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一株产酸性α-淀粉酶产生菌的分离鉴定及所产酶学

特性的初步研究 
 

张大为，张洁，王能强，梁芳  

（湖南科技大学生命科学学院，湖南湘潭 411201） 

摘要：从食醋厂内土壤中分离得到一株产酸性 α-淀粉酶能力较强的菌株，通过形态学和 ITS 区基因序列分析的手段对其进行鉴

定，对其生长温度及发酵液初始 pH 值等生物学特性进行分析，并对其所产酶的特性进行研究，研究结果表明：通过形态学及分子生

物学鉴定为黑曲霉，并命名为 Aspergillus niger ZTL；菌株最适生长温度为 35 ℃；最适产酶温度为 40 ℃；最适生长 pH 值为 6.0，最

适产酶 pH 值为 5.0；所产 α-淀粉酶在 pH 值 4.5~7.0 时酶活性保持在 80%以上；该酶的最适作用温度范围是 40~50 ℃；通过测定该酶

的热稳定性表明，在 40~50 ℃时酶较稳定，但在 60 ℃时保温一段时间后，酶稳定性显著下降；Ca2+对该酶有一定的激活作用，Na+

对该酶的活性作用不明显，而 Mg2+、Fe2+和 Cu2+对酶的活性均有比较明显的抑制作用；该酶的 Km 值为 4.52×10-3g/L。从而确定该

菌株所产的 α-淀粉酶具有具有很大的开发价值。 
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Isolation, Identification and Preliminary Enzymology of an Acidic 

α-Amylase-producing Fungus 
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Abstract: An acidic α-amylase-producing fungal strain was isolated from the soil near a vinegar factory and was identified by morphology 

and ITS sequence analysis. Growth characteristics such as growth temperature and pH of the initial fermentation solution as well as the 

characteristics of the enzyme produced by this strain were examined. The strain was identified as Aspergillus niger and was named Aspergillus 

niger ZTL. The optimal growth and enzyme-producing temperatures were determined as 35 ℃ and 40 ℃, respectively, while optimum 

growth and enzyme-producing pH values were 6.0 and 5.0, respectively. The activity of α-amylase produced was above 80% within the pH 

range of 4.5 to 7.0. The optimum functional temperature range was between 40 ℃ and 50℃, and the enzyme was stable within this range, as 

determined by thermal stability analysis. Additionally, the enzyme stability decreased significantly when kept at 60 ℃ for some time. The 

enzyme was activated by Ca2+ to some extent and inhibited by Mg2+, Fe2+, and Cu2+, while Na+ showed no obvious effect. The Km value was 

4.5×10-3 g/L. These results indicate that α-amylase produced by the strain isolated in this study has potential development value. 
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从古至今，我国都是世界上的农业大国，主要粮

食作物的产量在世界上同样是名列前茅。在这些粮食

作物中，如玉米、薯类等淀粉含量高的作物，就为我

国的淀粉深加工产业的良好发展打下了较好的发展基

础。在淀粉深加工产业中，淀粉的应用主要是淀粉制

糖和发酵工业，淀粉酶的运用，解决了淀粉质原料的 
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液化和糖化的问题。 

近年以来，对淀粉酶的研究大力推动着淀粉深加

工的发展，淀粉酶在酒精的生产、酿酒、纺织业、食

品业、饲料及医药都应用广泛[1]。淀粉酶是一种非常

重要的酶制剂，其大量的应用与粮食加工、食品加工、

酿造、发酵、纺织品工业和医药行业中，它占据了整

个酶制剂市场份额的 25%左右。目前，在生产中，都

是以微生物发酵法大规模的生产 α-淀粉酶[2~5]。 

淀粉酶的研究重点已经转为对其不同特性的开发

与筛选。目前，国内外市场中两种常用的淀粉酶为中

温和高温淀粉酶，其适用 pH 范围为 6~7，而在酸性
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条件下，其酶活将会有明显的降低，已经不能满足一

些极端如酸性条件下的淀粉原料的深加工工艺的要

求。其中，对耐酸性淀粉酶的研究是其中一个比较重

要的方向[6]。我国淀粉原料的深加工过程一般需要经

过液化和糖化，在工业生产中，淀粉的液化是先将淀

粉酶先加入淀粉乳中，加热，淀粉糊化后进行液化[7~8]。

目前在液化过程中使用的淀粉酶其最适的 pH 在 6.0

左右，但是在随后的糖化过程中，糖化酶的最适 pH

在 5.0 左右，这就会出现在淀粉液化后要耗费大量酸

碱来调 pH，而耐酸性淀粉酶的开发将有助于解决液化

酶和糖化酶最适 pH存在差异的这个难题。自 1963 年

日本研究人员发现 Aspergillus niger可以产酸性 α -淀

粉酶以来，许多国家都开始对其研究[9]。 

本文研究从醋厂酸性环境的土壤中筛选的一株能

分泌酸性 α -淀粉酶的野生菌株，通过形态学和分子

生物学鉴定为黑曲霉，并对其生物学特性进行了研究，

本菌株所产淀粉酶具有中温和偏酸性等特性，在食品、

化工等行业有着良好的应用前景，并且也为进一步的

筛选酶学性能优良的淀粉酶奠定的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与主要仪器  

材料：土壤采集于食醋厂内；对照菌株（Aspergillus 

orzyae 2195）：购于中国工业微生物菌种保藏中心，现

保存于湖南科技大学生命科学学院微生物实验室；平

板筛选培养基（质量分数，%）：牛肉膏 0.5%,蛋白胨

1.0%，氯化钠 0.5%，可溶性淀粉 2.0%，琼脂1.5~2.0%，

调 pH到 4.5，高压蒸汽灭菌 121 ℃、30 min；种子培

养基（质量分数，%）：称取可溶性淀粉 10 g，蛋白胨

10 g，酵母膏 5 g，氯化钠 10 g，七水硫酸镁 0.5 g，磷

酸二氢钾 3 g，氯化钙 0.5 g，七水硫酸亚铁0.1 g。调

pH到 4.5，定容到 1 L，高压蒸汽灭菌 121 ℃、30 min；

发酵培养基（质量分数，%）：称取可溶性淀粉 5 g，

蛋白胨 5 g，玉米粉 20 g，七水硫酸镁0.5 g，磷酸二

氢钾 3 g，氯化钙 0.5 g，七水硫酸亚铁 0.1 g，调 pH

到 4.5，定容到 1 L，高压蒸汽灭菌 121 ℃、30 min；

DNA凝胶回收试剂盒，购自Omega 公司，其它如Tap

酶、dNTPs等分子生物学试剂，由上海生工生物工程

技术服务公司提供。 

主要仪器：BSP-400 型生化培养箱，上海博讯实

业有限公司；SW-CJ-2F 型超净工作台，苏州苏洁净化

设备厂；AUY-120 型分析天平，日本岛津公司；PB-10

型 pH 计，北京赛多利斯仪器系统有限公司；

YXQ-LS-75SII型立式压力蒸汽灭菌器，上海博讯实业

有限公司医疗设备厂；SZX10 摄影显微镜，日本

OLYMPUS。 

1.2  试验方法及内容   

1.2.1  菌株的初筛 

称取所收集土壤样品 1 g 溶于 9 mL无菌水中，分

别用无菌水梯度稀释至 10
-5、10

-6、10
-7倍，分别将其

涂布于平板筛选培养基表面。36 ℃培养 72h,用无菌的

接种环挑选单菌落影印 2 至 3 皿，同时用签字笔对各

单菌落标号。影印过的培养皿 36 ℃培养 72 h，取其

中一皿喷洒稀碘液记录有水解圈的单菌落。根据记录

从剩余 2 皿中挑取对应有透明圈的单菌落，转接，经

平板划线法得到纯种。接种斜面保存培养基中，培养

后于 4 ℃保藏。本次共取到三个纯的初筛样品。 

1.2.2  菌株的复筛 

初筛的纯菌种接种于 30 mL/250 mL的种子培养

基上，以 36 ℃、150 r/min 摇床培养过夜。种子培养

液以 5%的接种量接种于发酵培养基 200 mL/500 mL，

相同条件培养 72 h，比酶活最高的一组菌株即本次实

验所需菌种。 

1.2.3  粗酶液的提取和酶活的测定方法 

发酵液经 8000 r/min 离心 10 min，所得上清液加

入终浓度为 60%（m/V）的硫酸铵，冰浴中持续搅拌

30 min，充分沉淀后，10000 r/min 低温离心 10 min，

弃去上清，沉淀物用适量的 20 mmol/L，pH 5.5的醋

酸缓冲液复溶后再次离心（条件同上），弃去不溶物，

上清液用 20 mmol/L、pH 5.5 的醋酸缓冲透析 12 h，

以除去酶液中的大量硫酸铵成分，中间更换两次透析

缓冲液。透析所得酶液用于酶学性质的初步研究。 

参照文献
[10]

中所用测定酸性 α-淀粉酶活力的方

法。 

酶活=[（D0-D）×100/D0×10]×稀释倍数 

注：D0为空白吸光度，D 为样品吸光度，100为系数（%），

10 为反应时间（min）。 

1.2.4  蛋白质含量的测定方法 

采用福林酚试剂法测定蛋白质含量。 

1.2.4.1  蛋白标准曲线的绘制 

精确称取牛血清白蛋白溶解于生理盐水中，终浓

度为 2 mg/mL作为母液。 

蛋白含量测定的标准曲线如图 1。 

样品液适当稀释，使蛋白浓度为 0.05~1.00 

mg/mL。 

取两支试管，分别加入 0.1 mL的样品和等量的蒸

馏水，按上述标准曲线绘制的方法，测定样品的光吸

收度。 
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图 1 的标准曲线方程为 y=2.41x；R
2
=0.9996。 

根据标准曲线，计算出样品的蛋白浓度。 

 

图 1 蛋白质浓度标准曲线 

Fig.1 Standard curve of protein concentration 

1.2.5  比酶活的计算 

根据 1.2.3 和 1.2.4 所得的结果，所得发酵液测其

淀粉酶酶活和其蛋白含量，取三次实验的平均值，算

得比酶活。 

1.2.6  菌株形态学鉴定 

形态学鉴定参照于《真菌鉴定手册》（魏景超著）。 

1.2.7  菌株的分子生物学鉴定 

1.2.7.1  菌株 DNA的提取 

采用磁珠试剂盒来提取总菌体 DNA。 

1.2.7.2  PCR 扩增及序列分析 

以所得 DNA 基因组为模板，利用 ITS1 和 ITS4

为引物扩增ITS区的基因。PCR反应体系参照文献[11]。

将扩增产物送上海生工生物工程公司进行测序。 

将菌株 ITS序列输入 NCBI（美国国家生物信息

中心）的 GenBank 数据库中进行比对，分析序列同源

性，确定该菌株的分类地位。 

1.2.8  最适培养温度及产酶温度的确定 

将菌体种子接入发酵培养基中，分别在 25~45 ℃

摇床转速为 150 r/min 时恒温培养 72 h，显微镜观察菌

体的生长情况，确定最适培养温度，按照上述方法测

定发酵液的比酶活，来确定最适产酶温度。 

1.2.9  最适生长 pH 值及产酶 pH值的确定 

将发酵培养基 pH 值分别调节为 2.0、3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0，在最适温度下培养 72 h，按照上述方

法测定发酵液的比酶活，同时结合菌体生长状态来确

定最适的发酵培养基初始 pH值。 

1.2.10  酶的 pH值稳定性 

分别采用醋酸缓冲液、磷酸缓冲液、Tis-盐酸缓

冲液和甘氨酸-氢氧化钠缓冲液将粗酶液的pH值控制

在 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、

9.0、9.5、10.0、10.5、11.0，在40 ℃条件下水浴保温

1 h，测定剩余酶活。绘制曲线，确定酶的稳定性，以

未经任何处理的酶所测得的酶活力为 100%，计算相

对酶活性。 

1.2.11  酶的最适反应温度的确定 

在制作温度与酶活力的关系曲线时，即保持其它

条件恒定，在不同温度的条件下测定酶的反应速度，

以温度为横坐标，酶的相对活性为纵坐标作图。 

取等量的粗酶液，在温度分别为 20、30、40、50、

60、70 ℃的条件下，以 pH为 4.0 的马铃薯淀粉溶液

为底物溶液，测定酶的活性，得到该酶的最适反应温

度。 

绘制曲线，得到酶的最适反应温度。以最高酶活

力为 100%，计算相对酶活力。 

1.2.12  酶的热稳定性 

将粗酶液分别放在温度为 40、50、60 ℃的条件

下保温一定时间，取出后立即冰浴中冷却。 

取等量的粗酶液，以pH为 5.0 的马铃薯淀粉溶液

为底物溶液，在 40 ℃的条件下测定剩余酶活。 

得到酶在不同温度下保温不同时间的酶活，绘制

曲线。以未经任何处理的酶所测得的酶活力为 100%，

计算相对酶活力。 

1.2.13  金属离子对酶活的影响 

在反应体系中加入 1 mL、终浓度为 1 mmol/L的

不同的金属离子。 

充分混匀后，在 40 ℃的条件下放置 24 h，再测

定酶活性。观察酶在不同金属离子的作用下的剩余酶

活。以不含金属离子的酶活力为 100%，计算相对酶

活力。 

1.2.14  酶的 Km值的确定 

分别配制浓度为 0.05%、0.1%、0.15%、0.2%的

马铃薯淀粉溶液为底物。 

在 pH为 5.0，温度为40 ℃的条件下，采用 1.2.3

的酶活力测定方法测定酶的反应速度 V（以单位时间

内吸光度的减少量 dA / dt 来表示）。 

再用 Lineweaver-Burk 法，以反应速度的倒数对

底物浓度的倒数作图得一直线，计算 Km 值。 

2  结果与分析 

2.1  初筛结果 

以采集于食醋厂内的土壤为分离源分离得到具有

水解淀粉特性的菌株 5 株，通过淀粉透明圈试验选取

得到淀粉水解圈最大的 4 号菌株，分离到及对照菌株

的水解淀粉情况如表 1 所示： 
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表 1 各菌株的淀粉水解圈 

Table 1 Hydrolysis of different sizes of starch rings by each strain 

项目 
菌株 

1 号 2 号 3 号 4 号 5 号 对照菌株 

淀粉水解圈直径/cm 1.83±0.02 1.72±0.02 1.43±0.01 2.36±0.01 1.34±0.02 2.05±0.02 

从表 1 可以看出：分离得到的菌株具有水解淀粉

的能力，1~5 号菌株的水解淀粉的透明圈分别为

1.83±0.02 cm、1.72±0.02 cm、1.43±0.01 cm、2.36±0.01 

cm 和 1.32.05±0.02 cm，水解能力最强的是 4号菌株，

且 1，2，4 号菌株的产淀粉酶能力均接近于对照的商

品菌株，表明上述3种菌株均具有可能的开发前景。 

2.2  复筛结果 

对上述 3 种菌株进一步通过发酵试验得到所产比

酶活的结果如表 2 所示。 

表 2 复筛菌种比酶活的测定结果 

Table 2 Enzyme specific activity results from the secondary 

screening of strains 

菌株编号指标 1 号 2 号 4 号 

比酶活/(U/ mg) 32.16±0.02 27.73±0.02 37.59±0.01 

通过酶活及相对应的蛋白质含量计算可知，各备

选菌种的比酶活分别为，1 号：32.16±0.02 U/mg，2

号：27.73 ±0.02 U/mg，4 号：37.59±0.01 U/mg。经比

较，4 号菌种比酶活较其他组的高，说明该菌株所产

酶的性能要优于 1，2两株菌，故选择 4号菌种为本次

实验筛选的菌种。 

2.3  形态学鉴定结果  

 

图 2 菌落形态图 

Fig.2 Colony morphology 

 

图 3 显微镜菌体形态图（40×40） 

Fig.3 Thallus morphology under a microscope (40×40) 

对本次筛选的菌种进行平板培养，根据《真菌鉴

定手册》观察其菌落的形态学特征，再挑取成熟的菌

落，进行镜检。菌落形态、菌体形态及菌丝形态分别

见图 2、图 3和图 4 所示。 

 
图 4 显微镜菌丝形态图（40×40） 

Fig.4 Mycelial morphology under a microscope (40×40) 

经观察，此菌种菌落初时呈黄白色，到生长后期

呈黑褐色，菌落背面中央略带黄褐色，周围呈白色，

其壁厚而光滑。菌落表面呈粉末状，干燥，不透明。

菌落与培养基之间的连接很紧密，不易挑起。菌落直

径在 1~2 cm 间，产黑褐色孢子。孢子在菌成熟后期

会自动弹出。在显微镜下观察，发现其为多细胞，菌

丝间有分隔。分生孢子梗从厚壁而膨大的菌丝细胞上

垂直生出，分生孢子梗顶端膨大，呈球形，顶囊表面

产生单层的小梗，分生孢子生于小梗上。初步鉴定为

黑曲霉。 

2.4  分子生物学鉴定结果 

将该菌种的 ITS 区 DNA 基因序列在 NCBI 种

GenBank 上进行同源性比对，结果表明该序列与黑曲

霉同源性为 100％。结合形态学鉴定和分子生物学两

种鉴定手段，确定该菌株为黑曲霉，命名为黑曲霉ZTL

（Aspergillus niger ZTL-04）。 

2.5  Aspergillus niger ZTL-04 最适生长温度及

产酶温度的确定 

将菌种置于 25~45 ℃下培养 72 h 后，通过显微镜

观察发现菌株在 35 ℃时菌丝粗壮、均匀，菌丝球数

量最多，且大小均匀。故确定该菌株最适生长温度为

35 ℃。 

从图 5 可看出，在 25~45 ℃培养条件下，

Aspergillus niger ZTL 所产酶的比活度逐渐升高，到

40 ℃以后略有下降，但是下降幅度不大。在该菌株最

适培养温度 35 ℃下，虽然菌体生长最好，但是产酶
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的比活度不是最高，到 40 ℃时酶的比活度达到最高，

故确定 40 ℃是产酶的最适温度。 

 

图 5 Aspergillus niger ZTL-04的最适产酶温度 

Fig.5 Optimal temperature for enzyme production by 

Aspergillus niger ZTL-04 

2.6  Aspergillus niger ZTL-04 最适生长 pH 值

及产酶 pH 值的确定 

将菌种置于 35 ℃下培养 72 h后，通过显微镜观

察发现菌株在发酵液初始 pH 值为 2.0~7.0 不同条件

下，在 pH值为 6.0 时菌丝粗壮、均匀，菌丝球数量最

多，且大小均匀。故确定该菌株最适生长 pH值为 6.0。 

 
图 6 Aspergillus niger ZTL-04的最适产酶初始 pH值 

Fig.6 Optimal initial pH for enzyme production by Aspergillus 

niger ZTL-04 

如图6 所示，发酵液初始 pH值在 2.0~7.0 范围内，

该菌株所产酶的比酶活逐渐升高，在酸度较大时酶活

力很低，随着酸度的降低比酶活逐渐增大，到 pH 值

为 5.0 时，比酶活达到最大，继续增加 pH值时，比酶

活有所下降。故确定发酵液初始 pH值为 5.0时最适合

于菌株产酶。 

2.7  pH 值对酶稳定性的影响 

如图7 所示，该淀粉酶在 pH值为 4.5~9.5 的时候，

酶活力相对来说比较稳定，在 40 ℃的情况下放置一

个小时后仍然保留有 60%左右的酶活性，尤其是 pH

值在 4.5~7.0 时，酶活性能保持在 80%以上，如此看

来，该淀粉酶具有一定的耐酸性。并且在图中可明显

看出，该 α-淀粉酶的 pH 稳定范围也比较宽。现在，

淀粉加工行业中一般普遍使用的中温 α-淀粉酶，它的

最适 pH 为 6.0
[12]

，在 pH 为 6.0~7.0 的范围内比较趋

于稳定，pH值低于 5.0 时就会严重失活；而相对来说，

该淀粉酶在酸性条件下具有比较明显的优势。 

 

图 7 pH 对酶稳定性的影响 

Fig.7 Effect of pH on enzyme stability 

2.8  酶反应最适温度的确定 

 

图 8 温度对酶活力的影响 

Fig.8 Effect of temperature on enzyme activity 

如图 8 所示，该淀粉酶的最适反应温度为

40~50 ℃，在温度为 25~60 ℃之间的时候，酶活性保

留 60%以上。由此可见，该淀粉酶属于中温淀粉酶，

具有广泛的应用价值和前景。 

2.9  酶的热稳定性 

如图 9 所示，在最适温度 40 ℃条件下，在不同

时间内，测定的酶的活性相对稳定，可见，在 40 ℃

时，该淀粉酶的热稳定性最好。 

总体看来，随着保温温度的升高，经过一定时间

之后，酶的活性逐渐降低。在 60 ℃的条件下，保温

15min 后，该 α-淀粉酶的活性都没有 40%。而保温到

一个小时后，40 ℃条件下保温的仍然保留有 90%的

活性；50 ℃条件下保温的剩余酶活只有 50%；而
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60 ℃条件下保温的剩余酶活不到 10%。即该淀粉酶

在 40 ℃拥有良好的稳定性；50 ℃下保温 45 min 后，

仍有 60%以上的酶活力；在 60 ℃保温一段时间后，

酶活力大大降低。 

 
图 9 温度对酶稳定性的影响 

Fig.9 Effect of temperature on enzyme stability 

2.10  金属离子对酶活的影响 

表 3 金属离子对酶活力的影响 

Table 3 Effect of metal ions on enzyme activity 

金属离子 浓度/(mmol/L) 相对活性 

无 1 100±0.00 

Ca2+ 1 114±0.03 

Na+ 1 93±0.02 

Mg2+ 1 82±0.04 

Fe2+ 1 73±0.06 

Cu2+ 1 68±0.02 

如表 3 所示，Ca
2+对该酶有一定的激活作用。通

常，淀粉酶作为金属酶类，对 Ca
2+的亲和力比对其他

离子要强，而且，结合的 Ca
2+数目可以有 1~10 个不

等，这将有助于酶的稳定性。Na
+
对该酶的活性作用

不明显，而 Mg
2+、Fe

2+和 Cu
2+对酶的活性均有比较明

显的抑制作用。 

2.11  酶 Km 值的确定 

 
图 10 酶的动力学曲线 

Fig.10 Kinetic curve of the enzyme 

当底物在较低范围内增加时，随着底物浓度的增

加，酶促反应速度也加快。而当底物增至一定浓度后，

即使再增加底物浓度，反应速度也不再变化。这是因

为酶浓度限制了所形成的中间络合物的浓度。底物浓

度和酶促反应速度的关系式是米氏方程，由米氏方程

可推出，米氏常数值等于反应速度达到最大反应速度

一半时所需底物的浓度。 

在酶反应动力学性质分析时，米氏常数 Km 值是

酶的一个基本特征常数，它意味着酶与底物结合和解

离的特性。特别是当同一种酶能够结合各种不同底物

时，酶与各种底物的亲和力的强弱一般都可用 Km 值

来反映。Km数值越大，酶与底物的亲和力越弱；反之，

Km值越小，说明酶与底物的亲和力越强。 

由 Lineweaver-Burk 双倒数作图法得到酶的动力

学曲线，如图 10 所示，斜线与横坐标的截距为 Km值

的倒数。经计算，该酶的 Km 值为 4.52×10
-3
g / L。 

3  结论 

3.1  从食醋厂内土壤中分离得到一株产酶能力强的

菌株，经过形态学和分子生物学鉴定为黑曲霉，并命

名为 Aspergillus niger ZTL-04； 

3.2  通过适当的实验方法确定该菌株的最适生长温

度为 35 ℃，最适产酶温度为 40 ℃； 

3.3  通过调节发酵液的初始 pH 值，确定该菌株最适

生长 pH值为 6.0，最适产酶 pH值为 5.0。 

3.4  该酶在 pH 值 4.5~7.0 时，酶活性能保持在 80%

以上，表明该淀粉酶具有一定的耐酸性，且 pH 值作

用范围较宽； 

3.5  该酶的最适作用温度范围在40~50 ℃； 

3.6  通过测定该酶的热稳定性表明，在40~50 ℃时酶

较稳定，但在 60 ℃时保温一段时间后，酶稳定性显著

下降； 

3.7  通过考察金属离子对该酶的影响表明，Ca
2+对该

酶有一定的激活作用，Na
+对该酶的活性作用不明显，

而 Mg
2+、Fe

2+和 Cu
2+对酶的活性均有比较明显的抑制

作用。 

3.8  研究分析酶动力学表明，该酶的 Km 值为

4.52×10
-3 

g/L。 
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