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高产环糊精葡萄糖基转移酶的枯草芽孢杆菌
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摘 要：选育了一株高产环糊精葡萄糖基转移酶(CGTase)的芽孢杆菌Sx茵株，经16S rRNA洲

序分析，结合茵体及菌落的形态特征，鉴定该菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。对其产酶

条件与酶学特性进行了研究。结果表明，以l g／dI。玉米淀粉和2 g／dL豆粕粉为碳氮源，pH 6．5，

30℃，220 r／min，60 h的条件下，茵株所产CGTase酶活性可达5 596 U／mI，；该酶在30～50℃，

pH 5．5～9．0下保持稳定，在50℃，180 r／min，pH 6．5，CGTase酶活力为1 107 U／mL的条件下

对20 mg／ml，甜菊甙转化48 h，甜菊甙溶液中的莱鲍迪甙与甜菊甙的比值(RA／SS)从转化前的

0．45上升到0．53。
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Abstract：A Bacillus subtilis with high cyclomaltodextrin glucanotransferase(CGTase)activity

was screened and identified on the basis of physical characterization，1 6S rRNA sequence analysis

and neighbour—joining tree．The optimized conditions of CGTase production were obtained：1 g／

dL maize starch，2 g／dL defatted soybean，30℃，pH 6．5，60 h．5 596 U／mL CGTase activity

was achieved using submerged fermentation．The CGTase activity remained stabilization at the

temperature 30～50℃．After stevioside(20 mg／ml～was incub．ated 48 h with 1 11 9 U／mL

CGTase under the condition of 50℃，180 r／min，pH 6．5，the ratio of RA／ss increase from 0．45

to 0。53．
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甜菊甙是一种从多年生菊科植物甜叶菊(Ste-

via rebaudiana Bertoni)中提取出来的一种强甜味

成分[1]，主要由甜菊甙(简称SS)、莱鲍迪甙A(简称

RA)等8种甙类糖组成，总称甜菊总甙，其中以甜

菊甙(SS)的含量最高口]，甜菊甙因其有后苦味道而

影响味质，而含量仅居其次的莱鲍迪甙A(RA)仅

与SS相差一个葡萄糖基，见图1，可以通过环糊精

葡萄糖基转移酶(CGTase)将SS转化为RAC3．4]。

在产环糊精葡萄糖基转移酶的微生物中，以芽

H

1 菌株与培养基

(a)甜菊甙(SS)

孢杆菌的研究最为活跃‘5_引，主要有软腐芽孢杆菌

(Bacillus macerans)，嗜热芽孢杆菌(Bacillus ther—

mophilus)，巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterum)和

嗜碱芽孢杆菌(Bacillus alkalophilic)等，其中已用

于工业化生产的主要有软腐芽孢杆菌和嗜碱芽孢

杆菌[8-n]。作者在进行批量菌株筛选的基础上，选

育了一株高产环糊精葡萄糖基转移酶(CGTase)的

芽孢杆菌，并对其培养及产酶特性进行了研究。

fb)莱鲍迪甙(RA)

图l甜菊甙(ss)与莱鲍迪甙A(RA)分子结构

Fig．1 Chemical structure of stevioside and Rebaudioside A

1．1 菌株

芽孢杆菌Sx，Xb，Nx，Nx2，B1，Yxb，Jx，902，

903，Xy，X6，作者所在实验室分离、选育与保存。

l’．2培养基

斜面保藏培养基：可溶性淀粉1 g／dL，蛋白胨

0．5 g／dL，酵母膏0．5 g／dL，K2 HP04 0．1 g／dL，

MgS04·7H20 0．02 g／dL，琼脂2 g／dL；pH 7．0。

发酵基础培养基：玉米淀粉1 g／dL，蛋白胨0．5

g／dL，酵母膏0．5 g／dI。，K2HP040．1 g／dL，MgS04

·7HzO 0．02 g／dL；pH 7．0。

2材料与方法

2．1 材料

2．1．1甜菊甙(SS>50％) 由赣州菊隆高科技有

限公司提供。

2．1．2 细茵通用引物 细菌通用引物K1，K2：南

京金思特科技有限公司提供；试剂盒K713：上海申

能博彩生物科技有限公司提供。

2．2方法

2．2．1茵种鉴定经传代培养基培养15 h的菌液

用K713细菌试剂盒提取DNA。用于16S rRNA

基因扩增的细菌通用引物为K1：5’一aactgaagagttt—

gatcctggctc一3 7，K2：5’一tacggttaccttgttacgactt一3’，

分别位于大肠杆菌16S rDNA的2～25 nt和1 479

～1 500 nt。

PCR反应体系(50肚L)：10×PCR缓冲液5

“L，dNTP(5 mmol／L)1弘L，10 tumol／I。弓l物ITS4

和ITS5各1 pL，模板DNA 2弘L(20 ng)，Taq酶

1．5 U，加水补至50弘L。PCR反应条件为：94℃预

变性5 min后，94℃变性1 min，59℃退火1 rain，

72℃延伸1 miff，共30个循环，72℃延伸10 rain。

2．2．2酶液制备 250 mL的三角瓶装产酶培养

基50 mL，接种后于30℃，220 r／rain恒温振荡培

养，定时取样1 mL，6 000 r／rain离心10 min，上清

液为粗酶液。

2．2．3 CGTase酶活性测定 取10弘L适当稀释

的酶液，加入0．2 mol／l。甘氨酸一NaOH—NaCI缓冲

液(pH 9．0)0．2 mL，再加入马铃薯淀粉液0．2

mL，振荡，于40℃水浴10 rain，立即加入0．5 ml／L

醋酸0．5 mI，终止反应，然后加入0．005％碘液显

色[12]。同时以蒸馏水为空白，以不加酶液为对照，

在700 nm波长下测定吸光度(OD)，一个酶活性单

位定义为使吸光度下降lo％的酶量。按下式计算：

一个酶活性单位(U／mL)=(n—b)／a×1000×
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酶液稀释倍数

式中：a为对照的吸光度，b为样品的吸光度。

2．2．4 CGTase酶的转化 取甜菊甙与可溶性淀

粉溶液各20 mL混合，用缓冲溶液调至pH 6．5，加

入发酵后经离心去除菌体的酶液10 mL(此时CG—

Tase酶活力测定为5 536 U／mL，甜菊甙质量浓度

为20 mg／mL)，50℃下180 r／rain转化48 h。转化

结束后，取1 mL反应液加入4 mL乙醇，振荡5

rain，放置2 rain后过滤除去不溶性的剩余淀粉及

糊精等，用于HPLC检测[1引。

2．2．5甜菊甙的检测 Agilent 1100高效液相色

谱仪，Kromasil-NH2(4．6 mm×250 mm)色谱柱，

紫外检测波长210 nm，流动相为体积分数80％的

乙腈水溶液，流速为1．0 mL／min。

3仪器与设备

CA-1390—1垂直层流洁净工作台，上海净化设

备有限公司制造；GNP一9080隔水式恒温培养箱：上

海精宏实验设备有限公司制造；HD-930型组合式

全温摇床：江苏太仓市壤莱特实验仪器厂制造；ES-

315高压蒸汽灭菌锅：日本TOMY公司制造；UV一

9200型紫外可见分光光度计：北京瑞利分析仪器公

司制造；FAl004电子分析天平：上海天平仪器厂制

造；HH一2数显恒温水浴锅：常州国华实验仪器厂制

造；Agilent 1100高效液相色谱仪：Agilent公司制造；

日立H600型透射电镜：日本Hitachi公司制造。

4结果与讨论

4．1产酶菌株的筛选

4．1．1 CGTase酶活的测定 在前期工作的基础

上选育了一批芽孢杆菌，在初步筛选的基础上将选

择出的Sx，Xb，Nx，Nx2，B1，Yxb，Jx，902，903，Xy，X

各菌株在含淀粉的鉴别培养基上选育，根据所产生透

明圈的大小，再筛选出4株产酶能力高的芽孢杆菌：

Sx，Nx2，Jx，903，将该4株菌接种到产酶培养基中培

养，定时取样测定CGTasc酶活性，结果见表1。

表1 4株芽孢杆菌产CGTase酶的活性

Tab．1 CGTase activities of four Bacillus sp．stmins

由表l可见，这4株芽孢杆菌均有产CGTase

酶的能力，其中以Sx菌株的培养速度最快，产酶活

性最高，经涂片观察，SX菌体呈长杆状。在淀粉培

养基上培养时的菌落颜色为米黄色，菌落较小，表面

具褶皱。Sx菌株在透射电镜下的细胞形态见图2。

图2芽孢杆菌sx(×6000)形态特征

Fig．2 Morphological characteristics of Bacillus Sx

鉴于Sx菌株的产酶能力最好，后续实验以Sx

菌株作为研究对象并对其进行16S rRNA鉴定。

4．1．2 16S rRNA序列分析及其系统发育 经测

序得到Sx菌株16S rRNA序列长度为1 407 bp，

GenBank上比对结果表明，该菌与枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtiliis)序列同源性达到99％。由N—J

系统发育树(见图3)可见，该菌(Sx)与枯草芽孢杆

菌汇聚成同一分支。

圈3芽孢杆菌属部分菌株基于16SrRNA序列的N-J系

统发育树
．． ．

●●

F嘻3 NeighbouIr-Joining．tree based on internal trmlscrip。

tion sequence some Bacillus strains

从GenBank中调取4株枯草芽孢杆菌和芽孢

杆菌属的16个其他种的16s rRNA序列用于构建

系统发育树。该菌与4株枯草芽孢杆菌汇聚成同

一分支，结合菌株生理生化分析、菌体及菌落形态

分析，鉴定该菌为枯草芽孢杆菌(Bacillus subti—

lis)。
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4．2菌株产酶特性

4．2．1 茵株的产酶环糊精葡萄糖基转移酶(CG-

Tase)能将淀粉或环糊精的葡糖基经转葡糖甙作用

转移给其它糖元，因此可用它催化淀粉或环状糊精

在甜菊甙(SS)的糖基上引入新糖元[14。引，达到将

甜菊甙进行味质改性的目的。

将SX菌株接种到以玉米淀粉为碳源的培养基中

培养，定时取样测定CⅪTase酶活性，结果见图4。
3
罢

量
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蜒
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图4 Sx酉株的产酶能力随时间的变化曲线

Vie．4 Time course of CGTase production by Bacillus

subtilis Sx

由图4可知，芽孢杆菌Sx在培养24 h后即有

CGTase酶的活性，在60 h之前酶活快速上升，在

60 h处产酶水平达到高峰(4 152 U／mL)。之后酶

活性有所下降，但在此后的24 h内仍能稳定在

3 000～3 500 U／mL左右，说明该菌所产酶的稳定

性较高。

目前，国内外有关产CGTase酶的菌种大多为

嗜碱芽孢杆菌，产酶水平大多在2 000～4 000

U／mL[】6]。曹新志等用紫外线诱变等得到的高产

菌株7-12，经摇瓶发酵40 h后，产酶活力为5 400

U／mI。。在10 L罐发酵时酶活性可达5 820

U／mL[”]。作者选育菌株在初步实验中的产酶达

到4 152 U／mL，因此有较大的潜力。

4．2．2碳源对菌株产酶的影响在发酵基础培养

基的基础上，分别以可溶性淀粉、马铃薯淀粉、玉米

淀粉以及葡萄糖、蔗糖、糖蜜为碳源，接种Sx菌株

培养60 h，取样测定菌量及酶活性，结果见表2。

表2不同碳源对sx菌株产酶的影响

Tab．2 Effect of the carbon 80nr∞on the CGTase activity of

Sx strain

碳源 CGTase活力／(U／mL)菌量／(×10。个／mL)

由表2可知，碳源对Sx的产酶能力有显著的

影响。培养60 h后，以玉米淀粉、蔗糖和糖蜜为碳

源培养时得到的酶活性较高。糖蜜是一种成本较

低的碳源，在资源丰富的地区可以考虑使用。

4．2．3 氮源对菌株产酶的影响 在发酵基础培养

基的基础上，分别以2 g／dL的蛋白胨、酵母膏、黄豆

粉、玉米浆、豆粕粉、鱼粉为氮源，接种Sx菌株培养

60 h后测定菌量及酶活性，结果见表3。

由表3可见，以豆粕粉为氮源时，菌株的产酶

能力最高。而用硫酸铵和尿素作为氮源时，则产酶

量大为减少，因此后续实验以豆粕粉为氮源。

表3不同氮源对菌株产酶的影响

Tab．3 Effect of the different nitrogen SOlllrOe on the prodne。

tion of CGTase

碳源 C．GTase i舌)J／(U／mL)菌量／(×108个／mL)

4．2．4 温度对菌株产酶的影响 在发酵基础培养

基的基础上，以1 g／dI。的玉米淀粉和2 g／dL的豆

粕粉为碳源和氮源，接种Sx菌株，在25，30，35，40

℃下培养，60 h后取样测定酶活力，结果见表4。

表4温度对菌株产酶的影响

Tab．4 Effect of temperature oil CGTase activity of Sx

温度／'C CGTase活力／(U／m!。)

25

30

35

40

4 764

5 233

3 490

2 163

由表4可见，菌株Sx在30℃条件下培养，酶

活性最高，达5 233 U／mL。随着温度的升高，酶活

力下降明显，在40℃时的酶活性降至2 163 U／

mL，说明温度过高对产酶不利，后续培养均在30℃

进行。

4．2．5初始pH值对茵株产酶的影响在发酵基

础培养基的基础上，以1 g／dL的玉米淀粉和2

g／dL的豆粕粉为碳源和氮源，将菌株在不同初始

pH值的培养基中培养，以上述适宜的碳、氮源及培

养温度下发酵60 h，取样测定酶活力，结果见表5。
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襄5初始pH值对菌株产酶的影响

Tab．5 Effect of pH Oil CGTase activity of strain Sx

pH值 CGTase活力I(U／mL)

5．5

6．5

8．O

9．O

3 665

5 596

4 207

2 846

由表5可见，当培养基初始pH值为6．5时，所

产CGTasc酶的活性最高，为5 596 U／mL。

4．3 菌株所产CGTase酶的特性

4．3．1 温度稳定性 为考察该菌所产CGTase酶

在不同温度下的稳定性，将其所产酶液在不同温度

下保温30 min，测定剩余酶活性，结果见图5。

摹

R
蜒
罐
张
熏

温度／℃

图5温度对酶稳定性的影响

Fig．5 Effect of temperature on CGTase stability

由图5可见，该菌所产CGTase酶在30～50℃

的温度范围内基本保持稳定，温度继续升高时，酶

活力下降较快。

4．3．2 pH值对CGTase酶活性的影响 将酶液

在不同pH值的缓冲液中于40℃保温30 min，测定

剩余酶活性，结果见图6。

由图6可知，CGTase在在pH 5．5～9．0的较

宽范围内都较稳定，说明CGTase对pH值适应范

围较广，因此应用有较大的灵活性。

4．4 CGTase酶对底物的转化

对转化液取样进行HPLC分析，甜菊甙溶液中

的RA／SS比值从转化前的0．45上升为0．53，提高

1

摹1

R
烬
溢
娱
熏

图6 pH值对酶活力的影响

F嘻6 Effect of pH on CGTase stability

了17％，说明酶液对溶液中RA的比例的增加有促

进作用。史作清等用南开大学合成科技发展公司

提供的葡萄糖基转移酶GT一1催化甜菊糖的转化，

·以高SS含量的甜菊糖为转化底物，在pH 6．5，温度

55℃，转速为200 r／rain的条件下催化12 h，在酶

活力相近的情况下，RA／SS的比值可以从转化前的

0．29上升至转化后的1．06[1引。本研究中芽胞杆菌

Sx所产的CGTase酶可能由于未经纯化以及所用

底物为高RA含量的甜菊糖，因此转化率有待提高。

5 结 语

1)结合菌体及菌落的形态特征、经16S rRNA

鉴定和系统发育树分析，鉴定本工作筛选的高产

CGTase酶的芽孢杆菌Sx菌株为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)。

2)在1 g／dL玉米淀粉，2 g／dL豆粕粉，30℃，

pH 6．5，发酵60 h的条件下，该菌产CGTase酶的

量可达5 596 U／mL，培养条件简单，可以在自然

pH值的条件下进行。

3)所产CGTase酶在30～50℃，pH 5．5～9．0

的范围内基本保持稳定的活性，温度高于50℃时，

酶活力下降明显。

4)经50℃，180 r／rain，pH 6．5下转化48 h，

甜菊甙溶液中的RA／SS比值从转化前的0．45上

升为0．53。
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