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摘要：环糊精因其特殊性质得到了食品、化妆品、医药等行业的青睐，全球消费量逐年稳步增加。
环糊精的巨大需求也使其生产中所必需的环糊精葡萄糖基转移酶（ＣＧＴ酶，ＥＣ　２．４．１．１９）成为

研究热点。目前，对该酶的研究多集中在作用机制、产物专一性机理等，鲜见从菌株筛选出发的

系统性报道。因此，作者从野生ＣＧＴ酶菌株的筛选出发，立足未来环糊精工业的商业诉求，综

述了优质ＣＧＴ酶获取的多种途径。同时结合国内外对ＣＧＴ酶的大量研究工作以及我国的资

源优势，对该领域未来的研究提出更高的期望。
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　　环糊精（ＣＤｓ）是由多个葡萄糖单元通过α－１，４
糖苷键连接而成的环状超分子多糖［１］。自１８９１年

Ｖｉｌｌｅｒｓ发现环糊精以来，环糊精的发展经历了发现

阶段、系统研究阶段及工业化生产应用阶段。２０世

纪３０年代 中 期，Ｆｒｅｎｄｅｎｂｅｒｇ分 离 得 到 纯 环 糊 精，
并表征了 环 糊 精 的 物 理 化 学 性 质［２］。这 一 时 期 虽
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已建立实验室制备工艺，但由于对毒性的判断尚存

在争议，并 没 有 大 规 模 的 工 业 化 生 产。从２０世 纪

７０年代初开始，有法定资格的单位出示毒理学研究

结果 后，消 除 了 人 们 的 疑 虑，从 此 环 糊 精 开 始 迈 向

工业化生产 阶 段，并 显 示 出 了 迅 猛 的 发 展 势 头（图

１）。目前，环糊精已经在食品、化妆品、医药、农药、
纺织和 生 物 技 术 等 多 个 领 域 得 到 广 泛 的 应 用［３］。
据统计，截止目前，有关环糊精研究报道（不包括专

利）全球共有２７　４９５篇，其中近５年来的研究报道

有１２　３０９篇。

图１　不同年限环糊精相关文献
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　　进一步对所有有关环糊精的英文报道进行学

科类别归类分析（表１），结果表 明 有 关 环 糊 精 的 研

究报道主要集中在化学、生化与分子生物学、药学

与制药等学科领域（表１）。

　　对比分 析 近５年 国 内 外 关 于 环 糊 精 研 究 所 在

领域的研究报道情况（表１），化 学、制 药、生 物 学 等

领域开展环糊精相关研究是国内外的研究热点；此

外，国内及国际上关于环糊精的研究也存在不同的

侧重点：从统计的近５年ＳＣＩ环糊精相关文章及中

文相关环糊精文章来看，国际上关于环糊精的研究

更多的集中 在 生 物 学、医 学、聚 合 物 科 学 及 材 料 科

学等方面，而 国 内 在 药 学、轻 工 业 手 工 业 及 环 境 科

学等方面 的 研 究 报 道 较 为 热 门。针 对 当 前 国 内 外

关于环糊精研究存在的差异，作者以本研究团队多

年的环糊精研究为基础，围绕环糊精糖基转移酶的

筛选及定向改造展开综述，以期为把握环糊精领域

发展动向、开展环糊精相关研究提供参考。
在化学、分 子 生 物 学 及 生 物 学 领 域，作 为 生 产

环糊精的 最 为 关 键 的 生 物 催 化 剂———环 糊 精 葡 萄

糖基转移酶（ＣＧＴ酶，ＥＣ　２．４．１．１９）受到了研究者

们的热捧。自 人 类 首 次 发 现 可 利 用 淀 粉 代 谢 生 产

环糊精的ＣＧＴ酶 菌 株 至 今，对 环 糊 精 糖 基 转 移 酶

的研究愈来 愈 热，涉 及 了 新 菌 株 的 筛 选、产 酶 工 艺

优化、产酶基因的克隆表达及蛋白质工程改造等多

个方面。作者 总 结 了ＣＧＴ酶 的 最 新 研 究，系 统 归

纳了优质ＣＧＴ酶 的 获 取 途 径，分 析 各 种 途 径 中 存

在的问题，并结合现有资源与技术，对ＣＧＴ酶研究

的未来提出更高的期望。

表１　环糊精相关文章的学科分类

Ｔａｂ．１　Ｃｌａｓｓｉｆｙ　ｏｆ　ａｒｔｉｃｌｅｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ　ｓｕｂｊｅｃｔｓ

环糊精相关英文文章 环糊精相关中文文章

学科领域
所有相关

文章
近５年

相关文章
近５年文章

所占比例／％
学科领域

近５年
相关文章

化学 １３４８４　 ５９６８　 ４４．２６ 有机化工 １８５７

生物化学和分子生物学 １１７６５　 ４３１３　 ３６．６６ 化学 １２８４

药学及制药 ６５９３　 ２７３７　 ４１．５１ 药学 ８１７

医学 ３６７３　 １４１９　 ３８．６３ 轻工业手工业 ６３０

细胞生物学 ２４８９　 １０２０　 ４０．９８ 中药学 ４９４

聚合物科学 １２７０　 ７３０　 ５７．４８ 环境科学与资源利用 １８７

材料科学 １０７８　 ７１２　 ６６．０４ 生物学 １６４
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　　选择合适的研究对象是ＣＧＴ酶的研究最为关

键的部分。总结现有的报道，ＣＧＴ酶获取方式可以

大致归 纳 为 以 下３种：从 自 然 界 中 筛 选 野 生 菌 株；
根据基因文 库 进 行 克 隆 表 达 或 对 已 知 目 的 基 因 片

段进行蛋 白 质 工 程 改 良。其 中 野 生 菌 株 筛 选 不 仅

最为直 接 有 效，而 且 也 是 后 两 种 方 式 的 基 础。自

１９０３年从自然界 中 分 离 出 第 一 株 产ＣＧＴ酶 的Ｂ．
ｍａｃｅｒａｎｓ至今，被鉴 定 出 的ＣＧＴ酶 菌 株 已 经 超 过

５０种，且随着技术的成熟，发现高产ＣＧＴ酶菌株的

步伐也 逐 渐 加 快，其 中 近１０年 发 现 的 高 效 野 生 菌

株的数量已与上世纪发现的总量持平［４］。

ＣＧＴ酶的研究已经跨越了一个世纪，人们在关

注高产环糊 精 的 野 生 菌 株 的 同 时 也 逐 步 提 出 了 更

高的要求－－更高的产物专一性；更高的耐热性；更稳

定的耐碱 性；甚 至 更 强 的 抗 有 机 试 剂 性 能。因 此，
综合生产实际需求以及野生菌的自然特性，制定合

理的筛选策略就显得尤为重要。

１．１　采集地点的选择

各种微生物由于生理特性不同，在土壤中的分

布也随着地 理 条 件、养 分、水 分、土 质、季 节 而 有 很

大的变化。因此，在分离菌株前要分析分离筛选的

目 的，再 有 针 对 性 的 去 特 定 的 环 境 和 地 区 采 集 样

品。截止２０１１年，在 世 界 各 地 的 不 同 角 落 都 陆 续

的发现 可 以 产 环 糊 精 的 菌 株，现 将 近１０年 报 道 的

具有代表性的筛选地所在国家或地区总结如图２。

图２　最新ＣＧＴ酶菌株的产地汇总
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　　根据采样地点的特性可以将它们细分为４种：
（１）碱性环境，如碳酸泉、碱性土壤和湖泊等。２０１１

年，Ｋｉｔａｙａｓｋａ等 人 于 保 加 利 亚 含 矿 物 水 的 砂 土 样

本 中 筛 出 的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｓｅｕｄａｌｃａｌｉｐｈｉｌｕｓ　８ＳＢ［５］；

Ｉｂｒａｈｉｍ等人于埃及瓦迪纳特伦的埃及苏打湖中分

离到的Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇａｒａｄｈａｅｒｅｎｓ　ＷＮ－Ｉ［６］；２００８年，

Ａｔａｎａｓｏｖａ等人从保加利亚碱性土壤中获取 的ａｌ－
ｋａｌｉｐｈｉｌｉｃ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｓｅｕｄａｌｃａｌｉｐｈｉｌｕｓ　２０ＲＦ［７］；

２００３年，Ｍａｒｔｉｎｓ等人 从 埃 塞 俄 比 亚 的 苏 打 湖 中 得

到Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇａｒａｄｈａｅｒｅｎｓ　ＬＳ－３Ｃ［８］。通 常 认 为 可

以在ｐＨ＞９条件下生长且１０－１２区间内生 长 状 况

最佳的微生物称为嗜碱微生物，之所以嗜碱菌得到

如此的重视，主 要 由 于 它 具 备 着 很 高 的 商 业 价 值，
它的生长所适ｐＨ值可以有效的抑制真菌的生长，
且由嗜碱菌 分 泌 的 蛋 白 酶、淀 粉 酶、纤 维 素 酶 和 普

鲁兰酶可以 广 泛 用 于 洗 涤 剂、纸 浆 漂 白、农 业 和 食

品废弃物 处 理［６］。同 时 从 中 性 甚 至 酸 性 环 境 中 筛

选嗜碱菌降低了实验的要求、减少了大量的人力成

本。（２）高 温 地 域。这 些 地 域 有 利 于 嗜 热 菌 的 生

长，主 要 来 源 可 以 是 油 井、温 泉、火 山 泥、粪 便 等。
该类菌株已经逐步取代嗜碱菌成为ＣＧＴ酶野生菌

株筛选的最热研究对象，它们的生长过程伴随着孢

子的生成，使得耐热性能显著提高。环糊精的工业

生产中，嗜热ＣＧＴ酶可以在液化过程中加入，取代

α－淀粉酶，参与淀粉原料的液化过程，大大降低用酶

成本、提高商业利润［９］。例如，２００９年，Ａｖｃｉ等从土

耳其的一口油井中获取了一株Ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　ａｎａｅ－
ｒｏｂｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｓｔｒａｉｎ　Ｐ４［１０］；２００７年，Ｃｈａｒｏｅｎｓａｋｄｉ
等于 泰 国 北 部 的 温 泉 砂 中 分 离 出 了Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．Ｔ１６［９］；２００４年，Ｔｈｉｅｍａｎｎ等 在 肯 尼 亚 热 苏 打

湖的碱 水 中 筛 出 的Ａｎａｅｒｏｂｒａｎｃａ　ｇｏｔｔｓｃｈａｌｋｉｉ［１１］。
（３）底物原料富集地。从含高浓度底物的土壤中分

离筛选目的菌株一直都是野生菌筛选常用的方法，
而对于ＣＧＴ酶 来 说，最 好 的 土 样 莫 过 于 淀 粉 含 量

高的土壤，如玉米、木薯、大豆、土豆、甘蔗、黄豆、或

南瓜 等 的 种 植 地 以 及 淀 粉 工 厂 原 料 废 弃 物［１２］。

２０１０年，Ｒａｍｌｉ等 从 西 米 地 中 获 取 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．
ＮＲ５　ＵＰＭ［１３］；２００８年，Ｍｅｎｏｃｃｉ等 刮 取 巴 西 木 薯

表层 土 样 并 从 中 筛 出 目 的 菌 株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＢＡ－
ＣＡＲ［１４］；２００６年，Ｙａｍｐａｙｏｎｔ等在泰国淀粉厂废弃

料中发现了Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ［１５］．；２００４年，ｄｅ　Ｆｒｅｉ－
ｔａｓ等抽样巴 西 木 薯 淀 粉 厂 废 弃 物 进 行 筛 选，获 得

了Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｌｋａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ＣＧＩＩ［１６］。（４）富含有机物

的土样。２００３年，Ｄｏｕｋｙｕ等 在 日 本 的 关 东 地 区 分
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离出了一株分泌抗有机溶剂ＣＧＴ酶的菌株Ｐａｅｎｉ－
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｉｌｌｉｎｏｉｓｅｎｓｉｓ，这种独特的ＣＧＴ酶不仅有利

于有机环境下酶活性的检测，还可以用于有机溶剂

环境下的不溶性黄酮的转糖苷反应［１７］。

１．２　ＣＧＴ酶菌株的筛选及鉴定

选取合适的土样后，下一步的工作重点就是如

何从中筛 选 出 合 适 的 菌 株。对 于 近 期 大 量 筛 选 出

具备商业潜在价值的嗜碱、嗜热菌种通常可以通过

调节控制培 养 基 酸 碱 度 以 及 培 养 温 度 去 除 大 量 的

非目的菌 株。而 对 于 没 有 明 显 特 征 的 或 特 征 相 近

的同属菌的优化筛选就必须借助适用于ＣＧＴ酶检

测的特殊培养基。
由于水 解、环 化 这 两 种 催 化 活 性 同 时 存 在 于

ＣＧＴ酶中，因此在评价ＣＧＴ酶的活性时研究者们

一般会将 这 两 种 活 性 参 数 作 为 指 标。在 此 基 础 上

就引入了经典的淀粉－碘复合显色法（图３（ａ））。将

采集的土样 处 理 后 涂 布 至 含 一 定 浓 度 淀 粉 底 物 的

碘液固态平板上，此时由于碘与底物淀粉发生复合

作用，平板呈深蓝色。再将涂布后的平板置于恒温

培养箱中培 养 足 够 长 时 间 后 发 现 平 板 上 会 出 现 颜

色 的 变 化，原 本 均 一 的 深 蓝 色 上 会 出 现 淡 浅 的 色

圈，这正是由于淀粉水解为糊精后与碘的络合作用

减弱的结 果［５］。浅 色 圈 半 径 越 大 说 明 水 解 作 用 越

强，继而可以挑取水解性强的菌落进一步筛选。另

外，还可以依 据ＣＧＴ酶 特 有 的 环 化 活 性 筛 选 出 目

的菌株，这需要借助以环糊精－酚酞络合显无色原理

下的 Ｈｏｒｉｋｏｓｈｉ平板法，该方法是将淀粉加入含有

酚酞与甲 基 橙 的 Ｈｏｒｉｋｏｓｈｉ培 养 基 中 配 成 固 体 平

板，在 将 处 理 后 的 土 样 涂 布 至 平 板 上 恒 温 培 养，一

段时间后发 现 甲 基 橙 和 酚 酞 背 景 下 的 平 板 内 出 现

淡黄色且近无色的斑点，究其原因在于酚酞在环糊

精的疏水空 腔 内 会 形 成 无 色 的 二 价 阴 离 子［１８］。同

样，浅色斑点的半径也可以作为环化活性的直观展

现，从 而 挑 取 较 大 半 径 的 菌 落 进 行 下 一 步 的 研 究

（图３（ｂ））。

　　成功获取水解及环化活性较强的菌株后，研究

者们通常还 会 借 助 透 射 电 镜 或 光 学 显 微 镜 等 物 理

方法鉴定细菌的形态（如图４）［６，９］。当然，利用分子

生物学的手 段 测 定１６ｓＲＮＡ来 辅 助 鉴 定 目 的 菌 的

种属也是该领域的常用方法之一［５］。

（ａ）固态碘液平板测ＣＧＴ酶 的 糊 精 化 活 性。浅 色 部 分 表 示 淀 粉 的

降解。深色部分为淀粉 与 碘 液 的 复 合 物。（ｂ）含 酚 酞 固 态 Ｈｏｒｉｋｏ－

ｓｈｉ平板测环化活力。浅色 部 分 为 甲 基 橙 背 景 下ＣＤ－酞 的 无 色 复 合

物。深色为甲基橙与酞背景色［１４］

图３　ＣＧＴ酶菌株的筛选

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ＣＧＴａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓｔｒａｉｎｓ

图４　ＣＧＴ酶菌株的形态鉴定

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣＧＴａｓｅ　ｓｔｒａｉｎ

　　通过上述方法从野生菌株中获取到ＣＧＴ酶往

往都具备一 定 的 工 业 应 用 缺 陷，如 酶 活 过 低、专 一

性较差、耐热性不强、稳定性差等。因此，为了解决

这一系列的问题，研究者们就想到了通过一些现有

的技术手段 改 造 他 们 以 期 获 得 工 业 生 产 的 最 佳 要

求。

２．１　物理化学的手段

在ＣＧＴ酶 研 究 初 期，ＤＮＡ 重 组 技 术 还 未 诞

生，为了分析ＣＧＴ酶的性质，通常都会利用一系列

可以与特定 氨 基 酸 残 基 发 生 反 应 的 化 学 试 剂 对 酶

进行修饰，再通过产物的变化进行表征。如此不仅

可以判定出ＣＧＴ酶 中 的 关 键 氨 基 酸 残 基，而 且 能

够大致分析出每种氨基酸残基对应的ＣＧＴ酶催化

功能，经修饰 后 的ＣＧＴ酶 活 性 及 相 关 性 质 都 发 生

了不同程度的改变，详见表２。
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表２　不同来源的ＣＧＴ酶的化学修饰位点及效果

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｓｉｔｅｓ　ａｎｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｖｅｒｓｅ　ＣＧＴａｓｅ

来源 修饰位点及方式 效果 研究者

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ　ＤＦ　９Ｒ Ｈｉｓ的ＤＥＰＣ修饰 水解、环化活性下降 Ｃｏｓｔａ等，２００９［１９］

Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｒｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．５０１　 ４５％氨基酸琥珀酰化 转糖基作用增强 Ａｌｃａｌｄｅ等，２００１［２０］

Ｌｙｓ侧链乙酰化 水解活性增强 Ａｌｃａｌｄｅ等，１９９９［２１］

Ａｓｐ、Ｇｌｕ羧基的亲核修饰 ４种活性均下降 Ａｌｃａｌｄｅ等，２００３［２２］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ
ｖａｒ．ａｌｋａｌｏｐｈｉｌｕｓ

Ｈｉｓ－９８，１４０，２３３，３２７
的天门冬酰胺取代

环化、水解活性下降 Ｍａｔｔｓｓｏｎ等，１９９５［２３］

Ｈｉｓ－１７７的脯氨酸取代
热稳定性、

ｐＨ适用范围受到制约

　　再者，通过一定的化学修饰，可 以 在 维 持ＣＧＴ
酶活性的情况下改变酶的晶体结构，使得它可以应

用于一些极端的反应环境，甚至得到一些新型环糊

精产物，如Ｋａｕｌｐｉｂｏｏｎ等人利用分子印迹的手段对

分 别 来 源 于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｅｒａｎｓ 与 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．Ａ１１的ＣＧＴ酶进行改造，使它们具备了新的γ－

ＣＧＴ酶功能［２４］。
由于ＣＧＴ酶 较 为 昂 贵，工 业 上 除 适 用 化 学 改

性的方法外，还 会 结 合 酶 的 固 定 化 技 术 将ＣＧＴ酶

固载到一 些 特 殊 的 颗 粒 材 料 上。这 样 不 仅 大 大 提

高了 酶 的 重 复 利 用 率，发 挥 了 酶 的 最 大 价 值，还 有

利于其提高在工业生产中的稳定性。详见表３。
表３　不同来源ＣＧＴ酶固定化的固载材料、固载方式及效果评价

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ，ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｖｅｒｓｅ　ＣＧＴａｓｅ

ＣＧＴ酶来源 固载材料 固定化方式 效果 研究者

Ａｌｋａｌｉｐｈｉｌｉｃ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｇａｒａｄｈａｅｒｅｎｓ　ＬＳ－３Ｃ

聚乙烯醇（ＰＶＡ）
复合凝胶

包合菌体
产９２－９４％的

β－ＣＤ
Ｍａｒｔｉｎｓ等，２００３［２５］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｅｒａｎｓ
ＡＴＣＣ　８２４４

海藻酸钠凝胶球
共价结合
（戊二醛）

７个周期后酶活
保留７５％ Ａｒｙａ等，２００６［２６］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ
ＤＦ　９Ｒ

高活化乙醛
酰基琼脂糖

共价结合
（戊二醛）

连接后
酶活保留９０％

Ｆｅｒｒａｒｏｔｔｉ等，
２００６［２７］

Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ． Ｅｕｐｅｒｇｉｔ　Ｃ
共价结合
（戊二醛）

１０个周期后
酶活保留４０％

Ｍａｒｔｉｎ等，
２００３［２８］

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｅｒａｎｓ
ＮＲＲＬ　Ｂ－３１８６

聚氯乙烯
（ＰＶＣ）

共价结合
（戊二醛）

１４个周期后酶活
保留８５％

Ａｂｄｅｌ－Ｎａｂｙ等，
１９９９［２９］

Ａｌｋａｌｏｐｈｉｌｉｃ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．Ｎｏ．３８－２

合成吸附树脂
共价结合
（戊二醛）

１４ｈ内酶活无显著变化，
淀粉转化率达６３％ Ｋａｔｏ等，２００４［３０］

Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ
氨基环氧树脂

衍生物
共价结合
（戊二醛）

２２ｈ后，酶活
保留６０％

Ｖｉｅｉｒａ等，
２００９［３１］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ
ＡＴＣＣ２１７８３

二氧化硅为
基质海砂

共价结合
（戊二醛）

８个周期后酶活
保留８０％

Ｉｙｅｒ等，
２００３［３２］

未知

ＣＮＢｒ活化
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂ

ＥＡＨ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂ

共价结合
（戊二醛）

连接后酶活
下降了７１％

连接后酶活
仅为２．４％

Ｍａｒｔｉｎ等，
２００２［３３］

２．２　分子生物学手段

　　自 人 类 首 次 成 功 获 得Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｅｒａｎｓ
中的ＣＧＴ酶 基 因 片 段 至 今，约３８种 不 同 来 源 的

ＣＧＴ酶基因片段相继得到了证实。同期，蛋白质工

程技术的引 入 给 分 子 生 物 学 研 究 带 来 了 革 命 性 的

变化。因此，大量的研究工作开始从对酶的化学修
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饰分析转 向 了 更 为 精 确 的 基 因 改 造 研 究。通 过 定

点突变或定向进化的方法获取高专一性、强适应性

的酶就成为了２１世纪ＣＧＴ酶领域研究的热点。
通过ＣＧＴ酶 与 底 物 结 合 的 机 制 分 析，在 亚 位

点处结合 的 氨 基 酸 残 基 被 确 定 为 研 究 的 对 象。通

常会将该类 酶 的 竞 争 性 抑 制 物 与 其 作 用 后 分 析 复

合物 晶 体 结 构，找 出 关 键 氨 基 酸 位 点，再 利 用 基 因

改造的方法替换关键位点的氨基酸残基，分析产物

特异性变 化。由 于 活 性 催 化 区 域 的 氨 基 酸 残 基 数

目较大，因此所选突变氨基酸残基对象相对集中在

位于保守性较差的亚位点处，如Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ

（ｓｔｒａｉｎ２５１）中 的 亚 位 点－３，－７［３４］。此 外，一 些 维 持

催化区域空 间 结 构 的 关 键 氨 基 酸 残 基 可 以 使 麦 芽

低聚糖底物在进入活性位点时发生构象扭曲，缩短

了还原末端与非还原末端的距离，形成有利于环化

反应的中间体，直接影响了环糊精的生成效率。因

此该类氨基 酸 残 基 也 被 列 为 了 研 究 重 点［３５］。迄 今

为止，已经完成１０种不同来源ＣＧＴ酶的部分定向

改造工作（表４），结果发现，仅少数改造对酶的活力

及产物的特异性产生的影响是积极的。因此，利用

蛋白质工程手段对ＣＧＴ酶产物专一性的改良还有

待进一步的研究。
表４　不同来源ＣＧＴ酶的定向改造

Ｔａｂ．４　Ｔｈｅ　ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｄｉｖｅｒｓｅ　ＣＧＴａｓｅ

菌种 目的位点 原残基 突变体残基 产生的影响 文献

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｉｒｃｕｌａｎｓ　２５１ ２５７ Ｅ　 Ａ，Ｑ 适宜酸性催化 Ｋｅｌｌｙ等，２００９［３６］

４７ Ｒ，Ｋ，Ｈ，Ｔ　 Ｗ，Ｌ，Ｑ 环化活力下降

３２６ Ｄ，Ｓ　 Ｄ，Ｑ，Ｌ 环化和总酶活下降

１８３ Ｆ，Ｗ　 Ｎ，Ｓ，Ｌ 环化、水解活力下降

２５９ Ｆ，Ｙ　 Ｌ，Ｎ，Ｉ，Ｅ，Ｈ，Ｒ 环化、水解活力下降

１９４ Ｌ　 Ｔ 环化活力下降

１４５ Ｓ，Ｍ，Ｌ，Ｄ，Ｅ　 Ａ，Ｅ 产物专一性变化

１４６ Ｓ，Ｅ，Ｖ，Ｆ，Ｌ　 Ｐ

１４７ Ｔ，Ｄ，Ｎ　 Ｗ

２３２ Ｋ，Ａ　 Ｌ，Ｅ 影响总酶活

２３３ Ｈ　 Ｄ，Ｎ，Ｒ

１００ Ｙ　 Ｆ，Ｓ

１４０ Ｈ　 Ｄ，Ｎ，Ｒ

２２７ Ｒ　 Ａ，Ｋ

３２７ Ｈ　 Ｄ，Ｎ，Ｒ

９８ Ｈ　 Ｄ

３７１ Ｄ　 Ｇ，Ｎ，Ｒ
影响总酶活，
α－ＣＤ产量下降

８９ Ｙ，Ｄ，Ｓ，Ｑ，Ａ，Ｇ　 Ｆ，Ｓ，Ｄ，Ｇ
总酶活和产物

特异性发生变化

３２８ Ｄ　 Ｎ，Ａ 影响总酶活

７６ Ｓ，Ｔ　 Ｐ 水解活性下降

１３５ Ｄ　 Ｎ，Ａ
影响Ｅ２５７和
Ｒ２２７构象
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续表４

菌种 目的位点 原残基 突变体残基 产生的影响 文献

２１ Ｆ，Ｖ　 Ｌ 抑制水解活性

１９６ Ｄ，Ｎ，Ｇ　 Ｈ
总酶活下降，
α－ＣＤ产量增加

１６７ Ｙ　 Ｆ
底物的选择性

发生变化

１７９ Ｇ　 Ｌ

１８０ Ｇ，Ｎ　 Ｌ

１９３ Ｎ　 Ｌ，Ｇ

９４ Ｎ，Ｓ，Ｙ，Ｅ　 Ｓ，Ｑ 酶活变化不大

２３０ Ａ　 Ｖ 影响转糖基特异性

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｌａｒｋｉｉ　７３６４ ２２３ Ａ　 Ｋ，Ｒ，Ｈ

中性条件下γ－ＣＤ
环化活力增强 Ｎａｋａｇａｗａ等，２００６［３４］

２５５ Ｇ　 Ｋ，Ｒ，Ｈ γ－ＣＤ产量下降

Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｐ．Ｂ１００１ １００ Ｙ　 Ｗ 无显著影响 Ｙａｍａｍｏｔｏ等，

２０００［３４］

１９１ Ｗ　 Ｙ，Ｆ 无显著影响

２６７ Ｙ　 Ｗ，Ｆ Ｙ２６７Ｗ增加了β，
γ－ＣＤ产量

２８３ Ｙ　 Ｌ 环化活力下降

Ｔ．ｈｅｒｍｏｓｕｌｆｕｒｉｇｅｎｅｓ
ＥＭ１ １９６ Ｆ　 Ｇ

变换最佳ｐＨ条件下
α－ＣＤ产量增加

Ｋｅｌｌｙ等，２００８［３４］

Ｗｉｎｄ等，１９９８［３５］

１９７ Ｄ　 Ｈ γ－ＣＤ产量增加，
环化、耦合活力下降

Ｌｅｅｍｈｕｉｓ等，
２００２［３４］

２８４ Ｆ　 Ｋ β－ＣＤ产量增加，环化、
耦合活力下降

３２７ Ｎ　 Ｄ α－ＣＤ产量增加，环化、
耦合活力下降

３７１ Ｄ　 Ｒ γ－ＣＤ产量增加，环化、耦合
活力下降，最佳ｐＨ发生变化

Ａｌｋａｌｏｐｈｉｌｉｃ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．Ｉ－５ ９４ Ｎ　 Ｓ α－ＣＤ产量增加 Ｓｈｉｍ等，２００４［３４］

８９ Ｙ　 Ｆ β－ＣＤ产量增加

１００ Ｙ　 Ｆ β－ＣＤ产量增加

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．Ｇ１　 ４７ Ｈ　 Ｔ γ－ＣＤ产量增加 Ｇｏｈ等，２００９［３４］

Ｐ．ｍａｃｅｒａｎｓ
ＪＦＢ０５－０１ ８９ Ｙ　 Ｋ，Ｒ α－ＣＤ产量增加 Ｌｉ等，２００９［３７］

Ｌｉ等，２００９［３８］

３７１ Ｄ　 Ｋ α－ＣＤ产量增加

４７ Ｋ　 Ｒ，Ｈ，Ｔ，Ｓ，Ｌ α－ＣＤ产量下降，
β－ＣＤ产量增加





ＪＩＮ　Ｚｈｅｎｇ－ｙｕ，ｅｔ　ａｌ：Ｓｃｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ　Ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

　　为满足ＣＧＴ酶 的 工 业 需 求，除 改 良 酶 的 产 物

专一性外，还 需 要 考 虑 酶 的 稳 定 性。有 研 究 表 明，
从Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．中获取的ＣＧＴ酶有着较强的

热稳定性。根据相应的基因片段，研究者对Ｂａｃｉｌ－
ｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ　２５１来源的ＣＧＴ酶基因进行目的性改

造，改良后，酶的热稳定性显著提高，分析可能的原

因是在酶的Ｂ区域表面形成了新的盐桥［３９］。然而，
耐热菌分泌 出 的ＣＧＴ酶 的 水 解 活 性 也 相 对 较 高，
会在反应后期与耦合活性协同导致反应产物ＣＤ降

解为短链麦芽低聚糖，因此，在保留ＣＧＴ酶热稳定

性的同时，通过基因改造的方法抑制其水解及耦合

活性可以为环糊精的工业生产提供便利［４０］。

　　目前工业生产中，原料转化率都局限在５０％～
６０％之间，很 难 有 进 一 步 的 提 高，究 其 原 因，除 了

ＣＧＴ酶本身的特性缺陷外，应用过程中的系列影响

因素也不容忽视 ［４１］。
首先，环糊精葡萄糖基转移酶由于其受空间位

阻以及催化特性的制约，无法水解原料淀粉中的α－
１，６键，导 致 溶 液 中 存 在 大 量 的 极 限 糊 精 无 法 降

解［４２］，所以在添加ＣＧＴａｓｅ的同时会辅助加入异淀

粉酶或普鲁兰酶处理淀粉原料中的α－１，６键使反应

得以持续 进 行。其 次，ＣＧＴａｓｅ在 环 化 麦 芽 低 聚 糖

的同时，还具备了水解、耦合、歧化等特性。这些功

能在反应进 行 过 程 中 会 将 生 成 的 环 糊 精 降 解 为 麦

芽低聚糖［４３］，因 此 在 挑 选 生 产 用 酶 时，选 择 一 种 低

水解活性 的ＣＧＴａｓｅ有 利 于 避 免 产 物 的 降 解。再

次，除了反应体系中一些特定的金属离子会影响酶

活力外，环化产物也会对ＣＧＴａｓｅ的活性产生竞争

性抑制。如α－ＣＤ竞 争 性 的 抑 制Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌａｎｓ
ＤＦ　９ＲＣＧＴａｓｅ活性 ［４４］，针对这一问题，可以在反

应的过程中加入一些复合剂与环糊精产物共沉淀，
或使用其他特定的手段及时取出产物，维持体系中

较低的环糊 精 浓 度，推 进 反 应 向 正 反 应 方 向 进 行。
此外，温度、ｐＨ 值、淀 粉 种 类 等 其 他 反 应 参 数 都 是

影响环糊精产率的重要因素，在研究ＣＧＴａｓｅ时也

不容忽视［４５，４６］。

　　环 糊 精 葡 萄 糖 基 转 移 酶 同 时 具 备 了 水 解、歧

化、耦合和环化四种催化活性，因此，它不仅适用于

环糊精的生产，还可以催化其他反应类型。早在上

世纪９０年代，Ｋｏｍｅｔａｎｉ等人就利用了ＣＧＴ酶耦合

与歧化 活 性，将 葡 萄 糖 基 连 接 至 橘 皮 苷 上［４７］。自

此，立足ＣＧＴ酶 的 转 糖 基 活 性 所 进 行 的 研 究 也 越

来越多，近年来，葡萄糖基甜菊苷的合成尤为突出，
现已成为一种成功的商品甜味剂，葡萄糖基的引入

不仅降低了 主 体 物 质 本 身 的 苦 涩 感，增 加 其 甜 度，
还极大的改善了其溶解度，满足了消费者的不同需

求［４８］。近年 来，在 食 品 领 域 外，研 究 者 们 还 利 用

ＣＧＴ酶成功的合成了烷基糖苷，该物质表面活性较

强且无毒副作用，是一种性能优良的可生物降解洗

涤剂［４９］。
利用具备水解活性的ＣＧＴ酶处理的淀粉会产

生较为特殊的 极 限 糊 精，这 种ＣＧＴ酶 极 限 糊 精 已

被运用到造 纸 工 业 中 以 改 善 纸 张 的 表 面 上 胶 与 涂

层性能。经过 处 理，纸 张 的 光 泽 度、书 写 性 能 等 都

得到了很 大 程 度 的 提 升［５０］。此 外，ＣＧＴ酶 不 仅 凭

借其独特的 水 解 性 能 为 焙 烤 产 品 品 质 及 贮 藏 性 能

提供了帮助，而且它作用淀粉底物所产生的环糊精

对淀粉老化也起到了抑制作用［５１－５２］。

　　当今，分离获取具备特殊性质从而更好的满足

工业生产的ＣＧＴ酶菌株已经取代了传统的单以专

一性和高 酶 活 作 为 评 价 指 标 的 理 念。我 们 应 该 多

倚靠地大物博的国内资源，借鉴国际学者筛选目的

菌株的经验，着 眼 于 耐 碱 性、耐 热 性 等 有 利 工 业 应

用的 优 势 性 能，发 掘 出 更 为 优 质 的 ＣＧＴ酶 菌 株。
如广西武鸣县是我国木薯种植重镇，同时地处我国

南段亚热带地区，无论从原料产地因素还是耐热性

能的角度都具备采样的潜质；西藏冈底斯山脉－带青

唐古拉山脉 以 北 的 藏 北 高 原 盐 湖 区 的 碱 湖 同 样 可

以方便获取 耐 碱 性 强 的 目 的 菌 株；同 时，海 南 地 区

淀粉厂废弃物中也是寻找挖掘耐热ＣＧＴ酶菌株的

较好的土壤资源。
在筛选野生菌株的同时，仍然不可忽视改良现

有菌株的 重 要 性。但 在 基 于 原 有 的 专 一 性 及 高 产

率 等 常 规 立 足 点 外，要 多 考 虑 工 业 生 产 的 实 际 需

求，增加对目的基因片段非保守区域的定向改造研

究，以期获得 更 具 潜 力 的 优 势 菌 株，拓 宽 环 糊 精 产
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业空间，满足市场的不同需求。
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杰能科生化品发酵研发中心在无锡成立

　　美国杜邦集团新近收购了工业生物领域领先者杰能科公 司，２０１２年２月１７日 在 中 国 无 锡 宣 布 成 立 新 的 发 酵 研

发中心。该研发中心的设立，表明了杜邦集团在工业生物技术领域的信心和决心。

中国发酵工业正在迅速崛起，由发酵过程 生 产 的 生 化 品 总 量 已 处 于 世 界 领 先 地 位，其 中 氨 基 酸，特 别 是 味 精、赖

氨酸产量已居世界第一，处于主导地位；有机酸中柠檬酸产量也居世界第一，乳酸发展也非常快；在新能源产品方面，

燃料酒精的发展也非常迅速，由淀粉类原料生产酒精的技术水平也仅次于美国。

中国是一个发酵大国，大宗发酵产品在国民经济中占有较高的比重，生产企业５　０００多家，年产值２　５００亿元，相

关产业超过２万亿元，而且仍然在快速增长。中国离发酵强国仍有一定的距离，需要继续 提 高 生 产 水 平，降 低 经 济 和

环境成本。因此，国家和地方政府也大力支持“生物制造”行业，使其发展为真正的绿色产业。

在这种大环境下，作为杜邦工业事业部旗舰的杰能科公司也加大在中国的研发投入，最 近 两 年 在 公 司 的 大 力 支

持下，在无锡投入的研发费用超过２　０００万元。公司不仅取得一系列知识产权和开发了许多新产品，并且在实际生产

应用中也取得了卓越的成就。

新的发酵研发中心的建立旨在加强在中国的研发力量。该中心作为杜邦的工业生物科技部的一部分，不仅为公

司内部的技术发展提供了一个强有力的平台，同时也通过更好地了解和模拟生化品的真实生产 过 程，为 行 业 提 供 更

好的产品及服务，最终使中国的生化品生产 在 质 和 量 上 均 居 世 界 领 先 地 位。通 过 研 发 中 心 的 产 品 和 服 务，帮 助 客 户

进一步提高生产效率，减少能源消耗、减少废物排放，走可持续发展的道路。研发中心的发酵设备齐全，发酵罐、反应

器和分离设备种类多样。更重要的是，精密的分析仪器和新型的分析方法将发酵研究水平进一步提高。中心配有医

药行业最先进的毛细管电泳分析仪，液相色谱－质 谱 连 用 设 备，高 端 离 子 色 谱 分 析 仪 及 各 种 高 压 液 相 色 谱。这 些 先

进设备用于糖液、发酵液的精密分析、发酵过程 监 督 跟 踪 以 及 确 定 发 酵 过 程 中 可 发 酵 糖 的 利 用 情 况 和 非 发 酵 糖 的 积

累及如何转化成可发酵糖的过程。在原料的 测 试 仪 器 中，有 近 红 外 光 谱 仪、元 素 全 分 析 仪、蛋 白 质、脂 肪 和 不 同 纤 维

素的快速分析仪等。针对酒精行业的各种粘度 仪 和 微 型 反 应 器 也 为 该 行 业 新 产 品 的 开 发 提 供 了 快 速 而 切 合 实 际 的

方法。

发酵研发中心由段钢博士领导，现有科学家和工程师１２人。中心拥有美 国、欧 洲 等 多 个 授 权 专 利，还 有 多 项 专

利正在申请中；中心发表学术论文超过百篇，出版学术著作数部。中心期盼和工业界与学术界的同仁合作，一起为中

国和世界生化品发酵科技水平进步而努力！

本刊编辑部应邀出席了研发中心开幕式。




