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环糊精糖基转移酶JSL-1的鉴定及功能研究
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摘 要 环糊精糖基转移酶(Cyclodextrin
 

glycosyltransferase,CGTase)可以通过环化反应催化淀粉及其衍

生物生成环糊精(Cyclodextrin,CDs)。研究通过基因工程技术手段,成功获得东洋芽孢杆菌Bacillus
 

toy-
onensis

 

P18中环糊精糖基转移酶JSL-1蛋白,探讨其产物特异性及酶学性质。同时,将JSL-1基因超表达

到日本晴水稻中,研究环糊精糖基转移酶JSL-1对水稻淀粉质量的影响。结果表明,JSL-1主要催化淀粉生

成α-CD,其最适反应pH和最适反应温度分别是8.0和50
 

℃。随着JSL-1表达水平的增加,水稻中直链淀

粉含量及老化程度下降,透光率及冻融稳定性增加,有利于提高水稻的食味品质以及外观品质等特性。总

之,对环糊精糖基转移酶JSL-1的研究有利于环糊精生产工艺的改良以及水稻品质的提升。
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Abstract Cyclodextrin
 

glycosyltransferase
 

(CGTase)
 

can
 

catalyze
 

starch
 

and
 

its
 

derivatives
 

to
 

produce
 

cy-
clodextrin

 

(CDs)
 

through
 

cyclization
 

reaction.
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

cyclodextrin
 

glycosyltransferase
 

JSL-1
 

protein
 

in
 

Bacillus
 

toyonensis
 

P18
 

was
 

successfully
 

obtained
 

by
 

means
 

of
 

genetic
 

engineering
 

technology
 

to
 

explore
 

its
 

product
 

specificity
 

and
 

enzymatic
 

properties.
 

Meanwhile,
 

the
 

JSL-1
 

gene
 

was
 

overexpressed
 

in-
to

 

Nipponbare
 

rice
 

to
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

cyclodextrin
 

glycosyltransferase
 

JSL-1
 

on
 

rice
 

starch
 

quality.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

JSL-1
 

mainly
 

catalyzed
 

starch
 

to
 

produce
 

α-CD,
 

and
 

its
 

optimum
 

reaction
 

pH
 

and
 

tem-
perature

 

were
 

8.0
 

and
 

50℃,
 

respectively.
 

With
 

the
 

increase
 

of
 

JSL-1
 

expression
 

level,
 

the
 

amylose
 

con-
tent

 

and
 

aging
 

degree
 

in
 

rice
 

decreased,
 

and
 

the
 

light
 

transmittance
 

and
 

freeze-thaw
 

stability
 

increased,
 

which
 

was
 

beneficial
 

to
 

improve
 

the
 

eating
 

quality
 

and
 

appearance
 

quality
 

of
 

rice.
 

In
 

conclusion,
 

the
 

study
 

of
 

cyclodextrin
 

glycosyltransferase
 

JSL-1
 

is
 

beneficial
 

to
 

the
 

improvement
 

of
 

cyclodextrin
 

production
 

tech-
nology

 

and
 

the
 

improvement
 

of
 

rice
 

quality.
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环糊精糖基转移酶(Cyclodextrin
 

glycosyltransferase,CGTase)是α-淀粉酶家族的成员之一,属于水解

酶类。CGTase具有多种功能,可以催化水解反应、环化反应、歧化反应以及偶合反应[1]。然而CGTase通

常显示出较小的水解活性,主要催化环化、偶联和歧化这三种反式糖基化反应[2]。环化反应在工业上常用于

环糊精的生产,是CGTase的特征性反应,通过催化淀粉类底物,将直链糖的还原性末端与非还原性末端通

过α-1,4-糖苷键首尾相连形成环状的环糊精分子(Cyclodextrin,
 

CD)[3]。大多数CGTase由各种微生物在

细胞内产生,主要来源为芽孢杆菌[4]。
常见的环糊精分子有α-环糊精(α-CD)、β-环糊精(β-CD)以及γ-环糊精(γ-CD),分别具有6、7、8个葡萄

糖基[5]。环糊精具有亲水性表面以及独特的疏水性空腔,能够溶于水,且承载疏水性的客体分子,进而改变

客体分子的溶解性、稳定性等物理化学性质。因此,在化妆品、制药、食品、化学工业等领域都具有广泛的应

用[6,7]。α-CD具有相对较小的内腔和对酶水解的高抗性,在食品工业中有着广泛的应用[8]。由于α-CD产

量低、价格高,其市场占有率远低于其他CD[9]。目前,通过新酶筛选以及蛋白质工程,提高CGTase的生产

性能,有望降低α-CD的生产成本,从而获得更实惠的α-CD[10]。
水稻是人类最主要的粮食作物之一,在解决全球粮食短缺问题中起着十分重要的作用[11]。随着生活质

量不断提升,人们在饮食上的要求也逐渐提高,优质大米越来越受到消费者的认可和欢迎。目前我国大力推

进优质水稻品种的培育和种植,旨在培育更优质、更受市场欢迎的水稻[12]。淀粉是水稻的主要组成部分,包
括直链淀粉和支链淀粉,约占水稻干重的70%~80%,其中直链淀粉是影响水稻营养价值和品质的重要因

素。一般来说,水稻中直链淀粉含量越低,水稻的外观品质以及食味品质更好[13,14]。直链淀粉含量在5%~
15%的水稻属于低直链淀粉水稻,食品风味最佳,广受消费者喜爱;直链淀粉含量在15%~20%之间的水稻

食味品质较好,也是市面上最常见的水稻种类;而直链淀粉含量大于20%的水稻食味品质较差[15]。因此,进
一步深入研究水稻直链淀粉的影响因素及其作用机制,有利于水稻品质的改善,同时对优质稻米品种培育以

及水稻经济价值的提高都具有重要的意义。
本研究通过克隆B.

 

toyonensis
 

P18中环糊精糖基转移酶基因JSL-1,构建原核表达载体及植物过表达

载体,获得纯化酶蛋白及JSL-1转基因水稻株系,对其酶活力、产物特异性、酶学性质以及JSL-1与水稻淀粉

品质的关系进行了研究,为JSL-1的工业化生产以及稻米品质的改良提供了参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

根癌农杆菌EHA105菌株、野生型日本晴水稻由本实验室保存;重组质粒pGEX4T/cgt由本实验室构

建。大肠杆菌感受态细胞DH5α、BL21(DE3)均购自赛默飞世尔科技公司;原核表达载体pGEX4T购自北

京庄盟国际生物基因科技有限公司;植物双元表达载体pCAMBIA3300购自长沙艾碧维生物科技有限公

司;限制性内切酶BamH
 

Ⅰ、Xho
 

Ⅰ、Sac
 

I、Sal
 

I购自上海赛默飞世尔科技公司;质粒提取试剂盒、胶回收

试剂盒购自北京天根生化科技有限公司;异丙基-β-D硫代半乳糖苷(IPTG)、氨苄青霉素(Amp+)、卡纳霉素

(Kan+)购自北京索莱宝科技有限公司;His标签蛋白纯化试剂盒购自碧云天生物技术有限公司;Agilent
 

Zorbax
 

NH2 液相色谱柱(250
 

mm×4.6
 

mm,
 

5
 

m)购自苏州创谱科学仪器有限公司;大米直链淀粉标准品

购自中国水稻研究所;色谱级乙腈分析试剂购自广州市浩盈化工科技有限公司;其余试剂均为国产分析纯购

自国药集团化学试剂有限公司;引物合成和DNA测序服务由苏州金唯智生物科技有限公司完成。

1.2 仪器与设备

Arhat
 

96梯度PCR仪购自上海创未生物技术有限公司;LDZM-60KCS立式压力蒸汽灭菌锅购自上海

申安医疗机械厂;XM-1000T一体式超声波细胞破碎仪购自小美超声仪器(昆山)有限公司;DC-0506低温恒

18第2期 李攀,等:环糊精糖基转移酶JSL-1的鉴定及功能研究  



温槽购自江苏天翎仪器有限公司;K2025高效液相色谱系统购自海能未来技术集团股份有限公司;Bio-
TekELX800酶标仪购自山东博科再生医学有限公司;JJ-2高速组织捣碎匀浆机购自上海达洛科学仪器有限

公司;5810R高性能通用台式离心机购自赛默飞世尔科技(上海)有限公司;T700AS紫外可见分光光度计购

自北京普析通用仪器有限责任公司;CL-60T超声波清洗机购自济南通海机械设备有限公司;PHS-3C
 

pH
计购自上海精密科学仪器有限公司;BJPX-SGT10恒温摇床购自济南泰医生物技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 pGEX4T-JSL-1原核表达载体构建及重组菌鉴定。JSL-1基因序列可从NCBI数据库中查阅,登录

号为CP064876.1,由南京金斯瑞生物科技有限公司完成基因合成。根据JSL-1全长cDNA序列设计引物,
正向引物序列5'-tccgcgtggatccccgaattcATGAAAGAAAAAGATAGGCTTAAATTTAG-3'(含有EcoR

 

I
酶切位点);反向引物序列5'-gatgcggccgctcgagtcgacTTAAGTCTCAACCAGGATAGTTTTTT-3'(含有

Sal
 

I酶切位点)。以pGEX4T为蛋白表达载体,酶切后载体片段与JSL-1全长序列进行连接,得到重组质

粒pGEX4T-JSL-1,通过热激法转化到大肠杆菌DH5α感受态细胞中,涂布至含Amp+的抗性LB培养基,
于37℃恒温培养箱放置过夜,挑选阳性克隆并提取质粒进行酶切验证,随后送至北科基因检测(山东)有限

公司测序,测序正确的质粒转化到BL21(DE3)感受态细胞,37
 

℃放置过夜,挑取单菌落再次验证后进行保

菌[16]。

1.3.2 蛋白表达与纯化。将含有重组质粒的大肠杆菌BL21按1%的接种量接种于5
 

mL含50
 

g/

mLAmp+抗性的LB培养基中,37
 

℃,200
 

r/min震荡,过夜培养。随后以2%的接种量接种到50
 

mL含

100
 

g/mL
 

Amp+的LB培养基中,37
 

℃,200
 

r/min震荡培养至菌液OD600 达到0.8左右。加入异丙基-β-
D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG)进行诱导,20

 

℃,200
 

r/min继续培养24
 

h后,低温高速离心机预冷至4
 

℃,取
诱导结束的菌液9

 

000
 

r/min离心10
 

min,收集菌体。用10
 

mL
 

pH7.4的磷酸盐缓冲液(PBS)重悬菌体,随
后置于冰浴上超声,使细胞破碎,12

 

000
 

r/min离心20
 

min去除细胞碎片,转移上清即粗酶液于新的预冷的

离心管。然后按照His标签蛋白纯化试剂盒说明书进行操作,粗酶液过镍柱纯化得到纯化酶液[17]。

1.3.3 酶环化活力测定。参考李晓涵[18]的方法测定JSL-1的酶活力。pH8.5的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液

体系中依次加入纯化的酶液10
 

L、0.2
 

mol/L的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液0.2
 

mL、0.2%可溶性淀粉溶液

0.2
 

mL,充分混匀后于40
 

℃水浴锅内水浴加热10
 

min,然后加入0.5
 

mol/L醋酸溶液0.5
 

mL终止反应,
最后加入0.05

 

g/L碘液4
 

mL进行显色。空白组将淀粉溶液替换为等量缓冲液,对照组将酶液替换为等量

缓冲液。700
 

nm波长处测定各组吸光度,以吸光度下降10%所需要的酶量作为一个酶活力单位,酶活力计

算公式如酶活力(U/mL)=[(a-b)/(0.1×a)]×100,其中a为对照组减去空白组的吸光度差值;b为实验

组减去空白组的吸光度差值。

1.3.4 产物特异性分析。取1
 

mL纯化酶液与1
 

mL
 

1.0%可溶性淀粉溶液混合,40
 

℃水浴加热进行催化

反应,每隔10
 

min取出200
 

L的反应液,煮沸10
 

min,从而使酶失活。使用0.22
 

m的滤膜进行过滤,最终

样品中α-环糊精、β-环糊精和γ-环糊精的含量通过高效液相色谱进行分析。液相检测器为示差折光检测器,
使用Agilent

 

Zorbax
 

NH2液相色谱柱(4.6
 

mm×250
 

mm,
 

5
 

m);70%的乙腈溶液作为洗脱液,洗脱速度设

置为1.0
 

mL/min,进样量20
 

L,柱温设置为30
 

℃[2]。

1.3.5 最适pH、最适温度测定。最适pH测定:为了测定JSL-1的最适pH,配制摩尔浓度为0.05
 

mol
 

/L
的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液,利用酸度计调节缓冲液至不同pH(4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、

12.0),在不同pH的反应体系中分别进行酶促反应,测定JSL-1的酶活力,将最高酶活力定为100%,分别计

算各体系中JSL-1的相对酶活力,从而确定最适反应pH值[19]。
最适温度测定:在最适pH条件下,分别将不同反应体系置于20、30、40、50、60、70

 

℃进行酶促反应,测
定JSL-1的酶活力,将酶活性最高者定义为100%,计算相对酶活力,从而确定该酶的最适温度[20]。

1.3.6 转基因水稻的获取。稻米中淀粉含量是影响稻米品质的重要因素,为了进一步探讨JSL-1与稻米淀粉的
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关系,参考温莉娴[21]的博士毕业论文进行转基因水稻的获取。首先,构建正义表达载体,以获取的JSL-1基因为模

板进行基因扩增。正向引物为5'-caggtcgactctagaggatccATGAAAGAAAAAGATAGGCTTAAATTTAG -3'(含有

BamH
 

I酶切位点),反向引物为5'-cgatcggggaaattcgagctcTTAAGTCTCAACCAGGATAGTTTTTT-3'(含有Sac
 

I
酶切位点)。用限制性内切酶BamH

 

I和Sac
 

I对目的基因及植物双元载体pCAMIBA3300进行双酶切。
将载体和目的片段相连接并鉴定出正确的阳性克隆质粒,然后采用电转化法将质粒转化到根癌农杆菌

EHA105菌株中,然后侵染野生型日本晴水稻胚性愈伤组织,选择相对表达量较高的愈伤组织进行下一步

实验[22,23]。经三代培养获得纯合转基因水稻。

1.3.7 稻米淀粉提取。称取10
 

g稻米,干燥后置于0.14%亚硫酸氢钠水溶液中,固液比为1∶5,浸泡过

夜。研磨稻米至糊状,于200目尼龙网过滤后收集到15
 

mL离心管,冲洗尼龙网两次,将冲洗的溶液也加入

离心管,3
 

000
 

r/min离心20
 

min,弃去上清液。超纯水吹打沉淀,使得沉淀悬浮,3
 

000
 

r/min再次离心20
 

min,弃上清。重复上一步骤三次,将沉淀置于烘箱中快速烘干,粉碎机粉碎后过100目筛,即得水稻淀

粉[24,25]。

1.3.8 直链淀粉含量测定。绘制标准曲线:四个标准直链淀粉含量分别为1.5%、10.4%、17.5%、26.5%。
准确称取四种直链淀粉标准品各100

 

mg,各标准品中依次加95%的无水乙醇1
 

mL和1
 

mol/L氢氧化钠溶

液9
 

mL,煮沸20
 

min至样品完全溶解,冷却后定容至100
 

mL。分别吸取5
 

mL改性淀粉样品溶液,依次加

入1
 

mol/L冰醋酸1
 

mL和0.2%的稀碘液2
 

mL,定容至100
 

mL,静置20
 

min后,在620
 

nm处测吸光度。
以四个直链淀粉浓度为横坐标,吸光度为纵坐标绘制标准曲线。

含量测定:准确称取各株系水稻淀粉样品各100
 

mg,操作步骤同上。根据各样品测得的吸光度和直链

淀粉标准曲线,计算直链淀粉含量[26,27]。

1.3.9 淀粉透光率、冻融稳定性及淀粉糊老化程度测定。淀粉透光率测定:首先配制1%的水稻淀粉溶液:
准确称取0.2

 

g水稻淀粉,加入20
 

mL蒸馏水并混匀,恒温水浴锅95
 

℃振荡20
 

min用于淀粉糊化,取出后

静置冷却30
 

min,620
 

nm处测吸光度,4
 

℃放置24
 

h,620
 

nm处再次测定吸光度[28]。
淀粉冻融稳定性测定:取淀粉透光率测定时处理的淀粉糊,分装至做好标记的离心管中,称量离心管和

淀粉糊的质量,放入冰箱中,-20
 

℃冷冻24
 

h后取出,室温下解冻后进行离心,设置为3
 

000
 

r/min,离心20
 

min后去水并称量沉淀的质量,然后计算析水率[29]。析水率按公式进行计算:析水率=(糊重-沉淀)/糊重

×100%。
淀粉糊老化程度测定:取处理后的淀粉糊进行分装,并做好标记,放入4

 

℃冰箱中,每隔一定时间取出,
记录上清液的体积,直至上清液体积不再发生变化,根据上清液的体积变化率反应水稻淀粉老化程度[30]。

1.4 数据分析

所有实验均进行三次独立的生物学重复,数据统计及图表绘制均利用 Microsoft
 

Office
 

Excel
 

2010完

成。差异显著*P
 

<
 

0.05,差异极显著**P
 

<
 

0.01。

2 结果与分析

2.1 重组JSL-1-pGEX4T表达载体构建

结果如图1所示,泳道S1与S2在2085
 

bp处有显示条带,将其进行胶回收后,连接到中间载体PBSK
中,送测序,发现100%测序正确,表明JSL-1基因被成功克隆。为了将其连接到原核表达载体pGEX4T中,
我们将JSL-1-PBSK进行双酶切后,泳道S3与S4在2

 

958
 

bp与2
 

085
 

bp各有一条带,其中2
 

958
 

bp为PB-
SK载体条带,2

 

085
 

bp为基因JSL-1片段。将泳道S3、S4中2
 

085
 

bp胶回收,经过基因重组后,连接到

pGEX4T中,菌液PCR验证,泳道S5与S6在2
 

085
 

bp处有显示条带。提取JSL-1-pGEX4T重组质粒,进
行双酶切,泳道7与8在4

 

969
 

bp与2
 

085
 

bp各有一条带,其中4
 

969
 

bp为pGEX4T载体条带,2
 

085
 

bp为

基因JSL-1片段,表明挑取的JSL-1-pGEX4T-BL21重组菌株为阳性,重组质粒JSL-1-pGEX4T已成功转化

到感受态细胞BL21(DE3)中。
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注:泳道M为DNA
 

marker;泳道S1、S2为基因JSL-1
 

PCR扩增条带;泳道S3、S4为质粒JSL-1-PBSK双酶切片段;泳道S5、S6为PCR扩增

JSL-1-pGEX4T阳性菌液;泳道S7、S8为JSL-1-pGEX4T重组质粒双酶切片段。红色方框中为目标片段JSL-1。

Note:
 

lane
 

M
 

is
 

DNA
 

marker;
 

lanes
 

S1
 

and
 

S2
 

are
 

gene
 

JSL-1
 

PCR
 

amplification
 

bands;
 

lanes
 

S3
 

and
 

S4
 

are
 

plasmid
 

JSL-1-PBSK
 

double
 

en-

zyme
 

section;
 

lanes
 

S5
 

and
 

S6
 

are
 

PCR
 

amplification
 

of
 

JSL-1-pGEX4T
 

positive
 

bacterial
 

fluids;
 

lanes
 

S7
 

and
 

S8
 

are
 

double
 

enzyme
 

section
 

of
 

JSL-1-pGEX4T
 

recombinant
 

plasmid.
 

The
 

target
 

fragment
 

JSL-1
 

is
 

shown
 

in
 

the
 

red
 

box.

图1 重组JSL-1-pGEX4T表达载体构建

Fig.
 

1 Construction
 

of
 

recombinant
 

JSL-1-pGEX4T
 

expression
 

vector

2.2 重组JSL-1-pGEX4T蛋白表达和纯化

为了获得重组JSL-1-pGEX4T蛋白,经过反复摸索,发现在诱导温度为20
 

℃,IPTG浓度为1.0
 

mmol/L,
诱导时间为24

 

h时,目的蛋白条带为68.6
 

kua(泳道S2),未诱导对照组无明显蛋白条带(泳道S4),表明

JSL-1基因诱导表达成功(图
 

2)。

注:泳道M为蛋白marker;泳道S1为诱导温度20
 

℃,IPTG
 

浓度1.0
 

mmol/L,诱导时间3
 

h;泳道S2为诱导温度20
 

℃,IPTG
 

浓度
 

1.0
 

mmol/L,诱导时间24
 

h时;泳道S3为诱导温度20
 

℃,IPTG
 

浓度0.5
 

mmol/L,诱导时间24
 

h;泳道S4为诱导温度20
 

℃,IPTG
 

浓度
 

0.0
 

mmol/L,诱导时间24
 

h。红色方框为目标蛋白JSL-1。

Note:
 

lane
 

M
 

is
 

the
 

protein
 

marker;
 

lane
 

S1
 

is
 

the
 

induction
 

temperature
 

20
 

℃,
 

IPTG
 

concentration
 

1.0
 

mmol/L,
 

induction
 

time
 

3
 

h;
 

lane
 

S2
 

is
 

the
 

induction
 

temperature
 

20
 

℃,
 

IPTG
 

concentration
 

1.0
 

mmol/L,
 

induction
 

time
 

24
 

h;
 

lane
 

S3
 

is
 

the
 

induction
 

temperature
 

20
 

℃,
 

IPTG
 

concentration
 

0.5
 

mmo/Ll,
 

induction
 

time
 

24
 

h;
 

lane
 

S4
 

is
 

the
 

induction
 

temperature
 

20
 

℃,
 

IPTG
 

concentration
 

0.0
 

mmol/L,
 

induc-

tion
 

time
 

24
 

h.
 

The
 

red
 

box
 

shows
 

the
 

target
 

protein
 

JSL-1.

图2 重组JSL-1-pGEX4T蛋白表达和纯化

Fig.
 

2 Expression
 

and
 

purification
 

of
 

recombinant
 

JSL-1-pGEX4T
 

protein

2.3 产物特异性分析

通过分析环糊精糖基转移酶JSL-1与1%可溶性淀粉反应产物的类型及生成量,从而确定该酶的产物

特异性。由图3可知,该酶的主要产物为α-CD,在60
 

min时产量达到最高,约为1.05
 

g/L,随后α-CD的产

量随着时间推移而呈现下降趋势。β-CD和γ-CD为该酶催化生成的次产物,且β-CD产量高于γ-CD的产
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     注:*P<0.05,**P<0.01;n=3。

     Note:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.

图3 JSL-1以淀粉为底物进行环化反应过程中CD产量变化

Fig.
 

3 Changes
 

of
 

CD
 

production
 

during
 

cyclization
 

of
 

JSL-1
 

with
 

starch
 

as
 

substrate

量。反应进行到60
 

min时,淀粉环化率约为33%,其
中产生的α-CD占总CD的67%。说明环糊精糖基转

移酶JSL-1主要催化淀粉进行环化反应生成α-CD。

2.4 JSL-1最适pH及最适温度

pH对于酶催化活性有较强的影响。在pH
 

4.0~
12.0的范围内测定JSL-1的最适反应pH,从图4(a)
中可以看到,在pH

 

4.0~8.0的范围内,JSL-1酶活力

不断上升,随后酶活力随着pH的升高而不断降低。

JSL-1的最适pH为8.0,在此pH下JSL-1催化淀粉

生成环糊精的能力最强,即环化能力最强。
在最适pH条件下,在20~70

 

℃的范围内测定

JSL-1的最适反应温度。从图4(b)中可以得知,在20
~50

 

℃温度范围内,酶活力随着温度的上升而增加,
随后JSL-1的酶活力随着温度的上升而逐渐下降,最终失活,这表明温度过高不利于JSL-1进行环化反应。

50
 

℃时酶活力达到最大,为该酶最适反应温度,且在45~60
 

℃范围内均有较高的相对酶活力,相对酶活力

保持在近80%以上。

  注:*P<0.05,**P<0.01;n=3。  Note:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.

图4 不同pH(a)、温度(b)对酶活力的影响

Fig.
 

4 Effects
 

of
 

pH
 

(a)
 

and
 

temperature
 

(b)
 

on
 

enzyme
 

activity

     注:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.

     Note:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.

图5 各株系JSL-1基因相对表达水平

Fig.
 

5 Relative
 

expression
 

level
 

of
 

JSL-1
 

gene
 

in
 

each
 

strain

2.5 JSL-1转基因水稻获取

构建好植物过表达载体后通过农杆菌转化法侵染

日本晴水稻,卡那霉素三代筛选获得转基因纯合水稻株

系。对各转基因水稻株系通过qRT-PCR验证JSL-1基

因的相对表达水平(图5),并选择JSL-1表达量较低的

OE3株系、表达量适中的OE7株系、以及表达量较高的

OE12株系进行下一步研究。

2.6 直链淀粉含量测定

直链淀粉标准曲线绘制结果如图6(a)所示,标准曲

线回归方程为y=0.013
 

3x+0.066
 

6,线性相关系数为

R2=0.998
 

9,其中x 代表直链淀粉含量(%),y 代表

620
 

nm处的吸光度(Abs),从图中可以看出,吸光度和

直链淀粉含量具有良好的线性关系。各株系直链淀粉

含量如图6(b)所示,其中野生型水稻的直链淀粉含量达

到18.2%,OE3直链淀粉含量为14.7%,OE7直链淀粉含量为12.8%,OE12直链淀粉含量为10.9%。随
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着JSL-1基因表达水平上升,直链淀粉含量下降,逐渐向低直链淀粉水稻发展。可能是由于环糊精糖基转移

酶JSL-1发生环化反应,催化水稻中的直链淀粉生成环糊精,从而造成水稻中直链淀粉含量下降。

   注:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.  Note:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.

图6 直链淀粉标准曲线(a)及各株系直链淀粉含量(b)测定

Fig.
 

6 Determination
 

of
 

amylose
 

standard
 

curve
 

(a)
 

and
 

amylose
 

content
 

of
 

each
 

strain
 

(b)

2.7 淀粉透光率、冻融稳定性、老化程度测定

用淀粉透光率来表示转基因水稻淀粉的透明度,结果如图7(a)所示。随着JSL-1基因表达量的增加,
淀粉的透光率也增加。淀粉的透光率受直链淀粉含量影响,直链淀粉含量越高,淀粉容易发生凝沉从而造成

透光率下降[31]。淀粉透光率越高,淀粉亮度越好。因此,随着JSL-1基因表达量增加,水稻淀粉溶液外观品

质越好。

              注:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.  Note:
 

*P<0.05,
 

**P<0.01;
 

n=3.

图7 各株系淀粉透光率(a)、析水率(b)、体积比(c)分析

Fig.
 

7 Analysis
 

of
 

light
 

transmittance
 

(a),
 

water
 

separation
 

rate
 

(b)
 

and
 

volume
 

ratio
 

(c)
 

of
 

starch
 

in
 

each
 

strain

如图7(b)所示,转基因水稻淀粉冻融稳定性用淀粉的析出率来表示,析出率越高代表淀粉冻融稳定性

越差。随着JSL-1基因表达量的上升,淀粉析出率下降。也就是说淀粉冻融稳定性随着JSL-1基因的表达

68  聊
 

城
 

大
 

学
 

学
 

报(自
 

然
 

科
 

学
 

版) 第1卷



量的增加而增加。通过以往的研究可知,淀粉冻融稳定性增加,可以提高水稻在低温储存中的稳定性,以及

其加工食品冷藏时的稳定性。因此提高水稻中JSL-1的表达量有利于水稻淀粉在低温中保存。
各株系水稻淀粉上清液体积比如图7(c)所示,转基因水稻淀粉老化程度用淀粉上清液体积比来表示,

体积比越高代表淀粉老化程度越高。随着JSL-1基因表达量的增加,上清液的体积比减小,淀粉老化程度下

降。这与JSL-1基因表达量对淀粉透光率以及冻融稳定性影响结果相一致。老化是淀粉最常见的性质之

一,也是导致食品老化的重要原因,老化后的淀粉会变浑浊,严重影响食品的外观品质,存放质量以及口感风

味等。因此,JSL-1基因表达量越高,越有利于水稻淀粉及其加工食品货架期的延长。

3 结论

本项研究克隆了来源于B.
 

toyonensis
 

P18环糊精糖基转移酶基因JSL-1,并对其功能进行了初步研究。
结果表明JSL-1主要催化直链淀粉生成α-CD,该酶最适pH为8.0,最适温度为50

 

℃。由于环糊精在食品、
药品、化妆品等多个领域有着广泛的应用,因而对JSL-1的产物特异性及酶学性质具有一定研究意义。在转

基因水稻株系中,随着JSL-1基因表达水平的增加,水稻中直链淀粉含量增加,水稻淀粉透光率、冻融稳定性

增加,水稻淀粉老化程度下降。已有研究表明,水稻中直链淀粉含量与水稻的食味品质成负相关,决定系数

高达92%。因此JSL-1转基因水稻不仅可以提高水稻的食味品质,同时可以改善水稻的外观品质以及冷藏

存储的稳定性。对环糊精糖基转移酶JSL-1的一系列研究为将来提高催化产物的专一性以及环糊精的生产

工艺的改良奠定了基础,同时为对低直链淀粉水稻的育种提供了优质的基因资源,为水稻品质的改良提供了

新的思路。
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