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短双歧杆菌!!"!半乳糖苷酶基因 $+$# 在大肠杆菌中的高效表达

陆 宇 赵 晗 王勤鹏 刘巍峰 肖 敏"

（山东大学 微生物技术国家重点实验室 济南 #"$/$$）

摘 要：短双歧杆菌（!"#"$%&’()*+",- &+*.* #$.）!5E5半乳糖苷酶基因（ ’/’/）被克隆到大肠杆菌温度诱导表达质粒

*F%##$ 中，构建重组质粒 *F%7G7/，转入大肠杆菌进行温度诱导表达，得到的重组酶 )G7/ 在大肠杆菌 EH"!、EH/$F
和 FI#/ 中的比活分别为 #1J$1、/AJ!! 和 /.J1"KL:G，均高于短双歧杆菌!5E5半乳糖苷酶的比活 /J04KL:G。重组质

粒 *F%7G7/ 在 0 ( (%1" FI#/ 中稳定性较好。重组酶 )G7/ 蛋白亚基分子量约 40ME，最适反应温度为 !"N，酶在 !$N
以下稳定，4$N仅剩余约 "O的酶活性，0$N时酶全部失活；最适反应 *H 为 !J$ P !J!，酶在 *H .J4 P 4J$ 范围内稳

定；酶对 25硝基苯酚5!5半乳糖苷的 3: Q /J!.::&’LI，4:78 Q ."J0/":&’L（I·:,;），对蜜二糖的 3: Q #4/::&’LI，4:78 Q

4.J4A":&’L（I·:,;）；酶在蜜二糖、棉子糖水解体系中不显示转糖基活性。结果说明 )G7/ 与已经报道的一种短双歧

杆菌的!5E5半乳糖苷酶不同，是新发现的一种短双歧杆菌的!5E5半乳糖苷酶。

关键词：双歧杆菌，!5E5半乳糖苷酶，温度诱导表达

中图分类号：R014 文献标识码：) 文章编号：$$$/54#$A（#$$"）$#5$#!/5$4

双歧杆菌是人和动物肠道的重要生理性益生

菌［/ P .］，大量研究证实，从婴儿到成年至老年，年龄、

食品结构和疾病都会导致人体肠道中双歧杆菌的数

量大幅度减少。双歧杆菌益生菌或低聚糖益生元均

可以用于提高人体肠道中双歧杆菌的数量，而低聚

糖的稳定性和高效性明显优于益生菌，因此，近年来

低聚 糖 类 物 质 的 研 究 开 发 成 为 国 内 外 的 研 究 热

点［!］。

目前已经研究和开发了多种低聚糖，如低聚半

乳糖、低聚果糖、低聚甘露糖、低聚木糖、低聚乳果

糖、乳酮糖、低聚异麦芽糖、龙胆低聚糖等。双歧杆

菌产生的多种糖苷酶，可水解利用这些不可降解性

低聚糖，而且其胞外糖苷酶还可降解病原菌表面的

复杂多糖，阻止病原菌在肠腔内的定植［"］。双歧杆

菌的多种糖苷酶性质已得到研究，如!或#5半乳糖

苷酶、!或#5葡萄糖苷酶、#5呋喃果糖苷酶、甘露糖苷

酶、E5木聚糖苷酶、E5木糖异构酶等［4］，并且发现了

某些糖苷酶具有转糖基活性，为酶法合成低聚糖或

糖基缀合物的加工提供了新的酶源［0 P A］。

!5半乳糖苷低聚糖是各类低聚糖中最为有效的

双歧因子［/$，//］，可用来筛选肠道细菌中的双歧杆

菌［/#］。!5E5半乳糖苷酶（!5E5G7’7@S&=,>7=3，9T.( # ( / (
##）也 可 以 作 为 有 效 的 双 歧 杆 菌 的 鉴 定 依 据 之

一［/.，/!］。目前双歧杆菌!5E5半乳糖苷酶基因的报道

只有 . 种：青春双歧杆菌（!"#"$%&’()*+",- ’$%1*5(*6)"5）
的 )6/#!"A4、长双歧杆菌（!" ( 1%6/,-）的 )9$/!01!
及短双歧杆菌（!" ( &+*.*）的 )6!$44!$，其中研究工

作较全面的是青春双歧杆菌，包括基因克隆、序列分

析及酶功能等各个方面［A，/"，/4］，长双歧杆菌的!5E5半
乳糖苷酶基因只在其基因组序列中推测，没有见到

其它方面的研究报道，短双歧杆菌的!5E5半乳糖苷

酶基因由本研究室报道，同时我们还研究了短双歧

杆菌 !5E5半 乳 糖 苷 酶 的 产 生、纯 化 及 性 质 研

究［/0 P /A］。本文研究短双歧杆菌（!" ( &+*.*）!5E5半
乳糖苷酶基因（ ’/’/）在大肠杆菌中的温度诱导高

效表达及重组酶性质，为双歧杆菌糖苷酶资源的开

发和利用奠定基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株、质粒和培养基：大肠杆菌（05(7*+"(7"’
(%1"）EH"!、EH/$F、FI#/ 均为本实验室保存，质粒

*F%##$ 为中国预防医学科学院馈赠。!" ( &+*.* #$.
及其培养、保存方法参照文献［/A］，0 ( (%1" 培养基为

IF 培养基，重组 0 ( (%1" 的培养和保存均使用含有

氨苄青霉素（/$$"GL:I）的 IF 培养基。温度诱导表



达采用 !"#培养，$%#诱导表达［%"］。

!"!"# 主要试剂：!"#&!、$%&’!、( $ )*+ ,-./01
购自 (/2/’/ 公司；’() )*+ 聚合酶购自 3/4.54 公

司；’6硝基苯酚6"6)6半乳糖苷（ ’*78/9）和 $6甲基伞

形酮6"6)6半 乳 糖 苷（$6:;8/9）购 自 3-.</；)=+=
31>?/@501 A/0B A95C 和 31>?/D1E 86FG" 购自 +<1@0?<
7?/@</H-/ I-5B1H?；8-./>-B1 26F""3 购自日本东亚合成

株式会社；+<-H54 J9B@/ 7,6F" 购自 :-99->5@1；牛血清

白蛋白购自 7K=’L=；(,L 层析板（3-9-H/ .19 M"，*5N
G!!）购自 :1@HO。其它试剂均为分析纯。

!"# !" $ #$%&% #%&!’(’半乳糖苷酶基因（ ’(’!）的

获得

根据本室报道的 !* N +,-.- %"!"6)6半乳糖苷酶

基因序列（+A$"MM$"），"/"F 基因的理论 P’A 大小为

%Q"FOR，位于 4B!G" S %!GT。引物设计采用 7’K:=’
%Q" 版。上游引物 A 的位置在 4B%G" S %MU，序列为：GV6
++(+8++((L+(8((88L88LL(8L(L( 6!V，引入 $%&’!
酶切位点；下游引物 ’ 的位置在 4B%!WW S %!T!，序

列为：GV6++(+88+(LL+((L8L(8(8L8L(8(86!V，引

入 !"#&!酶切位点。从 !* N +,-.- %"! 提取染色体

)*+ 为模板，进行 7L’ 扩增，扩增的 )*+ 片段大小

应为 %QFOR。 7L’ 反 应 体 系（G"#,）：终 浓 度 为

F"4.X#,的模板、F#<59X, 的引物、%""#<59X, 的 D*(7，

’() )*+ 聚合酶 %QG;，F Y 7L’ 缓冲液。反应条件：

T$# G<-4；T$# F<-4；G"# F<-4，W%# !<-4，%U 个循

环；W%# F"<-4。

!"& !’(’半乳糖苷酶基因温度诱导表达重组质粒

的构建

7L’ 扩增片段经 $%&’!和 !"#&!双酶切，定

向连接到同样双酶切后的 >IZ%%" 质粒上，构建成

重组质粒 >IZ/./F。感受态细胞的制备、重组质粒

的转化和重组子的筛选以及质粒的提取方法，按分

子克隆进行［%F］。

!") 重组酶的纯化

粗酶 液 的 制 备：收 集 新 鲜 培 养 细 菌 细 胞，

F"<<59X, 磷酸缓冲液（>&WQ"）洗涤并重悬，" S FG#
超声波破碎细胞，F""""@X<-4 离心 !"<-4，上清液为

粗酶液。重组酶纯化的所有过程在 $#下操作。重

组大肠杆菌的粗酶液来源于 F, 培养物。除了特别

提出外，所有步骤采用 F"<<59X,，>&WQ" 的磷酸钾缓

冲液。

!")"! 硫酸铵沉淀：重组大肠杆菌的粗酶液用 %"[
S $"[饱和度的硫酸铵沉淀，$#过夜后，沉淀溶于

适量缓冲液中，透析备用。

!")"# )=+= 31>?/@501 A/0B A95C 柱层析：将上述样

品上柱（FQGH< Y FGH<），以 " S %<59X, */L9 的缓冲液

梯度洗脱，酶活出现在大约 FQG<59X, */L9 的洗脱缓

冲液中，合并具有酶活的洗脱液，U"[饱和度的硫酸

铵沉淀后，溶于少量缓冲液中，透析备用。

!")"& 8-./>-B1 26F""3 柱 层 析：将 上 述 样 品 上 柱

（FQGH< Y !"H<），以 " S %""<<59X,，>&WQ" 的磷酸钾

缓冲液梯度洗脱，酶活出现在大约 FG"<<59X, 的磷

酸钾洗 脱 缓 冲 液 中，合 并 具 有 酶 活 的 洗 脱 液，用

+<-H54 J9B@/ 7,6F" 浓缩并除盐，为部分纯化样品。

!")") 31>?/D1E 86FG" 柱层析：将部分纯化样品上

柱（FQGH< Y T"H<），以含有 F""<<59X, */L9 的缓冲液

洗脱。本实验中没有得到具有酶活的蛋白质峰。

!"* !’(’半乳糖苷酶活力测定

%<<59X, ’*78/9、G"<<59X, 醋 酸 钠 缓 冲 液

（>&GQG）和 适 当 稀 释 的 酶 液 共 "QFU<,，!W# 反 应

F"<-4 后，加入 FQ"G<, "Q%<59X, >&F"QG 硼酸钠缓冲

液终止反应，测定 01$""（对硝基苯酚的摩尔消光系

数 FWW""）。活力单位定义：每分钟从 ’*78/9 底物

中水解释放 F#<59 的硝基苯酚的糖苷酶为一个酶活

单位（;）。

!"+ 蛋白质含量的测定

采用 I@/D\5@D 测定法［%F］，以牛血清蛋白为标准

蛋白。

!", -./ 薄板层析

糖样品（F" S !"#.）点样 (,L 层析板，展层剂（正

丁醇：乙醇：水 ] G ^ ! ^ %）展开后，雾喷显色剂（%"[
&%3P$、"QG[ !，G _ 二羟基甲苯水溶液），F$"#加热

烘烤约 F"<-4 至糖斑点显色。

# 结果

#"! 重组质粒 012343! 的构建

7L’ 扩增得到的 )*+ 片段长度约为 %QFOR，与

预计的大小相符。双酶切后与载体 >IZ%%"（!QMOR）

连接，得到质粒 >IZ/./F。对 >IZ/./F 进行酶切验

证，结果证明质粒构建成功。

#"# !’(’半乳糖苷酶基因在 ) $ *+," 中的表达

将重组质粒 >IZ/./F 分别转化 $ N %&2* )&G"、

$ N %&2* )&F"I 和 $ N %&2* I,%F。将重组菌株过夜培

养物，按 F[接种量接于含 +<> F""#.X<, 的 ,I 液

体培养基，!"#培养至 01M"" ] "QG 时，$%#诱导 G?，

收集细胞后制备粗酶液并测定"6)6半乳糖苷酶活力

和蛋白含量，计算酶的比活。表 F 结果显示重组质

%$% 微 生 物 学 报 $G 卷



粒 !"#$%$& 在 ’ 株大肠杆菌中均得到温度诱导高效

表达，粗酶液中!()(半乳糖苷酶的比活均高于 !" *
#$%&% +,’，其中在 ’ * ()*" )-.!/!"#$%$& 中的比活为

+01,0 2/3%，是 !" * #$%&% +,’ 酶比活的 &4 倍。

表 ! 不同大肠杆菌中重组!"#"半乳糖苷酶的比活

5$678 & 9!8:;<;: $:=;>;=? @< A8:@36;B$B=!(%$7$:=@C;D$C8 ;B >$A;@EC C=A$;BC

9=A$;BC !" * #$%&% +,’
’ * ()*"
"F+&

/!" #$%$&

’ * ()*"
)-.!

/!" #$%$&

’ * ()*"
)-&,"

/!"# $%$&
9!8:;<;:
$:=;>;=? @<

!(%$7$:=@C;D$C8
/（2/3%）

&1G4 &’10. +01,0 &H1II

$%& 质粒稳定性的研究

参照文献［++］方法，对重组质粒 !"#$%$& 在 ’ *
()*" )-.!、’ * ()*" )-&," 和 ’ * ()*" "F+& 中的稳定

性进行研究。

从平皿中挑一重组菌单菌落接入 +3F F" 培养

基（J3!&,,"%/3F）中，’,K过夜培养后，取 +,"F 接种

不含 J3! 的 F" 培养基中，’,K培养 &+L，如此转接 ’
次，即使菌体在无 J3! 的 F" 培养基中持续生长

I0L。最后在细菌生长到 +,4,, M ,1. 时，I+K热诱导

.L，诱导前后分别取样，涂于不含 J3! 的 F" 平板

上，再分别从每个平板中取 &,, 个菌落点种于含

J3! 的 F" 抗性平板上，计算每份样品中的菌落对

J3! 的抗性百分数。

表 + 结 果 显 示 重 组 质 粒 !"#$%$& 在 ’ * ()*"
)-.!和 ’ * ()*" )-&," 中稳定性较差，无 J3! 的

F" 培养 I 代共 I0L 后温度诱导 .L，抗性菌落分别只

有 IN和 IIN；而在 ’ * ()*" "F+& 中稳定性较好，同

样实验条件下抗性菌落占 0,N，可以满足无抗生素

选择压力下大规模生产的要求。

表 $ 重组质粒 ’()*+*! 在不同宿主菌中的稳定性（,）

5$678 + O8:@36;B$B= !7$C3;D C=$6;7;=? @< >$A;@EC ’ * ()*" C=A$;BC

9=A$;BC
5;38 @< ;BDE:838B=/L

, .

’ * ()*" "F+&/!"#$%$&
’ * ()*" )-.!/!"#$%$&
’ * ()*" )-&,"/!"#$%$&

H+
0,
04

0,
I
II

$%- 重组酶的纯化

本实验采用 ’ * ()*" "F+&/!"#$%$& 进行重组酶

纯化的研究。粗酶液经硫酸铵沉淀、)PJP 98!L$A@C8
Q$C= Q7@R 柱层析、S;%$!;=8 T(&,,9 柱层析及 J3;:@B
E7=A$ UF(&, 浓缩分离后，部分纯化样品进一步进行

98!L$D8V S(&., 凝胶过滤层析时，没有得到具有酶活

性的蛋白峰，结果说明重组酶的活性状态分子量大

小不均一。部分纯化样品 9)9(UJSP 结果（图 &）显

示样品还没有得到完全的纯化，有一条蛋白主带，相

应于 温 度 诱 导 高 效 表 达 的 蛋 白 带，分 子 量 约 为

4GW)。部分纯化过程中酶的比活、蛋白含量的变化

以及酶的得率见表 ’。

图 ! 重组酶的 .#."/012 图谱

Q;%* & 9)9(UJSP @< A8:@36;B$B=!()(%$7$:=@C;D$C8 <A@3 A8:@36;B$B=

’ * ()*" "F+&/!"#$%$&

&1 U$A=;$7 !EA;<;8D A8:@36;B$B= 8BX?38；+1Y877(<A88 8V=A$:= @< ’ * ()*"

"F+&/!"#$%$& ;BDE:8D；’1 Y877(<A88 8V=A$:= @< ’ * ()*" "F+&/!"#$%$&

B@B(;BDE:8D；Z* Z@78:E7$A 3$AW8A *

表 & 重组!"#"半乳糖苷酶的纯化过程

5$678 ’ UEA;<;:$=;@B @< A8:@36;B$B=!()(%$7$:=@C;D$C8 <A@3

’ * ()*" "F+&/!"#$%$&

9=8!
5@=$7
!A@=8;B
/3%

9!8:;<;:
$:=;>;=?
/（2/3%）

5@=$7
$:=;>;=?
/2

[;87D
/N

Y877(<A88 8V=A$:= H.1,. &’10. &’&41II &,,1,,

（\-I）+9]I（ +,(I,N）<A$:=;@B$=;@B &41I4 ’+1G. .’H1’I I&1&.

)PJP 98!L$A@C8 Q$C= Q7@R :@7E3B
:LA@3$=@%A$!L? +1+I G+1GI &4’1&I &+1’0

S;%$!;=8 T(&,,9 :@7E3B
:LA@3$=@%A$!L? ,1&0 H41.+ &G1’I &1’+

$%3 重组酶酶学性质

9)9(UJSP 结果显示图 &，分子量约 4GW) 的蛋

白质温度诱导得到高效表达，其占粗酶液总蛋白含

量由诱导前的 01,N提高到 +’1GN，在部分纯化样

品中该蛋白质是一条主带，其含量占样品总蛋白的

4G1.N，因此可以认为是重组酶蛋白。重组酶粗酶

液和部分纯化样品 ’GK与 I(Z2S$7 反应 &,3;B 后，

’4.B3 下观察到强烈荧光。\$=;>8 %A$D;8B= UJSP 后

进行 I(Z2S$7 活性染色，胶中没有显示出集中的活

性染色荧光带，荧光有弥散分布的现象。部分纯化

样品 \$=;>8 %A$D;8B= UJSP 后考马斯亮蓝染色，也没

有显示出相应于 4GW) 整数倍数的蛋白带。结果说

明重组酶的活性状态分子量大小不均一。

’I++ 期 陆 宇等：短双歧杆菌!()(半乳糖苷酶基因 -.-/ 在大肠杆菌中的高效表达



以 !!"#$% 为酶反应底物，于不同的温度下（&’
( )’*）用常规方法测定相对酶活，求得酶反应的最

适温度是 +,*。于不同的温度下将酶保温 -’./0
后，再用常规方法测定并计算相对酶活，显示酶在

+’*以下稳定，,’*时剩余约 1’2的酶活，温度大于

,’*后酶活急剧下降，3’*仅剩余约 ,2的酶活性，

)’*时酶全部失活。

用 45 &6&, ( -61 柠檬酸7柠檬酸钠缓冲液，45
-6, ( 36’ 醋酸7醋酸钠缓冲液，45 ,6, ( 16’ 磷酸氢

二钠7磷酸二氢钠缓冲液，45 16’ ( 8’ 硼酸7氢氧化

钠缓冲液分别配制酶反应体系，用常规方法测定并

计算相对酶活，结果显示酶反应的最适 45 为 +6’ (
+6+；酶在不同 45 的缓冲液中 +*过夜后，用常规方

法测定相对酶活，结果表明酶在 45 -63 ( 36’ 范围

内稳定。

59: 、;<& : 、=9: （ 各 8..>%?@ ） 和 ";AB
（’6’8..>%?@）强 烈 抑 制 酶 活 性，;>& : 、A9&: 、;$& : 、

A0&: 、C0& :（各 8..>%?@）、DEF= 和 EFF（各 8’..>%?@）

对酶活性无抑制，酶对 !!"#$% 的 ". G 86+-..>%?@，

#.$H G -,6)8!.>%?（@·./0）；酶 对 蜜 二 糖 的 ". G
&38..>%?@，#.$H G 3-63I!.>%?（@·./0）。

将重组酶分别与棉子糖和蜜二糖 -)*混合进

行反应，取不同时间的反应样品进行 F@; 薄板层析

分析酶反应产物。图 & 结果显示，重组酶的水解产

物随时间增加而逐渐增多，在 &+J 反应过程中没有

发现转糖基产物，说明该酶在水解"7E7半乳糖苷键

的过程中不存在转糖基活性。

图 ! 重组酶水解蜜二糖、棉子糖的反应产物

K/9L& MN$OP/>0 4Q>R<OPS $TPNQ JURQ>%US/S >T .N%/V/>SN >Q Q$TT/0>SN VU

QNO>.V/0$0P"7E79$%$OP>S/R$SN

8 L #%<O>SN；&6 #$%$OP>SN；-6W<OQ>SN；+6M$TT/0>SN；,6AN%/V/>SN；3 (

8-6M$TT/0>SN X/PJ PJN N0YU.N T>Q &J，+J，3J，1J，8’J，8&J，81J $0R

&+J，QNS4NOP/ZN%U；8+ ( &86AN%/V/>SN X/PJ PJN N0YU.N T>Q &J，+J，3J，

1J，8’J，8&J，81J $0R &+J，QNS4NOP/ZN%UL

" 讨论

低聚糖类物质在肠道细菌中可选择性刺激双歧

杆菌的生长，其中分子中含有"7E7半乳糖苷键的"7

E7半 乳 糖 苷 低 聚 糖 如 蜜 二 糖（AN%/V/>SN）、棉 子 糖

（M$TT/0>SN）和水苏糖（WP$OJU>SN）最为有效。这类低

聚糖分子中的"7半乳糖苷键专一性地为"7半乳糖苷

酶水解。研究发现人源双歧杆菌中广泛存在"7半乳

糖苷酶，但目前见报道的只有青春双歧杆菌（ $% L
&’()*+,*-.%+）和短双歧杆菌（$% L /0*1*）的"7半乳糖苷

酶 得 到 研 究。 8III 年 @NRNQ W 等 提 纯 了 $% L
&’()*+,*-.%+ EWA&’’1- 的"7半乳糖苷酶，是一个分子

量为 -++[E 的均一四聚体。+7A\#$% 活性染色的结

果证明，分子量为 8+,[E 酶的二聚体也具有酶的活

性［8,］。同年 ]$0 @$NQN 等［)］报道了该酶在蜜二糖、棉

子糖和水苏糖的水解体系中具有转糖基活性，并对

蜜二糖水解体系中合成的三糖和四糖进行了结构分

析，说明新生成的半乳糖苷键是"7E7#$%7（8!3）键，

且合成的三糖能特异性的刺激双歧杆菌的生长。同

年 BQ>N[ 等人进一步克隆了 $% L &’()*+,*-.%+ 的"7半
乳糖苷酶基因，在大肠杆菌中得到了高效表达，重组

酶在水解蜜二糖和水苏糖的反应体系中仍具有转糖

基活性［I］。&’’’ 至 &’’8 年，本室详细报道了 $% L
/0*1* &’- 的"7半乳糖苷酶的产生、纯化及性质，$% L
/0*1* &’- 的粗酶液在 !$P/ZN 9Q$R/N0P "=#D 电泳后，

活性染色观察只有一条活性荧光带，分子量约为

8,3[E，粗酶液纯化后的酶蛋白单亚基分子量约为

)I[E［8I］。

本文 研 究 短 双 歧 杆 菌"7E7半 乳 糖 苷 酶 基 因

&2&8 在大肠杆菌中的温度诱导高效表达。根据基

因 &2&3 的 核 苷 酸 序 列 分 析，=9$8 酶 蛋 白 的 理 论

^MK 为 &6’8[V，由 33I 个氨基酸残基组成，理论分

子量为 )+6&[E。本文结果表明，基因 &2&8 在大肠

杆菌中温度诱导高效表达后的重组酶 =9$8 的亚基

分子量约为 3)[E，不是理论值 )+6&[E。用 W/90$%"
-6’ WNQZNQ（JPP4：??XXXL OVS L RP< L R[?SNQZ/ONS?W/90$%"?）
分析 =9$8 氨基酸序列，在 !7端没有发现可能存在

的信号短肽序列，因此我们推测基因 &2&8 的真正

起始位点不是在理论 ^MK 的第一个 =F#，而是在第

三个 =F#，其理论分子量是 3)6I,[E。该推测已经

通过其它的实验得到了证明：在大肠杆菌中采用基

因 &2&8 的 ;7端 35/S7P$9 标记表达，利用亲合层析提

纯了重组酶，其分子量大小与本论文的结果一致，而

且标记表达的纯酶其 !7端氨基酸序列分析结果与

理论 ^MK 中第三个 =F# 开始的氨基酸序列完全相

符（结果未在本论文显示）。

4 L ,()% B@&8?4B]$9$8 温度诱导后，粗酶液的

比活为 8-61,\?.9，该样品和部分纯化样品（比活

++& 微 生 物 学 报 +, 卷



!"#$%&’()）*+,与 -./&012 反应 34(56 后，*"$6( 下

都显示出强烈荧光，但是在 71859: );1<5:68 =>0? 电

泳后的活性染色中，胶中却没有显示出集中的活性

染色荧光带，荧光有弥散分布的现象。部分纯化样

品在 @:AB1<:C 0.3$4 分子筛柱层析过程中，也没有

对应于酶活的蛋白质峰出现。这些结果都说明重组

酶 >)13 的活性状态分子量大小不均一，蛋白质亚基

似没有一种稳定的聚合状态。根据 !" D #$%&% %4* 粗

酶液的活性染色，只能观察到一种分子量为3$"EF的

双亚基!.F.半乳糖苷酶的结果［3G，3!］可以推断，>)13
酶蛋白或者不存在粗酶液中，或者其活性状态的分

子量不均一，在 !" D #$%&% %4* 中可能是一个不溶性

的细胞蛋白质，存在于细胞膜或者细胞壁等位置。

重组酶 >)13 和已经报道的 !" D #$%&% %4* 的双

亚基!.F.半乳糖苷酶（以下记为 >)1%）除了活性状

态和亚基分子量大小的不同，在其它性质上也表现

出不同。转糖基活性方面，在棉子糖、蜜二糖的水解

体系中，重组酶 >)13 只表现出水解活性，没有转糖

基活性，%-B 反应过程中没有转糖基产物出现。但

是同样反应条件下，>)1% 却在蜜二糖或棉子糖的水

解体系中显示出转糖基活性，其反应体系中存在新

的转糖基寡糖产物（图 *）。在温度稳定性和 AH 对

图 ! !" " #$%&% #$! 的!%&%半乳糖苷酶在蜜二糖、棉子糖

反应体系中的转糖基活性

I5)D* J:1K85L6 A;L<MK8N OL;(:< 1O8:; 8;16N)121K8LNP2185L6 LO (:25Q5LN: L;

;1OO56LN: QP!.F.)121K8LN5<1N: O;L( !" D #$%&% %4*

3# 0121K8LN:；%# 02MKLN:；*# /:25Q5LN:；-# J1OO56LN:；$ 16< +#

/:25Q5LN: R58B :6SP(: OL; 3% B 16< %- B， ;:NA:K859:2P；" 16< G#

J1OO56LN: R58B :6SP(: OL; 3% B 16< %- B，;:NA:K859:2PD

酶的影响等方面，>)13 在 "4,仅剩余约 $T的酶活

性，而 >)1% 在 "4,还具有 G4T的酶活性；>)13 最

适反应 AH（-#4 U -#-）和 AH 稳定性（*#" U "#4）均

在酸性范围内，明显较 >)1% 的最适反应 AH（$#$ U
"#$）和 AH 稳定性（$#$ U !#$）偏向酸性；>)13 对天

然底物蜜二糖的亲合性较差，其 ’( 为 %"3((L2’V，

远远大于 >)1% 的 ’(（%((L2’V）［3G，3!］。

综合以上分析和比较我们可以看出，本文研究

的 !" D #$%&% %4*!.F.半乳糖苷酶基因 ()(3 所对应

的!.F.半乳糖苷酶 >)13 与已经报道的同一种菌的

一种!.F.半乳糖苷酶（>)1%）在分子量、转糖基活性

以及其它部分酶性质上都不同，是新发现的一种

!" D #$%&% %4* 的!.F.半乳糖苷酶，因此 !" D #$%&% %4*
中至少存在 % 种!.F.半乳糖苷酶。有关 >)1% 的基

因克隆和进一步的研究工作目前正在积极开展。

致谢 感 谢 H5<:B5;L WM(1)15 教 授（V1QL;18L;P LO
>AA25:< /L2:KM21; /5K;LQ5L2L)P，WPL8L &659:;N58P）提供

短双歧杆菌（!" D #$%&% %4*）。
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