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构建嗜酸乳杆菌
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半乳糖苷酶基因表达载体并分析其表达蛋白的特性和结构'方法
!

从嗜酸乳杆菌

1KII$%!)

中克隆
39Nd

基因并构建表达载体
A

E[%)</39Nd

"并对构建后的表达载体进行鉴定和表达蛋白进行二维与三维结构分

析'结果
!

成功构建了嗜酸乳杆菌
1KII$%!)/39Nd

基因表达载体并分析出了表达的
.
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半乳糖苷酶二维和三维结构图'结论
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表达载体的构建和蛋白特性与结构分析结果为后续的蛋白表达和酶生物学特性研究奠定了基础'
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半乳糖苷酶又称乳糖酶!能水解乳糖生成半乳糖和葡萄

糖!还能催化半乳糖苷发生转移!产生半乳糖低聚糖#因为其

能水解乳糖而广泛应用于乳品工业以及用于治疗乳糖不耐受

病症'
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.又因为其便利的显色反应而普遍应用于分子生物学研
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#因此致力于
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半乳糖苷酶是一种糖苷水解酶!能水解半乳糖苷类化合

物中的
.
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半乳糖苷键!还能转移半乳糖苷生成低聚半乳

糖!在生物利用碳水化合物营养中起着重要的作用!一直是科

学研究热点之一!目前已经在乳品工业"农业"保健品工业和分

子生物学领域得到了广泛而深入的研究和应用#如在乳制品

工业中水解牛奶中的乳糖生产低乳糖牛奶和回收利用乳清中

的乳糖.在保健食品业中生产益生元低聚半乳糖和乳清糖浆等

促进人体健康.在医疗行业中制备肠溶片!治疗乳糖不耐受

等'

&
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.在分子生物学领域还被作为克隆报告基因"转染报告基

因"研究启动子效能和研究表达调控等#

在本实验过程中!构建后的重组菌株
SB!

/

/39Nd

在筛选平

板上长出蓝色菌落!初步表明
.
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半乳糖苷酶表达载体构建成

功!这是借鉴蓝白筛选转化子的思路来筛选克隆菌株!通过后

续
XIJ

鉴定"酶切鉴定和测序鉴定都证明表达载体构建成功

和此方法能成功筛选出阳性克隆菌株#通过对表达蛋白疏水

特性分析结果提示!嗜酸乳杆菌
1KII$%!)/39Nd

基因表达的

.
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半乳糖苷酶蛋白有多个较强的亲水区!表明其水溶性很好#

蛋白二级结构和三级结构分析提示其含有较多的
/

/

螺旋!蛋白

质中肽键上的酰胺氢和羰基氧既能形成内部
/

/

螺旋内的氢键!

也能与水分子形成氢键!与蛋白质的疏水特性分析结果相一

致#尽管目前关于
.

/

半乳糖苷酶基因的研究非常深入!但其蛋

白特性和酶学特性以及进一步的应用还有待于更深入的研究!

本实验的结果也为后续的蛋白表达和酶生物学特性研究奠定

了基础#
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