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摘 要：在仔猪结肠内容物中分离出一株能利用淀粉的芽孢杆菌 !"#$%%&’ KG* 73%#，构建了全基因组 +1L 文库，从

中筛选出!6淀粉酶基因 "()*，分析测定了其核苷酸序列并进行了表达；其中 "()* 编码的蛋白有 "$# 个氨基酸、分

子量为 ":I#M+；它与已报道的 !"#$%%&’ (+,"-+.$&( 的!6淀粉酶序列有 E8N的同源性。经过氨基酸序列比较分析还发

现，L.CO 含有淀粉酶家族中 ! 个高度保守的酶催化活性区。经多步纯化，重组酶的比活共提高了 $$I$ 倍，获得凝

胶电泳均一的蛋白样品；经 3+36PLQ; 检测，L.CO 酶分子量为 "JM+。该酶的最适反应温度为 ""R S #%R，酶的最适

反应 GT 为 JI%，在温度不超过 ""R时，酶活较稳定；L.CO 能迅速降解淀粉生成麦芽寡糖，属于内切糖苷酶。
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淀粉是高等植物体内碳水化合物的主要储藏形

式，广泛存在于谷物、豆类的种子和果实中［&］。淀粉

酶也就是降解淀粉的一类酶，在生物体的糖类代谢

过程中起着非常重要的作用。根据蛋白质氨基酸序

列的同源相似性，大部分淀粉酶都归属于糖苷水解

酶 &8 家族，即!6淀粉酶家族［$］。目前发现的常见淀

粉酶类根据其作用方式可概括为以下几类：内切淀

粉酶：如!6淀粉酶、!6麦芽糖淀粉酶等；外切淀粉酶：

如"6淀粉酶、葡萄糖淀粉酶、!6葡萄糖苷酶等；脱支

淀粉酶：如异淀粉酶、普鲁兰酶、新普鲁兰酶等；转移

酶：如环状糊精葡萄糖转移酶、寡糖基转移酶等。事

实上，由于酶来源的广泛性和多样性，其产物的“糖

谱”类型也极丰富多样。内切淀粉酶中最常见的是

!6淀粉酶（!6L.C)<K,），即!6&，!6葡聚糖6!6葡聚糖水

解酶（!6&，!6H)?-<A6!6H)?-<A(DCV0()<K,，;4* 8I$I&I&），

能水解淀粉分子内部!6&，!6葡萄糖苷键，水解产物

常有糊精、麦芽寡糖、麦芽糖和葡萄糖等［8］。!6淀粉

酶是目前世界上最早生产、产量最大的工业酶制剂

品种之一，在食品、纺织、医药和饲料等工业中都有

非常重要的应用。

本文利用微生物厌氧培养技术，在仔猪结肠内

容物中分离出一株能利用淀粉的细菌，初步鉴定为

芽孢杆菌 !"#$%%&’ KG* 73%#。本文报道了该菌编码

的!6淀粉酶的基因序列，并和其它微生物来源的!6

淀粉酶的基因序列进行同源性比较分析，通过酶学

性质研究，深入探讨了该!6淀粉酶对淀粉的水解机

制，为更好地了解淀粉在动物肠道中的降解过程提

供了一些理论基础。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和质粒：受体菌大肠杆菌（ /’#0+.$#0$"
#1%$）+T"!、WX$&（+;8）和质粒 GY4&: 购自 P0(.,H< 公

司；质粒 G;96$&< 购自 1(Z<H,A 公司。

"#"#$ 试剂：限制性内切酶和核酸分子量标准购自

上海申能博采公司；9! +1L 连接酶购自北京经科公

司；2"3 +1L 聚合酶购自鼎国公司；蛋白质分子量标

准、淀粉天青、牛血清白蛋白和麦芽寡糖购自 3=H.<
公司；其它化学试剂均为国产分析纯。提纯试剂盒

7=[<0V P4\ P0,GK +1L P?0=]=-<^=(A 3CK^,. 购 于

P0(.,H< 公司；含有 "%#H_.X 氨苄青霉素的 XW 培养

基用于细菌的培养，按文献［!］配制。筛选培养基另

添加有 %I!N的显色剂淀粉天青。不同 GT 值的缓

冲液 体 系 如 下：GT$I% S $I$ 的 24)6T4) 缓 冲 液；

GT8I% 的 Q)C6T4) 缓冲液；GT!I% S "I% 的 TL-61<L-
缓冲 液；GT#I% S :I% 的 90=K6T4) 缓 冲 液；GTEI% S
&%I% 的 Q)C61<‘T 缓冲液；GT&&I% 的 1<$TP‘!61<‘T
缓冲液；GT&$I% S &8I% 的 24)61<‘T 缓冲液。



!"# $%& 的提取和纯化

基因组 !"# 提取、纯化，以及质粒的提取参见

文献［$］。

!"’ $%& 文库的构建和筛选

参照文献［%］的方法，将 !"#$%%&’ &’( )*+, 的基

因组 !"# 用 *"&-#!部分酶切后，回收得到 - . /01
的 !"# 消化片段；用 !"(2!酶切并脱磷的 ’345/
质粒连接，转化 ) ( #*%$ !2%"，在含 #6’ 的 78 琼脂

平板 上 进 行 克 隆 质 粒 的 初 步 挑 选 和 分 离，获 得

!"#$%%&’ &’( )*+, 的基因组 !"# 的随机基因文库。

将获得的阳性转化子接种在筛选培养基琼脂平板

上，分离在周围形成透明晕环的菌落作为产淀粉酶

的阳性克隆。从该克隆菌株中提取质粒，进行酶切

分析。

!"( 基因测序及蛋白序列分析和同源性比较

将确定含有插入片段的阳性克隆送上海申能博

彩公司进行测序，测序结果的拼接由 !"#*9* :;% 软

件完成。蛋白序列分析和同源性比较采用网上程序

87#*<（ ===( >?1@ ( >A6( >@B ( CDEF87#*<F）和 软 件

!"#*9* :;% 分析完成。

!") 基因的克隆

根据 "(+, 基因测序结果，设计合成如下引物：

上 游 引 物：%GH#I#4#<#<I###4#I4<#<I<#####H
-G；下 游 引 物：%GH<I###I4<<#4<444<<<<<<4#I<H
-G，上游引物 %G端含 -./!位点，下游引物 %G端含

0$1J#位点。以 !"#$%%&’ &’( )*+, 的染色体 !"#
为模板，用高保真的 !"# 聚合酶进行 K4L 扩增；扩

增条件：M$N 56@>，$/N 56@>，O:N :6@>，-+ 个循环。

电泳检测 K4L 扩增产物约 5;,01。扩增产物大小与

预期 结 果 相 符。将 以 上 片 段 纯 化、酶 切，与 载 体

’P<H:5Q 相连后，转入受体菌大肠杆菌 87:5 中，用酶

切检测的方法筛选出含重组质粒的菌株。

!"* 酶活力的测定

用 +;+%6DAF7 <R@&H24A 缓冲液（’2 O;+）配制淀粉

浓度为 +;%S（)FT）的底物溶液，采用 UV)Q 的实验

室微 量 比 色 法［,］测 定。一 个 酶 活 力 单 位 定 义 为

,+N下 5 分钟液化 5$C 可溶性淀粉所需的酶量。

!"+ 蛋白质测定和电泳分析

按 8RQJWDRJ 方法［O］测定 2:/+，以牛血清白蛋白绘

制标准曲线。分子量的测定参照 7QX66A@［/］的 *!*H
K#IP 方法。

!", 酶水解产物的硅胶板薄层色谱分析法

按文献［M］的方法，展开剂为正丁醇 Y乙酸 Y水 Z
:Y5 Y 5，上行展开 : 次。显色剂为 $C 二苯胺和 $67

苯胺溶于 :++67 丙酮和 :+67 /%S磷酸的混合液。

硅胶板浸泡显色剂后，在红外烤箱（%++)）中 M+N烘

5+ . 5%6@> 可见层析结果。

# 结果和讨论

#"! 基因组文库的筛选

从已构建的 !"#$%%&’ &’( )*+, 的全基因组文库

中通过筛选，获得两个阳性克隆菌株 ’34$+（!2%"）

和 ’34%+（!2%"）；对它们提取质粒并进行酶切电泳

分析，发现两个质粒分别含有 $;501 和 %;:01 的插

入片段。将其中的 ’34 $+（!2%"）送上海申能博彩

公司测序。

#"# 基因序列的测定及分析

测序结果经拼接后发现其中含有一个 5;,01 的

开放阅读框架。用 !"#*9* 软件分析可知，该 "(+,
基因编码区全长 5%/51’，编码 %:, 个氨基酸，预计蛋

白分子量为 %/;,0!，等电点为 ,;-,；IX>8Q>0 登记号

为 #[M,5+M,。

#"’ !"#$ 的同源性比较

通过 87#*<K 程序对 "(+, 基因编码的蛋白序

列 进 行 分 析 比 较，发 现 与 已 报 道 的 !"#$%%&’
(/3"4/5$&(［5+］和 !"#$%%&’ 6*%+(+7"［55］的"H淀粉酶序列

有着很高的同源性，同源性分别为 M-S 和 %-S；通

过对该蛋白序列进行氨基酸序列比较分析后发现，

"(+, 中存在着"H淀粉酶家族中 $ 个特有的高度保

守 的"H淀 粉 酶 催 化 活 性 区［5:］，即 LXC@D>!（5$:

!7TT"2）、LXC@D>%（:-$!IUL7!##72）、LXC@D>#（:OM

PT)!）、LXC@D> 9T（-$5% U7<"2!）。这些都表明 "(+,
可能是一个"H淀粉酶编码基因。

图 ! 微生物淀粉酶的系统进化树

U@C(5 KB\ADCX>X]@? ]RXX& DW 6@?RD1@QA Q6\AQ&X

P>^\6X Q11RXE@Q]@D>：#_[U， !"#$%%&’ &’( )*+, "HQ6\AQ&X；8_P，

!"#$%%&’ (/3"4/5$&(［5+］；8K‘，!"#$%%&’ 6*%+(+7""HQ6\AQ&X［55］；a4#，

8"149*(*1"’ #"(6/’45$’ "HQ6\AQ&X［5-］； !<2， :$#4+*3%*(&’

49/5(*69$%&("HQ6\AQ&X［5$］；87#，!"#$%%&’ %$#9/1$;*5($’"HQ6\AQ&X［5%］；

8##， !"#$%%&’ "(+%*%$<&/;"#$/1’ "HQ6\AQ&X［5,］； 8*#， !"#$%%&’

’4/"5*49/5(*69$%&’"HQ6\AQ&X［5O］(
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对 !"#$ 和几种已报道的微生物!!淀粉酶的氨

基酸序列一起进行分类聚类计算，获得这些微生物

淀粉酶 类 的 蛋 白 系 统 进 化 树（图 "）。结 果 表 明

#$%& 与 常 见 的 几 种 微 生 物 的!!淀 粉 酶 如 ’(#、

’##、’)# 等有明显的差别，而与 %!&’(()* "+,!-+.’)"
和%!&’(()* /0(#"#1! 等的!!淀粉酶，如 ’*+ 和 ’,-
有着很高的相似性，应归于专门一类。

!"# 表达质粒 $%&’( 的检测

通过酶切检测方法筛选出含重组质粒的菌株

’(."（/+0#&），将 该 菌 株 进 行 123 的 摇 床 培 养 和

4,05诱导后，离心收集菌体和上清，处理后分别测

定酶活，并以含空质粒 /+0!."6 的菌株裂解液为相

应空白对照，测得菌体破碎液和上清中都含有明显

的!!淀粉酶活力，说明 !"#$ 基因获得了 稳 定 的

表达。

!") 重组菌株的培养和诱导

2 7 &0(’ ’(."（/+0#&）接种于装有 1$( (’ 培养

基的试管中，123、..89:$;< 摇床振荡培养 "=> 后转

入装有 ?8$( (’ 培养基的三角瓶中，123、..89:$;<
摇床振荡培养，当瓶中培养液的菌体密度 34=88 为

8@2 左右时，加入 "8"( 4,05 溶液（.8A）并继续在

123条件下诱导培养 B>。培养结束后 =8889:$;< 离

心 "?$;< 获得上清，以上清为粗酶液进行纯化。

图 ! ’*+( 表达和纯化的 ,-,./’0% 分析

&;C7. )D)!,#5+ EF G>H /I9;F;HJ #$%& F9E$ 2 7 &0(’ ’(."（/+0#&）

*7*EKHLIK69 $6MM $69NH9M；"@O9IJH H<P%$H；.@,I9;F;HJ #$%&7

!"1 酶的分离纯化

全部操作均在 B3进行。将粗酶液置于冰浴中

缓慢加入硫酸铵至 B8A 饱和度，B3 静 置 Q> 后，

"88889:$;< 离心 .8$;< 去沉淀。上清液加到预先经

含 B8A饱和度硫酸铵的 8@8?$EK:( 09;M!ROK 缓冲液

（/R 2@8）平衡好的 -LG%K!MH/>69EMH O(!B’ 疏水柱层析

柱上端（"@? S "8L$），先用同样缓冲液充分洗脱，再

用含 B8A T 8A饱和度硫酸铵的 8@8?$EK:( 09;M!ROK
缓冲液（/R 2@8）梯度洗脱，流速 8@=$(:$;<，分步收

集，分别测定酶活力和 5.Q8并收集酶活峰，将所得酶

液用 8@8?$EK:( 09;M!ROK 缓冲液（/R 2@8）透析过夜后

进行浓 缩。酶 液 上 预 先 经 同 样 缓 冲 液 平 衡 好 的

)H/>6JHU 5!"88 层析柱（.@= S "88L$）顶端，用相同缓

冲液洗脱，流速每管 8@?$(:$;<，分步收集，分别测

定酶活力和 5.Q8并收集酶活峰。浓缩酶液后作 )D)!
,#5+（QA分离胶）分析显示为一条带（图 .）。经过

以上各步提纯，最终淀粉酶 #$%& 的比活共提高了

约 ..@. 倍，酶活回收率为 ?B@VA（表 "）。

表 2 !.淀粉酶（’*+ (）的分离纯化

06WKH " ,I9;F;L6G;E< EF!!6$%K6MH（#$% &）

,I9;F;L6G;E<
MGH/

0EG6K
6LG;X;G%
:Y

0EG6K
/9EGH;<
:$C

)/HL;6K
6LG;X;G%
:（Y:$C）

,I9;F;L6G;E<
FEKJ

ZHLEXH9%
:A

O9IJH H<P%$H "81?@= ""=@8 Q@V "@8 "88@8

B8A（[RB）.)-B QQ8@" QB@. "8@? "@. QB@?

-LG%K!)H/>69EMH O(!B’ 2B1@8 "1@V ?Q@1 =@= 2"@2

)H/>6JHU 5!"88 ?=Q@2 .@QQ "V2@? ..@. ?B@V

!"3 酶的基本性质

!"3"2 分子量的测定：用 QA 分离胶的 )D)!,#5+
测出 #$%& 的分子量为 ?2ND。

!"3"! 化学试剂对酶活力的影响：.8$$EK:( 的各种

金属盐离子、柠檬酸盐离子、+D0# 和 )D) 溶液分别

与 "A淀粉底物溶液等体积混合后，以之为底物各

自加入 #$%& 测定酶相对活力，以正常条件下测定

的酶液活力为 "88A。从表 . 结果可以看出，金属

离子 OI. \ 、&H1 \ 、&H. \ 、]<. \ 对酶活有显著抑制作用，

*C. \ 、*<. \ 有微弱的抑制作用，^\ 、O6. \ 和表面活

性剂 )D) 有微弱的激活作用，而其他一些离子如

[6\ 、(;\ 则对酶活影响不大。实验还证明，金属熬

合剂 +D0# 和柠檬酸盐离子对酶就有很强的抑制作

用，推测 #$%& 可能属于金属酶，并且受到了糖类代

谢三羧酸循环中重要产物柠檬酸的反馈抑制。

表 ! 化学试剂对酶活力的影响

06WKH . +FFHLGM EF L>H$;L6K 9H6CH<GM E< 6$%K6M!! H 6LG;X;G%
ZH6CH<GM ZHK6G;XH 6LG;X;G%:A ZH6CH<GM ZHK6G!! ;XH 6LG;X;G%:A
[E<H "88 *<. \!! V8@"
[6\ "8B@" &H. \!! 8
(; \ "8=@Q ]<. \!! 8
*C. \ Q2@1 &H1 \!! 8
O6. \ ".=@2 OI. \!! 8
^\

!!""8@B )D) ".=@B
+D0# "=@8 O;G96GH B?@?

!"3"4 /R 和温度对酶活力和稳定性的影响：/R
2@8 时，在不同温度条件下测定 #$%& 的活力，获得

温度!活力曲线；酶的最适反应温度为 ??3 T =83。

?83时，在不同 /R 条件下测定 #$%& 的酶活力，获

Q2Q 微生物学报 5&-! 6’&.07’0(0,’&! 8’9’&! .88?，_EK7B? [E7=



得 !"#活力曲线；酶的最适反应 !" 为 $%&。将酶液

在不同温度中分别保温 ’&()* 后，各自测定残余酶

活力，以未保温的酶液活力为 +&&,，获得温度#稳定

性曲线；结果表明，酶活力在不超过 --.时较为稳

定。将 酶 液 在 不 同 !" 条 件 下 分 别 在 -&. 保 温

’&()*，各自测定残余酶活力，以未处理的原酶液活

力为 +&&,，获得 !"#稳定性曲线；结果显示，/(01
能在较宽的 !" 范围内（!" 2 3 +4）保持稳定。这说

明该酶可以在 !" 变化较大的消化道中保持稳定并

在中性的肠道环境有效地降解淀粉。

!"# 酶的水解性质

!"#"$ 不同淀粉底物酶解速度比较：用 &%&-(5678
9:);#"<6 缓 冲 液（!" $%&）配 制 底 物 浓 度 为 +%&,

（=7>）的各种淀粉溶液，向 &%-(8 淀粉糖底物中加

入 &%-(8 /(01 酶液，混匀后 2&.保温 +&()*，?@A
法测定溶液中还原糖的生成速度，以可溶性淀粉的

水解速度为 +&&,，计算酶对其他底物的水解速度。

由表 2 的结果可以看出，/(01 对大部分来源的淀粉

均有较好的水解效果，但对右旋葡聚糖和环状糊精

没有水解活性。这表明 /(01 不能水解除!#+，B#葡
萄糖苷键以外的其他葡萄糖苷键。

表 % 不同淀粉底物酶解速度的比较

9CD6E 2 FE6CG)HE )*)GC6 ;!EEI J:5( GKE E*L0(CG)M K0I:560LCGE 5J

!
!!!

I)JJE:E*G ;GC:MK ;ND;G:CGE;

AND;G:CGE FE6CG)HE )*)GC6
;!EEI7, AND;G:CGE FE6CG)HE )*)GC6

!! ;!EEI7,

!!A56ND6E ;GC:MK +&& /(065!EMG)* +’’
AGC:MK（M5:*） !!+&B ?EOG:C* &

AGC:MK（;PEEG !5GCG5） +Q- !!! #<0M65IEOG:)* &
AGC:MK（:)ME） QB AGC:MK（DEC*） +$R

!"#"! !#淀粉酶水解产物的分析：用 &%&-(5678 9:);#
"<6 缓冲液（!" $%&）配制底物浓度为 +%&,（=7>）的

可溶性淀粉溶液，向 &%-(8 淀粉底物中加入 &%-(8
/(01 酶液，混匀后 2&.保温反应不同的时间，分别

取样用碘液［+R］和硅胶板薄层色谱的方法分析（图

2）。在碘色反应过程中，水解产物与碘呈色反应显

示，由起初的深蓝色逐渐变浅，缓慢到紫红色，至最

终的无色；而从图 2 可以看出，起初淀粉的水解产物

是一系列分子量大小各异的麦芽寡糖，随着反应的

进行，大分子的寡糖逐渐减少，小分子的寡糖逐渐增

加，这表明其对淀粉的水解是一个渐变的内切过程；

从图中还可以看出，淀粉水解的终产物主要为麦芽

三糖，少量的麦芽四糖和五糖，微量的六糖、七糖等，

产物中不含有葡萄糖和麦芽糖，表明该酶是一个液

化型的淀粉水解内切酶［+Q］。此外该酶对能抵抗一

般淀粉酶降解的抗性淀粉和直链淀粉含量较高的豆

类淀粉都有理想的水解作用，表明该酶可能在猪结

肠中抗性淀粉的消化和代谢过程中起重要作用。

图 % !&淀粉酶水解产物的硅胶板薄层色谱分析

1)ST2 9K)* 6C0E: MK:5(CG5S:C( 5J GKE E*L0(CG)M K0I:560LCGE 5J ;GC:MK

+%AGC*IC:I ;NSC:;（U4#UR）；4%+K；2% 4K；B% BK；-% ’K；’%+4K；$%

4BK；R%BRK；Q% FE;);G ;GC:MKT
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