
!" 卷 # 期

$%%" 年 $ 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,-./-0

1’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：浙江省科技计划项目（$%%$2$$%%3）

"通讯作者。4+(：567"8#75638#8%8；97:/;(：0./<=>? @A.) +B.) C<
作者简介：陈龙然（#38! D ），男，硕士研究生，主要从事微生物酶工程研究。97:/;(：CE+<(’<F-/<? @A.) +B.) C<
收稿日期：$%%!7%67%3，修回日期：$%%!7%37#5
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摘 要：从土壤分离物中筛选到一株环糊精葡萄糖基转移酶（2H4/I+）产生菌 !%G，36E 发酵酶活为 %J3"KL:M。经紫

外辐射和硫酸二乙酯复合诱变而获得突变株 2MN!%G，36E 发酵酶活达 #JG6 KL:M，提高 !GO。该突变菌株被鉴定为

地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’），产 2H4/I+ 的最佳碳源为可溶性淀粉，最佳氮源为硝酸铵，最适初始 >P 为 6J"，

最适培养温度为 G"Q，发酵期间 2H4/I+ 的产生高峰（第 36E）滞后于菌体生物量高峰（第 !5E）$B。菌株所产 2H4/I+
的最适反应 >P 为 6J%，最适温度为 ""Q，在 >P 6J% R 8J" 间和 "%Q下保持 #E 后的剩余酶活均达 3%O以上；酶液中

适量添加 2/$ S 能大幅提高 2H4/I+ 在 ""Q下的稳定性。经高效液相色谱分析，2H4/I+ 作用于淀粉后的产物以!7环
糊精为主，"7环糊精为次，二者比例为 $J!8T#，环糊精总产率达 $3J5O，但产物中不含#7环糊精。
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环糊精（20C(’:/(W’B+XW-;<，2Y）是由 Y7吡喃葡萄

糖基以!7#，! 葡萄糖苷键连接而成的环形低聚糖，

因环连的葡萄糖基数的不同而分为!7、"7、#7环糊精

（葡萄糖基数分别为 6、8、5 个）。环糊精可将许多化

学物质包结在其环形疏水空隙内，改善其理化性质，

在制药、食品、农业及化妆品等领域应用广泛［#，$］。

环 糊 精 是 由 环 糊 精 葡 萄 糖 基 转 移 酶

（20C(’:/(W’B+XW-;< F(.C/<’W-/<IZ+-/I+，2H4/I+）作用于

淀粉后使葡萄糖基发生转移反应而获得，该转移酶

能进行环化、偶合、歧化、水解等 ! 种反应，酶的催化

产物除!7、"7及#7环糊精外，还含有葡萄糖、麦芽糖、

麦芽三糖及其他线形糊精等多种物质［G］。由于环糊

精的分离工艺比较复杂，因而寻找到利用淀粉产生

特定环糊精的微生物菌株非常重要，这方面的研究

多集中在"7环糊精生产菌株上，而有关!7及#7环糊

精生产菌的研究报道很少［!］。本研究自赣中地区土

壤中 分 离 筛 选 到 一 株 以 产!7环 糊 精 为 主 的 菌 株

2MN!%G，通过对其产酶条件、酶学性质等的摸索，为

利用该菌株生产!7环糊精奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 土壤样品：从江西省中部地区的粮站、变性

淀粉厂、酒厂等附近土壤中采集土样 $% 份，从中分

离微生物菌种。

!"!"# 培养基：菌种分离和筛选用培养基的组成：

每升培养基含可溶性淀粉 #%F，蛋白胨 "F，酵母膏

"F，[$P\]! #F，̂ FN]!·8P$] %J$F，1/$2]G "F，酚 酞

%JGF，甲基橙 %J#F，琼脂 #"F，#$#Q灭菌 #":;<，自然

>P。产酶用液体培养基的组成：每升培养基含可溶

性淀粉 #%F，蛋白胨 "F，酵母膏 "F，[$P\]! #F，̂ FN]!

·8P$] %J$F，1/$2]G %J$F，>P 8J%，#$#Q灭菌 #":;<。

!"!"$ 试剂：标准!7、"7及#7环糊精购自 N;F:/ 公

司；可溶性淀粉、玉米淀粉由浙江湖州食品化工联合

公司生产；马铃薯淀粉购自中国医药集团上海化学

试剂公司；红薯淀粉为自制；!7淀粉酶购自上海丽珠

东风生物有限公司；其它化学试剂均为分析纯。

!"# 环状糊精葡萄糖基转移酶产生菌的筛选

取 "F 土样放入 !":M 无菌水的三角瓶中，5%Q
水浴处理 ":;<，静置 G%:;<，取上清液稀释后涂布于

筛选培养基平板上，于 G5Q恒温培养 #$%E。选取平

板上黄色透明圈较大的菌落作为产生 2H4/I+ 的菌

株，进一步用产酶培养基接种进行摇瓶发酵复筛，测

定发酵液中 2H4/I+ 的酶活。从中选出酶活最高的

菌株 作 为 出 发 菌 株 进 行 紫 外 辐 射 及 硫 酸 二 乙 酯

（Y9N）双重诱变处理［"］，诱变后的菌株用上述同样



方法进行初筛和复筛，选出酶活最高的菌株。

!"# 菌种的鉴定

菌种鉴定的相关试验参照文献［!］进行。

!"$ 生物量测定

"#$ 发酵液中加蒸馏水至 "%#$，!&%’# 波长比

浊。

!"% 酶液制备

三角瓶（(&%#$）装产酶培养基 )%#$，接种后于

*+,恒温振荡培养 -!. 后，)%%%/0#1’ 离心 (%#1’，上

清液即为粗酶液。

!"& 酶活测定

应用甲基分光光度法，在 23 "4" 5 "4) 的酸性

条件下，由于甲基橙和!6环糊精形成包结复合物而

使溶液吸光度下降，在一定浓度范围内吸光度下降

值（"7）与!6环糊精浓度之间存在着线性关系［8］。

取 "9（:0;）可 溶 性 淀 粉 溶 液 "#$ 和 &%##<=0$
>?(3@A)6>?3(@A) 缓冲液（23 84%）(#$，与 %4"#$ 适

当稀释的粗酶液混匀，)%,水浴中反应 "%#1’ 后，立

即冰浴中止反应；再加入 "4(#<=0$ 3B= 溶液 %4"#$
及 %4%*&##<=0$ 甲基橙溶液 (#$，"&,静置 *%#1’，在

&%8’# 下测定吸光度。一个酶活单位定义为在上述

条件下每分钟生成 "##<=!6环糊精所需的酶量。

!"’ 酶的初步纯化

在 (%#$ 粗酶液中分别加入 (C 变性淀粉和 *C
（>3) ）( DA)，+, 下 振 荡 ().，然 后 )&%%/0#1’ 离 心

"%#1’，弃上清液，沉淀中加入 &#$ 含 "##<=0$!6环
糊 精 的 &%##<=0$ >?(3@A)6>?3(@A) 缓 冲 液（ 23

84%），再低温搅拌 ". 后离心 "%#1’。重复 ( 次，共收

到 "%#$ 酶洗脱液，放入 &%##<=0$ >?(3@A)6>?3(@A)

缓冲液（2384%）中透析即得初步纯化的酶［+］，用于以

下酶学性质的研究。

!"( 酶作用产物分析

采用高效液相色谱法（3@$B）进行酶产物分析。

色谱条件：:?EF/G !%%3@$B 色谱仪，:?EF/G 自动进样

器，色谱柱 HAIJ7K >3(（)4!## L "&%##），:?EF/G

()"% 示差检测器；流动相（;0;）为 8%9乙腈水溶液，

流速 "4%#$0#1’；柱温 *%,。处理样品时，粗酶液

%4&#$ 与 &4%9（:0;）淀粉溶液（&%##<=0$ >?(3@A)6

>?3(@A)，2384%）&#$ 混匀后在 &%, 反 应 (). 后，

)&%%/0#1’离心 "&#1’，弃沉淀，上清液中加入 %4"#$

!6淀粉酶液作用 ".，%4)&## 超滤膜过滤后取 (%#$
上机分析［-］。

) 结果和分析

)"! 产 *+,-./ 的菌株筛选

采集的土壤样品经水浴后，涂布在分离培养基

平板上培养期间，凡产 BMN?GF 的菌株在其菌落周围

可形成黄色透明的水解圈。这是因为菌株所产的

BMN?GF 作用于培养基中的淀粉而形成了环糊精，后

者分子与甲基橙和酚肽染料反应形成包结复合物，

故呈现黄色透明圈。此圈越大，菌株产 BMN?GF 越

多，据此从 (% 份土壤样品的分离物中筛选出 ""& 个

产 BMN?GF 的菌株。对黄色透明圈直径与菌落直径

之比较大的菌株进一步分离纯化和点接筛选，挑选

出 )% 个菌株进行发酵培养。根据发酵液的酶活测

定，获得 BMN?GF 酶活最高（%4-&O0#$）的菌株 )%*，作

为后续诱变的出发菌株。

)") 菌种选育

采用紫外辐射和硫酸二乙酯复合诱变方法对

)%* 菌株进行诱变。选取致死率为 -+9的紫外辐射

剂量和致死率为 -&9的硫酸二乙酯剂量，经复合诱

变获得其突变株 B$D)%*，发酵酶活性为 "4*!O0#$，

为出发菌株酶活的 "4)* 倍。菌株 B$D)%* 在牛肉膏

蛋白胨培养基上连续 ) 代发酵，测定 BMN?GF 酶活分

别为 "4*(O0#$、"4)%O0#$、"4*8O0#$ 和 "4*&O0#$，

表现出良好的稳定性。

)"# 菌种鉴定

菌株 B$D)%* 在牛肉膏蛋白胨平板培养基上菌

落呈圆形，表面光滑，边缘较整齐，半透明；革兰氏阳

性，杆状，形成芽孢，芽孢柱状，端生，孢囊未见膨大；

过氧化氢酶反应阳性，甲基红反应阳性，产淀粉酶，

能使明胶液化，能将硝酸盐还原为亚硝酸盐，不能利

用甘油产生二羟基丙酮，石蕊牛奶反应不产酸，水解

酪素，酪氨酸水解反应阴性；苯丙氨酸脱氨基反应阴

性，可利用柠檬酸盐和丙酸盐，能形成结晶糊精，能

在 23 &48 的营养肉汤中生长，能在含 89 >?B= 肉汤

营养液中生长，最高生长温度 &&,。结合菌株的形

态和生理生化特征，根据细菌鉴定手册初步鉴定该

菌株为地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’）。

)"$ 不同碳、氮源对菌株 *01$2# 产生 *+,-./ 的

影响

在上述培养条件下，在产酶培养基基础上改用

不同碳源，浓度均为 "9（:0;），考查不同碳源对菌

株 B$D)%* 产 BMN?GF 的影响。表 " 结果显示，可溶

性淀粉最有利产酶，马铃薯淀粉次之，玉米淀粉再

次，甘薯淀粉和糊精作碳源也能产酶，但产酶水平远

+- 微 生 物 学 报 )& 卷



低于前述碳源，而葡萄糖、蔗糖、乳糖、甘露醇及柠檬

酸钾等则不能作为该菌株产 !"#$%& 的碳源。同样，

改用不同有机氮或无机氮作为唯一氮源，各自含氮

量相当于 ’()* 蛋白胨，结果发现硝酸铵作为氮源最

有利于菌株产酶，其它较好或较差氮源见表 +，但尿

素不能为该菌株产 !"#$%& 的氮源。

表 ! 菌株 "#$%&’ 在不同碳源和氮源条件下所产环糊精葡萄糖基转移酶的活力比较

#$,-& + .//&01 2/ 34//&5&61 0$5,26 $63 64152(&6 %2750&% 26 18& $014941: 2/ 0:0-2;$-123&<1546

(-70$6215$6%/&5$%& =52370&3 ,: 18& %15$46 !*>?@A 46 -4B743 07-175&%

!$5,26 %2750& !"#$%& $014941: C >D)（E);*） F4152(&6 %2750& !"#$%& $014941: C >D)（E);*）

>2-7,-& %1$508 +GAH C @G@?$ I;;2647; 6415$1& +G’’ C @G@A$

J21$12 %1$508 +G+K C @G@A, !256 ;&$- +GA? C @G@+,

!256 %1$508 @GL? C @G@H0 J&=126& +GHM C @G@A,0

>N&&1 =21$12 %1$508 @GOO C @G@+3 >2:$ ,&$6 0$P& +GH’ C @G@’0

D&<1546 @G+K C @G@H& Q4%8 ;&$- +G+H C @G@+3

"-702%& R R I;;2647; %7-/$1& +G@L C @G@H3

>7052%& R R !$%&46 @GML C @G@H&

*$012%& R R E5&$ R R

S$66412- R R

!415$1& P$-47; R R

!T1&%1 !?，M U ?KMKGM，" V @G@+ !T1&%1 !O，+H U +MKG’，" V @G@+

S&$6% N418 34//&5&61 -2N&50$%& -&11&5% 46 02-7;6 34//&5&3 %4(64/40$61-:（#7P&:’% W>D，" V @G@’）X

()* 培养温度和初始 +, 值对产酶的影响

在最佳碳源和氮源的基础上，以 @G+;2-)* 柠檬

酸或氢氧化钠调节培养基初始 =W ?G@ Y LG@，培养

LO8 后测定酶活。结果显示，初始 =W ’G’ Y KG’ 有利

于菌株 !*>?@A 产酶，酶活在 =W OG’ 时最高。这说

明中偏酸性环境有利于酶分泌。在最佳碳源、氮源

和最适产酶 =W 值条件下，在 H@ Y ’@Z范围恒温振

荡培养，结果显示 A’ Y ?@Z的培养温度有利于菌株

产酶，尤以 A’Z最适该菌株产酶。

图 ! 菌 株 "#$%&’ 液 培 过 程 中 的 生 物 量 及 其 相 应

"-./01 酶活变化

Q4(X+ #5&63% 46 18& ,42;$%% 2/ 18& %15$46 !*>?@A $63 !"#$%& $014941:

37546( 4607,$1426

()2 生物量和产酶高峰

在最佳碳、氮源、最适 =W 和发酵温度条件下，

?@;* 发酵培养液中接入含孢量为 +@M 个);* 的种子

菌液 +;*，菌株 !*>?@A 的生物量和酶活动态变化如

图 + 所示。生物量高峰出现在液培养第 ?M8，而后

缓慢下降，部分菌体成粘液状，不易分散，可能影响

测定值。!"#$%& 的产生始于液培第 H?8，产酶高峰

发生在第 LO8，达 +GKOE);*，在此后 H?8 期间产酶水

平略有下降。在历时 +H@8 液培过程中，培养液 =W
变化不明显，平均为 OGO C @GA。

()3 菌株 "#$%&’ 的 "-./01 酶学特性

粗酶液经过（FW? ）H >[? 沉淀，淀粉吸附洗脱后

所得酶液的比活达 ’GKHE);(，而原酶的比活仅为

@GLAE);(，纯化倍数为 OGH，下述酶学特性的研究均

用初步纯化后的酶液。

()3)! =W 对酶活的影响：在标准反应条件下，在

’@;;2-)* 不同缓冲液条件下测定酶液的 !"#$%& 酶

活（图 HTI）。在 =W ?G@ Y KG@（F$HWJ[?T柠檬酸缓冲

液）、KG’ Y LG@（#54%TW!- 缓 冲 液）以 及 LG’ Y ++G@
（F$H![ATF$W![A 缓冲液）范围内，即时酶活最高峰

出现在 =W OG@ 处，显示此 =W 最适宜该酶发生作用；

此外酶活在 =W LG’ 处还出现一小高峰。将酶液与

不同 =W 缓冲液混合，室温放置 +8 后再测定剩余酶

活。结果显示该酶在 =WOG@ Y KG’ 范围内比较稳定，

剩余酶活均在 L@\以上。

()3)( 温度对酶活性的影响：在标准反应条件下，

在不同温度下测定酶液的 !"#$%& 酶活（图 HT]）。结

果表明，该酶在 ’@ Y O@Z范围内的即时酶活较高，

最适酶活温度为 ’’Z。在 =W 为 KG@ 的 F$HWJ[?T
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!"#$%&’ 缓冲液中，将酶液在不同温度下保温 ()
后，按常规方法测定剩余酶活，显示该酶在 *+,下

相当稳定，保温 () 后的剩余酶活达 -+.以上。

另外，在标准反应条件下，在酶液中加入一定量

的 /"/0$，使 其 中 的 /"$ 1 浓 度 分 别 为 (+223045 和

$+223045，**,下保温不同时间后测剩余酶活，用来

恒量 /"$ 1 对酶热稳定性 的 影 响（图 $6/）。显 然，

/"$ 1 明显增强 /78"9: 酶活的热稳定性，未加 /"$ 1 的

酶液在上述条件下保温 () 后酶活只剩 ;+.，而当

在高 /"$ 1 浓度下保温 ;) 后剩余酶活还达 <+=<.。

图 ! 菌株 "#$%&’ 的 "()*+, 酶学特性

>?@A $ /)"B"CD:B?9D?C9 3E D): 9DB"?F /5G’+; /78"9:
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图 ’ "#$%&’ 菌株 "()*+, 反应产物高效液相图谱

>?@A ; #%5/ C)B32"D3@B"M)L 3E D): MB3JOCD9 EB32 D): B:"CD?3F 3E D):

9DB"?F /5G’+; /78"9:

!-. "()*+, 作用淀粉后的水解产物

以 Q+.乙腈（R4R）水溶液为流动相，地衣芽孢

杆菌 /5G’+; 菌株的 /78"9: 粗酶液能够将不同类型

淀粉中混合的环糊精有效地分离出来。在高效液相

色谱分析中，!6环糊精的保留时间为 (Q=*<Q2?F，而

"6环糊精的保留时间为 $;=--’2?F，二者差距较大，

区分明显（图 ;）。酶作用于淀粉后只产生!6和"6环
糊精，未见#6环糊精产生。所产!6及"6环糊精的含

量及总的环糊精产率在不同类型淀粉之间有所不同

（表 $）。作用于可溶性淀粉时，!6与"6环糊精比例为

$=’Q，而 作 用 于 马 铃 薯 淀 粉 时，环 糊 精 总 产 率 达

$-=<.。

表 ! 菌株 "#$%&’ 利用不同淀粉产生的环糊精比较

8"S0: $ 8): MB3JOCD?3F 3E CLC03J:TDB?F（/U）EB32 J?EE:B:FD DLM:9 3E 9D"BC) OD?0?V:J SL D): 9DB"?F /5G’+;

GD"BC) 930OD?3F
（*.，W4R）

（!6/U） （"6/U）

%:"X "B:" /3FC:FDB"D?3F4（2@425） %:"X "B:" /3FC:FDB"D?3F4（2@425）

Y"D?3 3E!6/U
3K:B"6/U

/U L?:0J4.

G30OS0: 9D"BC) (’;’;(’ (+=;$ ’;QZZ$ ’=(< $=’Q $-=+

/3BF 9D"BC) ((-(+-$ <=*Q ’;’*$( ’=(* $=(+ $Q=’

%3D"D3 9D"BC) (’+*($< (+=(( *($++$ ’=Q- $=(( $-=<

G[::D M3D"D3 9D"BC) (+’-;$- Q=** ;’Q;-$ ;=$* $=;$ $Z=+

’ 讨论

据 现 有 研 究 报 道［(+，((］，多 种 细 菌 可 产 生

/78"9:，但多数菌种的 /78"9: 作用淀粉后产生!6、"6
和#6环糊精的混合物，不同来源的 /78"9: 所产 ; 种

环糊 精 的 比 例 差 别 较 大，但 多 以"6环 糊 精 为 主。

/78"9: 的酶活评价，国内学者主要考查酶的糊精化

活性，即用碘色法测定底物的消耗，而较少从其环化

活性出发，往往造成许多偏差，原因是所消耗淀粉并

非全部形成环糊精；当酶液不纯，尤含有!6淀粉酶时

将引起更大误差。本文从 /78"9: 的环化活性出发，

用甲基分光光度法直接测量环糊精含量，能较直观

地评价其活性高低。研究中诱变获得的地衣芽孢杆

菌 /5G’+; 菌株所产的 /78"9: 可利用多种常见淀粉

后生成环糊精，其中以!6环糊精为主，无#6环糊精

生成，这为利用该菌株生产!6环糊精的后续研究奠

++( 微 生 物 学 报 ’* 卷



定了良好基础。虽然菌株 !"#$%& 所产 !’()*+ 的酶

活和 最 近 ,-./ 等［01］报 道 的 !"#$%&’()#"%*+ *23 4-3
56%7 酶活有些差距，但前者所产的 !’()*+ 热稳定性

明显高于后者。比较而言，!"#$%& 菌株产酶活性较

高，酶作用淀粉后只产生!和"两种环糊精，且以!8
环糊精为主，使!8环糊精的分离相对较为容易，因而

具有较大开发应用潜力。
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