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编码米曲霉果糖基转移酶基因在大肠杆菌中的 

重组表达 
 

王玉海，岳娟，王鹏，林晓珊，张毅 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：为了大量获得果糖基转移酶，本文通过 RT-PCR扩增获得米曲霉果糖基转移酶基因，连接到大肠杆菌 pEASY-E1质粒上，

并转化到大肠杆菌 BL21-DE3 菌株中成功表达，通过对重组菌诱导表达条件的优化，最终确定在诱导温度为 25 ℃，诱导剂异丙基硫

代半乳糖苷（IPTG）浓度为 1.0 μmol/mL的条件下，该重组酶可以顺利表达。利用重组质粒 PEASY-S1 上的 6×组氨酸标签，用亲和

层析的方法纯化能够得到较高纯度的果糖基转移酶。以蔗糖为底物，用该酶进行果糖基转化生产低聚果糖的实验结果表明：重组果糖

基转移酶具有一定催化能力，其酶活力达到 59.0 U/g，且在低温诱导时稳定表达，具备一定的潜在开发利用价值。本实验成功在大肠

杆菌中重组表达出果糖基转移酶，并且能够短时间内、大量表达具有催化活性的果糖基转移酶，可望为果糖基转移酶的工业化提供理

论基础。 
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Recombinant Expression of Fructosyl Transferase Gene of Aspergillus 

oryzae in Escherichia coli 
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Abstract: To obtain a higher yield of fructosyl transferase during industrial production, the fructosyl transferase gene from Aspergillus 

oryzae SBB201 strain was amplified using reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) technique and cloned into plasmid 

pEASY-E1, which was then transformed into E. coli BL21-DE3 strain to achieve successful expression. Optimal conditions for inducing the 

expression of recombinant genes were ultimately determined for successful expression of fructosyl transferase, namely, induction temperature of 

25 ℃ and a dose of 1.0 μmol/mL isopropylthiogalactoside (IPTG,) as an inducer. Taking advantage of the 6 × histidine-tag at the amino 

terminus of recombinant plasmid PEASY-S1, the expressed fructosyl transferase was purified by chelating affinity chromatography. Sucrose 

was used as substrate to test the catalyzing ability of fructosyl transferase. The results indicated that the recombinant fructosyl transferase had 

catalyzing ability and its enzyme activity reached 59.0 U/g. In addition, this recombinant fructosyl transferase could be stably expressed at low 

temperature. Thus, it has great potential for development and application. In this study, recombinant expression of fructosyl transferase in E. coli 

was successful, achieving rapid expression of a large amount of fructosyl transferase with catalyzing ability. This study could provide a 

theoretical basis for industrial production of fructosyl transferase. 
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蔗果寡糖是指在蔗糖的果糖基上通过 β-(2, 1)糖

苷键连接 1-3 个果糖基而形成的蔗果三糖（GF2）、蔗

果四糖（GF3）、蔗果五糖（GF4）等一系列果糖寡聚

体[1]。蔗果寡糖是一种超强双歧因子，可以促进双歧

杆菌增殖[2]，而双歧杆菌是典型的有益菌，不但能够

促进消化吸收，治疗慢性腹泻，还可以调整内分泌和 
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恢复免疫功能，以及恢复肠道蠕动功能从而缓解便秘

等症状[3]。此外，蔗果寡糖的甜度是蔗糖的30%~60%，

热量很低，不会引起血糖值和胰岛素升高，对受胰岛

素控制的肝糖原的合成也无影响，可以作为糖尿病和

高血压患者的保健甜味剂。蔗果寡糖能够预防和调节

多种疾病，是一种营养型保健食品，对人体没有任何

毒副作用，已被许多国家批准使用于食品、化妆品、

药品、饲料等。 

果糖基转移酶能催化蔗糖水解为葡萄糖和果糖，
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也可通过转果糖基作用在蔗糖的果糖基上连1~3个果

糖基形成低聚果糖。该酶广泛存在于高等植物和微生

物中，能产生该酶的植物有洋葱、芦笋、大麦、香蕉、

甜菜、莴苣、菊苣等，微生物有黑曲霉、米曲霉、日

本曲霉、青霉、枯草芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、产气

杆菌等[4]。1982年，Gupta等人从尖孢镰刀菌得到高纯

度的果糖基转移酶，并对其催化产生低聚果糖的一系

列生物合成机制进行研究。1989年，Hirayama 等通过

纯化黑曲霉得到果糖基转移酶，并对该酶的一系列特

性进行了研究[5]。 

从目前来看，工业化生产低聚果糖所用的果糖基

转移酶大多来自于微生物，作为工业生产果糖转移酶

的重要来源[6]，黑曲霉、米曲霉在生产实践中，菌丝

体生长的卷曲成球，给发酵生产往往带来诸多不便，

所以人们为了改善这种状况做了大量工作。1995年，

第一个果糖基转移酶的基因得到克隆，其后不同物种

的果糖基转移酶基因得到研究，如1997年克隆表达了

Jerusalem artichoke基因组内的果糖基转移酶；1998

年，在Onion、globe artichoke等物种获得果糖基转移

酶基因；果糖基转移酶还被用于转基因植物的研究，

用于提高植物的抗逆性。在2007年，莴苣果糖基转移

酶基因被转到烟草基因组内，提高了烟草抗低温的能

力[7]。 

大肠杆菌是第一个用于重组蛋白生产的宿主菌，

也是目前应用最广泛的蛋白质表达系统[8]。它不仅具

有遗传背景清楚、培养操作简单、转化和转导效率高、

生长繁殖快、成本低廉，可以快速大规模地生产目的

蛋白等优点，而且其表达外源基因产物的水平远高于

其它基因表达系统，表达的目的蛋白量甚至能超过细

菌总蛋白量的30%。本研究采用原核生物大肠杆菌表

达系统高效可溶性地表达果糖基转移酶, 并用亲和层

析制备高纯度的果糖基转移酶，为果糖基转移酶的生

产奠定了良好的基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株与质粒 

果糖基转移酶生产菌株来自本实验室保藏米曲

霉（Aspergillus oryzae）菌株 SBB201，大肠杆菌克隆

DH5α 菌种及大肠杆菌表达菌株 BL21-DE3 菌种购自

TransGen Biotech 公司。 

1.1.2  工具酶与试剂 

各种工具酶及蛋白质分子质量标准物购自 Takara

公司，PCR 扩增引物由 Invitrogen(广州)公司合成，其

他试剂均为进口或国产分析纯。 

1.2  实验方法 

1.2.1  米曲霉果糖基转移酶基因克隆 

将米曲霉接种在 DPY培养基中，35 ℃，150 r/min

培养 36 h，纱布过滤收集菌体，用液氮研磨，按Trizol

试剂操作手册提取和鉴定 RNA，-80 ℃保存备用．利

用 Takara 公司反转录试剂盒合成第一链 cDNA，根据

米曲霉果糖基转移酶基因在 Genbank 数据库中报道的

序列（EU118292）设计引物，引物：P1-5’ATGAAGCT 

CTCAACCGCGAGTGCCT3’；P2-5’TTAGCCAATGC 

CTTGTTGTCGACCA3’。以 cDNA 为模板，利用 P1

和 P2 引物进行 PCR 反应：反应体系为 50 μL，反应

程序：98 ℃变性 2 min→98 ℃变性10 s→60 ℃退火 15 

s→72 ℃延伸 2 min→30 个循环后 72 ℃延伸 5 min。

纯化回收 PCR 产物。 

确认 PCR 产物后，配制连接体系：其中 Solution 

I 5 μL，PMD20 载体数目与插入片段数目为 1:10，用

无菌水将总体积补充至10 μL，4 ℃过夜连接。 

过夜连接后，全量（10 μL）加入到 100 μL DH5α

感受态细胞中，冰浴 30 min，42 ℃热激45 s，再置于

冰上 1 min。加入 890 μL SOC 培养基中，37 ℃，200 

r/min，培养60 min。取适量涂布于 LB-Amp 固体培养

基中，37 ℃倒置培养 10 h，取分散度合适的平板，挑

取单菌落，以单菌落为模板，以 P1/P2 引物进行 PCR

扩增，验证阳性克隆。将阳性克隆送至测序公司测定

目的片段序列。 

1.2.2  大肠杆菌重组表达载体构建[9] 

以测序后的载体为模板，以 P1/P2 引物，扩增目

的片段，琼脂糖凝胶分离目的片段，并切胶回收获得

纯净条带，连接至 pEASY-E1 载体，连接方法为平末

端连接,连接体系为5 μL，载体数目与插入片段数目为

7:1，25 ℃（PCR 控温）连接15 min，并用热激法转

化入大肠杆菌 Trans1-T1 感受态细胞中，取适量菌液

涂布于 Amp-LB平板培养基中，37 ℃倒置培养 10 h，

取合适稀释度的平板，挑取单菌落，以菌落为模板，

以 T7 promoter primer 和P2 为引物，PCR 扩增验证阳

性克隆；克隆成功的重组质粒命名为pEASY-S1。 

1.2.3  重组大肠杆菌转化与筛选 

提取重组质粒pEASY-S1，琼脂糖凝胶电泳验证，

将通过验证，长度准确的的质粒通过热激法转化至大

肠杆菌BL21-DE3感受态细胞中，然后涂布于Amp-LB

平板上培养，挑取培养出的大肠杆菌菌落，以大肠杆

菌菌落为模板，以P1和T7 terminater primer为引物进行

PCR扩增验证重组菌构建结果。 

app:ds:globe
app:ds:artichoke
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1.2.4  重组大肠杆菌的诱导表达[10] 

挑取单个菌落接种到 Amp-LB培养基中（含氨苄

青霉素 100 μg/mL），37 ℃、250 r/min 过夜培养，以

获得有活力的菌株，取0.5 mL活力菌液接种至 50 mL

新鲜 LB培养基中，37 ℃下培养 2 h，待其菌体浓度

达到 OD600介于 0.8 与 1.1 之间时，加诱导物 IPTG 至

终浓度为 1.0 μmol/mL，分别在 30 ℃、25 ℃、20 ℃

条件下培养 4 h，以诱导目的基因表达。 

1.2.5  SDS-PAGE 电泳验证重组果糖基转移酶

表达[11] 

参考文献的方法进行SDS-PAGE电泳试验.在电

泳试验中，采用12.0%（质量分数）的分离胶和5.0%

（质量分数）的浓缩胶。取5 mL大肠杆菌菌液，离心

后收集菌体，用PBS缓冲液洗涤2次，加入上样缓冲液

混合后沸水浴10 min，上样，4 ℃条件下电泳，先用

80 V电泳30 min，在用150 V电泳90 min。电泳后用超

纯水浸洗凝胶两次，然后采用考马斯亮蓝R-250染色的

方法对凝胶进行染色，染色70 min，染色结束后用脱

色液脱色。 

取诱导表达的菌液，离心收集菌体，利用重组蛋

白上设计的6×组氨酸标记，进行亲和层析。镍离子亲

和层析柱，Buffer A（20 mmol/L Tris-Hcl，50 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L咪唑，pH 8.0），Buffer B（20 mmol/L 

Tris-Hcl，500 mmol/L NaCl，500 mM咪唑，pH8.0），

使用梯度洗脱进行层析。将洗脱透过液进行蛋白质电

泳，验证层析结果。 

1.2.6  重组果糖基转移酶活性测定[12] 

按照 1.2.4 的方法培养重组大肠杆菌，待诱导表

达结束后，离心收集菌体，称重并用PBS 缓冲液（pH 

6.0）洗涤 1~2 次，最终用等重的 PBS 缓冲液悬浮，

并用超声波破碎，超声波破碎程序为：25 W，5 s on，

5 s off，持续 3~5 min。 

配制酶促反应体系：产酶菌体1 g、蔗糖 2 g，总

体积为 20 mL。将反应体系置于摇瓶中，在 45 ℃，150 

r/min 的恒温回旋式摇床中反应 60 min，取出置于

100 ℃水浴中 5 min 将酶灭活，冷至室温，于 10000 

r/min 台式离心机上离心 5 min，取上层清液用 0.22 μm

的滤膜过滤，并加入等体积的超纯水，作为 HPLC 法

测定蔗果三糖的试液。 

HPLC 检测条件：色谱柱：氨基键合柱（Inertsil 

NH2）；流动相：流速：1.0 mL/min；乙腈(色谱纯)/水

=72/28；柱温：40 ℃；进样量：10 μL；检测器：

Waters2410 型示差折光检测器；允许差：同一样品两

次测定结果之差，不得超过平均值的5%。 

根据酶活力的定义，在上述条件下，每分钟产生

1 μmol蔗果三糖所需酶量为一个酶活力单位（U），按

下式计算每克产酶菌丝体的酶活力 X，单位为 U/g。 

)mt504.0/()2GF100010(X   

注：10 为 100 mL 蔗糖溶液中蔗糖含量；GF2 为蔗果三

糖的百分含量，%；t 为反应时间，单位为分钟（min）；m为反

应菌丝体质量，单位为 g。 

2  结果与分析 

2.1  果糖基转移酶基因克隆及表达质粒构建 

通过提取米曲霉的总RNA，反转录为cDNA，利

用P1和P2引物进行PCR扩增出目的条带；将PCR产物

与克隆载体相连接，转化至大肠杆菌中，挑取阳性克

隆测序。测序结果表明克隆的果糖基转移酶基因序列

与GenBank 数据库中GX0015菌株报道序列有19个碱

基不同，氨基酸序列有中有四个不同。通过平行测序，

可得到稳定相同的测序结果，故可知在PCR过程中未

见任何突变。 

扩增的PCR产物克隆至表达载体pEASY-E1上，再

分别以P3、P4引物进行菌落PCR，筛选出阳性克隆，

测序结果表明重组质粒pEASY-S1构建成功，其示意图

见图1。 

 
图1 重组表达质粒pEASY-E1构建示意图 

Fig.1 Sketch of construction of recombinant expression plasmid 

peASY-E1 

2.2  重组大肠杆菌筛选及鉴定 

培养米曲霉 SBB201 菌株，并提取总基因组，将

PCR 扩增并测序确认的米曲霉果糖基转移酶基因连

接至 pEASY-E1 质粒，得到 pEASY-S1，成功构建

pEASY-E1 质粒后，采用化学转化法转化入大肠杆菌

Trans1-T1 感受态细胞中，用 LB-Amp 固体培养基筛

选转化成功的菌株，挑去能够在 Amp 抗性条件下生

长的单菌落，接入到 LB-Amp 液体培养基中培养，由

于 pEASY-S1 质粒是通过平末端连接构建的，故需要

以重组菌落为模板，利用pEASY-E1 质粒上自带的T7 
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terminater primer 和 P1 Primer进行 PCR 验证。可以扩

增出目的基因的质粒即为正确连接的质粒。 

将正确连接的 pEASY-E1 质粒转化入大肠杆菌

BL21（DE3）菌株中，培养转化成功的重组单菌株，

收集菌体并提取质粒，通过琼脂糖凝胶电泳验证质粒

长度，由于空质粒长 5715 bp，连接目的片段后长7497 

bp，可以根据质粒长度判断重组菌构建效果。 

 
图 2 重组转化子 PCR 电泳 

Fig.2 PCR identification of recombinant transformants 

注：1：DL2000Marker；2：阴性对照；3：阳性克隆结果。 

 
图3 pEASY-S1质粒电泳 

Fig.3 Electrophoretic patterns of recombinant plasmid 

pEASY-E1 

注：1：Supercoli Marker；2：阴性对照；3：重组质粒。 

2.3  重组大肠杆菌在摇瓶培养中诱导结果[13] 

在 LB 培养基中培养重组大肠杆菌，37 ℃，200 

r/min 培养。待菌体浓度（OD600）达到 0.8~1.0 时，加

入 IPTG 诱导剂，终浓度为 1.2、1.0、0.8 μmol/mL，

继续培养至 OD600 接近 2.0 时，终止发酵，将菌体置

于 4 ℃保存 1 h，离心收集菌体，按照1.2.5方法电泳

确认果糖基转移酶表达效果，发现重组大肠杆菌在

66.4 ku的蛋白标记下方有重组蛋白表达，而对照组则

无重组蛋白表达。利用 BandScan 软件分析电泳图，

其中 4、5、6 三个泳道目的条带分别占泳道总蛋白含

量的 14.8%、16.7%、13.6%，对应实验设计，可知在

IPTG 浓度为 1.0 时重组酶表达量较高（电泳结果见图

4）。 

控制 IPTG 浓度为 1.0 μmol/mL，将重组菌放在

30 ℃、25 ℃、20 ℃的条件下继续培养至 OD600接近

2.0 时，终止发酵，将菌体置于4 ℃保存 1 h，离心收

集菌体，按照 1.2.5 方法电泳确认果糖基转移酶表达效

果。利用 BandScan 软件分析电泳图，其中 4、5、6

三个泳道目的条带分别占泳道总蛋白含量的 7.8%、

19.1%、6.3%，对应实验设计，可知重组大肠杆菌蛋

白质中在 25 ℃时重组酶表达量较高（电泳结果见图

5）。 

 

图 4 IPTG 浓度梯度对重组果糖基转移酶表达的影响 

Fig.4 Effect of induction on recombinant by the concentration 

of IPTG 

注：1，蛋白质Marker；2，未携带重组质粒的 BL21-DE3

菌株；3，未加入 IPTG 诱导的重组菌株；4，IPTG 浓度为 1.2 

μmol/mL；5，IPTG 浓度为 1.0 μmol/mL；6，IPTG 浓度为 0.8 

μmol/mL。 

 
图 5 温度梯度对重组果糖基转移酶表达的影响 

Fig.5 Effect of induction on recombinant by temperature 

注：1，蛋白质Marker；2，未携带重组质粒的 BL21-DE3

菌株；3，未加入 IPTG 诱导的重组菌株；4，30 ℃条件诱导重

组菌株表达；5，25℃条件诱导重组菌表达；6，20 ℃条件诱导

重组菌表达。 

按照优化过的诱导表达条件培养重组菌株，电泳

显示有明显果糖基转移酶蛋白出现，未加 IPTG 诱导

的重组大肠杆菌也有本底表达，但是表达量较低。另

外未携带重组质粒的 BL21-DE3 大肠杆菌蛋白中不含
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有相应蛋白。该结果表明果糖基转移酶已经成功在大

肠杆菌中表达（电泳结果见图 6）。 

 
图 6 重组表达果糖基转移酶 SDS-PAGE 电泳 

Fig.6 Electrophoretic patterns of recombinant 

fructosyltransferase 

注：1，蛋白质Marker；2，重组大肠杆菌蛋白提取；3，

阴性对照 1；4，未加入 IPTG 的重组菌；5，阴性对照。 

2.4  重组果糖基转移酶的纯化[14] 

收集重组表达的大肠杆菌菌体，破碎充分溶解，

利用重组表达果糖基转移酶蛋白上的组氨酸标签，用

亲和层析纯化表达蛋白，鉴定重组表达效果。将透过

液进行SDS-PAGE蛋白质电泳，从电泳图中可见，溶

解后的大肠杆菌蛋白质中含有果糖基转移酶。 

 
图 7 Ni 柱亲和层析纯化重组果糖基转移酶 

Fig.7 Recombinant fructosyl transferase purification in Ni-NTA 

affinity chromatography 

注：1，蛋白质Marker；2，纯化后重组果糖基转移酶。 

2.5  重组大肠杆菌中酶活力测定 

将重组大肠杆菌菌株接种在 100 mL LB-Amp 培

养基中，37 ℃，200 r/min 培养至 OD600介于 0.8 至 1.2

时，通过优化诱导时间、温度、和诱导剂浓度，得到

当加入 IPTG 终浓度达到 1.0 μmol/mL，诱导温度为

25 ℃培养时酶活效果最好，至 OD600=2.0 时终止培养，

离心收集菌体，称重，按照 1.2.6 的方法检测重组酶活

性，由于在液相色谱检测中，葡萄糖、果糖、蔗糖、

蔗果三糖、蔗果四糖的保留时间分别为 7.0 min、7.5 

min、9.0 min、12.5 min、16.5 min，通过对检测结果

的分析，发现野生型的菌体酶液的催化体系中未发现

蔗糖的降解和糖基转化；未添加诱导剂的重组菌体催

化体系有较弱的蔗糖降解能力，可以检测到葡萄糖和

果糖的波峰，蔗糖的含量也有相应的下降，未检测到

蔗果聚糖的波峰。重组大肠杆菌酶液催化体系可检测

到蔗糖较明显的降解，通过积分计算，可得蔗果三糖

含量为 1.74%，计算得重组大肠杆菌转果糖基活性为

59.0 U/g。 

 

 

 
图 8 HPLC 测定重组表达的果糖基转移酶活性 

Fig.8 The HPLC map of recombinant fructosyl transferase 

activity 

注：1，野生型菌株；2，未加入诱导剂的重组菌；3，正

常诱导的重组菌体。 

3  结论 

3.1  作为目前应用最多的异源蛋白表达系统，大肠杆
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菌具有多方面的优点，获得表达产物耗时较短，所投

入的成本相对比较低。但也有在一些缺陷，例如异源

蛋白常经以不溶的包涵体形式表达，胞内表达的产物

较难纯化，且原核表达系统的后加工修饰体系不完整，

翻译产物的后修饰不足，表达异源蛋白的生物活性较

低等。 

3.2  本实验以实验室保藏的米曲霉（Aspergillus 

oryzae）菌株 SBB201 为基础，通过提取米曲霉 Total 

RNA，逆转录合成得到果糖基转移酶 cDNA片段，避

免了大肠杆菌表达系统转录修饰体系不足的缺陷。将

目的基因连接 pEASY-E1 质粒，并最终果糖基转移酶

基因的克隆至大肠杆菌中，并成功诱导表达，测序可

知米曲霉（Aspergillus oryzae）菌株 SBB201 的果糖基

转移酶序列.通过比对得到其与GX0015菌株碱基序列

和氨基酸序列的不同。 

3.3  通过对米曲霉果糖基转移酶基因重组质粒构建，

我们得到表达出果糖基转移酶活性的大肠杆菌重组菌

体，在对诱导表达条件的优化过程中，通过对诱导温

度和诱导剂 IPTG 浓度的优化，可以确定在 25 ℃、

IPTG 浓度为 1.0 μmol/mL时，重组果糖基转移酶的表

达效果最好。为了进一步验证重组蛋白的表达，我们

进行了 Ni 柱亲和层析，并获得高纯度的果糖基转移

酶，这个结果进一步验证了米曲霉果糖基转移酶基因

在大肠杆菌中的表达。在转糖基实验中，对重组果糖

基转移酶的酶活检测检测，重组大肠杆菌果糖基转移

酶活性可以达到 59.0 U/g，后期将对果糖基转移酶酶

活的特性作进一步的研究。 
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