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专论与综述 

蔗糖磷酸化酶的研究进展 

杨林莉  夏媛媛  陈献忠* 
江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122 

摘  要：蔗糖磷酸化酶属于糖苷水解酶 13 家族，能够催化蔗糖的可逆磷酸解。利用其广泛的底物混

杂性，蔗糖磷酸化酶可以将葡萄糖基转移至不同的受体合成熊果苷、甘油葡萄糖苷、低聚糖及多酚

化合物的衍生物等产物，这些催化产物可广泛应用于食品、药品、化妆品等行业。随着酶催化技术

和蛋白质工程的发展，蔗糖磷酸化酶受到了越来越多的关注，该酶的应用范围也得到了扩大。本文

综述了近年来蔗糖磷酸化酶在酶的来源、结构、功能及应用领域等的研究进展，同时讨论了该酶的

蛋白质工程改造方法与局限性，并展望了该酶可能的研究方向。 
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Abstract: Sucrose phosphorylase (SPase), belonging to the glycoside hydrolase family 13, can catalyze 
the reversible phosphorolysis of sucrose. Thanks to the broad substrate specificity, SPase can transfer the 
glucosyl to different acceptors to synthesize arbutin, glycosylglycerol, oligosaccharides, polyphenol 
derivatives, etc. These products are widely used in food, medicine, cosmetics, and other industries. Owing 
to the development of enzyme catalysis technology and protein engineering, SPase has received more and 
more attention, with the application extended. This article reviewed the sources, structures and functions, 
and application fields of SPase, discussed the protein engineering methods for the enzyme and the 
limitations, and summarized the future research directions. 
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糖苷类化合物在自然界中广泛存在，并具有

多种功能。例如，大量的抗生素是糖苷类药物，

糖苷基对其药物活性至关重要并介导一些肿瘤药

物的靶向作用和抗生素选择性[1]。然而，在一些不

耐热分子(如抗坏血酸)上连接糖苷基可以极大地

改善稳定性，从而实现长期保存[2]。虽然糖苷类

化合物在食品、化妆品和制药行业上广泛应用，

但由于部分化合物在自然界中数量很少，不足以

用于商业开发。因此，利用廉价且易获得的原料

合成此类糖苷化合物是目前研究的重点。化学方

法可以合成糖基类化合物，但存在许多缺点，如

需要昂贵的或有毒的催化剂、收率低、合成步骤

复杂 [3-4]。然而使用适当的酶进行糖基化反应时

产生的废物减少了 15 kg 以上，时空产率是原来的

16 倍[5]，这种利用酶催化合成糖苷类化合物的方

法目前很受欢迎。 

碳 水 化 合 物 活 性 酶 (Carbohydrate-Active 

Enzymes，CAZy)是一类对糖苷键有活性的酶，可

以降解、修饰及生成糖苷键。CAZy 可以分为   

4 类：糖苷水解酶(GHs)、糖苷磷酸化酶(GPs)、转

糖苷酶(TGs)及糖基转移酶(GTs)[6]。GH13 家族，

又称 α-淀粉酶家族，是 CAZy 中最大的糖苷水解

酶家族，这些酶在结构上相似但具有不同的特异

性[7] 。 蔗 糖 磷 酸 化 酶 (Sucrose Phosphorylase ，

SPase)是 GH13 家族中的一类，其能够催化蔗糖

磷 酸 解 及 其 可 逆 反 应 ， 反 应 式 为 ： Sucrose+ 

Phosphate D-fructose+α-D-glucose-1-phosphate[8]。

按 照 国 际 生 物 化 学 与 分 子 生 物 学 联 盟 (The 

International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology，IUBMB)的分类及命名法，SPase 的 EC 号

为 2.4.1.7，属于转移酶类。SPase 具有广泛的受体

特异性，能够将葡萄糖基转移至不同受体，受体

可以是无机磷酸、果糖、含酚羟基、醇羟基和羧

基的化合物。SPase 糖基化反应产生的化合物在工

业上用途广泛，是目前比较有前景的研究方向。 

本文综述了蔗糖磷酸化酶的结构、来源、催

化机制和应用等，概述了近年来对 SPase 的工程

改造，最后讨论了未来的研究方向。 

1  蔗糖磷酸化酶概述 

1.1  酶的结构 

蔗糖磷酸化酶约有 500 个氨基酸，分子量在

50−60 kD 之间[9]。不同来源的 SPase 有其独特的

蛋白结构和底物特异性，来源于肠膜明串珠菌和

变形链球菌的蔗糖磷酸化酶(LmSP、SmSP)是一种

单体蛋白[10-11]，而来自青春双歧杆菌和嗜糖假单

胞菌的 SPase 是一类二聚体[11-12]。2004 年，来源于

青春双歧杆菌(Bifidobacterium adolescentis)的蔗糖

磷酸化酶(BaSP)的晶体结构(PDB 2gdv)被首次解

析[13]。如图 1 所示，BaSP 的晶体结构由 4 部分组

成：结构域A、B、B′、C。结构域A包含一个GH13

家族所共有的结构——(β/α)8 桶，以及酶的活性位

点；结构域 B 由 2 个反向平行的 β-折叠和 2 个短的

α-螺旋组成；结构域 B′包括一长一短α-螺旋，其拓

扑结构减小了底物通道的大小，不利于低聚糖的

结合；结构域 C 由一个 5 链反向平行的 β-折叠组

成，虽然所有 GH13 家族的酶都含有此结构域，

但仅在蔗糖磷酸化酶中存在折叠结构[14]。 

1.2  酶的来源 

蔗糖磷酸化酶首次由 Kagan 等[15]在肠膜明串

珠菌中发现，随后在多种微生物中发现。SPase 主

要分布在细菌中，在植物细胞中仅有少量分布。 

目前报道的 SPase 的来源菌株主要有 [16]：    

(1) 肠膜明串珠菌(Leuconostoc mesenteroides)，其

中肠膜明串珠菌 ATCC 12291 是目前产酶量最高

的菌株；(2) 变异链球菌(Streptococcus mutans)，

Russell 等 [17]研究发现，由变异链球菌产生的

葡萄糖基转移酶 A 可以可逆地催化蔗糖与磷酸

生成 D-果糖和 α-D-葡萄糖-1-磷酸，因此将葡

萄糖基转移酶 A 鉴定为蔗糖磷酸化酶；(3) 双

歧杆菌(Bifidobacterium sp.)，常见的产蔗糖磷

酸化酶的有长双歧杆菌(Bifidobacterium longum)

和青春双歧杆菌(Bifidobacterium adolescentis)；

(4) 嗜糖假单胞菌(Pseudomonas saccharophila)， 
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图 1  BaSP 的晶体结构图 
Figure 1  Crystal structure of BaSP 
注：图片由 PyMOL 软件生成；不同颜色的折叠代表不同的结构域，红色：结构域 A；黄色：结构域 B；蓝绿色：结构域 B′；蓝

色：结构域 C；球体代表 BaSP 的结合位点，分别为：ASP-50、HIS-88、GLU-232、ARG-399 (该蛋白为二聚体，左右结构相同，

残基也相同)；棍状结构代表蔗糖分子 

Note: The picture is generated by PyMOL software; Different colors of sheets represent different domians, Red: Domain A; Yellow: 
Domain B; Turquoise: Domain B′; Blue: Domain C; Spheres represent the binding sites of BaSP, ASP-50, HIS-88, GLU-232, ARG-399, 
respectively (the protein is a dimer with the same left and right structure and the same residues); Sticks represent the sucrose molecules 
 

利用该菌株产生的 SPase 从葡萄糖-1-磷酸和 L-阿

拉伯糖合成了一种新的非还原性二糖和一种新的

还原性二糖，前者在结构和某些化学反应上类似

于蔗糖。 

1.3  催化机制 

蔗糖磷酸化酶与 GH13 家族的其他酶一样，

在反应时遵循双重置换机制。2 个羧基氨基酸(在

BaSP 中为 Asp192 和 Glu232，对应于 LmSP 中的

Asp196 和 Glu237)在双重置换机制中起着关键作

用[18]，而且这 2 个催化残基完全保守。Asp192 (催

化亲核试剂)攻击异头碳，同时 Glu232 (一般酸/碱

催化剂)将糖苷键的氧质子化，随后形成共价糖基

酶中间体和释放果糖。如图 2 所示，在受体位点发

生构象变化后，中间体可与不同的受体底物(水、

无机磷酸、糖等)反应，释放出糖苷产物[19]。值得

注意地是，水解作为副反应总是存在[20]。在反应

过程中，构型被翻转 2 次，最后底物和产物的构

型相同，说明 SPase 属于保留构型酶[6]。 

虽然早期就提出了蔗糖磷酸化酶是通过共价

中间体进行转糖基化反应的概念，但是，近年来

研究者才利用酶的晶体结构和定点突变等方法详

细 阐释 了酶的 反应 机制 [6]。 将 Asp196 突 变为

Ala196 得到了一种无活性的突变体 D196A，添加

叠氮化物作为外源亲核试剂对突变体 D196A 进行

化学挽救，形成了具有反向异头构型的葡糖基-叠

氮化物产物，证实 Asp196 是 SPase 的催化亲核试

剂[21]。Schwarz 等通过定点突变将 Glu237 突变为

Gln237，发现突变体 E237Q 的糖基化在表观 pKa

为 6.0 以下时减慢，而且丧失了野生型的高 pH 依

赖性，证实了 E237Q 的去糖基化与 pH 无关，以及

Glu237 是 SPase 的酸/碱催化剂[22]。除了起催化作用

的残基外，其他一些高度保守的残基也有稳定过渡

态的作用，有助于反应的进行，如 Asp295、Phe52

等[23-24]。SPase 的催化反应机制如图 3 所示[25]。 
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图 2  SPase 催化的反应图 
Figure 2  The reactions catalyzed by SPase 
注：SPase 与不同受体的反应，H2O：水解反应；Pi：磷酸解反应；糖：转糖基化反应 

Note: The reactions of SPase with different receptors, H2O: Hydrolysis; Pi: Phosphorolysis; Sugar: Transglycosylation 
 

2  蔗糖磷酸化酶的应用 

蔗糖磷酸化酶具有广泛的受体混杂性，可

以将蔗糖中的葡萄糖基转移到受体，对不同的

受 体 进 行 葡 萄 糖 基 修 饰 作 用 ， 糖 基 化 后 的 产

物 性 能 更 加 优 越 ， 可 以 用 于 食 品 、 药 品 、 化

妆品等领域。此外，将蔗糖磷酸化酶与其他酶

一起反应，可以得到其他更有价值的产物 [26]。

例如，利用 3 种酶 (蔗糖磷酸化酶、木糖异构 

 

酶 、 纤 维 二 糖 磷 酸 化 酶 )合 成 的 纤 维 二 糖 可 作

为可溶性膳食纤维和功能食品的原料之一；直

链淀粉可作为可生物降解塑料薄膜的前体和潜

在的高密度氢载体，目前可以利用 SPase 和马

铃薯 α-葡聚糖磷酸化酶从蔗糖合成直链淀粉[27]。

因此，SPase 是一种很有潜力的酶，主要用于

合 成 低 聚 糖 和 糖 苷 类 产 物 ， 具 有 很 大 的 商 业  

价值 [28-29]。  
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图 3  SPase 的催化反应机制[25] 
Figure 3  Catalytic reaction mechanism of SPase[25] 

 

2.1  合成低聚糖 

低聚糖是一种新型功能型糖原，广泛应用于

食品、保健品、医药和饲料添加剂等领域，具有

多种功能生物学活性。目前，用于低聚糖合成的

磷酸化酶主要有 3 类：蔗糖磷酸化酶、麦芽糖磷

酸化酶和纤维二糖磷酸化酶，均属葡萄糖基转移

酶。用于合成低聚糖的原料，如淀粉类、蔗糖、

乳糖等，来源丰富且价格低廉。 

曲二糖具有益生元及抑制 α-葡萄糖苷酶的活

性等作用，其可以通过 SPase 催化，以廉价的葡

萄 糖 和 蔗 糖 为 底 物 合 成 ， 具 有 广 泛 的 应 用 前    

景[30]。SPase 可以催化蔗糖和 D-半乳糖合成蜜二

糖，而蜜二糖可作为合成更高聚合度的糖的前体

并对减轻过敏性皮炎症状有益[31]。 

此外，蔗糖磷酸化酶与其他酶一起反应也可

以生成低聚糖。将来自 Bifidobacterium longum

的蔗糖磷酸化酶(BlSP)、来自 Cellulomonas uda 的

纤 维 二 糖 磷 酸 化 酶 (CuCbP) 及 来 自 Clostridium 
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cellulosi 的纤维糊精磷酸化酶(CcCdP)混合，以蔗

糖 和 葡 萄 糖 为 底 物 ， 可 以 合 成 短 链 纤 维 低 聚   

糖[32]。一锅多酶系统的开发，实现了在一个罐中

进行复杂的多步化学转化，可以合成低聚糖、多

糖和糖缀合物等；而且无需分离反应中间体，简

化了下游分离的步骤，在工业应用上引起了极大

的关注[33-34]。 

2.2  合成糖苷类化合物 

2.2.1  α-熊果苷 

熊果苷(Arbutin)是对苯二酚的糖苷形式，天然

存在于许多植物中，大多由糖基转移酶在对苯二

酚分子上加一个葡萄糖基形成的[35-36]。由于对酪

氨酸酶有较强的抑制作用，可以抑制黑色素的生

成，因此在商业上熊果苷是一种有效的皮肤美白

剂，广泛应用于化妆品行业[37]。此外，熊果苷还

具有抗氧化、抗菌活性及利尿特性，如今已用于

治疗炎症、糖尿病、肾结石等病症[38-39]。熊果苷可

分为 α-熊果苷和 β-熊果苷 2 类，在美白效果、水溶

性和稳定性方面 α-熊果苷要优于 β-熊果苷[40]，因此

合成 α-熊果苷越来越受到人们的关注。 

目前，α-熊果苷的合成主要有 3 种方式，即

化学合成、酶法合成及微生物合成。化学法合成

熊果苷因其反应条件剧烈且易产生副产物，限制

了该法在工业上的应用[37]。酶催化转糖基化反应

是当前生产熊果苷的主要方式，表 1 列出了用于

生产熊果苷的几种酶的相关信息。 

2.2.2  甘油葡萄糖苷 

甘油葡萄糖苷(Glucosylglycerol，GG)，是由

一分子甘油和一分子葡萄糖通过糖苷键连接而

成，最早发现于日本清酒和用酒曲酿造的其他食

物中 [46]。GG 是一种相容性溶质，可作为渗透

剂，在保护细胞免受高盐浓度、极端温度和其他

形式的外部压力的侵害中起着重要作用[47]；在促

进益生菌生长、抑制致病性和胃肠道耐受性方

面也具有很高的益生元潜力，这使其有望在未

来 作 为 一 种 新 型 功 能 食 品 [48] 。 此 外 ，

Sawangwan 等通过对 4 种模型酶在不存在相容性

溶质或存在 0.5 mol/L 的 GG 和 GGA (R-2-O-α-D- 

Glucopyranosyl-Glycerate)的条件下进行灭活，发

现在存在 GG 和 GGA 时，模型酶没有发生明显的

失活，说明甘油葡萄糖苷可作为一种蛋白质的稳

定剂[49]。GG 还具有滋润保湿的作用，是化妆品

中重要的保湿成分。同时，GG 也是一种低热量

的甜味剂，可防止蛀牙。 

GG 在化妆品、食品等商业上的广泛应用，

促进了其合成方法的发展。GG 可分为 1-甘油葡萄

糖苷和 2-甘油葡萄糖苷，其中 2-甘油葡萄糖苷又

称为 αGG[50]。目前，合成 GG 的方法有 3 种：生

物 合 成 、 化 学 合 成 及 酶 法 合 成 [51] 。 利 用 蓝 藻

Synechocystis sp. PCC 6803 并结合基因工程技术可

在盐胁迫及蓝藻凝胶封装条件下，以半连续培养

方式合成 GG，并且实现 GG 的胞外分泌[52]。由

于 αGG 的保湿效果优于 1-甘油葡萄糖苷，因此

目前的研究主要集中于合成 αGG。早期报道过

利用化学法合成 αGG，但由于化学法合成效率

低、提取复杂、生物合成法成本高，因此酶法合

成是目前最常用的方法[53]。酶法合成 αGG 如表 2

所示。 

 
表 1  酶法合成熊果苷的比较 
Table 1  The comparison of enzymatic synthesis of arbutin 

酶 

Enzymes 

反应条件 

Reaction conditions 

产量 

Yield 

参考文献 

References 

LmSP 40 g/L hydroquinone, sucrose: hydroquinone=5:1, pH 7.0, 30 °C, 24 h 98.00 g/L [41] 

SmSPI336L Whole cell transformation 110.30 g/L [42] 

Amylosucrase 20 mmol/L sucrose, 5 mmol/L hydroquinone, pH 7.0, 40 °C 44.70% [43] 

XcAS 1 mol/L sucrose, 200 mmol/L hydroquinone 53.86 g/L [44] 

Dextransucrase 215 mmol/L sucrose, 450 mmol/L hydroquinone 544.00 mg/L [45] 
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表 2  酶法合成 αGG 的比较 
Table 2  The comparison of enzymatic synthesis of αGG 

酶 

Enzymes 

反应条件 

Reaction conditions 

产量 

Yield 

参考文献 

References 

LmSP 0.8 mol/L sucrose, 2.0 mol/L glycerol, 20 U/mL SPase, pH 7.0, 30 °C 63.0% [54] 

LmSP Immobilized Zbasic2-SPase 85.0% [55] 

LmSP Whole-cell catalyst, 1 mol/L sucrose, 2.5 mol/L glycerol, pH 7.0, 30 °C 189.3 g/L [56] 

BaSP/L341W 200 g/L sucrose, 200 g/L glycerol, 30 °C 86.0 g/L [50] 

 
2.2.3  其他糖苷类化合物 

除了合成熊果苷和 GG 外，SPase 还可以将葡

萄糖基转移至羧基化合物或多酚类化合物中，用

于改善这些化合物的一些特性，增强它们作为食

品和化妆品添加剂的有效性[57]。 

L-抗坏血酸(L-Ascorbic Acid，L-AA)，又称维

生素 C，具有抗氧化、抗自由基、抑制酪氨酸酶

的形成等功能，从而达到美白、淡斑的效果，可

作为化妆品的有效成分。然而由于 L-AA 的高抗

氧化活性，其在自然状态下不稳定，限制了 L-AA

在化妆品和食品工业的广泛应用 [2]。利用来自

Bifidobacterium longum 的 SPase (BlSP)催化蔗糖和

L-AA 合 成 L- 抗 坏 血 酸 2-O-α-D- 葡 萄 糖 苷

(L-Ascorbic Acid 2-Glucoside，AA-2G)，该化合物

是 L-AA 的稳定形式[58]。由于 AA-2G 可以被上皮

组织中广泛分布的 α-葡萄糖苷酶缓慢水解，因此

其在稳定性和人体生物利用度之间存在折衷，

并且已经在护肤化妆品中确立了作用效果。 

曲酸(5-羟基-2-羟甲基-γ-吡喃酮)是由许多曲

霉和青霉菌产生的真菌代谢产物。作为一种美白

产品，曲酸能够抑制酪氨酸酶的活性，减少黑色

素的产生。但是从丝状真菌中提取出的曲酸具有

一定毒性。利用 SPase 对曲酸进行糖基化后，其

产物不仅能抑制酪氨酸酶的活性，还有更好的水

溶性、稳定性[59]。 

植物多酚类物质，如芪类化合物、白藜芦

醇、黄酮类化合物，由于其抗菌和抗肿瘤等活性

在医药领域有很大的用处。白藜芦醇是天然存在

于葡萄、虎杖中的芪类化合物，作为植物抗毒素

用于防御伤害和微生物感染[60-61]。近年来的临床

试验证明，白藜芦醇可用于治疗糖尿病、心血管

疾病和神经系统疾病，并作为食品和化妆品成分

用于商业上[62]。然而天然白藜芦醇水溶性较差，

生物利用度较低，导致其在工业上应用的效果大大

下降[63]。将白藜芦醇糖基化是改善白藜芦醇水溶

性或药物特性的一般策略[64]，Kraus 等对 BaSP 进

行合理地诱变后，得到突变体 BaSP Q345F；随

后，利用该突变体对白藜芦醇进行高效糖基化，

改善了白藜芦醇的水溶性和生物利用度[65]。 

目前，已经商业化的产品有 α-熊果苷、αGG

及曲二糖等。α-熊果苷从 2002 年起已作为化妆品

的美白添加剂在许多品牌中使用(如：日本资生

堂、蝶翠诗)，其价格约为 4 000−8 000 元/kg。商

业上将 αGG 称为格莱可因(Glycoin)，由于其生产

过程价格昂贵且没有较好的分离方法，导致其价

格昂贵——含量 50%的αGG 价格约为 3 000 元/kg。

曲二糖在中国的研究还不多，但已作为试剂及  

一些药物中间体在日本等国家商业出售[28]。利用

SPase 生产这些高价值的产品经济快速，因此研究

该酶具有重要作用及很高的经济价值。 

3  蔗糖磷酸化酶的工程改造 

3.1  热稳定性 

在不良条件下，高热稳定性往往伴随良好的

性能。热稳定性的提高可能会导致：酶在异源宿

主中表达产量更高；在温和条件下，酶的长期存活

率提高；在恶劣的工业条件下半衰期更长[66-67]。目

前工业生产中使用的 SPase 来源于非嗜热菌株，

稳定性都不高，而在工业应用上利用蔗糖磷酸化

酶进行的转糖基化反应最好在 60 °C 或更高的温度
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下，以避免微生物污染[68]。因此，SPase 的低热稳

定性成为其工业应用发展的瓶颈，提高热稳定性

是工程改造的重要目标。 

获得热稳定性高的酶的方式通常有 2 种：自然

筛选和工程改造。工程改造包括定向进化、半理

性设计和理性设计[69]。表 3 总结了提高 SPase 热稳

定性的改造策略。利用易错 PCR 对来自变形链球

菌的 SPase 随机突变，这种定向进化的方式获得

的突变体在 60 °C 加热 20 min 后仍保留 60%的初

始酶活性 [70]；在理性设计中，利用计算机选出

BaSP 晶体结构中最灵活的区域，将其定点突变也

获得了热稳定性提高的突变体[71]。与定向进化相

比，半理性和理性设计可以创建少量 SPase 的突

变体，减少了筛选的工作量。除上述方法外，固

定化也是一种非常有效的酶强化策略[75]。将 BaSP

多点共价固定在 Sepabeads EC-HFA 上，酶的最佳

温度从 58 °C 提高到 65 °C，而且 pH 稳定性也有

了显著提高。此外，Valikhani 等还对酶与微反应

器进行融合设计，将酶与 2 个 Zbasic2 模块多价结

合，结果在连续反应器操作过程中，经过 690 个

反应周期后酶仍能保持约 70%的活性[76]。 

虽然通过各种方法可以将 SPase 的最适反应

温度提高到 60 °C 左右，但在实际改造过程中仍

存在许多问题。固定化方法虽然提高了酶的热稳

定性，但固定化过程耗时且昂贵，限制了该法

在工业上的广泛应用 [71]。此外，半理性与理性

设计热稳定性酶突变体也是一大挑战，因为目

前尚不清楚引入的氨基酸突变与相邻残基的相

互作用。另一个亟待解决的问题是引入的突变

可能会导致酶失去活性或者活性大幅降低，导致

酶突变体不适合工业应用。在未来的研究工作

中，需要清楚该酶的三级结构，明确引入的氨基

酸残基突变点的具体位置，为半理性和理性设计

提供基础。 

3.2  转糖基化活性改造 

利用蔗糖磷酸化酶对一些化合物进行糖基

化，可显著改善它们的水溶性和生物利用度。目

前需要解决的问题是，SPase 对这些化合物的亲和

力很低且在与水解反应竞争时，转糖基化反应处于

劣势。例如，在以芳香族化合物为受体时，转糖基

化速率低于水解速率，即使有很高的供受体底物

浓度，产率仍然不高，因此在工业上的应用受到

了限制[20,77]。此外，SPase 利用蔗糖和葡萄糖为供

受体底物时，可以合成低热量的甜味剂——曲二

糖，但其仅为次要产物，需要通过各种方法将酶

的特异性转移至曲二糖的形成上[78]。 

提高转糖基化活性的方法包括改变环结构、

定向进化和蛋白质工程等，构建突变体是最常用

的方法，如表 4 所示。通过半理性诱变和低通量

筛选获得的组合突变体 L341I_Q345S 对曲二糖的

选择性为 95%，原因是突变体对麦芽糖的选择性

减少[78]。然而利用 BaSP Q345F 突变体对多酚化

合物进行转糖基化反应，转化率相比野生型的

4%提高到了 97%[65]。这主要是由于突变形成了

结构域转移，在活性位点引入了新的 π-π 和疏水

相互作用，使 SPase 的受体偏好性由磷酸变为多

酚底物，对包括白藜芦醇在内的多种芳香族底物

的转化率增加[65,82]。 

 
表 3  提高 SPase 热稳定性的方式 
Table 3  The methods to improve the thermostability of SPase 

来源 

Sources 

方式 

Strategy 

结果 

Results 

参考文献 

References
Streptococcus mutans Random mutations 60% activity remains at 60 °C for 20 min [70] 
Bifidobacterium adolescentis Combination of sequence- and 

structure-based mutagenesis 
The half-life at 60 °C improved double [71] 

Streptococcus mutans Consensus engineering Tm value increased by 7 °C [72] 
Bifidobacterium adolescentis Multipoint covalent immobilization The optimum temperature reached 65 °C [73] 
Bifidobacterium adolescentis CLEAs The optimum temperature improved 17 °C [74] 
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表 4  不同突变体的转糖基化 
Table 4  Transglycosylation results of different mutants 

酶的来源 

Sources of enzyme 

突变位点 

Mutant site 

结果 

Results 

参考文献 

References
Bifidobacterium adolescentis L341I, Q345S The selectivity of kojibiose was 95% [78] 

Leuconostoc mesenteroides E237Q The product impoved seven times [79] 

Leuconostoc mesenteroides  T180, T219, P236 Increased L-sorbose transglycosidation activity [80] 

Bifidobacterium adolescentis Q345F The glycosylation rate of aromatic receptors reached up to 97% [63] 

Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum 

R134A The ability of binding to macromolecular receptors increased [81] 

 
目前通过构建突变体获得了许多转糖基化活

性提高的酶突变体，但由于许多改造位点位于酶

关键活性位点的附近，直接导致酶活性丧失或降

低[81]。此外，利用酶突变体合成产物的产率通常

过低，使突变体在工业应用上受到限制。未来需

要在寻找既能提高酶转糖基化活性又不使酶活性

降低的酶突变体方面做出努力，以获得更适合于

工业生产的蔗糖磷酸化酶突变体。 

3.3  SPase 在大肠杆菌(Escherichia coli)中的可

溶性表达改造 

大肠杆菌是一种具有 2 层细胞膜的革兰氏阴

性菌，因此表达的重组蛋白可以位于细胞质、周

质和细胞外培养基中。表达的重组蛋白分泌到细

胞外通常是最理想的，因为目标蛋白质被较少的

蛋白质污染，并且需要的提取步骤更简单。细胞

外表达蛋白质中的优良蛋白质折叠特性也可以提

高生物学活性、溶解性和稳定性。然而 SPase 是 

一种天然的细胞质酶，需要经过物理、化学等方

法破坏膜结构将酶从细胞内提取出来。大肠杆菌

具有良好的遗传特性，培养要求简单和生长周期

较短，是 SPase 表达最常用的宿主。但是在酶表

达过程中通常会产生大量的包涵体，极大地限制

了 SPase 的生产，给工业应用带来了不便。目前，

许多研究集中在改善 SPase 在大肠杆菌中的可溶

性表达。 

通过对几种诱导因子进行诱导，如初始细胞

密度、诱导剂(IPTG)浓度、诱导时间和温度等，

经过优化后，纯化的 SPase 比活性大大提高，在

大肠杆菌中的可溶性表达提高了 1.8 倍[29]。除了

这种方法外，下述方法也可用于提高 SPase 的可

溶性。 

3.3.1  利用分子伴侣 

许多新合成的蛋白质的有效折叠依赖于分

子伴侣的帮助，这有助于防止蛋白质在细胞拥

挤的环境中错误折叠和聚集[83]。De Marco 等提出

两步法来增加溶解度：第一步，利用 4 个伴侣系

统 GroEL/GroES、DnaK/DnaJ/GrpE、ClpB 和小的

HSPs IbpA/IbpB 与重组蛋白协同过量生产，以优

化从头折叠；第二步，抑制蛋白质生物合成以允

许伴侣蛋白介导的体内错误折叠和聚集蛋白质的

重新折叠，最终使 70%的 64 种外源蛋白的溶解度

提高了 42 倍[84]。 

Yao 等在大肠杆菌 BL21(DE3)中表达了来自

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 的

蔗糖磷酸化酶基因(TtSP)，为了增强 TtSP 的可溶

性表达，共表达了一些伴侣质粒，并优化了它们

的共表达条件；在最佳条件下，TtSP 的活性，特

别是与 pG-TF2 共表达，达到 25.7 U/mg，是未共

表达时的 6.92 倍[85]。 

3.3.2  选择性引入稀有密码子 

外源基因中稀有密码子导致的蛋白合成提前

终止，以及氨基酸的错误插入和/或 mRNA 的缓慢

翻译，会降低外源蛋白质的表达。Zhong 等将同

义稀有密码子(SRCs)选择性引入到经密码子优化

的 Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum

的蔗糖磷酸化酶基因和 Streptomyces caatingaensis
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的酰胺水解酶基因中，研究了引入 SRCs 对这 2 个

基因在大肠杆菌 BL21(DE3)中表达的影响；结果

表明，包含 9 个 SRCs 的最佳 SPase 突变体的可溶

性蛋白水平是原来的 6 倍，而且选择性引入 SRCs

可以减弱特定位点的翻译，而这种不连续的衰减

可以暂时分离肽链片段的翻译并主动协调其共翻

译折叠，从而增强功能蛋白的表达[86]。 

3.3.3  使用组成型表达系统 

天然酶通常不适用于工业生产，需要改善其

底物特异性、稳定性或选择性。这些特性可以通

过蛋白质工程优化，其中定向进化是一种非常有

效的方法。突变体库的高通量筛选通常被认为是

定向进化的瓶颈，在筛选文库之前，必须实现酶

的可溶性表达。在 Aerts 等[87]的研究中，研究者

设计了一组具有不同启动子强度的组成型表达质

粒，并通过在大肠杆菌中表达多种微生物来源的

蔗糖磷酸化酶，以证实该表达系统可用于高通量

小规模表达。总体而言，在较低温度和较弱启动

子条件下，使用深孔或低孔表达的酶产量有所提

高，说明包涵体形成减少，可溶性表达提高。 

4  展望 

以上总结了近年来关于蔗糖磷酸化酶的一些

研究，虽然已经利用多种酶工程策略对 SPase 进

行改造并得到了一些有益产品，但仍需更快更好

的方法构建新的酶突变体，以生产更有价值的化

合物。近年来仅研究了催化残基及受体位点中的

一些残基，而活性位点中的残基在酶的特异性中

也起重要作用，而且其他残基对特异性是否有作

用是未知的，未来可以对这些残基进行研究。此

外，SPase 与淀粉蔗糖酶和蔗糖水解酶密切相关，

将这些酶进行比较可以产生新的突变位点，可能

获得新的高价值产物。在转糖基化反应中，由于

水解副反应占有利地位，转糖基化反应活性很

低。增加酶量仅对某些受体的转糖基化活性有

利，而大多数受体与酶没有特异性作用，因此可

能需要对受体位点进行彻底重构，从而获得转糖

基化活性提高的酶变体。 

目前，仍然主要通过随机或饱和突变等半理

性方法进行酶的改造，所以需要更有效的方法，

例如，利用同源性建模、配体对接及多序列比对

等技术通过限制突变点的数量来降低筛选的工作

量。另一方面，了解蛋白质的结构也同样重要，

它们决定了催化机制和活性位点，相关分析后可

以对更远的残基进行突变，以得到好的结果。 
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