
基金项目!江苏省自然科学基金青年基金项目#编号"

Eb!"#$"#5&

$*

国家自然科学基金青年基金项目#编号"

1#'"#&5$

$*中国

博士后科学基金面上项目#编号"

!"#$O$'"5"&

$*江苏省

-食品安全与质量控制协同创新中心.产业发展项目

作者简介!李才明'男'江南大学副教授'博士(

通信作者!李兆丰#

#%'%

&$'男'江南大学教授'博士(

()*+,-

"

YU-,

!e

,+K

V

K+K2:/W23K

收稿日期!

!"#6)"$)"5

第
15

卷第
%

期

!"#6

年
%

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

74-215

'

842%

9:

;

2!"#6

!"#

"

$%&$'()*

)

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&%2&%%*

嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性的决定因素及提高策略
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摘要!阐明了嗜热
!

)

淀粉酶的微生物来源及性质"分析了影

响嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性的
6

种因素"提出采用物理法!化

学法和生物法提高嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性的策划"为完善

!

)

淀粉酶的热稳定化技术提供了参考依据(

关键词!

!

)

淀粉酶)热稳定性)决定因素)提高策略
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酶是一种具有生物催化活性的蛋白质(通常'在温度高

于
$"

$

&"_

时'酶蛋白会发生变性而失去相应的活性'这种

在高温下的不稳定性严重影响其应用!

#

%

(然而'嗜热酶作为

生物催化剂有着许多独到的优势'包括"

%

稳定性提高'贮

存+运输成本降低*

&

反应效率提高*

'

对反应的冷却系统

要求低'利于能耗及成本的降低*

(

在高的反应温度下'能

减少杂菌污染*

)

在高温下'反应体系黏度降低'有利于传

质(因此'嗜热酶的开发已成为当今的研究热点(

嗜热
!

)

淀粉酶#

!

)#

'

5)

葡聚糖
)5)

葡聚糖水解酶'

(>12!2

#2#

$是目前工业上最重要的酶制剂之一'在食品+纺织+医

药+造纸等工业中有着十分广泛的应用(作为一种淀粉内切

酶'其作用方式是随机切断淀粉或糖原分子内部的
!

)#

'

5)

糖

苷键'使淀粉黏度迅速下降'生成葡萄糖+麦芽糖+低聚糖和

可溶性糊精!

!Z1

%

(因此'在淀粉的酶转化工业应用中具有潜

在的应用价值(一般地'所有淀粉的酶转化都包括糊化+液

化和糖化过程(首先'通过加热淀粉水溶液可达到糊化的作

用'为了淀粉糊化后能够立即进行液化+糖化反应而避免过

长的冷却时间'就需要在较高温度下稳定性较好的淀粉酶(

因此'具有特殊耐热性的嗜热
!

)

淀粉酶被广泛地用来满足更

高的温度要求'进而促进整个淀粉加工业的发展(另外'嗜

热
!

)

淀粉酶作为嗜热酶的典型代表'在嗜热酶的研究+开发

及应用中扮演着重要的角色'并有助于探索蛋白质达到极端

热稳定性的相关机理(本文主要对嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性

的决定因素及其热稳定性提高策略进行全面的综述(

#

!

嗜热
!

)

淀粉酶的来源
嗜热

!

)

淀粉酶有多种来源'包括植物+动物和微生物'并

在这些来源的碳水化合物代谢中扮演重要角色(尽管
!

)

淀

粉酶分布广泛'但微生物来源的'尤其是真菌的和细菌的

!

)

淀粉酶因其成本+效率+一致性+对产品更少的时间)空间

上的要求以及方便确定和优化工艺条件而应用于工业生

&



产中!

5

%

(

在细菌中'芽孢杆菌被广泛应用于嗜热
!

)

淀粉酶的生产

以满足工业的需求(枯草芽孢杆菌#

P%=/88@55@DA/8/5

$+嗜热

脂肪芽孢杆菌#

P%=/88@55A1%>(AC1>J(

I

C/8@5

$+地衣芽孢杆菌

#

P%=/88@58/=C1)/

9

(>J/5

$和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 #

P%=/88@5

%J

'

8(8/

Q

@1

9

%=/1)5

$被认为是嗜热
!

)

淀粉酶的优良生产者'也

广泛应用于生产具有不同商业用途的酶(特别是古菌
!

)

淀

粉酶与芽孢杆菌
!

)

淀粉酶相比具有极好的嗜热特性'表
#

列

出了部分微生物来源的嗜热
!

)

淀粉酶(

表
#

!

嗜热
!

)

淀粉酶的微生物来源及性质
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嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性的决定因素
酶的热稳定性涉及到在高温条件下多肽链的化学特性

和空间立体结构的变化'嗜热
!

)

淀粉酶可作为分析热稳定性

的模型(有关嗜热
!

)

淀粉酶稳定性的研究不仅有助于对蛋

白质稳定性机制的理解'还可以帮助开发适于工业生产中的

对热更稳定的酶(

通过同源序列比对'结合定点突变技术分析结构和稳定

性方面的关系'揭示了一些导致嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性高的

重要因素'但并未得到单一的+普遍的机制'而是众多因素综

合作用的结果(同时'热稳定性的分子机制随酶的不同也存

在差异(然而'一些共有的特征都被认为是嗜热
!

)

淀粉酶热

稳定的影响因素'主要包括"

%

氨基酸的组成与分布'如嗜

热
!

)

淀粉酶中的疏水性氨基酸通常高于中温蛋白酶'这些疏

水性氨基酸能增加蛋白质的刚性和疏水性'从而提高嗜热

!

)

淀粉酶的耐热性!

!"

%

(

&

带电荷氨基酸与不带电荷氨基酸

的比率'如相对于
N-+

+

7+-

+

9:.

+

AD.

+

NJK

'嗜热
!

)

淀粉酶中

的
A

0

.

+

NJ

;

+

H-W

+

<

0

J

+

N.

V

含量偏高(

'

严格和紧凑的空间

结构(空间结构紧凑'堆积密度增加'导致在一定温度下'嗜

热
!

)

淀粉酶较同源嗜温蛋白酶有更低的热运动水平和更小

的弹性(

(!

)

螺旋的稳定性!

!#

%

#$Z#%

(嗜热
!

)

淀粉酶的
!

)

螺

旋中一般缺少
"

)

分枝残基#

7+-

+

B-:

+

AD.

$'避免了
!

)

螺旋中的

蛋白质伸展到更广的区域'可能使嗜热蛋白质具有更强的刚

性'从而较其嗜温同源体有更好的抗热能力!

!"

%

(

)

氢键数

目!

!!Z!1

%

(较多的氢键数目'有利于氢键网络的加强'因而嗜

热
!

)

淀粉酶表现出更好的耐热性(

*

更多的作用力'如离

子相互作用+疏水相互作用+二硫键的数量+芳香基团的相互

作用!

!#

%

!"Z5#

(

+

金属离子结合位点的存在!

!5

%

(来源于
P6

5A1%>(AC1>J(

I

C/8@5

的
>+

!l

)8+

l

)>+

!l结合位点对其热稳定

性有着重要作用!

!$

%

(

,

去折叠熵值等(影响
!

)

淀粉酶热稳

定性的主要因素还包括一些金属离子的存在与否+底物和其

他稳定剂的情况等!

!&

%

(

来源于
P68/=C1)/

9

(>J/5

的嗜热
!

)

淀粉酶#

E<N

$'是一

个分子量约
$6[F+

的单体'存在一中心部位&&&

!

)

"

桶(作

为其嗜温同源体'来源于
P6%J

'

8(8/

Q

@1

9

%=/1)5

的
!

)

淀粉酶

#

ENN

$'有着与
E<N

近似的分子量(

bD+

e

:D

等!

!'

%对
E<N

和
ENN

进行了序列比对'发现二者存在很高的同源性'达

66P

(

9IB99)O]F(<

结构模拟结果进一步表明'

ENN

的

1F

结构与
E<N

极为类似'这
!

种
!

)

淀粉酶的二级结构组成

成分也非常相似(通过
H(AN?(N

程序计算可获得表面和

水解作用'比较结果发现'嗜热
E<N

的结构较嗜温
ENN

更

灵活(特别地'结构域
E

的许多突变在一定程度上能够影响

E<N

的热稳定性'从而使其适应不同温度下的反应(

1

!!

)

淀粉酶热稳定性的提高策略
!

)

淀粉酶热稳定性包括热力学稳定性和动力学稳定性(

热力学稳定性是由酶的稳定态自由能#

-

K

JQ+S

$和变性温度

#

L

*

'

$"P

蛋白质去折叠时的温度$决定的(动力学稳定性

通过在特定温度下酶的半衰期#

A

#

)

!

$来描述!

!6

%

(

嗜热
!

)

淀粉酶与普通嗜温酶相比'它们的碱基序列+酶

的三级结构及催化机制相似度很高'但上述因素的微小差异

导致了嗜热
!

)

淀粉酶较普通淀粉酶有更好热稳定性(这种

差异的存在'为
!

)

淀粉酶热稳定性的提高奠定了基础(目

前'

!

)

淀粉酶的热稳定化技术按照原理可分为
1

种"物理法+

化学法和生物法(

12#

!

物理法

!

)

淀粉酶可以通过添加稳定剂来达到增强热稳定性的

效果(酶体系中添加稳定剂后'其体系黏度会有所增加'体

积排阻效应得到了提高'静电相互作用也会增强'这有利于

改善酶所处的微环境'稳定酶的空间结构构象'最终酶的热

稳定性往往也因此而提高(常用的稳定剂主要包括糖与多

羟基化合物和盐
!

类(

糖与多羟基化合物'常用的有以下几种"淀粉+聚乙二醇

#

=(H

$+聚乙烯醇+纤维素+曲拉通等(在酶体系中加入此类

物质'酶分子会因其周边渗透质的排斥而优先被水化'从而

酶分子的稳定性得到增强(不同的稳定剂往往对酶有着不

同的稳定效果(作者!

!%

%通过将
#$P =(H#"""

添加到来源

于
P6=/>=@8%)5

的
!

)

淀粉酶中'发现能将
&"_

的半衰期延长

&2$

倍(

4̂4K

等!

1"

%系统性地研究了不同多羟基化合物#如

曲拉通
C)#""

+聚乙二醇和聚乙烯醇$对猪胰腺
!

)

淀粉酶

#

==N

$+人类唾液
!

)

淀粉酶淀粉酶#

\N9

$+米曲霉
!

)

淀粉酶

'

基础研究
!

!"#6

年第
%

期



淀粉酶#

N]N

$+解淀粉芽孢杆菌
!

)

淀粉酶#

ENN

$+地衣芽孢

杆菌
!

)

淀粉酶#

E<N

$这几种
!

)

淀粉酶热稳定性的影响'结果

发现添加物及其添加量不同时'对不同酶的热稳定性影响结

果也存在一定的差异(

盐类物质不同于糖或多羟基化合物'其对
!

)

淀粉酶的稳

定原理是"盐的添加引起盐与酶分子非特异性结合现象的发

生'减缓酶的变性'从而利于酶热稳定性的提高(其中有些

盐类物质可作为酶的辅助因子在维持
!

)

淀粉酶的构象以及

保持
!

)

淀粉酶的活性方面扮演着重要角色'例如有些金属离

子结合位点#比如
>+

!l

+

8+

l等$(因此'对于那些结构中存

在金属离子结合位点的
!

)

淀粉酶'往酶体系中加入相应的盐

#比如
>+>-

!

+

8+>-

等$'能对酶起到激活作用或增强其热稳

定性(

+̂/+T

等!

!6

%通过添加
#"**4-

)

<>+

!l能将变性温度

L

*

从
56_

提高至
'#_

'大大增加了
!

)

淀粉酶的热稳定性(

O++-:

e

等!

1#

%发现来源于
F51@;(J()%55A@AR1>/

的
!

)

淀粉酶

在
$" _

保温
#D

后的残余活力只有约
!"P

'而加入

!**4-

)

<>+

!l时'残余活力能保留
6"P

'说明
>+

!l对酶的

稳定性有很大的改善效果(

12!

!

化学法

化学法主要利用的是化学试剂对酶的修饰作用(

!

)

淀

粉酶可以通过加入一定的试剂对酶的特定基团修饰改造来

改变
!

)

淀粉酶分子内的作用力'进而改变其结构+功能(化

学修饰是
!

)

淀粉酶稳定的一个重要策略'在药物蛋白的修饰

中扮演着重要角色'可以有效降低蛋白免疫特性'提高其抗

蛋白酶的水解能力'增强热稳定性'从而可以达到延长半衰

期的目的(

BJ*+

0

+

等!

1!

%发现利用非极性的酸酐修饰
!

)

淀粉

酶能将其稳定性提高
#6

倍(化学修饰对酶热稳定性的影响

往往有两方面'没有普遍的适用标准'需根据酶的特点来选

择合适的试剂和修饰方法(另外'化学修饰会伴随酶损失'

不同批次容易存在差异性!

11

%

(除此之外'化学修饰中所用

试剂的安全性问题是在酶的改性方面所面临的最大考验

之一(

另外'酶的固定化也是一种提高
!

)

淀粉酶热稳定性的有

效策略'就是利用物理或)和化学方法将酶束缚或限制在某

一区域'仍能保留酶特有的催化特征'并且能回收重复利用

的一种技术!

15

%

(王华等!

1$

%以壳聚糖为载体'戊二醛交联共

价固定
!

)

淀粉酶后'其酸碱稳定性和热稳定性均优于游离

酶(

F:U+:,

等!

1&

%通过离子相互作用将
!

)

淀粉酶固定在磁性

纳米粒子上'最适温度从
5$_

升至
$$_

'稳定性得到很大

提高'能重复使用
#"

次以上(但由于其工艺技术比较复杂'

成本偏高而难以得到广泛应用(

121

!

生物法

蛋白质工程是常见的一种生物手段'

!

)

淀粉酶可以通过

该方法来改变其氨基酸序列'从而改变结构或者构象'达到

稳定性提高的效果(最初'蛋白质工程主要应用于
!

)

淀粉酶

基因在菌株中的克隆表达!

#!

%

'最常规的做法是在合适的宿

主细胞中克隆和表达出具有良好热稳定性的
!

)

淀粉酶基因(

如魏涛等!

1'

%通过将来源于
<(8

9

(8(D@5A(S(;%//9Q.+,K'

的高

温
!

)

淀粉酶基因
9A"6#'

在大肠杆菌中克隆表达'获得具有

较强热稳定性和
;

\

稳定性的
!

)

淀粉酶(除了克隆表达外'

!

)

淀粉酶还采用分子生物学手段进行热稳定性的研究(

!

)

淀粉酶除了存在易筛选+负突变株的可用性等优点外'对

!

&

淀粉酶基因也有了深刻透彻的了解'加上其在微生物像枯

草芽孢杆菌#

P65@DA/8/5

$中发酵的成熟性'成为蛋白质中第

一个采用分子生物学手段的研究对象(随着生物技术的不

断发展'蛋白质工程已经成为研究的热点之一'一方面被用

来研究以增强蛋白质如商品酶制剂的热稳定性'另外一方面

也用于研究蛋白结构和功能之间的构效关系(蛋白质工程

的技术策略主要有理性化设计和定向进化
!

种(

理性化设计作为
!

)

淀粉酶分子改造最常用的一种方法'

有着良好的前景'对于任何形式的蛋白质工程都具有潜在的

研究价值!

!"

%

(一般通过以下
!

种方式进行"

%

引入突变*

&

通过非共价连接或形成二硫键将蛋白质表面的环进行固

定(可以在蛋白质表面局部增加离子来连接非相邻部位'并

且不会导致像包埋残基那样产生排斥的范德华力或者造成

!

)

淀粉酶构象不稳定而具有巨大的应用潜力(该技术需以

相关
!

)

淀粉酶蛋白分子三维结构为前提'探索
!

)

淀粉酶蛋白

结构与功能之间存在的关联性'接着进一步得到
!

)

淀粉酶蛋

白分子中与功能相关的氨基酸'最后采用分子生物学手段

#如定点或盒式突变$以实现定向改造酶蛋白的理化特性(

曾静等!

16

%通过分析来源于极端嗜热古生菌
LC1>J(=(==@5

S(;%S%>1)5/5b]F#

的
!

)

淀粉酶
N

;

[N

的氨基酸序列'构建

单突变体
N

;

[N/JN#6"b

'与
F!#!

间形成离子键'于
%"_

下

的半衰期较
N

;

[N/J

延长了
!D

(

<,

等!

1%

%通过多重序列比

对将来源于
P68/=C1)/

9

(>J/5

!

)

淀粉酶的位于
E

域长环内

#6'

+

#66

位点及附近的
!&%

位点进行突变'构建了突变体

N!&%b

)

9#6'F

)

8#66A

'将其在
%$_

的半衰期提高了
%

倍'

催化效率也提高了
#265

倍(但理性化设计需以酶蛋白分子

的三维结构为基础'这要求直接测定其晶体结构或者采用生

物分析软件进行结构模拟'一定程度上会增加该技术的难

度'使过程也变得更加复杂和繁琐化(

定向进化又称非理性化设计'该技术的出现推动了蛋白

质工程进入新的阶段(定向进化是指将自然演变的过程在

试管中呈现'通过突变+重组使蛋白质的性质往最佳状态进

化'以得到具有目标性质的变种体(相比于理性化设计'定

向进化的区别在于通过人为模拟自然进化机制进行突变'最

大特点在于该过程不需事先了解酶的空间结构和催化机制'

可采用随机突变技术'并与快速高通量筛选方法相结合实现

酶基因的体外改造(因此'定向进化是一种比定点突变更强

大+更有潜力的工程方法(目前'

!

种定向进化的方法已被

开发"

%

随机突变方法又称为
F8N

重组'是将含
F8N

的酶

基因片段通过
=>?

技术导入到原基因中进行重新组装以得

到完整的基因*

&

易错
=>?

技术和
F8N

重组技术的结合'

是在每一次易错
=>?

循环中筛选出所需要的特性基因'然

后通过
F8N

重组技术获得最好的变体特征(

O+S.4W[

等!

!1

%通过易错
=>?

得到热稳定性更好的突变体
ON)N!'

'

将
$"_

的半衰期从
1"*,K

提升至
'"*,K

'

$$_

的半衰期从

#1*,K

提升至
!$*,K

(除了提高酶的热稳定性外'该方法也

6

第
15

卷第
%

期 李才明等"嗜热
!

)

淀粉酶热稳定性的决定因素及提高策略
!



被广泛用于酶的其他特性改造'如改善酶的底物特异性+提

高酶在溶剂中的活性或者提高嗜热酶在酸性条件下的温度

等!

5"Z5#

%

(但是定向进化技术还存在以下问题"随机性强'工

作量大'费时'成功率低等(

不同行业对不同生理生化特性的
!

)

淀粉酶的需求促进

了该酶的研究与发展(酶)蛋白质工程包括将所需的特性整

合在适当的基因上'是实现这一目标的很有前途的技术

手段(

5

!

展望
嗜热

!

)

淀粉酶不仅在蛋白质热力学稳定性的基本原理

方面'而且在稳定性和催化效率之间的关系方面都激发着人

们浓厚的研究兴趣(尽管
!

)

淀粉酶热稳定性的提高已有多

种策略'但不可逆变性的过程尚且未知'细菌
!

)

淀粉酶稳定

性方面也还存在许多问题(随着高稳定性芽孢杆菌
!

)

淀粉

酶的开发'未来
!

)

淀粉酶工程很有可能由稳定性向
;

\

活性

以及底物特异性方向转变(由于对
!

)

淀粉酶领域持续不断

的深入研究'这些理论和方法也将得到迅速发展'同时更好

地应用于构建有着独特性质的
!

)

淀粉酶'如通过修饰酶的遗

传特性或定点突变技术来获得更多能满足需要的嗜热
!

)

淀

粉酶'同时将不同的酶热稳定性的提高策略进行有机的整合

也将体现出其特有的优势'能够达到更理想的稳定效果'也

有助于对机理的深入研究(
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