
书书书

中国生物工程杂志　ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，３２（４）：１０３１０９

天然产物的糖基化及糖基侧链改造

刘　骏　陈　敏
（山东大学微生物技术国家重点实验室 国家糖工程技术研究中心　济南　２５０１００）

摘要　抗生素和抗癌药物等多种天然产物的活性都依赖于其糖基侧链，糖基侧链结构的变化对
母体化合物的生物活性、底物适应性及药理学性质具有重要影响。糖基侧链结构变化多端，修

饰、改变天然产物的糖基侧链已成为获得临床候选药物的重要方法。利用化学法和酶法，研究者

创造了多种改造天然产物糖基化的方法。详细介绍了天然产物的糖基化过程，并从组合生物学、

糖基转移酶改造、糖类随机化及新型糖类随机化和糖基转移酶可逆性四方面阐述了糖基侧链的

改造方法。
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　　天然产物是许多人类药物和农业药物前体化合物

的重要来源，尤其是含有糖基修饰的天然产物［１］，如万

古霉素（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）、蝴蝶霉素（ｒｅｂｅｃｃａｍｙｃｉｎ）、红霉素

（ｅｒｅｔｈｏｍｙｃｉｎ）、卡奇霉素（ｃａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）等（图１）。糖

基侧链结构多样，大大提高了天然产物的结构多样性。

不同种类、数目的糖基，甚至区域及立体选择性不同的

糖基都会产生不同结构的产物［２］。

　　天然产物的糖基化具有重要作用，总结起来主要

体现在以下四方面：（１）增加化合物的水溶性，亲水性

的糖类衍生物结合到糖苷配基上，可以增加终产物的

亲水性利于活性的发挥；（２）增加化合物分泌性，

Ａ４０９２６生 物 合 成 途 径 中 的 甘 露 糖 基 转 移 酶

（ｍａｎｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）特异性识别ｍａｎｎｏｓｙｌＰＰＣ５５作

为糖供体，使糖基化的抗生素利于分泌［３］；（３）糖基化

是产生菌的一种自我保护机制，多种大环内酯类化合

物产生菌通过糖基化ｄｅｓｏｓａｍｉｎｙｌ２’ＯＨ使产物失活得

以自我保护［４］；（４）影响天然产物的反应活性、识别特

异性，有的糖基直接参与反应。如，庆大霉素的脱氧糖

残基利用其羟基和氨基结合某些细菌的１６ＳｒＲＮＡ，阻

止核糖体的形成，最终引起这些细菌的死亡［５］。天然

产物糖基侧链的改变或修饰都能通过上述四点影响终

产物甚至产生新活性的物质，因此，利用化学或生物技

术改变天然产物的糖基化模式以获得多样化的天然产

物衍生物成为热点研究方向［６１３］。本文介绍了天然产

物的糖基化过程及几种主要的糖基侧链改造方法。

１　天然产物的糖基化过程

　　天然产物的糖基化过程如图２所示。

１．１　单糖的活化

　　单糖在能被利用之前必须经过核苷单磷酸化

（ＮＭＰ）或核苷二磷酸化（ＮＤＰ）。大部分 ＮＤＰ糖由有

机体初级代谢产物衍生而来，如果糖６磷酸和葡萄糖

６磷酸［１４］。典型的单糖活化过程是在核苷转移酶

（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｙｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）作用下，将ＮＴＰ的ＮＭＰ部分偶

联至糖１磷酸上生成 ＮＤＰ糖。糖１磷酸可由单糖在

相应激酶作用下形成，或者由单糖６磷酸经变位酶作

用产生。

１．２　糖基转移酶（ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｆｅｒａｓｅｓ，ＧＴｓ）的结构和

作用机制

　　糖基转移酶是糖基化过程中的关键酶，催化 ＮＤＰ

糖和糖苷配基的反应，将糖基连接至受体的 Ｎ（Ｎ连接

的糖基化）、Ｏ（Ｏ连接的糖基化）或 Ｃ（Ｃ连接的糖基

化）、Ｓ（Ｓ连接的糖基化）上完成糖基化。比较 ＧＴｓ的

晶体结构可将其分为ＧＴＡ、ＧＴＢ两个超家族。几乎所

有的细菌天然产物的ＧＴｓ都属于ＧＴＢ家族［１５］。ＧＴＢ



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．４２０１２

图１　典型糖基化修饰的抗生素

Ｆｉｇ．１　Ｔｙｐｉｃａｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｗｉｔｈｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

图２　天然产物糖基化过程

Ｆｉｇ．２　Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ

超家族的 ＧＴｓ含有两个相似的罗斯曼式卷曲

（Ｒｏｓｓｍａｎｎｌｉｋｅｆｏｌｄ），其中 Ｎ端结构域提供受体结合

位点，Ｃ端结构域提供供体结合位点。两个结构域由

中间的连接臂连接，活性位点也位于两结构域之

间［１６１９］。

　　根据催化反应的立体化学性质，ＧＴｓ可分为两类：

翻转型糖基转移酶（ｉｎｖｅｒｔｉｎｇＧＴｓ）和保持性糖基转移

酶（ｒｅｔａｉｎｉｎｇＧＴｓ）［２０］。作用机制见图 ３［２］。目前已有

数据表明翻转型糖基转移酶催化的反应实质是 ＳＮ２反

应：ＧＴｓ的侧链基团充当一个碱性催化位点使受体去质

子化，随后去质子化的受体亲核攻击 ＮＤＰ糖的 Ｃ１，取

代ＯＮＤＰ完成糖基化，最终改变异头碳的构象。关于

保持性糖基转移酶的反应机制目前仍有争议，

Ｋｏｓｈｌａｎｄ［２１］于１９５３年首次提出双取代反应解释这一现

象：首先ＧＴｓ提供亲核中心，攻击ＮＤＰ糖的Ｃ１，形成糖

基ＧＴｓ复合物，随后，经ＧＴｓ去质子化的受体亲核攻击

糖基上的 Ｃ１，形成异头碳构象不变的糖基化产物。

Ｗｉｔｈｅｒｓ等［２２］则认为保持性糖基转移酶的反应实质是
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一个ＳＮ１反应。

图３　两种ＧＴｓ作用机制：（ａ）ＩｎｖｅｒｔｉｎｇＧＴｓ作用

机制和（ｂ）ＲｅｔａｉｎｉｎｇＧＴｓ作用机制

Ｆｉｇ．３　ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧＴｓ：（ａ）ＩｎｖｅｒｔｉｎｇＧＴｓ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄ（ｂ）ＲｅｔａｉｎｉｎｇＧＴｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ

２　糖基侧链改造

　　鉴于糖基所起到的重要作用，尤其是在含糖抗生

素中的药理学作用，糖基侧链的改造成为发现新药物

的重要方法。其方法有组合生物学法，ＧＴｓ改造，体外

糖类随机化，新型糖类随机化以及利用 ＧＴｓ的可逆性

进行的糖基侧链改造等。

２．１　组合生物学

　　组合生物学是将来自不同宿主代谢产物合成途径

的相关基因重新组合，最终得到目标产物的方法。近

几年，随着对糖基合成及糖基化过程研究的不断深入，

大量涉及此过程的基因序列、功能得到明确阐释，为组

合生物学在糖基侧链改造的应用提供了保障。组合生

物学也成为目前应用最多的糖基侧链改造方法。

　　Ｓａｌａｓ等［２３］最近利用组合生物学方法重新组合了

蝴蝶霉素（ｒｅｂｂｅｃａｍｙｃｉｎ）的合成基因与星形孢菌素

（ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ）的合成基因，并在异源菌白色链霉菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｕｓ）中进行表达，成功合成了３０多种吲

哚咔唑衍生物，其中多种具有糖基化结构。Ｈｏｎｇ等［２４］

则对脱氧糖的合成进行了改造。他们敲除了委内瑞拉

链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）ＴＤＰＤ脱氧糖胺的合成

基因，替换为竹桃霉素（ｏｌｅａｎｄｏｍｙｃｉｎ）脱氧糖合成途径

中ＴＤＰ４酮６脱氧Ｄ葡萄糖的合成基因和乌达霉素

（ｕｒｄａｍｙｃｉｎ）脱氧糖合成途径中ＴＤＰＤ橄榄糖（ＴＤＰＤ

ｏｌｉｖｏｓ）的合成基因，产生了多种糖供体（图４ａ）［２５］。随

后利用糖基转移酶 ＤｅｓⅦ／ＤｅｓⅧ将这些糖供体成功连

接至糖苷配基 １０ｄｅｏｘｙｍｅｔｈｙｌｎｏｌｉｄｅ和 ｎａｒｂｏｎｏｌｉｄｅ上

（图４ｂ）［２５］。

图４　组合生物学改造糖基侧链：（ａ）组合生物学合成多种糖供体和（ｂ）糖基转移酶ＤｅｓⅦ／ＤｅｓⅧ催化的糖基化反应

Ｆｉｇ．４　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｕｇａｒｄｏｎｏｒｓｂｙｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：（ａ）Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｇａｒｄｏｎｏｒｓｂｙ

ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄ（ｂ）ＧｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＤｅｓⅦ／ＤｅｓⅧ
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２．２　ＧＴｓ改造技术

　　组合生物学技术能得以成功应用，原因之一是ＧＴｓ

具有一定的底物灵活性。某些 ＧＴｓ不仅对不同糖供体

有适应性，而且可以识别不同的糖苷配基［２５］。如２．１

节中提到的糖基转移酶 ＤｅｓⅦ和 ＤｅｓⅧ［２４］。但是对于

某些底物灵活性较差的 ＧＴｓ来说，已成为充分发挥组

合生物学优势的瓶颈。因此 ＧＴｓ改造技术应运而生，

随机突变（ｒａｎｄｏｍｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）、定向进化（ｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）、结构域交换法（ｄｏｍａｉｎｅｘｃｈａｎｇｅ）都是 ＧＴｓ

改造的策略。

　　首个成功的 ＧＴ改造来自对乌达霉素（ｕｒｄａｍｙｃｉｎ）

合成过程中的糖基转移酶 ＵｒｄＧＴ１ｂ和 ＵｒｄＧＴ１ｃ的研

究。虽然 ＵｒｄＧＴ１ｂ和 ＵｒｄＧＴ１ｃ氨基酸序列相似度达

９１％，但是两个酶却有不同的底物特异性：ＵｒｄＧＴ１ｃ识

别ｄＮＤＰＬ夹竹桃糖（ｄＮＤＰＬｒｈｏｄｉｎｏｓｅ），通过 α（１

３）糖苷键连接至 Ｄ橄榄糖（Ｄｏｌｉｖｏｓｅ）的 Ｃ３羟基上，

而ＵｒｄＧＴ１ｂ通过一个 β（１４）糖苷键将 Ｄ橄榄糖（Ｄ

ｏｌｉｖｏｓｅ）连接至 Ｌ夹竹桃糖（Ｌｒｈｏｄｉｎｏｓｅ）的 Ｃ４羟基

上［２６］。比较发现 ＵｒｄＧＴ１ｂ和 ＵｒｄＧＴ１ｃ序列中一个长

度为３１个氨基酸的区域极有可能控制着两个酶的底

物特异性。对这一区域进行改造有可能改变酶的底物

灵活性。Ｈｏｆｆｍｅｉｓｔｅｒ等［２７］利用饱和突变（ｓａｔｕｒａｔｅｄ

ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）获得了底物灵活性提高的 ＧＴｓ———ＧＴ

１７０７，该酶能将Ｄ橄榄糖（Ｄｏｌｉｖｏｓｅ）通过 β（１４）糖苷

键连接至 １２ｂｄｅｒｈｏｄｉｎｏｓｙｌｕｒｄａｍｙｃｉｎＧ中的 Ｄｏｌｉｖｏｓｅ

上形成新化合物 ｕｒｄａｍｙｃｉｎＰ（图５）。Ｔｈｏｒｓｏｎ等［２８］结

合荧光检测得到了多个竹桃霉素的糖基转移酶 ＯｌｅＤ

突变体，在检测的２２种底物中，突变体 Ｐ７６７／Ｓ１３２Ｆ／

Ａ２４２Ｖ可以识别１５种，其中１２种是野生型 ＯｌｅＤ所不

能识别的。

图５　乌达霉素Ｐ的合成过程

Ｆｉｇ．５　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｕｒｄａｍｙｃｉｎＰ

　　结构域替换（ｄｏｍａｉｎｓｗａｐｐｉｎｇ）最初用于研究具有

四级结构的蛋白质，如人的血红蛋白由两个 α亚基和

两个β亚基组成，利用其它蛋白的某个亚基对 α或 β
亚基进行替换构成杂交蛋白可用于研究蛋白质的结构

功能关系。大部分ＧＴｓ只由一个亚基组成没有四级结

构，但如上文所述，ＧＴｓ的三级结构由 Ｎ结构域，Ｃ结

构域和一个连接臂组成，从一定意义上说 ＧＴｓ的三级

结构类似于四级结构，因此，部分学者将结构域替换法

应用于对ＧＴｓ的改造。

　　Ｋｉｍ等［２９］则对 ＫａｎＦ和 ＧｔｆＥ进行了改造，ＫａｎＦ是

卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ）的 ＧＴ，以 ２ｄｅｏｘｙｓｔｒｅｐｔａｍｉｎｅ（２

ＤＯＳ）作为受体，ＵＤＰＮａｃｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ为糖供体。
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ＧｔｆＥ是万古霉素（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）的 ＧＴ，以 ｄＴＤＰｇｌｕｃｏｓｅ

为糖供体，ｈｅｐｔａｐｅｐｔｉｄｅ为受体。利用人工设计的连接

臂，ｋｉｍ等将 ＫａｎＦ的 Ｎｄｏｍａｉｎ与 ＧｔｆＥ的 Ｃｄｏｍａｉｎ融

合为杂交蛋白 ＫＥ，ＫＥ可以成功催化 ｄＴＤＰｇｌｕｃｏｓｅ于

２ＤＯＳ的反应。结构域替换的关键是设计合理的连接

臂，这对ＧＴｓ晶体结构信息依赖性较大。目前已发布

晶体结构的 ＧＴｓ种类很少，因此这种方法更多应用于

对蛋白的结构功能研究。

２．３　体外糖类随机化与新型糖类随机化

　　体外糖类随机化（ｉｎｖｉｔｒｏｇｌｙｃｏｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＧ）

与新型糖类随机化（ｎｅｏｇｌｙｃｏｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ）是两个相互

补充的糖类随机化方法，体外糖类随机化是 Ｔｈｏｒｓｏｎ

等［３０］提出的结合化学合成和酶催化的糖类随机化方

法，即把通过化学法合成的多种糖基，在具有底物识别

性广的糖基激酶、核苷转移酶和糖基转移酶的级联催

化下，体外转移到多种糖苷配基上，从而大量合成多

种具有新结构、新活性的衍生物。

　　新型糖类随机化催化含有羟基胺基团的糖苷配基

与还原糖之间形成Ｎ连接的糖苷键（图６）。与传统方

法相比，新型糖类随机化可以直接利用未活化的还原

糖［３１］。Ｔｈｏｒｓｏｎ等［３２］在酸性条件下催化３９种还原糖与

２β／２α洋地黄毒苷（２β／２αｄｉｇｉｔｏｘｉｎ）反应生成了７８种

洋地黄毒苷衍生物。

图６　新型糖类随机化

Ｆｉｇ．６　Ｎｅｏｇｌｙｃｏｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ

２．４　ＧＴｓ可逆性的应用

　　２００５年，Ｅｇｕｃｈｉ等［３３］发现在 ＴＤＰ存在下 ＶｉｎＣ可

以催化 ｖｉｃｅｎｉｓｔａｔｉｎｅ的去糖基化反应 生 成 ＴＤＰ

ｖｉｃｅｎｉｓａｍｉｎｅ。此反应中只需一步酶催化便生成了活化

的糖———ＮＤＰ糖，这个发现为天然产物的多样化提供

了新的思路：ＧＴｓ的逆向反应产生的 ＮＤＰ糖和糖苷配

基可以作为底物与其它糖苷配基和ＮＤＰ糖反应合成具

有新结构新活性的物质（图７）。确实，当向上述反应液

中加入５种新的糖苷配基（ｎｅｏｖｉｃｅｎｉｌａｃｔａｍ，ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ，β

ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，ｐｒｅｇｎｏｌｏｎｅ，βｚｅａｒａｌｅｎｏｌ）后成功生成各自的糖

基化产物。这种“一锅式”的“糖苷配基替换”反应多样

化天然产物的同时为ＧＴｓ对糖苷配基的灵活性研究提

供了新方法。

图７　糖基转移酶催化反应
（ａ）典型的糖基转移酶催化ＮＤＰ糖转移到糖苷配基上　（ｂ）利用糖基转移酶的可逆性合成ＮＤＰ糖

（ｃ）糖基转移酶催化的糖基替换反应　（ｄ）糖基转移酶催化的糖苷配基替换反应

Ｆｉｇ．７　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｃａｔａｌｙｓｉｓ
（ａ）ＴｈｅｃｌａｓｓｉｃａｌＧＴｃａｔａｌｙｚｅｄｓｕｇａｒｔｒａｎｓｆｅｒｆｒｏｍａｎＮＤＰｓｕｇａｒｄｏｎｏｒｔｏａｎａｃｃｅｐｔｏｒｔｏｆｏｒｍａｇｌｙｃｏｓｉｄｉｃｂｏｎｄ　（ｂ）ＮＤＰｓｕｇａｒｓｙｎｔｈｅｓｉｓｖｉａ

ｒｅｖｅｒｓｅｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　（ｃ）ＴｈｅＧＴｃａｔａｌｙｚｅｄｓｕｇａｒｅｘｃｈａｎｇｅｒｅａｃｔｉｏｎ　（ｄ）Ａｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｓｃｈｅｍｅｆｏｒａｎａｇｌｙｃｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｒｅａｃｔｉｏｎｗｈｅｒｅｉｎａ

ｓｕｇａｒｉｓｅｘｃｉｓｅｄｆｒｏｍｏｎｅｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔ（ａｓａｎＮＤＰｓｕｇａｒ）ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙａｔｔａｃｈｅｄｔｏａｄｉｓｔｉｎｃｔａｇｌｙｃｏｎａｃｃｅｐｔｏｒ
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　　“糖基替换”也可以进行“一锅式”反应，利用卡奇

霉素中的糖基转移酶 ＣａｌＧ１可逆性，填入１０种不同的

糖后也得到相应产物。令人惊讶的是，当加入８种不

同的ｃａｌｉｃｈｅａｍｙｃｉｎ及１０种不同 ＴＤＰ糖时更是产生了

７０多种新的卡奇霉素衍生物。此外，两个不同的 ＧＴｓ

也可以同时作用生成新的衍生物，如 ＣａｌＧ１与 ＧｔｆＥ（万

古霉素的糖基转移酶）作用于万古霉素衍生物和卡奇

霉素的糖苷配基时生成了新的卡奇霉素衍生物［３４］。

３　小结与展望

　　天然产物糖基侧链的生物学功能研究已取得重大

进展，改造糖基侧链构建新型天然产物衍生物是获得

候选药物的重要方式。本文总结了天然产物糖基化过

程，同时介绍了几种糖基侧链改造的方法，每种方法都

有各自的优势与缺点。

　　随着越来越多的基因组或生物合成基因簇成功测

序，以生物发酵为基础的组合生物学成为方便快捷地

改造天然产物糖基侧链的重要方法。因此，糖激酶、核

苷转移酶、糖基转移酶等涉及生物合成途径的关键酶

的作用机制及底物灵活性的研究成为关键。ＧＴｓ的定

向进化研究较早，但是一直缺乏高通量灵敏的筛选方

法，结构域替换是新发展起来的 ＧＴｓ改造方式，但是需

要ＧＴｓ的晶体结构数据以合理设计结构域之间的连接

臂。对体外糖类随机化与新型糖类随机化来说还原糖

的获得是关键。ＧＴｓ可逆性的应用也是依据于 ＧＴｓ的

底物灵活性。总之，酶的底物灵活性及还原糖的获得

是各种糖基侧链改造实验的基础，发掘和定向改造糖

激酶，核苷转移酶和 ＧＴｓ以及寻找新方法构造还原糖

库是未来研究的重点，随之而来的改造糖基侧链合成

新型天然产物衍生物也将迎来迅速发展。
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