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摘 要：菊粉酶是一类能水解菊粉生产果糖和果聚糖的酶。目前，已有许多关于各种霉菌、酵母和

细菌生产菊粉酶的报道。但这些不同微生物来源的菊粉酶在生物物理、生物化学性质方面存在着

相当大的差异。本文对菊粉酶的酶学性质、基因和基因工程的最新研究成果进行了综述。
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Abstract：Inulinases is an important enzymes which involving in the production of fructose and

fructooligosaccharides from inulin hydrolyzation． At present， there are many reports regarding

inunnase production from various fungus， yeast and bacteria strains． These inulinases from

different sources exhibited considerable variability in biophysical and biochemical characteristics．

In this reView，the recentIy advances in enzymatic properties and molecular bi0109y of inu“nase

were summarized． ．
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菊粉是由p呋喃果糖以p2，卜糖苷键相连，

并在其还原端接一个a一吡喃葡萄糖基的果聚糖。

菊粉呈直链结构，聚合度(DP)为2～60，相对分子

质量在3 500～5 500之间。它主要存在于菊芋、菊

苣、蒲公英、牛蒡和朝鲜蓟等植物体的根部或茎部，

是一种来源丰富的可再生资源Ⅲ。

菊粉酶(InuJinase)是能够水解p 2，1一D一果

糖苷键的一类酶，学名为p 2，1一D一果聚糖酶。它

收稿日期：2008—10一13

基金项目：国家863计划项目(2006AAloz333)；中国博士后科学基金项目(20070420968)；江苏省博士后科研资

助计划项目(0801007B)。

作者简介：陈晓明(1969一)，女，副教授，粮食、油脂及植物蛋白工程博士研究生。EⅡ1ail：hychen舯@yah00．corrL crI

*通讯作者：金征宇(1960一)，男，江苏扬州人，工学博士，教授，博士生导师，主要从事粮食、油脂与植物蛋白工程

研究。Email：jinIab2008@yahoo。com

 万方数据



578 食品 与 生 物 技术 学 报 第28卷

主要来源于菊科植物的组织和部分微生物。来源

于植物的菊粉酶，其底物专一性较强，仅作用于菊

粉；而由微生物产生的菊粉酶大部分都能水解含有

伊2，1呋喃果糖苷健的糖，如菊糖、蔗糖和棉子糖，

小部分仅能水解菊糖。菊粉酶按其水解果糖苷键

的方式不同，可分为内切和外切两类。外切菊粉酶

(EC 3．2．1．80)作用于菊粉链果糖末端的糖苷键，

逐一水解释放出果糖，直至最后的葡萄糖，主要产

物为果糖；内切菊粉酶(EC 3．2．1．7)仅作用于菊

粉，随机断开菊粉链内部的糖苷键，水解产物主要

是菊粉型的低聚三糖、四糖和五糖口]。因此可通过

菊粉酶的催化作用，以菊粉为原料，生产高果糖浆、

低聚果糖、乙醇、丙酮一丁醇或琥珀酸等产品【3]。这

些产品由于具有广阔的应用前景，促使国外很多学

者从20世纪80年代就开始深入开展菊粉酶的研

究。毫无疑问，微生物合成是生产大量的工业用酶

的唯一方法，30年来许多学者致力于寻找生产菊粉

酶的最好微生物，尤其是日本、韩国和欧洲在这方

面积累了丰富资料。我国关于菊粉酶的研究始于

20世纪90年代，主要研究集中于菌株筛选和酶学

性质方面。近十年来，本实验室也利用无花果曲霉

产菊粉酶进行了研究。因此，针对微生物菊粉酶，

综述了近年来国内外关于微生物菊粉酶生产、生物

化学特性及分子生物学等方面的最新研究进展。

微生物菊粉酶的生产

通常是从富含菊粉的植物根部土壤中富集筛

选合成菊粉酶的微生物，产菊粉酶的微生物包括丝

状真菌、酵母和细菌。丝状真菌类有A5pergiz￡“s

咒igP，．、A．口“rP“s、A．n叫口mo，．i、A．厂缸M“m、A．厂is—

c^P一、A． 厂Z口口“s、A． nid“如行5、A． 户^oP以ifis、A．

or了2口e、CZ口d05户ori“7尥sp．、C^，．了s05户ori“，挖户n咒理。一

r“优、F“s口ri“优ozys户or“m、PP”iciZZi“m sp．、P．

户“rp“rDgP靠“，规、P． r越g“Z05“优、P． ￡rzP6ins是ii、

S￡，．P户￡o，规yf已s sp．、S． roc^Pi，R^娩。户“5 d已ZP，咒nr、

丁么肠，．o优yfgs sp．；酵母类有Kz“yuPromycPs厂r口gi—

Zis、K．，咒nrzin竹“s、K． Z口f￡is、I[1口卯didn 是P。厂yr

06 1 6、C． p5P“dD￡，．opicnZis、C．m口cedD竹i已nsis、DP一

6nryomycPs f口九￡n，．PZZii、D． 户^口厂厂ii、Snff^nro研y—

ces，rngizis、Pic^缸sp．；细菌类有A咖，．o施cfPr

sp．、PsP“domo竹口5 sp．、X口，zf^omo咒ns sp．、CZos—

zridi“，咒口cP￡06“￡yZic“7”、S￡口户^yZofocc“s sp． B口ciZ—

Z“5 sp．、Esc^PricJIli口coZi、FZ口u06口c￡Pri“7n，咒“Zi口。一

r“优H1。在这些微生物中，研究最多的是As户Prg碰一
Zi“5 sp．、PP珂ifiZZi“研sp． 及KZ“y口P，-o，nyfPs sp．酵

母菌。

酶的产量和分布取决于微生物种类、菌株及发

酵过程中使用的碳源。一般野生菌株的产酶能力

低，通过紫外、60 Co诱变，可提高突变菌株的产酶

量。Viswanathan等人通过对As户P，．g洲“5行igPr

口口行TP堙^em进行紫外诱变，使菌体产酶活力提高

了3倍‘州。Nakamura等人对A．行igP，．进行60Co诱

变，得到诱变菌酶活17．5 U／mL，比野生菌提高了4

倍；I／S为880，是野生菌的16倍[5]。Bajon等人用

EMS对Pjchia polymorpha进行诱变，以2一脱氧n

葡萄糖为筛子，采用变换含诱导物和阻遏物培养基

的富集培养技术得到去阻遏突变株，产酶能力是原

始菌株的35倍[6]。关于菊粉酶产量，真菌中最好的

是黑曲霉(75 U／mL)；酵母中的突变菌株如

K．仇口眦施竹“s口口r．m口rzi彻“s CBS 6556的产量为

3 ooo U／mL。细菌的菊粉酶产量虽然不能与丝状

真菌和酵母菌相比，但它们的嗜热性是一个很大的

优势，较高的发酵温度，允许培养基中含有较高浓

度的菊粉[7]。

葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、菊粉等纯物

质及富含菊糖的天然材料都已用于菊粉酶的生产。

多数研究表明，菊糖和蔗糖是首选的碳源。如果微

生物菌株只产菊粉酶，菊糖是最好的碳源；如果微

生物所产的酶既有菊粉酶活性，又有转化酶活性，

蔗糖是产酶的最好碳源[3’8]。K．优口，．zin订“s御，．．

6“zg口ric“s产酶时，利用菊粉作为碳源的产酶量为

170 u／g，而利用果糖、葡萄糖、蔗糖作为碳源则分别

为95、60、35 u／g[9|。与纯菊糖相比，天然植物中的

菊粉提取物是一个更好的碳源，Sharm等人比较了

不同碳源对5frP户￡o优yfP5 sp．产酶的影响，结果表

明：利用大蒜提取物作为碳源，相比较于纯菊粉，其

产酶量提高了60％[1引，这对工业化产酶降低原料

成本是非常重要的。

大部分的霉菌产胞外酶，而酵母既产胞外酶又

产胞内酶。Gupta等人发现：F．oz了s户or“m胞外分

泌的菊粉酶只占总菊粉酶活力的14％，其余的酶在

细胞膜或细胞内[11|。K．m口rzi口竹“s菊粉酶分布在

胞外、胞壁和胞内，3种类型酶之间的比例随着菌

种、培养基中碳源和培养温度的不同而变化，供体

菌K．m日rz谊竹Ms的胞外、胞壁和胞内菊粉酶占总

酶活的比例分别为39％、60％、1％，而其转基因宿

主菌S．cPrP可碰口P则为76％、22％、2％[123；当培养

基中碳源为菊粉时，胞外、胞壁和胞内菊粉酶之间

占总酶比为65％、2l％、14％，碳源为蔗糖时，则为

48％、32％、20％；37℃培养，三者比例为6l％、
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21％、18％，27℃时为62％、10％、28％，42℃时为

46％、33％、21％，46℃时为25％、42％、33％。显

然，随着培养温度的提高，胞外酶的比例呈下降趋

势，而胞膜和胞内酶的比例则逐渐上升m3。

2 菊粉酶的酶学特性

菊粉酶能专一性水解伊2，1一果聚糖，这意味着

它也可以水解蔗糖为果糖和葡萄糖。而水解蔗糖

的还有较专一的蔗糖酶(E．C．3．2．1．26，伊nfruc—

t口furanoside-fructo—hydrolase)。菊粉酶与蔗糖酶

同属于口一呋喃果糖苷酶，通常是一种酶表现出两

种酶的活性，只是酶活大小有差异。如何区分它们

一直有争议。常用的方法是根据菊粉酶与转化酶

的活力比来区分，即：口一菊粉酶活力／转化酶活力，

若口>10一，该酶是菊粉酶；如果口<10～，则是蔗糖

酶。菊粉酶具有转化酶活性是合理的，因为在菊粉

酶作用菊糖分子的最终，有必要水解末端的葡萄糖

和果糖残基。Pandey等人报道了不同来源的菊粉

酶的a值，通常酵母菌来源的转化酶活性大于真菌

来源的菊粉酶活性。Ettalibi等人从A．∥f““优中

分离出蔗糖酶和菊粉酶，由于这两种酶的活性对反

应抑制剂、pH值和温度的影响非常相似，由此作者

推断这两种酶拥有共同的催化中心，但与菊糖或蔗

糖结合的位点不同口4-1 5|。

关于真菌、酵母、细菌生产的胞外菊粉酶纯化，

大多数研究都采用常规处理方法，如离心和／或超

滤、盐或溶剂沉淀、柱层析、电泳等。胞内菊粉酶则

需要在分离步骤前进行破壁处理。表1和表2总结

了内切菊粉酶和外切菊粉酶的一些特性。

菊粉酶相对分子质量大小取决于微生物种类

和酶的作用方式。从表1和表2可以看出，内切菊

粉酶的相对分子质量范围是30 ooO～139 000，外切

酶则为40 ooO～256 000。二者之间相差一个数量

级以上。许多研究认为菊粉酶是单亚基的糖蛋白。

Ettalibi等人从A．^f““m菊粉酶中分离得到5个

外切菊粉酶、3个内切菊粉酶和1个蔗糖酶，它们都

是糖蛋白，其含糖量为22％～41％[1们；魏文玲等人

从Kz“3，化r0研yces sp．Y_85发酵液中分离得到的3个

菊粉酶，其含糖量为25％～35孵16]。而Uhm等人从

A以iger发酵液中分离的菊粉酶是由4个相对分子

质量为85 000的亚基组成¨7|。Rouwenhorst等人从

K．，眦位谊，z“s CBS 6556的发酵液中分离的菊粉酶是

二聚体，从细胞膜上分离的菊粉酶是四聚体[1引。

许多文献报道了温度和pH的变化对菊粉酶的

活性和稳定性的影响。可以肯定的是，其变化主要

取决于产酶的微生物。由表1和表2可见，霉菌菊

粉酶的最适pH值在4．5～7．0之间，酵母菊粉酶在

4．4～6．5之间，细菌菊粉酶在4．8～7．O之间。通

常，细菌和酵母菌的最适温度值比霉菌的高。Foc—

her等人进行了A．∥f““优菊粉酶变性的研究，他

们测定了Arrhenius方程参数，认为菊粉酶失活动

力学是一级反应[19。。Arand等人研究了

A口砌口优ori var．2250菊粉酶，最适温度为60℃，

但他指出，失活从45℃开始，50℃保温24 h后，残

留酶活为90％；60～70℃，酶活性仅保留1～2

h【20]。Vullo等人研究了B口f洲甜s 5“所izi5 430 A菊

粉酶，在菊糖存在下，45℃保温7 h后酶活损失达

20％，55℃时活性迅速丢失[21’。最适的温度及pH

值条件不一定能用于工业生产，因为许多其他因

素，如酶的稳定、反应物的污染、菊粉的溶解度和褐

变的形成等因素均影响生产条件的最优化。较优

的pH值是尽可能避免褐变的形成，而酶解反应所

需要的较高酶活力需要酶具备较高的最适温度和

热稳定性，因为这将有利于提高菊粉的溶解度和减

少反应液的污染。在这些方面，需要有一个稳定的

高温酶是显而易见的，但是，极少有最适温度高于

60℃且稳定的菊粉酶的报道。

表l 不同菌株来源的内切菊粉酶的性质

Tab．1 Properti8 of endoinuIin晒e produced by some mjcroorganisms
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K．加g垅s徽12424 ／

篆．．严肛妇咒螂仰Cc 59
16045

～

K．，凇馏缸，l郴CBS 6556

二聚体(胞外酶)

四聚体(与细胞膜结合)

K．行砸，工缸行Ms Y一85

E1(胞内酶)

Ell(胞内酶)

128

256

42

65

Eexo(胞外酶) 57

A．^f“扯铆

Exo-l

Exo-II

Exo-III

4．5

(／)

|

l

|。

：笔：5≤ n s#

14．6#

14．7#

879

119 1875

55 856

Ag+．Hg”，

Cd”。Cu2+

(4．篙5)(芝琵．CC) 9．6 427．4 4969．7 Ag+，H92+

(4．篙5)(乏笺-cc) 8．9 406．6 5212．8 Ag+，H92+

∽：：乒。，(芝；。．CC) zo．o
(4．O一7．O)(<50℃)

⋯。 296．。5486．1翘带”，Ni”，M92+

，。 ㈧篙。，。兰：。．cC，ts．Ⅲt啪，ss解+'怎?M92+
t。 ㈧撼。，。乏：。．CC，s¨8。。⋯。ss．ts簿?怎?M92+
a锄 ㈦篙。，。乏io℃C，zs．z。。tz．s。ss．，s蕊+'怎?Mgz+

[29]

[30]

[18]

[16]

[31]
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注：“／”表示没有可用数据；“*”表示其单位为“g／L”；“#”表示以蔗糖为底物。

来自不同微生物的菊粉酶的动力学特性也被文

献报道。由于菊糖聚合度的差异，不可能在反应的进

程中精确估计动力学参数，现有的有关菊粉酶动力学

是依据米氏方程进行。Focher等人进行了A．^c乱“仇

菊粉酶的动力学研究，他们发现忌。和K。与温度相

关，建立了菊粉酶水解菊粉和蔗糖的米氏方程m]。

其他作者也评价了一些不同菌株菊粉酶的动力学参

数，但仅有一个温度，相关的米氏常数(K。)值在表1

和表2中。恕hari等人指出有必要分开表达外切菊

粉酶和内切菊粉酶的动力学参数，因为他们从No—
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vozym 230TM中分离的内切菊粉酶水解糖苷键的Km

一570 mmol／L、t『m，=8．3 mmol／L／min，而同一来源

的外切菊粉酶水解菊糖链末端的Km一60 mmol／L、

tJ眦，一3．3 mmol／L／min[4“。

3 菊粉酶的分子生物学特性

微生物产生的菊粉降解酶系比较复杂，大多还

同时产生蔗糖酶、呋喃果糖苷转移酶等，这些酶性

质相近，分离纯化具有某特殊功能作用的酶比较困

难。通过基因重组，将某一功能的菊粉酶的基因在

合适的宿主菌中表达，这样可产单一酶，并且使纯

化比较容易，从而进一步分析酶学性质，同时通过

大量表达可获得难以从自然界得到的菊粉酶，并应

用于实际生产。相关研究始于20世纪90年代，La—

loux首次构建了菊粉酶基因文库，从KZ虮耵yom 3，一

cPs mnrzi口n“s中克隆出外切菊粉酶基因INUl，

ORF长度为l 668 bp，编码555个氨基酸，相对分

子质量为59 672，有16个氨基酸为信号肽，G+C％

为47．2％，共有13个可能的糖基化位点¨2|。其它

已被克隆和表达的菊粉酶基因见表3。

表3 已被克隆和表达的菊粉酶基因

Tab．3 Cloning and expression of inulinase genes in recent years

菊粉内、外切酶与蔗糖酶同属于糖苷水解酶

(GH)32家族(http：／／www．cazy．org)。从蛋白质

数据库(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov)中选出相

关的真菌及细菌菊粉酶和转化酶(表4)，通过

Clustalw分析其氨基酸序列，揭示了这些酶中至少

存在7个保守基序，即：wMN(E／D)PNG[A]、

wHLFFQ[B]、wGHATS[C]、F(T／S)G(T／S)

[D]、RDPKV[E]、E(V／C)P[F]和sVEVF[G]

(图1)。A基序中的天冬氨酸(Asp)或谷氨酸

(Glu)残基与F基序中的谷氨酸(Glu)残基参与B一

呋喃果糖苷酶的活性中心[5 7|。到目前为止，所有克

隆的菊粉外切酶的A基序中都是Asp残基，但内切

酶都是Glu残基。正如S．cerevisiae中的转化酶催

化机制所报道的：F基序中的Glu残基是催化反应

中的质子供体[58|。F基序在外切酶和内切酶之间

出现差异。真菌内切酶F基序中以缬氨酸残基

(Val)代替了真菌和细菌外切酶中的半胱氨酸残基

(Cys)，而细菌内切酶却是亮氨酸残基(Leu)或蛋氨

酸残基(Met)。E基序(RDP)中的精氨酸、天冬氨

酸残基保留在GH32家族的绝大多数酶中，它能形

成氢键，可能与底物识别相关[5引。真菌的内、外切

酶在D基序中(T／S)G(T／S)出现差异，所有的外

切酶都是Ph}Ser—G1y—Ser(FSGS)，而真菌和细菌

中的内切酶在此基序中不同，真菌中的内切酶是

Phe-Th卜Gly—Thr(FTGT)，而细菌内切酶只保留了

Gly。这些保守基序的精确功能还不清楚，需要通

过定点突变等研究进一步确定其作用。大多数内、

外切菊粉酶的C一末端中部都有G基序(SVEVF)，
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它已被报道仅出现在能作用于菊粉和左旋果聚糖

的酶中，不出现在只作用于蔗糖和棉子糖的水解酶

中‘60|。因此，这个基序可能对酶结合高分子的果聚

糖是十分重要的。目前为止，虽然有三分之二的真

PSEUDOMONAS MUCIDOLENS fAAF24999)

PENICILLIUM PURPURoGENUM rBAA J 232 l l

ASPERGILLUS NlGER(BAA337971

ASPERGILLUS NIGER(BAA33798)

PENICILLIUM SP．TN．88(BAAl9l 32)
ASPERGILLUS FICUUM fCAA073451
ARTHROBACTER SP．S37 fCAB63 119)
ASPERGILLUS FUMlGATUS(J!AL86248)

ASPERGILLUS NIGER CBS 5l 3．88(XP001 394322)

PSEUDOMONAS MUCIDOLENS(AAF44 l 25)

BACILLUS SP．SNU7 fAAK00768)

PENICILLlUM SP TN．88(BACl62181

GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHlLUS (BAC4501 O)

ASPERGILLUS NIGER 12 fBADOl476)
KLUYVEROMYCES MARXIANUS(CAA48500)

ASPERGILLUS A、VAMORI fCAC442201
ASPERGILLUS NTGER CBS 5 J3．88(D0233222)

BIFIDOBACTERIUM LONGUM fNP6953341

SACCHAROMYCES CEREVISIAE(P007241

SCHIZOSACCHAROMYCES PoMBE TP4(BAA25684)

ASPERGILLUS FOETIDUS NRRL 337(CAA04l 311

PICHIA ANOMALA CBS5759(CAA566841

菌的基因序列内有内含子‘6¨，但A．竹igPr、

A．∥c““m、和P．p甜，．户越rogP行“m这些菌种的内切

酶基因都不含有，仅A．口叫口优o，．i外切酶基因包含1

个短的内含子‘5引。
A B C D E F G

(黑色：100％相同l深灰：≥75％相同；浅灰：≥50％相同；7个保守区分别用A、B、C、D、E、F、G表示)(所比对的蛋白质列于图1和表4

中)

图l GH32家族部分酶氨基酸序列比对后的保守区

Fig．1 Conserved d岫ain alignment of famjIy GH32 enzym荡fr哪s咖e mjcr∞rganjsm

表4用于序列比对的酶

Tab．4 GH32 proteins used for multiple sequence a¨gnment in Fig．1 and Fig．4

酶的活性毒嚣 微生物 酶的活性雩嚣 微生物

End。训inase DQ233221 A翟笔瓮：P Ex晌“nase BAD01476 A篡掣≯5
End嘶ulinase cAA07345 瓜0粼X盘“ E删nulinase cAc44220 几加乏缎嚣踟一
Endo_inulinase BAA33797 As户Prgi￡Z“5咒igPr 12 E附inulinase BACl6218 n谢裟筹印·
End伊inulinase BAA33798 A5pPrgiZZ“s行igPr l 2 陆㈣nase DQ233222 m加僧i篡絮盯∞s
Endo．inulinase BAAl2321 PP行站“Zi“m户“r声“rogP行“研 Exo．inulinase AAF44125 P5P“domDnn5卅“fidoZ已咒s

Endo—inulinase BABl9132 P已九如iZ￡i“m sp．丁N一88 Exo，inu“nase AAK00768 B口‘翟2“：5p·
3九“，

Endo_inulinase AAF24999 P5P“dDmD九口s m“cidoZ已九5 Exo—inullnase NP695334 Bi，i?064‘抛一”研
￡0ng“m

Endo—inu Jjnase CAB63119 A一^r06口f搪r sp．S37 Ex晌ulinase BAC450lo 眦n笔嬲麓池，
End0_inulinase EAI。86248 As户Prgizz“5厂“mig口t“s Inulinase cAA48500刚w鬈淼：茄P础5
End“nulinase，Ⅺ)001394322 凡怒笔篙警盯 Invertase P00724 S口cf^口r07”yfPs cPrP口isin已

Fructosyltransferase cAA04131 舢加焉船嚣纠郇 Invertase cAA56684 H‘箍姜篙以8

lnvertase BAA25684跚=船
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根据相似的基因序列、共同的保守区域及三维

分子结构特征，GH32和GH68又同属于“GH—J”氏

族(http：／／www．cazy．org)。如图2所示[59]，

GH32的N端包括5个片状的p螺旋桨(ppropel—

ler)，每一个p螺旋桨又由几个反平行p一片层组成，

构成酶的活性中心。C端有1个p三明治(伊sand—

wich)结构，包含着G基序(SVEVF)，还不了解其

功能。A．口叫口mo一外切酶与甘油的结晶结构研究

表明：甘油分子结合在p螺旋桨与p一三明治之间的

裂缝中，而G基序在裂缝表面，推测其可能与底物

结合相关[59。。定点突变将黑曲霉外切菊粉酶处在

G基序中的丝氨酸残基(Ser469)变为结构和性质相

似的苏氨酸残基(Thr 469)，结果酶水解菊粉、蔗糖

及棉子糖的活性下降；将其变为疏水的缬氨酸残基

(V469)，则酶完全失活[4 2|。

图2 (a)A．口w脚o，f外切菊粉酶的结构域；Ib)A．

口№历D，l外切菊粉酶分子表面

Fig．2 (a)Repre辨ntation of the辩condary structu他eIe·

ments of exo_inuIjna矾from A．口们小。一reported；

(b)ltepresentation of the surfhce of exo·inuljn峨

from A．口wmD一代ported

HoH2

囤囤I幽!l I趔』J

陟乏

菊粉酶的催化机制与其他异头碳构型保持的

糖苷水解酶一样，符合双替位机制。在催化过程

中，有两个关键性氨基酸残基起作用，一般是酸性

氨基酸Asp或Glu，这两个氨基酸一个以去质子化

的形式存在，在催化过程中作为亲核基团攻击底物

的异构碳原子，形成共价中间体。另一个被完全质

子化，在催化过程中起广义的酸碱催化，提供质子。

为了维持这个氨基酸的质子化状态，通常还需要其

他氨基酸残基通过氢键来稳定它。在催化过程中，

首先由去质子化的氨基酸攻击异构碳原子形成共

价中间体，导致糖苷键断裂。这时起酸碱催化的氨

基酸先进行酸催化，提供质子稳定中间体，接着又

执行碱催化，将水分子去质子化，最终完成水解过

程。菊粉酶的催化过程见图3[5⋯。

菊粉酶是组成型酶，但多数研究表明，以菊粉

作为碳源比其它碳源产生更多的菊粉酶，表现出一

定的底物诱导性。0hta等人从A．nigPr中克隆出

2个内切酶基因i行“A和i行“B，这两个基因仅有23

个核苷酸不同[62|，后通过RNA杂交技术仅发现

i行“B的mRNA，这表明i行“A可能是假基因或者仅

在某特殊条件下表达。此外，i以“B的转录因培养基

中菊粉、果糖和葡萄糖的不同而发生在不同的起点

上，这说明菊粉酶的合成过程被C源所调节，有复

杂的调节机制。Yuan等人的研究也证明了C源的

调节作用，他们认为蔗糖诱导黑曲霉菊粉酶的合

成，而非果糖1633；在黑曲霉菊粉酶基因的表达调节

过程中有个Zn(II)2Cys6转录因子起作用¨引。

HOH：

OR；=苎

H

HOH2

伽℃
圈

图3菊粉酶的催化机制

Fig．3 Reaction mechanism of the inulina鸵reported

序列同源性比较是探讨菊粉酶功能和进化关

系的有效方法。根据目前已经克隆的菊粉酶基因

所推断的氨基酸序列建立进化关系，系统进化树如

图4。整个进化树明显地分为5类：(1)细菌外切菊

粉酶；(2)细菌内切菊粉酶；(3)酵母蔗糖酶与菊粉

而乏丽
l幽』J

丁
O乒、0H

0H

酶；(4)霉菌内切菊粉酶；(5)霉菌外切菊粉酶与果

糖基转移酶。真菌以及细菌的内切酶与它们相应

的外切酶序列不同，分别进化。从A行谗Pr、

A．厂ic““m、P．户“r户“，．09P行“，挖和A．，“，nig口f“s克

隆的内切菊粉酶的同源性为62％～99％，与细菌内
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切菊粉酶(A，．旃r06口c￡e厂sp．和P．舰睡ci幽zP行s)的同

源性仅有18％～20％。系统进化分析说明

A．^研ig口￡“s和A．nigg，．／A．^f““研内切酶基因

间进化有分歧，而后者与艮刀溉饥“仇内切酶有共

同的起源。PP挖ifiZZi“研sp．和A．口叫n研D，．i的外切

O．05

l I

酶有共同的起源，约有58％的氨基酸相同。但是，

从K．研口他in卵“s细胞壁提取的菊粉酶的氨基酸有

67％相似于S．cPrP讥5沱P中的转化酶SUC2‘1 2|，仅

有27％和29％分别与P鲫ifizzi“m sp．TN一88和

A．口∞丑优。以外切酶基因相同。

s l细菌内切菊粉酶

TP4

酵母菊粉酶与蔗糖酶

霉菌内切菊粉酶

霉菌外切菊粉酶与

糖苷转移酶

细菌外切菊粉酶

图4 GH32家族部分酶的系统进化树(所比对的蛋白质列于表4中)

Fig．4 Unmoted tr∞showing phylo窖声netic代latiomhip帅ong deduced amino ac讨辩quenc∞of famiIy GH32 enzym器

from s伽e micr∞rganism． Protei舾llsed are al舳shown in TabIe 4．

4 结 语

目前报道的菊粉酶生物物理和生物化学性质

随着菌种、酶水解底物等不同存在较大的可变性，

这可能是因为酶合成后的加工修饰和基因水平的

差异。具有热稳定性的高效菊粉酶是水解菊粉生
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