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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。
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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。
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