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摘  要：大豆低聚糖因含大量蔗糖和棉子糖影响了其益生元价值。果聚糖蔗糖酶可催化蔗糖和棉

子糖生成高附加值的低聚果糖和蜜二糖等组分。为获得高效转化大豆低聚糖的果聚蔗糖酶，本研究

首先从我国西沙群岛及渤海湾沿海区域微生物中挖掘果聚糖蔗糖酶基因，然后对其进行酶学性质和

催化性能表征，最后将其在枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)中进行重组胞外表达。结果显示，从耐

盐芽孢杆菌(Bacillus halotolerans)中挖掘出的新型果聚糖蔗糖酶 BhLS 39，其以蔗糖和棉子糖为底物

时的最适温度分别为 50 ℃和 55 ℃，最适 pH 值均为 5.5，Kcat/Km分别为 3.4 和 6.6 L/(mmol·s)。5 U
酶处理 400 g/L 棉子糖 30 min 后获得的蜜二糖转化率为 84.6%，BhLS 39 催化蔗糖可生成左聚型低

聚果糖和果聚糖。本研究实现了 BhLS 39 在枯草芽孢杆菌中的重组胞外表达，并通过共表达胞内伴

侣蛋白 DnaK 和胞外伴侣蛋白 PrsA 使其重组胞外活性提高到 17 U/mL，是对照菌的 5.2 倍。本研究

挖掘出的 BhLS 39 有利于大豆低聚糖的提质增效，也可促进其他重组蛋白在枯草芽孢杆菌中实现高

效重组表达。 
关键词：大豆低聚糖；左聚糖蔗糖酶；枯草芽孢杆菌；伴侣蛋白；胞外表达 
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Abstract: The high content of sucrose and raffinose reduces the prebiotic value of soybean 
oligosaccharides. Fructan sucrases can catalyze the conversion of sucrose and raffinose to 
high-value products such as fructooligosaccharides and melibiose. To obtain a fructan sucrase that 
can efficiently convert soybean oligosaccharides, we first mined the fructan sucrase gene from 
microorganisms in the coastal areas of Xisha Islands and Bohai Bay and then characterized the 
enzymatic and catalytic properties of the enzyme. Finally, recombinant extracellular expression of 
this gene was carried out in Bacillus subtilis. The results showed that a novel fructan sucrase, BhLS 
39, was mined from Bacillus halotolerans. With sucrose and raffinose as substrates, BhLS 39 
showed the optimal temperatures of 50 °C and 55 °C, optimal pH 5.5 for both, and Kcat/Km ratio of 
3.4 and 6.6 L/(mmol·s), respectively. When 400 g/L raffinose was used as the substrate, the 
melibiose conversion rate was 84.6% after 30 min treatment with 5 U BhLS 39. Furthermore, BhLS 
39 catalyzed the conversion of sucrose to produce levan-type-fructooligosaccharide and levan. 
Then, the recombinant extracellular expression of BhLS 39 in B. subtilis was achieved. The 
co-expression of the intracellular chaperone DnaK and the extracellular chaperone PrsA increased 
the extracellular activity of the recombinant BhLS 39 by 5.2 folds to 17 U/mL compared with that 
of the control strain. BhLS 39 obtained in this study is conducive to improving the quality and 
economic benefits of soybean oligosaccharides. At the same time, the strategy used here to enhance 
the extracellular expression of BhLS 39 will also promote the efficient recombinant expression of 
other proteins in B. subtilis. 
Keywords: soybean oligosaccharides; levansucrase; Bacillus subtilis; chaperonin; extracellular 
expression 

 
大豆低聚糖是大豆中可溶性寡糖的总称，

具有增强机体免疫、降血压和防便秘等功能[1]，

受到研究人员广泛关注。然而，由于大豆低聚

糖中存在棉子糖，其进入动物机体后会被肠道

内的厌氧微生物发酵，导致肠胀气和腹痛等不

良症状[2]。另外，大豆低聚糖中的蔗糖含量较

高(约为 45%)[3]，严重限制了其在减肥食品和糖

尿病病人专用食品中的应用。利用果聚糖蔗糖

酶将棉子糖和蔗糖生成高益生元的蜜二糖和低

聚果糖(fructooligosaecharides, FOS)等组分可有

效解决上述问题[4-5]。其中，蜜二糖可促进人体

肠道对钙的吸收，FOS 能够刺激有益结肠乳酸

菌的生长并增强肠道免疫反应。因此，利用果

聚糖蔗糖酶转化大豆低聚糖中的蔗糖和棉子
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糖，对大豆低聚糖的提质增效具有重要意义。 
果聚糖蔗糖酶(fructan sucrase)属于糖苷水解

酶 GH68 家族，可催化水解、聚合和转果糖基这

3 种反应类型[6]。果聚糖蔗糖酶以蔗糖为底物，

可生成 β-(2,6)和 β-(2,1)型低聚果糖和果聚糖，即

左聚糖型和菊糖型[7]。其中，与菊糖型果糖聚合

物相比，左聚糖型果糖聚合物因具有抗肿瘤和抗

糖尿病等优点，益生元价值更高[8]。相应地，可

将果聚糖蔗糖酶分为左聚糖蔗糖酶(levansucrase)
和菊糖蔗糖酶(inulosucrase)[9]。果聚糖蔗糖酶的来

源广泛，其中，天然微生物宿主主要包括解淀粉

芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)[10]、枯草芽

孢杆菌 (Bacillus subtilis)[11]和运动发酵单胞菌

(Zymomonas mobilis)[12]等。目前，果聚糖蔗糖

酶主要应用于以蔗糖为底物进行的FOS的生产[13]。

然而，关于果聚糖蔗糖酶在大豆低聚糖中的酶

催化应用尚未见报道，究其原因是缺乏可同时

高效水解蔗糖和棉子糖的果聚糖蔗糖酶优良酶

资源，而且生产水平低。 
重组表达是大量获得目的蛋白的有效方

式。枯草芽孢杆菌是公认的食品安全菌，因其

具有蛋白合成与分泌能力强、易培养及遗传背

景清楚等优点，已被广泛用于食品酶的表达制

备[14]。在前期研究中，孙惟沁等[15]通过优化启

动子和发酵条件，将来源于肠系膜明串珠菌

(Leuconostoc mesenteroides) 的果聚糖蔗糖酶

LEME 在枯草芽孢杆菌中的胞外活性提高了

25.9 倍，达到 108.34 U/mL，是目前已知的最高

水平。除启动子和发酵条件外，胞内蛋白前体

中的信号肽、宿主菌胞外蛋白酶以及胞内外的

伴侣蛋白等也是影响靶蛋白在枯草芽孢杆菌中

重组表达水平的重要因素[16-18]。枯草芽孢杆菌

中目前已报道的胞内伴侣蛋白主要包括 Dnak- 
DnaJ-GrpE 和 GroES-GroEL 这 2 种复合物，胞

外伴侣蛋白主要是附着在细胞膜胞质外侧的

PrsA[19]。Yao 等[20]通过过表达胞内伴侣蛋白显

著减少了重组菌 WHS11YSA 胞内包涵体的形

成，并将 α-淀粉酶在枯草芽孢杆菌中的胞外重

组活性提高了 7.1 倍，达到了 1 496.8 U/mL。 
为解决果聚糖蔗糖酶优良酶资源匮乏以及

其生产水平低的问题，本研究首先挖掘具有优

良催化性能的果聚糖蔗糖酶，并经大肠杆菌重

组表达后，以蔗糖和棉子糖为底物研究其酶学

性质和催化性能。然后，将获得的果聚糖蔗糖

酶在枯草芽孢杆菌中进行重组胞外表达，并通

过共表达伴侣蛋白以提高果聚糖蔗糖酶的重组

表达水平。本研究的开展不仅有助于大豆低聚糖

的提质增效，同时也为提高其他蛋白在枯草芽孢

杆菌中的重组胞外表达水平提供了策略参考。 

1  材料与方法  
1.1  材料  
1.1.1  菌株和质粒  

宿主菌大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、
BL21(DE3)和 Trans1-T1，枯草芽孢杆菌 168 以

及 pBE-S、pBHSS 及 pET-28a(+)载体均为本实

验室前期构建和保藏。 

1.1.2  酶和试剂 
质粒小量制备试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回

收试剂盒、基因组抽提试剂盒和 BCA 试剂盒均

购于生工生物工程有限公司；抗生素购于上海

BBI 有限公司；限制性核酸内切酶与 DNA 聚合

酶分别购于 TaKaRa 公司和全式金公司；其他

常规试剂均购于国药集团化学试剂有限公司。 

1.1.3  培养基及溶液 
筛选培养基 (1.5 L)： 15 g 蔗糖， 15 g 

Na2HPO4·7H2O，1.5 g NH4Cl，0.75 g NaCl，4.5 g 
KH2PO4，22.5 g 琼脂，1.875 g 丙酮酸钠。人工

海水(0.5 L)：15 g 人工海盐。T-base 溶液(1.5 L)：
9 g KH2PO4，1.5 g 柠檬酸三钠二水合物 27.45 g 
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K2HPO4·3H2O，3 g (NH4)2SO4。其余培养基及

溶液均参考《分子实验克隆指南》[21]。 

1.2  方法 
1.2.1  产酶菌株的筛选及鉴定 

采集的样品具体信息见表 1。获得样品后

用冰袋运回实验室，放置于−20 ℃冰箱中保藏

备用。称取 2 g 样品与 18 mL 无菌海水混合后，

用无菌去离子水梯度稀释至 10−6。将稀释液均

匀地涂布在筛选板上，分别于 16、28、37 ℃下

孵育 6 d，定期观察平板上菌落的生长状态。挑

取板上的菌落到含 LB 培养基的 96 深孔板中，

于同一条件下培养 24 h。然后离心取上清，以

蔗糖为底物测上清液酶活性。再将高活性样品

以棉子糖为底物进行酶促反应，经 0.22 μm 滤

膜过滤后用高效液相色谱 (high performance 
liquid chromatography, HPLC)检测反应液成分。

在此基础上，筛选可高效将棉子糖水解成蜜二

糖的菌株。通过抽提目标菌株的基因组 DNA，

以其为模板进行 16S rRNA 扩增。在此基础上，

通过序列比对获得菌株 16S rRNA 的同源性信

息，确定目标菌株的种属。 

1.2.2  菌株的 16S rRNA 鉴定 
采用基因组抽提试剂盒抽提基因组后，利

用引物 F1/R1 进行 PCR 扩增获得 16S rRNA 基

因，引物见表 2。使用 TA 克隆法，将 pEASY-T3
克隆载体与 16S rRNA 基因片段进行连接，再

通过化学转化法转化至 E. coli Trans1-T1 中，获

得的阳性克隆抽提质粒后送上海生物生工公司

进行测序分析。 

1.2.3  果聚糖蔗糖酶重组表达载体的构建 
基于 16S rRNA 的测序结果，从 NCBI 中检

索与筛选菌株具有较高相似度的菌株。在此基

础上，基于上述菌株的基因组基因功能注释，

选取其中的果聚糖蔗糖酶基因，并经 BLAST
比对分析，设计通用引物 F2/R2 进行 PCR 扩增

目的基因。然后，利用限制性内切酶 Nde Ⅰ和
Xho Ⅰ于 37 ℃水浴中分别对目的基因和 pET-28a(+)
载体处理 1.5 h。经胶回收后，将获得的目的基

因和 pET-28a(+)载体片段进行连接转化，获得用

于在大肠杆菌中重组表达的表达载体。 
以 耐 盐 芽 孢 杆 菌 (Bacillus halotolerans) 

2M-39 基因组为模板，使用引物 F3/R3 扩增

bhLS 39 片段；以质粒 pBHSS 为模板，使用引

物 F4/R4 扩增线性化载体片段 C13-1；通过长

时间重叠延伸 PCR (prolonged overlap extension 
PCR, POE-PCR)将获得的 bhLS 39 片段和 C13-1
片段进行连接，构建 BhLS 39 在枯草芽孢杆菌

中的重组表达载体 pBHSS1 (图 1A)。 
 
表 1  样品信息 
Table 1  Sample information 
Collection site Sample type Water temperature/salinity pH Longitude (E) Latitude (N) 

Yongxing island intertidal zone Sediment 34 °C 8.1 112.3° 16.8° 

Yongxing island land Sediment 35 °C 8.1 112.3° 16.8° 

Shidao intertidal zone Sediment 30 °C 8.0 112°20′50″ 16°50′41″ 

Dalian Amber bay Rocky beach 31.3% 8.2 121°41′21.25″ 38°52′0.97″ 

Wafangdian xihaixing resort Beach  8.1% 8.1 121°54'39.29" 40°3'37.47" 

Zhuanghe Clam island Beach and mudflat 24.2% 8.3 123°2'2.66" 39°38'37.7" 

Dandong Donggang Mud flat 18.2% 7.4 124°32′0.31″ 39°49′0.9″ 

Yingkou Beihai red beach Rock beach and mudflat 22.9% 8.1 122°13′40.27″ 40°25′14.8″ 

Liaohe Lipstick beach Mudflat  2.4% 8.1 121°46′39.11″ 40°53′55.3″ 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer 
name 

Primer sequence (5′→3′) Purpose 

F1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S rRNA amplification 
R1 GGTTACCTTGTTACGACTT 
F2 GGGAATTCCATATGTATAACGAAGGGGTCACTA bhLS 39 amplification 
R2 CCGCTCGAGCTATGCTGATGGAACTGTTGGT 
F3 TAGTGATGGTGATGGTGATGTTTGTTAATTGTTAATTGTCCTT bhLS 39 amplification 
R3 ACATCAGCCGTAGGATCCATGAACATCAAAAAGTTTGC 
F4 AAGGACAATTAACAATTAACAAACATCACCATCACCATCACTA C13-1 linearized vector 

fragment amplification R4 GCAAACTTTTTGATGTTCATGGATCCTACGGCTGATGT 
F5 ACTAGTGTTCTTTTCTGTATGAAAATAGTTATTTCG Promoter PaprE amplification 
R5 ACGCGTCCCTCTCCTTTTGCTTAAGTTC 
F6 TGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGC Terminator Ter-1 amplification 
R6 CACTTCAACGCACCTTTCAGCTTACTTGGAAGTGGTTGCCG 
F7 CTTAAGCAAAAGGAGAGGGACGCGTATGAAGAAAATCGCAATAGCAG prsA amplification 
R7 GCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTATTTAGAATTGCTTGAAGAT 

GAAGAAG 
F8 CTTAAGCAAAAGGAGAGGGACGCGTATGTTAAAGCCATTAGGTGATCG 

CGTTG 
groESL amplification 

R8 GCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTACATCATTCCACCCATACCGC 
CCATG 

F9 CTTAAGCAAAAGGAGAGGGACGCGTATGAGTAAAGTTATCGGAATCGAC dnak amplification 
R9 GCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTATTTTTTGTTTTGGTCGTCG 
F10 TTCCGGCAACCACTTCCAAGTAAGCTGAAAGGTGCGTTGAAGTGTTG C13-2 linearized vector 

fragment amplification R10 TTCATACAGAAAAGAACACTAGTCCTTCCACCCTTTCGATCAATTC 
F11 TGATAGGTGGTATGTTTTCGCTTGAACTTTTAAAT Promoter P43 amplification 
R11 GTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGGTACCGCTA 
F12 CTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTG Terminator Ter-2 amplification 
R12 ACCAACACTTCAACGCACCTTTCAGCCAGATTACGCGCAGAAAAAAAG 

GATCT 
F13 CATTATAGGTAAGAGAGGAATGTACACATGAAGAAAATCGCAATAGCA prsA-2 amplification 
R13 TGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTTAGAATTGCTTGAAGATG 
F14 AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGGCTGAAAGGTGCGTTGAAGTGT 

TGGT 
C13-3 linearized vector 
fragment amplification 

R14 CAAGCGAAAACATACCACCTATCACCTTCCACCCTTTCGATCAATTCCA 
F15 TCTTTCCGGCAACCACTTCCAAGTAATGATAGGTGGTATGTTTTCGCTTG 

AAC 
Used with primer R13 for 
amplification of the 
P43-prsA-2-Ter-2 fragment  

 
以 pBE-S DNA 质粒为模板，分别使用引物

F5/R5 和 F6/R6扩增启动子 PaprE和终止子 Ter-1
片段。以 B. subtilis 168 基因组为模板，分别使

用引物 F7/R7、F8/R8 和 F9/R9 扩增伴侣蛋白编

码基因 prsA、groESL 和 dnaK。通过 Overlap-PCR
分别连接 PaprE、伴侣分子片段以及 Ter-1，构成
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串联片段。使用引物 F10/R10 从质粒 pBHSS1
中扩增线性化载体片段 C13-2。最后，使用

POE-PCR 连接各个串联片段和线性化载体片

段，生成质粒 pBHSS1-prsA、pBHSS1-dnaK 和

pBHSS1-groESL (图 1B-1D)。 
以质粒 pBHP 为模板，分别通过引物

F11/R11 和 F12/R12 扩增启动子 P43 和终止子

Ter-2。使用引物 F13/R13 从质粒 pBHSS1-prsA
中扩增目的片段 prsA-2。然后通过 Overlap-PCR
分别连接 P43、prsA-2 以及 Ter-2，构成串联片

段 P43-prsA-2-Ter-2。用引物 F14/R14 从质粒

pBHSS1 中扩增 C13-3 载体片段。最后，用

POE-PCR 连接串联片段和载体片段，构建质粒

pBHSS1-P43-prsA。 
使用引物 F5/R6 分别从质粒 pBHSS1-dnaK

及 pBHSS1-groESL 中扩增片段 PaprE-dnaK-Ter-1
及 PaprE-groESL-Ter-1。使用引物 F15/R13 从质

粒 pBHSS1-P43-prsA中扩增片段P43-prsA-2-Ter-2。
使用引物 F14/R10 从质粒 pBHSS1-groESL 中扩

增线性化载体片段 C13-4。最后，使用 POE-PCR
连接串联片段和线性化载体片段，生成质粒

pBHSS1-dnaK-prsA 及 pBHSS1-groESL-prsA(图
1E、1F)，相关引物见表 2。 

1.2.4  大肠杆菌的感受态制备及转化 
大肠杆菌的感受态制备及转化方法具体参

考文献[22]。 

1.2.5  大肠杆菌的诱导表达与酶分离纯化 
将含果聚糖蔗糖酶基因的重组表达载体转

化到 E. coli BL21(DE3)中构建相应的重组菌。

其中，以含 pET-28a(+)空载质粒的 E. coli 
BL21(DE3)菌株作对照。在 16 ℃、120 r/min 条
件下，利用 0.2 mmol/L IPTG 诱导表达 16 h。将

发酵液进行离心后收集菌体沉淀，通过加入柠

檬酸-磷酸氢二钠缓冲液悬浮后进行超声破碎， 

 

 
 

图 1  BhLS 39 的重组载体示意图    
Figure 1  Schematic of recombinant vector for BhLS 39. A: pBHSS1; B: pBHSS1-prsA; C: pBHSS1-dnaK; 
D: pBHSS1-groESL; E: pBHSS1-dnaK-prsA; F: pBHSS1-groESL-prsA. 
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并收集破碎上清。用 3 CV 去离子水(CV 为柱体

积)冲洗预装载柱。去离子水流出后，加入适量

硫酸镍。硫酸镍流出后，加入 1 CV 的 1×Binding 
buffer 平衡柱子。将破碎上清加至平衡好的镍柱

中，收集流出液。加入 1 CV 1×Binding buffer 冲
洗预装载柱，流出后分别加入不同浓度的咪唑

溶液洗脱，并收集洗脱液。利用 SDS-PAGE 检

测分离的样品纯度，通过透析去除离子，再使

用截留分子量为 10 kDa 的浓缩管进行样品浓缩。 

1.2.6  酶学性质分析 
以蔗糖为底物的果聚糖蔗糖酶活性测定：

取 50 μL 粗酶液样品，加入到含 430 μL 柠檬酸- 
磷酸氢二钠缓冲液(50 mmol/L，pH 6.5)和 120 μL
蔗糖(终浓度为 2%)体系中，混匀后在 35 ℃下孵育

10 min。然后，加入 300 μL 的 3,5-二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)终止反应，于 100 ℃
加热 10 min 后在 540 nm 波长下测混合液的吸光

值。酶活单位定义：在上述条件下，每 min 生成    
1 µmol 葡萄糖所需的酶量即为 1 个酶活单位(U)。 

以棉子糖为底物的果聚糖蔗糖酶活性测

定：取 50 μL 粗酶液样品，加入到含 430 μL 柠

檬酸-磷酸氢二钠缓冲液(50 mmol/L，pH 6.5)和
120 μL 棉子糖(终浓度为 3%)体系中，混匀后在

35 ℃下孵育 10 min。然后，于 100 ℃煮沸 10 min
后灭活。将反应液经适当稀释后进行高效液相

色谱(HPLC)检测产物蜜二糖的含量。酶活单位

定义：在上述条件下，每 min 生成 1 µmol 蜜二

糖所需的酶量即为 1 个酶活单位(U)。 
最适 pH 的测定：于 35 ℃下分别检测在不

同 pH 下(pH 3.0−8.0)的重组酶活性，以最高酶

活为 100%，计算相对酶活。 
pH稳定性的测定：将酶液分别置于 pH 4.0、

5.0、5.5、6.0 的柠檬酸 -磷酸氢二钠缓冲液     
(50 mmol/L)中于 35 ℃下孵育不同时间后，测定

重组酶的残余活力。以原酶液的酶活力为

100%，计算相对残留酶活。 
最适温度的测定：于 pH 6.5 下分别检测不

同温度下(30–70 ℃)的重组酶活性，以最高酶活

为 100%，计算相对酶活。 
温度稳定性的测定：分别于 35、40、45、

50 ℃的水浴锅中孵育不同时间后，测定重组酶

的残余活力。以原酶液的酶活为 100%，计算相

对残余酶活。 
动力学参数测定：参照 BCA 试剂盒的说明

书，拟合 BCA 标准蛋白曲线并测定蛋白的含量。

分别以蔗糖和棉子糖为底物测定重组酶的催化

反应动力学参数。其中，酶活测定的温度为 50 ℃，

底物分别为不同浓度的蔗糖(5–600 mmol/L)和
棉子糖(5–600 mmol/L)。通过对数据进行拟合分

析，得到 Km 及 Vmax 值。根据蛋白含量，计算催

化常数 Kcat 及催化效率 Kcat/Km。 

1.2.7  酶催化体系及方法 
果聚糖蔗糖酶对棉子糖的酶催化体系及其

优化：第一种反应体系，即在 1 mL 的反应体系

中，加酶量为 2 U，缓冲液为 pH 5.0 的柠檬酸-
磷酸氢二钠，反应底物棉子糖浓度分别为 65、
100、200、300 g/L。第二种反应体系，即在     
1 mL 的反应体系中，加酶量 5 U，缓冲液为 pH 
5.0 的柠檬酸-磷酸氢二钠，对应底物棉子糖浓

度分别为 65、100、200、300、400 g/L。分别

基于上述 2 种反应体系，于 40 ℃下反应 6 h 后

离心取上清，经 0.22 μm 的膜过滤后用 HPLC
测定反应体系各个组分的含量。 

果聚糖蔗糖酶对蔗糖的酶催化体系：在 
500 mmol/L 蔗糖中加入 1.5 U 果聚糖蔗糖酶，

在 40 ℃下反应相应的时间。反应结束后，在沸

水浴中加热 15 min 使酶失活，将样品离心后取

上清进行后续产物分析。 

1.2.8  酶催化产物分析 
薄层色谱(thin layer chromatography, TLC)
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分析：层析缸中提前加入配制好的展层剂(含有

1、4、9 mL 的水、氯仿和乙酸)，待硅胶板点

样后将点样孔端朝下放入层析缸中。结束后，

将硅胶板浸入显色剂中，干燥后于 90 ℃烘箱中

放置 15 min，从而使斑点显色。 
液相色谱-质谱(learning content management 

system, LC-MS) 连用分析：将酶催化反应的样

品煮沸离心后用 0.22 μm 滤膜过滤上清样品，

然后进行 LC-MS 检测。其中，LC-MS 检测过程

中以超纯水为流动相，设置 0.5 mL/min 的流速，

采用 Hi-plex Ca 色谱柱，样品上样量为 10 μL，
采用负离子模式，离子源为电喷雾电离源

(electrospray ionization source, ESI)，检测范围

为 50–2 000 m/z。 
HPLC 分析：将反应后的样品煮沸离心，

经 0.22 μm 的滤膜过滤后进行检测。其中，HPLC
检测过程中流动相为超纯水，流速为 0.5 mL/min，
色谱柱为 Hi-plex Ca，样品上样量为 20 μL，使

用的检测器为蒸发光检测器 (evaporative light 
scattering detector, ELSD)，蒸发器和雾化器温

度分别为 90 ℃和 80 ℃。 
傅里叶红外光谱(fourier transform infrared 

spectroscopy, FTIR)法分析产物多糖的结构，阐

明转糖苷产物糖苷键的主要功能基团及其类

型。取适量冷冻干燥后的反应液粉末，加入约

10 倍烘干的溴化钾，在研钵中混匀，磨成极细

的粉末。制成薄片后于红外光谱仪中，在设定

的波长范围内进行红外光谱扫描，输出并处理

分析谱图。 
核磁共振谱 (nuclear magnetic resonance 

spectroscopy, NMR)分析主要是将反应后的样

品用 Sevag 法除蛋白后干燥，溶解在氧化氘

(D2O)中(约 50 mg/mL)，利用 NMR 光谱仪记录

一维的碳谱(13C-NMR)。 
1.2.9  枯草芽孢杆菌感受态的制备与转化 

枯草芽孢杆菌的感受态制备及转化方法具

体参考文献[23]。 

1.2.10  枯草芽孢杆菌重组菌的摇瓶发酵 
从−80 ℃冰箱取保藏的甘油管在 LB 平板上

进行划线活化后，调单菌落在 Luria-Bertani(LB)
液体培养基中于 37 ℃下培养 12 h 获得种子液。

按照 2%的接种量转接到 100 mL 的 Yeast- 
Tryptone (YT)培养基中，于 33 ℃、200 r/min
下进行摇瓶培养。 

2  结果与分析  
2.1  产酶菌株的筛选及种属鉴定  

为了筛选可高效转化大豆低聚糖的果聚糖

蔗糖酶，分别从我国西沙群岛和渤海湾沿海区

域随机选取 9 个样本进行后续研究。结果发现，

经筛选后从上述样品中获得 68 株能水解蔗糖

的菌株，它们分别属于芽孢杆菌属、类芽孢杆

菌属、微小细菌属、不动细菌属以及普里斯特

氏菌属(图 2)。根据菌株所在筛选样品的来源地

进行分类统计后发现，上述菌株分别来源于辽

河口红海滩(15 株)、庄河市蛤蜊岛(9 株)、营口

北海红海滩(10 株)、丹东市东港(13 株)、瓦房

店市西海兴度假村(3 株)、永兴岛潮间带(8 株)、
大连市琥珀湾(2 株)、石岛潮间带(7 株)、永兴

岛陆地(1 株)。另外，不同来源的样品中所含的

菌株多样性存在明显的差异，这表明从合适的

区域选取样品对后续筛选获得目标菌株具有重

要意义(图 2)。 
在上述筛选到的 68 株菌株中，对棉子糖具

有较高水解活性的菌株为 2M-39，其具体信息

见表 3。基于菌株 2M-39 的 16S rRNA 序列信息，

在 NCBI 数据库中进行检索分析后发现，与其

相似度最高的菌株为 B. halotolerans，两者 16S 
rRNA 序列间的相似性为 99.87%。经文献调研

发现，目前尚未见关于 B. halotolerans 棉子糖

转化酶的报道。 
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图 2  产酶菌株的分布   1：辽河口红海滩；2：营口市北海红海滩；3：石岛潮间带；4：庄河市蛤蜊

岛；5：永兴岛陆地；6：丹东市东港；7：瓦房店市西海兴度假村；8：永兴岛潮间带；9：大连市琥珀湾。 
Figure 2  Distribution of enzyme-producing strains. 1: Liaohe Lipstick beach; 2: Yingkou Beihai red beach; 
3: Shidao intertidal zone; 4: Zhuanghe Clam island; 5: Yongxing island land; 6: Dandong Donggang; 7: 
Wafangdian Xihaixing resort; 8: Yongxing island intertidal zone; 9: Dalian Amber bay. 

 
表 3  菌株 2M-39 的来源及种属信息 
Table 3  Strain 2M-39 source and species information 
Number Similar strain Consistence Temperature (°C) Source Types 
2M-39 Bacillus halotolerans 99.87% 28 Yingkou Beihai red beach Mud flat 

 
2.2  果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 在 E. coli 中
的重组表达、纯化及其酶学性质表征 
2.2.1  果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 在 E. coli 中
的重组表达及纯化 

大肠杆菌因具有易培养、遗传操作简单和

发酵周期短等优点，是目前常用的工业微生物

表达宿主之一。为探究 B. halotolerans 2M-39
中的果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 在高效转化大豆低

聚糖中的应用价值，本研究首先将其在大肠杆

菌中进行重组表达，并对获得的重组酶的酶学

性质进行表征。将含有 bhLS 39 的重组表达载

体 pET-28a-BhLS 39 转化到 E. coli BL21 (DE3)
中，获得重组菌 EYC39。经摇瓶发酵后，对重

组菌 EYC39 的菌体破碎液上清和破碎沉淀样

品进行 SDS-PAGE 分析，结果如图 3 所示。其

中，重组菌 EYC39 的菌体破壁上清在 56 kDa
附近出现明显条带，与 BhLS 39 理论分子量大

小相符。进一步通过镍柱对重组菌的破碎上清

进行纯化，获得纯重组蛋白 BhLS 39 (图 3)。 

2.2.2  果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 的酶学性质

表征 
分别以蔗糖和棉子糖为底物，测定 BhLS 39

的最适 pH 和最适温度。结果表明，BhLS 39 以

蔗糖和棉子糖为底物时的最适 pH 值均为 5.5 
(图 4A)，最适温度分别为 50 ℃和 55 ℃ (图 4C)。
由于大豆低聚糖中蔗糖含量较棉子糖高，且
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BhLS 39基于两者的最适 pH值相同且最适温度

相近，为方便后续研究，仅基于蔗糖探究 BhLS 
39 的 pH 和温度稳定性。结果表明，BhLS 39
在 pH 6.0 下的半衰期为 4 h (图 4B)；BhLS 39
在 45 ℃下的半衰期为 30 min，当温度低于 45 ℃
时较为稳定(图 4D)。其中，在 35 ℃和 40 ℃水

浴中孵育 4 h 后酶活性仍在 55%以上。 
分别以蔗糖和棉子糖为底物，测定了 BhLS 

39 的动力学常数，结果如表 4 所示。其中，BhLS 
39 对棉子糖的 Km、Kcat 和 Kcat/Km 值分别是蔗

糖的 2.2、4.3 和 1.9 倍。上述结果表明，BhLS 39
对棉子糖的亲和性低于蔗糖，但对棉子糖的催

化效率高于蔗糖。 

 
 

图 3  BhLS 39 的 SDS-PAGE 分析   M：Marker；

泳道 1−3 分别为菌体破碎上清、菌体破碎沉淀   

和蛋白穿透液；泳道 4−7 分别为 30、50、200、     

1 000 mmol/L 咪唑。 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of BhLS 39. M: 
Marker; Lane 1: Cell lysate supernatants; Lane 2: 
Cell lysate precipitates; Lane 3: Protein penetrating 
solution; Lane 4−7: 30, 50, 200 and 1 000 mmol/L 
imidazole. 

 

 
 

图 4  pH 和温度对 BhLS 39 活性及稳定性的影响   A：最适 pH；B：pH 稳定性；C：最适温度；D：

温度稳定性。 
Figure 4  Effects of pH and temperature on the activity and stability of BhLS 39. A: The optimal pH; B: pH 
stability; C: The optimal temperature; D: Thermal stability. 
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表 4  BHLS 39 的动力学参数 
Table 4  Dynamic parameters of BhLS 39 
Substrate Vmax (μmol/(L·min)) Km (mmol/L) Kcat (s–1) Kcat/Km L/(mmol·s) 

Sucrose  38.5 33.5 113.3 3.4 

Raffinose 157.6 73.7 486.8 6.6 

 
2.3  果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 的催化性能

验证及产物表征 
2.3.1  BhLS 39对棉子糖的催化性能验证及

产物表征 
为探究 BhLS 39 转化棉子糖的能力，分别

从底物浓度、加酶量和反应时间的角度考察了

BhLS 39 对棉子糖的转化效果，结果如图 5 所

示。其中，当加酶量为 2 U 时(图 5A)，酶处    
理 0.5 h 即可将 65 g/L 的棉子糖全部水解，生产 
47 g/L 的蜜二糖；分别以 100、200、300 g/L
的棉子糖为底物，处理 1、4、3 h 后蜜二糖产

量可分别达到 48、143、202 g/L。当加酶量为

5 U 时(图 5B)，分别以 65、100、200、300、
400 g/L 的棉子糖为底物，处理 0.5 h 后蜜二糖

产量可分别达到 51、59、139、297、382 g/L，

后续处理时间延长并未有进一步显著提高蜜

二糖得率。 

2.3.2  BhLS 39对蔗糖的催化性能验证及产

物表征 
为探究 BhLS 39 催化蔗糖的产物特征，联

合 TLC、LC-MS、FTIR 和 NMR 技术对催化产

物进行检测分析。其中，基于酶催化产物的 TLC
检测结果(图 6A)可知，酶催化反应 5 h 后可将

大部分蔗糖降解，生成葡萄糖、果糖、FOS 和

果聚糖。基于 LC-MS 的检测结果，结合相对分

子质量不难推测，酶催化产物中含有单糖(图
6B)、二糖(图 6C)、三糖(图 6D)、四糖(图 6E)
和五糖(图 6F)。 

基于酶催化产物的 FTIR 分析结果(图 7A)
可知，在 2 118 cm–1 处有较宽的吸收峰，表明酶

催化产物中存在许多 β-糖苷键。另外，在 925 cm–1

和 832 cm–1 处包含重叠带，表明存在 D-呋喃糖

的对称伸缩振动和弯曲振动。因此，可初步判

断酶催化产物中的糖苷键为 β-(2,6)型。 
 

 
 

图 5  BhLS 39 催化棉子糖的产物分析 
Figure 5  Product analysis of raffinose catalyzed by BhLS 39. 
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为进一步确定酶催化产物的糖苷键型，对

其进行了 NMR 分析，结果如图 7B 所示。通过

比对 13C-NMR 谱图发现，产物的化学位移和

β-(2,6)果聚糖标准品的化学位移最为接近 (表
5)，证实了产物中的糖苷键为 β-(2,6)型，即获

得的果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 为 Levan 型蔗糖酶。 
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图 6  BhLS 39 对蔗糖催化产物的 TLC 和 LC-MS 分析   A：TLC 分析；B：单糖；C：二糖；D：三

糖；E：四糖；F：五糖。 
Figure 6  TLC and LC-MS analysis of sucrose catalyzed products by BhLS 39. A: TLC analysis; B: 
Monose; C: Disaccharide; D: Trisugar; E: Tetrasaccharide; F: Five sugars. 
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图 7  BhLS 39 对蔗糖催化产物的 FTIR 和 NMR 分析   A：FTIR 分析谱；B：13C-NMR 分析谱。 
Figure 7  FTIR and NMR analysis of sucrose catalyzed products by BhLS 39. A: FTIR transglycoside 
analysis; B: 13C-NMR spectra. 

 

表 5  BHLS 39 合成产物的 13C-NMR 位移标准品对比 
Table 5  Comparison of 13C-NMR shift standards for products synthesized by BhLS 39 
C atomic chemical shift Transglycoside product β-(2,6) fructan standard β-(2,1) fructan standard 

C-1  60.8  60.7  62.1 
C-2 104.3 104.2 103.3 
C-3  75.8  76.3  77.2 
C-4  74.2  75.2  74.3 
C-5  80.7  80.3  81.1 
C-6  63.4  63.4  62.2 

 
2.4  果聚糖蔗糖酶 BhLS 39 在枯草芽孢

杆菌中的重组胞外表达及优化 
2.4.1  BhLS 39的枯草芽孢杆菌重组菌的构

建及摇瓶发酵 
由于 BhLS 39在大肠杆菌中是胞内表达(图

3)，且大肠杆菌会产生内毒素 [24]，故不利于

BhLS 39 的下游分离提取，限制了 BhLS 39 在

食品行业中的应用。为解决上述问题，本文将

BhLS 39在枯草芽孢杆菌中进行重组胞外表达。

将构建的含有 BhLS 39 的重组表达载体
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pBHSS1 (图 1A)转到 B. subtilis WB600 中，从

而构建重组菌 BsLS。经摇瓶发酵后发现，重组

菌胞外 BhLS 39 活性随着发酵时间的延长逐渐

降低(图 8A)。其中，培养 12 h 后重组菌 BsLS
胞外活性最高，为 3.28 U/mL。根据 SDS-PAGE
的检测结果(图 8B)可知，重组菌 BsLS 仅可在

摇瓶发酵 12 h 后的胞外上清中检测到与理论分

子量(约 56 kDa)相符的蛋白条带，这与其胞外

活性相符(图 8A)。上述结果表明，重组菌 BsLS
发酵过程中分泌的胞外蛋白酶对 BhLS 39 降解

可能是其胞外活性降低的重要原因。另外，由

图 8B 可知，重组菌 BsLS 在摇瓶发酵过程中，

其菌体破碎沉淀样品中存在包涵体，这表明胞

内合成的 BhLS 39 蛋白前体未能及时有效地实

现跨膜分泌是限制其高效胞外表达的关键因素

之一。 

2.4.2  共表达伴侣蛋白对 BhLS 39 重组胞

外表达的影响 
为探究重组菌胞外的蛋白折叠能力的提高

以及胞内的蛋白折叠环境的改善对 BhLS 39 重

组表达的影响，分别构建了共表达 PrsA、DnaK
和 GroESL 的重组表达载体 pBHSS1-prsA (图

1B)、pBHSS1- dnaK (图 1C)和 pBHSS1-groESL 
(图 1D)。然后，以 B. subtilis WB600 为表达宿主，

分别构建了相应的重组菌 BsLS-PrsA、BsLS-DnaK
和 BsLS-GroESL。 

经摇瓶发酵后发现，重组菌 BsLS-PrsA 的

胞外 BhLS 39 活性随着培养时间的延长呈先增

加后减少的趋势。培养 24 h 后，胞外 BhLS 39
活性达到最大，为 16.73 U/mL (图 9)，是对照

菌 BsLS 胞外酶活(3.28 U/mL)的 5.1 倍，这表明

通过共表达胞外伴侣蛋白 PrsA 是提高 BhLS 39
重组胞外表达的有效策略。另外，重组菌

BsLS-DnaK 和 BsLS-GroESL 的最高胞外 BhLS 
39 活性分别为 16.07 U/mL 和 12.14 U/mL (图 9)，
分别是对照菌 BsLS 胞外酶活(3.28 U/mL)的 
4.9 倍和 3.7 倍。其中，重组菌 BsLS-DnaK 胞外

酶活是 BsLS-GroESL 的 1.32 倍，这表明共表达

DnaK 可能更有利于维持 BhLS 39 胞内蛋白前

体处于可转运的未完全折叠状态，从而促进其

胞外分泌表达。 
由于分别单独共表达胞外伴侣蛋白 PrsA

和胞内伴侣蛋白DnaK或GroESL均可有效提高

BhLS 39 在枯草芽孢杆菌中的胞外表达量(图 9)， 
 

 
 

图 8  BhLS 39 在枯草芽孢杆菌中的重组胞外表达   A：重组菌 BsLS 的胞外 BhLS 39 活性；B：

SDS-PAGE 分析结果。M：Marker；泳道 1–4：12、24、36、48 h 的重组菌发酵上清；泳道 5–8：12、
24、36、48 h 的菌体破碎上清；泳道 9–12：12、24、36、48 h 的菌体破碎沉淀。 
Figure 8  Recombinant extracellular expression of BhLS 39 in B. subtilis. A: Extracellular BhLS 39 activity 
of BsLS; B: SDS-PAGE analysis results. M: Marker; Lanes 1–4:12, 24, 36, 48 h fermentation supernatants; 
Lane 5–8:12, 24, 36, 48 h cell lysate supernatants; Lane 9–12: 12, 24, 36, 48 h cell lysate precipitates. 
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图 9  重组菌摇瓶发酵的胞外 BhLS 39 活性曲线 
Figure 9  Shake flask fermentation extracellular 
BhLS 39 activity profile of recombinant strain. 
 

因此进一步考察了串联共表达胞内和胞外伴侣

蛋白对 BhLS 39 重组胞外表达的影响。首先，

分 别 构 建 了 串 联 共 表 达 DnaK-PrsA 和

GroESL-PrsA 的重组载体 pBHSS1-dnaK-prsA
和 pBHSS1-groESL-prsA (图 1E、1F)，在此基础

上，以 B. subtilis WB600 为表达宿主，分别获得

相应的重组菌BsLS-DnaK-PrsA和BsLS-GroESL- 
PrsA。经摇瓶发酵后，重组菌 BsLS-DnaK-PrsA
和 BsLS-GroESL-PrsA 的胞外 BhLS 39 活性均

呈逐渐降低的趋势，两者的胞外 BhLS 39 活性均在

发酵 12 h 后达到最高，分别为 17.00 和 10.59 U/mL 
(图 9)，分别是对照菌 BsLS 胞外酶活(3.28 U/mL)
的 5.2 倍和 3.2 倍。尽管重组菌 BsLS-DnaK-PrsA
经摇瓶发酵后的胞外 BhLS 39 活性较重组菌

BsLS-PrsA的胞外酶活(16.73 U/mL)无明显提高

(P>0.05)，但是其胞外表达 BhLS 39 的生产效率是

重组菌 BsLS-PrsA 的 2 倍[1.42 vs. 0.70 U/(mL·h)]。
上述结果表明，与重组菌 BsLS-PrsA 相比，重

组菌 BsLS-DnaK-PrsA 在 BhLS 39 后续工业化

生产中的应用价值更高。 

3  讨论与结论 
果聚糖蔗糖酶能够以蔗糖为底物生成 FOS

和果聚糖，以棉子糖为底物生成高附加值的蜜

二糖[5]，对于大豆低聚糖的提质增效具有重要

意义。然而，已报道的果聚糖蔗糖酶普遍存在

对棉子糖的催化效率较低且难以实现酶蛋白的

高表达制备等问题，限制了果聚糖蔗糖酶在大

豆低聚糖加工行业中的应用。针对上述问题，

本研究挖掘了优良的果聚糖蔗糖酶资源，并开

展其高效重组胞外表达的研究，从而促进大豆

低聚糖的提质增效。 
本研究首先从我国西沙群岛和渤海湾沿海

区域进行取样，经筛选后获得了一株可高效转

化蔗糖和棉子糖的菌株 B. halotolerans 2M-39，
这是首次报道该菌株来源的果聚糖蔗糖酶。然

后，利用具有易培养和遗传操作简单等优点的

大肠杆菌对 B. halotolerans 2M-39 来源的果聚

糖蔗糖酶 BhLS 39 进行重组表达，并经镍柱纯

化后获得纯酶。在此基础上，开展重组 BhLS 39
的酶学性质研究。结果显示，本研究中的 BhLS 
39 与来源于罗氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri) 
LTH5448[25]和枯草芽孢杆菌[26]的果聚糖蔗糖酶

具有相似的酶学性质。值得一提的是，BhLS 39
以棉子糖为底物时的 Kcat 为 486.8 s–1，这是目前

报道对棉子糖 Kcat 最高的果聚糖蔗糖酶。另外，

利用 5 U 的 BhLS 39 对 400 g/L 棉子糖处理 0.5 h
后，可得到 382 g/L 蜜二糖，转化率为 84.6%，

高于前期 Xu 等 [4]报道的水平。联合 TLC、

LC-MS、FTIR 和 NMR 技术，对 BhLS 39 催化

蔗糖酶的产物进行检测可知，BhLS 39 为 Levan
型果聚糖蔗糖酶，其催化蔗糖后可生成含有

β-(2,6)键的 Levan 型 FOS 和果聚糖，这与前期

文献报道结果一致，即芽孢杆菌来源的果聚糖蔗

糖酶通常为左聚糖蔗糖酶[27]。本研究的结果表

明，BhLS 39 在高效转化大豆低聚糖方面具有

重要的应用潜力，后续还需通过开展 BhLS 39
对大豆低聚糖的转化实验进一步验证其实际应
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用效果。 
为推进 BhLS 39 的实际应用进程，本研究

以枯草芽孢杆菌为表达宿主对 BhLS 39 进行了

重组胞外表达，获得的重组菌 BsLS 经摇瓶发

酵 12 h 后胞外酶活最高 (3.28 U/mL)。基于

SDS-PAGE 结果可知(图 8B)，BhLS 39 的胞外

降解和胞内蛋白前体未能及时有效地实现跨膜

分泌是限制其高效胞外表达的关键因素。通过

敲除宿主菌胞外蛋白酶基因或者过表达胞外伴

侣蛋白基因，从而降低宿主菌胞外降解活性或

提高胞外蛋白折叠能力是目前缓解异源蛋白在

枯草芽孢杆菌中胞外降解的有效策略[28]。胞内伴

侣蛋白是辅助菌体胞内蛋白前体快速折叠成正

确结构或维持可转运的未完全折叠状态的关键

因子。枯草芽孢杆菌中目前已知的胞外伴侣蛋白

主要是 PrsA，胞内伴侣蛋白主要包括 DnaK 系列

和 GroE 系列[29]。 

为进一步提高 BhLS 39 在枯草芽孢杆菌中

的胞外表达水平，本研究通过共表达胞外和胞

内伴侣蛋白，改善重组菌胞外和胞内的蛋白折

叠环境。结果表明，通过串联共表达胞外伴侣

蛋白 PrsA 和胞内伴侣蛋白 DnaK 获得的重组菌

BsLS-DnaK-PrsA，经摇瓶发酵 12 h 后的胞外

BhLS 39 活性为 17 U/mL (图 9)，是对照菌 BsLS
胞外酶活的 5.2 倍。类似地，在前期研究中，

共表达 DnaK 和 PrsA 也被证明是提高其他重组

蛋白在枯草芽孢杆菌中胞外表达的有效策略。

例如，Chen 等[30]通过共表达 DnaK 将 D-阿洛酮

糖 3-差向异构酶 DPEase 在枯草芽孢就中的胞

外酶活提高了 1.6 倍；Zhu 等[31]通过共表达 PrsA
将超嗜热 α-淀粉酶 Pfa 在枯草芽孢杆菌中的重

组胞外活性提高了 2.7 倍。除优化重组菌胞内

外的蛋白折叠环境外，优化目的基因的转录强

度、目的蛋白的分泌能力以及重组菌的生长环

境也是前期文献中提高外源蛋白在枯草芽孢杆

菌中重组表达水平常采用的策略[15-16,32]。因此，

后续可尝试通过优化启动子、信号肽和重组菌

发酵条件进一步提高 BhLS 39 在枯草芽孢杆菌

中的胞外活性。 
综上，本研究报道了一种新果聚糖蔗糖酶

BhLS 39，并通过共表达伴侣蛋白提高了其在枯

草芽孢杆菌中的重组胞外表达水平。本研究的

开展不仅有利于促进大豆低聚糖的提质增效，

提升大豆加工行业的经济效益，同时也为其他

重组蛋白在枯草芽孢杆菌中高效胞外表达提供

了策略参考。 
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