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摘要：【目的】通过对具有支链淀粉水解能力的环糊精水解酶的结构进行分析，探寻决定酶与支链淀粉水解相关

的关键氨基酸残基。【方法】对底物特异性发生改变的环糊精水解酶ｃｄｓ１－３进行功能鉴定，并利用分子模拟方法

对其底物作用特异氨基酸序列和空间结构进行分析。【结果】环糊精水解酶ｃｄｓ１－３具有特殊的底物作用方式，它

水解支链淀粉的能力强于水解环糊精。ｃｄｓ１－３和ＴｈＭＡ的蛋白质序列只有３０个氨基酸的差异，主要位于远离

底物结合区域的蛋白质中段，与环糊精水解酶的底物通道聚集位置相近。【结论】环糊精水解酶ｃｄｓ１－３的功能鉴

定及对其关键氨基酸进行序列和空间结构分析，为揭示大分子底物，特别是支链淀粉底物的水解方式提供新的

切入点。
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０　引言

　　【研究意义】天然淀粉中支链淀粉约占８０％，直
链淀粉约占２０％，支链淀粉是一个具有树枝形分支
结构的多糖，在其糖链中具有由α?１，６－苷键形成的支
链，主链中每隔６～９个葡萄糖残基就有１个分支，每

１个支链平均含有约１５～１８个葡萄糖残基。支链的

α?１，６－苷键无法被淀粉酶水解［１］，在淀粉的酶水解反
应中，淀粉酶（α?淀粉酶和β?淀粉酶）仅能切断１，４－葡
糖苷键，而对具有１，６位葡糖苷键的分支没有作
用［２］，因而在分解支链淀粉时，除麦芽糖和葡萄糖外，
还生成分支部分具有α?１，６－键的极限糊精。分解限
度一般以葡萄糖为准，约为３５％～５０％，支链水解过
程中极限糊精的残留降低了淀粉的利用率，极限糊精
的进一步降解需要α?１，６－糖苷键的水解［３］。支链淀
粉酶是一类对支链淀粉具有降解能力的酶，这类酶包
括普鲁兰酶以及新近发现具有支链水解能力的环糊

精水解酶和麦芽糖淀粉酶。支链淀粉酶可水解淀粉
分支处的α?１，６－糖苷键生成直链淀粉和糊精［２］。因
此，在淀粉加工中，支链淀粉酶与淀粉酶合用，不仅能
降低淀粉酶的用量，而且可提高淀粉的转化率，大大
降低生产成本［４］。【前人研究进展】自１９６１年在产气
气杆菌上首次发现具有支链淀粉水解能力的普鲁兰

酶以后，各国的科研人员掀起了开发支链淀粉酶的高
潮。普鲁兰酶可切开支链淀粉分支点中的α?１，６－糖
苷键，从而剪下整个侧枝，形成直链淀粉［５］。酶法水
解淀粉的过程中，在糖化阶段使用普鲁兰酶与糖化酶
协同作用，可降低糖化酶的用量，还可有效提高淀粉
的水解速率，缩短反应时间，提高葡萄糖的产量和纯
度。目前市场上售卖的复合糖化酶（糖化酶与普鲁兰
酶的混合制剂）可以使淀粉水解的葡萄糖值达到

９９％，葡萄糖量达总糖质量的９７％。而普鲁兰酶目
前已经被诺维信公司申请相关专利并且由该公司生

产，国内食品工业所用的普鲁兰酶均是该公司产品。
除了普鲁兰酶，后来又陆续发现一些和普鲁兰酶同源
的具有支链分解能力的酶，如ｔｐｙｅⅠ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，

ｔｐｙｅ Ⅱ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ｎｅｏｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ｉｓｏｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ
以及ｔｐｙｅⅢｐｕｌｌｕｌａｎ　ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，这些酶属于糖基水
解酶家族１３，４９和５７［６，７］。此外，在糖基水解酶家族

１３中还发现一类具有支链淀粉水解能力的酶，包括
环糊精水解酶（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎａｓｅ）、麦芽糖淀粉酶（ｍａｌ－
ｔｏｇｅｎｉｃ　ａｍｙｌａｓｅ）以 及 来 自 Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ
ｖｕｌｇａｒｉｎ菌株的淀粉酶（ａｍｙｌａｓｅⅡ）［８，９］。也有人认
为ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎａｓｅ和 ｍａｌｔｏｇｅｎｉｃ　ａｍｙｌａｓｅ具有相似
的酶作用方式，它们应该是属于同一类酶，都可以称

为环糊精水解酶［１０］。【本研究切入点】对具有支链淀
粉水解能力的各种水解酶的研究发现，不同微生物来
源的酶对底物作用的专一性不同，它们对各种低聚支
链淀粉的分子识别和水解能力差异极大［１１，１２］。普鲁
兰酶和环糊精水解酶对小分子底物的亲和力高，而对
大分子底物的亲和力弱，由于对支链淀粉作用专一性
不高，导致水解效率较低，阻碍其在支链淀粉水解上
的实际应用［１３］。因此，对不同来源的环糊精水解酶
进行分析，可以提供糖基水解酶家族１３的蛋白质对
支链淀粉水解差异的蛋白质结构基础。【拟解决的关
键问题】从对大分子底物的作用方式入手，研究具有
支链水解能力的环糊精水解酶的水解特性，分析其对
支链淀粉作用的关键氨基酸，为支链淀粉水解酶的开
发提供新的研究路径，从而实现对支链淀粉的彻底
水解［１１］。

１　材料与方法

１．１　菌株与材料

　　大肠杆菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α、模式菌株栖热
菌（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐ．）ＩＭ６５０１的环糊精水解酶 ＴｈＭＡ
（ｉｄ 为 Ｏ６９００７）、克隆载体 ｐＵＣ１９ 和表达载 体

ｐＳＥ３８０由实验保存；柯斯质粒ＣＤＳ１来自实验室保
存的广西武鸣糖厂周围土壤的宏基因组文库［１４］；质
粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自ＴＩＡＮＧＥＮ公司；
分子生物学工具酶包括限制性内切酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
ＨＳ　ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ和

Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ购自ＴａＫａＲａ公司；α?环糊精购自上
海生物工程有限公司；支链淀粉购自ＳＩＧＭＡ公司；
可溶性淀粉购自国药集团化学试剂有限公司；ＩＰＴＧ
购自 Ａｌｄｒｉｃｈ公司；Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ和 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ购自

ＯＸＯＩＤ公司；其他试剂均为国产分析纯试剂；寡聚核
苷酸引物由ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．２　柯斯质粒的亚克隆

　　提取最后确定能够在淀粉选择培养基上形成透
明圈的柯斯质粒ＣＤＳ１的ＤＮＡ［１４］。用限制性内切
酶ＢａｍＨⅠ酶切ＤＮＡ，将获得的ＤＮＡ片段与去磷
酸化的经ＢａｍＨⅠ酶切的ｐＵＣ１９进行连接。然后转
化到Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α中，在含淀粉的ＬＡ选择平板上筛
选能够形成透明圈的亚克隆ｐＵＣ－ｃｄｓ３。对该亚克隆
进行测序，送交宝生物工程（大连）有限公司测定

ＤＮＡ核苷酸序列。

１．３　亚克隆序列的比对分析

　　ＤＮＡ序列使用ＶＥＣＴＯＲ　ＮＴＩ　Ａｄｖａｎｃｅ　１０软件
进行序列拼接，再用 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的Ｂｌａｓｔ工具进行序列比对和分析。用简

２３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



单组件结构研究工具（Ｓｉｍｐｌｅ　Ｍｏｄｕｌａｒ　Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ，ＳＭＡＲＴ，ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌ－
ｂｅｒｇ．ｄｅ）分析氨基酸序列的组件结构。

１．４　环糊精水解酶基因ｃｄｓ１?３的克隆

　　根据亚克隆的测序结果设计扩增环糊精水解酶
基因ｃｄｓ的引物为ｃｄｓ－１：５′－ＡＧＡＣＣＡＴＧＧＴＧ　ＣＡＣ－
ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＧＧＧＧＡＡＧＡＡＧＣＣＡＴＣ－
ＣＡＣＣＡＣＣＧＣ－３′和 ｃｄｓ－２：５′－ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣ－
ＣＡＧＣＴＴＴＣＧＡＣＣＧＣＧＴＡＡＡＧ－３′。在上游引物

ｃｄｓ－１中引入ＮｃｏⅠ 酶切位点（加粗处）和６хＨｉｓ－ｔａｇ
（下划线处），在下游引物ｃｄｓ－２中引入 ＨｉｎｄⅢ酶切
位点（加粗处）。ＰＣＲ反应程序：９５℃２ｍｉｎ；９８℃１０
ｓ，５５℃１５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。扩
增的目的片段经ＮｃｏⅠ 和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，与同样
经ＮｃｏⅠ 和ＨｉｎｄⅢ酶切的表达载体ｐＳＥ３８０连接，
用ＣａＣｌ２法转入Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α中。构建的重组质粒
命名为ｐＳＥ－ｃｄｓ１－３。

１．５　重组蛋白的诱导表达与纯化

　　挑取含有重组质粒的大肠杆菌单菌落接种到ＬＢ
培养基中，３７℃培养至ＯＤ６００ 约为０．４时，加入诱导
剂ＩＰＴＧ至终浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃诱导１５ｈ。
表达的重组蛋白按照Ｑｉａｇｅｎ公司蛋白质纯化试剂盒
使用说明用镍亲和层析 Ｎｉ－ＮＴＡ进行纯化，再通过

３０ｋＤａ的超滤膜脱盐处理。纯化的ｃｄｓ１－３蛋白质进
行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）。

１．６　重组蛋白的酶活测定及酶学性质的研究

　　环糊精水解酶酶活力测定使用ＤＮＳ定糖法［１５］：
分别取纯化的蛋白ｃｄｓ１－３至０．５ｍＬ终浓度为１％
不同底物中，反应体系在最适酶反应条件下作用３０
ｍｉｎ后，加入２倍体积ＤＮＳ试剂终止反应，沸水煮５
ｍｉｎ，迅速冷却，在５４０ｎｍ处测ＯＤ 值。所有的实验
都做３个平行实验。

　　一个环糊精水解酶的酶活力单位（Ｕ）定义为在
最适的酶反应条件下每分钟释放１μｍｏｌ还原糖所需
的酶量。

１．６．１　最适ｐＨ值的测定

　　分别取纯化的蛋白ｃｄｓ１－３至０．５ｍＬ终浓度为

１％的α?环糊精（α?ＣＤ）、β?环糊精（β?ＣＤ）、γ?环糊精
（γ?ＣＤ）、可溶性淀粉中，反应体系在３７℃条件下，用

５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓冲液（ｐＨ 值为３．５～５．５），５０
ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ 值为５．５～８．０）测定酶
反应的ｐＨ效应。

１．６．２　最适温度的测定

　　分别取纯化的蛋白ｃｄｓ１－３至０．５ｍＬ终浓度为

１％的α?环糊精（α?ＣＤ）、β?环糊精（β?ＣＤ）、γ?环糊精

（γ?ＣＤ）、可溶性淀粉中，反应体系在最适ｐＨ值条件
下，温度在２５～６５℃测定酶反应的温度效应。

１．６．３　Ｋｍ 和Ｖｍａｘ的测定

　　将α?环糊精、可溶性淀粉和支链淀粉３种底物分
别溶于ｐＨ值为５．８的磷酸氢二钠 －柠檬酸缓冲液
中，配制成一系列不同浓度的底物溶液，分别加入纯
化的蛋白质，５０℃反应３０ｍｉｎ，用典型的米氏方程求
出ｃｄｓ１－３的Ｋｍ 和Ｖｍａｘ值。

１．７　ｃｄｓ１?３和ＴｈＭＡ的底物水解能力比较

　　以对α?环糊精的酶活作为参比，设定为１００％，

比较环糊精水解酶ｃｄｓ１－３和ＴｈＭＡ在最适反应条
件下对可溶性淀粉和支链淀粉的水解能力的差异。

１．８　蛋白质的结构分析

　　使用 Ｍ４Ｔｓｅｒｖｅｒ对环糊精水解酶ｃｄｓ１－３进行
同源建模，并用ＳＹＢＹＬ　１．２软件进行蛋白质底物结
合分析。

２　结果与分析

２．１　ｃｄｓ１?３基因的序列分析及克隆

　　测定ｐＵＣ－ｃｄｓ１－３质粒里的环糊精水解酶基因，
其开放读码框由１７６７个核苷酸组成，Ｇ＋Ｃ百分含
量为５３．０８％，可编码由５８８个氨基酸组成的蛋白
质。该蛋白质的预计分子量为６８１７７．４９Ｄａ，等电点

ｐＩ为５．７。

　　该基因序列经Ｂｌａｓｔ软件检索ＧｅｎＢａｎｋ氨基酸
数据库发现该基因编码的产物与Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．
ＧＨＨ０１的ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ（假定蛋白）氨基酸
序列相似性最高（９８％Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ，８０％Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓ）。

　　用ＳＭＡＲＴ工具分析该基因编码产物的组件结
构，自Ｎ端的第９～１２８位氨基酸为α?淀粉酶Ｎ功能
域，第１４６～５０４位氨基酸为α?淀粉酶功能域（图１）。

图１　ｃｄｓ１－３的组件结构

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｄｕｌａｒ　ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｃｄｓ１－３

　　以质粒ｐＵＣ－ｃｄｓ１－３为模板，用ｃｄｓ－１和ｃｄｓ－２引
物特异的扩增出一条大约为１．８ｋｂ的ＤＮＡ条带，其
大小与预期的ｃｄｓ基因的编码区相符。

２．２　重组蛋白ｃｄｓ１?３的诱导表达及纯化

　　如图２所示，重组蛋白在６５ｋＤａ处有明显的蛋
白质条带，与由基因序列推测所得理论分子量接近。

２．３　重组蛋白ｃｄｓ１?３的酶学性质分析

　　由图３可知，ｃｄｓ１－３在ｐＨ值为３．５～８．０时对
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图２　重组蛋白ｃｄｓ１－３的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｄｓ１－３

Ｍ：蛋白质分子量标准　１，２：纯化蛋白ｃｄｓ１－３

　　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｍａｒｋｅｒ　１，２：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｐｒｏ－

ｔｅｉｎ　ｃｄｓ１－３

底物都具有活性，超出这个区间则活性完全丧失，

ｃｄｓ１－３对环糊精、可溶性淀粉和支链淀粉３个测试底
物的最适ｐＨ值都是５．５（图３ａ）；最适作用温度都是

５０℃（图３ｂ）。

　　在最适温度和最适ｐＨ 值下，分别以α?环糊精、
可溶性淀粉和支链淀粉为底物，测定不同底物浓度下
的ｃｄｓ１－３酶活，反应结果具有典型的米氏动力学特
性，结果见表１。从米氏动力学特性结果得知，重组
蛋白ｃｄｓ１－３对α?环糊精的亲和力是最大的，而对支
链淀粉的水解能力则是最大的。

　　图３　ｐＨ值和温度对重组蛋白ｃｄｓ１－３活性的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

（ａ）ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ｃｄｓ１－３；（ｂ）ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｃｄｓ１－３

４３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



表１　重组蛋白不同底物的酶学特性

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｄｓ１?３ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

酶
Ｅｎｚｙｍｅ

最适反应条件
Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

α?环糊精
α?Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ　ｈｙｄｒａｔｅ

可溶性淀粉
Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｔａｒｃｈ

支链淀粉
Ａｍｙｌｏｐｅｃｔｉｎ

Ｔ
（℃） ｐＨ　ｖａｌｕｅ Ｋｍ

（ｍｇ／ｍＬ）
Ｖｍａｘ

（μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·
ｍｇ－１）

Ｋｍ
（ｍｇ／ｍＬ）

Ｖｍａｘ
（μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·

ｍｇ－１）
Ｋｍ

（ｍｇ／ｍＬ）
Ｖｍａｘ

（μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·
ｍｇ－１）

ｃｄｓ１－３　 ５０　 ５．５　 １．６２９　 １９．４５　 ３９．５２　 ２０．２３　 １８４．９　 ３７．９５

２．４　ｃｄｓ１?３和ＴｈＭＡ的底物水解能力比较

　　由表２可知，两个酶对可溶性淀粉的作用方式差
异不大，而对支链淀粉的差异非常大，ＴｈＭＡ对支链
淀粉的水解能力只有对α?环糊精的０．３８％，而ｃｄｓ１－
３对支链淀粉的水解能力远远高于α?环糊精，达到

１９５％。
表２　环糊精水解酶ｃｄｓ１?３和ＴｈＭＡ对大分子底物水解能力

的差异比较

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｎ　ｈｕｇｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｃｄｓ

１?３ａｎｄ　ＴｈＭＡ

大分子底物 Ｈｕｇｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　 ＴｈＭＡ（％） ｃｄｓ１－３（％）

α?环糊精α?Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ　ｈｙｄｒａｔｅ　 １００　 １００
可溶性淀粉Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｔａｒｃｈ　 １００　 １０４
支链淀粉Ａｍｙｌｏｐｅｃｔｉｎ　 ０．３８　 １９５

２．５　蛋白质的氨基酸序列和空间结构分析

　　将来自ｃｄｓ１－３的氨基酸序列与已有晶体结构解
析的Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐ．ＩＭ６５０１ｃｙｃｌｏｍａｌｔｏｄｅｘｔｒｉｎａｓｅ（Ｔｈ－
ＭＡ）的蛋白质序列进行比对，两个蛋白质氨基酸序
列相似度为９４．７％，ｃｄｓ１－３和ＴｈＭＡ蛋白质有３０个
氨基酸的差异（图４非标蓝处）。进一步的蛋白质空
间结构分析表明，这些差异氨基酸的分布区域远离底
物结合区域（图５），只有 ＨＩＳ２９４氨基酸残基和底物
结合区域相近（绿色的环状分子示意了环形的环糊精
结合位置）。

图４　蛋白质序列比较

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
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图５　蛋白质结构模拟分析

Ｆｉｇ．５　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ

３　结论

　　ｃｄｓ１－３是一个在偏酸性条件起作用的环糊精水
解酶，在蛋白质序列上属于糖基水解酶家族１３，而且
和已知的环糊精水解酶 ＴｈＭＡ的蛋白质序列只有

３０个氨基酸的差异，但是对支链淀粉的水解作用方
式却有别于ＴｈＭＡ，ＴｈＭＡ等环糊精水解酶对环糊
精等环状分子的水解能力最强，对支链淀粉的水解能
力最弱［１３］；而ｃｄｓ１－３对支链淀粉的作用能力很强。
对ｃｄｓ１－３的蛋白质结构分析表明，ｃｄｓ１－３和ＴｈＭＡ
蛋白质的差异主要在蛋白质的中段位置，该位置远离
底物结合区域，而与环糊精水解酶的底物通道聚集位
置相近［１６］。针对该区域进行有目的的分子改造将可
以提高环糊精水解酶对支链淀粉的识别能力，进而提
高其水解效率，为开拓新的支链淀粉水解酶及其应用
提供理论研究基础。环糊精水解酶ｃｄｓ１－３的鉴定，
以及对其大分子底物水解功能有关的关键氨基酸进

行分析，为揭示大分子底物，特别是支链淀粉底物的
水解作用方式提供了一个新的切入点。
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