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(57)摘要

本发明提供了一种酶法制备瑞鲍迪甙J的方

法，该方法以瑞鲍迪甙A为底物，在糖基供体存在

下，在含有UDP‑糖基转移酶的重组细胞和/或其

制备的UDP‑糖基转移酶的催化下，反应生成瑞鲍

迪甙J。
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1.一种酶法制备瑞鲍迪甙J的方法，其特征在于：以瑞鲍迪甙A为底物，在糖基供体存在

下，在含有UDP‑糖基转移酶的重组细胞和/或其制备的UDP‑糖基转移酶的催化下，反应生成

瑞鲍迪甙J。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：所述糖基供体为鼠李糖基供体。

3.根据权利要求2所述的方法，其特征在于：所述鼠李糖基供体为UDP‑鼠李糖。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：所述UDP‑糖基转移酶为来自水稻的UGT‑B。

5.根据权利要求4所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序

列表中所示的序列2具有至少60％的一致性。

6.根据权利要求5所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序

列表中所示的序列2具有至少70％的一致性。

7.根据权利要求6所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序

列表中所示的序列2具有至少80％的一致性。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序

列表中所示的序列2具有至少90％的一致性。

9.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：反应在35‑45℃温度以及pH7.5‑8.5的水相

体系中进行。

10.根据权利要求9所述的方法，其特征在于：反应在磷酸缓冲溶液中进行。
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一种酶法制备瑞鲍迪甙J的方法

[0001] 本申请是CN201680089970.0的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及一种瑞鲍迪甙J的制备方法，特别涉及一种瑞鲍迪甙J的生物制备方

法。

背景技术

[0003] 甜味剂是一类广泛应用于饮料及糖果等食品生产的食品添加剂，其既可以在食品

的生产过程中添加，也可以在家庭烘焙时经过适当稀释作为蔗糖的替代品使用。甜味剂包

括天然甜味剂和人工甜味剂，前者包括蔗糖、高果糖玉米糖浆、蜜糖等，后者包括阿斯巴甜、

糖精等。甜菊糖是一类从植物甜菊中提取出来的天然甜味剂，目前已被广泛用在食品及饮

料中。甜菊的提取物中具有包含瑞鲍迪甙在内的多种甜菊糖，天然提取的甜菊糖不同的批

次成分差异较大，需要后续的提纯。

[0004] 瑞鲍迪甙J在甜菊叶中甜菊糖的比例不超过0.5％，用传统提取的方法得到高纯度

的瑞鲍迪甙J极其困难，限制了对瑞鲍迪甙J的深入研究，也阻碍了其商业化的应用。

发明内容

[0005] 本发明所要解决的技术问题是克服现有技术的不足，提供一种酶法制备瑞鲍迪甙

J的方法，该方法可以较低的成本、较短的周期生产出高纯度的瑞鲍迪甙J产品。

[0006] 为解决以上技术问题，本发明采取如下技术方案：

[0007] 一种酶法制备瑞鲍迪甙J的方法，以瑞鲍迪甙A为底物，在糖基供体存在下，在含有

UDP‑糖基转移酶的重组细胞和/或其制备的UDP‑糖基转移酶的催化下，反应生成瑞鲍迪甙

J。UDP‑糖基转移酶即尿苷二磷酸糖基转移酶，简称UGT，是已知的。

[0008] 优选地，所述糖基供体为鼠李糖基供体。

[0009] 更优选地，所述鼠李糖基供体为UDP‑鼠李糖。

[0010] 优选地，所述UDP‑糖基转移酶为来自水稻(Oryza  sativa)的UGT‑B。

[0011] 优选地，所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序列表中所示的序列2具有至少

60％的一致性。

[0012] 更优选地，所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序列表中所示的序列2具有至少

70％的一致性。

[0013] 进一步地，所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序列表中所示的序列2具有至少

80％的一致性。

[0014] 更进一步地，所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序列表中所示的序列2具有至

少90％的一致性。

[0015] 根据一个具体实例，所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列与序列表中所示的序列2

完全一致。
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[0016] 根据本发明，可以使所述反应在温度4‑50℃以及pH  5.0‑9.0的水相体系中进行。

优选地，反应在35‑45℃温度以及pH7.5‑8.5的水相体系中进行。更优选地，反应在温度40℃

下进行，反应在pH  8.0下进行。

[0017] 更优选地，反应在磷酸缓冲溶液中进行。

[0018] 更优选地，反应体系含有UDP‑糖基转移酶的重组细胞和细胞通透剂，是反应在细

胞通透剂的存在下进行。进一步地，所述细胞通透剂为甲苯，且甲苯在反应体系中的体积比

浓度为1‑3％。更进一步地，甲苯的体积比浓度为2％。

[0019] 更优选地，将反应所用全部原料加入到反应釜中，混合均匀后置于设定温度下，搅

拌反应。反应完毕后，通过提纯处理即可获得达到使用要求的瑞鲍迪甙J产品。一个具体的

提纯方方法是经包括树脂分离在内的后处理，按照该提纯方法，可获得纯度高达95％的瑞

鲍迪甙J产品。

[0020] 优选地，所述重组细胞为微生物细胞。

[0021] 更优选地，所述微生物为大肠埃希氏杆菌、酿酒酵母或毕赤酵母。

[0022] 由于以上技术方案的实施，本发明与已有技术相比具有如下优势：

[0023] 本发明提供的酶法制备瑞鲍迪甙J的方法具有重要的应用价值。由于酶法生产的

底物瑞鲍迪甙A可大量获得，瑞鲍迪甙J的产量不受原材料的限制，极大的降低了生产成本。

此外，植物中的甜菊糖含量低，且有较多不同结构的甜菊糖，很难提取较纯的产品，与已有

从甜菊叶中提取瑞鲍迪甙J的技术相比，采用本发明的酶法合成方法能够提供纯度更高的

产品，必将推动对新型甜菊糖苷瑞鲍迪甙J的研究和应用。

具体实施方式

[0024] 瑞鲍迪甙A、瑞鲍迪甙J的结构式分别参见式I和II。

[0025]

[0026] 本发明主要提供的瑞鲍迪甙J的合成路线如下：

[0027]

[0028] 本发明所用的UGT‑B可以酶冻干粉形式存在或存在于重组细胞中。

[0029] UGT‑B的获得方法如下：

[0030] 利用分子克隆技术、基因工程技术获得UGT‑B的重组大肠埃希氏杆菌(或其它微生

物菌)表达菌株，然后将重组大肠埃希氏杆菌发酵，制备得到含有UGT‑B的重组细胞，或由上

述重组细胞制备得到UGT‑B的冻干粉。

[0031] 本发明所述的分子克隆技术和基因工程技术均是已知的。分子克隆技术可参见

《分子克隆实验指南》第三版(J.沙姆布鲁克著，2005)。

[0032] 采用基因工程技术构建本发明重组菌株的表达步骤如下：

[0033] (1)(根据序列表中所示的序列1及序列2)基因合成所需的基因片段，连入pUC57载
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体，两端分别加上NdeI和BamHI酶切位点；

[0034] (2)通过双酶切、连接，将各基因片段插入表达载体pET30a相应的酶切位点中，使

各基因置于T7启动子的控制之下；

[0035] (3)将重组质粒转化进入大肠埃希氏杆菌BL21(DE3)中，利用IPTG诱导目的蛋白表

达，得到UGT‑B的重组大肠埃希氏杆菌表达菌株。

[0036] 利用含有UGT‑B的重组大肠埃希氏杆菌表达菌株制备含有UGT‑B的重组细胞、UGT‑

B的冻干粉的步骤如下：

[0037] 以1％比例将含有UGT‑B的重组大肠埃希氏杆菌表达菌株接种到4ml液体LB培养基

中，37℃振荡培养(200rpm)过夜，取过夜培养物以1％接种量转接于50ml液体LB培养基，37

℃振荡培养(200rpm)至OD600值达到0.6‑0.8，加入终浓度0.4mM  IPTG于20℃振荡培养过

夜。诱导结束后离心收集细胞(8,000rpm，10min)，用5ml  2mmol/L磷酸缓冲液(pH7.0)重悬

细胞，获得所述重组细胞，进一步于冰浴中超声波破碎细胞，将破碎液离心(8 ,000rpm，

10min)，收集上清液冻干24h，获得所述冻干粉。

[0038] 下面结合具体的实施例对本发明作更为详细的描述。

[0039] 实施例1：制备含UGT‑B的重组大肠杆菌细胞

[0040] 根据序列3及序列4，基因合成UGT‑B基因片段，两端分别加上NdeI和BamHI酶切位

点，连入pUC57载体(苏州金唯智生物技术有限公司生产)。将UGT基因片段用限制性内切酶

NdeI和BamHI酶切，回收纯化片段，加入T4连接酶将片段连入pET30a对应酶切位点，转化

BL21(DE3)菌株。

[0041] 以1％比例将UGT菌种接种到4ml液体LB培养基，37℃振荡培养(200rpm)过夜，取过

夜培养物以1％接种量转接于50ml液体LB培养基，37℃振荡培养(200rpm)至OD600值达到

0.6‑0 .8，加入终浓度0.4mM  IPTG于20℃振荡培养过夜。诱导结束后离心收集细胞(8 ,

000rpm，10min)，用5ml  2mmol/L磷酸缓冲液(pH7.0)重悬细胞，获得含UGT‑B的重组细胞用

于催化。

[0042] 实施例2：制备UGT‑B冻干粉

[0043] 将实施例3中制得的UGT‑B的重组细胞于冰浴中超声波破碎细胞，将破碎液离心

(8,000rpm，10min)，收集上清液冻干24h，获得UGT‑B的冻干粉。

[0044] 实施例3：以瑞鲍迪甙A为底物在UDP‑糖基转移酶的催化下合成瑞鲍迪甙J

[0045] 在本实施例中，按照实施例2方法制备的UGT‑B冻干粉被用于催化合成瑞鲍迪甙J。

[0046] 在反应体系中依次加入1L  0.05mol/L磷酸缓冲液(pH8.0)，2g  UDP鼠李糖，1g瑞鲍

迪甙A，UGT‑B冻干粉10g混合均匀后置于40℃水浴，300rpm搅拌反应24h。反应结束后，取500

μl反应液加入等体积无水甲醇混匀，8,000rpm离心10min取上清液过滤膜后用高效液相色

谱检测(色谱条件：色谱柱：Agilent  eclipse  SB‑C18  4.6×150mm；检测波长：210nm；流动

相：乙腈∶去离子水＝24％∶76％；流速：1.0mL/min；柱温：30℃)。瑞鲍迪甙A的转化率为90％

以上。经硅胶树脂分离、结晶等后处理纯化后得到瑞鲍迪甙J  0.52g，纯度大于95％。

[0047] 实施例4：以瑞鲍迪甙A为底物在UDP‑糖基转移酶的重组细胞的催化下合成瑞鲍迪

甙J

[0048] 在本实施例中，按照实施例1方法制备的含UGT‑B的重组细胞用于催化合成瑞鲍迪

甙J。
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[0049] 在反应体系中依次加入1L  0.05mol/L磷酸缓冲液(pH8.0)，2gUDP‑鼠李糖，1g瑞鲍

迪甙A，20ml甲苯，UGT‑B全细胞40g混合均匀后置于40℃水浴，300rpm搅拌反应24h。反应结

束后，取500μl反应液离心，上清加入等体积无水甲醇混匀，8,000rpm离心10min取上清液过

滤膜后用高效液相色谱检测(色谱条件：色谱柱：Agilent  eclipse  SB‑C18  4.6×150mm；检

测波长：210nm；流动相：乙腈∶去离子水＝24％∶76％；流速：1.0mL/min；柱温：30℃)。瑞鲍迪

甙A的转化率为90％以上。经硅胶树脂分离、结晶等后处理纯化后得到瑞鲍迪甙C  0.49g，纯

度大于95％。

[0050] 上述实施例只为说明本发明的技术构思及特点，其目的在于让熟悉此项技术的人

士能够了解本发明的内容并据以实施，并不能以此限制本发明的保护范围，凡根据本发明

精神实质所作的等效变化或修饰，都应涵盖在本发明的保护范围之内。

[0051] 本发明包括以下实施方案：

[0052] 1.一种酶法制备瑞鲍迪甙J的方法，其特征在于：以瑞鲍迪甙A为底物，在糖基供体

存在下，在含有UDP‑糖基转移酶的重组细胞和/或其制备的UDP‑糖基转移酶的催化下，反应

生成瑞鲍迪甙J。

[0053] 2.根据实施方案1所述的方法，其特征在于：所述糖基供体为鼠李糖基供体。

[0054] 3.根据实施方案2所述的方法，其特征在于：所述鼠李糖基供体为UDP‑鼠李糖。

[0055] 4 .根据实施方案1所述的方法，其特征在于：所述UDP‑糖基转移酶为来自水稻的

UGT‑B。

[0056] 5.根据实施方案4所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列

与序列表中所示的序列2具有至少60％的一致性。

[0057] 6.根据实施方案5所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列

与序列表中所示的序列2具有至少70％的一致性。

[0058] 7.根据实施方案6所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列

与序列表中所示的序列2具有至少80％的一致性。

[0059] 8.根据实施方案7所述的方法，其特征在于：所述来自水稻的UGT‑B的氨基酸序列

与序列表中所示的序列2具有至少90％的一致性。

[0060] 9.根据实施方案1所述的方法，其特征在于：反应在35‑45℃温度以及pH7.5‑8.5的

水相体系中进行。

[0061] 10.根据实施方案9所述的方法，其特征在于：反应在磷酸缓冲溶液中进行。

[0062] 11 .根据实施方案9所述的方法，其特征在于：反应体系含有UDP‑糖基转移酶的重

组细胞和细胞通透剂。

[0063] 12.根据实施方案11所述的方法，其特征在于：所述细胞通透剂为甲苯，且甲苯在

反应体系中的体积比浓度为1‑3％。

[0064] 13.根据实施方案9所述的方法，其特征在于：将反应所用全部原料加入到反应釜

中，混合均匀后置于设定温度下，搅拌反应。

[0065] 14.根据实施方案1所述的方法，其特征在于：所述重组细胞为微生物细胞。

[0066] 15.根据实施方案14所述的方法，其特征在于：所述微生物为大肠埃希氏杆菌、酿

酒酵母或毕赤酵母。
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