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摘要:Levan 果聚糖是一类分子中含有大量 β-(2，6)果糖苷键主链和少量 β-(2，1)果糖苷键支链的聚糖。部
分微生物来源的 Levan 果聚糖具有抗肿瘤、抗糖尿病、免疫增强、降血脂等重要的生物活性，在医药和功能食
品方面具有巨大的应用潜能。由于微生物发酵液提取法产量相对较低，而化学法合成过程繁琐，Levan 果聚
糖的酶法合成备受关注。Levan 蔗糖酶(Levansucrase，EC 2. 4. 1. 10) 属于糖苷酶家族 GH68，是一类 β-螺旋
桨家族蛋白，其催化糖类合成遵循 non-Leloir 糖基转移酶机制，以蔗糖为底物转果糖基合成 Levan 果聚糖。
部分微生物 Levan 蔗糖酶的分子结构及基因的表达调控已经得到阐明，Levan 果聚糖的酶法合成得到广泛研
究。本文综述了 Levan 蔗糖酶的催化机制、酶分子结构、酶基因表达调控以及酶在合成 Levan 果聚糖中的应
用，以促进微生物 Levan 蔗糖酶及 Levan 果聚糖的研究和应用。
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Levan 果聚糖是一类来源于植物或微生物的多
糖，分子中含有大量 β-(2，6)果糖苷键组成的聚糖
主链及少量 β-(2，1)果糖苷键组成的支链，不同于
主要由 β-(2，1)果糖苷键组成的菊粉( inulin)类果
聚糖。一般地，植物产生的 Levan 果聚糖的果糖基
聚合度 DP ＜ 100，而微生物产生的 Levan 果聚糖的
果糖基聚合度 DP ＞ 100［1］。研究发现，微生物产生
的 Levan 果聚糖具有抗肿瘤［2］、抗糖尿病［3 － 4］、降血
脂［5］、免疫增强［6］等功能。另外，Levan 果聚糖可用
于纳米材料及肽类或蛋白质大分子纳米药物载体的
制备［7 － 8］。多种微生物能够产生 Levan 果聚糖，如
芽 孢 杆 菌 ( Bacillus )［6，9 － 10］、 乳 酸 杆 菌
(Lactobacillus)［11］、明串珠菌( Leuconostoc)［12 － 14］、拉
恩氏菌(Ｒahnella)［15］、假单胞菌(Pseudomonas)［16］、
发 酵 单 胞 菌 ( Zymomonas )［17］ 和 深 海 细 菌

(Geobacillus stearothermophilus)［18］等。
Levan 果聚糖的获得可以通过微生物发酵液提

取、酶法合成及化学法合成三种方法实现。微生物
发酵液生产 Levan 果聚糖的产量较低，一般在 14 －
36 g /L，同时发酵液中存在的其他多聚物给 Levan
果聚糖的分离纯化带来了一定的困难。我们实验室
从土壤中筛选获得的一株地衣芽孢杆菌 ( Bacillus
licheniformis)8-37-0-1，在优化了产生 Levan 果聚糖
的培养基组成及培养条件之后，Levan 果聚糖产量
可达到 41. 7 g /L［10］。化学法合成 Levan 果聚糖的
过程比较繁琐，仅报道了 β-糖苷键连接的果寡三糖
的合成［19］。酶法合成 Levan 果聚糖，是利用 Levan
蔗糖酶以蔗糖为底物在一定条件下进行的反应，步
骤简单且产量高，具有工业化前景［20］。本文综述了
Levan 蔗糖酶的催化机制、酶分子结构、酶基因表达
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调控以及酶在合成 Levan 果聚糖中的应用。

1 Levan 蔗糖酶催化机制

Levan 蔗糖酶 ( levansucrase，β-2，6-fructan: D-
glucose-1-fructosyltransferase，EC 2. 4. 1. 10 ) 是一类
果糖基转移酶( fructosyltransferases)，属于糖苷酶家
族 GH68，目前发现的 217 种 Levan 蔗糖酶全部来源
于原核生物，其中 7 种来源于古菌，210 种来源于细
菌(http: / /www． cazy． org /GH68． html)。Levan 蔗糖
酶具有水解和转果糖基双重活性，蔗糖可以作为唯
一底物同时作为果糖基供体和果糖基受体，酶催化
反应遵循 non-Leloir 糖基转移酶机制［21］:首先酶的
亲核基团羰基进攻蔗糖的异头碳形成共价的果糖-
酶中间体，酸 /碱催化基团充当广义酸提供一个质子
给糖的离去基团，然后在去糖基化的过程中，酶的酸 /
碱催化基团充当广义碱从果糖基受体移去一个质子，
果糖-酶中间体被水解，当受体为水时发生水解反应，
受体为葡萄糖时发生蔗糖的交换反应，受体为蔗糖时
进行蔗果三糖、蔗果四糖等低聚糖合成反应，当受体
为 Levan 果聚糖时则发生多糖聚合反应。某些 Levan
蔗糖酶的水解活性和转糖基活性受蔗糖浓度的影响，
如枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的 Levan 蔗糖酶在
低蔗糖浓度( ＜ 0. 25 mol /L)时，进行水解反应，将蔗
糖水解为果糖和葡萄糖，在高蔗糖浓度时 ( ＞ 0. 25
mol /L)，则进行 Levan 果聚糖的合成反应［1］。某些
Levan 蔗糖酶的转糖基受体选择性也受蔗糖浓度的影
响，如运动发酵单胞菌(Zymomonas mobilis)的 Levan
蔗糖酶，0. 25 mol /L 的蔗糖浓度最利于酶的 Levan 果
聚糖合成反应，随着蔗糖浓度的增加 (0. 27、0. 41、
0. 61 和 0. 82 mol /L)，该酶合成 Levan 果聚糖的反应
逐步受到抑制，转糖基反应趋向于低聚果糖的生成，
合成低聚果糖的果糖基所占比例分别为 18%、26%、
37%和 51%［22］。水生拉恩氏菌(Ｒahnella aquatilis)
的 Levan 蔗糖酶可将 100 g /L 蔗糖转化为 27 g /L 的
Levan 果聚糖和 11 g /L 的寡糖，而将 600 g /L 蔗糖转
化为 5. 5 g /L 的 Levan 果聚糖和 240 g /L 的寡糖［23］。

2 细菌 Levan 蔗糖酶

2. 1 细菌 Levan 蔗糖酶分子结构
细菌 Levan 蔗糖酶分子结构中通常包括 N 末端

信号肽、催化中心区和 C 末端区 3 个部分，酶分子
具有 3 个高度保守的氨基酸残基共同组成了催化糖
基转移活性的关键“催化三分子”:亲核基团、酸 /碱
催化基团和过渡态稳定基团。枯草芽孢杆菌 Levan
蔗糖酶的晶体结构在 2003 年首次报道之后［24］，一
株革 兰 氏 阴 性 菌 重 氮 营 养 葡 糖 醋 酸 杆 菌
(Gluconacetobacter diazotrophicus SＲT4 ) 的 Levan 蔗

糖酶晶体结构在 2005 年又得到了报道［25］，最近一
株革兰氏阳性细菌巨大芽孢杆菌 ( B． megaterium)
Levan 蔗糖酶的 5 个突变体酶 ( Y247A，Y247W，
N252A，D257A，K373A)晶体结构［26］和一株革兰氏
阴性菌解淀粉欧文氏菌 ( Erwinia amylovora) Ea273
的 Levan 蔗糖酶晶体结构得到了解析［27］。目前蛋
白质数据库(Protein Data Bank，PDB)中收录了枯草
芽孢杆菌、重氮营养葡糖醋酸杆菌以及巨大芽孢杆
菌的晶体结构数据。三种不同微生物来源的 Levan
蔗糖酶分子结构特征非常相似(图 1-A)，它们均属
于 β-螺旋桨家族蛋白质( beta-propeller protein)，其
催化结构域是由 5 个片状的 β 折片围绕形成的一
个口袋状中空结构，中央富含负电荷，活性位点位于
口袋状中空结构的底部(图 1-B)。比较显著的区别
体现在革兰氏阴性细菌重氮营养葡糖醋酸杆菌的
Levan 蔗糖酶比两种革兰式阳性细菌枯草芽孢杆菌
和巨大芽孢杆菌的 Levan 蔗糖酶少了一些 α 螺旋，
而多了一些无规则环(Loop)。

在枯草芽孢杆菌 Levan 蔗糖酶中 D86、E342 和
D247 分别是酶的亲核基团、酸 /碱催化基团和过渡
态稳定基团。Ｒ360 位于与酶中空部位邻近的溶剂
暴露位点，是与酶聚合活性有关的一个非常重要的
残基［24］。进一步研究发现，Ｒ360 和活性中心周边
的氨基酸 E340、N242 形成一个交互作用网，在
Levan 果聚糖的合成中为果糖基受体底物提供了短
暂的停靠位点;Ｒ360 也可能是 Levan 聚合中旋转异
构状态交替中一个关键的氨基酸残基［9］。Ｒ360 在
革兰氏阳性菌来源的 Levan 蔗糖酶中是保守的，而
在革兰氏阴性菌来源的 Levan 蔗糖酶中被 His 替
代，如运动发酵单胞菌中的 H296 及重氮营养葡糖
醋杆菌中的 H419。定点突变研究表明，运动发酵单
胞菌的 H296 可能是识别底物并与之结合的一个位
点［29］。枯草芽孢杆菌 Levan 蔗糖酶的 9 个非“催化
三分子”氨基酸位点被推测可能与转糖基底物特异
性、产物分子大小及酶的其他生化性质有关，定点突
变获得的一个突变酶 S164A 在酶的稳定性和动力
学性质上发生了改变，获得的 2 个突变酶 Y429N 和
Ｒ433A 不产生 Levan 果聚糖而产生大量的果寡糖;
进一步研究证明了 S164 是一个重要的保持活性亲
核位点位置的氨基酸位点，Y429 是一个在催化结构
域底物结合口袋中协调蔗糖位置的重要位点［30］。

虽然 Levan 蔗糖酶的催化活性不需要金属辅
因子，但枯草芽孢杆菌的 Levan 蔗糖酶有 Ca2 +低亲
和的结合位点，其中 D339 是一个关键的 Ca2 + 结合
调节氨基酸，该氨基酸位点在革兰氏阳性菌来源的
Levan 蔗糖酶中高度保守，而在革兰氏阴性菌来源
的 Levan 蔗糖酶不存在［29］。在革兰氏阴性菌中，存
在着一个行使同样功能的二硫键，在重氮营养葡糖
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图 1． Levan 蔗糖酶分子结构及活性位点［28］

Figure 1． Molecular structure and the active site of levansucrases． A: Stereo view of the structures created by PyMOL ( software) with PDB data
( http: / / www． rcsb． org / pdb / home / home． do) ． B: The active site of levansucrases from Bacillus subtilis ( catalytic residues: D86，D247 and
E342) and Gluconacetobacter diazotrophicus ( catalytic residues: D135，D309 and E401)［28］ ．

醋杆菌的 Levan 蔗糖酶晶体结构中，观察到 2 个半
胱氨酸残基( C339-C395)以二硫键形式形成一个
Ca2 +结合位点，这种结构在维持酶的折叠稳定状态
中起着非常重要的作用［25］。
2. 2 微生物 Levan 蔗糖酶基因表达调控

微生物产生的 Levan 蔗糖酶分子量大多数在
45 － 90 kDa 之间，少数在 100 kDa 以上［13 － 14］。微生
物 Levan 蔗糖酶基因的表达调控在枯草芽孢杆菌中
得到比较深入的研究，目前发现了该菌中存在着两
种二元调控系统来调控 Levan 蔗糖酶的表达。
SacX-SacY 和 DegS-DegU 是枯草芽孢杆菌中调控
Levan 蔗糖酶基因 ( sacB)表达的两种二元调控系
统，SacX、DegS 是信号分子蔗糖的感受器蛋白，
SacY、DegU 是反应调节器蛋白。SacY 是 sacB 的一
个正调节子，通过抗终止作用与 sacB mＲNA 5' 端的
终止子相互作用。在环境中没有蔗糖存在时，SacX
蛋白在细胞中的磷酸糖转移酶运输系统 PTS 作用
下磷酸化，SacX-SacY 形成复合体，SacY 蛋白不能进
行抗终止作用，此时 Levan 蔗糖酶 sacB 基因不表
达。在环境中有蔗糖存在时，蔗糖在细胞中的磷酸

糖转移酶运输系统 PTS 作用下磷酸化，阻止了 SacX
蛋白的磷酸化，SacX 与 SacY 不能形成复合体，SacY
可进行抗终止作用，此时 Levan 蔗糖酶 sacB 基因表
达［31］。DegS-DegU 二元系统可通过转录因子 ComK
相关的 comK-依赖途径( comK-dependent pathway)及
独 立 的 comK-非 依 赖 途 径 ( comK-independent
pathway)双重控制 sacB 的表达，盐压是可以激活该
二元系统的一个环境信号。在 comK-非依赖途径
中，DegU 是 sacB 的一个正调节子，DegS 蛋白在 ATP
存在时自动磷酸化，然后将磷酸基团转移给 DegU
蛋白，磷酸化的 DegU 蛋白可以激活 sacB 的转录;在
comK-依赖途径中，去磷酸化的 DegU 可以激活 comK
的转录，而转录因子 ComK 激活 sacB 的转录［32］。

3 Levan 蔗糖酶催化的 Levan 果聚糖
合成

酶法合成 Levan 果聚糖，是将微生物发酵液粗
酶(含有或除去微生物菌体细胞)或提取的 Levan 蔗
糖酶(或其固定化酶)加入到含有蔗糖底物的缓冲
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液中，在一定的条件下进行反应。也可在反应水溶
液中添加乙醇、乙腈或 2-甲基-2-丙醇等有机溶剂进
行反应。

pH 和温度都显著影响着 Levan 蔗糖酶的活性。
一般地，微生物来源的 Levan 蔗糖酶最适反应 pH 在
4. 0 － 7. 0 之间，多种微生物如枯草芽孢杆菌［33］、肠
膜状明串珠菌 ( Leuconostoc mesenteroides)［12 － 13］的
Levan 蔗糖酶最适 pH 值是 6. 0。旧金山乳杆菌
(Lactobacillus sanfranciscensis) 的 Levan 蔗糖酶最适
pH 值为 5. 4，当 pH 值在 4. 4 － 6. 2 范围时酶活在
50%以上，当 pH 值大于 7. 0 时该酶的活性则被完
全抑制［11］。不同微生物源 Levan 蔗糖酶的反应温
度差别较大，旧金山乳杆菌和肠膜状明串珠菌的重
组 Levan 蔗糖酶合成 Levan 果聚糖的最适温度在
30 － 35℃之间［11 － 13］，0℃却是来源于运动发酵单胞
菌 ZM1 的重组 Levan 蔗糖酶合成 Levan 果聚糖的最
适温度［34］，而来源于罗伊氏乳杆菌 ( Lactobacillus
reuteri)和芽孢杆菌 TH4-2 的 Levan 蔗糖酶的最适温
度比较高，分别是 50℃ 和 60℃［33，35］。来源于同一
株菌的 Levan 蔗糖酶的最适反应温度也不完全相
同，来源于解淀粉芽孢杆菌(B． amyloliquefaciens)的
胞内、胞外 Levan 蔗糖酶的最优转果糖基活性的温
度分别是 25 － 30℃和 40℃［36］。

在水相缓冲液中反应时，酶法合成 Levan 果聚
糖的产量一般是底物浓度的 25% － 50% (表 1)。
芽孢杆菌 Levan 蔗糖酶粗酶在蔗糖浓度为 40%的反
应体系中 40℃、24 h 合成了约 200 g /L 的 Levan 果
聚糖［20］;地衣芽孢杆菌 ＲN-01 的 Levan 蔗糖酶
LsＲN 在没有 NaCl 存在时 30℃和 50℃都可以合成

Levan 多糖纳米颗粒，Levan 果聚糖产量分别是
68. 9 g /L和 71 g /L，但 30℃主要合成的是低分子量
Levan 果聚糖(11 kDa)，50℃主要合成的是高分子
量 Levan 果聚糖(612 kDa)［37］。运动发酵单胞菌的
Levan 蔗糖酶-几丁质结合域融合酶蛋白固定于几丁
质上，在 200 g /L 的蔗糖反应体系中，可以合成
83 g /L的 Levan 果聚糖，比未固定化酶合成 Levan 果
聚糖的产量(50 g /L)提高了 66%，并且该固定化酶
连续反应 7 批次可以获得 Levan 果聚糖的总量为
480 g /L的［17］。不同 来源的 Levan 蔗糖 酶 合 成
Levan 果聚糖和果寡糖产物的比例不同。肠膜状明
串珠菌可将 150 mmol /L 的蔗糖转化为 18% 的
Levan 果聚糖、17%的蔗果三糖 1-kestose、11% 的蔗
果四 糖 nystose 和 7% 的 蔗 果 五 糖 1， 1， 1-
kestopentaose［12］;而运动发酵单胞菌可将 60% －
70%浓度的蔗糖转化为 Levan 果聚糖和蔗果三糖 1-
kestose、蔗果三糖 6-kestose、新蔗果三糖 neokestose、
蔗果四糖 nystose 等寡糖，其中 Levan 果聚糖和果寡
糖的含量分别为 5% － 10%和 24% － 32%［38］。

在酶法合成 Levan 果聚糖体系中添加有机溶
剂，并不能提高 Levan 果聚糖的产量，某些有机溶剂
的添加反而会降低 Levan 果聚糖的产量。水生拉恩
氏菌 Levan 蔗糖重组酶粗酶在含有乙腈、丙酮、二甲
基亚砜、甲醇、乙醇的有机溶剂体系(20%，V /V)中，
虽然反应活性不受影响，但 Levan 果聚糖的产量并
没有显著提高;而在含有乙二醇和丙二醇的有机溶
剂体系中，Levan 果聚糖的产量分别降低至水溶液
体系的 35%和 28. 4%［32］(表 1)。

表 1． Levan 果聚糖的酶法合成条件和产量
Table 1． Ｒeaction condition and yield of enzymatic synthesis of levan

strain enzyme sucrose /% pH T /℃ reaction medium levan /( g /L)
Bacillus licheniformis ＲN-

01［37］
LsＲN 20 6. 0

30 sodium citrate buffer 68. 9
50 sodium citrate buffer 71

Bacillus sp．［20］ levansucrse 40 6. 5 40 acetate buffer 200

Zymomonas mobilis ZM1

(ATCC 10988)［34］
levansucrase 20 5 0 acetate buffer 50

Zymomonas mobilis ZM1

(ATCC 10988)［17］
Zm-Lev 20 5. 0 15 sodium acetate buffer 83

Ｒahnella aquatilis

ATCC33071［32］

levansucrase 10 6. 0 30
17

acetate buffer 27
acetate-acetonitrile(8 /2，V /V) 20
acetate-acetone(8 /2，V /V) 21
acetate-DMSO(8 /2，V /V) 16
acetate-methanol(8 /2，V /V) 29
acetate-ethanol(8 /2，V /V) 25
acetate-ethylene glycol (8 /2，V /V) 9. 1
acetate-propylene glycol (8 /2，V /V) 7. 4
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4 展望

微生物来源的 Levan 果聚糖具有抗肿瘤、抗糖
尿病、免疫增强、降血脂等多种重要的生物学功能，
而且可用于制备纳米材料，在生物医药和功能食品
等方面具有巨大的应用潜能，体现出巨大的潜在市
场价值。目前 Levan 果聚糖的工业化生产还未实
现。至今，由微生物发酵液提取法生产 Levan 果聚
糖的产量较低，且纯品获得较困难，因此利用 Levan
蔗糖酶体外催化合成 Levan 果聚糖有望成为 Levan
果聚糖的工业化生产途径之一。在酶法合成 Levan
果聚糖的研究中，调控反应的 pH 值、温度、底物浓
度、酶的用量等均可提高 Levan 果聚糖的产量，目前
已经实现了酶法合成 Levan 果聚糖的产量达到 200
g /L［20］。酶法合成 Levan 果聚糖的工业化实施必须
解决 3 个问题:(1)酶的大量获得。需要深入开展
微生物 Levan 蔗糖酶及其基因表达调控研究，在此
基础上优化产酶条件，提高产酶量。同时，也需要进
一步开展 Levan 蔗糖酶的高效表达和快速纯化研
究，实现酶的大量获得。(2)酶的重复利用。酶的
固定化及其催化工艺的研究和建立，可大大降低酶
的使用量和生产成本。(3)产物的快速回收。筛选
各种有机溶剂和工艺，使得酶催化和产物回收同步
进行，不仅缩短了产物回收过程，还可能降低了产物
对酶的抑制，提高反应体系中的产物含量。这些问
题的解决，必将促进 Levan 果聚糖酶法合成的大规
模工业化生产，Levan 果聚糖的应用价值也将会得
到更大程度的开发和体现。
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Application of levansucrase in levan synthesis-A review
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Abstract:Levan is a fructan mainly linked by β-(2，6)-glycosidic bonds with some β-(2，1)-linked branch chains． Some
microbial levan exhibit biological activities such as antitumor， antidiabetic and immunostimulating activities，
hypolipidemic effect，and function as prebiotics，which has a wide and potential application in the pharmaceutical and
food industry． Because of low extraction yields from microbial fermentation and a very complex process for chemical
synthesis of levan，enzymatic synthesis of levan has attracted tremendous interest． Levansucrase (EC 2. 4. 1. 10)，a beta-
propeller protein belonging to the glycoside hydrolase family 68 ( GH68 ) with reaction mechanism of non-Leloir
glycosyltransferase，catalyzes the synthesis of levan by transferring the fructosyl group of non-activated sucrose into the
fructan chain． The molecular structure and regulation of gene expression of some microbial levansucrases have been
elucidated． Meanwhile，the enzymatic synthesis of levan by levansucrase is widely studied． In this review，catalytic
mechanism of levansucrase，molecular structure and regulation of gene expression of some microbial levansucrases，and the
application of levansucrases in enzymatic synthesis of levan were summarized．
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