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摘要 通过多重序列比对和晶体结构分析发现，钙离子结合位点 Ca玉和 Ca域普遍存在于环糊精葡萄糖基转移酶(CGT酶)中，
且两个位点处氨基酸残基具有较高的保守性，而钙离子结合位点 Ca芋仅存在于少数 CGT酶中．此外，研究发现，钙离子结
合位点可能与 CGT酶的环化活力、热稳定性和产物特异性密切相关．
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作为 琢-淀粉酶家族的成员，环糊精葡萄糖基
转移酶(CGT酶，EC 2.4.1.19)不仅具有与 琢- 淀粉
酶相同的水解活性，还能催化三种不同的转糖基反

应(歧化、偶合和环化)[1]．环化反应是 CGT酶的特
征反应，能将淀粉转化成由 D-吡喃型葡萄糖单元
通过 琢-(1-4)- 糖苷键连接而成的环糊精，其中，
琢-、茁- 和 酌- 环糊精最为常见[2-3]．由于 CGT酶作
用淀粉所合成的产物为多种环糊精的混合物，因

此，根据生成环糊精的主要类型即产物特异性不

同，CGT酶可主要分为 琢、茁和 酌型．随着环糊精
在食品、医药、化工等领域的应用越来越广 [4-5]，

生产环糊精所必需的 CGT 酶已成为当今研究的
热点．

钙离子结合位点广泛存在于 琢- 淀粉酶家族
中．目前，已有大量关于 琢-淀粉酶钙离子结合位
点的研究，发现钙离子结合位点处氨基酸残基与

琢-淀粉酶的催化活力、热稳定性等密切相关[6-8]．

对于 CGT 酶来说，关于其钙离子结合位点的研
究相对较少．不过，已有的研究显示，CGT酶钙
离子结合位点处氨基酸残基突变也能明显影响其活

力[9-11]，证明钙离子结合位点同样对 CGT酶有重要
作用．本文主要对 CGT酶钙离子结合位点的结构

和功能进行分析，为进一步揭示钙离子结合位点在

CGT酶中的生物学意义提供思路和方向．

1 实验方法

1援1 序列来源
从美国国家生物技术信息中心(National Center

for Biotechnology Information，http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) 和 ExPASy 数 据 库 (SIB Bioinformatics
Resource Portal， http://web.expasy.org/docs/swiss-
prot_guideline.html)获取来源不同、产物特异性不
同的 CGT酶和具有代表性的 琢淀粉酶蛋白序列，
见表 1．除非特定说明 CGT酶的来源，文中氨基
酸序号一般以 Bacillus circulans 251 CGT酶中氨基
酸残基顺序为基准．
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Underlined sequences present introduction of mutants.

1援2 序列和晶体结构分析

使用 ClustalX 1.83软件将 CGT酶和 琢淀粉酶
的相应钙离子结合位点处氨基酸进行多重序列比

对，其中 Gap Opening设置参数为 15, Gap Extension
设置参数为 6.66，Delay divergent sequence 设置参
数为 30，DNA transition Weight设置参数为 0.5．
利用 SWISS-MODEL和 Chimera 1.6.1 软件对

野生型 CGT酶及其突变体的晶体结构进行在线模
拟分析．

1援3 CGT酶突变体的构建
定点突变方法采用质粒一步 PCR法[12]．以来

源于 P援 macerans 的 CGT酶基因为模板，设计一对
互补引物，采用一步 PCR法突变相应位点(表 2)．
PCR反应体系依照 TaKaRa公司 STAR Primer试剂
盒说明书进行．反应条件为：10伊Ex Taq buffer
(Mg2+ Plus) 10 滋l，dNTPs (各 2.5 mmol/L) 4 滋l，正
向引物 (10 滋mol/L) 1 滋l，反向引物 (10 滋mol/L)
1 滋l，模板 DNA 1 滋l，Ex Taq HS(5U/滋l) 0.5 滋l，

加入双蒸水 32.5 滋l．PCR扩增条件为：98℃预变
性 4 min；以 98℃ 10 s，55℃ 15 s，72℃ 8 min条
件进行 35个循环；最后 72℃保温 10 min．
将所得的 PCR产物经 Dpn玉处理 2 h后转化到

E援 coli JM 109中，并涂布到含有 100 mg/L氨苄青
霉素的 LB琼脂培养基中，在 37℃恒温箱中过夜培
养 12 h，从中挑选出单菌落接种到含有 100 mg/L
氨苄青霉素的 LB液体培养基中，37℃、200 r/min
培养过夜，并按照质粒提取试剂盒说明书要求提取

质粒鉴定测序．将突变质粒通过化学转化法转入表

达宿主 E援 coli BL(DE 3)中．
1援4 野生型 CGT酶及突变体的生产
将转化好的表达宿主接入装有 50 ml LB培养

基的 250 ml三角瓶中，37℃、200 r/min培养 8 h．
以 4%的接种量接种到装有 50 ml TB 培养基的
250 ml三角瓶中，25℃、200 r/min培养 36 h．
各培养基使用前均加入 100 mg/L氨苄青霉素.

1援5 CGT酶环化活力的测定
取适当稀释的 CGT 酶液 0.1 ml，加入装有

0.9 ml预先用 50 mmol/L磷酸盐缓冲液(pH 6.0)配
制的 1%(w/v)可溶性淀粉溶液的试管中，在 50℃下
反应 10 min．
加入 1.0 ml 1.0 mol/L 的盐酸和 1.0 ml 用

50 mmol/L磷酸缓冲液配制的 0.1 mmol/L甲基橙
溶液，室温下保温 15 min，在 505 nm 下测定吸

Table 1 Varied sources of CGTase and 琢鄄amylase

Type Bacterial source
SWISS-MODEL

Repository

琢-CGTase Paenibacillus macerans P04830

Klebsiella pneumoniae P08704

琢/茁-CGTase Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 P26827

Bacillus lichenifurmis P31797

茁/琢-CGTase Bacillus circulans 8 P30920

Bacillus sp. 6.6.3 P31747

茁-CGTase Bacillus circulans 251 P43379

Bacillus sp. B1018 P17692

茁/酌-CGTase Alkalophilic Bacillus sp. N 1.1 P31746

Brevibacillus brevis CD162 O30565

酌-CGTase Bacillus clarkii 7364 Q8L3E0

Alkalophilic B. sp. G-825-6 Q25CB6

琢-Amylase Bacillus lichenformis P06278

Bacillus subtilis 168 P00691

Table 2 Mutant primers used for
site directed mutagenesis

Primer Sequence from 5' to 3' (Forward)

Asp315→Ala 5'G TCG CAA TAC TACATC AAC 3'

Asp29→Arg 5' CTTCGCG GAC GGG AGG ACG AACAAT C 3'

Asp29→Asn 5' C TTCGCG GAC GGG AGG ACG AAC AAT C 3'
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Amino acid residues in bold represents calcium ion binding sites, -,

means deletion or misalignment of corresponding amino acids of

琢-amylase.

Type
SWISS-MODEL

Repository
(27～34)aa (49～55)aa

琢-CGTase P04830 G PT P YF G WQ

P08704 G NS P YT G WQ

琢/茁-CGTase P26827 G TS P YF G WQ

P31797 G TS P YC G WQ

茁/琢-CGTase P30920 G PS P YC G WQ

P31747 G PS P YC G WQ

茁-CGTase P43379 G PA P YC G WQ

P17692 G PA P YC G WQ

茁/酌-CGTase P31746 G PG P YC G WQ

O30565 G PA P YC G WQ

酌-CGTase Q8L3E0 G PD P YC G WQ

Q25CB6 G PT P YC G WQ

琢-Amylase P06278 L- - - -PHSAA NDGQHWK

P00691 G- - - -PAAAS TLKH-- - - - -

Table 3 Alignment of amino acid sequences at calcium
binding site Ca玉 of CGTases and 琢鄄amylases

光度，对应 琢 环糊精标准曲线计算出 琢 环糊精
含量；加入 3.5 ml 30 mmol/L NaOH 和 0.5 ml 由
5 mmol/L Na2CO3溶液配制的 0.02%(w/v)酚酞，室
温下保温 15 min，在 550 nm 下测定吸光度，对
应 茁环糊精标准曲线计算出 茁环糊精含量；加入
50 滋l 1.0 mol/L的盐酸停止反应，随后加入 2 ml
0.2 mol/L柠檬酸缓冲液 (pH 4.2)和 100 滋l 5 mmol/L
溴甲酚绿 (BCG)溶液，室温下保温 15 min，在
615 nm下测定吸光度，对应 酌-环糊精标准曲线计
算出 酌环糊精含量．一个酶活单位定义为在上述条
件下每分钟生成 1 滋mol环糊精所需的酶量[13-16]．

1援6 野生型 CGT酶及突变体热稳定测定
将野生型 CGT酶及突变体在 60℃下保温，间

隔一定时间取样并迅速冷却至 0℃，测定残余环化
活力，以未保温时的酶活力为 100%．
1援7 CGT酶蛋白浓度测定
蛋白质浓度测定采用上海生工生物工程有限公

司 Modified Bradford Protein Assay Kit 改 良 型
Bradford蛋白质浓度测定试剂盒(产品编号 SK3041)
所示方法进行．使用牛血清蛋白作为标准品，牛血

清蛋白购于 Sigma-Aldrich(上海)公司．
1援8 CGT酶的产物特异性分析
为了分析钙离子对 CGT 酶环化反应的影响，

以 5%的麦芽糊精(DE 3)为底物，反应体系中加入
不同浓度的钙离子，并添加终浓度为 1 U/ml的野
生 CGT酶或突变体，置于 37℃、200 r/min摇床中
反应 12 h，煮沸灭酶 10 min，加入 10 滋l 糖化酶
(100 U/ml)糖化 30 min，煮沸灭酶 10 min．将待测
样品 10 000 r/min离心并取上清液，0.45 滋m超滤
膜过滤后经高效液相色谱法(HPLC)测定．

HPLC 测定条件为：Waters 600 高效液相色
谱仪(配示差折光检测器)，色谱柱 Lichrosorb NH2

(4.6 mm伊150 mm)，流动相采用 68%的乙腈水溶
液，柱温为 30℃，流速为 1 ml/min．

2 结果与讨论

2援1 钙离子结合位点 Ca玉结构分析
CGT酶第 27～34位氨基酸序列中有 4个氨基

酸残基与钙离子结合，第 49～55位氨基酸序列中
有 2个氨基酸残基与钙离子结合，这 6个氨基酸残
基共同组成钙离子结合位点 Ca玉，依次标记为
Asp27、Asn29 或 Asp29、Asn32、Asn33、Gly51
和 Asp53．通过多重序列比对可以发现(表 3)，氨

基酸残基 Asp27、Asn32、Asn33、Gly51和 Asp53
在 CGT酶中具有较高的保守性，而 29位氨基酸残
基在不同来源的 CGT酶中呈现出一定特异性：在
主产 琢 环糊精的 琢-CGT 酶和主产 酌 环糊精的
酌-CGT酶中均为天冬氨酸(D)，在其他类型 CGT酶
中则为天冬酰胺(N)．另外，CGT酶钙离子结合位
点 Ca玉处的氨基酸残基与 琢淀粉酶中所对应的氨
基酸残基有明显差异．

CGT酶钙离子结合位点 Ca玉处氨基酸以天冬
氨酸(D)和天冬酰胺(N)为主，这可能是由于天冬氨
酸带有负电性，易于与带正电荷的钙离子产生静电

相互作用；而天冬酰胺具有相对较强的极性，使得

钙离子易于与天冬酰胺中的羰基氧发生相互作用而

结合在酶蛋白上．另外，通过晶体结构模拟分析发

现(图 1)，CGT酶钙离子结合位点 Ca玉处氨基酸残
基侧链较短、亲水性较强，这些残基与其附近残基

形成扭曲的 U型结构，钙离子被包裹于 U型结构
中央，从而起到稳定钙离子的作用．
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通过晶体结构模拟分析发现(图 2)，CGT酶钙
离子结合位点 Ca域处氨基酸残基同样具有较强的
亲水性且较短的侧链，可能有利于钙离子的结合．

CGT 酶表面存在一个底物结合和催化活性中心，

底物糖苷键的断裂和连接均发生在该中心[13, 17]．钙

离子结合位点 Ca域位于这个活性中心，因此，该
位点处氨基酸残基可能对 CGT酶的活性至关重要.

Type SWISS-MODEL Repository 137～141 188～192 197～201 231～235

琢-CGTase P04830 AP HT DG YK LA IN VK MP

P08704 AP HS QVKNH LS LN IK MD

琢/茁-CGTase P26827 AP HT DG YR LA LN VK MP

P31797 AP HT DG YR LA LN VK MP

茁/琢-CGTase P30920 AP HT NG YK LA FN VK MP

P31747 AP HT NG YK LA FN VK IA

茁-CGTase P43379 AP HT NG YK LA LN VK MP

P17692 AP HT NG YK LA LN VK MP

茁/酌-CGTase P31746 TP HS DS YR LA YD VK MS

O30565 TP HS DS YR LA YD VK MS

酌-CGTase Q8L3E0 VP HT NS YR LA LN VA MP

Q25CB6 VP HT DG YR LA LN VA MP

琢-Amylase P06278 VI HK NGNY YA ID VK IK

P00691 VI HT -----QN LY WN AK IE

Amino acid residues in bold represents calcium ion binding sites, -, means deletion or misalignment of corresponding amino acids of

琢-amylase.

Fig. 1 Models about calcium binding site Ca玉
of CGTase from B. circulans

Big ball represents calcium ion, small balls represent water molecules

around calcium ion.

2援2 钙离子结合位点 Ca域结构分析
CGT酶钙离子结合位点 Ca域大部分由 4个氨

基酸残基组成，分别为第 139、190、199和 233位
氨基酸残基，这些氨基酸残基通过离子键、氢键、

范德华力等与钙离子结合．通过多重序列比对发

现，CGT酶钙离子结合位点 Ca域处氨基酸残基具
有一定的保守性(表 4)：第 139位氨基酸残基均为
天冬酰胺(N)，第 233 位氨基酸残基均为组氨酸
(H)；第 199位氨基酸残基在 酌-CGT酶中为丝氨酸
(S)，在其他类型 CGT酶中为天冬氨酸(D)；除来
源于 Klebsiella pneumoniae 的 琢-CGT 酶外，其余
CGT酶第 190位氨基酸残基均为异亮氨酸(玉)．另
外，CGT酶钙离子结合位点 Ca域处氨基酸残基与
琢淀粉酶中所对应的氨基酸残基有明显相似性，推
测该钙离子结合位点在 琢淀粉酶家族中可能普遍
存在．

Table 4 Alignment of amino acid sequences at calcium binding site Ca域 of CGTases and 琢鄄amylases

Asp 53

Asn 33

Asn 32

Asn 29

Asp 27
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2援4援2 钙离子结合位点与 CGT酶的热稳定性．
钙离子结合位点不仅影响 CGT酶的催化活力，

还影响其热稳定性．Goh 等 [18]研究发现，来源于

Bacillus sp. G1的 CGT酶钙离子结合位点 Ca域处
N132R突变能显著提高其热稳定性．
本研究将 P援 macerans CGT酶钙离子结合位点

Mutant

(protein)
琢-Cyclization

(U/mg)
茁-Cyclization

(U/mg)
酌-Cyclization

(U/mg)

Total

(U/mg)

Wild type 184.2 33.1 5.4 222.7

D29N 167.2 40.6 5.9 213.7

D29R 158.7 44.7 7.9 211.3

Each value represents the means of three independent measurements.

Fig. 2 Models about calcium binding site Ca域
of CGTase from B. circulans

Big ball represents calcium ion, small balls represent water molecules

around calcium ion.

2援3 钙离子结合位点 Ca芋结构分析
钙离子结合位点 Ca芋仅存在于少数 CGT 酶

中．其中，来源于 B援 circulans 的 CGT酶最具代表
性，该位点由 Ala315和 Asp577两个氨基酸残基组
成(图 3)．另外，该钙离子结合位点在 CGT酶和
琢淀粉酶中呈现显著差异．来源于 B援 lichenformis
的 琢 淀粉酶虽然存在该位点，但由 Asp407、
Asp430和 Gly300三个氨基酸残基组成，而来源于
Bacillus subtilis 168的 琢-淀粉酶则不存在该位点．
钙离子结合位点 Ca芋存在与否可能与酶蛋白结合
钙离子的能力有一定关系．

2援4 CGT酶钙离子结合位点功能分析
2援4援1 钙离子结合位点与 CGT酶的环化活力．
目前，已有研究显示 琢淀粉酶钙离子结合位

点与其水解活力有一定关联 [6-7]．对于 CGT 酶而
言，先前的一些研究报道显示钙离子结合位点处氨

基酸残基的突变在一定程度上影响 CGT 酶的活
力．如，来源于 Bacillus sp. G1的 CGT酶钙离子结
合位点 Ca域处氨基酸残基 N132R(对应 B援 circulans
CGT酶的第 139位)突变使其环化活力大幅下降，
而钙离子结合位点 Ca玉处相应氨基酸残基 N28R
(对应 B援circulans CGT酶的第 29位)突变使其 茁环
化活力上升 66.2%[18]．这表明钙离子结合位点影响

CGT酶环化活力．
本研究将 P援 macerans CGT酶钙离子结合位点

Ca玉处氨基酸残基 Asp29 突变为天冬酰胺(N)和
精氨酸(R)，结果显示，D29N 和 D29R 突变均使
琢环化活力下降，而 茁环化活力分别上升 23%和
35%(表 5)．进一步表明钙离子结合位点处氨基酸
残基与 CGT酶的环化活力密切相关．

Fig. 3 Models about calcium binding site Ca芋
of CGTase from B. circulans

Big ball represents calcium ion, small balls represent water molecules

around calcium ion.

Table 5 Cyclization activities of the wild type and mutant CGTases from P. macerans

His 140

Asp 199

Asn 139
lle 190

His 233

Ala 315

Lys 577

1243· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2013; 40 (12)

Fig. 5 Production of cyclodextrins by wild type and mutant CGTase enzymes from P. macerans
姻: 琢- cyclodextrin;荫: 茁-cyclodextrin;▲: 酌- cyclodextrin.

2援4援3 钙离子结合位点与 CGT酶的产物特异性．
将 CGT酶钙离子结合位点 Ca芋处第 315位天

冬氨酸(D)突变为丙氨酸(A)，突变体生成大元环糊
精的能力增强，相比于野生型 CGT酶，D315A突
变的 茁 和 酌 环化活力分别上升 31.3%和 285.7%

(表 6)，进一步考察当反应进行到 9 h 后野生型
CGT酶及突变体生产环糊精的情况，相比于野生
型 CGT酶，突变体 D315A终产物中 茁 和 酌 环糊
精占总产物的比例上升 28.5%(图 5)．证明钙离子
结合位点与 CGT酶产物特异性具有相关性．

Ca玉处 Asp29和 Ca芋处 Asp315进行突变，结果
显示，突变体 D29R和 D315A在 60℃下的半衰期
均有明显提高．在 60℃保温 30 min 后，野生型
CGT酶残余环化活力约为 1.3%，而突变体 D29R
和 D315A 剩余环化活力分别约为 14.2%和 12.3%

(图 4)．这说明 CGT酶钙离子结合位点处氨基酸残
基能影响酶的热稳定性．其机理可能是：钙离子结

合位点处氨基酸残基突变增强了其与钙离子及附近

氨基酸残基的相互作用，有助于钙离子结合位点的

稳定性，从而提高酶的耐热性．

Mutant

(protein)
琢-Cyclization

(U/mg)
茁-Cyclization

(U/mg)
酌-Cyclization

(U/mg)

Total

(U/mg)

Wild type 187.7 33.6 0.7 222.0

D315A 164.3 44.1 2.7 211.1

Table 6 Cyclization activities of the wild type and mutant CGTases from P. macerans

Each value represents the means of three independent measurements.
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通过在反应体系中加入钙离子，分析其对

P援 macerans CGT 酶环化产物的影响．结果显示，
随着钙离子浓度的增加，琢环糊精占总环化产物的
比例上升，而 茁环糊精占总环化产物的比例明显
下降(图 6)．相比于未添加钙离子的对照组，当钙
离子浓度达到 60 mmol/L时，琢环糊精占总环化产
物的比例上升了 76.1%，而 茁环糊精的比例下降了
79.5%．这说明钙离子能够改变 CGT酶环化产物
的比例，进一步证明钙离子结合位点与 CGT酶产
物特异性相关．

3 结 论

通过多重序列比对和晶体结构分析发现，钙离

子结合位点 Ca玉和 Ca域在 CGT酶中普遍存在，
且氨基酸残基具有较高的保守性，而 Ca芋仅存在
于少数 CGT酶中．钙离子结合位点可能与 CGT酶
的环化活力、热稳定性和产物特异性密切相关，因

此，有必要对其结构与功能进行更加深入的分析．
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Structure and Function Analysis of Calcium Binding Sites
in Cyclodextrin Glucanotransferase*

BAN Xiao-Feng1), LI Cai-Ming1), BAO Chun-Hui1), GU Zheng-Biao1, 2), LI Zhao-Feng1, 2)**

(1) School of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China;
2) State Key Laboratory of Food Science and Technology, Jiangnan University, W uxi 214122, China)

Abstract Cyclodextrin glucanotransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) is an extracellular enzyme capable of
producing cyclodextrins through an intramolecular transglycosylation reaction. With the application of
cyclodextrins expanding in the industries related to food, pharmaceuticals, cosmetic, etc, CGTase has become the
focus of scientific research nowadays. Calcium binding sites widely exit in 琢-amylase family. Previous studies
indicated that these sites had very important roles for 琢-amylase. It was known that CGTases also possess two or
three calcium binding sites. However, their structure and function are not very clear. In the present study, structure
and function of calcium binding sites in CGTases were analyzed. Sequence comparisons were performed using the
ClustalX 1.8 sequence alignment program. Based on the results and crystal structure analysis, it was found that
calcium binding sites Ca玉 and Ca域 exist commonly in CGTase. Most amino acids at these two calcium binding
sites are highly conserved, but the residue 29 at Ca玉 and residue 199 at Ca域 have significant differences between
different types of CGTases. The residue 29 in 琢-CGTase primarily producing 琢 -cyclodextrin or 酌-CGTase
primarily producing 酌-cyclodextrin is Asp, while others are Asn. The residue 199 in 酌-CGTase is Ser, while others
are Asp. Calcium binding site Ca芋 only exists in few CGTases. The site consists of residues 315 and 577. In
addition, site-directed mutagenesis was used to investigate the functions of calcium binding sites in CGTases. The
replacement of Asp29 by Asn and Arg resulted in 23% and 35% increase in 茁-cyclization activity, respectively.
Mutant D29R and D315A showed higher stability than wild-type CGTase at 60℃ . Moreover, the mutant D315A
had higher 茁- and 酌-cyclodextrin specificity. These results suggested that calcium binding sites might be related to
cycling activity, thermal stability, and product specificity of CGTases, which provided the directions for further
revealing biological functions of calcium binding sites of CGTases.
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