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耐高温 α-淀粉酶分子结构与异源表达研究进展 
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摘  要：耐高温 α-淀粉酶是数千年前即取得工业化应用的重要工业用酶。由于其具有热稳定性好、

液化彻底、易保存等优势，在淀粉制糖、味精、啤酒等食品发酵以及纺织印染等行业都有着广泛的

应用。本文首先就耐高温 α-淀粉酶的菌种来源、结构与功能、α-淀粉酶酶活性提升、基因工程菌的

构建等方面已取得的研究成果进行综述，然后对耐高温 α-淀粉酶外源表达最新研究成果进行了总结。

文章最后分析讨论了在耐高温 α-淀粉酶开发方面国内现有水平与国际领先水平的差距，以期为耐高

温 α-淀粉酶的开发提供参考及思路。相信随着代谢工程和过量表达等技术手段的相继应用及业界的

持续努力，我国耐高温 α-淀粉酶的开发必将取得飞跃式发展。 
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Abstract: Thermostable α-amylase is a group of important industrial enzymes famous for their earliest 
industrial usage tracing back to thousands of years ago. Thanks to their advantages such as thermal 
stability, high efficiency on starch liquefaction and the easy-to-stock nature, the thermostable α-amylase is 
widely used in starch-based sugar industries, food fermentation industries, beer and other brewing 
industries, and textile printing and dyeing associated industries, respectively. This review covered the 
advances in the studies on the thermostable α-amylase regarding the producer strains selection and 
construction, structure-function relationship of the enzyme, the ways for improving α-amylase enzyme 
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activity and the approaches of heterologous expression of the enzyme, respectively. In addition, the status 
quo of thermostable α-amylase exploration worldwide was depicted in general, and the comparison 
between domestic achievements with the global leading establishments was made in the specific. 

Keywords: Thermostable α-amylase, Strain source, Molecular structure, Heterologous expression 

酶是一类非常重要的生物催化剂，因为其来

源的天然性及良好的催化功能，数个世纪以来(自

古巴比伦时期)就在食品等领域开始广泛应用[1]。

淀粉酶是一种重要的水解酶类，是水解淀粉和糖

原的一类酶的总称，淀粉酶通常作用于直链淀

粉、可溶性淀粉、糖元、糊精等 α-1,4-葡聚糖糖苷

键。淀粉酶分布广泛，几乎存在于所有的动植物

和微生物中。最近统计表明淀粉酶产量已经占据

酶制剂市场的 30%左右[2]。 

α-淀粉酶是淀粉酶中应用最广泛的酶种，其可

以随机地从内部切断淀粉、糖原内的 α-1,4-葡萄糖

苷键，将淀粉水解为糊精、低聚糖和单糖[3-4]。该

类酶水解产物的末端残基碳原子的构型为 A 构

型，所以称为 α-淀粉酶。α-淀粉酶的 pH 适用范围

十分广泛，pH 在 2.0–12.0 之间均适用。根据催化

作用温度的不同，α-淀粉酶可分为低温 α-淀粉酶、

中温 α-淀粉酶和耐高温 α-淀粉酶。相较于常温 α-

淀粉酶，耐高温 α-淀粉酶有下述优点：(1) 热稳定

性更好，在工业生产的高温条件下稳定，能够长

时间地发挥作用；(2) 能够使淀粉的液化更加彻

底，缩短糊化和过滤的时间，从而达到节约能

源、降低成本的效果；(3) 保存条件范围广、易于

储存和运输等。因具有热稳定性和较宽的 pH 适应

范围等特质，耐高温 α-淀粉酶可直接在温度要求

严苛的高温环境中发挥作用，有着较高的开发价值

及应用价值。目前，耐高温 α-淀粉酶已经逐渐发展

为主流淀粉酶品种，广泛应用于淀粉制糖业、味

精、啤酒等食品发酵行业以及纺织印染行业等[5-7]。 

20 世纪 60 年代末，酶水解理论在国外取得了

决定性进展，使得淀粉酶法特别是高温淀粉酶水

解工艺取得了重大的突破，逐渐取代了传统酸

法，促使淀粉制糖工业获得了快速发展[8]。到了  

21 世纪，丹麦、美国、日本等国家在构建地衣芽

孢杆菌(Bacillus licheniformis)、曲霉等基因工程菌

的研发技术及蛋白质工程技术上相继取得了突

破，生产性状更好的专利酶分子以及性能良好的

基因工程菌被相继采用，高温淀粉酶制剂产业逐

步发展成为一个为跨国集团(如诺维信等)所垄断的

行业。近年来，国内的耐高温 α-淀粉酶研发及工

业化生产获得了长足发展，形成与跨国公司竞争

的态势，尤其表现在玉米深加工行业，耐高温 α-

淀粉酶和糖化酶的淀粉喷射液化技术和双酶法糖

化技术的普遍应用，全面促成了我国味精、淀粉

糖、柠檬酸等生产技术的改进及产业的飞跃。 

但是，国内耐高温 α-淀粉酶的酶分子在性

能、产品质量及生产效率诸方面与国外行业巨头

(如诺维信等)相比仍有较大差距。如何开发高质量

热稳定性更高的耐高温 α-淀粉酶、有效地提高产量

及生产效率仍是我国淀粉酶业界需要不断探索的

问题。由于性能优良的淀粉酶分子已受到国外专

利保护，又加之关键的代谢工程及外源表达技术

多被行业巨头视为核心技术秘而不宣，密切跟踪

α-淀粉酶酶分子相关结构与功能的最新研究成果、

充分了解行业内 α-淀粉酶的异源过量表达的前沿

技术就显得尤为重要。此外，当前 α-淀粉酶的热

稳定性和嗜酸性已成为淀粉制糖业的关注热点，

因此，继续筛选和选择有潜力、兼具耐热及耐酸淀

粉酶分子的微生物就有着重要意义[9]。 

本文综述了近年来产耐高温 α-淀粉酶菌种的

筛选研究进展，并对耐高温 α-淀粉酶的结构和功

能以及耐高温 α-淀粉酶活力提升的途径进行了总

结，最后对基因工程菌株构建以及耐高温 α-淀粉

酶异源表达等方面的最新进展进行了回顾。 

1  产耐高温 α-淀粉酶的微生物 

最初用于工业生产的 α-淀粉酶来自于真菌，

曾被用作治疗消化系统疾病的药物辅助剂。随后
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的研究发现一些细菌来源的 α-淀粉酶具有耐高

温、耐酸或耐碱等极端环境条件的特性，能在高

温工业生产的极端条件下保持催化性能。细菌中

Bacillus 属的 48 个种中有 32 个种可以产生 α-淀粉

酶，但是只有少数能够产生耐高温 α-淀粉酶，常

见 的 有 地 衣 芽 孢 杆 菌 、 嗜 热 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

thermophilus) 、 嗜 热 脂 肪 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

stearothermophilus)等。细菌 α-淀粉酶目前仍是淀

粉液化水解处理的高温工业过程中使用最广泛的

工业酶。其中，来自于地衣芽孢杆菌的耐高温 α-

淀粉酶占据了相当大的市场。表 1 列举了几种常见

的不同来源耐高温 α-淀粉酶产生菌及其最适温度

的比较。 

 
表 1  几种耐高温 α-淀粉酶的不同来源 
Table 1  Different sources of thermostable α-amylase 
菌株 

Strains 

最适反应温度 

Optimum reaction 
temperature (°C) 

参考文献

References

Alicyclobacillus sp. 75 [10] 
Bacillus amyloliquefaciens 70 [11] 
Bacillus flavothermus 60 [12] 
Bacillus lentus 70 [13] 
Bacillus licheniformis 100 [14] 
Bacillus stearothermophilus 70–80 [15-16] 
Bacillus subtilis 70 [17] 
Chloroflexus aurantiacus 71 [18] 
Desulfurococcus mucosus 100 [17] 
Dictyoglomus thermophilum 90 [19] 
Geobacillus bacterium 80 [20] 
Geobacillus stearotermophilus 70 [21] 
Halothermothrix orenii 60 [22] 
Lactobacillus amylovorus 60–65 [23] 
Lactobacillus plantarum 65 [24] 
Lipomyces kononenkoae 70 [25] 
Myceliophthora thermophila 100 [26] 
Pyrococcus furiosus 100 [27] 
Rhizopus oryzae 60 [28] 
Pyrococcus woesei 100 [29] 
Pyrodyctium abyssi 100 [30] 
Rhizomucor pusillus 70 [31] 
Rhodothermus marinus 61 [32] 
Scytalidium thermophilum 60 [33] 
Staphylothermus marinus 65 [17] 
Thermococcus aggregans 100 [17] 
Thermococcus celer 90 [17] 
Thermococcus guaymagensis 100 [17] 
Thermotoga petrophila 85 [34] 

通过发现有潜力的产耐高温 α-淀粉酶菌株，

有可能拓宽高性能耐高温 α-淀粉酶的筛选范围。

最近，本课题在菌株筛选工作中组分离筛选到近

10 种性能较好的耐高温 α-淀粉酶产生菌株，并且

对其中一种高产耐高温 α-淀粉酶的较新颖菌株热

反硝化地芽孢杆菌(Geobacillus sp.)进行了专利保

藏，相关的菌株诱变、发酵条件优化、酶分子功

能评估等工作正在进行之中。 

2  耐高温 α-淀粉酶的结构与功能 

2.1  耐高温 α-淀粉酶的结构 

在 碳 水 化 合 物 活 性 酶 (carbohydrate-active 

enzymes，CAZy)数据库中，α-淀粉酶与 GH-13 家

族中不同种类的糖基水解酶构成 α-淀粉酶家族。

该家族酶类作用于 α-糖苷键并水解，以产生 α-异头

单糖或寡糖，或者形成 α-1,4 或 1,6 糖苷键(转糖基

化)，或者显示两种活性。 

不同来源耐高温 α-淀粉酶的一级结构一般

不同，甚至氨基酸的相异性达到了 70%以上(如 

P. woesei 和地衣芽孢杆菌的相异性为 71%[35])，但

是不同来源耐高温 α-淀粉酶的三级结构却高度相

似，揭示 α-淀粉酶催化活性的高低与三级结构有

着更密切的关系。 

就三级结构而言，所有耐高温 α-淀粉酶均包

含 3 个结构域，即结构域 A、结构域 B 和结构域

C。结构域 A 是由高度对称的 α-螺旋和 β-折叠交替

组成的 α/β 桶装结构，该折叠结构包括 8 个平行的

β-折叠体排列在一个桶中，边界为 8 个 α-螺旋。结

构域 A 充当催化结构域，酶蛋白质的 N 末端包含

结构域 A。此区域表现出较为刚性的特点，用于维

持酶的基本构象。结构域 B 是一个小的突出环，位

于 TIM 桶的第三 β-折叠和第三 α-螺旋之间。其具

有不规则的 β-片状结构，形成大的底物结合裂

缝，并在不同的α-淀粉酶之间变化。结构域 B 被认

为在 α-淀粉酶的底物特异性差异中起作用。耐高

温α-淀粉酶的催化活性口袋在结构域 A 和 B 之间，

位于 α/β 桶状结构的底部。结构域 C 则构成 α-淀粉
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酶的 C 端，其在蛋白质的稳定、折叠和底物结合中

起着重要的作用[36]。底物结合位点即蛋白质的活

性位点位于结构域 A 和 B 的羧基末端之间的长裂缝

中。不同结构域间的连接及结构如图 1 所示，其中

A 显示不同区域的分布与连接，B 显示 A 区结构的

α/β 桶结构，催化位点残基位于其中。这类酶的一

级序列具有 7 个高度保守的催化氨基酸区域，这些

氨基酸序列有助于维持保守的 TIM 桶拓扑结构的

稳定。 

TIM 桶包含 4 个高度保守的区域，分别位于  

β 链 3、β 链 4、β 链 5 和连接 β 链 7 与 α-螺旋 7 的

回路中(图 2)。第一区域位于具有与底物的葡萄糖

残基相互作用的 His 残基的 β 链 3 的 C 末端；第二

区域具有 Asp 残基的 β 链 4，其在催化过程中充当

亲核试剂；第三区域则含有作为质子供体或受体

的带有 Glu 残基的 β 链 5；第四区域带有 His 残基

和可能与底物的葡萄糖残基形成氢键的 Asp 残基的

β 链 7[36]。 

2.2  耐高温 α-淀粉酶的结构与热稳定性的关系 

耐高温 α-淀粉酶的酶活性与金属离子有着密

切的关系。α-淀粉酶是一种金属活化酶，对 Ca2+等

阳离子具有高亲和力。一分子的 α-淀粉酶内部至 

 

 
 
图 1  α-淀粉酶的结构 
Figure 1  Structure of α-amylase 

注：A：α-淀粉酶的结构域组织[37]；B：结构域 A α/β 桶(TIM 桶)

的示意图[38]. 结构域 A 以绿色显示，结构域 B 以红色显示，结

构域 C 以青色显示. 

Note: A: The domain organization of α-amylase[37]; B: Schematic 
representation of the α/β barrel (TIM barrel) of domain A[38]. 
Domain A is shown in green, domain B is shown in magenta, and 
domain C is shown in cyan. 

少含有一个 Ca2+，用于维持酶的结构稳定和催化

活性。通常认为，Ca2+的存在对耐高温 α-淀粉酶的

催化活性有着激活的作用。Li 等[39]研究表明当耐

高温 α-淀粉酶 AMY121 加入 5 mmol/L Ca2+时，在

75 °C下酶的半衰期从 8.25 min 增加到 693.14 min，

酶的热稳定性得到了大幅度提高。 

不同来源的芽孢杆菌淀粉酶在结构上较为相

似，但在热稳定性上却表现出很大的差别。Li 等[39]

对比了地衣芽孢杆菌 α-淀粉酶(Bacillus licheniformis 

α-amylase ， BLA) 和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 α- 淀 粉 酶

(Bacillus amyloliquefaciens α-amylase ， BAA) 的 结

构，发现 BLA 与 BAA 两者氨基酸序列虽具有 80%

的同一性，但热稳定性却有较显著差异。BAA 来

源的 α-淀粉酶热稳定结构域 B 较 BLA 来源的 α-淀 

 

 
 
图 2  α-淀粉酶的拓扑结构 
Figure 2  Topology of α-amylases 
注：4 个保守的序列模式的位置用虚线框表示[36]. 

Note: The positions of four conserved sequence patterns are 
indicated with dashed boxes[36]. 
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粉酶的结构域 B 在 209 及 210 位点多出 2 个氨基酸

残基 Glu-Gly，但前者的热稳定性显著低于后者。

当在 BLA 的 B 结构域 208、209 位点插入 Glu-Gly

后，突变体 BLA 的 α-淀粉酶热稳定性显著降低，

而将该突变体所插入的 Glu-Gly 去除后，α-淀粉酶

热稳定性又恢复如初。可见结构域 B 中类似位点

仅有 2 个氨基酸的差异即可导致两种芽孢杆菌来

源的 α-淀粉酶热稳定性的显著差异。这种通过对

关键位置氨基酸缺失或定点突变的研究方法，有

助于阐明耐高温 α-淀粉酶的耐热机理，也为提高

芽孢杆菌嗜温 α-淀粉酶的热稳定性提供了一种新

思路。 

通过比较嗜冷、嗜温、嗜热和极端嗜热生物

体同源蛋白质稳定性的研究结果发现，天然蛋白

质热稳定性的调整似乎是通过积累众多有限个体

影响的突变而发生的 [40]。在研究巨大芽孢杆菌  

(B. megaterium) α-淀粉酶耐热机制时，也可通过对

钙离子结合位点的点突变实现耐热功能的显著提

高。Ghollasi 等[41]通过 QuikChange 定点诱变，用

H. orenii 耐高温 α-淀粉酶(AmyA)的等同位置替代

巨大芽孢杆菌 WHO α-淀粉酶(Bacillus megaterium 

WHO α-amylase)假设钙结合环中的残基，如图 3 所

示，仅通过 3 个氨基酸取代实现了 α-淀粉酶稳定的

嗜热突变。该研究结果证实 Ca2+的结合对活性和

稳定性同时起作用，更紧密的钙结合增加了酶对

热变性的抵抗力；通过操纵钙结合位点也可以改

善 α-淀粉酶的热稳定性。 

随着分子生物学技术手段在 α-淀粉酶研究中

的广泛应用以及生物信息学工具的建立，对不同

来源 α-淀粉酶结构域序列的系统发育分析比较成

为可能[42]。Huma 等[43]选择古细菌 P. furiosus、   

5 个芽孢杆菌(地衣芽孢杆菌、嗜热脂肪地芽孢杆

菌、解淀粉芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和 B. KSM 

K38)以及真核细菌米曲霉等 7 种微生物物种来源的

α-淀粉酶进行了分子序列数据的比较分析。尽管发

现了淀粉酶分子中 3 个保守区域，但以 NCBI 的

BioEdit 进行的生物信息学分析并没有揭示出分类

上接近的芽孢杆菌淀粉酶在耐热序列分布上的相

关性。可见，α-淀粉酶耐热功能可能也像前述的催

化功能一样，更多取决于酶蛋白的空间结构而不

是特定区域氨基酸序列。另外，来自枯草芽孢杆

菌的 α-淀粉酶在 70 °C 具有最佳活性，与嗜热的古

细菌激烈热球菌的 α-淀粉酶具有更多的序列相似

性，它们的主要结构可以在耐热的激烈热球菌 α-

淀粉酶的基础上进行利用以改变其内在性和稳定

性。通过比对大多数热稳定 α-淀粉酶的蛋白序列

特性，可以在热稳定性较低的 α-淀粉酶中引入新

的保守热稳定氨基酸序列或优化改进的序列，从

而使后者具有更高的耐热性和生产性。随着用于

比较分析 DNA 和蛋白质序列的系统发育方法技术 
 

 
 

图 3  GenBank 和 Swiss-Prot 数据库中 BMW-淀粉酶和相关蛋白的 N 末端结构域的多重比对[41] 
Figure 3  Multiple alignments of N-terminal domain of BMW-amylase and related proteins in GenBank and Swiss-Prot 
databases[41] 
注：氨基酸参与钙结合位点、选择诱变的氨基酸分别用灰色和黑色框标记，BMW-淀粉酶来自巨大芽孢杆菌 WHO (ABU54057.1)，

AmyA 来自 H. orenii (AAN52525). 

Note: The amino acids participate in the calciumbinding sites and the ones selected for mutagenesis are marked by gray and black boxes, 
respectively. BMW-amylase is from B. megaterium WHO (ABU54057.1) and AmyA is from H. orenii (AAN52525). 
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的成熟，分子序列比较及蛋白空间结构预测技术得

以相互关联，在此基础上形成用以改善酶催化活性

及热稳定性的新的潜在技术手段。 

3  耐高温 α-淀粉酶的基因工程及外源表达 

数十年来，耐高温 α-淀粉酶工业历经野生菌

株发酵、培养基优化及工艺改进等传统技术更

新，逐步形成完整的工艺体系。进入 21 世纪后，

引入外源基因、构建重组高效工程菌株并实现耐

高温 α-淀粉酶的改良表达已成为行业巨头取胜的

法宝。用于淀粉酶生产的重组 DNA 技术之一是选

择有效的淀粉酶基因并将基因插入合适的载体系

统，且在有效的细菌系统中转化以产生过量表达

的重组蛋白[44]。在该技术中，基因的高拷贝数往

往能促进淀粉酶的更高产率[45]。 

随着基因工程技术的不断发展，构建原核系

统外源表达成为了研究的主流。目前研究较多的

是将野生菌中的耐高温 α-淀粉酶基因导入到外源

表达系统中，以此来提高耐高温 α-淀粉酶酶活，

或根据自己的需要构建筛选出性能良好的菌株。

Jiang 等[46]将 Geobacillus sp. 4j 的热稳定α-淀粉酶基

因转化到大肠杆菌 BL21 中进行表达，产量增加了

22 倍。Ghasemi[47]将来自 P. woesei 的耐高温α-淀粉

酶基因克隆到 pTYB2 载体并导入大肠杆菌 BL21

中，成功使酶活提高到 185 U/mL。董晨等[48]比较

了两种启动子对地衣芽孢杆菌耐高温 α-淀粉酶基

因在枯草芽孢杆菌 A752S 中表达水平的差异，研

究表明强启动子 P43 可使耐高温 α-淀粉酶表达水

平提高 8.9 倍。刘金岚等[49]将来源于嗜热脂肪地

芽孢杆菌 NUB3621 的耐高温 α-淀粉酶基因导入

到枯草芽孢杆菌 1A751 中并进行发酵，酶活可高  

达 1 393.3 U/mL。 

相较于原核表达系统，真核表达系统的发展

则较为缓慢。但是随着研究者们对于真核生物遗

传表达机制研究的不断深入，以及科技水平的不

断提高，人们已经开始在昆虫、酵母、哺乳动物

细胞中实现了外源基因的表达。一般来说，来源

于高等生物的外源基因更适合在真核生物表达系

统中表达[8]。毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统因

其蛋白产量大、活性高、稳定性和安全性好等优

势，近年来得到了充分的开发利用。柯涛等[50]把

密码子优化后的超耐热酸性 α-淀粉酶基因 BD5088

转化到毕赤酵母 GS115 中，使其最适反应温度提

高了 10 °C，热稳定性也得到了较大的提高。He 

等[31]采用 RT-PCR 从嗜热真菌 R. pusillus 中克隆耐

热 α-淀粉酶基因，导入到 P. pastoris KM71 中进行

异源表达，使得酶活最高可达 32 100 U/mL。    

P. furiosus 属于极端嗜热厌氧古细菌，需要严格无

氧环境，一般原核表达系统都难以实现有效的分

泌表达。郭建强等[51]将 P. furiosus 编码的耐热酸性

α-淀粉酶基因在常温好氧的 P. pastoris 中实现了高

效表达，构建了可以在常温有氧的条件下通过优

化培养条件、改善生产工艺即可大规模培养获取

外源蛋白表达量的基因工程菌。郝帅等 [52]将 P. 

furiosus 超耐热酸性 α-淀粉酶 Amy 转化到多型汉逊

酵母 HP-6 中获得重组汉逊酵母，使得更容易筛选

到高拷贝转化子，更加适用于大规模工业发酵。 

要在给定的表达系统中取得淀粉酶的过量表

达，规避代谢阻抑有着重要意义。多数淀粉酶的

生物合成以糖类物质作为碳源，易受糖分解代谢

物阻遏(catabolite repression，CR)。在发酵初期积

累的分解代谢产物(如麦芽糖和葡萄糖)往往会导致

淀粉酶生物合成受到分解代谢物抑制。因此，设

计能规避 CR 的表达系统是淀粉酶大规模商业化生

产中的一种重要策略。Nathan 等[53]以地衣芽孢杆

菌 MSG 耐高温 α-淀粉酶作为模型，设计了一种来

自强异源启动子的分解代谢物无抑制过表达方

案，开发了自身可诱导、无分解代谢物抑制的表

达系统。构建表达系统时，采用地衣芽孢杆菌 CR

关键 5′cre 操纵子缺失的淀粉酶基因与枯草芽孢杆

菌磷酸盐饥饿诱导型强 pst 启动子融合的策略如  

图 4 所示，从而规避葡萄糖抑制并增强淀粉酶的过

量表达。在验证试验中，当培养基中加入高葡 
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图 4  B. licheniformis MSG 无分解代谢物阻遏的表达质粒的构建[53] 

Figure 4  Construction of expression plasmids for catabolite repression free expression of B. licheniformis MSG[53] 

 

萄糖并提供有限磷酸盐时，该表达系统在枯草芽

孢杆菌中的表达量比野生型菌株提高约 300 倍，比

同基因克隆中天然启动子的产量高 18.5 倍。 

α-淀粉酶外源过量表达成为淀粉酶工业中工程

菌构建的重要关注点。必须指出的是，工程菌株

的过量表达仅为提高产量可能性提供了保障，要

实现这种可能尚需保障所合成的淀粉酶能分泌到

胞外，这才是实现产量提高最为关键的一步。为

了获得工业上所需的酶产量，至关重要的是确定

从转录、翻译到折叠和分泌的蛋白质生产路线中

的潜在瓶颈。如果蛋白质在转运后没有快速正确

折叠，它们会被存在于膜、细胞壁或细胞外培养

基周围的几种蛋白酶降解。Quesada-Ganuza 等研

究表明[54]，为保障 α-淀粉酶的有效分泌，外源表

达系统中有必要引入 PrsA 蛋白并与 α-淀粉酶共表

达。PrsA 是一种负责芽孢杆菌胞外蛋白折叠的必

不可少的胞外折叠催化剂蛋白。Quesada-Ganuza

等[54]着手以枯草芽孢杆菌为宿主，将 6 个异源淀粉

酶分别与 6 个异源 PrsA 共表达，构建了包含 6 个

淀粉酶-PrsA 对所有组合的菌株矩阵，他们的研究

表明，异源 PrsA 共表达能将 5 种细胞外 α-淀粉酶

的最终产量提高 2.5 倍，并且异源 PrsA 的过表达对

α-淀粉酶分泌的影响对共表达的 α-淀粉酶具有特异

性。Quesada-Ganuza 等[54]还将 2 个 PrsA 进行重

组，使 PrsAB1的 6 个氨基酸用 PrsABN的同位取代，

产生新的重组 PrsA 称为 PrsAB1-BN，如图 5 所示。 
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图 5  PrsAB1 和 PrsABN 的建模结构 

Figure 5  Modelled structures of PrsABl and PrsABN 
注：A：来自枯草芽孢杆菌的 PrsAB1；B：来自 B. NSP9.1 的

PrsABN；C：重组 PrsAB1-BN[54]. 

Note: A: PrsA from B. licheniformis; B: PrsA from B. NSP9.1; C: 
Recombinant PrsAB1-BN[54]. 

 
重组 PrsAB1-BN 突变体与 α-淀粉酶共表达，与天然

PrsAB1 和 PrsABN 折叠酶相比，表面重塑的 PrsAB1-BN

折叠酶增加了总淀粉酶活性，并且降低了其分泌压

力。总的来说，异源 PrsA 过表达能促进异源淀粉

酶分泌，良好的 PrsA-淀粉酶配对还可以降低枯草

芽孢杆菌的分泌应激反应。 

4  耐高温 α-淀粉酶开发前景展望 

经过半个多世纪的发展，α-淀粉酶产业已从最

初的野生菌株分批式发酵生产模式跨入由代谢工

程以及蛋白质工程催生的精准调控的工程菌可控

式规模化生产阶段[8]。如今，丹麦、美国、日本等

国家在芽孢杆菌耐高温 α-淀粉酶产业领域仍领先

于其他国家。近年来，国内学术界及产业界在诱

变育种、工程菌构建以及生产工艺优化等方面进

行了长期的研发及开发，使耐高温 α-淀粉酶产业

得以显著提升和发展。就产业规模而言，也已形

成与跨国企业分庭抗礼的态势。但目前纵览国内

本土单个生产企业，尚无一家可与国际龙头企业

匹敌。如何开发高质量、热稳定性更高的耐高温

α-淀粉酶分子、如何构建过量表达的优良工程菌株

以及如何开发先进的生产工艺以有效提高生产效

率及降低生产成本，仍是我国淀粉酶业界需要不

断努力的方向。 

在重组耐高温 α-淀粉酶酶活性方面如何减弱

对 Ca2+的依赖以使耐高温α-淀粉酶能够更加广泛、

灵活地用于各个领域且适应各种条件，也是亟待

解决的主要关键点。超嗜热古细菌一般耐受温度

较高，pH 稳定范围也比较广泛，特别是其热稳定

性并不依赖 Ca2+，比如 P. woesei[47]、Thermococcus 

siculi[55]等超嗜热古细菌的耐高温 α-淀粉酶基因工

程菌的构建已有报道，或许可成为有潜力的耐高

温 α-淀粉酶基因来源。 

耐高温 α-淀粉酶的研发如基因工程菌的构

建、代谢工程的应用等方面，分子生物学技术主

导的精确控制手段将成为研发热点。例如地衣芽

孢杆菌和枯草芽孢杆菌的 α-淀粉酶启动子在葡萄

糖存在下会被抑制 10–15 倍，使用顺式调节序列的

分解代谢物阻遏(CR)抗性突变体或反式调节蛋白

如 CcpA，淀粉酶表达也仅增加 3–10 倍[53]。在此情

况下，设计无抑制的分解代谢物增强的表达系统、

废除 CR 的策略成为酶过量表达生产中的重要考虑

因素。经研究[54]，消除这一抑制因素表达量将会

比同基因克隆增强数倍，然而目前对这一方向的

研究较少，实现无抑制、生长解离且经济高效地

生产碳抑制酶和其他重组蛋白是亟待解决的关键

环节之一。 

必须指出的是，工程菌株的过量表达仅是耐

高温 α-淀粉酶产量提高的必要条件，要实现这种

可能，尚需保障所合成的淀粉酶能分泌到胞外，

这才是实现产量提高的最为关键的一步。为了获

得工业上所需的酶产量，至关重要的是确定从转

录、翻译到折叠和分泌的蛋白质生产路线中的潜

在瓶颈，异源蛋白生产遇到的瓶颈在不同阶段均

有发现，而克服这一瓶颈也是未来需要致力的另

一个关键环节。 

综上所述继续筛选性能更好的耐高温 α-淀粉

酶分子、加强优良工程菌的构建以及基于代谢工程

设计的高效外源表达体系的构建及规模化上下游

工艺的优化将是一项长期任务[56]。相信随着代谢

工程及蛋白质工程技术的进步及新生产工艺的革

新，我国的淀粉酶行业，特别是高温 α-淀粉酶的

研发将迎来光明的前景。 
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稿件书写规范 

论文中阿拉伯数字的使用 
凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必

须使用阿拉伯数字，年份必须用全称。对科技期刊来说，凡处在计量单位和计数单位前面的数字，包括9

以下的各位数字，除个别特例外，均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数

可以用汉字，例如：一本教材、两种商品等。  


