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摘要：通过高效液相色谱／示差折光检测系统（=>?@／AB）分析可获得细菌C#’+利用糊精或淀粉水解物合成海藻糖
的基本生物学信息，包括微生物培养碳源对细菌C#’+胞内海藻糖合成酶系的影响以及该酶系利用不同种类或不
同分子链长度的麦芽寡糖合成海藻糖的能力及作用过程。采用=>?@与AB及电喷雾电离质谱（,DB#ED）联用并结
合其他生物学手段对由细菌C#’+获得的纯酶组分（酶F）作用产物进行定量和定性分析，从而基本明确了C#’+胞
内酶合成海藻糖的过程。
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海藻糖（R186.0258，!#C#40M;2K91.32590!#C#40M#
;2K91.325/S8）是由两个吡喃环葡萄糖分子以!，!#
&，&键联结而成的双糖，其分子结构对称，无半缩醛
基，因此它既无还原性也无变旋光性。它广泛分布

于自然界，诸如微生物（尤其是极端微生物）及动植

物中。最新研究表明它对生物体的染色体、蛋白质、

生物膜等具有非特异性保护作用［&"$］，如添加海藻

糖的许多医药制品（小儿麻痹症口服疫苗）可由原来

的低温保存变为常温保存，从而使生物药品的储存

方式发生重大鼓变。目前海藻糖越来越广泛地应用
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于食品工业、农业、医药工业及分子生物学领域［!］。

本研究室由大量土样中筛选到一株细菌"#$%，
经培养、破壁获得胞内酶，该胞内酶可利用淀粉或麦

芽寡糖合成海藻糖，其产率较高。为研究该菌株的

胞内酶合成海藻糖的基本过程与作用机制，需对酶

反应过程中的海藻糖及一些酶反应中间产物进行系

统的定量和定性分析。对于糖的分析检测，传统的

纸色谱和薄层色谱［&］分辨率和准确度均较差；高效

液相色谱法（’()*）定量准确，简便快速，但细菌"#
$%酶法合成海藻糖这个较为复杂的生物转化过程
中会产生多种结构相似的糖组分，仅用’()*对这
些未知糖组分定性困难。我们经过采用多种品牌与

型号的氨基柱进行分离实验，选定+,-./01’2
和3456789:7;3&1’2作为分析柱，并以 ’()*与

<3=#>3（电喷雾电离质谱）及-=（示差折光检测）联
用技术对上述酶转化过程及作用机制进行了系统的

定量、定性分析研究，取得较理想的结果。

! 材料与方法

!"! 菌株
细菌"#$%（本实验室由土样中筛选得到）。

!"# 糖
除葡萄糖、麦芽糖外，麦芽三糖、麦芽四糖、麦芽

五糖、麦芽六糖、异麦芽糖和海藻糖等均购自38?@A
公司。

!"$ 微生物的培养

"#$%的液体产酶培养基包括麦芽糖BCDE，蛋
白胨 DCD&E，酵母膏 DCDFE，G2’(,!DCD&E，

1A’2(,!DCD&E，>?3,!·%’2,DCD!E，4’%C2。
旋转式摇床2DD7／@8H培养!D5!!I5。

!"% 菌体收集和粗酶制备
离心机以B&DD7／@8H收集菌体，离心时间BD

@8H，收集的菌体采用BD@@:J／)柠檬酸缓冲溶液
（4’KC!）洗涤2!B次，再离心收集菌体。上述菌体
于冰箱冻融后超声破壁F5，将破壁后的菌液以

F2DDD7／@8H离心BD@8H，收集上清液，而后向该上
清液缓慢加入（1’!）23,!至KDE饱和度，得到的蛋
白沉淀物溶于&D@@:J／)的柠檬酸缓冲溶液（4’
KC!），透析（FDG"透析袋）2!5。上述过程保持在!
L!FDL完成。

!"& 酶反应底物麦芽寡糖的制备
用&DM／?!KDM／?的!#高温淀粉酶（杰能科

公司）处理玉米淀粉，再加入普鲁兰酶（1:N:
1:7O89P/／3）于KDL脱枝处理该底物B5，取样测
葡萄糖值（"<值）并微滤（孔径DC22"@）后用作酶
反应底物。

!"’ 酶反应及酶活定义
将“FQ!”节制备的胞内酶液与酶反应底物混匀，

缓冲体系采用柠檬酸缓冲液（4’KC!）或磷酸缓冲
液（4’KC!），!DL!!&L，FDD7／@8H振荡2!@8H，
酶转化结束后灭酶，微滤，取样进行’()*分析。
在剩余滤液中加入糖化酶处理，于KDL水浴振荡

2!5完全糖化，灭酶除蛋白后采用高速离心，再经
微滤后作’()*检测。在上述酶反应温度下，F5
生成FCD@?海藻糖的酶量为一个酶活单位。

!"( )*+,／-.分析
仪器：RAS679KDD，主要由RAS679KDD泵、2!FD示

差折光检测器、>B2工作站及%%2&进样阀组成。
色谱条件：色谱柱 RAS6793456789:7;3&1’2（!CK
@@8COCTF&D@@）和/?8J6HS+,-./01’2（!CK
@@8COCT2&D@@），流动相乙腈#水的体积比为%&U
2&或%2U2I，流速、柱温为FCD@)／@8H和BDL。

表! 不同碳源对海藻糖合成酶系的影响
/0123! 455367859:553;3<760;18<=8>;63=8<7?3

067:@:7A857;3?028=3BC;89>6:<D3<EAF3=

*:HS6HS
（?／)）

>AJS:96VJWX:963WX7:96)AXS:96"6YS78H
3SA7X5

5ZO7:JZ[AS6
2D FCDD FCF2 DCD% DCD2 FCBD FCB$
!D FC%! FC2I DCD$ DCD! FC!F FC2$
KD FC2$ FCFI DCD$ DCDF FC!K FC2B
1:S6：\566H[Z@6AXS8N8SZ8HS589SA;J689S5676JAS8N6AXS8N8SZW98H?

S566H[Z@6AXS8N8SZ]:72D?／)@AJS:96（&CFDM）A9XAJXWJAS8:H9SAH#
OA7OQ

!"G )*+,／4H.BIH分析
仪器：RAS679(JAS]:7@ )*+2DDD’()*／<3=#

>3。色谱条件：色谱柱/?8J6HS+,-./01’2，流动
相为乙腈#水（%2U2I，体积比），流速FCD@)／@8H，柱
温BDL。质谱条件：（F）<3=̂ 离子源温度F2DL，
脱溶温度2&DL，毛细管电压!C2DP_，锥孔电压

FDI_，扫描质量范围2DDW!FDDDW。（2）<3=‘离
子源温度F2DL，脱溶温度2&DL，毛细管电压

BC&%P_，锥孔电压I!_，扫描质量范围2DDW!
FDDDW。柱后流出物导入离子源速率&")／@8H。

# 结果与讨论

#"! )*+,／-.研究不同微生物培养碳源对海藻糖
合成酶系的影响

微生物培养过程分别采用麦芽糖、葡萄糖、蔗

糖、乳糖、糊精和淀粉水解物作为培养碳源，离心收

集的各类菌体等湿重破壁，对应的各酶液分别加入

到已制备好的酶反应底物（直链麦芽寡糖）中，直链

麦芽寡糖分为B个质量浓度水平，即2D?／)，!D
?／)，KD?／)，酶反应结束后’()*检测海藻糖的含
量并计算得到相对酶活（见表F）。
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表!数据显示，麦芽糖、淀粉水解物、糊精及葡
萄糖均可作为菌株"#$%的良好产酶培养碳源，而蔗
糖和乳糖对菌株海藻糖合成酶系影响显著，其酶活

力很低，不适合做菌株的产酶培养碳源。

采用上述&种碳源对细菌"#$%培养结束后，我
们对离心除去菌体的胞外液及菌体破壁后胞内液也

进行了’()*分析，目的是为了测定胞内液和胞外
液中是否存在海藻糖。最后只在糊精和淀粉水解物

培养的菌体胞内发现了海藻糖的存在，对应的胞外

液中未检测到海藻糖；同时在以葡萄糖、麦芽糖、蔗

糖及乳糖作为碳源培养的菌体胞内和胞外均未检测

到海藻糖，说明该菌株不具备将这+种糖转化为海
藻糖的能力。

将&种碳源培养获得的菌体胞外液分别与处理
好的酶反应底物（直链麦芽寡糖）反应，酶反应结束

后加入糖化酶处理，进行’()*分析均未检测到海
藻糖，说明细菌"#$%的海藻糖合成酶系不能被分泌
到胞外，菌体培养结束后并未出现菌体自溶现象。

在其他的酶转化实验中，我们分别采用葡萄

糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、麦芽三糖和麦芽五糖作为酶

反应底物，将已证明含有海藻糖合成酶系的细胞破

壁酶液分别加入上述酶反应底物中，液相色谱检测

表明前+种糖均不能被转化为海藻糖；麦芽三糖虽
然可被转化为海藻糖，但得率较低；以麦芽五糖为酶

反应底物则有很好的转化，海藻糖的生成量较大，这

一点将在本文后面进行详细说明。

综合上述实验结果可知，糊精或淀粉水解物至

少部分被完整地转运到菌体细胞内，其中很大一部

分寡糖分子链的聚合度（"(值）大于,，这些分子链
较长的寡糖在胞内酶的作用下被转化成海藻糖，有

趣的是这种非还原性的双糖（海藻糖的"(值为-）
却不被转运到胞外，同时胞内海藻糖的合成酶系也

不能通过菌体细胞壁到达胞外，因此存在于胞外的

寡糖也就不能被合成海藻糖。

图! 以麦芽五糖为底物细菌"#$%胞内酶
酶反应后的&’()图谱

*+,-! &’()./012341,0321523641789431:8083.48;
<=4/889;1.866>63089?=28:15<3.480+>2"#$%

*./012：3456789:;67<8.7=9>?’-@
!AB/0C.86；-A14/5.86；,A576;4/.86；+A14/5.57<.86；>A14/5.56#

574.86；&A02D2.E2./<B.84CC;47<F6（C4//6F./<B.84CC;47<F6!）@

@-@ 纯品麦芽寡糖作为酶反应底物合成海藻糖的
过程研究

采用9<B14公司生产的麦芽五糖作为细菌"#
$%胞内酶的反应底物，’()*／GH分析（见图!）表明
麦芽五糖被酶解的终产物主要是二糖（海藻糖和麦

芽糖）和三糖（麦芽三糖），麦芽四糖可被看作是酶反

应的副产物。当!1./的麦芽五糖在酶的作用下生
成!1./的二糖（海藻糖和麦芽糖）和!1./的麦芽
三糖以后，生成的麦芽三糖可进一步解聚为二糖（海

藻糖和麦芽糖）和单糖（葡萄糖），但很显然麦芽三糖

不能较彻底地完成上述反应，依然大量地存在于酶

反应液中。

以9<B14公司生产的麦芽三糖、麦芽四糖和麦
芽五糖混合物作为酶反应底物，控制加酶量和酶反

应时间（!I;），’()*分析（见图-）显示酶反应终产
物有未知寡糖"（峰>）存在，该寡糖与麦芽三糖紧
靠在一起，另外’()*／GH分析也发现与麦芽四糖
和麦芽五糖相邻的两种未知寡糖出现，分别见图!
和图+，我们称之为寡糖!和寡糖#。上述酶反应
过程中间产物的存在，提示我们"#$%胞内海藻糖合
成酶系很可能非单一酶组成。

图@ 麦芽三糖、麦芽四糖和麦芽五糖
混合物酶反应后&’()图谱

*+,-@ &’()./012341,032152364140+1:8，23641484031:8
39;23641789431:8083.48;<=4/889;1.866>630

89?=28:15<3.480+>2"#$%
*./012：3456789:;67<8.7=9>?’-@
!AB/0C.86；-A14/5.86；,A576;4/.86；+A14/5.57<.86；>A02D2.E2

./<B.84CC;47<F6（C4//6F./<B.84CC;47<F6"）；&A02D2.E2./<B.84CC;4#
7<F6（C4//6F./<B.84CC;47<F6!）；%A02D2.E2./<B.84CC;47<F6（C4//6F
./<B.84CC;47<F6#）@

总体而言，由麦芽五糖酶反应合成海藻糖的基

本方式是一种解聚作用，但这种解聚过程不是由单

酶组分完成的。采用柠檬酸缓冲溶液与磷酸缓冲溶
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液分别作为酶反应的缓冲体系，海藻糖的生成量并

无显著差异，表明该菌株胞内酶对磷酸盐无依赖性。

上面这些实验结果都说明细菌!"#$胞内海藻糖合
成酶系不同于一些海藻糖合成的磷酸化酶类，诸如

海藻糖"%"磷酸合成酶（&’()*)+)+,）、海藻糖"%"磷
酸磷酸酯酶（&’-)+)-)+(）或者麦芽糖磷酸化酶
（&’()*)+).）、海藻糖磷酸化酶（&’()*)+)%*），这
些磷酸化酶类是以葡萄糖或麦芽糖为底物转化合成

海藻糖，反应过程需要磷酸盐的存在，而并非是一种

麦芽寡糖的解聚过程。

!"# 酶反应产生的寡糖中间体的纯化及相关酶学
实验

通过凝胶色谱、离子交换色谱和疏水色谱，菌株

!"#$胞内的海藻糖酶系可被纯化至电泳纯，实验发
现有两种酶参与海藻糖的合成反应，本文中我们将

其称为酶/和酶0。采用12345647$,凝胶色谱柱
对菌株!"#$胞内酶进行部分纯化后，酶/和酶0
所在位点见色谱图（图-），有关酶/和酶0的纯化
电泳图、相对分子质量及其性质等将另文发表。

图# 细菌$%&’胞内酶经凝胶柱()*+,-+.’/
部分纯化的色谱图

012"# 3+456,789:72,987;+<-75+44)49,+<=>8+?7;
@95:+,1)8$%&’;,78:6+()*+,-+.’/574)8<

为更好地将五糖分开，我们对几种品牌的氨基

柱进行了对比实验，发现使用 /89:4;<=>?0/@
AB(色谱柱，流动相乙腈"水的体积比为$(C(.时，

色谱柱对五糖的选择性分离较好。但需说明的是，

对同一酶反应样品的BDE’分析表明：采用该色谱
柱（图*）与FG<45H13I459HJ5K1,AB(柱分析（图(），
未知寡糖!与麦芽五糖的出峰顺序相反，只是此条
件下对双糖（如麦芽糖和海藻糖）的分离效果略差。

下面的实验检测数据均为使用该色谱柱分析得到

的。以麦芽五糖作为酶/的反应底物，酶反应结束
后做液相色谱分析（见图*），发现只出现两个寡糖
峰，保留时间为(L)**%M9;的物质是麦芽五糖，它
与麦芽五糖标准样的出峰时间完全一致，而+#),..

M9;出现的为一种未知的寡糖，我们称之为寡糖!；
这两种寡糖的浓度比值会随着酶反应条件（如加入

酶量、底物浓度或反应时间等）的改变而发生变化。

在这两种寡糖的混合物中加入糖化酶处理，最后会

水解为两种糖 海藻糖和葡萄糖，表明此寡糖!
分子链具有海藻糖残基，也就是说该寡糖!除具有
葡萄糖单体间的!"+，*键连接方式，还存在!"+，+
键的连接。寡糖!与麦芽五糖混合物（寡糖!的质
量浓度为混合物总质量浓度的,()*N，按照麦芽五
糖标样外标法计算）的还原性只有等量麦芽五糖的

*%)+N，表明寡糖!已经不具有还原性末端。

图A 酶B作用于麦芽五糖酶反应后的CDEF检测图谱

012"A CDEF56,789:72,987;894:7*+<:97?+
57<G+,:+-@>:6++<=>8+B

’J:2M;：/89:4;<=>?0/@AB(O
+)MG:<J34;<GJH4，<I454<4;<9J;<9M49H(L)**%M9;；()2;"

P;JQ;J:98JHGRRIG5964（RG::46J:98JHGRRIG5964!），<I454<4;<9J;<9M4
9H+#),..M9;O

图*中两种寡糖混合样加入糖化酶（糖化酶为
AJSJAJ569HP/／1生产，其中加有!"+，%解枝酶）水
解处理，BDE’／?T的检测图谱只出现两个物质峰，
即葡萄糖和海藻糖（图略）。通过外标法计算出葡萄

糖和海藻糖的含量，再与图*中寡糖!与麦芽五糖
的含量进行对照计算。由于麦芽五糖全部被降解为

葡萄糖，所以海藻糖仅由寡糖!降解而得，葡萄糖则
是麦芽五糖和寡糖!共同贡献产生的。最终计算得
出海藻糖与寡糖!的质量浓度比约为*LN（（L)$#
8／E）／（()L%8／E））。
酶0作用于上述酶/产生的混合寡糖底物后，

BDE’的检测图谱基本同图+，表明它也是一种水
解酶类，但它的作用方式不同于淀粉酶和糖化酶。

酶/作用于麦芽五糖生成的含有海藻糖残基的寡
糖!可进一步被酶0水解游离出海藻糖，同时生成
麦芽三糖或麦芽糖。由于寡糖!的出峰位置介于麦
芽四糖和麦芽五糖之间，单从BDE’的结果还无法
确定它是四糖还是五糖，需通过液质联用对其相对

分子质量进行测定，从而确定其分子链长度，并结合

上述实验结论判断寡糖!分子链上!"+，+键数量。

·LL(· 色 谱 第(L卷



!"# $%&’／()*+,)测定麦芽五糖产生的寡糖!
首先收集少量图!中的寡糖!，然后进行

"#$%／&’()*’分析，色谱柱为 +,-./012345+6
7"8。图9为寡糖!的总离子流色谱图。

图- $%&’／()*+,)分析寡糖!的总离子流色谱图

./0"- 12345/267899:637;92<432094<2=
25/02>477;49/?:!@A$%&’／()*+,)

图:是寡糖!的"#$%／&’()*’正负离子质谱
图，寡糖!的正离子质谱图分别给出了 !／"为

;9<=:的［*>7?］>分子离子峰和;:@=!的［*>
A］>分子离子峰，而寡糖!的负离子质谱图给出了

!／"为;8@=9的［*B"］B分子离子峰，表明该寡
糖!是一种五糖，其相对分子质量与麦芽五糖（#C
D;8;）相同。
采用"#$%／&’()*’检测，图8中的中间产物

寡糖"（峰9）的相对分子质量也被测定出来，它与
麦芽三糖的相对分子质量（#CD!;:）相同，是一种
三糖。用糖化酶对其酶解，实验表明它的分子链上

同样具有海藻糖残基，该寡糖也无还原性。

综上所述，我们认为酶+能够将聚合度!E的
麦芽寡糖转化为与各对应相对分子质量和分子链长

相同的寡糖中间体，并且这些寡糖中间体含有海藻

糖残基。对"#$%／&’()*’分析结论与“8=E”节中
寡糖!的酶解实验结果进行综合分析，由于海藻糖
（由寡糖!降解产生）与寡糖!的浓度比约为!FG，
因此二者的物质的量比为<H<，说明寡糖!只有一
个海藻糖残基，即它分子链上的!个连接键中只有

<个!)<，<键存在。另外，酶+对麦芽五糖作用后
几乎只发现麦芽五糖和五糖中间产物存在（见图

!），说明寡糖!是由酶+对麦芽五糖分子内转移糖
基产生的，寡糖!不具有还原性末端正是由于麦芽

五糖的异头碳位发生分子内转移，所有葡萄糖单体

的%<均被连接成键造成的。

图B 酶C作用于麦芽五糖生成的未知五糖的

$%&’／()*+,)正负离子图谱

./0"B $%&’／()*+,)>D:73942=86E62F625/02>477;49/?:
=92<:6GA<25A>/>2=<4532D:6342>:@A:6GA<:C
?IJKL-1-M/-K0NKO/；PI0/,?1-M/-K0NKO/I
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