
 倪大伟 等/菊糖蔗糖酶的性质鉴定及菊糖的酶法合成 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Jan. 25, 2021, 37(1): 266−275 

DOI: 10.13345/j.cjb.200228 ©2021 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: April 22, 2020; Accepted: August 2, 2020 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (Nos. 31922073, 31801583), Natural Science Foundation of Jiangsu Province, 
China (No. BK20181343). 
Corresponding author: Wanmeng Mu. Tel/ Fax: +86-510-85919161; E-mail: wmmu@jiangnan.edu.cn 

国家自然科学基金 (Nos. 31922073，31801583)，江苏省自然科学基金 (No. BK20181343) 资助。 

网络出版时间：2020-08-13        网络出版地址：https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.1998.Q.20200812.1103.015.html 

266 生 物 工 程 学 报  

                                                               

菊糖蔗糖酶的性质鉴定及菊糖的酶法合成 

倪大伟 1，徐炜 1，陈自卫 1，张文立 1,2，沐万孟 1,2 

1 江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡  214122 

2 江南大学 食品安全国际合作联合实验室，江苏 无锡  214122 

倪大伟, 徐炜, 陈自卫, 等. 菊糖蔗糖酶的性质鉴定及菊糖的酶法合成. 生物工程学报, 2021, 37(1): 266-275. 

Ni DW, Xu W, Chen ZW, et al. Characterization of inulosucrase and the enzymatic synthesis of inulin. Chin J Biotech, 2021, 
37(1): 266-275. 

摘  要 : 菊糖作为益生元和膳食纤维，具有许多重要的生理功能，广泛应用于食品、医药等领域。微生物菊糖蔗

糖酶可以以蔗糖为底物合成较植物菊糖具有更高分子量的菊糖。文中通过基因数据库筛选获得一段拟表达菊糖蔗

糖酶的基因。通过 N-端和 C-端截断的方式，保留中间催化域，构建重组质粒。将重组质粒在大肠杆菌表达系统

中表达，粗酶液经 Ni2+亲和层析纯化，获得分子量约为 65 kDa 的重组酶。以蔗糖为唯一底物时，重组酶的最适

pH 和温度分别为 5.5 和 45 ℃。金属离子在不同程度上抑制酶的活性。产物多糖分离纯化后，使用核磁共振鉴定

产物多糖为 β-(2,1)糖苷键连接的菊糖。最后对菊糖合成的条件进行优化，结果表明：以 700 g/L 的蔗糖为底物，

加酶量 4 U/mL 时，7 h 后菊糖产量达到最大，约为 287 g/L，蔗糖到菊糖的转化率约为 41%。 
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Abstract:  As a type of prebiotics and dietary fiber, inulin performs plenty of significant physiological functions and is 

applied in food and pharmaceutical fields. Inulosucrase from microorganisms can use sucrose as the substrate to synthesize 

inulin possessing higher molecular weight than that from plants. In this work, a hypothetical gene coding inulosucrase was 

selected from the GenBank database. The catalytic domain was remained by N- and C- truncation strategies, constructing the 

recombinant plasmid. The recombinant plasmid was expressed in E. coli expression system, and after purifying the crude 

enzyme by Ni2+ affinity chromatography, a recombinant enzyme with a molecular weight of approximately 65 kDa was 

obtained. The optimal pH and temperature of the recombinant enzyme were 5.5 and 45 °C, respectively, when sucrose was 

·食品生物技术· 



 
 

倪大伟 等/菊糖蔗糖酶的性质鉴定及菊糖的酶法合成 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

267

used as the sole substrate. The activity of this enzyme was inhibited by various metal ions at different degrees. After purifying 

the produced polysaccharide, nuclear magnetic resonance analysis was used to determine that the polysaccharide was inulin 

connected by β-(2,1) linkages. Finally, the conditions for the production of inulin were optimized. The results showed that the 

inulin production reached the maximum, approximately 287 g/L after 7 h, when sucrose concentration and enzyme dosage 

were 700 g/L and 4 U/mL, respectively. The conversion rate from sucrose to inulin was approximately 41%. 

Keywords:  inulosucrase, enzymatic properties, inulin, enzymatic synthesis 

微生物多糖是一类重要的微生物多聚物[1]，

其中微生物胞外多糖在食品领域中的研究和应用

较为广泛。果聚糖和葡聚糖是两种重要的同多糖。

按照果糖基之间的糖苷键型分类，果聚糖可分为

β-(2,1) 糖苷键连接的菊糖和 β-(2,6) 糖苷键连接

的 levan 型果聚糖[2]。菊糖在植物中，尤其是菊科

植物中含量丰富。目前，工业化生产和应用的菊

糖均来自植物提取，主要原料为菊苣和菊芋等[3]。

相反，levan 型果聚糖 (以下简称 levan) 在植物中

含量极少，因此，levan 的生产和应用主要通过微

生物酶法合成[4]。 

微生物中存在一类以蔗糖为底物，经一步反

应合成多糖的酶，统称为“蔗糖类酶”[5]。合成 levan

的 levan 型果聚糖蔗糖酶 (Levansucrase，LS) 和

合成菊糖的菊糖蔗糖酶 (Inulosucrase，IS) 是其

中的典型代表，分别可以以蔗糖为唯一底物，合

成 levan 和菊糖。菊糖具有良好的理化性质，如

水溶性、增稠性和凝胶性等，常被作为低能量甜

味剂、增稠剂、脂肪替代品和质构修饰剂等，应

用于食品领域[6-8]。菊糖的 β-(2,1) 糖苷键不能被

人体的消化酶水解，能到达盲肠，被乳酸菌和双歧

杆菌发酵，从而促进肠道有益菌的生长[9]。一直以

来，菊糖被视为一种可溶性膳食纤维和益生元，

具有许多重要的生理功能，如：促进钙离子吸收、

缓解炎症反应、减少肿瘤发生风险和抗氧化等[10]。

微生物菊糖与植物菊糖相比， 大的区别在于微生

物菊糖的分子量较高，一般可达 106–108 g/mol，而

植物菊糖一般不超过 104 g/mol[11]。 

近年来，由于高分子量菊糖的合成能力，IS

受到关注。目前，已鉴定的具有 IS 生产能力的微

生物有 15 种，其中只有 7 个 IS 被鉴定出了酶学性 

质，1 个 IS 被解析出了晶体结构[11]。IS 生产的高

分子量菊糖比植物菊糖在凝胶性能和稳定性等方

面有着较大优势[12]。IS 在菊糖纳米材料的制备和

应用方面的研究也不断增多[13]。IS 和 LS 同属于

糖 苷 水 解 酶 GH68 家 族 (http://www.cazy.org/ 

GH68.html)，亲缘关系密切。二者已报道的酶学

性质、结构功能和催化机理等方面具有很多的相

似之处，故常被一起研究和讨论[2, 14]。本研究利

用 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)数据库中

鹦鹉热乳杆菌 Lactobacillus psittaci DSM 15354的

假定编码 IS 的基因序列为基础，通过 N-端截断

和 C-端截断的方式，构建重组质粒。将重组质粒

在大肠杆菌 Escherichia coli 表达系统中异源表

达，经分离纯化后，进行酶学性质鉴定及产物结

构鉴定。之后对酶法合成菊糖的条件进行优化。

该研究为菊糖的酶法合成提供理论基础，对促进

高分子量菊糖的研究有一定意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大肠杆菌 Escherichia coli BL21 (DE3)、氨苄

青霉素钠  (Amp)、异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷 

(IPTG)、果糖、葡萄糖、蔗糖、酵母提取物、蛋

白胨、琼脂粉等购自生工生物工程 (上海) 股份

有限公司；基因合成及质粒构建委托上海捷瑞生

物工程有限公司完成；标准蛋白 Marker、染色和

脱色相关试剂购自上海雅酶生物科技有限公司；

其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

pH 计 (FE22，梅特勒-托利多)、高压灭菌锅



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

268 

(GI54DWS，美国 Zealway)、紫外检测器 (HD-3，

上海沪西分析仪器厂有限公司)、超声波细胞破碎

仪 (SCIENTZ-1200E，宁波新芝生物科技股份有

限公司 )、Ni2+亲和层析填料  (Ni2+ Sepharose 6 

Fast Flow，GE Healthcare)、核磁共振波谱仪

(AVANCE Ⅲ 400 MHz，德国布鲁克 AXS 有限公

司)、高效液相色谱仪 (e2695)、示差折光检测器

(2414)、柱温箱  (WAT038040)、色谱柱  (Sugar- 

PakTM) 为美国沃特世公司 (Waters) 产品。 

1.3  方法 

1.3.1  重组酶的克隆、表达及纯化 

通 过 NCBI 数 据 库 检 索 ， 发 现 来 源 于       

L. psittaci DSM 15354 的一段基因序列，登录号：

AZFB01000009.1，标注为 LS 的编码序列。将其

5′-端和 3′-端分别截断 273 bp 和 324 bp，保留中

间 1 701 bp 的序列。在目的基因的 5′-端和 3′-端

分别加上限制性酶切位点 NdeⅠ和 XhoⅠ，并在

3′-端加上 6 个组氨酸标签序列。将重组序列连接

到载体 pET-22b(+)上，构建重组质粒：Laps- 

pET-22b(+)。将其转化到 E. coli BL21(DE3) 中进

行蛋白表达。 

重组 E. coli 在 LB 液体培养基 (5 g/L 酵母提

取物，10 g/L 蛋白胨、10 g/L NaCl) 中表达蛋白。

LB液体培养基中含有 100 μg/mL的 Amp，在 37 ℃

条件下，当培养物 OD600 达到 0.6 时，向培养基中

加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG。将培养基置于

28 ℃下，诱导重组酶的过量表达。7 h 后离心收

集菌体。 

将由 200 mL 培养基中收集的菌体，用细胞

裂解液 (50 mmol/L 磷酸盐缓冲液，100 mmol/L 

NaCl，pH 7.0) 充分悬浮。置于冰上，利用超声波

细胞破碎机进行破碎 (工作 1 s、停 2 s、总时长   

20 min、30%功率 )。将细胞破碎液于 4 ℃、        

8 000 r/min 离心 10 min，上清液用 0.45 μm 的水

系膜过滤，收集滤液。利用 Ni2+亲和层析柱纯化

目的蛋白。首先利用上样缓冲液 (50 mmol/L 磷酸

盐缓冲液，500 mmol/L NaCl，pH 6.5) 平衡 Ni2+

柱，之后将过膜粗酶液泵入柱中，再用上样缓冲

液洗脱未结合的蛋白。然后用去杂蛋白缓冲液   

(50 mmol/L 磷酸盐缓冲液，50 mmol/L 咪唑，   

500 mmol/L NaCl，pH 6.5) 洗脱弱结合的杂蛋白。

后用洗脱缓冲液 (50 mmol/L 磷酸盐缓冲液、

500 mmol/L 咪唑，500 mmol/L NaCl，pH 6.5) 收

集目的蛋白，收集时间根据紫外检测器的出峰时

间而定，整个过程恒流泵的流速控制在 3 mL/min。

收集的酶液于 50 mmol/L 的磷酸盐缓冲液 (pH 

6.5) 中透析 3 次。收集透析后的酶液于 4 ℃保存。 

十 二烷 基硫 酸钠 - 聚丙 烯酰 胺凝 胶电 泳

(SDS-PAGE) 测定蛋白分子量，上层胶浓度为

4.5%，下层胶浓度为 12.5%。染色 1 h，脱色至背

景透明。使用 Bradford 法测量纯化后蛋白浓度[15]。

使用 ExPASy 在线服务器预测 (https://web.expasy. 

org/compute_pi/) 蛋白理论分子量。 

1.3.2  酶活分析 

1 mL 的反应体系中，含 300 g/L 的蔗糖和  

50 mmol/L 的醋酸盐缓冲液 (pH 5.5)。反应体系

在 45 ℃下预热 2 min，加入 10 μg 重组酶，反应

20 min。反应结束后，加入终浓度为 100 mmol/L

的 NaOH，冰浴 20 min 使酶失活，加入等量 HCl

中和反应体系。以蔗糖为唯一底物时，定义总酶

活、水解酶活和转糖基酶活 3 种酶活力。其中反

应体系中葡萄糖的量代表总酶活；果糖的量代表

水解酶活；二者之差代表转糖基酶活。酶活的定

义为：以 300 g/L 蔗糖为唯一底物时，每分钟释

放 1 μmol 的单糖 (葡糖糖或果糖) 所需要的酶量。 

反应体系中糖含量检测使用高效液相色谱

(HPLC)和示差折光检测器进行。色谱柱型号为

Sugar-PakⅠ(6.5 mm×300 mm)。流动相为超纯水，

流速 0.4 mL/min，柱温 85 ℃。 

1.3.3  pH 对酶活的影响 

使用 50 mmol/L 的 3 种不同的缓冲液，测定

酶活的变化。分别为醋酸盐缓冲液 (pH 4.0–6.5)、
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磷酸盐缓冲液(pH 6.5–7.5)和 Tris-HCl 缓冲液(pH 

7.5–9.0)。反应温度为 45 ℃，反应时间为 20 min。

其余条件如 1.3.2 所述。 

1.3.4  温度对酶活的影响 

将反应体系置于不同的温度下进行反应，研

究温度对酶活的影响。温度设为 25–60 ℃，间隔

5 ℃。缓冲液为 pH 5.5 的醋酸缓冲液，反应时间

为 20 min。其余条件如 1.3.2 所述。 

1.3.5  金属离子对酶活的影响 

向反应体系中加入终浓度为 1 mmol/L 的

CoCl2、CaCl2、MgSO4、NiSO4、MnSO4、CuSO4、

FeSO4、ZnSO4、Fe2(SO4)3、Al2(SO4)3 和 EDTA，

于 pH 5.5 和 45 ℃条件下反应 20 min。其余条件如

1.3.2 所述。未加金属离子的对照组酶活定义为 100%。 

1.3.6  产物多糖的分离纯化 

扩大反应体系至 100 mL，其中蔗糖浓度 700 g/L，

加酶量 4 U/mL，在 pH 5.5 和 45 ℃条件下反应 7 h。

反应结束后，利用 Sevag 法除蛋白。向去除蛋白

后的溶液中，加入 4 倍体积的无水乙醇，4 ℃沉

淀，离心取沉淀。用水复溶后重复该步骤，直至

HPLC 的图谱中显示无蔗糖、葡萄糖和果糖残留。

将沉淀冷冻干燥 24 h，储存于干燥器中。 

1.3.7  核磁共振(NMR) 

将 35 mg 冷冻干燥的样品，放进核磁管，加

入 550 μL 的重水(D2O)，放在 70 ℃水浴锅中溶解。

待完全溶解后，进行 NMR 检测，记录碳谱

(NMR-13C)和氢谱(NMR-1H)。 

1.3.8  酶法合成菊糖的条件优化 

为探究底物浓度对菊糖产量的影响，100、

200、300、400、500、600、700、800 g/L 的蔗糖

作为底物，加酶量控制在 4 U/mL，于 pH 5.5 和

45 ℃条件下反应 20 min。 

为探究加酶量对菊糖产量的影响，向 700 g/L

的蔗糖中分别加入 0.2、0.6、1、2、3、4、5 U/mL

的重组酶，于 pH 5.5 和 45 ℃条件下反应 20 min。 

为探究菊糖产量随时间的变化，向 700 g/L

的蔗糖中加入 4 U/mL 的重组酶，分别在反应

0.33、1、2、3、4、5、6、7、8、9 h 后取样检测

菊糖含量。 

1.3.9  数据分析 

本研究中，酶学性质部分和菊糖合成条件的

优化部分，平行实验 3 次，数据取平均值，采用

Orgin 8.5 作图。氨基酸序列比对使用 ESPript 在

线服务器完成(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/)。

NMR-13C和NMR-1H的图谱分析，使用MestReNova

软件进行。 

2  结果与分析 

2.1  重组酶的构建、表达及纯化 

NCBI 数据库中有一段可利用的 DNA 序列

(GenBank 登录号：AZFB01000009.1)，其编码的

蛋白序列登录号为：KRL62549.1。蛋白全长 765 个

氨基酸，N-端前 32 个氨基酸为该酶信号肽，

C-端有一段细胞壁结合序列 LPQTG，它们的存在

影响蛋白的表达纯化。信号肽和细胞壁结合序列

在 IS 中是常见的[16]。通过氨基酸序列比对分析 

(图 1)，该蛋白与已知晶体结构的约氏乳杆菌

Lactobacillus johnsonii NCC533 来源的 IS (Lajo-IS) 

序列一致性达 62.9%，因此，推测该蛋白可能是

IS。研究表明 IS 的氨基酸序列可分为 3 部分，其

一：N-端不保守区域；其二：C-端不保守区域；

其三：保守催化区域[17-19]。因此，本研究采用同时

截断 N-端和 C-端部分序列的方式，构建重组酶。 

通过将已知蛋白序列与 Lajo-IS 进行氨基酸

比对，将野生酶 N-端和 C-端多余的 93 个和 108 个

氨基酸截断，相当于在 DNA 序列 5′-端和 3′-端分

别截去 273 bp 和 324 bp。将保留的中间 1 701 bp

的 3′-端加上 6 个组氨酸标签后插入到载体

pET-22b(+)中。构建的重组质粒经表达、分离、

纯化后，进行 SDS-PAGE 检测。如图 2 所示，重

组酶的条带单一，分子量在 65 kDa 左右，与蛋白

的理论预测值 63.4 kDa 相符，表明蛋白成功表达。

纯化后无杂蛋白残留，可用于后续酶学性质的鉴

定研究。 
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图 1  Lajo-IS 和 Laps-IS 的氨基酸序列比对 (红色部分为保守区域，浅橙色阴影部分为截去的序列) 
Fig. 1  Multiple sequence alignment of Lajo-IS and Laps-IS. Red parts are conserved regions and the light orange parts 
are truncated sequences. 

 

 
 

图 2  重组酶的构建方式及 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  The constructed process of the recombinant 
enzyme and SDS-PAGE analysis. M: standard protein 
marker; Laps-IS: the purified recombinant enzyme; a: the 
supernatant of broken cells; b: the supernatant cultivating 
the cells for 6 h; c: the broken cell fragments. 

 

2.2  pH 和温度对酶活的影响 

IS 催化蔗糖的反应过程分为 3 步。第 1 步：

在酶的作用下，蔗糖被裂解为葡萄糖和酶-果糖基

复合体。第 2 步：若水分子作为果糖基受体，则 

发生水解反应，蔗糖被水解为葡萄糖和果糖；若

另一分子蔗糖作为果糖基受体，则发生转糖基反

应，果糖基通过 β-(2,1)糖苷键连接到蔗糖的果糖

基端，产生蔗果三糖。第 3 步：蔗果三糖再次作

为受体，生产蔗果四糖，反应不断进行， 终产

生长链菊糖[11]。因此，由反应过程定义了 3 种酶

活：总酶活、水解酶活和转糖基酶活，分别用反

应体系中葡萄糖的量、果糖的量和二者之差表示。 

pH 对酶活的影响如图 3A 所示。在弱酸性环

境下，酶活处于较高水平，在 pH 5.5 的醋酸盐缓

冲液中总酶活和转糖基酶活达到 大，水解酶活

在 pH 5.0 的醋酸盐缓冲液中 大。碱性环境对酶

活的影响大，3 种酶活均比较低。因此，重组酶

的 适 pH 为 5.5。目前已报到的 IS，除芽孢杆菌

Bacillus sp. 217C-11 来源的以外[20]， 适 pH 均在

弱酸性条件下。与格氏乳杆菌 Lactobacillus 

gasseri DSM 20604 来源的 IS 相比[21]，Laps-IS 的

酶活受 pH 的影响更加显著。 
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温 度 对 酶 活 的 影 响 如 图 3B 所 示 。 在

25–45 ℃，酶活随着温度的升高而增加，且转糖

基酶活的增加幅度比水解酶活大。在 45 ℃时总酶

活和转糖基酶活达到 大，而水解酶活在 50 ℃时

达到 大。因此，确定 45 ℃为重组酶的 适温度。

值得注意的是，在 25 ℃时，转糖基酶活与水解酶

活之比(T/H)为 4.0，随着温度的提高，这一比例

逐渐降低，45 ℃时 T/H 为 1.7。45–60 ℃，T/H 变

化不大。这一现象说明，低温条件更有利于发生 

转糖基反应，高温条件下则促进水解反应发生。

黏琼脂芽孢杆菌 Bacillus agaradhaerens WDG185

来源的 IS 的 适温度是目前鉴定的同类酶中

高的，为 60 ℃[22]。其次是 L. johnsonii NCC 533

来源的 IS， 适温度为 55 ℃[16]。 

2.3  金属离子对酶活的影响 

金属离子对酶活的影响如图 4 所示。在添加

终浓度为 1 mmol/L 的各种金属离子后，重组酶的

酶活均受到不同程度影响。尤其是 Cu2+，1 mmol/L 
 

 

 
 

图 3  pH (A) 和温度 (B) 对 Laps-IS 酶活的影响 
Fig. 3  The effects of pH and temperature on activities of Laps-IS. (A) The effects of pH on total, hydrolysis and 
transfructosylation activities. □: acetate buffer; ▽: sodium phosphate buffer; ○: Tris-HCl. (B) The effects of temperature 
on total, hydrolysis and transfructosylation activities. 

 

 
 

图 4  金属离子对 Laps-IS 酶活的影响 
Fig. 4  The effect of metal ions on the activities of Laps-IS. 
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Cu2+即可使酶失活。金属离子对转糖基酶活的影

响较水解酶活大，使得 T/H 都减小。因此，可以

判定 Laps-IS 为金属离子抑制型酶。这一结果与

目前已报道的不同。例如，Ca2+可以在不同程度

上促进罗伊氏乳杆菌 Lactobacillus reuteri 121[17]

和 L. gasseri[18]来源的 IS 的酶活，Mn2+可以将    

L. gasseri DSM 20604 来源的 IS 酶活提高 57%[21]。

B. agaradhaerens WDG185 来源的 IS 酶活不受金

属离子的影响，因为该酶没有金属离子结合位   

点[22]。而通过序列比对可以发现 Laje-IS 与 Lajo-IS

一致，存在 Ca2+结合残基。导致金属离子不仅不

促进 Laje-IS 酶活，反而抑制其酶活的原因，可能

是金属离子结合位点附近的微环境的变化对底物

结合口袋产生影响。其分子机制有待进一步研究。 

2.4  产物结构鉴定 

由于 IS 和 LS 在反应进程，酶分子结构及催

化机理等方面存在很多相似性。甚至 Lactobacillus

来源的两种酶，在氨基酸序列上都表现出很高的

相似性。本课题组曾研究过 L. reuteri LTH5448 来

源的 LS，它的氨基酸序列一致性与 IS 更接近，

而产物却是 levan 型果聚糖[23]。因此，仅从序列

上无法判断酶的种类。通过产物果聚糖的糖苷键

型，判断产物果聚糖的种类，进而确定酶的种类，

是区分 IS 和 LS 直接的方法。酶法合成的果聚

糖分子内糖苷键单一，可通过 NMR 进行鉴定。 

NMR 结果如图 5 所示。5A 为 NMR-13C 图谱，

可以看到 6 个明显的单峰，无杂峰，分别代表果

糖基上处于不同化学环境的 6 个碳原子。化学位

移分别为 62.39 ppm (C-1)、104.56 ppm (C-2)、

78.52 ppm (C-3)、75.83 ppm (C-4)、82.47 ppm (C-5)

和 62.39 ppm (C-6)。NMR-1H 图谱如图 5B，氢原

子的化学位移和裂分状态，与 levan 果聚糖的氢

谱不同，与菊糖的氢谱一致。因此，将峰型和相

对位置与目前已报道的微生物酶法合成果聚糖的

结果进行比对 (表 1)，可以确定本研究 L. psittaci 

DSM 15354 来源重组酶为 IS。 
 

 
 

图 5  Laps-IS 产物多糖的 NMR 图谱 (A：NMR-13C 图谱；B：NMR-1H 图谱) 
Fig. 5  The NMR spectra of produced polysaccharide. (A) The spectrum of NMR-13C. (B) The spectrum of NMR-1H. 

 

表 1  已报到的酶法合成果聚糖产物的 13C 原子化学位移 
Table 1  13C chemical shifts of reported fructans biosynthesized enzymatically 

Microorganisms Products Carbon atom number 
  C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 
L. gasseri DSM20604[21] Inulin 62.15 104.25 78.31 75.62 82.2 63.21 
L. johnsonii NCC 533[16] Inulin 62.2 104.2 78.3 75.6 82.2 63.1 
L. citreum CW28[24] Inulin 61.4 103.6 77.5 74.9 81.8 62.7 
L. psittaci DSM 15354 Inulin 62.39 104.56 78.52 75.83 82.47 62.39 
B. goodwinii[25] Levan 60.95 104.57 77.27 75.91 80.67 63.83 
L. reuteri LTH5448[23] Levan 60.93 104.55 77.25 75.90 80.66 63.81 
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2.5  蔗糖浓度的优化 

研究表明 L. reuteri 121 来源的 IS 的总酶活和

转糖基酶活的反应动力学参数，不遵循米氏方程

底物饱和的典型特征，因为这两种酶活不能被蔗

糖饱和[26]。因此，蔗糖浓度可能对菊糖的产量产

生重要影响。如图 6 所示，为酶活和菊糖产量随蔗

糖浓度的变化。可以看出，在蔗糖浓度从 100 g/L

增加到 700 g/L 时，转糖基酶活不断增加，使得

总酶活也不断增加。这说明了 Laps-IS 总酶活和

转糖基酶活的底物不饱和现象。相反，水解酶活

在不同的蔗糖浓度下，变化不大，说明水解酶活

被底物饱和。高的蔗糖浓度有利于促进转糖基反

应的发生，这一现象在一些研究中也有报道[27-29]。

当蔗糖浓度从 700 g/L 增加到 800 g/L 时，菊糖产

量降低了 13.5%。这可能是由于生成的菊糖部分

水解造成的。因此，将蔗糖浓度定为 700 g/L，进

行加酶量的影响研究。 

2.6  加酶量浓度的优化 

加酶量是影响菊糖产量的另一个重要因素。

在 700 g/L 的蔗糖中，分别加入不同量的蔗糖，

结果如图 7 所示。随着加酶量的增加，转糖基酶

活和总酶活都总体呈现下降趋势，这是由二者底

物不饱和造成的。菊糖的产量随着加酶量的增加

而提高，当加酶量增加到 4 U/mL 时达到 大。 

 

 
 
图 6  蔗糖浓度对 Laps-IS 酶活和菊糖产量的影响 
Fig. 6  The effect of sucrose concentration on activities 
and inulin production. 

 
 
 

图 7  加酶量对 Laps-IS 酶活和菊糖产量的影响 
Fig. 7  The effect of enzyme dosage on activities and 
inulin production. 

 
之后再提高加酶量，菊糖产量略微降低。同样的

现象在 LS 中也被观察到。Brenneria goodwinii 来

源的 LS，当每克蔗糖加入 6 U 的酶时，levan 产

量 大，之后略有降低 [25]。因此，在确定蔗糖   

浓度等的条件下，Laps-IS 产菊糖的 适加酶量为

4 U/mL。 

2.7  菊糖生产的反应进程 

以 700 g/L 的蔗糖为底物，加酶量 4 U/mL，

在 pH 5.5 和 45 ℃条件下进行反应。反应体系中

菊糖的浓度随时间的变化如图 8 所示。随着反应

的进行，蔗糖不断被转化为菊糖，7 h 时产量达到

大，约为 287 g/L，蔗糖到菊糖的转化率为 41%。

B. goodwinii 来源的 LS 在优化条件下，levan 型果

聚糖的产量为 185 g/L[25]。L. gasseri DSM 20604

来源的 IS在优化条件下，菊糖的产量为 53 g/L[21]。

本研究所得到的重组酶 Laps-IS 是目前报道的菊

糖产量和蔗糖到菊糖转化率 高的 IS。这可能与

Laps-IS 高的转糖基能力有关。通过利用 IS 的转

糖基能力，可以以蔗糖为供体、某些其他糖类为

受体，进行受体反应，生产新型低聚糖[30-31]。因

此，Laps-IS 进行受体反应的转糖基能力，值得进

一步研究。 
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图 8  Laps-IS 菊糖产量的反应进程 
Fig. 8  Reaction process of inulin production. 

3  结论 

本研究通过基因数据库筛选获得来源于    

L. psittaci DSM 15354 的基因片段。通过截断的方

式构建重组质粒。经重组表达、分离纯化，获得

分子量为 65 kDa 的纯酶。通过对酶学性质进行鉴

定，获得以蔗糖为唯一底物时的 适反应条件。

产物鉴定表明产物多糖为菊糖，进而判定该重组

酶为菊糖生产酶 IS。 后，对菊糖生产条件进行

优化，使菊糖的 大产量为 287 g/L。目前国内对

IS 的研究较少，本研究鉴定的 IS 具有高的转糖基

能力，蔗糖到菊糖的转化率高，有工业应用的前

景。此外，本研究有利于促进对该类酶的认识，

为 IS 和微生物菊糖的进一步研究提供基础。 
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