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利用重组β-葡萄糖苷酶高效合成龙胆二糖

邓晶晶，张瑾，郭丽琼，叶志伟，郑倩望，林俊芳*，邹苑*

（华南农业大学食品学院，广东省微生态制剂工程技术研究中心，广东广州 510642）

摘要：龙胆二糖是低聚龙胆糖的主要成分，具有卓越的益生元功能。为提高龙胆二糖生物合成效率、降低生产成本，

本文从黑曲霉中克隆得到 β- 葡萄糖苷酶基因，利用毕赤酵母表达系统实现了该酶的重组表达；通过 Ni-NTA 亲和层析纯化

获得重组酶，并对其酶学性质进行表征。以葡萄糖为底物，通过单因素及正交试验对底物浓度、温度、pH 值及酶液添加

量等关键参数进行优化。结果表明，纯化后的重组 β- 葡萄糖苷酶比酶活为 197.59 U·mg-1
，最适温度和最适 pH 值分别为

60 ℃和 4.5。龙胆二糖合成工艺优化结果表明，在酶液添加量 105 U·g-1
、底物质量浓度 850 g·L-1

、温度 60 ℃、pH 值 5.0

条件下反应 48 h，得到的龙胆二糖的产量可达 163.40 g·L-1
，转化率是 19.22%。综上，本研究经重组表达的 β- 葡萄糖苷酶

具有较高的酶活性，且该酶可高效催化合成龙胆二糖，为龙胆二糖的生物制备提供理论依据。
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DENG Jingjing, ZHANG Jin, GUO Liqiong, YE Zhiwei, ZHENG Qianwang, LIN Junfang*, ZOU Yuan*

(College of Food Science, South China Agricultural University, Research Center for Micro-Ecological Agent Engineering 
and Technology of Guangdong Province, Guangzhou 510642, China)

Abstract: Gentiobiose is the main component of gentio-oligosaccharides, and it has excellent prebiotic functions. To 

improve the biosynthetic efficiency of gentiobiose and reduce production costs, the β-glucosidase gene was cloned from 

Aspergillus niger, and its recombinant expression was achieved using the Pichia pastoris expression system. The recombinant 

enzyme was purified using nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) affinity chromatography, and its enzymatic properties were 

characterized. Using glucose as the substrate, key reaction parameters, including substrate concentration, temperature, pH, and 

enzyme dosage, were first evaluated by single-factor experiments, followed by optimization using an orthogonal experimental 

design. The results indicated that the specific activity of the purified recombinant β-glucosidase was 197.59 U·mg-1, and the 

optimal temperature and optimal pH were 60 ℃ and 4.5, respectively. The optimized conditions for gentiobiose synthesis 

demonstrated that, at an enzyme dosage of 105 U·g-1, a substrate concentration of 850 g·L-1, a temperature of 60 ℃ , and a pH of 

5.0 for 48 h, the yield of gentiobiose reached 163.40 g·L-1 and the conversion rate was 19.22%. In conclusion, the recombinantly 

expressed β-glucosidase exhibited high enzymatic activity and efficiently catalyzed the synthesis of gentiobiose, thereby 

providing a theoretical foundation for its biological preparation.
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龙胆二糖是低聚龙胆糖的主要成分，由两分子 D-
吡喃葡萄糖通过 β-1,6 糖苷键相连形成的二糖 [1] ，除了

在食品工业中作为有效的风味修饰剂，用于平衡咖啡

因和多酚的尖锐苦感，优化整体风味层次外 [2 ,3] ；其核

心应用价值在于卓越的益生元功能：龙胆二糖能完整

抵达结肠并被双歧杆菌等有益菌群优先利用，能促进

益生菌增殖、抑制有害菌，进而调控肠道菌群平衡，

保障机体健康 [4] 。此外，龙胆二糖具备甜度低、热量

低以及良好的保湿性与加工适应性 [5] ，使其可作为理

想的低升糖指数食品配料，满足糖尿病等特殊人群需

求。这些特性凸显了其可作为益生元、低升糖甜味剂

和风味改良剂的潜力，在功能性食品和药物研发领域

展现出独特的价值与广阔前景。

然而，目前龙胆二糖的提取主要从龙胆属植物等

天然原料中分离提纯，存在原料资源稀缺、提取流程

复杂、产率极低等问题 [6] ，难以满足工业化需要。化

学合成法是以淀粉为原料进行酸水解制备 [7] ，其反应

需要高温高压，易产生异构体等副产物，对分离纯化

造成困难，且可能带来环境污染与食品安全问题。而

酶法生物合成以其条件温和、专一性强及环境友好的

特点成为更有潜力的替代途径 [8] 。

β- 葡萄糖苷酶具有水解与转糖苷的双重催化活性，

在动物、植物以及微生物体内均存在 [9] 。该酶不仅可

以将像纤维二糖这类由葡萄糖构成的二糖水解为单糖，

还可以在高底物浓度下通过转糖苷作用将葡萄糖残基

转移至受体分子的羟基上，形成新的糖苷键 [10] ，这为

龙胆二糖的合成提供了可能。根据其结构特征主要分

为糖苷水解酶 GH1 家族和 GH3 家族，其中来自微生

物的此类酶多属于这两个家族 [11] 。在众多的产酶微生

物中，黑曲霉所产的 β- 葡萄糖苷酶具有较好的酶活性

质 [12] 。然而，天然提取的 β- 葡萄糖苷酶往往存在酶活

低、产量有限、稳定性不佳及提取成本高等问题，严

重制约了其工业化应用进程。

本研究采用基因工程技术从黑曲霉中克隆 β- 葡萄

糖苷酶基因，利用酵母表达系统进行表达，并对其催

化特性进行了研究，以葡萄糖为底物建立了酶法合成

龙胆二糖的技术体系，实现了龙胆二糖的高效转化，

为龙胆二糖的生物合成提供理论依据与技术支撑。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌种和质粒

黑曲霉菌株、毕赤酵母 GS115 菌株、表达载体

pPIC9K，华南农业大学食品学院实验室保存；克隆载

体 pMDTM-19T，宝日医生物技术（北京）有限公司；

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，北京擎科生物技术股份

有限公司。

1.1.2 主要试剂

反转录试剂盒TransScript One-Step gDNA Removal 
and cDNA Synthesis SuperMix，北京全式金生物技术有

限公司；限制性内切酶 EcoR Ⅰ、Not Ⅰ、Bgl Ⅱ，宝

日医生物技术（北京）有限公司；Ni-NTA 填料，上海

生工生物工程有限公司；DNA 回收试剂盒、质粒提取

试剂盒，广州美基生物科技有限公司；BCA 蛋白定量

试剂盒，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；龙胆二

糖标品，甄准生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

ETC-811 PCR 仪，北京东胜创新生物科技有限公

司；SKJH-1109 超净工作台，上海苏坤实业有限公司；

LC-2030 高效液相色谱仪（检测器：RID-2A 示差检测

器），日本株式会社岛津制作所。

1.3 试验方法

1.3.1 β-葡萄糖苷酶基因的获取

根据 GenBank 数据库中黑曲霉 β- 葡萄糖苷酶的

cDNA 序列（GenBank ：JX127252.1），设计相应的克隆引

物，上游引物：5′-ATGAGGTTCACTTTGATCGAG-3′ ；
下游引物：5′-TTAGTGAACAGTAGGCAGAGA-3′。采

用 STE 法提取黑曲霉总 RNA，使用反转录试剂盒制

备 cDNA 模板，用于 PCR 扩增。扩增条件：95 ℃预

变性 3 min，95 ℃变性 15 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃
延伸 1 min 20 s，72 ℃终延伸 5 min，共 35 个循环。

将 PCR 产物切胶回收后进行末端加 A，并与克隆载体

pMD-19T 连接，转化至大肠杆菌感受态细胞 DH5α 中，

并用含氨苄青霉素（Amp）的 LB 抗性平板筛选阳性克

隆，提取质粒并测序，获得克隆载体 pMD-19T-AnBgl。

1.3.2 重组表达载体的构建

采用同源重组法构建毕赤酵母表达载体。在目的

基因两端设计同源臂引物，同时需要去除前端信号肽。

上游引物：5′-GAGAGGCTGAAGCTTACGTAATGGCT
GATGAATTGGCCTACTCC-3′ ；下游引物：5′-ATGTCT
AAGGCGAATTAATTCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGT
GAACAGTAGGCAGAGACG-3′，下划线部分表示同源

臂。PCR 扩增后回收产物，获取带有同源臂的目的基

因片段，并与用 EcoR I 和 Not I 酶切处理的毕赤酵母

表达空载体 pPIC9K 连接，转入大肠杆菌感受态细胞

DH5α 中，并用含 Amp 的 LB 抗性平板筛选阳性克隆，

提取质粒并测序，获得表达载体 pPIC9K-AnBgl。
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图 1 黑曲霉 β- 葡萄糖苷酶 AnBgl 结构域预测

Fig.1 Domain prediction of Aspergillus Niger β-glucosidase AnBgl

1.3.3 毕赤酵母重组菌株的获取

将经 Bgl II 酶切处理的表达载体，转入毕赤酵母

GS115 感受态细胞中，涂布于 MD 平板上进行筛选，

30 ℃培养 2 d，挑选单菌落进行 PCR 鉴定。

1.3.4 毕赤酵母重组菌株的诱导表达

将重组菌株接种于YPD培养基中，30 ℃过夜培养，

接种 2%（V/V）的菌液于 BMGY 培养基中，30 ℃培

养至对数期后离心收集菌泥，用超纯水重悬后转接至

BMMY 培养基中发酵培养，每天加入 2%（V/V）甲醇

诱导表达。

1.3.5 重组β-葡萄糖苷酶的纯化

采用 Ni-NTA 亲和层析法，对重组 β- 葡萄糖苷酶

进行纯化。将诱导培养好的发酵液离心收集上清，加

入 2 mL NiNTA 填料，在 4 ℃条件下搅拌以吸附目的

蛋白，转移至层析柱中，往填料里加入 2 mL pH 值 8.0
的 PBS 缓冲液，水平振荡后自然沉降，拧开下端塞子，

使液体自然流出，收集洗涤液，重复此步骤 3 次。加

入洗脱缓冲液进行洗脱，收集洗脱液，并用 pH 值 5.0
的缓冲液透析，用超滤管浓缩即得纯化后的酶液。

1.3.6 重组β-葡萄糖苷酶酶活力测定

参考先天敏等 [13] 的方法进行测定。重组 β- 葡萄糖

苷酶酶活定义：在最适条件下，每分钟催化反应生

成 1 µmol 对硝基苯酚（pNP）所需要的酶量称为一个

酶活力单位（U）。

1.3.7 重组β-葡萄糖苷酶酶学性质

1.3.7.1 重组β-葡萄糖苷酶的最适温度和热稳定性的

测定

按 1.3.6 酶活测定方法测定 30~80 ℃范围内重组 β-
葡萄糖苷酶的酶活，确定最适温度；并测定在此温度

范围内保温 2 h 后的残余酶活，以评估其热稳定性。

1.3.7.2 重组β-葡萄糖苷酶的最适pH值和pH值稳定性

的测定

按 1.3.6 酶活测定方法将酶液置于 pH 值 3.5~7.0
测定重组 β- 葡萄糖苷酶的最适 pH 值及在此 pH 值范围

内处理 2 h 后的残余酶活，以评估其 pH 值稳定性。

1.3.7.3 重组β-葡萄糖苷酶的动力学参数测定

以不同浓度的对硝基苯酚 -β-D- 葡萄糖苷为底物，

在最适条件下测定其酶活力，并计算 Km 和 kcat 值。

1.3.8 重组β-葡萄糖苷酶生物合成龙胆二糖单因素

探究

考察底物质量浓度、温度、pH 值及酶液添加量对

龙胆二糖合成的影响，以龙胆二糖产量为指标，进行

单因素试验探究。设置单因素试验条件：底物质量浓

度（250、350、450、550、650、750、850 g·L-1）；

温度（35、40、45、50、55、60 ℃）；pH 值（4.0、4.5、
5.0、5.5、6.0、6.5）；酶液添加量（35、70、105、
140 U·g-1）。每次试验固定其他三个因素，所有反应体

系均定容至 5 mL，反应 48 h 后，在 100 ℃加热 10 min
终止反应，用高效液相色谱测定龙胆二糖产量。

1.3.9  正交试验优化龙胆二糖合成条件

利用正交试验优化龙胆二糖合成条件，并根据处

理结果的最优搭配方案进行产量验证，每组重复 3 次，

用高效液相色谱测定龙胆二糖产量。

1.3.10  龙胆二糖高效液相色谱检测条件

色谱柱：Hypersil APS-2色谱柱（5 µm，250×4.6 mm）；

柱温：30 ℃；进样量：10 µL ；流量：1.0 mL·min-1 ；流

动相：82% 乙腈。

1.3.11 数据处理

使用 Origin 2018 软件进行实验数据的绘图，SPSS 
22.0 软件进行单因素方差分析。实验设置三个平行重

复，实验结果以平均值±标准误差的形式呈现。

2  结果与讨论

2.1 β-葡萄糖苷酶基因克隆及序列分析

经过 PCR 扩增、转化、测序后，获得了一条全长

2 544 bp 的 DNA 片段，将该基因编码的氨基酸序列

与 NCBI 上的相应序列（GenBank ：AFW98805.1）相

比同源性高达 96.70%，证明该基因是黑曲霉 β- 葡萄糖

苷酶基因 AnBgl。利用 ExPASy 生物信息学网站中的

ProtParam 工具对其进行理化性质的分析，结果显示

该酶由 848 个氨基酸组成，理论分子量为 92.24 kDa，
理论等电点 pI 值是 4.7。使用 NCBI 数据库中的 CD-
SEARCH 进行结构域预测分析，结果如图 1 所示，该

基因编码的蛋白质含 3 个结构域，与大部分的糖苷水

解酶第 3 家族（GH3）的结构域相似，由此可说明，
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该酶属于 GH3 家族糖苷酶。

2.2 表达载体的构建及菌株的筛选

用 EcoR I 和 Not I 酶切处理表达空载体，并在目

的基因两端添加同源臂，采用同源重组的方法构建表

达载体，转化至大肠杆菌感受态细胞 DH5α 中，随机

挑取 10 个单克隆进行电泳检测（图 2a 所示）。选取条

带大小符合预期的阳性克隆进行测序，结果表明该片

段序列与原序列一致，表明已成功构建 pPIC9K-AnBgl
表达载体。使用限制性内切酶 Bgl II 对 pPIC9K-AnBgl
表达载体进行酶切使其线性化，转入毕赤酵母 GS115
感受态细胞中，挑取单菌落进行电泳验证（图 2b 所

示），结果显示泳道 1 是毕赤酵母 GS115 原始条带，

泳道 2 的条带大小约为 3 000 bp，即 2 544 bp 目的基

因片段 +500 bp 载体自带片段，表明目的基因已整合

至毕赤酵母 GS115 中，获得具有外源基因的毕赤酵母

表达菌株，可用于后续的表达。

图 2 表达载体及工程菌株的电泳鉴定

Fig.2 Electrophoretic identification of expression vectors and 

engineered strains

注：a ：pPIC9K-AnBgl 表达载体转化子鉴定图（M3 ：

DNA Marker 3，200~4 500 bp ；1~10 ：pPIC9K-AnBgl）；b ：GS115-

pPIC9K-AnBgl 工 程 菌 株 鉴 定 图（M3 ：DNA Marker 3，200~

4 500 bp ；1 ：GS115 原始菌株，2 ：GS115-pPIC9K-AnBgl）。

2.3 重组β-葡萄糖苷酶的诱导表达及纯化

将重组毕赤酵母菌株经甲醇诱导表达后，离心

收集上清，对粗酶液进行纯化，并用 SDS-PAGE 凝胶

电泳鉴定，如图 3 所示，重组 β- 葡萄糖苷酶分子量大小

约为 140 kDa，因毕赤酵母会对蛋白进行糖基化修饰，

所以实际的蛋白大小会比理论预测的分子量 99 kDa
大。杨宏宇 [14] 在使用毕赤酵母表达植酸酶时也具有

类似的现象，经糖基化修饰后其分子量从 63 kDa 增

至 83 kDa。对表达的重组 β- 葡萄糖苷酶进行糖基化

位点预测可知，其存在 15 个潜在的糖基化修饰位点，

分 别 为 N44、N194、N235、N298、N305、N337、
N370、N425、N506、N525、N547、N624、N641、
N673、N695。由于毕赤酵母的 N- 糖链为高甘露糖型

（MannGlcNAc2），绝大多数为 Man8~Man14，分子量约

为 1.8~2.9 kDa，因此使用毕赤酵母表达后其实际分

子量会高于预测值。对蛋白浓度进行测定，纯化前

总蛋白含量为 800 mg，纯化后为 33 mg，纯化后的

重组 β- 葡萄糖苷酶比酶活达到 197.59 U·mg-1，纯

化倍数是 7.02 倍。其催化效率显著优于传统发酵获

得的 β- 葡萄糖苷酶  [15] 。这一结果表明，重组表达系

统为实现高纯度、高活性 β- 葡萄糖苷酶的规模化制

备提供了最优路径。

图 3 重组 β- 葡萄糖苷酶的 SDS-PAGE 鉴定

Fig.3 SDS-PAGE identification of recombinant β-glucosidase

注：M ：蛋白 Marker ；1 ：使用 PBS 缓冲液第一次洗涤

后的溶液；2 ：使用 PBS 缓冲液第二次洗涤后的溶液；3 ：使

用 PBS 缓冲液第三次洗涤后的溶液；4 ：粗酶液；5 ：纯化后

的酶液。

表 1  重组β-葡萄糖苷酶纯化结果

Table 1 Purification results of recombinant β-glucosidase

总酶活 /U 总蛋白 /mg 比酶活 /(U·mg-1) 纯化倍数

纯化前 22 500 800 28.13 1.00

纯化后 6 520 33 197.59 7.02
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2.4 重组β-葡萄糖苷酶酶学性质

2.4.1 重组β-葡萄糖苷酶的最适温度和热稳定性的

测定

由图 4a 可知，温度对该重组 β- 葡萄糖苷酶酶活影

响具有双面性，在温度达到 60 ℃之前，升高温度可以

加快反应速率，超过 60 ℃之后继续升高温度，酶促反

应速度迅速下降，这是因为高温会使酶变性失活，破

坏酶的高级结构 [16 ,17] 。该酶在 60 ℃时具有最高催化活

性，说明该温度是其最适反应温度。由图 4b 可知，在

温度为 50 ℃时保温 2 h，酶活力仍可保持在 85% 以上，

说明该酶具有一定的耐热性，能够适应中温反应体系，

适合生物质转化、食品发酵等连续生产。

图 4 温度对重组 β- 葡萄糖苷酶酶活影响

Fig.4 The influence of temperature on the enzymatic activity 

of recombinant β-glucosidase

注：a ：最适温度；b ：温度稳定性。

2.4.2 重组β-葡萄糖苷酶的最适pH值和pH值稳定性

的测定

由图 5a 可知，重组 β- 葡萄糖苷酶在 pH 值为 4.5
时相对酶活最高，说明其属于酸性酶，这一性质与大

多数真菌来源的 β- 葡萄糖苷酶的性质相似。例如来源

于陆生伊萨酵母的 β- 葡萄糖苷酶的在 pH 值为 4.5 时

催化效率最高 [18] 。Chang 等 [19] 在 3.0~8.0 的 pH 值范围

内测定黑曲霉来源的 β- 葡萄糖苷酶的活性，结果表明

在其在 pH 值为 4.5 时活性最好。说明该酶在相近的反

应环境中具有普遍适应性。通过比较两者的基因长度

及扩增引物序列等，本研究的 β- 葡萄糖苷酶与 Chang
等研究的 β- 葡萄糖苷酶基因具有差异，但最适 pH 值

都为 4.5，这可能是因为黑曲霉来源的 β- 葡萄糖苷酶

家族的保守特性，最适 pH 值主要与其活性中心关键

氨基酸残基的解离状态有关。尽管基因序列存在差异，

但不同 β- 葡萄糖苷酶基因编码的酶可能保留了活性中

心的保守结构，从而表现出相似的最适 pH 值。而在

中性及碱性条件下，重组 β- 葡萄糖苷酶不具有酶活，

说明过度碱性条件下会导致酶蛋白构象改变甚至使其

失活 [20 , 21] 。将重组 β- 葡萄糖苷酶置于不同 pH 值下保

温 2 h，由图 5b 可知，在最适 pH 值 4.5 时酶活依然可

以保持 98% 以上，说明其在弱酸的条件下具有较好的

催化特性和稳定性。

 

 

图 5 pH值对重组 β- 葡萄糖苷酶酶活影响

Fig.5 The influence of pH value on the enzymatic activity of 

recombinant β-glucosidase

注：a ：最适 pH 值；b ：pH 值稳定性。

2.4.3 重组β-葡萄糖苷酶的动力学参数测定

在 60 ℃、pH 值 4.5 条件下与不同浓度的对硝基

苯酚 -β- 葡萄糖苷反应，测定重组 β- 葡萄糖苷酶酶活

力，利用 GraphPad Prism 8.0 中的 Michaelis-Menten 方

程对不同底物浓度下的反应速率进行非线性拟合，

计算得到该酶的 Vmax 为 2 499 μmol·min-1、Km 为

2.35 mmol·L-1、kcat 为 104.90 s-1、kcat/Km 为 44.66 L·mmol-1·s-1。

酶与底物的亲和力可通过 Km 值衡量，该值越低，
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表明酶与底物亲和性越强。本研究中重组酶的 Km 为

2.35 mmol·L-1，远低于天然获得的 β- 葡萄糖苷酶对同

一底物的 Km 值 41.67 mmol·L-1 [22] ，表明本研究的重组

酶对通用底物对硝基苯酚 -β- 葡萄糖苷的亲和力强，水

解的催化效率高，说明其可能对结构相似的天然 β- 葡
萄糖苷类底物，例如纤维二糖、食品中糖苷类风味前

体也有较好的结合与催化能力 [23] 。

2.5 重组β-葡萄糖苷酶生物合成龙胆二糖单因
素探究

为明确关键反应条件对重组 β- 葡萄糖苷酶合成龙

胆二糖效率的影响规律，探究了底物质量浓度、温度、

pH 值及酶液添加量等关键因素对龙胆二糖产率的影响。

在龙胆二糖的逆水解合成反应中，底物质量浓度是关键

因素，直接影响着 β- 葡萄糖苷酶转糖苷能力。如图 6a
所示，在低底物质量浓度时，龙胆二糖的生成量会随着

底物质量浓度的增加而升高，这是因为在低底物浓度下

β- 葡萄糖苷酶会倾向于发生水解反应 [24] ，而随着底物质

量浓度升高，葡萄糖分子与酶活性中心结合概率以及糖

基 -酶中间体与受体葡萄糖碰撞概率增加，提升了糖基

转移形成龙胆二糖的效率。在底物质量浓度为 750 g·L-1

时，龙胆二糖产量最高，为 47.94 g·L-1。而当底物质

量浓度增至 850 g·L-1 时，龙胆二糖的生成量降至

34.83 g·L-1，这可能是因为葡萄糖的溶解度有限，底物

过量后反而影响与酶的充分结合。刘玲玲 [25] 研究底物质

量浓度对龙胆低聚糖产量影响也具有类似的趋势。

除了底物质量浓度外，反应温度是影响酶催化

活性的另一关键参数。如图 6b 所示，温度从 35 ℃
升高时，龙胆二糖产量逐渐增加，在 55 ℃达到峰值，

为 61.63 g·L-1。继续升高温度，产量开始下降。说明

在龙胆二糖的合成过程中，重组 β- 葡萄糖苷酶的最适

温度为 55 ℃。相比于其他高温酶，例如来源于嗜热栖

热菌的 β- 葡萄糖苷酶，其最适温度可达 95 ℃ [26] ，可

以降低能耗，且副产物较少，产物纯度更高。

反应体系的酸碱环境也对酶的构象与催化活性有

决定性影响。由于重组 β- 葡萄糖苷酶属于嗜酸酶，其

最适 pH 值处于酸性范围，如图 6c 所示，当 pH 值为 4.5
时，龙胆二糖的产量最高，为 106.32 g·L-1，说明其在

酸性条件下具有良好的催化稳定性。

最后对反应体系中另一个关键变量酶液添加量进

行了考察。如图 6d 所示，在底物质量浓度 750g·L-1、

温度 55 ℃、pH 值 4.5 条件下，当酶的添加量从 35 U·g-1

增至 105 U·g-1 时，龙胆二糖的产量从 47.78 g·L-1 显著

提升至 118.75 g·L-1。继续添加酶量至 140 U·g-1，产量

仅微增至 122.73 g·L-1，增幅不足 3.5%，说明在酶量为

105 U·g-1 时底物与酶结合已趋于饱和。从工业生产的

成本考虑，选择使用酶添加量为 105 U·g-1。与类似的

研究相比，Wang 等 [27] 使用 900 U·g-1 的酶量在适宜条

件下将 800 g·L-1 的葡萄糖转化为 130 g·L-1 的龙胆低聚

糖，所使用的酶量是本研究的 8.57 倍，这表明本工艺

的酶利用效率更高，更具经济性。

图 6 不同反应条件对龙胆二糖产量的影响

Fig.6 The influence of different reaction conditions on the 

yield of gentiobiose

注：不同小写字母表示具有显著差异（P  ＜  0.05）。
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2.6 龙胆二糖合成条件正交试验优化

2.6.1 龙胆二糖合成条件正交试验设计

表 2  正交试验因素水平设计

Table 2 Orthogonal experimental factors and horizontal design

水平 A 底物质量浓度 /(g·L-1) B pH 值 C 温度 /℃

1 650 4.0 50

2 750 4.5 55

3 850 5.0 60

根据单因素探究实验结果，以龙胆二糖产量为指

标，选择葡萄糖质量浓度（A）、pH 值（B）以及温度

（C）三个因素进行三因素三水平正交试验，确定龙胆

二糖合成的最优条件。正交试验因素水平设计如表 2
所示。

由表 3 方差分析表可知，各因素对龙胆二糖合成

产量的影响依次为：A 底物质量浓度 ＞ B pH 值 ＞ C 温

度，其中底物质量浓度与 pH 值对龙胆二糖的产量影

响极显著（P  ＜  0.01）。由表 4 可知，通过极差分析，

龙胆二糖合成的最优组合是 A3B3C3，即龙胆二糖

合成的最优条件是酶液添加量 105 U·g-1、底物质量

浓度 850 g·L-1、在温度 60 ℃、pH 值 5.0 条件下反

应 48 h。

表 3  正交试验方差分析表

Table 3 Analysis of variance of orthogonal experiment

来源 偏差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

修正模型 13 213.07 6 2 202.18 25.02 0 ***

底物质量浓度 /（g·L-1
） 10 098.07 2 5 049.03 57.37 0 ***

pH 值 2 226.13 2 1 113.07 12.65 0 ***

温度 /℃ 888.87 2 444.44 5.05 0.02 *

误差 1 760.12 20 88.01

修正后总计 14 973.19 26

注：* 表示影响显著（P  ＜  0.05）；*** 表示影响极显著（P  ＜  0.001）。

表 4  正交试验极差分析表

Table 4 Range analysis of orthogonal experiments

序号 A 底物质量浓度 /(g·L-1) B pH 值 C 温度 /℃ 龙胆二糖产量 /(g·L-1)

1 1 3 3 143.10

2 3 2 1 158.69

3 3 1 3 175.66

4 2 3 1 154.18

5 3 3 2 169.16

6 2 2 3 134.30

7 1 2 2 108.56

8 2 1 2 134.70

9 1 1 1 110.15

K1 361.81 420.51 423.02

K2 423.18 401.55 412.41

K3 503.50 466.43 453.06

k1 120.60 140.17 141.01

k2 141.10 133.85 137.47

k3 167.83 155.48 151.02

R 47.23 21.63 13.55

最优 A3 B3 C3
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表 5  以葡萄糖为底物合成龙胆二糖/低聚龙胆糖的现状

Table 5 Current status of gentiobiose or gentiooligosaccharides synthesis using glucose as the substrate

β- 葡萄糖苷酶来源 反应条件 转化率 /% 参考文献

Coral Microorganisms 以 800 g·L-1
的葡萄糖为反应底物，酶用量 40 U·g-1

葡萄糖，在 40 ℃、
pH 值 7.0 条件下反应

5.38±0.40  [29] 

Aspergillus niger CMI 
CC324262

以 800 g·L-1
葡萄糖为底物，在温度 60 ℃、pH 值 4.5、酶液添加量为

60 U·g-1
、添加 1 mmol·L-1

的 K+
条件下反应 48 h 6.25  [25] 

Thermus caldophilus 
GK24

以 800 g·L-1
的葡萄糖为底物，在温度 70 ℃、pH 值 8.0~9.0、酶液添加量为

40 U·mL-1
条件下反应 72 h 11  [30] 

Thermotoga sp. KOL6 以 1 000 g·L-1
葡萄糖为反应底物，在温度 80 ℃、pH 值 6.0、酶液添加量为

500 U·g-1
条件下反应 48 h 14.43  [31] 

Prunus dulcis 以 900 g·L-1
的葡萄糖为底物，酶用量为 210 IU，在 65 ℃、pH 值 4.0 条件

下反应 120 h 15  [32] 

Trichoderma viride 以 800 g·L-1
的葡萄糖为反应底物，在温度 60 ℃、pH 值 5.0、酶液添加

量为 900 U·g-1
条件下反应

16.25  [27] 

Thermotoga maritima 
STB25

以 480 g·L-1
的葡萄糖为底物，加入纯化酶液，在 80 ℃、pH 值 5.5 条件

下反应 24 h 18.01  [33] 

T. cellulolyticus 以 800 g·L-1
葡萄糖底物，在温度 60 ℃、pH 值 4.5、酶液添加量为 400 U·g-1

条件下反应 60 h 19.36  [28] 

2.6.2  龙胆二糖合成条件正交试验验证

根据正交试验结果，对龙胆二糖合成的最优条件进

行验证，结果表明龙胆二糖的产量达到 163.40 g·L-1，底

物转化效率为 19.22%。目前已有研究报道利用 β- 葡
萄糖苷酶的转糖苷作用从高浓度的葡萄糖液中合成龙

胆二糖。如表 5 所示，在高浓度葡萄糖底物下龙胆二

糖的转化率在 5.38%~19.36% 之间。多数获得较高转

化率的研究依赖于高酶添加量（400~900 U·g-1）。例

如，徐星豪 [28] 使用溶纤维素菌来源 β- 葡萄糖苷酶，在

800 g·L-1 葡萄糖中添加 400 U·g-1 的葡萄糖酶液获得

19.36% 的转化率。绿色木霉来源的 β- 葡萄糖苷酶在添

加量为 900 U·g-1 条件下可将 800 g·L-1 的葡萄糖转化为

130 g·L-1 龙胆二糖，转化率为 14.86% [27] 。而低酶量

（40~60 U·g-1）对应的转化率普遍偏低。本研究采用的

酶的添加量仅为高转化率文献中酶用量的约 1/9~1/4，
转化率仍接近较高水平。这一结果说明该重组酶在催

化效率上具有明显优势，有助于大幅降低酶的使用成

本，为龙胆二糖的生物合成提供了更具经济可行的技

术参考。

2.6.3 龙胆二糖产物验证

根据液相检测结果看，龙胆二糖标准品在

13.40 min 出峰，而在高浓度葡萄糖液制备龙胆二糖的

反应液中，13.40 min 左右也有峰出现。

核磁共振波谱图如图 8 所示。由图 8a 可知，
1H-NMR（400 MHz，D2O）δ ：4.55（d, J=7.9 Hz，
1H），4.41（d, J=7.9 Hz, 1H），4.10（dd, J=11.5, 
2.0 Hz, 1H），3.81（dd, J=12.4, 2.2 Hz, 1H），3.74（dd, 
J=11.4, 5.9 Hz, 1H），3.62（dd, J=12.4, 5.8 Hz, 1H），3.52

（ddd, J=8.7，6.1,  2.1 Hz, 1H），3.37（td,  J=6.7，3.5 Hz, 
4H），3.29（d, J= 9.2 Hz, 1H），3.26~3.18（m，1H），3.15（t，
J=8.5 Hz, 1H）。

图 7 HPLC 检测龙胆二糖的出峰图

Fig.7 Chromatogram of gentiobiose detected by HPLC

注：a ：龙胆二糖标品图；b ：高浓度葡萄糖液制备龙胆二

糖图。

由图 8b 可知，13C-NMR（100 MHz，D2O）δ ：

102.64（C-1′），95.93（C-1），75.87（C-3′），75.59（C-5′，
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3），74.84（C-2′），73.98（C-2），73.04（C-5），69.57
（C-4′），69.42（C-4），68.76（C-6），60.67（C-6′）。

由耦合常数 J=7.9 Hz 可知，组分中存在 β-1,6 糖

苷键，数据与田军等 [34] 研究基本对应。根据以上数据

并结合液相图谱，可确认产物为龙胆二糖。

图 8 龙胆二糖的核磁共振波谱图

Fig.8 Nuclear magnetic resonance spectrum of gentiobiose

注：a ：龙胆二糖的
1H-NMR 图；b ：龙胆二糖的

13C-NMR 图。

3  结论

本研究从黑曲霉中成功克隆获得了 β- 葡萄糖苷酶

基因，经测序可知，该基因全长 2 544 bp，编码 848
个氨基酸。构建了毕赤酵母表达载体，并获取了重组

表达菌株，经表达发酵后对粗酶液进行纯化，纯化后

的重组 β- 葡萄糖苷酶的比活力为 197.59 U·mg-1，纯化

倍数为 7.02 倍。通过 SDS-PAGE 凝胶电泳鉴定，该酶

的分子量大小为 140 kDa。其最适温度为 60 ℃，最适

pH 值为 4.5。以对硝基苯酚 -β- 葡萄糖苷为底物时，Km

为 2.35 mmol·L-1。以葡萄糖为反应底物，将纯化后的

酶液应用于龙胆二糖的合成，通过单因素探究及正交

试验优化确定了龙胆二糖合成的最优条件为在酶液添

加量 105 U·g-1、底物质量浓度 850 g·L-1、温度 60 ℃、

pH 值 5.0 条件下反应 48 h，得到的龙胆二糖的产量可

达 163.40 g·L-1，转化率是 19.22%。本研究为龙胆二糖

的制备提供了一种高效、低成本的酶法工艺。该重组 β-
葡萄糖苷酶催化性能优良，且毕赤酵母表达体系具备

规模化发酵的优势，为其工业化应用奠定了基础。未

来可通过酶分子改造与过程调控相结合的策略，进一

步提高转化率与经济性，同时可开展反应体系的放大

试验，探索连续化生产工艺，推动龙胆二糖生产的工

业化进程。
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