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一种来源于青霉的新的!!半乳糖苷酶的

分离纯化及其酶学性质

密士军，柏映国，孟 昆，王亚茹，姚 斌"

（中国农业科学院饲料研究所 北京 #%%%0#）

摘 要：从丝状真菌中筛选到一株产!6半乳糖苷酶的菌株 )’1，对该菌株进行了形态观察和 #0H ,3I2 序列分析，该

菌株属于青霉属。采用硫酸铵沉淀、阴离子交换层析和分子筛层析等方法分离纯化了该菌株的一种!6半乳糖苷

酶。经过聚丙烯酰胺凝胶电泳，此酶蛋白的分子量约为 0$J3.。该!6半乳糖苷酶反应的最适 ?K 为 &A%，最适温度为

!&L。此!6半乳糖苷酶的热稳定性在 !%L以下，?K 稳定性为 ?K&A%6’A%。与已报道的!6半乳糖苷酶的活性都受到

2MN 的强烈抑制不同的是，该!6半乳糖苷酶受 2MN 的抑制作用不显著。以 ?IOP 为底物的 !: 值为 #A!::<5QR 和

":.8 S #A&&’::<5QR·:;=D #·:MD #。该酶可以有效降解蜜二糖、棉子糖和水苏糖，但不能降解末端含!6半乳糖苷键的

多糖。通过利用质谱技术对纯化的!6半乳糖苷酶进行鉴定以及内肽的 I 端测序证明该蛋白为一种新的!6半乳糖

苷酶。
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!6半乳糖苷酶（!6M.5.@B<E;U.E*，9V1A$A#A$$）即蜜二糖酶，

属于外切糖苷酶类，能够专一性催化糖链非还原末端!6半乳

糖苷键的水解，它不仅能够水解含!6半乳糖苷键的寡糖，例

如蜜二糖、棉子糖、水苏糖、毛蕊花糖等，而且还能够水解含

该键的多糖，如!6半乳甘露聚糖等。

!6半乳糖苷是一类存在于豆类植物中的碳水化合物，它

们是由一个或数个半乳糖残基与蔗糖中的葡萄糖组分以!6
#，’ 糖苷键的形式连接而成，主要包括棉子糖、水苏糖和毛蕊

花糖等。这些寡糖是一类抗营养因子，不能被单胃动物消化

道内的内源酶降解，只有经过肠道内的产气微生物发酵后才

能被利用，从而引起胀气等疾病，降低了动物对营养物质的

消化与吸收。在豆类饲料中添加!6半乳糖苷酶，可以提高豆

类饲料的利用率和动物的生长性能［#，$］。此外，!6半乳糖苷

酶还广泛的应用于制糖、食品和医疗卫生行业［1 ( &］。

!6半乳糖苷酶广泛存在于微生物、植物、动物和人体内。

目前，微生物来源的!6半乳糖苷酶研究的比较深入。特别是

丝状真菌!6半乳糖苷酶由于其合适的 ?K、良好的稳定性、细

胞外分泌和表达量较高的特点而成为研究的热点。黑曲霉、

木酶、青霉、被孢霉等的!6半乳糖苷酶已经被分离纯化，性质

也进行了鉴定［’ ( 7］。

本文从本实验室分离的丝状真菌中筛选到一个产!6半
乳糖苷酶的青霉菌株，分离纯化了它的一个!6半乳糖苷酶并

对其酶学性质进行了研究，旨在为!6半乳糖苷酶在饲料与食

品中的应用及分子生物学研究奠定基础。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株：本实验室从土壤中分离的 $’ 株丝状真菌。

"#"#$ 试剂和仪器：酵母粉（W*.EB *8B,.@B）为英国 X8;<U 公司

产品；?IOP（?6=;B,<?F*=/56!636M.5.@B<?/,.=<E;U*）、蜜二糖、棉子

糖、水苏糖、角豆胶和牛血清白蛋白为美国 H;M:. 公司产品；

其余试剂为国产分析纯。立式冷冻离心机购自 H<,Y.55 公司；

蛋白 电 泳 仪、Z[42 )ORV 蛋 白 纯 化 系 统 均 购 自 2.:*,EF.:
?F.,:.@;. +;<B*@F 公司；超滤膜包购自 H.,B<,;-E 公司。

"#"#% 培养基和培养条件："马铃薯汁培养基：$%\马铃薯

汁，#\ 葡 萄 糖，$\ 琼 脂，?K’A0。#产 酶 培 养 基：!\
[$KOX!，%A$0\（IK! ）$ HX!，%A#$\ V.V5$，%A#$\ ],*.，

%A#$\ ^MHX!，%A%$\ ^.==.=<E*，%A%$\ W*.EB *8B,.@B，1\的

豆粕作为碳源和诱导物。挑取 # 环丝状真菌接种于产酶培

养基中，1%L、$&% ,Q:;= 振荡培养 "U。

"#$ &’( 扩增

"#$#" 丝状真菌 3I2 的制备：取 1%L培养 ’ ( "U 后的菌液

’%%%,Q:;= 离心 #%:;=。取 #%%:M 菌 丝 体 加 &%%$R 无 菌 水 清

洗，离心取沉淀。沉淀重悬于 &%%$R 提取液（&%::<5QR 4,;E6
KV5 ?K0A%，#&%::<5QR I.V5，#%%::<5QR 9342 ?K0A%）中，混

匀，加入 &A%$R #%\ H3H，于 ’%L温育 !& ( ’%:;=，#%%%%,Q:;=



离心 !"#$% 去沉淀。上清液用等体积酚、酚：氯仿、氯仿依次

抽提。取 上 层 溶 液 加 "&’ ( ! 倍 体 积 的 异 丙 醇 常 温 沉 淀

!"#$%。!)"""*+#$% 离心 !,#$%。沉淀用 -".乙醇清洗，稍离

心，将沉淀烘干后用 /"!0 无菌水溶解，备用。

!"#"# 123 引物的设计：从 45%67%8 中选取黑曲霉、木霉、青

霉、根霉等 !9: *;<= 序列，用 >5?@A* <BC -&! 软件进行序列比

对，选取合适的保守序列作为引物，对各菌株的 ;<= 进行扩

增。引物（正向引物 1D!：,EF244=4=344G42GB4=4=F/E 和

反向引物 1D)：,EF4442=BG=2;4=22B4BBF/E）由上海英俊生

物技术有限公司合成。

!"#"$ 扩增体系和程序：分别以各丝状真菌 ;<= 为模板，利

用设计好的引物进行 123 扩增。扩增反应条件：HIJ /#$%；

HIJ /"K，,,J /"K，-)J !&,#$%，/" 个循环；-)J !"#$%。扩增

后产物进行琼脂糖凝胶电泳，回收目的片段进行测序。

!"#"% 序列比对与系统发育树图的构建：测序后的序列与

<26C 数据库中的核苷酸序列进行比对。系统发育树图的构

建利用 G5L7 /&! 软件完成［!"］。菌株 M’/ 的 !9: *;<= 序列已

存放在 45%67%8 核苷酸序列数据库中，存取号是 ;NIHH’,9。

并将该菌株保存于中国普通微生物菌种保藏管理中心，菌株

保藏号为 24G22!’’H。

图 ! 菌株 &’$ 的系统发育树
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!"$ 酶活力测定

酶活力测定方法采用 S<14 法［!!］，略有修改。将 S<14
溶于 SZ,&"、"&!#AR+0 G?CRY7$%5 缓 冲 液 中，使 其 终 浓 度 为

)"##AR+0。将 !"!0 酶液，H"!0 的 G?CRY7$%5 缓冲液和 !""!0
)"##AR+0 的 S<14 混合，摇匀。/-J温育 ,#$% 后，加入 )&9#0
!#AR+0 的 <7) 2[/ 溶液终止反应。在 I",%# 下测其 !" 值，以

对硝基酚的生成量表示酶活力。一个酶活单位（\）定义为每

分钟分解 S<14 释放 !!#AR 对硝基酚所需的酶量。

!"% 蛋白质浓度和分子量的测定

采用 0AU*Q 法［!)］，以牛血清白蛋白为标准测定蛋白质浓

度。采用 075##R$ 法［!/］进行 :;:F1=4] 测定蛋白质分子量。

!"( 酶的分离纯化

!"("! 离子交换层析：培养物离心取上清，用 )". ( H,.的

饱和硫酸铵沉淀过夜。然后 ,"""*+#$% 离心 !"#$%，用适量的

)"##AR+0，SZ 9&" B*$K+Z2R 缓冲液（TVDD5* =）溶解，透析过夜。

将透析后的粗酶液用 /"8;7 的膜包浓缩并更换成缓冲液 =。

取 )&"#0 浓缩液上预先用缓冲液 = 平衡的 Z$B*7S N :5SP7*AK5
^0 阴离子柱（预装柱），然后用相同缓 冲 液 配 置 的 !#AR+0
<72R 溶液和缓冲液 = 进行梯度洗脱，流速为 )&"#0+#$%，分部

收集，每管 !#0。对收集管中的溶液进行酶活和蛋白浓度测定。

!"("# 凝胶过滤层析：经离子交换层析后得到的样品浓缩

后进行 :5SP7?*QR :F)"" 分子筛层析（!&"?# _ !)"?#），用缓冲

液 = 洗脱，流速为 "&,#0+#$%，分部收集，每管 "&,#0。对收集

管中的溶液进行酶活和蛋白浓度测定。

!"’ 纯化蛋白的质谱鉴定与内肽序列的测定

将含有纯化蛋白的 :;:F1=4] 胶送中国军事医学科学院

国家生物医学分析中心进行胰蛋白酶酶解后的 G=0;CFB[MF
G: 分析与内肽 < 端序列的 ]:CFG:+G: 测定。

!") 底物特异性的测定

将蜜二 糖、棉 子 糖、水 苏 糖 和 角 豆 胶 溶 解 于 "&!#AR+0
G?CRY7$%5缓冲液（SZ,&"）中，蜜二糖、棉子糖、水苏糖浓度各

!#L+#0，角豆胶为 /#L+#0 。纯化的 )\ 的"F半乳糖苷酶分别

与 !#0 这些底物在 I"J下作用 )IP。半乳糖的释放用离子

交换色谱仪 2=36[1=2 1=!"（;$A%5‘ 2A*SA*7@$A%，\:=）测定。

# 结果与分析

#"! 产!*半乳糖苷酶的菌株 &’$ 的形态观察

将 )’ 株丝状真菌接种到产酶培养基中，以豆粕作为诱

导物诱导 -W 后，离心取其培养基上清液，于 /-J测定"F半乳

糖苷酶活性。分离出 , 株产"F半乳糖苷酶的菌株，其中 M’/
的"F半乳糖苷酶活性最高，达到 !&9I\+#0。M’/ 在马铃薯汁
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斜面培养基上生长两天后可以看到青绿色的分生孢子。通

过镜检观察，该菌株是由菌丝体构成。菌丝是由有隔多核的

多细胞构成，顶端生有扫帚状的分生孢子头。

!"! 产!#半乳糖苷酶的菌株 $%& 的分子鉴定

根据丝状真菌 !"# 的保守序列设计的引物对该菌株 $%&
的 ’() 进行 *+, 扩增，得到 !-. /0 的单一条带，与预期大小

基本一致。通过与 123453/ 数据库中的核苷酸序列比对，发

现 $%&6!"# 的核苷酸序列与其它青霉的核苷酸序列有 778的

同源性。根据 !"# 9’() 序列比对的结果做系统发育树图

（图 !），菌株 $%& 与所有的青霉菌株聚在一起。

!"& 来源于青霉的!#半乳糖苷酶的纯化

!6半乳糖苷酶的纯化结果见表 !。粗酶液经过 #2:;5<9=>
#?.. $*@+ 柱子后，经变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测为单

一条带，分子量约为 "?/’5（图 ?）。!6半乳糖苷酶的纯化倍数

为 !!，活性回收率为 !.-!8，所得的酶比活为 !.%-A BCD@。

表 ’ !#半乳糖苷酶的纯化

E50>2 ! *F9GHG<5IGJ3 JH I;2!6K5>5<IJLGM5L2 H9JD *23G<G>>GFD L: $%&

*F9GHG<5IGJ3 LI2: NJ>
CD@

EJI5> 5<IGOGI=
CB

EJI5> :9JI2G3
CDK

#:2<GHG< 5<IGOGI=
C（BCDK）

PG2>M
C8

*F9GHG<5IGJ3
（HJ>M）

+9FM2 HG>I95I2 !?.. ??." ?&. 7-% !..-.. !-..
（(QA）?#RA :92<G:GI5IGJ3 ". !&A? !.A-" !?-" %.-S !-&

QGE95: T #2:;59JL2 U@ S-V S"A !! S! &V-V S-A

#2:;5<9=> #6?.. Q, ? ??& ?-! !.%-A !.-! !!

图 ! !#半乳糖苷酶的 ()(#*+,-
$GKW? #’#6*)1X 535>=LGL JH I;2!6K5>5<IJLGM5L2W YW #I53M59M :9JI2G3

DJ>2<F>59 Z2GK;I；!- +F>IF92 LF:2935I53I；?-!6K5>5<IJLGM5L2 5HI29 53GJ3

2[<;53K2 <;9JD5IJK95:;=；&-!6K5>5<IJLGM5L2 5HI29 LG\2 <;9JD5IJK95:;=W

表 ! 测定肽段与其它真菌!#半乳糖苷酶序列的同源性

E50>2 ? E;2 L2]F23<2 ;JDJ>JK= 02IZ223 I;2 L2]F23<2M G3329 :2:IGM2L

53M I;2 <J992L:J3MG3K :2:IGM2L JH JI;29 HF3K5>!6K5>5<IJLGM5L2L

E;2 L2]F23<2M
G3329 :2:IGM2L

!"#$%&’(()"
*’&$%

!"#$%&’(()"
*’+)(,*"

-%’./0+$%1,
%$$"$’

T#X1PEN#X$TP^ %%8 %%8 S%8
N(*@N@E1’Y_, V"8 SV8 SV8
@X1@’X()@P^ . . .
*XNT’$@@^ . . .

E;2 5<<2LLGJ3 3FD029L JH I;2 5DG3J 5<GM L2]F23<2L JH I;2!6K5>5<IJLGM5L2L
H9JD !"#$%&’(()" *’&$%， !"#$%&’(()" *’+)(,*" ,*+ -%’./0+$%1, %$$"$’ 592
+)4%&7.!，X))V"SSV 53M +))7&?AV，92L:2<IGO2>=W

!". 纯化蛋白的内肽序列的测定

中国军事医学科学院国家生物医学分析中心对该蛋白

进行了胰蛋白酶的酶解反应，通过 Y)@’‘6ER$6Y# 分析，得

到的肽指纹图谱利用 Y5L<JI 软件查询 (+4‘39 数据库，该蛋

白没有匹配上任何已知的!6半乳糖苷酶，与一个未命名的蛋

白具有较高的匹配值。利用 X#‘6Y#CY# 技术测得了 A 段内

肽的 ( 端 氨 基 酸 序 列，序 列 分 别 为：T#X1PEN#X$TP^，

N(*@N@E1’Y_,，@X1@’X()@P^，*XNT’$@@^。测定肽段与

其它真菌相应!6半乳糖苷酶的序列同源性见表 ?，其中 ? 个

肽段与已知的!6半乳糖苷酶具有同源性，最高为木霉来源

的!6半乳糖苷酶，但也不超过 S%8，而另 ? 个肽段与已知的

!6半乳糖苷酶无任何同源性。A 个肽段与已知青霉的!6半乳

糖苷酶序列没有同源性。这些结果说明分离到的!6半乳糖

苷酶是一新酶。

!"/ !#半乳糖苷酶的酶学性质

!"/"’ !6半乳糖苷酶的最适作用温度及热稳定性：在上述标

准反应系统中，于 !. a %.b分别测定其酶活力。结果表明，

该!6半乳糖苷酶的最适作用温度为为 AVb。将该酶在不同

的温度（A.b、V.b和 %.b）下作用 %.DG3，然后测定剩余酶活

力。结果显示，该酶在 A.b下作用 !; 后可以保持 %.8以上

的活性，该酶在 V.b下作用 VDG3，酶活性即完全丧失。因此

该酶在 A.b以下时稳定的，对高温较敏感。

!"/"! !6半乳糖苷酶的最适作用 :Q 及 :Q 稳定性：将酶液

分别加入用 :Q&-. a S-V 的 .-!DJ>C@ 的 Y<‘>O5G32 缓冲液和

:Q"-. a 7-. 的 .-!DJ>C@ 的 E9GLCQ+> 缓冲液配制的底物 :(*1
中，按上述方法测酶活力，结果表明该!6半乳糖苷酶的最适

作用 :Q 为 V-.。该酶在 :QA-V a %-V 保持 "V8以上的相对酶

活性。将酶在不同的缓冲液中常温作用 !?; 后测其酶活，结

果显示，该酶最稳定的 :Q 范围为 V-. a %-.，室温下作用 !?;，

酶活力保持在 7&8以上。

!"/"& !6半乳糖苷酶的反应动力学：以适量的!6半乳糖苷酶

和 底 物 :(*1，测 定 该 酶 的 反 应 速 度。 利 用 双 倒 数

（@G32Z25O2964F9/）作图法，以 #c !为横坐标，以 Nc ! 为纵坐标，

测得 21 d !-ADDJ>C@，3D5[ d !-VV%DDJ>C@·DG3c !·DKc !。

!"/". 金属离子及其它化学试剂对!6半乳糖苷酶活性的影

响：在酶反应体系中分别加入不同的金属离子和其它的化学

试剂，使其终浓度为 !-.DDJ>C@。表 & 显示，大多数的金属离

子对!6半乳糖苷酶的活性几乎没有影响，+F? e 和 #’# 对其酶

活性抑制较严重，相对酶活分别为 !78和 ?%-V8，QK? e 完全

"V! Y‘ #;G6fF3 $4 ,( W C!.4, 5’.%06’0(0&’., 7’*’.,（?..S）AS（!）



抑制!!半乳糖苷酶的活性，可以推断带有巯基的氨基酸（如

半胱氨酸）可能在其活性中心部位［"#］。值得注意的是，与已

报道的!!半乳糖苷酶的活性都受到 $%& 的强烈抑制不同的

是［"’，"#］，该!!半乳糖苷酶受 $%& 的抑制作用不显著（保持

(()*+的相对酶活力），说明该酶中具有羧基的氨基酸或组

氨酸可能不在此酶的活性中心部位［"#］。该酶活性中心部位

的氨基酸构成与其它!!半乳糖苷酶是不同的。

表 ! 各种金属离子和化学试剂对!"半乳糖苷酶活性的影响

,-./0 1 233045 63 7-896:; <05-/ 96=; -=> 4?0<94-/; 6= 5?0!!%-/-456;9>-;0 -459795@

A05-/ 96=; -=> 65?08
4?0<94-/ 80-%0=5; BC C& D-& B-E & F9 & B6& B81 & D9E & B:E & A%E & G0E & A=E & H=E & $%& I%E & 2J,$ KJK

L0/-5970 -459795@M+ "NN "N’ O’)O O1)" O()’ O’)’ (P)E O*)O "O O*)" PP)" P")1 OE)P (()* N "N’ EP)#

#$%$% !!半乳糖苷酶的底物特异性：该!!半乳糖苷酶可以降

解蜜二糖、棉子糖和水苏糖，而不能将降解多糖类的角豆胶。

降解!!半乳糖苷类的寡糖的顺序为：蜜二糖 Q 棉子糖 Q 水

苏糖（表 ’）。

表 & !"半乳糖苷酶水解寡糖后半乳糖的释放量

,-./0 ’ ,?0 80/0-;0 63 %-/-456;0 386< %-/-456;0!46=5-9=9=%

6/9%6;-44?-89>0; .@ 5?0!!%-/-456;9>-;0

K:.;58-50
,?0 -<6:=5 63
5?0 ;:.;58-50;

M<%

,?0 -<6:=5 63
%-/-456;0 80/0-;0>

M<%

J!R-/-456;0
80/0-;0>
M+

A0/9.96;0 " N)’E# (N)*

L-339=6;0 " N)EN’ P*)#

K5-4?@6;0 " N)’EN P’)(

R:-8 %:< 1 N N

! 讨论

在本实验中，用大豆粕作为诱导物，从 EP 株丝状真菌中

筛选出 # 株产!!半乳糖苷酶的菌株，其中以菌株 GP1 的酶活

力最高。为了确定 GP1 的种属来源，我们对该菌株进行了形

态观察与 "(K 8JD$ 序列鉴定。初步鉴定该菌株属于青霉

属。一般而言，两个菌株的同源性为 "NN+时，可以确定该两

个菌株为同一个种；当同源性小于 OO+时，可以初步确定为

准新种；如果试验菌株与亲缘关系最近的菌株的同源性在

OO+至 "NN+ 之间时，它们之间的关系要视不同的情况而

定［"P］。因此菌株 GP1 的种名还不能仅仅根据形态学与分子

生物学的方法来确定，详细的菌种鉴定还需要生理生化和化

学分类等方法。

根据!!半乳糖苷酶的分子量，可以把它们分成两类。一

类!!半乳糖苷酶的分子量大于 (NSJ-，另一类的分子量是在

#1 T P*SJ-之间［"#］。一般情况下，细菌来源的!!半乳糖苷酶

属于第一类，而真菌来源的!!半乳糖苷酶则属于第二类。但

本实验 分 离 纯 化 的 真 菌 的!!半 乳 糖 苷 酶 的 分 子 量 大 于

(ESJ-，属于第一种类型的!!半乳糖苷酶。该!!半乳糖苷酶

的电泳谱带有“拖尾”现象，该现象很可能是由蛋白的糖基化

造成的，“拖尾”的长度与该蛋白结合不同大小的碳水化合物

有关。

单胃动物胃肠道的温度为 1* T ’NU，其 VI 为酸性。该

酶的最适作用温度为 ’#U，在 1* T ’NU时保持 (N+左右的酶

活性；该酶的最适作用 VI 为 #)N，在 VI’)E T #)N 之间保持

*#+以上的酶活性。此!!半乳糖苷酶的最适作用条件与单

胃动物肠道的生理条件基本一致，且该酶可以有效降解棉子

糖和水苏糖，因此该!!半乳糖苷酶可以用于降解豆类饲料中

的!!半乳糖苷类的寡糖，从而消除或降低这类寡糖的抗营养

作用，提高豆类饲料的利用率，促进畜禽对营养物质的消化

和吸收。另外，豆奶中含有的棉子糖类寡糖能够引起一部分

人食用后，产生胀气等疾病，添加!!半乳糖苷酶可以消除豆

奶中的棉子糖类寡糖，从而增加豆奶的可食用人群。豆奶的

自然 VI 为 #)N，与该!!半乳糖苷酶的最适作用 VI 相同，因此

该酶可用于豆奶加工。

该酶的最适温度低于已报道的青霉的!!半乳糖苷酶，但

其最适作用 VI 略高于其它青霉的!!半乳糖苷酶［"*，"(］。$%&

对该酶的影响研究结果表明其酶活性中心部位的氨基酸构

成与其它报道的!!半乳糖苷酶可能是不同的［"’，"#］，这为进一

步研究!!半乳糖苷酶结构与功能的关系提供优良的材料。

利用肽指纹图谱鉴定纯化的!!半乳糖苷酶，该蛋白没有

匹配上任何已知的!!半乳糖苷酶，说明该蛋白是一个新的

!!半乳糖苷酶。我们又通过质谱测其内肽的 D 端序列，得到

的 ’ 段内肽序列，其中两段内肽序列与黑曲霉、构巢曲霉和

木霉有 #(+ T *P+的同源性，与已知青霉的!!半乳糖苷酶序

列没有同源性。并且没有找到与另外两段内肽同源的!!半
乳糖苷酶序列，这进一步证实了纯化的该蛋白为新的!!半乳

糖苷酶。根据内肽序列的信息，获得了此!!半乳糖苷酶的基

因组序列与 4JD$ 序列，测序结果通过 WF$K, 比较表明，该

基因与已知的!!半乳糖苷酶序列同源性最高仅为 PP)*+，氨

基酸序列同源性最高仅为 PO)P+，该!!半乳糖苷酶属于糖基

水解酶的 1P 家族（以上结果另文发表）。目前，从青霉中分

离的!!半乳糖苷酶都为糖基水解酶的 E* 家族［(，"*］，这是首次

报道从青霉中分离纯化出 1P 家族的!!半乳糖苷酶。以上这

些结果表明，纯化的该蛋白是一个新的!!半乳糖苷酶。
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