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酵母蔗糖酶的提取方法

李楠， 庄苏星， 丁益
(南京大学生命科学学院，医药生物技术国家重点实验室，江苏南京210093)

摘要：采用甲苯自溶法、冻融法、SDS抽提法3种方法从酵母中提取蔗糖酶，经质量分数50％的

乙醇分级沉淀、Mono Q阴离子交换柱层析纯化后，制得高纯度的酵母蔗糖酶。比较了上述3种

提取方法并对该酶的部分性质进行了研究。纯化的酶经等电聚焦测定，等电点为5．6，SDS-PAGE

鉴定其相对分子质量为60 kD。以蔗糖为底物剥得酵母蔗糖酶的表观米氏常数Km为0．013 mol／

L。结果显示3种提取方法各有优劣，冻融法和SDS抽提法的提取效率远高于传统的甲苯自溶法。

其中SDS抽提法的效率最高，加之其操作简便，更适合于酵母蔗糖酶大规模的制备提取。
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Study on Purification of Invertase from Yeast

LI Nan． ZHUANG Su—xing．DING Yi

(School of Life Sclences，State Key I．aboratory of Pharmaceutical Biotechnology，Nanjing University，Nanjing

210093，China)

Abstract：This paper used three methods to extract invertase from yeast，which included in this

manuscript，three different extraction method breaking cells by adding methylbenzene，frost

grinding，and adding SDS for extracting invertase from yeast were investigated．Then the

purified invertase WaS obtained by precipitatation with 50％ethyl alcohol and Mono Q

chromatography．The molecular weight of the enzyme was 60kD by SDS-PAGE，and the p1 was

5．6 by isoelectric focusing．The invertase followed typical Michaelis—Menten Kinetics with

apparent Km of 0．013 mol／L，The results showed all three methods had both advantages and

disadvantages．The invertase extracted by adding SDS and frost grinding had much more total

activity than that of extracted by adding methylbenzene． A highest total invertase activity was

found in the SDS extraction process，and it was a convenient and economical method for

commericaI production of invertase from yeast．
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蔗糖酶(Sucrase，EC 3．2．1．26)叉称转化酶

(Invertase)。可作用于B-1，2糖苷键，将蔗糖水解

为n葡萄糖和n果糖。由于果糖甜度高，约为蔗

糖的1．36～1．60倍，在工业上具有较高的经济价

值‘“。可用以转化蔗糖，增加甜味，制造人造蜂蜜，

防止高浓度糖浆中的蔗糖析出，制造含果糖和巧克
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力的软心糖，还可为果葡糖浆的工业化生产提供新

的方法。“。

目前关于酵母中蔗糖酶提取纯化方面的研究

较多口⋯，以甲苯自溶法最为常见。作者采用甲苯

自溶法、冻融法、SDS抽提法3种不同的方法从酵

母中提取蔗糖酶，将冻融法和SDS法提取的蔗糖酶

进一步纯化，并对其基本性质进行了研究。通过不

同提取方法的比较，为酵母蔗糖酶在食品工业中的

应用和蔗糖酶基因工程产品的下游技术开发，提供

了实验依据。

l材料与方法

1．1材料

酵母，安琪酵母股份有限公司提供；MoiloQ

(10／10)阴离子交换层析桂、Phast Gel IEF 3-9胶，

Amersham公司提供。

1．2主要化学试剂和仪器

十二烷基硫酸钠(SDS)，Serva公司提供；等电

点标准品，Amersham公司提供；其余试剂均为国产

分析纯或生化试剂。

UV一2201型紫外可见光分光光度计，Shimadzu

公司制造；Waters 650型高级蛋白纯化系统，Wa—

ters公司制造；Phast System全自动快速水平电泳

仪，Amersham公司制造；高速冷冻离心机，Hitachi

公司制造；冷冻干燥器．Labconco公司制造；电泳

仪，Bio-Rad公司制造；精密酸度计，Orion公司制造。

1．3酶活性测定

详见文献[93。适当稀释的酶液0．5 mL，加人

0．3 mL pH 4．6、0．1 mol／L的NaAc—HAc缓冲

液，O，2 mL O．1 moi／L的蔗糖，37℃准确反应15

rain，后加0．125 mL 1 mol／L的NaOH中止反应。

用DNS法““在540 nm波长下测定形成的还原糖

量。在测定条件下以每分钟内能水解蔗糖成还原

糖，经DNS测定光吸收读数为1 mA所需的酶量定

义为1个酶活力单位(U)““。

1．4蛋白质含量的测定

按Lowry氏法1”测定蛋白质的浓度，以牛血

清白蛋白为标准，绘制标准曲线。

1．5 SDS—PAGE

具体步骤参照文献[12]，分离胶质量分数为

12％，浓缩胶质量分数为5％。

1．6等电聚焦

用Phast System全自动快速水平电泳仪进行

等电聚焦电泳。电泳程序的设置参照Amersham

公司使用手册。

1．7粗酶制备

1．7．1甲苯自溶法称取酵母10 g，加人20 mI。

双蒸水使其溶解，加入2．4 g NaAe和4．5 ml，甲

苯，摇床振荡10 min，37℃恒温水浴69 h。再加入

4．8 mL 4 mol／L的HAc和15 mL双蒸水，调PH

至4．5，于4℃、3 000 r／min离心30 min．离心后将

中层清液移出即为粗制酶液，4℃保存。

1．7．2冻融法称取酵母1 0 g，加入20 ml。双蒸

水，置于坝先冷却的研钵中，研磨25 min，冰箱中冷

冻约1 5 min(以研磨内液面r刚出现冻结为宜)，取

出再研磨,25 min，重复以上步骤两次。后置于冰箱

中冷冻3 h取出．温浴融化，用1 rnol／I。的HAc调

pH至5．0，40℃水浴30 min，冷却后4℃、1 2 000

r／min离心15 min，取上清液即为粗制酶液，4℃保

存。

1．7．3 SDS抽提法称取酵母10 g，加入50 mL

O．3mmol／l，的SDS溶解，40℃水浴12 h后取出，4

℃、12 000 r／min离心15 min，取上清液即为粗制酶

液，4℃保存。

1．8乙醇分级纯化

在冻融法和SDS抽提法提取的粗制酶液中加

人乙醇使其质量分数达30％，4℃放置过夜，4℃

12 000 r／min离心15 mi rl，取上清液，再追加乙醇使

其终质量分数达50％。4℃放置1 h．4℃、12 000

r／mln离心15 min，弃上清液，沉淀用双蒸水溶解，4

℃保存。

经SDS抽提法提取，质量分数50％的乙醇沉

淀所碍的酶液对透析液(pH 7．3、0．05 tool／1，’Fris

HCl缓冲液)充分透析，所得透析液4℃保存。

详觅文献[13]。

1．9 MonoQ阴离子交换柱层析

冻融法和SDS抽提法提取的酵母蔗糖酶经上

步纯化后，上MonoQ(10／'10)阴离子交换柱(用pH

7．3、0．05 mo[／l。Tris HCI缓冲液充分平衡过)，然

后用0～l mol／L、60 rain线性梯度的NaCI溶液

(内含pH 7．3、0．05 mol／'L Tris HCl缓冲液)洗脱。

体积流量为0．5 ml。／min，每管收集3 mI。，紫外检

测波长为280 nm。测定各管洗脱液的蔗糖酶活性

与蛋白质含量，合并蔗糖酶活力高的若干管洗脱

液，经过对水透析脱盐，冷冻干燥后即为纯化的酵

母蔗糖酶。

2 结 果

2．1提取方法对酵母蔗糖酶活性的影响

采用3种方法从酵母中提取蔗糖酶，其活性比
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较结果见表]。从袤中可看出，SDS抽提法的酶活

性最高．冻融法次之，常规的甲苯自溶法酶话性

最低。

表1 3种提取方法所得酵母蔗糖酶活性比较

Tab．1 Comparing the total activities of invertse from yeast

with thlee different extraction methods

提取方法 总活力／t：

甲苯白溶法

冻融法

SDS抽提法

28．5X10
3

1 5 22I×10：

3l 906×10’

2．2不同SDS浓度提取酵母蔗糖酶效果的比较

从表2叮以看出，分别用浓度为0．3 mmol／L、

0．9 retool／L、1．5 mmol／L和30 mmol／L的SDS

提取酵母中的蔗糖酶，当加入0．3 mmol／L SDS时，

该酶的总活力最大，蛋白量最少，抽提效率最高。

表2不同SDS浓度提取酵母蔗糖酶的比较

Tab．2 Comparing the extraction efficiency of invertase at

different SDS concentration

2．3冻融法和SDS抽提法提取出的酵母蔗糖酶的

进一步纯化

将冻融法和SDS抽提法提取出的蔗糖酶活性

高的粗制酶液经质量分数50％的乙醇沉淀，溶解透

析后，过MonoQ阴离子交换柱，结果均出现两个峰

(见图1、图2)。依洗脱出现的先后顺序分别称为峰

I和峰Ⅱ。经酶活性检测和蛋白鹰含量测定，表明

只有峰I具有蔗糖酶活性，而且蔗糖酶活性和酶液

的蛋白质含量成正比，为蔗糖酶活性峰。收集

MonoQ阴离子交换柱层析后具有较高蔗糖酶活性

的峰I的各管洗脱液，冷冻干燥浓缩，得到纯化的

酵母蔗糖酶。

冻融法与SDS抽提法分别提取纯化出的酵母

蔗糖酶的比较结果如袁3所示。SDS抽提法提取

的蔗糖酶具有较高的酶活性，经质量分数50％的乙

醇沉淀后回收率为86．5％。

经过MonoQ阴离子交换柱层析后，冻融法和

SDS抽提法所得蔗糖酶的纯化倍数分别是相应粗

酶液的273倍和150倍，具体结果见表4。

图1 MonoQ阴离子交换柱层析对冻融法提取的酵母

蔗糖酶的纯化

Fig．1 MonoQ chromatography of invertase extracted by

frost grinding

’0．02

0

0 20 40

时间／rain

图2 MonoQ阴离子交换柱层析对SDS抽提法提取的

酵母蔗糖酶的纯化

Fig．2 MonoQ chromatography of invertase isolated by

S1)s extraction method

表3冻融法和SDS抽提法提取纯化的酵母蔗糖酶的比敬

Tab．3 A summary of purification of inverlase isolated by

fT0st grinding and SDS extraction method

比较
项目

冻融法 SDS抽提法

粗酶液乙醇沉淀粗酶液 乙醇沉淀

总蛋白量／lloo 163．5 3 22。 2 574
mg

表4 MonoQ阴离子交换柱层析对冻融法和SDS抽提法提

取的酵母蔗糖酶的纯化结果

Tab．4 Purification results af MonoQ chromatography of in。

verl目tse extracted by frost grinding and SDS extractoin

method
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纯化的酵母蔗糖酶经等电聚焦分析(见图3)，

显示为单一条带，由此证明纯化的酵母蔗糖酶是均

一的。

a：冻融法提取的酵母蔗糖酶；b：SDS抽提法提取的酵母蔗糖

酶．c：等电点标准品，由上至下分别为：1．碱性小扁豆凝集索

(pH s．65)；2中性小扁豆凝集素(pH 8．45)；3．酸性小扁豆

凝集素(pH 8 15)；4碱性肌红蛋白(pH 7．35)I 5酸性肌红

蛋白(pH 6 85)；6人碳酸酐酶B(pH 6 55)；7牛碳酸酐酶B

(pH 5 8 5)；8 8乳球蛋白A(pII 5．2)：9．大豆胰蛋白酶抑制

剂(pH 4 55)；i0．淀粉葡萄糖苷酶(pH 3 5)．

图3酵母蔗糖酶的等电点测定

Fig．3 Isoeleetrlc point determination of invertase from

yeast on PhastGel fpH3—9)

2．4米氏常数Km的测定

用5～20 mmol／I。的蔗糖在pH 4．6、37℃条件

下与蔗糖酶作用1 5 mitt。用双倒数作图法测得酵

母蔗糖酶的表观Km值为0．013 tool／L(见罔4)。

一

-J

．。● ● ●

雪12

； 9
萋6

j／I
l／[,$]／(mol·L4)“

圈4酵母蔗糖酶的Lineweaver-Bnrk

Fig．4 Lineweaver-Burk plot of the invertase

2．5酵母蔗糖酶等电点和相对分子质量测定

经等电聚焦测得酵母蔗糖酶的等电点为5．6

(见图3)，SDS-PAGE测得其相对分子质量为60

kD(见图5)。

3讨论

酵母蔗糖酶的提取较常使用甲苯自溶法的，冻

融法和SDS抽提法报道较少。本实验中比较了上

述3种酵母蔗糖酶的提取方法(见表1)，可以看出

a．SDS抽提拄艇取的酵母蔗糖爵曲：低相对分子质壁蚩自晚

标准，由上至下分别为：i免礴酸化酶B(9 7 400)；2．牛血清

白蛋白(67 000)；3兔肌动蛋白(43 000)；4．牛碳酸酐酶

(3l 000)；5胰蛋白酶抑制剂(20 100)；6．鸡蛋清溶菌酶

(14 400)

图5酵母蔗糖酶的SDS-PAGE相对分子质量测定

Fig．5 Molecule Weight determination of invertase from

yeast by SDS-PAGE

SDS抽提法和冻融法的酶活性远高于甲苯自溶法

的，分别是甲苯自溶法的1 1 20倍和534倍。尽管

甲苯自溶法所用试剂简单、价格低廉，但甫于其耗

时长、重复性差、酶活性低等缺陷，提取效率远不如

其它两种方法。

通过对不同SDS浓度提取酵母蔗糖酶效果的

比较，可以看出(见表2)，随着SDS浓度的增加，总

蛋白量增大，但酶的总活力增幅较小，比活力也随

着SDS浓度的增加逐渐下降。故SDS浓度为0．3

mmo[／I，最适合提取酵母蔗糖酶，町以在保持酶的

总活力较高的情况下尽量减少引入杂蛋白，更有利

于下一步的纯化。

从表3可以看出，SDS抽提法对酵母蔗糖酶的

提取效率比较高，是冻融法的2倍，但其中总蛋白

量提取也较高，是冻融法的3倍，因此在采用SDS

抽提法后，对酵母蔗糖酶的纯化需要去除较多的杂

蛋白。

分别测定冻融法和SDS抽提法纯化出的酵母

蔗糖酶的米氏常数Km，结果基本相同，均为0．013

mol／L(见图2)。这一结果与柑叶片、甘薯叶片蔗

糖酶相似”“。测定上述两种方法提取纯化出的酵

母蔗糖酶的等电点均为5。6。相比较文献Es]中的结

果略高，这可能与酵母的来源和种属有关。从s盼
PAGE实验结果可知，酵母蔗糖酶的相对分子质量为

60 kD，与文献E5-61中报道的相对分子质量相近。

4结 语

综上所述，研究中所用3种提取酵母蔗糖酶的

方法都存在优缺点，但从提取效率来看，SDS抽提
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法最高，还具有操作简便易行、生产成本低、同收率

高等特点，更适合酵母蔗糖酶的工业化大规模生

产。鉴于酵母蔗糖酶在食品工业等方面的巨大应

用潜力，目前的各种提取方法仍需进一步改进。
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