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摘要 

本計畫我們自一株具果糖轉移能力的麴菌醱酵液中純化酵素，經由離子交換

及分子篩層析，我們獲得部份純化的酵素。SDS-PAGE 電泳分析得知其分子量約

為 103 KDa。使用 PNGase 對其去除 N-醣基後，酵素仍保有活性，分子量約為

90 KDa。利用經 PNGase 處理過的酵素，比對其活性及對溫度的穩定性，發現其

並不會明顯影響活性及穩定度。 

前言 

果糖轉移酵素是主要參與轉移反應的酵素，它將蔗糖中果糖與葡萄糖之糖苷

鍵切斷，然後轉移果糖到另一個蔗糖分子上形成蔗果三糖(GF2, 1-kestose)，或是

轉移到蔗果三糖上形成蔗果四糖(GF3, nystose)，或是轉移到蔗果四糖上形成蔗果

五糖(GF5, 1F-β-fructofuranosyl nystose)。這類的酵素廣泛存在於植物及微生物

中。在植物中主要為 1-SST (sucrose : sucrose 1-fructosyltransferase, EC 2.4.1.99), 

1-FFT (fructan : fructan 1-fructosyltransferase, EC 2.4.1.100)等 [Ritsema and Smeekens, 

2003; NCBI]，其轉移作用可以形成巨大的聚果糖產物，分子之糖單元可達數百至

數千；而來自微生物的為β-FTase (β-fructosyltransferase, EC 2.4.1.9)，生產的微生

物有 Lactobacillus [Van Hijum et al., 2002]、Streptococcus [Ajdic et al., 2002]、以及

Aspergillus等 [Hidaka, et al., 1988; Su, et al., 1990; Rehm, et al., 1998; Heyer and Wendenburg, 

2001]，可得到的果寡糖之糖分子單元都在六以內。 

這些可以合成聚果糖或是果寡糖的酵素，可能都是由蔗糖水解酵素 invertase 

(β-fructofuranosidase, EC 3.2.1.26)所演化而來。過去對於這些酵素的純化及分

析，除了來自於細菌者，從真核生物來源的，都顯示是一個具有糖基修飾的蛋白

質 [Su, and Sheu, 1993; L'Hocine, et al., 2000; Van Hijum, et al., 2002]，而且同一酵素其糖基

修飾的程度也有很大的變化，佔分子全重從 10%~50%都有。它的糖基修飾與結

構的穩定性有一些關聯，也與這個酵素在細胞內的位置有關，但是糖基修飾的確

切作用並不清楚。從 NCBI 資料庫中，查找果糖轉移酵素(fructosyltransferase)或

果糖糖苷水解酵素(fructofuranosidase)，可以得到 469 個基因及 203 個蛋白質 (至

2006 年 2 月)，經比對蛋白質的序列，我們所欲研究的酵素被歸類在糖苷水解酶

家族 32 (glycoside hydrolase family 32, GH family 32)之中 [Henrissat, B. and Davies, G., 

1997]。 

糖基化的可能作用，可能可以從結晶結構上獲得些許訊息，過去這類酵素的



三維結構，在 2003 年以前都沒有文獻報導，這可能是因為有糖基修飾的關係而

不容易結晶、或是糖基修飾的程度及糖的序列不易決定。最近在大腸菌及酵母菌

的轉殖與成功表達，克服了這個難題，有三個酵素的三維結構被解出來，一個是

從耐熱細菌 Thermotoga maritima 來的 invertase (PDB code 1UYP) [Alberto et al., 

2004]，是個二聚體；一個是麴菌 Aspergillus awamori 的 exo-inulinase (PDB code 

[Negem et al., 2004]，是個單體；另一個是從歐洲植物菊苣 Cichorium intybus 來的

fructan 1-exohydrolase IIa (PDB code 1ST8) [Verhaest, 2005]，它是個單體。它們的單

體在結構上主要都有二個區塊，N 端較大，為主要催化區，以典型的 5 個β-折板

構成的螺旋槳狀為主，C 端較小，有β-折板構成像三明治狀，被認為與糖的辨識

有關。其中從菊苣 C. intybus 得來的 fructan 1-exohydrolase IIa 只有 5 個糖分子，

糖基修飾效應並不明顯，而從麴菌 A. awamori 得來的 exo-inulinase，其有五個

N-修飾位點(N-glycosylation site)，當有較少(5 個 mannose)時可獲得較佳結晶，

若較大量糖基修飾會使得結晶不良。這些資訊並無法對糖基修飾的作用有清楚的

描述。 

過去對糖基修飾及酵素穩定性的研究，主要是針對 invertase 以溫度、解構

劑(denaturant)及有機溶劑為主 [Schulke, N. and Schmid, F.X., 1988; Rodriguez, M., et. Al., 

1997]，配合可能利用的糖苷鍵水解酶去除糖基作比較，其結論大致上有糖基的酵

素是具有較佳的穩定性，對熱及有機溶劑耐受性較高，有糖基修飾的 invertase

經解構後回覆折疊也較為容易。但是對於果糖轉移酵素的糖基修飾，並沒有相關

文獻報導。 

我們的研究主要是利用 PNGase 將 N-醣基化的去除，比較其與原酵素活性及

穩定性的關係。結果卻顯示其差異不大。 

材料與方法 

酵素純化： 

以含有蔗糖的培養基，於醱酵槽中培養麴菌(4L)，約 2 天達到穩定期時收槽，

經過濾後取得醱酵液，經濃縮後以 FPLC (Pharmacia AKTA)層析系統進行層析。

各項參數將參考各種層析樹脂的使用手冊。 

酵素的糖基去除：純化得到的酵素，可能其分子量是不均勻的，因為糖基的

修飾量可能不均勻，麴菌主要是以 N-糖基化，糖多為 manose 形式，經查可利用

endo-H 糖苷鍵水解酶去除這類的糖基修飾，參考 BM 的手冊。 



酵素活性檢測： 

HPLC 檢測：對於寡糖的檢測參考 Su 和 Sheu 的方法 [Hagihara, et al., 1982; Su and 

Sheu, 1993]。於 Hitachi HPLC 機器進行。 
TLC 檢測：方法參考 Su 等人及 Hirayama 等人的方法 [Hirayama, et al., 1989; Su, 

et al., 1990]，以甲醇/硫酸/水 (3/6/1, v/v/v)來呈色。 

酵素活性的檢測：以不同的 pH 值(採用不同的緩衝溶液)、離子濃度、溫度

下進行反應，反應速率及反應終端產物以 HPLC 鑑定及定量檢測。 

蛋白質電泳及定量: 

蛋白質的電泳 SDS Polyacrylamide gel-electrophoresis (SDS-PAGE)及蛋白質

染色參考 Laemmli 的方法 [Laemmli, 1970]，而蛋白質的定量以 Commasiae 法，參

考 Bio-Rad 公司的操作手冊。 

結果 

在本計畫中，經由離子交換層析，我們發現麴菌的胞外醱酵液中，有三個果

糖轉移酵素的異構體。如圖一所示，我們發現在麴菌的醱酵液中至少有三種果糖

轉移酵素的異構體。分子量大約是 

 
圖一、部份純化的麴菌果糖轉移酵素之 SDS-PAGE，其中 Lane1 及 Lane2 為同一個樣品，

Lane3 及 Lane4 為其他兩個樣品。 

 



圖二、麴菌果糖轉移酵素的半原態膠片電泳(Semi-native PAGE)，Lane1,2,3 分別為三個酵素

異構體，Lane 4,5,6 分別為其活性染色 

我們也建立了膠片電泳上的活性染色法，如圖二所示，確認這三個蛋白都有

活性。 

經由 PNGase 酵素去除 N-糖基之後的穩定性比對，如圖三所示。發現去除

N-糖基，對酵素的穩定性並無明顯地影響。 
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圖三、分別為酵素置於 40℃,50℃,60℃若干時間，其活性的比對。 

綜合以上結果，麴菌果糖轉移酵素的 N-醣基化修飾，對其活性或是對熱的

穩定性並無明顯地影響。 
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