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海藻糖（/01234561）是由两个葡萄糖残基通过"+#，#键连接的非还原二糖，广泛存在于微生物、植物
和昆虫中。海藻糖是一种应急代谢物，它赋予生物体抵抗干旱、冷冻和高渗等恶劣环境的能力，可用作

微生物冷冻干燥制品、疫苗、多种药品、化妆品及食品的稳定剂和保护剂，从而引起人们的重视，成为生

物界的研究热点。

近年来关于酶法合成海藻糖的研究很活跃。在常温细菌和嗜热古菌中发现了由淀粉（或淀粉部分

水解物及大于三个葡糖基的麦芽寡糖）合成海藻糖相关的两个酶。第一个酶是麦芽寡糖基海藻糖合酶

（73485549:56;48012345616;<82361），将淀粉或麦芽寡糖还原末端的"+#，&葡糖苷键转化为"+#，#葡糖苷键，
生成非还原性的麦芽寡糖基海藻糖，是一种分子内转糖基酶。第二种酶是麦芽寡糖基海藻糖海藻糖基

水解酶（73485549:56;480123456180123452;=054361），是一种新型"+淀粉酶（<5>14"+37;4361），水解上述生成物
的海藻糖基和麦芽寡糖基间的"+#，&葡糖苷键，生成海藻糖和比初始底物少两个葡糖基的麦芽寡糖，此
外也有较弱的内切水解酶活性［#!’］。

本文报道芝田硫化叶菌（!"#$%#%&"’’()&*+*,）新型"+淀粉酶基因在大肠杆菌中的克隆和表达以及在
大肠杆菌中表达的两种重组酶作用直链淀粉或淀粉部分水解物生成海藻糖的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料
供体菌芝田硫化叶菌（!"#$%#%&"’’()&*+*,）?#%染色体@A.为本所黄力先生惠赠。
质粒B?C%%$为中国预防医学科学院张智清先生等人构建［(］，是含DEDF启动子的原核表达载体，

可表达外源基因，产生非融合蛋白。

受体菌@G’"，HF#+I4J1，KL#$!，/M#为本实验室保存。

!"# 酶和试剂
限制性内切酶、/&@A.连接酶、/3N@A.聚合酶等工具酶及核酸和蛋白质分子量标准等分别购自

华美公司、上海生工公司、D0571:3公司、O9:73公司等。直链淀粉购自O9:73公司，淀粉部分水解物为
北京酱油厂产品。

!"$ 培养基、培养条件及热诱导表达条件
参照文献［(］进行。
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!"# 分子克隆技术和表达产生物的$%$&’()*分析
参照文献［!］进行。

!"+ 酶活力测定方法

!"+"! 新型!"淀粉酶活力测定：采用#$%&方法［’］，实验室用微量比色法测定。一个酶活力单位定义为

()*下每分钟液化)+,-.可溶性淀粉所需的酶量。

!"+", 新型!"淀粉酶酶活力定性测定方法：用原位裂解法［/，,)］测定，在00*温箱中保温过夜，12"31显
色。

!"- 生成海藻糖反应
用,+0单位麦芽寡糖基海藻糖合酶［,,］与)+4单位新型!"淀粉酶作用于,)5的直链淀粉（67.-&公

司产品）和淀粉部分水解物各两份样品，体积,)-8，在9:0+0，0)--;<／8的醋酸钠缓冲液中，0’*反应

4’=。用:>8?检测，以67.-&公司的海藻糖作标准。

!". 高压液相层析（/’01）分析
用柱为@7;"ABC公司的D-7EBF:>G"’!:，柱体积H))I!+’--，加样量0"8，流速)+0)"8／-7E，温度

40*。

, 结果和讨论

,"! 含新型!&淀粉酶基因重组质粒的构建
部分序列分析已表明芝田硫化叶菌 @,2新型!"淀粉酶基因同硫矿硫化叶菌（!"#$%#%&"’

’%#$()(*+,"’）3J,新型!"淀粉酶基因［,2］的核苷酸序列的序列有很高的同源性。参照硫矿硫化叶菌3J,
的相应核苷酸序列，设计合成如下引物：

上游引物 0KLDDDMDDNN?DNMD?MNNNM?NNDNDDDDNLHK
下游引物 0KL?N?MMDN??NDDDMNNNDNDNDDDM?DDDNLHK
上游引物的0K端含-,%A#位点，下游引物的0K端含.(/:#位点。
以芝田硫化叶菌@,2染色体OPD为模板进行>?A扩增，扩增条件为：/4*0)Q；0H*0)Q；!2*,))Q，

H)个循环，电泳检测扩增产物约,+!RS（图,）。

图, 重组质粒96@DJ构建过程及质粒
酶切的琼脂糖凝胶电泳图

,T$OPD／.’)U%；2T96@DJ／-,%A#／.(/:#；

HT9@V22)／-,%A#／.(/:#；4T>?A9W;C$XYQ
（,+!RS）；0T$OPD／0+1C&T

图2 携带重组质粒96@DJ的-2,%#+在淀粉
平板上形成的淀粉水解圈

,TO:0!（9@V22)）；2TO:0!（96@DJ）T
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载体!"#$$%和&’(扩增产物分别用!"#(!和$%&)!双酶切，电洗脱回收后连接，转化大肠杆
菌*)+"，以可溶性淀粉为底物，用原位裂解法筛选到有淀粉水解圈的阳性克隆（图$）。提取阳性克隆
质粒，称!,"-.，用!"#(!和$%&)!双酶切，得/0123和40123两个片段（图4），与预期大小一致。

!"! 酶活力测定

*)+"（!,"-.）在/%5培养至’(6%%值约%0+，7$5热诱导78，超声波破碎离心的菌体，离心后取上
清测定酶活力，每4%%9:发酵液的菌体含新型";淀粉酶酶活力约<单位。把!,"-.质粒分别转入!)
"#*+的=:4;3>?@、A.4%B和CD4菌株中，用上述方法进行产物的表达，酶活力分别为<016、<0%1和<074
单位。

!"# 表达产物的$%$&’()*分析

*)+"（!,"-.）培养和热诱导78后，离心取样，菌体直接加到,*,;&-DE上样缓冲液中，4%%5煮
沸+9FG，离心。将上清液进行电泳，考马斯亮兰 (;$+%染色，脱色，样品 *)+"（!,"-.）比 *)+"
（!"#$$%）在约642*处增加了一蛋白带（图/），与硫矿硫化叶菌H.4的新型";淀粉酶的大小相近。经
岛津’,;B/%蛋白扫描仪在++%G9下扫描，表达的新型";淀粉酶蛋白占细胞总蛋白约$%I（图略）。

图/ 重组质粒!,"-.表达产物
的,*,;&-DE电泳图

4J&KLM@FG9L>@N?>OKP@FQ8M9OK2@KR；

$J*)+"（!"#$$%）；/J*)+"（!,"-.）J

!"+ 海藻糖的生成
用):&’检测海藻糖生成。,FQ9O公司的海藻糖出峰

时间为B0%/9FG，用淀粉部分水解物为底物的样品在B0%7
和B0%+9FG分别有明显的峰，用直链淀粉为底物的样品在

B0%$和B0%/9FG分别有明显的峰。表明所检测的四份样品
均有海藻糖的生成。用直链淀粉为底物，海藻糖收率

610$I。
重组菌株*)+"（!,"-.）表达的酶蛋白其可溶部分较

少，大部分以无活性的不溶形式存在（数据另文发表）。该

新型";淀粉酶主要作用于麦芽寡糖基海藻糖，从海藻糖基
末端切下海藻糖基，对淀粉的内切水解酶活性较弱。上述

两点可能是淀粉水解酶活力不够高的原因。提高表达酶活

力的工作正在进行中。

据报道，日本麒麟公司从硫矿硫化叶菌H.4得到麦芽
寡糖基海藻糖合酶和新型";淀粉酶基因，在大肠杆菌中克
隆和表达［4$］，用基因工程菌株产生的酶作用于淀粉产生海

藻糖，认为该方法很有应用前景［4/］。

致谢 黄力先生提供芝田硫化叶菌"4$染色体*S-，并对本工作给予多方面的支持。江宁、贺鹏帮助

)&:’测定。在此表示感谢。
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致 读 者
感谢广大作者、读者多年来对《微生物学报》的关心和支持。为了适应改

革开放的需要，使科研成果尽快得到交流，本刊自0...年,.卷第!期开始扩
版，双月刊，每册!!0面。全部道林纸印刷，内附进口铜版纸印制的黑白图版
和彩色图版。内容丰富翔实，能及时反映我国微生物学科前沿和最新研究水

平。

欢迎投稿！欢迎订阅！欢迎提出宝贵意见！
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