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摘   要：L-抗坏血酸 2-葡糖苷 (L-ascorbic acid 2-glucoside, AA-2G) 是 L-抗坏血酸 (L-ascorbic acid, 
L-AA) 的衍生物，相比 L-AA，其稳定性极好，并且容易被人体利用。α-葡糖苷酶 (alpha glucosidase, 
AG) 是最早发现可以产生 AA-2G 的酶，但合成效率很低。本研究的目的是通过系统评价来源于黑

曲霉、粳稻以及大鼠的 AG 合成 AA-2G 的活性，为进一步分子改良提高 AG 合成 AA-2G 功能筛

选候选 AG 出发酶。人工合成黑曲霉、粳稻以及大鼠来源的 AG 基因，构建重组工程菌，表达和

纯化 3 种重组酶 (AAG, JrAG, RAG)，并对它们产生 AA-2G 的条件进行优化，在最适反应条件下，

比较这 3 种酶的活力、合成 AA-2G 的产量和转糖率等。研究结果显示，JrAG 的比活力为 1.9 U/mg、
生成 AA-2G 的量为 2 577.2 mg/L、转糖苷率为 7.6%；AAG 的比活力为 1.0 U/mg、生成 AA-2G 的

量为 153.10 mg/L、转糖苷率为 0.5%；RAG 的比活力为 0.4 U/mg、生成 AA-2G 的量为 861.0 mg/L、
转糖苷率为 2.5%；在这 3 种来源的 AG 重组酶中，JrAG 的比活力和转糖率最高。JrAG 具有较高

转麦芽糖合成 AA-2G 的活性，是进一步分子改良提高合成 AA-2G 产量的良好出发酶，本研究结

果也可为开展 AG 在 AA-2G 合成的相关研究提供参考。 

关键词：α-葡糖苷酶；L-抗坏血酸 2-葡糖苷；酶法合成；麦芽糖；粳稻  
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Abstract: L-ascorbic acid 2-glucoside (AA-2G) is a derivative of L-ascorbic acid (L-AA). Compared 
with L-AA, it has good stability and is easily decomposed by enzyme in the human body. α-Glucosidase 
(AG) was the first enzyme found capable of producing AA-2G. However, researches on this enzyme is 
still in infancy. We took AG derived from Aspergillus niger (AAG), Japanese rice (JrAG) and Rattus 
rattus (RAG), and compared their specific enzymatic activity and transglycosidation rate, with the aim 
to improve the synthesis of AA-2G by the transglycosidation of AG. The genes encoding these three 
different AG were cloned and expressed in engineered yeast. The conditions for the transglycosidation 
reaction of these three enzymes were optimized and the transglycosidation efficiency and yield of 
AA-2G under the optimized conditions were compared. The specific activity of AAG reached 1.0 U/mg, 
while the yield of AA-2G reached 153.1 mg/L with a transglycosidation rate of 0.5%. The specific 
activity of RAG reached 0.4 U/mg, while the yield of AA-2G reached 861.0 mg/L with a 
transglycosidation rate of 2.5%. JrAG showed the highest specific activity and transglycosidation rate. 
The enzyme specific activity of JrAG reached 1.9 U/mg, while the yield of AA-2G reached 2 577.2 mg/L 
with a transglycosidation rate of 7.6%, much higher than that of the other two glucosidases. JrAG may 
thus have potential to improve the synthesis of AA-2G.  

Keywords: α-glucosidase; L-ascorbic acid 2-glucoside; enzymatic synthesis; maltose; japonica rice 

 
 
 

L-抗坏血酸 (L-ascorbic acid, L-AA) 又称

维生素 C，在药品、食品和化妆品领域有广泛

的应用[1]。但是，由于 L-AA 二号碳上的羟基非

常容易被氧化使 L-AA 降解失活，所以严重限

制了 L-AA 的应用 [2]。L-抗坏血酸 2-葡糖苷 
(L-ascorbic acid 2-glucoside, AA-2G)[3-4]是 L-AA
性质最为稳定的糖类衍生物，相比 L-AA，其对

热、氧化剂、金属离子具有显著的抗性[5-7]。同

时，AA-2G 保留着 L-AA 的生物学功能。目前

AA-2G 广泛应用于化妆品、食品、医疗保健、

畜牧业、水产养殖等行业[8]。 
目前，生物合成法是制备 AA-2G 的主要方

法[9]。α-葡糖苷酶 (alpha glucosidase, AG) 是最

早发现能催化麦芽糖转糖基合成 AA-2G 的酶，

AG 水解麦芽糖非还原端的糖苷键，释放一个离

子化的葡萄糖，然后游离的葡萄糖以 α-1,6-糖
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苷键转移到 L-AA 二号位碳的羟基上形成糖苷

化合物 AA-2G[10-11]。来源于曲霉、酿酒酵母、

芽孢杆菌、粳稻、小鼠的 AG 同时具有水解活

性和转糖苷活性[12-13]。有文献报道，黑曲霉来

源的 AG (Aspergillus niger α-D-glucosidase, 
AAG)[14-16] 、粳稻来源的 AG (Japanese rice 
α-D-glucosidase, JrAG)[17]以及大鼠来源的 AG 

(Rattus rattus α-D-glucosidase, RAG)[18]具有较

好的转糖苷活性且生成的中间副产物较少，但

AA-2G 的产率很低。我们发现关键的问题是在

AG 催化 L-AA、麦芽糖合成 AA-2G 的转糖苷反

应中，实际上存在一个级联反应：(a) L-抗坏血酸+

麦芽糖  ⎯⎯→   

L-抗坏血酸 2-葡糖苷+葡萄糖 (b) 

L-抗坏血酸 2-葡糖苷+葡糖苷  ⎯⎯→  L-抗坏血

酸+葡萄糖。AG 既能转糖苷反应合成 AA-2G，

同时也能水解 AA-2G，所以导致 AG 合成

AA-2G 的效率很低。 
麦芽糖是一个廉价的糖基供体，如果能优

选一个 AG，进行分子改造，使其更趋向于转糖

基反应，而更低的糖苷水解作用将有助于 AG
催化廉价麦芽糖合成 AA-2G 的工业化生产。由

于不同来源的 AG 的分子量、最适反应温度、

底物专一性以及催化效率稍有差异，文献报道

AG 合成 AA-2G 效率的研究[17-18]，未对反应条

件进行优化，有些没有报道转糖率，无法比较

和评价各个来源 AG 合成 AA-2G 效率的优劣。

因此，本研究选择了 AAG、JrAG 和 RAG 进行

研究，首先，构建 AG 工程菌，纯化制备 AG，

摸索了各个酶的最适反应条件，最后定量分析

AAG、JrAG 和 RAG 在最适条件下的活力、比

活力和转糖率，比较和评价不同来源的 AG 转

糖苷合成 AA-2G 的能力，优选出转麦芽糖合成

AA-2G 活性相对较高的 AG，为进一步对该酶

进行分子改造选择优秀的出发酶。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株 

毕赤酵母 GS115，由本实验室保存；大肠

杆菌感受态细胞，购自广州鼎国生物技术公司。

pGAP-ss1-aag-ppic3.5k 和 pGAP-ss1-jrag-ppic3.5k
质粒由上海捷瑞生物工程有限公司合成；

pGAP-ss1-rag-ppic3.5k 质粒由华大基因股份有

限公司合成。 
1.1.2  主要试剂和培养基 

限制性核酸内切酶 (EcoR Ⅰ-HF、Sac Ⅰ-HF、
Sal Ⅰ-HF)、琼脂糖凝胶回收试剂盒等均购自

NEB 公司；聚合酶类 PrimeSTAR 购自 TaKaRa
公司；质粒小提试剂盒购自 TIANGEN 公司；

Quick Start Bradford 蛋白测定试剂盒购自

Bio-Rad 公司；SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒和酵

母基因组提取试剂盒购自生工生物工程 (上海) 
股份有限公司；L-抗坏血酸  (分析纯 ) 购自

Sigma 公司；AA-2G (色谱纯) 购自 Macklin 公

司；磷酸二氢钾 (色谱纯) 购自 Macklin 公司；

85%磷酸 (色谱纯) 购自科密欧公司。 
LB 液培养基：酵母提取物 5.0 g，细菌学

蛋白胨 10.0 g，氯化钠 10.0 g。LB 固体培养基

中加琼脂粉 15.0 g。 
MD 固体培养基：丙三醇 10.0 g，无氨基酵

母氮源 13.4 g，生物素 0.4 mg/L，琼脂粉 15.0 g。
YPG 液体培养基：酵母提取物 10.0 g，大豆蛋

白胨 20.0 g，丙三醇 10.0 g。 
1.1.3  仪器与器材 

ECM399 电转仪，BTX 公司；Mini Spin 台

式离心机，Eppendorf；Sigma 4K-15 高速冷冻

离心机，BECKMAN 公司；Mini 蛋白质电泳仪，

Bio-Rad 公司；UV-2600 紫外可见分光光度计，

岛津公司。AKTA pure 纯化仪，GE Healthcare 公

α-葡糖苷酶

α-葡糖苷酶
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司；多功能酶标仪，美谷分子仪器 (上海) 有
限公司；Ultimate 3000 高效液相色谱仪，Thermo 
Scientific。 

1.2  方法 
1.2.1  目的基因的获取 

本研究选取了 3 种不同来源的 AG，分别来源

于黑曲霉的 AAG (aag 的核酸序列，GenBank 登录

号：XM_001402016.2)、来源于粳稻的 JrAG (jrag
的核酸序列，GenBank 登录号：XM_ 015787634.2) 
和来源于大鼠的 RAG (rag 的核酸序列，GenBank
登录号：XM_032912099.1)。将目的基因序列进行

毕赤酵母密码子优化，去除其本身信号肽基因序

列，在目的基因前端加上 ss1 基因序列实现产物的

分泌型表达，在目的基因末尾添加组氨酸标签，

方便后续蛋白的分离纯化。aag 和 jrag 由上海捷

瑞生物工程有限公司进行全基因合成，rag 由华大

基因股份有限公成进行全基因合成。 
1.2.2  AG 工程菌的构建 

活化带有目的基因质粒 (分别是 pgap-ss1- 
aag-ppic3.5k、pgap-ss1-jrag-ppic3.5k 和 pgap- 
ss1-rag-ppic3.5k) 的大肠杆菌，提取质粒。用限

制性内切酶 Sal Ⅰ对质粒进行线性化，使用 1%
琼脂糖凝胶电泳检测后切胶回收目的片段，并

将目的片段分别电击转入毕赤酵母 GS115 感受

态细胞中，目的基因将以同源重组的形式整合

入酵母的染色体实现复制和表达。将电转后的

感受态细胞涂布于 MD 固体培养基平板，置于

28 ℃恒温培养箱中培养，待长出单菌落。挑取

平板上单克隆提取重组菌的基因组进行阳性克

隆鉴定 (鉴定引物见表 1)。 
1.2.3  阳性重组菌的扩大培养和目的蛋白纯化  

将验证成功的阳性重组菌分别接于 YPG
培养基中，28 ℃、200 r/min 培养 72 h。 

上清液经硫酸铵沉淀 (100 mL 的发酵液

加入 56.1 g 的硫酸铵，使溶液硫酸铵饱和度达

到 80%) 处理后进行 Ni Sepharose 6 Fast Flow
镍柱亲和层析，用截留分子量为 50 kDa 的超

滤管对洗脱峰收集液进行浓缩。用缓冲液 
(PBS 缓冲液或柠檬酸-Na2HPO4) 置换洗脱缓 
冲液，反复置换 3 次并浓缩至 2–3 mL。浓缩后的

洗脱峰收集液测蛋白浓度，进行 SDS-PAGE 分

析，剩余的浓缩蛋白质溶液置于 4 ℃保存备用。 
1.2.4  AG 酶活力测定 

pNPG 会 被 AG 分 解 为 对 硝 基 苯 酚 
(p-nitrophenol, pNP)，pNP 在碱性溶液中显黄橙

色且在 405–420 nm 处有特征吸收峰，在一定的

范围内吸光值和 pNP 的浓度呈线性相关。 
酶活力定义：在 pH 为 5.0、40 ℃的条件下，

以 5 mmol/L pNPG 为底物，每分钟产生 1 μmol
的 pNP 所 需 的 酶 量 为 1 个 酶 活 力 单 位 
(U/mL)。酶比活力定义：将每毫克蛋白质中酶

的单位数，定义为比活力 (U/mg)。 
 
表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers name Sequences (5ʹ→3ʹ) Size (bp) 

aag primer1 CCGGAATTCCGGTCCGCTCAATTGATTGCTAAC 33 

aag primer 2 ATTTCGCCGGCGTTTATCAATGATGATGATGATG 34 

jrag primer 1 GGATACAACGTTGCTTCCGTTGCTGGTTCT 30 

jrag primer 2 TTAATGATGATGATGATGATGGTAAGT 27 

rag primer 1 ATGCTGAACAATTGAGAGCTGTTCCAACT 29 

rag primer 2 TTTCACCCATCAACAAGGAAACTGGAAT 28 
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酶活力测定：取 pNPG 缓冲液 400 μL，再

加入 10 mmol/L 的 pNPG 溶液 380 μL，向离心

管加入酶液 20 μL，以灭活的酶液作为对照组，

每组 3 个重复。40 ℃反应 15 min，反应结束后

加入预冷的 1 mol/L Na2CO3 溶液 200 μL 终止反

应。室温静置 5 min，酶标仪测定 OD405 吸光值。

根据标准曲线计算 pNP 的浓度，再根据活力公

式[19]计算酶活力和酶比活力。 
1.2.5  AG 转糖苷反应条件的优化 

本实验依据单一变量原则，找出各个 AG
合成 AA-2G 转糖苷反应的最适温度、最适 pH
以及最适底物浓度。 

(1) 研究温度对 AG 反应的影响。分别在

30、35、40、45、50、55 和 60 ℃反应条件下，

其他反应条件不变 (温度为 50 ℃、麦芽糖浓度

为 200 mmol/L、L-AA 浓度为 100 mmol/L)，进

行反应，探索各工程酶的最优反应温度。  
(2) 研究 pH 对 AG 反应的影响。控制其他

条件不变，分别将 3 种 AG (AAG、JrAG、RAG)
转糖苷反应条件中的 pH 值设为 3.0、3.5、4.0、
4.5、5.0、5.5 和 6.0，探索各工程酶的最优反应

pH。 
(3) 研究底物麦芽糖浓度对 AG 反应的影

响。分别在麦芽糖浓度为 50、100 、200、300、
400、500、600 mmol/L 反应条件下，其他反应

条件不变，进行 3 种不同来源的 AG 的合成

AA-2G 反应，探索各工程酶最优的麦芽糖反应

浓度。 
(4) 探究底物 L-AA 浓度对 AG 反应的影

响。分别在 L-AA 浓度为 10、20、30、40、50、
100、150、200、250 mmol/L 反应条件下，其

他反应条件不变，进行 3 种不同来源的 AG 的

合成 AA-2G 反应，探索各工程酶最优的 L-AA
反应浓度。 

1.2.6  各 AG 在最适反应条件下转糖苷产生

AA-2G 能力的比较 
各工程酶在最适反应条件进行反应后，对

其产生的 AA-2G 产量进行 HPLC 检测，检测条

件参照文献报道方法[14]优化后进行，优化后的

条件为：高效液相色谱仪：Ultimate 3 000；色谱

柱：Acclaim 120 C18 (5 μm，4.6 mm×250 mm)；

柱温：25 ℃；检测波长：238/243 nm；上样量：

10 μL；流动相组成：KH2PO4 (0.075 mol/L，pH 

2.0)。计算且比较各酶合成的 AA-2G 产量、转

糖率和酶活力。 

转糖率为在转糖苷反应中 L-AA 二号碳糖

苷化形成 AA-2G 的百分比。 

AA - 2G 100%
L - AA

= ×生成 的物质的量
转糖率

加入 的物质的量
。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因的获取 
活化携带目的基因的甘油菌，提取质粒，

双酶切质粒 pgap-ss1-aag-ppic3.5k、pgap-ss1- 

jrag-ppic3.5k、pgap-ss1-rag-ppic3.5k，用 1%琼

脂糖凝胶进行电泳，鉴定结果如图 1 所示。载

体大小为 8 200 bp，目的基因 pgap-ss1-aag 片

段大小为 3 660 bp，pgap-ss1-jrag 片段大小为   

3 340 bp，pgap-ss1-rag 片段大小为 3 440 bp。

核酸电泳结果如图 1 所示，结果显示酶切产物

片段大小符合预期。 

2.2  三种 AG 重组阳性菌的鉴定   
提取各单克隆的基因组，使用表 1 的引物

对单克隆的基因组进行 PCR 扩增，PCR 产物进

行琼脂糖凝胶电泳分析，各重组菌能扩增出目

的基因，说明所获的单克隆即为阳性重组菌，

鉴定结果如图 2 所示。 
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图 1  重组子质粒双酶切产物核酸电泳鉴定图 
Figure 1  Restriction enzyme digestion products of recombinant plasmid. Lane 1–2: the product of selected 
plasmid digested with double enzyme; lane M: DNA marker DL2504; double-enzyme digestion products of 
recombinant plasmid pgap-ss1-aag-ppic3.5k (A), pgap-ss1-jrag-ppic3.5k (B), and pgap-ss1-rag-ppic3.5k (C). 
 

 
 
图 2  重组菌的 PCR 鉴定结果 
Figure 2  Single-colony PCR analysis of recombinant Pichia pastoris. Lane 1–6: the selected single-clonal 
recombinants; lane M: DNA marker DL2504 and the arrow indicates the target band. (A) aag. (B) jrag. (C) rag. 
 

2.3  酶蛋白的纯化 
据预测 AAG 和 JrAG 的蛋白大小均为  

150 kDa，RAG 的大小为 120 kDa。镍柱亲和层

析收集的各洗脱液经浓缩后，SDS-PAGE 鉴定

结果如图 3 所示，洗脱峰 2 收集液有大量的目

的蛋白，说明镍柱亲和层析能高效纯化目的蛋

白和去除杂蛋白。后续选取洗脱峰 2 进行实验。

经测量工程酶 AAG 的浓度为 0.91 mg/mL，工

程酶 JrAG 的浓度为 0.34 mg/mL，工程酶 RAG

的浓度为 0.70 mg/mL。 

 

2.4  各工程酶酶活力的测定 
pNP 浓度的标准曲线方程为 y=8.600 8x– 

0.005 1 (R2=0.999 7)。经计算 AAG、JrAG 和RAG
比活力大小分别为 1.010 U/mg、1.945 U/mg、  
0.367 U/mg，JrAG 的比活力最高。 
2.5  各工程酶转糖苷反应条件的优化 

不同的温度条件下 (30 ℃、35 ℃、40 ℃、

45 ℃、50 ℃、55 ℃和 60 ℃)，3 种 AG 转糖苷

产生 AA-2G 的量如图 4 所示。AAG、RAG 在

50 ℃条件下 AA-2G 的产量最高，JrAG 在 40 ℃
条件下 AA-2G 的产量最高。 
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图 3  SDS-PAGE 检测粗酶液和镍柱纯化洗脱峰收集液 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of crude enzyme solution and elution peak collection solution for nickel 
column purification. Lane M: the standard protein; (A) Lane 1: the collection solution of AAG elution peak 2; 
lane 2: the crude enzyme solution of AAG; lane 3: the collection solution of AAG elution peak 1; lane 4: the 
collection solution of AAG elution peak 2. (B) Lane 1: the crude enzyme solution of JrAG; lane 2: the 
collection solution of JrAG elution peak 1; lane 3: the collection solution of JrAG elution peak 2. (C) Lane 1: 
the crude enzyme solution of RAG; lane 2: the collection solution of JrAG sample peak; lane 3: the collection 
solution of RAG elution peak 1; lane 4: the collection solution of RAG elution peak 2. The arrow-indicated 
band is the target protein. 

 
 

 
 

图 4  不同温度条件下 3 种 AG 转糖苷产生 AA-2G 的量 
Figure 4  Yield of AA-2G catalyzed by different α-glucosidases under different temperature. 
 

不同 pH 条件下 (3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、
5.5 和 6.0)，3 种 AG 转糖苷产生 AA-2G 的量如

图 5 所示。AAG、JrAG、RAG 均在 pH 5.0 时

产量最高。 
在不同的麦芽糖浓度 (0−600 mmol/L)下， 

3 种 AG 转糖苷产生 AA-2G 的量如图 6 所示。

AAG在麦芽糖为 200 mmol/L时产量最高、JrAG
在麦芽糖为 400–500 mmol/L 时产量最高(后续

实验取 500 mmol/L 麦芽糖浓度)、RAG 在麦芽

糖为 80 mmol/L 下产量最高。 
 
 
 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2530 

 

 
 

图 5  不同 pH 下 3 种 AG 转糖苷产生 AA-2G 的量 
Figure 5  Yield of AA-2G catalyzed by different α-glucosidases under different pH. 
 

 
 

图 6  各工程酶在不同麦芽糖浓度下的 AA-2G 产

量 
Figure 6  Yield of AA-2G catalyzed by different 
α-glucosidases under different maltose 
concentration. 
 

在不同 L-AA 浓度 (0−300 mmol/L) 下，  
3 种 AG 转糖苷产生 AA-2G 的量如图 7 所示。

AAG 在 L-AA 为 80 mmol/L 下产量最高。JrAG、
RAG 在 L-AA 为 100 mmol/L 下产量最高。有趣

的是，我们还发现在其他条件不变的情况下，

反应液中 L-AA 浓度达到一定量后，AG 催化合

成 AA-2G 产率并不是进入平台，而是随 L-AA

浓度增加，AA-2G 合成产率反而下降。这种现

象的机理尚未清楚，有待进一步研究。 

2.6  各工程酶在最适条件下生成 AA-2G
产量和转糖率 

3 种 AG 按照最优转糖苷反应条件进行反

应。反应后的样品检测的 AA-2G 产量结果如 
表 2 所示，比较发现 JrAG 合成 AA-2G 的产量

最高。 

 

 
 

图 7  各工程酶在不同 L-AA 浓度下的 AA-2G  

产量 
Figure 7  Yield of AA-2G catalyzed by different 
α-glucosidases under different L-AA concentration. 
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3  讨论 
AA-2G 是 L-AA 的一种糖类衍生物[20]。相较

于 L-AA，AA-2G 的性质更加稳定，不易被氧化，

同时兼具 L-AA 的活性功能。目前工业上使用环

糊精葡聚糖转移酶  ( c y c l o d e x t r i n  g l u c a n 
transferase, CGTase) 合成 AA-2G，当利用 α-环糊

精作为底物时，有较高的合成效率，但是成本过

高是其不容忽视的缺点。CGTase 利用其他底物

时，产生 AA-2G 的效率大幅度下降[21-23]。虽然开

展了许多关于环糊精葡聚糖转移酶分子改造的 

研究，但效果依旧不理想。除了 CGTase 外，其

他的酶类也可以合成 AA-2G。使用廉价的麦芽糖

作为糖基供体的 AG 是一个具有工业化潜力的

酶。本研究工作构建工程菌，系统比较了黑曲霉、

粳稻以及大鼠来源的 AG 的活力以及转糖率，筛

选进一步进行分子改造的 AG 候选酶。 
在 AA-2G 的合成反应中，温度、pH 及底

物浓度是重要的反应参数。L-AA 在碱性或高温

的条件下易分解，合适的温度和 pH 有助于

L-AA 的稳定以及酶促反应的发生，合适的底物

浓度可以实现酶促反应效率的最大化。从表 3 可 

 
表 2  最适条件下各工程酶的 AA-2G 产量和转糖率 
Table 2  Yield and transglycosidation rate of AA-2G catalyzed by different α-glucosidases under optimal conditions 
Engineered enzymes AAG JrAG RAG 
Temperature (℃) 50.0 40.0 50.0 
pH 5.0 5.0 5.0 
Concentration of L-ascorbic (mmol/L) 80.0 100.0 100.0 
Concentration of maltose (mmol/L) 200.0 500.0 80.0 
Specific activity (U/mg) 1.0 1.9 0.4 
Concentration of produced AA-2G (mg/L) 153.1±1.2 2 577.2±32.1 861.0±5.0 
Transglycosidation rate (%)* 0.5±0.0 7.6±0.1 2.5±0.1 
*: the ratio of the amount of added L-ascorbic acid to the amount of AA-2G produced. 
 

 
表 3  各个来源 AG 转糖苷产生 AA-2G 能力的比较 
Table 3  Production of AA-2G by different α-glucosidases 
Source  Reaction conditions Yield of AA-2G (μmol) Transglycosidation ratea Reference 
A. niger 178 mmol maltose, 178 mmol L-AA. Na, pH 

5.3, 50 ℃, 5 hb 
1.35b − [17] 

Rice seed 178 mmol maltose, 178 mmol L-AA. Na, pH 
5.3, 50 ℃, 5 hb 

1.09b − [17] 

Rat 
inteaine 

178 mmol maltose, 178 mmol L-AA. Na, pH 
5.3, 50 ℃, 5 hb 

0.30b − [17] 

A. niger 355 μmol maltose, 355 μmol AA. Na, pH 5.3, 
50 ℃, 5 hc 

− 7.4% [18] 

Rat kidney 355 μmol maltose, 355 μmol AA. Na, pH 5.3, 
50 ℃, 5 hc 

− 2.6% [18] 

A. niger 200 μmol maltose, 80 μmol L-AA, pH 5.0, 
50 ℃, 16 hd 

0.09d 0.5% This 
work 

Rice seed 500 μmol maltose, 100 μmol L-AA, pH 5.0, 
40 ℃, 16 hd 

1.52d 7.6% This 
work 

Rat  80 μmol maltose, 100 μmol L-AA, pH 5.0, 
50 ℃, 16 hd 

0.51d 2.5% This 
work 

a: transglycosidation rate: the amount of AA-2G (mol)/the amount of L-AA (mol)×100%; b: total reaction mixture volume is 
200 μL; c: total reaction mixture volume is 2 mL; d: total reaction mixture volume is 1 mL; −: not mentioned. 
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看出，文献报道 3 种 AG 的各反应参数不完整，

其中只有 Yamamoto 等[18]报道的黑曲霉和大鼠

来源的 AG 提及转糖率。本研究经过反应条件

优化后，系统评价了 AAG、JrAG 和 RAG 合成

AA-2G 的条件、产量和转糖率，表明 JrAG 合

成 AA-2G 的产量和转糖率表现最好。从 AA-2G
的产量分析，在最适条件下的 JrAG 和 RAG 合成

AA-2G 的浓度分别为 2 577.2 mg/L 和 861.0 mg/L，
在 1 mL 的反应体系中，AA-2G 的产量分别达

到 1.52 μmol 和 0.51 μmol，转糖率分别达到

7.6%和 2.5%。 
JrAG 以廉价的麦芽糖作为糖基供体合成

AA-2G，虽然转糖率不及环糊精葡聚糖转移酶，

但其合成 AA-2G 的副产物少，下游产物分离简

便。未来可以以 JrAG 为出发酶，通过理性设

计、非理性设计和蛋白质工程等手段，对该酶

进行分子改造构建水解活性减弱或者缺失的突

变体，从而进一步提高 AA-2G 的产率，用于工

业化应用。本研究也为开展 AG 在合成 AA-2G
的相关研究提供了有意义的参考。 
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