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摘要：【目的】开发适用于海藻糖生产的新型海藻糖合成酶。【方法】通过反向ＰＣＲ技术，从一株纤维微菌的基因

组ＤＮＡ中获知海藻糖合成酶基因完整ＯＲＦ序列，进而克隆得到纤维 微 菌 海 藻 糖 合 成 酶 基 因（ＣＣＴｒｅＳ），将 其

与表达载体ｐＳＥ３８０构建重组质粒后转入大肠杆菌ＢＬ－２１（ＤＥ３）中 诱 导 表 达，通 过 镍 柱 亲 和 层 析 纯 化 得 到 纯 酶

并进行酶学性质测定。【结果】从纤维微菌中 克 隆 并 在 大 肠 杆 菌 中 成 功 表 达 海 藻 糖 合 成 酶 基 因（ＣＣＴｒｅＳ）。经

纯化获得的重组酶（ＣＣＴｒｅＳ）在以麦芽 糖 为 底 物 生 成 海 藻 糖 时，最 适 反 应ｐＨ值 为７．０，最 适 反 应 温 度 为４５℃，

４０℃保温１ｈ仍具有８０％以上的相对酶活力，在ｐＨ值５．５～８．５保存２４ｈ，相对酶活力仍保留８０％以上。Ｃｕ２＋

对其有明显抑制作用。【结论】该重组酶具有很好的热稳定性和ｐＨ稳定性，具有一定的研究价值和潜在的工业

应用价值。
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０　引言

　　【研究意义】海 藻 糖 旧 称 茧 蜜 糖 和 覃 糖，广 泛 存

在于细菌、真菌、藻 类、植 物 和 无 脊 椎 动 物 当 中［１－２］。

海藻糖在许多生物 中 起 到 维 持 渗 透 压、保 护 体 内 蛋

白质、核酸及生物 膜 的 作 用［３－５］，对 在 高 温、干 燥、冷

冻、高渗甚至是辐射 等 极 端 条 件 下 维 持 生 命 的 存 在

起到关键作用，所 以 被 称 为“生 命 之 糖”［１］。海 藻 糖

的优异特性使得 它 在 食 品、化 妆 品、医 药、保 健 品 等

诸多行业 得 到 广 泛 应 用［６－９］，随 着 海 藻 糖 研 究 的 推

进，海藻 糖 将 具 有 更 为 广 阔 的 应 用 前 景。【前 人 研

究进展】海藻糖合 成 酶 可 以 将 麦 芽 糖 通 过 一 步 转 化

作用生成海藻糖，用 其 制 备 海 藻 糖 较 其 他 方 法 具 有

原料 低 廉、转 化 率 较 高 等 诸 多 优 势［１０－１１］。自 从 在

１９９５ 年 被 日 本 的 Ｎｉｓｈｉｍｏｔｏ 等［１２－１３］ 首 次 在

Ｐｉｍｅｌｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．Ｒ４８中 发 现，海 藻 糖 合 成 酶 便 成 为

世界各 国 科 学 家 积 极 深 入 研 究 的 对 象。现 已 从 多

种生物中克隆到海 藻 糖 合 成 酶 基 因，其 中 大 部 分 来

自细菌［１４］。【本 研 究 切 入 点】多 数 海 藻 糖 合 成 酶 最

适反应温度偏低，应 用 到 工 业 生 产 中 会 造 成 生 产 耗

能过大、设 备 利 用 率 较 低 等 问 题，若 在 偏 离 生 物 酶

最适作用 条 件 下 反 应 则 会 造 成 酶 活 性 降 低 甚 至 是

失活。【拟解决的 关 键 问 题】克 隆 纤 维 微 菌 海 藻 糖

合成酶基 因（ＣＣＴｒｅＳ），构 建 重 组 质 粒 转 入 大 肠 杆

菌中表达及纯化，并对重组酶进行酶学性质研究。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒

　　纤维微菌（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　ｃｅｌｌｕｌａｎｓ）、克隆

宿主Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｔｒａｎｓ１０、表达宿主Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ　ＢＬ－２１（ＤＥ３）及表达载体ｐＳＥ３８０均由本实验室

保藏，ｐＭＤ１９－Ｔ载体购自宝生物工程（大连）有限公

司。

１．１．２　酶和主要试剂

　　ＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶等分子生物学工具

酶购自宝生物工程（大连）有限公司和东洋纺（上海）
生物科技有 限 公 司；ＩＰＴＧ购 自 Ｇｉｂｃｏ公 司；镍 离 子

金属螯合亲和层析介质购自Ｐｈａｍａｃｉａ公司；果糖、葡
萄糖、麦芽糖、海藻糖均为色谱纯Ｓｉｇａｍａ公司产品；

乙腈购自Ｆｉｓｈｅｒ公司；其它试剂为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　ＣＣＴｒｅＳ保守区的扩增

　　在 Ｇｅｎｂａｎｋ数 据 库 中 检 索 到 纤 维 微 菌 属 的

Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　 ｃｅｌｌｕｌａｎｓ　 Ｊ３６ 和

Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　ｃｅｌｌｕｌａｎｓ　ＬＭＧ　１６１２１等 几 种 菌

的假定的海藻糖合成酶基因，将其与其它几种海藻糖

合成酶基因进行ｂｌａｓｔ分析，根据比对结果设计引物

Ｐ１：５′－ＧＣＡＣＣＧＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＣＡＣＣ－３′；Ｐ２：５′－
ＣＧＡＣＧＣＡＣＡＧＧＡＴＣＧＴＣＴＣＣ－３′，以 纤 维 微 菌 总

ＤＮＡ为模 板 扩 增 海 藻 糖 合 成 酶 基 因 保 守 区。ＰＣＲ
体系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ
（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，引物Ｐ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，
引物Ｐ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，纤 维 微 菌 总 ＤＮＡ（１００
ｎｇ／μＬ）１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５
Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。ＰＣＲ程序：９８℃
２ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，５８℃１５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物送测序。

１．２．２　反向ＰＣＲ扩增保守区外未知区域

　　（１）酶切处理纤维微菌总ＤＮＡ
　　 根 据 Ｇｅｎｂａｎｋ 数 据 库 中 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ
ｃｅｌｌｕｌａｎｓ　Ｊ３６的全基因测序结果，查找到位于海藻糖

合成 酶 基 因３′端 下 游 位 置 的 ＫｐｎⅠ 酶 切 位 点，

ＫｐｎⅠ 完全酶切后包含有保守区的目的片段大小约

为２ｋｂ。采用ＫｐｎⅠ 对纤维微菌总ＤＮＡ进行充分

酶切，３７℃下反应３６ｈ（中间补加两次酶），尽量酶切

充分。

　　（２）连接

　　将 酶 切 纯 化 后 的ＤＮＡ用Ｔ４连 接 酶 在１６℃条

件下连接过夜。

　　（３）反向ＰＣＲ
　　根据保守区测序结果，分别在扩增到的保守区核

苷酸序列２１２，８２６，１１４，８６４位点设计两对反向引物：

上游Ｐ３：５′－ＣＧＧＣＣＡＣＴＧＧＴＴＣＧＣＣＴＣＧＧＣＧ－３′；
下游Ｐ４：５′－ＧＡＣＧＴＣＧＣＴＧＣＴＧＣＡＣＴＧＧＧＴＧ－３′；

上游Ｐ５：５′－ＴＣＴＣＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＣＣＣＴＣＧＧＣ－３′；

０２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６
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下游Ｐ６：５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＣＴＧＣＧＡＣＡＡＣＣＡＧＴ－３′。
以（２）中连接产物为模板，用引物Ｐ３、Ｐ４进行第一次

ＰＣＲ，回收 第 一 次ＰＣＲ产 物 做 模 板，以 引 物Ｐ５、Ｐ６
进行第二次ＰＣＲ，第二次ＰＣＲ目的是为了验证第一

次ＰＣＲ是否扩 增 到 含 有 未 知 区 域 的ＤＮＡ片 段（图

１）。ＰＣＲ体系：１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ（各２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，引物ａ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，引物ｂ（１０

μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，模 板 ＤＮＡ　１μＬ，ＫＯＤ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙ－
ｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＤＭＳＯ　４μＬ，甲酰胺２

μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３１．５μＬ。ＰＣＲ程 序：９８℃２ｍｉｎ；９８℃
１０ｓ，５８℃１５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
反向扩增成功后，将ＰＣＲ产物送测序。

图１　反向ＰＣＲ示意图［１５］

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｉｎｖｅｒｓｅ　ＰＣＲ

１．２．３　ＣＣＴｒｅＳ 完 整 ＯＲＦ的 克 隆 及 重 组 质 粒 的

构建

　　根据来源于Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　ｃｅｌｌｕｌａｎｓ　Ｊ３６的

海藻糖合成酶基因和１．２．２节的ＰＣＲ产物测序结果

设计ＣＣＴｒｅＳ的上游和下游引物，在上游引物添加酶

切位点ＥｃｏＲⅠ（下划线部分），并在起始密码子后添

加６个 组 氨 酸，即 Ｐ７：５′－ＣＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＣ－
ＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＧＴＧＡＣＧＴＴＣＣＣＧＣＧＣＧ
ＡＣＧＣＴＧＣＡＣＣＧＧＴＣ－３′；在下游引物添加酶切位点

Ｈｉｎｄ Ⅲ （下 划 线 部 分 ）， 即 Ｐ８：５′ －
ＡＣＡＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣＧＣＧＧＧＧＴＣＧＴＧＣＡＣＧＡＣ－
ＧＡＧＣ－３′。以纤维微菌总ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩

增。ＰＣＲ体系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ（各 ２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ）４ μＬ，引 物 Ｐ７（１０

μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，引物Ｐ８（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，纤维微菌

总ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙ－
ｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。程

序：９８℃２ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，５８℃１５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产 物 经０．８％琼 脂 糖 凝

胶电泳验证后胶回收纯化，产物经ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ
双酶切后与表达载体ｐＳＥ３８０连接，连接产物转化至

大肠 杆 菌 Ｔｒａｎｓ１０ 感 受 态 细 胞，筛 选 重 组 质 粒

ｐＳＥ３８０－ＣＣＴｒｅＳ并送测序。

１．２．４　重组蛋白表达与纯化

　　将重组质粒ｐＳＥ３８０－ＣＣＴｒｅＳ转入大肠杆菌ＢＬ－
２１（ＤＥ３），３７℃培养至ＯＤ６００ ＝０．６，加入ＩＰＴＧ至终

浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，２０℃诱导培养２０ｈ后离心收集

菌 体。 用 １０ ｍＬ　Ｌｙｓｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒ （５０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪 唑，ｐＨ
值为８．０）重悬，超声波破碎细胞，破碎条件：工作 功

率２００Ｗ，工作时间７ｓ，间歇时间１０ｓ，总共时间２０
ｍｉｎ，４℃。破碎完成后，４℃条件下充分离心，收集上

清液即为粗酶液，将粗酶液利用镍柱亲和层法进行纯

化。采用１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测纯化效果，蛋白质含

量检测参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１６］。

１．２．５　重组蛋白酶活力的测定

　　稀 释 适 当 倍 数 的 纯 酶１０μＬ加 入１９０μＬ　２％
（Ｗ／Ｖ）的麦芽糖底物中，在一定温度下反应３０ｍｉｎ，
反应结束后沸水浴１０ｍｉｎ终止反应，去除 固 体 杂 质

后 ＨＰＬＣ检 测 海 藻 糖 含 量。ＨＰＬＣ检 测 条 件：柱 温

２４℃，柱压６０ｂａｒ，流动相成分为乙腈∶水＝７９∶２１
（Ｖ／Ｖ），流速１ｍＬ／ｍｉｎ。所 有 实 验 数 据 测 定 均 为３
个平行实验。酶活力单位（Ｕ）：在特定条件下１ｍｉｎ
生成１μｍｏｌ海藻糖所需要的酶量为一个活力单位。

１．２．６　温度和ｐＨ值对酶活力的影响

　　温度的影响：在ｐＨ值为７．０的 环 境 下，以 浓 度

２％的麦芽糖为底物，分别在２５～６０℃（每隔５℃为一

个梯度）条 件 下 反 应３０ｍｉｎ，ＨＰＬＣ测 定 酶 活 力，以

酶活力最高者为１００％，绘制相对酶活力曲线。

　　ｐＨ值的影响：在最适反应温度下，分别在ｐＨ值

为４．０～９．０（ｐＨ值每隔０．５为一个梯度）条件下反

应３０ｍｉｎ，ＨＰＬＣ测 定 酶 活 力，以 酶 活 力 最 高 者 为

１００％，绘制相对酶活力曲线。

１．２．７　酶的热稳定性和ｐＨ稳定性

　　热稳定性：将纯酶分别置于２５～６０℃（每隔５℃
为一个梯度）条 件 中 保 温１ｈ，在 酶 的 最 适 反 应 温 度

和ｐＨ值下反 应３０ｍｉｎ，ＨＰＬＣ测 定 酶 活 力，以４℃
保存的酶在最适条件下的酶活力为对照，计算相对酶

活力。

　　ｐＨ稳 定 性：将 酶 分 别 置 于ｐＨ 值 为４．０～９．０
（ｐＨ值每隔０．５为一个梯度）环境中４℃保存２４ｈ，
然后在酶的 最 适 反 应 温 度 和ｐＨ 值 下 反 应３０ｍｉｎ，

ＨＰＬＣ测定酶活力，以未处理的酶做对照，计算每个

梯度下的相对酶活力。

１．２．８　金属离子和化学试剂对酶活力的影响

　　在酶反应 体 系 中 添 加 终 浓 度 为５ｍｍｏｌ／Ｌ的 金

属离子Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ３＋、Ｂａ２＋、Ｎｉ　２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、
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Ｋ＋、Ｃｏ２＋、Ｃｕ２＋ 以 及５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＤＳ、ＤＴＴ和１０
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ，在酶的最适反应温度和ｐＨ值下

反应３０ｍｉｎ，ＨＰＬＣ测定酶活力，以不含有金属离子

和化学试剂的反应作为对照，计算各个条件下的相对

酶活力。

１．２．９　重组酶水解麦芽糖的产物组成分析

　　以２％（Ｗ／Ｖ）的 麦 芽 糖 为 底 物，分 别 在２５℃、

３５℃、４５℃及最适ｐＨ值条件下反应４８ｈ，分别于２０
ｍｉｎ，４０ｍｉｎ，１ｈ，１．５ｈ，２ｈ，４ｈ，６ｈ，８ｈ，１０ｈ，１２ｈ，

２４ｈ，３６ｈ，４８ｈ取 样 并 采 用 ＨＰＬＣ检 测 分 析 产 物

变化。

１．２．１０　底物特异性的研究

　　酶在最适条件下分别与浓度为２％（Ｗ／Ｖ）的海

藻糖、纤维二糖、果糖、蔗糖、乳糖、葡萄糖、麦芽三糖、
普鲁兰糖、海 藻 酮 糖、山 梨 糖、糊 精、淀 粉 反 应３６ｈ，

ＨＰＬＣ检测产物。

２　结果与分析

２．１　目的基因ＣＣＴｒｅＳ的克隆

　　成功克隆出目的基因ＣＣＴｒｅＳ的保守区，根据测

序结果设计两对反向ＰＣＲ引物Ｐ３和Ｐ４、Ｐ５和Ｐ６。
引物Ｐ３与引物Ｐ５间距为９８ｂｐ，引物Ｐ４与引物Ｐ６
间距为３８ｂｐ。如图２所示，第一次ＰＣＲ扩增得到大

小约为１．３ｋｂ的条带；第二次ＰＣＲ扩增获得大小约

为１．２ｋｂ的条 带。两 次ＰＣＲ的 结 果 相 差 大 小 符 合

两对引物间的距离，表明反向ＰＣＲ扩增到保守区以

外的未知区域获得成功。

　　Ｍ１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅ　ｉｎｖｅｒｓｅ　ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｔｉｍｅ；２：Ｔｈｅ　ｉｎｖｅｒｓｅ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｓｅｃｅｎｄ　ｔｉｍｅ；Ｍ２：Ｗ２００３ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
图２　反向ＰＣＲ产物凝胶电泳分析

　　Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｉｎｖｅｒｓｅ

ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ

２．２　ＣＣＴｒｅＳ完整ＯＲＦ的克隆及重组质粒的构建

　　成 功 扩 增 到 大 小 约 为１．８ｋｂ的ＣＣＴｒｅＳ 完 整

ＯＲＦ，并用于构建重组质粒ｐＳＥ３８０－ＣＣＴｒｅＳ。双酶

切验证结果显示出两条带，大小分别为１．８ｋｂ和４．３
ｋｂ左右（图３），这分别与目的基因和ｐＳＥ３８０载体大

小一致，证明重组质粒构建成功。

　　Ｍ１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１：ＣＣＴｒｅＳｇｅｎｅ；

２：ｐＳＥ３８０－ＣＣＴｒｅＳｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＥｃｏＲⅠａｎｄ　ＨｉｎｄⅢ；

Ｍ２：Ｗ２００３ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
图３　ｐＳＥ３８０－ＣＣＴｒｅＳ重组质粒的双酶切验证

　　Ｆｉｇ．３　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＳＥ３８０－

ＣＣＴｒｅＳｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＥｃｏＲⅠａｎｄ　ＨｉｎｄⅢ

２．３　重组酶ＣＣＴｒｅＳ的表达纯化

　　如图４所 示，粗 酶 液 经 纯 化 得 到 大 小 略 微 小 于

６６ｋＤａ的 单 一 条 带，表 明ＣＣＴｒｅＳ在 大 肠 杆 菌 内 表

达成功，且蛋白纯度较高，适合进行下一步酶学性质

分析。

　　Ｍ１：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｍａｒｋｅｒ；１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎ－

ｚｙｍｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｏｎ　ｎｉｃｋｅｌ　ｃｏｌｕｍｎ；２：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ

ＢＬ－２１（ＤＥ３）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐＳＥ３８０－ＣＣＴｒｅＳ；３：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｓｔｒａｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ－２１（ＤＥ３）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐＳＥ３８０
图４　表达产物ＣＣＴｒｅＳ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测分析

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＣＣＴｒｅＳ

２．４　最适温度和热稳定性

　　由图５可知，重组酶的最适反应温度为４５℃，在

３５℃和４０℃具有８０％以上相对酶活力，６０℃时酶活

力不足１０％。重组酶在２５～３５℃保存１ｈ后仍具有

９０％以上 的 相 对 酶 活 力，在６０℃保 存１ｈ后 基 本

失活。

２．５　最适ｐＨ值和ｐＨ稳定性

　　由图６可 知，重 组 酶 最 适 反 应ｐＨ 值 为７．０，当

ｐＨ值为５．０～７．５时，相 对 酶 活 力 在７５％以 上，当

ｐＨ 值小于５．０或大于９．０时，相对酶活力在４０％以

下；重组酶在ｐＨ值为７．０环 境 中 酶 活 最 高，稳 定 性

２２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



最好，在ｐＨ值为５．５～８．５环境中稳定性也较好，相
对酶活力在８０％以上。

图５　温度对ＣＣＴｒｅＳ酶活力影响及热稳定性

　　Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ　ＣＣＴｒｅＳ

图６　ｐＨ值对ＣＣＴｒｅＳ酶活力的影响及ｐＨ稳定性

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＣＣＴｒｅＳ

２．６　金属离子和化学试剂对重组酶酶活力的影响

　　由图７可知，所用金属离子和化学试剂对重组酶

均没有激活作用。Ｃｕ２＋ 和Ｃｏ２＋ 对重组酶抑制作用明

显，Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｎｉ　２＋ 以 及５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＤＳ、ＤＴＴ
和１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ均 对 重 组 酶 有 轻 微 抑 制 作

用，Ｆｅ３＋、Ｂａ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｋ＋ 对 酶 活 力 的 影 响

不大。

图７　金属离子和化学试剂对ＣＣＴｒｅＳ酶活力的影响

　　Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｔａｌ　ｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｒｅａｇｅｎｔｓ　ｏｎ　ＣＣＴｒｅＳ　ｅｎ－
ｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．７　产物分析

　　由图８～１０可知，在最适温度４５℃反应１．５ｈ，
海藻糖产物含 量 达 到 最 大 值，但 仅 有４５．８２％，而 在

２５℃和３５℃条 件 下 海 藻 糖 最 高 含 量 分 别 能 达 到

６８．１８％和５９．２１％，可 见 以 麦 芽 糖 为 底 物 生 产 海 藻

糖的最高转化率随着温度的升高而减小；在反应４８
ｈ内，副产物葡 萄 糖 的 含 量 一 直 呈 现 增 长 状 态，分 别

于２５℃、３５℃和４５℃条件下反应４８ｈ，葡萄糖的含量

分别达到４６．８１％，７９．３２％和９４．０１％，这 说 明 海 藻

糖合成酶的水解作用会一直伴随整个反应进程，温度

越高水解作用越明显，副产物葡萄糖生成速度越快，
随着反应的进行，海藻糖产物含量达到最大值后逐渐

降低，而葡萄糖的含量则逐渐增加。

图８　２５℃条件下ＣＣＴｒｅＳ水解麦芽糖的产物组成分析

　　Ｆｉｇ．８　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ａｔ　２５℃ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＣＴｒｅＳ

图９　３５℃条件下ＣＣＴｒｅＳ水解麦芽糖的产物组成分析

　　Ｆｉｇ．９　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ａｔ　３５℃ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＣＴｒｅＳ

图１０　４５℃条件下ＣＣＴｒｅＳ水解麦芽糖的产物组成分析

　　Ｆｉｇ．１０　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ａｔ　４５℃ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＣＴｒｅＳ

２．８　底物特异性的研究

　　由表１可知重组酶除了能催化麦芽糖反应外，还
可以与海藻糖和蔗糖反应，但是催化蔗糖的反应是以

水解作用为主，生成海藻酮糖的活力非常弱。
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表１　重组酶对不同底物的作用

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

底物
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

对底物作用
Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ
ｔｈｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

主要产物
Ｍａｉｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ 海藻糖Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ
海藻糖Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ＋ 麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ

蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ 果糖、葡萄糖
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅ

果糖Ｆｒｕｃｔｏｓｅ －
葡萄糖Ｇｌｕｃｏｓｅ －
乳糖Ｌａｃｔｏｓｅ －
淀粉Ｓｔａｒｃｈ －
糊精Ｄｅｘｔｒｉｎ －
山梨糖Ｓｏｒｂｏｓｅ －
麦芽三糖 Ｍａｌｔｏｔｒｉｏｓｅ －
海藻酮糖Ｔｒｅｈａｌｕｌｏｓｅ －
普鲁兰糖Ｐｕｌｌｕｌａｎ －
纤维二糖Ｃｅｌｌｂｉｏｓｅ －

注：＋表示能作用；－表示不能作用

Ｎｏｔｅ：＋，ｗｏｒｋ　ｏｎ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ；－，ｄｏ　ｎｏｔ　ｗｏｒｋ　ｏｎ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

３　结论

　　本研究成功从纤维微菌克隆到海藻糖合成酶基

因，并在大肠杆菌中实现高效表达。重组酶ＣＣＴｒｅＳ
的最适反应温度为４５℃，最适ｐＨ值为７．０，在５０℃
以下及ｐＨ 值 为４．５～９．０时 具 有 较 好 的 稳 定 性。

Ｃｕ２＋对酶活力 的 抑 制 作 用 较 为 明 显，暂 时 没 有 找 到

对 酶 活 力 有 激 活 作 用 的 金 属 离 子 和 化 学 试 剂。

ＣＣＴｒｅＳ属于中温酶，但是在最适反应温度４５℃条件

下，海藻糖最高得率只有４５％左右，水解作用较为明

显，需要进行分子改造以提高其应用价值。与其它海

藻糖合成酶不同的是，ＣＣＴｒｅＳ转化蔗糖生成海藻酮

糖的活力很弱，可以对其进行突变，探究转化海藻酮

糖的关键位点。
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