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摘要 : 建立了一种渗透处理微球菌细胞的方法
,

得到的透性化细胞可多批使用并能长时间

保持胞内酶的活力
,

极大地提高了单位菌体的利用率
,

降低了成本
,

为海藻糖实现工业化

开辟了新的思路
。

实验结果表明
:

菌悬液用 5 % ( vl v) 甲苯处理 40 m i
叉l ,

得到的菌体即为

透性化细胞
,

再以 10 %淀粉液化液为底物进行海藻糖转化实验
,

转化率可达 70 % ; 该透性

化细胞至少可连续进行 6 批酶反应 ( 12 hl 批 )
,

酶活基本保持稳定
。

关健词 : 透性化细胞
,

海藻糖
,

胞内酶
,

合成
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海藻糖是一种广泛存在于细菌
、

酵母
、

真菌
、

昆虫中的非还原性二糖
,

由于其独

特的生理功能而在世界范围内引起了广泛关注
,

应用前景十分广阔
。

目前
,

海藻糖多

采用酶法合成川
,

在 日本已实现了工业化 ; 而我国对海藻搪的研究尚属起步阶段
,

研

究单位虽多
,

但至今仍无工业化成功的相关报道
。

海藻糖合成酶有多种
,

均为胞内酶
,

如按传统提取工艺
,

需将细胞破碎后经逐级

分离纯化才能获得高活力的酶
,

由于每步纯化均伴随不同程度的酶活损失
,

最终将造

成总活力的损失
,

而且操作复杂
、

耗费巨大
,

效率低下
,

制约了其在工业生产中的应

用
。

而采用渗透细胞技术
,

在不破坏细胞整体内部有机系统的前提下改变细胞壁和膜

.
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的通透性
,

使得低分子量底物能自由进出细胞的技术则有望克服这些缺点 2[]
。

得到的

透性化细胞可以被看作一种不溶性的酶源
,

与传统方法固定化的酶有相似的用途
,

但

其制备过程简单得多
,

成本也减少得多
。

自 2 X( X) 年以来
,

本研究室就开始了酶法生产海藻糖的研究
,

目前已建立了一种使

用透性化细胞直接进行酶催化生产海藻糖的工艺流程
。

这种方法不但最大限度地保留

了酶活力
,

而且经多批使用仍能保持高酶活
。

对透性化细胞的多批使用国内目前没有

相似报道
,

这一方法为海藻糖的早 日大规模生产开创了新的思路
,

具有重要的工业应

用前景
。

1 材料与方法

1
.

1 主要试剂

海藻糖为 5 1即阳 产品 ; a
淀粉酶为无锡酶制剂厂生产 ; HP I￡分析用试剂为色谱纯 ;

其它试剂均为分析纯试剂
。

1
.

2 分析方法

L 2
.

1 海藻糖的分析方法 一 H IP ￡ 法 3[] :
岛津 LA

一 10 , 班叹￡
,

2 0刊时XL
~

NF口柱 ( 150

cm )
,

柱温 20 ℃
,

流动相
: 乙睛 一水 ( so

:
20 )

,

流速 1 rnI J而 n ; 示差折光检测器
。

1
.

2
.

2 细胞组成脱出情况检测
:
考马斯亮兰法分析总蛋白含量 [’] 。

1
.

3 实验方法

1
.

.3 1 菌种培养
:
( l) 供试菌株

:
实验室自筛一株微球菌 (泪介

~
公

~
) 经诱变获

得的高产菌株
。

据报道该菌的海藻糖合成酶为麦芽寡糖基海藻糖合成酶 (M l勘毗 ) 和麦芽

寡糖基海藻糖水解酶 伽m 妇朋 )
,

经实验证实 s1[
,

并据此确定了以液化淀粉为底物酶法合

成海藻糖的实验路线
。

M l乳毗 和 M n 玩eS 均为胞内酶
,

其合成海藻糖的酶反应式为
:

麦芽低聚糖
~

鲤燮曳麦芽低聚糖海藻糖

麦芽低聚糖海藻解些竺么麦芽糖
+ 海藻糖

(2 ) 培养基
:
斜面培养基

:
酵母提取物 5 9

,

蛋白陈 10 9
,

NaC I 10 9
,

琼脂 15 9 ,

定

容至 I L
,

PH 7
.

0
。

摇瓶培养基
:
葡萄糖 20 9

,

玉米浆 20 9
,

蛋白脉 5 9
,

暇 H R入
·

3玫 0

2 9
,

M爹q
·

7玩 0 0
.

5 9
,

定容至 I L
,

声 自然
,

.0 7 x l护 aP 灭菌 so imn
。

( 3) 发酵培养
:
将菌 由斜面培养基接种于种子培养基

,

so ℃
,

170 lr m ii l
,

培养

20 h
。

以 5% 的接种量接人摇瓶培养基
,

30 ℃
,

170 lr r l l il l
,

培养 72 ho

1
.

3
.

2 透性化细胞的制备
:
将发酵液 5月】】) r/ 而

n
离心 10 而

n ,

菌体以 30 % 浓度悬浮于

一定离子强度和声 值的磷酸缓冲液
,

加人 5% ( vl v) 甲苯水浴振荡 40 imn
,

离心后去

除上清即得
。

1
.

3
.

3 海藻糖酶法合成
:
将透性化细胞配成 30 % 的悬液

,

加人等体积的 10 % 的淀粉液

化液
,

30 ℃振荡反应 12 h
,

取样
,

离心
,

测上清液中海藻糖含量
。

2 结果与分析

2
.

1 透性化细胞形成条件考察

2
.

1
.

1 最佳渗透剂选择
:
常见细胞渗透处理方法有物理法 (低温冷冻

、

脱水干燥和超

声波处理 ) 和化学法 (抗菌素法
、

去垢剂法
、

有机溶剂法
、

鳌合剂法等 )
。

物理法是使
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细胞膜和细胞壁的结构产生破坏
,

细胞因膜 /壁结构性损伤而提高通透性 ; 而化学法的

渗透机理是试剂透过细胞壁与细胞膜的脂质体进行内反应
,

破坏膜的结构和脂质体的

流动性
,

使细胞膜失去原有的对胞内外物质传递的调控能力
,

改变了通透性 t’] 。

由于物理法在工业生产操作上有一定难度
,

本实验中
,

我们选择了更易放大的化

学溶剂法
,

选取常用的有机试剂 (甲苯
、

抓仿
、

戊二醛 ) 及非离子型表面活性剂 (吐

温 so 及 匆面
.

加 )
,

对细胞进行透性化处理
,

离心后得透性化细胞
,

将之用于酶反应
,

通过海藻糖的产量比较渗透剂的效果表 1
。

衰 1 不同渗通荆渗透结果对比衰

渗透剂 用量 ( vI 刃 温度 (℃ ) 时间 (画 ) 海藻箱含量 (呵吐 )

甲苯 2% 30
.

印 1.5 82

C 14C 2% 30 4() 0

戊二醛 2% 30 40 1
.

湘

吐温 80 2% 30 印 .9 盯

街甲
.

加 2% 30 印 11
.

32

表 1结果表明
,

各种渗透试剂均可增加细胞通透性
,

其中
,

甲苯的效果最好
,

反

应体系中海藻糖含量可达 巧 呵tnL
; 吐温

.

50 和 即助
.

加 次之 ; c CL 和戊二醛对细胞破

坏作用较大
,

使酶基本失活
。

因此
,

下面实验中选择甲苯为渗透剂
。

2
.

1
.

2 渗透剂用量考察
:
在细胞悬液中分别加人 2%

、

5%
、

10 %
、

15 % ( vl v) 甲苯
,

水浴振荡印 而
n 。

离心分离
。

得到的上清液测总蛋白含量
,

同时得到的透性化细胞进行

酶反应测海藻糖含量
,

用以考察甲苯用量对细胞通透性改变及对双酶酶活的影响图 l
。

由图 1可以看出
,

5% 甲苯处理后的细胞溶出蛋白最多
,

继续增加甲苯对蛋白溶出

量影响不大 ; 甲苯增加到 15 %后
,

总蛋白量反而减少
,

这可能是由于过量的甲苯使部

分蛋白变性
,

同时稀释了菌悬液的缘故
。

海藻糖含量的变化趋势基本与总蛋白溶出量

的走势相似
,

用 5% 甲苯处理的透性化细胞得到的海藻糖含量最高
,

可达 21
.

26
11
喇 .mI

,

继续增加甲苯用量
,

海藻糖含量有所下降
,

可见过量甲苯对酶有不良影响
。

2
.

1
.

3 处理时间考察
:
用 5% 甲苯处理细胞悬液

,

时间分别为 30
、

O4
、

印
、

卯
n l in

,

测

酶反应后的海藻糖含量 (图 2)
。

2520151050ǎ闷日、日í喇如犯姗袋ǎ闷日谕且ù叫如犯嘴袋
40302010070

·

6050403020100

ǎ蕊日í训如位以

5 10

甲苯比例从

40

t尹山加

60 兜

图 1 不同甲苯用量对细胞的影响 图 2

叫卜蛋白含t
,

门卜海藻格含量

不同处理时间对细胞的影响

结果发现
,

甲苯破碎 如而
n
时的细胞产海藻糖最多

,

达到了 23
.

69n 喇 rnL
,

继续延

长时间效果反而不理想
。

因此我们选择 如面
n
为最佳渗透时间

。
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2
,

2 透性化细胞与上清及混合悬液对海藻糖产率的影响

将细胞悬液按上述方法进行渗透处

理
,

离心分离
,

取等体积的上清液
、

透性

化细胞 (透性化细胞加缓冲液配成 30 %悬

液 ) 和未离心的混悬液分别加入淀粉液化

液进行酶反应
,

测海藻糖含量 (图 3 )
。

结果显示
,

上清液中双酶很少
,

大部

分仍留在透性化细胞内 ; 混悬液体系中的

海藻糖的转化率比纯透性化细胞体系中略

402030100ǎé日锄旦、加酬龚媛熨

上清液 细胞 混悬液

图 3 透性化细胞与上清及混悬液对比

低
,

分析认为可能是细胞在渗透处理时有一些杂蛋白
、

糖等释放出来
,

干扰了酶反应
。

用纯透性化细胞进行酶反应
,

海藻糖含量为 35
.

29 m创mL
,

转化率达到了 70
.

58 %
。

2
.

3 透性化细胞使用参数的初步确定

.2 3
.

1 反应时间考察
:
用透性化细胞进行酶反应

,

分别在 2
、

4
、

6
、

8
、

12
、

18
、

24 h

取样
,

考察不同反应时间的海藻糖含量 (图 4)
。

结果表明
,

反应到 h2 海藻糖含量就已经达到了 30
.

26
n l
留mL

,

延长反应时间海藻糖

含量会增加
,

但增势较缓
,

酶反应于 12 h 时达到最大 37
.

62 m留mL
,

比 h2 时提高了

19
.

6%
。

但大生产时
,

考虑到单位时间产出率
,

并不一定选 12 h 作为反应时间
。

2
.

3
.

2 使用批次考察
:
为了考察胞内酶活 的保持能力

,

我们把透性化细胞反复多批使

用
,

考察每批反应体系中的海藻糖含量
,

每批反应 12 h
,

共考察 6 批
,

结果如图 5 所

示
。

40 「.34 69
” “ ` “

} 厂门
.

诊岁
3 0 卜忿 1 1 封

1 李。飞 3 3
·

1 5 3 2一3
~

` `二 住甲门 r , , 2 8
.

5 8

20l0

ǎ曰日谕日í碉如招澎熨403020100ǎ闷道助已í啊卑和澎袋

2 4 6 8 1 2 18 24 0

2 3 4 5 6

图 4 透性化细胞反应时间的影响 图 5 透性化细胞使用批次考察

按优化后方法得到的透性化细胞至少可反复使用 6 批 (共 72 h )
,

海藻糖含量平均达

犯
.

03 州mL
。

前 5 批
,

胞内双酶酶活并未随批次的增加明显下降
,

批的转化率基本保

持在 团% 以上
,

第 6批略低
,

但也达到了 57 %
。

我们认为酶活保持时间长的最主要原因就是细胞对酶的保护作用
。

透性化细胞的

细胞壁和细胞膜基本保持完整
,

甲苯只是在上面
“

打洞
” ,

并没有破坏其基本结构
。

因

此
,

细胞膜和细胞壁对胞内酶具有很强的保护和屏蔽作用
,

首先它可 以避免外界环境

改变或机械力 (如多次离心及长期搅拌 ) 对酶的伤害
,

其次它还能减少有机试剂及其

它杂蛋白与酶接触的机会
,

降低了酶变性失活可能性
。

酶在细胞内
,

底物通过细胞壁

及膜进人胞内与酶结合成酶一底物复合物
,

完成催化反应
,

产物海藻糖溶出到胞外
。

当然
,

还有一种可能就是这种透性化细胞起到一种缓释的作用
,

使胞内酶并非一次性

地
,

而是分批释放到胞外
,

在胞外催化底物生成海藻糖
。

分析认为前者可能性较大
。

后续实验仍在进行中
。
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本实验由于选定反应时间较长
,

所以考察的批次不够多
。

如果缩短反应时间
,

透

性化细胞还可以进行更多批反应
,

其利用率就会进一步提高
,

这对其工业化是非常有

利的
。

3 结论

建立了用一株 自筛微球菌的透性化细胞催化海藻糖合成反应的工艺流程
。

用 甲苯

做为透性化试剂
,

反应条件温和
,

且易于工业化放大
,

获得的透性化细胞拥有较高酶

活
。

细胞经透性化处理后
,

虽改变壁和膜的通透性
,

但整体结构完整
,

底物既可以进

入细胞
,

保证了胞内酶的催化作用的充分发挥
,

同时
,

细胞结构对酶还具有相当的保

护作用
,

延长了酶的使用寿命
,

而透性化细胞则可多批反应
。

透性化细胞法生产海藻

糖
,

无疑为海藻糖的大规模工业化生产提供了新的思路和可能
。
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