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·基础研究·
蔗糖磷酸化酶全细胞催化 AA-2G的条件优化 *
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摘要目的：使用表达蔗糖磷酸化酶（EC 2.4.1.7, Sucrose phosphorylase, SPase）的大肠杆菌重组工程菌 BL21/pET-spase，作为

全细胞催化剂，合成 2-O-D-吡喃葡糖基 -L-抗坏血酸（Ascorbic acid 2-glucoside, AA-2G）。通过反应条件的优化研究，提高 AA-2G

的收率。方法：分别考察菌体量、缓冲液 pH、蔗糖浓度、维生素 C浓度、反应时间和温度对 AA-2G合成反应的影响，再组合上述

最佳条件进行反应。AA-2G的产量使用高效液相色谱法进行定量。结果：最佳反应条件为：菌体量 15 mg/mL，缓冲液 pH 4.5，蔗

糖浓度 100 g/L，维生素 C浓度 175 g/L，反应时间 20 h，温度 37℃。在此条件下，AA-2G产量达到了 35.7 g/L。结论：以蔗糖为底

物，使用 SPase合成 AA-2G的研究报道较少。本研究通过优化此方法的反应条件，让 AA-2G的产量得到了大幅提高。同时本研究

中成功地采用了大肠杆菌工程菌作为全细胞催化剂，这比传统的使用粗酶液的方法更省时省力，有良好的应用潜力。
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Optimization of Whole-cell Synthesis of AA-2G by Sucrose Phosphorylase*

Sucrose phosphorylase (EC 2.4.1.7, Sucrose phosphorylase, SPase) was produced by recombinant strain

BL21/pET-spase. This recombinant strain was used as Whole-cell catalysis to synthesize 2-O-a-D-Glucopyranosyl-L-ascorbicacid

(Ascorbic acid 2-glucoside, AA-2G). Reaction conditions were optimized to get higher production of AA-2G. The effects of

wet cell weight, pH value of buffer solution, sucrose concentration, Vitamin C concentration, reaction time and temperature on

production of AA-2G were investigated. High-performance liquid chromatography was used to determine the production of AA-2G.

The optimal conditions for synthesis of AA-2G were wet cell weight of 15 mg/ml, buffer solution pH value of 4.5, sucrose

concentration of 100 g/L, Vitamin C concentration of 175 g/L, reaction time of 20 h, and temperature of 37 ℃. Under these conditions,

the production of AA-2G was 35.7 g/L. Synthesis of AA-2G from sucrose by SPase is still under basic research. No

industrial application is reported yet. In this paper, reaction conditions of AA-2G synthesis were optimized, which led to higher

production of AA-2G. Whole cells of recombinant were successfully used as catalysis. Since whole-cell catalysis is easier to

prepare than crude enzyme, its potential of application is promising.
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前言

维生素 C（Vitamin C, VC）是一种参与人体多种生理活动

的维生素，它对维持人体健康的作用被广泛认可[1]。然而由于

C2上的羟基易受 pH、金属离子、热、光影响，VC很不稳定。因

此其各种相对稳定的衍生物，如盐类、酯类和糖基类衍生物相

继被开发出来。其中糖基类衍生物，2-O-D-吡喃葡糖基 -L-抗

坏血酸(Ascorbic acid 2-glucoside, AA-2G)以其突出的稳定性和

能在人体中缓释为 VC的特点脱颖而出[2]。

AA-2G主要以酶法合成，供体上的葡萄糖苷被糖基转移

酶转移到 VC的 C2上。当前已报道的用于 AA-2G合成的酶包

括 琢-葡萄糖苷酶、琢-淀粉酶、蔗糖磷酸酶（Sucrose phosphory-
lase, SPase）、环糊精葡萄糖基转移酶( CGTase)、琢-异麦芽糖基
葡糖基糖合成酶[2]和葡聚糖蔗糖酶[3]。目前广泛使用的酶是环糊

精葡萄糖基转移酶( CGTase)。

全细胞催化是利用完整细胞进行生物转化的技术。与游离

酶催化相比，它有如下优点：无需对酶分离纯化，减少了酶活损

失，降低了成本[17]。同时因有细胞保护，酶稳定性更好，半衰期
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更长，细胞易于与产物分离并回收，可以实现催化剂的重复使

用。本实验室前期构建了含 SPase基因的质粒，并用其转化大

肠杆菌。本研究用此工程菌作为全细胞催化剂，以相对便宜的

蔗糖为糖基供体合成 AA-2G，同时优化反应条件，旨在减少

AA-2G的生产成本并提高收率。

1 材料与方法

1.1 材料

重组质粒 pET-28a(+)-spase以及携带该质粒的

BL21（DE3）均由本实验室构建及保藏；蔗糖和抗坏血酸为

市售分析纯试剂；AA-2G标准品够自 TCI公司；LC98Ⅰ型高效

液相色谱仪（北京温分分析仪器技术开发有限公司）；LB液体

培养基：酵母提取物 0.5 %，蛋白胨 1 %，氯化钠 1 %，121℃灭

菌 15 min。

1.2 方法

1.2.1 工程菌培养 将工程菌 BL21/pET-spase 接种于

含有 100 滋g/mL卡那霉素的 LB液体培养基中，于 37℃，200

rpm摇床上培养 8 h后，以按 4 %的接种量接种至 LB液体培养

基中，37℃，200 rpm摇床上培养至 OD600约为 0.6后，加 IPTG

至终浓度为 1 mM，在 25℃、180 rpm的恒温摇床中诱导 15 h。

之后，8000 rpm离心 10 min收菌，用 pH 7.0的磷酸缓冲液洗涤

二次，菌体保存于 -20℃待用。

1.2.2 全细胞合成 AA-2G与优化 1）工程菌的 AA-2G合成

活性检测：80 g/L蔗糖和 50 g/L抗坏血酸溶于 50 mmol/L的醋

酸盐缓冲液（pH 6.0）中，加入 5 mg/mL的工程菌 BL21/

pET-spase，37℃恒温摇床中反应 24 h。同时设置空白对照组，

其他反应条件与上述相同，而菌体则使用含有空质粒的菌株

BL21/pET-28a。反应结束后将反应液用超纯水稀释 150

倍，并用 0.45 滋m的针头过滤器过滤，用于 HPLC检测分析。

2）菌体量对反应的影响 菌体量分别为 5 mg/mL、15

mg/mL、25 mg/mL，其他条件同 1）。

3）缓冲液 pH对反应的影响 pH分别为 4、4.5、5、5.5、6.5、

6.5、7，其中设 pH 为 4.5 的组为对照组，其它组与其进行

AA-2G产量的比较。菌体量为 15 mg/mL，其他条件同 2）。

4）蔗糖浓度对反应的影响 蔗糖浓度分别为 50 g/L、75

g/L、100 g/L、200 g/L、300 g/L、400 g/L、500 g/L。pH为 4.5，其他

条件同 3）。

5）反应时间对反应的影响 反应时间分别为 4 h、8 h、12

h、16 h、20 h、24 h。蔗糖浓度为 200 g/L，其他条件同 4）。

6）温度对反应的影响 温度分别为 30℃、37℃、45℃，其

中设 30℃组作为对照组，其他组与其进行 AA-2G产量比较。

反应时间为 20 h，其他条件同 5）。

7）VC 浓度对反应的影响 VC 浓度分别为 17.5 g/L、35

g/L、75 g/L、105 g/L、140 g/L、175 g/L、210 g/L。温度为 37℃，其

他条件同 6）。

1.2.3 HPLC 检测条件 色谱柱：Diamonsil C18 柱，5 滋m
（φ 250× 4.6 mm）。紫外检测波长为 238 nm。流动相为 1 %的甲

醇，用磷酸调 pH至 2.0，流速 0.8 mL/min，进样量 10 滋L，柱温
为 25℃。HPLC图谱中 AA-2G的峰面积和浓度成正比，以此

绘制 AA-2G标准曲线。利用标准曲线及样品中的 AA-2G的峰

面积，得出样品中 AA-2G的浓度。

1.3 统计学分析

每个实验至少重复三次，数据以平均数± 标准差表示。每

组变量与对照组进行 AA-2G产量的比较，用 SPSS10.0进行 t

检验，*表示 P<0.05，即有显著差异。

2 结果

2.1 工程菌的 AA-2G合成活性检测

如图 1，含有空质粒的菌株的 HPLC图谱中只有 VC的色

谱峰，没有 AA-2G的色谱峰，表明其不能催化合成 AA-2G。如

图 2，工程菌的 HPLC图谱中有 AA-2G的色谱峰，表明其有合

成 AA-2G的能力。

2.2 菌体量对反应的影响

其他反应条件相同，考察菌体量对反应的影响，结果如图

3。可见 AA-2G产量随着菌体量增加，在菌体量为 15 mg/L

产量达到最大，之后随菌体量增加而降低。菌体量低时，酶

活力不够，而菌体量过高时，菌体中其他的酶带来的副反应

又对 AA-2G 合成造成了影响。因此选择菌体量为 15 mg/L

进行反应。

2.3 缓冲液 pH对反应的影响

其他反应条件相同，考察缓冲液 pH对反应的影响，结果

如图 4。可见在 pH高于 4.5时，AA-2G产量随着 pH的增加而

快速下降。而 pH在低于 4.5时，AA-2G产量也略有下降。VC

图 1空白对照反应液的 HPLC图谱

Fig. 1 HPLC analysis of the reaction product of control with empty

plasmid

图 2含 SPase的工程菌反应液的 HPLC图谱

Fig. 2 HPLC analysis of the reaction product of whole cells with SPase
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在 pH低时更稳定，但 pH过低又会影响 SPase的酶活与稳定

性，因此选择 pH为 4.5进行反应。将 pH 4.5组作为对照组，把

其他组与其进行 AA-2G产量比较，pH高于 4.5的组均有显著

性差异（P<0.05）。

2.4 蔗糖浓度对反应的影响

固定其他反应条件，考察蔗糖的浓度对反应的影响，结果

如图 5。可见在蔗糖浓度低于 100 g/L时，AA-2G产量随蔗糖浓

度增加而迅速增加。而蔗糖浓度在高于 100 g/L时，AA-2G产

量只有微弱的增加。蔗糖浓度过高时，反应结束后会剩余高浓

度的蔗糖，一方面造成底物的浪费，另一方面也给之后 AA-2G

的分离造成困难，因此蔗糖浓度选择 100 g/L。

2.5 反应时间对反应的影响

固定其他反应条件，考察反应时间对反应的影响，结果如

图 6。可以看出，AA-2G产量在反应时间在 12 h之前，随着时

间迅速增加，在 12 h之后 AA-2G产量继续缓慢增加，并在 20

h时达到最大，而之后随着时间缓慢减少。因此反应时间选择

20 h。

2.6 温度对反应的影响

固定其他反应条件，考察温度对反应的影响，结果如图 7。

可以看出 AA-2G产量先是随温度增高而增加，在 37℃时达到

最大，之后 AA-2G产量开始减少。温度过低会降低 SPase的酶

活，而温度过高会增加 VC的分解速度，都会影响 AA-2G产

量，因此选择反应温度为 37℃。将 30℃组作为对照组，把其他

组与其进行 AA-2G产量比较，37℃组有显著性差异（P<0.05）。

2.7 VC浓度对反应的影响

使用以上优化后的反应条件，菌体量 15 mg/L，pH 4.5，温

度 37℃，反应时间 20 h，蔗糖浓度 100 g/L，考察 VC浓度对反

应的影响，结果如图 8。可以看出，AA-2G产量随着抗坏血酸浓

度的增加而增加，并在抗坏血酸浓度为 175 g/L时，AA-2G的

产量达到最大，为 35.7 g/L，之后 AA-2G产量略有降低。因此

VC浓度选择 175 g/L。

3 讨论

目前 AA-2G生产的成本较高，一个原因是酶的制备和使

图 3菌体量对反应的影响

Fig. 3 Effect of wet cell weight on production of AA-2G

图 4缓冲液 pH对反应的影响

Fig. 4 Effect of pH value of buffer solution on production of AA-2G

*: P<0.05 compared with the control

图 5蔗糖浓度对反应的影响

Fig. 5 Effect of sucrose concentration on production of AA-2G

图 6反应时间对反应的影响

Fig. 6 Effect of reaction time on production of AA-2G

图 7温度对反应的影响

Fig. 7 Effect of temperature on production of AA-2G

*: P<0.05 compared with the control
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图 8 VC浓度对反应的影响

Fig. 8 Effect of Vitamin C concentration on production of AA-2G

用较困难。大部分用于合成 AA-2G的酶是游离酶，反应后难以

回收利用或从产物中去除。同时制备时需要菌体破碎或粗酶液

的浓缩、纯化等繁琐的操作[4]。针对游离酶的这些问题，对酶进

行固定化或使用完整细胞是重要的解决方法[5,6]。熊艳军等通过

表面展示含有 CGTase的完整酵母细胞制备了 AA-2G [6]。而本

文中则成功地利用了本实验室前期构建的工程菌

BL21/pET-spase的完整菌体，催化合成了 AA-2G。另外以往酶

的制备需要经过较长的周期。熊艳军[6]的酵母全细胞需要诱导

48 h才能达到最大活力。许乔艳[4]的基因工程菌需要诱导 90 h，

得到的发酵液需要纯化后再用于 AA-2G合成。Kwon[16]的重组

菌虽然只需要诱导 12 h，但仍需要进行超声破碎，之后获得粗

酶液后需要纯化才能使用。而本文中大肠杆菌全细胞催化剂的

制备只需要诱导 15 h并洗涤收集菌体即可。

AA-2G 生产的成本高的另一个原因是目前广泛使用的

CGTase造成的，适合它的糖基供体价格较高。当以较昂贵的

琢-环糊精作为底物时，AA-2G产量最高能达到 143 g/L [7]。而

CGTase利用便宜的底物得到的 AA-2G产量则非常低，即使经

过了分子改造[13]，产量依然不理想。以麦芽糊精为底物，AA-2G

产量普遍在 2 g/L[8-11]左右；以麦芽糖为底物，AA-2G产量为 5.5

g/L[14]和可溶性淀粉 AA-2G产量为 2到 3 g/L[12,13]。Kwon[15,16]首

次证明了 SPase可以合成 AA-2G，却未进行反应条件优化方面

的研究。而本文中以 SPase为催化剂，使用较便宜的蔗糖为底

物，优化了反应条件后 AA-2G产量为 35.7 g/L，在底物价格和

AA-2G产量之间取得了一个较好的平衡点。

在 AA-2G的合成反应中，pH有重大影响，一个原因是因

为底物 VC在中性和碱性条件下很容易氧化分解。本文中使用

SPase，合成 AA-2G的最佳 pH为 4.5。Gudiminchi[7]和熊艳军[6]

各自使用不同的 CGTase，也得出反应最佳 pH为 4.5的结论。

Ruizhi Han[10]对 CGTase进行了一系列突变，发现此酶的最适

pH发生了改变，而在 AA-2G产量较高的几个突变体中的大多

数最适 pH都小于 6.5。可见，在酶的活性允许下，缓冲液以偏

酸性为宜[7]。

温度也是一个重要的反应参数，合适的温度应该同时考虑

酶活和 VC稳定性。来自 的 CGTase最

适温度是 90℃，而 VC在温度高于 60℃分解较快，即使加硫

脲保护，效果也不是很好。最后研究者发现 50℃为最佳反应温

度[7]。Long Liu[11]等发现，来自 的野生型

CGTase 和它的突变体合成 AA-2G 的最佳温度都是 36 ℃，

AA-2G产量在 28 ℃到 52 ℃之间能达到最高产量的 60 %以

上，而温度低于 20℃时产量则大幅度减少。熊艳军[6]得出最佳

温度为 30 ℃。Ahmed Eibaid [14] 发现来源于 . SK

13.002的 CGTase合成 AA-2G的温度为 37℃。Ruizhi Han[9]总

结了一些研究者的工作，发现合成 AA-2G的最佳温度有 37

℃、40℃、45℃等。本文中 SPase的反应最佳温度为 37℃，与

以上研究者的结论一致或较为接近。

SPase能以蔗糖为糖基供体，将蔗糖的葡萄糖基转移到种

类众多的含羟基的受体上[18,19]，而应用其以 VC 作为受体合成

AA-2G的研究才刚刚展开。本文使用表达了 SPase的大肠杆菌

全细胞合成了 AA-2G，并对此反应的一些影响因素进行了初

步的探索，为 SPase用于 AA-2G工业化生产提供了可能。不

过，本实验还未完全发挥出 SPase的潜力，后续可以用正交实

验对反应条件进一步优化。另外分子改造也可以提高酶能力，

Michael Kraus将 SPase进行了改造，白藜芦醇、儿茶酸和表儿

茶酸的产量都得到了提高[20]。因此后续研究也可以对 SPase进

行分子改造，提高其对 VC的特异性，以期进一步提高 AA-2G

产量。
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