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摘　 要　 红藻糖苷是一种具有抗氧化性、调节免疫系统、保护蛋白等生物活性的糖基醇，在食品和化妆品等领

域具有广阔的应用前景。 本实验室前期已成功实现了中慢生根瘤菌（Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）来源的 α⁃半乳糖苷酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７的异源表达，该酶可通过转糖基作用合成红藻糖苷。 为提高红藻糖苷的产量，以甘油作为反应受

体，对硝基苯基 α⁃Ｄ⁃吡喃半乳糖苷（ｐＮＰＧ）作为反应供体，对 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 合成红藻糖苷的条件进行优化。 当甘

油浓度为 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＮＰＧ 浓度 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，酶浓度 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ，反应时间 ２ ｈ，反应 ｐＨ ８． ５，反应温度 ３０ ℃时，
ｒＡｇａＡＪＢ０７ 合成红藻糖苷的产量达到最大，比优化前提高 ６６． ２％ ，反应时间缩短 ２２ ｈ，为红藻糖苷的酶法合成

研究提供参考。
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　 　 红藻糖苷具有良好的抗冻保护作用，能有效

延缓蛋白质的冷冻变性［１］，同时还具有抑制癌细

胞转移［２］、神经保护［３］、抗炎［４］、抗氧化［５］、调节

免疫系统［６］、促成骨分化［７］等多种生物活性，在食

品和化妆品等领域具有广阔的应用前景［７⁃８］。 红

藻糖苷由吡喃半乳糖基和丙三醇构成，在许多红

藻和海洋藻类中被发现，是红藻的主要光合产

物［９⁃１０］，在红藻中短期存在，多被分解代谢［１１］。 目

前，红藻糖苷的获取途径呈多元化趋势，同时也存

在一些不足，主要表现在以下几个方面：化学合成

法依赖复杂的步骤和高毒性的试剂对环境不友

好［１２⁃１４］；红藻直接提取法不仅受限于成本高、提取

时间长、提取产率低［１５⁃１６］，而且原料中活性成分会

随着季节性而变化［１７⁃１８］；单细胞藻类合成法面临

产物纯化困难与规模化生产瓶颈［１９］。 而酶法合

成凭借其优异的区域选择性和立体选择性，以及

步骤简单、反应条件温和、环境友好、产物较单一、
产量相对较高等优势［２０⁃２１］，逐渐成为最具应用前

景的替代方案。 酶促的糖基化反应是自然界中最

重要的反应之一，生物体内通常由糖苷转移酶完

成。 但与糖苷转移酶相比，糖苷水解酶催化的转

糖基反应，不需要其他辅助因子，底物价廉且获取

容易，酶易于重组表达和性质多样等优势［２２］。

α⁃半乳糖苷酶 （ α⁃１，６⁃Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ｇａｌａｃｔｏｈｙｄｒｏ⁃
ｌａｓｅ； ｍｅｌｉｂｉａｓｅ； ＥＣ ３． ２． １． ２２）是催化水解不同底

物末端非还原性半乳糖残基的外切糖苷酶。 大多

数α⁃半乳糖苷酶除具有水解活性外，还具有转糖基

活性（图 １），可将水解的糖苷转移到多种不同羟基

化合物上，如糖、糖醇和醇类等，受体广泛［２３⁃２７］。
前期有研究证实了酶法合成红藻糖苷的可行性，但
关键工艺参数未进行系统优化，导致产物在合成过

程中被显著水解，红藻糖苷产率较低［２８］，严重制约

其工业化应用进程。 云南省生物质能与环境生物

技术重点实验室（本实验室）在前期研究中已成功

实现了中慢生根瘤菌（Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）来源的 α⁃半
乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的异源表达。 该酶具有转糖

基活性，能够以对硝基苯基 α⁃Ｄ⁃吡喃半乳糖苷

（ｐＮＰＧ）为供体，甘油（丙三醇）为受体合成红藻糖

苷［２９］。 然而，糖苷水解酶因兼具水解活性，转糖基

产物会被自身水解，导致转糖基产物的产量低。 因

此，利用糖苷水解酶的转糖基作用生产糖基化产

物，需要优化酶促反应参数，促使反应平衡向转糖

基活性方向移动，提高转糖基产物的产量［３０］。 本

研究旨在通过系统优化转糖基反应条件，提高

α⁃半乳糖苷酶ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的转糖基水平，为红藻糖

苷的酶法合成提供有效策略和依据。

图 １　 α⁃半乳糖苷酶水解反应和转糖基反应流程图
Ｆｉｇ． １　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ⁃ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｘ 和 Ｒ 表示任意基团

Ｘ ａｎｄ Ｒ ｄｅｎｏｔｅｄ ａｎｙ ｓｕｂｓｔｉｔｕｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 菌株来源 　 包含 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡ⁃
ＪＢ０７ 基因的重组表达质粒 ｐＥＡＳＹ⁃ａｇａＡＪＢ０７ 以及

重组 表 达 大 肠 埃 希 菌 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ） ＢＬ２１
（ＤＥ３）均来源于本实验室［２９］。
１． １． ２　 培养基　 ＬＢ 液体培养基：胰蛋白胨 １０ ｇ，
酵母粉 ５ ｇ，氯化钠 １０ ｇ，用适量 ｄｄＨ２Ｏ 溶解，定
容至 １ ０００ ｍＬ。 使用前，加入氨苄青霉素（Ａｍｐ）
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至终浓度 １００ μｇ ／ ｍＬ，摇匀备用。
１． １． ３ 　 主要试剂与仪器设备 　 硅胶板（德国

Ｍｅｒｃｋ）；冰醋酸、正丁醇（天津市大茂化学试剂

厂）；高锰酸钾（云南汕滇药业有限公司）；对硝基

苯基⁃α⁃Ｄ⁃吡喃半乳糖苷（上海源叶生物科技有限

公司）；其余试剂均为分析纯。 高速冷冻离心机

（Ｈ２０５０Ｒ，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；
高压蒸汽灭菌锅（ＤＸＬ８０Ａ，山东德祥仪器有限公

司）；超净工作台（ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ，苏州安泰空气技术

有限公司）；纯水仪（Ｐｌｕｓ⁃Ｅ２⁃２０ＨＴ，江苏南京易普

易达科技发展有限公司）；分析天平（ＦＡ２００４，上海

舜宇恒平科学仪器有限公司）；电热板（ＤＢ⁃１Ａ，常
州国宇仪器制造有限公司）；恒温水浴锅（ＢＷＳ⁃
１０，上海一恒科学仪器有限公司）；酶标仪（ＨＢＳ⁃
１０９６Ａ，南京德铁生物科技有限公司）；蛋白染色仪

（ｅＳｔａｉｎ Ｌ１，金斯瑞生物科技有限公司）；层析缸（Ｐ⁃
１ 型，上海垒固仪器有限公司）；超声波细胞破碎仪

（Ｓｃｉｅｎｔｚ⁃ＩＩＤ，宁波新芝生物科技股份有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的表达与纯化

　 取活化后的 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 异源表达菌株接种于含

１００ μｇ ／ ｍＬ Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃、１８０
ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养，待培养液 ＯＤ６００值约为 ０． ７ 时，
向培养体系中加入 ７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的异丙基⁃β⁃Ｄ⁃硫
代半乳糖苷（ ＩＰＴＧ），随后将培养体系转入 ２０ ℃
恒温摇床中，１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ２０ ｈ，诱导蛋白

表达。 待诱导完成后，６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ，收
集菌体沉淀，将沉淀重悬于预冷的柠檬酸⁃磷酸氢

二钠缓冲液中（ｐＨ ７． ０），形成菌悬液。 将该菌悬

液置于冰浴条件下，使用超声波细胞破碎仪进行

裂解处理。 裂解液经高速离心（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０
ｍｉｎ，４ ℃，３ 次）去除细胞碎片后，所得上清液即

为含目的蛋白的粗酶液。 粗酶液用 Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 亲

和层析柱纯化，以 ｐＮＰＧ 为底物检测酶活力。 重

组酶的纯度分析通过十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）完成。
１． ２． ２　 酶活单位测定　 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 可将 ｐＮＰＧ 水

解为等量的黄色对硝基酚（ ｐＮＰ）和 α⁃半乳糖残

基，通过测定反应体系当中 ｐＮＰ 的含量即可测定

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的活性［３１］。 在预设温度条件下，将

４５０ μＬ 含有 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＮＰＧ 的缓冲体系恒温处

理 ５ ｍｉｎ。 随后加入 ５０ μＬ 酶液，孵育 １０ ｍｉｎ 后，

加入 ２ ｍＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸钠溶液终止反应。 终止

反应后的混合液经自然冷却至环境温度后，定量

移取 ２００ μＬ 至 ９６ 孔微孔板中，采用酶标仪在特

征吸收波长 ４０５ ｎｍ 处测定 ｐＮＰ 的特征吸光度

（ＯＤ 值）。 实验过程中以未加酶液的空白对照组

作为参照体系，每组设置 ３ 个平行实验。 酶活单

位（Ｕ）的定义：一定条件下，每分钟转化底物释放

１ μｍｏｌ ｐＮＰＧ 所需要的酶量。
１． ２． ３　 转糖基活性测定及产物检测　 在 ４５０ μＬ
含有一定浓度的 ｐＮＰＧ 和甘油的底物缓冲液中，
加入 ５０ μＬ 适当稀释的酶液，在预设的 ｐＨ 和温

度下反应相应的时间，离心后于 － ２０ ℃下终止反

应。 在其他条件相同的情况下，以加入相同稀释

倍数的灭活酶液作为对照。 采用薄层层析（Ｔｈｉｎ
ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＴＬＣ ） 方 法 进 行 产 物 分

析［２９］，混合 １ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ、１ ｍＬ 冰醋酸和 ４ ｍＬ 正

丁醇为展开剂，置于层析缸中备用；将硅胶板活化

后点样 ３ 次，每次 ０． ５ μＬ；将点样后硅胶板放入

层析缸中展层至溶剂前沿距板顶约 １ ｃｍ 处；吹干

后重复展层一次。 显色使用 ０． ５％ （质量分数）高
锰酸钾溶液浸没硅胶板 ３０ ｓ，取出吹干显色。 利

用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行红藻糖苷产量分析［３２⁃３３］。
１． ２． ４ 　 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基合成红

藻糖苷的反应条件优化　 采用单因素顺序优化方

式检测各反应条件对转糖基合成红藻糖苷产率的

影响。 首先以 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＮＰＧ 为供体，在 ｐＨ
６． ５、３７ ℃ 条件下，通过改变受体 （甘油） 浓度

（１００、２００、３００、４００、５００、６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）并固定酶浓

度为 ０． ２ Ｕ ／ ｍＬ，反应 ２４ ｈ 后于 － ２０ ℃终止，筛选

出最优受体浓度；基于此受体浓度，进一步优化供

体 ｐＮＰＧ 浓度（２０、４０、６０、８０、１００、１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。
在最优的供体⁃受体浓度下，探究酶浓度（０． １、
０． ５、１． ０、１． ５、２． ０、２． ５ Ｕ ／ ｍＬ）对转糖基合成红藻

糖苷产率的影响。 在最佳供体⁃受体⁃酶浓度组合

下，依次评估反应时间（２、４、６、８、１０、１２、２４ ｈ）、反
应 ｐＨ（６． ０、６． ５、７． ０、７． ５、８． ０、８． ５、９． ０）及反应温

度（２０、３０、４０、５０ ℃）对转糖基效率的影响。 所有

实验均以等体积灭活酶液为对照， － ２０ ℃冷冻终

止反应，通过薄层层析（ＴＬＣ）结合 ＩｍａｇｅＪ 软件分

析产物产量差异。
１． ２． ５　 优化前后产物产量对比　 分别在优化前

（甘油浓度 ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＮＰＧ 浓度 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，酶
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浓度 ０． ２ Ｕ ／ ｍＬ，反应时间 ２４ ｈ，反应 ｐＨ ６． ５，反
应温度 ３７ ℃）和优化后（甘油浓度 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＮＰＧ 浓度 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，酶浓度 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ，反应时

间 ２ ｈ，反应 ｐＨ ８． ５，反应温度 ３０ ℃）反应体系中

进行转糖基反应，均通过 － ２０ ℃冷冻终止反应，
并设置等体积灭活酶液、无甘油以及无 ｐＮＰＧ 三

组对照。

２　 结果与分析

２． １　 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的表达与纯化

含 ｐＥＡＳＹ⁃ａｇａＡＪＢ０７ 的阳性重组子经诱导表

达、超声破碎和 Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 亲和层析，产物为电泳

纯单一条带，分子量与 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的理论值 ８０． ９
ｋＤａ 相符合（图 ２）。 经酶活力检测显示，纯化酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 具有 α⁃半乳糖苷酶活性，ｐＮＰＧ 的水解

活性为 ２． ５ Ｕ ／ ｍＬ。

图 ２　 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ． ２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７
Ｍ：蛋白标准样品（分子量范围：２９． ０ ～ ２００． ０ ｋＤａ）；１：纯化

的 ｒＡｇａＡＪＢ０７
Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ（ ｒａｎｇｅ：２９． ０⁃２００． ０ ｋＤａ）； １： ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒＡ⁃
ｇａＡＪＢ０７

２． ２　 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基合成红藻

糖苷的条件优化

２． ２． １　 受体（甘油）浓度的优化　 甘油浓度的增

加总体上促进了红藻糖苷的积累，当甘油浓度为

５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，红藻糖苷的相对质量达到最高，
表明该浓度为转糖基合成红藻糖苷的最佳甘油浓

度（图 ３）。
２． ２． ２　 供体（ｐＮＰＧ）浓度的优化　 红藻糖苷的相

对质量随 ｐＮＰＧ 浓度的变化呈现先上升后下降的

趋势。 当 ｐＮＰＧ 的浓度由 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 增至 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，红藻糖苷相对质量由 ８９． ６％ 增加至

最大，但当 ｐＮＰＧ 浓度进一步升高 （ ４０ ～ １００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）时，红藻糖苷相对质量逐步下降。 １００ ～
１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，出现小幅波动，但整体仍呈现下

降趋势（图 ４）。 结果表明，４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｐＮＰＧ 为

最优的供体浓度，大于该浓度则显著抑制转糖基

合成红藻糖苷的相对质量。

图 ３　 受体（甘油）浓度对 α⁃半乳糖苷酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７

图 ４　 供体（ｐＮＰＧ）浓度对

α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｎｏｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７

２． ２． ３ 　 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 浓度的优化 　
红藻糖苷的相对质量随 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７
酶浓度的变化呈现先上升后下降的趋势。 当酶浓

度由 ０． １ Ｕ ／ ｍＬ 增加到 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ 时，红藻糖苷的

相对质量逐渐提高，并在 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ 时达到最大

值。 当酶浓度超过 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ 时，红藻糖苷的相

对质量开始下降（图 ５）。 这一结果表明，酶浓度

对红藻糖苷的生成具有显著影响。 在较低的酶浓

度下 （０． １ Ｕ ／ ｍＬ），红藻糖苷的相对质量仅为

９３２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



３２． ２％ ，这可能是由于酶的催化活性不足，导致反

应效率较低。 随着酶浓度的增加，反应体系中酶

的数量增多，从而提高了红藻糖苷的生成效率。
然而，当酶浓度过高时（超过 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ），红藻糖

苷的相对质量反而下降，这可能是由于过量的酶

导致反应体系中的产物被水解。 综上所述，确定

１． ５ Ｕ ／ ｍＬ为红藻糖苷生成的最佳酶浓度。

图 ５　 酶浓度对 α⁃半乳糖苷酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７

２． ２． ４　 反应时间的优化　 红藻糖苷的相对质量

随反应时间的延长呈现逐渐下降的趋势。 当反应

时间为 ２ ｈ，红藻糖苷的相对质量达到最大值。 随

着反应时间的增加，红藻糖苷相对质量逐渐下降，
这可能与反应过程中底物逐渐减少而产物被进一

步水解有关（图 ６）。 因此，２ ｈ 是转糖基合成红藻

糖苷的最优反应时间。

图 ６　 反应时间对 α⁃半乳糖苷酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７

２． ２． ５　 反应 ｐＨ 的优化　 红藻糖苷的相对质量随

ｐＨ 值的变化呈现先上升后下降的趋势。 当 ｐＨ 值

由 ６． ０ 增加到 ８． ５ 时，红藻糖苷的相对质量逐渐提

高，并在 ｐＨ ８． ５ 时达到最大值。 当 ｐＨ 值进一步

增加至 ９． ０ 时，相对质量开始下降（图 ７）。 结果表

明，ｐＨ 值对红藻糖苷的生成具有显著影响，ｐＨ
８． ５ 是转糖基合成红藻糖苷的最佳反应 ｐＨ。

图 ７　 反应 ｐＨ 对 α⁃半乳糖苷酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７

２． ２． ６　 反应温度的优化 　 红藻糖苷的相对质量

随温度的变化呈现先上升后下降的趋势。 当温度

由 ２０ ℃上升至 ３０ ℃时，红藻糖苷的相对质量显著

提升，并在 ３０ ℃达到最大值。 当反应温度进一步

升高至 ４０ ℃和 ５０ ℃时，红藻糖苷的相对质量急剧

下降 （图 ８ ）。 结果表明， 反应温度显著影响

ｒＡｇａＡＪＢ０７转糖基合成红藻糖苷的产量，３０ ℃ 是

ｒＡｇａＡＪＢ０７转糖基合成红藻糖苷的最优反应温度。

图 ８　 反应温度对 α⁃半乳糖苷酶

ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ α⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｒＡｇａＡＪＢ０７

２． ３　 优化前后产物产量对比分析

优化条件下，ｒＡｇａＡＪＢ０７ 合成红藻糖苷的产
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物特征斑点较优化前显色强度明显增强、面积显

著增加，产量提高了 ６６． ２％ ，远高于条件优化前

的产量（图 ９），表明优化后的反应条件可以有效

抑制水解反应，使酶更偏向于转糖基作用，进而显

著提升红藻糖苷的产率。
当受体甘油浓度为 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，供体 ｐＮＰＧ

浓度 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，酶浓度 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ，反应时间 ２
ｈ，反应 ｐＨ ８． ５，反应温度 ３０ ℃时，α⁃半乳糖苷

酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 合成红藻糖苷的产量达到最大，
比优化前的产量提高了 ６６． ２％ ，反应时间缩短

２２ ｈ。

图 ９　 优化前后条件下的转糖基产物产量对比分析

Ｆｉｇ． ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｙｉｅｌｄｓ ｕｎｄｅｒ ｐｒｅ⁃ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ＧｌＯＨ 代表甘油；ＸＴ 代表 Ｘ 的转糖基产物

ＧｌＯＨ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｇｌｙｃｅｒｏｌ； ＸＴ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｒｏｍ Ｘ

３　 讨　 论

本研究使用的 α⁃半乳糖苷酶 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 属

于糖苷水解酶第 ３６ 家族（ＧＨ３６），由 ７２２ 个氨基

酸残基组成，遵循经典保留催化机制 （ Ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｋｏｓｈｌａｎｄ ｒｅｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ），该催化机制中，催
化反应通常涉及两个酸性氨基酸：一个作为亲核

催化氨基酸，另一个作为广义酸 ／碱催化氨基酸，
反应第一步通过去质子化的亲核催化氨基酸侧链

攻击底物，另一被质子化的催化氨基酸作为广义

的酸为离去基团提供质子，促进糖苷键断裂，亲核

催化氨基酸与半乳糖苷形成共价连接的糖基酶中

间体［３４］；反应第二步中去质子化的催化氨基酸侧

链作为广义的碱，活化受体分子（当受体分子是

水时就发生水解反应，而当受体分子为甘油等就

发生转糖基反应），去质子化的受体分子攻击糖

基酶复合体，促使其解离，还原亲核催化氨基酸残

基，形成水解或转糖基产物［３５⁃３６］。 从催化机制来

看，α⁃半乳糖苷酶发挥水解活性还是转糖基活性

主要取决于催化过程的第二步反应。
ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活性受到供体和受体浓度

的影响。 在受体浓度方面，ｒＡｇａＡＪＢ０７ 转糖基活

性会随着受体浓度的增加而增大，相似地，草酸青

霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ）来源的 α⁃半乳糖苷酶能

将半乳糖基转至高浓度糖或醇产生转糖基产

物［２４］。 一方面，高浓度受体可以增加活化的机

率，提高转糖基活性［３７］；另一方面，高浓度受体会

降低水活度（ａｗ），降低水解反应活性［３８］。 由此可

见，高浓度受体有利于提高转糖基产物的产量。
在供体浓度方面，超过 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｐＮＰＧ 会引

起红藻糖苷的产量下降，这可能是发生了底物抑

制现象［２８］。
酶稳定性与催化活性的平衡是长周期反应的

关键限制因素。 一些 ＧＨ３６ 家族的酶存在最适反

应温度与热稳定性不匹配的现象，例如嗜热拟青

霉（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ）来源的 α⁃半乳糖苷

酶 ＰｔＧａｌ３６Ａ［２３］。 本研究发现 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 也表现

出类似的独特催化特性：在低于其最适温度（４５
℃）和高于其最适 ｐＨ（６． ５）的条件下［２９］，酶仍能

保持稳定并高效催化转糖基反应。 推测较低的温

度可抑制水解活性，较高的 ｐＨ 可能通过改变酶

活性中心的静电势，强化其与受体分子甘油的结

合［３９］。 进一步优化酶浓度至 １． ５ Ｕ ／ ｍＬ 显著提高

了底物转化的通量，将反应时间从 ２４ ｈ 缩短至 ２
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ｈ 则有效规避了产物水解以及污染的风险［２８⁃２９］。
目前红藻糖苷的制备方法主要包括化学合成

法、红藻直接提取法、单细胞藻类合成法及酶法合

成，前三种方法普遍存在对环境不友好、提取效率

低或者纯化成本高等问题，酶法合成以其良好的

区域选择性与立体选择性、温和的反应条件和环

境友好性等优势逐渐受到关注。 目前红藻糖苷的

酶法合成研究仍较为有限。 迄今仅 Ｗａｎｇ 等［２８］

报道了利用嗜环芽孢杆菌（Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｅｓｐｅｒｉ⁃
ｄｕｍ）来源的 α⁃半乳糖苷酶于在 ３７ ℃、ｐＨ ５． ０ 条

件下，催化甘油和半乳糖转糖基反应合成红藻糖

苷。 但其未对转糖基合成的反应条件进行系统优

化以抑制水解反应发生，导致产物在合成过程中

被显著水解，最终半乳糖转化率仅为 ２３％ ，转糖

基效率严重受限。 在此基础上，本研究通过系统

优化转糖基反应条件显著提升了红藻糖苷的合成

效率。 所得的最优反应条件下，红藻糖苷的产率

较初始条件下提升了 ６６． ２％ 。 与化学合成法相

比，酶催化途径避免了有毒试剂的使用，反应流程

更为简易［１２⁃１４］；相较于红藻直接提取法，该工艺

解决了原料季节性限制与低得率（低于 ５％ ）问

题［１５⁃１８］；针对单细胞藻类合成法的纯化难题，酶
法合成产物的分离难度显著降低［１９］。

尽管本研究在提高转化效率方面取得了一定

进展，但仍存在一些不足。 ｒＡｇａＡＪＢ０７ 在热稳定

性方面仍需进一步提升，酶在连续反应条件下的

活性保持能力也有待验证。 此外，本研究所用酶

尚未实现固定化，这在一定程度上限制了其在实

际工业过程中的推广应用。 综上，本研究不仅优

化了酶法转糖基合成红藻糖苷的反应体系，还验

证了转糖基方法在合成方面的可行性与优势，为
红藻糖苷的合成研究提供了有效策略和依据。
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［３７］ 李娜， 张蕊， 黄遵锡， 等． β⁃木糖苷酶的生物活性物质转

化功能研究进展［Ｊ］ ． 微生物学通报， ２０２０， ４７（７）： ２２９０⁃
２２９９．

［３８］ Ａｌａｖｉｊｅｈ ＭＫ，Ｍｅｙｅｒ ＡＳ，Ｇｒａｓ ＳＬ，ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃
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