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摘要!以毕赤酵母密码子为基准"对短小芽孢杆菌
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葡萄

糖苷酶基因密码子进行优化"设计合成全基因序列"构建

表达载体转入毕赤酵母中&结果表明"短小芽孢杆菌
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萄糖苷酶基因已成功转入酵母菌中并分泌表达"诱导培
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发酵液的酶活力可达
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萄糖苷酶对大豆苷水解活性相对活力是
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R@Q

的
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转糖苷活性催化
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底物葡萄糖合成龙胆二糖"达
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关键词!碱性
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葡萄糖苷酶'短小芽孢杆菌'毕赤酵母'龙

胆二糖'表达
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糖苷键水解和合成!转糖苷#双重活性作用*
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$微生物

来源的
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葡萄糖苷酶在食品工业具有重要的应用价

值*
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葡萄糖苷酶的水解作用源于非还原端断裂
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糖

苷键释放
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葡萄糖和糖基配体$一方面可将纤维低聚糖

和纤维二糖水解成葡萄糖$对纤维素糖化获得单糖进行

后续发酵具有关键性作用*
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$另一方面可将难以被人体

吸收的天然糖苷类物质如大豆苷等水解成易于吸收利用

的苷元形式*
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$也可以酶解多种不同糖苷键合态的香味

前体物质$释放天然香气的风味物质*
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葡萄糖苷酶

的转糖苷作用下生成功能性低聚糖*
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$碱性条件下更

有利于形成聚合物*
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%功能性低聚糖如低聚龙胆糖)低

聚纤维寡糖等可以作为益生元的功能性糖类$其中低聚

龙胆糖比麦芽糖浆具有更高的吸水性和较低的黏度$可

防止食品中的淀粉老化和保持食品中的水分$对双歧杆

菌具有较强的增殖作用*
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多数生物倾向于利用
'6

种密码子中的一部分$被频

繁利用的称为最佳密码子$未被经常利用的称为稀有或

利用率低的密码子$密码子的偏爱性是影响外源蛋白质
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$相对

原核表达来说$其外源基因稳定)分泌表达产物易于纯化

及能进行蛋白翻译后加工修饰等特性使其得到广泛应
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用$已 成 功 表 达 几 种 真 核 生 物 的
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葡 萄 糖 苷 酶 基

因*
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%由于毕赤酵母对密码子的偏爱性$对目的基因

的来源特别是原核基因序列需进行优化才能提高表达产

物量%

前期研究已实现短小芽孢杆菌
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葡萄糖苷酶基因在

大肠杆菌中的克隆和表达$但大量表达产物易形成包涵

体$导致酶活力较低$且需细胞破碎后才能分离产物%短

小芽孢杆菌
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葡萄糖苷酶基因中编码部分氨基酸
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频率较低%试验拟将细菌
J.D',,&G

A

&B',&G

的
!

)

葡萄糖

苷酶基因在毕赤酵母中进行优化表达$以期提高表达量

和胞外酶活力$并测定其酶学性质$为
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葡萄糖苷酶在食

品工业的应用及后续研究提供依据%
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材料与方法
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葡萄糖苷酶基因遗传密码的优化设计
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在保持

氨基酸序列不变的前提下$以毕赤酵母密码子使用频率

为基准$利用密码子优化软件!
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苷酶基因序列!
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限制酶位点%优化后

的全基因序列进行人工合成后连接到
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载体$合成

的全基因片段经测序分析完全正确后$用于酵母表达质

粒的构建%
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#的不同温度下测定酶活$确定重组酶的最适反应温

度%将酶液分别在
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水浴中保温处理
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品的酶活力为
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$计算相对酶活力$研究重组酶在不

同温度下残留酶活随时间变化情况$探究酶的温度稳

定性%

!3#3'

!L

?

对重组酶活性的影响
!

在最适温度
65i

条件

下$测定重组
!

)

葡萄糖苷酶在
L

?63$

"

23$

!磷酸氢二

钠&柠檬酸缓冲液#)

L

?&3$

"

!$3$

!甘氨酸&氢氧化钠缓

冲液#条件下的酶活$确定最适反应
L

?

%将酶液于
#5i

分别在
L

?63$

"

!$3$

的缓冲液中保温
#E

后测定剩余酶

活力$以未处理酶活力为
!$$Z

$计算不同
L

?

条件下的

酶活变化情况%

!3#3"

!

金属离子对重组酶活性的影响
!

在最适酶反应条

件下$加入不同离子的溶液!终浓度为
!

$

5**4-

'

9

#$以

未加入金属离子的酶活力为
!$$Z

$测定重组
!

)

葡萄糖苷

酶在不同离子环境中的酶活力%

!3#32

!

重组
!

)

葡萄糖苷酶的动力学常数
!

以
L

R@Q

为底

物$在
65i

)

L

?&3$

条件下$测定不同底物浓度!

$3#5

"

6$3$$**4-

'

9

#下的反应速度$利用底物浓度和对应酶促

反应速度$通过
9,/BKB+ABF)71F;

双倒数作图法$分析重

组酶的动力学常数
S

*

和
P

*+J

值*

!'

+

%

!3#3&

!

底物特异性
!

在最适酶反应条件下$取终浓度为

$3$!

:

'

*9

的糖苷类物质作为底物$反应时间
!$*,/

$再

放入
!$$i

水浴中煮沸
5*,/

终止酶反应$通过葡萄糖试

剂盒测定
-M

5$5/*

值%

!3#3!$

!

转苷活性检测
!

取
!*9

粗酶液$加
L

?"3$

的磷

酸氢二钠&柠檬酸缓冲液配制
5$Z

葡萄糖浓度的反应体

系$

65i

反应
62E

$煮沸
!$*,/

灭酶$

$365

#

*

滤膜过滤

后进行
?@9V

检测分析%

?@9V

条件"色谱柱为
?

GL

BFC,-8@O)#

$流动相为乙

腈&水!体积比
"$

#

%$

#(蒸发光散射检测器(漂移管温度

&$i

(柱温
%$i

(流速
!3$*9

'

*,/

(进样量
5

#

9

%

!3%

!

数据处理

取
%

次平行试验的平均值$采用
(J0B-#$!$

进行统

计处理与作图%

#

!

结果与分析
#3!

!

毕赤酵母重组表达载体的构建

根据毕赤酵母密码子偏好性$优化设计源自短小芽

孢杆菌
M!

株
!

)

葡萄糖苷酶基因序列$将原始基因序列优

化为适宜酵母表达的密码子$以提高表达效率$优化后的

基因长
!625I

L

$编码
6&5

个氨基酸%全基因序列由上海

生工合成$合成基因被克隆到
L

V̀5"

载体上$测序结果

表明合成基因与设计的基因序列完全一致%

L

V̀5"

载体经
?D=XW

和
#=<W

双酶切后$插入经相

同双酶切的
L

@WVh

&

8

载体$转化大肠杆菌
=?5

&

$经
8*

L

抗性筛选$提取阳性克隆质粒$电泳结果如图
!

所示$重

组质粒与计算值相符$合成基因成功克隆至表达载体$重

组的表达载体命名为
L

@WVh

&

8)I

:

-d

%

5.DW

酶切重组表

达载体$酶切后线性化片段约
5$"2I

L

!载体
%5&%I

L

_

目的基因
!625I

L

#$电泳结果与理论值相符$纯化回收线

性化片段进行转化%

U3=R8*+F;BF

!

!3

重组质粒
L

@WVh

&

8)I

:

-d

!

#35.DW

线性化

L

@WVh

&

8)I

:

-d

图
!

!

5.DW

线性化重组质粒
L

@WVh

&

8)I

:

-d

M,

:

1FB!

!

9,/B+F,f+D,4/4HFB04*I,/+/D

L

@WVh

&

8)I

:

-d

I

G

5.DW

#3#

!

重组菌株的筛选和鉴定

线性化重组质粒片段电转化毕赤酵母
QO!!5

感受态

细胞$在
Y@=

抗性平板上共筛选获得
5'

个转化子$挑选

"

个单克隆接种
Y@=

液体培养基$提取酵母基因组
=R8

进行
@VX

鉴定$结果见图
#

%转化子基因组扩增箭头所

指为目的基因条带$目的基因条带
!625I

L

和载体上序

列
622I

L

的总和约
!&"%I

L

$

@VX

鉴定结果表明
N

0

,S

基因已插入毕赤酵母基因组中$泳道
#

"

2

均为阳性转化

!$

$

c4-3%5

$

R43&

阚劲松等!短小芽孢杆菌碱性
!

)
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U3=R8 U+F;BF

!

!3

阳性对照
!

#

"

23?!

"

?"

转化子
@VX

扩增

图
#

!

@VX

鉴定转化子

M,

:

1FB#

!

@VX+*

L

-,H,0+D,4/4HDF+/CH4F*+/DC

子$转化子分别记为
QO!!5

'

L

@WVh

&

)?!

"

?"

%

#3%

!

重组菌株的分泌表达

摇瓶发酵诱导表达
"#E

后取样进行
O=O)@8Q(

分

析$由图
%

可知$目标蛋白理论大小约为
5"35;=

$与泳

道
!

相比$泳道
#

"

2

明显出现条带%

U3

蛋白质分子量对照
!

!3

阴性对照
QO!!5

'

L

@WVh

&!

#

"

23?!

"

?"

转化子发酵上清

图
%

!

毕赤酵母重组表达蛋白的
O=O)@8Q(

分析

M,

:

1FB%

!

O=O)@8Q(+/+-

G

C,C4HDEBBJ

L

FBCCB<

L

F4DB,/

L

F4<10B<HF4*U;

A

.G<=>'G

#36

!

\BCDBF/7-4DD,/

:

分析

由图
6

可知$在
5"35;=

附近$

#

号泳道的一号菌株

!

QO!!5

'

L

@WVh

&

)?!

#可见明显的条带信号$条带大小与

预期相符$表明短小芽孢杆菌
M!

株
!

)

葡萄糖苷酶基因在

U3

蛋白质分子量
U+F;BF

!

!3

阴性对照
!

#

"

23

阳性转化子
?!

"

?"

发酵液上清

图
6

!

重组
!

)

葡萄糖苷酶的
\BCDBF/7-4DD,/

:

鉴定

M,

:

1FB6

!

\BCDBF/7-4DD,/

:

+/+-

G

C,C4HDEBFB04*I,/+/D

!

)

:

-104C,<+CB

毕赤酵母中克隆并分泌表达成功%其他泳道未见显色条

带可能是转化子因整合酵母基因组位置不同导致蛋白表

达上的差异$也可能是表达蛋白中
?,C

标签包埋程度不

同导致显色信号差异%

#35

!

重组酶的酶学性质

#353!

!

最适温度和温度稳定性
!

由图
5

!

+

#可知$当温度

为
#5

"

65 i

时$相对酶活呈逐渐上升趋势(当温度为

65

"

'$i

时$相对酶活逐渐下降$说明重组酶最适反应温

度为
65i

%由图
5

!

I

#可知$重组酶在
65i

时非常稳定$

5$i

条件下酶的温度半衰期为
%E

$

55i

下保温
!E

后酶

活几乎为零%不同来源的
!

)

葡萄糖苷酶$其最适温度分

布在
%$

"

&$i

*

!"

+

%

图
5

!

重组
!

)

葡萄糖苷酶的最适温度和温度稳定性

M,

:

1FB5

!

N

L

D,*+-DB*

L

BF+D1FB+/<DEBF*+-CD+I,-,D

G

4HDEBFB04*I,/+/D

!

)

:

-104C,<+CB

#353#

!

最适
L

?

及
L

?

稳定性
!

由图
'

!

+

#可知$伴随
L

?

值的改变$重组酶酶活出现明显变化$

L

?

处于
53$

"

'3$

时$酶活较低(

L

?

处于
"3$

"

&3$

时$相对酶活快速上升(

L

?

处于
&3$

"

!$3$

时$相对酶活快速降低(说明重组酶最

适
L

?

值为
&3$

$与文献*

!"

+报道的多数
!

)

葡萄糖苷酶的

最适
L

?

!

%35

"

'35

#一致%由图
'

!

I

#可知$

L

?

在
"3$

"

&3$

时$重组酶
#5i

条件下放置
%E

$依然保持
2$Z

以上的酶

活力$说明重组酶在中性偏碱性条件下酶活力较高且比

较稳定%

#353%

!

金属离子对重组酶活性的影响
!

由图
"

可知$测

试的金属离子未表现出对重组
!

)

葡萄糖苷酶活力的促进

作用(在
!

$

5**4-

'

9

的处理条件下$

R+

_

)

d

_

)

MB

#_ 和

U

:

#_ 对重组
!

)

葡萄糖苷酶活力的影响不大(

V+

#_ 在

"$

基础研究
M̀ R=8U(R>89X(O(8XV?

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



图
'

!

重组
!

)

葡萄糖苷酶的最适
L

?

和
L

?

稳定性

M,

:

1FB'

!

N

L

D,*+-

L

?+/<

L

?CD+I,-,D

G

4HDEB

FB04*I,/+/D

!

)

:

-104C,<+CB

图
"

!

金属离子对重组
!

)

葡萄糖苷酶活性的影响

M,

:

1FB"

!

(HHB0D4H*BD+-,4/C4/DEB+0D,A,D

G

4HDEB

FB04*I,/+/D

!

)

:

-104C,<+CB

5**4-

'

9

时抑制了
6&Z

的酶活(

V1

#_在
!

$

5**4-

'

9

时

分别抑制了
""Z

$

&$Z

的酶活%不同来源的
!

)

葡萄糖苷

酶$金属离子对酶活力的影响差异较大$但
V1

#_ 对多数

!

)

葡萄糖苷酶具有抑制作用*

!"

+

%

#3536

!

酶促反应动力学常数
!

诱导培养
"#E

$发酵液上

清酶活力为
#53%&`

'

*9

%将重组
!

)

葡萄糖苷酶与不同

浓度的
L

R@Q

进行反应$测定不同底物浓度的酶促反应

速度$通过双倒数作图法分析可知$酶促反应具有典型米

氏动力学特性!图
2

#$计算获得重组酶的
S

*

值为

!3#'**4-

'

9

$

P

*+J

为
%#3!5

#

*4-

'!

*,/

3

*

:

#%

#3535

!

底物特异性
!

由表
!

可知$重组
!

)

葡萄糖苷酶对

海藻糖)苦杏仁苷)七叶苷)水杨苷)柚皮苷等糖苷类物质

有一定的水解作用$对熊果糖)麦芽糖和蔗糖等无作用$

对大豆苷其相对活力为
L

R@Q

的
#62Z

%大豆异黄酮在

大豆中以糖苷和苷元两种形式存在$其中以糖苷为主要

存在形式$酶水解糖苷释放出游离的大豆异黄酮苷元易

图
2

!

重组
!

)

葡萄糖苷酶的动力学方程

M,

:

1FB2

!

S

*

+/<P

*+J

A+-1BC4HDEBFB04*I,/+/D

!

)

:

-104C,<+CB

表
!

!

重组
!

)

葡萄糖苷酶对一些天然糖苷类物质的水解

>+I-B!

!

?

G

<F4-

G

C,C4HDEBFB04*I,/+/D

!

)

:

-104C,<+CB4/

C4*B/+D1F+-

:

-

G

04C,<,0C1ICDF+DBC

糖苷类物质 相对酶活'
Z

糖苷类物质 相对酶活'
Z

L

R@Q-1 !$$ M)

海藻糖
!5

七叶苷
'6

熊果糖
$

苦杏仁苷
5%

蔗糖
$

水杨苷
'5

麦芽糖
$

大豆苷
#62

纤维二糖
2#

柚皮苷
%2

被人体吸收*

!2S!&

+

%此酶对大豆苷的水解反应表现出高

效催化作用$有望用于制备功能和保健食品%

#353'

!

转苷活性
!

由图
&

可知$

?@9V

图谱显示酶催化

反应产物中$出现与龙胆二糖标样保留时间一致的峰$表

图
&

!

转苷反应产物
?@9V

分析图谱

M,

:

1FB&

!

?@9VC

L

B0DF4*BDF

G

+/+-

G

C,C4HDEB

DF+/C

:

-

G

04C

G

-+D,4/

#$

$

c4-3%5

$

R43&

阚劲松等!短小芽孢杆菌碱性
!
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明重组酶有转苷活性$根据峰面积计算可知$龙胆二糖含

量达
%63#5

:

'

9

%

%

!

结论
试验将细菌

J.D',,&G

A

&B',&G

来源的
!

)

葡萄糖苷酶

基因在毕赤酵母中进行表达$结果表明$短小芽孢杆菌

!

)

葡萄糖苷酶基因成功在毕赤酵母中克隆与分泌表达$方

便蛋白质纯化$可进行高密度发酵培养$便于工业化生产%

发酵上清中重组
!

)

葡萄糖苷酶酶活力达
#53%&`

'

*9

$重

组
!

)

葡萄糖苷酶最适反应温度
65i

$最适
L

?&3$

$在中

性偏碱性条件下酶活力高且比较稳定$

!

$

5**4-

'

9

的

V1

#_分别抑制
""Z

$

&$Z

的酶活%重组
!

)

葡萄糖苷酶对

大豆苷的高效水解和能够酶促合成龙胆二糖$表明其具

有较高的应用开发价值$但仍需对大豆苷的水解条件及

利用转苷活性生产龙胆低聚糖的性质和条件进行优化研

究$为
!

)

葡萄糖苷酶在食品工业的应用及后续研究提供

依据%
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$

7(R?U8=W

$

O8W7W\

$

BD+-3>F+/C)

:

-

G

04C

G

-+D,4/0+

L

+0,D

G

4H+E,

:

E-

G:

-

G

04C

G

-+DB<*1-D,)C

L

B0,H,0

!

)

:

-104C,<+CB HF4* E&G.>'&B G=,./'

*

[

+

3 7,4

L

F40BCC

7,4C

G

CDB*C(/

:

,/BBF,/

:

$

#$!"

$

6$

!

6

#"

55&)5"!3

*

2

+

=8OW9c8 8O

$

UN9WR8[M

$

>(WP(WX8XOO

$

BD+-3

O

G

/DEBC,C4H<,C+00E+F,<BC1C,/

:

!

)

:

-104C,<+CBCHF4*"G

A

9>+

0

',,&G/'

0

9>

$

";.[.B=>'+/<U>&/&GF&,D'G

*

[

+

37,4DB0E/4-)

4

:G

9BDDBFC

$

#$!"

$

%&

!

!!

#"

!"!")!"#%3

*

&

+

h?8NP1B)C4/

:

$

Q8N9,/

:

$

\8RQ[1+/

$

BD+-38/4AB-

:

,/CB/4C,<BXI!)E

G

<F4-

G

f,/

:

!

)M)

:

-104C,<+CBHF4* *,.F=G+

A

=>'&B

3

&,K&B

*

[

+

3@F40BCC7,40EB*

$

#$$&

$

66

!

'

#"

'!#)'!23

*

!$

+

eWR Y4/

:

)-,/

:

$

h?8RQ Y1/);+,

$

?( ?+,)

G

+/

$

BD+-3

O0FBB/,/

:

+/<,<B/D,H,0+D,4/4H+H1/

:

+-

!

)

:

-104C,<+CB+/<DEB

B/f

G

*+D,0C

G

/DEBC,C4H

:

B/D,44-,

:

4C+00E+F,<B

*

[

+

38

LL

-7,4)

0EB*7,4DB0E/4-

$

#$!!

$

!'%

!

2

#"

!$!#)!$!&3

*

!!

+

QpR=ph(XQpR7

$

q

89Wd@[7

$

(RQWR((XWRQ73

9,

:

/40B--1-4CB<B

:

F+<,/

:

BJDFB*4f

G

*BC

L

F4<10B<I

G

U'D8'.

A

.G<=>'G

"

V1FFB/D CD+D1C +/< H1D1FB

L

F4C

L

B0DC

*

[

+

3

7,4

L

F40BCC7,4C

G

CD(/

:

$

#$!'

$

%&

!

!

#"

!)%'3

*

!#

+

>8RQh,)fE4/

:

$
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