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摘   要：通过6-His 的分离标签，联合采取硫酸铵沉淀，生物半透膜透析和亲和层析等方法，纯化了目标酶。通

过使用凝血酶切割DsbA-MalQ 融合蛋白，证明酶切后酶蛋白仍具有麦芽糖转糖基酶活性。该酶的最适温度为37℃，

最适pH 值为6.5。当处理温度小于40℃时，酶的活力基本保持在最高活性的80% 以上，相对稳定；在酶的pH 耐

受方面，在pH 5.5～8.0 范围内较稳定。金属离子和EDTA 对酶活性的影响实验表明，EDTA 对酶活的影响不大，

但 Zn 2+、Cu 2+、Hg 2+、Ag + 对酶蛋白有较强的抑制作用，而Ca 2+、Mg 2+、Mn 2+ 等对表达的酶有一定的激活作用。

在37℃，pH6.5 时以麦芽三糖为底物测得酶促反应的Km 值为0.378mmol/L，Vmax 值为 1.979mmol/(L·min)。
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Abstract ：The fusion protein was purified by Ni-NTA His-Bind affinity chromatography and cut with thrombin. The purified

protein had 4-α-glucanotransferase activities. Its optimum pH and optimum temperature were 37 ℃ and pH 6.5, respectively.

When the enzyme was treated at different temperature or pH, the enzyme activity would show different. When the treated

temperature was over 40 ℃ or the treated pH below 4.5 or over 9.0, the enzyme activity would decrease quickly. Influences of

ions and EDTA on enzyme activity were studied. The results showed that ions Zn2+, Cu2+, Hg2+, Ag+ inhibited enzyme activity,

ion Ca2+, Mg2+, Mn2+ increased the enzyme activity, while EDTA showed no such effects on the enzymes. The Km and Vmax were

0.378 mmol/L and 1.979 mmol/(L·min), respectively.
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环状糊精是淀粉经酶降解环化的产物，具有筒状疏

水内腔，可以包合多种适当大小的疏水性物质并形成包

合物，改变客体分子的水溶性、稳定性、挥发性和流

变学特性等。在食品上用于改善风味和口味，并用于

包埋去除一些有害物质。经过数十年的研究和开发，已

经在医药、食品、轻工、化工以及农业等方面获得了

广泛的应用[1-2]。现在工业中所用的环状糊精主要是α-、

β-和γ-环状糊精及其衍生物，尤其以β-环状糊精应用

最为广泛。区别于上述环状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。因其潜在的工业应用价

值，在最近不到 1 0 年的时间里，越来越多的学者开始

关注并致力大环糊精的研究[3- 6 ]，可以预见，大环糊精
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的工业化不仅可以开辟一类新的淀粉深加工产品，而且

可以为食品、医药、化工、印染、农药等行业提供

一种智能化的分子级微胶囊壁材。合成大环糊精的酶是

麦芽糖转糖基酶(amylomaltase EC2.4.1.25)。本实验对利

用前期构建的基因工程菌制备的麦芽糖转糖基酶进行纯

化，并系统研究该酶在不同的温度、p H 环境里的酶活

力和稳定性，同时研究酶的反应动力学，将为进一步

利用该酶制备大环糊精提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料和仪器

1.1.1 菌种

基因工程菌E.coli BL21/pET-DsbA-MalQ(本课题组

构建) 。

1.1.2 化学试剂

PMSF、胃蛋白酶抑制剂、麦芽三糖、凝血酶    Sigma

公司；葡萄糖检测试剂盒    上海荣盛生物技术有限公司；

其他化学试剂购于专业化学试剂公司。

1.1.3 仪器

752分光光度计    上海分析仪器总厂；电子天平(EK-

120G 型)    日本 AND 公司；超速冷冻离心机(J2-21)

Beckman，USA；水浴锅(3041 型)    德国 KOTTERMANN

公司；pH计(320S 型)    METTLER TOLEDO 公司；微量

移液器    Finland Labsystem；稳压稳流电泳仪(DDY-2)、

垂直电泳槽    北京市六一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 培养基和缓冲液

50mmol/L 磷酸缓冲液(pH7.2)：3.4g KH2PO4 磷酸二

氢钾和8.95g 的 Na2HPO4·12H2O 溶于适量的蒸馏水中，

最后定容到 500ml，存于 4℃冰箱备用。

50mmol/L醋酸缓冲液(pH5.5)：88ml的 0.2mol/L醋

酸钠和 12ml 的 0.2mol/L 醋酸混合后用蒸馏水定容到

500ml，存于 4℃冰箱备用。

1.2.2 (NH4)2SO4 分级沉淀[7]

向粗酶液中加固体(NH4) 2SO 4 至含量达 20%、30%、

4 0 %、5 0 %、6 0 %、7 0 %、8 0 %、9 0 %，边加边搅拌，

搅拌1h，使相应的蛋白沉淀。于10000r/min 4℃离心

3 0 m i n，取上清液。

1.2.3 透析脱盐处理

用10mmol/L 碳酸氢钠和1mmol/L 的 EDTA 溶液煮沸

透析袋 30m i n，煮沸之后，用双蒸水充分洗涤透析袋，

洗毕，存于 1mmol/L EDTA 溶液中，4℃保存备用。将

适量样品倾入透析袋，浸没于50mmol/L 磷酸缓冲液中，

4℃磁力搅拌 12h，每隔 4h 更换一次缓冲液，直至透析

完成，4 ℃保存备用。

1.2.4 Ni-NTA 柱亲和层析

所表达的基因工程重组蛋白带有一个His-tag标签，

可用Ni-NTA- 树脂柱进行亲和层析纯化。将透析后的粗

酶液经微孔膜过滤后注入 Ni-NTA 亲和层析柱，上样完

毕后静置2h，以便His-tag 标签与填料中Ni2+ 充分结合

然后用洗涤缓冲液洗涤，分别用l0 倍柱体积的结合缓冲

液和6倍柱体积的漂洗缓冲液(30mmol/L咪唑、0.5mol/L

NaC1、20mmol/L Tris-HC1，pH7.9)过柱以洗去未结合的

杂蛋白，加入溶菌酶溶液，放置 2 4 h ，使用缓冲液洗

涤，流速0.5ml/min，以每管1ml 分部收集。检测不同

收集管中转移酶活性，取活力高的组分并管，收集酶

活的峰值部分加入10%甘油后用2L的 50mmol/ml 磷酸缓

冲液(pH7.2)作为介质在4℃用生物半透膜透析下缓慢透析

24h，以充分脱盐。以 SDS - P A G E 凝胶电泳检测纯度。

1.2.5 SDS-PAGE 鉴定酶的纯度和测定酶的分子量

酶纯度的鉴定和分子量的测定采用SDS-PAGE 方法

进行。将纯化的酶液作为样品溶液，先与 2 倍上样缓冲

液混合，S D S - P A G E 分析，进行恒流电泳，分离胶浓

度 7 . 5 %，浓缩胶浓度 5 . 0 %，电泳条件为浓缩胶电流

1 0 m A，分离胶电流 3 0 m A，电泳后的分离胶用考马斯

亮蓝R-250 染色，标准蛋白质用广泛标准蛋白Marker，

根据样品和标准蛋白的 SDS-PAGE 图判断目标蛋白的分

子 量 。

1.2.6 不同温度对酶活影响

调节反应混合液的pH 为 6.0，分别将反应混合液置

于20、25、30、35、40、45、55、65℃下反应30min，

100℃水浴10min 终止反应，采取葡萄糖氧化酶法分析样

品葡萄糖量，以最高的酶活力为 10 0 %，其余条件下的

酶活力与其比较换算成相对酶活。

1.2.7 不同 pH 值对酶活的影响

分别将反应混合液的 pH 值调成 3.5、4.5、5.5、

6.5、7.5、8.5，pH介于3.5～7.0使用50mmol/L醋酸缓

冲液作为缓冲体系；pH 介于7.0～9.0 使用 50mmol/L 磷

酸缓冲液作为缓冲体系。将反应液置于 3 0℃水浴温育

30min，以最高的酶活力为100%，其余条件下的酶活力

与其比较换算成相对酶活。

1.2.8 温度对酶的稳定性影响

分别将酶置于 20、30、40、50、60、70℃保温

2 h，取出后存于 4℃冰箱备用。将保温处理的酶液加

入到反应体系里，体系的 pH 值为 6.5。将反应液置于

40℃水浴温育 30min，以最高的酶活力为 100%，其余

条件下的酶活力与其比较换算成相对酶活。

1.2.9 pH 值对酶的稳定性影响

将酶液分别加入到pH3.5、4.5、5.5、6.5、7.5、
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8.5、9.5 的缓冲体系里室温放置2h，然后存于4℃冰箱

备用。将经过不同pH 处理的酶液加入到pH 值为 6.5 的

反应体系中，将反应液置于40℃水浴温育30min，以最

高的酶活力为 10 0 %，其余条件下的酶活力与其比较换

算成相对酶活。

1.2.10 E DT A 和金属离子对酶活的影响

选用 C a 2 +、M g 2 +、M n 2 +、N a +、Z n 2 +、C a 2 +、

H g 2+、A g + 等几种离子和 ED T A 为因子，使反应液中各

种金属离子和 EDTA 的最终浓度为 2mmol/L，在 35℃放

置 10min。将经过不同离子处理的酶液加入到 pH 值为

6.5 的反应体系中。

1.2.11 酶蛋白动力学参数测定

在 3 0℃下，固定酶的量，以不同浓度的麦芽三糖

溶液为底物，测定酶的反应速度。采用双倒数作图法，

测定酶对麦芽三糖的 K m 值和 V m a x 值。

2 结果与分析

2.1 硫酸铵沉淀蛋白

硫酸铵盐析沉淀蛋白是利用不同的蛋白质在不同的

盐浓度条件下溶解度不同的特性，通过在酶液中加入一

定量的硫酸铵，使酶和杂蛋白分级沉淀分离。由图 1 可

以看出，当硫酸铵的饱和度小于 7 0 % 时，表达的目标

蛋白基本没有沉淀，上清液酶活基本维持在 95 % 以上，

而当硫酸铵的饱和度大于 70 % 时，随着盐浓度的升高，

酶蛋白迅速沉淀，当盐饱和度达到 8 0 % 时，酶蛋白基

本沉淀。

杂的混合物形式存在，每种类型的细胞都含有上千种不

同的蛋白质，但可以通过亲和层析使蛋白质得到分离、

提纯甚至鉴定。由于本实验构建的基因工程菌表达出的

蛋白质带有6-His 标签，可用Ni-NTA 进行亲和柱层析来

提纯表达出的蛋白质，将不含有6-His 标签的蛋白质除

去。纯化后的目标蛋白经 S D S - P A G E 电泳分析，获得

单一的条带(图 2)，其分子量与预计MalQ 基因翻译的蛋

白78.5kDa 基本一致。

2.2 亲和层析纯化目标蛋白

亲和层析法是分离蛋白质的一种极为有效的方法，

它经常只需经过一步处理即可使某种待提纯的蛋白质从

很复杂的蛋白质混合物中分离出来，而且纯度很高。这

种方法是根据某些蛋白质与另一种称为配体的分子能特

异而非共价地结合。尽管蛋白质在组织或细胞中是以复
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图1     (NH4)2SO4 的饱和度对表达产物沉淀的影响

Fig.1      Relationship between concentration of (NH4)2SO4 and
enzyme activity of supernatant

图2    分离纯化的目标酶电泳图

Fig.2     SDS-PAGE analysis of purified enzyme
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2.3 最适温度的研究

酶促反应中，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

速度随温度升高而增加。为了确定酶的最适反应温度，

研究了温度对酶活性的影响。在 p H 7 . 0 的条件下，于

20～65℃温度范围内按照标准方法测定酶活，研究不同

温度对酶活力的影响，以酶活最高者为 1 0 0 %。由图 3

可以看出，酶在 3 5～4 5 ℃温度范围内酶活稳定，其

最适温度为 37℃，随着温度的升高酶活下降显著，至

65℃时剩下 30% 左右的酶活。

2.4 酶最适 pH 的研究
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图3    温度对酶活力的影响

Fig.3      Effects of temperature on enzyme activity
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酶是两性化合物，其上分布着许多羟基和氨基等酸

性和碱性基团，pH 的变化会引起底物分子的解离状态变

化；酶分子的解离状态变化；中间复合物的解离状态变

化，从而引起酶活力的变化。为了使酶在酶促反应时具

有高的活性，使反应在最适 p H 附近进行。将酶液与不

同 pH 缓冲液配置的底物溶液进行反应。由于pH 范围不

同，所以选用的缓冲液也不同。pH 介于 3.5～7.0 使用

50mmol/L 醋酸缓冲液；pH介于7.0～9.0 使用 50mmol/L

磷酸缓冲液，以酶活最高者为 10 0 %。由图 4 中酶活随

pH 变化的趋势可以看出，相对酶活高于 80 % 时，麦芽

糖转糖基酶在pH 5.5～8.0范围内活力稳定，酶的最适pH

值都在 6.5 左右。此外，当 pH 小于 4.5 时，酶活都很

低，为最高酶活的 3 0 % 左右。

子是某些酶分子中的一部分，失去金属离子，酶的活性

就会丧失，有些酶本身并不含有金属离子，但是金属离

子对酶有激活作用或抑制作用，还可能影响酶的稳定

性。正因为某些金属离子可能是酶的抑制剂或激活剂，

故有必要探讨各种离子与酶活力的关系，为麦芽糖转糖

基酶的研究、生产、应用提供依据。金属离子对酶活

的影响如图 7 所示，该酶 E D T A 影响较小，所以，在

酶的前处理中，接触到 ED T A 基本不会影响后续酶的活

性。但 Z n 2 +、C u 2 +、H g 2 +、A g + 对酶蛋白有强烈的抑

制作用，阻抑作用最明显的是 Hg 2+、Ag +。Ca 2+、Mg 2+、

2.5 酶的热稳定性研究

酶活力的下降与其在一定温度下停留的时间有关，

如果温度较高，在极短的时间处理酶，对酶的活性影

响比长时间要小，但当处理时间足够长，则酶的活力

与温度呈负相关。在相对稳定的 p H 值下，分别测定酶

在最适pH 值时对酶的热稳定性。将酶液与50mmol/L 磷

酸缓冲液分别在不同温度下(20～70℃)保温2h 后，立即

在 4℃冰箱中冷却，然后按照标准方法测定酶活，以未

经保温处理的酶活为 1 0 0 % ，由此确定酶的热稳定性。

由图 5 的结果可以看出，当处理温度小于 4 5℃时，酶

的活力基本保持在最高活性的 80% 以上，相对稳定。当

处理温度高于 5 0℃时，酶活力急剧下降，当处理温度

为 70℃时，两个来源的酶的相对活力均降到 10% 以下，

酶基本失活。

2.6 酶的 pH 稳定性研究

酶的 p H 稳定性如图 6，麦芽糖转糖基酶的 p H 稳

定范围较宽，在pH 5.5～8.5 范围内较稳定，酶蛋白在

pH6.5～8.0 酶活基本不变。

2.7 金属离子和 EDTA 对酶活性的影响

金属离子对酶活性的影响是多方面的，有些金属离
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Fig.4      Effects of pH values on enzyme activity
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图5     酶的温度稳定性

Fig.5      Temperature stability of enzyme
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Fig.6      pH values stability of enzyme
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Fig.7       Effects of ions and EDTA on enzyme activity
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M n 2 + 等对实验的酶有一定的激活作用，N a + 比较特殊，

其对麦芽糖转糖基酶有一定的激活作用。

2.8 酶促反应动力学

米氏方程是酶促反应的基本动力学方程，可以确定

酶的反应速度和底物浓度之间的关系，在酶动力学中，

米氏常数 K m 是酶的一个特征常数，K m 的物理意义是指

酶的活性中心一半被底物结合所需的底物浓度，Km 值越

小，表面酶与底物的亲和力越强。测定酶的 K m 最常用

的方法是双倒数作图法。通过测定表达的麦芽糖转糖基

酶在最适 p H 、温度条件下，在一系列的麦芽三糖浓度

下的反应速度，利用Lineweaver-Burk双倒数作图法，以

1/[S]为横坐标，1/V为纵坐标作图(图8)，横坐标的截距

为 -1/K m，由此求得麦芽三糖为底物时，麦芽糖转糖基

酶的Km 值为0.378mmol/L，Vm 值为1.979mmol/(L·min)。

3.2 探讨了反应温度对麦芽糖转糖基酶酶活的影响，

发现该酶的最适温度为 37℃；探讨了反应体系的 pH 值

对酶活性的影响，发现麦芽糖转糖基酶在pH 介于 5.5～

8.0 时酶活基本稳定，其最佳 pH 值为 6.5。

3.3 探讨了酶的温度稳定性，当处理温度小于40℃时，

酶的活力基本保持在最高活性的 8 0 % 以上，相对稳定。

当处理温度高于50℃时，酶活力急剧下降；探讨了酶的

pH 稳定性，酶的pH 稳定范围较宽，在pH5.5～8.0 范围

内较稳定。

3.4 探讨了金属离子和 EDTA 对酶活性的影响，EDTA

对酶活的影响不大，但 Z n 2 +、C u 2 +、H g 2 +、A g + 对酶

蛋白有较强的抑制作用，而 C a 2 +，M g 2 +，M n 2 + 等对表

达的酶有一定的激活作用。

3.5 以麦芽三糖为底物时，麦芽糖转糖基酶的 K m 值为

0.378mmol/L，Vmax 值为 1.979mmol/(L·min)。
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图8    麦芽三糖与麦芽糖转糖基酶活性关系的双倒数图

Fig.8      Double reciprocal plot of relationship of maltotriose to
amylomaltase activity

3 结  论

利用基因表达产物带有一个6-His 的标签，通过亲

和层析法进行纯化，为酶学性质研究和分离工作提供了

便利。通过详细研究该酶在不同的温度、p H 环境里的

酶活力和稳定性以及酶的反应动力学，主要得到了如下

结 果 ：

3.1 通过硫酸铵沉淀、生物半透膜透析脱盐和亲和层

析法纯化了表达的麦芽糖转糖基酶，并证实了其活性。
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