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摘要：【目的】筛选分离新的嗜盐淀粉酶产生菌，并对其进行酶学性质研究。【方法】从广西大学奶牛厂的奶牛粪

便土壤中分离得到一株能产耐盐淀粉酶的菌株，利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列对比进行鉴定，经破胞提取胞内总蛋白测

定嗜盐淀粉酶酶学性质。【结果】经 １６Ｓ ｒＲＮＡ初步鉴定该菌株为阴沟肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ）。该菌

株是非嗜盐菌株，却能产生一种胞内嗜盐淀粉酶。酶学性质研究表明该酶在 ＮａＣｌ 终浓度为 ４ｍｏｌ／Ｌ 时，酶活力

最强，当盐浓度为 ５．５ｍｏｌ／Ｌ时，仍能保持最高酶活的 ６０％；以 ＭＯＰＳ-ＮａＣｌ 配制的 １％可溶性淀粉溶液为底物

时，其最适反应温度为 ５０℃，最适 ｐＨ 值为 ６．５，ｐＨ 值在 ４．５～ ８．５ 时均能保持 ６０％以上的相对活力；在 ３５～
４５℃的温度范围内显示较好的稳定性，相对酶活保持在 ８０％以上，但当温度达到 ５０℃时，酶活力急剧下降；Ｃａ２＋

浓度对酶活力几乎没有影响；ＥＤＴＡ浓度在 １０～１４０ｍｍｏｌ／Ｌ时酶活力变化不大，大于 １４０ｍｍｏｌ／Ｌ 之后，酶活力

逐渐下降。【结论】该菌株是在非嗜盐菌株中发现的具有嗜盐淀粉酶基因的菌株，其嗜盐淀粉酶在高盐环境下具

有很高的酶活力。
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  【研究意义】嗜盐α-淀粉酶是一种重要工业用
酶［１～４］，已被广泛应用于制糖、焙烤工业、酒精工业、
啤酒酿造、发酵以及纺织等许多行业，此外，嗜盐α-
淀粉酶还可用于含淀粉或纤维素的高盐污水处理，其
在盐碱地改造利用等方面也发挥着重要的作用，所以
寻找新的能产嗜盐淀粉酶的微生物具有重大意义。
嗜盐菌是指能在高盐浓度环境下生长的微生物，其生
理性质独特，体内有很多酶能在高盐浓度下保持稳
定，因其拥有极高的盐耐受性和对有机溶剂的抗性，
嗜盐菌已成为产嗜盐酶资源的研究热点［５］，并被广泛
应用于水产、化工、制药、石油、发酵等排放高浓度无
机盐废水的工业部门［６］。【前人研究进展】八十年代
以来，人们对盐适应机理的研究日益深入，从渗透调
节机理推进到分子水平，并分离和鉴定了与渗透保护
物合成途径有关的结构基因。１９９０ 年，Ｊａｖｅｄ［７］发现
其分离得到的克雷伯氏菌的唯一内源质粒与耐盐有

关。对嗜盐酶的分子结构研究可为筛选具有更高应
用价值的嗜盐酶提供基础，促进嗜盐酶的工业应用。
【本研究切入点】目前研究的嗜盐酶大多是从嗜盐菌
中分离出来的，因此有必要从非嗜盐菌中寻找到嗜盐
酶，从而为能更深入的研究嗜盐酶机理提供新的方向
和途径。【拟解决的关键问题】本文从广西大学奶牛
场的奶牛粪便土壤中分离得到一株有淀粉酶活力的

菌株，经 １６Ｓ ｒＲＮＡ初步鉴定该菌株为阴沟肠杆菌属
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ）。生长特性研究显示该菌株
是非嗜盐菌株，但其产生的淀粉酶是一种依赖 ＮａＣｌ
的α-淀粉酶，这为从非嗜盐菌中寻找嗜盐酶找到新
的途径。为此，对该菌株所产嗜盐α-淀粉酶进行初
步的酶学性质研究。

１ 材料与方法

１．１ 实验材料

  样品：从广西大学奶牛厂的粪便土壤中采集
土样。

  试剂：ＭＯＰＳ 购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司，ＩＰＴＧ 购自

ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ公司，Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ 与 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ 购
于 ＯＸＯＩＤ公司，ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自大连宝生物

（ＴａＫａＲａ）公司。

  仪器：ＰＣＲ 仪（型号 Ｂｉｏｍｅｔｒａ），恒温摇床（ＺＨ-
ＷＹ-２１１Ｂ），凝胶成像仪（ＳＹＮＧＥＮＥ ＰＴＣ-２００），冷
冻离心机（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ３２０ Ｒ），水浴锅（ＳＨＥＬ ＬＡＢ
Ｗ２０Ｍ-２），分光光度计（Ｂｅｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ＤＵ８００），超
净台（ＣＬＥＡＮ ＢＥＮＣＨ ＺＨＪＨ-Ｃ１１０９Ｂ），低温冰箱
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ），台式离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｃｅｎｔｒｉ-
ｆｕｇｅ ５４１５Ｄ），酶标仪（Ｕ Ｑｕａｍｔ ＴＭ）。

１．２ 方法

１．２．１ 样品处理

  将 ５ｇ土样加入到盛有 ４５ｍＬ无菌水并带有玻璃
珠的三角瓶中，摇振约 ２０ｍｉｎ，使其充分分散，用滤纸
过滤后，用移液枪吸取上清进行富集培养。

１．２．２ 肠杆菌总 ＤＮＡ提取

  收集菌体，用 ＣＴＡＢ法进行肠杆菌总 ＤＮＡ的提
取，然后取 ４μＬ 在 ０．８％的琼脂糖凝胶上进行电泳
分析。

１．２．３ 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列分析

  以阴沟肠杆菌总 ＤＮＡ 为模板，应用 １６Ｓ ｒＲＮＡ
引物：正 向 引 物 Ｐ１ （５’-ＡＴＧＣＧＣＡＡＣＣＣＡＡ-
ＣＡＣＴＴＴＴ- ３’）和 反 向 引 物 Ｐ２ （５ ’-ＴＴＡ-
ＣＡＧＣＧＣＧＴＣＣＴＣＡＡＴＣＡ-３’）进行 ＰＣＲ 扩增。

ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５μＬ，正向引
物 Ｐ１ １μＬ，反向引物 Ｐ２ １μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍＭ）４μＬ，模
板 ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ３８μＬ，ｒＴａｑ酶 ０．５μＬ。反应体系：

９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ４５ｓ，４５℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，共 ３０ 个
循环，７２℃ １０ｍｉｎ。扩增产物经 ０．８％琼脂糖凝胶电
泳检测后，进行胶回收，将回收产物连入 ｐＭＤ１９-Ｔ
载体后，转入 ＤＨ５α感受态细胞。在蓝白斑筛选平板
上挑取阳性克隆子，送深圳华大生物技术有限公司进
行测序。

１．２．４ 粗酶液的制备

  将测序正确的菌珠于 ３７℃、２２０ｒｐｍ 摇床中振荡
培养过夜，并以此作为种子液，取 ２００μＬ 接种于装有

２００ｍＬ ＬＢ（含 ０．１ｍｇ／ｍＬ Ａｍｐ）液体培养基的容量
为 ５００ｍＬ三角瓶中，３７℃、２２０ｒｐｍ 摇床培养 ２～３ｈ，
当 ＯＤ ６００ 达到 ０．８ 左右时，加入终浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ

０３１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



的 ＩＰＴＧ 进行诱导表达，在 ３７℃、２２０ｒｐｍ 摇床继续
培养 １０ｈ。

  将上述培养液在 ８０００ｒｐｍ 的离心机中离心

１０ｍｉｎ后收集菌体沉淀，用终浓度为 ０．１ｍｏｌ／Ｌ 的

ＭＯＰＳ缓冲液（ｐＨ 值为 ７．０）充分洗涤菌体沉淀 ２
次，离心弃上清后用适量 ＭＯＰＳ缓冲液重悬菌体，在
冰水混合浴中进行超声波破胞，超声破胞的工作时间

７ｓ，间歇时间 １０ｓ，总工作时间 ２５ｍｉｎ，功率 ２００Ｗ。
破胞后在 ４℃、１２０００ｒｐｍ 的离心机中离心 １５ｍｉｎ，将
上清置于冰面上即为所得粗酶液。

１．２．５ 酶活的测定

  淀粉酶活力测定参照 Ｂｅｒｎｆｅｌｄ 法［８］：取 ３５０μＬ
１％（Ｗ／Ｖ）可溶性淀粉加入 １．５ｍＬ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，
加入 ５０μＬ 适当稀释的酶液，而空白对照管中加入

５０μＬ 已失活的酶液，在最适的条件下反应 １０ｍｉｎ
后，加入 ８００μＬ ＤＮＳ以终止酶反应，沸水浴 ６ｍｉｎ，迅
速于流动水中冷却后，在 ５２０ｎｍ 处测 ＯＤ 值。酶活
力单位定义为在最适温度及最适 ｐＨ 值条件下，按上
述反应，每分钟生成 １μｍｏｌ 还原糖所需的酶量为一
个酶单位（１Ｕ）。

１．２．６ 酶学性质的研究

  （１）与 ＥＤＴＡ螯合后的酶活情况：取适当稀释后
的粗酶液 ５０μＬ 和用终浓度为 ０．１ｍｏｌ／Ｌ 的 ＥＤＴＡ
螯合后稀释相同倍数的粗酶液 ５０μＬ，分别与 ３５０μＬ
用 ＭＯＰＳ配制的 １％可溶性淀粉溶液反应 １０ｍｉｎ 后
测定酶活情况，再用终浓度为 ０．１ｍｏｌ／Ｌ 的 ＥＤＴＡ
螯合后稀释相同倍数的粗酶液 ５０μＬ 与 ３５０μＬ 用

ＭＯＰＳ-ＮａＣｌ配制的 １％可溶性淀粉溶液反应 １０ｍｉｎ
后测酶活情况。

  （２）在不同缓冲液下的酶活情况：取 ５０μＬ 适当
稀释后的粗酶液分别与 ３５０μＬ 用不同缓冲液（Ｔｒｉｓ-
ＨＣｌ、ＭＯＰＳ-ＮａＯＨ 和柠檬酸-氢氧化钠-盐酸）配制
的 １％可溶性淀粉溶液反应测定酶活力，再分别向各
体系加入 ３ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ后，测定其酶活情况。

  （３）嗜盐酶的最适 ＮａＣｌ 浓度：取适当稀释后的
粗酶液 ５０μＬ与 ３５０μＬ用 ＭＯＰＳ-ＮａＯＨ 和浓度分别
为 ２．０ｍｏｌ／Ｌ、２．５ｍｏｌ／Ｌ、３．０ｍｏｌ／Ｌ、３．５ｍｏｌ／Ｌ、

４·０ｍｏｌ／Ｌ、４．５ｍｏｌ／Ｌ、５．０ｍｏｌ／Ｌ、５．５ｍｏｌ／Ｌ 的 ＮａＣｌ
溶液配制的 １％可溶性淀粉溶液在 ５０℃下测定酶活
力，以最高酶活力为 １００％绘制 ＮａＣｌ 浓度对酶活力
影响的曲线。

  （４）嗜盐酶的最适反应温度：取 ５０μＬ 适当稀释
后的粗酶液与 ３５０μＬ用 ＭＯＰＳ-ＮａＯＨ 配制的 １％可
溶性淀粉溶液分别在 ３５～ ６５℃（间隔 ５℃）条件下测
定酶活力，以最高酶活力为 １００％绘制温度对酶活力

的影响曲线。

  （５）嗜盐酶的最适反应 ｐＨ 值：取 ５０μＬ适当稀释
后的粗酶液与 ３５０μＬ 用 ＭＯＰＳ-ＮａＣｌ 配制的 ｐＨ 值
分别为 ４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０（ｐＨ 在
常温下调节）的 １％可溶性淀粉溶液，在反应温度为

５０℃条件下测定酶活力，以最高酶活力为 １００％绘制

ｐＨ 值对酶活力的影响曲线。

  （６）嗜盐酶的 ｐＨ 稳定性：用不同 ｐＨ 值（４．５～
８．５，间隔 ０．５）的 ＭＯＰＳ 缓冲液稀释粗酶液，并将稀
释好的酶液在 ４℃放置 １２ｈ 后，各取 ５０μＬ 加入到

３５０μＬ用ＭＯＰＳ-ＮａＣｌ配制的 １％可溶性淀粉溶液在

５０℃反应 １０ｍｉｎ，以未处理过的酶液在同等条件下反
应测得的酶活力为 １００％绘制 ｐＨ 稳定性曲线。

  （７）嗜盐酶的热稳定性：将粗酶液分别置于 ３５～
６５℃（间隔 ５℃）水浴锅中恒温温浴 ３０ｍｉｎ 后稀释到
适当的倍数，取 ５０μＬ 分别加入 ３５０μＬ 用 ｐＨ 值为

６·５ 的 ＭＯＰＳ-ＮａＯＨ 缓冲液配制的 １％的可溶性淀
粉溶液反应，以未经过恒温水浴处理的酶液在同等条
件下反应测得的酶活为 １００％绘制热稳定性曲线。

  （８）Ｃａ２＋对嗜盐酶活性的影响：分别用浓度为

０ｍｍｏｌ／Ｌ、 ０·５ｍｍｏｌ／Ｌ、 １ｍｍｏｌ／Ｌ、 ２ｍｍｏｌ／Ｌ、

３ｍｍｏｌ／Ｌ、４ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、６ｍｍｏｌ／Ｌ 的 Ｃａ２＋-
ＭＯＰＳ溶液稀释适当相同倍数的粗酶，然后将其放
置在 ４℃ １２ｈ，取 ５０μＬ 稀释后的酶液加入到 ３５０μＬ
用 ＭＯＰＳ-ＮａＣｌ（ｐＨ 值为 ６．５）配制的 １％可溶性淀
粉溶液在 ５０℃反应 １０ｍｉｎ，以不参加反应的酶液同
等条件下反应测得的酶活力为 １００％绘制 Ｃａ２＋对酶
活性影响的曲线。

  （９）ＥＤＴＡ对嗜盐酶活性的影响：将 ＥＤＴＡ 终浓
度 分 别 为 ０ｍｍｏｌ／Ｌ、 １０ｍｍｏｌ／Ｌ、 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ、

５０ｍｍｏｌ／Ｌ、８０ｍｍｏｌ／Ｌ、１００ｍｍｏｌ／Ｌ、１２０ｍｍｏｌ／Ｌ、

１４０ｍｍｏｌ／Ｌ、１６０ｍｍｏｌ／Ｌ、１８０ｍｍｏｌ／Ｌ、２００ｍｍｏｌ／Ｌ、

５００ｍｍｏｌ／Ｌ的稀释酶液于 ４℃处理 １２ｈ，然后分别取

５０μＬ处理的酶液与 ３５０μＬ的 １％可溶性淀粉溶液在
最适条件下测定残余酶活力，以未加 ＥＤＴＡ 的酶液
在同等条件下反应测得的酶活力为 １００％绘制 ＥＤ-
ＴＡ对嗜盐酶活力的影响的柱形图。

  （１０）嗜盐酶与不同底物反应：分别取 １ｍＬ 浓度
为 １％的可溶性淀粉、麦芽四糖、麦芽五糖、麦芽六
糖、麦芽糖、麦芽三糖、蔗糖、α-环糊精、β-环糊精、普
鲁兰糖，与 １００μＬ 嗜盐酶粗酶反应 １２ｈ，再用 ＨＰＬＣ
检测嗜盐酶与不同底物的反应情况。
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２ 结果与分析

２．１ 肠杆菌总 ＤＮＡ提取及 １６Ｓ ｒＲＮＡ鉴定

  如图 １ 所示，肠杆菌总 ＤＮＡ 大小约为 ２３ｋｂ，以
此总 ＤＮＡ 为模板进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定，将获得的

１６Ｓ ｒＲＮＡ序列提交到 ＮＣＢＩ 数据库进行比对分析，
结果表明与 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ｓｕｂｓｐ．ｃｌｏａｃａｅ
ＮＣＴＣ ９３９４ ｄｒａｆｔ ｇｅｎｏｍｅ 的一致性为 ９８％，筛选的
菌株初步鉴定为 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ 菌株。

图 １ 肠杆菌总 ＤＮＡ

Ｆｉｇ．１ Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｏｆＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ

  Ｌａｎｅ Ｍ：λＤＮＡ／Ｈｉｎ ｄＩＩＩ Ｍａｒｋｅｒ Ｌａｎｅ １：ｔｏｔａｌＤＮＡ

２．２ 嗜盐酶的酶学性质

２．２．１ 与 ＥＤＴＡ螯合后的酶活情况

  实验结果表明，与 ＥＤＴＡ 螯合过的酶和没有与

ＥＤＴＡ螯合过的酶，在与可溶性淀粉反应时，均没有
酶活，而 ＥＤＴＡ螯合过的酶与加入 ＮａＣｌ的可溶性淀
粉反应时表现出有酶活，可见该嗜盐酶确实在有

ＮａＣｌ的情况下才有酶活（如表 １）。
表 １ 嗜盐酶与 ＥＤＴＡ螯合后的酶活情况

Ｔａbｌｅ １ Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ｗｉｔｈ ＥＤＴＡ ｃｈｅ-

ｌａｔｉｏｎ

不同反应体系
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

酶活（有／无）
Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｙ／Ｎ）

酶＋可溶性淀粉
Ｅｎｚｙｍｅ＋Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｍｙｌａｓｅ

无
（Ｎ）

ＥＤＴＡ＋酶＋可溶性淀粉
ＥＤＴＡ＋ｅｎｚｙｍｅ＋Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｍｙｌａｓｅ

无
（Ｎ）

ＥＤＴＡ＋酶＋ＮａＣｌ＋可溶性淀
ＥＤＴＡ＋ｅｎｚｙｍｅ＋ＮａＣｌ＋Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｍｙｌａｓｅ

有
（Ｙ）

２．２．２ 在不同缓冲液下的酶活情况

  如表 ２ 所示，嗜盐酶在 Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ 和 ＭＯＰＳ-
ＮａＯＨ 反应体系中没有酶活，在柠檬酸-氢氧化钠-盐
酸反应体系中有酶活，向各体系加入 ＮａＣｌ 后，嗜盐
酶均表现出酶活，说明嗜盐酶在 Ｎａ＋和 Ｃｌ－同时存在
时才有酶活。

表 ２ 在不同缓冲液下的酶活情况

Ｔａbｌｅ ２ Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ bｕｆｆｅｒｓ

缓冲液类型
Ｂｕｆｆｅｒ ｔｙｐｅ

不加 ＮａＣｌ
Ｗｉｔｈｏｕｔ ＮａＣｌ

加入 ＮａＣｌ
Ｗｉｔｈ ＮａＣｌ

Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ-ＮａＯＨ-ＨＣｌ 有（Ｙ） 有（Ｙ）
Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ 无（Ｎ） 有（Ｙ）
ＭＯＰＳ-ＮａＯＨ 无（Ｎ） 有（Ｙ）

２．２．３ 嗜盐酶的最适 ＮａＣｌ浓度

  如图 ２ 所示，肠杆菌嗜盐酶在与不同 ＮａＣｌ 浓度
的 １％可溶性淀粉溶液反应中，当 ＮａＣｌ终浓度为 ２～
４ｍｏｌ／Ｌ时酶活力呈现上升趋势，且在 ３～３．５ｍｏｌ／Ｌ
之间上升速度最快，在 ＮａＣｌ 终浓度达到 ４ｍｏｌ／Ｌ 时
酶活力最高，而在 ４ｍｏｌ／Ｌ 之后就缓慢下降，但是在

５．５ｍｏｌ／Ｌ时仍然有 ６０％以上的相对活力。

图 ２ ＮａＣｌ浓度对酶活性的影响
Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２．４ 嗜盐酶的最适反应温度及其热稳定性

  由图 ３ 可见，嗜盐酶在 ３５～５０℃时，酶活力呈现
缓慢上升趋势，且最适温度为 ５０℃，但是在 ５０℃之后
则酶活力迅速下降；而酶的热稳定性则是在 ３５～
４５℃之间保持相对高的酶活力，在 ５０℃之后则酶活
下降，在 ５５℃之后几乎没有了酶活力（如图 ３）。

图 ３ 温度对酶活力的影响
Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２．５ 嗜盐酶的最适 ｐＨ 值及其 ｐＨ 稳定性

  如图 ４ 可见，肠杆菌嗜盐酶在 ｐＨ 值 ４．５～ ６．５
之间的酶活力呈现上升趋势，且上升较快，在 ｐＨ 值
为 ６．５ 时达到了最高，可见嗜盐酶的最适 ｐＨ 值为

６·５，但是在 ｐＨ 值超过 ６．５ 之后就迅速下降了。从

ｐＨ 值对肠杆菌嗜盐酶的稳定性来看，在 ｐＨ 值为
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４·５～８·５ 的条件下均能保持在 ６０％以上。

２．２．６ Ｃａ２＋对嗜盐酶活性的影响

  实验结果表明，肠杆菌嗜盐酶在不同浓度的

Ｃａ２＋条件下比较稳定，酶活力均能保持在 ８０％以上，
即 Ｃａ２＋浓度对酶活力几乎没有影响（如图 ５）。

图 ４ ｐＨ 值对酶活力的影响

Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 ５ Ｃａ２＋对酶稳定性的影响

Ｆｉｇ．５ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃａ２＋ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

２．２．７ ＥＤＴＡ对嗜盐酶活性的影响

  实验结果表明，在 １０～ １４０ｍｍｏｌ／Ｌ 的浓度范围
内，ＥＤＴＡ对嗜盐酶活力的抑制作用不大，当浓度大
于 １４０ｍｍｏｌ／Ｌ之后抑制作用明显，到了 １８０ｍｍｏｌ／Ｌ
时酶活力几乎为零（如图 ６）。

图 ６ ＥＤＴＡ对酶活力的影响

Ｆｉｇ．６ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＤＴＡ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２．８ 嗜盐酶与不同底物反应

  经 ＨＰＬＣ检测，嗜盐酶可以和可溶性淀粉、麦芽
四糖、麦芽五糖、麦芽六糖反应，而不能和麦芽糖、麦
芽三糖、蔗糖、α-环糊精、β-环糊精、普鲁兰糖反应（见
表 ３），说明此嗜盐酶具有典型的α-淀粉酶特征。

表 ３ 嗜盐酶与不同底物反应情况

Ｔａbｌｅ ３ Ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕbｓｔｒａｔｅｓ

底物
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

反应（是／否）
Ｒｅａｃｔｉｏｎ（Ｙ／Ｎ）

可溶性淀粉 Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｍｙｌａｓｅ ＋

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ －

麦芽三糖 Ｍａｌｔｏｔｒｉｏｓｅ －

麦芽四糖 Ｍａｌｔｏｔｅｔｒａｏｓｅ ＋

麦芽五糖 Ｍａｌｔｏｐｅｎｔａｏｓｅ ＋

麦芽六糖 Ｍａｌｔｏｈｅｘａｏｓｅ ＋

蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ －

α-环糊精 Ａｌｐｈａ-ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ －

β-环糊精 Ｂｅｔａ-ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ －

普鲁兰糖 Ｐｕｌｌｕｌａｎ －

注：其中＋表示能反应，－表示不能反应；Ｎｏｔｅ：＋ｓａｉｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ，－ｓａｉｄ

ｎｏ ｒｅａｃｔｉｏｎ

３ 结论

  嗜盐淀粉酶能在高盐的条件下保持活力，因此在
腌制食品、海洋食品及发酵等食品中具有重要的应用
价值。目前报道的嗜盐淀粉酶大多来自极端嗜盐菌
和 中 度 嗜 盐 菌，如 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｍｅｒｉｄｉａｎａ ［９］，

Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．Ｓｔｒａｉｎ ＭＡ-２［１０］，Ｈａｌｏｒｈａｂｄｕｓ
ｕｔａｈｅｎｓｉｓ ［１ １］，Ｈａｌｏａｒｃｕｌａ ｈｉｓｐａｎｉｃａ ［１２］，Ｐｓｅｕｄｏａｌ-
ｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ．Ｓｔｒａｉｎ ＣＰ７６［１３］。本研究筛选到的阴沟
肠杆菌菌株（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ）属于非耐盐的普
通菌株，但其产生的淀粉酶却是一种典型嗜盐淀粉
酶，该酶的最适反应温度是 ５０℃，最适 ｐＨ 值为 ６．５，
最适 ＮａＣｌ 浓度是 ４ｍｏｌ／Ｌ，当盐浓度为 ５·５ｍｏｌ／Ｌ
时，仍能保持最高酶活的 ６０％。这说明嗜盐淀粉酶
也可以从非嗜盐菌获得，下一步继续对该菌株的嗜盐
淀粉酶基因进行克隆，并对其同源性进行比较分析，
探讨其可能的进化来源。
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