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摘 要： 用甲苯对恶臭假单胞菌细胞进行透性处理，研究了透性化细胞海藻糖合酶的酶反应工艺及其特性。研究
结果表明，该细胞酶的最适反应条件为 pH7.8，转速 180 r/min，温度为 40℃，反应时间为 8 h。透性化细胞海藻糖合
酶具有极强的底物特异性，激活离子有 Na+、K+，重金属离子强烈抑制菌体生长和酶活。
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Abstract: Trehalose is a novel functional disaccharide, produced mainly by enzyme method nowadays, while trehalose synthase is a novel en-
zyme which catalyzes maltose into trehalose by one step. In this study, the characteristics of trehalose synthase from permeablized Pseudomonas
putida cells and its enzymatic reaction process after permeated by toluene were investigated. The optimum reaction conditions were summed up as
follows: pH=7.8, rotating speed=180 r/min, temperature at 40 ℃, and reaction time=8 h. The activity of trehalose synthase could be enhanced by
the addition of Na+ and K+, but be inhibited by heavy metal ion. Meanwhile, trehalose synthase presented extremely strong substrate specificity.
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目前，海藻糖生产方法主要分为两大类，有微生物
抽提法和酶合成法。 其中，用淀粉或者麦芽糖等原料酶
法生产的海藻糖产量高、成本低，是未来工业化生产的
趋势[1]。 本单位已经成功筛选了 1 株高产海藻糖合酶的
菌株———恶臭假单胞菌 P06-2， 利用该菌株的海藻糖合
酶可以将麦芽糖一步转化为海藻糖。

P06-2 菌株的海藻糖合酶属于胞内酶， 通常需先将
细胞破碎,再经逐级分离纯化后才能使用。由于纯化操作
复杂， 每步纯化均有不同程度的酶活损失, 酶的制备成
本高,制约了其工业化应用。 采用此技术，利用透性细胞
海藻糖合酶生产海藻糖可以克服上述缺点[2-3]。 制备成透
性细胞，并通过后期对细胞固定化，可实现连续生产、重

复利用、降低成本，是目前生产海藻糖的一条新途径，有
广泛的应用前景。

1 材料与方法

1.1 材料
菌种：恶臭假单胞菌 P06-2 菌株，本实验室选育并

保藏。
培养基：葡萄糖 20g，牛肉膏 10g，K2HPO41 g，NaH2PO4

1 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，蒸馏水 1000 mL。
培养条件：30℃，pH7，摇瓶培养 72 h。
主要试剂：麦芽糖，甲苯等。
主要设备：高效液相色谱仪，视差折光检测器，恒温
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摇床，低温高速离心机。
1.2 方法
1.2.1 透性化细胞海藻糖合酶的制备
培养结束后，所得发酵液于 5000 r/min 离心 20 min，

收集菌体； 用 0.01 mol/L、pH7.0 的磷酸钠缓冲液洗涤菌
体，将菌体配成 20 %浓度的菌悬液，加入 2 %的甲苯混
匀，在 35℃透性处理 2 h，制得透性化细胞海藻糖合酶。
1.2.2 酶活的测定
量取 5 mL 透性化细胞海藻糖合酶 ， 加入 5 mL

10 %(w/v) 的麦芽糖，40℃、180 r/min 摇床振荡反应 8 h
后，混合液于 100℃沸水浴加热 20 min 终止酶反应。 待
其冷却后，4800 r/min 离心 20 min，取上清液，测定生成
的海藻糖含量。
酶活力单位定义：在上述条件下，每 1 h 生成 1 μmol

海藻糖所需的酶量为 1个酶活力单位。
1.2.3 海藻糖含量的测定
使用高效液相色谱法测定样品中海藻糖的含量。
流动相为乙腈∶水 =7∶3；流速：1 mL/min；层析柱选择

氨基柱；选用视差折光检测器。

2 结果与分析

2.1 透性化细胞海藻糖合酶的酶反应工艺
2.1.1 酶反应最适 pH
酶反应温度 40℃，振荡转速 160 r/min，反应 8 h 时，

在不同的 pH下测定透性细胞海藻糖合酶的活性， 结果
见图 1。

由图 1 可见， 酶反应的最适 pH 范围为 7.0～8.0，
pH7.4 时，酶活达到最大。当 pH＜6.8 或 pH＞7.8 时，酶
活迅速下降。 这与哈尔滨工业大学薛璐的研究基本一
致 [4]。 说明该细胞酶的 pH耐受范围较窄，在酶反应时应
注意控制反应体系的 pH值。 反应最适 pH为 7.4。
2.1.2 酶反应最佳转速
在酶反应温度 40℃，缓冲液体系 pH7.4 时，分别以

不同的振荡转速 80 r/min、100 r/min、120 r/min、140 r/min、
160 r/min、180 r/min、200 r/min、220 r/min 反应 8 h， 测定
透性细胞海藻糖合酶的活力，结果见图 2。

由图 2可见，随着振荡转速的提高，透性化细胞海藻
糖合酶的活力先升高，后保持不变。这是由于充分振荡有
利于透性菌体与麦芽糖的混匀， 有利于酶促反应的高效
进行。 酶解反应转速 180 r/min 时，酶活力最高，故选择
180 r/min为最佳转速。
2.1.3 酶反应最适温度
在不同温度下测定透性细胞海藻糖合酶的活力，结

果见图 3。

由图 3 可见，酶反应的适合温度较广，在 35～45℃
间有较高酶活，当温度小于 35℃或大于 45℃时，酶活下
降较快，可见该酶适合于中温反应。酶活在 40℃和 45℃
时基本相同，工业生产中反应体系温度较高，为了降低冷
却水等能源消耗， 可以选择 45℃为最适酶反应温度；实
验室阶段通过摇床振荡反应，产热小，为了节约能耗，可
以选择 40℃为最适酶反应温度。
这与马莺[2，4]的研究结果不同，她采用冻干的恶臭假

单胞菌透性化细胞海藻糖合酶进行反应， 指出该细胞酶
最佳的反应温度是 35℃， 在 40℃酶活较低，45℃时只
有最高酶活的 60 %。 这可能与细胞酶在冻干条件下保
存，酶的结构改变有关。
2.1.4 酶反应最适时间
在反应温度 40℃，pH7.4 的磷酸钠缓冲液反应体系

下，反应不同的时间，测定透性细胞海藻糖合酶的活力，
结果见图 4。
酶促反应一般都是可逆的，反应时间过短，酶活力不

能充分的体现，生成物较少；时间过长，目的产物又会逆

图 1 pH对透性细胞海藻糖合酶活力的影响

图 2 不同转速对透性细胞海藻糖合酶活力的影响

图 3 温度对透性细胞海藻糖合酶活力的影响
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向转化成底物。 本实验透性细胞海藻糖合酶的活力在
0～4 h 间迅速增长，4～6 h 间增长缓慢，6 h 开始趋于平
衡，说明此细胞酶的酶解时间比较短，在 6 h 就达到酶促
反应的平衡。6 h后酶活稍有下降，经 HPLC测定，有微量
麦芽糖生成，说明了酶促反应的可逆性。选择酶反应最适
时间为 6 h。
2.1.5 麦芽糖浓度对海藻糖转化率的影响
取 5 %、10 %、15 %、20 %、25 %和 30 %几个不同浓

度的麦芽糖溶液， 在上述优化酶反应条件下分别加入等
量的透性细胞海藻糖合酶，测定酶活力，结果见图 5。

图 5结果表明，随着麦芽糖浓度的增加，催化生成的
海藻糖浓度基本不变， 而海藻糖对麦芽糖的转化率逐渐
下降。说明该细胞酶产物生成量与底物量关系较小，不论
底物浓度多少，产物量变化极小。 当麦芽糖浓度升高，海
藻糖转化率明显降低， 说明透性细胞海藻糖合酶的活力
受到底物浓度的明显抑制。
2.1.6 透性化细胞海藻糖合酶的反应工艺条件优化
在转速一定的条件下， 对 4个影响海藻糖产率的因

素，即反应温度(A)、pH值(B)、反应时间(C)及麦芽糖溶液
浓度(D)，采用 L9(34)正交设计进行酶反应工艺条件的优
化考察。 实验设计及结果见表 1和表 2。

实验数据的方差分析表明， 本实验所选用的因素除

麦芽糖溶液浓度外均对海藻糖的转化产率有显著影响。
各因素间差异显著。由极差分析可知，各因素对海藻糖产
率影响的主次顺序为：C＞A＞B＞D，即反应时间＞反应
温度＞pH＞麦芽糖溶液浓度。 麦芽糖浓度影响最小，与
2.1.5 结果相符。 根据正交实验确定的最佳反应工艺为：
A1B3C3D3，即反应温度为 40℃，反应 pH 7.8，反应时间为
8 h，麦芽糖溶液浓度 10 %，此时麦芽糖转化率大于 80 %。
2.2 透性化细胞海藻糖合酶的特性研究
2.2.1 金属离子对酶活的影响
向酶反应体系里分别加入浓度为 0.02 mol/L 的

Na+、K+、Mg2+、Zn2+、Ba2+、Mn2+、Fe2+、Fe3+、Cu2+、Ca2+、Ni2+，测
定酶活力，以不加金属离子的透性细胞海藻糖合酶的酶活
为对照，测得酶活力为 100%，计算相对酶活，结果见图 6。

由图 6 可见，氯化锰、硫酸铜、氯化镍、氯化锌、硫酸
亚铁、氯化铁加入酶液后，菌体马上出现变性，产生絮沉，
相对酶活为 0， 说明上述重金属离子对酶活有强烈抑制
作用。 Na+、K+对该细胞酶有激活作用，说明它们可能是
酶的活性中心或辅酶、辅基的必要成分；Zn2+、Ca2+对酶活

图 4 不同酶反应时间对透性细胞海藻糖合酶活力的影响

图 5 不同麦芽糖浓度对透性细胞海藻糖合酶活力的影响
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图 6 金属离子对透性细胞海藻糖合酶活力的影响
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不能产孢；管囊酵母是强烈的同宗结合型菌株，子囊孢子
在培养过程中很容易发生二倍体化，尝试添加 Triton X-
100 或胰蛋白酶处理， 但作用均不明显， 分离不到单倍

体。
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力有明显抑制作用，Mg2+微弱抑制该酶的活力。
2.2.2 透性细胞海藻糖合酶的底物特异性研究
将透性细胞海藻糖合酶分别与 5 %终浓度的葡萄

糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、糊精、可溶性淀粉溶液在最
适条件下反应 6 h，用 HPLC测定反应混合液中海藻糖的
含量，结果见表 3。

由表 3可知， 透性化细胞海藻糖合酶能以麦芽糖为
底物， 将其转化为海藻糖， 而对其他 5种糖类均不起作
用，说明该酶具有极强的底物特异性。 另外，张峻等对亚
栖热菌透性化细胞海藻糖合酶的底物特异性进行研究 [5]

指出，该细胞酶对麦芽糖和海藻糖具有部分水解作用，可
以催化 2种糖转化成葡萄糖。 本实验并没有出现类似现
象，这可能由于海藻糖合酶的同源性较差，不同菌种的性
质不同导致。
2.2.3 透性化海藻糖合酶的稳定性
将透性化海藻糖合酶分别置于室温、4℃、-20℃保

存。 每隔一段时间测定 1次酶活。 观察酶活变化规律，结
果见表 4。

将透性化海藻糖合酶保存于-20℃时，30 d 酶活下
降不大，虽然冷冻引起少量酶活的丢失，但酶活力保存率

仍可达 78.9 %，保存 7 d酶活保存率高达 94.1 %。当保存
于 4℃时，30 d 酶活力保存率仅为 65.1 %，保存 7d，酶活
力保存率达 93.4 %。 当置于室温保存时，透性化海藻糖
合酶明显不如前两种条件下稳定， 保存 7 d 酶活力有显
著下降， 至 30 d 时酶活已下降很多， 酶活保存率仅为
21.9 %。 因此， 透性化海藻糖合酶在室温下保存很不稳
定，应尽量置于低温下保存，保存时间最好不要超过 7 d。

3 结论

通过对透性细胞海藻糖合酶的酶反应工艺优化并研

究了透性细胞海藻糖合酶的性质， 得到了酶催化反应的
最适 pH7.8， 最佳转速为 180 r/min， 最适酶反应温度为
40℃，最适反应时间为 8 h。
透性细胞海藻糖合酶的激活离子有 Na+、K+，重金属

离子对菌体生长和酶活有强抑制性，Mg2+有利于菌体生
长，却对菌体酶活有轻微的抑制。透性细胞海藻糖合酶有
极强的底物特异性， 只能单一的催化麦芽糖转化为海藻
糖。 在室温下保存很不稳定，应尽量置于低温下保存，保
存时间最好不要超过 7 d。
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