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♦生物工程♦

麦芽糖淀粉酶CDS
 

13在淀粉糖化过程中的作用分析*

魏瑞宣1,管明东1,王宏萌1,汤宏赤1,2,刘 艺2,林丽华2,郭 媛2,王子龙2,庞 浩1,2**

(1.广西大学生命科学与技术学院,广西南宁 530005;2.广西科学院,国家非粮生物质能源工程技术研究中心,非粮生物质酶解

国家重点实验室,广西生物炼制重点实验室,广西南宁 530007)

摘要:为探究多糖相互作用对淀粉糖化速率的影响,本研究使用较传统麦芽糖淀粉酶更具支链淀粉水解能力的

麦芽糖淀粉酶CDS
 

13,将其与α淀粉酶及糖化酶协同进行淀粉糖化,并对糖化液进行还原糖测定以及高效液

相色谱分析。结果表明:反应到30
 

min时,CDS
 

13作用效果最明显,相比于Control组,CDS
 

13组糖化液的

葡萄糖当量(Dextrose
 

Equivalent,DE)值提高了4.51%。随着反应的进行,DE值提高速率降低。反应到60
 

min时,DE值提高了1.17%;反应到90
 

min时,DE值提高了2.12%。高效液相色谱结果显示,在整个反应过

程中,CDS
 

13组葡萄糖和麦芽糖的产量始终高于Control组,说明CDS
 

13可有效加快木薯淀粉糖化速率,可
应用于淀粉工业中。
关键词:麦芽糖淀粉酶 木薯淀粉 支链淀粉 支链淀粉水解酶 协同糖化
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  淀粉大量存在于植物的谷物和块茎中,是植物的

主要储能方式,也是动物和微生物的主要能量来

源[1]。但淀粉大分子无法直接被吸收,需先将大分子

多糖转化为葡萄糖、麦芽糖等小分子糖才能被吸收利

用。支链淀粉是淀粉的主要成分[2],其主链由1,4
糖苷键连接形成,侧链由1,6糖苷键进行连接[3]。α
1,6糖苷键虽仅占总支链淀粉的4%-5%,但少量

的精细结构仍会使淀粉糖化变得困难[4]。由于淀粉

酶只能随机水解α1,4糖苷键,糖化酶可以水解α1,

4糖苷键和α1,6糖苷键,但对α1,6糖苷键的水解

极其缓慢[5]。因此淀粉水解后会残留含有α1,6糖
苷键的极限糊精,极限糊精的残留降低了淀粉的利用

率[6]。普鲁兰酶因能高度特异性地水解支链淀粉中

的α1,6糖苷键,常被应用于淀粉糖化。麦芽糖淀粉

酶也能水解支链淀粉,相比于普鲁兰酶,其具有更广

泛的底物特异性。这使麦芽糖淀粉酶代替普鲁兰酶

作为新的糖化辅助酶成为可能。但普通麦芽糖淀粉

酶对支链淀粉的水解能力弱,导致其很难在支链淀粉

水解方面进行实际应用。因此在淀粉工业中,高度特
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异性水解支链淀粉的麦芽糖淀粉酶的开发不仅能加

快生产速度,提高淀粉的转化率,还能减少淀粉酶和

糖化酶的用量,节省成本[7]。木薯中淀粉含量高达

70.50%,其中支链淀粉占44%-57%,直链淀粉占

14%-24%[8,9],高含量的支链淀粉使得木薯淀粉的

糖化变得困难。目前在加速淀粉糖化方面主要使用

普鲁兰酶进行α1,6糖苷键的水解[7,10]。相关研究

表明,在标准糖化过程中,在不添加普鲁兰酶的条件

下,可获得的最大葡萄糖含量约为96%,添加普鲁兰

酶可使葡萄糖水平提高约2%,并降低糖化酶的使用

量[7]。Zhang等[11]研究发现,普鲁兰酶PulPB1 与葡

萄糖淀粉酶在40°C条件下水解支链淀粉,能提高其

催化效率。此外,在糖基水解酶家族13中发现有一

类酶也能够水解支链淀粉,如麦芽糖淀粉酶、环糊精

水解酶、新普鲁兰酶[12,13]。Lee等[14]认为这3种酶

的作用方式一样,应统称为麦芽糖淀粉酶。多项研究

已表明,麦芽糖淀粉酶对部分底物具有优先选择性且

偏好水解小分子底物,能优先水解直链淀粉和环状糊

精,也可对少量支链淀粉进行水解[1517]。莫莉等[18]

研究表明麦芽糖淀粉酶CDS
 

13区别于传统的麦芽

糖淀粉酶,偏好水解大分子支链淀粉,因此在淀粉糖

化方面可能更具生产潜力。本文拟通过加入CDS
 

1
3,对淀粉酶和糖化酶水解缓慢的支链结构进行水解,
以期进一步提高淀粉糖化的速率,加快工业生产

效率。

1 材料与方法

1.1 材料

  CDS
 

13 重组蛋白菌株由本实 验 室 构 建 保

存[18,19],基因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[20];木薯淀粉购自上海源叶生

物科技有限公司;α淀粉酶、糖化酶购自诺维信(中
国)生物技术有限公司;IPTG(Isopropyl

 

βDThio-
galactoside)购自生工生物工程(上海)股份有限公

司;Yeast
 

extract和 Tryptone购自英国 OXOID公

司;其他试剂为国产分析纯试剂。

1.2 CDS
 

13的表达纯化

  将实验室保藏的CDS
 

13重组蛋白菌株进行划

线活化,挑取单菌落转接至10
 

mL
 

卢里亚贝尔塔尼

(LuriaBertani,LB)培养基中,培养8-12
 

h得到种

子液。取8
 

mL种子液转接至800
 

mL
 

LB培养基中,
培养至OD600 约为0.6,加入终浓度为1

 

mmol/L的

诱导剂IPTG,在37°C、220
 

r/min条件下诱导8
 

h。

重组蛋白按照德国Qiagen公司蛋白质纯化试剂盒使

用说明,用镍亲和层析 NiNTA进行重组蛋白的纯

化,具体如下:对诱导后的CDS
 

13重组菌体进行超

声破胞处理(参数设置:功率300
 

W,工作时间1
 

s,间
歇时间2

 

s,总工作时长30
 

min),将破胞液置于4°C
冷冻离心机,12

 

000
 

r/min离心20
 

min,收集上清即

为CDS
 

13粗酶液。所得粗酶液与NiNTA填料孵

育30
 

min后,首先用40
 

mmol/L咪唑洗脱液多次过

柱洗脱,将杂蛋白去除,然后用300
 

mmol/L咪唑洗

脱液将CDS
 

13洗脱收集并透析脱盐。纯化蛋白进

行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDSPAGE)分析。

1.3 协同水解

  木薯淀粉溶液的制备:称取1.25
 

g木薯淀粉溶

解于pH值为5.5的缓冲液中,定容至5
 

mL,配制成

终浓度为25%的木薯淀粉溶液。

  CDS
 

13组加入0.2
 

μL
 

α淀粉酶、1
 

μL糖化酶

和0.444
 

mg
 

CDS
 

13,空白对照组加入0.2
 

μL
 

α淀
粉酶和1

 

μL糖化酶。两组分别于37°C、200
 

r/min
摇床震荡培养,分别于30

 

min、60
 

min、90
 

min后

取样。

1.4 糖化液还原糖测定

  按照DNS定糖法[21],取稀释的糖化液加入2倍

体积的DNS试剂,沸水浴5
 

min后迅速冷却,取200
 

μL至96孔板,测定OD540 值,每个梯度做3个平行

实验。测得数据后通过葡萄糖标准曲线计算产量。

1.5 DE值测定

  淀粉的水解程度以产生的还原糖(全部以葡萄糖

计)表示。葡萄糖当量(Dextrose
 

Equivalent,DE)值
的计算公式如下:

  DE=
还原糖质量

淀粉干物质质量
。

1.6 糖化液高效液相色谱分析

  取糖化液经0.45
 

μm滤膜过滤,稀释一定倍数

后上机进行高效液相色谱(High
 

Performance
 

Liquid
 

Chromatography,HPLC)分析。具体 HPLC检测条

件 如 下:色 谱 柱 为 Agilent
 

ZORBAX
 

NH2
(250

 

mm×4.6
 

mm),检测器为 Waters
 

2414示差检

测器,流动相为乙腈∶水(75∶25),柱温为25°C,流
速为1

 

mL/min,进样量为10
 

μL。参考韩玉洁等[22]

的方法对葡萄糖、麦芽糖和麦芽三糖进行外标法

定量。

1.7 数据处理

  使用Excel
 

2021进行数据的计算与处理,运用
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GraphPad
 

Prism
 

7.0进行图表绘制,使用ImageLab
 

4.1.0.2177软件记录蛋白电泳图并进行蛋白纯度

分析。

2 结果与分析

2.1 CDS
 

13表达纯化

  对CDS
 

13重组菌株进行诱导表达与镍柱亲和

层析纯化,以同样方法诱导空白对照菌株,破胞液作

为空白对照。如图1所示,经SDSPAGE电泳分析,
空白对照菌株在65

 

kDa无明显条带,CDS
 

13重组

菌株在65
 

kDa有明显条带,且与CDS
 

13蛋白大小

一致,粗酶液经镍柱亲和层析纯化后,得到了纯度较

高的目的蛋白。

  M:Protein
 

marker;1:Control
 

cell
 

lysate
 

supernatant;2:

Supernatant
 

of
 

CDS
 

13
 

cell
 

lysate;3:CDS
 

13
 

after
 

nickel
 

col-
umn

 

purification
图1 CDS

 

13的SDSPAGE电泳分析

Fig.1 SDSPAGE
 

electrophoresis
 

analysis
 

of
 

CDS
 

13

  经Image
 

Lab软件对图1第三泳道进行条带分

析,所得数据如表1所示。酶液中目的蛋白CDS
 

13
纯度达到90%以上。使用核酸蛋白定量仪(Nano-
Drop)进行蛋白含量测定,测得蛋白浓度为1.53

 

mg/

mL。结合Image
 

Lab软件数据,目的蛋白条带占比

为91.59%,计算出CDS
 

13的最终蛋白浓度为1.4
 

mg/mL。

2.2 糖化液还原糖分析

  淀粉被协同水解后,经二硝基水杨酸(DNS)法测

定还原糖(全部以葡萄糖计),结果如表2所示。在整

个反应过程中,CDS
 

13组的淀粉水解率高于Con-
trol组,淀粉糖化30

 

min、60
 

min和90
 

min时,CDS
 

13组总还原糖产量分别是Control组的1.27倍、

1.05倍和1.08倍。如图2所示,淀粉糖化30
 

min、

60
 

min和90
 

min时,CDS
 

13组的 DE值分别比

Control组提高4.51%、1.17%和2.12%。在0-30
 

min阶段,CDS
 

13组淀粉水解速率高于Control组;
在30-60

 

min阶段,CDS
 

13组淀粉水解速率低于

Control组;在60-90
 

min阶段,CDS
 

13组淀粉水

解速率高于Control组,与上一阶段CDS
 

13组淀粉

水解 速 率 基 本 一 致,而 Control组 水 解 速 率 明 显

降低。

表1 CDS
 

13纯度分析

Table
 

1 Purity
 

analysis
 

of
 

CDS
 

13

条带编号
Strip

 

number
体积(积分)
Volume

 

(Int)
条带百分比(%)

Band
 

percentage
 

(%)

1 3
 

709
 

440 91.59

2 92
 

848 2.29

3 166
 

208 4.10

4 81
 

536 2.01

表2 还原糖测定

Table
 

2 Determination
 

of
 

reducing
 

sugars

组别

Groups

还原糖总量(mg)
 

Total
 

reducing
 

sugar
 

(mg)

30
 

min 60
 

min 90
 

min

Control 211.71±16.19a 315.63±16.91a 353.12±6.02a

CDS
 

13 268.18±13.12b 330.31±23.83ab 379.67±52.84a

Note:Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

of
 

the
 

data
 

in
 

each
 

column
 

(P<0.05)

图2 CDS
 

13对淀粉水解速率的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

CDS
 

13
 

on
 

hydrolysis
 

rate
 

of
 

starch
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2.3 糖化液高效液相色谱分析

2.3.1 糖化液各组分线性回归方程和相关系数

  以标准峰面积对标准工作液的浓度进行线性回

归,得到葡萄糖、麦芽糖和麦芽三糖的线性回归方程

和相关系数。各组分线性回归方程及相关系数如表

3所示。
表3 糖化液各组分的线性回归方程及相关系数

Table
 

3 Linear
 

regression
 

equation
 

and
 

correlation
 

coefficient
 

of
 

each
 

component
 

of
 

saccharified
 

liquid

组分
Components

线性回归方程
Equation

 

of
 

linear
 

regression

相关系数
Correlation

 

coefficient

Glucose y=251429x-13492 0.997
 

8

Maltose y=203520x-5128 0.993
 

3

Maltotrios y=241447x-27325 0.995
 

3

2.3.2 高效液相色谱

  按照方法1.6节中色谱条件测定Control组和

CDS
 

13组反应30
 

min、60
 

min和90
 

min的糖化液,
结果如图3所示。

2.3.3 糖化液各组分浓度测定

  本研究对30
 

min、60
 

min、90
 

min的淀粉糖化液

各组分浓度进行了测定,结果如表4所示。反应30
 

min时,CDS
 

13组葡萄糖和麦芽糖浓度均高于Con-
trol组,但Control组麦芽三糖浓度高于CDS

 

13组。
反应60

 

min时,CDS
 

13组与Control组相比,麦芽

糖和麦芽三糖产量提升明显,此时CDS
 

13组麦芽三

糖浓度高于Control组。反应90
 

min时,CDS
 

13组

与Control组相比葡萄糖产量接近,麦芽糖产量更

高,麦芽三糖产量低于Control组。CDS
 

13组反应

90
 

min时与反应60
 

min时麦芽三糖产量基本一致。
反应30

 

min、60
 

min、90
 

min后,CDS
 

13组中葡萄糖

和麦芽糖的产量均高于Control组。以上结果表明,

CDS
 

13的加入提高了葡萄糖和麦芽糖的产量,CDS
 

13有助于木薯淀粉的水解。

图3 糖化液色谱图

Fig.3 Chromatogram
 

of
 

glycosylated
 

liquid

表4 糖化液各组分浓度测定结果

Table
 

4 Determination
 

results
 

of
 

each
 

component
 

concentration
 

of
 

saccharified
 

liquid

反应时间(分)
Reaction

 

time
 

(min)

Control组Control
 

group CDS
 

13组CDS
 

13
 

group

葡萄糖
(mg/mL)
Glucose
(mg/mL)

麦芽糖
(mg/mL)
Maltose
(mg/mL)

麦芽三糖
(mg/mL)
Maltotriose
(mg/mL)

葡萄糖
(mg/mL)
Glucose
(mg/mL)

麦芽糖
(mg/mL)
Maltose
(mg/mL)

麦芽三糖
(mg/mL)
Maltotriose
(mg/mL)

30 0.67±0.04a 0.30±0.10a 0.86±0.13c 0.80±0.05ab 0.40±0.05a 0.45±0.08a

60 1.29±0.06a 0.50±0.07a 0.84±0.10a 1.50±0.05b 1.09±0.05c 0.94±0.12ab

90 2.02±0.13a 0.90±0.08a 1.39±0.19b 2.15±0.09a 1.47±0.06c 1.09±0.01a

Note:Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

between
 

different
 

groups
 

at
 

the
 

same
 

time
 

of
 

the
 

same
 

component
   

(P<0.05)

3 讨论

  本研究以加速支链淀粉水解,提高淀粉转化率为

出发点。选用更具支链淀粉水解能力的麦芽糖淀粉

酶CDS
 

13与α淀粉酶和糖化酶进行淀粉糖化实验

研究,探究CDS
 

13在0-90
 

min内对淀粉糖化的影

响。通过DNS法测定不同反应时间的还原糖产量,
发现CDS

 

13组水解率高于Control组,但不同阶段

淀粉水解速率有一定差异。在反应的0-30
 

min阶

段,淀粉糖化初期底物中存在大量高聚合度淀粉分子

链,CDS
 

13的添加协助α淀粉酶对大分子底物进行

分解产生更多的非还原端,增加葡萄糖淀粉酶的结合

位点,促进糖化。此外,CDS
 

13具有外切α1,4糖
苷键活性,从非还原端外切产生麦芽糖,也提高了糖

化的效率。反应30
 

min时,CDS
 

13组的还原糖产

量是Control组的1.27倍,表明CDS
 

13协同α淀
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粉酶和葡萄糖淀粉酶促进了淀粉的水解。在反应的

30-60
 

min阶段,CDS
 

13组还原糖产生速率低于

Control组。在此过程中,α淀粉酶和葡萄糖淀粉酶

先将容易水解的线性结构淀粉水解[23],然后进一步

水解糊精结构的α1,4糖苷键。事实上,CDS
 

13比

酶活为20.23
 

U/mg,葡萄糖淀粉酶比酶活为113
 

U/

mg,两者均从淀粉链非还原端将淀粉水解,后者相比

前者α1,4糖苷键水解能力更强。所以当淀粉结合

位点不足时,CDS
 

13组由于CDS
 

13水解α1,4糖
苷键的速度低于葡萄糖淀粉酶水解α1,4糖苷键的

速度,却又占用了葡萄糖淀粉酶与淀粉分子结合位

点,形成竞争抑制,造成还原糖产生速率下降[24]。在

反应的60-90
 

min阶段,Control组的水解速率明显

降低,残留的分支结构糊精无法被快速降解。而

CDS
 

13组水解速率与上一阶段基本保持一致,原因

是CDS
 

13这类酶可将具有分支结构的糊精水解成

潘糖、麦芽糖等小分子糖[25],使糊精结构进一步水

解。本研究初步探究CDS
 

13在淀粉糖化中的作用,
结果表明CDS

 

13、α淀粉酶和葡萄糖淀粉酶三酶协

同比α淀粉酶和葡萄糖淀粉酶双酶协同淀粉水解率

高,说明CDS
 

13能加速淀粉糖化。

  本研究对不同时间的糖化液也进行了高效液相

色谱分析,通过检测底物组成成分变化,了解CDS13
在淀粉糖化过程中的作用方式。高效液相色谱分析

结果表明,反应进行到30
 

min时,CDS
 

13组葡萄糖

和麦芽糖产量高于Control组,这与DNS法测定还

原糖的结果一致。而麦芽三糖的产量低于Control
组,这种情况可能由两方面原因造成,其一,CDS

 

13
能够水解麦芽三糖,产生葡萄糖和麦芽糖;其二,这类

酶具有广泛的底物转糖苷活性,可将麦芽三糖转变为

其他 低 聚 糖,从 而 导 致 麦 芽 三 糖 产 量 减 少。Lee
等[26]用麦芽三糖为底物,通过这类酶完成了分支寡

糖的制备,说明其具有麦芽三糖水解活性和转糖苷活

性,这合理解释了本研究的实验现象。反应进行到

60
 

min时,CDS
 

13组相比Control组麦芽糖和麦芽

三糖产量大幅提升。麦芽糖浓度提高是由于CDS
 

1
3从淀粉链非还原端外切产生麦芽糖。而麦芽三糖

产量的提高是由于随着时间的推进,淀粉糖化程度越

来越高,葡萄糖浓度逐渐增大,CDS
 

13转糖苷活性

可将葡萄糖(供体)转移到麦芽糖(受体)上形成麦芽

三糖。这与同源性很高的 ThMA酶转糖苷功能一

致[25]。反应进行到90
 

min时,Control组与CDS
 

13
组的葡萄糖产量逐渐接近,Control组的麦芽三糖产

量超过CDS
 

13组,CDS
 

13组60
 

min时与90
 

min
时麦芽三糖水平基本一致,两组麦芽糖产量同步提

升。CDS
 

13能水解分支结构,将淀粉糊精水解成侧

链更短的糊精,Chen等[27]和Ruan等[28]报道了同类

型酶可通过缩短支链淀粉侧链特性实现抑制淀粉回

生。而这种更小的糊精不利于葡萄糖淀粉酶的水解,
葡萄糖淀粉酶对于小分子的亲和力相对较弱,影响葡

萄糖的产生速率[29]。因此,在反应后期Control组产

生葡萄糖速率快,总产量逐渐接近CDS
 

13组葡萄糖

总产量。CDS
 

13组反应60
 

min与90
 

min后麦芽三

糖的无变化现象可以用酶反应的动态平衡进行解释,
产物生成速率与产物分解速率一致。CDS

 

13能水

解麦芽三糖又能合成麦芽三糖,当麦芽三糖达到一定

浓度时反应达到动态平衡。糖化液还原糖测定和高

效液相色谱分析结果表明,CDS
 

13的加入在反应30
 

min内效果最好,发酵糖(葡萄糖和麦芽糖)产量均高

于Control组,反应30
 

min后,由于底物组成成分的

复杂性以及酶对底物具有选择偏好性,导致还原糖产

生速率变得不稳定。目前淀粉糖化工业为加快生产

效率,缩短生产周期,一般将糖化时间控制在30
 

min
以内。本研究结果表明CDS

 

13在初期对淀粉糖化

有明显的促进作用,因此在实际生产中具有潜在的应

用价值。

4 结论

  本研究将特异性水解支链大分子底物的CDS
 

13应用于淀粉糖化中,结果表明其能提高淀粉的糖

化速率(最高可达4.51%),这为大分子淀粉水解提

供了新的选择,但相关的工艺有待进一步优化。此

外,基于副产物对淀粉糖化效率产生影响,可以考虑

利用同步糖化发酵的方法,尽快消耗掉可发酵糖,避
免发生转糖苷反应,减少副产物的形成,实现淀粉的

最大转化。
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Analysis
 

of
 

the
 

Role
 

of
 

Maltogenic
 

Amylase
 

CDS
 

13
 

in
 

the
 

Process
 

of
 

Starch
 

Saccharification
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Abstract:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

multienzyme
 

interaction
 

on
 

starch
 

saccharification
 

rate,maltogenic
 

am-
ylase

 

CDS
 

13,which
 

was
 

more
 

capable
 

of
 

amylopectin
 

hydrolysis
 

than
 

traditional
 

maltogenic
 

amylase,was
 

combined
 

with
 

αamylase
 

and
 

glucoamylase
 

for
 

starch
 

saccharification,and
 

the
 

reducing
 

sugar
 

in
 

saccharifica-
tion

 

liquid
 

was
 

determined
 

and
 

analyzed
 

by
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

in
 

this
 

study.The
 

results
 

showed
 

that
 

when
 

the
 

reaction
 

was
 

30
 

min,the
 

effect
 

of
 

CDS
 

13
 

was
 

the
 

most
 

obvious.Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

Dextrose
 

Equivalent
 

(DE)
 

value
 

of
 

the
 

saccharification
 

solution
 

in
 

the
 

CDS
 

13
 

group
 

was
 

increased
 

by
 

4.51%.As
 

the
 

reaction
 

proceeded,the
 

rate
 

of
 

increase
 

in
 

DE
 

value
 

decreased.When
 

the
 

reaction
 

was
 

60
 

min,the
 

DE
 

value
 

was
 

increased
 

by
 

1.17%;when
 

the
 

reaction
 

was
 

90
 

min,the
 

DE
 

value
 

was
 

increased
 

by
 

2.12%.The
 

results
 

of
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

showed
 

that
 

the
 

yields
 

of
 

glucose
 

and
 

maltose
 

in
 

the
 

CDS
 

13
 

groups
 

were
 

always
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Control
 

group
 

during
 

the
 

whole
 

reaction
 

process,which
 

indicated
 

that
 

CDS
 

13
 

could
 

effectively
 

accelerate
 

the
 

saccharification
 

rate
 

of
 

cassava
 

starch
 

and
 

could
 

be
 

used
 

in
 

the
 

starch
 

industry.
Key

 

words:maltogenic
 

amylase;cassava
 

starch;amylopectin;amylopectin
 

hydrolase;synergistic
 

saccharifica-
tion
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