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摘　要：甜菊糖苷，又称甜菊糖，是一类从甜叶菊中提取具有高度甜味的二萜类化合物，具有甜度高、热量低、安

全无毒、降血糖、降血压等生理特性，被认为是“世界第三天然糖原”，已被广泛应用于食品、医药、日用化工、

酿酒等行业。然而，基于传统提取工艺的提取物存在产品纯化难、提取效率较低、消耗过多溶剂等问题，限制了

其使用范围。合成生物学的快速发展为植物天然产物的生产提供了一种绿色高效的新型生产模式。为此，文章在

阐述甜菊糖苷的结构与生理活性的基础上，综述甜菊糖苷的生物合成研究进展。解析了甜菊糖苷的生物合成路径

及其关键酶的催化机制，重点介绍利用糖基转移酶生物催化合成和基于微生物从头合成特定甜菊糖苷的机制及途

径，并介绍了两种生物合成方法在生产甜度高、苦味低的莱鲍迪甙 A、莱鲍迪甙 D和莱鲍迪甙M方面的应用。基

于以上研究进展，对甜菊糖苷生物合成法目前面临的主要难题及未来研究方向进行了探讨，以期为甜菊糖苷的生

物合成提供理论参考。
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Abstract： Stevioside,  also  known  as  stevia,  is  a  class  of  diterpenoids  extracted  from  stevia  with  high  sweetness,  low
calories,  safety and non-toxicity,  hypoglycemic,  hypotensive,  and other physiological  characteristics.  It  is  regarded as the
"world's  third  natural  glycogen",  and  widely  used  in  the  food,  pharmaceutical,  daily-use  chemicals,  brewing,  and  other
industries.  However,  extracts  based on the traditional  extraction process have problems such as difficult  purification,  low
extraction  efficiency,  and  excessive  consumption  of  solvents,  which  limit  their  value  and  application  scope.  The  rapid
development  of  synthetic  biology  provides  a  new green  and  efficient  production  mode  for  the  production  of  plant-based
natural  products.  To  this  end,  the  article  reviews  the  research  progress  of  steviol  glycosides'  biosynthesis  based  on  the
elucidation of their structure and physiological activities. It analyzes the biosynthetic pathways of steviol glycosides and the
catalytic  mechanisms  of  the  key  enzymes  involved.  The  focus  is  on  the  mechanisms  and  approaches  for  biocatalytic
synthesis  using  glycosyltransferases  and  the  de  novo  synthesis  of  specific  steviol  glycosides  by  microorganisms.
Additionally,  it  discusses the application of two biosynthetic methods in the production of high sweetness,  low bitterness
rebaudiosides  A,  D,  and  M.  Based  on  the  aforementioned  research  advances,  the  paper  explores  the  main  challenges
currently faced in the biosynthesis of steviol glycosides and future research directions, aiming to provide theoretical insights  
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for the biosynthesis of steviol glycosides.
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甜味使人产生快乐和幸福的感觉，但过量摄入

高热量的糖类可使人体脂肪堆积，引起高甘油三酯血

症、高血压、心脑血管疾病和胰岛素耐受症等问题，

进而危害身体健康[1]。然而，消费者对糖的消费需求

依旧旺盛，需求量依然呈强劲上升趋势[2]。目前，根

据甜味剂来源可分为人工甜味剂和天然甜味剂[3]。

人工甜味剂（如阿斯巴甜、三氯蔗糖和爱德万甜等）

具有热量低和甜味强烈等特点，摄入后虽然能激活舌

头上的与摄入糖类时相同的味觉受体，但不会激活

肠-脑糖回路，导致食物奖励被部分激活。食物奖励

是指大脑对特定食物表现出“喜欢”和“想要”，并为

进食动机提供方向和强度。在人工甜味剂的影响下，

奖励系统会诱导人体产生出于喜好而不是出于能量

需求的食物摄入行为，对糖产生偏好，最终影响人体

对糖的摄入量[4−5]，进而引起肠道菌群紊乱、干扰神

经细胞功能、肝毒性和肾功能失常等问题[6−7]。而新

型天然甜味剂（如甜菊糖苷、罗汉果甜苷和甘草酸

等）具有甜度高、热值低、安全稳定和人体无法直接

吸收代谢等特性[8]，且目前尚未发现其会激发食物奖

励，已然成为满足甜味需求的新一代甜味剂[9]。将甜

菊糖苷应用于食品生产中，不仅能满足消费者对糖类

持续上升的品质要求和消费需求[2]，还可减少高热量

糖类的摄入，降低对食用者身体健康的损害，因此以

甜菊糖苷为原料开发绿色、健康的天然甜味剂已然

成为研究热点[10]。

近年来，植物细胞培养和合成生物学的发展为

新型甜味剂中天然产物的获取提供了可持续的生产

思路[11]。然而，植物细胞培养成本高、耗时长、产量

低、产物特异性差，且缺乏适当的遗传改造工具和方

法，进而导致代谢改造植物细胞高效生产特定甜菊糖

苷具有挑战性。作为对生命系统和过程进行重新设

计和工程化构建与应用的科学，合成生物学构建微生

物细胞工厂具有周期短、产量高、提取工艺简单等优

势，是一种绿色高效的新型生产模式[12]。随着基因组

测序和表达序列标签 （Expressed  Sequence  Tag，
EST）等技术揭示甜叶菊中甜菊糖苷的生物合成机

制，为高效生物合成甜菊糖苷奠定了基础[13]。为此，

本文综述甜菊糖苷的生物合成机制及合成生物学应

用研究进展，重点介绍了目前主要研究的几种甜菊糖

苷，并探讨其微生物合成所面临的挑战，以期为甜菊

糖苷类物质的生物合成提供一定的理论参考。 

1　甜菊糖苷简介
甜菊糖苷，又称甜菊糖，是一类具有高度甜味的

二萜类化合物，具有非着色性、甜度高（蔗糖的

250~350倍）、热量低（约为蔗糖的 1/300）、安全无

毒、不引起美拉德反应、不影响食品粘稠性和凝固性

等特点，被认为是“世界第三天然糖原”[14]。甜菊糖

苷具有非发酵性，食用后不能被口腔中的细菌分解利

用而发酵产酸，故可用于预防龋齿[15]。此外，甜菊糖

苷具有降血糖、降血压、抗肿瘤、免疫调节等生理活

性[16]，已然成为世界上使用最广泛的零卡路里天然高

强度甜味剂，被广泛应用于食品、医药、日用化工、

酿酒等行业[17]。目前，甜菊糖苷主要通过热水提取

法、溶剂提取法、浸渍法、大孔树脂吸附法、微波辅

助提取法、超临界流体萃取法、超声辅助提取法、快

速固液动态萃取法等技术方法从甜叶菊中提取[15]。

但由于现今新型甜菊糖苷的合成主要通过在贝壳杉

烯的萜烯苷元的不同位点连接不同类型、不同数量

的糖分子，导致合成的甜菊糖苷成分复杂，含有多种

框架结构相似的类似物[18]。此外，由于提取物还受到

甜菊糖苷含量及植物生长周期的影响，因此存在产品

纯化难、提取效率较低、消耗过多溶剂等问题，进而

限制其应用和导致产业化应用成本较高[19]。利用生

物合成法高效合成甜菊糖苷可以从源头上解决其提

取成本高但产量低的问题，一定程度上改善甜菊糖苷

供应不足的情况，提高甜菊糖苷用作天然甜味剂的商

业性。 

2　甜菊糖苷的结构与生理活性
甜叶菊（Stevia rebaudiana Bertoni）属于菊科甜

叶菊属或斯台比亚属多年生草本植物，而甜菊糖苷

（Steviol glycosides） 是由甜叶菊叶子中提取获得的

新型纯天然甜味剂，是多种结构相似的二萜类混合

物[20]。如表 1所示，目前已从甜菊叶中分离鉴定多

种甜菊糖苷，主要包括甜菊糖、莱鲍迪苷 A（Reb A）、

莱鲍迪苷 B（Reb B）、莱鲍迪苷 C（Reb C）、莱鲍迪

苷 D（Reb D）、莱鲍迪苷 E（Reb E）和莱鲍迪苷 F
（Reb F）、杜尔可苷 A（Dulcoside A）、莱鲍迪苷 M
（Reb M） 、甜茶 （RS）、莱鲍迪苷 I（Reb I） 和甜菊双

糖苷等，其区别为 C13 和 C19 位连接糖基的差异

性[21]。其中，Reb A甜味最接近蔗糖，但其甜度却是

蔗糖的 350~450倍，且 Reb A含量越高，甜味越纯

正，是理想的甜味成分。因此，提高甜菊糖苷产品中

Reb A含量可有效改善甜菊糖苷的口感、甜度及其

产品风味。对于 Reb D，可通过在 Reb A的 R1端

以 β-1,2糖苷键连接葡糖基形成，也可通过在 Reb
E的 R2端以 β-1,3糖苷键连接葡糖基形成[22]。虽

Red D在甜叶菊中含量较少，约仅占甜叶菊叶子干重

的 0.2%，但却比甜菊糖和 Reb A具有更高的甜度和

更少的回苦味，进而具有更好的口感和应用价值。类

似的，Reb M在甜叶菊中含量低于 0.1%，但却具有高

甜度（约为蔗糖甜度的 300~350倍）、甜味迅速和甜

味纯净且无苦味、涩味、酸味以及甘草味等杂味的特

点，已然成为新一代甜味剂的开发热点[23]。

甜菊糖苷具有抗炎、抗糖尿病、抗氧化、抗癌等
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多种生理活性[24−25]。其中，甜菊糖苷无法被身体吸收

代谢，服用后不产生热量，也不会影响正常人群的血

糖，适用于孕妇、儿童和糖尿病患者[26]，并因其可以

促进胰岛素释放而被传统医学应用于治疗糖尿

病[27]。实验表明，甜菊糖苷可以提高机体的胰岛素敏

感性，适度改善了体外胰岛素对骨骼肌葡萄糖转运的

作用，具有一定的降糖功能[28]。此外，甜菊糖苷通过

将蛋白激酶的信号传导抑制和将 NF-κB活性的抑制

来起到抗炎作用[15]。同时，也有研究报道甜菊糖苷具

有显著的抗癌作用。在小鼠皮肤癌模型中，甜菊糖苷

成功抑制了肿瘤启动子 12-O-十四烷酰佛波醇-13-乙
酸酯（TPA）对诱导小鼠产生的炎症的活性，降低了

TPA对小鼠皮肤肿瘤生长的促进作用[29]。甜菊糖苷

根据其雌激素受体（ER）状态对乳腺癌细胞具有不同

的作用，这表明甜菊糖苷对各类乳腺癌尤其是三阴性

乳腺癌（TNBC）具有潜在的抗癌活性[30]。甜菊糖苷

还对人类胃肠道癌细胞具有强烈的抗癌活性，能够抑

制如 5-氟尿嘧啶等 6种人胃肠道癌细胞[31]。甜菊糖

苷优良的高甜度及生理活性使其不仅可以作为蔗糖

的良好天然替代品，还可以作为潜在的能够治疗糖尿

病、癌症等疾病的新型候选药物。 

3　甜菊糖苷生物合成路径的解析
近年来，基于 RNA-Seq技术实现对甜叶菊三种

基因型中不同 SGs组分的转录组谱分析，共鉴定出

80160个单基因，同时和生物信息学比较分析，发现

315个单基因参与甜菊糖苷生物合成，进而初步解析

甜菊糖苷生物合成途径[32]。如图 1所示，甜菊糖醇

与赤霉素共享部分生物合成途径，具有相同的中间代

谢物——贝壳杉烯酸，并经过一系列有序的糖基化反

应形成甜菊糖苷，其主要合成过程如下。 

3.1　甲基赤藓糖醇磷酸（MEP）或甲羟戊酸（MVA）
途径

在植物萜类化合物合成过程中，甲基赤藓糖醇

磷酸途径（MEP）途径为单萜、二萜和四萜的合成提

供 C5 骨架——二磷酸戊烯基，而甲羟戊酸途径

（MVA）为倍半萜、三萜和多萜的合成提供相同的通

用前体[33]。如图 1所示，甜菊糖苷的合成起始于胞

质中 DXS催化丙酮酸和甘油醛 3-磷酸（G3P）的缩

合反应而形成 1-脱氧-d-5-磷酸木糖（DXP）[34]，该反

应为萜类化合物合成的第一个限速步骤。随后，

DXP在 DXR还原酶催化下转化为 MEP，其中 DXR
通过催化 DXP分子内重排反应生成 2-c-methylery-
throse，该反应平衡有利于 MEP的形成，但催化反应

需要 NADPH和二价阳离子（尤其 Mn2+）[35]。最后，

在 4-焦磷酸-2-c-甲基-d-赤藓糖醇合成酶（CMS）、4-
焦磷酸-2c-甲基-d-赤藓糖醇激酶（CMK）、2-甲基-d-
赤藓糖醇-2,4-环焦磷酸合成酶（MCS）和（E）-4-羟基-
3-甲基-2-烯基焦磷酸合成酶（HDS）等关键酶的协

同催化作用下，通过复杂的生物反应机制共同催

化 MEP生成 （E） -4-羟基 -3-甲基 -2-烯基焦磷酸

（HMBPP）[36]。同时，HMBPP被（E）-4-羟基-3-甲基-
2-烯基焦磷酸还原酶（HDR）以类似机制进一步催化

形成焦磷酸异戊烯基（IPP）和焦磷酸二甲基烯基

（DMAPP）等基本五碳（C5）结构前体 [37]，而 IPP和

DMAPP间转化可由焦磷酸异戊烯基异构酶（IDI）完
成[38]。因此，DXS和 DXR是萜类生物合成的关键

酶[39]，其中 DXS活性依赖于硫胺素二磷酸（TPP），且
氨基酸序列在植物物种中高度保守[37]，而过量表达

DXS和 DXR可导致胞内 IPP和 DMAPP水平的增

加，进而实现下游相关萜类物质的高效积累[40]。例

如，利用农杆菌介导的 S. reaudiana 转化方法，过表

达甜菊苷合成过程中 DXS 1（SrDXS1）酶可使转基

因植株的甜菊苷总含量提高了 42%~54%[41]。 

3.2　萜烯合成途径

S. reaudiana 中甜菊苷的二萜苷元部分可通过

甲基 MEP途径合成[42]，始于将 IPP单元添加至二磷

 

表 1    甜菊糖苷化学结构及相对甜度

Table 1    Chemical structure and relative sweetness of stevia glycosides

苷元结构 甜苷名称 R1（C-13） R2（C-19） 相对甜度

OR2

H

H

13

19

OR1O

莱鲍迪苷A
（RA） Glc（β1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- Glc（β1）- 300

莱鲍迪苷B
（RB） Glc（β1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- H 150

莱鲍迪苷C
（RC） Rha（α1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- Glc（β1）- 30

莱鲍迪苷D
（RD） Glc（β1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- Glc（β1-2）Glc（β1）- 221

莱鲍迪苷E
（RE） Glc（β1-2）Glc（β1）- Glc（β1-2）Glc（β1）- 174

莱鲍迪苷F
（RF） Xyl（β1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- Glc（β1）- 200

莱鲍迪苷M
（RM） Glc（β1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- Glc（β1-2）[Glcβ1-3]Glc（β1）- 250

甜茶苷
（RS） Glc（β1）- Glc（β1）- 114

杜可尔苷A
（DA） Rha（α1-2）Glc（β1）- Glc（β1）- 30
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酸二甲基烯丙基，即 IPP和 DMAPP在香叶基焦磷

酸合成酶（GGPPS）催化下缩合生成萜类化合物前

体——香叶基焦磷酸（GGPP）[43]。同时，GGPP在柯

巴基焦磷酸合成酶（CDPS）作用下发生质子化并环化

形成柯巴基焦磷酸（CDP），随之在贝壳杉烯合成酶

（Kaurene Synthase，KS）催化下发生离子依赖的环化

而生成内根-贝壳杉烯（ent-Kaurene）。在此基础上，

内根-贝壳杉烯穿过质体膜被转运至内质网，在

P450单加氧酶内根-贝壳杉烯氧化酶（Kaurene Oxi-
dase，KO）催化下通过三步氧化反应进一步转化成内

根-贝壳杉烯酸（ent-kaurenoic acid，ent-KA），该反应

是甜菊糖苷合成途径与赤霉素合成途径的分界点。

随后，基于内根-贝壳杉烯酸羟化酶（Kaurenoicacid
Hydroxylase，KAH）的作用，内根-贝壳杉烯酸中 C-
13位发生脱氢氧化反应形成甜菊糖苷合成前体——
甜菊醇（stevoil），该反应是合成甜菊糖苷的关键

步骤。

作为一种膜结合的血红蛋白蛋白酶，细胞色素

P450酶（CYPs） 可通过催化一个氧原子插入底物而

使另一个氧原子还原生成水，其活性取决于 NADPH
依赖性细胞色素 P450还原酶（CPR）催化两个电子

的转移[44]。因此，CYP和 CPR复合体通过蛋白-蛋
白作用相互结合，其中 CPR是 CYP亚基与其他蛋

白的作用节点 [45]。KO作为一种多功能细胞色素

P450，可在植物激素生物合成中催化三次连续氧化，

其催化机制为：KO首先催化内根-贝壳杉烯中 C-
19的羟基化反应生成内根-贝壳杉烯醇，接着发生氧

化反应生成内根-贝壳杉烯醛，最后氧化生成内根-贝
壳杉烯酸。此外，另一细胞色素 P450酶——KAH
可催化内根-贝壳杉烯酸中 C-13的羟基化反应，进一

步生成甜菊醇[46]。因此，在 NADPH依赖性酶 CPR
的催化作用下，KO和 KAH依次将贝壳杉烯催化生

产甜菊醇苷元。 

4　甜菊糖苷的生物合成研究进展
目前，甜菊糖苷被认为是一种高需求的天然零

热量蔗糖替代品。然而，从甜叶菊中提取甜菊糖苷的

效率较低，获得的甜菊糖苷成分复杂，具有轻微的苦

味和涩味，从而限制了其在食品和药品中的使用[47]。

为此，研究人员一方面通过采用以麦芽糖糊精和菊粉

为包封剂的微胶囊化方法，辅以增味剂和风味调节剂

来削弱甜菊糖苷的苦味；另一方面通过利用从头化学

合成和化学/酶修饰的方法来从本质上改善甜菊糖苷

的感官特性，但由于目前对结构-甜味关系机制尚未

深入研究，且化学合成或修饰涉及有机溶剂等安全问

题，因此难以制定简单可行的合成或修饰方案。近年

来，研究人员新开发了基于合成生物学设计或构建微

生物细胞工厂的甜菊糖苷合成方法，能够按照预期的

路线从头“绿色”合成特定的甜菊糖苷，耗时更短，且

 

MEP pathway MVA pathway

Terpene synthesis
pathway Glycosylation pathway

图 1    甜菊糖苷生物合成途径

Fig.1    Biosynthetic pathway of stevia glycoside

 · 390 · 食品工业科技 2025年  3 月



对环境友好，合成的产物也有着更精准的质量指标、

更优良的感官品质和更丰富的衍生类型[48]，使得该方

法已然成为最佳规模化生产甜菊糖苷的替代方

法[13]。

目前，甜菊糖苷的生物合成主要包括生物催化

合成甜菊糖苷和基于微生物从头合成甜菊糖苷两

种。研究人员通过采用酶改造、酶修饰、酶催化、酶

的分离纯化等先进的酶工程技术，对甜菊糖苷合成过

程中所需酶的生物学性质进行了改良，从而改善了甜

菊糖苷的生产过程，使其质量和产量得到了显著提

升。其中，针对莱鲍迪甙 A（Reb A）、莱鲍迪甙 D
（Reb D）和莱鲍迪甙 M（Reb M）等关键成分的合成，

研究人员采用了一系列创新的方法，包括优化反应条

件、酶的工程化、基因表达的调控等，从而有效地提

高了甜度高不良风味弱的优良甜菊糖苷的产率和选

择性[49]。此外，尽管微生物从头合成甜菊糖苷仍然面

临挑战，但通过改造微生物底盘细胞和优化合成路

径，也取得了一定的突破，为甜菊糖苷的可持续高效

生产提供了新的思路和方法。这些研究成果为甜菊

糖苷在食品和药品等领域的广泛应用奠定了坚实的

基础，同时也为未来的相关研究提供了重要的参考和

借鉴。 

4.1　生物催化合成甜菊糖苷

生物催化合成甜菊糖苷是指利用酶或产酶微生

物作为催化剂合成甜菊糖苷的过程。目前主要通过

利用糖基转移酶改变甜菊醇不同位点上的糖基数量，

来合成多种口感、理化性质各异的甜菊糖苷。 

4.1.1   甜菊糖苷合成途径中糖基转移酶及其催化机

制　糖基化是由糖基转移酶（GTs）介导的修饰反应，

而 GTs是一个由多成员组成的转移酶家族，通过将

糖基供体（如核苷二磷酸糖、核苷单磷酸糖或脂质磷

酸糖）中糖基团转移至特定受体分子形成糖苷键，而

在糖基团转移过程中异头碳原子构型保留或翻转而

形成不同构型的糖基化产物，如寡糖、多糖和糖复合

物等功能性分子，进而参与介导天然产物的合成、亚

细胞定位、信号储存和传递等生命活动[50]。一般来

说，根据氨基酸序列相似性、底物特异性、反应机理

和三维结构等特点，可将 GTs分为 114个家族

（GT1~GT114）[51]，其中 GT1属于 UDP依赖性糖基

转移酶（UGTs），即在糖基化反应中使用 UDP活化

糖作为糖基供体[52]。在甜菊糖苷形成过程中，糖基转

移酶以区域选择性方式识别不同甜菊糖苷，将糖基供

体 UDPG的活性糖转移至甜菊醇的 C-13和 C-
19位，从而形成不同甜菊糖苷[53]。

近年来，基于 S.  rebaudiana 的转录组学分析，

结合表达序列标签（ESTs）和功能表征筛选从甜叶

菊中鉴定获得了 5个参与甜菊糖苷合成的糖基转

移 酶 [54]（ SrUGT85C2、 SrUGT74G1、 SrUGT73E1、
SrUGT76G1、 SrUGT91D2）。其中 ，糖基转移酶

UGT85C2催化甜菊醇 C-13位羟基糖基化形成 β-D-

葡萄糖苷，糖基转移酶 UGT74G1和 UGT73E1负责

催化甜菊醇 C-19位羧酸酯化， 而 UGT76G1能够催

化 C-13位羟基和 C-19位羟基形成 β-1,3糖苷键[54]，

UGT91D2则通过形成 1,2-β-d-糖苷键催化与 C13
或 C19结合葡萄糖基的糖基化，也可形成 1,6-β-d-糖
苷键[22]。因此，UGT91D2能催化甜菊单苷中 C13的

糖基化而形成甜菊双糖苷，或能催化甜菊双糖苷中

C13 糖基化形成甜菊三糖苷，或能进一步催化甜菊三

糖苷中 C19 糖基化而形成 Reb E[55]，但却不能对 1,3-
糖苷键中含有葡萄糖残基的糖苷结构进一步的糖基

化 [22]。因此，糖基转移酶 UGT76G1能催化 Reb
E和 Reb D形成 Reb D和 Reb M，而 UGT91D2能

够催化 Reb A合成 Reb D[56]。

糖基转移酶催化机制与糖基水解酶催化机制类

似，即需要一个酸性氨基酸通过脱质子作用激活受体

羟基，其主要催化机制包括 SN2催化机制、双取代

催化机制和 SNi催化机制[57]。目前，已成功解析糖

基转移酶 UGT76G1蛋白质结构，发现 UGT76G1结

构中存在由 Leu85、Met88、Ile90、Asn196、Leu200
及 Ile203等氨基酸形成的疏水口袋，该疏水口袋通

过与二萜骨架结构间的疏水作用进行识别，进而控制

催化 C-13和 C-19位糖基化反应的立体选择特异

性[36]。鉴于此，Yang等[58] 基于 UGT76G1的底物结

合晶体结构，提出 UGT76G1的 His25可使葡萄糖

的 3-羟基去质子化成为亲核试剂，而亲核试剂攻击

UDPG形成过渡态而发生 SN2反应，并以 UDP为

离去基。同时，Asp 124与 His 25形成二元基团，表

明其在质子向 His 25转移中起重要的催化作用。此

外，结合生化数据构建的 UGT76G1的多个复杂结构

表明了该酶使用疏水相互作用来识别不同底物，

UGT76G1的底物可塑性使其能利用疏水识别同一

活性位点的两种不同底物，进而利用纯疏水识别以扩

大糖基转移酶的范围，以期为生物技术提供新途

径[58]。接下来，基于解析的 SrUGT76G1结构的疏水

口袋，研究人员利用分子对接分析等技术探究位于活

性口袋中的蛋白质-底物结合位点的靶氨基残基及其

对甜菊糖苷合成的影响，利用突变技术获得能够促进

目标产物催化合成和降低副产物积累的酶突变体。

例如，Liu等 [59] 发现疏水口袋中 Gly87和 Leu204
残基会影响底物偏好，在糖基化反应中起着关键作

用。通过突变残基后筛选获得的突变体 T284S，可
使催化合成 Reb M的活性提高 1.5倍，并同时抑制

形成 Reb I的活性。类似地，研究人员通过分子对接

分析鉴定预测了活性袋内会影响目标产物积累的关

键残基，将其进行点饱和突变后构建了包含 1748个

UGT76G1变异体的突变文库，以积累 Reb D或

Reb  M的能力为筛选指标 ，最终筛选获得的

UGT76G1Thr146Gly和 UGT76G1His155Leu突 变

体具有增强催化合成 Reb M、抑制副产物积累等特

性。再例如，参考 SrUGT76G1的相关研究，Zhang
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等[60] 通过同源性建模和分子对接分析，预测 T84、
T144、A194、S284、E285、V286、G365、E369、R404
和 G409是 SrUGT91D2催化 SGs糖基化的关键

残基。经过位点突变和酶分析，确认 T84、T144、
R404、A194和 G409是 SrUGT91D2蛋白的关键残

基。此外，Zhang等[61] 基于 UGT91C1蛋白质结构，

建立 UGT91C1催化甜菊糖苷 C-13和 C-19形成 β-
1,2和 β-1,6糖苷键选择灵活性的三种模型，结合蛋

白质工程获得突变体 F208M/F379A，使其催化 Reb
A合成 Reb D的活性提高了 4.2倍，同时降低形成

Reb I的活性。因此，随着对 UGT糖基转移酶催化

机制的全面解析，将为结合代谢工程和酶工程改善

SGs的产量和质量提供理论和技术参考。 

4.1.2   甜菊糖苷的糖基化途径　以甜菊醇为底物，在

尿苷二磷酸（uridine diphosphate，UDP）依赖性糖基

转移酶（UDP-葡萄糖基转移酶，UDP-glucosyltrans-
ferases，UGT）的催化下，活化糖基团（如 UDP-葡萄

糖）被转移至特定受体分子位点而形成糖苷键，进而

形成一系列不同甜度的甜菊糖苷[62]。作为糖基化反

应的关键酶，UGTs可在甜菊醇中 C19 和 C13 两个位

置进行糖基化修饰，且由多个糖基转移酶协同催化甜

菊糖苷的合成，其催化过程为：首先，在糖基转移酶

UGT85C2催化下，将糖基供体尿苷二磷酸葡萄糖

（uridine diphosphate glucose，UDPG）中活性葡萄糖

基通过 β-D-葡萄糖苷键连接至骨架的 C13-羟基而形

成甜菊一糖苷（Steviolmonoside），此为甜菊糖苷合成

的关键调控步骤。接着，UGT91D2催化甜菊单苷的

C2-位置重新糖基化，形成甜菊双糖苷（Steviobio-
side）[63]，随之 UGT74G1催化甜菊双糖苷在 C19-羧
基官能团上糖基化生成甜茶苷（rubusoside，Rub）；而
甜茶苷的 C13-糖基在 UGT91D2催化形成 1，2-β-
D-糖苷键而生成甜菊糖（Stevioside，St）。最后，

UGT76G1催化甜菊糖的 C13 位葡萄糖基形成 1,3-β-
D-糖苷键而生成 Reb A，即在甜菊醇苷元的 C19-位
置连接一个葡萄糖基和 C13-位置连接数个葡萄糖基

构成 Reb A生物合成途径[64]。在此基础上，Reb A
的 C19 位葡萄糖基被 UGT91D2进一步催化形成

Reb D，而 UGT76G1进一步催化 Reb D而形成 Reb
M。因此，UGT85C2催化反应为糖基化途径的限速

步骤，但失活 UGT76G1基因功能的甜菊突变体仅能

合成微量的莱鲍迪甙 A[65]。

此外，不同糖类型（如葡萄糖基、鼠李糖基和木

糖基）、不同数量的糖基化和糖苷连接方式可形成不

同的甜菊糖苷，丰富了甜菊糖苷种类，进而产生不同

的甜度及口感。例如，在甜菊醇苷元的 C-13位上依

次连接葡萄糖基和鼠李糖基，即为 RC生物合成途

径，而依次连接葡萄糖基和木质糖基，即为 RF的生

物合成途径[62]。因此，目前报道的甜叶菊合成甜菊糖

苷类化合物已有约 43种，但甜叶菊提取物具有的不

同程度的苦味和涩味极大限制了其在食品中的应用，

而如何改善甜菊糖苷的口味已然成为研究的热点[66]。 

4.1.3   几种重要甜菊糖苷的酶法合成研究进展　在

酶法合成甜菊糖苷的过程中，可以通过结合酶工程、

调节基因表达等方法来显著改善甜菊糖苷的质量和

含量。生物催化技术操作简单，具有高度的催化特异

性，且副产物较少，便于后续产物的分离纯化，从而有

利于甜菊糖苷的工业化生产[67]。目前，工业上主要利

用生物酶法催化合成甜菊糖苷中甜度高、苦味低的

莱鲍迪甙 A、莱鲍迪甙 D和莱鲍迪甙M。 

4.1.3.1   莱鲍迪甙 A（Reb A）的合成　作为一种非营

养性天然甜味剂，Reb A口感甘甜，无不良余味，而提

高甜菊糖苷中 Reb A的含量可有效改善甜菊糖苷的

口感。一般来说，传统上采用大孔树脂吸附法、亲水

色谱法和结晶法等技术分离甜菊糖提取物中 Reb A，

但其过程涉及大量有机溶剂的使用，有机溶剂价格昂

贵且对环境具有一定的污染性[68]，进而限制了 Reb
A的应用领域。为此，借助生物酶法催化技术可使

Reb A的制备不需消耗有机溶剂，为改善甜叶菊提取

物的口感提供了绿色途径。

在生物转化纯甜菊糖苷以生产 Reb A的传统方

法中，可以通过筛选并优化催化效率更高的新酶等方

式提高 Reb A的转化率，并且可以通过全细胞生物

催化、基因共表达等技术进一步降低生产成本。例

如，Zhang等[57] 从甜菊种植土壤中分离筛选获得了

产 CGTase的 Alkalihalobacillus oshimensis CGMCC
23164菌株。在<40 ℃ 条件下，以 10 g/L甜菊醇和

50 g/L可溶性淀粉为底物，CGTase-13表现出最佳的

转糖基化活性，可使甜菊糖苷和莱鲍鲍苷 A的转化

率分别达到 86.1%和 90.8%，进而使该糖基化甜菊

醇糖苷具有较弱的涩味和苦味，更快的甜味，更强的

甜味强度。此外，Chen等 [69] 通过将蔗糖合成酶

mbSUS与 UGT76G1在毕氏酵母 GS115中共表达，

实现反应系统中 UDPG的再生，降低了 UGT76G1
催化 ST转化为 Reb A过程中所需糖基供体的生产

成本。通过优化 mbSUS与 UGT76G1的基因剂量

比，构建全细胞生物催化剂 GS115（U76/mb3:1），从
而进一步提高酶的催化效率。在最优反应条件下，

1  L批次的莱鲍迪苷 A的产率在 26  h内达到

261.2 mmol/L。基于其较高的反应效率和较低的生

产成本，全细胞催化剂 GS115（U76/mb3:1）是一种具

有工业规模合成潜力的强大生物催化剂。

除去传统酶法转化外，研究人员还尝试以甜叶

菊提取物为原料酶法合成 Reb A，从而进一步降低生

产成本。例如，以地衣芽孢杆菌发酵的环糊精糖基转

移酶 DSM13为原料，对甜菊叶提取物进行酶生物转

化，可使莱鲍迪苷 A含量提高 1倍，而甜叶菊苷转化

率达到 70%~80%时，最大增幅为 5倍[70]。此外，为

减少副产物含量，提高 Reb A的相对纯度，通过在大

肠杆菌中共表达多种 β-葡萄糖苷酶 （SPBGL1、
SBGL、 SBGL2和 SBGL3） 和 α-l-鼠 李 糖 苷 酶

 · 392 · 食品工业科技 2025年  3 月



（SPRHA2），利用其细胞提取物或全细胞高效催化甜

叶菊提取物中的甜茶苷 （ST）、甜菊糖（Rub）、莱鲍迪

苷 B（Reb B）和莱鲍迪苷 C（Reb C）水解为微溶于水

的甜菊醇，离心后降低了甜叶菊提取物中其他成分的

含量，进一步提高了莱鲍迪苷 A的纯度，使 Reb A的

相对含量分别由 24%提高至 71.4%和 83.4%[56]。 

4.1.3.2   莱鲍迪甙 D（Reb  D）的合成　莱鲍迪苷

D因具有零热量和更高甜度的特性而成为一种很有

前途的甜味剂，其常见的生物合成方法是以 Reb
A为底物，利用糖基转移酶催化合成 Reb D[71]。例

如，在毕赤酵母中表达来源于 Oryza sativa 的转糖酶

基因 EUGT11，获得能够催化 Reb A转化为 Reb
D的重组菌株 XE-3。其中，该基因在 pH为 5.5，含
0.75%甲醇的 BMMY培养基中诱导菌株 XE-3时表

达量最高，可于 28 ℃ 表达 3~4 d后获得约 790 mg/L
目的蛋白；而重组酶 EUGT11在 pH6.0~6.5的磷酸

钠缓冲液中，以 UDPG为糖基供体，45 ℃ 时催化生

成 Reb D的活性最高。由于 EUGT11表达和催化

的最佳 pH和最佳温度都不同，为获得 Reb A的最大

转化率，研究人员利用正交设计开发了合适的 Reb
D生产策略。研究表明，采用一锅法生产 Reb D时，

培养基的初始 pH是主要因素，会同时影响酶的表达

水平和催化效率，并进一步主导底物的转化。最终选

择了初始 pH7.0为最优 pH，此时 Reb A显示出最高

的转化率。之后在此基础上采用两步控温策略以高

产 Reb D。结果表明，Reb A的转化率从 28 ℃ 下

的 62.41%提高至 28/35 ℃ 下的 95.31%，Reb D的

产率也从 60.57%增加至 93.47%。该方法简化了蛋

白分离及纯化的步骤，为甜味剂生产提供了一种成本

更低、效率更高的全细胞生物催化剂技术[72]。

此外，糖基转移酶 UGTSL2也能够催化 Reb
A生成 Reb D。例如，将番茄的糖基转移酶 UGTSL2
在大肠杆菌中表达，重组酶能够以 Reb A为底物催

化生成 Reb D和 Reb M2[73]。此外，由于合成所需

的 UDPG价格昂贵，为降低生产成本，可以通过共同

表达来源于马铃薯的 UGTSL2和蔗糖合成酶 SUS1，
在大肠杆菌中构建 Reb D合成和 UDP-葡萄糖回收

的途径。其中 StSUS1以价格低廉的蔗糖和 UDP为

底物催化合成 UDPG，而 UGTSL2则利用合成的

UDPG为糖基供体催化 Reb A合成 Reb D，最终从

20 g/L Reb A中得到 17.4 g/L Reb D[74]。在此基础

上，在大肠杆菌中构建 UGT76G1、UGTSL2和 SUS1
多酶反应体系，实现 St到 Reb D的低成本转化。其

中为了提高最终目标产物 Reb D产量，对 UGTSL2
的 358Asn进行了饱和突变，以提高 UGTSL2糖基

化 Reb A的催化活性和降低副产物莱鲍迪苷 M2的

形成为指标，筛选出 Asn358Phe突变体代替野生型

UGTSL2，最终可使 Reb D含量提高至 14.4 g/L[75]。

值得注意的是，突变体 Asn358Phe的催化活性虽提

高了 21.9%，但产物中仍存在少部分 Reb M2。为了

发掘活性更高的新型糖基转移酶，结合生物信息学方

法，通过同源序列比对、结构域分析及三级结构模拟

等筛选技术，将来源于辣椒的糖基转移酶 CaUGT和

马铃薯的糖基转移酶 StUGT在大肠杆菌中表达，重

组酶 CaUGT和 StUGT均能够以 UDPG为糖基供

体，通过酶催化将 Reb A转化为 Reb D，但重组酶

CaUGT的催化产物存在副产物 Reb  M2，重组酶

StUGT能够特异性地催化 Reb A转化为 Reb D，产

率为 97%[76]。 

4.1.3.3   莱鲍迪甙 M（Reb M）的合成　Reb M可由

两种糖基转移酶催化莱鲍迪糖苷 A（Reb A）和莱

鲍迪糖苷 D（Reb  D）级联糖基化而成。目前，除

SrUGT76G1外，暂未发现其他能够催化 Reb D生

成 Reb M的糖基转移酶，因此关于促进 Reb M酶法

合成的研究主要聚焦在 SrUGT76G1的过表达及

优化方面。例如，在大肠杆菌中表达的重组酶

SrUGT76G1能够以 Reb D为底物，经过酶催化生

成 Reb M，转化率为 72.2%[77]；而突变体 SrUGT76G1
T284S催化 Reb D转化为 Reb M的产率提高了约

50%。类似地，通过将酸性尾短肽标签融合在

SrUGT76G1的 C末端，获得四种酸性尾融合酶，进

而提高了 SrUGT76G1在大肠杆菌中的可溶性表达

水平、热稳定性及催化活性。结果表明：酸性尾融合

酶在 pH9.0的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液中，以 Reb
D和 UDPG为底物，其催化生成 Reb M的活性为野

生型的 202.46%[78]。同时，为提高糖基转移酶的可重

复利用性，从而降低这些酶的生产成本，Wang
等 [79] 将重组糖基转移酶 OsEUGT11（UGT1）和

SrUGT76G1（UGT2）在大肠杆菌中表达并共价固定

在壳聚糖微球上。结果表明：共固定化酶体系的活性

比混合固定化酶体系高 3.2倍。当 Reb A投料浓度

为 5 g/L时，Reb A的转化率为 97.3%，Reb M的产

率为 72.2%（4.82 g/L）。更为重要的是，当重复使用

4次和 8次循环后，共固定酶的活性分别保持在原来

的 72.5%和 53.1%，显示出较高的稳定性，表明共固

定 UGT对 Reb M的生产具有潜在的重要价值。 

4.2　基于微生物从头合成甜菊糖苷的研究进展

目前，虽有微生物发酵合成莱鲍迪苷 A等甜菊

糖苷类产品等相关报道，但因微生物体从头合成甜菊

糖苷涉及的催化反应步骤较多，关键酶表达量低、活

性较差，进而导致甜菊糖苷产量较低，表明甜菊糖苷

合成途径仍需进一步改善优化。底盘细胞是天然产

物合成的工厂，选择具有成熟操作系统以及遗传稳定

的底盘细胞是天然产物高效生产的基础，而模式微生

物大肠杆菌和酿酒酵母常被用作底盘细胞。例如，

Wang等[13] 将菊糖苷生物合成路径分为三个模块，在

大肠杆菌 BL21（DE3）中构建并实现异源从头合成

Reb A。同时，为弱化 KAH步骤瓶颈，利用来源于拟

南芥 （Arabidopsis  thaliana）的 KAH功能同源物

CYP714A2替换 S.  reaudiana 衍生的 KAHs，并对
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CYP714A2的 N端进行工程化，可使甜菊醇产量提

高 16倍，达到 9.47 mg/L，Reb A产量达到 10.03 mg/
L。为进一步提高甜菊醇产量，通过改造关键酶

KS的 5'非翻译区（UTR）序列和 KO的 N端序列、

删除编码谷氨酸脱氢酶编码基因 gdhA 和胞内

NADPH/NADP+，进而构建甜菊糖苷的从头合成途

径，使甜菊醇在大肠杆菌中合成量提高至 38.4 mg/
L[80]。类似地，研究人员在大肠杆菌中偶联表达来源

于 Solanum  lycopersicum 的 UDP-葡萄糖基转移

酶 UGTSL2和 Solanum  tuberosum 的蔗糖合成酶

StSUS1，成功构建 Reb D合成途径[74]。

酿酒酵母异源合成甜菊糖苷具有独特优势：内

源性的 MVA 途径和麦角固醇合成途径能够稳定提

供前体 IPP、DMAPP，完整的膜系统和翻译后修饰

有利于环化酶、CYP450的活性表达等，表明真核细

胞是生产稀有甜菊糖苷（如 Reb M或 Reb D）的适宜

宿主细胞[45]。为此，研究人员通过对 KO和 KAH的

功能同源组合进行批量实验，进而确定最佳 KO-

KAH-CPR组合——新 KO75（CYP701）和新 KAH82

（CYP72），进而实现贝壳杉烯高效转化为甜菊醇，并

限制副产物的合成。同时，两拷贝 KO75可有效增

加甜菊醇的产量（比单拷贝 KO75多 61%）[81]。此

外，研究人员以 Synechococcus elongatus为出发菌

株，结合基因表达和模块化工程过量表达细胞色素

P450酶 CYP79A1和 CYP71E1，进而实现二氧化碳

直接合成内根-贝壳杉烯酸，且产量可达 2.9 mg/L[81]。

生物法合成甜菊糖苷的研究进展汇总于表 2。
 
 

表 2    生物法合成甜菊糖苷的研究进展

Table 2    Progress in biosynthesis of stevia glycosides

关键酶 菌株 研究方法 产物 产量 参考文献

UGTs、KAH E. coli
BL21（DE3）

IPTG（0.02 mmol/L）、30 ℃ ent-kaurene
产量至194.12 mg/L（摇瓶）和

1.872 g/L（5-L发酵罐） [13]

KO、KAH E. coli
BL21（SSY10）

强化KO-Sr的表达和优化发酵条件22 ℃、IPTG
（0.1 mmol/L） ent-kaurene 100.23 mg/L [13]

KAH E. coli
BL21（SSY10）

将拟南芥CYP714A2的N端改造为
17αTR29CYP714A2，并取代甜叶菊衍生的关键酶

KAH
甜菊醇 15.47 mg/L [13]

UGTs、KAH、KO E. coli
BL21（SSY10）

构建并表达将UGT模块
UGT85C2/UGT91D2w/UGT74G1/UGT76G1并入

17αTR29CYP714A2
GGPPS、CPPS和KS的5′ UTR基因

Reb A 10.03 mg/L [13]

二磷酸合成酶、共醛
基二磷酸合成酶和高

脲合成酶
E. coli BL21 构建并表达GGPPS，CPPS和KS的5′ UTR ent-kaurene 623.6±3 mg/L（分批发酵） [80]

kaurene oxidase E. coli BL21
过表达来源于拟南芥的改造5' -UTR，n-末端的KO，和

增加胞内NADPH/NADP+比例 ent-kaurenoic acid 50.7±9.8 mg/L （分批发酵） [80]

UtrCYP7 14A2-
AtCPR2 E. coli BL21

过表达5′ UTR修饰的trCYP714A2和N端修饰的
UTRCYP714A2-ATCPR2的融合蛋白

甜菊醇 38.4±1.7 mg/L（分批发酵） [80]

细胞色素P450的
还原酶

Synechococcus
elongatus PCC

7942

代谢改造cyanobacteria，使其利用二氧化碳
合成内根-KA ent- kaurenoic acid 2.9±0.01 mg/L [81]

UGT76G1 S. cerevisiae
通过表达UGT76G1构建全细胞生物催化剂，并优化
全细胞催化条件（细胞通透性、温度、pH、柠檬酸盐、

Mg2+浓度和葡萄糖供应）

甜菊苷转化为
Reb A

1160.5 mg/L（底物为2 g/L
甜菊苷） [82]

UGT76G1、
UGTSL2和StSUS1 E. coli BL21

利用UGT76G1，UGTSL2和StSUS1建立多酶
反应体系

甜菊苷转化为
Reb D

14.4 g/L（底物为20 g/L
甜菊苷） [75]

UGTs Pichia pastoris 过表达来源于水稻的EUGT11 Reb A转化为
Reb D 转化率高达95.3% [72]

甜菊糖苷 P. pastoris
甜菊糖苷转化为

Reb A
甜菊糖苷转化率为 34.6%，
Reb A转化率为25.6%~35.6% [83]

Smt3-UGT76G1 E. coli BL21
在E. coli中共表达内源基因prpD和malK以促进

Smt3-UGT76G1的表达

St转化为Reb A；
Reb D转化为

Reb M

4.8 g/L；
1.8 g/L [77]

 
 

5　结论与展望
随着人们健康意识的提高，消费者对食物的追

求越来越重视口感、健康和功能性的平衡发展，进而

对天然非糖甜味剂的需求呈“爆炸式”增长[84]。作为

一种新型零热量天然甜味剂，甜菊糖苷已然被广泛应

用于食品、医药、日用化工、酿酒等行业，其中 Reb
A、Reb D和 Reb M又因在甜度、热量和呈味品质上

均优于其他糖苷而具有更高的商业价值。然而，由于

从植物中提取、纯化操作困难，甜菊糖苷的产量较

低，不能满足工业化需求。而且与蔗糖相比，甜菊糖

苷仍存在后苦味重、余味绵延不足等问题，极大局限

其应用价值。

生物合成法是目前解决以上问题的一种良好途

径，利用酶法催化合成甜菊糖苷可以显著提高其产量

和甜度，降低生产成本，实现甜菊糖苷的工业化生

产。目前，甜菊糖苷生物合成途径及关键酶已经得到
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完整解析，同时也已发掘出多种应用于酶法催化甜菊

糖苷合成的特异性糖基转移酶，但微生物生产仍存在

诸多难题，如甜菊糖苷生物合成途径涉及较多的催化

反应和酶，微生物细胞难以实现其高效协调表达；缺

少特异性关键酶，导致底盘细胞催化的顺序和方向难

以控制等。为此，为进一步提高甜菊糖苷类产品的产

量和质量，进而实现甜菊糖苷各组分的低成本、规模

化生产，仍需以下四个方展开研究：

a.结合生物信息学发掘新型高效糖基转移酶，或

利用酶工程提高关键酶的表达水平、催化效率及热

稳定性。

b.基于结构生物学解析关键酶蛋白结构，全面了

解相关催化机制，进而实现酶功能的定向改造，增强

底物特异性和催化活性。

c.利用合成生物学技术实现甜菊糖苷在底盘微

生物从头合成代谢途径的优化构建，并结合调节代谢

网络、开发及优化基因调控元件等动态调控方法提

高代谢途径流量；或采用模块化共培养工程成为减轻

细胞压力、提高目标产物产量[85]。

d.发展固定化、全细胞催化及多酶级联和辅酶

再生技术，降低生产成本。

总之，基于合成生物学在植物天然产物的高效、

可持续生产中具有的独特优势，利用合成生物学实现

甜菊糖苷的规模化生产成为必然趋势。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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