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陈少欣 魏东芝" 胡振华 王筱兰 俞俊棠
（华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室 生物化学研究所 上海 #$$#21）

摘 要 根据反应机理和产物的化学结构，建立了嗜热脂肪芽孢来源的!/半乳糖苷酶催化乳糖水解和转半乳糖苷

反应偶合的动力学模型，模型中包含了低聚三糖和低聚四糖的生成。通过优化计算，估算反应动力学参数，结果表

明该模型能较好地与实验结果相吻合。
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低聚半乳糖（9:;）是一种有助于人体健康的功

能性食品，目前已受到广泛的重视。研究表明，9:;
是人类肠道双歧杆菌的促进因子，它能促进双歧杆

菌的生长，从而改善肠道的微生态平衡［!，#］。同时

9:;还有许多生理功能［2］。9:;的生产主要有化

学法［<］和酶法两种，由于化学法合成糖的步骤繁

琐，且得率不高，目前的研究主要是利用酶法生产

9:;。

!/半乳糖苷酶（=>2(#(!(2#）能够催化乳糖水

解和转糖苷反应生成9:;。乳糖浓度较低时，水解

反应占优势，随着乳糖浓度增加，9:;的产率也增

大。一般9:;的产率仅为#6?"<6?［6］，因此有

必要从反应动力学角度来优化9:;合成。由于乳

糖水解和低聚糖合成同时发生，这使得整个酶催化

反应动力学变得十分复杂。文献对仅有乳糖水解的

反应动力学研究较多，很少有关于水解和转糖苷反

应并存的动力学模型。8@A.+BCDEFF+@等人［"］和

D&&@G8等人［1］分别提出包含有三糖生成的反应

动力学模型，但这种模型也只适用于低乳糖浓度的

反应，这时转糖苷反应的产物主要是三糖，但在高浓

度乳糖情况下，转糖苷反应产物还包含有四糖等更

高聚合度的糖。本文利用嗜热脂肪芽孢杆菌来源的

!/半乳糖苷酶水解乳糖，研究水解反应和转糖苷反

应偶合的反应动力学模型，为优化9:;合成提供理

论依据。

" 材料与方法

"#" 材料

!/半乳糖苷酶（来源于嗜热脂肪芽孢杆菌，自

备）；葡萄糖测定试剂盒，卫生部上海生物制品研究

所生产；乳糖及其它试剂购于上海化学试剂公司，均

为市售化学纯或分析纯。

"#$ 方法

"($(" 乳糖酶促反应：配制浓度6$?（3／4）乳糖

液（HI17$磷酸盐缓冲液）#$,J，加入!/半乳糖苷

酶，置于带夹套反应罐内，反应温度66K。间歇取

样$72,J，经沸水浴加热!6,L@，离心，取上清液用

高效液相色谱分析产物成分和浓度。

"($($ 核磁共振谱鉴定低聚半乳糖四糖的结构：反

应产物经过活性碳柱层析获得低聚半乳糖三糖和四

糖纯品，利用核磁共振鉴定四糖的化学结构。在

"$K用8%8)>=6$$光谱检测器检测!I，!2>，I/I
M&NO和>/IM&NO光 谱。!I/)GP在<$$IQ，!2>/
)GP在#$$IQ，I/IM&NO，>/IM&NO分别在6$$IQ
测定。光谱测定的糖溶液用重水配制成#?的溶

液。化学位移测定用丙酮作为内标物。

"($(% 糖的测定：用高效液相色谱法，系统为;RL/
,EAQSICJ>，;RL,EAQSPTU!$8 示 差 检 测 器，

JLMR.&N&.-CP!0层析柱，移动相为乙腈：水V1$：2$
（4／4），进样量!$#J。单糖峰（含有葡萄糖和半乳

糖）中葡萄糖的含量由葡萄糖试剂盒测定。

$ 结果与讨论

$#" 低聚半乳糖合成机理

!/半乳糖苷酶具有催化乳糖水解和转糖苷两种

功能，在它的活性中心有两个官能基团，咪唑基和巯



基。!"##$%&$#’&和("#)*&+"提出半乳糖苷酶水解和

转糖苷的反应机理，见图,［-］。首先是酶与乳糖作

用释放一分子葡萄糖，同时形成酶.半乳糖苷复合物

（/.0"#）；然后，/.0"#转移半乳糖苷给水分子或其它

含有.12基团的受体。当糖基受体为水时，即为水

解反应；如果糖基受体为糖时则为转糖苷反应，例

如，受体是半乳糖、乳糖时，则转糖苷产物分别为半

乳糖.半乳糖二糖和半乳糖.半乳糖.葡萄糖三糖。由

于在乳糖水解反应过程中，反应体系有葡萄糖、半乳

糖、乳糖、三糖、四糖等存在，如果在动力学模型中考

虑每一步可能发生的反应，则整个反应网络将十分

的复杂。3&45$+根据催化机理提出一个描述水解与

转糖苷动力学模型，转糖苷产物是以,，6或,，7糖

苷键连接的半乳糖三糖；8*9"更进一步，考虑有,，

:糖苷键连接的半乳糖三糖生成的反应动力学模

型［-］。由于这些模型非常复杂，不可能建立其反应

速率方程。

!"! 动力学模型

乳糖水解反应产物2;<=图谱见图>，从图可

知，产物中主要含有单糖（葡萄糖和半乳糖）、乳糖、

低聚半乳糖三糖（013?:）、低聚半乳糖四糖（013
?7）。图:是!.半乳糖苷酶水解@AB乳糖的实验

结果，图中是各种糖浓度随时间的变化情况。随着

反应时间延长，乳糖浓度逐渐减少，单糖和013的

浓度增加，当乳糖水解率为CAB"C@B左右，013
得率最大，进一步反应会使013发生水解。另外，

反应液中半乳糖浓度比葡萄糖浓度低，说明有更多

的半乳糖被转移到产物上。

图, !.半乳糖苷酶催化反应机理

DEFG, ;+*H*’$IJ$K)"%E’J*L$%MNJ"&EK+$"K&E*%
9N!.F"#"K&*’EI"’$

图> 典型反应产物2;<=图谱

DEFG> 2;<=K)+*J"&*F+"J*L"&NHEK"#H+*I4K&G
,G0#4K*’$"%IF"#"K&*’$；>G<"K&*’$；

:G8+E’"KK)"+EI$；7G8$&+"’"KK)"+EI$

通过活性碳柱层析对产物进行分离纯化，得到

013.7纯品，利用核磁共振鉴定它的化学结构，结

果为!.O.0"#.（,!:）.O.0"#.（,!6）.O.0"#.（,!7）.
O.0#4。虽然未鉴定013.:的结构，但从反应机理

可推断出三糖组成为0"#.0"#.0#4，这些结果与文献

报道的低聚半乳糖化学结构一 致［@］。从013.:、

013.7结 构 可 知，它 们 都 含 有 一 个 乳 糖 基（.0"#.
0#4）。因此假设013.:是由半乳糖与乳糖通过转

糖苷反应生成的，然后半乳糖与013.:聚合生成

013.7。据此，提出酶促乳糖水解和低聚半乳糖生

成的反应动力学模型，见图7。为了减少动力学方

程的参数，反应动力学模型假设/=!/是不可逆反

应，这是根据8E5)*JE+*P"的实验发现得出的［6］。

由于反应中水浓度视为恒定，把它归入!A（!AQ!"A
"［2>1］）。

图: 低聚半乳糖合成实验结果

DEFG: 8EJ$K*4+’$*L013H+*I4K&E*%9N!.F"#"K&*’EI"’$G
@AAJF*L#"K&*’$H$+J<"%IAG,J*#／<H*&"’’E4J
H)*’H)"&$94LL$+（H2CGA）E%"&*&"#P*#4J$

*L@AJ<R"’E%K49"&$I"&@@S
#<"K&*’$ $0#4K*’$ ?0"#"K&*’$
%8+E’"KK)"+EI$ &8$&+"’"KK)"+EI$
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!"# 动力学方程及模型的参数估算

根据图!可写出各种糖的反应速率方程式，见

方程（"）!（#）。

图! 反应动力学模型

$%&’! ()*+,)-./+/0*1),02%23%./.1%2455/41%*+
46*.+.142455/41%*+2-)174.%)680"9&4,45.)2%*42+’

:’;45.)2+；<’=,>5)2+；?’=4,45.)2+；

@’@1%2455/41%*+；A’@+.142455/41%*+

!:B":／".B

CD"［E］［:］FDG［E:］CD#［:］［E?］FDH［E@］（"）

!<B"<／".BD!［E:］CDI［E?］［<］ （G）

!?B"?／".BDJ［E］［?］ （I）

!@B"@／".B

CDK［E］［@］FDL［E@］FD"J［EA］CDM［E?］［@］（!）

!AB"A／".BCD""［E］［A］FD"G［EA］ （#）

因为动力学模型中有#个中间络合物，直接用

代数法推导速率方程十分复杂。为了简化推导过

程，采用 N%6&94,.746图解法，将反应写成循环形

式。写出每种酶存在形式的浓度和总酶浓度的比

例，表示为：每种酶中间物浓度／总酶浓度B若干项

的加和／相同的分母，分子中每一项可以由N%6&94,.9
746图形中每一根线所表示的由其他酶形式转变为

这种形式的速度常数，或速度常数与反应物浓度的

乘积；分母为所有分子项的总和。把所得的中间物

浓度代入方程（"）!（#），可以方便地推导出速率方

程式（H）!（"J）。

!:B":／".B（C#:［:］CG#::［:］GC#:@［:］［@］F

#<A［<］［A］C#:A［:］［A］F#@［@］F#@@［@］G）／#
（H）

!<B"<／".B（#:［:］F#::［:］GF#:@［:］［@］C#<@
［<］［@］C#<A［<］［A］）／# （K）

!?B"?／".B（#@［@］F#A［A］F#:［:］）／# （L）

!@B"@／".B（C#@［@］C#<@［<］［@］FG#:A［:］［A］F

#::［:］GF#<A［<］［A］CG#@@［@］GC#:@［:］［@］）／

# （M）

!AB"A／".B（C#A［A］C#:A［:］［A］C#<A［<］［A］F

#@@［@］GF#:@［:］［@］／# （"J）

式中各个动力学常数定义如下：

#: B（DJD"D!DHD"J F DJD"D!DLD"J F DJD"D!DHD"G F

DJD"D!DLD"G）E.（E.为酶的浓度）

#:@B（D"D!DHDMD"GFD"D!DLDMD"G）E.
#::B（D"D!D#DLD"GFD"D!D#DLD"J）E.
#<@B（DGDIDHDKD"GFDGDIDHDKD"J）E.
#<AB（DGDIDHD"JD""FDGDIDLD"JD""）E.
#:AB（D""D"JD#D!DLFD""D"JD#DGDL）E.
#@ B（DJDGDHDKD"J F DJD!DHDKD"G F DJD!DHDKD"J F

DJDGDHDKD"G）E.
#@@B（D!DHDKDMD"GFDGDHDKDMD"G）E.
#AB（DJD!DHD""D"JFDJD!DLD"JD""FDJDGDHD"JD""F

DJDGDLD""D"J）E.
#BDFDA［A］FD@@［@］GFD:A［:］［A］FD@A［@］［A］F

D:@［:］［@］FD<A［<］［A］FD:［:］FD::［:］GFD:<
［:］［<］FD<@［<］［@］FD@［@］FD:@［:］［@］FD@［@］

FD<［<］，式中常数定义为：

DABDJD!DHD""FDJD!DLD""FDJDGDHD""FDJDGDLD""F

D!DHD"JD""FD!DLD"JD""FDGDHD"JD""FDGDLD"JD""；

D@@BD!DHDKDMFDGDHDKDMFD!DKDMD"GFDGDKDMD"G；

D:ABDGD#DLD""FD!D#DLD""FD!D#D"JD""FDGD#D"JD""；

D@ABD!DHDMD""FD!DLDMD""FDGDHDMD""FDGDLDMD""；

D:@BD"D!DHDMFD"D!DLDMFD"DHDMD"GFD"DLDMD"G；

D<ABDGDIDHD""FDGDIDLD""FDIDHD"JD""FDIDLD"JD""；

D:BDJD"DHD"JFDJD"DLD"JFDJD"DHD"GFDJD"DLD"GF

D"D!DHD"GFD"D!DLD"GFD"D!DHD"JFD"D!DLD"JF

D!D#DLD"JFDGD#DLD"GFDGD#DLD"JFD!D#DLD"G；

D::BD"D#DLD"GFD"D#DLD"JFD"D!D#D"GFD"D!D#D"J；

D:<BD"DIDHD"GFD"DIDLD"GFD"DIDHD"JFD"DIDLD"J；

D<@BDIDHDKD"JFDIDHDKD"GFDGDIDKD"GFDGDIDKD"J；

D@BD!DHDKD"JFDGDHDKD"GFDGDHDKD"JFD!DHDKD"GF

DJDGDKD"JFDJD!DKD"GFDJD!DKD"JFDJDGDKD"G；

D:@BD!D#DKD"JFDGD#DKD"GFDGD#DKD"JFD!D#DKD"G；

D@BD!DHDMD"GFD!DLDMD"GFDGDHDMD"GFDGDLDMD"G；

D<BDGDIDHD"GFDGDIDLD"GFDGDIDHD"JFDGDIDLD"J；

DBDJDGDHD"JFDJDGDLD"JFDJD!DHD"GFDJD!DLD"GF
DJD!DHD"JFDJD!DLD"JFDJDGDHD"GFDJDGDLD"G

为了评估所提出的动力学模型，必须求解微分

方程式（H!"J）。首先要确定方程中的动力学参数。

利用单纯形法优化动力学参数，使得动力学模型结

果与实验数据的误差尽可能小，在此用数学模型计

算结果与实验数据之差的平方和最小为目标函数，

定义为：

$%!
"#

&%"
!
"#

’%"
（(&’计算)(&’实验）
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式中，!是目标函数，"和#分别为第"次实验和第#
个物质，$"#实验和$"#计算 分别为实验结果和模型计算

值。方程式（!）!（"#）各种糖浓度用四阶龙格%库塔

法求解。经过优化计算，得到反应速率常数（$"）。

然后，把$"值代入微分方程式（!）!（"#）式定义的

常数，可求得微分方程的动力学参数。

表! 反应速率常数估算值

"#$%&! ’()*+#)*,-,./#)&0,-()#-)(,.’12（!）!（3）

%&’()*+,’&+’,

$# $" $- $. $/ $0 $! $1 $2 $3 $"# $"" $"-

#4"/" "4#1! #41#2 #4/32 #4.-- "4-0- #4#2" .4-2/ #4331 "4100 #4-#- #433- #4"32

数学模型的计算结果与实验结果见图0。从图

可见，所建立的动力学模型能够较好地模拟半乳糖

苷酶催化水解乳糖和低聚半乳糖合成过程。表-是

各种糖拟合的平均相对误差。该数学模型在反应后

期对三糖和四糖的拟合误差比较大，可能是在反应

后期，四糖被酶水解成三糖和单糖的速度变快，导致

四糖的拟合值比实验值大，而三糖的拟合值比实测

值小。另外，有小部分三糖和四糖进一步转化成为

五糖和六糖。由于反应中五糖和六糖含量很少，在

模型中未加以考虑。

图0 "5半乳糖苷酶催化反应动力学

67840 9:&+8(7+’:()*+)(+’;&’7*+*<=&)’*,(，

>*+*,&)):&;7?(，’;7,&)):&;7?(&+?’(’;&,&)):&;7?(
7+(+@A>&’7);(&)’7*+,4

BA>C*=,D(;(’:(,&>(&,7+’:(6784.

B*=7?=7+(;(<(;,’*’:(,7>E=&’7*+4

此模型的建立，为优化FGB合成提供理论依

据。从模型可知，半乳糖是乳糖水解的产物又是低

聚糖合成的底物，如果在反应中补加一定量的半乳

糖，会有利于FGB的合成。当反应进行-:时，在

反应液中添加-H（&／’）半乳糖，测得FGB最大

得率为.!H，比未加入半乳糖的反应提高"0H。同

时，模型也表明葡萄糖会抑制FGB的合成，利用葡

萄糖氧化酶去除反应生成的部分葡萄糖FGB得率

比对照组提高-3H左右。

表4 估算的平均误差

"#$%&4 56&7#8&7&%#)*6&&77,7,.&()*+#)*,-’19#)*,-
（!:!3，(9+,.(19#7&:;2;;;!）

I;*?E)’ F=E)*,(F&=&)’*,(J&)’*,(K;7,&)):&;7?(K(’;&,&)):&;7?(
%(=&’7L(

(;;*;／（H）
.431 04"/ 2421 -400 24."

4<= 结 论

"5半乳糖苷酶催化乳糖水解和低聚半乳糖合成

是个十分复杂的反应，本文以嗜热脂肪芽孢杆菌"5
半乳糖苷酶酶促反应为研究对象，推测了半乳糖三

糖是由乳糖与半乳糖通过转糖苷反应生成，三糖和

半乳糖进一步反应合成四糖。建立乳糖水解和低聚

半乳糖合成偶合的本征动力学模型，该数学模型能

较好描述乳糖水解过程中单糖、乳糖、三糖和四糖的

浓度随时间变化趋势，同时也反映了反应产物葡萄

糖不利于低聚半乳糖的合成。这个模型的建立，对

于优化低聚半乳糖合成和反应器的设计有很重要的

意义。

符号说明

［M］———乳糖浓度，>*=·JN"

［O］———葡萄糖浓度，>*=·JN"

［9］———半乳糖浓度，>*=·JN"

［P］———四糖浓度，>*=·JN"

［Q］———"5半乳糖苷酶浓度，>*=·JN"

［Q］’———"5半乳糖苷酶总浓度，>*=·JN"

QM———酶与乳糖的中间复合物

Q9———酶与半乳糖的中间复合物
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!"———酶与三糖的中间复合物

!#———酶与四糖的中间复合物

!———目标函数值

$%，$&，———反应速率常数

’"#———各种糖的竞争性抑制常数，()*·+,%

$-———各种糖反应速度，()*·(-.,%·+,%

［"］———三糖浓度，()*·+,%

%/———各种糖反应速度常数，(-.,%

下标符号

0———乳糖

1———半乳糖

#———四糖

"———三糖
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