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耐热!5半乳糖苷酶基因在大肠杆菌中的表达
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摘 要：将来自嗜热脂肪芽孢杆菌 67+""$$"的高温乳糖酶基因 !"#$ 亚克隆到具强启动子的大
肠杆菌载体 8995!!#5#中，经 6:;<诱导后，表达出的重组蛋白质仍具有耐高温活性，其相对分子
质量与天然蛋白质相似，表达量为 " ) % = > ?@，比出发菌株高 "$倍 )
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乳糖酶，即!5半乳糖苷酶（B) F) ! ) # ) " ) !#）是
一种广泛应用的酶，能水解乳糖为半乳糖和葡萄

糖，也具有半乳糖苷的转移作用 )通常用以分解乳
糖，提高牛奶的可消化性，防治炼乳和冰淇淋中乳

糖的析出 )
乳糖酶作用的最适温度、8G 值和相对分子质

量随酶源不同而异 )一般而言，微生物乳糖酶的最
适作用温度为 #% \ 3% ]，而一些嗜热菌产生的乳
糖酶具有热稳定性，能长期在 2$ ]或更高温度下
存活，使用该种乳糖酶进行工业化生产具有转化率

高、污染小等优点 )但国内有关耐热菌乳糖酶的研
究尚未见报道，目前仅有 3种耐热酶基因被克隆出
来［"，%，2，4］，其中源自嗜热脂肪芽孢杆菌的乳糖酶的

最适温度为 %% ]，是适合工业化生产的一种乳糖

酶 )据报道，嗜热脂肪芽孢杆菌 67+""$$"中含有 #
种乳糖酶基因，其中乳糖酶"和#由同一基因
!"#3 编码，乳糖酶$由 !"#$ 编码，并且是 # 种乳
糖酶中最耐热的一种，在 4$ ]仍可具稳定性［"］)
!"#$ 由 ! $"2个碱基构成，所编码的蛋白质相对分
子质量约为 40 $%" )作者选取来自嗜热脂肪芽孢杆
菌 67+""$$" 的 !"#$ 基因进行研究，将其在大肠
杆菌中进行表达 )

B 材料与方法

B C B 质粒、菌株、酶和主要试剂
嗜热 脂 肪 芽 孢 杆 菌（ $#%&’’() )*+#,-*.+,4

/-0.&’&)）67+""$$"和大肠杆菌 ^G%%由作者所在
实验室保存 ) 899!!#5# 表达载体由江南大学客座
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教授刘吉泉惠赠 !限制酶、"#连接酶均购自 "$%$&$
公司 !
! " # 目的基因片段的扩增
引物由上海生物工程有限公司合成 !上游引

物： ’()*++,,""*,"+,,"*"+"","**"*)-(，
引入 !"#.!位点；下游引物：’()*+*"+*,+*)
",,,**""***++*""*)-(，引入 $%&!位点 !以
嗜热脂肪芽孢杆菌的染色体 /0, 为模板，1*. 扩
增条件为 23 4，’# 4，56 4 !
! " $ 重组质粒的构建
将 1*.产物与 78866-)-载体同时用 !"#.!

和 $%&!酶切，再连接 ’()* 基因与 78866-)- 载
体 !
! " % 质粒转化大肠杆菌
将宿主菌 9:;<2用 *$*=6 法制成感受态细胞，

取出 ;<<">与连接反应液混合，按文献［6］的方法
进行转化，然后将菌液涂布在 >? @ ,:1 抗性平板
上，-5 4孵育 ;# A ;3 B !

! " & 转化子的 ’()检测
将转化子小量培养，提取质粒，采用目的基因

片段的引物和 "$C酶进行扩增 !
! " * 菌株的诱导表达
将表达菌株培养至 D/3<<值为 < ! ’ 时，加入

E1"+至终浓度为 < ! ; FFG= H >，诱导 # B !
! " + 检测
以 D01+为底物，在 ’’ 4下测定（7I 5 ! <）#)

半乳糖苷酶酶活［-］! ; 单位酶活定义为 ; FJK 内酶
水解底物的微摩尔数 !蛋白质含量的测定依据考马
斯亮蓝法，以牛血清白蛋白 ?L,为标准［#］!

# 实验结果

# " ! 重组质粒的构建
重组质粒的构建如图 ; ! 1*. 扩增的 ’()* 基

因片段的长度为 6 %M左右，与预计的大小相符，插
入 788)66-载体，转化宿主菌 9:;<2 !

图 ! 重组质粒 ,--./012的构建
340" ! (56789:;8456 5< ,--./012
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! " ! 重组质粒的鉴定
将转化子进行质粒的小量提取，用 !"#$ 基因

的引物进行 !"# 扩增后，得到了相应的片段（图
$）%

& % ’()*+,--./标准 $ % 转化子 0 %!*’() %&’("标准

图 ! #$$%&’()质粒的 *+,鉴定结果 "
-.’" ! /01 *+, (2(345.5 67 8196:&.2(2; #3(5:.<

! " = 重组蛋白质的表达及酶活测定 "
以出发菌株嗜热脂肪芽孢杆菌 1)2&&33& 为

对照，将转化子用 1!45诱导表达，取 & 67 培养液
用细胞破碎机破碎，用于酶活测定和蛋白质电泳

（图 0）%由于 $ ) *+,#-.+/,-0.1/&23* 中含有 0种乳糖
酶，其中所克隆的 !"#$ 编码的乳糖酶#具有极高
的耐热性［&］，在 83 9下保温 & : 后仍保留 ;3<的
活性，而其它两种乳糖酶则已全部失活 %因此将两
种样品在 83 9下保温 & :后才进行酶活的检测，以
确保在 $ ) *+,#-.+/,-0.1/&23* 中所检测出的酶活完
全为 !"#$ 所编码乳糖酶的酶活 %所测出酶的比活
力分别为：=2&3>（ ?@@*AB,C）& % D E F 6B；$ )
*+,#-.+/,-0.1/&23* 3 % &GD E F 6B %由此可知，酶活提

& %标准相对分子质量蛋白 $ % 含 ?@@*AB,C 重组质粒的

=2&3>全细胞蛋白（未稀释） 0 %未转化 =2&3> 全细胞蛋白

（稀释 $倍） G %含 ?@@*A,BC重组质粒的 =2&3>全细胞蛋白

（稀释 $倍）

图 = 产物的 >?>%*@AB蛋白质电泳
-.’" = >?>%*@AB (2(345.5 67 ;01 ’121 #86<C9;5

高了 &3倍 %

= 讨 论
来源于嗜热脂肪芽孢杆菌的 !"#$ 基因，所编

码的蛋白质相对分子质量为 8; 3D&，经 H’H*!)5I
电泳后估测出的相对分子质量为 83 333，比预计的
低 &3<［&］%而在大肠杆菌中表达出的乳糖酶相对分
子质量也为 83 333左右，可见重组蛋白质在大肠杆
菌中受到了和出发菌株中相似的修饰作用 %
作者所采用的大肠杆菌 !@@ 载体所用的启动

子为 4,J启动子，该启动子是由 +-1 启动子的*0D
序列和 2#45 6 D的 !/KALMN 序列拼接而成的杂合启
动子，调控模式与 2#45 6 D 相似，但 6#() 转录水
平高于 +-1 和 2#45 6 D 启动子，因此在要求有较高
基因表达水平的情况下，选用 O,J 启动子比用
2#45 6 D启动子更优越 %
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