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中性核心母乳寡糖生物合成的研究进展和发展趋势
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工学院，北京 100083）

摘要：母乳寡糖 （human milk oligosaccharide，HMO） 是母乳中重要的功能和营养成分。其中，中性核心母乳寡

糖 （neutral core human milk oligosaccharide，ncHMO） 主要包括乳糖-N-三糖 （LNT Ⅱ）、乳糖-N-新四糖 （LNnT）
和乳糖-N-四糖 （LNT），在婴幼儿健康发育过程中发挥着不可替代的生理作用。近年来，中性核心母乳寡糖的生

物合成技术快速发展，其工业化生产从可能走向现实。本文综述了中性核心母乳寡糖的酶法和微生物细胞法合成研

究现状，介绍了糖基转移酶和糖苷酶在酶法合成中性核心母乳寡糖的应用，讨论了糖基转移酶的催化特性、底盘细

胞的种类及改造等关键因素对微生物细胞法合成中性核心母乳寡糖产量的影响，进一步对比了两种方法生物合成中

性核心母乳寡糖的优缺点。目前，中性核心母乳寡糖的生物合成存在酶催化效率低、底盘细胞选择与适配性差、副

产物多及内毒素污染等问题，需通过理性设计酶元件、优化安全底盘、动态调控代谢网络及强化发酵纯化工艺等策

略协同攻关，有望实现母乳寡糖的低成本、高效绿色生产，为开发更具营养价值的婴幼儿健康食品提供核心支撑。
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Abstract: Human milk oligosaccharides (HMOs) are essentially functional and nutritional components found in 

human milk. They can be primarily classified into fucosylated, neutral core, and sialylated HMOs. Lacto-N-triose Ⅱ 

(LNT Ⅱ), lacto-N-neotetraose (LNnT), and lacto-N-tetraose (LNT) are common neutral core human milk 

oligosaccharides (ncHMOs), which can be extended to form longer-chain HMOs and play important roles in intestinal 

health. In recent years, the biosynthesis of ncHMOs has developed rapidly, and industrial-scale production is from 
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theoretical possibility to practical reality. The synthesis approaches for ncHMOs include chemical synthesis, enzymatic 

synthesis, and microbial cell synthesis. As the rapid development in biotechnology, enzymatic and microbial cell 

synthesis have emerged as prominent methods in ncHMOs biosynthesis. Enzymatic synthesis is highly efficient, 

regioselective, and stereoselective. Currently, glycosyltransferases and glycoside hydrolases represent the two major 

types of enzymes used for biosynthesizing ncHMOs. Glycosidase-based enzymatic synthesis has demonstrated high 

conversion rates for LNT Ⅱ and LNnT production. However, the enzymatic synthesis of LNT is less efficient and 

requires further improvement. Notably, the production of LNnT and LNT typically relies on LNT Ⅱ as a key precursor, 

requiring a multi-step synthetic strategy. Microbial cell synthesis employs metabolic engineering to construct 

continuously synthetic pathways in microbial cells such as Escherichia coli and Bacillus subtilis. Knocking out genes 

in competitive pathway, optimizing genes expression, regenerating cofactors have significantly enhanced the yields of 

ncHMOs. The biosynthesis of ncHMOs faces several critical challenges, including the low activity and poor substrate 

specificity of key glycosyltransferases, such as β-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase and β-1,3-galactosyltransferase. 

Additionally, the transporters of LNT Ⅱ and LNnT are not clear in microbial cell. Furthermore, the yields of LNT Ⅱ 

should be substantially improved for industrial-scale production. Thus, it is important to overcome the interconnected 
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limitations in enzyme engineering (particularly glycosyltransferase specificity and activity), microbial cell modification 

(focusing on metabolic compatibility and pathway design), and bioprocess optimization (through rational pathway 

redesign) via an integrated synthetic biology and fermentation engineering approach in the future. These strategies are 

essential for achieving efficient, cost-effective biosynthesis of ncHMO at industrial scale.

Keywords: human milk oligosaccharides; lacto-N-triose Ⅱ (LNT Ⅱ); lacto-N-neotetraose (LNnT); lacto-N-tetraose 

(LNT); biosynthesis

母乳是最富营养的食物，具有奶粉无法替代

的优势。世界卫生组织与联合国儿童基金会建议，

婴儿出生后 6个月内纯母乳喂养，并在添加辅食后

仍持续喂养至 2岁或以上。母乳寡糖（human milk 

oligosaccharide，HMO）是母乳中一类难以消化的

碳水化合物，在母乳的生理功能中占据核心地

位［1］。HMO是母乳中含量第三的固体成分，仅次于

乳糖和脂类。HMO在初乳中浓度高达 22～24 g/L，

正常乳中维持在 5～12 g/L的水平，其含量显著高

于牛乳、羊乳等其他乳源［2-3］。为提高奶粉母乳化

程度，现已批准多种HMO作为核心配方成分应用

于婴儿配方奶粉中。由于相关法规的批准，预计

到 2028年HMO市场总额达 3.326亿美元（https：//

www.prnewswire.com/），这对它们的生物合成工艺

提出了更高标准和要求。

HMO由D-葡萄糖、D-半乳糖、L-岩藻糖、N-

乙酰氨基葡萄糖和N-乙酰神经氨酸等 5种单糖通过

不同糖苷键连接而成，结构多样、丰度跨度大，

存在众多异构体［4］。随着糖组学的发展，特别是

生物质谱在表征聚糖方面的突破，现已发现大约

200种结构不同的HMO，并表征了 160种低聚糖结

构［5-7］。HMO的还原末端都带有乳糖，乳糖可通过

添加β-1, 3-连接的Galβ 1, 3GlcNAc或β-1, 4-连接的

Galβ1, 4GlcNAc进行延伸。添加Galβ1, 3GlcNAc形

成Ⅰ型链（Ⅰ型寡糖），如乳糖-N-四糖（lacto-N-

tetraose，LNT），LNT可进一步经岩藻糖基化修饰

形成乳糖-N-岩藻五糖Ⅰ（LNFP Ⅰ）［8］、乳糖-N-双

岩藻糖基六糖Ⅱ（LNDFH Ⅱ）［9］，经唾液酸化修

饰形成双唾液酸乳糖-N-四糖（DSLNT）［10］。添加的

Galβ1, 4GlcNAc则会形成Ⅱ型链（Ⅱ型寡糖），如乳

糖-N-新四糖（lacto-N-neotetraose，LNnT），LNnT

可进一步经岩藻糖基化修饰形成乳糖-N-岩藻乳糖Ⅲ

（LNFP Ⅲ）［11］、乳糖 -N- 新双岩藻糖基六糖 Ⅱ
（LNnDFH Ⅱ）［12］，经唾液酸化修饰形成唾液酸乳

糖 -N-四糖 c （LSTc）［13］、唾液酸乳糖 -N-四糖 d

（LSTd）［14］［图 1（a）］。此外，乳糖或延伸后的寡糖

链可通过添加岩藻糖（α-1,2、α-1,3或 α-1,4-连接）

形成如 2′-岩藻糖基乳糖、3-岩藻糖基乳糖和二岩

藻糖基乳糖等HMO，和/或通过添加唾液酸（α-2,3

或α-2,6-连接）形成3′-唾液酸乳糖和6′-唾液酸乳糖

等HMO［15-17］。基于这些结构修饰，HMO可分为三

大类：岩藻糖基化 HMO、中性核心 HMO 和唾液

酸化 HMO［18-19］。以乳糖-N-三糖Ⅱ（lacto-N-triose 

Ⅱ，LNT Ⅱ）为核心骨架的 LNnT 和 LNT 是常见

的ncHMO，其含量在人初乳中浓度分别可达0.4 g/L

和0.59 g/L［17，20］（表1）。

ncHMO 作为 HMO 的重要成分和其他关键功

能性HMO的核心骨架结构，其生理功能正被逐步

揭示［图 1（b）］。LNT Ⅱ为三糖，易被益生菌代谢

或直接与宿主受体结合，能够上调肠道免疫因子

DEFB1 表达，对上皮细胞表面进行糖基化修饰，

促进益生菌植物乳杆菌 WCFS1 肠道黏附与增

殖［21］。LNnT能够促进肠道干细胞增殖分化，巩固

肠道屏障，效果优于低聚半乳糖［22］。LNnT还能显

著调节健康成年人的肠道菌群，特别是促进青春

型双歧杆菌 Bifidobacterium adolescentis 的增殖。

LNT能促进两歧双歧杆菌B. bifidum的增殖，并提

高肠道乙酸含量［23］。轮状病毒是导致婴幼儿患胃

肠炎的主要病原体，其感染依赖于表面蛋白 VP4

的 VP8*结构域与宿主细胞表面聚糖的特异性结

合［24］。研究表明，LNT通过氢键和疏水相互作用

与 VP8*稳定结合，在缓解胃肠炎方面发挥作

用［25］。LNT及LNT Ⅱ衍生糖（LNFP Ⅰ、LNFP Ⅱ、

LNFP Ⅲ和 DSLNT）通过黏附于致病性大肠杆菌
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和霍乱弧菌产生的不同外毒素而显示出抗病原活

性［26］。随着母乳寡糖制备技术的提高，ncHMO衍

生糖的研究也日益受到关注。LNFP Ⅲ能够激活小

鼠骨髓树突状细胞，以TLR4依赖的方式引发Th2

免疫应答［27］。LSTc可以减少肺炎链球菌的定植和

黏附，预防肺炎链球菌感染［28］。ncHMO还可与其

他HMO联用通过脑-肠轴促进大脑神经发育和认知

功能完善［29］。

最初，研究人员利用高效液相色谱法从母乳

中直接分离 ncHMO，但分离成本很高，难以实现

规模化生产［30］。1999年，研究人员首次利用化学

法合成LNnT和LNT，20多年来，这两种寡糖的合

成效率已取得显著提升［31-33］。但化学法合成存在反

应步骤繁琐（如保护基引入、偶联、脱保护）以

及多次使用有毒试剂（三氟甲磺酸银、三甲基硅

基三氟甲磺酸、N-碘代丁二酰亚胺）所带来的安
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图图1　LNT Ⅱ衍生糖结构（a）及功能（b）

Fig. 1　The structures (a) and functions (b) of LNT Ⅱ and their derivatives

表表1　　人初乳和正常乳中主要HMO含量

Table 1　　Concentrations of major HMOs in human colostrum and regular milk

classification

neutral

HMOs

neutral core HMOs

sialylated HMOs

HMOs

2′-FL

3-FL

LNFP Ⅰ
LNFP Ⅱ

LDFT

LNDFH Ⅰ
LNDFH Ⅱ

DFLNH

LNT Ⅱ
LNT

LNnT

3′-SL

6′-SL

DSLNT

LSTc

concentrations in colostrum/(g/L)

3.03 ± 1.79

0.41 ± 0.43

1.90 ± 0.96

0.28 ± 0.37

0.65 ± 0.71

0.47 ± 0.26

0.08 ± 0.10

0.05 ± 0.11

0.16 ± 0.08

0.59 ± 0.39

0.40 ± 0.12

0.21 ± 0.06

0.33 ± 0.11

0.36 ± 0.14

1.37 ± 0.56

concentrations in mature breast milk/(g/L)

1.64 ± 1.54

1.35 ± 1.00

0.70 ± 0.67

0.54 ± 0.52

0.19 ± 0.21

0.25 ± 0.25

0.12 ± 0.15

0.28 ± 0.30

0.03 ± 0.01

0.59 ± 0.27

0.34 ± 0.14

0.10 ± 0.02

0.22 ± 0.09

0.19 ± 0.07

0.23 ± 0.18
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全隐患和环境污染等问题［33］。随着生物技术的快

速发展，酶法和微生物细胞法由于其在合成效率

和环境友好性方面的突出优势，已成为目前

ncHMO生物合成领域的研究热点。迄今，全球许

多企业通过不同方法合成的LNnT、LNT及LNT Ⅱ
已获得多个国家监管机构批准，并应用于婴幼儿

配方奶粉及相关食品中。 2015 年，欧盟批准

Glycom A/S公司（现被DSM Firmenich收购）化学

法合成的 LNnT 用于婴幼儿配方奶粉、食品补充

剂、乳制品和类似物等多类食品中［34］。2016 年，

Glycom A/S公司改造大肠杆菌（Escherichia coli） 

K-12 DH1 菌株合成的 LNnT 通过美国食品药品监

督管理局（FDA）的一般公认安全（Generally 

Recognized as Safe，GRAS）认证。2019年，大肠

杆菌 K-12 DH1 菌株合成的 LNT 通过 GRAS 认证。

2020—2022 年，大肠杆菌 BL21 发酵生产的 LNnT

和LNT通过了欧洲食品安全局（EFSA）的安全性

评估［35-36］，随后欧盟委员会发布了上述 LNnT 和

LNT 作为新食品原料的授权公告。2023 年 10 月，

我国国家卫生健康委员会发布公告，批准由大肠

杆菌K-12 DH1 MDO菌株合成的LNnT作为食品营

养强化剂，可应用于部分奶粉和配方食品中。同

年，我国恒鲁生物科技有限公司改造酵母合成的

LNT Ⅱ通过了美国GRAS认证。

本 文 将 系 统 性 综 述 中 性 核 心 母 乳 寡 糖

（ncHMO）生物合成研究的最新进展，分析讨论其

生物合成所面临的关键技术挑战和发展前景，以

期深化对 ncHMO生物合成领域的认知，为推动以

LNT Ⅱ、LNnT和LNT为代表的HMO的绿色、高

效、规模化生物制造提供科学依据。

1 酶法合成ncHMO

酶法合成具有高效性和立体区域选择性，能

够有效地保证特定糖苷键构型并将单糖逐个加到

糖基受体特定位置。相比于化学法，酶法合成反

应过程无需添加有毒有害试剂，且环境友好。糖

基转移酶和糖苷水解酶是目前合成 ncHMO的两大

类酶。

1.1 酶法合成 LNT II

LNT Ⅱ作为合成 LNT 和 LNnT 的直接前体，

其高效合成是LNnT和LNT生物合成的重要前提。

利用 β -1, 3-N-乙酰氨基葡萄糖基转移酶（β‑1, 3‑ 

N‑acetylglucosaminyltransferase， EC 2.4.1.149） 合

成 LNT Ⅱ时，尿苷-5′-二磷酸-N-乙酰氨基葡萄糖

（UDP-GlcNAc）为常用糖基供体，β-乳糖为常用

糖基受体［37］。迄今，仅报道了脑膜炎奈瑟氏菌

（Neisseria meningitidis） 和 幽 门 螺 旋 杆 菌

（Helicobacter pylori）等少数细菌来源的 β-1，3-N-

乙酰氨基葡萄糖基转移酶用于酶法合成 LNT Ⅱ，

LNT Ⅱ转化率为90%左右［38-39］。

目前，LNT Ⅱ的酶法合成主要利用 β-N-乙酰

氨基葡萄糖苷酶（β -N-acetylhexosaminidase，EC 

3.2.1.52）。酶反应过程中，对硝基苯-N-乙酰-β-D-

氨基葡萄糖（pNP-GlcNAc）、N-乙酰氨基葡萄糖和

几丁二糖［（GlcNAc）2］为糖基供体，β-乳糖为糖基

受体［40-42］。β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶来源广泛，主

要存在于植物、哺乳动物、昆虫、细菌和真菌中。

不同来源的 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶合成 LNT Ⅱ
转化率不同（表2）。

米曲霉（Aspergillus oryzae）来源的N-乙酰氨

基葡萄糖苷酶 NagA（GenBank：AB085840.1）通

过逆水解反应合成LNT Ⅱ的转化率仅为 0.21% ［41］。

人肠道细菌 Tyzzerella nexili 来源的 TnHex189 是一

种高效的 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶，在最适条件

下合成 LNT Ⅱ的转化率为 57.2%［52］。β-N-乙酰氨

基葡萄糖苷酶的转糖苷反应具有稳定性高、底物

廉价等优点，但野生型 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

存在转化率低等问题。优化合成条件，如反应 pH、

温度、时间、受体浓度和加酶量等能够提高转化

率，但提高程度有限，一般低于 15%［53］。为提高

β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶的转糖苷活性，需要采用

蛋白质工程手段进行分子改造。 Liu 等［48］ 从

Haloferula sp.中挖掘的野生型 β-N-乙酰氨基葡萄糖

苷酶（HaHex74）能够以几丁质降解产物几丁二糖

为糖基供体合成LNT Ⅱ，为利用几丁质合成LNT 

Ⅱ提供新思路。为提高 LNT Ⅱ转化率，Liu 等［49］

利用定向进化耦合饱和突变获得了转化率提高两

倍的突变体（mHaHex74），转化率达 28.2%，为目
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前天然供体的最高值。mHaHex74在分子上发生了

两 处 突 变 ， 即 His394Leu 和 Asn401Ile。 其 中

His394Leu 位于酶分子表面，提高了突变体的柔

性；Asn401Ile 位于催化凹槽入口处，降低了突变

体凹槽内部水分子活度从而提高突变体转糖苷活

性。此外，两歧双歧杆菌来源的 Bbh I（GenBank：

AB504521.1）也是一种高效的 β-N-乙酰氨基葡萄糖

苷酶，Asp714 和 Asp746 是 Bbh I 的关键残基，突

变体D714T合成LNnT的转化率达 85%，且不水解

转糖苷产物［44］。突变体D746E的选择性参数（转

糖苷化与产物水解的比值）提高了 13倍，1 h内利

用NAG-1,2-𫫇唑啉（NAG-oxa）和乳糖合成 LNT Ⅱ
转化率高达 86%［45］。Cao等［51］选择 β-N-乙酰氨基

葡萄糖苷酶的催化口袋入口处的关键残基 Asp297

作为突变靶点，基于定点饱和突变筛选出了高转糖

苷活性和低水解活性的突变体 Hex（Sv）- 2557

（D297K）。 Hex（Sv）-2557（D297K）以乳清粉和

（GlcNAc）2为底物合成LNT Ⅱ，转化率达14.85%。

与 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶相比，β-1,3-N-乙

酰氨基葡萄糖基转移酶催化效率更高，且反应不

可逆，但来源有限，且异源表达困难［38-39］。此外，

β-1,3-N-乙酰氨基葡萄糖基转移酶合成需要使用价

格高昂的UDP-GlcNAc为糖基供体，无法使用更廉

价易得的替代品。β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶合成

LNT Ⅱ所需底物（GlcNAc）2或GlcNAc价格低廉且

来源广泛，特别是（GlcNAc）2和GlcNAc，可从几

丁质（来源于虾蟹壳等废弃物）的酶解产物中获

得，原料成本低且可持续［48］。

1.2 酶法合成 LNnT

酶法合成 LNnT主要利用 β-1,4-半乳糖基转移

酶 （β -1, 4-galactosyltransferase， β -1, 4-GalT， EC 

2.4.1.22）和 β -半乳糖苷酶（β -galactosidase，EC 

3.2.1.23）。 β -1, 4-GalT 能 够 催 化 UDP- 半 乳 糖

（UDP-galactose， UDP-Gal）的半乳糖基转移至

LNT Ⅱ，形成LNnT。Wakarchuk等［54］首次表征了

脑膜炎奈瑟氏菌（Neisseria meningitidis）的 Nm-

LgtB蛋白功能，证实其能够严格识别 β-GlcNAc并

作为一种 β-1,4-半乳糖转移酶催化 LNnT合成。酶

法合成过程中，不同 β-1,4-GalT催化合成LNnT的

转化率不同（表3）。

伴 放 线 聚 集 杆 菌（Aggregatibacter actino-

mycetemcomitans）来源的 β -1, 4-GalT （GenBank：

AP014520.1）催化LNT Ⅱ和UDP-Gal合成LNnT的

转化率达 65%，而睡眠嗜组织菌 （Histophilus 

somni） 来 源 的 β -1, 4-GalT （GenBank： WP_

081376949.1）合成 LNnT 的转化率仅为 33%［55-56］。

Luo 等［61］首次获得伴放线聚集杆菌来源的 β-1,4-

GalT晶体结构，基于“隧道工程”对酶分子隧道周

围关键位点进行多轮突变，得到酶活显著提高的突

变体 L5（K155M/H156D/F157W/K185M/Q216V）。

由于底物 UDP-Gal 价格高昂，且纯化后的 β-1,4-

GalT不稳定性，严重限制了酶法合成LNnT ［62］。

表表2　　不同来源的β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶合成LNT Ⅱ情况

Table 2　　Comparison of LNT Ⅱ synthesis by different β-N-acetylhexosaminidases

来源

米曲霉（Aspergillus oryzae）

两歧双歧杆菌（Bifidobacterium bifidum）

两歧双歧杆菌（B. bifidum）

两歧双歧杆菌（B. bifidum）

两歧双歧杆菌（B. bifidum）

光冈链状杆菌（Catenibacterium mitsuokai）

居海藻黄杆菌（Flavobacterium algicola）

Haloferula sp.

Haloferula sp.

土壤宏基因组

紫色链霉菌（Streptomyces violascens）

丁氏泰泽菌（Tyzzerella nexilis）

酶

NagA

BbhI-WT

BbhI-D714T

BbhI-D746E

BbhI-D746T

CmHex187

FlaNag2353

HaHex74

mHaHex74

HEX1

Hex(Sv)-2557(D297K)

TnHex189

受体

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳清粉

乳糖

供体

GlcNAc

β-D-GlcpNAcOpNP

pNP-GlcNAc

Glc-oxa

pNP-GlcNAc

pNP-GlcNAc

pNP-GlcNAc

(GlcNAc)2

(GlcNAc)2

(GlcNAc)2

(GlcNAc)2

pNP-GlcNAc

转化率/%

0.21

16

84.7

86.0

85.0

44.3

4.15

14.4

28.2

16.1

14.85

57.2
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少数 β-半乳糖苷酶能够利用廉价的乳糖合成

LNnT，相比于 β-1,4-GalT，β-半乳糖苷酶更适合

LNnT 大规模制备。酶源与反应条件是提高 LNnT

合成效率的重要因素。Murata等［57］利用市售 β-半

乳糖苷酶首次合成 LNnT，转化率为 19%。Zeuner

等［40］ 比较了环状芽孢杆菌（Bacillus circulans，

BgaD-D） ATCC 31382、嗜热栖热菌 （Thermus 

thermophilus， Ttβ-gly） HB27 和 超 噬 热 菌

（Pyrococcus furiosus，CelB）来源的半乳糖苷酶的

转糖苷活性。通过优化底物浓度，BgaD-D 合成

LNnT转化率最高达 17%，但耐热性差；Ttβ-gly在

高温下表现较突出，适合高温合成工艺。目前关

于 LNnT 合成用 β -半乳糖苷酶的分子改造较少。

Wang 等［59］挖掘并分子改造了水管致黑栖热菌

（Thermus scotoductus） 来 源 的 β - 半 乳 糖 苷 酶

（GenBank：WP_126165003.1），获得了LNnT转化

率明显提高的突变体 mTsGal48。突变体由野生型

TsGal48的高度保守氨基酸Phe76突变为Asp76。突

变位点位于酶活性中心附近，突变后酶-半乳糖中

间体的不稳定性增加，酶利用乳糖的转糖苷活性

提高。酶截短是增加糖苷酶表达量和提高其转糖

苷活性的有效方法［63-65］。王建宇等［58］从芽孢杆菌

S3 基因组中克隆了一个新型截短 β -半乳糖苷酶

（BsGal95-D，GenBank：WP_149871867）并进行

理性设计，获得 LNnT 转化率明显提高的突变体

T603A/Y606G （mBsGal95-D）。mBsGal95-D 利用

乳糖和LNT Ⅱ合成LNnT的转化率达 30.1%，为野

生型的 1.64倍，达到利用乳糖为供体合成LNnT的

最高水平。

β-1,4-半乳糖基转移酶催化合成 LNnT 转化率

远高于β-半乳糖苷酶，但价格高昂的底物UDP-Gal

以及辅因子严重限制了其工业化应用前景［55］。β-

半乳糖苷酶虽然存在转化率低和水解副反应等不

足，但其可利用价廉的乳糖合成LNnT。此外，β-

半乳糖苷酶来源广泛、稳定性高，更易于工程改

造［59］，能够为大规模制备LNnT提供有效酶工具。

1.3 酶法合成 LNT

酶法合成 LNT 常用 β -1, 3-半乳糖基转移酶

（β-1,3-galactosyltransferase，β-1,3-GalT，EC 2.4.1.—）、

N-乙酰乳糖酶（lacto-N-biosidase，EC 3.2.1.140）

和 β -半乳糖苷酶（β -galactosidase，EC 3.2.1.23）。

基于 β-1,3-GalT 的酶法合成 LNT 需要价格昂贵的

底物，因此酶法合成LNT的研究较少（表 4）。目

前 ， 仅 有 大 肠 杆 菌 O55：H7 和 紫 色 色 杆 菌

（Chromobacterium violaceum）来源的 β-1,3-GalT用

于分步酶法合成 LNT，在获得 LNT Ⅱ的基础上，

LNT转化率分别高达 87%和 99% ［66-67］。

N-乙酰乳糖酶能水解 LNT并从其非还原端释

放二糖 lacto-N-biose（Galβ1, 3GlcNAc，LNB），少

数N-乙酰乳糖酶具有转糖苷活性，通过 β-1,3-糖苷

键直接耦合LNB和乳糖合成LNT ［68］。目前已报道

了两个能合成LNT的N-乙酰乳糖酶（表 4）。金杆

菌（Aureobacterium sp.）L-101来源的N-乙酰乳糖

酶转糖苷活性较弱，LNT 转化率仅为 0.6%［57］。

两歧双歧杆菌 JCM 1254 来源的 N-乙酰乳糖酶研

究较多，其能将 LNT 水解为乳糖和 LNB 以供自

身吸收代谢，当以 pNP-LNB和乳糖为底物时，能

够检测到转糖苷活性［73］。Schmölzer等［68］利用定

表表3　　β-1,4-半乳糖基转移酶和β-半乳糖苷酶合成LNnT汇总

Table 3　　Summary of LNnT synthesis by β-1,4-galactosyltransferases and β-galactosidases

来源

伴放线聚集杆菌（A. actinomycetemcomitans）NUM 4039

睡眠嗜组织菌（H. somni）

环状芽孢杆菌（Bacillus circulans）ATCC 31382

环状芽孢杆菌（B. circulans）ATCC 31382

芽孢杆菌属（Bacillus sp.）

嗜热栖热菌（Thermus thermophilus）HB27

水管致黑栖热菌（T. scotoductus）

超嗜热菌（Pyrococcus furiosus）DSM 3638

南极类芽孢杆菌（Paenibacillus antarcticus）

酶

Aa-β-1,4-GalT

Hs-β-1,4-GalT

Biolacta

BgaD-D

mBsGal95-D

Ttβ-gly

mTsGal48

CelB

PaBgal2A-D

受体

LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
LNT Ⅱ

供体

UDP-Gal

UDP-Gal

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

转化率/%

65

33

19

17

30.1

5.2

25.3

1

16.4
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[56]

[57]

[40]

[58]

[40]

[59]

[40]

[60]

1132



第 6 卷 www.synbioj.com

点突变得到了LnbB突变体D320E，以LNB-oxa为

供体和乳糖为受体合成 LNT转化率达 30%，对产

物的二次水解作用明显降低，但仍存在较高的

LNB-oxa 水解活性。W394 是 LnbB 活性中心的关

键残基，位于底物结合亚位点-1 的疏水区域。利

用 蛋 白 质 工 程 获 得 了 W394F 和 W394H 突 变

体［69-70］。突变体 W394F 利用 pNP-LNB 为糖基供

体，合成 LNT 转化率达 32%；突变体 W394H 明

显降低产物的二次水解，W394H 分别以 LNB-oxa

或 pNP-LNB 反应 3 h 和 2 h，LNT 转化率分别为

72% 和 8%。W394F 突变保留了芳香环的疏水特

性，维持底物结合的基本框架，但移除了吲哚环

的 N—H 基团削弱底物结合强度，从而减少过渡

态的稳定，抑制水解倾向［69］。W394H 突变通过

引入极性氨基酸削弱疏水作用，抑制水解过渡态

的稳定［70］。

不同来源的 β-半乳糖苷酶具有不同的区域选

择性，催化形成的糖苷键类型取决于其活性位点

对受体分子羟基的特异性识别。因此，某些 β-半

乳糖苷酶主要生成 β-1,4-糖苷键，而另一些则倾

向于生成 β-1,3-糖苷键［57，59］。LNnT 合成用 β-半

乳糖苷酶较多，而 LNT合成用 β-半乳糖苷酶数量

较 少 （表 4）。 Murata 等［57］ 从 环 状 芽 孢 杆 菌

（Bacillus circulans）中鉴定出一种对 β-1,3-糖苷键

具有水解特异性的 β-半乳糖苷酶。该酶能够高效

地从 LNT 中释放半乳糖，还能催化合成 LNT 及

其同分异构体（Galβ1, 6GlcNAcβ1, 3Galβ1, 4Glc）。

为了提高 LNT 的纯度和转化率，Miyazaki 等［71］

在反应体系中加入了 10% 的助溶剂 N, N-二甲基

甲酰胺和来自于大肠杆菌的特异性水解 LNT同分

异构体的 β-半乳糖苷酶，获得的 LNT转化率更高

（22%） 。 Li 等［72］ 从 玉 米 乳 酪 杆 菌

（Lacticaseibacillus zeae）中挖掘了能够合成 LNT

的又一新酶 LzBgal35A，以 oNPG 为糖基供体和

LNT Ⅱ为糖基受体合成 LNT 转化率为 45.4%，为

目前报道最高值。

β-1,3-半乳糖基转移酶和N-乙酰乳糖酶催化合

成LNT转化率较高［67，69］，且具备高度的区域选择

性，但所需底物（UDP-Gal、 LNB、 pNP-LNB、

LNB-oxa）价格昂贵，不符合实际应用。β-半乳糖

苷酶存在区域选择性差以及催化效率低等问题，

但可通过酶工程手段提高。此外，β-半乳糖苷酶合

成 LNT 所需的乳糖底物价格低廉，更易于实际

应用。

1.4 酶法合成其他 ncHMO

酶法合成长链的 ncHMO研究较少。Fang等［74］

利用多步酶法以6-叠氮己基乳糖苷为底物，依次合

成了 LNT Ⅱ 、 LNnT、 Type-2 五糖（GlcNAcβ1, 3 

Galβ1, 4GlcNAcβ1, 3Galβ1, 4Glc）和 para-乳糖 -N-

新六糖（para-lacto-N-neohexaose，pLNnH）。当以

Type-2五糖为受体，利用幽门螺旋杆菌来源的 β-1,

4-半乳糖基转移酶合成 pLNnH 得率为 97%，但产

量仅为 59 mg。Vuillemin 等［75］发掘了 GH136 家族

N-乙酰乳糖酶 LnbX，以 LNT 为 LNB 供体，LNnT

表表4　　β-1,3-半乳糖基转移酶、N-乙酰乳糖酶和β-半乳糖苷酶合成LNT汇总

Table 4　　Summary of LNT synthesis by β-1,3-galactosyltransferases, lacto-N-biosidases, and β-galactosidases

来源

大肠杆菌（Escherichia coli）O55:H7

紫色色杆菌（Chromobacterium violaceum）

金杆菌（Aureobacterium sp.）L-101

两歧双歧杆菌（B. bifidum）JCM 1254

两歧双歧杆菌（B. bifidum）JCM 1254

两歧双歧杆菌（B. bifidum）JCM 1254

环状芽孢杆菌（Bacillus circulans）ATCC 31382

玉米乳酪杆菌（Lacticaseibacillus zeae）

酶

WbgO

Cvβ3GalT

—

LnbB-D320E

LnbB-W394F

LnbB-W394H

β-gal-3

LzBgal35A

受体

LNT Ⅱ
LNT Ⅱ
乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

LNT Ⅱ
LNT Ⅱ

供体

UDP-Gal

UDP-Gal

pNP-LNB

LNB-oxa

pNP-LNB

LNB-oxa

oNPG

oNPG

转化率/%

87

99

0.6

30

32

72

20，22

45.4

参考文献
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注：—表示未命名。
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为受体，通过一步转糖苷反应合成了对位乳糖-N-

六糖 （para-lacto-N-hexaose， pLNH）。但野生型

LnbX 的转糖苷效率较低（最大得率仅 18%），且

存在水解等副反应。进一步，基于理性设计获得

了高选择性突变体 LnbX D416N， 3 h 内得率为

57%（摩尔分数），且 pLNH 占总转糖苷产物的

82%。

2 微生物细胞法合成ncHMO

微生物细胞法合成 ncHMO 主要基于代谢工

程，利用微生物体内代谢途径和糖基转移酶的体

内区域和立体选择活性，在微生物中过表达异源

糖基转移酶基因以及调控合成路径上其他相关酶

基因的表达［76-78］。近年来，由于合成生物学和系

统生物学的快速发展，生物合成途径的改造更易

于操作，从而使微生物细胞法合成 ncHMO 成为

主流方法。

2.1 微生物细胞法合成 LNT Ⅱ

在微生物细胞法合成 LNT Ⅱ的研究中，大肠

杆菌是目前应用最广泛和研究最深入的工程菌

株（表5）。

由于大肠杆菌缺乏 β-1,3-N-乙酰氨基葡萄糖基

转移酶，需将其引入才能利用外源添加的乳糖或

N-乙酰氨基葡萄糖和内源合成的UDP-N-乙酰氨基

葡萄糖（UDP-GlcNAc）合成LNT Ⅱ（图 2）。内源

UDP-GlcNAc 合成通路包含 glmM、glmU 以及 glmS

等关键基因，Zhu等［76］利用不同拷贝数质粒微调

UDP-GlcNAc 合成通路表达强度，并定点突变了

glmS 以解除前体物 GlcN-6-P 的反馈抑制，敲除竞

争路径中wecB和 nagB后，5 L发酵罐中 LNT Ⅱ产

量高达 46.2 g/L。乳糖作为合成 LNT Ⅱ的直接底

物，不同大肠杆菌菌株利用其效果不同。与大肠

杆菌 BL21（DE3）相比，大肠杆菌 JM109 需过表达

lacY 以提高乳糖渗透率［77］。此外，还需敲除 lacZ

防止乳糖降解［77］。Hu 等［78］利用几丁质降解产物

GlcNAc为底物，敲除 lacZ和 nanE阻断副反应途径

减少底物浪费，过表达nagA、glmM和glmU以增强

前体 UDP-GlcNAc 的供应，通过基因表达优化，

3 L 发酵罐中 LNT Ⅱ产量为 15.8 g/L，为利用生物

质原料合成HMO提供了新思路。Sugita等［79］过表

达大肠杆菌内源转运体基因 setA显著提高了LNT Ⅱ
产量，但SetA转运LNT Ⅱ具体转运机制尚不清晰。

除了改造传统大肠杆菌，还可以改造益生菌大肠

表表5　　微生物细胞法合成LNT Ⅱ
Table 5　　Microbial cell factory for LNT Ⅱ synthesis

菌株

大肠杆菌（E. coli）JM109

大肠杆菌（E. coli） BL21(DE3)

大肠杆菌（E. coli） BL21(DE3)

大肠杆菌（E. coli）W3110S

大肠杆菌（E. coli）Nissle 1917

大肠杆菌（E. coli）K12 MG1655

大肠杆菌（E. coli）JM109 + 酿酒酵母 

（Saccharomyces cerevisiae）

改造情况

lacY + lacZ − pCW-NmlgtA

ΔwecBΔnagBΔlacZ

pRSF-glmM-glmU-glmS* pET-NmlgtA
ΔlacZΔnanE -

pRSF-nagA-glmM

pET-glmU pET-NmlgtA
ΔlacZY ΔyhbJ

pUAKQE-NplgtA-lacY

pSTV29-setA
ΔendAΔwecB

pET-Ptac-NmlgtA
ΔnagBΔwecBΔlacIZ::PJ23116-lacY-GlmS*

pTrc99A-Nm58lgtA（R13H/L24M/R205C）- 

InfB-RBST7-GlmS*
E. coli JM109(DE3) pET-NahK-linker-

EcglmU-lgtA

底物

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、

GlcNAc

乳糖、葡萄糖

乳糖、 甘油

乳糖、 甘油

乳糖、

GlcNAc

发酵条件

pH 6.8、34 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、矿物培养基

pH 6.8、25 ℃、0.1 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.9、25 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、GlcNAc优化培养基

pH 6.9、30 ℃、1 mmol/L 

IPTG、葡萄糖优化培养基

—②、25 ℃、—、—

—、25 ℃、—、M9培养基

pH 6.98、18 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、葡萄糖优化培养基

发酵罐产

量/（g/L）
6（2 L）①

46.2（5 L）

15.8（3 L）

34.2（3 L）

2.04（3 L）

57.44（3 L）

52.34（5L）

参考

文献

[77]

[76]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

①括号内为发酵罐体积。

②“—”表示不详。
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杆菌Nissle 1917合成LNT Ⅱ［80］。最近，Li等［81］首

先确定了脑膜炎奈瑟氏菌 MC58 来源的 LgtA 具有

合成 LNT Ⅱ优势，基于高通量筛选平台确定高效

突变体 R13H/L24M/R205C，并在其 C 端融合 InfB

Fru-6-P GlcN-6-P

UDP-GlcNAc
UDP-ManNAc

LNT Ⅱ

nagB

Lactose

LNnT

Glc1P

β-1,3-GalT

LgtA

Glycerol

Fru-1,6-BP

DHAP

Glycerol
glpF

Gly-3-P
gloA gloB

D-lactate

TCA
fbp

pfkA
pgiGlc-6-P

pgm

zwf
6-PGDL

gcd
Glucolactone

agp
Glucose

galU

UDP-Glc

galE

waaCotsA

ugd wcaJUDP-
glucuronate

Trehalose

Clonic acid

Lipid A core 
oligosaccharide 

UDP-GalGalactose Gal-1-P
galK

galT

ugpA

Glc-1-P

GlcNAcnagA

GlcN-1-P

GlcNAc-6-P

murA

glmS
glmM

glmU
UDP-GlcNAc-

enopyruvate

wecB

Lactose

Glc+Gal LacAc

lacAlacZ

nagE
lacY

β-1,4-GalT

LNT

LNnTLNT

Glucose

Glucose

ptsG

glk

LNT Ⅱ

图图2　大肠杆菌合成LNT Ⅱ、LNnT和LNT路径图

（ptsG—编码葡萄糖特异性PTS转运系统 IIBC组分基因；glk—编码己糖激酶基因；glpF—编码甘油摄取促进蛋白基因；gloA—编码乳酸谷胱甘肽

裂合酶基因；gloB—编码羟酰谷胱甘肽水解酶基因；nagE—编码N-乙酰葡萄糖胺（GlcNAc）PTS转运系统 IIABC组分基因；pfkA—编码6-磷酸

果糖激酶基因；fbp—编码1,6-二磷酸果糖磷酸化激酶基因；zwf—编码葡萄糖-6-磷酸脱氢酶基因；pgi—编码葡萄糖-6-磷酸异构酶基因；pgm—编

码磷酸葡萄糖变位酶基因；agp—编码双功能葡萄糖-1-磷酸酶/肌醇磷酸酶基因；gcd—编码葡萄糖脱氢酶基因；galU—编码UTP-葡萄糖-1-磷酸尿

苷酰转移酶基因；galE—编码UDP-葡萄糖差向异构酶基因；otsA—编码α,α-海藻糖-6-磷酸合酶基因；ugd—编码UDP-葡萄糖-6-脱氢酶基因；

galK—编码半乳糖激酶基因；galT—编码半乳糖-1-磷酸尿苷酰转移酶基因；glmS—编码葡糖胺-6-磷酸合酶基因；glmM—编码磷酸葡糖胺变位酶

基因；glmU—编码N-乙酰葡糖胺-1-磷酸尿酸基转移酶/氨基葡糖-1-磷酸乙酰基转移酶基因；nagB—编码6-磷酸氨基葡萄糖脱氨酶基因；nagA—编

码N-乙酰氨基葡萄糖-6-磷酸脱乙酰酶基因；murA—编码UDP-N-乙酰氨基葡萄糖-1-羧基乙烯基转移酶基因；wecB—编码UDP-N-乙酰氨基葡萄

糖-2-差向异构酶基因；lacZ—编码β-半乳糖苷酶基因；lacA—编码β-半乳糖苷转乙酰基酶基因；lacY—编码β-半乳糖苷通透酶基因）

Fig. 2　Pathway diagram for the biosynthesis of LNT Ⅱ, LNnT and LNT in E. coli

(ptsG—PTS glucose transporter subunit IIBC; glk—glucokinase gene; glpF—glycerol uptake facilitator protein gene; gloA—lactoylglutathione lyase 

gene; gloB—hydroxyacylglutathione hydrolase gene; nagE—PTS N-acetyl glucosamine transporter subunit IIABC; pfkA—6-phosphofructokinase 

gene; fbp—fructose-1, 6-disphosphatase gene; zwf—glucose-6-phosphate dehydrogenase gene; pgi—glucose-6-phosphate isomerase gene; pgm: 

glucophosphomutase gene; agp—bifunctional glucose-1-phosphatase/inositol phosphatase gene; gcd—glucose dehydrogenase gene; galU—UTP-

glucose-1-phosphate uridylyltransferase gene; galE—UDP-glucose 4-epimerase gene; otsA—alpha-alpha-trehalose-phosphate synthase gene; ugd—

UDP-glucose 6-dehydrogenase gene; galK—galactokinase gene; galT—galactose-1-phosphate uridylyltransferase gene; glmS—L-glutamine-D-

fructose-6-phosphate aminotransferase gene; glmM—phosphoglucosamine mutase gene; glmU—fused N-acetylglucosamine-1-phosphate 

uridyltransferase and glucosamine-1-phosphate acetyltransferase gene; nagB—glucosamine-6-phosphate deaminase gene; nagA—N-

acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase gene; murA—UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase gene; wecB—UDP-N-acetylglucosamine 2-

epimerase gene; lacZ—β-galactosidase gene; lacA—thiogalactoside transacetylase gene; lacY—lactose permease gene)
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促融标签减少了包涵体形成，最后通过 RBS工程

和优化关键限速酶表达提高了 LNT Ⅱ合成水平，

在 5 L发酵罐中产量达 57.44 g/L，为目前报道最高

水平。Wang等［82］采用两步法全细胞催化策略，开

发了大肠杆菌-酵母耦合系统，以GlcNAc和乳糖为

底物在 5 L发酵罐中合成了 52.34 g/L LNT Ⅱ，乳糖

转化率达95.95%。

2.2 微生物细胞法合成 LNnT

微生物细胞法合成 LNnT 是在 LNT Ⅱ合成

通路的基础上引入异源 β -1,4-GalT，催化内源

UDP-半乳糖的半乳糖残基转移到 LNT Ⅱ上形成

LNnT（图 2）。目前已报道许多 β -1,4-GalT 用于

LNnT 微生物细胞合成，产量在 1.24～112.47 g/L

（表 6）。微生物细胞法合成 LNnT 的研究较

多，已在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、毕赤酵母、

酿酒酵母等微生物细胞中实现了 LNnT 的生物

合成。

2.2.1 细菌底盘合成LNnT
大肠杆菌具有遗传背景清晰、操作简便等优

点，已成为合成LNnT的主要底盘，在产量和应用

方面占据重要地位。目前，已报道嗜血杆菌

（Histophilus somni）［56］ 、 伴 放 线 聚 集 杆 菌 

NUM4039［83］、幽门螺杆菌（Helicobacter pylori）［84］、

脑膜炎奈瑟氏菌［85］、无乳链球菌（Streptococcus 

agalactiae）［86］来源的 β-1,4-GalT 用于合成 LNnT。

研究表明，幽门螺杆菌来源的 β-1,4-GalT在大肠杆

菌中合成LNnT产量更高，且LNT Ⅱ残留更少［87］。

基因敲除是强化 LNnT合成通路普遍使用的策略，

通常需要敲除 lacZ、nagB、wecB、ugd、wcaC 和

wcaJ［88-89］。模块化工程、辅因子工程、RBS工程、

转运体工程也能显著提高大肠杆菌合成 LNnT 产

量［87，89，95-96］。Tao 等［86］首次利用群体响应系统动

态调控LgtA和 β-1,4-GalT的表达，在 5 L发酵罐中

LNnT 产量达 20.33 g/L。在合成 LNnT 的过程中，

糖基转移酶的底物混杂性导致长链寡糖衍生物

pLNnH的生成，影响产物纯度和质量。通过计算

机辅助进行同源建模和分子对接，鉴定了LgtA的

底物结合口袋，采用丙氨酸扫描和位点饱和突变

技术对关键氨基酸位点（N223 和 K228）进行突

变，引入空间位阻阻止LNnT作为底物进入催化口

袋，从而减少了副产物的产生，但LNnT合成产量

也随之降低［97］。最近，Liu等［96］以葡萄糖为唯一

碳源、构建内源乳糖合成途径，敲除葡萄糖磷酸

转移酶系统基因 ptsG和 ptsI优化了葡萄糖利用，为

降低生产成本提供了新策略。Liao等［89］筛选了高

效的 LNnT转运蛋白 CmSET，优化了碳源（甘油/

葡萄糖）比例，实现了LNnT在吨级发酵罐的放大

生产，产量达 107.4 g/L。与大肠杆菌相比，枯草

芽孢杆菌（Bacillus subtilis）无内毒素更具安全

性，同时具有较好的分泌能力［98］，LNnT合成潜力

较大。迄今，枯草芽孢杆菌合成 LNnT 的研究较

少，5 L发酵罐产量在5 g/L左右［92-93］。

2.2.2 真菌底盘合成LNnT
除 了 细 菌 外 ， 酿 酒 酵 母 （Saccharomyces 

cerevisiae）［99］ 和法夫驹形氏酵母（Komagataella 

phaffii，曾用名毕赤酵母）［94］等也用于合成LNnT。

相较于大肠杆菌产内毒素的风险，这些微生物是

GRAS菌株，且不会降解直接底物乳糖。Liu等［99］

开发了一种高效的UDP-葡萄糖再生偶联比色法高通

量筛选技术，从突变库中筛选出高活性β-1,3-N-乙酰

氨基葡萄糖转移酶，通过增强异源基因的表达，构建

的酿酒酵母工程菌株合成LNnT产量提升至1.29 g/L。

法夫驹形氏酵母合成LNnT面临更大挑战。其一是

法夫驹形氏酵母构建细胞工厂的基因编辑工具尚不

成熟且基因调控元件匮乏，LNnT 合成过程需将

β-1,3-N-乙酰氨基葡萄糖基转移酶、β-1,4-GalT、乳

糖渗透酶和UDP-葡萄糖-4-差向异构酶等异源酶整合

到法夫驹形氏酵母基因组中，增加了改造难度［94］。

其二是法夫驹形氏酵母表达系统依赖具有毒性的甲醇

作为诱导剂，增加了LNnT生物合成的安全风险［94］。

2.3 微生物细胞法合成 LNT

迄今，微生物细胞法合成 LNT均在大肠杆菌

中开展，尚未见利用其他微生物底盘合成 LNT的

报道。只有沙门氏菌（Salmonella enterica）［84］、嗜酸

氧化亚铁硫杆菌（Pseudogulbenkiania ferrooxidans）［100］、

大肠杆菌 O55：H7［101］来源的 β-1,3-GalT 用于大肠

杆菌合成LNT（表7）。

Li等［90］通过敲除竞争路径酶基因，提高辅因

子UTP供应，利用不同拷贝数质粒微调LNT合成

通路基因，最终工程大肠杆菌菌株在 5 L发酵罐中
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表表6　　微生物细胞法合成LNnT

Table 6　　Microbial cell factory for LNnT synthesis

菌株

大肠杆菌

（E. coli） JM09

大肠杆菌

（E. coli） BL21(DE3)

大肠杆菌

（E. coli）BL21 star 

(DE3)

大肠杆菌

（E. coli）BL21(DE3)

大肠杆菌

（E. coli） BL21 

MG1655

大肠杆菌

（E. coli） K-12 

MG1655

大肠杆菌

（E. coli） BL21(DE3)

大肠杆菌

（E. coli）BL21 star 

(DE3)

大肠杆菌

（E. coli） BL21(DE3)

大肠杆菌

（E. coli）BL21 (DE3)

枯草芽孢杆菌

（B. subtilis ）168

枯草芽孢杆菌

（B. subtilis ）168

法夫驹形氏酵母

（Komagataella phaffii）

168

改造情况

pCW-lgtA pBB-lgtB

ΔwecBΔnagBΔlacZ

pRSF-M-US* pET-lgtA pAC-AagalT

（源自A. actinomycetemcomitans NUM4039）

ΔlacZΔugdΔushAΔagpΔwcaJΔotsAΔwcaCΔgalM::

galETKM pRSF-lgtA-galE pET-HpgalT

（源自Helicobacter pylori）

ΔlacZΔwecBΔugdΔgloA pAC-M-US pCD-lgtA-lgtB

（源自N. meningitidis）

ΔwcaJΔlacZΔPlacY::PJ23119 pTrc99a-PQS03-lgtA pCD-luxR-

PQS33-luxI-CP（源自S. agalactiae）

ΔlacZΔnagBΔugdΔwecB gsK-ybaL:: lgtA-SH3lig- 

HpGalT-PDZlig-PDZ-SH3 mscK-ybaM::lgtA-SH3lig-

HpGalT-PDZlig-PDZ-SH3 Phr-dtpD:: ParaBAD--dCpf1 

ΔfliK::PJ23119-pfkA3-zwf Ptac::Pmlc

ΔlacZΔlacAΔwecBΔnagBΔugdΔgcdΔsetA pCD-lgtA-M-

U-S* pET-lacY-prs pRSF-lgtB-pgm-galE-galU

ΔlacZΔugdΔushAΔagpΔwcaJΔotsAΔwcaCΔgalM::

galETK ΔlacA::lgtA-galE Δyjgx::lgtA ΔnagB::HpgalT 

Δyjiv::HpgalT Δydeu::HpgalT ΔcaiB::HpgalT ΔhlyE::

CmSET ΔxylB::galE ΔPgalU::PT7 ΔPglmM::PT7

ΔlacZΔugdΔwecBΔsetA pCD-lgtA-AagalT pET-galE

ΔlacZΔlacAΔnagBΔwecB ΔugdΔgcdΔsetAΔiclR pRSF-

lgtB-pgm-galU-galE-Galtpm1141 pET-lgtA-M-U-S* 

pCD-prsA-pgi-glf

ΔamyE::P43-lacY P43-lgtB/pP43NMK-lgtA

P43-lgtB P43-lgtB P43-pgi P43-gtaB P43-glmS P43-glmM P43-

galE ΔtuaD::lox72

PxylA-comK ΔamyE::P43-lacY  3拷贝P43-lgtB, P43-pgi P43-

gtaB P43-glmS P43-glmM

P43-galE pP43NMK-lgtA ΔganA::xylR-PxylA-dCas9

Pveg-sgRNA-pfkA7 pyk1 zwf1 Pveg-sgRNA-mnaA2

ΔtuaD::lox72 P43-lgtB

HIS4::pGAP-hCas9-HIS4::pTEF1-ScRAD52-int11::pGAP-

ScRAD59-Int20::pTEF1-ScMRE11

int12::lgtA-lgtB-int21::lac12-intE1::gal10

intE9::pgm-intE26::gfa-intE20-ugp-intE24::gna-intE14::qri-

intE13::pcm intE10::lgtA-linker3-lgtB pfk-ɑ::X1 pfk-β::X2

底物

乳糖、葡萄糖

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、葡萄糖

乳糖、甘油

乳糖、葡萄糖、

甘油

乳糖、甘油

葡萄糖

乳糖、葡萄糖

乳糖、葡萄糖

乳糖、葡萄糖、

甘油

发酵条件

pH 6.8、28 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、矿物培养基

pH 6.8、25 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、28 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、优化培养基

—②、25 ℃、0.4 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、30 ℃、—、甘油优

化培养基

pH 6.8、30 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、0.5 mmol/L 阿拉伯

糖、葡萄糖优化培养基

pH 7.2、25 ℃、0.1 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、29.5 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、优化培养基

pH 6.8、25 ℃、—、甘油优

化培养基

pH 7.0、25 ℃、0.1 mmol/L 

IPTG、葡萄糖优化培养基

pH 7.0、37 ℃、120 mmol/L

木糖、优化培养基

pH 7.0、37 ℃、120 mmol/L

木糖、优化培养基

pH 6.5、30 ℃、—、BMGY

培养基

发酵罐产

量/（g/L）

<5（2 L）①

12.1（3 L）

22.07（3 L）

13.25（3 L）

20.33（5 L）

23.73（3 L）

19.4（3 L）

112.47（5 L）

15.53（5 L）

25.4（3 L）

4.52（3 L）

5.41（3 L）

1.24（3 L）

参考

文献

[77]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

① 括号内为发酵罐体积。

②“—”表示不详。
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合成LNT产量达 57.5 g/L。相较于质粒系统，无质

粒菌株在发酵过程中具有更高的遗传稳定性［91］。

Wang 等［103］通过 INTEGRATE 系统构建了 LNT 合

成无质粒菌株，敲除 lacZ和wcaJ后，LNT在摇瓶

中产量达 4.6 g/L，在 5 L发酵罐中达 109.8 g/L，为

目前报道最高水平。为解决LNT合成过程中LNT Ⅱ
残留问题，Yang 等［102］开发了双阶段双菌发酵技

术，在发酵后期将携带 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

基因BbhI的菌株加入到发酵体系中，实现了LNT Ⅱ
零残留发酵，为工业化生产提供新思路。细胞内

区室化是生物体调控代谢反应和信号转导的重要

空间组织［104］。除了传统的膜结合细胞器（如线粒

体和内质网），无膜区室（如应激颗粒和 P 小体）

在动态调控菌体行为和代谢中也发挥着关键作

用［105-107］。受自然界区室化的启发，Wan 等［108］用

利用具有头尾聚合能力的结构域（DIX 结构域和

PB1结构域）构建支架蛋白，在大肠杆菌中将LNT

合成路径酶与结构域融合，实现酶的共定位自组

装形成人工无膜区室用于酶的空间定位和代谢通

量调控，LNT摇瓶产量显著提升至 2.25 g/L，比游

离酶提高4.5倍。

2.4 微生物细胞法合成其他 ncHMO

迄今，少有报道利用微生物细胞法合成其他

长链 ncHMO 的研究。乳糖 -N-新己糖（lacto-N-

neohexaose，LNnH）是在乳糖的半乳糖上通过β-1,3-

和β-1,6-糖苷键分别连接两个N-乙酰乳糖胺（Galβ1,

4GlcNAc）单元而形成。 Li 等［109］ 以大肠杆菌

SHuffle T7 底盘细胞成功实现人源 β-1,6-N-乙酰葡

萄糖氨基转移酶 2（GCNT2）的可溶性表达，通过

优化表达质粒、敲除竞争路径基因、提高关键酶

可溶性表达以及优化发酵条件，LNnH在 5 L发酵

罐中产量达 173.21 mg/mL，但检测到较多中间物

质LNnT（168.35 mg/L）。

3 结论与展望

中性核心母乳寡糖是母乳中重要的功能性成

分，其生物合成主要是酶法和微生物细胞法，两

种方法各有优势，但也存在技术瓶颈。酶法合成

在产物纯度方面具有独特优势：该方法具有高度

的立体和区域选择性，能保证特定糖苷键的形成，

副产物少，产物纯度高。微生物细胞工厂法在低

成本、大规模生产方面潜力很大：该方法通过代

谢工程改造底盘细胞，在大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌等底盘细胞中构建连续合成途径，能利用廉价

碳源发酵合成，更易于实现规模化生产。目前，

该方法在产量上具有明显优势，LNnT和LNT产量

表表7　　微生物细胞法合成LNT

Table 7　　Microbial cell factory for LNT synthesis

菌株

大肠杆菌（E. coli）

BL21(DE3)

大肠杆菌（E. coli）

BL21(DE3)

大肠杆菌（E. coli） 

BL21(DE3)

大肠杆菌（E. coli）

BL21(DE3)

大肠杆菌（E. coli）

BL21 star (DE3)

大肠杆菌（E. coli）

MG1655

改造情况

ΔwecBΔnagBΔlacZ pCD-pfgalT-galE（源自

Pseudogulbenkiania ferrooxidans）

ΔlacZΔugd pCD-lgtA-wbgO pET-ETK（源自E. coli O55:H7）

ΔwecBΔnagBΔlacZΔrecA::Ptac-galE、pET-lgtA、pAC-PfgalT、

pCD-udk-pyrF

菌株A：ΔlacZΔwecBΔnagBΔugd ΔrecA::Ptac-galE 四拷贝：

ΔIS186-1::Ptac-lgtA pET-wbgO 菌株B：pET-BbhI

ΔlacZΔwcaJ ΔintQ::lgtA-galE ΔcaiB::wbdO

ΔlacZΔwcaJΔugd ΔPlacY::PJ23119 PgalE::Ptac

ΔarsB::lgtA ΔnagB::lgtA ΔpoxB::lgtA ΔldhA::wbgO ΔwecB::

wbgO ΔmanY::wbgO ΔmanZ::wbgO ΔxylB::wbgO ΔhlyE::mdfA

底物

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、甘油

乳糖、甘油

发酵条件

pH 6.8、28 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、25 ℃、0.4 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、25 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、25 ℃、0.2 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、29.5 ℃、0.02 mmol/L 

IPTG、甘油优化培养基

pH 6.8、25 ℃、—②、
甘油优化培养基

发酵罐产

量/（g/L）

25.49（3 L）①

31.56（3 L）

57.5（5 L）

30.13（5 L）

109.8（5 L）

42.38（5 L）

参考

文献

[100]

[101]

[90]

[102]

[103]

[91]

①括号中为发酵罐体积。

②“—”表示不详。
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均已达到每升百克级。β-半乳糖苷酶和 β-N-乙酰氨

基葡萄糖苷酶已用于LNT Ⅱ和LNnT的高效合成，

但 LNT的酶法合成转化率尚需提高，主要原因是

缺乏高效合成LNT的 β-半乳糖苷酶。以LNT Ⅱ为

底物酶法合成 LNnT 和 LNT 时，由于 LNT Ⅱ价格

高，往往通过分步酶法先利用廉价底物合成LNT Ⅱ，

再合成LNnT和LNT，这种分步合成策略增加了工

艺的复杂性。大肠杆菌合成LNnT和LNT产量已分

别达到了 112.47 g/L和 109.8 g/L，而LNT Ⅱ产量相

对较低（57.44 g/L），仍有较大的提升空间。不同

微生物底盘系统的合成效率不同，大肠杆菌合成

ncHMO已取得很大进展，枯草芽孢杆菌和酿酒酵

母具有较高的安全性，但其合成 ncHMO的效率仍

远低于大肠杆菌。此外，大肠杆菌合成LNnT过程

中，由于 β -1, 3-N-乙酰氨基葡萄糖基转移酶对

LNnT 存在一定亲和力，导致更长链的 HMO

（pLNnH、pLNnO）等副产物产生，降低了 LNnT

的合成效率，增加了下游纯化难度。同时，发酵

过程中的中间产物LNT Ⅱ一旦排出到胞外便不会

再进入胞内，影响了LNnT和LNT的合成效率。尽

管利用大肠杆菌模式菌株（如K-12衍生菌株）生

产 ncHMO在技术上已趋于成熟，并获得了监管机

构的批准，但其在发酵中存在的潜在风险仍不容

忽视。其中，由噬菌体污染导致的发酵失败和由

细菌裂解产生的内毒素污染是两大主要生物安全

挑战。

基于生物合成 ncHMO存在的问题，需构建从

分子设计到发酵工艺的全链条优化体系，可以围

绕以下几个方面进行突破：

①酶元件的理性设计与高通量挖掘。关键酶

在中性核心母乳寡糖的生物合成中占据重要位置，

酶分子的挖掘及分子改造大大提高了合成效率。

针对关键酶（如 β-1,3-N-乙酰氨基葡糖基转移酶、

β-1,3-半乳糖基转移酶）活性低、底物专一性差的

问题，可以利用蛋白质从头设计以及酶高通量筛

选平台创制 ncHMO合成专用酶，通过结构生物学

解析与计算模拟，精准改造酶活性中心，降低对

LNnT的亲和力；同时从天然微生物宏基因组或合

成文库中挖掘高效酶，为 ncHMO合成提供优质酶

催化元件。

②底盘细胞的选择及优化。底盘细胞的选择

需兼顾底物利用效率与产物合成兼容性，因此首

选能高效转运并利用甘油以及乳糖的底盘细胞，

其次优选产物合成能力强的底盘细胞；在确定最

适底盘的基础上，通过动态调控或模块化工程，

平衡产物合成和细胞生长，解决生长与合成的失

衡问题；另外需优化底盘细胞的转运系统：针对

LNT Ⅱ胞外泄漏以及LNnT胞内残留较多问题，利

用转录组学鉴定其特异性转运体，在不影响乳糖

转运以及细胞生长的情况下，提高LNT Ⅱ胞内浓

度以及LNnT的外排速度。

③发酵工艺优化。小试阶段通过响应面法或

机器学习优化碳氮比、pH、溶氧、诱导剂浓度及

诱导时机等参数，实现产物最大化合成；放大阶

段，可以结合计算流体动力学模拟，解决规模化

培养中的传质与剪切力问题。ncHMO的生物合成

需以“酶-底盘细胞-发酵工艺”三位一体策略为核

心，通过合成生物学与发酵工程的深度融合，突

破限速步骤，有望实现 ncHMO的高效、低成本生

物制造。

④强化以安全菌株为核心的 ncHMO 合成体

系。针对大肠杆菌内毒素问题，将生产宿主从大

肠杆菌转向无内毒素且公认安全的酿酒酵母和芽

孢杆菌将是一个重要突破点。要增强酶元件在上

述底盘的可溶性表达水平和稳定性，还要优化底

盘改造元件提高底盘细胞的改造效率。

⑤建立高效纯化与品控一体化的下游生产工

艺体系。针对大肠杆菌存在的内毒素问题，需要

在产品下游纯化过程中集中去除内毒素。首先可

利用超滤去除发酵液中菌体、宿主细胞蛋白及大

分子杂质（内毒素等），再经纳滤进行脱盐、浓

缩，并选择性去除小分子杂质（如残留盐分、单

糖），最后将纳滤截留的浓缩液进行干燥（如喷雾

干燥或冷冻干燥），干燥后的样品需采用鲎试剂法

测定内毒素含量使其严格控制在法规安全限值

之内。
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