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人乳寡糖的体外生物转化合成研究进展

李毅，李因双，李爽，凌沛学，房俊强

（山东大学，国家糖工程技术研究中心，山东  青岛  266237）

摘要：人乳寡糖是存在于人乳中的天然活性寡糖，对新生儿健康至关重要。人乳寡糖具有多种健康益处，如益生

元活性、抗炎和抗菌特性、抗病毒以及促进新生儿认知发展作用等，已经成为婴儿配方奶粉、临床婴儿营养品、

膳食补充剂或功能食品的重要组分。随着越来越多人乳寡糖获批应用于婴儿配方奶粉，其在商业领域的价值愈发

凸显，人乳寡糖规模化制备技术也成为研究热点。鉴于人乳寡糖广阔的应用前景与市场需求，以及体外生物转化

（ivBT） 在大宗糖类产品生产中展现的高效、绿色、可规模化放大等显著优势，本文综述了人乳寡糖的结构组成、

功能特性和合成方法，尤其是体外生物转化在人乳寡糖规模制备领域的研究进展，为相关基础研究与产业转化提

供理论依据与技术参考。未来 ivBT 将向原料绿色化、酶元件改造智能化、过程连续化纵深发展，进一步降低人乳

寡糖高效规模化生产的综合成本，为产业化注入新动能。
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Abstract: Human milk oligosaccharides (HMOs) are naturally occurring bioactive oligosaccharides existed in human 

milk, playing a critical role in neonatal health. These oligosaccharides confer multiple health benefits, including 

prebiotic activity, anti-inflammatory effects, antimicrobial activity, and antiviral properties, as well as the promotion of 

cognitive development in newborns. Consequently, HMOs have emerged as essential components in infant formula, 

clinical nutrition products, dietary supplements, and functional foods. The escalating commercial value of HMOs has 

driven intensive research into scalable production technologies. Traditional extraction and chemical synthesis methods 

for HMOs face challenges such as low efficiency, high costs, and limited yields. Accordingly, biotechnological 

approaches leveraging metabolic engineering and enzyme catalysis have become mainstream strategies for HMOs 
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production. Although metabolic engineering of microbial strains improves HMOs yields and lowers production costs, 

challenges including inefficient substrate transport, byproduct accumulation, and product purification hurdles remain 

unresolved. In vitro Bio-Transformation (ivBT) integrates the advantages of enzymatic catalysis and microbial 

fermentation, enabling efficient extracellular biosynthesis and has emerged as an innovative biomanufacturing strategy. 

This approach addresses bottlenecks in traditional microbial synthesis, including low substrate utilization efficiency 

and byproduct formation—through enzyme discovery, pathway reconstruction, and optimization of reaction systems. 

Through enzyme engineering for novel substrate specificity and de novo multienzyme pathway design, ivBT enhances 

both product purity and yield while reducing complexity and costs, thereby providing novel methodologies for scalable 

HMOs synthesis. This paper reviews the structure, functional properties, and synthesis methods of human milk 

oligosaccharides, with a focus on the research progress of ivBT in the large-scale preparation of HMOs. It highlights 

the recent advances in ivBT technology, particularly in enzyme discovery and engineering, the construction of in vitro 

multi-enzyme catalytic pathways, and the scaling up of reaction systems. Furthermore, it analyzes the challenges and 

future trends of ivBT in the industrial production of HMOs, aiming to provide a theoretical basis and technical 

reference for related basic research and industrial transformation.

Keywords: human milk oligosaccharides; biological activities; synthesis method; in vitro Bio-Transformation

人乳寡糖（Human milk oligosaccharides，HMOs）

是母乳中一类以游离形式存在的寡糖组分，作为

母乳中的第三大成分，含量仅次于乳糖和脂质。

HMOs的含量在不同哺乳阶段存在显著变化，成熟

乳中的含量为 12-14 g/L，而初乳中的含量为 20-

24 g/L［1］。HMOs 在婴幼儿早期肠道菌群的建立、

免疫系统调节、预防病原微生物感染和神经系统

发育等方面发挥了重要作用［2］。研究表明，传统

配 方 奶 粉 喂 养 的 新 生 儿 患 坏 死 性 结 肠 炎

（Necrotising enterocolitis，NEC）的概率显著高于

母乳喂养婴儿［1］，而使用含 HMOs 配方奶粉喂养

的婴儿，其肠道菌群组成与母乳喂养婴儿更为相
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似［3］，主要原因在于传统配方奶粉中的低聚半乳

糖 （galacto-oligosaccharides， GOS）、低聚果糖

（fructo-oligosaccharides， FOS） 和 果 胶 低 聚 糖

（pectin-oligosaccharides，POS）等添加组分无法替

代 HMOs 的全部生物学功能［4］。母乳是新生儿营

养的“金标准”［5］，对于无法母乳喂养的婴幼儿，

添加 HMOs 的配方奶粉有助于婴幼儿在生命早期

及时且持续地获得HMOs带来的健康益处。

基于 HMOs 的重要生理功能和在配方奶粉添

加等领域的应用潜力，规模化制备策略已经成为

科学研究的热点。传统的 HMOs 提取和化学合成

方法面临效率低、成本高和产量有限等挑战，采

用代谢工程和酶催化的生物技术手段已经成为

HMOs生产的主流策略。利用基因工程菌株能够有

效提高 HMOs 产量并降低生产成本，但依然面临

底物转运效率低、副产物积累及产物分离纯化困

难等挑战［6］。

体外生物转化（in vitro Bio-Transformation，

ivBT）作为一种新颖的生物制造方式，能够在细

胞外环境中实现目标化合物的高效生物合成。在

HMOs 制备领域， ivBT 策略通过重构生化途径，

优化酶的使用和反应体系，降低生物转化的成本

同时提高产物的纯度和产率，并解决传统微生物

合成中底物利用率低和副产物生成等瓶颈问题，

为HMOs的合成提供了新的思路和方法［7］。

本综述系统梳理了 HMOs 的生物功能、结构

特征以及现有合成技术瓶颈，重点聚焦 ivBT技术

在体外多酶催化路径构建、酶元件挖掘与酶工程

改造及反应体系放大等方面的研究进展，以期为

推动 HMOs 的产业化应用提供理论支撑与技术路

径参考。

1 人乳寡糖的结构和功能

1.1 人乳寡糖的结构

HMOs是由D-葡萄糖（Glc）、D-半乳糖（Gal）、

N-乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）、L-岩藻糖（Fuc）

和唾液酸（Neu5Ac）五种单糖构成的系列寡糖。

糖链的还原端以乳糖（Lactose，Galβ1，4Glc）为起

始，随后以 lacto-N-biose（LNB，Galβ1，3GlcNAc，

type I） 或 N-acetyllactosamine （LacNAc， Galβ1，

4GlcNAc，type II）二糖结构单元延伸组成HMOs

的糖链结构骨架； GlcNAc 与 Gal 通过 β1，3 键

或 β1，6 键 连 接 分 别 形 成 线 性 HMOs 和 分 支

HMOs（图1）［8］。

乳糖或 HMOs 糖链骨架结构可进一步被岩藻

糖或唾液酸修饰，根据糖链结构可以将 HMOs 分

为三大类：岩藻糖基化的中性HMOs（Fucosylated 

neutral HMOs），唾液酸化的酸性HMOs（Sialylatd 

acidic HMOs）以及非岩藻糖基化的中性 HMOs

（Non-fucosylated neutral HMOs）［8， 9］ 。 通 常 ，

GlcNAc 上存在 α1，3 或 α1，4 岩藻糖基化修饰，糖

链末端 Gal 上存在 α1，2 岩藻糖基化修饰；此外，

唾液酸化修饰通常发生在 HMOs 糖链末端，在末

端 Gal 上存在 α2，3 和 α2，6 唾液酸化修饰，而在

GlcNAc 上仅存在 α2，6 唾液酸化修饰［10］。糖苷键

的多样化连接方式和单糖组成共同导致了 HMOs

的结构多样性和种类复杂性，这也是 HMOs 多样

化生物学功能的结构基础［11］。

图图1　HMOs的结构特征与常见类型

Fig. 1　Structural Characteristics and Common Types of HMOs
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1.2 人乳寡糖的功能

1.2.1 益生元活性

肠道是人体内微生物群最为丰富的区域，肠

道菌群的平衡对宿主健康起着至关重要的作用［12］。

极少数 HMOs 能够被人体消化酶水解，约 99% 的

HMOs 能够完整到达肠道［13， 14］，部分 HMOs 可以

作为特定肠道微生物的发酵底物，例如厚壁菌门

（Firmicutes）、变形菌门（Proteobacteria）和双歧

杆菌属（Bifidobacterium spp）［15， 16］等，作为一种

天然的益生元促进婴幼儿肠道菌群的生长。双歧

杆菌是婴儿肠道菌群中最主要的益生菌，能够增

强肠上皮屏障功能，促进肠道成熟，减少自身免

疫病和代谢疾病的发生。双歧杆菌以两种策略利

用HMOs：一种通过转运蛋白将HMOs转运到细胞

质中，由细胞内糖苷酶水解成单糖，参与细菌代

谢；另一种是通过胞外锚定的分泌型糖苷酶降解

HMOs，随后将水解的单糖或寡糖组分转运到胞内

参与代谢过程［17］。

1.2.2 免疫调节功能

HMOs通过与免疫细胞相互作用，调节细胞因

子的产生和免疫细胞的激活，从而发挥免疫调节

作用［18］。母乳中分离的 HMOs混合物能够诱导人

类单核细胞来源的树突状细胞半成熟化，提高白

细胞介素（interleukin， IL） IL-10、 IL-27 和 IL-6

等的分泌水平；还能促进来自初始 CD4+T 细胞的

调节性T细胞（Treg）生成，调节婴幼儿免疫系统

的正常发育［19］。3′-Sialyllactose（3′-SL）能够特异

性结合 TLR4受体，刺激肠道CD11c+树突状细胞，

增加干扰素-γ（Interferon-γ，IFN-γ）、TNF-α、IL-

12和转化生长因子-β1（Transforming growth factor-

β1，TGF-β1）的产生，促进Th1和Th17细胞的增

殖，发挥免疫激活特性［20］。HMOs还能够通过调

节肠道菌群的组成，促进双歧杆菌在肠道内的定

殖，调节 T细胞［21］、树突状细胞和巨噬细胞的活

性，参与维持肠道屏障功能［22］。

1.2.3 抵抗病原体的侵染

HMOs 不仅有助于益生菌的定殖，还可充当

“可溶性诱饵受体”，降低病原微生物与细胞表面

受体的亲和力，表现出较好的抗粘附和抗菌特

性［23］。部分细菌、真菌和病毒通过附着于上皮细

胞表面的糖萼入侵宿主，由于病原体附着识别的

糖链具有与HMOs类似的结构，HMOs可以作为诱

饵竞争性结合病原体，防止病原体附着和入侵宿

主，从而降低婴儿的死亡率［24］。研究表明，HMOs

可以减少肠道致病性大肠杆菌（Enteropathogenic 

Escherichia coli）、空肠弯曲杆菌（Campylobacter 

jejuni）［25， 26］、霍乱弧菌（Vibrio cholerae）和沙门

氏菌（Salmonella）等病原菌的附着［27］。同时诸多

研究表明，HMOs可以提高婴幼儿对胃肠相关病毒

的抵抗力［28， 29］。非洲绿猴肾上皮 MA104 细胞

感 染 性 实 验 结 果 显 示 2′- 岩 藻 糖 基 乳 糖 （2′- 

Fucosyllactose，2′-FL）能够显著抑制G1P［8］型轮

状病毒感染，3′-唾液酸乳糖（3′-Sialyllactose，3 ′

-SL）和 6′-唾液酸乳糖（6′-Sialyllactose， 6′-SL）

混合使用则能有效抑制 G2P［4］型轮状病毒的感

染［30］。富含 α-岩藻糖的 HMOs还能够与诺如病毒

竞争性结合［31］，降低母乳喂养婴儿的感染率。

1.2.4 调节肠道上皮细胞

HMOs能够直接作用于肠上皮细胞并增强肠道

屏障，还能通过调节肠道微生物生态间接改善上

皮细胞的屏障功能［32］。研究表明，2′-FL、6′-SL和

Lacto-N-neotetraose（LNnT）能够促进人类肠细胞

系HT-29和Caco-2Bbe细胞的增殖和分化，有助于

肠道屏障发育成熟［33］。肠上皮糖萼在保护肠道屏

障、调节微生物定植以及维持肠道免疫功能等方

面具有重要作用。2′-FL 和 3′-岩藻糖基乳糖（3′- 

Fucosyllactose，3′-FL）能够以结构依赖的方式刺

激的糖萼发育，增强肠道的屏障作用［34］。此外，

将 Caco-2 细胞和 HT-29 细胞分别与以 HMOs 或

乳 糖 作 为 唯 一 碳 源 培 养 的 两 歧 双 歧 杆 菌

（Bifidobacterium bifidum）孵育，相对于乳糖培养，

以 HMOs为碳源培养的 B. bifidum 孵育时，Caco-2

细胞和HT-29细胞表现出更高的连接粘附分子和紧

密连接蛋白表达水平，表明 HMOs 可以间接通过

肠道益生菌增强肠道上皮的选择性通透屏障，减

少有害微生物和化合物的吸收，进一步保护肠道

屏障功能［35］。

1.2.5 促进神经系统的发育

唾液酸对神经节苷脂的形成至关重要，婴儿

发育早期大脑生长最为迅速，大脑中神经节苷脂

的唾液酸含量迅速增加，哺乳期及时补充唾液酸
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有助于婴儿大脑发育［36］。动物实验表明，喂食仔

猪唾液酸化乳糖3′-SL和6′-SL可增加其大脑中神经

节苷脂结构中唾液酸的积累，有助于神经系统的

发育［37］。喂食 3′-SL 和 6′-SL 的大鼠和小鼠幼崽在

认知任务上的表现优于对照组，补充 6′-SL 的大

鼠，海马体和前额叶皮质长期增益效应（long-

term potentiation，LTP）明显增强，神经元之间突

触连接发生可塑性变化，学习和记忆能力明显提

升［38-40］。此外，一些岩藻糖基化HMOs也能够影响

婴幼儿的认知发展［41］。一项为期 1 年的小鼠行为

测试实验表明，口服补充 2′-FL的小鼠在新物体识

别和Y迷宫测试中具有更好的表现［42］。

2 人乳寡糖的商业化应用

2015年，Glycom A/S申报的化学合成 2′-FL和

LNnT 成为首先获得美国食品药品监督管理局

（FDA）的 GRAS 认证的 HMOs。随着 HMOs 生产

工艺的成熟和生物活性研究的深入，目前已有多

种 HMOs 陆续通过美国 FDA 的 GRAS 认证以及被

欧盟食品安全局（EFSA）批准应用于新型食品添

加剂，包括 2′-FL［43］、3-Fucosyllactose（3-FL）［44］、

Lacto-N-tetraose （LNT）［45］、LNnT［46］、 3′-SL［47］、

6′-SL［48］、 Difucosyllactose （DFL）［49］ 和 Lacto-N-

Fucopentaose I（LNFP I）等［50］。HMOs 已在全球

100多个国家和地区批准上市使用，2016年雅培公

司上市了添加 2′-FL 的婴幼儿配方奶粉，随后雀

巢、惠氏、美赞臣等公司也相继推出了含有HMOs

的配方奶粉。例如，惠氏的启赋配方奶粉在1、2、3

和4阶段中，分别添加了0.5、0.13、0.11和0.11 g/L

的LNnT。2024年中国国家卫生健康委员会批准了

2′-FL 和 LNnT 作为食品营养强化剂应用于婴幼儿

配方奶粉，目前中国各头部乳企也已推出系列

HMOs新品。

HMOs的市场潜力巨大，随着消费者对婴幼儿

健康的关注度持续提升，推动了市场对高品质、

高附加值的 HMOs 婴幼儿配方奶粉产品的需求。

随着科学研究的深入及技术的不断革新，HMOs的

应用范围可能进一步拓展，从婴幼儿配方奶粉到

功能性食品等多个领域均有广阔的市场前景。

3 人乳寡糖的传统合成方法

3.1 化学法

化学合成是糖链制备的重要策略，通过精确

控制糖苷化反应来实现糖苷键的形成和复杂糖链

的制备。糖苷化反应的立体选择性和区域选择性

是糖化学合成中的关键问题，同时也是面临的主

要挑战。为了成功合成目标HMOs，需要选择合适

的保护基团，并通过多轮保护和脱保护步骤确保

实现糖链的精准合成。这不仅增加了合成过程的

复杂性，还对合成策略和反应条件的优化提出了

更高要求［51］。尽管如此，目前已有多种化学合成

策略用于HMOs的制备。在 2′-FL的合成中，岩藻

糖供体（1-S-phenyl供体）通过四步反应从商业L-

岩藻糖制备，乳糖受体则经两步反应获得；最终

通过糖苷化和去保护处理，2′-FL可达到千克级的

制备规模［52］。如图 2 所示，通过逆合成分析，

Alexei V. Demchenko课题组选择了受保护的乳糖胺

供体A1与区域选择性保护的乳糖受体A2作为关键

中间体合成LNnT，并使用苄基作为保护基以避免

乙酰基迁移产生副产物。通过筛选适当的离去基

团，实现了以半乳糖三氯乙酰亚胺酯供体A3与葡

萄糖胺受体A4高效偶联获得乳糖胺供体A1；通过

正交保护的半乳糖供体A5与四苄基化葡萄糖 4-OH

受体A6偶联，再脱除Fmoc基团获得乳糖受体A2；

最终采用收敛性 2+2合成策略实现通过乳糖胺供体

A1与乳糖受体A2合成LNnT［53］。除此之外，多种

线性HMOs例如LNT、LNFP I、3′-SL、para-lacto-

N-neohexaose（pLNnH）、para-lacto-N-hexaose（pLNH）

等均已实现化学法制备［54-57］。

3.2 酶法合成

酶法合成具有环境友好、反应条件温和以及

副产物少等优点，近年来酶法合成 HMOs 发展迅

速，糖基转移酶（glycotransferase，GTs）和糖苷

酶（glycosidase，GHs）是 HMOs合成中常用的两

类酶元件。糖基转移酶能够精确控制糖苷键的形

成位点及空间构型，实现高区域选择性和立体选

择性的糖苷化反应。目前用于 HMOs 合成的糖基

转移酶主要分为：β -N-乙酰氨基葡萄糖转移酶
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（β -N-acetylglucosaminyltransferases）、β -半乳糖基

转移酶（β-galactosyltransferases）、α-岩藻糖基转

移酶（α -fucosyltransferases）和 α -唾液酸转移酶

（α-sialyltransferases）等［58-60］。CAZy数据库中糖基

转移酶分为 116 个不同的家族，根据结构域的不

同，糖基转移酶分为 GT-A、GT-B和 GT-C三种类

型，其中GT-A和GT-B需使用糖核苷酸作为供体。

GT-A的活性位点通常具有保守的DXD基序（天冬

氨酸-任何残基-天冬氨酸），DXD基序能够与协调

酶催化活性所需的二价阳离子（通常为 Mn2+或

Mg2+）结合［61］。GT-B缺乏GT-A中的保守DXD基

序，其催化活性不依赖Mn2+或Mg2+。GT-B具有双

结构域结构，在蛋白N端和C端结构域之间具有深

且灵活的间隙，允许容纳更广泛的底物，如多肽

和脂质甚至聚糖。与GT-B相比，GT-A通常具有为

特定结构糖类或蛋白质底物量身定制的保守受体

结合口袋。GT-C糖基转移酶是具有多个跨膜结构

域的膜蛋白，主要利用脂质连接的糖作为供体，

受限于可溶性表达障碍以及糖基供体难以获得，

尚未能应用于 HMOs的酶法合成［62］。根据是否利

用糖核苷酸作为糖基供体，可将糖基转移酶分为

Leloir 型 GTs 和 non-Leloir 型 GTs。Leloir 型 GTs 能

够利用糖核苷酸作为糖基供体，参与糖链及糖缀

合物的生物合成，是 HMOs 酶法合成最常用的

GTs［63］。Non-Leloir型GTs则可利用磷酸活化的糖

供体或非活化的糖供体（如蔗糖、麦芽糖和淀粉

等），同时具有更广泛的受体底物灵活性，在

HMOs 的酶法合成上具有良好的经济可行性。

Mamoru Nishimoto 使用价格低廉的蔗糖和 N-乙酰

氨基葡萄糖（GlcNAc），通过蔗糖磷酸化酶生成葡

萄糖 -1-磷酸（Glc1P），再利用 UDP-葡萄糖 -己

糖-1-磷酸尿苷转移酶（GalT）和UDP-葡萄糖 4-差

向异构酶（GalE）将 Glc1P转化为 Gal1P，最后在

糖磷酸化酶GLNBP的作用下合成LNB，在 10 L规

模成功制备了 1.7 千克 LNB 晶体，纯度达到

99%［64］。

糖苷酶同样能避免使用价格昂贵的糖核苷酸，

利用廉价的底物参与糖基化反应，大大降低了

HMOs酶法合成成本［65］。β-N-乙酰氨基半乳糖苷酶

（β -N-acetylhexosaminidase）、 β -半乳糖苷酶（β - 

galactosidase）、唾液酸酶（sialidases）和 α-L-岩藻

糖苷酶（fucosidases）都可用于HMOs的合成与修

饰。如 Tyzzerella nexilis 来源的 β-N-乙酰氨基半乳

糖苷酶 TnHex189 能够利用 pNP-NAG 作为糖基供

体，以 57.2% 的转化率实现 4.7 g/L 的 Lacto-N-

Triose Ⅱ（LNT Ⅱ）高效合成；进一步利用来源于

Bacillus circulans 的 β - 半乳糖苷酶 BgaD-D，以

Lactose为糖基供体，将LNT II转化为LNnT，展示

了糖苷酶在食品工业领域的应用潜力［66］。

3.3 全细胞生物催化

全细胞生物催化（Whole -cell biocatalysis）是

一种新兴的生物技术，它利用工程化的细胞作为微

型反应器，实现复杂分子的合成，随着研究的深入，

全细胞生物催化在HMOs生产中的应用也得到了广

泛关注［6， 67］。为了构建稳定性强、高产的微生物细

胞工厂，基因表达调控通常涉及提高酶元件活性、

优化代谢途径和减小代谢压力等环节［68］。此外，

微生物细胞工厂还能够通过 ABC（ATP-binding 

cassette）［69］、MFS（major facilitator superfamily）［70］、PTS

（PEP-dependent phosphotransferase system）［71］等转运

系统将外源物质转运到细胞内用于代谢和目标化

合物的合成，并及时将代谢产物排出胞外，避免

代谢产物的过量积累，减轻细胞的代谢负担，确

保代谢网络的平衡。以重组大肠杆菌生产 LNT II

和 LNT为例，Tomotoshi Sugita等人应用转运工程

策略，过表达转运蛋白基因（setA、setB、ydeA和

mdfA）显著增加了胞外 LNT II产量，其中转运蛋

白SetA在促进LNT II外排中表现出最优异的活性，

LNT II 产量提高了 1.61 倍；在 LNT 的生产中，

 
图图2　LNnT的逆合成分析

Fig.2　Retrosynthesis analysis of LNnT
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LNT II作为中间体，敲除 setA基因显著减少了胞外

LNT II 的积累，LNT 的产量从 2.19 g/L 提高至

2.96 g/L［72］。受限于人源糖基转移酶 GCNT2 的重

组表达，分支 HMOs 的生物合成一直面临挑战。

本课题组通过代谢工程改造大肠杆菌SHuffle T7实

现了分支人乳寡糖 Lacto-N-neohexaose （LNnH）

的全细胞生物合成。通过设计并构建双质粒系统，

整合LNnH生物合成途径的关键基因，实现了催化

分支结构形成的关键酶GCNT2的可溶性表达，利

用CRISPR/Cas9敲除 lacZ、nagB和wecB基因，以

调节乳糖和UDP-GlcNAc的代谢通量，实现全细胞

生物催化合成 LNnH。在 5 L 生物反应器中 ，

LNnH 产量从摇瓶培养的 1.04 mg/L 显著提高到

173.21 mg/L，增幅达到 166.5倍［73］。代谢工程和合

成生物学技术的快速发展推动了全细胞生物催化合

成HMOs的产业化进程，目前，中国国家卫生健康

委员会批准作为食品营养强化剂应用于婴幼儿配方

奶粉的两种代表性人乳寡糖2′-FL和LNnT全细胞生

物催化产量均已达到 100 g/L以上［74， 75］，3-FL［76］、

LNT［77］、 3′-SL［78］、 6′-SL［79］、 Difucosyllactose

（DFL）［80］、LNFP I［81］等HMOs均能在工程化大肠

杆菌中高效生产（表 1）。为了避免大肠杆菌作为

底盘细胞可能带来的内毒素和噬菌体污染问题，

降低底盘细胞代谢负担，提高发酵产率和降低成

本，酿酒酵母［82］、毕赤酵母［83］、枯草芽孢杆菌［84］

和谷氨酸棒杆菌［85］等底盘细胞也被用于HMOs的

全细胞生物催化合成。

4 人乳寡糖的体外生物转化（ivBT）

体外生物转化（ivBT）是一种介于全细胞生

物催化和酶法合成的新兴生物制造平台，通过在

无细胞体系中重构人工酶促反应网络，实现对目

标产物的定向合成［103］。该技术整合天然酶、人工

改造酶及辅酶再生系统，突破了活细胞代谢调控

（如细胞周期限制、代谢通路竞争、产物毒性反馈

表表1　　HMOs主要合成方法对比

Table 1　　Comparison of Major Synthesis Methods for HMOs

合成方法

酶法合成

全细胞

生物催化

ivBT

产物

3′-SL

6′-SL

2-FL

3-FL

LNFP I

LNnT

3′-SL

6′-SL

2′-FL

LacNAc

LNT Ⅱ

LNT

LNnT

6′-SL

DSLNnT

2′-FL

LNFP I

技术路线的特点

酶工程改造Trypanosoma rangeli sialidase，以CGMP为糖基供体，以乳糖为受体合成3’-SL

Bacteroides fragilis sialidase以多聚N-乙酰基神经氨酸为糖基供体，以乳糖为受体合成6’-SL

Fusarium graminearum fucosidase以木葡聚糖为糖基供体，以乳糖为受体合成2-FL

重组表达岩藻糖基转移酶 α1,3-HpFucT，以GDP-Fucose为糖基供体，以乳糖为糖基受体催化合

成3-FL

重组表达岩藻糖基转移酶α1,2-Te2FT，以一锅多酶合成的GDP-Fucose为糖基供体，以LNT为糖

基受体催化合成LNFP I

E. coli K12 MG1655为工程菌，敲除 lacZ、wcaJ、ugd；过表达galE、CpsIaJ、lgtA

E. coli BL21（DE3）为工程菌，敲除 lacZ、nanA、nanK；过表达neuC、neuB、neuA、α2,3-SiaT

E. coli DH1为工程菌，敲除 lacZ、lacA、nanK、nanE、nanT、nanA；过表达neuB、neuC、neuA、ST6

E. coli C41(DE3)为工程菌，敲除 lacZ、wcaJ、nudD；过表达manB、manC、gmd、wcaG、wbgL、rcsA、

rcsB

构建多磷酸激酶(PPK)/多磷酸盐（polyPn）的NTP再生催化系统

筛选新型酶元件HaHex74并进行酶元件定向进化和改造

筛选新型β-半乳糖苷酶LzBgal35A并在E. coli中实现可溶性表达

多酶级联催化反应体系

多层级多孔材料用于共固定化CMP-唾液酸合成酶和α-2,6-唾液酸转移酶

多酶级联催化反应体系

体外多酶级联催化实现ATP和GTP的循环利用；筛选高效的α-1,2-岩藻糖基转移酶TeFucT

新型酶元件的筛选

产量/

产率

31%

22%

14%

96%

95%

20.33 g/L

31.4 g/L

30 g/L

79.23 g/L

＞90%

15.0 g/L

6.4 g/L

93%

＞80%

96%

27.07 g/L

91%
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抑制）、生物能量供给（ATP/NADPH 再生效率）

及底物转运屏障的限制，在大宗生化产品制造中

展现出独特优势［104］。

相对于传统的酶法合成和全细胞生物催化，

ivBT 系统的显著技术优势体现在三个维度：（1）

反应网络的精准可控性，通过模块化组装糖基转

移酶、磷酸化酶、异构酶等功能酶组件，可灵活

设计非天然酶促反应路径；（2）产物分离的高便

捷性，无细胞体系避免了菌体碎片、细胞代谢副

产物的干扰，显著降低下游纯化成本；（3）环境

友好与可持续性，反应条件温和（pH 6.0-8.5，温

度 25-40 ℃），可通过酶固定化技术实现催化剂重

复利用，配合微流控反应器可精准控制传质效率，

时空产率较传统方法显著提升［7］。

随着多种 HMOs 陆续通过审批，其在婴幼儿

配方奶粉等领域的应用前景广阔，市场潜力巨大。

ivBT技术在大宗产品生产中展现出反应条件温和、

可避免细胞代谢限制、产物分离纯化简便等的独

特优势，吸引了众多科学家将其应用于 HMOs 的

生产（表 1）。目前，利用 ivBT技术合成HMOs已

取得一系列重要突破，在新型酶元件的挖掘、酶

工程改造、辅酶再生系统优化以及反应体系设计

等方面均实现跨越式进展，为 HMOs 的大规模生

产奠定了坚实基础。

4.1 体外多酶催化路径构建

利用 GTs 进行 ivBT 合成 HMOs 具有良好的底

物特异性和立体选择性，然而GTs通常依赖价格昂

贵的糖核苷酸作为供体，极大限制了 ivBT技术在

HMOs合成领域的产业化应用。开发经济高效的方

法以保障反应所需糖核苷酸供体底物的稳定供应

是利用糖基转移酶合成HMOs的关键［105］。使用多

种酶在同一体系级联催化的一锅多酶反应（One-

Pot Multienzyme，OPME）技术成为了一种降低成

本的手段。乳糖或 HMOs 的每一步延伸和修饰都

可以通过整合糖核苷酸的酶法级联合成以及糖基

转 移 酶 催 化 反 应 的 OPME 模 块 实 现 。 包 含

Hp2FucT 和 GDP-Fuc 模块的 OPME 系统可以高效

合成 2'-FL［101］；结合CMP-Neu5Ac多酶合成和唾液

酸糖基转移酶PmST1［106］或Pd2，6ST［107］的OPME

模块已被应用于唾液化乳糖3'-SL或6'-SL的合成。

糖核苷酸的酶法级联合成需要消耗大量价格

昂贵的核苷三磷酸（NTP），是限制糖基转移酶在

HMOs大规模合成中应用的另一限制因素，科学家

针对 NTP的循环再生开展了大量研究，以进一步

降低 ivBT在 HMOs合成中的成本。N-乙酰乳糖胺

（LacNAc）是生物合成HMOs的重要中间体，杜昱

光团队建立了包含多磷酸激酶/多磷酸盐的NTP再

生系统，实现了 LacNAc 酶法合成中三磷酸腺苷

（ATP）和尿苷 -5′- 三磷酸（UTP）的再生，在

100 mM 的底物浓度下，LacNAc 收率达到 90% 以

上， 5 L 反应器中进行了放大生产，最终得到

138.6 g 的 LacNAc［95］。如图 3 所示，在此基础上，

利用多酶级联低成本合成的LacNAc为前体，以唾

液酸为原料，引入胞苷单磷酸激酶（CMK）和多

聚磷酸激酶 3（PPK3），在 polyP6 的存在下构建

CTP再生循环。整合CMP-Neu5Ac合成酶（CSS）、

焦磷酸酶（PPA）、α-2，3/6-唾液酸转移酶，在 5 L

规模下分别以 96.1% 和 92.3% 的收率获得 259.2 g 

6'-唾液酸化-N-乙酰乳糖胺（6'-SLN）和 248.7 g 3'-

唾液酸化-N-乙酰乳糖胺（3'-SLN）［108］。

4.2 酶元件的挖掘与理性设计

提高 HMOs 合成相关酶元件的可溶性表达水

平及进行稳定性改造，是降低生产成本的关键策

略。同时，针对不同类型酶元件进行理性设计时，

需考虑其独特的催化特性。GTs在HMOs合成中通

常表现出较高的转化率和较强的底物特异性，但

其反应效率相对较低。因此，当前研究重点主要

集中于提升糖基转移酶的酶活性和拓展其底物谱。

相对而言，GHs 虽具有更高的反应效率和更广泛

的底物谱，但其催化过程中常伴随水解反应，导

致底物转化率受限。针对这一问题，大量研究致

力于抑制糖苷酶的水解活性，以期显著提高底物

转化率。这两种酶的不同特性及其相应的优化方

向，共同构成了 HMOs 酶法合成研究中酶工程改

造的核心内容。

野生型幽门螺杆菌 α1，3-岩藻糖基转移酶可溶

性表达差，用于 3-FL合成时催化效率较低。Choi

等人通过删除 α1，3-岩藻糖基转移酶C端 52个残基
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并整合迭代饱和诱变策略，显著提高了在大肠杆

菌体系中的表达水平，3-FL 产率提高了 18 倍以

上［89］。Birgitte Zeuner利用分子对接技术筛选得到

5种 α-1，3/4-岩藻糖苷酶，能够催化LNT和 3-FL经

转糖基化反应生成 Lacto-N-Fucopentaose Ⅱ（LNFP 

Ⅱ），其中 SpGH29C和CpAfc2酶催化合成 LNFP Ⅱ

的产量分别达到 91% 和 65%，是迄今为止报道的

最高LNFP Ⅱ产量［102］。为了提高幽门螺杆菌 α1，3-

岩藻糖基转移酶合成 3-FL的催化效率，谭玉萌等

人设计了基于荧光激活细胞分选的定向进化筛选

系统。利用乳糖渗透酶LacY可以转运荧光标记乳

糖而无法转运荧光标记 3-FL的特性，根据 α1，3-岩

藻糖基转移酶催化造成细胞内荧光强度增高的特

点，通过荧光激活细胞分选高效地从大量突变体

库中筛选具有高催化活性的酶突变体。该研究整

合易错PCR、有序重组诱变（ORM）、组合活性位

点饱和以及流式细胞仪筛选，获得了最佳的 7位点

变体，3-FL合成催化效率提高了14倍［109］。

挖掘并筛选具有高立体选择性的新型 GHs，

可以避免利用价格昂贵的糖核苷酸，降低 ivBT合

成 HMOs 的 成 本 。 2023 年 ， 杨 绍 青 团 队 从

Haloferula sp 中鉴定了一种具有较高催化活性的

β-N-乙酰氨基己糖苷酶HaHex74。通过定向进化和

位点饱和诱变进行酶元件改造，在 5 L反应器中进

行三酶级联反应，实现了以价格低廉的几丁质为

原料合成LNT Ⅱ和LNnT，产量分别达到 15 g/L和

9 g/L［96］。李婷等人报道了一种新的 β-半乳糖苷酶

（LzBgal35A），以邻硝基苯基-β-半乳糖吡喃糖苷为

供体底物，将半乳糖转化到LNT Ⅱ催化合成LNT，

2 h 内转化率达到 45.4%，产量为 6.4 g/L，是迄今

为止通过 β-半乳糖苷酶介导的转糖基化反应合成

LNT的最高收率［97］。

4.3 反应器设计与优化

反应器设计与优化是确保高效、经济且可持

续生产的关键环节。精准控制反应环境、提升传

质效率、解决放大难题及降低综合成本，是利用

ivBT合成HMOs规模化放大的核心［110］。酶固定化

技术是一种成熟而广泛应用的技术，能大大提高

酶的稳定性和回收率。李建军等人开发了图 4所示

的层级多孔材料 MIL-53 用于共固定化 CMP-唾液

酸合成酶 （NmCSS） 和 α -2，6- 唾液酸转移酶

（Pd2，6ST），级联生物反应器展现了高酶载量、

高催化效率和出色的酶稳定性。固定化酶经过 13

次循环使用后，6′-SL 的产率仍然保持在 80% 以

上［99］。此外，酶固定化可能会改变酶的催化活性、

特异性或选择性。双歧杆菌 β-N-乙酰氨基己糖苷

酶可以利用 N-乙酰氨基葡萄糖恶唑啉（GlcNAc-

oxa）和乳糖合成LNT Ⅱ，研究发现，当采用Cu2+-

琼脂糖对酶进行固定化后，固定化酶活性达到了

游离酶活性的2倍［111］。

自动化合成使非专业人员能够轻松制备多肽

和寡核苷酸序列，推动了蛋白质组学和基因组学

革命。自动化合成技术在复杂生物分子合成上展

现的可编程性以及易于操作的优势，促使研究人

员开发了多种寡糖或聚糖的自动化化学合成平台，

但依赖于化学法的自动化合成通常需要繁琐的全

局脱保护步骤，并且缺乏通用的化学糖基化方案。

基于 ivBT策略进行复杂寡糖组装的自动化合成平

图图3　一锅两步多酶法合成6′/3′-唾液酸化乳糖［108］

Fig.3　One-Pot Two-Step Multi-Enzymatic Synthesis of 6′/3′-Sialyllactosamine[108]
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台能够避免繁琐、耗时的合成中间体纯化流程，

成为化学法自动化合成寡糖的有效替代方案。数

字微流控（DMF）平台在复杂结构 HMOs 的酶促

合成上具有良好的应用潜力，李建军等人将基于

磁珠的自动化控制与模块化化学酶促合成相结合，

成功在DMF平台上实现了 11种HMOs的化学酶促

模块化顺序合成（图 5），其中 2′-FL 产率达到

63%，6′-SL总产率达90%以上［112］。

李铁海等人开发了一种基于捕获-释放策略的

寡糖自动化合成平台，使用磺酸盐标签实现高效

固相萃取和产物释放，无需冻干或缓冲液置换，

最多可自动进行 15个反应循环。该自动化合成平

台适用于多聚 -N-乙酰乳糖胺（poly-LacNAc）、

HMOs等多种复杂结构寡糖的高效制备，大大加快

了聚糖组装速度，减少了纯化步骤。如图 6所示，

利用此平台，以标记的乳糖 9 为起始物，通过

B3GNT2和B4GalT1催化的反应循环，将其延伸为

四糖 11；进一步使用GCNT2引入分支，形成双天

线聚糖 12；；用 ST6Gal1将 β3-天线末端半乳糖苷修

饰为唾液酸得到 13；随后使用B4GalT1和FUT5的

反应循环，合成了 β6-天线具有 Lewisx表位的 15，

每个酶促步骤的平均收率达到 85% 以上。采用类

似策略，实现了 β6-天线具有Lewisy表位的 19的高

效合成，每个酶促步骤平均收率为82%［113］。

5 总结和展望

HMOs作为母乳中关键的生物活性成分，在婴

幼儿肠道菌群建立、免疫防御、神经发育等方面

展现出不可替代的功能特性。随着商业化应用范

围从婴幼儿配方奶粉逐步扩展至功能性食品和医

疗营养领域，HMOs的高效、低成本规模化生产成

为学术界与产业界共同关注的焦点。化学合成、

酶法合成和全细胞合成等传统合成方法虽取得一

定进展，但仍面临成本高、副产物干扰及下游纯

化复杂等瓶颈。ivBT技术结合了酶催化和微生物

发酵的优势，能够在细胞外环境中实现高效的生

物合成；近年来，该技术凭借其精准可控的反应

网络、简化的产物分离流程以及环境友好特性，

为HMOs的工业化生产开辟了新路径。

ivBT技术通过模块化酶系统的设计与辅酶再

生策略的优化以及高性能反应器的研发，显著提

升 HMOs 的合成效率并降低了转化成本。通过体

外多酶催化路径构建，整合一锅多酶体系与糖核

苷酸再生系统，有效降低了糖基转移酶对昂贵供

图图4　双酶固定化MIL-53高效合成6′-SL

Fig.4　Co-immobilized Dual-Enzyme in MIL-53 for Efficient 6′-SL Synthesis

图图5　基于数字微流控平台化学酶法模块化自动合成HMOs

Fig.5　Automated chemoenzymatic modular synthesis of HMOs on a digital microfluidic platform
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体的依赖，显著提高了HMOs生产的经济可行性。

酶元件的理性设计和定向进化技术结合高通量筛

选手段，极大提高了酶的异源表达水平、稳定性

及催化活性。开展反应器设计与优化，通过精准

控制反应环境、提升传质效率、解决放大难题及

降低综合成本，最终打通 HMOs 高效、经济且可

持续生产的关键环节。

然而，ivBT 技术在 HMOs 产业化应用上仍面

临多重挑战：

其一，原料成本与可持续性问题尚未完全解

决，目前，HMOs的 ivBT合成通常依赖于昂贵的

糖核苷酸作为糖基供体，导致 HMOs 的生产成本

居高不下，建立以可再生底物（如甲壳素、木质

纤维素）为替代糖基供体的高效转化路径将成为

降低生产成本的关键方向。现有知识库的局限性

使得很多目标产物的相关酶和代谢途径仍然未知，

随着生物大数据（如基因组、蛋白质组、代谢组

数据）的爆炸式增长，人工智能（AI）在人工合

成途径设计中的应用日益突出，利用AI算法分析

复杂代谢途径，识别关键限速步骤，提出新的

HMOs人工合成途径并预测效果，对于发现和利用

现有知识库中未知的HMOs合成途径至关重要。

其二，酶的经济可行性和可用性是需要解决

的关键障碍。参与 HMOs 合成的糖基转移酶在异

源系统中往往表达效率低、稳定性差，在工业生

产条件如高温、极端 pH值等条件下容易变性，限

制了其在大规模生产中的应用。另外，酶的固有

选择性意味着虽然可以高效地生产特定的HMOs，

但在结构上的灵活性不如化学合成。例如用于合

成分支 HMOs 的糖基转移酶 GCNT2 以 LNnT 为糖

基受体时具有良好的转糖基活性，以 LNT为受体

时催化效率则显著下降。目前，尚未有研究筛选

获得GCNT2的同工酶以拓宽其底物谱，这使得针

对分支 HMOs 的酶法合成面临巨大挑战。因此，

针对复杂结构HMOs的合成，仍需通过理性设计、

定向进化及人工智能辅助预测，开发兼具高活性、

高稳定性的新型糖基转移酶或糖苷酶，拓宽底物

谱并减少副反应。

其三，规模化反应器的传质与转化效率是亟

待解决的关键技术瓶颈。尽管实验室规模反应器

已成功实现多种 HMOs 的合成，但将此技术有效

放大至工业化生产规模仍面临挑战。现有研究虽

已关注到规模放大过程中诸如酶失活、底物浓度

分布不均等突出问题，但未来的研究应进一步深

化，并着重整合在线监测系统以及膜反应器系统

等先进手段。通过应用这些技术，有望实现酶的

动态组装与局域化富集，显著提高反应区域的底

物浓度及酶的催化效率。同时，膜反应器系统等

图图6　HMOs和神经节苷脂的自动合成［113］

Fig.6　Automated synthesis of HMOs and gangliosides[113]
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技术的引入，能够促进产物的连续分离，在此基

础上整合高值底物（如 NTP）的反应器内循环再

生，为 HMOs基于规模化反应器 ivBT生产的动态

过程调控与资源循环利用奠定基础，进而提升整

体生产效率和经济效益。

综上所述，ivBT技术由于其在反应网络可控

性、产物纯度及环境友好等方面的优势，有望取

代传统合成方法成为下一代生物制造的核心平台，

为 HMOs 的规模化生产提供兼具高效性与可持续

性的解决方案。未来，随着关键技术的持续突破

与产业链的协同创新，酶催化效率、底物经济性

及规模化生产等 ivBT技术瓶颈将逐步突破，ivBT

将引领 HMOs 制造进入工业化新时代，为全球婴

幼儿营养健康与功能性食品开发注入新动能。
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