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摘要：【目的】筛选并克隆表达高酶活且具有一定热稳定性的新型普鲁兰酶。【方法】克隆 Ｔｕｍｅｂａｃｉｌｌｕｓ

ｆｌａｇｅｌｌａｔｕｓ ＧＳＴ４ 的普鲁兰酶基因 ｐｕｌＢ，构建重组质粒后转化宿主菌大肠杆菌进行诱导表达，再运用亲和层

析进行纯化并分析其酶学性质和结构。【结果】ｐｕｌＢ在大肠杆菌中实现可溶性表达，发酵液上清酶活力达到

７８ Ｕ／ｍＬ，粗酶液经纯化后比活力为 ２５８ Ｕ／ｍｇ。重组酶 ＰｕｌＢ最适反应温度和 ｐＨ 值分别为 ５５℃和 ５．０，在

较窄的酸性范围内（ｐＨ 值 ４．５～５．５）酶活力比较稳定；对普鲁兰糖的 Ｋ ｍ ＝（１６．２８±０．０３）ｍｇ／ｍＬ，Ｖ ｍａｘ ＝
（２２．０５±０．０２）μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｍｇ－１。ＰｕｌＢ的 ＤＮＡ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库里的任何序列都没有同源性，在

蛋白质序列上，由基因 ｐｕｌＢ编码的氨基酸序列与 Ｔ．ａｅｇｙｐｔｉｕｓ 的环麦芽糖糊精酶相似性最高，ＢｌａｓｔＸ比对的

Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ为 ５４％，Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓ 为 ６９％，ＳＭＡＲＴ结构预测分析发现，ｐｕｌＢ具有淀粉酶的结构域。底物特异性分

析表明，它可水解普鲁兰糖和支链淀粉生成线性的低聚糖或麦芽三糖。【结论】重组酶 ＰｕｌＢ是尚未报道的新

型普鲁兰酶，它可水解普鲁兰糖和支链淀粉，属Ⅰ型普鲁兰酶。
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０ 引言

  【研究意义】普鲁兰酶（Ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ＥＣ ３．２．１．
４１）是α-淀粉酶家族 ＧＨ１３ 中的一种脱支酶，它能
够专一性的水解普鲁兰、淀粉和糖原中的α-１，６-糖
苷键［１］。自然界中的淀粉大多为支链淀粉［２］，其中

α-１，６-糖苷键占 ４％～５％。普鲁兰酶能分解支链的
特性决定了它在淀粉加工业中的广泛应用，比如：在
淀粉水解过程中专一性切开支链淀粉分支点中的

α-１，６-糖苷键，从而剪下整个侧枝形成直链淀粉，后
者具有很好的抗水性和成膜性，有望用于生产可食
性包装膜，解决“白色污染”问题；Ⅰ型普鲁兰酶能够
与α-淀粉酶、β-淀粉酶等协同作用生产高葡萄糖浆、
超高麦芽糖浆、提高啤酒中的发酵度；普鲁兰酶和α-
淀粉酶以及糖化酶协同作用，可在以非粮木薯为原
料生产酒精的液化和糖化过程发挥作用，普鲁兰酶
要求的底物分子结构最小，它可以将最小单位的支
链分解，最大限度地利用淀粉原料，加速糖化过程，
从而有效的提高淀粉利用率和水解效率［３］。除此之
外，采用普鲁兰酶将各类淀粉脱支后再糊化老化处
理可增加抗消化淀粉的含量，后者对人体血糖水平、
肥胖、癌症、脂质代谢和能量等方面有重要生理功
能［４］。而目前工业应用上的挑战是能否找到满足低
成本高产、且酶学性质（如耐酸、耐热）符合工业应用
要求的普鲁兰酶。因此，通过筛选高产菌株、克隆异
源表达以及突变普鲁兰酶基因等方式，获得所需的
普鲁兰酶，具有重要的应用研究意义。【前人研究进
展】普鲁兰酶最初是由 Ｂｅｎｄｅｒ 和 Ｗａｌｌｅｎｅｆｌｓ 于

１９６６ 年通过产气杆菌（Ａｅｏｒｂａｅｔｅｒｅ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ ）发
酵获得［５］。此后，各国的科研人员经过广泛深入研
究，从不同的地区微生物中获得该酶。１９７５ 年日本

的 Ｙｏｓｈｉｙｕｋｉ Ｔａｋａｓｋａｉ［６］发现蜡状芽抱杆菌覃状变
种（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ Ｖａｒ．ｍｙｃｏｄｅｓ）能产普鲁兰酶，
该酶的最佳作用条件为 ｐＨ 值 ６．０～ ６．５，温度

５０℃。２０ 世纪 ８０ 年代初，丹麦 Ｎｏｖｏ 公司以嗜酸性
分 解 普 鲁 兰 多 糖 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｕｌｌｕｌｙｔｉｃｕｓ ）［７］研发出耐热（６０℃）耐酸（ｐＨ
值 ４．５）的商品普鲁兰酶 Ｐｏｒｍｏｚｙｍｅ，是目前应用最
广且产量最大的普鲁兰酶。２０ 世纪 ９０ 年代，Ｄｅｗｅ-
ｅｒ 等［８］ 发 现 普 鲁 兰 酶 产 生 菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｎａｇａｎｏｅｎｓｉｓ ；Ｔｏｍｉｍｕｒａ 等［９］ 筛 选 出 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｄｅｒａｍｉｆｉｃａｎｓ，这两株菌与 Ｂ．ａｃｉｄｏｐｕｌｌｕｌｙｔｉｃｕｓ 所
产普鲁兰酶的酶学性质相似，其发现进一步拓宽了
普鲁兰酶的应用。随着基因工程技术的发展，利用
其构建基因工程菌，以提高目的蛋白的产量并减少
下游工艺的成本，这在世界范围内越来越广泛地得
到重视并加以应用。１９８４ 年，日本科学家在大肠杆
菌中成功表达 Ｋｌｅｂ ｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ 普鲁兰酶基因，
但酶活力水平不高且在非选择性培养基中表现型极

不稳定。１９８５ 年，Ｔａｋｉａｚｗａ 把普鲁兰酶基因（包括
结构基因和操纵基因）克隆入多拷贝载体 ｐＢＲ３２２，
得到比野生菌株酶活力水平高 ２０～４０ 倍的工程菌，
此工程菌能保持高酶活力水平两周。上述这些酶大
部分都是不能分泌到胞外的胞内酶。１９９９ 年，Ｔｏ-
ｍｉｍｕｒａ从 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｇａｎｏｅｎｓｉｓ （ＡＴＣＣ５３９０９）中
分离出普鲁兰酶基因，并在原核生物表达系统枯草
芽抱杆菌中成功表达，所产生的重组普鲁兰酶具有
很好的应用特性［１０］。该酶在 ６０℃时测得最适反应

ｐＨ 值为 ５·０，在 ｐＨ 值为 ４．５ 条件下测得最适反应
温度为 ６０℃；在 ｐＨ 值 ４．５，６０℃保温 ５５ ｈ 仍有

５０％的残余酶活力，具有较好的热稳定性。此后，特
别是进入 ２０ 世纪 ９０ 年代后，相继有许多耐热普鲁
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兰酶基因被克隆、测序并在大肠杆菌和枯草杆菌中
表达，有的还申请专利保护［１０-１ １］。目前已有数十个
普鲁兰酶基因在以大肠杆菌为主的表达系统中实现

异源表达。通过基因工程手段表达并提高普鲁兰酶
产量是普鲁兰酶基础研究和应用研究的主要发展方

向。另外，淀粉加工时通常采取 ５５～６０℃的反应温
度，这就对普鲁兰酶在该温度下的物理化学稳定性
提出较高的要求。【本研究切入点】虽然基因工程技
术使得普鲁兰酶的异源表达研究取得了一些成绩，
但总体来说表达水平不高。我国从 ２０ 世纪 ７０ 年代
开始便研究开发普鲁兰酶，但是到目前仍然仅限于
实验室研究并且酶活力较低［１２-１３］，一般为 ２～ ５ Ｕ／

ｍＬ，这些酶的产生菌株大多为病原菌，其发酵液不
能直接用于工业添加，特别是食品工业，因此普鲁兰
酶基因的重组表达至关重要。【拟解决的关键问题】
本研究采用 Ｎｏｖａｇｅｎ公司的 ｐＥＴ 表达系统异源表
达 Ｔ．ｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓ ＧＳＴ４ 普鲁兰酶基因，并进行酶学
性质和结构预测分析。通过异源可溶性表达提高酶
的产量，获得新的Ⅰ型普鲁兰酶并初步探讨其结构
与功能的关系。

１ 材料与方法

１．１ 菌株和质粒

  菌株Ｔ．ｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓ ＧＳＴ４ 为本实验室从位于南
宁的木薯淀粉废水中筛选所得［１４］，大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α（本实验室保存）用于常规的克隆和质粒繁殖
宿主，大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）为
表达宿主。ｐＥＴ-２２ｂ（＋）（Ｎｏｖａｇｅｎ）是具有氨苄抗
性、Ｎ 端信号肽 ｐｅｌＢ 和 Ｃ 端 ６-Ｈｉｓ 标签的表达载
体，ｐＭＤ-１８Ｔ（ＴａＫａＲａ）为 Ｔ-载体。

１．２ 试剂

  Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲＴ 聚合酶、ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、各
种限制性内切酶、ｄＮＴＰｓ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、小牛肠
性磷酸酶（ＣＩＰ）、ＤＮＡ 连接试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ
ＤＬ２０００、λ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和蛋白质分子量
标记均购自 ＴａＫａＲａ公司，蛋白酶 Ｋ、ＲＮＡ 酶 Ａ 和

ＤＭＳＯ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司，细菌基因组 ＤＮＡ 提
取试剂盒、质粒小量提试剂盒和凝胶回收试剂购自
北京天根公司，镍填充料 Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 购自

Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２００ 购自

Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司，Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质检测试剂盒购自

Ｇｅｎｅｒａｙ，蛋白质电泳预制胶购自 Ｂｉｏ-ｒａｄ，咪唑购自
上海生工生物工程有限公司，普鲁兰糖、可溶性淀粉
和支链淀粉等购自国药集团化学试剂有限公司，引

物合成和测序均由上海生物工程公司完成。

１．３ 培养条件

  挑取单菌落于 ＬＢ 液体培养基中，３７℃，２２０ ｒ／

ｍｉｎ摇床振荡培养过夜活化，用接种环在固体平板
划线，固体平板倒置于 ３７℃恒温箱培养过夜。挑取
单菌落于新鲜的 ＬＢ液体培养基中摇床培养约 １２ ｈ
后，按 １％（Ｖ／Ｖ）的接种量接种于新鲜的 ＬＢ液体培
养基中，３７℃，２２０ ｒ／ｍｉｎ 培养约 ３～ ４ ｈ 后，加入

ＩＰＴＧ 使其终浓度为 ０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ，继续培养 １２～１６
ｈ，收集菌液。

１．４ 总 ＤＮＡ和质粒的提取

  新鲜平板上挑取单菌落接入液体培养基，过夜
培养，收集菌体细胞用于总 ＤＮＡ 和质粒 ＤＮＡ 提
取，提取方法参照文献［１５］。

１．５ 表达载体的构建

１．５．１ ｐｕｌＢ的克隆和基因序列分析

  根据已经测序 Ｔ．ｆｌａｇｅｌｌａｔｕｓ ＧＳＴ４ 基因组的
注释为假设普鲁兰酶的基因序列设计引物，所用的
上下游引物（下划线分别为引入的酶切位点 ＢａｍＨ
Ⅰ 和 ＨｉｎｄⅢ）序列为

  ｐｕｌＢ-Ｆ：５′-ＣＧＣ ＧＧＡＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＧＡＡＧ-
ＣＴＡＴＴＴＴＴＣＡ-３′；

  ｐｕｌＢ-Ｒ：５′-ＡＣＣ ＡＡＧＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＧＣ-
ＣＧＣＴＣＡ-３′。

  以 Ｔ．ｆｌａｇｅｌｌａｔｕｓ ＧＳＴ４ 的总 ＤＮＡ 为模板，进
行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ 反应体系为 ５０μＬ 反应液中含
有 ５×ＰＳ ＰＣＲ缓冲液 １０μＬ，ｄＮＴＰｓ ２００μｍｏｌ／Ｌ，
总 ＤＮＡ模板 １０ ｎｇ，引物各 ３．２ ｐｍｏｌ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
ＤＮＡ聚合酶 ５ Ｕ。扩增程序为 ９５℃预变性 ２ ｍｉｎ；

９８℃ １０ ｓ，５３．６℃ １５ ｓ，７２℃ ２ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环延
伸；７２℃，１０ ｍｉｎ。

  扩增成功后用 ＯＭＥＧＡ公司 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 纯
化普鲁兰酶基因，ｐｕｌＢ回收的片段一部分经 ＴＡ克
隆之后与 Ｔ 载体 ｐＭＤ１８-Ｔ 连接，获得 ｐＭＤ-ｐｕｌＢ
用于测序；另一部分作下一步的双酶切。

  基因 ｐｕｌＢ的序列用 ｍｅｇａｂｌａｓｔ （ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｍｉｌａｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）软件检索 ＧｅｎＢａｎｋ 核苷酸数据库［１ ６］；
用 ＢｌａｓｔＸ软件检索 ＧｅｎＢａｎｋ 氨基酸数据库；用在
线 ＳＭＡＲＴ（Ｓｉｍｐｌｅ Ｍｏｄｕｌａｒ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｔｏｏｌ，ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ．ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ）工具分析
预测该基因编码蛋白质序列的组件结构和功

能域［１７］。

１．５．２ ｐｕｌＢ与载体的酶切、连接和转化

  ＤＮＡ片段与载体的酶切、连接和转化参照文献
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［１５］，将 ＰＣＲ扩增得到的 ｐｕｌＢ 目的片段用 ＢａｍＨ
Ⅰ／ＨｉｎｄⅢ双酶切，与经同样双酶切的质粒载体

ｐＥＴ-２２ｂ（＋）的大片段混合，用连接酶于 １６℃连接
过夜，连接产物转化宿主大肠杆菌感受态细胞 Ｅ．
ｃｏｌｉ ＤＨ５α，冰上放置 ３０ ｍｉｎ，４２℃水浴热击 ９０ ｓ，加
入 ６００μＬ经 ４２℃预热的 ＳＯＣ培养基，于 ３７℃，２００
ｒ／ｍｉｎ预培养 ３０ ｍｉｎ，取适量涂布于含氨苄抗性的

ＬＢ平板，３７℃恒温箱倒置培养过夜。转化子提取质
粒后用 ＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ进行双酶切验证，同时以
转化子质粒为模板，用原扩增引物进行 ＰＣＲ验证。

１．６ 重组质粒 ｐＥT-ｐｕｌＢ的诱导表达和纯化

１．６．１ 诱导表达

  将重组质粒 ｐＥＴ-ｐｕｌＢ 转化表达宿主 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，挑取转化子用含合适氨苄
的 ＬＢ液体培养基过夜培养 １２ ｈ，按 １％（Ｖ／Ｖ）的接
种量转接到 ５０ ｍＬ的 ＬＢ（含 １００μｇ／ｍＬ氨苄）培养
基中，３７℃，２２０ ｒ／ｍｉｎ 摇床振荡培养至 ＯＤ ６００ 为

０·４～０．６ 时加入 ＩＰＴＧ（终浓度为 ０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ），在

２５℃，２２０ ｒ／ｍｉｎ 继续培养 １４ ｈ，离心收集上清，上
清装入透析袋，外敷 ＰＥＧ６０００ 置于 ４℃冰箱中进行
透析浓缩，至透析袋中的液体量剩余约为 １０ ｍＬ 时
转入干净的 ５０ ｍＬ 离心管，４℃，８ ５００ ｒ／ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，所得上清液即为粗酶液。

１．６．２ 重组酶的纯化

  通过重组酶 Ｃ端的 ６-Ｈｉｓ 标签与镍离子的螯合
进行纯化［１８］，纯化过程尽量在较低温（４～ １０℃）下
进行。金属鳌合物的亲和层析-镍（ＩＭＡＣ）柱含 ５
ｍＬ 柱床体积的螯合琼脂糖凝胶（ＦＦ）介质，介质经

ＮｉＣｌ２ 装载平衡后用超纯水洗涤，用 ２５ ｍＬ 平衡缓
冲液（３００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，５～ １０ ｍｍｏｌ／Ｌ 咪唑，５０
ｍｍｏｌ／Ｌ ｐＨ 值为 ７．４ 磷酸缓冲液）平衡柱子，粗酶
液调节至与平衡缓冲液相同的 ｐＨ 值后上柱，再依
次用 ２５ ｍＬ 咪唑浓度分别为 ２０ ｍｍｏｌ／Ｌ 和 ６０
ｍｍｏｌ／Ｌ的平衡缓冲液洗涤杂蛋白，目的蛋白用 ２５
ｍＬ 咪唑浓度为 ２５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的平衡缓冲液洗脱，
收集含目的蛋白质的洗脱液，用截留分子量为

３０ ０００ Ｄａ的 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超滤离心管进行缓冲液置
换，所得的纯酶溶解在 ｐＨ 值为 ５．０ 的 ５０～ １００
ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠-柠檬酸缓冲液中，并加入终浓度为

１０％（Ｖ／Ｖ）的甘油做保护剂，用于进行 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ
分析、酶活力测定和酶学性质分析。

１．７ 蛋白质含量检测

  蛋白质含量测定参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１ ９］进行，采用

ＢＲＡＤＦＯＲＤ蛋白浓度测定试剂盒测定样品蛋白浓

度，以牛血清蛋白（ＢＳＡ）为蛋白质标准，测定 ＯＤ ５９５

处的吸光值。具体方法参照试剂盒说明书。

１．８ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ蛋白质电泳

  取 ２０μＬ 菌液／酶液于 ２ ｍＬ ＥＰ 管，加入等体
积的上样缓冲液，１００℃水浴 １０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ／ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，取上清进行 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳，蛋白质电
泳采用金斯瑞 ＥｘｐｒｅｓｓＰｌｕｓＴＭ预制胶（分离胶浓度

１０％（Ｖ／Ｖ），浓缩胶 ５％（Ｖ／Ｖ），电泳仪／槽使用Ｂｉｏ-
Ｒａｄ- ＰＲＯＴＥＡＮ （ＩＩ／３／Ｔｅｔｒａ Ｓｙｓｔｅｍ）Ｈｏｅｆｅｒ
Ｍｉｇｈｔｙ Ｓｍａｌｌ（ＳＥ２５０／ＳＥ），电泳条件：电压 １２０ Ｖ，
起始电流 ７５～１００ ｍＡ，结束电流 ３０～５０ ｍＡ，时间

１．０ ｈ，电泳结束后用考马斯亮蓝染色，洗脱后观察。

１．９ 重组酶活力测定和酶学性质分析

１．９．１ 酶活力测定

  采用 ３，５-二硝基水杨酸法（ＤＮＳ法），反应体系
及方法：取适当稀释的酶液 １００μＬ，添加至 ４００μＬ
醋酸-醋酸钠缓冲液（ｐＨ 值为 ４．８，含质量体积比为

１％的普鲁兰糖）中，５５℃条件下反应 １０ ｍｉｎ，加入

５００μＬ ＤＮＳ 终止反应后于沸水浴煮沸 ５ ｍｉｎ，冷
却，用酶标仪在 ５４０ ｎｍ 波长下检测反应液的吸光
度值。

  酶活单位定义：在相应条件，每分钟分解普鲁兰
糖所释放的还原碳水化合物，其还原力即相当于 １

μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量，用 １ Ｕ表示。

  酶活力计算公式：酶活力（Ｕ／ｍＬ）＝
Ｎ（ＯＤ ５４０ ＋０．１０８）／（６．６１９× １８０× １０－３）。 其中 Ｎ
表示酶液稀释倍数；１８０ 表示葡萄糖分子量。

  普鲁兰酶比活力计算公式：普鲁兰酶的比活力
（Ｕ／ｍｇ）＝普鲁兰酶活力／普鲁兰酶蛋白含量。

１．９．２ 最适反应温度和温度稳定性的测定

  以 １％（Ｗ／Ｖ）普鲁兰糖作为底物，在 ｐＨ 值为

６．０ 条件下，于不同的温度（３５～７０℃，梯度为 ５℃）
条件下测定温度对重组酶活力影响，并以最高酶活
力计算各个温度下的相对酶活力，相对酶活力最高
的温度就是该酶的最适作用温度。

  在 ｐＨ 值为 ６．０ 条件下，将酶分别于 ３７℃，

４２℃，４７℃，５８℃，６２℃，６８℃保温 １ ｈ 后测定酶活
力，与未经处理的酶活力的比值绘制温度稳定性
曲线。

１．９．３ 最适反应 ｐＨ 值和 ｐＨ 稳定性的测定

  以 １％（Ｗ／Ｖ）普鲁兰糖作为底物，在最适反应
温度、ｐＨ 值为 ３．６～６．０（每隔 ０．２ 个单位）的磷酸
钠-柠檬缓冲液（５０ ｍｍｏｌ／Ｌ）中测定重组酶的活力，
并以最高酶活力计算各 ｐＨ 值下的相对酶活力，相
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对酶活力最高的 ｐＨ 值即为该酶的最适作用ｐＨ 值。

  将酶在 ｐＨ 值为 ３．５～７．０（每隔 ０．５ 个单位）的
缓冲液里置 ３７℃水浴条件保温 ２４ ｈ 后测定重组酶
的酶活力，与未经处理的酶活力的比值绘制 ｐＨ 稳
定性曲线。

１．９．４ Ｋ ｍ 和Ｖ ｍａｘ 的测定

  以不同浓度的普鲁兰糖为底物，在最适的反应
温度和 ｐＨ 值条件下，测定普鲁兰酶 ＰｕｌＢ 的酶活
力，参考 Ｍａｌｌｅ 等［２０］的方法，利用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ-Ｂｕｒｋ
作图法绘制 １／Ｖ 与 １／［Ｓ］的双曲线图，并通过非线
性回归方程计算得出重组酶的 Ｋ ｍ 和Ｖ ｍａｘ的动力学

参数。

１．９．５ 金属离子对酶活力的影响

  在最适 ｐＨ 值和最适温度条件下，ＰｕｌＢ 在含有

１ ｍｍｏｌ／Ｌ 的不同金属离子（Ｂａ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｏ２＋、

Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｐｂ２＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋）的 １％（Ｗ／

Ｖ）的普鲁兰糖溶液中作用 ３０ ｍｉｎ 后，采用 ＤＮＳ 法
测定 ＰｕｌＢ酶活力，以不加金属离子的酶液作为对
照，从而确定各种金属离子对普鲁兰酶活力的影响。

１．９．６ 底物特异性分析

  用 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值为 ５．０ 的柠檬酸-磷酸钠
缓冲液配制 １％（Ｗ／Ｖ）的普鲁兰糖、支链淀粉、α-环
糊精、直链淀粉和可溶性淀粉作为底物溶液，在最适
反应条件下反应 ２４ ｈ，然后将反应产物 １００℃水浴

１０ ｍｉｎ灭酶活，进行酶活力和 ＨＰＬＣ酶水解产物分
析。ＨＰＬＣ测试条件：戴安 Ｕｔｉｍａｔ３０００，自动进样
器，色谱柱为 ＡｍｉｎｅｘＨＰＸ-８７Ｈ ３００ ｍｍ×７．８ ｍｍ
（有机酸柱），流动相：５ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｈ２ ＳＯ４，ｐＨ 值为

２．５，柱温 ４５℃，进样量 １０μＬ，流速 ０．６ ｍＬ／ｍｉｎ，示
差检测器（Ｓｈｏｄｅｘ），检测器温度为 ４５℃。

２ 结果与分析

２．１ 普鲁兰酶基因 ｐｕｌＢ的克隆

  以 Ｔ．ｆｌａｇｅｌｌａｔｕｓ ＧＳＴ４ 的总 ＤＮＡ 为模板，用

ｐｕｌＢ-Ｆ和 ｐｕｌＢ-Ｒ 引物特异地扩增出一条大约为

１．７ ｋｂ 的 ＤＮＡ条带，大小与预期的 ｐｕｌＢ基因的编
码区相符（图 １）。

２．２ ｐｕｌＢ基因序列分析和蛋白质结构预测

  重组质粒 ｐＭＤ-ｐｕｌＢ 的普鲁兰酶基因测序结
果表明，其开放读码框由 １ ７２８ 个核苷酸组成（附件

１），Ｇ＋Ｃ百分含量为 ５６．４％，可编码由 ５７５ 个氨基
酸组成的蛋白质。该蛋白质的预计分子量为 ６６ ６７２
Ｄａ，等电点 ｐＩ为 ５．２５。该基因序列经 ｍｅｇａｂｌａｓｔ

（ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）软件检索 ＧｅｎＢａｎｋ核苷
酸数据库没有发现任何同源序列，说明 ｐｕｌＢ 基因
是一个尚未报道过的基因。

  Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子量标记；１～ ３：ｐｕｌＢ 扩增产物；

ＣＫ：不加模板的空白对照

  Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～ ３：ｐｕｌＢ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ；

ＣＫ：ＰＣＲ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ

图 １ ｐｕｌＢ ＤＮＡ片段的 ＰＣＲ产物电泳分析

  Ｆｉｇ．１ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｌＢ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

  在蛋白质序列上，经用 ＢｌａｓｔＸ 软件检索 Ｇｅｎ-
Ｂａｎｋ氨基酸数据库发现该基因编码的产物与

Ｔｈｅｒｍｉｃａｎｕｓ ａｅｇｙｐｔｉｕｓ 的环麦芽糖糊精酶的氨基
酸序列相似性最高，但也仅有 ５４％的相似性（Ｉｄｅｎ-
ｔｉｔｉｅｓ 为 ５４％，Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓ为 ６９％）。用 ＳＭＡＲＴ工具
分析该基因编码产物的组件结构，自 Ｎ 端的第

１３３～４９０ 位氨基酸为家族 ＧＨ１３ 糖苷键水解酶α-
淀粉酶功能域（图 ２）。

２．３ 重组质粒的验证

  如图 ３ 所示，转化子经双酶切后可切出一大一

小两个片段，小片段与预期的大小一致。ＰＣＲ 也可
扩增出同样大小的目的片段，证明重组质粒构建成
功，命名为 ｐＥＴ-ｐｕｌＢ。

２．４ 重组酶 ＰｕｌＢ的表达和纯化

  如图 ４ 所示，粗酶液的 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 电泳分析显

示，在 ６６ ｋＤａ 位置处有较明显蛋白质特征条带出
现，该蛋白质大小与基因序列推测所得的理论分子
大小相符，初步认定该蛋白质即为异源表达的普鲁
兰酶 ＰｕｌＢ。酶活力测试结果显示该重组菌具有普
鲁兰酶活力，总酶活力最高可达 ７８ Ｕ／ｍＬ。由此可
推断异源表达成功。

  上清经 Ｎｉ-ＮＴＡ 柱进行蛋白质纯化，得到纯度
在 ９０％以上的蛋白质（图 ４）。经过酶活力测定，纯
化后的酶具有普鲁兰酶活力，比活力为 ２５８ Ｕ／ｍｇ。
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  图 ２ ｐｕｌＢ的组件结构（红色代表α-ａｍｙ的功能域）

  Ｆｉｇ．２ Ｍｏｄｕｌａｒ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｕｌＢ（Ｔｈｅ ｒｅｄ ｍａｒｋ ｒｅ-
ｐｒｅｓｅｎｔｓα-ａｍｙ ｄｏｍａｉｎ）

  Ｍ１：ＤＬ２０００ 分子量标记；Ｍ２：λ／ＨｉｎｄⅢ分子量标记；

ＣＫ：以 空 质 粒 为 模 板 的 空 白 对 照；１ ～ ３：重 组 质 粒

ｐＥＴ-ｐｕｌＢ；４～９：双酶切验证；１０～１５：ＰＣＲ验证

  Ｍ１：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：λ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ Ｍａｒｋ-
ｅｒ；ＣＫ：ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｐＥＴ-２２ｂ （＋）ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ；１～３：ｒｅｃｏｍｂｉ-
ｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ-ｐｕｌＢ；４～ ９：ｐＥＴ-ｐｕｌＢ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ

ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ；１０～１５：ｐｕｌＢ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ
图 ３ ｐＥＴ-ｐｕｌＢ重组质粒验证

Ｆｉｇ．３ Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ-ｐｕｌＢ

２．５ 重组酶 ＰｕｌＢ的酶学性质

２．５．１ 最适反应温度和温度稳定性

  由图 ５ａ可知，５５℃时 ＰｕｌＢ酶活力达到最高，以
该值作 １００％的酶活力，则 ４５℃时 ＰｕｌＢ相对酶活力
为 ７８％，６５℃相对酶活力超过 １５％。ＰｕｌＢ 在 ５５℃
以下均十分稳定，保温 ４ ｈ 后基本保留 ８０％以上的
酶活力，但超过 ６０℃酶失活速度加快，７０℃保温 ４ ｈ
后酶活力基本丧失（图 ５ｂ）。

２．５．２ 最适反应 ｐＨ 值和 ｐＨ 稳定性

  由图 ６ａ可知，重组酶 ＰｕｌＢ 最适作用 ｐＨ 值为

５．０，当 ｐＨ 值分别为 ４．６，４．８ 和 ５．４ 时，ＰｕｌＢ 的相
对酶活力分别为最适 ｐＨ 值条件下的 ５％、２５％和

７５％，即在较低 ｐＨ 值条件下，ＰｕｌＢ 酶活力下降比
较大。由图 ６ｂ 可知，ＰｕｌＢ在 ｐＨ 值为 ４．５～５．５ 时

均有很好的稳定性，相对酶活力均保持在 ６０％
以上。

  Ｍ：蛋白质分子量标记；１：ＩＰＴＧ 诱导前的 ＢＬ２１／ｐＥＴ-

ｐｕｌＢ；２～３：ＩＰＴＧ诱导后的 ＢＬ２１／ｐＥＴ-ｐｕｌＢ；４：ＢＬ２１／ｐＥＴ-

２２ｂ（＋）；５～７：纯化的 ＰｕｌＢ蛋白质

  Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｂｅｆｏｒｅ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１／

ｐＥＴ -ｐｕｌＢ； ２ ～ ３： Ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ

ＢＬ２１／ｐＥＴ-ｐｕｌＢ；４：ＢＬ２１／ｐＥＴ-２２ｂ（＋）；５～ ７：Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｅｄ

ＰｕｌＢ

  图 ４ ＰｕｌＢ蛋白表达产物和纯化蛋白质的 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ

电泳分析

  Ｆｉｇ．４ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｕｌＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＢＬ２１

ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｅｄ ＰｕｌＢ

图 ５ ＰｕｌＢ的最适反应温度和热稳定性

  Ｆｉｇ．５ Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ＰｕｌＢ
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图 ６ ＰｕｌＢ的最适反应 ｐＨ 值和 ｐＨ 稳定性

Ｆｉｇ．６ Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｐＨ ａｎｄ ｐＨ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰｕｌＢ

２．５．３ Ｋ ｍ 和Ｖ ｍａｘ 的测定

  不同来源的酶由于作用的底物不同，其 Ｋ ｍ 值

和Ｖ ｍａｘ 也不一样，Ｋ ｍ 大致范围在 １０－６ 到 １０－１

ｍｏｌ／Ｌ之间。陆雁［２１］从地衣芽孢杆菌中克隆到低

温普鲁兰酶，经表达获得的重组酶的 Ｋ ｍ 值为 １４．２９
ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖ ｍａｘ 值为 １８．０８ μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｍｇ－１。
秦艳［２２］将长野芽孢杆菌普鲁兰酶基因在大肠杆菌

中表达，获得的重组酶的 Ｋ ｍ 值为 ３．８４ ｍｇ／ｍＬ，

Ｖ ｍａｘ 值为 ３１．２５μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｍｉｎ－１。本文研究

的来自膨胀芽孢杆菌的重组酶对普鲁兰糖的 Ｋ ｍ ＝
（１６．２８± ０．０３）ｍｇ／ｍＬ，Ｖ ｍａｘ ＝（２２．０５ ± ０．０２）

μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｍｇ－１（图 ７），属于中等水平，这可能

与此野生菌的生存环境条件温和，无极端环境条件
等因素有关。

２．６ 金属离子对重组酶 ＰｕｌＢ水解活性的影响

  如图 ８ 所示，所有金属离子对 ＰｕｌＢ都没有明显
的促进作用，Ｚｎ２＋、Ｐｂ２＋、Ｃｏ２＋、Ｃｕ２＋对酶活力有明
显的抑制作用，其中 Ｃｕ２＋的抑制作用可使酶基本失
活，Ｂａ２＋ 对酶活力的抑制作用则相对比较小，而

Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｋ＋、Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋则对酶活力几乎不产
生影响。

图 ７ ＰｕｌＢ的米氏常数分析

Ｆｉｇ．７ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｏｆ ＰｕｌＢ

图 ８ 不同金属离子对 ＰｕｌＢ的影响

Ｆｉｇ．８ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｎ ＰｕｌＢ

２．７ 重组酶 ＰｕｌＢ的底物特异性分析

  如图 ９ 所示，ＰｕｌＢ水解普鲁兰糖产生的三糖产
物的色谱峰与麦芽三糖标准品的峰的保留时间一

致，约为 ８．００３ ｍｉｎ，表明 ＰｕｌＢ 通过内切方式水解
普鲁兰糖，得到的终产物为三糖。由表 １ 可知，

ＰｕｌＢ能够水解支链淀粉、可溶性淀粉和α-环糊精，
它可水解这些底物中分支链中的α-１，６-糖苷键，也
可以将最小单位的支链分解，但不能水解直链淀粉，
说明 ＰｕｌＢ能特异性水解α-１，６-糖苷键，不能作用α-
１，４-糖苷键。因此，ＰｕｌＢ 的催化分类属于Ⅰ型普鲁
兰酶。
表 １ 重组普鲁兰酶 ＰｕｌＢ的底物特异性

Tａｂｌｅ １ Ｓｕｂｓtｒａtｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉtｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎt ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ ＰｕｌＢ

底物*
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

相对酶活力
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ（％）

比活力
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｕ／ｍｇ）

普鲁兰糖 Ｐｕｌｌｕｌａｎ １００ ２５８．０±０．５

可溶性淀粉 Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ ４８ １２５．０±０．４

支链淀粉 Ａｍｙｌｏｐｅｔｉｎ ５７ １４９．５±０．５

α-环糊精α-ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｓ ６８ １７６．０±０．５

直链淀粉 Ａｍｙｌｏｓｅ － －

注：*，以普鲁兰糖为底物测得的酶活力为 １００％

Ｎｏｔｅ：*，ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｐｕｌｌｕｌａｎ ｗａｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １００％
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图 ９ ＰｕｌＢ水解普鲁兰糖产物的 ＨＰＬＣ分析

  Ｆｉｇ．９ ＨＰＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｕｌｌｕｌａｎ ｈｙ-
ｄｒｏｌｙｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰｕｌＢ

３ 讨论

  普鲁兰酶是重要的淀粉水解酶家族成员之一，
近年国外对普鲁兰酶的研究比较深入，已从普鲁兰
酶结构和功能的关系、普鲁兰酶的定位和分泌机制、
结构指导的普鲁兰酶定点突变等方面进行研

究［２３-２４］。国内研究者对酶分子水平上进行改造以获
得酶学性质更优的突变酶的研究则比较少，主要是
对产酶菌种的筛选及其基因的克隆和异源表达。各
国科研人员从来源于不同地区和环境的微生物中获

得普鲁兰酶［２５-２６］，但许多酶的酶学性质依然不能满
足实际应用的要求，因此需要寻找更多酶学性质更
好的产生菌种。

  虽然人们已获得产普鲁兰酶的基因工程菌，但
普鲁兰酶表达水平及其酶学性质仍有不足，且有的
重组质粒在宿主菌中的稳定性不够理想。因此，今
后的研究工作一方面可借助启动子改造、信号肽选
择、翻译起始区优化等手段构建优良重组质粒，实现
重组菌普鲁兰酶的高效表达；另一方面，可以采用定

向进化等手段对普鲁兰酶进行分子改造，以进一步
改善其酶学特性，如提高酶对底物的亲和力、酶的热
稳定性和酸碱耐受性等［２７-２８］。若能通过上述手段获
得耐高温耐酸的普鲁兰酶高产重组菌株，将会对淀
粉加工业及相关领域产生深远的影响。

  在工业应用上，酶的耐热和耐酸性是重要指标。
本研究普鲁兰酶 ＰｕｌＢ 的最适反应温度为 ５５℃，最
适反应 ｐＨ 值为 ５．０，在较窄的酸性 ｐＨ 值范围内
（４．５～５．５）较稳定，与目前工业上应用的诺维信公
司的嗜酸芽孢杆菌普鲁兰酶的性质比较接近，这些
特点也接近目前淀粉加工的生产条件，但仍需进一
步改造使其耐酸和耐热性提高才可满足应用的

需要。

４ 结论

  本研究采用 ｐＥＴ 系统实现了 Ｔ．ｆｌａｇｅｌｌａｔｕｓ
ＧＳＴ４ 新型普鲁兰酶基因 ｐｕｌＢ 在大肠杆菌中的可
溶性表达，发酵液上清酶活力达到 ７８ Ｕ／ｍＬ，粗酶
液经纯化后比活力为 ２５８ Ｕ／ｍｇ，比原始菌的酶活
力高 １５ 倍。其最适反应温度和 ｐＨ 值分别为 ５５℃
和 ５．０，在低于 ５５℃的温度范围和较窄的酸性范围
内（４．５～５．５）具有良好的稳定性，可专一性地水解
淀粉和普鲁兰糖中的α-１，６-糖苷键，对普鲁兰糖有
较强的底物特异性。酶学性质分析表明，重组普鲁
兰酶 ＰｕｌＢ 可用于木薯淀粉生产酒精的水解糖化
（作用温度 ６０℃、ｐＨ 值为 ４．５～ ５．５）过程，具有一
定的工业化应用价值。

  重组普鲁兰酶 ＰｕｌＢ 的 ＤＮＡ 序列和 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库里的任何序列都没有同源性，是尚未报道的
新型普鲁兰酶，具有较高的创新性和学术研究价值。
通过蛋白质的结构域预测和 ＳＭＡＲＴ 分析发现，

ＰｕｌＢ具有淀粉酶的结构域，它可水解普鲁兰糖、支
链淀粉、可溶性淀粉和α-环糊精等，属Ⅰ型普鲁
兰酶。
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