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重组环糊精葡萄糖基转移酶温控型工程菌的 
构建及其培养条件的优化

凡 宁，张洪斌*，凌 凯，凌国庆，胡雪芹
（合肥工业大学医学工程学院，安徽 合肥 230009）

摘  要：采用聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）法从蜡状芽孢杆菌（Bacillus cereus）中扩

增了β-环糊精葡萄糖基转移酶（β-cyclodextrin glucanotransferase，β-CGTase）基因，将该基因克隆到pBV220

质粒中，转化E.coli DH5α，经氨苄青霉素抗性筛选和酶切验证后，得到能表达β-CGTase的重组大肠杆菌E.coli 
DH5α /pBVcgt。通过对工程菌产酶条件的优化，得到最佳产酶条件为：OD600 nm值达到1.0、初始培养温度

30 ℃、发酵培养基初始pH 8.0、温度梯度诱导39 ℃培养0.5 h，40 ℃培养0.5 h，41 ℃培养1 h，42 ℃培养

2 h。酶活力由优化前的445 U/mL提高到956 U/mL，酶活力提高了1.15 倍。温度梯度诱导比直接诱导酶活力

提高20%。该酶的克隆表达以及发酵条件的研究表明，该酶能在大肠杆菌原核表达体系中高效表达。
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Construction of Temperature-Regulated Recombinant Escherichia coli for β-CGTase Expression and  

Optimization of Culture Conditions
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(School of Medical Engineering, Hefei University of Technology, Hefei 230009, China)

Abstract: The β-CGTase gene from Bacillus cereus was cloned in pBV220 plasmid after PCR amplification. The 

recombinant plasmid was transformed into E. coli DH5α. After ampicillin-resistance screening and restriction enzyme 

digestion analysis, we acquired recombinant E. coli DH5α/pBVcgt. The optimum fermentation conditions in shaking flask 

were acquired as follows: OD600 nm = 1.0, initial culture temperature 30 ℃, initial medium pH 8.0, and gradient-temperature 

induction at 39 ℃ for 0.5 h followed by 40 ℃ for 0.5 h, 41 ℃ for 1 h and 42 ℃ for 2 h. The activity of β-CGTase under 

these fermentation conditions was increased from 445 to 956 U/mL, representing a 2.15-fold increase compared to that 

obtained before optimization. Cloning and expression of the β-CGTase gene showed that this enzyme could be expressed 

highly in E. coli expression system. Therefore, this study proves the possibility of protein engineering of β-CGTase for large-

scale production of β-CD.
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环 糊 精 葡 萄 糖 基 转 移 酶 （ c y c l o d e x t r i n 

glucanotransferase，CGTase，EC2.4.1.19）是一种重要

的工业用酶，不仅能催化淀粉、糖原、麦芽寡聚糖等

α-1,4-葡萄糖聚合物合成环糊精（cyclodextrin，CD）， 

也可用于一些糖类和配糖物的化学改性 [1]。该酶属于 

α-淀粉酶家族，是一种多功能型酶，除了具有环化作

用，也具有耦合和歧化作用，同时还有弱的水解作

用 [2]。至今已从许多微生物中分离得到CGTase，如：

Bacillus sp.[3]，Paenibacillus sp.[4]和Thermoanaerobacter 
sp.[5]，其中以Bacillus sp.为主。CD是由多个D-吡喃葡萄

糖单元通过α-（1,4）糖苷键连接成的一类环状低聚糖。

目前常用的环糊精主要有3 种，分别是由6、7、8 个葡

萄糖单元组成的α-、β-和γ-CD[6]。CDs是一种具有内疏水

外亲水的筒形结构，能与许多疏水客体化合物或功能基

团形成包含物，从而改变其物理或化学性质，这种特殊

的性质使环糊精在食品、医药、农业、化妆品、环保等
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领域具有广泛的应用[7-11]。目前环糊精的工业化生产均采

用酶法合成，但由于野生菌株的产酶能力普遍较低以及

低的转化率、加之生成的环糊精分离提纯困难等原因，

导致环糊精生产成本太高，限制了它们的扩大生产和应

用。因此为了获取适合工业化生产的CGTase产酶菌

株，对CGTase进行分子生物学研究，构建工程菌株，

获得稳定性好、产量高、易于分离纯化的重组CGTase

越来越受到重视。Petrova[12]和Lee[13]等将CGTase基因

克隆并转入到E. coli体内获得了表达，Takano等 [14]将

β-CGTase基因克隆并整合到B.subtilis体内，同样获得了

表达。目前文献报道的重组CGTase工程菌均为异丙基

硫代-β-D-半乳糖（isopropy-β-D-thiogalactoside，IPTG）

诱导型，IPTG价格昂贵且去除方法复杂，一些国家已

经明文规定在生产人用重组蛋白的发酵工艺中不能使用

IPTG；本实验所使用的质粒pBV220是温控型的，操作简

单且成本低，所以倍受人们的青睐。

本实验室通过在筛选平板中加入酚酞的方法从

土壤中分离出一株能产 β - 环糊精葡萄糖基转移酶

（β-CGTase）的芽孢杆菌Bacillus cereus strain LGQ01，

将其基因克隆到质粒pBV220中，构建了温控型工程菌株

E.coli DH5α/pBV220-CGTase（pBVcgt），并对其发酵

条件进行研究，这为今后环状糊精的酶法制备及扩大工

业化生产应用打下了技术基础，使该酶能更好的应用在

淀粉加工工业中。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株与质粒

Bacillus cereus strain LGQ01由本实验室筛选；菌株

E.coli DH5α由本实验室保存；克隆质粒PUC57和表达质

粒pBV220均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.1.2 酶与试剂

限制性内切酶、T4 DNA连接酶、DNA Marker、

质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒  日本TaKaRa公

司；TaqDNA聚合酶、蛋白质Marke r、考马斯亮蓝

R-250、氨苄青霉素（Amp）、异丙基硫代-β-D-半乳糖

苷（isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG）、

X-gal、PCR产物纯化试剂盒 生工生物工程（上海）股

份有限公司；其他化学试剂均为国产分析纯级。普通LB

培养基[15]，需要时加入终质量浓度为100 µg/mL的Amp。

1.2 方法

1.2.1 β-CGTase基因的克隆

基因克隆参考文献[16]，以Bacillus cereus strain 

LGQ01的基因组DNA为模板，依据GenBank公布的

Bacillus sp.菌株CGTase基因序列设计合成PCR所需的引

物为：上游引物：5’-CGCGGATCCATGATTCGCCA

AGCTTTA-3’；下游引物：5’-AAAACTGCAGTTAC

CAATTTGATATG-3’。上下游引物分别含有BamH I和

Pst I限制性酶切位点。PCR反应条件：94 ℃，3 min；

94 ℃，30 s；55 ℃，1 min；72 ℃，2 min，30 个循

环；72 ℃，10 min。将扩增得到的β-CGTase基因与

PUC57载体连接后转化E.coli DH5α感受态，采用蓝白斑

筛选后挑白色菌落在含有Amp的LB培养基中培养过夜，

提取质粒进行酶切电泳分析和序列鉴定。序列鉴定由生

工生物工程（上海）股份有限公司完成。

1.2.2 表达载体的构建及工程菌的筛选

对测序鉴定后的质粒PUC57-cgt和载体pBV220分别

用BamH I和Pst I双酶切，凝胶电泳回收后，T4 DNA连接

酶16 ℃连接过夜。产物转化E.coli DH5α感受态细胞，在

转化平板上经Amp初步筛选，然后小量培养用酶切电泳

分析方法筛选阳性克隆。

1.2.3 β-CGTase的表达和检测

把含有重组质粒的工程菌接种到含Amp的LB中，

37 ℃、250 r/min培养过夜，然后按1%接种量转接到含

50 mL新鲜LB的三角瓶中，按上述培养条件至OD600 nm

值达到1.0 时，42 ℃诱导6 h后，4 ℃、8 000×g离心

20 min收集菌体进行破碎，取上清检测其活力，并用

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）电

泳方法[17]分析表达产物。

1.2.4 酶水解活力的测定[18]

取1 0  μL适当稀释的酶液，加入0 . 2  m o l / L甘氨

酸-NaOH缓冲液（pH 8.5）0.2 mL，再加入0.2 g/100 mL

可溶性淀粉0.2 mL，振荡，于40 ℃水浴10 min，立即加

0.5 mol/L醋酸0.5 mL终止反应，然后加入0.005%碘液显

色3 min，同时以蒸馏水为空白，不加酶液为对照，在

700 nm波长处测定吸光度（A），一个酶活单位定义为使

吸光度下降10%的酶量。

2 结果与分析

2.1 重组β-环糊精糖基转移酶工程菌的构建及表达

将PCR产物与PUC57载体连接后，挑白色菌落小量培

养，提取其质粒用BamH I和Pst I双酶切，1.0%琼脂糖凝

胶电泳，可在约2 100 bp处看到目的基因的条带（图1）。 

以测序确证的阳性克隆的质粒为模板扩增β-CGTase基

因，将经BamH I和Pst I双酶切后的目的基因与pBV220

载体连接后，得到重组表达质粒p B V c g t（图 2）。 

然后将重组质粒转入E.coli DH5α感受态中，经氨苄青

霉素抗性筛选和双酶切验证后，得到表达β-CGTase的重

组大肠杆菌。重组表达质粒双酶切验证如图3所示。取
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上清测酶活，上清液中有明显的酶活力，SDS-PAGE

电泳图如图4所示。说明该酶在大肠杆菌中成功获得

表达。
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1. BamH I 和Pst I双酶切产物；M. DNA标准分子质量。

图 1 重组克隆载体PUC57-cgt酶切鉴定

Fig.1 Restriction enzyme digestion analysis of the recombinant 

plasmid PUC57-cgt by agarose gel electrophoresis

pBV220-β-CGTase
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括号里数据指的是限制性酶切位点的位置。

图 2 重组表达质粒pBV220-cgt
Fig.2 Expression plasmid pBV220-cgt
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图 3 重组表达载体pBV220-cgt酶切鉴定

Fig.3 Restriction enzyme digestion analysis of the recombinant 

plasmid BV220-cgt by agarose gel electrophoresis
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图 4 β-CGTase表达的SDS-PAGE分析

Fig.4 SDS-PAGE analysis of the recombinant β-CGTase from E. coli 
DH5α (pBVcgt)

2.2 培养条件优化

2.2.1 诱导开始时菌浓（OD600 nm）对β-CGTase酶活

力的影响

在50 mL含Amp的LB培养基（pH7.0）中按1%接种

量接入种子液后，37 ℃、250 r/min培养到菌浓OD600 nm值

达到0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6时，42 ℃诱导6 h

后取出培养液处理后测酶活，所得的工程菌菌浓与酶活

力的关系如图5所示。菌浓较低时，酶活力随菌浓增加

而增大，达到1.0时酶活力最高，之后酶活力降低。菌

浓在1.0时，此时菌体处于对数生长期，易于诱导而合成

外源蛋白，因此表现出较高的活力，之后随着培养基中

营养物质的消耗，菌体比生长速率下降，而导致产酶量

下降。
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图 5 诱导开始时菌体浓度对β-CGTase酶活力的影响

Fig.5 Effect of OD600 nm (initial cell density) on the activity of β-CGTase

2.2.2 初始培养温度对β-CGTase酶活力的影响

在50 mL含Amp的LB培养基（pH 7.0）中按1%接种

量接入种子液后，菌体分别在28、30、32、35、37 ℃，

250 r/min培养，当菌浓OD600 nm值分别达到1.0 时，将温

度均调至42 ℃诱导6 h后取样处理测定酶活力，结果如

图6所示。初始培养温度在30 ℃时酶活力最高，之后随着

培养温度升高酶活力迅速下降。可能是因为此时的培养

温度和诱导温度之间温差较大从而有利于重组酶的诱导

合成所致；随着初始培养温度的升高，温差逐渐减小，

产酶量也随之下降，较低的培养温度不利于菌体的生

长，所以酶的表达量不高。
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图 6 初始培养温度对β-CGTase酶活力的影响

Fig.6 Effect of initial culture temperature on the activity of β-CGTase

2.2.3 发酵培养基初始pH值对β-CGTase酶活力的影响

在50 mL含Amp的LB培养基（pH 5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0）中按1%接种量接入种子液后，30 ℃、250 r/min 

培养，当菌浓OD600 nm值均达到1.0时，将温度调节到

42 ℃继续培养6 h后取样处理测定酶活力，结果如图7所

示。在发酵培养基初始pH值较低时酶活力随pH值的升高

而增大，在pH 8.0时达到最大，之后降低。由此可知，

偏碱性环境较适合工程菌产酶，强酸性和强碱性条件对

工程菌产酶有抑制作用。

700

600

300

400

500

200
5 6 87 9

pH

/
U

/ m
L

图 7 发酵培养基初始pH值对β-CGTase酶活力的影响

Fig.7 Effect of initial medium pH on the activity of β-CGTase

2.2.4 诱导温度对β-CGTase酶活力的影响
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图 8 诱导温度对β-CGTase酶活力的影响 

Fig.8 Effect of induction temperature on the activity of β-CGTase

在50 mL含Amp的LB培养基（pH 8.0）中按1%接种

量接入种子液后，30 ℃、250 r/min培养到OD600 nm值达

到1.0 时，分别在39、40、41、42、43 ℃条件下诱导6 h

后取样处理测定酶活力，结果如图8所示。42 ℃诱导最

适合工程菌产酶，较高温度则不利于产酶。这与载体

pBV220自身的结构有关，该载体含有编码对PL启动子有

抑制作用而又对温度敏感的cI蛋白基因cIts857，该基因

在30 ℃时具有抑制启动子的活性，而在42 ℃时失活从而

失去抑制启动子的活性，此时的启动子具有极强的起始

RNA转录的功能，因此，此温度下诱导表现出较高的酶

活力。

2.2.5 诱导时间对β-CGTase酶活力的影响

/h

/
U

/m
L

2 3 4 5 6 7
620
640
660
680
700
720
740
760
780
800

图 9 诱导时间对β-CGTase酶活力的影响 

Fig.9 Effect of induction time on the activity of β-CGTase

在50 mL含Amp的LB培养基（pH 8.0）中按1%接种

量接入种子液后，30 ℃、250 r/min培养到OD600 nm值达到

1.0 时，42 ℃分别诱导2、3、4、5、6、7 h后取样处理

测定酶活力，结果如图9所示。诱导4 h时产酶量最高，

延长诱导时间则不利于产酶。诱导时间与温控启动子有

关，许多研究表明，该表达载体在42 ℃的最佳诱导时间

是4 h。如徐砺瑜等[19]研究利用温控表达载体pBV220，在

42 ℃对外源基因dhaB及yqhD进行热击诱导表达4 h后，

获得了较高活力的酶。诱导时间较短，启动子转录功能

较低；延长诱导时间对工程菌生长不利，因此都表现出

较低的酶活力。

2.2.6 温度梯度诱导对β-CGTase酶活力的影响

表 1 温度梯度诱导对β-CGTase酶活力的影响

Table 1 Effect of induction at gradient temperatures on the activity of 

β-CGTase

梯度诱导时间分配 酶活力/（U/mL）

（39 ℃、0 h），（40 ℃、1 h），（41 ℃、2 h），（42 ℃、1 h） 618

（39 ℃、0.5 h），（40 ℃、0.5 h），（41 ℃、1 h），（42 ℃、2 h） 956

（39 ℃、1 h），（40 ℃、1 h），（41 ℃、1 h）， （42 ℃、1 h） 828

（39 ℃、1 h），（40 ℃、2 h），（41 ℃、1 h）， （42 ℃、0 h） 524

（39 ℃、2 h）， （40 ℃、1 h），（41 ℃、1 h），（42 ℃、0 h） 440

在50 mL含Amp的LB培养基（pH 8.0）中按1%接种

量接入种子液后，30 ℃、250 r/min培养到OD600 nm值达到

1.0 时，温度梯度设为：39、40、41、42 ℃。诱导4 h后

测酶活力。由表1可知，温度梯度诱导有利于工程菌产

酶。最佳诱导温度的分配为：39 ℃诱导0.5 h，40 ℃诱

导0.5 h，41 ℃诱导1 h，42 ℃诱导2 h。此时酶活力高

于42 ℃直接诱导4 h的活力，是由于直接诱导时温度的

变化一是使得菌体的生长压力突然增加不利于菌体生

长；二是蛋白基因cIts857突然失活，导致启动子的抑制
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作用突然消失，在短时间内合成大量的重组蛋白，由于

合成速度太快导致重组蛋白未能正确折叠，形成较多的

包涵体，所以表现出较低的酶活力。

3 讨 论

本研究通过PCR扩增技术将从土壤中筛选的Bacillus 
cereus strain LGQ01的β-CGTase基因克隆到温控型表达

载体pBV220中，转入E.coli DH5α，获得表达β-CGTase

的重组大肠杆菌。SDS-PAGE结果显示，除了目的蛋

白外，还含有一些其他杂蛋白，但目的蛋白表达量最

多，分子质量为70 kD，与Zhou Yi等[20]报道的一致，与

Petrova[12]和Lee[13]等报道的相近。通过对其发酵条件的优

化研究表明，该酶能在温控原核表达体系中获得高效表

达。这对该酶的大规模发酵具有重要意义。

本研究所采用的表达载体pBV220长度为3 666 bp，

选择性标记为Amp抗性，不仅具有串联的PL和PR启动

子，可以增强其启动作用；而且含有编码对PL启动子

有抑制作用而又对温度敏感的cI蛋白基因cIts857调控基

因cI，因此可用温度对插入其中的外源基因的转录进行

调控。与T7诱导启动子相比，温控诱导不需要额外添加

IPTG诱导剂，不仅操作简单，而且无毒无害，价格低

廉，因此在本研究的基因工程产品工业化时，温控启动

子比诱导启动子有其明显的优越性和现实意义。

通过对工程菌产酶条件的优化，酶活力由优化前的

445 U/mL提高到956 U/mL，酶活力提高了1.15 倍，得

到最佳产酶条件为：OD600 nm值达到1.0，工程菌最初培

养温度30 ℃、发酵培养基初始pH 8.0、梯度诱导39 ℃

培养0.5 h，40 ℃培养0.5 h，41 ℃培养1 h，42 ℃培养

2 h。温度梯度诱导比直接诱导效率高，酶活力提高了

20%，原因是梯度诱导不利于包涵体的形成。本研究构建

的温控型工程菌在高温诱导下表现出较高的水解酶活力，

而目前报道的工程菌表达量都不高[21]，并且大都是IPTG诱

导产酶，生产成本高且IPTG不易去除；何飞燕等[22]建立

以酚酞作指示剂，在琼脂固态培养基上筛选环糊精糖

基转移酶高产突变株的平板快速筛选法，从土壤分离

物中筛选到l 株葡萄糖基转移酶产生菌gxmfl，37 ℃、 

250 r/min摇床发酵3 d，产酶活力为1 524 U/mL。曹新志

等[23]对l 株产环糊精糖基转移酶的嗜碱芽孢杆菌的发酵条

件进行优化后，发酵液的酶活可达5 400 U/mL左右。本

实验构建的温控型工程菌产酶活力虽然低于这些野生菌

产酶活力，但由于该工程菌具有产酶周期明显较短的优

势，因此该酶是有望在β-环糊精的酶法制备工业化生产

中得到应用的。但还需进一步对异源高效表达的条件进

行研究，提高重组酶活力，使该工程菌能够产业化，真

正为国民经济服务。
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