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生麦芽糖α-淀粉酶 (Maltogenic α-amylase，MAase)，
俗称麦芽糖淀粉酶，全称1,4-α-D-葡聚糖α-麦芽糖基水解

酶[1,4-α-D-glucan α-maltohydrolase，EC 3.2.1.133]，是一类

水解α-1,4-D-葡 萄 糖 苷 键的内切淀粉酶，作用于淀粉及相

关 多聚糖、寡 糖，产 物为α-麦 芽 糖 .  麦 芽 糖单位 从淀 粉 链

的非还原 末 端 按顺时针方向被 水解下来 [1]. 麦芽糖淀粉酶

与环 状 麦芽 糊精淀 粉酶、新 普 鲁兰酶 (Neopullulanase)和
Thermoactinomyces vulgarisⅡ型淀粉酶同属于淀粉分解酶类

亚族GH13[2~5]. 
麦芽糖淀粉酶非常独特，不同于典型的淀粉酶，它不但

可快速水解利用直链淀粉或环状糊精，也能少量利用支链淀

粉 [6~8]，具有多底物特性；而且还具有转糖基作用 [1]. 另外，麦

芽糖淀粉酶还能水解阿卡波糖(Acarbose，一种α-淀粉酶的有

效抑制剂)，但这与菌种相关 [2]. 麦芽糖淀粉酶基因主要来源

于芽孢杆菌和放线菌，如枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、蜡

状芽孢杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、栖热菌属、嗜热放线菌等. 
麦芽糖淀粉酶作为一种新型的酶制剂，主要用于淀粉及

食品烘焙工业：在食品行业中，由于其独特的抗老化作用，可

用于延长焙烤食品的货架期；在淀粉行业，可单独或与一种

支链淀粉脱支酶一起用于生产高麦芽糖浆. 
目前，国 外 关于 微 生物 来 源 的 麦 芽 糖 淀 粉 酶 的 研 究

已经向分子生物学水平深入进行，Kim Do Yeon等将一株
Bacillus subtilis SUH4-2的麦芽糖淀粉酶基因在B. subtilis 
168 中表达并对其启动子功能进行研究 [1]；Park K H等研究

了嗜热脂肪芽孢杆菌来源的麦芽糖淀粉酶的转糖基作用方

式与机理 [2]；Liu Bin等对来源于深海嗜热芽孢杆菌的麦芽糖

淀粉酶基因进行克隆并在E. coil中与谷胱苷肽S-转移酶实

现融合表达 [5]；Aubrey Jones等对Bacillus sp. TS-25来源的麦

芽糖淀粉酶进行了分子进化方面的研究 [9]. 但国内相关研究

几乎是空白. 随着酶工业的不断发展以及人们对麦芽糖质量

的更高要求，应用酶制剂生产麦芽糖浆已成为研究的热点. 
国外几家大型酶制剂公司已有麦芽糖淀粉酶面世，但价格昂

贵；而国内基本靠进口，大大增加了生产成本. 所以麦芽糖淀

粉酶作为一种较新的酶制剂，有必要对其加以深入系统的研

究. 本文报道了地衣芽孢杆菌来源的生麦芽糖α-淀粉酶基因

的克隆和异源表达，并对重组酶的酶学性质及水解淀粉产

物进行了系统的分析. 

1  材料与方法
1.1  菌株和质粒

地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) ATCC14580、E. coli 
XL-1、E. coli JM109、E. coli BL21 (DE3)、质粒pBlueScriptⅡ
SK(-)和pET-28a(+)均由江南大学中国高校工业微生物资源和
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摘  要  以地衣芽孢杆菌ATCC14580基因组DNA为模板，PCR扩增出1.7 kb大小的麦芽糖淀粉酶基因amyM，克隆入表

达载体pET-28a(+)，转化Escherichia.coli BL21 (DE3)，经IPTG诱导，测定麦芽糖淀粉酶酶活性. 结果表明，麦芽糖淀粉

酶基因amyM获得了活性表达，酶活力为3.797 U/mL，SDS-PAGE电泳结果显示出相对分子质量约为67×103的特异性蛋

白质条带. 酶学性质分析表明，重组麦芽糖淀粉酶的最适反应温度为45 ℃，最适反应pH为6.5，在45 ℃以下的中低温环

境保持稳定，且能在比较宽的pH范围内(pH 4.5~8.5)稳定. 图3 表1 参16
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信息中心(http://cicim-cu.jiangnan.edu.cn)保藏. 重组质粒pSK-
amyM、pET-28a-amyM为本研究中构建. 
1.2  培养基和培养条件

细菌的培养采用LB培养基 (蛋白胨1%、酵母粉0.5%、
NaCl 1%)，添加1.5%琼脂粉即为固体培养基. 抗性筛选时补

加终浓度为30 μg/mL的卡那霉素(Km)或终浓度为100 μg/mL
的氨苄青霉素(Amp). 培养在37 ℃下进行. 
1.3  DNA的提取和纯化

B. licheniformis ATCC14580的基因组DNA提取、纯化以

及研究中质粒的提取参见文献[10]. 
1.4  B. licheniformis ATCC14580麦芽糖淀粉酶基因

amyM的克隆
根据B. licheniformis ATCC14580基因组序列(GenBank:

CP000002)中的麦芽糖淀粉酶 基因序列，设 计合成 如下引

物：

引物Bli1：5’-CATGAATTCATGATGGAATATGCAGC-
GATACATCATC-3’；

引物 Bli2：5’-TAAGAATTCTTAGACCGCCCCCAA-
AATGAAAAA-3’. 

以B. licheniformis ATCC14580的染色体DNA为模板进行
PCR扩增，反应条件为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，56 ℃ 1 min，

72 ℃ 2 min，30个循环；72 ℃ 10 min. 
1.5  重组表达质粒pET-28a-amyM的构建

将amyM基因的PCR产物克隆入pBlueScriptⅡSK(-)的Sma
Ⅰ位点，得到重组质粒pSK-amyM. 再将胶分离所得的amyM
片段 插入 到pET-28a(+)的EcoRⅠ位点，构建成 重组表 达质

粒pET-28a-amyM. 用CaCl2法
[11]转化表达宿主菌E. coli BL21 

(DE3)，实现麦芽糖淀粉酶基因amyM的表达. 
1.6  麦芽糖淀粉酶酶活力的测定方法

取1 mL用pH 6.5的Na2HPO4–柠檬酸缓冲液配制的1% (w)
可溶性淀粉溶液，以45 ℃预热2 min后加入50 μL酶液，于45 
℃保温反应10 min，加入1 mL DNS煮沸反应5 min，于540 nm
处测定吸光值，计算产生的还原糖量. 一个酶活力单位(U)定
义为在上述反应条件下，每分钟催化水解淀粉生成等价于1 
μmol麦芽糖的还原糖所需的酶量. 大肠杆菌蛋白的制备采用

超声破碎法，按照文献[12]进行. 
1.7  麦芽糖淀粉酶酶学性质分析
1.7.1  酶最适作用温度和温度稳定性的测定    pH 6.5时，在不

同温度条件下(25~70 ℃)测测定AmyM的酶活力，得到温度–

酶活力曲线，确定酶的最适作用温度；测定酶的温度稳定性

时，在pH 6.5条件下，将酶液在不同温度下分别保温1 h，测定

残余酶活力，以未处理的原酶液活力为100%，得到温度–稳

定性曲线. 
1.7.2  酶最适作用pH和pH稳定性的测定    在最适温度45 ℃
下，用不同pH缓冲液(pH 4.0~7.0，Na2HPO4–柠檬酸缓冲液；
pH 7.5~8.5，Na2HPO4–KH2PO4缓冲液；pH 9.0，Gly–NaOH缓

冲液 )配制1% (w)可溶性淀粉底物溶液，测定 AmyM的酶活

力，得到pH–酶活力曲线，确定酶的最适作用pH；室温下，将

酶液在不同pH条件下分别保温1 h，测定残余酶活力，以未处

理的原酶液活力为100%，得到pH–稳定性曲线. 

1.7.3  化学试剂对酶活力和酶热稳定性的影响    不同金属离

子、添加剂和表面活性剂对酶活力的影响以及化学试 剂对

酶 稳定性的影响均在标准条件下测定，以未处理的原酶液

活力为100%. 实验中选用了两种对酶有激活作用的金属离子
(Mn2+、Mg2+)和一种常用的金属离子(如Ca2+，浓度为10 mmol/
L)，以此检测金属激活离子和常用离子对酶热稳定性的影响. 
1.8  蛋白质测定和SDS-PAGE电泳

蛋白质浓度测定：采用Bradford法 [13]，以牛血清白蛋白
BSA作为标准. SDS-PAGE参照文献[11]进行. 
1.9   麦芽糖淀粉酶水解淀粉产物的硅胶板薄层色谱分

析法
按照文献[14]的方法进行. 

1.10   麦芽糖淀粉酶水解淀粉产物的高压液相色谱分
析法

色谱柱：NH2-柱；检测器：示差检测器；流动相：60%乙

腈(色谱纯)；流速：1 mL/min；柱压：82×105 Pa. 

2  结果与分析
2.1  B. licheniformis ATCC14580麦芽糖淀粉酶基因

amyM的克隆和序列测定
以B. licheniformis ATCC14580染色体DNA为模板，Bli1、

Bli2为引物，在Pfu DNA多聚酶的作用下，PCR扩增出1.7 kb左

右的amyM基因片段，与预计基因大小相符. 将此PCR产物克

隆入载体pBlueScriptⅡSK(-)，得到重组质粒pSK-amyM；再将

胶分离的amyM片段插入到载体pET-28a(+)的EcoRⅠ位点，得

到重组表达质粒pET-28a-amyM，并进行核苷酸序列测定确

认. 经测定，amyM序列大小为1 737 bp，编码578个氨基酸，预

计蛋白Mr为67×103. 
2.2  B. licheniformis ATCC14580麦芽糖淀粉酶基因

amyM在E. coli BL21 (DE3)中的表达
将重组质粒pET-28a-amyM转化E. coli BL21 (DE3)，用LB

培养基在37 ℃、200 r/min条件下摇瓶振荡培养. 当培养液菌

体浓度D600 nm为0.8左右时，添加IPTG(终浓度为0.5 mmol/L)
诱导培养4 h. 以8000 r/min离心15 min收集菌体，以磷酸盐缓

冲液洗涤悬浮，超声处理破碎细胞. 破碎液以8 000 r/min离心
20 min，取上清测定酶活，以含空载体pET-28a的E. coli BL21 
(DE3)菌株裂解液为相应空白对照. 结果表明，经IPTG诱导

的重组菌的细胞破碎液具 有麦芽糖淀粉酶活性，其活力为
3.797 U/mL培养液，空白对照细胞的破碎液没有麦芽糖淀粉

酶活性. 我们同时也同时测定了培养液中的酶活，结果表明

培养上清液中没有酶活. 
SDS-PAGE结果(图1)表明，经 IPTG诱导后，麦芽糖淀粉

酶基因在E. coli BL21 (DE3)中得到了较好的表达，在67×103附

近出现了明显的蛋白条带，与理论推导的AmyM相对分子质

量相一致. 
2.3  重组麦芽糖淀粉酶AmyM的基本性质
2.3.1  温度和pH对酶活力和酶稳定性的影响    pH 6.5时，在不

同温度条件下测定AmyM的酶活力，得到温度–酶活力曲线
(图2)，结果显示酶的最适反应温度为45 ℃；45 ℃时，在不同

pH条件下测定AmyM的酶活力，获得pH–酶活力曲线(图3)，
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酶的最适反应pH为6.5. 将酶液在不同温度下分别保温1 h，测

定残余酶活力，以未处理的原酶液活力为100％，得到温度–
稳定性曲线(图2). 结果显示，AmyM在高温下不稳定，在45 
℃以下能保持稳定. 室温下，将酶液在不同pH条件下分别保

温1 h，测定残余酶活力，以未处理的原酶液活力为100％，得

到pH–稳定性曲线(图3). 结果显示，AmyM在4.5~8.5之间保持

稳定. 这说明该酶能在比较宽的pH范围内稳定存在，且能在

中低温环境下保持稳定. 
2.3.2  化学试剂对酶活力和酶热稳定性的影响     化学试剂

对酶活力的影响如表1所示. 在试验浓度下，金属离子Li+、
Mg2+、Mn2+和表面活性剂TritonX-100对重组酶AmyM具 有

激活作用，其中Mn2+和Triton X-100作用效果最显著；Zn2+、
Cu2+、Ca2+、Fe3+和SDS、EDTA、Tween20对重组酶AmyM具有

抑制作用，Ca2+、Fe3+、EDTA、Tween20抑制作用微弱，Zn2+、
Cu2+、SDS抑制作用显著，Cu2+抑制作用最强.

金 属离子对 酶 热 稳 定 性 的 影 响 如下：两 种 对 重 组 酶
AmyM有激活作用的金属离子Mn2+、Mg2+对酶的热稳定性没

有正向影响，反而使其稳定性降低，在40 ℃时酶活开始明显

下降，50 ℃时酶活完全丧失. 这说明金属激活离子只能对重

组酶起激活作用而不起保护作用. 另外也考察了淀粉酶常用

保护离子Ca2+对重组麦芽糖淀粉酶热稳定的影响，结果显示
Ca2+也会使其稳定性降低，不能起保护作用. 

2.4  重组麦芽糖淀粉酶AmyM的水解性质
2.4.1  重组酶的底物特异性    分别以1%可溶性淀粉、β-环状

糊精、普鲁兰多糖为底物，于标准条件下测定相对酶活力，以

可溶性淀粉为底物时测得的酶活力为100%. 结果显示，重组

酶AmyM可以很好地利用可溶性淀粉和β-环状糊精，但只能

少许利用普鲁兰，水解可溶性淀粉、β-环状糊精、普鲁兰多

糖的相对酶活力分别为100%、127%、20%，说明最适底物为
β-环状糊精. 

图1  重组大肠杆菌表达AmyM的SDS-PAGE分析

Fig. 1  SDS-PAGE of the AmyM from E. coli DE3 (pET-28a-amyM)
M: 分子量标准. 1: 空白对照E. coli DE3 (pET-28a); 2: E. coli DE3 (pET-28a-
amyM)
M: Molecular mass marker. 1: E. coli DE3 (pET-28a); 2: E. coli DE3 (pET-
28a-amyM)

图2  温度对重组麦芽糖淀粉酶活力和稳定性的影响
Fig. 2  Effect of temperature on the recombinant maltogenic amylase activity 

and stability
▲: Temperature-activity diagram; ■: Temperature-stability diagram

图3  pH值对重组麦芽糖淀粉酶活力和稳定性的影响
Fig. 3  Effect of pH on the recombinant maltogenic amylase activity and 

stability
■: pH-activity diagram; ▲: pH-stability diagram

表1  化学试剂对重组麦芽糖淀粉酶酶活力的影响
Table 1   Effect of chemical reagents on the recombinant 

maltogenic amylase activity
金属离子/添加剂 
Metal ion/additive c/mmol L-1 相对酶活力 Relative 

activity (λ/%)

原酶液 None - 100

LiCl
 1  109.6
10  128.9

MgCl2

 1  109.6
10  119.7

ZnCl2

 1   91.6
10   25.6

CuCl2

 1   0
10   0

CaCl2

 1   85.2
10   51.3

MnCl2

 1  113.4
10  156.4

FeCl3

 1   97.1
10   84.2

SDS
 1   40.0
10    4.0

EDTA
 1   94.5
10   83.7

 Tween20
  0.1   86.1
 1   66.9

    Triton X-100
   0.1  116.1

 1  154.2
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2.4.2  重组酶水解产物的分析    以1%可溶性淀粉为底物，按

照1 : 10的比例加入AmyM粗酶液，混匀后于45 ℃ 、pH 6.5条

件下保温反应不同时间(12 h、24 h、36 h、48 h、72 h)；同时以

空白(含空载体的E. coli DE3的细胞破碎液)作为对照，在相

同条件下反应相同时间，分别取样用硅 胶板薄层色谱法和
HPLC的方法对产物进行分析，考察重组麦芽糖淀粉酶的反

应能力. 结果显示，反应初期麦芽糖淀粉酶催化淀粉主要产

物为麦芽糖和葡萄糖，随着反应的进行，麦芽糖淀粉酶又催

化葡萄糖和麦芽糖 通过转糖基作用生成寡糖，且随时间的

增加反应产物也逐渐增多. 

3  讨 论
经序列分析，B. licheniformis ATCC14580麦芽糖淀粉酶

基因amyM序列与已报道的B. licheniformis ATCC27811[15]麦

芽糖淀粉酶BLMA基因序列存在一定差异，碱基序列同源性

为98%，有35个碱基序列不同，氨基酸序列同源性为99%，共
11个氨基酸残基不同. B. licheniformis ATCC14580麦芽糖淀

粉酶在酶学性质方面也具有一定优势，Liu [5]等报道的深海

嗜热芽孢杆菌来源的麦芽糖淀粉酶只在pH 6.0~8.0范围内稳

定，而地衣芽孢杆菌ATCC14580来源的麦芽糖淀粉酶能在更

宽泛的pH范围内(pH 4.5~8.5)稳定存在. 
在已知的数据中，有超过20种酶的信息显示证明，麦芽

糖淀粉酶、环状麦芽糊精酶和新普鲁兰酶三者非常相似，很

难区分，序列之间有40%~86%的一致性. 与典型的α-淀粉酶

不同，它们具有一个新型的含有约130个氨基酸残基的N-末
端区域，并且对环状麦芽糊精具有优先底物特异性. 尽管这3
种酶具有不同的编码基因，但三者酶学性质方面的差别还未

见报道 [17]. 
基于麦芽糖淀粉酶具 有极大的工业应用价值，且国内

鲜见相关的研究报道，所以本文就地衣芽孢杆菌来源的麦

芽糖淀粉酶做了基因克隆、表达与性质研究，旨在为麦芽糖

淀粉酶的应用提供数据与理论依据. 通过基因克隆等技术，
B. licheniformis ATCC14580麦芽糖淀粉酶基因在大肠杆菌中

成功得到表达. 酶学性质研究结果显示，该酶具有良好的稳

定性，能在中低温环境下较长时间保持稳定，也能稳定存在

于比较宽的pH范围，且酶活受金属离子影响不显著，具有一

定的工业应用价值与潜力. 但是，本研究中得到的重组酶表

达量相对较低，与实际应用之间还存在一定差距，所以本课

题组将通过优化发酵条件以及采用更高效的表达系统来实

现酶的高表达. 
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