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研究报告 

链霉菌来源 D-甘露糖异构酶的性质及其在制备 D-甘露糖中

的应用 
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摘  要：【背景】D-甘露糖具有多种功能活性，在食品、医药、饲料等行业应用广泛。D-甘露糖异

构酶可以催化 D-果糖与 D-甘露糖之间的相互转化，在 D-甘露糖的酶法制备中具有应用潜力。【目

的】克隆一个链霉菌(Streptomyces sp.)来源的 D-甘露糖异构酶基因(ssMIaseA)并在大肠杆菌中表

达，研究其酶学性质，并用于制备 D-甘露糖。【方法】从链霉菌(Streptomyces sp.)中发掘一个     

D-甘露糖异构酶基因(ssMIaseA)，构建重组表达质粒 pET-28a-ssMIaseA 并在大肠杆菌 BL21(DE3)中

表达，经 Ni-NTA 亲和层析纯化后测定酶学性质，利用高效液相色谱对 SsMIaseA 制备 D-甘露糖进

行研究。【结果】SsMIaseA 与嗜热裂孢菌(Thermobifda fusca)来源的 D-甘露糖异构酶 ManI 相似性最

高，为 60.2%。该酶比酶活为 525 U/mg，分子量约为 45 kD，最适 pH 和温度分别为 7.5 和 45 °C，在

pH 6.5−10.0 范围内和 45 °C 以下保持稳定。该酶对甘露糖具有最高催化活性，其次是果糖、塔罗糖

和塔格糖。利用 SsMIaseA 转化 600 g/L D-果糖，反应 8 h 达到平衡，生成 185 g/L D-甘露糖，转化

率为 31%。【结论】SsMIaseA 作为新型 D-甘露糖异构酶为 D-甘露糖的酶法制备奠定了基础。 

关键词：链霉菌，D-甘露糖，D-甘露糖异构酶，酶学性质 
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Abstract: [Background] D-mannose with many functional activities has been widely used in food, 
medicine, feed, etc. D-mannose isomerase can catalyze the reversible reaction between D-fructose and 
D-mannose, and has application potential in the enzymatic preparation of D-mannose. [Objective] The 
D-mannose isomerase gene (ssMIaseA) from Streptomyces sp. was cloned and expressed in Escherichia 
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coli, and its enzymatic properties were studied and used to prepare D-mannose. [Methods] The 
D-mannose isomerase gene (ssMIaseA) from Streptomyces sp. was cloned and the recombinant expression 
plasmid pET-28a-ssMIaseA was constructed and expressed into E. coli BL21(DE3). After purification by 
Ni-NTA affinity chromatography, the enzyme properties were determined, and the preparation of 
D-mannose from SsMIaseA was analyzed by high performance liquid chromatography. [Results] 
SsMIaseA shared the highest homology of 60.2% with ManI from Thermobifda fusca. The specific activity 
of the enzyme was 525 U/mg, and the molecular weight was about 45 kD. Its optimal pH and temperature 
were 7.5 and 45 °C, respectively. It was stable in the range of pH 6.5−10.0 and below 45 °C. It had the 
highest catalytic activity for mannose, followed by D-fructose, D-talose and D-tagatose. SsMIaseA was 
used to convert 600 g/L D-fructose and the reaction reached equilibrium at 8 h, producing 185 g/L 
D-mannose with a conversion rate of 31%. [Conclusion] SsMIaseA as a new D-mannose isomerase has 
potential in the enzymatic preparation of D-mannose. 

Keywords: Streptomyces sp., D-mannose, D-mannose isomerase, enzymatic characterization 
 

肥胖和糖尿病等慢性疾病往往是由于不合理

的饮食习惯引起的，如高糖或高脂食品的过量摄

入[1]。为了减少食品中糖的含量，一些低热量且

具有功能的单糖常用作糖替代品应用于食品工业

中[2]。D-甘露糖是一种低热量的单糖，热量仅为

3.75 kcal/g，甜度分别是蔗糖和葡萄糖的 60%和

86%，在自然界中多以甘露聚糖和糖蛋白的组成单

体形式存在[3]。许多研究表明，甘露糖具有抑制肿

瘤细胞生长[4]、预防尿路感染[5]、抑制 I 型糖尿   

病[6]、预防饮食引起的肥胖[7]等多种功能活性。同

时，甘露糖还可用作抗肿瘤药[8]、甘露糖醇[9]、维

生素[10]的合成前体。 

甘露糖可以通过植物降解提取[11]和葡萄糖化

学转化[12]的方法生产，但由于能耗高、反应条件

苛刻、易形成副产物、下游纯化困难等问题，上述

2 种方法的应用均具有局限性[3]。因此，利用酶法

转化甘露糖逐渐受到广泛关注。目前，能够制备甘

露糖的酶有 4 种[13]，分别是 D-来苏糖异构酶(EC 

5.3.1.15)、D-甘露糖异构酶(EC 5.3.1.7)、纤维二糖

2-差向异构酶(EC 5.1.3.11)和 D-甘露糖 2-差向异构

酶(EC 5.1.3.-)，它们均属于 N-乙酰-D-葡糖胺-2-差

向异构酶 (N-Acetyl-D-Glucosamine-2-Epimerase，

AGE 超家族异构酶)。其中，D-来苏糖异构酶可以

转化果糖为甘露糖，但催化过程需要 Mn2+或 Co2+

参与[14-15]；纤维二糖 2-差向异构酶[16]和甘露糖 2-差

向异构酶[17]能够催化葡萄糖 C-2 位的差向异构化

生成甘露糖，但甘露糖的转化率不高，并且纤维二

糖 2-差向异构酶的催化产物中有果糖产生。与其他  

3 种酶相比，甘露糖异构酶催化果糖生成甘露糖时不需

要金属离子的参与，甘露糖转化率一般在 25%−35%，

被认为是甘露糖生产中最有潜力的异构酶[3]。 

D-甘露糖异构酶是一种醛酮异构酶，能够可

逆地催化甘露糖和果糖之间的相互转化。目前已报

道的甘露糖异构酶主要来源于细菌，如嗜糖假单胞

菌(Pseudomonas saccharophila)[18]、水田芹黄单胞

菌 (Xanthomonas rubrilineans)[19] 、 嗜 色 链 霉 菌

(Streptomyces aerocolorigenes)[20]、放射土壤杆菌

(Agrobacterium radiobacter)[21] 、 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)[22]、洋葱假单胞菌(Pseudomonas 

cepacia)[23]等。除洋葱假单胞菌(P. cepacia) D-甘露

糖异构酶的最适 pH 表现为弱酸性外[23]，大多数

D-甘露糖异构酶在 pH 7.0−8.0 范围内有最高酶活

力[18-19]。已报道的 D-甘露糖异构酶通常能在 pH 

6.0−7.5 保持稳定。放射土壤杆菌(A. radiobacter)  

D-甘露糖异构酶在 pH 5.8−10.5 下处理 3 h 后残余

酶活力仍保持在 80%以上[21]。D-甘露糖异构酶的

最适温度较低(30−60 °C)，一般在 50 °C 以下比较

稳定[21-22,24]。 

为了发掘新的 D-甘露糖异构酶，许多 D-甘露

异构酶基因克隆并表达在异源宿主中。大肠杆菌是

D-甘露糖异构酶异源表达最常用的宿主，肠道沙

门 氏 菌 (Salmonella enterica)[24] 、 嗜 热 裂 孢 菌
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(Thermobifida fusca)[25] 、 地 中 海 海 单 胞 菌

(Marinomonas mediterranea)[26]、大肠杆菌(E. coli 

BL21)[27]来源的 D-甘露糖异构酶已经在大肠杆菌

中成功表达。 

链霉菌(Streptomyces sp.)是一类革兰氏阳性的

丝状土壤放线菌，能产多种抗生素和酶[28]。本文

从链霉菌基因组中发掘出一个功能未知的蛋白序

列(GenBank 登录号为 WP_123499006.1)，预测为

AGE 超家族异构酶；将该蛋白编码基因在大肠杆

菌中表达，研究其酶学性质，并利用重组酶转化

果糖制备甘露糖，以期为甘露糖的酶法生产提供

依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 DH5α 和 BL21(DE3)，博迈德生物技

术公司；表达载体 pET-28a(+)，Invitrogen 公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

引物 EcoR I 和 Not I，生工生物工程(上海)股

份有限公司；Fast Pfu DNA 聚合酶，北京全式金生

物技术公司；限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶，

NEB 公司；亲和层析柱料(Ni-NTA)，GE Healthcare

公司；甘露糖、果糖，北京拜尔迪生物技术公司；

果糖测试盒，南京建成生物研究所；其他试剂均为

分析纯。 

MyCycler PCR 自 动 扩 增 仪 、 Power Pac 

BasicTM 型电泳仪、Aminex HPX-87C 色谱柱，

Bio-Rad 公司；紫外可见分光光度计，北京普析通

用仪器设备有限公司；ÄKTA 蛋白纯化系统，GE 

Healthcare 公司；高效液相色谱(High-Performance 

Liquid Chromatography)、Agilent G7162A 型示差检

测器，Agilent Technologies 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  D-甘露糖异构酶基因的克隆和表达 

根据 NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/)中链霉菌(Streptomyces sp.)基因组信息，检索

到一段预测为 AGE 超家族异构酶的基因(ssMIaseA) 

(GenBank 登录号为 WP_123499006.1)，将该基因

交由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。根

据 基 因 序 列 信 息 ， 设 计 上 游 引 物 s s M Ia s e A F 

(5′-GATCCTCCGGAATTCATGTCAGCTGAATTT
AGTACTGAAAGGG-3′)和下游引物 ssMIaseAR 

(5′-GGATACAAGCGGCCGCTTAGCTCAGACGT 
TGACGCAGC-3′)，以合成的 ssMIaseA 基因为模板

进行 PCR 扩增，以便于在引物的 5′和 3′末端分别

插入 EcoR I 和 Not I 酶切位点(下划线表示)。PCR

反应体系 (50 μL)：5×TransStart Fast Pfu Buffer   

10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 DNA 

1 μL，Fast Pfu DNA 聚合酶(2.5 U/μL) 1 μL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 4 μL，ddH2O 32 μL。PCR 反应条件：

95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 40 s，

34 个循环；72 °C 5 min。PCR 产物经 1%琼脂凝胶

回收试剂盒回收纯化后，与表达载体 pET-28a(+)

用 EcoR I 和 Not I 双酶切，构建重组质粒并转入大

肠杆菌 DH5α 中，筛选阳性转化子并提取质粒。 

将重组质粒 pET-28a-ssMIaseA 转入大肠杆菌

BL21(DE3)中 37 °C 培养过夜，挑取单菌落接种于

20 mL 含有 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养基

中，37 °C、200 r/min 培养 12 h 作为种子液。将 1%

种子液接种于 300 mL 上述培养基中至菌体密度

OD600 处于 0.6−0.8 之间，加入 IPTG 至终浓度为   

1 mmol/L，在 20 °C、200 r/min 条件下诱导过夜。 

1.3.2  重组 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 的纯化 

诱导结束后的培养基于 10 000×g 条件下离心

5 min，收集菌体重悬于缓冲液 A (20 mmol/L pH 

8.0 的 Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，20 mmol/L 咪

唑)，超声破壁(功率 270 W，工作时间 15 min，工

作 3 s，停 4 s)后 10 000×g 离心 10 min，上清液即

为粗酶液。将粗酶液上样于由缓冲液 A 平衡好的

Ni-NTA 亲和柱，流速 0.5 mL/min。利用 ÄKTA 蛋

白纯化系统纯化蛋白，流速为 1 mL/min。分别利

用缓冲液 A 和缓冲液 B (20 mmol/L pH 8.0 的

Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，50 mmol/L 咪唑)洗脱

未结合蛋白和弱结合蛋白，再用 5 个柱体积的缓冲
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液 C (20 mmol/L pH 8.0 的 Tris-HCl，500 mmol/L 

NaCl，200 mmol/L 咪唑 )洗脱目的蛋白，收集    

D-甘露糖异构酶活力高的组分。在磷酸盐缓冲液

(20 mmol/L，pH 7.5)中透析过夜，采用 SDS-PAGE

分析蛋白纯度。 

1.3.3  SsMIaseA 酶活力和蛋白含量的测定 

D-甘露糖酶活力的测定：利用磷酸盐缓冲液

(50 mmol/L，pH 7.5)配制浓度为 1% (质量体积分

数)的甘露糖底物，将 900 μL 甘露糖底物与 100 μL 

0.008 mg/mL 酶液于 1.5 mL 离心管中均匀混合，

在 45 °C 水浴锅中反应 10 min，反应结束后立即沸

水浴 5 min 灭活。按照果糖测试盒的使用说明，将

50 μL 灭活后的溶液于 5 mL 显色剂混合均匀，沸

水浴 8 min，冷却至室温，于 285 nm 的波长下测

定吸光值，以 1 mg/mL 果糖溶液为标准品。D-甘

露糖异构酶酶活力单位(U)定义为在上述条件下每

分钟产生 1 μmol 果糖所需要的酶量。 

蛋白含量的测定：参照 Lowry 等[29]的方法，

以牛血清蛋白(BSA)为标准蛋白。 

1.3.4  SsMIaseA 分子量的测定 

采用 SDS-PAGE 法和 Sephacryl S-100 HR 凝胶

过滤法分别测定 SsMIaseA 的分子量。SDS-PAGE

分析参照 Laemmli[30]的方法，浓缩胶和分离胶浓度

分别为 4.5%和 12.5%，利用考马斯亮蓝 R-250 染

色。通过凝胶过滤层析测定活性蛋白的分子量。标

准蛋白及目的蛋白上样于凝胶柱(1.0 cm×100 cm)，

用 20 mmol/L pH 7.0 的磷酸盐缓冲液(含有 150 mmol/L 

NaCl)以 0.5 mL/min 的流速洗脱，收集洗脱液于

280 nm 下测定吸光值。所用标准蛋白分别为：溶

菌酶(Lysozyme，14.4 kD)，α-胰凝乳蛋白酶原 A 

(α-Chymotrypsinogen A，25.6 kD)，胎球蛋白(Fetuin 

from Fetal，48.9 kD)，牛血清白蛋白(Albumin Bovine 

Serum，66.2 kD)，磷酸化酶 B (Phosphorylase B，

97.2 kD)。 

1.3.5  SsMIaseA 酶学性质的测定 

最适 pH 及 pH 稳定性的测定：利用不同 pH

的 6 种缓冲液(50 mmol/L)配制 1% (质量体积分数，

下同)果糖，在 45 °C 下反应 10 min，沸水浴灭活   

5 min 后测定残余酶活力。以测定的所有缓冲液不

同 pH 下的最高酶活力值为 100%，分别计算各 pH

下的相对值。所用的缓冲体系及 pH 范围如下：柠

檬酸缓冲液(pH 3.0−6.0)，醋酸缓冲液(pH 4.0−6.0)，

磷酸盐缓冲液(pH 6.0 8.0)‒ ，Tris-HCl 缓冲液(pH 

7.0–9.0)，CHES 缓冲液(pH 8.0−10.0)，CAPS 缓冲

液(pH 10.0−11.0)。pH 稳定性的测定是利用上述不

同 pH 的缓冲液体系(50 mmol/L)将酶液稀释适当

倍数(稀释后酶液的蛋白浓度在 1 mg/mL 以上)，

35 °C 下保温 30 min，立即冰水浴冷却 30 min，在

最适条件(45 °C，pH 7.5)下测定残余酶活力。以未

保温条件下测定的酶液酶活力为 100%，分别计算

各 pH 下的相对酶活力。 

最适温度及温度稳定性的测定：最适 pH 缓冲

液配制 1%果糖，在不同温度 (30–70°C)下反应   

10 min，沸水浴灭活。以最高酶活力为 100%，分

别计算各温度下的相对酶活力。温度稳定性的测定

是将酶液用 50 mmol/L 缓冲液稀释后，于不同温度

(30–70 °C)下保温 30 min，立即冰水浴冷却 30 min，

在最适条件下测定残余酶活力，以未经处理酶液的

酶活力为对照，分别计算各温度的残余酶活力占对

照组酶活力的百分比。 

1.3.6  金属离子及化合物对 SsMIaseA 酶活力的

影响 

将纯酶液用磷酸盐缓冲液(50 mmol/L，pH 7.5)

适当稀释(稀释后酶液的蛋白浓度在 1 mg/mL 以

上)，与不同金属离子和化合物(终浓度 1 mmol/L)

混匀，在 35 °C 下保温 30 min，立即冰水浴处理

30 min，以相同条件下未加入金属离子和化合物的

酶液为对照，在最适条件下测定残余酶活力。以对

照酶活力为 100%，计算不同金属离子和化合物处

理下的相对酶活力和比酶活力。金属离子及化合物

包括 Li+、Na+、K+、Ba2+、Mg2+、Ca2+、Mn2+、

Co2+、Zn2+、Ni2+、Fe2+、Cu2+、Ag+、Ba2+、Cr3+、

Fe3+、EDTA、SDS、β-巯基乙醇和 CTAB。 
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1.3.7  SsMIaseA底物特异性和动力学常数的测定 

分别以不同单糖(D-甘露糖、D-果糖、D-阿卓

糖、D-阿洛糖、D-鼠李糖、D-塔罗糖、D-塔格糖、

D-葡萄糖、D-半乳糖、D-来苏糖和 D-木酮糖)和二

糖(乳果糖、依匹乳糖、甘露二糖和蔗糖)为底物，

测定 SsMIaseA 的底物特异性。利用 50 mmol/L pH 

7.5 的磷酸盐缓冲液配制 1% (质量体积分数)的不

同底物，在 45 °C 下反应 10 min，反应结束后沸水

浴 5 min，通过高效液相色谱(HPLC)分析测定产物

的浓度，以上述各单糖和二糖为标准品。SsMIaseA

对各底物酶活力的定义为每分钟转化底物产生   

1 μmol 相应产物所需要的酶量。 

动力学常数的测定：利用 50 mmol/L pH 

7.5 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 配 制 不 同 浓 度 的 甘 露 糖      

(40−120 mmol/L)和果糖(80−280 mmol/L)，于 45 °C

水浴锅中反应 5 min，结束后沸水浴灭酶 5 min。

利用高效液相色谱测定各底物浓度下的酶活力。通

过 GraFit 软件计算 Km 和 Vmax。 

1.3.8  SsMIaseA 转化甘露糖条件的优化 

以果糖为底物，考察加酶量、底物浓度和转化

时间 3 个因素对 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 转化果

糖能力的影响。选择不同加酶量(5−70 U/mL)转化

500 mg/mL 的果糖，反应体系 10 mL，在 35 °C 下

过夜，结束后沸水浴灭酶 5 min，利用 HPLC 分析

混合溶液中甘露糖的含量，确定最佳加酶量。其他

条件不变，以不同浓度的果糖(200−800 g/L)为底

物，考察 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 能转化甘露糖

的最大底物浓度。最终在所确定的最佳加酶量和底

物浓度下，分别在不同时间(0.25−12 h)定点取样，

确定 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 转化果糖为甘露

糖所需要的时间。 

1.3.9  高效液相色谱(HPLC)分析 

将待测样品过 0.22 μm 滤膜后上样，利用

HPLC-RID (Agilent 1260 Infinity )Ⅱ 检测转化产物

的含量。色谱柱为 Aminex HPX-87C (7.8 mm×  

300 mm)，以超纯水为流动相，柱温为 85 °C，流

速 0.6 mL/min。标准品为 D-甘露糖和 D-果糖。 

1.3.10  数据处理与分析 

采用 GraphPad Prism 5 和 Origin 8.5 进行数据

整理并作图，每组数据均有 3 次平行。 

2  结果与分析 

2.1  D-甘露糖异构酶基因(ssMIaseA)的克隆与

序列分析 

在 NCBI 数据库中发掘到了一段 AGE 超家族

异构酶基因，预测为 D-甘露糖异构酶。合成并利

用 PCR 技术扩增出一条长度为 1 302 bp 的基因片

段(ssMIaseA)，该基因片段共编码 433 个氨基酸，

成熟蛋白预测分子量和等电点 pI 分别为 47.6 kD

和 5.58。利用 BLAST 中的蛋白数据库进行序列

比对发现(图 1)，该基因编码的蛋白与嗜热裂孢

菌 (Thermobifda fusca)来源的 D-甘露糖异构酶

ManI (GenBank 登录号为 WP_061783687.1)[25]相

似性最高，为 60.2%；其次，与耐盐嗜热裂孢菌

(Thermobifida halotolerans，WP_068690975.1)、

丁 香 假 单 胞 菌 (Pseudomonas syringae ，

WP_007249212.1)、 大肠杆 菌 (Escherichia coli，

AJH12524.1)[27] 和 地 中 海 海 单 胞 菌 (Marinomonas 

mediterranea，WP_013661626.1)[26]来源的 D-甘露

糖异构酶的相似性分别为 58.6%、50.1%、45.7%

和 30.8%，表明该酶可能是一个新型 D-甘露糖异

构酶。将 SsMIaseA 的氨基酸序列与已有结构报

道的 D-甘露糖异构酶 SeYihS[24]和 Marme_2490[26]

进行比对，His278 (对应 SeYihS 的 His248 和

Marme_2490 的 His251)作为广义碱，在异构化步

骤中将质子从 C1 转移到 C2 位置，并且 Arg83、

His205、Glu281、Trp341 和 His408 被证实与底物

结合有关。 

2.2  重组 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 的表达及

纯化 

链霉菌 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 成功在大

肠杆菌中可溶表达。粗酶液用 ÄKTA 蛋白纯化系

统洗脱后得到电泳级纯酶，纯化结果见表 1。纯

化后，酶活力回收率为 75.3%，酶液比酶活由 
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图 1  链霉菌 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 与其他 D-甘露糖异构酶的多重序列比对 
Figure 1  Multiple alignment of amino acid sequences of SsMIaseA and other D-mannose isomerases 
注：黑色阴影表示相同残基，灰色阴影表示保守残基。多重序列比对中的所用序列分别为：嗜热裂孢菌 D-甘露糖异构酶(T. f. 

WP_061783687.1) 、 耐 盐 嗜 热 裂 孢 菌 D- 甘 露 糖 异 构 酶 (T. h. WP_068690975.1) 、 丁 香 假 单 胞 菌 D- 甘 露 糖 异 构 酶 (P. s. 

WP_007249212.1)、大肠杆菌 D-甘露糖异构酶(E. c. AJH12524.1)和地中海海单胞菌 D-甘露糖异构酶(M. m. WP_013661626.1)。催

化残基(His255)用圆表示，与底物结合相关的残基用菱形表示 

Note: Black shading represents identical residues, while gray shading shows similar residues. The sequences used were: D-mannose 
isomerase from Thermobifda fusca (T. f. WP_061783687.1), D-mannose isomerase from Thermobifida halotolerans (T. h. 
WP_068690975.1), D-mannose isomerase from Pseudomonas syringae (P. s. WP_007249212.1), D-mannose isomerase from Escherichia 
coli (E. c. AJH12524.1), and D-mannose isomerase from Marinomonas mediterranea (M. m. WP_013661626.1). Catalytic residues 
(His255) is represented by circles, and residues related to substrate binding are noted by diamonds 
 



1936 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  重组 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 纯化表 
Table 1  Purification summary of recombinant D-mannose isomerase SsMIaseA 

纯化步骤 

Step 

总酶活 

Total activity (U)a 

总蛋白 

Total protein (mg)b

比酶活 

Specific activity (U/mg)

纯化倍数 

Purification fold 

回收率 

Recovery yield (%)

粗酶液 Crude enzyme 44 032.2 98.7 445.9 1.0 100.0 

Ni-NTA 33 156.2 63.2 525.0 1.2 75.3 

注：a：酶活力的测定是在 50 mmol/L pH 7.5 的磷酸盐缓冲液体系下，以 1% (质量体积分数)甘露糖底物于 45 °C 条件下反应 10 min；
b：蛋白含量的测定参照 Lowry[30]法，以 BSA 为标准蛋白 

Note: a: The enzyme activity was measured in 50 mmol/L pH 7.5 phosphate buffer with 1% (W/V) mannose as substrate at 45 °C for   
10 min; b: The determination of protein concentration refers to Lowry[30] method with BSA as the standard 

 
445.9 U/mg 上升至 525.0 U/mg，纯化倍数为 1.2。

SDS-PAGE 结果表明在 45 kD 附近显示单一条带

(图 2)，S-100 凝胶过滤层析法测得该酶在天然状

态下的分子量为 45.6 kD，表明 SsMIaseA 为单亚

基蛋白。 

2.3  SsMIaseA 的酶学性质 

SsMIaseA 基 本 酶 学 性 质 结 果 见 图 3 。

SsMIaseA 的最适 pH 为 7.5，在 pH 7.0−8.0 之间有

90%以上相对酶活力，在 pH 6.5−10.0 处理 30 min

仍有 80%以上酶活力；该酶在 45 °C 时酶活力最高，

45 °C 以下仍能够保持稳定，并且在 40 °C 以下仍

有 90%以 上的 酶 活力 ，温 度 升高至 50 °C 时

SsMIaseA 相对酶活力仅剩 30%。 

不同金属离子及化合物对 SsMIaseA 酶活力的

影响如表 2 所示。在 Na+、K+和 β-巯基乙醇存在下， 

 

 
 
图 2  D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 的纯化图 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of the purified SsMIaseA 
注：M：低分子量标准蛋白；1：粗酶液；2：纯酶液 

Note: M: Low molecular weight standard protein; 1: Crude 
enzyme; 2: Purified SsMIaseA 

SsMIaseA 酶 活 力 分 别增 加了 11.1%、 12.6%和

16.0%；但 Zn2+、Co2+、Fe2+、Fe3+、Ca2+、SDS 和

CTAB 不同程度地抑制该酶活性，Ag+对 SsMIaseA

有较强的抑制作用，酶活力降低了 46.7%。其他

金属离子及化合物对 SsMIaseA 酶活力的影响不

明显。 

SsMIaseA 对几种单糖和二糖的底物特异性见

表 3。结果表明，SsMIaseA 对甘露糖的催化活性

最高(100.0%)，其次为果糖，比酶活为 188.8 U/mg，

该酶对塔罗糖的相对酶活力为 21.3%，而对塔格糖

的相对酶活力仅为 5.9%。该酶对其他单糖和二糖

没有催化活性。 

由动力学常数(表 4)可知 SsMIaseA 对甘露糖

和果糖的 Km 分别为 53.9 和 132.0 mmol/L，表明

SsMIaseA 对甘露糖的亲和力高于果糖。当以甘露

糖为底物时，kcat/Km 值为 0.008，是果糖的 2.7 倍，

说明 SsMIaseA 对甘露糖底物的催化效率更高。 

2.4  SsMIaseA 转化甘露糖条件的优化 

加酶量、D-果糖浓度和转化时间对 SsMIaseA

转化果糖为甘露糖的影响如图 4 所示。甘露糖的产

量随加酶量的增加而增加，当加酶量为 40 U/mL

时，甘露糖产量达到 150 g/L，再增加酶量对甘露

糖的产量无明显影响(图 4A)。利用 40 U/mL 的

SsMIaseA 转化 200−800 g/L 的果糖，当果糖浓度

高于 600 g/L 时，转化率出现明显下降，从 30%降

低至 26.4%，而此时甘露糖的产量仅有少量增加；

果糖浓度在 200−600 g/L 时，转化率一直保持在 
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图 3  D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 的最适 pH (A)、pH 稳定性(B)、最适温度(C)和温度稳定性(D) 
Figure 3  Optimal pH (A), pH stability (B), optimal temperature (C), and thermostability (D) of SsMIaseA 
 

表2  不同金属离子及化合物对SsMIaseA酶活力的影响 
Table 2  Effect of different metal ions and chemical 
reagents on the enzyme activity of purified SsMIaseA 

金属离子及化合物 

Metal ions and 
chemical reagents 

比酶活 a 

Specific activitya 
(U/mg) 

相对酶活力 

Relative 
activity (%) 

Control 525.0±1.2 100.0 
Ni+ 541.6±0.3 103.2 
Mg2+ 508.4±1.6 96.8 
Mn2+ 509.6±1.9 97.1 
Ba2+ 544.0±1.6 103.6 
Na+ 583.1±1.3 111.1 
K+ 591.4±1.0 112.6 
Cu2+ 526.2±0.6 100.2 
Ag+ 279.7±1.3 53.3 
Cr2+ 536.9±0.3 102.3 
Zn2+ 427.8±0.3 81.5 
Co2+ 417.2±3.8 79.5 
Fe2+ 388.7±0.6 74.0 
Fe3+ 400.6±1.3 76.3 
Ca2+ 456.3±2.2 86.9 
SDS 433.7±3.2 82.6 
EDTA 539.2±2.9 102.7 
β-mercaptoethanol 609.1±3.5 116.0 
CTAB 443.2±1.3 84.4 

注：a：此酶活为在最适条件下测定的酶活力与蛋白浓度的比值 

Note: a: The specific activity is the ratio of enzyme activity to 
protein concentration measured under optimal conditions 

30%左右(图 4B)，因此选择 600 g/L 的果糖为

SsMIaseA 转化甘露糖的最适底物浓度。用 40 U/mL

的 SsMIaseA 转化 600 g/L 果糖，在 0−12 h 之间定

点取样，从图 4C 可以看出，随着转化时间的增加，

甘露糖和转化率都有了明显的增加，反应进行到  

8 h 时达到平衡，此时生成了 185 g/L 的甘露糖，

转化率为 31%。果糖生成甘露糖异构化的平衡常 

 
表 3  SsMIaseA 底物特异性 
Table 3  Substrate specificity of SsMIaseA 

底物 

Substrate 

比酶活 

Specific activity 
(U/mg) 

相对酶活力 

Relative activity 
(%) 

甘露糖 Mannose 514.2±15.2 100.0 

果糖 Fructose 188.8±9.3 36.7 

塔罗糖 Talose 109.7±2.6 21.3 

塔格糖 Tagatose 30.5±1.1 5.9 

注：SsMIaseA 对 D-阿卓糖、D-阿洛糖、D-鼠李糖、D-葡萄糖、

D-半乳糖、D-来苏糖、D-木酮糖、乳果糖、依匹乳糖和蔗糖

没有活性 

Note: SsMIaseA had no activity on D-altrose, D-allose, 
D-rhamnose, D-glucose, D-galactose, D-lyxose, D-xylulose, 
lactulose, epilactose and sucrose 
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表 4  SsMIaseA 的动力学常数 
Table 4  Kinetic parameters of SsMIaseA 

底物 Substrate Vmax (μmol/(min·mg)) Km (mmol/L) kcat (s
–1) kcat/Km (L/(s·mmol)) 

甘露糖 Mannose 523.1±13.5 53.9±3.4 0.415 0.008 

果糖 Fructose 432.0±5.8 132.0±4.2 0.343 0.003 

注：动力学常数是用 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 7.5)配制不同浓度的底物，于 45 °C 条件下反应 5 min 测定酶活力。Km 和 Vmax

通过 GraFit 软件计算 

Note: The kinetic parameters were determined for the different substrates at 45°C in 50 mmol/L phosphate buffer (pH 7.5) for 5 min. The 
apparent Michaelis constant (Km) and Vmax were calculated with the software “GraFit” 

 
 

 
 
图 4  加酶量(A)、D-果糖浓度(B)和转化时间(C)对 SsMIaseA 生产甘露糖的影响 
Figure 4  Effects of enzyme dosage (A), D-fructose concentration (B) and conversion time (C) on mannose production by 
SsMIaseA 
注：A：加酶量(5–70 U/mL)，将不同加酶量的 SsMIaseA 与 500 g/L 果糖混合，并在 45 °C 下反应 12 h；B：果糖浓度(400−800 g/L)，

将 40 U/mL SsMIaseA 与不同浓度的果糖混合，45 °C 下反应 12 h；C：转化时间(0.25−12.00 h)，将 40 U/mL 酶液与 600 g/L 果糖

在 45 °C 下反应 12 h，在不同的时间点取样 

Note: A: Enzyme dosages (5–70 U/mL). Different dosage of SsMIaseA was mixed with 500 g/L fructose, and the reaction was performed 
at 45 °C for 12 h; B: D-fructose concentration (400−800 g/L). 40 U/mL SsMIaseA was mixed with different concentrations of fructose, 
and the reaction was conducted at 45 °C for 12 h; C: Conversion time (0.25−12.00 h). The enzyme (40 U/mL) was mixed with 600 g/L 
fructose, and the reaction was performed at 45 °C for 12 h, and samples were taken at different times 
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数 K 不受温度的影响，其表达式为：K=c (甘露糖)/ 

c (果糖)[20]。根据反应达到平衡时甘露糖和果糖的

浓度，估算出平衡常数 K (生成甘露糖)为 0.45。 

3  讨论 

近年来，甘露糖因其具有多种功能活性，在食

品、医药和饲料等行业有着广泛应用[3,31-32]。本文

从链霉菌基因组中发现了一个 D-甘露糖异构酶，

其氨基酸序列与嗜热裂孢菌(T. fusca)来源的 D-甘

露糖异构酶 ManI 相似性最高，为 60.2%。将该基

因成功在大肠杆菌中异源表达，重组 D-甘露糖异

构酶 SsMIaseA 经 Ni-NTA 亲和层析一步纯化得到

纯酶，比酶活为 525.0 U/mg，显著高于其他大肠

杆菌表达的 D-甘露糖异构酶，如嗜热裂孢菌来源

的 ManI (69.2 U/mg)[25] 和 大 肠 杆 菌 来 源 的 MI 

(10.52 U/mg)[33]。该酶(SsMIaseA)是一个单亚基蛋

白，分子量为 45.6 kD。目前所报道的 D-甘露糖异

构酶大多数为单亚基蛋白，分子量在 42.0−51.4 kD

之间。此外，部分 D-甘露糖异构酶为多聚体，如

放射土壤杆菌 M-1 (90 kD)[21]、大肠杆菌 K-12  

(160 kD)[34]和大肠杆菌 BL21 (274.5 kD)[22]来源的

D-甘露糖异构酶分别是二聚体、四聚体和六聚体。 

SsMIaseA 的最适 pH 为 7.5，在 pH 7.0−8.0 范

围内表现出较高的催化活性。这与大多数 D-甘露糖

异构酶相似，如水田芹黄单胞菌(X. rubrilineans)[19]

来 源 的 D- 甘 露 糖 异 构 酶 ， 但 洋 葱 假 单 胞 菌      

(P. cepacia)[23] D-甘露糖异构酶的最适 pH 为 6.2，

是迄今发现的唯一一个偏酸性的 D-甘露糖异构

酶。此外，大肠杆菌的 2 种 D-甘露糖异构酶 MIase[22]

和 EcYihS[24] 的 最 适 pH 为 7.0 。 SsMIaseA 在

6.5−10.0 范围内处理 30 min 仍有 80%以上的残余

酶活力，而且在 pH 6.0 时仍有 60%的酶活力。比

嗜糖假单胞菌(P. saccharophila)[18]和大肠杆菌[34] 

D-甘露糖异构酶的 pH 范围更宽。该酶最适温度为

45 °C，在 45 °C 以下保持稳定。SsMIaseA 的最适

温度与大多数 D-甘露糖异构酶相似(30−50 °C)，明

显高于地中海海单胞菌 (M. mediterranea NBRC 

103028)[26] (30 °C)和水田芹黄单胞菌(X. rubrilineans 

S-48)[19] (30 °C) D-甘露糖异构酶。与放射土壤杆菌

(A. radiobacter M-1)[21] (60 °C，<55 °C)和嗜热裂孢

菌(T. fusca MB10003)[25] (60 °C，<60 °C) D-甘露糖

异构酶相比，SsMIaseA 的最适温度和稳定性要低。

β-巯基乙醇对 SsMIaseA 激活作用最高，SsMIaseA

酶活力提高了 16%，而 Ag+对该酶有强烈抑制作

用。EDTA 处理后，SsMIaseA 的酶活力并没有明

显 变 化 ， 表 明 该 酶 不 具 有 金 属 离 子 依 赖 性 。

SsMIaseA 对甘露糖的催化活性最高，其次为果糖。

此外，SsMIaseA 对 D-塔格糖和 D-塔罗糖具有催化

能力，这与地中海海单胞菌(M. mediterranea NBRC 

103028)[26] D- 甘 露 糖 异 构 酶 相 似 。 大 肠 杆 菌    

(E. coli)来源的 EcYihS 和肠道沙门氏菌(S. enterica)

来源的 SeYihS 可以转化 D-来苏糖[24]。SsMIaseA

对果糖的 Km 和 Vmax 分别为 132.0 mmol/L 和  

432.0 μmol/(min·mg)，Km 值与大肠杆菌 BL21 来源

的 D-甘露糖异构酶(123.3 mmol/L)[27]相近，远低于

肠道沙门氏菌来源的 D-甘露糖异构酶 SeYihS  

(292 mmol/L)和大肠杆菌 K-12 来源的 D-甘露糖异

构酶 EcYihS (276 mmol/L)[24]，表明该酶对果糖有

较好的亲和力。 

目前报道的 D-甘露糖异构酶制备甘露糖的转

化率在 20%−35%[13]。利用 SsMIaseA 转化 600 g/L

果糖，经过 8 h 生成 185 g/L 甘露糖，转化率为 31%，

处于较高水平。SsMIaseA 转化果糖的最适浓度为

600 g/L，普遍高于其他来源的 D-甘露糖异构酶，

如大肠杆菌 JM109 (180 g/L)[33]和大肠杆菌 BL21 

(400 g/L)[27]。大肠杆菌 D-甘露糖异构酶 MIase[22]

转化 600 g/L 果糖时，甘露糖的产量为 150 g/L。然

而本文使用 SsMIaseA 时甘露糖的产量为 185 g/L，

表明 SsMIaseA 在转化高浓度果糖时具有较好的应

用潜力。大多数 D-甘露糖异构酶对甘露糖的转化

率在 25%左右，如链霉菌(S. aerocolorigenes)[17]、

放射形土壤杆菌(A. radiobacter M-1)[21]和嗜热裂

孢菌(T. fusca MB10003)[25] D-甘露糖异构酶。此外，
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SsMIaseA 转化果糖的时空产率为 23.1 g/(L·h)，高

于一些其他用于甘露糖制备的酶，如 Caldanaerobius 

polysaccharolyticus[35] 来 源 的 D- 来 苏 糖 异 构 酶  

[6.4 g/(L·h)]和 Runella slithyformis[17]来源的甘露糖

2-差向异构酶[2.5 g/(L·h)]。 

4  结论 

本文从链霉菌中克隆了一个 D-甘露糖异构酶

基因，并在大肠杆菌中异源表达；该酶与嗜热裂

孢菌(T. fusca) D-甘露糖异构酶相似性最高，为

60.2%；重组 D-甘露糖异构酶 SsMIaseA 具有较

高的比酶活(525 U/mg)，该酶最适 pH 和温度分

别为 7.5 和 45 °C，在中性至碱性范围内有较好的

稳定性；在最适条件下，SsMIaseA 转化果糖生产

甘露糖的时空产率为 23.1 g/(L·h)，最终转化率为

31%，该酶为甘露糖的酶法制备提供了依据。 
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