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摘  要 : 将来源于肠膜明串珠菌 Leuconostoc mesenteroides ATCC 12291 的蔗糖磷酸化酶 (Sucrose phosphorylase, 

SPase) 基因进行密码子优化后将其插入到 pET-28a 中构建表达载体 pET-28a-spase，诱导大肠杆菌 Escherichia coli 

BL21(DE3)/pET-28a-spase 表达制得 SPase 粗酶液，将重组 SPase 纯化后进行酶学表征。结果表明，重组 SPase 的

比酶活为 213.98 U/mg，纯化倍数为 1.47 倍，酶活回收率达 87.80%。该酶最适温度为 45 ℃，最适 pH 为 6.5，该

酶对蔗糖的 Km 为 128.8 mmol/L，Vmax 为 2.167 μmol/(mL·min)，kcat 为 39 237.86 min-1，利用重组 SPase 催化氢醌

合成 α-熊果苷，最优条件为：氢醌添加量为 40 g/L，蔗糖/氢醌的摩尔比为 5:1，重组 SPase 250 U/mL。在 25 mmol/L

的吗啉乙磺酸 (MES) 缓冲液 (pH 7.0) 中，反应温度 30 ℃，避光反应 24 h 后终止反应，再用 500 U/mL 的糖化

酶 40 ℃处理 2.5 h。α-熊果苷产量达 98 g/L，氢醌的转化率接近 99%。综上所述，文中克隆并研究了重组 SPase，

并建立了其在 α-熊果苷生产中的应用。 
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Abstract:  Sucrose phosphorylase (SPase) gene from Leuconostoc mesenteroides ATCC 12291 was synthesised after codon 
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optimization, and inserted into pET-28a plasmid to generate pET-28a-spase. The recombinant strain Escherichia coli BL21 

(DE3)/pET-28a-spase was induced for Spase expression. The recombinant protein Spase was purified and characterized. 

The specific enzyme activity of SPase was 213.98 U/mg, the purification ratio was 1.47-fold, and the enzyme activity 

recovery rate was 87.80%. The optimal temperature and the optimal pH of the SPase were identified to be 45 °C and 6.5 

respectively, and Km, Vmax and kcat of the SPase for sucrose was 128.8 mmol/L, 2.167 μmol/(mL·min), and 39 237.86 min–1. 

The recombinant SPase was used for α-arbutin production from hydroquinone and the reaction process was evaluated. The 

optimal conditions for synthesis of α-arbutin by SPase were 40 g/L hydroquinone, 5:1 molar ratio of sucrose and 

hydroquinone, and 250 U/mL recombinant SPase at pH 7.0 and 30 °C for 24 h in the dark, and then 500 U/mL glucoamylase 

was added at 40°C for 2.5 h. Under the optimized process, the yield of α-arbutin reached 98 g/L, and the hydroquinone 

conversion rate was close to 99%. In summary, the recombinant SPase was cloned and characterized, and its application for 

α-arbutin production was feasible. 

Keywords:  Leuconostoc mesenterides, sucrose phosphorylase, heterologous expression, enzymatic properties, α-arbutin 

蔗糖磷酸化酶 (EC2.4.1.7，Sucrose phosphorylase，

SPase) 属于糖基水解酶 13 家族，催化蔗糖与磷

酸进行反应，使蔗糖转化为 D-果糖和 α-D-葡萄糖- 

1-磷酸 (α-D-Glc-1-P)[1-2]。该酶是一种催化转移葡

萄糖苷键的特异性酶，能催化转移葡萄糖基至不

同受体，包括磷酸、水、含酚羟基、醇羟基及羧

基的物质[3]。目前，蔗糖磷酸化酶主要应用在以

下几个方面[3-8]：1) 护肤品类。将氢醌、曲酸、

甘油等进行糖基化修饰后获得护肤效果好且性质

稳定的化妆品添加剂，另外，氢醌具有一定的毒

性，长期大量使用会对皮肤产生副作用，葡萄糖

基修饰后能在一定程度减少原本物质的毒副作

用。2) 功能性低聚糖类。以木糖、鼠李糖、半乳

糖等为受体，催化合成多一个葡萄糖基的功能性

低聚糖。3) 提高某些物质的稳定性。在抗坏血酸、

咖啡酸上加一个葡萄糖基后进行糖基化修饰，能

显著提高抗坏血酸和咖啡酸的稳定性，使其发挥

更好的作用。 

根据文献报道该酶主要存在于肠膜明串珠菌 

Leuconostoc mesenteroides[9] 、 青 春 双 歧 杆 菌

Bifidobacterium adolescentis[10] 、 长 双 歧 杆 菌

Bifidobacterium longum[11] 、 变 异 链 球 菌 

Streptococcus mutans[12]等微生物中。 

熊果苷 (Arbutin) 是氢醌的天然糖苷，尤其

是在葡萄糖和氢醌 (对苯二酚) 之间具有糖苷键

的 β-端基形式的葡萄糖苷[13]。α-熊果苷通常由酶

法合成 (糖转移反应)，少数是由微生物发酵生产

的[14]，其美白效果要比 β-熊果苷好[15]。由于其对

酪氨酸酶强大的抑制作用已被广泛用作化妆品的

原料，用来减少黑色素从而美白皮肤。 

本研究将来源于肠膜明串珠菌 L. mesenteroides 

ATCC 12291 的 蔗 糖 磷 酸 化 酶 sucrose 

phosphorylase 基因进行密码子优化后在大肠杆菌

BL21 (DE3) 中异源表达制备蔗糖磷酸化酶，将其

分离纯化研究后进行酶学性质研究，并将其应用

在催化合成 α-熊果苷中。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒 

E. coli BL21 (DE3) 为异源表达宿主，质粒

pET-28a 用于构建重组载体，均来自于本实验室。 

1.1.2  主要试剂 

果糖、蔗糖、苯酚、3,5-二硝基水杨酸(DNS)、

酒石酸钾钠、咪唑等均购自国药集团化学试剂有

限公司；α-熊果苷购自上海源叶生物科技有限公

司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)、氢醌、吗

啉乙磺酸购自上海麦克林生化科技有限公司；硫

酸卡那霉素购自生工生物工程 (上海) 股份有限

公司。 

限制性内切酶 NcoⅠ、XhoⅠ均为赛默飞世尔

科技公司产品；糖化酶为江苏锐阳生物科技有限
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公司产品。 

1.1.3  主要培养基的配制 

LB 培养基：5 g/L 酵母粉，10 g/L 蛋白胨，

10 g/L NaCl，固体培养基另加 1.5%–2.0%琼脂粉。

培养基灭菌温度为 121 ℃，时间为 15 min。 

TB 培养基：24 g/L 酵母粉，12 g/L 蛋白胨，

4 mL/L 甘 油 ， 2.31 g/L KH2PO4 ， 16.43 g/L 

K2HPO4·3H2O。培养基灭菌温度为 121 ℃，时间

为 15 min。 

1.2  方法 

1.2.1  肠膜明串珠菌蔗糖磷酸化酶编码基因的克隆

及表达载体的构建 

基 因 的 获 取 ： 将 来 源 于 肠 膜 明 串 珠 菌      

L. mesenteroides ATCC 12291 的蔗糖磷酸化酶基

因 (GenBank 登录号：D90314)根据密码子偏好  

性进行优化，获得目的基因，并将两个酶切位点

NcoⅠ、XhoⅠ加到经过优化后的蔗糖磷酸化酶基

因两端，送到金唯智生物科技有限公司合成得到

spase。 

基因表达载体的构建：将合成的 spase 和

pET-28a 载体用限制性内切酶 NcoⅠ和 XhoⅠ双酶

切，酶切后产物用 SolutionⅠ连接，然后将重组

载 体 pET-28a-spase 转 入 大 肠 杆 菌 E. coli 

BL21(DE3)中表达，提取质粒送至金唯智生物科

技有限公司测序。 

1.2.2  重组蔗糖磷酸化酶的表达 

将重组菌株在卡那霉素浓度为 100 μg/mL 的

LB 固体培养基上划线，挑取单菌落接种于含卡那

霉素浓度为 50 μg/mL 的 LB 液体培养基中，于

37 ℃、200 r/min 过夜培养后，按 1%接种量接入

到含卡那霉素浓度为 50 μg/mL 的 TB 液体培养基

中，于 37 ℃、200 r/min 培养至菌密度 OD600 达到

0.6 后，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导剂

于 25 ℃、200 r/min 诱导 24 h 后收集菌液。 

将菌液于 4 ℃、7 000 r/min 的低温冷冻离心

机中离心 15 min，收集菌体。制备粗酶液，菌体

用 50 mmol/L K2HPO4 /KH2PO4 缓冲液 (pH 6.5) 

洗 2 次后收集菌体。将收集好的湿菌体加入 20 mL

磷酸盐缓冲液制成菌悬液，然后用超声波破碎菌体。

超声波破碎仪工作时间 2 s，间歇时间 4 s，总时间

60 min。将破碎后的液体于 4 ℃、10 000 r/min 的低

温冷冻离心机下离心 30 min 收集上清即为蔗糖磷

酸化酶粗酶液。 

1.2.3  重组蔗糖磷酸化酶的纯化及酶活测定 

首先用 His trap excel 柱进行亲和层析，结合

缓冲液 (20 mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4，0.5 mol/L 

NaCl， pH 7.0，) 以 l mL/min 的流速平衡纯化柱，

随 后 将 含 有 重 组 蔗 糖 磷 酸 化 酶 粗 酶 液 以      

0.5 mL/min 流速上样，并用结合缓冲液洗脱未结

合蛋白。然后用洗脱缓冲液(20 mmol/L Na2HPO4- 

NaH2PO4，0.5 mol/L NaCl， pH 7.0，500 mmol/L

咪唑)洗脱并收集含有重组蔗糖磷酸化酶的组分。 

再用 Hitrap Desalting 柱去咪唑，平衡缓冲液

(50 mmol/L K2HPO4/KH2PO4，pH 6.5) 以 5 mL/min

的流速平衡纯化柱，随后将镍柱收集到的蔗糖磷

酸化酶样品以相同流速上样，并用平衡缓冲液洗

脱，收集含有重组蔗糖磷酸化酶的组分，并用

SDS-PAGE 验证。 

酶活测定方法参照文献[16]，根据反应：蔗

糖和磷酸盐在 SPase 的催化下生成葡萄糖-1-磷酸

和果糖。反应体系如下：5%蔗糖溶液 500 μL，重

组蔗糖磷酸化酶 50 μL，50 mmol/L 磷酸盐缓冲液

(pH 6.5) 450 μL，30 ℃准确反应 10 min 后，立即

加入 1.5 mL DNS 沸水浴 15 min，540 nm 下测定

吸光值，计算反应液中生成果糖的含量 (以空载

为对照组，其他条件不变)。 

将每分钟水解蔗糖生成 1 µmol的果糖所需酶

量定义为蔗糖磷酸化酶的一个酶活力单位 (U)。 

Brandford 法 [17]测定所制备酶液中蛋白质的

含量。 

比活力为每毫克蛋白所具有的酶活力。 

1.2.4  重组蔗糖磷酸化酶的酶学性质研究 

重组 SPase 最适温度的测定：将重组 SPase

纯酶液置于 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 6.5)中，
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在不同的温度 (20–65 )℃  下测定酶活，以酶活力

最高者为 100%对照。 

重组 SPase 最适 pH 的测定：在最适温度条件

下，将重组 SPase 纯酶液在不同 pH (5.0–8.5)的磷

酸氢二钠-磷酸二氢钾缓冲液中测定酶活，以酶活

力最高者为 100%对照。 

重组 SPase 温度稳定性及最适温度耐受性测

定：将重组 SPase 纯酶液置于 50 mmol/L 磷酸盐

缓冲液 (pH 6.5) 中，在不同的温度 (25–50 )℃

下保温 1 h，然后测定其相对残余酶活。以未处理

酶液的酶活为 100%对照。 

在最适 pH 的条件下，将纯酶放置在最适温

度 45 ℃金属浴保温，每隔 1 h 测定残余酶活，以

未处理酶液的酶活为 100%对照。  

重组 SPase pH 稳定性测定：重组 SPase 纯酶

液在 30 ℃条件下，在不同 pH (5.0–8.0) 的磷酸氢

二钠-磷酸二氢钾缓冲液中保温 1 h，然后测定其

相对残余酶活。以未处理酶液的酶活为 100%   

对照。 

重组 SPase 金属离子稳定性测定：将酶液与

不同金属离子溶液 (K+、Mg2+、Na+、Ca2+、Co2+、

Fe3+、Cu2+、Zn2+、Ni+、Mn2+) 于酶最适温度孵

育 20 min，加入 5%的蔗糖溶液进行水解反应，

准确计时 10 min，用 DNS 法测定果糖含量，计算

残余酶活，以未加入金属离子测定的酶活为对照，

计算金属离子孵育后的相对残余酶活。 

酶动力学参数测定：在最适温度和最适 pH

的条件下，保持反应体系中磷酸盐缓冲液的浓   

度一致，分别以不同底物浓度的蔗糖  (50–      

1 000 mmol/L)，酶液浓度为 0.060 75 mg/mL，准

确反应 5 min，加入 DNS 沸水浴 15 min，测定生

成果糖的量，根据米氏方程作图，计算出 Km、Vmax

和 kcat。 

1.2.5  重组蔗糖磷酸化酶在催化合成 α-熊果苷的

应用 

高效液相色谱  (HPLC) 检测条件：Agilent 

1260 HPLC 色谱仪； Diamonsil C18(4.6 mm×   

250 mm)柱；流动相︰水︰甲醇︰乙酸=95︰5︰1；

流速：0.5 mL/min；柱温 30 ℃；检测波长 282 nm。 

温度对催化合成 α-熊果苷反应的影响：将 5 g

蔗糖，0.4 g氢醌，200 U/mL蔗糖磷酸化酶在 10 mL

的 25 mmol/L MES 缓冲液中，分别在 25 ℃、30 ℃、

37 ℃、40 ℃避光反应 24 h，沸水浴 5 min 终止反

应，再用 500 U/mL 糖化酶处理 2.5 h (以除去氢醌

麦芽低聚糖 [18]，提高氢醌的转化率 )，沸水浴     

5 min 终止反应，离心后用 HPLC 分析产物。 

pH 对催化合成 α-熊果苷反应的影响：将 5 g

蔗糖、0.4 g 氢醌、200 U/mL 蔗糖磷酸化酶在    

25 mmol/L 的不同 pH 的 MES 缓冲液 (6.0–8.0) 

中，反应总体积为 10 mL，30 ℃避光反应 24 h，沸

水浴 5 min 终止反应，糖化酶处理 2.5 h，沸水浴

5 min 终止反应，离心后用 HPLC 分析产物。 

氢醌浓度对催化合成 α-熊果苷反应的影响：

将 5 g 蔗糖，分别与不同浓度氢醌 (10–50 g/L)、

200 U/mL 蔗糖磷酸化酶在 10 mL 的 25 mmol/L 

MES 缓冲液 (pH 7.0) 中，30 ℃避光反应 24 h，沸

水浴 5 min 终止反应，糖化酶处理 2.5 h，沸水浴

5 min 终止反应，离心后用 HPLC 分析产物。 

供受体比例对催化合成 α-熊果苷反应的影

响：将氢醌 (40 g/L) 分别与不同浓度蔗糖 (蔗糖/ 

氢醌的摩尔比为 1︰1、2︰1、3︰1、4︰1、5︰1、

6︰1、7︰1)，200 U/mL 蔗糖磷酸化酶在 10 mL 的    

25 mmol/L MES 缓冲液 (pH 7.0) 中，30 ℃避光  

反应 24 h，沸水浴 5 min 终止反应，糖化酶处理

2.5 h，沸水浴 5 min 终止反应，离心后用 HPLC

分析产物。 

加酶量对催化合成 α-熊果苷反应的影响：将

氢醌  (40 g/L) 与蔗糖  (蔗糖 /氢醌的摩尔比为    

5︰1)，(100–350 U/mL) 蔗糖磷酸化酶在 10 mL

的 25 mmol/L MES 缓冲液 (pH 7.0) 中，30 ℃避

光反应 24 h，沸水浴 5 min 终止反应，糖化酶处

理 2.5 h，沸水浴 5 min 终止反应，离心后用 HPLC
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分析产物。 

反应时间对催化合成 α-熊果苷的影响：将氢

醌(40 g/L)与蔗糖(蔗糖/氢醌的摩尔比为 5︰1)，

250 U/mL 蔗糖磷酸化酶在 10 mL 的 25 mmol/L 

MES 缓冲液(pH 7.0)中，30 ℃避光反应，每隔 4 h

取样，沸水浴 5 min 终止反应，糖化酶处理 2.5 h，

沸水浴 5 min 终止反应，离心后用 HPLC 分析   

产物。 

2  结果与分析 

2.1  重组蔗糖磷酸化酶的表达 

将合成的 spase 基因与 pET-28a 载体酶切连

接后构建得到重组质粒 pET-28a-spase，转化至大

肠杆菌 BL21 (DE3)，测序结果正确，表明获得正

确的重组菌，用于后续重组蔗糖磷酸化酶的表达。 

将含重组质粒 pET-28a-spase 的重组菌和含

空载 pET-28a 质粒的对照菌分别按 1.2.2 的方法表

达制备粗酶液，将粗酶液分别进行 SDS-PAGE 分

析，理论分子量为 55 kDa。如图 1 所示，重组菌

发酵细胞破碎上清在 55 kDa 处有很明显的条带，

表明重组蔗糖磷酸化酶成功表达。 

2.2  重组蔗糖磷酸化酶的纯化 

在重组质粒 pET-28a-spase 的 SPase 末端连接

了 6 个 His 标签，利用镍柱亲和层析纯化蛋白。

如图 1 所示，由蛋白的条带可知得到单一的条带，

可见得到了蔗糖磷酸化酶的纯酶液。本文中酶活

测定方法均按照 1.2.3 中的方法进行，以蔗糖和磷

酸盐为底物。纯化倍数和酶活回收率见表 1。 

2.3  重组蔗糖磷酸化酶的酶学性质分析 

温度和 pH 对重组 SPase 酶活的影响见图 2。

重组 SPase 最适反应温度为 45 ℃，最适 pH 条件

为 6.5 (图 2A–B)。当温度由 20 ℃升至 45 ℃，重

组 SPase 的酶活逐渐升高，当温度高于 45 ℃，随

着温度的升高，酶活呈明显的下降趋势。在最适

pH 条件下，测定重组 SPase 的热稳定性，当温度

不高于 40 ℃时，重组 SPase 的酶活力都比较稳定，

置于相应的温度下 1 h 仍能保持 95%以上的活力，

当温度超过 40 ℃后，酶活力急剧下降，当温度达

到 50 ℃后，重组 SPase 活力几乎丧失 (图 2C)。

测定最适温度下的耐受性，半衰期为 3.9 h (图

2D)。重组 SPase 在 pH 5.0 至 pH 7.5 较稳定，相

对残余酶活在 60%以上，当 pH 高于 7.5 后，酶活

力迅速下降 (图 2E)。 

不同金属离子溶液 (K+、Mg2+、Na+、Ca2+、

Co2+、Fe3+、Cu2+、Zn2+、Ni+、Mn2+) 对重组 SPase

的影响结果如表 2。当金属离子浓度为 1 mmol/L

时，Co2+、Fe3+对重组 SPase 有激活作用，对 Cu2+、

Ni+、Mn2+有抑制作用。当金属离子浓度为 5 mmol/L 

 

 
 

图 1  重组蔗糖磷酸化酶的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of recombinant sucrose 
phosphorylase. M: marker; 0: control; 1,2: crude enzyme; 
3: purified SPase. 

 
表 1  重组 SPase 的纯化步骤 
Table 1  Purification steps of recombinant SPase 
Purification steps Total protein (mg) Total activity(U) Specific activity(U/mg) Purified fold Recovery rate (%) 

Rude enzyme 22.40 3 253.70 145.25 1.00 100.00 

Ni-Affinity 13.35 2 856.60 213.98 1.47 87.80 
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时，Co2+、Fe3+对重组 SPase 不再有激活作用，

Cu2+、Zn2+、Ni+、Mn2+对重组 SPase 有强烈的抑

制作用。 

由 GraphPad Prism 软件作图分析可得酶动力

学参数 (图 3) Vmax 为 2.167 μmol/(mL·min)，Km

为 128.8 mmol/L，kcat 为 39 237.86 min–1。 
 

 
 

图 2  温度和 pH 对重组 SPase 酶活的影响 
Fig. 2  Effect of temperature and pH on recombinant SPase activity. (A) Optimum temperature. (B) Optimum pH. (C) 
Relative residual activity at different temperature for 1 h. (D) The half-lives (t1/2) at 45 °C. (E) pH stability. 
 

表 2  不同金属离子对酶活性的影响 
Table 2  Effect of different metal ions on enzyme activity 
Metal ions (1 mmol/L) Relative activity (%) Metal ions (5 mmol/L) Relative activity (%) 

Control 100 Control 100 

K+ 100.22±3.16 K+ 100.26±7.64 

Mg2+ 99.75±8.46 Mg2+ 100.32±2.80 

Na+ 99.72±8.31 Na+ 98.73±4.79 

Ca2+ 98.94±8.38 Ca2+ 47.40±3.76 

Co2+ 121.52±11.71 Co2+ 72.28±1.63 

Fe3+ 131.10±10.19 Fe3+ 91.84±6.77 

Cu2+ 46.71±4.52 Cu2+ – 

Zn2+ 102.83±4.88 Zn2+ – 
Ni+ 78.20±6.48 Ni+ – 
Mn2+ 84.89±9.21 Mn2+ – 

“–” indicates undetectable enzyme activity. 



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

 
 

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

1552 

 
 

图 3  重组 SPase 对蔗糖的转糖基反应动力学 
Fig. 3  Kinetics of transglycosylation of sucrose by recombinant SPase. (A) Michaelis-menten equation. (B) Double reciprocal plot. 

 

2.4  重组蔗糖磷酸化酶催化合成 α-熊果苷的

条件优化 

利用制备的重组 SPase 催化合成 α-熊果苷，

在酶促反应结束后用糖化酶处理 2.5 h 以除去氢

醌麦芽低聚糖，提高氢醌的转化率。利用高效液

相色谱检测 α-熊果苷和氢醌的含量。 

2.4.1  温度对催化合成 α-熊果苷反应的影响 

为了确定重组 SPase 催化合成 α-熊果苷反应

的最适温度，研究了不同温度对催化合成 α-熊果

苷反应的影响 (图 4)。在 30–35 ℃时，α-熊果苷

的产量最大，当温度为 45 ℃时，反应液颜色比较

深，考虑氢醌被氧化而导致氢醌转化率和 α-熊果

苷产量低。最终确定催化反应最适温度为 30 ℃。 

 
 

图 4  温度对催化合成 α-熊果苷反应的影响 
Fig. 4  Effect of temperature on the catalytic synthesis 
of α-arbutin. 

2.4.2  pH 对催化合成 α-熊果苷反应的影响 

为了确定重组 SPase 催化合成 α-熊果苷反应

的最适 pH，研究了在不同 pH 缓冲液中重组 SPase

催化合成 α-熊果苷的产量 (图 5)。在 pH 6.5–7.5

的范围内反应，α-熊果苷的产量比较高，pH 7.0

为反应的最适 pH 值。 

2.4.3  氢醌浓度对催化合成 α-熊果苷反应的影响 

为了确定重组 SPase 催化合成 α-熊果苷反应

的最适氢醌浓度，研究了不同氢醌浓度对催化合

成 α-熊果苷反应的影响 (图 6)。α-熊果苷产量随

着氢醌的浓度增加而逐渐增加。当反应体系中氢

醌浓度比较低的情况下，氢醌的转化率几乎达到 

 

 
 

图 5  pH 对催化合成 α-熊果苷反应的影响 
Fig. 5  Effect of pH on the catalytic synthesis of 
α-arbutin. 
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图 6  氢醌浓度对催化合成 α-熊果苷反应的影响 
Fig. 6 Effect of hydroquinone concentration on the 
catalytic synthesis of α-arbutin. 
 

100%，随着氢醌浓度增加，氢醌的转化率有所下降。

当氢醌浓度增加到 40 g/L时，转化率仍在 90%左右，

当氢醌浓度再增加，氢醌的转化率下降很快。为了

使 α-熊果苷产量和氢醌转化率都维持在比较高的

水平，因此选择反应体系中氢醌浓度为 40 g/L。 

2.4.4  供受体比例对催化合成 α-熊果苷反应的影响 

为了确定重组 SPase 催化合成 α-熊果苷反应

中比较合适的供受体比例 (蔗糖/氢醌)，研究了供

受体比例对催化合成 α-熊果苷反应的影响 (图 7)。

在供受体比例小于 5︰1 时，随着供受体比例的增

加，α-熊果苷的产量也在增加；当供受体比例大于

5︰1 之后，再增加蔗糖的浓度，α -熊果苷的 
 

 
 

图 7  供受体比例对催化合成 α-熊果苷反应的影响 
Fig. 7  Effect of donor ratio on catalytic synthesis of 
α-arbutin. 

产量会有明显下降，有可能蔗糖浓度比较大后，

导致反应液黏度大，不利于反应进行。所以，采

用蔗糖/氢醌的比例为 5︰1。 

2.4.5  加酶量对催化合成 α-熊果苷反应的影响 

在催化合成反应中，添加适合的酶量对反应

是十分重要的，加酶量不足会使反应速度减慢，

导致产量不高，加酶量太多又会导致浪费。研究

了不同加酶量对 α-熊果苷产量的影响，结果如图

8 所示。加酶量为 250 U/mL 时为最优加酶量。 

2.4.6  反应时间对催化合成 α-熊果苷的影响 

在上述优化条件确定后，研究反应时间对产

量的影响，结果如图 9 所示。在前 4 h 内，α-熊果

苷的产量增加很快，之后随着时间的增加，产量 
 

 
 

图 8  加酶量对催化合成 α-熊果苷反应的影响 
Fig. 8  Effect of enzyme amount on the catalytic 
synthesis of α-arbutin. 

 

 
 

图 9  反应时间对催化合成 α-熊果苷反应的影响 
Fig. 9  Effect of reaction time on the catalytic synthesis 
of α-arbutin. 
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增加稍微减缓，到 24 h 产量达到最大值 97.91 g/L，

氢醌转化率接近 99%，以后基本保持不变。 

3  讨论 

本研究对来源于肠膜明串珠菌的蔗糖磷酸化

酶基因进行密码子优化，优化之后的蔗糖磷酸化

酶氨基酸序列不变，DNA 序列与原始序列相似度

为 78.07%，在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中异源表达。

利用镍柱亲和层析分离纯化，得到了单一的

SDS-PAGE 条带，比酶活为 213.98 U/mg，纯化倍

数 1.47 倍，酶活回收率为 87.80%。酶学性质分析

表明，该酶的最适温度为 45 ℃，最适 pH 值为 6.5，

与文献报道一致[18-19]。该酶在小于 45 ℃有较好的

稳定性，在 45 ℃的半衰期为 3.9 h，该酶活力高

且稳定性较好，有望应用于工业生产。该酶对蔗糖

的 Km为 128.8 mmol/L，Vmax为 2.167 μmol/(mL·min)， 

kcat 为 39 237.86 min-1。利用重组 SPase 催化合成

α-熊果苷，优化后的反应条件为：氢醌 40 g/L，

蔗糖/氢醌的摩尔比为 5︰1，重组蔗糖磷酸化酶

250 U/mL，在 25 mmol/L 的 MES 缓冲液 (pH 7.0) 

中，反应温度 30 ℃，避光反应 24 h 后终止反应，

再用 500 U/mL 的糖化酶 40 ℃条件下处理 2.5 h。

α-熊果苷产量为 98 g/L，氢醌的转化率接近 99%。

总结并归纳了最近几年生产 α-熊果苷的方法 (表

3)。与已报道的生产 α-熊果苷的方法相比较，利

用该方法生产 α-熊果苷有以下特点：1) α-熊果苷

的产量高；2) 氢醌利用率高，便于后续纯化；3) 

蔗糖相对廉价易得，而且本方法供受体比例相对

较低；4) 酶催化反应相比全细胞发酵法生产 α-

熊果苷，可以避免氢醌浓度对菌体生长的抑制，

也不用中途补加氢醌。本法为 α-熊果苷的工业化

生产奠定了基础。 
 

表 3  最近几年合成 α-熊果苷方法的比较 
Table 3  Comparison of α-arbutin synthesis by different methods in recent years 
Methods Donor and 

acceptor 
Concentration of 
HQ (g/L) 

Donor: Acceptor 
ratio 

Conversion 
rate (%) 

Product 
amount (g/L) 

Reference

Enzyme (SPase) Sucrose and HQ 40.0 4:1  91.0 90.0 [18] 

Enzyme (GGTase) Maltodextrin and 
HQ 

8.0 6:1  25.0 7.9 [18] 

Enzyme 
(α-Glucosidase) 

Maltose and HQ 5.5 30:1  4.6a 0.6 [20] 

Enzyme 
(amylosucrase) 

Sucrose and HQ 2.6 10:1  90.0
a 

– [13] 

Whole-cell 
(Xanthomonas 
BT-112 ) 

Sucrose and HQ – 2:1  93.7 38.2 [21] 

Whole-cell 
(Recombinant E. coli 
with amylosucrase) 

Sucrose and HQ 3.3 40:1b 95.0 83.3 [22] 

This study Sucrose and HQ 40.0 5:1  99.0 97.9  
a Molar conversion yield. 
bA batch-feeding catalysis method (supplement HQ to 30 mmol/L, and sucrose to 1.2 mol/L). 
- : not mentioned in the references. 
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