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摘要:采用单因素试验对南极微球菌( Micrococcus antarcticus)产低温淀粉酶的条件进行了初步优化, 其发酵培养基组成为( gPL ) :

Na2HPO4 210, KH2PO4 11 0, MgSO4#7H2O 011, NaCl 51 0, ( NH4 ) 2 SO4 215,麦芽糖 510,微量元素溶液 510 mL, pH 810, 500 mL三角瓶

装液 100 mL, 12e , 160 rPmin振荡培养 64 h, 在此条件下,发酵液酶活由优化前的 01 24 UPmL提高到 216 UPmL, 是优化前的 1018

倍.发酵液经Millipore超滤膜包浓缩、Hitrap Q 阴离子交换层析、Superdex 200 凝胶过滤层析纯化获得纯淀粉酶. 该淀粉酶的最

适作用温度为30e ,在 10~ 15e 下仍具有较高活性, 但对热敏感, 属典型的低温酶; 最适作用 pH 为 61 0, 在 pH 61 0~ 1010 范围

内较稳定( > 70% ) ; Ca2+ 、Mn2+ 、Co2+ 、Mg2+ 对该酶有较为明显的激活作用, 而 Zn2+ 、Ba2+ 、Ag+ 、Cu2+ 、Al3+ 、Fe2+ 、Fe3+ 、Hg2+ 、螯

合剂 EDTA、citrate则对该酶有不同程度的抑制作用, 并且在Tween系列及 TrintonX-100 等非离子型表面活性剂中表现出较好的

稳定性;酶的动力学参数 K m 为 0190 mgPmL.
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Abstract: By single factor experiments, the fermentation conditions for cold-adapted amylase production from Micr ococcus antarcticus were

determined as follows( medium gPL ) : Na2HPO4 210, KH2PO4 110, MgSO4#7H2O 011, NaCl 510, ( NH4 ) 2 SO4 215, maltose 510, trace element

solution 510 mL , pH 810, 100 mLPErlenmeyer flask ( 500 mL) ; cultivation was in a rotating shaker at 12 e and 160 rPmin for 64 h. Under those

conditions, the highest total enzyme activity ( 216 UPmL) was obtained and increased by 101 8 fold compared with the original value of 0124
UPmL before optimization. This amylase was purified by concentration with ultrafiltration membrane module, Hitrap Q anion exchange

chromatography and Superdex 200 gel filtration chromatography. The optimal temperature and pH for the purified amylase were 30e and 610,
respectively . It still showed high activity at low temperature 10-15 e . It was sensitive to high temperature but was stable at pH 610-1010 with at

least 70% activity remained. These results indicated that it was a typical cold-adapted enzyme. The enzyme activity was stimulated by Ca2+ ,

Mn2+ , Co2+ and Mg2+ ; but inhibited by Zn2+ , Ba2+ , Ag+ , Cu2+ , Al3+ , Fe2+ , Fe3+ , Hg2+ , EDTA and citrate. This cold-adapted amylase

showed resistance to inactivation of 011% nonionic surfactants such as Tween 80,T rintonX-100, etc. Its K m was 0190 mgPmL.
Key words: Micrococcus antarcticus; cold- adapted amylase; fermentation conditions; enzymatic properties

  淀粉酶 ( Amylase)是一类催化淀粉水解为葡萄

糖、麦芽糖及其它低聚糖酶的总称
[ 1]
.目前国内外市

场中常用的淀粉酶为嗜温酶, 其最适温度通常在

50 e 左右, 在 0~ 20 e 下活力很低, 不适于食品、饲

料、纺织和洗涤剂等工业的低温条件.低温淀粉酶的

最适温度比嗜温淀粉酶一般都要低 20~ 30 e , 因此

在低温条件下, 它们即可对有机污染物进行降解和

转化, 对全球生态环境起到了十分重要的作用
[ 2]
; 在

0 e 仍有 20%左右的酶活, 这在我国北方寒冷地区

生活污水处理中将具有独特的应用优势
[ 3]
. 在冬天

应用低温淀粉酶不需进行加温, 可以节省大量的能

源.低温淀粉酶另一个显著特点是对热敏感, 一般在

40 e 下保温 1h酶活就丧失75% ,不会因酶活残留而

破坏食品的风味
[ 4]
.在干啤酿造中常规使用的耐高

温淀粉酶,经巴氏灭菌后仍有较高酶活残留,影响干

啤风味,如使用低温淀粉酶可避免此问题.此外低温

淀粉酶同蛋白酶、脂酶、纤维素酶等作为洗涤添加剂

在冷洗行业中具有广泛应用
[ 5]
.

目前在低温微生物研究领域, 欧美及日本等国

家主要研究低温淀粉酶的分子冷适应机制、酶序列
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分析、酶分子定向诱变、酶基因克隆表达以及应用开

发等
[ 6, 7]

.而目前国内报道与投入生产的淀粉酶大多

是高温与中温的,低温淀粉酶的相关报道并不多, 尤

其是细菌产低温淀粉酶的报道更少.国内研究主要

集中于菌株系统分类及酶学性质方面等一些基础工

作
[ 8~ 11]

.本研究报道了 1株革兰氏阳性耐冷菌南极

微球菌产低温淀粉酶条件的优化、酶分离纯化和酶

学性质的初步分析,以期为进一步的基因克隆和实

际应用奠定基础.

1  材料与方法

111  材料

11111  菌株和培养基

南极微球菌(Micrococcus antarcticus )分离自南极

土壤, 生长温度范围 7~ 30 e , 最适生长温度16 e ,

可以降解多种有机污染物
[ 12]

, 在低温污水的处理中

具有明显的应用前景.

种子培养基( gPL) :胰蛋白胨 1010,酵母粉 510,
NaCl 510,可溶性淀粉 1010,自然 pH.

发酵基础培养基 ( gPL) : Na2HPO4 210, KH2PO4

110,MgSO4 011, NaCl 1010, ( NH4 ) 2SO4 015,可溶性淀

粉 510,微量元素 510 mL, pH710;微量元素配方参见
文献[ 13] , 进行条件优化时, 接种量 1% (体积分

数) , 12 e , 52 h.

11112  主要试剂和仪器

所用化学试剂为国产分析纯(北京江晨宏伟生

物科技有限公司) ,紫外分光光度计UV2802H(上海

尤尼柯仪器有限公司) , Amicon Ultra-15 离心超滤管

(美国Millipore 公司) , Superdex 200(自装柱)、Hitrap

Q(预装柱,美国Pharmacia公司) .

112  低温淀粉酶的分离纯化

菌株 Micrococcus antarcticus 液体发酵培养 68 h

后, 4 e , 10 000 rPmin离心 15min即得粗酶液, 粗酶液

在4 e 下经截流相对分子质量为 10 @ 10
3
的超滤膜

包浓缩和脱盐后, 依次上样于 Hitrap Q离子交换层

析和 Superdex 200 凝胶过滤层析柱, 对低温淀粉酶

进行分级分离纯化, 收集液经 Amicon Ultra-15 离心

超滤管浓缩脱盐后用于酶学性质的研究.

113  低温淀粉酶酶活力测定

采用 3, 5-二硝基水杨酸比色法
[ 14]

.酶活力单位

(U)定义为30 e 、pH 610条件下每min从可溶性淀粉

中释放 1 Lmol还原糖所需的酶量.

114  蛋白含量测定
采用 Bradford法

[ 15]
,以牛血清白蛋白为标准.

115  电泳

SDS-PAGE方法参照文献 [ 16] , 分离胶 12%、浓

缩胶5%,考马斯亮蓝 G-250染色 1 h, 乙醇-冰醋酸

脱色1~ 3 h.

116  低温淀粉酶的动力学参数 K m 测定

测定不同底物浓度下的反应初速度(重复 3次,

结果取平均值) , 绘制 Lineweaver-Burk 图, 计算 K m

值
[ 17]

.

2  结果与讨论

211  产酶条件优化
21111  不同碳源、氮源及其浓度对生物量和产酶的

影响

在发酵基础培养基上改变碳源和氮源种类和浓

度,进行单因素试验.表 1的结果表明, 南极微球菌

以麦芽糖为碳源时生长和产酶效果最好. 许多微生

物来源的淀粉酶都是诱导型的
[ 18, 19]

, 麦芽糖是该菌

株产淀粉酶最好的诱导剂,与嗜冷菌盐生交替单胞

菌相同
[ 20]

,其最适浓度为 015%左右[图1( a) ] . 表 1

还表明, ( NH4 ) 2SO4 是该菌株生长和产酶的最适氮

源,以 0125%左右为宜[图1( b) ] .

21112  NaCl浓度对生物量和产酶的影响

图 1  麦芽糖和硫酸铵浓度对生物量和产酶的影响

Fig. 1 Effect of maltose and (NH4) 2SO4 concentration on cel l growth and amylase product ion
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表 1  不同碳源和氮源对生物量和产酶的影响1)

Table 1  Ef fect of dif ferent carbon and nitrogen sources

on cell growth and amylase product ion

添加物 生长量( D 600 ) 淀粉酶酶活PU#mL- 1

碳源(质量分数 1% )

无 01109 0

麦芽糖 11464 1156

可溶性淀粉 11166 0124

葡萄糖 11045 0122

蔗糖 01484 0119

纤维二糖 11900 0

糊精 11777 0

甘油 11853 0

乳糖 01267 0

甘露醇 01126 0

氮源(质量分数 0105%)

无 0 0

( NH4 ) 2SO4 11464 1156

NH4Cl 11292 1150

NH4NO 3 11382 1137

KNO3 01538 0127

尿素 01616 0

1)结果为 3次实验的平均值

  在 21111结果基础上, 改变培养基中 NaCl的浓

度( 0、015%、1%、115%、2%、3%、5%)进行产酶

试验. 图 2的结果表明, NaCl含量为 015%时产酶较
高, NaCl含量低时对产酶有利.

图 2  NaCl浓度对生物量和产酶的影响

Fig. 2  Effect of NaCl concent ration on cell growth and amylase production

21113  培养温度、培养基起始 pH 及通气量对生物

量和产酶的影响

在上述确定的条件下, 依次改变培养温度、培养

基起始 pH 及通气量测定它们对产酶的影响. 结果

表明,该菌株的最适产酶温度为12 e 左右[图3( a) ] ,

比几株产低温淀粉酶的耐冷菌最适产酶温度要低得

多
[ 10, 11, 20~ 23]

; 最适产酶起始 pH 在 810 附近 [图

3( b) ] ; 最适培养基装液量为 100 mLP三角瓶 ( 500

mL) [图 3( c) ] ,装液量较大时, 通气不足而影响酶的

合成;但装液量较小时,菌体生长过快容易在中后期

出现泡沫而影响通气.

图 3  培养温度、培养基起始pH及通气量对生物量和产酶的影响

Fig. 3  Effect of temperature, pH and aerate volume on cell growth and amylase production

21114  生长曲线和产酶曲线

在上述确定的条件下进行生长曲线和产酶曲线

的测定,图 4的结果表明,菌体的大致生长情况为: 0

~ 12 h为生长延滞期, 13~ 68 h为指数期, 68~ 96 h

为稳定期, 96 h后为衰亡期.随着培养的进行, 产酶

量逐渐升高, 68 h酶活达到了高峰,随后酶活力迅速

下降. Zhang 等
[ 10]
从南极分离的产低温淀粉酶耐冷

菌Nocardiopsis sp. 7326在20 e 下需培养120 h产酶才

达到最高,所以该菌株生产周期短并且产酶温度低,

在工业应用中具有很大的优势.

212  低温淀粉酶的性质

21211  淀粉酶的分离纯化

Micrococcus antarcticus 发酵液经超滤膜包浓缩、

Hitrap Q阴离子交换层析、Superdex 200凝胶过滤层

析等步骤纯化后,酶的比活力从 18310 UPmg提高到
45613 UPmg, 纯化倍数为2149 (表2) .经Superdex 200

柱层析,共收集到 2个蛋白吸收峰,并且酶活检测都

有淀粉酶活性,分别浓缩后进行 SDS-PAGE检测,结

果如图 5所示,第 1峰得到的是单一的谱带, 达到了

电泳纯,此部分用于以下的酶学性质研究;经过几次

改变洗脱条件,第 2峰中始终是 2种蛋白共存, 有待

于进一步研究.

24758 期 范红霞等: 南极微球菌产低温淀粉酶条件优化及酶学性质初步研究



图 4  生长曲线和产酶曲线

Fig. 4  Time course of cell growth and amylase product ion

21212  酶的最适作用温度及 pH

分别在不同温度及 pH 下测定酶活力, 以酶活

最高者计为 100% , 其余酶活力与之相比计算出相

对酶活力.所用的缓冲体系分别为: pH 510~ 610为
50 mmolPL柠檬酸缓冲液, pH 610~ 810为 50 mmolPL
Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液, pH 810~ 910为50mmolPL

Tris-HCl缓冲液, pH 910~ 1010为 50 mmolPL甘氨酸-
NaOH缓冲液.结果表明, 酶的最适作用温度为30 e
  

泳道 1: Superdex 200第 1峰;泳道 2: Superdex 200第 2峰

图 5  经 Superdex 200纯化后的低温淀粉酶的 SDS-PAGE图

Fig. 5  Analysis of protein pattern after Superdex 200 by SDS-PAGE

[图6( a) ] ,在10~ 40e 范围内酶活力较高,表现出明显

的低温淀粉酶的特性;最适作用pH为610 [图6(b) ] .
表 2 低温淀粉酶的纯化

Table 2 Purification of the cold-adapted amylase

纯化步骤 总体积PmL 总蛋白含量Pmg 总酶活PU 比活PU#mg- 1 产量P% 纯化倍数

粗酶液 200 112 220 183 100 1

超滤膜包浓缩 2 0183 17413 210 7912 1115

Hitrap Q 1 0127 11614 431 5214 2136

Superdex 200 013 0122 10014 45613 4516 2149

图 6  温度和 pH对酶活性的影响

Fig. 6  Effect of temperature and pH on amylase activity

21213  酶的热稳定性及 pH 稳定性

取适量酶液在不同温度下保温不同时间后测定

残存酶活力, 同样取适量酶液在不同 pH 的缓冲液

中4 e 放置 24 h后测定残存酶活力.结果表明,该酶

在30 e 温浴 60 min 后仍有 80%的酶活,但在40 e 温
浴 30 min后仅有 20%的酶活力, 在60 e 温浴 20 min

2476 环   境   科   学 30 卷



后酶活已完全丧失[图 7( a) ] , 此结果说明该酶对热

极为敏感, 这与低温酶特点中的热不稳定性一

致
[ 24]

. 在 pH 610~ 1010范围内较稳定,在4 e 保存24

h后仍有 70%以上的酶活力[图7( b) ] .说明该酶的

酸碱稳定性较好.

21214  金属离子及螯合剂对酶活力的影响

图 7  温度和 pH对稳定性的影响

Fig. 7 Effect of temperature and pH on the amylase stability

  在酶液中各添加不同的金属离子(终浓度为 5

mmolPL) ,在30 e 下保温 30 min后,测定酶活,以无添

加物的空白作为对照.表 3的结果表明, Ca
2+
、Mn

2+
、

Co
2+
、Mg

2+
对该淀粉酶有较明显的激活作用, 而

Zn
2+
、Ba

2+
、Ag

+
、Cu

2+
、Al

3+
、Fe

2+
、Fe

3+
、Hg

2+
、螯合

剂EDTA、citrate 则对该酶有不同程度的抑制作用,

其它离子对酶活力没有明显影响. 该酶对 EDTA、

citrate 等金属离子螯合剂敏感, 推测该酶的活性中

心含有金属离子;而Hg
2+
可以完全抑制其活性表明

含吲哚类基团的氨基酸残基在酶功能中发挥重要的

作用,这与其它微生物来源的淀粉酶特性一致
[ 25]

.

表 3  不同金属离子及螯合剂对酶活力的影响1)

Table 3  Effect of metal ions and chelators on enzyme act ivity

金属离子

及螯合剂

相对酶

活P%
金属离子

及螯合剂

相对酶

活P%

空白 100 Ba2+ 7114

Ca2+ 132 EDTA 6610

Mn2+ PCo2+ 123 Ag+ 38124

Mg2+ 121 Cu2+ 1813

K+ 100 Al3+ 1312

Li2+ 95169 Fe2+ 713

Zn2+ 8611 Fe3+PHg2+ 0

柠檬酸钠 76130

1) 结果为 3次实验的平均值

21215  常见表面活性剂对酶活力的影响

在酶液中各添加不同的表面活性剂, 在30 e 下
保温 30 min后测定酶活力, 以无添加物的空白作为

对照. 表 4 的结果表明, 该酶在 Tween 系列及

TrintonX-100等非离子型表面活性剂中较为稳定, 说

明该酶与这些非离子型表面活性剂相容性较好. 在

洗涤剂工业应用中,对酶制剂的要求主要包括: 在碱

性范围内有活性且较稳定,对表面活性剂的失活作

用具有较好的抗性等, 因此在洗涤剂工业中具有很

好的应用前景
[1]
.而在 SDS、CTAB 等离子型表面活

性剂中很容易失活,在30 e 下温育30 min后,酶活丧

失了一半以上.

表 4 常见表面活性剂对酶活力的影响1)

Table 4 Effect of surfactants on enzyme act ivity

表面活性剂

( 011% )

相对酶

活P%
表面活性剂

( 011% )

相对酶

活P%

空白 100 TrintonX-100 66122

Tween 20PTw een 40 94117 CTAB 41131

Tween 60 91126 SDS 26186

Tween 80 81106

1)结果为 3次实验的平均值

21216  酶的动力学常数

测定不同底物浓度下酶的反应初速度 v 0 , 结果

见表 5, 依其中数据绘制 1P[ v 0 ]-1P[ S ]图, 即得到该

酶的动力学曲线(图 8) ,经线性拟合求出 K m= 0190

mgPmL,白玉等 [ 9]
在中间气单胞菌中分离的低温淀

      
表 5 不同底物浓度下低温淀粉酶的 v0 和 1Pv0

Table 5 The v 0 and 1Pv 0 of cold-adapted amylase under

different soluble starch concentrations

底物浓度Pmg#mL- 1 v 0Pmg#( mL#min) - 1 1Pv0PmL#min#mg- 1

1 01027 371037

215 01035 281571

5 01042 231810

715 01046 211739

10 01049 201408
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粉酶的 K m 为 1127 mgPmL, 相比嗜温淀粉酶来说都

相对较低
[ 26]

, 说明酶与底物具有较高的亲和力, 酶

的催化效率较高,从而可以弥补低温导致化学反应

速率降低而带来的影响, 为生物提供足够的代谢活

力并维持足够的代谢通量
[ 27]

.

图 8  低温淀粉酶 Lineweaver- Burk图

Fig. 8  Lineweaver-Burk plot of cold-adapted amylase

3  结论

( 1) 对菌株 Micrococcus antarcticus 进行产酶条件

优化研究,发现碳源、氮源的种类和浓度以及培养温

度等对产酶影响都很大, 在初步优化后的条件下, 发

酵液酶活由优化前的 0124 UPmL提高到 216 UPmL,
是优化前的1018倍.

( 2) 发酵液依次经超滤膜包浓缩、Hitrap Q阴离

子交换层析、Superdex 200凝胶过滤层析纯化后, 比

活力从 18310 UPmg提高到 45613 UPmg, 纯化倍数为
2149,产量为 4516%, 对其进行酶学性质研究表明,

该酶的最适作用温度为30 e ,热稳定性较差,属于典

型的低温酶, Ca
2+
、Mn

2+
、Co

2+
、Mg

2+
对其有较明显

的激活作用,在 Tween系列等非离子型表面活性剂

中具有很高的稳定性;因此在食品、洗涤、制药、低温

环境修复等行业上有着良好的应用前景.
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