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摘要! 工业上将
!'

淀粉酶与其他淀粉水解酶进行复配可获得高纯度的麦芽糖浆# 相对于目前

常用的植物来源
!!

淀粉酶!微生物
!!

淀粉酶具有生产工艺简单$不受原料限制$质量稳定$纯

度高等优势!但其最适作用
"(

多为
)*+,-*+

!难以与其他淀粉水解酶%

"(

多为
.*/,/*/

&进行复

配# 本实验室前期获得的弯曲芽孢杆菌
!0

淀粉酶其最适
"(

值为
1*+

!本研究在此
!0

淀粉酶基

础上构建
2.13

!

4$).3

!

567)3

三个突变体 ! 其最适
"(

由突变前的
1*+

分别下降为

)*+

!

8*/

!

/*/

!其中
597)3

的最适温度也由突变前的
/+ !

提高为
)+ !

#以马铃薯淀粉%

:+; <=>

&

为底物进一步对
567)3

制备麦芽糖的转化条件进行探索与优化# 结果表明!在反应初始
"(

为

/*/

!温度
)+ !

!

!0

淀粉酶加酶量为
:++ ?=@

干淀粉时麦芽糖最大转化率达到
-+*%;

!符合高纯

度麦芽糖浆的生产要求#

关键词!

!0

淀粉酶'定点突变'麦芽糖'弯曲芽孢杆菌'酶转化
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淀粉酶%

!!"#$%"&'

&又名麦芽糖苷酶'糖原

淀粉酶!系统名为
"!(

!

)!

葡聚糖
!)!

麦芽糖水解酶

"

"!*

!

)+,-%./"0 #"%123$452%"&'

!

67 89:9*9:
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!!

淀

粉酶作用于淀粉时!能够从其非还原性末端依次切

下麦芽糖!获得的产物为$

!!

麦芽糖'

!!

极限糊精及

非常少量的
!!

葡萄糖;*<

)因此
!!

淀粉酶广泛应用于

食品加工'酿造'淀粉糖制备以及医药等工业生产

领域! 还可通过与其他淀粉水解酶如普鲁兰酶'麦

芽糖淀粉酶等复配!应用于高纯度麦芽糖浆的生产)

!!

淀粉酶首先被发现存在于高等植物中!如大

豆!麦芽!大麦!马铃薯!玉米等;:<

) 目前商品化的
!!

淀粉酶主要来源于大麦'大豆'甘薯等粮食作物) 由

于植物提取
!!

淀粉酶存在粮食消耗量大' 纯度较

低'质量不稳定'废水量大等缺点!利用微生物发酵

生产
!!

淀粉酶已成为研究热点) 文献
;8<

率先从巨

大芽孢杆菌%

!)*+$$'( ,%-).%/+',

#中发现了细菌
!!

淀粉酶后!陆续又有多种产
!!

淀粉酶的微生物菌株

被发现!包括蜡样芽孢杆菌%

!)*+$$'( *%/%'(

#

;)!=<

!多

粘芽孢杆菌 %

!)*+$$'( 01$2,2&)

#

;:<

! 环状芽孢杆菌

%

!)*+$$'( *+/*'$)3(

#

;><

' 热 硫 梭 菌 %

4$1(./+5+',

.6%/,1('$#'/1-%3%(

#

;?<等) 与植物
!+

淀粉酶相比!微

生物来源的
!+

淀粉酶具有生产工艺简单'不受原料

限制'质量稳定'纯度高'能水解生淀粉等优势!同

时也更容易实现大规模'连续化的生产;@<

)

但是目前已报道的微生物
!+

淀粉酶最适作用

AB

多为
>9CD@9C

! 这一
AB

作用范围与常用的商品

化普鲁兰酶'麦芽糖淀粉酶等其他淀粉水解酶作用

的最适
AB )9=D=9=

存在着很大的差距!难以适用于

麦芽糖浆的工业生产;E+*C<

)本研究前期从土壤中筛选

得到一株产
!+

淀粉酶的弯曲芽孢杆菌 %

!)*+$$'(

#$%&'(

#!并将
!+

淀粉酶基因克隆!构建了重组表达

!+

淀粉酶的短小芽孢杆菌) 前期研究中发现此重组

!+

淀粉酶具有比活高!催化效果理想!表达量高的

特点) 但是此重组酶最适
AB

为
?9C

!这一
AB

条件

并不适用于工业应用!因此本研究将对其进行定点

突变以降低其作用的最适
AB

值) 突变结束后选取

取得预期改变的突变体!进一步探究其在制备麦芽

糖浆中的应用效果) 以马铃薯淀粉为底物!

"+

淀粉

酶进行液化之后!用
!+

淀粉酶与普鲁兰酶复配生产

麦芽糖!并对
!+

淀粉酶的加酶量进行优化!以在获

得高效生产麦芽糖浆的工艺的同时!降低其生产成本)

)*)

菌株和质粒

用于重组质粒构建的克隆宿主
7" *1$+ FG*CE

购于宝生物工程有限公司 * 表达宿主
!)*+$$'(

*61(6+3%3(+(

! 带有源自于
!" #$%&'( !+

淀粉酶基因

! +),2

的 重 组 短 小 芽 孢 杆 菌
!" *61(6+3%3(+(H

AI7GJ:K!+),2

为本实验室保藏)

)*+

培养基

LM

培养基$蛋白胨
*C

!氯化钠
*C

!酵母粉
= -KL

)

NG

培养基$多聚蛋白胨
*C

!牛肉粉
*C

!酵母粉

*C

!

O'PJ

)

+

?B

:

J *QC

!

G0PJ

)

+

)B

:

J *9C

!

R0PJ

)

+

?B

:

J

C9=

!

7"7%

:

:9C

!葡萄糖%单独灭菌#

*C -KL

)

)*,

酶和试剂

试剂$

,IS

聚合酶以及限制性内切酶购自于宝

生物工程%大连#有限公司*琼脂糖, 核酸电泳分子

量标准品以及其他配套产品购自于上海科晴生物

技术有限公司*琼脂糖凝胶回收'

T7U

纯化以及质

粒小提试剂盒购自天根生化科技%北京#有限公司*

氨苄霉素%

S#A

#和新霉素%

I'2

#购自于生工生物工

程 %上海# 股份有限公司* 聚丙烯酰胺凝胶电泳

%

P,P+TSV6

#试剂盒购自于碧云天生物技术%上海#

有限公司) 高温酸性
"+

淀粉酶'普鲁兰酶购自于诺

维信公司*麦芽糖购自阿拉丁试剂有限公司) 其他

试剂%除特殊说明外#均购自于国药集团化学试剂

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999
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有限公司!

!"#

突变体引物的设计及载体的构建

基于蛋白质结构来选择突变位点 " 以质粒

"$%&'()!!"+,

为模板"设计
*%+

引物#表
,

$"采

用一步
*%+

法对
!)

淀粉酶基因进行定点突变%

表
! !$

淀粉酶定点突变用引物

%&'() ! *+,-)+. /.)0 12+ .,3)$0,+)43)0 -/3&5)6).,. 21 !$

&-7(&.)

表
,

中带有下划线的碱基为突变位点!

*%+

反

应体系 &

-. "/

$'

00#

(

' 1234 "/

"

5!*6 7899:; ,<

"/

"

0$=* >?@A8;: B "/

" 质粒
C$D

模板
<E( "/

"上

下游引物各
<E- "/

"

*;?>:;6AF;!G6 C$D

聚合酶

<E- "/

%

*H+

程序如下'

IB "

预变性
B >?J

"

IB "

"

,< K

(

-- "

"

,< K

(

L( "

"

L >?J B< K

(

L( "

延伸
,<

>?J

(最后
B "

保温%

将经过
C"J M

处理的
*H+

产物转化至
-. #/%$

N&,<I

中并涂布到含
1< "OP>/ Q>"

的
/7

固体琼

脂平板上%置于
1L "

的条件下培养约
RS,< T

%从中

挑取乳白色)边缘光滑的单克隆体"接种到含有
1<

"OP>/ Q>"

的
/7

培养基中"并置于
1L "

摇床中培

养
RS,< T

后抽提质粒% 将获得的突变质粒进行双

酶切验证"验证正确后进一步送往上海生工生物有

限公司进行测序验证% 将测序验证正确的突变质粒

通过电转转化至表达宿主
!. #0/'0$1)1'$'

中" 从而

得到含有突变基因的重组基因工程菌%

!"8

突变体的表达!纯化及
9:9$*;<=

电泳分析

验证正确的突变菌株以
,#,

的比例保存在
1<U

的甘油管中"置于
)R< "

超低温冰箱中保存备用%使

用时取
,< "/

转接到含有
,< "OP>/ $:V

的
,< >/

=&

培养基中"

1L "

培养
,<S,( T

" 然后以
-U

的接

种量转接到含有
,< "OP>/ $:V

的
-< >/ =&

培养

基中"

1< "

继续摇瓶发酵
BR T

% 发酵结束后离心取

上清"即可获得重组
!)

淀粉酶的粗酶液%

利用凝胶柱
68":;0:@ (<< ,<P1<< W/

进行突变

体蛋白的分离纯化"这一过程是通过杂蛋白与目的

蛋白的大小不同而进行的分离纯化"纯化后的突变

体蛋白将用于进一步的酶学性质分析%

对粗酶液和纯化后的蛋白分别进行
6C6

聚丙

烯酰胺凝胶电泳分析"蛋白电泳胶制备及后续详细

步骤参考碧云天蛋白电泳试剂盒的说明来进行%

!"> !$

淀粉酶活力的测定

用
"G -E-

的
$F

(

G*'

B

)H

B

G

(

'

L

缓冲液 &

<E<-

>>VXP/

$配制
(U

的可溶性淀粉溶液作为反应底物%

分别吸取
-<< "/

底物和
B<< "/

缓冲液加入到洁

净的
,- >/

具塞试管中" 置于
Y< "

水浴锅中进行

预热"

,< >?J

后加入
,<< "/

稀释后的酶液并混匀"

反应
,< >?J

后加入
R<< "/ C$6

终止反应"沸水浴

- >?J

显色并定容到
,- >/

"在
-B< J>

波长下测量

吸光值% 使用沸水中灭活的酶液做空白对照%

酶活单位定义 '在上述条件下 "每分钟产生

, ">VX

麦芽糖所需要的酶量定义为一个酶活力

单位Z([

%

!"?

突变体的酶学性质分析

对突变体酶的最适作用
"G

和作用温度分别进

行探究已验证突变效果% 将酶液分别用
"G 1SR

的

$F

(

G*'

B

)H

B

G

(

'

L

缓冲液&

<E<- >>VXP/

$进行稀释% 以

(U

可溶性淀粉作为底物" 在
-< "

水浴锅中分别测

定突变体在不同
"G

下的酶活" 将最高酶活力定义

为
,<<U

"计算突变体在不同
"G

下的相对酶活%

以
(U

可溶性淀粉为底物"控制反应体系
"G

值

为突变体各自最适
"G

值" 并在
1<SL< "

温度范围

内设立不同梯度分别测定重组
!)

淀粉酶酶活"以确

定各突变体最适反应温度 % 定义最高酶活力为

,<<U

"计算不同温度下的测得的相对酶活%

!"@

突变体的应用

!"@"!

突变体和野生型的应用对比及优化 配制

浓度为
,<U

&

\P]

$的马铃薯淀粉溶液"以
,( ^PO

底

物的量加入
#_

淀粉酶进行液化"保持淀粉溶液温度

I< "

左右" 快速搅拌
-SY >?J

" 至淀粉溶液完全澄

清% 液化结束后用氢氧化钠和稀盐酸调节液化液

"G

至
-E-

"分装至具塞三角瓶中"然后分别加入一

定量的普鲁兰酶和
!)

淀粉酶"这一过程中注意对液

化液的保温以防止其老化% 将具塞三角瓶置于
Y<

"

水浴摇床中"

,-< ;P>?J

反应
(B T

% 反应结束后煮

沸样品以终止反应" 按
,$,

的比例加入乙腈" 静置

,S( T

使长链糖沉淀"离心取上清"产物用
G*/H

进

引物名称 引物序列
`-

*

a1

*

b

=BLca d Q=WWW==== QHWH=W=WQQ QW=QWQ==== =W

=BLc a+ HHHQHHQ QQQQ=H=QH= ==HQHQWHWQQQ

e,YBcad ==Q== HHQQQWW==Q QQ==Q=HQWW WWW

e,YBca+ WH=WW=HHH HH=WQ=QQ== =QQHH===WW QQ=

/1fYcad = W HWWWH===Q HWH==QQQQW Q==H=Q=WQ=

/1fYca+ QQH Q=HQ=QWQQ= H====QQWHW =QQQWHH

'"(



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: ;:9<

=( >?@?A

!

BC D5

"

%4EFCG?HCA4E 4I )4JBG +KCAL?L K& M?CDECF 4I

!"#$%%&' (%)*&' ! NOLP5DFB DEQ (CF OKK5AHDCA4E AE

MD5C4FB RG4Q?HCA4E

行检测!

!"#"$

淀粉水解产物测定方法
!!

淀粉酶水解淀

粉的产物主要是麦芽糖"同时含有葡萄糖以及麦芽

三糖等副产物"各种产物含量采用
"#$%

检测&'()

!色

谱条件为#安捷伦
(*+, "#$%

色谱仪"安捷伦自动

进样器" 色谱柱
-./0123 4567-8 9"*

$

:;+!*<=

>>

%" 示差检测器为安捷伦
?(@+*-

& 流动相采用

+AB

'

CDC

% 乙腈和蒸馏水的混合溶液" 流速设定为

=;A >$D>/2

"柱温设为
@< "

!

!"#"%

麦芽糖转化率的计算

!"

#

$

!(==B

'

(

%

式中#

!

为麦芽糖转化率"

B

&

#

为产物中麦芽糖的

质量"

.

&

$

为底物淀粉的质量"

.

!

$"!

突变体的构建

利用在线同源模拟网站
EFGEEHI5JK$

'

L33M

#

DD

NO/NN>PQ10;1RMSNT;PU.D

% 对重组
!H

淀粉酶进行结构

模拟"选取晶体结构已被解析并且氨基酸序列相似

度最高的
!H

淀粉酶为模板进行模拟!同源搜索比对

发现来自
7; V1U1WN

的
!H

淀粉酶 '

7%7

%'

#J7

登录

号#

(XK5Y(;-

%的氨基酸序列同源性较高'

Z*;=:[

%"

因此选取
7%7

作为模板酶进行同源建模"模拟结构

和模版
\IK-9

为
!=;A(

&(*)

! 根据重组
%& '()(*+ !!

淀粉酶三级结构确定其
JP>S/2 -

或
JP>S/2 -

和

JP>S/2 7

之间交界的狭缝及功能域
JP>S/2 7

内

的
$PPM

区! 在此基础上根据序列信息及三级结构

比对结果" 找到
%& ,-(.*+

的
!!

淀粉酶位于淀粉酶

JP>S/2 -

以及
JP>S/2 -

和
JP>S/2 7

之间交界的

催化槽及催化关键氨基酸# 作为亲核试剂的
K@+Z

及作为酸碱试剂的
K(Z*

&(@)

! 根据序列及空间结构信

息比对围绕在亲核试剂的
K@+Z

周围氨基酸性质如

带电荷(侧链基团大小(与其他氨基酸形成氢键的

数量等进行分析"选定拟突变的氨基酸位点以及突

变成的目标氨基酸) 通常在糖苷酶的作为亲核试剂

的催化关键氨基酸附近引入碱性氨基酸通常可降

低反应的最适
M"

&(:!(<)

* 选定
:Z

+

(+:

和
@]+

号位进

行定点突变"引入碱性氨基酸
^

"以期获得最适
M"

降低的突变体!

以
/& '01+023(3+2+ DM9%I5*D!H456

质粒为模

板经过
#%6

获得含突变位点的目的片段" 转化
7&

'1-2 _I(=]

"抗性筛选后得到阳性转化子"并测序验

证" 突变正确的质粒通过电转转入
/& '01+023(3+2+

感受态细胞"验证成功后即得目标突变体"突变体

在甘油管中
HA= "

保藏备用!

$"$

突变体的表达与纯化

将突变体接种到
`I

培养基中"

@Z "

培养
(=H

(* L

后按
<[

的接种量再次转接到
`I

培养基中"

@= "

继续摇瓶发酵
:A L

! 结束后离心取上清"即可

获得粗酶液!

EJEH#-?K

电泳结果如图
(

所示"由

实验结果可知" 三个突变体发酵上清在
<Z;+ aJ

处

都有可观的目的蛋白条带"其大小与理论的
!H

淀粉

酶分子量相符合" 表明
!H

淀粉酶在
/& '01+023(3+2+

中成功表达!将粗酶液通过凝胶柱
EWM1UQ1R *== (=D

@== ?$

进行蛋白纯化"获得电泳纯蛋白'图
(

%"用

于下一步实验!

I

# 蛋白
ISUa1U

&

(

#

`:Z^

粗酶液&

*

#

`:Z^

纯化后&

@

#

b(+:^

粗酶液&

:

#

b(+:^

纯化后&

<

#

$@]+^

粗酶液&

+

#

$@]+^

纯化后

图
! &'&()*+,

电泳图

-./" ! &'&()*+, 010234.4 56 7890194

$"%

突变体酶学性质分析

在
+= "

"

M"<;<

的条件下测得野生型与突变体

的
`:Z^

"

b(+:^

"

$@]+^

比 活 力 分 别 为

*=A;*

"

]@;@

"

:*<;Z cD>.

"是野生型的
@@;@[

"

(:;][

"

+A;( [

!

将酶液分别用
M" @dA

的
9S

*

"#5

:

H%

:

"

*

5

Z

缓冲

液'

=;=< >>P0D$

%稀释至一定倍数! 以
*[

可溶性淀

粉作为底物" 底物与缓冲液混合后在
<= "

水浴锅

中预热
(= >/2

"然后分别在标准条件下测定这些突

变体在不同
M"

条件下的酶活! 以酶活最高者为

(==[

计算"算出相对酶活"结果见图
*

! 实验结果显

示"

`:Z^

"

b(+:^

"

$@]+^

三个突变体均取得预期改

变"最适
M"

值均有降低"由野生型的
Z;=

分别降为

+;=

(

:;<

(

<;<

! 此外也印证了
b(+:

位点对
M"

影响的

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
;;;;

;
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淀粉酶低
"#

值突变体的构建及在麦芽糖制备中的应用

文献报道$%&'

!

图
! "#

对野生型及突变体酶活的影响

$%&' ( )**+,- .* "# ./ +/012+ 3,%-%4%-1 .* -5+ 6%789-1"+

3/8 2:-3/-;

在突变体最适的
"(

条件下" 分别将稀释一定

倍数的突变体酶液与
)*

的淀粉溶液相混合" 然后

分别在
+,

"

-.

"

/,

"

,.

"

,,

"

&. !

以及
&, !

的水浴锅

中保温
01 234

! 在标准条件下分别测定突变体在不

同反应温度下的酶活! 以酶活力最高者为
5667

计

算出其他的相对活力"结果如图
8

所示! 实验结果

显示"

9/:;

"

<%&/;

"

=8>&;

三个突变体的最适反应

温度有较大的变化"分别为
,,

"

/,

"

&6 !

!

图
<

温度对野生型及突变体酶活的影响

$%&' = >**+,- .* -+2"+?3-:?+ ./ +/012+ 3,%-%4%-1 .* -5+

6%789-1"+ 3/8 2:-3/-;

实验结果显示"

9/:;

"

<5&/;

"

=+>&;

三个突变

体的最适
"(

值均有降低"与此同时"最适反应温度

也有所变化" 相对于野生型最适温度
,6 !

来说"

<5&/;

最适温度降低到
/, !

" 不利于应用于麦芽

糖的生产! 而
=+>&;

突变体最适
"(

降低到
,?,

"满

足了高纯度麦芽糖浆生产中常用以复配的普鲁兰

酶#麦芽糖淀粉酶等淀粉酶作用条件! 同时"该突变

体最适温度升高为
&6 !

"在麦芽糖生产的过程中"

反应温度的提高能够更好的避免反应过程中产生

杂菌"同时"普鲁兰酶#麦芽糖淀粉酶等同样适用于

这一温度 $%6

"

%:'

"因此这一性质的改变更适于麦芽糖

的工业生产"我们将对这一突变体的应用进行进一

步探究!

(@A !9

淀粉酶加量对麦芽糖产率的影响

为了初步探究在实际生产中突变体
=8>&;

和

野生型的应用效果"配制
%6*

$

@AB

%的马铃薯淀粉溶

液"以
%C DAE

淀粉的量加入
"F

淀粉酶液化至澄清!

液化结束后分别加入
/ DAE

淀粉的普鲁兰酶以及不

同浓度的
!F

淀粉酶"这一过程中注意保温防止液化

液冷却老化"然后在
"(,G,

"

&6 !

的条件下进行糖化

反应!

实验结果如图
/

所示"当加酶量在
56H566 DAE

淀粉之间时"

=8>&; !F

淀粉酶糖化的一组麦芽糖产

率要明显高于突变前野生型
!F

淀粉酶"当突变体加

酶量为
566 DAE

淀粉时"麦芽糖转化率基本恒定"为

I6G)7

" 此最高值相对于突变前的最高值
::G,7

高

)7H87

! 同时"这一麦芽糖含量满足高纯度麦芽糖

浆的标准$5I'

!

图
A

野生型和突变体加酶量对麦芽糖转化率的影响

$%&' A B+73-%./;5%" C+-6++/ ! 932173;+ +/012+ 8.;3&+

3/8 237-.;+ 1%+78

以 重 组 短 小 芽 孢 杆 菌
!+ #,-',$.).'$' A

"JKLMCA!F"/0

菌株为基础" 对
!+ (%)*&'

来源的

!F

淀粉酶进行定点突变" 并对突变体进行酶学定

性!选择其中性质优良的突变体
=8>&;

对其制备麦

芽糖的转化条件进行了优化! 结果表明" 在
"(

,G,

"

&6 !

的条件下"

!F

淀粉酶加酶量为
%66 DAE

淀

粉时达到麦芽糖产率的最大值"为
I6GC7

"此麦芽糖

含量满足高纯度麦芽糖浆的标准! 这一结果表明该

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

'"$
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细菌来源的
!!

淀粉酶满足工业生产应用的要求!而

且相对于植物来源的
!!

淀粉酶! 该细菌来源的
!!

淀粉酶具有生产工艺简单!生产成本低!纯度高等

优点!具有很大的应用前景"
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