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摘 � 要: 4���糖基转移酶能够作用直链淀粉产生大环糊精。作者研究了重组E . col i DH�5��TA(保

藏编号: 3093)产生的 4���糖基转移酶的分离纯化及酶学性质。粗酶液经过 65 � 处理 20 min、Ni

- NT A 亲和层析、生物半透膜脱盐得到目标酶,该酶经 SDS�PAGE 凝胶电泳呈单一蛋白条带, 其

相对分子质量为 57 000。该酶具有较高的转糖基活性且最小作用底物为麦芽糖。酶学性质研究

表明:该酶的最适反应温度为 75 � ,最适 pH 值为 7� 5;该酶具有良好的耐热性, 在 70~ 85 � 酶活

维持在 80%以上;酶的 pH 稳定范围为 6� 0~ 8� 5。
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Purification and Properties of 4���Glucanotransferase
Producing Large�Ring Cyclodextrin
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Abstract:4���g lucano t ransferase has the funct ion of generat ing large�r ing cyclodex t rin. The cr ude

enzymes product ion by the genet ic mutant of E . col i DH �5��T A ( CGMCC No. 3093) w as

separated and purif ied by high�temperature pr ocessing ( 65 � , 20 min) , Ni�NTA af finity co lumn

and dialy sis. T he purified enzyme w as demonst rated by SDS�PAGE to be a homogeneous protein

and the mo lecular w eight w as est imated as 57KDa. It w as proved to be w ith the high level o f

t ransgly cosylat ion act ivity by HPLC which w as alw ays used to measure the oligo saccharide and

its smallest subst rate w as maltose. T he enzyme exhibited high stability at the temperatur e range

fr om 70 � to 85 � and the pH range from 6. 0 to 8. 5. T he optimal temperature for the enzyme

w as 75 � and opt imal pH was 7. 5, r espect ively.

Key words: 4���g lucano t ransferase, larg e�ring cyclodex tr in, separat ion and purif ication,

enzymat ic property



� � 环糊精 ( cyclodex t rin, CD) 是由芽孢杆菌属

( Bacillus)的某些种产生的葡萄糖基转移酶 ( CG�
T ase)作用于淀粉而生成的一类环状低聚糖, 其中

最常见的是聚合度分别为 6、7和 8的 ��、��和  �环
糊精[ 1- 2] 。区别于上述环糊精的大环糊精是指聚合

度从 9到几百不等的环状葡聚糖 [ 3- 4] , 由于其复杂

的空穴结构、高水溶性、低黏度和不回生等特性, 可

以广泛地用于食品、化学、医药工业中,越来越多的

学者开始关注并致力于大环糊精的研究 [ 5- 8]。

环糊精的生产通过生物酶法进行的, 即由微生

物来源的环糊精葡萄糖基转移酶 (简称 CGTase,

EC 2. 4. 1. 19)转化淀粉而得
[ 2, 9- 11]

, 其中用于制备

大环糊精的酶是 4���糖基转移酶( 4���GT ase, EC

2. 4. 1. 25) [ 12- 13]。该酶是一个多功能性酶( Naka�
mur a et al. 1994) , 属于 ��淀粉酶家族[ 3, 14] , 可以作

用直链淀粉使其发生环化反应,生成��1, 4�葡聚糖,

即大环糊精( T akaha et al. 1996, 1998)。尽管从众

多微生物或植物中都可以得到该酶 [ 9, 15- 16, 21] , 但是

由于其在生物体内的含量很低, 无论是作为研究来

源还是用于制备大环糊精, 都不能满足需求
[ 7, 17]
。

国外对产大环糊精的糖基转移酶的研究已经进行

了几十年, 而国内仅近几年才开始进行研究[ 4, 19] , 对

于产大环糊精酶的研究成果很少。

作者利用实验室保存的一株基因工程菌 E. co�
l i DH�5��TA 发酵产 4���CGTase, 对该酶进行了分

离、纯化和鉴定,并对其酶学性质进行了初步研究,

为该酶进一步的研究以及大环糊精的生产提供了

理论依据。

1 � 材料和方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌种 � 重组 E� col i DH�5��TA, 带有 p6  

HTAaGT Amp
r
质粒 (质粒为韩国首尔国立大学

Kwan�Hwa Park教授提供)。

1� 1� 2 � 培养基 LB 斜面培养基 ( g/ L ) : 胰蛋白胨

10,酵母膏 5, NaCl 10, 琼脂 20, 氨苄青霉素 0� 1,
pH7� 5; LB 种子培养基( g/ L ) : 胰蛋白胨 10, 酵母

膏5, NaCl10,氨苄 0� 1, pH 7� 5; LB发酵基本培养

基( g/ L ) : 胰蛋白胨 10, 酵母膏 5, NaCl 10, 氨苄

0� 1, pH 7� 5。
1� 1� 3 � 主要试剂 � 低相对分子质量标准蛋白: 14

400~ 97 400, 分析纯,重庆升博科技有限公司产品;

SDS�PA GE 试剂:分析纯, 北京经科宏达生物技术

有限公司产品; 麦芽糖标样、三(羟甲基)氨基甲烷:

分析纯,国药集团化学试剂有限公司产品。

1� 1� 4 � 主要设备 � SW�CJ�1F 双人单面超净工作
台:苏州安泰空气技术有限公司产品; LS�B50L 自
动立式电热压力蒸汽灭菌锅:上海华线医用核子仪

器有限公司产品; 3K30 冷冻离心机: SIGMA 公司

产品; JYD�650超声波细胞粉碎机:上海三信仪器有

限公司产品; 纯泰 PU RIBEST Ni�NTA 亲和层析

柱: 生物医药纯化技术公共服务平台; SDS�PAGE

电泳仪: 伯乐公司产品; H PLC: LC�20AT (包括二

元泵,手动进样器, 柱温箱,示差折光检测器) , 日本

岛津公司产品。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 菌体的收集

1) 种子培养 � 将稳定表达的基因工程菌种从

平板上挑取单菌落接种至装有 80 mL 种子培养基

的 500 mL 三角瓶中培养,设置摇床转速为 200 r/

min, 37 � 培养 12h。

2) 摇瓶发酵培养 � 将培养好的种子培养基按

照 2% (体积比)的接种量, 接种至装有 80 mL 发酵

培养基的 500 mL 三角瓶中, 设置转速 200 r/ m in,

37 � 发酵培养 10 h。

3) 收集菌体 � 将发酵完成的菌液于 10 000 r/

min离心10 min收集菌体,用 50 mmol/ L T ris�HCl

( pH 7� 5)洗涤细胞两次, 彻底去除残余培养基, 上

清液即为粗酶液。

1� 2� 2 � 粗酶液的制备 � 将湿菌体充分均质, 冰浴

超声。程序为超声波功率 400 W, 处理 2 s, 间隔 5

s,循环 100次。然后将其混合液于 4 � , 10 000 r/

min离心 10 min, 上清液即为粗酶液[ 17] 。

1� 2� 3 � 酶活分析 � 碘比色法:准确吸取 250 !L 质

量分数 0� 2% 直链淀粉( DM SO) ,置入 10 mL 比色

管中,加 50 !L 质量分数 1%麦芽糖( T ris�H Cl, pH

7� 5) , 600 !L 50 mmol/ L T ris�HCl( pH 7� 5) , 摇
匀。于 75 � 水浴预热 10 m in, 准确加入 0� 1 mL 酶

液,摇匀, 立即计时,于 75 � 水浴准确保温酶解反应
10 min,立即取出 100 !L 反应液加入到 900 !L 稀

碘液, 摇匀即可终止反应。以稀碘液为空白, 620

nm 波长下测吸光度 [ 18]。

酶活定义:在测定条件下, 10 min 内吸光度每

下降 0� 1为一个酶活单位。
1� 2� 4 � 目标酶的分离纯化

1) 酶的初步纯化 � 将粗酶液置于 65 � 处理

20 min,然后 4 � 、10 000 r/ min离心 10 min,取上

清液
[ 10]

,这样以使其中大部分的不耐热的酶变性而

沉淀,为进一步的分离纯化提供了方便。

2) Ni�NT A柱亲和层析 � 所表达的基因工程
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重组蛋白带有一个组氨酸标签, 可用 Ni�NT A 树脂

柱进行亲和层析纯化。将粗酶液经微孔膜过滤后

注入平衡好的 Ni�NT A 亲和层析柱, 上样完毕后静

置 2 h, 以便 His�tag 标签与填料中 Ni
2+
充分结合。

先用 4 mL 洗涤缓冲液[ 50 mmo l/ L T ris�HCl( pH

7� 5) , 300 mmo l/ L N aCl, 20 mmol/ L 咪唑]洗涤过

柱以洗去未结合的杂蛋白, 再用洗脱缓冲液 [ 50

mmo l/ L T ris�H Cl ( pH 7� 5) , 300 mmol/ L NaCl,

250 mmol/ L 咪唑]来洗脱下与亲和柱结合的目标

蛋白,此时收集目的酶液。

3) 透析脱盐处理 � 将半透膜制成袋状,将粗酶

液置入袋内,将此透析袋浸入去离子水中, 样品液

中的大相对分子质量的生物大分子被截留在袋内,

而盐和小分子物质不断扩散透析到袋外, 用磁力搅

拌每隔 4 h 更换一次去离子水, 直到袋内外两边的

浓度达到平衡为止。

1� 2� 5 � 目标酶的鉴定
1) SDS�PAGE鉴定酶的纯度和测定酶的分子

量 � SDS�PAGE 凝胶电泳可以鉴定酶的纯度并测

定其分子量。采用不连续垂直平板电泳系统, 对纯

化后的目标酶进行纯度鉴定
[ 18, 21]

。分离胶质量浓

度 15 g/ dL ,浓缩胶质量浓度 5 g/ dL, 电泳采用 pH

7� 5的 T ris�HCL 缓冲体系, 考马斯亮蓝 R�250 染
色。根据标准蛋白 Marker 与样品的 SDS�PAGE 图

比较来判断目标酶的纯度及其相对分子质量大小。

2) H PLC分析 � 酶的转糖基活性表现在能否

将一种底物(糖)转移到另一种底物 (糖) 分子上。

作者用 HPLC法在平衡条件下测定底物(葡萄糖、

麦芽糖、麦芽四糖混合物)及其酶解产物中各个成

分的变化情况, 为该酶的作用情况提供参考并为以

后酶的应用工作提供了依据和方法。分别向葡萄

糖、麦芽糖、麦芽低聚糖中添加等量的酶, 75 � 保温
20 min, 100 � 加热灭活 10 m in,最后用 0� 45 !m 微
滤膜过滤后上机测定。色谱条件: 采用糖柱, 柱温

85 � , 流动相为超纯水, 流速 4 mL/ m in, 进样量

10!L,等梯度洗脱。

1� 2� 6 � 酶学性质研究
1)不同温度对其酶活的影响 为了确定酶的

最适反应温度, 将酶与底物在 pH7� 5 及不同温度
40~ 100 � 条件下反应,反应 10 min后分别测其酶

活,以最高的酶活力为 100% ,其余条件下的酶活与

其比值换算成相对酶活。

2) 不同 pH 对其酶活的影响 由于酶与缓冲

液 pH 有关, 所以在分别将缓冲液的 pH 值调为

4� 0、5� 0、6� 0、7� 0、8� 0、9� 0、10� 0、11� 0 时, 当 pH

介于 4� 0~ 6� 0使用 50 mmol/ L 醋酸钠缓冲液作为

缓冲体系; 当 pH 介于 6� 0~ 7� 0 使用磷酸钠缓冲
液;当 pH 介于 7� 0~ 8� 0 使用 Tris�HCl( pH 7� 5)
缓冲液作为缓冲体系;当 pH 介于 8� 0~ 10� 0使用
氨基乙酸�氢氧化钠缓冲液作为缓冲体系;当 pH 介

于 10� 0~ 11� 0使用碳酸氢钠�氢氧化钠缓冲液作为
缓冲体系,在 75 � 下反应 10 min确定各自的酶活,

以最高的酶活力为 100%, 其余条件下的酶活与其

比值换算成相对酶活[ 17]。

3) 温度对酶的稳定性影响 在相对稳定的 pH

7� 5下,使酶在某个温度下保温不同时间测定其酶

活,以最高的酶活力为 100% ,其余条件下的酶活与

其比值换算成相对酶活。

4) pH 值对酶的稳定性影响 将酶液分别加入

到 pH 6� 5、7� 0、7� 5、8� 0、8� 5、9� 0的缓冲体系中室
温放置 2 h,然后调回最适pH 值,在常规条件反应体

系中 ( 75 � )测定残余酶活, 以最高的酶活力为

100%,其余条件下的酶活与其比值换算成相对酶活。

2 � 结果与分析

2� 1 � 酶的分离纯化
2� 1� 1 � 酶的初步纯化 � 由于目标酶耐热, 所以经

过 65 � 保温 20 min 处理,可以去除一部分不耐热

的杂蛋白。

2� 1� 2 � Ni�NT A 亲和层析纯化目标蛋白 � 由图 1

中可以看出, 粗酶液中蛋白种类较杂, 组分较多。

经过 Ni�NT A 亲和层析柱分离得到明显的 5 个活

力峰,即 1、2、3、4、5,由 1、2、3、4组成的巨大峰为杂

蛋白的峰,而 5为与 Ni�NT A 柱耦合后被洗脱液洗

洗脱下的目标酶峰。

图 1� 目标酶的 Ni�NTA亲和层析柱洗脱曲线

Fig. 1 � Elution curves of purified enzyme on Ni�NTA

column

2� 1� 3 � SDS�PAGE分析 � 分离纯化的目标酶经处

理后,用 SDS�PAGE 电泳来对其进行纯度与相对分

子质量检测, 结果如图 2所示。经过初步纯化( 65
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� , 20 m in保温)、亲和层析和透析脱盐,目标酶在

SDS�PAGE 凝胶中被鉴定为电泳纯, 相对分子质量

57 000。

图 2 � 分离纯化的目标酶电泳图

Fig. 2� SDS�PAGE analysis of the purified enzyme

2� 1� 4 � HPLC分析酶促反应混合物 � 采用 HPLC

法对底物及其酶解产物进行分析, 结果如图 3 ~ 6

所示,图中, A 1为葡萄糖, B1为麦芽糖, C1为麦芽低

聚糖, D为纯酶, A 2为经过酶处理的葡萄糖, B2为经

过酶处理的麦芽糖, C2为经过酶处理的麦芽低聚

糖。图 3为葡萄糖标样、麦芽糖标样、麦芽四糖混

合物标样的 H PLC图,由此可知对应组分的保留时

间。为其保留时间对应的组分分析。根据保留时

间定性,可知葡萄糖为底物反应前后(图 4)无变化;

以麦芽糖为底物反应后(图 5)生成了麦芽七糖、麦

芽六糖、麦芽五糖、麦芽四糖、麦芽三糖及葡萄糖;

以麦芽四糖混合物为底物反应后(图 6)生成了麦芽

七糖、麦芽六糖、麦芽五糖、麦芽四糖、麦芽三糖、麦

芽糖及葡萄糖。

图 3 � 底物标样的 HPLC图

Fig. 3 � Standard samples of the substraates

图 4� HPLC分析酶促反应混合物(葡萄糖+ 纯酶)

Fig. 4 � HPLC analysis of the reaction mixture( Glucose

+ Purif ied Enzyme)

图 5� HPLC分析酶促反应混合物(麦芽糖+ 纯酶)

Fig. 5 � HPLC analysis of the reaction mixture( Maltose

+ Purified Enzyme)

图 6� HPLC分析酶促反应混合物(麦芽低聚糖+ 纯酶)

Fig. 6 � HPLC analysis of the reaction mixture( Maltotri�

ose & Maltoterraose + Purified Enzyme)

� � 由此可以看出, 该酶对葡萄糖没有转糖基活

性,最小作用底物是麦芽糖。4���糖基转移酶能够
作用麦芽糖及麦芽四糖混合物生成麦芽七糖、麦芽

六糖、麦芽五糖、麦芽四糖、麦芽三糖、麦芽糖及葡

萄糖等,这表明该酶具有良好的转糖基活性。

2� 2 � 酶学性质的研究
2� 2� 1 � 最适温度的研究 � 温度高于最适温度时,

引起的酶变性而降低反应速度;在温度低于最适温

度时,酶的反应速度随着温度升高而增加, 所以为

了确定酶的最适反应温度, 研究了一定时间内温度
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对酶活性的影响。如图 7所示, 该酶随着温度的增

加酶活呈上升趋势, 约到 75 � 酶活达到最高, 温度

超过 75 � 后酶活开始下降, 得知其最适温度为 75

� ,且在 50~ 85 � 范围内酶活都可以达到 80%以

上,可见该酶为耐热酶, 至 100 � 时仍剩下 20%左

右的酶活。温度对该酶的影响结果与 Jin�Hee

Park
[ 15]
、王水兴

[ 21]
等人研究基本一致。

图 7� 温度对酶活力的影响

Fig. 7� Effects of temperatureon the specif ic enzyme activity

2� 2� 2 � 最适 pH 值的研究 � 在温度为 75 � , 反应

10 min的条件下,测定反应 pH 值分别为 4� 0、5� 0、
6� 0、7� 0、7� 5、8� 0、8� 5、9� 0、10� 0、11� 0 时的酶活,

结果见图 8。该酶随着 pH 的增加, 酶活力呈上升

趋势,在 pH 值为 7� 5时酶反应的转化率最高,然后

随着 pH 上升酶活开始下降,且在 pH 6� 0~ 9� 0 相
对酶活达到 80%以上。因此确定其反应最适 pH

为 7� 5, 在 pH 6� 0~ 9� 0相对稳定。该结果与菌种
的生长特性密切相关。

图 8� pH对酶活力的影响

Fig. 8 � Effects of pH on the specific enzyme activity

2� 2� 3 � 酶的热稳定性研究 � 在相对稳定的 pH 值

下,分别测定酶的热稳定性。将酶液与 50 mmol/ L

Tris�HCl ( pH 7� 5)在 75~ 90 � 保温, 分别在 5、

10、20、40、60、80 min取样测定酶活, 以未经保温处

理的酶活为100% ,由此确定酶的热稳定性。由图9

可知,温度 75 � 下处理, 酶活基本可以保持 100%;

经 80 � 处理 80 min内都可以基本维持 90%左右;

当经 85 � 处理随着时间的延长酶活逐渐缓慢下降
但 60 min 内都可以维持 80% ,在保温 80 min 残余

酶活力大约为 78%; 而经 90 � 处理酶活急剧下降

最后在大约 57 min后就没有酶活,而这些充分体现

了它在 75~ 85 � 范围内的热稳定性, 与 Stefan

Jane ek [ 14] 和 Jin�H ee Park [ 15] 的研究结果基本一

致。

图 9 � 酶的热稳定性

Fig. 9 � Ef fect of temperature on the enzyme stability

2� 2� 4 � 酶的 pH 稳定性研究 � 如图 10酶的 pH 稳

定性,可见稳定范围较宽, 在 pH 6� 0~ 8� 5 范围内
稳定,残余酶活力都可以维持在 80%左右。

图 10 � 酶的 pH稳定性

Fig. 10� Effect of pH on the enzyme stability

3 � 结 � 语

4���转糖基酶在重组 E� coli DH�5��T A中成功

地被表达、分离并鉴定。据现有研究报道, 4���转糖
基酶具有产大环糊精的功能 [ 15] , 该实验用 H PLC

法证实了该酶的转糖基活性,且最小的作用单位是

麦芽糖,为该酶的进一步转糖基活性研究奠定了基

础。重组 E� col i DH�5��TA 菌株所产的 4���转糖
基酶有较好的热稳定性, 在 70~ 85 � 范围内基本

340 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 29卷 �



保持稳定且最适温度为 75 � , 适合高温生产工艺,

为进一步的酶的分离纯化提供了方便。酶活最佳

pH 为 7� 5,在 pH 在介于 6� 0到 8� 5基本稳定。酶
的相对分子质量(约为 57 000)和酶学性质与报道

的芽孢杆菌属的其他转糖基酶性质类似。因此本

研究为今后对该菌的生产化应用及大环糊精的研

究提供了可能, 但该菌种的产酶率还偏低, 有待进

一步提高。
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