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耐热毩飊淀粉酶的筛选、基因克隆和酶学性质分析*
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GeneAmyGX
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摘要:暰目的暱筛选耐热毩飊淀粉酶并实现异源表达,同时分析其酶学性质特征。暰方法暱以 M9培养基加上可溶性

淀粉作为选择性分离培养基,从腾冲火山温泉土壤中筛选到产淀粉酶的菌株Anoxybacillussp.GXS飊3。根据淀

粉酶氨基酸保守序列,设计引物进行 PCR扩增,然后对目标序列进行步移扩增,获得淀粉酶基因AmyGX。将

AmyGX 与表达载体pQE30连接,导入大肠杆菌 M15中表达,对重组酶进行分离纯化和酶学性质分析。暰结
果暱AmyGX 基 因 长 1515bp,编 码 505 个 氨 基 酸 残 基,前 23 个 氨 基 酸 残 基 为 信 号 肽 序 列;重 组 质 粒

pQE30飊AmyGX 编码的蛋白分子量为58.04kDa,对可溶性淀粉催化水解反应的最适温度为60曟,最适pH 值

为8.0,Vmax、Km 值分别为0.19U/mg、3.14mg/mL,热半失活温度 T30
50值为65.2曟;Zn2+ 、Cu2+ 、Co2+ 、Fe3+ 、

Ba2+ 对该酶具有明显的抑制作用,Na+ 、K+ 对该酶有激活作用,Mg2+ 、Ca2+ 的影响则不明显。暰结论暱AmyGX是

一种中等耐温碱性酶,在造纸、洗涤剂生产和有毒废弃物去除等方面具有潜在的应用前景。

关键词:Anoxybacillussp.GXS飊3菌株暋重组淀粉酶 AmyGX暋克隆与表达暋酶学性质

中图分类号:Q786暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2017)01飊0092飊08

Abstract:暰Objective暱Screeningthermostable毩飊amylaseandexpressedinEscherichiacoli,and
analyzingtherecombinantenzymecharacterization.暰Methods暱ThestrainAnoxybacillussp.

GXS飊3isisolatedfrom soilsamplescollected
from Tengchonghotspring,with M9 medium
andsolublestarchasthesolecarbonsource.Ac灢
cordingtotheaminoacidconservedsequenceof
amylase,degenerate primersare designedfor
PCRamplification.andthenthetargetsequence
isamplifiedandamplifiedtoobtaintheamylase
geneAmyGX.AmyGX isligated withtheex灢
pressionvectorpQE30,introducedintoE.coli
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M15,andtherecombinant毩飊amylaseisisolatedandpurifiedbyNTA飊affinitychromatography
anditsenzymologicalpropertiesareanalyzed.暰Results暱ThegeneofAmyGXis1515bpin
lengthandencodedaproteinof505aminoacids,ofwhich,thefirst23aminoacidresiduesare
signalpeptidesequences.ThemolecularmassoftherecombinantAmyGXis58.04kDa.As灢
sayedwithsolublestarchassubstrate,thisrecombinantenzymedisplaysoptimalactivityatpH
8.0and60曟 withanapparentKmvalueof3.14mg/mlandVmaxof0.19U/mgrespectively.
Thetemperatureatwhich50%oftheenzymeactivityislostafter30minheattreatment(T30

50)

is65.2曟.Zn2+ 、Cu2+ 、Co2+ 、Fe3+ 、Ba2+hassignificantlyinhibitoryeffectontheactivityofthe
recombinantenzyme,whereasNa+ 、K+couldincreasetheactivityandMg2+ 、Ca2+ hasslightly
effectonit.暰Conclusion暱AmyGXisamoderateenzyme,itcouldbeappliedinthefieldofpaper,

detergentproductionandtheremovalofwastematerialinenvironment.
Keywords:Anoxybacillussp.GXS飊3,recombinant毩飊amylaseAmyGX,cloningandexpression,

enzymecharacterization

0暋引言

暋暋暰研究意义暱毩飊淀粉酶(毩飊1,4飊糖苷飊D飊糖苷水解

酶,EC3.2.1.1)是一类对淀粉和其他多聚糖内部的

毩飊1,4飊糖苷键进行随机切割产生不同长度寡糖的酶

类[1]。淀粉是地球上重要的能源和碳源物质,淀粉酶

是仅次于蛋白酶的应用最广泛的酶类之一,占整个酶

制剂市场的30%[2]。淀粉酶可以从植物、动物和微

生物等多样的生物体中获得。微生物来源的淀粉酶,
特别是芽孢杆菌来源的淀粉酶,往往因具有较高的热

稳定性而被广泛应用在工业生产上[3]。热稳定性高

的酶,由于可以耐受较高的反应温度,一方面可以减

少反应过程中微生物的污染,另一方面通过降低反应

底物的粘度,可增加底物和产物的溶解度、提高底物

产物的扩散系数,进而提高反应速率,增加产物得率

等[4]。此外,耐热酶有助于人们认识蛋白质对高热环

境的适应特征和耐热机理,在蛋白质工程中具有重要

作用。暰前人研究进展暱嗜热环境中的微生物,具有与

高温生境相适应的细胞组分和代谢产物,是耐热酶的

主要天然来源[5]。耐热毩飊淀粉酶的产生菌主要有

Geobacillusstearothermophilus,Bacillussubtilis,

Bacilluslicheniformis,Anoxybacillus,Bacillus
amyloliquefaciens,Bacillus cereus,Bacillus
globisporus和Bacillusalvei 等[6]。Anoxybacillus
sp.主要分布于地热火山温泉、堆肥等嗜热生境中,适
宜生长温度为45~65曟,pH 值为6~10,属于中等

嗜热碱性菌[7],最早由 Heinen等[8]在新西兰北部的

温泉中发现,命名为Bacillusflavothermus,2000年

时Anoxybacillus首次作为新的种属报道[9]。近年

来,Anoxybacillussp.作为耐热葡萄糖异构酶、耐热

核酮糖激酶、耐热木糖酶等的产生菌被陆续发现和报

道[10飊12]。暰本研究切入点暱相对于其它已进行了大量

研究的毩飊淀粉酶,来源于Anoxybacillussp.的毩飊淀

粉酶的研究仍很有限。暰拟解决的关键问题暱从云南

腾冲火山温泉土壤中分离筛选产耐热毩飊淀粉酶的

Anoxybacillussp.菌株,并从中克隆耐热毩飊淀粉酶

基因,然后在大肠杆菌中进行异源表达,最后对该重

组酶进行酶学性质分析。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋土样、菌株及质粒

暋暋土样:采集自云南腾冲火山温泉土壤。

暋暋菌株及质粒:大肠杆菌DH5毩购自Invitrogen公

司,大肠杆菌 M15、质粒pQE30购自 Qiagen公司。

1.1.2暋培养基及碘液配方

暋暋 富 集 培 养 基:蛋 白 胨 (1%)、淀 粉 (0.1%)、

Na2HPO4(25 mmol/L)、KH2PO4 (25 mmol/L)、

NH4Cl(25mmol/L)、MgSO4(2mmol/L)。

暋暋淀粉酶筛选培养基:M9培养基加上可溶性淀粉

(0灡1%)。

暋暋鲁格氏碘液(300mL):1gI2,2gKI。

1.1.3暋酶、试剂及主要仪器设备

暋暋实验所用到的各种限制性内切酶、T4DNA连接

酶、ExTaq酶、LA酶、pMD18T飊Vector克隆试剂盒、
基因组步移试剂盒等购自 Takara公司,基因组DNA
提取试剂盒、质粒提取试剂盒、DNA纯化回收试剂盒

等购自 Tiangen 公司,蛋白纯化用 Ni飊NTA 购自

Qiagen公司,脱盐柱 HiTrapDesaltingG飊25、阴离子

柱 Hiload16/10QSepharoseHighPerformance、分
子筛柱SuperdexTM 7510/300GL等购自 GE 公司,
引物由上海生工生物工程公司合成,其它试剂均为化
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学分析纯。梯度 PCR 仪为 Biometra公司的 TPro灢
fessionalThermocycler,凝胶成像仪为Bio飊Rad公司

的 GelDocTM XR+,蛋 白 层 析 仪 为 GE 公 司 的

痍KTApurifier,核酸蛋白分析仪为 ThermoFisher
公司的 NanoDrop2000cSpectrophotometer。

1.2暋耐热毩飊淀粉酶产生菌的分离和鉴定

暋暋称取自然风干土样1g加入100mL富集培养

基,37曟、220r/min培养24h,取1mL培养液,以无

菌生理盐水为稀释液,进行10-1、10-2、10-3、10-4、

10-5的连续梯度稀释,涂布于淀粉酶筛选固体平板,
置于恒温培养箱60曟培养48~72h,待平板长出1
mm 左右大小的菌落后,在平板表面滴加鲁格氏碘

液,挑选水解圈明显的菌株进行菌种鉴定。菌株基因

组DNA的提取按试剂盒说明书操作,选取原核生物

16SrDNA 的通用引物27F:5曚飊AGAGTTTGATC灢
CTGGCTCA飊3曚,1492R:5曚飊GGTTACCTTGT灢
TACGACTT飊3曚,用 ExTaq酶进行 PCR 扩增,扩增

产物经凝胶回收并纯化,将纯化产物与pMD飊18T 载

体连接,转化DH5毩感受态细胞,挑取转化子进行菌

体电泳后,挑选验证正确的转化子送上海生工生物工

程公司测序。根据测序结果从 NCBI数据库中选取

近缘菌株的16SrDNA 基因序列,采用ClustalOme灢
ga(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo)[13]

进行多序列比对分析和系统进化树构建,以确定该菌

株的分类地位。

1.3暋耐热毩飊淀粉酶基因的克隆

1.3.1暋基因序列比较和蛋白质分析

暋暋使用 NCBI的BLAST(http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi)进行基因序列比对,ORFFinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)
进行基因开放阅读框预测,BPROM 程序(http://

linux1.softberry.com/berry.phtml)[14]用于启动子

区预测,CAZY 数据库(http://www.cazy.org)[15]

进行糖苷水解酶分类分析和检索,SMART软 件(ht灢
tp://smart.embl飊heidelberg.de/)[16]进行蛋白质结

构组件分析,SignalP4.1(http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/)[17]用于信号肽预测,使用 Primer
premier5.0软件进行引物设计。

1.3.2暋毩飊淀粉酶基因克隆

暋暋以AnoxybacillusflavithermusWK1的基因座

位“Aflv_2188暠的 Amylase序列为参照,对淀粉酶氨

基酸序列 BLAST 分析,选取保守区域进行引物设

计,正 向 引 物 Amy飊F:5曚飊ATGGTCGACCGKT灢
TYAA飊3曚,反 向 引 物 Amy飊R:5曚飊AAAATCRC灢
CGCGMCGMARVGA飊3曚(K=T/G,Y=C/T,R=

A/G,M=A/C,V=A/G/C),按基因组步移试剂盒

的说明进行基因步移扩增,获得淀粉酶完整编码基因

序列。通过SignalP4.1Server,对该淀粉酶序列进

行信 号 肽 预 测 分 析。设 计 引 物 AmyGX飊F:5曚飊
ATCGGATCCAAAACGGAGCGAGCGTGGC飊3曚
和 AmyGX飊R:5曚飊AGCCTGCAGTCAGAGATTT灢
GATGCTTTCG飊3曚,分别在上下游引物的5曚端引入

BamH栺和Pst栺酶切位点(下划线部分),扩增去除

信号肽序列的结构域部分,凝胶回收目的PCR产物,
并进行BamH栺和Pst栺酶切后,与经相同限制性内

切酶酶切的表达载体pQE30连接,连接产物转化到

大肠杆菌 DH5毩感受态细胞中,重组质粒命名为

pQE30飊AmyGX,酶切鉴定重组质粒并测序验证。

1.4暋毩飊淀粉酶的表达和纯化

暋暋将测序验证正确的重组质粒转化大肠杆菌表达

宿主 M15,然后转接到含有100毺g/mL氨苄霉素和

25毺g/mL卡那霉素的LB培养基中,置37曟、220r/

min摇床培养,当OD600 达到0.5~0.6时,加入终浓

度为0.5mmol/L的IPTG进行诱导,在20曟下培养

16h,离心收集菌体,磷酸缓冲液洗涤菌体,以含10
mmol/L咪唑、1mmol/LPMSF的磷酸缓冲液悬浮

菌体后进行超声破碎。对表达的重组蛋白进行过Ni飊
NTA柱、阴离子柱 Hiload16/10QSepharoseHigh
Performance、分子筛柱SuperdexTM7510/300GL的

纯化和置换缓冲液,纯化后的蛋白保存在pH 值为

8.0的50mmol/LTris飊HCl缓冲液中,SDS飊PAGE
检测其纯度。

1.5暋毩飊淀粉酶的活性分析

暋暋酶活力分析采用二硝基水杨酸(DNS)法[18],在
相应的温度、pH 值条件下,以490毺L1%淀粉溶液

为底物,加入10毺L适当稀释的淀粉酶液,反应10
min,加入500毺LDNS液终止反应,沸水浴中反应

10min,测定 OD540 吸收值,以麦芽糖的 DNS显色

OD540 吸收值绘制标准曲线进行标定。所有分析进

行3个平行实验测定。

暋暋酶活力单位定义:在最适反应pH 值和最适反应

温度条件下,每毫升反应体系中每分钟水解可溶性淀

粉产 生 1毺mol 麦 芽 糖 所 需 的 酶 量 为 1 活 力 单

位(U)。

1.6暋毩飊淀粉酶的酶学性质研究

1.6.1暋最适反应pH 值和最适反应温度的测定

暋暋配置pH 值为4.5~10.5(梯度为0.5)的一系列

缓冲液,其中,pH 值为4.5~5.5时采用乙酸飊乙酸钠

缓冲液(0.1mol/L)、pH 值为6.0~7.0时采用磷酸

二氢钠飊磷酸氢二钠缓冲液(0.1mol/L)、pH 值在
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7灡5~8.5时采用 Tris飊HCl缓冲液(0.1mol/L)、pH
值为9.0~10.5时采用甘氨酸飊氢氧化钠缓冲液(0.1
mol/L),在60曟反应10min,以最高酶活力为100%
计算相对酶活,绘制pH 值飊相对活力曲线,确定最适

反应pH 值。

暋暋在最适pH 值条件下,进行40~75曟温度范围

下的反应10min,以最高酶活力为100%计算相对酶

活,绘制温度飊相对活力曲线,确定最适反应温度。

1.6.2暋动力学常数测定

暋暋在最适反应温度和最适反应pH 值条件下,测定

1毺g重组毩飊淀粉酶在一系列淀粉浓度(1.00 mg/

mL、1.25mg/mL、2.00mg/mL、2.50mg/mL、4.00
mg/mL、6.00mg/mL、8.00mg/mL、10.0mg/mL)
条件下的表观催化速率,绘制 1/V飊1/[S]双倒数

曲线。

1.6.3暋酶热稳定性的测定

暋暋在梯度PCR仪上,取0.1mg/mL的重组淀粉酶

在一系列温度 (56.0曟、58.0曟、60.0曟、62.0曟、

64灡0曟、66.0曟、68.0曟、70.0曟)上热激30min,然
后在最适反应温度和pH 值条件下检测残余酶活力,

分析重组淀粉酶的热半失活温度 T30
50值,以未经温度

处理的酶的活力为100%。

1.6.4暋金属离子对重组淀粉酶的影响

暋暋在反应体系中,加入终浓度为5mmol/L的金属

离 子 Na+ 、K+ 、Mg2+ 、Ca2+ 、Zn2+ 、Co2+ 、Cu2+ 、

Ba2+ 、Fe3+ ,在最适反应温度和pH 值条件下,测定金

属离子对重组淀粉酶AmyGX活性的影响,以不添加

金属离子的酶的活力为100%。

2暋结果与分析

2.1暋产耐热毩飊淀粉酶菌株的鉴定

暋暋以 M9培养基加上可溶性淀粉为唯一碳源的筛

选培养基,共分离获得6株具明显降解可溶性淀粉的

菌株,挑选其中透明圈直径(H)与菌落直径(C)比值

(H/C)大的菌株作进一步的分析。

暋暋提取该菌株的基因组 DNA,PCR 反应扩增得到

约1.5kb的 DNA 片段,测序后,经序列比对、系统

进化树分析(图1),确定该菌株为厚壁菌门的厌氧芽

胞杆菌属菌株,将其命名为Anoxybacillussp.GXS飊
3(GenBankAccessionNo.JF831203)。

图1暋菌株Anoxybacillussp.GXS飊3的16SrDNA系统进化树

暋暋Fig.1暋Phylogeneticdendrogrambasedon16SrDNAsequencesshowingthepositionofstrainAnoxybacillussp.GXS飊3a灢
mongAnoxybacilluscluster.Bacillussubtilisisout飊group.Barindicates0.01nucleotidesubstitutionperposition
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2.2暋毩飊淀粉酶基因的克隆和生物信息学分析

暋暋以Anoxybacillussp.GXS飊3的16SrDNA序列

在 NCBI数据库中进行搜索比对分析,发现与其序列

一 致 性 达 99% 的 好 热 黄 无 氧 芽 胞 杆 菌

AnoxybacillusflavithermusWK1已完成了全基因

组测序 (GenBankAccessionNo.CP000922)[19],基
因组注释显示AnoxybacillusflavithermusWK1编

码一个毩飊淀粉酶,基因座位为“Aflv_2188暠,以此序列

为参照进行氨基酸序列的BLAST分析(图2)。根据

GeobacilluskaustophilusHTA426(GenBankAcces灢
sionNo.BA000043),Geobacillussp.POT5 (Gen灢
Bank Accession No.EF080863)和 Anoxybacillus
flavithermus WK1 的 淀 粉 酶 保 守 序 列 YFIM灢
VDRFNN、LPSLRRGDF, 设 计 简 并 引 物 对

Anoxybacillussp.GXS飊3的基因组 DNA 进行PCR
扩增,得到的DNA 片段约1.1kb,测序分析。按照

基因组步移试剂盒的说明,对目标序列进行两端步移

扩增。对扩增后的基因序列进行启动子区、开放阅读

框的分析,获得具有完整编码序列的毩飊淀粉酶基因

(GenBank Accession No.JF946749),该 基 因 编 码

505个氨基酸,与 Aflv_2188的一致性为92%,命名

为AmyGX。 使用CAZY数据库进行检索,AmyGX
属于 糖 苷 水 解 酶 类 的 第 13 家 族 (GH13);使 用

SMART 工具分析蛋白质的结构组件,AmyGX的 N
端第13~361位氨基酸为毩飊淀粉酶家族结构域;使用

SignalP4.1分析信号肽序列,显示 AmyGX在第23
与24位氨基酸为信号肽酶切割位点。

2.3暋重组酶AmyGX的诱导表达及纯化

暋暋经IPTG诱导表达,SDS飊PAGE分析,含有重组

质粒pQE30飊AmyGX 的大肠杆菌菌株 M15 与对照

菌株相比,在约58kDa处有明显蛋白质特征条带出

现,蛋白分子量与由基因序列推测所得理论分子量一

致;经 Ni飊NTA 亲和层析、阴离子柱、分子筛柱分离

纯化,获得纯度大于90%的重组蛋白 AmyGX,用于

酶学性质分析(图3)。

Red:Identical;Orange:Strongsimilarity;Blue:Weaksimilarity;White:Non飊matching
图2暋毩飊淀粉酶氨基酸序列的比对

暋暋Fig.2暋Alignmentofputative毩飊amylasesequencesfromthestrainAnoxybacillusflavithermusWK1,Geobacillussp.POT5
andGeobacilluskaustophilusHTA426
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暋暋M:Molecularweightmarkers;1:CrudeextractofE.coli

M15cellsbeforeinduction;2:CrudeextractofE.coli M15

cells,16 h afterIPTG induction;3:Purified recombinant

AmyGXafterNi2+飊affinitychromatography;4:Purifiedre灢
combinantAmyGXafterion飊exchangechromatography.Sam灢
ple:PurifiedrecombinantAmyGXaftersize飊exclusionchroma灢
tography

图3暋重组毩飊淀粉酶 AmyGX的纯化

暋暋Fig.3暋SDS飊PAGEanalysisofrecombinantAmyGX

2.4暋重组酶AmyGX的酶活性质分析

2.4.1暋重组酶 AmyGX的最适反应pH 值和温度

暋暋如图4所示,重组酶 AmyGX的最适反应pH 值

为8.0,当pH 值为6.0~9.5时,酶活力在70% 以

上,表明重组酶 AmyGX是一个偏碱性的毩飊淀粉酶。
在最适反应pH 值条件下,重组酶 AmyGX的最适反

应温度为 60曟,当温度为 55~65曟 时,酶活力在

85% 以上(图5)。

2.4.2暋重组酶 AmyGX的动力学常数分析

暋暋如图6所示,根据重组酶AmyGX在不同浓度底

物下的双倒数曲线,通过米氏方程计算出重组酶

AmyGX 的Vmax、Km 值分别为 0.19 U/mg、3.14
mg/mL。

2.4.3暋重组酶 AmyGX的热稳定性分析

暋 暋 如 图 7 所 示,重 组 酶 AmyGX 的 T30
50 值 为

65灡2曟。当温度为56~62曟时,其酶活力没有明显

变化,属于中等耐温酶。

图4暋pH 值对重组酶 AmyGX活性的影响

Fig.4暋EffectofpHonrecombinantAmyGXactivity

图5暋温度对重组酶 AmyGX活性的影响

暋暋Fig.5暋EffectoftemperatureonrecombinantAmyGX
activity

图6暋重组酶 AmyGX的双倒数曲线

Fig.6暋Lineweaver飊BurkplotofrecombinantAmyGX

2.4.4暋金属离子对重组酶 AmyGX的影响

暋暋如表1所示,Zn2+ 完全抑制重组酶 AmyGX 的

活性;Cu2+ 、Co2+ 、Fe3+ 对重组酶 AmyGX具有强烈

的抑 制 作 用,相 对 酶 活 力 分 别 下 降 到 1.12%、

27灡59%、37.99%;Ba2+ 对重组酶 AmyGX具有明显

的抑制作用;Mg2+ 、Ca2+ 对重组酶AmyGX的活力影

响不明显;Na+ 、K+ 则对重组淀粉酶 AmyGX有激活

作用,相对酶活力分别提高到129%、115%。
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图7暋重组酶 AmyGX的热稳定性分析

Fig.7暋ThermostabilityofrecombinantAmyGX
表1暋金属离子对重组淀粉酶AmyGX活性的影响

Table1暋Effectofmetalions(5mmol/L)ontheactivityofre灢
combinantAmyGX

Metalions Relativeactivity(%)

Na+

K+

Ca2+

Mg2+

Ba2+

Fe3+

Co2+

Cu2+

Zn2+

Control

129.89暲0.37
113.28暲0.82
99.69暲3.06
95.91暲2.84
74.11暲2.01
37.99暲1.59
27.59暲2.14
1.12暲0.67
0.00
100.00暲6.17

3暋讨论

暋暋Anoxybacillus最初是被作为一种新的厌氧芽

孢 杆 菌 属 报 道[9],随 后,兼 性 厌 氧、需 氧 的

Anoxybacillus 菌 株 相 继 被 发 现[20],目 前,属 于

Anoxybacillus的有22个种和2个亚种被命名 (ht灢
tp://www.bacterio.net)。我们从腾冲火山温泉的

土壤中,经筛选培养基分离、16SrDNA 鉴定,获得生

长温 度 为 60曟 的 产 毩飊淀 粉 酶 的 中 等 耐 热 菌 株

Anoxybacillussp.GXS飊3。从进化树的结果分析,与
Anoxybacillussp.GXS飊3 进 化 关 系 最 近 的 为

Anoxybacillusgonensis NCIMB 13933T,其 次 为

Anoxybacillus kamchatkensis DSM 22626T 和

AnoxybacillussalavatliensisDSM14988T,与同是

来源于腾冲温泉的 Anoxybacillustengchongensis
KCTC1372T、Anoxybacillusflavithermussubsp.
yunnanensisDSM23293T尚有一定的进化距离。腾

冲火山温泉中蕴藏着丰富的嗜热菌资源,尚待进一步

的挖掘。

暋暋与来源于嗜热生境中的耐热毩飊淀粉酶往往需要

Ca2+ 来维持其稳定的构象不同,Ca2+ 对重组淀粉酶

AmyGX的酶活力影响不明显,这与 Kikani等[21]对

来源于Anoxybacillusbeppuensis的毩飊淀粉酶的描

述相一致。Zn2+ 能完全抑制重组酶 AmyGX 的活

性,表明该酶的活性中心存在含巯基或羧基的关键氨

基酸 残 基[22]。我 们 根 据 淀 粉 酶 的 两 端 保 守 序 列

YFIMVDRFNN、LPSLRRGDF,采 用 步 移 法 从

Anoxybacillussp.GXS飊3 中克隆出毩飊淀粉酶基因

AmyGX 并在大肠杆菌中表达。该毩飊淀粉酶的氨基

酸序列与来源于Geobacillusthermoleovorans的毩飊
淀粉酶4E2O 的一致性最大,为72%;其次与来源于

Thermussp.IM6501的毩飊淀粉酶1SMA 的一致性

为31%;与目前工业上广泛应用的嗜热脂肪芽孢杆

菌毩飊淀粉酶(Bacillusstearothermophilus毩飊amyl灢
ase,BAA)[23]和地衣芽孢杆菌 毩飊淀粉酶(Bacillus
licheniformis毩飊amylase,BLA)[24]等的一致性低于

20%。是一类结构新颖的淀粉酶,我们将对该酶开展

结构与功能关系的后续相关研究。

4暋结论

暋暋毩飊淀粉酶基因AmyGX 全长1515bp,编码505
个氨基酸,属于糖苷水解酶13家族(GH13),具有淀

粉酶的7个保守氨基酸序列区域(CSR)。重组酶

AmyGX的最适反应温度为60曟,最适反应pH 值为

8.0,T30
50值为约65.2曟,在pH 值为6.0~9.5的范围

内具有较稳定的酶活力,为中等耐温碱性酶,在造纸、
纺织品、洗涤剂生产、有毒废弃物去除和环境金属离

子监测等方面具有潜在的应用。
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