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摘   要：【背景】β-半乳糖苷酶转糖苷活性弱，产物低聚半乳糖(galactooligosaccharides, GOS)易被

水解，致其催化得率普遍较低。【目的】以 GH42 家族 Geobacillus stearothermophilus 来源 β-半乳

糖苷酶 BgaB 为对象，探讨家族保守氨基酸位点突变对 β-半乳糖苷酶 BgaB 催化活性的影响。【方

法】在单点突变体功能研究基础上，采用定点突变与化学修饰相结合的方法，对保守氨基酸位点

E303 与 F341 进行累积突变。【结果】与野生型酶相比，所构建双点突变体 Ox-E303C/F341S 水解

活性降低为 30%；GOS 最大得率由 0.75%提高到 19.50%。【结论】家族保守氨基酸位点累积突变

能够使单点突变体功能得到共同进化，降低 β-半乳糖苷酶水解活性和底物抑制作用，能够提高其

转糖苷催化活性。 
关键词：β-半乳糖苷酶；累积突变；低聚半乳糖；GH42 糖苷水解酶家族；转糖苷催化活性 
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Abstract: [Background] The weak transglycosidase activity of β-galactosidase and the 
hydrolyzable property of the product galactooligosaccharides (GOS) results in the low product 
yield. [Objective] To study the effect of mutations at highly conserved sites of glycoside 
hydrolase family 42 (GH42) on the catalytic activity of the β-galactosidase BgaB from 
Geobacillus stearothermophilus. [Methods] On the basis of the functional analyses of single site 
mutations, the conserved sites E303 and F341 were cumulatively mutated by the combination of 
site-directed mutagenesis and chemical modification. [Results] The double-site mutant 
Ox-E303C/F341S was constructed. Compared with the wild-type enzyme, the double mutations 
reduced the hydrolysis activity to 30% and increased the GOS yield from 0.75% to 19.50%. 
[Conclusion] The cumulative mutations of conserved sites enable co-evolution of single-site 
mutant functions. Reducing the hydrolytic activity and substrate inhibition can improve the 
transglycosidase activity of β-galactosidases. This work provides a reference for the modification 
and regulation of the transglycosylating activity of GH42 β-galactosidases. 
Keywords: β-galactosidase; cumulative mutation; galactooligosaccharides (GOS); glycoside 
hydrolase family 42 (GH42); transglycosylating activity 
 

β-半乳糖苷酶 (EC.3.2.1.23)具有水解和转

糖苷两种催化功能，能以乳糖为底物合成低聚

半乳糖 (galactooligosaccharides, GOS)[1]。GOS
是一种重要的功能性低聚糖，主要用于婴幼儿

配方食品中代替母乳源低聚糖 (human milk 
oligosaccharides, HMOs)，对小肠起到保护屏障

及调控益生菌生长作用[2]。不同生物来源 β-半
乳糖苷酶 GOS 合成能力及其分子组成差异较

大，并直接影响 GOS 益生元性[3]。受水解反应

及产物抑制等多种因素制衡，β-半乳糖苷酶催

化 GOS 得率普遍处于 20%−50%水平[4-5]。我国

对 GOS 的研究与应用与发达国家相比起步较晚，

GOS 得率不足 40%，有效成分含量小于 60%[6-8]。

自 2008 年批准 GOS 作为新资源食品以来，国内

具有产业化生产规模的企业数量较少，高纯度

GOS 产品在我国还处于空白阶段。我国 GOS
产业无论是产量还是质量都有待发展。 

近 20 年来，针对 GOS 合成开展了持久的研

究探索[9-11]。例如，2001年Hansson 等将Pyrococcus 
furiosus 来源 β-葡萄糖苷酶 Phe426 位点突变为

酪氨酸，使 GOS 得率由 40%提高到 45%[12]。

2009 年，Placier 等首先通过随机突变结合活性

筛选的方法获得转糖苷催化活性改良的突变体

R109K；再对 R109 位点进行饱和突变获得转糖
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苷催化活性进一步提高的突变体酶 R109W，在

以乳糖作为底物的反应体系中，其低聚半乳三

糖得率由 2%提高到 23%[13]。2013 年，Wu 等将

Sulfolobus solfataricus 来源 β-半乳糖苷酶分子

与已有同源晶体结构进行比对，预测并针对可

能参与 GOS 结合的 Phe441 位点进行定点改造，

成功地将 GOS 得率由 50.9%提高到 61.7%[14]。

2019 年，Gao 等采用破坏-1 糖苷结合位点氢键

网络与提高催化活性中心疏水性相结合的理性

设计策略，对 Aspergillus oryzae 来源 β-半乳糖

苷酶 N140 和 W806 位点进行定点突变，所得双

点突变体 N140C/W806F 将 GOS 得率由野生型

的 35.7%提高到 59.8%[15]。 
已有研究显示，通过分子改造调控糖苷水

解酶转糖苷催化功能，是提高 GOS 得率的有效

技术途径[16-18]。本研究前期通过分子结构模拟

与底物对接预测了参与 GH42 家族 Geobacillus 
stearothermophilus 来源 β-半乳糖苷酶 BgaB 底

物结合的氨基酸位点，并通过位点改造获得了

催化活性改良的突变体酶[19-20]。在参与底物结

合的氨基酸位点中发现 Phe341 位点突变可以

改变 BgaB 对水解产物半乳糖的亲和力，从而

调控半乳糖对酶活的抑制作用，并以此获得底

物抑制作用降低突变体 F341S；前期研究还获

得了亲核催化氨基酸位点 Glu303的−SOO−替换

突变体 Ox-E303C，该突变体提高了 BgaB 转糖

苷催化活性。在此研究基础上，本研究以 Glu303
和 Phe341 氨基酸位点为目标，探讨位点累积

突变对酶催化活性的影响，以期为 GH42 家族

β-半乳糖苷酶分子调控机制研究奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

重组表达所用 Geobacillus stearothermophilus

来源 β-半乳糖苷酶基因 bgaB (GenBank 登录号为

AAA22262.1, 672 aa)和 Escherichia coli JM109、
DH5α 及质粒载体 pKK223-3 均由江南大学食品

生物技术中心菌种库(Culture Collection of Food 
Microorganisms, Jiangnan University CCFM)保存。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0，用于宿主菌大肠杆菌的培养。

在 LB 培养基中加入氨苄青霉素至终浓度为

100.0 µg/mL，用于重组菌的培养和筛选。 
TB 培养基(g/L)：蛋白胨 12.00，酵母提取

物 24.00，甘油 5.00，KH2PO4 2.31，K2HPO4·3H2O 
16.43，用于目的蛋白的诱导表达。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

DNA 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶和 Taq 
DNA 聚合酶，大连宝生物工程有限公司；DNA
聚合酶，Toyobo 公司；限制性内切酶 DpnⅠ，

Fermentas 公司；氨苄青霉素，生工生物工程(上
海)股份有限公司；DNA 琼脂糖凝胶电泳胶回

收试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；PCR 产

物纯化试剂盒，北京天根生化科技有限公司；

BCA 蛋白定量试剂盒，北京庄盟生物基因科技

有限公司；镍亲和柱 (Ni-Chelaing column)，
Qiagen 公司。 

PCR 仪，G-STROM 公司；冷冻离心机，

Eppendorf 公司；核酸电泳仪、凝胶电泳仪和凝

胶成像系统，Bio-Rad 公司；微孔板检测系统，

Molecular Devices 公司；可见分光光度计，尤

尼柯上海仪器有限公司；超声波破碎仪，Sonics 
& Materials 公司；高效液相色谱，大连依利特

分析仪器有限公司；蒸发光散色检测器(ELSD)，
奥泰科技有限公司；Discovery Studio 分子动力

学模拟软件，BIOVIA 公司。 
1.2  方法 
1.2.1  GH42 家族 β-半乳糖苷酶生物信息分析 

GH42 家族 β-半乳糖苷酶氨基酸序列通过
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EC 编码(EC 3.2.1.23)在 NCBI (National Center 
for Biotechnology Information, https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/) 无 冗 余 数 据 库 (non-redundant 
database)、UniProt 数据库(https://www.uniprot. 
org/)和 CAZy 数据库(http://www.cazy.org/)中检

索获得。BgaB 同源结构 3TTY 于 PDB 数据库获

得；多重序列比对采用 MEGA 11 软件 CLUSTAL
算法完成(http://www.megasoftware.ent/)。 

结合多重序列及结构比对分析构建 GH42
家族 β-半乳糖苷酶底物结合位点“序列轮廓” 
(sequence profile)。首先，以 3TTY 为模板，利

用 Discovery Studio 对 BgaB 分子结构进行同源

建模。通过 LibDock 将底物与 BgaB 活性口袋

进行分子对接，并以底物分子为中心，将参与

底物结合氨基酸位点设定在 5Å 范围内。采用

多重序列比对分析参与底物结合氨基酸位点在

GH42 家族中的保守情况，并提交 WebLogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/)生成 GH42 家族底

物结合氨基酸位点序列 Logo。 
1.2.2  E303C/F341S 突变体构建 

以实验室已构建质粒 pKK223-3-bgaB-F341S
为模板，采用快速全质粒扩增突变法(QuickChange® 
site-directed mutagenesis protocol)针对 E303 氨

基酸位点构建半胱氨酸(Cys)替换的单点突变

体，引物序列设计为 5′-GTCAACCGTTTATTTT 
GATGTGCCAGGTAACCTCACATGTTAA-3′。 
1.2.3  野生型及突变体酶的表达与纯化 

野生型及突变酶在 E. coli JM109 中进行重

组表达。挑选重组菌单克隆接种于 5 mL LB 抗

性培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养过夜至

饱和。将饱和种子液按 1%接种于 200 mL LB
抗性液体培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养

至 OD600 达到 0.6−1.0。加入 1 mmol/L IPTG 于

20 °C 诱导表达过夜后 3 000 r/min 离心 20 min
收集菌体。用磷酸缓冲液(100 mmol/L, pH 7.0)
重悬并加入蛋白酶抑制剂(1×Cocktail)后，冰浴

条件下超声(工作 1 s，间歇 9 s，功率 200 W，

总时长 30 min)破壁。将破胞液于 55 °C 热处理

30 min 去除不耐热杂蛋白，经 12 000 r/min 离心

20 min 收集上清制得粗酶液。粗酶液过 0.22 μm
滤膜后上镍亲和柱。先用 6 倍柱体积 washing 
buffer (分别含咪唑浓度 20−100 mmol/L)梯度

洗脱杂蛋白质，最后用 4 倍 elution buffer (含
250 mmol/L 咪唑)洗脱目的蛋白，收集洗脱液。

用磷酸缓冲液(50 mmol/L, pH 7.0)透析得纯

化酶蛋白样品。  
1.2.4  突变体 Ox-E303C/F341S 制备[21] 

突变体 E303C/F341S 经不同浓度 KI 处理后，

其 303 位点−SH 侧链被氧化为−SOO−，得到突变

体 Ox-E303C/F341S。其氧化反应体系如表 1 所

示，体系合计 100 μL，含 0.25 mol/L 磷酸盐缓

冲溶液(pH 6.5)、10 μmol/L Br、0−0.3 mol/L KI。
以野生型酶作为对照，25 °C 氧化反应 30 h。 
1.2.5  水解活性测定 

按 Gist-Bracades 法 [22]测定水解活性。取

100 μL 酶液和 900 μL 磷酸盐缓冲液(pH 6.5)加
入 10 mL 试管中混匀，加 5.0 mL 邻硝基苯 β-D-
半乳吡喃糖苷(ortho-nitrophenyl-β-galactoside, 
ONPG)为底物，55 °C 精确反应 10 min 后，迅

速取出置于冰水浴中并加入 2.0 mL Na2CO3 溶

液终止反应。以空白值为参比，室温下用分光 
 

表 1  突变体氧化体系 
Table 1  Reaction conditions for the mutant 
oxidation 
Items Volume  

(μL) 
Final concentration 
(μmol/L) 

Enzyme solution 5 3 
Phosphate buffer (pH 6.5) 85 250 
KI 5 0−300 
Br 5 10 
Total 100  

25 °C 下反应 
Reaction occurs at 25 °C. 
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光度计(420 nm)测定样品吸光度。酶蛋白含量采

用 BCA 法测定[23]。按以下公式计算水解活性： 

420 8(g)
4.45 10 W

EU
E




 
 (1) 

式中：E420 为 420 nm 处的吸光度值；Ew 为

100 μL 所用酶液含酶质量(g)；8 为反应总体

积；10 为反应时间(min)；4.45 为在实验条件下

1 μmol-ONP/mL 的吸光度值。 
1.2.6  反应历程及产物分析 

于氧化反应体系(pH 6.5，50 mmol/L 磷酸

盐缓冲溶液，55 °C)中加入 20 μL 500 mmol/L
乳糖作为底物，取不同反应时间混合物于 95 °C
加热 5 min 终止反应。将反应混合物梯度稀释

后进行高效液相色谱 (HPLC)定量分析。色谱

柱：TSKgel Amide-80 氨基柱(250 mm×4.6 mm, 
5 µm)；流动相：乙腈与水按体积比 70:30 混合；

HPLC 条件：流速 1.0 mL/min；柱温 30 °C；进

样量 15 µL；蒸发光散射检测器：漂移管温度

45 °C；N2 压力 3.0×105 Pa。 
分别配制浓度为 2、4、6、8、10、12 mmol/L

葡萄糖、半乳糖和乳糖标准溶液，用进样器精

确吸取标准工作液各 15 µL 注入液相色谱，按

照上述色谱条件，记录标准品色谱峰保留时间

和峰面积。以葡萄糖、半乳糖和乳糖浓度为横坐

标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线。每隔 10 h 取

反应液 15 µL 注入液相色谱，记录 30 min 色谱

峰保留时间及峰面积，根据标准曲线计算乳糖、

半乳糖和葡萄糖浓度(mmol/L)，再依摩尔质量

换算为质量浓度(mg/L)。GOS 相对产量为最终

产物合成浓度占初始乳糖浓度的百分比[13]，计

算公示： 

ac0 Gal

ac0

(%) 100L Glc Lact

L

m m m mGOS
m

  
   (2) 

式中：M 为各组分质量浓度(mg/L)；mLac0 为初

始乳糖浓度；mLact 为终产物中乳糖浓度；mGal

为半乳糖浓度；mGlc 为葡萄糖浓度。 

2  结果与分析 
2.1  功能氨基酸位点的选择 

β-半乳糖苷酶可利用转糖苷活性催化乳糖

合成聚合度不等的低聚半乳糖(GOS)，分子式为

Gal-(Gal)n-Glc/Gal (n 为 0−6)[24-25]。同时又可利

用其水解活性将转糖苷产物 GOS 水解为葡萄糖

和半乳糖等。这些水解产物特别是半乳糖的积累

对 β-半乳糖苷酶活性具有显著抑制作用[26-27]。

β-半乳糖苷酶水解活性大于转糖苷活性，同时

又存在底物抑制作用，导致 GOS 得率普遍较

低[28]。已有研究显示，参与底物结合的氨基酸

位点对酶催化活性具有调控作用[15,29-30]。本研

究采用同源建模与底物对接方法对 BgaB 分子

中参与半乳糖结合的氨基酸位点进行了预测。

如图 1 所示，BgaB 分子采用典型 TIM (distored 
triosephosphate isomerase)催化结构域(图 1A)，
参与半乳糖分子结合的氨基酸位点主要分布于

TIM 结构域内(图 1B)，其中通过氢键作用参与

半乳糖结合的位点 9 个、非氢键作用结合位点

7 个(图 1C)。 
参与底物结合的氨基酸位点中 Phe341 突

变可以改变 BgaB 对半乳糖分子的亲和力，进

而调控其对酶活的抑制作用[31-32]；将亲核催化

氨基酸位点 Glu303 侧链替换为−SOO−可提高

BgaB 转糖苷催化活性[33]。在此研究基础上，本

研究对 GH42 家族 2 081 个 β-半乳糖苷酶非冗

余氨基酸序列进行比对，分析了参与底物结合

氨基酸位点在家族中的进化情况，结果如图 2
所示。Glu303 为家族内高度保守的氨基酸位点，

保守度 100%；Phe341 为保守氨基酸位点，保

守度为 89%，表明这 2 个氨基酸位点在进化过

程中对 GH42 家族 β-半乳糖苷酶催化活性的

形成和保持具有重要作用。本研究以 Glu303 和 
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图 1  β-半乳糖苷酶 BgaB 分子结构及半乳糖结合模型   A：BgaB 单体结构及活性中心. B：半乳糖结

合模式. C：参与半乳糖结合的氨基酸位点 
Figure 1  The molecular structure and the galactose binding mode of β-galactosidase BgaB from 
Geobacillus stearothermophilus. A: Overall structure of the BgaB monomer and the active center. B: The 
galactose bound in the active center of BgaB. C: A drawing of the surrounding amino acid residues of 
β-galactosidase BgaB interacting with the galactose molecule. 
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图 2  GH42 家族 β-半乳糖苷酶参与底物结合氨基酸位点及其进化保守度 
Figure 2  Sequence profile of the substrates binding sites of GH 42 family β-galactosidases and evaluation 
of the degree of conservation at each site. 

 
Phe341 为研究目标，探讨这 2 个具有不同调控

作用的保守氨基酸位点累积突变对酶催化活性

的影响。 

2.2  Ox-E303C/F341S 突变体的构建 
以实验室已构建 BgaB 单点突变体 F341S

为模板，对其 E303 位点进行 Cys 替换，获得

双点累积突变体 E303C/F341S。对野生型酶及

双点累积突变酶进行重组表达并过镍柱纯化。

以不同浓度 KI (0−0.3 mol/L)为氧化剂，对双

点突变体 E303C/F341S 中 E303 位点半胱氨酸

侧链进行氧化，得到−SOO−替换双点突变体

(Ox-E303C/F341S)。以野生型酶为对照，KI 浓

度对野生型及突变体水解活性影响如图 3A 所

示。Ox-E303C/F341S 水解活性随 KI 浓度增大

而提高，当 KI 浓度达到 0.2 mol/L 后其水解活

性保持稳定，相同条件下野生型酶无明显变化。

试验结果表明 0.2 mol/L KI 氧化处理所得突变体

Ox-E303C/F341S 水解活性稳定。由图 3B 可知，

相同氧化时间条件下，Ox-E303C/F341S 水解活

性始终低于野生型酶。Ox-E303C/F341S 水解活 

 

 
 

图 3  KI 氧化对野生型酶及突变体 E303C/F341S 活性的影响   A：KI 浓度对突变体水解活性的影响. 
B：处理时间对突变体水解活性的影响 
Figure 3  Potency of inhibition of wild type and E303C/F341S mutant activity via oxidation through KI 
exposure. A: Effect of KI concentration on enzyme activity. B: Effect of treatment time on enzyme activity. 
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性随氧化时间延长先增高后趋于平稳，当处理

时间达到 192 h 时水解活性达到最大。而相同

条件下，野生型酶水解活性几乎不受氧化时间

影响。由此得最佳氧化处理条件为：KI 浓度为

0.2 mol/L，氧化反应时间为 192 h。 
SDS-PAGE 分析显示野生型及突变体酶均

为 70 kDa 单一蛋白条带(图 4)。双点突变体

E303C/F341S 及其氧化修饰体 Ox-E303C/F341S
相较野生型酶、E303C 和 F341S 单点突变体均

未发生蛋白大小改变，结合野生型及突变体酶

水解活性分析表明双点突变体重组表达正确。 

2.3  野生型及突变体酶水解活性分析 
以 oNPG 为反应底物，测得野生型酶、单

点突变体 F341S、E303C 以及双点累积变体

E303C/F341S 和 Ox-E303C/F341S 比酶活如表 2
所示。其中，单点突变体 E303C 比酶活仅为野

生型酶的 0.6%。这是由于 E303 为亲核催化氨 
 

 
 

图 4  野生型及突变体酶 SDS-PAGE 分析   M：标

准蛋白分子量；W：野生型酶；L1：双点突变体

E303C/F341S；L2：双点突变体 Ox-E303C/F341S；
L3：单点突变体 E303C；L4：单点突变体 F341S 
Figure 4  Analysis of the purified wild-type and 
mutant proteins by sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). M: 
Molecular Marker; W: Wild-type; L1: E303C/F341S 
mutant; L2: Ox-E303C/F341S mutant; L3: E303C 
mutant; L4: F341S mutant.  

表 2  野生型及突变体酶以 oNPG 为底物的比酶活 
Table 2  Specific activities of wild-type and 
mutant enzymes using oNPG as substrate 
Enzymes Specific activity  

(U/mg) 
Relative activity 
(%) 

Wild-type enzyme 37.20 100 
E303C/F341S 0.07 0.20 
Ox-E303C/F341S 11.16 30 
F341S* 27.90 75 
E303C* 0.22 0.60 
*：本实验室已构建单点突变体 
*: Single-point mutants have been constructed in this 
laboratory. 

 
基酸位点，在 GH42 家族进化中高度保守，对 β-
半乳糖苷酶催化功能的维持具有关键作用[34-36]。

这一实验结果也验证了该位点突变会导致水解

活性大幅度下降甚至失活；单点突变体 F341S
比酶活下降为野生型的 75%。前期研究结果表

明 F341 位点具有调控半乳糖抑制的作用，单点

突变体 F341S 受半乳糖抑制作用相较野生型酶

减弱[32]。由此推测，F341S 水解催化活性的降

低可能是由于其对半乳糖基识别能力改变所

致。双点突变体 E303C/F341S 比酶活低于野生

型及单点突变体，仅为野生型酶的 0.2%，表明

位点 E303 与 F341 的累积突变加剧了水解活性

的损失；而 Ox-E303C/F341S 水解活性为野生

型酶的 30%，表明−SOO−侧链替换恢复了部分

水解活性。 

2.4  野生型酶及双点突变体 Ox-E303C/ 
F341S 催化反应历程及产物分析 

野生型酶及双点突变体 Ox-E303C/F341S
催化乳糖反应过程中，各组分含量随反应时间的

变化规律如图 5 所示。野生型酶在反应 0−10 h
阶段出现了转糖苷产物 GOS，最大得率为 0.75%；

在 50 h 反应过程中随着乳糖水解，产物半乳糖

和葡萄糖含量逐渐增大，GOS 在反应时间达

到 20 h 时含量降低为 0。表明野生型酶对底物

及产物均具有较强水解作用。与野生型酶相 



 
2540 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 

 
 

图 5  野生型酶及突变体催化乳糖反应   A：野生型酶催化乳糖反应. B：双点突变体 Ox-E303C/F341S
催化乳糖反应 
Figure 5  Reaction process of lactose conversion and product formation catalyzed by wild-type and mutant 
enzymes. A: Lactose conversion catalyzed by wild-type enzyme. B: Lactose conversion catalyzed by the 
mutant Ox-E303C/F341S. 
 
比，双点突变体 Ox-E303C/F341S 催化乳糖反

应过程中水解产物半乳糖及葡萄糖表现出相

似的增大趋势；但相同反应时间下，双点突变

体 Ox-E303C/F341S 催化乳糖的保留浓度高于

野生型，而半乳糖和葡萄糖含量低于野生型，

表明其对乳糖的水解活性降低。反应 20 h 时

GOS 得率达到最大值 19.50%；在 50 h 反应历

程中 GOS 水解率小于 2%。表明双点突变体

Ox-E303C/F341S 相较野生型酶转糖苷催化能

力提高，且对转糖苷产物 GOS 的水解活性降

低。这一实验现象与水解活性分析结果一致。 
反应终产物 TLC 分析结果如图 6 所示，野

生型酶产物组分主要由乳糖水解后形成的半乳

糖和葡萄糖构成；相同条件下，双点突变体

Ox-E303C/F341S 反应体系中除含有半乳糖和

葡萄糖外，还有少量乳糖以及分子量大于单糖

和双糖的转糖苷产物(GOS)。这些 GOS 产物由

3−4 个不同聚合度的低聚半乳糖构成，已有研

究表明主要是异乳糖、低聚半乳二糖和低聚半

乳三糖。对比双点突变体 Ox-E303C/F341S 与

单点突变体 Ox-E303C，相同条件下前者的 GOS
得率明显提高。结合反应历程和 TLC 分析结果 

 
 

图 6  野生型及突变体催化乳糖反应产物的 TLC
分析   M：标准品；WT：野生型酶；Ox-E303C：

单点突变体；Ox-E303C/F341S：双点突变体 
Figure 6  TLC analysis of lactose conversion 
reaction products yield by wild-type and mutant 
enzymes. M: Standard marker; WT: Wild-type 
enzyme; Ox-E303C: Single-site mutant; 
Ox-E303C/F341S: Double-site mutant. 
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可知，野生型酶在催化反应过程中少量合成的

GOS，随着反应时间延长又被水解为单糖，导

致终产物中无 GOS 检出。以上结果表明，

Ox-E303C/F341S 相较野生型酶对乳糖的水解

活性降低，转糖基活性提高，同时对 GOS 的水

解活性减弱，使其在反应过程中得以积累，并

在终产物中稳定存在。这也说明对于底物抑制

及转糖苷活性的累积突变对转糖苷活性具有正

向促进作用。 

3  讨论与结论 
虽然微生物来源 β-半乳糖苷酶被广泛用于

GOS 工业合成，但其底物乳糖并不是自然界中

微生物的直接碳源，也不是 β-半乳糖苷酶最适

作用底物。因此，β-半乳糖苷酶尚未进化出与

乳糖相适应的转糖苷催化活性[37-38]。对不同菌

属来源 β-半乳糖苷酶开展的 GOS 合成研究显

示，β-半乳糖苷酶转糖苷催化活性普遍弱，并

在转糖苷催化过程中伴随着底物与产物水解反

应，导致 GOS 得率低[6]。β-半乳糖苷酶按照氨

基酸序列相似性分属于糖苷水解酶 GH1、GH2、
GH35、GH42、GH50 和 GH59 家族，且同归属

于 ClanA 超家族。ClanA 超家族关键催化位点

为 2 个谷氨酸残基，分别位于 TIM 桶状结构域

“(/)8”的第 4 和第 7 个片层结构上，且在进

化过程中高度保守 [39]。本研究对 GH42 家族

2 081 条非冗余序列的多重序列比对结果也验证

了谷氨酸(E)催化位点的高度保守性(图 2)，这

也表明其对 β-半乳糖苷酶催化活性的形成及分

子调控机制研究具有重要价值。前期研究对

BgaB 亲和催化氨基酸 Glu303 残基侧链采用定

点突变与化学修饰相结合的方法进行−SOO−替

换，提高了其转糖苷催化能力[33]。 
从分子结构进化角度来看，位于 TIM 结构

域表面维持分子刚性和位于疏水核心区域参与

催化的氨基酸位点也具有高度进化保守性。这

也使得 ClanA 超家族 β-半乳糖苷酶虽然采用相

同蛋白折叠方式，却可于不同环境中进化出多

样化的催化特性及底物适应性。例如，GH1 家

族 β-半乳糖苷酶以嗜热古细菌来源耐热酶为

主；GH2 家族以嗜冷及肠道微生物来源 β-半乳

糖苷酶为主；GH35 家族多为植物来源 β-半乳

糖苷酶，其结构及催化活性与微生物来源 β-半
乳糖又截然不同[40]。与其他糖苷水解家族 β-半
乳糖苷酶擅长利用寡糖为底物的催化特性不

同，GH42 家族 β-半乳糖苷酶多来源于嗜极性原核

微生物(如嗜热菌、低温菌及嗜盐微生物等)[25,37]。

其作用底物是与其基因位置比邻的 GH53 家族

水解酶先行降解释放出的低聚糖[41]。近年研究

也表明 GH42 家族嗜极性微生物来源 β-半乳糖

苷酶具有转糖苷催化活性开发潜力[25,42]。 
本研究对 GH42 家族保守氨基酸位点 E303

和 F341 进行特异性分子改造，所构建双点突变

体 Ox-E303C/F341S 与野生型酶相比，降低水

解活性的同时提高了 GOS 得率。与 Ox-E303C
单点突变体最大 GOS 得率 11.5%相比，双点突

变体 Ox-E303C/F341S 的最大 GOS 得率提高到

了 19.5%。前期研究发现，在参与底物结合氨

基酸位点中发现 F341 位点突变可以改变 BgaB
对半乳糖的亲和力，调控反应产物半乳糖对酶

活的抑制作用 [31-32]；将亲核催化氨基酸位点

E303 侧链替换为−SOO−可提高 BgaB 转糖苷

催化活性 [33]。结合本研究结果表明，341 位点

对底物的抑制作用与 303 位点转糖苷活性调控

功能得到累积。从分子结构上分析，将 BgaB341
位点由 Phe 的非极性芳香族侧链替换为 Ser 的极

性侧链−CH2−OH，并将 Glu303 位点氨基酸残基侧

链−CH2−CH2−COOH 替换为−CH2−CH2−SOOH，

可以改变底物结合氢键网络，影响酶对底物乳

糖及产物 GOS 的亲和力。从现有研究结果分
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析，改变酶对底物乳糖及产物 GOS 亲和力进而

调控反应平衡朝向转糖苷合成方向进行，也是

双点突变 Ox-E303C/F341S 转糖苷催化能力提

高的重要原因。这一结论与已有针对 β-半乳糖

苷酶底物氢键结合网络形成及保持型糖苷水

解催化机理 (retaining glycoside hydrolases)相
符 [26-28]。提高亲核氨基酸残基侧链极性有利于

提高转糖苷催化活性，单一保守氨基酸位点突

变所产生的催化活性改良能够通过突变组合实

现功能进化积累。本研究可为 GH42 家族 β-半
乳糖苷酶转糖苷催化活性的进一步改造及调控

提供参考。 
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