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摘  要: 酶转化法是功能性稀少糖生产的重要途径，但单一稀少糖转化酶的转化率普遍较低。文中提出构建双

酶偶联转化系统提高转化效率的思路，即利用 D-阿洛酮糖 3-差向异构酶 (D-psicose 3-epimerase, DPE) 和 L-
鼠李糖异构酶 (L-rhamnose isomerase, L-RhI) 双酶偶联反应，催化 D-果糖生成 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖等功能

性稀少糖。DPE 和 L-RhI 加酶量的比例为 1∶10，其中 DPE 的浓度为 0.05 mg/mL；转化反应的最佳温度为     
60 ℃，最适 pH 为 9.0。当 D-果糖浓度为 2%时，反应 10 h 达到平衡，此时 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖的产量分

别为 5.12 和 2.04 g/L。利用文中提出的双酶偶联系统可以将果葡糖浆等富含果糖的低附加值原料转化为含有功

能性稀少糖的高附加值混合糖液。 
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Abstract:  Enzymatic conversion is very important to produce functional rare sugars, but the conversion rate of single 
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enzymes is generally low. To increase the conversion rate, a dual-enzyme coupled reaction system was developed. 
Dual-enzyme coupled reaction system was constructed using D-psicose-3-epimerase (DPE) and L-rhamnose isomerase 
(L-RhI), and used to convert D-fructose to D-psicose and D-allose. The ratio of DPE and L-RhI was 1:10 (W/W), and the 
concentration of DPE was 0.05 mg/mL. The optimum temperature was 60 ℃ and pH was 9.0. When the concentration of 
D-fructose was 2%, the reaction reached its equilibrium after 10 h, and the yield of D-psicose and D-allose was 5.12 and 
2.04 g/L, respectively. Using the dual-enzymes coupled system developed in the current study, we could obtain sugar syrup 
containing functional rare sugar from fructose-rich raw material, such as high fructose corn syrup. 

Keywords:  rare sugar, dual-enzyme coupled reaction, D-psicose-3-epimerase, L-rhamnose isomerase

稀少糖是自然界中存在但含量极少的一类

单糖及其衍生物。作为一种功能性甜味剂，稀少

糖具有低热量、低吸收、抗龋齿、降血糖、改善

肠道菌群等理化性质[1-4]。例如，D-阿洛酮糖可

以改善肠道菌群、降低血糖、抗龋齿等[5-8]，D-

阿洛糖具有抑制活性氧、抑制癌细胞增殖等功 

能[9-12]。因此，功能性稀少糖在膳食、保健、医

药等领域拥有广阔的应用前景。 

2002 年，Izumori 教授建立了稀少糖的生物

转化生产策略——Izumoring 方法[13-14]。根据该

方法利用酮糖差向异构酶、醛糖异构酶和多元醇

脱氢酶可实现单糖与糖醇之间的相互转化[15-18]。

前期工作中，本实验室建立了稀少糖转化酶的筛

选平台，从各类环境样品中筛选得到含有不同稀

少糖转化酶的微生物，并成功对其稀少糖转化酶

进行克隆、异源表达和性质研究。例如，来源于

瘤胃菌 Ruminococcus sp.的 D-阿洛酮糖 3-差向异

构酶 (D-psicose 3-epimerase, DPE)，可以将 D-

果糖转化为 D-阿洛酮糖[19]；来源于枯草芽胞杆

菌 Bacillus subtilis 168 的 L-鼠李糖异构酶 

(L-rhamnose isomerase, L-RhI) ，可以将 D-阿洛

酮糖转化为 D-阿洛糖[20]。 

但是，DPE 的转化率普遍较低[19,21-24]，因此

本研究提出利用双酶偶联转化系统提高转化效

率的思路。即以 D-果糖作为底物，利用 DPE 和

L-RhI 同时生产 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖。由于

D-阿洛糖的生成会消耗部分 D-阿洛酮糖，从而

促进整个反应向生成功能性稀少糖的方向进行，

提高了底物的转化率 (图 1)。 

果葡糖浆、菊芋提取物中含有较高浓度的果

糖，利用 DPE、L-RhI 双酶偶联转化方法，以这

些低附加值原料为底物，可以获得含有 D-阿洛

酮糖和 D-阿洛糖等功能性稀少糖的高附加值混

合糖液，为利用酶法获得含有功能性稀少糖的果

糖高附加值产物的开发应用提供了新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  生化试剂 

D-果糖、 D-阿洛酮糖、D-阿洛糖等稀少糖 

 
 

 
 

 
图 1  双酶偶联转化系统的反应 
Fig. 1  Reaction of dual enzyme-coupled system. 
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购自 Sigma Aldrich。蛋白胨、酵母粉、琼脂及其

他试剂均为分析纯。 

1.1.2  菌种 

异源表达 DPE 的菌种为 E. coli BL21 

pET-RDPE，异源表达 L-RhI 的菌种为 E. coli 

BL21 pET-21a-L-RhI，均为实验室前期构建。 

E. coli 的培养基为 Luria-Bertani (LB) 培  

养基。 

1.2  方法 
1.2.1  酶的表达与纯化 

分别将携带 DPE 和 L-RhI 基因的重组大肠杆

菌接入含有终浓度为 100 mg/L 氨苄青霉素的 LB

培养基中，37 ℃、200 r/min 培养至 OD600 为

0.8–1.0 后，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG，

20 ℃、100 r/min 继续培养过夜。  

培养结束后，10 000 r/min 离心 5 min 收集

菌体，弃去上清，菌体沉淀用破碎缓冲液     

(50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0) 悬浮，并在冰上超

声破碎细胞，然后于 4 ℃、12 000 r/min 离心    

30 min，上清即为粗酶液。  

将粗酶液经过镍离子亲和层析柱纯化目标

蛋白，所用纯化系统为 ÄKTA PurifierTM 100 (GE 

Healthcare Biosciences)。将粗酶液经 0.45 μm 的

膜过滤后，上样 His-Trap 镍离子螯合柱(结合缓

冲液：20 mmol/L Tris-HCl，0.5 mol/L NaCl，    

40 mmol/L 咪唑，pH 8.0)，以高咪唑含量的缓冲

液 进 行 线性 洗 脱 ( 洗脱 缓 冲 液： 20 mmol/L 

Tris-HCl，0.5 mol/L NaCl，0.5 mol/L 咪唑，    

pH 8.0)。收集目的蛋白洗脱峰，对于 DPE 用       

50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液 (pH 8.0) 进行脱盐和

浓缩，对于 L-RhI 用 50 mmol/L Glycine-NaOH 缓

冲液 (pH 9.0) 进行脱盐和浓缩，SDS-PAGE 检测

纯化所得蛋白的纯度。 

1.2.2  酶最佳比例的摸索 

DPE、L-RhI 双酶偶联系统转化 D-果糖的标准

反应体系为：以 50 mmol/L Glycine-NaOH (pH 9.0)

作为缓冲液，并添加 1 mmol/L Mn2+，以 2% D-

果糖作为底物。DPE 的加酶量为 0.05 mg/mL，

L-RhI 的加酶量分别为 0.1、0.25、0.5 mg/mL，即

两酶的质量比分别为 1∶2、1∶5、1∶10。60 ℃

下反应至平衡。 

1.2.3  最佳反应温度的摸索 

以 2% D-果糖作为底物，DPE 和 L-RhI 的加酶

量分别为 0.05 mg/mL 和 0.5 mg/mL。在含有       

1 mmol/L Mn2+ 的 50 mmol/L Glycine-NaOH 缓冲液 

(pH 9.0)中，不同温度(30–70 )℃ 下反应 5 h，沸水浴

5 min 终止反应，检测 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖的

产率。 

1.2.4  最佳反应 pH 的摸索 

以 2% D-果糖作为底物，DPE 和 L-RhI 的加酶

量分别为 0.05 mg/mL 和 0.5 mg/mL。在含有       

1 mmol/L Mn2+ 的不同 pH (5.0–10.0) 的缓冲液中 

(pH 5.0、6.0 使用醋酸-醋酸钠缓冲液，pH 7.0、

8.0 使用 Tris-HCl 缓冲液，pH 9.0、10.0 使用甘

氨酸-氢氧化钠缓冲液)，60 ℃下反应 5 h，沸水

浴 5 min 终止反应，检测 D-阿洛酮糖和 D-阿洛

糖的产率。 

1.2.5  反应进程的测定 

采用 DPE、L-RhI 双酶偶联系统转化 D-果糖

的标准反应体系：利用甘氨酸-氢氧化钠缓冲液

(pH 9.0)，以 2% D-果糖作为底物，DPE 和 L-RhI

的加酶量分别为 0.05 mg/mL 和 0.5 mg/mL，60 ℃
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条件下反应至平衡。以 HPLC 测定 D-果糖、D-

阿洛酮糖和 D-阿洛糖随时间的变化趋势，绘制

反应进程曲线。 

1.2.6  糖的检测 

仪器为安捷伦高效液相色谱仪 1200，分析

柱：日立 GL-C611 糖分析柱，流动相：10−4 mol/L 

NaOH，流速：0.7 mL/min，柱温：60 ℃，检测

器：示差折光检测器。以 Sigma 公司生产的 D-

果糖、D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖纯品为标准品，

将上例得到的样品进行分析，上样量为 10 μL。 

2  结果与分析 

2.1  酶的表达与纯化 
携带 DPE 和 L-RhI 基因的重组菌经 IPTG 诱

导后，均有蛋白表达，并且将菌体破碎后，发现

表达产物几乎全部为可溶性蛋白，包涵体很少。 

重组 DPE 和 L-RhI 蛋白经过 His Trap HP 亲

和色谱一步纯化后，即得到纯度≥95%的电泳纯的

重组蛋白质 (图 2)。重组 DPE 和 L-RhI 蛋白的理

论分子量分别约 33 kDa 和 49 kDa，12％聚丙烯

酰胺凝胶电泳的结果显示，目的蛋白条带大小符

合预期。 

RDPE 的产量较高，每升发酵液产纯酶约为

150 mg，该酶对 D-果糖的酶活为 8.95 U/mg[19]；但

L-RhI 的产量较低，每升发酵液产纯酶只有大约  

10 mg，该酶对 D-阿洛酮糖的酶活为 0.32 U/mg[20]。 

2.2  酶最佳比例的摸索 
采用 DPE、L-RhI 双酶偶联系统转化 D-果糖

的标准反应体系，DPE 和 L-RhI 的加酶质量比分

别为 1∶2、1∶5、1∶10。以 HPLC 测定产物的

组分以及各组分的含量，结果如表 1 所示。 

 
 

图 2  DPE 与 L-RhI 的纯酶电泳图 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of DPE and L-RhI pure 
enzyme. 

 
表 1  不同加酶量时反应液中各组分的含量 
Table 1  Content of sugars in reaction solution at 
different enzyme dosage 

RDPE:L-RhI
 (W/W)  

D-fructose 
 (%)  

D-allose 
 (%)  

D-psicose
 (%)  

1:2 66.8 8.1 25.1 

1:5 65.8 9.9 24.3 

1:10 64.2 12.1 23.7 

 
双酶偶联转化系统中，L-RhI 的加入转化了

部分的 D-阿洛酮糖，使得 DPE 催化的反应向生

成 D-阿洛酮糖的方向移动，从而提高了 D-果糖

的转化率。另外，由于在反应体系中，DPE 酶活

较高，而 L-RhI 酶活较低，因此 L-RhI 是双酶偶

联转化系统中的限速酶，其加入量较低时需要很

长的时间反应才能达到平衡。 

通过增加 L-RhI 的酶量，有助于 D-阿洛糖的

生成，当 DPE：L-RhI=1∶10 (W/W)，双酶偶联

转化系统达到平衡时，此时 D-果糖与 D-阿洛酮
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糖的质量比约为 3∶1，D-阿洛酮糖与 D-阿洛糖

的质量比约为 2∶1，分别为两个酶催化反应平

衡时的底物与产物的比例。 

根据以上实验结果可以看出，通过提高

L-RhI 添加的比例，可以弥补该酶活性和稳定性

较差的缺点。最终确定 DPE 和 L-RhI 加酶量的比

例为 1∶10 (反应体系中 RDPE 的终浓度为   

0.05 mg/mL)。此时，产物的组成如图 3 所示，除

D-阿洛酮糖、D-阿洛糖以外，还有少量副产物出

现。根据出峰时间推测该副产物应为 D-葡萄糖，

是因为反应时间过长，D-果糖在 L-RhI 催化作用

下发生异构化，转化为 D-葡萄糖。 

2.3  双酶偶联转化系统最佳条件的探索 
2.3.1  反应温度对转化效率的影响 

实验结果如图 4 所示，随着温度的升高，D-

阿洛酮糖和 D-阿洛糖的含量逐渐增加。这是因为

随着温度的升高，DPE 和 L-RhI 的活性逐渐增强，

在相同的反应时间内，果糖的转化效率也随之提

高。但继续提高反应温度会加速酶的失活，使反

应难以达到真正的平衡。实验表明：温度大于  

60 ℃时，DPE 的活性会逐渐下降，并且酶的热稳

定性也逐渐降低[19]；而当温度分别为 60 ℃、65 ℃、

70 ℃和 75 ℃时，反应 1 h，L-RhI 的相对酶活比

为 100:91:35:30。因此该反应体系的最适反应温

度确定为 60 ℃。 

 
 

 
 
 

图 3  反应平衡时反应液中各组分的 HPLC 分析 
Fig. 3  HPLC analysis of sugars in reaction solution at reaction equilibrium. 
 



韩文佳 等/双酶偶联转化果糖制备含有稀少糖的混合糖液     

cjb@im.ac.cn 

95

 
 

 
 

图 4  温度对转化率的影响 

Fig. 4  Effect of temperature on the conversion rate. 
 
2.3.2  反应 pH 对转化效率的影响 

实验结果如图 5 所示，随着反应体系 pH 的

升高，果糖转化率逐渐提高，稀少糖的总量和

D-阿洛糖的含量明显增加。当 pH 为 9.0 和 10.0

时，生成的 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖的含量基本

一致，且高于其他 pH 下的产量。但是，当 pH

为 10.0 时有副产物出现，而其他 pH 下几乎没有                                                         

副产物出现。HPLC 检测和标样对比显示该副产

物可能为 D-葡萄糖；Leang 等报道来源于施氏假

单胞菌 Pseudomonas stutzeri 的 L-RhI 可以催化 
 

 
 

图 5  pH 对转化率的影响 

Fig. 5  Effect of pH on the conversion rate. 

D-葡萄糖和 D-果糖的相互转化[25]，故推测 pH

较高时，L-RhI 对 D-果糖的活性变高，可以将

D-果糖转化为 D-葡萄糖。综上所述，该反应体

系的最适 pH 确定为 9.0。 

2.4  双酶偶联系统转化反应进程 
以 2%果糖作为底物测定 DPE、L-RhI 双酶偶

联系统转化反应的进程曲线，结果如图 6 所示。

可见 DPE 催化的 D-果糖转化为 D-阿洛酮糖的反

应在很短的时间内就达到平衡，1 h 后 D-阿洛酮

糖的含量基本没有明显变化。而 L-RhI 的催化活

性较低，反应需经历较长的时间达到平衡。随反

应进行，D-阿洛糖的含量逐渐增加，D-果糖的含

量小幅下降，大约 10 h 后反应达到平衡。此时，

D-果糖的含量约为 64%，比 DPE 单酶反应平衡

时的转化率有了较明显的增加。 

 

 
 

图 6  双酶偶联系统的反应进程 

Fig. 6  Reaction process of dual enzyme-coupled 
system. 
 

3  结论 

文中利用 DPE 和 L-RhI 构建双酶偶联反应体

系，催化 D-果糖生成 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖等
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功能性稀少糖。通过实验确定 DPE 和 L-RhI 加酶

量 的 比 例 为 1 ∶ 10 ， 其 中 DPE 的 浓 度 为        

0.05 mg/mL；转化反应的最佳温度为 60 ℃，最佳

pH 为 9.0。当 D-果糖浓度为 2%时，经过 10 h 反

应达到平衡，此时 D-阿洛酮糖和 D-阿洛糖的产

量分别为 5.12 和 2.04 g/L。实验证明，多级反应

生物转化，如酶的偶联反应，能够更有效地将廉

价底物单糖转化为高附加值的稀少糖，可以作为

功能性稀少糖开发应用的研究基础。 
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