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摘要：【目的】!D葡萄糖苷酶可用于酶法生产龙胆低聚糖。为了给龙胆低聚糖的生产提供大量的酶来源，构建

基因工程菌表达黑曲霉（0), 00 K(!&(&）!D葡萄糖苷酶基因（)+*）并研究重组酶生产龙胆低聚糖的工艺条件。

【方法】将 )+* 克隆到表达载体 5Q,0"A，转化毕赤酵母（.&"/&$ 0$1#(’&1）A)$/。表达产物通过 RQB0 和 B0D)-
鉴定了其可用于生产龙胆低聚糖的转苷活性，并对酶转化葡萄糖生产龙胆低聚糖的反应条件进行了优化。

【结果】实现了!D葡萄糖苷酶的过量表达。当底物葡萄糖浓度为 F’S，反应 5R!= #，温度为 &’T，加酶量为每

克葡萄糖 &’ U，添加 / ??7;1B 的 AJ ，转化周期为 !F 3，龙胆低聚糖累计达到最大为 #’ M1B。【结论】本研究是

国内外首次利用重组酶酶法生产龙胆低聚糖的报道。
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龙胆低聚糖是一类由葡萄糖以!D/，& 糖苷键结

合的新型功能性低聚糖，包括龙胆二糖，少量的三糖

和四糖［/］。作为功能性食品配料，龙胆低聚糖除了

具有低热量、低龋齿、整肠等生理功能外，与其他功

能性低聚糖相比，它还能更好地促进人体小肠中双

歧菌和乳酸菌的繁殖［(］；并且耐热、耐酸，可应用于

其他一些低聚糖不适宜使用的保健食品中。虽然龙

胆低聚糖具有广阔的应用前景，但目前只有日本的

.>37: -37W83>: A*W7 公司进行工业化生产［K］，主要在

日本销售。我国还在试产阶段，产量较小，不超过百

吨。龙胆低聚糖的制取方法很多。早期采取从植物

中提取，因为受到原料的限制，产量不高。目前酶法

制取成为最有效地降低成本，大规模生产的途径。

工业上采用高浓度的葡萄糖为原料，经!D葡萄糖苷

酶转糖苷和缩合，再经分离精制得到不同规格的龙

胆低聚糖成品［! % #］。

!D葡萄糖苷酶（!DM;8@7<>P*<H，EXB，L0 K= ( = / = (/）

属于水解酶类［&］，但也具有转糖苷活性，可使低聚糖

的非还原末端糖苷键断裂，释放出葡萄糖，并将游离

的葡萄糖基以!D/，& 糖苷键形式转移到其他糖底物

上获得龙胆低聚糖［$］。EXB 广泛存在于自然界许多

植物和微生物中，但酶活普遍较低，且不易纯化，所

以运用基因工程手段构建高效表达 EXB 的工程菌

成为当今研究!D葡萄糖苷酶的热点。

到目前为止，已有上百个微生物!D葡萄糖苷酶

基因得到克隆，其中一些获得异源表达［F］。早期主

要选用大肠杆菌为宿主，近年来随着真核表达体系

的建立与完善，研究表明!D葡萄糖苷酶基因在酵母

中表达比在大肠杆菌中表达的表达量和酶活性普遍

要高些，所以酵母表达系统被广泛应用。由于!D葡
萄糖苷酶的水解活性在纤维素的完全降解中起到至

关重要的作用［F % "］，目前对于!D葡萄糖苷酶的研究



大多 集 中 于 其 水 解 活 性，转 苷 活 性 的 报 道 很 少。

!"#$%"& 等人曾研究过黑曲霉来源的!’葡萄糖苷酶

转苷活性与 (! 的关系［)］，发现 (! 对黑曲霉来源的

!’葡萄糖苷酶转苷速率并无明显影响，当以纤维二

糖为底物，(!*+ ,，纤维二糖浓度为 ,- ../012 反应

3 %时，产物龙胆二糖的浓度大概仅有 45 ../012，即

67, 812。国内学者主要致力于克隆表达!’葡萄糖苷

酶基因以及研究其水解酶学性质，未有涉及转苷活

性。

本 研 究 将 !"#$%&’(()" *’&$% +&( 连 接 到 载 体

(9:;<= 上，在毕赤酵母（ ,’-.’/ #/"01%’"）=>)4 中表

达，?@?’9ABC 电泳显示发酵液中有目标蛋白表达。

表达产物经 !92;、2;’>? 鉴定具有转苷活性，可作

为龙胆低聚糖的生产用酶。此外，对酶法生产龙胆

低聚糖的转化条件进行了优化。本研究为龙胆低聚

糖大规模生产奠定了坚实的基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（ 2"-.$%’-.’/ -1(’）D>
4-<，, + #/"01%’" =>)4，重组质粒 (E;4<’+&(（已去除

内含子且含 +&( 基因的质粒，FG"G ?%/H"I/J 教授惠

赠），表达质粒 (9:;<=，为本实验室保藏。

!"!"# 培养基：2K、?FK、?F; 培养基，细菌常用培养

基［4-］。>@、L9@、K>BL、K>>L 培养基，重组酵母常

用培养基［44］。

!"!"$ 试剂和酶：质粒小量提取试剂盒购自上海生

工生物工程公司，胶回收试剂盒购自 M#=#N# 公司，

2-1N"、310"、4&(#、M* 连接酶、CO !? 5/6 酶购自

M#=#N# 公司。酵母无氨基基本氮源培养基（LPK），遗

传霉素 B*45 购自上海生工生物工程公司。龙胆二糖

标样购自 ?Q8.# 公司。其他试剂为国产分析纯。

!"!"% 主要仪器：9;N 仪，凝胶成像仪，蛋白电泳仪

购自美国 K:F’NA@ 公司，@LL’6; 型电泳仪购自北

京六一仪器厂，高效液相色谱仪，液质联用仪购自美

国沃特斯公司。

!"# 表达载体的构建

按照已发表的 +&( 的 R@PA 序列，设计正反引

物：正 向 引 物 94（,S’A;BABBAAMM;AMBAAMMBB;
;MA;M;;’TS）；反 向 引 物 93（ ,S’AMAMB;BB;;B
;BMBAA;ABMABB;ABAB’TS）。

正向引物带有 2-1N"酶切位点，反向引物带有

310"酶切位点，以引物 94、93 对重组质粒 (E;4<’
+&(9;N 扩 增 获 得 +&( 基 因 片 段。 将 其 克 隆 到

(>@45’M HQ.(0" J"R$/&（(>@45’M’+&(），送至上海生工

生物工程有限公司测序。(>@45’M’+&( 经 2-1N"和

310"双酶切后，将片段纯化、回收，质粒 (9:;<= 也

以同样的方法酶切并胶回收。M* 0Q8#H" 连接目的基

因和载体，转入 2 + -1(’ D>4-< 的感受态细胞中，转

化子测序，得到表达质粒 (9:;<=’+&(。
!"$ 工程菌的构建以及高拷贝重组子的筛选

将表达载体 (9:;<=’+&(，经 4&(#酶切线性化

后回收含有目的基因的条带，电击转入 , + #/"01%’"
=>)4 感受态细胞中［43］，在 >@ 平板长出单克隆，再

经 L9@1B*45 平板筛选多拷贝转化子，B*45 浓度筛选

梯度依次为 -7,、4、3 .81.2，高拷贝转化子经 9;N 鉴

定。(9:;<= 空质粒处理同上，转化菌作为阴性对照。

!"% 摇瓶发酵产 &’(
将鉴定正确的单菌落接种至 , .2 L9@ 培养基，

3-- &1.QU，T-V 培养 46 %，以 4- W 的 接 种 量 接 入

K>BL 培养基（,- .2 培养基13,- .2 三角瓶），T-V
培养 3* %，离心收集全部菌体，转入 K>>L 培养基

（,- .2 培养基13,- .2 三角瓶），T-V，培养 43- %，每

3* % 补加 -7,W的甲醇，并取样 3--$2，离心收集上

清进行 43W ?@?’9ABC 确定目的蛋白的表达与存在

形式。阴性对照重组毕赤酵母 => )41(9:;<= 培养

方法同上。

!") &’( 的水解酶活测定

比色测定法［4T］。

!"* &’( 的转苷活性检测

收集重组毕赤酵母发酵培养的上清液经 9CB
浓缩，硫酸铵沉淀，透析，制成粗酶液，检验转苷活性

如下［*，4T X 4*］：用 (!*7, 的醋酸缓冲液配制 ,-W的葡

萄糖溶液 4- .2，*--$2 粗酶液，,-V反应 3* %，然后

煮沸 4- .QU，微孔过滤，!92; 以及 2;’>? 检测产物。

!92; 条件：示差折光检测器，色谱柱：!I("&HQ0
P!3，3,- ..Y *76 ..；柱温：T-V；池温（检测器）：T-V；

流动相：)-W乙腈；流速：4 .21 .QU；进样量：,$2。

质谱条件：离子方式：C?: X 、C?: Z ，离子源温

度：4--V，脱 溶 剂 气 温 度：3,-V，质 量 范 围：

4-- [ 5-- .1\，选 择 离 子：C?: Z ：T6,7, @#；C?: X ：

T*47* @#，光 电 倍 增 器 电 压：6,- ]/0$H，AU#0IH"&
]#R^^.：376"’, .K#&，B#H _0/‘：*73 0Q$1%&。

# 结果和分析

#"! 重组质粒 +,-./01!"# 的构建

9;N 扩增获得基因 +&(，大小为 3,5- a(，与预计

相符，将其克隆到 (>@45’M HQ.(0" J"R$/&，(>@45’M’

5<, 2QU80QU8 2Q^ "$ #0 + 1!-0/ 7’-%1+’1(1&’-/ 8’*’-/（3--<）*<（,）



!"# 和质粒 !"#$%& 分别酶切、胶回收，然后相连接、

转化 $ ’ %&#’ ()*+%，抽提质粒。重组质粒 !"#$%&,
!"#，全长 **--+ .!，质粒经 $%&/!0(&)!双酶切鉴

定，获得结果与预期一致（图略）。测序结果表明

!"# 基因全长为 12-+ .!，编码 -3+ 个氨基酸，与 4$5#
中报道的登录号为 $65723%3 的 * ’ +’",- 589 蛋白

质序列相 比 只 有 在 第 7+*、-2- 位 氨 基 酸 有 差 异，

4$5# 报道的分别是谷氨酰胺、苏氨酸，而测序结果

中分别是亮氨酸、异亮氨酸。将重组质粒命名为

!"#$%&,!"#。
!"! 重组 ! # "#$%&’($ $% &’()*+,-$.)*+ 的构建

与培养

重组表达载体 !"#$%&,!"# 经 ."#"线性化、纯

化回收后，电转 / ’ 012)&-’2 &) 7* 感受态细胞，涂布

): 平板，转化子转接到不同浓度的 8;*- 的 <":0
8;*- 平板上筛选具有高拷贝的 !"# 基因的菌株，从

8;*- 浓度为 * =>0=9 的 <":08;*- 平板上挑取单菌

落，"$/ 鉴定正确。重组 / ’ 012)&-’2 &) 7*0!"#$%&,
!"# 经甲醇诱导表达，发酵 *1+ ? 后上清液经 @:@,
"68A 鉴定。如图 * 所示，在大约 *1+ B:C 处出现一

条蛋白条带，与理论 589 的分子量相符，而阴性对

照中没有相应条带，证明 !"# 在 / ’ 012)&-’2 中成功

表达。

图 ’ /01 表达的 232.*405 分析

DE>’* @:@,"68A CFCGHIEI JK L?M 589 MN!OMIIEJFP *P@Q!MOFCLCFL JK / ’

012)&-’2 &) 7*0!"#$%&；1P @Q!MOFCLCFL JK / ’ 012)&-’2 &) 7*0!"#$%&,

!"#；)P)COBMO ’

!"6 重组菌表达产物!.葡萄糖苷酶的活性检测

!"6"’ 水解活性：利用比色测定法测定重组菌发酵

后的发酵上清的水解酶活，最高是发酵 %3 ?，酶活为

-+ R0=9。

!"6"! 转苷活性：以 2+S 的葡萄糖溶液为底物，

2+T反应 1; ?，U"9$ 检测反应产物，结果见图 1。

U"9$ 图谱显示，龙胆二糖标样在 7P7 =EF 出峰，酶

反应产物与其一致。为了进一步鉴定重组表达产物

的转苷活性，采用 9$,)@ 对反应产物进行定性，图 ;
为 U"9$ 中对应龙胆二糖样品的流出峰的质谱图，

由图中可见，在 A@# 正离子化（5、:）、负离子化（6、

$）方式下质谱峰特征均与标准品相符。这些检测

结果表明重组 589 确有转苷活性，能够将葡萄糖转

糖苷并缩合成龙胆低聚糖。

图 ! 反应液总组份 7*1, 图谱

DE>’1 U"9$ I!MVLOJ=MLOH CFCGHIEI’

!"8 重组!.葡萄糖苷酶制备龙胆低聚糖转化条件

优化

!"8"’ 反应时间对酶转化的影响：为了确定合适的

转化时间，对转化周期进行了考察。以 2+S的葡萄

糖溶 液 为 原 料，加 酶 量 为 ;+ R0> 葡 萄 糖，!U;P2，

2+T反应，隔 *1 ? 取样，用 U"9$ 法测龙胆低聚糖的

含量。结果如图 ;。在反应过程中，前 1; ? 龙胆低

聚糖的含量急剧上升，随后上升幅度很小，反应到

;- ? 低聚龙胆糖含量达到峰值（1W =>0=9），到 3+ ?
产物浓度下降，只有 ;- ? 时的 7WS，分析原因可能

是转化反应进行到平衡，龙胆低聚糖又被作为底物

被酶水解。所以以下实验将转化时间确定在 ;- ?。

!"8"! 底物浓度对酶转化的影响：配制不同浓度的

葡萄糖溶液，反应 ;- ?，检测产物含量，结果见表 *。

如表 * 所示，随底物浓度的升高，龙胆低聚糖的

含量也在逐渐升高，当达到 -+S时，产物的含量虽

然不是峰值，但是继续升高底物浓度，产物上升幅度

很小，可能过高的葡萄糖浓度导致粘稠度过大，不利

于反应的进行。并且从节约成本考虑最适的底物浓

度为 -+S。

!"8"6 反应初始 !U 对酶转化的影响：分别用 !U
为 WP2、;P2、2P2、3P2、7P2 的缓冲液配制 -+S的葡萄

糖溶液作为底物反应，考察在不同 !U 的反应体系

中龙胆低聚糖的含量，结果如表 1。

如表 1 所示，589 的转苷活性的最适 !U 偏酸

性，当反应体系的 !U 为 ;P2 时，龙胆低聚糖含量最

高。升高 !U 到 7P2 时，产物很少，几乎很难检出。

降低 !U 到 WP2 时，产物含量也有所降低，即过低的
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!" 也会抑制转化的进行。

图 ! 反应液总组份 "#$%& 图谱

#$%&’ ()*+, -!./0123.014 56574-$-& 8，9：:.60$2;$2-. -53!7.；)，<：=.5/0$26 3$>0?1.&

图 ’ 转化时间对龙胆低聚糖的含量的影响

#$%& @ ABB./0 2B 0156-B213 0$3. 26 0C. !12D?/0$26 2B

%.60$227$%2-5//C51$D.&

表 ( 底物葡萄糖浓度对龙胆低聚糖产量的影响

E5;7. F ABB./0 2B %7?/2-. /26/.60150$26 26 0C. !12D?/0$26

2B %.60$227$%2-5//C51$D.
!（:7?/2-.）G（%GFHH3(） @H IH JH KH LH MH
!（:.60$227$%2-5//C51$D.）
G（%G(）

F@ NNOK NMOI ’ION @NOI @NOM

表 ) 初始 *+ 对龙胆低聚糖产量的影响

E5;7. N ABB./0 2B $6$0$57 !" 26 !12D?/0$26 2B %.60$227$%2-5//C51$D.
!" ’OI @OI IOI JOI KOI
!（:.60$227$%2-5//C51$D.）
G（%G(）

’LOL @NO@ NJOF FIOL FOH

),’,’ 反应温度对酶转化的影响：以 LHP葡萄糖溶

液为底物，!"@OI，在不同的温度下进行反应，检测

龙胆低聚糖含量变化。结果如表 ’。

HHJ ($6%7$6% ($? .0 57 & G"!#$ %&!’()&(*(+&!$ ,&-&!$（NHHM）@M（I）
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表 ! 反应温度对龙胆低聚糖产量的影响

!"#$% & ’((%)* +( *%,-%."*/.% +0 -.+1/)*2+0

+( 3%0*2++$23+4"))5".21%
!%,-%."*/.%（6） &7 87 97 :7 ;7
!（<%0*2++$23+4"))5".21%）=（3=>） ?@A9 &:A8 8?A? 88A9 BAC

如表 & 所示，当转化温度为 :76时，龙胆低聚

糖含量累积到达峰值，低于或高于 :76，转化都会

受到抑制，尤其是高温，到反应温度上升到 ;76时，

龙胆低聚糖含量仅为 :76的 ??D，说明高温已经使

酶的活力大幅度降低。

"#$#% 加酶量对酶转化的影响：选择 -E8A9，:76反

应条件，在 C7D的葡萄糖溶液中，加入不同量的!F
葡萄糖苷酶，分别为每克葡萄糖 @7 G、?7 G、87 G、:7
G、@77 G，检测龙胆低聚糖产物含量。结果如表 8。

表 $ 加酶量对龙胆低聚糖产量的影响

!"#$% 8 ’((%)* +( %0HI,% 1+4"3% +0 -.+1/)*2+0

+( 3%0*2++$23+4"))5".21%
’0HI,% 1+4"3%=（G=3） @7 ?7 87 :7 @77
!（<%0*2++$23+4"))5".21%）
=（3=>）

8?A7 8&A@ 88A? 8;A? 8:A8

由表 8 可知，增加酶量可改善转化效果，并且在

一定的范围内加酶量与龙胆低聚糖累积含量成线性

关系，当加酶量大于 :7 G=3 时，低聚龙胆糖累积含

量不再增加，最适加酶量确定为每克葡萄糖 :7 G。

"#$#& 金属离子对酶转化的影响：据报道，!F葡萄

糖苷酶活性受到不同的金属离子的影响，所以在反

应体系中添加了 @ ,,+$=> 的 JK 、L+? K 、M0? K ，检测

低聚龙胆糖的产量变化。结果如表 9。

表 % 金属离子对龙胆低聚糖产量的影响

!"#$% 9 ’((%)* +( ,%*"$ 2+04 +0 -.+1/)*2+0

+( 3%0*2++$23+4"))5".21%
M%*"$ 2+04=（@ ,,+$=>） #$"0N JK L+? K M0? K

!（<%0*2++$23+4"))5".21%）
=（3=>）

8:AC 97A@ 9@A9 &9A:

从表 9 中可以看出，JK 、L+? K 对!F葡萄糖苷酶

的转苷活性具有激活作用，M0? K 抑制反应的进行。

但是考虑到产物龙胆低聚糖是用作食品添加剂，实

际生产中不能引入重金属离子，所以可以考虑在反

应体系中添加 @ ,,+$=> 的 JK 。但是试验结果的重

金属离子对!F葡萄糖苷酶的转苷活性的作用可以为

机理的研究提供借鉴作用。

! 讨论

本项研究成功地获得了能够高效分泌表达黑曲

酶!F葡萄苷酶基因的重组 " O #$%&’()% 菌株。初步试

验表明表达的!F葡萄糖苷酶活性可达 C7 G=,>，而

目前国内报道的最高水平仅为 ;A;9 G=,>［@9］，故本

研究代表着目前国内报道的表达黑曲酶来源!F葡萄

糖苷酶的最高水平。

本研究还优化了利用重组!F葡萄糖苷酶的转苷

活性酶法生产龙胆低聚糖的工艺条件。当底物葡萄

糖浓度为 C7D，反应 -E、温度分别为 8A9、:76，加酶

量为每克葡萄糖 :7 G，反应体系中添加 @ ,,+$=> 的

JK ，反应 8C 5 后，龙胆低聚糖的含量达到最高为 97
3=>。

本研究是国内外首次利用重组!F葡萄糖苷酶酶

法 生 产 龙 胆 低 聚 糖 的 报 道，为 下 一 步 的 重 组

" O #$%&’()%产!F葡萄苷酶发酵条件优化、酶转化后龙

胆低聚糖成品的分离精制以及工业化生产提供了坚

实的基础。
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