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摘要：研究了不同宿主来源的 α-环糊精葡萄糖基转移酶（α-CGT）经化学修饰后的热稳定变化，
首先通过阴离子交换和疏水色谱分离纯化了来源于 Paenibacillus macerans 的天然 α-CGT酶以及
来源于 Escherichia coli 和 Bacillus subtilis 的重组 α-CGT 酶， 再将 α-CGT 酶置于 50 ℃水浴 30
min测残酶活，发现 α-CGT酶残酶活分别为 28%，30%和 25%。 首次采用戊二醛交联的方法研究
了化学修饰对提高重组 α-CGT 酶稳定性的影响，E. coli 重组表达的 α-CGT 酶经戊二醛交联成
大分子聚合物后，与对照相比 50 ℃水浴 30 min 后酶的热稳定性明显提高，水浴后仍有 78%的酶
活，酶活保有率相对未交联的酶提高了 2.9倍。
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Abstract： The -cyclodextrin glycosyltransferase （α -CGTase） from Paenibacillus macerans，
Escherichia coli，Bacillus subtilis were purified respectively through a combination of ion-exchange
and hydrophobic interaction chromatography. Specific activities of the CGTase from these three
sources were 201 U/mg，200 U/mg and 199 U/mg，respectively. Chemical modification was further
performed to improve the thermal stability of α-CGTase. The α-CGTase expressed in E. coli was
cross-linked into a stable macromoleculs by glutaraldehyde. After water bathed at 50 ℃ for 30 min
the stability of α-CGTase was improved as the cross-linked α-CGTase exhibit 78% left enzyme
activity，which was 3.9 folds higher than that of dissociated α-CGTase.
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环糊精葡萄糖基转移酶或称环状淀粉转移酶

（Cyclodextrin Glycosyltransferas， 简 称 CGT 酶 ，
EC2.4.1.19）是 α-淀粉酶家族（家族 13）中的重要成
员，CGT 酶是一种复合型的多功能酶， 能催化 4 种
不同的反应：环化反应、偶合反应和歧化反应 3 种
转糖基化反应以及水解反应[1]。 环化反应是 CGT 酶
所催化的特征性反应，是将从底物中酶解下来的低
聚糖链自身首尾相连形成环糊精，环化反应是其工
业应用的基础[2]。
环糊精（Cyclodextrin，CD）是由环糊精葡萄糖基

转移酶通过环化反应将 D-吡喃型葡萄糖单元以 α-
1，4-糖苷键连接而形成 [2]。 目前工业应用中最常见
的环糊精为由 6、7、8 个葡萄糖单元构成的 α-、β-、
γ-环糊精。 由于环糊精具有表面分布着众多反应性
羟基的外部亲水结构，同时具有一个内部疏水性很
强的疏水内腔， 使其具有与表面活性剂相似的性
质，在与许多种客体物质通过分子间相互可起到乳
化剂的作用，形成主-客体包合物，比如无机分子、
有机分子、络合物甚至惰性气体等，从而对客体物
质具有活性保护、控制缓释、包埋等功能；同时，利
用环糊精空腔与客体分子大小的匹配性，也可以用
于多种异构体分子的识别， 制备大分子层析材料
等。 目前环糊精已经广泛应用于食品、医药、化妆
品、农业、生物技术和分析化学等领域[3-4]。
在环糊精的酶法合成中，酶与底物的反应温度

一般是 50~60 ℃， 这就要求酶在 50 ℃左右仍具有
良好的稳定性。 关于 CGT酶热稳定性研究方面，国
内西北大学郭燕等 [5]通过海藻酸钠固定化 CGT 酶，
对其稳定性进行了系统分析；田晖等通过在壳聚糖
上对 CGT 酶进行固定化，使其热稳定性和 pH 稳定
性均有所提高[6]。 自 20世纪 70年代末以来，有关用
有机物进行蛋白质化学修饰的研究报道越来越多，
化学修饰法也日益成为提高酶的稳定性的重要手

段[7-8]。 通过化学试剂特异性修饰酶分子的某个或某
类氨基酸，可稳定蛋白质的构象，从而提高其耐热
性或其稳定性。 在天然酶分子上接一些化学基团，
可以得到多种多样的修饰酶，只要选择合适的修饰
剂，利用化学修饰法可快速、廉价地提高酶的稳定
性，甚至可合成新的酶种。
枯草芽孢杆菌是食品上允许使用的微生物，而

大肠杆菌 BL21（DE3）在诱导表达下具有很强的分
泌表达能力 [9-10]， 本课题研究中采用了来源于野生

型、枯草芽孢杆菌和大肠杆菌的 3种不同宿主的 α-
CGT 酶，进行分离纯化得到纯酶后再分析其热稳定
性的基础上，研究采用戊二醛交联的化学修饰对热
稳定性和酶活力造成的影响，以便为更好地工业化
利用 CGTase提供应用基础。

1.1 材料
1.1.1 菌株 表达 α -CGT 酶地野生型菌株 P
aenibacillus macerans、 重组型菌株 Bacillus subtilis
WB600/pGJ103-CGT和 Escherichia coli BL21（DE3）/
pET-20b（+）-cgt均由作者所在实验室保藏和构建。
1.1.2 试剂 胰蛋白胨和酵母粉，购自 Oxoid 公司；
标准分子量蛋白及 SDS-PAGE试剂盒， 购自碧云天
生物技术研究所；其它试剂均为国产分析纯。 阴离子
交换色谱填料 Q-Sepharose和疏水色谱填料 phenyl-
Superose（HR10/10），购自美国 Amersham公司。
1.1.3 仪器 紫外可见光分光光度计 ， 日本
Shimadzu 公司产品；冷冻立式离心机（CF16RX），日
本 Hitachi 公司产品；空气恒温摇床，上海精密仪器
仪表有限公司产品； 低压层析系统及离子交换柱，
上海层析设备厂产品；中空纤维膜超滤设备，AKTA
蛋白纯化系统，均为 GE healthcare产品。
1.2 实验方法
1.2.1 α-CGT 酶粗酶液的制备 摇瓶发酵来源于
P. macerans，E. coli 和 B. subtilis 的 α-CGT 酶，将发
酵液于 4 ℃ 12 000 r/min 离心 20 min 除菌体，收集
培养物上清液。
1.2.2 蛋白质浓度的测定 采用 Bradford 法测定
蛋白质浓度[11]，使用牛血清蛋白作为标准品。
1.2.3 α-CGT 酶环化活力的测定 用甲基橙法测
α-CGT 酶的环化活力： 将发酵液在 4 ℃，12 000 r/
min离心 20 min，收集上清液。发酵上清液经适当稀
释后取 100 μL 加入装有 900 μL 底物的 5 mL 的离
心管中，底物为 50 mmol/L pH 6.0 的磷酸钠缓冲液
配制的 1 g/dL 可溶性淀粉溶液， 在 40 ℃水浴保温
反应 10 min， 加入 1 mL 1 mol/L 的盐酸终止反应，
再加入磷酸钠缓冲液配制的 0.1 mmol/L 甲基橙染
色，于 20 ℃保温 20 min，在 505 nm测定吸光度。 一
个酶活单位（U）定义为在上述条件下每分钟生成1
μmol的 α-环糊精所需的酶量。
1.2.4 α-CGT 酶的纯化 采用 AKTA 蛋白纯化系
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统对重组蛋白进行纯化，整个纯化过程控制温度为
4 ℃。 离心收集含有重组 α-CGT 酶的发酵上清液，
缓慢溶解加入终质量分数为 70%的（NH4）2SO4沉淀

蛋白质，4 ℃放置过夜，离心收集沉淀。 用 20 mmol/
L Tris-HCl （pH 7.5） 缓冲液复溶沉淀后， 在 20
mmol/L Tris-HCl （pH 7.5）缓冲液中透析过夜，期间
更换 2~3次透析缓冲液。
装柱， 用 10 倍柱体积的 20 mmol/L Tris-HCl

（pH 7.5）缓冲液平衡阴离子交换柱 Q-Sepharose；上
样， 先用 0.45 μm的微孔滤膜过滤样品， 将 10 mL
酶液用自动进样器上样， 保持体积流量为 1 mL/
min；洗脱，用平衡缓冲液将未吸附到柱体上的蛋白
质洗下来，洗脱体积为 4~5 个柱体积；吸附到柱上
的蛋白质用含 0~1 mol/L KCl 的 20 mmol/L Tris-
HCl （pH 7.5）缓冲液梯度洗脱，体积流量 1 mL/min；
收集目的蛋白质。
含 α -CGT 酶的组分在 20 mmol/L Tris -HCl

（pH 7.5）缓冲液中透析过夜，缓慢加入终质量分数
为 20%的固体（NH4）2SO4，用 10 倍柱体积的内含质
量分数 20%（NH4）2SO4 的 20 mmol/L Tris-HCl （pH
7.5） 缓冲液平衡疏水柱 phenyl-Superose （HR10/
10）；1 mL/min 上样；吸附到柱上的蛋白质用质量分
数 20%~0 的（NH4）2SO4的 20 mmol/L Tris-HCl （pH
7.5）缓冲液反向梯度洗脱，体积流量 1 mL/min。
含 α-CGT 酶的组分在 50 mmol/L pH 6.0 的磷

酸钠缓冲液中透析过夜（4 ℃），纯化的重组 α-CGT
酶置于-80 ℃保存。
1.2.5 不同来源的纯化 α-CGT 酶热稳定性比较
将蛋白质含量为 0.4 mg/mL、pH 为 6.0 的纯化源于
P. macerans，E. coli 和 B. subtilis 的 α-CGT 酶，置于

50 ℃水浴 30 min，每隔 5 min 取样一次，测其残酶
活，比较其稳定性。
1.2.6 α-CGT 酶的化学修饰 将纯化的 E. coli α-
CGT 酶用终质量分数为 0.5%和 1%的戊二醛进行
交联， 向 4 mL 蛋白质含量为 0.4 mg/mL 的 α-CGT
酶液中加入质量分数 25%的戊二醛，其终质量分数
分别为 0.5%和 1%，在 4 ℃交联 1 h，然后将交联后
的 α-CGT 酶在 50 mmol/L pH 6.0 的磷酸钠缓冲液
中透析过夜（4 ℃），去掉残余的戊二醛，SDS-PAGE
验证其交联度，50 ℃水浴 30 min， 每隔 5 min 取样
一次，测其残酶活，比较其稳定性。

α-CGT 酶粗酶制剂的交联方法：先将粗酶液用
终质量分数为 70%的（NH4）2SO4沉淀蛋白质，4 ℃放
置过夜，离心收集沉淀。 然后加入质量分数为 1%的
戊二醛，对其进行交联，将交联后的 α-CGT 酶在 50
mmol/L pH 6.0 的磷酸钠缓冲液中透析过夜（4 ℃），
去掉残余的戊二醛，50 ℃水浴 30 min，测其稳定性。

2.1 不同来源的 α-CGT酶的纯化
作者所研究的 α-CGT 酶由野生型和两种重组

型的宿主分别表达，由于不同的宿主之间的生理代
谢、蛋白质合成及修饰、蛋白质转运过程各自不同，
因此有可能导致所表达的酶的性质也有所不同。 为
了分析 3 种不同来源的 α-CGT 酶的性质， 首先对
其进行了分离纯化研究。 将 E. coli，B. subtilis和 P.
macerans 3 种来源的发酵上清液通过盐析 、Q-
Sepharose 阴 离 子 交 换 色 谱 和 phenyl -Superose
（HR10/10）疏水色谱纯化 α-CGT酶。 纯化结果见表
1，纯化后的蛋白质电泳图见图 1。

结果与分析2

表 1 α-CGT 酶的纯化工艺
Table 1 Purification scheme for α-CGTase

宿 主 纯化步骤 蛋白质总量/mg 总活力/U 比活/(U/mg) 纯化倍数 得率/%

E. coli
α-CGTase

Salt out 344.5 5 542.7 18.50 1 100

Q-Sepharose 30.29 3 974.5 137.4 7.43 71.7

Phenyl Superose 7.58 2 191.8 224.6 12.1 39.5

B. subtilis
α-CGTase

Salt out 339.2 5 247.3 17.92 1 100

Q-Sepharose 28.31 3 759.6 131.5 7.34 71.6

Phenyl Superose 6.95 2 046.7 211.5 11.8 39.0

P.macerans
α-CGTase

Salt out 357.3 5 680.7 19.6 1 100

Q-Sepharose 32.38 4 043.5 141.5 7.56 72.8

Phenyl Superose 7.66 2 235.6 233.8 13.5 40.7
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图 1 纯化的 α-CGT 酶的 SDS-PAGE
Fig. 1 SDS -PAGE analysis of the purification of α -

CGTase

从表 1 可见，3 种来源的 α-CGT 酶均得到了相
对较高的回收率，SDS-PAGE 证明了纯化后酶蛋白
的均一性，3 种来源的 α-CGT 酶的比活相似， 分别
为 224.6 U/mg，211.5 U/mg 和 233.8 U/mg。由此认为
另外两种宿主 E. coli，B. subtilis 重组表达的 α-
CGT酶的催化活性没有受到宿主本身的影响。
2.2 不同来源的纯化 α-CGT酶的热稳定性比较
将纯化后的来源于 E. coli，B. subtilis 和 P.

macerans 的 α-CGT 酶分别在 50 ℃水浴 30 min，每
隔 5 min取样一次， 测定其残酶活， 结果如图 2 所
示。

图 2 3 种不同来源的纯化 α-CGT 酶热稳定性比较
Fig. 2 Thermal stability of purified E. coli，B. subtilis and

P. macerans α-CGTase culture supernatant

由图 2 可见 ， 纯化后的来源于 E. coli，B.
subtilis 和 P. macerans 的 α-CGT 酶的热稳定性稍
有差别，50 ℃水浴 30 min 后， 来源于 E. coli 的 α-

CGT 酶还有 21%的残酶活，来源于 B. subtilis 的 α-
CGT 酶还有 28%的残酶活， 来源于 P. macerans 的
α-CGT 酶还有 25%的残酶活 。 因此来源于 B.
subtilis的热稳定性较好，但差别不显著。 Jeang 等[12]

的研究认为可能是不同菌种周质空间中决定酶折

叠的催化蛋白质种类不同造成了酶结构的细微差

别，最终导致其稳定性的差异；Wulfing 等 [13]的研究

也认为，蛋白质在周质空间中折叠获得独特的构象
是由细胞的独特生理环境所决定的，不同来源的同
种蛋白质构象的差异或许可以反映不同细菌其细

胞内环境的差异。 但是， 可以看出 3 种来源的 α-
CGT 酶稳定性均不是很好，不能满足工业化生产要
求。 考虑到 E. coli 的发酵产量远远高于 B. subtilis
和 P. macerans，因此下面的研究采用 E. coli 发酵所
产的 α-CGT酶进行。
2.3 化学修饰对重组 α-CGT酶稳定性的影响
在蛋白质的化学修饰中， 交联酶聚集体技术[14]

是一种新型化学修饰方法，近几年被划分到无载体
固定化酶范畴， 是采用物理方法使酶分子聚集，再
经交联剂交联而成。 常用的交联剂是戊二醛，其作
用机理目前还未有准确合理的解释，但其对酶的交
联效果已有报道，Yamazaki 等 [15]对葡萄糖脱氢酶进

行交联，发现经戊二醛交联后可获得耐热性较好的
交联酶聚集体。 因此作者拟研究液体纯化 α-CGT
酶的戊二醛交联以提高其稳定性。
重组酶的化学修饰具体方法如材料与方法中

所述。 用终质量分数为 1%的戊二醛对 α-CGT酶进
行交联，4 ℃反应 1 h，用 pH 6，50 mmol/L 的磷酸盐
缓冲液透析过夜， 除去残留的戊二醛， 并用 SDS-
PAGE检验交联效果，见图 3。 结果显示，大部分 α-
CGT 酶被成功交联成大分子，并聚集在 SDS-PAGE
的顶端。
对其热稳定性进行分析，将交联与未交联的 α-

CGT酶置于 50 ℃水浴 30 min，结果如图 4所示。 可
知，α-CGT 酶交联后相比于未交联的 α-CGT 酶在
50 ℃其热稳定性有所提高。 交联酶置于 50 ℃水浴
30 min 后，仍有 78%的酶活，而未交联的 α-CGT 酶
仅剩 20%的残酶活。 但该过程存在一个缺点，就是
交联后的 α-CGT酶其酶活损失过大， 交联后的 α-
CGT 酶与原酶液相比，仅剩 20%的残酶活。 有可能
是戊二醛浓度过高，导致酶失活，因此考虑降低戊
二醛的浓度，研究 α-CGT酶的交联。
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图 3 戊二醛（1%）交联 α-CGT 酶的 SDS-PAGE
Fig. 3 SDS-PAGE analysis of cross-linking α-CGTase

图 4 戊二醛（1%）交联 α-CGT 酶与重组 α-CGT 酶的热
稳定性

Fig. 4 Thermal stability of cross-linking α-CGTase and
recombinant α-CGTase

采用终质量分数为 0.5%的戊二醛对纯化 α-
CGT 酶进行交联， 方法同质量分数 1%的戊二醛交
联方法，SDS-PAGE检测交联效果，如图 5所示。 可
见，质量分数为 0.5%的戊二醛交联效果与质量分数
为 1%的戊二醛交联效果差不多，大部分 α-CGT 酶
被成功交联成大分子， 聚集在 SDS-PAGE 的顶端，
但仍有部分游离的 α-CGT酶。
将交联与未交联的 α-CGT 酶置于 50 ℃水浴

30 min， 结果如图 6所示。 可知， 用终质量分数为
0.5%的戊二醛对 α-CGT 酶交联后与用终质量分数
为 1%戊二醛交联的 α-CGT 酶在 50 ℃的热稳定性
基本一致，与未交联的 α-CGT酶相比明显提高。 交

联后的 α-CGT 酶还有 50%的酶活， 与用终质量分
数 1%的戊二醛交联相比其酶活保留率有所提高，
仍然存在交联过程中酶活损失过大的问题，但可以
肯定的是 α-CGT 酶的戊二醛交联能够明显提高其
热稳定性。 作者还继续进行了质量分数 0.25%戊二
醛来交联 α-CGT 酶的稳定性研究实验， 但是由于
0.25％质量分数的戊二醛交联效果较差， 导致交联
前后 α-CGT酶的稳定性几乎没有变化。

图 5 戊二醛（0.5%）交联 α-CGT 酶的 SDS-PAGE
Fig. 5 SDS-PAGE analysis of cross-linking α-CGTase

图 6 戊二醛（0.5%）交联 α-CGT 酶与重组 α-CGT 酶的热
稳定性

Fig. 6 Thermal stability of cross-linking α-CGTase and
recombinant α-CGTase

作者在实验室前期工作实现了 α-CGT 酶高效
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表达的基础上，针对重组酶存在的稳定性问题开展
研究。 发现 3 种不同来源的 α-CGT 酶的酶活和热
稳定性差别不大， 对 E. coli 重组表达的 α-CGT 酶
首次采用戊二醛进行交联修饰， 将 α-CGT 酶交联
成大分子后，50 ℃水浴 30 min 仍有 78%的酶活，而
未交联的 α-CGT 酶仅剩 20%的残酶活， 交联后酶
活保有率提高了 2.9倍。虽然由于交联的无序性，导
致较多的酶活性中心可能受到修饰而降低了酶活

力， 但是化学修饰却可以明显提高酶的热稳定性，
为下一步大规模开发 α-CGT 酶工业应用奠定了良
好的基础。 此外，为了更精确地控制生物催化剂的
性能，仍然需要开发更加特异性的修饰方法。 如建
立在准确了解蛋白质的结构和功能关系上的酶的

化学修饰法与基因工程技术相结合的酶的定向修

饰技术，或许是值得尝试的方法之一。
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