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摘  要 : 硫酸化化合物广泛存在于胞浆、细胞表面及胞外基质中，在机体细胞发育、分化、免疫、解毒和信号

传递等生命活动过程中起着不可替代的作用。3-磷酸腺苷-5-磷酸硫酸 (3-phosphoadenosine-5-phosphosulfate，

PAPS)是化合物硫酸化过程中最常用的硫酸基供体，但目前合成 PAPS 并最终实现其工业化应用还困难重重。文

中主要综述过去 10 年内关于 PAPS 的生物合成及应用的研究进展，以期为 PAPS 的合成及其在芥子油苷、肝素、

硫酸软骨素及羟胺硝喹等的生物合成中的应用提供参考。 
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Abstract:  Sulfated compounds are widely present in cytoplasm, on cell surface, and in extracellular matrix. These 

compounds play important roles in cell development, differentiation, immune response, detoxication, and cell signal 

transduction. 3-Phosphoadenosine-5-phosphosulfate (PAPS) is the universal sulfate group donor for the biosynthesis of 

sulfated compounds. Up to now, the synthesis of PAPS is still too expensive for industrial applications. This review focuses on 

the recent progress of PAPS production and summaries the application of PAPS, particularly in the production of 

glucosinolate, heparin, condroitin sulfate, and oxamniquine production. 

·综  述· 
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硫酸化反应广泛存在于生物体内源性物质代

谢及外源性物质化学修饰过程中，对细胞发育、

分化、免疫、解毒等生物学功能作用显著。在生

物体中，大部分硫酸转移酶催化 3-磷酸腺苷-5-

磷酸硫酸 (3-phosphoadenosine-5-phosphosulfate，

PAPS)的硫酸基团转移到对应的底物中合成硫酸

化的代谢产物。上述硫酸化反应机制也用于生物

体或体外酶法制备肝素、硫酸软骨素、羟胺硝喹

等化合物。但 PAPS 是一类高能磷酸化合物，在

胞内不能大量积累，在体外不能稳定保存。因此，

构建稳定、高效的 PAPS 合成体系对肝素、硫酸

软骨素、羟胺硝喹等高附加值化合物的生成尤为

重要。 

在过去十年，研究者从 PAPS 的代谢途径、

合成方式及其生物学应用对其进行探究。文中主

要综述了全细胞合成 PAPS、体外酶法制备 PAPS

及 PAPS 的生物学应用，为 PAPS 的高效制备及其

应用提供潜在的方向。 

1  PAPS 的合成 

1.1  利用全细胞合成 PAPS 

从单细胞生物到哺乳动物细胞中都存在 ATP

到 PAPS 的合成途径。ATP 经 ATP 硫酸化酶催化

形成 5-磷酸腺苷硫酸 (Adenosine-5-phosphosulfate，

APS)，再经 APS 激酶催化形成 PAPS (图 1)，或

由双功能酶 PAPS 合酶催化 ATP 合成 PAPS。PAPS

合成过程中存在 3 个关键因素：1) 硫酸基团的转

运和供给；2) ATP 的合成速度；3) ATP 合成 PAPS

的转化效率。 

1) 硫酸基团的转运和供给。在生物体内硫酸

基团的转运方式有两种：钠离子偶联型及钠离子

非偶联型离子通道。所谓钠离子偶联型通道是通

过钠离子偶联转运体转运钠离子的同时按照 3︰1

的比例转运硫酸基团等−2 价阴离子，这种转运方

式主要存在于肾脏细胞及肠道细胞中[1]。钠离子

非偶联型离子通道又称硫酸根离子通道Ⅰ，主要

用于非特异性的转运如草酰乙酸、琥珀酸等有机

离子。其中钠离子偶联型离子通道对硫酸根的转

运能力比钠离子非偶联型离子通道转运能力高 50倍

以上[2]。 

2) ATP 的合成速度。ATP 是细胞内的能量物

质，主要由氧化磷酸化和糖酵解途径产生。氧化

磷酸化发生在线粒体中 (真核生物) 或细胞质中 

(原核生物)，糖酵解途径在细胞质中进行。在有

氧呼吸条件下，氧化磷酸化提供细胞生长代谢所

需的绝大部分 ATP。膜内外电位差及pH 驱动 

 

 
 

图 1  PAPS 合成途径 

Fig. 1  Biosynthetic pathway of PAPS. PTS: 
phosphoenolpyruvate-dependent glucose phosphotransferase 
system; IMP: inosine monophosphate; PAPS: 

3-phosphoadenosine-5-phosphosulfate. 
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ADP 和 Pi 合成 ATP[3]。降低细胞有氧呼吸的程度

即降低细胞中的溶解氧水平能显著降低 ATP 的合

成速度[4]。而 Ca2+能够促进线粒体的有氧呼吸代

谢从而提高 ATP 的合成速度[5]。在正常条件下，

细胞内的 ATP 浓度约为 5 nmol/mg 蛋白，ATP 的

合成速度约为 400 nmol/(min·mg 蛋白)[4]其中绝大

部分的 ATP 用于细胞自身的能量代谢，ATP 浓度

过高或过低都会造成细胞的代谢紊乱[6]。 

3) ATP 合成 PAPS 的转化效率。目前，生物

体内催化 ATP 合成 PAPS 的途径有两种。在植物

和微生物细胞中 ATP 经 ATP 硫酸化酶及 APS 激

酶共同催化形成 PAPS。在哺乳动物细胞中存在一

种双功能酶 PAPS 合酶能直接催化 ATP 合成

PAPS。其 N 端序列表现为 APS 激酶活性，C 端

序列表现为 ATP 硫酸化酶活性。ATP 分子结合

ATP 硫酸化酶后形成 U 型结构并与硫酸根结合催

化形成 APS[7]。但催化形成的 APS 占据 ATP 硫酸

化酶的底物结合位点阻止 ATP、硫酸基团与酶的

结合从而抑制 ATP 硫酸化酶的活性。同时 APS

对 APS 激酶也产生抑制作用。APS 激酶的催化机

理也遵从如 ATP 硫酸化酶一样的乒乓机制，即

APS 激酶结合 Mg2+、ATP 后再与 APS 结合形成

PAPS 和 ADP，然后释放出 PAPS 最后释放 ADP

还原成活性酶。但过量的 APS 能在 ADP 释放前

与其结合形成 APS 激酶-APS-ADP 的复合物阻止

ADP 的释放和 Mg2+、ATP 的结合从而抑制 APS

激酶活性[8]。对于双功能酶 PAPS 合成酶而言，其

硫酸化活性远大于其激酶活性，这也就意味着

APS 很容易过量积累从而抑制 PAPS 合酶的活性。 

综上所述，全细胞合成 PAPS 要解决的关键

问题是：①增强硫酸基团转运和供给能力：通过

异源表达钠离子依赖性离子通道增强硫酸基团转

运能力。②增强 ATP 的合成速度，同时增加 ATP

流向 PAPS 的代谢通量维持机体正常的 ATP 供给

水平。③解除 APS 的反馈抑制、底物抑制作用：

提高 APS 激酶活性和对 ADP 的释放能力从而消

除 APS 对 APS 激酶的抑制作用，同时提高 ATP

硫酸化酶对 APS 的释放能力达到提高 ATP 到

PAPS 的转化率。 

1.2  体外酶法制备 PAPS 

作为高能化合物 PAPS 在细胞内的积累水平相

对较低，因此由细胞制备 PAPS 距离工业化应用还

较远。研究人员一般采用体外酶法制备 PAPS 供给

后续应用。体外酶法制备 PAPS 主要包括两种方法：

ATP 硫酸化酶和 APS 激酶催化 ATP 制备 PAPS (图

2A)、酰基磺酸转移酶 (Arylsulfotransferase Ⅳ，ASTIV)  

 
图 2  PAPS 再生系统 

Fig. 2  Regeneration system of PAPS. (A) PAPS production based on ATP. (B) PAPS production based on PAP. PNPS: 
para-nitrophenylsulfate; PNP: pare-nitrophenol; PAP: 3′-phosphoadenosine-5′-phosphate. 
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催 化 3,5- 二 磷 酸 腺 苷  (3′-phosphoadenosine- 

5′-phosphate，PAP)合成 PAPS (图 2B)。 

1) 基于 ATP 硫酸化酶和 APS 激酶制备

PAPS。不同来源的 ATP 硫酸化酶序列相似性较

低，约为 20%–30%，空间结构也复杂多样，包

括单体、同源二聚体、同源四聚体、同源六聚

体和异源多聚体 [7, 9-16]。但其单体的空间结构却

呈保守的不规则球形，其底物结合口袋由一条

宽阔的通道与球体表面相通，Arg、His 等碱性

氨基酸与 ATP 的、-磷酸基团相结合固定底物

ATP 和硫酸基团，HXXH 残基直接决定其硫酸

化活性 [13,17]。在体外酶催化反应过程中，ATP

硫酸化酶也遵循乒乓机制，即 ATP 硫酸化酶先

与 Mg2+、ATP 结合再与硫酸根结合后合成并释

放出 APS，最后释放出 PPi。  

从动力学的角度来说，ATP 硫酸化酶反应释

放出的副产物 PPi 能与大环荧光探针 3-(9-蒽甲

基)-3,6,9,15-四氮杂双环十五-1,11,13-三烯和 Zn2+

复合物结合发生荧光淬灭，达到实时检测 ATP 硫

酸化酶的活性的能力[18]。ATP 硫酸化酶的催化速

度可以达到 0.1−0.4 mol/(min·mg 蛋白)[19]。但植

物来源的 ATP 硫酸化酶催化活性相对较低，约为

0.1−0.3 nmol/(min·mg 蛋白)[20]。镁离子是 ATP 硫

酸化酶反应的必需金属离子，而氯酸盐却能在一

定程度上抑制 ATP 硫酸化酶活性[21]。这为随机突

变 ATP 硫酸化酶提供良好的检测基础及实施的可

能性。 

不同来源的 APS 激酶在氨基酸序列和空间结

构上也存在保守序列或保守空间。APS 激酶在生

物体内以二聚体的形式存在，其 N 端的 Cys 之间

形成二硫键 (蓝藻来源 APS 激酶除外)。其 N 端

的二硫键改变 APS 激酶 N 端序列的空间结构，降

低 APS 造成的底物抑制作用，且还原态的 APS

激酶活性高于氧化态的 APS 激酶活性[22-24]。蛋白

质的二级结构分析表明，Arg93 是底物识别的重要

氨基酸，突变体 R93A 完全失去了底物抑制作用，

同时也降低了 ADP 物质的亲和作用 (降低 217 倍)，

达到提高 APS 激酶活性的目的[23]。 

在理想条件下，APS 激酶的催化速度可以达

到 10−900 nmol/(min·mg 蛋白)[25]。ATP 转化为

PAPS 的转化率为 47%，与此同时生成等量的副产

物 ADP。An 等[26]通过引入丙酮酸激酶催化 ADP

合成 ATP 进一步提高 ATP 合成 PAPS 的转化率至

超过 90%。 

较高的转化率为 PAPS 的高效合成提供有力

的保障。想要体外酶法高效制备 PAPS 还需要较高

的酶量。目前报道的 ATP 硫酸化酶有 30 000 多种，

APS 激酶有 3 200 多种 (www.ncbi.nlm.nih.gov)，

其中能在微生物中进行表达的屈指可数。大肠杆

菌和酿酒酵母是 ATP 硫酸化酶或 APS 激酶表达

的常用工业宿主。来自于拟南芥等的 ATP 硫酸

化酶可在酿酒酵母中进行活性表达[27]。来自酿酒

酵母 [28]、洋葱 [29]、山茶花 [30]、产黄青霉 [31]、乳

酸克鲁维酵母[32]等的 ATP 硫酸化酶和 APS 激酶

可在大肠杆菌中进行活性表达。但目前关于上述

来源的 ATP 硫酸化酶和 APS 激酶没有产量的报

道。从酶的空间结构来说，动物来源和植物来源

的 ATP 硫酸化酶是同源二聚体，而微生物来源

的 ATP 硫酸化酶是由基因 cysD、cysN 共同编码

的异源二聚体。在大肠杆菌中共表达 cysD、cysN

时得到的 ATP 硫酸化酶活性是单独表达 cysD 的

ATP 硫酸化酶的活性的 40 倍[33]。APS 激酶在 N

端形成分子内的二硫键使 APS 激酶处于氧化态[23]，

因此要选择合适的表达宿主如大肠杆菌 Rosetta

等 [34]或在 N 端融合促进二硫键形成的短肽如

TrxA[35]，或共表达促进蛋白质折叠的伴侣分子

DsbL 等帮助蛋白质折叠[36-37]，或者进行分泌表

达，将蛋白分泌到周质空间中提供二硫键形成 

的环境 [38]或者选用大肠杆菌以外的合适的表达

宿主。 
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综上所述，以 ATP 为底物催化合成 PAPS 时，

需要解决的问题包括：①提高 ATP 硫酸化酶释放

产物 APS 的速度降低 APS 的产物抑制作用：通

过改变底物结合口袋的氨基酸序列，在底物结合

口袋中引入酸性或中性氨基酸减少酶与产物间的

引力作用，从而加快 APS 的释放。②提高 APS

激酶释放产物 PAPS 和 ADP 的速度降低 APS 的底

物抑制作用：通过在 U 型通道后面引入更多疏水

性氨基酸扩大底物结合口袋 U 型通道，加快 PAPS

和 ADP 的释放速度，从而降低酶-ADP-APS 复合

物形成的可能性即降低 APS 的底物抑制作用，达

到提高 APS 激酶活性的目的。③ATP 硫酸化酶和

APS 激酶的表达：筛选合适的表达宿主及基因来

源提高上述两个酶的表达量，以大肠杆菌为宿主

进行表达上述基因时，除了常规的优化启动子、

RBS、终止子、诱导剂浓度、诱导温度等手段提

高表达量外，还要在 N 端或 C 端融合相应的蛋白

提高二硫键的形成概率达到提高蛋白正确折叠的

目的。 

2) 基于 ASTIV 催化 PAP 合成 PAPS。来自于

哺乳动物和微生物的酰基磺酸转移酶能催化 PAP

合成 PAPS。目前人来源 ASTIV 共有 3 种同工酶，

分别是 hSULT1A1、hSULT1A2、hSULT1A3，这

3 种同工酶的序列相似性在 90%以上，且与大鼠

来源的 ASTIV 序列相似性也达到约 80%。其晶体

呈粗糙球形，PAP 的底物结合口袋在球体内部，

通往底物结合口袋的通道入口有一段柔性区域像

整个口袋的帽子(又称作门控序列，Gating loop)，

阻挡底物与酶的结合，从而降低 PAPS 的合成速

率 (图 3)。因此小分子底物或者偏中性底物相对

容易进入底物结合口袋通道，而大分子的带负电

荷的物质相对较难进入通道，也就意味着 ASTIV

对大分子 PAP 的亲和力相对较弱。但该门控序列

所属类型  (包括翼门型  (Wing gate)、双开门型 

(Swinging door gate)、光圈孔型 (Aperture gate)、

吊 门 和 双 吊 门 型  (Drawbridge and double 

drawbridge gates)、外壳门型  (Shell gate))及作

用方式目前研究还较少，因此目前对该段柔性

Loop 还没有较多理性的改造方式，后期研究过

程中可以对其进行随机突变来提高 PAPS 的合

成速度 [39]。 

此外，底物口袋表面多为亲水性、碱性氨基

酸包括 Lys、His、Arg 等用于与 PAP 的磷酸基团

结合固定底物，其催化氨基酸为 His[40]。然而

ASTIV 的底物结合口袋具有很强的可塑性以适应

不同的底物，因此其底物谱较广[41]。除了能催化

PAP 硫酸化为 PAPS 外，还能催化其他酚类、醇

类、含氮类化合物硫酸化，且对小分子物质的亲

和 性 相 对 较 强 但 催 化 活 性 都 较 低 ， 其 中

hSULT1A1 主要催化小分子酚类物质，hSULT1A3

主要催化胺类物质[42]。同时其底物结合口袋背面

的氨基酸决定底物结合口袋的相对大小，从而调节

催化活性及底物谱，如 Y149F 能提高 hSULT1A2

对对硝基苯酚的 Km 值近 40 倍[43]，A146E 能够改

变 hSULT1A1 的底物谱类似 hSULT1A3[44]。 

与 ATP 硫酸化酶及 APS 激酶催化 ATP 合成

PAPS 一样，影响 ASTIV 催化形成 PAPS 应用于

工业生产的因素除了其比酶活外还有得到 ASTIV

的成本，即 ASTIV 的表达水平。根据前期本课题

组得到的数据表明，不同温度条件下 ASTIV 可溶

表达的水平相差不大，但随着温度的升高，不可

溶表达的 ASTIV 含量越高。换言之，影响 ASTIV

活性表达的因素不是蛋白的翻译水平而是蛋白的

折叠水平，本课题组在 ASTIV N 端融合促融标签

麦芽糖融合蛋白 (Maltose binding protein，MBP)，

但效果不够显著[45]。分析其结构表明，ASTIV 内

部有一对二硫键，而在大肠杆菌胞内合成和折叠

不利于二硫键的形成，从而导致可溶表达的水平

较低[46]。因此，可以采取同 APS 激酶表达同样的

策略提高 ASTIV 的可溶表达。 
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图 3  人来源 ASTIV (SULT1A1) 晶体结构 

Fig. 3  3D structure of human SULT1A1. (A) 3D 
structure of human SULT1A1. The gray loop was the 
gating loop, and the black ball was the substrate, PAP. (B) 
Amine acids in SULT1A1-PAP interactions on a 2D 
diagram. 

 
综上所述，以 PAP 为底物催化合成 PAPS 时，

需要解决的问题包括：①减少底物结合口袋帽子

结构的酸性氨基酸含量：通过点突变减少帽子结

构中 Glu 的含量，从而减少帽子结构对于带负电

荷的底物 PAP 的排斥作用，提高酶对 PAP 的亲和

力。②理性设计突变底物结合口袋的氨基酸序列：

通过增加碱性氨基酸的数量进一步提高底物结合

口袋对于 PAP 的正负电荷引力作用，同时扩大底

物结合口袋提高 PAP 进入底物结合口袋的速率从

而达到提高 PAPS合成速率的目的。③提高 ASTIV

二硫键形成的速率：通过融合蛋白或者共表达伴

侣分子等策略提供二硫键形成的环境提高 ASTIV

二硫键形成的速率达到提高 ASTIV 可溶表达  

水平。 

2  PAPS 的生物学应用 

2.1  芥子油苷的生物合成 

芥 子 油 苷 也 称 硫 代 葡 萄 糖 苷 或 硫 苷 

(Glucosinolate，GLS)，是十字花科植物中的一类

次级代谢物，主要存在于植物细胞的液泡中，当

组织受到损伤时与黑芥子酶发生水解反应形成具

有实际活性的物质异硫氰酸盐、硫氰酸盐和吲哚，

从而达到保护植物的目的[47-48]。目前研究表明芥

子油苷通过肠道内的微生物分解后形成异硫氰酸

盐还具有抗癌的功效。研究其结构表明其含有 1 个

R 侧链和 1 个硫原子相连的 D-砒喃葡萄糖。根据

其 R 侧链差异分为脂肪族、芳香族和吲哚族芥子

油苷。 

在芥子油苷合成过程中，硫酸根经硫酸根转

运通道(Sulfate transporter，SULTR)转运进细胞后

经过质体膜跨膜蛋白转运进入质体。在细胞质中，

硫酸根经 ATP 硫酸化酶 (由 cyt-ATPS2 编码)及

APS 激酶 (由 APK3 编码)共同催化形成 PAPS；

质体中 ATP 硫酸化酶由 ATPS1、ATPS2、ATPS3、

ATPS4 编码，APS 激酶由 APK1、APK2、APK4

编码。质体中合成的 PAPS 经跨膜通道进入细胞

质中，催化脱硫酸芥子油苷 (Desulfo-glucosinolate，

Desulfo-GLS)合成芥子油苷 (图 4)。因此，提高

土壤中硫酸盐的供给或者细胞膜对硫酸根的转运

能力能提高 PAPS 的合成能力从而提高芥子油苷

的合成能力[49]。此外，Yatusevich 等[50]研究表明

提高转录因子 R2R3-MYB 的表达量能增加 ATP

硫酸化酶及 APS 激酶的表达量，加速 PAPS 的合

成从而增加芥子油苷的合成量。 
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图 4  植物细胞中芥子油苷的合成机制 

Fig. 4  Biosynthesis of glucosinolate in plant cell. 
SULTR: sulfate transporter; desulfo-GLS: desulfo- 
glucosinolate; cyt-ATPS2 is the ATPS2 in cytosol. 

 

2.2  糖胺聚糖的生物合成 

糖胺聚糖是一类广泛存在于细胞表面和胞外

基质中的多糖类物质，主要包括肝素、硫酸乙酰

肝素、硫酸软骨素、硫酸皮肤素、硫酸角质素、

透明质酸等 6 类，除了透明质酸外其他 5 类都需

要硫酸化修饰形成具有生物学活性的产物 (图 5)。

糖胺聚糖具有信号传递、免疫等生物学功能，在

临床上被广泛用于术后抗凝血 (肝素)、骨关节炎

的治疗 (硫酸软骨素)等[51]。但临床上使用的糖胺

聚糖主要从动物组织中提取，含有较多的杂多糖，

降低相应药物的疗效甚至危及生命[52]。酶法制备

糖胺聚糖具有产物单一的优势，因此被认为是最

有可能替代动物组织提取被应用于临床的糖胺聚

糖生产方式[53]。 

在肝素和硫酸乙酰肝素合成过程中，肝素前

体经 N- 脱乙酰 /N- 硫酸转移酶 (N-deacetylase/ 

N-sulfotransferase，NDST)、葡萄糖醛酸变构酶 

(Glucuronyl C5 epimerase，C5epi)、肝素 2-O-硫酸

转移酶  (Heparan sulfate 2-O-sulfotransferase，

HS2ST)、肝素 6-O-硫酸转移酶 (Heparan sulfate 

6-O-sulfotransferase，HS6ST)、肝素 3-O-硫酸转

移 酶  (Heparan sulfate 3-O-sulfotransferase ，

HS3ST)等催化合成具有抗凝血活性的肝素，在此

过程中，PAPS 是肝素前体硫酸化修饰的直接硫酸

基供体 (图 5A)[54-55]。在硫酸软骨素合成过程中，

软骨素经软骨素 4-O-硫酸转移酶  (Chondroitin 

4-O-sulfotransferase，C4ST)或软骨素 6-O-硫酸转

移酶 (Chondroitin 6-O-sulfotransferase，C6ST) 或 

 
 

 
 

图 5  酶法合成糖胺聚糖 

Fig. 5  Enzymatic synthesis of glycosaminoglycan. (A) 
Enzymatic synthesis of heparin base on heparosan. NDST, 
N-deacetylase/N-sulfotransferase; C5epi, glucuronyl C5 
epimerase; HS2ST, heparan sulfate 2-O-sulfotransferase; 
HS6ST, heparan sulfate 6-O-sulfotransferase; HS3ST, 
heparan sulfate 3-O-sulfotransferase. (B) Enzymatic 
synthesis of chondroitin sulfate and dermatan sulfate. 
C4ST, chondroitin 4-O-sulfotransferase; C6ST, 
chondroitin 6-O-sulfotransferase; C4,6ST, chondroitin 
4,6-O-sulfotransferase; D5epi, dermatan epimerase ; 
D4ST, dermatan 4-O-sulfotransferase; D6ST, dermatan 
6-O-sulfotransferase; D4,6ST, dermatan 4,6-O- 
sulfotransferase. (C) Enzymatic synthesis of keratan 
sulfate. Gn6ST, corneal N-acetylglucosaminyl-6- 
sulfotransferase; KS-Gal6ST, keratan sulfate galactosyl- 
6-sulfotransferase. 
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软骨素 4,6-O-硫酸转移酶  (Chondroitin 4,6-O- 

sulfotransferase，C4，6ST) 催化形成硫酸软骨素

A (Chondroitin sulfate A，CSA)、硫酸软骨素 C 

(Chondroitin sulfate C，CSC) 或硫酸软骨素 E 

(Chondroitin sulfate E，CSE)，在此过程中所用的

硫酸基供体还是 PAPS (图 5B)[56]。在软骨素经软

骨素葡萄糖醛酸变构酶  (Dermatan epimerase，

D5epi) 、 皮 肤 素 4-O- 硫 酸 转 移 酶  (Dermatan 

4-O-sulfotransferase，D4ST)、皮肤素 6-O-硫酸转

移酶(Dermatan 6-O-sulfotransferase，D6ST)、皮肤素

4，6-O-硫酸转移酶 (Dermatan 4,6-O-sulfotransferase，

D4，6ST)催化形成多种硫酸皮肤素  (Dermatan 

sulfate，DS)及角质素经角膜 N-乙酰氨基 6-硫酸转移

酶 (Corneal N-acetylglucosaminyl-6-sulfotransferase，

Gn6ST)、半乳糖苷-6-硫酸转移酶 (Keratan sulfate 

galactosyl-6-sulfotransferase，KS-Gal6ST) 催化形

成硫酸角质素 (Keratan sulfate，KS) 过程中，所

用的硫酸基供体全是 PAPS (图 5C)[57-58]。 

20年前人们研究上述糖胺聚糖酶法合成一般

采用外源添加 PAPS，造成合成糖胺聚糖的价格昂

贵[59]。且在硫酸化反应过程中产生大量的副产物

PAP，而 PAP 能够进一步与硫酸转移酶中的 PAPS

底物结合位点进行结合抑制硫酸转移酶的活性，

降低相应产物的硫酸化程度。由 ATP 硫酸化酶和

APS 激酶催化 ATP 合成 PAPS 的再生系统引入糖

胺聚糖酶法催化系统，在一定程度上降低了 PAPS

的合成成本实现化学酶法合成糖胺聚糖[32, 45]，但

没有解决副产物抑制的问题。由 ASTIV 催化 PAP

合成 PAPS 的再生循环系统降低了硫酸化修饰过

程中副产物 PAP 的抑制作用。虽然上述两种 PAPS

再生的方式在一定程度上降低了酶法制备糖胺聚

糖的成本，但酶法合成糖胺聚糖还是成本较高，

PAPS 合成成本依旧是制约化学酶法或酶法合成

糖胺聚糖的关键因素，距离酶法合成糖胺聚糖的

工业化应用还有一段距离。 

2.3  羟胺硝喹疗效激活 

目前全世界有近 3 亿人正在饱受血吸虫病的

折磨，大约有 20 万人因此而丧命[60]。同时血吸

虫病能够诱导产生很多其他的并发症，如肝纤维

化[61]、尿血症[60]等。20 世纪 80 年代之前，治疗

血吸虫病的主要药物为羟胺硝喹，但随着此药物

的大量使用，血吸虫病的病原菌埃及血吸虫

Schistosoma heamatobium 、 日 本 血 吸 虫

Schistosoma japonicum 和曼氏血吸虫 Schistosoma 

mansoni 对此产生了耐药性[62]。研究发现 S. mansoni

中存在一种硫酸转移酶能够催化羟胺硝喹的羟基

硫酸化修饰为硫胺硝喹并抑制 S. mansoni 的生

长，从而达到治疗 S. heamatobium、S. mansoni 引

起的血吸虫病 (由这两种病菌造成全世界 99%的

血吸虫病)[63-64]，在此过程中使用的硫酸基供体也

为 PAPS。 

此外，PAPS 再生系统还应用于黄酮类[65]、

胆碱类[66-67]、雌激素类[68-69]、固醇类[70-71]和倍酸

类化合物 [67]的硫酸化修饰及蛋白质酪氨酸硫酸

化修饰等蛋白质翻译后修饰系统[72-73]等。 

3  展望 

PAPS 再生系统在整个化合物的硫酸化修饰

过程中占据无比重要的位置，且对于工业化应用

来说是成本控制的关键。目前不论从 ATP 合成

PAPS 还是从 PAP 合成 PAPS 的合成成本都离工业

化还有一段距离。因此，未来可以从提高酶的活

性表达和酶的转化效率上来进一步提高合成

PAPS 的速度达到降低生产成本的目的。提高酶的

活性表达水平包括：1) 优化酶的转录和翻译元

件，如优化启动子、RBS、终止子序列等。2) 提

高二硫键形成速率帮助酶正确折叠，如共表达伴

侣分子 DsbL、在 N 端融合硫氧还蛋白、筛选合

适的信号肽将酶分泌到周质空间等。3) 优化诱导

剂浓度、诱导温度等培养条件提高酶的表达。提



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

1230 

高酶的转化效率是指提高比酶活，是根据 ATP 硫

酸化酶、APS 激酶和 ASTIV 的底物结合口袋和催

化机制来理性设计调控底物结合口袋和通道序

列，达到提高底物结合能力及产物释放速度。 
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