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研究报告                                                               

巨大芽孢杆菌β-淀粉酶基因的克隆、表达和酶学性质分析 

吴襟, 张树政 
中国科学院微生物研究所, 北京 100101 

摘  要: 从巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)的全基因组 DNA 文库中筛选出一个β-淀粉酶基因 amyG, 分析测定了其

核苷酸序列并进行了诱导表达; 其中 amyG 编码的蛋白有 545 个氨基酸、分子量为 60.194 kD, 与已报道的巨大芽孢杆

菌 DSM319 的β-淀粉酶序列有着 94.5%的同源性。经氨基酸序列比较分析发现, AmyG 从 N 末端到 C 末端依次由信号肽

域、糖基水解酶催化功能域和淀粉结合域 3 个功能域组成。其中催化功能域里含有第 14 家族糖基水解酶常见的几个高

度保守的酶催化活性区。经多步纯化, 重组酶的比活共提高了 7.4 倍, 获得凝胶电泳均一的蛋白样品; 经 SDS-PAGE 电

泳测定, 酶 AmyG 的分子量为 57 kD。该酶的最适反应温度为 60oC, 最适反应 pH 为 7.0; 在温度不超过 60oC 时, 酶活

较稳定; AmyG 能迅速降解淀粉生成麦芽糖, 属于外切β-糖苷酶。 
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Cloning, Expression and the Characterization of β-amylase 
from a Bacillus megaterium WS06 
Jin Wu, and Shuzheng Zhang 

Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract: A β-amylase gene (amyG) was cloned from a Bacillus megaterium WS06 and expressed in the Escherichia coli. 
Nucleotide sequence anlysis showed the amyG gene is composed of 1638 bp (545 amino acid residues with a Mr of 60.194 kD). The 
AmyG shows 94.5% sequence homologies with β-amylase from Bacillus megaterium DSM319 and presents a normal β-amylase 
primary structure, constituted by three parts: the N-terminal signal sequence, the catalytic domain and the C-terminal starch binding 
domains. The deduced amino acid sequence revealed that several highly conserved regions of the glycosylhydrolase family 14. The 
amyG gene was overexpressed using the pET21a vector and Escherichia coli BL21(DE3). The recombinant enzyme was purified 7.4 
fold to electrophoretic homogeneity and had a Mr of 57 kD (by SDS-PAGE). The enzyme was optimally active at pH 7.0 and 60oC 
and showed stability at the temperature below 60oC. This enzyme efficiently hydrolyzed starch to yield maltose from non-reducing 
chain ends by exo-cleavage mode. 

Keywords: Bacillus megaterium, β-amylase, cloning and expression, characterization 

β-淀粉酶(β-amylase, EC 3.2.1.2)能够从淀粉的

非还原末端水解相隔的α-1,4-葡萄糖苷键, 产生β旋

光性的麦芽糖, 最早发现于高等植物中, 在大麦、小

麦、甘薯和大豆中含量较丰富[1]。β-淀粉酶在食品及
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饮料工业中有很大的应用价值, 长期以来植物来源

的大麦β-淀粉酶一直被广泛用于多个领域。例如, 在

啤酒发酵业中部分代替大麦芽用于啤酒的生产, 在

食品业中用于水解淀粉制造麦芽糖浆和饴糖等。自

1974 年 Higashihara 等人[2]首次确定巨大芽孢杆菌

(Bacillus megaterium)胞外淀粉酶含有β-淀粉酶以来, 

相继发现了几种能够产生该酶的微生物, 这些菌株

大 都 属 于 细 菌 , 如 蜡 状 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

cereus)[3,4]、多粘芽孢杆菌(Bacillus polymyxa)[1]、环

状 芽 孢 杆 菌 (Bacillus circulans)[5] 、 高 温 放 线 菌

(Thermeoactinomyces sp.)[6] 和热硫梭菌(Clostridium 

thermosulfurogenes) [7]等。与植物β-淀粉酶相比, 微

生物来源的β-淀粉酶具有便于大规模工业化生产的

优点, 因此筛选寻找理想的微生物β-淀粉酶源成为

淀粉酶应用研究领域中的一个重要目标。 

本实验室过去从仔猪结肠内容物中分离出一

株能利用生淀粉的革兰氏阳性芽孢杆菌 WS06, 并

构建了其全基因组 DNA 文库 [8]。该菌的 16S rDNA
和巨大芽孢杆菌菌株 KL-197 以及菌株 MSFC 

2-M6-R-1 的碱基序列都有 99%的同源性, 进一步

鉴定后确认为巨大芽孢杆菌。本研究报道了该菌编

码的β-淀粉酶的基因序列, 并和其他β-淀粉酶基因

序列进行了同源性比较分析; 通过蛋白结构和酶学

性质的研究 , 深入探讨了该β-淀粉酶对淀粉底物

的结合和水解机制。这为更好地了解肠道中淀粉大

颗粒的微生物发酵过程提供了一些理论帮助, 同时

也为今后β-淀粉酶的蛋白质工程改造提供了良好

基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和质粒 
受体菌大肠杆菌(Escherichia coli)DH5α、BL21 

(DE3)和质粒 pUC18 购自 Promega 公司 ; 质粒

pET-21a 购自 Novagen 公司。 

1.2  酶和试剂 
限制性内切酶和核酸分子量标准购自上海申能

博采公司; T4 DNA 连接酶和 Taq DNA 聚合酶分别

购自北京经科公司和鼎国公司 ; 蛋白质分子量标

准、牛血清白蛋白和麦芽寡糖购自美国 Sigma 公司; 

其它化学试剂均为国产分析纯级。提纯试剂盒

Wizard PCR Preps DNA Purification System 购于

Promega 公司; LB 培养基和缓冲液, 按文献[8]和[9]

配制。筛选培养基另添加有 0.5%的淀粉。 

1.3  方法 
1.3.1  DNA 文库的构建、筛选和测序 

B. megaterium WS06 基因组 DNA 文库的构建

如文献[8]所述。将转化子接种到淀粉筛选培养基

平板上 , 碘熏法判定产淀粉酶活性 , 分离在周围

形成紫红色半透明晕环的菌落作为产β-淀粉酶的

阳性克隆。从克隆菌株中提取质粒 , 进行电泳酶切

分析比较。将阳性克隆送上海申能博彩公司进行

测序。  

1.3.2  序列分析和同源性比较 

采用网上程序 BLAST(www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

BLAST/)和软件 DNASIS 2.5 分析完成; 信号肽序列

用软件 Signal-P 3.0 分析预测[10]。 

1.3.3  蛋白质结构功能域的分析 

结构功能域的分析是采用网上程序简单模块构

架搜索工具 SMART(www.smart.emblheidelberg.de/)

进行的。 

1.3.4  基因的克隆 

根据已获得的β-淀粉酶阳性克隆的基因测序结

果, 设计合成如下引物: 上游, 5′-GCGCATATGAAA 

CAGCTATGTAAA-3′; 下游 , 5′-GCGCGGATCCAC 

CAATTATCTATATAAG-3′。上游引物 5′端含 Nde I

酶切位点, 下游引物 5′端含 Hind III 酶切位点。以

B. megaterium WS06 的染色体 DNA 为模板, 用高保

真 DNA 聚合酶进行 PCR 扩增, 反应条件为, 94oC   

1 min, 48oC 1 min, 72oC 2 min, 30 个循环。电泳检测

PCR 扩增产物约 1.6 kb。将产物片段纯化、酶切、

回收, 连接到表达载体 pET-21a 上, 转入大肠杆菌

BL21(DE3)的感受态细胞中 , 经筛选后获得含有插

入片段质粒的菌株 BL21(pETBG)。 

1.3.5  酶活力的测定 

取 0.9 mL 浓度为 0.55%(W/V), 用 0.05 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液(pH 7.0)配制的淀粉溶液, 40oC 预热

5 min, 加入 0.1 mL酶液后 40oC保温反应 10 min, 用

DNS 法测定产生的还原糖量。一个酶活力单位定义为

在上述反应条件下每分钟水解淀粉产生等价于 1 μmol

麦芽糖的还原糖所需的酶量。 

1.3.6  蛋白质测定和电泳分析 

按 Bradford 方法[11]和测定 A280, 以牛血清白蛋
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白绘制标准曲线。分子量的测定参照 Laemmli 的

SDS—PAGE 电泳方法[12]。 

1.3.7  酶水解淀粉产物的硅胶板薄层色谱分析法 

按文献[13]的方法 , 展开剂为 : 正丁醇 : 乙酸 : 

水=2: 1: 1, 上行展开 2 次。 

1.3.8  酶水解淀粉产物的高压液相色谱分析法 

色谱柱, Suger-park-I 糖分析柱; 检测器, 示差

检测器 ; 流动相 , H2O; 流速 : 0.7 mL/min, 柱温 : 

90oC。 

1.3.9  酶水解淀粉产物的旋光度测定 

将酶加入到 0.55%的可溶性淀粉溶液中在

40oC 一起保温反应 , 用 PERKIN-ELEMER 241 旋

光仪在 589 nm 处测定反应液旋光度的变化 ; 待  

20 min 后旋光度变化较缓和时 , 快速加入 50%碳

酸钠溶液终止反应 , 立刻观察记录反应液旋光度

的变化。  

2  结果 

2.1  基因序列的测定及分析 
对获得的测序结果经拼接后进行分析, 发现其

中质粒 pUC35 序列片段中存有一个完整的开放阅读

框架 (Open reading frame, ORF)。用 DNASIS 和

Signal-P 软件分析可知, 该基因编码区全长 1638 bp, 

编码 545 个氨基酸 , 预计编码蛋白的分子量为

60.194 kD: 其中氨基酸序列 1~31 位为信号肽序列, 

32~545 位为结构编码区 , 成熟酶蛋白的分子量为

56.9 kD, 等电点为 5.36; 该基因 amyG 的 GenBank

登录号为 EF577268。在 ORF 中推测的起始密码子

ATG 上游相隔 6 bp 处有一个潜在的核糖体结合位点

(Ribosome binding site, RBS)序列 GGAGG; 相隔

44~68 bp 处有一个可能的启动子序列, 即−35 区的

TTTATA 和−10 区的 TAAAAT, 两者相隔 18 bp。在

终止密码子 TAA 下游有 32 bp 长的发卡结构, 是一

个典型的不依赖于ρ因子的转录终止子[14]。 

2.2  AmyG 同源性比较和蛋白质结构功能域分析 
通过 BLAST 程序对 AmyG 全序列进行分析比

较, 发现和已报道的 B. megaterium DSM319[15] 和

B. cereus[16]的β-淀粉酶分别有着 94.5% 和 64.1%的

序列同源性; 对酶结构编码区进行蛋白质结构功能

域的分析后发现, AmyG 氨基酸序列 44~442 位被预

测为糖基水解酶(Glycosylhydrolase, GH) 的催化功

能域, 其中存在着第 14 家族 GH 中几个特有的高度

保守序列区[17], 如 Region I(77TVDFWWG)、Region 

II(115ISTHQCGGNVGDDCNVPLPSWV)、Region III 

(198GPAGEIRYPSY)、Region IV(359FTCLEM)、Region 

V(396GENAL)、Region VI(422GFTLLRFYD)等, 这些

序列对β-淀粉酶的催化活性有着重要影响, 如其中

Glu202 和 Glu397 就可能是酶广义酸碱催化的关键功

能基团 [18]; 此外 AmyG C 末端的氨基酸序列

449~544 位被推测为第 20 家族碳水化合物结合组

件(Carbohydrate-binding module, CBM), 即淀粉结

合域(Starch-binding domain, SBD)[19], 这也与许多

微生物β-淀粉酶的 C 末端特征相符 ; 这些结果都

表明 amyG 可能是一个分泌型微生物β-淀粉酶编

码基因。  

对 AmyG 和其它β-淀粉酶氨基酸序列一起进

行分类聚类计算 , 获得这些β-淀粉酶之间的蛋白

系统进化树 , 如图 2 所示。结果表明微生物与植物

来源的β-淀粉酶之间有着明显的差别 ; 而在微生

物来源的β-淀粉酶中 , AmyG 与 B. polymyxa、B. 

circulans 等芽孢菌产生的β-淀粉酶也有着不小的

区别。  

2.3  表达质粒 pETBG 的检测 
将含有 amyG 基因的表达菌株 BL21(pETBG)进

行 37oC 的摇床简单培养和 IPTG 快速诱导后, 离心

收集菌体 , 超声破碎处理后测定酶活 , 其破碎上清

液中含有非常明显的β-淀粉酶酶活, 说明 amyG 基

因获得了很好的表达。 

 

图 1  AmyG 蛋白质结构功能域的分析 
Fig. 1  Architecture analysis of domains of AmyG 

Signal P 
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图 2  不同来源β-淀粉酶的系统进化树 
Fig. 2  Phylogenetic trees of various β-amylase 

Enzymatic sources: WHEAT, Wheat[20]; ARBID, Arabidopsis[21]; 
BARLEY, Barley[22]; SOYBEAN, Soybean[23]; POTATO, Sweet 
potato[24]; AMYG, Bacillus megaterium WS06; BMEGA, Bacillus 
megaterium DSM319[15]; BCERE,Bacillus cereus[16]; BPOLY, 
Bacillus polymyxa[25]; BCIRC, Bacillus circulans[5]; CTHER, 
Clostridium thermosulfurogenes[7] 
 

2.4  重组菌株的培养和诱导 
将 E. coli BL21(pETBG)在 30oC 培养过夜, 按 5%

的接种量转接于 50 mL LB 培养基中, 37oC, 220 r/min

摇床振荡培养, 当菌体密度 OD600 为 0.7 左右时, 加

入 10 μL IPTG 溶液(20%)进行诱导并继续培养 6 h, 

离心收集菌体沉淀, 悬于 Tris-HCl 缓冲液(pH 7.0)中, 

并通过超声处理破碎细胞。破碎液 12 000 r/min 离心

20 min 去掉沉淀, 收集上清液, 以此为原始酶液进

行纯化。 

2.5  酶的分离纯化 
全部操作均在 4oC 进行。向粗酶液中边搅边缓慢

加入硫酸铵至 30%饱和度, 静置 4 h 后, 10 000 r/min

离心 20 min 去沉淀; 上清液中继续加入硫酸铵至

80%饱和度, 静置 8 h 后, 10 000 r/min 离心 20 min 

收集沉淀。用少量 0.05 mol/L, Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)

溶解沉淀后上 DEAE-Sepharose Fast Flow 离子层析 

柱(1.5 cm×8 cm), 收集穿透峰, 将所得酶液用 0.05 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液(pH 7.0)透析过夜后进行浓缩; 将浓缩

酶液再上 CM-Sepharose A-50 离子层析柱(1.5 cm×10 cm), 

洗脱梯度: 0~1 mol/L NaCl, 洗脱速度1.0 mL/min, 收集

合并酶活峰后, 将所得酶液进行浓缩后上 Sephadex 

G-100层析柱(2.6 cm×100 cm), 洗脱速度 0.5 mL/min, 

收集合并酶活峰后进行浓缩, 并作 SDS-PAGE 电泳

(8%分离胶)分析 , 表明酶样品为一条带 , 电泳结果

见图 3。经过以上各步提纯, 最终β-淀粉酶 AmyG 的

比活共提高了约 7.4 倍, 酶活回收率为 21.9%, 提纯

结果列于表 1。 

 

图 3  AmyG 表达和纯化的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified AmyG from 

E. coli BL21 (pETBG) 
M: molecular mass markers; 1: CM-Sephadex G-50 pool; 

2: DEAE-Sepharose pool; 3: gel filtered enzyme 

表 1  巨大芽孢杆菌 WS06 β-淀粉酶的分离纯化 
Table 1  Purification of β-amylase of Bacillus megaterium WS06 

Purification step Total activity (u) Total protein (mg) Special activity (u/mg) Purification fold Recovery (%) 

Crude enzyme 19633 517.1 38.0 / / 

30%~80%(NH4)2SO4  9956 173.8 57.3 1.51 50.7 

DEAE-Sepharose FF  8501 53.3 159.5 4.20 43.3 

CM-Sephadex A-50  4928 19.8 248.9 6.55 25.1 

Sephadex G-100  4300 15.3 281.1 7.40 21.9 
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2.6  酶的基本性质 
2.6.1  分子量的测定 

用 8%分离胶的 SDS-PAGE 测出 AmyG 的分子

量为 57 kD(图 3)。 

2.6.2  pH 和温度对酶活力和稳定性的影响 

pH 7.0时, 在不同温度条件下测定AmyG的活力, 

获得温度－活力曲线; 将酶液在不同温度中分别保

温 60 min 后, 测定各自残余酶活力, 以未保温的酶液

活力为 100%, 获得温度－稳定性曲线; 表明结果 , 

酶最适反应温度为 60oC, 酶活力在不超过 60oC 时较

为稳定。55oC 时, 在不同 pH 条件下测定 AmyG 的酶

活力, 获得 pH-活力曲线; 将酶液在不同 pH 条件下

分别保温 60 min, 各自测定残余酶活力, 以未处理的

原酶液活力为 100%, 获得 pH-稳定性曲线; 结果显

示, AmyG 的最适反应 pH 为 7.0, 酶在 pH 3.0~10.0 之

间一个较宽的范围内基本保持稳定。 

2.7  β-淀粉酶水解产物的分析 
向 4.5 mL 浓度 1.0%(W/V)的可溶性淀粉底物中

加入 0.5 mL AmyG 酶液, 混匀后 40oC 保温反应不同

的时间(6~72 h), 分别取样用硅胶板薄层色谱的方

法分析, 结果如图 5 所示。可以看出在淀粉的水解

初期 , 产物主要为麦芽糖 , 随着反应的进行 , 麦芽

糖浓度逐渐增加, 并有少量麦芽三糖、四糖的积累

生成, 这表明酶对淀粉的水解是一个末端外切过程, 

但难以水解麦芽三糖和四糖; 通过高压液相色谱的

方法对酶水解淀粉 72 h 的终产物进行分析, 其中含

有 90.5%的麦芽糖, 5.7%的麦芽三糖和 3.8%的麦芽

四糖, 没有葡萄糖的生成。 

 
图 4  温度和 pH 对酶活力和稳定性的影响 

Fig. 4  Effects of temperature and pH on activities and stabilities of AmyG 
▲▬▲: Enzyme activity, ■▬■: Enzyme stability 

 

图 5  β-淀粉酶水解产物的硅胶板薄层色谱分析 
Fig. 5  Thin Layer chromatogram of the hydrolyzed starch products 
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酶水解淀粉产物的旋光度测定结果显示随着水

解的进行, 反应混合液旋光度从 0.88 逐渐下降到

0.78, 但在加入碳酸钠终止反应后 , 旋光度突然上

升至 0.85, 这表明酶的水解产物为β-型的麦芽糖。 

3  讨论 

根据酶催化功能结构域的氨基酸序列同源性和

结构相似性划分, 众多的糖基水解酶目前被分为 107

个家族 , 其中β-淀粉酶被归入为 14 家族糖基水解   

酶[17]。根据来源的差异, β-淀粉酶又可分植物和微生物

来源两大类。通过它们的结构和性质比较研究表明(见

表 3): 大部分β-淀粉酶均为分子量在 60 kD 左右的单

体, 热稳定性都不太高, 最适催化 pH 范围一般在

5~7.5 之间; 酶催化功能结构域大小基本都为 400 个氨

基酸左右, 其中含有许多β-淀粉酶特有的高度保守序

列区, 在进化上表现为较高的保守性。到目前为止, 已

有大豆、大麦、甜薯和蜡状芽孢杆菌来源的β-淀粉酶

三维晶体结构得到了测定; 经比较后发现, 所有这些β-

淀粉酶的催化功能结构域都形成一个高度保守的(β/α)8 

圆桶结构, 圆桶的隙口就是酶的催化活性中心[18]。 

虽然所有来源的β-淀粉酶在许多催化性质上都

表现出一定的相似性, 但与大部分植物β-淀粉酶相

比, 细菌β-淀粉酶还是在最适 pH、等电点、比活和

二硫键的数量上许多方面表现出明显的不同[26]。而

两者区别最大的是, 大部分细菌β-淀粉酶形成的高

级结构除一个催化功能结构域以外, 往往在 C 末端

还含有一个或多个淀粉结合域(SBD); 通过 SBD, β-

淀粉酶能紧密结合在淀粉固体颗粒表面, 使其催化

功能域更接近底物分子进行连续作用, 这十分有利

于细菌对生淀粉大颗粒, 特别是对其中能够抵挡小

肠淀粉酶消化的抗性淀粉颗粒的有效降解。植物β-

淀粉酶一般不具备这个特点。 

淀粉在肠道中的消化是一个复杂的过程, 特别

是一些生淀粉大颗粒分子的彻底降解往往需要肠道

微生物的紧密参与和帮助。巨大芽孢杆菌 WS06 来

源于猪结肠道内容物中, 发酵培养时能有效利用生

淀粉进行生长。我们曾报道过该菌α-淀粉酶 AmyF

的基因克隆表达和性质研究[8]: AmyF 是一个液化型

的淀粉水解内切酶, 酶的性质基本与 AmyG 相似; 

它也能水解生淀粉生成一系列小片段的麦芽糊精和

寡糖 , 但不生成麦芽糖和葡萄糖 ; 而当 AmyF 和

AmyG 相互配合时, 能明显加快对生淀粉大颗粒的

水解作用, 迅速生成了大量能被转运利用的麦芽糖

分子。这预示着这两个淀粉酶可能在猪肠道内抗性

淀粉的消化代谢中起着很重要的作用。 

与其他已报道的芽孢菌β-淀粉酶, 特别是和相

似同源性很高的 B. megaterium DSM319 的β-淀粉酶

相比, AmyG 在 60oC 高温时有着更稳定高效的酶活, 

其最佳催化 pH 为中性, pH 的稳定范围也比较广, 表

明该酶有可能成为植物β-淀粉酶制剂的一个良好替

代品, 未来会在食品工业中得到推广应用。因为高

温不仅可以增加淀粉的溶解性, 降低了反应液粘度, 

而且能够显著减少杂菌的污染, 这对于淀粉糖产业

的工艺控制和成本降低是十分有利的。当然我们也

希望以后通过进一步的蛋白质工程技术, 把 AmyG

改造成性能更优异的β-淀粉酶材料。 

表 3  几种β-淀粉酶的性质比较 
Table 3  Comparison of enzymatic properties of β-amylases from various sources 

Sources MW (kD) Signal 
region 

GH 
region 

CBM 
region 

Optimum temperature
(oC) 

Stable temperature 
(oC) Optimum pH Stable pH 

AMYG 56.9 1−31 44−442 449−544 60 60 7.0 3.0~10.0 

BMEGA 56.9 1−20 44−441 453−540 − 55 6.5 5.0~7.5 

BCERE 57.9 1−30 44−441 453−545 40 50 7.0 6.0~9.0 
BPOLY 
 

69.9 
 

1−35 
 

44−441 
 

464−548 
574−658 

45 
 

50 
 

7.5 
 

4.0~9.0 
 

CTHER 57.2 1−32 41−441 453−547 75 70 5.5 − 

SOYBEAN 56.1 / 11−419 / 60~65 55 5.3 3.5~10.0 

BARLEY 59.5 / 13−435 / 50~55 50 5.0～6.0 4.8~8.0 

Enzymatic sources abbreviation: AMYG, Bacillus megaterium WS06; BMEGA, Bacillus megaterium DSM319[15]; BCERE, Bacillus cereus[16]; 
BPOLY, Bacillus polymyxa[25]; CTHER, Clostridium thermosulfurogenes[9]; SOYBEAN, Soybean[23]; BARLEY, Barley[22] 
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