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摘要:随着基因重组技术的不断发展和蛋白糖基化机制研究的不断深入，糖蛋白药物对人类健康的重要作用
越来越受到重视。迄今为止，哺乳动物表达载体仍然是最常见的药用蛋白生产系统。由于其存在成本高、产
率低等问题，酵母和细菌表达系统也日益受到重视。受到理论和技术的限制，细菌表达系统的开发仍存在相
当大的困难，而酵母表达系统的开发和应用已经取得了一系列突破性的成果。本文综述了国内外近年来改
造不同表达系统 N-糖基化途径用于生产人源糖蛋白的研究进展。
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糖蛋白(Glycoproteins)是由糖类分子与蛋白质
分子通过共价结合形式形成的一类蛋白质。糖基化
修饰使得蛋白质的性质和功能呈现出更为丰富的多
样性。真核生物的分泌型蛋白和质膜外表面蛋白多
为糖蛋白。近 30 年来，随着基因重组技术的发展和
蛋白糖基化机制研究的不断深入，糖蛋白药物对人
类健康的重要作用越来越受到重视。目前获得广泛
应用的医药蛋白中，70%以上是糖蛋白［1］。已有多
种糖蛋白被批准用于治疗人类疾病，包括促红细胞
生成素、血液凝结因子、癌症诊断标记物，以及多种
干扰素和单克隆抗体等。

由于特殊的理化性质和药理特性，蛋白药物经
常出现治疗效果欠佳的情况。通过蛋白糖基化工程
对蛋白表面的糖链进行改造，可以改善蛋白药物在
体内的分子稳定性、药效反应和药代动力学性质等，
具有广阔的应用前景。糖基化对某一个特定蛋白的
主要影响包括:(1) 改变蛋白质的生物活性［2］;(2)

防止蛋白质聚集，增加蛋白质的稳定性，从而延长蛋
白质药物的半衰期;(3) 特定的糖链结构可参与某
些特定的免疫反应［3］，参与分子间的相互识别［4 － 5］，

甚至可以增强药物的靶向性［6］。因此，糖链结构对
糖蛋白药物的化学性质、生理活性及免疫原性至关
重要。

蛋白糖基化修饰一共有 5 种类型，按重要性排
序分别是 N －、O －、P －、C － 和 G － 糖基化［7］。这
些糖基化修饰均通过连接寡糖基团到蛋白表面，但
其修饰位点不同。其中以 N-糖基化最为普遍，其通
过将聚糖连接到天冬氨酸或精氨酸侧链的氮原子上
对蛋白进行修饰，是目前研究的最为透彻的糖基化
过程。本文所提及的糖基化都是指 N-糖基化。

一直以来，大部分药物糖蛋白依赖于直接从生
物体中提取，但因为数量有限、成本高昂、存在病毒
感染等问题，无法广泛运用于临床。因此，目前的研
究主要集中在开发糖蛋白表达载体，经过适当的糖
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基化改造，用于药用蛋白质的生产。本文在综述国
内外各种表达系统研究动态的基础上重点阐述酵母
表达系统的研究进展。

1 糖蛋白表达系统

目前应用于临床的生物制药数量稳步增长。迄
今为止，已有超过 150 个重组蛋白通过 FDA 和欧洲
药品管理局(EMEA)的许可作为药品使用。全球生
物制药市场估计价值约 500 － 600 亿欧元。此外，这

个市场在未来几年，预计每年以约 9%的速度增长。
在理想条件下，运用于生产重组医药蛋白的表达

系统必须符合以下几个条件:(1) 可以在廉价培养基
上迅速生长;(2) 便于基因操作;(3) 能够进行复杂
的糖基化反应和形成二硫键;(4) 下游提取操作方便
且成本较低等。高等真核生物表达系统的糖基化形
式最接近人类，但基因操作困难，生产成本高、产率
低。与之相较，细菌和酵母表达系统更适合于大规模
的工业生产，但二者形成的糖链结构与人类有不同程
度的区别，是基因工程技术改造的重点(表 1)。

表 1 利用不同表达系统生产医药糖蛋白比较［7］

Table 1 Comparison of pharmaceutical glycoprotein production by different expression systems［7］

Features Bacteria Yeasts Higher eukaryotes

Relevant species E． coli Saccharomyces cerevisiae
Pichia pastoris

Chinese hamster ovary cells ( CHO )
human embryonic kidney cells (HEK)

Genetic manipulation Very easy Easy difficult
Substrate cost Low Low High
Productivity Very high High Low

Secretion Into periplasm ( Gram-negative bacteria)
culture medium (Gram-positive bacteria)

Into culture medium Into culture medium

Glycosylation Rarely occurs Hypermannosylated Humanlike glycosylation
Protein folding Often refolding necessary Refolding sometimes No folding problems
Potential virus Low Low Rather high

1. 1 高等真核表达系统

图 1 糖蛋白的不同糖基化形式
Fig． 1 Different glycosylated forms of glycoproteins． A: Hydrid type，B: Complex type，C: Heavy mannose type．

1986 年，人体组织纤维蛋白溶酶原激活剂
(TPA)成为第一个获得上市许可的由哺乳动物细胞
的生产的重组医药蛋白［8］。迄今为止，约有 60 －
70%的重组蛋白药物在哺乳动物细胞中生产。中国
仓鼠卵巢细胞(CHO)是现今最为常用的哺乳动物
细胞株，其他细胞株，如人类胚胎肾细胞 (HEK)
［9］、幼仓鼠肾细胞(BHK)、小鼠骨髓瘤细胞 (NS0)
和人视网膜细胞( PERC． 6)［8，10］等都在进一步研究

和开发中。
与低等真核生物和细菌表达系统相比，哺乳动

物细胞株的主要优势在于其重组蛋白的糖基化形式
与人类相似。哺乳动物的 N-聚糖以复合型和杂合
型为主(图 1-A、B)，而酵母则为高甘露糖基化(图
1-C)。不同的哺乳动物细胞株之间其糖基化形式
也不完全相同。例如，人体细胞一般不表达 α-1，3
半乳糖基转移酶(α-1，3-GalT)，因此会对被 α-1，3-
半乳糖修饰的糖链起免疫反应。许多小鼠细胞表达
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系统，包括杂交瘤细胞生产的人源化抗体都含有 α-
1，3-半乳糖。另外有研究表明，pH、溶氧浓 度
(DO)、温度、代谢副产物和细胞培养方式等外环境
也会影响蛋白的糖基化形式［11］。

尽管多数重组医药糖蛋白通过哺乳动物细胞生
产，但是基因操作复杂、外源基因不能精确定位、生
产成本高、产率低等问题极大地限制了哺乳动物表
达系统的发展和应用。此外，有研究表明由于不能
完整的糖基化，CHO 细胞生产的促红细胞生产素有
80%都被浪费了［12］。因此，利用基因表达分析技术
和系统生物学理论对动物细胞蛋白糖基化过程和基
因表达、细胞生长等进行理性调控是提高哺乳动物
细胞生产能力的关键。

图 2 古细菌和原核生物的 N-糖基化途径
Fig． 2 N-linked glycosylation in archaea and prokaryotes．

1. 2 原核表达系统
最初人们认为糖基化过程只在真核生物中发

生，随着研究的深入，越来越多的糖基化蛋白在原核
生物中发现，表明蛋白的糖基化修饰也普遍存在于
原核生物中。最早发现的原核生物糖蛋白是古细菌
中的糖基化 S 层( surface layer)蛋白(图 2-A)［13］。

空肠弯曲杆菌 (Campylobacter jejuni)是最早发
现 N-糖基化途径的细菌［14］，与蛋白糖基化相关的
基因座 pgl 约 17 kb，其糖基化的过程起始于稀有氨
基酸 Bacillosamine ( Bac) 的合成 (图 2-B)。随后，
PglC 将 Bac 残基连接到脂载体 UndPP 上，其余的糖

基在内膜的胞质侧由 4 种糖基转移酶( PglA、PglH、
PglJ 和 PglI)以活化的核苷酸糖为底物顺序添加。

整个七聚糖结构由 ABC(ATP binding cassette，ATP

结合盒)转运蛋白 PglK 将糖链穿过内膜翻转到周质
空间。寡 糖 转 移 酶 ( Oligosaccharide transferase，
OST)PglB 在周质将寡糖转移到目标肽链上，其功能
与古细菌中的 AglB 和真核生物中的 OST 复合体类
似。PglB 对糖基化位点氨基酸保守序列的特异性
比古细菌和真核生物更为严格，保守序列从真核生
物的 Asn-X-Ser /Thr 扩大到 Asp /Glu-Y-Asn-X-Ser /
Thr，而研究发现 Asp-Gln-Asn-Ala-Thr 是 PglB 的最
佳识别序列［15］。真核生物的寡糖转移酶只能糖基
化未折叠的蛋白，而空肠弯曲杆菌的 PglB 能够使完
全折叠的蛋白糖基化［16］。

在模式菌大肠杆菌中的表达空肠弯曲杆菌 Pgl

基因座，首次展现了利用大肠杆菌生产重组糖蛋白
和进行细菌糖基化工程研究的可能性。Abei 等通
过在大肠杆菌中敲除 O 抗原连接酶 (WaaL)，表达
空肠弯曲杆菌的 N-糖基化途径和寡糖转移酶 PglB，

成功的将 O 多糖转移到目的蛋白上［17］。Jagroop 等
利用来源于空肠弯曲杆菌的 AcrA 作为模式蛋白，

在经过糖基化途径重组的大肠杆菌中进行表达，结
果发现该蛋白可以被糖基化，但效率仅为 13%，而
过量表达异柠檬酸裂解酶可以使 AcrA 糖基化的效
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率提高近 3 倍［18］。另外，Kowarik 等发现，PglB 在体
外还可以对真核细胞蛋白质核糖核酸酶 A 和霍乱
毒素进行糖基化，但必须进行适当的改造，将它们的
糖基化位点改造成原核生物的识别序列［16］，并使其
糖基化肽段处于一个相对柔性的区域［19］。在后续
的研究中，Schwarz 等［20］成功的利用大肠杆菌表达
系统对人类抗体片段 F8 和 CH2 进行糖基化。最
近，Abei 等继续在大肠杆菌中表达真核生物 N-糖基
化途径，得到糖链结构为 Man3 GlcNAc2的大肠杆菌

麦芽糖结合蛋白［21］。这些研究成果为进一步利用
大肠杆菌生产人源化的糖蛋白提供理论依据和技术
基础。

图 3 真核生物的 N-糖基化途径
Fig． 3 N-linked glyosylation in Eukaryotes．

就目前而言，原核生物表达系统局限于开发细
菌来源的糖蛋白，利用大肠杆菌作为表达系统开发
人源化的糖蛋白有两个关键问题有待解决: ( 1 )
PglB 对肽链糖基化位点的识别比真核生物更为严
格，如果不对其进行改造，可能无法将特定的糖链转
移到人源目的蛋白上;(2) 与真核生物蛋白的翻译
中修饰不同，大肠杆菌蛋白是折叠后修饰，因此修饰
位点主要集中在蛋白的表面，可能无法满足部分人
体蛋白的糖基化要求。

1. 3 低等真核表达系统
与其它表达系统相比，酵母表达系统具有以下

优势:(1) 外源蛋白基因遗传稳定;(2) 具有真核细
胞翻译后加工、合成具有生物活性重组糖蛋白所必
需的亚细胞器结构和相关基因;(3) 生长快、表达水
平高，既可在胞内表达、又可实现分泌型表达;(4)

发酵工艺成熟，易于放大;(5) 培养成本低，产物易
分离。但是，典型的酿酒酵母、毕赤酵母以及常见的
假丝酵母等，和人的糖基化过程还存在一定差异。

酵母的糖基化系统是高甘露糖基化 ( Antigenic
hypermannosylated)的，而人体细胞不存在高甘露糖
修饰(图 1)。酵母中产生的高甘露糖基化，一方面
可能导致糖蛋白活性和反应动力学的变化，另一方
面可能导致人体的过敏反应。因此，必须通过适当
的基因工程、代谢工程操作，改造酵母自身的翻译后
修饰过程，使其适应大部分医药用糖蛋白的生产要
求［22］。
1. 3. 1 N-糖基化过程的研究和糖基转移酶的鉴定:

酵母 N-聚糖的生物合成过程在 20 世纪的 60 年代
和 70 年代被阐明。N-糖基化的第一步是组装一个
与多萜醇脂连接的寡糖前体。其中，多萜醇寡糖前
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体由多萜醇脂和与其相连的一个焦磷酸基团组成，
后者又连接由 14 个特异性单糖组成的寡糖(图 3)。
N-糖基化过程最初的 2 个 N-乙酰葡萄糖胺和 5 个
甘露糖基的连接发生在内质网的胞质侧，由两组酶
复 合 体 Alg7 /Alg14 /Alg13［23 － 25］ 和 Alg2 /Alg1 /
Alg11［26］催化完成。

此后，通过一个或一群未知基因编码的翻转酶
作用，Man5 GlcNAc2 -Dol 前体穿过内质网双层膜变
成朝向内质网内腔，以 Dol-P-Man 作为供体，通过酶
复合体 Alg3 /Alg9 /Alg12 依次连接 4 个甘露糖基团，
形成“三天线”结构。在此基础上，由 Dol-P-Glc 作
供体，通过酶复合体 Alg6 /Alg8 /Alg10 再连接上 3 个
葡萄糖基团，完成多萜醇寡糖前体的组装。最后，通
过寡糖转移酶将该前体上的聚糖转移到新生肽链的
三联序列 AsnXaaSer /Thr ( NXS /T) 中的天冬酰胺
(Asn)残基上。这一系列生化过程在几乎所有真核
生物中都是保守的。随后新生的糖肽链上的聚糖先
被内质网中的 α-葡萄糖苷酶 I 和 II 切去 3 个葡萄
糖，形成 Man8GlcNAc，然后转入高尔基体内侧，完成
蛋白的糖基化。
1. 3. 2 酵母特异性糖基转移酶的改造:N-糖链分为
高甘露糖型、复杂型和杂合型 3 种。哺乳动物分泌
的 N-聚糖以复杂型和杂合型为主，而酵母则倾向于
高甘露糖基化。甘露聚糖(Mannan)是酵母细胞壁
中一种 重要的多糖成分，其相 对分 子 质 量 为
20000 － 200000，主链为单链，由约 50 个 α-甘露糖间
以 α-1，6 键形成。主链上有以 α-1，2 和 α-1，3 键连
接数目不等的甘露糖侧链，有些侧链也结合一些基
团，可能是酵母细胞抗原的决定部位。

Nakanishi-Shindo 和 Davidson 等尝试通过在酵
母中敲除 ALG3 基因，阻止 α-1，3-和 α-1，6-甘露糖
残基连接到 Man3 GlcNAc2核心的 α-1，6 健上 (图
4)。但是结果发现在 Δalg3 缺陷型酿酒酵母中同时
存在 Man5 GlcNAc2和 Man8 GlcNAc2两种糖基结构，
表明 ALG3 基因的敲除并不能完全阻止以上酶促反
应的进行［27 － 28］。此外，Aebi［29］和 Cueva［30］等还发
现 OST 对 Man5GlcNAc2的识别能力明显低于对正常
前体 Glc3 Man9 GlcNAc2的识别，从而影响人源化糖

蛋白的合成效率。因此，Pourcq 等［31］通过过量表达
ALG6 使其糖链结构扩展为 Glc1 － 2Man5GlcNAc2提高
OST 的转移效率，随后再通过表达来源于黑曲霉的
葡萄糖苷酶 II (GII)，将葡萄糖基除去。此外，Choi

等［32］发现在毕赤酵母中表达利什曼原虫 STT3D
(OST 复合体的催化亚基)也可以提高 OST 对糖链
的转移效率。

上述改造都是针对内质网中的糖基化过程，
1993 年 Nakanishi-Shindo 等 首 次 提 出 通 过 敲 除
OCH1 和 MNN1 基因，消除酿酒酵母高尔基体中的
高甘露糖基化过程，得到人类糖基化中间体 Man8

GlcNAc(图 4)。OCH1 编码的酵母特异性 α-1，6 甘
露糖基转移酶将 GDP-甘露糖基转移到 Man3 GlcNAc
核心的 α-1，3 键上，其产物是酵母继续高甘露糖基
化的底物。因此，OCH1 的发现和鉴定，为糖蛋白人
源化奠定了基础。然而，遗憾的是，虽然 OCH1 不是
酵母生长的必须基因，但其敲除会严重延长酵母的
生长周期，导致基因工程菌株失去工业化价值［33］。
作者在研究中也发现，Δalg3Δoch 双缺陷型酿酒酵
母生长延滞期长，速率低，易受温度、pH 等环境因素
的影响，但是适当的添加山梨醇可以部分回补细胞
生长能力。Man8GlcNAc2被 α-1，3 甘露糖和磷酸甘
露糖进一步修饰，形成多种糖链形式的聚糖。
Chiba［34］和 Nakanishi-Shindo［27］ 等通过继续敲除
MNN1 和 MNN4 基因，得到了均一的 Man8 GlcNAc2

N-聚糖，初步实现了糖链表观结构的均一性。
1. 3. 3 人类糖基化相关基因的表达和调控:由于哺
乳动物糖蛋白以复杂型和杂合型为主，为了进一步
模拟人类的 N-糖基化途径，需要表达各种来源于哺
乳动物或其他微生物的糖苷酶、糖基转移酶、UDP-
寡糖合成酶和糖基转运蛋白等。1998 年 Chiba 等通
过在 Δoch1Δmnn1Δmnn4 三重缺陷型酿酒酵母中表
达 C-末端连接有 HDEL 内质网驻留信号序列
(Endoplasmic reticulum retention / retrieval tag) 的来
源于胞曲霉(Aspergillus saitoi)的 α-1，2 甘露糖苷酶
(Mannosidase I)，使以 α-1，2 键连接的甘露糖基显
著减少，首次得到人类糖基化中间体 Man5 GlcNAc2

(图 4)。该项研究的重要意义在于，虽然不能将
Man8GlcNAc2全部转化为 Man5GlcNAc2，但这是合成
复杂型或杂合型糖链的第一步，是糖蛋白人源化进
程中的重大突破。此外，HDEL 细胞定位信号的成
功运用为后续外源蛋白的表达提供了可行的思路和
手段。

2003 年，Choi 等通过共表达 α-1，2 甘露糖苷酶
和人类 1，2-N-乙酰氨基葡萄糖转移酶 I (GlcNAcT
I)，首次在胞内得到杂合型 N-聚糖结构［35 － 36］。
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图 4 人类和酵母糖基化途径的比较及酿酒酵母 N-糖基化途径的人源化改造
Fig． 4 Comparison of the N-Glycosylation Pathway in humans and yeast，and the humanized N-linked glycosylation pathways

in S． cerevisiae．

2004 年，Bobrowicz［37］和 Vervecken［38］等通过表达定
位于高尔基体的同时具有 UDP-葡糖糖异构酶和 β-
1，4-半乳糖基转移酶 ( β-1，4-GalT)活性的融合蛋
白，使毕赤酵母(Pichia pastoris)可以在胞内合成糖
链末端被半乳糖修饰的糖蛋白 (图 4 )。其后，
Hamilton 等在 Science 上发表了通过在胞内合成
CMP-唾液酸，CMP-唾液酸转运蛋白和唾液酸转移酶
(SiaT)的策略，使酵母能够生产糖基末端被唾液酸
修饰的糖蛋白［39］。可惜这一重大突破未见有后续

报道。
综上，研究人员针对利用酵母生产人源化糖蛋

白进行了深入研究，发现并鉴定了各种酵母特异性
糖基化蛋白，并通过表达来源于人类或其他微生物
的糖基化相关基因，初步实现了酵母糖蛋白的人源
化。然而，特异性糖基化蛋白的缺失对酵母生理的
影响、OST 寡糖转移酶对不同结构糖基识别能力的
差异、外源糖基化蛋白表达不稳定和糖基转移酶转
化效率较低等问题仍未解决。因此，需要在阐明酵
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母糖蛋白人源化相关基因的表达和调控的基础上，
深入研究酵母和人类糖基化机制及其生理作用，最
终实现利用酵母大量生产人源化糖蛋白。

2 展望

糖蛋白广泛的存在于生物体内，是生命活动的
重要物质。蛋白质的糖链形式复杂多样，与细胞分
化、凋亡与癌变、自身免疫、信号转导等密切相关，对
人类健康具有重要作用。哺乳动物表达系统的糖基
化类型与人类最为接近，也是现今最常用的表达载
体，但由于存在基因操作复杂，培养困难，成本高，周
期长等问题，国内外部分科研工作者开始转向研究
和开发酵母或细菌表达系统。尽管已经取得了一系
列突破性的进展，细菌的糖基化途径仍未得到完全
解析，加上细菌糖链结构与人类存在较大差异，利用
细菌表达系统开发人源化的医药糖蛋白存在很大的
困难。而酵母细胞糖基化途径清晰，且具有合成生
物活性重组糖蛋白所必需的亚细胞器结构和相关基
因，通过对酵母的蛋白糖基化途径进行改造，生产出
人源复杂型的糖蛋白是完全可能的。在此基础上，
进一步设计并在重组酵母中表达出特定的非天然的
糖链将有可能获得具有比天然药用糖蛋白更好的生
物活性及代谢动力学特性的基因工程产物。此外，
由于酵母的基因操作较为简单，通过对酵母糖基化
途径的改造，可以对产物的糖基化进行较为严谨的
控制，从而显著减少外源糖蛋白产品的不均一性。
相信在充分理解糖基化调控机制的基础上，利用基
因工程技术和系统生物学理论，开发一个高效的重
组表达系统生产医药糖蛋白，对理论研究和人类健
康都有着重要的意义。
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Advances in the production of humanized glycoprotein by
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Abstract:Theraputic glycoprotein is increasingly important for human health with new developments of the recombinant
DNA technology and the protein glycosylation theory． Most glycoproteins are produced in mammalian cells with high cost
and low yield as the bottleneck in production． Bacterial expression systerm is important but rather diffcult by the restriction
of both theory and technology． Therefore，yeast glycoprotein expression systems have been established，and they are of the
utmost importance． This review summarized N-linked glycosylation processes of the different expression systems and
genetic engineering of the glycosylation pathways to“humanized”glycoproteins．
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