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超耐热酸性!!淀粉酶基因的克隆及其在酵母细胞中的表达
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摘 要 用 JK/ 方法扩增来源于极端嗜热厌氧古菌 A2*(0(00)& -)*#(&)& 中的超耐热酸性!O淀粉酶的结构基因，将该结构基因引

入载体 5JZK:G 中，将重组质粒 5JZK:GO<7C 转化大肠杆菌 =\;!细胞，测序结果表明，克隆到的!O淀粉酶结构基因为 9$";85，其

编码的成熟肽为 P$; 个氨基酸。将正确构建的重组质粒转化毕赤酵母 D499; 细胞，得到酵母工程菌株。在酵母!O]+-6&, 及

6BC9 基因启动子和终止信号的调控下，超耐热酸性!O淀粉酶在甲醇酵母中大量表达并分泌到胞外，该酶的表达受甲醇的严

格调控和诱导，随着诱导培养时间的增加，在培养基上清液中的单位体积酶活力相应上升，在诱导培养 M3 后酶活力达到最大

值。该酶最适反应温度为 :" ^ 9""_，最适反应 5\ 值为 P‘; ^ ;‘;。该酶具有非常好的温度稳定性，在 9""_条件下热处理 ;.，

仍具有 #"a以上的酶活力。该酶的这些优点使其非常适于在工业生产上应用。
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!!淀粉酶，系统名称为!!"，#!葡聚糖!#!葡聚糖水

解酶（!!"，#!$%&’()!#!$%&’()*+,-.*%(/0 123 4565"5"），广

泛应用于食品、酿造、制药、纺织、石油开采等诸多方

面，在工业生产中占有极其重要的地位，是目前用途

最广的一种酶制剂［"］。

7.’+(08(’90.:&; !"#$%$%%&’ (&#)$’&’（激烈热球菌）

是一种生活在海底温泉附近的极端嗜热厌氧古菌，

其最适生长温度达到 "<<=［6］。来源于 !"#$%$%%&’
(&#)$’&’ 的!!淀粉酶不同于中温或普通高温!!淀粉

酶，由于其具有的耐热及耐酸的性质［4，#］以及其活力

不需 2(6 > 的保护［?］等特点受到了人们的关注，"@@A
年丹麦 B900) 等首先报道了该基因的序列并将该基

因分别在大肠杆菌和枯草杆菌中表达，该基因含有

编码 6? 个氨基酸的信号肽序列，成熟肽共 #4? 个氨

基酸［C］。同年，美国 D*)$ E F 等也报道了该基因的

序列并将其推测的氨基酸序列与其它淀粉酶氨基酸

序列进行了比较［A］。在国内，沈微等将该基因在大

肠杆菌中实现了分泌表达［G］。

超耐热酸性!!淀粉酶在我国具有非常广泛的应

用前景。我国是一个发酵大国，以粮食为原料的发

酵行业如酒精发酵，氨基酸发酵、抗生素发酵、淀粉

糖生产、有机酸发酵、维生素发酵等生产厂很多。用

中温!!淀粉酶和普通高温!!淀粉酶进行生产，首先

将湿淀粉浆由 HI #5< J #5? 调整到 HI C5< 进行液

化，进行下步的糖化还需将 HI 调回到 #5? J #5<，反

复调节 HI 不仅会增加生产成本，而且调节不当会

产生大量的副产物。基因工程菌所产生的超耐热酸

性!K 淀粉酶克服了如上弊病，使产品产量和质量

大大提 高。该 酶 的 耐 酸 及 耐 热 性 质 使 其 可 以 在

HI#5? J ?5?、"<? J "6<=的高温喷射条件下将淀粉

液化，这使得该酶可以在以淀粉为原料的发酵工业

中发挥巨大作用。它的应用可以降低生产成本、提

高转化率、简化工艺、减少环境污染。

目前，有关 ! 3 (&#)$’&’!!淀粉酶基因在酵母细

胞中的表达尚未见报道。本实验从 ! 3 (&#)$’&’ 中将

编码超耐热酸性!!淀粉酶的基因克隆并实现了将其

在常温、好氧的毕赤酵母细胞中的高效分泌表达。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 与 质 粒：供 体 菌 7.’+(08(’90.:&;
!"#$%$%%&’ (&#)$’&’（DBL4C4G）、HMN2@O 质粒、大肠杆

菌 DI?!为本实验室 保 存。受 体 菌 !)%*)+ ,+’-$#)’
EB""? 细胞由姚斌博士赠送。

!"!"# 培养基：大肠杆菌的培养和转化使用 PQ 培

养基。酵 母 的 培 养、转 化、筛 选 和 诱 导 表 达 使 用

RMD、SDQ、LD、LL、QLER 及 QLLR 等培养基［@］。

!"!"$ 试剂：.%$S"、/01#为 M.*;0$( 公司产品；

/+2I"、2N7M、T# DU7 %:$(/0 为 T(O(S( 公司产品；

B(%;*) /H0.; DU7 为 B:$;( 公司产品；DU7 快速纯化V
回收试剂盒、DU7 L(.W0.（$DU7V.%$ S"> 3)4 -%）为鼎

国公司产品；M2S 反应引物由上海 B()$*) 公司合成。

!"# 实验方法

!"#"! ! 3 (&#)$’&’ 基因组的提取：离心收集菌体，

用 T.:/·I2%（HIG5< 的）重悬。加入溶菌酶及 1DT7，

室温放置 "+，加入 BT1 溶液稀释。加入 BDB 和蛋白

酶 O，4A=反应 "+。酚、氯仿抽提后用乙醇沉淀，溶

于含 SU(/0 的无菌水中。

!"#"# M2S 引物合成和基因扩增：以 ! 3 (&#)$’&’ 的

基因组为模板，根据报道的 ! 3 (&#)$’&’!!淀粉酶基

因的结构基因部分［C，"<］设计合成引物：

?XE2E77TT27TEE27777T72TTEE7E2TTE77E
4X2EE77TT2T27TT722277272272
扩增 ! 3 (&#)$’&’!!淀粉酶基因不含信号肽的结

构基因。

M2S 扩增条件：@#= C</，??= C</，A6= C</，4<
个循环。

!"#"$ 重组质粒 HMN2@O!7;, 的构建及转化大肠杆

菌：选用 .%$S"酶切 HMN2@O 质粒，并去磷酸化，同

时用 .%$ S"酶切目的基因 M2S 扩增产物。将二者

用 T# DU7 连接酶连接。用氯化钙转化法将重组质

粒转化大肠杆菌 DI?!感受态细胞，通过氨苄青霉

素抗性筛选转化子。提取质粒，用 M2S、.%$ S"酶

切鉴定是否有外源基因的插入。在该基因内部的下

游及质粒上多克隆位点的上游都有 /+2 I"酶切

位点，所以可用 /+2 I"酶切鉴定外源基因的插入

方向是否正确。又根据质粒多克隆位点上游序列合

成了 ?X测序引物：72T72T7TTE227E27TTE2T，用该

引物及扩增基因时的 4X引物用于测序。

!"#"% 感 受 态 酵 母 细 胞 制 备 方 法：挑 取 !)%*)+
,+’-$#)’ EB""?（I:/K L&9> ）单菌落接入 ?;P RMD 液体

培养基中，于 4<=、6<<.V;:) 培养 "G J "@+。将 ?;P
RMD 培养液接入 ?<;P RMD 液体培养基中，于 4<=、

6<<.V;:) 培养 65?+。将菌液 "<<<.V;:) 离心 ?;:)，弃

上清。加 入 ?<;P 预 冷 的 去 离 子 水，振 荡，洗 涤，

"<<<.V;:) 离心 ?;:)，弃上清。将沉淀重悬于 ?;P
<5";*%VP P:7’ 中，C<<< J A<<<.V;:) 离 心 数 秒。用

?<<&P <5";*%VP P:7’ 重悬菌体。
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!"#"$ !"#$ 法转化酵母细胞：用 !"#!酶切重组质

粒 %&’()*+#,-，使之线性化。将线性化的 .//01 重

组质粒 23# 加入 ./"! 经 .//4变性的鲑鱼精 23#，

混匀。加入 .//"! 感受态酵母，剧烈振荡 56。加入

57/"! &89、:/"! .;/,<=>! !"#$，剧烈振荡 56。7/4，

?//@>,"0，温育 7/,"0。加入 A/"! 2BCD，颠倒温和混

匀，E?4，水浴 .5,"0。室温，.?///@>,"0 离心 ./6，吸

尽上清。用 5//"! 无菌水重悬细胞，涂 F2G 平板，

7/4培养。

将用 重 组 质 粒 转 化 的 转 化 子 定 义 为 HIJ6K>
%&’()*+#,-，同时用不含外源基因的 %&’()* 质粒的

转化反应做对照，将其转化子定义为 HIJ6K>%&’()*
（对照转化子）。

!"#"% 转化子鉴定方法：因为受体菌酵母 9C..5 为

组氨酸缺陷型（L"6M ），不能在不含组氨酸的 F2G 基

本培养基上生长。而转化子的基因组上由于整合上

了 $%&E 基 因 所 以 可 以 在 F2G 培 养 基 上 生 长

（L"6N ）。另外，由于重组的酵母中 ’(). 基因受到

破坏，所以在以甲醇作为唯一碳源的培养基上转化

子就不会生长或生长极其缓慢，表现为甲醇利用缺

陷型（BOKM ）。

从转化平板 F2G 上挑取 L"6N 重组子，将其分别

接种到 BB 和 B2 固体培养基，将能在 B2 培养基

上正常生长，而在 BB 培养基上不能生长或生长极

其缓慢的转化子定义为阳性转化子［..，.?］。

!"#"& 酵母细胞基因组的提取：培养至静止期的菌

体细胞离心后用破菌缓冲液重悬。加玻璃珠，酚 P氯
仿 P异戊醇（?5 P ?E P .），高速振荡。加 Q8 缓冲液，快

速振 荡，高 速 离 心，收 集 水 相，加 无 水 乙 醇 沉 淀

23#。离 心，沉 淀 用 含 F3J6I 的 Q8 缓 冲 液 重 悬，

7A4温育。加入浓度为 E,<=>! 的乙酸铵及无水乙

醇，高速离心，23# 沉淀干燥后用 Q8 缓冲液重悬。

!"#"’ 外源基因的诱导表达：重组质粒与酵母细胞

发生同源重组后可将外源基因整合到酵母染色体

’(). 基因位点上去，该外源基因的表达受甲醇的

严格调控和诱导。选取重组毕赤酵母中的 R 号阳性

转化子，经 5,! GB9H 培养基 7/4培养 ER S，离心取

菌体，换 5,! GBBH 培养基，继续 7/4培养，并每

?ES 补加甲醇连续诱导 ER S［.7］。

!"#"( #+淀粉酶活力测定方法：测定方法参见欧洲

专利［./］。将适当稀释后的 5/"! 粗酶液加入 ?//"!
含 /;5T可溶性淀粉的 5/,,<=>! 磷酸氢二钠 M 柠檬

酸缓冲液，特定反应条件下（温度、%L）温育 .5,"0。

冰上放置停止反应，加入 5//"! /;/.,<=>! 的碘液

（含 .T的碘化钾）。取出 ?//"!，加入 .;R,! 水，测

(*://。在 .,"0 内使吸光值降低 .T的酶量定义为

一个酶活力单位。

!"#"!) 培养基上清液中总蛋白浓缩方法：加入含

/;ET脱氧胆酸钠的三氯乙酸溶液于培养基上清液，

至三氯乙酸的终浓度为 ?/T（+ >+），震荡混合，冰

上孵育 ?/ U 7/,"0。离心 .5,"0，去上清。加 7 倍体

积的丙酮，静置约 ./,"0。离心 .5,"0，去上清，沉淀

物置冰上干燥 ./,"0。用含 ?+巯基乙醇的样品缓冲

液（. V ）溶解沉淀物。

# 结果

#"! 目的基因的 *+, 扩增

电泳检测（图略），通过 &(F 反应得到了 .7//W%
左 右 的 23# 片 段，与 CKII0 报 道 的 ,-./0/001&
21.%/&1&#+淀粉酶结构基因大小一致［:］。

#"# 重组质粒 -*.+(/0123 的酶切鉴定

30/ F$酶切重组质粒 %&’()*+#,- 得到 .;7XW
左右的片段，证明有外源基因的插入。!45L$酶

切重组质粒 %&’()*+#,- 得到 .;?XW 左右的片段，证

明外源基因是按正确的方向插入的（见图 .）。

图 . 重组质粒 %&’()*+#,- 的酶切鉴定

Y"1Z. FI6K@"$K"<0 %JKKI@0 <[ @I$<,W"0J0K \I$K<@ %&’()*+#,-
.：%&’()*+#,- ]"1I6KI] ^"KS !45 L$；?：%&’()*+#,- ]"1I6KI] ^"KS

30/ F$；7：%&’()* ]"1I6KI] "̂KS 30/F$；E：%23# ,J@XI@> 30/F$
N $%6 ]& Z

#"4 重组酵母基因组 561 的 *+, 鉴定

分别提取了以重组质粒 %&’()*+#,- 转化酵母

得到的阳性转化子（HIJ6K>%&’()*+#,-）的基因组、以

空质粒 %&’()* 转化酵母得到的对照转化子（HIJ6K>
%&’()*）的 基 因 组、宿 主 菌 毕 赤 酵 母 9C..5（HIJ6K
9C..5）的基因组。分别以这三个基因组为模板，用

)7?郭建强等：超耐热酸性#+淀粉酶基因的克隆及其在酵母细胞中的表达



扩增该基因时使用的 !"及 #"引物进行 $%& 鉴定。

结果以阳性转化子（’()*+,-$.%/01234）基因组为模

板的反应有 56#78 左右的扩增产物出现，而以对照

转化子（’()*+,-$.%/7）基因组和酵母 9:55! 基因组

为模板的反应均无扩增产物出现，可以证明酵母阳

性转化子（’()*+,-$.%/01234）基因组中已整合了!1
淀粉酶基因（见图 ;）。

图 ; 重组酵母基因组 <=2 的 $%& 鉴定

>?@A; $%& )**)4 BC D(EB38?F)F+ ’()*+ @(FB3?E <=2
5：$B*?+?G( +D)F*CBD3)F+（ +(3-H)+(：’()*+,-$.%/01234 @(FB3?E <=2）；

;：=(@)+?@G( +D)F*CBD3)F+（+(3-H)+(：’()*+,--?E/7 @(FB3?E <=2）；

#：I(3-H)+(：’()*+ 9:55! @(FB3?E <=2；J："<=2 3)D7(D, !"# &# K

$%& L$ A

!"# 重组质粒的序列测定

提取构建好的重组质粒，送上海 :)F@BF 公司测

序部。测序结果证明所插入的外源基因序列与文献

报道［M，5N］完全一致。

!"$ 重组酵母细胞所产!%淀粉酶 &’&%()*+ 分析

将重 组 酵 母 O 号 阳 性 转 化 子（’()*+,-$.%/01
234）和对照转化子（’()*+,-$.%/0）诱导培养 ML，收

集上清液。因为是可溶分泌表达，上清中的蛋白浓

度较低，将上清进行浓缩处理。将 JNN%P 的蛋白上

清用脱氧胆酸钠沉淀后溶于 JN%P 5 Q 蛋白上样缓冲

液后用于 :<:1$29R 分析。结果如图 #，O 号阳性转

化子（’()*+,-$.%/01234）经诱导培养后，上清中有一

条约 MN7< 大小的蛋白表达（箭头所示），而对照转化

子（’()*+,-$.%/0）经诱导培养后，上清中没有此蛋白

的表达。该蛋白由于受到糖基化的修饰，所以其电

泳表观分子量略大于 :+((F 报道的理论分子量［M］。

!", 重组酵母细胞所产!%淀粉酶活性的测定

不同甲醇浓度诱导的实验结果表明，56NS T

图 # 浓缩后培养基上清中总蛋白 :<:1$29R
>?@A# :<:1$29R )F)H4*?* BC +U( EBFE(F+D)+(L

EVH+VD( *V-VDF)+)F+
5：.FLVE(L EVH+VD( *V-(DF)+)F+ BC ’()*+,-$.%/0；;：.FLVE(L EVH+VD(

*V-(DF)+)F+ BC ’()*+,-$.%/01)34；#：WBH(EVH)D X(?@U+ *+)FL)DLA

图 J 不同浓度甲醇诱导与单位体积上清液中的

相对酶活力之间的关系

>?@AJ RCC(E+ BC EBFE(F+D)+?BF BC 3(+U)FBH BF

!1)34H)*( 4?(HL（?FLVE(L CBD # L)4*）

;6NS的甲醇浓度是诱导表达的较理想浓度（见图

J）。在 5S甲醇诱导培养条件下，诱导 MU 后便在培

养基上清液中检测到!1淀粉酶活力，粗酶液水解淀

粉的最适反应温度为 /!Y（见图 !），反应的最适 -Z
为 J6! T !6N（见图 M），该性质与 0BEUA & 报道的 ’ A
()*%#+)+ 产生的!1淀粉酶最适作用温度为 5NNY，最

适作用 -Z 为 !6N 的结论基本相符［#］，:+((F 等将该

基因在原核细胞中表达，其最适作用温度为 5NNY，

最适作用 -Z 为 J6!［M］，也与本实验结论基本一致。

每 ;JU 补加 5S甲醇连续诱导培养，在诱导培养的

前 OJU 内，单位发酵液中的酶活力随时间的增加基

本上呈线性关系，在诱导培养 [L 后，单位发酵液中

的酶活力达到最大值（见图 [）。

!"- 重组酵母细胞所产!%淀粉酶的温度稳定性
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图 ! 重组!"淀粉酶相对酶活力与温度之间的关系

#$%&! ’(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 +3) 0*+$4$+5 ,(
/)*,-6$202+!"0-5708)

图 9 重组!"淀粉酶相对酶活力与 .: 之间的关系

#$%&9 ’(()*+ ,( .: ,2 +3) 0*+$4$+5 ,( /)*,-6$202+!"0-5708)

图 ; 诱导时间与单位体积上清液产生的!"淀粉酶

活力之间的关系

#$%&; ’(()*+ ,( $2<1*+$,2 +$-) ,2!"0-5708) 5$)7<

酵母工程菌株表达产生的超耐热酸性!"淀粉酶

具有 良 好 的 温 度 稳 定 性。粗 酶 液 分 别 经 9=>、

?=>、@==>热处理 !3 后，仍具有较高的剩余酶活力

（见图 ?）。粗酶液在 @?>贮存 A=< 仍具有 ?!B以上

的剩余酶活力，在 C>贮存 @D=<，仍具有 ?=B以上的

剩余酶活力。

! 讨论

来源于 ! & "#$%&’#’ 的!"淀粉酶由于其具有的耐

图 ? 不同温度条件下重组!"淀粉酶的剩余活力

与时间的关系

#$%&? E3)/-07 8+06$7$+5 ,( +3) /)*,-6$202+

!"0-5708) 0+ 40/$,18 +)-.)/0+1/)

热及耐酸性质近来受到关注。但由于 ! & "#$%&’#’ 属

于极端嗜热厌氧古菌，其最适生长温度达到 @==>，

极难在工业生产上应用，因此将该基因克隆并构建

能够用于工业生产的工程菌株具有重要意义。目前

的研究基本限于将其在原核细胞中进行表达，并且

大多无法实现有效的分泌表达。本文首次实现了将

该基因在毕赤酵母细胞中表达，构建了可以在常温、

好氧条件下大规模培养的工程菌株。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。该工程菌株表达产生的!"淀粉

酶可溶，并且可以有效分泌到胞外，这样就避免了在

纯化过程中进行细胞破碎、包涵体变复性的步骤，为

蛋白纯化提供了便利。

图 ? 可见重组!"淀粉酶具有良好的热稳定性，

耐酸性远优于目前常用的来源于嗜热脂肪芽孢杆菌

和地衣芽孢杆菌的耐热!"淀粉酶，而且在毕赤酵母

中表达的重组蛋白，在微酸性环境更加稳定，可能与

酵母对蛋白的糖基化有关，某些糖基化位点发生糖

基化。酶学性质与文献［9"?］报道的相同，文献中均为

原核表达，而本研究为真核表达，有较大的不同点。

目前工业上常用双酶法水解淀粉制糖，自然 .: 为

CF= G !F= 的淀粉浆需经液化和糖化两个过程处理。

来源于地衣芽孢杆菌的耐热!"淀粉酶最适 .: 为

!F! G ;F=，而来源于黑曲霉的糖化酶最适 .: 为 CF!
G !F=，因此淀粉浆需先加碱调整 .: 进行液化，液化

液还需再加酸调整 .: 才能用于糖化。如果在生产

工艺中使用 ! & "#$%&’#’/ 的!"淀粉酶则可省去两步

酸、碱调节的步骤。另外，由于 ! & "#$%&’#’/ 的!"淀
粉酶其热稳定性和活力均不需 H0D I 的保护，所以在

液化的过程中无需添加 H0D I ，也不用在下游的工艺

@CD郭建强等：超耐热酸性!"淀粉酶基因的克隆及其在酵母细胞中的表达



中去除 !"# $ ，可以简化生产工序，降低生产成本。

该酶的耐热、耐酸及其活性不需 !"# $ 保护的特性，

可以使其在工业生产上发挥重要的作用。
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