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黑曲霉!!葡萄糖苷酶基因的克隆及其在毕赤酵母中的表达

童星2，#，I，唐秋嵩2，吴玉飞2，吴敬2，#!，陈坚2，#，I

（江南大学，2食品科学与技术国家重点实验室，#工业生物技术教育部重点实验室，I环境与土木工程学院，无锡 #2!2##）

摘要：【目的】以毕赤酵母（.&"/&$ 0$1#(’&1）CFH2 为宿主菌表达黑曲霉（!102’+&**31 -&+2’）0R2I$!E葡萄糖苷酶（!E
N=+B;>@Q,>(）。【方法】以实验室保藏的 ! ? -&+2’ 0R2I$ 总 S1T 为模板，根据 13G/ 数据库中 ! ? -&+2’ 3G0
42IU&&!E葡萄糖苷酶的 BS1T 序列（$+*3）设计引物，通过 V3W 和重叠延伸 V3W（;X(*=,9EV3W）方法，扩增得到

$+*3，将其克隆到载体 9FS2&EJ >@A9=( X(B8;*，测序结果表明，$+*3 编码 "$. 个氨基酸。与 ! ? -&+2’ 3G0
42IU&&!E葡萄糖苷酶相比仅有一个氨基酸的差异。将得到的 ,N=+ 亚克隆到质粒 9V/3"C，构建表达载体

9V/3"CE,N=+，经 4+*"线性化后电转化 . ? 0$1#(’&1 CFH2，经过 FS、YVS5R!2& 平板筛选表型，V3W 方法验证，

获得分泌表达重组 . ? 0$1#(’&1 CFH259V/3"CE$+*3。摇瓶培养中通过添加终浓度为 2Z的甲醇诱导!E葡萄糖

苷酶的分泌。【结果】0S0EVTRM 显示表达蛋白的大小亚基分子量分别为 "& [S, 和 II [S,，阴性对照中没有

出现此条带，非变性电泳检验为一条带。制备的粗酶液的酶学性质表明，转苷反应最适 9\ 为 4，最适温度为

44]。在最适 9\ 和温度下，反应 #! 7 时低聚异麦芽糖的总含量达到最大为 #$U.Z。【结论】黑曲霉!E葡萄

糖苷酶在 . ? 0$1#(’&1 中获得可溶性表达，并证明有一定的转糖苷活性。
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!E葡萄糖苷酶（!EN=+B;>@Q,>(，M3 IU#U2U#.），又名

!ESE葡萄糖苷水解酶，它可以从低聚糖的非还原末

端切割!E2，! 糖苷键，释放出葡萄糖，并将游离的葡

萄糖基以!E2，$ 糖苷键形式转移到其他糖底物上，

形成具有非发酵性的功能性低聚糖—低聚异麦芽糖

（简称 /F^>，主要包括异麦芽糖、潘糖、异麦芽三糖

等）［2］。低聚异麦芽糖作为功能性食品及添加剂，被

摄入人体后不会被消化道吸收，也不能被有害菌利

用，但可以被肠道的益生菌如双歧杆菌作为碳源利

用［#］，故其具有良好的双歧因子作用，可以改善人体

肠道的功能。此外，由于低聚异麦芽糖的甜度只有

普通糖的一半，适宜糖尿病人食用［I］，可以作为饮料

糖果和保健品的添加剂。在饲料工业中，低聚异麦

芽糖被认为可以在提高家禽存活率的同时，又不会

存在合成饲料带来对人体的副作用，据报道，日本

4.Z左右的饲料中都含有低聚异麦芽糖。目前，低

聚异麦芽糖已经在食品、医药和饲料加工行业有了

很广泛的应用。

市场上低聚异麦芽糖产品根据有效成分的含量

多少可分为两种规格 /F^E4..（低聚异麦芽糖含量

大于 4.Z）和 /F^E"..（低 聚 异 麦 芽 糖 含 量 大 于

".Z）。目前国内生产低聚异麦芽糖用!E葡萄糖苷

酶主要依赖于进口，多为日本天野酶制剂公司提供，

该制品从黑曲霉（!102’+&**31 -&+2’）发酵制取，它可以

催化水解和转糖苷反应。

虽然 ! ? -&+2’ 是优良的产!E葡萄糖苷酶的菌



株［!］，但野生 ! " "#$%& 产酶水平低，难以提取纯化。

国外研究者们开始进行基因工程菌生产!#葡萄糖苷

酶。近 年 来，日 本 研 究 人 员 分 别 以 !’(%&$#))*’
"#+*),"’ 和 -.%&#/%)), "#+*),"’ 为宿主菌表达了有活

性的 ! " "#$%&!#葡萄糖苷酶［$ % &］。国内目前对!#葡
萄糖苷酶的研究还主要在!#葡萄糖苷酶的生产菌种

选育和酶学性质方面［’］，虽然广西大学的于岚通过

()#*+( 方 法 扩 增 得 到 ! " "#$%& !#葡 萄 糖 苷 酶

,-./，构建重组质粒并尝试在大肠杆菌中表达，但

酶表达量偏低，而且重组蛋白是胞内酶，分离纯化的

成本相对较高［0］。

选用毕赤酵母真核表达系统表达 ! " "#$%&!#葡
萄糖苷酶，其中选用的酵母表达载体 1*2+34 含有分

泌型信号肽，利于胞外表达［3］。通过抗生素浓度梯

度筛选得到高拷贝数的基因整合到染色体 -./ 上，

在提高表达量的基础上也保证后代的遗传稳定性。

而且酵母系统的后修饰能力有可能满足!#葡萄糖苷

酶糖基化需要［56］。

本实验通过 *+( 和 789:;<1#*+( 方法扩增得到

黑曲霉!#葡萄糖苷酶的 ,-./，亚克隆构建表达载体

1*2+34#,$)*，获 得 重 组 毕 赤 酵 母 4=’5>1*2+34#

,$)*，?-?#*/@A 和非变性电泳显示发酵液中有目标

蛋白表达，其转苷活性由 B*C+ 法检测验证。本研

究表明黑曲霉!#葡萄糖苷酶在毕赤酵母中得到可溶

性表达，为进一步获取一定量高纯度酶进行酶学定

性，研究催化分子机理、以及大规模酶制品的大规模

制备提供了坚实的基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：黑 曲 霉（ !’(%&$#))*’ "#$%& ）

?@5D&，大肠杆菌（-’/0%&#/0#, /1)#）E= 563，毕赤酵母

（2#/0#, (,’31&#’）4=’5，表达质粒 1*2+34，为实验室保

藏。质粒 1=-50#) FGH1;9 89,I7:，购自 )<4<(< 公司。

!"!"# 培养基：CJ、?KJ、?K+ 培养基，细菌常规通用

培养基。L*-、J=@L、J==L 培养基，重组酵母常用

培养基。

!"!"$ 引 物：根 据 .+J2 数 据 库 中 ! " "#$%& +J?
$5DM00 的成熟 ,$)* 基因序列（登录号：!33563&），采

用 *:GH9: *:9HG9: 软件方法设计了 *5#*0 共 0 个引

物，其中 *N 和 *D、*! 和 *$、*& 和 *’ 都有 5$ O1 左右

的序列首尾互补，利于片段延伸（表 5）。

表 ! 引物序列

)<O;9 5 ?9PQ9R,9F 7S 1:GH9:F
*:GH9: ?9PQ9R,9（$T!DT） ?GU9> O1 (9FI:G,IG7R FGI9
*5 /))//)@+@@++@+@)++/++/+)@++++))+@ DD 413"
*N ++@)/@/@@))))@@)+//)/@@)@))+ N0
*D /++)/))@/++////++)+)/+@@++/ N’
*! )+//)/)+@@)++/@/)/)/))++//+ N’
*$ @//)/)/)+)@@/++@/)/))@/+)/+/)@+/+@ D!
*& +@)/@+@)/@@+/)+/@/@@+/))))+ N’
*’ @++)+)@/)@++)/+@+)/+@)/)@/+/ N0
*0 /@+/+)/@+@@++@+++/))++//)/+++/@))))++ D’ 413"

!"!"% 主要试剂和仪器：质粒小量提取试剂盒购自

上海生工生物工程公司，胶回收试剂盒购自 )<4<(<
公司，氨苄青霉素，+2/* 购自华美生物工程公司，

-/1("，413"，)! 连接酶，AV B? 5,6 酶购自 )<W<:<
公司。酵母无氨基基本氮源培养基（L.J），遗传霉

素 @!50 购自上海生工生物工程公司。其他试剂为

分析纯。*+( 仪，凝胶成像仪，蛋白电泳仪购自美国

J2K#(/- 公司，-LL#&+ 型电泳仪购自北京六一仪

器厂。

!"# &’( 扩增目的基因

!"#"! -./ 的提取：! " "#$%& ?@5D& 基因组 -./ 的

提取参照真菌 -./ 提取方法［55］

!"#"# *+( 扩增目的基因：*+( 和 789:#;<1 *+( 反

应采用 $6#C 体系，常规 *+( 程序从基因组 -./ 中

克隆出各段外显子，再用 789:#;<1 *+( 方法将各段外

显子连接起来，具体步骤如图 5 所示。第一轮 *+(
分别用引物 *5 和 *N、*D 和 *!、*$ 和 *&、*’ 和 *0，以

基因组 -./ 为模板，通过 *+( 得到 9V7R 5、9V7R N、

9V7R D、9V7R !；第一轮 789:;<1#*+(，以 9V7R N 和 9V7R D
为模板，*D 和 *& 为引物，扩增得到 9V7R N#D；第二轮

789:;<1#*+(，以 9V7R N#D 和 9V7R ! 为模板，*D 和 *0
为引物，扩增得到 9V7R N#D#!；第三轮 789:;<1#*+(，以

9V7R 5 和 9V7R N#D#! 为模板，*5 和 *0 为引物，扩增出

9V7R 5#N#D#!，将 其 克 隆 到 1=-50#) FGH1;9 89,I7:
（1=-50#)#,$)*），送至上海生工生物工程有限公司

测序。
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图 ! !"葡萄糖苷酶基因结构示意图与 #$%&’()"*+, 过程

!"#$% &’()*) +, #)-) )-’+."-#!/#01’+2".32) 3-. +4)5036/789 65+’)22$

!-. 表达载体的构建

!"#"酶切 6:;%</=/$%&’ 和质粒 67>8?@，分别

胶回收基因和载体片段，然后连接过夜，转化 ( $
)"&* A:%B? 感受态细胞［%C］，涂布 DEFG*6 抗性平板培

养过夜，挑取单菌落于 %B *D DEFG*6 抗性的液体培

养基中，培养 < ( 左右，抽提质粒，酶切验证与测序，

得到正确的表达载体命名为 67>8?@/3#01。

!-/ 转化与筛选

+%&#酶切表达载体 67>8?@/3#01，线性化电转

化毕赤氏酵母 @:H% 感受态细胞，山梨醇重悬涂布

:; 平板，IBJ培养 HC ( 至长出单菌落［%I］。挑取回

复突变菌株接种于 K7;FLM%< 平板上，IBJ培养 M< (
至长出单菌落（为获得多拷贝的 $%&’ 基因的菌株，

LM%< 浓 度 筛 选 梯 度 依 次 为 BNO *#F*D、% *#F*D、

C *#F*D、M *#F*D）。

67>8?@ 空质粒处理同上，转化菌作为阴性对

照。

!-0 重组毕赤酵母 12 3!4)*5+61"!"#$ 的 *+,鉴定

选取 K7;FLM%<（M *#F*D）上单菌落，以 7%，7<
作为引物，常规 789 方法，检验是否能够扩增得到

全 长 )P+- %/C/I/M 片 段。重 组 毕 赤 酵 母 @: H%F
67>8?@ 的 789 鉴定作为对照。鉴定后获得重组毕

赤酵母 @: H%F67>8?@/$%&’ 用于后续实验。

!-7 重组毕赤酵母 12 3!4)*5+61"!"#$ 的培养

将鉴定正确的单菌落接种至 %B *D K7; 培养

基，IBJ培养 CM (，%*D 培养液接入 OB *D E:LK，

IBJ培养 CM (，至 Q; 约为 MNB，离心收集菌体，用

CO *D E::K 培养基重悬培养，甲醇诱导表达。分

别于 CM (，M< (，HC (，?R ( 取样，每次取样 CBB$D，离

心收集上清，同时补加 COB$D 甲醇至终浓度为 %S。

阴性对照重组毕赤酵母 @: H%F67>8?@ 培养方法同

上。

!-3 898"*:;< 和非变性电泳检验表达产物

&;&/7GLT 采用碧云天蛋白电泳试剂盒操作，分

离胶浓度 %CS，浓缩胶 OS。发酵液加入 O U 上样缓

冲液，沸水浴 O *"- 后上样R$D进行电泳。

非变性电泳，选用 6V <NO 的电泳缓冲液，配制

<S凝胶浓度，凝胶中不含 &;&，发酵液加入 O U 上样

缓冲液（其中不含 &;& 和巯基乙醇），混匀上样R$D，

冰水浴电泳系统。

MRC W"-# =+-# )X 30 $ F,)#$ -*)."/*"&"%*)$ 0*1*)$（CBB?）M?（C）

Absent Image
File: 0



!"# !$葡萄糖苷酶的转苷反应

收集毕赤酵母发酵培养的上清液，硫酸铵沉淀，

透析，制成粗酶液，测定转苷活性方法［!"］如下：用柠

檬酸缓冲液配制不同 #$ 条件 !%&的麦芽糖溶液，

加入 %’(&粗制的浓缩酶液，不同反应温度下反应

一段时间，隔时间取样，然后煮沸 ( )*+，%’,,!) 微

孔过滤，$-./ 检测产物［!(］。

高效液相色谱分析的条件：示差折光检测器，色

谱 柱（"）：钙 型 强 碱 性 离 子 交 换 树 脂 01234-356
!7%% )) 8 9’ ( ))；柱 温：:(;；池 温（检 测 器）：

7%;；流动相：水；流速：%’( ).<)*+；进样量：!%!.。

色谱柱（#）：$=#>4?*6 @$,，,(% )) 8 "’9 ))；柱温：

7%;；池温（检测器）：7%;；流动相：乙腈<水（A(<,(
B<B）；流速：! ).<)*+；进样量：!%!.。

% 结果

%"! ! & "#$%& ’(!)* ’$() 的 +,-. 的获得

! C "#$%& 0D!79 的 3261 基因含有 " 个外显子和 7
个内含子，本实验尝试先提取 ! C "#$%& 0D!79 的基因

组 E@F，采用 -/G 方法从基因组中克隆出各个外显

子，再用 HI>4J63# -/G 方法将各个外显子两两连接，获

得 KE@F 序列。扩增得到的各段外显子、两两连接外

显子片段均与理论值相符，将最终得到的 KE@F 克隆

到 #LE!:JM ?*)#6> I>KNH4（图略）。测序结果表明 ’$()
的基因全长 ,::% O#，共编码 P9% 个氨基酸，与 ! C
"#$%& /Q0 (!7’:: ’$()（登录号："PP!%P9）编码蛋白质

序列相比在第 :P: 位氨基酸有差异，! C "#$%& /Q0
(!7’:: 是脯氨酸，而 ! C "#$%& 0D!79 是丝氨酸。

%"% 表达载体 /01234$’$() 的构建

将 #LE!:JMJ’$() 和 载 体 质 粒 #-R/PS 分 别 经

*+,"单酶切，胶回收、连接、转化 - C .+(# TL!%P，抽

提质粒。为区别单一酶切后载体与基因连接的方向

性，本实验中选择 -.+G"酶切所得质粒进行验证。

在基 因 的 ,,,!，,7,% 位 和 载 体 质 粒 !,,7 位 存 在

-.+G"酶切位点，当选择 -.+G"酶切时，如果载体

自连，则得到一条 P7%% O# 的条带；如果基因与载体

正向连接，则会得到 ,,%% O# 左右和 !%%%% O# 左右

的条带；如果基因与载体反向连接，则会得到 :%% O#
左右 和 !!(%% O# 左 右 的 条 带。将 抽 提 的 质 粒 经

-.+G"酶切，得到了 ,,%% O# 左右和 !%%%% O# 左右

的条带，验证正确，将其命名为 #-R/PSJ’$()。

%") 重组毕赤酵母 45 6!7/01234$’$() 的构建与

筛选

将表达载体 #-R/PSJ’$() 线性化电转毕赤酵母

SL A! 感受态细胞，涂布 LE 平板，U-E<D"!: 平板

筛选 浓 度 梯 度 为 %’( )2<).、! )2<).、, )2<).、

" )2<).，从" )2<). U-E<D"!: 平板上挑取单菌落，

以 -! 和 -: 为引物，菌落 -/G 验证，扩增得到的全

长基因片段与理论值（,::% O#）相符，而阴性对照没

有对应的条带。

%"8 ’,’$0.(9 和非变性电泳检验表达产物

挑取表达菌株接种于 (% ). QLDU 的培养基

中，7%;振荡培养约 ," V，离心收集菌体，用含 !&的

甲醇的 QLLU 培养基重悬菌体，诱导表达。不同时

间取样，蛋白经浓缩后溶于 ( 8 上样缓冲液，A, V 时

出现目标条带，0E0J-FDW 检验结果见图 ,JF。从图

中可见两条主要条带，分别为 P: 5E3 和 77 5E3，其

与天然的 ! C "#$%&$J葡萄糖苷酶的大小亚基理论分

子量相符。而阴性对照中没有相应条带。同样样品

经非变性电泳结果见图 ,JQ，显示仅为一条带。

图 % 重组酵母表达产物的 ’,’$0.(9和非变性电泳检验

X*2C, 0E0J-FDW 3+Y +3N*I> -FDW HZ 4>KH)O*+3+N / C 0’1,+&#1 K16N14>

?1#>4+3N3+NC F：0E0J-FDW 3+36=?*? LC L345>4；! C 01#>4+3N3+N HZ / C

0’1,+&#1 SL A!<#-R/PSJ3261；, C 01#>4+3N3+N HZ / C 0’1,+&#1 SL A!<

#-R/PSC Q：@3N*I>J-FDW 3+36=?*?C

%": /;、温度和反应时间对转苷反应的影响

收集 A, V QLLU 发酵液浓缩，硫酸铵沉淀，沉

淀复溶，透析，得到粗酶液。考虑到低聚异麦芽糖的

生产中主要利用$J葡萄糖苷酶的转苷作用，本实验

采用以麦芽糖为底物，考察 #$、温度以及反应时间

对酶生成主要转苷产物异麦芽糖，异麦芽三糖和潘

糖的影响。酶反应按照方法 !’,’: 进行，首先选取

反应温度为 ((;，#$ 分别为 "，(，9，隔时间取样，

$-./ 检测异麦芽糖，潘糖和异麦芽三糖的含量，结

果表明反应的最适 #$ 是 (（表 ,）。

再考察 #$ 为 (，反应温度分别为 "(;，((;，

9(;时，不同时刻异麦芽糖，潘糖和异麦芽三糖的生

成情况，结果表明反应的最适温度为 ((;（表 7）。

(9,童星等：黑曲霉$J葡萄糖苷酶基因的克隆及其在毕赤酵母中的表达 C <微生物学报（,%%P）"P（,）
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表 ! 重组酶转苷反应的 "# 条件研究

!"#$% & !’% %((%)* +( ,- +. *’% */".01$2)+034"*3+. +( /%)+5#3.".* %.675%

,- 8+.*%.*09:
;%")*3+. *35%9’

& < = > ?& ?= &@ &< &> A& A=
< B& =C? =C> =CD =CE FC& >C= DC? ?@C& ?@C? DCE DCF

G EC& <CA EC? ECD =C& =C? EC> =C& ECA <C> <CD
B& &CE &C= &C& AC? AC= &C> AC& ACE AC= AC@ AC@
B& H G H B& ?AC> ?ACF ?<C& ?<CE ?FC@ ?FCE ?>C? ?DCD ?DC@ ?FCA ?FC=

E B& FC& >C@ >C> ?@CE ??C& ?&C@ ?&C& ?<C@ ?ACE ?AC> ?AC>
G =C? =CA FCE >C? >C& >C& >C> >C= >C@ FC? EC>
B& &C= &C> AC@ ACA AC? AC? AC< AC< ACF AC? AC&
B& H G H B& ?ECD ?FC? ?DCA &?CD &&CE &ACA &<C< &=C@ &EC& &<C@ &&C>

= B& FC@ FCE FCF FC@ FC> DC& ?@C@ ?&C< ?&C@ ?@CF ??C@
G EC& EC< EC? EC& EC& ECF EC> =C@ EC< <C> EC@
B& AC@ &C> AC? ACA AC? AC& &CD AC@ AC? &C> &CF
B& H G H B& ?EC& ?EC> ?ECD ?ECE ?=C? ?>C? ?>CF &?C< &@CE ?>CA ?>CF

B&，G，B& /%,/%0%.* 30+5"$*+0%，,".+0% ".4 30+5"$*+*/3+0% /%0,%)*3I%$7J

表 $ 重组酶转苷反应的温度条件研究

!"#$% A !’% %((%)* +( *%5,%/"*2/% +. *’% */".01$2)+034"*3+. +( /%)+5#3.".* %.675%
!%5,%/"*2/%9
K

8+.*%.*09
:

;%")*3+. *35%9’
& < = > ?& ?= &@ &< &> A& A=

<E B& =C& =CE =C> FC& >CA DC@ ?@CD ?&C@ ?@C> ?@CE ?@C@
G <CF <C> EC@ EC< EC> =C? =C< =CE =CE ECD EC>
B& &C< &CE &C> &CF AC@ AC@ ACA AC& &C> &C> &CF
B& H G H B& ?ACA ?AC> ?<C= ?ECA ?FC? ?>C? &@C= &?CF &@C? ?DC& ?>CE

EE B& FC& >C@ >C> ?@CE ??C& ?&C@ ?&C& ?<C@ ?ACE ?AC> ?AC>
G =C? =CA FCE >C? >C& >C& >C> >C= >C@ FC? EC>
B& &C= &C> AC@ ACA AC? AC? AC< AC< ACF AC? AC&
B& H G H B& ?ECD ?FC? ?DCA &?CD &&CE &ACA &<C< &=C@ &EC& &<C@ &&C>

=E B& =CE =CE =C= FC? DC& ?@C> ??C@ ??CE ??C& ?@CD ?@C>
G EC? EC& ECE ECD ECD =C> =CF FC@ =C> =C> =C?
B& &C= &CF AC@ AC? AC@ AC@ AC& AC? &CD &C= &CE
B& H G H B& ?<C& ?<C< ?EC? ?=C? ?>C? &@C= &?CD &?C= &@CD &@CA ?DC<

B&，G，B& /%,/%0%.* 30+5"$*+0%，,".+0% ".4 30+5"$*+*/3+0% /%0,%)*3I%$7J

在最适条件 ,- E，EEK下，反应 &< ’ 时三糖总

量达到最大 &=C@:。其中异麦芽糖的增长幅度最

大，且在总产物中占有的比例也最大，潘糖和异麦芽

三糖的变化较小。这些实验结果表明重组毕赤酵母

LM F?9,GB8DLN!"#$ 能够表达一定量的有活性的!N
葡萄糖苷酶。

$ 讨论

低聚异麦芽糖是一种功能性低聚糖，随着人类

生活品质的改善，对它的需求正在日益增长。国内

生产低聚异麦芽糖所用!N葡萄糖苷酶目前还几乎完

全依赖进口，多为日本天野酶制剂公司提供的来源

于 % J &’"() 的!N葡萄糖苷酶制品。

本研究是采用 G8; 和 +I%/$",NG8; 克隆出不含

自 身 信 号 肽 的 % J &’"() OP?A=!N葡 萄 糖 苷 酶 的

)QRS，测 序 结 果 与 R8TB 数 据 库 中 % J &’"() 8TO
E?AC>>!N葡萄糖苷酶的序列相比有一个氨基酸的差

异，这可能是不同菌株之间差异造成。构建的重组

毕赤酵母 LM F?9,GB8DLN!"#$ 表达产物经电泳检验

和转糖苷活性测定表明实现黑曲霉!N葡萄糖苷酶的

可溶性表达。

据资料报道，天然黑曲霉!N葡萄糖苷酶的总基

因全长 A?&< #,，包括 < 个外显子和 A 个内含子，编

码由 &E 个氨基酸构成的典型真核生物信号肽和含

有 D=@ 个氨基酸的成熟肽［E］，又有研究显示，对成熟

蛋白的 R 端测序发现，成熟蛋白的序列与基因翻译

序列比较，在 &EA U &== 位缺失了 ?< 个氨基酸，断裂

成两 个 亚 基，推 测 这 是 由 于 某 种 蛋 白 酶 水 解 形

成［?=］。本研究中的表达产物具备酶功能，非变性电

泳为一条带以及 OQONGSPV 显示两条分子量分别为

D> WQ" 和 AA WQ" 的蛋白条带，这表明实验所克隆的

一个阅读框架编码的!N葡萄糖苷酶在翻译后修饰加

工中被水解为与文献报道相符的天然黑曲霉!N葡萄

糖苷酶两个亚基的分子量是相符的，说明在宿主菌

==& X3.1 !+.1 %* "$ J 9%*+! ,’*)-.’-#-"’*! /’&’*!（&@@D）<D（&）



毕赤酵母中存在相应的蛋白水解酶。

此 外，!"" ## 等［$%］ 通 过 &’()*+,+’!’-’.)*/+01’
,23+41) ()*+,56"（&7!8)/7）鉴定出在酶活性中心中存

在 940’::;。<2=2>*,2 9 的研究［&］还发现，天然黑曲

霉!’葡萄糖苷酶是一种糖基化程度很高的酶，含有

:&?&@ A :%?B@的糖类物质，有多达 $& 处的天冬酰

胺糖基化位点，能否被有效的糖基化很大程度地影

响其活性。而本实验中的毕赤酵母表达系统具有一

定程度糖基化修饰能力。

关于!’葡萄糖苷酶活性的测定方法，有测定葡

萄糖的生成量［;］和测定最后的转苷产物的量［$C］。

工业上，以淀粉为原料生产低聚异麦芽糖时，需要先

经淀粉酶水解积累大量的麦芽糖，!’葡萄糖苷酶在

以麦芽糖为底物时，先将其水解成葡萄糖，再将葡萄

糖分子以!’$，B 键转移到其他糖受体分子，生成低

聚异麦芽糖，故转苷活性是!’葡萄糖苷酶工业应用

的重要基础。本文中表达产物的活性测定是以麦芽

糖做为底物，采用 DE!F 测定转苷反应的产物低聚

异麦芽糖，较全面评价了该酶的性能。转糖苷反应

的结果表明，最适反应 0D 是 &，最适反应温度是

&&G，在此条件下反应 :; H，低聚异麦芽糖产物达到

最大，该结果与天然酶的报导相一致。资料还报道，

天野公司的!’葡萄糖苷酶可以生成四糖以上的糖，

但在本实验中，四糖以上的的成分还没有出现，我们

会在今后的实验中详细考察酶反应的条件因素，研

究产物中有效成分变化。

本研究为今后!’葡萄糖苷酶的生化性质研究，

发酵条件优化，酶的转糖苷反应的条件研究，工业化

生产该酶制剂，定点突变技术改造酶的特异性准备

了条件。
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科学出版社新书推介（)YYW!()）

精编免疫学实验指南（精装）（译）

（美）3 O CO 科利根 BO CO 比勒 PO ‘O 马古利斯 CO DO 舍瓦奇 2O 斯特罗贝尔 编著

曹雪涛等 译
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内容简介：本书是国际权威的生命科学实验方法学丛书之《现代免疫学方法》的精华版，共 (U
章。分别介绍了多克隆抗体和单克隆抗体的制备、纯化和鉴定，人和小鼠 & 细胞、B 细胞、Q8 细

胞和树突细胞、巨噬细胞等及其亚群的分离、鉴定和各种功能分析，& 细胞、B 细胞克隆和 & 细

胞杂交瘤的构建，细胞因子及其受体和分泌细胞因子细胞的检测，免疫细胞活化的信号分子分析，用分子生物学方法制备

=E、构建噬菌体抗体库和研究 &4S 等免疫分子等。还介绍了构建自身免疫病、炎症性疾病和感染性疾病等的动物模型的方

法。本书内溶涵盖目前免疫学常用实验技术的基本原理、标准方案和最新进展，具有简明规范、步骤清晰、可行性强等特点。

本书可供免疫学、医学基础研究工作者以及临床实验工作者参考使用。
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