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快原子轰击质谱技术结合酶学方法鉴定黑曲霉

!，"#缩水#!#$#吡喃葡萄糖激酶的诱导合成

庄绪亮 张洪勋"

（中国科学院生态环境研究中心，北京 !%%%"#）

摘 要 !，53缩水3!3D3吡喃葡萄糖是纤维素类物质热解的主要产物，黑曲霉突变株 EFG3$%&能较好地利用该糖作
为唯一的碳源和能源生长并产生有用的代谢产物柠檬酸，其效率与利用葡萄糖大致相当。利用葡萄糖氧化酶和辣

根过氧化物酶复合系统测定证明该菌株不存在 !，53缩水3!3D3吡喃葡萄糖水解酶。采用快原子轰击质谱技术结合
53磷酸葡萄糖脱氢酶系统进行测定，结果表明经（+H4）$ ,I4 沉淀或阴离子交换层析处理后的无细胞提取液在加入

J7K和 L@$ M的条件下能直接催化 !，53缩水3!3D3吡喃葡萄糖合成 53磷酸葡萄糖，证明黑曲霉突变株中存在一个新
酶，即 !，53缩水3!3D3吡喃葡萄糖激酶。该酶为诱导酶。
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!，53缩水3!3D3吡喃葡萄糖（!，539?=OP2(3!3D3@)Q3
B(.O2(?(C-，即 )-R(@)QB(C9?，以下简称 ST）作为纤维
素类生物质热解的主要产物［! ，$ ，6］在化学工业中是

生产塑料、增塑剂、表面活性剂、树脂［4］及合成寡聚

糖、除草剂、植物生长调节剂等［#］化工产品的重要原

料。由于潜在的粮食危机及能源危机的存在，近年

来利用 ST代替粮食作为微生物发酵碳源的研究越
来越受到重视［5］。虽然在自然界中，ST极为稀少，
但已发现有多种微生物能利用 ST作为发酵的碳源
和能源［U ，"］。

前期工作［!!］通过对出发菌进行"3射线诱变，筛
选到了一株能高效利用 ST产柠檬酸的黑曲霉（ 3
$#1%* ）EFG3$%&，其转化率为 "U * #V，大致与利用葡
萄糖的效率相当。在微生物代谢过程中，底物利用

的第一步酶反应往往是限速步骤，因此鉴定该突变

株作用于 ST第一个酶的特性，是进一步提高 ST转
化效率的重要工作。

确定酶促反应后的产物是酶鉴定中的关键步

骤，现代质谱技术则为物质鉴定提供了重要的分析

测定手段。在生物学领域中，质谱技术同生物化学

或分子生物学方法相结合已对许多生命过程的阐明

提供了重要证据：如 W<C-)92等［!$］结合免疫学方法和
质谱技术直接对蛋白质的抗原决定簇进行了鉴定，

而不需抗体的固定及抗原抗体复合物分离等繁琐过

程；W9?-X(等［!6］结合遗传学方法和质谱技术鉴定了
血红蛋白中!链第 46位的 T)Q#T)?的单一位点突
变；W(2?-2等［!4］结合酶学方法及基质辅助激光解吸
质谱技术对高分子聚合物果胶的酶解产物进行了鉴

定。在质谱技术中，快原子轰击质谱（8JFL,）法是
"%年代初期发展起来的一种软电离技术［& ，!%］，适用
于测定热不稳定、强极性和难挥发性化合物。由于

推测 ST在酶作用后的产物有可能是难挥发的磷酸
葡萄糖，适于用该法进行测定。本文结合快原子轰

击质谱技术灵敏度高及酶作用于底物选择性强的特

点，对黑曲霉代谢 ST产柠檬酸的第一个酶$ST激
酶进行鉴定。

! 材料和方法

!%! 材料
! &! &! 菌株及培养基：黑曲霉 EFG3$%&［!!］由出发菌
株进行"3射线诱变得到。斜面培养基（@YS）：ST，$%；
蛋白胨，!；L@,I4·UH$I，% * #；琼脂，$%。发酵培养



基（!"#）：#$，%&；麸皮，’&；灭菌前 ()调至 *+,。
! "! "# 仪器及试剂：-.-./0)1/, 型高分辨双聚焦
磁质谱（中科院科学仪器厂），234源为 35原子枪，
离子加透电压 *67，基质选用二聚及三聚甘油；发酵
及酶诱导所用 #$ 由纤维素热解液分离纯化得
到［8］；#$标准品购买自 9:$;3公司。<8’/=型强酸
性苯乙烯系阳离子交换树脂为上海化学试剂采购供

应站分装产品；葡萄糖氧化酶及辣根过氧化物酶购

自日本 >?.?4? 公司；葡萄糖/*/磷酸脱氢酶为
9:$3;3 公司产品；@3A1 及 3>1 为上海生工
（93@$?@）进口分装产品；其它试剂均为国产分析
纯。

! "# 方法
! "# "! 黑曲霉无细胞提取液的制备及处理：离心收
集培养在 #$发酵培养基 8* B的黑曲霉 C4D/’&E菌
丝体，用 ,&FFGH"# 磷酸氢二钠/磷酸二氢钾缓冲液
（()%I&）洗涤 8 次，按照每克湿菌体 8F#缓冲液的
比例加入上述缓冲液，在冰浴条件下超声波破碎细

胞，=% &&& J !离心 =,FKL后收集上清夜。上清液中
加入固体硫酸铵至 M&N饱和度后缓慢搅拌 =B，离心
去沉淀，上清液继续加入固体硫酸铵至 *&N饱和度
并静置 =B，离心收集沉淀并用少量缓冲液溶解。所
得到的溶液用 =&FFGH"# @O’)1?M/-)’1?M 缓冲液透

析（MP）M次后再次离心，上清液（以下称粗酶液）用
AQ3Q/纤维素层析柱进行离子交换层析，洗脱液为
=&FFGH"#缓冲液，@OCH 浓度梯度为 & R &I ’,FGH"#。
收集的活性组分用 =&FFGH"#缓冲液透析去盐备用
（以下称部分纯化的酶液）。

! "# "# #$水解酶的测定：利用葡萄糖氧化酶和辣
根过氧化物酶复合系统［=,］，通过测定葡萄糖的生成

量来测定粗酶液中是否存在 #$ 水解酶：=F# 粗酶
液或发酵上清液与 =&&FFGH"# #$ 混合，在不同 ()
的缓冲溶液中进行反应，反应温度 8&P。各缓冲液
分别为：=&&FFGH"#柠檬酸缓冲液（()分别为 ’ I &和
, I&），,&FFGH"# >5KS/)CH 缓冲液（()<I =），,&FFGH"#
@O’)1?M/-)’1?M 缓冲液（()%I &）和 ,&FFGH"# C)Q9
缓冲液（()EI8）。反应完毕后沸水浴处理 ,FKL并测
定葡萄糖含量。

! "# "$ */磷酸葡萄糖的测定：
（=）质谱测定：采用负离子/快原子轰击质谱（@/

234;9）测定磷酸葡萄糖的准分子离子峰。具体操
作方法：=&F# 反应混合液（,& FFGH"# #$，,FFGH"#
3>1 ，=& FFGH"# ;!CH’，=F# 粗酶液）8&P 保温
8&FKL，使反应完全后沸水浴处理 ,FKL 以终止酶反

应。混合液冷却至室温后加入 <8’/=型阳离子交换
树脂 =!，充分混匀后静置约 =B，离心取上清液，该步
骤再进行一次以除去大部分金属阳离子。处理完毕

后按仪器操作步骤进行质谱测定。

（’）酶法测定：通过 */磷酸葡萄糖脱氢酶系统
测定葡萄糖/*/磷酸的生成［=*］。反应混合液中各种
底物的浓度分别为：#$，,&FFGH"#；3>1，’FFGH"#；
@3A1 ’FFGH"#；;!CH’ =&FFGH"#。上述反应液分别
加入适量部分分离纯化的酶液（或粗酶液）及 =个单
位葡萄糖/*/磷酸脱氢酶后通过连续测定在 8M& LF
处紫外吸收值的升高来间接证明葡萄糖/*/磷酸的
合成。该方法同时也可以作为酶活性的定量方法，=
个单位的酶活性表示为 8&P每分钟还原 =!FGH
@3A1的酶量。在另外的实验中，为证明该酶为激
酶，分别去掉反应混合液中的 3>1、;!CH’ 或两者都
去掉并检测 #$激酶活性。
! "# "% 磷酸葡萄糖变位酶活性的测定：参照文献
［=<］。
! "# "& #$激酶诱导特性的测定：离心并收集在葡
萄糖培养基上生长至对数期的菌丝体，用去离子无

菌水洗涤 ’次后重悬于诱导培养液中，培养液组成
为（!"#）：#$，=&；-)’1?M，’；;!9?M·<)’?，= 。8MP
摇床培养并定时取样，细胞破碎后分别测定无细胞

提取液中 #$激酶和己糖激酶的比活性。
! "# "’ 蛋白质含量的测定：采用考马斯亮蓝法［=%］。

# 结果与讨论

# "! 黑曲霉 ()*+#,- 柠檬酸发酵过程中不存在
./水解酶
由于 #$在体外可以水解成葡萄糖，在酸性条

件下反应更易进行，而黑曲霉柠檬酸发酵过程中 ()
值一般维持在 ’左右，因此最初推测黑曲霉可能存
在一种特殊的 #$水解酶，将 #$转化为葡萄糖后再
进行磷酸化进入糖酵解途径。实验结果否定了这种

推测。如图 =所示，在 ()为 < I =的缓冲溶液中，分
别加入无细胞提取液或发酵上清液，用葡萄糖氧化

酶和辣根过氧化物酶系统均没有测到明显的葡萄糖

的生成。在其它各种 ()的缓冲液中进行测定，结
果也大致相同（结果未列）。在 ()为 ’的发酵上清
液系统中（图 =），随着反应时间的延长或反应温度
的提高，葡萄糖浓度有所提高，但并不能证明存在

#$水解酶。这是因为如果图中所看到的葡萄糖浓
度的微小变化（在 =’B 内从 & I *’FFGH"# 提高到
&+%FFGH"#）是由于 #$水解酶引起的，那么计算出的

M%, 生 物 工 程 学 报 =%卷



粗酶液中该酶的比活性只有 ! " # $ %!& ’ ()*+,，而同
时测到的粗酶液中己糖激酶活性为 ! " -()*+,左右
（图 .）。由于前期实验发现黑曲霉 /012#!3能以与
葡萄糖相似的转化效率将 ,4转化为柠檬酸［%%］，依
靠活性如此之低的 ,4水解酶完成这一目标是难以
想象的。进一步的证据从图 #中可以看出，随着温
度从 #!5提高到 %!!5，葡萄糖浓度仅单边上升。
事实上，如果存在这种酶，酶活性的温度曲线应该有

一个峰值出现。从图 #中的对照实验还可以看出，
,4在柠檬酸缓冲液（67 #）中随温度升高转变为葡
萄糖的速率和水平与 67为 #的发酵上清液中的情
况相当，这进一步证明了随着反应温度的提高而引

起的葡萄糖浓度的上升是由于酸水解所引起的，而

不是酶作用的结果。由于黑曲霉的无细胞提取液中

其它的葡萄糖苷酶如麦芽糖酶都能被测到，因此能高

效率转化 ,4的黑曲霉中如果存在 ,4水解酶，该酶
一定具有较高的活性并能通过这种方法被测定出来。

图 % 无细胞提取液和发酵上清反应液中葡萄糖浓度
的检测（培养温度 ’!5，初始 ,4浓度 %!!++89*,）

:;<"% =>?>@?;8A 8B ?C> B8D+E?;8A 8B <9F@8G> BD8+ ,4 ;A @>99
>H?DE@?G EAI @F9?FD> B9F;IG E? ’!5 EAI EA ;A;?;E9

,4 @8A@>A?DE?;8A 8B %!! ++89*,"
! />99 >H?DE@?G（67 J"%）；" /F9?FD> B9F;I（67J"%）；

# /F9?FD> B9F;I（67#"!）

! "! #$激酶的鉴定
如上所述，由于已证明黑曲霉中不存在 ,4 水

解酶，因此无细胞提取液在合适的条件下同 ,4反
应若能直接检测到磷酸基团转移到 ,4上，即可推
断该菌株存在一种特殊的激酶。磷酸基团的转移又

分为两种情况：一种是不打破 ,4 %，.位碳原子之间
缩水所形成的内醚键，形成 ,42磷酸；另一种是在转
移磷酸基团的同时打断内醚键，形成 %2磷酸或 .2磷
酸葡萄糖。从快原子轰击质谱图（图 ’）可以看出，
!* " 为 #K3的准分子离子峰所代表的一定是反应系
统中生成的磷酸葡萄糖，而不是磷酸 ,4，这是因为
如果 ,4%，.位之间的键如果不被打断，其准分子离
子峰的 !* " 值一定小于 #K3，但通过该图并不能确

定磷酸基团在第几位碳原子上。由于粗酶液中存在

的磷酸葡萄糖变位酶能将其它的磷酸葡萄糖转变为

.2磷酸葡萄糖，为消除该酶的影响，粗酶液用离子交
换层析处理，得到的部分纯化酶液证明无磷酸葡萄

糖变位酶活性（另文发表），然后在 .2磷酸葡萄糖脱
氢酶系统中于不同温度下反应，可得典型的酶比活

性曲线（图 -），并在 ’!5出现最大值。由于葡萄糖2
.2磷酸脱氢酶作用于底物具有专一性的特点，结合
质谱图所得到的直接证据，可以断定作用于 ,4的
酶能直接将 ,4转化为 .2磷酸葡萄糖。在另外的实
验中，为证明该酶为激酶，分别去掉酶反应混合液中

的 LMN、O</9# 或两者都去掉，发现在缺少 LMN 或

O</9# 的情况下都检测不到 ,4激酶活性。由于该
酶在反应中需要 LMN和 O<# P的参与的特性，因此该
酶为 ,4激酶。

图 # 发酵上清反应液中（67 #）葡萄糖浓度的检测
（初始 ,4浓度 %!!++89*,）

:;<"# =>?>@?;8A 8B <9F@8G> BD8+ ,4 ;A @F9?FD> B9F;IG 8B
67 # E? EA ;A;?;E9 ,4 @8A@>A?DE?;8A %!! ++89*,"
! /F9?FD> B9F;I；$ /;?D;@ E@;I QFBB>D E? 67#"!

综上所述，黑曲霉 /012#!3 柠檬酸发酵过程中
底物利用的第一步酶催化反应（图 K）同己糖激酶相
似，也是在消耗 %个 LMN的情况下将底物转化为 .2
磷酸葡萄糖再加以利用，而勿需多消耗一个 LMN将
,4转变为葡萄糖后再消耗能量将葡萄糖带入糖酵
解途径。,4激酶的鉴定及其作用方式的阐明例证
了微生物在生命过程中总是尽量选择一种最经济的

方式利用底物生长并产生代谢产物。

! " % #$激酶的诱导酶特性
从图 .可以看出，随着培养时间的延长，己糖激

酶的活性几乎没有变化，而 ,4激酶的活性开始为
!，随时间延长，其活性不断增大，充分表明 ,4激酶
为诱导酶。进一步通过诱变提高该酶的活性或通过

基因工程手段将该酶由诱导型改造为组成型将提高

菌体对 ,4的转化效率。
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图 ! "#磷酸葡萄糖的快原子轰击质谱检测
$%&’! ()*)+*%,- ,. */) .,012*%,- ,. &34+,5)
"#6/,56/2*) .0,1 3)7,&34+,52- 89 $:;#<=

图 > ?@磷酸化酶比活性的变化（葡萄糖#"#
磷酸脱氢酶测定法）

$%&’> A20%2*%,- ,. */) 56)+%.%+ 2+*%7%*9 ,.
3)7,&34+,52- 6/,56/,0932*%,-

图 B 黑曲霉 C;D#EFG以 ?@为唯一发酵碳源的
柠檬酸发酵过程中 ?@激酶对 ?@的磷酸化反应

$%&’B ?)7,&34+,52- H%-25) +2*239I)5 6/,56/,0932*%,- ,. ?@ %-
!"#$%&’(()" *’&$% C;D#EFG +%*0%+ 2+%J .)01)-*2*%,- 45%-&

?@ 25 5,3) +208,- 5,40+)

图 " 黑曲霉中 ?@激酶的诱导
$%&’" K-J4+*%,- ,. 3)7,&34+,52- H%-25) %- !"#$%&’(()" *’&$%

! L)M,H%-25)；" ?@ N%-2)

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ O］ P2J3)%- (，Q%5H,0I R，=+,** ( =’ $25* 690,395%5 ,. -2*4023 6,3952+#

+/20%J)5 25 2 6,*)-*%23 %-J45*0%23 60,+)55’ + !*,( !##( -.%/(，OGGO，

’(：>O S "!
［ E］ =+,** ( =，P2J3)%- (，Q%5H,0I R’ Q,*)-*%23 ,. .25* 690,395%5 .,0 60,#

J4+*%,- ,. +/)1%+235，K-：L,&2- T，@0255% @，;0%J&U2*)0 :A )J’
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第二届中美 )%世纪医学论坛将于今秋在上海举行

中美医学界共同探索生命医学前景

%&&J年诺贝尔医学奖获得者美国弗瑞德·缪伦德教授，中国科学院副院长陈竺教授，国际心脏外科权威杨克·考伦教授等
数百位世界医学专家将在上海国际会议中心及上海瑞金医院共同探索本世纪人们关注的医学发展方向、战略及前沿问题。

第二届中美 )%世纪医学论坛将于 %(月 )G日 , )J日在上海国际会议中心及上海瑞金医院举行。届时，%&&J年诺贝尔医
学奖获得者美国弗瑞德·缪伦德教授、中国科学院副院长陈竺教授、国际心脏外科权威杨克·考伦教授等数百位中美医学专

家、院士将汇聚一堂，共同讨论本世纪最引人关注的信息医学、基因诊断和治疗、肿瘤治疗、心血管疾病、神经疾病、组织工程

和器官移植、生物医药技术的产业化、医学教授和医疗体制的改革等主题。这次盛会是一年半前在美国德州医学中心举行的

第一届中美 )%世纪医学论坛的继续，也是承办单位上海第二医科大学 I(周年校庆和其附属瑞金医院 &I周年院庆的系列活
动之一。

信息科学、材料科学和生命科学是 )%世纪的三大前沿科学。其中，医学是生命科学的一个重要分支。本次讨论会所关注
的正是与人类生命健康有直接关系的医学前沿问题，如一氧化氮和细胞生长的问题、人工心脏的研究与应用、肾移植的最新

进展、血管梗塞心肌细胞的再生、过敏性疾病的新型免疫治疗、肿瘤免疫治疗、帕金森疾病的临床和科研进展、)%世纪治疗神
经变性疾病的发展战略等。与会者同时还将关注对医学科研有直接影响的医学和医疗发展战略问题，如 )%世纪中国生物技
术发展所面临的机遇和挑战；中西方医学伦理观念的差异与比较；医疗界和医疗保险领域的新挑战等。

如欲了解更多大会信息，敬请浏览大会网站：TTT7 10$;)(()7 3#:。
（李培英 供稿）

’JII期 庄绪亮等：快原子轰击质谱技术结合酶学方法鉴定黑曲霉 %，GH缩水H!HUH吡喃葡萄糖激酶的诱导合成


