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右旋糖酐蔗糖酶工程菌株的构建及其培养条件的研究 
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(1上海医药工业研究院, 上海 200040)  (2合肥工业大学制药工程系, 合肥 230009) 

摘要：【目的】右旋糖酐蔗糖酶是一种以蔗糖为底物, 催化转移 D-葡萄糖基生成α-葡聚糖或低聚糖的葡

萄糖基转移酶。【方法】利用 PCR 扩增技术, 将已获得的右旋糖酐蔗糖酶基因 dexYG 亚克隆到表达

载体 PET28a(+)上, 转化 E.coli BL21(DE3), 经过卡那霉素抗性筛选和酶切验证后, 得到右旋糖酐蔗

糖酶工程菌株 BL21 (DE3)/pET28-dexYG。【结果】经 IPTG诱导该基因在 E.coli BL21(DE3)中能有

效表达,在诱导过程中菌体生长受到抑制。通过对培养时间、IPTG 浓度、培养温度、菌浓(OD600)和

pH 值等产酶因素的优化考察, 得到最佳培养条件为：培养时间 5h、IPTG 浓度 0.5mmol/L、25℃、

OD600值 1.0 和 pH6.0。酶活力由最初的 5.39U/mL提高到 35.62U/mL, 其中 pH值对产酶活力影响最

大, 在 pH6.0时的最高产酶活力是 LB原始 pH条件下最高酶活的 3.5倍, 并且 pH值也是导致在诱导

后期酶活迅速下降的主要原因之一。【结论】酶的表达和酶活的研究结果表明, 构建的工程菌株能

够异源高效表达右旋糖酐蔗糖酶, 并且表现出较高的酶活力。 
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右旋糖酐蔗糖酶(Dextransucrase, EC2.4.5.1)是一

种由肠膜状明串珠菌(Leuconstoc mesenteriodes)和口
腔链球菌(oral strepotococcus)产生的葡萄糖基转移酶
(glucosyltransferases)[1]。该酶以蔗糖为底物, 将蔗糖
分子中 D-葡萄糖基催化转移到受体分子 , 其结果可
以生成两种不同的产品 [2~4]; ①合成α-葡聚糖; ②若在
酶反应中加入受体如麦芽糖、异麦芽糖等可合成低聚

糖; 同时伴有果糖产生[5]。 
α-葡聚糖 , 又名右旋糖酐(dextran), 是若干葡萄

糖脱水形成的聚合物, 主要由葡萄糖α-1, 6苷键连接
而成[6]。因其具有安全、无毒、生物相容性好等多种

优点, 已被广泛应用于医药、食品、色谱分析等多个
领域[5,7]。分子量 70000 左右的右旋糖酐是目前公认
的优良血浆代用品之一, 有增加血容量作用 [8], 临床
主要用于治疗失血性休克 ; 低分子量的葡聚糖可作
为药用辅料挂接药物。国内的药用右旋糖酐目前是以

高浓度蔗糖为培养碳源经肠膜状明串珠菌 (L. mes-
enteriodes)发酵生产的 [9], 因其发酵后菌体与产品很
难分离, 致使右旋糖酐质量低, 临床副反应多。另一
产品低聚糖是通过α(1−2)键联结而耐消化酶, 可通过
胃、小肠消化道到达大肠内, 而且这种支链低聚糖能
被双歧杆菌和乳酸菌利用而不被沙门氏菌和大肠杆

菌所利用, 有利于大肠内有益微生物的调整, 被称为
益生元[10 , 11]。另外, 右旋糖酐蔗糖酶也可以直接加入
发酵食品中改善产品质构。因此, 获取高活性的右旋
糖酐蔗糖酶对于实现上述诸多应用、提高产品品质具

有重要意义。但肠膜状明串珠菌在产右旋糖酐蔗糖酶

的过程中, 由于其碳源与酶底物均为蔗糖, 产生了高
粘度的右旋糖酐, 难以分离获得右旋糖酐蔗糖酶。因
此 , 构建右旋糖酐蔗糖酶基因工程菌株以获得新的
酶源是目前国际研究热点之一。瑞士的 Neubauer H
等[12]克隆出右旋糖酐蔗糖酶基因 dsrD 并在酵母菌转
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化获得基因工程菌, 蔗糖转化率达到 60%, 但利用原
核生物高效表达右旋糖酐蔗糖酶, 国内外未见报道。
本实验室从肠膜状明串珠菌L.M-0326入手, 克隆得到右
旋糖酐蔗糖酶基因 dexYG, 并进行了测序, 其基因序  
列已提交 GenBank 注册(Accession No. DQ345760)。本 
文从已获得的含右旋糖酐蔗糖酶基因克隆质粒出发 , 
构建右旋糖酐蔗糖酶工程菌株并对其培养条件进行

了研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和质粒：大肠杆菌 (Escherichia coli) 
BL21(DE3)购自 Promega 公司, 含右旋糖酐蔗糖酶基
因克隆质粒 pYGdex 为本实验室构建(右旋糖酐蔗糖
酶基因 dexYG 由本实验室克隆并注册 GenBank, Ac-
cession No. DQ345760), 表达载体 pET28a(+)购自
Novagen 公司。 
1.1.2  培养基：LB液体培养基、LB琼脂培养基配方
见文献[13], 工程菌株在含 50μg/mL卡那霉素的 LB培
养基中培养。 
1.1.3  主要试剂与仪器：各种限制性内切酶、LA Taq 

DNA聚合酶、T4 DNA连接酶和 DNA Marker购自大

连 TaKaRa公司, 蛋白 Marker、异丙基硫代-β-D-半乳

糖苷(Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside, IPTG)和卡

那霉素购自上海捷瑞。PCR仪(德国 Eppendorf), 电泳

仪 (北京六一仪器厂 ), 恒温冷冻摇床 (武汉中科仪器

厂 ), 高速冷冻离心机 (上海安亭科学仪器厂 ), 

VIS-723紫外分光光度计(上海精密科学仪器公司)。 

1.2  工程菌构建 
1.2.1  引物设计：根据克隆得到的右旋糖酐蔗糖酶基
因(dexYG)序列设计下列引物：Sense 5′-CC GTAGA-  
TCTTCATGCCATTTACAGAAAAAGT-3′(下划线处
是 BglⅡ酶切位点), Antisense 5′-CCGCTCGAGCTT- 
ATGCTGACACAGCATTT-3′(下划线处是 XhoⅠ酶切
位点)。 
1.2.2  右旋糖酐蔗糖酶基因的克隆：以含右旋糖酐蔗

糖酶基因克隆质粒 pYGdex为模版, 利用 PCR扩增技

术, 得到含 BglⅡ和 XhoⅠ酶切位点的基因克隆产品。

扩增反应条件: 94℃预变性 5min, 在冰浴中迅速加入

LA Taq DNA聚合酶后进行以下循环反应: 94℃ 30s, 

52℃ 30s, 72℃ 5min, 30个循环。 

1.2.3  构建重组表达质粒 pET28-dexYG：将上述的

克隆产品用 BglⅡ和 XhoⅠ酶切 , 酶切产品连接到
pET28a(+)的双酶切位点上 , 得到重组表达质粒
pET28-dexYG(如图 1所示)。 
 

 
 

图 1  重组表达质粒 pET28-dexYG 构建图 
Fig.1  Construction of expression plasmid pET28-dexYG. 
 
1.2.4  工程菌获得：将重组表达载体 pET28-dexYG
转化到经 CaCl2处理的 E. coli BL21(DE3)中, CaCl2法

大肠杆菌感受态细胞制备见文献 [13], 经过卡那霉素
抗性筛选和酶切验证后 , 获得右旋糖酐蔗糖酶工程
菌株 BL21 (DE3)/pET28-dexYG。 
1.2.5  核酸电泳：参见文献 [13], 其中琼脂糖凝胶
0.7%, 5V/cm的电压下电泳 3小时。 

1.3  右旋糖酐蔗糖酶的表达和 SDS-PAGE 分析 
1.3.1  右旋糖酐蔗糖酶的表达：工程菌株 BL21 
(DE3)/pET28-dexYG接种到含 200μg/mL卡那霉素的
液体 LB培养基中, 250r/min、37℃培养, 当 OD600达

到 0.6 时加入一定量的 IPTG 并在不同的温度下进行
诱导, 样品在 4℃、12000r/min离心 5min得菌体后加
入 3mL pH5.4 醋酸缓冲液, 超声破碎 10min, 离心取
上清液作为粗酶液测量酶活[12, 14]。 
1.3.2  SDS-PAGE 蛋白分析：将 1mL 诱导后的发酵
液 12000r/min 离心 3min 后, 向沉淀中加入 80μL 无
菌水、20μL 上样缓冲液, 沸水煮 3min 后离心, 取上
清液进行 SDS-PAGE(8%)。上样量为 20μL, 考马斯亮
蓝染色[13]。 

1.4  右旋糖酐蔗糖酶活力的测定： 
采用 3, 5-二硝基水杨酸试剂法测还原糖的      

量[15](DNS法)。 
酶底物反应液配制 [12]：0.2mol/L NaAc 860mL, 

0.2mol/L HAc 140mL, 蔗糖 100g。在 30℃下, 加入
1mL底物反应液, 每小时催化底物蔗糖产生 0.1mg果
糖所需的酶量定义为一个酶活力单位(U)。 
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2  结果 

2.1  工程菌的构建与表达 
经 PCR克隆得到右旋糖酐蔗糖酶基因(约 4.6kb), 

BglⅡ和 XhoⅠ双酶切产品与表达质粒 pET28a(+)经双
酶切后连接, 得到重组表达质粒 pET28-dexYG。将重
组表达载体 pET28-dexYG 转化到感受态细胞 E. coli 
BL21 (DE3)中 , 经过卡那霉素抗性筛选和酶切验证
后 , 获得右旋糖酐蔗糖酶工程菌株 BL21 (DE3)/ 
pET28-dexYG。重组表达载体 pET28-dexYG 酶切验
证如图 2所示。 

 
 

图 2  表达载体 pET28-dexYG 酶切电泳鉴定图 
Fig. 2  The restriction enzyme assay and electrophoresis of expres-
sion plasmid pET28-dexYG. 1. XbaⅠ; 2. XhoⅠ; 3. XbaⅠ+XhoⅠ; 
M. Marker. 
 

XbaⅠ和 XhoⅠ均为表达载体 pET28-dexYG的单
一酶切位点, 其酶切产品与理论 DNA 分子量完全一
致 , 即经 XbaⅠ或 XhoⅠ单酶切得 DNA 分子量为

9.922kb、经 XbaⅠ和 XhoⅠ双酶切后得 DNA 分子量
分别为 5.192kb和 4.73kb。 

 
 

图 3  工程菌表达右旋糖酐蔗糖酶的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of dextransucrase produced by 
engineered strain. M. molecular weight markers; 1. induced; 2. 
non-induced. 

将工程菌株 BL21 (DE3)/pET28-dexYG接种到含
200μg/mL 卡那霉素的液体 LB 培养基中 37℃培养, 
当 OD600达到 0.6时加入 1mmol/L IPTG进行诱导, 其
表达右旋糖酐蔗糖酶的电泳图如图 3所示。所表达出
的右旋糖酐蔗糖酶蛋白分子量与预测值一致 (约
170kDa)。 

2.2  工程菌诱导培养与生物量、pH 值变化及产酶活力

的关系 
将工程菌株接种到含 50μg/mL 卡那霉素的液体

LB 培养基中 37℃培养, 当 OD600 达到 0.6 时加入

1.0mmol/L IPTG, 25℃进行诱导培养。该工程菌在诱

导培养基中生物量(OD600)、产酶活力及非诱导时的生

物量(OD600)如图 4所示。整个培养过程中诱导组的菌

浓明显低于未诱导组的菌浓, 5h内诱导组的菌体生长

处于停滞状态 ,  之后菌浓才开始缓慢上升并伴随着 
 

 

图 4  工程菌诱导培养中生物量与产酶活力的变化 
Fig. 4  Time course of biomass and dextransucrase activity 
after induction. 
 
酶活明显下降。表明在 IPTG 诱导菌体表达右旋糖酐

蔗糖酶过程中, 对细菌有毒害作用, 使菌的生长受到

抑制。酶活力在培养初期随着诱导时间的增加而升高, 

在 4h 时酶活力达到最大值(5.39U/mL), 之后酶活力

逐渐降低。菌体中蛋白酶的分泌、逸出和 pH 值的变

化(见本论文 2.6)可能是诱导后期酶活迅速下降的主

要原因[16], 若诱导时间过长, 目标蛋白会被大量降解, 

严重影响酶活力。 

2.3  IPTG 浓度对工程菌产酶活力的影响 
菌体在诱导过程中 , 物质能量代谢及生理生化

状态都发生了很大的变化, 若诱导剂量过大, 会导致
菌体生长受到抑制甚至发生死亡 ; 因此获取合适的
诱导剂量对外源蛋白的表达有促进作用。在培养过程

中加入不同浓度的 IPTG进行诱导, 培养条件为 25℃, 
250r/min, 分别在 2、4、6、8小时取样测量酶活, 所
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得的工程菌产酶活力如图 5所示。在较低的 IPTG浓
度范围内,随 IPTG浓度的增加酶活力增加, 0.5mmol/L 
IPTG浓度是最佳的诱导浓度,并在 4 h 达到最大值。
当其浓度高于 0.5mmol/L时,随 IPTG浓度升高酶活反
而降低,当 IPTG 达到 2.0mmol/L 时, 产酶活力仅为
0.5mmol/L诱导时的 32%。 

 

 

 

图 5  IPTG 浓度对工程菌产酶活力的影响 
Fig. 5  The effect of IPTG concentration on dextransucrase 
activity produced by engineered strain. 
 

2.4  培养温度对产酶活力的影响 
在培养过程中加入 0.5mmol/L IPTG浓度进行诱导, 

对工程菌的培养温度进行了研究, 所得的工程菌产酶
活力与温度的关系如图 6所示。不同的温度诱导下达到
最高酶活所需的时间不同。较低温度下酶活随温度的上

升而增加, 20℃达到最高酶活需要 8h, 25℃是最佳诱导
温度, 酶活 4h 达到最大值。温度高于 25℃后, 酶活随
温度的上升而迅速下降, 35℃时基本没有酶活。 

 
 

 
 
 

图 6  培养温度对酶活力的影响 
Fig. 6  The effect of incubation temperature on dextransucrase 
activity produced by engineered strain. 
 
 
 

2.5  工程菌菌浓(OD600)对产酶活力的影响 
外源蛋白的表达将与宿主本身代谢所需要的前

体和能量进行竞争, 若诱导过早或过晚, 由于菌体早
期活力不足或晚期有害代谢产物的积累都会使外源

蛋白表达急剧下降, 因此, 考察最佳的诱导时机有利
于工程菌的产酶。按照上述最佳条件分别在菌浓

(OD600)达到 0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 时, 加入 IPTG
至终浓度为 0.5mmol/L 进行诱导, 并在第 4h 时取样
测酶活, 所得的工程菌菌浓与产酶活力得关系如图 7
所示。菌浓(OD600)在低浓度时随菌浓的增加而有利于
酶的表达 , 并在 OD600 值为 1.0 时达到最高酶活 , 
OD600值高于 1.0后, 随菌浓的增加酶活降低。 

 

 
 
图 7  菌浓(OD600)对酶活力的影响 
Fig. 7  The effect of engineered strain density (OD600) on dex-
transucrase activity.  

 
2.6  pH 值对工程菌产酶活力的影响 

对工程菌培养液的 pH值与产酶活力的关系进行
了研究(图 8)。图 8-A中培养液起始 pH 值分别为 4、
5、6、7、8、9 的缓冲液, 在 OD600为 1.0 时、加入
0.5mmol/L IPTG、诱导 4 h后取样测酶活。结果显示
pH值为 6和 8 时酶活有大幅度的提高, 其中起始 pH
值为 6 时的酶活最大, 达到 30.54U/mL。起始 pH 值
在偏酸性或偏碱性情况下不利于酶的表达。进一步考

察在培养液起始 pH值为 6、8 和 LB 原始 pH值(7.2)
时与诱导时间的关系(图 8-B), 起始 pH 6.0 时酶活最
高 ,为产酶最佳 pH 值 , 并在诱导 5 h 达到最大值
35.62U/mL, 为 LB原始培养液的 3.5倍, 5h后酶活缓
慢下降; pH6.0和 pH 8.0时, 酶活并没有像原始培养
液那样迅速下降。此结论也验证了 pH 值也是导致在
诱导后期酶活迅速下降的主要原因之一。 
 
 



496  Hongbin Zhang et al. /Acta Microbiologica Sinica (2008) 48(4) 

  

 

 
 
图 8  pH 值对工程菌产酶活力的影响 
Fig. 8  The effect of pH value on dextransucrase activity pro-
duced by engineered strain. A: Different pH and dextransucrase 
activity after 4 h induction; B: Time course of pH and dextran-
sucrase activity after induction. 

3  讨论 

右旋糖酐蔗糖酶在医药、食品等领域有重要用途, 
但肠膜状明串珠菌在产右旋糖酐蔗糖酶的过程中 , 
由于其碳源与酶底物均为蔗糖 , 产生了粘度性大的
右旋糖酐, 将酶、菌体和右旋糖酐粘结在一起, 难以
分离获得右旋糖酐蔗糖酶, 所表现出的酶活力很低。
本研究将已获得的右旋糖酐蔗糖酶基因 dexYG 克隆
到表达载体 PET28a(+)上 , 转化 E.coli BL21(DE3), 
获得右旋糖酐蔗糖酶工程菌株 BL21(DE3)/pET28- 
dexYG。经过酶的表达和产酶条件的优化研究, 结果
表明本次构建的工程菌株能够异源高效表达右旋糖

酐蔗糖酶, 并且表现出较高的酶活力, 底物蔗糖的转
化率 2小时达到 60%, 与国外研究者[12]构建的以酵母

为宿主菌的工程菌产酶活力相近 , 研究结果为以后
获取纯化的右旋糖酐蔗糖酶及其工业化应用打下了

基础。 
本次研究对工程菌诱导表达时的过程特征和主

要影响因素进行探讨。工程菌在 IPTG 诱导产酶过程
中其生长受到抑制 , 反过来在其酶活下降时其菌体

生物量有所上升。通过对培养时间、IPTG 浓度、培
养温度、菌浓(OD600)和 pH值等主要产酶影响因素的
优化研究 , 将酶活力在培养初期 5.39U/mL 提高
35.62U/mL, 得到最佳培养条件为 : 培养时间 5h、
0.5mmol/L IPTG、25℃、OD600值 1.0和 pH 6.0。其
中对产酶活力影响最大的因素是 pH 值, 而且培养液
pH 值也是导致在诱导后期酶活迅速下降的主要原因
之一。本研究的结果对于异源表达右旋糖酐蔗糖酶的

研究和工业化生产右旋糖酐蔗糖酶的应用开阔了前景, 
但需要进一步的摸索提高其异源表达水平的方法及培

养条件的优化, 以提高右旋糖酐蔗糖酶的活力。 
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Construction and Culture Conditions of Dextransucrase-secreting 
 Engineered Strain   

Hongbin Zhang 1,2*, Chunbao Zhu1, Youjia Hu1, Baoquan Zhu1, Yajie Wang2  
(1Shanghai Institute of Pharmaceutical Industry, Shanghai 200040, China) 

(2Department of Pharmaceutical Engineering, Hefei University of Technology, Hefei 230009, China) 

Abstract: [Objective] Dextransucrase was a glucosyltransferases catalyzing the transfer of D-glucopyranosyl units from 

sucrose to synthesize α-glucans or oligosaccharides. [Methods] dexYG gene (GenBank Accession No. DQ345760), en-

coding the dextransucrase from Leuconstoc mesenteriodes 0326, was subcloned into expression plasmid pET28a(+). The 

recombinant plasmid was then transformed into E. coli BL21 (DE3). Kanamycin resistant transformants were selected and 

verified by restriction endonuclease assay. [Results] Dextransucrase could be efficiently expressed in engineered strain 

BL21 (DE3)/pET28-dexYG by Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) induction, although the growth of E. coli host 

was inhibited during induction. Recombinant enzyme producing conditions such as induction time, IPTG concentration, 

incubation temperature, cell density (OD600) and pH value were studied．The optimum conditions for producing dextran-

sucrase were as follows: incubation at 25℃, 0.5mmol/L Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) induction at cell 

density (OD600) of 1.0 for 5h, pH 6.0. Under these conditions, the recombinant dextransucrase activity was increased from 

5.39U/mL to 35.62 U/mL. The highest activity under the optimal culture conditions after 5h induction in medium with pH 

6.0 was 3.5 times as that of in Luria-Bertani medium without pH-adjustment. Moreover, the pH value was one of the main 

reasons that caused the degradation of enzyme in the later stage of induction. [Conclusion] These results showed that 

dextransucrase could be efficiently heterologous expressed in E. coli and a strong dextransucrase activity had been de-

tected. 
Keywords: dextransucrase; engineered strain; expression; culture condition 
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