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α-淀粉酶产生菌的筛选鉴定及Ba8a蛋白的酶学特性
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摘要 为解决农作物秸秆降解的问题，采用选择性培养基从牛胃秸秆发酵物中筛选获得 1株高产 α-淀粉酶

的菌株，命名为SCUEC8菌株。通过对SCUEC8菌株进行形态学观察和生理生化特性分析，根据 16S rDNA 序
列构建系统进化树，鉴定该菌为枯草芽孢杆菌。以SCUEC8菌株的总DNA为模板扩增 α-淀粉酶基因 ba8a，构

建 pET28a（+）-ba8a重组质粒，转化大肠杆菌BL21菌株进行异源表达，进一步研究Ba8a蛋白酶学特性。结果

显示，ba8a基因大小为 1 434 bp，Ba8a蛋白分子质量为 52.9 ku ；在 pH 5.0、反应温度 45 ℃条件下，Ba8a蛋白相对

酶活性较高；Mn2+对 Ba8a 蛋白酶活性具有较高促进作用，Cu2+对 Ba8a 蛋白酶活性具有较高抑制作用；在 pH 
6.0、反应温度 0 ℃条件下，Ba8a蛋白较稳定。结果表明，枯草芽孢杆菌SCUEC8菌株具有 α-淀粉酶活性，有助于

提高农作物秸秆的降解率。
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淀粉酶是主要的水解酶，可水解淀粉分子中存

在的糖苷键产生糊精和寡糖［1］，按水解淀粉方式可以

将淀粉酶分为 α-淀粉酶、β-淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和

异淀粉酶 4类［2］。 微生物合成的 α-淀粉酶从真菌和

细菌中提取，广泛应用于工业、农业和畜牧业等［3-6］。

然而，动物饲料中含有高浓度的可溶性低聚糖如棉

子糖和水苏糖等，在动物肠道中不能被彻底消

化［7-8］，这些未消化完全的糖进入动物肠道后会促进

有害菌群的增长［9］，严重危害动物健康，降低动物饲

料的饲用效率［10］。α-淀粉酶作为饲料添加剂可以通

过破坏特定的化学键和降解宿主酶不能消化的饲料成

分来提高饲料吸收率并增加淀粉的可用性［11-12］。研

究表明在家禽饲料中添加淀粉酶和木聚糖酶不仅可

以提高总还原糖浓度并提高养分的利用率［13-14］，还可

以减少病原体数量，增加有益菌改善肠道状态［15-17］。

本研究从牛胃中分离筛选得到 1 株具有较高淀

粉降解能力的菌株，命名为SCUEC8菌株，经鉴定为

枯草芽孢杆菌，以 SCUEC8 菌株的总 DNA 为模板，

对其内切葡聚糖酶基因进行克隆和异源表达，研究

不同温度、pH和金属离子对 α-酶蛋白生物活性的影

响，旨在为饲料工业中 α-淀粉酶的应用提供新的候

选菌株和酶蛋白。

1　材料与方法

1.1　样品

样品采集于湖南省长沙县养殖场健康牛胃秸秆

发酵物，用于分离菌株；E. coli BL21（DE3）大肠杆菌

为表达菌株，购自 Stratagene公司；pET28a（+）表达

载体，购自 Invitrogen公司。

1.2　培养基、试剂

LB 培养基：NaCl 10.0 g，胰蛋白胨 10.0 g，酵母

浸粉5.0 g，dH2O 1 000 mL，pH 7.0。
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LA 培养基：NaCl 10.0 g，胰蛋白胨 10.0 g，酵母

浸粉5.0 g，dH2O 1 000 mL，琼脂18.0 g，pH 7.0。
淀粉液体培养基：可溶性淀粉 10.0 g，牛肉膏

5.0 g，蛋白胨 10.0 g，NaCl 5.0 g，H2O 1 000.0 mL，

pH 7.0~7.2。
淀粉固体培养基：可溶性淀粉 10.0 g，牛肉膏 5.0 

g，蛋白胨 10.0 g，NaCl 5.0 g，琼脂 15.0 g，H2O 1 000 
mL，pH 7.0~7.2。

DNS（3，5-dinitrosalicylic acid）试剂：准确称取

DNS 2.5 g，溶于 50 mL 的 NaOH（2 mol/L）中，再加

入 75.2 g酒石酸钾钠和 100 mL 蒸馏水，微热溶解后

定容到500 mL，保存于棕色瓶中。

1.3　产淀粉酶微生物的筛选与鉴定

将牛胃秸秆发酵物接种到淀粉液体培养基中，

37 ℃、180 r/min，富集培养24 h，取富集培养液1 mL，

10×稀释涂布于淀粉固体培养基中，37 ℃培养 24 h，
多次分离纯化挑取单菌落。用牛津杯法测定淀粉降

解圈大小。

将筛选得到的菌株划线接种后，37 ℃培养 12 h，
在显微镜下观察菌落的特征。按照文献［18］的方

法对菌株进行生理生化特性鉴定。 提取菌株基因

组 DNA，用 16S rDNA 通用引物扩增，引物为：16S 
rDNA-F：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG，16S 
rDNA-R ：GGTTACCTTGTTACGACTT，PCR 产

物由武汉擎科生物有限公司进行测序，用 BLAST
对 16S rDNA 序列比对分析，MEGA11.0 构建系统

进化树。

1.4　ba8a基因的克隆

提取 SCUEC8 菌株的基因组 DNA 为模板，对

ba8a 基因进行 PCR 扩增，引物为：ba8a-F：CGCG⁃
GATCCATGTTTGCAAAACGATTCAAAAC，

ba8a-R：CCCAAGCTTTCATTGAAAGAATGT⁃
GTTACACCTG（下划线为 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ位

点）。扩增的 PCR 产物由武汉擎科生物有限公司进

行测序。纯化 ba8a 基因 PCR 产物，用 BamHⅠ和

HindⅢ双酶切后与载体 pET28a（+）连接，构建重组

质粒pET28a（+）-ba8a。将重组质粒pET28a（+）-ba8a
转化到大肠杆菌BL21（DE3）获得重组菌株。

1.5　Ba8a蛋白的生物信息学分析

使用 Phyre2 （https：//www.sbg.bio. ic.ac.uk/）、

Espript 3.0 （https：//espript. ibcp. fr/ESPript/ESPri⁃
pt/）、Clustal Omega （http：//www. clustal. org/ome⁃

ga/）、Protein Data Bank （https：//www. wwpdb.
org/）、Prosite （https：//prosite.expasy.org/）、Predict 
Protein （https：//predictprotein.org/）等软件，对 Ba8a
蛋白进行同源性比较及生物学特性、二级结构特征

预测。

1.6　Ba8a蛋白的诱导表达

将活化后的重组表达菌株，以 1% 接种量接种

到 150 mL 含 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养

基，于 37 ℃、180 r/min 培养至 D600 nm为 0.6~0.8，在
150 mL 的 菌 液 中 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为

0.5 mmol/L，25 ℃下诱导表达 20 h。将菌液转移到 
50 mL 无菌离心管中，于 4 ℃、5 000 r/min 离心 10 
min，弃上清，用预冷的 Lysis buffer 洗涤沉淀表面，弃

去洗涤液，再加入 4 mL 的预冷 Lysis buffer 重悬菌

体，在低温下超声破碎 15 min（超声 1 s，间隔 2 s），在

4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min，分别收集全菌液、上

清、沉淀，进行SDS-PAGE电泳检测。

1.7　Ba8a蛋白纯化

利用质粒 pET28a（+）携带 His 标签，His 能与 
Ni2+结合的特点，采用 Ni-NTA His·Bind Resin 纯化

树脂纯化粗酶液，操作步骤参照文献［19］。

1.8　Ba8a蛋白的生物活性测定

酶活性的测定采用DNS显色法，在1 mL Ba8a蛋
白溶液中，加入 1 mL 1%可溶性淀粉溶液，40 ℃水浴

反应 10 min，加 3 mL DNS试剂摇匀，沸水浴 10 min，
取出冷却，5 000 r/min 离心 5 min，取上清测 D540 nm

值，以煮沸失活的粗酶液为对照。α-淀粉酶酶活单位

定义：每分钟催化可溶性淀粉水解产生 1 μg 麦芽糖

所需要的酶量定义为1个 α-淀粉酶酶活单位（1 U）。

1.9　Ba8a蛋白酶活性特征

以温度、pH和金属离子作为影响因素，改变其中

一种因素，其余条件不变，测定各因素对Ba8a蛋白生

物活性的影响。 培养温度分别设置为 30、40、45、50、
55、60、65、70、80 ℃ 。 pH值设置为 3.0、4.0、5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0、10.0、11.0。 分别添加 0.025 mmol/L 的

Na+ 、K+ 、Mg2+ 、Cu2+ 、Mn2+ 、Fe2+ 、Zn2+ 、Fe3+ 、

Ca2+、Li+、Ni2+金属离子，测定Ba8a蛋白生物活性。

将 Ba8a 蛋白分别置于 0、20、37、45、55、65 ℃恒

温水浴锅中，每 30 min取样，分别测定Ba8a蛋白生物

活性，计算不同温度下Ba8a蛋白热稳定性。将Ba8a
蛋白置于 pH 为 4.0、5.0、6.0、7.0缓冲液中，每 30 min
取样，分别测定 Ba8a蛋白生物活性，计算不同 pH 下
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Ba8a蛋白的pH稳定性。

2　结果与分析

2.1　产α-淀粉酶菌株的筛选与鉴定

从牛胃秸秆发酵物中分离纯化得到 11株具有 α-

淀粉酶活性的菌株，α-淀粉酶降解活性测定结果

（表 1）显示，淀粉降解圈直径在 14.17~32.67 mm，A2
菌株淀粉降解圈直径最小， A8菌株淀粉降解圈直径

最大，将A8菌株命名为SCUEC8。

2.2　α-淀粉酶产生菌SCUEC8菌株的鉴定

SCUEC8 菌株菌落呈米白色，菌落扁平，近圆

形，边缘不规则，易挑取，无色素产生。SCUEC8 菌

株革兰氏染色呈阳性。水解淀粉试验为阳性，甲基

红试验为阴性。

提取菌株SCUEC8基因组DNA作为模板，用引

物 16S rDNA-R 和 16S rDNA-F 扩增 16S rDNA 序

列，BLAST 序列比对分析，用 MEGA11.0 构建系统

进化树。结果如图 1 所示，SCUEC8 菌株与 Bacillus 
subtilis属的多株菌株具有较高的相似性，其中与Ba⁃
cillus subtilis strain 3617（MT538984.1）菌株相似性

高达 100%。结合菌落特征和生理生化特性，初步鉴

定菌株SCUEC8为枯草芽孢杆菌。

2.3　ba8a基因的克隆与功能分析

以SCUEC8菌株的DNA作为模板，使用ba8a-F
和 ba8a-R 引物扩增 ba8a 基因，测序结果显示，ba8a 
基因大小为 1 434 bp。对 ba8a基因的氨基酸序列进

行同源性分析发现， Ba8a蛋白与来自枯草芽孢杆菌

的 1BAG 蛋白和 1UA7 蛋白（α-淀粉酶）的同源性均

为 98.82%，与来自芽孢杆菌属的 3DC0蛋白（α-淀粉

酶）的同源性为 94.08%（图 2A）。生物信息学分析结

果显示，Ba8a蛋白由 477个氨基酸组成，分子质量为

52.90 ku，pI 为 5.26，有 52 个带负电的氨基酸残基和

39个带正电的氨基酸残基，平均亲水系数为−0.473。
带负电的氨基酸数量多于带正电的氨基酸数量，表

明 Ba8a蛋白为酸性蛋白。二级结构分析结果显示，

α-螺旋和 β-折叠的比例分别为26%、16.14%。

将 ba8a 基因插入到 pET28a（+）质粒中构建重

组质粒 pET28a（+）-ba8a，转入大肠杆菌 BL21
（DE3） 菌株中进行表达，以含质粒 pET28a（+）菌株

的BL21（DE3） 菌株为对照，牛津杯法测定重组菌生

物学活性（图 2B），含质粒 pET28a（+）-ba8a 的 E. 
coli BL21（DE3）菌株有降解圈，结果表明 ba8a 基因

为淀粉降解基因，而对照菌株没有淀粉降解圈。在 
IPTG 浓 度 为 0.5 mmol/L、25 ℃ 的 条 件 下 ，对

pET28a（+）-ba8a重组质粒转化的大肠杆菌诱导表

达 20 h，获得Ba8a蛋白（图 2C）。Ba8a 蛋白的分子质

量约为 52.90 ku，与预测的大小一致。

2.4　不同反应温度、pH和金属离子对 Ba8a蛋白

生物活性的影响

在 pH 7.0的条件下，测定不同温度对 Ba8a蛋白

生物活性的影响，结果如图 3A 所示，Ba8a 蛋白的酶

活性在 30~45 ℃随着温度的升高而逐渐升高，在

45 ℃ 时 ，Ba8a 蛋 白 的 相 对 酶 活 性 达 到 了 峰 值

（100%），在 45~80 ℃温度范围内，Ba8a 蛋白的相对

酶活性随着温度的升高而降低。结果表明Ba8a蛋白

生物活性的较适反应温度为45 ℃。

在 45 ℃的温度条件下，测定不同 pH 对 Ba8a 蛋

白生物活性的影响，结果如图 3B 所示，Ba8a 蛋白的

酶活性在 pH 3.0~5.0 范围内随 pH 的增加而增加， 
Ba8a 蛋白的酶活性在 pH 5.0~11.0 范围内随 pH 的

增加而下降。 结果表明 Ba8a 蛋白生物活性的较适

表1　11个菌株淀粉降解圈大小

Table 1　Diameter of cellulose degradation circle of 11 strains mm 

菌株 Strain

A1
A2
A3
A4

降解圈直径

Diameter of  degradation zone
26.37±2.30
14.17±0.85
17.83±0.80
16.77±0.51

菌株 Strain

A5
A6
A7
A8

降解圈直径

Diameter of  degradation zone
29.27±0.83
22.93±1.36
26.13±1.60
32.67±1.89

菌株 Strain

A9
A10
A11

降解圈直径

Diameter of  degradation zone
25.60±1.40
27.20±0.92
27.07±0.12

Bootstrap值为1 000。。Bootstrap value is 1 000.
图1 基于16S rDNA 的SCUEC8菌株的系统进化树

Fig. 1 Phylogenetic tree of the SCUEC8 based on 16S 
rDNA sequences
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反应pH为5.0 。
在 pH 7.0、45 ℃条件下，测定不同金属离子对

Ba8a蛋白生物活性的影响，结果（图 3B）显示， Cu2+、

Fe2+、Fe3+对 Ba8a蛋白酶活性均有不同程度的抑制

作用，相对酶活性分别为 67.09%、70.85%、69.94%，

其中 Cu2+ 对 Ba8a 蛋白酶活性抑制作用最强；而

Na+、K+、Mg2+、Mn2+、Zn2+、Ca2+、Ni2+对Ba8a蛋白

酶活性均有不同程度的促进作用，相对酶活性分别

为81.61%、79.31%、80.25%、100%、80.97%、91.80%、

99.01%。结果表明，Mn2+对Ba8a蛋白酶活性具有较

强的促进作用。

2.5　Ba8a蛋白的pH稳定性和热稳定性

在 0、20、37、45、55、65 ℃条件下，将 Ba8a蛋白恒

温水浴处理 2 h，测定 Ba8a 蛋白生物活性， 结果（图

4A）显示，0 ℃时，在 0~120 min，随着时间的推移，相

对酶活性从 100%降至 93.76%。当贮存温度分别为

A： Ba8a蛋白的同源性分析结果，通过Phyre2在线预测Ba8a蛋白的二级结构，α-螺旋占26%，β-折叠占 16.14%。B： Ba8a蛋白的生物活

性验证，a：含有 pET28a（+）质粒E. coli BL21（DE3）菌株；b：pET28a（+）-ba8a重组菌。C：Ba8a蛋白SDS-PAGE分析。M：蛋白质Mak⁃
er；1：含质粒 pET28a（+）的E. coli BL21（DE3）菌株裂解混合液；2：pET28a（+）-ba8a重组质粒混合液；3：pET28a（+）-ba8a重组质粒的

上清液；4：pET28a（+）-ba8a 重组质粒的沉淀；5：纯化 Ba8a 蛋白。A： Alignment analysis based on the amino acid sequence of the Ba8a 
protein. The secondary structure of Ba8a protein was predicted online by Phyre2， α-helix accounts for 26%， β-strand accounts for 16.14%. 
B： Bioactivity determination of Ba8a protein. a： E.coli BL21（DE3） strain containing plasmid pET28a（+）； b： E. coli BL21（DE3） strain con⁃
taining pET28a（+）-ba8a. C： SDS-PAGE analysis of the Ba8a protein. Lanes： M：Protein marker； 1： Mixture of the lysed E. coli BL21
（DE3） carrying the vector plasmid pET28a； 2： Mixture of the lysed E. coli BL21（DE3） carrying the recombinant plasmid pET28a-ba8a； 
3：Supernatant of the lysed E. coli BL21（DE3） containing the recombinant plasmid pET28a-ba8a； 4： Precipitate of lysed E. coli BL21（DE3） 
containing the recombinant plasmid pET28a-ba8a； 5： Purified protein Ba8a.

图2 Ba8a蛋白的表达与分析

Fig.2 Expression and bioinformatic analysis of the Ba8a protein
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20、37、45、55、65 ℃时，在 0~120 min，Ba8a蛋白相对

酶 活 性 分 别 下 降 至 70.97%、66.24%、46.15%、

35.81%、10.51%。结果表明 Ba8a 蛋白在 0 ℃ 较

稳定。

在 pH为 4.0、5.0、6.0、7.0条件下，将Ba8a蛋白恒

温水浴处理 2 h，测定Ba8a蛋白生物活性。结果如图

4B 所示：在 0~120 min 范围内，随着时间的推移，

Ba8a 蛋白在 pH 4.0、5.0、6.0、7.0 缓冲液的反应条件

下，相对酶活性随时间的推移而减少；处理 60 min
时，Ba8a 蛋白相对酶活性分别降低为 57.75%、

69.76%、86.96%、81.85%；处理 120 min 时，Ba8a 蛋

白相对酶活性分别逐渐降低到 48.75%、56.03%、

74.63% 和 69.25%。结果表明，Ba8a 蛋白在 pH 6.0
较稳定。

3　讨 论

α-淀粉酶在改善饲料品质，提高动物肠道对淀粉

的吸收利用方面具有重要价值，Motahar等［20］、Ram⁃
lucken等［21-22］报道，在补充饲料中使用稳定酶可通过

增加总还原糖浓度来提高养分利用率，表明 α-淀粉

酶对于动物饲料的生物降解具有极好的潜力。本研

究从牛胃秸秆发酵物中筛选获得 1株高产 α-淀粉酶

的枯草芽孢杆菌 SCUEC8 菌株，并以 SCUEC8 菌株

的总 DNA 为模板，扩增获得 α-淀粉酶基因 ba8a，大

小为 1 434 bp，Ba8a 蛋白分子质量为 52.9 ku；在 pH 
5.0、45 ℃条件下，Ba8a蛋白相对酶活性较高；Mn2+对

Ba8a蛋白酶活性具有较高促进作用，Cu2+对Ba8a蛋
白酶活性具有较高抑制作用；在 pH 6.0、0 ℃条件下，

Ba8a蛋白较稳定。

目前已经报道的 α-淀粉酶 Amy486 蛋白催化的

最适 pH 值为 7.5、最适温度为 35 ℃，Amy486蛋白在

pH 7.5 条件下较稳定［23］。Fjamy2 蛋白最适反应温

度为 40 ℃、最适 pH 值为 5.0，Ca2+对 Fjamy2 蛋白酶

活有促进作用，Mn2+对 Fjamy2 蛋白酶活有抑制作

用［24］。AmyL 蛋白最适反应温度为 45 ℃、最适反应

pH 值为 6.0，Na+、K+、Ca2+能提高淀粉酶 AmyL 的

稳定性［25］。TdAmyA的最适反应温度为 50 ℃、最适

反应 pH 值为 6.5［26］。Amy3 淀粉酶的最适温度为

55 ℃、最适 pH 值为 5.5，在 pH 5.0~5.5、0~4 ℃条件

下稳定性最高。巨型芽孢杆菌产 α-淀粉酶在最适温

度 35℃、最适 pH 6.0、淀粉最适质量浓度 40 g/L条件

下产淀粉酶最高（101.44 U/mL）［27］。Ba8a蛋白与目

图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。Different lower letters in the figure indicate significantly different at 0.05 level.
图3 不同反应温度 （A） 、pH （B） 和金属离子 （C） 对Ba8a蛋白生物活性的影响

Fig. 3 Effects of temperature （A）， pH （B） and metal ions （C） on the enzymatic activity of the Ba8a protein

图4 Ba8a蛋白的热稳定性（A）和pH （B） 稳定性

Fig. 4 Effects of temperatures（A） and pH（B） on the Ba8a protein stability
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前已经报道的 α-淀粉酶蛋白相比，Ba8a蛋白催化最

适 pH较低，具有耐酸性，最适反应温度较低，稳定性

较好，表明枯草芽孢杆菌 SCUEC8 菌株在动物饲料

中有良好应用前景。
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Isolation and identification of α-amylase producing bacteria and 
enzymatic characteristics of Ba8a protein

YU Zhen1,XU Yurong2,WU Zhekuan1,ZHANG Jingyi2,
ZHANG Xiaoyu2,FENG Ting2,CHENG Guojun2,LI Xiaohua2,RAO Xiongfei1

1.Hubei Academy of Tobacco Sciences， Wuhan 430030， China；
2.College of Life Sciences/Hubei Provincial Engineering and Technology Center for 

Resources and Utilization of Microbiology， South-Central Minzu University， Wuhan 430074， China

Abstract A high-yield strain of α-amylase， named as SCUEC8 strain， was isolated from fermented 
straw in bovine stomach with selective culture medium to solve the problem of decomposing crop straw. 
The strain isolated was identified as Bacillus subtilis based on the morphological observation and physiologi⁃
cal and biochemical characteristics combined with comparative analysis of 16S rDNA sequence. The genom⁃
ic DNA of SCUEC8 strain was used as template to amplify the ba8a gene of α-amylase by PCR. The re⁃
combinant plasmid pET28a （+）-ba8a was constructed and transformed into the E. coli BL21 strain for 
heterologous expression to further analyze the enzymatic characteristics of Ba8a protein expressed. The re⁃
sults showed that the length of ba8a gene was 1 434 bp， and the molecular weight of the Ba8a protein was 
52.9 ku. The relative enzyme activity of Ba8a protein was relatively high with pH 5.0 and a reaction temper⁃
ature of 45 ℃. Mn2+ had a higher effect on promoting the enzyme activity of Ba8a protein， while Cu2+ had 
a higher effect on inhibiting the enzyme activity of Ba8a protein. Ba8a protein was relatively stable at pH 
6.0 and temperature 0 ℃. It is indicated that the Bacillus subtilis SCUEC8 strain has the activity of α-amy⁃
lase， which helps to improve the degradation rate of crop straw.

Keywords α-amylase； Bacillus subtilis SCUEC8 strain； ba8a gene； enzymatic characteristics
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