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摘要：利用曲里苯蓝法从淀粉加工厂废水氧化池酸性污泥样品中筛选普鲁兰酶产生菌，对筛选到的ＧＸＡＳ－３８菌

株进行形态观察、生理生化特征分析、１６ＳｒＤＮＡ序列系统发育分析和普鲁兰酶酶学性质研究，并用ＰＣＲ方法克

隆ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶基因。结果表明，ＧＸＡＳ－３８菌株属于肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ），

其产普鲁兰酶的最适反应温度为６０℃，在温度３５～５０℃时酶活较稳定；最适反应ｐＨ值５．５，在ｐＨ值５．０～７．５
时酶活较稳定。Ｃａ２＋、Ｎａ＋和Ｌｉ＋对ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶活性有激活作用；Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、

Ｆｅ３＋和Ｂａ２＋对ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶活性有抑制作用；螯合剂ＥＤＴＡ能够强烈地抑制ＧＸＡＳ－３８菌株的普

鲁兰酶活性，ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶反应需要金属离子参与。ＧＸＡＳ－３８菌株完整的普鲁兰酶编码基因全长

３２９１ｂｐ，编码１０９６个氨基酸。

关键词：普鲁兰酶　肺炎克雷伯氏菌　分离　鉴定　酶学性质　基因克隆

中图法分类号：Ｑ８１４　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００５－９１６４（２０１３）０１－００３５－０５

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａ　ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎ　ＧＸＡＳ－３８，ｗａｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ
ｓａｍｐｌｅｓ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｗａｓｔｅ　ｌａｇｏｏｎ　ｏｆ　ａ　ｓｔａｒｃｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｎ　Ｎａｎｎｉｎｇ，Ｇｕａｎｇｘｉ．Ｓｔｒａｉｎ　ＧＸＡＳ－
３８ｗａｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ａｓ　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ，ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ－
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｐＨ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ａｓ　６０℃ａｎｄ　５．５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ　ｓｔａｂｌｅ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｐＨ　ｒａｎｇｅ　ｗｅｒｅ　３５～５０℃
ａｎｄ　５．０～７．５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ｃｏｕｌｄ　ｂｅ　ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　Ｃａ２＋，Ｎａ＋ａｎｄ　Ｌｉ＋，ｂｕｔ　ｉｎｈｉｂｉ－
ｔｅｄ　ｂｙ　Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋，Ｃｏ２＋，Ｍｎ２＋，Ｆｅ２＋，Ｆｅ３＋，Ｂａ２＋ａｎｄ　ＥＤＴＡ．Ｔｈｅ　ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｗａｓ　ａｍｐｌｉ－
ｆｉｅｄ　ｂｙ　ＰＣＲ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ．Ｔｈｅ　ｆｕｌｌ　ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｔｈｉｓ　ｇｅｎｅ　ｗａｓ　３２９１ｂｐ　ａｎｄ　ｐｒｅｓｕｍａｂｌｙ　ｅｎｃｏｄｅｄ
１０９６ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｎｚａｍａｔｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ－
ｔｉｏｎ，ｇｅｎｅ　ｃｌｏｎｉｎｇ

　　淀粉原料一般含有６０％～９０％的支链淀粉，而
支链淀粉所含的４％～６％葡萄糖残基以α?１，６－糖苷
键连接［１］。支链淀粉难分解会影响到淀粉的水解效
率和利用率。普鲁兰酶（Ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ＥＣ　３．２．１．４１）
属于淀粉水解酶，能够专一性地切开支链淀粉分支点
中的α?１，６－糖苷键，剪下整个侧枝而形成直链淀粉，
最大限度地利用具有分支的淀粉原料，加速糖化过
程，从而有效的提高淀粉利用率和水解效率，降低能
耗和粮耗［２～４］。随着现代化和工业化的迅速发展，全
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球对能源需求剧增，传统能源日益枯竭并难以支撑经
济可持续发展［５］。以淀粉等生物质资源开发乙醇、丁
醇等生物燃料是当前能源开发的热点研究领域，需要
消耗普鲁兰酶等不同种类淀粉酶。此外，普鲁兰酶在
食品、医药、纺织等行业中也有着非常重要的用途，例
如生产高纯度葡萄糖和果糖，高麦芽糖浆，以及改性
淀粉［６～８］。为了改善淀粉酶对淀粉的作用效果，大规
模地提高淀粉的利用率和生产效率，降低生产成本，
许多国家纷纷投入大量的人力和财力研究开发普鲁

兰酶。

　　我国从７０年代开始便对普鲁兰酶进行研究开
发，但是到目前仍然仅限于实验室研究并且产酶酶活
较低［９～１１］。普鲁兰酶是淀粉制糖酶系中，我国尚不
能自主生产的产品［１２］。目前我国应用最广、产量最
大的普鲁兰酶源自丹麦Ｎｏｖｏ公司，该公司所生产的
普鲁兰酶是由嗜酸性普鲁兰芽抱杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｕｌｌｕｌｙｔｉｃｕｓ）经深层发酵产生［１，１３］。我国在普
鲁兰酶的研究上距离发达国家还有很大差距，工业普
鲁兰酶完全依赖进口，定价权掌握在少数外国公司手
中，垄断的市场供应导致了国内普鲁兰酶高昂的销售
价格，极大地限制了国内相关产业的发展［１４］。

　　木薯淀粉生产过程中产生的木薯渣主要堆积在
废水氧化池里，这类废水成分比较复杂，含有少量淀
粉、蛋白质、有机酸等物质，ｐＨ 值４～５，属高浓度酸
化有机废水，适合各种降解淀粉的耐酸性微生物生
长。曲里苯蓝能与多糖形成蓝色复合物，一般对微生
物无毒害作用，不影响酶的活性，适合建立快捷、灵敏
的方法来筛选产多糖水解酶类的微生物［１５］。本文利
用普鲁兰糖复合物经普鲁兰酶水解后蓝色褪去而出

现水解圈的原理来筛选普鲁兰酶产生菌，研究普鲁兰
酶产生菌的酶学性质。

１　材料与方法

１．１　酶与试剂

　　基因组提取试剂盒、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ 聚合
酶、ｐＭＤ１８－Ｔ载体购自ＴａＫａＲａ。ＰＣＲ产物纯化试
剂盒、胶回收试剂盒为上海生物工程有限公司产品。
酵母粉和胰蛋白胨为Ｏｘｏｉｄ公司产品。曲里苯蓝为

Ｓｉｇｍａ公司产品。其它试剂为国产分析纯。基因测
序委托上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．２　培养基

　　共有３种培养基：富集培养基、分离培养基和发
酵培养基。富集培养基的主要成分为：普鲁兰多糖

１０ｇ／Ｌ，蛋白胨１ｇ／Ｌ，酵母粉１ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１
ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ／Ｌ，Ｎａ２

ＨＰＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ，ｐＨ值４．８；
使用时，１Ｌ富集培养基中加入１ｍｌ过滤除菌的金属
离 子 混 合 液；金 属 离 子 混 合 液 的 成 分 为：

ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ　０．０３ｇ／

Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　０．０３ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／

Ｌ，Ｈ３ＢＯ３０．３ｇ／Ｌ，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　０．２ｇ／Ｌ，ＣｕＣｌ２·

２Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ／Ｌ，ＮｉＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ。分离培养
基的主要成分为：曲里苯蓝０．１ｇ／Ｌ，普鲁兰多糖１０
ｇ／Ｌ，蛋白胨５ｇ／Ｌ，酵母粉５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ　２ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ，
琼脂粉２２ｇ／Ｌ，ｐＨ值４．８；使用时，１Ｌ分离培养基
中加入１ｍｌ上述金属离子混合液。产普鲁兰酶发酵
培养基的主要成分为：普鲁兰多糖３ｇ／Ｌ，支链淀粉１
ｇ／Ｌ，蛋白胨８ｇ／Ｌ，酵母粉５ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１ｇ／

Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ／Ｌ，Ｎａ２
ＨＰＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／Ｌ，ｐＨ　５．０ｇ／

Ｌ；使用时，１Ｌ发酵培养基加入１ｍｌ上述金属离子
混合液。

１．３　菌株富集与筛选

　　称取５ｇ淀粉加工厂废水氧化池酸性污泥样品，
加入３０ｍｌ生理盐水，在４０℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下震
荡培养２ｈ，静止２０ｍｉｎ后取上清５ｍｌ接种到装有５０
ｍｌ富集培养基中，在４０℃恒温摇床中富集培养３ｄ，
然后取２ｍｌ接种到５０ｍｌ新鲜的富集培养基上继续
富集３ｄ。将富集液分级稀释，涂布到含曲里苯蓝的
分离培养基平板上，于４０℃倒置培养２ｄ。将菌落周
围有透明圈，而且与菌落直径比值大的菌株进行分离
纯化和保藏。

１．４　菌株鉴定

　　参考文献［１６］的方法，将已纯化的ＧＸＡＳ－３８菌
株在发酵培养基平板上划线，４０℃倒置培养２４ｈ，分
析ＧＸＡＳ－３８菌株的形态学和生理生化特征。利用
试剂盒提取总ＤＮＡ，以其为模板，采用１６ＳｒＤＮＡ通
用引物，参考Ｓｔｅｖｅｎ等人的ＰＣＲ方法［１７］扩增ＧＸＡＳ
－３８菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因并测序，将获得的１６ＳｒＤ－
ＮＡ特征序列在ＮＣＢＩ　ＧｅｎＢａｎｋ数据库采用Ｂｌａｓｔ程
序进行同源比对（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）序列注册号是ＪＸ４５７３４９。使用 ＭＥＧＡ
５．１软件对１６ＳｒＤＮＡ进行序列同源性分析并采用
邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统进化树［１８，１９］。

１．５　普鲁兰酶的酶活测定

　　利用ＤＮＳ法［２０］测定酶催化产生的还原糖浓度。
取发酵液８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ得到上清酶液，预
热１００μｌ普鲁兰糖浓度为１％ （ｍ／Ｖ）的缓冲液（ｐＨ

６３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１３



值５．５），加入等体积的酶液，４５℃水浴中保温１５
ｍｉｎ。取出加入３００μｌ的ＤＮＳ试剂，沸水浴显色１０
ｍｉｎ，迅速冷却后在５４０ｎｍ波长下测定溶液的吸光
值。对照是在加ＤＮＳ后，沸水浴前加入酶液。酶活
单位定义为：在相应条件下，每分钟分解普鲁兰糖所
释放的还原糖，其还原力相当于１μｍｏｌ麦芽三糖所
需的酶量。

　　各种酶学性质的具体测定中，最适温度是以普鲁
兰糖为底物，将粗酶液加入到用ｐＨ值７．０乙酸缓冲
液配制的底物溶液中，在不同温度（３５℃、４０℃、４５℃、

５５℃、６０℃、６５℃和７０℃）下测定普鲁兰酶活力；每组
重复３次，结果取平均值，并绘制温度 －相对活力曲
线。温度稳定性是将粗酶液在不同温度（同前）水浴
中保温２０ｍｉｎ后，再在最适温度下测其残余酶活，以
未处理的原酶液活力为１００％；每组重复３次，结果
取平均值。最适ｐＨ值是取粗酶液加入到用不同ｐＨ
值的乙酸缓冲液（ｐＨ 值４．０～５．５）、磷酸盐缓冲液
（ｐＨ值６．０～８．０）配制的底物溶液中，在最适温度下
测定酶活性；每组重复３次，结果取平均值，并绘制

ｐＨ值 －相对活力曲线。ｐＨ 值稳定性是将粗酶液用
不同ｐＨ值的缓冲液（同前）稀释，４０℃水浴保温２０
ｍｉｎ后，再在最适条件下测其残余酶活，每组重复３
次，结果取平均值。在酶液中分别添加各种金属化合
物和ＥＤＴＡ，使反应体系中各种金属离子和ＥＤＴＡ
终浓度为２ｍＭ 和５ｍＭ。在ｐＨ 值５．５、６０℃保温

１０ｍｉｎ后，测定残余酶相对活力，以不含金属离子的
酶液为对照，每组重复３次，结果取平均值。

１．６　普鲁兰酶基因的获得

　　基因组总ＤＮＡ的提取采用ＴａＫａＲａ公司的 Ｕ－
ｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．３．０试剂
盒进行。从ＮＣＢＩ　ＧｅｎＢａｎｋ数据库中获得克雷伯氏
菌普鲁兰酶基因序列，使用 Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ等软件对其
进行序列比对（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）来获得
该基因保守区域。使用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件来
设计正向引物 Ｐ１：ＡＴＧＧＴＣＡＧＡＴＡＴＡＣＣＴＧＴ－
ＣＡＴＧＣＣＣＴ，反 向 引 物 Ｐ２：ＴＴＡＴＴＴＡＣＴＧＣＴ－
ＣＡＣＣＧＧＣＡＧＧＣＣＧ。采用１％琼脂糖凝胶回收目
的片段，连接ｐＭＤ１８－Ｔ载体并转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α，阳
性克隆委托上海生工生物工程技术服务有限公司

测序。

２　结果与分析

２．１　产普鲁兰酶菌株的筛选和鉴定结果

　　筛选到７株在平板上能够降解普鲁兰糖产生水
解圈的菌株，其中ＧＸＡＳ－３８菌株形成的透明圈与菌

落直径比值最大。ＧＸＡＳ－３８菌株单菌落表现为白
色、圆形、凸起、湿润光滑。细菌呈革兰阴性杆菌，不
运动，有荚膜，接触酶阳性，氧化酶阴性，甲基红反应
阴性，硝酸盐还原阳性，Ｖ－Ｐ实验反应阳性。从ＧＸ－
ＡＳ－３８菌株基因组中扩增出约１５００ｂｐ的片段。与

ＧＸＡＳ－３８菌株相似性最高而且鉴定到种的前２０株
菌 均 属 于 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ），相似性＞９９％。ＧＸＡＳ－３８菌株与肺
炎克雷伯氏菌Ｌ１７的亲缘关系最为密切（图１）。综
合形态学特征、生理生化特征和１６ＳｒＤＮＡ序列分析
结果，确定ＧＸＡＳ－３８菌株是克雷伯氏菌属中的肺炎
克雷伯氏菌，并将其命名为肺炎克雷伯氏菌（Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ＧＸＡＳ－３８）。

　　图１　ＧＸＡＳ－３８菌株的１６ＳｒＤＮＡ系统进化树（标尺线

表示进化距离）

　　Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＧＸＡＳ－３８ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ（Ｓｃａｌｅ　ｌｉｎｅ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｅｖ－

ｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　ｄｉｓｔａｎｃｅ）

２．２　ＧＸＡＳ?３８菌株的普鲁兰酶酶学性质

２．２．１　最适温度及热稳定性

　　图２（ａ）结果显示，ｐＨ值为７．０时，ＧＸＡＳ－３８菌
株的普鲁兰酶反应的最适温度范围为６０℃，在温度
为５０～６０℃时，酶活性变化不大，相对酶活超过

８０％；温度低于５０℃或超过６０℃以后，温度对酶活的
影响十分显著，酶的相对活力迅速下降。图２（ｂ）结
果显示，ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶在温度３５～４５℃
范围内都很稳定，温度对酶活影响不大；当温度提高
到５０℃时，酶的相对活力降低至７６％。

２．２．２　最适ｐＨ值及ｐＨ值稳定性

　　由图３（ａ）结果可知，ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶
最适ｐＨ值为５．５。在ｐＨ值为５．５～６．５时，该酶具
有较高的活性，相对活力高于７５％；ｐＨ 值低于５．５
或高于７．０时，相对活力都急剧下降。该酶在ｐＨ值
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４．０～８．０都稳定（图４ｂ），具有较广的ｐＨ 值稳定
范围。

　　图２　温度对普鲁兰酶活性（ａ）和稳定性（ｂ）的影响

　　Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ（ａ）ａｎｄ　ｓｔａ－
ｂｉｌｉｔｙ（ｂ）ｏｆ　ｃｒｕｄｅ　ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ

　　图３　ｐＨ值对普鲁兰酶活性（ａ）和稳定性（ｂ）的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ（ａ）ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
（ｂ）ｏｆ　ｃｒｕｄｅ　ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ

２．２．３　金属离子和乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）对酶活力
的影响

　　由图４可知，低浓度（２ｍＭ）的Ｃａ２＋和 Ｎａ＋对

ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶活性有不同程度的激活作
用，其中Ｃａ２＋的作用最为明显。过量的Ｃａ２＋和Ｎａ＋

（浓度为５ｍＭ）对酶的激活作用不明显，甚至会抑制
酶的反应速度（如Ｎａ＋）。低浓度（２ｍＭ）的Ｌｉ＋对酶
活影响不明显，当浓度提高至５ｍＭ 时，可以有效提

高酶的活力。低浓度（２ｍＭ）的Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｏ２＋、

Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋和Ｂａ２＋对该酶有抑制作用，继续提
高其浓度会进一步降低 ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶
的活性，其中 Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋ 和 Ｍｎ２＋ 抑制作用最为显

著，当Ｃｕ２＋和Ｆｅ２＋浓度为５ｍＭ 时，残余酶相对活

力几乎为零。低浓度（２ｍＭ）的 Ｍｇ２＋、Ｎｉ＋和Ｋ＋对
该酶无明显的激活或抑制作用，当其浓度提高至５
ｍＭ时，过量的离子会微弱的抑制酶反应速度。低浓
度（２ｍＭ）的螯合剂ＥＤＴＡ能够强烈的抑制ＧＸＡＳ－
３８菌株的普鲁兰酶活性，进一步提高其浓度，抑制效
果更为明显，说明该酶促反应需要金属离子参与。

　　图４　不同浓度金属离子和 ＥＤＴＡ对普鲁兰酶活性的
影响

　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｔａｌ　ｉｏｎｓ　ａｎｄ　ＥＤＴＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ
ｃｒｕｄｅ　ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ

（ａ）２ｍＭ；（ｂ）５ｍＭ．

图５　ＰＣＲ扩增普鲁兰酶基因
　　Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｕｌｌ－ｌｅｎｇｔｈ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆ　ｐｕｌｌｕａｎａｓｅ　ｇｅｎｅ
２．３　ＧＸＡＳ?３８菌株的普鲁兰酶基因克隆

　　从图５中可以看出ＰＣＲ扩增出了约３．３ｋｂ的

ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶基因ｐｕｌＡ片段，与预期的
结构基因大小一致。ＧＸＡＳ－３８菌株的普鲁兰酶基因
序列全长３２９１ｂｐ，编码１０９６个氨基酸。ＧＸＡＳ－３８
菌株的普鲁兰酶基因 ｐｕｌＡ 与肺炎克雷伯氏菌

ＨＳ１１２８６（ＣＰ００３２００．１）、肺炎克雷伯氏菌 ＫＣＴＣ

８３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１３



２２４２（ＣＰ００２９１０．１）、肺炎克雷伯氏菌 ＭＧＨ　７８５７８
（ＣＰ０００６４７．１）、肺炎克雷伯氏菌 ＮＴＵＨ －Ｋ２０４４
（ＡＰ００６７２５．１）的普鲁兰酶基因ｐｕｌＡ 的相似性均达
到９６％以上。

３　讨论

　　普鲁兰酶在改善淀粉酶对淀粉的作用效果、提高
利用率、降低粮耗、提高产品质量及开发新产品方面
具有相当大的价值，在淀粉加工工业中有着重要的用
途及良好的市场前景。不同来源的普鲁兰酶，酶学性
质差异较大，大多菌株产生的普鲁兰酶作用温度和

ｐＨ值不适合工业化应用［９～１１］。Ｎｏｖｏ公司生产的普
鲁兰酶具有良好的酶学性质，其最适温度为６０℃，最
适ｐＨ值为５．０，目前占领了全世界大部分的市场份
额［１，１３］。本研究利用曲里苯蓝染色法筛选到的产气
克雷伯氏菌ＧＸＡＳ－３８具有产普鲁兰酶的能力，其发
酵液粗酶的最适反应温度和ｐＨ值为６０℃和５．５，与

Ｎｏｖｏ公司生产的普鲁兰酶性质相近。低浓度的

Ｃａ２＋和Ｎａ＋，以及较高浓度的Ｌｉ＋对该普鲁兰酶活性
有不同程度的激活作用；Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、

Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋ 和 Ｂａ２＋ 对该酶有抑制作用，当 Ｃｕ２＋ 和

Ｆｅ２＋浓度提高至５ｍＭ，残余酶相对活力几乎为零。
螯合剂ＥＤＴＡ能够强烈的抑制该酶的活性，说明该
酶反应需要金属离子的参与。

　　传统发酵利用原始菌株生产酶制剂存在产酶量
少、下游处理成本高，以及原始菌株不是食品安全生
产菌等问题。随着基因工程技术的发展，人们可以通
过增加基因拷贝数、上游连入强启动子等手段构建基
因工程菌来解决这些问题。本研究利用ＰＣＲ方法获
得了完整的普鲁兰酶编码基因ｐｕｌＡ ，为构建基因工
程菌，进一步提高酶的产量和活性，降低生产成本，真
正实现该酶产业化奠定了基础。
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