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重组草酸青霉生淀粉糖化酶的酶学特性鉴定*

CharacterizationofaRecombinantRawStarch飊digesting
GlucoamylasefromPenicilliumoxalicum

徐强胜1,2,闫语丝1,2,冯家勋1,2**

XUQiangsheng1,2,YANYusi1,2,FENGJiaxun1,2

(1.亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室,广西南宁暋530004;2.广西大学生命科学

与技术学院,广西南宁暋530004)
(1.StateKeyLaboratoryforConservationandUtilizationofSubtropicalAgro飊bioresources,

Nanning,Guangxi,530004,China;2.CollegeofLifeScienceandTechnology,GuangxiUniversi灢
ty,Nanning,Guangxi,530004,China)

摘要:暰目的暱了解在毕赤酵母中表达的来源于草酸青霉(Penicilliumoxalicum )GXU20的重组生淀粉糖化酶的

酶学特性。暰方法暱用3,5飊二硝基水杨酸法测定pH 值、温度、金属离子和化学试剂对纯化的重组生淀粉糖化酶

的活力的影响,同时测定酶的底物特异性、酶对生淀粉的吸附能力以及酶对不同生淀粉的水解效率等,用高效液

相色谱法对该酶水解生木薯淀粉的产物进行分析鉴定,用扫描电子显微镜观察重组酶对不同生淀粉颗粒的水解

方式。暰结果暱重组生淀粉糖化酶rPoGA15A的最适pH 值为4.5,最适温度为65曟,在pH 值为2.0~10.0时,

重组酶具有较好的pH 耐受性,温度小于50曟时,酶的稳定性好。除 Ag+ 、Cu2+ 和SDS之外,其他大部分金属离

子和化学试剂对重组酶的酶活力影响不大。重组生淀粉糖化酶对大米和玉米生淀粉的活性较高,对木薯和马铃

薯生淀粉的活性次之,重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对不同生淀粉的吸附能力与其对相应不同生淀粉的水解活

性大小呈正相关。扫描电子显微镜观察表明重组生淀粉糖化酶对不同生淀粉颗粒的降解作用明显,水解方式各

有特点。高效液相色谱分析表明该重组生淀粉糖化酶水解生木薯淀粉的产物仅有葡萄糖。重组生淀粉糖化酶

rPoGA15A 在40曟下对大米和玉米生淀粉水解72h后水解率分别达到86.5%和71.9%。暰结论暱重组生淀粉

糖化酶具有广泛的pH 耐受性,对生淀粉具有高水解活性,在生淀粉的水解和生料同步糖化发酵生产酒精中有

一定的应用潜力。

关键词:草酸青霉暋生淀粉糖化酶暋基因克隆与表达暋酶学性质

中图分类号:TQ925.1暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2017)01飊0083飊09

Abstract:暰Objective暱Inordertoinvestigateenzymaticpropertiesofarecombinantrawstarch飊
digestingglucoamylaserPoGA15AfromPenicilliumoxalicum GXU20,whichisexpressedin
Pichiapastoris,therecombinantenzymerPoGA15Aisbiochemicallycharacterizedinthis

study.暰Methods暱Theenzymaticpropertiesof
rPoGA15A,suchastheeffectsofpH,tempera灢
ture,metalionsandchemicalreagentsonen灢
zymeactivity,substratespecificity,rawstarch
adsorptionability,andhydrolysisefficiencyof
theenzymetowardsdifferentrawstarchesare
measuredbythe3,5飊dinitrosalicylicacidmeth灢
od.Moreover,thehydrolysatesofrawcassava
starchbytheenzymerPoGA15Aareanalyzedby
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highperformanceliquidchromatography(HPLC),anddifferentrawstarchgranulesdegraded
bytheenzymerPoGA15Aareobservedbyscanningelectronmicroscopy(SEM).暰Results暱The
recombinantenzymerPoGA15AdisplaysoptimalpHandtemperatureatpH4.5and65曟,re灢
spectively,andexhibitsgreatstabilityoverabroadpHrangefrom2.0~10.0,andisstablebe灢
low50曟.Mostofmetalionsandchemicalreagentshavelittleeffectontheenzymaticactivity
exceptAg+ ,Cu2+ andSDS.TheenzymerPoGA15Ashowshigherenzymaticactivitytowards
rawriceandcornstarchesthanthattowardsrawcassavaandpotatostarches.Theadsorption
capacityoftheenzymerPoGA15Atodifferentrawstarchesisconsistentwiththecorrespond灢
ingsubstratespecificactivities.Inaddition,SEMobservationdemonstratesthattheenzyme
rPoGA15Ahasgreatcapacitytodegradedifferentrawstarchesandhasrespectivecharacteris灢
ticsofhydrolysismodeagainstdifferentrawstarchgranules.HPLCanalysisofhydrolysateof
rawcassavastarchbytheenzymeshowsthatglucoseistheonlyproduct.Furthermore,there灢
combinantenzymerPoGA15Acanhydrolyze86.5%ofrawricestarchand71.9%ofrawcorn
starchafter72hhydrolysisat40曟.暰Conclusion暱Therecombinantrawstarch飊digestingglu灢
coamylaserPoGA15AexhibitsgoodstabilityoverbroadpHrange,andshowshighabilityto
digestdifferentrawstarches,thusindicatingitspotentialinapplicationinrawstarchhydroly灢
sis,andsimultaneoussaccharificationandfermentationofrawstarchtoethanol.
Keywords:Penicilliumoxalicum,rawstarchdigestingglucoamylase,genecloningandex灢
pression,enzymaticproperties

0暋引言

暋暋暰研究意义暱淀粉是葡萄糖分子由毩飊1,4或毩飊1,6
糖苷键连接而成的聚合物,可分为直链淀粉和支链淀

粉两种类型。淀粉是食品加工和酒精发酵工业中的

重要原料,一方面,淀粉可以被水解用于生产葡萄糖、
果糖以及果葡糖浆等[1];另一方面,淀粉被水解成葡

萄糖后,可被酵母菌发酵产生酒精[2]。目前淀粉水解

工艺中,主要是采用毩飊淀粉酶和糖化酶通过高温液

化和高温糖化两步法对淀粉进行水解,在此过程中淀

粉的糊化、液化及糖化需要高温蒸煮和连续加热,消
耗大量能量并增加设备的投入,提高了产品的生产

成本。

暋暋生淀粉酶是可以直接将未经蒸煮的生淀粉水解

的一类酶,包括毩飊生淀粉酶、毬飊生淀粉酶和生淀粉糖

化酶 (Rawstarch飊digestingglucoamylase,RSDG)
等。Robertson等[3]报道将生淀粉酶用于以淀粉质

为原料的酒精生产中,可节省占所生产出的酒精的燃

烧值10%~20%的能量消耗。而生淀粉糖化酶又可

直接将生淀粉水解成葡萄糖。将淀粉的糊化、液化和

糖化合为一步进行,省去传统复杂繁琐的淀粉处理工

艺流程,能显著降低能耗和生产成本,因而具有较好

的开发和应用前景。

暋暋暰前人研究进展暱目前报道较多的可以产生生淀

粉糖化酶的微生物主要是真菌和酵母菌,人们对微生

物的产酶条件的优化、酶的纯化、酶学特性及应用开

展 了 广 泛 的 研 究[4]。Sun 等[5] 报 道 黑 曲 霉

(Aspergillusniger)菌株 F飊08可分泌产生生淀粉

糖化酶,在产酶培养基中加入麦芽糖作为诱导剂,可
显著提高该酶的分泌表达水平。Flor等从泡盛曲霉

(Aspergillusawamori)中分离纯化出生淀粉糖化

酶 GAO,并对其酶学性质进行鉴定[6];从罗尔伏革菌

(Corticiumrolfsii)中分离纯化出3种生淀粉糖化

酶(G1、G2、G3),鉴定了该3种生淀粉糖化酶的酶学

性质,发现其最适 pH 值和最适温度均为 4.5 和

60曟[7];从海洋酵母Aureobasidiumpullulans中纯

化出一种生淀粉糖化酶,该酶的最适pH 值为4.5,
最适温度为60曟,虽对不同生淀粉都有吸附能力,但
只能水解生马铃薯淀粉[8]。目前报道的生淀粉糖化

酶的活力并不高,而且对水解生淀粉的种类具有偏

好性。

暋暋暰本研究切入点暱利用重组 DNA 技术构建基因

工程菌可以有效提高蛋白质的产量,也有助于利用蛋

白质工程技术对生淀粉糖化酶进行结构和功能的改

造。然而,将生淀粉糖化酶基因进行异源有效表达以

及对重组酶的酶学特性进行鉴定的研究报道并不多。
本实验 室 从 自 然 界 中 分 离 筛 选 到 一 株 草 酸 青 霉

(Penicilliumoxalicum )菌株 GXU20,该菌株可分

泌产生高活性的生淀粉糖化酶,从其发酵粗酶液中分

离纯化了一种高活性的生淀粉糖化酶,对该酶的酶学
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性质进行了鉴定,克隆了该生淀粉糖化酶的编码基因

并在毕赤酵母中实现了表达[9]。

暋暋暰拟解决的关键问题暱本研究对在毕赤酵母中表

达的 来 源 于 草 酸 青 霉 的 重 组 生 淀 粉 糖 化 酶

rPoGA15A的主要酶学特性进行鉴定,并与从草酸青

霉 GXU20中纯化的天然生淀粉糖化酶进行比较,为
该酶的基因工程改造,以及在生淀粉的水解和生料同

步糖化发酵中的应用提供依据。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋大米、玉米、木薯、马铃薯、红薯、荞麦等生淀粉原

材料均从广西南宁本地市场购买,经粉碎、过80目筛

子后封装,送广西南宁南翔环保有限责任公司(南宁

辐照中心)Co60辐照灭菌备用。

暋暋可溶性淀粉购自Sigma飊Aldrich公司;3,5飊二硝

基水杨酸(dinitrosalicylicacid,DNS)购自国药集团

化学试剂有限公司;PierceBCA 蛋白测定试剂盒购

自 ThermoFisherScientific公司,其他试剂均为分

析纯。

暋暋多功能酶标仪(美国BioTek公司)、LC飊10AT高

效液相色谱系统(日本岛津公司)、小型垂直蛋白电泳

槽及电泳仪(美国Bio飊Rad公司)、SU8020扫描电子

显微镜(日本日立公司)。

1.2暋方法

1.2.1暋重组生淀粉糖化酶的纯化

暋暋将密码子优化后的生淀粉糖化酶基因连接到

pPIC9k载体后,导入到毕赤酵母 GS115中并已成功

实现了生淀粉糖化酶基因的表达[9]。本研究将毕赤

酵母诱导表达的培养液收集,12000r/min离心后取

上清液,使用镍柱(Ni飊NTA Agarose)对重组生淀粉

糖化酶进行纯化,将上清液中的重组生淀粉糖化酶与

Ni飊NTAAgarose吸附后,用20mmol/L、40mmol/

L、60mmol/L、80mmol/L、100mmol/L浓度梯度

的咪唑缓冲液进行洗脱,获得了纯化的重组生淀粉糖

化酶rPoGA15A,备用。

1.2.2暋重组生淀粉糖化酶酶活力的测定

暋暋酶活力的测定用 DNS法[10],即取450毺L含有

1%生木薯粉、pH 值为4.5的柠檬酸飊磷酸氢二钠缓

冲液,加入到2mLEP管中,置于40曟水浴锅预热5
min,加入50毺L 适当稀释的生淀粉糖化酶酶液,

40曟下反应30min,并不间断振荡 EP管,反应结束

后,立即加入1000毺LDNS溶液,放置于沸水浴中5
min,冷却至室温后,12000r/min离心5min,吸取

200毺L上清液于540nm 处测定吸光值。依据葡萄

糖标准曲线计算出酶活力大小。

暋暋生淀粉糖化酶酶活力的定义:在40曟pH 值为

4.5条件下,重组生淀粉糖化酶水解生淀粉1min产

生1毺mol还原糖(相当于等量的葡萄糖)所需要的酶

量为一个酶活力单位(U)。

1.2.3暋重组生淀粉糖化酶最适pH 值的测定

暋暋在37曟下,测定重组生淀粉糖化酶在pH 值分

别为3.0,3.5,4.0,4.5,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0时的

酶活力。使用的缓冲液为柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液

(pH 值为3.0~7.0)。将测定得到的酶活力最高的

pH 值下的酶活力作为100%,其它pH 值下的酶活

力与最高酶活力之间的百分比为重组生淀粉糖化酶

在该pH 值条件下的相对酶活力(%)。

1.2.4暋重组生淀粉糖化酶最适温度的测定

暋暋在最适pH 值(pH 值为4.5)下,测定重组生淀

粉糖化酶的最适作用温度。将酶液与含1%生木薯

粉的柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液(pH 值为4.5)混合,
分别 在 30曟、35曟、40曟、45曟、50曟、55曟、60曟、

65曟、70曟、75曟、80曟下反应30min,DNS法检测酶

活力。以酶活力最高的温度下的酶活力作为100%,
其它温度下的酶活力与最高酶活力之间的百分比为

重组生淀粉糖化酶在该温度条件下的相对酶活力

(%)。

1.2.5暋重组生淀粉糖化酶pH 耐受性的测定

暋暋取50毺L适当稀释的纯化的重组酶液与450毺L
的一系列不同pH 值缓冲液(2.0~11.0)混合,使用

的缓冲液分别为0.1mol/L柠檬酸飊磷酸氢二钠(pH
值为2.0~7.0)、磷酸盐缓冲液(pH 值为 7.0~
8灡0)、Tris飊HCl(pH 值为8.0~9.0)、Glycine飊NaOH
(pH 值为9.0~11.0)。将混合后的酶液在4曟冰箱

中放置24h后,检测残留的重组生淀粉糖化酶活力。
测定未作pH 值耐受处理前的原始酶活力,将其定义

为100%,处理后的残留酶活力与原始酶活力的百分

比即为该pH 值下的相对酶活力(%)。

1.2.6暋重组生淀粉糖化酶温度耐受性的测定

暋暋将纯化的重组酶液与柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液

(pH 值为4.5)混合,放置于不同温度(30曟、35曟、

40曟、45曟、50曟、55曟、60曟、65曟、70曟、75曟、80曟)
的水浴锅中保温60min之后,用DNS法测定残余的

酶活力。测定未作温度处理前的原始酶活力,将其定

义为100%,处理后的残留酶活力与原始酶活力的百

分比即为该温度下的相对酶活力(%)。

1.2.7暋金属离子、表面活性剂、螯合剂对重组生淀粉

糖化酶活力的影响

暋暋分别向含有1%生木薯粉、pH 值为4.5的柠檬
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酸飊磷酸氢二钠缓冲液中加入各种金属离子、表面活

性剂、螯合剂并充分混匀,使各种添加物终浓度为10
mmol/L,40曟下测定酶活。将无上述添加物时的酶

活力定义为100%,添加各化学试剂处理后的酶活力

与无添加物的酶活力的百分比即为该添加物下的相

对酶活力(%)。

1.2.8暋重组生淀粉糖化酶的底物特异性

暋暋分别配制含1%不同来源的生粉及可溶性淀粉

的pH 值为4.5的柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液,在

40曟下测定酶活力。将生木薯粉为底物测得的酶活

力定义为100%,其它淀粉的酶活力与生木薯粉的酶

活力之间的百分比为重组生淀粉糖化酶对该生淀粉

的相对酶活力(%)。

1.2.9暋重组生淀粉糖化酶的吸附特性

暋暋取纯化的重组生淀粉糖化酶液分别加入到含有

1%和5%生粉的pH 值4.5柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲

液中并充分混匀,放入40曟水浴锅中保温30min,期
间不时地振荡EP管。吸附完成后,8000暳g离心5
min,取出上清液测定酶活力,同时测定相同条件下

无生淀粉的对照的酶活力。生淀粉糖化酶吸附率的

计算根据以下公式:吸附率(%)=(A-B)暳100/A,
其中A 代表无生淀粉的对照的酶活力,B 代表吸附

作用之后上清液中残留重组酶的酶活力[11]。

1.2.10暋重组生淀粉糖化酶水解生木薯粉产物的

HPLC检测

暋暋取纯化的重组生淀粉糖化酶液100毺L加入到

500毺L含2%生木薯粉的柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液

(pH 值4.5)中,充分混合后,40曟下反应并不间断振

荡反应液。反应4h后,12000r/min离心5min,取
上清液过0.22毺m 的滤膜。取水解液进行高效液相

色 谱 (High performanceliquidchromatography,

HPLC)检测,使用的 HPLC型号为岛津公司的 LC飊
10AT型,并串联了示差检测器。使用色谱柱为Ben灢
sonPolymeric公司7.8mm暳300mm 的糖柱,柱温

设定为80曟,以超纯水作为流动相,流速为1mL/

min,进样体积为20毺L,检测时长为20min。

1.2.11暋重组生淀粉糖化酶降解生淀粉颗粒的扫描

电镜观察

暋暋分别配制含2%生木薯粉,生玉米粉,生大米粉、
生马铃薯粉的pH 值4.5的柠檬酸缓冲液,分别向上

述生淀粉溶液中加入纯化后的重组生淀粉糖化酶,置
于40曟水浴锅中反应,并不间断振荡反应液,反应8
h后,将反应液在10000r/min离心10min,向离心

后的沉淀物中加入无水乙醇洗涤,干燥处理后用扫描

电子显微镜观察。

1.2.12暋重组生淀粉糖化酶对不同种类生淀粉的

水解

暋暋分别配制含10g/L大米、玉米、木薯、马铃薯生

粉的柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液(pH 值4.5),按0.2
U 重组生淀粉酶/mg生淀粉的酶用量,分别向上述

不同种类的生粉底物中加入纯化后的重组生淀粉糖

化酶rPoGA15A,40曟振荡水浴锅中反应,分别于12
h、24h、36h、48h、60h、72h取样,DNS法测定上清

中的还原糖含量,计算水解率百分比,计算公式:

Rh=(A1/A0)暳0.9暳100,其中Rh代表生淀粉的水

解百分比;A1代表重组生淀粉糖化酶水解淀粉后,上
清液中还原糖的含量;A0代表水解反应前,总淀粉的

含量[12]。总淀粉含量的测定方法参照 Lin等[13飊14]的

方法。

2暋结果与分析

2.1暋pH值对重组生淀粉糖化酶rPoGA15A酶活力

的影响

暋暋 草 酸 青 霉 菌 株 GXU20 生 淀 粉 糖 化 酶 基 因

PoGA15A ,在毕赤酵母中进行了表达,并对表达产

物进行了纯化[9],本研究对纯化的该重组生淀粉糖化

酶的酶学性质进行鉴定。重组生淀粉糖化酶最适

pH 值,结果见图1a。当pH 值为3.0时,重组生淀

粉糖化酶的酶活力约为最高酶活力的66%;随着pH
值的升高,酶活力也逐渐随之提高;pH 值在3.5~
5灡5时酶活力较高,达到85%以上;pH 值为4.5时

酶活力最高,表明重组酶的最适pH 值为4.5;pH 值

大于4.5,酶活力逐渐下降。

2.2暋温度对重组生淀粉糖化酶rPoGA15A酶活力的

影响

暋暋结果如图1b所示,重组生淀粉糖化酶活力随着

温度的升高逐渐升高,65曟时,酶活力达到最大,表明

重组酶的最适温度为65曟,65曟以上酶活力逐渐下

降。主要原因可能是高温破坏了酶分子的结构,使蛋

白丧失了酶活力。

2.3暋pH值对重组生淀粉糖化酶rPoGA15A稳定性

的影响

暋暋结果如图1c所示,在较低的pH 值(2.0~6.0)
范围内,重组生淀粉糖化酶很稳定,酶活力几乎没有

丧失,随着pH 值的逐渐升高,酶活力略有下降,但基

本上保持在85%左右,当pH 值大于10.0后,酶活力

开始显著下降。总体来说,重组生淀粉糖化酶具有较

好的pH 耐受性。一方面,说明重组生淀粉糖化酶在

pH 值为2.0~10.0时的稳定性较好,另一方面,在
极低的pH 值条件下(2.0~3.0),重组生淀粉糖化酶
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仍保留了绝大部分的酶活力,耐酸性环境的能力较

好,在同步糖化发酵工艺中,能够较好地适应酿酒酵

母的酸性发酵条件[15]。

2.4暋温度对重组生淀粉糖化酶rPoGA15A稳定性的

影响

暋暋结果如图1d所示,在30~50曟时,没有发生酶

活力的损失,生淀粉糖化酶的耐受性好。55曟时,酶
活力开始降低。当温度高于55曟时,酶活力开始快

速下降。

暋暋(a)pH 值对酶活力的影响;(b)温度对酶活力的影响;
(c)pH 值对重组酶稳定性的影响;(d)温度对重组酶稳定性

的影响

暋暋(a)EffectsofpHontheenzymeactivity;(b)Effectsof
temperatureontheenzymeactivity;(c)EffectsofpHonthe
enzymestability;(d)Effectsoftemperatureontheenzyme
stability
暋暋图1暋pH 值和温度对草酸青霉 GXU20的重组生淀粉糖

化酶rPoGA15A酶活力和稳定性的影响

暋暋Fig.1暋EffectsofpHandtemperatureontheenzymeac灢
tivityoftherecombinantrawstarch飊digestingglucoamylase
rPoGA15AfromP.oxalicum GXU20

2.5暋金属离子及化学试剂对重组生淀粉糖化酶

rPoGA15A的影响

暋暋结果如表1所示,Mn2+ 和Fe2+ 对重组生淀粉糖

化酶有促进作用,Ca2+ 、K+ 、Na+ 、Mg2+ 、Li+ 、Co2+

等离子对重组酶的活力影响不大,Ag+ 重金属离子能

够显著抑制酶活力,Cu2+ 对酶活也有抑制作用。变

性剂SDS对酶也具有显著的抑制作用,金属螯合剂

EDTA 对 重 组 酶 有 微 弱 促 进 作 用,表 面 活 性 剂

Tween80和 TritonX飊100对酶活力基本没有影响。

2.6暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A的底物特异性

暋暋结果如表2所示,重组生淀粉糖化酶可水解所测

定的不同淀粉。对生大米淀粉的比活力最高,约为生

木薯淀粉活力的221%;对生玉米淀粉的活力与对生

大米淀粉的活力相近,对生木薯淀粉、生马铃薯淀粉、
生荞麦淀粉的活力逐渐降低,对生红薯淀粉的活力最

低。重组酶对可溶性淀粉的活力在所有测定淀粉中

最高,大约分别是生大米淀粉和生木薯淀粉活力的

3.2倍和7.2倍。

表1暋金属离子及化学试剂对重组生淀粉糖化酶rPoGA15A
酶活力的影响

Table1暋Effectsofmetalionsandotherchemicalreagentson

theenzymeactivityoftherecombinantrawstarch飊digestingglu灢

coamylaserPoGA15A

添加物种类Compounds 相对酶活力 Relativeactivity(%)

None 100

K+ 99.6暲2.2

Na+ 101暲1.1

Mg2+ 99.6暲1.9

Ca2+ 98.9暲0.7

Ni2+ 93.1暲0.3

Zn2+ 86.1暲1.7

Li+ 94.8暲0.9

Mn2+ 132.5暲1.1

Cu2+ 53.6暲3.1

Fe2+ 125.9暲2.9

Fe3+ 87.2暲1.5

Co2+ 109.1暲1.1

Ag+ 17.4暲1.2

EDTA 113.3暲0.6

SDS 11.2暲0.3

Tween80 98.1暲0.8

TritonX飊100 102.1暲1.3
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表2暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对不同种类淀粉的底物

特异性

Table2暋Substratespecificityoftherecombinantrawstarch飊di灢

gestingglucoamylaserPoGA15Atowardsvariousstarches

底物
Substrates

比活力
Specificactivity
(U/mgprotein)

相对酶活力
Relativeactivity
(%)

生木薯淀粉
Rawcassavastarch 11.2暲0.9 100暲8.3

生大米淀粉
Rawricestarch 24.7暲0.4 221.1暲3.2

生玉米淀粉
Rawcornstarch 22.7暲0.7 203.3暲6.5

生马铃薯淀粉
Rawpotatostarch 9.9暲0.5 88.9暲4.4

生荞麦淀粉
Rawbuckwheatstarch 6.7暲0.8 60.1暲6.7

生红薯淀粉
Rawsweetpotatostarch 2.5暲0.2 22.7暲1.3

可溶性淀粉
Solublestarch 80.5暲0.7 719.7暲6.1

2.7暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对生淀粉的吸附

暋暋由表3可以看出,重组生淀粉糖化酶rPoGA15A
对4种生淀粉都有不同程度的吸附能力,对同一种生

淀粉的吸附能力随着生淀粉浓度的增加而增加,其中

对生大米淀粉的吸附率最高,生玉米、木薯淀粉次之,
生马铃薯淀粉吸附力最低,这与该酶对上述4种淀粉

的比活力大小的次序相一致,表明重组生淀粉糖化酶

rPoGA15A 对生淀粉的水解能力与吸附能力有一定

的正相关性。
表3暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对不同生淀粉的吸附

Table3暋Adsorbabilityoftherecombinantrawstarch飊digesting
glucoamylaserPoGA15Atowardsdifferentrawstarches

不同种类生淀粉
Rawstarchfromva灢
rioussources

生淀粉吸附率
Adsorptiontorawstarchgranules(%)

1% 5%

生木薯淀粉
Rawcassavastarch 44.7暲1.4 55.2暲0.9

生玉米淀粉
Rawcornstarch 55.9暲2.3 61.4暲0.8

生大米淀粉
Rawricestarch 60.4暲0.9 71.9暲0.5

生马铃薯淀粉
Rawpotatostarch 36.9暲1.3 54.4暲0.5

2.8暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A水解生淀粉的产

物分析

暋暋 检测结果 从 图 2 可 以 看 出,水 解 4h 后,在

HPLC图谱中13.87min位置出现了唯一的色谱峰

(图2b),与葡萄糖标准样品的色谱峰一致(图2a),表
明重组酶水解生木薯淀粉生成的产物仅有葡萄糖,证
实该酶是生淀粉糖化酶。上述结果表明重组酶的酶

学特性和天然酶的酶学特性[9]相似,说明生淀粉糖化

酶基因PoGA15A 在毕赤酵母中得到了正确表达。

暋暋(a)葡萄糖标准品;(b)重组生淀粉糖化酶rPoGA15A 的

生木薯淀粉水解液

暋暋(a)Glucosestandard;(b)Thereactionmixtureofraw
cassavastarchhydrolyzedbytherecombinantrawstarch飊di灢
gestingglucoamylaserPoGA15A
暋暋图2暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A 水解生木薯淀粉的

产物的 HPLC分析图谱

暋暋Fig.2暋HPLCchromatogramsofhydrolysateofrawcas灢
savastarchbytherecombinantraw starch飊digestingglu灢
coamylaserPoGA15AfromP.oxalicum GXU20

2.9暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A的水解生淀粉颗

粒的扫描电镜观察

暋暋如图3所示,未经酶处理的生大米淀粉颗粒形状

不规则,呈棱角状;酶处理后,淀粉颗粒表面出现许多

小的孔洞,逐渐向内部延伸(图3a~b)。未经酶处理

的生玉米淀粉颗粒形状似圆球形,表面光滑平整;酶
处理后的淀粉颗粒出现大量大小不一的小孔洞,而且

孔洞较深(图3c~d)。未经酶处理的生木薯淀粉颗

粒似圆球形;酶处理后的淀粉颗粒出现一个较大的孔

洞,沿着孔洞,逐步向颗粒内部侵蚀,颗粒内部表面高

低起伏(图3e~f)。未经酶处理的生马铃薯淀粉颗粒

形状似椭圆形;酶处理后的淀粉颗粒表面出现狭长状

的侵蚀沟,有的侵蚀沟会向内部扩展,形成孔洞(图

3g~h)。
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暋暋(a)未被酶处理的生大米淀粉颗粒;(b)rPoGA15A 处理后的生大米淀粉颗粒;(c)未被酶处理的生玉米淀粉颗粒;(d)

rPoGA15A处理后的生玉米淀粉颗粒;(e)未被酶处理的生木薯淀粉颗粒;(f)rPoGA15A处理后的生木薯淀粉颗粒;(g)未被酶处

理的生马铃薯淀粉颗粒;(h)rPoGA15A处理后的生马铃薯淀粉颗粒

暋暋(a)Nativerawricestarchgranules;(b)RawricestarchgranulesdigestedbytheenzymerPoGA15A;(c)Nativerawcorn
starchgranules;(d)RawcornstarchgranulesdigestedbytheenzymerPoGA15A;(e)Nativerawcassavastarchgranule;(f)Raw
cassavastarchgranulesdigestedbytheenzymerPoGA15A;(g)Nativerawpotatostarchgranule;(h)Rawpotatostarchgranules
digestedbytheenzymerPoGA15A

图3暋草酸青霉 GXU20的重组生淀粉糖化酶rPoGA15A水解不同生淀粉颗粒的扫描电镜观察

暋暋Fig.3暋Scanningelectronmicroscopy(SEM)analysisofdifferentrawstarchgranuleshydrolyzedbytherecombinantraw
starch飊digestingglucoamylaserPoGA15AfromP.oxalicum GXU20

2.10暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对不同种类生

淀粉的水解效率

暋暋结果如图4所示,重组生淀粉糖化酶rPoGA15A
对生大米淀粉的水解效果最好,随着水解作用时间的

增加,水解率逐渐升高,72h后水解率达到86.5%;

对生玉米淀粉的水解效果次之,72h后水解率达到

71.9%;72h后对生木薯淀粉的水解率为30.9%;72
h后对生马铃薯淀粉的水解率为14.8%。重组生淀

粉糖化酶对上述生淀粉的水解主要发生在24h前。
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暋暋图4暋重组生淀粉糖化酶rPoGA15A 对10g/L的不同

来源生粉中的生淀粉的水解

暋暋Fig.4暋Hydrolysisoftherecombinantrawstarch飊diges灢
tingglucoamylaserPoGA15Atowardsrawstarchesfromdif灢
ferentfloursattheconcentrationof10g/L

3暋讨论

暋暋本研究对在毕赤酵母中表达的来源于草酸青霉

的生淀粉糖化酶的酶学性质进行了鉴定。重组生淀

粉糖化酶rPoGA15A的最适pH 值为4.5,与来源于

黑曲霉(Aspergillusniger)的生淀粉糖化酶的最适

pH 值 相 似[16],略 低 于 来 源 于 柄 篮 状 菌

(Talaromycesstipitatus)的重组生淀粉糖化酶最

适pH 值[17];最适温度为65曟,和来源于柄篮状菌的

重组生淀粉糖化酶最适温度相似[17];pH 耐受性较

好,与草酸青霉产生的天然生淀粉糖化酶PoGA15A
的pH 耐受性相似[9],有利于该重组酶在生淀粉的水

解和生料同步糖化发酵生产酒精工业中的应用。

暋暋Mn2+ 和 Fe2+ 对重组生淀粉糖化酶rPoGA15A
的酶活力有促进作用,Ag+ 、Cu2+ 和SDS对酶活力有

抑制作用,与对来源于草酸青霉的天然生淀粉糖化酶

的影响相似[9]。重组生淀粉糖化酶rPoGA15A 可水

解不同来源的生淀粉,对大米、玉米、木薯、马铃薯、荞
麦和红薯生淀粉的活力逐渐下降,来源于青霉属

(Penicilliumsp.)的生淀粉糖化酶对玉米和大米的

活性比对其他生淀粉的活性高,与本研究的结果相

似[18],与 之 相 反,来 源 于 耐 热 真 菌 Thermomucor
indicae飊seudaticae的生淀粉糖化酶对生大米淀粉的

活力最低[19]。重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对大米

和玉米生淀粉的吸附能力最强,这与 Quigley等[20]

报道 的 来 源 于 Cladosporium gossypiicola ATCC
38026的生淀粉糖化酶相似。

暋 暋 扫 描 电 镜 观 察 发 现 重 组 生 淀 粉 糖 化 酶

rPoGA15A对不同生淀粉颗粒的降解方式各有特点,
在玉米和大米淀粉颗粒的表面形成许多小的孔洞,和
来源于Cladosporiumgossypiicola 的生淀粉糖化酶

水解方式相似[20]。重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对

马铃薯淀粉颗粒的水解方式与来源于 Aspergillus
awamori的生淀粉酶对马铃薯生淀粉的水解方式相

似[21]。重组生淀粉糖化酶rPoGA15A降解木薯淀粉

颗粒形成较大的孔洞,其水解方式与天然生淀粉糖化

酶PoGA15A 的水解方式一致[9]。生淀粉糖化酶

rPoGA15A 对大米和玉米生淀粉的水解率要显著高

于对木薯和马铃薯生淀粉的水解率,这与 Nagasaka
等[7]报道的来源于罗尔伏革菌(Corticiumrolfsii)
的生淀粉糖化酶 G1在40曟条件下对2%上述生淀

粉的水解性质较为类似,可能原因是不同来源的生淀

粉的 组 成 和 结 构 差 异 所 致。重 组 生 淀 粉 糖 化 酶

rPoGA15A对大米和玉米生淀粉的水解效果较好,不
需要高温处理淀粉的情况下,在40曟下可以直接将

生淀粉水解生成葡萄糖,节省了能量消耗成本,因而,
该酶具有一定的应用前景。总的来说,重组生淀粉糖

化酶rPoGA15A的酶学性质与草酸青霉分泌的天然

生淀粉糖化酶PoGA15A的酶学性质相似,也表明草

酸青霉生淀粉糖化酶基因在毕赤酵母中得到了正确

的表达。

4暋结论

暋暋本研究对在毕赤酵母中表达的来源于草酸青霉

的重组生淀粉糖化酶rPoGA15A进行了酶学性质的

鉴定。重组生淀粉糖化酶rPoGA15A 的最适pH 值

为4.5,最适温度为65曟,在pH 值为2.0~10.0时,
重组酶具有较好的稳定性,pH 耐受范围广;温度小

于50曟时,酶的稳定性好。除 Ag+ 、Cu2+ 和SDS之

外,其他大部分金属离子和化学试剂对重组酶的酶活

力影响不大。重组生淀粉糖化酶对大米和玉米生淀

粉的活性较高,对木薯和马铃薯生淀粉的活性次之,
重组生淀粉糖化酶rPoGA15A对不同生淀粉的吸附

能力与对不同生淀粉水解活性大小呈正相关性。扫

描电镜观察表明重组生淀粉糖化酶对不同生淀粉颗

粒的降解作用明显,水解方式也有所不同。40曟条件

下,重组生淀粉糖化酶rPoGA15A 对大米和玉米生

淀粉水解率较高,水解效果好,具有一定的应用前景。
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