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野油菜黄单胞菌8004 Α-淀粉酶酶学性质研究
Ξ

陈红歌,陈　健,王　旭,胡　渝,马向东
(河南农业大学 生物技术与食品科学学院,河南 郑州 450002)

　　[摘　要 ]　对野油菜黄单胞菌的Α2淀粉酶进行了定位,确定该酶为胞外酶,且只有一型Α2淀粉酶。采用切胶纯
化得到纯酶, SD S2PA GE 测得其相对分子质量为52 ku。研究显示,该酶的最适作用温度为50 ℃,最适pH 值为6. 2,

通过酶的稳定性研究发现该酶热稳定性较差,而pH 值在 4. 86～ 10. 47具有较好的稳定性。
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　　野油菜黄单胞菌 (X an thom onas com p estris)是

一种革兰氏阴性菌,具有两大特性:一方面以碳水化

合物为原料产生一种高粘度水溶性的胞外多糖——

黄原胶而赋予菌落黄色粘液状的菌落特征[1, 2 ]。另一

方面其还是一种能引起十字花科植物黑腐病的致病

菌,根据其寄主的不同,具有多达123个变种[1 ]。

作为一种革兰氏阴性菌,野油菜黄单胞菌具有

多种分泌机制,能分泌Α2淀粉酶等多种胞外酶和胞
外多糖[3～ 5 ]。目前,国内还未见有对革兰氏阴性菌所

分泌的Α2淀粉酶性质的研究报道。本研究对野油菜
黄单胞菌8004 Α2淀粉酶酶学性质进行了研究,为进

一步对该Α2淀粉酶基因进行分子定向进化研究提供
依据,同时也为生产中能充分利用野油菜黄单胞菌

自身的淀粉酶活性提供酶学基础。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试菌株　野油菜黄单胞菌 (X an thom onas

com p estris pv. com p estris) 8004为广西大学分子遗传

研究所何勇强惠赠。

1. 1. 2　培养基、抗生素及主要试剂　N YGA (B ) 培

养基用于野油菜黄单胞菌的培养; N YGB + 1 göL
可溶性淀粉用于野油菜黄单胞菌淀粉酶的测定;

LBSP 培养基:在LB 培养基中添加10 göL 淀粉和0.

1 göL 曲利本蓝,用于胞外淀粉酶鉴定。

抗生素: 利福霉素R if 采用 100 ΛgömL ; 溶菌酶

为B IB 公司产品; 低分子质量标准蛋白质为中国科

学院上海生物化学研究所产品; 其他化学试剂为国

产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　酶活力测定　采用YOO 改良法[6 ]。将5 göL
可溶性淀粉溶液 2. 5 mL 和等体积 0. 04 mo löL磷酸
缓冲液 (pH 5. 9)加入试管中,于40 ℃恒温水浴中平

衡10 m in 后加入待测酶液 0. 5 mL ,摇匀,准确反应

10 m in,然后加入 5 mL 0. 1 mo löL HC l终止反应,

吸取0. 5 mL 的上述混合液与5 mL 稀碘液混匀。以

0. 5 mL 0. 04 mo löL 磷酸缓冲液 (pH 5. 9)加 5 mL

稀碘液作空白对照,于 660 nm 波长下,用 10 mm 玻

璃比色皿迅速测定其吸光度值。在上述条件下,以每

m in 水解1 m g 淀粉所需的酶量为一个活力单位。

1. 2. 2　酶的定位　 (1)细胞不同区域待测酶液的制

备[7 ]。①取在N YGA 固体培养基上30 ℃培养2～ 3 d

的X cc 8004单菌落,接于加有100 ΛgömL 利福霉素

的5 mL N YGB 试管中, 30 ℃振荡培养18 h。

②取100 ΛL 培养液,接入加有100 ΛgömL 利福

霉素的50 mL N YGB + 1 göL 可溶性淀粉液体培养
基的三角瓶中, 30 ℃, 200 röm in 振荡培养48 h。

③取5 mL 液体培养物超声波破碎3 m in 后,全

部转移到10 mL 离心管中, 15 000 g 离心20 m in,取

上清液作细胞内外全组分。

④取5 mL 液体培养物于10 mL 离心管, 10 000

g 离心10 m in,取上清液作细胞外组分。

⑤将④的沉淀用冷灭菌超纯水洗涤 2 次,温和

悬浮于5 mL 灭菌超纯水,超声波破碎3 m in 后全部
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转移到10 mL 离心管中, 15 000 g 离心20 m in,取上

清液作细胞内组分。

⑥将④的沉淀用灭菌超纯水洗涤 2 次,温和悬

浮于0 ℃ 30 mmo löL T ris2HC l(pH 8. 0) 21 mmo löL
ED TA 220%蔗糖溶液中,加入200 ΛgömL 溶菌酶于

0 ℃放置1 h, 15 000 g 离心20 m in,取上清液作细胞

周质组分。

⑦在⑥的沉淀中加入 5 mL 50 mmo löL N aA c

(pH 4. 5) 22 mmo löL CaC l225 mmo löL D T T , 超声

波破碎2 m in,匀浆离心,取上清液作细胞膜内组分。

(2)LBSP 平板鉴定法[8 ]。将野油菜黄单胞菌接

种于含有 100 ΛgömL 利福霉素的LBSP 平板上,于

30 ℃进行培养,观察菌落周围有无透明水解圈。

1. 2. 3　Α2淀粉酶酶谱制备　将发酵液离心后取上
清液,用聚乙二醇 4000 浓缩,酶谱制备采用淀粉同

工酶法[9 ] ,分离胶质量浓度为50 göL ,浓缩胶质量浓

度为30 göL。
1. 2. 4　Α2淀粉酶的初步纯化　在用酶谱确定Α2淀
粉酶存在的情况下,对浓缩的粗酶液进行 3 mm 垂

直板50 göL 非变性聚丙烯酰胺淀粉凝胶电泳,电泳

完毕后将左右两边约 1ö4 的胶条用碘液显色,以确

定Α2淀粉酶的位置,将剩余胶块中对应Α2淀粉酶谱
带的地方小心用刀片切下,用0. 04 mo löL 磷酸缓冲
液 (pH 5. 9)过夜浸提, 然后对浸提液进行 SD S2

PA GE 检测。

1. 2. 5　Α2淀粉酶相对分子质量的测定　采用SD S2
PA GE 法测定,胶质量浓度为120 göL。
1. 2. 6　酶的最适作用温度及热稳定性　参照文献

[ 10 ]进行。

1. 2. 7　酶的最适作用pH 及pH 稳定性　最适作用

pH 参照文献[ 10 ]进行; pH 稳定性是将发酵后的粗

酶液用1 mo löL HC l和1 mo löL N aOH 溶液调整到

不同pH 值,于室温下放置2. 5 h,按常规方法测定残

余酶活力。

2　结果与分析

2. 1　酶的定位

　　对发酵液的不同组分进行酶活力测定,结果见

表1。
表 1　Α2淀粉酶在细胞不同区域的分布

T able 1　Α2am ylase location in cellπs differen t fract ions

区域A rea 酶活ö(U·mL - 1)
A ctivity

细胞内外全组分A ll fraction of cell 22. 6

细胞外组分 Extracellu lar fraction20. 5
细胞内A ll fraction in cell w all4. 1
细胞周质 Perip lasm ic2. 7
细胞膜内 In tracellu lar fraction2. 7

图 1　胞外酶的淀粉水解圈

F ig. 1　Starch2hydro lyzed ho les of Α2am ylase

　

　

图 2　PA GE 检测Α2淀粉酶酶谱
1. 粗酶液G2250染色; 2. Α2淀粉酶酶谱

F ig. 2　D etection of Α2am ylase zymogram by PA GE

1. C rude enzym e dyed by G2250; 2. Zymogram of Α2am ylase

　　由表 1 可以看出, Α2淀粉酶约有 90. 7%分泌到 胞外,膜内及周质内的酶可能为不完全转运所致,据
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此可将该酶确定为胞外酶。将该菌接种于LBSP 平

板 30 ℃过夜培养后,亦可见明显的透明水解圈 (图

1) ,同样证明该酶为胞外酶。因此,只需将野油菜黄

单胞菌的发酵液离心即可得到该菌的Α2淀粉酶粗酶
液。

2. 2　Α2淀粉酶酶谱
粗酶液经PA GE 后,将胶纵向切开,一半进行全

蛋白染色,一半进行Α2淀粉酶酶谱反应,结果见图2。

从图2可见一透明带,即为Α2淀粉酶酶带,显示粗酶

液中只含有一型Α2淀粉酶。

2. 3　酶的纯化及相对分子质量

该Α2淀粉酶经淀粉酶酶谱检测和SD S2PA GE 检

测,均显示 1条单一的条带 (图 2, 3) ,由此证明该酶

是由一条肽链构成的单体酶。以标准蛋白质的相对

分子质量对数 ( log M W )对相对迁移率 (Rm )作图,

得到分子质量标准曲线,结果见图4。由图4计算出

该Α2淀粉酶的相对分子质量约为52 ku。所测分子质

量与从野油菜黄单胞菌中克隆出的Α2淀粉酶基因所
编码的Α2淀粉酶分子质量[11 ]相吻合。

图 3　粗酶液和纯酶的SD S2PA GE
1. 蛋白质标准分子质量; 2. 粗酶液; 3. 纯化的Α2淀粉酶

F ig. 3　SD S2PA GE of crude enzym e and purified Α2am ylase

1. P ro tein m arker; 2. C rude enzym e; 3. Purified Α2am ylase

图 4　6种标准蛋白质的相对迁移率
F ig. 4　E lectropho retic mobility of 6 p ro teins

　

　

2. 4　酶的最适温度及热稳定性

在不同温度下测定酶活力,结果显示该酶的最

适作用温度为50 ℃ (图5)。将酶液置于不同温度下

保温30 m in,按常规方法测定残余酶活力,以未保温

的酶活力为100% ,结果见图6。图6结果表明,该酶

热稳定性较差, 在 50 ℃以下较稳定, 60 ℃保温 30

m in 后酶活力已基本丧失。

图 5　温度对酶活力的影响

F ig. 5　Effect of temperatu re on Α2am ylaseπs activity

图 6　温度对酶稳定性的影响

F ig. 6　Effect of temperatu re on Α2am ylaseπs stab ility

2. 5　酶的最适作用pH 及pH 稳定性

在不同pH 值的缓冲液中 (pH 2. 2～ 5. 7用柠檬

酸- 磷酸缓冲液; pH 5. 7～ 8. 0 用磷酸缓冲液; pH

8. 0～ 10. 4则采用甘氨酸- N aOH 缓冲液) 测定酶

活力,结果见图7。图7结果表明,该酶最适作用pH

值为 6. 2。将粗酶液用 1 mo löL HC l 和 1 mo löL
N aOH 溶液调整到不同pH 值,并于室温下放置 2. 5

h,按常规方法测定残余酶活力, 以未调节pH 值的

酶活力为100% ,结果见图8。图8结果表明,该酶具

有较好的pH 值稳定性,在pH 4. 86～ 10. 47能维持其
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天然的构象,保持较好的稳定性。而pH 值低于4. 86

或高于 10. 47 时,酶蛋白活性构象发生不可逆改变

而严重失活。

图 7　pH 对酶活力的影响

F ig. 7　Effect of pH on Α2am ylaseπs activity

图 8　pH 对酶稳定性的影响

F ig. 8　Effect of pH on Α2am ylaseπs stab ility

3　讨　论

野油菜黄单胞菌 8004只产生一型Α2淀粉酶,了

解其酶学性质有助于对野油菜黄单胞菌生长、发酵

过程进行有益的控制。如黄原胶的生产主要是采用

野油菜黄单胞菌,如果能通过诱变育种或者分子定

向进化的方式对菌种进行改良,提高其Α2淀粉酶的
活性和稳定性,将有可能提高以淀粉为主要原料[12 ]

的发酵过程中野油菜黄单胞菌对原料的利用率,降

低外加淀粉酶用量, 提高产胶率。杨建华等[13 ]将

Β2淀粉酶基因转入野油菜黄单胞菌N K01,使其与黄

单胞菌自身分泌的Α2淀粉酶协同作用,明显提高了

淀粉利用率及黄原胶产率。

研究表明[1～ 5 ] , 野油菜黄单胞菌具有分泌多种

胞外酶和多糖的特性,这在革兰氏阴性菌中较为少

见。随着基因工程载体的建立和应用,近年来对黄单

胞菌分子遗传学的研究也越来越受到重视。通过对

其生物合成途径和分泌机制[14 ]的阐明,及野油菜黄

单胞菌遗传研究系统的建立,国内外利用基因工程

定向改造并构建重组菌株的研究工作取得了一定的

进展[3, 13, 15 ]。如果能采用一定的方式破坏黄单胞菌

的负调控基因[3 ]和造成植物病害的致病基因,充分

利用其分泌性能好,分泌机制完善的特点,并加以改

造,将有可能构建出分泌性能良好的工程菌,用于外

源基因的高效分泌表达。
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(Colleg e of B iotechnology and F ood S cience, H enan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H enan 450002, Ch ina)

Abstract: T he Α2am ylase derived from X an thom onas cam p estris pv. cam p estris 8004 w as confirm ed as

ex tracellu lar enzym e by tw o to ta lly d ifferen t m ethods and there w as on ly one type Α2am ylase ex ist ing. T he

Α2am ylase w as pu rif ied by PA GE, and SD S2PA GE indicated its mo lecu lar w eigh t w as 52 ku. T he op t im um

temperatu re and pH of th is enzym e w as 50 ℃ and pH 6. 2. Stab ility tests show ed that th is Α2am ylase w as

un stab le a t h igher tempera tu re, yet it w as qu ite stab le in w ide pH range of 4. 86- 10. 47.
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