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L-六碳糖形成机制的研究进展 
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摘  要：糖及其衍生物在许多初级或次级代谢过程中发挥着重要作用。糖结构与功能的多样性和糖在

疾病诊断与治疗中的重要性推动了糖生物学的快速发展。D 型糖，尤其是 D-六碳糖在糖中占据着主导

地位，L-六碳糖也是许多重要糖蛋白复合物、多糖及抗生素的组成成分。了解 L-六碳糖的形成机制有

助于理性改造糖的结构并开发其应用价值。L-六碳糖通常由 3,5 位差向异构酶或 5 位差向异构酶催化

D-六碳糖的 C5 位异构化形成，这种转变赋予了糖在构型上的多样性，并在许多天然产物中起决定生

物活性的作用。对 3,5 位差向异构酶和 5 位差向异构酶的功能及晶体结构的研究揭示了 L-六碳糖的形

成机制。本文综述了L-六碳糖形成过程中不同类型的 3,5-位差向异构酶和 5-位差向异构酶的催化机制，

揭示 L-六碳糖在生理和医药领域的重要意义。 
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Abstract: Saccharides and their derivatives play prominent roles in many primary and secondary 
metabolic processes. The diversity of their structures and the significance of sugars in diagnosis and 
treatment of diseases have promoted the fast development of glycobiology. D-sugars, especially D-hexoses 
have dominated the carbohydrates region, L-hexoses yet are also frequently observed in some important 
glycoprotein complexes, polysaccharides and antibiotics. Understanding the formation mechanisms of 
L-hexoses allow rational manipulation of sugar skeletons and further exploration of their applications. 
L-hexose is usually generated through epimerization of D-hexose by 3,5-epimerase or 5-epimerase. This 
transformation expands the diversity of sugar configurations and influences the bioactivities of many 
natural products. The functional and crystallographic studies of 3,5-epimerases and 5-epimerases have 
provided profound insights into the formation mechanisms of L-hexoses. In this paper, we summarize the 
catalytic mechanisms of different 3,5-epimerases and 5-epimerases for L-hexose formation. The 
physiological importance and biomedical prospects of L-hexoses are also discussed.  
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糖普遍存在于生物细胞中，在能量代谢、维护

细胞完整性、分子识别、病原毒力、分子防御及信

号信息存储等方面起着重要作用[1-5]。例如在胃癌

或大肠癌中，蛋白糖基化异常通常被认为是疾病恶

性转化的标志[6-7]。病毒感染的启动通常涉及对特

定细胞表面蛋白糖表型的识别[8]。同样地，致病菌

和宿主之间的糖相互作用在感染的所有阶段都发

挥着至关重要的作用[9]。许多细菌利用糖基化的小

分子作为化学武器获得选择性优势，或作为信号分

子进行种内和种间信息传递[2,5,10]。这些糖基化的

小分子中有相当一部分在临床上用于治疗细菌和

真菌感染、癌症及其他疾病。例如，用于治疗细菌

感染的万古霉素，治疗真菌感染的两性霉素以及抗

肿瘤药物阿霉素等[11]。上述研究成果促进了糖生

物学的发展，推动人们去研究糖结构和功能的复杂

性，为新型诊断方法、治疗策略和药物开发提供了

灵感。 
自然界中的糖主要是以 D 型存在，尤其 D-六

碳糖的比例最高，但 L-六碳糖也广泛存在，在代

谢中发挥了重要的生理功能。代谢中的部分 L-六
碳糖如图 1 所示。来源于植物的 GDP-L-半乳糖(1)
及 GDP-L-古洛糖(2)是维生素 C 生物合成的前

体 [12-13]。L-鼠李糖(3)是细胞壁的主要成分鼠甘半

乳糖醛酸的生物合成所必需的，对植物生长至关重

要[14]；而源于细菌的 L-鼠李糖是细胞壁脂多糖核

心寡糖和 O 抗原以及荚膜多糖的重要成分，与其 
 

 
 

图 1  代谢中的部分 L-六碳糖 
Figure 1  L-hexoses involved in metabolism 
注：GDP-L-半乳糖(1)；GDP-L-古洛糖(2)；TDP-L-鼠李糖(3)；GDP-L-岩藻糖(4)；TDP-6-脱氧-L-塔洛糖(5)；GDP-L-可立糖(6)；
CDP-L-蛔糖(7)；UDP-2-乙酰胺-2,6-二脱氧-L-半乳糖(8)；UDP-2-乙酰胺亚胺-2,6-二脱氧-L-半乳糖(9)；UDP-2-乙酰胺-2,6-二脱   
氧-L-鼠李糖(10)；UDP-2-乙酰胺-2,6-二脱氧-L-塔洛糖(11)；UDP-2-乙酰胺-2,6-二脱氧-L-葡萄糖(12)；L-古洛糖醛酸(13)；L-艾杜

糖醛酸(14)；UDP-2,3-二乙酰胺-L-半乳糖醛酸(15)；UDP-4-酮-6-脱氧-L-艾杜糖胺(16)；L-诺加糖(17)；TDP-L-诺加霉胺(18)；L-
齐墩果糖(19)；TDP-L-巨霉胺(20)；UDP-N-甲基-L-葡萄糖胺(21)；TDP-L-异构化万古霉胺(22)；TDP-L-碳霉糖(23)；L-红霉支糖

(24)；TDP-L-橄榄糖(25)；TDP-L-玫红糖(26)；TDP-L-洋地黄毒糖(27)；TDP-L-万古霉胺(28). 
Note: GDP-L-galactose (1); GDP-L-gulose (2); TDP-L-rhamnose (3); GDP-L-fucose (4); TDP-6-deoxy-L-talose (5); GDP-L-colitose (6); 
CDP-L-ascarylose (7); UDP-2-acetamido-2,6-dideoxy-L-galactose (8); UDP-2-acetimidoylamino-2,6-dideoxy-L-galactose (9); 
UDP-2-acetamido-2,6-dideoxy-L-rhamnose (10); UDP-2-acetamido-2,6-dideoxy-L-talose (11); UDP-2-acetamido-2,6- dideoxy-L-glucose (12); 
L-guluronate (13); L-iduronic acid (14); UDP-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-L-galacturonic acid (15); UDP-4-keto-6-deoxy-L-IdoNAc 
(16); L-nogalose (17); TDP-L-nogalamine (18); TDP-L-oleandrose (19); TDP-L-megosamine (20); UDP-N-methyl-L-glucosamine (21); 
TDP-L-epivancosamine (22); TDP-L-mycarose (23); L-cladinose (24); TDP-L-olivose (25); TDP-L-rhodinose (26); TDP-L-digitoxose 
(27); TDP-L-vancosamine (28). 
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生存及致病力密切相关[15-16]；真菌中含 L-鼠李糖

的多糖直接影响宿主-病原体的相互作用，如真菌

的黏附、识别、毒力及生物膜形成[17-18]。L-岩藻糖

(4)是血型抗原、细胞表面抗原、多种细菌的荚膜

多糖和脂多糖等的重要组成部分，与疾病密切相

关。同时，它的生物合成对一些寄生虫的生命周期

至关重要[19-21]。另外，图 1 所示的 L-六碳糖 5–16
主要发现于细菌的荚膜多糖和脂多糖中，作为 O
抗原或多糖的组成部分对菌体感染宿主起着重要

的作用[22]。图 1 所列的其它 L-六碳糖发现于细菌

天然产物中。由于糖在结构上的多样性和特殊性，

化合物上的糖不仅可以扩展天然产物的化学多样

性，还会显著影响化合物的药理和药代动力学特

性，如溶解度、分布及代谢稳定性等[2,10]。由此可

见，糖的结构改变已成为一种提高天然产物生物活

性的可行策略。目前大约超过 20%的细菌天然产

物是糖基化的，其中许多糖单元是 L-六碳糖，如

万 古 霉 素 类 化 合 物 Chloroeremomycin 含 有

L-Epivancosamine (22)，泰乐菌素含有 L-碳霉糖

(23)，红霉素含有 L-红霉支糖(24)等[23]。特别指出

的是，在大环内酯、多肽和氨基糖苷类抗生素中，

L-六碳糖的缺失直接导致生物活性的显著降低甚

至丧失[10,24]。 
鉴于 L-六碳糖的重要生物功能及应用价值，

对其生物合成展开研究十分必要。六碳糖的 D、L
构型实质上是 C5 位立体化学构型的改变，目前已

研究清楚的 L-六碳糖是对应的 D-六碳糖通过 3,5
位或 5 位差向异构酶催化转变而来。已报道的   
30 多种糖的差向异构酶催化机制可分为 5 种：去

质子化/再质子化、酮基中间体、碳碳键裂解、核

苷酸消除/再形成、异头碳互变。其中 3,5 位和     
5 位差向异构酶的催化机制均为去质子化/再质子

化，即需要在异构化位置的邻位碳形成酮基来降低

异构化位置质子的 pKa 值以促进其去质子化，使

产生的负电荷离开碳负离子转移到邻位碳的羰基

氧上形成氧负离子(进一步由二价金属离子稳定)，

在异构化位置的碳与邻位碳之间形成双键使异构

化位置的氧处于平面，再质子化过程中可翻转至另

一侧(图 2)[25]。但在 3,5 位及 5 位两类差向异构酶

中含多种序列和结构都不同的蛋白，它们催化的具

体过程也不尽相同。本文将对已发现 L-六碳糖生

物合成相关的 3,5 位和 5 位差向异构酶的催化机制

进行综述。 

1  3,5 位差向异构酶(3,5-Epimerase) 
参与 L-六碳糖生物合成的 3,5 位差向异构酶

均被证实属于扩展的短链脱氢还原酶家族蛋白

(Short-chain dehydrogenase/reductase，SDR)。该家

族 蛋 白 一 般 含 有 一 个 用 来 结 合 NAD(P)(H) 的

Rossmann 折叠和保守的催化活性氨基酸位点：

天冬酰胺-丝氨酸-酪氨酸-赖氨酸(N-S-Y-K)四联

体[26-27]。SDR 家族差向异构酶的催化机制都是去

质子化/再质子化，但每种酶催化的活性氨基酸残

基和具体催化过程各不相同。 

1.1  鸟苷二磷酸 -甘露糖 -3,5 位差向异构酶

(GDP-D-mannose-3,5-epimerase，GME) 
GME 存在于植物体中。它是维生素 C 生物合

成途径中非常关键的酶，也参与到植物应激反应

对甲基茉莉酸酯的应答中 [ 1 3 , 2 8 ]。GME 催化由

GDP-D-甘露糖(29)到 GDP-L-半乳糖(1)的 C4 位氧

化、C3/C5 位差向异构化和 C4 位还原四步反应 
(图 3A)。此外，有研究显示野生型 GME 与 29 的

反应产物中，含 80%的 GDP-4-酮-D-甘露糖(30)、
15%的 GDP-L-半乳糖(1)与 5%的 GDP-L-古洛糖 

 
 
 

图 2  异构化的去质子化/再质子化机制[25] 
Figure 2  Deprotonation/reprotonation mechanism of 
epimerization[25] 
注：M2+是一个二价金属离子或带正电荷的氨基酸残基. 
Note: M2+ is a divalent metal ion or a positive charged residue. 
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图 3  GME 催化的反应及机制[29] 
Figure 3  GME catalyzed reaction and its mechanism[29]  
注：A：GME 催化的反应；B：GME 的催化机制. GDP-L-半乳糖(1)；GDP-L-古洛糖(2)；GDP-D-甘露糖(29)；GDP-4-酮-D-甘露

糖(30)；GDP-4-酮-L-古洛糖(31)；GDP-4-酮-L-半乳糖(32). 
Note: A: Catalytic reaction of GME; B: Catalytic mechanism of GME. GDP-L-galactose (1); GDP-L-gulose (2); GDP-D-mannose (29); 
GDP-4-keto-D-mannose (30); GDP-4-keto-L-gulose (31); GDP-4-keto-L-galactose (32). 
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(2)，GME 可识别 C5 位差向异构化产物还原 C4
位形成 2，而未发现 C3 位单独异构化后的产物

GDP-D-阿卓糖，据此推测 C5 位先于 C3 位发生差

向异构化反应[12,29]。 
Major 等首次解析了 GME 与底物和产物复合

晶体的结构，并对其催化机理进行了分析[29]。大

量实验证明在 C3、C5 位质子交换引发差向异构

化。对于类似 29 结构的化合物而言，C3 或 C5 位

质子的 pKa 值均大于 30，在差向异构化过程中直

接发生去质子化是难以实现的，所以在差向异构

化前需对糖环进行修饰以降低质子的 pKa 值[30]。

K217A 及 C145A 突变体的酶活性完全丧失，表明

二者是 GME 重要的催化活性氨基酸残基对。根据

上述实验综合推测 GME 的催化机制如图 3B 所

示。首先，GME 与 NAD+结合催化 C4 位氧化脱氢

生成 30，此时 C3 及 C5 处于羰基的 α 位，pKa 值

会降低至 18 左右。C145 作为碱在糖环 C5 位一侧

进行去质子化形成烯醇式中间体，糖环成为半椅

式；K217 在糖环对侧质子化，随后糖环翻转，改

变 C5 位构型得到中间体 GDP-4-酮 -L-古洛糖

(31)。31 可直接被还原得到 2，还可进一步在 C3
位发生差向异构化，而此时 GDP-4-酮-L-古洛糖

C3 位质子位于赤道面上，其 pKa 值大于轴面的质

子，空间位置上不利于去质子化发生，因此需要

降低其 pKa 值。推测有两种途径使 C3-H 位于正确

的方向上：第一种可能的途径为糖环发生翻转，翻

转后 31 糖环上 C1 与 C6 位上基团同在轴面上，易

在 C6-O 与 C1-O 间发生双轴冲突，与晶体结构显

示不符，另外当 C3 位差向异构化发生时，烯醇式

中间体能量非常高，在过渡期还可能存在 1,3,5 共

面，相互作用会阻碍第二次差向异构化的发生；第

二种可能的途径为 31 的 C4 位从平面向上翻转，

形成一种扭船式结构，使 C3-H 相对于 C4 位于轴

面上，C4 位的羰基减少了环的张力，避免了 C1
与 C4 位相互作用发生，这种结构能量也很高，但

在一些糖蛋白复合物中已被发现，因此更有可能

是酶催化的真实机制，但现在也无法排除第一种

途径发生的可能[29,31]。 

1.2  胸苷二磷酸(尿苷二磷酸)-4-酮-6-脱氧-D-葡
萄糖 -3,5 位差向异构酶 [TDP(UDP)-4-keto-6- 
deoxy-D-glucose-3,5-epimerase] 

胸苷二磷酸-4-酮-6-脱氧-D-葡萄糖-3,5 位差

向异构酶存在于细菌中，命名为 RlmC (炭疽杆菌

中为 RfbC)，参与 TDP-L-鼠李糖(3)和 TDP-6-脱
氧-L-塔洛糖(5)生物合成过程中的 C3/C5 位差向异

构化 (图 4A)。尿苷二磷酸 -4-酮 -6-脱氧 -D-葡萄  
糖-3,5 位差向异构酶存在于植物(命名为 NRS/ER
或 RhS)、真菌(命名为 U4k6dG-ER)及病毒(命名为

UGER)中，参与 UDP-L-鼠李糖(36)生物合成中

C3/C5 位差向异构化及 C4 位还原的两步反应   
(图 4A)[32-37]。RlmC 和 NRS/ER 的催化机理已被

研究清楚，尽管二者采用类似的催化机制，但

它们催化的活性氨基酸位点却不同。RmlC 催化

的活性氨基酸位点分别是 D、H、K 和 Y，而

NRS/ER 的是 C115 和 K183。虽然真菌和病毒中

该类酶的催化机制未见报道，但预测与 RlmC 和

NRS/ER 的机制相似。由于不同细菌来源 RmlC
催化的活性氨基酸位点是相对保守的，下面以

来源铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)的

RmlC 为例介绍该类酶的催化机制[33,38-40]。 
RmlC 的催化机制如图 4B 所示，由于没有直

接的证据，RmlC 催化 C3/C5 位差向异构化的顺序

尚属未知，文中将以 C5 位先异构化进行阐述。

D171 增加 H65 碱性形成催化二联体促进去质子

化，形成烯醇式中间体，再由 K74 稳定。然后，

Y140 在对侧质子化，完成第一步差向异构化得到

TDP-4-酮-6-脱氧-L-艾杜糖(37)。RmlC 的第二步

差向异构化过程与 GME 类似，有糖环翻转和 C4
位翻转两种可能。H65 继续作为碱在异构化位置

进行去质子化，在此之前 H65 必须丢掉第一步差

向异构化得到的质子才能继续发挥功能。根据晶

体结构显示是由水分子与 H65 形成氢键来协助质 
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图 4  L-鼠李糖的生物合成途径与 RmlC 的催化机制[38] 
Figure 4  The biosynthetic pathway of TDP-L-rhamnose and the catalytic mechanism of RmlC[38] 
注：A：L-鼠李糖的生物合成途径；B：RmlC 的催化机制. TDP-L-鼠李糖(3)；TDP-6-脱氧-L-塔洛糖(5)；TDP-4-酮-6-脱氧-D-葡
萄糖(33)；TDP-4-酮-L-鼠李糖(34)；UDP-4-酮-6-脱氧-D-葡萄糖(35)；UDP-L-鼠李糖(36)；TDP-4-酮-6-脱氧-L-艾杜糖(37). 
Note: A: The biosynthetic pathway of L-rhamnose; B: Catalytic mechanism of RmlC. TDP-L-rhamnose (3); TDP-6-deoxy-L-talose (5); 
TDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose (33); TDP-4-keto-L-rhamnose (34); UDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose (35); UDP-L-rhamnose (36); 
TDP-4-keto-6-deoxy-L-idose (37). 
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子的转移。Y140 必须重新被质子化才能提供质

子，在异构化位置的对侧再质子化。但是晶体结

构显示在 C3 位上存在保守的水分子，可能直接

提供质子参与异构化，或协助 Y140 重新获取质

子以完成第二步差向异构化得到 TDP-4-酮-L-鼠

李糖(34)[38]。 

1.3  鸟苷二磷酸-4-酮-6-脱氧-D-甘露糖差向异

构酶 / 还原酶 (GDP-4-keto-6-deoxy-D-mannose 
epimerase/reductase, GMER) 

GMER 又名鸟苷二磷酸-L-岩藻糖合酶(GDP- 
D-fucose synthase，GFS)，存在于哺乳动物、植

物及细菌中，是一个 NADPH 依赖的双功能酶，

催 化 鸟 苷 二 磷 酸 -4- 酮 -6- 脱 氧 -D- 甘 露 糖 (38) 的

C3/C5 位差向异构化和 C4 位还原，最后合成

GDP-L-岩藻糖(4) (图 5)[41-42]。 
GMER 与它的辅因子 NADP+及 NADPH 的复

合晶体结构已经被解析，但它与底物或产物的晶

体结构至今未见报道。建模模拟发现 C109 与

H179 是可能的催化活性氨基酸残基，对 C109 与

H179 分别进行点突变发现突变体的酶活性都显著

降低，说明它们对 GMER 的催化功能是至关重要

的[43-45]。GMER 的结构中包含 SDR 家族典型的

S、Y 和 K 三个保守的活性氨基酸位点，但只有

Y136 参与 C4 位还原反应 [46]。最新研究表明

GMER 的 C109S 突变体与 38 的反应产物中包含

75%的 GDP4-酮-6-脱氧-D-阿卓糖(39)，即 C3 位单

独差向异构化的产物，可以证明 C3 位先于 C5 位

发生异构化；推测 GMER 催化机制如图 5 所示，

两步差向异构化反应均以 C109 和 H179 作为催化

的活性氨基酸残基：首先在糖 C3 位一侧去质子

化，然后在对侧进行质子化得到 39；随后以相同

的机制完成 C5 位的差向异构化得到 GDP-4-酮-6-
脱氧-L-半乳糖(40)，40 在 Y136 与 NADPH 共同作

用下，还原 C4 位生成 4[47]。 

1.4  尿苷二磷酸 -4-酮 -2,3-二乙酰胺 -2,3-二脱  
氧-D-甘露糖醛酸-3,5 位差向异构酶(UDP-4-keto- 
2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-D-mannuronic acid- 
3,5-epimerase, WbmF) 

百日咳波氏杆菌(Bordetella pertussis)和支气

管败血波氏杆菌(Bordetella bronchiseptica)的 O 抗 

 

 
 

图 5  GMER 的催化机制[47] 
Figure 5  Catalytic mechanism of GMER[47] 
注：GDP-L-岩藻糖(4)；GDP-4-酮-6-脱氧-D-甘露糖(38)；GDP-4-酮-6-脱氧-D-阿卓糖(39)；GDP-4-酮-6-脱氧-L-半乳糖(40). 
Note: GDP-L-fucose (4); GDP-4-keto-6-deoxy-D-mannose (38); GDP-4-keto-6-deoxy-D-altrose (39); GDP-4-keto-6-deoxy-L-galactose 
(40). 
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原中均包含 12–15 个 2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-L-
半乳糖醛酸组分[48]。推测 L-2,3-二乙酰胺-2,3-二
脱氧-D-半乳糖醛酸的生物合成是由 wbm 基因

簇中的 3 个相邻基因 wbmF、wbmG 和 wbmH 负

责 [49]。由于缺乏底物，所以无法对这 3 个基因

进行体外酶学的研究，但 King 等通过解析这   
3 个蛋白的晶体结构预测了它们的功能和可能的

催化活性氨基酸残基：WbmF 的晶体结构与典型

的 SDR 类蛋白结构相似，包含与 GMER 和 GME
类似并且保守的 3,5 位差向异构酶催化的活性氨

基酸位点 C133、H90 和 N213，但没有典型 SDR
类氧化还原酶功能相关的活性位点，而另外两

个蛋白 WbmG 和 WbmH 中有这个活性位点；将

WbmF 与底物进行模拟，结果显示 WbmF 与底

物结合位置与推测的活性位点接近，并且具有

良好的几何特征，因此推测 WbmF 负责尿苷二

磷酸-2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-L-半乳糖醛酸(15)
生 物 合 成 途 径 中 尿 苷 二 磷 酸 -4- 酮 -2,3- 二 乙 酰  
胺-2,3-二脱氧-D-甘露糖醛酸(42) C3/C5 位的异

构化(图 6)[49-50]。 

1.5  胸苷二磷酸-4-酮-6-脱氧-D-葡萄糖-3,5 位差

向 异 构 酶 (TDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose-3,5- 
epimerase) SnogF 和 StrM 

SnogF 是诺加链霉菌(Streptomyces nogalater 

ATCC 27451)产 生 的 蒽 环 类 抗 生 素 诺 加 霉 素 中  
L-诺加糖及 L-诺加霉胺生物合成途径中的 3,5 位差

向异构酶 [51]。目前已在体外重构了 L-诺加糖及 
L-诺加霉胺的生物合成分流途径，把 SnogF 与已

知 功 能 的 蛋 白 进 行 体 外 的 串 联 反 应 ， 证 实 了

SnogF 可催化 33 和 47 生成 34 和 48 (图 7)，进而

可得到 L-诺加糖(17)和 L-诺加霉胺(18)[52-53]。 
StrM 来 自 于 浅 灰 色 链 霉 菌 (Streptomyces 

griseus)，它被预测是氨基糖苷类抗生素链霉素结

构中的链霉糖(44)生物合成过程中的一个 3,5 位差

向异构酶[54]。结合对 Methymycin 生物合成的研

究，可知氨基转移酶 DesI 与 StrM 催化的底物是相

同的，将 strM 和链霉糖合酶基因 strL 异源表达至

desI 敲除菌株中，分离纯化该菌株的次级代谢产

物并进行结构鉴定，证实 StrM 在体内可将 33 转

化得到 34 (图 7)[55]。 

1.6  胸苷二磷酸-4-酮-2,6-二脱氧-D-葡萄糖-3,5
位差向异构酶(TDP-4-keto-2,6-dideoxy-D-glucose- 
3,5-epimerase) OleL 

竹 桃 霉 素 是 抗 生 链 霉 菌 ( S t r e p t o m y c e s 
antibioticus)产生的一种大环内酯类抗生素，L-齐
墩果糖(19)是竹桃霉素结构中的重要组成部分。

生物信息学预测 OleL 是 L-齐墩果糖生物合成中的

3,5 位差向异构酶[56]。在大肠杆菌中将 oleL 与相 

 
 

图 6  尿苷二磷酸-4-酮-2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-D-甘露糖醛酸生物合成途径[49] 
Figure 6  The biosynthetic pathway of UDP-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-L-galacturonic acid[49] 
注：尿苷二磷酸-2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-D-甘露糖醛酸(41)；尿苷二磷酸-4-酮-2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-D-甘露糖醛酸(42)；尿

苷二磷酸-4-酮-2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-D-半乳糖醛酸(43)；尿苷二磷酸-2,3-二乙酰胺-2,3-二脱氧-L-半乳糖醛酸(15). 
Note: UDP-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-D-mannuronic acid (41); UDP-4-keto-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-D-mannuronic acid (42); 
UDP-4-keto-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-D-galacturonic acid (43); UDP-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-L-galacturonic acid (15). 
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图 7  TDP-链霉糖、L-诺加糖、TDP-L-诺加酶胺和 L-齐墩果糖的生物合成途径 
Figure 7  The biosynthetic pathways of TDP-streptose, L-nogalose, TDP-L-nogalamine and L-oleandrose 
注：L-诺加糖(17)；TDP-L-诺加霉胺(18)；L-齐墩果糖(19)；TDP-4-酮-6-脱氧-D-葡萄糖(33)；TDP-4-酮-L-鼠李糖(34)；TDP-链霉

糖(44)；TDP-4-酮-2,6-二脱氧-D-葡萄糖(45)；TDP-4-酮-L-橄榄糖(46)；TDP-4-酮-2,6-二脱氧-3-氨基-D-葡萄糖(47)；TDP-4-酮-2,6-
二脱氧-3-氨基-L-鼠李糖(48). 
Note: L-nogalose (17); TDP-L-nogalamine (18); TDP-L-oleandrose (19); TDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose (33); TDP-4-keto-L-rhamnose (34); 
TDP-streptose (44); TDP-4-keto-2,6-dideoxy-D-glucose (45); TDP-4-keto-L-olivose (46); TDP-4-keto-2,6-dideoxy-3-amino-D-glucose 
(47); TDP-4-keto-2,6-dideoxy-3-amino-L-rhamnose (48). 

 
关基因同时进行异源表达，在体内证实了 OleL 可

催化 45 转化为 46，46 的 C4 位进一步被还原成为

TDP-L- 橄 榄 糖 (25) ， 再 经 后 续 的 修 饰 得 到 19   
(图 7)。同时，还发现 OleL 可识别 33，催化其 3,5
位异构化得到 34，34 进一步被还原成为 TDP-L-
鼠李糖[57]。综合上述结果证实 OleL 是一个 3,5 位

差向异构酶。 

2  5 位差向异构酶(5-Epimerase) 

2.1  鸟苷二磷酸-L-可立糖合酶(GDP-L-colitose 
synthase), ColC 

L-可立糖是革兰氏阴性菌脂多糖 O 抗原的组

成部分[58]。ColC 催化 GDP-L-可立糖生物合成的

中间体 GDP-4-酮-3,6-二脱氧-D-甘露糖(49)的 C5
位差向异构化及 C4 位还原，合成 GDP-L-可立糖

(6)。体外生化反应及动力学显示，49 可被 ColC
催化生成 6。溶剂同位素交换实验也证实差向异

构化的产物中引入了一个氘[59]。NADH 是 ColC 催

化必需的辅因子，ColC 对 NADH 的 C4 位具有立

体选择性，这个特征与 NADH 中氢转移的 Pro-S
立体特异性是一致的，说明底物结合在 ColC 活性

中心内 NADH 的 si 面，ColC 的这个特征与短链乙

醇 脱 氢 酶 (Short-chain alcohol dehydrogenases ，

ADHs)家族酶的特征一致[60]。ColC 催化的活性氨

基酸位点是未知的，但是它与 GMER 具有良好的
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序列一致性和相似性，因此推测 ColC 的催化机理

可能与 GMER 类似(图 8)。催化的活性氨基酸残基

在 C5 进行位去质子化后重新质子化，最后 NADH
的 C4 位上的 Pro-S 氢转移给 50，将 C4 位还原   
形成 6[59]。 

2.2  尿苷二磷酸 -D-N-乙酰葡萄糖胺 -5 位反   
相-4,6 位脱水酶(UDP-D-GlcNAc-5-inverting-4,6- 
dehydratase), PseB 

伪胺酸(Pseudaminic acid, 53)是致病空肠弯曲

杆 菌 (Campylobacter jejuni) 和 幽 门 螺 旋 杆 菌

(Helicobacter pylori)鞭毛蛋白中的一个翻译后修饰

组分，对细菌的运动及入侵宿主至关重要[61-63]。来

源幽门螺旋杆菌的 FlaA1 (后命名为 PseB)及空肠

弯曲杆菌的 PseB 属于 SDR 家族 4,6 位脱水酶，可

将 UDP-D-GlcNAc (51) 转 化 为 UDP-4-keto-6- 
deoxy-L-IdoNAc (52)，但与典型的 SDR 家族 4,6
位脱水酶不同，PseB 在催化脱水的同时改变了 C5
位的立体构型(图 9)，因此称为 5 位反相-4,6 位脱

水酶[64-65]。 
前期对 FlaA1 的体外生化研究和晶体结构等

数据表明在催化过程中需要 NADP+参与底物的瞬

态氧化过程，而且其催化的活性氨基酸位点是

D132 、 K133 、 Y141 ( 空 肠 弯 曲 杆 菌 中 对 应

D126、K127、Y135)，进一步根据模拟计算推测

了其反应机制[66]。Y 的功能与其他脱水酶的 Y 一

致，参与第一步 C4 位氧化(图 9，B1)。D 与 K 突

变体的酶活都显著下降，由此推测是由于 D 和 K

与 C6-OH 形成氢键网络，当两个催化的活性氨基

酸位点突变后破坏了氢键网络，影响后续的脱水及

还原步骤[66]。对空肠弯曲杆菌 PseB 的研究中发现

PseB 与底物类似物 UDP-6-deoxy-6-fluoro-GlcNAc

的反应效率非常低，氟的引入破坏了氢键网络，

影响了催化活性，还说明不饱和双键是在 C5 与

C6 位之间形成的。K 可在第二步脱水过程中作为

碱参与电子传递，使 C5 位去质子化(图 9，B2)，
但 D 的具体功能尚属未知。PseB 脱水酶的活性氨

基酸位点突变后不会影响差向异构化的速率，说

明异构化不发生在 PseB 的活性中心内，或者可能

存在其他的活性氨基酸位点参与差向异构化过

程，从 PseB 的结构上无法推测出该活性氨基酸位

点。溶剂同位素交换实验也证实 PseB 正逆反应的

产物确实都引入一个氘，综合对 PseB 的研究，其

机制与正向 4,6 位脱水酶类似，但最后一步还原

时，NADPH 将负氢转移给 C6，糖的 C5 位对侧发

生质子化，改变了 C5 位立体化学构型。但是负责

脱水步骤中的活性氨基酸残基 B3 和还原时提供质

子的 B4 仍属未知[65]。 

 

 
 

图 8  ColC 的催化机制[59] 
Figure 8  Catalytic mechanism of ColC[59] 
注：GDP-4-酮-3,6-二脱氧-D-甘露糖(49)；GDP-4-酮-3,6-二脱氧-L-可立糖(50)；GDP-L-可立糖(6). 
Note: GDP-4-keto-3,6-dideoxy-D-mannose (49); GDP-4-keto-3,6-dideoxy-L-colitose (50); GDP-L-colitose (6). 
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图 9  PseB 催化的反应及机制[65] 
Figure 9  Catalytic reaction and mechanism of PseB[65] 
注：UDP-D-葡萄糖胺(51)；UDP-4-酮-6-脱氧-L-艾杜糖胺(52)；伪胺酸(53). 
Note: UDP-D-glucosamine (51); UDP-4-keto-6-deoxy-L-IdoNAc (52); Pseudaminic acid (53). 

 
与 PseB 有相似功能的酶还包括 UDP-2-乙酰

胺 -2,6- 二 脱 氧 -L- 半 乳 糖 (8) 生 物 合 成 途 径 中 的

WbjB (Pseudomonas aeruginosa)/Cap5E (Staphylococcus 
aureus)和 UDP-2-乙酰胺-2,6-二脱氧-L-葡萄糖(12)
生物合成途径中的 WbvB (Vibrio cholerae)，它们

均是 5 位-反相-4,6 位脱水酶，推测它们可能有相

同的催化机制[22,67-68]。 

2.3  D-甘露糖醛酸-5 位差向异构酶/硫酸皮肤素-
差向异构酶 /D-葡萄糖醛酸 -5 位差向异构酶

(D-mannuronan-5-epimerase/Dermatan sulfate- 
epimerase 1/D-glucuronyl-5-epimerase) 

D-甘露糖醛酸-5 位差向异构酶(Azotobacter 

vinelandii)、硫酸皮肤素(DS-epimerase 1)-5 位差向

异构酶和 D-葡萄糖醛酸-5 位差向异构酶分别为海

藻酸盐、硫酸皮肤素(软骨素)和硫酸肝素三类多

糖合成过程中的 5 位差向异构酶。D-甘露糖醛  

酸-5 位差向异构酶催化 D-甘露糖醛酸转变成 L-古

洛糖醛酸，后两者均催化 D-葡萄糖醛酸(D-GlcA)

转化为 L-艾杜糖醛酸(L-IdoA)[69-75]。三种酶的催

化机制本质上都是去质子化/再质子化，但是在序

列及结构上没有任何的同源性与相似性，而且催

化的活性氨基酸位点也不同[76-77]。首先，羧酸盐

被质子化成为羧酸，随后在糖醛酸 C5 位去质子

化。该步骤的活性氨基酸位点为 D-甘露糖醛酸-  

5 位差向异构酶中的 Y 或 H，D-葡萄糖醛酸-5 位

差向异构酶为 Y。形成的烯醇式中间体与临近的

羧基共扼而被稳定，羧基则由带正电的残基(Y 或

R)稳定；D-甘露糖醛酸-5-差向异构酶中的 H 或

D-葡萄糖醛酸-5-差向异构酶中的 Y 提供质子，

在 C5 位的对侧质子化完成异构化，改变 C5 位的

立体构型[72,78-81]。 
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D-甘露糖醛酸-5 位差向异构酶机制和 D-葡萄

糖醛酸-5 位差向异构酶都与裂解酶有高度的相似

性[76]，综合以上推测它们的催化机制如图 10 所

示。以 DS-epimerase 1 为例，在 D-葡萄糖醛酸-  
5 位差向异构酶的催化机制中，H450 在葡萄糖醛

酸 C5 位进行去质子化，在 Y261 作用下，糖苷键

发生断裂，在 C4 和 C5 位之间形成双键。H205 在

C5 位质子化，在 Y261 作用下重新形成糖苷键

(图 10A)[71-79]。而 D-甘露糖醛酸-5 位差向异构酶

催化机制存在两种可能，一种是糖苷键不发生断

裂，C5 位质子被夺取后，在 C5 与 C6 位间形成双

键，然后在 C5 位对侧质子化，完成差向异构化

(图 10B)。而另一种则与 D-葡萄糖醛酸-5 位差向

异构酶机制类似，糖苷键会发生断裂[73-74]。 
2.4  TylK 

TDP-L-碳霉糖(23)中的 L-碳霉糖是一个 2,6 位

脱氧 的 L-六碳 糖，是弗氏 链霉菌 (Streptomyces 

fradiae)产生的大环内酯类抗生素泰乐菌素的关键

结构及功能组成部分。该糖和它的衍生物同时也

是 Olivomycin、Chromomycin 和红霉素等其它次

级代谢产物的结构单元。生物信息学预测 TylK 是

泰乐菌素中 L-碳霉糖生物合成途径中的一个 5 位

差向异构酶[82]。通过原位核磁监测体外酶学反应

结果显示，TylK 与底物 54 反应生成 55，55 经

TylC2 还原得到 23。其中，23 与 54 的结构已经

鉴定清楚，而 55 由于不稳定，结构是推测的。

但结果足以证明 TylK 参与催化 54 的 C5 位的异

构 化  (图 11)[83]。Takahashi 等通过体外酶学将

TylK 与相关的蛋白串联反应一锅法合成了 L-碳
霉糖，也间接证实了 TylK 的功能是六碳糖的  
5 位差向异构酶[84]。 

2.5  KijD11 
TDP-L-洋地黄毒糖(27)中的L-洋地黄毒糖也是

一个 2,6 位脱氧的 L-六碳糖，结构上与 L-碳霉 

 

 
 

图 10  D-葡萄糖醛酸-5 位差向异构酶[71]和 D-甘露糖醛酸-5 位差向异构酶的催化机制[81] 
Figure 10  Catalytic mechanisms of D-glucuronyl-5-epimerase[71] and D-mannuronan-5-epimerase[81] 
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图 11  TDP-L-碳霉糖、TDP-L-洋地黄毒糖和 TDP-L-epivancosamine 的生物合成途径 
Figure 11  The biosynthetic pathways of TDP-L-digitoxose, TDP-L-mycarose and TDP-L-epivancosamine 

 
糖 的 差 别 在 于 C3 位 没 有 被 甲 基 取 代 。 它 是

Kijanimicin、杰多霉素(Jadomycin)和 Tetrocarcin 等

天 然 产 物 结 构 中 的 组 成 部 分 [85-86] 。 KijD11 

(Actinomadura kijaniata)是 27 生物合成的关键酶。

Zhang 等在体外重构了 Kijanimicin 中 L-洋地黄毒

糖的生物合成途径，体外酶学反应显示 KijD11 与

56 反应可生成 57，57 进而被 KijC2 还原成为 27。

57 不稳定，会发生降解，通过其降解产物反推确

定了其结构[87]。由此证实 KijD11 是 L-洋地黄毒糖

生物合成途径中的一个 5 位差向异构酶。 

2.6  EvaD 
万古霉素类抗生素的结构中通常包含一个不寻

常的 L-2,3,6-三脱氧六碳糖，例如万古霉素结构中

的 L-万古霉胺(28)和 Chloroeremomycin 结构中的

L-Epivancosamine (22)[88]。EvaD 来自东方拟无枝酸

菌(Amycolatopsis orientalis)，是 L-Epivancosamine
生物合成途径中的一个 5 位差向异构酶。研究者

通过 EvaD 晶体结构的解析及相关的生化特征的研

究，证明它可以催化 58 的 C5 位差向异构化生成

59 (图 11)，并且动力学及溶剂同位素交换实验均

表明 EvaD 是一个 5 位差向异构酶[89-90]。虽然催化 

的底物不同，但 EvaD 与来源沙门氏菌的 RmlC 在

序列及晶体结构方面都具有很高的相似性，据此

推测 EvaD 的催化机制与 RmlC 中的 C5 位差向异

构化过程是类似的(图 4B)，并且它们催化的活性

氨基酸位点也是保守的。在 EvaD 的机制中，

D170 提高 H63 的 pKa 值，促进 C5 位去质子化，

再由 K73 稳定形成的烯醇式中间体，Y133 在烯醇

式中间体的 C5 位对侧质子化，完成 C5 位的差向

异构化[91]。 

3  小结 

本文对已知 L-六碳糖的生物合成过程中酶催

化 L 构型的形成机制进行了综述。六碳糖 3,5 位及

5 位差向异构酶的催化机制都是去质子化/再质子

化，但是这些酶催化不同结构 L-六碳糖生成的过

程中采取了不同的具体过程。对 3,5 位及 5 位差向

异构酶催化机理的研究为 L 型糖的生物合成研究

提供了理论指导。另外，这两类酶存在的广泛性，

以及它们在结构和催化机制上的多样性也赋予了

它们潜在的应用价值。例如，人体内无法合成 L-
鼠李糖(3)，阻断 L-鼠李糖生物合成可以导致含有

这一成分的脂多糖等结构不能正常合成，进而导致



陈萌等: L-六碳糖形成机制的研究进展 1691 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

某些致病菌的致病性降低，甚至丧失致病性。因此，

合成 L-鼠李糖的 3,5 位差向异构酶 RmlC 可以作为

抗菌药物的靶点进行药物研发[92-93]。另外，许多糖

基化细菌天然产物的 L-六碳糖基团往往是该化合

物重要的药效基团，例如红霉素、阿维菌素等，

L-六碳糖的丢失会导致化合物的生物活性显著降

低，这说明了 L-六碳糖在药物分子改造中的重要

性。了解 L-六碳糖生物合成过程及关键酶的催化

机制为利用组合生物合成或合成生物学技术通过

糖基修饰改造细菌天然产物提供了理论依据。 
L-六碳糖广泛存在于生物的初级和次级代谢

中，本文所综述的仅是少数已经通过体外研究对 L
构型的形成机制有所阐释的一小部分例子。还有很

大一部分，尤其是天然产物中很多高度脱氧和高度

修饰 L-六碳糖的形成机制仍然没有得到细致的研

究。阻碍相关研究开展的主要困难是相关的糖基底

物难以获得。另外，某些 D-六碳糖向 L-六碳糖反

转过程中形成的含有酮基的中间体极不稳定，也阻

碍了 L-六碳糖形成机制的研究。在当前检测条件

下很难快速准确地监测催化反应的中间过程。但

是，相信随着有机合成和生物合成研究手段的进步

与检测技术的不断发展，将会促进相关研究的深入

展开。另外，除了 L-六碳糖，少数 L-七碳糖的生

物合成机制已有报道[94]，但相关酶的异构化的机

制尚未研究清楚，是否存在新的催化机制有待进一

步探索。 
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