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Bacillus sp. CBB272脱枝酶的酶学性质

李由然,  赵献春,  王正祥,  石贵阳*

(江南大学 生物工程学院,江苏 无锡 214122)

摘  要: 脱枝酶是淀粉加工过程中水解其 1, 6-糖苷键的水解酶,为淀粉彻底糖化所必需。作者从

高温菌Baci l lus sp. CBB272的培养液中, 经过盐析、凝胶过滤层析、弱阴离子交换层析以及强阴离

子交换层析联用的方法, 纯化出一种新型脱枝酶。该酶在 SDS-PAGE 上的相对分子质量约为

70 000,最适作用温度为 70 e ,最适作用 pH 为 61 0。该酶在 30~ 70 e 、pH 41 5~ 91 0之间具有优
良的稳定性。该酶在 50 e 和 pH 61 0下水解支链淀粉的 K m、Vmax分别为 41 0324 mg/ mL 和 01 184
1 mg/ ( min # mL)。研究了不同金属离子对该酶活性和热稳定性的影响,发现 Ca

2+
、Mg

2+
、Mn

2+

等金属离子对于该酶具有显著的激活效果, 并且 Ca
2+
对该酶的热稳定性具有很好的提升作用。
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Biochemical Properties of Debranching Enzyme from Bacillus sp1 CBB272

LI You-ran,  ZHAO Xian-chun,  WANG Zheng-x iang,  SHI Gu-i yang
*

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

Abstract: Debr anching enzymes are essent ial fo r starch saccharificat ion processes w ith their

act ivity for cleavage of 1, 6-g lucoside linkage in star ch molecules1 In this study, a novel

debranching enzyme from the thermophilic Bacil lus sp1 CBB272 w as purif ied using the

combinat ion of ammonium sulfate precipitat ion, w eak ion-exchange and st rong ion-exchange1
T he purif ied enzyme po ssessed the relat ive molecular w eight o f 70 kD on SDS-PAGE1 T he

enzyme exhibited the max imal act ivity at 70 e and pH 61 0 w ith excellent stabilit ies at a

temperature range fr om 30 e to 70 e and pH s from 41 5 to 91 01 At pH 61 0 and 50 e it s K m and

Vmax for amy lopectin w ere 41 0324 mg / mL and 01 1841 mg/ ( min# mL) , respectiv ely1 T he enzyme

w as st rongly act ivated by Ca2+ , M g2+ and Mn2+ and Ca2+ signif icant ly incr eased its

thermostability.

Key words: debranching enzyme, purif ication, biochem ical proper ties

  不同植物合成的淀粉中直链淀粉( amylo se)和

支链淀粉 ( amylopect in)的比例不同。工业上使用

的谷物淀粉中,支链淀粉质量分数约占 75%。A-1,

6-糖苷键在支链淀粉中每 20~ 25个葡萄糖残基就



出现一个, 因此支链淀粉中含有大量的 A-1, 6-糖苷

键[ 1]。提高支链淀粉的利用率在许多产业中能够

带来巨大的经济价值
[ 2]
。能够水解淀粉中 A-1, 6-糖

苷键的酶统称为脱枝酶, 包括 A-1, 6-糖苷酶、普鲁兰

酶、糖原水解酶、异淀粉酶等[ 3]。在淀粉加工中, 脱

枝酶常常与其他淀粉酶如 A-淀粉酶, 糖化酶等协同

使用,使淀粉糖化完全。因此, 脱枝酶广泛应用于

发酵工业,可显著提高原料的利用率, 降低粮耗, 提

高产品质量及开发新的产品[ 4]。尤其在需求日益

增长的酒精工业中, 原料占总生产成本的 70% , 提

高原料的利用率可直接降低燃料酒精的生产成

本
[ 5]
。

国际上对于脱枝酶的研究起步相对较晚 [ 6]。

在过去的十几年中,人们从为数不多的微生物中鉴

定并纯化了脱枝酶, 这些微生物主要有 A l icy cloba-

cil lus acidocaldarius, B acil lus acidocaldar ius ,

Bacil lus der am if icans , Baci llus naganoensis ,

Desulf ur ococcus mucosus , A erobacter aerogenes ,

Pseudomonas amy lod eramosa, B aci l lus amy lol iq-

uef aciens 及Flav obacter ium odor atum 等。其中的

B1 acid ocaldar ius, B1 der amif icans脱枝酶已通过

基因重组菌实现工业化生产。我国所使用的脱枝

酶几乎全部来自外国公司。因此, 找寻新的脱枝

酶,降低其生产成本并寻找一条国产化生产途径,

对我国淀粉水解酶制剂及其淀粉为原料的工业体

系健康发展具有重要意义。为此,作者报道了一种

来源于高温菌 Baci llus sp1CBB272 脱枝酶的酶学

性质,研究结果显示此酶为一种全新的脱枝酶。

1  材料与方法

11 1  材料与试剂

菌种: Bacil lus sp1CBB272: 购自江南大学中国

高校工业微生物资源与信息中心。

种子培养基 (质量分数) : 支链淀粉 ( 01 2% ) ,

KH2 PO 4 ( 01 015%) , N a2 HPO 4 ( 01 01%) , M gSO 4 #

7H 2O( 01 05%) , NaCl( 01 1% ) , 蛋白胨( 01 5% ) , pH

71 0。
发酵培养基(质量分数) : 将种子培养基中的支

链淀粉( 01 2%)换为糯米淀粉( 1% ) , pH 71 0。

主要试剂: 牛血清蛋白 ( BSA) ; 糖原( Sigma) ;

支链淀粉( Sigma) ; N, N .-亚甲基双丙烯酰胺( Sig-

ma) ;其余试剂均为市售国产试剂。

11 2  粗酶液的制备

将Bacil lus sp1CBB272接种于 250 mL 三角瓶

(装液量 50 mL) , 37 e 200 r/ min 培养 12 h; 再将

此培养液以 10%的接种量接于 500 mL 三角瓶(装

液量 150 mL) , 37 e 200 r/ min 培养 12 h。再以

10%接种量接种15 L 机械搅拌全自动型发酵罐(工

作体积为 9L) , 搅拌转速 200 r/ min, 通气量 3 L/

min, 温度 37 e , 共发酵 36 h。收集发酵液(约 9

L) ,经 8 000 r/ min离心 15 min除菌,再用10 000超

滤膜超滤浓缩,制备成 1 L 浓缩酶液, 用于后续脱枝

酶分离纯化。

11 3  酶的分离和纯化

用 30%饱和度的硫酸铵沉淀浓缩发酵液,上清

再用 80%饱和度的硫酸铵沉淀其中的脱枝酶。将

盐析沉淀复溶的酶液过 01 45 Lm 微滤膜除杂质, 上

样 2 mL 至 Sephacry l S-100色谱柱进行层析分离,

收集活性组分。色谱条件: Sephacryl S-100 色谱

柱, D11 6 cm @ 80 cm; 缓冲液, 01 15 mo l/ L NaCl-

20mmol/ L T ris-HCl 缓冲液, pH 81 2; 流量, 01 5
mL/ m in。将凝胶过滤层析收集的活性组分透析除

盐, 用聚乙二醇浓缩,取 2 mL 上DEAE FF 层析柱,

进行离子交换层析,收集活性组分。色谱条件: DE-

AE FF 色谱柱, D11 6 cm @ 20 cm; 缓冲液, 0~ 1

mo l/ L NaC-l 20 mmol/ L Tris-HCl 缓冲液, pH 81 2
线性梯度洗脱; 流量, 2 mL/ min。将 DEAE 离子交

换层析收集的活性组分透析脱盐, 用聚乙二醇浓

缩, 取 2 mL 上 Mono D 41 6 cm @ 100 cm PE 层析

柱, 进行离子交换层析, 收集活性组分。色谱条件:

Mono D 41 6 cm @ 100 cm PE 色谱柱, D 01 46 cm @

10 cm ;缓冲液, 0~ 1 mol/ L NaC-l 20 mmol/ L T ris-

HCl缓冲液, pH 81 2 线性梯度洗脱; 流量, 1 mL/

min。

11 4  脱枝酶酶活的测定
在 25 mL 的比色管中加入 250 LL 上清酶液和

250 LL 质量分数 1%支链淀粉溶液, 在45 e 的水浴

中反应 1 h, 取出 100 LL 反应液, 加入 5 mL 01 01
mo l/ L 的稀碘液后迅速测定 A 620 nm, 以未反应的酶

液和底物混合物做为空白
[ 7]
。酶活定义: 在 45 e

条件下作用 30 min,每分钟生成直链淀粉造成 620

nm下吸光值增加 01 01的酶活定义为一个酶活单

位。蛋白质含量测定采用 Bradfo rd 染料结合法

[ 8] ,用牛血清蛋白作标准。

11 5  聚丙烯酰胺凝胶电泳

SDS-PAGE 方法依照 Laemmli[ 9]完成。

11 6  脱枝酶酶学性质分析

11 61 1  温度  为了确定酶的最适反应温度, 将酶

与底物在 pH 61 0及不同温度即 30~ 80 e 条件下,

反应 1h 后分别测定酶活力。在酶活相对稳定的
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pH 61 0下, 使酶在不同温度下保温 1 h, 按上述方

法测定酶活力, 以未保温 ( 4 e 保存) 的酶活力为

100% ,确定酶的温度稳定性。

11 61 2  pH 值  用不同 pH 值的乙酸钠缓冲液及

Tris-HCl缓冲液配置底物, 将酶与底物反应 1 h 分

别测定酶活力。将酶在不同的 pH 值下保温1 h, 分

别测定残留酶活, 与未保温的酶活力相比, 计算百

分比,确定酶的 pH 稳定性。

11 61 3  离子  在相同体系中分别加入终浓度为 10

mmo l/ L 的金属离子,包括一价离子 K
+
和 Na

+
, 二

价离子 Ca
2+

, M g
2+

, Zn
2+

, M n
2+

, Co
2+

, Cu
2+

,

Sn2+ ,三价离子 Fe3+ 以及 EDTA 和柠檬酸盐测定

酶活力。以未加离子条件下测定的酶活力为

100% ,其余酶活力与之相比, 确定离子对酶活力的

影响。

将酶在不同的离子环境下保温 1 h, 分别测定

残留酶活,与未保温的酶活力相比, 计算百分比, 确

定金属离子对酶热稳定性的影响。

11 61 4  酶动力学常数的测定  以支链淀粉为底

物,取用 50 mmol/ L pH 61 0的 HAc-NaAc缓冲液

配制的质量浓度分别为 2、3、4、5、6、8、10 mg / mL

的底物溶液 250 LL,加入 250 LL 酶液, 于 50 e 反

应后用 DNS 法测定酶解产物中还原糖的量, 从而

得到不同底物浓度时的初速度值。采用 Linew eav-

er-Burk
[ 0]
双倒数作图法,得出该酶在上述底物时的

K m和 Vmax值。

以 Amy lopect in为底物, 分别以 3 种不同浓度

的 Fe
3+
对淀粉脱枝酶的抑制实验。实验方法同上。

2  结果与讨论

21 1  Baci llus sp1 生产淀粉脱枝酶生产菌株的发酵
过程

Bacil lus sp1 CBB272在 15 L 发酵罐中的产酶

进程见图 1。菌体生长 10 h后进入稳定期,酶活迅

速提高,表明该菌株发酵产淀粉脱枝酶是在细胞生

长进入稳定器之后才开始的。发酵至 22 h,菌体的

生长呈停滞态势,而此时的酶活也逐步稳定在一定

的水平。

21 2  淀粉脱枝酶的分离纯化

Bacil lus sp1 CBB272 发酵液经硫酸铵沉淀、

HiPrep 16/ 10 Sephacry l S-100 凝胶过滤层析、

HiPrep 16/ 10 DEAE FF 弱阴离子交换层析、Mono

Q强阴离子交换层析等纯化步骤后, 脱枝酶纯化了

3691 21倍,活性回收率为 191 2% ,纯化结果汇总于

表 1。SDS-PAGE显示纯化后的脱枝酶为单一条带

(图 2) ,相对分子量约为70 000。

图 1  产脱枝酶菌株 Bacillus sp1 CBB272 发酵过程

Fig. 1  Time-course of debranching enzyme produced by

Bacillus sp1 CBB272

第 1道:低相对分子质量 Marker; 第 2道,第 3道: M on oQ 离

子交换层析活性组分;第 4道: Sephacryl S-100凝胶过滤活性

组分;第 5道:硫酸铵沉淀活性组分; 第 6道: DEAE离子交换

层析活性组分

图 2 脱枝酶分离纯化凝胶电泳图谱

Fig. 2  SDS-PAGE prof ile of debranching enzyme

purification
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表 1 Bacillus sp1 CBB272 脱枝酶分离纯化

Tab. 1 Purif ication of Bacillus sp1 CBB272 debranching enzyme

纯化步骤 总酶活/ U
总蛋白质
质量/ mg

比酶活/
( U / mg)

纯化
倍数

得率/ %

Crude ext ract 1 499. 74 84. 73 17. 7 1 100

Ammonium sulfate precipit ation 1 042. 32 17. 02 61. 242 3. 46 69. 5

Sephacry l S-100 979. 33 14. 08 69. 561 3. 93 65. 3

H iP rep 16/ 10 DEAE FF 527. 01 0. 35 1 513. 35 85. 5 35. 14

Mono Q 4. 6/ 100 PE 287. 95 0. 04 6 535. 017 369. 21 19. 2

21 3  脱枝酶的性质
21 31 1  温度对酶活力和酶稳定性的影响  为了测

定酶的最适作用温度, 将分离纯化的脱枝酶与底物

支链淀粉在不同温度条件下反应 1 h, 得到温度-酶

活力曲线。如图 3( a)所示, 该脱枝酶的最适作用温

度为 70 e ,在 80 e 下的催化效率只比其最适反应

温度下的催化效率降低了 14%。

将酶液在不同温度下分别保温 1 h, 测定残余

酶活力, 以未处理的原酶液活力为 100% , 得到温

度-稳定性曲线。如图 3( b)所示, 随着温度升高, 酶

的稳定性下降不明显,当温度达到 70 e 时,保温 1

h后仍能残留 90%以上的酶活, 表明该酶具有较好

的耐热性。

( a) Act ivity versus tem perature; ( b) T herm ostabil ity

图 3 温度对脱枝酶酶活力和稳定性的影响

Fig. 3 Ef fects of temperature on the activity and stability

of purif ied enzyme

21 31 2  pH 对酶活力和酶稳定性的影响  为了测
定酶的最适作用 pH , 将分离纯化的脱枝酶与底物

支链淀粉在不同 pH 条件下反应 1 h,得到 pH-酶活

力曲线。如图 4( a)所示,该脱枝酶的最适作用 pH

为 61 0,在 pH 61 0~ 91 0的范围内能够保持较高的
催化活性,当 pH 降至 51 0时的酶活开始快速下降,

pH 41 0处的酶活几乎全部丧失。
将酶液在不同 pH 下分别保温 1 h,测定残余酶

活力,以未处理的原酶液活力为 100%, 得到 pH-稳

定性曲线。如图 4( b)所示,该酶在 pH 值在 61 5~
91 0的范围内酶活较稳定, 而在 pH 值低于 41 5 时
残余酶活急剧下降, 提示在该 pH 条件下可能失去

酶活性构象。

( a) Act ivity versus pH ; ( b ) Stabilit y on dif ferent pH

图 4  pH对脱枝酶酶活力和稳定性的影响

Fig. 4  Effects of pH on the activity and stability of purified

enzyme
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21 31 3  离子对酶活力的影响  45 e , pH 61 0的条
件下,分别向酶液中加入终浓度为 10 mmol/ L 的各

种金属离子,测定脱枝酶的酶活力, 以未处理的原

酶液活力为 100%, 得到金属离子-酶活图。如图 5

所示, 在实验浓度下,金属离子 Ca2+ 、Mg 2+ 、Mn2+ 、

Na+ 、K + 、Co2+ 对该酶具有激活作用, 其中 Mn2+ 作

用效果最显著; Zn
2+
、Sn

2+
、Fe

3+
对该酶具有抑制作

用,其中 Fe3+ 抑制作用最强, 超过 80%。该酶对

EDTA 负离子和柠檬酸盐的敏感性较低。

图 5  金属离子和化合物对酶活力的影响

Fig. 5  Effects of metal ions and chemicals on the

activity of the purified enzyme

21 31 4  离子对酶热稳定性的影响  选用了 Ca2+ 、

Mg
2+
、Mn

2+
3种金属离子添加至酶液中,在 50~ 80

e 下保温 1h后测定残余酶活, 以未添加金属离子

在各温度下保温后酶液酶活力为 100%。如图 6所

示, Ca2+ 对于高温下保持酶的稳定性作用明显, 而

Mg
2+
和 Mn

2+
虽然在 50 e 时对酶表现出激活作用,

随着温度升高, 不仅对酶的热稳定性没有正影响,

而且使该酶的稳定性降低。说明这两种金属离子

只对酶有激活作用, 而没有保护作用。

图 6 金属离子对酶热稳定性的影响

Fig. 6  Effects of metal ions on the thermostability of

purif ied enzyme

21 31 5  酶动力学性质  酶的动力学常数的测定:

米式常数 K m是酶的特征常数之一, 它只与酶的特

性有关,而与酶的浓度无关, K m值的物理意义是当

酶反应速度达到最大反应速度一半时的底物浓度。

K m值的大小可以反映出淀粉脱枝酶对底物的亲和

力的大小, K m值越小,酶与底物的亲和力越大。以

Linew eaver-Burk 双倒数作图法, 求得以 Amy-l

opect in为底物的酶动力学参数 K m和 Vmax值, 结果

见图 7。

图 7 底物为 Amylopectin时脱枝酶的动力学曲线

Fig. 7  Kinetic curve of debranching enzyme hydrolyzing

amylopectin

  当以 Amylopect in为底物时,根据 Linew eaver-

Burk 双倒数方程 y = 211 928x + 51 4316 ( R 2 =

01 994 9) , 该淀粉脱枝酶的 K m值为 41 032 4 mg/

mL,最大反应速度 Vmax 值为 01 184 1 mg/ ( min #
mL)。

酶的抑制动力学:以 Amylopect in为底物, 分别

以 3种不同浓度的 Fe3+ 对淀粉脱枝酶的抑制实验。

以 Linew eaver-Burk双倒数作图法, 求得以 Amy-l

opect in为底物时 Fe3+ 对淀粉脱枝酶的抑制动力学

曲线。结果见图。

图 8  Fe3+ 对淀粉脱枝酶的抑制动力学曲线

Fig. 8  Kinetic curve of debranching enzyme inhibited by

Fe3+

  由图可以看出,无论有无抑制剂的存在, 3条曲

线都交于横轴上的同一点, 即 K m值都是相同的, 同

时, Vmax值与抑制剂的存在与否有关。反应速度随

着抑制剂浓度的增加而降低。因此, 在淀粉脱枝酶
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催化反应过程中, Fe3+ 只改变反应速度, 不改变米

氏常数,说明 Fe3+ 对淀粉脱枝酶的抑制属于典型的

非竞争性抑制类型,即底物(支链淀粉)和抑制剂与

淀粉脱枝酶络合时是在酶的不同部位结合的。

21 31 6  酶的底物特异性  配制质量分数均为 1%

的可溶性淀粉, 支链淀粉, 糖原, 麦芽糊精, 玉米淀

粉,糯米淀粉和普鲁兰糖作为酶的作用底物, 于 45

e 反应 10 min, 标准条件下测定酶活。

表 2 酶的底物特异性

Tab. 2  Enzyme activity on various substrates

底 物 酶活力/ ( U / mL ) 相对活性/ %

糖原 5. 14 100. 00

支链淀粉 4. 23 82. 30

糯米淀粉 3. 78 73. 54

玉米淀粉 3. 72 72. 37

可溶性淀粉 3. 5 68. 09

麦芽糊精 2. 8 54. 47

普鲁兰糖 2. 24 43. 6

  由表 2可以看出, 糖原最接近该淀粉脱枝酶的

天然底物,其次为支链淀粉。对于糯米淀粉, 玉米

淀粉, 可溶性淀粉等底物的酶活力, 由于其支链淀

粉的含量差异而不同。

21 31 7  酶水解产物分析  以支链淀粉作为底物进

行酶解反应, 用 H PLC 对水解产物进行分析, 结果

如图 9。

  由图 9可以看出, 反应液中主要含有麦芽糖和

葡萄糖两种糖, 他们的来源为脱枝酶水解支链淀粉

反应生成和酶液及支链淀粉溶液中残留, 通过分析

两种糖含量的比例关系研究酶水解产物组成, 该脱

枝酶水解支链淀粉主要生成麦芽糖。

图 9 酶水解产物的 HPLC图谱

Fig. 9 Chromatogram of hydrolysis products

3  结  语

由于在淀粉工业中,将脱枝酶与糖化酶协同作

用可极大地加速糖化过程, 提高糖化率; 与 B-淀粉

酶联合作用则可大幅度提高麦芽糖得率,因此近年

来, 各国相继开展了对于脱枝酶的研究。作者首次

报道了来源于 Baci l lus sp1 CBB272 的脱枝酶分离

纯化和性质研究。对 Baci llus sp1 CBB272发酵液

经 4 步纯化得到电泳纯脱枝酶, 该酶比活力为 6

5351 017 U/ mg,大大高于其他一些来自于细菌的脱

枝酶。国外已报道的脱枝酶,最适作用温度一般在

30~ 60 e [ 11-13] , 而嗜热细菌 T hermoanaer obacter

sp1 所产的脱枝酶最适作用温度高达 75 e 。作者

研究的 Bacil lus sp1 CBB272所产脱枝酶在 60~ 80

e 之间有较高的酶活力;当温度达到 70 e 时,保温

1 h后仍能残留 90%以上的酶活,表明该酶具有较

强的耐热性。与已实现工业生产的耐热厌氧菌 F1
p ennavor ans 所产的脱枝酶相比

[ 14]
, 作者研究脱枝

酶的作用 pH 范围 61 5-91 0较前者更宽。另外, 与

已有研究报道不同,本研究获得的脱枝酶的作用底

物较宽泛, 对来源于糖原、淀粉、普鲁兰皆具有活

性。作者获得的脱枝酶可能为一全新的酶,有关其

编码基因的克隆等正在研究中。
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