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摘   要：红景天苷是一种在食品、医药等领域应用广泛的功能性成分，其传统生产方法为植

物提取，原料成本高昂且提取过程繁琐。本研究通过生物合成法，以酪醇为底物高效生产红

景天苷。在利用糖基转移酶实现酪醇糖基化的同时，引入蔗糖合酶构建尿苷二磷酸葡萄糖

(uridine diphosphate glucose, UDPG)循环再生系统。通过比较，筛选出糖基转移酶 UGT33 以

及蔗糖合酶 AtSUS，构建重组大肠杆菌(Escherichia coli) BL21/pETDuet-AtSUS-UGT33，并针

对基因的拷贝数进行了优化，确定糖基转移酶与蔗糖合酶的最优拷贝数比例为 3:1。进一步

对重组菌株的全细胞催化条件进行优化，在最适反应温度、pH、菌体量、底物浓度、适量

金属离子的最优反应条件下，在 5 L 发酵罐转化 24 h，红景天苷最高产量达到 8.17 g/L。本研

究为利用微生物高效生产红景天苷提供了一定的参考意义。  
关键词：红景天苷；糖基转移酶；蔗糖合酶；尿苷二磷酸葡萄糖循环再生；全细胞催化 
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Efficient synthesis of salidroside from tyrosol based on UDPG 
recycling system 

WEI Chenyu, HUANG Zhuying, SHEN Zhixing, ZHANG Xian, RAO Zhiming,  
HU Xiaoqing*, XU Meijuan* 

Key Laboratory of Industrial Biotechnology of Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, 
Wuxi 214122, Jiangsu, China 
 
Abstract: Salidroside is a functional ingredient with wide applications in food and pharmaceutical 
fields. It is conventionally produced by extraction from plants, the application of which is limited 
by the scarcity of raw materials and cumbersome process. This study achieved the efficient 
production of salidroside by biosynthesis with tyrosol as the substrate. While utilizing 
glycosyltransferases for tyrosol glycosylation, we introduced sucrose synthase to construct the 
uridine diphosphate glucose (UDPG) recycling system. The glycosyltransferase UGT33 and sucrose 
synthase AtSUS were screened out by comparison, and the recombinant strain Escherichia coli 
BL21/pETDuet-AtSUS-UGT33 was constructed. The copy number of the gene was optimized and 
the optimal copy number ratio of glycosyltransferase to sucrose synthase was determined to be 3:1. 
The whole-cell transformation conditions (temperature, pH, inoculum amount, substrate 
concentration, and concentrations of metal ions) of the recombinant strain were optimized, and the 
highest yield of salidroside reached 8.17 g/L after fermentation under the optimal conditions in a  
5 L fermenter for 24 h. This study provides a reference for the efficient production of salidroside by 
microorganisms. 
Keywords: salidroside; glycosyltransferases; sucrose synthase; uridine diphosphate glucose 
recycling; whole-cell catalysis 

 
红景天是生长在高寒无污染地区的珍稀草

本植物，应用历史悠久，具有刺激神经系统、消

除疲劳、防治高原反应、保护心脑血管以及抗肿

瘤抗辐射等功能[1]。红景天苷作为在药品、食品、

保健品等行业广泛应用的功能性成分，目前市场

需求越来越高。 
红景天苷的主要通过植物提取法[2]、化学合

成法[3-4]、生物合成法[5-7]获得，植物提取法受到

原材料红景天植物稀缺不易得和提取效率低的

限制。化学合成法虽然主要以酪醇及其类似物为

原料进行催化，但成本高、过程复杂，不利于工

业化大规模生产。生物合成法主要是利用酶法催

化或利用代谢工程技术进行合成，相比于植物提

取法和化学合成法，生物合成法具有成本低、效

率高、可持续的优点，因此通过生物合成法获取

红景天苷具有良好的应用前景[8]。 
红景天苷的生物合成法是将苷元酪醇在尿

苷 二 磷 酸 - 葡 萄 糖 基 糖 基 转 移 酶

(UDP-glucosyltransferases, UGTs)的催化下接受

来自尿苷二磷酸葡萄糖 (uridine diphosphate 
glucose, UDPG)的 1 分子葡萄糖残基，发生糖基

化反应后生成红景天苷及副产物尿苷二磷酸
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(uridine diphosphate, UDP)。在糖基转移酶的挖

掘方面，Fan 等[9]通过利用来源于地衣芽孢杆菌

的糖基转移酶 UGTBL1，得到了 1.04 g/L 的红景

天苷。Yu 等[10]从高山红景天的组织中分离得到

糖基转移酶 UGT72B14 和 UGT74R1；其中糖基

转移酶 UGT72B14 的酶活比 UGT74R1 和

UGT73B6 的酶活分别高 6.2 倍和 1.7 倍[11]。除了

筛选有效的糖基转移酶以外，增强糖基供体

UDPG 的供应也可以帮助提升红景天苷的产量。

蔗糖合酶(sucrose synthase, SUS)在分解蔗糖时，

除获得果糖外，还可以将获得的葡萄糖残基与

UDP 结合产生 UDPG，这一反应除了可以满足

糖基化反应过程中对糖基供体的需要，也可以消

耗糖基化反应过程中产生的副产物 UDP。

Terasaka 等[12]在利用白藜芦醇合成槲皮素葡萄

糖苷等产物的过程中，利用 AtSUS1 建立了

UDPG 循环再生系统，显著增强了糖基化效率。 
本研究首先从不同来源的糖基转移酶中筛

选出了在大肠杆菌(Escherichia coli)中具有较强

催化活性的 UGT33，同时为了增强 UDPG 供应，

减轻副产物 UDP 对酶的抑制作用，引入蔗糖合

酶 AtSUS 构建 UDPG 循环再生系统，使糖基化

效率显著增强(图 1)。在生产红景天苷的基础上，

优化全细胞催化的条件，提高了产量，能够为其

他糖苷类化合物的生产提供一定的参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

实验中宿主菌株均为本实验室保藏的用于

质粒保存和蛋白表达的 E. coli BL21(DE3)。
pET28a、pETDuet-1 等均为本实验室保藏的大肠

杆菌表达载体。糖基转移酶基因包括拟南芥

(Arabidopsis thaliana)来源的 UGT85A1[13] (GenBank
登录号：NM_102089.5)和 UGT73C5[14] (GenBank
登录号：NM_129235.4)、红景天(Rhodiola rosea)
来源的 UGT73B6[15](GenBank 登录号：AY547304.1)
和 UGT33[16](GenBank 登录号：MF674558.1)。
蔗糖合酶基因包括欧洲亚硝化单胞菌(Nitrosomonas 
europaea)来源的 NeSUS[17] (GenBank 登录号：

NC_007614.1) 、 大 豆 (Glycine max) 来 源 的

GmSUS[18] (GenBank 登录号：NM_001250596.2)、
绿豆(Vigna radiata)来源的 MbSUS[19](GenBank
登录号： BAA01108.1) 、拟南芥 (Arabidopsis 
thaliana)来源的 AtSUS[20] (GenBank 登录号：

NM_122090.4)和嗜温嗜硫酸杆菌(Acidithiobacillus 
 

 
图 1  大肠杆菌全细胞催化合成红景天苷的构建策略 
Figure 1  The strategy for production of salidroside using whole-cell biocatalyst of Escherichia coli. UGT: 
UDP-glucosyltransferases. SUS: Sucrose synthase. 
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caldus)来源的 AcSUS[21] (GenBank 登录号：

A0A059ZV61.1)，以上基因均由苏州金唯智生物

科技有限公司合成，同时根据大肠杆菌中密码子

的偏好性进行了优化，并连接至相应载体构建质

粒。本研究中使用的菌株及菌株见表 1。 
1.1.2  酶和试剂 

高保真 PCR 酶、同源重组酶克隆试剂盒均

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；质粒提

取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、细菌

基因组提取试剂盒均购自天根生化科技(北京)
有 限 公 司 ； 异 丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷

(isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG)、卡那霉素、

氨苄青霉素均购自生工生物工程(上海)股份有

限公司；酪醇、红景天苷标准品、UDP 均购自

上海源叶生物科技有限公司；其他试剂均购自国

药集团化学试剂有限公司。 
1.1.3  培养基 

Luria-Bertani (LB) 培养基 (g/L) ：蛋白胨

10.0，酵母提取物 5.0，NaCl 10.0。 
Terrific-Broth (TB)培养基 (g/L)：蛋白胨

12.00，酵母提取物 24.00，甘油 4.00 mL/L，

KH2PO4 2.31，K2HPO4·3H2O 16.42。 
ZYM 自诱导培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵

母提取物 5.00，Na2HPO4 3.56，KH2PO4 3.50，
NH4Cl 2.68，Na2SO4 0.72，MgSO4 0.24，甘油

5.00 mL/L，葡萄糖 0.50，乳糖 2.00。 
 

表 1  本研究使用的质粒及菌株  
Table 1  Plasmids and strains used in this study 
Strains or plasmids  Illustration Sources 

Escherichia coli BL21(DE3)  Cloning and expression of host Laboratory stock 

E. coli BL21/pET28a BL21 harboring pET28a Laboratory stock 

E. coli BL21/pETDuet-1 BL21 harboring pETDuet-1 Laboratory stock 

E. coli BL21/pET28a-UGT85A1 BL21 harboring pET28a-UGT85A1 This work 

E. coli BL21/pET28a-UGT73C5 BL21 harboring pET28a-UGT73C5 This work 

E. coli BL21/pET28a-UGT73B6 BL21 harboring pET28a-UGT73B6 This work 

E. coli BL21/pET28a-UGT33 BL21 harboring pET28a-UGT33 This work 

E. coli BL21/pET28a-NeSUS BL21 harboring pET28a-NeSUS This work 

E. coli BL21/pET28a-GmSUS BL21 harboring pET28a-GmSUS This work 

E. coli BL21/pET28a-MbSUS BL21 harboring pET28a-MbSUS This work 

E. coli BL21/pET28a-AtSUS BL21 harboring pET28a-AtSUS This work 

E. coli BL21/pET28a-AcSUS BL21 harboring pET28a-AcSUS This work 

E. coli S1 BL21 harboring pET28a-AtSUS-UGT33 This work 

E. coli S2 BL21 harboring pET28a-UGT33-AtSUS This work 

E. coli S3 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-UGT33 This work 

E. coli S4 BL21 harboring pETDuet-UGT33-AtSUS This work 

E. coli S5 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-AtSUS-UGT33 This work 

E. coli S6 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-AtSUS-AtSUS-UGT33 This work 

E. coli S7 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-AtSUS-AtSUS-AtSUS-UGT33 This work 

E. coli S8 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-UGT33-UGT33 This work 

E. coli S9 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-UGT33-UGT33-UGT33 This work 

E. coli S10 BL21 harboring pETDuet-AtSUS-UGT33-UGT33-UGT33-UGT33 This work 
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1.2  方法 
1.2.1  引物的设计 

按照公司合成基因的序列信息设计并合成

与载体带有同源臂的引物，在 N 端添加 His 标

签用于酶的纯化，具体引物信息见表 2。 

1.2.2  重组菌株的构建 
将构建好的重组质粒 pET28a-UGT85A1、

pET28a-UGT73C5、pET28a-UGT73B6、pET28a-UGT33、

pET28a-NeSUS、pET28a-GmSUS、pET28a-MbSUS、

pET28a-AtSUS、pET28a-AcSUS 分别转化至 E. coli 

BL21(DE3)感受态细胞中，在对应抗性平板  

上培养过夜，进行菌落验证 PCR 后选择阳性

转化子抽提质粒送苏州金唯智生物科技有限

公司测序，若测序正确，即代表重组菌株构建

成功。 

双 酶 共 表 达 质 粒 的 构 建 以 p E T 2 8 a - 
AtSUS-UGT33 为例，利用引物 pET28a-AtSUS- 
UGT33-F1、pET28a-AtSUS-UGT33-F2 反向扩增

质粒 pET28a-AtSUS，扩增结束后用 Dpn Ⅰ 酶
37 ℃消化 1 h，利用引物 pET28a-AtSUS-UGT33-F、
pET28a-AtSUS-UGT33-R 扩增 UGT33，使基因片

段和线性化载体产生同源臂片段，接着在同源重

组酶的作用下连接基因片段与线性化载体，构

建重组质粒 pET28a-AtSUS-UGT33。将构建好的

重组质粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)细胞中，在 
抗性平板上培养过夜后挑取单菌落进行菌落验证 

 
表 2  本研究使用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers name Sequences (5′→3′) Size (bp) 
pET28a-UGT33-AtSUS-F ACTATAGGAAGGAGATATACCATGGCGAACGCCGAACGCAT 41 
pET28a-UGT33-AtSUS-R CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTAATCATCTTGCGCCAGC 40 
pET28a-UGT33-AtSUS-F1 CTCCTTCCTATAGTGAGTCGTATTATTAGCGAATATGTTTGGT 43 
pET28a-UGT33-AtSUS-F2 AAGCTTGCGGCCGCACTCGAG 21 
pET28a-AtSUS-UGT33-F ACTATAGGAAGGAGATATACCATGAGCCTGATTGAAAAA 39 
pET28a-AtSUS-UGT33-R GAGTGCGGCCGCTTAGCGAATATGTTTGGTTTTGCT 36 
pET28a-AtSUS-UGT33-F1 CTCCTTCCTATAGTGAGTCGTATTAAAGCTTTTAATCAT 39 
pET28a-AtSUS-UGT33-F2 GCGGCCGCACTCGAGTGAGATC 22 
pETDuet-UGT33-F TCACCACAGCCAGATGAGCCTGATTG 26 
pETDuet-UGT33-R CGAGCTCGAATTCGGATCTTAGCGAATATGTTTGG 35 
pETDuet-UGT33-F1 CTGGCTGTGGTGATGATGG 19 
pETDuet-UGT33-F2 GATCCGAATTCGAGCTCGGCG 21 
pETDuet-UGT33-AtSUS-F GTATAAGAAGGAGATATACATAATGGCGAACGCCGAACGC 40 
pETDuet-UGT33-AtSUS-R GATCTGCCATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGATCATCTTG 39 
pETDuet-UGT33-AtSUS-F1 TATGTATATCTCCTTCTTATAC 22 
pETDuet-UGT33-AtSUS-F2 TGGCAGATCTCAATTGGATATCG 23 
pETDuet-AtSUS-F GATCTGCCATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGATCATCTTG 39 
pETDuet-AtSUS-R GAGCTCGAATTCGGATCTTAATCATCTTGCGCCA 34 
pETDuet-AtSUS-F1 CTGGCTGTGGTGATGATGGTGATGG 25 
pETDuet-AtSUS-F2 GATCCGAATTCGAGCTCGGCGCG 23 
pETDuet-AtSUS-UGT33-F GAAGGAGATATACATAATGAGCCTGATTGAA 31 
pETDuet-AtSUS-UGT33-R AATTGAGATCTGCCATTAGCGAATATGTTTGG 32 
pETDuet-AtSUS-UGT33-F1 TATGTATATCTCCTTCTTATACTT 24 
pETDuet-AtSUS-UGT33-F2 TGGCAGATCTCAATTGGATATC 22 
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PCR 并抽提质粒送苏州金唯智生物科技有限公

司测序，测序正确代表重组菌株构建成功。 
1.2.3  酶的表达与纯化  

将构建成功的大肠杆菌通过平板划线活化

后挑取单菌落接入到 10 mL LB 液体培养基中并

添加抗生素，37 ℃培养 12 h，按 1%的接种量转

接至含抗生素的 50 mL TB 培养基中继续培养，当

OD600达到 0.6−0.8 后加入终浓度为 0.2 mmol/L 的

IPTG，16 ℃低温诱导 18 h。4 ℃、8 000 r/min
离心 5 min 后收集菌体，用 PBS 重悬洗涤菌体    
2 次。使用超声破碎仪进行细胞破碎后，将细胞破

碎液在 4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，所得上

清液即为粗酶液样品。粗酶液用 0.22 μm 滤膜过

滤，使用亲和层析镍柱进行纯化获得纯酶。得到

的粗酶和纯酶通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamidegel 
electrophoresis, SDS-PAGE)检测，利用 Bradford
法[22]测定蛋白浓度。 
1.2.4  酶活测定 

糖基转移酶酶活测定：200 μL 反应体系中

包括 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液 (pH 8.0)、    
250 μmol/L 酪醇、2 mmol/L UDPG 和适量酶液，

于 30 ℃反应 1 h，反应结束后加入 400 μL 甲醇

终止反应。12 000 r/min 离心 10 min，反应产物

采用高效液相色谱法 (high performance liquid 
chromatography, HPLC)分析。将上述条件下每

min 生成 1 μmol 红景天苷所需酶量定义为 1 个

酶活力单位(U)，纯酶比酶活为每 mg 蛋白质所

包含的酶活力单位，粗酶酶活为每 mL 酶液所包

含的酶活力单位。 
蔗糖合酶酶活测定[23]：200 μL 反应体系中包

括 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)、10 mmol/L 
UDP、100 mmol/L 蔗糖和适量酶液。混合物于

30 °C 反应 30 min 后加入 3,5 二硝基水杨酸(3,5- 
dinitrosalicylic acid, DNS)试剂，立即煮沸 10 min，
冷却至室温后在 540 nm 处测吸光值测定产物果

糖的含量。将每 min 释放 1 μmol 果糖所需酶量

定义为 1 个酶活力单位(U)，纯酶比酶活为每 mg
蛋白质所包含的酶活力单位，粗酶酶活为每 mL
酶液所包含的酶活力单位。 
1.2.5  酶学性质 

糖基转移酶、蔗糖合酶的最适反应温度与最

适反应 pH：在不同温度条件下测定酶活，检测

酶的最适反应温度。在不同 pH 的反应体系下测

定酶活，检测酶的最适反应 pH。 
酶的热稳定性检测与 pH 稳定性检测：分别

在不同温度的条件下存放酶液，3 h 后检测剩余

的酶活，探究酶的热稳定性。分别在不同 pH 的

条件下存放酶液，3 h 后检测剩余的酶活，探究

酶的 pH 稳定性。 
1.2.6  全细胞催化及催化条件优化 

采用 1.2.3 的方法诱导转入质粒的大肠杆菌

菌株，8 000 r/min 离心 10 min 后收获细胞，用

PBS 洗涤细胞后重悬细胞，进行全细胞催化。单

因素条件优化的实验均在 250 mL 摇瓶中进行，

总体积为 50 mL。单因素条件的优化包括菌体量

OD600、温度、pH、金属离子、底物浓度。反应

过程中定期取样，样品离心后进行适当稀释，使

用高效液相色谱法分析红景天苷的产量。 
5 L 发酵罐转化条件：在初始底物浓度酪醇

30 mmol/L、蔗糖 35 mmol/L、UDP 8 mmol/L 体

系中添加 5 mmol/L Mn2+，菌体量 OD600=30，反

应温度 30 ℃、pH 7.0 的条件下于 5 L 发酵罐上

转化。反应过程中定期取样，使用高效液相色谱

法分析红景天苷的产量。 
1.2.7  高效液相色谱法检测条件 

使用高效液相色谱法对红景天苷进行定量

和分析[24]。采用 C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm,  
5 μm)，流动相 A 为含 0.1%甲酸的水溶液，流动

相 B 为 100%甲醇，流速 1 mL/min，梯度洗脱条

件为 0−25 min 80%流动相 A 和 20%流动相 B；

26−40 min 80%流动相 A 以及 20%流动相 B 逐渐
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过渡至 100%流动相 B；41−45 min 100%流动相

B，流速 1 mL/min，紫外检测波长 224 nm，柱

温 35 ℃，进样量 10 μL。配制不同浓度的红景

天苷标准品溶液，并生成标准曲线，标准曲线

R2 值>0.999。 

2  结果与分析  
2.1  关键途径酶的筛选 

分别构建包含重组质粒 pET28a-UGT85A1、
pET28a-UGT73C5、pET28a-UGT73B6、pET28a- 

UGT33 、 pET28a-NeSUS 、 pET28a-GmSUS 、

pET28a-MbSUS、pET28a-AtSUS、pET28a-AcSUS
的大肠杆菌重组菌株。菌落 PCR 验证结果见  
图 2。 

获得糖基转移酶 UGT85A1、UGT73C5、

UGT73B6、UGT33 和蔗糖合酶 NeSUS、GmSUS、
MbSUS 、 AtSUS 、 AcSUS 的 纯 酶 后 ， 利 用

SDS-PAGE分析酶的表达情况，结果如图 3所示，

其中 UGT73B6 几乎无可溶性表达，而糖基转移

酶 UGT85A1、UGT73C5、UGT33 以及蔗糖合酶 

 

 
 

图 2  糖基转移酶基因(A)和蔗糖合酶基因(B)的菌落 PCR 验证 
Figure 2  PCR verification of UGT and SUS genes. A: PCR verification of UGT genes. M: DNA marker; 1: 
UGT85A1; 2: UGT73C5; 3: UGT73B6; 4: UGT33. B: PCR verification of SUS genes. M: DNA marker; 1: 
GmSUS; 2: NeSUS; 3: MbSUS; 4: AtSUS; 5: AcSUS.  

 

 

 
图 3  糖基转移酶纯酶(A)和蔗糖合酶纯酶(B)的 SDS-PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of purified enzymes of UGT and SUS. A: Purified enzymes of UGT. M: Protein 
marker; 1: UGT85A1; 2: UGT73B6; 3: UGT73C5; 4: UGT33. B: Purified enzymes of SUS. M: Protein marker; 
1: AcSUS; 2: AtSUS; 3: GmSUS; 4: NeSUS; 5: MbSUS. 
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NeSUS、GmSUS、MbSUS、AtSUS、AcSUS 均有

明显条带。 

将得到的纯酶液按 1.2.4 的方法检测比酶

活，测量结果如表 3 所示，其中糖基转移酶

UGT33 比酶活最高为 1.36 U/mg，蔗糖合酶

AtSUS 比酶活最高为 10.13 U/mg。 

在不同温度条件下检测糖基转移酶比酶活，

结果如图 4A 所示，糖基转移酶最适温度在

25−30 ℃之间，其中 UGT73C5 在超过 30 ℃后比

酶活显著下降，UGT85A1 与 UGT33 在 20−45 ℃ 

表 3  糖基转移酶与蔗糖合酶比酶活 
Table 3  Specific activity of glycosyltransferases 
and sucrose synthases 
Enzymes Specific activity (U/mg) 
UGT85A1 0.96±0.03 
UGT73C5 0.52±0.04 
UGT73B6 0.12±0.02 
UGT33 1.36±0.04 
NeSUS 6.16±0.03 
GmSUS 9.88±0.05 
MbSUS 4.13±0.04 
AtSUS 10.13±0.02 
AcSUS 2.65±0.03 

 

 

 
 

图 4  糖基转移酶最适温度(A)和热稳定性(B)以及蔗糖合酶最适温度(C)和热稳定性(D) 
Figure 4  Optimal temperature (A), temperature stability (B) of glycosyltransferases and optimal temperature 
(C), temperature stability (D) of sucrose synthases. 
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范围内比酶活均能维持在 55%以上。热稳定性

结果如图 4B 所示，其中 UGT33 在 20−40 ℃范

围内保存 3 h 后比酶活能够维持在 60%以上，

因此 UGT33 热稳定性更好，具有更好的工业利

用价值。在不同温度下检测蔗糖合酶比酶活，

结果如图 4C 所示，蔗糖合酶最适温度在

45−55 ℃之间，其中在 20−45 ℃范围内 GmSUS
与 AtSUS 比酶活均能维持在 50%以上。热稳定

性结果如图 4D 所示，其中细菌来源的 AcSUS
热稳定最好，60 ℃保存 3 h 后比酶活能够维持

在 65%以上，而植物来源的 NeSUS、GmSUS、
AtSUS 在超过 40 ℃条件下保存 3 h 后比酶活显

著下降。 
在不同 pH 条件下检测糖基转移酶比酶活，

结果如图 5A 所示，糖基转移酶的最适 pH 为

7.0−7.5，pH 稳定性测试结果如图 5B 所示，酶

液在偏酸性条件下保存 3 h 后，比酶活均显著下

降。在不同 pH 条件下检测蔗糖合酶比酶活，结

果如图 5C 所示，蔗糖合酶的最适 pH 为 6.0−6.5，
pH 稳定性测试结果如图 5D 所示，当 pH 小于

7.0，NeSUS、AcSUS 的比酶活显著下降，而

GmSUS、NeSUS、AtSUS 的 pH 稳定性更好，因

此 GmSUS、NeSUS、AtSUS 更适合用于增强

UDPG 的供应。 
 

 
 

图 5  糖基转移酶最适 pH (A)和 pH 稳定性(B)以及蔗糖合酶最适 pH (C)和 pH 稳定性(D) 
Figure 5  Optimal pH (A), pH stability (B) of glycosyltransferases and optimal pH (C), pH stability (D) of 
sucrose synthases. 
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综上，根据糖基转移酶、蔗糖合酶的比酶活

以及酶学性质的研究结果，确定 UGT33 为后续

转化的最佳关键酶，选用 AtSUS 用于 UDPG 的

循环再生系统的构建。 

2.2  酶诱导表达培养基以及表达载体的 
优化 

为了实现糖基转移酶与蔗糖合酶的共表达，

选择了 pET28a、pETDuet-1 两种大肠杆菌常用

的表达载体构建 UGT33、AtSUS 双酶共表达重

组质粒。为了比较两种酶在质粒上串联顺序对于

红景天苷产量的影响，分别构建了重组质粒

pET28a-AtSUS-UGT33、pET28a-UGT33-AtSUS、
pETDuet-AtSUS-UGT33、pETDuet-UGT33-AtSUS，
质粒图谱如图 6A 所示，将携带以上质粒的重组

菌株分别命名为 E. coli S1、E. coli S2、E. coli S3、
E. coli S4。通过全细胞催化实验发现当底物酪醇

浓度为 10 mmol/L 时，菌株 E. coli S3 红景天苷

的产量最高为 1.22 g/L，转化率为 40.63%，因此

决定利用 pETDuet-AtSUS-UGT33 进行后续的研

究(图 6B)。 
 

 
 

图 6  重组质粒图谱(A)以及不同菌株的转化率(B) 
Figure 6  Maps of recombinant plasmids (A) and conversation rate of different strains (B). 

 
由于糖基转移酶 UGT33 可溶性表达量较

低，因此需要选用合适的培养基提高目标蛋白的

可溶性表达。比较了重组菌株 E. coli S3 在 LB
培养基、TB 培养基、ZYM 自诱导培养基的诱导

情况，根据 SDS-PAGE 检测结果以及蛋白浓度

的测定(图 7)，其中 ZYM 自诱导培养基中蛋白

未成功表达，LB 培养基中目标蛋白表达量低，

而 TB 培养基诱导表达情况良好，更适用于目标

蛋白的诱导表达。 

2.3  共表达重组大肠杆菌中糖基转移酶与

蔗糖合酶拷贝数及其比例的优化 
为了提高基因表达水平，在 pETDuet-AtSUS- 

UGT33 中增加糖基转移酶或蔗糖合酶的拷贝

数，使糖基转移酶与蔗糖合酶的拷贝数比例分别 

 

 
 

图7  UGT33和AtSUS过表达重组菌株的SDS-PAGE
分析 
Figure 7  SDS-PAGE analysis of UGT33 and 
AtSUS overexpressing recombinant strains. M: 
Protein marker; 1: Expression of purified enzymes in 
TB medium; 2: Expression of purified enzymes in 
LB medium; 3: Expression of purified enzymes in 
ZYM auto-induced medium. 
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为 1:2、1:3、1:4、2:1、3:1、4:1，将获得的重组

菌株分别命名为 E. coli S5、E. coli S6、E. coli S7、

E. coli S8、E. coli S9、E. coli S10。 

利用上述构建成功的重组菌株进行全细胞

催化，以 E. coli S3 作为对照组，底物浓度为酪

醇 10 mmol/L、蔗糖 10 mmol/L、UDP 10 mmol/L，

反应温度 30 ℃，pH 8.0，OD600=30，结果如图 8

所示，当糖基转移酶与蔗糖合酶的拷贝数比例

为 3:1 时，转化效率与拷贝比例数为 1:1 时提高

了 37.70%，红景天苷的产量由 1.22 g/L 上升至

1.68 g/L。说明糖基转移酶与蔗糖合酶的拷贝数

比例为 3:1 时，能有效提升全细胞催化效率，提

高红景天苷的产量。 

对重组菌株 E. coli S3 以及重组菌株 E. coli 

S9 进行诱导表达，并测定两株重组菌株中糖基

转移酶与蔗糖合酶粗酶酶活，结果如表 4 所示，

菌株 E. coli S3 中 UGT33 和 AtSUS 粗酶酶活分

别为 0.88 U/mL 和 8.12 U/mL，菌株 E. coli S9 中 

 

 
 

图 8  糖基转移酶与蔗糖合酶基因拷贝数及拷贝

数比例的影响 
Figure 8  Influence of copy number and copy 
ratio of glycosyltransferase and sucrose synthase 
genes. 

UGT33 和 AtSUS 粗酶酶活分别为 2.61 U/mL 和

8.26 U/mL，说明拷贝数及其比例优化后有利于

提高酪醇糖基化的反应速率。 

2.4  全细胞催化合成红景天苷的条件优化 
2.4.1  菌体量对全细胞催化合成红景天苷的影响 

在实际工业生产中，控制反应过程中的菌体

量有助于提高产率并降低成本。底物浓度为酪醇

10 mmol/L、蔗糖 10 mmol/L、UDP 10 mmol/L，反

应温度 30 ℃，pH 8.0，在 OD600 分别为 10、20、
30、40、50 的条件下进行全细胞催化合成红景

天苷。结果如图 9A 所示，转化体系中 OD600=30
时，红景天苷的产量最高为 1.29 g/L，转化率   
为 41.58%。 
2.4.2  pH 对全细胞催化合成红景天苷的影响 

酪醇糖基化生成红景天苷的过程涉及 2 个

酶的反应，并且蔗糖合酶的反应进程与 pH 密

切相关，为了使反应能够高效进行，针对反应

过 程 中 的 pH 值 进 行 了 优 化 。 控 制 菌 体

OD600=30，底物浓度为酪醇 10 mmol/L、蔗糖

10 mmol/L、UDP 10 mmol/L，反应温度 30 ℃，

pH 分别控制在 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，
进行全细胞催化。结果如图 9B 所示，当反应体

系 pH 为 7.0 时，红景天苷的产量最高为 1.30 g/L，
转化率为 43.30%。 
 
表 4  糖基转移酶与蔗糖合酶拷贝数及其比例优

化前后的粗酶酶活 
Table 4  Specific activity of glycosyltransferase and 
sucrose synthase before and after optimization of 
copy number and copy ratio 
Enzymes Specific activity (U/mL) 

E. coli S3  

UGT33 0.88±0.02 

AtSUS 8.12±0.03 

E. coli S9  

UGT33 2.61±0.05 

AtSUS 8.26±0.03 
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2.4.3  温度对全细胞催化合成红景天苷的影响 
温度会通过影响菌体状态和酶促反应效率

从而影响红景天苷的合成。控制菌体 OD600=30，

pH 为 7.0，底物浓度为酪醇 10 mmol/L、蔗糖    

10 mmol/L、UDP 10 mmol/L，反应分别在 20、

25、30、35、40、45、50 ℃条件下进行，结果

如图 9C 所示，当全细胞催化反应温度为 30 ℃

时，红景天苷的产量最高为 1.39 g/L，转化率   

为 45.99%。 

2.4.4  金属离子对全细胞催化合成红景天苷的影响 
金属离子对反应途径中各个酶的活性也有

一定的影响。控制菌体 OD600=30，pH 为 7.0，

反应温度 30 ℃，底物浓度为酪醇 10 mmol/L、

蔗糖 10 mmol/L、UDP 10 mmol/L，向反应体系

中添加不同的金属离子(Mn2+、Fe2+、Cu2+、Ni+、

Fe3+、Co2+、Al3+、Na+、K+、Mg2+、Bg2+、Zn2+)

至终浓度为 0.5 mmol/L，以未添加任何金属离子

的空白对照组。结果如图 9D 所示，当体系中包 

 

 
 

图 9  菌体量(A)、pH (B)、温度(C)及金属离子(D)对重组菌株 Escherichia coli S9 全细胞催化合成红景天

苷的影响 
Figure 9  Influence of biomass (A), pH (B), temperature (C) and metal ion (D) on the transformation of 
salidroside using whole-cells of recombinant Escherichia coli S9. 
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含 Mn2+、Mg2+时，红景天苷的产量分别可达到

1.98 g/L 以及 1.79 g/L。 
2.4.5  底物浓度对全细胞催化合成红景天苷的影响 

由于蔗糖合酶催化的 UDPG 循环再生的过

程是一个可逆反应，且蔗糖合酶的催化速度和反

应进程与体系中 UDP/UDPG 浓度相关，为了提

高生产效率，针对底物酪醇、蔗糖、UDP 的浓 

度进行了优化。控制菌体 OD600=30，pH 为 7.0，
反应温度 30 ℃，在体系中添加 5 mmol/L Mn2+，

分别改变底物酪醇、蔗糖、UDP 浓度进行全细胞

催化，结果如图 10 所示，选择单因素优化后的

结果，在底物浓度酪醇30 mmol/L、蔗糖35 mmol/L、
UDP 8 mmol/L 时，红景天苷的产量最高为 5.28 g/L，
转化率达到 58.61%。 

 

 
 

图 10  酪醇浓度(A)、蔗糖浓度(B)、UDP 浓度(C)对重组菌株 Escherichia coli S9 全细胞催化合成红景天

苷的影响 
Figure 10  Effect of tyrosol concentration (A), sucrose concentration (B) and UDP concentration (C) on the 
transformation of salidroside using whole-cells of recombinant Escherichia coli S9. 
 
2.5  5 L 发酵罐水平全细胞催化合成红景天苷 

为了验证重组菌 E. coli S9 在较大体系中的转

化水平，在 5 L 发酵罐中利用 E. coli S9 全细胞催化

合成红景天苷。在初始底物浓度酪醇 30 mmol/L、
蔗糖 35 mmol/L、UDP 8 mmol/L 条件下反应 12 h
后，以流加底物的形式补加酪醇 15 mmol/L、蔗

糖 17.5 mmol/L、UDP 4 mmol/L，体系中添加    
5 mmol/L Mn2+，在菌体 OD600=30、反应温度

30 ℃、pH 7.0 的最优条件下于罐上转化，利用

HPLC 检测转化液中红景天苷的产量。结果如图 11
所示，在 24 h 时红景天苷达到了最高产量，产

量最高可达到 8.17 g/L，反应速率为 0.34 g/(L·h)。
转化后期由于转化时间较长，酶活力逐渐丧失，

因此虽然转化后期在继续流加底物，但转化速率

显著下降，红景天苷产量不再增加。 

 

 
 

图 11  重组菌株 Escherichia coli S9 在 5 L 发酵罐

全细胞催化合成红景天苷 
Figure 11  Salidroside synthesis using whole-cells 
of recombinant Escherichia coli S9 in a 5 L 
fermenter. 
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3  讨论与结论 
本研究主要通过双酶共表达的方法实现多

酶协调，利用大肠杆菌进行全细胞催化，以酪醇

为底物合成红景天苷。首先从关键酶糖基转移酶

入手，筛选了 4 种糖基转移酶 UGT85A1、

UGT73C5、UGT73B6、UGT33，通过测定比酶

活以及酶学性质的分析，筛选出了具有更好催化

潜能的红景天来源的 UGT33。接着为了增强糖

基供体 UDPG 的供应并解除 UDP 对于酶的抑制

作用，测定 5 个不同来源的蔗糖合酶 AtSUS、

NeSUS、AcSUS、MbSUS、GmSUS 的比酶活并

进行酶学性质分析，确定利用拟南芥来源的

AtSUS 构建 UDPG 循环再生系统。 

然后从菌体量、pH、温度、金属离子、底物

浓度这 5 个方面优化全细胞催化体系，确定最适

条件为反应温度 30 ℃，pH 7.0，菌体量 OD600=30，

底物浓度酪醇 30 mmol/L、蔗糖 35 mmol/L、UDP 

8 mmol/L。最终发现重组菌株 E. coli S9 于最适

反应条件下在 5 L 发酵罐中全细胞催化 24 h 最

高可生产红景天苷 8.17 g/L。 

本研究通过筛选确定了一个高效的糖基转

移酶，成功利用蔗糖合酶构建了 UDPG 循环再

生系统，并优化了相关的全细胞催化的条件，对

提高红景天苷的生产效率有一定的意义，同时也

为其他糖苷类产物的糖基化过程提供了参考。目

前，Liu 等[25]通过共培养大肠杆菌苯丙氨酸缺失

型菌株 AG 和酪氨酸缺失型菌株 GD，使得红景

天苷产量达到 6.03 g/L，该研究成功在大肠杆菌

中利用共培养体系实现了红景天苷的从头合成。

后续将以目前的研究为基础，在已有的红景天苷

合成的基础上加入从酪氨酸出发生产酪醇的过

程，以酪氨酸为底物高效生产酪醇以及红景天

苷，降低红景天苷的工业生产成本。 
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