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基因工程!!半乳糖苷酶的制备及其性质研究

高 新" 杨 军 李素波 刘泽澎 章扬培
（军事医学科学院野战输血研究所，北京 !$$46$）

摘 要 在获得可分泌表达!0半乳糖苷酶基因工程毕赤酵母菌株的基础上，尝试了基因工程!0半乳糖苷酶在 6 A
发酵罐中的表达以及从发酵液中纯化!0半乳糖苷酶的研究。在 7 A无机盐培养基中接种 $) 7 A BCDE"F0G,(HGI!!6
培养物，最终得到 %)6 A发酵液。离心所得上清中总蛋白含量为 #) ! =HA。根据发酵液中目的蛋白含量高、杂质少
等特点，设计了如下的纯化流程：离心#超滤#阳离子交换层析#脱盐#浓缩。纯化后电泳银染结果呈单一蛋白
带，总回收率 7!J。通过测定米氏常数等生化性质对重组酶进行鉴定后，完成了人 K型红细胞的酶解实验。结果
表明，从发酵液中纯化的!0半乳糖苷酶可将 K型红细胞改造成 L型红细胞。本研究同时在数量和质量上为!0半乳
糖苷酶在众多领域的广泛应用奠定了基础。
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!0半乳糖苷酶（:E%)#)! ) ##）属外切糖苷酶类，特异性水
解多糖、糖脂、糖蛋白中糖链末端的!0半乳糖苷键［!］。在人、
动物、植物及微生物体内均可发现!0半乳糖苷酶，它被广泛
应用于加工农产品、人 K#L血型改造、清除异种抗原以及
治疗遗传性疾病法布莱氏病等［# O 6］。然而，用生化提取技术

无法获得高产量、高纯度的酶。利用 P*N重组技术，制备可
表达!0半乳糖苷酶的工程菌株是解决这一问题的有效方法。
此前，我们报道了咖啡豆!0半乳糖苷酶 .P*N的克隆及其在
毕赤酵母中的表达［5，1］。本文报道基因工程咖啡豆!0半乳糖
苷酶工程菌株在 6 A发酵罐中的发酵条件与纯化的研究，以
期满足我们人 K#L血型改造的需要。

" 材料与方法

"#" 实验材料
德国贝朗公司 KDLI2N2 E206 型发酵罐；超滤器为美国

+<((<B’-3公司产品；NF2N 8CAE，Q<2-,B IC阳离子交换柱为瑞
典安法玛西亚公司产品。对硝基0苯基0!0P0半乳吡喃糖苷购
自 K’3/-<?=3- +,??/3<;公司；酵母提取物和蛋白胨为 L9’<R
公司产品；消泡剂购自 I<=;,公司。无机盐培养基等均为国
产分析纯试剂。抗 N、抗 K血清为国产试剂。咖啡豆!0半乳
糖苷酶工程菌株 BCDE"F0G,(HGI!!6为本室构建［5，1］。
"#$ 实验方法
"#$ #" !0半乳糖苷酶活性测定：将底物对硝基0苯基!0P0半
乳吡喃糖苷（C*CG）加入 $) # ;’(HA柠檬酸，$) ! ;’(HA磷酸氢
二钠缓冲液中，使其终浓度为 !) #6;;’(HA，加入适当稀释的

待测样品，于 %1S反应 !/，加 7倍体积的硼酸0氢氧化钠溶液
（BQ ") 4）终止，测定 347$6值，以市售咖啡豆!0半乳糖苷酶

（I<=;,，5 ) 0(,# 表达产物）为标准计算发酵液中!0半乳糖苷
酶的活性，!T!0半乳糖苷酶定义为在最适反应条件下，每分
钟水解 !";’(HA的 C*CG所需的酶量。

"#$ #$ 发酵工艺流程：取 O 1$S保存的!0半乳糖苷酶工程
菌株 BCDE"F0G,(HGI!!6，接种于装有 !$$ ;A K+GU培养基（参
见 D?V<W-’=3? +,??T,(）的试管中，于 %$S培养 !4/，在镜下观察
是否有杂菌污染。测定 345$$至 #) $ X 5) $ 时，接种于含 7A

无机盐培养基（参见 D?V<W-’=3? ;,??T,(）的发酵罐中，设定温
度 %$S，BQ6)$，调整通气量和搅拌速度以确保溶氧（PL#）值

在 %$J以上，并定时取样测定 345$$及湿重。当溶氧值出现

迅速上升至 1$J时开始流加 6$J甘油，流速约为 # ;AH;<?。

!$/后停止流加，饥饿 #/以消耗残留甘油。待溶氧值再次迅
速上升时开始流加甲醇，调整温度为 #4S，逐渐加大并定期
调整甲醇流速，维持溶氧值在 #$J以上，并定时留样以便进
行蛋白含量及活性分析。

"#$ #% 发酵液定性与定量分析：发酵液下罐后，离心收集上
清。IPI0CNG:检测是否含有!0半乳糖苷酶。使用 KEN C-’0
W3<? NYY,Z F<W（C<3-.3公司）测定总蛋白含量并按前述方法测
定其中的!0半乳糖苷酶活性。

"#$ #& !0半乳糖苷酶的纯化：发酵液上清用截留分子量为

4[P的超滤膜，在甲酸0甲酸钠（!1)5 ;;’(HA甲酸，#) 7 ;;’(HA
甲酸钠，BQ %)4）缓冲体系中超滤，以去除其中的大部分小分



子杂质，并起到更换缓冲液和浓缩的作用。采用 !"#$%& ’(
)*+预装柱，以甲酸,甲酸钠溶液充分平衡。超滤截留样品
经 -. /)!*微孔滤膜过滤后上柱，流速为 ) *+0*"1。洗去未
结合蛋白后，分别用含 23、/-3（!0!）4*560+ 7%86的甲酸,
甲酸钠缓冲液进行洗脱。收集洗脱组分测定蛋白含量及活

性，计算酶的比活性。

!"# "$ ",半乳糖苷酶的鉴定：纯化后的",半乳糖苷酶对 (8’
（)2.- **560+ 7%9!(:/，94. - **560+柠檬酸，;;**560+ 7%86）

缓冲体系透析过夜，然后用 (<=9- ---进行浓缩。测定浓缩
后酶液的蛋白含量与活性，计算比活性。/>保存备用。按
照经典方法进行",半乳糖苷酶的生化性质分析，包括酶的最
适反应温度、最适 &!、酶的米氏常数和最大酶促反应速度。
!"# "% 人 ?型红细胞的酶解改造：取新鲜人 ?型红细胞，以
(8’缓冲液洗涤 @次后，制备 ;-3比容的红细胞悬液。加入

",半乳糖苷酶至终浓度为 4--A0*+，9B>温育 @ C /D。酶解结
束后使用抗 E、抗 ?血清测定凝集反应，检测 ?抗原的清除
效果。

# 结果

#&! !’半乳糖苷酶的发酵
通过对种子培养、温度、溶氧值、通气量和搅拌速度等各

方面的调整，确立了一套完整的发酵程序。首先，严格检查

种子有无杂菌污染及分裂情况，在 "#B--!/时，按 4 F 4-比

例进行接种。上罐后，控制生长期温度在 @->，以保证菌体
的快速生长。定时取样镜检，同时测定菌体湿重以监测其生

长状态。根据湿重和酶活性随时间变化绘制的曲线如图 4
所示。

图 4 发酵过程中菌体生长及",半乳糖苷酶的产生

G"H. 4 8I66 H$5JKD %1L KDI &$5LAMK"51 5N
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由图 4可见，菌体湿重可达 99- H0+，实现了高密度培养。
在接近平台期处，即接种后 /2D开始诱导，诱导期将温度降
至 92>，以减少杂蛋白的表达。发酵液中",半乳糖苷酶活
性测定结果显示，随着诱导时间的增加，发酵液中",半乳糖
苷酶活性也逐渐升高；诱导后期增加减缓。诱导于 ;9D后结
束，离心收集发酵液，最终总蛋白含量为 9. 4H0+，",半乳糖苷
酶活性达到 @BA0*+。
#"# 发酵液中!’半乳糖苷酶的纯化与鉴定
通过对不同纯化技术路线的比较，我们初步确立了如下

纯化路线：发酵液上清经过滤后再行超滤，截留组分直接上

样至经 9-**560+，&! @. 2 的甲酸,甲酸钠缓冲液平衡的 !",
#$%& ’(阳离子交换层析柱。采用梯度洗脱方法，先用含 23
4*560+ 7%86的缓冲液洗杂蛋白，再将 7%86浓度升至 /-3洗
脱目的蛋白（图 9%）。对纯化过程中各步骤样品的比活性分
析结果见表 4。

表 ! 发酵液中!’半乳糖苷酶的纯化
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图 9 ",半乳糖苷酶的纯化
G"H. 9 (A$"N"M%K"51 5N",H%6%MK5O"L%OI
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9 . G$%MK"51 J"KD",H%6%MK5O"L%OI %MK"P"KR（/-3 4*560+ 7%86）；

@ . ($5KI"1 *%$YI$，U/YX，B;YX，/@YX，@4YX，94YX

纯化后",半乳糖苷酶 ’X’,(E=<如图 9W所示，结果表明
产物已达电泳纯。

利用双倒数作图法测定重组酶米氏常数为 -. 9;)
**560+，略低于天然酶（-.@U **560+，如图 @所示）。重组酶的
最适 &!和最适反应温度与天然酶相一致，分别为 &! BZ)和

@;>（图略）。

#": 应用!’半乳糖苷酶进行人 ;"<血型改造
用纯化的",半乳糖苷酶，进行人 ?型红细胞的酶解实

验。结果表明，4--A0*+成品酶可彻底清除人 ?抗原，使凝集
反应完全消失（图 /）。
同时，我们还使用纯化的酶对类人 ?血型猕猴的红细胞

进行了酶解改造，改造后的红细胞输给类人 E血型的猕猴未
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见明显输血反应（另文报道）。实验证明，中试规模制备的!!
半乳糖苷酶可以作为人 "!#血型改造的工具酶。

图 $ 双倒数作图法测定重组酶及天然酶的米氏常数

%&’( $ )*+*,-&./+&0. 01 +2* 3&42/*5&6 40.6+/.+ 01

,*40-7&./.+ /.8 ./+9,* *.:;-* 7; <&.*,=*/>*,!"9,? @50+

图 A !!半乳糖苷酶酶解红细胞前后凝集反应

%&’( A B*-/’’59+&.6 01 *,;+2,04;+* +,*/+*8 =&+2!!’/5/4+06&8/6*

! 讨 论

借助基因工程技术，构建可分泌表达!!半乳糖苷酶的工
程菌株，为解决酶在多领域应用中的大量需求问题提供了有

效途径。本研究在这一基础上，确立了!!半乳糖苷酶发酵与
纯化的基本技术路线。通过对发酵条件的优化，确定了温

度、@B值、通气量、搅拌速度、溶氧和进料等具体参数。根据
文献报导，@B C(D条件下毕赤酵母生长最好［E］，而!!半乳糖
苷酶在此条件下非常稳定，所以我们将 @B值始终控制在 CFD
左右。发酵过程中最关键的参数是溶氧值，在生长期，我们

使溶氧值维持在 $DG H CDG；以利于菌体的快速生长。诱导
期通过调整流加甲醇的速度使溶氧值尽量维持在 IDG以上，
这样有利于提高酶蛋白的表达。发酵液中杂蛋白含量很少，

对下游纯化非常有利。因此，只需串联超滤和离子交换层析

即可获得较好的酶纯度。以 JKJL为底物，测定纯化后重组
酶的米氏常数为 D(IMC--05N<，比天然酶略低，表明重组!!半
乳糖苷酶对特异底物的亲和力较高，而其它生化性质无显著

差异。本研究结果表明，通过发酵和适当的纯化，可以实现

基因工程!!半乳糖苷酶大规模生产，这为该酶在各个领域的
应用奠定了基础。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ O］ )*; J 3，J,&8/2/- P "( "&042*-&6+,; 01!!’/5/4+06&8/6*6( !"# $%&’(

)*+，OQMI，!(：QO R OD$
［ I］ S0-&/,& T U，"/50’2 V( J,0@*,+&*6 01 /. *W+,/4*5595/, ’5;406&8/6* 01

X6@*,’&5596 .&’*, 69&+/75* 10, ,*-0>/5 01 05&’06/442/,&8*6 1,0- 40=@*/

-*/5 ( $%&’), -./0*1 2,/3%*+ ( OQQC，)*：$OO R $OY
［ $］ <*..; < <，L0586+*&. P( Z2* @,0894+&0. 01 ’,09@ # 4*556( 4.*5,/3%*!

+*6’，OQQO，)+：MC R ODD
［ A］ <90 [，\*. P，<90 ] ,5 7+ ( J&’ W*.0’*.*&4 /.+&’*. -08&1&4/+&0. =&+2

’,**. 4011** 7*/. /5@2/!’/5/4+06&8/6*( 8,%*507%9:+7%575.*%，OQQQ，

(：I$E R IAE
［ C］ S42&11-/.. T，",/8; T #( K*= @,06@*4+6 10, +2* +,*/+-*.+ 01 5;6060!

-/5 6+0,/’* 8&6*/6*6( ;0<69，IDDI，(,：M$$ R MAI
［ Y］ L#KL %（宫锋），PU S J（季守平），[XKL P（杨军）,5 7+ ( 4)KX

450.&.’ /.8 6*^9*.4&.’ 01!!’/5/4+06&8/6*( 4<++,5.% *= 53, !/7",)’ *=

-.+.570’ -,"./7+ >/.,%/,9（军事医学科学院院刊），OQQQ，,!（$）：

IOM
［ M］ [XKL P（杨军），L#KL %（宫锋），PU S J（季守平）,5 7+ ( ]50.&.’

/.8 *W@,*66&0. 01 /5@2/!’/5/4+06&8/6* 4)KX 10, 6*,040.>*,6&0. 1,0-

’,09@ " +0 #( ?3.% @ 4.*/3,) -*+ 4.*+（中国生物化学和分子生

物学报），IDDD，)(（A）：A$E R AAI
［ E］ S+/,+ X T，)/.&*5 K，P0*5 Z ,5 7+ ( J,0894+&0. /.8 @9,&1&4/+&0. 01

,*40-7&./.+ B&,98&. *W@,*66&0. &. +2* -*+2;50+,0@2&4 ;*/6+ A./3.7

:795*0.9 ( A0*5,.% $B:0,99.*% 7%" A<0.=./75.*%，OQQY，-：AMY

T*4*&>*8：DQ!OI!IDDI

"]0,,*6@0.8&.’ /9+20, ( Z*5：EY!OD!YYQ$OCAC；%/W：EY!OD!YEOCOEMY；V!-/&5：’/0W_.&4( 7-& ( /4( 4.

$./0.1232451 316 78/494:32451 59 ".:50;41312!<=3>3:25?463?.
9/50 !"#$"% &%’()*"’

LX# ‘&." [XKL P9. <U S9!"0 <Ua b*!J*.’ bBXKL [/.’!J*&
（4,.C.%6 D%95.5<5, *= 207%9=<9.*% -,"./.%,，4,.C.%6 ODDECD，?3.%7）

@;?2/3:2 U. 0,8*, +0 07+/&. /. /8*^9/+* 69@@5; 01!!’/5/4+06&8/6* 10, ,*6*/,42 /.8 @,/4+&4/5 96*，+2* 1*,-*.+/+&0.，@9,&1&4/+&0.
/.8 &8*.+&1&4/+&0. 01 +2* ,*40-7&./.+ 4011** 7*/.!!’/5/4+06&8/6* =*,* 4/,,&*8 09+ ( "/115*8 15/6?6 40.+/&.&.’ ODD-< "3L[ =*,*
&.0495/+*8 =&+2 +2* @JU]Qc!L/5NLSOOC 6+,/&. /.8 /550=*8 +0 ’,0= /+ $Dd，ICD H $DD,N-&. 9.+&5 / -/W&-9- 0@+&4/5 8*.6&+; /+

CIII期 高 新等：基因工程!!半乳糖苷酶的制备及其性质研究



!""#$（!"!""）%&’(&&# ) *" ’+ ! *" (,- ,’’,.#&/* 0#’.1& 2""$3 -&&/ 456’51& (,- ’1,#-7&11&/ ,-&8’.4,669 ’+ ’:& ;<6.’&1 7&1$&#’&1，

(:.4: 4+#’,.#&/ 2 6.’&1 -’&1.6.=&/ %,-,6 -,6’- $&/.5$ ,#/ 2> ?694&1+6 * @:& %,’4: 456’51& ?1&( ,’ A"B，8C ; *" 5#’.6 ’:& ?694&1+6
(,- 4+$86&’&69 4+#-5$&/，,#/ , ?694&1+6 7&&/ (,- .#.’.,’&/ ’+ .#41&,-& ’:& 4&66 %.+$,-- 81.+1 ’+ .#/54’.+# (.’: $&’:,#+6 * @:&
456’51& (,- 4&#’1.75?&/ ,’ D""" E ? ,#/ ’:& -58&1#,’,#’ (,- 4+66&4’&/* F+66+(.#? 56’1,7.6’1,’.+#，’:& 1&’&#’,’& (,- %,6,#4&/ .#
)"$$+6G3 -+/.5$ 7+1$.4,’& %577&1，8C A *D ,#/ 6+,/&/ +#’+ , 4,’.+#<&H4:,#?& 4+65$#，C.@1,8 IJ* @:& 4+65$# (,- (,-:&/ (.’:
’:& -,$& %577&1 ,#/ %+5#/ 81+’&.#- (&1& &65’&/ (.’: K$+6G3 L,M6 * @:& 71,4’.+#- 4+#’,.#.#? 1&4+$%.#,#’!<?,6,4’+-./,-& (&1&
8++6&/ ,#/ 4+#4&#’1,’&/ (.’: J0N)" """ * I5%-&O5&#’69，’:& %.+4:&$.4,6 81+8&1’.&- +7 ’:& &#=9$& (&1& /&’&1$.#&/ (.’: ’98.4,6
$&’:+/- * P’ 6,-’，’:& 71&-: :5$,# %6++/ P ,#/ Q &19’:1+49’&- (&1& .#45%,’&/ (.’: ’:& 851.7.&/!<?,6,4’+-./,-& ,’ )!B 7+1 ) R
2 :+51- * C&$,??65’.#.#- (&1& ,--,9&/ %9 ’:& -’,#/,1/ $&’:+/* P7’&1 ,# &6,8-&/ 7&1$&#’,’.+# ’.$&-（0F@）+7 KD:，’:& 7&/<%,’4:
8:,-& (,- .#.’.,’&/ ’+ .#41&,-& ’:& 4&66 %.+$,-- * P 4&6656,1 9.&6/ +7 #&,169 )"" ?G6.’&1 (&’ 4&66- (,- ,4:.&S&/ (:&# .#/54’.+# (,-
.#.’.,’&/* T): 6,’&1，’:&!<?,6,4’+-./,-& ,4’.S.’9 ,?,.#-’ ,1’.7.4.,6 -5%-’1,’& JLJN（JLJ<!<?,6,4’+891,#+-./&）,4:.&S&/ A! """5
8&1 6.’&1 456’51& * @:& 415/& 7&$&#’,’.+# -58&1#,’,#’ 4+#’,.#&/ 7&( .$851.’.&- ,- /&’&4’&/ %9 IUI<JPN0* @:& -58&1#,’,#’ (,-
851.7.&/ %9 4,’.+#<&H4:,#?& 4:1+$,’+?1,8:9，’:& ’,1?&’!<?,6,4’+-./,-& (,- &65’&/ (.’: 2"> K$+6G3 L,M6 ,#/ -:+(&/ , 2KVU
%,#/ +# IUI<JPN0* P7’&1 4+#4&#’1,’.+#，’:& 7.#,6 1&4+S&19 (,- ,%+5’ 2K> * @:& W.4:,&6.- 4+#-’,#’ +7 ’:& 1&4+$%.#,#’!<?,6,4<
’+-./,-& (,- /&’&1$.#&/ ,- " *)T; $$+6G3，(:.4: -6.?:’69 6+(&1 ’:,# ’:& #,’51& &#=9$& ,#/ -5??&-’&/ , :.?:&1 ,77.#.’9 (.’: -8&<
4.7.4 -5%-’1,’& * X:&# :5$,# %6++/ ’98& Q &19’:1+49’&- 81&’1&,’&/ (.’: K""5G$3 1&4+$%.#,#’!<?,6,4’+-./,-& 1&,4’&/ (.’: %++/
’98& Q ,#’.-&15$，#+ :&$,??65’.#,’.+# +44511&/* @:.- -5??&-’&/ ’:,’ ’:& Q ,#’.?&#- :,/ %&&# 1&$+S&/ %9 ’:& &#=9$& -544&--756<
69 * @:&-& 1&-56’- /&$+#-’1,’&/ ’:,’ ’:& 1&4+$%.#,#’!<?,6,4’+-./,-& 4+56/ %& 81+/54&/ .# 6,1?& Y -4,6& ,#/ $,/& .’ 8+--.%6& ’+
&H86+1& ’:& ,886.4,’.+# +7!<?,6,4’+-./,-& .# $+1& 7.&6/- *

!"# $%&’( !<?,6,4’+-./,-&，7&1$&#’,’.+#，851.7.4,’.+#，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
%6++/ &19’:1+49’&- 4+#S&1-.+#

安捷伦科技与 M,6.8&1科技联合推出最新型的 ZLP!""" J.4+芯片
实验室试剂盒辅助癌症研究

该芯片实验室试剂盒可用于微量采样的 ZLP分析以及极少量 ZLP样品的完整性分析

全球领先的跨国高科技公司安捷伦科技（L[I0：P）和 M,6.8&1科技公司 )"")年 K)月宣布推出名为 ZLP !""" J.4+的芯片
实验室试剂盒，用于总 ZLP和信使 ZLP样品的自动质量控制分析。同 ZLP !""" L,#+芯片试剂盒相比，ZLP !""" J.4+灵敏度
提高了 );倍，因而在临床微量采样技术的样品分析中非常有用，比如在癌症研究中，可用于比较肿瘤组织与相邻组织的基因
表达差异。

虽然现在的研究手段能够成功地分离单个细胞，并从细胞中提取 ZLP，但尚无方便的方法来检测 ZLP的提取效果以及
ZLP样品的完整性。新的 ZLP !""" J.4+芯片试剂盒弥补了这一缺陷，可以有效地确定微量 ZLP样品的完整性并作出定量分
析。

新的芯片试剂盒配套安捷伦 )K"" 芯片生物分析仪使用，可用于低至 )"" 皮克的总 ZLP和 ;"" 皮克的信使 ZLP分析。
ZLP!""" J.4+是已被广泛使用的 ZLP!""" L,#+芯片试剂盒的升级产品，特别适用于仅采集少量细胞用于 ZLP提取的微量采
样分析。ZLP!""" J.4+芯片实验室试剂盒具有芯片实验室试剂盒家族其他产品的所有优点，例如使用简便、数据质量高、数字
化数据存储和检索，分析快速。对于 ZLP分析来说，在整个分析过程中较低的样本消耗，样品的质量控制和定量分析都是非
常重要的。结合 ZLP!""" J.4+试剂盒高灵敏度的特点，研究人员可以始终监控样品的质量，从而提高了诸如 Z@<JMZ或者微
阵列实验等下游实验项目的成功机率。

安捷伦和 M,6.8&1今天同时还推出了 J1+’&.# ;"芯片实验室试剂盒，用于自动检测大小在 ;VU到 ;"VU之间的蛋白质的分子
量和浓度。如需了解更多的信息，请访问：(((* 4:&$* ,?.6&#’ * 4+$G6,%+#4:.8

（万博宣伟国际公关公司北京办事处 汪骏 供稿）
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