、效率较高以及

环境友好等优势，得到了更多的关注[5]。

生物催化法主要以葡萄糖和酪醇为底物，以茁-葡萄糖苷
酶，包括纯化酶、含葡萄糖苷酶的细胞破碎液，以及菌体细胞，

或者糖基转移酶，包括纯化酶、含糖基转移酶的细胞破碎液，以

及菌体细胞为生物催化剂，在一定条件下进行生物催化合成红

景天苷[6-8]。

蔗糖磷酸化酶和纤维二糖磷酸化酶联合催化制备红景天
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图 1两种耐热磷酸化酶催化合成红景天苷的反应机制

Fig. 1 Reaction mechanisms catalyzed by two kinds of thermostable phosphorylase

苷的催化反应如下图 1所示，其原理是蔗糖磷酸化酶先将蔗糖

磷酸化，产生果糖和葡萄糖 -1-磷酸。葡萄糖 -1-磷酸和酪醇被

纤维二糖磷酸化酶催化产生红景天苷和无机磷酸。特别是纤维

二糖磷酸化酶催化产生的磷酸又可以作为反应物用于将蔗糖

经蔗糖磷酸化酶催化产生葡萄糖 -1-磷酸和果糖，进一步增加

了生产效率。

本研究在前期蔗糖磷酸化酶构建、表达和应用研究基础

上[9]，提出了以耐热蔗糖磷酸化酶的大肠杆菌重组工程菌 E.
coli BL21/pET-Spase和耐热纤维二糖磷酸化酶的大肠杆菌重
组工程菌 E. coli BL21/pET-Cpase发酵培养得到的粗酶液为催
化剂，两种酶联合生物合成红景天苷的新方法。该方法操作简

便，产物红景天苷浓度高，且以廉价的蔗糖为糖基供体，成本较

低，比较适合于工业规模化生产。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种和质粒 嗜热解糖杆菌 Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum，嗜热纤维梭菌 Clostridium thermocellum，
大肠杆菌 BL21（DE3），克隆 /表达载体 pET-28A均由本实验

室保藏。

1.1.2 培养基 LB液体培养基：胰蛋白胨10 g/L，酵母浸粉 5 g/L，

氯化钠 5 g/L，pH值 7.0，121℃灭菌 15 min。自诱导培养基：酵

母浸粉 30 g/L、蛋白胨 20 g/L、磷酸氢二钾 2 g/L、氯化钠 4.0 g/L、

硫酸镁 2.5 g/L、乳糖 4.0 g/L、甘油 5.0 g/L，pH值为 7.0，121 ℃

灭菌 15 min。

1.1.3 主要试剂 TaqDNA聚合酶、限制性内切酶、T4DNA连

接酶购于 TaKaRa公司；质粒 DNA微量提取试剂盒，琼脂糖凝

胶 DNA小量提取试剂盒均购于北京美基美生物科技有限公

司；引物合成及测序工作均由北京睿博兴科生物技术有限公司

完成；细菌基因组 DNA提取试剂盒购于天根生化科技有限公

司；其他试剂均为市售国产分析纯试剂。

1.1.4 主要仪器 PCR仪，SDS-PAGE蛋白电泳系统均购于美

国 Bio-rad公司；蛋白纯化系统 AKTA购于 GE Healthcare公

司；高效液相色谱仪（HPLC）Waters 600，Waters 966 电光二极

管矩阵检测器，Waters 717 plus，自动进样器均购于美国Waters

公司。

1.2 方法

1.2.1 耐热蔗糖磷酸化酶大肠杆菌重组菌的构建 从嗜热解

糖杆菌(T. thermosaccharolyticum)提取基因组作为模板，进行
PCR扩增，得到 PCR产物。PCR条件为 94℃预变性 2分钟；

94℃变性 30秒，55℃退火 30秒，72℃延伸 1.5分钟，30个循

环；72℃保温 10分钟。上游引物：CGCGGATCCATGGCTCT-

GAAAAATAAAGTGCAACTG，下划线为酶切位点 BamHI。
下游引物：CCGCTCGAGCACCAGGTATTTCACTTCTTC

GCCGT，下划线为酶切位点 XhoI。
然后将上述 PCR产物和质粒 pET-28A使用内切酶 BamHI

和 XhoI进行双酶切并使用 DNA纯化试剂盒纯化，再用 T4连

接酶将 PCR产物和质粒 pET-28A连接，得到连接产物。将连接

产物转入到大肠杆菌感受态细胞 BL21(DE3)中，得到重组菌

E.coli BL21/pET-Spase。
1.2.2 耐热纤维二糖磷酸化酶大肠杆菌重组菌的构建 从嗜

热纤维梭菌(C. thermocellum)提取基因组作为模板，进行 PCR

扩增，得到 PCR产物。PCR条件为 94℃预变性 2分钟；94℃变

性 30秒，60℃退火 30秒，72℃延伸 2.5分钟，30个循环；72℃

保温 10分钟。

上游引物：CGCGGATCCATGAAGTTCGGTTTTTTTGAT

GATGC，下划线为酶切位点 BamHI。
下游引物：CCGCTCGAGTCCCATAATTACTTCAACTTT

GTGAG，下划线为酶切位点 XhoI。
然后将上述 PCR产物和质粒 pET-28A使用内切酶 BamHI

和 XhoI进行双酶切并使用 DNA纯化试剂盒纯化，再用 T4连

接酶将 PCR产物和质粒 pET-28A连接，得到连接产物。将连接

产物转入到大肠杆菌感受态细胞 BL21(DE3)中，得到重组菌

E.coli BL21/pET-Cpase。
1.2.3 两种重组菌诱导表达 将蔗糖磷酸化酶的重组菌 E.coli
BL21/pET-Spase、纤维二糖磷酸化酶大肠杆菌重组菌 Spase、

E.coli BL21/pET-Cpase接种于含 5 mg/L卡那霉素的 LB培养

基中，在 37 ℃，转速 200转 /分钟的条件下，培养 8小时。然

后，以 2%的接种量接种到自诱导培养基中。在 32 ℃，转速为

200转 /分钟的条件下，培养 24小时，进行诱导表达，得到各自

的培养物。将含重组耐热蔗糖磷酸化酶的菌体培养物在转速为

4000转 /分下，离心 5分钟，获取菌体，用去离子水洗涤再离

心，重复三次。离心所获得菌体，再用 50 mM柠檬酸缓冲液

(pH 7.0)将菌体重新悬浮成菌悬液，然后经细胞超声破碎仪处

理 5分钟，再经 6000转 /分离心 5分钟，弃除下层离心菌体碎

片固形物，收集离心上清液。所得离心上清液即含有重组耐热
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蔗糖磷酸化酶和纤维二糖磷酸化酶的酶液。

1.2.4 红景天苷的合成 按蔗糖 110 g/L、酪醇 30 g/L和磷酸

50 mM的浓度，将 1.10 g蔗糖、0.30 g酪醇和 57 滋L磷酸(浓度

85%) 依次加入到含有 6 mL柠檬酸缓冲液 (50 mmol/L，pH值

7.0)的反应瓶(体积规格 25 mL)中，搅拌使反应原料溶解，然后

按 250 U/L的浓度，加入 0.5 mL重组耐热蔗糖磷酸酶酶液，再

按 1200 U/L的浓度，加入 1 mL重组耐热纤维二糖磷酸酶酶

液，最后将反应液体积用同一柠檬酸缓冲液定容至 10 mL，并

将反应体液 pH至调至 7.0。然后置于恒温振荡器中进行生物

反应制备红景天苷。反应完毕后，采用 HPLC法测得反应液中

红景天苷的浓度。

1.2.5 HPLC 检测条件 色谱柱：Diamonsil C18 柱，5 滋m

（渍250× 4.6 mm）；流动相：甲醇:水 =35:65；柱温：30 ℃；流速：

0.6 mL/min；检测波长：280 nm；进样量：10 滋L。
1.3 统计学分析

用 SPSS10.0进行统计分析，每个实验重复三次，使用 t检

验分析数据的统计学差异，*表示 P<0.05，即有显著差异。

2 结果

2.1 两种基因表达载体的构建及重组菌蛋白的诱导表达

以提取的嗜热解糖杆菌(T. thermosaccharolyticum)基因组
DNA为模板，扩增出目的基因，PCR结果如图 2所示，目的片

段出现在 1500 bp左右，与 Genebank中查询到已报道的蔗糖

磷酸化酶基因序列（CP002171.1）相似，相似比例为 92.3%。

将上述 PCR产物以及 pET-28A分别用 BamHI和 XhoI进
行双酶切、连接，转化入大肠杆菌 BL21(DE3)中，筛选阳性克隆

并用菌液 PCR法进行鉴定，对鉴定结果阳性的转化子送公司

测序证明与 Genebank中的序列（CP002171.1）相似，成功构建

出重组菌 BL21-pET22b--Spase。

同理，以提取的嗜热纤维梭菌(C. thermocellum)基因组DNA

为模板，扩增出目的基因，PCR结果如图 3所示，目的片段出现

在 2400 bp左右，与 Genebank中查询到已报道的纤维二糖磷

酸化酶基因序列（NC_009012.1）相似，相似比例为 91.2%。

将上述 PCR产物以及 pET-28A分别用 BamHI和 XhoI进
行双酶切、连接，转化入大肠杆菌 BL21(DE3)中，筛选阳性克隆

并用菌液 PCR法进行鉴定，对鉴定结果阳性的转化子送公司

测序证明与 Genebank中的序列（NC_009012.1）相似，成功构建

出重组菌 E.coli BL21/pET-Cpase。

图 2蔗糖磷酸化酶目的基因 PCR产物的电泳图

Fig. 2 Electrophotogram of PCR product of targeting genes of sucrose

phosphorylase

注：1-3:分别是目的片段在 60℃、65℃、70℃退火温度下的 PCR产物；

M：trans2K plus DNA marker。

Note: 1-3: PCR product at the annealing temperature of 60℃, 65℃, 70℃;

M: trans2K plus DNAmarker.

图 3纤维二糖磷酸化酶目的基因 PCR产物的电泳图

Fig. 3 Electrophotogram of PCR product targeting genes of cellobiose

phosphorylase

注：1-3:分别是目的片段在 50℃、55℃、60℃退火温度下的 PCR产物；

M：trans2K plus DNA marker。

Note: 1-3: PCR product at the annealing temperature of 50℃, 55℃, 60℃;

M: trans2K plus DNAmarker.

在液体培养基中接种重组菌及对照菌，当 OD600 nm达到

0.6时，加入 IPTG诱导表达 18 h后收集菌体，破碎细胞后利用

12%的 SDS-PAGE对诱导后菌液进行分析，电泳结果证明两种

蛋白在重组大肠杆菌中皆能够成功表达。

2.2 双酶催化合成红景天苷的活性检测

图 4a为双酶（SPase和 CPase）反应液的 HPLC谱图，底物

酪醇的保留时间为 7.965 min，转化产物的保留时间为 6.132

min，与图 4b中红景天苷对照品的保留时间（6.182 min）基本一

致，说明双酶催化反应能够合成红景天苷。

2.3 双酶催化合成红景天苷催化条件的优化

在耐热蔗糖磷酸化酶酶液 0.5 mL、耐热纤维二糖磷酸化酶

酶液 1.0 mL、蔗糖 110 g/L、酪醇 30 g/L的浓度下，研究了缓冲

液 pH值、反应温度和反应时间对产率的影响。

2.3.1 缓冲液 pH对产物浓度的影响 在不同酸碱度的缓冲

液中反应 24 h后的结果如图 5所示，结果表明构建得到的酶

在弱酸性条件下的催化活性较高，即 pH值为 7.0的条件下能

够获得较高的产物转化率。

2.3.2 反应温度对产物浓度的影响 试验测定了不同反应温

度对催化合成红景天苷的影响，反应 24 h后的结果如图 6所

示。此结果表明在 45℃反应条件下，产物转化率较高且产物量
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3 讨论

红景天生长环境非常恶劣，一般在海拔 1500米到 3500

米，在西藏一般都在海拔 3500米以上的地方，且在阴阳坡以及

人际罕至的悬崖峭壁附近，所以在我国的野生产量相当的低。

我国应用红景天很早，在《四部医典》和《本草纲目》均有记载，

研究证明红景天有抗疲劳、抗衰老、免疫调节、清除自由基等多

种药理作用[10，11]。近代药理研究表明红景天能够迅速促进血红

蛋白与氧的结合能力，带走机体部分数量的氧进入血液，降低

图 4b红景天苷对照品 HPLC谱图

Fig. 4b HPLC profile of the Salidroside standard

图 5不同缓冲液 pH值对红景天苷产率的影响

Fig.5 Effect of pH value of buffer solution on production of salidroside

相对比较稳定。

2.3.3 反应时间对产物浓度的影响 测定不同反应时间的影

响如图 7所示，结果表明反应 35h后红景天苷浓度达到 23.7 g/L。

图 4a双酶（SPase和 CPase）反应液的 HPLC谱图

Fig. 4a HPLC profile of the reaction product of two enzyme(SPase and CPase)

图 6不同反应温度对红景天苷产率的影响

Fig. 6 Effect of reaction temperature on production of salidroside
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耗氧量，显著提高超氧化物岐化酶的活性[12]。

红景天苷是红景天的主要活性成分，被广泛应用于化妆

品、保健食品和药物中。野生红景天植物中红景天苷含量低，由

于红景天苷天然来源（植物资源日趋枯竭）稀缺且作用明显，市

场需求量连年上升，因此人们不断探索能高效合成红景天苷的

新途径。红景天苷的生产目前主要有化学合成法法，但是红景

天苷立体结构复杂，化学合成法在工艺上却受了生产步骤繁

多、合成困难、生产收率低、污染严重和成本过高等等问题的限

制，特别是反应产生 琢和 茁混合物，后期纯化也较复杂，产物
收率低，纯度低。和具有上述各种问题的化学合成法相比，酶法

具有反应条件温和，较少反应步骤，高立体选择性和高区域选

择性等优势。因此近年来，糖苷酶逐渐成为一大系列天然和非

天然糖苷合成的首选催化剂。

如前言所述，目前生物催化法大多使用的是 茁-葡萄糖苷
酶，它是一种水解酶，它们的水解作用往往大于合成作用，因此

转化率不高，产量较低。例如，魏胜华等报道了“茁-葡萄糖苷酶
纳米凝胶非水相合成红景天苷”[13]，采用水相原位聚合的方法

制备了杏仁 茁-葡萄糖苷酶纳米凝胶，并以其作为催化剂，以水-

有机溶剂体系为反应介质，催化葡萄糖和酪醇合成红景天苷。

YU等利用苹果籽粉作为生物催化剂合成红景天苷，在水 -叔

丁醇体积比为 1:9 的体系中反应 120 小时的收率可达到

20.7%[14]。Hiroyuki Akita等利用从杏仁中提取的 茁-葡萄糖苷
酶催化合成红景天苷，收率为 11%。Tong等利用从苹果种子中

提取的 茁-葡萄糖苷酶在二氧六环和水混合体系中催化合成红
景天苷，收率为 15.8%[15]。Zhang等利用从黑曲霉中提取的 茁-
葡萄糖苷酶催化合成红景天苷，其产率大约为 10%[16]。

纤维二糖磷酸化酶也可以以纤维二糖或葡萄糖 -1-磷酸为

糖基供体，以其他一些化合物为糖基受体来合成相应的 茁型 -

葡萄糖苷化合物[17]，但纤维二糖或葡萄糖 -1-磷酸原料稀缺，价

格昂贵且不易获得，不适用工业化生产应用。蔗糖磷酸化酶能

以蔗糖为糖基供体，以磷酸、维生素 C或酚类化合物为糖基受

体来合成相应的 琢型 -葡萄糖苷化合物，如葡萄糖 -1-磷酸[18,19]、

维生素 C葡萄糖苷[9，20，21]、琢-熊果苷[22]等。但天然红景天苷是 茁-

构型，仅蔗糖磷酸化酶不能制备红景天苷。本研究利用蔗糖磷

酸化酶先将蔗糖转化成葡萄糖 -1-磷酸，再和酪醇反应得到红

景天苷，是一种适合于工业化生产红景天苷的新方法。

在双酶催化合成红景天苷试验中，pH值是一个重要的反

应参数。不管蔗糖磷酸化酶或纤维二糖磷酸化酶，对于不同的

转化底物，其反应的最佳 pH值也会有所差异。例如，采用蔗糖

磷酸化酶制备 琢-熊果苷[22，23]或者甘油 -琢-葡糖苷[24]时，反应最

佳 pH值一般为 6.5～6.8；而制备维生素 C葡萄糖苷[9，21]，反应

最佳 pH值一般为 4.5～5.0。日本学者 Hiroyuki.N[25]报道了利用

纤维二糖磷酸化酶来制备寡糖时，反应最佳 pH值为 3.9；而

Karel D W.[17]报道采用纤维二糖磷酸化酶来制备一些烷基糖苷

和苯基糖苷时，反应最佳 pH值为 6.5。本文所采用的反应最佳

pH值为 7.0，其原因可能在该 pH值下，同时兼顾了耐热蔗糖磷

酸化酶和纤维二糖磷酸化酶两者的反应特点，从而发挥两者的

最佳组合活性。

温度同样是重要催化反应重点考察的因素之一，最佳反应

温度需同时考虑到酶的耐热稳定性以及反应底物、产物的稳定性等

多方面的因素。TomV.[26]报道了来源于T. thermosaccharolyticum的
蔗糖磷酸化酶在 60℃时，半衰期为 60小时，而反应最佳温度

为 55℃。Hiroyuki N.[25]报道了来源于 C.thermocellum的纤维二
糖磷酸化酶的反应最佳温度高达 60℃。本文中的反应最佳温

度为 45℃，与上述做报道的反应最佳温度有所不同，可能是由

于采用双酶反应体，使反应最佳温度有所改变。

本研究采用耐热的蔗糖磷酸化酶和蔗糖磷酸化酶的粗酶

液作为联合生物催化剂，利用蔗糖和酪醇为底物，在 45℃的条

件下反应制备红景天苷，在该温度条件下，除了增加底物溶解性

外，细胞内其他具有水解副反应、歧化反应的杂蛋白均已失活，

还可以达到反应产物单一，产品纯度高的目的。且省去酶纯化等

步骤。同时，在温度较高的条件下，反应向正向移动，转化率和产

量较高，且利用蔗糖为糖基供体，价廉易得，总生产成本较低。

生物催化反应过程中底物浓度与转化率往往是一对矛盾。

一般而言，底物浓度低，同样条件下转化率较高。底物浓度增加

到一定程度，转化率大幅下降。在今后的工作中，我们将研究如

何进一步实现同时提高产物浓度与转化率的双重目的。我们首

先拟在反应体系中加入甲醇、乙醇等有机溶剂，进一步提高产

物浓度。其次，采用微通道反应技术。微流控技术是近十年来迅

速崛起的新交叉技术，它具有传质速度快（底物之间扩散距离

缩短）、底物浓度、反应温度和流速易控制、易在线分析等特点，

一般反应可在几分钟之内完成，很适宜有机溶剂存在下的生物

催化反应（减少酶的失活），达到进一步提高反应转化率的目的。

4 结论

本研究利用基因克隆的手段构建了耐热蔗糖磷酸化酶的

大肠杆菌重组工程菌 E.coli BL21/pET-Spase 和耐热纤维二糖
磷酸化酶的大肠杆菌重组工程菌 E.coli BL21/pET-Cpase，
SDS-PAGE结果显示蛋白大小与预期相符。以重组表达菌株粗

酶液为催化剂，以价格低廉的蔗糖为底物，催化红景天苷的合

成。通过对反应温度、pH和反应温度的探索，优化了双酶反应

的条件为：最适反应温度 45℃，最适反应 pH值 7.0，最适反应

时间 35 h，红景天苷浓度可达到 23.7 g/L。
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