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生物催化介导的葛根素衍生化研究进展
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摘要: 葛根素药理活性多样, 临床上常用于心脑血管疾病的治疗, 但也存在水溶解性差、生物利用度低等问题。

结构修饰是改善药物性质的一种重要方法, 基于酶法合成的生物催化因其高选择性而成为葛根素结构修饰的主要

途径之一。迄今为止, 生物催化可以实现葛根素的酰化、糖基化和羟基化等修饰, 已开发出多种水溶解性和生物利

用度得到改善的活性葛根素衍生物。本文以修饰基团为导向, 综述了将全细胞和工具酶作为生物催化剂获得葛根

素衍生物的研究进展, 以期为葛根素类药物的进一步合成、开发提供新思路。
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Research progress on the puerarin derivatization through biocatalysis
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Abstract: Puerarin, also known as daidzein 8-C-glucoside, is a major isoflavone glycoside from Pueraria

lobata. Puerarin has been shown to possess a variety of pharmacological activities. It has been widely used for the

treatment of cardiovascular and cerebrovascular diseases. However, the further applications are limited due to its

low water solubility and poor bioavailability. Structural modification is thus regarded as an efficient approach to

improve the solubility and bioavailability of puerarin. Unlike chemical modifications, enzyme-assisted modifica‐

tions, namely biocatalysis, is a promising alternative for the regioselective synthesis of puerarin derivatives due to

its high selectivity. Up to date, acylation, glycosylation and hydroxylation of puerarin had been achieved through

enzyme-based biocatalysis. Diverse active puerarin derivatives with improved solubility and bioavailability have

been thus developed. Based on modification groups, this paper focused on the progress in the preparation of puerarin

derivatives by biocatalysis, in which the whole-cells or pure enzymes were used as the biocatalysts. This article

was expected to provide new ideas for the synthesis and development of puerarin drugs.
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葛根素 (puerarin) 也叫大豆苷元 -8-C-葡萄糖苷

(daidzein-8-C-glucoside, 图 1), 是一种分离自中药葛根

的异黄酮类化合物[1]。目前, 葛根素注射液已被开发

上市, 临床上常用于治疗冠心病、心绞痛和突发性耳

聋[2-4]等疾病。此外, 葛根素还具有保护神经系统、修

复肝损伤等功能, 因此也被用于糖尿病及其并发症、阿

尔茨海默症、酒精性肝损伤[5-7]等疾病的联合用药。但

随着临床应用范围的扩大, 葛根素所导致的不良反应

也逐渐被报道, 包括药物致热、变态反应和溶血等[8],
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这些不良反应的产生大多与葛根素溶解性差、生物利

用度低有关。为了改善葛根素的溶解性和生物利用

度, 研究人员采用化学和生物的方法对葛根素进行结

构修饰, 获得了一系列葛根素衍生物。本论文对近年

来利用生物催化合成葛根素衍生物的研究进行了分析

和总结, 并对相关领域的发展前景进行了展望。

1 葛根素结构特点

作为重要的黄酮类化合物之一, 葛根素具有独特

的理化性质。受C环吡喃羰基的立体阻碍影响, 葛根

素分子易形成较大的共轭体系, 在空间上趋于平面, 故

其晶体刚性较强[9]。此外, 7位和 4'位上的酚羟基有利

于氢键的形成, 从而进一步增强了分子间作用力。这

些结构特性导致葛根素水溶性和脂溶性均较差。为了

达到标准的注射浓度, 临床上常通过加入聚乙烯吡咯

烷酮 (PVP) 或高浓度丙二醇促进葛根素的溶解, 但这

些助溶剂的使用大大增加了患者致敏风险[10], 导致不

良反应发生率升高。另一方面, 葛根素较低的生物利

用度也限制了其剂型的多样性发展。现有的片剂、胶

囊剂和丸剂的胃肠道吸收性较差, 大部分以药物原形

排出体内, 疗效不佳。而仅仅靠高剂量给药来提高生

物利用度, 结果往往适得其反, 导致不良反应凸显[11]。

众所周知, 药物与生物靶分子相互作用产生疗效,

药效与药物分子的大小、结构、溶解度等性质息息相

关。因此, 基于葛根素临床应用中所面临的问题, 越来

越多的研究者采用不同的方法对葛根素进行结构修

饰, 以期获得溶解度和生物利用度得到显著改善的葛

根素衍生物。由葛根素分子结构式可知, 吡喃葡萄糖

以 C-糖苷键的形式连接于大豆苷元 (daidzein) 的 C8,

其C6''羟基符合糖化学研究中易修饰的规律。在大豆

苷元 C4'和 C7 上各有一个化学性质较为活泼的酚羟

基, 由于C4'羟基不受糖基空间位阻的影响, 所以普遍

认为其活泼性强于C7羟基[12]。此外, 大豆苷元B环上

的C3'与C5'因受到C4'羟基的活化作用影响, 也可被作

为修饰位点。因此, 葛根素的结构改造主要集中于上

述位点。

2 生物催化

化学合成和生物催化是葛根素衍生物的主要合成

方式。化学合成大多步骤繁琐, 催化条件苛刻, 产率不

佳且环境污染性较强。相比之下, 以生物酶为催化剂

的生物转化具有选择性高、作用条件温和等优势, 往往

产率较高、环境友好。此外, 日益发展的生物技术大大

提高了工具酶的重复利用性和催化效率, 为全新生物

酶的创造提供了机会。因此, 生物催化常常被认为是

绿色环保且具有可持续发展前景的[13], 将对葛根素衍

生物的临床转化提供便捷。到目前为止, 利用微生物

细胞和游离酶对葛根素进行的结构修饰已取得较大进

展, 越来越多具有高溶解度和高生物活性的衍生物被

开发出来, 如酰基化葛根素、糖基化葛根素以及羟基化

葛根素 (表1)[14-35]。

2.1 酰化——提高脂溶性

酰化修饰可提高黄酮类化合物的亲脂性, 影响黄

酮类化合物抵达自由基攻击位置的能力, 并调节其与

蛋白质、酶和特定细胞之间的相互作用[36], 进而改善其

抗氧化[37,38]、抗炎[39]等药理活性。脂溶性的提高还可

以加快药物渗透细胞的速度, 使其在较短的时间内发

挥药效。同时, 酯基的缓慢水解也可以延长药物释放

时间, 维持血药浓度, 弥补体内半衰期短的缺点。

酰化修饰对葛根素原药性质产生一定的影响。通

过化学手段已获得四乙酰、五乙酰、六乙酰葛根素酯,

它们的口服生物利用度分别为葛根素的 2.24、1.67和

1.15倍[40]。其中四乙酰葛根素展示出较好的抗氧化生

物活性 , 对治疗类风湿性关节炎具有潜在的应用价

值[41]。数据表明, 随着乙酰基修饰数量的升高, 酰基化

葛根素的生物利用度反而降低。由此推测, 葛根素的

生物利用度可能与乙酰基数量呈负相关或抛物线型关

系。因此, 有必要进一步探究乙酰化修饰对其口服生

物利用度的影响, 寻找最佳修饰位点和数量。由于位

点专一性差, 化学合成一般产生多位点酰基化的葛根

素。而酶法合成具有位点特异性, 能选择性地形成单

乙酰化的葛根素。因此, 基于酶法合成的生物催化被

广泛用于葛根素的单位点酰基化, 其修饰位点主要集

中在葡萄糖基的 6''位醇羟基上。

2.1.1 脂肪酸酰化 黄酮糖苷的酶促酰化可通过两种

方式实现, 一种是以脂肪酸为酰基供体的直接酯化反

应, 另一种是以脂肪酸酯为酰基供体的转酯作用[42]。

酰基化葛根素大多是通过脂肪酶介导的转酯作用合

成的。

在非水相条件下, 脂肪酶凭借高度耐受有机溶剂

的性质被广泛用于酯化、转酯、酯交换等催化反应中。

脂肪酶 B (Candida antarctica lipase B) 是一种没有界

面接触效应的脂肪酶, 能够在单相溶媒介质中高效反

应[43], 可以通过商业途径获取 (商品名为 NovozymFigure 1 Chemical structure of puerarin
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435)。该酶已被用于黄酮、甾体、三萜皂苷[44-46]等多种

天然产物的酰化, 当底物为葛根素时, 可产生多种脂肪

链长度不一的葛根素酯。

2005年, Teng等[14]以醋酸乙烯酯、癸酸乙烯酯及肉

桂酸乙烯酯为酰基供体, 利用固定化脂肪酶Novozym

435实现了葛根素的酰化, 得到相应产物葛根素-6''-O-

乙酸酯、葛根素-6''-O-癸酸酯以及葛根素-6''-O-肉桂酸

酯。这是关于单位点葛根素脂肪酸衍生物的首次报道。

Table 1 A literature survey of enzyme-catalyzed puerarin derivatives synthesis. *When the reaction has more than one product, following

activities are corresponding to the compound with*

Enzyme

Puerarin acylation

Novozym 435

(immobilized)

LipozymeIMTL

(immobilized)

LipozymeIMRM

(immobilized)

Whole cell

Whole cell

Whole cell

Puerarin glycosylation

BSMA

LLDexT

β-Fructosidase/

Whole cell

TSαGT and

BSMA

Endo-A

TfMA

β-1,4-Galactosyl

transferase

Whole cell

Whole cell

Puerarin hydroxylation

Whole cell

Whole cell

Whole cell

Enzyme source

Candida Antarctica

Thermomyces lanuginosus

Rhizomucor miehei

Aspergillus oryzae

Rhodococcus sp.

Bacillus cereus

Bacillus stearothermophilus

Leuconostoc lactis

Arthrobacter nicotianae

(organic solvent tolerant)

Thermus scotoductus

Arthrobactor protophormiae

Thermofilum pendens

Microbacterium oxydans

Lysinibacillus fusiformis

(organic solvent tolerant)

Trichoderma harzianum

Gliocladium sp.

Glioclodium deliguescens

Site

C6''

C6''

C6''

C6''

C6''

C6''

C6''

C3''

C6''

C6''

C6''

C4''

C4''

C4''

C7

C7

C3'

C3'

C3'

Product

Puerarin-6''-O-esters*

(C = 2-6, 8, 9, 12, 14)

Puerarin-6''-O-cinnamoate

Puerarin-6''-O-propinate

Puerarin-6''-O-propinate

Puerarin-6''-O-esters*

(C = 2-6, 8, 12, 14)

Puerarin-6''-O-acetate

Puerarin-6''-O-phosphate*

α-D-Glucosyl-(1,6)-puerarin*

α-D-Maltosyl-(1,6)-puerarin*

α-D-Glucosyl-(1,3)-puerarin

α-D-Glucosyl-(1,6)-puerarin

α-D-Isomaltosyl-(1,6)-puerarin

β-D-Fructosyl-(2,6)-puerarin*

Multifructosyl puerarin

(n = 2-5)

Puerarin-cycloamylose inclu‐

sion complex

Puerarin GlcNAc-derivative

Daidzein 8-C-glucosyl-

(α-glucosyl)n-1

Galactosyl-α-(1,4)-puerarin

Puerarin-7-O-glucoside*

Puerarin-7-O-isomaltoside

Puerarin-7-O-fructoside*

Puerarin-7-O-isomaltoside

3'-Hydroxypuerarin*

3'-Hydroxypuerarin-7-O-

fructoside

3'-Hydroxypuerarin*

3'-Hydroxypuerarin*

Activity

a. Higher lipophilicity

b. Lower antioxidant ability

c. Lower reducing power

d. Increased inhibitory activities on

erythrocyte hemolysis (C3 to C8)

a. Water solubility: 85.4 fold

b. Radical-scavenging activity (25 fold)

a. Water solubility: 14 fold

Water solubility: 168 fold

b. Slightly higher antioxidative activity

c. Hypocholesterolemic activities

d. Reduced the mutagenic effect of

4-nitroquinoline-1-oxide (41%)

e. No significant toxic effects

a. Water solubility: 15 fold

Water solubility: 202 fold

a. Myocardial ischemia treatment

b. Tumor treatment (breast cancer and

chronic myeloid leukemia)

a. Maintained antioxidant activity

a. Water solubility: 12 fold

b. Better vascular smooth muscle relaxation

a. Water solubility: 18 fold

Water solubility: 100 fold

b. Maintained physiological ability to relax

the contractions of isolated rat thoracic

aortic rings

c. Higher plasma concentrations

d. Longer mean residence time in the blood

a. Water solubility: 4 fold

b. Improved antioxidant activity

a. Water solubility: 1.3 fold

b. Radical-scavenging activity (20 fold)

Reference

[14]

[15]

[16]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
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进一步的研究表明, Novozym 435具有更广泛的

供体宽泛性, 供体脂肪酸链长最高可达 14个碳原子,

至少能产生 8种不同的酰化产物 (图 2)[15]。Novozym

435 对短链酰基供体 (C2～C6) 的转化率均可达 95%

以上。随着酰基供体链长的增加, 其转化效率总体上

呈明显下降趋势。此外, 固定化脂肪酶Lipozyme IMTL

和Lipozyme IMRM对丙酰化葛根素的转化效率也可达

98%以上, 仅略低于相同催化条件下的Novozym 435

(99.5%)[16]。

除了固定化形式, 含脂肪酶的全细胞也常用于葛

根素的酰化。全细胞催化剂廉价、易得, 能够简化纯酶

制备的步骤并降低催化成本。反应过程中, 细胞对酶

的天然保护作用降低了其对 pH、反应介质等外界环境

的敏感程度, 且生物酶对菌体自身辅因子的利用也可

大大提升全细胞转化效率[47]。因此, 越来越多可用于

葛根素酰基化的生物催化剂被筛选获得。

Li等[17]对一系列高产脂肪酶的菌株进行比较, 发

现米曲霉 (Aspergillus oryzae GIM 3.4826) 具有较高的

催化活力。在四氢呋喃 (THF) 反应溶剂中, 全细胞形

式的米曲霉即便被重复利用了 3次, 对葛根素丙酸酯

(puerarin propionate) 的转化率仍保持在 80%以上 (图

3)。以不同链长的脂肪酸酯为酰基供体, 同样得到了

一系列葛根素葡萄糖基 6''位取代的脂肪酸衍生物, 产

物的区域选择性大于 98%。用 2-甲基四氢呋喃 (2-Me-

THF) 代替 THF, 其转化效率和区域选择性仅略微降

低, 该绿色溶剂的使用大大降低了脂肪酶催化过程中

的污染风险。进一步的研究表明, 葛根素酯的脂溶性

随着酰基供体的链长增长、分子量增大而逐渐增强, 但

抗氧化活性有所下降。考虑到高效、无毒、可降解、可

放大、可重复使用的反应特性, 该全细胞生物催化法是

一种很有前途的转化策略, 有望达到工业化目的。

此外, Ding等[18]从丝状真菌、放线菌、细菌等多种

微生物中, 筛选到一株具有酰化功能的红球菌 (Rhodo‐

coccus sp. AS 4.1147)。它也能将葛根素转化为葛根

Figure 2 Novozym 435-mediated acylation of puerarin with different acyl donors. Acyl donors including: vinyl acetate (C2), vinyl pro‐

panoate (C3), vinyl butyrate (C4), vinyl pivalate (C5), vinyl hexanoate (C6), vinyl octanate (C8), vinyl laurate (C12), vinyl myrisate (C14)
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素-6''-O-乙酸酯 (puerarin-6''-O-acetate) (图 4a), 转化效

率为22.2%。

2.1.2 磷酸酰化 引入磷酸基团可改变分子极性和分

子间键合特性。在制药工业中, 磷酸酯是常见的前药

形式之一, 可增加药物的水溶性和生物利用度[48]。这

种前药设计的优势主要在于, 经人体内磷酸酯酶的水

解作用, 前药可被迅速降解为原药而发挥药效, 且由于

个体差异而导致的人体药代动力学不佳的现象较为少

见。化学合成已证明, 对葛根素母核上 7、4'位羟基分

别进行单磷酸化与双磷酸化[49], 将极大提高葛根素对

肿瘤细胞生长的抑制活性[50], 这对其他位点修饰的葛

根素磷酸酯具有一定的借鉴意义。

2012年, Yu等[19]从葛根生长的土壤中, 分离得到

一株蜡样芽胞杆菌 (Bacillus cereus NT02)。该菌株的

静息细胞可将葛根素转化为葛根素-6''-O-磷酸酯 (pu‐

erarin-6''-O-phosphate) (图 4b), 其清除自由基能力和水

溶性分别提升至原来的 25倍和 85.4倍。在葛根素初

始浓度为 0.4 g·L-1的磷酸盐缓冲液中, 该反应的终转

化率为27%。

2.2 糖基化-提高水溶性

改善黄酮类化合物理化性质的方法之一是使其与

糖分子结合, 形成相应的糖苷[51,52]。糖基化对苷元的

溶解度、稳定性和生物活性均产生影响。葛根素的糖

基化可降低原药在不同位置的分子平面度, 从而增加

水溶性。目前, 生物催化介导的葛根素糖基化主要发

生在葡萄糖基C6''、C3''、C4''位醇羟基以及大豆苷元C7

位活泼酚羟基上, 其修饰基团具有多样性特点, 包括葡

萄糖、麦芽糖、异麦芽糖、果糖及多聚果糖等。

2.2.1 修饰位点的多样化 葡萄糖基6''位羟基是葛根

素易修饰位点之一, 在体外酶促反应中, 已产生多个葛

根素 6''位糖基化衍生物。2004年, Li等[20]发现来源于

嗜热脂肪芽孢杆菌 (Bacillus stearothermophilus) 的麦

芽糖淀粉酶 (BSMA) 和芽孢杆菌属 (Bacillus sp.) 的环

糊精葡聚糖转移酶 (BSCGTase) 均具有糖基化葛根素

Figure 3 The whole-cell catalyzed transesterification of puerarin with vinyl propanoate. THF: Tetrahydrofuran; 2-Me-THF: 2-Methyl

tetrahydrofuran

Figure 4 The whole-cell mediated C6" esterification of puerarin. a: Biotransformation of puerarin to puerarin-6''-O-acetate by Rhodococcus

sp. AS 4.1147; b: Biotransformation of puerarin to puerarin-6''-O-phosphate by Bacillus cereus NT02
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的功能, 这是关于体外酶法合成葛根素糖苷的首次报

道。相比之下 , BSCGTase催化形成的糖苷产物水溶

性较差, 因此并未对该反应进行后续研究。BSMA可

对葛根素的 6''位羟基进行单糖和双糖修饰, 得到终产

物α-D-葡萄糖-(1→6)-葛根素 (α-D-glucosyl-(1→6)-pu‐

erarin) (图 5 a-P1) 和 α-D-麦芽糖-(1→6)-葛根素 (α-D-

maltosyl-(1→6)-puerarin) (图 5 a-P2), 它们的水溶性分

别是葛根素的14倍和168倍。但这两种糖苷是否保留

葛根素的生物活性尚不清楚。进而, Chung等[53]根据

异黄酮染料木苷 (genistin) 及其糖苷的抗氧化机制研

究结果, 推测葛根素及其糖苷也能够上调抗氧化基因

并影响胆固醇代谢途径中关键基因的表达。在此设想

上, 他们将上述两种水溶性葛根素糖苷等摩尔混合, 研

究其对 HepG2 细胞和 C57 BL/6J 小鼠的药理作用[22],

实验结果证实了上述猜想。这种生物活性可能是通过

多种机制共同作用的, 包括增加低密度脂蛋白的摄取、

减少胆固醇的生物合成、促进胆固醇的降解。此外, 在

体内外毒理学实验中, 该糖基化衍生物未表现出明显

的毒性 , 且对药物致突变性具有保护作用 (降低

41%)[23]。

另外 , Ko 等[24]分别测试了来源于明串珠菌属

(Leuconostoc) 和链球菌属 (Streptococcus) 的葡聚糖蔗

糖酶 (DexT), 其中乳明串珠菌 (Leuconostoc lactis

EG001) 中的葡聚糖蔗糖酶 (LLDexT) 展现出最优

的转化性能。除 6''位葡萄糖衍生物, LLDexT还能催

化产生 α-D-异麦芽糖-(1→6)-葛根素 (α-D-isomaltosyl-

(1→6)-puerarin) (图 5 b-P3), 展示了较强的葛根素 6''位

糖基修饰能力。糖分子结构的不同导致葛根素糖苷的

水溶性产生较大的差异, 葛根素 6''位异麦芽糖苷的水

溶性可达原药的 202倍, 而 6''位羟基被葡萄糖取代的

葛根素衍生物的水溶性仅增长了 15倍, 这为糖残基数

量可能决定原药水溶性的观点提供了一定的依据。

葛根素的 3''位羟基也是糖基化修饰位点之一。除

了大肠杆菌 (Escherichia coli K-12) 以外, 枯草芽孢杆

菌 (Bacillus subtilis)、黑曲霉 (Aspergillus niger) 等也被

广泛用作生产食品级生物酶的宿主细胞[54]。Choi

等[21]以枯草芽孢杆菌为表达宿主, 利用枯草芽孢杆菌

(B. subtilis NA64) α-淀粉酶 (amyR2) 的内源启动子进

行诱导表达, 从单位体积发酵液中获得了更多BSMA

纯酶。体外转糖反应中, 除了 6''位葡萄糖、麦芽糖葛根

素衍生物, 还能产生少量的 3''位葛根素葡萄糖苷 (α-D-

glucosyl-(1→3)-puerarin) (图 5 a-P4)。以BSMA粗酶为

催化剂, 当糖基供体为麦芽糖糊精时, 底物与糖苷产物

的相对转化率之比为, 葛根素: α-D-麦芽糖-(1→6)-葛

根素: α-D-葡萄糖-(1→6)-葛根素: α-D-葡萄糖-(1→3)-

葛根素约等于 49∶26∶18∶7。采用包括凝胶渗透色谱

法在内的两步法对产物进行纯化, 3 g葛根素可得到

1.7 g转化产物, 净回收率约为 36%, 其中葡萄糖苷转

化产物与麦芽糖苷转化产物的比例接近 1∶1。

同样的 , 葛根素 4''位也可被糖基化修饰。2008

Figure 5 Enzyme-catalyzed C6" and C3" glycosylation of puerarin. a: BSMA-catalyzed puerarin derivatives containing α-D-glucosyl-

(1→6)-puerarin (P1), α -D-maltosyl-(1→6)-puerarin (P2), α -D-glucosyl-(1→3)-puerarin (P4); b: LLDexT-catalyzed puerarin derivatives

containing α -D-glucosyl-(1→6)-puerarin (P1), α -D-isomaltosyl-(1→6)-puerarin (P3)
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年, Huang等[28]将葛根素与三甘露糖乙酰氨基葡萄糖

噁唑啉按 1∶2的比例混合于磷酸盐缓冲液中, 利用原

玻璃蝇节杆菌 (Arthrobactor protophormiae) 中的 endo-

β-N-乙酰氨基葡糖苷酶 (Endo-A) 向葛根素 4''羟基上

引入了四聚糖 (puerarin GlcNAc-derivative) (图 6 a), 转

化率约为 60%。人体内N-糖蛋白可以作为凝集素, 靶

向细胞表面的特异性受体, 参与许多重要的生物学过

程[55]。因此, N-聚糖的引入除了提高溶解度, 也可能实

现葛根素对特定细胞的靶向作用 , 从而改善其药理

性质。

与上述典型的细菌 α-糖基转移酶不同的是, 来源

于古细菌下垂热丝菌 (Thermofilum pendens) 的麦芽糖

淀粉酶 (TfMA) 可在高温下执行催化功能, 且具有粘

度低、微生物污染风险小、反应速率高的优势[56]。Li

等[29]以 β-环糊精为糖基供体, 获得了 7种糖链长度不

同的葛根素糖苷 (daidzein 8-C-glucosyl-(α-glucosyl)n-1)

(图 6 b)。通过对还原能力和自由基清除能力的测试,

综合评估了它们的抗氧化能力。尽管葛根素糖基化衍

生物的这两项指标均略低于葛根素, 但总体上仍能保

持原来的抗氧化活性。

另外, 葛根素糖基化也能发生在大豆苷元C7位的

酚羟基上。Jiang等[31]发现, 氧化微杆菌 (Microbacteri‐

um oxydans CGMCC 1788) 的静息细胞能以蔗糖、麦芽

糖或麦芽三糖为糖基供体, 对葛根素 7位上的酚羟基

进行O-糖基化, 并得到两种葛根素糖苷: 葛根素-7-O-

葡萄糖苷 (puerarin-7-O-glucoside) 和葛根素-7-O-异麦

芽糖苷 (puerarin-7-O-isomaltoside) (图 7 a), 其水溶性

分别是天然葛根素的 18倍和 100倍左右。显然, 葛根

素上的葡萄糖残基数量很大程度上决定了葛根素衍生

物的水溶性。结合 Li等[20]和 Ko等[24]的研究结果, 可

以看出相同的糖残基连接于不同位点对葛根素水溶性

的影响也是截然不同的。在体内药代动力学实验中,

上述两种化合物与母体葛根素一样, 具有血管舒张作

用。其中葛根素-7-O-葡萄糖苷的血药浓度更高, 平均

停留时间更长, 有望成为治疗心血管疾病的新型药物。

上述实验结果对葛根素糖苷衍生物有了进一步的

扩充, 为提高糖基化转化效率奠定了基础。

2.2.2 耐有机溶剂生物催化剂的筛选 葛根素较低的

水溶解性限制了反应效率, 用有机溶剂代替水介质进

行酶促反应不仅能够增加葛根素的溶解度, 还能抑制

依赖水的不良反应发生。但纯有机溶剂常常使酶失活

或抑制微生物生长, 因此, 增强生物催化剂的溶剂耐受

性是提高产物转化率的重要手段。迄今为止, 有 3种

策略可以显著提高工具酶和全细胞的溶剂耐受性: ①

筛选能耐受有机溶剂的菌株或酶; ② 通过酶工程技术

改造现有生物催化剂, 使其具有溶剂耐受性; ③ 调整

催化反应体系, 增加底物溶解性[57]。

Wang等[32]从当地土壤中分离得到一株梭形赖氨

酸芽孢杆菌 (Lysinibacillus fusiformis CGMCC 4913), 该

菌株能催化葛根素形成葛根素-7-O-果糖苷 (puerarin-

7-O-fructoside) (图 7 b)。其溶解度可达到 28.9 g·L-1,

抗氧化活性也有所改善。该反应还能产生少量的葛根

素-7-O-异麦芽糖苷 (puerarin-7-O-isomaltoside) (图7 b),

但转化率极低。实验中所尝试的 4种糖供体中, 蔗糖

催化效果最好, 其次为麦芽糖, 而葡萄糖和果糖则无法

被利用。此外 , 最重要的是 , L. fusiformis CGMCC

Figure 6 Emzyme-assisted C4" glycosylation of puerarin. a: Endo-A-catalyzed bioformation from puerar into puerarin GlcNAc-derivative;

b: TfMA-catalyzed bioformation from puerar into puerarin glucosides (n = 2-8)
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4913 还可以在有机溶剂中生存。最佳条件下 , 加入

10%的乙醇后, 葛根素的转化效率提高了 2倍, 48 h后

可达到 (97.6 ± 2.3) %。随后 , Liu等[58]深入探索了碳

源、氮源、pH对菌株生长和底物转化效率的影响。结

果表明, 该菌株在 pH = 7的 LB培养基中生长状态良

好, 对葛根素具有较高的催化活性。菌株培养条件的

优化降低了葛根素-7-O-果糖苷生产过程的经济成本,

进一步为其工业化奠定基础。

2013 年 , Wu 等[25]成功从烟节杆菌 (Arthrobacter

nicotianae XM6) 中获得了高度耐受有机溶剂的 β-果

糖苷酶。该酶在 10%～25% DMSO和 10%～20%甲醇

中仍具有较高的活性和稳定性, 可催化葛根素形成 β-

D-果糖基-(2→6)-葛根素 (monofructosyl puerarin) 和 β-

D-二果糖-(2→6)-葛根素 (multifructosyl puerarin (n =

2)) (图 8), 产率最高可达 99%。在 25% DMSO溶剂体

系中, 以110.4 g·L-1葛根素为原料, 可高效合成111.3 g·L-1

葛根素单果糖苷和35.6 g·L-1葛根素二聚果糖苷。亲水

性有机溶剂不仅提高了转化效率, 还能影响催化产物的

比例。随着溶剂浓度的改变, 该反应的主产物由葛根素

多聚果糖苷向葛根素单聚果糖苷发生转变。此外, 作为

糖苷酶, 催化过程中该β-果糖苷酶几乎不具备水解糖苷

产物的功能, 这也是目标化合物得率较高的原因之一。

除上述 β-果糖苷酶的体外糖基化之外, 该酶的催

化形式和反应环境也被进一步探讨。He等[26]利用 A.

nicotianae XM6细胞在非水相环境中对葛根素进行生

物催化, 如二甲基亚砜、二甲酰胺、乙腈、甲醇、丙酮、乙

醇等有机溶剂, 其转化产物的糖基修饰基团最多可达

五聚果糖链 (multifructosyl puerarin (n = 2～5)) (图 8)。

当底物浓度超过 100 mg·mL-1时, 该反应的转化率仍然

可达到 70%。在多项体内外药理学实验中, 葛根素单

果糖苷均具有较好的药代动力学行为, 已被证明对急

性心肌缺血的潜在治疗作用优于葛根素。此外, 该化

合物对乳腺癌细胞MDA-MB-23和人慢粒白血病细胞

株K562的增殖也具有明显的抑制作用, 表明其具有潜

在的抗肿瘤应用价值。无论是利用A. nicotianae XM6

菌株的全细胞催化还是 β-果糖苷酶的体外糖基化, 均

具有极高的转化效率, 使其在工业化、低成本、大规模

的生产过程中占有极大的优势。

此外, 部分可耐受有机溶剂的糖基转移酶已受到专

利保护, 该类酶的挖掘和改造将是生物催化的一大热门

方向, 为药用天然产物的高效修饰提供一条有效途径。

He等[59]成功获得来源于阿氏节杆菌 (Arthrobacter

arilaitensis NJEM01) 的 Fru6葡萄糖苷酶及其突变体,

并将其应用于水相和非水相环境中葛根素糖苷的制

备。尽管非水相环境中的葛根素糖苷转化率略低于水

相, 但也可达90%以上。

Zhang 等[30]发现半乳糖基转移酶可以将 UDP-半

乳糖上的半乳糖基转移到葛根素糖基的 4''位羟基上,

Figure 7 The whole-cell catalyzed C7 glycosylation towards puerarin (sucrose as a sugar donor). a: Bioformation of puerarin catalyzed by

Microbacterium oxydans CGMCC 1788; b: Bioformation of puerarin catalyzed by Lysinibacillus fusiformis CGMCC 4913
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形成 α-D-半乳糖-(1→4)-葛根素。其水溶性是葛根素

的12倍, 对血管平滑肌的舒张作用也优于葛根素。

2.2.3 其他技术的应用 静息状态下, 由于受到化合

物溶解度和细胞膜屏障的限制, 微生物全细胞转化往

往效率低、反应时间长、副产物多。而粗酶催化虽可促

进酶和底物之间的直接互动、缩短反应周期、提高反应

效率, 但产物的分离纯化和生物酶的回收又比较困难。

因此, 为了提高反应的高效性与简洁性, 还常常需要借

助一些外部手段对纯酶或微生物细胞进行前处理, 比

如, 促使化合物自由进出细胞的渗透化技术、提高生物

酶重复利用性的固定化技术等。

全细胞生物转化常需要借助细胞膜上的主动运输

而进行, 但低渗透性会阻碍物质的进出[60]。因此, 为了

进一步提高葛根素衍生物的产率, Yu等[61]利用经 40%

乙醇渗透化处理过的M. oxydans CGMCC 1788细胞对

葛根素糖苷进行制备, 尽管该方法并未对转化率产生

明显影响, 但反应后却出现了新的产物。经质谱与核

磁鉴定, 确证了主产物由原来的葛根素-7-O-葡萄糖苷

转变为葛根素-7-O-果糖苷。使用未经渗透化处理过

的细胞进行重复催化, 可观察到产物的比例发生变化。

因此, 发生该现象的主要原因可能是由于葛根素-7-O-

果糖苷极性较大, 在透性化细胞中, 更易从胞内向培养

基扩散, 而浓度梯度差同时又正向促进了胞内葛根素-

7-O-果糖苷的生成。目前, 已有众多文献报道渗透剂

可提高产量 , 增强稳定性 , 并增加辅因子的供应

量[62,63]。但该实验首次证明了渗透作用可导致反应方

向发生改变, 产生新的化合物, 这一发现使科研人员对

细胞渗透化处理有了更深层的认识。

Liu等[64]以 DEAE-52纤维素为载体, 固定化吸附

了从M. oxydans CGMCC 1788中提取的糖苷酶。相比

于含有相同酶量的细菌细胞, 葛根素在固定化酶的作

用下, 糖苷的摩尔转化率可达 53.3%, 成功提高至 24倍

以上。经 10次重复使用后, 固定化葛根素糖苷酶的活

性依旧保持在初始的 88%。

葛根素糖基化产物的结构大多具有相似性, 使得

目标产物的分离相对困难。因此, 加强分离手段也是

提高得率的一大关键环节。由于利用普通的AB-8大

孔树脂色谱柱无法从反应混合物中直接分离得到葛根

素-7-O-葡萄糖苷 , 因此一种超长双柱色谱系统被建

立[65]。在普通色谱柱外加入超弹性加固型 PVC柱后,

通过增加理论塔板数来提高色谱分离效率, 葛根素-7-

O-葡萄糖苷的回收率可高达 88.1%。此外, Wu等[66]还

建立了快速逆流色谱方法 (HSCCC法), 为葛根素苷类

化合物的有效分离提供了新途径。针对A. nicotianae

XM6 体外催化所获得的葛根素糖苷混合物 , 在正丁

醇-乙酸-水相分离体系中, 鉴定出的产物除了已报道

的单果糖苷和双果糖苷衍生物[25], 还有葛根素三果糖

苷和四果糖苷, 分离纯度均在 97%以上。新产物的发

现也进一步补充了 β-果糖苷酶的催化功能。

包合物形式对药物分子的溶解度、溶出度等方面

具有重要影响。环糊精以其独特的首尾连接方式, 形

成了内疏水、外亲水的分子结构, 这将有利于对尺寸合

适的客分子执行包合作用。来源于水管致黑栖热菌

(Thermus scotoductus) 的 4-α-葡聚糖转移酶 (TSαGT)

已被证实可将染料木苷的糖基化衍生物转化为相应的

包合物[67], 但不能直接识别葛根素[20]。他们推测

Figure 8 Generation of monofructosyl and multifructosyl puerarin via hydrophilic organic solvents tolerated bacterial strain of Arthrobacter

nicotianae XM6
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TSαGT对C-糖苷键可能缺乏敏感度, 但能特异性识别

异黄酮苷的O-糖苷键。进一步的实验结果证实了上

述推测。以直链淀粉为糖基供体, 在BSMA和TSαGT

的连续催化下, 可获得葛根素-环糊精包合物。对其连

续催化机制进行深入研究, 发现BSMA的产物中, α-D-

麦芽糖-(1→6)-葛根素可作为TSαGT的底物被进一步

延长和环化 , 而 α-D-葡萄糖-(1→6)-葛根素则不被利

用。结合对染料木苷包合物的结构分析, TSαGT所识

别的异黄酮苷底物中均含有以 O-糖苷键相连的麦芽

糖残基, 该结构特征可是TSαGT催化包合物形成的必

要条件。环糊精包埋的葛根素与糖基化葛根素一样,

在提高水溶性和冷藏稳定性方面具有广泛的应用价

值, 可被肠道内多种具有糖基水解活性的酶消化, 其生

物利用度可能与糖基化葛根素保持一致[27]。

糖基化修饰极大地增强了葛根素水溶性是毋庸置

疑的, 然而目前发现的生物酶与菌株均通过取代羟基

形成O-糖苷键。这使得药物分子中的羟基数量减少,

可能会导致葛根素衍生物抗氧化活性的下降。据报

道, 7位羟基被氧糖苷取代将极大影响黄酮类化合物

的抗氧化活性, 初步实验也已证明葛根素 7-O-葡萄糖

苷的抗氧化活性较葛根素有所下降[68]。其原因可能是

由于糖基取代基的立体效应会阻止药物抗氧化基团与

自由基之间的充分接触 , 使得活性自由基的反应加

剧[69,70]。糖基取代类型及修饰位点的不同均将对药物

分子产生巨大的影响, 因此研究人员应该理性分析葛

根素糖苷的理化性质。

2.3 羟基化-增强抗氧化活性

自由基和活性氧与体内众多疾病的发生息息相

关, 包括癌症、动脉粥样硬化、膜损伤等。黄酮类化合

物因具有良好的清除超氧阴离子、羟基自由基和过氧

自由基能力而被广泛研究。近年来, 在食品添加剂和

抗氧化剂研究领域中, 为了提高黄酮类化合物的抗氧

化活性, 越来越多的研究者通过微生物手段对其进行

羟基化修饰。从结构入手, 黄酮母核上的 2,3-双键与 4

位羰基所形成的共轭体系极大影响着黄酮类化合物的

抗氧化活性。同时, 许多研究人员指出, A环和B环上

的羟基数量也与黄酮类化合物抗氧化活性关系密

切[71,72]。在众多具有高抗氧化活性的酚类化合物中 ,

邻二羟基是它们最重要的活性结构特征, 其他结构在

增强或降低活性方面只起到修正作用[73]。目前, 已发

现葛根中的天然有效成分——3'-羟基葛根素能够清除

脂质过氧化过程中的自由基, 其B环中的3'位和4'位羟

基可以构成邻苯二酚结构, 可能在抗氧化活性中起到

了重要作用[74]。

研究发现, 一系列丝状真菌可对葛根素进行羟基

化修饰, 其中哈茨木霉 (Trichoderma harzianum CGMCC

1523)[33]、粘帚霉NT-01 (Gliocladium sp.) [34]、融粘帚霉

菌 (Glioclodium deliguescens AS3.3987) [35]均能将葛根

素转化为 3'-羟基葛根素 (3'-hydroxypuerarin) (图 9)。

在葛根素浓度为 0.6 g·L-1的最佳条件下, T. harzianum

CGMCC 1523静息菌丝对葛根素的转化率约为 41%。

经DPPH自由基清除体系测定, 3'-羟基葛根素的活性

是葛根素的 20倍, 溶解度也提高至原药的 1.3倍。

除了识别葛根素, T. harzianum CGMCC 1523还能

作用于葛根素糖苷的 3'位羟基[68], 催化葛根素-7-O-果

糖苷 (puerarin-7-O-fructoside) 形成 3'-羟基葛根素 -7-

O-果糖苷 (3'-hydroxypuerarin-7-O-fructoside) (图 10)。

然而, 对于葛根素-7-O-葡萄糖苷, T. harzianum CGMCC

1523却先将其水解为葛根素进而生成 3'-羟基葛根素。

这些结果表明, T. harzianum CGMCC 1523是一个底物

谱较宽泛的全细胞催化剂。对上述化合物的自由基清

除活性进行检测, 以期探索出原药修饰对其生理活性

影响的规律。其中, 3'-羟基葛根素清除自由基的活性

比葛根素高约 3.9倍, 而3'羟基葛根素-7-O-果糖苷的自

由基清除活性比 3'-羟基葛根素略低, 但却是葛根素-7-

O-果糖苷的 2.2倍。此外, 葛根素-7-O-葡萄糖苷的自

由基清除活性减弱至原来的 1/2, 而葛根素-7-O-果糖

苷却增加了约 1.5倍。从上述实验结果可以看出, 3'和

4'位羟基所形成的邻苯二酚结构的确能够提升葛根素

及其糖苷的抗氧化活性, 但葛根素 7位羟基的取代仍

需要谨慎分析, 以免抑制其自身生物活性。

3 讨论和展望

葛根素药效明确, 药理活性多样, 临床应用广泛,

但较低的溶解性和生物利用度也限制了其药效的发

挥。由于天然产物糖苷的复杂结构, 化学全合成遇到

了诸多问题。生物催化以其独有的位点专一性、环境

友好性解决了化学合成中的难题。以化学合成的葛根

素衍生物为参考, 对修饰基团、位点结构与药效之间的

关系进行总结, 将对选择性筛选、改造生物酶和催化菌

株具有指导性意义。

化学合成葛根素衍生物可以获得修饰基团多样的

酯类前药, 如葛根素醋酸酯[40]、磷酸酯[49]、琥珀酸酯[75]、

磺酸酯[76]和硝酸酯[77]等。然而, 生物催化修饰葛根素

的酯化基团较单一, 主要以不同链长的脂肪酸酯为主,

其供体的丰富性仍有待拓宽。生物催化剂也主要局限

于脂肪酶, 脂肪酶在非水相介质中主要以脂肪酸酯为

供体, 反应常伴随着副产物乙醛的产生。因此, 这种方

法存在污染环境的风险, 需要额外考虑废气转化、循环

利用等方面的问题。针对葛根素酰化现状, 清洁酰基

供体的寻找、具有酯化功能的生物酶与菌株的挖掘均

·· 1599



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(7): 1590 −1603

是值得探索的方向。

葛根素的糖基化不仅筛选出多种生物催化剂, 还

着眼于探索糖基供体的多样化、催化剂的溶剂耐受性、

工具酶的高效利用和检测手段的优化。葛根素糖基化

衍生物的水溶性和抗氧化活性等生理活性受到较多关

注, 但关于体内代谢的深入探讨较少。研究表明黄酮

糖苷中的糖分子类型影响它们的吸收和分布, 并在一

定程度上影响它们的代谢[78,79]。因此在对葛根素衍生

物进行活性检测同时, 也应关注不同葛根素糖苷衍生

物的体内药代动力学特征。

葛根素羟基化数量、位点与抗氧化活性具有极大

关联。天然活性成分 3'-羟基葛根素的活性筛选为生

物催化提供了目标产物, 已被证实抗氧化活性较葛根

素明显提高, 但含量较低。生物催化为该天然产物的

合成提供新途径。

以葛根素为出发点, 纵观以染料木苷元、大豆苷

元、黄豆苷元及其苷类为代表的整个异黄酮家族,“植

物雌激素”已成为其生物活性的重要标志。异黄酮一

直被认为是黄酮类化合物中的一个独特分支, 其结构

特性决定了自身溶解度低、生物利用度差的特性。吸

电子基团的存在、酚羟基的低亲核性使得异黄酮很难

通过化学方法进行结构修饰, 生物催化在异黄酮衍生

物的合成中具有独特的优势。目前, 生物法介导的糖

基化仍是改善异黄酮溶解度的最主要的手段。此外,

与葛根素的酰化修饰相同, 来源于南极假丝酵母的脂

肪酶也是黄酮类化合物最常用的酰化修饰酶。但是这

种脂肪酶需要以糖基化的黄酮作为底物, 而另一种来

源于洋葱假单胞菌 (Pseudomonas cepacea) 的脂肪酶

(PCL) 可同时酰化黄酮化合物的苷元和糖基基团。如

若能够寻找到与 PCL具有类似功能的酶, 并将其应用

至异黄酮的酰化修饰, 可弥补生物催化异黄酮苷元酰

化修饰的空白。此外, 通过生物转化对异黄酮进行的

羟基化、水解等, 也有助于获得一系列新的分子探针和

药物先导物。目前, 大多数关于异黄酮的生物催化研

究仍处于较浅的层次, 缺乏相关的体内活性数据, 其转

化机制、催化规律也尚待研究。纵观全局, 绝大多数的

研究仍处于实验室水平, 缺乏工业化报道。因此, 需针

对上述问题进行有目的地探索, 从而促进生物技术在

异黄酮结构修饰中的应用。

酶法介导的葛根素衍生物的合成主要通过全细胞

的方式进行, 具体起催化作用的工具酶的纯化仍是一

个需要深入探索的方向。纯酶的结构鉴定和定向进化

可提高工具酶的催化效率, 为生物催化葛根素衍生物

的合成奠定基础。

此外, 对已知的葛根素修饰工具酶的催化机制进

行深入研究, 将有利于后续的蛋白改造等工作。与代

谢工程、合成生物学技术相结合, 借助葛根中发现的

C-糖基转移酶[80], 将有望构建一条葛根素衍生物从头

合成途径。

目前葛根素的生物催化相关报道还是较少, 主要

是由于葛根素的水溶性低限制了转化产率的提高。而

近年来, 细胞渗透技术、非水相酶催化技术、代谢工程

Figure 9 C3' hydroxylation of puerarin catalyzed by Gliocladium NT-01 (a), Glioclodium deliguescens AS3.3987 (b) or Trichoderma har‐

zianum CGMCCI523 (c)

Figure 10 The whole-cell mediated C3' hydroxylation towards 3'-hydroxypuerarin-7-O-fructoside
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技术的发展, 将为葛根素衍生物的研究提供新的途径。

此外, 无论是化学法还是生物法, 大多属于非理性设

计, 目前仍主要以葛根素衍生物的药理学及其药效学

为导向, 尚未报道明确的构效关系。随着药物信息学

的发展, 在计算机技术的辅助设计下, 相信葛根素的修

饰研究将更加合理、快捷。
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