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摘要：深海热液口厌氧古菌犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊狊犻犮狌犾犻ＨＪ２１中的高温淀粉普鲁兰酶进行分子进化树系

分析，并在大肠杆菌中通过ｐＭａｌ－ｃ２ｘ载体表达并纯化其Ｎ端催化结构域。通过融合表达，在Ｎ

端催化结构域的Ｎ端融合有麦芽糖结合蛋白 ＭａｌＥ。对该融合蛋白的α淀粉酶和普鲁兰酶活性进

行了实验分析。融合蛋白的两种酶活的最适温度均为１００℃，淀粉酶和普鲁兰酶活性的最适ｐＨ

值分别为５和６，比活力分别为６．５和１１．５Ｕ／ｍｇ。结果表明，高温淀粉普鲁兰酶的α淀粉酶活性

相对较弱，其Ｃ端５７８个氨基酸构成的区域非两种酶活性所必需的结构。本研究中获得的高温淀

粉普鲁兰酶融合蛋白在工业酶法制糖中可以进一步和高温α淀粉酶配合使用。
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１　引言

工业制糖中淀粉水解为葡萄糖包括液化和糖化

两个步骤。液化步骤主要为α淀粉酶水解直链α１，

４糖苷键，最适酶促水解条件为 ｐＨ６．０，９５～

１０５℃，淀粉溶液在高温下形成凝胶结构，由高聚糖

水解为低聚糖［１－３］。糖化步骤最适酶促条件为

ｐＨ４．５，６０～６２℃，主要由淀粉糖化酶类水解残留

的支链α１，６糖苷键和进一步水解直链α１，４糖苷

键，最终形成葡萄糖浆［４－６］。淀粉普鲁兰酶（Ｅ．Ｃ．

３．２．１．１／４１）能够同时水解α１，４和α１，６糖苷键，

在淀粉糖化中可以提高糖化率［７－９］。而耐高温的淀

粉普鲁兰酶（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅａｍｙｌｏｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ＴＡＰＵ）

能在高温的液化条件下同时进行糖化作用，消除温度

差变化，从而提高生产效率和降低生产成本。

本研究通过统计分析ＧｅｎＢａｎｋ中登录的淀粉

普鲁兰酶氨基酸序列及其实验证明的酶活性，将淀

粉普鲁兰酶分为３类，本实验中的淀粉普鲁兰酶

（ＴｓｉＡｐｕ）属于ＴＡＰＵ。深海热液口来源的高温酶

类是海洋酶科学中的一个研究热点。ＴＡＰＵ的耐

热机理、分子进化以及三维结构目前还不清楚，工业

化应用也在研究之中。积极筛选和研究ＴＡＰＵ，能

促进高温酶学机制研究和工业化应用。虽然

ＴＡＰＵ在工业化应用中有一定前景，但是由于极端

微生物培养条件限制，不能获得高产菌株。通过基

因克隆和异源表达是大量获得酶蛋白的一个重要研

究方向。本研究即通过原核表达出高温淀粉普鲁兰

酶蛋白的Ｎ端催化功能区，并对其融合蛋白的酶活

性进行了实验分析。

２　材料与方法

２．１　材料与试剂

２．１．１　菌种和表达系统

厌氧古菌犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊狊犻犮狌犾犻菌株 ＨＪ２１分离

自深海热液口沉积物中，保存在本室、原核表达载体

ｐＭａｌ－ｃ２ｘ和蛋白纯化淀粉树脂均为 ＮＥＢ产品。



表达宿主犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株为Ｎｏｖａｇｅｎ公司

产品。

２．１．２　酶、试剂和试剂盒

所有ＰＣＲ试剂、各种ＤＮＡ限制性内切酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶等工具酶为Ｔａｋａｒａ产品，犜犺犲狉犿狅犮狅犮

犮狌狊狊犻犮狌犾犻菌株 ＨＪ２１的总 ＤＮＡ 提取试剂盒 Ｕｎｉ

ｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．３．０为

Ｔａｋａｒａ公司产品。透析袋（ＭＷＣＯ：１００ｋＤａ）为

ＳｐｅｃｔｒｕｍＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ产品。普鲁兰糖和可溶性淀

粉购自Ｓｉｇｍａ公司，其他化学试剂均为国产分析纯。

２．１．３　培养基及培养条件

宿主菌的培养使用ＬＢ培养基（每升液体ＬＢ培

养基含有１０ｇ胰蛋白胨、５ｇ酵母粉、１０ｇ氯化钠；

固体ＬＢ培养基含有２％琼脂），３７℃培养。犜犺犲狉

犿狅犮狅犮犮狌狊狊犻犮狌犾犻ＨＪ２１的培养按用自行设计的厌氧

培养装置，培养基为改良的ＹＰＳ培养基，８８℃培养

在充氮气的密封瓶中［２］。

２．１．４　引物合成

ＡＰＵＦ：ＧＣ犌犃犃犜犜犆ＡＴＧＡＧＧＣＧＧＧＴＧＧＴ

ＴＧＣＣＣＴＡＣ（斜体为犈犮狅ＲＩ识别位点）；ＡＰＵＲ：

ＧＣ犌犜犆犌犃犆ＴＣＡＧＣＧＣＣＴＣＣＴＴＣＴＧＡＧＧＡＧＧ

（斜体为犛犪犾Ｉ识别位点）

２．２　方法

２．２．１　淀粉普鲁兰酶分子进化分析

收集ＧｅｎＢａｎｋ中登录的，并具有实验研究报道

的淀粉普鲁兰酶氨基酸序列。通过 Ｍｅｇａ５软件进

行分子进化分析，构建树系图。根据树系图对淀粉

普鲁兰酶进行聚类，并推断出 ＴｓｉＡｐｕ基因（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号ＥＵ８４９１２０）编码的淀粉普鲁兰酶的家

族和类别。

２．２．２　ＴＡＰＵＴｓｉＡｐｕ基因克隆

本课题组在之前的研究中利用简并ＰＣＲ的方

法从犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊狊犻犮狌犾犻ＨＪ２１基因组ＤＮＡ中扩

增得到高温淀粉普鲁兰酶基因，并将其序列提交到

ＧｅｎＢａｎｋ（登录号ＥＵ８４９１２０）
［１０］。利用 ＮＣＢＩ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的ＣＤＤ软件（ｃｏｎ

ｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｄａｔａｂａｓｅ）分析ＥＵ８４９１２０序列。根

据软件分析结果，针对其Ｎ端催化功能区设计正向

引物ＡＰＵＦ和反向引物ＡＰＵＲ，并分别加上犈犮狅ＲＩ

和犛犪犾Ｉ识别位点。

犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊狊犻犮狌犾犻 ＨＪ２１中的总 ＤＮＡ 的提

取采用ＴａＫａＲａ公司的试剂盒 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．３．０进行提取。抽提的总

ＤＮＡ作为 ＰＣＲ反应的模板。ＰＣＲ反应条件为：

９４℃５ｍｉｎ，一个循环；９４℃３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２℃

３０ｓ，３０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ，一个终延伸循环。

ＰＣＲ反应产物电泳检测，将目的条带切下，用胶回

收试剂盒纯化回收。对纯化的片段用犈犮狅ＲＩ和

犛犪犾Ｉ进行双酶切，然后和经同样双酶切的表达载体

ｐＭａｌ－ｃ２ｘ连接。

通过氯化钙法制备犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态

细胞。上述连接产物通过转化入大肠杆菌细胞中，

菌体涂布于 ＬＢ琼脂固体平板上（含氨苄青霉素

１００μｇ／ｃｍ
３），３７℃培养１２ｈ。利用引物ＡＰＵＦ和

ＡＰＵＲ进行菌落ＰＣＲ筛选出重组克隆。然后抽提

重组质粒送上海生工测序验证。

２．３．３　高温淀粉普鲁兰酶表达

以１∶１００比例转接经鉴定的阳性克隆于ＬＢ

液体培养基（含氨苄青霉素１００μｇ／ｄｍ
３），３７℃于

１８０ｒ／ｍ摇床培养。培养至细胞密度 ＯＤ６００约为

０．５时，加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．３ｍｍｏｌ／ｄｍ３，进

行重组蛋白的诱导表达。提高转速至２５０ｒ／ｍｉｎ摇

床继续培养３ｈ，然后于５０００ｒ／ｍｉｎ，４ ℃离心

１０ｍｉｎ，收集菌体。菌体用 ＰＢＳ（ｐＨ７．２）洗涤２

次，然后如上步骤操作离心收集菌体。

２．３．４　蛋白纯化和电泳分析

对收集的菌体在冰浴条件下进行超声破碎

（３００Ｗ，间隙超声３ｍｉｎ），于１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心

３０ｍｉｎ，收集上清。取上清蛋白液２０ｍＬ，以小于

１ｍＬ／ｍｉｎ的流速上直链淀粉树脂柱。然后用１２倍柱

体积以上的柱缓冲液洗脱杂蛋白，流速１ｍＬ／ｍｉｎ。再

用含１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３麦芽糖的柱缓冲液洗脱下重组蛋

白，用核酸蛋白检测仪在２８０ｎｍ检测，收集洗脱峰。

纯化蛋白用２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３乙酸钠缓冲液透析

（ｐＨ６．０），每１００μＬ分装一管，贮存于－８０℃备

用。用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析纯化蛋白，浓缩胶浓度为

６％，分离胶浓度为１５％，电压为１５Ｖ／ｃｍ，电泳至

溴酚蓝到达分离胶底部停止电泳，考马斯亮蓝法染

色。中等分子量蛋白标准（ＭＭ０９００）购自南京金斯

瑞生物科技有限公司。

２．３．５　酶学性质分析

融合淀粉普鲁兰酶（ＭＴｓｉＡｐｕＮ）的α淀粉酶和

普鲁兰酶活性分别通过测定水解１％普鲁兰和１％

可溶淀粉中释放的还原糖的量进行分析。标准酶解

条件为：１００ ℃，ｐＨ ５．０（淀粉酶活性测定）和

ｐＨ６．０（普鲁兰酶活性测定），２０ｍｍｏｌ／ｄｍ
３乙酸钠
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缓冲液中反应１５ｍｉｎ。一个酶活单位定义为在标

准酶解条件和合适还原糖的标准曲线下每分钟释放

１μｍｏｌ还原糖所需的酶量。普鲁兰酶的活性测定

中用麦芽三糖绘制标准曲线，淀粉酶活性测定中用

葡萄糖绘制标准曲线。

２．３．６　最适温度和ｐＨ测定

ＭＴｓｉＡｐｕＮ的两种酶活性的最适温度和ｐＨ

值测定中，温度选择７０～１２０℃（共１１个温度值），

反应缓冲液为５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３柠檬酸缓冲液（ｐＨ

３．０～６．０），５０ｍｍｏｌ／ｄｍ
３磷酸钠缓冲液（ｐＨ６．０～

８．０）和５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ８．０～

９．０）。分别在一定温度和ｐＨ 下测定两种酶活力，

确定两种酶活力的最适温度和ｐＨ值。

２．３．７　酶的热和ｐＨ稳定性实验

ＭＴｓｉＡｐｕＮ在８０，９０，１００，１１０℃下分别保温

５ｈ，每１ｈ吸取２００μｌ酶液保存于４℃备用分析。

在淀粉酶活性和普鲁兰酶活性的最适温度和ｐＨ值

条件下测定残余相对总酶活（两种酶活之和）。未经

过热处理的酶的活性定为１００％相对活性。将 ＭＴ

ｓｉＡｐｕＮ蛋白冻干粉溶解在梯度ＢｒｉｔｔｏｎＲｏｂｉｎｓｏｎ

缓冲液（ｐＨ４．０～９．０）中
［１１］，总酶活最适温度下

（１００℃）保温４ｈ，然后用２０ｍＭ乙酸钠缓冲液透析

（ｐＨ６．０），在两种酶活性的最佳ｐＨ和温度下测定

相对酶活力。

３　结果与分析

３．１　淀粉普鲁兰酶分子进化分析

通过 Ｍｅｇａ５软件对比各条淀粉普鲁兰酶的氨

基酸序列，共２０５８个氨基酸位点，其中可比较氨基

酸位点为狀＝１１４５。选择邻接法计算发现淀粉普鲁

兰酶形成３个大的聚类（图１），选择Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｐｉｎｇ

法检验树系关系，重复１０００次计算分支的准确性，

分支上自展值用百分率表示。其中一支是常温淀粉

普鲁兰酶（ＭＡＰＵ），即ＬｐｌＡｐｕ来自于犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊

狆犾犪狀狋犪狉狌犿Ｌ１３７的 ＭＡＰＵ
［１２］，另外两支均为ＴＡＰＵ。

根据在线的数据库ＣＡＺｙ（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－Ａｃｔｉｖｅｅｎ

Ｚｙｍｅｓ；ｈｔｔｐ：／／ａｆｍｂ．ｃｎｒｓｍｒｓ．ｆｒ／ＣＡＺＹ／）
［１３］对糖苷

水解酶的分类可知其中一支 ＴＡＰＵ 属于ＧＨ１３家

族，另外一支ＴＡＰＵ 属于ＧＨ５７家族。本研究中的

淀粉普鲁兰酶ＴｓｉＡｐｕ即属于ＧＨ５７家族ＴＡＰＵ。分

析可知，目前ＴＡＰＵ 来源微生物主要为耐高温古菌

犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊和犘狔狉狅犮狅犮犮狌狊两属，以及耐高温细菌

犜犺犲狉犿狅犪狀犪犲狉狅犫犪犮狋犲狉属。

图１　淀粉普鲁兰酶分子进化树系分析

３．２　高温淀粉普鲁兰酶犜狊犻犃狆狌结构域分析

在线软件分析结果如图２示。ＴｓｉＡｐｕ蛋白由

１３５１个氨基酸组成，其Ｎ端多结构域与保守的蛋白

聚簇ＣＯＧ１４４９（α淀粉酶／α甘露糖苷酶）同源性较高

（犈值７．９６ｅ－１０４）。其Ｃ端多结构域与保守的蛋白聚

簇ＣＯＧ４９４５（膜 结 合 蛋 白）同 源 性 较 高 （犈 值

２．２１ｅ－６４）。由于Ｃ末端膜结合蛋白对应的多结构域

不直接构成淀粉普鲁兰酶活性，本研究中仅克隆其Ｎ

端的水解酶功能结构域ＴｓｉＡｐｕＮ（与图２ＣＯＧ１４４９相

对应，共７７３个氨基酸）并进行异源表达。
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图２　高温淀粉普鲁兰酶ＴｓｉＡｐｕ多结构域

３．３　融合蛋白 犕犜狊犻犃狆狌犖蛋白的表达纯化

ＴｓｉＡｐｕＮ蛋白的理论分子量约为８９ｋＤａ，在其

Ｎ 端与 ｐＭａｌ－ｃ２ｘ 载体上的麦芽糖结合蛋白

（ＭａｌＥ）融合，形成的融合蛋白（ＭＴｓｉＡｐｕＮ）理论分

子量约为１３１ｋＤａ。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析表明表达的

融合蛋白 ＭＴｓｉＡｐｕＮ分子量与理论相符（如图３）。

纯化的 ＭＴｓｉＡｐｕＮ蛋白浓度为１００μｇ／ｃｍ
３。

图３　ＭＴｓｉＡｐｕＮ蛋白表达和纯化的ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ电泳分析

Ｍ：分子量标记；１：ＭａｌＥ蛋白；２：纯化的 ＭＴｓｉＡｐｕＮ融合蛋白；

３：经诱导表达的宿主菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１细胞粗提物；４：未经诱导

表达的宿主菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１细胞粗提物

３４　犕犜狊犻犃狆狌犖酶活性测定

３．４．１　α淀粉酶和普鲁兰酶活性最适温度、最适ｐＨ

ＭＴｓｉＡｐｕＮ的淀粉酶和普鲁兰酶活性最适温

度均为１００℃（图４ａ）。淀粉酶和普鲁兰酶活性最

适ｐＨ值分别为５．０和６．０（图４ｂ）。７０～１００℃

间普鲁兰酶活性高于淀粉酶活性，１００～１２０℃之

间二者酶活接近，１２０℃时二者的相对酶活均为

０％。

３．４．２　ＭＴｓｉＡｐｕＮ的热稳定性和ｐＨ稳定性

ＭＴｓｉＡｐｕＮ中两种酶活力的热稳定性相同，在

８０，９０，１００℃，１１０℃下保温１ｈ后，相对总酶活力

分别为９９％，９５％，８９％，５６％。在以上各温度保

温５ｈ后，相对酶活分别为８６％，７５％，５７％，０％

（如图５ａ所示）。ＭＴｓｉＡｐｕＮ在１００℃，ｐＨ４～９

共１１个ｐＨ值下保温４ｈ后分别在１００℃，ｐＨ５．０

条件下测定淀粉酶相对酶活和１００℃，ｐＨ６．０条件

下测定普鲁兰酶相对酶活。在ｐＨ５．５保温４ｈ后

淀粉酶相对酶活为最大值９５％，在ｐＨ６．５保温４ｈ

后普鲁兰酶酶活为最大值９２％。在ｐＨ５．５～６．５

之间，两种酶活性的相对酶活均在５０％以上。和

ＴＡＰＵＴｈｙＡｐｕ（犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊犺狔犱狉狅狋犺犲狉犿犪犾犻狊）的

酶性质相比，ＭＴｓｉＡｐｕＮ 具有较高的α淀粉酶活

力，如表１示。

图４　融合蛋白 ＭＴｓｉＡｐｕＮ两种酶活性的最适温度和最适ｐＨ
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图５　融合蛋白 ＭＴｓｉＡｐｕＮ两种酶活性的热稳定性和ｐＨ稳定性

ａ中：—为８０℃，…为９０℃，为１００℃，··为１１０℃

表１　犕犜狊犻犃狆狌犖和犜犺狔犃狆狌（犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊犺狔犱狉狅狋犺犲狉犿犪犾犻狊）
［７］

酶性质的比较

酶性质 ＭＴｓｉＡｐｕＮ ＴｈｙＡｐｕ

普鲁兰酶比活力／Ｕ·ｍｇ－１ １１．５ １０．５

α淀粉酶比活力／Ｕ·ｍｇ－１ ６．５ １．６

α淀粉酶最适温度／℃ １００ １０５

普鲁兰酶最适温度／℃ １００ １０５

α淀粉酶最适ｐＨ ５ ５

普鲁兰酶最适ｐＨ ６ ４．７５

Ｃａ２＋浓度／ｍｍｏｌ·ｄｍ－３ ０ ０．０９

４　讨论

ＴＡＰＵ的研究到现在不足２０ａ，但是和其它淀

粉水解酶相比，ＴＡＰＵ在工业应用中具有很强优越

性。第一个报道的ＧＨ５７家族ＴＡＰＵ发现于１９９７

年，来自于嗜热古菌犘狔狉狅犮狅犮犮狌狊犳狌狉犻狅狊狌狊
［１４］。由于

极端微生物分离困难等原因，导致ＴＡＰＵ的研究相

对缓慢且不够深入。国内相关研究则更鲜见报道。

该研究将嗜热古菌犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊狊犻犮狌犾犻菌株

ＨＪ２１中的ＴＡＰＵ成功在大肠杆菌中进行表达。虽

然只表达出其Ｎ端的催化结构域，但是具有良好的

耐热性和耐ｐＨ范围，为进一步进行工业化应用打

下基础。同时也表明ＴｓｉＡｐｕ的Ｃ端５７８个氨基酸

构成的区域对于其两种酶活性并非必需结构，这和

Ｌｉｎ等对来自于 犜犺犲狉犿狅犪狀犪犲狉狅犫犪犮狋犲狉犲狋犺犪狀狅犾犻犮狌狊

３９Ｅ的 ＴＡＰＵ 的研究结果类似
［１５］。本室还利用

ｐＭａｌ－ｃ２ｘ和ｐＥＴ－２２ｂ（＋）表达系统尝试在Ｅ．

ｃｏｌｉＢＬ２１及 ＤＨ５α菌株中进行 ＴｓｉＡｐｕ全酶的表

达，但是未能成功，原因不明。相似的是，Ｋａｎｇ等也

只表达出了ＰｆｕＡｐｕ的Ｎ端区域，同样未能在大肠

杆菌中表达出全酶［１６］。由于ＴｓｉＡｐｕ是分泌性酶，

根据图２中的同源结构域聚类分析，推测Ｃ端结构

域可能和ＴＡＰＵ在细胞膜上的结合能力相关。

图３电泳分析表明ＭＴｓｉＡｐｕＮ蛋白是存在于细胞

内的融合蛋白，说明ＴｓｉＡｐｕＮ 的信号肽序列没有被切

除。这可能是由于其 Ｎ端融合有麦芽糖结合蛋白

ＭａｌＥ，同时Ｃ端结构域缺失导致。融合蛋白 ＭＴｓｉＡ

ｐｕＮ仍具有热稳定性，说明其热稳定性也可能不依赖

于全酶的Ｃ端区域。通过表达若干Ｃ端区域逐渐缩短

的ＴＡＰＵ，并对它们的热稳定性和酶活性进行比较，可

以进一步确定其热稳定性和序列之间的关系，为通过

基因工程的方法提高ＴＡＰＵ热稳定性提供依据。
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