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一株产 ＣＧＴａｓｅ 环糊精葡萄糖基转移酶的

细菌改性甜菊苷的研究
宋婷婷１ꎬ尹慧慧１ꎬ杨　 帆２ꎬ闫　 莽１ꎬ陈育如１ꎬ２

(１.南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省微生物资源产业化工程技术研究中心ꎬ江苏省功能微生物与基因组学重点实验室ꎬ
江苏省生物多样性与生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

(２.格里菲斯大学环境学院和环境未来研究所ꎬ澳大利亚 昆士兰 ＱＬＤ ４２２２)

[摘要] 　 本文对筛选的一株产 ＣＧＴａｓｅ环糊精葡萄糖基转移酶的细菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＣＧＴ７)转化并改性甜菊苷进行

了研究ꎬ探讨了影响酶活性和转化效果的因素. 实验结果表明ꎬ在 ＣＧＴ７菌的培养过程中ꎬ碳源、氮源、温度和初始

ｐＨ等因素对菌株产酶活性均有不同程度的影响ꎬ适宜的碳源为马铃薯淀粉ꎬ氮源为豆粕粉ꎬ培养温度为 ３０ ℃ꎬ初
始 ｐＨ值为 ８.５. 适宜条件下培养的 ＣＧＴ７菌的酶活性可达 ５４４ Ｕ / ｍＬꎬ以甜菊糖苷为底物、环糊精为糖基供体时ꎬ转
糖苷产物 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ浓度为 ０.６１ ｍｇ / ｍＬ.
[关键词] 　 环糊精葡萄糖基转移酶ꎬ甜菊糖ꎬ酶法改性ꎬ糖基供体ꎬ酶活性

[中图分类号]Ｑ８１４　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０１７)０１－００９５－０４
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅꎬｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅꎬｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｇｌｕ￣
ｃａｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＧＴ７ ｏｂｓｅｒｖａｂｌｙ. Ｐｏｔａｔｏ ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｃａｋｅ ｍｅａｌ ａｒｅ ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
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ｒｅａｃｈｅｄ ５４４ Ｕ / ｍＬ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｏｖｅｒｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｔ
０.６１ ｍｇ / ｍＬ ｗｈｅｎ ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｎｄ ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ａｓ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌ ｄｏｎｏｒ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｇｌｕｃａｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅꎬｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｇｌｙｃｏｓｙｌ ｄｏｎｏｒꎬｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

甜菊糖苷(ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ)是从甜叶菊(ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ)叶中提取的甜味成分的混合物. 目前ꎬ文献报

道中已经有超过 ３０种的甜菊糖苷甜味成分被鉴定[１]ꎬ占甜叶菊叶干重的 ４％~２０％[２]ꎬ属于四环二萜类化合

物. 研究表明ꎬ甜菊糖苷具有预防动脉硬化、肥胖、心脏病、龋齿等作用ꎬ还具有抗氧化、调节血糖、抗腹泻、降
血压、抗炎、利尿和免疫调节等功能[３] . 而将甜菊糖苷经糖基转移酶的作用加上葡萄糖基后可成为甜味更佳

的成份ꎬ本工作对筛选的产环糊精葡萄糖基转移酶的微生物转化甜菊苷的酶活性优化进行了研究.

１　 材料、设备与方法

１.１　 材料与试剂

筛选微生物的土壤采自南京师范大学仙林校区的校园中.

—５９—
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正丁醇(分析纯)ꎬ乙腈(ＨＰＬＣ级)ꎬ甲醇(ＨＰＬＣ级)ꎻ甜菊糖(Ｓｔｖ ３７.１％ꎬ甜菊糖公司提供)ꎬ莱鲍迪苷

Ａ(ＲＡ ９９％)ꎬ淀粉ꎬ甜菊叶ꎬ由甜菊糖公司提供.
１.２　 培养基

斜面保藏培养基:淀粉 １％ꎬ酵母膏 ０.５％ꎬＫ２ＨＰＯ４ ０.１％ꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.０２％ꎬＮａ２ＣＯ３ １％ꎬ琼脂 ２％.
产酶培养基:淀粉 １％ꎬ酵母膏 ０.５％ꎬＫ２ＨＰＯ４ ０.１％ꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.０２％ꎬＮａ２ＣＯ３ １％.

１.３　 方法

１.３.１　 酶液制备[４]

２５０ ｍＬ三角瓶装入液体培养基 ５０ ｍＬꎬ菌种接种量 ３％ꎬ于 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 摇瓶培养 ４８ ｈꎬ经 ３ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ收集上清液即为酶液.
１.３.２　 酶液对甜菊苷的转化和改性

配制 ２％的甜菊糖溶液ꎬ加入淀粉ꎬ使淀粉:甜菊糖重量比为 ２ ∶１ꎬ取配制好的甜菊糖淀粉溶液与等体

积的酶液混匀ꎬ在 ３８ ℃的水浴中进行转化ꎬ定时取样分析.
１.３.３　 产物定量分析

ＨＰＬＣ定量分析ꎬ以外标法计算 Ｓｔｖ、Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ的变化量ꎬ按标准曲线计算[５] .

图 １　 转化过程中 Ｓｔｖ 与产物 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ 含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｔｖ
ａｎｄ Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

２　 结果与讨论

２.１　 转化时间对 ＣＧＴ７ 菌酶液转化甜菊苷的影响

本工作对筛选得到的能将甜菊苷转化为 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ 的

ＣＧＴ７菌在不同时间进行转化ꎬ考察转化时间对底物浓度

和产物浓度的影响ꎬ结果如图 １所示.
从图 １ 可见ꎬ随着时间的延长ꎬ转化液中甜菊苷

(Ｓｔｖ)的浓度逐渐减少ꎬ产物 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ 的浓度逐渐增加ꎬ产
物 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ的浓度在 １０ ｈ时达到 ０.５７ ｍｇ / ｍＬ.
２.２　 碳源对产酶的影响

本工作以不同碳源(１％)在装液量 ５０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ、
３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ＣＧＴ７ 菌 ４８ ｈꎬ考察碳源对

ＣＧＴ７菌株产 ＣＧＴａｓｅ活力的影响ꎬ结果如表 １所示.
从表 １可见ꎬ以马铃薯淀粉和玉米淀粉作为碳源能

获得更高的酶活性ꎬ分析这些碳源中含有更利于产 ＣＧＴａｓｅ 酶的成份[７]ꎬ这两类淀粉均适合于作为此菌的

碳源.
２.３　 氮源对产酶的影响

选用不同氮源于装液量 ５０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ、３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 ＣＧＴ７菌 ４８ ｈꎬ考察氮源对 ＣＧＴ７菌株产

ＣＧＴａｓｅ活力的影响ꎬ结果如表 ２所示.
表 ２　 不同氮源对 ＣＧＴ７ 产酶的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ＣＧＴａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

碳源 酶活力 / (Ｕ / ｍＬ)

酵母膏 ４７３

豆粕粉 ４６９

蛋白胨 ８７

玉米浆 ４５２

尿素 ２６

硫酸铵 ３４

表 １　 碳源对 ＣＧＴ７ 菌产 ＣＧＴａｓｅ 的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ＣＧＴａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

碳源 酶活力 / (Ｕ / ｍＬ)

马铃薯淀粉 ４５９

可溶性淀粉 ４０６

玉米粉 ３１７

玉米淀粉 ４４１

葡萄糖 ２４

麦芽糖 １２

　 　 由表 ２可见ꎬＣＧＴ７菌以酵母膏、豆粕粉和玉米浆为氮源时的 ＣＧＴａｓｅ 酶活力较高ꎬ这些有机氮源有助

于微生物的生长与酶的合成[８－９]ꎻ从成本考虑ꎬ豆粕粉和玉米浆更适合作为 ＣＧＴ７菌产酶的氮源.
—６９—
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２.４　 温度对产酶的影响

多数微生物的生长对温度敏感ꎬ适宜温度对微生物的生长和产酶都很重要[１０] . 本工作以玉米淀粉为

碳源ꎬ豆粕粉为氮源ꎬ考察温度对产酶的影响(接种 ４８ ｈ 培养后测离心上清液的酶活力)ꎬ结果如表 ３
所示.

从表 ３ 可见ꎬ在 ３０ ℃培养时ꎬ所产酶液的酶活性最高(４７８ Ｕ / ｍＬ)ꎬ说明 ３０ ℃是最适合 ＣＧＴ７ 菌的产

酶温度.
２.５　 初始 ｐＨ 对产酶的影响

以玉米淀粉为碳源ꎬ豆粕粉为氮源ꎬ配制初始 ｐＨ ８.０、ｐＨ ８.５、ｐＨ ９.０、ｐＨ ９.５ 和 ｐＨ １０.０ 的产酶培养

基ꎬ接种 ＣＧＴ７菌ꎬ３０ ℃培养 ４８ ｈ测酶活力ꎬ结果见表 ４所示.
表 ４　 初始 ｐＨ 对菌种产 ＣＧＴａｓｅ 的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨｓ ｏｎ ＣＧＴａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＧＴ７

ｐＨ 酶活力 / (Ｕ / ｍＬ)

７.０ １９２
７.５ ３６５
８.０ ４１２
８.５ ５４４
９.０ ３７１

表 ３　 温度对菌种产 ＣＧＴａｓｅ 的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ＣＧＴａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

温度 / ℃ 酶活力 / (Ｕ / ｍＬ)

２５ ２７８
３０ ４７８
３５ ４２５
４０ ２４０
４５ １９７

图 ２　 糖基供体对转化率的影响(转化 １０ ｈ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｙｌ ｄｏｎｏｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｓｔｖ

　 　 从表 ４ 可见ꎬ在初始 ｐＨ ８.５ 的条件下酶活性最高

(５４４ Ｕ / ｍＬ)ꎬ可见控制 ｐＨ 可以调解菌体产酶[１１]ꎬ对
ＣＧＴ７菌的产酶同样如此.
２.６　 糖基供体对甜菊苷转化的影响

分别以 β－环糊精、可溶性淀粉、马铃薯淀粉、玉米淀

粉作为糖基供体ꎬ以不加糖基供体为对照ꎬ考察不同糖

基供体对甜菊糖苷转化的影响ꎬ结果如图 ２所示.
从图 ２可见ꎬ与对照相比ꎬ增加糖基供体对转化率有

明显的影响ꎻ其中以加 β－环糊精为糖基供体时ꎬＳｔｖ￣Ｇｌｕ
的浓度最高(０.５６ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ经后续进一步优化后ꎬ转糖

苷产物 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ浓度为 ０.６１ ｍｇ / ｍＬ.

３　 结论

(１)本实验室筛选的 ＣＧＴ７菌株是甜菊苷的适宜改性微生物ꎬ能将甜菊苷转化为 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕꎬ对甜菊苷的

改性和味质改善有明显的效果.
(２)ＣＧＴ７菌的培养过程中ꎬ碳源、氮源、温度和初始 ｐＨ等因素对菌株产酶活性均有不同程度的影响ꎬ

适宜的碳源为马铃薯淀粉、氮源为豆粕粉ꎬ适宜培养温度为 ３０ ℃ꎬ适宜的初始 ｐＨ值为 ８.５ꎬ适宜的糖基供

体为 β－环糊精.
(３)在以玉米淀粉为碳源、豆粕粉为氮源、初始 ｐＨ ８.５ 的条件下ꎬＣＧＴ７ 菌培养后的酶活性可达 ５４４

Ｕ / ｍＬꎬ转糖苷产物 Ｓｔｖ￣Ｇｌｕ浓度为 ０.６１ ｍｇ / ｍＬ.
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