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Abstract： 4α glucanotransferase （4αGtase） has the ability of catalyzing starch to form large ring
cyclodextrin（LR-CD）. In this study，in order to analyze the structure characteristics and key amino
acid in the catalytic region，series of amino acids modifiers，such as arginine modifier DIC，
methionine modifier Ch -T，tryptophan modifier NBS，histidine modifier DEPC，carboxyl modifier
EDC，disulfide bond modifier DTT and protein denaturant mercaptoethanol，were applied to modify
the 4αGtase，respectively. Results showed that the key amino acids existed in active center of
4αGtase are histidine，glutamic acid/aspartic acid. The disulfide bond is very important to stabilize
the activity of 4αGtase. From these results we deduced that 4αGtase contained two domains in

摘要： 4-a-糖基转移酶（4αGtase）能够作用淀粉产生大环糊精。 分别采用精氨酸修饰剂 DIC、蛋
氨酸修饰剂 Ch-T、色氨酸修饰剂 NBS、组氨酸修饰剂 DEPC、羧基修饰剂 EDC、二硫键修饰剂
DTT及蛋白变性剂巯基乙醇等对 4αGtase 进行化学修饰， 解析 4αGtase 催化区域的结构特点和
主要氨基酸构成。 结果表明，4αGtase 活性中心的关键氨基酸为组氨酸、谷氨酸/天冬氨酸，二硫
键对于维持 4αGtase 活性中心的空间结构具有重要作用；该酶可能同时存在淀粉键合区域和催
化两个区域，蛋氨酸、色氨酸在两个区域存在状态不尽相同，空间结构的适当变换能够促进该酶
与淀粉的结合，从而有利于总酶活的增加。
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大环糊精（LR-CD）是由 9 个以上 D-吡喃型葡
萄糖单元通过 α-1，4 糖苷键连接而成的环状糊精
的统称 [1-2]，具有比常见环糊精更加优越的水溶性及
包埋性能 [3]。 合成大环糊精（LR-CD）的酶类被统称
为 4-α-糖基转移酶 （4αGtase）。 不同菌株来源的
4αGtase 的酶学性质具有很大的差异， 这些差异导
致 LR-CD 产率及聚合度范围存在很大区别， 例如
来自 Paenibacillus sp.F8的 CGTase能够作用淀粉产
生聚合度 6~9的环糊精，其中 CD9的产量约为 10%
[4]；而来自 T.aquaticus 的 Maltase 能够作用淀粉产生
聚合度>22的 LR-CD，产率高达 84%[5]。从酶本身来
考虑，造成产物专一性差异的因素主要有：氨基酸
序列差异、酶-淀粉结合区域差异、酶-淀粉结合位
点差异及酶活性中心区域的差异等。 作者所在实验
室构建了能够表达产生 4αGtase的菌株[6]，并验证了
该酶催化淀粉产生聚合度（DP）范围为 20~40 的大
环糊精，且最高转化率达 55%[7]，经核苷酸序列鉴定
及生物信息学的方法分析发现 4αGtase 的 α-螺旋/
β-折叠比例为 2.1， 其中 α-螺旋占 23.3%，β-折叠
占 11.1%， 酶的催化催化区域均匀分布在整个酶分
子[8]。但是关于该酶的结构信息报道还非常少。为了
加深对 4αGtase 的进一步了解， 作者对 4αGtase 进
行了化学修饰，深入探讨该酶活性中心的氨基酸种
类，以期为揭示 4αGtase的结构特点提供参考。

1.1 材料与仪器
低相对分子质量标准蛋白：分析纯，重庆升博

科技有限公司产品；LB 培养基（质量分数）（0.5%酵
母膏，1%NaCl，1%蛋白胨）； 氨苄青霉素钠： 美国
Sigma 公司产品； 咪唑、 三羟甲基氨基甲烷（Tris）、
HCl，及巯基乙醇：均为分析纯，北京国药集团产品；
丁二酮（DIC）、苯甲基黄酰氯（PMSF）、氯氨-T（Ch-
T）、N-溴代丁二酰亚胺 （NBS）、 焦碳酸二乙酯
（DEPC）、碳二亚胺（EDC）、二硫苏糖醇（DTT）：均为
分析纯，美国 Sigma公司产品。
淋洗缓冲液（50 mmol/L Tris-HCl（pH 7.5）、300

mmol/L NaCl、20 mmol/L 咪唑）
洗脱缓冲液（50 mmol/L Tris-HCl（pH 7.5）、300

mmol/L NaCl、250 mmol/L 咪唑）。
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：美国 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；RJ-TDL-50A 底物台式大容量离心机：江苏瑞江
分析仪器公司产品； 纯泰 Ni-NTA 亲和层析柱（5
mL）， 生物医药纯化技术公共服务平台 ，AKTA
purifier 900 蛋白纯化系统：瑞典 AKTA公司产品。
1.2 方法
1.2.1 质粒的转化 采用氯化钙法制备感受态细
胞并对携带目标基因的 p6× HTAaGT Ampr 质粒进
行转化，具体过程参见文献[9]。
1.2.2 4αGtase 粗酶的提取 挑取阳性转化的基因
工程菌单菌落，37 ℃培养 8 h 后，4 000 r/min 离心
10 min 收集菌体， 将菌体分散在约 10 mL 的 Tris-
HCl 缓冲液（pH 7.5，50 mmol/L）中，冰浴下采用超
声破壁的方法提取粗酶液， 超声破壁提取条件为：
功率 300 W，超声时间 3 s，间歇时间 5 s，超声次数
180次。
1.2.3 4αGtase 的分离纯化 采用 Ni-NTA 亲和层
析柱对重组蛋白进行纯化，并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。 分离胶质量
浓度 15 g/L， 浓缩胶质量浓度 5 g/L， 电泳采用 pH 7.5
的 Tris-HCl缓冲体系，考马斯亮蓝 R-250染色。
1.2.4 4αGtase 的活性测定 酶活分析采用碘比色
法。 准确吸取 100 μL 体积分数 90% DMSO 溶解的
质量分数 0.2%的直链淀粉溶液，置入 2 mL 离心管
中，加入 800 μL 50 mmol/L Tris-HCl（pH 7.5），用漩
涡混合器将其混匀，置于超级恒温金属浴中 75℃保
温 10 min， 加入 100 μL 酶液， 立即混匀并开始计
时，当 75 ℃保温 10 min 后，立即取出 100 μL 反应
液加入到 900 μL 稀碘液，摇匀。 以稀碘液为空白，
采用三波长分光光度法（TWC）测定反应溶液中大

activity center，methionine and tryptophan are in different region of these two domain. A proper
change of spatial structure will promote the combination of enzyme with starch to increase the total
activity of 4αGtase.
Keywords： 4-α-glucanotransferase，large ring cyclodextrin，chemical modification

材料与方法1
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环糊精的生成量，采用正交函数分光光度法来测定
反应溶液中直链淀粉的下降量。
酶活定义： 在测定条件下， 每分钟转化生成 1

μg大环糊精所需要的酶量为 1 U的环化活性；每分钟
转化 1 μg直链淀粉所需要的酶量为 1 U的总活性。
1.2.5 4αGtase的化学修饰

1）化学修饰剂对 4αGtase 的稳定性影响 分别
采用精氨酸修饰剂 DIC、蛋氨酸修饰剂 ChT、色氨酸
修饰剂 NBS、 组氨酸修饰剂 DEPC、 羧基修饰剂
EDC、 二硫键修饰剂DTT及蛋白变性剂巯基乙醇等
修饰剂与等量 4αGtase进行混合， 达到各自所需修
饰浓度， 在 25 ℃下保温 30、60、90 min， 然后测定
4αGtase 催化淀粉产生大环糊精的量及淀粉的下降
量， 在同样的条件下测定未加修饰剂的 4αGtase 环
化活性及总酶活的影响。

2）化学修饰剂对 4αGtase 活性的影响 分别将
上述化学修饰剂与 4αGtase 进行不同比例混合，并
保持总体积一致， 测定经不同浓度修饰的 4αGtase
环化活性及总酶活的变化。

2.1 精氨酸的化学修饰
精氨酸残基含有 1 个强碱性的胍基，可以与丁

二酮可逆的生成精氨酸-丁二酮复合物 [13]。 向
4αGtase 中加入 0.1 mmol/L 的 DIC， 分别保温 30、
60、90 min，结果见图 1（a）。 由图 1（a）可以看出，在
90 min 的修饰时间内，经 DIC 修饰的 4αGtase 环化
活性及总酶活性基本保持稳定，因此选择 30 min 作
为修饰时间，进一步探讨 DIC 浓度对 4αGtase 活性
的影响，结果见图 1（b）。 由图 1（b）可以看出，不同
浓度的 DIC 添加对大环糊精含量及直链淀粉的含
量基本无明显变化， 统计学分析显示无明显差异，
表明精氨酸不是 4αGtase活性中心的必须基团。

图 1 （a） DIC 对 4αGtase 稳定性的影响，（b） DIC 浓度对
4αGtase 活性的影响

Fig. 1 （a） The effect of DIC on the stability of 4αGtase，
（b） Effect of DIC concentration on the activity of
4αGtase

2.2 蛋氨酸的化学修饰
向 4αGtase 中加入 0.1 mmol/L 的 ChT， 分别保

温 30、60、90 min，结果见图 2（a）。 由图 2（a）可以看
出，在 60 min的时间内，随着保温时间延长，大环糊
精含量呈现明显上升趋势，而且直链淀粉含量呈现
明显下降趋势 ， 表明低浓度 ChT 修饰能够促进
4αGtase 的环化活性及总酶活 。 在 90 min 时 ，
4αGtase的活性基本保持稳定， 因此选择 90 min 作
为修饰时间，进一步探讨 ChT 浓度对 4αGtase 活性
的影响，结果见图 2（b）。 由图 2（b）可以看出，随着
ChT 添加浓度增加到 10 mmol/L 时， 大环糊精质量
浓度由 0.26 mg/mL 下降至 0.16 mg/mL，环化活性下
降了 38.5%； 直链淀粉的质量浓度由 425 μg/mL 下
降至 307 μg/mL表明总酶活提高了 27.8%。 该结果
说明蛋氨酸可能位于 4αGtase 的淀粉结合区域，而
非催化区域。

结果与分析2

1027



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.32 No.10 2013

WANG Jin-peng，et al： Analysis of Structure and Key Amino
Acids Existed in 4α Glucanotransferase
Catalytic Region

Mini-ReviewResearch Article

图 2 （a） ChT 对 4αGtase 稳定性的影响，（b） ChT 浓度对
4αGtase 活性的影响

Fig. 2 （a） The effect of ChT on the stability of 4αGtase，
（b） Effect of ChT concentration on the activity of
4αGtase

2.3 色氨酸的化学修饰
向 4αGtase中加入 0.1 mmol/L 的 NBS， 分别保

温 30、60、90 min，结果见图 3（a）。 由图 3（a）可以看
出，在 60 min的时间内，随着保温时间延长，大环糊
精含量呈现明显上升趋势，而且直链淀粉含量呈现
明显下降趋势 ， 表明低浓度 NBS 修饰能够促进
4αGtase 的环化活性及总酶活 。 在 90 min 时 ，
4αGtase的活性基本保持稳定， 因此选择 90 min 作
为修饰时间，进一步探讨 NBS 浓度对 4αGtase 活性
的影响，结果见图 3（b）。 由图 3（b）可以看出，随着
NBS 添加浓度提高到 10 mmol/L， 大环糊精质量浓
度由 0.26 mg/mL 增加到 0.27 mg/mL，环化活性增加
了 3.8%； 直链淀粉质量浓度由 425 μg/mL 减低到
357 μg/mL，总酶活增加了 16%，当修饰剂浓度超过
10 mmol/L 时，酶活基本不变，表明所有的色氨酸均
被修饰。 表明色氨酸可能是 4αGtase 催化活性中心
的关键氨基酸之一。

图 3 （a） NBS 对 4αGtase 稳定性的影响，（b） NBS 浓度对
4αGtase 活性的影响

Fig. 3 （a） The effect of NBS on the stability of 4αGtase，
（b） Effect of NBS concentration on the activity of
4αGtase

2.4 组氨酸的化学修饰
向 4αGtase 中加入 0.1 mmol/L 的 DEPC， 分别

保温 30、60、90 min，结果见图 4（a）。 由图 4（a）及 4
（b） 可以看出，DEPC 的加入使 4αGtase 迅速失活，
图 4（b）也表明不同浓度的 DEPC 能够造成 4αGtase
的环化活性及总酶活均完全失活，表明组氨酸是位
于催化中心的关键氨基酸。

图 4 （a） DEPC 对 4αGtase 稳定性的影响，（b） DEPC 浓
度对 4αGtase 活性的影响

Fig. 4 （a） The effect of DEPC on the stability of 4αGtase，
（b） Effect of DEPC concentration on the activity
of 4αGtase
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2.5 羧基的化学修饰
EDC 是羧基（谷氨酸/天冬氨酸）专一性修饰试

剂。 向 4αGtase 中加入 0.1 mmol/L 的 EDC，分别保
温 30、60、90 min，结果见图 5（a）。 由图 5（a）可以看
出，在 30 min的时间内，随着保温时间延长，大环糊
精含量呈现明显下降趋势，而且直链淀粉含量呈现
明显上升趋势 ， 表明低浓度 EDC 修饰能够使
4αGtase的环化活性及总酶活均降低。在 30 min时，
4αGtase的活性基本保持稳定， 因此选择 30 min 作
为修饰时间，进一步探讨 EDC 浓度对 4αGtase 活性
的影响，结果见图 5（b）。 由图 5（b）可以看出，随着
EDC 添加浓度提高到 10 mmol/L， 大环糊精质量浓
度由0.53 mg/mL 降低到 0.41 mg/mL，环化活性降低
了22.6%； 直链淀粉质量浓度由 108 μg/mL 升高到
161 μg/mL，总酶活降低了 58.3%，表明 4αGtase 的
环化活性及总酶活均得到抑制，说明酶的活性中心
存在有关键性的谷氨酸及天冬氨酸， 这一结果和
4αGtase结构生物信息学分析结果相一致[8]。

图 5 （a） EDC 对 4αGtase 稳定性的影响，（b） EDC浓度对
4αGtase 活性的影响

Fig. 5 （a） The effect of EDC on the stability of 4αGtase，
（b） Effect of EDC concentration on the activity of
4αGtase

2.6 二硫键的化学修饰
向 4αGtase中加入 0.1 mmol/L的 DTT， 分别保

温 30、60、90，结果见图 6（a）。 由图 6（a）可以看出，
在 30 min 的时间内，随着保温时间延长，大环糊精
含量呈现明显下降趋势，而且直链淀粉含量呈现明
显上升趋势， 表明低浓度 DTT 修饰能够使 4αGtase
的环化活性及总酶活均降低。 在 30 min时，4αGtase
的活性基本保持稳定，因此选择 30 min 作为修饰时
间， 进一步探讨 DTT 浓度对 4αGtase 活性的影响，
结果见图 5（b）。由图 5（b）可以看出，随着 DTT添加
浓度提高到 50 mmol/L， 大环糊精质量浓度由 0.23
mg/mL降低到 0.1 mg/mL， 环化活性降低了 56.5%；
直链淀粉质量浓度由 101 μg/mL 升高到 177 μg/
mL，总酶活降低了75.2%，这表明二硫苏糖醇还原了
酶的二硫键后，破坏了酶的高级结构，影响酶的稳
定性。

图 6 （a） DTT 对 4αGtase 稳定性的影响，（b） DTT 浓度对
4αGtase 活性的影响

Fig.6 （a） The effect of DTT on the stability of 4αGtase，
（b） Effect of DTT concentration on the activity of
4αGtase

2.7 空间结构的化学修饰
向 4αGtase 中加入 0.1 mmol/L 的巯基乙醇，分

别保温 30、60、90 min，结果见图 7（a）。 由图 7（a）可
以看出，在 90 min 的修饰时间内，经巯基乙醇修饰
的 4αGtase 环化活性及总酶活性基本保持稳定，因
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此选择 30 min作为修饰时间，进一步探讨巯基乙醇
浓度对 4αGtase活性的影响，结果见图 7（b）。由图 7
（b） 可以看出， 巯基乙醇浓度达到 0.1 mmol/L 时，
4αGtase 的环化活性几乎不变 ， 总酶活增加了
42.6%，表明空间结构的改变造成 4αGtase催化区域
以及与淀粉结合区域的变化不尽相同，再次证明了
4αGtase也许同时存在催化区域和淀粉键合区域。

在一定的条件下，4αGtase 经 DIC 修饰后活性
基本无明显变化； 而经 DEPC、EDC、DTT 等修饰后
4αGtase 的环化活性及总酶活都有不同程度的下
降， 表明组氨酸、 谷氨酸/天冬氨酸是构成 4αGtase
活性中心的关键氨基酸， 二硫键对于维持 4αGtase
活性中心的空间结构具有重要作用；ChT、NBS、巯
基乙醇等的修饰分别造成了总酶活不同程度的增

加， 而 ChT 修饰却导致环化活性下降、NBS 修饰引
起环化活性上升、巯基乙醇修饰对环化活性基本无
影响，推测造成这个复杂现象的可能是酶分子同时
存在淀粉键合区域和催化区域，蛋氨酸、色氨酸在
两个区域存在状态不尽相同，空间结构的适当变换
能够促进该酶与淀粉的结合，从而有利于总酶活的
增加。

图 7 （a） 巯基乙醇对 4αGtase 稳定性的影响，（b） 巯基乙醇
浓度对 4αGtase 活性的影响

Fig. 7 （a） The effect of mercaptoethanol on the stability of
4αGtase， （b） Effect of mercaptoethanol
concentration on the activity of 4αGtase
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