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摘 要 从一株产乳糖酶的亮白曲霉（3&4%*1#,,)& 0+$5#5)&）中克隆到了乳糖酶基因组 D+E及 CD+E序列（;FGH EI3
I;,,JK+ +(* EL7M!47M），序列分析表明，乳糖酶基因组 D+E序列长 M7#"1.，其中含有 "个内含子，CD+E编码区长
M%!#1.，共编码 !%%#个氨基酸，前 !&个氨基酸为信号肽序列，氨基酸序列中共含有 !!个潜在的糖基化位点。将此
基因与不同来源的乳糖酶基因序列进行比较发现，该基因与绝大多数乳糖酶基因同源性较低。虽与米曲霉 E6II
$%7$M的乳糖酶序列同源性较高，但其在酶学性质上更优于后者，亮白曲霉的乳糖酶基因可能是一个具有更广阔的
生产应用前景的新基因。
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牛乳含有多种营养成分，是一种有利于人体健

康的营养完善的食品。然而，牛乳中含有约 #O的
乳糖，一部分有色人种体内缺乏能将乳糖分解为葡

萄糖和半乳糖的乳糖酶（;I M* $ * ! * $M，又名!3半乳
糖苷酶），饮用牛乳后会引起消化不良、腹胀、腹泻、

呕吐等症状，称为乳糖不耐受症。此外，乳糖酶还有

可改良含乳糖制品的品质、生产低聚半乳糖等作

用［!］。因而，乳糖酶的研究和开发日益受到食品及

乳制品工业的重视。

乳糖酶广泛存在于植物、动物器官及微生物中。

目前，商品化的乳糖酶主要来源于黑曲霉、米曲霉、

克鲁维乳酸酵母和克鲁维脆壁酵母等［$，M］。但来源

于这些菌种的乳糖酶均存在一些如 .P范围较窄、
稳定性差等缺点，在乳制品生产中有一定局限性。

同时，目前商品化的酶制剂因生产工艺繁杂、产量低

而价格昂贵，因而需要进一步筛选酶学性质更为优

良的乳糖酶，并通过构建高效生产菌株来廉价生产

乳糖酶。

本文克隆、分析了来源于亮白曲霉（ 3&4%*1#,,)&
0+$5#5)&）的乳糖酶的基因组 D+E、CD+E及推导的氨
基酸序列，将其与不同来源的乳糖酶基因进行比较，

并将该酶与同源性最高的米曲霉的乳糖酶的酶学性

质进行比较发现，二者的酶学性质有显著差异。

! 材料与方法

!"! 材料
! #! #! 菌种和质粒：亮白曲霉（3&4%*1#,,)& 0+$5#5)&）
为本实验保存；.Q;F36 ;9R?载体，S2(0-T9公司；大
肠杆菌 LF!%&为本实验室保存。
! #! #$ 实验材料：总 U+E提取试剂盒，购自 S2(T-3
09公司产品；限制酶、连接酶等购自 S2(0-T9及 G<(3
)91公司；69V D+E 聚合酶、反转录酶等购自 QJGIK
公司；K+SQ（(3+</2(.B->?)3!3D3T9)9C/(.?29>(R<W-）购自
S<-2C-公司；其他化学试剂均为国产分析纯。
! #$ 方法
! #$ #! 亮白曲霉总 D+E的提取［%］：将在 !O麸皮培
养基（!%T麸皮 X !H自来水，!$!Y，!# 磅条件下处
理 $%0<>，待冷却后用 " 层纱布过滤，补水至 !H，
!$!Y，!#磅灭菌 $%0<>）中培养了 5$B的菌体离心，
称取 M%%0T湿菌体在液氮中研磨成粉末，加入到冰
预冷的 % * 70H提取液中（#%00()ZH 62<R3PI) .P"* %，
!#%00()ZH +9I)，!%%00()ZH ;D6E .P"* %），振荡混
匀，加入 #%"H !%O ,D,，M5Y保温 !B，再加入 5#"H



!"#$%& ’()$，轻轻混匀，然后加入 *!!& )+,-%’()$
混合液（./0 )+,-，/ 1 2"#$%& ’()$），*!3下保温 ./
4 5/"67，依次用等体积的酚 8氯仿（. 8 .）、氯仿抽提，
上清液用终浓度 2!0的异丙醇沉淀，沉淀用 2/0乙
醇洗 5次后，真空干燥，溶于 +9中备用。
! "# "# 乳糖酶基因组 :’,片段的扩增及重组质粒
的构建：根据已发表［!］的米曲霉（ !"#$%&’(()" *%+,-$）
的乳糖酶基因序列设计合成 ;)<引物，并在两个引
物的 !=端分别引入 ./-->、0*1>位点。以亮白曲霉
的总 :’,为模板，;)<扩增乳糖酶的基因组 :’,。
扩增条件为：?@3 @"67，?@3 ."67，!23 .1 !"67，
253 AB!"67，共 A! 个循环后，于 253延伸 ./"67。
扩增到的 :’,片段克隆到 CD9EF+ 9(GH 克隆载体
上，构建 C+ (-23F:’,重组质粒。
;I6"JI.：!=+,)D+,,+D,,D)+))+)+)+D++D)+ A=

./-->
;I6"JI5：!=D)DD))D)++,D+,+D)+)))++))D)+D A=

0*1>
! "# "$ 乳糖酶 K:’,的获得及重组质粒的构建：利
用 ;I#"JL(总 <’, 提取试剂盒提取亮白曲霉的总
<’,。将在 .0麸皮培养基中培养 !@ M 的菌体离
心，称取 .//"L 湿菌体，用 .""#$%& 的磷酸缓冲液
（CN2B/）洗 A次，在液氮中研磨成粉末，加入冰预冷
的 *//!&变性液（5*""#$%&醋酸钠，/B!0十二烷基
肌氨酸，CN@B/，/B.5!"#$%&"F巯基乙醇，@"#$%& 硫氰
酸胍）中，然后依次加入 */!& 5"#$%& 醋酸钠
（CN@B/），混匀，加入 *//!&酚 8氯仿 8异戊醇（5! 8 5@ 8
.，CN@B2），剧烈振荡，在冰上放置 .!"67，@3 下
./ ///L离心 5/"67，将上清吸出，加入等体积的异丙
醇，O 5/3放置 A/"67，@3下 ./ ///L离心 ./"67，弃
去上清，沉淀加入 ."&冰预冷的 2!0乙醇洗涤后，
沉淀 <’,自然干燥，用 ’PK$J(GJFQIJJ 水溶解后备用。
紫外测定 <’,的含量及纯度，取 !!L的总 <’,做反
转录获得 K:’,的一链。采取分段 ;)<的方法获得
K:’,的第二链，两对引物（;I6"JI.和 A；;I6"JI@和
5）如下：
;I6"JI.：!=+,)D+,,+D,,D)+))+)+)+D++D)+ A=

./-->
;I6"JIA：!=),D))++),),,+,,+DD,DD A=
;I6"JI@：!=)+)+D)++,),,)+,)+DDD A=
;I6"JI5：!=D)DD))D)++,D+,+D)+)))++))D)+D A=

0*1>
扩增条件为：?@3 @"67，?@3 ."67，!23 ."67，

*R3 5"67，共 A!个循环后，*R3延伸 ./"67。扩增

到的两片段长度分别为：!=端片段长 .B2ST、A=端片
段长 . 1AST，将它们分别克隆到 CD9EF+ 9(GH克隆载
体上构建重组质粒 C+ (-23F.B2、C+ (-23F.BA，再根据
两片段的重叠序列分别用 .4->、5"1 >双酶切处理重
组质粒 C+ (-23F. 1 2、C+ (-23F.BA，将 . 1 2ST K:’,片段
亚克隆到 C+ (-23F.BA 质粒上，构建 C+ (-23FAB/ 重组
质粒。

! "# "% 乳糖酶基因组 :’,及 K:’,序列测定、同源
性比较：将经鉴定无误的连有亮白曲霉的乳糖酶基

因组 :’, 、K:’,片段的重组质粒进行测序（上海博
亚公司），并将该基因的 K:’,序列、推导的氨基酸
序列在 ’)->的 D9’9-,’U中搜索比较同源性。

# 结 果

#&! 乳糖酶基因组 ’()的克隆及鉴定
如图 .所示，以亮白曲霉的总 :’,为模板，;)<

扩增乳糖酶的基因组 :’,。得到的片段长 A 1 !ST，
将其连接到 CD9EF+ 9(GH 载体上，得到 C+ (-23F:’,
重组质粒。利用 0*1>对重组质粒进行单酶切鉴定
（图 A），在琼脂糖凝胶电泳上可看到切出一条 AB!ST
:’,片段和一条 AB/ST载体片段。

图 . 重组质粒 C+(-23F:’,的构建
V6L1. +MJ GKMJ"J Q#I K#7GWIPKW6#7 #Q IJK#"T67(7W

C$(G"6X C+(-23F:’,
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图 ! 重组质粒 "#!"#$$% &’的构建
()*&! #+, -.+,/, 012 .13-425.4)13 10 2,.1/6)3734 "87-/)9 "#!"#$$% &’

! "! 亮白曲霉 #$%&的克隆及鉴定
利用总 :;<提取试剂盒从 % & #"&’(’)* 中提取

的总 :;<，经紫外分光光度计测定其 +,!=’ >+,!?’ @
A & ?，达到纯度要求。在琼脂糖凝胶上可见明显的
!?B、A?B条带（图 C），提取的总 :;<可用于 :#$DE:。
以 F!*总 :;<为模板合成 .G;<的一链，再进行分
段 DE:反应，获得 .G;<片段。两段的片段长分别
为 A &HI6、A &%I6，分别克隆到 "JKL$# K7-M载体上构
建重组质粒 "# !"#$$A & H、"# !"#$$A & %，再根据两片段
的重叠序列用 -."N、/*0N处理，将 A & HI6 .G;<片段
亚克隆到 "# !"#$$A & % 质粒上，构建 "# !"#$$% & ’ 重组
质粒。利用 120N 分别对 "# !"#$$A & %、"# !"#$$A & H 重
组质粒，/*0N对 "# !"#$$% & ’重组质粒进行单酶切鉴
定（图 %）。

图 % 重组质粒的酶切鉴定
()*&% N9,34)0).74)13 10 2,.1/6)3734

"87-/)9 6M 2,-42).4)13 9)*,-4)13
A& AI6 8799,2；!& "# !"#$$% &’ >/*0N；

%& "# !"#$$A &H> 120N；C & "# !"#$$A &%> 120N；

F & "# !"#$$G;<> 120N
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图 ! 亮白曲霉 总 "#$的琼脂糖凝胶电泳
%&’(! $’)*+,- .-/ -/-01*+23+*-,&, +4 1+1)/ "#$ 4*+5

!"#$%&’(()" *+,-’-)"

! "# 乳糖酶基因组 $%&、’$%&及推导的氨基酸序
列分析

! "# "( 乳糖酶基因组 6#$、06#$及推导的氨基酸
序列分析：对基因组 6#$、06#$进行序列测定结果
表明，6#$和 06#$序列除内含子外完全一致。序
列分析结果表明，其基因组 6#$长 7!89:2，.;含量
为 8< (=9>，06#$长 7<?8:2，.;含量为 8? ( @7>，基
因组 6#$中共有 9个内含子。
由此 06#$序列推导出的氨基酸序列共有 ?<<8

个氨基酸，信号肽长 8@:2，编码 ?A 个氨基酸：
BCDDEF$$F$DD$$G$$.$。在乳糖酶的氨基酸序
列中推测有 ?? 个潜在的 #H糖基化位点（$,IHJHE-*
或 $,IHJHK3*，J 除 L*+ 外的氨基酸）：!@9 #FE，?8M

#.K，7@7 #FK，!<= #DK，!87 #DK，8== #FK，M== #$K，
@M< #NK，@@@ #EK，9<8 #OK，A?! ##K。我们已将此
基因在 .-IP)IQ 中登录，登录号为：NBPD $;;NEH
ERS# #+($T!7?M!7。
! "# "! 乳糖酶基因同源性的比较：我们将亮白曲霉
的 06#$及推导的氨基酸序列在 .-IP)IQ中与不同
来源的乳糖酶进行了同源性的比较（表 ?）。$(该基
因与来源于酵母、各类细菌、拟南芥及人的乳糖酶基

因、氨基酸序列同源性均较低，最低仅为 ? ( A>。P(
一些原核来源的乳糖酶氨基酸序列有一些保守序列

如：.J#（"UC）VN、"JEVWL、D;6JJ.、"6J#VL、
OEJJ#N［7］，而亮白曲霉的氨基酸序列中均无这些
保守序列。但其与来源于人、苹果、小鼠等一些真核

生物的氨基酸序列比较发现了一些保守序列［M］：

#))*F+DW,L-%-W、.)NF/L%0、%D12K%))3、
3.1$1、&-FE.))%*.45（黑体字为保守序列），其
中 3.1$1序列在几种不同来源的乳糖酶中都十分
保守。;(亮白曲霉与同一属的黑曲霉的同源性也
只有 M<>左右。虽然它与商业化应用的米曲霉
$K;; =<!=7的乳糖酶氨基酸同源性达到 AA (8>，但
我们通过对二者的酶学性质的研究发现，它们的酶

学性质有显著差异（有关酶的纯化及性质测定详情

将另文发表），亮白曲霉的乳糖酶其酶学性质无论在

热稳定性、金属离子稳定性，还是比活、.5 均优于目

前商业化的米曲霉的乳糖酶（表 =）。

表 ( 不同来源的乳糖酶基因及氨基酸序列同源性的比较
36789 ( &8:;<=9<> ?@ A6B:?CD 56’>6D9 D9EC9<’9D 6<F 6’:F 6=:<?

E+X*0- 6#$（:2） RY-I1&1Z $0&Y )I&5+ RY-I1&1Z $;;NEERS# #+(
!"#$%&’(()" *+,-’-)" #G(H I (GGH I &JK#(LK#
!"#$%&’(()" ,’&$% 7?A= 8@(A> ?<<M M!(9> $<<AM9
!"#$%&’(()" /%01+$ 7<?8 AA(<> ?<<8 AA(8> N?=?@=
.()02$%/30*$" (+*4’" 7@<7 ?9(?> ?<=8 =(7> B9!!?<
5$/6+*’(()" "4$+%/47$%3/#7’()" =<?M ?A(?> M@= =(8> N<?=7=
8’+,47)" *+%0/#70(()"（0)*I)1&+I） =M7? =<(@> @7? !(A> J8@?@?
9+()" -/3$"4’*+（)22/-） =M?M =<(A> @7? !(?> D=A!8?
:+*’(()" *’%*)(+, ?@89 =7(7> 89M 8(=> 699@8<
9)" 3)"*)()"（5+X,-） =7M! =7(8> M!@ !(!> B@8?==
;7$%3/4/&+ 3+%’4’3+ 7??! =<(7> ?<7@ ?(A> $T<<?<@=
<(/"4$%’-’)3 47$%3/")(=)%/&$,$" =@=7 ?9(8> @?M 7(7> B8@8@A
>+,47/3/,+" 3+,’7/4’" =!AA =<(<> 8A9 8(7> D78!!!
?0%/*/**)" @/$"$’ ?877 =<(M> 8?< =(@> $%<!7=97
A4%$#4/*/**)" 47$%3/#7’()" 7=7! =<(=> ?<=M =(8> BM7M7M
B+*4/6+*’(()" +*’-/#7’()" ?99@ ?A(7> M=9 =(8> $P<<!9M9
!%/6’-/#"’" 47+(’+,+ =!@9 ==(7> 98M 8(M> $W<8M=98
C’4’" 2’,’=$%+（’*)2-） =988 ==(M> 98! 7(@> $W<!7=7?
B0*/#$%"’*/, $"*)($,4)3 =87= ==(=> @=! !(!> $%<=<7A<
D/3/ "+#’$,"（3X5)I） ?9?= =?(<> !9< 7(?> JB <<A!9A
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表 ! 亮白曲霉与米曲霉 "#$$ !%&!’的乳糖酶的酶学性质比较

#()*+ ! $,-.(/01,2 ,3 4256-(708 $9(/(87+/017081 3/,- !"#$%&’(()" *+,-’-)" (2: !"#$%&’(()" .%/0+$

!"#$%&’(()" *+,-’-)" !"#$%&’(()" .%/0+$ !"## $%&$’

()*+,-, ). /0$ / 0$

()*+,-, *1,)123*-21 4%5 //5

). 6*37+8+*9

":1 1;<9,1 3=*+>+*9 ?+? ;@* ?1=21361 +; *:1 ).

23;A1 B2@, &0% C D0%，*:1 1;<9,1 2183*+>1 3=*+>+*9

E36 37@>1 F%G +; *:1 ). 23;A1 B2@, ’0% C ’04

":1 1;<9,1 3=*+>+*9 ?+? ;@* ?1=21361 +; *:1 ). 23;A1 B2@, &0%

C D0%，*:1 1;<9,1 2183*+>1 3=*+>+*9 E36 37@>1 $%G +; *:1 ).

23;A1 B2@, ’0% C ’04

":12,38 6*37+8+*9
4$G @B *:1 1;<9,1 3=*+>+*9 E36 21,3+;1? 3B*12

:13*+;A 3* 4%5 B@2 ’% ,+;

$ 0 /G@B *:1 1;<9,1 3=*+>+*9 E36 21,3+;1? 3B*12 :13*+;A 3* 4%5

B@2 $% ,+;

HBB1=* @B ,1*38 +@; 3;? 6@,1 21I

3A1;*6 @; *:1 1;<9,1 3=*+>+*9

#3$ J、KJ、LA$ J、M7$ J、HN"! 、O;$ J、PNP

:3>1 ;@ 1BB1=*6 @; *:1 1;<9,1 3=*+>+*9，*:1 1;<9,1

3=*+>+*9 E36 68+A:* +;:+7+*1? 79 #-$ J、Q1$ J

#3$ J、KJ、LA$ J、M7$ J、HN"! :3>1 ;@ 1BB1=*6 @; *:1 1;<9,1

3=*+>+*9，*:1 1;<9,1 3=*+>+*9 E36 :13>9 +;:+7+*1? 79 #-$ J、

Q1$ J、O;$ J、PNP

P)1=+B+= 3=*+>+*9R（-R,A） S%4 /’T0F

1,R（,,@8RU） T04S ’ 04S

2,3V R（!,@8R,+;） ’0’’ ’ 0’’

’ 讨 论
在亮白曲霉的乳糖酶基因 =NW!序列的获得过

程中，乳糖酶 ,XW!的获得至关重要，关键要采用能
够诱导该曲霉产乳糖酶的培养基，在合适的时间下

提取总 XW!。实验过程中我们观察到，若采用含有
乳糖的合成培养基培养该曲霉，虽然可以利用乳糖

正常生长，但在发酵液中未检测到乳糖酶活性。通

过乳糖酶的产酶曲线我们发现：选用含有 TG天然
麸皮的培养基培养 /&:时，发酵液中乳糖酶活性最
高，因此选用该条件下培养的菌体来提取总 XW!。
通过比较不同来源的乳糖酶序列发现，亮白曲

霉的乳糖酶 =NW!及推导出的氨基酸序列与绝大多
数的不同来源的乳糖酶序列的同源性均较低，虽然

亮白曲霉的乳糖酶基因的同源性与商业化的米曲霉

!"## $%&$’的乳糖酶同源性高，二者的氨基酸序列
仅有 ’ 个氨基酸不同｛$TT，"（ ! 0 .%/0+$）! M（ ! 0
*+,-’-)"）；&$%，Y（! 0 .%/0+$）!L（! 0 *+,-’-)"）；DFD，
W（! 0 .%/0+$!N（! 0 *+,-’-)"）｝，但实验证实二者在
酶学性质上有显著差异，亮白曲霉的乳糖酶的酶学

性质在热稳定性、比活、金属离子稳定性及 1, 上均

优于商品化的米曲霉的乳糖酶，这表明亮白曲霉的

乳糖酶基因可能是一个新基因，其酶学性质上的优

越性更有益于商业化的应用。至于由这 ’个氨基酸
的不同而引起的酶学性质上的显著变化，其机理还

有待于进一步的研究。

直接从曲霉提纯乳糖酶蛋白成本高、提纯工艺

繁杂，这无疑对乳糖酶的开发、应用造成影响，而毕

赤酵母表达系统是近十年来发展起来的一种成功的

真核表达系统，该系统具高表达、遗传性质稳定、杂

蛋白少、适于大规模发酵等优点［S］。我们已将亮白

曲霉的乳糖酶基因在毕赤酵母中高效表达，表达量

可达到 4,AR,U发酵液（详情另文发表）。通过该系
统高效表达具优越酶学性质的乳糖酶基因无疑可增

加产量、降低生产成本，对于乳糖酶的大规模工业化

生产起到较大推动作用。

致谢：本工作 XW!提取部分得到了本实验室赵军副
研究员的帮助，在此特致谢。
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安捷伦科技为 >(1<4. 6.(’8)15提供基因表达微阵列产品
C#$I,"选择安捷伦科学仪器从事药物和疾病研究工作

安捷伦科技日前宣布，它将为著名的基因组生物信息公司—C#$I," >"#%0’$-公司提供基因表达微阵列产品。根据供货和

服务协议，安捷伦将为 C#$I,"提供标准微阵列和定制微阵列、微阵列扫描仪、?%-",,( ?"-%*)"/#?生物信息学软件和 <!’*"#, 2277液
质联用系统。

C#$I," >"#%0’$-执行副总裁兼首席药物+研发科学家、N/’(# L1[",$(*.博士说，“我们正在积极建立自主的药物研发能力，微
阵列是当前研究工具中的关键组成部分。与安捷伦达成的这一科学仪器协议，将推进我们用于疾病和药物研究的基因表达

研究工作。”

安捷伦科技生命科学部副总裁兼总经理 N(/#"I T(Q#&"/-说，“我们感到非常高兴，C#$I,"选用安捷伦的喷墨打印基因微阵
列产品和液质联用系统。我们希望帮助 C#$I,"进行以疾病和药物研究为目标的基因表达研究工作。这一协议将进一步巩固
和加强安捷伦作为喷墨打印 E=<微阵列、液相色谱和液质联用系统主要制造商及作为相关试剂和样品制备试剂盒供应商的
地位。”

关于 >(1<4. 6.(’8)15公司
C#$I," >"#%0’$-公司拥有美国签发的最大的一系列商业化专利，这些专利涵盖了人类全长基因及其编码的蛋白，该公司正

在利用自己在知识产权和基因组信息领域的领导地位，率先发现和研制治疗用的小分子、分泌型蛋白和抗体。此外，C#$I,"还
开发了先进的综合基因组技术平台，用以研究疾病的分子基础。C#$I,"研制和销售基因组数据库，发放与制药学有关的知识
产权许可。这些产品便于制药和生物技术研究人员从事药物发现和研制工作，包括发现基因、了解疾病通路、鉴别新疾病标

靶、揭示基因序列变异与疾病的关系。如需更多信息，请访问 C#$I,"的网址：F,,H：\\SSS1 ’#$I,"1 $%0。
关于安捷伦科技

安捷伦科技是一家在生命科学、通信和电子领域领先的高科技跨国公司。安捷伦公司现有员工 K4 777人，为 267多个国
家中的客户提供服务。安捷伦在 6772 财年的营业收入为 5U 亿美元。如需与安捷伦有关的更多信息，请访问网址：
SSS1 (!’*"#, 1 $%0。

（郑向华 供稿）

24JJ期 张 伟等：来源于 :’0,(3$%%&’ #")8$8&’的乳糖酶基因的克隆及序列分析


