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摘　要：【目的】构建分泌表达α环糊精葡萄糖基转移酶 （αＣＧＴａｓｅ）的重组枯草芽胞杆菌，实现αＣＧＴａｓｅ的

安全高效表达。【方法】通过ＰＣＲ法扩增嗜热地芽胞杆菌αＣＧＴａｓｅ基因，运用犈犮狅犚Ｉ／犡犺狅Ｉ分别对αＣＧＴａｓｅ

基因及ｐＢＥＳ进行双酶切，然后将该基因片段插入到大肠杆菌枯草芽胞杆菌穿梭载体ｐＢＥＳ中，再电转化法转

化枯草芽胞杆菌ＲＩＫ１２８５；对重组枯草芽胞杆菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ发酵条件进行探索。【结果】（１）

利用发酵培养基分泌表达αＣＧＴａｓｅ，重组枯草芽胞杆菌工程菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ发酵上清液产酶

达到２．９Ｕ·ｍＬ－１。（２）ＴＢ为最适发酵培养基 （配方：甘油０．５％，蛋白胨１．２％，酵母粉２．４％，Ｋ２ＨＰＯ４

１．６４％，ＫＨ２ＰＯ４０．２３％）；在初始ｐＨ６．５，温度为３７℃下，摇瓶发酵培养２４ｈ后，α环糊精酶的环化活性达到

５．３Ｕ·ｍＬ－１，是野生菌株嗜热地芽胞杆菌 （０．６６Ｕ·ｍＬ－１）的８倍。 【结论】成功构建了枯草芽胞杆菌犅．

狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ工程菌，并确定其最适发酵培养基和培养条件。
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０　引言

【研究意义】环糊精是生物酶催化淀粉等相关

基质经环化形成的环状寡聚糖，由６个以上葡萄糖

通过α１，４糖苷键联结而成，通常由６、７、８个

Ｄ吡喃葡萄糖单元构成，称为α、β、γ环糊精。
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由于环糊精分子具有特殊的外表亲水、内里疏水的

中空圆筒结构，能与许多客体分子形成包络物，进

而改变客体分子的溶解度、稳定性等物理化学性

质，在农药、食品、医药、化妆品和环保等领域具

有 广 泛 的 应 用［１］。 环 糊 精 糖 基 转 移 酶

（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称 ＣＧＴａｓｅ）

是生产环糊精的重要工业用酶，鉴于环糊精的巨大

应用价值，生产环糊精所必需的ＣＧＴａｓｅ的制备成

为了当今研究的热点。环糊精酶催化产物通常包含

α、β、γ环糊精３种环糊精，根据主要产物的不

同，将环糊精酶分类为α、β、γ环糊精酶。总结

现有的报道，环糊精酶的获取方式大致归纳为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；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［２］。有关ＣＧＴ酶的研究已经

跨越了一个世纪，人们对环糊精酶也逐步提出了更

高的要求：更高的产物专一性、更高的热稳定性、

更稳定的耐碱性，甚至更强的抗有机试剂性能。

【前人研究进展】为了降低环糊精生产成本，提高

ＣＧＴａｓｅ的产量和催化特性，将ＣＧＴａｓｅ基因采用

基因工程方法进行异源表达被认为是最有效的途径

之一。目前常见的基因表达系统主要有大肠杆菌、

芽胞杆菌及酵母表达系统。其中大肠杆菌表达环糊

精酶多有报道［３－５］，酵母表达系统报道较少［６－７］，

并且效果不甚理想。而枯草芽胞杆菌表达系统，与

其他表达系统相比具有明显的优势：首先，相对于

大肠杆菌表达系统：枯草芽胞杆菌为非致病性、细

胞壁组成简单、重组表达的蛋白内毒素低、较低密

码子偏爱性、表达蛋白可溶性高、生 物 活 性

好［８－９］。其次，相对于真核表达系统，其表达周期

短，成本低，表达量较高。【本研究切入点】本课

题组在前期工作中从犌犲犫犪犮犻犾犾犻狌狊ｓｐ．ＣＨＢ１中分

离获得了１种α环糊精酶，该酶最适反应温度达到

６５℃，有较好的热稳定性，应用潜力巨大，并且该

犆犌犜基因在大肠杆菌犈．犮狅犾犻及毕赤酵母中成功克

隆表达［１０－１２］。大肠杆菌表达量虽高，但易形成包

涵体，对环糊精酶的分离造成困难，而毕赤酵母表

达量较低。【拟解决的关键问题】本研究尝试选用

枯草芽胞杆菌分泌表达系统表达嗜热芽胞杆菌

ＣＨＢ１αＣＧＴａｓｅ，以期实现αＣＧＴａｓｅ的安全高效

表达，并对该工程菌的发酵温度、ｐＨ 和培养基等

进行优化，为环糊精酶工程菌株的规模化生产奠定

基础。

１　材料与方法

１１　菌种和质粒

嗜热芽孢杆菌犌犲犫犪犮犻犾犾犻狌狊ｓｐ．ＣＨＢ１ （含新型

环糊精酶基因）、大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＪＭ１０９

为福建省农业科学院土壤肥料研究所保存；枯草芽

胞杆菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＲＩＫ１２８５、大肠杆菌犈．

犮狅犾犻穿梭载体ｐＢＥＳＤＮＡ 购自大连宝生物工程

（ＴａＫａＲａ）公司。

１２　试剂与仪器

限制 性 内 切 酶、犜犪狇 ＤＮＡ 聚 合 酶、ＤＮＡ

Ｍａｒｋ、Ｔ４ＤＮＡ 连 接 酶 及 犅．狊狌犫狋犻犾犻狊狊狋狉犪犻狀

ＲＩＫ１２８５感受态细胞购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ切

胶回收试剂盒、ＰＣＲ引物及质粒快速提取试剂盒

购自上海生工生物工程股份有限公司，其余试剂均

为国产或进口分析纯。３１８Ｋ超高速冷冻离心机购

自 Ｓｉｇｍａ 公 司，ＰＣＲ 仪 购 自 基 因 有 限 公 司，

ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１３　培养基

ＬＢ培养基，Ａｍｐ 终浓度 １００μｇ·ｍＬ
－１。

ＴＳＢ （胰蛋白胨大豆肉汤培养基）：胰蛋白胨

１．５％，大豆蛋白胨 ０．５％，氯化钠０．５％。Ｍ９：

葡萄糖１％，维生素Ｂ１ （单独灭菌）１μｇ·ｍＬ
－１，

Ｎａ２ＨＰＯ４１．２８％，ＫＨ２ＰＯ４０．３％，ＮａＣｌ０．０５％，

ＮＨ４Ｃｌ０．５％。ＴＢ：甘油０．５％，蛋白胨 １．２％，

酵母粉２．４％，Ｋ２ＨＰＯ４１．６４％，ＫＨ２ＰＯ４０．２３％。

１４　α环糊精酶基因引物设计与扩增

提取嗜热芽胞杆菌犌犲犫犪犮犻犾犾犻狌狊狊狆．ＣＨＢ１基

因组 ＤＮＡ，并以此为模板，在α环糊精酶基因上

下游分别添加限制性酶切位点 （ＸｈｏＩ和犈犮狅犚Ｉ），

设计上下游引物如下：

ＣＧＴＦ：５′ＣＣＧ ＣＴＣ ＧＡＧＡ ＡＴＡ ＡＧＧ

ＴＡＡＡＴＴＴＴＡＣＡＴＣＧ３′（下划线为犡犺狅Ｉ限

制性 酶 切 位 点）；ＣＧＴＲ：５′ＣＣＧ ＧＡＡ ＴＴＣ

ＧＴＴＴＴＧＣＣＡＡＴＴＣＡＣＴＡＴＡＡＴ３′（下划线

为犈犮狅犚Ｉ限制性酶切位点）；用 ＰＣＲ 扩增试剂盒

进行αＣＧＴ酶基因扩增。ＰＣＲ 反应条件：９４℃４

ｍｉｎ；９４℃６０ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，循环３０

次；７２℃１０ｍｉｎ。ＤＮＡ切胶回收试剂盒进行ＣＧＴ

片段回收，备用。

１５　重组表达质粒ｐＢＥＣＧＴ的构建及鉴定

用限制性内切酶犈犮狅犚Ｉ和犡犺狅Ｉ分别对ｐＢＥ

载体及ＣＧＴ片段进行双酶切，胶回收ＣＧＴ基因

片段及 ｐＢＥ 线性载体；参照 ＴａＫａＲａ公司 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶使用说明书，将 ＣＧＴ 基因片段与
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ｐＢＥＳ线性载体混合，进行连接反应，连接产物转

化感受态细胞ＪＭ１０９，经１００μｇ·ｍＬ
－１氨苄青霉

素抗性ＬＢ平板及菌落ＰＣＲ鉴定，构建重组枯草

芽胞大肠杆菌穿梭表达质粒ｐＢＥＣＧＴ；同时提取

相应质粒送至上海生工生物工程有限公司测序验

证。

１６　重组芽胞杆菌的构建及筛选

采用电转化方法，冰浴融化感受态细胞枯草芽

胞杆菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＲＩＫ１２８５，与３μＬ重组

表达质粒ｐＢＥＣＧＴ混匀，设置电转化参数 （电击

参数１５００Ｖ、２５μＦ、２００Ω），将ｐＢＥＣＧＴ载体

导入感受态犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＲＩＫ１２８５中，于１００

μｇ·ｍＬ
－１氨苄青霉素抗性ＬＢ平板培养至转化子

出现 （２４～４８ｈ），挑取若干克隆子进行ＰＣＲ验

证，获 得 重 组 枯 草 芽 胞 杆 菌 重 组 犅．狊狌犫狋犻犾犻狊

ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ。

１７　枯草芽胞杆菌的发酵培养

种子液培养：挑取重组枯草芽胞杆菌 犅．

狊狌犫狋犻犾犻狊单克隆于ＬＢ培养基生长１８ｈ；

发酵培养：按１％接种量将种子发酵液接种至

５０ｍＬ发酵培养基，在３７℃摇床培养３６ｈ，每隔

一段时间取样，将发酵液于１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２

ｍｉｎ除菌体，收集上清液，测定α环糊精酶活性。

１８　重组枯草杆菌表达外源蛋白条件优化

１８１　培养时间对产酶的影响　为考察重组枯草

芽胞杆菌发酵不同阶段α环糊精酶活性变化，在

温度３７℃、ｐＨ７．０条件下，进行工程菌产酶培养，

每隔４ｈ进行取样测定ＯＤ６００和环糊精酶活力，发

酵持续３２ｈ。

１８２　培养温度对产酶的影响　为考察不同温度

对重组枯草芽胞杆菌产环糊精酶能力的影响，在

ｐＨ７．０条件下分别采用２５℃、３０℃、３７℃、４０℃

培养，２４ｈ后测定ＯＤ６００和环糊精酶活力。

１８３　初始ｐＨ对产酶的影响　为考察不同初始

ｐＨ对重组枯草芽胞杆菌产环糊精酶能力的影响，

在温度３７℃下，调整初始发酵ｐＨ 分别为 ５．５、

６．０、６．５、７．０、７．５、８．０，经过发酵２４ｈ后，测

定ＯＤ６００和环糊精酶活力，考察初始ｐＨ对环糊精

酶表达量的影响。

１８４　初始培养基对产酶的影响　为考察不同初

始培养基对重组枯草芽胞杆菌重组 犅．狊狌犫狋犻犾犻狊

ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ产环糊精酶能力的影响，在温

度３７℃、ｐＨ６．５条件下，分别对常用芽胞杆菌培

养基 （ＬＢ，ＴＳＢ，Ｍ９，ＴＢ），进行发酵培养２４ｈ，

筛选最适培养基。

１９　ＣＧＴａｓｅ酶活性测定

测定α环糊精葡萄糖基转移酶活力的方法参

照甲基橙褪色法［１３］，具体操作如下：取０．９ｍＬ预

先用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钠缓冲液 （ｐＨ６．０）配制

的３％ （ｗ／ｖ）可溶性淀粉溶液于试管中，置于

６０℃水浴锅内预热２ｍｉｎ，然后加入粗酶液或适当

稀释的纯酶液０．１ｍＬ，反应１０ｍｉｎ，立即加入

１．０ｍＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸终止反应，再加入１．０

ｍＬ （ｐＨ６．０）的０．１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的甲基橙溶液，

混匀后于１６℃下保温２０ｍｉｎ，用酶标仪测定波长

５０５ｎｍ 处的吸光度并根据空白计算褪色程度

（ΔＡ），最后根据α环糊精标准曲线计算出α环糊

精的浓度。酶活性单位定义为：６０℃，ｐＨ６．０下，

每分钟催化产生１μｍｏｌα环糊精所需的酶量即为

一个酶活力单位 （Ｕ）。

２　结果与分析

２１　ＣＧＴａｓｅ表达质粒的构建

以犈犮狅犚Ｉ和犡犺狅Ｉ为双酶切体系，分别对载

体ｐＢＥ载体及ＣＧＴ片段进行双酶切，回收２０００

ｂｐ （ＣＧＴ）及６０００ｂｐ线性载体ｐＢＥ。转化大肠

杆菌ＪＭ１０９，筛选阳性克隆子，提质粒进行单／双

酶切验证，电泳结果如图１所示，在２、６及８ｋｂ

附近出现２条预期大小的ＤＮＡ亮带，说明大肠杆

菌／芽胞杆菌穿梭表达质粒ｐＢＥＣＧＴ 成功构建。

进一步通过电转化法将梭表达质粒ｐＢＥＣＧＴ导入

犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５感受态细胞，筛选克隆子菌落

进行ＰＣＲ验证 （引物ＣＧＴＦ／ＣＧＴＲ）（图２），在

２ｋｂ左右出现预期大小条带；同时将质粒送上海

生工进行测序验证，由测序结果可知，环糊精酶重

组枯草芽胞杆菌工程菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥ

ＣＧＴ构建完成。

２２　重组枯草芽胞杆菌产环糊精酶

以基础培养基ＬＢ为发酵培养基，对工程枯草

芽胞杆菌菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ进行产

酶培养，每隔４ｈ测定芽胞杆菌生长情况及产酶

量，结果如图３所示。随着发酵时间延长，细胞密

度及酶活力均出现逐步上升的趋势，发酵１６ｈ细

胞量趋于稳定，菌体生长进入稳定期，当发酵２４

ｈ后，菌体浓度开始下降，此时α环糊精酶酶活力

达到最大值２．９Ｕ·ｍＬ－１，之后伴随菌体进入衰

亡期，酶活力略微下降。因此，发酵２４ｈ为该工

程菌的最适发酵时间。

２３　重组枯草杆菌发酵环糊精酶条件优化

２３１　培养温度对产环糊精酶的影响　温度对微
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图１　重组表达载体ｐＢＥＣＧＴ单／双酶切验证

犉犻犵．１　犞犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犅犈犆犌犜狅犫狋犪犻狀犲犱犫狔狊犻狀犵犾犲犪狀犱

犱狅狌犫犾犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

注：１为１ｋｂＤＮＡ标准分子量；２为重组载体单酶切；３为重组

载体双酶切。

Ｎｏｔｅ：１．ＤＬ１ｋｂＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２．Ｓｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；３．Ｄｏｕｂｌｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．

图２　重组芽胞杆菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ菌落

ＰＣＲ验证

犉犻犵．１　犘犆犚狏犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅狀犅．狊狌犫狋犻犾犻狊犚犐犓１２８５／狆犅犈犆犌犜

犮狅犾狅狀犻犲狊

注：１为１ｋｂＤＮＡ标准分子量；２～６为ＣＧＴ克隆子ＰＣＲ。

Ｎｏｔｅ：１．ＤＬ１ｋｂＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２－６．ＣｏｌｏｎｙＰＣＲｏｆＣＧＴ。

生物生长及生物酶活性具有重要影响；温度的改

变，影响着微生物的代谢活动，过低的温度可能使

微生物生长停滞，过高的温度可能导致微生物致

死，因此本试验考察了４个温度下，工程菌经２４ｈ

发酵后的产酶情况，结果如表１所示。随着温度的

升高，菌体逐渐升高，生长旺盛；然而环糊精酶活

图３　初始工程菌发酵环糊精酶活力和生长曲线

犉犻犵．３　犆犌犜犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犪狀犱犮犲犾犾犵狉狅狑狋犺犻狀狊犺犪犽犻狀犵犳犾犪狊犽

犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀

性随温度的升高，呈先上升后下降的趋势，在

３７℃下酶活性达到最大值，为最适表达温度。分析

原因，可能由于温度过低，菌体生长缓慢酶表达量

低；随温度升高，菌体产酶速度加快，过高导致酶

活降低，可能高温产生更多的蛋白酶对环糊精酶产

生降解。

表１　不同温度对菌体生长和产酶的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犵狉狅狑狋犺犪狀犱犲狀狕狔犿犲

狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

／℃

细胞密度

ＯＤ６００

环糊精酶活性

ＣＧＴａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
／（Ｕ·ｍＬ－１）

２５ ６．９ １．６±０．１１ａ

３０ ７．３ ２．１±０．１６ｂ

３７ ８．３ ２．９±０．１４ｃ

４０ ９．５ １．９±０．１５ｂ

注：同列数据后不同小写字母表示不同处理间差异显著（犘＜０．０５）。

表２～３同。

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓａｒｅｔｈｅｍｅａｎｓ±ＳＤ（ｎ＝３）．Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓ

ｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｓｉｇｎｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ２－３．

２３２　ｐＨ对产环糊精酶的影响　ｐＨ是影响微生

物生长及工程菌发酵过程中各种酶活性的一个重要

因素，因此，本研究分析了不同ｐＨ下，工程菌经

２４ｈ发酵后的产酶情况，结果如表２所示。当控

制初始ｐＨ 在６．０－８．０时菌体生长旺盛，ｐＨ７．５

时菌体量最高；而在ｐＨ６．５时酶活力达到最高，

说明中性偏碱性有利于菌体生长，而中性偏酸性环

境有利于外源环糊精酶基因的表达。因此，虽然初
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始ｐＨ在７．５时更有利于菌体生长，但工程菌最适

表达ｐＨ为６．５。

表２　不同ｐＨ对菌体生长和产酶的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆犎狅狀犵狉狅狑狋犺犪狀犱犲狀狕狔犿犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳

犫犪犮狋犲狉犻犪

酸碱度

ｐＨ

细胞密度

ＯＤ６００

环糊精酶活性

ＣＧＴａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
／（Ｕ·ｍＬ－１）

５．５ ７．３ １．９±０．１３ａ

６．０ ７．９ ２．７±０．１７ｂ

６．５ ８．１ ３．３±０．１９ｃ

７．０ ８．３ ３．０±０．１５ｃ

７．５ ８．４ ２．７±０．１５ｂ

８．０ ８．１ ２．１±０．１２ａ

２３３　不同培养基对产环糊精酶的影响　为了选

择适合工程菌表达αＣＧＴ 酶并可用于下步优化的

出发培养基，将工程菌置于４种常见的枯草芽胞杆

菌培养基中培养２４ｈ，测定细胞密度及相应环糊

精酶活力 （表３）。由表３可知，经ＴＢ培养基发酵

后，工程菌的细胞密度及环糊精酶活力均最高，明

显高于其他３种培养基，究其原因：相对 ＬＢ、

ＴＳＢ培养基而言，ＴＢ培养基有相对较高的ｐＨ 缓

冲能力，稳定的ｐＨ环境更有利于菌体生长，表达

更多蛋白。相对 Ｍ９而言，ＴＢ含丰富的营养成分

（蛋白胨、甘油等）更适合菌体生长，因此有更多

的菌体生产重组环糊精酶，更有利于αＣＧＴ 酶的

表达。因此最终确定 ＴＢ为最优发酵培养基。在

ｐＨ６．５、３７℃ 下， 进 行 工 程 菌 犅．狊狌犫狋犻犾犻狊

ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ产α环糊精酶培养，其菌体生

长及产酶曲线如图４所示，在发酵２４ｈ胞外酶活

达到最高，为 ５．３ Ｕ·ｍＬ－１，细胞密度 达到

（ＯＤ６００）１２．３。

表３　不同培养基对产环糊精酶的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犮狌犾狋狌狉犲犿犲犱犻狌犿狅狀犵狉狅狑狋犺犪狀犱犲狀狕狔犿犲

狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪

初始培养基

Ｉｎｉｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ

细胞密度

ＯＤ６００

环糊精酶活性

ＣＧＴａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
／（Ｕ·ｍＬ－１）

ＬＢ ８．３ ２．９±０．１７ａ

ＴＳＢ ９．２ ３．５±０．１６ｂ

Ｍ９ １０．５ ４．１±０．１３ｃ

ＴＢ １２．３ ５．３±０．２１ｄ

图４　优化后工程菌发酵环糊精酶活力和生长曲线

犉犻犵．４　犆犌犜犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犪狀犱犮犲犾犾犵狉狅狑狋犺犻狀狊犺犪犽犻狀犵犳犾犪狊犽

犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犪犳狋犲狉狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀

３　讨论与结论

环糊精分子因其特殊的环状中空结构，具有的

很强包络能力，应用广泛。随着人类生活品质的提

高，对环糊精的需求量日益增长。环糊精的工业化

生产主要是有环糊精酶催化合成。因此环糊精酶的

产量及活性对环糊精的生产至关重要。随着现代分

子生物学的飞速发展，运用基因工程手段，实现

ＣＧＴａｓｅ基因的异源超量表达，成为国内外研究的

热点。本课题组前期已经实现了环糊精酶在大肠杆

菌与酵母中的表达，取得一定进展。

为进一步提高环糊精酶表达量，探索环糊精酶

最适表达系统，本研究选择枯草芽胞杆菌表达系

统，成 功 构 建 了 枯 草 芽 胞 杆 菌 犅．狊狌犫狋犻犾犻狊

ＲＩＫ１２８５／ｐＢＥＣＧＴ工程菌，并对工程菌发酵培养

基种类及基础发酵条件进行了初步探索，最终确定

ＴＢ为该工程菌的最适发酵培养基，在初始ｐＨ

６．５、３７℃下，持续发酵２４ｈ后，细胞密度达到

１２．３ （ＯＤ６００），此时测得发酵上清液α环糊精酶环

化活力同时达到最大值５．３Ｕ·ｍＬ－１，是野生菌

犌犲犫犪犮犻犾犾犻狌狊ｓｐ．ＣＨＢ１ 产 α环 糊 精 酶 （０．６６

Ｕ·ｍＬ－１）的８倍
［１４］。目前有关α环糊精酶的异

源表达，主要集中在大肠杆菌表达系统，而枯草芽

胞杆菌表达系统鲜见报道，张佳瑜等［７］研究来源于

软化芽孢杆菌的α环糊精葡萄糖基转移酶在枯草

杆菌中的表达，表达量是野生菌株软化芽孢杆菌表

达量的９．８倍，α环糊精酶活力为４．９Ｕ·ｍＬ
－１。

本研究结果虽最终提高倍数略低于前者，但最终酶

活力更高。另外，虽然本研究枯草芽胞杆菌α环

糊精酶表达量低于其在大肠杆菌中的表达量，但相

４０６ 福建农业学报 第３４卷



对大肠杆菌表达系统而言，枯草芽胞杆菌遗传背景

清晰，属于公认的食品工业安全菌，不含内毒素，

具有良好的遗传稳定性，且分离纯化工艺简单，是

环糊精酶乃至其他酶蛋白高效表达、最终实现规模

化生产的重要途径。后期深入研究，将考虑通过信

号肽、表达载体等的优化以及对酶分子的氨基酸序

列进行定点突变，最大限度提高环糊精酶在枯草芽

胞杆菌中的表达量，为其规模化生产提供技术支

持。
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