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摘  要：D-塔格糖是一种功能性稀有糖，因其具有热量低、降低血糖、抗龋齿和改善肠道菌群等

特性而受到广泛关注。现有的生产 D-塔格糖的方法仍存在生产效率低、成本高等问题。为了解

决这一问题，本研究通过在大肠杆菌中构建双酶高效表达系统，实现了全细胞高效催化乳糖合成

D-塔格糖。L-阿拉伯糖异构酶(L-arabinose isomerase, L-AI)是生物合成法中催化半乳糖异构化生成

D-塔格糖的关键酶。本研究首先通过对不同来源的 L-AI 进行筛选，发现来源于发酵乳杆菌

(Lactobacillus fermentum) CGMCC 2921 的 L-AI 具有较好的催化能力。通过对 LfAI 进行理性设计，

获得最优突变体 D390V/V468L，在最适 40 ℃条件下，其半衰期延长至 72 h，酶活提高了 36.68%。

随后，以 pET28a 为载体，通过启动子优化，将最优突变体基因(LfaraAD390V/V468L)和大肠杆菌来

源的 β-半乳糖苷酶基因(EclacZ)在大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)中串联表达，建立双酶偶

联全细胞体系。最后，通过优化全细胞催化体系，在 5 L 发酵罐的最优条件(pH 7.0、温度 50 ℃、

2.5 mmol/L Mn2+)下，以 500 g/L 乳糖为底物转化 48 h 获得 115.21 g/L D-塔格糖，转化率为 23.09%。

本研究利用重组全细胞催化法以乳糖为底物合成 D-塔格糖，展现出了显著的工业应用潜力和 
价值。 
关键词：L-阿拉伯糖异构酶；D-塔格糖；热稳定性；启动子；全细胞催化 
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Abstract: D-tagatose, a functional rare sugar, has garnered increasing attention because of its low 
calories, blood glucose-lowering, anti-caries, and intestinal flora-improving properties. The existing 
methods of producing D-tagatose still have problems of low production efficiency and high costs. In 
this study, we achieved whole-cell catalytic synthesis of D-tagatose from lactose by constructing a 
dual-enzyme efficient expression system in Escherichia coli. L-arabinose isomerase (L-AI) is a key 
enzyme for the isomerization of galactose to D-tagatose in biosynthesis. In this study, we screened 
the L-AIs from different sources and found that the L-AI from Lactobacillus fermentum CGMCC 
2921 had better catalytic ability. The optimal mutant D390V/V468L was obtained by rational 
design of LfAI. Its half-life was extended to 72 h, and the enzyme activity was increased by 36.68% 
under the optimum temperature of 40 ℃. Then, with pET28a as a vector, the optimal mutant gene 
(LfaraAD390V/V468L) and the β-galactosidase gene from E. coli (EclacZ) were co-expressed in E. coli 
BL21(DE3) through promoter optimization. Finally, after optimization of the catalytic system, 
115.21 g/L D-tagatose was obtained after fermentation under the optimal conditions (pH 7.0, 50 ℃, 
and 2.5 mmol/L Mn2+) in a 5 L fermenter with 500 g/L lactose as the substrate for 48 h, with a 
conversion rate of 23.09%. This study has a good industrial application value in the one-step 
whole-cell catalytic synthesis of D-tagatose from lactose. 
Keywords: L-arabinose isomerase; D-tagatose; thermostability; promoter; whole-cell catalysis 

 

D-塔格糖是一种天然存在的稀有单糖，与

半乳糖是同分异构体，是 D-山梨醇的 C-3 位差

向异构体和 D-果糖的 C-4 位差向异构体。D-塔
格糖作为一种稀有糖，与蔗糖有相近的口感，

甜度约为蔗糖的 92%，但其热量仅为蔗糖的

1/3[1-2]。作为一种还原糖，D-塔格糖在高温下易

发生焦糖化反应和美拉德褐变反应，可以应用

于烘焙食品中[3]。2001 年，塔格糖被美国食品

药品监督管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)认定为“公认安全”(generally recognized as 
safe, GRAS)食品，并被定义为一种新型甜味剂，

推荐作为食品添加剂使用[4]。2014 年，国家卫

生健康委员会(原国家卫生和计划生育委员会)
将塔格糖批准为安全性食品新原料[5]。除此以

外，D-塔格糖具有低热量值、零血糖生成指数、

血糖钝化作用、无龋齿性、益生元作用和抗氧化

活性等优良营养特性[6]。随着人们健康意识的增

强，塔格糖作为一种新型的低热量甜味剂，具有

广泛的应用市场。如今，我国许多企业尝试对其

进行大规模生产，但由于酶制剂的开发和生产条

件的限制，普遍存在产量低、反应慢等问题。 
自然界的塔格糖可以从热带常青树树胶、

苔藓等提取，但其含量极少且提取成本高[7-8]。如

今常用于塔格糖生产的方法有化学合成法和生

物合成法。化学合成法存在反应复杂、对设备

损耗大以及对环境不友好的缺点，而生物合成

法在以上这些方面具有一定优势。生物合成法

中，单酶促反应以阿拉伯糖异构酶(L-arabinose 
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isomerase, L-AI)将半乳糖异构化为塔格糖为

主。目前，多种来源的 L-AI 被应用于塔格糖合

成的研究。Seo 等[9]从热葡糖苷酶地芽孢杆菌

(Bacillus thermoglucosidasius)中提取 L-阿拉伯

糖异构酶并在大肠杆菌中进行了表达，发现其纯

酶在最佳条件(温度 40 ℃、pH 7.0)下可将 36 g/L 
D-半乳糖催化为 16.42 g/L D-塔格糖。Li 等[10]

将来源于好热黄无氧芽孢杆菌 (Anoxybacillus 
flavithermus)的 L-AI 在大肠杆菌中进行异源表

达并进行塔格糖合成的研究，结果表明，提高

反应温度和添加硼酸盐能够有效促进 D-半乳糖

向 D-塔格糖的转化。Guo 等[11]通过芽孢表面展

示技术将短乳杆菌(Lactobacillus brevis) PC16
来源的 L-AI 酶展示在枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis) DB403 芽孢表面，利用重组芽孢催化

125 g/L 半乳糖，D-塔格糖转化率可以达到

79.7%，此方法具有高效且重复利用性高的优

势，但由于芽孢产量较低，限制了其工业化发

展。现阶段，对于 L-AI 的研究日益火热，相比

之下，使用粗酶或纯酶的催化效率较高，但酶

活下降得快。为了更好地适应工业化生产，全

细胞生物催化是更好的选择，但仍存在酶的热

稳定性差、转化率低以及硼酸添加等问题。 
然而，由于以半乳糖为底物的生产成本较

高，许多研究采用多酶共表达策略，构建多酶级

联反应体系，以实现 D-塔格糖的高效合成。β-
半乳糖苷酶(β-galactosidase，β-GAL)能够使乳糖

的糖苷键断裂，催化其水解和转糖苷[12]。来源

于芽孢杆菌的 β-半乳糖苷酶倾向于催化乳糖的

转糖苷，得到低聚半乳糖[13]。而来源于大肠杆

菌的 β-半乳糖苷酶具有较强的水解活性，更倾

向于将乳糖分解成葡萄糖和半乳糖。乳糖经 β-
半乳糖苷酶水解成葡萄糖和半乳糖，而半乳糖可

被 L-AI 异构化成塔格糖，通过构建双酶表达系

统，可以实现从乳糖到塔格糖的一步合成。张留

权等[14]通过共表达来源于 E. coli K12 的 β-GAL
和 L-AI，以重悬菌液为粗酶，乳糖为底物，通

过条件优化，发现在最优条件(pH 7.0、50 ℃)下，

投入 100 g/L 乳糖作为底物，D-塔格糖的转化率

可以达到 21%。近些年，对于乳糖一步法合成

塔格糖的研究逐渐火热。Zhan 等[15]构建了共表

达 β-半乳糖苷酶和阿拉伯糖异构酶突变体的重

组细胞，在 34 ℃、pH 6.5、硼酸盐、10 mmol/L 
Fe2+和 1 mmol/L Mn2+的条件下，95%以上的乳糖

可以被水解，同时将 43%的 D-半乳糖转化为 D-
塔格糖。除此以外，从淀粉和麦芽糊精等出发，

也能实现 D-塔格糖的生产。从淀粉出发，通过

多酶催化淀粉生成磷酸糖化合物，而后通过差向

异构酶等的催化，可以生成 D-塔格糖，反应中

涉及多种酶的共同催化[16-18]。在此基础上，Han
等[19]通过构建有机硅网络(organosilica network, 
OSN)人工壳层，将含有反应酶的全细胞进行处

理，构建了一种高效稳定的半人工细胞工厂

(semiartificial cell factory, SACF)，其可连续催化

7 个反应，塔格糖产率超过 40.7%。从淀粉出发

生产 D-塔格糖，无疑更具有经济效益，但涉及多

种酶的协同反应，在表达调控方面具有挑战性。 
启动子是基因表达调控中不可或缺的元

件，它是位于结构基因序列起始密码子上游区

的一段特定 DNA 区域，主要功能是控制基因表

达的起始时间和表达的程度[20]。近年来，随着

生物技术和遗传学的发展，对启动子的研究也

取得了显著进展[21-22]。在大肠杆菌表达系统中，

启动子可以分为组成型表达启动子和诱导型表

达启动子，常用的诱导型表达启动子如表 1 所

示。其中 T7 启动子在调控基因表达中显示出较

强的表达强度，其诱导需要添加 IPTG。相比于

诱导型启动子，组成型启动子所启动基因的表

达具有持续性，但诱导强度不一。本研究采用

质粒表达，相比于组成型启动子，诱导型启动

子在诱导外源蛋白表达方面表现出更好的优异

性。在特定的合成途径中，不同的基因需要进

行不同程度的表达，才能达到提高产物产量的

目的。然而，针对不同的基因，不同的启动子

具有不同的调控强度，因此，选择最适合特定

基因的启动子很有必要。 
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表 1  不同启动子的来源和诱导方法 
Table 1  Sources and induction methods of 
different promoters 
Promoter Source Induction method 
lac UV5 Lactose operon Lactose/IPTG 
Trp Tryptophan operon Tryptophan/ 

3-indolacrylic acid 
T7 T7 RNA polymerase Lactose/IPTG 
T5 T5 phage Lactose/IPTG 
Tac Trp’s –35 zone and lac  

UV5’s –10 zone 
Lactose/IPTG 

pBAD Arabinose operon Arabinose 
 
本课题组[23]前期构建了塔格糖合成重组大

肠杆菌，在 pH 8.0、温度 50 ℃、添加 5 mmol/L 
Mn2+、0.5 mol/L 硼酸和 0.1%细胞通透剂十二烷

基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)的条件

下，全细胞转化 90 h，可催化 500 g/L 底物乳糖

生成 83.8 g/L D-塔格糖。塔格糖合成过程存在

转化体系加入了非食品级物质硼酸及 SDS 且转

化时间较长等问题，因此，本研究在前期研究

的基础上，继续挖掘塔格糖合成高效关键酶，

同时避免引入非食品级物质，缩短转化时间，

以便于更高效、安全地将其应用于 D-塔格糖的

大规模生产实践中。本研究通过对不同来源的

L-AI 进 行 比 较 和 筛 选 ， 选 择 发 酵 乳 杆 菌

(Lactobacillus fermentum) CGMCC 2921 来源的

LfAI 进行热稳定性改造，与 E. coli K12 来源的

β-半乳糖苷酶串联在质粒载体 pET28a 上表达，

并通过启动子优化策略，增强酶的表达。在此

基础上，对全细胞催化条件进行优化，并在 5 L
发酵罐水平放大生产，以期实现 D-塔格糖的高

效合成。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株和引物 

菌株 E. coli K12、E. coli BL21(DE3)和质粒

载体 pET28a 均由本实验室保存，将编码来源于

发酵乳杆菌 (Lactobacillus fermentum) CGMCC 
2921 和 嗜 热 脱 氮 地 芽 孢 杆 菌 (Geobacillus 

thermodenitrificans)的 L-AI 的基因 LfaraA 和

GtaraA 均交由苏州金唯智生物科技有限公司进

行人工合成。本研究所用引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成，详见表 2。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基：5 g/L 酵母粉，10 g/L 蛋白胨，

10 g/L 氯化钠。LB 固体培养基在此基础上添加

1.8%的琼脂粉。 
TY 发酵培养基：8 g/L 安琪酵母，12 g/L

胰蛋白胨，10 g/L 甘油，4 g/L 磷酸三钾，3 g/L
氯化钠，2.5 g/L 硫酸铵，2.1 g/L 一水合柠檬酸，

0.5 g/L 七水硫酸镁，0.3 g/L 柠檬酸铁铵；补料

培养基：400 g/L 甘油，50 g/L 安琪酵母，25 g/L
胰蛋白胨。 
1.1.3  试剂 

限制性内切酶购自宝生物工程(大连)有限

公司，琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、高保真

DNA 聚合酶、ClonExpress 同源重组克隆试剂

盒均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司，

小型质粒提取试剂盒购自北京全式金生物技术

有限公司。乳糖和 D-塔格糖均购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司，D-半乳糖和其他试剂

均购自国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  菌株构建、蛋白表达和检测方法 
1.2.1  菌株构建 

根据设计的引物，以 E. coli K12 基因组为

模板，克隆大肠杆菌来源 L-AI 的编码基因

EcaraA 和 β-半乳糖苷酶编码基因 lacZ；以合成

的发酵乳杆菌来源和嗜热脱氮地芽孢杆菌来源

的 L-AI 编码基因为模板，克隆出 LfaraA 和

GtaraA 基因片段，利用同源重组酶将基因片段

分别连接于线性化的 pET28a 质粒(酶切位点分

别为 EcoR I 和 Hind III)上，连接产物化转到   
E. coli BL21(DE3)感受态细胞中，构建了重组菌株

E. coli BL21/pET28a-lacZ、E. coli BL21/pET28a- 
EcaraA、E. coli BL21/pET28a-LfaraA 和 E. coli 
BL21/pET28a-GtaraA。 
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表 2  DNA 片段扩增引物 
Table 2  Primers used for the amplification of DNA fragments 
Primer name Primer sequences (5′→3′) 
28a-F AAGCTTGCGGCCGCACTC 
28a-R GAATTCGGATCCGCGACCCA 
EcaraA-F TGGGTCGCGGATCCGAATTCATGACGATTTTTGATAATTA 
EcaraA-R GAGTGCGGCCGCAAGCTTTTAGCGACGAAACCCGTAAT 
GtaraA-F TGGGTCGCGGATCCGAATTCATGATGCTTTCACTTAGACC 
GtaraA-R GAGTGCGGCCGCAAGCTTTTATCTTCCACGCCAGAACA 
LfaraA-F GCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGCGTAAAATGCAGGACTACAAATTCT 
LfaraA-R CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTATTTGATGTTGATGAAGTCAACTTTGAACAGAC 
lacZ-F CGCGGATCCGAATTCATGACCATGATTACG 
lacZ-R TGCGGCCGCAAGCTTTTATTTTTGACACCA 
LfaraA (lacZ)-R CCGTAATCATGGTCATGGTATATCTCCTTCTTATTTGATGTTGAT 
lacZ (LfaraA)-F ACATCAAATAAGAAGGAGATATACCATGACCATGATTACGGATTC 
lacZ (gfp)-R TTCTCCCTTACCCATTTTTTGACACCAGACCAACT 
gfp-F GTCTGGTGTCAAAAAATGGGTAAGGGAGAAGAACT 
gfp-R TGCGGCCGCAAGCTTTTATTTGTATAGTTCATCCA 
Mut-F AGATCTCGATCCCGCGAAATTAANNNNNNTCACTATAGG 
Mut-R TGCGGCCGCAAGCTTTTATTTGTATAGTTC 
D390V GAAGGTAAAGGTTATGTTATCACCCTGTCTTAC 
E364V GACAAACCGCGTGTTGTGGTTCACCCGCTGGGT 
D45P GAAGGTGGTAAACTGCCATACCCGGTTGAATTT 
H165R ATCGCAGACTGGCAGCGTGTTGCGGTAGCGTAC 
D227T TACGACGCGTTCACCACGAACATCCAGGACCTG 
D397G ACCCTGTCTTACTTCGGTGACGGCTACAAATTC 
D187N GGTGACACCGCACGTAACGTGGCCGTTACCGAA 
H339P ACCCTGGATCTGCGCCCGGGCCACGAAGCGATC 
T93L AACTGGATCCGTGGTCTAGAACTGCTGCAGAAA 
G404I GGCTACAAATTCATCATTTACCCGGTTGACTGC 
V76I GACAACGTGGCTGGTATAATCACCTGGATGCAC 
A229L GACGAAATCGACGCGCTATACAAAGACCTGGAA 
E158K GACGCGGATGTTCAGAAACAGATCGCAGACTGG 
N88M TTCAGCCCGGCGAAAATGTGGATCCGTGGTACC 
V468L GCGCGTCTGTTCAAACTAGACTTCATCAACATC 
A57P CTGGTTGCTACCACCCCGGACAGCATCACCAAA 
K43N CTGAACGAAGGTGGTAATCTGGACTACCCGGTT 
A433Y CCGGAAATCGGTCTGTACGAAGGTGCGAAACAG 
V48I AAACTGGACTACCCGATCGAATTTAAACTGGTT 
Q164M CAGATCGCAGACTGGATGCATGTTGCGGTAGCG 
Sequences corresponding to the mutated residues are underlined. 
 

突变菌株的构建：针对不同的突变点设计

突变引物，以重组质粒 pET28a-LfaraA 为模板

进行 PCR 全质粒定点突变，PCR 产物经 Dpn I

消化后化转入 E. coli BL21，涂布在相应抗性的

平板上，挑取转化子进行培养并提取质粒送至

苏州金唯智生物科技有限公司测序，验证突变
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是否成功。 
1.2.2  蛋白表达及纯化 

将构建好的菌株进行测序验证后，进行平

板活化。将活化后的重组菌株接种于 10 mL LB
液体培养基中，于 37 ℃、200 r/min 培养约 12 h。
以 1%的接种量接种至 50 mL LB 液体培养基

中，37 ℃、200 r/min 培养至 OD600 约为 0.6–1.0，
加入终浓度为 0.4 mmol/L 的诱导剂 IPTG，于

25 ℃、200 r/min 继续培养约 10–12 h，进行蛋白

诱导表达。诱导后的菌体离心收集(8 000 r/min，
5 min)后，用 50 mmol/L、pH 7.0 的 Tris-HCl 缓
冲液清洗 2 次，最后将菌体悬浮于 5 mL 
Tris-HCl 缓冲液中。重悬后的菌体用超声细胞

破碎仪破碎(工作 1 s，停止 3 s) 15 min 后，        
12 000 r/min 离心 15 min，收集上清液(即为粗

酶液)和沉淀，利用 SDS-PAGE 观察蛋白表达 
情况。粗酶液用镍离子亲和层析柱进行纯化，

得到野生型酶及突变体的纯酶液用于酶学性质

研究。 
1.2.3  检测方法 

L-AI 酶活测定方法：1 mL 的反应体系中含

有 100 g/L D-半乳糖、200 μL 酶液和 50 mmol/L 
Tris-HCl (pH 7.0)，加入终浓度为 1 mmol/L 
Mn2+，在最适温度下反应 30 min，沸水浴终止

反应。之后利用高效液相色谱(HPLC)对反应体

系中的各组分含量进行测定。 
高效液相色谱检测具体条件为：安捷伦

1260 液相系统，CarboPac Ca2+ (6 µm，300 mm× 
8.0 mm)色谱柱，超纯水为流动相，流速0.5 mL/min，
进样量 20 μL，柱温 80 ℃，使用示差检测器，

检测温度 40 ℃。L-AI 酶活定义：每 min 催化

生成 1 μmol D-塔格糖所需的酶量。 
1.3  计算机辅助提高 LfAI 的热稳定性 

前期调研发现，L-AI 在工业转化应用领域

面临着转化周期长、酶活性较低和热稳定性较

差的难题。基于此，在前期对不同来源的酶进

行筛选后，选择催化效率高的酶进行热稳定性

改造，以期更适应于工业化的生产。首先，在

PDB 数据库中获得了 LfAI (PDB 登录号：4LQL)
的蛋白质结构。然后，利用 FoldX 进行虚拟饱

和突变。FoldX 能够计算点突变的能量变化，

通常用于通过比较突变后吉布斯能量(ddG)的变

化来预测蛋白质的热稳定性[24]。位置特异性打分

矩阵(position-specific score matrix, PSSM)基于

生物序列的保守性和进化信息，通过序列相似

性比对生成，将氨基酸或核苷酸的保守性信息

包含在矩阵中，可以反映蛋白质序列上每个氨

基酸的进化保守信息[25]。因此，利用多序列比

对和 PSSM 矩阵，排除相对保守的位点。最后，

采用分子动力学(molecular dynamics, MD)模拟

方法，通过计算蛋白质在溶剂中的原子运动，

在原子水平上表征体系的微观演化，直观地观

察实验的机理和原理。在 MD 模拟结果的基础

上 ， 利 用 均 方 根 波 动 (root mean square 
fluctuation, RMSF)值进一步细化残基，以表明

氨基酸位点的灵活可变性[26]。综合考虑以上方

法所给出的结果，选择合适的可行突变位点。 
1.4  启动子优化提高酶表达水平 

双酶级联反应是一种重要的生化反应技

术，它利用 2 种不同的酶协同工作来完成特定

的生化过程。经文献调研及前期测试发现[22]，

大肠杆菌来源的 β-半乳糖苷酶的水解率可以达

到约 99%，制约着一步法催化乳糖生成塔格糖

的关键酶为阿拉伯糖异构酶。通过蛋白质工程

提高 L-AI 酶活后，选择 LfaraA 的最优突变体，

用 SD (Shine-Dalgarno)序列将其与 lacZ 进行串

联表达，构建重组菌株 E. coli BL21/pET28a- 
LfaraAD390V/V468L-lacZ。在双酶表达系统中，不

同基因的表达程度极大地影响着全细胞催化的

效率，因此，本研究尝试对原有启动子进行突

变，以期更好地调控关键酶的表达。在原核启

动子中，–35 区和–10 区的碱基序列具有高度的

保守性，它们之间的间隔区域中碱基的种类和

数量对启动子的活性起重要作用，如果发生改

变会影响其控制的基因表达的强度[27]。T7 启动

子是大肠杆菌中调控能力较强的启动子，对其
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进行改造并不一定能获得预期的效果，但 Nie
等[28]为了提高头孢菌素 C酰化酶(cephalosporin C 
acylase, CCA)在大肠杆菌中的表达量，对 T7 启

动子的序列进行突变和筛选后得到的最强启动

子可使 CCA 的表达量提高 1.3 倍，这为研究提

供了很好的思路。基于此原理，本研究通过对

T7 启动子间隔区域的非保守序列进行随机突

变，构建了启动子文库。 
以质粒 pET28a-LfaraAD390V/V468L-lacZ 为模

板进行质粒线性化，将绿色荧光蛋白 GFP 基因

片段融合于基因 lacZ 之后，通过同源重组连接

化转于感受态细胞之中，构建菌株 E. coli 
BL21/pET28a-LfaraAD390V/V468L-lacZ-gfp。确认菌

株能够表达相关蛋白之后，提取质粒 pET28a- 
LfaraAD390V/V468L-lacZ-gfp，使用引物 Mut-F (在
启动子中含有突变的序列)和 Mut-R 进行 PCR，

获得含随机突变序列的 DNA 片段，再与经 Bgl II
和 Eag I 线性化的质粒进行连接，转化至感受态

E. coli BL21。复苏后，涂布于含有微量 IPTG
的 LB 固体平板上，置于 37 ℃培养箱中过夜培

养。挑取具有荧光的单菌落于 96 孔板中，在

37 ℃条件下培养 2 h 后，加入 0.4 mmol/L IPTG
在 25 ℃下培养约 16 h，使用酶标仪进行荧光强

度的检测。 
1.5  全细胞催化条件的优化 

经前期启动子优化后，将构建的重组菌株

作为全细胞催化剂，用于优化一步法催化乳糖生

成塔格糖的条件。首先，探究不同底物乳糖浓度

对 D-塔格糖生产的影响。转化体系为 10 mL，菌

体 OD600=60，50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)，5 mmol/L 
Mn2+，加入不同浓度的乳糖(100–600 g/L)，置

于 40 ℃反应 48 h。反应结束后，取样品煮沸以

终止酶反应，稀释后用高效液相色谱(HPLC)检
测体系中各种糖的含量。采用同样的方法，通过

控制单变量，对菌体 OD、pH、温度、金属离子

浓度和转化时间等条件进行优化。 
1.6  5 L 发酵罐的扩大培养及转化 

重组菌株划线活化后，挑取单菌落接种于

10 mL LB 液体培养基(含 50 μg/mL 卡那霉素)
中过夜培养后，按 2.5%接种量转接于 120 mL 
LB 中扩大培养约 7 h。使用 TY 培养基，在 5 L
发酵罐对重组菌株进行培养，接种后，控制温

度 37 ℃、pH 7.0、初始转速 300 r/min。当菌体

OD 达到 2 左右时，采用间隔升转速的方式，每

隔 0.5 h 提升 50 r/min 直至 600 r/min。同时监测

菌体 OD600，OD600 为 7–9 时，开始匀速流加补

料培养基；OD600 为 15–20 时，将培养温度降低

为 25 ℃，加入终浓度为 0.4 mmol/L IPTG 进行

诱导。约 12 h 后，监测菌体 OD，当体系中菌

体 OD 稳定后，停止发酵，离心收集菌体。将

离心收集的菌体作为全细胞催化剂，在 5 L 发

酵罐中进行最适条件下的扩大转化。 

2  结果与分析 
2.1  菌株构建及不同来源的 L-AI 比较

筛选 
以 E. coli K-12 基因组为模板，扩增出 EcaraA 

(1 503 bp)和 lacZ (3 075 bp)基因，同时以合成的

GtaraA (1 494 bp)和 LfaraA (1 425 bp)为模板，

分别扩增相关基因，将基因片段分别连接到表

达载体 pET28a 上，导入 E. coli BL21(DE3)感受

态细胞，构建菌株 E. coli BL21/pET28a-lacZ、
E. coli BL21/pET28a-EcaraA、E. coli BL21/ 
pET28a-LfaraA 和 E. coli BL21/pET28a-GtaraA。

对菌株 E. coli BL21/pET28a-EcaraA、E. coli 
BL21/pET28a-LfaraA 和 E. coli BL21/pET28a- 
GtaraA 进行培养、诱导表达和细胞破碎，对破

碎后的上清液和沉淀进行 SDS-PAGE 分析，结

果如图 1 所示，在 45–60 kDa 之间处均出现明

显的条带，与 L-AI 的理论分子量吻合。 
初步探索 3 种不同来源的 L-AI 在不同温

度、金属离子和 pH 下的相对酶活，以期筛选

出转化能力较强的 L-AI。在所测定的温度范围

内，LfAI 在 40 ℃下具有最高的酶活，且在 50 ℃
以上酶活下降明显。然而，EcAI 和 GtAI 均在

50 ℃下显示出最高的酶活，随着温度的升高，
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酶活也下降明显(图 2A)。大多数 L-AI 在偏碱性

的条件下显示出更好的催化能力，由图 2B 可

知，EcAI 和 GtAI 与文献报道一致，均在 pH 9.0
下具有最高酶活，但 LfAI 在适中的 pH 7.0 时具

有最高的酶活，对转化条件的要求相对没那么

严苛。参考相关文献中 [29-30]提到的可以提高

L-AI 活性的金属离子，选择了 Mn2+、Co2+和

Mg2+进行测试比较，结果发现，3 种来源的 L-AI
均在添加 Mn2+的情况下具有最高的酶活 (图
2C)。基于此，对 3 株菌株同时进行培养及诱导，

采用全细胞进行转化能力测试。全细胞测试体

系均为 10 mL，以 100 g/L 半乳糖为底物，添加

同等浓度的 Mn2+，分别在各自最适 pH 和温度

下进行 48 h 的转化。结果如图 2D 所示，来源

于发酵乳杆菌的 L-AI 表现出更好的转化能力，

可以产生 46.21 g/L D- 塔格糖，转化率为

43.97%，转化条件相对温和。相比之下，来源

于大肠杆菌和嗜热脱氮地芽孢杆菌的 L-AI 转化

率分别为 41.21%和 19.35%，且转化体系 pH 均

为 9.0。除此以外，塔格糖在过碱的条件下容易

发生焦糖化和美拉德反应，不利于后续产物的

分离提取，另外考虑到工业化生产条件的简便

性，最终选择来源于发酵乳杆菌的 L-AI 进行后

续研究。 
 

 
 

图 1  SDS-PAGE 分析不同来源的 L-AI 蛋白的表达   A：发酵乳杆菌来源 L-AI (LfAI)蛋白表达

SDS-PAGE 分析。泳道 M：蛋白 marker；泳道 1：E. coli BL21/pET28a 粗酶液；泳道 2：E. coli 
BL21/pET28a-LfaraA 细胞破碎沉淀；泳道 3：E. coli BL21/pET28a-LfaraA 细胞破碎上清。B：大肠

杆菌(EcAI)和嗜热脱氮地芽孢杆菌(GtAI)来源 L-AI 蛋白表达 SDS-PAGE 分析。泳道 M：蛋白 marker；
泳道 4：E. coli BL21/pET28a-EcaraA 细胞破碎上清；泳道 5：E. coli BL21/pET28a-EcaraA 细胞破

碎沉淀；泳道 6：E. coli BL21/pET28a-GtaraA 细胞破碎上清；泳道 7：E. coli BL21/pET28a-GtaraA
细胞破碎沉淀。 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of L-AI protein expression from different sources. A: SDS-PAGE 
analysis of L-AI protein expression from Lactobacillus fermentum (LfAI). Lane M: Protein marker; Lane 
1: E. coli BL21/pET28a crude enzyme solution; Lane 2: E. coli BL21/pET28a-LfaraA cell fragmentation 
precipitation; Lane 3: E. coli BL21/pET28a-LfaraA cell crushing supernatant. B: SDS-PAGE analysis of 
L-AI protein expression from Escherichia coli (EcAI) and Geobacillus thermodenitrificans (GtAI). Lane 
M: Protein marker; Lane 4: E. coli BL21/pET28a-EcaraA cell crushing supernatant; Lane 5: E. coli 
BL21/pET28a-EcaraA cell fragmentation precipitation; Lane 6: E. coli BL21/pET28a-GtaraA cell 
crushing supernatant; Lane 7: E. coli BL21/pET28a-GtaraA cell breakdown precipitation. 
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图 2  大肠杆菌(EcAI)、发酵乳杆菌(LfAI)和嗜热脱氮地芽孢杆菌(GtAI)来源的 L-阿拉伯糖异构酶

的酶学性质和转化能力   A：最适温度的测定；B：最适 pH 的测定；C：最适金属离子的测定；D：

不同来源的 L-阿拉伯糖异构酶在各自最佳条件下的转化能力和 D-塔格糖浓度。 
Figure 2  Enzymatic properties and transformation ability of the L-arabinose isomerase from 
Escherichia coli (EcAI), Lactobacillus fermentum (LfAI) and Geobacillus thermodenitrificans (GtAI). 
A: The optimal temperature; B: The optimal pH; C: The optimal metal ion species; D: The conversion 
capacity and D-tagatose concentration of L-arabinose isomerase from different sources under their 
respective optimum conditions. 
 
2.2  LfAI 的热稳定性及酶活的提高 

目前，对于 LfAI 的研究主要集中于对底物

D-半乳糖的转化率上，这是酶分子改造的主要途

径。若将其运用于工业化生产中，酶的活性固然

需要保持在较高水平，但与此同时，其热稳定性

也不容忽视。对不同来源的 L-AI 进行测试发现，

当温度高于其最适温度时，酶活性显著降低。然

而，L-AI 催化 D-半乳糖生成 D-塔格糖是一个可

逆的异构化反应，较高的温度容易使平衡向产物

转移[31]。因此，对 LfAI 进行热稳定性改造势在

必行。首先对不同来源的 L-AI (图 3A)进行多序

列比对，不同来源的 L-AI 在许多位点上有相同的

氨基酸，推测这些是相对保守的位点[32]。同时，

参考已经被解析的 EcAI 蛋白结构，推测 LfAI 的
活性位点和金属离子结合位点。本研究首先通过

PSSM矩阵评分对发酵乳杆菌来源的LfAI进行初

步筛选(图 3B)。之后，通过计算能量变化，使用

FoldX 预测 LfAI 的虚拟饱和突变位点(图 3C)。 
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图 3  计算机辅助设计选择突变点   A：不同来源的 L-AI 的多氨基酸序列比对。来源包括枯草芽孢杆
菌、嗜热脱氮地芽孢杆菌、大肠杆菌和发酵乳杆菌。B：基于 PSSM 评分的可允许残基突变。越保守的
氨基酸在这个位置得分越高。C：LfaraA 虚饱和突变的 ddG 值。彩色圆圈表示虚拟突变后的能量变化，
ddG 为正的部分不显示。 
Figure 3  Computer aided design selection of mutation points. A: Multiple amino acid sequence alignment 
of araA from various organisms. The alignment includes araA from Bacillus subtilis, Geobacillus 
thermodenitrificans, Escherichia coli and Lactobacillus fermentum. B: Evolvable residues based on the 
PSSM score to allow mutations. The more conserved amino acids scored higher at this position. C: The ddG 
value of the virtual saturation mutation of LfaraA. The colored circles represent the energy change after 
virtual mutation, and the part where ddG is positive is not shown. 
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通过序列比对和 PSSM 矩阵预测，排除

LfAI 的保守位点。随后，结合 FoldX 的能量变

化预测结果，初步选择 20 个突变位点(D390V、

E364V、D45P、H165R、D277T、D397G、D187N、

H339P、T93L、G404I、V76I、A229L、E158K、

N88M、V468L、A57P、K43N、A433Y、V48I、
Q164M)进行检测。酶活性测定结果表明，与野

生型相比，D390V、D187N、H339P、V468L、

V76I 和 V48I 分别提高了 31.72%、22.58%、

30.28%、30.16%、28.67%和 12.78% (图 4A)。
之后，对酶活性提高的突变体进行热稳定性测

试。常用于描述蛋白质热稳定性的参数有熔解

温度(Tm)和半衰期(t1/2)。半衰期(t1/2)是指在特定

温度下，酶或其他生物分子保持其原始活性一半

所需的时间长度，代表了酶的动力学稳定性[33]。

本研究以最适温度下的半衰期来表示其稳定性。

结果表明，野生型 LfAI 的酶活性在 48 h 左右为

初始酶活性的 50%，突变体 D390V 和 V76I 在

72 h 时仍保持了原始酶活性的 50%，D390V 在

前 48 h 仍能保持初始酶活性的 80%以上，突变

体 H339P 和 V468L 在 54 h 左右酶活性开始下

降至原始酶活性的 50%，而突变体 D187N 和

V48I在不到 48 h的时间内将酶活性降低到初始

酶活性的 50%以下(图 4B)。 
综合考虑酶活和热稳定性，构建了 6 个双突

变体，分别记为 M1 (D390V/H339P)、M2 (D390V/ 
V468L)、M3 (D390V/V76I)、M4 (H339P/V468L)、
M5 (H339P/V76I)和 M6 (V468L/V76I)。酶活测

定结果显示，M1、M2 和 M3 均显示出比单突

变体更高的酶活(图 4C)，分别提高了 40.65%、

36.68%、21.94%。对显示出更高酶活的双突变

体进行热稳定性测试，发现 M1 和 M2 的热稳

定性优异性明显，且在前 48 h 内具有较高的酶

活性(图 4D)。随后，对 M1 和 M2 同时进行不

同温度下酶活测定以及最适温度下的全细胞转

化能力测试。结果显示，在全细胞催化时，M2
在相同转化时间内对底物的催化效率要优于

M1，且其在更高温度下的相对酶活高于 M1 (图

4E、4F)。经综合考虑，将 M2 用于后续研究。 
根据吉布斯自由能，在封闭系统中，能量

值(ddG)越低，物质的稳定性越高[34]。根据 FoldX
的预测结果，D390V 和 V468L 的 ddG 分别降

至−4.78 和−1.28 (图 5A、5B)，而其 ddG 下降主

要都是由于突变后疏水作用的增加。疏水相互

作用的增加可以降低蛋白质在高温下解折叠的速

率，在稳定蛋白质三级结构中起着关键作用[35]。

同时，采用分子动力学 (molecular dynamics, 
MD)模拟方法，分析 LfAI 和突变体的 RMSF 和

RMSD 来反映分子结构的稳定性(图 5C、5D)。
相较于 LfAI，D390V 和 V468L 的 RMSF 值总

体上呈现出较高的趋势。与 D-半乳糖结合的邻

近位点的残基包括 I370、F279、M185、V188、
E306、H447、E331、H348 和 M349，附近是蛋

白质中高度不规则和灵活的环结构[36]。D390V
和 V468L 在该区域的 RMSF 值显著增加(图
5C)，且双突变体在该区域的 RMSF 值高于单突

变体，显示出更好的灵活性。因此，与野生型

LfAI 相比，突变体的蛋白结合区域的柔韧性增

加，更有利于蛋白结合袋内残基与底物的相互

作用，从而提高了反应的催化效率。 
2.3  针对双酶表达系统的启动子文库

的构建及筛选 
构建针对于双酶表达系统的启动子文库，

通过随机突变，在抗性平板中挑取带有绿色荧

光的单菌落于 96 孔板中培养，并添加 IPTG 进

行诱导，以原始菌株作为空白对照，统一检测

相对荧光强度。经检测，在挑取的 47 株菌株中，

其相对荧光强度跨度明显，但大部分突变并未

显示出更好的效果，仅有 6 株菌株在初次筛选

中表现出相对于原始启动子更强的荧光强度

(图 6A)。之后对原始菌株和初筛后的 6 个菌株

进行再次培养和诱导，3 次平行实验后，有 3 株

菌株(44、47 和 48)均表现出比原始菌株更高的

相对荧光强度(图 6B)。提取质粒，通过测序获

得突变后的启动子序列，分别命名为 P1、P2
和 P3 (表 3)。在众多突变方法中，随机突变的 
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图 4  野生型酶和突变体的酶活和热稳定性分析   A：野生型及其单点突变体的相对酶活性；B：

野生型及其单点突变体在不同时间的相对酶活性，以半衰期表示其热稳定性；C：野生型及双点突变体

的相对酶活性；D：野生型及双点突变体在不同时间的相对酶活性，以半衰期表示其热稳定性；E：双

突变体 M1 和 M2 在不同温度下的相对酶活性；F：野生型酶、双突变体 M1 和 M2 在相同条件下全细

胞转化生成的 D-塔格糖含量和转化率对比。 
Figure 4  Analysis of enzyme activity and thermostability of wild-type enzymes and mutants. A: Relative 
enzyme activity of the wild-type and its single-point mutants; B: Relative enzyme activity of wild type and 
its single-point mutants at different time, indicating thermostability; C: Relative enzyme activity of the 
wild-type and its double-point mutants; D: Relative enzyme activity of wild type and its double-point mutants 
at different time, indicating enzyme activity stability; E: Relative enzyme activities of double mutants M1 
and M2 at different temperatures; F: Comparison of D-tagatose concentration and conversion rate of 
wild-type enzyme, double mutant M1 and M2 in whole cell transformation under the same conditions. 
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图 5  野生型和突变体 M2 的分子动力学分析   A：D390 位点虚拟饱和突变后得到的 ddG 能量变化(去
掉正部分)及相应的 PSSM 评分。B：V468 位点虚饱和突变后得到的 ddG 能量变化(去掉正部分)及相应

的 PSSM 评分。C：WT、D390V、V468L 和 D390V/V468L 体系侧链原子的 RMSF 值。其中黑、红、

蓝、绿线分别代表 WT、D390V、V468L 和 D390V/V468L 系统的结果。D：WT、D390V、V468L 和

D390V/V468L 体系侧链原子的 RMSD 值。其中黑、红、蓝、绿线分别代表 WT、D390V、V468L 和

D390V/V468L 系统的结果。E：LfAI 的蛋白质结构及其突变位点。该蛋白质具有 6 条侧链，不同的颜

色代表不同的链。突变前的 D390 和 V468 采用绿色表示，突变后的 V390 和 L468 采用红色表示。图

像采用 PyMOL 生成。 
Figure 5  Molecular dynamics analysis of wild type and mutant M2. A: The energy change (ddG) obtained 
after virtual saturation mutation at site D390 (with the positive part discarded) and the corresponding PSSM 
score. B: The energy change (ddG) obtained after virtual saturation mutation at site V468 (with the positive 
part discarded) and the corresponding PSSM score. C: RMSF values of the side-chain atoms for the WT, 
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D390, V468L and D390V/V468L systems. The black, red, blue and green lines represent the results of the 
WT, D390, V468L and D390V/V468L systems, respectively. D: RMSD values of the side-chain atoms for the 
WT, D390, V468L and D390V/V468L systems. The black, red, blue and green lines represent the results of 
the WT, D390, V468L and D390V/V468L systems, respectively. E: The protein structure and mutation sites 
of LfAI. The protein has 6 side chains, with different colors representing different chains. D390 and V468 are 
shown in green before the mutation, and V390 and L468 are shown in red after the mutation. Images were 
generated with PyMOL.  
 
成本相对较低，适合大规模的突变筛选，但与

此同时，其具有盲目性和随机性，较难得到预

期的结果，且重复性较差。本研究通过随机突

变获得的启动子 P1、P2 和 P3 具有可重复性，

可用于下一步研究。 
而后，将含有启动子 P1、P2 和 P3 的双基

因菌株分别命名为 SP1、SP2 和 SP3，与原始

T7 启动子调控的菌株进行同时的培养和诱导。

将诱导后的菌株控制相同菌体生物量，洗涤重

悬后用作全细胞催化剂，以 200 g/L 乳糖为底物

在 40 ℃条件下进行全细胞转化测试，结果显

示，P3 启动子调控的菌株具有最高的转化率，

是原始菌株的 1.13 倍(图 6C)。本研究获得的启

动子 P3 在调控中展示出其提高双基因表达的

能力，为下一步研究提供了参考。 

2.4  全细胞催化条件的优化 
通过对启动子的优化和关键酶的改造，构

建菌株 E. coli BL21/pET28a-P3-LfaraAD390V/V468L- 
lacZ 作为全细胞催化剂。为了高效生产 D-塔格

糖，对重组菌株的全细胞转化条件进行了优化，

包括底物浓度、温度、pH、金属离子浓度、转

化时间和细胞生物量(OD600)。 
底物浓度是影响全细胞催化的重要因素。

当乳糖浓度为 500 g/L 时，转化率最高可达到

19.18%，合成了(95.94±1.43) g/L D-塔格糖(图
7A)。当底物浓度过高时，由于转化体系中的糖

分较大，流动性较差，影响物质进出细胞。在 
2.5 mmol/L Mn2+的辅助下，转化率最高达到

20.12% (图 7B)。根据前面的测试，酶活性受转

化体系 pH 的影响。在所测定的 pH 范围内，当

pH 控制在 7.0 时，300 g/L 乳糖可以生成 

(62.74±1.12) g/L D-塔格糖，此时达到最高的转

化率，为 20.69% (图 7C)。反应温度对 D-塔格

糖的合成有明显的影响，在 50 ℃时 D-塔格糖

含量为(65.99±1.28) g/L，转化率为 20.96%，

明显高于 40 ℃下 17.98%的转化率(图 7D)。在
之前的实验中，突变酶转化的最适温度为

40 ℃，低于全细胞催化的最适温度。原因可

能是在高温条件下细胞膜的通透性更好，更有

利于物质的进出。细胞生物量是影响转化率的

关键因素，当菌体 OD600 达到 100 时，转化率最

高，达到 21.39%，此时可以生成(66.23±1.37) g/L 
D-塔格糖(图 7E)。其原因可能是当菌体生物量

低时，体系中含酶量较少，而当细胞浓度过高

时，细胞流动性差，影响底物的进入，导致转

化率低。 
扩大摇瓶转化体系至 50 mL，控制转化条

件为：500 g/L 乳糖、pH 7.0、2.5 mmol/L Mn2+、

50 ℃、OD600=100。在不同时间间隔取样，测

定体系中各成分的含量。在前 6 h 内，乳糖几

乎完全水解，水解率可达约 98%。在约 18 h 时，

D-塔格糖的转化率可达到 20%。在 18−48 h 内，

D-塔格糖含量在不断提高，在 48 h 时，转化率

约为 22.13% (图 7F)。之后继续转化，发现体系

中各成分含量变化不大。这一现象可归因于在

持续高于酶的最适温度的条件下，酶的活性出

现下降，虽仍有转化能力，但速率明显降低。

因此，综合考虑时间和成本，在 48 h 时停止反

应。通过在摇瓶中进行不同体系的转化实验，

在 最 适 条 件 下 转 化 48 h ， 可 以 生 成 约

(111.26±1.85) g/L 的 D- 塔 格 糖 ， 转 化 率       
为 22.25%。 
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图 6  启动子文库的构建和筛选   A：启动子文库的初筛。将含有随机启动子序列的菌株和原始菌株在 96 孔
板上培养，用酶标仪检测其荧光强度和菌体生物量(OD600)。紫色框线表示原始启动子序列的原始对照。B：启
动子文库的复筛。其中 T7 表示含有原始启动子的菌株，菌株 43−48 为初筛时相对荧光强度优异于原始启动子
的菌株。C：含有不同启动子的菌株全细胞转化的 D-塔格糖含量和转化率对比。其中 T7 为原始启动子调控的
菌株，SP1、SP2 和 SP3 分别为复筛中对应的启动子 P1、P2 和 P3 调控的菌株。 
Figure 6  Construction and screening of promoter library. A: Preliminary screening of promoter libraries. 
The strains containing random promoter sequences and the original strains were cultured on 96-well plates, 
and their fluorescence intensity and microbial biomass (OD600) were detected by microplate reader. The 
purple box line represents the original reference to the original promoter sequence. B: Rescreening of 
promoter library. Among them, T7 represents the strain containing the original promoter, and strains 43−48 
are the strains whose relative fluorescence intensity is superior to that of the original promoter in the initial 
screening. C: Comparison of D-tagatose concentration and conversion rate in whole cell transformation of 
strains containing different promoters. Among them, T7 represents the strain regulated by the original 
promoter, and SP1, SP2 and SP3 were the strains regulated by the corresponding promoters P1, P2 and P3 in 
the rescreening, respectively. 
 

表 3  不同启动子的序列和相对强度 
Table 3  Sequence and relative strength of different 
promoters 
Promoters Sequences (5′→3′) Relative strength 
T7 TAATACGACTCACTATAG – 
P1 TAATACGTCTCACTATAG 1.054 
P2 TAATCAGACTCACTATAG 1.101 
P3 TAATAAGTCTCACTATAG 1.159 

2.5  5 L 发酵罐的放大转化 
为了更好地契合工业化生产的需求，在

5 L 发酵罐中对重组大肠杆菌生产 D-塔格糖
的转化系统进行了放大测试。按照前述方法，
采用 5 L 发酵罐对重组菌株进行培养。18 h
时，OD600 为 84.3，继续监测，0.5 h 后为 84.6，
几乎稳定，最后离心收集细胞进行全细胞转化。 
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图 7  重组菌株全细胞转化条件的优化   A：最优底物乳糖浓度；B：转化液的最优 pH 值；C：最优

Mn2+添加量；D：最优转化温度；E：最优菌体生物量(OD600)；F：不同转化时间下 D-塔格糖的生成量

和转化体系的转化率。 
Figure 7  Optimization of whole cell transformation conditions of recombinant strains. A: The optimal 
substrate lactose concentration; B: The optimal pH for conversion; C: The optimal Mn2+ concentration; D: 
The optimal conversion temperature; E: The optimal microbial biomass (OD600); F: The concentration of 
D-tagatose and conversion rate of transformation system at different conversion times. 
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控制 5 L 发酵罐的转化条件为：500 g/L 乳

糖、OD600=100、50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)、
2.5 mmol/L Mn2+、50 ℃。与摇瓶转化相比，重

组菌株在 5 L 发酵罐中表现出更好的催化性能。

在前 6 h，底物乳糖的水解率达到 99.00%，葡

萄糖的产量为 247.85 g/L。在 6–18 h 内，D-半
乳糖被异构化生成 D-塔格糖的速率增加，乳糖

生成 D-塔格糖的转化率达到 20.00%左右，D-
塔格糖产量为(100.76±2.12) g/L (图 8)。18 h 后，

D-塔格糖的生成速度逐渐减慢，可能是由于体

系中酶活性的降低。转化 48 h，体系中乳糖、

葡萄糖和 D-半乳糖的浓度分别为 6.21 g/L、

248.32 g/L 和 129.26 g/L，D-塔格糖的产量为

(115.21±2.78) g/L，转化率为 23.09%。本研究为

D-塔格糖的工业化生产奠定了良好基础，有望

进一步扩大生产规模。 
 

 
 

图 8  重组菌株在 5 L 发酵罐中的转化放大 
Figure 8  Transformation amplification of 
recombinant strains in a 5 L fermenter. The 
conversion rate is calculated by the formula 
ω=C/C0, where C represents the concentration of 
D-tagatose and C0 represents the concentration of all 
sugar substances in the system. 

3  讨论与结论 
如今，不同微生物来源的 L-AI 被广泛挖掘

和应用于 D-塔格糖的生产中，然而，其工业化

生产进程却受到多重因素的制约，如酶活性低、 

稳定性差和转化条件过于严苛等。本研究首先

结合课题组之前的研究[23]以及相关的文献[36-37]

报道，通过对不同来源的 L-AI 进行对比，发现

来源于发酵乳杆菌的 LfAI 具有较好的转化能力

及条件适应性。之后，为更好适应工业化应用，

针对其热稳定性进行改造。相比于野生 LfAI，
其最优突变体 D390V/V468L 能够将酶活提高

36.68%，且 40 ℃下的半衰期延长至 72 h，具有

实际应用价值。 
考虑到半乳糖作为底物价格昂贵，通过引

入 β-半乳糖苷酶将较为廉价的乳糖水解获取半

乳糖。将来源于大肠杆菌的 β-半乳糖苷酶基因

与突变后的 LfaraAD390V/V468L 进行串联表达后，

尝试通过启动子优化提高蛋白表达量，构建重

组大肠杆菌。将构建的重组大肠杆菌 E. coli 
BL21/pET28a-P3-LfaraAD390V/V468L-lacZ 作为全

细胞催化剂，探究影响乳糖合成 D-塔格糖的多

种因素，确定其最适条件为：以 500 g/L 乳糖为

底物，投加OD600=100的菌体和2.5 mmol/L Mn2+，

在 pH 7.0 的 Tris-HCl 缓冲液中，50 ℃反应 48 h。
将转化体系放大，在 5 L 发酵罐中进行转化，

重组菌株可获得(115.21±2.78) g/L D-塔格糖，转

化率可达 23.09%。李娟等[36]对 LfAI 进行改造

后直接采用粗酶进行转化，反应 60 h 时转化率

可达 22.80%，相比之下，全细胞在操作简便的

情况下其转化率也有所提高。Zhang 等[38]利用

重组菌株静息细胞产 D-塔格糖，在最佳条件

(65 ℃，pH 7.5)下，175 g/L 的乳糖在 56 h 时转化

D-塔格糖的转化率达到 33.00%。提高温度有利

于提高转化率，但也会影响后续的分离纯化。

表 4 比较了不同来源的 L-阿拉伯糖异构酶在不

同表达宿主中以乳糖为底物合成 D-塔格糖方面

的进展，相比之下，本研究在转化条件和时间

等方面均更符合工业化生产的需求。 
之前的研究发现，由于硼酸结构的独特性，

可以与塔格糖形成硼酸-塔格糖复合物，从而促

进转化向合成塔格糖的方向移动[37]，但硼酸的

添加阻碍了塔格糖在食品中的应用。本研究通 
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表 4  不同生物法生产 D-塔格糖的方法比较 
Table 4  Comparison of different biological methods for D-tagatose production 
Source of L-AI Expression host Lactose 

concentration (g/L) 
Reaction condition Time 

(h) 
Conversion rate 
(%) 

Reference 

Lactobacillus 
plantarum 

Escherichia coli 140 50 ℃, pH 6.5, 5 mmol/L 
Mn2+  

96 36.70 [1] 

Escherichia coli Escherichia coli 500  50 ℃, pH 8.0, 5 mmol/L 
Mn2+, 0.5 mol/L borate, 
0.1% SDS 

96 16.76 [23] 

Lactobacillus 
fermentum 

Bacillus subtilis 400 55 ℃, pH 6.0, 1.4 mg/mL 
enzyme, 1 mmol/L Mn2+,  
1 mmol/L Co2+ 

60 22.80 [36] 

Lactobacillus 
casei 

Lactiplantibacillus 
plantarum 

175 65 ℃, pH 7.5 56 33.00 [38] 

Escherichia coli Bacillus subtilis 500 50 ℃, pH 8.0, 3 mmol/L 
Mn2+, 0.1% Triton X-100 

90 19.36 [39] 

Lactobacillus 
fermentum 

Escherichia coli 500 50 ℃, pH 7.0, 2.5 mmol/L 
Mn2+ 

48 23.09 This 
study 

 
过关键酶挖掘与理性改造、双酶表达元件优化

以及全细胞转化条件优化，实现了在不添加硼

酸的情况下高效合成塔格糖。目前，固定化酶

的研究备受关注，实现了在循环利用的同时具

有操作的稳定性。Hong 等[40]将表达新阿波罗栖

热袍菌(Thermotoga neapolitana) L-AI 的大肠杆

菌细胞固定在海藻酸钙微球中，在 70 ℃连续循

环模式下，得到的细胞反应器在 12 h 内分别从

180 g/L和 90 g/L D-半乳糖中产生 49 g/L和 38 g/L 
D-塔格糖，为固定化酶提供了思路。在本研究

中，关键酶的热稳定性已经有所提升，但在单

次转化过程中并未有很好的体现，下一步研究

将尝试将重组全细胞进行固定化和重复操作，

检测其酶活，以期进一步提高转化效率。 
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