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摘 要：对地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’）高温!4淀粉酶（98?7）基因进行改造获得的基因突变体（98?7I），通
过 RJS 扩增，将此基因分别克隆至大肠杆菌表达载体 L2H$$%和毕赤酵母表达载体 LRTJBU上，并分别转化大肠杆
菌 KV#!和毕赤酵母 WP&&#感受态细胞，获得重组大肠杆菌和重组毕赤酵母。通过表达产物的酶活性检测和 PKP4
R3W7分析，证明突变!4淀粉酶（38?7I）在大肠杆菌、毕赤酵母中获得有效表达。对重组大肠杆菌产生的!4淀粉酶
的粗酶性质分析表明，此酶分子量约为 ##XK9。其最适反应温度为 ’%Y ) B%Y，与野生型基因相比，其最适 LV均为
"Z%，但不同的是突变体在 LV #Z% ) #Z#时表现出较高的酶活力；在毕赤酵母细胞的表达产物可分泌至胞外。由于
酵母可对蛋白进行糖基化，酶分子量增加到 "%XK9，最适 LV也改变为 #Z#。此高温!4淀粉酶突变体所具有的在微酸
性环境具有较高酶活力的性质，具有重要的潜在工业应用价值。
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高 温 !4淀 粉 酶（!4&，!4F6E,9A4!4F6E,9A.=?D1.69G0，

7JZ*Z$Z&Z&）是一种重要的工业酶制剂，在淀粉的加工中起

重要作用［&］。淀粉的加工包括以下 * 个步骤：糊化、液化和

糖化。淀粉糊化后的自然 LV为 !Z#，液化过程是在高温下进

行的，常用的高温!4淀粉酶作用的最适 LV为 #Z’ ) "Z#，糖化

过程的最佳 LV !Z$ ) !Z#，在上述过程中就要反复调节 LV，

LV值的调整大大增加了化学试剂的消耗，调整不当还会产

生大量的副产物［$］。如果能研究出既耐高温、又在偏酸性环

境中稳定的!4淀粉酶，将会大大改善淀粉加工的工艺。

来自地衣芽孢杆菌（ !"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’）高温!4淀粉

酶［*］。因其具有的耐高温、高活力等优良特性，是工业上应

用最广泛的高温!4淀粉酶之一［!］。随着生物技术的发展，人

们对于此种蛋白从结构到性质都进行了深入的研究［#］，通过

对其编码基因的改造，来改变酶的性质已成为可能［"］。

巴斯德毕赤酵母表达系统近年来被广泛应用，由于其含

有分泌信号，可将重组蛋白分泌到胞外，人们已成功表达了

多种外源蛋白［( ) B］。本文主要报道的是本实验室得到的一

个高温!4淀粉酶基因的突变体，在大肠杆菌及毕赤酵母中进

行了表达，并对其产生的高温!4淀粉酶进行了相关酶学性质

的研究分析。

" 材料和方法

"#" 材料

"$"$" 菌株、载体和培养基：大肠杆菌（ /’#()-$#($" #,%$）

KV#!、表达载体 L2H$$%、巴斯德毕赤酵母（ 0$#($" 1"’2,-$’）

WP&&# 及其表达载体 LRTJBU均由本实验室保存；质粒 LNJ84
5购自上海 P9AF.A公司；L2H498?7（含野生型!4淀粉酶基因）
和 LNJ85498?7I（含突变体!4淀粉酶基因）由本实验室构建
（文章待发表）。大肠杆菌培养和转化使用 \2培养基。酵母
的培养、转化、筛选和诱导表达使用 ]RK、SK2、IK、II、

2IW]及 2II]等培养基［ ( ］。

"$"$% 主要试剂和仪器：各种限制性内切酶、5! K^3连接酶
及 3"4 K^3聚合酶购自 59U9S9 公司，所用化学试剂均为分
析纯。引物合成由上海博亚公司完成。R7$!%% 扩增仪
（3LL6:0D 2:.G?G-08G）。

"$% 表达载体的构建
根据 W0A29AX 中 ".5/基因的序列以及大肠杆菌和毕赤

酵母表达载体上的多克隆位点的特征，设计合成了两对引

物：R&、R$ 和 R*、R!（表 &）。



表 ! "#$引物序列及其所含酶切位点
!"#$% & ’%()%*+% ,- ./0 1234%2 "*5 367 2%7623+6 736%

.234%2 ’%()%*+%（89:;9） 0%7623+6 736%
.& <!=<<!!/<!=<<</<</<<<<</==（>?#1） !"#0!
.> //==<!///!<!/!!!=<</<!<<<!!=<（>@#1） $%&A!
.; //=<<!!/<!==/<<<!/!!<<!===（>?#1） !"#0!
.B /!=/==//=//!<!/!!!=<</<!<<（>?#1） ’#(!

以质粒 1C/4!:"4DEF为模板，分别以 .&、.> 和 .;、.B 为

引物，进行 ./0扩增，.&、.> 扩增产物经过 !"#0!、$%&A!
双酶切连接至 1GH>>I，.;、.B 扩增产物经过 !"#0!、’#(!双

酶切连接至 1.J/@K。

!%& 转化及转化子筛选
将重组质粒 1GH>>I:"4DEF、1.J/@K:"4DEF转化 ! L "#)*

MA8"感受态细胞，在含氨卞青霉素的抗性 NG平板上筛选转
化子，提取质粒并进行酶切鉴定。将转化子（MA8"O1GH>>I:
"4DEF）点种在含 &P可溶性淀粉的 NG平板上，观察是否出
现透明的淀粉水解圈。

提取 1.J/@K:"4DEF质粒，经 $+)#酶切后，回收大片段，
电击法转化毕赤酵母 =’&&8，涂布 0MG平板，;IQ培养直至
转化子出现，用牙签挑取转化子对应点种到 FF和 FM平板
上，;IQ培养 >5，在 FM 平板上生长正常，在 FF平板上不生
长或者生长不正常的转化子为阳性转化子（=’&&8O1.J/@K:
"4DEF）［R］。

!%’
!%’ 重组蛋白的 ()(* "+,-分析

!%’%! ’M’:.<=E：参照文献［&I］进行。

!%’%. 重组蛋白的诱导表达和样品制备：重组大肠杆菌的
培养与诱导参照文献［&&］进行，离心收集菌体，用 IS84N
84,$ON T"/$溶液重悬菌体，剧烈震荡破碎细胞，离心取上清，
在 &IIQ下水浴煮沸 &I43*，进行 ’M’:.<=E检测。重组酵母
的培养与诱导参照文献［R］进行。离心取上清在 &IIQ下水
浴煮沸 &I43*，进行 ’M’:.<=E检测。

!%/ 重组!*淀粉酶活性测定和酶学性质分析

!%/%! ":淀粉酶活力的测定：参考文献［&>］测定酶活力。

!%/%. 蛋白含量测定：用考马斯亮蓝染色法（G2"5-,25法）［&;］

测定粗酶液中的蛋白质含量。

!%/%& 酶的最适反应温度：在不同温度下测定酶活力，以酶
活最高者为 &IIP。

!%/%’ 酶的最适反应 1A：将酶液分别用 1A ;S8 U RSI磷酸氢
二钠:柠檬酸缓冲液稀释，测定酶活力，以酶活最高者为

&IIP。

. 结果和分析

.%! 表达载体 012..3*456-7和 0"8#9:*456-7的构建
以 .&、.> 为引物扩增出的 %&,!- 基因片段大小约为

&S8V#，./0 产物经 !"#0!和 $%&A!酶切。将双酶切基因
连接至 1GH>>I 上，转化大肠杆菌 MA8"。提取质粒以

!"#0!、$%&A!双酶切检测，得到两个片段，分别为 &S8V#
和 ;S?V#，证明正确插入了外源基因。

以 .;、.B 为引物扩增出的 %&,!- 基因，./0 产物经

!"#0!、’#(!双酶切，将双酶切基因连接至 1.J/@K上，克隆

至大肠杆菌 MA8"中。提质粒，经 !"#0!、’#(!酶切鉴定，

得到 &S8V# 和 @S;V#的两个片段（图略），表明重组 1.J/@K:

"4DEF质粒构建成功，1.J/@K:"4DEF质粒 经 $+)#酶切，回

收大片段，电击转化毕赤酵母 =’&&8。

.%. 重组大肠杆菌和毕赤酵母的筛选

.%.%! 重组大肠杆菌的筛选：点种在含 &P淀粉的 NG
（<412）平板上，由于":淀粉酶水解淀粉可以产生透明圈，以

不含 %&,!基因的 MA8"O1GH>>I做对照，对照没有观察到淀

粉水解圈，而含有 %&,!-基因的 1GH>>I:"4DEF转化子均出

现水解圈。

.%.%. 重组毕赤酵母的筛选：用 0MG筛选到 @>个 A37W 转化

子，进一步用 FFOFM筛选，得到 R;个醇氧化酶破坏（4)6X ）

的克隆。对这些转化子进行诱导表达，利用淀粉遇碘变蓝色

的原理，定性测定":淀粉酶的活力，从 R;个阳性转化子中筛

选到 >个较高":淀粉酶活力的菌株。

.%& 重组蛋白的诱导表达和酶活检测
重组大肠杆菌 MA8"经诱导培养，破碎细胞后所得即为

粗酶液；重组毕赤酵母，经过甲醇诱导培养，上清即为粗酶

液，在相同条件下，进行初步酶活检测：在重组大肠杆菌中，

<4DE的比活力为 RS@CO4Y，<4DEF的比活力为 ZS&CO4Y；而

在重组酵母中的 <4DEF比活力高达 &I>CO4Y。

此粗酶液在 &IIQ处理 &I43*，再次离心收集上清，经

’M’:.<=E检测重组蛋白；图 &:<泳道 & 和 > 分别为 <4DEF
与 <4DE经温度诱导表达产物，泳道 ;为不含基因的空白对

照，泳道 &、>在大约 88 VM" 的位置出现一条明显的蛋白条

带；表明 <4DEF在重组大肠杆菌得到有效表达，这与所报道

的一致［&B］。

将粗酶液表明":淀粉酶由于毕赤酵母能将外源蛋白进

行分泌表达，粗酶液中其它蛋白含量很少。在大约 ?IVM"的

位置出现了明显的条带（图 &:G泳道 ;）。表明毕赤酵母经过

诱导也高效表达了":淀粉酶。

.%’ 重组!*淀粉酶的酶学性质

.%’%! 酶作用的最适温度和温度稳定性：1A ?SI时，在不同

温度下，测定":淀粉酶活力。获得温度活力曲线；高温":淀

粉酶突变体（<4DEF）与野生型（<4DE）基本一致，酶的最适反

应温度均为 ZI U @IQ，在 Z8Q水浴 ;I43*，<4DEF和 <4DE剩

余酶活力为 @IP以上。

.%’%. 酶作用的最适 1A和：1A稳定性：Z8Q时，在不同 1A
下（!R酸性环境）测定酶活力。获得 1A:活力曲线：重组大

肠杆菌高温":淀粉酶（<4DE）与突变体（<4DEF）的最适 1A
均为 ?SI，但 <4DEF在 1A 8SI U 8S8，酶活力远远高于 <4DE，

尤其在 1A 8SI，前者比后者酶活力高 8ZP。由此可见，更适

Z>Z MC G3*Y:#3*Y .( %) L O/"(% -*"0#1*#)#+*"% 2*3*"%（>II?）B?（8）



合用于淀粉的加工过程。重组毕赤酵母!!淀粉酶的最适反
应 "#为 $%$，在 "# $%& ’ (%&，重组蛋白有较高的酶活力，毕
赤酵母中表达的重组蛋白比大肠杆菌中的 "#下降 &%$，在

"# $%&放置 )&*+,，最适条件下，-*./0和 -*./剩余酶活力

1&2左右。

图 ! 重组!"淀粉酶 #$#"%&’(分析
3+456 787!9-:/ ;,;<.=+= >?@ ABC!!;*.<;=C +, ! 5 "#$%（-）;,D & 5

’()*#+%)（ E）5 05 0?<CFG<;@ HC+4BA *;@IC@； JBC -*./ =B?HCD ;=

;@@?HBC;D5 -：6 5 KCF?*L+,;A "@?AC+, "@?DGFCD L. 8#$!M"ENOO&!;*./；

O5 KCF?*L+,;A "@?AC+, "@?DGFCD L. 8#$!M"ENOO&!;*./0；)5 PC4;A+QC

F?,A@?< ?> 8#$!M"ENOO&5 E：6 5 PC4;A+QC F?,A@?< ?> :766$M"9RSTI；O5

SG<AG@C =G"C@,;A;,A ?> UC;=AM"9RSTV!;*./0 H+AB?GA +,DGFC*C,A；)5

KCF?*L+,;A "@?AC+, =CF@CFACFD L. :766$M"9RSTI!;*./05

)*+*, 酶的保存稳定性：粗酶液在室温（O& ’ )(W，$ ’ T月）
和冰箱冷藏（XW）放置 6O&D，剩余酶活力分别为 Y&2和 T&2，
与无锡赛德生物工程有限公司的产品报道基本一致，表明重

组毕赤酵母产生的!!淀粉酶突变体具有良好的稳定性，

, 讨论

本研究构建的重组大肠杆菌和重组毕赤酵母经过诱导，

均可有效的产生高温!!淀粉酶。高温!!淀粉酶基因突变体
在大肠杆菌中表达，787!9-:/结果显示，除了目的蛋白外，
还含有很多其他杂蛋白，这将不利于!!淀粉酶的后处理。酶
学性质分析表明，其最适反应温度、"#均与林剑等［6$］报道的
一致，突变体!!淀粉酶的作用 "#与报道［6X］的有差异，突变
体（-*./0）比野生型（-*./）酶蛋白在 "# $%& ’ $%$ 有更高
的酶活力。

本研究发现在毕赤酵母中真正能产生高酶活!!淀粉酶
的转化子只有表型鉴定为阳性转化子的 O%(2，这可能与基
因的同源重组有关，外源基因首先要整合到染色体上，而且

要在正确位置发生替换、读码框正确，基因才能得到有效表

达。突变体基因在毕赤酵母中的表达，酶学性质研究表明，

其重组蛋白性质与大肠杆菌中表达的有较大差异，其分子量

为 Y&I8;，比重组大肠杆菌中的大了 $I8;，最适 "#值与 "#
稳定性比前者下降了 &%$个 "#，这可能都与酵母表达系统对
蛋白质的后加工有关，某些位点发生糖基化修饰，这也与顾

园等的报道［6Y］一致。酶的比活力结果也显示重组毕赤酵母

经过发酵，所分泌的蛋白中的高温!!淀粉酶含量较高。毕赤
酵母表达系统可以通过优化培养条件，改善发酵工艺来提高

外源蛋白的表达量，由此可见，此突变体基因有望进一步提

高蛋白的表达量。本实验所构建的重组毕赤酵母所表达的

高温!!淀粉酶突变体，除了拥有所报道耐高温的性质外，还
有在微酸性环境中具有较高酶活力的特点，因而它具有重要

的潜在的工业应用前景。
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现代生物技术实验室安全与管理（生命科学实验指南系列）

庞俊兰 孔凡晶 郑君杰 编著 ^ b ;6 b ;)^Z?; b *U:I)^Z6 *;;ZI< 6ZI;;元
本书重点阐述了现代生物技术实验室的安全与管理。全书共分为 =章，包括实验室电、气、化学

试剂的安全使用，微生物实验室生物安全与管理，基因工程实验室的安全与管理和放射性同位素实验

室的安全与管理。第 *至 =章后均附有相关的法律和法规。
本书可作为高等院校生物技术相关专业的大专生、本科生、研究性的实验室安全教材，同时也是

从事现代生物技术实验教学、科研及管理工作人员必不可少的工具书。
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