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枯草芽跑杆菌糖化型
a一

淀粉酶的研究 (l )

一酶 的 催 化 作 用

陶文沂 北烟寿美雄 冈田茂孝

(无锡轻工业学院发醉系 )《大阪市立工业研究所
,

日本 )

一
、

引 言

a 一

淀粉酶分为液化型和糖化型两组
。

本文利用前报 l1[ 所制得纯净糖化型 a 一

淀粉 酶
,

以及液化型 a 一

淀粉酶
,

葡萄糖淀粉酶
,

对于不同底物进行各种催化反应
。

由反应的不同结

果分析这几种酶催化反应的型式
、

反应程度等的区别
,

讨论糖化型 a 一

淀粉酶的催化作用的

性质
。

二
、

材料与方法

1
.

酶制剂和试验用酶液

糖化型 a 一

淀粉酶 (B S A ) 由前报获得
,

根据其酶学性质 jz[
,

试 验 时 用 p H S
.

6 0
.

o 5 M

乙酸缓冲液稀释至所需浓度
。

液化型 a 一

淀粉酶 (B L A ) 及葡萄糖淀 粉 酶 ( G lcu ao m刃as 。 ,

G A m )由北烟寿美雄博士提供
,

试验时 B L A 用 p H 6
.

0 10 m M 乙酸缓冲液一 10 m M 乙酸钙溶

液稀释
,

G A m 用 p H 4
.

7 10 m M 乙酸缓冲液稀释
。

.

2
.

蓝值和还原值的测定

作为 B S A
、

B L A
、

及 G A m 作用的底物均为 1 % 可溶性淀粉溶液
,

其溶媒分别 对应为

p H S
.

6 0
.

o 5 M 乙酸缓冲液
、 p H 6

.

o i o nt M 乙酸缓冲液一 i o m M 乙酸钙及 p H 4
.

7 i o m M乙酸缓

冲液
。

分别取各底物淀粉溶液 20 m l
,

一一对应加入酶溶液 2 m l
,

使用酶溶液的活性 分 别 为

B S A
、

B L A z u
/ m l

,

G A m 3 u

/ m l
, 吐。℃ 水浴保温

,

于 1 5
、

3 0
、

6 0分钟
、

2 小时及保温过夜

( 2 0 小时 )分别取样 3 m l
,

样品取出后即在沸水中 10 分钟灭酶
,

备用
。

测定蓝值时取样品 O
。

5

m l加 i o m M K l一 I
:

溶液 4 m l
,

摇匀后加水至总体积 Zo m l
,

在 U V 1 2 o一 0 2 分光光度计上测
定 6 60

n m 处光密度
。

以 0
.

4 5 m l底物同样加 12
溶液及水作为 。小时光密度

,

以 1
2
溶液 4 m l

补水至 20 m l 作为参照零点
。

测定还原值时按前报索莫吉法测还原糖
,

取样量应根据该反应

时间可能的糖浓度
、

底物浓度及分析方法线性范围来确定
。

3
.

水解程度的测定

用水解过程中所取样品的还原糖含量与该水解系统完全水解应该产生还原糖量的比值作

为这一样品的水解程度 ( % )
。

对可溶性淀粉的试验使用 1% 可溶性淀粉溶 液 l o m l
,

加入 酶 液 ( 3叮 m l) l m l
,

40 ℃ 水

浴保温
,

于 15
,

30
,

9 0 ,

27 。 分钟及 24 小时取样测定
,

取样量依据取样时刻体系中还 原 糖

本文 1 9 8 5 年 9 月 2 6 日收到
。
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的可能浓度而定
,

样品取出后立即放入索莫吉试剂中以终止反应
。

取此底物 l m l加 Z N H CI

z m l混匀后于 l 0 0 0C 水浴中加热 l 小时
,

加入约 l o m 1 H : O
,

用 I N N
a O H 调 p H 7 (约 Z m l )

,

补水至总体积 20 m l
,

取 Z m l 用索莫吉法测定
,

即淀粉完全水解应产生还原糖的量
。

对直链淀粉的试验使用 。
.

1 % 直链淀粉溶液 50 m l
,

加入酶液 ( u1 / m l) s m l
,

40 ℃ 保温子

1 5
, 3 0

,
6 0

,
9 0

, 2 7 0 分钟取样测定
。

完全水解可用 s m l 0
.

1% 直链淀 粉 与 s m l ZN H C I混

合后 10 0℃ 水解 1小时
,

中和后定容 25 m l
,

取 3 m l 测定
。

直链淀粉溶液的制备为
:
称取一定量直链淀粉

,

加入 10 倍量的乙哼
, 1 00 倍水和 60 倍

I N N a O H 溶液保持过夜
,

使之溶解
,

然后分别加入上述不同的缓冲液
,

至缓冲液浓度 0
.

05 M
,

加水至接近直链淀粉浓度 0
.

1 %
,

在 P H 计控制和磁力搅拌器连续搅扑下滴加 I N H CI 使达

到各酶所需 p H 条件
,

注意控制加酸速率
,

避免局部过酸
,

引起沉淀
。

4
.

寡糖图谱法

以 2 % 可溶性淀粉溶液 2 00 时作底物
,

分别加入浓度为 B S A Z 。
/ m l

,

B L A Z。
/ m l

,

G A m

o
.

s u

/ m l 的酶液 5 0卜1混合
,

4 0℃ 水浴保温
,

在 0
.

5 ,
1

,
2

,
5

,
2 0 小时取样

,
2 0协1样品点

于层析纸上
。

以糖原作底物时使用 2 % 糖原溶液 10 0时
,

加酶液 25 时
,

酶液浓 度 为 B S A
,

B L A s u
/ m l

,

G A m l u
/ m l

,

其余同可溶性淀粉
。

层析条件
:

东洋滤纸 50 号 20 x 18 厘米
。

40 ~ 50 ℃ 烘箱中上升法层析 4 次
,

每次时间 2

小时
,

或在室温下每次层析过夜
。

每次层析结束在同一烘箱中通风吹干
。

展开剂系统
:
正丁醇—

毗吮— 水 = 6 : 4 : 3( 体积比 )
。

显色方法
:
碱性硝酸银法 3l[

。

溶液 a 为饱和硝酸银溶 液 1份
,

水 6 份
,

丙 酮 2 00 份 的

混合物
,

层析滤纸先在此液中完全浸湿
,

然后整张滤纸均匀地放入溶液 b 中
,

溶液 b 组成为

1% N a
O H I 份加乙醇 5 份

,

再在溶液
` (2 。m M N a : S :

0
3
溶液 ) 中清除背景

,

最后用清水洗

3 0 分钟
。

5
.

高压液相色谱法

柱
:
称取 P

o
ly g o s i l e o 一 l o N H

Z 4
.

2 5 9 悬浮子甘油 3 5 %
,

甲醇 6 5 % 的溶液中
,

装入 4 义

3 0 0 m m 柱中备用
。

流动相
:

乙腊一水 ( 6 5 :
3 5 )

,

流速 1
.

s m l / m i n ,

进样量
: 5 0件1

。

样品制备
: 2 % 麦芽四糖 2 0 0协l 和 B S A ( l o u

/ m l ) 2 0协 1混合
,

水浴 4 0℃ 保温
,

在 3 0
, 6 0

,

12 0 分钟分别取样 50 林1加入已有 20 时 o
.

I N H C I的试管中
,

使之立即停止作用
,

此即 测 定

用样品
。

6
.

糖基转移作用的测定

底物为 5 % 蔗糖和可溶性淀粉溶液
,

即 15 o m g 可溶性淀粉溶于 3 m l 0
.

05 M p H 5
.

6 乙 酸

缓冲液中
,

再加入 1 50 m g 蔗糖使之溶解
。

取此底物 2 00 时
,

加入活性为 4 u/ m l的 B S A 溶液

5 0协 1
,

混合
,

4 0 0C 保温
, 0

.

5 ,
z

, 2 , 5 小时分别取样 2 0协 1
,

层析滤纸点样 一0卜l
。

以偶联糖

( C
o u p l i n g s u g a r ) 5 倍稀释液作为标准点样 1 0协 I

。

偶联搪为果糖 ( F )
、

蔗糖 ( G F )
、

麦芽 糖

普果糖 ( G Z)F
、

麦芽三糖普果糖 ( G 3 F )等等的混合物
。

层析系统及条件如方法 4 。

显色方法
:

为验证产物中果糖残基的存在
,

使用间苯三酚试剂系统显色
。

试 剂 系 统 由

0
.

7% 间苯三酚丙酮溶液 9 份与 40 % 三氯乙酸水溶液 l 份组成
,

经层析后的滤 纸浸于 此 显

色剂中
,

然后在空气中干燥
,

再在烘箱中 10 0~ 1 10 ℃ 加热 5 分钟
,

红棕色斑点出现
。

使 用
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荧光灯照射
,

在红棕色斑点中呈现含果糖残基的低聚糖的特征性荧光
,

从而确证糖丛转移作

用的发生
。

三
、

结果与讨论

!
.

由淀粉水解过程中蓝值与还原性产物产生量的关系分析降解作用

淀粉遇碘产生的蓝色与淀粉多糖分子的聚合程度有关
,

随着水解过程淀粉链的切断
,

碘

反应颜色由蓝逐渐变为紫
、

红棕至棕色
,

用分光光度计测定反应物蓝值可以说明反应体系中

残存多糖的最高聚合程度
。

另一方面
,

淀粉水解的同时产生还原性产物
,

不同的酶由于水解

方式不同
,

产生还原性产物的速度也不同
。

因此
,

使用不同的酶分别对可溶性淀粉溶液进行

水解作用
,

按方法 2 中所述间隔取样测定蓝值和还原值
,

作出曲线
,

就可初步推测不同的酶

水解的不同方式
。

图 l 使用 B S A
、

B L A 和 G A m 作试验
,

所用酶溶液浓度分别为 1
、

1
、

3

u / m l
。

曲线表明
,

G A m 作用于淀粉时多糖分子的聚合程度下降很慢
,

而还原性产物的产生

相对较快
。

反之
,

B L A 的作用使淀粉很快降解成低聚分子
,

但其还原性产生则较 慢
。

B S A

的作用既区别于 G A m 又区别 B L A
。

月祖。ónU汽Oùb
J二n乙n

ǎ谧
二、织污摧幼已à堪医旧

社柱北补比陈提限洲曰

产乌g"姻训
,

2 3 4 5 6

还场毛台生( : 1 1 9前萄枪 /
且1 11)

作用时介s] (小 J{JJ

图 1 淀粉水解过程中蓝值与还原位变化的关 系

左
,

还原位~ 蓝值 右
,

作用时间~ 产生的还原糖量
。

0 B S A
、

△ B L A
、

口 G A m

2
。

由不同底物水解最终程度分析

与上述水解方式的实验同时
,

也可以从不同的酶对于不同底物进行水解的最终程度来分

析酶作用的位点和产物区别
。

按方法 3 中所述间隔取样测定还原糖产生量并计算 水 解 百 分

率
,

作出曲线图 2
。

由图可以看出以接近相同的酶活性的酶液作用于同一底物时
,

开始时的

水解速率是接近
。

但随着作用时间的推移
,

三种酶的分解底物速率有了差别
。

G A m 水解 产

生还原性产物的速率最高
,

而 B L A 则最慢
,

这与前一试验的结果是一致的
,

并且分解速率

都逐步下降
,

直至趋于平坦
。

各种酶均有不同的水解最终程度
,

这一过程表明酶最易发生切

割作用的位点已逐步切开
,

按易难顺序逐步完成水解作用
,
直至残留下该酶无法水解的界限
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糊精或一些极难水解的寡糖
,

为保证水解作用的充分
,

这里使用的酶量比较大
。

七一
司

少一洲~

弊一尸洲

B L A 玉一
。

G A 川

尹

一
户

日S人

扮月

以ǎ次尹
刹

鲡
妥切

3
`

1 “ 2 4

作用 {月 .̀习(小时 ) 哟
气一州卜六
j飞; 用时间 (小

。l寸)

图 2 不 同酶对于底物作用的最终水解程度

左为可溶性淀粉作底物 右为直链淀粉作底物

8
.

寡糖图谱法分析水解方式

由以上可知这三种不 同的酶对于同一底物的水解最终程度及水解方式均有不同
。

为分析

其水解方式可采用寡糖图谱法 41t
。

如方法 4 所述此三种酶对于可溶性淀粉作用所产 生 的 低

聚部分产物可在层析后区分
。

用图 3可以看出 G A m 作用于淀粉时是逐个切下葡萄搪单元
,

不能检出低聚糖的存在 ; B L A 的水解产物中 G l一G 4共同存在
,

即使水解时间延长至过夜
,

G Z一G 4仍然存在
,

G Z 与 G l 的量基本上平行增加 ; 而 B S A 的水解产物随水解时间的推 移

G 4 及以上的低聚糖趋于不可检出
,

G i 与 G Z 几乎平行增加
,

产生 的 尼 比 B L A 多
。

从 G 4

以上低聚糖的产生也可看出此三酶的不同
,

G A m 不产生此类寡糖
,

B L A 在反应一开始即产

生各种低聚糖
,

从而蓝碘反应迅速消失
,

B S A 只有在延长作用时间后才逐步可见少虽 G 4 以

上低聚糖
,

实际上这己经接近于切割的界限产物
,

而 B L A 产生的低聚糖是随机产生 的
。

同

样
,

对于糖原的作用呈现出类似的结果
,

此时 G A m 分解产物中出现 (招 为分支点 1 , 6键 结

二糖
,

B S A 中 G 3渐减少而与 B L A 的产物有明显区别
,

B S A 中 G 4厂物的增加是 残 留 的

0 0 0 0

认
一

O 。 。 0 0口
G】一

O。 。 口O 。
·

厂0 0 0 口。

。 0 0 0 0

Q 0 0 0 0

0 0 0 0 0
.

卿叼卿
门日曰时!

认U”J

20 0
。

5 I 2

G A m

(甲)

l
A

CJB

d““幼”材”
f

卜-

l)O闪门
.

.05门门门“墩
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沈粉酶的研究 (皿 )

命

叮工卫
。 。
刃以

一

0 0。
G ,”

0 0 0
G `一

0 0 0
C尸

。 .

5 1 B s 人 2

自日仃川
ù

。

0

八口自é自日附日
é

自é自口自口自曰日日抓自é0门éúé
·

( 乙 )

图 3 寡 糖 图 谱 法

( 甲 )为底物可溶性淀粉

( 乙 ) 为 底 物 糖 原

G!不被 B S A 分解的支链低聚糖

G一 G 一 G

4
.

高压液相色谱法分析水解方式

使用高压浓相色谱法可进行低聚糖的分离测定 81t
,

为进一步确定各阶段各种产 物的定

量关系
,

`

采用高压液相色谱法进行试验
。

由于淀粉高聚分子对于色谱柱是不利的
,

这里以麦

芽四糖 ( G 4) 作为底物
。

B S A 作用于 G 4 后按方法 5 测定产物可得图 4
。

可见
,

麦芽四 糖 在

B S A 作用下的切割位点可以在 3 一 4 , 2一 3键 上
,

产生 G l
、

G Z 与 G 3 是同时的
,

但 G 3

亡叭卜U

ǐ一任、泊

日ù巡玛魏

3G一\q

作用时间 (小时 )

( 甲 )
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(乙 a
)

与 G I 的和在 3 0分钟样中大于 G Z
,

说明

在 3一4 位上的切割更有效一些
。

随后 G 3

可进一步被切割产生 G Z 与 G I
。

因此随着

G 4的水解
,

G 3的增加与水解减少在一段

时间内形成平衡
,

G 3 的变化很小
,

而 G l
、

G Z同时增加
。

5
.

B S A分子间糖基转移作用

环状糊精糖基转移酶 ( C y e l o d e x t r i n

G l y e o s y l t r a n s f e r a s `要) 具有将淀粉转变为

环状糊精的分子内转搪基作用
,

同时存在

将淀粉等的糖基转移到合适的受体 ( 如葡

萄糖
、

蔗糖或木糖 ) 上去的分子问转糖基

作用 171 18)
。

以蔗糖为受休生产 的 偶 联 糖

( C
o u p l i n g S u ` a r ) 成为既能保持蔗糖甜

味
,

又能防止糖类对牙齿的腐蚀作用的有

价值的糖质而受到重视和 应 用 191
。

考 察

B S A是否具有转移作用
,

按方法 6使 B S A

OO( 乙 b )

门曰í八OO

F 一
,

G F ~

自é00自洲éO
G 3F

一食

G 召F叶

G SF一

( 乙 e
)

图 4 B S A 时麦芽四糖的水解作用

甲为各种低聚糖浓度的变化曲线

乙为高压液相 色谱 图 a
一30 分钟后

b一 60 分钟后 c
一 1 20 分钟

,

嗓 Q 0 0

自éO自
口O赦

图 5 B S A 的分子间糖基转移作用

标准为俩联糖
,

含 F
、

G F
、

G Z F
、

G 3 F等
。

作用于蔗糖和可溶性淀粉溶液体系
,
结果的层析图如图 5所示

,

表 明B S A具有一定的催化糖

基转移的能力
。

由以上实验结果可分析 B S A 催化作用的一些特点
。

当 B S A 作用于直链淀粉
、

支链淀粉

或糖原时
,

其切割作用是随机的
,

切割对象是 a 一
1

, 4葡萄糖普键
。

由于随机切割作用使 底 物

的聚合度下降比 G A m 快得多
。

但 B S A 对中等聚合程度的分子切割以 G 3一 G 4 位之间的 切

割优先
,

切点比 B L A 的多 ( B L A 优先切割 G 6一 G 7 之间 ) ,
相对讲最高聚合度的 中间物被
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切割得比 B A L慢
。

B S A对 a一
1

, 6 一

葡萄糖普键无催化裂解作用
,

作用于支链 淀 粉 或 糖 原

时最终残留以异麦芽糖普麦芽糖 ( G 为主的分支点不可切割物
。

B S A 对于 G 6以下
}

G一 G一 G )

低聚糖有切割能力
,

对于 G 3 尚有较弱的切 割 力
,

水 解 最终 以 G
、

G Z为 主
,

而 B L A 对

G 6 及以下寡糖均不能作用
,

造成 G ~ G 6 一系列产物
,

因此 B S A 的最终水解程度要比 B L A

高
。

由于 B S A 具有特征性的 a 一

淀粉酶活力
,

且水解产物以 G
、

G Z 为主
,

再加上具有一定的

糖基转移能力
,

所以可在工业上发挥特殊的作用
。

(全文完 )
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