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摘  要 : 海藻糖是相容性溶质的一种，因其具有多种生物学功能，在食品、化妆品、药品以及器官移植等方面

均有很广泛应用。然而近几年生产海藻糖主要集中在使用酶催化的方法，虽然这种方法的转化效率高，但是却存

在着副产物的问题，难以得到高纯度的海藻糖产品，严重制约了海藻糖的应用。本文通过基因工程技术在大肠杆

菌 Escherichia coli 中构建了海藻糖高效合成新途径，通过全细胞催化合成海藻糖。利用 PCR 技术在哈氏噬纤维

菌 Cytophaga hutchinsonii 中克隆获得海藻糖双功能合成酶基因 (tpsp)，采用 E. coli pTac-HisA 高效表达载体，实

现海藻糖双功能合成酶基因 (tpsp) 高效表达，利用高效表达菌株进行全细胞催化，将葡萄糖高效转化为海藻糖。

结果表明 C. hutchinsonii 海藻糖合成酶基因 (tpsp) 在 E. coli 中成功实现表达，该酶能够在胞内将葡萄糖高效转

化为海藻糖，并将其转运到胞外，实现海藻糖的高效率合成，海藻糖的产量提高到 1.2 g/L，相对转化率为 21%。

当将此高产菌株在发酵罐中进行转化时，海藻糖的产量达到 13.3 g/L，葡萄糖的相对转化率达到 48.6%。采用     
C. hutchinsonii 海藻糖合成酶基因高效表达并且应用于海藻糖全细胞合成催化在国内外尚属首次报道，海藻糖的

转化率及产率都已达到文献报道最高水平，本研究为开拓海藻糖生产新技术奠定了基础。 

关键词 : 海藻糖，双功能酶，海藻糖合成酶，全细胞催化，大肠杆菌，条件优化 
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transplantation. Nowadays, trehalose is mostly produced by enzymatic synthesis with many secondary products and low 
purity. In this study, high amount of trehalose was produced by recombinant E. coli fermentation. First, a bifunctional 
trehalose gene TPSP was amplified from genome of C. hutchinsonii. Second, an expression vector pTac-HisA containing 
TPSP was constructed and transformed into the host E. coli. Expression of this bifunctional enzyme-TPSP converted 
glucose to trehalose. The result suggested that TPSP from C. hutchinsonii has been successfully expressed in E. coli. High 
amount of extracellular trehalose generated from glucose by whole-cell catalysis and After optimization, the production of 
trehalose in shake flasks was improved to 1.2 g/L and the relative conversion rate reached 21%. The production in 
bioreactor reached 13.3 g/L and the relative conversion rate reached 48.6%. It is the first time to realize the functional 
expression of the bifunctional enzyme-TPSP of C. hutchinsonii in E. coli and achieved the conversion form glucose to 
trehalose. This study laid a foundation for industrial large-scale production of trehalose. 

Keywords:  trehalose, bifunctional enzyme, trehalose synthase, whole-cell biocatalysis, Escherichia coli, conditions optimization 

海藻糖是一种非还原型二糖，在自然界中分布

非常广泛，比如植物、真菌、细菌等[1]。作为一种

生物活性物质，海藻糖具有很强的保水性以及对生

物大分子如蛋白、核酸和细胞膜等的保护作用[2]。

正是由于其上述特性，使得海藻糖具有很好的商业

前景[2-3]。 
海藻糖生产的目的是希望获得高纯度的产品，

目前生产海藻糖的方法主要包括 3 个：一是从生物
细胞中直接提取。酿酒酵母作为传统的生产海藻糖

的菌株，具有在特定的生理条件下海藻糖的含量能

达到细胞干重的 10%–15%[4]的优势，但是这种方法

的效率偏低，如安宁[5]将酵母诱变后通过一系列的

优化，最终海藻糖的产量达到了 5.4 g/L。二是采用
微生物发酵提取相关的海藻糖合成酶，使用酶催化

法合成海藻糖，如黄英等[6]在 E. coli 中克隆表达了
玫瑰链霉菌海藻糖合成酶基因，使用这种海藻糖合

成酶可以实现 85%的转化率，但是产物中仍有 5%的
副产物葡萄糖，导致产品不纯，此外这种方法的缺

点还包括酶容易失活。三是采用微生物发酵法生产，

这种方法由于微生物生长旺、繁殖快，易于培养，具

有先天的优越性，结合全细胞催化的方法，可以有

效降低杂质的含量，同时利用微生物细胞的代谢可

以几乎完全去除底物，有利于提高海藻糖的纯度，因

此是一个潜在的可以获得高纯度海藻糖的方法。 
目前构建工程菌株合成海藻糖，主要是利用

OtsBA途径[7-8]。研究表明，酶之间的物理距离影响

着通路的活力，Seo 等[9]通过人工方法将 OtsA 和
OtsB融合在一起，发现海藻糖合成酶的催化活力提

高了 3.5–4倍。实际上，Avonce等[10]发现哈氏嗜纤

维菌 Cytophaga hutchinsonii中存在着天然状态下用
于合成海藻糖的双功能酶 TPSP。本实验首次将双功
能酶 TPSP在大肠杆菌 Escherichia coli中进行过表
达，使用全细胞催化的方法，对转化条件进行优化，

获得用于海藻糖合成的高产菌株。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 
菌种有 E. coli DH5α和 BW25113，前者购自北

京全式金生物技术有限公司，后者为实验室保藏的

菌株。表达质粒为实验室保藏的 pTac-HisA，为 IPTG
诱导。  
1.1.2  酶和试剂 
高保真 DNA扩增酶 FastPfu购自北京全式金生

物技术有限公司。限制性内切酶和碱性磷酸酶购自

NEB公司。T4 DNA连接酶购自 Themo公司。DNA
纯化试剂盒、DNA回收试剂盒以及质粒提取试剂盒
均购自天根生化科技 (北京) 有限公司。井冈霉素购
自北京华迈科生物科技有限公司。氨苄青霉素和诱

导剂异丙基硫代半乳糖苷 (IPTG) 购自Sigma公司。
其他化学试剂均为国药试剂。 
1.1.3  培养基、转化液和抗生素浓度 
摇瓶实验；菌体活化、培养和诱导表达时使用

LB培养基，发酵罐实验所用的培养基参考文献[11]，
所有转化实验均在加有底物葡萄糖的 50 mmol/L磷
酸盐缓冲液 (pH 7.0) 中进行，且培养和转化过程中
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添加终浓度为 100 ng/mL的氨苄青霉素，转化时还
需要添加 1 mmol/L海藻糖酶抑制剂井冈霉素。 

1.2  方法  
1.2.1  引物设计 
根据 NCBI中 C. hutchinsonii ATCC 33406的全

基因组序列 (gb| CP 000383.1)，设计合成 tpsp的PCR
引物。序列如下： 

F1: 5ʹ-ACAGGAAACAGCTAGCATGAATGACG 
AAAAAAGATT-3ʹ； 

F2: 5ʹ-GCTGCAGCTCGAGTTATAAAAACGTAT 
TCAGAATG-3ʹ。 
1.2.2  E. coli表达载体的构建及 tpsp基因的诱导表达 

E. coli转化参照文献[12]进行，质粒的提取、酶
切与 DNA 片段的回收和连接参照产品说明书进
行；诱导表达参考分子克隆：实验室手册[13]。使用

C. hutchinsonii的基因组为模板构建表达载体时，使
用引物 F1和 F2扩增，将 PCR产物和 pTac-HisA载
体均使用 NheⅠ和 XhoⅠ进行双酶切，胶回收 tpsp
片段和载体部分片段，经 T4 DNA连接酶连接成完
整质粒，命名为 v-pTac-tpsp。构建好载体后，将其
转化 E. coli BW25113，命名为 pTac-tpsp。  
1.2.3  工程菌 pTac-tpsp转化条件优化 
从超低温冰箱取出的菌种，在 LB 中活化后，

然后按照 1∶100接种至 100 mL LB中，37 ℃下培
养至 OD600达到 0.6–0.8时，添加 0.5 mmol/L诱导剂
IPTG，30 ℃诱导 8 h。1) 转化体系中菌体浓度和转
化时间：细菌经诱导离心后收集菌体，用转化液 (初
始底物葡萄糖浓度为 20 g/L) 重悬菌体，使得转化体
系中最终 OD600分别为 5、10、15、20、25及 30。
2) 转化液中底物浓度：根据 1) 最佳结果而定，分
别使用含有 5、10、15、20、25 g/L葡萄糖的转化液。
3) 优化转化温度：使用前两步优化条件，使用不同
的转化温度 (25 ℃、30 ℃、35 ℃、37 ℃、40 ℃、
45 ℃)。以上实验转化时间均为 12 h，转化完成后检
测上清中海藻糖的含量。 
1.2.4  工程菌发酵罐发酵 
从超低温冰箱拿出来的菌种，在 LB中活化后，

以 1∶100接种至发酵罐种子培养基中，过夜。第 2
天按照 1∶100转接到发酵罐中，待葡萄糖消耗完全
以后，开始补糖。待菌体密度达到 OD600为 20时，

添加 0.5 mmol/L的 IPTG，30 ℃开始诱导，大约 8 h
后，发酵液用 5 000 r/min (Eppendorf 5804R，转子半
径 15 cm) 离心 20 min，去除上清，收集菌体，使用
优化后的反应条件进行转化。 
1.2.5  海藻糖样品的制备和含量分析 
转化液 12 000 r/min离心 10 min后，分为全菌

和上清两个部分，直接取 150 μL 上清加 150 μL 
ddH2O和 700 μL乙腈，混匀后过滤，即为上清样品。
全菌使用 1 mL的超纯水重悬后，沸水浴 30 min，  
12 000 r/min离心 10 min，取 150 μL上清加 150 μL 
ddH2O和 700 μL乙腈，混匀后过滤，即为全菌样品。
HPLC检测时使用 70%乙腈为流动相，流速 1 mL/min，
上样 10 μL，采用 RID检测器，柱温和检测器温度
均为 35 ℃，色谱柱为安捷伦 ZORBX NH2。 

2  结果 
2.1  tpsp 基因的克隆与功能性表达 
以 C. hutchinsonii基因组 DNA为模板，经 PCR

扩增后，电泳分析，得到一条约 2 200 bp的条带，
结果如图 1A所示，其大小与理论的大小相吻合。然
后将其与表达载体连接，转化 E. coli DH5α，经鉴定
无误后，转化 E. coli BW25113，再经过诱导表达分
析，结果如图 1B所示。箭头指向为目的蛋白条带，
其大小为 84.45 kDa，与预期相吻合。 
 

 
 
图1  C. hutchinsonii tpsp基因的克隆 (A) 和在BW25113 
(B) 中的表达 
Fig. 1  The result of amplification and expression of target 
tpsp gene of C. hutchinsonii. (A) The amplification result. (B) 
The expression result. 1,3: whole cell protein; 2,4: supernatant; 
1,2: control; 3,4: pTac-tpsp. 
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为检验表述的 TPSP是否有功能，我们将诱导后
的菌体使用转化液重悬，添加 2%葡萄糖和 1 mmol/L
的井冈霉素，30 ℃转化后，分别取胞内和胞外的样
品进行检测，发现工程菌株 pTac-tpsp的海藻糖产量，
胞外为对照菌的 6.3倍，胞内为对照菌的 2.3倍，因
此双功能酶 TPSP可在 E. coli中功能性表达，且海
藻糖主要分泌在胞外。 

2.2  转化体系中生长密度对糖转化的影响 
转化中并非菌体量越大对生物转化就越有利。

图 2A为转化体系中菌体 OD600对转化效率的影响。

从图中可以看出 OD600为 20，转化时间为 12 h时，
海藻糖的产量最高，达 0.6 g/L。为了验证转化能否
将葡萄糖彻底消耗，我们取不同时间点的样品检测

葡萄糖的残留量，如图 2B 所示，使用 OD600为 20
的菌体密度时，当底物浓度为 20 g/L时，转化 24 h
时葡萄糖已经消耗殆尽，发酵液中的糖分只剩下海

藻糖。 

2.3  转化体系中底物浓度对海藻糖转化的影响 
转化体系中，葡萄糖浓度也是一个至关重要的

因素，因为浓度太低会使得菌体没有足够的底物合

成海藻糖，而浓度太高，过多的海藻糖会影响 E. coli
的生理代谢。图 3A为底物浓度对转化效率的影响，
从结果中可以看出，当葡萄糖浓度在 10 g/L的时候，
海藻糖积累量最高，达到 0.92 g/L。 

2.4  转化温度对海藻糖积累的影响 
酶催化反应对温度比较敏感，温度过高或者偏

低都不利于酶促反应的进行。由图 3B可以看出，当
温度为 37 ℃时，海藻糖的积累量最高，达到 1.20 g/L。 

2.5  发酵罐转化实验 
通过预实验发现在发酵罐中当菌体密度达到

OD600值为 40 的时候，单位时间的转化效率较高，
可能是因为发酵罐中可以实时监控并且调节溶氧和 

 

 
 
图 2  E. coli 菌体生长密度 (A) 和转化时间 (B) 对海藻糖产量的影响 
Fig. 2  Yield of trehalose in different cell density (A) and conversin time (B) of TPSP transformed E. coli. (A) The production of 
trehalose. (B) The residual glucose and trehalose production after bioconversion of 24 hours. 

 

 
 
图 3  TPSP 转化 E. coli 体系中葡萄糖浓度 (A) 和发酵培养温度 (B) 对海藻糖生产的影响 
Fig. 3  Influence of glucose concentration and the fermentation temperature of bioconversion on the yield of trehalose in TPSP 
transgenic E. coli. (A) The influence of glucose concentration. (B) The fermentation temperature. 
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pH，因此我们使用的菌体密度为 OD600=40。转化以
后每隔一段时间取样，检测海藻糖的产量发现，维

持葡萄糖浓度在 10–15 g/L的情况下，在前 30 h的
海藻糖的合成量在升高，最终产量达到 13.3 g/L。 

3  讨论 
目前的研究表明具有 5 条海藻糖合成途径，分

别为 OtsBA[14]、TreP[15]、TreS[16]、TreT[17]和 TreYZ[18]

途径。其中使用 otsBA 途径合成海藻糖还停留在过
表达 OtsA和 OtsB两个酶，比如，Li等[7]在 E. coli 
DH5α中过表达 E. coli MG1665的 otsBA基因，通过
优化，海藻糖的产量达到了 1.7 g/L，Kong 等[19]对

otsBA 基因进行定向进化，使该途径的酶活提高了
12.3倍，达到 12.77 mg/g细胞。但是研究表明酶之
间的物理距离影响着代谢途径的效率，因此本实验

首次将来源于 C. hutchinsonii 的双功能酶 TPSP 在
E. coli 中实现功能性表达。结果表明，经过优化以
后，在摇瓶水平上，海藻糖的产量已经达到 1.2 g/L，
相对转化率为 21% (相对转化率为实际转化率占理
论转化率的比重，理论转化率为 57%)，在发酵罐中，
产量为 13.3 g/L，相对转化率为 48.6%。 
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