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摘要：微生物糖苷酶的酸碱功能氨基酸突变酶能催化硫代糖苷的合成，这类酶被称为硫代糖苷酶。目前发展的硫

代糖苷酶有!%硫代葡糖苷酶、!%硫代甘露糖苷酶、!%硫代半乳糖苷酶、"%硫代木糖苷酶和"%硫代葡糖苷酶，来源于细
菌和古细菌，能合成多种硫代糖苷。最近，硫代糖苷酶被应用于糖蛋白的糖基化修饰，首次人工合成硫代糖蛋白。

微生物糖苷酶合成功能的新延伸，对糖生物学、生物技术和制药业的发展将有着重要意义。
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微生物糖苷酶来源广泛，种类繁多。有些糖苷

酶除具有水解活性外，还具有转基活性，该性质使

其成为糖类合成的重要工具，被用于大规模合成多

种 3%糖苷。近三年研究发现，微生物糖苷酶的一类
新型突变酶即硫代糖苷酶（AG0BDEF9BE0D8=>=）能催化硫
代糖苷（AG0BDEF9B=0:>=）的合成，这一发现引起了科学
家的极大兴趣。

硫代糖苷是 3%糖苷类似物，糖单位组成和空间
结构与 3%糖苷类似，不同之处仅在于糖苷键通过硫
原子起连接作用，不易被糖苷酶水解，具有重要的

研究价值：#由于化学水解和酶解速率低，可以解
决 3%糖苷易被内源糖苷酶水解的问题，从而作为 3%
糖苷替代品，应用于药物疗法［$ W )］；$作为糖苷酶的
竞争性抑制剂，与糖苷酶形成稳定的复合物用于 1%

射线晶体结构分析［+，"］，研究糖苷酶特异性和作用

机制，探索其突变或缺陷引起人类疾病的分子机

理；%用于制备亲和树脂纯化糖苷酶蛋白［*］；&作为
非降解性配体用于凝集素研究等等［,，’］。由于硫代

糖苷在生物技术和制药业方面的潜在价值越来越

受到关注，相应地，其大量获得也成为当今研究的

热点。传统的化学法合成步骤繁琐，糖基转移酶法

合成供体昂贵且酶来源有限。而硫代糖苷酶作为

一类新型催化剂，其微生物来源十分广泛，合成方

法简单，合成产物种类丰富，甚至还能合成硫代糖

蛋白，用于药用糖蛋白的生产，因而显示出极大的

优点，具有很好的应用前景。
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! 硫代糖苷酶的产生及作用机制

天然糖苷酶催化合成反应时，其催化中心酸碱

功能氨基酸和亲核体氨基酸（谷氨酸或天冬氨酸）

的一对羧基起着重要作用，分别作为广义酸碱（!"#$%
&!’(）和亲核体（)*"+(,-.#+(），通过双置换机制保持
构型不变来催化两步反应［/］：第一步是酶的糖基

化，亲核体羧基直接作用于底物，形成共价键糖基0
酶中间物，酸碱羧基先进行酸催化，提供质子，促使

底物离去基团的离去；反应第二步是酶的去糖基

化，酸碱羧基进行碱催化，激活糖受体分子，发生转

糖基反应合成糖类（图 1!）。但天然糖苷酶通常只
能合成 20糖苷，不能以 340糖为受体进行转糖基反
应。而当天然糖苷酶酸碱功能氨基酸被不带负电

荷的氨基酸（如丙氨酸）取代后，形成的突变酶能以

二硝基苯糖苷或氟代糖为糖基供体，以 340糖为糖
基受体高效合成硫代糖苷，因而被称为硫代糖苷

酶。这类酶由于缺少酸碱功能氨基酸，不能提供促

进糖基供体离去基团离去的酸催化作用和激活糖

受体分子发生转糖基的碱催化作用，导致酶的糖基

化和去糖基化两步反应速率都会降低。而当以二

硝基苯糖苷等带有强离去基团的糖苷为糖基供体

时，由于不需要提供酸催化，第一步反应会加快。

当以 340糖为糖基受体时，由于 340糖亲核性比 240
糖强，糖基0酶中间物不需要碱催化即可转糖基到受
体分子上（图 1&），第二步反应也会加快。最终形成
的硫代糖苷产物因离去基团解离能力很弱，不能被

酶水解，可以大量积累［15］。

图 1 糖苷酶和硫代糖苷酶催化糖类合成的机制［/，15］

（!）糖苷酶；（&）硫代糖苷酶

" 硫代糖苷酶的获得及筛选

硫代糖苷酶的获得，首先要确定糖苷酶的酸碱

催化位点，可采用定点突变的方法，即将不同来源的

酶序列进行同源性比对，对完全同源的谷氨酸或天

冬氨酸分别进行突变：若突变酶水解简单 20糖苷
（需要提供酸催化）的速率大大低于 10氟代糖（不需
要提供酸催化），则突变位点为酸碱功能氨基酸；若

反应中加入外源亲核剂如叠氮化物，突变酶反应速

率大大提高，且生成的糖基叠氮化物构型不变，则可

进一步确定该位点的酸碱催化功能［11］。

糖苷酶酸碱催化位点取代的氨基酸不同，形成

的硫代糖苷酶的活性也存在差异，这就需要在该位

点进行饱和突变，进一步筛选高效突变酶。目前有

两种筛选方法：一种是常见的低通量筛选方法，用薄

层层析（678）检测突变酶的转糖基产物；另一种是
高通量筛选方法，在反应体系中加入筛选酶，该酶不

水解带荧光基团的糖基受体，只水解带荧光基团的

硫代糖苷产物，通过检测产物释放的荧光来进行筛

选。9*++(::(;等在对土壤杆菌（!"#$%&’()#*+, ’-<）!0
葡糖苷酶（=&:，>8?< @ < 1 < @1）的酸碱催化位点进行
饱和突变时，首次使用了上述两种筛选方法，证实了

其有效性。在 678筛选中，将重组子细胞粗酶液与
@，A0二硝基苯0!0葡糖苷和甲基伞形酮0A0巯基0葡糖
苷反应，产物用荧光 678板分离检测，共筛选到 15
种有活性的突变酶，包括 =&: >1B1= 和 >1B1C 等。
在筛选酶联合筛选中，考虑到二硝基苯离去基团会

淬灭甲基伞形酮的荧光，选择葡糖基叠氮化物为糖

基供体；糖基受体不变；筛选酶为来源于尖孢镰刀菌

（-+.&#*+, $/0.1$#+, ’-< 20’$1)#.*）的内切葡聚糖酶 1
（>C1，>8?<@ <1），>C1不水解甲基伞形酮0A0巯基0葡
糖苷，只水解转糖基产物（图 @）。该方法筛选到 1
种有活性的突变酶 =&: >1B1D。糖基供体的不同导
致两种方法的筛选结果也不一致，将突变酶进行动

力学分析，结果表明：>1B1D催化多种糖基供体转糖
基到甲基伞形酮0A0巯基0葡糖苷的效率均高于最初
获得的突变酶 >1B1=（见 ? <1），且以糖基叠氮化物为
供体时的反应速率提高了 155倍；当糖基受体为甲
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基伞形酮!"!巯基!半乳糖苷时，#$% &’(’)催化半乳
糖基或其它糖基转移的效率最高［’*］。

图 * 应用筛选酶筛选硫代糖苷酶的机制［’*］

! 不同硫代糖苷酶的微生物来源及其特征

!"# !$硫代葡糖苷酶
+,-.等 *//0年首次报道了硫代糖苷酶，通过点

突变技术在土壤杆菌 #$%催化中心用丙氨酸取代第
’(’位谷氨酸，造成酸碱功能氨基酸突变，形成的硫
代葡糖苷酶 #$% &’(’#能以 *，"!二硝基苯!!!葡糖苷
和硝基苯!巯基!糖苷为底物，合成!!’，"!硫代糖苷，
产量为 1"2 3 452［’/，’0］。突变酶的区域选择性与
天然糖苷酶不一致，受体分子中巯基的位置决定其

区域选择性［’/］。67889%%9:等 *//5 年在 #$% 酸碱催
化位点进行饱和突变，获得了反应速率更高的突变

酶 #$% &’(’;和 #$% &’(’)［’*］，进一步丰富了硫代
糖苷酶酶库。

!"% !$硫代甘露糖苷酶
+,-.等 *//0年同样采用点突变技术，对粪肥纤

维单胞菌（!"##$#%&%’() *+&+）!!甘露糖苷酶（6,.*#，
&<0=* =’ =*5）进行基因改造，用丙氨酸取代第 "*>位
谷氨酸，形成的硫代甘露糖苷酶 6,.*# &"*>#能以
*，5!二硝基苯!!!甘露糖苷和硝基苯!巯基!糖苷为底
物合成!!’，"!硫代糖苷，产量为 052 3 4*2［’*］。
!"! !$硫代半乳糖苷酶

?@A 等 *//1 年 在 木 薯 萎 蔫 病 黄 单 胞 菌
（,(’-.%&%’() &(’+.%-+)）!!半乳糖苷酶（B%,C，&<0= * =
’ =*0）的酸碱催化位点进行点突变，形成的硫代半乳
糖苷酶 B%,C &’4"#能以 0，"!二硝基苯!!!半乳糖苷
为糖基供体，以对硝基苯!0!巯基!葡糖苷、对硝基苯!

0!巯基!半乳糖苷和对硝基苯!"!巯基!葡糖苷为糖基
受体合成!!’，0 和!!’，"!硫代二糖，产量达 4/2以
上。由于 ),8!!!’，0D’，" 糖苷键位于具有药用价值
的神经节苷脂及糖蛋白糖链中，因而 B%,C &’4"#将
成为合成稳定的神经节苷脂及表面抗原类似物的有

力工具［’"］。

!"& "$硫代木糖苷酶和"$硫代葡糖苷酶
?@A等 *//1年首次报道了"!硫代糖苷酶，对大

肠杆菌（/)0."1+0.+( 0%#+）"!木糖苷酶（E@FG，&<0= * = ’）
和硫磺矿硫化叶菌（ 2$#*%#%3$) )%#*(-(1+0$)）"!葡糖苷
酶（6,8#，&<0=* =’ =*/）酸碱催化位点的天冬氨酸分
别进行突变，产生突变酶 E@FG H"4*# 和 6,8#
H"’1#，获得了两个来源于糖苷酶家族 0’的硫代糖
苷酶。其中，E@FG H"4*#能以"!氟代木糖为糖基供
体，以对硝基苯!"!巯基!葡糖苷、对硝基苯!"!巯基!木
糖苷、对硝基苯!1!巯基!葡糖苷为糖基受体，分别合
成 0 种"!’，" 或"!’，1!二糖，产量为 "’2 3 412；
6,8# H"’1#能以"!氟代葡糖和对硝基苯!"!巯基!葡
糖苷为底物合成"!’，"!二糖，产量为 "42［’5］。

E@FG H"4*#和 6,8# H"’1#的出现，对研究糖苷
酶家族 0’的其它酶具有重要意义。糖苷酶家族 0’
包括很多具有重要药学意义的人源酶，如溶酶体"!
葡糖苷酶（)##）和内质网葡糖苷酶 GG等。IJK9:@.%
等于 *//5年首次对 / = 0%#+ E@FG进行了结构分析，为
来源于高等生物糖苷酶的研究提供了结构框架。但

进一步研究酶的底物特异性和作用机制需要基于酶

!底物复合物的结构信息。硫代糖苷由于不被化学
降解及酶水解且构象与天然的 L!糖苷底物相似，因
而是进行这类研究的有用探针。实验表明 E@FG
H"4*#的 0种硫代糖苷产物都是 E@FG天然酶的抑制
剂。其中，"!’，1!二糖产物与 E@FG 天然底物的不同
之处仅在于糖苷键用硫原子取代了氧原子，其作为

竞争性抑制剂的 ?@ 值为 *#6。?@A等将该抑制剂
与 E@FG 形成的复合物进行了 C!射线晶体结构分
析［’5］，所获得的信息对于设计出基于酶蛋白结构的

抑制剂作为化学伴侣治疗因 )##缺陷或功能紊乱
而导致的遗传性糖原贮积病有重要价值。

& 硫代糖苷酶应用于硫代糖蛋白合成

67889%%9:等 *//1 年应用来源于土壤杆菌的硫
代葡糖苷酶对化学修饰的天然蛋白进行糖基化，首

·’((·*//(年 0"（"） 微 生 物 学 通 报



次获得硫代糖蛋白（ !"#$%&’($)*$!+#,）［-.］。该研究选
择环状芽孢杆菌（ !"#$%%&’ #$(#&%")’）内切木聚糖酶
（/(0，12345 4 - 4 6）作为模式蛋白进行糖基化修饰。
/(0具备很多特点：!分子量小，大小与细胞因子相
同，而糖基化对一些细胞因子的活性和血清半衰期

非常重要；"37结构已经获得；#分子结构中没有
半胱氨酸，可以通过体外突变将唯一的巯基引入到

酶蛋白表面，允许糖分子对其进行位点选择性修饰。

89&&+%%+*等先通过点突变将巯基引入 /(0，形
成突变酶 /(0 :552；然后与 ;<=巯基糖类似物发生化
学反应，生成 :>=糖蛋白 /(0=;:?5；再应用 @A%
1-B-?以 5，C=二硝基苯=$=半乳糖苷为糖基供体，转
半乳糖基到 /(0=;:?5 分子上，生成硫代糖蛋白
?D&:?5=/(0（图 3）。?D&:?5=/(0 的糖结构不能被刀
豆$=半乳糖苷酶及 @A%天然酶水解，证实了抗糖苷
酶水解的硫代糖苷键的存在。此外，?D&:?5=/(0 能
被脑膜炎球菌（*+$’’+($" ,+)$)-$.$/+’）%=-，;=半乳糖基
转移 酶（ E%!2，1254 ; 4 -）和 空 肠 弯 曲 杆 菌
（0",12%34"#.+( 5+5&)$）%=5，3=唾液酸转移酶（2F!-，
1254; 4GG）糖基化。由于 E%!2和 2F!-对乳糖受体具
有高度特异性，这一研究证实了 ?D&:?5=/(0存在硫
代乳糖分子结构，且硫原子的存在不影响糖基转移

酶的反应活性。

图 3 硫代糖苷酶应用于硫代糖蛋白的合成［-.］

硫代糖蛋白的糖结构抗糖苷酶水解，并且能作

为受体被糖基转移酶进一步糖基化，预示着上述方

法用于合成代谢稳定的糖蛋白结构的巨大潜能。现

在科学家正致力于将硫代糖苷酶应用到其它糖型合

成研究，以期获得血清半衰期延长的药用糖蛋白。

! 展望

硫代糖苷作为稳定的 H=糖苷类似物，在 H=糖苷
替代疗法及糖苷酶研究领域有着重要的应用价值。

近年来发现某些糖苷酶的抑制剂可作为化学伴侣帮

助蛋白正确折叠，用于治疗糖苷酶缺陷性疾病。硫

代糖苷作为糖苷酶的抑制剂在这一领域具有巨大的

应用潜能。此外，糖蛋白进行硫代糖基化后能抗糖

苷酶水解，这对延长药用蛋白的血清半衰期有重要

意义。随着硫代糖苷重要作用的日益突现，其合成

备受关注。硫代糖苷酶的出现，使得硫代糖苷的大

量合成成为可能。由于微生物糖苷酶来源丰富，因

而硫代糖苷酶的发展有很大的空间，其数量将会逐

渐增多，相应地也会极大地丰富硫代糖苷和硫代糖

蛋白的种类，使其潜在的应用价值得以充分体现。
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