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摘   要：聚合度 2–6 的可溶性纤维寡糖是一种具有多种生物功能的低聚糖，它能够促进双歧杆菌

(Bifidobacteria)、副干酪乳杆菌(Lactobacillus paracei)等肠道益生菌的增殖，因此对人体肠道微生态

具有调节作用。本研究通过在大肠杆菌中表达纤维寡糖磷酸化酶(cellodextrin phosphorylase, CDP)，
构建 Cc 01 菌株，并与之前构建的 COS 01 菌株联合使用，建立了基于 COS 01、Cc 01 的三酶级联

反应催化底物葡萄糖和蔗糖合成纤维寡糖反应体系。经过优化后，最终可溶性纤维寡糖的产量达到

97 g/L，纯度约为 97%，其中含有纤维二糖 (16.8 wt%)、纤维三糖 (49.8 wt%)、纤维四糖       
(16.4 wt%)、纤维五糖(11.5 wt%)和纤维六糖(5.5 wt%)。在纤维寡糖对益生菌株生长促进作用的测试

中，以菊粉、低聚木糖、低聚果糖为基准，干酪乳杆菌(WSH 004)、副干酪乳杆菌(WSH 005)以及

嗜酸乳杆菌(WSH 006)利用纤维寡糖(聚合度 2–6)为碳源进行生长后，益生菌的生物量(OD600)相比对

照增加约 2 倍。该研究证明了三酶级联反应能够高效合成纤维寡糖，并表明聚合度 2–6 的纤维寡糖

是一类具有促进肠道微生物增殖的功能性碳水化合物。 
关键词：纤维寡糖；全细胞催化；磷酸化酶；功能性碳水化合物；肠道益生菌 
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Abstract: Soluble cello-oligosaccharide with 2–6 oligosaccharide units is a kind of 
oligosaccharide with various biological functions, which can promote the proliferation of 
intestinal probiotics such as Bifidobacteria and Lactobacillus paracei. Therefore, it has a 
regulatory effect on human intestinal microbiota. In this study, a Cc 01 strain was constructed 
by expressing cellodextrin phosphorylase (CDP) in Escherichia coli. By combining with a 
previously constructed COS 01 strain, a three-enzyme cascade reaction system based on 
strains COS 01 and Cc 01 was developed, which can convert glucose and sucrose into 
cello-oligosaccharide. After optimization, the final titer of soluble cello-oligosaccharides with 
2–6 oligosaccharide units reached 97 g/L, with a purity of about 97%. It contained cellobiose 
(16.8 wt%), cellotriose (49.8 wt%), cellotetrose (16.4 wt%), cellopentaose (11.5 wt%) and 
cellohexose (5.5 wt%). When using inulin, xylo-oligosaccharide and fructooligosaccharide as 
the control substrate, the biomass (OD600) of Lactobacillus casei (WSH 004), Lactobacillus 
paracei (WSH 005) and Lactobacillus acidophilus (WSH 006) on cello-oligosaccharides was 
about 2 folds higher than that of the control. This study demonstrated the efficient synthesis of 
cello-oligosaccharides by a three-enzyme cascade reaction and demonstrated that the 
synthesized cello-oligosaccharides was capable of promoting intestinal microbial 
proliferation. 
Keywords: cello-oligosaccharides; whole-cell catalysis; phosphorylase; functional carbohydrates; 
intestinal probiotics 

 
纤维寡糖(cello-oligosaccharide)又称纤维低

聚糖，通常是指由 2–10 个 D-葡萄糖单体通过

β-1,4 糖苷键连接而形成的线性寡糖[1]。分子式

为(C6H10O5)n (n=2–10)，当 n=2 时形成纤维二糖

(cellobiose)，当 n=3 时形成纤维三糖(cellotriose)，
当 n=4 时形成纤维四糖(cellotetraose)，当 n=5 时

形成纤维五糖(cellopentaose)等以此类推，但是

当寡糖的聚合度 n>6 时水溶性较低。目前，纤维

寡糖被发现是一种对人体肠道健康有益的新型

益生元，它经过益生菌发酵后会释放能量和短链

脂肪酸(short-chain fatty acids, SFCA)，主要包括

醋酸、丙酸和丁酸，它们能够降低肠道内 pH 值，

从而抑制致病菌的增殖，维持机体肠道微生态

的稳定，改善胃肠功能[2-4]；此外，纤维寡糖还 
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具有促进机体对钙等矿物质的吸收，改善骨骼

健康[5]；刺激机体免疫调节系统来应对炎症反应

等益生元功能[6-7]。纤维寡糖还具备一定甜度，

但是人体内不存在 β-1,4 糖苷键水解酶，因此人

体不能对其消化吸收，使得纤维寡糖可作为甜

味剂添加到食品中，满足糖尿病患者对甜食的

需求[6,8]。除上述外，纤维寡糖还具有刚性结构

并且稳定性好，可以广泛应用于保健品行业、制

药工业和医药行业等领域[9-10]，具有良好的应用

潜力和发展前景。 
纤维素是地球上最丰富的自然资源，是多个

葡萄糖单体通过 β-1,4 糖苷键连接而成，由于其

内部稳定的分子结构，因此纤维素需要被水解成

单糖或多糖，才能够转化为可持续的生物燃料和

其他增值产品[11-12]。如果用传统方法对自然界的

纤维素进行降解，就需要先用稀硫酸或稀碱液对

其进行预处理，预处理时操作繁琐且步骤复杂，

在预处理之后的纤维素酶解反应中，还要对酶解

时间、反应温度、反应缓冲液 pH 等条件进行优

化[13]，这是一种高成本、费时、复杂且环境不

友好的处理方法。除此之外，参与降解纤维素的

酶系中，除了内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶外，

还包括 β-葡萄糖苷酶，这会使得产生的纤维寡

糖进一步水解成葡萄糖，从而降低纤维寡糖的转

化率[14-15]。因此，为了达到工业化生产的要求，

需要开发一种新型、绿色、高效、有前景的纤维

寡糖生产技术。之前有研究表明自然界中一些降

解纤维素的菌株[16-18]能够产生纤维二糖磷酸化

酶(cellobiose phosphorylase, CBP)和纤维寡糖磷

酸化酶(cellodextrin phosphorylase, CDP)[17,19]。这

两种磷酸化酶均属于糖苷水解酶 94 家族

(glycoside hydrolase family 94, GH94)，能催化可

逆的磷酸化反应，同时对 β-1,4 糖苷键具有高度

的专一性[16,20]。而纤维寡糖生产中最重要的糖基 

供体葡萄糖-1-磷酸(glucose-1-phosphate, G-1-P)

可以由蔗糖磷酸化酶(sucrose phosphorylase, SP)

催化蔗糖得到，之后 CBP 再催化 G-1-P 脱去磷

酸基团与葡萄糖缩合，生成纤维二糖，而 CDP

能够在纤维二糖的基础上与 G-1-P 进一步聚合，

生成聚合度≥3 的纤维寡糖(图 1)，如纤维三糖、

纤维四糖、纤维五糖、纤维六糖等[21-22]。所以想

要得到更多的纤维寡糖(聚合度 3–6)，CDP 的表

达和活性至关重要，陶勇等[23]认为单个细胞在

特定生理条件下所表达的蛋白质总量是相对恒

定的，并且在细胞内不同类型蛋白质之间的表达

和活性具有一定比例。因此，本文设计了两种不

同的策略催化蔗糖和葡萄糖合成纤维寡糖。在前

期的研究中[24]，我们在大肠杆菌(Escherichia coli)

中共表达 SP 和 CBP，构建了高产纤维二糖的菌

株 COS 01[24] 。 本 文 在 此 基 础 上 ， 构 建

SP-CBP-CDP 三酶串联的全细胞催化剂，以葡萄

糖和蔗糖为底物高效合成纤维寡糖，同时优化了

全细胞催化反应相关的条件 (底物的浓度及比

例、菌的用量及比例、缓冲液 pH、反应温度)。

同时，副产物果糖和残留的葡萄糖和蔗糖通过酵

母发酵法去除以利于产物的纯化，最后获得了

97 g/L 可溶性的纤维寡糖，其纯度约为 97%。评

价纤维寡糖(聚合度 2–6)对具有代表性的益生菌

菌株的生长促进作用。参照常见的益生元(低聚

果糖、低聚木糖、菊粉)以及和纤维二糖进行对

比后，纤维寡糖(聚合度 2–6)可以显著促进干酪

乳杆菌 (Lactobacillus casei) 、副干酪乳杆菌

(Lactobacillus paracei) 以 及 嗜 酸 乳 杆 菌

(Lactobacillus acidophilus)的生长，但是双歧杆菌

属 (Bifidobacteria)的菌株则在纤维寡糖(聚合度

2–6)中生长情况较差，本研究表明了纤维寡糖

(聚合度 2–6)是一种新型的多功能碳水化合物。 
 
 
 
 
 



 
 

郑鹏 等/多酶级联反应合成能够促进肠道益生菌生长的纤维寡糖 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3409 

 

 
 

图 1  SP、CBP 和 CDP 三种磷酸化酶催化葡萄糖和蔗糖合成纤维寡糖 
Figure 1  SP, CBP and CDP phosphorylases convert glucose and sucrose into cello-oligosaccharide. 
 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

克隆宿主大肠杆菌 E. coli Mach1-T1 Phage 

Resistant 购自北京庄盟国际生物基因科技有限

公司；表达宿主大肠杆菌 E. coli BW25113、酿

酒酵母 Y 01、干酪乳杆菌(WSH 004)、副干酪

乳杆菌(WSH 005)、嗜酸乳杆菌(WSH 006)、长

双歧杆菌(Bifidobacterium longum, BL 01)和表

达载体 pYB1s (包含 pBAD 启动子和 rrnB 终止

子)均由本实验室保存，研究中用到的菌株及质

粒见表 1。 

1.2  试剂和仪器 
质粒小量抽提试剂盒、胶回收试剂盒、PCR

纯化试剂盒、Cycle-Pure (CP)纯化试剂盒等购自

Omega 公司。限制性内切酶、高保真 DNA 聚合

酶和 Gibson 试剂盒购自 Vazyme Biotech 公司。

硫酸链霉素和蛋白分子量标准 Marker 购自诺唯

赞(上海)股份有限公司，DNA分子量标准 Marker
购自擎科生物有限公司，引物合成与核酸序列测

定均由擎科生物有限公司完成。葡萄糖、纤维二

糖、果糖等标准品购自上海麦克林生化科技有限公

司，纤维三糖、纤维四糖、纤维五糖、纤维六糖等

标准品购自 TaKaRa 公司。安捷伦高效液相色谱分

析仪；色谱柱 Aminex® HPX-42A (Bio-Rad 公司)；
凝胶成像系统(Bio-Rad 公司)；SDS-PAGE 电泳仪

(Bio-Rad 公司)；高速冷冻离心机(Thermo 公司)。 

1.3  培养基和培养条件 
种子及发酵培养基：16 g/L 胰蛋白胨，10 g/L

酵母提取物，5 g/L 氯化钠。 
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表 1  本研究中所用到的质粒及菌株 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Description Source 
Strains   

Trans T1 Wild type This lab 
BW25113 Wild type This lab 
BASP BW25113 harboring pYB1s-BASP This study 
CGCBP BW25113 harboring pYB1s-CGCBP This study 
COS 01 BW25113 harboring pYB1s-CGCBP-BASP This study 
COS 02 BW 25113 harboring pYB1s-BASP-CGCBP This study 
Cc 01 BW25113 harboring pYB1s-CcCDP This study 
RT 01 BW25113 harboring pYB1s-RTCDP This study 
Ta 01 BW25113 harboring pYB1s-TaCDP This study 

Plasmids   
pYB1s Expression vector This lab 
pYB1s-BASP Containing SP gene from Bifidobacterium adolescentis This study 
pYB1s-CGCBP Containing CBP gene from Cellvibrio gilvus This study 
pYB1s-CGCBP-BASP Containing CBP gene from C. gilvus, and SP gene from B. adolescentis This study 
pYB1s-BASP-CGCBP Containing SP gene from B. adolescentis, and CBP gene from C. gilvus This study 
pYB1s-CcCDP Containing CDP gene from Clostridium cellulosi This study 
pYB1s-RTCDP Containing CDP gene from Ruminiclostridium thermocellum YM4 This study 
pYB1s-TaCDP Containing CDP gene from Thermosipho africanus TCF52B This study 

 

种子液培养：保藏的甘油菌以 1%比例接种

于 5 mL 种子培养基中(链霉素浓度 50 μg/mL)，

37 ℃、220 r/min 摇床培养 8 h。 

MRS 培养基：10 g/L 蛋白胨，20 g/L 葡萄

糖，5 g/L 乙酸钠，5 g/L 牛肉粉，4 g/L 酵母粉，

2 g/L 磷酸氢二钾，2 g/L 柠檬酸三铵，0.2 g/L 硫

酸镁，0.05 g/L 硫酸锰，1 mL 吐温 80。 

摇瓶发酵培养：将种子液按 1%比例接种到

100 mL 发酵培养基中(链霉素浓度 50 μg/mL)，

37 ℃、220 r/min 摇床培养 3 h，当 OD600 达到

0.6–0.8 左右时，加入 2 g/L 阿拉伯糖，25 ℃诱

导 12 h。诱导结束后，菌液于 4 ℃、6 000 r/min

离心 10 min，倒掉上清液后于–20 ℃保存。 

1.4  重组质粒的构建 
根 据 蔗 糖 磷 酸 化 酶 基 因 序 列 BASP[25] 

(GenBank 登录号：AF543301.1)设计引物 SP-F
和 SP-R，上游引物 SP-F 的 5′端加入 Xho I 酶切

位点，下游引物 SP-R 的 5′端加入 EcoR I 酶切位

点。根据纤维二糖磷酸化酶基因序列 CGCBP[24] 

(GenBank 登录号：BAA28631.1)设计引物 CB-F
和 CB-R，上游引物 CB-F 的 5′端加入 Xho I 酶切

位点，下游引物 CB-R 的 5′端加入 EcoR I 酶切

位点。再设计纤维二糖磷酸化酶和蔗糖磷酸化酶

的串联引物 BC1 和 BC2，引物 BC1 包含 BASP
上游 20 bp 同源序列，引物 BC2 包含 CGCBP 下

游 20 bp 同源序列。 
根据纤维寡糖磷酸化酶基因序列 TaCDP[26] 

(GenBank 登 录 号 ： CP001185.1) ， CcCdP[22] 

(GenBank 登 录 号 ： CDZ24361.1) ， RTCDP 

(GenBank 登录号：BAB71818)设计引物 Ta-F 和

Ta-R、Cc-F 和 Cc-R、RT-F 和 RT-R，上游引物

的 5′端加入 Xho I 酶切位点，下游引物的 5′端加

入 EcoR I 酶切位点(引物见表 2)，引物均交由擎

科生物科技有限公司合成。 
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表 2  本研究中所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Name Primer sequence (5′→3′) Restriction site 
SP-F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGAATTCGCGATCACGCACGCG Xho I 
SP-R CAGCTGCAGACCGAGCTCACCGAATTCAATTTTCCGTCAGGCGACGA EcoR I 
CB-F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGCGCTATGGTCACTTCGACGA Xho I 
CB-R CAGCTGCAGACCGAGCTCACCGAATTCCAACGACGGTTTCAGCGATG EcoR I 
BC1 CGCTGAAACCGTCGTTGAAGGAGATATACCATGAAAAACAAGGTGCAGC 
BC2 GCTGCACCTTGTTTTTCATGGTATATCTCCTTCAACGACGGTTTCAGCG 
Ta-F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGTTGAAAAAATTTGACTTTGT Xho I 
Ta-R CAGCTGCAGACCGAGCTCACCGAATTCAAATAACATATAACTTCGTC EcoR I 
Cc-F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGATGATAACAAAAGTAACTCC Xho I 
Cc-R CAGCTGCAGACCGAGCTCACCGAATTCTTTACCGCCGGTTTCTTTCA EcoR I 
RT-F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGATGATTACTAAAGTAACAGC Xho I 
RT-R AGCTGCAGACCGAGCTCACCGAATTCTTATTTAAACTTAAGAGTCA EcoR I 
Restriction sites are underlined. 
 

分 别 以 青 春 双 歧 杆 菌 (Bifidobacterium 
adolescentis)、纤维弧菌(Cellvibrio)、非洲嗜热管

菌(Thermosipho africanus TCF52B)、纤维素梭状

芽胞杆菌(Clostridium cellulosi)、嗜热瘤胃杆菌

(Ruminiclostridium thermocellum YM4)的全基因

组序列为模板，进行 PCR 扩增得到基因片段

BASP、CGCBP、TaCDP、CcCDP、RTCDP。载

体质粒 pYB1s 用 Xho I 和 EcoR I 双酶切得到载

体片段，上述得到的片段均采用切胶回收的方式

进行回收纯化。将获得的基因片段与载体片段采

用 Gibson assembly 试剂盒进行连接，得到重组

质粒 pYB1s-BASP 、 pYB1s-CGCBP 、 pYB1s- 
CGCBP-BASP、pYB1s-CcCDP、pYB1s-TaCDP
和 pYB1s-RTCDP，将构建的重组质粒分别转入

大肠杆菌 E. coli Trans-T1 感受态细胞中，在含

链霉素(链霉素浓度 50 μg/mL)抗性的平板上挑

取阳性单克隆进行测序鉴定，测序成功后获得重

组质粒。 

1.5  纤维寡糖的生物合成及纯化 
将得到的重组质粒 pYB1s-CGCBP-BASP、

pYB1s-CcCDP、pYB1s-TaCDP 和 pYB1s-RTCDP
分别转入表达宿主大肠杆菌 E. coli BW25113

中，构建全细胞生物催化剂，分别命名为 COS 
01、RT 01、Ta 01、Cc 01。为了对比 3 种 CDP
酶的活性，设计 3 种方案来进行测试。 

方案 1 (COS 01+Cc 01)：取诱导结束的重组

菌 COS 01=10 OD/mL (OD600)，Cc 01=5 OD/mL 
(OD600)，离心去除上清液后于–20 ℃保存。 

方案 2 (COS 01+Ta 01)：取诱导结束的重组

菌 COS 01=10 OD/mL (OD600)，Ta 01=5 OD/mL 
(OD600)，离心去除上清液后于–20 ℃保存。 

方案 3 (COS 01+RT 01)：取诱导结束的重组

菌 COS 01=10 OD/mL (OD600)，RT 01=5 OD/mL 
(OD600)，离心去除上清液后于–20 ℃保存。 

全细胞催化反应条件的优化：两种底物(葡
萄糖:蔗糖)比例 0.4:1、0.6:1、0.8:1、1:1，磷酸

盐缓冲液的 pH 为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0，反

应温度为 30 ℃、40 ℃、50 ℃、60 ℃、70 ℃，

反应中全细胞催化剂 COS 01 的生物量(OD600) 
10 OD/mL，Cc 01 的生物量(OD600)设置为 3、4、
5、6、7、8 OD/mL，优化实验反应时间均为 12 h。 

在反应过程中，除了目的产物纤维寡糖外，

还会存在副产物果糖，以及残留的葡萄糖和蔗糖

保留在反应体系中，这些副产物果糖和残留底物
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(葡萄糖和蔗糖)可通过酵母发酵法进行去除，以

纯化纤维寡糖。将酿酒酵母 Y 01 在无抗性的

YPD 固体培养基上进行划线，30 ℃条件下倒置

培养 24 h。之后挑取单克隆转接到无抗性 5 mL
液体 YPD 培养基中，30 ℃、220 r/min 振荡培

养 24 h。再以 1%接种量转接到含 50 mL YPD
的 250 mL 挡板摇瓶中，30 ℃、220 r/min 振荡

培养 24 h，24 h 后 6 000 r/min 离心 15 min 收

集菌体。将上清液在 90 ℃热水浴中处理 5 min，  
6 000 r/min 离心 10 min 去除杂蛋白，得到初步

纯化的纤维寡糖混合溶液。将寡糖混合液稀释

一倍后加入到酿酒酵母 Y 01 中进行脱糖，反

应 24 h 后 5 000 r/min 离心 10 min，获得寡糖溶

液，之后取样分析，对纤维寡糖和副产物葡萄糖、

果糖等进行测定。 
再进行脱色处理，将寡糖溶液加热至 70 ℃，

加入活性炭粉末(4 g/L)，加热搅拌处理 45 min，
脱色结束后利用真空泵进行抽滤(2–3 次)去除活

性炭粉末，得到的寡糖溶液将倒入预冷的丙酮

(体积比 1:9)搅拌，4 ℃孵育过夜，5 000 r/min 离

心 10 min 收集沉淀物。然后进行冷冻干燥获得

纤维寡糖(聚合度 2–6)产品。 

1.6  纤维寡糖的检测 
使用安捷伦高效液相色谱(high performance 

liquid chromatography, HPLC)对全细胞催化反应

产物纤维寡糖、底物葡萄糖和副产物果糖的浓度

进行测定。全细胞催化反应液离心后取上清，用

去离子水稀释 50 倍，再过 0.22 μm 的滤膜后制

得样品，上样量 10 μL。色谱柱为 Aminex® 
HPX-42A，(300 mm×7.8 mm)，色谱条件如下：

流动相为去离子水(煮沸 10 min，抽滤过膜，超

声排气 30 min)；柱温 80 ℃；流速为 0.5 mL/min；
检 测 时 间 25 min ； 通 过 示 差 折 光 检 测 器 
(refractive index detector, RID)进行检测，采用

外标法绘制标准曲线对催化反应体系中的底物

和产物进行定量分析。每种标品的标准曲线回

归方程如下： 
葡萄糖：y=112 174x–2 632.6, R²=0.998 4； 
果糖：y=520 024x–2 597.7, R²=0.999 9； 
蔗糖：y=158 697x+2 179.8, R²=0.999 4； 
纤维二糖：y=196 890x–2 327.9, R²=0.999 6； 
纤维三糖：y=59 206x+764.4, R²=0.999 5； 
纤维四糖：y=167 452x–1 232.4, R²=0.999 8； 
纤维五糖：y=129 073x–5 611.8, R²=0.994 5； 
纤维六糖：y=137 947x–5 290, R²=0.995 6。 

1.7  纤维寡糖促进益生菌生长的性能评价 
将–80 ℃保藏的长双歧杆菌(BL 01)、干酪乳

杆菌(WSH 004)、副干酪乳杆菌(WSH 005)、嗜

酸乳杆菌(WSH 006)在固体 MRS 平板上进行活

化，在 37 °C 厌氧培养 24–48 h。之后，在每个

MRS 板中挑取 1 个单克隆，转移到 MRS 液体

培养基中，37 °C 厌氧培养 24 h。在无菌 96 孔

板中加入 25 μL 菌液(初始菌液 4 OD600/mL)，
135 μL MRS 培养基和 40 μL 葡萄糖 /寡糖    
(50 mg/mL)溶液混合，使葡萄糖(阳性对照)、纤

维二糖和低聚糖(纤维寡糖、低聚木糖、低聚果

糖和菊粉)在培养基中的最终浓度为 10 mg/mL，

在液体上方加入无菌的矿物油进行液封，将 96 孔

板放置在37 °C培养箱中，根据菌种的生长周期，

在 24–48 h 内定期取出测量菌体的吸光度

(OD600)，所有的测定实验均进行 3 次平行操作。 

2  结果与分析 
2.1  磷酸化酶的异源表达 

SP 催化蔗糖和无机磷生成 G-1-P 和果糖，

CBP 催化 G-1-P 与葡萄糖缩合生成纤维二糖和

无机磷，CDP 以纤维寡糖作为糖基受体，将

G-1-P 上的葡萄糖转移至受体上产生更高聚合

度的纤维寡糖并释放出无机磷。含有蔗糖磷酸化

酶和纤维二糖磷酸化酶的大肠杆菌菌株 BASP、
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CGCBP 的 SDS-PAGE 蛋白电泳图谱如图 2A 所

示，BASP、CGCBP 蛋白分子量分别为 60.4、  
85.4 kDa。含纤维寡糖磷酸化酶的大肠杆菌菌株

CcCDP、RTCDP、TaCDP 的 SDS-PAGE 蛋白电

泳图谱如图 2B 所示，CcCDP、RTCDP、TaCDP
蛋白分子量分别为 112.1、108.4、98.5 kDa (均带

有 His-Tag)。 

2.2  三种不同全细胞催化体系的比较 
在之前的研究 [24]中，比较了 COS 01 中

BASP 和 CGCBP 两个基因在载体上的顺序对纤

维二糖产量的影响，通过观察两种全细胞催化剂

的蛋白表达情况可以看出全细胞催化剂 COS 01
中两种磷酸化酶的可溶性表达比 COS 02 较好，

从获得纤维二糖的产量也可以得知，含有质粒

pYB1s-CGCBP-BASP 的工程菌 COS 01 比含有

质粒 pYB1s-BASP-CGCBP 的工程菌 COS 02 产

生了更多的纤维二糖，因此选择 COS 01 作为本

研究中的全细胞催化剂。但是 COS 02 中纤维二

糖的产量较低可能是蛋白质在翻译过程中错误

折叠形成没有活性的包涵体，导致了酶活力的降

低，这也表明在载体上 2 个甚至多个基因的位置

不同会影响酶的活性。因此，当多个酶在同一质

粒上同时表达时，应考虑基因的顺序。 
全细胞催化剂 COS 01 (BW 25113/pYB1s- 

CGCBP-BASP) SDS-PAGE 分析(图 3A)，根据蛋

白电泳图可以看出 CGCBP 和 BASP 的可溶性表

达较好。在经过全细胞催化反应后，方案 1 (COS 
01+Cc 01)相比方案 2 (COS 01+Ta 01)和方案 3 
(COS 01+RT 01)更具备高产纤维寡糖的能力(图
3B)，虽然在图 2B 中 3 种纤维寡糖磷酸化酶中

RTCDP 的可溶性表达比 TaCDP 和 CcCDP 更好，

但是在反应中明显 CcCDP 生产纤维寡糖(聚合

度 3–6) 的能力最强，在图 3B 中可以看出 COS 
01+Cc 01 在 0.5 mol/L 蔗糖和葡萄糖为底物的 

 

 
 

图 2  三种磷酸化酶的 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of three phosphorylases. A: SDS-PAGE analysis of recombinant E. coli. Lane M: 
Protein marker; Lane 1: Control E. coli BW 25113; Lane 2: Soluble extract of E. coli expressing BASP; Lane 3: 
Insoluble extract of E. coli expressing BASP; Lane 4: Soluble extract of E. coli expressing CGCBP; Lane 5: 
Insoluble extract of E. coli expressing CGCBP. B: SDS-PAGE analysis of recombinant E. coli. Lane M: Protein 
marker; Lane 1: Control E. coli BW 25113; Lane 2: Soluble extract of E. coli expressing CcCDP; Lane 3: 
Insoluble extract of E. coli expressing CcCDP; Lane 4: Soluble extract of E. coli expressing RTCDP; Lane 5: 
Insoluble extract of E. coli expressing RTCDP; Lane 6: Soluble extract of E. coli expressing TaCDP; Lane 7: 
Insoluble extract of E. coli expressing TaCDP. 
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图 3  三种不同全细胞催化体系的选择 
Figure 3  Selection of three different whole cell catalytic systems. A: SDS-PAGE analysis of COS 01. Lane M: 
Protein marker; Lane 1: Control E. coli BW 25113; Lane 2: Soluble extract of CGBA; Lane 3: Insoluble extract 
of CGBA. B: Cello-oligosaccharide production from sucrose and glucose by using strategy 1, 2, and 3. 
 

全细胞催化反应中总共获得了 61 g/L 的纤维寡

糖(聚合度 3–6)，COS 01+Ta 01 在 0.5 mol/L 蔗

糖和葡萄糖为底物的全细胞催化反应中总共得

到 32 g/L 的纤维寡糖(聚合度 3–6)，COS 01+RT 
01 在 0.5 mol/L 蔗糖和葡萄糖为底物的全细胞催

化反应中总共得到了 26 g/L 的纤维寡糖(聚合度

3–6)，因此后续实验选择方案 1 (COS 01+Cc 01)
进行纤维寡糖的合成。 

2.3  全细胞催化反应条件的优化 
本研究中，纤维寡糖的合成需要 3 步反应：

第 1 步蔗糖在 SP 催化作用下磷酸化为 G-1-P 和

果糖；第 2 步在 CBP 作用下 G-1-P 脱掉磷酸基

团与葡萄糖缩合形成纤维二糖；第 3 步纤维二糖

在 CDP 作用下与糖基供体 G-1-P 缩合形成纤维

三糖，以此类推，直至合成纤维三糖、纤维四糖

等(图 1)。在整个的全细胞催化反应过程中释放

的磷酸对寡糖合成具有重要影响，Wang 等[24]发

现高浓度的磷酸盐促进 SP 生成 G-1-P，但磷酸

盐也会因为产物抑制而降低生成纤维二糖的反

应速率。Zhong 等[27]发现反应中磷酸盐的去除能

有效克服酶催化的热力学限制，还可以有效的消

除 G-1-P 产生的动力学限制，因此将 G-1-P 释

放的磷酸盐用镁离子沉淀对推动反应合成纤

维寡糖有着重要作用。由于反应中磷酸盐的含

量几乎保持在一个稳定水平，因此反应中加入

相同浓度的镁离子来沉淀磷酸盐，解除反应动

力学对长链寡糖合成的影响。合适的催化反应

条件才能提高生物催化剂的反应效率，Xu 等[28]

研究发现缓冲液 pH 和反应温度是影响此类生

物转化的重要影响因素。在之前的研究[27]中发

现当葡萄糖/G-1-P 的比例≥0.25 时，不会得到

不溶性的纤维寡糖(聚合度>6)。除此之外，在

产物中寡糖聚合度的丰富度也是衡量反应效

率的重要标准，还应该避免不溶性寡糖(聚合

度>6)的生成，因此这就需要控制反应进程中

CDP 的用量，降低寡糖链的延伸效率和延伸长

度，防止不溶性寡糖的形成。 
因此，本研究对底物(葡萄糖和蔗糖)摩尔

比、缓冲液 pH、反应温度、全细胞催化剂(COS 
01+Cc 01)的比例对生成纤维寡糖产量的影响，

优化实验体系均为 1 mL，反应时间均为 12 h。
根据图 4A 所示，当 2 种底物比例为 0.5:0.2 (蔗 
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图 4  全细胞催化反应条件优化 
Figure 4  Optimization of whole cell catalytic reaction conditions. Effect of concentration ratio of sucrose and 
glucose. A: Reaction pH. B: Reaction temperature. C: The ratio of two phosphorylases. D: On 
cello-oligosaccharide production. 
 

糖 0.5 mol/L 和葡萄糖 0.2 mol/L)时，得到的纤维

寡糖总量最高，之后在此条件下优化反应中磷酸

盐缓冲液 pH 和反应温度以及全细胞催化剂

(COS 01+Cc 01)的比例。用磷酸盐缓冲液(pH 
6.0–8.0)来评估 pH 对反应的影响，如图 4B 所示，

生产纤维寡糖(聚合度 3–6)的最佳 pH 7.0。在该

条件下筛选温度对纤维寡糖(聚合度 3–6)合成反

应的影响，反应在 30–70 ℃条件下进行。当反应

温度在 50 ℃时，获得纤维寡糖(聚合度 3–6)的含

量达到 81 g/L (图 4C)。之后对反应中 COS 01 和

Cc 01 的生物量比例进行优化。由于在链延伸的

过程中由于 CDP 酶活性较高而产生不溶性寡糖

(聚合度>6)，因此反应中 CDP 的生物量应该减

少以降低寡糖链聚合效率，同时还应控制反应时

间，防止不溶性产物的形成，促进可溶性产物的

形成。在蔗糖和葡萄糖浓度分别为 0.5 mol/L 和  
0.2 mol/L 的条件下，COS 01 的生物量设置为

OD600=10，Cc 01 的生物量设置为 OD600=3、4、
5、6、7，最终，COS 01 OD600=10，Cc 01 OD600= 
5 时，纤维寡糖(聚合度 3–6)的产量达到 81 g/L 
(图 4D)。 

2.4  纤维寡糖的合成及纯化 
根据前面优化的条件，我们将反应体系扩大

到 20 mL (50 mL 离心管)进行测试，171.15 g/L 
(0.5 mol/L)蔗糖，39.64 g/L (0.2 mol/L)葡萄糖，

50 mmol/L 的磷酸盐缓冲液(pH 7.0)，50 mmol/L 
Mg2+，COS 01 OD600=10，Cc 01 OD600=5，50 ℃
条件下反应 8 h。在 20 mL 的反应体系中(图 5A)，
反应后获得约 97 g/L 的纤维寡糖(聚合度 2–6)，
除此之外还含有剩余的果糖(72 g/L)、葡萄糖 
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图 5  纤维寡糖的合成及纯化 
Figure 5  Efficient synthesis and purification of cello-oligosaccharides. A: Production of each oligosaccharide 
in a large volume reaction. B: Comparison of the cello-oligosaccharide before and after purification by HPLC. 
 
(22 g/L)和蔗糖(17 g/L)，因此需要选择合适的酿

酒酵母进行脱糖纯化。我们在前期的实验[24]中

选取了 5 株不同的酿酒酵母菌株(Y 01、Y 02、Y 
03、Y 04、Y 05)进行实验，测试消耗葡萄糖和果

糖的能力，发现菌株 Y 01 在反应 12 h 后可以消耗

100 g/L 果糖并且不会降解纤维二糖，100 g/L 蔗

糖、100 g/L 葡萄糖在 24 h 后被完全消耗。因此，

本次全细胞催化生产纤维寡糖的反应溶液选择

Y 01 处理果糖、葡萄糖等副产物，以利于纤维

寡糖的纯化。在经过 Y 01 处理后，纤维寡糖溶

液中的副产物果糖和残留底物葡萄糖被降解(图
5B)，由于纤维二糖和蔗糖均为双糖，因此在

HPLC 检测时 2 种糖的峰会出现重叠，而脱糖后

峰面积的下降表明混合物中剩余的蔗糖被消耗，

在脱糖前后的色谱图(图 5B)对比中可以得知纤

维寡糖基本不受影响。因此酿酒酵母 Y 01 在经

过 24 h 脱糖后，溶液中的副产物果糖和残留底

物葡萄糖、蔗糖被完全消耗。根据之前的研究[29]，

本次实验利用丙酮(样品体积的 9 倍)从酵母脱糖

后的混合液中沉淀纤维寡糖，经过风干、冷冻干

燥后获得固体粉末，再用与之前相同体积的水再

次溶解，通过高效液相色谱分析发现，纤维寡糖

浓度为 97 g/L，分离出的纤维寡糖纯度约为 97%，

并且纯化后样品的成分和含量与之前几乎相同。

因此，以上结果证明了多酶体系合成高纯度纤维

寡糖的可能性。 

2.5  纤维寡糖作为益生元促进肠道益生菌

生长的性能评价 
本研究将纤维寡糖(聚合度 2–6)与纤维二糖

对益生菌生长情况进行对比，进而突显以纤维三

糖到纤维六糖为主的纤维寡糖混合物的潜在促

进作用。我们采用前期反应得到的纤维寡糖来进

行促进肠道益生菌生长性能的评价，使用的纤维

寡糖组成如下：纤维二糖(16.8 wt%)、纤维三糖

(49.8 wt%)、纤维四糖(16.4 wt%)、纤维五糖 
(11.5 wt%)和纤维六糖(5.5 wt%)，同时以常见的

益生元：低聚果糖(fructooligosaccharides, FOS)、
低聚木糖(xylo-oligosaccharides, TOS)和菊粉为

基准，葡萄糖作为阳性对照，选择干酪乳杆菌

(WSH 004)、副干酪乳杆菌(WSH 005)、嗜酸乳

杆菌(WSH 006)以及长双歧杆菌(BL 01)来进行

测试。 
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根据菌体生长曲线(图 6)可以看出，干酪乳

杆菌(WSH 004)、副干酪乳杆菌(WSH 005)以及

嗜酸乳杆菌(WSH 006)在纤维寡糖(聚合度 2–6)
上生长更好，在经过 54 h 生长后 OD600 相比其他

5 种益生元更高，而长双歧杆菌在以葡萄糖为唯

一碳源时 OD600 最高。此外在以纤维寡糖作为唯

一碳源培养基中(图 6A–6C)干酪乳杆菌(WSH 
004)、副干酪乳杆菌(WSH 005)和嗜酸乳杆菌

(WSH 006)的生长速度相较其他几种益生元来

说更快。我们还发现，除了长双歧杆菌(BL 01)
外，其他 3 株益生菌在纤维寡糖(聚合度 2–6)为
唯一碳源的培养基中无论是最终细胞密度还是

生长速度均比纤维二糖为唯一碳源的培养基要

好，因此这也表明纤维寡糖中聚合度在 3–6 的寡

糖混合为主要成分时，能更好地促进肠道益生菌

的增殖。与此同时，如图 6A–6C 所示，与 TOS、
FOS 和菊粉相比，干酪乳杆菌(WSH 004)、副干

酪乳杆菌(WSH 005)以及嗜酸乳杆菌(WSH 006)
利用纤维寡糖 (聚合度 2–6)进行生长时最终

OD600 增加了约 2.0 倍。如图 6D 所示，与前面    
3 株益生菌相比，长双歧杆菌(BL 01)在葡萄糖上

生长最好，FOS、TOS 和菊粉上生长适中，在纤

维寡糖(聚合度 2–6)及纤维二糖生长较差，并且

OD600 最大值高于纤维寡糖(聚合度 2–6)及纤维

二糖。因此我们可以认为纤维寡糖(聚合度 2–6)
具备成为益生菌新型益生元的潜力。 

 
 

 
 

图 6  不同益生元对益生菌株生长的影响 
Figure 6  Effect of different prebiotics on the growth of probiotic strains. A: Lactobacillus casei. B: 
Lactobacillus acidophilus. C: Lactobacillus paracasei. D: Bifidobacterium longum. The background color of 
the medium was removed and the growth curve was normalized. All the measurements were carried out in 
triplicate. 
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3  讨论与结论 
本研究通过多酶法催化来高效生产纤维寡

糖，并利用生产的纤维寡糖来促进肠道益生菌的

生长。降解纤维素的微生物(例如纤维素分解菌、

热梭杆菌等)体内存在水解酶或磷酸化酶，它们

可以摄取外界的纤维素或低聚糖到细胞内，在那

里将其水解或磷酸化后再进行代谢[30]。因此，

我们将磷酸化酶在大肠杆菌中进行异源表达，后

续通过对几种酶的共表达来实现纤维寡糖的生

产。除此之外，本研究还证明了益生菌与不同益

生元(纤维寡糖、低聚木糖、低聚果糖和菊粉)的
组合可以显著提升益生菌的生长。益生元调节肠

道内部的菌群向益生菌的富集方向发展，进而促

进肠道健康，这也表明益生菌在肠道内部的生长

能力和状况至关重要[31]。纤维寡糖能有效地促

进益生菌的增殖，但是不同益生菌对不同益生元

的选择作用可能是因为益生菌体内部存在专一

的低聚糖(β-1,3 或 β-1,4)类物质摄取系统[32-33]，

摄取系统的特异性决定了微生物在不同低聚糖

刺激下菌体生长的效率。在之前的研究中[34]，

通过对乳酸菌或嗜酸菌等的全基因组测序发现

了多种用于分解代谢低聚糖的基因及转运蛋白，

乳酸菌属通过细胞膜上 ABC 转运蛋白进入胞

内，之后通过胞内的糖苷水解酶(GH)将低聚糖

水解后进行利用，但是这些益生菌株对纤维寡糖

的利用效率不同可能与非特异性转运体介导的

非特异性摄取有关[35]。综上所述，目前的研究

表明聚合度 2–6 的可溶性纤维寡糖具有显著促

进益生菌生长的潜力，它还证明了利用廉价底物

葡萄糖和蔗糖通过多级酶联法高效生产高纯度

纤维寡糖的可能性。  
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