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碱性高温淀粉酶基因的克隆与

表达及酶特性的初步研究
�

,

许赣荣
� � ’

高木昌宏 森川正章 今中忠行

�无锡轻工业学院发醉工程系� �日本大阪大学工学部发酵工 学科�

摘要 从土攘中筛选到一能分泌碱性 高温淀粉酶的芽抱杆菌属菌株
。

用质拉� � � �� �

作载体
,

该淀粉酶基因 �� � �八�被 克隆并在枯草芽抱杆菌� � �
一 �中得到表达

。

又通

过亚 克隆
,

得到含酶基 因的更小重组质拉 � � � � �� ���
。

� � ��
。

携 带该重组 质 拉的

枯草 芽抱杆菌� � �
一 � 分泌的淀粉酶的特性与供体 菌的相 同

。

该晦作用最佳 � � 为

�
�

巨
、
最适温度为��

�

℃
,

但在�� ℃
, � � �

。

� 条件下处理 � �
,

该酶活性不降低
。

通过硫

按沉淀
、

热处理
、

� � � � 一一纤维素色谱和亲和 色谱等分离技 术
,

从 培 养 液中部

分纯化 � 该酶
,

其分子量估计为 � �  ���

关键词 碱性高温淀粉酶 � 分子 克隆

� 前 言

早在� �年代
,
� �� �� � � �� � � �� �’�和� � � � � � ��� � �曾报道过能产生耐热性 � 一

淀粉酶的嗜热

脂肪芽抱杆菌 ���
� ���� � � �� �  � �� � � � � �� ��� � �

。

� � � � � � � � � 等 �”�曾研究� 该淀粉酶的生理

生化特性
。

在极端条件下
,

如高温
、

酸性及碱性环境中
,

一般的酶都会变性失活 � 而在这样的环境

条件下
,

有些酶不仅能发挥正常的催化功能
,

而且稳定性良好
。

因此
,

在理论和实际应用中

这种酶都具有重要的价值
。

近些年来的研究表明
,

以嗜热菌中分离出来的酶比嗜温菌中分离

出来的酶耐热性更好
。

在许多方面
,

这两种类型的酶却很相似
。

可以说
,

高温酶的热稳定性

的分子机理至今不甚清楚
。

本文主要叙述耐高温碱性淀粉酶基因的分子克隆及在枯草芽抱杆菌 � � �
一 � 中的表达

,

并简述该淀粉酶的某些特性
。

� 材料和方法

�
。

� 培养基

肉汤培养基如前 声
、

所述 �� 
,

� � �肉汤培养基是在肉汤培养基中补加 �
�

�� �� �
�

� � ��
�

�可

溶性淀粉
。

用来筛选淀粉酶生产菌的� �� 一一琼脂培养基含�
�

�� �的蓝淀粉 �� ��
� � � �� ��

� �

�� �� � � �
,

其余成分同肉汤培养基
。

用于筛选重组转化子的 � ��
一

琼脂培养基含�
�

��  的蓝

淀粉
,
�

�

� �的胰化蛋白陈 �� ��
� � �

,
‘

�
�

� �的酵母浸提物 ��
� � � � � � �� � � �� �

, �
�

� � �
� � �

,

本文均 �� 年 �月 � 日收到
。

本 研究工作得到联合国教科文组织及 日本政府资助
,

特此致谢
。
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�
碱性高温淀粉酶基因的

一

克隆与表达及晦特性的初步研 究 盯

�
�

。

� �的琼脂
。

�
。

� 菌株和质粒

受体菌 枯草芽抱杆菌� � �
一 � �� � � � �

、

� ���
、

� �� �
、

� � �
一 、
� � �

一 ,
� � �

一

为

供体菌 � � � �� �
,

是从土壤中筛选得到的一产淀粉酶的菌株 �见 �
�

�部分 � �

质粒 � � � � �� ��� �含四环素抗性基因�己 �, 用作克隆载体
, � � � ��� �� 。

,

�用 作于亚克

隆载体
。

�
。

� 酶活性分析
尹

测定在�� ℃时反应混合物中释放的还原糖
。

反应混合物� � � ��组成
� 。

�

� � � � ��可溶性

淀粉
, �

�

� � � 一�
�

�� 。�的� � �� �� ‘
� �

� � ��� 。
缓冲液 �� � �

�

� �
,
�
�

�� �酶液
。 � ��� 反应 �� �� 后

在反应液中加入 � � ��
, � 一二硝基水杨酸试剂 ���

,

并于沸水中保持 �� ��
,

冷却后测�
�

� 。‘。
�

� 酶活单位定义为
�
在 �� ℃每 � � �� 释放 �� � 还原糖 �以麦芽糖计 �所需要的酶量

。

�
。

� 蛋白质含量的测定

使用� �  蛋白质测定专用试剂 �� � � � � � �� �� �  � � � � � � � � � � , ��� � � �公司出品�测定

蛋白质浓度
。

分析方法遵循厂商推荐的方法
。

�
�

� 淀粉酶产生菌菌落的检定

用 � � � 一一琼脂培养基 �含� �协� � � �四环素�直接检定淀粉酶阳性 �� � �
夺

� 菌落
。

在蓝色

的琼脂背景下
,

阳性菌落的外围有一明显的褪色圈
。

�
。

� 质粒 � � � 和染色体 � � � 的制备

有两种方法用于制备质粒 � � �
�

快速碱性提取法及 ��� �
一 � �� �� �� � ��

。。 �� �
沉降密度

梯度离心法
,

后者也用来提取供体菌中的染色体 � � �
。

�
。

� 限制酶的使用方法
、

连接及转化

用限制酶处理 � �  及用 �
‘� � � 连接酶连接各种类型的� � � 都遵循厂商 ��

� ���
�
公司�

推荐的方法
。

转化方法 感受态细胞法 �� �
。

�
�

� � �  的凝胶 电泳

按标准方法 ��� 用 ��琼脂糖凝胶进行 � � �片段的分离
。

�
�

� 酶的纯化

D E A E 一
C

e
l l

u
l
o s e

枉色谱
: (D E 52

,

W
h

a
t m

a n
)

;
H P C L 凝胶过滤法

: (T S K
一
g
e
l

,

G 3 0 0 0 S
W

,
T O S O H )

亲和柱色谱 S ephadex G 一
1 0 0 ( P h

a r
m

a c
i
a
)
。

其它纯化方法在本文中有关部分叙述
。

1i1

七酶分子量的测定
、

一
利用5 D S

一

聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

( S D S

一
P A G E )

,

同时点入经一定方法处理的酶样品及

标准分子量蛋白质样品 (”h

一
‘· ) · 通过比辞两者的泳动性来估计淀粉酶的分子量

。

一
几

2 结 果

“
2。 1 嗜热碱性淀粉酶生产菌的筛选及特性测定

使用 L S A 琼脂境养基 (初始PH 为10
.
。)在 “℃ 培养

,

从土壤样品中筛选到一株能分泌淀

粉酶的嗜热碱性细菌
,

此菌被定名为X A L 601
。

该菌为短杆状
,

能形成抱子
,

革兰 氏染色阳
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性

,

过氧化氢酶阳性
。

这些特性表明此菌属于芽抱杆菌
。

在 pH g
.o的肉汤培养基中培养时

,

生长温度范围为37 一62 ℃
.
在50 ℃液态培养时

,

该菌在 pH 7
.
o至 10

.0范围内能正常生长
。 ‘

最

佳生长pH 为 9
.0一9

.5.在含1% 可溶性淀粉的肉汤培养基中
,

该菌能分泌最适 作 用 pH 为 8
.
5

的淀粉酶
。

-- - - - 4 -

一
_

“
-

2
。

2 淀粉酶基因的克隆及在枯草芽抱杆菌A N A
一
1 中的表达

将供体菌X A L 601 染色体D N A (20 协幼用限制性内切酶P
stl 处理

,

把分子量处 于2
.
ok b和

9
。

4 k b 的D N A 片段分离提取 出来
,

然后用T
;D N A 连接酶把这些片段与质粒pT B 522( 用P

stl

处理)连接
。

连接混合物用于转化枯 草 芽抱杆菌 A N A
一
1
。

细胞涂布 于 L S D 琼 脂 平 板 (含

26 林g / m l 四环素) 上
,

在2000多个菌落中
,

获得 了一个产淀粉酶的阳性菌落
。

将该菌落划线于

新的L S A 琼脂平板上37 ℃培养过夜
,

在大量菌落中得到 6个产淀粉酶的阳性菌落
。

把其中的

一个菌落划线于新的L S A 琼脂平板上培养一几乎所有 的菌落都显示出 T
CrA m y+ 表 型

,

这表

明携带重 组质粒的A N A
一
1 产 淀粉酶的能力是稳定的

。

用大规模分离提取法从转化子中制备

了重组质粒D N A
.
该重组质粒被定名为pT B X 12

。

用 pT B X 12 再次转化枯草芽抱杆菌A N A
,
一
1

,

得 到 了100 % 的T
。r
A m y

+

菌落
。

( 图 1 )这表明该重组质粒中确实含有淀粉酶基因
。

该基

因定名为am yA
. 、

图 l
左 图

:
携带重组质拉 p f U 入1 2 的 B

。

su bt il is A N A

一
1

右 图
:
携带质杜 p T B 522 的B

.su b tiliS A N A 一
i

2

.

3 淀粉酶基因
a m y A 的定位

用数种不同的限制性内切酶分别处理重组质粒 pT B X 12
,

琼脂糖凝胶电泳图谱表明重组

质粒确由 pT B S
·

22 及7
.7k乙的外源D N A 片断所组成

。

限制酶切图如图 2所示
。

为了亚克隆到一个更小的含
am y A 的D N A 片段

,

需要准确地确定 , m y 人的位置
。

我们构

造了两个缺失型质粒
。

已知复制子位于原质粒 8
.skb 的 Ps tl

一
H in d 班片段中

。

从pT B X 12 中

切去含有外源D N A 断片的4
.gkb 的H in d 皿片段

,

把剩余的D N A 片段(13
.
6k b) 连接后转化到

枯草 芽 抱杆菌A N A
一
1 中
_
去

,

得到的是淀粉酶阴性奉型
。

另一策略是用 H in d Jll 和 P st l处理

P T B X 12
,

挑取出来
, ‘

以及 5
。

I k b

酶基因之内
。

再通过 电泳分离
,

把 2
.6k b 的 P sti七

i五d lll 片段和 8.s kb 的H in d l
一
P st l 片段

连接并转化后;结果仍然是淀粉酶阴性表型
。

一

亚克隆 2
.
6 kb 的 Ps ti

一
H in l 片段

H in d皿
一

P
S
tl 片段都未得到淀粉酶阳性表型

,

这一事实 表 明 H in d 皿 位于淀粉

我们注意到另一载体质粒pT B 524 和重组质粒一样也具有P
stl 和B a m H I酶切点

,

于是用

P stl和 B am H I处理重 组 质粒 pT B X 12以及 pT B 524
,

然后
,

把 pT B X iz中的 4.6k b p P stl-
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图 2 p T B X 12 的各种衍生物的结 构示意图

B 。 m H 工片段与p T B 524 中的相关的片段连接
,

并转化 A N A
一
l

,

仍然未发现淀粉酶阳 性 菌落

故我们推定 B
am H I位点也位于淀粉酶基因之内

。

为了证实这一点
,

在B
am H I位点引入了编

码结构转移突变
。

其方法是
:
用B a负H l处理 pT B X 12

,

然后用钝性末端试剂及 E
.
C ol i D N A

多聚酶 I 的 K le
n o w 片段把突出的 3, 末端填补上

,

再用T
;连接酶把线性D N A 连接起来转化

,

结果确实没有发现淀粉酶阳性菌落
,

这就证实了B
a m H I也位于淀粉酶基因之内

。

由图 2 可看

出各种p T B X 12 的衍生物的结构
。

2

.

4
a

m y A 的亚克隆

我们又用一些限制酶理处理重组质粒 pT B X 12
,

构建了一个更为详细的限制性酶切图
。

从而找到了一个亚克隆
am y A 的最佳方案

。

图 3为亚克隆的流程示意图
。

先用限制酶M lul 和P
stl 确理 pT B X 12

,

把两段较大的 P
stl一 M l ul 片段 连 接起来

,

得到

一个较小的质粒
。

该质粒定名为p T B X 22
,

其酶切图如图3一B所示
。

携带 p T B X 22 的 A N A
一

1 能分泌淀粉酶
。

第二步再用 P
stl 处理pT B X 22

,

接着用 B al 31 核酸酶处理线性D N A
,

把

多余的 D N A 片段切去(处理时间分别为15
、

1 7

、

20

、

22 和 24 m in)
,

中止酶切反应后
,

把反

应 24 m in 后的D N A 提取出来并用 T
‘
D N A 连接酶连接

。

转化后
,

在L S A 琼脂平板上培养过

夜
,

约有三分之一的菌落显示淀粉酶阳性表型
。

‘

取其中一菌落提取质粒
,

其限制酶切图如图

3一C所示
。

该质粒定名为 pT B X 32
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图 3 亚 克隆过程示意图

2.5 淀粉酶的部分纯化及酶分子量的估计

为纯化淀粉酶
,

我们分别在 3乞℃和 50 ℃肉汤培养基中培养携带重组质粒pT B X 32 的枯草

芽抱杆菌A N A
一
1 及供体菌X A L 6ol

。

在培养物的上清液中加入硫按(至 8 , % 的 饱 和度)
,

然

后在4℃静止过夜
,

离心收集沉淀物
,

再用o
.
02 m ol 的N

aZH P O :/ N
a H ZP O ‘, p

H
S

.
1 缓冲液溶

解沉淀物
。

再用相同的缓冲液透析
,
得到 的浓缩酶液再经 60 ℃

,

巧m in 处理
,

其 上 清液用

于测定酶的部分特性并用于进一步纯化
。

,

八

下列方法 曾用于进一步纯化
:

D E A E 一
C

e
l l

u
l
o s e

柱色谱(D E 52);

H P L C 凝胶过滤(T S K
一g e l

,

G 3 O 0 0 S W )

,

亲和柱色谱
: (Sepha d ex G

一
1 0 0 )

。

各种类型的柱的流出液经过适当处理后
,

再用 S D S
一
P A G E 方法测定淀粉酶的分子量

。

由于时间关系
,

还未曾得到淀粉酶的单一区带
,

但根据上述色谱往流出液样品的SD S
一

P A G E

图及酶活性曲线的综合分析
,

可推测淀粉酶的分子量为560000
‘

2

.

6 来自供体菌和转化子淀粉酶的特性

我们初步研究了来自供体菌及转化子的淀粉酶的某些特性
,

发现它们的最佳作用温度都

是75 ℃(如图 4一A 所示)
。

此外
,

最佳作用pH 都
、

是 8
.
5(如 图4一B所示)

。

在pH 8
.4左右

,

酶
气

活最为稳定
,

在pH S
。

5
,

65 ℃时热处理 l h
,

酶活也不 受影响
,

( 如图4一C及图4一D 所示)
。

3 讨 论

在酶的纯化过程中
,

我们碰巧发现在低盐浓度时
,

淀粉酶能吸附在凝胶过滤树脂上
,

故

我们又用亲和色谱柱(S
ephade

x G
一
1 0 0) 进一步纯化

。

当把酶样施加到G
一

10
0 柱上时

,

酶被

滞流
、

然后随低分子量蛋白质流出
。

再用凝胶过滤 树 脂(T S K G 一
3 0 0 0

Si
l ic

a
b
as

e
) 在 高

盐浓度情况卞
,

可成功地排除低分子量蛋 白质
。

故这两种枉联合应用可能更适合于进一步纯

北徒粉酶
,

.

以便精确测定淀粉酶的各项性质
。

p T B

x3

2 虽不是含淀粉酶基因的最小质粒
,

但用相同的方法(见2
.
4) 可以亚克隆到含淀

粉酶基因的最小片段 (延长 B
a1 31 核酸酶的处理时间)

。

故可以测定酶基因的 D N A 序列
,

并

进一步阐
.
明淀粉酶的分子机理

。
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