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摘要 

 本計畫的目的是建立以 HPLC及 TLC之快速分析技術，來分析果糖轉移酵

素的活性與功能。實驗的結果顯示：由 TLC 的方法，可以檢定反應液是否含有

三糖或是四糖，可快速確認具有酵素活性的部份或是成功的轉殖株；由 HPLC的

方法，可以定出反應液中葡萄糖、蔗糖、蔗果三糖、蔗果四糖的含量，使我們可

以據此來分析反應速率。本計畫已完成方法的建立。 

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)。在植物中主要為 SST, SFT, FFT 等

(Ritsema and Smeekens, 2003; NCBI)，其轉移作用可以形成巨大的聚果糖，分子

之糖單元可達數百至數千；而來自微生物的有 Lactobacillus, (Van Hijum et al., 

2002)、Streptococcus (Ajdic et al., 2002)、以及 Aspergillus (Hidaka, et al., 1988; 

Rehm, et al., 1998; Heyer and Wendenburg, 2001)等，可得到的寡糖之糖分子單元

都在六以內。雖然有許多的酵素被找到(102 genes and 114 proteins from NCBI 

database)，但是這個酵素是如何進行果糖轉移的機制並不清楚，目前也尚未有蛋

白質結構被發表。我們期望能夠自麴菌或是轉殖的大腸菌中獲得這個轉糖酵素，

因此，有必要建立起快速的分析方法，來檢測酵素的活性。 

我們這個計劃的目的，是建立 TLC(薄層色層分析)及 HPLC(高效液相層析)

的方法，快速檢測這個酵素的活性，以利將來純化這個酵素。 

實驗材料與方法 

TLC檢測寡糖參考Su等人及Hirayama等人的方法(Hirayama, et al., 1989; Su, 

et al., 1990)，以 Silica 60 F254板 (Merck) 進行，展開液為丙酮/水(87/13,v/v)，

展開二次，再以 甲醇/硫酸/水 (3/6/1, v/v/v)來呈色。 

HPLC 的固定相採 5NH2-MS 管柱(Nacalai Tesque, Japan)，移動相以 乙腈/

水 (80/20,v/v)，管柱溫度設於 40℃，偵檢器採用 RI偵檢器 (Hitachi, Japan)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

結果與討論 

 在本計畫中，我們已建立了 TLC及 HPLC的快速檢測方法，有利於酵素的

純化實驗繼續進行。 

圖一為利用 HPLC 來測測酵素反應，可以明顯測得葡萄糖、蔗糖、蔗果三糖、蔗

果四糖。並可利用面積來定量。 
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圖一、利用 HPLC檢測酵素活性，由下而上分別是 果寡糖標準液、葡萄

糖、蔗糖、及麴菌酵素反應液。 

圖二為 TLC的快速檢測，可以快速確認糖轉移酵素的反應。 

 
圖二、利用 TLC檢測酵素反應，a:麴菌酵素反應、b:蔗糖、c:葡萄糖、d:

果糖、e:麥芽糖、f:果寡糖標準液 

圖三是利用建立的 HPLC 方法來檢測基因轉殖的大腸菌是否具有糖轉移酵素活

性。 
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圖三、利用 HPLC檢測酵素活性。由下而上分別是 果寡糖標準液、蔗糖、

轉殖株 2ml以 IPTC引發表達後反應及轉殖株 200ml以 IPTC引發

表達後反應。 

圖四為利用 TLC方法對轉殖株進行反應檢測。 

 
圖四、利用 TLC檢測酵素反應，a:轉殖株 200ml以 IPTC引發表達後反應、

b: 轉殖株 2ml以 IPTC引發表達後反應、c:蔗糖、d:果寡糖標準液。 

在這個研究中，二位專題學生學習了如何先建立檢測方法的技術，並利用建立的

方法檢測酵素活性。 
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