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摘要：利用基因工程技术方法，将构建的重组质粒 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ线性化后，经
电转化导入毕赤酵母 Ｘ３３（ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３）中，构建重组毕赤酵母工程菌
ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３，实现果糖基转移酶 ＡｏＦＴ在毕赤酵母中的表达，进而研究
纯化后的果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的酶学性质．结果表明：ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３随发
酵时间的增加而快速繁殖，菌体ＯＤ６００值于发酵时长１２０ｈ时达到峰值，此时发
酵液胞外总蛋白质量浓度为１．６４ｍｇ／ｍＬ；纯化后的果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的比活
力为７１．４Ｕ／ｍｇ，产率达７０．６％；ＰＮＧａｓｅＦ酶切反应证实纯化后的果糖基转移
酶ＡｏＦＴ发生了Ｎ－糖基化反应；果糖基转移酶ＡｏＦＴ的最适反应温度为４５℃，
最适缓冲体系为醋酸钠缓冲液（ｐＨ值为 ４．５～６．０）；金属离子 Ｍｎ２＋，Ｃａ２＋对果
糖基转移酶ＡｏＦＴ具有激活作用，而Ａｌ３＋，Ｆｅ２＋，Ｎｉ２＋，Ｚｎ２＋和ＥＤＴＡ对果糖基转
移酶ＡｏＦＴ具有抑制作用；表面活性剂ＳＤＳ，吐温２０和ＴｒｉｔｏｎＸ１００对果糖基转
移酶ＡｏＦＴ的酶活性影响较小，还原剂ＤＴＴ对果糖基转移酶ＡｏＦＴ的酶活性具有
明显的抑制作用，酶抑制剂 ＰＭＳＦ低浓度时对果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的酶活性无
显著影响，高浓度时可使酶活性降低；果糖基转移酶 ＡｏＦＴ对有机溶剂乙醇、二
甲基亚砜、二甲基甲酰胺、正丁醇、正己烷和甲苯具有较强的抗性．
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０　前言

三氯蔗糖是食品加工过程中常用的甜味

剂，其甜度为蔗糖的５００倍左右，同时具有良好

的物理、化学性质，被广泛应用于酒类、饮料、焙

烤食品、蜜饯类食品等生产行业［１－３］．在已有的

三氯蔗糖合成工艺中，蔗糖 －６－乙酸酯 Ｓ６Ａ

（ｓｕｃｒｏｓｅ６ａｃｅｔａｔｅ）是合成过程中重要的中间体

之一［４］．近年来，利用果糖基转移酶生物酶法催

化合成 Ｓ６Ａ已成为国内外业界研究热点［５－６］．

该方法以葡萄糖 －６－乙酸酯 Ｇ６Ａ（ｇｌｕｃｏｓｅ６

ａｃｅｔａｔ）和蔗糖为反应底物，经果糖基转移酶转

糖基作用生成Ｓ６Ａ和葡萄糖．酶法制备Ｓ６Ａ具

有反应效率高、副产物少、易于纯化等优势，具

有广阔的应用前景．
毛多斌等［７］从米曲霉 ＺＺ－０１（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

ｏｒｙｚａｅＺＺ－０１）筛选得到新型果糖基转移酶
ＡｏＦＴ，该酶转果糖基活性较强，能够将蔗糖分子
中的果糖基残基转化到底物Ｇ６Ａ中，进而合成
Ｓ６Ａ，反应式如图１所示．但目前该酶的制备方
法存在分离纯化较多、蛋白得率较低、尤其是用

大肠杆菌表达的蛋白无法直接应用于食品行业

等问题，亟待改进．毕赤酵母表达系统对营养要
求低，具有低成本、培养密度大等优势，是制备食

品酶制剂的重要方法之一［８－１３］．基于此，本文拟
将来源于米曲霉的果糖基转移酶ＡｏＦＴ基因在
毕赤酵母Ｘ３３（ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３）中表达，并
对所得重组蛋白果糖基转移酶 ＡｏＦＴ进行酶

图１　来源于米曲霉的果糖基转移酶ＡｏＦＴ催化反应式

Ｆｉｇ．１　ＣａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴｆｒｏｍＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ
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学性质研究，以期为果糖基转移酶ＡｏＦＴ的制备

与应用提供一种新方法．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　菌株与质粒　

重组质粒 ｐＥＴ２２ｂＡｏＦＴ，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

ＤＨ５α感受态细胞，郑州轻工业大学食品与生

物工程学院实验室保存；载体ｐＰＩＣＺαＡ，毕赤酵

母Ｘ３３（ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３），购自上海生工生

物工程股份有限公司．

１．１．２　主要试剂　

Ｔ４ＤＮＡ连接酶，限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和

ＮｏｔＩ，ＤＮＡ聚合酶，日本宝生物（大连）公司产；

博来霉素（Ｚｅｏｃｉｎ），上海索宝生物科技有限公

司产；多功能 ＤＮＡ纯化回收试剂盒、普通质粒

抽提试剂盒（ＴＩＡＮｐｒｅｐＭｉｄｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ）和酵

母ＤＮＡ小量提取试剂盒，美国 Ｏｍｅｇａ公司产；

肽Ｎ－糖苷酶 Ｆ（ＰＮＧａｓｅＦ），美国 Ｎｏｖａｇｅｎ公

司产；酵母膏、蛋白胨，英国 Ｏｘｏｉｄ公司产；

ＮａＣｌ，葡萄糖，Ｋ３ＰＯ４，Ｋ２ＨＰＯ４，生物素，无氨基酵

母氮源（ＹＮＢ），甘油，甲醇，乙醇，二甲基甲酰胺，

丙酮，正丁醇，氯仿，二甲基亚砜，正己烷，丙醇，

甲醛，甲苯，柠檬酸钠，醋酸钠，磷酸钠，ＴｒｉｓＨＣｌ，

乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），吐温 ２０，聚乙二醇辛基

苯甲醚（ＴｒｉｔｏｎＸ１００），十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），

二硫苏糖醇（ＤＴＴ），苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ），均系

上海生工生物工程股份有限公司产．

１．１．３　培养基　

ＬＢ培养基：酵母膏５ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ

１０ｇ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

ＹＰＤ培养基：酵母膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡

萄糖２０ｇ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

ＢＭＧＹ培养基：酵母膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，

１００ｍｍｏｌＫ３ＰＯ４（ｐＨ 值为 ６．０），生物素

０．０００４ｇ，ＹＮＢ１３．４ｇ，甘油１０ｇ，去离子水定

容至１０００ｍＬ．

ＢＭＭＹ培养基：酵母膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，

１００ｍｍｏｌＫ３ＰＯ４（ｐＨ值为６．０），甲醇５ｇ，生物

素０．０００４ｇ，ＹＮＢ１３．４ｇ，去离子水定容至

１０００ｍＬ．

以上培养基于１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，

其中生物素、ＹＮＢ和甲醇于过滤膜除菌后再

添加．

１．１．４　仪器与设备　

核酸电泳仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司产；ＷＤ－

９４０３Ｄ型紫外仪，北京市六一仪器厂产；ＨＨ－Ｓ

型数显恒温水浴锅，江苏省金坛市医疗仪器厂

产；ＱＹＣ系列空气摇床，上海福玛实验设备有

限公司产；Ｎ＆ＤＮ系列超声波细胞粉碎机，宁波

新芝生物科技股份有限公司产；ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮ

Ｔｅｔｒａ型垂直电泳仪，伯乐生命医学产品（上海）

有限公司产；１５２５型高效液相色谱仪，美国

Ｗａｔｅｒｓ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　重组毕赤酵母基因工程菌 ｐＰＩＣＺαＡ

ＡｏＦＴ／Ｘ３３的构建　

将重组质粒ｐＥＴ２２ｂＡｏＦＴ用限制性内切酶

ＥｃｏＲＩ和 ＮｏｔＩ进行双酶切，得到目的基因

ＡｏＦＴ；将纯化后的目的基因 ＡｏＦＴ与经相同酶

切的 ｐＰＩＣＺαＡ载体相连接，构建重组质粒

ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ；将重组质粒 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ转

移至ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，在含有

博来霉素（Ｚｅｏｃｉｎ）抗性的ＬＢ平板上涂布；进行

菌落ＰＣＲ阳性克隆后，提取其重组质粒，并进

行双酶切和单酶切验证；在重组质粒ｐＰＩＣＺαＡ

ＡｏＦＴ酶切位点经限制性内切酶 ＳａｃＩ线性化

后，经电转化导入毕赤酵母 Ｘ３３中，构建重组

毕赤酵母基因工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３，采

用菌落ＰＣＲ验证阳性克隆．阴性对照为毕赤酵

母基因组 ＤＮＡ模板扩增结果，阳性对照为

ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ质粒模板扩增结果．

·３·
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１．２．２　果糖基转移酶ＡｏＦＴ在毕赤酵母中的表

达与纯化　

将重组毕赤酵母基因工程菌 ｐＰＩＣＺαＡ

ＡｏＦＴ／Ｘ３３在含有Ｚｅｏｃｉｎ抗性的ＹＰＤ平板上划

线复壮，于３０℃条件下培养２～３ｄ，再转接到

含Ｚｅｏｃｉｎ抗性的 ＹＰＤ液体培养基中，于３０℃

条件下培养１６ｈ；取５００μＬ含重组毕赤酵母基

因工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３的 ＹＰＤ液体培

养基，接种于５０ｍＬＢＭＧＹ液体培养基中，培养

至ＯＤ６００值为１．６～２．０时，取２ｍＬ含重组毕赤

酵母基因工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３的 ＢＭＧＹ

液体培养基接种于２００ｍＬＢＭＭＹ培养基中，并

添加质量分数为３％的甲醇用于诱导表达，培

养１４４ｈ．其间每隔 ２４ｈ取样 １次，测定菌体

ＯＤ６００值和胞外总蛋白质量浓度．通过离心发酵

液，获得粗酶液，再经硫酸铵（６５％饱和度）沉

淀、镍柱亲和层析［１４－１６］纯化步骤，获得重组蛋

白果糖基转移酶ＡｏＦＴ．

１．２．３　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的肽Ｎ－糖苷酶Ｆ

（ＰＮＧａｓｅＦ）酶切反应　

取１０μｇ果糖基转移酶 ＡｏＦＴ溶于适量去

离子水中，加入１μＬ１０×糖蛋白变性缓冲液，

煮沸 １０ｍｉｎ使糖蛋白变性，然后加入 ２μＬ

１０×Ｇｌｙｃｏｂｕｆｆｅｒ２，１～２μＬＰＮＧａｓｅＦ和２μＬ

质量分数为１０％ 的ＮＰ４０，于３７℃条件下保

持１ｈ，终止反应，取样进行蛋白电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）检测．

１．２．４　果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的测定

果糖基转移酶 ＡｏＦＴ酶活性的测定方

法［１７－１８］如下：将０．１ｇ蔗糖和０．０５ｇＧ６Ａ溶于

１ｍＬ的醋酸钠缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为

５．５）中，配成反应底物；取４０μＬ反应底物，加

２０μＬ果糖基转移酶 ＡｏＦＴ，用超纯水稀释至

６００μＬ，于４５℃条件下水浴２４ｈ，通过煮沸终

止反应；采用 ＨＰＬＣ方法检测反应产物，详见

文献［１９］．

１．２．５　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的酶学性质研究

１．２．５．１　最适反应温度确定与热稳定性分析

　以醋酸钠缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为５．５）

为缓冲体系，每隔５℃为一个测量点，将一定量

的果糖基转移酶 ＡｏＦＴ分别于 ２０℃，２５℃，

３０℃，３５℃，４０℃，４５℃，５０℃，５５℃，６０℃，

６５℃ 和７０℃条件下，水浴２４ｈ，测定各个温度

下果糖基转移酶ＡｏＦＴ的相对酶活，定其最适反

应温度；将一定量的果糖基转移酶ＡｏＦＴ分别于

２０℃，３０℃，４０℃，５０℃，６０℃，７０℃和 ８０℃

条件下水浴１ｈ，测定各个温度下果糖基转移酶

ＡｏＦＴ的相对酶活，分析其热稳定性．

１．２．５．２　最适ｐＨ缓冲体系确定与ｐＨ稳定性

分析　在 ４５℃条件下，配制如下 ｐＨ缓冲体

系：柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ值为３．０～４．０）、醋酸

钠缓冲液（ｐＨ值为４．５～６．０）、磷酸钠缓冲液

（ｐＨ值为６．５～８．０）和ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值

为８．５～９．０），测定不同ｐＨ缓冲体系下果糖基

转移酶ＡｏＦＴ的相对酶活，确定其最适ｐＨ缓冲

体系；将一定量的果糖基转移酶ＡｏＦＴ分别加入

上述不同ｐＨ缓冲体系中，置于室温下１ｈ后，

测定各个 ｐＨ缓冲体系下果糖基转移酶 ＡｏＦＴ

的相对酶活，分析其ｐＨ稳定性．

１．２．５．３　金属离子和 ＥＤＴＡ对果糖基转移酶

ＡｏＦＴ酶活性的影响 　 以醋酸钠缓冲液

（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为５．５）为缓冲体系，分别加

入终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的金属离子（Ｃａ２＋，Ａｌ３＋，

Ｎｉ２＋，Ｆｅ２＋，Ｍｇ２＋，Ｚｎ２＋，Ｍｎ２＋，Ｎａ＋，Ｋ＋）和

ＥＤＴＡ，于４５℃条件下，测定各实验组果糖基转

移酶ＡｏＦＴ的相对酶活．

１．２．５．４　表面活性剂、还原剂和酶抑制剂对果

糖基转移酶 ＡｏＦＴ酶活性的影响　以醋酸钠缓

冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为５．５）为缓冲体系，分

别加入不同体积分数（１％，５％）的表面活性剂

（吐温 ２０，ＴｒｉｔｏｎＸ１００和 ＳＤＳ），不同浓度

（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ和５．０ｍｍｏｌ／Ｌ）的还原剂 ＤＴＴ和

·４·



魏涛，等：果糖基转移酶ＡｏＦＴ在毕赤酵母中的表达与纯化及其酶学性质研究

酶抑制剂 ＰＭＳＦ，测定各实验组果糖基转移酶

ＡｏＦＴ的相对酶活．

１．２．５．５　有机溶剂对果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活

性的影响　分别在甲醇、乙醇、二甲基甲酰胺、

丙酮、正丁醇、氯仿、二甲基亚砜、正己烷、丙醇、

甲醛和甲苯中加入等体积的果糖基转移酶

ＡｏＦＴ，混合处理２ｈ后，测定各实验组果糖基转

移酶ＡｏＦＴ的相对酶活．

２　结果与分析

２．１　重组毕赤酵母工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／

Ｘ３３的构建结果
　　重组质粒 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ经限制性内切酶

ＳａｃＩ线性化后，结果如图２所示，其中，Ｍ表示

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１和 ２表示重组质粒 ｐＰＩＣＺαＡ

ＡｏＦＴ线性化．从图２中可见约５０００ｂｐ的片段，

与预期线性化片段大小一致．验证重组质粒

ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ导入毕赤酵母 Ｘ３３后的阳性克

隆电泳图如图３所示，其中，Ｍ表示ＤＮＡＭａｒｋ

ｅｒ，１表示阳性对照，２表示阴性对照，３表示重

组ＤＮＡ．由图３可以看出，条带３约１８７２ｂｐ，较

明亮，即重组 ＤＮＡ的浓度比较高，表明重组质

粒ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ已成功导入毕赤酵母Ｘ３３．

２．２　重组毕赤酵母工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／

Ｘ３３的生长状况
　　重组毕赤酵母工程菌ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３

图２　重组质粒ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ线性化

Ｆｉｇ．２　Ｌｉｎｅａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ

的生长曲线和发酵液胞外总蛋白质量浓度随时

间变化曲线分别如图４和图５所示．由图４可

以看出，重组毕赤酵母工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／

Ｘ３３随发酵时间的增加而快速繁殖，菌体ＯＤ６００
值于１２０ｈ时达到峰值，此时发酵液胞外总蛋

白质量浓度达到１．６４ｍｇ／ｍＬ（见图５）．

２．３　果糖基转移酶ＡｏＦＴ在毕赤酵母中的表达
镍柱亲和层析纯化后的重组蛋白果糖基转

移酶ＡｏＦＴ电泳图如图６所示，其中，Ｍ表示蛋

白Ｍａｒｋｅｒ，１和２表示浓度为５００ｍｍｏｌ／Ｌ的咪

唑洗脱样品，３和４表示浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ的

图３　验证重组质粒ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ导入

毕赤酵母Ｘ３３的阳性克隆电泳图

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ

ｉｎｔｏｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｏｆＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３

图４　重组毕赤酵母工程菌

ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３的生长曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｓｔｒａｉｎｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３

·５·
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图５　发酵液胞外总蛋白质量浓度随时间变化曲线

Ｆｉｇ．５　Ｔｉｍｅｖａｒｙｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｏｒｔｈ
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图６　重组蛋白果糖基转移酶ＡｏＦＴ的电泳图

Ｆｉｇ．６　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

咪唑洗脱样品，５表示流出样品，６表示上样样

品．由图６可以看出，重组果糖基转移酶 ＡｏＦＴ

的纯度和浓度较高，分子量大小约为９０．０ＫＤ．

果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的纯化结果见表１．由表１

可知，重组毕赤酵母基因工程菌 ｐＰＩＣＺαＡ

ＡｏＦＴ／Ｘ３３经诱导表达的粗酶液总蛋白质量为

１６４．０ｍｇ，比活力为５．９Ｕ／ｍｇ；此粗酶液经硫

酸铵盐析沉淀后，得到的总蛋白质量为

９３．０ｍｇ，比活力为９．４Ｕ／ｍｇ；再经镍柱亲和层

析后，果糖基转移酶ＡｏＦＴ的比活力大幅提高至

７１．４Ｕ／ｍｇ，产率达７０．６％．

表１　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的纯化结果

Ｔａｂｌｅ１　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

步骤
总蛋白
质量／ｍｇ

总酶
活／Ｕ

比活力

／（Ｕ·ｍｇ－１）
纯化
倍数

产率
／％

粗酶液 １６４．０ ９７３ ５．９ １ １００．０
硫酸铵盐析沉淀 ９３．０ ８７４ ９．４ １．６ ８９．８
镍柱亲和层析 ９．６ ６８７ ７１．４ １２．１ ７０．６

２．４　果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的 ＰＮＧａｓｅＦ酶切反

应结果

　　ＰＮＧａｓｅＦ几乎能水解糖蛋白中全部的

Ｎ－连聚糖［２０－２１］．经重组毕赤酵母工程菌

ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３表达的果糖基转移酶ＡｏＦＴ

的分子量为９０．０ＫＤ，而天然ＡｏＦＴ的分子量为

６７．０ＫＤ，据此可推测重组蛋白果糖基转移酶

ＡｏＦＴ发生了翻译后的糖基化作用，因此需要通

过ＰＮＧａｓｅＦ酶切反应［２２］来验证．果糖基转移酶

ＡｏＦＴ的ＰＮＧａｓｅＦ酶切电泳图如图７所示，其

中，Ｍ表示Ｍａｒｋｅｒ，１表示果糖基转移酶ＡｏＦＴ，２

表示ＰＮＧａｓｅＦ酶切结果，３表示 ＰＮＧａｓｅＦ．由

图７可以看出，果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶切后的分

子量与天然状态下的果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的分

子量相符，上述推测得以证实．

２．５　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的酶学性质研究结果
２．５．１　最适反应温度与热稳定性　

反应温度对果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的
KD          M        1        2          3

116.0

66.2

45.0

35.0

25.0

18.4

图７　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的

ＰＮＧａｓｅＦ酶切电泳图

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆ

ｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴｂｙＰＮＧａｓｅＦ
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影响如图８所示．由图８可以看出，果糖基转移
酶ＡｏＦＴ的最适反应温度为４５℃，将该温度对
应的相对酶活定义为 １００％，当反应温度为
３０～６０℃时，相对酶活均保持良好．果糖基转
移酶ＡｏＦＴ的热稳定性如图９所示．由图９可以
看出，在２０～６０℃温度范围内，处理１ｈ后的
果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的相对酶活均保持中上的
水平，由此可知，ＡｏＦＴ的热稳定性较好，反应温
度范围较广．
２．５．２　最适 ｐＨ缓冲体系与 ｐＨ稳定性　ｐＨ
值对果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的影响如图１０
所示．由图１０可以看出，当 ｐＨ值在４．５～７．０
范围内时，果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的相对酶活较
高，而醋酸钠缓冲液的ｐＨ值为４．５～６．０，故最
适ｐＨ缓冲体系为醋酸钠缓冲液．果糖基转移
酶ＡｏＦＴ的ｐＨ稳定性如图１１所示．由图１１可
以看出，当 ｐＨ值为４．０～７．０时，果糖基转移
酶ＡｏＦＴ的相对酶活均较高，表明在该ｐＨ值范
围内，果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的 ｐＨ稳定性较高，
由此可知，果糖基转移酶 ＡｏＦＴ属于酸性酶，具
有一定的耐酸性．
２．５．３　金属离子和 ＥＤＴＡ对果糖基转移酶
ＡｏＦＴ酶活性的影响　

金属离子和ＥＤＴＡ对果糖基转移酶ＡｏＦＴ

图８　反应温度对果糖基转移酶

ＡｏＦＴ酶活性的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

图９　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的热稳定性

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

图１０　ｐＨ值对果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的影响

Ｆｉｇ．１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

图１１　果糖基转移酶ＡｏＦＴ的ｐＨ稳定性

Ｆｉｇ．１１　ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ
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酶活性的影响见表２．由表２可知，Ｍｎ２＋和Ｃａ２＋

能够激活果糖基转移酶ＡｏＦＴ，使其相对酶活分

别提高２１％和１３％；Ａｌ３＋，Ｚｎ２＋，Ｆｅ２＋和Ｎｉ２＋能

够抑制果糖基转移酶ＡｏＦＴ，使其相对酶活分别

降至原来的２３％，４３％，７２％和３２％；ＥＤＴＡ也

能抑制果糖基转移酶ＡｏＦＴ，使其相对酶活降低

２６％．

２．５．４　表面活性剂、还原剂和酶抑制剂对果糖

基转移酶ＡｏＦＴ的酶活性的影响　

表面活性剂对果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的酶活

性的影响见表３．由表３可知，不同体积分数的

ＳＤＳ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００和吐温 ２０对果糖基转移酶

ＡｏＦＴ的相对酶活影响均较小，表明果糖基转移

酶ＡｏＦＴ对表面活性剂具有较强的抗性．还原剂

和酶抑制剂对果糖基转移酶ＡｏＦＴ的酶活性的影

响见表４．由表４可知，浓度分别为 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

和５．０ｍｍｏｌ／Ｌ的还原剂ＤＴＴ对果糖基转移酶

ＡｏＦＴ的酶活性均有抑制作用，使其相对酶活分

别降低３８％和７６％；低浓度（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）酶

抑制剂ＰＭＳＦ对果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的酶活性

无显著影响，但高浓度（５．０ｍｍｏｌ／Ｌ）酶抑制剂

ＰＭＳＦ可使果糖基转移酶 ＡｏＦＴ的酶活性降

低２５％．

表２　金属离子和ＥＤＴＡ对

果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓａｎｄＥＤＴＡｏｎｔｈｅ

ｅｎｚｇｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

实验组 浓度／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 相对酶活／％
对照 ０ １００
Ｋ＋ ５ １０１±２
Ｎａ＋ ５ ９５±３
Ｍｇ２＋ ５ ９８±３
Ｍｎ２＋ ５ １２１±５
Ｃａ２＋ ５ １１３±５
Ａｌ３＋ ５ ２３±２
Ｚｎ２＋ ５ ４３±４
Ｆｅ２＋ ５ ７２±２
Ｎｉ２＋ ５ ３２±３
ＥＤＴＡ ５ ７４±１

２．５．５　有机溶剂对果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性

的影响　

有机溶剂对果糖基转移酶 ＡｏＦＴ酶活性的

影响见表５．由表５可知，甲醇、甲醛和氯仿能够

表３　表面活性剂对

果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ ％

实验组
体积分数

１％ ５％
对照 １００ １００
ＳＤＳ １０５ １０３
吐温２０ ９２ １０２
ＴｒｉｔｏｎＸ１００ ８３ ９６

表４　还原剂和酶抑制剂对

果糖基转移酶ＡｏＦＴ酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇａｇｅｎｔｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ％

实验组
浓度

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ ５．０ｍｍｏｌ／Ｌ
对照 １００ １００
ＤＴＴ ６２ ２４
ＰＭＳＦ １０３ ７５

表５　有机溶剂对果糖基转移酶ＡｏＦＴ

酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｔｈｅ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＡｏＦＴ

实验组 体积分数／％ 相对酶活／％

对照 — １００

甲醇 ５０ ８２±２

乙醇 ５０ １０７±４

丙酮 ５０ １１４±３

二甲基亚砜 ５０ １０３±３

二甲基甲酰胺 ５０ ９５±５

正丁醇 ５０ ９２±４

甲醛 ５０ ６２±２

正己烷 ５０ １０２±３

甲苯 ５０ ９３±２

丙醇 ５０ １１３±５

氯仿 ５０ ７３±４
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抑制果糖基转移酶ＡｏＦＴ，其相对酶活分别降低

了１８％，３８％和２７％；丙酮和丙醇能够激活果

糖基转移酶ＡｏＦＴ，其相对酶活分别提高了１４％

和１３％；而乙醇、二甲基亚砜、二甲基甲酰胺、

正丁醇、正己烷和甲苯对果糖基转移酶ＡｏＦＴ的

酶活性的影响较小．这表明果糖基转移酶ＡｏＦＴ

对有机溶剂（乙醇、二甲基亚砜、二甲基甲酰

胺、正丁醇、正己烷和甲苯）具有较强的抗性．

３　 结论

本研究利用基因工程技术方法，将重组质

粒ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ经电转化导入毕赤酵母 Ｘ３３

（ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３）中，构建了重组毕赤酵母

工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３，实现了果糖基转

移酶ＡｏＦＴ在毕赤酵母中的表达，同时研究了纯

化后的果糖基转移酶ＡｏＦＴ的酶学性质．结果表

明：重组毕赤酵母工程菌 ｐＰＩＣＺαＡＡｏＦＴ／Ｘ３３

随发酵时间的增加而快速繁殖，菌体ＯＤ６００值于

发酵时长１２０ｈ时达到峰值，此时发酵液胞外

总蛋白质量浓度为１．６４ｍｇ／ｍＬ；纯化后的果糖

基转移酶ＡｏＦＴ的比活力为７１．４Ｕ／ｍｇ，产率达

７０．６％；ＰＮＧａｓｅＦ酶切反应证实纯化后的果糖

基转移酶ＡｏＦＴ发生了Ｎ－糖基化反应；果糖基

转移酶ＡｏＦＴ的最适反应温度为４５℃，最适缓

冲体系为醋酸钠缓冲液（ｐＨ值为 ４．５～６．０）；

金属离子 Ｍｎ２＋，Ｃａ２＋对果糖基转移酶 ＡｏＦＴ具

有激活作用，而 Ａｌ３＋，Ｆｅ２＋，Ｎｉ２＋，Ｚｎ２＋和ＥＤＴＡ

对果糖基转移酶ＡｏＦＴ具有抑制作用；表面活性

剂ＳＤＳ，吐温２０和 ＴｒｉｔｏｎＸ１００对果糖基转移

酶ＡｏＦＴ的酶活性影响较小，还原剂 ＤＴＴ对果

糖基转移酶 ＡｏＦＴ的酶活性具有明显的抑制作

用，低浓度的酶抑制剂 ＰＭＳＦ对果糖基转移酶

ＡｏＦＴ的酶活性无显著影响，但高浓度的酶抑制

剂ＰＭＳＦ可使酶活性降低；果糖基转移酶 ＡｏＦＴ

对有机溶剂乙醇、二甲基亚砜、二甲基甲酰胺、

正丁醇、正己烷和甲苯具有较强的抗性．该研究

结果有望解决果糖基转移酶 ＡｏＦＴ制备中存在

的分离纯化较多、蛋白得率较低等问题，为低成

本制备食品酶制剂提供一种新的思路，为食品

酶技术和生物催化提供数据和参考．
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