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摘　要　为开发罗汉果苷ⅢＥ的简易制备方法，为开发罗汉果苷类甜味剂提供参考依据。本研究以罗汉果苷Ⅴ为探针筛
选糖苷水解酶库，获得了能够区域选择性合成罗汉果苷ⅢＥ的ＣＰＵＧＨ１７，通过考察异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）浓度、诱导
温度和时间等参数建立了ＣＰＵＧＨ１７的高效可溶性表达条件：０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、１５℃和１２ｈ。在此基础上，针对反应ｐＨ、
温度、酶量、底物浓度以及反应时间等参数进行系统优化，最终确定ｐＨ６０、４５℃、３Ｕ／ｍＬ酶、５ｍｇ／ｍＬ底物和２０ｈ时，罗
汉果苷Ⅴ可以完全转化成罗汉果苷ⅢＥ。本研究成功地开发了基于ＣＰＵＧＨ１７的罗汉果苷ⅢＥ的酶法合成新工艺，并验证
了其规模化生产的可行性。
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　　罗汉果（Ｓｉｒａｉｔｉａｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ）是一种葫芦科多年
生草本植物，其成熟果实是治疗咽炎、咽痛和咳嗽等

的传统中药，也是开发天然低热量甜味剂的重要来

源 之 一［１－２］。 自 １９８３ 年 Ｔａｋｅｍｏｔｏ 等［３］ 从

Ｓｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ果实中分离出甜味化合物罗汉果苷
（ｍｏｇｒｏｓｉｄｅ，ＭＧ）Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ后，已有超过３０种同系

４５３
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列化合物被陆续分离鉴定，它们均为罗汉果苷元

［１０αｃｕｃｕｒｂｉｔ５ｅｎｅ３β，１１α，２４（Ｒ），２５ｔｅｔｒａｏｌ］连
接２～６个葡萄糖单元形成的四环三萜皂苷。通过
对罗汉果苷结构及其甜味的构效关系研究发现，结

构中含３个葡萄糖单元的罗汉果苷均具有较好的
甜味，但口味存在一定差别［１］。例如，罗汉果苷

Ⅳ、Ⅴ和赛门苷Ⅰ的甜度分别是 ５％蔗糖的 ３５０
倍、４２５倍和５００倍以上，且口感相对纯正［４］。在

全球倡导低热量健康饮食的大背景下，罗汉果苷无

疑成为各大食品和饮料生产企业开发低（无）热量

非糖类甜味剂的热点。

罗汉果苷作为罗汉果生长成熟过程中合成的

次级代谢产物，获得性受到季节的限制，且绝大多

数罗汉果苷的天然含量较低，难以通过提取分离实

现规模化生产，严重阻碍了其被开发为优质天然甜

味剂的可能性［５］。据报道，罗汉果苷Ⅴ（ＭＧＶ）是
罗汉果苷元３位和２４位羟基分别β连接２个和３
个葡萄糖单元的皂苷，在罗汉果成熟果实中含量最

高，也是目前唯一可产业化提取制备的罗汉果苷类

化合物［６］。研究人员利用比较转录组学和体外活

性验证手段初步阐释了罗汉果苷Ⅴ的完整生物合
成途径［７８］。从该途径中可以看出，罗汉果苷ⅢＥ
（ＭＧＩＩＩＥ）是罗汉果苷Ⅴ生物合成的关键中间体，
同样也是多种高甜度罗汉果苷Ⅳ、异罗汉果苷Ⅴ、
赛门苷Ⅰ的生物合成前体，但其在罗汉果中的含量
甚微，无法提取制备。如图１所示，选择性水解罗
汉果苷Ⅴ结构中３位和２４位以β１，６糖苷键连接
的葡萄糖单元即可获得罗汉果苷ⅢＥ。但是，目前
化学方法基本无法实现键专一性地水解罗汉果苷

Ⅴ的２个β１，６糖苷键，因此，采用专一性强的糖
苷水解酶建立绿色化酶法合成工艺成为最佳选

择［９－１１］。本研究以价低易得的罗汉果苷Ⅴ作为底
物，筛选酶库获得了特异性合成罗汉果苷ⅢＥ的糖
苷水解酶 ＣＰＵＧＨ１１７，通过诱导表达条件和催化
反应条件的系统优化，建立了罗汉果苷Ⅴ选择性水
解制备罗汉果苷ⅢＥ的酶法合成新工艺，为其他高
甜度罗汉果苷的制备和甜味剂开发提供了物质

基础。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｎｚｙｍａｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥ（ＭＧＩＩＩＥ）ｆｒｏｍｍｏｇｒｏｓｉｄｅＶ（ＭＧＶ）

!

　材　料

１１　药品与试剂
罗汉果苷Ⅴ和ⅢＥ（成都德思特生物技术有限

公司）；卡那霉素、异丙基硫肽半乳糖苷（ＩＰＴＧ）（上
海生工生物工程有限公司）；三羟甲基胺基甲烷、

丙烯酰胺、Ｎ′，Ｎ′甲叉双丙烯酰胺、十二烷基磺酸
钠、四甲基乙二胺（南京生兴生物技术有限公司）；

蛋白质相对分子质量标准（美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；
乙腈和甲酸（色谱纯，美国 Ｔｅｄｉａ公司）；蛋白质浓
度测定试剂盒（江苏凯基生物技术有限公司）；蛋

白胨和酵母粉（英国Ｏｘｏｉｄ公司）；其余试剂均为市
售分析纯。糖苷水解酶库（共有５７种酶）由中国

药科大学化学生物学研究室前期创建。

１２　仪　器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪、Ａｇｉｌｅｎｔ６２２４液

质联用色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ科技有限公司）；ＹＭＣ
ＰａｃｋＯＤＳＡＣ１８色谱柱和 Ｃ１８硅胶填料（日本 ＹＭＣ
股份有限公司）；ｐＨ计（瑞士梅特勒公司）；高压细
胞破碎仪（英国 ＣｏｎｓｔａｎｔＳｙｓｔｅｍｓ公司）；蛋白质电
泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；冻干机（上海 Ｃｈｒｉｓｔ仪
器有限公司）。

"

　方　法

２１　罗汉果苷Ⅴ和ⅢＥ的ＨＰＬＣ分析
色谱条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８反相柱（２５０

５５３
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ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相 Ａ为超纯水（含
０１％甲酸），流动相Ｂ为乙腈（含０１％ 甲酸），洗
脱梯度为１０％～９０％ Ｂ，梯度洗脱时间为２５ｍｉｎ，
进样量为 １０μＬ，柱温为 ３０℃，检测波长为
２１０ｎｍ；流速为１ｍＬ／ｍｉｎ。在该色谱条件下，罗汉
果Ⅴ和ⅢＥ的保留时间分别为 １００ｍｉｎ和
１１３ｍｉｎ。
２２　糖苷水解酶库的诱导表达和筛选

糖苷水解酶库中所有酶采用相同条件在 ２４
孔板中进行诱导表达：０２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、诱导温
度１５℃和诱导时间１２ｈ。诱导表达完成后向菌
液中加入罗汉果苷Ⅴ至０５ｍｇ／ｍＬ，于室温反应
１２ｈ，然后用等体积的甲醇停止反应，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，上清液过滤后进行 ＨＰＬＣ分析，以罗
汉果苷ⅢＥ的生成情况筛选键专一性水解罗汉果
苷Ⅴ的糖苷水解酶。
２３　糖苷水解酶活性测定

以罗汉果苷Ⅴ的峰面积（Ａ）对其质量浓度
（ｃ，ｍｇ／ｍＬ）线性回归制作标准曲线：Ａ＝１２１２ｃ＋
４４９７７，ｒ２＝０９９９２，线性范围为０１～５ｍｇ／ｍＬ。
本研究以测定反应体系中罗汉果苷Ⅴ的减少量计
算糖苷水解酶的活力。含糖苷水解酶的粗酶液为

重组表达菌体经高压破碎和冷冻离心所得。酶活

力测定体系为 １ｍＬ，含罗汉果苷Ⅴ １ｍｇ和
０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＡｃＨＡｃ缓冲液（ｐＨ７０）。１个酶
活单位（Ｕ）指在３５℃条件下每分钟消耗１μｍｏｌ／Ｌ
罗汉果苷Ⅴ所需的酶量。比活力为每毫克总蛋白
所含有的活力单位数（Ｕ／ｍｇ）。
２４　糖苷水解酶诱导表达条件考察

在０２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ和诱导１２ｈ条件下，分别
考察诱导温度为１５、２０、２５、３０、３５℃时糖苷水解酶
的可溶性表达量。在１５℃和诱导１２ｈ条件下，分
别考察 ＩＰＴＧ用量为０２，０４，０６，０８，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
时糖苷水解酶的可溶性表达量。利用最优诱导温

度和ＩＰＴＧ用量考察４～２４ｈ诱导时间条件下的糖
苷水解酶可溶性表达量。

２５　罗汉果苷ⅢＥ的生物合成反应条件考察
利用单因素分析方法考察了糖苷水解酶选择

性水解罗汉果苷Ⅴ制备ⅢＥ的ｐＨ、温度、酶用量和
底物浓度。ｐＨ考察范围为３０～８０，缓冲液种类
为 ０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（７５～８０）、００５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＡｃＨＡｃ（４５～６０）以及００５ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４

柠檬酸（３０～４０，６５～７０）；反应温度考察范围
为２５～６５℃；酶量考察范围为０５～５Ｕ／ｍＬ；底物
浓度范围为１～１０ｍｇ／ｍＬ。上述所有反应的体积
均为１ｍＬ，ｐＨ和温度考察的反应时间为８ｈ，酶用
量和底物浓度考察的反应时间为２４ｈ。
２６　反应体系的放大验证

利用最优反应条件将水解罗汉果苷Ⅴ制备
ⅢＥ的反应体系扩大至５００ｍＬ，并于不同反应时
间点取样监测反应进程。反应结束后，反应液煮

沸５～１０ｍｉｎ，离心去除变性蛋白质，上清液冷冻
干燥制备罗汉果苷ⅢＥ粗品。利用 Ｃ１８反相柱（内
径２ｃｍ，长度５０ｃｍ）分离纯化罗汉果苷ⅢＥ，洗脱
液为含４５％乙腈的水溶液。ＨＰＬＣ监测纯化过程，
收集含罗汉果苷ⅢＥ的洗脱液，干燥后获得罗汉果
苷ⅢＥ，最后利用ＨＰＬＣ检测样品纯度。

#

　结　果

３１　糖苷水解酶的筛选
本课题组前期建立了由５７种糖苷水解酶组成

的酶库，酶的来源涉及植物、真菌和细菌。本研究

采用统一的诱导表达条件对所有酶进行了大肠埃

希菌的异源表达，然后构建全细胞生物催化体系用

于筛选键专一性水解罗汉果苷Ⅴ合成罗汉果苷Ⅲ
Ｅ的糖苷水解酶。结果显示，表达 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ糖苷水解酶 ＣＰＵＧＨ１７的大肠埃希菌细
胞在实验条件下能够催化罗汉果苷Ⅴ水解生成单
一产物ＭＧＸ，而其他全细胞催化剂水解罗汉果苷
Ⅴ所得产物多为混合物（图２Ａ）。如图２Ｂ所示，
ＭＧＸ与罗汉果苷ⅢＥ对照品的保留时间完全相
同，且其实测相对分子质量［Ｍ－Ｈ］－ ｍ／ｚ＝
９６１５３８０与罗汉果苷ⅢＥ的相对分子质量的计
算值 ９６１５４５０一致。上述结果表明，ＭＧＸ即
为罗汉果苷Ⅴ选择性水解２个 β１，６糖苷键产生
的ⅢＥ。因此，本研究选择糖苷水解酶 ＣＰＵＧＨ１７
作为生物催化剂，以建立绿色高效的罗汉果苷ⅢＥ
酶法合成新工艺。

３２　ＣＰＵＧＨ１７的可溶性表达
为提高糖苷水解酶 ＣＰＵＧＨ１７的可溶性表达

量，以便于后续的反应条件考察，本研究对影响大

肠埃希菌中重组蛋白可溶性表达的主要因素如

ＩＰＴＧ用量、诱导温度和诱导时间进行了系统考
察［１２］。如图３Ａ所示，ＣＰＵＧＨ１７在ＳＤＳＰＡＧＥ中
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测定的相对分子质量约为５０ｋＤ，与计算的相对分
子质量５１６ｋＤ基本一致。ＩＰＴＧ作为一种高效的
乳糖启动子诱导剂，其浓度是影响重组蛋白表达的

重要因素。如图３Ｂ所示，ＣＰＵＧＨ１７的可溶性表
达量在 ＩＰＴＧ摩尔浓度为０４ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最高
值，约占可溶性总蛋白的１６５％，并随着 ＩＰＴＧ用
量增加逐渐降低。诱导温度过高，重组蛋白容易错

误折叠形成包涵体。温度过低则会导致菌体生长

缓慢，重组蛋白的总量减少［１３］。从图３Ｃ中可以
看出，低温更利于ＣＰＵＧＨ１７的可溶性表达，１５℃
的表达量可达到２２１％。在０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ和
１５℃条件下，ＣＰＵＧＨ１７的表达量随着诱导时间延
长逐渐增加，并在１２ｈ时达到最高值２２８％（图３
Ｄ）。因此，ＣＰＵＧＨ１７可溶性表达的最佳条件最
终确定为：０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、１５℃和１２ｈ。在该诱
导条件下，ＣＰＵＧＨ２７的比活力为００４９Ｕ／ｍｇ。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｅｌｅｃｔｅｄＣＰＵＧＨ１７ｆｏｒｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＭＧＩＩＩＥ
Ａ：ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆ（１）ＭＧＩＩＩＥｓｔａｎｄａｒｄ，（２）ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＭＧＶｗｉｔｈＣＰＵＧＨ１７，（３）ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＭＧＶｗｉｔｈＣＰＵＧＨ２４ａｎｄ（４）ＭＧＶｓｔａｎｄ
ａｒｄ；Ｂ：ＬＣ／ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＧＸ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＣＰＵＧＨ１７
Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓａｔｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，１５°Ｃａｎｄ１２ｈ）（ＬａｎｅＭ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ，Ｌａｎｅ１：ＳｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＥｃｏｌｉｃｅｌｌｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＥＴ２８ａ（＋）ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，Ｌａｎｅ２：ＳｏｌｕｂｌｅＣＰＵＧＨ１７ｉｎｃｅｌｌｅｘｔｒａｃｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ）；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＰＴＧｏｎＣＰＵＧＨ１７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｃ：
ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＣＰＵＧＨ１７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｄｕｃｅｄｔｉｍｅｏｎＣＰＵＧＨ１７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３３　ＣＰＵＧＨ１７生物合成罗汉果苷ⅢＥ的最佳
条件

３３１　最佳反应温度　酶催化的反应速率与温度
密切有关，反应温度越高越有利于反应的启动和进

行，但温度过高会导致酶蛋白的变性失活［１４］，因此

温度的选择对 ＣＰＵＧＨ１７水解罗汉果苷Ⅴ合成罗
汉果苷ⅢＥ至关重要。本研究考察了２５～６５℃条
件下罗汉果苷ⅢＥ的生成效率，结果显示，随着反
应温度上升罗汉果苷ⅢＥ的生成率逐渐增加，并在
４５℃时达到最大值（图４Ａ）。此外，在４５℃条件
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下孵育１２ｈ，ＣＰＵＧＨ１７酶活力降低不超过２０％。
因此，最终选择４５℃作为最佳反应温度进行后续
反应条件的优化。

３３２　最佳反应 ｐＨ　反应 ｐＨ的不匹配可能会
导致酶变性失活以及延缓催化残基的质子化，从而

降低反应效率［１４］。如图 ４Ｂ所示，糖苷水解酶
ＣＰＵＧＨ１７对反应ｐＨ变化较为敏感，其水解罗汉
果苷Ⅴ的最佳 ｐＨ为６０，过高或过低都会导致反
应效率的明显降低。

３３３　最佳酶用量和底物浓度　由于底物抑制和
产物抑制的存在，生物催化反应中的酶的用量和底

物浓度一般相互关联，互相影响［１５］。为获得 ＣＰＵ

ＧＨ１７催化合成罗汉果苷ⅢＥ的最佳底物浓度，本
研究在反应温度４５℃和 ｐＨ６０的条件下综合考
察了底物浓度和酶用量的相互关系。如图４Ｃ所
示，随着酶用量的增加，底物浓度可逐渐升高，且罗

汉果苷Ⅴ可完全选择性转化为ⅢＥ。但是当质量
浓度超过７５ｍｇ／ｍＬ水平时，底物浓度的增加会
造成罗汉果苷ⅢＥ的产率逐渐下降，这可能是由于
酶失活、底物抑制以及产物抑制等影响因素中的一

种或多种综合作用所致。因此，最终确定制备罗汉

果苷ⅢＥ的最佳条件确定为：４５℃、ｐＨ６０、底物
质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ、酶浓度为３Ｕ／ｍＬ。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＣＰＵＧＨ１７
Ａ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｐＨ；Ｃ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｅｎｚｙｍｅｌｏａｄｉｎｇ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３４　罗汉果苷ⅢＥ的制备
在确定最佳反应条件后，本研究在５００ｍＬ规

模（２５ｇ）对其稳定性和放大可行性进行了考察，
并用ＨＰＬＣ监测反应过程以确定最佳反应时间。
如图５Ａ所示，反应进行２０ｈ后罗汉果苷Ⅴ即可
完全水解转化为罗汉果苷ⅢＥ，且随着反应时间的
推移并未出现罗汉果苷ⅢＥ的降解。在反应完成
后，反应液经过加热变性、离心去蛋白和冻干，获得

罗汉果苷ⅢＥ的粗品２５２ｇ。粗品经过Ｃ１８反向柱
一步纯化和洗脱液浓缩冻干，最终获得了白色粉末

状罗汉果苷ⅢＥ纯品 １９６ｇ，计算回收率约为
７７８％，ＨＰＬＣ检测纯度为９７８％（图５Ｂ）。由此
可见，本研究利用糖苷水解酶ＣＰＵＧＨ１７建立了一
种有望规模化制备罗汉果苷ⅢＥ的酶法合成新工
艺，可为罗汉果苷甜味剂开发提供了重要合成

前体。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＢｉｏｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＭＧＩＩＩＥａｔ５００ｍＬｓｃａｌｅ
Ａ：Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｎｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｂ：ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＭＧＩＩＩＥ
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$

　讨　论

罗汉果苷ⅢＥ作为多种高甜度罗汉果苷化合
物合成的关键前体，其规模化制备将对罗汉果苷类

甜味剂的开发产生重大影响［１６］。在前期创建的糖

苷水解酶酶库基础上，本研究利用可产业化生产的

罗汉果苷Ⅴ作为底物，筛选得到能够键专一性水解
罗汉果苷Ⅴ制备ⅢＥ的糖苷水解酶 ＣＰＵＧＨ１７。
以蛋白质可溶性表达量为评价指标，确定了 ＣＰＵ
ＧＨ１７在大肠埃希菌中的最佳诱导表达条件：
０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、１５℃和诱导１２ｈ。然后，在确
定ＣＰＵＧＨ１７催化合成罗汉果苷ⅢＥ的最佳反应
条件（４５℃、ｐＨ６０、５ｍｇ／ｍＬ底物和３Ｕ／ｍＬＣＰＵ
ＧＨ１７）后，反应体系被放大至５００ｍＬ，验证了工艺
的稳定性和可行性。因此，罗汉果苷ⅢＥ的酶法合
成新工艺已基本建立，为规模化制备其他高甜度罗

汉果苷提供了可能。虽然目前该工艺的底物质量

浓度仅能达到５ｍｇ／ｍＬ，但是本研究正在利用定向
进化手段改造ＣＰＵＧＨ１７，以期提高其底物和产物
耐受性以及催化效率，从而大幅度提升生物合成罗

汉果苷ⅢＥ的底物浓度并降低成本。
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