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阴沟肠杆菌 GX-3 的中性蔗糖酶在大肠杆菌中的表达及其特性
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摘要:【目的】在阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)GX-3 中发现了一个编码中性 pH 范围内起作用的蔗糖酶
基因，在大肠杆菌(Escherichia coli)中进行克隆表达及纯化，并研究该蔗糖酶的酶学性质，为蔗糖酶的应用研
究及开发利用奠定基础。【方法】通过查找 GenBank 数据库中来自阴沟肠杆菌同属中的编码蔗糖酶的基因
序列，对这些序列进行比对分析设计简并引物扩增保守区;利用 PCＲ 扩增目的基因，以 pQE30 为表达载体构
建重组质粒;镍亲和层析纯化重组蛋白，对重组酶的酶学性质进行详细研究。【结果】一个编码蔗糖酶的基
因(Einv)被从阴沟肠杆菌 GX-3 中发现和克隆。生物化学特性鉴定表明这个蔗糖酶的活性最适温度为 40℃和
最适 pH 为 6. 5。凝胶渗透色谱法分析显示 Einv 是以二聚体的形式存在。Einv 这个蔗糖酶在 1170 mmol /L 的
蔗糖条件下仍保留有 80%以上的水解活性。而在高浓度的蔗糖条件下，Einv 只有水解活性而没有转糖基的
副反应发生。它能够水解棉子糖、蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖和水苏糖。【结论】获得的 Einv 是一个在
中性 pH 范围内起作用的 β-呋喃果糖苷酶，只有水解功能而没有转糖基功能。这些特性表明这个中性蔗糖
酶在食品工业具有重要的应用价值。
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β-呋喃果糖苷酶(EC3. 2. 1. 26)是一类能够水
解具有果糖基末端底物的酶。大多数的这种酶可以
将蔗糖水解为葡萄糖和果糖;它也具有果糖基转移
酶活力，可用于合成短链的低聚果糖［1］。根据所水
解的底物，β-呋喃果糖苷酶具有不同的名字，能水解
蔗糖的命名为蔗糖酶，能水解菊粉的为菊粉酶和 β-
果糖苷酶［2］。

蔗糖酶催化蔗糖的水解产生 D-果糖和 D-葡萄
糖的混合产物，是植物新陈代谢的碳源和能源供

应的主要形式［3］。在工业中蔗糖的水解上蔗糖酶
是很重要的，是提供食品和发酵工艺上所需的长
效碳源。在食品工业上，蔗糖酶处理的糕点可以
保证在长时间储藏后中间的馅仍保持新鲜和柔
软。蔗糖被蔗糖酶水解后的产物包含等摩尔的果
糖和葡萄糖，也称转化糖 ( invert sugar)，相比于蔗
糖具有低的结晶特性，同时由于转化糖中果糖的
存在而甜度更高［4］，并且具有用淀粉制备的高果
糖糖浆相似的特性，因此可用来作为高果糖糖浆
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的替代物。因而蔗糖酶在食品工业上具有很多重
要的应用。在酒精工业中，酵母中的蔗糖酶可以
在糖蜜中存在抑制剂的条件下水解蔗糖，使得酵
母能够发酵甘蔗糖蜜生成酒精［5］。蔗糖酶的其他
应用包括化妆品、药品和造纸工业中的增塑剂以
及在生物电子应用中做为酶电极［6 － 7］。最近，酶电
极生物传感器已经成为研究的目标，新的方法使
得这项技术被更广泛的应用［6 － 8］。在酶生物传感
器中是以蔗糖酶水解蔗糖的活力作为一个信号，
这类生物传感器要求蔗糖酶在中性 pH 条件下进
行催化反应，同时要求蔗糖酶只有水解活性而没
有其它副反应像如转糖基活力［9］。

但是，目前为止蔗糖酶的研究仍然局限在真
菌和植物来源的蔗糖酶上面［10］。蔗糖酶目前被
分为两类:按活性作用的 pH 值范围来分有酸性
蔗糖酶和中性 /碱性蔗糖酶两个类群［11］。酸性蔗
糖酶是目前研究最多的一类，特别是来自酿酒酵
母的蔗糖酶［4］。这个蔗糖酶也是目前工业中使
用的蔗糖酶。而对于中性蔗糖酶它们主要是存
在植物中，在中性 pH 条件下具有酶活力并且主
要是以蔗糖为唯一的底物［11 － 16］。虽然一些课题
组在大肠杆菌中克隆和表达了中性蔗糖酶［14］，
但是由于它们的活性不稳定和难纯化而难于被
研究，目前被彻底研究并提供工业应用的并不
多［17］。但在食品工业，从甘蔗汁转化水解蔗糖
往往都是在中性条件下进行［18］。因而许多科研
小组寻找在中性条件下作用的蔗糖酶，有通过固
定化酶的方法使得酸性蔗糖酶的最适 pH 值提高
的同时阻止寡糖的形成和提供其稳定性［19 － 21］，
也有使用宏基因组技术从土壤环境中获得了新
的中性蔗糖酶［22］或者通过将酸性蔗糖酶 N 端序
列截短后使其最适 pH 向中性偏移［23］。

本 研 究 从 自 行 筛 选 到 的 阴 沟 肠 杆 菌
(Enterobacter cloacae)菌株 GX-3［24］中克隆到了一个
中性 pH 范围内起作用的蔗糖酶，并在大肠杆菌
(Escherichia coli) 中成功表达。该蔗糖酶在 1170
mmol /L 的高蔗糖浓度条件下仍保留有 80%以上的
水解活性，但是没有转糖基的副反应发生。它能够
水解棉子糖、蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖和水苏
糖。这些特性表明这个中性蔗糖酶在食品工业具有
重要的应用价值。

1 材料和方法

1. 1 菌株和材料
大肠杆菌 ( Escherichia coli) XL1-blue 和 M15 /

pＲEP4、阴沟肠杆菌( Enterobacter cloacae) GX-3、载
体 pQE30 为本实验室保存。分子生物学工具酶包
括限制性内切酶、DNA 连接酶以及 PCＲ 扩增聚合酶
购自大连 TaKaＲa 公司。蛋白质镍亲和层析 ( Ni-
NTA)纯化试剂盒购自 Qiagen 公司。标准蛋白质样
品 Ferritin horse (Mr 450000 )、Catalase bovine ( Mr
240000 )、Albumin bovine ( BSA ) ( Mr 67000 )、
Albumin egg ( Mr 45000 ) 和 Myoglobin equine ( Mr
17800)，均购自德国 SEＲVA 公司。蔗果三糖、蔗果
四糖、蔗果五糖购自 WaKo，水苏糖和棉子糖购自
Sigma。其他试剂均为国产分析纯试剂。
1. 2 蔗糖酶基因 Einv 保守区的获得

从 GenBank 中查找阴沟肠杆菌属 Enterobacter
同属中的编码蔗糖酶基因，比对分析查找保守区后
设计简并引物:上游引物 I-1: 5'- AGGCTATANC
GGCCACGTGCGCGA-3';下 游引 物 I-2: 5'-CGCAG
CGGCCAGNAGCAGAATGC-3'。以阴沟肠杆菌 ( E．
cloacae)GX-3 总 DNA 为模板，用引物 I-1、I-2 扩增
保守区。PCＲ 反应程序:94℃ 3 min;94℃ 30s，55℃
30 s，72℃ 1 min，30 个循环;72℃ 10 min。PCＲ 产
物连接到载体 pMD19-T，转化到大肠杆菌中。通过
蓝白筛选挑取白色阳性菌落，送去华大公司测序。
1. 3 蔗糖酶基因 Einv 的克隆

保守区序列使用 Vector NTI Advance 10 软件进
行序列拼接，使用 NCBI( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov /)的 BlastN 和 BlastX 工具进行序列比对和分
析。

与保守区序列同源性最高的基因用简单组件结
构研究工具 ( Simple Modular Architecture Ｒesearch
Tool，SMAＲT，http: / / smart． embl-heidelberg． de)分
析其编码的氨基酸序列的组件结构。然后设计目的
基因 Einv 的 扩 增 引 物: Einv-1: 5'-ATGAGATCT
ACGTTATCTTCCCGCTGGCCTGCCG-3'; Einv-2: 5'-
CTCAAGCTTCTATTCTACCATGCAGCCGCGCAGC-
3'。在上游引物 Einv-1 中引入 Bgl II 酶切位点，在
下游引物 Einv-2 中引入 Hind Ⅲ酶切位点。PCＲ 反
应程序:95℃ 2 min;98℃ 10 s，57. 5℃ 15 s，72℃
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2 min，30 个循环;72℃ 10 min。扩增的目的片段经
Bgl Ⅱ和 Hind Ⅲ双酶切后，与经 BamHⅠ和 Hind Ⅲ
酶切的表达载体 pQE30 连接，用 CaCl2 法转入大肠
杆菌菌株 XL1-blue 中。构建的重组质粒命名为
pQE-Einv。
1. 4 重组蛋白质 Einv 的表达与纯化

重组质粒 pQE-Einv 转入到大肠杆菌( E． coli)
M15 /pＲEP4 中，37℃培养至 OD600 0. 6，加入诱导剂
IPTG 至终浓度为 0. 5 mmol /L，37℃诱导 8 h。表达
的重组蛋白 Einv 按照 Qiagen 公司蛋白质纯化试剂
盒使用说明用镍亲和层析 Ni-NTA 进行纯化，再通
过 30 kDa 的超滤膜脱盐处理。

纯化的 Einv 蛋白质进行聚丙烯酰胺凝胶电泳
分析 ( SDS-PAGE) 和凝胶过滤色谱分析 ( GPC )。
GPC 条件:色谱柱:PＲOTEIN KW-803 ( Shodex，8 ×
300 mm，Kanagawa，Japan ); 检 测 器: Model 2998
photodiode array detector ( Waters Corporation，
Milford，MA，USA);检测波长:280 nm;流动相: pH
6. 5 的 0. 2 mol /L 磷酸氢二钠 － 0. 1 mol /L 柠檬酸缓
冲液 ( 加 入 100 mmol /L Na2 SO4 ); 流 速: 0. 8
mL /min;柱温:25℃。
1. 5 重组蛋白 Einv 的酶活力测定及酶学性质的研
究

蔗糖酶活力测定使用 DNS 定糖法［25］:取 0. 007
μg 纯化的蛋白 Einv 至 0. 2 mL 终浓度为 1% 蔗糖
中，反应体系在最适的酶反应条件下作用 20 min
后，加入 2 倍体积 DNS 试剂终止反应，沸水煮
5 min，迅速冷却，在 540 nm 处测 OD 值。

一个蔗糖酶的酶活力单位(U)定义为在最适的
酶反应条件下每分钟释放 1 μmol 还原糖所需的酶。

蛋白质含量的测定参照 Bradford［26］的方法，以
牛血清白蛋白为标准品。

所有的实验都做 3 个平行实验。
1. 5. 1 最适 pH 和 pH 稳定性的测定:(1)取 0. 007
μg 纯化的蛋白 Einv 至 0. 2 mL 终浓度为 1% 蔗糖
中，反应体系在 37℃条件下，在 pH 4. 0 － 8. 0 的磷
酸氢二钠-柠檬酸缓冲液中测定酶反应的 pH 效应。
(2)酶的 pH 稳定性的测定是将酶放置于不同 pH
(4. 0 － 8. 0)条件下，4℃ 保存 24 h，然后测定酶活
力。
1. 5. 2 最适温度和热稳定性的测定:(1)取 0. 007
μg 纯化的蛋白 Einv 至 0. 2 mL 终浓度为 1% 蔗糖

中，反应体系在最适 pH 条件下，温度在 25℃ － 65℃
之间测定酶反应的温度效应。(2)酶的热稳定性的
测定是将酶分别放置于 4℃、25℃、30℃，不同的时
间间隔取出一定蛋白进行酶活的测定。
1. 5. 3 Km和 Vmax的测定:将蔗糖溶于 pH 为 6. 5 的
磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液中配制成一系列不同浓
度的蔗糖溶液(15 － 585 mmol /L)，分别加入 1. 3 ×
10 － 7微摩尔纯化的蛋白质，40℃反应 20 min，用典型
的米氏方程求出 Einv 的 Km和 Vmax值。
1. 5. 4 底物抑制和转糖苷活性:(1)底物抑制的测
定是将不同浓度的蔗糖溶液(15 － 1170 mmol /L)和
0. 007μg 纯化的蛋白质在最适 pH 和最适温度条件
下反应 20 min，测定在不同底物浓度下 Einv 的酶活
力。(2)转糖苷活性的研究是将 32μg 纯化的重组
酶与不同浓度的蔗糖(50 － 1000 mmol /L)在 35℃
条件下反应 12 h，然后煮沸 10 min 终止反应，进行
高效液相色谱(HPLC)分析检测其各种反应产物。
1. 5. 5 金属离子对酶活的影响:纯化的重组酶与终
浓度为 5mmol /L 的金属离子 Li +、Na +、Ag +、K +、
Ba2 +、Hg2 +、Mn2 +、Mg2 +、Ca2 +、Zn2 +、Co2 +、Cu2 +、
Fe3 +在酶反应的最适条件下反应 20 min，测定它们
对酶活力的影响，以不添加金属离子的酶的活力为
100%。
1. 5. 6 底物特异性:在反应总体积为 200 μL、pH
6. 5 的缓冲液溶液中，分别以终浓度为 100 mmol /L
的松三糖(三糖，α1→3-β，α-2-1 糖苷键)、棉子糖
(三糖，α1→6-α，β-1-2 糖苷键)、蔗果三糖 (三糖，
α，β-1-2-β2→1 糖苷键)、蔗果四糖(四糖，α，β-1-
2-β2→1 糖苷键)、蔗果五糖(五糖，α，β-1-2-β2→1
糖苷键)、水苏糖(四糖，α1→6-α，β-1-2 糖苷键)和
1%菊粉(多糖，α，β-1-2-β2→1 糖苷键)为底物，分
别加入 32 μg 纯化的蛋白质，40℃作用 12 h。然后
将反应物放置沸水中煮沸 10 min 终止反应，室温冷
却，进行 HPLC 分析，检测其反应产物。

HPLC 工作条件:(1 )仪器:安捷伦 1100 色谱
仪;(2)检测器:Alltech 200ES 型蒸发光散色检测
器;(3)色谱柱:Alltima Aminoz 氨基柱 ( 250mm ×
4. 6mm，5μm);(4)流动相:乙腈:水(75:25);(5)流
速:1mL /min;柱温:25℃。
1. 6 基因的核苷酸序列号

来自阴沟肠杆菌( E． cloacae) GX-3 基因 Einv
的核苷酸序列上传到 GenBank 数据库中，基因的序
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列号为 KM 278529。

2 结果和讨论

2. 1 蔗糖酶基因 Einv 的保守区分析及 Einv 的克隆
以阴沟肠杆菌(E． cloacae) GX-3 总 DNA 为模

板扩增基因 Einv 的保守区，扩增产物约为 900bp。
将 PCＲ 产物连接到 pMD19-T 载体上后进行测序分
析，测序结果和 GenBank 公布的 Enterobacter cloacae
subsp． cloacae ATCC 13047 的假定蛋白(hypothetical
protein)ECL_01932 同源性最高，为 97%。

使用 SMAＲT 软件分析 ECL_01932 的氨基酸序
列，发现它只含有一个糖基水解酶 32 家族的结构

域。然后以 E． cloacae 菌株 GX-3 总 DNA 为模板，使
用 Einv-1 和 Einv-2 引物特异的扩增出一条大约为
1. 4kb 的 DNA 条带。
2. 2 重组蛋白 Einv 的表达及纯化

重组质粒 pQE-Einv 转入大肠杆菌中诱导表达
后镍亲和层析纯化。纯化的重组蛋白 Einv 分别进
行 SDS-PAGE 和 GPC 分析，结果见图 1。重组蛋白
在 54 kDa 处有明显的蛋白质条带(图 1-A)，与由基
因序列推测所得理论分子量一致。纯化的蛋白进行
GPC 分析，Einv 的保留时间为 11. 494 min，根据标
准蛋白质样品制定的标准曲线计算得出 Einv 分子
量大小为 104 kDa(图 1-B)，由此推测出 Einv 在天
然活性状态下是以二聚体的形式存在的。

图 1． 重组蛋白 Einv 的 SDS-PAGE 和 GPC 分析
Figure 1． SDS-PAGE and GPC analysis of recombinant protein Einv． (A) : SDS-PAGE of invertase Einv M: protein marker; lane 1: proteins of

E． coli M15 / pQE30 with induction; lane 2: proteins of E． coli M15 / pQE-Einv with induction; lane 3: purified Einv protein． (B) :GPC analysis

of purified recombinant protein Einv．

2. 3 重组蛋白 Einv 的酶学性质分析
2. 3. 1 pH 对重组酶的影响:Einv 在 pH 5. 0 － 8. 0
之间具有活性，超出这个区间则活性完全丧失，而最
适 pH 值为 6. 5;并且 Einv 保存在 pH 5 － 8 之间的
缓冲液中的酶活力比较稳定，能保持 80%以上的酶
活力(图 2-A)。

Einv 具有 6. 5 的最适 pH 值，这个特殊的性质

使它明显区别于其他已经报道的蔗糖酶。目前报道
和应用的绝大多数蔗糖酶它们一般在 pH 3. 5 － 6. 0
具有活性，最适 pH 值接近 4. 5，它们在 pH 大于 6. 0
的情况下迅速失活［4，27］。因而 Einv 为中性蔗糖酶，
Einv 在 pH 大于 7. 0 的条件下仍能保存 80% 的活
性。应用广泛的酿酒酵母的蔗糖酶在最适 pH 5. 0
保存 300 min 后失去了 35%的酶活，在 pH 6. 0 保存
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300 min 则失去了约 70%酶活［21］，在 pH 值大于 7. 0
时保存 4 h 就不稳定了［28］。而来自宏基因的中性
蔗糖酶 uninv 在 pH 大于 7. 0 的条件下则只保留了
40%的活性［22］。最适 pH 为中性和强的 pH 稳定性
的蔗糖酶具有一定的工业应用价值，比如可以用于
转化糖的生产和生物传感器的酶电极中［6，29］。
2. 3. 2 温度对重组酶的影响:在 25 － 60℃的温度
间测定 Einv 的酶活，最适温度为 40℃ (图 2-B)。

对 Einv 的贮存稳定性进行了分析。当贮存在
4℃时，70 d 仍有 60%的活力(图 2-C)。Einv 的 4℃
贮存稳定性跟来自宏基因组文库的蔗糖酶截短体
M-inv2 是相似，比来自相同文库的中性蔗糖酶 uninv
的要好［23］。当贮存在 25℃和 30℃时，25℃时酶活
力随着时间的增加逐渐下降，但放置 96 h 后仍有
50%的活力，而 30℃在 12 h 后酶活力迅速下降，36
h 失去了酶活(图 2-D)。

图 2． pH 和温度对重组蛋白 Einv 活性的影响
Figure 2． Effect of pH and temperature on recombinant enzyme activity． (A) :effect of pH on Einv;(B) : effect of temperature on Einv;(C) : thermal

stability of Einv at 4℃ ;(D) : thermal stability of Einv at 25℃ and 30℃ ．

2. 3. 3 重组酶的 Km和 Vmax测定:将 Einv 与一系列
的不同浓度蔗糖进行反应，反应结果具有典型的米
氏动力学特性 (图 3-A )。Einv 的 Km 为 79. 85 ±

6. 664 mmol /L，Vmax值为 2199 ± 57. 12 μmol·mg － 1·

min － 1，K cat为 1979. 1 s － 1。在已报道的不同来源的
各种蔗糖酶中，来自酿酒酵母的酸性蔗糖酶具有最
高的转化数(9400 s － 1)［30］，Einv 的转化数低于海栖
热胞菌的酸性蔗糖酶(2600 s － 1 )［31］，高于来自宏基
因组文库的酸性蔗糖酶 Uninv2 ( 1447. 6 s － 1 )［23］。

虽然，有相关文献报道了一些中性的蔗糖酶，但都没
有酶稳定性的相关实验数据，并且从植物(比如甜
菜和豌豆苗)中获得的中性蔗糖酶通常对蔗糖具有
非常低的 Km值，但它们的水解速率也是很低的。
2. 3. 4 重组酶的底物抑制及转糖苷活性的测定:将
Einv 和一系列不同蔗糖浓度溶液 ( 15 － 1170

mmol /L)在 pH 6. 5 和温度 40℃作用 12 h。结果发
现在蔗糖浓度为 290 mmol /L 时，Einv 的水解活性最
高。此后，水解活性随着蔗糖浓度的增大而稍微受到
抑制，在高底物浓度条件下(585 － 1170 mmol /L)
Einv 仍保持有 80%以上的水解活性(图 3-B)。

将 Einv 和一系列不同蔗糖浓度溶液 ( 50 －
1000 mmol /L)在 35℃ 作用 12 h 后的各反应产物
100℃煮沸 10 min，离心取上清进行 HPLC 分析。在
整个蔗糖浓度范围内，HPLC 的分析表明都只有葡
萄糖和果糖产生而没有其它产物产生，即使在
1000 mmol /L浓度的蔗糖存在下也没有其它产物产
生，由此推测 Einv 没有转糖基活性(图 4)。
2. 3. 5 金属离子对重组酶活力的影响:Einv 对金

属离子比较敏感 (图 5)。Ag +、Hg2 +、Ca2 + 和 Cu2 +

强烈抑制酶的活力，使得酶活力几乎为零，Co2 +对酶
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图 3． 不同底物浓度对重组酶酶活力的影响
Figure 3． Effect of different sucrose concentrations on enzyme activity．

(A) : analysis of Michaelis constants of Einv;( B) : effect of sucrose

concentration on enzyme activity．

图 4． 重组酶的转糖苷反应产物 HPLC 分析
Figure 4． HPLC analysis of transglycosylation product of Einv．

(A) : sugar standard (1． fructose，2． glucose，3． sucrose) ;(B) :

transglycosylation product of Einv at 1000mmol / L sucrose

concentration．

有明显的抑制作用，Mg2 +和 Zn2 +几乎不影响酶的活
力，Li +、Na +、K +、Ba2 +和 Fe3 +对酶有轻微的激活作
用，Mn2 + 对酶有强烈的激活作用，使其酶活高达
253%。金属离子 Mn2 +对 Einv 的强烈的激活作用，
在酿酒酵母的蔗糖酶中也有相似的明显激活作
用［32］。Zn2 +对 Einv 的活力影响不大，而有文献报
道 1mmol /L Zn2 +则完全抑制蔗糖酶的活力［15］。

图 5． 金属离子对重组酶活力的影响
Figure 5． Effect of metal ions on recombinant enzyme activity．

图 6． Einv 的底物特异性的 HPLC 分析
Figure 6． HPLC analysis of the products from substrate specificity tests．
(A) : sugar standard． Substrates: raffinose( B)，1-kestose( C)，nystose
(D)，fructofuranosylnystose ( E)，stachyose ( F) ． Peak numbers show
the retention times for fructose(1)，glucose(2)，melibiose(3)，1-kestose
(4 )，raffinose ( 5 )， nystose ( 6 )， trisaccharide unnamed ( 7 )，
fructofuranosylnystose (8)，stachyose (9) ．
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2. 3. 6 重组酶的底物特异性及其产物 HPLC 分
析:底物特异性分析表明Einv能水解棉子糖、蔗果三
糖、蔗果四糖、蔗果五糖和水苏糖，但是不能水解松
三糖和菊糖(图 6)。在这些反应中，Einv 将棉子糖
水解为果糖和蜜二糖，将蔗果三糖水解为果糖和葡
萄糖，将蔗果四糖水解为果糖、葡萄糖和蔗果三糖，

将蔗果五糖水解为果糖、葡萄糖和蔗果四糖，将水苏
糖水解为果糖和一个三糖。

水解低分子量低聚果糖是糖基水解酶 32 家族
蔗糖酶的特性［33］。由于 Einv 可以从连有果糖的聚
糖中分解出果糖，例如蔗糖四糖，因此可以确定
Einv 是一个外切糖苷酶。Einv 不能水解菊糖，这个
特性在来自其他微生物的蔗糖酶上也发现了［4，23］。

3 结论

本文从实验室自行筛选到的阴沟肠杆菌( E．
cloacae)GX-3 菌株中通过查找同属菌株中编码蔗糖
酶的基因序列进行比对分析，获得一个编码中 /碱性
蔗糖酶的基因。该蛋白质与 E． cloacae subsp．
cloacae ATCC 13047 的假定蛋白 ECL_01932 同源性
最高，为 98%。该蔗糖酶基因在大肠杆菌中进行了
重组表达和纯化，对重组蔗糖酶的酶学性质进行了
详细的研究。Einv 的最适 pH 和温度分别是 pH 6. 5

和 40℃，Km 和 Vmax 为 79. 85 ± 6. 664 mmol /L 和

2199 ± 57. 12 μmol·mg － 1·min － 1;天然蛋白是以二聚
体的形式存在;金属离子 Mn2 +对其有明显的激活作
用，Ag +、Hg2 +、Ca2 +、Cu2 + 则对 Einv 有强烈的抑制
作用;该酶能够水解棉子糖、蔗果三糖、蔗果四糖、蔗
果五糖和水苏糖;Einv 没有转糖基功能。本研究首
次在阴沟肠杆菌中发现了一个在中性 pH 范围内作
用的蔗糖酶，并且具有的特性表明这个中性蔗糖酶
在食品工业将具有重要的应用价值。
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Expression and characterization of a neutral Enterobacter
cloacae GX-3 invertase

Yingli Zhao，Qianqian Wu，Zhikai Zhang，Zilong Wang，Yutuo Wei，Ｒibo Huang，
Liqin Du*

College of Life Science and Technology，Guangxi University; State Key Laboratory for Conservation and Utilization of
Subtropical Agro-bioresources． Nanning 530005，Guangxi Zhuang Autonomous Ｒegion，China

Abstract:［Objective］ To characterize a neutral invertase from Enterobacter cloacae GX-3． ［Methods］ By searching
GenBank database，we found the genes encoding invertase from the same genus Enterobacter． These sequences were
aligned and analyzed． Then，a gene encoding neutral invertase was amplified by PCＲ． The recombinant plasmid pQE-Einv
was constructed． We purified the expressed protein Einv with nickel-nitrilotriacetic acid chromatography． At last，the
characterics of the recombinant protein Einv were studied in detail． ［Ｒesults］ A gene encoding neutral invertase was
discovered and cloned from E． cloacae GX-3． The recombinant enzyme Einv was characterized． Einv had an optimum pH
of 6. 5 and an optimum temperature of 40℃ ． The results of sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electropheresis
(SDS-PAGE) and gel permeation chromatography ( GPC) showed that Einv was a homo-dimer protein． Einv retained
80% activity at sucrose concentrations up to 1170 mmol / L． But，Einv had no transglycosylation activity at high sucrose
concentration． It could hydrolyze raffinose，1-kestose，nystose，fructofuranosylnystose and stachyose． ［Conclusion］ It is
first reported that an invertase from Enterobacter cloacae is a β-fructofuranosidase at neutral pH range． It only has
hydrolysis activity without tranglycosylation activity． These characteristics indicate that the neutral invertase Einv has
important applications in food industry．
Keywords: Enterobacter cloacae GX-3，β-fructofuranosidase，invertase，neutral，characterization
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