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研究报告 

蔗糖富集环境中蔗糖磷酸化酶的酶学性质研究与改造 
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摘  要：【背景】蔗糖富集土壤是蔗糖磷酸化酶的重要来源之一。此酶能以较廉价的蔗糖为底物进行

转葡萄糖基反应，改善受体底物的理化性质，因而具有重要的应用价值。【目的】研究蔗糖富集土壤

中蔗糖磷酸化酶的酶学性质和转糖苷活性，为其更优质的改造提供材料和理论基础。【方法】将宏基

因组中获得的蔗糖磷酸化酶基因克隆到表达载体上构建重组大肠杆菌，诱导表达并进行镍亲和层析

纯化蛋白。以蔗糖为底物测量重组酶的基本酶学性质，研究其对糖类底物的转糖苷活性。通过底

物通道分析，利用反向 PCR 技术对其第 155 位点进行饱和突变，并测定突变体基本酶学性质和转

糖苷活性。【结果】纯化的酶蛋白分子量大小约为 56 kD，活性状态时以三聚体形式存在。在以蔗

糖为底物时，最适温度和最适 pH 值分别为 55 °C 和 6.5；Km 和 Vmax 值分别为 23.1±2.4 mmol/L 和

407.9±8.5 μmol/(mg·min)，对第 155 位点进行了定点饱和突变，获得了部分酶学性质或转糖苷活性

改善的突变体。【结论】宏基因组中蔗糖磷酸化酶的研究丰富了酶学数据，并通过分子改造获得了部

分性质更优的突变体，为转糖苷活性关键氨基酸的研究和该酶的工业应用奠定了基础。 
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Abstract: [Background] The metagenome of sucrose-enriched soil is one of the important sources of 
sucrose phosphorylase. The enzyme has important applications in industries, as it can catalyze 
transglycosylation reaction to improve the properties of the receptors using cheap sucrose. [Objective] 
The properties and transglycosylation activity of sucrose phosphorylase isolated from the metagenome 
were studied, providing foundation and research materials for better modification. [Methods] A gene 
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encoding sucrose phosphorylase from metagenomic library was cloned into the expression vector pSE380, 
and the recombinant strain was constructed. Then, the target protein was purified by nickel affinity 
chromatography. The properties were determined using sucrose as substrate, and transglycosylation 
activities of the carbohydrate receptors were also investigated. After protein modeling and substrate 
channel were analyzed, the site-saturation mutagenesis at the amino acid 155 was performed by reverse 
PCR. The enzymatic properties and transglycosylation activity of the mutants also were studied in detail. 
[Results] The molecular weight of purified protein is about 56 kD. And the recombinant protein exists in 
the form of a trimer in the active state. The optimum temperature and pH value were 55 °C and 6.5, 
respectively; Km and Vmax value were 23.1±2.4 mmol/L and 407.9±8.5 μmol/(mg·min) using sucrose as 
substrate. Among the site-directed saturation mutants of the amino acid 155, some mutants showed 
improved enzymatic properties or transglycosylation activities. [Conclusion] The study of sucrose 
phosphorylase from the metagenomics enriched the enzymatic data. The mutants with better properties 
were obtained, which provides theoretical foundation for researching on key amino acids related to 
transglycosylation and the applications of sucrose phosphorylase. 

Keywords: Sucrose phosphorylase, Enzymatic properties, Molecular modification, Transglycosylation 

蔗糖是一种可再生的能源物质，存有量大且易

于获得，因而被广泛利用。蔗糖磷酸化酶因具有以

蔗糖为底物的转糖苷反应而受到关注，转糖苷反应

是将其中的葡萄糖基转移到其它化合物上的一类

反应，能够显著改善受体化合物的理化性质，对拓

宽其使用范围至关重要[1]。 

蔗 糖 磷 酸 化 酶 (Sucrose phosphorylase ， EC 

2.4.1.7)属于糖基水解酶 13 家族[2]。目前蔗糖磷酸化

酶的来源包括肠膜明串珠菌[3]、青春双歧杆菌[4]、

巨大芽孢杆菌[5]、长双歧杆菌[6]、嗜糖假单胞菌[7]

和 变 异 链 球 菌 [8] 等 。 蔗 糖 磷 酸 化 酶 能 以 蔗 糖

(Sucrose)、葡萄糖-1-磷酸(α-D-glucose-1-phosphate)、

吡喃葡萄糖氟化物(α-D-glucopyranosyl fluoride)作

为转糖苷反应中葡萄糖基的有效供体，以无机磷

酸、水及含有酚羟基、醇羟基或羧基的物质[9]作为

受体，可以催化合成木糖醇[10]、抗坏血酸[11]、儿茶

素[12]、咖啡酸[13]和对苯二酚[14]等物质的衍生物，从

而提高热稳定性、水溶性、光敏感性及降低毒性，

可以使产物在化妆品、食品及医药行业得到更为高

效的应用。此外，蔗糖磷酸化酶也可用于临床分析

中检测无机磷酸盐含量[15]，以及用于酶电极特定检

测溶液中的蔗糖浓度[16-18]。 

本课题组从广西武鸣糖厂周围蔗糖富集土壤

的宏基因组文库中已经筛选获得了 3 个新的蔗糖水

解酶类[19-21]。本研究又从该文库中获得了一个蔗糖

磷酸化酶基因，构建了重组大肠杆菌菌株，纯化了

重组酶，研究了酶学性质及转糖苷活性，并对编码

序列的第 155 位氨基酸进行定点饱和突变，获得了

部分性质改善的突变体。 

1  材料与方法 

1.1  文库、菌株和载体 

实验室构建来自蔗糖富集土壤的宏基因组文

库，大肠杆菌菌株 XL1-Blue、XL10-Gold 及载体 pSE 

380 均为本实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

DNA 聚合酶、DNA 连接酶、限制性内切酶，

TaKaRa 公司；质粒提取试剂盒、PCR 产物纯化试

剂盒、胶回收试剂盒，BioFlux 公司；Ni-NTA (镍亲

和层析填料)，Qiagen 公司；标准蛋白质样品 Ferritin 

horse (Mr 450 000)、Catalase bovine (Mr 240 000)、

Albumin bovine (BSA) (Mr 67 000)、Albumin egg 

(Mr 45 000)、Myoglobin equine (Mr 17 800)，SERVA

公司；蜜二糖、蔗糖、葡萄糖等其它糖类试剂，国

药集团化学试剂有限公司。 

PCR 仪，Bio-Rad 公司；高效液相色谱仪，

Agilent 公司；酶标仪，BioTek 公司；超声波破碎仪，

宁波新芝生物科技公司；凝胶过滤色谱检测系统
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(GPC)，Waters 公司。 

1.3  蔗糖磷酸化酶基因 Bspase 的扩增 

从宏基因组文库中筛选并克隆得到一个蔗糖

磷酸化酶基因，进行测序后将其序列进行 BLAST

比 对 分 析 。 设 计 PCR 扩 增 引 物 ： Bspase-1 ：

5′-CACGAATTCATGCACCACCACCACCACCACA
AGAACAAAGTTCAGCTGATCACC-3′；Bspase-2：

5′-CACAAGCTTTCAGCTCGCCTGCATGACG-3′。

在上游引物 Bspase-1 中引入 EcoR I 酶切位点(下划

线所示)，在目的基因的 N 端加上 6 个组氨酸标签(斜

体部分)；在下游引物 Bspase-2 中引入 Hind III 酶切

位点(下划线所示)。PCR 反应条件：95 °C 3 min；

98 °C 10 s，49 °C 15 s，72 °C 2 min，共 30 个循环；

72 °C 10 min。PCR 反应体系(25 μL)：ddH2O   

7.75 μL，2×PrimeSTAR buffer 12.5 μL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 μL，DNA 模板(20 ng/µL) 0.5 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，PrimeSTAR HS DNA

聚合酶(2.5 U/µL) 0.25 μL。 

将 PCR 产物经纯化和酶切处理后，连接至

pSE380 表达载体并转化至大肠杆菌 XL1-Blue 中。

经过测序验证，将构建的重组质粒命名为 pSE- 

Bspase。 

1.4  重组菌株诱导表达与重组蛋白纯化 

将测序正确的重组菌株接种于 LB 培养基，

37 °C、180 r/min 培养至 OD600 为 0.4−0.6 时加入终浓

度为 0.5 mmol/L 的 IPTG，20 °C、180 r/min 诱导    

22 h。收集菌体并使用超声仪破碎菌体(超声时间

15 min、工作时间 5 s、间歇时间 5 s、功率 300 W)，

13 000 r/min 离心 30 min 后将含有重组蛋白的上清

进行镍亲和层析(Ni-NTA)纯化。对于纯化得到的重

组酶进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析(SDS-PAGE)和

凝胶过滤色谱分析(GPC)。 

GPC 条件：色谱柱：PROTEIN KW-803；检测

器：Model 2998 photodiode array detector；检测波长：

280 nm；流动相：pH 6.5 的 0.2 mol/L 磷酸氢二    

钠-0.1 mol/L 柠檬酸缓冲液(加入 100 mmol/L Na2SO4)；

流速：0.8 mL/min；柱温：25 °C。 

1.5  重组蛋白 Bspase 的酶学性质研究 

酶的标准反应方法：170 μL 0.2 mol/L 磷酸氢二

钠-0.1 mol/L 柠檬酸缓冲液与 20 μL 10%蔗糖溶液

混匀，于水浴锅中预热 2 min，加入 10 μL 适当稀

释的纯酶液精确反应 20 min，加入 400 μL 的 DNS

终止反应。沸水浴 5 min，冷却至室温后取 200 µL

反应液至 96 孔酶标板中，读取 OD540 数值。 

蔗糖磷酸化酶的活力单位(U)定义为：在最适的

酶反应条件下，每分钟水解蔗糖释放 1 µmol 还原糖

所需的酶量。蛋白含量测定以牛血清蛋白为标准

品，参照汪家政等的 Bradford 方法[22]进行。 

1.5.1  Bspase 的最适 pH 和最适温度的测定 

(1) 最适 pH 的测定：在 37 °C 条件下，于 pH 

4.0−8.0 的 0.2 mol/L 磷酸氢二钠-0.1 mol/L 柠檬酸缓

冲液中测定 Bspase 的最适 pH，以相对酶活力最高

的 pH 为 Bspase 的最适 pH。 

(2) 最适温度的测定：在最适 pH 条件下，于不

同温度(30−70 °C)条件下测定 Bspase 的最适温度，

以相对活力最高的温度为 Bspase 的最适温度。 

1.5.2  Bspase 的 pH 稳定性和热稳定性的测定 

(1) pH 稳定性的测定：将重组酶放置于不同 pH 

(4.0–8.0)条件下的 0.2 mol/L 磷酸氢二钠-0.1 mol/L

柠檬酸缓冲液中，4 °C 保存 24 h。以 4 °C 保存在

洗脱缓冲液中的纯酶为对照，在 pH 6.5 和 55 °C

条件下测定 Bspase 的残余活力，计算不同 pH 保

存下 Bspase 的相对酶活力，绘制出 Bspase 的 pH

稳定性图。 

(2) 热稳定性的测定：将纯酶分别在 30–70 °C

恒温水浴锅中保存 1 h。以 4 °C 储存的纯酶为对照，

在 pH 6.5 和 55 °C 条件下测定 Bspase 的残余活力，

计算不同温度保存下 Bspase 的相对酶活力，绘制出

Bspase 的热稳定性图。 

1.5.3  Bspase 的 Km和 Vmax 值的测定 

将蔗糖溶于 pH 为 6.5 的 0.2 mol/L 磷酸氢二  

钠-0.1 mol/L 柠檬酸缓冲液中配制成不同浓度的蔗

糖溶液(3–585 mmol/L)，在 pH 6.5 和 55 °C 条件下

测定重组酶对不同浓度蔗糖的水解活力，用典型的
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米氏方程求出 Bspase 的 Km 和 Vmax 值。 

1.5.4  金属离子对 Bspase 酶活力的影响 

将重组酶与终浓度为 5 mmol/L 的金属离子

Na+、Ag+、K+、Ba2+、Hg2+、Mn2+、Mg2+、Ca2+、

Zn2+、Ni+、Al3+、Cu2+、Fe3+在 pH 6.5 和 55 °C 条

件下进行反应。以不添加金属离子为对照，测定金

属离子对酶活力的影响。 

1.5.5  有机溶剂对 Bspase 酶活力的影响 

在 55 °C 和 pH 6.5 条件下，分别测 5%、10%、

15%、20%、25%、30%的二甲基亚砜(DMSO)、

N,N-二甲基甲酰胺(DMF)、甲醇、乙醇、异丙醇和

正丁醇对酶活力的影响。以不添加有机溶剂的反应

作为对照，计算不同有机溶剂及不同浓度对酶活力

的影响。 

1.6  重组蛋白 Bspase 转糖苷活性的检测 

分别以 4%蔗糖和 15%葡萄糖-1-磷酸为糖苷供

体，将纯化的蔗糖磷酸化酶和终浓度分别为 5%的

D-阿拉伯糖、L-阿拉伯糖、D-果糖、D-半乳糖、D-

葡萄糖、D-甘露糖、D-甘露糖醇、L-鼠李糖、D-

山梨糖醇、L-山梨糖、D-木糖、乳糖、麦芽糖、海

藻糖、蜜二糖、纤维二糖、异麦芽糖、棉子糖、木

糖醇共 200 μL，在 pH 6.5 的缓冲液中 45 °C 反应

12 h。将反应物在沸水中煮沸 10 min 终止反应，室

温冷却，对其反应产物进行 HPLC 分析。 

糖醇类物质的转糖苷产物 HPLC 检测条件：仪

器为安捷伦 1100 色谱仪；检测器：示差折光检测

器；色谱柱：AlltimaAminoz 氨基柱(4.6 μm×250 mm，

5 μm)；流动相:乙腈:水(75:25，体积比)；流速：      

1 mL/min；柱温：25 °C。 

转化率的计算：实验组受体底物的减少量与对

照组受体底物量的比值。 

1.7  蔗糖磷酸化酶 Bspase 的分子改造 

以来自 Bifidobacterium adolescentis 的蔗糖磷

酸化酶(PDB 代码为 1R7A，蛋白序列一致性为

85.69%)为模板，使用 SWISS-MODEL 软件对蔗糖

磷酸化酶 Bspase 进行同源建模；并用 Caver 软件对

建模结果的底物通道进行分析，找到了可能与转糖

苷活性相关的第 155 位氨基酸残基，运用反向 PCR

技术进行定点的饱和突变改造(下划线为所选突变

点)。引物设计为 T155-1：5′-TGGGTCNNNTTCACG 

CCGCAGCAGGTC-3′；T155-2：5′-CGTGAANNNG 

ACCCACACCAAGCGGGT-3′。以重组质粒 pSE-Bspase

为模板，PCR 反应条件：98 °C 2 min；98 °C 10 s，

57 °C 15 s，72 °C 5 min，共 30 个循环；72 °C 10 min。

PCR 反 应 体 系 (25 μL) ： ddH2O 15.25 μL ，

5×PrimeSTAR buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 

2 μL，DNA 模板(40 ng/µL) 0.5 μL，上、下游引物

(10 μmol/L)各 1 μL，PrimeSTAR HS DNA 聚合酶

(2.5 U/µL) 0.25 μL。PCR 产物中加入 Dpn I 酶消

解质粒模板，胶回收后转入大肠杆菌感受态细胞

E. coli XL10- Gold 中，经过测序获得正确突变体。 

突变体的诱导与纯化同重组菌株(1.4)，酶学性

质测量同以 15%的葡萄糖-1-磷酸为糖苷供体的转

糖苷活性检测(1.5.1–1.5.3 与 1.6)。 

2  结果与分析 

2.1  蔗糖磷酸化酶基因 Bspase 的扩增与重组酶

的表达纯化 

从宏基因组文库中筛选克隆了蔗糖磷酸化酶

基因 Bspase，并进行 BLAST 比对分析。发现与来

自 Bifidobacterium animalis subsp. lactis AD011 的蔗

糖磷酸化酶基因具有 100%的序列一致性。于是以

亚克隆子 pUC-SP 为模板，以 Bspase-1、Bspase-2

为引物成功扩增了蔗糖磷酸化酶完整的开放阅读

框(Open reading frame，ORF)。将构建成功的重组

质粒 pSE-Bspase 转入到 E. coli XL1-Blue 中进行

诱导表达，并用镍亲和层析 Ni-NTA 进行蛋白纯

化后进行 SDS-PAGE 分析。结果表明重组蛋白在

约 56 kD 有明显的蛋白质特征条带出现(图 1A)，与

理论分子量一致。 

对重组蛋白进行的 GPC 分析如图 1B 所示，

Bspase 的保留时间为 11.183 min。根据标准蛋白线

性回归方程计算出 Bspase 的分子量为 155 kD，结

合酶蛋白单体分子量，推测在活性状态下 Bspase

是以三聚体形式存在。 
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图 1  重组蛋白 Bspase 的 SDS-PAGE (A)和 GPC 分析(B) 
Figure 1  SDS-PAGE (A) and GPC analysis (B) of recombinant protein Bspase 

注：M：标准蛋白 Marker; CK：导入 pSE380 的诱导菌体；1：导入 pSE-Bspase 的诱导菌体；2：纯化酶 Bspase.  
Note: M: Standard protein marker; CK: Protein of E. coli XL1-Blue/pSE380 with induction; 1: Protein of E. coli XL1-Blue/pSE-Bspase with 
induction; 2: Purified protein Bspase. 

 

2.2  重组酶的酶学性质研究 

2.2.1  pH 和温度对于重组酶的影响 

蔗糖磷酸化酶 Bspase 的最适 pH 值为 6.5，在

pH 5.0–7.5 能保持 50%以上的酶活力。在 pH 4.0–8.0

酶活力比较稳定，能保持 90%以上的活力(图 2A)。

Bspase 最适温度为 55 °C，在 35–65 °C 能保持 
 

 
 

图 2  pH (A)和温度(B)对重组酶活力的影响 
Figure 2  Effect of pH (A) and temperature (B) on 
recombinant enzyme activity 

50%以上的酶活力。在 30–65 °C 稳定性较高，能保

持 60%以上的酶活力，70 °C 时酶的稳定性迅速下

降(图 2B)。 

2.2.2  重组酶 Km、Vmax的测定 

利用软件 GraphPad Prism 5 通过双倒数作图法

拟合出 Bspase 的 Km 和 Vmax 值，Bspase 的 Km 为

23.1±2.4 mmol/L，Vmax 值为 407.9±8.5 μmol/(mg·min) 

(图 3)。 

2.2.3  金属离子对 Bspase 酶活力的影响 

如图 4 所示，重金属离子 Ag+、Hg2+使酶失活，

Cu2+能明显抑制重组酶的酶活力，而 Mn2+、Ba2+、

Fe3+ 对重组酶有不同程度的激活作用，其中 Mn2+最

为明显，提高了约一半的酶活力；Mg2+、Zn2+、K+、

Na+、Ni2+、Ca2+、Al3+对酶活力不造成明显影响。 

 

 
 

图 3  Bspase 的 Km和 Vmax值 
Figure 3  Km and Vmax values of Bspase 
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图 4  金属离子对蔗糖磷酸化酶 Bspase 酶活力的影响 
Figure 4  Effect of metal ions on the recombinant Bspase enzyme activity 
 

2.2.4  有机溶剂对 Bspase 酶活力的影响 

如图 5 所示，重组酶酶活力随有机溶剂浓度升

高总体呈下降趋势。但较低浓度的 DMSO 能轻微激

活酶活，而 10%及更高浓度则导致了酶不同程度的

失活现象。相比于 DMSO，其他有机溶剂的抑制效应

更为明显，10%的 DMF、甲醇、乙醇、异丙醇即明显

抑制酶活力，使得酶活力降至 60%以下。正丁醇是此

酶的强变性剂，10%的浓度已经使酶完全失去活力。 

2.3  Bspase 转糖苷活性的测定 

当以终浓度 5%糖醇类为糖基受体，以终浓度

4%蔗糖为供体底物时，Bspase 对 D-阿拉伯糖、D-

葡萄糖、L-山梨糖具有转糖苷反应。以终浓度 15%

葡萄糖-1-磷酸为供体底物时，Bspase 对 D-阿拉伯

糖、L-阿拉伯糖、D-果糖、D-半乳糖、D-葡萄糖、

D-甘露糖醇、L-鼠李糖、D-山梨糖醇、L-山梨糖、D- 

 

 
 

图 5  有机试剂对 Bspase 酶活力的影响   
Figure 5  Effect of organic agents on the Bspase enzyme 
activity 

木糖、木糖醇均具有转糖苷活性反应，并且对 L-

山梨糖和 D-木糖有两个转糖苷产物生成。Bspase

对各底物的转化率见表 1。 

以终浓度 15%葡萄糖-1-磷酸为供体底物时，具

有转糖苷活性的底物范围稍多于以 4%蔗糖为供体

底物，其中以对 L-阿拉伯糖活性最为显著，具有

73.7%的转化率。 
 

表 1  Bspase 转糖苷反应的转化率分析 
Table 1  Analysis conversion rate of transglycosylation of 
Bspase (%) 

受体 

Receptor 

供体 

Donor 
Sucrose α-Glc-1-P 

D-Arabinose 17.0 8.3 
L-Arabinose − 73.7 
D-Fructose − 2.9 
D-Galactose − 11.0 
D-Glucose 4.2 1.7 
D-Mannose − − 
D-Mannitol − 10.0 
L-Rhamnose − 1.3 
D-Glucitol − 13.5 
L-Sorbose 14.7 4.6 
D-Xylose − 21.7 
D-Xylitol − 24.2 
D(+)-Cellobiose − − 
Isomaltose − − 
Lactose − − 
Maltose − − 
Melibiose − − 
Raffinose − − 
Trehalose − − 
Turanose − − 

注：−：无转糖苷活性. 
Note:  −: No transglycosylation activity. 
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2.4  蔗糖磷酸化酶 Bspase 的分子改造 

以 Bifidobacterium adolescentis 中蔗糖磷酸化

酶的 3D 结构(2GDV)为模板建立了 Bspase 的蛋白质

三维模型，并使用 Caver 软件对建模结果的底物通

道进行分析(图 6A、6B)，逐一分析通道周围的氨基

酸残基，发现其中 155 位点的苏氨酸与通道距离较

近(图 6C 中上方的桔色球)。可以认为这个氨基酸位

点对底物通道可能具有较为明显的阻碍效应，于是

对该位点进行饱和突变改造，期望能把底物通道的

阻碍效应去除，获得酶学性质改善或对糖醇类底物

转糖苷活性有提高的突变体。 

2.4.1  突变体的酶学性质测定 

对于得到的全部突变体按照方法 1.5 中酶的标

准反应方法进行初步筛选，根据体系 OD540 的读数，

剔除没有酶活或者酶活力很低的突变体。经过初步

检测，剔除了突变体 T155K、T155N、T155L、T155P

和 T155W，将其它 14 个酶活力较高的突变体进行

后续实验。 

对于酶活力基本参数的测定结果如图 7 所

示，图中红与黑色横线为野生酶的相关参数，以 
 

 
 

图 6  Bspase 的底物通道(A、B)与周围氨基酸(C)分析 
Figure 6  Analysis of substrate channel (A, B) and amino acids around (C) for Bspase 

 

图 7  突变体的最适温度和最适 pH (A)及 Km、Vmax值(B) 
Figure 7  The optimal temperature, optimum pH (A) and Km, Vmax value (B) of mutants 
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示参照。在突变酶中，仅 T155D 和 T155S 的最适

温度与野生酶 Bspase 相同，其余突变酶的最适反

应温度相比野生酶都有不同程度的降低。大多数

突变酶的最适 pH 与野生酶保持相同。对于酶动

力学参数的变化表现为：突变酶的 Km 除 T155S

变化较小外，其余突变体较野生酶相比均发生了

较为明显的变化。突变酶 Vmax 值相比于野生酶

Bsapse 也都有了很大程度的改变，其中 T155S 突

变体获得约 0.42 倍的提高，其他突变体则都有不

同程度的降低。 

2.4.2  突变体的转糖苷活性检测 

以终浓度 15%的葡萄糖-1-磷酸为葡萄糖基供

体，5%的各种糖醇类为受体进行转糖苷反应，HPLC

检测其反应产物，结果如表 2 所示。大部分突变体

仍保持着与野生酶基本一致的活性底物范围，其中

T155D 和 T155S 突变体保留着完全相同的转糖苷 

性质。 

同等条件下，以产物峰面积大小作为判断酶转

糖苷活性强弱的标准。突变体 T155A、T155E、

T155F、T155G、T155H、T155I 和 T155V 对 D-果

糖的转糖苷活性有所上升，其中 T155F 突变体提高

到原有的 1.3 倍；T155V 对 L-阿拉伯糖的转糖苷活

性有所上升；T155A、T155F、T155G 和 T155M 在

以 L-山梨糖为受体底物时，生成的第一个转糖苷产

物的量都有微弱的提高。 

突变体 T155A、T155D、T155G、T155H、T155I、

T155M 和 T155Q 对 L-阿拉伯糖的转糖苷活性基本

不变；T155C、T155D、T155M、T155Q 及 T155R

对 D-果糖的转糖苷活性基本不变；T155V 对 D-木

糖的转糖苷活性基本不变。除此之外，突变体对各 

 
表 2  Bspase 及其突变体转糖苷产物的 HPLC 分析 
Table 2  The HPLC analysis of transglycosylation products of Bspase and its mutants 

Item Bspase T155A T155C T155D T155E T155F T155G T155H T155I T155M T155Q T155R T155S T155V T155Y

D-Arabinose + + + + + + + + + + + + + + + 

L-Arabinose + + + + + + + + + + + + + + + 

D-Fructose + + + + + + + + + + + + + + + 

D-Galactose + + + + + + + + + + + + + + + 

D-Glucose + + + + + − + + + + + − + + + 

D-Mannose + + + + + + + + + + + − + + + 

D-Mannitol + − − + − − − − − − − − + − − 

L-Rhamnose + − − + − − − − − − − − + − − 

L-Sorbose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ 

D-Glucitol + − − + + − − + + + + − + + − 

D-Xylose + + + + + + + + + + + + + + + 

D-Xylitol + + + + + + + + + + + + + + + 

D(+)- 
Cellobiose 

− − − − − − − − − − − − − − − 

Isomaltose − − − − − − − − − − − − − − − 

Lactose − − − − − − − − − − − − − − − 

Maltose − − − − − − − − − − − − − − − 

Melibiose − − − − − − − − − − − − − − − 

Raffinose − − − − − − − − − − − − − − − 

Trehalose − − − − − − − − − − − − − − − 

Turanose − − − − − − − − − − − − − − − 

注：+：一个转糖苷产物；++：两个转糖苷产物；−：无转糖苷活性.  
Note: +: One transglycoside product; ++: Two transglycoside products; −: No transglycosylation activity. 
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个受体底物的转糖苷活性都有不同程度的下降，也

有部分突变体对一些受体底物失去了原本所具有

的转糖苷活性。 

3  讨论与结论 

酶分子底物通道的研究对于底物特异性、酶

活力及产物类型等都具有重要的影响意义，很多

研究人员通过对底物通道的研究取得了显著的成

果[23-25]。本文对蔗糖磷酸化酶 Bspase 底物通道附

近的第 155 位的苏氨酸进行饱和突变，获得了部分

性能改善的突变体，其中 T155S 突变体最大反应速

度得到了提高。通过分析发现，苏氨酸(Thr)和丝氨

酸(Ser)是仅有的两个 R 基含有羟基的氨基酸，二者

结构相近，但丝氨酸较前者在主链上缺少一个甲

基，这一定程度上减少了空间位阻。此外，苏氨酸

(Thr)中的羟基是仲醇，形成氢键的能力较弱，而丝

氨酸(Ser)中的羟基是伯醇，更易于与其他基团形成

更稳定的氢键以稳定酶分子的空间构象，这也许是

其反应速度得到提高的潜在原因。 

研究转糖苷活性时发现，蔗糖磷酸化酶在突变

前后对于二糖和三糖都没有表现出转糖苷活性，一

定程度上表明了二糖和三糖并不适宜作为该酶的

受体，Kitao 等报道的来自肠膜明串珠菌的蔗糖磷

酸化酶也发现了类似性质[10]，这可能是由于二糖和

三糖相对骨架较大，其反应基团较难嵌入活性口袋

靠近催化残基所致。值得注意的是，当 Kitao 以 20%

的葡萄糖-1-磷酸为供体，以 20%的 D-阿拉伯糖(单

糖)为受体进行作用时，同样不具有转糖苷活性。但

在本研究中同种供体条件下，Bspase 对 D-阿拉伯 

糖具有转糖苷活性，并且其突变体依然保持此活

性，这一特性使得该蔗糖磷酸化酶具备一定的应用

潜力。 

总结以往的改造经验，仅通过单点的突变期望

获得对于大多数底物都有转糖苷效果改善的突变

体往往是不理想的。因为不同的底物往往具备不同

的空间构象，根据酶的诱导契合效应原理，底物与

酶发生作用时会发生一定程度的形变，这种形变掺

杂在酶分子自身的形变中就会变得异常的错综复

杂，难免产生由于键位、键长、极性和折叠等因素

不适而造成底物活力减少甚至失去活力的现象。因

此，要想提高对于特定底物的转化效率，经过对

底物的针对性分析后打造一个特定的分子改造方

法不失为一个好的策略，而且在作用底物过程中

借助响应面方法来评判酶反应环境的 pH、温度、

供受体浓度等因素的相互影响，使它们之间互相协

调和平衡以达到一个更优的作用效果也显得至关

重要。 
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