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摘要：初筛表明，一株分离自北极加拿大海盆海冰心芯样品的海单胞菌（犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４）

具有较高的βＤ半乳糖苷酶活性，为了研究清楚其酶学性质，将经ｈｉＴＡＩＬＰＣＲ扩增得到的βＤ半乳

糖苷酶基因（犵犪犾狋）与ｐＥＴ２８ａ（＋）原核表达载体结合，转入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）。经ＩＰＴＧ诱导后对

重组βＤ半乳糖苷酶（ＧＡＬＴ）的表达条件进行了优化，采用金属螯合亲和层析技术制备纯酶，并对重

组ＧＡＬＴ的酶学性质进行了研究。结果显示，重组酶的最适诱导温度为２０℃，在ＩＰＴＧ浓度为０．０７

ｍｍｏｌ／Ｌ时诱导２２ｈ后，酶活和产酶量达到最大值。ＧＡＬＴ单体分子量约为６．６×１０４ｇ／ｍｏｌ，天然酶

为同源三聚体。ＧＡＬＴ最适作用温度为３５℃，其热稳定性较好，在６０℃处理５ｈ后，仍可保持５０％以

上的相对活性。ＧＡＬＴ的最适作用ｐＨ为９．０，在ｐＨ为６．０～１１．０范围内比较稳定。ＧＡＬＴ的最适

ＮａＣｌ浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ，对盐度具有较高的耐受性。Ｍｇ
２＋、Ｋ＋、ＤＴＴ和ＥＤＴＡ 对酶活不具有显著影

响，而Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋对酶活有促进作用，Ｚｎ２＋和Ｌ谷胱甘肽对酶活有抑制作用。ＧＡＬＴ对Ｇａｌβ１４Ｇｌｃ

ＮＡｃ具有水解作用，而对Ｇａｌβ１３ＧａｌＮＡｃ和Ｇａｌβ１３ＧｌｃＮＡｃ糖苷键型没有水解能力。本研究实现

了海单胞菌属菌株的βＤ半乳糖苷酶基因在大肠杆菌系统中的高效表达，并系统研究了重组酶的酶

学特性，为后续开展该酶的代谢适应性和潜在应用研究提供详细的酶学数据基础。
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１　引言

βＤ半乳糖苷酶（ＥＣ３．２．１．２３）能够催化水解半

乳糖苷类物质，释放其末端的非还原性半乳糖分子，

它存在于自然界很多微生物、动物和植物中，来源不

同的βＤ半乳糖苷酶其酶学性质也不尽相同
［１］。迄

今，已有１００多种βＤ半乳糖苷酶提交到各类数据库

中，根据其功能的相似性可将其分为４个家族：ＧＨ１，

ＧＨ２，ＧＨ３５和ＧＨ４２
［２］。

多数βＤ半乳糖苷酶是由微生物产生的，包括中

温菌、嗜热菌和嗜冷菌等［３］。随着βＤ半乳糖苷酶研

究的不断深入，该酶的应用不再局限于乳糖水解，而

是广泛应用于食品、医药、免疫、环境检测、基因诊断

和基因治疗等多个领域，已取得了可观的经济和社会



效益，具有广阔的市场前景［４］。

海单胞菌是一种海洋性细菌，目前已知有７个海

单胞菌来源的βＤ半乳糖苷酶基因，均是通过基因组

测序得到，其中犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＭＷＹＬ１的基因组

中含有两个βＤ半乳糖苷酶基因（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅ／？ｔｅｒｍ＝Ｍａｒｉｎｏｍｏｎａｓ＋ｓｐ．＋

ＭＷＹＬ１），分别属于ＧＨ４２家族和ＧＨ２家族；犕犪狉犻

狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＭＥＤ１２１和犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．Ｄ１０４
［５］中

各含有一个属于ＧＨ４２家族的酶基因；犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊

狆狅狊犻犱狅狀犻犮犪ＩＶＩＡＰｏ１８１
［６］中含有两个βＤ半乳糖苷

酶基因，分别属于ＧＨ４２家族和ＧＨ１家族；犕犪狉犻狀狅

犿狅狀犪狊犿犲犱犻狋犲狉狉犪狀犲犪 ＭＭＢ１
［７］中含有一个属于ＧＨ１

家族的酶基因。

本研究以北极加拿大海盆海冰冰心中分离的

犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４为研究菌株，通过ｈｉ

ＴＡＩＬＰＣＲ技术获得该菌株产生的βＤ半乳糖苷

酶基因犵犪犾狋，并将该基因克隆至大肠杆菌中进行原

核表达，对重组酶的酶学特性进行了系统的研究，为

该酶的代谢适应性和潜在应用研究提供详细酶学数

据基础。

２　材料与方法

２．１　材料

海单胞菌犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４分离自北

极加拿大海盆海冰上层冰心，现保存于中国极地研究

中心极地微生物菌种保藏管理中心（ＢＳｉ２０５８４）和中

国海洋微生物菌种保藏管理中心（ＭＣＣＣ１Ｃ００２５０）。

原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）由中国极地研究中心极

地微生物学实验室提供；大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态

细胞购自Ｂｉｏｍｅｄ公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自Ｔｈｅｒｍｏ公

司；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒、ＤＮＡ回收试剂盒、质

粒抽提试剂盒、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＩＰＴＧ和卡那霉素购自

上海捷瑞生物工程有限公司；ＮｉＮＴＡ 为Ｂｉｏｒａｄ公

司产品；Ｔａｑ酶购自上海生工生物公司；氨基色谱柱

购自ＣＮＷ；色谱纯试剂购自上海安谱科学仪器有限

公司；ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０２６（１０ｐｍｏｌ／μＬ）、ＰＡＳｕｇａｒ

Ｃｈａｉｎ０２８（１０ｐｍｏｌ／μＬ）、ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０４２（１０

ｐｍｏｌ／μＬ）、ＰＡＧｌｃ（１ｐｍｏｌ／μＬ）、Ｆａｓｔｐｆｕ高保真酶、

犅犪犿犎Ｉ、犡犺狅Ｉ限制性内切酶购自ＴａＫａＲａ公司；引物

由上海生工生物公司合成。

２．２　方法

２．２１　基因的扩增与原核表达载体的构建

基于ｈｉＴＡＩＬＰＣＲ技术扩增得到的βＤ半乳糖

苷酶基因序列［８］，设计全长扩增引物，同时引入

犅犪犿犎Ｉ、犡犺狅Ｉ两个酶切位点和保护碱基，Ｆ５８４∶５′－

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＴＴＡＧＧＴ ＧＴＧＴＧＴＴＡＴＴ

３′，Ｒ５８４ ∶ ５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＧＴＴＴＴＴＴＣ

ＣＡＡＡＴＧＧ３′。以野生型ＢＳｉ２０５８４全基因组ＤＮＡ

为模板，用Ｆａｓｔｐｆｕ高保真酶扩增βＤ半乳糖苷酶基

因。ＰＣＲ扩增程序：９５℃５ｍｉｎ，１个循环；９５℃３０ｓ，

５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。将

ＰＣＲ产物通过０．８％琼脂糖凝胶电泳验证后割胶回

收。使用犅犪犿犎Ｉ、犡犺狅Ｉ分别对ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒和

ＰＣＲ扩增产物进行双酶切处理，酶切产物割胶回收后

于１６℃过夜连接。将构建的原核表达载体命名为

ｐＥＴ２８／ｇａｌｔ。

２．２２　βＤ半乳糖苷酶基因序列分析

将扩增得到的基因序列提交至 ＮＣＢＩ进行

ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）同源性比

对，选取同源性大于７０％的序列构建系统发育树，从

而观察其进化上的相关关系。用Ｐｒｏｔｅａｎ５．０１进行

蛋白二级结构的分析［９］，同时用Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行三维结构的预测，用

Ｓｗｉｓｓｐｄｂｖｉｅｗｅｒ４．１０对催化位点进行预测。

２．２３　犵犪犾狋酶基因在大肠杆菌中的表达与纯化

将ｐＥＴ２８／ｇａｌｔ重组质粒转入大肠杆菌ＢＬ２１

（ＤＥ３）感受态细胞，用５０μｇ／μＬ的卡那霉素抗性筛

选，挑取阳性单克隆送测。将验证成功的重组菌于含

５０μｇ／μｌ卡那霉素的ＬＢ培养基中培养至犗犇６００为

０．６～０．８，然后加入不同浓度ＩＰＴＧ进行诱导，对不

同诱导条件下的样品取样，８０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ收

集菌体，用ＰＢＳ重悬，在４００Ｗ功率下超声破碎（超

声２ｓ，停３ｓ）３０ｍｉｎ后，于１２０００ｒｐｍ下离心２０

ｍｉｎ，收集上清得到粗酶液，沉淀用ＰＢＳ重悬，用以分

析酶的可溶性表达情况。由于重组菌含有６×Ｈｉｓ

ｔａｇ标签，因此对重组酶采用镍柱亲和层析纯化
［１０］，

用不同浓度的咪唑洗脱，将洗脱液中有酶活的部分收

集，ＳＤＳＰＡＧＥ分析重组酶纯度。

２．２４　酶活力测定

采用ＯＮＰＧ（邻硝基苯βＤ半乳吡喃糖苷）法测

定酶活：将１０倍稀释过的酶液１０μＬ与９０μＬＯＮＰＧ

混合，于３７℃下反应１０ｍｉｎ后加入１００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ

Ｎａ２ＣＯ３ 终止反应５ｍｉｎ，测定犗犇４２０，与ＯＮＰ标准曲

线对照得到酶活。酶活力定义：在３７℃条件下，每催

化产生１μｍｏｌＯＮＰ所需要的酶量为１Ｕ
［１０］。
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２．２５　蛋白质定量分析

用蛋白定量试剂盒进行蛋白量的测定，具体操作

为：取２０μＬ酶液与２００μＬＢｒａｄｆｏｒｄ试剂混合，室温

下放置５ｍｉｎ后测定犗犇５９５，然后与ＢＳＡ（牛血清白蛋

白）标准曲线对照得到蛋白量。

２．２６　酶学性质测定

（１）温度对酶的影响：将酶液与反应液混合后分

别放置在０℃、１０℃、１５℃、２０℃、２５℃、３０℃、３５℃、

４０℃、４５℃、５０℃、５５℃、６０℃、６５℃下进行，ＯＮＰＧ法

测定酶活以检测酶的最适作用温度；先将等量酶液分

别放置在４０℃、５０℃、６０℃中处理相应的时间（１ｈ、２

ｈ、３ｈ、４ｈ、５ｈ）后再与底物ＯＮＰＧ反应，检测酶的热

稳定性。

（２）ｐＨ对酶的影响：用ＢｒｉｔｔｏｎＲｏｂｉｎｓｏｎ缓冲液

（磷酸、乙酸、硼酸、氢氧化钠混合液）将酶反应体系分

别调成３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２，然后与ＯＮＰＧ反

应，测定酶反应的最适ｐＨ；将等量酶液分别放在ｐＨ

为３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２的ＢｒｉｔｔｏｎＲｏｂｉｎｓｏｎ缓冲

液中处理１ｈ后ＯＮＰＧ法测定酶活，测定不同条件下

酶的ｐＨ稳定性。

（３）ＮａＣｌ对酶的影响：分别配制含０、０．５、１、１．５、

２、２．５、３、３．５、４、４．５、５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的酶反应体系，将

酶反应放置在上述盐浓度梯度中进行，以检测酶的最

适ＮａＣｌ浓度；将等量酶液单独放置在上述盐浓度梯

度中处理１ｈ后再与底物反应，检测酶的耐盐性。

（４）金属离子和化学物质对酶活的影响：在酶与

底物 ＯＮＰＧ 的反应体系中分别加入浓度为０．１

ｍｍｏｌ／Ｌ到５ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ
２＋、Ｍｎ２＋，分

析不同浓度金属离子对酶活的影响；在酶与底物ＯＮ

ＰＧ的反应体系中分别加入１０、２０、３０、４０、５０ｍｍｏｌ／Ｌ

的ＤＴＴ、ＥＤＴＡ和Ｌ谷胱甘肽，分析上述化学物质对

酶活的影响。

（５）动力学参数：用ＰＢＳ配制不同浓度的ＯＮＰＧ

溶液，取等量酶液与不同浓度的ＯＮＰＧ底物反应，测

定酶活，用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８非线性拟合分析法作图，求出

犓犿 和犞犿犪狓。

２．２７　ＳＤＳＰＡＧＥ和ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ

ＳＤＳＰＡＧＥ条件：１２％的分离胶和５％的浓缩

胶，Ｍａｒｋｅｒ范围为１４．４×１０３～１１６×１０
３
ｇ／ｍｏｌ

（Ｔｈｅｒｍｏ）；ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ∶８％的分离胶和５％的浓缩

胶，Ｍａｒｋｅｒ范围为５×１０３～２５０×１０
３
ｇ／ｍｏｌ（Ｔｈｅｒ

ｍｏ），预电泳３０ｍｉｎ，电泳在冷库中（４℃）进行，以防止

蛋白质变性。用考马斯亮蓝Ｇ２５０进行凝胶染色。

２．２８　水解底物键型分析

用具有ＰＡ（吡啶氨基）荧光修饰的多糖（Ｓｕｇａｒ

Ｃｈａｉｎ，Ｔａｋａｒａ）对重组酶的水解底物键型进行分析。

反应体系为：５０ｐｍｏｌ底物，５×１０
－３ Ｕ酶，１０ｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ，１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，缓冲液为０．０１ｍｏｌ／Ｌ的

ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）。反应２０ｈ后将反应液短暂离心后

煮沸５ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ去除酶蛋白，取

上清作为检测样品。色谱条件：检测器：Ｗａｔｅｒｓ２４７５

荧光检测器；流动相：２００ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸三乙胺（ｐＨ＝

７．３）：乙腈＝３５∶６５；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；上样量：３０μＬ；

检测波长：犈ｘ＝３１０，犈ｍ＝３８０
［１１］。

表１　糖标准品结构

犜犪犫．１　犛狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳狊狌犵犪狉狊狋犪狀犱犪狉犱狊

标准品 结构

ＰＡｓｕｇａｒｃｈａｉｎ０２６ Ｇａｌβ１４ＧｌｃＰＡ

ＰＡｓｕｇａｒｃｈａｉｎ０２８ Ｇｌａβ１３ＧａｌＮＡｃβ１４Ｇａｌβ１４ＧｌｃＰＡ

ＰＡｓｕｇａｒｃｈａｉｎ０４２ Ｇｌａβ１３ＧｌｃＮＡｃβ１３Ｇａｌβ１４ＧｌｃＰＡ

３　结果

３．１　犵犪犾狋基因原核表达载体的构建

以野生型海单胞菌ＢＳｉ２０５８４的全基因组为模

板，Ｆ５８４和Ｒ５８４为引物，扩增得到约２０００ｂｐ的条

带。将目的片段割胶回收后用犅犪犿犎Ｉ、犡犺狅Ｉ双酶切，

同时对ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒进行双酶切处理，然后将酶

切后的目的片段与ｐＥＴ２８ａ（＋）载体用Ｔ４ＤＮＡ连

接酶于１６℃过夜连接。对重组质粒进行双酶切验

证，以检测是否正确插入目的基因片段。将阳性克隆

送测结果显示，犵犪犾狋基因全长１９７１ｂｐ，共编码６５６个

氨基酸，预测蛋白分子量大小约６６×１０３ｇ／ｍｏｌ。

３．２　犵犪犾狋基因序列分析

３．２１　犵犪犾狋基因序列同源性分析

将犵犪犾狋基因序列提交至ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴ比

对，结果显示，犵犪犾狋属于 ＧＨ４２家族，与海单胞菌

犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＭＷＹＬ１中ＧＨ４２家族的βＤ半乳

糖苷酶基因相似性最高，两者的基因序列一致性为

９３％，氨基酸序列一致性为９５％。选取ＧｅｎＢａｎｋ中

与犵犪犾狋相似性高于７０％的序列构建系统发育树（图

１）。进化树主要分为３个大的分支Ａ、Ｂ、Ｃ，分属于嗜

热菌、亚栖热菌和海单胞菌属，犵犪犾狋与犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊

ｓｐ．ＭＷＹＬ１中ＧＨ４２家族的βＤ半乳糖苷酶亲缘关

系最接近，与另外４个同是海单胞菌来源的βＤ半乳
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糖苷酶也具有极高的亲缘性，可推知海单胞菌ＧＨ４２ 家族的βＤ半乳糖苷酶在进化上非常保守。

注：分支上的数值是采用Ｎ－Ｊ建树时经过１０００次ｂｏｏｔｓｔｒａｐ之后得出的置信度值，黑体代表本次实验的目的基因犵犪犾狋的产生菌

株，Ａ、Ｂ、Ｃ代表不同β半乳糖苷酶产生菌株形成的分支（Ａ为嗜热菌属，Ｂ为亚栖热菌属，Ｃ为海单胞菌属）

图１　犵犪犾狋产生菌犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４系统发育树分析

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ犵犪犾狋ｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４

３．２２　ＧＡＬＴ蛋白二级结构预测分析

分别用ＧａｒｎｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法和ＣｈｏｕＦａｓｍａｎ法对

ＧＡＬＴ酶蛋白二级结构组成和分布进行预测分析（图

２）。用ＧａｒｎｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法得出特定氨基酸残基在特

定结构内部的可能性结果为：有３２个α螺旋区域，其

中３７０～４２０之间有一个明显的α螺旋聚集区；有１７

个β折叠区域，与α螺旋相比，排列稀疏且数量较少；

４４个转角区域，４５个无规则卷曲；用ＣｈｏｕＦａｓｍａｎ法

预测酶蛋白的二级结构结果为：α螺旋区域有２６个，β
折叠区域有２４个，比用ＧａｒｎｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法预测的数
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量要多，分布相对广泛，转角区域有４２个。丰富的二 级结构导致了空间结构的丰富性。

图２　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ酶蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ．２　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

　　用ＫｙｔｅＤｏｏｌｉｔｔｌｅ法对ＧＡＬＴ蛋白的亲水性进行

分析，如图３所示，ＧＡＬＴ蛋白亲水性氨基酸分布于

整个序列中，与不亲水的区域穿插分布，Ｎ端的亲水

性氨基酸含量比较高，疏水性片段很少，而Ｃ端的疏

水性区域相对较多，在３７５～４２５处有一个明显的疏

水区，在蛋白质中，肽键上的酰胺氢和羰基氧既能形

成内部α螺旋内的氢键，也能与水分子形成氢键，但

疏水环境不利于氢键的形成，反而会促进形成α螺

旋，所以在３７５～４２５处由于疏水区的存在，会极大提

高α螺旋形成的概率，与用 ＧａｒｎｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法和

ＣｈｏｕＦａｓｍａｎ法对ＢＧＡＬ５８４２酶蛋白二级结构组成

和分布进行预测分析结果一致。

图３　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ蛋白亲水性分析

Ｆｉｇ．３　ＨｙｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙｐｌｏｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４

　　用Ｅｍｉｎｉ法对ＧＡＬＴ蛋白的表面可能性进行分

析，如图４所示，发现该蛋白有相当一部分氨基酸位

点位于蛋白表面的可能性非常高，例如１０６位的

Ｔｙｒ、１４０位的Ａｓｐ、２８２位的Ｇｌｕ、５０３位的Ｔｈｒ等氨

基酸位点。

３．２３　ＧＡＬＴ蛋白三维结构预测分析

用Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ预测ＧＡＬＴ酶蛋白的三维结构，

序列比对显示该酶与同是 ＧＨ４２家族的犜犺犲狉犿狌狊

狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊Ａ４
［１２］的βＤ半乳糖苷酶氨基酸一致性

最高（５５．６３％），因此选择犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊Ａ４

的βＤ半乳糖苷酶作为模板进行三维结构同源建模，

建模结果显示ＧＡＬＴ天然蛋白为同源三聚体结构。

根据犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊Ａ４的βＤ半乳糖苷酶的

结构域分布特征，对ＧＡＬＴ蛋白进行结构域的划分，

结果显示在ＧＡＬＴ单体中存在３个结构域，如图５所

示，其中，ｄｏｍａｉｎＡ是由（β／α）８ 形成的ＴＩＭ桶装结

构，为催化结构域；ｄｏｍａｉｎＢ为α／β折叠结构域；ｄｏ

ｍａｉｎＣ为β折叠构成的结构域。犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻

犾狌狊Ａ４的βＤ半乳糖苷酶催化位点为 Ｇｌｕ１４１和

Ｇｌｕ３１２，利用 Ｓｗｉｓｓｐｄｂｖｉｗｅｒ
［１３］进行分析，发现在

ＧＡＬＴ蛋白结构中与其对应的是Ｇｌｕ１４２和Ｇｌｕ３１４。

此外，犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊Ａ４βＤ半乳糖苷酶的第
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１８２位Ｔｒｐ是酶维持活性所必须的，它可以与其他亚

基一起构成活性区域的一部分，而在ＧＡＬＴ中与之

对应的是 Ｔｒｐ１８３，所以推测 ＧＡＬＴ的催化位点为

Ｔｒｐ１８３、Ｇｌｕ１４２和Ｇｌｕ３１４（图６）。

图４　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ蛋白表面可及性分析

Ｆｉｇ．４　ＳｕｒｆａｃｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４

图５　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ三维结构的同源建模

Ｆｉｇ．５　ＨｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｉｎｇｏｆＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４

图６　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ催化位点预测

Ｆｉｇ．６　ＣａｔａｌｙｔｉｃｒｅｓｉｄｕｅｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４
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３．３　重组蛋白的表达

将构建成功的重组载体ｐＥＴ２８／ｇａｌｔ转入大肠杆

菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，经ＬＢ培养基后，用含５０

μｇ／μＬ卡那霉素的ＬＢ培养基培养到犗犇６００为０．６～

０．８，然后加入不同浓度ＩＰＴＧ诱导一定的时间。经过

优化，发现重组菌在２０℃，ＩＰＴＧ为０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ下诱

导２２ｈ时表达效果最好。如图７所示，重组菌可以正

确表达重组蛋白，蛋白分子量约为６６×１０３ｇ／ｍｏｌ。

３．４　重组蛋白纯化

在最适诱导条件下（２０℃，ＩＰＴＧ为０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ

下诱导２２ｈ）培养２００ｍＬ菌液，离心收集菌体，用

１５０ｍＬＰＢＳ重置，超声破碎４０ｍｉｎ得到粗酶，经镍柱

一步纯化即可达到电泳纯，用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ的超滤浓缩

管（１５ｍＬ，１０×１０３ｇ／ｍｏｌ）浓缩除盐，纯化前后酶活

力结果如表２所示。

表２　重组酶犌犃犔犜镍柱纯化前后酶活力比较

犜犪犫．２　犈狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔犮狅狀狋狉犪狊狋狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犌犃犔犜犪犳狋犲狉狋犺犲犖犻犮狅犾狌犿狀狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

酶活力／Ｕ 蛋白量／ｍｇ 比活力／Ｕ·ｍｇ－１ 纯化倍数

粗酶 １７６７．００ ５１．６３２ ３４．２２ １

Ｎｉ柱纯化后 ８１０．９０ ５．０７５ １５９．７９ ４．７

３５　犌犃犔犜蛋白酶学性质研究

３．５１　最适作用温度与热稳定性

如图８Ａ１所示，ＧＡＬＴ最适作用温度为３５℃，在

３０～４０℃范围内相对酶活可保持在８０％以上，高于

４０℃酶活水平急剧下降，为中温酶；如图８Ａ２ 所示，在

６０℃以下呈现较好的稳定性，低于５０℃时处理５ｈ

后，能保持９５％以上的相对酶活，６０℃处理５ｈ后仍

可保持近６０％的相对酶活；７０℃处理１５ｍｉｎ后，酶完

全失活。

３．５２　最适ｐＨ与ｐＨ稳定性

在２５℃条件下，测定不同ｐＨ环境中酶活的变

化，结果如图８Ｂ１ 所示，在ｐＨ为９．０时，ＧＡＬＴ具有

最高酶活，ｐＨ在６．０～９．０的范围内可保持６０％以上

的酶活。ＧＡＬＴ的ｐＨ稳定性较好，如图８Ｂ２ 所示，

ｐＨ在６．０～１１．０范围内比较稳定，ｐＨ＞１１．０时酶活

急剧下降。

３．５３　ＮａＣｌ耐受性

如图８Ｃ所示，ＧＡＬＴ的最适 ＮａＣｌ浓度为０．５

ｍｏｌ／Ｌ，重组酶对盐度具有较高的耐受性，当ＮａＣｌ浓

度为３ｍｏｌ／Ｌ时，仍有６０％酶活。

３．５４　化学物质对酶活的影响与金属离子对酶活的

影响

如图８Ｄ所示，ＤＴＴ和ＥＤＴＡ 对酶活影响不大，

而Ｌ谷胱甘肽对酶活有明显的抑制作用，ＧＡＬＴ在

１０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ谷胱甘肽作用下仅能保持６７％的相

对酶活，而随着Ｌ谷胱甘肽浓度升高，酶活水平急剧

下降；金属离子对酶活的影响如图８Ｅ所示，一定浓度

图７　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ 重组蛋白 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析（Ｍ为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，１为重组菌未诱导样品，２为

重组菌诱导后粗酶液，３为ＧＡＬＴ纯酶）

Ｆｉｇ．７　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻

狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ （ＬａｎｅＭ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔ

Ｍａｒｋｅｒ，Ｌａｎｅ１：ｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓａｍｐｌｅ，Ｌａｎｅ２：ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｎｚｙｍｅａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ３：ｐｕｒｉｆｉｅｄＧＡＬＴ）

的Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋ 对重组酶的酶活有促进作用，其中

Ｆｅ２＋的促进效果最明显，最高可使相对酶活达到

２２３％，而Ｍｇ
２＋离子对酶活的影响不大，Ｚｎ２＋对酶活

有抑制作用，相对酶活水平始终抑制在８０％以下。
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图８　ＧＡＬＴ酶学性质研究

Ｆｉｇ．８　ＧＡＬＴｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ１和Ａ２分别表示ＧＡＬＴ最适作用温度和热稳定性；Ｂ１和Ｂ２分别表示ＧＡＬＴ最适ｐＨ值和ｐＨ稳定性；Ｃ表示ＮａＣｌ浓度对酶活影响；

Ｄ表示化学物质ＧＡＬＴ对酶活影响；Ｅ代表金属离子对酶活的影响；Ｆ表示ＧＡＬＴ对ＯＮＰＧ的动力学参数

Ａ１：ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆＧＡＬＴ，Ａ２：ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＧＡＬＴ；Ｂ１：ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨｏｆＧＡＬＴ，Ｂ２：ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＧＡＬＴ；Ｃ：ｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｄ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｅｍｉｃａｌｓｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｅ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔａｌｉｒｏｎｓｏｎｅｎ

ｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｆ：ｋｉｎｅｔｉｃｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＧＡＬＴｔｏｗａｒｄｓＯＮＰＧ

３．５５　稳态动力学参数

配置不同浓度ＯＮＰＧ，按酶活测定程序测定酶液

在５０℃时的ＯＤ值，然后用非线性拟合法求出ＧＡＬＴ

的动力学参数，如图８Ｆ所示，ＧＡＬＴ对ＯＮＰＧ的动
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力学参数为犞犿犪狓＝０．１７２２７ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），犓犿＝

４．５８６４ｍｍｏｌ／Ｌ。

３．６　重组酶非变性电泳（犖犪狋犻狏犲犘犃犌犈）分析

非变性电泳结果显示，该天然酶的分子量约为

２００×１０３ｇ／ｍｏｌ（图９），而ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示该酶

分子量在６６×１０３ｇ／ｍｏｌ，推测其天然酶为三聚体结

构，即该酶在三聚化的状态下起作用，这一结果与

Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ的预测结果相符合。

图９　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４重组酶ＧＡＬＴＮａｔｉｖｅ

ＰＡＧＥ电泳

Ｆｉｇ．９　ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥｒｅｓｕｌｔｏｆＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊

ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４

３．７　水解底物键型分析

将纯酶与不同键型的底物反应得到的产物进行

ＨＰＬＣ分析。结果显示，ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０２６样品反

应后在４ｍｉｎ出现了ＧｌｃＰＡ的峰，说明０２６样品被

降解生成了Ｇｌｃ分子，表明该重组酶对β１，４半乳糖

苷键具有水解作用，而ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０２８和ＰＡ

ＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０４２样品反应后均没有新物质峰的产生，

说明ＧＡＬＴ对Ｇａｌβ１３ＧａｌＮＡｃ和Ｇａｌβ１３ＧａｌＮＡｃ

糖苷键型则没有水解能力（图１０）。

４　结论

犵犪犾狋基因全长１９７１ｂｐ，共编码６５６个氨基酸，将

犵犪犾狋基因与ｐＥＴ２８ａ（＋）载体连接后导入大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，用ＩＰＴＧ进行原核诱导表

达。对该酶的三维结构预测显示，推测ＧＡＬＴ含有３

个结构域，ｄｏｍａｉｎＡ是由（β／α）８形成的ＴＩＭ桶装结

构，为催化结构域；ｄｏｍａｉｎＢ为α／β折叠结构域；ｄｏ

ｍａｉｎＣ为β折叠构成的结构域，预测ＧＡＬＴ的催化

位点为Ｔｒｐ１８３、Ｇｌｕ１４２和Ｇｌｕ３１４。

酶学性质研究表明，该酶单体分子量约为６６×

１０３ｇ／ｍｏｌ，天然酶分子量约为２００×１０
３
ｇ／ｍｏｌ，其天

然酶为同源三聚体。ＧＡＬＴ最适作用温度为３５℃，

在３０～４０℃范围内相对酶活可保持在８０％以上，高

于４０℃酶活水平急剧下降，属于中温酶，该βＤ半乳

糖苷酶的热稳定性较好，在６０℃环境中处理５ｈ后，

仍可保持近６０％的相对酶活。ＧＡＬＴ的最适作用

ｐＨ为９．０，ｐＨ在６．０～９．０的范围内可保持６０％以

上的酶活，ｐＨ在６．０～１１．０范围内比较稳定，在ｐＨ

＞１１．０时酶活急剧下降。ＧＡＬＴ的最适ＮａＣｌ浓度

为０．５ｍｏｌ／Ｌ，对盐度具有较高的耐受性，当ＮａＣｌ浓

度为３ｍｏｌ／Ｌ时，仍有６０％酶活。ＤＴＴ和ＥＤＴＡ 对

ＧＡＬＴ活性影响不大，而Ｌ谷胱甘肽对酶活有明显

的抑制作用。一定浓度的Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋对ＧＡＬＴ的活

性有促进作用，其中Ｆｅ２＋的促进效果最明显，最高可

使相对酶活达到２２３％，而 Ｍｇ
２＋离子对酶活的影响

不大，Ｚｎ２＋对酶活有抑制作用，相对酶活水平始终抑

制在８０％以下。ＧＡＬＴ对ＯＮＰＧ的犞犿犪狓和犓犿 分别

为０．１７２２７ｎｍｏｌ／ｍｉｎ和４．５８６４ｍｍｏｌ／Ｌ。ＧＡＬＴ

对β１，４半乳糖苷键具有水解作用（ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ

０２６），对Ｇａｌβ１３ＧａｌＮＡｃ（ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０２８）和Ｇａｌ

β１３ＧｌｃＮＡｃ（ＰＡＳｕｇａｒＣｈａｉｎ０４２）糖苷键型没有水解

能力。

５　讨论

蛋白质的结构与其功能具有密不可分的关系，因

此，分析ＧＡＬＴ的三维结构有利于进一步揭示其功

能。三维结构预测发现，Ｇｌｕ１４２和Ｇｌｕ３１４为重组酶

的催化位点，与犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊Ａ４的βＤ半

乳糖苷酶的催化位点Ｇｌｕ１４１和Ｇｌｕ３１２相对应
［１２］。

Ｇｌｕ的催化位点在βＤ半乳糖苷酶中极为常见，例

如，大肠杆菌βＤ半乳糖苷酶的Ｇｌｕ４６１和Ｇｌｕ５３７位

点［１３］、犅犪犮犻犾犾狌狊犮犻狉犮μ犾犪狀狊ＡＴＣＣ３１３８２中 Ｇｌｕ４４７和

Ｇｌｕ５３２
［１４］位点均为催化位点。对 犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉

犿狅狆犺犻犾狌狊Ａ４βＤ半乳糖苷酶的研究表明
［１２］，Ｔｒｐ１８２

是维持其天然活性所必须的，它可以与其他亚基一起

构成活性区域的一部分，这也说明βＤ半乳糖苷酶并

不是以单体状态起作用，必须与其他亚基一起才能形

成有活性的酶蛋白，在本研究中通过建模预测和活性

电泳确定了天然ＧＡＬＴ全酶是以三聚体的形式发挥
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图１０　犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ＧＡＬＴ重组酶的键型水解特异性

Ｆｉｇ．１０　ＴｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｎｚｙｍｅＧＡＬＴｆｒｏｍ犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４

催化作用的，Ｔｒｐ作为重要的催化位点这种现象在其 他βＤ半乳糖苷酶中同样存在，如大肠杆菌βＤ半乳
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糖苷酶中的Ｔｒｐ９９９
［１３］。

ＢＳｉ２０５８４产生的βＤ半乳糖苷酶的最适温度为

３５℃，属于中温酶的范畴，与一般中温微生物来源的

酶相比具有较高的热稳定性，却低于一些嗜热菌来源

的βＤ半乳糖苷酶，例如，犘狔狉狅犮狅犮犮狌狊犳狌狉犻狅狊狌狊
［１５］的最

适温度能够达到９０℃，犛狌犾犳狅犾狅犫狌狊狊狅犾犳犪狋犪狉犻犮狌狊
［１６］的最

适温度为８５℃。但是，南极地区也发现过不属于嗜

热菌却有较高最适温度的酶，如发现于南极的嗜盐菌

犎犪犾狅狉狌犫狉狌犿犾犪犮狌狊狆狉狅犳狌狀犱犻
［１７］的βＤ半乳糖苷酶，其

最适温度为５０℃。

此外，我们在研究金属离子对酶活影响时发现，

Ｆｅ２＋对酶活有促进作用，推测原因可能为Ｆｅ２＋对酶

的催化作用位点起作用，而Ｚｎ２＋对酶活有一定的抑

制作用，并且随着浓度的增加，抑制作用增大，在其他

βＤ半乳糖苷酶中也发现了类似的情况，在犔犪犮狋狅犫犪

犮犻犾犾狌狊犱犲犾犫狉狌犲犮犽犻犻
［１８］和犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．ＯＮ１４

［１９］中同

样发现Ｚｎ２＋会抑制酶活，推测原因可能是Ｚｎ２＋的存

在改变了半乳糖苷酶的构象，从而使酶活受到抑制。

ＤＴＴ和ＥＤＴＡ对ＧＡＬＴ活性影响不大，而Ｌ谷胱甘

肽对酶活有明显的抑制作用，推测原因为Ｌ谷胱甘

肽破坏了酶蛋白的二硫键，从而影响其酶活。重组酶

基因来源于北极海单胞菌，对ＮａＣｌ具有一定的耐受

性，但远远低于嗜盐菌的耐受性，例如分离自南极的

犎犪犾狅狉狌犫狉狌犿犾犪犮狌狊狆狉狅犳狌狀犱犻
［１７］，在 ＮａＣｌ浓度为４．０

ｍｍｏｌ／Ｌ时具有最高酶活。表３为不同来源的βＤ半

乳糖苷酶性质比较。

生存于海洋低温环境中的微生物，往往是通过调

节代谢来适应环境，适应性机制包括：能量传导和胞

内环境新陈代谢调节的特殊机制；细胞膜、细胞壁结

构成分和功能成分的稳定性；反应动力学和蛋白质构

象及酶系的功能［３１］。犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４来

源于北冰洋海冰冰心，生长在低温环境，其产生的β

Ｄ半乳糖苷酶为中温酶，这种现象可能与其进化和环

境适应性有关，相关的机制尚不清楚。本研究中的

犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４和嗜 盐菌 犎犪犾狅狉狌犫狉狌犿

犾犪犮狌狊狆狉狅犳狌狀犱犻
［１７］都是从极地寒冷环境中所分离，它

们体内的酶若要在低温下发挥作用，需要具有足够的

构象稳定性，因而进化出较高的构象稳定性，一般而

言，构象稳定性高的酶也具有较高的热稳定性和最适

反应温度。同理，酶若要在冰心内的低温环境下维持

较高活性，就难以进化出高的构象稳定性，因为低温

下过高的构象稳定性会导致酶活性中心柔性的降低，

不利于实现活性中心与低温环境下底物结合和产物

释放这两种构象的快速切换。因此，本研究中海单胞

菌βＤ半乳糖苷酶的热稳定性和最适反应温度符合

中温酶的特性，是细菌自身适应其生存环境的结果。

表３　不同来源β犇半乳糖苷酶性质对比
［１４—２９］

犜犪犫．３　犆犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀犮狅狀狋狉犪狊狋犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋β犵犪犾犪犮狋狅狊犻犱犪狊犲

酶源 分子量／１０３ｇ·ｍｏｌ－１ 家族 最适温度／℃ 最适ｐＨ 比活／Ｕ·ｍｇ－１

犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４ ６６ ４２ ５０ ７．０ １５９．７９

犅犻犳犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犾狅狀犵狌犿 １３０ ４２ ３７ ６．０ ２００

犘狔狉狅犮狅犮犮狌狊犳狌狉犻狅狊狌狊 ５８ ４２ ９０ ７．０ １３０．０

犅犪犮犻犾犾狌狊犮犻狉狌犾犪狀狊ＡＴＣＣ３１３８２ １５６ ２ ３０ ７．０ １５７

犓犾狌狔狏犲狉狅犿狔犮犲狊犾犪犮狋犻狊 ７８ ２ ４０～７０ ６．８ １８

犎犪犾狅狉狌犫狉狌犿ｌａｃｕｓｐｒｏｆｕｎｄｉ ７６ ４２ ５０ ６．５ １１０．８３
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５７１１１期　孙茜等：北冰洋海单胞菌βＤ半乳糖苷酶的异源表达及酶学特性研究



　　本文通过犕犪狉犻狀狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＢＳｉ２０５８４重组表达所

产生的βＤ半乳糖苷酶在基因序列、蛋白结构及酶学

性质等方面进行了深入的研究，为进一步揭示基因序

列与蛋白功能的关系，及酶蛋白结晶及结构解析奠定

了基础。
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