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重组超耐热酸性!!淀粉酶的分离纯化及其性质研究
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摘 要：基因工程菌所产生的重组超耐热酸性!4淀粉酶，通过超滤浓缩、脱盐和聚丙烯酰胺垂直板凝胶电泳进行纯
化，得到电泳纯的超耐热酸性!4淀粉酶，纯化倍数为 00P2，活力回收率为 #CP%Q。用 NIN4R*S8测得该酶的分子量
为 ""TI，酶的等电点 JU（室温）为 "P$，以可溶性淀粉为底物的 !9 值为 0P0#,VW，用硫酸4酚法测得其含糖量为

0"P!Q。该酶的最适反应温度为 C"X，最适反应 JY值为 !P"。在 JY!P$ Z 2P$室温放置 !%>酶活没有变化，00$X保
温 0>残留 7$Q活力。GH3 [、O6# [、G+# [抑制酶的活性，G:# [对酶活无影响。8I5*和 I55对酶的活性无影响。
关键词：超耐热酸性!4淀粉酶，纯化，性质
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淀粉的工业水解常常包括以下两个步骤：液化

和糖化。液化过程是在高温下进行的，由于两个过

程中所使用的酶最适 JY不同，目前淀粉加工过程
需要将淀粉浆或玉米浆的 JY值由自然的 JY !P"调
到 JY "P% Z 7P# 来进行液化，然后再将它降为
JY !P# Z !P"进行糖化。这两步 JY值的调整大大增
加了化学试剂的消耗，调整不当会产生大量的副产

物［0］。所以如果使用相关的低 JY耐热酶将大大改
进淀粉工业的状况。

超耐热酸性!4淀粉酶不同于中温!4淀粉酶和普
通高温!4淀粉酶（!4:9@(:-6，8G3P#P0P0），主要特点
是具有优越的耐热性能，活性完全不依赖于金属离

子，能将淀粉在温度 0$"X Z 0#$X，JY!P" Z "P" 条
件下液化 ，这种特殊的性质使得该酶将在酒精发

酵、抗菌素发酵、氨基酸发酵、淀粉糖的生产、有机酸

发酵等以淀粉为原料的发酵工业中发挥巨大作用，

在生产中降低成本、提高转化率、减少环境污染，因

此具有极高的工业应用价值。国外研究者将其在原

核生物大肠杆菌中和枯草芽孢杆菌中表达并进行了

纯化及性质研究［# Z !］。

本实验室已构建了重组毕赤酵母（ "#$%#&
’&()*+#(）E+.- 基因工程菌（文章未发表），可以胞外分
泌表达超耐热酸性!4淀粉酶，并对它进行纯化，并对
纯酶的一些理化性质、生物学性质进行了研究，为今

后的基础研究和工业应用提供有价值的参考数据。

" 材料和方法

"#" 材料样品采集
"#"#" 菌种：毕赤酵母菌转化子 SN00"VJRUGC]4
*9@4##% 为本实验室构建（文章待发表）。所整合的
超耐热酸性!4淀粉酶基因由法国巴黎第五大学托马
斯教授惠赠。

"#"#$ 主要试剂：等电点标准蛋白购自 R>:H9:A;:
公司；丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺购自 N;,9: 公
司；其它生化试剂均为国产分析纯试剂。

"#"#% 培养基：基础盐培养基［"］。
"#$ 淀粉酶活力的测定
参考文献［7］测定酶的活力。

"#% 蛋白质含量测定
按 O’(;B4酚法［2］测定，以酪蛋白作标准。

"#& 电泳
参考文献［%］进行 NIN4R*S8，参考文献［C］进行

R*S8。分离胶浓度分别为 0"Q 和 0$Q。 NIN4
R*S8用考马斯亮蓝 ^4#"$摇床染色 #>；R*S8活性
染色参考文献［0$］进行，但略加修改。将凝胶在
!X下于 0Q可溶性淀粉溶液中浸泡，0> 后取出，
C$X温育 0"9;B，将胶条放入 $P$09’(VW碘液中出现
淀粉酶活性区域。



!"# 酶的分离和纯化
!"#"! 超滤浓缩发酵液：用对分子量 !"#$排阻的
滤膜超滤，超滤压力为 "%&’()［**］。
!"#"$ 聚丙烯酰胺垂直板凝胶电泳提纯：凝胶浓
度 *"+。电泳结束后，分别从凝胶两边切下一条
"%&,-宽的胶条，活性染色，对照染色后的两边胶
条上的显色带，切下相应位置的凝胶，用 &-. 蒸馏
水 /0浸泡过夜，将浸泡液离心取上清液透析，用聚
乙二醇 *"""" 浓缩至所需的浓度。
!"% 酶学性质
!"%"! 表观分子量测定：用 1$12(345法测酶的亚
基分子量，根据已知分子量的标准蛋白在 1$12(345
中的相对迁移率 67，作 672.89’:图，求得其分子量。

!"%"$ 最适反应温度及热稳定性：在不同温度下
按照标准方法测定酶活，以酶活最高者为 *""+。
将酶液在 ;"0、*""0（水浴）、**"0、*<"0、*!"0
（甘油浴）分别保温 *"-=>、!"-=>、*?、<? 和 !?，放置
冰上迅速冷却至室温，按标准方法，测残余酶相对活

力，以未保温的酶液的酶活为 *""+。
!"%"& 酶的最适反应 @A及 @A稳定性：将酶液分
别用 @A<%" B C%" 磷酸氢二钠2柠檬酸缓冲液稀释，
按标准方法测酶活力，以酶活最高者为 *""+ 。用
相同的缓冲液稀释，<&0保温 *?、*D?、/C? 后，测残

余酶活力，以未保温的酶液的酶活为 *""+。
!"%"’ 等电点测定：参考文献［*<］进行，以
(?):-),=)公司的等电点标准蛋白为标准。
!"%"# 动力学常数测定：在不同底物（可溶性淀
粉）浓度的反应体系中，;&0反应 &-=>，测定 !"D""以

计算酶反应的初速度，作 .=>EFE)GE:2HI:#双倒数图。
!"%"% 糖含量测定（硫酸2酚法）：参考文献［*!］进
行，以葡萄糖为标准。

!"%"( 金属离子对酶活力影响：在反应体系中加
入不同浓度金属离子，使其终浓度 <%"--8JK.，以不
含金属离子的酶液为对照。

!"%") 抑制剂对酶活力的影响：在反应体系中加
入不同浓度 $LL 和 5$L3，并使其终浓度为 "%* B
<%"--8JK.，以不含抑制剂的酶液为对照。

$ 结果

$"! 淀粉酶的分离和纯化
表 *为淀粉酶的分离与纯化结果。粗酶液经超

滤、聚丙烯酰胺垂直板凝胶电泳后所得样品经 1$12
(345检测只显示一条蛋白带（图 *），活性染色也显
示出单一的区带，表明纯化后的淀粉酶为单一组分，

已达到电泳纯。

表 ! 淀粉酶的纯化总表
L)MJE * 3 NI--):O 87 )-OJ)NE @I:=7=,)P=8>

(I:=7=,)P=8> NPE@ L8P)J ),P=G=POKQ L8P)J @:8PE=>K-9 1@E,=7=, ),P=G=POK（QK-9） (I:=7=,)P=8>K78JR S=EJRK+
T:IRE E>UO-E C/"" ***"%" V%D *%" *""%"
QJP:8 7=JP:)P=8> V;!D V&*%< *"%D *%/ ;/%&
(:E@):)P=GE NJ)M (345 !*V/ !&%V C;%" **%V <;%C

图 ! 纯化后的超耐热酸性!*淀粉酶的 +,+*-./0图谱
及活性染色

W=9X* 1$12(345 @)PPE:> 87 @I:=7=ER )-OJ)NE )>R P?E 9EJ NP)=>ER 78:

)-OJ)NE ),P=G=PO

*%’8JE,IJ): FE=9?P -):#E:N；<%(I:=7=ER )-OJ)NE；!%4EJ NP)=>ER 78:

)-OJ)NE ),P=G=POX

$"$ 酶学性质
$"$"! 分子量：1$12(345 法测得，超耐热酸性的

!2淀粉酶分子量为&&#$。
$"$"$ 最适反应温度及热稳定性：实验结果表明，
基因工程菌所产超耐热酸性!2淀粉酶在 /" B *!"0
的温度范围内都有活力，最适反应温度为 ;&0。超
耐热酸性!2淀粉酶具有很好的热稳定性，酶在
*""0保温 <? 残留 C"+活力，**"0保温 *? 残留
D"+活力，*<"0保温 *?残留 /"+活力。
$"$"& 酶的最适反应 @A及 @A稳定性：超耐热酸
性!2淀粉酶的最适 @A为 /%&，该酶在 @A/%" B V%"
室温条件下 /C? 酶活力无变化，@A!%" 残存活力
&"+，@AC%"残存 <"+活力，说明该酶在 @A/%" B V%"
之间比较稳定。

$"$"’ 等电点测定：淀粉酶的等电点 @Y为 &%"（室

C/& 微生物学报 #$%& ’($)*+(*,*-($& .(/($& <""&，Z8JX/& [8X/



温）。

!"!"# 动力学常数测定：该酶在 !"#以可溶性淀
粉为底物的 !$ 为 %&%’()*（图 ’）。

图 ! 超耐热酸性 !$淀粉酶作用于可溶性淀粉的
%&’()(*+$,-+.图
+,(-’ *,./0/12/345637 89:; :< 1$=91>/ <:3 >:96?9/ >;13@A

!"!"/ 含糖量测定：经测定该酶的含糖量为
%"&BC。
!"!"0 金属离子对淀粉酶活性的影响：钙离子对
酶活无影响，铁离子、铬离子、和铜离子强烈抑制淀

粉酶的活性。

表 ! 不同金属离子对酶活力的影响
D1?9/ ’ E<</@; :< $/;19 ,:.> :. ;A/ 1@;,2,;= :< 1

!!!
$=91>/

F/;19 ,:. G/91;,2/ 1@;,2,;=)C F/;19 ,:. G/91;

!!!

,2/ 1@;,2,;=)C

H:./ %II J6KLB

!!!

MI

J1KLB %II +/KLB

!!!

’M

F(KLB NI J3J9M

!!!

%%

F.KLB !M

!"!"1 抑制剂对淀粉酶活力的影响：所试浓度下
ODD和 EODP对淀粉酶活性没有影响。

2 讨论
通过使用超滤技术，可以有效地对发酵液进行

浓缩、去除杂蛋白和脱盐处理，活性回收率达到

!BC以上。曾用硫酸铵沉淀酶蛋白回收率只有
Q’&"C，而使用乙醇沉淀，酶失活现象比较严重，活
性回收率仅为 M%&’C。
酵母表达系统的一个特点是能够对表达产物进

行加工修饰［%B］，实验中测得该酶含糖量为 %"&BC，
说明重组超耐热酸性!4淀粉酶已经被毕赤酵母表达
系统进行了糖基化修饰。

编码超耐热酸性!4淀粉酶的基因在毕赤酵母中
表达的酶与来源于原始菌株的酶的性质有所不同

（数据未列出），在毕赤酵母中表达的酶的最适 8R

为 B&"，来源于原始菌株的酶的最适 8R为 "&I［%"］，
可能是酶基因在表达过程中有所突变（文章未发表）

以及酶蛋白的糖基化修饰的结果。

重组超耐热酸性!4淀粉酶最适 8R为 B&"，最适
温度达到了 !"#，且具有很好的稳定性，这些特点
都使得该酶能够在淀粉加工工业过程中的酸性高温

环境中发挥重要作用。

参 考 文 献

［ %］ J31? S，F,;@A,.>:. J- E.T=$/> ,.2:92/U ,. ;A/ 83:@/>>,.( :< >;13@A

;: >6(13>- "#$%&’ ()*+$,-%*.，%!!Q，3#：MB! V M"’&
［ ’］ O:.( W，X,/,99/ J，K12@A/.7: P，$+ /. - J9:.,.(，>/Y6/.@,.(，1.U

/Z83/>>,:. :< ;A/ (/./ /.@:U,.( /Z;31@/996913 198A141$=91>/ <3:$

01#*,*,,2’ 32#)*’2’ 1.U ?,:@A/$,@19 @A131@;/3,T1;,:. :< ;A/

3/@:$?,.1.; /.T=$/- 455. 6%7)#*% 8),#*9)*，%!!Q，/2：M"[! V

M"Q[&
［ M］ \:3(/.>/. K，X:3(,1> J E，P.;31.,7,1. W- J9:.,.(，>/Y6/.@,.(，

@A131@;/3,T1;,:.，1.U /Z83/>>,:. :< 1. /Z;31@/996913 198A141$=91>/

<3:$ ;A/ A=8/3;A/3$:8A,9,@ 13@A1/:. 01#*,*,,2’ 32#)*’2’ ,.

6’,-$#),-)/ ,*.) /%& (/,)..2’ ’29+).)’ - : ()*. ;-$<，%!!Q，!0!：

%[MM" V %[MB’&
［ B］ G,@A13U>:. D R，D1. ]，+3/= W，$+ /. - P .:2/9，A,(A 8/3<:3$1.@/

/.T=$/ <:3 >;13@A 9,Y6/<1@;,:.- O,>@:2/3= 1.U :8;,$,T1;,:. :< 1 9:0

8R，;A/3$:>;1?9/ 198A141$=91>/- : ()*. ;-$<，’II’，!00：’["I% V

’["IQ&
［ "］ 马善康，李 强，顾小勇 -双碳源交替刺激毕赤酵母高效表达

人尿激酶原 -过程工程学报，’II’，!（"）：BBN V B"’&
［ [］ D1(6@A, ^- OHP /.@:U,.( 1 A=8/3;A/3$:>;1?9/ 198A141$=91>/- E_

H:-I [BN NBM P%
［ Q］ 北京大学生物化学教研室 -生物化学实验指导 -第一版 -北

京：人民教育出版社，%!Q!，QM V QB&
［ N］ 夏其昌 -蛋白质化学研究技术与进展 -北京：科学出版社，

%!!Q，%I’ V %IQ&
［ !］ 张树政，孟广震，何忠效，等 -酶学研究技术（上册）-北京：科

学出版社，%!NQ，N[ V !N，’QQ V ’NI&
［%I］ 矫庆华，张启先，王祯祥 -大肠杆菌青霉素酰化酶的提纯及其

性质的研究 -微生物学报，%!N[，!/（M）：’"B V ’"!-
［%%］ 刘又年，古映莹，舒万艮，等 -!4淀粉酶的超滤研究 -中南工业

大学学报，%!!Q，!1（"）："I% V "IM&
［%’］ 张龙翔，张庭芳，李令媛，等 -生物化学实验方法和技术 -第二

版 -北京：高等教育出版社，%!!Q，%%% V %%[&
［%M］ O6?:,> F，W,99/> ‘ P，R1$,9;:. \ ‘，$+ /. - J:9:3,$/;3,@ $/;A:U

<:3 U/;/3$,.1;,:. :< >6(13> 1.U 3/91;/U >6?>;1.@/>- 4%/.1+),/.

;-$<)’+#1，%!"[，!1（M）：M"I V M"[&
［%B］ 杜中军，朱水芳，黄文胜，等 -毕赤酵母外源基因表达系统研

究进展 -生物技术通报，’II’，4：Q V %%&
［%"］ ‘:@A G，a1?9:0>7, _，K83/,.1; P，$+ /. - EZ;3/$/9= ;A/3$:>;1?9/

1$=9:9=;,@ /.T=$/ <3:$ ;A/ 13@A1/?1@;/3,6$ 01#*,*,,2’ 32#)*’2’ -

=68> 8),#*9)*.*?1 @$++$#’，%!!I，03：’% V ’[-

!B"’II"，X:9-B" H:-B 李 辉等：重组超耐热酸性!4淀粉酶的分离纯化及其性质研究



!"#$%$&’($)* ’*+ ,#),-#($-. )% #-&)/0$*’*( -1(#-/-23 (4-#/).(’02- ’*+ ’&$+!.(’02- ’/32’.-

"# $%&’，( )*+ ,&-.!/&-.01 2*3 "&!4&5 "# 2%.!6&.5 ,#7+ 8&.0!9%-’!
（’ !"#$%$&$’ () *%+,(-%(.(/0，1’%2%"/ ’:::;:，34%"5）（( 34%"’#’ 6+57’80 () 9+%’"+’#，1’%2%"/ ’:::5<，34%"5）

（1 95"0&5" :’"’ ;%8%$%’7 3(8<5"0，1’%2%"/ ’:::;1，34%"5）

（5 =6 *’7%+5. 3’"$,’ ’’’3=，>’<5,$8’"$ () *’7%+%"’ ?"%@’,#%$0 () 35.%)(,"%5 5$ 95" A,5"+%#+( 5’=: 3.’8’"$ 9$,’’$，95" A,5"+%#+(，36 <5’(’，?96）

50.(#’&(：3>?@A6A4B ?9A@6CD?-E4A -.F -G&F!D?-E4A!!-6B4-DA H@CF%GAF EB B%+4%5 <5#$(,%# )I’’=JHK#L<M!76B!((; N-D
H%@&O&AF ?C A4AG?@CH9C@A?&G 9C6C0A.A&?B EB ?9A D?AHD CO %4?@-O&4?@-?&C. -.F K7)3P K%@&O&G-?&C. CO -EC%? ’’QR OC4F N-D
-G9&ASAF N&?9 -. CSA@-44 B&A4F CO (<Q;T P #?D 6C4AG%4-@ NA&09? N-D AD?&6-?AF ?C EA -EC%? ==UV EB IVI!K7)3 P W9A
&DCA4AG?@&G HC&.? N-D =Q:（@CC6 ?A6HA@-?%@A）P X&G9-A4&D GC.D?-.? CO ?9A A.YB6A OC@ DC4%E4A D?-@G9 N-D ’Q’(0J"P W9A
G-@EC9BF@-?A GC.?A.? N-D ’=Q5T EB ?9A H9A.C4!D%4O%@&G -G&F 6A?9CFP W9A CH?&6%6 ?A6HA@-?%@A -.F H$ CO ?9A A.YB6A
-G?&S&?B NA@A <=Z-.F 5Q= @ADHAG?&SA4B P W9A A.YB6A -G?&S&?B N-D D?-E4A %.FA@ @CC6 ?A6HA@-?%@A &. ?9A H$ @-.0 CO 5Q: [
RQ: OC@ 5; 9C%@D P7EC%? \:T CO ?9A &.&?&-4 A.YB6A -G?&S&?B N-D 6A-D%@AF -O?A@ ’9 CO &.G%E-?&C. -? ’’:Z P W9A -G?&S&?B
N-D D?@C.04B &.9&E&?AF EB ]A( ^，L@( ^ -.F L%( ^，_9&4A L-( ^ 9-F .C AOOAG? C. &? P VWW -.F 3VW7 9-F .C AOOAG? C. ?9A
-G?&S&?B P
6-3 7)#+.：3>?@A6A4B ?9A@6CD?-E4A -.F -G&F!D?-E4A!!-6B4-DA，K%@&O&G-?&C.，K@CHA@?&AD

]C%.F-?&C. &?A6：L9&.ADA ‘-?&C.-4 K@C0@-6D OC@ IG&A.GA -.F WAG9.C4C0B VASA4CH6A.?（(::’a7R:;a:1!:1）
!LC@@ADHC.F&.0 -%?9C@ P WA4：;\!’:!\(\(;5;(；3!6-&4：b/9’(15cB-9CCP GC6P G.

dAGA&SAF F-?A：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
’’!:=!(::5

84- 9$:4(4 9+$()#$’2 ;)’#+ )% 5&(’ <$&#)0$)2):$&’ =$*$&’

9>?8@A!?B!CD?9E
"# ,&!4%. 7G-FA6&G&-.
（3(..’/’ () 1%(.(/0，34%"’#’ 6/,%+&.$&,5. ?"%@’,#%$0，1’%2%"/ ’:::<5，34%"5）

F?C9!9>?8@A!?B!CD?9E
W7‘ $%-!@C.0 K@COADDC@
（ !"#$%$&$’ () *%+,(-%(.(/0，34%"’#’ 6+57’80 () 9+%’"+’#，1’%2%"/ ’:::;:，34%"5）
"* VA!@% K@COADDC@
（ !"#$%$&$’ () :’"’$%+#，9’+("7 *%.%$5,0 *’7%+5. ?"%@’,#%$0，945"/45% (::511，34%"5）
_7‘) 7C!/%-. K@COADDC@
（ !"#$%$&$’ () *%+,(-%(.(/0，34%"’#’ 6+57’80 () 9+%’"+’#，1’%2%"/ ’:::;:，34%"5）
8* 2&.!EC K@COADDC@
（9+4((. () ;%)’ 9+%’"+’，945"7("/ ?"%@’,#%$0，C%"5" (=:’::，34%"5）
e* ,&-.!0%C K@COADDC@
（D5$%("5. !"#$%$&$’ () 3(88&"%+5-.’ >%#’5#’# B,’@’"$%(" 5"7 3("$,(.，34%"’#’ 3’"$’, )(, >%#’5#’ 3("$,(. 5"7 B,’@’"$%(" ，
1’%2%"/ ’:((:\，34%"5）

<9<;9A= @E 8D9 ;@5A>
L7# 2C.0!OA.0 L$3‘ 2C.0!/&.0 L$3‘) L9& V+‘) e&%!Y9% ]7‘ 2%.!4&%
)*+ ,%. $* ]%!/%-. $* 2%-.!B-.0 $*7‘) "& "* L9A.0!H&.0
X#‘ $-.0 8#7‘ I9&!b%. I$7+ 2&!6&.0 I$3‘) ,%. W7‘) $C.0
W#3‘ KC _7‘) K&.0 _7‘) $%-!6&.0（*I7） e#3 $C.0 27‘) I%!D9A.0
f$7# f9C.0!9A f$7‘) 2-C!H&.0（*I7） f$3‘) W&-.!4&.0 f$* a-C!/%-. f$*)3 ,&-.

<5B5G?BG 9>?8@A=
_7‘) ,&.!O-.0 _7‘) X&.

:== 微生物学报 6+$5 *%+,(-%(.(/%+5 9%"%+5 (::=，gC4P5= ‘CP5




