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麦芽糖生物合成海藻糖的途径
及合成条件的研究
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摘 要：由土壤分离出一株能合成海藻糖的菌株 ($$)，经验证含有

特异性地将麦芽糖转化为海藻糖的酶系。对麦芽糖浓度、

反应时间、反应温度和反应转速等因素对麦芽糖转化率

的影响进行了研究。结果表明，麦芽糖浓度对转化率影响

很微弱；反应初期，温度越高，生成海藻糖的初始速度越

快，但是到反应末期，反应速度减弱得也越快，转化率反

而不是很高；反应转速对麦芽糖转化海藻糖有较大影响，

反应的最佳转速为 ’$$* + ,-.。
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海藻糖是由两分子葡萄糖通过 !(%，% 糖苷键连

结的非还原性双糖，它对生物体和生物大分子具有

非特异性的保护作用。海藻糖有多种生产方法 .%/，近

年来酶法合成海藻糖的研究取得很大进展，在细菌

中发现了合成海藻糖的两类新酶系，一类是海藻糖

合酶（012345672 78903472），以麦芽糖为底物将其 !(%，-

糖苷键转化为 !(%，% 糖苷键生成海藻糖 .#:)/；另一类

是低聚麦芽糖基海藻糖生成酶（;!"472）和低聚麦芽

糖基海藻糖水解酶（;!<472），可联合作用于淀粉直

接转化为海藻糖.-/。我国淀粉资源丰富，酶法生产海

藻糖有重要意义。

% 材料与方法

%&% 实验材料

菌株 !$$= 本课题组从土壤中自行筛选；麦芽

糖 北京益利精细化学品公司；甲苯 莱阳精细化

工 厂 ；海 藻 糖 本 实 验 室 从 酵 母 中 精 制 ；产 酶 培

养基 麦芽糖 #$> ? @，蛋白胨 +> ? @，牛肉膏 #> ? @，

;>"A-·=<#A$&+> ? @，B#<CA-%> ? @，D4<#CA-%> ? @，E<=&$。

%&! 实验方法

%&#&% 生物转化途径验证 将 !$$= 菌株接 %$ 瓶，每

瓶 含 %$$F@ 产 酶 培 养 基 ，-+G#$$1 ? FH9 摇 床 培 养

,*3，+$$$1 ? FH9 离心 #$FH9 收集菌体。取三份 $&+>
湿菌体分别悬浮于 ,&IF@E<=&$ 的 $&$#F65 ? @ 磷 酸

钠缓冲液中，加入 $&#F@ 甲苯，)+G#$$1 ? FH9 反应

#3。第一份加入 %$F@%$J葡萄糖溶液，第二份加入

%$F@%$J麦 芽 糖 溶 液 ， 第 三 份 加 入 %$F@ 去 离 子

水，-$G#$$1 ? FH9 反应 %$3 后沸水浴 %$FH9 灭酶，

+$$$1 ? FH9 离心 #$FH9 收集上清液。将三份反应液各

点样 %$"@ 在薄板上进行定性分析。再将三份反应液

各点样 %$"@ 在另一块薄板上，以标准葡萄糖和从酵

母中提取的精制海藻糖为对照，以加去离子水的那

一份做空白，用薄层层析分离洗脱法定量测定另两

份海藻糖的含量，用 KD" 法测定底物为 +J葡萄糖

溶液和底物为去离子水中的葡萄糖含量。

%&#&# 薄层层析法（!@L）海藻糖的定量测定.+/ 硅胶

板 IMFN%IMF （自制），展开剂为正丁醇O吡啶O#J脲

水P)O#O%（Q ? Q）。将从薄层板上划下的含有海藻糖的
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薄层放入 !"# 水中常温洗脱 $%，将洗脱液定容至

&’"#，取洗脱液 ("# 放入试管中，加入 )"#’*(+硫

酸,蒽酮溶液，沸水浴 ("-.，在最大吸收波长下测定

洗脱液的吸光值。

! 实验结果

!%& 生物转化海藻糖的途径

以麦芽糖为底物生物合成海藻糖的途径有两条：

/* 通过麦芽糖磷酸化酶和海藻糖磷酸化酶以麦

芽糖为底物合成海藻糖0$1

2* 通过海藻糖合酶以麦芽糖为底物合成海藻糖0(341

利用海藻糖合酶不作用于葡萄糖、麦芽三糖、麦

芽寡糖、蔗糖、异麦芽糖、异麦芽寡糖等这一特点，以

葡萄糖、麦芽糖、去离子水为不同的底物，通过对反

应产物的定性定量分析对海藻糖的合成途径进行初

步验证，测定结果如表 & 和表 ( 所示。

由表 & 和表 ( 对反应体系 4 的定性定量分析结

果可知，在细胞的培养过程中胞内积累了部分海藻

糖，在反应过程中一部分海藻糖被海藻糖酶分解生

成了葡萄糖。因为海藻糖测定时是以去离子水的那

一份作为空白，故它的测定值为 ’。

由表 & 和表 ( 对反应体系 & 的定性定量分析结

果可知，在反应过程中胞内积累的一部分海藻糖被

海藻糖酶分解生成了葡萄糖。因为在这个反应体系

中葡萄糖的含量较高，抑制了海藻糖的分解，使它的

分解速度低于反应体系 4，所以可检测到部分海藻糖

的存在。但由于在溶液中的葡萄糖量也有少量增加，

可排除由葡萄糖转化生成海藻糖的可能性。由表 &

和表 ( 对反应体系 ( 的定性定量分析结果可知，一

部分麦芽糖被转化生成了海藻糖。通过对三个反应

体系定性定量分析结果可知，在 5’’6 中以麦芽糖为底

物合成海藻糖的途径是通过海藻糖合酶完成的。

!%! 影响海藻糖转化率的因素

(*(*& 底物浓度对海藻糖转化率的影响 用 78$*)
的 ’*’("9: ; # 磷酸钠缓冲液将麦芽糖配成不同浓度

的溶液，在同样条件下与同体积细胞酶液（78$*) 的

’*’("9: ; # 磷酸钠缓冲液中最佳处理条件处理）作用

一段时间，用薄层层析分离洗脱法测定反应物中海

藻糖的含量，并计算转化率，结果如图 & 所示。

由图 & 可知，随底物浓度的不断升高，海藻糖转

化率略有下降，但总的来说，底物麦芽糖浓度对转化

率影响很微弱，这与资料上描述的海藻糖合酶转化

麦芽糖生成海藻糖的产率高且不受底物麦芽糖浓度

的影响基本一致。

(*(*( 反应时间及温度对海藻糖转化率的影响 用

78$*) 的 ’*’("9: ; # 磷 酸 钠 缓 冲 液 将 麦 芽 糖 配 成

&’+的溶液与等体积细胞酶液（78$*) 的 ’*’("9: ; #
磷 酸 钠 缓 冲 液 中 最 佳 处 理 条 件 处 理 ） 分 别 在 4(、

<’=下保温不同时间后，用薄层层析分离洗脱法测

定反应物中海藻糖的含量，并计算转化率，结果如图 (

麦芽糖!"#!葡萄糖!!$葡萄糖$%$磷酸

葡萄糖!!$葡萄糖$%$磷酸!海藻糖!"#

麦芽糖磷酸化酶

海藻糖磷酸化酶

麦芽糖" 海藻糖
海藻糖合酶

反应体系
薄层层析定性分析结果

葡萄糖 麦芽糖 海藻糖

& 底物为 !+葡萄糖溶液 >> , >
( 底物为 !+麦芽糖溶液 > >> >>
4 底物为去离子水 > , >

表 & 不同底物反应体系的薄层层析定性分析结果

注：,：无；>：有；>>：大量。

反应体系
薄层层析分离洗脱定量分析结果

葡萄糖（溶液中） 海藻糖（溶液中）

& 底物为 !+（&?）葡萄糖溶液 &*’’(? ’*’’6?
( 底物为 !+（&?）麦芽糖溶液 , ’*&)$?
4 底物为去离子水 ’*’’6? ’

表 ( 不同底物反应体系的薄层层析定量分析结果、

注：,：未检测。
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图 ( 反应时间、温度对海藻糖转化率的影响
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所示。

由图 ! 可知，总体上讲，反应的前 "!#，随反应时

间的延长，海藻糖转化率都是不断增加的。无论在哪

一个反应温度，反应初期是海藻糖合酶与底物麦芽

糖的充分接触时期，然后，海藻糖转化率进入一个快

速增加期。但在这以后随反应时间的延长，由于底物

麦芽糖浓度不断降低，产物海藻糖浓度不断增加，可

逆反应趋近于平衡，另外，长时间保温及甲苯与海藻

糖合酶接触时间增多，使酶活损失逐渐增大，这些因

素共同作用使反应速度逐渐减弱，海藻糖转化率也

趋于恒定。在 $!%和 &’%，海藻糖的最大转化率分别

为 !’(!)和 "*(")。反应温度越高，生成海藻糖的初

始速度越快，但是到反应末期，反应速度减弱得也越

快，海藻糖转化率反而不是很高。这可能是因为同等

时间内在 &’%保温酶活的损失率要高于 $!%，可逆

反应率先趋近于平衡，产物积累减慢造成的。

另 外 ， 由 图 ! 中 可 以 发 现 ， 无 论 在 $!%还 是

&’%，反应后期，海藻糖转化率都会有微弱的下降，这

可能是海藻糖酶对海藻糖分解的结果，而且 &’%的

分解作用要高于 $!%。

!(!($ 反应转速对海藻糖转化率的影响 用 +,-(.
的 ’(’!/01 2 3 磷酸钠缓冲液将麦芽糖配成 "’)的溶

液与同体积细胞酶液（+,-(. 的 ’(’!/01 2 3 磷酸钠缓

冲 液 中 最 佳 处 理 条 件 处 理 ） 分 别 在 不 同 反 应 转 速

&’%保温 "’#，用薄层层析分离洗脱法测定海藻糖生

成量，并计算转化率，结果如图 $ 所示。

由图 $ 可知，反应转速对海藻糖转化率有较大

影响，在反应转速为 !’’4 2 /56 时，海藻糖转化率达到

最高，为 "*(!)。因为甲苯是通过溶解细胞壁的磷脂

层来破坏细胞结构的，破壁后，细胞外形较完整，海

藻糖合酶是分布于破壁细胞内和破壁细胞外的。要

得到较高的海藻糖转化率就必须使麦芽糖与海藻糖

合酶进行充分的接触，另外，在细胞内生成的海藻糖

要使它尽快释放到胞外，转动引起的振荡就起了这

么一个作用。

% 讨论

通过对所筛选的菌株 7’’8 细胞酶反应体系定性

定量分析研究，确定了该菌株是以麦芽糖为底物通

过海藻糖合酶途径合成海藻糖的。对影响海藻糖转

化率的因素进行了初步的研究，有关海藻糖较详细

的转化机制、菌株酶活力的提高、酶的分离、浓缩、转

化反应条件等需进一步研究和优化，而利用固定化

酶连续转化海藻糖是下一步尝试的方向。
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