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摘要：【目的】对大肠杆菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ嗜盐α?淀粉酶基因进行改造，并探索嗜盐α?淀粉酶的嗜盐特性。【方

法】从非嗜盐的大肠杆菌ＪＭ１０９中克隆到一个嗜盐α?淀粉酶基因ｋ６ 并进行重组表达。通过同源建模，确定

Ｎａ＋结合位点上的氨基酸残基，并对相应位点进行定点突变。最后对突变酶的酶学性质进行研究。【结果】相对

于野生酶，突变酶更加嗜盐，其最适ＮａＣｌ浓度由２ｍｏｌ／Ｌ增加到３ｍｏｌ／Ｌ，最适ｐＨ值为７，最适温度为５０℃，酶

活力为４　８３１Ｕ／ｍｇ，提高近４倍。经ＨＰＬＣ检测，突变酶与２％（Ｗ／Ｖ）可溶性淀粉反应后的产物为葡萄糖、麦芽

糖、麦芽三糖的混合物。【结论】嗜盐α?淀粉酶基因ｋ６的嗜盐特性与Ｎａ＋结合位点具有直接联系。
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０　引言

　　【研究意义】α?淀粉酶作为一种重要的工业用
酶［１］，目前已广泛应用于焙烤、啤酒酿造、纺织退浆、
制药等行业中［２－５］。普通的淀粉酶作为生物催化剂，
效率高但所需条件温和，在强酸、强碱、高盐等极端环
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境下耐受性差，易变性失活；而极端酶却能在这种残
酷的环境下依然保持高效的催化能力。因此，研究、
挖掘极端酶，开发其潜在的应用价值就具有重要的意
义。【前人研究进展】目前对于嗜盐α?淀粉酶的嗜盐
机理，主要存在两种理论：一是在高浓度的离子环境
中，通过特定位置上的一些关键离子相互作用及其与
水形成的巨大水网络来稳定蛋白质的空间结构［６］；二
是通过弱疏水的内核与酸性的、高离子化的蛋白表面
作为其在环境中的平衡因子来维持它们在高盐环境

下的正确折叠等［７］，这与 Ａｌｔｅｅｍａｒｋ［８］、Ｍａｄｅｒｎ［９］、

Ｋａｓｔｒｉｔｉｓ［１０］、Ｎｏｎａｋａ［１１］等在嗜盐酶方面的研究结果
基本吻合。【本研究切入点】本文研究的嗜盐α?淀粉
酶基因来自于非嗜盐菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９，在
高盐环境下依然能保持稳定的结构和高效的生物催

化能力，这在食品腌制、调味剂等的工业生产及盐碱
地的改造等多方面都具有开发利用价值［１２］。因此，
我们参照上述的研究结果，通过同源建模，选定嗜盐

α?淀粉酶定点突变的位置及替换氨基酸ｋ６?Ｐ３６８Ｇ，
并研究其相关的酶学特性。【拟解决的关键问题】研
究嗜盐α?淀粉酶基因ｋ６的嗜盐特性是否与 Ｎａ＋结
合位点具有直接的联系，探索嗜盐α?淀粉酶嗜盐的
分子机理。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂

　　ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＨＳ　ＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ公司），

ＤｐＮ Ⅰ（ＴａＫａＲａ公司），金属镍亲和层析介质（ｐｈａ－
ｍａｃｉａ公司），ＩＰＴＧ（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ 公司），麦芽糖
及其麦芽三糖为色谱纯，Ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑），其
他试剂为国产分析纯。

１．１．２　菌种和质粒

　　宿主大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９及其表达载体

ｐＳＥ３８０均为实验室保藏菌种。

１．２　方法

１．２．１　引物设计

　　根据已有的大肠杆菌ＪＭ１０９嗜盐淀粉酶基因序
列，再参照前面所述的嗜盐淀粉酶定点突变位点的选
择，设 计 引 物 （Ｐ１：５′ －ＴＴＣＴＡＴＧＧＣＧＡＣＣＴＣ－
ＴＡＣＧＧＴＧＣＧＣＡＴ－３′；Ｐ２：５′－ＧＡＧＧＴＣＧＣＣＡＴ－
ＡＧＡＡＴＡＣＣＧＡＡＧＧＡＡＣ－３′），反向定点扩增目的
基因。

１．２．２　定点突变基因的扩增

　　从含有嗜盐α?淀粉酶基因ｋ６的ｐＳＥ３８０－Ｋ６菌

株中提取重组质粒作模板，以Ｐ１、Ｐ２为引物，扩增点
突变目的基因ｋ６?Ｐ３６８Ｇ，其扩增体系为５０μＬ，扩增
条件为：９８℃预变性３ｍｉｎ，９８℃变性１０ｓ，６０℃退火

１５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环２９次，最后７２℃延伸１０
ｍｉｎ。

１．２．３　重组表达载体的构建及其目的蛋白的表达
纯化

　　将验证后的ＰＣＲ扩增产物胶回收，ＤｐＮⅠ 酶
消除模板。利用化学转化法，将纯化的点突变产物转
入到宿主细胞ＪＭ１０９中并测序验证。将点突变成功
的菌种接种到ＬＢ（含１００ｍｇ／Ｌ的Ａｍｐ）培养基中，

３７℃恒温摇床培养，当ＯＤ６００ 达到０．６～０．８时，加入
终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的诱导剂ＩＰＴＧ，在３０℃恒温
摇床中继续培养１０ｈ，进行目的蛋白的诱导表达。
离心已培养好的发酵液，收集菌体，用中性磷酸－柠檬
酸缓冲液重悬菌体，清洗两次，然后再用１０ｍｍｏｌ／Ｌ
的Ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（缺少ＮａＣｌ成分）重悬菌体，在冰浴条
件下超声波破胞。最后离心破胞液，收集上清，利用
金属镍亲和层析纯化目的蛋白，并进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
凝胶电泳检测目的蛋白的纯化效果。

１．２．４　酶活的测定

　　淀粉酶酶活的测定参考Ｂｅｒｎｆｅｌｄ［１３］的方法并结
合自己的标准曲线体系：取１９０μＬ　１％（Ｗ／Ｖ）的可
溶性淀粉为底物，加入到１．５ｍＬ的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管
中，加入稀释一定倍数的纯酶液１０μＬ，而空白对照
组中加入相同体积的经煮沸灭活的稀释纯酶液，在最
适条件下反应１０ｍｉｎ，反应结束后加入４００μＬ的３，

５－二硝基水杨酸溶液（ＤＮＳ）终止反应。沸水浴５ｍｉｎ
显色，再迅速置于冰水混合液中快速冷却，混匀后取

２００μＬ混合液于９６孔板中，测定其吸光值ＯＤ５４０。酶
活力单位定义为在最适条件下，按照上述的反应体
系，每１ｍｉｎ生成１μｍｏｌ还原糖所需要的酶量为一
个酶活单位（Ｕ）。根据国际酶学会的规定计算比活
力，即比活力＝酶活（Ｕ）／蛋白含量（ｍｇ），重组酶蛋
白含量按照《蛋白质技术手册》中的Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法［１４］

来测定。

１．２．５　突变酶的酶学性质研究

　　（１）最适ｐＨ值

　　取稀释一定倍数的纯酶液１０μＬ加入到含１％
（Ｗ／Ｖ）可溶性淀粉、２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ（野生型嗜盐淀粉
酶Ｋ６的最适ＮａＣｌ浓度）的不同ｐＨ值的磷酸－柠檬
酸缓冲液中，在３７℃恒温水浴锅中反应１０ｍｉｎ后测
定其酶活，以最高酶活力为１绘制ｐＨ值对酶活力的
影响曲线。

６２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



　　（２）最适温度

　　取稀释一定倍数的纯酶液１０μＬ加入到含１％
可溶性淀粉、２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ的ｐＨ 值为７．０的磷酸－
柠檬酸缓冲液中，分别在２５～６５℃水浴条件下反应

１０ｍｉｎ，然后测定其酶活，以最高酶活力为１绘制温
度对酶活力的影响曲线。

　　（３）最适ＮａＣｌ浓度

　　取稀释一定倍数的纯酶液１０μＬ加入到含１％
可溶性淀粉、ｐＨ值为７．０、不同ＮａＣｌ浓度的磷酸－柠
檬酸缓冲液中，在５０℃恒温水浴锅中反应１０ｍｉｎ后
测定其酶活，以最高酶活为１绘制ＮａＣｌ浓度对酶活
力的影响曲线。

　　（４）Ｃａ２＋对酶活性的影响

　　用不同浓度的Ｃａ２＋溶液同时处理稀释酶液（在

４℃低温条件下处理１２ｈ），取１０μＬ经处理的酶液与

１％可溶性淀粉在最适条件下反应１０ｍｉｎ后测定其
酶活，以未经处理的酶液在同等条件下测得的酶活力
为１，绘制Ｃａ２＋对酶活力影响曲线。

　　（５）ＥＤＴＡ对酶活力的影响

　　参照 Ｃａ２＋ 对酶稳定性影响的测定方法，绘制

ＥＤＴＡ对酶活力影响的柱状图。

　　（６）金属离子对酶活力的影响

　　将终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的不同金属离子分别与

１％可溶性淀粉混匀，取１０μＬ稀释后的纯酶液分别
与上述混合物作用，在最适条件下反应１０ｍｉｎ后测
定其残余酶活；以未加金属离子的底物为空白对照
组，在同等条件下测得的酶活力为１，绘制金属离子
对突变酶活力影响的柱状图。

　　（７）有机溶剂对酶活力的影响

　　将终浓度为５％（Ｖ／Ｖ）的不同有机溶剂分别与

１％可溶性淀粉混匀，取１０μＬ稀释一定倍数的纯酶
液，在最适条件下反应１０ｍｉｎ后测定其酶活，以未加
有机溶剂的为空白对照，在同等条件下测得的酶活力
为１，绘制有机溶剂对酶活力影响柱状图。

　　（８）ｐＨ稳定性

　　用不同ｐＨ值缓冲液稀释纯酶液（ｐＨ值为５～８
的磷酸－柠檬酸缓冲液），于４℃处理１２ｈ，在最适条
件下与１％可溶性淀粉反应１０ｍｉｎ，然后测定其残余
酶活，以未经处理的酶液为空白对照，在相同条件下
测得的酶活力为１，绘制酶的ｐＨ值稳定曲线。

　　（９）突变酶温度稳定性

　　在各温度梯度下，将稀释一定倍数的纯酶液恒温
处理１ｈ，再在最适条件下与１％可溶性淀粉反应１０
ｍｉｎ，然后测试其残留酶活，以未经处理的酶液为空
白对照，在相同条件下测得的酶活力为１，绘制酶的

温度稳定性曲线。

　　（１０）ＮａＣｌ对非嗜盐淀粉酶的活力影响

　　选定非嗜盐的淀粉酶作为对照，对比分析不同浓
度的ＮａＣｌ对其活力的影响。在其最适条件下，以

１％可溶性淀粉为底物，反应１０ｍｉｎ，测定其残余酶
活，以未加 ＮａＣｌ的为空白对照，相同条件测定其酶
活，绘制不同浓度的 ＮａＣｌ对非嗜盐淀粉酶的影响
曲线。

１．２．６　ＨＰＬＣ对重组嗜盐α?淀粉酶水解产物的检
测分析

　　取过量的纯酶与１ｍＬ　２％可溶性淀粉在最适条
件下反应１２ｈ，其产物经处理后用 ＨＰＬＣ 检测，

ＨＰＬＣ分析条件如下：色谱柱：Ｉｌｔｉｍａ　Ａｍｉｎｏ　１００Ａ
５ｕ柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）；检测器：Ａｌｌｔｅｃｈ　２０００ＥＳ
型蒸发光散射检测器；流动相：８０％乙腈，２０％ Ｈ２Ｏ；
流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２８℃。

２　结果与分析

２．１　目的基因在大肠杆菌中的表达及纯化

　　点突变后的目的基因在大肠杆菌ＪＭ１０９中表
达，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳得到一条相对分子质量
（Ｍｒ）约为５６ｋＤａ的目的条带（泳道３）（图１），经镍
柱纯化得到突变的目的蛋白（泳道４）。结果表明目
的基因在大肠杆菌ＪＭ１０９中成功表达，而且经镍柱
纯化后的目的蛋白条带单一，可以进行酶学性质的研
究分析。

　　１：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；２：诱导空载体ｐＳＥ３８０／ＪＭ１０９可溶性蛋
白；３：诱导转化子ｐＳＥ３８０－Ｋ６－Ｐ３６８Ｇ／ＪＭ１０９可溶性蛋白；
４：纯化的目的蛋白Ｋ６－Ｐ３６８Ｇ
　　１：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；２：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒｏｍ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ
ｐＳＥ３８０／ＪＭ１０９ｗｉｔｈ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒｏｍ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｒａｃ－
ｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐＳＥ３８０－Ｋ６－Ｐ３６８Ｇ／ＪＭ１０９ｗｉｔｈ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ
Ｋ６－Ｐ３６８Ｇｆｒｏｍ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐＳＥ３８０－Ｋ６－Ｐ３６８Ｇ／
ＪＭ１０９

图１　嗜盐淀粉酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ａｍｙｌａｓｅ
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２．２　酶学性质分析

２．２．１　最适ｐＨ值

　　如图２所示，突变酶与野生酶的最适ｐＨ值均为

７．０；在ｐＨ值６．０以下，两者的相对酶活力几乎为
零；在ｐＨ值８．０以上，两者的相对酶活力仅为最高
酶活力的４０％左右。在同等条件下，突变酶具有更
高的相对活力，使其在单位酶量下具有更高的生物催
化能力。

图２　酶的最适ｐＨ值

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍａｌ　ｐＨ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅｓ

２．２．２　最适温度

　　如图３，野生酶的最适温度是５５℃，而突变酶的
最适温度是５０℃，略低于野生酶的最适温度，但是两
者非常靠近。温度在４０～６０℃时，野生酶与突变酶
的酶活较高，相对活力维持在７０％以上。当温度超
过５５℃后酶活力急剧下降，可知高温对该酶的抑制
作用远大于低温的影响。

图３　酶的最适温度

Ｆｉｇ．３　Ｏｐｔｉｍａｌ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅｓ

２．２．３　最适ＮａＣｌ浓度

　　由图４可知，野生酶的的最适 ＮａＣｌ浓度为２
ｍｏｌ／Ｌ，而突变酶的最适ＮａＣｌ浓度为３ｍｏｌ／Ｌ，最适

ＮａＣｌ浓度提高５０％，使突变酶在更苛刻的反应条件
下依然具有较高的生物催化能力，并且在ＮａＣｌ浓度
达到饱和状态时，其相对活力仍接近５０％。

２．２．４　Ｃａ２＋对突变酶活性的影响

　　如图５所示，Ｃａ２＋浓度对突变酶的活性影响不
大，残留的相对酶活力均保持在８０％以上。

图４　酶的最适ＮａＣｌ浓度
Ｆｉｇ．４　Ｏｐｔｉｍａｌ　ＮａＣｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅｓ

图５　Ｃａ２＋对酶活力的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｃａ２＋ｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｉｖｉｔｙ

２．２．５　ＥＤＴＡ对突变酶活性的影响

　　图６结果表明，ＥＤＴＡ的浓度对突变酶活性的
影响不大，残留的相对酶活力均超过８５％，且各浓度
之间的差异性很小。

图６　ＥＤＴＡ对酶活力的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＥＤＴＡ　ｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２．６　金属离子对突变酶活性的影响

　　由图７可见，Ｃｕ２＋的抑制现象最为明显，几乎完
全抑制了突变酶的酶活力。Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋和Ｂａ２＋的抑
制作用最为微弱，残留的相对酶活力均超过８０％。

Ｚｎ２＋和 Ｍｎ２＋的影响近似一致，其抑制率约为６０％。

２．２．７　有机溶剂对突变酶活性的影响

　　如图８所示，正丙醇、异丙醇、正丁醇、吡啶和四
氢呋喃对酶的抑制作用最为明显，酶的相对酶活力损
失均超过７０％，而乙二醇、乙酸乙酯、１，２－丙二醇、丙
三醇及二甲基亚砜的影响基本一致，其抑制率为

８２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



３０％左右。

图７　金属离子对酶活力的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｔａｌ　ｉｏｎｓ　ｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

图８　有机溶剂对酶活力的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｏｒｇａｎｉｃ　ｓｏｌｖｅｎｔｓ　ｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２．８　突变酶的ｐＨ稳定性

　　如图９所示，该酶在ｐＨ值为５．０～８．０环境中
比较稳定，相对活力均保持在７０％以上，证明突变酶
的ｐＨ稳定性良好，该性质对酶的储存保藏及其在生
产生活中的应用等都有积极作用。

图９　酶的ｐＨ稳定性

Ｆｉｇ．９　ｐＨ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ

２．２．９　突变酶的温度稳定性

　　该酶在４０℃以下时，具有较好的热稳定性，其相
对酶活力残留达７０％以上；超过４５℃后，热稳定性急
速降低，５０℃恒温处理１ｈ后突变酶的生化催化能力

几乎完全丧失（图１０）。

图１０　酶的热稳定性
Ｆｉｇ．１０　Ｔｈｅｒｍａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ

２．２．１０　ＮａＣｌ对非嗜盐α?淀粉酶的活性的影响

　　从图１１可以看出，超过一定浓度的 ＮａＣｌ对非
嗜盐α?淀粉酶具有明显抑制作用，而对嗜盐α?淀粉
酶就没有相似的作用（图４），说明不是所有的蛋白酶
都需要高浓度的氯化钠。

图１１　ＮａＣｌ对非嗜盐淀粉酶活力影响
Ｆｉｇ．１１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＮａＣｌ　ｏｎ　ｎｏｎｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２．１１　ＨＰＬＣ对突变酶水解产物的检测分析

　　检测结果表明（图１２），该酶水解可溶性淀粉后
的产物以葡萄糖为主，并含有少量的麦芽糖和麦芽
三糖。

图１２　酶水解淀粉产物 ＨＰＬＣ分析色谱图
　　Ｆｉｇ．１２　 ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｆｒｏｍ
ｓｔａｒｃｈ　ｂｙ　ｅｎｚｙｍｅ

３　讨论

　　嗜盐α?淀粉酶能在极端环境下维持空间结构的
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稳定和生物催化活性，因而在食品腌制、发酵、调味剂
的生产，海洋食品的开发，烘焙等多行业具有广阔的
应用前景。本实验组另辟蹊径，从非嗜盐的大肠杆菌

ＪＭ１０９中克隆扩增到一个嗜盐α?淀粉酶基因并成功
表 达，并 非 从 传 统 途 径 嗜 极 菌 Ｈａｌｏｒｈａｂｄｕｓ
ｕｔａｈｅｎｓｉｓ［１５］、Ｈａｌｏａｃｒｕｌａ　ｈｉｓｐａｎｉｃａ ［１６］、Ｐｓｅｕｄｏａｌ?
ｔｅｒｏｍｏｎｓａｓｐ．ｓｔｒａｉｎ　ＣＰ７６［１７］等中获得嗜盐α?淀粉酶
基因，这为扩展嗜盐α?淀粉酶的来源，寻找适合人类
需求的生物催化酶类提供多种选择途径。通过定点
突变，本实验所研究的嗜盐淀粉酶的酶学特性相对于
野生型发生明显变化，尤其是其嗜盐程度，最适ＮａＣｌ
浓度由野生酶的２ｍｏｌ／Ｌ提高到３ｍｏｌ／Ｌ，其比活力
也增加近４倍，达到４　８３１Ｕ／ｍｇ，这为该酶的分子改
造打下坚实的基础，也为进一步研究探索其嗜盐机理
提供新的信息和依据。

参考文献：

［１］　覃晓丽，李剑龙，吴昊，等．嗜盐淀粉酶产生菌的筛选鉴
定及其酶学性质研究［Ｊ］．广西科学，２０１４，２１（２）：１２９－
１３４．
ＱＩＮ　Ｘ　Ｌ，ＬＩ　Ｊ　Ｌ，ＷＵ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ａ　ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ－ａｍｙｌａｓｅ－
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓｔｒａｉｎ［Ｊ］．Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１４，２１（２）：１２９－
１３４．

［２］　ＭＡＬＨＯＴＲＡ　Ｒ，ＮＯＯＲＷＥＺ　Ｓ，ＳＡＴＹＡＮＡＲＡＹＡＮＡ
Ｔ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐａｒｔｉａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅｒｍｏ－
ｓｔａｂｌｅ　ａｎｄ　ｃａｌｃｉｕｍ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔα?ａｍｙｌａｓｅ　ｏｆ　ａｎ　ｅｘｔｒｅｍｅ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｏｌｅｏｖｏｒａｎｓ　ＮＰ５４［Ｊ］．Ｌｅｔｔｅｒｓ
Ａｐｐｌｌｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０００，３１：３７８－３８４．

［３］　ＭＵＲＡＫＡＭＩ　Ｓ，ＮＩＳＨＩＭＯＴＯ　Ｈ，ＴＯＹＡＭＡ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｗｏ　ａｌｋａｌｉｎｅ，ｔｈｅｒｍｏ－
ｔｏｌｅｒａｎｔα?ａｍｙｌａｓｅｓ　ｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓ　ｈａｌｏｄｕｒａｎｓ　３８Ｃ－２－１
ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｌｏｎｅｄ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ，２００７，７１：２３９３－２４０１．

［４］　ＨＡＳＨＩＭ　Ｓ　Ｏ，ＤＥＬＧＡＤＯ　Ｏ，ＨＡＴＴＩ－ＫＡＵＬ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．
Ｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｎｇ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈａｌｏｄｕｒａｎｓ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ａ
Ｋｅｎｙａｎ　ｓｏｄａ　ｌａｋｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｌｅｔｔ，２００４，２６：８２３－
８２８．

［５］　ＭＵＲＡＫＡＭＩ　Ｓ，ＮＡＧＡＳＡＫＩ　Ｋ，ＮＩＳＨＩＭＯＴＯ　Ｈ，ｅｔ
ａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｖｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ａｌｋａｌｉｎｅ，

ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｔ，ａｎｄ　ｍａｌｔｏｔｅｔｒａｏｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ａｌｐｈａ－ａｍｙｌ－
ａｓｅｓ　ｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓ　ｈａｌｏｄｕｒａｎｓ　ＭＳ－２－５，ａｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ ［Ｊ］．Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｃｒｏｂ　Ｔｅｃｈｎｏｌ，２００８，４３：３２１－３２８．

［６］　ＲＩＣＨＡＲＤ　Ｓ　Ｂ，ＭＡＤＥＲＮ　Ｄ，ＧＡＲＣＩＮ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｈａｌｏ－
ｐｈｉｌｉｃ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎ：Ｎｏｖｅｌ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｏｂ－
ｓｅｒｖｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　２．９ａｎｄ　２．６ａｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ａ　ｍｕｔａｎｔ　ｏｆ　ｍａｌａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｆｒｏｍ

Ｈａｌｏａｒｃｕｌａ　ｍａｒｉｓｍｏｒｔｕｉ ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０００，３９
（５）：９９２－１０００．

［７］　ＭＥＶＡＲＥＣＨ　Ｍ，ＦＲＯＬＯＷ　Ｆ，ＧＬＯＳＳ　Ｌ　Ｍ．Ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ
ｅｎｚｙｍｅｓ：Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｗｉｔｈ　ａ　ｇｒａｉｎ　ｏｆ　ｓａｌｔ［Ｊ］．Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ｃｈｅｍ，２０００，８６（２／３）：１５５－１６４．

［８］　ＡＬＴＥＲＭＡＲＫ　Ｂ，ＴＨＯＲＶＡＬＤＳＥＮ　Ｓ，ＭＯＥ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ［Ｊ］．Ｃｏｍｐｕｔ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，２００７，３１
（３）：１６３－１７２．

［９］　ＭＡＤＥＲＮ　Ｄ，ＥＢＥＬ　Ｃ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｎ　ａｎｉｏｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ
ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ｍａｌａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ｆｒｏｍ　Ｈａｌｏａｒｃｕｌａ　ｍａｒｉｓｍｏｒｔｕｉ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２００７，８９
（８）：９８１－９８７．

［１０］　ＫＡＳＴＲＩＴＩＳ　Ｐ　Ｌ，ＰＡＰＡＮＤＲＥＯＵ　Ｎ　Ｃ，ＨＡＭＯＤＲ－
ＡＫＡＳ　Ｓ　Ｊ．Ｈａｌｏａｄａｐｔａｔｉｏｎ：Ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｆｒｏｍ　ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ａｒｃｈａｅａｌ　ＤＨＦＲｓ［Ｊ］．Ｉｎ－
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２００７，

４１（４）：４４７－４５３．
［１１］　ＮＯＮＡＫＡ　Ｔ，ＦＵＪＩＨＡＳＨＩ　Ｍ，ＫＩＴＡ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｒｙｓｔａｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｃａｌｃｉｕｍ－ｆｒｅｅα?ａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．
ｓｔｒａｉｎ　ＫＳＭ－３８（ＡｍｙＫ３８）ａｎｄ　ｉｔｓ　ｓｏｄｉｕｍ　ｉｏｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００３，４
（２８）：８１８－８２４．

［１２］　龙彪，饶国华，彭志英，等．食品应用新酶源 －极端酶
［Ｊ］．中国食品添加剂，２００５，３：４７－５０．
ＬＯＮＧ　Ｂ，ＲＡＯ　Ｇ　Ｈ，ＰＥＮＧ　Ｚ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｔｒｅｍｏｚｙｍｅｓ
ａｓ　ａ　ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ｎｏｖｅｌ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ｆｏｒ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｆｏｏｄ　ｉｎ－
ｄｕｓｔｒｙ［Ｊ］．Ｃｈｉｎａ　Ｆｏｏｄ　Ａｄｄｉｔｉｖｅｓ，２００５，３：４７－５０．

［１３］　ＢＥＲＮＦＥＬＤ　Ｐ．Ａｍｙｌａｓｅ，αａｎｄβ［Ｍ］／／Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（ｖｏｌ．１）．ＣＯＬＯＶＩＣＫ　Ｓ　Ｐ，ＫＡＰＬＡＮ　Ｎ
Ｏ，ｅｄｓ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９５５：１４９－１５８．

［１４］　汪家政，范明．蛋白质技术手册［Ｍ］．北京：科学出版
社，２０００：４２－４６．
ＷＡＮＧ　Ｊ　Ｚ，ＦＡＮ　Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｍａｎｕａｌ［Ｍ］．
Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｅｓｓ，２０００：４２－４６．

［１５］　ＷＡＩＮ　Ｍ，ＩＮＧＶＯＲＳＥＮ　Ｋ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｅｔａ－ｘｙｌａｎａ－
ｓｅ　ａｎｄ　ｂｅｔａ－ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ　ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ａｒ－
ｃｈａｅｏｎ　Ｈａｌｏｒｈａｂｄｕｓ　ｕｔａｈｅｎｓｉｓ ［Ｊ］．Ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｅｓ，

２００３，７（２）：８７－９３．
［１６］　ＨＵＴＣＨＥＯＮ　Ｇ　Ｗ，ＶＡＳＩＳＨＴ　Ｎ，ＢＯＬＨＵＩＳ　Ａ．Ｃｈａｒ－

ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｈｉｇｈｌｙ　ｓｔａｂｌｅα?ａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｈａｌｏ－
ｐｈｉｌｉｃ　ａｒｃｈａｅｏｎ　Ｈａｌｏａｒｃｕｌａ　ｈｉｓｐａｎｉｃａ ［Ｊ］．Ｅｘｔｒｅｍｏ－
ｐｈｉｌｅｓ，２００５，９（６）：４８７－４９５．

［１７］　ＳＮＣＨＥＺ－ＰＯＲＲＯ　Ｃ，ＭＥＬＬＡＤＯ　Ｅ，ＢＥＲＴＯＬＤＯ
Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ
ＣＰ１ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ　ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ
Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ｓｔｒａｉｎ　ＣＰ７６［Ｊ］．Ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｅｓ
Ｌｉｆｅ　Ｕｎｄｅｒ　Ｅｘｔｒｅｍｅ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，２００３，７（３）：２２１－２２８．

（责任编辑：米慧芝）　　

０３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６


