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摘  要: 【目的】检测具有生淀粉降解活性的新型 α-淀粉酶 AmyP 是否具有淀粉结合结构域

(SBD)。【方法】通过结构域预测和序列分析, 推测 AmyP 的 C 端是一个 SBD。将这段序列

克隆、表达和重组蛋白纯化后, 采用亲和电泳和生淀粉吸附两种方法对重组表达的蛋白进行

研究。【结果】AmyP 的 C 端序列是一个新型的 SBD, 根据序列特征可以将其划分在碳水化

合物结合结构域(CBM) 20 家族。该 SBD 与生大米淀粉的吸附能力最强, 生玉米淀粉次之, 不

能与生小麦淀粉、生马铃薯淀粉和生绿豆淀粉吸附。【结论】α-淀粉酶 AmyP 在蛋白 C 端具

有一个 SBD, 有助于理解 AmyP 快速偏好性降解生淀粉的能力。 
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Identification of starch-binding domain in α-amylase AmyP 
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Abstract: [Objective] To explore whether a starch-binding domain (SBD) locates in the newly 

identified α-amylase (AmyP) that can degrade raw starches. [Methods] Based on sequence align-

ment and protein domain prediction, a putative SBD was found in the C-terminal sequence of 

AmyP. The sequence was cloned, expressed and purified, and the recombinant protein was identi-

fied by affinity gel electrophoresis and adsorption on raw starch. [Results] The sequence was de-

fined as an SBD that belongs to the carbohydrate-binding module family 20 (CBM20) based on 
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sequenced similarity. SBD binds with higher affinity to raw rice starch compared to raw corn 

starch, and is unable to adsorb to raw wheat starch, raw potato starch or raw mungbean starch. 

[Conclusion] The C-terminal region of AmyP was identified as a novel SBD, which may contrib-

ute to the specific raw starch-degarding ability of AmyP. 

Keywords: Starch-binding domain (SBD), α-Amylase, Raw starch, Carbohydrate-binding module 

family 20 (CBM20) 

具 有 生 淀 粉 降 解 活 性 的 α- 淀 粉 酶

(α-Amylases, E.C 3.2.1.1)能在低温条件下降解生

淀粉, 节省了淀粉高温糊化所需的能源, 具有巨

大的应用价值[1]。这种 α-淀粉酶往往是多结构域

的蛋白, 除了催化结构域, 还包含一个非催化功

能 的 淀 粉 结 合 结 构 域 (Starch-binding domain, 

SBD)。SBD 的主要功能是和生淀粉颗粒结合, 使

酶吸附在生淀粉颗粒的表面 , 帮助降解 [2]。对

SBD 的研究将有助于理解和改造生淀粉降解酶。 

α-淀粉酶 AmyP 是我们从海洋宏基因组文库

中筛选获得的一个新型的生淀粉降解酶, 其氨基

酸 序 列 与 已 知 的 其 它 α- 淀 粉 酶 相 似 性 极 低

(<20%), 代表了一个新建立的糖苷水解酶亚家族

GH13_37[3]。AmyP 蛋白它不仅可以广泛地降解

多种生淀粉[4], 而且能以一种罕见的快速的偏好

方式降解生大米淀粉[5]。为深入理解 AmyP 降解

生淀粉的机制, 我们对 AmyP 蛋白 C 端的一段序

列进行了研究。本文报道 AmyP 中一个新型 SBD

的发现与鉴定。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 中 的 重 组 表 达 载 体

pET32a-AmyP 由本实验室构建[3]。限制性内切酶、

Pyrobest DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶和牛血清

白蛋白(BSA)等为宝生物公司产品。生淀粉购自

河北赵州利民淀粉企业集团总公司和安徽燕之

坊食品有限公司。 

1.2  序列分析 

采用 NCBI 的在线软件 PSI-BLASTP 和 CDD 

search 对蛋白序列进行相似性分析和结构域预

测。碳水化合物结合结构域(Carbohydrate-binding 

module, CBM) 家 族 的 序 列 比 对 采 用 ClustalX 

2.0.8 软件。 

1.3  SBD 的克隆、表达与纯化 

根据 AmyP 蛋白的基因序列设计引物。扩增

假 定 的 SBD 引 物 为 SBD-n (5′-CCCCATAT 

GTTGATAGGTGAGGGTTTCA-3′)和 SBD-c (5′-C 

CCCTCGAGCGGAGACTTAGAGACCAT-3′), 下

划线为 NdeⅠ和 XhoⅠ酶切位点。PCR 产物酶切

后分别与用 NdeⅠ/XhoⅠ酶切好的 pET28a 连接, 

产生质粒 pET28a-SBD。质粒转化至大肠杆菌

BL21(DE3)后, 37 °C 培养至 OD600 为 0.6−0.8 时, 

加入 1 mmol/L IPTG, 然后转入 16 °C 低温摇床, 

诱导表达 12 h。收集菌体, 超声破壁后离心取上

清, 通过 Ni2+亲和层析(Invitrogen)一步纯化重组

蛋白。 

1.4  SBD 的亲和电泳 

亲和电泳是指蛋白在含有底物的活性聚丙烯

酰胺梯度凝胶(PAGE)进行电泳。蛋白与底物的结

合将导致蛋白条带的迁移率或弥散度发生变化,

常用来鉴定蛋白与底物的结合情况[4−5]。亲和电泳

采用 10%的 PAGE, 配制时加入终浓度为 1%的生

大米淀粉悬浊液; 堆积胶浓度为 3%。采用与生淀

粉无吸附作用的 BSA 作为对照样品。电泳后, 蛋

白胶用考马斯亮蓝 G-250 染色。 
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1.5  SBD 与生淀粉的吸附能力测定 

使用 100 mmol/L 的磷酸盐缓冲液(pH 7.5)分

别配置 5% (W/V)的生大米淀粉、生小麦淀粉、生

玉米淀粉、生马铃薯淀粉、生绿豆淀粉。在振荡

条件下吸取 450 μL 生淀粉溶液, 加入 50 μL SBD

蛋白(蛋白量 30 μg), 在冰水混合的水浴锅中  

220 r/min 孵育 1 h。然后 4 °C、12 000×g 离心    

10 min, 取 100 μL 上清用 Bradford 法测定蛋白含

量。空白对照组用等体积缓冲液替代 SBD 蛋白。

采用牛血清白蛋白(BSA)作为绘制蛋白含量标准

曲线的标准。吸附率(%)=(总蛋白–上清中残留的

蛋白)/总蛋白×100。 

2  结果与讨论 

2.1  序列分析 

AmyP 有 639 个 氨 基 酸 (NCBI 序 列 号

ADK21254), CDD search 结果显示, 该蛋白的 C

端有一段 131 个氨基酸的“普鲁兰糖酶类似蛋白

的催化结构域(Early set domain associated with 

the catalytic domain of pullulanase-like proteins)”。

因为 AmyP 的 N 端已经证明具有一个催化结构 

域[3], 所以认为 C 端的这段序列不可能是软件展

示的结构域。另一方面, 由于 AmyP 与其它 α-淀

粉酶的序列相似性极低, PSI-BLAST 分析 AmyP 

C 端序列的结果仅显示该序列与一些假定的糖苷

水解酶中的部分序列具有一定相似性, 没有获得

有价值的功能预测信息。 

考虑到 AmyP 是生淀粉降解酶[6−7], 而绝大多

数这类蛋白具有一个 SBD, 因此, 推测 AmyP 蛋

白的这段 C 端序列是 SBD。目前已知的 SBD 分

布在 10 个不同的 CBM 家族(CBM20、21、25、

26、34、41、45、48、53 和 58)[8]。将 AmyP 的 C

端序列与这些 CBM 家族的典型代表逐一进行序

列分析(数据略), 发现符合 CBM20 家族的序列特

征要求(图 1)。CBM20 家族中极为保守的 3 个色

氨酸残基(W, 图 1 中黑色标出)在 AmyP 的 C 端

序列中均保守。一个在淀粉结合过程中发挥重要

功能的赖氨酸(K, 图 1 中灰色标出)在该序列中也

保守。这表明 AmyP 的 C 端序列具有 2 个淀粉结

合位点(SBS1 和 SBS2), 而这是 CBM20 家族的典

型特征[8−9]。此外, CBM20 家族中保守性较高的苯

丙氨酸(F, 图 1 中深灰色标出)在该序列中也保守。

由此可见, 尽管 AmyP 的 C 端序列与已知的 SBD

整体上均无同源性, 但是, 这段序列极可能是一

个新的 SBD, 而且隶属于 CBM20 家族。此外, 目

前已知的隶属于 CBM20 家族的 SBD 均处于全酶 
 

 
 

图 1  AmyP 的 C 端序列与 CBM20 家族代表的序列比对 
Fig. 1  Amino acid sequence alignment of the C-terminal sequence of AmyP and the SBD representatives from 

CBM20 family 
Note: The SBD representative members were referred to published data [9−10]. 
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蛋白的 C 端[9], 这个特点也与 AmyP C 端序列  

吻合。 

2.2  假定 SBD 的克隆、表达与纯化 

运用常规的分子克隆技术, 成功构建了假定

SBD 的重组表达质粒 pET28a-SBD。质粒转化大

肠杆菌后, 低温 16 °C 诱导表达可以获得较好的

可溶性表达。重组表达的 SBD 蛋白已经融合了载

体上的 His-tag 标签, 直接采用 Ni2+亲和层析获得

纯品(图 2)。假定 SBD 蛋白有 131 个氨基酸, 理

论分子量为 15.8 kD, 从图 2 中可见重组表达的假

定 SBD 的分子量与理论分子量吻合。 

2.3  假定 SBD 蛋白与大米生淀粉的结合 

SBD 是指具有结合生淀粉能力的结构域, 只

要测定重组表达的假定 SBD 能否与生淀粉结合, 

即能核实其身份。由于 AmyP 对大米生淀粉的降

解具有强烈的偏好性[7], 因此采用在活性电泳的

条件下, 测定假定 SBD 与大米生淀粉的结合情

况。如果该蛋白与胶内添加的大米生淀粉发生结

合, 蛋白迁移将显著减慢。比对 BSA 的电泳情况, 

由假定 SBD 在无添加的胶(图 3A)和添加生大米

淀粉的胶(图 3B)的迁移结果可见, 该蛋白在添加

了 大 米 淀 粉 的 胶 中 迁 移 率 明 显 变 缓 。 同 时 , 
 

 
 

图 2  SDS-PAGE 分析假定 SBD 的表达 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of recombinant the putative 
SBD 
Note: M: Marker proteins; 1: Cell extract of E. coli harboring 
pET28a; 2: The supernatant of cell extract of E. coli harboring 
pET28a-SBD; 3: The purified putative SBD. 

 
 

图 3  SBD 与生大米淀粉的亲和电泳定性分析 
Fig. 3  Qualitative affinity gel electrophoresis analysis 
of the interaction of SBD with raw rice starch 
Note: SBD and BSA were electrophoresed on non-denaturing 
polyacrylamide gels containing no starch (A) and 1% raw rice 
starch (B).  
 

由于电泳过程中蛋白反复和淀粉颗粒发生吸附

与解吸附作用, 蛋白条带呈现典型的弥散形式。

这表明 AmyP 的 C 端序列确实是一个 SBD。 

2.4  SBD 与各种生淀粉的结合能力比较 

AmyP 是一个生淀粉降解酶, 可以不同程度地

降解生大米淀粉、生小麦淀粉、生玉米淀粉、生马

铃薯淀粉、生绿豆淀粉等多种生淀粉[6−7]。SBD 能

帮助生淀粉降解酶吸附在生淀粉颗粒的表面, 因此

SBD 与生淀粉的结合能力往往会极大影响酶的降

解能力[11−12]。为了了解 AmyP 的 SBD 对生淀粉降

解过程的贡献, 分别测定了该 SBD 与这些生淀粉

的吸附率(表 1)。该 SBD 对大米生淀粉的吸附率最

高, 这与 AmyP 偏好性降解生大米淀粉的催化特征

吻合。AmyP 对生玉米淀粉的降解能力是生大米淀

粉的 33.5%, 但是 SBD 的吸附率却显著降低为

5.7%, 仅为生大米淀粉吸附率的 13% (5.7/44.4)。以

生小麦淀粉、生马铃薯淀粉和生绿豆淀粉为底物时, 

均检测不到 SBD 的吸附。该结果说明, 虽然该 SBD

的吸附能力对生淀粉的降解有贡献, 但是该 SBD

不是 AmyP 降解生淀粉的必要条件。因此, AmyP

中 SBD 的功能还有待于进一步探索。 



2258 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.12 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  不同生淀粉为底物时的 AmyP 酶活和 SBD
吸附率 

Table 1  Relative activity of AmyP and binding of 
SBD to different raw starch substrates 

生淀粉种类 

Raw starch 
source 

AmyP 的相对酶活 a 

Relative activity of 
AmyPa (%) 

SBD 的吸附率

Binding of 
SBD (%) 

Rice 100 44.4 

Wheat 6.1 0 

Corn 33.5 5.7 

Potato 10.4 0 

Mung 15.1 0 

Note: a: Data were referred to published paper[4−5]. 

 

3  结论 

通过氨基酸序列分析, 发现 α-淀粉酶 AmyP

的 C 端序列极可能是一个隶属于 CBM20 家族的

SBD。将这段序列重组表达纯化后, 采用亲和电

泳技术明确无误的鉴定为一个新型的 SBD。该

SBD 的吸附能力对 AmyP 降解生淀粉有一定贡献, 

但不是降解的必要条件。 
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