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黑曲霉������果糖转移酶和转化酶的

酶学特性�

�������������， 王 璋， 江 波
（无锡轻工大学食品学院，江苏无锡������）

摘要：研究了从黑曲霉������分离和纯化的果糖转移酶（���）和转化酶（�	�）的酶学特性����

专一催化果糖转移反应，�	�专一催化水解反应；���和�	�的最适 �和温度分别是���和��

!，���和��!；用�������的�"
�#处理，���完全失活而�	�仍维持$�%的活性；这两种酶的

酶动力学常数明显不同，以蔗糖为底物时，���和�	�的��
值分别为�����������和����$

������；果糖是���和�	�的竞争性抑制剂，其��值分别为�����������和���������，而葡

萄糖只是���的竞争性抑制剂�
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低聚果糖主要由蔗果三糖、蔗果四糖和蔗果五 糖组成，它是由���个果糖基通过�
�，�键与蔗
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糖中的果糖基结合而成，这些低聚糖由于它们优良

的生物功能而备受关注［�］�低聚果糖天然存在于许

多种植物中［�，�］，目前以蔗糖为原料采用酶法生产

低聚果糖已实现产业化�能生产低聚果糖的酶在许

多真菌，如黑曲霉［�，�］、米曲霉［�］、����������	
［�］和

节杆菌［�］中都已被发现�关于这些酶，许多报道认

为是�	呋喃果糖糖苷酶（转化酶），这是一种水解酶

（
���������），当作用于高浓度的蔗糖溶液时，它

表现出很高的果糖基转移活性�然而，从黑曲霉

�
����中分离和纯化的两种酶，果糖转移酶（
�

�������）和转化酶（
���������），在酶学性质上

表现出很大差异�本文研究这两种酶的酶学性质，

包括其动力学常数�

� 材料与方法

��� 酶的制备

黑曲霉�
����在���的中试反应罐中于��

�培养����培养基的组成为（�／��）：蔗糖����，蛋

白胨�，酵母膏���，硫酸镁���，磷酸二氢钾���；

����收集反应罐中的菌丝体，经缓冲液清洗，高速

分散器（������������ �!"�	!�""�#$��型）处理

�%&�（�����"／%&�），离心，得到粗酶提取液�然后

采用硫酸铵沉淀，透析，所得蛋白中的’$
和()*

用+
�
	
������#�	��、
����",-��.、
����/"0�
	

���和�,��	
����",-��.等步骤分离和纯化�

��� 酶活力测定

在一定的��和温度下，底物为质量浓度为

��1的蔗糖，中速搅拌，反应��后，����加热��

%&�以中止酶反应�转果糖基酶活力（
�）和水解

酶活力（
�）通过分别测定蔗果三糖和果糖的生成

量确定�一个酶活力单位定义为：在上述条件下，每

分钟生成��%,���蔗果三糖或果糖为一个
� 或


�酶活力单位�

��� 分析方法

用高压液相色谱（�2��）分析酶反应产物�

�2��：3�!�"-���系列，配置4(���示差折光检测

仪；色谱柱：5�"/�公司�&�/�",-,"6氨基柱；流动

相：体积分数为��1的乙腈溶液，体积流量���

%��%&��

��� 酶动力学研究

两种酶的动力学研究均在其最适反应条件下

进行，在不同蔗糖浓度下测反应初速度�对’$
，底

物浓度为���������%,���；对()*，底物浓度为

����������%,����研究添加果糖或葡萄糖对酶反

应的影响，抑制类型由�&��7��8�"	.�"�方程双倒

数作图法确定，表观
&值通过在不同抑制剂浓度

下，由�&��7��8�"	.�"�方程所得之斜率再进行二

次作图计算�

��� 试剂

所用化学试剂均为分析纯�

� 结 果

��� ��对�	
和��
酶活力和酶稳定性的影响

测定了��在����之间的两种酶的活力，如

图��所示���为���时，’$
的酶活力最高；而

()*的最大酶活力在�����时，��大于�后酶活

力迅速下降，超过��后几乎没有酶活力�酶溶液在

各种不同��缓冲溶液中于���保温��后，测定

��对酶稳定性的影响，按上述测定方法测定剩余

酶活力，如图�6所示，两种酶在��������之间

是稳定的，在这个范围内，转移酶的稳定性比转化

酶略高�

图� ��对�	
和��
酶活力（�）和稳定性（�）的影响

����� �����������������������������������������	
�����


��� 温度对�	
和��
酶活力和酶稳定性的影响

在最适��条件下，分析������之间酶的活

力，如图��所示�’$
的最适温度为���，()*为

����图�6为温度对酶稳定性的影响�������

保温��后，分析剩余酶活，发现低于���时，’$


是稳定的�而()*在高于���时，仍保留��1以

��� 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第��卷
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上的酶活�

��� 化学物质对酶活力的影响

���保温��，测定化学物质对���和	
�酶

活力的影响，如表�所示��
���和�

��完全抑

制���活力，但在同样的浓度下，	
�仍保留���

和���的初始酶活力�	
�只受�����、����� 和

����轻微影响，尿素只抑制其���的酶活，但这

些物质对���未显示任何抑制效果�苯胺是酵母和

����������转化酶
［�］的强抑制剂，但对黑曲霉的

	
�只表现出轻微的抑制效果�

图� 温度对���和���酶活力（	）和稳定性（
）的影响

����� 
�������������	���������	�������	����	
����������	�����

表� 化学物质对���和���活力的影响

�	
�� 
����������	�����	�������������	��

�����	�����	�������

化学物质
浓度／

（������）

相对活力／�

��� 	
�

对照（���） ��� ���
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��� 酶动力学常数的测定

��
和	�&)
通过�*$�+�&,��-%#�.方程双倒数

作图法测定�对���，��
和 	�&)
分别为�����

������和���������（��·�*$），而	
�的分别为

�!���������和��������（��·�*$）�不同浓度果

糖和葡萄糖对���和	
�的抑制效应如图�，�所

示�两种酶的酶反应均受果糖的竞争性抑制，用斜

率对果糖浓度作图，得���和	
�的�*值分别为

�!���������和��!�������葡萄糖是���的强

烈抑制剂，其�*为�����������，而本研究所用葡

萄糖浓度对	
�没有任何抑制效应�

� 讨 论

从黑曲霉������分离和纯化的���和	
�

的催化特性可知，温度、/�、金属离子和其它抑制剂

等对���和	
�的酶活力具有不同的影响�此外，

测定动力学参数如��
和	�&)
值有助于了解两种

酶对蔗糖的亲和性�与其它来源的酶比较，这两种

酶的动力学常数（��
和	�&)
）的测定是困难的，主

要是由于分离和纯化方法以及酶活力测定方法的

差异造成的�然而，从研究获得的��
和	�&)
值表

明，从黑曲霉������中纯化的���对蔗糖的亲和

力比从其它来源的要大，如 
��������
���
［��］，


���������
［��］和
��������������

［��］中的���

的��
值分别为����，����，�����������纯化的

	
�的��
值与酵母	
�的处在同样范围（�!���

������）
［�］，但 是 比 
����������	
� 的 ��

（!

������）高
［�］，比01����$&2��(*�*2	
� 的 ��

（�!��������）低
［��］
�

3#$
和�#&$等
［��，��］也报道过葡萄糖对���
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的酶反应的抑制属竞争抑制类型，后者还报道了以

蔗果三糖和蔗果四糖为底物时，葡萄糖对反应速率

的抑制效应�然而，却并未报道本文所述的果糖对

���酶反应的强烈抑制效应，这种效应部分解释了

用���粗酶生产低聚果糖时反应速率下降的问题�

果糖以几乎相同的方式抑制���酶反应，尽管不如

抑制���时那么强烈�如同对�����������	�
����


���中的转化酶
［��］的影响那样，未发现葡萄糖是黑

曲霉	�

��中���的抑制剂，但它却是酵母转化

酶［�
］的非竞争性抑制剂�因此，可以推测两种酶在

某些特性上尽管相似，但在催化作用的机制上还存

在着一些差别�

图� 不同果糖浓度下酶反应的�������图
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图� 不同葡萄糖浓度下酶反应的�������图
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