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米根霉 �-淀粉酶基因的克隆与表达

李 松, � 王正祥*

(江南大学 生物工程学院, 江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 以博德研究公布的米根霉基因组信息为基础设计引物, 分别从两株米根霉中克隆得到大

小为 1 386 bp的 �-淀粉酶编码基因。通过比对分析发现该淀粉酶基因内部不含内含子, 两条基因

的相似度为 95. 54%, 基因编码产物相似度为 97� 84%。基因编码产物属于淀粉酶家族13成员, 具

有淀粉酶家族所特有的 4个典型的高度保守区域。以质粒载体 pET-28a ( + )为基础构建相关表

达载体,实现了两个淀粉酶在 E col i 中的功能性表达。两个淀粉酶在 E col i BL21 ( DE3) codon-

Plus宿主中的表达量相对较高,分别为 1� 3 U / mL 和0� 5 U / mL。其中一个淀粉酶经 Ni亲和柱纯

化后,用于进行(马铃薯)淀粉水解实验,终产物中葡萄糖质量浓度约为 10 g/ dL, 麦芽糖质量浓度

约为 74 g / dL, 其它低聚糖含量较少。
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Gene Cloning and Expression of Rhizopus oryzae �-Amylase

LI Song, � WANG Zheng-x iang*

( Schoo l of Bio technolog y, Jiangnan Univer sity, Wux i 214122, China)

Abstract:Based on Rhiz opus or y z ae complete genome sequence published by Broad Institute, tw o

1389-bp gene sequences coding a-amylase w ere cloned from tw o R . or y z ae st rains. Sequences

alignment indicated that there w as no int ron ex isted in the tw o amylase genes, and the tw o genes

have a similarity of 95. 54% and the similarity betw een the gene products w as 97. 84% . T he gene

pr oducts belongs to the amylase family 13 and have four classical highly conser ved regions that

observed in most a-amylases. Recombinant plasmids fo r expression o f the cloned a-amylase genes

w er e const ructed based on the plasmid vector pET-28a ( + ) . a-Amy lases display ed higher

expression levels in E col i BL21 ( DE3) codon plus st rain, the a-amylase activity w ere achiev ed at

1. 3 U/ mL and 0� 5 U/ mL, respect ively. One of the a-amylases w as purified thr ough Ni aff inity

co lumn and subsequent ly used for hydroly zation o f ( potato) star ch, and ther e w as appr ox imately

10% g lucose, 74% maltose and neg ligible malto tr io se or o ther olig osacchar ides remained in the

end-products.
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� � 真菌 �-淀粉酶由于其特有的性质在工业上主

要应用在高麦芽糖浆的生产和焙烤制品(对加快生

面团的发酵速率、改善面包的结构和体积以、加强

面包的口感、色泽和品质等都具有明显的促进作

用)等行业,此外在啤酒酿制(提高麦芽汁的可发酵

性)、黄酒酿制、(改善酒质,提高出酒率)、生料酒精

(有利用对糖化醪中淀粉进行低温液化) 以及低聚

异麦芽糖生产等行业均有不同程度的应用 [ 1- 2]。可

以产真菌 �-淀粉酶的丝状真菌有很多种,包括青霉

属
[ 3]
、曲霉属

[ 4-5]
和根霉属微生物

[ 7- 9]
等。其中对曲

霉属微生物所产的 �-淀粉酶的研究较多,目前工业

上广泛应用的真菌 �-淀粉酶即来源于曲霉素微生

物。然而,由于在不同工业过程中所需要的酶的特

性差异较大, 如在烘焙行业中需要淀粉酶不耐热、

易升温失活,在生料酒精行业需要淀粉酶具有生淀

粉水解能力,在高麦芽糖浆行业需要淀粉酶尽量耐

热耐酸并具有高浓度麦芽糖形成能力等, 所以寻找

可满足特殊行业需求、具有特殊性质的酶种仍是目

前国内外研究者研究的热点之一。

根霉属微生物出现在多种传统发酵食品或饮

品当中,有着悠久的应用历史
[ 7- 8]
。其中, 在酒精饮

料(印度木菠萝酒、日本米酒或高粱酒)的制作过程

中, 根霉属微生物所产的淀粉酶系发挥着非常重要

的作用[ 8]。在现代工业酶制剂的生产当中, 根霉属

微生物已进入重要生产菌种之列, 如在脂肪酶和糖

化酶生产中的应用
[ 7, 9]
。虽然根霉属微生物可以同

时产生 �-淀粉酶和糖化酶, 然而目前对根霉属微生

物淀粉酶系的研究则主要集中于糖化酶,尤其是对

米根霉( Rhiz op us or y z ae )糖化酶的研究或应用较

多[ 10- 11] , 而关于根霉属微生物 �-淀粉酶基因的研究

报道较少。其中,在国内外的研究当中对米根霉 �-

淀粉酶基因及其产物性能的研究几乎处于空白状态。

作者以寻找、开发和利用具有新型酶学特性的

真菌 �-淀粉酶为目的, 以美国哈弗-麻省理工学院博

德研究所( Broad Institute)公开的米根霉基因组信

息( www . broad. mit . edu)为参考, 对作者所在研究

室保藏的两株米根霉菌株来源的 �-淀粉酶基因进

行克隆并在大肠杆菌中实现了初步表达。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 菌株和质粒 � 实验中所使用的菌株和质粒
见表 1。

表 1� 菌株和质粒

Tab. 1� Strains and plasmids

菌株和质粒 特 � � 征 来源

R. or y zae CICIM F0071 标准菌株 CICIM-CU b

R. or y zae CICIM F0072 标准菌株 CICIM-CU

E . coli JM 109
endA1, r ecA1, gy rA96, yhi1, hsdR17 ( rk- , mk + ) , r elA1,
s up E4, � ( p r oAB, lac) , F�( p r oAB, laclq, lacZ�M15) , tr aD

CICIM-CU

E. coli BL21 ( DE3) F- , ompT , hsdSB ( rB- , mB- ) , dcm, gal, �( DE3) CICIM-CU

E. coli BL21( DE3 codon plus)
F- , ompT , hsdSB ( rB- , mB- ) , dcm, gal, �( DE3) , arg U, il-

e Y, leuW
CICIM-CU

pET 28a ( + ) Kan r a , 大肠杆菌诱导表达载体 CICIM-CU

pET28-RoA my ( 1/ 2) pET28a ( + )载体含有 Ro Amy1 或 RoAmy2 基因片段 本研究

� � a. Amp r :氨苄青霉素抗性; Kan r 卡那霉素抗性; b.菌株和质粒均由中国高校工业微生物资源和信息中心保藏 ( CICIM-
CU , http: / / cicim-cu. jiangnan. edu. cn/ ) .

1� 1� 2 � 培养基和培养条件 � LB 培养基: 1 g / dL

NaCl, 1 g / dL 蛋白胨, 0� 5 g / dL 酵母膏;向 LB培养

基中添加 1� 5 g/ dL 琼脂粉即配制成 LB 固体培养

基。蓝白平板: LB固体培养基中添加氨苄青霉素

(或卡那霉素)、IPT G 和 X-gal 分别至终质量浓度

为 100 �g/ mL(或 20 �g/ mL)、40 �g/ mL 和 40 �g/

mL。

1� 1� 3 � 主要试剂 � PCR产物回收、纯化、质粒的提

取等 DNA操作试剂盒、抗生素和其它生化试剂等:

购自上海生工生物工程技术服务有限公司或 Qia-

gen公司。商品真菌 �-淀粉酶( 20 000 U / mL) : 市

场中购买,其生产菌株为曲霉属微生物。

1. 2 � 方法

1� 2� 1 � 米根霉染色体 DNA 的提取、质粒 DNA 的
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小量制备及 DNA 的酶切、连接、转化等分子操作及

SDS-PA GE � 参照文献[ 12]进行。

1� 2� 2 � �-淀粉酶基因的 PCR 扩增 � 根据美国哈

弗-麻省理工学院的博德研究所( Broad Institute)公

布的 R� or y z ae基因组信息( www . br oad. mit. edu)

为基础设计引物对:

Forw ard: ( 5�-AT TGGATCCGT GCCT GT-

CAT CAA-3�)

Reverse: ( 5�-CTGAAGCTT TT TCT TT T G-

GAAT ATGG-3�)

以米根霉染色体 DNA 为模板, 使用上述引物

及 ExT aq DNA 聚 合 酶扩 增 �-淀粉 酶 基 因

( RoA my )片段。扩增在 0� 2 mL PCR薄壁管中进

行。条件为: 94 � 5 min; 94 � 30 s, 54 � 1 m in,

72 � 2 min, 30个循环; 72 � 10 m in。PCR反应体

系参见 DNA 聚合酶使用说明书。PCR 产物使用

Qiagen 公司的 PCR 产物快速纯化试剂盒进行纯

化,具体操作步骤参考相应说明书。

1� 2� 3 � �-淀粉酶基因在大肠杆菌中的表达 � 分别
接种重组菌株于 10 mL LB 培养基中,并添加卡那

霉素至总质量浓度 20 �g/ mL。于 37 � 、200 r/ m in

振荡培养 12 h 后, 按体积分数 1%接种于 50 mL

( 250 mL 三角瓶)新鲜 LB培养基中,同时添加同样

质量浓度的抗生素。继续振荡培养至光密度

( OD600 ) 为 1� 0 时加入 IPT G, 至终浓度为 0� 8
mmo l/ L 进行诱导,并将诱导温度控制在 30 � 。诱

导10 h 后在5 000 r/ min、4 � 条件下离心 5 min, 收

集菌体。使用 10 mL 柠檬酸–磷酸氢二钠缓冲液

( 0� 2 mo l/ L , pH 5� 0)重悬细胞并置于冰上, 经超

声波破碎后对粗酶液进行淀粉酶活力检测和 SDS-

PAGE检测,或大量制备该细胞破碎液以进行淀粉

酶纯化实验。

1� 2� 4 � �-淀粉酶酶活力测定 � 取 1 mL 可溶性淀

粉( 1 g/ dL)与 0� 25 mL 柠檬酸–磷酸氢二钠缓冲

液( 0� 2 mol/ L, pH 5� 0)混合, 50 � 温浴 5 min 后

加入 0� 1 mL �-淀粉酶液, 继续保温 10 m in后立即

加入 0� 1 mL 盐酸溶液( 0� 1 mol/ L )终止反应。使

用 DNS法 [ 13]对反应液中的还原糖进行定量。以烘

干至恒重的麦芽糖为标样绘制 DNS 标准曲线。一

个 �-淀粉酶酶活力单位( U)定义为: 在上述反应条

件下,每分钟生成 1 mg 麦芽糖所需的酶量。

1� 2� 5 � �-淀粉酶的纯化 � 重组体细胞破碎液经脱
盐柱脱盐后进行冷冻干燥,使用适量体积的磷酸钠

( 20 mmol/ L ) –氯化钠 ( 0� 5 mol/ L ) –咪唑 ( 25

mmo l/ L )缓冲液溶解, 并经 Ni 亲和柱 ( H isT rap

HP, GE Healthcar e)进行纯化, 纯化步骤及条件按

相关说明书进行。

1� 2� 6 � 淀粉酶作用淀粉终产物分析 � 使用 pH 5� 0
缓冲液配制浓度为 1 g/ dL 马铃薯淀粉溶液, 在 1

mL 淀粉溶液中加入 0� 2 mL 淀粉酶液( 10 U ) , 并

在 40 � 下反应, 取不同保温时间的样品使用

HPLC 方法进行产物分析。使用 Agilent 氨基柱

( ZORBAX NH 2 , 4� 6 mm � 250 mm, 5 �m)检测,

以 65%乙腈为流动相,流速为 1 mL/ m in,柱温为室

温。

2 � 结果与分析

2� 1 � �-淀粉酶基因的扩增及序列分析
分别以两株米根霉 CICIM F0071 和 CICIM

F0072染色体 DNA 为模板, 通过 PCR 方法分别得

到大小为 1 386 bp的基因片段,见图 1,并分别命名

为 RoA my1和 RoA my2。将两条基因片段分别克

隆入 T-载体 pMD19-simple, 通过篮板平板筛选重

组菌,提取重组质粒并对目的基因进行测序。结果

表明:两条基因的相似度为 95� 54%, 以RoA my1为

参照, RoA my2基因产生了 41个碱基的替换,包括

4个碱基颠换和 37个碱基转换。RoA my1的 Gen-

Bank检索号为: HM 234170。

Lane M: (�DNA/ P stI; Lane 1: R oA my1. Lan e 2: R oA my2.

图 1� 米根霉 �-淀粉酶基因的扩增

Fig. 1 � Amplif ication of the �- amylase gene from R�

ory zae

� � 通过软件 DNAMAN 6� 0预测该得到该两个淀
粉酶基因的推衍蛋白质 ( 462个氨基酸)序列见图

2。两条蛋白质氨基酸序列的相似度为 97� 84%, 以

RoAmy1为参照, RoA my2 蛋白质产生了 10 个氨

基酸残基的变化,分别发生在 Ser
56 �Asn, Val

93 �

Ala, Ser103 � T hr, T hr143 � Ile, Arg163 � Thr,

Asp171 � Ser, Asn173 � T hr, Val221 � Ile, Ile260 �
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Leu和 Asn462 � Lys, 其中, 5个发生在淀粉酶的结

构域 A 区, 4个发生在结构域 B 区, 1个发生在结构

域 C区,见图 3。表明氨基酸残基的变化并没有明

显改变该蛋白质的三级结构。

图 2 � 两种 �-淀粉酶预测氨基酸序列比较

Fig. 2 � Comparison of amino acid sequences of RoAmy1 (RA1) and RoAmy2 ( RA2) from R. ory zae

图 3 � RoAmy1 和 RoAmy2 三级结构图

Fig. 3 � Ribbon diagram of RoAmy1 ( a) and RoAmy2

(b) produced by Swiss-PdbViewer 4� 0� 1 based

on TAA[6]

2� 2 � �-淀粉酶结构分析
由于两个蛋白质的氨基酸序列非常相似, 因而

只选择其中一条序列( RoAmy1)进行分析。通过比

对发现该蛋白质具有淀粉酶家族所特有的 4 个保

守区域,分别为 Reg ion I ( Asp135-H is 140 ) , Region II

( Asp211-H is 220 ) , Reg ion III ( Gly239-Ser243 ) 和 Re-

g ion IV ( Phe
302
-Asp

307
)。据文献 [ 14- 16] 报道,

Region I 内的保守氨基酸残基 Asp
135

, Asn
139
和

His140以及分别位于 Region II, Region III 和 Re-

g ion IV 内的关键氨基酸残基 Asp216 , Glu240 和

Asp307对淀粉酶保持催化活性具有重要作用。结合

图 2可知, RoAmy1与 RoAmy2之间的氨基酸残基

在 4 个淀粉酶的保守区域内均没有差异。通过

NCBI 比对分析, 发现该蛋白质与 124 个已报道的

真菌淀粉酶蛋白结构相似, 并将该蛋白归类为糖苷

水解酶家族 13,在氨基端( N- terminal)含有一个淀

粉酶家族所具有的典型的8个 �-螺旋和 8个 �-折叠

交替组成的 �/ �桶状结构 ( P fam00128) , 在羧基端

( C- terminal ) 含有一个功能未知 的可变区域

( P fam09260) ,这部分区域存在于多种真菌 �-淀粉

酶中,见图 4。

图 4� RoAmy 结构分析

Fig. 4 � Analysis of the domain architecture of RoAmy

2� 3 � �-淀粉酶基因的扩增及表达载体的构建
使 用 BamHI 和 H ind III 酶 切 pMD19-

RoA my1,胶回收目的片段并连接入 pET-28a ( + )

质粒的 BamH I 和 H ind III 酶切位点, 转化 E� col i
JM 109 并通过提取质粒验证得到重组质粒 pET-

RoA my1,其图谱见图 5 ( a)。使用 N coI 酶切重组

质粒,大小应为 5� 5 kb和 1� 2 kb 见图 5 ( b) , 表明

目的基因已正确插入表达质粒。提取质粒 pET-

RoA my1 并转化 E� col i BL21 ( DE3 ) 或 E� col i
BL21 ( DE3) CodonPlus, 得到相应的重组大肠杆

菌。使用同样的方式构建重组质粒 pET-RoAmy2

并构建相应的重组大肠杆菌。
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( a) Map of pET-R oA my; ( b) Verify th e recombinant plasmid

pET- RoA my� Lane M: (�DNA/ Pst I; Lane 1: pET- RoA my /

N coI

图 5 � 重组质粒 pET-RoAmy(1/ 2)的构建

Fig. 5 � Construction of plasmid pET-RoAmy

2� 4 � �-淀粉酶基因在大肠杆菌中表达

将重组质粒 pET28-RoAmy ( 1/ 2)及原始质粒

pET 28a ( + ) 分别转化 E� coli BL21 ( DE3 ) 和

E� col i BL21 ( DE3) CodonPlus 菌株, 获得相应的

重组菌株。使用 IPTG 对重组大肠杆菌及对照菌株

E� col i BL21 ( DE3) CodonPlus ( pET-28a ( + ) )进

行诱导表达。重组体细胞经超声波破碎后, 分别对

破碎液进行 �-淀粉酶活力检测和蛋白质表达量

( SDS-PAGE)检测。将 3种重组体细胞破碎液点入

含0� 5 g/ dL 可溶性淀粉的LB固体平板, 40 � 保温

10 min 后, 使用稀碘液染色并观察透明圈形成情

况,结果见图 6。对 E� col i重组体 pET-RoA my1和

pET-RoA my2的细胞破碎液,在平板中出现明显的

透明圈, 表明破碎液中具有 �-淀粉酶活力, 而对照

菌株则不具有淀粉酶活力。经酶活力测定可知

RoAmy1及 RoAmy2在 E� col i BL21中的表达量

分别为 0� 7 U / mL 和 0� 2 U / mL, 在 E� coli BL21

( DE3) CodonPlus 中的表达量分别为 1� 3 U / mL

和 0� 5 U/ mL。

E� col i BL21 ( DE3) CodonPlus 原始菌株及相

应重组体细胞破碎液在 SDS-PAGE 中没有表现出

明显的蛋白质表达差异, 结果见图 7。两个淀粉酶

基因虽然在 E� col i中得到表达, 但由于蛋白质表达

量过低,两者在 SDS-PAGE中均没有表现出明显的

蛋白质条带。细胞破碎液经纯化、浓缩后可在 SDS-

PAGE上表现出电泳纯单一条带,大小约为48 000,

见图 7, 与预测的相对分子质量( 48 700)非常接近。

RoAmy1: pET-RoA my1; RoAmy2: pET- RoAmy 2; C: pE T-

28a ( + )

图 6 � 淀粉平板检测大肠杆菌重组体破碎液淀粉酶活力

Fig. 6 � Detect the �-amylase activity of cellular fragment

of E� coli recombinants on starch contained LB

plate

M: molecular mass marker; 1: host con t rol ; 2� pET-28a

( + ) ; 3: pE T-RoA my1; 4: pE T-RoA my2; 5: pu rified

RoAmy1

图 7� 大肠杆菌重组体破碎液 SDS-PAGE检测

Fig. 7 � SGS-PAGE of cellular fragment of E� coli BL21

( DE3) CodonPlus recombinants

2� 5 � RoAmy1与商品真菌 �-淀粉酶性能的比较
将纯化后的 RoAmy1酶液与商品酶稀释至同

一酶浓度,对马铃薯淀粉进行作用, 作用产物使用

HPLC方法进行检测, 结果见表 2。结果表明, 在

RoAmy1酶液水解该淀粉的过程中,反应初期( 2 h)

产物中有一定量的麦芽三糖和麦芽四糖残留, 随着

作用时间的延长( 12 h) ,终产物中麦芽三糖和麦芽

四糖的量逐渐减少,甚至完全消失。其中酶作用底

物 12 h后,反应液中葡糖糖含量为 10%左右,麦芽

糖含量高达 74% ,其它寡糖的含量几乎检测不到;

在使用商品酶水解该淀粉的过程中, 随着水解时间

的延长,终产物中葡萄糖含量急剧上升, 麦芽糖含

量大幅下降,同时终产物中麦芽三糖和麦芽四糖的
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含量有微弱的增加趋势。RoAmy1 水解产物中具 有麦芽糖含量高,葡糖糖含量低等特点。

表 2 � RoAmy1和商品真菌 �-淀粉酶作用马铃薯淀粉终产物分析

Tab. 2 � Analysis of end-products formed by RoAmy1 and commercial fungal �-amylase on potato starch

�-淀粉酶

终产物质量分数/ % a

2 hb

G1c G2 G3 G4

12 h

G1 G2 G3 G4

RoAm y1 10� 2 60� 3 5� 1 1� 1 14 � 3 74 � 2 ND d ND

商品真菌 �-淀粉酶 18� 1 48� 3 6� 1 ND 46 � 3 21 � 2 9 � 1 2� 1

� a: 终产物质量分数%= (终产物质量浓度/初始淀粉质量浓度) � 100%。b: 2 h 和 12 h 表示淀粉酶水解淀粉时间。c:

G1、G2、G3 和 G4 分别表示葡萄糖、麦芽糖、麦芽三糖和麦芽四糖。d: ND 表示没有检测到或含量很低超出 H PLC 检测范围。

3 � 结 � 语

作者根据博德研究所公布的米根霉基因组信

息, 分别从两株米根霉中克隆了两条 �-淀粉酶基

因,对淀粉酶基因进行序列和结构分析并在大肠杆

菌中进行功能性验证。通过功能验证以及淀粉酶

保守序列分析, 确定该淀粉酶基因内部不含内含

子。该淀粉酶具有淀粉酶家族所具有的 4个典型

的淀粉酶高度保守区域, 属于淀粉酶家族 13 成员。

同源性比对分析表明, 该淀粉酶与已报道的淀粉酶

具有很大差异, 如与该淀粉酶相似度最高的为来源

于绿色木霉 ( T richod erma v ir id e ) 的 �-淀粉酶

( 42� 8%)。与目前应用最为广泛的来源于米曲霉

( A sp er gi llus ory z ae )的商品真菌 �-淀粉酶相似度

仅为 36� 4%。由于两条淀粉酶氨基酸序列非常相
似,因此实验中仅对一个表达量较高的淀粉酶

( RoA my1) 进行了纯化和淀粉水解实验。纯化后

RoAmy1蛋白质相对分子质量与预测的该淀粉酶

蛋白质相对分子质量非常接近, 约为48 000。淀粉

水解实验表明, 与商品真菌 �-淀粉酶相比, RoAmy1

具有麦芽糖形成率高、葡萄糖含量或其它低聚糖含

量低等特点。该商品真菌 �-淀粉酶的生产菌株为

曲霉属微生物, 而曲霉属微生物通常具有丰富的淀

粉水解酶系[ 4] ,因此在商品酶中必然也会有其它淀

粉水解类的存在,从而降低真菌 �-淀粉酶的水解性

能,导致产物中大量麦芽糖向葡萄糖转变。然而,

即使是纯的商品真菌 �-淀粉酶, 如米曲霉所产 �-淀

粉酶,其水解淀粉终产物中麦芽糖含量的极限值仅

为 60%左右 [ 17]。本研究中获得的真菌 �-淀粉水解

淀粉终产物中麦芽糖质量分数高达 74%, 表明来源

于米根霉的真菌 �-淀粉酶在以淀粉质为原料生产

高麦芽糖行业比本研究中所测定的来源于曲霉属

微生物的真菌 �-淀粉酶具有更大的优势,因此可能

具有一定潜在的研究或应用价值。

研究中利用 IPTG 诱导成功实现了 RoA my 在

E� col i DE3系列菌株中的功能性表达, 并利用 Ni

亲和柱快速实现了该淀粉酶的分离和纯化。

RoAmy1和 RoAmy2在 E� col i BL21( DE3)的表达

量分别为 0� 7 U / mL 和 0� 2 U / mL。结果表明: 虽

然两个不同淀粉酶基因是在同样的表达元件和发

酵方式下进行表达,但两者在相同菌株中的表达量

差异仍然较大。通过序列比对发现, 研究中获得的

两条淀粉酶基因相似度较高,其基因序列的相似度

为 95� 54% ,其推衍氨基酸序列相似度为 97� 84%。
虽然两条淀粉酶基因在功能区域内有 41个碱基不

同, 但是推衍蛋白质序列仅有 10 个氨基酸残基的

差异(主要集中在结构域 A( 5个)和结构域 B( 4个)

内, 而在该淀粉酶的保守区内没有发生变化) , 表明

两个淀粉酶具有高度相似性的同时其密码子使用

频率之间的差异较为明显。由于两个淀粉酶在生

物预测的性质功能或三级结构等方面高度相似, 所

以两者在同样方式下进行异源表达时, 其表达量应

与各基因自身信息具有较大关联, 由此推断两者之

间密码子使用频率的差异可能是造成两者在E� col i
中的表达量具有明显差异的一个主要因素。

外源基因在 E� col i 中表达时,由于密码子使用

偏好性的不同,尤其是一些稀有密码子, 如精氨酸

( Arg )、脯氨酸( Pr o)、亮氨酸( Leu)和异亮氨酸( Ile)

等对异源蛋白质的合成和过量表达影响较大[ 18] , 可

能对 RoAmy 在 E� col i BL21( DE3)中过量表达也

具有限制作用,所以实验中尝试了使用稀有密码子

优化菌株 E� col i BL21 ( DE3 ) CodonPlus 表达

RoAmy,虽然两种淀粉酶的表达量分别得到了一定

的提高, 但表达量却依然很低 (最高约为 1� 3 U/

mL) ,表明 RoAmy 中存在的稀有密码子可能是该

淀粉酶不能在 E� col i中获得过量表达的限制因素
之一,但并不是主要因素,而如RoAmy 的 SD序列、

mRNA的二级结构、mRNA 在 E� col i 中的稳定性
及蛋白质的后加工等限制因素可能对其在E� coli中
的过量表达有重要影响[ 1 9- 20]。

综上所述,作者获得了两条米根霉 �-淀粉酶编
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码基因并在大肠杆菌中得到的功能性表达, 淀粉水

解实验表明,该淀粉酶比市售的商品真菌 �-淀粉酶

具有更高的麦芽糖形成能力,使得该酶在高麦芽糖

行业可能具有一定的应用潜力和优势。然而, 该酶

在大肠杆菌中的表达量非常低,这为后期的酶学性

质研究及其它应用带来了极大困难, 因此如何提高

该淀粉酶的异源表达量将是后期研究的重点。
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