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摘Q要Q将
)

K环糊精葡萄糖基转移酶"

)

K5TRH4C# 的特有区域作为判断依据!在美国国家生物信息中心";H3/F-K

HI5C-3COBFO]/F3C,G-FIF=N#-BFOLH3/F-! ;5]##数据库中!通过序列比对及生物信息学分析!筛选出一种新型基因!

并将其克隆表达得到一种酶% 利用高效液相色谱K质谱联用进行产物鉴定!表明该酶为
)

K5TRH4C&酶分子质量大

约为 1% .!H!最适温度 )% h!最适 \>$%&%&无
"

K环糊精生成&甲醇$乙醇$环己烷$十二醇激活
)

K5TRH4C活力!异

丙醇和正丁醇抑制
)

K5TRH4C活力&反应时间$淀粉质量浓度及乙醇体积分数均会影响
)

K5TRH4C的产物特异性%

>ZS5结果显示!在 $%e的乙醇最终体积分数条件下!

)

K5TRH4C催化产物中
)

K环糊精的比例由 8%&$$e增加至

a1&2%e!专一性提高了 (8&(:e% 该研究提供了一种新型的
)

K5TRH4C!为提高
)

K5TRH4C产物特异性提供研究

基础%
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QQ环糊精葡萄糖基转移酶 %,N,IFPCW3O/- =IN,F4NIK

3OH-4BCOH4C" 5TRH4C&是一种多功能型酶"能催化 8 种

不同的反应!' 种转糖基反应%歧化反应)环化反应和

偶合反应&和水解反应( 现阶段"歧化)偶合反应主

要用于制备甜菊糖苷
#$$

)葡萄糖苷
#2$

) !K抗坏血

酸
#'$

"环化活力主要应用于生产环糊精%,N,IFPCW3O/-"

5!&( 根据反应初期产物中主要 5!的类型
#8$

"将

5TRH4C分为
"

K5TRH4C)

#

K5TRH4C)

)

K5TRH4C( 由于

)

K5TRH4C的主产物
)

K5!存在分子空腔大)溶解性好

及安全性高的独特优势"以及在小肠中
)

K5!可被淀

粉酶作用后降解吸收而
"

K5!)

#

K5!不能被降解
#)$

"

使得
)

K5!在医药)食品)材料)环境)化妆品等领域

有着特殊应用
#: 0($

( 因此"

)

K5TRH4C作为
)

K5!生产

中的关键酶制剂"对其进行筛选)改造及其生产
)

K5!

工艺条件的优化一直是研究热点(

)

K5TRH4C作用淀粉或其衍生物的产物为
"

K5!)

#

K5!)

)

K5!的混合物"只在特定反应阶段中单一 5!

含量较高( 目前已报道的
)

K5TRH4C共有 1 种"来源

于 C"#'(()*4\&TK12)K:

#$%$

的
)

K5TRH4C产物中
)

K5!

占总 5!比例高且不产生
"

K5!"但淀粉转化率极低'

来源于 C"#'(()*#(",P''a':8

#$$$

的
)

K5TRH4C产物中
)

K

5!比例高"但体系中存在的
"

K5!因溶解度高给
)

K

5!实际纯化带来不便( 为此"国内外研究者在改变

产物特异性方面进行了相关研究( 王磊
#$2$

在来源于

C"#'(()*#(",P''a':8 的
)

K5TRH4C作用淀粉反应体系

中"加入 )e %L*n&环十二酮来提高
)

K5!产率'王

宁
#$'$

也利用同样的
)

K5TRH4C"在反应体系中添加

2e %L*n& 甘草酸改变
)

K5TRH4C产物比例'李林

林
#$8$

以 C"#'(()*4\&TK12)K:

)

K5TRH4C为基础"通过

将 2$$ 位酪氨酸突变为亮氨酸来改变产物特异性"产

物专一性提高了 8%&(8e(

总体而言"国内外现有的
)

K5TRH4C菌株较少"且

)

K5TRH4C产物特异性较差( 为此"本研究将
)

K5TK

RH4C共有保守区域及特有氨基酸作为判断指标"在

美国国家生物信息中心 %;H3/F-HI5C-3COBFO]/F3C,GK

-FIF=N#-BFOLH3/F-" ;5]#&数据库中"通过序列比对及

生物信息学分析"筛选出一种新型基因"并将其克隆

表达后得到
)

K5TRH4C'通过反应时间)淀粉质量浓度

及乙醇浓度来改变
)

K5TRH4C产物特异性"以期提供

一种新型
)

K5TRH4C以及为改变
)

K5TRH4C产物特异

性提供基础(

$Q材料与方法

$B$C实验材料

$&$&$Q实验试剂

"

K5!)

#

K5!)

)

K5!"上海阿拉丁生化科技股份有

限公司'可溶性淀粉"国药集团化学试剂有限公司'溴

甲酚绿"上海麦克林生化科技有限公司']5V试剂盒"

上海碧云天生物技术有限公司'蛋白上样缓冲液"上海

生工生物工程股份有限公司'预染蛋白分子量标准"南

京生兴生物技术有限公司'乙腈"美国 R?!#V有限公司(

化学试剂均为分析纯"国药集团化学试剂有限公司(

$&$&2Q仪器与设备

蛋白电泳系统)凝胶成像系统"中国天能有限公

司'超声波清洗器"上海声谱超声设备厂'高速冷冻离

心机 )1%8b"艾本德国贸易有限公司'酶标仪"美国

7FIC,AIHO!CJ/,C4公司'超声波细胞破碎仪"宁波新芝

生物科技股份有限公司'\>计"7C33ICORFICPF公司'

电子天平"7C33ICORFICPF公司'高效液相色谱"日本岛

津公司'7/II/KfK超纯水制备仪"默克有限公司'超高

效液相色谱K质谱联用"美国 [H3CO4公司(

$BDC实验方法

$&2&$Q基因挖掘及序列分析

在 ;5]#数据库中"以目前报道的
)

K5TRH4C为

模板"进行序列相似性比较"选择比对结果中相似度

在 '%e j(%e的序列进一步分析( 以 : 个保守区

域)' 个关键氨基酸为 5TRH4C的基本判断指标"K' 亚

位点 8a 位氨基酸 RGO)K' 亚位点序列 >ZzT%?&T6

z)Ka 亚位点 %$8)K$)2& !KKKKK#区域为
)

K5TRH4C特征

鉴定依据"最终筛选得到来自于 C"#'(()*4\&69VRK

881a: 的一段基因序列( 利用 7?TV: 软件的 7A4,IC

模式和现有
"

K)

#

K)

)

K5TRH4C进行序列比对"并绘制

)

K5TRH4C保守区域及关键序列比对图(

$&2&2Q酶的克隆表达

在北京华大基因公司合成来自于 C"#'(()*4\&

69VRK881a: 的 基 因 序 列 % ;5]#登 录 号! UZ

%(:$1):1%&"以 \?RK$)M 为载体"转至 <4#%(']S2$

%!?'&进行表达( 将 <4#%(']S2$%!?'&置于含 $%%

!

=*LS氨苄青霉素的 S]肉汤培养基中"在 'a h)

2%% O*L/- 条件下摇床培养直至 "!

:%%

达到 %&8 j%&:(

随后"加入终浓度为 8%

!

LFI*S的 #ZRT进行诱导表

达"于 $1 h)$:% O*L/- 条件下培养 28 G( 在 8 h)

$% %%% O*L/- 的条件下离心 1 L/- 获得菌体"随后用

2% LLFI*SRO/4K>5I%2)% LLFI*S;H5I" \>a&)&溶

液洗涤 2 次并采用上述条件离心( 将离心后的菌体

置于冰水混合物中超声破碎 2% L/-"最终 8 h)

$% %%% O*L/- 的条件下离心 '% L/- 获得粗酶液(
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$&2&'Q酶的分离纯化

首先利用去离子水和 2% LLFI*SRO/4K>5I%2)%

LLFI*S;H5I" \>a&)&对镍亲和凝胶进行清洗和平

衡"上样粗酶液"重力流穿后再依次利用含不同摩尔

浓度咪唑溶液的 2% LLFI*SRO/4K>5I%2)% LLFI*S

;H5I" \>a&)&进行洗脱"并收集洗脱液"最后对镍亲

和凝胶进行平衡及保存"以上操作均在冰水浴条件下

进行( 随后采用聚丙烯酰胺凝胶电泳 % X!XKZVT?&

测定酶分子量和 ]OHPBFOP 法测定酶浓度(

$&2&8Q酶活力测定方法

参考 6EUV

#$)$

溴甲酚绿 %]5T&法并稍作改进"

对上述步骤制得 5TRH4C的环化活力进行测定( 将

(%%

!

S$) L=*LS可溶性淀粉和 $%%

!

S5TRH4C在

)% h)\>$%&% 条件下保温 $% L/-"沸水浴 $% L/- 灭

酶"再向上述体系中加入 )%

!

S$ LFI*S>5I"$%%

!

S

) LFI*S]5T以及 2 LS%&2 LFI*S柠檬酸缓冲液

%\>8&2&"将反应混合物在室温下放置 2% L/- 后于

:'% -L处测定吸光值"其中空白不添加酶液(

酶活力单位定义为!每分钟生成 $ L=

)

K5!所需

加酶量为 $ 个酶活力单位 %E&(

$&2&)Q

)

K5TRH4C最适温度测定

将 (%%

!

S$) L=*LS可溶性淀粉和 $%%

!

S

%%d%( E&

)

K5TRH4C混合"分别将反应温度设置在

'% ja% h范围内"间隔 $% h"在 \>$%&% 条件下保

温 $% L/-"沸水浴 $% L/- 灭酶"测定不同温度下
)

K

5TRH4C酶活力( 将最大酶活力者定义为 $%%e"计算

相对酶活力( 以温度为横坐标"相对酶活力为纵坐标

绘制温度K相对酶活力曲线(

$&2&:Q

)

K5TRH4C最适 \>测定

配制 2% LLFI*S\>'&% j$2&% 的缓冲溶液% \>

'd% j)&% 醋酸盐缓冲液":&% j1&% 磷酸盐缓冲液"

1d) j$2&% 甘氨酸K氢氧化钠缓冲液&"使用该缓冲溶

液配制不同 \>下的 $) L=*LS可溶性淀粉"取 (%%

!

S上述可溶性淀粉与 $%%

!

S%%&%( E&

)

K5TRH4C混

合"在 )% h下保温 $% L/-"沸水浴 $% L/- 灭酶"测定

不同 \>下
)

K5TRH4C酶活( 将最大酶活力者定义为

$%%e"计算相对酶活力( 以 \>为横坐标"相对酶活

力为纵坐标绘制 \>K相对酶活力曲线(

$&2&aQ动力学参数测定

以 $)2)))a&))$%)$))$1)2% L=*LS不同质量浓

度的可溶性淀粉作底物"在最适温度 )% h)最适 \>

$%&% 的条件下反应"测定酶学动力学参数(

$&2&1Q有机溶剂对
)

K5TRH4C酶活影响

将最终体积分数为 $e的甲醇)乙醇)异丙醇)正

丁醇)环己烷)十二醇加入到
)

K5TRH4C中"8 h条件

下放置 $ G"测定不同有机溶剂作用下残余酶活力"将

未添加有机溶剂的
)

K5TRH4C酶活力定义为 $%%e(

$&2&(Q不同反应时间对
)

K5TRH4C产物特异性影响

将 $) L=*LS可溶性淀粉和
)

K5TRH4C% )&2'

E*=干基淀粉& 按比例混合"在 \>$%&%))% h的条件

下保温 2)8):)1)$%)$))2%)'%)8%))%):%)(%)$2%)

$)%)$1%)28%)'%%)':%)82% L/-"利用 >ZS5测定不同

时间下产物的生成(

$&2&$%Q不同淀粉浓度对
)

K5TRH4C产物特异性影响

将 $%)$))'%))%)a%)$%% L=*LS可溶性淀粉和

)

K5TRH4C%)&2' E*=干基淀粉& 按比例混合"在 \>

$%&%))% h的条件下反应 : G"利用 >ZS5测定最终

产物(

$&2&$$Q不同乙醇体积分数数对
)

K5TRH4C产物特异

性的影响

以 )% L=*LS可溶性淀粉为底物"添加
)

K5TRH4C

%)&2' E*=干基淀粉 & 和最终体积分数为 $e)

$d)e)'e))e)ae)$%e的乙醇"在最适温度 )% h)

最适 \>$%&% 的条件下反应 : G"利用 >ZS5测定最

终产物(

$&2&$2Q高效液相色谱!>ZS5#法测定

参考 9#

#$:$

的方法并稍作修改( >ZS5色谱条件

为!<]O/P=CVL/PC%8&: LL i2)% LL" )

!

L& 分析

柱'流动相为 J%乙腈&tJ%水& r:)t')'柱温 '% h'

流速 %&1 LS*L/-'进样量 2%

!

S(

$&2&$'Q超高效液相色谱K质谱联用!EZS5K7X#测定

EZS5使用条件为!UH3CO4KV,gA/3NEZS5色谱

仪']?>VL/-PC%2&$ LLi$%% LL" $&a

!

L&分析

柱'流动相为纯乙腈%V液&"%&$e氨水%]液&'洗脱

条件为 a)e V液与 2)e ]液平衡 ) L/- 后洗脱 $)

L/-":)e V液与 ')e ]液洗脱 $) L/-")%e V液与

)%e ]液洗脱 $) L/-"最终使用 $%%e V液保存柱

子'柱温 8% h'流速 %&' LS*L/-'进样量 $

!

S( 7X

使用条件!?X#

0

离子方式'毛细管电压 '&% n'离子源

温度 $%% h'碰撞能量 : n'质谱范围 %.AQ& $%% j

' %%%(

$&2&$8Q数据处理方法

实验结果为 ' 次数据的平均值"以其标准偏差表

示误差线"利用 "O/=/- 软件进行数据分析及作图(

2Q结果与分析

DB$C

!

J!Y=(.*生物信息学分析
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采用 7?TV: 软件将 ;5]#数据库中 C"#'(()*4\&

69VRK881a: 的蛋白序列与已知表达
"

K5!)

#

K5!和

)

K5!的 5TRH4C序列进行比对"结果如图 $KV所示(

来源于 C"#'(()*4\&69VRK881a: 的蛋白序列共有 ) 个

结构域%数据未体现&

#$a$

): 个保守区域)' 个关键氨

基酸"保守区
*

)

+

的 V4\ 和保守区
,

的 TIA 是 5TK

RH4C参与催化的保守残基
#$1$

"其中保守区
*

的 V4\

为亲核基团"可作为稳定中间体"保守区
,

的 TIA 为

可能的质子供体"保守区
+

的 V4\ 为底物结合位点(

研究表明"5TRH4C在K')Ka 亚位点特有氨基酸的差异

将导致产物特异性不同
#$($

" 来源于 C"#'(()*4\&

69VRK881a: 的蛋白序列与已知 5TRH4C特有序列比

对结果如图 $K]所示( K' 亚位点 8a 位氨基酸是区分

"

K)

#

K)

)

K5TRH4C的关键位点"来源于 C"#'(()*4\&

69VRK881a: 的蛋白序列在该位点存在
)

K5TRH4C特

有氨基酸 RGO"而
"

K)

#

K5TRH4C在相应位点主要为

SN4或 VO="表明 8a 位氨基酸在 5TRH4C产物特异性

中扮演着重要角色
#2%$

"同时"相比于
"

K)

#

K5TRH4C"

)

K

5TRH4C为具备更多空间结合糖基链以形成 5!

1

"在K'

亚位点存在序列 >ZzT%?&T6z"而
"

K)

#

K5TRH4C拥

有序列 #;@XTn;%;&

#2$$

( 此外"为了拥有更大的空

间"

)

K5TRH4C在Ka 亚位点%$8)K$)2&缺失 : 个氨基酸

形成 !KKKKKK#区域"以便促使
)

K5!环的形成"而
"

K)

#

K5TRH4C分别为 XXR!ZX6V)XX!fZX6V( 将基因序

列与 ;5]#数据库序列进行 ]SVXR比较"发现该序列

与已知的
)

K5TRH4C!C"#'(()*4\&TK12)K: 和 C"#'(()*

#(",P'a':8 相似度均为 a%e"依据生物信息学分析结

果"初步判断克隆表达的酶为
)

K5TRH4C(

图 $Q

)

K5TRH4C保守区域及关键序列分析

6/=&$Q5F-4COJCP OC=/F-4H-P 3GC.CNHL/-FH,/P 4CgAC-,CFB

)

K5TRH4C

注!%V&图中
%

表示催化关键氨基酸'%]&图中
%

表示
"

K)

#

K)

)

K5TRH4C8a 位特有氨基酸"

&

表示
)

K5TRH4CK')Ka 亚位点特有序列(

"

K)

#

K)

)

K

5TRH4C;5]#登录号为! C"#'(()*#',#)("3*2)$ %TC-]H-. Z8''a(& ' 7"13'&"#'(()*4\&W[K:K:: %TC-]H-. VTT%(::8& ' C"#'(()*4\&43OH/- $%%$

%TC-]H-. ]V]$1$%$& ' N61,.%"3"1,%&"#$1,').?7$ %TC-]H-. Z2:12a& ' 7"13'&"#'(()*4\&Q5': %TC-]H-. 5VZa221:& ' 7"13'&"#'(()*."#1,"3*

%VTR()18%&$& ' C"#'(()*4\&TK12)K: %TC-]H-. ]V?1a%'1& ' C"#'(()*;',.)*A(13$)*2(%K' %TC-]H-. 5VV%$8':& ' C"#'(()*#(",P''a':8 %TC-K

]H-. ]V]($2$a& ' C"#'(()*4\&69VRK881a: %TC-]H-. UZ%(:$1):1%&

DBDC重组蛋白质的分离纯化

利用 X!XKZVT?对镍亲和凝胶纯化后的
)

K5TK

RH4C进行分子量测定( 来源于 C"#'(()*4\&69VRK

881a: 编码的蛋白质由 a$$ 个氨基酸组成"氨基酸序

列计算的理论分子量为 1%&%'( .!H( X!XKZVT?结

果显示目的条带分子量大约为 1% .!H%图 2&"与理论

值相近"表明重组酶成功表达(

DBEC

!

J!Y=(.*定性分析

以 (%%

!

S$) L=*LS可溶性淀粉为底物"加入
)

K

5TRH4C%%&%( E& 在 )% h)\>$%&% 条件下反应 2 G"

利用 >ZS5对产物进行定性分析"结果如图 ' 所示(

>ZS5图谱显示"反应 2 G 时主要产物为
)

K5!'此外"

利用 EZS5K7X %图 8 & 进一步验证"保留时间为

1d'a% 的质谱表明"此物质的 #7K>$

0

r$ 2()&)"则

其相对分子质量为 $ 2(a"与
)

K5!标准品出峰位置

及相对分子质量一致%数据未显示&"确定该物质为

)

K5!( 由于 5TRH4C种类依据反应初期其主产物类

型进行判断
#8$

"故进一步确定该酶为
)

K5TRH4C(

DB'C

!

J!Y=(.*的最适温度

温度是影响酶催化作用的一个重要因素"在最适

温度下"酶催化活性最强"酶促反应速率最大"当反应

温度高于或低于最适温度时"酶活力均会降低进而影
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图 2Q纯化后
)

K5TRH4C的 X!XKZVT?分析

6/=&2QX!XKZVT?H-HIN4/4FB

)

K5TRH4CBOFL\AO/B/,H3/F-

图 'Q

)

K5TRH4C产物高效液相色谱图

6/=&'Q>ZS5H-HIN4/4FB3GC\OFPA,34BFOLCP MN

)

K5TRH4C

注!

"

K)

#

K)

)

K5!标品浓度均为 1 L=*LS

图 8Q

)

K5TRH4C产物的超高效液相色谱K质谱联用图

6/=&8QEZS5K7X H-HIN4/4FB3GC\OFPA,34BFOLCP MN

)

K5TRH4C

响酶促反应速率( 由图 ) 可知"

)

K5TRH4C的最适温

度为 )% h"与现有报道的
)

K5TRH4C最适温度 8% j

:) h接近
#22 02'$

(

)

K5TRH4C酶活力随反应温度的升

高而呈上升趋势"当温度达到 )% h时"其酶活力最大"

酶促反应速率最快"随后"温度的不断升高导致酶活力

持续下降"最直接原因是高温使酶空间结构破坏"酶活

力降低(

图 )Q温度对
)

K5TRH4C酶活力的影响

6/=&)Q?BBC,3FB3CL\COH3AOCF- 3GCH,3/J/3NFB

)

K5TRH4C

DB&C

!

J!Y=(.*的最适 LI

\>是影响酶催化活性的另一个重要因素"主要

原因是不同 \>环境可影响酶活性中心构象"使其发

生轻微变化最终导致酶催化活性改变
#28$

"由图 : 可

知"

)

K5TRH4C最适 \>为 $%&%"同时在 a&% j$$&% 范

围内有 1%e以上的相对酶活力"表明
)

K5TRH4C在碱

性条件下酶活力较高"与其来源于碱性芽孢杆菌属有

关( 就目前报道而言"

)

K5TRH4C最适 \>与 C"#'(()*

4\&TK12)K:

#$%$

)C"#'(()*#(",P''a':8

#$$$

相近"而比 C"5

#'(()*4\&VSK:

#22$

)C"#'(()*;',.)*A(13$)*2(%K'

#2'$

最适

\>值更高"这有利于高浓度淀粉底物的糊化( 此外"

)

K5TRH4C在 \> : j$$ 范围内"残余酶活力均大于

a%e"最适 \>范围较广"与 5TRH4C相关报道一

致
#2) 02:$

(

图 :Q\>对
)

K5TRH4C酶活力的影响

6/=&:Q?BBC,3FB\>F- 3GCH,3/J/3NFB

)

K5TRH4C

DBFC

!

J!Y=(.*动力学参数测定

酶促反应动力学参数可表征一个酶的基本性质"

米氏常数%L

L

&)转化数%P

,H3

&及最大反应速率%J

LHW

&

不仅可判断酶的最适底物)酶与底物亲和力大小"还

能确定酶促反应速率"结果如表 $ 所示( 与王磊
#$2$

报道的来源于 C"#'(()*#(",P''a':8 的
)

K5TRH4C动力

学参数相比"P

,H3

值较高"说明
)

K5TRH4C与可溶性淀

粉亲和力较高(
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表 $C

!

J!Y=(.*的动力学参数

=(5)*$C=/*Z,0*-,2L(7(4*-*7.31

!

J!Y=(.*

J

LHW

*#L=-%LS-L/-&

0$

$ L

L

*%L=-LS

0$

& P

,H3

*4

0$

%&2( 8&)' '(&:8

DBGC有机溶剂对
!

J!Y=(.*酶活力的影响

有机溶剂在当前环糊精生产中必不可少"其不仅

可改变产物比例"还对5TRH4C酶活力产生一定影响(

如图 a 所示"甲醇)乙醇)环己烷)十二醇对
)

K5TRH4C

酶活力有一定的提高作用"相对而言"乙醇对
)

K5TK

RH4C酶活力提高效果更为明显"而异丙醇和正丁醇

使
)

K5TRH4C酶活力降低"主要原因是不同 5TRH4C对

有机溶剂具有不同耐受性"蛋白质结构改变程度不

同"进而导致酶活力不同(

图 aQ有机溶剂对
)

K5TRH4C酶活力的影响

6/=&aQ?BBC,3FBFO=H-/,4FIJC-34F- 3GCH,3/J/3NFB

)

K5TRH4C

DBHC反应时间及淀粉浓度对
!

J!Y=(.*产物特异性

影响

在实际反应过程中"因 5TRH4C还存在偶合)水

解)歧化活力"使生成的 5!可被作为底物继续反应"

导致不同反应时间)不同淀粉浓度下的产物比例不

同( 如图 1KV所示"在 % j: G 内"

)

K5TRH4C反应体系

中主产物为
)

K5!且
)

K5!产量呈上升趋势"

#

K5!含

量缓慢增加( : ja G"

)

K5!含量减少"而
#

K5!仍在

增加"产物比例发生明显变化"主要原因
#2a$

可能是在

环化反应进行的同时"

)

K5TRH4C将反应生成的 5!和

麦芽低聚糖作为底物"通过偶合反应使 5!生成线性

麦芽低聚糖"而
)

K5!比
#

K5!更适合作为
)

K5TRH4C

偶合反应底物"最终导致 : ja G 内"

)

K5!含量减少

而
#

K5!含量增加( 图 1K]的结果表明"高浓度淀粉

反应的产物中
)

K5!含量小于
#

K5!"而相同反应条

件下"低浓度淀粉产物中
)

K5!含量远大于
#

K5!"主

要因为反应体积一定时"高浓度淀粉分子与酶相互碰

撞几率增大"反应速率加快"生成较多的麦芽低聚糖'

产物中麦芽低聚糖可进一步与 5!发生偶合反应"由

于
)

K5!偶合速率比
#

K5!快"使得高浓度淀粉反应

体系中生成的
)

K5!含量小于
#

K5!(

图 1Q反应时间%V&)淀粉浓度%]&对
)

K5TRH4C产物

特异性影响

6/=&1Q?BBC,3FBOCH,3/F- 3/LC%V& H-P ,F-,C-3OH3/F- FB

43HO,G%]& F- 3GC\OFPA,34\C,/B/,/3NFB

)

K5TRH4C

DBKC不同乙醇体积分数对
!

J!Y=(.*产物特异性影

响

乙醇因其危害性低)挥发性良好且抑菌性效果明

显"在改变 5TRH4C产物特异性中得到广泛应用
#21$

(

为了更好地探究乙醇对改变产物特异性的效果"选择

生成
#

K5!含量相对较高的淀粉浓度作为底物"最终

以 )% L=*LS淀粉为研究对象( 如图 ( 所示"对照组

中
)

K5TRH4C反应 : G 后
#

K5!比
)

K5!含量更多"主

要因为
)

K5TRH4C的偶合作用使
)

K5!含量减少'与

对照组相比"乙醇的添加明显使
)

K5!得到有效保

留"原因可能是极性较高的乙醇会排除水分子进入

)

K5TRH4C活性中心"减弱水解反应"从而减少麦芽低

聚糖的产生
#2($

"以及乙醇与麦芽低聚糖结合减弱
)

K

5TRH4C偶合作用
#'%$

"使
)

K5!比例提高( 总体来看"

)

K5!含量随乙醇最终体积分数的增加呈上升趋势"

当乙醇最终体积分数大于 )e时"

)

K5!含量有微弱

减少"主要因为高浓度乙醇环境中"

)

K5TRH4C酶活损

失和淀粉底物利用度降低( 此外"由表 2 可知"与对

照组相比"添加乙醇后
)

K5!占总 5!的比例明显增

大"尤其是在 $%e的乙醇最终体积分数下"该比例由

8%&$$e增加至 a1&2%e"专一性提高了 (8&(:e"表

明乙醇在改变
)

K5TRH4C产物特异性方面具有广泛

前景(
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图 (Q不同乙醇体积分数对
)

K5TRH4C产物特异性影响

6/=&(Q?BBC,3FBP/BBCOC-3,F-,C-3OH3/F- FBC3GH-FIF- 3GC

\OFPA,34\C,/B/,/3NFB

)

K5TRH4C

表 DC不同体积分数乙醇作用下
!

J!Y=(.*产物比例

=(5)*DC=/*L73L37-,3031

!

J!Y=(.*L73A92-.90A*7

A,11*7*0-2302*0-7(-,3031*-/(03)

乙醇*eJFI

淀粉

转化率*e

单一 5!所占比例*e

#

K5!

)

K5!

对照 22&'1 )(&1( 8%&$$

$&% 2'&8' ):&(: 8'&%8

$&) 2'&$: )2&(a 8a&%'

'&% 22&8) 8:&2% )'&1%

)&% 2%&$1 8%&)( )(&8$

a&% $1&%8 '8&(8 :)&%:

$%&% $2&(% 2$&1% a1&2%

'Q结论

将来源于 C"#'(()*4\&69VRK881a: 的一段基因进

行克隆"并在 <4#%(']S2$%!?'&异源表达"经镍柱纯

化后"对
)

K5TRH4C进行酶学性质测定及产物特异性

影响因素研究( 该酶分子质量大约为 1% .!H"最适

温度 )% h"最适 \>$%&%( 反应时间)淀粉质量浓度

及乙醇浓度均对
)

K5TRH4C产物特异性有影响"其中

乙醇影响效果显著( 与对照组相比"$%e乙醇最终体

积分数下"

)

K5TRH4C作用生成的 5!中
)

K5!所占比

例由 8%&$$e 增 加 至 a1&2%e" 专 一 性 提 高 了

(8d(:e( 这将为
)

K5!生产提供一种新型
)

K5TK

RH4C"并为改变
)

K5TRH4C产物特异性提供基础(
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