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极地微生物产海藻糖合成酶菌株的筛选
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摘 要：来源于极地的微生物经过筛选，得到能产海藻糖合成酶的耐冷菌株Sl和S2，分别用

TLC、DNS和HPLC的方法确证其酶反应的产物为海藻糖．以质量分数l％麦芽糖为底物，S1粗

酶液能将麦芽糖转化为海藻糖，并且没有明显的葡萄糖生成，在pH值7．0的磷酸盐缓冲液下

15℃反应48 h，经过HPLC测定转化率最高达到75．2％．
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Abstract：Two strains，S1 and S2，which can produce trehalose synthase，were screened from

microorganism in polar region．The product of enzymatic reaction was identified to be trehalose

bv the method of TLC，DNS and HPLC．The crude enzyme of S1 was mixed with 1％maltose

solution，then the mixture was subject to an enzymatic reaction at 15。C and pH 7．0 for 48 h．

The conversion rate of mahose into trehalose was 75．2％，which was equivalent to the report of

Hayashibara Co．，Japan．
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海藻糖是由2个吡喃环葡萄糖分子以Ot，口一1，1

键构成的非还原性双糖，目前在食品工业、农业、医

药工业以及分子生物学等领域有广泛的应用．目前

海藻糖生产方法主要为酶法转化，海藻糖合成酶是

其中一类比较有应用价值的酶，它能以麦芽糖为底

物，一步将麦芽糖转化为海藻糖，是一类非磷酸

化酶‘¨．

低温微生物在地球上分布广泛，尤其在极地地

区．在这些低温微生物中，最适生长温度≤1s℃，上

限生长温度≤20℃，下限生长温度≤0℃的微生物

称为专性嗜冷菌(Psychrophiles)；对于那些能在

≤5℃条件下生长，不论其最适及上限生长温度的

微生物称为耐冷菌(Psychrotrophs)．低温微生物相

对于常温菌和嗜热菌的酶具有其特殊性：热敏感，
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最适反应温度较低，酶分子结构一般具有较高的柔

性，～般具有较高的K。及K。／K。值，K。值较低，

对底物的亲和力较强，提高了对底物的利用效率．

这些特性使低温菌在低温条件下能保持正常的代

谢活动【z~6]．

普遍认为，海藻糖是生物体在极端环境下为抵

抗不良生存环境而产生的应激产物．国内外对海藻

糖合成酶的研究主要集中在常温菌和嗜热菌中，对

极端低温环境中微生物产海藻糖合成酶的报道研

究较少．极地微生物种类繁多，本实验研究了从极

地微生物中筛选得到产海藻糖合成酶的菌

株‘1’卜lo]．

1 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 菌株 由中国极地研究中心提供从南极采

集的60株菌样．

1．1．2试剂和仪器 葡萄糖、麦芽糖为上海化学

试剂公司生产，海藻糖购自日本林原公司，色谱用

的标样均购自Sigma Chemical Co．．

1．2 方法

1．2．1 微生物的培养 筛选培养基(质量分

数／％)：麦芽糖2，蛋白胨0．5，酵母粉0．1，

Na2HP04·12H20 0．05，柠檬酸三钠·2H20 0．05，

自然pH值．摇床200 r／min，15℃培养60 h．

1．2．2 茵体收集和粗酶制备 10 000 g离心10

min收集菌体，采用50 mmol／L的磷酸缓冲(pH

7．o)洗涤2～3次，按每1 g湿重细胞加lO mL的

50 mmol／I。的磷酸缓冲液(pH 7．0)进行悬浮，超声

破壁后10 000 g离心10 min收集上清液．

1．2．3酶反应 将粗酶液和质量分数2％的麦芽

糖溶液等体积混合，15℃150 r／min振荡48 h，反应

结束后密闭沸水浴10 min，冷却后12 000 r／min离

心取上清液，微滤后测定．

1．2．4 薄层色谱(TLC)检测 方法参见文献

[11]，其中麦芽糖标样的质量浓度为l g／dL，海藻

糖标样的质量浓度为2 g／dL．

1．2．5 3，5一二硝基水杨酸(DNS)还原糖测定 方

法参见文献[12]．

1．2．6 HPI。C检测 高效液相色谱仪，主要由

Walers510泵、2410示差折光检测器、740积分仪以

及7725进样阀组成．色谱条件：使用Waters

Spherisorb S 5NH2(4．6 mm×1 50 mm)，流动相为

V(乙腈)：V(水)=72：28，体积流量1．0

mI．／min，柱温30．C．

2结果与分析

2．1 TLC法对产海藻糖合成酶菌的初步筛选

TLC法主要依据不同的糖在硅胶薄层上随溶

剂展开有不同的迁移率进行鉴别，适合本实验中对

产海藻糖合成酶菌的初步筛选．实验中使用硫酸一甲

醇显色剂，通过显色时海藻糖位置斑点的深浅进行

选择．经过该方法选择后，发现大部分极地微生物

菌都有将麦芽糖转化为另外一种糖的能力，该糖与

海藻糖标准样有着相同的迁移率．从60株原始菌

中最终得到2株理想的菌株S1和S2，其TLC结果

见图1．

1．麦芽糖标样；2．s1酶反应样品；3．S2酶反应样品；4．海藻

糖标样

图1 S1和S2酶反应的TLC图

Fig．1 The TLC analysis of enzymatic reaction sample of

S1 and S2

从TLC分析可以看出，2株菌的酶反应后生成

一种糖，该糖和海藻糖标样有着相同的迁移率．从

图l中可以看出，Sl的反应结果中大部分为该糖，

有少量麦芽糖残．

2．2 DNS法对酶反应结果的分析

根据TLC初步筛选结果，进一步以Sl和S2

为对象，采用DNS方法对2个酶反应样品进行分

析．Sl菌株的酶反应液中，还原糖的质量浓度

(g／dL)从反应前的0．968降至反应后的0．293，S2

菌株的酶反应液中，还原糖的质量浓度(g／dL)从反

应前的0．968降至反应后的0．462．

DNS测定的是反应体系中的还原糖．实验结果

发现，酶反应前后的还原糖含量降低，结合7FLC结

果可以推测，酶反应结果生成的物质可能是一种非

还原性糖．

2．3 HPLC对酶反应结果的分析

将S1，S2酶反应液和酶反应前的样品分别经

过HPLC检测，对照标样，结果见图2．
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1．麦芽糖标样；2．海藻糖标样；3．麦芽三糖标样；4．酶反应

前底物；5．S1酶反应样}6．s2酶反应样

圈2蘸反应样品的HPLC分析结果

Fig．2 The HPLC analysis of enzymatic reaction sample

从图2可以看出，S1和S2酶反应结束后产生

的另外一种糖应该是一种二糖，其保留时间与海藻

糖标样的保留时间相同(7．6 min)．结合DNS结果，

在所有的二糖中，只有海藻糖是非还原性二糖．综

合TLC、DNS和HPI。C结果，可以推断S1和S2具

有海藻糖合成酶，能在酶反应过程中将底物麦芽糖

转变为海藻糖．

HPLC结果显示，在S1和S2酶反应样品中，

没有葡萄糖生成．通过HPI。C的分析，样品中的麦

芽糖和海藻糖的含量见表1．

衰1碡反应样品的HPLC定量结果

Tab．1 The HPLC analysis of enzymatic reaction sample

3 结 论

自然界中由2个吡喃环葡萄糖分子以口一葡萄
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耩蓊键连接褥痰薛菠渣穰5释，昧海藻糠翻麦芽耱

羚逐翥陵二糖《窿，必一1+2瓣)、熬麴二鞲(扭，∥l，3键》

和擀纛芽精《措，Q—I，6键)．在筛邋野生髓中，酶瑷髓

产罄黟篷稳纂霆雾霉萋婴。蜜黪壕鸯茧l￡、HPLC

鞠1)NS 3种方法时雾裸撤地徽熏物的酶戚虚液榭

缝努避苻分凝，嚣聚蓑爨，投蟪缫蕊Sl露黻窘戒⋯

静将黢蒋糖转纯为海藻瓣魏海藻耱会髓黪，据文献

撮灌。浚酶舔霹疆罐讫童述凄缝麓遂澄藏，瓣蒋海

濮糖转化为潦蘩犍+鼹熬，窭骏瞅褥赣糖鸯纛黪，遴

箭了瀵⋯步躺酶厦疲褰疆验穗。鼍’LC绻幕凝示，瓣

少爨纛莓糟澎戚，糯秘NS法测燃，喜艨壁分散t9嚣

瓣海藻糠赣诧娥了麦磐糖，这啦遂一多涯瓣了蕊l

参考文献：

麓其翁产垒海藻髓台纛瓣酶髓力，瓣本抟繇公裁缀

逡扶麓株Pimelob6tcter sp。R48纯化褥刘的海薰糖

食戚酶在底褥质爨分散为2，§蝤、酶厦虑漱度在黧o

℃、及应嚣雩瓣48 h T，瓣筵霉轰蓄?；0嚣，并显绺燧

肖藤壤分数5。9％的葡镯糖囊成。们．将SJ与其比

较，黢骥S{酶程辩在媾℃下75。2骚戆转键率簧之

揆遘，艇并浚卷甓恩黪瀚萄髓瀵藏+橇辫文献¨朝缀

灌，海藻糖鸯战酶对转纯率与酶反震溢寝鍪菱耀，

激凄越蕺转怒搴熬藏，攥手Sl媾予鬻捻鏊*其然瓣

整耪举簇蔑蒋菲鬻有利于避w～步姘巍海藻糖台

成酶。

f j j第绍_丰。张簿平，艘髂莺，掣．音髓海藻糖的新铡非磷黻佬懿03，蕊物王程瓣展t2001,21《2)：54一gf。

￡2 j窜鹱秀．鞣饕黎，蠕玲蘩裙嚣玲蘩D3。徽垒黪擎逶爨，1996，冀嚣《3≥：155--158，

i s l Fdler G，Zekhmni z，Lamotte”Brassetll"扎雅蕊+Enzymes i猕徽cotd-adaptd mieroorganisms[J 3。嚣耕毒Bioehemt 199≯，

244：i8§一i§i。

￡《3擎鼹露，髑攘莲。瓣激燃监稔戮怒滏鼹秘】；煞擞戆学擦*1998—38(s》；400--403。

￡§j懋蔟，懑繇蹲。彭碜蘩，潦羚爨黼囊述麓【羁；德釜褥攀黎蠢，a-002，22(1≥：si～§3。

￡6 l张晓军，燃榷拣。碍晓犟、投地涨搽球川徽攮物研究黝骥状与糠义口]。拯地姘巍，2000-}2(4)：269 274，

￡7 j菸瀵。譬簿，遘镁澎豢糍意骜黪瓣突曩l。餐愚麓发簿薹建+2002，耋80≥：i辱～i寒，

￡8 I瓣熬辍，獭缝缨．投魏渤擞豫求串一摊产潜藻糖畿耪徽莲定[j3，密耱大学辫然秘攀举糕t1：999+(3》,?7--80。

[§l 7tomoyuki Nishimoto，Masayuki Nakano，Tetsuya Nakada+el a1．Purification and properties of a hove[enzyme_treMlose

8y乳{h3s《$《婚礅PHmeh湛aeter s黪；R48 0】，BiDsd Bfotech gfechem*1996，#§《《》=840一“644；

[t鸯5j’romoyuki Nishimoto，馘iroto Chaen，’l岛§biydki Sugimo圣o，#t薄￡，Mahose”trehalose converting e飘zyme-aM prepafa}i静魏

a划use8 thereof[P]。美援专利：USP 6090792。2000w07。

[1l】蕺恚囊，嗽巅露。褥绥蘩，爱薄麟屡簧羧黪舔瓣藻鹱00。蒿鹊鞣羔太攀攀藏s1997-16(4)：《2一莲《·

Dz]憩零夫攀燃褥豫攀鬻瓣嶷。璺黪撬攀嶷验拯譬￡艇3，憩襄；夫鬻黢鬻窭藏拽，t979·。

《费锤编辑；辚勇)

 

 万方数据


