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摘  要：虎杖是传统中药之一，其主要活性成分虎杖苷具有调节糖代谢、脂代谢、镇咳平喘、抗

菌抗炎等药理作用，但传统的虎杖苷制备方法不足以满足当下市场需求。本研究聚焦于绿色高效

的虎杖苷制备方法，在已获得的糖基转移酶 UGTBS 三联突变体 IGW (Y14I/I62G/M315W)基础上，以

白藜芦醇为底物，通过双酶偶联一锅法生物催化高效制备虎杖苷，同时实现尿苷二磷酸葡萄糖

(uridine diphosphate-glucose, UDPG)的循环再生。对双酶偶联催化体系进行条件优化，在 35 ℃，pH
为 8.0，IGW:AtSuSy1 酶活比 3:4，二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)体积比 5%，尿苷二磷酸

(uridine diphosphate, UDP)浓度 0.10 mmol/L，蔗糖浓度 0.6 mol/L 的条件下，1 h 内 2 mmol/L 白藜

芦醇的转化率可达 80.6%，虎杖苷的产物占比可达 90%以上。本研究通过双酶偶联体系实现了 UDPG
的循环再生，缩短了反应时间，同时探究了分批补料策略，在一锅法偶联反应中 24 h 虎杖苷产量

可达到 6.28 g/L。本研究为绿色高效制备虎杖苷提供了新的策略。 
关键词：糖基转移酶；虎杖苷；一锅法偶联反应；尿苷二磷酸葡萄糖的再生；分批补料策略 
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Efficient synthesis of polydatin by a two-enzyme coupled with one-pot 
method 
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Abstract: Traditional Chinese medicine of Polygonum cuspidatum has been utilized in China 
for thousands of years. Its primary active compound, polydatin, exhibits a variety of 
pharmacological effects including the regulation of glucose and lipid metabolism, suppression 
of cough and asthma, as well as antibacterial and anti-inflammatory properties. However, 
conventional methods for polydatin production are inadequate to satisfy the market demand. 
This study aims to explore the green and efficient preparation of polydatin. With resveratrol as 
the substrate, we efficiently synthesized polydatin by using the triple mutant IGW 
(Y14I/I62G/M315W) of the glycosyltransferase UGTBS based on a strategy of two-enzyme 
coupled with one-pot and realized the recycling of uridine diphosphate-glucose (UDPG). The 
conditions of the two-enzyme reaction were optimized. Under the conditions of 35 ℃, pH 8.0, 
IGW:AtSuSy1 activity ratio of 3:4, dimethyl sulfoxide (DMSO) volume fraction of 5%, uridine 
diphosphate (UDP) concentration of 0.10 mmol/L, and sucrose concentration of 0.6 mol/L, the 
conversion of 2 mmol/L resveratrol reached 80.6% within 1 h, and the proportion of polydatin 
was over 90%. This study achieved the recycling of UDPG via a two-enzyme coupling system 
and shortened the reaction time. At the same time, the fed-batch strategy was adopted, and the 
yield of polydatin reached 6.28 g/L after 24 h in the one-pot coupling reaction, which provided a 
new strategy for green and efficient preparation of polydatin. 
Keywords: glycosyltransferase; polydatin; one-pot coupling reaction; uridine diphosphate-glucose 
regeneration; fed-batch strategy 

 
白藜芦醇因具有抗肿瘤、抗炎和免疫调节

等药理活性[1]而受到广泛关注，然而其水溶性

不高，导致其生物利用率较低[2]，通过糖基化

修饰增加化合物的溶解性和稳定性来提高化合

物的生物利用度和药理性质是近年来研究的热

点[3]。白藜芦醇经糖基化后可生成水溶性好、

结构稳定性强的生物活性小分子虎杖苷，而虎

杖苷的传统获取方法主要是从天然植物虎杖中

直接提取，除此之外目前已报道的提取方法还

包括超高压辅助提取[4]、超声波辅助提取[5]、微

波辅助提取[6]等，例如任薇等[7]通过优化低共熔

溶剂实现了对虎杖苷高效绿色的提取。但提取

生产的过程具有分离难度大、缺乏质量可控性

等缺点，严重限制了虎杖苷的进一步研究与开

发，因此亟须建立虎杖苷绿色高效的制备方法。

化学法可以经过一系列的酯化、羧化及糖化等反

应步骤合成虎杖苷，而通过微生物发酵也可合成

虎杖苷，如 Liu 等[8]基于白藜芦醇的转录组分析，

鉴定了白藜芦醇的关键糖基转移酶，通过代谢工

程和发酵优化，虎杖苷产量达到了 545 mg/L；

相似地，Shang 等[9]选择解脂耶氏酵母来生产虎

杖苷，通过优化葡萄糖浓度并添加 2 个标记基
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因，最终在酵母浸出粉胨葡萄糖培养基(yeast 
extract peptone dextrose medium, YEPD)中发酵

144 h 后，虎杖苷产量达到 6.88 g/L。 
随着蛋白质工程的发展及生物学与化学、

结构生物学、数据科学、计算科学和工程学等

学科的交叉与融合[10]，更多现代先进技术和方

法应运而生，研究结果也被更多地应用在天然

药物开发中，为药物提纯以及质量控制提供了

新的解决思路[11]。近年来在虎杖苷生产的研究

中，糖基转移酶介导的糖基化反应因具有化学

选择性好、区域选择性高[12]以及绿色高效等优

势，逐渐成为了热点研究课题之一。以小分子

白藜芦醇作为底物，尿苷二磷酸葡萄糖(uridine 
diphosphate-glucose, UDPG)作为糖基供体，利

用糖基转移酶糖基化反应是目前最直接生产虎

杖苷的方式，但 UDPG 本身价格较为昂贵且用

量较大，研究人员通过蔗糖合酶再生 UDPG
的双酶偶联法解决了这一问题，比如 Li 等[13]

用来源于地衣芽孢杆菌的糖基转移酶 BlYjiC 改

造获得的 2 个突变体 M6 和 M2′与大豆来源的

蔗糖合酶(sucrose synthase from Glycine max, 
GmSuSy)催化以酪醇为底物的偶联反应，在最

优的条件下获得了区域选择性大于 99%的红景

天苷和淫羊藿次苷 D2，且催化生成红景天苷时

底物酪醇的摩尔转化率大于 99%；Han 等[14]以

2 mmol/L 肉桂醇(cinnamyl alcohol, CA)作为底

物，经拟南芥来源的蔗糖合酶 1 (sucrose 
synthase 1 from Arabidopsis thaliana, AtSuSy1)和
UGT73C5 偶联反应，络缌收率达到 100%；Dai
等[15]在探究糖基转移酶 Bs-YjiC 催化底物原人

参二醇(protopanaxdiol, PPD)生成人参皂苷时，

将 Bs-YjiC 偶联蔗糖合酶 (sucrose synthase, 
SuSy)进行一锅法反应，最终获得了较高产量的

人参皂苷 F12 (3.98 g/L)和 Rh2 (0.20 g/L)。但是，

双酶偶联一锅法因反应较为复杂导致产物的产

率较低，所以在进行实验时需对反应条件进行

优化来提高产物产率。 
本研究利用实验室前期经改造获得的三联

突变体 IGW (Y14I/I62G/M315W)与 AtSuSy1 进

行双酶偶联。以白藜芦醇、UDP 和蔗糖作为底

物，在双酶的作用下构建了 UDP 的循环利用及

UDPG 的再生体系，并对双酶偶联反应体系进

行条件优化，在此基础上通过双酶偶联反应分

批补料策略一锅法合成虎杖苷，避免了在单酶

体系中使用价格昂贵的 UDPG，为低成本高效

制备虎杖苷奠定了基础(图 1)。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、培养基及缓冲液 

菌株：本实验室保存的大肠杆菌(Escherichia 
coli) BL21(DE3)。 

大肠杆菌 LB 培养基(50 mL)：胰蛋白胨

0.5 g，酵母粉 0.25 g，NaCl 0.5 g，pH 为自然

值，121 ℃灭菌 20 min。 
大肠杆菌 Terrific-Broth (TB)培养基(50 mL)：

酵母粉 0.59 g，胰蛋白胨 1.18 g，K2HPO4 0.47 g，
KH2PO4 0.11 g，并添加 80%甘油 0.25 mL，pH
为自然值，121 ℃高压灭菌 20 min。 

PBS 缓冲液：50 mmol/L 磷酸氢二钠-磷酸

二氢钠，调节 pH 至 6.5–7.5。 
Tris-HCl 缓冲液：50 mmol/L Tris 用 HCl

调节 pH 至 7.5–8.5。 

1.2  主要试剂及仪器 
主要试剂：白藜芦醇和虎杖苷购自上海麦

克林生化科技股份有限公司，二者均溶于二甲

基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)中使用；

尿苷二磷酸(uridine diphosphate, UDP)、尿苷

二磷酸葡萄糖 (uridine diphosphate-glucose, 
UDPG)、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(isopropyl- 
β-D-thiogalactoside, IPTG)、3,5-二硝基水杨酸 
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图 1  IGW/AtSuSy1 双酶偶联合成虎杖苷路线 
Figure 1  IGW/AtSuSy1 two-enzyme cascade reaction route to synthesize polydatin. 
 
(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)、蔗糖等试剂均

购自 Sigma-Aldrich 公司。 
主要仪器设备：高效液相色谱仪购自株式

会社岛津制作所；摇床购自天津欧诺仪器股份

有限公司；高速冷冻离心机购自湖南可成仪器

设备有限公司；高压灭菌锅购自致微(厦门)仪器

有限公司；UV1100 紫外分光光度计购自北京普

析通用仪器有限责任公司。 

1.3  方法 
1.3.1  双酶的表达 

三联突变体 IGW 的表达：实验室前期改造

获得的三联突变体 IGW 在 E. coli BL21(DE3)
中可以高效表达，在含 50 mg/L 卡那霉素的 LB
培养基中，37 ℃摇床培养含有 pET28a-IGW 的

E. coli BL21(DE3)，当 OD600 达到 0.6–0.8 时，

加入终浓度 1 mmol/L IPTG，28 ℃、200 r/min
诱导表达 24 h。 

蔗糖合酶 AtSuSy1 的表达：蔗糖合酶基因

(GenBank 登 录 号 ： NM_001036838) 插 入 到

pET-32a(+)表达载体的 Nco I 和 Xho I 限制性酶切

位点，使其 C 端带有 His×6 基因标签，构建质

粒 pET32a-AtSuSy1，将 pET32a-AtSuSy1 转化到

E. coli BL21(DE3)中进行表达。在含有 100 mg/L
氨苄青霉素的 TB 培养基中，37 ℃摇床培养含

有 pET32a-AtSuSy1 的 E. coli BL21(DE3)，当

OD600 达到 0.6–0.8 时，加入终浓度 0.05 mmol/L 
IPTG，18 ℃、200 r/min 诱导表达 24 h。 

1.3.2  双酶的纯化 
发酵液于 4 ℃、5 000 r/min 离心 30 min 收

获细胞沉淀。蛋白纯化过程中，首先配制 lysis 
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buffer (50 mmol/L Tris-HCl buffer，150 mmol/L 
NaCl，20 mmol/L 咪唑，pH 8.0)、wash buffer  
(50 mmol/L Tris-HCl buffer，150 mmol/L NaCl，
20 mmol/L 咪唑， pH 8.0) 及 elution buffer     
(50 mmol/L Tris-HCl buffer，150 mmol/L NaCl，
250 mmol/L 咪唑，pH 8.0)。lysis buffer 悬浮细

胞，超声破碎细胞，将破碎后的细胞破碎液

4 ℃、5 000 r/min 离心 30 min，收集上清液过

0.45 μm 滤膜，将次氮基三乙酸镍(Ni-NTA)填充

到重力柱中，去离子水清洗柱子后用 wash 
buffer 再冲洗 1 次。上清液添加到填料中，关闭

阀门，二者充分混合 30 min，打开阀门后收集

流穿液。加入 wash buffer 洗脱杂蛋白，过程中

用 Coomassie G250 检测杂蛋白是否洗脱干净，

加入适量 elution buffer 洗脱目的蛋白，同样用

Coomassie G250 检测目的蛋白是否洗脱完全，

收集洗脱后的目的蛋白，得到纯化蛋白[16]。 

1.3.3  三联突变体 IGW 催化白藜芦醇反应

HPLC 检测 
HPLC 检测的色谱条件：使用 C18 反相色

谱柱(Eclipse Plus C18 色谱柱，4.6 mm×150 mm，

5 μm)，纯水和甲醇作为流动相，其中纯水为流

动相 A，甲醇为流动相 B。柱温和流速分别为

30 ℃和 0.5 mL/min，UV检测波长设置为 275 nm。

梯度洗脱程序为 0–4 min 内流动相 B 占比为

20%，4–15 min 内流动相 B 占比为 20%–50%，

15–18 min 内流动相 B 占比为 50%，18–26 min
内流动相 B 占比为 50%–100%，26–31 min 内

流动相 B 占比为 100%，31–33 min 内流动相 B
占比为 100%–20%，33–35 min 内流动相 B 占比

为 20%[17]。 
1.3.4  酶活性测定 

三联突变体 IGW 酶活测定：200 μL 反应体

系中含有 2 mmol/L 白藜芦醇，4 mmol/L UDPG，

50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)和 40 μL 0.5 mg/mL

纯化的 IGW，将反应混合物在 30 ℃下反应 0.5 h，
取 50 μL 样品加入 200 μL 甲醇中终止反应。随

后将样品以12 000 r/min离心10 min，通过0.22 μm
尼龙过滤器过滤，使用 HPLC 分析结果。IGW
酶活定义：每 min 糖基化 1 μmol 白藜芦醇所需

的酶量为 1 个单位酶活。 
AtSuSy1 酶活测定：本研究利用 DNS 法[18]

测定 AtSuSy1 的酶活，反应体系中含有 0.5 mmol/L 
UDP，300 mmol/L 蔗糖，50 mmol/L Tris-HCl (pH 
7.5)和 100 μg/mL 纯化的 AtSuSy1，将反应液在

40 ℃下反应 0.5 h，随后冰浴冷却至室温，加入

DNS 试剂并立即煮沸 10 min，冰浴冷却至室温

后在 540 nm 处检测吸光度，根据果糖标准曲线

计算从蔗糖中释放的果糖量从而测定 AtSuSy1
活性。AtSuSy1 酶活定义：每 min 催化蔗糖生

成 1 μmol 果糖所需的酶量为 1 个单位酶活[14-15]。 

1.3.5  酶法合成虎杖苷反应体系建立 
单酶催化白藜芦醇生成虎杖苷的基本反应

体系(1 mL)：反应体系中包含 50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.0)，2 mmol/L 白藜芦醇，4 mmol/L UDPG，

100 mU/mL 三联突变体 IGW。反应在 1.5 mL 的

离心管中进行，反应条件为 30 ℃、1 000 r/min，
反应时间为 1 h，之后取 50 μL 样品加入 200 μL
甲醇中终止反应，通过 HPLC 进行结果分析。 

双酶偶联催化白藜芦醇生成虎杖苷的基本

反应体系(1 mL)：反应体系中包含 50 mmol/L 
Tris-HCl (pH 7.0)，0.5 mmol/L UDP，0.4 mol/L
蔗糖，2 mmol/L 白藜芦醇，100 mU/mL 三联突

变体 IGW，150 mU/mL AtSuSy1，反应条件为

30 ℃、1 000 r/min，反应时间为 1 h。以此为基

础，探究不同因素对双酶催化反应的影响。 
双酶偶联反应体系的条件优化：经上述

Ni-NTA 重力柱法获得纯化后的三联突变体

IGW 和 AtSuSy1，为了得到双酶偶联反应的最

优体系，需对反应条件进行优化。本研究主要
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探究了反应温度、pH、双酶酶活比例、DMSO
体积比、UDP 浓度及蔗糖浓度 6 个因素对双酶

偶联体系的影响。首先，选取 25–45 ℃范围内

探究温度对反应体系的影响；为确定反应最适

pH，使用 50 mmol/L PBS 缓冲液(pH 6.5–7.5)和
50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 7.5–8.5)探究 pH
对反应体系的影响；为确定三联突变体 IGW 和

AtSuSy1 的最优酶活比例，在酶活比为 1:8 
(50:400 mU/mL)、1:3 (100:300 mU/mL)、3:4 
(150:200 mU/mL)、1:1 (200:200 mU/mL)、2:1 
(200:100 mU/mL)、4:1 (200:50 mU/mL)的条件

下测试双酶酶活的最优比例；为确定反应体系

中 DMSO、UDP、蔗糖的最适浓度，本研究分

别对 0%–20%的 DMSO、0.05–1.00 mmol/L 的

UDP、0.1–0.8 mol/L 蔗糖进行优化。研究前期

对底物白藜芦醇浓度进行了考察，当底物白藜

芦醇浓度为 2 mmol/L 时转化率可达 98%以上，

随着白藜芦醇浓度进一步增加转化率急剧下

降，所以在进行双酶偶联体系条件优化时底物

白藜芦醇浓度始终为 2 mmol/L。反应 1 h 后取

50 μL 样品加入 200 μL 甲醇中终止反应，通过

HPLC 进行结果分析，根据底物相对转化率选择

反应的最优条件。每一次条件优化均在上一次

得到的最优条件基础上进行。 

1.3.6  三联突变体 IGW 与 AtSuSy1 偶联反

应分批补料 
三联突变体 IGW 与 AtSuSy1 的偶联反应分

批补料中，反应体系为最优体系，反应在磁力

搅拌器中进行。反应结束后，取 50 μL 样品加

入到 200 μL 的甲醇进行淬灭，4 ℃、12 000 r/min
离心 10 min 后，通过 0.22 μm 尼龙过滤器过滤

上清液，使用 HPLC 分析结果。在 1、2、4、6、
8、11、14、17、20 h 周期性地向反应混合物中

加入适量的白藜芦醇溶液，在 6 h 和 10 h 分别

加入新鲜酶液。根据 NADH 等氧化还原酶辅因

子再生的评价体系[19]，本研究计算了 UDPG “再
生循环数” (regeneration cycles, RC)，其中 RC= 
(反应液中加入的底物总浓度×底物糖基化效

率)/反应液中初始 UDP 浓度。 

1.3.7  产物虎杖苷的分离纯化 
本研究采用硅胶柱层析法对双酶偶联分批

补料获得的虎杖苷粗品进行分离纯化。反应液

在 100 ℃水中煮沸 10 min，待蛋白沉淀析出后

5 000 r/min 离心 10 min 去除。之后用反应液等

量的乙酸乙酯萃取 3 次，将得到的萃取物进行

硅胶柱层析，洗脱剂 CH2Cl2:MeOH 体积比设

置为 10:1 到 5:1 进行样品洗脱，薄层色谱法

(thin layer chromatography, TLC)检查并合并

相同的部分，最终经 HPLC 确认纯化的虎杖苷

产物。 

2  结果与分析 
2.1  三联突变体 IGW及蔗糖合酶AtSuSy1
的表达纯化 

通过 SDS-PAGE 分析蛋白条带的大小。三

联突变体 IGW 的蛋白理论分子量为 43.98 kDa，
AtSuSy1 为 92.99 kDa，由图 2 可以看出，三联

突变体 IGW 及蔗糖合酶 AtSuSy1 在 E. coli 
BL21 中均能够正常表达，可溶性表达相对较

高，纯化后的 2 种蛋白条带大小均与预期结果

一致。 

2.2  双酶偶联反应条件的探究 
2.2.1  温度对双酶偶联催化反应的影响 

温度对酶催化具有显著的影响[20]，为了探

究温度对双酶偶联反应催化合成虎杖苷的影响，

本研究选择了 25、30、35、40、45 ℃这 5 个温

度。由图 3A 可知，在温度为 25–35 ℃时白藜芦

醇相对转化率呈上升趋势；在温度为 35–45 ℃
时白藜芦醇相对转化率呈下降趋势，因此双酶

偶联反应体系的最优温度为 35 ℃。 
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图 2  三联突变体 IGW (A)和 AtSuSy1 (B)表达纯

化 SDS-PAGE 分析   M：蛋白标准品；Lane 1：
未纯化的蛋白；Lane 2：纯化后蛋白。 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of expression and 
purification of the triple mutant IGW (A) and 
AtSuSy1 (B). M: Protein marker; Lane 1: 
Unpurified protein; Lane 2: Purified protein. 
 
2.2.2  pH 对双酶偶联催化反应的影响 

其他基本反应体系不变，在最优温度为

35 ℃，pH 为 6.5，7.0，7.5，8.0，8.5 条件下，

探究 pH 对此反应的影响。由图 3B 可知，当 pH
在 6.5–8.5 范围内，白藜芦醇相对转化率均在 80%
以上，由此可以看出 pH 对反应体系的影响不

大，pH 在 6.5–8.0 时白藜芦醇相对转化率呈上

升趋势，当 pH 为 8.0 时，白藜芦醇相对转化率

达到最高。 

2.2.3  双酶比例对双酶偶联催化反应的影响 
本研究还探究了双酶比例对反应的影响，

在温度为 35 ℃，pH 为 8.0，基本反应体系保持

不变的情况下，由图 3C 可知，当双酶的酶活比

为 1:8 (50:400 mU/mL)时白藜芦醇的相对转化率

最低；当双酶的酶活比为 3:4 (150:200 mU/mL)
时白藜芦醇的相对转化率最高，这与 Dai 等[15]

在探究 Bs-YjiC-AtSuSy 双酶偶联反应催化底物

PPD 生成人参皂苷最优酶活比为 160:200 mU/mL
相似，所以双酶比例对此催化反应影响的最优

条件是 3:4。 

2.2.4  DMSO 对双酶偶联催化反应的影响 
底物白藜芦醇在水中的溶解度极低，几乎

不溶于水，但是可溶于一些有机试剂，DMSO
对白藜芦醇的溶解性能较佳，所以当反应体系

中加入适量的 DMSO 可促进虎杖苷的生成。本

研究探究了 DMSO 体积比为 0%、5%、10%、

15%、20%时对催化反应的影响。由图 3D 可知，

当 DMSO 的体积占反应液总体积的 5%时，白

藜芦醇的相对转化率达到最高；但当 DMSO 的

体积占反应液总体积的 0%时，白藜芦醇的相对

转化率有所下降，可能的原因是当不加入 DMSO
时，白藜芦醇在反应体系中不能完全溶解，导

致白藜芦醇不能完全转化为虎杖苷。当 DMSO
的体积比为 10%–20%时白藜芦醇的相对转化

率呈明显下降趋势，表明 DMSO 的体积过多也

会抑制反应的进行，这可能是由于高 DMSO 浓

度下会抑制酶的活性[13]，使白藜芦醇的相对转

化率降低。 

2.2.5  UDP 对双酶偶联催化反应的影响 
UDP 是 IGW/AtSuSy1 双酶偶联反应的底物

之一，由于其在 UDPG 形成过程中的重要性[15]

和对三联突变体 IGW 酶活性的抑制作用，UDP
浓度过高或者过低都会对催化反应产生一定影

响。本研究选择 0.05、 0.10、 0.20、 0.50、      
1.00 mmol/L 这 5 个 UDP 浓度进行探究。由图 3E
可知，UDP 的最优浓度为 0.10 mmol/L，当 UDP
浓度在 0.05–0.10 mmol/L 时，白藜芦醇的相对转

化率呈上升趋势；UDP 浓度在 0.10–1.00 mmol/L
时白藜芦醇的相对转化率呈下降趋势。在最大

浓度 1.00 mmol/L 时白藜芦醇的相对转化率仅

为 30%左右，这表明 UDP 的浓度对双酶偶联催

化反应有较大的影响。 

2.2.6  蔗糖对双酶偶联催化反应的影响 
在温度为 35 ℃，pH 为 8.0，IGW 与 AtSuSy1
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酶活比为 3:4 (150:200 mU/mL)，DMSO 体积占

比为 5%，UDP 浓度为 0.10 mmol/L 的最优条件

下，本研究选择 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 mol/L
这 5 种蔗糖浓度探究蔗糖对双酶偶联催化反应

的影响。由图 3F 可知，蔗糖浓度在 0.1–0.6 mol/L
时，随着蔗糖浓度的不断增加，白藜芦醇的相

对转化率也随之增加，蔗糖浓度达到 0.6 mol/L
时，白藜芦醇的相对转化率达到最高，随后相

对转化率下降，这可能由于在较高浓度的蔗糖下

酶活性受到抑制引起的[21]。综合考虑，选择蔗

糖浓度 0.6 mol/L 为最优浓度。 
综上所述，温度为 35 ℃，pH 为 8.0，

IGW:AtSuSy1 酶活比为 3:4 (150:200 mU/mL)，
DMSO 体积比为 5%，UDP 浓度为 0.10 mmol/L，

蔗糖浓度为 0.6 mol/L 是 IGW/AtSuSy1 双酶偶

联一锅法合成虎杖苷的最优条件。 

2.3  单酶体系和双酶体系生成虎杖苷的

比较 
如图 4 所示，通过比较单酶体系和双酶体

系 催 化 合 成 虎 杖 苷 的 转 化 率 可 知 ， 在

IGW/AtSuSy1 最优双酶体系的催化下，反应进

行 1 h 后 2 mmol/L 白藜芦醇的转化率为 80.6%，

是相同条件下单酶催化体系转化率(49.7%)的
1.6 倍，这表明了经条件优化后的双酶体系的反

应速率要显著高于单酶体系。由此可知，相较

单酶体系而言，IGW/AtSuSy1 最优双酶体系在

催化合成虎杖苷时可大大缩短反应时间，且在

该体系中仅需加入廉价的蔗糖和极少量的 UDP 
 

 
 
图 3  温度(A)、pH (B)、IGW:AtSuSy1 (C)、DMSO 体积比(D)、UDP 浓度(E)及蔗糖浓度(F)对 IGW/AtSuSy1
偶联反应生成虎杖苷的影响 
Figure 3  Influence of temperature (A), pH (B), IGW:AtSuSy1 (mU/mL) (C), DMSO volume ratio (D), UDP 
concentration (E) and sucrose concentration (F) on the production of polydatin by the IGW/AtSuSy1 cascade 
reaction. 



 
 

戴景莉 等 | 双酶偶联一锅法高效合成虎杖苷 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

469 

 
 
图 4  白藜芦醇标准品(A)和虎杖苷标准品(B) HPLC 图谱以及单酶 IGW 体系(C)和 IGW/AtSuSy1 偶联

反应体系(D)经 1 h 催化 2 mmol/L 白藜芦醇的 HPLC 结果对比 
Figure 4  HPLC analysis of resveratrol standard (A) and polydatin standard (B) and comparison of HPLC 
results of 2 mmol/L resveratrol catalyzed by the single enzyme IGW system (C) and the IGW/AtSuSy1 
cascade reaction (D) for 1 h. 
 
即可实现糖基供体 UDPG的再生以及 UDP的循

环利用，不需要额外添加大量昂贵的 UDPG，这

表明双酶体系较单酶体系而言更加遵循经济节

约原则。因此，经条件优化之后的 IGW/AtSuSy1
双酶偶联体系是较为理想的合成虎杖苷的反应

体系。 

2.4  IGW/AtSuSy1 偶联反应分批补料

一锅法合成虎杖苷 
为了提高转化率并避免高浓度底物白藜

芦醇对双酶偶联反应的抑制 [22]，本研究通过
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IGW/AtSuSy1 偶联反应的分批补料策略来提高

虎杖苷的生产水平。反应体系为 10 mL，在分

批补料之前对底物白藜芦醇浓度进行优化，浓

度小于 2 mmol/L 时转化率均大于 80%；浓度大

于 2 mmol/L 时转化率大幅下降，因此分批补料

的底物浓度为 2 mmol/L。如图 5 所示，底物白

藜芦醇的初始浓度为 2 mmol/L，1 h 和 2 h 后分

别向反应体系中加入 2 mmol/L 白藜芦醇，白藜

芦醇转化率均达到 80%以上；在 2–8 h 每隔 2 h
加入 2 mmol/L 白藜芦醇，其转化率在 80%左右，

这表明在前期双酶酶活均较高，随着时间的延长

双酶活性降低。24 h 内共经过 9 次白藜芦醇的分

批补料，在 UDP 浓度为 0.10 mmol/L 的条件下，

双酶偶联体系对 20 mmol/L 总白藜芦醇的糖基

化效率为 80.4%，根据 UDPG 的再生循环数计

算公式得到 UDPG 再生循环数可达 161。24 h 后， 
 

 
 
图 5  一锅法分批补料合成虎杖苷   在 1、2、4、
6、8、11、14、17、20 h 时向反应液中加入 2 mmol/L
白藜芦醇，在 6 h 和 10 h 时加入新鲜酶(150 mU/mL 
IGW 和 200 mU/mL AtSuSy1)。 
Figure 5  One-pot synthesis of polydatin by 
fed-batch reaction. 2 mmol/L resveratrol was added 
to the reaction mixtures at 1, 2, 4, 6, 8, 11, 14, 17 
and 20 h. Fresh enzymes (150 mU/mL IGW and  
200 mU/mL AtSuSy1) were added at 6 h and 10 h. 

产物虎杖苷逐渐积累，最终产量达到 6.28 g/L，

这表明基于分批补料的 IGW/AtSuSy1 偶联策略

可以实现虎杖苷的高效制备。 
2.5  产物结构分析 

因硅胶柱层析法具有方便、快速、分离纯

化效果好等优点[23]，所以本研究选择用硅胶柱

层析法分离纯化虎杖苷。最终 10 mL 反应体系

经 HPLC分析，产物虎杖苷理论产量为 62.8 mg，
萃取和柱层析之后，最终纯化出的虎杖苷为

54.4 mg，分离摩尔收率为 86.6%。如图 6 所示，

将纯化的虎杖苷进行 HPLC 以及核磁共振氢谱

分析。利用 MestReNova 9.0 软件处理核磁数据，

核磁共振氢谱数据为 1H NMR (500 MHz, 
DMSO-d6): δ 9.53 (s, 2H), 7.40 (d, J=8.5 Hz, 2H), 
7.03 (d, J=16.3 Hz, 1H), 6.87 (d, J=16.3 Hz, 1H), 
6.77 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.73 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 
6.35 (s, 1H), 5.30 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 5.05 (s, 
1H), 4.81 (d, J=7.6 Hz, 1H), 4.66 (s, 1H), 3.73 (d, 
J=9.7 Hz, 1H), 3.40–3.10 (m, 6H)。 

3  讨论与结论 
糖基化可以将溶解性及稳定性差的化合物

转化为相应的水溶性好和稳定性强的糖苷类化

合物，从而提高其生物利用度[24]，如黄酮类化

合物、萜类化合物和聚酮类化合物等经糖基化

后，被广泛用于药物、食品加工及营养保健品[3]。

一直以来，白藜芦醇的多种药理活性在多个行

业应用较广，但是极低的水溶性阻碍了其进一

步的开发利用。虎杖苷作为白藜芦醇的一种糖

苷类化合物备受关注，药理研究表明，虎杖苷

对多种组织器官如肺部、肝脏、肾脏、骨髓等

具有保护作用[25]，另外，它在抗炎、抗氧化、调

节糖代谢、脂代谢等方面也具有明显效果[26-29]。

虎杖苷的制备从开始的植物提取到化学合成再

到微生物发酵，其工艺随着技术的发展不断更

新，酶法合成近年来成为虎杖苷制备的有效方 
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图 6  纯化后的虎杖苷液相图(A)和氢谱图(B) 
Figure 6  HPLC analysis of purified polydatin (A) and 1H NMR of polydatin (B). 
 
法。来源于枯草芽孢杆菌的糖基转移酶 UGTBS，

经研究发现对 19 个结构多样的化合物都表现

出苷元多元性，同时 UGTBS 能够以 UDPG 为糖

基供体催化形成 O-、N-和 S-糖苷类化合物[30]，

是一种底物谱较广的糖基转移酶。UDPG 由于

其价格昂贵，且难以从自然界中提取，因此发展

了化学和生物技术人工合成 UDPG 的方法[31]。

蔗糖合酶能够高效催化 UDPG 的一步生成[32]，

因此利用糖基转移酶催化合成糖苷类化合物

时，可与蔗糖合酶建立双酶偶联体系，实现 UDPG
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的再生从而降低产物的合成成本。 

本研究利用实验室前期经 UGTBS 改造后获

得的糖基转移酶三联突变体 IGW 与 AtSuSy1 成

功构建双酶偶联体系，实现了虎杖苷的酶法合

成。三联突变体 IGW 与 AtSuSy1 的双酶偶联体

系涉及2个反应：蔗糖与UDP在蔗糖合酶AtSuSy1
的催化下生成果糖及 UDPG；白藜芦醇和 UDPG
在糖基转移酶三联突变体 IGW 的催化下生成产

物虎杖苷，因此此反应体系的条件较为复杂，为

得到最优的反应条件，对此体系的温度、pH、

双酶酶活比、DMSO 体积比、UDP 及蔗糖浓度进

行条件优化。在最优条件下，2 mmol/L 白藜芦醇

1 h 转化率达到 80.6%。 
综上所述，利用糖基转移酶 UGTBS 三联突

变体 IGW 与 AtSuSy1 构建的双酶偶联体系在整

个反应过程中不需要单酶体系中昂贵的 UDPG
参与，仅需加入价格低廉的 UDP 和蔗糖就能够

实现 UDPG 的再生以及 UDP 的循环利用，且优

化后的双酶偶联体系较单酶体系提高了反应速

率，显著缩短了反应时间。利用双酶偶联分批

补料策略，24 h 虎杖苷产量达到 6.28 g/L，显著

高于基于酿酒酵母代谢工程所获得的产量[8]。

因此，基于双酶偶联一锅法合成虎杖苷的研究

有助于降低成本，为实现虎杖苷的绿色高效合

成奠定了理论和应用基础。 
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