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摘 要：在海藻糖生产菌的筛选过程中，微生物胞内酶转化淀粉生成的产物复杂，将产物逐一

纯化是非常烦琐的，但又必须确证产物中是否含有海藻糖。本文将薄层层析、高效液相电喷

雾电离质谱联用及核磁共振等分析手段综合应用于海藻糖生产菌株的筛选，在酶反应产物不

必被纯化的前提下，准确、快捷地鉴定了酶反应产物中的未知糖组分，最终证明食尼古丁节杆

菌（!"#$"%&’(#)" *+(%#+*%,%"-.）B62A利用淀粉或麦芽寡糖的酶反应产物中含有海藻糖。该方法

在筛选海藻糖及其它功能性葡二糖生产菌株时较为严密。
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海藻糖（F-+</(’;+，!6B6:(.?’;G0-/9’;0(6!6B6:(.?’G0-/9’;8H+）是由两个吡喃环葡萄糖分子
以!，!6#，#键连接而成的非还原性双糖。它广泛分布于微生物（尤其是极端微生物）和动
植物中。最新研究表明海藻糖对生物染色体、大分子蛋白、生物膜等具有非特异性保护作

用［# I "］。目前海藻糖广泛应用于食品工业、农业、医药工业及分子生物学领域。

自然界中由两个吡喃环葡萄糖分子以!6葡萄糖苷键连接而成的双糖有 @种，分别为
海藻糖（!6#，#键葡萄糖苷键）、曲二糖（!6#，$键葡萄糖苷键）、黑曲二糖（!6#，"键葡萄糖苷
键）、麦芽糖（!6#，!键葡萄糖苷键）和异麦芽糖（!6#，3键葡萄糖苷键）。海藻糖又存在 "种
空间异构体，分别为!，!6海藻糖（!，!6#，#键）、!，"6海藻糖（!，"6#，#键，又名新海藻糖）和

"，"6海藻糖（"，"6#，#键，又名异海藻糖）。另外与海藻糖具有相同分子量的双糖还有很多
种，如异麦芽糖、蔗糖、乳糖等。实际上无论是采用薄层层析色谱（FJK）还是高效液相色
谱（LMJK）进行糖分析，这些与海藻糖结构、性质相近的双糖（如曲二糖、黑曲二糖）是很难
与海藻糖分开的［!］，而海藻糖与其空间同分异构体的选择性分离更加困难。

在筛选利用麦芽寡糖或淀粉合成海藻糖的菌株时，首先遇到的问题是确证筛选的野

生菌酶反应终产物中是否含有海藻糖，以便决定对野生菌的取舍。另外即使初筛到的野

生菌具有合成海藻糖能力，一般而言酶反应海藻糖的得率也较低，同时终产物中又会含有

一些其它的糖类物质（干扰组分），但对糖组分逐一纯化是非常烦琐的，因此对初筛野生菌

的酶反应产物进行快速、准确地鉴定就显得尤为重要。本文对本研究室筛选到的食尼古

丁节杆菌 B62A进行培养，并破壁获取胞内酶，而后对其酶转化淀粉（或麦芽寡糖）得到的
产物进行了分析鉴定。



! 材料和方法

! "! 菌株
本实验室由南方亚热带、东北温泉、东北大田、无锡等地采集的土样中最终筛选到食

尼古丁节杆菌 !"#$，通过生理、形态、结构特征分析及 %&’ (!)*序列测定，该菌株定名为
食尼古丁节杆菌（!"#$"%&’(#)" *+(%#+*%,%"-.）!"#$。
! "# 材料
葡萄糖、麦芽糖、蔗糖为上海化学试剂公司生产，麦芽三糖、异麦芽三糖、潘糖、异麦芽

糖和海藻糖购自 ’+,-. /01-+2.3 /45
! "$ 微生物的培养
菌株 !"#$的液体产酶培养基：麦芽糖 67,，蛋白胨 7 5 8,，酵母膏 7 5 %,，9:;<=> 7 5 8,，

).;:<=> 7 58,，?,’=> 5$;:= 75>,，蒸馏水定容 %@，A;$5:。摇床 :77(B-+C培养 >7 D >E0。
! "% 菌体收集和粗酶制备

6 877(B-+C离心 67-+C收集菌体，采用 67--43B@柠檬酸缓冲液（A;&5 >）洗涤 : D 6次，
该菌体于冰箱冻融后加入 :F甲苯 >7G水浴振荡破壁 % D :0，将破壁后的菌液 %: 777(B-+C
离心 67-+C，收集上清液，&8F 硫酸铵沉淀，沉淀物溶于 87--43B@ 的柠檬酸缓冲溶液
（A;&5>），透析（%7H!透析袋）:>0。上述过程在 >G D %7G完成。
! "& 酶反应底物麦芽寡糖的制备

87"&7IB,的!"高温淀粉酶（无锡杰能科）处理玉米淀粉，再加入 %<I)B,普鲁兰酶（)4"
J4 )4(K+LH *B’）于 &7G脱枝处理该底物 60，取样测 !M值并微滤（孔径 7 5::"-）后用于酶反
应底物。

! "’ 酶反应样的制备
将粗酶液与酶反应底物混合，缓冲体系采用柠檬酸缓冲液（A;&5 >）或磷酸缓冲液

（A;&5>），>7G D >8G，%77(B-+C振荡 :>0，酶转化结束后加入 :*NB,糖化酶（)4J4 )4(K+LH *B
’）&7G水浴 :>0完全糖化，灭酶活、脱蛋白后 E 777(B-+C离心，微滤后进行 ;<@/检测。
! "( 方法
标准样包括葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、海藻糖、异麦芽糖、麦芽三糖、潘糖。O@/测定方法

按照文献［8］进行。
! ") *+,-检测
高效液相色谱仪，主要由P.Q1(L8%7泵，:>%7示差折光检测器，$>7积分仪及 $$:8进样

阀组成。钙型阳离子交换柱为 ’R,.(A.H%（& 5 E -- S 67--），色谱条件：流动相为超纯水，
流速 7 5> 或 7 5 8-@B-+C，柱温 E8G。氨基键合柱为 P.Q1(L ’A01(+L4(T ’ 8);:（> 5 & -- S
%87--），色谱条件：流动相为乙睛B水（6：%），流速 % 57 -@B-+C，柱温 67G。
! ". *+,-/012341检测
仪器：P.Q1(L <3.QU4(- @/V:777;<@/BM’W"?’。色谱条件：色谱柱 P.Q1(L ’A01(+L4(T ’

8);:，流动相为乙腈B水（6 X%），流速 % 57 -@B-+C，柱温 67G。质谱条件参见文献［&］。
! "!5 !$-3647测定
核磁共振谱仪：YZ#7[ Y4R(C+1( O(.CLU4(-.Q+4C )?\ ’A12Q(4-1Q1(（日本电子公司）。%6/
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核磁共振分析条件：共振频率 !! " #$%&’；去偶频率 ($ " ))%&’；去偶方式为全去偶；观察谱
宽 ) ***&’（!**++,）；脉冲宽度 #!-；脉冲间隔 !-；累加次数 ) ***。

! 结果和讨论

! "# $%&对照法对食尼古丁节杆菌 ’()*胞内酶酶反应产物的研究
./0对照法主要是利用各种糖组分在不同显色剂条件下的显色不同这一原理，从而

达到比较判断各种糖类异同的目的。由于海藻糖性质稳定，与大部分显色剂不发生显色，

而麦芽糖、异麦芽糖等则与大部分显色剂发生显色反应。本文选择了两种显色剂：显色剂

1（硫酸2甲醇显色剂）被称为糖类的“万能显色剂”；显色剂 !（丙二酸2苯胺显色剂）被称为
选择性显色剂，它对海藻糖不显色，但对麦芽糖、异麦芽糖等显色。

葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、海藻糖、异麦芽糖、麦芽三糖、潘糖和酶反应样在薄层上的 34

值及显色结果见表 1，./0对照结果如图 1所示，显色剂 1的显色结果见图 15，显色剂 !
的显色结果见图 16。显色剂 1对上述单糖和低聚糖均产生显色反应，显色剂 !仅对标样
中的海藻糖不显色，酶反应物中 34值为 * " 711)的未知糖组分对显色剂 !也不显色，说明
该未知糖组分不同于的上述单糖和低聚糖（除海藻糖以外）。另外该未知低聚糖的 34 值

介于麦芽糖和异麦芽糖这两个双糖之间，提示这可能是一种双糖。

表 # 几种单糖和低聚糖 $%&的 +, 值及显色结果

.89:; 1 .<; =>-+:8?>@A B;-C:D- 8@= 34 E8:C;- F4 ,F@F-8GG<8B>=; 8@= F:>AF-8GG<8B>=;- 9? ./0

H8,+:;- 34 E8:C;- I>-C81>’8D>F@ B;8A;@D 1 I>-C81>’8D>F@ B;8A;@D !

J:CGF-; * ")*7$ K K

HCGBF-; * "#1$L K K

%8:DF-; * "7L)) K K

M-F,8:DF-; * "!N() K K

%8:DFDB>F-; * "!177 K K

O8@F-; * "1(7$ K K

.B;<8:F-; * "71)( K P

Q@’?,8D>G B;8GD8@D * ")*!#
* "711)

K
K

K
P

RFD;：“ K”E>-C8:>’8D>F@，“ P”@FD E>-C8:>’8D>F@"

! "! -.%&/012(31联用对食尼古丁节杆菌 ’()*胞内酶酶反应产物的研究
为了确定酶反应物中未知糖组分的分子量，采用高效液相电喷雾电离质谱联用

（&O/0SQHM2%H）对酶反应物进行分析，获得该样品的色谱图（图 !）和质谱图（图 7），同时在
上述条件下也将海藻糖标物进行分析检测（图 !和图 7）。图 !中酶反应样色谱图给出葡
萄糖和另外一种与海藻糖出峰位置基本相同的未知糖，图 7中该未知糖质谱图分别给出
了质荷比（,S’）为 7#1 "7的［% P 1］2分子离子峰和 7NN "!的［% K 0:］2分子离子峰，表明该未
知糖的分子量为 7#!，其分子量与海藻糖的相同。
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图 ! 标准样品及酶反应物的薄层层析对照图谱
!"#$% &’( &)* +,+-./"/ 01 /2+,3+43 /+55’+4"3(/ +,3 (,6.7+2"5 4(+52"0, /+78-(

% $ 9/07+-20/( /2+,3+43；:$ &4(’+-0/( /2+,3+43；;$ <,6.7+2"5 4(+52+,2；=$ >"?",# /2+,3+43 /+78-(/$

图 " #$%&’()*+,)分析海藻糖标准样品和酶反应物的总离子流图
!"#$: &02+- "0, 5@44(,2 5’407+20#4+7 01 24(’+-0/( /2+,3+43 +,3 (,6.7+2"5 4(+52+,2 A. BC)*D<E9F>E

GH 90, 5@44(,2 5’407+20#4+7 01 24(’+-0/( /2+,3+43； IH 90, 5@44(,2 5’407+20#4+7 01 (,6.7+2"5 4(+52+,2 $

如果将上述酶反应物进一步用 ; 70-D)盐酸水解处理，发现酶反应物中的未知糖被完
全水解为葡萄糖。结合 BC)*D<E9F>E 对未知糖分子量的测定结果，说明该物质为一种葡
二糖。综合 &)*分析和上述实验结果，可以确定酶反应产物中的未知二糖组分不是通过

!F%，=键或!F%，J键连接的，并且组成它的葡萄糖单体为吡喃环结构，不存在呋喃环结构
的葡萄糖。这样该未知二糖只存在!F%，%键、!F%，:键或!F%，;键 ;种连接键的可能。
" -. !.&核磁共振谱仪对酶反应样的检测与讨论
分别对海藻糖标准样品、葡萄糖标准样品和酶反应物进行，获得它们的核磁共振图
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谱，葡萄糖标准样品、海藻糖标准样品和酶反应物的!"#$%&’图谱的数据列于表 (。

图 ! 海藻糖标样和酶反应样中未知糖的 "#$%&’()*+(正负离子图谱
)*+," -./ 012#3456$&5 78/9:;<= >? :;/.@A>7/ 7:@BC@;C @BC <BDB>EB 7@99.@;*C/ *B :./ /BFG=@:*9 ;/@9:@B:

H, 58/9:;<= >? :;/.@A>7/ 7:@BC@;C； I, 58/9:;<= >? <BDB>EB 7@99.@;*C/,

表 , 葡萄糖、海藻糖和酶反应物的-!%*.+/分析数据
-@JA/ ( K@:@ >? !"#$%&’ 78/9:;@ >? +A<9>7/，:;/.@A>7/ @BC /BFG=@:*9 ;/@9:@B:

5@=8A/7 K@:@ >? !"# $%&’ 78/9:;@ ;/A@:/C :> :./ :.;// 7@=8A/7 *B K(L3（=+32）

MA<9>7/ NO ,NO N" ,!N PP ,"Q PP ,(( PQ ,!! PR ,(N P( ,NP P! ,(" O( ,RS

-;/.@A>7/ NR ,Q( PR ,(O P" ,TT P( ,T( P! ,QS O( ,QS

’/@9:*>B 7@=8A/ NP ,SP NR ,RR N" ,"" PP ,RN PP ,"( PQ ,PQ PR ,"N PR ,(( P" ,TS P" ,!( P( ,P" P! , ,"T O( ,QS

由于葡萄糖标准样品中含有!$K$葡萄糖和"$K$葡萄糖两种同分异构体，首先由葡萄
糖标准样品!"# $%&’图谱给出的数据及文献值［Q］指正出葡萄糖标准样品的两种同分异构
体各碳位的化学位移（表 "）。

表 ! 葡萄糖标准样品和来自文献的葡萄糖-!%*.+/谱图数据
-@JA/ " K@:@ >? !"#$%&’ 78/9:;@ >? 7:@BC@;C +A<9>7/ @BC +A<9>7/ ?;>= A*:/;@:<;/3（=+32）

MA<9>7/ L;*+*B >? C@:@ # U ! # U ( # U " # U R # U Q # U O

!$K$MA<9>7/

"$K$MA<9>7/

K@:@ ?;>= A*:/;@:<;/ N" ," P" ,! PR ,R P! ,( P( ,N O( ,R

5:@BC@;C +A<9>7/ N" ,!N P( ,NP PR ,(N P! ,(" P( ,NP O( ,R

K@:@ ?;>= A*:/;@:<;/ NP ,! PQ ,O PP ," P! ,( PP ," O( ,R

5:@BC@;C +A<9>7/ NO ,N" PQ ,O! PP ,"Q P! ,(" PP ,(( O( ,R
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再通过酶反应物与海藻糖、葡萄糖标准样品的!"#$%&’化学位移比对，排除酶反应物
中混有的葡萄糖分子产生的化学位移，对照文献［(］中海藻糖分子中各碳位的化学位移
值，可以得到海藻糖标准样品及酶反应物中未知葡二糖各碳位对应的化学位移（表 )），该
未知葡二糖 #$!至 #$*的化学位移与海藻糖标准样品对应的各碳位化学位移非常吻合，
除 #$+外，该未知葡二糖的化学位移与海藻糖文献值也基本一致。

表 ! 海藻糖和酶反应样中未知葡二糖的"#$%&’(化学位移
,-./0 ) !"# $%&’ #10234-/ 513675 86 7901-/850 -:; <:=:8>: ?/<48.3850 86 0:@A2-734 90-47-:7 3: BCDE（2?EF）

D93?3: 86 ;-7- # G ! # G C # G " # G ) # G + # G *

B-7- 86 7901-/850 6982 /3709-7<90 H) IJ (" IH () I) (! I+ (( I" *C I+

K7-:;-9; 7901-/850 H) I+C (C IJC (" IJJ (! I+L () IC* *C I+L

M:=:8>: ?/<48.3850 H) I)) (C I(" (" IJL (! I"J ()ICC *C I+L

由于!，!$海藻糖分子的两个葡萄糖单体的异头碳位连接成键，分子结构对称，因此两
葡萄糖单体的相对应碳位的化学位移相同，使海藻糖的核磁图谱较为特殊，采用上述方法

指正海藻糖方便可行，实际上该方法正是建立在海藻糖独特的分子结构基础上，其中海藻

糖异头碳位化学位移可视为它的特征化学位移。为更好说明该方法的广泛可行，我们将

所有 !，!$葡萄糖苷键、!，C$葡萄糖苷键及 !，"$葡萄糖苷键连接的全部葡二糖（共 !!种）的
!"#$%&’图谱数据［(］列于表 +，除!，!$海藻糖和"，"$海藻糖外，其它的九种葡二糖异头碳
位均有两个化学位移峰值，其中各种二糖异头碳位（包括 # G !和 # G !N）的最大化学位移
用粗体标出。

由表 +数据，!，!$海藻糖的异头碳位的化学位移最大值在所有葡二糖中最小，其余葡
二糖的异头碳位的最大化学位移多集中于 !LL O !L+2?EF之间，只有!$曲二糖（!G P8Q3.38$
50）的最大化学位移（H( I+2?EF）与海藻糖的接近，但!$曲二糖还有另外一个异头碳位化学
位移（HL I J2?EF）。由前述!" #$%&’的分析结果，海藻糖标准样品（即!，!$海藻糖）与酶反
应产生的葡二糖的异头碳位的化学位移完全一致（表 )），与文献值也吻合，说明酶反应产
生的葡二糖确系!，!$海藻糖。

表 ) "，"%葡萄糖苷键、"，*%葡萄糖苷键及 "，#%葡萄糖苷键连接的葡二糖异头碳位的化学位移数据
,-./0 + ,10 410234-/ 513675 86 -:820934 4-9.8: 86 ?/<48.38505 /3:=0; >371 !，!$/3:=-?0，!，C$/3:=-?0 -:; !，"$/3:=-?0

#10234-/ 513675 # $ % & ’ ( ) * + , -

#$!（2?EF） H) IJ !LL I( !L! I" HL IJ H( I+ H" I! H+ IJ H" I! H( IL H" I) H( IC

#$!’（2?EF） H) IJ !LL I( !L) IL H( I+ HH IL !L+ I! !L" IH HH IJ HH IJ !L" IH !L" IH

%870：#!$R/<（!!!）$!$R/<（!，!$ ,901-/850）；$"$R/<（!!!）$"$R/<（"，"$ ,901-/850）；%!$R/<（!!!）$"$R/<（!，"$ ,901-/850）；
&!$R/<（!!C）$!$R/<（!$P8Q3.3850）；’!$R/<（!!C）$"$R/<（"$P8Q3.3850）；("$R/<（!!C）$!$R/<（!$K8S189850）；)"$R/<（!!C）$

"$R/<（"$K8S189850）；*!$R/<（!!"）$!$R/<（!$%3?09850）；+!$R/<（!!"）$"$R/<（"$%3?09850）；,"$R/<（!!"）$!$R/<（!$F-23:-9$
3.3850）；-"$R/<（!!"）$"$R/<（"$F-23:-93.3850）I

通过 ,F#对照法排除未知糖分子链中存在!$!，)键和!$!，*键连接的可能，采用液质
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联用获得未知糖分子量，在未知糖不被纯化的前提下，核磁共振分析确证产物的连接键，

从而完成产物的鉴定。该方法在筛选海藻糖生产菌株时可作为微生物筛选的“筛子”，按

照此方法甚至可以筛选到其它功能性葡二糖（如曲二糖或黑曲二糖）的生产菌株，提高原

始菌株筛选效率。
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