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嗜热菌 !"#$%&’ !" # $%&’(的分离和淀粉酶基因的克隆

熊鹏钧 文建军"

（国家海洋局第三海洋研究所 海洋生物工程重点实验室，厦门 #20""%）

摘 要 从西藏热泉水样分离得到一株嗜热菌（BCD.0），其 02E FG*3（0%00HI）序列与栖热菌（3"%*4)& &0(/(5)0/)& J4J.
!%!4）的同源性为 /1K。通过 LMN技术将 3"%*4)& OI) BCD.0的淀粉酶基因（+423）全长开放阅读框克隆到 4载体。
分析表明，+423的 PN6全长为 0828HI，编码 %11个氨基酸。推导的氨基酸序列与嗜热脂肪芽孢杆菌的阿尔法环糊
精酶（.+0#,,)& &/%+*(/"%*4(6"#,)& ,(I@,.A-A(’Q57RF;=,O5）和栖热菌 3"%*4)& OI) J+2%"0的麦芽糖淀粉酶（3"%*4)& OI) J+2%"0
:,(R’S5=;A ,:-(,O5）分别有 //K和 /2K的同源性，与嗜热脂肪芽孢杆菌的新普鲁兰酶（=5’IT((T(,=,O5）的同源性为
10K。

关键词 嗜热菌，麦芽糖淀粉酶，环糊精酶，新普鲁兰酶

中图分类号 U/# 文献标识码 3 文章编号 0""".#"20（!""$）"#."$#$."#

自从 CF’AV等从美国黄石公园分离并报道了水生栖热
菌［0］（3"%*4)& +7)+/#0)&）后，嗜热微生物对高温的抗性吸引越
来越多的研究者的关注。来源于嗜热微生物的酶（嗜热酶）

在高温条件下的良好活性拥有巨大的商业价值，如 LMN技
术中使用的 4,W G*3聚合酶和用于核酸纯化的丝氨酸蛋白
酶 LN943U分别来源于 3"%*4)& +7)+/#0)& 和3"%*4)& NR$03［!］。
我国西藏羊八井地区地热资源丰富，拥有温度高达 /"X的
热泉，是分离嗜热微生物的良好来源。

淀粉酶是应用广泛的酶种之一，提高淀粉酶对高温的稳

定性是改造淀粉酶的重要方向。淀粉酶研究者尝试了不同

的途径以提高酶的热稳定性，开发来自嗜热菌的淀粉酶就是

其中的有效途径。国外报道了对不同来源嗜热淀粉酶基因

的克隆［#］，而国内少见报道。

本文报道从采自西藏羊八井常年温度在 /"X左右的热
泉样品中分离出嗜热菌 3"%*4)& OI) BCD.0，及对其淀粉酶基
因的克隆。

( 材料与方法

()( 材料
()()( 样品：样品采自西藏羊八井热泉输气管出气口处，包
括气凝水样和泥样。保存于 $X冰箱。
()()* 菌种和质粒：8 ) 0(,# GY%!为本实验室保存，4.载体购
自 LF’:5S,。
()()+ 试剂：L@-R,S5(和 ER,FA@购自 E;S:,，Z9*9M[93* "
\J4购自 CJP0"0，4,W酶等 LMN用品购自 +CJ，其他为国产分

析纯试剂。

()(), 平板培养基：[C 培养基稀释 % 倍，加 !K（9]:）
L@-R,S5(固化。
()()- 选择培养基平板：平板培养基加 0K（9]:）淀粉。
()(). 生长培养基：%倍稀释的 [C培养基。
()()/ 单碳源培养基（ S][）：*Y$M( 0^" ；\!YLP$ "^# ；

\Y!LP$ "^#；+SM(! "^!；*,M( !^"；\M( "^!；M,M(! "^"%；B5.

,OR 97RF,AR 0^" ；以 0K（9]:）淀粉为唯一碳源。
()* 方法
()*)( 菌种分离：在 0^% :[ 灭菌离心管中将样品与灭菌
QQY!P按 0_ 0"" 比例混合，稀释后接种于 %:[ 生长培养基

中，分别于 8"X、1"X、/"X、0""X水浴中培养 # ‘ 8Q；菌体生
长后稀释涂布在分离平板培养基上，2%X过夜。挑平板上
长出的单菌落，接种于 % :[生长培养基，2%X过夜培养，保
种备用。

()*)* 淀粉酶试验：碘熏长有嗜热菌的选择培养基平板，若
有胞外淀粉酶分泌，在菌落周围会出现水解圈。

()*)+ 总 G*3提取及核酸操作：参考文献［$，%］。
()*), 02E FG*3 的扩增和克隆：使用通用引物［2］ aG0：%b
3Z3Z444Z34MM4ZZM4M3Z#b 和 FL!：%b 3MZZM43MM44Z4.
43MZ3M44#b（ 上海生工合成）扩增细菌 02E FG*3。扩增参数
为：/%X!:;=，然后以 /$X#"O，%%X#"O，8!X !:;= 为一个循
环，共进行 #"个循环。LMN产物经 Z9*9M[93* " \J4纯化
后连接到 4.载体，转化 8 ) 0(,# GY%!。
()*)- LMN扩增淀粉酶基因 +423及其克隆：以基因组 G*3



为模板，参考文献［!］设计 "#$ 引物，扩增 !"#$。引物：
%&!’(!（)*+,-+）：./0123 133 111 311 3## 12# #1# #1#04/
和 %&!’(5（)678）：./0221 ##1 3#2 22# 31# #3# 321 1104/，
由上海生工合成。"#$反应体系为：9:;;6- <(!=，8>2" <(!=，
引物各加 <()?@A，BCD E 浓度为 <??@AF=，2,G 酶 D:F<((!=，补
88HDI到 <((!=。反应条件为：’.J D?K7，然后以 ’LJ 4(*，

&(J4(*，!DJ D?K7为一个循环，共进行 4(个循环。产物由
9MI<(<的 3N>N#=N1> " OM2 纯化后按 4 P <连接到 "-@?6C,
的 20载体，转化 % Q &’() RH.#，菌落 "#$筛选含有淀粉酶基因
!"#$的克隆。
!"#"$ 核酸测序及同源性分析：上海生工完成所有测序及
拼接工作，序列同源性分析在 >#9M网站完成。

# 结果与讨论

#"! 嗜热菌分离
样品接种在生长培养基之后，经过 48，只有 !(J水浴培

养的试管出现明显浑浊，5(J到 <((J的培养未见浑浊。取
!(J的培养物，经适当稀释后在基本平板培养基上划线，
&.J培养过夜后挑单菌落继续在 &.J培养、保种备用。
#"# 淀粉酶试验
#"#"! 胞外淀粉酶试验：经过碘熏之后，在菌落周围无可见
水解圈，说明该菌不分泌胞外淀粉酶。

#"#"# 胞内淀粉酶试验：在以淀粉为唯一碳源的培养基中，
&.J培养条件下，培养基可见明显浑浊。
#"% 菌种鉴定
用基因组 R>1为模板，<&S -R>1通用引物扩增出 <T.UV

带，测序后与 3679,7U的序列比较，发现它与 $*+,"-. *)Q（栖
热菌属）各种之间同源性高达 ’!W以上，与 $*+,"-. *)Q
>BXD 1Q<和 $*+,"-. .&’/’0-&/-.同源性为 ’5W。因此将所分
离嗜热菌归为栖热菌属（$*+,"-. *)Q），记做 $*+,"-. *)Q Y9Z0
<。其 <&S -R>1 的 3679,7U 注册号为：1[LL55<!。
#"& ’()扩增淀粉酶基因 !"#$及其克隆

图 < 简并引物 "#$扩增淀粉酶基因

[KCQ< "#$ ,?)AK;K\,+K@7 @; ,?]A6* C676 %K+^ 86C676-,+6 )-K?6-

B：<((V) R>1 A,886-；

<："#$ )-@8:\+ ,V@:+ &5(V)

图 D "#$扩增 !"#$基因

[KCQD "#$ ,?)AK;K\,+K@7 @; !"#$ C676

B：$R>1F%&’$% E 1)28&；

<："#$ )-@8:\+ ,V@:+ <T!UV

$*+,"-. *)Q Y9Z0< 可在以淀粉为唯一碳源的培养基中
生长，而胞外酶试验为阴性，说明该菌具有内源性淀粉酶。

在比较若干条淀粉酶的氨基酸序列后，合成了简并引物如

下：%LLL’L（ E）：./01（#2）1 #（3#）3 #22 1（#2）2 1（#2）2 2
（#2）2 3 04/，%LLL’.（ _）：./02#3 22# 3## 1#1 2#（13#2）1
（13）（13#2）#（32）# 04/。扩增出预期约 &5(V)的条带，如
图 <所示。测序表明，这扩增的片段与嗜热脂肪芽孢杆菌的
阿尔法环糊精酶（ 3!&)((-. ./+!,’/*+,"’4*)(-. ,A)^,0\]\A@86‘+-K0
7,*6）和栖热菌 MB&.(<的麦芽糖淀粉酶（$*+,"-. *)Q MB&.(<
?,A+@C67K\ ,?]A,*6 C676）高度相似，于是参考文献合成扩增全
长基因的引物对："*+,-+ 和 "678。扩增的 !"#$ 全长基因约

<T!UV，如图 D所示。将 !"#$ 克隆到 2载体后双向测序，序
列全长 <!&!V)，3679,7U 注册号为：1Y(&L!D&。分析表明，

!"#$片段与多数淀粉水解酶类同源性高，包括 3!&)((-.
./+!,’/*+,"’4*)(-. ,A)^,0\]\A@86‘+-K7,*6（#R,*6）（’’W），$*+,"-.
*)Q MB&.(< ?,A+@C67K\ ,?]A,*6（2^B1）（’&W），3!&)((-. ./+!,’5
/*+,"’4*)(-. MB1&.(4 76@):AA:A,7,*6（>"=,*6）（5<W），3!&)((-.
./+!,’/*+,"’4*)(-.（2$SL(）76@):AA:A,7,*6（>"=,*6 2）（5<W）。

#"* 讨论

$*+,"-. *)Q Y9Z0< 最高生长温度不过 5(J，属于好氧
菌；而采样地区地下热水气体成分主要是 #ID，其含量最高

达 ’’T5W，还有少量还原性气体［5］，采用厌氧技术可能会分
离到最高生长温度超过 5(J的微生物。

$*+,"-. *)Q Y9Z0<可以在以淀粉为唯一碳源的培养基
上生长，但用碘熏平板后看不见明显水解圈，只是在菌落表

面略现棕色，说明它含有不分泌到胞外的淀粉水解酶，简并

引物扩增所得片段的序列跟分布在周间质的 #R,*6和 2^B1
高度相似，也证明胞内淀粉酶的存在。

从氨基酸序列比较来看，!"#$ 翻译产物跟 3!&)((-.
./+!,’/*+,"’4*)(-.的 #R,*6的同源性最高（核酸水平比较也一
样，为 ’’W）；其次是同属的 $*+,"-. *)Q MB&.(< 的 2^B1，同
源性为 ’&W；然后是 3!&)((-. ./+!,’/*+,"’4*)(-. MB1&.(4 的

>"=,*6和 3!&)((-. ./+!,’/*+,"’4*)(-.（2$SL(）的 >"=,*6 2，同源
性都为 5<W。

.4L4期 熊鹏钧等：嗜热菌 $*+,"-. *)Q Y9Z0<的分离和淀粉酶基因的克隆



!"#"!"$%"&（参考文献）

［ !］ "#$%& ’(，)#**+* ,- !"#$%&’ ()&(*+,&’ .*/- /- 0/1 23- /-，0
/$/23$#45067/. *86#*9* 6:*#9$3:75*- - .(,*#$+/0，!;<;，’(：=>; ? =;@

［ =］ A7*755* B，C*7&42 DE- ,F3*#6:*#9$3:757% */+F9*2：2$4#%*2，42*2 0/1
9$5*%450# 9*%:0/7292 G$# 6:*#9$260H7576F - 1+$,/2+0/0 1/0 .+/0 3#4，
=II!，)*（!）：! ? JK

［ K］ L7*:042 )，"*#6$51$ B，MN:5*# O #* (0 - P86#*9$3:75*2 02 0 2$4#%* $G
/$Q*5 */+F9*2 G$# 7/1426#705 03357%067$/- 5660 1+,$/2+/0 .+/*#,"7/0，
!;;;，*+：@!! ? @=;

［ J］ R09H#$$& E，)#72%: P)，O0/70672 ’- 1/0#,!8($ 90/7+7:：5 8(2/$(*/$;

1(7&(0- =/1 *1- L*S T$#&：B$51 R3#7/. ,0#H$# U0H$#06$#F V#*22，
!;>;

［ W］ )#*1 X424H*5，Y$.*# "#*/6，Y$H*#6 P M7/.26$/ #* (0 - <"/$* =$/*/>
,/0’ +7 1/0#,&0($ .+/0/:;，K $? #?，E$:/ Z75*F [ R$/2 \/%-，!;;W

［ <］ Z*72H4#. ZD，"0#/2 RO，U0/* (E #* (0 - !<R #7H$2$905 (LX 09]
357G7%067$/ G$# 3:F5$.*/7% 2641F- - .(,，!;;!，+,-（=）：<;@ ? @IK

［ @］ M79 ER，B:0 RR，M79 ,E #* (0 - B#F2605 26#4%64#* $G 0 9056$.*/7%
09F502* 3#$Q71*2 7/27.:62 7/6$ 0 %0605F67% Q*#2067576F - - .+/ 9"#%，
!;;;，.,/（K@）：=<=@; ? =<=><

［ >］ T0/ "Y（阎宝芮），C:0/. ^D（张锡根）- O7%#$H705 97/*#05$.F-
"*7_7/.：R%7*/%* V#*22（科学出版社），!;;;

012345627 28 9:;<=2>:636? @4?5;<64 !"#$%&’ 1>A B@CD+ 47E %32767F 28 G=H341; I;7;

^\‘LD V*/.]E4/ ZPL E70/]E4/!
（!"# @#; 8(2/$(*/$; /A 1($+7# .+/*#,"7/0/:;，!"# !"+$? B7’*+*&*# /A C,#(7/:$(6";，<C5，D+(%#7 K<!IIW，9"+7(）

GJ15<4?5 ’:*#9$3:757% H0%6*#70 26#07/ T"E]! S02 72$506*1 G#$9 :$6 23#7/. 20935*2 %$55*%6*1 G#$9 T0/.H0_7/. ，’7H*6 - ’:* !<2#
(LX 2*a4*/%* $G T"E]!（!W!!H3 7/ 5*/.6:）2:0#*2 ;>b 71*/676F S76: 6:06 $G !"#$%&’ - ’,/*/?&,*&’ 26#07/ \’\]=W=’- ’:* G455]
5*/.6: ‘Y) $G 09F502* .*/* $G T"E]!（(%;!）S02 09357G7*1 HF VBY 6*%:/7a4* 0/1 %5$/*1 7/6$ ’]Q*%6$# - ’:* %$935*6* 2*a4*/%*
$G (%;! 72 !@<@H3 7/ 5*/.6:，%$17/. G$# W>> 097/$ 0%712 - ’:* 1*14%*1 097/$ 0%712 2:0#* ;;b 279750#76F S76: 053:0]%F%5$1*8]
6#7/2* $G .(,+00&’ ’*#$/*"#$%/6"+0&’，;<b S76: 9056$.*/7% 09F52* $G !"#$%&’ - 23 \O<WI!，0/1 >!b S76: /*$3455450/02* $G .(,+0>
0&’ ’*#$/*"#$%/6"0&’ -

K;H L2<E1 6:*#9$3:75*，9056$.*/7% 09F502*，%F%5$1*86#7/02* /*$3455450/02*

Y*%*7Q*1：I;]I;]=IIK
’:72 S$#& S02 2433$#6*1 HF D#0/62 G#$9 6:* !W6: L067$/05 ,7.:]’*%: Y*2*0#%: [ (*Q*5$39*/6 V#$_*%6 0/1 B:7/0 ‘%*0/ O7/*#05 Y*2$4#%*2 Y[( X22$%7067$/
（L$- J]=]J）-
!B$##*23$/17/. 046:$# - ’*5：><]W;=]=!;WKIK； )08：><]W;=]=I>WK@<； P]9075：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

S*/_70/<KI>cF0:$$- %$9- %/

欢迎订阅《生物技术世界》杂志

为了促进中国生物技术产业迅速发展，中国第一本生物技术商业期刊《生物技术世界》（《"7$6*%: Z$#51》）于 =IIK年 !=月正
式创刊。

《生物技术世界》拥有 \(D属下的美国《"7$]\’ Z$#51》月刊和澳大利亚《"7$6*%:/$5$.F L*S2》周刊版权，及时报道国外最新的
生物技术动态、产业动态和最新技术产品。

《生物技术世界》深入报道国内外生物技术和产业的发展情况，重点关注医药、农业、工业、食品、环保等生物技术的研发、

应用、产品和市场信息，并提供相关最新的法规、行业数据和分析，以满足与生物技术相关人员的信息需求。同时本刊也是跨

国风险资金和国内大企业投资生物技术产业的重要参考。主要栏目有专题报道、技术前沿、产业纵横、国内外新闻·分析等。

《生物技术世界》主要读者群是国内生物技术企业、科研院所、投资机构和政府部门中从事研究、生产和应用的行业人员、

技术决策者、管理者、投资者和采购人员等。

《生物技术世界》为双月刊，每双月 >日出刊，每期 !<元，全年订价 ;<元，欢迎订阅！
订阅方式：

! 邮局汇款：北京市复兴路 !W号东配楼 >!<室（!IIIK>）《生物技术世界》发行部收
! 银行汇款：开户行：广发西客站支行 帐号：>KK]W!=]I!I]!J@! 户名：长沙高科技创业者杂志有限公司
! 上门订阅：杂志社工作人员上门订阅收款（仅限北京市内）
（注：在汇款的同时请把订阅回执单传真或邮寄到杂志社以便确认订阅信息，如需发票请注明。）

联系方式：

电话：I!I]W>>>=><W、W>>>=;>< 传真：I!I]W>>>=;>< 邮箱：G087/.cH7$6*%:S$#51- %/

<KJ 生 物 工 程 学 报 =I卷


