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摘 要：从嗜热脂肪芽孢杆菌（489""$$"）中克隆出编码热稳定的半乳糖苷酶蛋白基因!"#:，构
建具6;强启动子的-<6=!$=（>）=>?@:质粒，并在大肠杆菌:A!"（B</）中进行表达)经4567诱导
后，重组菌周质中乳糖酶酶活达到$)"!C／DA，胞内酶活为")/#C／DA，比酶活为3)33C／D?蛋
白，比酶源菌产生的酶活提高#$倍)通过对4567诱导时机、诱导浓度和诱导时间的优化研究，重
组菌产生的比酶活进一步提高至酶源菌的%$倍)
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!=半乳糖苷酶（!=7@(@NV’[IR@[,，<F!)/)")!/）
俗称乳糖酶，因其能催化!=半乳糖苷键水解而具有
重要的工业用途，如乳品加工中常用!=半乳糖苷酶
催化牛乳中乳糖的水解，以生产低乳糖牛奶)
嗜热 脂 肪 芽 孢 杆 菌（$#%&’’())*+#,-*.+,2

/-0.&’()）能合成!=半乳糖苷酶)据G@WUOI[@等
［"］报

道，嗜热脂肪芽孢杆菌能产生/种!=半乳糖苷水解
酶，其中最耐热的一种为!=7@(4（亚基相对分子量

;$$$$），由!"#:基因编码)此酶的最适-G为3)#，
最适作用温度##^，而且热稳定性非常好，在##^
下酶活半衰期达到#$$O)但这种耐热酶!=7@(4在出
发菌株中酶活极低，仅占总酶活的"／"$左右)
本实验室开展了高温乳糖酶的基因工程研究，

已将来自嗜热脂肪芽孢杆菌489""$$"的!"#$基
因克隆出来，并在大肠杆菌V@N系统中成功表达，与
出发菌株相比，耐热酶活提高了"$倍左右［!］)尝试
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了利用!"#表达载体在大肠杆菌$%&’（(")）中进
行表达，并对其诱导条件进行研究*

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株、酶和主要试剂
嗜热 脂 肪 芽 孢 杆 菌（!"#$%%&’’()"*+(,)*-

.+/,$%$’）+,-’’..’和大肠杆菌(/0!为本实验室
保存*!"#1&.（2）表达载体和宿主菌$%&’（(")）购
自3456789公司；限制性内切酶、#:连接酶、#6;酶
均购自#6<6=6公司；+>#?购自@6749公司；相对分
子质量低的蛋白质标准物购自华美生物工程公司*
!"# 质粒的抽提、感受态细胞的制备和质粒的转化
参照文献［)］*

!"$ 酶活检测
以A3>?为底物，在00B下（!/值为C*.）测

定"1半乳糖苷酶酶活*’个单位酶活定义为’DE9
内酶水解底物产生A3>的#D4F数*
!"% 周质酶活的检验
用渗透压法获得周质内蛋白，以’*)的方法测

定酶活*
!"& 蛋白质含量测定
考马斯亮蓝法，以牛血清白蛋白$@,为标准*

!"’ 菌株的诱导表达
将表达菌株培养至 A(值为.*0时，加入

+>#?至终浓度为.*’DD4F／%，诱导:G*
!"( 表达培养基
重组菌!"#1276$.H的培养采用@A$培养基：胰

蛋白胨&.7，酵母膏07，氯化钠.*07，.*&0D4F／%氯
化钾’.D%，灭菌后加入0D%&D4F／%的-7IF&溶液*
氨卞青霉素,D!质量浓度为’..#7／D%*

# 结果与讨论

#"! 耐热!)半乳糖苷酶基因的克隆

#*!*! 目的基因的克隆 耐热"1半乳糖苷酶基因
来源于嗜热脂肪芽孢杆菌+,-’’..’，基因序列报
道见文献［:］*首先将嗜热脂肪芽孢杆菌的染色体

(3,提取出来，以基因的报道序列设计引物，扩增
出&<2的(3,条带，平端连入克隆载体!$FJ81
@K=E!L中，获得的转化子用>IM法判定方向，两个
不同插入方向的转化子中的01"$基因测序，与报
道的序列相一致*
#*!*# 重组质粒的构建 从已构建好的!$FJ81
@K=E!L1276$中用限制性内切酶34L+和@6F+切下

01"$片段，插入!"#1&.（2）载体，质粒构建图见
图’*!"#载体是利用大肠杆菌#C噬菌体的转录
体系为元件构建的表达体系，是目前最有效的大肠

杆菌表达载体之一*

图! *+,)#-（.）)./01的质粒构建图

23/"! 456789:;83565<=>07?3@*+,)#-（.）)./01
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!"! !#半乳糖苷酶基因的表达

!!!!$ 重组质粒的转化
用氯化钙法将重组质粒转入克隆宿主"#$%&

中，筛选转化子，提取质粒后转化表达宿主’()$
（*+,）中，再筛选转化子［-］!
将转化子.+/0123’%4小量培养，提取质粒，用

5678和93:8双酶切!同时以此质粒*5;为模板，用

!"#’基因的上下游引物进行<=>扩增，电泳结果
（图)）显示在)?1左右均有条带!

$!.+/0)%（1）0123’质粒用5678和93:8双酶切；

)!对照（.’9@0123’$的<=>扩增产物）；

,!!*5;／ABCD888相对分子质量标准；

E，-!<=>.F6DGH76I7F3CJI6FK3C7
图! 重组质粒%&’#!(（)）#)*+,的-./鉴定结果

01*"! ’23-./+4+5671789%&’#!(（)）#)*+,

!!!!! 表达初检验
转化子依照材料方法所述进行诱导表达后，收

集菌体，检测酶活，结果见表$!由酶活检测结果可
知，重组菌周质内酶活只占总酶活的$／$%，周质分
泌效率较低!培养基上清液中基本无酶活，说明

!"#’基因在该系统中不能外泌表达，但总酶活比
出发菌株［)］提高了-%倍左右!

表$ 重组菌和出发菌株酶活的比较

’+)"$ .8:%+;17848934<6:3+=>1?1>689;3=8:)14+4>7>;+14
+4@8;1*14+57>;+14

项 目 出发菌株 胞内 周质 培养基

酶活（L／K(） %!%) $!,- %!$) !%!%%$

比酶活（L／K2） %!$, 4!44 4!MN !%!%%$

!!!!A 电泳检验
为了进一步检验重组蛋白的存在，取转化子培

养液进行全细胞蛋白质的9*90<;O+，以转入空

.+/0)%（1）载体的’()$（*+,）为对照，结果见图,!

$!.+/0123’%4的全细胞蛋白；

)!’()$（*+,）（.+/0)%（1））的全细胞蛋白；

,!低相对分子质量蛋白质标准

图A %&’#)*+,(B的全细胞蛋白质电泳图

01*"A -;8>314353=>;8%28;371789;3=8:)14+4>=355%&’#
)*+,(B

!"A 异丙基硫代半乳糖苷（C-’D）诱导条件的优化

8</O是一种乳糖类似物，能够与/M>5;聚
合酶基因前的(3HLP-的表达产物相结合，解除其
对/M>5;聚合酶表达的阻遏，促进/M>5;聚合
酶的表达，从而大量转录插在/M启动子后的外源
基因的表达!实验通过8</O诱导时期、诱导浓度和
诱导时间的进一步研究，找出基因工程菌的最佳诱

导表达条件!
!!A!$ 最佳诱导时期的选择

.+/0123’%4过夜培养物转接9Q’培养基，分
别在培养$，)，,，E，-，4，NR时，加入8</O至终浓
度%!EKK6:／(，诱导表达ER，结果见图E!

图E 诱导时期对C-’D诱导表达的影响

01*"E &993=>8914@F=14*>1:384>233G%;377184

从图E可以看出，加入诱导剂的最适时间应为

ER左右，即对数生长期中期，此时表达量达到了最
高值!诱导时机对基因表达效果影响很大，加入过
早或过迟，!"#’的表达水平都不够理想!可能因为
过早诱导微生物还处于年轻时期，!"#’产物的大
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量产生干扰了宿主细胞的生长；若诱导太迟，菌体

已成熟，菌体内各种酶的合成能力降低，表达量也

减少!
!!"!! 最适诱导浓度的选择

"#$%&’()*+过夜培养物转接,-)培养基，培
养./时，加入01$2至终浓度分别为*!*3，*!4，

*!53，*!3，*!+3，*!6，*!73，8!899:;／<，各自诱导
表达./，结果见图3!

图# $%&’浓度对表达量的影响

()*+# ,--./01-$%&’/12/.20340)1212)256/)2*.783.99)12
由图3可以看出，01$2 在浓度达到*!6

99:;／<时，即可使!"#)的表达量达到最大!当大
于*!699:;／<后，01$2对!"#)的表达没有显著
的影响!由于高浓度01$2对含质粒工程菌的生长
具有抑制作用，再加上01$2本身价格昂贵，控制好

01$2的浓度是非常必要的!
!!"!" 最适诱导长度的选择

"#$%&’()*+过夜培养物转接,-)培养基，培
养./后，加入01$2至终浓度为*!699:;／<，分
别在5=>下诱导表达8，4，5，.，3/，结果见图+!
由诱导结果可知，诱导./时表达量达到最高，

而继续诱导下去表达量并没有得到相应的提高!
综上所述，重组大肠杆菌"#$%&’()*+的最佳

诱导条件为：摇瓶发酵./，加入01$2浓度为*!6
99:;／<，诱导./，!%半乳糖苷酶比酶活能达到84
?／9’，比出发菌株提高7*倍!

图: $%&’诱导时间对表达的影响

()*+: ,--./01-$%&’)256/)2*0);.12.2<=;.4/0)>)0=

" 结 论

!"#)基因在"#$表达载体中的表达效果较
好，比采用"@@445%5载体进行表达的效果增强［4］!
但重组!%半乳糖苷酶在"#$载体中表达时，周质分
泌效率较低!影响周质表达水平的因素很多，如启
动子、信号肽、蛋白质本身特点、宿主、生长条件等，

每一种因素都可能会对周质分泌产生影响!有研究
表明，采用很强的启动子如1<、$=等，重组蛋白虽
可获得高效表达，但往往以未切去信号肽的前体分

子聚集在胞内或结合在内膜内侧!本实验中所获得
的重组蛋白也大部分存在于胞内，而仅有少量分泌

到周质内!这与使用了强启动的$=启动子有一定
的关系!
"#$表达系统信号肽"A;)来源于欧文氏
菌［+］，虽然该信号肽已经多次应用于大肠杆菌表达

系统并成功地使目标蛋白转运到周质蛋白中，但并

不是任何蛋白质加上信号肽序列都可以转运到周

质空间中!一些结构相似的蛋白，有的可以顺利地
转运，有的在同样条件下却不能，目前对这些现象

还难以解释!因为转运过程比较复杂，涉及到许多
因素，其机理目前尚未完全清楚，还需通过进一步

的深入研究加以阐明!
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