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摘  要 : 人参是我国传统中药，药效显著、应用广泛。通过定向修饰与转化人参皂苷糖基可产生高抗癌活性稀有

人参皂苷。传统化学法由于制备工艺极其复杂、成本过高，不能应用于临床，微生物及其酶系转化成为解决该瓶

颈问题的最可行手段。有关全细胞催化、糖苷酶重组表达、固定化及其催化分子识别机制和溶剂工程的生物转化

已有大量综述报道，但尚无在人参皂苷转化应用中的系统研究。文中通过对人参皂苷单体生物转化理论和应用研

究最新进展的回顾，结合目前广泛采用的生物催化方法的讨论，系统梳理归纳了能够改善产物专一性、提高催化

效率，且具有工业应用前景的人参皂苷单体定向转化方法。基于酶分子设计以及离子液体溶剂工程，对人参皂苷

单体抗癌药物和食品、保健品市场的开发、规模化制备进行了展望。 
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Abstract:  Panax ginseng is a traditional Chinese medicine with significant pharmaceutical effects and wide application. 

Through orientational modification and transformation of ginsenoside glycosyl, rare ginsenosides with high antitumor 

activities can be generated. Traditional chemical methods cannot be applied in clinic. because of extremely complex 

preparation technologies and very high cost Transformations using microorganisms and their enzymatic systems provide the 
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most feasible methods for solving the main problems. At present, the key problems in enzymatic synthesis of ginsenosides 

include low specific enzyme activities, identity of enzymes involved in the enzymatic synthesis, and their catalytic 

mechanisms, as well as nonsystematic studies on structural bioinformatics; specificity of enzymatic hydrolysis for saponin 

glycosyl has been rarely studied. Many reviews have been reported on glycosidase molecular recognition, immobilization, and 

biotransformation in ionic liquids (ILs), whereas ginsenoside transformation and application have not been systematically 

studied. To evaluate theoretical and applied studies on ginsenoside-oriented biotransformation, by reviewing the latest 

developments in related fields and evaluating the widely applied biocatalytic strategy, this review aims to evaluate the 

ginsenoside-oriented transformation method with improved product specificity, increased biocatalytic efficiency, and 

industrial application prospect based on the designed transformations of enzyme and solvent engineering of ILs. Therefore, 

useful theoretical and experimental evidence can be obtained for the development of ginsenoside anticancer drugs, large-scale 

preparation, and clinical applications in cancer therapy. 

Keywords:  ginsenosides, biocatalysis, whole cell conversion, enzyme conversion, ionic liquids 

肿瘤是全球致死率最高的恶性疾病，危害人

类的生命与健康[1]。目前临床上肿瘤治疗药物很

多来源于植物，如紫杉醇、雷公藤甲素等，而现

代药理学研究表明，来源于人参 Panax ginseng、

西洋参 American ginseng 和三七 Panax notoginseng

中的重要次级代谢产物人参皂苷具显著抗癌效

果，而尤以稀有人参皂苷及苷元的抗肿瘤、保护

神经系统、保肝护肝等药理活性最为显著[2]。而

人参皂苷、次级皂苷和皂苷元等成分在人参属植

物中含量较少，体内转化量和生物利用度极低，

须通过体外总皂苷降解获得。 

通过多种技术手段去除骨架结构达玛烷四环

三萜支链上所连糖基，定向获得人参皂苷单体成

为研究的热点[3]。已经通过酸或热处理方法转化

并分离出 289 种纯人参皂苷单体[4]。由国家药品

监督管理局  (SFDA) 批准上市的抗癌新药参一

胶囊 (人参皂苷 Rg3)，成为我国首个实现人参皂

苷工业化生产的一类中药单体抗癌药物。国家

SFDA 唯一认可的人参皂苷 Rh2 产品今幸胶囊，

纯度 98%的 20(S)-Rh2 经极其复杂的大孔树脂吸

附、硅胶柱层析分离提取工艺获得，每斤价格高

达 100 多万人民币[5]。 

基于微生物及其酶的生物催化由于反应特

异性高、条件温和、副产物少、后处理简单成为

解决其瓶颈问题的最可行手段。原人参萜二醇

(Protopanaxadiol ， PPD) 型 及 原 人 参 萜 三 醇

(Protopanaxatriol，PPT) 型皂苷通过细胞转化或发

酵以不同的水解途径转化为去糖基化(Deglycosylation) 

的人参皂苷 [6]。实质为糖苷水解酶  (Glycoside 

hydrolase，GH) 对其侧链糖基 (以 1–4 分子的 D-

葡萄糖、L-阿拉伯吡喃糖苷、L-阿拉伯呋喃糖苷、

D-木糖和/或 L-鼠李糖等组成) 的特异性水解[7]。

金凤燮课题组从微生物培养物、植物提取物得到

人参皂苷糖苷酶 (纤维素酶和糖苷酶新亚类)，并

依据底物糖基连接位置和内、外侧糖残基水解特

异性进行了分类[8]。Shin 等[7]对不同来源人参皂

苷 GH 归属、分子量、最适反应 pH、温度、比活

等生化特性进行了总结。 

微生物、酶法转化相比化学法在持续性、选

择性和再生等方面的优势如表 1 所示。相比化学

法，微生物及其酶的生物转化仅存在溶剂耐受性

和转化率方面的不足；相比微生物法，酶法主要

存在成本和再生等问题[9]。本文综合人参皂苷生

物转化最新进展的回顾，及目前广泛采用的生物

催化方法的讨论，认为基于蛋白质工程的酶分子

改造和绿色溶剂工程 (以离子液体为主) 的催化

体系构建，在高效、定向转化人参皂苷单体方面

有广阔的工业应用前景。 
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表 1  不同催化方法的特点和选择 

Table 1  Selected key characteristics of different types 
of catalysis 

Characteristics 
Catalysis 

Chemical Enzymatic Whole-cell

Sustainability Low High High 

Cost High High Low 

Selectivity Good High High 

Self-replication No No Yes 

Solvent 
tolerance 

High Good Low 

 
 
 
 
 
 
 

1  人参皂苷糖基代谢及对药理活性的影响  

通常人参根可直接口服，或以粉末或提取物

通过能量饮料、茶和功能性补充剂食用。然而，

口服人参对主要人参皂苷的吸收来说是无效的[20]。

因为糖基化人参皂苷在肠道中的生物利用率非常

低 (比如 Rb1 为 0.1%–4.4%; Rb2 为 3.7%)，且容

易通过胆道或泌尿系统排出[11-12]，需要通过肠道

微生物群对其药物代谢动力学特性的改变来逆转

低生物利用度，最终被位于肠壁的天然微生物群

降解为真正容易被吸收并发挥生物活性作用的 

稀有人参皂苷 (Rg2、Rg3、Compound K 等) 和

苷元[13]。 

稀有人参皂苷单体及其衍生物能够调控癌细

胞炎症、氧化应激、血管生成、转移信号路径，

单独或者结合其他药材治疗癌症[2]。基于糖基数

量、位置和糖配基类型、双键位置和立体选择性，

Quan 等[14]通过酸转化快速制备了 23 种稀有人参

皂苷，并基于它们对 6 种癌细胞 (包括 HCT-116、

HepG2、MCF-7、Hela、PANC-1 和 A549) 的细

胞毒性作用分析了其皂苷结构-药理活性关系。

Wei 等[15]研究脂肪酸酯化法修饰 Rh2，在体内抗

肿瘤活性不变的同时，二辛酰酯(D-Rh2)体外对人

肝细胞系 QSG-7701 毒性相比亲本 Rh2 显著降低。

D-Rh2 可能通过刺激淋巴细胞对肿瘤细胞产生细

胞毒性而间接影响肿瘤生长，较低副作用的

D-Rh2 可用作抗肿瘤候选药物。 

天然化合物人参皂苷的体外修饰与转化增加

了人参皂苷结构多样性。为深入研发高抗癌活性

药物的应用，本课题组在前期的研究工作中通过

酸转化、柱分离制备了一系列稀有皂苷及其组合

物，通过抗肿瘤活性分析及初步临床观察，发现

PPD 型人参皂苷双键异构体 Rk1 和 Rg5 (即 Rg3 

C-20 处脱羟基产物) 因抗癌活性优异而极具开发

潜力。皂苷单体杀伤肿瘤细胞作用的强度与苷元

类型、糖链长短及 C-20 立体异构有关，改造单体

结构可增强抗肿瘤活性[6,14,16]。 

以酸水解、高温等改变皂苷结构的化学法，

均存在价格高、选择性差、副产物多等问题，工

业化生产不易实现，多数单体分子结构和抗肿瘤

活性的构效关系仍不能被完全阐明[14]。通过微生

物及其酶系的生物催化，由于反应特异性高、条

件温和、副产物少、后处理简单，适于稀有人参

皂苷 Compound K、Rg3 及其衍生物等转化制备。

生物转化修饰结构已涉及羟基化、环氧化、甲基

化、异构化、酯化、水解、醇和酮之间的氧化还

原、脱氢等多种反应类型[17]。而人参皂苷结构修

饰主要在于对特定位点的糖基进行水解，通过不同

位置糖链结构的变化来改善化合物的生物活性。 

2  菌体及酶法转化人参皂苷单体 

生物催化剂应用形式 (即细胞悬浮液、无细

胞提取物和纯化酶) 一般取决于下游加工及菌体

固有特性[18] (图 1)。细胞为酶提供了天然环境并

防止蛋白构象变化，多种胞内、胞外酶的产生取

决于生长条件和细胞发育状况。全细胞催化有利

于节约人力、生产成本、维护成本。微生物多样

性是菌体对各类自然条件 (例如温度、pH、压力

和盐) 长期适应的结果，极端微生物在实验室条

件下通常很难生长。除常规的富集培养，还可通

过宏基因组 (Metagenome) DNA 库筛选或序列 
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图 1  由分离酶或全细胞进行生物催化的比较 (改编自参考文献[18]) 
Fig. 1  Biocatalysis is carried out by isolated enzymes or by whole cells[18]. In the latter case, non-native (biotransformation) 
or native (fermentation) substrates can be used. 

 

搜索发现新的功能基因，再结合适当的克隆载体

和宿主获得工程菌[19]。酶较全细胞对一步反应更

有优势，负责生命过程所有必需代谢反应的催化，

一般反应条件温和，pH、温度范围有限，体外仅

在最佳 pH 和温度条件下发挥作用。纯酶反应特

异性更高，而酶的分离和纯化过程耗时费钱。 

2.1  菌体/全细胞催化 

微生物能够通过全细胞或发酵以不同代谢途

径对人参皂苷进行去糖基化 (Deglycosylation)[6]。

例如，以人参皂苷 Rb1 为底物转化生产 Compound 

K (已证明具诸如抗癌、抗炎、抗过敏、抗糖尿病、

抗血管生成、抗衰老、神经保护和保肝作用等生物

学功效[20])，枝孢霉菌 Cladosporium cladosporioides[21]

兼具两条水解途径：Rb1→G17→F2→Compound 

K→和 Rb1→Rd→F2→Compound K；叶森金杆菌

Chryseobacterium yeoncheonense和人体肠道菌群[22]

兼具 3 条水解途径：Rb1→F2→Compound K、

Rb1→G17→G75→Compound K 或 Rb1→G17→F2 

→ Compound K。 

肠道菌群中的乳酸杆菌 Lactobacillus 和双歧

杆菌属 Bifidobacterium spp.可合成对人参皂苷去

糖基化所必需的多种糖苷酶 (EC 3.2.1)，包括 β-

葡糖苷酶 (EC 3.2.1.2)、纤维素酶 (EC 3.2.1.4)、β-

半乳糖苷酶 (EC 3.2.1.23)、α-L-阿拉伯呋喃糖苷

酶 (EC 3.2.1.55)、α-L-阿拉伯糖苷酶 (无 EC 编号)

和 β-木糖苷酶 (EC 3.2.1.37)[10,23]。肠道微生物组

成及其糖苷酶活性对人参皂苷 CK、Re 等的代谢

调控有重要作用[24]。而以人参皂苷为碳源进行的

肠道细菌体外厌氧培养转化，存在培养基昂贵、

产率低的问题[10]。 

人参栽培土壤中可以分离用于人参皂苷转化

的真菌[9]。曲霉属含 β-葡萄糖苷酶约 250 种，在

食品和饮料领域应用了 1 500 年，其中黑曲霉

Aspergillus niger 和米曲霉 A. oryzae 列为美国

FDA 通常被认为是安全的 (GRAS) 名单[25-26]。

Lin 等[27]直接使用杂色曲霉 Aspergillus versicolor

产孢子阶段分泌于固体培养物中的胞外 β-葡萄糖

苷酶进行人参皂苷 Rb1 到 Rd 的转化。孢子悬浮

系统从摇瓶放大至 2 L 时的最大生物转化率 85% 

(W/W)。因培养基便宜且生长较快，该类土壤真菌

的转化较肠道细菌更经济可行，被指定为 GRAS

的土壤微生物能应用于食品领域。 

预计到 2021 年益生菌市场总量增长至 580 亿

美元[28]。以益生菌修饰人参皂苷糖基结构，有助



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1594 

于其保健品特性的强化和规范。Ku 等[10,29]分别用

长双歧杆菌 Bifidobacterium longum RD47 和鼠李

糖乳杆菌 Lactobacillus rhamnosus GG 将人参皂苷

Rb2、Rc 和 Rb1 水解为人参皂苷 Rd。作为牛奶、

蔬菜等食物发酵剂的乳酸菌 (Lactic acid bacteria，

LAB) 在稀有人参皂苷的转化应用方面，Park 等[30]

首次通过食品级明串珠菌 Leuconostocs 和乳酸杆

菌 Lactobacilli 全细胞转化生产 Compound K。Huq

等[31]以 LAB 在经济可食用培养基 (有 20 g/L 萝

卜，20 g/L 葡萄糖和 10 g/L 酵母提取物) 上经 7 d

发酵后，人参皂苷 Rb1 可转化 Rg3，而 MRS 培

养基中只能转化到 Rd。作为表达外源基因高效生

产酶蛋白的 GRAS 宿主，Li 等[32]通过强化密码子，

在乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 中表达克隆自胶

质类芽孢杆菌 Paenibacillus mucilaginosus 的重组

β-葡萄糖苷酶，转化人参皂苷 Rb1 和 Rd 为 F2。 

在三萜合成途径构建方面，以酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 为代表的微生物工程已

被广泛用于人参皂苷的转化[33-34] (表 2)。经鉴定

Cyt P450 酶 (CYP716A47) 参与达玛烷型人参 
 

表2  微生物基因工程菌全细胞催化转化人参皂苷 

Table 2  Production of ginsenoside in genetically engineered microorganisms by whole cell biocatalysis 

Strategies 
Microbial 

hosts 
Introduced gene and source Type of ginsenosides 

Amount of ginsenosides
produced 

Reference

Biosynthetic 
pathway  
constituted 

Saccharomyces 
cerevisiae 

CYP716A47 and PgDDS from 
P. ginseng 

Galactose→→ 
Protopanaxadiol 

/ [35] 

PgDDS and PgPPDS  
genes from P. ginseng,  
NADPH-cytochrome P450  
reductase gene of Arabidopsis 
thaliana (AtCPR1) 

Glucose→→ 
Dammarenediol-II→ 
Protopanaxadiol 

8.40 mg/g dry cell weight 
(DCW) protopanaxadiol  
(1 189 mg/L), together  
with 10.94 mg/g DCW  
dammarenediol-II  
(1 548 mg/L) 

[36] 

PPDS modified through  
transmembrane domain  
truncation of P. ginseng+
ATR1of Arabidopsis thaliana 

Glucose→→ 
Protopanaxadiol 

1 436.6 mg/L [37] 

UGTPg45 and UGTPg29 from 
P. ginseng+PPD-producing  
chassis 

Glucose→→ 
Protopanaxadiol→ 
Rh2→Rg3 

3.49 μmol/g DCW [39] 

UGTPg1/UGTPg100 from  
P. ginseng+PPD-producing  
chassis (PgDDS+  
CYP716A47+CYP716A53v2+
PgCPR1 of P. ginseng) 

Glucose→→Rh1, 
Glucose→→F1 

F1 and Rh1 measured as  
42.1 mg/L and 92.8 mg/L, 
respectively 

[40] 

Semi-rationally designed  
UGT51 from S. cerevisiae+  
PPD-producing chassis 

Glucose→→Rh2 2.90 mg/g dry cell  
weight DCW, ~300 mg/L 

[41] 

Pichia pastoris Self-assembly of ERG1 from 
P. pastoris and PgDDS from  
P. ginseng 

Glucose→→ 
Dammarenediol-II 

0.1 mg/g DCW [42] 

Escherichia 
coli 

SS, SE and CPR from S.  
cerevisiae+SE from  
Methylococcus capsulatus+  
CPR from Arabidopsis  
thaliana 

Isopentenyl pyrophosphate 
(IPP) and its isomer  
dimethylallyl pyrophosphate 
(DMAPP)→Dammarened 
iol-II 

8.63 mg/L [43] 

Ectopic 
expression 

UGT genes from P.  
notoginseng, Medicago sativa, 
and Bacillus subtilis 

20(R)PPD→Compound 
K→20(R)F2 

0.06 mg/L [44] 

S. cerevisiae UGTPg71A29, from P. ginseng Rh1→Rg1, Rd→Rb1 / [45] 

“→” represents one-step reaction; “→→” represents more than one-step reactions; “/” represents data not mentioned. 
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皂苷前体达玛烯二醇-II C-12 位羟基化，Han 等[35]

通过在 S. cerevisiae中 CYP716A47和达玛烯二醇

合酶基因 (PgDDS) 的共表达，不添加达玛烯二

醇-II 即可产生 PPD。Dai 等[36]在 S. cerevisiae 中

引入达玛烯二醇-II 合成酶、PPD 合成酶基因以及

拟南芥 NADPH-细胞色素 P450 还原酶 (ATR1) 

基因，并通过过量表达截短 (Truncation) 的 3-羟

基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶、法呢基二磷酸合

成酶、角鲨烯合成酶和 2,3-氧化角鲨烯合成酶基

因，以及提高 PPD 合酶活性的密码子优化，最

后通过双相萃取发酵获得 8.40 mg/g DCW PPD 

(1 189 mg/L)。Zhao 等[37]通过引入人参达玛烯二

醇-II 合成酶、人参细胞色素 P450 型 PPD 合成酶

(PPDS) 和拟南芥 ATR1 基因，在 S. cerevisiae 中

构建了 PPD 的生物合成途径，经细胞色素 P450

氧化系统优化，在 5 L 生物反应器中补料分批发

酵，PPD 产量达到 1 436.6 mg/L。 

通过在微生物底盘细胞中重构与优化天然化

合物的生物合成途径, 实现目标化合物的从头合

成。被首次表征的用于植物四环三萜底物糖基化

的 UDP-糖基转移酶 (UGT) UGTPg1，转移葡糖

基部分到 PPD 的 C-20S-OH 得到 Compound K，

是经一锅反应由简单糖生物合成 Compound K 成

功的关键[38]。Wang 等[39]从人参中克隆并鉴定了

两种 UGT 基因：UGTPg45 和 UGTPg29，结合产

PPD 的酵母底盘细胞，成功构建了由葡萄糖生产

Rh2 和 Rg3 的酵母细胞工厂。Wei 等[40]证明从人

参分离的新型 UGT 基因 UGTPg100 和 UGTPg101

可特异糖基化 PPT 的 C6-OH 分别产生人参皂苷

Rh1、F1，在酵母底盘细胞中构建了 F1 和 Rh1 的

合成途径。Zhuang等[41]将用于PPD到人参皂苷 Rh2

转化的微生物糖基转移酶 UGT51 通过半理性设

计，将突变糖基转移酶基因引入酵母并经代谢工

程进一步优化后，在 5 L 生物反应器中补料分批

发酵，Rh2 产量达到约 300 mg/L。 

毕赤酵母 Pichia pastoris 与 S. cerevisiae 遗传

操作相似且外源蛋白表达量更高，Zhao 等[42]通过

在 P. pastoris 中自组装达玛烯二醇-Ⅱ合酶和角鲨

烯环氧酶促使达玛烯二醇-Ⅱ产量增加 2.1 倍。Li

等[43]通过在大肠杆菌 Escherichia coli 中重建 2,3-

氧化角鲨烯衍生的三萜类化合物生物合成途径，

成功构建产达玛烯二醇-Ⅱ的 E. coli 底盘，达玛烯

二醇-Ⅱ异源生物合成，发酵 48 h 产率为 8.63 mg/L。

但是这些工作目前还仅限于达玛烷型人参皂苷前

体达玛烯二醇-Ⅱ的合成, 尚未真正意义上实现合

成人参皂苷。 

通过外源生物合成途径重建的工程菌直接从

人参皂苷为底物合成稀有人参皂苷。Yu 等[44]通过

尿苷二磷酸糖基转移酶 (UTG) 基因工程化大肠

杆菌分别由 20(R)-PPD 和 20(R)-PPT 转化生产

20(R)-Compound K 和 20(R)-F1。Lu 等[45]鉴定了

参与人参皂苷 Rg1 和 Rb1 生物合成的 UDP-糖基

转移酶，并实现了 S. cerevisiae 中的全细胞催化。 

2.2  酶催化 

微生物的代谢易受环境影响，转化人参皂苷

的选择性差、产率低，参与反应的酶未确定。酶

促转化由于操作方法简单且反应特异性强，被认

为是结构修饰和代谢研究的有用工具。优化微生

物产酶条件，实现生物量和产酶之间的平衡，尤

以最大限度缩短处理时间、降低成本的重组酶转

化最为显著[46]。 

在 E. coli 中过表达各种重组 β-葡糖苷酶以酶

解糖基化的人参皂苷。Cui 等[47]用重组酶在 10 L

发酵罐转化 20 mg/mL Re 得到 113 g 色谱纯 

(84.0±1.1)%的 Rg2 (S)，首次实现 100 g 级 Rg2 (S)

酶法生产。Kim 等[48]补料分批培养强化表达 β-D-

糖苷酶和 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶的 E. coli，通过

立体专一酶的级联转化，由人参叶提取物获得人

参皂苷 Compound K。Shin 等 [49]将能完全转化  

所有 PPD 型皂苷为 Compound K 的 β-糖苷酶在  
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E. coli 重组表达，可将丢弃人参叶的 PPD 型皂苷

转化为 Compound K。Xie 等[50]过表达来自嗜热

酶 α-丙氨酸呋喃糖苷酶，85 ℃、pH 5.0、1 h 内转化

25 g/L Rc 为 21.8 g/L Rd，Rd 产率为 21 800 mg/(L·h)。

Quan 等[51]首次报道了高热稳定性重组 β-葡萄糖

苷酶分别将人参皂苷 Re 和 Rg1 转化为人参皂苷

Rg2 和 Rh1，在酶浓度 1.36 U/mL、85 ℃、pH 5.5、

1 h 内转化 10 g/L 人参皂苷 Re 为 8.02 g/L Rg2，   

2 g/L 人参皂苷 Rg1 为 1.56 g/L Rh1。 

E. coli 重组酶转化人参皂苷可能应用于医药

或制药行业。然而在食品 (尤其营养保健品) 行

业中，E. coli 常被认为是不可食用细菌[52]。为提

高用于人参皂苷微生物转化的糖苷酶产量，有必

要在以下方面进一步改善：1) 开发广泛的食品级

宿主；2) 提高细胞生物量和酶产量；3) 确定用

于酶诱导的最佳培养基组分[53]。 

益生菌适合食品级糖基化酶的生产，其  

MRS 培养基价格也仅为 E. coli 的 3 倍。以含外源

基因重组质粒的益生菌系统替代 E. coli，Youn 等[54]

在双歧杆菌 B. bfidum 中表达克隆自动物双歧杆

菌 Bifidobacterium animalis 的重组 β-葡萄糖苷酶

以转化人参皂苷 Rb1 和 Rb2。由于转基因应用于

食品工业引发的争议，又转向以经典发酵法生产

糖苷水解酶，筛选新的益生菌菌株并优化细胞培

养条件。来源于蘑菇真菌 Armillaria mellea 的菌

丝体酶制剂 (菌体培养 2 周，25 ℃，经酶提取、

硫酸铵沉淀、透析、冻干) 转化 Rb1 到Compound K，

最适培养条件为 72–96 h、pH 4.0–4.5、温度

45–55 ℃[55]。对于 20 mg 花费达 163.2 美元的 98% 

F1，除了仅停留在确定微生物酶转化能力的小规

模实验，Wang 等[56]首次报道了以 GRAS 微生物

食品级的商业酶 Cellulase KN 在 48 h 内完成对 Re

和 Rg1 (源自 10 mg/mL PPTGM) 至 F1 的 10 g 级

转化。 

除了水解人参皂苷的糖基，微生物也能转化

产生高生物活性的人参皂苷化学衍生物。Zhou 等[57]

以拟青霉 Paecilomyces bainier sp. 229 对人参皂苷

Rb1 的 6 L 发酵中，通过反复硅胶柱层析和高压

液相色谱分离纯化出 3-酮衍生物和两种新的脱氢

代谢物。不同类别的酶能选择性修饰天然化合物

的复杂反应性官能团而产生一系列衍生物，Teng

等[58]以乙酸乙烯酯作为乙酰基供体，在有机溶剂

中通过来自南极假丝酵母 Candida Antarctica 

(Novozym 435) 脂肪酶区域选择性地酰化人参皂

苷，得到单酰基人参皂苷。Gebhardt 等[59]通过来

自牛初乳的 β-1,4-半乳糖基转移酶和 Novozym 

435 脂肪酶的催化，制备获得了人参皂苷 Rb1 的

一系列特异性衍生物。 

2.3  糖苷酶固定化 

相对于游离酶，固定化酶为适于工业化应用

的主要形式。基于吸附、包埋、交联、共价结合

的酶的固定化方法的选择，以考察固定化酶操作

稳定性为主，综合考虑工业放大时的技术可行性

和固定化过程中涉及的酶、载体及试剂的费用。

而提高时空产率高效酶反应器的开发，进一步

推动了固定化酶技术在生物转化领域中的研究

应用。而应用于人参皂苷转化的酶固定化报道仅

有 3 篇。Zhang 等[60]以交联-包埋法 (交联 3 h，

戊二醛浓度 0.1%，海藻酸钠浓度 1%，CaCl2 浓度

2%)固定化酶转化人参皂苷 Rg1 为 F1，3.76 U/g

固定化酶载体，0.2 mg/mL 底物，40 ℃转化 2 d，

4 次平均转化率为 80.49%。Yu 等[61]以 SiO2 吸附

蜗牛酶然后结合交联-包埋法  (海藻酸钠质量浓

度 2%，CaCl2 质量浓度 2%，SiO2 与蜗牛酶质量

比为 1∶1) 制备微球固定化蜗牛酶，转化人参皂

苷 Rb1 为 Compound K，55 ℃，1.0 mg/mL 底物，

转化 36 h，5 次平均转化率为 36.79%。为解决酶

与载体吸附力弱、与底物接触面积有限的问题，

Yuan 等[62]将纤维素酶固定在用聚乙烯亚胺和戊

二醛活化的角叉菜胶珠表面，转化人参皂苷 Rb1
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为 Rd，同时测定了反应动力学参数 Km 和 Vmax，

在连续使用 5 次后，固定化酶可以保持初始活性

的 60%。 

Graebin 等[63]特别关注了糖苷酶家族 GH1 和

GH3 中 β-葡萄糖苷酶的固定化方法。物理吸附、

离子交换、疏水作用等增强了固定化体系酶的灵

活性，相应载体包括土壤胶体颗粒、离子交换树

脂、磁性 Fe3O4 纳米颗粒等。尤其丝瓜蔬菜海绵[64]、

含氧化铁的细小土壤胶粒[65]等天然可降解、成本

低廉载体的使用大大减少了化学载体丢弃时涉及

的成本和环境问题。包埋固定化可改善酶的热稳

定性、最佳使用温度和储存稳定性，但机械强度

较低且酶渗漏导致固定化成本增加[66]。关于其相

对活性和包封率，因纳米级聚合物材料  (聚氨

酯、乳胶和硅胶) 代替传统藻酸盐珠的应用得到

改善[67]。共价固定化可提高酶制剂稳定性，载体

包括最常用壳聚糖及其他海绵、咖啡渣、硅胶、

SiO2 纳米颗粒、环氧树脂活化 Eupergit C、胺琼

脂糖凝胶等。 

吸附或包埋固定 β-葡糖苷酶由于酶逐渐释放

导致催化剂半衰期有限；经化学反应的共价固定

化引起酶活损失[68]。为克服这些问题，Mateo 等[69]

研究了酶物理聚集再交联  (交联酶聚集体，

CLEAs) 制备固体生物催化剂的方法。通过形成

纳米尺度 CLEAs 将 β-葡糖苷酶固定于二氧化硅

泡沫。高酶载量 CLEAs 在更广泛的温度和 pH 范

围保持活性，且比游离酶 Km 低，可使用多达 10 个

循环，残余活性超过 85%[68]。近来 GH1 家族 β-

葡糖苷酶结构的解析有助于定点固定化工作的展

开。经定点诱变后，酶与载体进行固定化，稳定

性提高的同时获得产物抑制降低，活性、专一性

提高等优势特性[63]。而基于重组 DNA 的新酶设

计经过微生物的遗传修饰，验证食品安全性的同

时，也应充分考虑酶及其载体释放到加工系统可

能带来的安全隐患[70]。 

3  糖苷酶转化分子机制的探究 

为解决微生物发酵及自身酶系对人参皂苷糖

苷键催化存在的专一性差、效率低等问题，基于

酶高级结构、分子识别机制改造酶结构，并通过

基因工程菌表达以高效转化目的人参皂苷单体。

Mak 等 [71]综合基因组挖掘  (Integrative genomic 

mining approach) 结合生物信息和分子建模采掘

序列数据库 (Mine sequence databases)，使酶对目

标反应专一性提高 100 倍，催化效率提高了 75 倍。

因此除了针对特定产物挖掘专一性的新酶，研

究工作还应集中在基于催化分子机制的酶分子

改造。 

糖苷酶家族活性结构域拓扑学构象有 3 种：

口袋式 (Pocket)、裂隙 (Cleft 或 Groove)、隧道

(Tunnel)[72]。基于构效关系水解酶定向转化与分子

识别的报道较多[73-75]。基于高分辨高葡萄糖耐受

β-葡糖苷酶 (Bgl6) 和三重突变体 M3(随机诱变

提高热稳定性)的晶体结构，Pang 等[75]发现 Bgl6

形成的额外通道可作为葡萄糖二级结合位点，有

助于葡萄糖耐量；三重突变增强酶内的疏水相互

作用，可能是 M3 热稳定性增强的原因。Zhang

等 [76]基于活性位点比对和量子化学计算得出化

学必需的相互作用，以验证催化机理假说揭示糖

苷水解酶结构与功能的关系。  

关于糖苷酶转化皂苷的催化机制的研究，如

图 2 所示，人粪便 B. longum GH3β-葡萄糖苷酶基

因 BIBG3 经克隆、结构分析，发现 BIBG3 络合

D-葡萄糖的独特环状结构可参与底物结合口袋的

形成，通过和底物的分子对接揭示了口袋的结合

方式，找到关键酶活突变位点 R484 和 H642[77]。

而酶分子设计改造的报道迄今仅有 3 篇。Park 等[78]

分离出具广泛底物谱 β-GH 并测定其晶体结构，

基于产物特性、底物对接，以在三萜类化合物特定

糖基化位点优先水解聚糖的方式，重新设计了酶底

物结合裂隙。使对 Rb1 的催化效率提高 4–7 倍，促 
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图 2  BlBG 整体结构及其催化 Rb1 反应活性位点几何结构分析 (改编自参考文献[77]) 
Fig. 2  Schematic diagram of functional and structural characterization of a β-glucosidase involved in saponin metabolism 
from intestinal bacteria[77]. (A) Overall structure of BlBG and structural analysis on its active site geometry for transfer 
reaction of ginsenoside Rb1. (B) Structural comparison with other GH3 family members. (C) Compound protobioside 
(magenta) was docked to the active pocket of BlBG3. (D) Stereoview of the pocket with a van der Waals surface 
representation of BlBG3 with protobioside: glucose. 

 

进 PPD 型底物 Rb1、Rb2 和 Rb3 (Rc) 经过 F2 到

C-K 的继续转化 (图 3)。Choi 等[79]通过同源建模、

分子对接、序列比对，确定参与 α-L-阿拉伯呋喃糖

苷酶活性的候选残基；经定点突变得到的 L213Aβ-

糖苷酶变体具有野生型没有的α-L-阿拉伯呋喃糖苷

酶活性，促进 Rc 进一步水解转化为 Rd，转化率比

野生型酶高 1.5 倍 (图 4)。在酵母底盘细胞重构与

人参皂苷的生物合成途径优化方面，Zhuang 等[41]

通过同源建模、分子动力学和突变研究了 UGT 的 

催化分子机制[40-41,45]。且经半理性设计的 UGT51

对 PPD 到 Rh2 的催化效率提高了约 1 800 倍。 

蛋白质工程是提高酶对特定人参皂苷糖苷水

解活性的有用工具。多种不同来源具人参皂苷转

化活性的微生物糖苷酶 (尤其 β-葡萄糖苷酶) 晶

体结构已经被解析[7]，因此可通过同源建模、分

子对接设计、突变以改造酶分子，改善底物特异

性和催化效率，产生高纯度的各种特殊三萜类化

合物，实现目的人参皂苷专一、高效的酶法转化。 

4  离子液体对生物催化性能的改善 

不同于分子组成的传统液体溶剂，大多常温

下呈液态盐 (由特定的有机阳离子与无机或有机

阴离子构成) 的离子液体 (Ionic liquids，ILs)，具

饱和蒸气压低、不可燃、亲疏水、可设计等特性。 
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图 3  BGL167 整体结构及其催化 PPD 型人参皂苷反应活性位点几何结构分析 (改编自参考文献[78]) 
Fig. 3  Schematic diagram of rational design of a β-glycosidase with high regiospecificity for triterpenoid tailoring[78]. (A) 
Overall structure of the wild type enzyme (BGL167). (B) Structural analysis on its active site geometry for transfer reaction of 
PPD-type ginsenosides. (C) Structural comparison with other GH1 family members, substrate binding mode of the 3MT. (D) 
Biotransformation pathways of the major triterpenoids by 3MT. 
 

 
 

图 4  来自 S. solfataricus 的 β-糖苷酶配体对接和序列比对及其突变体催化人参皂苷 Rc 生物转化途径 (改编自参考

文献[79]) 
Fig. 4  Schematic diagram of rational design of a β-glycosidase with increased α-L-arabinofuranosidase activity for conversion 
of ginsenoside Rc to compound K[79]. (A) Construction of ligand docked pose, sequence alignment. (B) Biotransformation 
pathways from ginsenosides Rb1, Rb2, and Rc to C-K by the wild-type and L213A variant β-glycosidases from S. solfataricus. 
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研究最为广泛的是 ILs 及其水溶液中脂肪酶、蛋

白酶和酯酶的催化，而对于糖苷酶水解作用的研

究很少[80]。通常，疏水、低粘度、表面活性、亲

电阴离子和离液阳离子  (Chaotropic cation) 的

ILs 增强酶活性和稳定性[80]。然而由于许多结果

矛盾没有一般相关性规律，因此，以提高酶活性

和稳定性的方法正在探索，如水中 ILs 微乳液、

设计与酶相容的离子溶剂、酶电荷的修饰、酶的

固定化等[81]。 

4.1  离子液体参与水相转化应用概况 

全细胞催化存在催化剂不稳定、产物抑制、

有毒副产物形成和质量传递等问题。在水-ILs 的

两相催化中，由于全细胞悬浮在水相而有机底物

溶解在疏水 ILs 相 (或贮存产物)，从而避免了反

应中低水溶性的底物 (或产物) 抑制。Chen 等[82]

在含 ILs 体系中全细胞催化水解甘草甜素制备单

葡萄糖醛酸甘草次酸，发现在咪唑类 ILs 存在下，

ILs 提高了细胞膜通透性，且相比 E. coli BL21 和

P. pastoris GS115，青霉 Penicillium purpurogenum 

Li-3 对 ILs (主要为[Bmim] [PF6]) 耐受性最强，60 h

收率达 87.63%。ILs 在生物催化中的应用需综合

对所需化学反应 (产物分离) 的溶剂性质和对全

细胞的溶剂毒性作用。而 ILs 对微生物细胞的   

毒性是其工业应用瓶颈之一，目前在含 ILs 系   

统中研究最多的微生物是 E. coli 和酿酒酵母    

S. cerevisiae。Egorova 等[18]研究了 ILs 毒理学特

性，从反应介质 (溶剂) 角度分析了全细胞在苛

刻化学催化中的应用前景。 

酶能够在体外不适合细胞生长的条件下进行

催化，专一性强、催化方式简单。离子液体中阳

离子或阴离子类型对酶的活性、稳定性和结构具

重要影响。Yanhong 等[83]对含 C6MIm·BF4 体系黑

李种子 β-糖苷酶糖基化红景天苷合成条件进行优

化，发现阳离子咪唑环上的烷基取代基的最佳链

长为 C6。Ferdjani 等[84]研究了在 ILs/水不同比例

时嗜热栖热菌 Thermus thermophilus β-糖苷酶和

两种分别来自海栖热袍菌 Thermotoga maritima、

嗜热脂肪芽孢杆菌 Bacillus stearothermophilus 的 

α-半乳糖苷酶的活性、稳定性，发现在适合水溶

性 ILs (Water-miscible ILs) 中 T. thermophilus β-

糖苷酶热稳定性最高。Brakowski 等[85]发现含 ILs-

水缓冲乳液中， [Bmim][Pf6]导致来自奥氏曲霉

Aspergillus oryzae 的 β-半乳糖苷酶转糖基底物专

一性的改变。Kudou 等[86]基于咪唑 ILs 磷酸盐缓

冲液，在乙酸 1-丁基-3-甲基咪唑鎓[Bmim] [OAc]，

pH 7.0，葡糖苷酶水解活性最高，通过稳态发射

光谱证明糖苷酶活性改善可能与酶构象的灵活性

有关。 

由于毒性低、生物可降解、易于制备、具 100%

原子经济等特点，基于含胆碱盐和三类氢键供体

(酰胺、醇和糖) 的低共熔溶剂 (DESs)可作为传

统离子液体的廉价替代品，成为 β-葡萄糖苷酶催

化的新型绿色溶剂，可拓展其在食品和医药领域

方面的应用。以对硝基苯基-β-吡喃葡萄糖苷作为

水解反应模型，Xu 等 [87]发现基于氯化胆碱的

DESs (含 6% (V/V) 水的氯化胆碱/丙二醇) 显著

改善 β-葡萄糖苷酶的活性和稳定性。在 ILs 中可

通过酶表面电荷修饰和酶固定化来进行酶的稳定

和激活，以增强在 ILs 中的耐受性。Zhao 等[88]

总结了固定化酶在 ILs 中被稳定和激活的实例，

但大多数与脂肪酶有关。Nature Chemistry 最新报

道了 Jason 等[89]以阳离子化的葡萄糖苷酶降解溶

于 ILs 的纤维素，极大提高了纤维素降解效率 

(100 ℃以上的催化效率是在水溶液时的 30 倍) 

(图 5)。表面阳离子化修饰的葡萄糖苷酶(以 ILs

代替水作溶剂，通过碳二酰亚胺介导 N,N′-二 (2-

氨乙基)-1,3-丙二胺定向偶联酶表面天冬氨酸和

谷氨酸残基)在 ILs 中溶解度增加，在苛刻实验条

件下依然能以恒定速率工作至少 7 d。 

ILs 中酶以与偶联载体 (聚合物、纳米微粒或

碳纳米管)、被水凝胶包裹或以原始状态悬浮的方

式进行固定化。无固相支撑的 CLEAs 有望提高 
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图 5  离子液体体系纤维素酶非水均相转化多糖催化机理 (改编自参考文献[89]) 
Fig. 5  Mechanisms of cellulase activity and structure on non-aqueous homogenous biocatalytic conversion of 
polysaccharides in ionic liquids[89]. (A) Cartoon detailing proposed mechanism for cellulose hydrolysis by β-glucosidase 
solubilized and stabilized in ionic liquids, showing dissolution of cellulose in ionic liquid. (B) Far-UV SRCD spectra showing 
secondary structure of [C-Glu][S]. (C) SAXS profiles showing nanoconjugate dimensions for concentrated solutions of 
[C-Glu][S]. 

 

ILs 中酶稳定性，Toral 等[90]发现 CLEA 和在聚丙

烯上吸附交联的固定化脂肪酶能够在使游离酶失

活的 ILs (如[BMIM][NO3]) 中仍然保持催化活

性。溶胶-凝胶基质具有防止反应过程中酶从载体

泄漏的优点，而凝结和干燥过程中的凝胶收缩可

能导致酶变性。通过在溶胶-凝胶固定化过程中添

加离子液体，可提高包封酶的固定效率以及机械抗

裂性，表明离子液体在酶性能中起着重要作用[91]。 

4.2  在酶转化人参皂苷中的应用潜能 

在人参皂苷生物转化方面尚无 ILs 的应用，

首先就人参皂苷溶解性进行分析。大多数人参皂 

苷在含水正丁醇 (常作为皂苷萃取溶剂) 中溶解

度较大，而次级苷由于糖数目减少、极性减小、

在水中溶解度降低，苷元则难溶于水。例如，Re

不易溶解于水，而在 DMSO 中溶解度达 200 mg/mL。

Cui 等[40]以 20 mg/mL 人参皂苷 Re 在含 10% 

DMSO 缓冲液中进行转化，实现了 10 L 发酵罐中

100 g 级 Rg2(S)的酶法生产。来源于蘑菇真菌

Armillaria mellea 菌丝体的酶转化制备 Compound 

K 时，在底物 Rb1 中加入甲醇助溶[55]。 

据此，有望以非挥发、环保的 ILs 代替 DMSO

和甲醇有机溶剂发挥对底物的助溶作用。以咪唑

类 ILs 提取和富集三七中药材及其制剂中的微量

人参皂苷 20(S)-Rg3 和 Rk1[92-94]，进一步证明 ILs

有助于增加稀有人参皂苷溶解度，可开发应用于

人参皂苷的生物催化转化。结合以上 ILs 参与其

他类型产物的水相反应的生物转化时对全细胞及

酶催化性能的影响，可能获得比在有机溶剂时更

高的催化活性、选择性和稳定性。因而，ILs 参与

的稀有人参皂苷生物催化体系的构建，在转化工



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1602 

艺中除 ILs 对底物溶解性作用外，还需要考虑作

为反应介质 ILs对菌体毒性或酶催化性能的影响，

以及作为酶修饰剂，ILs 的改性方法及酶稳定化的

应用形式。 

5  展望  

稀有人参皂苷生物催化转化的关键问题包括

特异性酶活性不高、涉及酶及其催化机制不明确、

结构生物信息学研究不系统，改变酶水解皂苷糖基

专一性的研究尚处于起步阶段。益生菌及其酶的使

用已在食品工业中的实用应用中显示出巨大潜力。

而离子液体可以通过改变反应体系的极性增加糖

类的溶解度，为合理设计糖基转化反应体系创造多

种机会。因此，今后研究工作应集中在：1) 基于

同源建模、分子对接催化分子机制的揭示来改造酶

分子，以改变酶专一性、提高酶活性和稳定性；2) 

基于 ILs 的溶剂工程在酶固定化及酶表面修饰的

作用，改善酶转化人参皂苷的催化效率和稳定性。

通过筛选及构建基因工程菌、发酵或胞外表达

GH，以化学修饰并制备多种不同尺度、形态的益

生菌酶制剂。同时，以光谱法、计算机模拟等可视

化技术研究 ILs-酶-底物相互作用，系统分析 ILs

反应体系中影响糖苷酶结构及其活性、专一性和稳

定性的催化分子机制。最终实现对人参皂苷定向、

高效的生物转化工艺，有助于深入探究并开发新癌

症化学预防的药物化学和药理学方法。 
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