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摘   要：母乳是新生儿最理想的营养剂。其中，人乳寡糖作为母乳的第三大固体组分，对新生儿的

生长、发育及健康状况有重要影响，被应用于婴幼儿配方食品中。2′-岩藻糖基乳糖(2′-fucosyllactose，
2′-FL)，是分泌型母乳中含量最高的人乳寡糖，约占人乳寡糖总量的 30%，具有重要的营养和医

学价值。2′-FL 能够促进婴幼儿生长发育、提高其认知能力、增强免疫力、抗过敏、抗病毒，以

及调节肠道菌群，是极具潜力的新型营养强化剂。但是，2′-FL 来源于母乳，依靠分离、提取获

得大量 2′-FL 并不现实，因此亟需进行人工合成。人工合成 2′-FL 的方法有 3 种，包括：化学合成

法、酶催化合成法和全细胞生物合成法。全细胞生物合成法因其成本相对低廉，且易于规模化扩

大，而引起了国内外的广泛关注和研究。目前，国外很多跨国公司均开始布局 2′-FL 的工业化生

产和应用，而我国在该领域尚处于研发阶段，因此，了解和掌握 2′-FL 的合成方法对我国开展 2′-FL
规模化生产具有重要的意义。本文旨在介绍 2′-FL 的功能特性，系统阐述其全细胞生物合成的关

键技术和最新进展，讨论了针对限速步骤进一步提高产量的策略，旨在为 2′-FL 的合成和商业化

生产提供生物学依据，为今后开发接近母乳的婴幼儿配方奶粉奠定基础。
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Abstract: Breast milk is the ideal food for infants. As the third most abundant solid ingredients in 
breast milk, human milk oligosaccharides (HMOs) have an important impact on the growth, 
development and health of infants. A few HMOs have been used in infant formulas. Among them, 
2′-fucosyllactose (2′-FL) has the highest content and comprises 30% of the total HMOs in secretor milk. 
With high nutritional and medical values, 2′-FL is regarded as a new type of food nutrition fortifier, and 
it boasts multiple functions such as growth promotion, cognition benefits, immune enhancement, 
anti-allergic activity, anti-viral activity, and intestinal flora regulation. However, originating from 
breast milk, 2′-FL is unlikely to be obtained by separation. Thus, it is urgent to synthesize 2′-FL in 
artificial manners, which include chemical and enzymatic synthesis and whole-cell biosynthesis. 
Cost-effective and easy to scale up, whole-cell biosynthesis of 2′-FL has received worldwide attention. 
At present many foreign multinational companies have begun the industrial production and commercial 
application of 2′-FL, whereas the relevant work in China remains in research. Therefore, it is of great 
significance for China to master the synthesis method of 2′-FL. This paper aimed to review the 
functional characteristics of 2′-FL and systematically describe the key technologies and the latest 
progress in whole-cell biosynthesis. The strategies of rate-limiting steps to increase production were 
also discussed. We sought to provide a biological basis for the synthesis and commercial production of 
2′-FL. Further, the paper facilitated the development of infant formulas close to human milk. 

Keywords: 2′-fucosyllactose; human milk oligosaccharides; whole-cell biosynthesis; application 
 
 

母乳富含碳水化合物、蛋白质、脂肪、无

机盐以及微量元素等营养物质，其成分和比例

易于新生儿消化、吸收，是新生儿最理想、最

优质的天然食品[1]。此外，母乳还具有健康功

效；母乳喂养短期内能起到抗感染的作用，有

效减少婴儿发生呼吸道感染、泌尿道感染、中

耳炎、感染性胃肠炎、早产儿坏死性小肠结肠

炎、儿童癌症，以及Ⅰ型糖尿病等疾病的风险；

同时，母乳喂养还能够降低婴儿远期过敏、肥

胖、冠心病、肿瘤等疾病的发病率[1–2]。 
研究发现，母乳对健康的促进作用主要是

由于母乳中存在多种生物活性因子[3]。人乳寡

糖(human milk oligosaccharides，HMOs)作为母

乳中仅次于乳糖和脂肪的第三大固体成分，是

母乳中重要的活性因子，在婴儿的生长发育过

程中发挥着特殊的作用[1,4–5]。HMOs 不仅可以

抑制病原体与肠道黏膜结合、防止病原体定

殖，从而减少感染的风险[6–9]，还可以促进双歧

杆菌、乳酸菌等有益菌生长的活性，抑制有害

菌群生长，维持肠道微生态的平衡[6,9]。此外，

HMOs 还具有促进新生儿大脑早期发育，提高

婴儿免疫力的作用[9–11]。 
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HMOs 种类多样，主要包括 2′-岩藻糖基

乳糖、3-岩藻糖基乳糖、乳酰-N-新四糖、乳

酰-N-四糖、6′-唾液酸乳糖和 3′-唾液酸乳糖等，

且随乳母的孕龄、血型、遗传、分泌状态、所

在地域、饮食生活习惯及哺乳期时段等条件的

不同，HMOs 的分布也存在差异[1,5,12–13]。其中，

2′-岩藻糖基乳糖(2′-fucosyllactose，2′-FL，结构

式如图 1 所示 )是分泌型母乳中含量最高的

HMO，含量为1.10–7.36 g/L，约占总HMOs的30%，

而在非分泌型母乳中则基本不存在 [5,13,16–19]。

2′-FL 是 1 分子岩藻糖通过 α-1,2 糖苷键与 1 分

子乳糖中的半乳糖残基连接而成 [1]。2′-FL 对

婴儿生长发育效果明显，是极具潜力的新型营

养强化剂 [20]。近年来，2′-FL 的合成方法取得

长足进步，产量已经达到产业化水平，国外很

多跨国公司均开始布局 2′-FL 的工业化生产和

应用，而我国对 2′-FL 合成尚处于研发阶段，

能够规模化生产 2′-FL 的企业更是寥寥无几。

本文介绍 2′-FL 的功能特性，系统阐述其全细

胞生物合成的关键技术和最新研究进展，并针

对限速步骤提出了进一步提高产量的策略，为

2′-FL 在我国今后的产业化及应用推广奠定

基础。  

 

 
 
图 1  2′-FL 的结构示意图[14–15] 
Figure 1  The chemical structure of 2′-FL[14–15]. 
The alpha-1,2-glycosidic bond is noted in red.  

1  2′-FL 的主要生理功能 
1.1  2′-FL 对生长发育的影响 

潘丽娜等[21]在小鼠的饲粮中添加不同浓度

的 2′-FL，饲喂 28 d 后发现 2′-FL 不仅可以增加

小鼠胰岛素的含量，还可以提高小鼠对钙、磷、

粗脂肪和总能量的消化利用率。另有研究表

明，含 2′-FL 的配方奶粉对婴儿生长、发育的促

进效果与完全母乳喂养的婴儿无显著性差异，

且婴儿对含 2′-FL的配方奶粉耐受性良好[22–23]。 

1.2  2′-FL 对认知能力的影响 
Fleming 等[24]研究发现，2′-FL 对学习和记

忆也有积极作用，饲喂了 2′-FL 的猪表现出更

大的嗅球体积，且与多巴胺、氨基丁酸、胆碱

合成相关基因的表达水平，以及与细胞粘附、

染色质重塑过程相关基因的表达水平均有所改

变。Vázquez 等[25]发现，长期口服 2′-FL 有助于

改善啮齿动物的突触可塑性，增加参与储存新

获得记忆的不同分子的表达，从而影响啮齿动

物的认知领域，并改善其学习和记忆能力。此

外，Berger 等[26]也发现早期接触 2′-FL 可以促

进婴儿认知发展，尤其是婴儿 1 个月时高频率

的母乳喂养能够显著促进婴儿的认知发展。 

1.3  2′-FL 对免疫的调节作用 
近年来，大量研究表明 2′-FL 在调节免疫

系统方面具有积极作用[27]。而且随着 2′-FL 人

工合成技术的发展，欧美一些国家已经开始在

配方奶粉中添加 2′-FL，更多的临床研究也证

实：添加了 2′-FL 的配方奶粉能够有效促进婴

幼儿免疫系统发育[27]。 
1.3.1  提高免疫力 

2′-FL 能够促进免疫系统成熟，提高免疫

功能。Azagra-Boronat 等[28]从大鼠出生后开始

每天给大鼠喂食 2′-FL，16 d 后，大鼠表现出

较高的血浆 IgG 和 IgA 水平以及肠系膜淋巴结
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中 T 细胞亚群增多的现象。Ayechu-Muruzabal
等 [29] 研究发现， 2′-FL 可通过支持微生物

CpG-DNA 的作用促进黏膜免疫发育，该作用

与调节上皮半乳糖凝集素和 TGF-β1 分泌有

关。Mao 等[30]研究发现，喂食含 2′-FL 配方奶

的小鼠胸腺指数、淋巴细胞增殖率显著升高

(P<0.05)，同时自然杀伤细胞活性和迟发型过

敏反应程度均得到明显改善(P<0.05)。此外，

临床研究表明，喂食含 2′-FL 配方奶粉的婴儿

与喂食普通配方奶粉的婴儿在体重、消化情

况、行为模式等方面类似；但是血浆炎性细胞

因子，如白细胞介素(IL-1α、IL-1β、IL-6)、白

细胞介素-1 受体拮抗剂(IL-1ra)、肿瘤坏死因

子-α (TNF-α)等的浓度降低了 29%–83%；同时

在支气管炎、下呼吸道感染，以及退热药和抗

生素的使用上明显降低[31–32]。 
2′-FL 还能改善慢性免疫介导的炎症性皮

肤疾病，如银屑病。Lei 等[33]以咪喹莫特(IMQ)
诱导的银屑病小鼠为模型进行实验，发现给予

2′-FL 的小鼠，其皮肤的红斑和厚度显著减少，

皮肤损伤和炎症减轻。进一步机理研究表明，

2′-FL 可通过调节 STAT3 信号通路抑制 Th17 细

胞免疫应答和 Th17 相关细胞因子分泌，从而

改善银屑病。 
1.3.2  抗过敏 

2′-FL 在抗过敏方面也具备一定的应用潜

力。Castillo-Courtade 等[34]考察了 2′-FL 对卵清

蛋白致敏小鼠的症状学和免疫反应的影响。结

果表明，2′-FL 可通过诱导 IL-10+调节性 T 细胞

和间接稳定肥大细胞，减轻小鼠腹泻和体温过

低等食物过敏症状。张琦敏[35]也发现 2′-FL 能

够通过抑制 TLR4/NF-κB 通路、调节 miR-146a
表达水平、降低巨噬细胞激活水平和细胞因子

表达，从而发挥抗过敏作用，有效缓解 β-乳球

蛋白过敏引发的炎症反应。 

2′-FL 还可以减轻因环境污染导致的过敏

反应。2′-FL 能降低 PM-10 诱导的 HaCaT 角质

形成细胞中 IL-6、IL-8、IL-1α 和 IL-1β 的过表

达，抑制 PM-10 刺激的 HIF-1α 蛋白的积累和

磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)/Akt 的磷酸化，改善

PM-10 诱导的角化层的表皮厚度和完整性。同

时，2′-FL 还可以通过调节 HIF-1α/PI3K/Akt 通
路，抑制 PM-10 诱导的促炎介质，保护皮肤表

皮免受 PM-10 刺激[36]。因此，2′-FL 还可以作

为化妆品和药品成分，用于减轻城市空气污染

引起的皮肤刺激和炎症反应。 
1.3.3  抗病毒 

研究表明，母乳喂养的婴儿感染轮状病毒

(RV)、诺如病毒(NV)和艾滋病毒(HIV)的风险

相对较低，这可能跟 HMOs 的抗病毒作用有

关[37]。HMOs 的结构与存在于细胞表面的病毒

受体多糖结构相似，可以代替细胞与病毒结合，

阻断病毒对靶细胞的粘附，进而预防感染[37]。

研究表明，2′-FL 不但可以替代人组织血型抗原

(HBGAs)与诺如病毒结合，从而阻止诺如病毒

与宿主细胞的结合，而且还能阻止 hNoV-GII.4
病毒样颗粒与 A 型唾液的结合[38–39]。 

1.4  2′-FL 对肠道菌群的影响 
首先，2′-FL 能够促进有益菌生长。研究

表明，母乳喂养婴儿的肠道菌群以双歧杆菌

(Bifidobacterium)为主，许多 Bifidobacterium 能

够通过岩藻糖基乳糖转运蛋白有效识别 2′-FL，

并以其为碳源进行生长[40]。He 等[41]通过基因

型分析对 151 株双歧杆菌利用 2′-FL 的能力进

行评价，其中 37 株菌具有利用 2′-FL 的能力，

包括 Bifidobacterium bifidum、Bifidobacterium 
breve、Bifidobacterium longum ssp. longum、

Bifidobacterium longum ssp. infantis 和

Bifidobacterium dentium。Hirvonen 等[42–43]使用

Bioscreen C 生长曲线分析仪监测细菌生长，测
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定了 Lactobacillus、Bifidobacterium 和 Bacteroides
属细菌的发酵能力，发现几乎所有研究的细菌

都能利用低聚半乳糖、乳糖和葡萄糖，但    
B. longum ssp. infantis、B. bifidum、Bacteroides 
fragilis 、 Bacteroides vulgatus 、 Bacteroides 
thetaiotaomicron 等细菌只能以 HMOs 作为唯一

碳源。另有研究表明，母乳喂养婴儿肠道中的

优势菌株 B. longum ssp. infantis 能够利用 2′-FL 
维持其生长，并产生乳酸、乙酸、1,2-丙二醇

等代谢产物[42,44–46]。体外模拟实验表明，2′-FL
能够沿结肠进行全长发酵，随着 2′-FL 不断被

发酵，Bifidobacteriaceae 的相对丰度也随之增

加，同时还伴随着 Actinobacteria 数量增加，

以及 Proteobacteria 和 Enterobacteriaceae 数量

减少 [47–49] 。 2′-FL 作为碳源不但能够促进

Bifidobacterium 生长，还能够增加 Bifidobacterium
的黏附性能。以 2′-FL 为碳源时，B. bifidum 
DNG6 的黏附性能显著提高，与 Caco-2 细胞粘

附相关基因的表达水平明显高于其以低聚半乳

糖和葡萄糖为碳源时的表达水平[50]。 
其次，2′-FL 可以减少有害菌在体内的定

殖，从而降低感染的风险。动物实验表明，摄

入 2′-FL 能够有效降低 Escherichia coli 在小鼠肠

道的定殖率[51–52]。2′-FL 还可以抑制Campylobacter 

jejuni 、 Salmonella enterica serovar. fyris 和

Pseudomonas aeruginosa 等致病菌对人类肠道

细胞系 Caco-2 的粘附(分别减少 26%、12% 

和 17%)[53]。 

进一步，2′-FL 可以通过促进有益菌生

长，抑制有害菌生长，建立了一个良性的肠道

微生物环境，从而降低了肠道炎症。肠道微生

物环境失调和肠上皮细胞中的 toll 样受体 4 
(TLR4)信号传导是导致婴儿坏死性小肠结肠炎

的两大主要原因，2′-FL 既能通过抑制 TLR4
信号传导，预防小鼠和仔猪的坏死性小肠结

肠炎，也可以通过调节肠道菌群，预防和治

疗结肠炎 [54–55]。动物实验表明，补充 2′-FL
后，小鼠的抵抗力增强，肠道内 Barnesiella、
Lactobacillus 和潜在的益生菌 Akkermansia 的丰

度显著增加，Streptococcus 和 Escherichia、

Shigella 的过度生长被抑制，在小鼠体内形成

了对炎症性疾病有抵抗力的肠道环境，这种肠

道环境与短链脂肪酸的产生呈正相关，与炎症

生物标志物呈负相关，有利于减轻炎症性肠

病，从而影响小鼠对葡聚糖硫酸钠诱导结肠炎

的敏感性[52,56–57]。口服 2′-FL 也可减轻 IL-10 基

因缺失小鼠的慢性炎症，显著降低结肠炎的严

重程度，表现为炎症标志物表达量减少、组织

学和腹泻评分降低、上皮完整性增加、结肠无

明显缩短 [58]。Ryan 等 [59]发现患有肠易激综合

征和溃疡性结肠炎的成人服用含有 2′-FL 的营

养配方奶粉 6 周后，其胃肠道生活质量指数

(GIQLI)总评分、胃肠道症状分级评分、粪便

中 Bifidobacterium 和 Faecalibacterium prausnitzii
数量，以及粪便中短链脂肪酸含量均有所增

加，而且临床症状有明显改善。 
最后，肠道微生物失调是导致肥胖的重要

原因之一，2′-FL 还能够通过调节肠道菌群及

其代谢物组成治疗肥胖。Lee 等 [60]发现补充

10%的 2′-FL 能够提高肠道中 Parabacteroides
菌的丰度，增加乳酸和丙酮酸的含量，显著下

调盲肠中 IL-1β、IL-6 和巨噬细胞趋化蛋白-1
的基因表达，抑制高脂饮食诱导的肝过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ (脂肪生成的转录因子)
的基因表达，改善肠道微生物群-大脑轴，从

而降低能量摄入和脂肪质量，减轻体重。 

2  2′-FL 的生物合成研究进展 
2′-FL 的合成方法有化学合成法、酶催化

合成法和全细胞生物合成法。其中，化学合成
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需以 L-岩藻糖为底物经过 4 步反应合成岩藻糖

基供体，再以乳糖为底物经过两步反应合成乳

糖受体，随后岩藻糖基供体和乳糖受体再经  

4 步反应合成 2′-FL，最后反应产物经色谱分

离，从而获得纯度较高的 2′-FL。该方法不仅

步骤多、得率低，且底物 L-岩藻糖较为昂贵、

成本高；同时反应条件也较为严苛，合成过

程中还需要使用大量有机试剂，造成环境污

染。因此，化学法合成 2′-FL 目前尚处于千克

级规模[19]。 

酶法合成 2′-FL 主要有两条途径：第一是

以鸟苷二磷酸 -L- 岩藻糖 (GDP-L- 岩藻糖，

GDP-L-fucose)和乳糖为底物，通过 α-1,2-岩藻

糖基转移酶(α-1,2-FT)合成 2′-FL[61]；第二是利用

α-L-岩藻糖苷酶催化 4-硝基苯基-α-L-岩藻糖苷

和乳糖进行转糖基反应，从而生成 2′-FL[62–63]。

相较于化学合成法，酶催化合成法具有反应条

件温和、可控，反应体系中成分相对简单，易

于纯化等优点。但同时酶法也存在一些缺点：

(1) 以 GDP-L-岩藻糖为底物合成 2′-FL，底物成

本高；(2) 以 4-硝基苯基-α-L-岩藻糖苷为底物

合成 2′-FL，反应产物中会存在对硝基苯酚的

污染，不利于其在食品领域中的应用；(3) 酶

催化合成 2′-FL 的得率不高，目前尚处于实验

室规模。 

全细胞生物合成法是通过挖掘特定的功能

基因，组装合成途径，构建微生物细胞工厂来

合成 2′-FL。跟化学法和酶法相比，微生物细胞

具有增殖快、易于扩大培养的优点，且能以葡

萄糖、甘油和蔗糖等廉价原料作为底物，其成

本相对低廉，规模化生产难度较低，现已成为

当前工业生产的主要方法。然而，全细胞合成

法也面临着来自成本、生产效率和安全性等诸

多挑战。例如，如何降低底物 L-岩藻糖的生产

成本，提高 GDP-L-岩藻糖的合成量，以及如何

提高 α-1,2-FT 的活性等问题，是降低 2′-FL 生

产成本、提高生产效率的关键。同时，由于现

有的 α-1,2-FT 大多来源于致病菌 Helicobacter 

pylori，因此寻找安全、高效的 α-1,2-FT 来源也

引起了国内外学者的广泛关注[64]。此外，目前

2′-FL 工业化的生产菌株为大肠杆菌(E. coli)，
存在内毒素的污染风险，因此选择更为安全的

表达宿主也是目前 2′-FL 研究的热点[4]。 

2.1  大肠杆菌(Escherichia coli) 
E. coli 是最为简单的模式生物之一，也是

在 2′-FL 合成研究中最常用的表达宿主。利用

E. coli 合成 2′-FL 有 2 种途径。一是天然存在于

E. coli 中的从头合成途径(de novo pathway)，该

途径来源于可拉酸合成途径，利用廉价碳源和

细胞代谢的能量合成岩藻糖供体 GDP-L-岩藻

糖，进而合成 2′-FL[65]。具体合成途径如图 2 所

示，果糖-6-磷酸通过 ManA (甘露糖-6-磷酸异

构酶 )、ManB (磷酸甘露糖变位酶 )、ManC 

(α-D- 甘露糖 -1- 磷酸鸟苷酸转移酶 ) 、 Gmd 

(GDP-D-甘露糖 -4,6-脱水酶 )、WcaG (GDP-4-

酮-6-脱氧-D-甘露糖-3,5-差向异构酶-4-还原酶)

被转化为 GDP-L-岩藻糖，GDP-L-岩藻糖和乳

糖(lactose)在外源 α-1,2-FT 的作用下最终合成

2′-FL[66]。另一条途径是来源于真核细胞的补

救合成途径(salvage pathway)，如图 3 所示，该

途径需要以 L-岩藻糖(L-fucose)作为底物，利

用来源于 B. fragilis 的双功能酶 Fkp (L-岩藻糖

激 酶 /GDP-L- 岩 藻 糖 焦 磷 酸 化 酶 ) 来 产 生

GDP-L-岩藻糖。即 L-岩藻糖首先通过 L-岩藻糖

激酶磷酸化为岩藻糖-1-磷酸，再通过 GDP-L-岩

藻糖焦磷酸化酶转化为 GDP-L-岩藻糖。最

后，GDP-L-岩藻糖和乳糖在 α-1,2-FT 酶的催化

下合成 2′-FL[67]。   
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图 2  2′-FL 的从头合成途径[66,68–69] 
Figure 2  De novo pathway of 2′-FL[66,68–69]. 

 

 
 
图 3  2′-FL 的补救合成途径[67] 
Figure 3  Salvage pathway of 2′-FL[67]. 
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表 1 总结了近 5 年利用 E. coli 作为宿主菌

合成 2′-FL 的研究进展。提高 2′-FL 产量的策略

包括：(1) 提高 GDP-L-岩藻糖在胞内的积累，

(2) 构建辅因子再生途径，(3) 促进乳糖的摄取

和积累，(4) α-1,2-FT 的高效表达，(5) 提高 2′-FL
的外排效率。 

2.1.1  GDP-L-岩藻糖在胞内的积累 
GDP-L-岩藻糖是一种相对昂贵的前体，

直接补充 GDP-L-岩藻糖成本高。Stevenson 等[65]

发现，在 E. coli 的可拉酸合成途径中，GDP-L-岩
藻糖可从葡萄糖合成，但是产量不高。提高细

胞内 GDP-L-岩藻糖产量的策略主要有 2个：一

是过表达 GDP-L-岩藻糖合成的相关基因，如

manB、manC、gmd、wcaG，以及可拉酸合成

途径中的转录正调控因子基因 rcsA 或 rcsB[66]。

另一个是敲除 GDP-L-岩藻糖的代谢相关基

因，如参与可拉酸合成的基因 wcaJ、wcaI，抑

制 GDP-L-岩藻糖进一步合成可拉酸 [71]。此

外，敲除 ATP 依赖型胞内蛋白酶基因 lon 也能

够促进 GDP-L-岩藻糖的积累，这是由于 rcsA
基因的过表达能够上调 GDP-L-岩藻糖合成基

因的表达，而 RcsA 会被 Lon 快速降解[69]。 
在补救途径中，L-岩藻糖除了合成 GDP-L-岩

藻糖，还可以作为 E. coli 菌体生长的碳源[74]。

因此，要想在补救途径中提高胞内 GDP-L-岩
藻糖的产量，不但需要过表达 GDP-L-岩藻糖

合成基因 fkp，还需要敲除 fucI (岩藻糖异构酶

基因)、fucK (岩藻糖激酶基因)等参与 L-岩藻

糖代谢的基因[73]。此外，L-岩藻糖的异构化也

可以由 RHA (L-鼠李糖异构酶)、AraA (D-阿拉

伯糖异构酶)催化，因此敲除 araA、rhaA 也是

提高 GDP-L-岩藻糖产量的有效策略。Jung 等[67]

利用 araA、rhaA 双缺失的重组菌产出 47.0 g/L 
2′-FL。相较于 de novo pathway，通过 Salvage 
pathway 合成 2′-FL 涉及的基因较少，菌株构建

相对简单，但由于原料 L-岩藻糖来源有限，价

格昂贵，生产成本高，阻碍了其大规模的生产

应用。 
2.1.2  辅因子的再生 

鸟苷-5′-三磷酸(GTP)作为生物合成 GDP- 
L-岩藻糖的关键辅因子，它既是 GDP的供体，

也是能源物质。因此过表达 gsk (编码鸟苷-肌
苷激酶)、gpt (编码鸟嘌呤磷酸核糖转移酶)、
gmk (编码鸟苷酸激酶)、ndk (编码核苷二磷酸激

酶)等参与 GTP 合成的基因也能提高 GDP-L-岩
藻糖的产量。研究表明，过表达 gsk 的 E. coli
和仅过表达 GDP-L-岩藻糖生物合成酶的 E. coli
相比，GDP-L-岩藻糖产量提高了 58%[75]。此

外，过表达 fkp、gpt、gmk和 ndk的菌株摇瓶发

酵获得的最大 GDP-L-岩藻糖量，是仅过表达

fkp 菌株的 4.2 倍[76]。 
2′-FL 合成的另一关键辅因子是 NADPH，

其主要来源于磷酸戊糖途径(PPP 途径)、三羧

酸循环途径(TCA 循环 )以及脱氢酶系统。如 
图 4 所示，一方面过表达参与 PPP 途径和 TCA
循环的相关酶基因，如葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

(G6PDH，zwf 基因编码)、6-磷酸葡萄糖酸脱氢

酶(6PGDH，gnd 基因编码)、异柠檬酸脱氢酶

(ICD，icd 基因编码)、苹果酸酶(MaeB，maeB
基因编码)等，可以促进 NADPH 的生成；另一

方面过表达嘧啶核苷酸转氢酶(PntAB，pntAB
基因编码 )、吡啶核苷酸转氢酶 (UdhA，udhA
基因编码)也可以促进 NADPH 的再生；此外，

还可以引入甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GapN，gapN
基因编码)等酶的编码基因，构建细胞内氧化还

原再生途径，从而提高 2′-FL 的产量[69,77–83]。

万李[82]通过在 E. coli 中过表达 zwf 和 gsk 这   
2 个基因，促进胞内辅因子 NADPH 和 GTP 的

循环再生，从而将 GDP-L-岩藻糖的产量提高

了 8.1 倍。 
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图 4  NADPH 的来源[69] 
Figure 4  Source pathway of NADPH[69]. 
 

此外，厌氧氧化还原调控应答调节蛋白

(ArcA)是 E. coli 中一种重要的全局调节因子。

arcA 基因的敲除有利于 TCA 循环，从而提高

2′-FL 的合成能力。研究表明，arcA 缺失的工程

菌与对照菌株相比，2′-FL 产量增加了 38.8%[72]。 
2.1.3  乳糖的摄取和积累 

乳糖是合成 2′-FL 的受体底物，充足的乳

糖供给是大量合成 2′-FL 的基础。乳糖通过

LacY (β-半乳糖苷透性酶)进入细胞内后会立

即被 LacZ (β-半乳糖苷酶)水解成葡萄糖和半

乳糖。因此，提高细胞内乳糖浓度的策略主

要有：一、过表达 lacY 以提高乳糖的摄入；

二、部分破坏或敲除 lacZ，以阻止乳糖的进

一步水解[69]。 
2.1.4  α-1,2-FT 的高效表达 

α-1,2-FT 能够以 GDP-L-岩藻糖和乳糖为

底物合成 2′-FL，是 2′-FL 合成的关键限制因

素之一。表 2总结了不同来源的 α-1,2-FT，其

中 WbsJ、WbwK、WbiQ、WbgL 等来源于   
E .  coli，但这些酶的基因表达水平通常比较

低。目前使用最多的 α-1,2-FT 是来源于 H. pylori
的 FutC 和 FucT2，但是 FutC 和 FucT2 会导致 
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表 2  部分 α-1,2-岩藻糖基转移酶 
Table 2  Some members of α-1,2-fucosyltransferase 
Α-1,2-FT Strains References 

FutC H. pylori [69] 
FucT2 H. pylori  [67] 
WbsJ E. coli O128  [84] 
WbwK E. coli O86:B7 [85] 
WbiQ E. coli O127:K63(B8) [86] 
WbgL E. coli O126 [87] 
WcfB B. fragilis [68] 
Te2FT T. elongatus [64] 

 
副 产 物 的 产 生 ， 后 处 理 相 对 复 杂 ， 而 且     
H. pylori 是病原微生物，这可能会成为 2′-FL
在各国准入审批的障碍。此外，Chin 等[68]发现

B. fragilis 中的 WcfB 表达水平高且无副产物生

成，但由于该酶同样也是来源于病原微生物，

因而被认为不安全。Seydametova 等[64]从生物安

全一级细菌中鉴定了 10个 α-1,2-FT基因，筛选出

了来自 Thermosynechococcus elongatu的Te2FT，
并在 E. coli ΔL M15 中表达 Te2FT，摇瓶发酵

72 h 可获得 0.49 g/L 2′-FL，这与先前报道的  
H. pylori 和 B. fragilis 的 α-1,2-FTs 值相当[64]。 
2.1.5  2′-FL 的外排 

由于 E. coli 胞内成分复杂，破壁会大大

增加后续分离提取的难度，因此引入 2′-FL 的

外排系统，将 2′-FL 从胞内排至胞外，可以减

少后续分离步骤，降低生产成本 [88]。Parschat
等[70]构建了一株以蔗糖为唯一碳源、且从头合

成 2′-FL 的工程菌，并在该菌株中引入了来自

Y. bercovieri ATCC 43970 的 TP Y.b.基因，TP 
Y.b.能够编码主要协同转运蛋白超家族(major 
facilitator superfamily，MFS)的糖外排转运体，

从而有效促进 2′-FL 的外排，发酵 84 h 后，可

获得超过 60 g/L 的 2′-FL。此外，选择合适的

α-1,2-FT 也有助于提高胞外 2′-FL 的含量。例

如，利用 FutC 合成 2′-FL 时，49%的 2′-FL 在

胞内；而利用 Te2FT 合成的 2′-FL，只有 12.3%
的 2′-FL 存在于胞内[64]。 

2.2  其他微生物 
目前，2′-FL 的生物合成主要在 E. coli 中

进行，然而由于 E. coli 细胞含内毒素，其作为

食品和化妆品原料的生产菌株存在一定的风

险。酵母菌 Saccharomyces cerevisiae 是一种

GRAS (公认安全的)微生物，且细胞中含有丰

富的 GDP-D-甘露糖，这为酵母中大量生产

2′-FL 提供了可能[89]。然而，在 S. cerevisiae 中

实现 2′-FL 生产，需要大量供应关键前体：乳糖

和 GDP-L-岩藻糖，而天然 S. cerevisiae 既不能代

谢也不能输入乳糖。为了使前体乳糖能从培养基

中输入到细胞质中，需要将来自 Kluyveromyces 
lactis 的乳糖透性酶(Lac12)或来自 Neurospora 
crassa 的纤维糊精转运体引入 S. cerevisiae 中，

从而将外部乳糖吸收到细胞内[90–91]。另一前体

GDP-L-岩藻糖，则可以 GDP-D-甘露糖为底物

从头合成，或以 L-岩藻糖为底物在细胞内构建

salvage pathway 来实现。 
Liu 等[90]在 S. cerevisiae 中引入了乳糖透性

酶(Lac12)、GDP-L-岩藻糖的 de novo pathway
相关基因 gmd、wcaG、fucT2，该菌分批发酵

能够产生 0.51 g/L 的 2′-FL，这是 S. cerevisiae
通过 de novo pathway 生产 2′-FL 的首次报告。

Yu 等[92]在 S. cerevisiae 中引入编码乳糖透性酶

的 lac12，以及 fkp、fucT2 等 GDP-L-岩藻糖的

salvage pathway 相关基因，以乙醇为碳源，分

批补料发酵 120 h 后可获得 0.503 g/L 的 2′-FL。

Lee 等[91]以木糖代替葡萄糖，解除葡萄糖代谢过

度产生的副产物对 2′-FL 合成的抑制，并在细胞

内构建了 Lac12、Gmd、WcaG 和 WbgL 等酶组

成的合成途径，将 2′-FL 产量提高到 25.5 g/L，

同时通过调整培养基组分改变酵母产生 2′-FL
的主要位置，使 72%的 2′-FL 能够被分泌到胞
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外。Hollands 等[93]引入来源于 N. crassa 的纤维

糊精转运体 CDT2 的编码基因也能够有效改善

酵母菌中 2′-FL 的外排。 
Bacillus subtilis 也是一种典型的 GRAS 菌

株，被广泛应用于食品级产品的生物合成。

Deng 等[94]通过在 B. subtilis 引入 fkp、futC 等基

因构建了 2′-FL 的 GDP-L-岩藻糖的 salvage 
pathway，引入外源乳糖透性酶基因(lacY、lac12)
促进乳糖吸收，敲除内源性 β-半乳糖苷酶基因

(yesZ)来阻断乳糖降解，过表达转运蛋白基因

glcP 改善了 L-岩藻糖的输入，同时调整辅因子

GTP 再生模块基因的表达，使 B. subtilis 合成

2′-FL 的产量达到 5.01g/L。 

3  2′-FL 的检测方法 
2′-FL 的含量可通过高效液相色谱法(HPLC)

进行定量检测。Christensen 等[95]建立的 HPLC
方法：样品制备简单，测定时间为 19 min，在

0.2–12.0 mg/mL 范围内线性良好(R2>0.999 5)，
且该方法用于婴儿配方奶粉中 2′-FL 的定量检

测，具有高准确度和高重现性。然而，HPLC
检测的方法不能实现高通量检测。Seydametova
等[96]开发了一种以微孔板形式定量 2′-FL 的简

单方法，即通过 α-(1-2,3,4,6)-L-岩藻糖苷酶从

2′-FL 释放 L-岩藻糖，测定 L-岩藻糖脱氢酶氧

化 L-岩藻糖时形成的 NADPH，从而快速测定

2′-FL，该方法可使用 96 孔微孔板在 50 min 内

快速、高通量地检测 2′-FL (检测的 2′-FL 浓度

高达 5 g/L)。Seydametova 等[97]还鉴定、克隆并

在 E. coli 中过表达了来自 Xanthomonas manihotis
的 α-1,2-岩藻糖苷酶和来自 Pseudomonas sp. no. 
1143 的 L-岩藻糖脱氢酶，2′-FL 在 α-1,2-岩藻糖

苷酶的作用下分解为 L-岩藻糖和乳糖，L-岩藻

糖在 L-岩藻糖脱氢酶的作用下进一步氧化，并

形成 NADPH，通过测定 NADPH 进而确定 2′-FL

含量，该方法不仅可以用于婴儿配方奶粉中

2′-FL 的定量检测，还可以用于 2′-FL 高产菌株

的快速筛选。Shin 等[98]开发了一个全细胞荧光

生物传感器，在 E. coli ∆L YA 中组成型共表达

α-L-岩藻糖苷酶和红色荧光蛋白(RFP)，E. coli 
∆L YA 在含有 2′-FL 的培养基中表现出荧光强

度增强，且细胞的荧光强度与 2′-FL 在 1–5 g/L
浓度内成线性比例。 

4  2′-FL 的安全性   
研究表明，在日粮中添加 2 g/L 的 2′-FL 对

新生仔猪无不良影响[99]。临床数据表明，添加

到婴儿配方奶粉中的 2′-FL 是安全的、耐受性好

的，且喂食含 2′-FL 配方奶粉有益于婴儿的免疫

和肠道健康[19,32,100–102]。Phipps 等[103–105]对 2′-FL
和二岩藻糖基乳糖 (DFL)混合物、2′-FL 和乳 
糖-N-岩藻五糖 I (LNFP-I)混合物作为食品的安

全性进行了评估，包括细菌回复突变试验、体

外哺乳动物细胞微核试验和新生大鼠 90 d 经口

灌胃试验等，在为期 90 d 的研究中，未观察到

不良反应和遗传毒性，证明 2′-FL/DFL 混合

物、2′-FL/LNFP-I 混合物在婴儿配方奶粉以及

食品添加剂中的应用是安全的。Parschat 等[106]

也证实了含有 2′-FL、3-岩藻糖基乳糖、乳糖- 
N-四糖、3′-唾液酸乳糖、6′-唾液酸乳糖等 5 种

HMO 的混合物在婴儿产品和一般食品中应用

的安全性。 
2016 年，美国食品和药物监督管理局(FDA)

批准 2′-FL 为“公认安全” (GRAS)，可作为食品

添加剂应用于婴幼儿配方奶粉、乳制品和饮料

等产品中[107]。2019 年，澳大利亚新西兰食品标

准局(FSANZ)允许在婴儿配方食品中单独添加

2′-FL 或与乳酰-N-新四糖复合添加[108]。同年，

欧洲食品安全局(EFSA)批准 2′-FL/DFL 作为

新型食品(NF)进入市场[105,109–110]。2′-FL 不仅可
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作为婴儿配方奶粉中添加的活性成分，还可作

为膳食补充剂和医用食品原料应用于食品加工

领域[109]。 

5  展望 
HMOs 能够促进婴儿生长、发育和健康，

因而被广泛应用于婴儿配方奶粉。HMOs 在婴

儿配方奶粉中的应用占全球 HMOs 市场的一

半以上。2′-FL 是分泌型母乳中含量最高的

HMO，在抑制病原菌感染、调节肠道菌群和

增强免疫力等方面发挥着重要作用 [13,111]。目

前，在欧美一些国家 2′-FL 可以作为食品成分

应用于婴儿配方奶粉、膳食补充剂和医疗食

品中。在婴儿配方奶粉中添加 2′-FL 是一种很

有前途的营养创新，这对于开发接近母乳的

婴儿配方奶粉具有重要意义 [112]。近年来，作

为长期占据 HMOs 市场的寡头企业，杜邦公

司、巴斯夫集团、荷兰皇家帝斯曼集团，以及

丹麦科汉森等知名企业纷纷进军 2′-FL 产业，

进行规模化生产。而我国对 2′-FL 的合成还处

于研发阶段，目前还没有企业能够实现 2′-FL
规模化生产，未来仍需加速推进对 2′-FL 合成

方法的研究。 
全细胞生物合成法是目前公认的最具工业

化潜力的 2′-FL 生产方法，但该法仍有诸多问

题亟待解决。首先，由于利用 salvage pathway
合成 2′-FL 时需要以 L-岩藻糖为底物，而如今

L-岩藻糖的生产仍以天然产物提取为主，原料

单一、提取成本高，限制了 2′-FL 的产业化发

展[113]。因此，开发 L-岩藻糖低成本的生产方法，

或开发以葡萄糖或其他廉价底物为碳源的

2′-FL 合成途径是今后研究的重要方向。其次，

α-1,2-FT 的高效表达、辅因子的再生、乳糖的

摄取和积累以及 2′-FL 的外排效率都极大影响

2′-FL 的产量和生产效率。因此，筛选安全来源、

且活性高的 α-1,2-FT，通过蛋白质工程提高

α-1,2-FT 催化效率、构建辅因子再生途径、使

用特定的抗反馈基因缓解中间代谢物的反馈

抑制，以及引入 2′-FL 外排转运体等策略，对

于 2′-FL 的高效合成至关重要[109]。第三，除了

E. coli，食品级宿主菌 S. cerevisiae、B. subtilis
等也被改造用于合成 2′-FL，但这些食品级菌株

产量较低，且缺乏利用乳糖底物的乳糖透性酶。

因此，引入乳糖透性酶也是增加 2′-FL 产量的

有效策略。第四，当发酵规模扩大时，发酵罐

内的环境变量，以及工程菌的遗传稳定性也是

值得关注的问题。最后，目前中国尚未批准

2′-FL 作为食品添加剂加入婴幼儿配方奶粉中，

也缺乏相关标准。因此，在推动 2′-FL 合成技

术发展的同时，亦需要积极推动国内 2′-FL 作

为新食品原料的申报与审批工作，制定相关的

行业标准。 
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