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罗汉果苷 ＩＩＩＥ的酶法定点糖基化修饰
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（中国药科大学生命科学与技术学院化学生物学研究室，南京 ２１０００９）

摘　要　罗汉果苷是由罗汉果Ｓｉｒａｉｔｉａｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ生物合成的四环三萜类皂苷。基于甜度高、热量低和口感好等优点，罗汉
果苷已成为开发全新非营养型天然甜味剂的重要来源。本研究以甜度为蔗糖３００倍且口味较好的罗汉果苷ＩＩＩＥ为模型化
合物，利用糖基转移酶对１１位羟基进行糖基化修饰，研究其与罗汉果苷类化合物甜度和口味的构效关系。通过糖基转移
酶库的筛选，获得了能够区域选择性糖基化罗汉果苷ＩＩＩＥ１１位羟基的糖基转移酶ＨＸＳＷＧＴ２，然后经诱导表达条件优化
实现了该酶在大肠埃希菌中的高效可溶性表达。在此基础上，通过对 ＨＸＳＷＧＴ２反应条件如反应 ｐＨ、温度、二磷酸尿苷
葡萄糖二钠盐用量、反应时间等系统优化，罗汉果苷ＩＩＩＥ糖基化的转化率被提高至８５％以上，扩大反应体系后纯化得纯度
大于９５％的糖基化产物ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ。口感测试结果表明，与罗汉果苷 ＩＩＩＥ和５％蔗糖溶液相比，ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的甜度基本
消失，苦涩味明显。本研究初步阐释了１１位羟基与罗汉果苷甜度和口感的构效关系，为该类天然甜味剂的构效改造和开
发提供理论指导。
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　　罗汉果（Ｓｉｒａｉｔｉａｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ）学名光果木鳖，为
葫芦科罗汉果属草本植物，主要分布在我国广西、

湖南、贵州等地区，药食两用。罗汉果果实中的主

要活性成分为葫芦烷型四环三萜类皂苷［１－２］，即罗

汉果苷元（１０αｃｕｃｕｒｂｉｔ５ｅｎｅ３β，１１α，２４（Ｒ），２５
ｔｅｔｒａｏｌ），罗汉果苷元属于连接２～６个葡萄糖单元
所形成的系列化合物［３］。近些年的研究发现，罗

汉果苷类化合物不仅具有抗炎［４］、抗氧化［５］、降血

糖［６］、降血脂［７］等多种生物活性，而且还展现出一

定的抗肿瘤活性［８］，已成为新药研发的重要先导

化合物来源之一。与此同时，甜度高、热量低、口味

更加纯正和安全性好的罗汉果甜苷类化合物就成

为非营养型天然甜味剂开发的热点，有望被开发成

新一代优良商业用糖［９］。

目前，从罗汉果中提取、分离得到的罗汉果苷

已超过３０种，它们的苷元骨架基本相同，主要区别
点在于糖基数目、糖苷键类型和立体构型以及甜度

和口感［１］。甜味构效关系研究发现，罗汉果苷元

的３位和２４位羟基连接的葡萄糖单元总数超３个
是罗汉果苷具有较高甜味和较好口感的结构基础，

例如罗汉果苷 ＩＩＩＥ、ＩＶ、Ｖ和赛门苷 Ｉ（ｓｉａｍｅｎｏｓｉｄｅ
Ｉ）等［１，１０］。此外，研究人员推测罗汉果苷元的 １１
位羟基与甜度及口感关系密切，但由于罗汉果苷糖

基上的活泼羟基较多，所以一直难以采用化学方法

定点修饰苷元的 １１位羟基以阐释该构效推
测［１，３，１０］，在一定程度上阻碍了罗汉果苷的构效改

造和深度开发利用。

鉴于糖基转移酶的高效区域选择性特征，本研

究以口感较好、甜度为５％蔗糖３００倍的罗汉果苷
ＩＩＩＥ为模型底物［１］，筛选糖基转移酶库后获得能特

异性葡萄糖基化修饰模型化合物１１位羟基的糖基
转移酶 ＨＸＳＷＧＴ２（图１）。在此基础上，通过酶
诱导表达条件和生物催化条件的系统考察，将罗汉

果苷ＩＩＩＥ１１位羟基定点糖基化修饰的效率提高至
８５％以上，并扩大反应后纯化制备纯度大于９５％
的产物 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ。口感测试结果显示，ＭＧ
ＩＩＩＥＧｌｕ基本无甜味，且呈现出明显的苦涩感，本
研究初步阐释了１１羟基对罗汉果苷甜度和口感的
重要性，为该类天然甜味剂的改造和深度开发提供

构效依据。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｎｚｙｍａｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＭＧＩＩＩＥＧｌｕｆｒｏｍｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥ
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#

　材　料

１１　主要试剂和材料
罗汉果苷 ＩＩＩＥ（成都德思特生物技术有限公

司）；氨苄青霉素、异丙基硫肽半乳糖苷（ＩＰＴＧ）（上
海生工生物工程有限公司）；乙腈和甲酸（色谱纯，

美国Ｔｅｄｉａ公司）；蛋白质相对分子质量标准（美国
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ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）；二磷酸尿苷葡萄糖二钠盐（ＵＤＰＧ，南
京康满林化工实业有限公司）；其余试剂均为市售

分析纯。糖基转移酶库（共３４种）由中国药科大
学化学生物学研究室前期构建。

１２　仪　器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ科

技有限公司）；ＢｅｃｋｍａｎＭｉｃｒｏｆｕｇｅ１６离心机（美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ有限公司）；蛋白质电泳仪（美国
ＢｉｏＲａｄ公司）；ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡＣ１８色谱柱、Ｃ１８硅
胶填料（日本 ＹＭＣ股份有限公司）；冷冻干燥机
（上海Ｃｈｒｉｓｔ仪器有限公司）；ｐＨ计（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司）；微孔板恒温振荡器 ＭＢ１００４Ａ（杭州
奥盛仪器有限公司）。

!

　方　法

２１　罗汉果苷 ＩＩＩＥ和糖基化产物 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的
ＨＰＬＣ分析

色谱条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８反相柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相 Ａ为去离子水
（加 ０１％甲酸）；流动相 Ｂ为乙腈（加 ０１％甲
酸）。洗脱梯度为有机相 Ｂ１０％ ～９０％，梯度时间
为２５ｍｉｎ。反应液样品进样１０μＬ，柱温为３０℃；
流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２１０ｎｍ。在该色谱
条件下，罗汉果苷 ＩＩＩＥ和 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的保留时间
分别为１２８和９３ｍｉｎ。
２２　糖基转移酶库的诱导表达和筛选

在糖基转移酶筛选时，酶库中所有酶的诱导表

达条件统一为：０２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、诱导温度１６℃、
诱导时间１２ｈ。诱导表达完成后，离心收集菌体，
用５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ８０）洗涤稀释菌
体至１０ｇ／Ｌ，然后加入罗汉果苷 ＩＩＩＥ至２ｍｇ／ｍＬ，
ＵＤＰＧ至５ｍｇ／ｍＬ，于３０℃，２２０ｒ／ｍｉｎ反应１４ｈ。
反应结束后，用等体积甲醇终止反应，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上清液进行 ＨＰＬＣ和 ＬＣＭＳ分析，
以考察罗汉果苷ＩＩＩＥ的糖基化修饰情况。

在筛选出可催化罗汉果苷ＩＩＩＥ糖基化修饰的糖
基转移酶 ＨＸＳＷＧＴ２后，放大反应体系至１００ｍＬ
（转化效率仅约为３６％），利用制备液相色谱仪纯化
出纯度大于９５％的糖基化产物以进行结构鉴定。
制备液相的色谱条件为：色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ反相柱
（３５ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），流动相 Ａ为去离子水
（加 ０１％甲酸）；流动相 Ｂ为乙腈（加 ０１％甲
酸）。洗脱梯度为有机相 Ｂ５９％ ～６６％，梯度时间
为１５ｍｉｎ。
２３　ＨＸＳＷＧＴ２的诱导表达条件考察

在０２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ和诱导１２ｈ条件下，考察
诱导温度为１５，２０，２５，３０，３５℃时的 ＨＸＳＷＧＴ２
可溶性表达量。在２５℃和诱导１２ｈ条件下，考察
ＩＰＴＧ浓度为 ０２，０４，０６，０８，１０ｍｍｏｌ／Ｌ时的
ＨＸＳＷＧＴ２可溶性表达量。在优化后的诱导温度
和ＩＰＴＧ浓度条件下，考察诱导表达时间为４～１６ｈ
时的ＨＸＳＷＧＴ２可溶性表达量。
２４　ＨＸＳＷＧＴ２酶催化反应条件考察

为提高罗汉果苷 ＩＩＩＥ的糖基化产物 ＭＧＩＩＩＥ
Ｇｌｕ的转化率，制备可供甜度和口感测试的样品，
本研究对ＨＸＳＷＧＴ２生物合成 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的反
应温度、反应ｐＨ、糖供体 ＵＤＰＧ用量和含 ＨＸＳＷ
ＧＴ２的菌体用量等参数进行了单因素考察。反应
温度考察范围为３０～６０℃；反应 ｐＨ考察范围为
４０～１００，种类为：０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（７５～
１００）、００５ｍｏｌ／ＬＮａＯＡｃＨＡｃ（４０～５６）、００５
ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４柠檬酸（５４～７０）；糖供体与底
物物质的量比考察范围为１∶１～２０∶１；全细胞反应
菌体质量的考察范围为５～２５ｇ／Ｌ。所有考察反应
的总体积均为２ｍＬ，反应时间均为１４ｈ。
２５　反应体系的放大验证和ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的制备

在最优反应条件下，将 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的生物
合成体系扩大至 ０５Ｌ，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

５ｍｉｎ，离心去除变性的蛋白质，上清液冷冻干燥
制备 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ粗品。利用 Ｃ１８反相色谱柱（内
径２ｃｍ，长度７５ｃｍ）分离纯化ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ，洗脱
液为含 ４５％乙腈的水溶液。ＨＰＬＣ监测纯化过
程，收集含高纯度 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的洗脱液，干燥后
获得终产品。

４２２
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２６　ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的甜度和口感测试
挑选２０名健康人员组成评定小组（１０男，１０

女），分别品尝对比５％蔗糖溶液与质量体积比浓
度分别为０１％、００５％、００２５％、００１７％、００１２
５％、００１％、０００８３％的罗汉果苷 ＩＩＩＥ和 ＭＧ
ＩＩＩＥＧｌｕ溶液的甜度和口感风味。

$

　结　果

３１　糖基转移酶的筛选
课题组前期将３４种不同的糖基转移酶基因分

别插入ｐＥＴ２２ｂ（＋）或 ｐＥＴ２８ａ（＋）载体获得相应
重组质粒，分别转化至大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）后
构建了糖基转移酶库。本研究采用统一的诱导表

达条件（０２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、诱导温度１６℃、诱导时

间１２ｈ）对酶库进行诱导表达，然后构建全细胞生
物合成体系筛选能够区域选择性糖基化修饰模型

底物罗汉果苷 ＩＩＩＥ的糖基转移酶。分析结果显
示，有３个糖基转移酶能够催化罗汉果苷ＩＩＩＥ进行
葡萄糖糖基修饰（图２），经来源分析，这３种酶分
别为来源自Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｕｓ的ＵＤＰＧ依赖
的糖基转移酶 ＯｌｅＤ（酶库中编号：ＨＸＳＷＧＴ
２）［１１］、ＯｌｅＤ突变体 ＡＳＰ（酶库中编号：ＨＸＳＷＧＴ
９）［１１－１２］和突变体 ＴＤＰ１６（酶库中编号：ＨＸＳＷＧＴ
２４）［１２］。鉴于 ＨＸＳＷＧＴ２催化罗汉果苷 ＩＩＩＥ糖
基化修饰的转化率最高，可达到３６％，所以本研究
选择ＨＸＳＷＧＴ２作为生物催化剂进行后续实验
研究。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＧｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥｂｙＨＸＳＷＧＴ２
Ａ：ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥａｎｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥｂｙＨＸＳＷＧＴ２，ＨＸＳＷＧＴ９，ＨＸＳＷＧＴ２４Ｂ：ＬＣＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ
ｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥ

３２　罗汉果苷ＩＩＩＥ糖基化产物的结构鉴定
在ＬＣＭＳ确定糖基转移酶 ＨＸＳＷＧＴ２能够

催化合成葡萄糖基化罗汉果苷 ＩＩＩＥ后，反应体系
被放大至１００ｍＬ，制备获得纯度大于９５％的白色
粉末状糖基化产物８ｍｇ，并进行了核磁光谱结构
鉴定。核磁共振鉴定罗汉果苷 ＩＩＩＥ糖基化修饰产
物的结果为：１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，Ｐｙｒｉｄｉｎｅｄ５）δ：
０８２（３Ｈ，ｓ），０８７（３Ｈ，ｓ），０９８（１Ｈ，ｍ），１０５
（３Ｈ，ｓ），１０８（１Ｈ，ｍ），１０８（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６３Ｈｚ），
１３７（３Ｈ，ｓ），１４５（３Ｈ，ｓ），１４７（３Ｈ，ｓ），１５１
（３Ｈ，ｓ），１５７（１Ｈ，ｍ），１６２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７１Ｈｚ），
１６８（１Ｈ，ｍ），１７０（１Ｈ，ｍ）；１７９（１Ｈ，ｍ），１８０
（１Ｈ，ｍ），１８２（１Ｈ，ｍ），１８５（１Ｈ，ｍ），１８７（１Ｈ，
ｍ），１８７（１Ｈ，ｍ），１９８（１Ｈ，ｍ），１９８（１Ｈ，ｍ），
２１１（１Ｈ，ｍ），２２３（１Ｈ，ｍ），２２４（１Ｈ，ｍ），２６４

（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１１５，６５Ｈｚ），２８２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９１
Ｈｚ），３６３（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７０Ｈｚ），３９２（１Ｈ，ｍ），３９３
（１Ｈ，ｍ），３９４（１Ｈ，ｍ），３９５（１Ｈ，ｍ），３９６（１Ｈ，
ｍ），３９７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝７３，８４Ｈｚ），４１０（１Ｈ，ｄｄ，
Ｊ＝８２，８８Ｈｚ），４１４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝７６，８５Ｈｚ），
４１７（１Ｈ，ｍ），２２８（１Ｈ，ｍ），４１７（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８５
Ｈｚ），４１９（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８８Ｈｚ），４２２（１Ｈ，ｍ），４２５
（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７３Ｈｚ），４２７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８４，８８
Ｈｚ），４３０（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８５Ｈｚ），４３０（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
１０７，５２Ｈｚ），４３８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０６，５０Ｈｚ），
４３８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０７，５１Ｈｚ），４３８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
１０８，５２Ｈｚ），４５１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０６Ｈｚ），４５１
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０７Ｈｚ），４５１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０７Ｈｚ），
４５３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０８Ｈｚ），４８５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３
Ｈｚ），４８６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３Ｈｚ），５０６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７６

５２２
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Ｈｚ），５２８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７７Ｈｚ），５４０（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
５４Ｈｚ）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，Ｐｙｒｉｄｉｎｅ－ｄ５）δ：１６９，
１９１，１９１，２４５，２５８，２５８，２６２，２６２，２７１，
２７７，２７９，２８３，２９５，３３６，３４３，３６１，３６７，
３６８，３９７，４２２，４３７，４７１，４９４，５０６，６２５，
６２９，６３２，６３２，７１４，７１８，７２１，７２２，７２３，

７５４，７５５，７６１，７８０，７８１，７８２，７８３，７８４，
７８４，７８６，７８８，８４０，８６３，８７４，８７６，１０１５，
１０３５，１０６３，１０７３，１１８２，１４３６。核磁结果表
明，ＨＸＳＷＧＴ２催化合成的糖基化产物为罗汉果
苷ＩＩＩＥ的１１位羟基的β葡萄糖基化修饰产物，命
名为ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ（图３）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭＧＩＩＩＥＧｌｕｆｒｏｍＨＸＳＷＧＴ２

３３　ＨＸＳＷＧＴ２的可溶性表达
为进一步提高 ＨＸＳＷＧＴ２的催化产率，制备

出可供甜度和口感测试的 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ，本研究主
要对影响大肠埃希菌中重组蛋白异源表达的诱导

剂用量、诱导温度和诱导时间等参数进行了系统考

察［１３］，以期提高ＨＸＳＷＧＴ２的可溶性表达量。如
图４Ａ所示，ＨＸＳＷＧＴ２在 ＳＤＳＰＡＧＥ中测定的
相对分子质量约为４５ｋＤ，与计算相对分子质量为
４４６ｋＤ基本一致。大肠埃希菌中重组蛋白的可
溶性表达情况对温度较为敏感，诱导温度过高容易

错误折叠形成包涵体，温度过低则会导致菌体生长

缓慢，重组蛋白的表达量降低。如图４Ｂ所示，当
诱导温度为２５℃时，ＨＸＳＷＧＴ２可溶性表达量最
佳，约占可溶性总蛋白的２１１％。诱导剂 ＩＰＴＧ的
用量是影响大肠埃希菌中重组蛋白表达量和可溶

性的重要因素。如图４Ｃ所示，０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ
浓度时，ＨＸＳＷＧＴ２的可溶表达量达到峰值，约占
可溶性总蛋白的２２３％，随着 ＩＰＴＧ浓度进一步提
高而逐渐下降。在 ０４ｍｍｏｌ／Ｌ和 ２５℃条件下，
ＨＸＳＷＧＴ２的表达量在１２ｈ时达到最高值２５８％
（图４Ｄ）。因此，ＨＸＳＷＧＴ２的最佳可溶性表达条
件确定为：０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、２５℃和１２ｈ。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＨＸＳＷＧＴ２
Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓａｔｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ＬａｎｅＭ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ，Ｌａｎｅ１：ＳｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＥｃｏｌｉｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＥＴ２２ｂ（＋）ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃ
ｔｉｏｎ，Ｌａｎｅ２：ＳｏｌｕｂｌｅＨＸＳＷＧＴ２ｉｎｃｅｌｌｅｘｔｒａｃｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ）；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＰＴＧ；Ｄ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｄｕｃｅｄｔｉｍｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３４　ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ生物合成的最佳条件
３４１　最佳反应温度　酶促反应速率与温度密切
相关，反应温度升高可增加底物分子的热能，提高

反应速率，但温度过高会导致酶蛋白的变性失

活［１４－１５］。本研究考察了３０～６０℃条件下 ＨＸＳＷ
ＧＴ２催化合成 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的产率。如图５Ａ所
示，当反应温度为３７℃时，ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的产率达
到了最大值，约为 ４１％；但是当反应温度高于
３７℃后，ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的产率随着温度升高逐渐降
低，这可能是 ＨＸＳＷＧＴ２变性失活所致。因此，
选择３７℃作为进行后续反应条件的优化。
３４２　最佳反应ｐＨ　反应ｐＨ不仅可以通过改变
酶活性中心催化氨基酸残基的离子化状态进而影响

酶的催化效率，而且过高或过低的 ｐＨ还会引起酶
的失活［１４－１５］。本研究采用不同的缓冲液类型，考

察了ｐＨ４０～１００条件下 ＨＸＳＷＧＴ２生物合成
ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的情况。如图 ５Ｂ所示，ＨＸＳＷＧＴ２
的催化效率对反应ｐＨ变化较为敏感，其催化罗汉
果苷ＩＩＩＥ合成ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的最适ｐＨ为８０。
３４３　最佳糖供体 ＵＤＰＧ用量　ＨＸＳＷＧＴ２是
一种 ＵＤＰＧ依赖的糖基转移酶，催化罗汉果苷
ＩＩＩＥ合成ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的反应过程中需要添加糖基
供体ＵＤＰＧ［１６］，但糖供体ＵＤＰＧ可能会对ＨＸＳＷ
ＧＴ２产生底物抑制［１５］。因此，本研究以ＵＤＰＧ与

底物罗汉果苷ＩＩＩＥ的物质的量比作为考察参数以
确定最佳 ＵＤＰＧ用量。结果如图 ５Ｃ所示，当
ＵＤＰＧ与罗汉果苷ＩＩＩＥ的物质的量比为１０∶１时，
ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的产率最高，达到８２６％。
３４４　最佳生物催化剂用量　在 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的
生物合成过程中，生物催化剂为表达 ＨＸＳＷＧＴ２
的大肠埃希菌细胞。在１０ｇ／Ｌ罗汉果苷ＩＩＩＥ质量
浓度下，本研究考察了不同用量全细胞生物催化剂

与ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ产率的关系。如图５Ｄ所示，当全
细胞催化剂质量浓度达到１０ｇ／Ｌ时，ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ
的产率即达到平台期，不会随着细胞质量浓度的增

加而提高，因此选择１０ｇ／Ｌ的全细胞生物催化剂
用量进行ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的纯化制备。
３５　ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的制备

在确定 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的最佳生物合成条件后，
本研究将反应体系放大至 ０５Ｌ规模（罗汉果苷
ＩＩＩＥ为５ｇ）以制备ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ用于甜度和口感测
试。与此同时，通过反应进程的监测发现，在反应

１２ｈ时，ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ产率即达到最高值 ８５６％，
且随着反应时间的推移并未出现提升情况（图６
Ａ）。在反应结束后，反应液经过加热、离心和冻
干，获得淡黄色粗品５４ｇ。粗品经Ｃ１８反相色谱柱
一步纯化和洗脱液浓缩冻干后获得纯度为９７８％
的白色粉末状 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ０８６ｇ（图６Ｂ），完全
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达到了甜度和口感测试的质量和用量要求。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＨＳＷＸＧＴ２

Ａ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｐＨ；Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆＵＤＰＧｔｏｍｏｇｒｏｓｉｄｅＩＩＩＥ；Ｄ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔｌｏａｄｉｎｇ（珋ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＭＧＩＩＩＥＧｌｕａｔ０５Ｌｓｃａｌｅ
Ａ：ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｎｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＨＸＳＷＧＴ２（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｂ：ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＭＧＩＩＩＥＧｌｕ

３６　ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的感官评价
罗汉果苷 ＩＩＩＥ是一种低热量高甜度的天然

甜味剂，甜度约为 ５％蔗糖的 ３００倍，且口感较
好［１］。以罗汉果苷 ＩＩＩＥ和５％蔗糖为参照，２０人
的评定小组一致认为 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ的甜度显著低
于５％蔗糖和同浓度的罗汉果苷 ＩＩＩＥ，基本无甜
味，无持久口感，且苦涩味非常明显。该结果表

明，苷元结构中的 １１位羟基的状态对罗汉果苷
的甜度和口感影响明显，其一旦被修饰，罗汉果

苷的甜味即有可能消失，产生明显的苦涩味。该

构效关系的实验阐释将加强研究人员对罗汉果

苷类天然甜味剂甜度和口感结构基础的认知，从

而为寻找和开发新的非营养型天然甜味剂提供

一定的构效关系理论指导。

"

　讨　论

罗汉果苷是一类由罗汉果苷元（１０αｃｕｃｕｒｂｉｔ
５ｅｎｅ３β，１１α，２４（Ｒ），２５ｔｅｔｒａｏｌ）连接２～６个糖单
元的四环三萜皂苷，目前从罗汉果中发现的皂苷种

类已超过３０种［１］。低热量、高甜度和口感好的罗

汉果苷已成为非营养型天然甜味剂开发的重要来

源之一，具有巨大的潜在商业价值和应用前

景［１，９］。前期研究发现，罗汉果苷元连接３个及以
上糖单元是罗汉果苷产生甜味和较好口感的结构

基础，例如甜度是蔗糖５００以上的赛门苷Ⅰ［１－３］。

后续研究发现罗汉果苷元的１１位羟基与甜度和口
感存在一定的关联，但由于罗汉果苷糖单元中的活

泼羟基较多，所以一直未能找到合适的方法对苷元
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的１１羟基进行定点结构修饰，也未能以实验阐释
其与甜度和口感的构效关系［１，３，１０］。

本研究以甜度为蔗糖３００倍的罗汉果苷 ＩＩＩＥ
为模型底物筛选已有的糖基转移酶库，发现

ＨＸＳＷＧＴ２可催化罗汉果苷 ＩＩＩＥ的１１位羟基糖
基化修饰生成产物 ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ，但产率偏低。在
此基础上，优化诱导表达条件后确定了 ＨＸＳＷ
ＧＴ２在大肠埃希菌中的最佳可溶性表达条件：
０４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、２５℃和１２ｈ。然后，在确定优
化确定最佳反应条件（ｐＨ８０、３０℃、ＵＤＰＧ／罗
汉果苷 ＩＩＩＥ的物质的量比 １０和全细胞催化剂
１０ｇ／Ｌ）后，放大反应体系纯化制备出纯度为
９７８％的ＭＧＩＩＩＥＧｌｕ。感官评价结果显示，苷元
结构中的１１位羟基一旦被修饰，罗汉果苷的甜味
即有可能消失，产生明显的苦涩味。该构效关系的

研究将进一步深化对罗汉果苷类甜味剂甜度和口

感的认知，为罗汉果苷的构效改造和产业开发提供

理论指导。
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