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摘 要 海藻糖是一种新型食品添加剂，目前其主要生产方法是利用微生物酶法合成。文章

研究了在不易破壁取得胞内酶的情况下，采用渗透处理细胞技术生产透性化细胞酶的方法，

获得较高酶活力。
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非还原性二糖海藻糖（)*+,-./0+）是一种
极好的天然干燥剂和保鲜剂，也是一种新型

功能性低聚糖。它在医药、食品等领域都有

着广泛的应用前景。!((#年，日本林原生化
研究所报道，首次发现了能将麦芽糖直接转

化为海藻糖的海藻糖合酶。该酶反应流程

短，易调控，而且不需要磷酸盐共存，海藻糖

的产率高且不受底物麦芽糖浓度的影响。因

而这种酶在海藻糖的工业生产中有着良好的

应用前景［!，"，#，’］。

海藻糖合酶属胞内酶，需破壁后经多步

分离纯化才能获取较高酶活力的海藻糖合酶

制剂，而且在每步纯化操作中，都不可避免地

导致酶蛋白部分变性失活，造成总活力的损

失。采用渗透处理细胞技术生产透性化细胞

海藻糖合酶的研究有望克服以上缺点。渗透

细胞技术是指在不破坏细胞整体内部有机系

统的前提下改变细胞膜的通透性，使得低分

子量物质能够自由进出细胞的技术。综合文

献报道，常见的渗透处理细胞方法有抗菌素

法、去垢剂法、有机溶剂法、螯合剂法等［(］。

本研究采用渗透细胞技术研究高活力的透性

化海藻糖合酶。

! 材料与方法

!"! 材 料
菌种：恶臭假单胞杆菌12’。

培养基：营养培养基。

培养条件："(3，摇瓶培养45,。
主要试剂：麦芽糖、甲苯、66.4、无水乙

醇、6789、:;:、<;78、=>?!$$。
主要设备：高效液相色谱仪（美国 @-?

)+*0公司）、示差检测器、摇瓶培养箱、医用离
心机等。

!"# 海藻糖含量的测定
使用高效液相色谱法测定样品中海藻糖

的含量。色谱条件为：流动相，!（乙腈）A!
（水）B2$A%$；层析柱，糖分析专用柱（美国

@-)+*0公司）；流速，!CD／CEF；进样量，!#

!D。

!"$ 酶活力测定方法
透性化海藻糖合酶与!$G麦芽糖溶液

于4$3水浴"$,。离心取上清液，加糖化酶
水解剩余麦芽糖，然后测定样品中海藻糖的

含量。酶活力单位定义为：上述反应条件下，

每小时转化生成!CH海藻糖所需的透性化
细胞酶的量为!单位。

" 结果与讨论

#"! 最佳渗透试剂的选择
本试验设计了!$组不同配比的渗透试

剂，试剂与试验结果列于表!。
比较经这!$种试剂处理后的细胞酶活

力发现，"G甲苯与$I"G<;78的作用效果
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食品与发酵工业 J//K-FKJ+*C+F)-)E/FLFKM0)*E+0 N/.I"5 O/I!

 



最好，酶活力可达!"#$!%，&’甲苯与(#&’
)*+"(( 的作用效果次之，酶活力可达

,$#($%。其酶活力远高于单独使用其中的任
何一种试剂。而使用--.$、/0/、-123处理
的效果均不理想。通过扫描电镜拍摄的照片

（图"）我们可以看到，以&’甲苯4(#&’
5012处理后的细胞并未破裂，仍保持完整
的细胞形态。

表! 不同试剂渗透细胞效果的比较

透性化试剂
温度

／6

时间

／789

酶活力

／:
对照 ;( ;( (#!"
&’甲苯 ;( ;( &$#&(
&’--.$ ;( ;( "<#;&
&’甲苯4"(’乙醇 ;( ;( $&#!,
&’甲苯4(#&’5012 ;( ;( !"#$!
&’甲苯4(#&’)*+"(( ;( ;( ,$#($
&’--.$4"(’乙醇 ;( ;( ",#!<
(#&’5012 ;( "< ;"#!$
(#&’/0/ &< "< "&#$&
(#&’-123 $ "< $#(<
(#&’)*+"(( ;( "< ;#="

图" 透性化恶臭假单胞杆菌细胞的
扫描电镜照片

"#" 最佳渗透条件的选择
选择&’甲苯4(#&’5012为最佳的

渗透试剂与等量细胞混合，分别在&<、;(、

;<、$(和$<6振荡(#<>至">，于冰水浴中
冷却后测定细胞酶活力，列于表&中。
比较表&的数据发现，随着处理温度的

升高，酶活力不断提高。在;<6时达到最
高，而且只需处理(#<>即可获得较高酶活
力。此后随温度升高，酶活力会有所下降，这

可能是由于在较高的温度下，渗透试剂对酶

有破坏或抑制作用的原因。故选择;<6振
荡(#<>为最佳处理条件。

表" 不同处理条件的比较

处 理 方 法 酶活力／:
&<6，">，振荡 ,&#!$
;(6，">，振荡 ?(#&,
;<6，(#<>，振荡 ?&#$$
$(6，">，振荡 !=#;"
$<6，">，振荡 =?#;;

"#$ 渗透恶臭假单胞杆菌细胞最佳浓度的
确定

向"(7@渗透试剂（&’甲苯4(#&’
5012）中分别加入不同质量的湿细胞，在

;<6渗透处理后，测定所得细胞酶的活力。
结果见表;。
表$ 渗透处理不同浓度细胞的比较

细胞用量／A 酶活力／:
(#" !(#&<
(#& !?#",
(#; ?(#&<
(#$ ?&#&?
(#< ?<#$&
(#= ?;#$,
(#, !!#<$
(#! !,#(=
(#? !&#<$
" !"#?=

表;结果表明，当细胞与渗透试剂比例
为(#<AB"(7@时所得透性化细胞海藻糖合
酶活力最高。当低于或高于这个比例时，渗

透试剂不能很好地脱除恶臭假单胞杆菌细胞

组成物，因而透性化细胞海藻糖合酶的活力

不高。所以，细胞的最佳处理浓度应为(#(<
A／7@渗透试剂。经渗透处理后的透性化细
胞海藻糖合酶的活力可达原细胞的"",#!
倍。

; 结 论

对于破壁较困难的恶臭假单胞杆菌可采

用渗透处理的方法来获得胞内酶活力。经本

试验研究，确定了一条制取冻干透性化细胞

海藻糖合酶的工艺：湿菌体与渗透试剂（&’
,"
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甲苯!"#$%&’()）按"#"*+／,-的比例混
合!.*/振荡"#*0!冰水浴中冷却 !离心

!以磷酸钠缓冲液洗1!$次!离心!成品。

参 考 文 献

1 尤 新主编2淀粉糖品工业手册2北京：中国轻
工业出版社，1334

$ 尤 新主编2功能性发酵食品2北京：中国轻工
业出版社，1333

. 戴秀玉等2微生物学通报，133*，$$（$）：1"$!1".

5 李皓明，高 蓝2食品与发酵工业，1335，$"（5）：

53!*1
* 陈 炜，何秉旺2微生物学报，1336，$*（.）：175
!177

7 89:09,;<;(=<>?2@9;:A92@9;<=A02@9;A0=,2，

133*，*3（11）：$163!$13"
4 B;:09C>D>=<>?2@9;:A92@9;<=A02@9;A0=,2，

1335，*6（4）：1$$7!1$."
6 葛文光等2食品科学，1336，13（*）：$1!$5
3 E>F:GH=I9J=?9K2)F>?L<9A>?@9;A0=,2，136$，

1$"：$11!$.5

!"#$%&’()*+&,-.(’&!/)",-’&!/)",&’%’%)0&+1&-2%.%3&$4&..’

MH=1-H N>$B9F+
1（’=O>G<,=F<;P-9P=QA9=FA=>FI&F+9F==G9F+，E>GR9FSF:<9<H<=;P(=A0F;?;+L，E>GR9F，1*"""1）

$（J;;IT;??=+=，8;G<0=>:<)+G9AH?<HG>?UF9V=G:9<L，E>GR9F，1*""."）

56!*754* (G=0>?;:=9:>F><HG>?PHFA<9;F>?I9:>AA0>G9I=#(G=0>?;:=A;H?IR=D9I=?LH:=I9F
P;;I:<HPP，O0>G,>A=H<9A>?:，A;:,=<9A，>FI>+G9AH?<HG=#(G=0>?;:=’:H:=:>G=G=:<G9A<=IIH=<;<0=
I9PP9AH?<L9F9<:OG;IHA<9;F#(0=O=G,=>R9?9W><9;F;P!"#$%&’&()"*$+,%)A=??:9FG=?><9;F<;<G=X
0>?;:=:LF<0>:=>A<9V9<LD>::<HI9=IH:9F+I9PP=G=F<;G+>F9A:;?V=F<:>FII=<=G+=F<:#(0=O=GP;GX
,>FA=;P<0=:=:;?V=F<:D>:I=O=FI=F<;F<0=9FAHR><9;F<=,O=G><HG=，<G=><,=F<<9,=，>FI<0=
A;FA=F<G><9;F;PA=??:#N>K9,H,=FWL,=>A<9V9<LD>:>A09=V=ID9<0$%<;?H=F=>FI"#$%&’X
()，><.*/，"#*0#(0==KOG=::9;F;P9F<G>A=??H?>G<G=0>?;:=:LF<0>:=>A<9V9<LD>:9FAG=>:=I
114#6XP;?ID9<0G=:O=A<<;HF<G=><=IA=??:#
8&/9(+$’ <G=0>?;:=，<G=0>?;:=:LF<0>:=，O=G,=>R9?9W=I<G=><,=F<

啤酒工业迎入世今年启用新算法

据中国酿酒工业协会消息，重新修订《全国啤酒工业主要经济技术统一计算方法》已报经国家

统计局认可，该算法暂由中国酿酒工业协会发布，将于$""$年1日1日起在全国啤酒行业试行。
原有的《全国啤酒工业主要经济技术指标统一计算方法》从133"年发布实施以来，对行业统计和信息交

流发挥了重要的作用。但是近年来我国啤酒工业的工艺装备发生了巨大变化，原方法已不适应啤酒行业的发

展，同时，我国加入Y(Z后，啤酒工业的统计数据需要与国际接轨，因此对原有计算方法进行修订十分必要。
修订后的计算方法对啤酒产量的计算单位、行业内部考核的主要经济指标的计算依据进行了调整，并增加了

财务状况指标。新的统一计算方法采用了国际统一的计量单位，同时，从单一的生产统计扩大为企业状况的

综合统计，既体现了与国际市场的接轨，又可准确地反映啤酒企业的生产和经营情况，有利于企业之间的互相

比较和进行管理。

61

食品与发酵工业 J;;I>FIJ=G,=F<><9;FSFIH:<G9=: [;?#$6 8;#1

 


