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环糊精葡萄糖基转移酶分离纯化及酶学性质研究

闵伟红，丁 茵，方 丽
(吉林农业大学食品科学与工程学院，吉林 长春      130118)

摘   要：通过筛选和诱变获得一株高产环糊精葡萄糖基转移酶芽孢杆菌菌株，研究该菌所产环糊精葡萄糖基转移酶

的分离纯化及酶学性质，结果显示：发酵液经离心处理后，采用硫酸铵溶液分步盐析、DEAE-cellulose 52 离子

交换层析、Sephadex G-200 凝胶过滤层析方法得到电泳级环糊精葡萄糖基转移酶，SDS-PAGE 电泳显示该酶分子量

为 33kD，纯化倍数为 10，得率为 14.4%。该酶反应的最适温度为 50℃，在 40～60℃基本稳定，最适 pH 值为

8.0，在 pH6.0～10.0 范围内基本稳定。Fe2+、Cu2+、Mg2+ 对该酶活力有明显的抑制作用。
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Abstract：The yclodextrin glucanotransferase (CGTase) produced by a high-yield CGTase-producing stain of Bacillus that

isolated from soil was isolated from the fermentation broth of this strain by ammonium sulphate fractional salting out and then

sequentially purified by DEAE-cellulose DE-52 ion exchange chromatography and Sephadex G-200 gel filtration chromatography.

The SDS-PAGE analysis indicated that the CGTase obtained by the above procedures was of electrophoresis grade, and its

molecular weight was 33 kD. The purification multiple and the recovery rate were 10 and 14.4 %, respectively. The optimum

reaction temperature of the CGTase was 50 ℃, and this enzyme was stable in the range of 40—60 ℃. Its optimum reaction pH

was 8.0, and it was stable in the range of pH 6.0—10.0. The enzyme activity was strongly inhibited by Fe2+, Cu2+ and Mg2+.
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环糊精葡萄糖基转移酶(CGTase)可以通过催化环

化，耦合和歧化反应来降解淀粉，主要作用是将淀粉

和麦芽低聚糖通过环化反应生成环糊精。这种酶主要来

自于细菌，如 B.circulans [1]，B.stearothmophilus [2-3]，

B.megaterium[4]等。环糊精(CD)是一种环状结构的低聚

糖，由 D- 吡喃葡萄糖单元通过α(1 → 4)键键合而成。常

见的环糊精有α-CD、β-CD 及γ-CD，分别由六、七、

八个葡萄糖单元构成。其分子结构为环状立体结构，具

有内腔疏水、外围亲水的独特特性，可以与许多疏水

化合物或功能基团形成包合物，从而改变其理化性质，

这种独特的结构使其在食品、化工、医药、环保等行

业得到广泛的应用[5-8]。

本实验通过筛选和诱变育种获得一株高产环糊精葡

萄糖基转移酶芽孢杆菌，在此基础上对环糊精葡萄糖基

转移酶的分离纯化及部分酶学性质进行研究。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

芽孢杆菌由本实验室自土壤中筛选并经诱变育种获得。

液体培养基：玉米淀粉 1%，酵母膏 0.1%，K2HPO4

0.1%，Mg2SO4·7H2O 0.02%，Na2CO3 1%。

牛血清蛋白、DEAE-cellulose 52、SephadexG-200、
丙烯酰胺、透析袋      Sigma 公司；其他药品均为国产

分析纯。

1.2 仪器与设备

GE EPS301电泳仪和E260电泳槽    Pharmacia公司；

1700 紫外分光光度计    日本岛津公司；Z36HK 高速冷冻

离心机    Hermlf 公司。

1.3 方法

1.3.1 环糊精葡萄糖基转移酶酶活力的测定
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取 10μl酶液与 0.2mol/L甘氨酸 -NaOH缓冲液(pH8.55)
0.2ml 混合，再加入马铃薯淀粉溶液 0.2ml，振荡，于

40℃水浴 10min 后，立即加入 0.5mol/L 醋酸 0.5ml 终止反

应，然后加入 0.005% 碘液显色，同时以蒸馏水为空白，

不加酶液为对照，在 700nm 波长下测定吸光度(A)，一

个酶活单位定义为使吸光度下降 10% 的酶量。

一个酶活单位(U)=(a － b)/a × 1000 ×酶液稀释倍数

式中：a 为对照组的吸光度；b 为样品的吸光度。

1.3.2 粗酶液的制备

250ml 三角瓶装入液体培养基 50ml，接种量为 3%，

于 33℃，180r/min 摇瓶培养 48h 后，3000r/min 离心

1 5 mi n，收集上清液即为粗酶液。

1.3.3 硫酸铵盐析

取等量的粗酶液，分别按 1 0 % 、2 0 % 、3 0 % 、

40%、50%、60%、70%、80% 饱和度缓慢加入固体

硫酸铵粉末(参照硫酸铵饱和度计算表 1(25℃)方法)，4℃
静置过夜后，5000r/min 离心 15min，检测上清液的酶活

力，以未加硫酸铵的粗酶液的酶活力为 1 0 0 % 参照酶

活，确定分步盐析所需要的硫酸铵浓度。

1.3.4 DEAE-cellulose52 离子交换层析

取透析后经 PEG 20000(聚乙二醇 20000)浓缩的酶液

4ml，加入已用 Tris-HCl 缓冲液(20mmol/L，pH8.3)平衡

过的 DEAE-Cellulose52 柱(φ 1.6cm × 20cm)中，静止吸

附 1h 后，以分别含有 0.01、0.02、0.03、0.04mol/L NaCl
的 Tris-HCl 缓冲液(20mmol/L，pH 8.3)进行梯度洗脱，流

速为 12ml/h。280nm 紫外检测确定活性组分，测定酶活

后收集具有环糊精葡萄糖基转移酶活性的组分，透析后

用聚乙二醇浓缩备用。

1.3.5 Sephadex G-200 凝胶过滤层析

以 Sephadex G-200 为介质添装层析柱(φ 1.6cm ×

80cm)，将离子交换层析得到的活性组分用 Tris-HCl 缓冲

液(20mmol/L，pH8.3)洗脱，280nm 紫外检测确定活性组

分，测定酶活后收集活性峰，用聚乙二醇浓缩备用。

1.3.6 蛋白质含量的测定

Lowry 法，以牛血清白蛋白作标样[9]；紫外吸收法

测定洗脱样品中的 A 2 8 0 n m。

1.3.7 环糊精葡萄糖基转移酶相对分子量测定

用 SDS-PAGE 凝胶电泳法测定[10]，浓缩胶质量分数

5%，分离胶质量分数 12%，考马斯亮蓝 G-250 染色。

1.3.8 环糊精葡萄糖基转移酶部分酶学性质

1.3.8.1 环糊精葡萄糖基转移酶最适作用温度

在不同温度下检测酶活力，以酶活最高者为

1 0 0 %，其他温度条件下测得的酶活力折算为相对酶

活 力 。

1.3.8.2 环糊精葡萄糖基转移酶热稳定性

将等量酶液在不同温度下保温 0.5、1、2h 后测定

酶活力，以酶活最高者为 100%，其他条件下测得的酶

活力折算为相对酶活力。

1.3.8.3 环糊精葡萄糖基转移酶最适作用 pH 值

配制 pH 5.0～11.0 的缓冲液，分别按照酶活测定方

法检测酶活力，以最高酶活力的 pH 值为 100 %。

1.3.8.4 环糊精葡萄糖基转移酶 pH 值稳定性

将酶液在 pH 5.0～11.0的缓冲液中 40℃保温 0.5h后，

测定酶活力，以最高酶活力的 p H 值为 1 00 %。

1.3.8.5 金属离子对环糊精葡萄糖基转移酶活性的影响

在等量酶液中加入不同的金属离子，金属离子的最

终浓度为 1mmol/L，在 33℃、pH7.0 时，保温 0.5h 后测

定酶活力，以未加金属离子的酶活力为 100% 参照酶活。

2 结果与分析

2.1 硫酸铵盐析

由图 1 可知，当硫酸铵小于饱和度 20% 时，上清

液中环糊精葡萄糖基转移酶酶活力为原酶活力的 90%，

说明此时沉淀的为发酵液中的杂蛋白，当硫酸铵饱和度

的 20%～60% 范围内，上清液中环糊精葡萄糖基转移酶

活力迅速下降到原酶活力的 2 0 % 以下，因此，在分离

纯化过程中，采用硫酸铵 20 %、60 % 饱和度的硫酸铵

溶液分步盐析。

2.2 DEAE-cellulose52 离子交换层析

图1   硫酸铵盐析曲线

Fig.1   Salt-outing curve of CGTase
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图2   离子交换层析图

Fig.2   Elution profile of CGTase on DEAE-cellulose DE-52 column
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纯化步骤 总蛋白(mg) 总活力(U) 比活力(U/mg) 纯化倍数 得率(%)
粗酶液 1126 6.27 × 105 557 1 100

硫酸铵盐析 214 3.51 × 105 1640 2.94 56
离子交换层析 48.3 1.92 × 105 3410 6.12 30.6
凝胶过滤层析 16.2 9.03 × 104 5574 10 14.4

表1   环糊精葡萄糖基转移酶纯化结果

Table 1   Summary of isolation and purification procedures of CGTase

由图 2 可知，在 280nm 条件下，检测到两个蛋白

质峰，测定酶活力，其中第一个蛋白质峰没有酶活力，

说明先洗脱下来的是杂质蛋白，第二个蛋白质峰经检测

具有环糊精葡萄糖基转移酶活力，说明洗脱下来的组分

是主要活性组分。选择第二个活性组分进行下一步分离

提纯，收集第二个活性峰的洗脱液，再经过透析除盐，

PEG20000 浓缩备用。

2.3 凝胶过滤层析

由图 3 可知，经过离子交换层析得到的活性成分采

用凝胶层析柱分离，经缓冲液洗脱后出现两个组分峰，

经过检测酶活，结果表明，环糊精葡萄糖基转移酶活

性主要集中在第一个峰，收集第一组活性成分，采用

SDS-PAGE 检测其纯度及分子量。

2.4 环糊精葡萄糖基转移酶纯度及分子量的电泳鉴定

由图 4 可知，该环糊精葡萄糖基转移酶在 S D S -
PAGE 图谱呈现单一电泳带，证明采用上述纯化手段可

以得到电泳纯酶，该酶分子量为 3 3 k D。

2.5 环糊精葡萄糖基转移酶的分离纯化结果

2.6 环糊精葡萄糖基转移酶部分酶学性质研究

2.6.1 环糊精葡萄糖基转移酶最适作用温度

如图 5 所示，该环糊精葡萄糖基转移酶的最适作用

温度为 50℃，在 30～50℃范围内，随温度的升高，酶

反应速度加快，酶活力升高；当温度在 5 0℃时，酶活

力达到最高值；当温度大于 5 0℃时，该酶随温度的升

高，酶反应速度减慢，酶活力迅速下降。由此可见，

酶反应最适作用温度为 50℃。

2.6.2 环糊精葡萄糖基转移酶热稳定性

如图 6 所示，该酶在 4 0、5 0、6 0℃时比较稳定，

保温 2h 后酶活力保持 82% 以上，说明该酶对温度不太

敏感，热稳定性较高。

2.6.3 环糊精葡萄糖基转移酶最适 pH 值

图3   凝胶过滤层析图

Fig.3   Elution profile of CGTase on Sephadex G-200 colmun
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1.粗酶液；2.经硫酸铵盐析处理；3.经 DEAE-
cellulose 52 处理；4. 经 Sephadex G-200 处理。

图4   SDS-PAGE测定分子量

Fig.4   SDS-PAGE pattern of purified CGTase

66.2kD →
94kD→

45kD→

35kD→
26kD→

20kD→

14.4kD →

← 33kD

1 2 3 4

图5   环糊精葡萄糖基转移酶最适作用温度

Fig.5   Optimum reaction temperature of CGTase
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图7   酶的最适作用pH值曲线

Fig.7   Optimum reaction pH value of CGTase
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图6   环糊精葡萄糖基转移酶热稳定性

Fig.6   Thermal stability curve of CGTase activity
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由图 7 可知，环糊精葡萄糖基转移酶在 pH6.0～10.0
范围内的相对酶活力均在 7 5% 以上，其中在 pH 值为

8.0 时，该酶活力达到最高峰；在 pH 值低于 6.0 或高于

1 0 . 0 时，酶活力都会迅速下降。

2.6.4 环糊精葡萄糖基转移酶 pH 值的稳定性

从图 8 可知，环糊精葡萄糖基转移酶稳定的 pH 值

范围是 6.0～10.0，在此范围内酶活力保存 82% 以上，

pH 值在 8.0 条件下最稳定。pH 值小于 6.0 或 pH 值大于

10.0 的条件下，该酶活力保存小于 60%。

2.6.5 金属离子对环糊精葡萄糖基转移酶活力的影响

离子 K+ Fe2+ Ca2+ Na+ Mg2+ Mn2+ Cu2+

浓度(mmol/L) 1 1 1 1 1 1 1
相对酶活力(%) 94.6 21.2 98.0 81.7 42.2 84.5 37.8

表2   金属离子对环糊精葡萄糖基转移酶活性的影响

Table 2   Effects of metal ions on CGTase activity

本实验采用硫酸铵盐析、离子交换层析、凝胶层

析方法对芽孢杆菌产环糊精葡萄糖基转移酶活性组分进行

分离纯化，得到电泳级纯度的酶组分，纯化倍数为 10，
得率为 14.4%，最适反应温度为 50℃，在 40～60℃的范

围内较稳定，最适作用 pH 值为 8.0，在 pH6.0～10.0 的

范围内较稳定。SDS-PAGE 显示该酶相对分子质量为

33kD。从初步实验结果判断，该酶与其他细菌所产的

环糊精葡萄糖基转移酶不同，是一种新的环糊精葡萄糖

基转移酶，有望应用到酶法生产环糊精的工艺中。
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图8   pH值对环糊精葡萄糖基转移酶稳定性的影响

Fig.8   pH stability curve of CGTase activity
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从表 2 可知，所选的金属离子除 Ca 2+、K + 外，其

他金属离子对环糊精葡萄糖基转移酶有不同程度的抑制

作用，其抑制程度的大小依次为 Fe2+ ＞ Cu2+ ＞ Mg2+ ＞

Na + ＞ Mn 2+。

3 结  论


