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亮白曲霉乳糖酶基因在毕赤酵母中的高效分泌表达及酶学性质研究

张 伟1 范云六1 姚 斌#"

（中国农业科学院 1生物技术研究所 #饲料研究所 北京 1$$$.1）

摘 要：将克隆的亮白曲霉（!"#$%&’(()" *+,-’-)"）乳糖酶基因 (+*.H插入到毕赤酵母（/’*0’+ #+"12%’"）高效表达载体
*IJK5中，与分泌信号肽序列!4因子融合，通过同源重组将 (+*.H整合到酵母染色体上。通过 LML4I)N:检测和表达
产物的酶活性筛选，得到重组转化子，证明乳糖酶获得有效分泌和高效表达。表达的乳糖酶为糖蛋白，表观分子量

为 10$OM，脱糖基后的蛋白分子量下降为 11$OM。经过 "P小罐高密度发酵，重组酵母中酶蛋白表达量为 /;FQ;P发
酵液，每毫升发酵液中乳糖酶的活力为 0/$$R，高于目前国内外报道的水平。进一步研究了表达产物的酶学性质，
该酶最适 *S为 "T#，最适反应温度 /$U，比活性为 6$/T" V #T/RQ;F，3;为 1T6;;&’QP，4;89为 0T0";&’Q;,>。与米曲霉

)2KK #$!#0的乳糖酶相比，该乳糖酶具热稳定性强、比活性高、*S范围宽等特点。
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乳 糖 酶（#4M4半 乳 糖 苷 酶，#4M4F8’8AB&X,Y3
F8’8B&E<Y+&’8X3，:K 0T#T1T#0）可将牛乳和乳制品中
的主要糖成分———乳糖水解为半乳糖和葡萄糖，主

要应用于生产营养成分更利于人体消化吸收的低乳

糖乳制品，治疗因人体内缺乏乳糖酶而引起的饮用

牛奶后的乳糖吸收障碍和乳糖不耐受症，还可改良

乳制品的品质和风味。

乳糖酶广泛存在于动植物、微生物中，目前商品

化的乳糖酶多来源于曲霉和乳酸酵母属。乳糖酶工

业化生产的研究已开展几十年，主要集中在提高乳

糖酶单位产量和解决胞内酶提取困难的问题上。起

初通过筛选、诱变天然菌株来提高单位产量或优化

酶学性质，但终因产量过低无法应用于工业化生

产［1，#］。继而在通过基因工程技术并利用酿酒酵母

和丝状真菌表达系统来表达曲霉和酵母来源的乳糖

酶基因方面取得了一定的进展，但表达量依然有

限［0，!］。目前报道的用基因工程米曲霉分泌表达自

身来源的乳糖酶基因的最高表达量也仅为 1;FQ;P
发酵液，酶活力为 "$$RQ;P发酵液［"］。长期以来，胞
内乳糖酶提取困难、生产成本高一直是制约乳糖酶

生产发展的另一因素。虽然多有研究通过引入外源

信号肽、改变细胞状态、改进提取工艺等方法来提高

胞内乳糖酶的提取率或简化分离纯化工艺［/ Z 11］，但

均收效甚微。即便丝状真菌表达系统可分泌乳糖酶

到胞外，但也存在着菌体生长繁殖周期长、表达稳定

性差、分离纯化困难等局限性。

因此，寻求更加有效的表达系统高效分泌表达

乳糖酶是提高产量、简化纯化工艺、降低成本的直接

途径。本实验室从亮白曲霉中克隆了乳糖酶基

因［1#］，并试图利用毕赤酵母高效表达系统解决上述

问题，为推动乳糖酶生产提供借鉴。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种和质粒：亮白曲霉（ !"#$%&’(()" *+,-’-)"）
由本实验室保存；毕赤酵母（/’*0’+ #+"12%’"）表达系
统由加拿大 )’=3+B8大学 M( P@&博士惠赠；大肠杆菌
（5"*0$%’*0’+ *2(’）[\1$5 为本实验室保存；重组质粒
*24 (+*.H（含有去除乳糖酶基因信号肽序列的 AM-)
片段）由本实验室构建保存。

!"!"# 试剂和仪器："P发酵罐，德国 ]8+@>公司；限
制性内切酶、连接酶、脱糖基化酶等购自 I+&;3F8及
-:]公司；6+7 I’@X M-)聚合酶购自上海生工生物
工程技术服务有限公司；邻硝基苯酚4#4M半乳糖苷
（ &4-,B+&*E3><’4#4M4F8’8AB&*<+8>&X,Y3，^-IN）购 自
I,3+A3公司；其余试剂均为国产分析纯。
!"!"$ 培养基：异源表达的宿主甲醇毕赤酵母的培
养采用 _IM 培养基（每升含 1$F 酵母粉，#$F 蛋白



胨，!"#葡萄糖）。用于异源诱导表达及筛选的培养
基为：$%&培养基（每升含 ’()#山梨醇，’"#葡萄糖，
’*+,# -.&，, / ’"0 , #生物素，"+"1#谷氨酸，"+"1#甲
硫氨酸，"+"1# 赖氨酸，"+"1# 亮氨酸，"+"1# 异亮氨
酸，’1#琼脂）、22 培养基（每升含 ’*+,# -.&，, /
’"0 ,#生物素，"+13甲醇，’1#琼脂）、2%培养基（每
升含 ’*+,# -.&，, / ’"0 , # 生物素，’"# 葡萄糖，’1#
琼脂）、&24-培养基（每升含 ’"# 酵母粉，!"# 蛋白
胨，’""556789磷酸钾缓冲液（:;)+"），’*+,# -.&，,
/ ’"0 , # 生物素，’"# 甘油）和 &22- 培养基（除以
"+13甲醇代替甘油，其余成份均与 &24- 相同）。
高密度发酵培养基：每升含 ’" / &<=<7 ><7?=，!)+@59
磷酸，"+A*# 硫酸钙，’(+!# 硫酸钾，’,+A# 硫酸镁，
,+’*#氢氧化钾，,"#甘油或葡萄糖。
!"# 乳糖酶基因的高效表达
!"#"! 构建酵母重组表达载体：用 !"#&!、$%&!
分别对重组质粒 :BC ’#()D、毕赤酵母表达载体 :EFGA
进行双酶切，将已去除自身信号肽的乳糖酶 H%.I
片段连于毕赤酵母表达载体 :EFGA 上，构建重组表
达质粒 :EFGAC ’#()D。
!"#"# 乳糖酶基因在毕赤酵母中的转化：挑取毕赤
酵母受体菌 4>’’1（*+, 0，-.& J ）的单菌落接种于
’"59 -E%培养基中，*"K摇床培养过夜，并制备酵
母感受态细胞。用 /0’"酶切重组表达质粒 :EFGAC
’#()D使质粒线性化，取 ("#9感受态细胞与线性化质
粒（’ L 1##）混合后转移到冰预冷的 "+!H5 电击杯
中，电击转化酵母感受态细胞（!+1MN，15=），立即向
电击杯中加入 ’59冰冷的 ’56789山梨醇，混匀后，
以每板 !""#9菌液涂布到 $%&平板上，*"K培养至
长出转化子。将 $%&平板上生长的 *+, J转化菌落

按先后顺序分别点种于酵母选择培养基 22和 2%
平板的相应位置上。

!"#"$ 重组酵母的培养、初筛及活性测定：挑取在
22平板上生长缓慢而在 2%平板上生长良好的转
化子接种于 159 &24-培养基中，于 *"K摇床培养
,(O，1"""P85QR 离心，弃去上清，用 ’59 &22- 甲醇
诱导培养基重悬，继续在 *"K诱导培养 ,(O后取上
清检测各菌株的乳糖酶活性，从中筛选出表达乳糖

酶的阳性转化子。

将表达上清用 "+’56789 :;1+! 醋酸缓冲液稀
释，取 ,""#9稀释液加入 ’+)59 "+!13（S8N）T.E4
（"+’56789 :;1+! 醋酸缓冲液配制），)"K水浴保温
’15QR，加入 !59 ’56789碳酸钠显色液，12,!"测定乳

糖酶活性，同时以 "+’56789 :;1+! 醋酸缓冲液代替

上清稀释液作为对照［’*］。

’个单位的乳糖酶的活性定义为：在 :;1+!、
)"K下每分钟分解邻硝基苯酚C$C% 半乳糖苷
（T.E4）生成 ’#569邻硝基酚（T.E）所需的酶量。
!"#"% 表达产物的脱糖基化：将纯化的乳糖酶进行
脱糖基化处理，建立如下反应体系：A#9乳糖酶，’#9
’" / 47UH6:P6?VQR 变性缓冲液，’""K反应 ’"5QR后加
’+!#9 ’" / 41缓冲液、’#9 WRX6 ; *@K反应 ’O。
!"#"& 高表达菌株的筛选及高密度发酵：通过摇床
水平的筛选获得乳糖酶活性最高的转化子在 19发
酵罐内进行高密度发酵，研究乳糖酶的表达。首先

挑取该转化子的单菌落接种于 *"59 -E%液体培养
基中，*"K摇床培养过夜，再以 ’"3的接种量转接
于 *""59 -E%培养基中，*"K摇床培养 !,O，然后以
’"3的接种量接种于 19 发酵培养基中进行发酵。
在诱导过程中每隔 ’!O取样一次测定表达的乳糖酶
的活性，并同时进行 >%>CEI4W监测表达量的累积。
>%>CEI4W参照文献［’,］。以定量的标准蛋白为参
照，用 F5<#V5<=?VP’+"（EO<P5<HQ<）软件分析测定发酵
液中乳糖酶蛋白的表达量。

!"$ 乳糖酶酶学性质的比较
!"$"! 比活性的测定：通过考马斯亮蓝法测定样品
酶液中的蛋白含量，同时测得乳糖酶酶活力，由此得

到乳糖酶的比活性。

!"$"# 最适 :; 和 :; 稳定性的测定：分别配制
:;!+" L ’"+" 的不同 :; 的缓冲液（:;!+" L *+) 和
:;1+( L (+" 的 "+’56789柠檬酸C"+!56789磷酸二氢
钠系列缓冲液；:;*+) L 1+(的 "+’56789醋酸系列缓
冲液；:;A+" L ’"+" 的 "+"156789 甘氨酸C氢氧化钠
系列缓冲液），将底物 T.E4溶于不同 :;的系列缓
冲液中（"+!13，S8N），并将乳糖酶用相应的不同
:;的缓冲液稀释，分别在 )"K和 *@K条件下，测定
不同 :;下的乳糖酶活性，并绘制最适 :;曲线。
将乳糖酶置于不同 :;缓冲液中，*@K保温 ’O，

然后将其 :;调回至 1+!，)"K下测定乳糖酶相对活
力，同时以未保温的相应 :;的稀释酶液为对照绘
制 :;稳定性曲线。
!"$"$ 最适反应温度和热稳定性的测定：分别测定
经 "+’56789 :;1+!的醋酸缓冲液稀释的乳糖酶在不
同的温度下的酶活力，绘制最适反应温度曲线。

测定乳糖酶在 )"K、@"K温度下分别保温
!5QR、15QR、’"5QR、’15QR、!"5QR、*"5QR时的酶相对活
力，绘制酶的热稳定性曲线。

!"$"% 金属离子和相关化学试剂对乳糖酶活性的
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影响：在酶促反应中加入不同的金属离子和相关化

学试剂（终浓度为 !""#$%&），研究其对乳糖酶活性
的影响，以未加金属离子和化学试剂的稀释酶液为

对照。

!"#"$ !"和 ""’(的测定：用不同浓度的 )*+,底物
在 -.!"#$%& /01.2缓冲体系中 3-4下测定酶活性。
按双倒数作图法（&56787’97:;<=:> 法）计算出 !"和

""’(值。

% 结果

%"! 乳糖酶的高效表达
%"!"! 毕赤酵母表达载体的构建及鉴定：去除自身
信号肽的 #$%&?基因通过 ’($<!、)*+!位点定向插
入到酵母表达载体 /+@AB 上，与其中的";因子信号
肽 C?端融合，得到重组表达质粒 /+@AB; #$%&?（图 !）。

图 ! 重组表达质粒 &’()*+ !"#$,的物理图谱
D5EF! +GHI5J’$ "’/ #K :7J#"L56’6M 7(/:7II5#6 /$’I"5N /+@AB; #$%&?

%"!"% 具乳糖酶活性的重组转化子的筛选：将重组
表达质粒 /+@AB; #$%&?转化毕赤酵母 ,O!!1，经组氨
酸缺陷平板初步筛选得到的转化子经甲醇诱导 PQG
后，测定发酵液上清中的乳糖酶活性，通过酶活力测

定，从 B-个转化子中挑选出 2C 株有乳糖酶活性的
阳性转化子。ORO;+S,T显示，毕赤酵母表达的乳糖

图 % 毕赤酵母表达乳糖酶 -.)/脱糖基化 010+’.23
D5EF2 ORO;+S,T ’6’$HI5I #K &SA< N7E$HJ#IH$’M7N LH T76N# 0

!. +=:5K57N &SA<；2. &SA< N7E$HJ#IH$’M7N LH T76N# 0；C. U5NN$7

"#$7J=$’: 875EGM IM’6N’:NIF

酶蛋白的表观分子量为 !C->R，经纯化后进行脱糖
基化处理，酶蛋白分子量降低到 !!->R（图 2），与理
论分子量一致，说明表达的乳糖酶经过了糖基化修

饰。

%"!"# 乳糖酶重组表达菌株的高密度发酵：选择经
摇床水平两次筛选获得的酶活力最高的 Q1 V转化子

在 1&发酵罐上进行高密度发酵研究乳糖酶的表达。
在 1&发酵罐中，在甲醇未诱导之前，处于菌株培养
和碳源饲喂阶段，在这两个阶段内，菌体大量增长，

菌体湿重可达 2--"E%"&发酵液，在发酵液上清中检
测不到乳糖酶活性，ORO;+S,T也表明此时无乳糖酶
蛋白的表达（图 C）。随着甲醇的诱导，发酵液中的
乳糖酶活性逐渐增加，诱导 !2-G后发酵液中乳糖酶
活性为 C3--W%"&（图略）；ORO;+S,T 同时表明发酵
液中 乳 糖 酶 蛋 白 表 达 量 也 在 不 断 积 累，经

@"’E7"’IM7:!.-（+G’:"’J5’）软件扫描分析诱导 !2-G
后乳糖酶的表达量为 3"E%"&发酵液（图 C）。

图 # $-发酵罐中乳糖酶 -.)/经甲醇诱导不同时间内
的表达量

D5EFC ORO;+S,T ’6’$HI5I #K 7(/:7II7N &SA< 56 MG7 1& K7:"76M7: 85MG

N5KK7:76M 56N=JM5#6 M5"7

!. *#656N=J7N LH "7MG’6#$ 56 K7:"76M7:；!-. U5NN$7 "#$7J=$’: 875EGM

IM’6N’:NI；2 X B. @6N=J7N K#: !2G、2PG、C3G、PQG、Y2G、B3G、!-QG、!2-G

LH "7MG’6#$ 56 K7:"76M7: F

%"% 乳糖酶酶学性质的比较
&SA<与绝大多数的乳糖酶同源性较低，但与

, F *-./$0 SZAA 2-P2C 的乳糖酶（&SA)）同源性很
高，仅有 C个氨基酸的差异［!2］。故在本研究中同时
用毕赤酵母表达的 &SA<和 &SA)（重组菌株由本实
验室构建）经纯化后进行了酶学性质的比较研究。

%"%"! 比活性的比较：通过考马斯亮蓝法测定酶液
中的蛋白含量，再通过乳糖酶活性测定方法测得乳

糖酶的活性，最后获得两个酶的比活性，&SA< 为
Y-3.1 [ 2.3（W%"E）；&SA)为 1C2.3 [ !.Q（W%"E）。
由此可知，&SA<的比活性比 &SA)高 C2.Y\。
%"%"% 最适 /0 和 /0 稳定性的比较：&SA< 和
&SA)在 CY4、3-4下测定的最适 /0均为 /01.2（图
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!）。值得注意的是，"#$%的整个 &’曲线的范围比
"#$(的要宽些。从图中可看出，在 &’)*+ , -*. 之
间，无论在 )/0还是在 +.0，在同一 &’ 条件下
"#$%的相对活力均高于 "#$(；特别是 +.0条件
下，"#$% 的相对活力要明显高于 "#$(。而在
+.0、&’/*. 时，"#$% 的相对活力为 12*.3，"#$(
的相对活力只有 !*/3，因天然牛奶的 &’在 /*.左
右，因此 "#$%更适于生产低乳糖乳制品。"#$%和
"#$(的 &’ 稳定性曲线显示（图略），二者均在
&’!*. , 4*.之间保持 4.*.3以上的酶相对活力，而
在 &’)*. , !*. 之间，"#$% 的相对活力明显高于
"#$(。

图 ! 最适 "#的比较
5678! $9:&;<6=9> 9? 9&@6:;A &’ 9? @BC "#$% ;>D "#$(

$%$%& 最适反应温度和热稳定性的比较："#$%的
最适反应温度为 +.0，"#$( 的最适反应温度为
--0。二者在热稳定上存在着巨大的差异（图 -）。
"#$%在 +.0条件下保温 ).:6>，酶相对活力为
+.*13；而 "#$(在 +.0条件下保温 1.:6>，酶相对
活力仅为 1*-3。"#$%在 /.0条件下保温 -:6>，酶
相对活力为 E2*.3，"#$(在 /.0条件下保温 1:6>，
酶相对活力只有 E.*13。由此可见，"#$% 的热稳
定性明显高于 "#$(。

图 ’ 热稳定性的比较
5678- $9:&;<6=9> 9? @BC<:;A =@;F6A6@G 9? @BC "#$% ;>D "#$(

$%$%! 对金属离子和相关化学试剂稳定性的比较：
在酶促反应中加入不同的金属离子和化学试剂（终

浓度 E::9AH"），研究其对 "#$% 和 "#$( 酶活性的
影响（表 E）。

表 ( 金属离子及化学试剂对乳糖酶活性的影响
I;FAC E J??CK@ 9? :C@;A 69> ;>D =9:C <C;7C>@= 9> C>LG:;@6K ;K@6M6@G

NC@;A 69> ;>D =9:C
<C;7C>@= H（E::9AH"）

OCA;@6MC ;K@6M6@G
9? @BC "#$(H3

OCA;@6MC ;K@6M6@G
9? @BC "#$%H3

$P1 Q E1*! +4*-
RF1 Q E1)*! E)+*/
N71 Q 4+*! E.1*E
5C1 Q E4*- -!*2
SQ 42*) 44*)
$;1 Q 42*E E.E*!
T>1 Q ++*1 4/*-
N>1 Q /4*! 2.*E
JUI# E.)*. E.1*)
VUV !/*! 42*+

由表 E可知，RF1 Q对二者的酶活有轻微促进作
用。$P1 Q、5C1 Q、N>1 Q明显抑制二者的活性，但抑制
程度不同。N>1 Q 对二者的抑制程度基本相当。
"#$%受 $P1 Q较轻微的抑制，酶相对活性为 +4*-3；
"#$( 受 $P1 Q 的抑制更明显，酶相对活性只有
E1*!3。 "#$% 在 5C1 Q 抑 制 下 的 相 对 活 性 为
-!*23，而 "#$( 的相对活性仅为 E4*-3。此外，
"#$(还受到 T>1 Q、VUV的显著抑制。$;1 Q对两个酶
的活性均无显著影响，但在同一条件下，"#$% 对
$;1 Q的稳定性更强。由此可见，"#$%对于金属离子
和化学试剂的稳定性高于 "#$(。
$%$%’ 乳糖酶 !:和 ":;W的比较：采用双倒数作图

法，绘制 "#$%和 "#$(水解 (XRY的动力学曲线，
求出 !:和 ":;W。结果表明，"#$(的 !:和 ":;W分别

为 )*/::9AH"和 )*)!:9AH:6>，"#$%的 !:和 ":;W分

别为 E*/::9AH"和 )*)!:9AH:6>。两个乳糖酶的最大
反应速度相同，而 "#$%的 !:较 "#$(的低 E倍以
上，说明 "#$% 对底物 (XRY 的亲和力远大于
"#$(，具有更高的酶解效率。
通过酶学性质的比较发现，"#$%在热稳定性、

比活性、金属离子的稳定性、!:及最适 &’曲线范围
方面均优于与其氨基酸同源性最高的已用于商业化

生产的 "#$(。

& 讨论
毕赤酵母表达的乳糖酶经脱糖基化处理后其分

子量发生了变化，说明表达的酶蛋白为糖蛋白，分析
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其氨基酸序列发现存在 !! 个潜在的糖基化位
点［!"］，因而造成了表观分子量与理论分子量的差

异。我们通过酶活力测定发现，脱糖基化并没有使

该酶的酶活力发生改变（数据未显示），由此推测糖

基化对乳糖酶的生物活性可能不是必需的，是否对

乳糖酶的酶学性质有所影响还需进一步实验。

在 #$小罐中进行高密度发酵，重组酵母经甲醇
诱导 !"%& 后的乳糖酶的表达量经 ’()*+(),-+.!/%
（0&).()12)）软件扫描分析为 3(*4($发酵液。乳糖
酶比活性是将发酵液上清中酶蛋白进行纯化后测定

获得的，为 5%3/# 6 "/3（74(*）。通过比活性与表达
量计算得到的乳糖酶理论酶活力应为 8"%%74($发
酵液，而实际测得的发酵液上清中的酶活力为

93%%74($发酵液，二者存在的差距可能是由于发酵
液中存在着大量的金属离子、色素和其他代谢产物

从而降低了乳糖酶的活力而造成的。

本研究利用毕赤酵母表达系统实现了乳糖酶胞

外高效分泌表达。表达量为 3(*4($ 发酵液，酶活
力为 93%%74($发酵液，是文献报道的曲霉表达系统
的表达量的 3倍，酶活性的 5倍。利用该系统还可
高效、稳定地分泌表达乳糖酶蛋白，且发酵液中杂蛋

白含量很少，乳糖酶占发酵液中总分泌蛋白的

:%/%;以上，从而大大简化了酶的分离纯化工艺。
同源性比较发现，$<=> 与绝大多数的乳糖酶

同源性较低，但与 $<=?同源性很高，仅有 9个氨基
酸的差异［!"］，但经酶学性质比较表明，$<=> 在热
稳定性、比活性、金属离子的稳定性、!(及最适 @A
曲线范围方面均优于 $<=?。大量的研究结果表明
蛋白中几个乃至一个氨基酸的改变就可能造成酶学

性质的改变［!# B !C］。$<=?和 $<=>可作为有用的材
料进一步研究乳糖酶结构和功能的关系。

以往低乳糖乳制品的生产多数使用最适 @A最
接近牛奶的酵母来源的乳糖酶，曲霉来源的乳糖酶

因其最适 @A较低大多被用于处理酸奶和酸乳清，
这就忽视了其特有的优越性。乳糖水解实验表明，

$<=>不仅在其最适温度（#%D、3%D）下可有效地水
解牛奶中的乳糖，还可在常温（95D）和低温条件
（3D）下有效地水解牛奶中的乳糖，水解率达
C%/%;以上（有关乳糖酶 $<=>水解乳糖的应用结
果将另文发表）。因此，可在牛奶生产过程中的低温

储藏、高温消毒等多个环节使用该乳糖酶。此外，与

酵母来源的乳糖酶［!:］相比，$<=> 同样具有 @A、热
稳定性范围广的特点。在工业生产中比酵母来源的

乳糖酶更具有商业竞争力，不仅可用于生产低乳糖

糖乳制品，还可作为药物使用，有望成为多用途的酶

制剂。

参 考 文 献

［ !］ 0),-E.+ F GH I1.++J2J* EK &2*&!L*)M)1-E,2N),+L@.ENO12J* KOJ*2 )JN

1&).)1-+.2P2J* -&+ &QN.EMQ,2, @.E@+.-2+, EK ) ,+M+1-+N ,-.)2JH "#$%&’(

#) *##+ ,-./&-/，!:5:，!!：!#55 R !#5:/

［ "］ S),EOM2 ’， TOMU).J2 0 SH VJ&)J1+(+J- EK !L*)M)1-E,2N),+

@.ENO1-2W2-Q EK 012/%3.(($1 &.3/% X=’G R 3!3/ "#$%&’( #) 022(./+

4’-5/%.#(#36，!::8，""：9#: R 93!/

［ 9］ >+1+..) G，Y2)Z 0.)NE I，FEJP)M+P I2,E G ’，/5 ’( H X+[ ,+.+-E.Q

,-.)-+*2+, KE. !($67/%#86-/1 (’-5.1 !L*)M)1-E,2N),+H 9%#5/.&

:&3.&//%.&3，"%%!，#!（#）：95: R 9C3/

［ 8］ >+1+..) G，SEN.2*O+PL>+M(EJ-+ V，V,@+.)JP) =+.N)J G， /5 ’( H

VJ*2J++.+N )O-EMQ-21 Q+),- ,-.)2J, ,+1.+-2J* !($67/%#86-/1 (’-5.1 \+-)L

*)M)1-E,2N),+ KE. @.ENO1-2EJ EK &+-+.EME*EO, @.E-+2J, 2J M)1-E,+

(+N2)H " 4.#5/-;&#(，"%%8，#$%（!L"）：!9! R !95/

［ #］ >+.U)，S)JNQ G，AO1OM， /5 ’( H ’J1.+),+N @.ENO1-2EJ EK \+-)L

*)M)1-E,2N),+ 2J 012/%3.(($1 #%6<’/ H 7I @)-+J-，#593958，!::C，8，

5/

［ 3］ F)J+W) ]，F)MO-P)W >，VQJ).N X，/5 ’( H VM+1-.E2JNO1+N +^-.)-2EJ

EK!L*)M)1-E,2N),+ K.E( !($67/%#86-/1 (’-5.-1 H 022( =.-%#>.#(

4.#5/-;&#(，"%%!，&’：8!! R 8!9/

［ 5］ YE(2J*O+, $，?JJ+M) G $，_+2^+2.) ‘ <，/5 ’( H =EJ,-.O1-2EJ EK )

KME11OM+J- \.+[+.’, Q+),- ,-.)2J ,+1.+-2J* 012/%3.(($1 &.3/%!L

*)M)1-E,2N),+H 022( =.-%#>.#( 4.#5/-;&#(，"%%%，&!：:5 R !%9/

［ C］ >+1+..) G， =+.N)J V， FEJP)M+P I2,E G ’， A+-+.EME*EO,

!($67/%#86-/1 (’-5.-1 !L*)M)1-E,2N),+ @.ENO1-2EJ )JN .+M+),+N \Q

,’--;’%#86-/1 -/%/7.1.’/ E,(E-21L.+(+N2)M -&+.(E,+J,2-2W+ )O-EMQ-21

(O-)J-,H 4.#-;.8.-’ /5 4.#2;61.-’ 0-5’，!::5，#((&："9# R "8!/

［ :］ G).-2J, Y >，N+ IEOP) ‘. = F，I2(E+, Y <，/5 ’( H _&+ \+-)L

*)M)1-E,2N),+ )1-2W2-Q 2J !($67/%#86-/1 8’%?.’&$1 =>I3##3 N+1.+),+,

\Q &2*& 1EJ1+J-.)-2EJ, EK *)M)1-E,+H @$%% =.-%#>.#(，"%%"，!!（#）：

95: R 9C"/

［!%］ SO\2E _ G，=),-.2MME ‘ ’，<N)( < =， /5 ’( H A2*&MQ +KK212+J-

),,2(2M)-2EJ EK M)1-E,+ \Q ) (+-)\EM21)MMQ +J*2J++.+N ,-.)2J EK

,’--;’%#86-/1 -/%/7.1.’/ H A/’15，!::C，#!：C"5 R C95/

［!!］ $)N+.E G，0+.+P G _，I)J-E, <，/5 ’( H AQN.EMQ,2, EK M)1-E,+ \Q

K.++ )JN 2((E\2M2P+N \+-)L*)M)1-E,2N),+ K.E( B;/%8$1 ,@H ,-.)2J _"/

4.#5/-;&#( 4.#/&3，"%%9，)#（"）："8! R "#"/

［!"］ 张 伟，姚 斌，王 磊，等 H 来源于 012/%3.(($1 -’&+.+$1 的乳

糖酶基因的克隆及序列分析 H 生物工程学报，"%%"，#)（#）：

#33 R #5!/

［!9］ 0).U a T，Y+ I)J-2 G I I， 0),-E.+ F GH 0.ENO1-2EJ )JN

1&).)1-+.2P)-2EJ EK!L*)M)1-E,2N),+ K.E( 012/%3.(($1 #%6<’/ H "#$%&’(

#) *##+ ,-./&-/，!:5:，!!：!%% R !%9/

［!8］ I)(\.EEU ‘，SO,,+MM YH 分子克隆实验指南 H 黄培堂，王嘉玺，

朱厚础，等译 H 第三版 H 北京：科学出版社，"%%"/

［!#］ _O.OJ+J ?， ‘)J2, ‘， b+J+M b， /5 ’( H VJ*2J++.2J* -&+

-&+.(E-EM+.)J1+ )JN @A E@-2(O( EK K)(2MQ !! ^QM)J),+, \Q ,2-+L

N2.+1-+N (O-)*+J+,2,H =/5;#+1 :&<68#(，"%%8，())：!#3 R !35/

!#"" 期 张 伟等：亮白曲霉乳糖酶基因在毕赤酵母中的高效分泌表达及酶学性质研究



［!"］ #$% &，’(%) *，+,-(./ + 01 !" #$%&’ 2345)(%(6$6 4. /(7$%(

73%,4$.%58 /.25$%61 ()%*’+, (’- .$’-，9::;，!"#：!<= > !=;?
［!@］ +5 A，B( C，-$ D，)% /- 1 !" #$%&’ 2345)(%(6$6 .7 0/"%*’1’"/,

,52E(64F$6 58EG5H52I856( )(%( JI E5F4$588I F(E85,$%) /(.KI4GI2$/$%(

4F$EG.6EG54( L$4G MHJF.2.H9NH/(.KI3F$/$%(HMNH 4F$EG.6EG54( 36$%) 5

’OP 4(,G%$Q3(1 .$’%)2*"’- 3)%%，9::;，!$（9）：!@! > !@M?

［!<］ 朱国萍，滕脉坤，伍传金，等 1 R!S<’定点突变对葡萄糖异

构酶热稳定性的改善 1 生物化学与生物物理学报，!==<，%&
（"）：":@ > "!:?

［!=］ 谭树华，T5/((8 U 258(V U +5W$/，高向东，等 1 脆壁克鲁维酵

母乳糖酶提取物性质研究 1 药物生物技术，9:::，’（S）：!MS

> !M"?

()*+*,-+*../01 02 !"#$%&’(()" *+,-’-)" 34564.* 417 41438./. 02 *198:46/5 -+0-*+6/*.

*TUXR Y($! ZUX D3%H8$3! DU[ \$%9!
（! .$’%)2*"’-’45 6),)/&2* !",%$%7%)，9 8))+ 6),)/&2* !",%$%7%)，9*$"),) :2/+)15 ’; :4&$27-%7&/- <2$)"2),，.)$=$"4 !:::<!，9*$"/）

;<.6+456：CG( 85,456( )(%( -/2>’7F.2 :,?)&4$--7, 2/"+$+7, L56 736(/ J(G$%/!H75,4.F 6$)%58 6(Q3(%,( $% 4G( @$2*$/
?/,%’&$, (KEF(66$.% ](,4.F E’^O=，4G(% $%4()F54(/ $%4. 4G( )(%.2( .7 @ 1 ?/,%’&$, JI F(,.2J$%54$.% (](%46 1 CG( @ 1
?/,%’&$, F(,.2J$%5%46 7.F 85,456( .](F(KEF(66$.% L(F( 6,F((%(/ JI (%_I2( 5,4$]$4I 5%58I6$6 5%/ ‘a‘H’URb1 CG( 85,456(
(KEF(66(/ $% @ 1 ?/,%’&$, L56 )8I,.6I8(/ EF.4($% L$4G 5% 5EE5F(%4 2.8(,385F L($)G4 .7 !S:Va，LG$8( 4G( /()8I,.6I854(/
85,456( 4F(54(/ L$4G b%/. T G5/ 5% 5EE5F(%4 2.8(,385F L($)G4 .7 5J.34 !!:Va1 CG( (KEF(66$.% 8(](8 .7 6(,F(4(/ 85,456(
EF.4($% $% F(,.2J$%5%4 @ 1 ?/,%’&$, L56 "2)c2- L$4G (%_I254$, 5,4$]$4I .7 S"::dc2- $% 4G( M- 7(F2(%4(F，LG$,G L56 4G(
G$)G(64 52.%) 4G54 .7 588 V$%/6 .7 F(,.2J$%5%4 64F5$%6 F(E.F4(/ %.L1 CG( .E4$258 ET 5%/ .E4$258 4(2E(F543F( .7 4G(
85,456( 5F( M?9 5%/ ":e 1 CG( A25K，B2 5%/ 6E(,$7$, 5,4$]$4I .7 4G( 85,456( 5F( S?S"2.8c2$%，!?@22.8c- 5%/ @:"?M f
9?"dc2)，F(6E(,4$](8I 1 O.2E5F( 4. 4G( 85,456( 7F.2 :,?)&4$--7, ’&5C/) UCOO 9:;9S，4G( (KEF(66(/ 85,456( 7F.2 : 1
2/"+$+7, G5]( J(44(F (%_I254$, EF.E(F4$(6 $%,83/$%) 4G( G$)G 4G(F2.645J$8$4I，G$)G 6E(,$7$, 5,4$]$4I 5%/ L$/( ET F5%)( 7.F
(%_I2( F(5,4$.% 1
=*8 >0+7.：-5,456(，[](F(KEF(66$.%，@$2*$/ ?/,%’&$,，b%_I254$, EF.E(F4$(6

Z.3%/54$.% $4(2：OG$%(6( X54$.%58 ’F.)F526 7.F T$)G C(,G%.8.)I P(6(5F,G 5%/ a(](8.E2(%4（9::SUU9!;:S:）
!O.FF(6E.%/$%) 534G.F 1 C(8：<"H!:H"<=@M!9"；Z5K：<"H!:H"<=@M!9@；bH25$8：I5.J$%gE3J8$,S 1 J451 %(4 1 ,%

P(,($](/ /54(：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

!:H!MH9::;

《微生物学报》加入“万方数据”等数字化期刊群的声明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。如作者不

同意将文章编入该数据库，请在投稿时声明，否则本刊将视为同意收录。

另外，从 9::9年开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信息服务。有不
同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

读者可上网查询浏览本刊内容，刊物网址：G44E：ccL6LKJ1 E(F$./$,5861 ,.21 ,%

《微生物学报》编辑部

9M9 微 生 物 学 报 ;M 卷




