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摘要：综述了肠膜明串珠菌（!"#$%&%’(%$ )"’&("*%+,"’）右旋糖苷蔗糖酶结构、作用机制、基因克隆与表达研究进展。
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右旋糖苷蔗糖酶（C<I>?62=9@?6=< 简称 MRS，OT
(U,U!U&）是葡聚糖蔗糖酶（FD9@62=9@?6=<，又称葡萄糖
基转移酶，FD9@A=GD>?62=H<?6=<简称 5:V）的一种，属于
糖苷水解酶第 %"家族（V6B1DG %"），是葡聚糖蔗糖酶
领域中研究较早较热门的一类酶。其产物右旋糖

酐（C<I>?62）是主链含大于 &"W的!（!*+）糖苷键，支
链含!（!*)）、!（!*(）或!（!*,）糖苷键的!*!，+*M*葡聚
糖，可溶，可作为血浆代替品，在医药、食品、饲料中

用途广泛；而其它葡聚糖蔗糖酶种类（统称 5>H*X）的
催化产物因含有大量!（!*)）糖苷键而形成不可溶的
葡聚糖，应用受限。链球菌属（;(*">(%$%$$#’）、肠膜明
串珠菌属（!"#$%&%’(%$ )"’&("*%+,"’，简称 !)）、乳酸菌
属和一些烟草植物细胞中可生成右旋糖苷蔗糖酶，

其中肠膜明串珠菌是最常用菌株。国内注重应用

研究，国外在理论研究方面比较深入和成熟。从上

世纪 ,"年代到 #"年代，重点研究酶的获得与结构
功能分析、产酶原始菌株与催化产物的分离工作。

Y"年代以来则以基因克隆、改造和异源表达为主。
本文综述了该酶结构与功能、作用机制和基因工程

等方面研究现状。

: 结构特征

迄今关于右旋糖苷蔗糖酶结构和功能研究很

多，其共性结构特征（图 !）包括：4*端催化域
（@6>6DG>1@ CAB612，TM）能形成（!Z"）#管状结构域（图
(），具有催化水解蔗糖的功能；T*端葡萄糖结合域
（FD9@62 E12C12F CAB612，5[M）由几个重复单元组成
（不同的酶，重复单元的个数不同），具有转移酶活

性，它将切割下来的葡萄糖残基转移到葡聚糖上并

催化产物右旋糖酐或寡糖脱离催化位点。

图 ! 已克隆基因所编码葡聚糖蔗糖酶一级结构示意图

’信号肽，[可变域，T 4*端催化域，M T*端葡聚糖结合域［!］

; 作用机制

右旋糖酐生成的两步化学机制是指同时具有

蔗糖酶和转移酶两种活性的右旋糖苷蔗糖酶催化

两个连续的反应：先将蔗糖分解成为一个果糖和一
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个与酶连接的葡萄糖基，随后将后者转移到葡聚糖

残基的 !"#!$位置或水分子，形成糖链或简单的水
解蔗 糖（ %&’()，*+,-）［*］。 *+.$ 年 /&’0(0123 和
40)1560提出了右旋糖苷蔗糖酶与右旋糖酐分子间
作用机制：酶在与底物作用形成产物过程中会以聚

合体形式存在，酶聚合体由右旋糖酐或右旋糖酐与

酶结合的部分和酶7右旋糖酐复合体的电荷异构体
构成［"］。结合到酶分子上的右旋糖酐既可以作为

蔗糖内生引物，继续生成右旋糖酐，又是酶分子的

稳定因子。这个理论很好地解释了酶与产物、产物

与底物之间为何相互混合难以分离的原因。

图 8 第 ,9家族的葡聚糖蔗糖酶二级结构图

:%可变区，;<= 葡聚糖结合域［8］

葡聚糖结合域的 >?@可平衡蔗糖中与果糖相连
的 !7A键的电荷，果糖脱离后，又催化葡萄糖残基
与水或葡聚糖受体结合［-］。另据报道［B］将 >1C B**、
>1C B*"、>1C BB* 和 D31 $$* 分别突变，>1C B** 和
>1C BB*突变体几乎完全失去合成右旋糖酐的活性。
!230等［$］点突变保守区 >1C -** 或 >1C -*" 使酶活
降低 .9E，点突变 >1C -",或 >1C -"+使酶活力完全
丧失，而替换两个 >1C中间的 :0F却使酶活力增加。
上述工作表明 >?@、>1C对酶的活性具有根本性的影
响，这也是做基因改造要特别注意之处。

! 异源表达的研究

肠膜明串珠菌右旋糖苷蔗糖酶是一种诱导酶，

蔗糖既是酶诱导物，又是酶作用底物，右旋糖酐是

粘稠性链状分子，它与酶和细胞形成很难分离的复

合物，这使得获得右旋糖酐的过程复杂且成本高。

作者分析认为通过分子改造和异源表达，再结合固

定化酶技术，或许可简化过程回避干扰。但依然有

酶分子偏大带来的克隆、改造及表达等困难。以下

有关最新研究进展的介绍将有助于找到解决方案。

!"# 微生物基因工程
*+.+年 G3FHI7<&5@F01I 等首次从 !" J%%K =7

B*8L克隆到右旋糖苷蔗糖酶基因 #$%M［,］。由表 *
知：（*）已从大量产右旋糖苷蔗糖酶天然菌及其突
变株中克隆到相应编码基因；（8）这些基因较大约
-H’ N BH’，同源性高，编码 *$9H< N 899H<蛋白；（"）
天然酶性质稳定，催化产物可溶性强；重组酶催化

产物可溶性下降明显，有的甚至改变了性质。总

之，右旋糖苷蔗糖酶基因工程研究还处于初级阶

段，不少问题有待明确。

%&’()等（899"）从 !" J%%K =7,-8突变株钓出
右旋糖苷蔗糖酶基因 #$%=,-8，在 & O ’()* <DB!中表
达的重组酶是分泌表达的组成型酶，活性提高了

8P$倍，这可能与其中 ** 个碱基的变异及 J7端 "9
个 >> 序列的缺失有关［*B］。L5Q0QI 等（899-）参照
<1?M改变了 <1?RB 的 " 个 >> 序列：R(? "9,7 >1Q
-,,，K(1 $$. 7 ;F( ,-9，>1Q +9- 7 K(1 ***.在 & O ’()*
=K8*（<S"）中表达酶的催化产物可溶性比例有所增
加，但仍没超过出发菌株［.］，之后通过增加重组蛋白

K(1含量（R2? "B9、MI? -BB 突变成 K(1），突变株
R"B9/#M-BB/的葡聚糖转移酶活性增加了 *9倍［*$］。
这些信息可供进一步研究该酶结构与功能关系、构

建高效表达菌株等工作参考。

随着转基因技术的发展，该酶工程菌构建和重

组表达研究也进展较快。本课题组在 899-至 899$
年从一种肠膜明串珠菌中克隆到右旋糖苷蔗糖酶

的基因 #$%T［*.］，现已在 & O ’()* =K8*（<S"）中成功表
达，是该酶在国内的第一例工作，重组酶活达 -U#
VK，详细结果另文报道。国外研究 #$%M 基因在
& O ’()*胞内表达（899$）和巨大芽孢杆菌（899-）分泌
表达的酶活水平分别达 BP.BU#VK［*+］和 9P9$BU#
VK［89］，前者是同类研究报道的最高值，后者经高密
度培养酶活达 8.P$U#VK，是迄今该酶重组分泌表达
的最高值。但大部分酶活来自于胞壁结合酶，实用

价值不高，原因在于信号肽未及时切除导致重组蛋

白堆积在细胞壁周围。899B 年通过共表达信号肽
酶 $*+4基因有效切除了重组右旋糖苷蔗糖酶前体
的信号肽，酶得以分泌到胞外并正确折叠形成成熟

酶，使发酵液重组酶表达量提高了 "PB倍［8*］。虽然
此重组酶的活性未达到预期水平，但分泌表达无疑

是实现该酶生产的重要方向。

!"$ 植物基因工程
899B年 /&H7W0X&Q等将肠膜明串珠菌的 #$%M基
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因转入马铃薯，表达的右旋糖苷蔗糖酶与马铃薯块

茎淀粉粒直接作用生成右旋糖酐，并在块茎汁中检

测到该产物［!"］。这是右旋糖苷蔗糖酶基因转入高

等植物表达的第一例工作，具有重要意义。但如何

纯化右旋糖酐还需进一步研究。

表 ! 来源于 !"菌的右旋糖苷蔗糖酶基因及其表达

来源菌株 基因 表达菌株 基因特征 天然酶特性 重组酶特性

!" #$$%

&’("!)
#$%*［+］ & , ’()* -."，

+,’*))-$ "./,0.%*-"

/0/123

"(!+44

"+56-，催化产物含 (7!（"’8）和

0(7!（"’1）糖苷键

"+56-，催化产物含有多种不同种类糖

苷键［9］

#$%:［ 0］ & , ’()*

&%!"（-;8）

#$%1截短突变，

8"/923，"5"(44

""!6-，但不具有酶活性

#$%:(［0］ 由 #$%:构建

8"(823

""!6-，催化产物 057不可溶，含多种不

同种类糖苷键

!" #$$%

&’"!00
#$%<［+］ & , ’()* -.(! /9+523，

"!0044

"/16-，缺乏信号肽序列，催化产

物含 9(7!（"’1）糖苷键和 "(7!
（"’8）糖苷键

"/16-，缺乏信号肽序列，催化产物含

9(7!（"’1）糖苷键和 "(7!（"’8）糖苷

键，但产物不可溶

#$%&［"5］ & , ’()* -." /(!"23，"(5+44

基因序列与 #$%*

相似，

"196-，催化产物含!（"’1）和!（"’

!）糖苷键

"196-，重组酶催化产物只检测到!（"’1）

糖苷键，未检测到!（"’!）糖苷键

#$%;［""］ & , ’()* :=>"5 9(5923，!98(44，

与 #$%* 8(7同源，

与 #$%& 817同源

8"86-，催化生成大量!（"’!）糖苷

键

8"86-含两个活性催化域 ?-" 和 ?-!，

中间为 @&-，催化生成多种糖苷键

!" #$$%

&’("!)A?
")20［"!］ & , ’()* &%!"

（-;8）3BCD*

"!+!23，/!/44 /+E"6- -DF)A?是具有形成果聚糖功能的果聚

糖蔗糖酶

!" #$$%

&’("!)A?A
2"’"#$［"8］ & , ’()* -.(! /10023，"(!+44，

与 #$%& 187同源

"+56-，催化产物含 (7!（"’8）和

0(7!（"’1）糖苷键

"+56-，催化产物含大量!（"’1）糖苷键和

!（"’8）糖苷键支链

!" %GG/ #$%-［"/］ !,’0(’(’’-$

),’0*$ A@"818

/E162，"(!+44，与

#$%*，#$%&，#$%<分别

同源 097，1+7，(57

性质与 -DF*相似 "1(6-，酶活最高 (HIJ%

" 结语

右旋糖苷蔗糖酶发现和研究较早，由于该酶的

特性及其对底物和产物的依赖性，研究进展不太令

人满意：该酶的起源与分子进化线路不明，结构与功

能关系缺乏足够了解，三级结构也不清楚；转基因右

旋糖苷蔗糖酶表达水平普遍不高。具体而言采用基

因工程手段异源表达目的蛋白遇到了两大问题：（"）
重组酶催化生成的葡聚糖可溶性下降，即!（"’1）糖
苷键含量降低；（!）酶分子的稳定性问题。原始菌株
中，酶分子与其产物右旋糖酐结合，不但固定了酶分

子，而且给酶分子提供了一个反应平台，有助于酶与

底物蔗糖进一步反应，从而增加了酶的稳定性；而转

基因菌株中因为没有这个平台，使得生产出来的酶

分子大量堆积。这是基于理论和应用目的的右旋糖

苷蔗糖酶转基因表达研究急需解决的问题。结合几

年工作经验我们认为以下办法是值得尝试的：（"）采

用或构建与天然菌株性质相似的分泌表达系统，以

确保重组酶与天然酶的同质性，并获得结构功能稳

定的酶催化产物；（!）随着该酶的结构与功能关系研
究的深入和积累，围绕目标功能进行分子设计，并通

过（4）优化活性区域 <<序列，提高重组酶活性及稳
定性，（2）截短表达或删除与目标功能无关的 <<序
列以减少目标蛋白错误折叠频率，同时减少表达负

担和提高酶的比活。总之，目前国内相关研究处于

起步阶段，与国际先进水平存在较大差距，这也说明

在国内此研究领域有较大的发展空间和潜力。
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科技信息

“后石油”时代最受关注的是可再生能源

可再生能源是最有希望、应积极开发的可替代能源的一个重要方面，其中生物质能是未来“取之不尽，

用之不竭”的能源，其特点是可再生、来源广、洁净、使用安全；尽管能效不如化石能源，但有开发的大潜力，

将有可能成为一种多元化的替代能源，应强化这方面研究与创新。本刊（?MMM，N!（:）：:MM）报道生物乙醇作
为燃料已在全球进入实用化；生物氢能作为生物质能之一，大有发展之势，特别是利用一些废弃有机物如垃

圾等为原料通过微生物途径生产氢能是个探究的方向。有报道利用牛粪制取氢气，随着养牛业的发展，牛

粪可以得到充分利用，以其为原料在厌氧条件下发酵直接生产氢气，这一过程是各种菌群协同代谢过程的

结果。一种沃尔夫氏互养单胞菌（%&’"()*+),)’#- .)$/!0）通过!\氧化分解丁酸产生乙醇和氢；另一种专性厌
氧沃林宁氏互养杆菌（%&’"()*+)1#2"!( .)$0’00）在氧化分解丙酸盐时产生乙酸、氢气和 7Z?；还有一种古菌叫激

烈热球菌（3&()2)224- /4(0)-4-）在最适温 :MM]下能将含肽和碳水化合物等有机化合物发酵生产有机酸和
7Z?，同时放出氢气，这是一步法细菌制取氢气的途径；二步法制取氢气的途径是，先利用厌氧发酵产生富含

甲烷气体（俗称沼气），通过分离提纯后，将甲烷（7(!）转化为氢气（(?），此方法较为成熟，易于实现工业化生

产。尽管甲烷是温室气体，但也是能源，可直接分解得到氢气。经改制生产氢气的工艺，还有利用合成气

（氢和 7Z的混合气）得到氢气。
这里给研究者思考一个问题：不论一步法或是二步法通过微生物发酵途径生产氢气或其它能源，如何

不用粮食而用废弃有机物（含垃圾）为原料发酵生产氢能，这是一个重要选择。需要运用高科技强化这方面

的研究。美国州立大学研究人员利用土壤产氢细菌，以垃圾及废水中的有机物为底物发酵生产氢气（量大）

取得成功，且已进入实用化。而经处理后的废水也得到有效利用，用它浇灌花园，经处理后的废弃物仍可作

为花园土壤再利用，一举多得，使物质进入循环利用。

总之，产氢微生物及其产氢酶（8TE&#K%0+$%）的资源是发展氢能及其产业化的重要目标。利用那些量大
而广的有机废弃物（牛粪、垃圾、各种秸秆等）实现资源化，为制取洁净能源服务。选育或构建高效产氢菌种

是开发生物氢的基础，也是关键环节。在我国（哈尔滨）也有开发产氢微生物资源的实例以借鉴，可为创新

性地发展我国生物氢产业做出贡献。

（柯为 供稿）
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