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摘　要：以筛选与鉴定尉犁县黑湖产淀粉酶细菌，并对筛选出的细菌进行产酶条件优化为研究目的，从４３株
细菌中筛选出淀粉酶高产菌株 ＨＭ－２２，并对其进行了菌株形态学鉴定、１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定以及产酶条件优
化。从尉犁县黑湖采样的３０个水、土和泥样样品中分离筛选４３株细菌，从中筛选出１４株产淀粉酶的菌株，采
用Ｙｏｏ改良法对产透明圈较大的菌株进行酶活力测定，从中筛选出了一株产酶活性较高的菌株ＨＭ－２２。经革兰
氏染色、菌落形态观察、生理生化检测和１６ＳｒＤＮＡ序列比对鉴定该菌与Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ的相似性为９９８％，
属于芽孢杆菌属。对菌株ＨＭ－２２产酶条件进行初步优化确定其产酶的最佳条件是：该菌产淀粉酶最适温度为
４０℃，最适碳源为可溶性淀粉，最适氮源为牛肉膏，最适反应ｐＨ为６０，最适产酶培养时间为２４ｈ。优化后菌
株ＨＭ－２２的酶活力从最初的的酶活力１２２４５Ｕ／ｍＬ达到１４７５３Ｕ／ｍＬ，酶活力提高了１７％。该研究为从新疆
盐湖细菌中筛选淀粉酶活力较高的菌种资源及应用提供了理论依据和参考。
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　　α－淀粉酶能分解淀粉为糊精、低聚糖和单糖
类［１］。α－淀粉酶广泛存在于动物、植物和微生物
中［２］，在工业生产中的应用很广泛［３］，是最早用

于工业生产并且迄今仍用途最广、产量最大的酶制

剂之一［４］，在洗涤剂工业、医药卫生、粮食加工、

食品工业、酿造、发酵和纺织品工业等行业中都有

非常重要的应用［５－６］。１８９４年，从真菌中鉴定和
分离出淀粉酶，并用于酶制剂和添加剂中。之后，

淀粉酶得到了广泛的应用，并吸引了研究人员的关

注［７］。微生物优选为淀粉酶的生产者，原因是与

其他生产者植物和动物相比，其有易处理、易培养

和成本少的优点［８－９］。自然界有许多微生物都能够

产淀粉酶，如根霉、曲霉、芽孢杆菌等［１０］。目前，

已报道的能够产生淀粉酶的微生物种属有不动杆菌

属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、微球菌属 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ、黄隐球酵
母Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｆｌａｖｕｓ、盐单胞菌属Ｈａｌｏｍｏｎａｓｍｅｒｉｄ
ｉａｎａ、青霉菌属Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ、类芽孢杆菌属Ｐａｅｎｉｂａ
ｃｉｌｌｕｓ、链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄ
ｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ和杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ等［１１－１３］。淀粉酶的

生产主要依靠微生物发酵，国外的研究已经达到了

产α－淀粉酶的调控基因的水平，还研究了与这些
相关的基因克隆及转导，转化等技术。把芽孢杆菌

重组体的基因引入生产用的菌株体内，使α－淀粉
酶的产量提高了几十倍到几百倍，为选育高产α－
淀粉酶菌株奠定了很好的基础。目前投入商业化生

产的α－淀粉酶生产菌株几乎都是从自然界分离得
到的野生型菌株，因此不断从自然界中分离淀粉酶

产生菌，探索并优化其最佳产酶条件有重要意

义［１４］。为从新疆盐湖细菌中筛选并获得淀粉酶活

力较高的菌种资源，并为其应用提供理论依据和参

考，我们从新疆尉犁县黑湖采集的水、土和泥样中

分离产淀粉酶的菌株，通过酶活力测定，筛选出较

高活性的菌株，并进行分类鉴定，利用液体发酵法

对产α－淀粉酶培养基发酵条件进行优化研究，对
其酶学特性进行了初步探讨。

１　材料与方法
１１　样品来源

采样地点为新疆尉犁县黑湖 （８６°４７′４０″Ｅ、
４１°１４′０９″Ｎ至８６°５２′１０７″Ｅ、４１°１３′１１７″Ｎ）。以
湖心为出发点，围绕湖心按不同距离东、南、西、

北方向不同深层取表层下１０、２０、４０、６０ｃｍ深度
水样、土样和泥样，水样 ｐＨ为５２６～６９０，湖心
周边土样ｐＨ为６５～６９，泥样 ｐＨ为６０～６９，
盐度为２５％ ～２８％，样品点海拔高度为８５３～８５５
ｍ。样品装入无菌试样袋密封，保存温度４℃。
１２　培养基

分离和保藏培养基：可溶性淀粉２ｇ、酵母膏
５ｇ、蛋白胨１０ｇ、氯化钠１０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，
ｐＨ７０～７２，固体加入１５～２０ｇ琼脂，１×１０５Ｐａ
灭菌３０ｍｉｎ。

发酵培养基：可溶性淀粉２ｇ、酵母膏５ｇ、蛋
白胨 １０ｇ、氯化钠 １０ｇ、蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ
７０～７２，１×１０５Ｐａ灭菌３０ｍｉｎ。
１３　实验方法
１３１　产淀粉酶菌株的筛选　将活化的菌株点样
于分离和保藏培养基平板上，４℃恒温培养 ２４ｈ
左右，加入 Ｌｕｇｏｌ氏碘液，菌落周围出现水解透明
圈的为淀粉酶阳性。牛津杯法进行复筛，即取适量

菌株上清液于牛津杯淀粉酶筛选平板上，加入

Ｌｕｇｏｌ氏碘液，用游标卡尺测定透明圈大小。
１３２　菌株培养和淀粉酶的提取　以５％的接种
量接种到 ５０ｍＬ发酵培养基中，转速 １８０ｒ／ｍｉｎ，
温度３７℃，摇床培养 ２０ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ，离心
１５ｍｉｎ，取上清液为淀粉酶粗提液。
１３３　淀粉酶活性的测定　发酵液于４℃、８０００
ｒ／ｍｉｎ冷冻离心２０ｍｉｎ，取上清液即为粗酶液。采
用Ｙｏｏ改良法［１５］测定α－淀粉酶酶活力：取１ｍｇ／
ｍＬ可溶性淀粉溶液 ５ｍＬ，在 ３７℃水浴中预热
１０ｍｉｎ，加入１ｍＬ磷酸氢二钾 －柠檬酸缓冲液
（ｐＨ７０），加入经适当稀释的粗酶液１ｍＬ，３７℃
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水浴振荡，精确反应５ｍｉｎ后，用０１ｍｏｌ／Ｌ硫酸
５ｍＬ终止反应。取１ｍＬ反应液与５ｍＬ稀碘液显
色，在６２０ｎｍ处测定光密度。以１ｍＬ水替１ｍＬ
反应液为空白，以不加酶液 （加同体积的缓冲液）

的管为对照。酶活力根据以下公式计算：

酶活力 （Ｕ） ＝（Ｒ０－Ｒ） ×５０×Ｄ／Ｒ０
式中Ｒ０，Ｒ分别表示对照液和反应液的吸光度，Ｄ
为酶的稀释倍数。酶活定义为在３７℃，ｐＨ值７０
条件下，５ｍｉｎ内水解ｌｍｇ淀粉的酶量为一个活力
单位。

１３４　形态学鉴定　通过光学显微镜对菌体形态
进行观察。将菌株划线接种于分离和保藏培养基平

板上，３７℃培养１ｄ，观察单菌落的形状、大小、
透明度、颜色、边缘和表面特征。

１３５　菌株生理生化鉴定　参照 《伯杰细菌鉴定

手册》［１６］和 《常见细菌系统鉴定手册》［１７］对筛选出

的淀粉酶活力高的菌株进行形态学描述和生理生化

鉴定。生理生化鉴定中，分别对目的菌株进行硝酸

盐还原试验，淀粉水解试验，酪蛋白水解试验，酯

酶水解试验，过氧化氢酶水解实验，耐高温实验，

产Ｈ２Ｓ实验，营养型测定实验，明胶液化，触酶
实验，柠檬酸盐实验，运动性检测等实验，每个实

验重复３次。
１３６　１６ＳｒＤＮＡ的鉴定和构建系统发育树　利
用传统的ＣＴＡＢ法［１８］提取 ＤＮＡ。提取分离出的菌
株基因组 ＤＮＡ为模板，使用细菌通用引物 ２７Ｆ
（５′－ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′），１４９２Ｒ
（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′），以目的菌
株的基因组ＤＮＡ为模板，对该菌株１６ＳｒＤＮＡ进
行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应条件为 ５０μＬ反应体系，
其中，预变性 ９４℃ ４５ｓ，９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ１５ｓ，３０个循环，延伸７２℃ １０ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物由上海生工生物工程技术服务有限公司
纯化和测序。将获得的序列提交至 ＥｚＴａｘｏｎ－ｅ数
据库进行相似度比较（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄｎｅｔ／
ｅｚｔａｘｏｎ）（Ｋｉｍｅｔａｌ，２０１２）。通过 ＣｌｕｓｔａｌＷ１６软件
包进行多序列匹配排列 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｅｂｉａｃｕｋ／
Ｔｏｏｌｓ／ｃｌｕｓｔａｌｗ１６／）。采用ＭＥＧＡ６０６软件构建系
统发育树。根据相关软件删除序列匹配排列中的插

入和缺失，根据 “Ｋｉｍｕｒａ双参数”方式，通过序
列数据计算进化距离。选择邻近连接法 （Ｎｅｉｇｈ
ｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）对系统进化树进行估算，通过１０００
次取样确定。

１３７　液体发酵培养基的优化
１）最适培养时间。菌株活化后，以 ５％的接

种量接种在发酵培养基中，转速１８０ｒ／ｍｉｎ，温度
为３７℃，恒温摇床培养 １２、１６、２０、２４、２８、
３２、３６ｈ后，制备粗酶液，然后用Ｙｏｏ改良法测定
每个时间段的α－淀粉酶活力，研究培养时间对酶
活力的影响并确定最适的培养时间。

２）最适ｐＨ值。菌株活化后，以５％的接种量
分别接种到发酵培养基中，转速１８０ｒ／ｍｉｎ，温度
为３７℃，恒温摇床培养２４ｈ，在ｐＨ为５０、６０、
７０、８０、９０的条件下用 Ｙｏｏ改良法测定不同反
应系统ｐＨ的 α－淀粉酶活力，研究反应系统 ｐＨ
对酶活力的影响并确定最适ｐＨ。
３）最适温度。菌株活化后，以 ５％的接种量

分别接种到发酵培养基中，转速１８０ｒ／ｍｉｎ，温度
为３７℃，恒温摇床培养 ２４ｈ，在温度 ３０、３５、
４０、４５、５０℃的条件下用 Ｙｏｏ改良法测定不同反
应系统温度的α－淀粉酶活力，研究反应系统温度
对酶活力的影响并确定最适温度。

４）最佳碳源。菌株活化后，以５％的接种量
接种到碳源分别为可溶性淀粉、糊精、葡萄糖和蔗

糖的发酵培养基中，转速１８０ｒ／ｍｉｎ，温度３７℃，
恒温摇床培养２４ｈ后，制备粗酶液，用 Ｙｏｏ改良
法测定每个不同碳源培养的菌株的α－淀粉酶活力，
测定培养基碳源对酶活力的影响并确定最佳碳源。

５）最佳氮源。菌株活化后，以５％的接种量
接种到碳源分别为牛肉膏、明胶、尿素和硫酸铵的

发酵培养基中，转速１８０ｒ／ｍｉｎ，温度为３７℃，恒
温摇床培养２４ｈ后，制备粗酶液，用 Ｙｏｏ改良法
测定每个不同氮源培养的菌株的 α－淀粉酶活力，
测定培养基氮源对酶活力的影响并确定最佳氮源。

２　结果与分析
２１　产淀粉酶菌株的筛选

通过菌株产透明圈初筛，从４３株细菌中筛选
获得１４株产淀粉酶菌株。其中 ＨＭ－２、ＨＭ－２２、
ＨＭ－３１的水解圈直径大于２ｃｍ，确定为复筛菌
株。通过３次测酶活力，ＨＭ－２、ＨＭ－２２和 ＨＭ
－３１的平均酶活力分别为 １１９３２、１２２４５和
１０６４９Ｕ·ｍＬ－１，可见，菌株ＨＭ－２２的α－淀粉
酶酶活力最高。

２２　菌株的形态学观察及生理生化鉴定
光学显微镜下，菌株 ＨＭ－２２呈短杆状，端圆，

单个排列。平板划线培养１ｄ后，菌落呈扁形、直
径０２～０３ｃｍ、表面干、边缘不完整、稍有隆起、
颜色为乳白色、不透明、革兰氏阳性菌。菌株 ＨＭ
－２２形态学观察和生理生化鉴定，见表１和表２。
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表１　菌株ＨＭ－２２的形态特征
Ｔａｂｌｅ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＨＭ－２２

菌株 形状 边缘 湿度 隆起 颜色 革兰氏染色 菌状

ＨＭ－２２ 不规则形 不完整 干 凸透镜状 乳白色 阳性 杆状

表２　菌株ＨＭ－２２的生理生化实验结果
Ｔａｂｌｅ２　ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｓｔｓｏｆＨＭ－２２

菌株 运动型 Ｈ２Ｓ
过氧化

氢酶

硝酸盐

还原

柠檬酸

盐试验
触酶 耐高温

对氧

需求

明胶

液化

酪蛋白

水解

淀粉

水解
吐温２０ 吐温８０

ＨＭ－２２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

标准菌株 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２３　１６ＳｒＤＮＡ序列测定
使用细菌通用引物对ＨＭ－２２的１６ＳｒＤＮＡ序

列进行测序，ＰＣＲ扩增得到约１５ｋｂ的１６ＳｒＤＮＡ
片段，将获得的序列提交至 ＥｚＴａｘｏｎ－ｅ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄｎｅｔ／ｅｚｔａｘｏｎ） （Ｋｉｍ ｅｔ
ａｌ，２０１２），调出相似性最高相关菌株的１６ＳｒＤＮＡ
序列，与芽孢杆菌的同源性为 ９９８％，其中与菌
株Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ（ＡＹＴＯ０１００００４３）的相似性最

高。将菌株ＨＭ－２２的１６ＳｒＤＮＡ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中部分细菌 １６ＳｒＤＮＡ序列，通过 Ｃｌｕｓｔ
ａｌＷ１６软件包进行多序列匹配排列，应用 ＭＡ
ＧＡ６０６软件构建系统发育树 （图 １）。结果显
示，菌株 ＨＭ－２２（ＫＸ８６６４５２）与芽孢杆菌属中
的细菌有较近的亲缘关系，结合形态学、生理生化

及分子鉴定结果初步确定该菌为芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ。

图１　菌株ＨＭ－２２的系统发育树
Ｆｉｇ１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎＨＭ－２２
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２４　培养条件的优化
２４１　最佳产酶时间的确定　菌株 ＨＭ－２２在发
酵培养基中培养后，用 Ｙｏｏ改良法分别在１２、１６、
２０、２４、２８、３２、３６ｈ时测定α－淀粉酶活力，结
果见图２。由图２可以看出，培养时间为２４ｈ时酶
活力最高，为１４７５３Ｕ／ｍＬ，菌株ＨＭ－２２的最佳
培养时间为２４ｈ。

图２　菌株ＨＭ－２２淀粉酶最佳产酶时间的确定结果
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｏｐｔｉｍａｌｔｉｍｅｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ａｍｙｌａｓｅｂｙＢａｃｔｅｒｉｕｍＨＭ－２２

２４２　最适ＰＨ值　把反应系统的缓冲液ｐＨ分别
调为５０、６０、７０、８０、９０接种菌株 ＨＭ－２２
后，用Ｙｏｏ改良法分别测定α－淀粉酶活力，结果
见图３。由图３可看出，ｐＨ为６０时，株菌 ＨＭ－
２２的酶活力达到最高值，为１４７５３Ｕ／ｍＬ。当 ｐＨ
＞６时，酶活力明显降低。可见，该菌株对 ｐＨ值
有一定的耐受范围，但较强的碱性环境不利于菌株

产淀粉酶，酶活力的最适ｐＨ为６０。

图３　培养基初始ｐＨ值对菌株ＨＭ－２２产酶能力的影响
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎＢａｃｔｅｒｉｕｍ

ＨＭ－２２ｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｍｙｌａｓｅ

２４３　最适温度　将测定酶活力反应系统的温度
分别调到３０、３５、４０、４５、５０℃用 Ｙｏｏ改良法分
别测定α－淀粉酶活力，结果见图４。由图４可看
出，温度为４０℃时株菌 ＨＭ－２２α－淀粉酶活力
达到最高值，为１４７５３Ｕ／ｍＬ。随着温度的升高酶
活力逐渐降低，５０℃时淀粉酶活性基本上失活，

酶活力非常低，由此可以确定菌株 ＨＭ－２２α－淀
粉酶活力的最适温度为４０℃。
２４４　最适碳源　改变菌株的碳源，分别把可溶
性淀粉、糊精、葡萄糖和蔗糖作为碳源培养菌株

２４ｈ后用Ｙｏｏ改良法测定α－淀粉酶活力，结果见
图５。由图５可看出，以可溶性淀粉为碳源时菌株
ＨＭ－２２的α－淀粉酶活力最高，为１３５３５Ｕ／ｍＬ；
以糊精作碳源时，菌株ＨＭ－２２的 α－淀粉酶活力
下降为１０９２４Ｕ／ｍＬ；以葡萄糖为碳源时，菌株
ＨＭ－２２的酶活力为 ６５１Ｕ／ｍＬ；以蔗糖为碳源
时，菌株ＨＭ－２２的 α－淀粉酶活力为１２１８２Ｕ／
ｍＬ。实验结果显示，可能是由于可溶性淀粉是淀
粉酶的底物，能够诱导淀粉酶的合成，导致菌株

ＨＭ－２２的最佳碳源是可溶性淀粉。

图４　培养温度对菌株ＨＭ－２２产酶活力的影响
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＢａｃｔｅｒｉｕｍ

ＨＭ－２２ｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｍｙｌａｓｅ

图５　碳源对菌株ＨＭ－２２产酶能力的影响
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎＢａｃｔｅｒｉｕｍ

ＨＭ－２２ｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｍｙｌａｓｅ

２４５　最适氮源　改变菌株的氮源，分别把牛肉
膏、明胶、尿素和硫酸铵作为氮源培养菌株 ２４ｈ
后用Ｙｏｏ改良法测定α－淀粉酶活力，结果见图６。
由图６可看出，以牛肉膏为氮源时菌株ＨＭ－２２的
α－淀粉酶活力最高，为１３２５４Ｕ／ｍＬ，以明胶作
氮源时菌株 ＨＭ－２２的 α－淀粉酶活力下降为
９６３９Ｕ／ｍＬ，以尿素为氮源时菌株ＨＭ－２２的α－
淀粉酶活力为３９９２Ｕ／ｍＬ，以硫酸铵为氮源时菌
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株ＨＭ－２２的酶活力为４６１８Ｕ／ｍＬ。牛肉膏为氮
源时酶活性最强，究其原因，是牛肉膏中含有生长

因子，有利于菌体的生长，故菌株ＨＭ－２２的最佳
氮源是牛肉膏。

图６　氮源对菌株ＨＭ－２２产酶能力的影响
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎＢａｃｔｅｒｉｕｍ

ＨＭ－２２ｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｍｙｌａｓｅ

３　结果与讨论
本研究从新疆尉犁县黑湖采样的 ３０个土样、

水样和泥样样品中分离筛选出４３株细菌，通过产
淀粉酶透明圈大小初筛和牛津杯复筛从中筛选出

１４株产淀粉酶的菌株，采用 Ｙｏｏ改良法对产透明
圈较大的菌株进行酶活力测定，并筛选出了一株产

酶活性较高的菌株ＨＭ－２２。经形态学、生理生化
和１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定 ＨＭ－２２（ＫＸ８６６４５２）与
Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ的相似性为９９８％，初步鉴定为
芽孢杆菌属。对菌株ＨＭ－２２产酶条件进行优化后
得到最佳产酶条件：产淀粉酶最适温度为 ４０℃，
最适碳源为可溶性淀粉，最适氮源为牛肉膏，最适

反应 ｐＨ为６０，最适产酶培养时间为２４ｈ。优化
后ＨＭ－２２菌株的酶活力达１４７５３Ｕ／ｍＬ，提高了
１７％。该菌株如果再进一步进行诱变处理和重组表
达［２４］，酶活力还有提升的空间。

目前，不少芽孢杆菌应用到工业、农业、医

学、环境修复等各个领域，对人类与社会做出了巨

大的贡献［１９－２０］。据文献报道，芽孢杆菌在抗癌试

验中具有转化产生多个转化产物的特性，其中有些

转化产物可以抑制人恶性胶质瘤细胞和人乳腺细

胞［２１］，有些芽孢杆菌在生防功能方面也突显重要

的功能［２２］。水解淀粉芽孢杆菌在自然界中分布十

分广泛［２３］。虽然很多研究者从芽孢杆菌中分离出

产淀粉酶菌株并进行了性质研究，但远远不能满足

工业生产对产酶菌株需求和酶性质的要求。产淀粉

酶菌种资源探索备受瞩目，有更多的具有高活性的

具应用价值的产淀粉酶微生物被不断分离，其各类

功能和活性物质必定会进一步阐明，其应用前景更

加广阔。为从新疆盐湖细菌中筛选获得淀粉酶活力

较高的菌种资源，并为其应用提供理论依据和参

考，本研究从新疆尉犁县黑湖采集的水、土和泥样

中分离出产淀粉酶的菌株，通过酶活力测定，筛选

出较高活性的菌株，进行分类鉴定，利用液体发酵

法对产α－淀粉酶培养基发酵条件进行优化研究，
并对其酶学特性进行了初步探讨。从该地区芽孢杆

菌中分离的淀粉酶优化的最佳条件在氮源、碳源、

ｐＨ、酶的反应温度以及产酶最佳时间等方面，和
已报到的产酶条件相比，有一定的相似性和个别差

异［１４，２４］，该研究为淀粉酶产生的不同优化最佳条

件提供重要参数。

参考文献：

［１］　ＲＡＭＥＳＨＫＵＭＡＲＡ，ＳＩＶＡＳＵＤＨＡＴ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄα－ａｍｙｌａｓｅｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｂｙｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１１，２（２）：
１４３－１４８．

［２］　ＳＥＴＨＩＢＩＪＡＹＫ，ＪＡＮＡＡＲＩＪＩＴ，ＮＡＮＤＡＰＲＡＴＩＶＡＫ，
ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆα－ａｍｙｌａｓｅｂｙａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔｅｒｒｅｕｓ
ＮＣＦＴ４２６９．１０ｕｓｉｎｇｐｅａｒｌｍｉｌｌｅｔａｎｄｉｔｓｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１６，７：１
－１３．

［３］　岳寿松，边斐，代运章，等．产蛋白酶和淀粉酶芽孢杆
菌ＳＤＹＢ－１的分子鉴定及酶学性能研究［Ｊ］．山东农
业科学，２０１５，１１：５４－５９．
ＹＵＥＳｈｏｕｓｏｎｇ，ＢＩＡＮＦｅｉ，ＤＡＩＹｕｎｚｈａｎｇ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ ａｎｄ ａｍｙｌａｓｅ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ
ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＳＤＹＢ１ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｚｙｍｅｓ
［Ｊ］．ＳｈａｎｄｏｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１５，１１：５４－
５９．

［４］　陈约慧，陈颖聪，刘冬冬，等．一株高产淀粉酶的解淀
粉芽胞杆菌的分离鉴定及其产酶条件优化［Ｊ］．中国
微生态学杂志，２０１１，２３（６）：５０５－５１０．
ＣＨＥＮＹｕｅｈｕｉ，ＣＨＥＮＹｉｎｇｃｏｎｇ，ＬＩＵＤｏｎｇｄｏｎｇ，ｅｔａｌ．
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｗｉｌｄａｍｙｌａｓｅ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｆｅｒｍｅｎｔａｂｌｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ，２０１１，２３（６）：
５０５－５１０．

［５］　陈相达，戴慧慧，刘燕，等．一株高产淀粉酶枯草芽孢
杆菌的筛选、鉴定及产酶条件的优化［Ｊ］．温州医科大
学学报，２０１１，４１（１）：４０－４３．
ＣＨＥＮＸｉａｎｇｄａ，ＤＡＩＨｕｉｈｕｉ，ＬＩＵＹａｎ，ｅｔａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｗｉｌｄＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｗｉｔｈｈｉｇｈａｍ
ｙｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｅｎｚｙｍｅ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＷｅｎｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，
２０１１，４１（１）：４０－４３．

［６］　ＰＯＨＬＳ，ＨＡＲＷＯＯＤＣＲ．Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓｅｃｒｅ
ｔｉｏｎｂｙｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｅｃｉｅｓｆｒｏｍｔｈｅｃｒａｄｌｅｔｏｔｈｅｇｒａｖｅ．［Ｊ］．
ＡｄｖａｎｃｅｓｉｎＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，７３（１０）：１－
２５．

１３１



中山大学学报 （自然科学版） 第５６卷　

［７］　ＲＡＵＬＤ，ＢＩＳＷＡＳＴ，ＭＵＫＨＯＰＡＤＨＹＡＹＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏ
ｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｐａｒｔｉａｌｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｌｐｈａａｍｙｌａｓｅｆｒｏｍ
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＭＴＣＣ１２１）ｕｓｉｎｇｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０１４
（２）：１－５．

［８］　ＲＡＪＡＧＯＰＡＬＡＮＧ，ＫＲＩＳＨＮＡＮＣ．α－Ａｍｙｌａｓｅｐｒｏ
ｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍ ｃａｔａｂｏｌｉｔｅｄｅｒｅｐｒｅｓｓｅｄＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，
ＫＣＣ１０３ｕｔｉｌｉｚｉｎｇｓｕｇａｒｃａｎｅｂａｇａｓｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ［Ｊ］．
ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００８，９９（８）：３０４４－３０５０．

［９］　ＲＥＤＤＹＮＳ，ＮＩＭＭＡＧＡＤＤＡＡ，ＲＡＯＫＲＳＳ．Ａｎｏ
ｖｅｒｖｉｅｗｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌα－ａｍｙｌａｓｅｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ａｆｒｉｃａｎ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００４，２（１２）：６４５－６４８．

［１０］　库米拉·马吉提，王伟，张晓燕，等．响应面法优化
枯草芽孢杆菌发酵产低温淀粉酶的工艺条件［Ｊ］．新
疆农业大学学报，２０１２，３５（６）：４７８－４８３．
ＫＵＭＩＬＡＭａｊｉｔｉ，ＷＡＮＧＷｅｉ，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｙａｎ，ｅｔａｌ．
ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｍｙｌａｓｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓｂｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌ
ｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１２，３５（６）：４７８－４８３．

［１１］　陈吉刚，张蓉蓉，杨季芳，等．北冰洋产淀粉酶海洋
细菌的筛选与鉴定及其产酶条件的优化［Ｊ］．安徽农
业科学，２０１１，３９（１）：５３－５５．
ＣＨＥＮＪＧ，ＺＨＡＮＧＲＲ，ＹＡＮＧＪＦ，ｅｔａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｍｙｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｆｒｏｍＡｒｃｔｉｃ
Ｓｅａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｈｕｉＡｇｒｉ，２０１１，３９（１）：５３－
５５．

［１２］　ＰＬＯＳＳＴＮ，ＲＥＩＬＭＡＮＥ，ＭＯＮＴＥＦＥＲＲＡＮＴＥＣＧ，
ｅｔａｌ．Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙａｎｄｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙｉｎａｍｙｌａｓｅｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｂｙＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉａｌＣｅｌｌＦａｃｔｏｒｉｅｓ，２０１６，１５（１）：１－１６．

［１３］　ＣＨＡＩＫＰ，ＯＴＨＭＡＮＮＦＢ，ＴＥＨＡＨ，ｅｔａｌ．Ｃｒｙｓｔａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＡｎｏｘｙｂａｃｉｌｌｕｓα－ａｍｙｌａｓｅｐｒｏｖｉｄｅｓｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｉｎｔｏｍａｌｔｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆａｎｅｗｇｌｙｃｏｓｙｌｈｙｄｒｏｌａｓｅｓｕｂｃｌａｓｓ
［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，６：１－１０

［１４］　阙祖俊，刘赵玲，李文婷，等．一株 α－淀粉酶生产
菌的分离鉴定及其产酶条件优化［Ｊ］．浙江万里学院
学报，２０１０，２３（５）：８３－８９．
ＱＵＥＺｕｊｕｎ，ＬＩＷｅｎｔｉｎｇ，ＬＩＵＺｈａｏｌｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎα－ａｍｙｌａｓｅ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ
ｓｔｒａｉｎａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＷａｎｌｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１０，２３
（５）：８３－８９．

［１５］　李力．高淀粉酶蛋白酶活力枯草芽孢杆菌的选育及
酶基因阳性克隆的筛选［Ｄ］．乌鲁木齐：新疆农业大
学，２００９．
ＬＩＬｉ．ＢｒｅｅｄｉｎｇｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｗｉｔｈｈｉｇｈ－ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ａｍｙｌａｓｅ，ｐｒｏｔｅａｓｅａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｏｆｅｎ
ｚｙｍｅｇｅｎｅｓ［Ｄ］．Ｕｒｕｍｑｉ：ＸｉｎｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ，２００９．

［１６］　东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册［Ｍ］．北京：
科学出版社，２００１．
ＤＯＮＧＸＺ，ＣＡＩＭＹ．Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｎｕａｌｏｆｓｙｓ
ｔｅｍａｔｉｃｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＳｃｉｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，
２００１．

［１７］　布坎南，吉本斯．伯杰氏细菌鉴定手册 ［Ｍ］．８版．北
京：科学出版社，１９８４．
ＢＵＣＨＡＮＡＮＲＥ，ＧＩＢＢＯＮＳＮＥ．Ｂｅｒｇｅｙ′ｓｍａｎｕａｌｏｆ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ［Ｍ］．８ｔｈｅｄ．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｓｃｉ
ｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，１９８４．

［１８］　ｄｅｌＳＡＬＧ，ＭＡＮＦＩＯＬＥＴＴＩＧ，ＳＣＨＮＥＩＤＥＲＣ．Ａｏｎｅ
－ｔｕｂｅｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｍｉｎｉ－ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，１９８８，１６（２０）：９８７８．

［１９］　王晓阁．枯草芽孢杆菌研究进展与展望［Ｊ］．中山大
学研究生学刊（自然科学），２０１２（３）：１４－２３．
ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｇｅ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓａｎｄｐｒｏｓｐｅｃｔｏｆ
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ［Ｊ］．ＳｕｎＹａｔＳｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ：Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＴｈｅＧｒａｄｕａｔｅｓ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍｅｄｉｃｉｎｅ），２０１２（３）：
１４－２３．

［２０］　刘国红，林乃铨，林营志，等．芽孢杆菌分类与应用
研究进展［Ｃ］∥兰州：第三届全国微生物资源学术
暨国家微生物资源平台运行服务研讨会，２０１１：２３８．
ＬＩＵＧｕｏｈｏｎｇ，ＬＩＮＮａｉｑｕａｎ，ＬＩＮＹｉｎｇｚｈｉ，ｅｔａｌ．Ａｄ
ｖａｎｃｅｓｉｎｔａｘｏｎｏｍｙａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｕｓＢａｃｉｌｌｕｓ
［Ｃ］∥ Ｌａｎｚｈｏｕ：Ｔｈｅ３ｒｄＮａｔｉｏｎａｌＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｆＭｉｃｒｏ
ｂｉａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓＰｌａｔｆｏｒｍＳｅｒｖｉｃｅｓ，２０１１：２３８．

［２１］　黄捷，杨国新，金东伟，等．巨大芽孢杆菌转化雷帕
霉素的研究 ［Ｃ］∥ 兰州：第三届全国微生物资源学
术暨国家微生物资源平台运行服务研讨会，２０１１：
２６８．
ＨＵＡＮＧＪｉｅ，ＹＡＮＧＧｕｏｘｉｎ，ＪＩＮＤｏｎｇｗｅｉ，ｅｔａｌ．Ｒａｐａ
ｍｙｃｉｎｂｙＢａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ［Ｃ］∥ Ｌａｎｚｈｏｕ：Ｔｈｅ３ｒｄ
ＮａｔｉｏｎａｌＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｆＭｉｃｒｏｂｉａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓＰｌａｔｆｏｒｍ
Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，２０１１：２６８．

［２２］　刘贯锋，朱育菁，刘国红，等．芽孢杆菌分类学特征
及其生防功能菌株的筛选［Ｃ］∥ 兰州：第三届全国
微生物资源学术暨国家微生物资源平台运行服务研

讨会，２０１１：２４２．
ＬＩＵＧｕａｎｆｅｎｇ，ＺＨＯＵＹｕｊｉｎｇ，ＬＩＵＧｕｏｗｅｉ，ｅｔａｌ．Ｔａｘ
ｏｎｏｉｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｇｅｎｕｓａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ
ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎｓ［Ｃ］．Ｌａｎｚｈｏｕ：Ｔｈｅ３ｒｄＮａｔｉｏｎａｌＣｏｎ
ｆｅｒｅｎｃｅｏｆＭｉｃｒｏｂｉａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓＰｌａｔｆｏｒｍＳｅｒｖｉｃｅｓ，２０１１：
２４２．

［２３］　马晓梅，赵辉．淀粉酶产生菌 ＭＳＰ１３筛选及其产酶
条件初步优化［Ｊ］．食品科学，２０１５，３６（１１）：１７７－
１８１．
ＭＡＸｉａｏｍｅｉ，ＺＨＡＯＨｕｉ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆａｍｙｌａｓｅｐｒｏｄｕ
ｃｉｎｇｓｔｒａｉｎＭＳＰ１３ａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎ
ｄｉｔｉｏｎｓ．［Ｊ］ＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，２０１５，３６（１１）：１７７－１８１．

［２４］　胡博，刘逸寒，路福平，等．枯草芽孢杆菌工程菌产
耐酸性高温α－淀粉酶发酵条件的优化［Ｊ］．天津科
技大学学报，２０１２，６（２７）：１－６．
ＨＵＢｏ，ＬＩＵＹｉｈａｎ，ＬＵＦｕｐｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒａｃｉｄ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｈｅａｔｓｔａ
ｂｌｅαａｍｙｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｓｔｒａｉｎＢａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｉａｎｊｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，６（２７）：１－６．

２３１


