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基于酶催化与代谢工程策略的稀有人参皂苷高效制备研究进展

何天竺，邹 睿，王伟楠*

广东医科大学，广东天然药物研究与开发重点实验室，广东东莞 523808

专家简介： 王伟楠，北京大学博士，美国 Virginia Commonwealth University访问学者，

广东医科大学教授、博士生导师、吉林省D类人才。曾任吉林省教育厅中药生物转化

重点实验室主任，主要从事中药化学成分/活性天然产物分离、分析、鉴定、次级代谢调

控与生物活性研究。主持并完成国家自然科学基金青年项目 1项、吉林省科技厅重点

研发项目1项、吉林省科技厅青年科学基金1项、吉林省发改委产业技术研究与开发项

目1项、吉林省教育厅重点项目1项和吉林省中医药管理局项目1项；重点参与了国家科

技支撑计划项目 1项、国家自然科学基金面上项目 2项、吉林省重大科技攻关项目 2项

以及其他省部级项目10余项；获得吉林省科技进步二等奖1项（第2名）；发表学术论文

50余篇，其中以第一或通信作者身份发表SCI论文20余篇；授权国家发明专利6项。

摘 要： 稀有人参皂苷是人参药材及其加工产品体内发挥生物活性的主要物质基础，具有极高的应用价值和

市场前景。由于稀有人参皂苷在天然人参植物中的含量极低，其高效制备策略成为人参研究领域的热点。通过结

合现代生物转化技术与代谢工程方法，利用特定酶系及细胞工厂可实现高效、定向、绿色的稀有人参皂苷制备与合

成。这些方法不仅提高了稀有人参皂苷的储备与化学多样性，还有效解决了传统化学方法中存在的环境友好性和

副产物等问题。因此，该文综述了近年来关于稀有人参皂苷酶催化和代谢工程研究的进展，为打破行业技术壁垒、

推动人参相关产业的高速发展提供参考和理论依据。
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人参（Panax ginseng C. A. Mey.）被誉为“百草之

王”，是我国的“名片中药”之一，其产业规模在中药

行业中多年以来一直占据领先地位[1]。人参皂苷是

人参属药用植物（人参、西洋参、三七等）的主要活性

物质，也是《中国药典》中“人参”项下规定的指标性

成分，对阐释人参药材的传统功效机制、指导临床合

理用药、助推人参资源创新开发和保障人参产业的

高质量可持续发展有着至关重要的作用[2]。目前，已

从人参的不同药用部位（包括根、叶、果实和花蕾）中

分离和鉴定得到超过 150种人参皂苷[3]。根据其化

学骨架和连接的糖基特点，人参皂苷主要分为 3种

类型：（1） 达玛烷型（Dammarane，DA）皂苷，包括原

人参二醇型（Protopanaxadiol，PPD）和原人参三醇型

（Protopanaxatriol，PPT）的四环三萜皂苷；（2） 齐墩

果酸型（Oleanolic acid，OA），以齐墩果酸为骨架的

五环三萜人参皂苷；（3）奥克梯隆型（Ocotillol-type，

OT）皂苷，C17 侧链中含有呋喃环的四环三萜皂

苷[4-6]。根据人参皂苷的来源还可以将该类成分粗

略地分为“原型人参皂苷”和“稀有人参皂苷”两种。

其中，能够直接从人参自然资源中高效富集且含量

较高的为原型人参皂苷，主要包括 Rg1、Re、Rf、

Rb1、Ro、Rc、Rb2 和 Rd，但这类成分普遍在胃肠道

中的吸收较差，生物利用度较低[7]。稀有人参皂苷

是从原型人参皂苷衍生的次级代谢产物，包括F2、

Rg3、Rh2、Compound K（C-K）、Compound O（C-

O）、Compound Y（C-Y）、Rg2、Rh1 和 F1 等[8]。稀有

人参皂苷的化学多样性较强，生物活性丰富，包括抗

癌、抗炎、抗心血管疾病、抗糖尿病，以及对神经系统

和肝脏的保护作用等，与原型人参皂苷相比，显示出

更优越的体内代谢行为和药理作用效果，因此成为

人参皂苷类物质新药开发的主要原料和研究对象[9]。

人参中主要原型皂苷与稀有皂苷的相关信息见表1。

表1   人参中主要原型皂苷与稀有皂苷的相关信息

原型皂苷

1

2

3

4

Rg1

Re

Rf

Rb1

800

946

800

1 108

C42H72O14

C48H82O18

C42H72O14

C54H92O23

 

 

 

 

PPT

PPT

PPT

PPD

序号 人参皂苷    分子量 分子式 化学结构 结构类型
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5

6

7

8

稀有皂苷

1

2

3

4

Ro

Rb2

Rc

Rd

Rg3

F2

C-K

Rh2

956

1 078

1 078

946

784

784

622

622

C48H76O19

C53H90O22

C53H90O22

C48H82O18

C42H72O13

C42H72O13

C36H62O8

C36H62O8

 

 

 

 

 

 

 

 

OA

PPD

PPD

PPD

PPD

PPD

PPD

PPD

续表1

序号 人参皂苷    分子量 分子式 化学结构 结构类型
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5

6

7

8

9

10

11

Gypenoside

XVII 

Gypenoside

LXXV

C-O

C-Y

Rg2

F1

Rh1

946

784

916

754

784

638

638

C48H82O18

C42H72O13

C47H80O17

C41H70O12

C42H72O13

C36H62O9

C36H62O9

 

 

 

 

 

 

 

PPD

PPD

PPD

PPD

PPT

PPT

PPT

续表1

序号 人参皂苷    分子量 分子式 化学结构 结构类型
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然而，稀有人参皂苷在天然人参植物中含量极

低，这对其开发和应用造成了相当大的限制[10]。因

此，近年来稀有人参皂苷的制备已成为人参领域的

研究热点。传统制备稀有人参皂苷的方法主要涉

及热处理、酸水解、碱水解等策略[11]。然而，这些方

法往往导致副产物过多、环境友好度低、反应剧烈

且难以控制等问题。相比之下，生物转化法具有高

效、绿色、反应条件温和等优点，是近 10年以来稀有

人参皂苷制备的主要技术手段[12]。生物转化方法包

括酶法和微生物发酵法。尽管微生物发酵成本低、

操作简单，但在生物安全性和遗传稳定性方面存在

挑战[13]。酶法相比微生物表现出更高的特异性和转

化效率，具有广阔的应用前景[14]。例如，以人参皂苷

Rg3为主要成分的参一胶囊，就是通过酶转化的方

式使 Rg3含量提高了 410倍，产量提高了 270倍，纯

度达到 95% 以上。目前，参一胶囊已成功制备上

市，并作为抗肿瘤辅助药物应用在临床一线[15]。

另外，随着基因组学、转录组学和蛋白质组学技

术的蓬勃发展，以及生物合成策略的持续进步，为在

微生物细胞中重建生物合成途径，以生产具有更复

杂结构的下游产物铺平了道路[16]。与酶法制备稀有

人参皂苷相比，基于模式细胞工厂的代谢工程能够

从简单原料出发，定向合成既定结构的稀有人参皂

苷，具有可持续性和成本优势[17]。但代谢工程技术

的门槛较高，尤其是涉及工业生产时的产量和纯化

问题是主要的挑战。而酶法虽然受限于成本和稳定

性，但其工艺简单，转化效率高、特异性强，产品纯度

高，与代谢工程取长补短可以极大程度的满足稀有

皂苷产业化的需求。因此，本文归纳了近些年来人

参皂苷生物转化酶和代谢调控研究的主要进展，从

中挖掘出与稀有人参皂苷生物催化合成直接相关的

糖苷酶与糖基转移酶，并剖析利用酿酒酵母等微生

物细胞工厂生产稀有人参皂苷的实例。通过这些发

现与总结，为稀有人参皂苷的高效、低成本、规模化

制备提供技术支持和依据，为相关人参健康产品和

新药的研发与产业化奠定理论基础。

1 稀有人参皂苷的构效关系——揭秘其潜在的生

物活性密码

近年来，稀有人参皂苷的关注度居高不下，究其

原因是其生物活性普遍强于原型人参皂苷。例如，

经过蒸制的人参、三七和西洋参在治疗癌症、心血管

疾病和认知障碍方面比生品表现出更好的疗效，因

为蒸制过程可以显著提高稀有人参皂苷的含量[18]。

现代药理学研究表明稀有人参皂苷生物活性的多样

性与其独特的化学结构有关。影响稀有人参皂苷疗

效的关键因素包括：糖分子的数量、糖键的连接方

式、C-17侧链上的修饰和C20位的立体构型。

关于糖分子数量对稀有人参皂苷生物活性的影

响最初在抗肿瘤研究中发现。例如，天然存在的人

参皂苷Rb1和Rc几乎没有抗肿瘤作用，而稀有人参

皂苷Rg3和Rh2则表现出强大的疗效。针对一些特

定的肿瘤类型，随着人参皂苷中糖基数量的减少，其

抗肿瘤效果逐步增强。其中，不含糖基的PPD（皂苷

元）的作用最为显著，有望成为抗肿瘤治疗的候选药

物[19]。因此，现在普遍认为增加糖基数量会削弱人

参皂苷的疗效。其原因可能与人参皂苷的疏水特性

有关，糖基的存在降低了整个分子的亲脂性，使其难

以穿透细胞膜[20]。然而，在某些情况下，连接糖基较

少的人参皂苷元反而显示出更弱的生物活性。例

如，晚期糖基化终产物（AGE）是糖尿病相关血管并

发症的重要标志物，人参皂苷元PPD和PPT对AGE

的抑制活性 IC50值分别为451.45、449.23 μmol/L；相

对而言，在不同位置分别连接 1个糖基的人参皂苷

Rh2（C3位糖基）、Rh1（C6位糖基）和 C-K（C20位糖

基）的 IC50 值分别为 3.38、8.42、10.85 µmol/L，远高

于它们的苷元。这表明糖基的引入在稀有人参皂苷

的某些药理作用中起到关键的作用[21]。

糖的连接位置是影响稀有人参皂苷生物活性

的另一个因素。在抗肿瘤作用方面，大多数活性较

好的化合物是糖基连接在 C3 位的 PPD 型皂苷，而

非糖基连接在 C6 位的 PPT 型皂苷[22]。有研究者为

了阐明这种构效差异开展了一系列实验，结果表

明，C3位的糖基有助于人参皂苷在体内更长时间的

循环，并增强其对肿瘤的主动靶向能力[23]。PPD 型

人参皂苷与 PPT型相比在抗糖基化、抑制血管紧张

素转换酶、抗雄激素非依赖型前列腺癌等领域也表

现出更强的作用效果。通过应用分子模拟对接实

验初步揭示了潜在的构效差异机制：PPT型皂苷C6

位的糖基增加了这些分子与靶蛋白之间的空间位

阻，导致靶点亲和力显著低于PPD型皂苷[21，24-25]。

另外，达玛烷型皂苷 C17 位脂肪侧链上（C20-

27）的结构修饰对其生物活性有着显著的影响。针

对阿尔茨海默病的治疗，Zhang 等[26]利用转基因秀

丽隐杆线虫对 17种人参皂苷进行活性筛选，研究发

现人参皂苷 Rk3 的作用效果显著强于人参皂苷

Rh1，而二者唯一的区别就是 Rk3 在 C20 位的羟基

脱水在 C20 和 C21 位之间形成一个新的双键。Ma

等[27]发现，含有 C20-22双键的稀有人参皂苷对 HL-

60和Hep-G2细胞系显示出强大的肿瘤细胞抑制作

用，IC50 值分别为 10.32、24.33 μmol/L。有报道指

出，人参皂苷插入生物膜中的取向受 C17侧链上的
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氧化还原程度和羟基位置的影响，在某些情况下，

消除C24-25位的双键可提高生物活性[28]。例如，通

过还原Rg3中C24-25位的双键，得到了化学稳定的

二氢人参皂苷 Rg3（2H-Rg3），其显示出比 Rg3更显

著的抗血小板聚集作用[29]。此外，将C24-25位双键

水合之后在 C-25 位置添加羟基可显著影响稀有人

参皂苷的药理活性与生物利用度，尤其在抗肿瘤方

面，一些 C25-OH 衍生物甚至比其原型化合物活性

强几十倍，可以作为非常有发展前景的抗肿瘤候选

药物[30]。本人课题组利用生物转化技术大量催化合

成了系列 C25-OH 稀有皂苷衍生物，其中包括新化

合物 4个；对它们进行抗炎和心肌细胞保护的活性

筛选，初步总结了构效关系，进一步证实了 C24-25

位双键水合对稀有人参皂苷活性的重要影响[31-34]。

最后，蒸制或酸水解引起的人参皂苷在 C20位

的脱糖基化通常会导致从 20（S）-型向 20（R）-型稀

有人参皂苷的差向异构化，如20（R）-Rg3、20（R）-Rh2

和 20（R）-Rs3 等[35]。针对同一药理模型，这些差向

异构体的生物活性往往差异较大，甚至会出现反向

结果。拿人参皂苷 Rg3和 Rh2的抗肿瘤研究举例，

针对不同的肿瘤细胞系和作用靶点，有的研究证明

S 构型活性更强，有的研究则表明 R 型活性更

强[36-38]。一些研究者通过实验初步证明了，导致这

种差异化结果的主要原因是跟目标靶点结合口袋

的氨基酸残基排布和疏水性有关，但关于稀有皂苷

（S/R）差向异构体构效关系的研究目前没有得到具

有规律性的结果 [39-41]。稀有人参皂苷的一般构效

关系见图1。

2 稀有人参皂苷的酶催化制备研究进展

2.1   PPD型稀有人参皂苷的酶催化研究

人参皂苷Rg3是PPD型稀有人参皂苷的代表性

化合物，也是第一个获批新药应用于临床辅助治疗

癌症的人参皂苷类药物，因此对于 Rg3的制备一直

以来都是稀有人参皂苷酶催化领域的热点[42]。目前

可以作为底物进行人参皂苷Rg3制备的原型皂苷主

要有 Rb1、Rb2、Rc和 Rb3，但无论选择哪种底物，均

需先将其转化为Rd，才能进一步生成Rg3。为了生

成人参皂苷Rd，Rb1、Rb2、Rc和Rb3需要分别将C20

外侧的糖基水解掉。然而，有别于人参皂苷 Rb1在

C20外侧的葡萄糖基，Rb2、Rc和 Rb3的 C20外侧位

置分别为阿拉伯吡喃糖基、阿拉伯呋喃糖基和木糖

基。而自然界中能够水解以上糖苷键的酶相对葡萄

糖苷酶而言比较罕见，因此，人参皂苷Rb1是转化制

备Rg3最为常用的底物，其转化途径为：Rb1 → Rd→
Rg3[43]。通过筛选不同的酶，一些研究者成功实现了

以Rb2和Rc为底物的20（S）-Rg3酶促转化。这些酶

相对于一般的葡萄糖苷酶，热稳定性普遍较强，可以

在 90 ℃下保持酶的催化活性；并且反应专属性较

好，仅水解皂苷Rb2和Rc的C20末端糖苷键生成皂

苷 Rd；通过进一步与葡萄糖苷酶联合应用，可以将

20（S）-Rg3 的摩尔转化率提高到 98.19%，显著降低

了稀有人参皂苷20（S）-Rg3的制备成本[44-45]。

一般而言，C3位的糖苷键相对于C20位更难水

解，这可能与C3所在的四环三萜骨架对糖苷酶进攻

该位点造成空间位阻所致。随着 C3位外侧的糖基

水解之后，C20 位糖基保持不变的难度就会越大。

例如，在人参皂苷Rb1生物转化的过程中，如果出现

了C3位糖苷键优先水解的情况，那么就会生成另外

2 种稀有皂苷 Gypenoside XVII（GypXVII）和 Gype‐

noside LXXV（GypLXXV）。一些研究者利用来自

Bifidobacterium dentium的重组糖苷酶，将Rb1的C3

位外侧葡萄糖基水解以生成 GypXVII，经过反应条

件优化后，摩尔转化率可以达到100%[46]。

然而，进一步将GypXVII的C3位剩余糖基进行

水解以生成 GypLXXV 却很难实现专属性转化，往

往伴随着C20位糖基的水解而生成F2或C-K[47-50]。

与人参皂苷 Rg3 相似，C-K 的酶催化过程也是

从人参皂苷 Rb1、Rb2和 Rc开始，形成中间产物 Rd

之后，进一步水解完成的。区别在于，C-K 是由 Rd

水解掉C3位的两个葡萄糖基形成的，其主要的转化

途径为（Rb1、Rb2、Rc）→Rd→F2 → C-K，其难度要

大于Rd水解掉C20位的糖基生成Rg3，因此C-K摩

尔转化率一般为 60%～80%[51]。为进一步提高 C-K

的转化率，一些研究者通过蛋白质工程策略对已知

的 β-糖苷酶进行定向进化，开发出耐高温的突变

酶，可以通过转化Rb1、Rb2和Rc，实现 100%的C-K

转化率，展现出极高的工业化生产潜力 [52-53]。从转

PPD型皂苷C3和
C20位糖基的数量
越少活性越强

C6位糖基会增加PPT
型皂苷与特定靶点之
间的空间位阻

C20位的(S/R)构型对生
物活性的影响没有明
显的规律

C20-21，C20-2 
2位的双键会提
高生物活性 C24-25位双键变

为单键会提高生
物活性

图1   稀有人参皂苷的一般构效关系
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化速率上看，Rb1 是 Rb2 和 Rc 的近 2 倍，这也说明

了，葡萄糖苷键相对阿拉伯糖苷键更易于水解。为

降低稀有人参皂苷C-K的生产成本，研究者们尝试

利用人参总皂苷或者人参皂苷粗提物作为底物开

展酶转化研究，取得了一些有意义的成果。例如，

Jeong 等[54]从 Aspergillus niger KACC 46495 中提取

了高效胞外糖苷酶，通过羧甲基纤维素（CMC）诱导

增强其糖苷水解活性之后，可以在 9 h 内将 6.0 g/L

的 PPD型人参皂苷混合物转化为 2.8 g/L C-K，摩尔

转化率达到80%，生产率为313 mg/（L·h）。

人参皂苷C-K的同分异构体Rh2也是一种极具

药用价值的稀有皂苷，主要是通过水解人参皂苷

Rg3的 C3位外侧葡萄糖基或 F2的 C20位葡萄糖基

生成的。然而，以人参皂苷 Rg3 或 F2 为底物制备

Rh2的成本较高，当以人参皂苷Rb1为底物时，目前

发现的单一糖苷酶很难实现从Rb1 → Rh2的专属反

应，往往从 Rd 开始分化，一部分生成 F2 和 C-K，而

另一部分生成Rg3和Rh2 [55]。应用组合酶法将能够

水解特定位点和特定数量糖基的糖苷酶进行理性

设计，可以实现人参皂苷 Rh2的定向转化。该过程

主要分为两个阶段：首先，利用特定糖苷酶将Rb1和

Rd等上游皂苷转化为中间产物Rg3；然后通过加热

使第一步的糖苷酶失活，再引入能够定向水解 Rg3

的 C3 位外侧糖基的糖苷酶，将 Rg3 完全转化为

Rh2。目前这种策略不仅仅应用在单体皂苷转化，

而且在 PPD 型皂苷混合物转化生成 Rh2 方面也取

得了良好的进展 [56-57]。

除了以上酶之外，还有一些糖苷酶具有复杂的

底物选择范围或区域选择性，可以转化多种皂苷底

物生成不同的稀有人参皂苷。这些酶主要分为 3种

情况：（1）针对不同皂苷的同一位点均可发生反应，

说明该酶的区域选择性较好且底物选择范围较宽，

可以针对不同生物活性的构效关系需求定向拓展化

学多样性[58]；（2）针对同一皂苷的不同位点均可发生

反应，说明该酶的底物选择性较强，但区域选择性较

差，可以用来做某种皂苷的结构修饰与衍生物制

备[59]；（3）针对不同皂苷的不同位点均可发生反应，说

明该酶是一种广谱的糖苷水解酶，适用于对纯度要

求不高的皂苷粗提物的生物催化[60-62]。PPD型稀有

人参皂苷酶催化制备路线图见图2，PPD型稀有皂苷

的酶催化相关参数见表2。

整体而言，PPD型稀有人参皂苷的酶转化研究

 

-Glu(①)

-Glu(②) -Ara(f)

-Ara(p)③

-Glu

-Glu

-Ara(p)

-Glu(④)

-Glu

-Glu(⑦) -Glu

-Glu(⑤)-Glu(⑥)

-Glu(⑧)

图2   PPD型稀有人参皂苷酶催化制备路线图
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表2   PPD型稀有皂苷的酶催化相关参数

Rg3

GypXVII

GypLXXV

F2

C-K

β-葡萄糖苷酶

β-木糖苷酶

Tpexyl3；β-葡萄糖

苷酶

Tpebgl3

β-糖苷酶Tpebgl1/

Tpebgl3；α-L-阿拉

伯呋喃糖苷酶

Tt-Afs

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

BglG167b

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

BglAg-762

β-葡萄糖苷酶

GH3-1/GH3-2

β-糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

胞外糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

Ginsenosidase Type-I

β-葡萄糖苷酶

Snailase

β-葡萄糖苷酶

Lactobacillus ginsenosidi-

mutans EMML 3041T

Thermotoga petrophila

DSM13995

Thermotoga petrophila、
Thermotoga thermarum

Bifidobacterium dentium

Microbacterium sp.

Gsoil 167

Enterococcus gallinarum

GM2

Terrabacter ginsenosidimutans

sp. nov. Gsoil 3082

Arachidicoccus ginsenosidi-

mutans sp. nov. BS20T

Penicillium oxalicum

Sulfolobus solfataricus

Caldicellulosiruptor bescii

Aspergillus niger KACC 

46495

Fomitella fraxinea

Aspergillus sp. agl-84

Armillaria mellea

-

Penicillium decumbens

pH 7.5、55 ℃

pH 5.0、75 ℃

pH 5.0、90 ℃

pH 5.4、35 ℃

pH 7.0、37 ℃

pH 7.0、40 ℃

pH 7.0、37 ℃

pH 7.5、50 ℃

-

pH 4.5、95 ℃

pH 5.5、80 ℃

pH 5.0、55 ℃

pH 4.5、45 ℃

pH 5.0、45 ℃

pH 4.0～4.5、

C-K：45～

50 ℃，C-Mc：

55～60 ℃

pH 5.5、50 ℃

pH 4.0、60 ℃

74.6%

95%

98.19%

100%

-

45%

-

-

60%～

80%

97%

100%

80%

-
63.3%

C-Mc：

43%；

C-K：

48%

-

-

Rb1 → Rd→Rg3

Rb2/Rc→Rd→Rg3

Rc→Rd→Rg3

Rb1/Rb2 → Rd→Rg3

Rb1 → GypXVII

Rb1 → GypXVII→ 

GypLXXV

Rb1 → GypXVII/Rd→F2

Rb1 → GypXVII→
GypLXXV→C-K

Rb1 → GypXVII→F2 →
C-K

Rb1/Rb2/Rc→C-K

Rc→Rd→F2 → C-K

（Rb1/Rb2/Rc）→Rd→F2 →
C-K

Rb1 → Rd→F2 → C-K

Rb2 →（Rd/C-O）→（F2/C-

Y）→C-K

Rc→（Rd/Compound Mc1，

C-Mc1）→（F2/Compound 

Mc，C-Mc）→C-K

Rb1 → Rd→F2 → C-K

Rd→F2 → C-K

Rc→Rd→F2 → C-K

Rb1/Rd→C-K

Rb2 → C-K

Rc→C-K/F2 → C-K

Rb1 → Rd→GypXVII→F2

→ C-K

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[60]

[61]

[59]

[62]

[55]

稀有皂苷 催化酶 来源 反应条件 转化率 转化途径
参考

文献
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表2   PPD型稀有皂苷的酶催化相关参数

Rg3

GypXVII

GypLXXV

F2

C-K

β-葡萄糖苷酶

β-木糖苷酶

Tpexyl3；β-葡萄糖

苷酶

Tpebgl3

β-糖苷酶Tpebgl1/

Tpebgl3；α-L-阿拉

伯呋喃糖苷酶

Tt-Afs

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

BglG167b

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

BglAg-762

β-葡萄糖苷酶

GH3-1/GH3-2

β-糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

胞外糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

Ginsenosidase Type-I

β-葡萄糖苷酶

Snailase

β-葡萄糖苷酶

Lactobacillus ginsenosidi-

mutans EMML 3041T

Thermotoga petrophila

DSM13995

Thermotoga petrophila、
Thermotoga thermarum

Bifidobacterium dentium

Microbacterium sp.

Gsoil 167

Enterococcus gallinarum

GM2

Terrabacter ginsenosidimutans

sp. nov. Gsoil 3082

Arachidicoccus ginsenosidi-

mutans sp. nov. BS20T

Penicillium oxalicum

Sulfolobus solfataricus

Caldicellulosiruptor bescii

Aspergillus niger KACC 

46495

Fomitella fraxinea

Aspergillus sp. agl-84

Armillaria mellea

-

Penicillium decumbens

pH 7.5、55 ℃

pH 5.0、75 ℃

pH 5.0、90 ℃

pH 5.4、35 ℃

pH 7.0、37 ℃

pH 7.0、40 ℃

pH 7.0、37 ℃

pH 7.5、50 ℃

-

pH 4.5、95 ℃

pH 5.5、80 ℃

pH 5.0、55 ℃

pH 4.5、45 ℃

pH 5.0、45 ℃

pH 4.0～4.5、

C-K：45～

50 ℃，C-Mc：

55～60 ℃

pH 5.5、50 ℃

pH 4.0、60 ℃

74.6%

95%

98.19%

100%

-

45%

-

-

60%～

80%

97%

100%

80%

-
63.3%

C-Mc：

43%；

C-K：

48%

-

-

Rb1 → Rd→Rg3

Rb2/Rc→Rd→Rg3

Rc→Rd→Rg3

Rb1/Rb2 → Rd→Rg3

Rb1 → GypXVII

Rb1 → GypXVII→ 

GypLXXV

Rb1 → GypXVII/Rd→F2

Rb1 → GypXVII→
GypLXXV→C-K

Rb1 → GypXVII→F2 →
C-K

Rb1/Rb2/Rc→C-K

Rc→Rd→F2 → C-K

（Rb1/Rb2/Rc）→Rd→F2 →
C-K

Rb1 → Rd→F2 → C-K

Rb2 →（Rd/C-O）→（F2/C-

Y）→C-K

Rc→（Rd/Compound Mc1，

C-Mc1）→（F2/Compound 

Mc，C-Mc）→C-K

Rb1 → Rd→F2 → C-K

Rd→F2 → C-K

Rc→Rd→F2 → C-K

Rb1/Rd→C-K

Rb2 → C-K

Rc→C-K/F2 → C-K

Rb1 → Rd→GypXVII→F2

→ C-K

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[60]

[61]

[59]

[62]

[55]

稀有皂苷 催化酶 来源 反应条件 转化率 转化途径
参考

文献

开展较为深入，几个主要的原型人参皂苷 C3 位和

C20位的糖基水解酶均有报道，考虑到单体皂苷的

成本较高，目前的研究以人参总皂苷或PPD型皂苷

混合物为底物进行复杂体系的酶催化为主要趋势，

以推进 PPD 型稀有人参皂苷的工业化开发和利用

为主要目的。

2.2   PPT型稀有人参皂苷的酶催化研究

PPD和PPT型皂苷在人参植物中的含量随季节

性变化的趋势相似。有意思的是，人参根部富含

PPT和PPD型皂苷，而地上部分（如叶、茎和花）主要

以 PPD 型皂苷为主[63]。尽管 PPT 型和 PPD 型皂苷

在结构上高度相似，仅在糖苷键原子和羟基位置上

有所区别，但是关于 PPT型皂苷的酶催化制备研究

相对 PPD型较少，可能是因为 PPT型皂苷中新增的

C6位糖苷键更难被水解。

在PPT型皂苷中，人参皂苷Rg2、Rh1和F1是研

究最为深入的稀有皂苷成分。其中 Rh1 和 F1 是同

分异构体，具有不同的葡萄糖基连接位置：Rh1的葡

萄糖基连接在 C6 位，而 F1 的葡萄糖基连接在 C20

位。因此，同时在C6和C20位连接有葡萄糖基的人

参皂苷Re和Rg1就成为了制备稀有人参皂苷 F1或

Rh1 最常用的底物。从转化效果上看，利用 Rg1 转

化生成 F1 只需要水解掉 C20 位的葡萄糖基，而从

Re 生成 F1 则需要同时水解掉 C6 位外侧的鼠李糖

基和C20位的葡萄糖基，因此，以Rg1为底物催化制

备 F1 的效率要高得多，通过优化之后可以达到

100% 的转化率[64]。反之，如果是以 Re或者富含 Re

的PPT型总皂苷为底物催化制备F1，转化效率会显

著下降，摩尔转化率很难超过75%[65-67]。

值得注意的是，当以人参皂苷 Re 为底物制备

Rh1的时候，虽然也会产生一定比例的Rg2，但转化

途径通常为：Re→Rg1 → Rh1，而不是 Re→Rg2 →
Rh1。因为，虽然人参皂苷 Rg2与 Rh1相比，仅仅是

在C6位糖链外侧多了 1个鼠李糖，但能够直接水解

该鼠李糖生成 Rh1的糖苷酶较为少见，尤其是能够

连续水解Re的C20位葡萄糖基和C6位末端的鼠李

糖的糖苷酶罕有报道。相对而言，稀有人参皂苷

Rg2 连有两个糖基，且都在 C6 位，分别为近侧的葡

萄糖基和外侧的鼠李糖基。与其他 PPT 型人参皂

苷相比，人参皂苷 Re的结构与 Rg2最为相似，仅在

C20 位多了 1 个葡萄糖基。因此，关于稀有人参皂

苷Rg2的制备研究均以人参皂苷Re为底物开展的，

而人参皂苷Rh1的酶工程底物主要来源于人参皂苷

Rg1或Rf[62，68-69]。

一般而言，提高反应温度可以加快糖苷键水解

的进程，尤其对于PPT型皂苷C6位这种难于水解的

Rh2

C-Y

C-Mx

C-Mc

20（S/R）-PPD

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶
BglSk、BglBX10、
Abf22-3

β-葡萄糖苷酶
Bgp1/BglPm

β-半乳糖苷酶

Snailase

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶
Ginsenosidase 
Type-I

β-葡萄糖苷酶

Snailase

Penicillium decumbens

Saccharibacillus kuerlensis

Paenibacillus mucilaginosus；
Microbacterium esteraro-
maticum

Aspergillus oryzae

-
Fomitella fraxinea

Aspergillus sp. agl-84

Armillaria mellea

-

pH 4.0、60 ℃

pH 7.0、37 →
80 → 37 ℃

pH 8.0、25 ℃

pH 4.5、50 ℃

pH 5.5、50 ℃

pH 4.5、45 ℃

pH 5.0、45 ℃

pH 4.0～4.5、
55～60 ℃

pH 5.5、50 ℃

-
100%

68.32%

100%

-
-

63.3%

43%

-

Rg3 → Rh2

Rb1/Rc/Rd→Rg3 → Rh2

PPD型皂苷混合物→Rh2

Rb1 → GypXVII
Rb2 → C-O/Rc/Rd→C-
MC1/F2
Rg3 → Rh2

Rg3 → Rh2

Rb2 → C-O→C-Y

Rb3 → C-Mx1 → C-Mx

Rc→C-Mc1 → C-Mc

Rg3 → 20（S/R）-PPD

[55]

[56]

[57]

[58]

[62]

[60]

[61]

[59]

[62]

续表2

稀有皂苷 催化酶 来源 反应条件 转化率 转化途径
参考

文献
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糖苷键，耐热酶的筛选更为重要。这些耐热糖苷酶

主要来源于嗜热微生物，用于高效分解环境中的复

杂碳水化合物，为微生物自身代谢提供能量。它们

之所以能在高温下保持活性，主要归因于其分子结

构的高度优化，包括更多的盐桥和氢键、更紧密的

三级结构、疏水性核心的增强以及柔性区域的减

少；此外，其亚基间的强结合、表面电荷分布的优化

以及减少疏水表面暴露也大大提升了热稳定性[70]。

目前，研究者们发现的耐热糖苷酶不仅可以在 85 ℃

的高温下实现 Re→Rg2（摩尔转化率 100%）和 Rg1

→ Rh1（摩尔转化率 95.6%）的高效转化，甚至可以

将Rf和Rg1转化为苷元PPT[摩尔转化率 71%，生产

率 283 mg/（L·h）]，进一步拓展了PPT型稀有皂苷的

制备途径[71-72]。PPT型稀有人参皂苷酶催化制备路

线图见图 3，PPT 型稀有皂苷酶催化相关参数

见表3。

当前关于稀有人参皂苷酶催化制备的研究主

要集中在利用不同的糖苷酶水解 PPD 型皂苷 C3、

C20位和PPT型皂苷C6、C20位置的糖苷键，以改变

糖链结构，获得具有更高生物活性的物质。尽管已

有多种来源的糖苷酶可用于这一目的，但由于部分

酶对目标位点的立体选择性较低或催化效率不足，

使其在工业化生产中的实际应用受到限制。因此，

挖掘天然存在的、具有多样化底物选择性和催化活

 

-Rha(②)-Glu(①)

-Rha
-Glu

-Glu(④)

-Glu(③)

图3   PPT型稀有人参皂苷酶催化制备路线图
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性的糖苷酶，同时深入研究其在底物生物转化过程

中的机制，对于推动稀有人参皂苷的生物修饰技术

和合成工程酶的开发至关重要。

3 稀有人参皂苷的代谢工程研究进展

随着合成生物学技术的发展，利用微生物细胞

工厂合成稀有人参皂苷已成为一种有效方法，并在

近年来取得了显著进展，实现了包括C-K、Rh2、Rg3

和 F2在内的多种稀有人参皂苷的从头合成。人参

皂苷基本化学骨架生物合成的途径已经非常明晰，

并且在其他文献中有详细的描述，其中达玛烷是稀

有人参皂苷的主要骨架类型[73-75]。在达玛烷骨架形

成后，通过细胞色素 P450（CYP450）和糖基转移

酶（GT）的催化生成各种不同的稀有人参皂苷（见

图 4）。在这个过程中，CYP450 主要负责对骨架特

定位点进行氧化修饰，为连接特定糖基奠定基础[76]；

然后再通过 GT 催化特定位点羟基的糖苷化，该过

程是人参皂苷化学多样性的决定性步骤，也是稀有

皂苷合成途径中的最后一步和关键限速反应[77]。为

构建相关的生物合成工程菌，首先要打造能够高效

合成稀有人参皂苷基本骨架的底盘。在这些生物合

成底盘菌株中，酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）

是 1种稳定存在于单倍体和二倍体形式的单细胞真

核生物，其遗传操作技术成熟且相对简单，是代谢

工程研究中常用的模式生物[78-81]。同时，酿酒酵母

也被认为是萜类化合物合成的理想底盘细胞，这主

要归因于其甲戊二羟酸（MVA）途径与萜类化合物

的合成途径具有高度相似性。因此，关于稀有人参

皂苷代谢工程的研究主要是以酿酒酵母作为底盘

菌株开展的。

3.1   PPD型稀有人参皂苷的代谢工程研究进展

3.1.1   苷元 PPD的代谢工程研究   PPD是 PPD型稀

有人参皂苷的基本骨架，也是稀有人参皂苷生物合

成发起的基石。在构建用于 PPD 生产的酿酒酵母

工程菌株时，首先需要引入达玛烷二醇合成酶

（Dammarenediol Synthase，DDS）和原人参二醇合成

酶（Protopanaxadiol Synthase，PPDS），以重构人参皂

苷的生物合成途径。有研究表明，通过在酿酒酵母

中异源表达来源于人参的 PgDDS 和 PgPPDS，以及

拟南芥的 AtCPR1，可以实现 PPD 的生物合成。同

时，过表达法尼基焦磷酸合成酶（FPS）、鲨烯合成酶

（SS）和鲨烯环氧化酶（SE）以增强前体供应，进而对

PgPPDS 进行密码子优化提高其酶活性，可以将

PPD的产量提升至 1 189 mg/L[82]。通过优化酿酒酵

母中的 MVA 途径，例如对 3-羟基-3-甲基戊二酰辅

酶A还原酶（HMGR）进行截短（tHMGR），可显著提

高萜类化合物（如鲨烯）的产量[83-84]。采用类似的代

谢工程策略，将来自不同植物的密码子优化的

DDS、PPDS、原人参三醇合成酶（Protopanaxadiol 

Synthase， PPTS）和AtCPR1引入过表达 tHMGR、SS

表3    PPT型稀有皂苷的酶催化相关参数

稀有皂苷

F1

Rh1

Rg2

催化酶

β-葡萄糖苷酶BglSk

6-O-糖苷酶

Cellulase KN

β-葡萄糖苷酶BgpA

β-葡萄糖苷酶BGL1

Snailase

β-葡萄糖苷酶BglQM

β-葡萄糖苷酶BGL3T

β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶BglQM

β-葡萄糖苷酶BGL3T

β-葡萄糖苷酶

来源

Sanguibacter keddieii

Aspergillus sp. g383

Aspergillus niger

Terrabacter ginsenosidi-
mutans Gsoil 3082T

Aspergillus niger

-        
Mucilaginibacter 
sp. strain QM49

Thermotoga thermarum 
DSM 5069T

Thermotoga neapolitana 
DSM 4359

Mucilaginibacter sp.
strain QM49

Thermotoga thermarum
DSM 5069T

Thermotoga neapolitana
DSM 4359

反应条件

pH 8.0、25 ℃

pH 5.0、45 ℃

pH 5.0、50 ℃

pH 7.5、37 ℃

pH 7.5、37 ℃

pH 5.5、50 ℃

pH 8.0、30 ℃

pH 5.5、85 ℃

pH 5.0、85 ℃

pH 8.0、30 ℃

pH 5.5、85 ℃

pH 5.0、85 ℃

转化率

100%

75%

-
-
-
-
-

Re：96.3%；
Rg1：95.6%

Re：100%；
Rf：71%

-
-
-

转化途径

Rg1 → F1

Re→Rg1 → F1

PPT型人参皂苷粗提物
→F1

PPT皂苷混合物→F1

Rf→Rh1

Rf→Rh1

Rg1 → -Rh1

Rg1 → Rh1

Rf→Rg1

Re→-Rg2

Re→Rg2

Re→Rg2

参考
文献

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[62]

[69]

[71]

[72]

[69]

[71]

[72]
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和 SE 的酿酒酵母菌株中，可同时合成 PPD 和

PPT[85]。然而，这些工程菌株中PPDS的代谢通量较

低，严重限制了 PPD 的转化效率，这成为影响 PPD

产量的关键因素之一。通过去除PgPPDS的跨膜区

域，并与AtCPR1融合后转入工程酵母菌株，可有效

提高 PPD 的转化效率，使达玛烷二醇（DM）到 PPD

的转化率达到96.8%[86]。

需要注意的是，在 DM 转化为 PPD的过程中会

产生活性氧自由基（ROS），其高积累会降低酵母细

胞活力。尤其是当用乙醇替代葡萄糖作为乙酰辅

酶 A（acetyl-CoA）供体时，ROS 的增加使酵母对乙

醇更敏感，在乙醇和 ROS 的双重应激下，酵母细胞

活性进一步下降[87]。转录因子 YAP1可促使酵母产

生特定抗氧化剂，保护细胞免受 ROS 毒性影响，并

提高其对 ROS 的耐受性[88-89]。因此，表达 YBP1 可

帮助酵母消耗生长过程中产生的ROS，并通过表达

与细胞壁完整性相关的基因SSD1 提高酵母对乙醇

的耐受性。经过上述代谢工程改造后的菌株，其

PPD的最终产量达到了（4.25±0.18） g/L[90]。

在MVA生源合成途径中，从 acetyl-CoA到 2，3-

环氧鲨烯的合成需要 10 种酶的依次催化。通过模

块化工程策略优化 MVA 途径中的所有相关基因，

可促进 acetyl-CoA 的大量积累，使工程菌株中的

PPD 产量达到 8.09 g/L[91]。基于相同的模块化工程

策略，通过引入 PPD 后续合成所需的基因（包括

synPgDDS、synPgPPDS、synPgCPR1），并增加 synP‐

gPPDS 的拷贝数，PPD 的产量可以进一步提高至

11.02 g/L[92]。此外，利用酵母细胞中代谢反应常集

中于特定细胞器的特点，通过过表达与过氧化物酶

体生成相关的基因（PEX34、PEX11 和 ATG3），增加

过氧化物酶体的拷贝数和膜面积，将PPD生物合成

途径重构于过氧化物酶体中，从而将PPD产量提高

了约 78%[93]。除了上述代谢工程方法，还可以通过

优化 CYP450 酶的辅因子 NADPH 的供应，改善

CYP450 的催化效率，从而进一步提高 PPD 的

产量[94]。

3.1.2   不同 PPD 型稀有人参皂苷的代谢工程研究   

通过在高产 PPD 的工程菌株中引入对应的尿苷二

 

FPS：法尼基焦磷酸合成酶；SS：鲨烯合酶；SQ：鲨烯环氧化酶；DDS：达玛烯二醇合成酶；PPDS：原人参二醇合成酶；PPTS：原人

参三醇合成酶；UGTs：UDP-糖基转移酶

图4   稀有人参皂苷的常规生物合成途径
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磷酸-糖基转移酶（UDP-glycosyltransferases，UGTs），

可实现不同PPD型稀有人参皂苷的合成，但在此过

程中PPD合成前体的优化必不可少。例如，酿酒酵

母中的磷酸酶LPP1负责将FPP转化为法尼醇，其失

活可减少FPP的消耗。将密码子优化的来源于三七

的 C-K 合酶基因 SynPn3-29 与尿苷二磷酸葡萄糖

（UDPG）合成途径基因整合到高产PPD酵母菌株的

LPP1基因位点，通过破坏LPP1基因失活该合成酶，

从而将更多代谢流引导至C-K生物合成途径，最终

使C-K产量达到 1.17 g/L[95]。此外，UDPG供应不足

是限制皂苷高产的普遍问题，增加 UDPG 合成是 1

种重要的策略。PGM2和UGP1分别编码磷酸葡萄

糖变位酶2和UTP-葡萄糖-1-磷酸尿苷转移酶1，共

同参与UDPG的合成[96]。在高产PPD的菌株中过表

达 PGM2和UGP1，并以甘油和乙醇为碳源，可以使

C-K 产 量 提 高 到（1.70±0.16） g/L[97]。 除 了 增 强

UDPG 的供应，降低 UDPG 的消耗也可以进一步提

高C-K的产量。Wang等[98]通过删除FKS1、GLC3和

ALG5基因，显著降低UDPG在细胞壁合成、糖原代

谢和蛋白质糖基化中的消耗，优化了 UDPG的代谢

流向 C-K 的糖基化途径，使 C-K 产量从 3.98 g/L 提

高至 5.74 g/L。此外，细胞器分区化策略也可提高

C-K的产量。Shi等[99]利用酵母PLN1蛋白将原定位

于内质网的 PPDS 酶靶向到脂质体，将中间体达玛

烷二醇到 PPD 的转化效率从 17.4% 提高至 86%；然

后通过调控脂质体的体积和形态，优化中间体的储

存和酶促反应环境，使 C-K 的产量在 5 L 发酵罐中

达到5 g/L，是传统内质网策略的5倍。

通过在产 PPD 的酿酒酵母中引入糖基转移酶

UGTPg45，可以将 PPD 的 C3 位羟基进行糖基化而

获得稀有人参皂苷Rh2。然而，由于UGTPg45催化

效率较低，Rh2 的产量仅为 1.45 μmol/g（细胞干质

量，DCW）[100]。随后，通过挖掘三七转录组数据库，

发现了 1种催化效率更高的糖基转移酶 UGTPn17。

将其引入PPD生产菌株，并以乙醇为发酵碳源，Rh2

的产量提升至354.69 mg/L[101]。一些研究者发现，来

自酿酒酵母的糖基转移酶 UGT51可催化 PPD 转化

为 Rh2，但野生型的菌株转化效率较低。利用基于

结构信息的半理性蛋白工程策略，获得了突变体

M7-1，其对 PPD 的转化率达到 100%。引入突变酶

后，通过减少 Rh2 降解并增强 UDPG 前体供应，使

Rh2 的产量从 0.0032 mg/g DCW 提高到 0.39 mg/g 

DCW。进一步通过基因拷贝数增加、启动子工程和

代谢工程优化，最终将 Rh2的产量提高至 2.25 g/L，

较初始菌株提升了900倍以上[102-103]。

稀有人参皂苷 Rh2 的 C3 位葡萄糖链可通过进

一步的糖基化修饰生成另一种稀有人参皂苷 Rg3。

例如，在产 PPD 的酿酒酵母菌株基因组中整合

PgUGT74AE2 和 PgUGT94Q2 两种 UGT 基因，可实

现 Rg3 的生产，产量约为 1.3 mg/L[104]。通过人参转

录组数据库，鉴定出 UGTPg45基因，将其整合到酿

酒 酵 母 底 盘 后 生 成 Rg3 的 产 量 为 3.49 μmol/g 

DCW[100]。然而，UGT 催化效率低下是限制 Rg3 产

量的主要原因。从三七的基因组和转录组数据中

筛选得到一种催化效率较高的 UGT PnUGT33。将

该酶引入酿酒酵母，并结合 UDPG合成相关基因的

表达，使Rg3的产量显著提高至51 mg/L[105]。

PPD 的 C3 和 C20 位羟基可通过糖基化修饰生

成稀有人参皂苷 F2。通过 CRISPR/Cas9 系统将

DDS、PPDS、PgUGT74AE2、UGTPg1 和 AtCPR2 整

合到酿酒酵母基因组中，成功实现了 F2 的生物合

成，但初始产量较低，仅为 1.2 mg/L。进一步研究发

现，敲除HXK2基因可以增强糖酵解向MVA途径的

代谢流量，从而促进外源三萜类化合物的生物合

成；过表达转录激活因子 HAC1可以提高外源酶的

表达水平，使F2的产量达到原始菌株的 1.9倍；优化

CYP450 还原酶 CPR 的表达，提升了达玛烷二醇到

PPD 的转化效率，突破 F2合成的限速步骤；然后敲

低广谱葡萄糖苷酶EGH1的表达，减少了其对F2的

C3糖基的水解作用。通过这些代谢工程策略相结

合，将F2的最终产量提高至21.0 mg/L[106]。

3.2   PPT型稀有人参皂苷的代谢工程研究进展

PPD在CYP716A53v2的催化下可合成 PPT，随

后通过 UGTs进行糖基化修饰以合成人参皂苷 PPT

型 皂 苷 。 通 过 在 酿 酒 酵 母 中 异 源 表 达 DDS、

CYP716A47、CYP716A53v2和AtCPR1，可实现PPT

的生产[107]。进一步的蛋白质工程策略和半理性设

计显著提高了CYP716A53v2的特异性和催化活性。

在高产 PPD的酵母底盘菌株中引入该酶，使 PPT的

产量超过 5.0 g/L[108]。Wei 等[109]通过对人参转录组

文库中潜在的 UGTs 进行筛选，挖掘出两个能够参

与 PPT 型稀有皂苷生物合成的 UGTs——UGTPg1

和 UGTPg100。将 UGTPg1 引入产 PPT 的酵母菌

株，可对PPT的C20位羟基进行糖基化修饰，生成稀

有人参皂苷F1；而UGTPg100可对PPT的C6位羟基

进行糖基化修饰，生成稀有人参皂苷 Rh1。为进一

步提升F1和Rh1的产量，作者通过同源模拟技术和

点突变验证发现了影响这两种酶催化活性的关键
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氨基酸残基，并对其进行了定向进化，最终将人参

皂苷 F1 和 Rh1 的产量分别提高到 42.1 mg/L 和

92.8 mg/L 的规模。以 UDP-鼠李糖为糖基供体，通

过对人参皂苷 Rh1的 C6位葡萄糖链进行进一步糖

基化修饰，可生成另一种PPT型稀有人参皂苷Rg2。

Li等[110]在酵母菌株中引入了 PgDDS、CYP716A47、

CYP716A53v2和 PgUGT71A54，以及从人参转录组

数据中鉴定的鼠李糖基转移酶基因PgUGT94，通过

引入来源于拟南芥的 AtRHM2，实现了将 UDPG 转

化为 UDP-鼠李糖的生物合成路径，最终在酵母中

重构了Rg2的生物合成途径。为了进一步提高Rg2

的产量，研究者对 synPgUGT94 进行了关键位点的

氨基酸突变，并在酵母菌株中引入了突变体，同时

增加了 PgUGT71A54 的基因拷贝数。在代谢工程

策略的辅助发酵中，Rg2的最终产量达到1.3 g/L。

利用代谢工程的手段制备稀有人参皂苷的核心

是能够在皂苷骨架上不同位点加上特定种类和数量

的糖基。因此，挖掘与稀有人参皂苷相关的UGT基

因并提高其催化效率是提升微生物细胞工厂生产能

力的关键。目前大多数应用的UGTs来自人参属植

物，但其他植物和微生物中也存在大量未被开发的

UGT 基因。通过高通量测序技术和生物信息学深

入分析植物和微生物的基因组、转录组和蛋白质组

数据，有望发现更多具有潜力的UGTs。基于定量质

谱和荧光的高通量酶活性检测技术，以及其他高通

量筛选方法，可快速检测酶活性并高效筛选优质

UGTs。此外，借助人工智能技术，对稀有人参皂苷

UGTs的晶体结构进行同源建模和活性口袋分析，结

合合理设计和结构修饰，可显著提高其催化效率。

4 小结与展望

当前酶催化和代谢工程的研究进展为稀有人

参皂苷的高效工业化生产提供了重要的参数和技

术支持，但目前仍存在一些需要进一步解决的问

题。从酶催化角度而言，面临的主要挑战包括：糖

苷酶对糖基位置的特异性和底物适用性不足，导致

副产物生成或转化率低，同时部分关键糖基位点的

水解难度较大进一步降低了效率；某些糖苷酶在高

温、高 pH等工业化条件下稳定性不足，且酶的高成

本和难以回收限制了其大规模应用。此外，用于转

化的主流人参皂苷前体来源有限且提取成本高，而

稀有人参皂苷的结构与药理活性关系研究尚不充

分，也为工艺优化带来理论上的局限性。代谢工程

方面存在的问题主要有：底物供应不足是高效生产

的重要瓶颈，需要通过增强供应和减少消耗来提升

产量；代谢通量的不合理分配会导致资源浪费并阻

碍目标产物的积累；合成路径涉及多步酶促反应，

路径优化不足和工程菌株设计的局限性进一步限

制了生产效率。未来的研究方向应集中在以下几

方面：开发更多具有高特异性和高转化效率的工程

酶，进一步提升稀有人参皂苷的产量与纯度；应用

基因工程和蛋白质工程技术优化糖苷酶的结构与

功能，以满足不同稀有人参皂苷的产业化需求；利

用合成生物学手段构建更加精准的代谢调控网络；

通过细胞器分区化和动态代谢流量控制优化代谢

通路；进一步开发智能化发酵技术以实现过程自动

化和生产高效化。通过这些改进，不仅能实现稀有

人参皂苷的高效绿色生产，还可为其他复杂天然产

物的生物合成提供技术借鉴。
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