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摘 要:对具有高淀粉酶活性的南极菌Pseudoalteromonassp.A211-5的全基因组数据进行了分析和筛选,筛选获

得α-淀粉酶疑似序列amy3809,并采用基因工程手段对该基因的功能和性质进行验证和分析。首先,以淀粉酶

Amy3809的完整开放阅读框(ORF)为模板设计特异引物,克隆获得amy3809的全序列并对其进行重组表达,获得

的重组蛋白采用镍柱进行分离纯化;DNS-还原糖法测定重组酶的酶学性质;薄层层析(TLC)技术对Amy3809的酶

解产物进行分析。实验结果:1)克隆获得的amy3809成功地连接到pET-30a载体,并在工程菌E.coliBL21(DE3)
中实现了高效表达,纯化的重组酶Amy3809分子量为67kDa;2)重组酶Amy3809在10~40℃的范围内仍能保持

85%以上的酶活,但随着温度的升高酶活迅速降低,70℃时几乎失活,表明该酶具有良好的低温耐受特性及热敏感

性;3)最适pH为7.0,在pH5.0~10.0的范围内仍能保持50%以上的活性;4)金属离子Na+,K+和Ca2+均能提高

Amy3809的活性,而Cu2+,Fe2+,Mg2+和EDTA则能显著降低Amy3809的活性;5)Amy3809的酶解产物主要为麦

芽四糖、麦芽三糖、麦芽糖和葡萄糖。由此可知,南极菌产的α-淀粉酶Amy3809,具有良好的低温耐受特性,热敏感

性和较广的pH耐受范围,并能够有效地将淀粉降解为低聚糖和葡萄糖,因而具有潜在的工业应用前景。
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α-淀粉酶(α-1,4-glucan-4-glucanohydrolase;EC3.2.1.1)是一种内切葡糖苷酶,能够特异性的作用于α-
1,4糖苷键,从而将可溶的淀粉、糖原等大分子糖类物质降解为糊精、麦芽糖以及葡萄糖等小分子量的还原

糖,从而迅速降低了淀粉的黏度,起到液化作用,所以α-淀粉酶也称为液化酶[1]。α-淀粉酶主要归属于糖苷

水解酶(GlycosideHydrolase,GH)13,57和119家族,但绝大多数为GH13家族成员(http:∥www.cazy.
org/Glycoside-Hydrolases.html)。

α-淀粉酶广泛地来源于动物、植物和微生物,特别是微生物来源的α-淀粉酶由于生产成本低、生产工艺

简单高效,因而广泛地应用于食品、纺织、发酵、造纸等领域[2-3]。目前,对来源于Bacillussp.的α-淀粉酶研

究最为深入,主要是由于该类酶具有良好的热稳定性[4]。近年来,随着对α-淀粉酶的工业应用要求不断提

高,筛选和开发具有高催化活性、底物特异性、热稳定性、金属离子和变性剂耐受性及广泛pH适应性的特殊

催化特性的α-淀粉酶,成为工业应用领域关注的焦点[5]。
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在工业生产中,淀粉先要蒸煮糊化然后加入淀粉酶对其水解,但这种传统方法会消耗大量的热能进而使

其生产成本提高。近年来,采用常温酶降解生淀粉的研究得到广泛的关注,目前,已发现了多个能够降解生

淀粉的淀粉酶,这些酶能够在低于淀粉糊化的温度下直接对生淀粉进行降解,该工艺有效地降低了能耗,简
化了操作流程,从而缩减了生产成本[6-7],因此在诸多工业领域显示出重要的应用前景。

南极海域不同于淡水、土壤等陆地环境,具有低温、高盐和强辐射等环境特征,生存于其中的微生物具有一

些与其特殊环境相适应的形态学、生理学和遗传学上的特异性,因而蕴藏着大量功能独特的低温酶资源。目

前,已报道的淀粉酶大多来自陆地和海洋微生物[8-12],而有关南极微生物的淀粉酶尚未见报道。本实验室在前

期工作中,从南极沉积物中筛选获得了大量具有产淀粉酶活性的南极菌株,采用高通量测序技术获得了高产酶

菌株Pseudoalteromonassp.A211-5的全基因组数据,筛选获得了淀粉酶疑似序列amy3809,并对其进行异源

表达和酶学性质研究,以期获得具有潜在应用前景的高活性、高稳定性的α-淀粉酶。

1 材料和方法

1.1 菌株

产淀粉酶菌株Pseudoalteromonassp.A211-5分离自第32次南极科考采集的阿蒙森海深海沉积物

(128°08'42″W,71°53'55″S),纯化的菌株保存于自然资源部第一海洋研究所菌种库(-80℃)。

1.2 试剂和材料

蛋白胨(Oxoid)、酵母粉(Oxoid);可溶性淀粉(天津市大茂化学试剂厂);IPTG(Solarbio);卡那霉素

(Solarbio);麦芽糖标准样品(Miragen);E.coliBL21(DE3)(北京全式金生物技术有限公司);表达载体

pET-30a(His·Tag)(Takara);NiSepharose(GEHealthcare);硅胶板(MerckKGaA);其他试剂为国产分

析纯。

3,5-二硝基水杨酸溶液:182g四水合酒石酸钾钠溶解于600mL蒸馏水中,加入21gNaOH,6.3g
DNS,5mL苯酚,5g亚硫酸钠,定容到1000mL容量瓶中,储存于棕色瓶中;展开剂:根据实验需求正丁

醇、冰乙酸、蒸馏水按2∶1∶1的体积比配制;显色剂:量取200mL的丙酮于250mL烧杯中,再加入4g二

苯胺,再加入4mL的苯胺,20mL的磷酸溶液,混匀后储存于棕色瓶中备用。

1.3 α-淀粉酶amy3809的克隆

1.3.1 引物的设计

以全基因组测序获得的淀粉酶基因amy3809完整ORF为模板,设计特异性扩增引物(http:∥seq.ye-
astgenome.org/cgi-bin/web-primer);分析序列的限制性内切酶位点,并在引物的5'端和3'端分别引入相应

限制性内切酶位点,特异性引物由金斯瑞生物技术有限公司合成:上游引物(5'-CGCCATATGCAGTT-
TATGTATCCGCAGTACTGT-3')添加BamHI酶切位点;下游引物(5'-CCCAAGCTTTGTTAATACT-
GCGCTGCTAAA-3')添加XbaⅠ酶切位点

1.3.2 PCR扩增

以南极菌A211-5基因组为模板进行PCR扩增。PCR体系(50μL):2×TaqPCRMasterMix(Tiangen)

25μL,通用引物27F、1492R各1μL,细菌基因组DNA模板1μL,灭菌蒸馏水。

PCR扩增程序:首先95℃预变性5min,然后95℃变性30s,55℃退火30s,72℃延伸1.5min,扩增

30个循环;最后72℃延伸10min,扩增获得的PCR产物采用琼脂糖凝胶进行回收纯化。
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1.4 α-淀粉酶基因amy3809的表达

1.4.1 表达载体的构建

采用BamHI/XbaI内切酶分别对扩增的PCR产物和表达载体pET-30a进行双酶切,利用T4DNA
Ligase连接纯化的目的基因和表达载体,从而构建重组质粒amy粒3809+pET-30a,并将其转化TOP10感

受态细胞。重组菌接种于含卡那霉素(50mg/L)的LB液体培养基中37℃培养16h,涂布平板筛选阳性克

隆。提取阳性克隆的重组质粒转化E.coliBL21(DE3)表达宿主,转化的菌株涂布于LB固体平板(含50
mg/L卡那霉素)于37℃培养24h。

1.4.2 重组质粒的鉴定

挑取在板上产生透明圈的重组菌,提取重组质粒,采用双酶切和测序两种手段对重组质粒的插入片段进

行验证,测序由南京金斯瑞生物技术有限公司完成。

1.5 重组α-淀粉酶Amy3809的纯化

按1%的接种量将重组菌接种在含卡那霉素(50mg/L)的50mLLB培养基中,37℃,150r/min培养6
~7h;从50mL液体培养基中取3mL菌液加到300mL的液体培养基,振荡培养至OD600为0.6~0.8时,
加入终浓度为0.5mmol/L的IPTG,16℃,125r/min条件下培养24h;经过诱导的重组菌于4℃、9000
r/min的条件下离心15min,收集菌体;采用pH为7.0的PBS缓冲液重悬菌体,然后于4℃、10000r/min
的条件下离心10min,获得粗酶液。

收集的粗酶液采用Ni-NTAHisTagKit进行纯化[13],洗脱液为含有不同浓度咪唑 (40,80,120,160,

200mmol/L)的PBS缓冲液(pH=7.0),将不同浓度的洗脱液进行合并,采用SDS-PAGE方法对重组蛋

白的分子量和纯度进行鉴定。

1.6 重组α-淀粉酶Amy3809的酶学性质研究

1.6.1 酶活测定方法[14-15]

反应体系为:1mL粗酶液,1mL底物(2mg/mL淀粉溶于pH7.0的磷酸缓冲液),50℃反应30min,
采用DNS法测定水解产生的还原糖吸光值。酶活力单位定义:1mL酶液在50℃和pH=7.0条件下1min
催化产生1μg还原糖(以葡萄糖计)所需的酶量。每组实验设3个平行,取平均值。

1.6.2 重组α-淀粉酶Amy3809的性质

分别在10,20,30,40,50,60和70℃的反应温度下测定酶活,以确定其最适反应温度;分别在40,50,60
℃的条件下保温0,1,2,3,4,5,12,24h,然后测定其残余酶活,确定该酶的热稳定性;分别采用不同pH范围

的缓冲液:NaAC-HAC(pH为4.0~5.0),Na2HPO4-NaH2PO4(pH为6.0~8.0),Gly-NaOH(pH为9.0~
10.0),Na2HPO4-NaOH(pH=11.0),以测定其最适pH;分别配制含100mmol/LEDTA,Na+,K+,Ca2+,

Mg2+,Cu2+,Ba2+,Sr2+,Mn2+,Ni2+,Fe2+,Fe3+的溶液,加入到稀释酶液中使其终浓度达到5mmol/L,以
不加任何离子所测的酶活力定义为100%,以测定金属离子对Amy3809的影响。

1.7 降解产物分析

将1mL重组酶Amy3809与1mL底物(2mg/mL淀粉溶于pH7.0的磷酸缓冲液)在50℃条件下反

应6h,沸水浴10min终止反应,离心备用。

1.7.1 薄层层析法(TLC)[16]

吸取一定量的麦芽糖标准样品、葡萄糖标准样品和反应产物上清,点于硅胶板上放入加有15mL展开

剂的层析槽中进行层析。在通风橱内层析约6h,取出风干后用喷壶均匀喷洒显色剂于硅胶板上,等待风干

后将硅胶板于90℃烤箱中烘烤10min左右,直至样品显色效果明显。



84   海 洋 科 学 进 展 38卷

2 结果与分析

2.1 基因克隆及序列分析

通过特异性引物克隆获得的α-淀粉酶基因amy3809序列全长为1866bp,编码619个氨基酸,预测其理论

分子量为67kDa。相似性比对结果表明,Amy3809与AmyAc-3家族成员具有高度的相似性,与:α-amylasefu-
liginea(WP_033029470.1),α-amylaseMelDa3(PLT24194.1),α-amylaseruthenica(WP_082079259.1)和α-
amylaseS3431(WP_033039320.1)序列的相似性高达64%以上(图1)。

图1 Amy3809氨基酸序列的多重比对结果

Fig.1 MultiplesequencesalignmentofAmy3809withknownalpha-amylase

2.2 α-淀粉酶Amy3809的表达与纯化

经双酶切和测序验证后的重组质粒amy3809+pET-30a成功转化到E.coliBL21.(DE3)(图2)。SDS-
PAGE的结果表明,0.5mmol/L的IPTG能够显著诱导重组蛋白的表达量,且该重组酶可溶性表达的比例

很高(图3),同时也验证了目的基因,成功地实现了高效异源表达。
重组蛋白经镍柱纯化后可得到单一的蛋白条带,其洗脱液中咪唑浓度为120mmol/L。SDS-PAGE结

果显示重组酶Amy3809分子量约为70kDa,与推测的理论分子量一致(67kDa)。纯化后的Amy3809经标

准酶活测定方法测定,其比活力为343U/mg。
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注:M 为 核 酸 marker;泳 道 1 为 重 组 质 粒

amy3809+pET-30a;泳道2为经BamHI/Xba

Ⅰ双酶切的重组质粒amy3809+pET-30a;箭头

所指的为目的基因

图2 重组质粒的双酶切结果

Fig.2 Doubleenzymedigestionof
recombinantplasmids

注:M为蛋白 marker;泳道1为未诱导的全细胞;泳道2为

16℃诱导16h的全细胞;泳道3为未诱导的细胞裂解液上清;

泳道4为16℃诱导16h的细胞裂解液上清;泳道5箭头所指

为目的蛋白

图3 Amy3809蛋白表达的SDS-PAGE分析

Fig.3 SDS-PAGEofAmy3809

2.3 重组酶Amy3809的性质

纯化后的重组酶Amy3809在温度为50℃时呈现最高的酶活,且在10~40℃的范围内仍能保持85%
以上的酶活,但当反应温度升高为60℃时,酶活显著下降,70℃时几乎失活,表明该酶具有良好的低温耐受

特性及热敏感性(图4)。热稳定性实验表明,该酶在低温条件下具有较好的稳定性,当温度为40℃时,保温

24h的条件下,仍可保持在50%以上的初始酶活;50℃保温12h,残留酶活仍能达到50%以上;当温度升高

到60℃时,其稳定性显著下降。与大多低温酶类似,α-淀粉酶Amy3809在低温下较稳定,随着温度的升高

稳定性显著降低(图5)。

图4 温度对重组酶Amy3809活性的影响

Fig.4 Theeffectoftemperature
ontheactivityofAmy3809

图5 温度对重组酶Amy3809稳定性的影响

Fig.5 TheeffectofthermostabilityonAmy3809
atdifferenttemperaturesandtimepoints
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Amy3809具有较广的pH耐受范围,其最适作用pH=7.0,但该酶在pH5.0~10.0的范围内,仍保持

50%以上的初始活性(图6)。
金属离子对重组酶Amy3809的活性具有显著的影响,如图7所示,5mmol/LNa+,K+,和Ca2+能够提

高重组酶Amy3809的活性,但Cu2+,Fe2+,Mg2+和EDTA则显著降低α-淀粉酶Amy3809的活性,尤其是

Cu2+,Fe2+和 Mg2+(图7)。

图6 pH对重组酶Amy3809活性的影响

Fig.6 TheeffectofpHonthe
activityofAmy3809

图7 金属离子对重组酶Amy3809活性的影响

Fig.7 Theeffectsofmetalionsandmetalsalts
ontheactivityofAmy3809

2.4 酶解产物的分析

注:泳道 M为麦芽寡糖标准品;G1-G7分别为葡萄糖、麦芽糖、麦芽

三糖、麦芽四糖、麦芽五糖、麦芽六糖和麦芽七糖;泳道1为淀粉溶液;

泳道2为Amy3809与淀粉反应6h后的产物;泳道3-泳道8分别为

麦芽糖、麦芽三糖、麦芽四糖、麦芽五糖、麦芽六糖和麦芽七糖

图8 重组酶Amy3809降解产物的TLC分析

Fig.8 TLCofthehydrolysisproductsof
recombinanAmy3809

为验证重组酶Amy3809对可溶性淀粉的降解特

性,我们采用薄层色谱(TLC)分析手段进行了分析,
结果如图8所示。由图8可见,重组酶Amy3809能

够有效地将可溶性淀粉降解为葡萄糖及不同聚合度

的麦芽寡糖,其麦芽寡糖主要组成为麦芽四糖、麦芽

三糖和麦芽糖。根据酶解产物的差异,可将α-淀粉酶

分为两类:糖化型α-淀粉酶和液化型α-淀粉酶。二者

主要的差异在于,液化型α-淀粉酶最终酶解产物为寡

聚糖和糊精,而糖化型α-淀粉酶则随着反应时间的延

长,除了有寡聚糖产生外,还会有葡萄糖终产物的产

生。由图8可见,经过6h的反应,重组酶Amy3809
的终产物中检测到大量的葡萄糖产物,因此,我们初

步推测该酶为糖化型α-淀粉酶。

3 讨 论

迄今为止,已有大量淀粉酶从海水、海洋沉积物、
海藻、海洋软体动物、淡水和土壤等环境微生物中分

离获得,但多数已报道的淀粉酶活力低、稳定性差,无
法满足工业化生产的需求[17],因此活性高、稳定性好
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的中温淀粉酶的筛选和发现仍具有重要意义。南极具有独特的自然环境[18],因而孕育了丰富多样的生命形

态,其在极端环境(如低温、高压、低营养输入、无光)下的生存机制,造就了各种具有独特生理活性的活性物

质和酶系[19-21]。本研究的α-淀粉酶基因amy3809 来自于南极适冷菌(Pseudoalteromonassp.A211-5),目前

有关南极微生物产淀粉酶的研究尚不多见,重组α-淀粉酶Amy3809的酶学性质研究表明,该酶具有很好的

低温耐受及热敏感特性、活性强、pH适应性广,因而具有潜在的应用价值。
重组α-淀粉酶Amy3809的最适作用温度为50℃,但随着温度的升高酶活迅速降低,70℃时几乎失活,

表明该酶具有良好的低温耐受特性及热敏感性,据此推测此特性应该与其来源地南极生境相符。本研究结

果略低于已有的中温α-淀粉酶,如刘洋等[16]和Sodhi等[22]报道从芽孢杆菌分离的α-淀粉酶最适反应温度为

55℃;而Igarash等[23]和黄彦超等[24]报道的α-淀粉酶最适反应温度为60℃。中温酸性的α-淀粉酶在啤

酒酿造以及淀粉糖浆行业中都具有显著的应用优势,首先,酸性淀粉酶能够与糖化酶协同作用增加淀粉的水

解效率;其次,中温淀粉酶能够在较低的反应温度下进行淀粉降解,节能降耗;此外,中温淀粉酶也更容易灭

活。因此,中温α-淀粉酶的开发和应用势在必行[25]。Amy3809的最适pH为7.0,且在pH在5.0~10.0的

范围之内仍保持着较高的酶活,具有广泛的酸碱耐受性,该特性与已报到的α-淀粉酶 AmyWQJ以及菌株

825产的α-淀粉酶pH适应性相一致[26-27],由于该酶具有良好的酸碱耐受性,因此具有潜在的工业生产和应

用前景。
金属离子通常会对酶的活性产生影响,在研究中Ca2+,K+,Na2+能够显著地提高Amy3809的酶活,该结

果也与已有的报道相一致[27-29],很多海洋微生物来源的酶在Ca2+的作用下酶活能够得到提到,推测可能是

因为Ca2+与酶中的特定氨基酸的羰基形成的配位键,对于稳定酶分子的三维结构起到了重要作用,该结果

也与α-淀粉酶Amy3809产生菌的生境特征相符合;而Cu2+,Fe2+和 Mg2+可能是通过与Ca2+竞争活性中

心的结合位点,从而抑制其活性,而该酶确切的催化机理尚需进一步研究。
重组α-淀粉酶Amy3809能够有效地将可溶性淀粉降解为麦芽四糖、麦芽三糖、麦芽糖和葡萄糖等小分

子的寡糖和单糖,该结果也与已有的报道相似,α-淀粉酶AmyWQJ水解木薯淀粉的终产物为麦芽六糖和麦

芽七糖,还有其他不同聚合度的糊精[26];α-淀粉酶rBD5063水解可溶性淀粉,随时间延长缓慢释放低聚寡

糖、麦芽糖和葡萄糖,水解17h后,释放大量低聚寡糖[30];α-淀粉酶AmyH水解淀粉的第1个明显的寡聚麦

芽糖产物是麦芽三糖,最终产物为多种低聚麦芽寡糖[31]。
鉴于α-淀粉酶Amy3809低温耐受及热敏感特性,以及广泛的pH耐受范围,加之高效的可溶性表达,使

得该酶在洗涤、食品、污水处理等行业中具有广阔的应用前景,该研究也为南极微生物资源的开发利用提供

了新思路。

4 结 语

本文对来自南极Pseudoalteromonassp.A211-5的α-淀粉酶基因Amy3809进行了克隆表达和酶学性

质研究。结果表明,异源表达的重组α-淀粉酶Amy3809的最适作用温度为50℃、最适作用pH为7.0,且该

酶具有良好的低温耐受和热敏特性以及较宽泛的pH适应范围;金属离子Na+,K+和Ca2+能够激活重组α-
淀粉酶Amy3809的活性,而Cu2+,Fe2+,Mg2+和EDTA则对其活性具有抑制作用;且该酶能够有效地将可

溶性淀粉降解为麦芽四糖、麦芽三糖、麦芽糖和葡萄糖。综上可见,α-淀粉酶Amy3809具有良好的低温耐受

和热敏特性以及较广的pH耐受范围,能够有效地将淀粉降解为低聚糖和葡萄糖,因此在工业生产中具有潜

在的应用价值。
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ExpressionandCharacterizationofα-amylaseAmy3809From
AntarcticBacteriumPseudoalteromonassp.A211-5
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(1.KeyLaboratoryofMarineEco-EnvironmentalScienceandTechnology,FirstInstituteofOceanography,MNR,

Qingdao266061,China;

2.ChemicalEngineeringInstitute,QingdaoUniversityofScience& Technology,Qingdao266061,China)

Abstract:ThecompletegenomeofastarchdegradationbacteriaPseudoalteromonassp.A211-5fromAnt-
arcticsamplewasanalyzedbybioinformaticsmethodsandaputativealpha-amylaseamy3809wasscreened.
Expressionandcharacterizationoftheputativealpha-amylaseamy3809wasinvestigatedinthispaper.The
alpha-amylaseamy3809wasclonedandexpressedbygeneticengineeringmethodfirstly;then,therecom-
binantenzymeAmy3809waspurifiedbyNi-NTAchromatographyandthecharacterizationofrecombinant
Amy3809wasdeterminedbydinitrosalicylicacidmethod;thehydrolysisproductofrecombinantAmy3809
wasanalyzedbythin-layerchromatography(TLC)finally.Theresultsarelistedasfollows:1)There-
combinantexpressionvectors(pET-30a+amy3809)washigh-efficiencyexpressedinE.coliBL21(DE3).
ThepurifiedrecombineAmy3809revealedasinglebandonsodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegelelec-
trophoresis,withanapparentmolecularweightof67kDa;2)Theoptimumtemperatureoftherecombi-
nantAmy3809was50℃,anditcanmaintainmorethan85%oftheinitialactivitybetween10℃to40℃,

buttheactivitydeclinedrapidlyover50℃andtheactivitywasalmostcompletelylostwhenthetempera-
tureat70℃,theresultsshowedthatrecombineAmy3809hasgoodlowtemperatureresistanceproperties
andthermalsensitivity;3)TheoptimumpHoftherecombinantAmy3809was7.0,anditmaintainedas
muchas50%ofitsmaximumactivitybetweenpH5.0~10.0;4)Amy3809wasactivatedbyNa+,K+and
Ca2+,butitwassignificantlyinhibitedbyCu2+,Fe2+,Mg2+andEDTA;5)Thin-layerchromatographica-
nalysisindicatedthatAmy3809degradedsolublestarchgeneratingmaltotetraose,maltotriose,maltose
andglucoseasthefinalproducts.TheuniquecharacteristicsofAmy3809,includingitslowtemperaturere-
sistance,thermalsensitivity,awiderangeofpHtolerance,impliedthatthisenzymemightbeaninterest-
ingcandidateforindustrialprocesses.
Keyword:alpha-amylase;expression;enzymaticcharacterization;enzymatichydrolysis
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