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摘  要: 以产酸性淀粉酶菌株 Bacillus sp. CN7 的基因组 DNA 为模板, PCR 扩增到α淀粉酶成熟肽

基因 , 将该基因插入表达质粒 pSE380 中 , 构建重组质粒 pSE380-cn7a。将重组质粒导入到

Escherichia coli JM109 中, IPTG 诱导表达。重组酶经 Sephacryl S300、Ni-NTA 纯化后测定其酶学

性质。重组酶CN7A的最适温度为 65°C, 最适 pH为 5.5−6.0, 对可溶性淀粉的Km值为 3.784 g/L, 最

大反应速度为 101.2 mg/(L·min), 该酶的热稳定性不依赖钙离子。 
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Abstract: The α-amylase gene cn7a was amplified by PCR from Bacillus sp. CN7 genome DNA. The 
recombinant plasmid pSE380-cn7a was constructed by inserting gene cn7a into expression vector 
pSE380 and then transformed into Escherichia coli JM109. The purified amylase CN7A showed an op-
timal activity at pH 5.5−6.0 and 65°C, the Km value is 3.784 g/L taking soluble starch as substrate, and 
the maximum velocity was determined as 101.2 mg/(L·min). Ca ion was not required for the thermal 
stability of CN7A. 
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α淀粉酶是一种重要的工业酶 , 被广泛应用于

食品、纺织、洗涤剂及生物能源等行业。自上世纪

80 年 代 以 来 工 业 用 α淀 粉 酶 大 多 来 自 Bacillus 
licheniformis, 该酶的最适作用温度为 90°C, 最适

pH为 6.5, 且该酶的热稳定性依赖于钙离子 [1]。而

淀粉液的pH约 4.5, 且后续的糖化酶最适作用pH也

在 4.5 左右, 为了让淀粉转化为葡萄糖使用到的两

种酶都能起到最佳效果往往需要在液化前后加入

碱或酸调整pH, 这样既增加了工序又抬高了成本。

因此开发耐酸且不依赖钙离子的淀粉酶显得格外

重要。 

本实验室从堆肥中筛选到一株产淀粉酶菌株

Bacillus sp. CN7, 该菌株所产淀粉酶耐酸性能优越, 

酶活也较高。为了更深入地了解该淀粉酶的结构与

功能, 本文对 Bacillus sp. CN7 的α淀粉酶基因进行

了克隆表达。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒: Bacillus sp. CN7 为本实验室筛

选; 克隆载体 pMD18-T 购自 TaKaRa 公司; 质粒

pSE380 购自 Invitrogen 公司; Escherichia. coli JM109
为本实验室保存。 

1.1.2  酶和试剂: LA Taq DNA 聚合酶购自 TaKaRa

公司; 限制性内切酶、λDNA/Hind  markerⅢ 、T4 连

接酶及 Protein molecular mass marker 均购自 MBI 公

司; 其余为国产分析纯。 
1.1.3  培养基: LB 培养基(每升含: 蛋白胨 10 g, 酵

母粉 5 g, NaCl 10 g, 调 pH 至 7.0)氨苄青霉素终浓度

为 100 mg/L。 

1.2  方法 
1.2.1  淀粉酶成熟肽基因的克隆: Bacillus sp. CN7
基因组 DNA 提取方法见华舜细菌基因组 DNA 提取

试剂盒。设计引物 amy-sense: 5′-GGCCGAATTCG 
AAACTGCAAACAAATCGAATG-3′, amy-antisense: 
5′-GCGCAAGCTTATGCGGAAGATAACCATTCAA
A-3′, 上下游引物分别含有 EcoRⅠ、Hind Ⅲ酶切位

点。以基因组 DNA 为模板扩增α淀粉酶成熟肽基因, 
PCR 条件为: 95°C 5 min; 94°C 30 s, 56°C 30 s, 72°C 

2 min, 30 个循环; 72°C 10 min。PCR 产物经 EcoRⅠ、

Hind Ⅲ双酶切后与 pSE380 载体连接, 测序分析正

确后进行表达。 

1.2.2  α淀粉酶基因的表达与纯化: 挑取重组子于

37°C、220 r/min 摇床培养至 OD600 为 0.6, 加入终浓

度为 1 mmol/L 的 IPTG 于 37°C、220 r/min 诱导表达

10 h, 收集菌体超声破碎, 粗酶液分别经 Sephacryl 

S300 和 Ni-NTA 进行纯化。 

1.2.3  淀粉酶酶活的检测: 将 500 μL、pH 6.0 的柠

檬酸缓冲液配制成 0.1 g/L 可溶性淀粉置于 65°C 水

浴保温 5 min, 加入 10 μL 纯酶液反应 5 min, DNS

法测定生成还原糖的量。一个酶活力单位(U)定义为

在上述反应条件下, 每分钟转化等价于 1 μmol 葡萄

糖的还原糖所需的酶量。 

1.2.4  序列分析及同源建模: 基因序列测定委托鼎

安生物工程公司完成 , 核苷酸及氨基酸序列利用

Vector NTI 及 NCBI BLAST 在线工具进行分析。蛋

白质同源模型的构建使用 M4T sever[2], 活性中心位

点 pKa 值的计算利用 PROPKA[3]程序完成。 

2  结果 

2.1  淀粉酶基因 cn7a 的克隆 
以 Bacillus sp. CN7 基因组 DNA 为模板, amy- 

sense 和 amy-antisense 为引物 , PCR 扩增得到约

1.8 kb 的片段, 并将其酶切后与 pSE380 连接。对重

组子测序结果分析表明获得的淀粉酶基因 cn7a 与

来自 Bacillus subtilis 的α淀粉酶基因同源性最高为

98%, 对应的氨基酸同源性为 97%。此外, CN7A 与

来自 Bacillus amyloliquefaciens (95%)、Streptococcus 

bovis (54%)、Lactobacillus amylovorus (52%)的α淀

粉酶均有一定的同源性。 

2.2  淀粉酶基因 cn7a 的表达与纯化 
SDS-PAGE 结果(图 1)表明淀粉酶成熟肽基因

cn7a 在 Escherichia coli JM109 中成功表达, 66 kD 附

近出现了明显的蛋白表达条带, 与预测的蛋白大小

相符。粗酶液经 Sephacryl S300 和 Ni-NTA 纯化后得

到单一的电泳条带, 可用于酶学性质分析。 

2.3  重组酶 CN7A 的酶学性质 
用 不 同 pH 的 缓 冲 液 (pH 3.0−8.0: 柠 檬 酸 - 

Na2HPO4 缓冲液, pH 9.0−10.0: 甘氨酸-NaOH缓冲

液)配制 0.1 g/L的可溶性淀粉, 于 65°C分别测酶活, 

可得到pH与酶活之间的关系曲线(图 2), 确定CN7A

最适作用pH为 5.5−6.0, 是酸性淀粉酶。 
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图 1  重组大肠杆菌表达淀粉酶基因 cn7a 的 SDS-PAGE
分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of cn7a gene expressed in Es-
cherichia coli JM109 
Note: M: Protein weight marker; 1: Crude extract of E. coli JM109 
with pSE380; 2: Crude extract of E. coli JM109 with pSE380-cn7a; 
3: Purification of CN7A. 
 

 

图 2  pH 对 CN7A 酶活的影响 
Fig. 2  Effects of pH on activity of amylase CN7A 
 

纯酶液保存于不同 pH 的缓冲液中 , 4°C 放置

30 min 后 在 最 适 作 用 条 件 下 测 定 残 余 酶 活 力 , 

由图 2 可知 CN7A 在 pH 4.0−10.0 均能保持 80%以

上的酶活。 

在 pH 5.5 的条件下, 于不同温度中测定 CN7A

的酶活, 温度-相对酶活力曲线如图 3 所示, 由图可

知 CN7A 的最适温度为 65°C。 

在纯酶液中分别添加EDTA和CaCl2 使其终浓

度为 1 mmol/L, 4°C下放置过夜, 然后 65°C水浴。

分别在 1、3、5、10、15 min后取出 10 μL酶液测

定其残余酶活力 , 得到时间与残余酶活之间的关

系 曲 线 如 图 4。 由 图 可 知 , CN7A在 金 属 螯 合 剂

EDTA或Ca2+存在的条件下 , 热稳定性均与未添加

外源离子的酶液保持一致 , 因而可证明CN7A的热

稳定性不依赖钙离子。 

以不同浓度的可溶性淀粉为底物 , 在最适作

用条件下测定其反应速度, 得到 1/v 与 1/[S]之间的

关系线 (图 5), 由计算结果可知 , CN7A 对可溶性

淀 粉 的 Km 值 为 3.784 g/L, 其 最 大 反 应 速 度 为

101.2 mg/(L·min)。 
 

 

图 3  温度对 CN7A 酶活的影响 
Fig. 3  Effects of temperature on activity of amylase CN7A 
 

 

图 4  CN7A 在 65°C 下的热稳定性  
Fig. 4  Irreversible thermoinactivation of CN7A at 65°C 
 

 

图 5  CN7A 对可溶性淀粉为底物的 Linewaer-Burk 图 
Fig. 5  Linewaer-Burk plot for determination of Km value 
for soluble starch 
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2.4  CN7A 的同源建模 
以 来 自 Bacillus subtilis α淀 粉 酶 的 三 维 结 构

(PDB登 录 号 为 1ua7)为 模 板 , 利 用 M4T服 务 器 对

CN7A进行同源建模。CN7A的三维结构如图6, 由

图可发现明显的 (α/β)8桶结构即结构域A, 该结构

为α淀粉酶家族所共有 , 活性中心D173、 E205、

D266位于(α/β)8桶中央。结构域B、C分别位于A区

的两侧。 
 

 

图 6  淀粉酶 CN7A 的同源建模结构 
Fig. 6  Homology modeling structure of CN7A 
 

3  讨论 

α淀粉酶的活性中心高度保守, 都由 2 个天冬

氨酸和 1 个谷氨酸组成。其中谷氨酸在催化过程中

是 质子 供体 , 而 第一 位天 冬氨 酸 (对应 CN7A 的

D173)起亲核试剂的作用, 另外 1 个天冬氨酸不直接

参与催化反应, 但对提高谷氨酸的 pKa 值以及使底

物分子变形起到重要的作用[4−5]。Mcintosh 等[6]以木

糖异构酶为材料证实了酶的最适作用 pH 与活性中

心 pKa 值有关, 并提出这种现象可能普遍存在于水

解糖苷酶家族中。PROPKA 程序[3]可用来预测蛋白

质极性氨基酸残基的 pKa 值, 我们找到了来自芽孢

杆菌属具有代表性的酸性、中性、碱性α淀粉酶, 其

预测的 pKa 值见表 1。由表中可以发现作为质子供

体的谷氨酸的 pKa 越小, 作为亲核基团的第 1 位天

冬氨酸的 pKa 值就越大, 其最适 pH 值便越小。 

几乎所有已知三维结构的α淀粉酶都含有至少1

个钙离子结合位点, 其中在 A 结构域与 B 结构域接

口处的钙离子结合位点 CaⅠ高度保守[11]。CaⅠ连接

A、B 两区对催化中心结构的稳定以及底物结合域的

形成起着极其重要的作用[12]。然而对来自 Bacillus 

sp. KSM-K38 的 一 种 不 依 赖 钙 离 子 的 α 淀 粉 酶

(Amyk38)X 射线衍射结果表明, 在 CaⅠ相应的位置

并没有结合上钙离子, 而是被钠离子所取代[13]。本

文研究的 CN7A 也不依赖于钙离子, 但其同源性与

AmyK38的同源性非常低(仅为25%), 是否其 CaⅠ

位点被钠取代还有待其三维结构得到详细解析才能

确定。 
 

表 1  来自芽孢杆菌 α 淀粉酶活性中心 pKa 值的预测
Table 1  Predicted pKa value of active sites from Bacillus 

α-amylase 
PDB ID Source Optimum pH Asp Glu Asp

1vjs B. licheniformis 6.5[1] 6.73 3.71 10.04

3BH4 B. amyloliquefaciens 6.0[7] 9.36 2.99  3.25

Predicted Bacillus sp. XY 5.0[8] 9.17 1.25 10.07

Predicted Bacillus sp.  
KSM-1378 8.0[9] 7.39 3.02  9.91

Predicted B. subtilis X-23 5.5[10] 9.30 5.50  0.64

Predicted Uncultured GXAA 7.0 9.52 2.96  7.50

Predicted Bacillus sp. CN7 5.5−6.0 9.26 1.01  9.63

 
本文研究的α淀粉酶热稳定性不依赖钙离子 , 

最适作用 pH 为 5.5−6.0, pH 5.0 时可达到最高酶活力

的 90%以上, 且在 pH 4.0−10.0 范围内稳定, 该α淀

粉酶的性质与糖化酶基本一致, 有望在同步糖化工

艺中得到应用。 
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