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摘   要：L-阿拉伯糖异构酶(L-arabinose isomerase, L-AI)是 D-半乳糖异构化生成 D-塔格糖的关键

酶。为提高 L-阿拉伯糖异构酶对 D-半乳糖的活性及在生物转化中的转化率，本研究对发酵乳杆菌

(Lactobacillus fermentum) CGMCC2921 来源的 L-阿拉伯糖异构酶进行重组表达和生物转化应用，

并对其底物结合口袋进行理性设计以提高酶对 D-半乳糖亲和力和催化活性。结果显示，突变体

F279I 对 D-半乳糖的转化率提高至野生型酶的 1.4 倍，进一步叠加获得的双突变体 M185A/F279I
的 Km 和 kcat 分别为 530.8 mmol/L 与 19.9 s–1，底物亲和力显著提高，催化效率提高至野生型酶的

8.2 倍。以 400 g/L 乳糖为底物时，突变酶 M185A/F279I 转化率高达 22.8%。本研究在乳糖高值化

生产塔格糖方面具有重要的应用价值。 
关键词：L-阿拉伯糖异构酶；理性设计；D-半乳糖；D-塔格糖；转化率  
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Abstract: L-arabinose isomerase (L-AI) is the key enzyme that isomerizes D-galactose to 
D-tagatose. In this study, to improve the activity of L-arabinose isomerase on D-galactose and its 
conversion rate in biotransformation, an L-arabinose isomerase from Lactobacillus fermentum 
CGMCC2921 was recombinantly expressed and applied in biotransformation. Moreover, its 
substrate binding pocket was rationally designed to improve the affinity and catalytic activity on 
D-galactose. We show that the conversion of D-galactose by variant F279I was increased 1.4 times 
that of the wild-type enzyme. The Km and kcat values of the double mutant M185A/F279I 
obtained by superimposed mutation were 530.8 mmol/L and 19.9 s–1, respectively, and the 
catalytic efficiency was increased 8.2 times that of the wild type. When 400 g/L lactose was 
used as the substrate, the conversion rate of M185A/F279I reached a high level of 22.8%, which 
shows great application potential for the enzymatic production of tagatose from lactose. 
Keywords: L-arabinose isomerase; rational design; D-galactose; D-tagatose; conversion rate 

 
D-塔格糖是一种稀有己糖，2001 年被美国食

品药品监督管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)纳入普遍公认安全食品(generally recognized 
as safe, GRAS)名单[1]。塔格糖具有许多重要的

生理功能，如低消化率、抗龋齿 [2]、改善肠道

菌群[3]、促进血液健康[4-5]、增加高密度脂蛋白

胆固醇含量等[6]，其甜度是蔗糖的 92%[7]，热量

较低(1.5 kcal/g 塔格糖 vs. 4 kcal/g 蔗糖)，对血

糖水平几乎没有影响 [8]，是一种优良的低热量

甜味剂。随着我国国民生活水平提高和健康意

识逐渐增强，塔格糖作为一种新型的低热量代

糖，具有广阔的市场前景。如今我国开始尝试

大规模生产，但是由于尚未摸索到优良的生产

方法和合适的酶制剂，导致产量低。 
塔格糖的制备方法有化学合成法与生物合

成法两种。化学法存在副产物的形成、苛刻的

条件和经济上的不可行性的缺点[9]而不被采用。

生物合成主要以乳糖为原料，经 β-半乳糖苷酶

(乳糖酶)水解得到半乳糖，再经 L-阿拉伯糖异

构酶(L-arabinose isomerase, L-AI)异构化生成塔

格糖[10]，其反应如图 1 所示。整个反应过程具

有反应条件温和、清洁、低碳、催化特异性强等

优点 [11]。Cheetham 等 [12]首次报道微生物来源

L-AI 可以催化 D-半乳糖异构化为 D-塔格糖。许

多研究相继报道了来自不同微生物的 L-AI，如热

脱氮土芽孢杆菌(Bacillus pyrodenitrium)[10]、嗜热

脂肪芽孢杆菌(Bacillus stearothermophilus)[13]、副

布氏乳杆菌(Lactobacillus parabuchneri)[14]、乳

酸乳球菌 (Lactococcus lactis)[15]、植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)[16] 、戊糖葡萄球菌

(Pediococcus pentosaceus)[17]等，并将其用于制

备塔格糖。 
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现阶段 L-AI制备 D-塔格糖主要存在两个不

足：一是 L-AI 的天然底物为 L-阿拉伯糖(戊糖)，
与非天然底物 D-半乳糖(己糖)结合时，底物 C6
处存在空间位阻，导致亲和性差、催化效率和

转化率低；二是 L-AI 在食品级表达中的研究较

为欠缺。如今，转化率和食品级安全表达制约

着 D-塔格糖的产业化。 
本 研 究 将 发 酵 乳 杆 菌 (Lactobacillus 

fermentum) CGMCC2921 来源 LfAI 在枯草芽孢

杆菌中进行了异源表达，并对 LfAI 和商品乳糖

酶协同催化制备塔格糖的反应条件进行了优化。

在此基础上，对 LfAI 底物结合口袋进行理性设

计，成功提高了 LfAI 对 D-半乳糖的转化率。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

本研究所用 pHY300PLK 载体，枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis) WS9 宿主菌均由本实

验 室构建保存。 LfAI (GenBank 登录号：

WP-012391619.1)编码的 araA 基因经密码子优

化后由苏州安升达有限公司化学合成。DNA 回

收试剂盒、质粒小提试剂盒购自康为科技(北京)
有限公司；PCR 所用试剂盒购自南京诺唯赞生

物科技有限公司；D-半乳糖、D-塔格糖标准品

购自 Sigma-Aldrich 公司；乳糖酶购自夏盛(北
京)生物科技开发有限公司；其余试剂购自上海

国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  重组质粒构建、表达和纯化 
重组质粒构建：以 pET-24a(+)-LfAI 为 PCR

模板，设计引物 araA-F/R (表 1)扩增基因 araA。

以 pHY300PLK 空载为模板，设计引物 F 和 R
扩增 pHY300PLK 载体。两者 PCR 产物均用琼

脂糖凝胶电泳验证，并进行产物回收。通过一

步克隆试剂盒将目的基因 LfAI 与 pHY300PLK
载体相连接以构建重组质粒 pHY300PLK-LfAI，

测序验证正确后将重组质粒电转转化至菌株  
B. subtilis WS9。 

定点突变：以 pHY300PLK-LfAI 质粒为模

板，设计各引物(表 1)。25 μL PCR 反应体系进

行 PCR 扩增，PCR 扩增程序为：95 ℃ 5 min；  
95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；

72 ℃ 8 min，PCR 反应结束后加入取 10 μL 产

物加入 0.5 μL Dpn Ⅰ，37 ℃水浴 2 h 消除 PCR 产

物中的模板成分，热激法转入大肠杆菌 E. coli 
JM109 感受态细胞，进行测序鉴定正确后电转

转化至菌株 B. subtilis WS9。 
 

 
 

图 1  双酶反应示意图 
Figure 1  Schematic diagram of the double enzyme reaction. 
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表 1  定点突变引物设计 
Table 1  The primers designed for mutagenesis 
Primer Primer sequence (5′→3′) 
F AAGCTTGGTAATAAAAAAACACCTCCR 
R TCTTGACACTCCTTATTTGATTTTTTG 
araA-F AATAAGGAGTGTCAAGACATATGAGAAAAATGCAAGATTATAAATTTTGG 
araA-R TTTTTATTACCAAGCTTAAGCTTTTAATGATGGTGATGGTGATG 
F279I ATGCATTTACAGATAATATTCAAGATCTTGAAGGCCT 
F279N ATGCATTTACAGATAATAATCAAGATCTTGAAGGCCT 
F279V ATGCATTTACAGATAATGTTCAAGATCTTGAAGGCCT 
M185A CAAGATTTGGCGATACAGCAAGAGATGTTGCAGTTAC 
M185N CAAGATTTGGCGATACAAATAGAGATGTTGCAGTTAC 
I370F AAGTTCATCCGCTGGGCTTTGGCGGCAAAGATGATCC 
I370Q AAGTTCATCCGCTGGGCCAAGGCGGCAAAGATGATCC 
I370A AAGTTCATCCGCTGGGCGCAGGCGGCAAAGATGATCC 
N122I TTGATATGGATTATATGATTCTGCATCAATCAGCACA 
V188N GGCGATACAATGAGAGATAATGCAGTTACAGAAGGCG 
V188A GGCGATACAATGAGAGATGCAGCAGTTACAGAAGGCG 
V188D GGCGATACAATGAGAGATGATGCAGTTACAGAAGGCG 
M118F CGTTTGATTCAATTGATTTTGATTATATGAATCTGCA 
M118Y CGTTTGATTCAATTGATTATGATTATATGAATCTGCA 
M349Q CAATTATGGGCTCACACCAACTGGAAGTTGATCCGAC 
Only the forward primers were listed, and sequences corresponding to the mutated residues were underlined. 
 

重组菌株的摇瓶发酵：取 20 µL 甘油菌接

种至 10 mL 液体 LB 培养基(Tet., 30 µg/mL)中，

37 ℃培养 12 h 后按 5%的转接量转接至 TB 培

养基(Tet., 30 µg/mL)，37 ℃、200 r/min 培养   
2 h 后调节培养温度至 33 ℃发酵 48 h。发酵液

8 000 r/min 离心 15 min 后用磷酸盐缓冲液(pH 6.5, 
50 mmol/L)重悬细胞，用高压均质机粉碎，粉碎

后的菌液 8 000 r/min 离心 20 min，保留上清液。 
LfAI 及突变体纯化：使用镍离子亲和层析

柱纯化 C 端带组氨酸标签(His-tag)的 LfAI 及突

变体粗酶液。首先，用缓冲液 A (25 mmol/L 
Tris-HCl, 500 mmol/L NaCl, pH 7.2–7.4)平衡

Ni-NTA 柱，粗酶液经 0.22 μm 滤器过滤后在低流

速下上样，收集流穿液。然后，使用不同咪唑浓

度的缓冲液 B (25 mmol/L Tris-HCl, 500 mmol/L 
NaCl, 30–300 mmol/L 咪唑)进行洗脱，收集流穿

液和洗脱液进行 SDS-PAGE 分析，确定洗脱条件

以获得纯化蛋白[18]。用磷酸盐缓冲液(50 mmol/L, 
pH 6.5)将纯化的酶液进行超滤置换除去酶液中

高浓度的咪唑。 

1.3  酶学性质测定 
1.3.1  酶活测定方法 

反应体系：1 mL 的反应体系中有 150 g/L  
D-半乳糖、适当酶液和 50 mmol/L 磷酸盐缓冲

液(pH 6.5)，其中分别以 1 mmol/L 和 2 mmol/L 的

终浓度将 Mn2+和 Co2+添加到反应混合物中[19]，

之后将反应混合物在 60 ℃下孵育 30 min，煮沸

样品以终止酶反应。通过高效液相色谱法(high 
performance liquid chromatography, HPLC)来测

定样品中的反应产物量。检测条件为：Agilent-Ca
色谱柱，超纯水为流动相，流速 0.5 mL/min，
柱温 80 ℃，示差检测器，检测温度 40 ℃，进
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样量 10 μL。酶活定义：一个酶活力单位定义为

每分钟催化生成 1 μmol D-塔格糖所需的酶量。 
1.3.2  最适温度与最适 pH 

最适温度：分别在 40 ℃、50 ℃、60 ℃、

65 ℃、70 ℃、75 ℃、80 ℃下测定野生型和突

变体的酶活。根据相对酶活计算公式计算对应

条件下的相对酶活，确定野生型及突变体的最

适反应温度。相对酶活=该反应条件下的实际酶

活/最高酶活×100%。 
最适 pH：分别配制 pH 3.0、4.0、5.0、6.0、

6.5、7.0、8.0、9.0 的 D-半乳糖底物，在最适温

度下按照上述方法测定不同 pH 下的酶活，将

最高酶活定义为 100%。 

1.4  双酶反应生产塔格糖条件确定 
将乳糖 (40%, 质量体积比 )与一定量的

LfAI 和乳糖酶在 60 ℃、pH 6.0 条件下进行酶

转化，定期取样，将反应液煮沸 10 min 以终止

反应。利用 HPLC 对反应液中的乳糖、葡萄糖、

半乳糖以及塔格糖进行定量检测。根据初始反

应条件(加酶量 1.4 mg/mL, pH 6.0)，选取 5 个温

度(50 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃和 70 ℃)确定制

备塔格糖的温度；选取 7 个 pH (5.0、6.0、6.5、
7.0、7.5 和 8.0)确定制备塔格糖的 pH。以同样

的方式确定金属离子浓度、加酶量条件，最后

确定制备塔格糖的底物浓度。 

1.5  L-阿拉伯糖异构酶基因的定点突变与

叠加突变 
利用 LeDock 软件，以 LfAI (PDB ID: 4LQL)

为受体，D-半乳糖为配体进行分子对接。利用

LePro 处理准备好的受体蛋白质，设置均方根偏

差(root mean square deviation, RMSD)值为 1.0，
受体的活性位点通过原有晶体结构的配体直接

生成，自动调整盒子大小，以立方体的一个最小

顶点分别向 xyz 三个方向延伸，定义最大顶点，

由此生成水盒子坐标文件。默认生成 20 个构象，

从中选出结构和能量较好的构象分析 LfAI 与底

物 D-半乳糖分子的相互作用，选择与底物结合

相关或可能形成空间位阻的位点进行定点突变。 

1.6  动力学参数的测定 
为了确定 LfAI 野生型和突变体的动力学

参数。按照 1.3.1 中酶活测定方法，使用不同浓

度 D-半乳糖与酶在其最佳温度下孵育 30 min，
通过 HPLC 检测。使用 Origin (2021)的非线性

拟合分析获得 Km 和 Vmax，结合拟合分析结果及

蛋白分子量计算得到 kcat 值。 

2  结果与分析 
2.1  重组酶基因的表达、纯化 

LfAI 枯草芽孢杆菌表达菌株摇瓶发酵酶液

SDS-PAGE 结果见图 2A，在 44.3–66.2 kDa 之间 
 

 
 

图 2  重组酶的 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of the recombinant LfAI. M: Marker; 1: Crude enzyme; 2: Purified wild-type 
LfAI (A). M: Marker; 1: Wild-type LfAI; 2: F279I; 3: M185A/F279I; 4: F279V; 5: M185A/F279V; 6: F279N; 
7: M185A/F279N (B). 
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出现了一蛋白特征条带，与预期分子量 54.26 kDa
相符合。经镍柱纯化后获得单一目的蛋白条带。 
2.2  双酶法酶转化反应体系的条件确定 

双酶法制备塔格糖包括乳糖水解反应与半

乳糖异构化反应。为了更好地发挥双酶共同作用

时的最大效果，本研究对 LfAI 野生型与 β-半乳

糖苷酶催化的 pH、温度、金属离子浓度(Mn2+

与 Co2+)、反应时间、底物浓度以及加酶量等条

件进行了单因素实验。 
从图 3A 可以看出酶转化反应在 60 h 后塔

格糖转化率趋于平衡，因此确定其最佳反应时

间为 60 h。酶转化反应温度确定结果(图 3B)表
明，在 55 ℃和 60 ℃条件下，60 h 时乳糖生成

塔格糖反应转化率达到最高。鉴于温度过高可

能会导致产物出现美拉德反应，所以后续反应

温度选择 55 ℃。徐铮等[19]发现 D-半乳糖异构

化过程中同时添加 Mn2+和 Co2+极大地提高了

LfAI 活性。因此在双酶协同反应过程中，检测

不同浓度的 Mn2+和 Co2+对塔格糖转化率的影响，

结果表明(图 3C)，当体系中同时添加 1 mmol/L 
Mn2+和 1 mmol/L Co2+时，60 h 塔格糖转化率最

高为 20.01%。有研究证明，弱酸性条件也有利

于塔格糖的生成[20]。乳糖水解(pH 5.0–7.0)和半

乳糖异构化(pH 6.5–8.0)的最佳 pH 条件不同，

因此需要对反应 pH 进行实验验证[21]。当 pH 为

6.0 时，60 h 乳糖到塔格糖的转化率最高(图 3D)，
过酸或过碱都不利于塔格糖生成。随着加酶量

的增加，转化率也随之提高(图 3E)，但高加酶

量会大幅度提高生产成本。图 3F 结果表明，以

400 g/L 乳糖为底物时，60 h 塔格糖转化率为

19.91%达到最高，其产量随着底物浓度的增加

而增加。 

2.3  LfAI 定点突变选择及突变酶转化率

分析 
拟通过理性设计提高 L-阿拉伯糖异构酶

LfAI 制备塔格糖的转化率从而降低反应的加酶

量以降低生产成本。通过分析 D-半乳糖与 LfAI
分子对接结果(图 4)，发现底物活性中心附近

M185、F279、E306、E331、H348、I370、M118、
H447 及 N122 与底物存在相互作用。其中 E306、
E331、H348、H447 为确定的催化氨基酸，其

余则为底物结合位点。因此选择与底物结合的

残基进行突变研究，将 F279 突变为异亮氨酸(I)、
缬氨酸(V)与 M185、I370 突变为丙氨酸(A)以减

小空间位阻；将 I370 突变为苯丙氨酸(F)，N122
突变异亮氨酸 (I)是将其极性作用力变为疏水

相互作用；将 I370 突变为精氨酸(R)，V188
突变为丙氨酸(A)、天冬氨酸(D)以及天冬酰胺

(N)，F279 突变为天冬酰胺(N)则是引入极性相

互作用。 
LfAI 野生型和突变体半乳糖异构化反应转

化率如图 4B 结果所示，279 位点突变为侧链较

小氨基酸的 3 个突变体均可以有效提高对 D-半
乳糖转化率，分别是野生型的 1.3 倍、1.4 倍和

1.3 倍。此外，突变体 M185A 对 D-半乳糖转化

率有略微提升至 37.2%。突变体 I370F、M118Y
与野生型转化率差别不明显。其余突变体的转

化率明显下降。 

2.4  优势突变体的酶学性质测定 
2.4.1  最适温度和最适 pH 

在不同温度和 pH 条件下测定 LfAI 野生型

(WT)和突变体的半乳糖异构化酶活，结果显示

F279N 最适温度为 60 ℃，WT 与 F279I 最适温度

为 70 ℃，其余突变体的最适温度为 65 ℃ (图 5A)；
各突变体的最适 pH 均为 6.5 (图 5B)，与野生型

一致，说明突变氨基酸并未影响活性位点的微

环境[22]。 
2.4.2  与野生型的酶促反应动力学比较 

279 位氨基酸突变对酶转化率提高效果最

明显，185 位氨基酸次之(图 4B)。选择以 279 位 
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图 3  双酶制备塔格糖各条件的确定 
Figure 3  Determination of the conditions for double-enzyme preparation of tagatose. Effects of time (A), 
temperature (B), Metal ion concentration (C), pH (D), Enzyme (E), and lactose concentration (F) on the 
production of D-tagatose by recombinant LfAI and β-galactosidase. 
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图 4  LfAI 底物结合分析(A)及突变体酶转化结果(B) 
Figure 4  LfAI substrate binding analysis (A) and mutant enzyme conversion results (B). 
 

 
 
图 5  温度和 pH 对突变酶的影响 
Figure 5  Effects of temperature (A) and pH (B) on mutant enzymes. 
 
为 亲 本 进 行 叠 加 构 建 M185A/F279I 、

M185A/F279N、M185A/F279V，并对纯化的野

生型和突变型酶进行动力学研究。发现双突变

体 M185A/F279I 酶对 D-半乳糖的活性最高，

Km 和 kcat 分别为 530.8 mmol/L、19.9 s–1 (表 2)，
相比野生型酶，对半乳糖的亲和力和催化效率

均显著提高，催化效率(kcat/Km) 提高至野生型

的 8.2 倍。 

2.5  M185A/F279I 突变体酶转化 
在野生型双酶反应的最优反应体系下进行 

表 2  野生型 LfAI及部分突变体的比活和酶促反

应动力学参数 
Table 2  Specific activity and enzymatic reaction kinetics 
parameters of wild-type LfAI and some mutants 
Enzyme Specific 

activity (U/mg) 
Km 
(mmol/L) 

kcat  
(s–1) 

kcat/Km 
(L/(mmol·s)) 

WT 1.9 2 972.1 13.6 4.59×10–3 
F279I 3.0 2 266.9 20.7 9.14×10–3 
M185A/F279I 11.2 530.8 19.9 3.76×10–2 
F279V 3.5 3 786.0 30.7 8.11×10–3 
M185A/F279V 3.3 2 502.2 24.1 9.63×10–3 
F279N 3.5 3 692.7 57.8 1.57×10–2 
M185A/F279N 6.8 4 856.3 39.0 8.02×10–3 
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酶转化实验来进一步验证突变体的应用性能。

结果如图 5 所示，在 0.1 mg/mL LfAI 加酶条件

下，M185A/F279I 突变体塔格糖产物峰面积

(23.314 min)明显提高(图 6A)，塔格糖产量达到

59.1 g/L，是野生酶的 3.0 倍。提高加酶量可以

明显提高野生酶和突变体酶的转化率(图 6B)，
当加酶量为 1.4 mg/mL 时，M185A/F279I 突变

体转化率可达 22.8%。 
 

 
 
图 6  重组蛋白 LfAI 野生型与突变体酶转化产物

分析 
Figure 6  Analysis of recombinant protein LfAI 
wild type and mutant enzyme conversion products. 
A: The retention times of lactose, glucose, galactose 
and tagatose were 13.880 min, 15.962 min,  
17.769 min and 23.412 min, respectively. B: The 
conversion rate of tagatose under different dosage 
of enzyme. 

3  讨论 
D-半乳糖是 L-AI 的非天然底物，在酶催化

反应过程中，由于底物亲和力差，半乳糖的异

构化活性低，导致塔格糖转化率低和加酶成本

高。本研究将发酵乳杆菌来源的 LfAI 在枯草芽

孢杆菌中进行异源表达。通过确定影响乳糖合

成塔格糖的多因素反应条件，野生型双酶反应

的最优反应条件为：在 55 ℃、pH 6.0、底物乳

糖 400 g/L、加酶量为 1.4 mg/mL 条件下，反应

60 h，塔格糖的转化率最高达到 19.91%。虽然

塔格糖的转化率随加酶量(LfAI)的增加而提高，

但高加酶量使得成本增加，不利于工业生产。

同时，高底物浓度更有利于工业生产过程放大，

但随着底物乳糖浓度的增加，转化率也会降低；

而且高浓度乳糖还会促进转苷作用，抑制水解作

用[23]，因此本实验选择以 400 g/L 乳糖为底物。 
为了提高 LfAI 对 D-半乳糖的转化率，本研

究围绕底物结合口袋中与 D-半乳糖 C6 可能存

在空间位阻的氨基酸残基进行了理性设计。实

验发现 279 位点突变可有效提高对 D-半乳糖的

转化率(图 4B)，在 1.4 mg/mL 加酶量下，突变

酶 F279I 的转化率达 45.2%，对 D-半乳糖亲和

力的增强最为明显。前人的研究同样发现了该

位点苯丙氨酸(F)被天冬氨酸(N)或异亮氨酸(I)
取代时，半乳糖异构活性增强[24]。凝结芽孢杆

菌 Bacillus coagulans NL01 (BCAI)[24]与希瓦氏

菌属 Shewanella sp. ANA-3 (ShLAI)[25]来源 L-AI
研究发现，BCAI F279I 突变体在催化 250 g/L  
D-半乳糖生成塔格糖转化率达到 35.5%；而

ShLAI 突变 F279N 对半乳糖偏好性高于 L-阿拉

伯糖，转化率最大达到 36%。 
本研究发现，D-半乳糖异构化活性可通过 

2 种方式实现：(1) 减小空间位阻以增加 D-半乳

糖的亲和性[26]，如 F279I、F279V、M185A 可
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通过将 D-半乳糖 C6 的空间位阻最小化提高转

化率(图 7)；(2) 引入氢键提高底物亲和力，如

F279N，但其对异构活性的影响弱于 F279I 突变

体。因此，本研究最终将获得的双突变体

M185A/F279I 应用于塔格糖的酶法制备中，发

现相比野生型酶，塔格糖的转化率有明显的提

高。在 400 g/L 乳糖载量下，最终突变菌株粗

酶催化底物乳糖合成产物塔格糖的最高转化

率 22.8%。 
从乳糖到塔格糖的整个过程需要经水解和

可逆异构化两步反应，其最大理论得率为 50%，

但由于水解反应不彻底、异构化效率过低以及

热力学平衡问题，实际难以达到。本研究通过

分子改造提升了 LfAI 对 D-半乳糖的亲和力，有

效提高了异构化反应的效率和转化率，为塔格

糖的高效规模化生产提供了优良的酶制剂，但

相较理论转化率仍有一定提升空间。除此以外，

还有部分研究报道了降低反应 pH 以改变转化

率平衡，以及增强酶耐热性或固定化提升酶的

稳定性和重复利用率等提升 L-AI 应用性能的

策略。如 Rhimi 等 [27]对嗜热脂肪芽孢杆菌    
(B. stearothermophilus) US100 来 源 的 L-AI 
(BSAI)进行分子改造，获得的 Q268K 更具耐

酸性，王静等 [28]以海藻酸钠为载体、戊二醛

为交联剂，对 L-AI 进行固定化，使得酶具有

较好的操作稳定性，重复操作 7 次后相对酶活

仍在 55%以上。增强酶的热稳定性以及反应工

艺条件的进一步优化等。这些相关研究为我们

后续进一步改造 LfAI 提供了很好的理论和技

术参考。 
 

 
 
图 7  D-半乳糖与 WT (A)和 M185A/F279I (B)的对接 
Figure 7  Docking of D-galactose to WT (A) and M185A/F279I (B). D-galactose molecules and amino acid 
residues are displayed in stick form and colored according to elemental types. Carbon atoms of D-galactose 
were colored green for a better visualization.  
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