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Paenibacillus puldeungensis LK18 普鲁兰酶基因的

克隆表达及酶学性质研究 
 

苏红玉，崔堂兵 
（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：本研究根据类芽孢杆菌的普鲁兰酶基因的保守区设计兼并引物，从 Paenibacillus puldeungensis LK18 中扩增出普鲁兰酶基

因（pulA），将其连接至 pET-28a(+)载体上，构建出重组表达载体 pET-28a(+)-pulA，转入到 Escherichia coli BL21(DE3)中，成功地表

达了重组普鲁兰酶。结果表明：该普鲁兰酶基因全长 1968 bp，编码 655 个氨基酸。通过 Ni 柱亲和层析纯化出重组蛋白，测定其比酶

活为 508.8 U/mg，分子量约为 76.95 ku。该重组酶的最适反应温度为 45 ℃，在 35 ℃~40 ℃下保温 120 min 后剩余酶活达 60%以上；

最适作用 pH 为 6.0，在 pH 6.0~8.0 条件具有较好的稳定性；10 mmol/L 的 K+和 Mg2+对该重组普鲁兰酶有激活作用，而 Zn2+、Mn2+、

Ni2+、Fe2+、Cu2+、Co2+、Ca2+等对其有不同程度的抑制作用。本研究成功地构建出一株可高效表达普鲁兰酶的重组菌株，具备一定的

工业应用价值。 
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Abstract: In this study, the pullulanase gene (pulA) was amplified from Paenibacillus puldeungensis LK18 strain based on the design and 

primer of its conserved region, and linked to the expression vector pET-28a (+). The recombinant plasmid pET-28a (+)-pulA was transformed 

into Escherichia coli BL21 (DE3) leading to the successful expression of the recombinant pullulanase. The results showed that the pulA gene 

had a full length of 1968bp encoded 655 amino acids. The recombinant pullulanase was purified by Ni affinity chromatography and had a 

specific activity of 508.8 U/mg and molecular weight of 76.95 ku. The optimal temperature of the recombinant enzyme was 45 ℃ and 60% of 

its enzyme activity was retained after an incubation at 35~40 ℃ for 120 min. This enzyme had an optimal pH of 6.0 and high stability at a pH 

in the range of 6.0~8.0. The enzyme was activated by K+ and Mg2+ at a concentration of 10 mmol/L, but inhibited by Zn2+, Mn2+, Ni2+, Fe2+, 

Cu2+, Co2+, and Ca2+ to different extents. In this study, a recombinant strain with efficiently expressed pullulanase was constructed, which had a 

potential in industrial applications. 
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普鲁兰酶（pullulanase，EC 3.2.1.41）是一种淀粉

脱枝酶，能够专一性地作用于普鲁兰糖、支链淀粉、

极限糊精中的 α-l, 6 糖苷键，切下整个侧枝，形成直

链淀粉[1]。淀粉加工业用到的原料中，支链淀粉的含

量约占 70%~95%[2]，而支链淀粉中约含 4%~5%的 α-1, 
6 糖苷键[3]，α-1, 6 糖苷键的分解程度直接影响了淀粉

的利用率及产品的质量。普鲁兰酶能将最小单位的支

链分解，充分利用原料，这一特性决定了它在淀粉加 
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工业及医药化工等相关行业中的广泛应用[4]。 
自 1966 年 Bender 和 Wallenfels 在产气气杆菌

Aerobacter aerogene 中首次发现普鲁兰酶以来[5]，不断

有各种来源的普鲁兰酶的相关报道，已经发现的产普

鲁兰酶的菌株主要集中在芽孢杆菌[6]、克雷伯氏菌[7]、

多形拟杆菌[8]、链球菌[9]及热硫梭菌[10]等。相继有许

多普鲁兰酶基因被克隆并在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、

酵母等宿主中表达[11~13]。然而普鲁兰酶的工业化生产

菌 很 少 ， 仅 有 丹 麦 Novo 公 司 的 Bacillus 
acidopullulyticus[14]和美国 Genencor 公司的 Bacillus 
deramificans[15]等应用到实际生产中，国内大多数野生
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菌株及基因工程菌的发酵水平均达不到工业需求[16]，

通过基因工程技术实现普鲁兰酶的高效表达仍是普鲁

兰酶研究的主要方向。 
本研究根据类芽孢杆菌来源的普鲁兰酶基因序列

的保守区设计兼并引物，从实验室自筛菌株

Paenibacillus puldeungensis LK18 中克隆出普鲁兰酶

基因，将该普鲁兰酶基因在 Escherichia coli BL21(DE3)
中进行异源表达，同时在表达载体中引入 6×His-Tag
标签，通过 Ni 柱亲和层析分离纯化出重组酶，并研究

其相关酶学性质。目前国内外尚且没有 Paenibacillus 
puldeungensis 来源的普鲁兰酶及其酶学性质的报道，

本研究为普鲁兰酶的酶库构建及工业化生产奠定了基

础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  菌株与质粒 
Paenibacillus puldeungensis LK18，实验室自筛野

生菌；Escherichia coil BL21(DE3)感受态细胞，北京全

式金生物技术有限公司；JM110 感受态细胞，上海唯

地生物技术有限公司；pEASY-Blunt Cloning vector，北
京全式金生物技术有限公司；pET-28a(+)，Invitrogen
生物公司。 
1.1.2  试剂与仪器 

TransStart KD Plus DNA Polymerase、2×EasyTaq 
PCR SuperMix 酶，北京全式金生物技术有限公司；限

制性内切酶（BamHІ和 HindІІІ）、T4 DNA 连接酶，

宝生物工程（大连）有限公司；DL5000 DNA Marker、
DL 15000 DNA Marker、低分子量蛋白 Marker、
6×Loading buffer，宝生物工程（大连）有限公司；细

菌基因组提取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒，

天根生化科技有限公司；普鲁兰糖，美国 Sigma 公司 
PCR 仪，Thermo Fisher Scientific；DYY-6C 型电

泳仪，北京六一仪器厂；全自动凝胶成像仪，BIO-RAD
公司；M200 多功能酶标仪，德国 TECAN；JY92-IIN
超声波细胞粉碎机，美国 SONICS 公司；Eppendorf 
5810R，高速冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；SK 
YB211C-JK 摇床，广州科桥实验技术设备有限公司。 
1.1.3  引物设计 

本研究所用的引物合成和测序工作均由广州艾基

生物技术有限公司完成，具体序列如表 1 所示。 
表1 本研究使用的引物 

Table 1 Primers used in this study 

引物名称 引物序列（5’-3’） 

PF1 GCTTTCATYACKGCSTATTGCAAAGT 

PR1 TAATTCTTCGGATCDTASCCCCAGTT 

PF2 TGGAACGAGGCCGCCGAYCCNTAYGC 

PR2 AGGCCCATCAGGTCGAACCKRAANCCRTC 

PF3 GACGTGTAYAACCAYGTNTATGACGG 

PR3 TACCCYAGWATGAAKAGACCCGC 

Pul-F (BamHІ) CGCGGATCCTTGTCAGTACAGAAGGAAAGCAATG 

Pul-R (HindІІІ) CCCAAGCTTCTACTCCGCGATGCTCAGCAC 

1.2  普鲁兰酶部分基因的克隆 

1.2.1  普鲁兰酶部分基因的克隆 
根据 NCBI 数据库公布的类芽孢杆菌来源的普鲁

兰酶基因序列，使用 ClustalX 软件对多条序列进行比

对，确定其保守区，结合密码子偏好性，设计三对兼

并引物（PF1、PR1；PF2、PR2；PF3、PR3），以

Paenibacillus puldeungensis LK18 全基因组为模板，通

过 Touchdown PCR 扩增其普鲁兰酶部分基因，反应条

件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s；65 ℃退

火 30 s，68 ℃延伸（延伸时间 1 kb/min），每个循环

退火温度降低 0.5 ℃，共 30 个循环；然后 94 ℃变性

30 s；50 ℃退火 30 s；68 ℃延伸（延伸时间 1 kb/min）；

10 个循环；最后 68 ℃保温 10 min。扩增产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带胶回收后送至公司

测序。 
1.2.2  普鲁兰酶全基因的拼接及克隆 

将普鲁兰酶部分基因的测序结果用DNAMAN 进

行比对和序列拼接，并将拼接的序列提交至 NCBI 上
的 ORF Finder 进行分析，进一步获得 pulA 基因全长。

根据pulA序列及pET-28a(+)载体的多克隆位点设计带

有酶切位点的引物（Pul-F、Pul-R），使用高保真酶扩

增出普鲁兰酶基因全长。反应条件为：94 ℃预变性 5 
min；94 ℃变性30 s；59 ℃退火30 s；68 ℃延伸2 min，
共 30 个循环；最后 68 ℃保温 10 min。扩增产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带胶回收后连接
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pEASY-Blunt 平末端载体，构建克隆质粒 pEASY-Blunt- 
pulA，并转入 JM110 感受态细胞。经蓝白斑筛选挑取

多个单菌落进行菌落 PCR 验证，将验证正确的菌株扩

大培养后送至公司测序。 

 
图1 普鲁兰酶基因序列拼接 

Fig.1 Fragment assembly of pullulanase gene 

1.2.3  重组质粒的构建 
将测序正确的阳性克隆子扩大培养后提取质粒

pEASY-Blunt-pulA，用 BamHІ和 HindІІІ双酶切后胶回

收，用 T4 DNA 连接酶将其与 pET-28a(+)双酶切后的

胶回收产物于 16 ℃条件下过夜连接。将连接产物转

化至 E.coli BL 21(DE3)感受态细胞中，涂布于含有 50 
μg/mL 卡那霉素的平板上，37 ℃过夜培养。挑取单克

隆进行菌落 PCR 验证，并扩大培养后提质粒，进行质

粒单双酶切验证。验证正确的菌株即为重组菌株 BL 
21(DE3)-pET-28a(+)-pulA。 

1.3  重组普鲁兰酶的诱导表达 

将成功转入表达质粒的重组菌株 BL 21(DE3)- 
pET-28a(+)-pulA 接种到 20 mL 含有卡那霉素抗性的

LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 振荡培养 12 h
后，以 1%的接种量接种到 50 mL/250 mL LB 液体培

养基（含 50 μg/mL 卡那霉素）中，继续振荡培养至其

OD600达到 0.6，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱

导剂，于 22 ℃、200 r/min 条件下培养 12 h 进行诱导

表达。将诱导表达后的菌液于 4 ℃、8000 r/min 下离

心 10 min 收集菌体，并用 0.1 mol/L 磷酸缓冲液（pH 
8.0）洗涤菌体 3 次后，然后加入适量的缓冲液将其配

成菌体浓度在 50 mg/mL~100 mg/mL 范围内的重悬

液，冰上超声破壁 20 min 后，于 4 ℃、12000 r/min
下离心 30 min 收集上清液，即为粗酶液，保存于

-80 ℃。 

1.4  重组酶的纯化及 SDS-PAGE 分析 

使用GE 公司的镍柱HisTrap HP 对重组普鲁兰酶

进行纯化，操作步骤参考张瑶等[17]人的方法略作改

动。首先使用 Buffer B 洗脱缓冲液（50 mmol/L PBS
缓冲液，0.5 mol/L 咪唑，0.5 mol/L NaCl，pH 7.4）冲

洗 B 泵至基线平，使用 Buffer A 结合缓冲液（50 
mmol/L PBS 缓冲液，20 mmol/L 咪唑，0.5 mol/L NaCl，

pH 7.4）冲洗 A 泵至基线平，然后将经 0.45 μm 滤膜

过滤后的粗酶液进行上样，当紫外吸收峰开始呈上升

趋势，同时离子浓度开始下降的时候，收集穿透液。

最后用 Buffer B 进行梯度洗脱，收集各个梯度下观察

到出峰时的洗脱液，以牛血清蛋白 BSA 溶液制作标准

曲线，采用 Bradford 法[18]测定其蛋白含量的测定。取

40 μL 洗脱峰下收集的样品，加入 10 μL 的

5×SDS-PAGE Loading Buffer，振荡混匀后沸水加热处

理 5 min 使蛋白变性，以 5%的浓缩胶，10%的分离胶

进行蛋白电泳检测。 

1.5  酶活力的测定 

重组酶的酶活力测定参考陈文波等[19]人的 DNS
方法，取 100 μL 适当稀释后的酶液加入到 100 μL 1%
普鲁兰糖溶液（100 mmol/L PBS 缓冲液配置，pH 6.0）
中，45 ℃恒温反应 30 min 后，加入 300 μL DNS 试剂

终止反应，然后置于沸水浴中加热 5 min。取出冷却

后用蒸馏水将其定容至 2.5 mL，于 540 nm 处测定吸

光值。以煮沸 10 min 灭活处理后的酶液作为对照。普

鲁兰酶活力的定义为：在相应条件下，每分钟分解普

鲁兰糖生成1 μmol葡萄糖所需的酶量定义为1个酶活

力单位（U）。 

1.6  重组酶的酶学性质研究 

1.6.1  温度对酶活力的影响及温度稳定性 
将适当稀释后的酶液与底物分别置于 25、30、35、

40、45、50、55、60 ℃下反应 30 min，测定重组普

鲁兰酶的酶活力，以酶活力最高者为 100%对照，以

探究该重组普鲁兰酶的最适反应温度。将粗酶液分别

置于 35、40、45、50 ℃条件下保温 15、30、45、60、
75、90、105、120 min，然后加入到底物中置于最适

温度下反应 30 min，测定其剩余酶活力，以未保温处

理的粗酶液的酶活作为 100%对照，探究该普鲁兰酶

在不同温度下的稳定性。 
1.6.2  pH 对酶活力的影响及 pH 稳定性 

在最适反应温度下，将适当稀释后的酶液分别与

pH 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 缓冲液配

置而成的 1%普鲁兰糖反应 30 min，测定相应的酶活

力，以酶活力最高者为 100%对照，研究该酶的最适

作用 pH。将粗酶液分别置于 pH 3.0、4.0、5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0、10.0 缓冲液中室温保存 1 h 后，于最适

温度和最适 pH 下反应，测定其剩余酶活力，以未作

处理的酶液的酶活力作为对照，探究该重组普鲁兰酶

在不同 pH 下的稳定性。 
1.6.3  金属离子对酶活力的影响 
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在底物中分别加入终浓度为 10 mmol/L 的 K+、

Zn2+、Mn2+、Mg2+、Ni2+、Fe2+、Cu2+、Co2+、Ca2+，

在最适温度和最适 pH 下反应 30 min 后，测定其相应

的酶活力，以未加入任何金属离子为对照，探究不同

金属离子对该重组普鲁兰酶作用活性的影响。 

1.7  数据处理 

本实验中所有数据均为进行三次平行实验取其平

均值所得。 

2  结果与讨论 

2.1  pulA基因的扩增与序列分析 

    

    
图2 普鲁兰酶部分基因及全长扩增 

Fig.2 PCR amplification products of the fragment and 

full-length pulluanase gene 

注：a：引物 PF1 和 PR1 的扩增产物；b：引物 PF2 和 PR2

的扩增产物；c：引物 PF3 和 PR3 的扩增产物；d：引物 Pul-F

和 Pul-R 扩增的普鲁兰酶基因全长；M：DL 5000 DNA Marker。 

通过兼并引物 PF1 和 PR1、PF2 和 PR2、PF3 和

PR3 分别扩增出长度为 996 bp（图 2a）、734 bp（图

2b）、1157 bp（图 2c）的普鲁兰酶部分基因序列，用

DNAMAN 比对其重叠区域，进行序列拼接。将拼接

的序列提交至 NCBI 上的 ORF Finder 进行分析，表明

该基因有一个 1968 bp 的开放阅读框，将其命名为

pulA。以 pulA 序列为模板设计引物，成功扩增出了目

的基因（图 2d）。测序结果显示：该普鲁兰酶基因全

长 1968 bp，编码 655 个氨基酸。通过 Clustal Omega
在线软件（http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/）比

对其氨基酸序列，发现其与 Paenibacillus barengoltzii 
CAU904（GenBank 登录号：KP714732.1）的序列同

源性为 73%，与 Paenibacillus durus ATCC 35681
（GenBank 登录号：CP011114.1）的序列同源性达

66%，与 Paenibacillus graminis DSM 15220（GenBank
登录号：CP009287.1）的相似性为 65%，说明类芽孢

杆菌属的不同种之间，普鲁兰酶的序列差异较大。 

2.2  重组质粒的构建 

使用 BamHІ 和 HindІІІ 双酶切 pEASY-Blunt-pulA
与 pET-28a(+)质粒，分别胶回收其双酶切产物，16 ℃
过夜连接，转入 E.coli BL21(DE3)后，将菌落 PCR 验

证正确的阳性克隆子扩大培养提质粒，进行单双酶切

验证，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测。结果如图 3 所示：

菌落PCR大小显示为1968 bp，与pulA基因大小相符；

经BamHІ和HindІІІ双酶切后的 pET-28a(+)-pulA 呈现

的两个条带分别与pulA基因片段及pET-28a(+)线性大

小相符，说明重组质粒 pET-28a(+)-pulA 构建成功。 

 
图3 单菌落验证及pET-28a(+)-pulA单双酶切电泳图 

Fig.3 The electrophoretogram of single colony verification and 

the double digestion identification of plasmid pET-28a(+)-pulA 

注：M 为 DNA Marker；泳道 1 为 pET-28a(+)双酶切产物；

泳道 2 为重组质粒 pET-28a(+)-pulA 经BamHІ和HindІІІ双酶切

产物；泳道 3 为 pET-28a(+)-pulA 经 BamHІ的单酶切产物；泳

道 4 为阳性克隆子菌液 PCR 验证。 

2.3  重组普鲁兰酶的诱导表达及分离纯化 

将构建成功重组菌株 BL21(DE3)-pET-28a(+)- 
pulA 以终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 为诱导剂进行诱

导表达，以空载菌株 BL21(DE3)-pET-28a(+)及未加入

IPTG 诱导的重组菌株作为对照，将诱导表达后的菌体

超声破碎上清液通过 SDS-PAGE 进行检测。根据在线

软件 Protparam（http://web.expasy.org/protparam/）预
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测该重组蛋白的分子量大小为 73.41 ku，加上目的基

因 C 端的 6×His-Tag 等标签序列，预测诱导表达的目

的蛋白的分子量大小约为 76.95 ku，等电点 pI 为 5.47。
结果如图 4 所示：与对照菌株相比，重组菌株在 76.95 
ku 处有明显条带，与目的蛋白推测分子量相符，说明

pulA基因在E.coli BL21(DE3)中成功实现了异源表达。 
将粗酶液进行 Ni 柱亲和层析，收集各个梯度下观

察到出峰时的洗脱液，并进行 SDS-PAGE 检测及酶活

力测定。如图 5 所示，与重组菌的菌体破碎上清液相

比，经 Ni 柱亲和层析纯化后的蛋白条带较为单一。重

组普鲁兰酶的纯化结果见表 2，其比酶活为 508.8 
U/mg，纯化了 2.36 倍，回收率达 41.89%。与已报道

的相比，如 Wu 等人将来源于 Thermus thermophilus
的普鲁兰酶基因在大肠杆菌中进行异源表达，其比酶

活 为 280 U/mg[20] ； Bertoldo 等 人 将 来 源 于

Anaerobranca gottschalkii 的普鲁兰酶在大肠杆菌中表

达，比酶活达 56 U/mg[21]；Liu 等人将 Paenibacillus 
barengoltzii 来源的普鲁兰酶基因在大肠中进行表达，

重组酶的比酶活达 68.3 U/mg[22]，本研究所表达的重

组普鲁兰酶的比酶活较高，具有一定的工业应用价值。 
表2 重组普鲁兰酶的纯化 

Table 2 Purification of the recombinant pullulanase 
样品 总蛋白/mg 总活力/U 比酶活/(U/mg) 回收率/% 纯化倍数 

粗酶液 57.7 12426.05 215.36 100 1 

洗脱峰 10.23 5205.02 508.8 41.89 2.36 

 
图4 重组普鲁兰酶SDS-PAGE检测图 

Fig.4 SDS-PAGE analysis of expression of the recombinant 

pullulanase 

注：M：蛋白 Marker；1：空载菌株破碎上清；2：诱导表

达的重组菌株破碎上清；3：未诱导表达的重组菌株破碎上清。 

 
图5 纯化后的普鲁兰酶SDS-PAGE分析 

Fig.5 SDS-PAGE analysis of the purified recombinant 

pullulanase 

注：M：蛋白 Marker；1：空载菌株破壁上清；2：未纯化

的重组普鲁兰酶；3：纯化后的重组普鲁兰酶。 

2.4  重组酶的酶学性质研究 

2.4.1  温度对酶活力的影响及温度稳定性 

 

 
图6 温度对酶活力的影响及其温度稳定性 

Fig.6 Effect of temperature on the recombinant enzyme activity 

and its thermal stability 

注：a：温度对重组普鲁兰酶酶活力的影响；b：重组普鲁

兰酶的温度稳定性。 

以纯化后的酶液为研究对象，测定重组酶的最适

反应温度。结果如图 6a 所示，在以 1%普鲁兰糖（pH 
6.0）为底物时，该重组普鲁兰酶的最适反应温度为

45 ℃，在温度低于 35 ℃及高于 50 ℃条件下，重组
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酶的作用活性较低。重组酶的温度稳定性实验结果如

图 6b 所示，该普鲁兰酶在 35 ℃~40 ℃下较为稳定，

保温 120 min 后剩余酶活达 60%以上；当保温温度高

于 45 ℃时，重组酶活力在短时间内就急剧下降，在

50 ℃下保温 30 min 后剩余酶活仅为 43.65%。 
2.4.2  pH 对酶活力的影响及 pH 稳定性 

如图 7a 所示，重组普鲁兰酶的最适反应 pH 是

6.0，在 pH 低于 5.0 及高于 8.0 条件下，酶反应活性较

低。目前已报道的细菌来源的普鲁兰酶的最适 pH 普

遍介于 5.0~7.0 之间[23]。该重组酶的 pH 稳定性实验结

果如图 7b 所示，该酶在 pH 6.0~8.0 条件下保温 1 h，
酶活力仍剩余 60%以上，在 pH 9.0 条件下保温 1 h，
酶活力剩余 45.32%。本研究中的重组普鲁兰酶与其他

报道中来源于类芽孢杆菌属的普鲁兰酶的最适 pH 较

为接近，如 Chen 等人报道出的来源于 Paenibacillus 
lautus 的普鲁兰酶的最适作用 pH 是 7.0，在 pH 6.5~9.0
下保温 1 h 后，相对酶活仍达 60%以上[24]；马静报道

出的来源于 Paenibacillus polymyxa 的普鲁兰酶的最适

pH 为 6.0，在 pH 5.5~8.0 范围内稳定性较好[25]。 

 

 
图7 pH对酶活力的影响和pH稳定性 

Fig.7 Effect of pH on the recombinant enzyme activity and its 

pH stability 

注：a：pH 对重组普鲁兰酶酶活力的影响；b：重组普鲁

兰酶的 pH 稳定性。 

2.4.3  金属离子对酶活力的影响 
向反应体系中加入终浓度为 10 mmol/L 的金属离

子。实验结果如图 8 所示：10 mmol/L 的 K+和 Mg2+

对该重组酶有激活作用，使其酶活力分别激活至

119.36%和 123.68%；10 mmol/L 的 Zn2+、Mn2+、Ni2+、

Fe2+、Cu2+、Co2+、Ca2+对重组酶有不同程度的抑制作

用，其中 Cu2+对该普鲁兰酶的抑制作用最强，使其酶

活力仅残留 16.73%。 

 
图8 金属对酶活力的影响 

Fig.8 Effect of metal ions on the recombinant enzyme activity 

3  结论 

3.1  本研究从 Paenibacillus puldeungensis LK18 中扩

增出普鲁兰酶基因，构建出重组质粒pET-28a(+)-pulA，
转入 Escherichia coli BL21(DE3)中，在 IPTG 诱导下实

现了普鲁兰酶基因的高效异源表达。通过 Ni 柱亲和层

析分离出纯度较高的目的蛋白，SDS-PAGE 检测显示：

重组蛋白的分子量约为 76.95 ku。该重组普鲁兰酶的

最适反应温度为 45 ℃，在 35 ℃~40 ℃下保温 120 
min 后，相对酶活达 60%以上；最适作用 pH 为 6.0，
在 pH 6.0~8.0 下保温 1 h，酶活力仍剩余 60%以上；

10 mmol/L 的 K+和 Mg2+对该重组酶有激活作用，而

Zn2+、Mn2+、Ni2+、Fe2+、Cu2+、Co2+和 Ca2+等对其有

不同程度的抑制作用。 
3.2  本研究成功地构建出一株高效表达普鲁兰酶的

重组菌株，其比酶活可达 508.8 U/mg，具备一定的工

业生产价值。后期可通过蛋白质工程技术对该普鲁兰

酶进行酶蛋白分子定向改良，增加其耐热性，使其更

适用于实际生产，以满足众多领域的需要。 
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