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摘要:以酿酒酵母 ( Saccharomyces cerev isiae )基因组 DNA为模板 ,通过 PCR扩增得到蔗糖酶基因 (suc 2) ,并将

其克隆到表达载体 pSE380中 ,将得到的重组质粒 p SE-suc 2转化进 E . coli BL21中 ,利用镍金属螯合层析方法

分析测定其酶学性质。重组菌株的 SDS-PAGE结果显示重组蔗糖酶基因 ( suc 2)有 60k Da目的蛋白出现 ,纯化的

SDS-PAGE分析得到均一的蛋白条带 ;重组蔗糖酶的 Km值为 47. 73mmol /L,最大反应速率为 79. 59mg还原糖

mg- 1蛋白 min- 1 ,最适温度为 42℃ ,最适 pH值为 5. 5, Zn2+ 、 Cu2+ 对重组蔗糖酶酶活有较强的抑制作用 , Ba2+ 、

Mg2+ 、 Mn2+ 对重组蔗糖酶酶活稍有激活作用。
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Abstract: The gene encoded invertase f rom Saccharomyces cerevisiae was amplified by PCR, and

inserted into the expression vector pSE380, then int roduced into E. col i BL21. The recombinant

protein w as purified by immobili zed metal af finity chromatography. It w as presented as a sing le

protein band on SDS-PAGE with molecular w eigh t of 60kD. The recombinant enzyme follow ed

typical Michaelis-M enten kinetics with an apparent Km of 47. 73mmol /L. Its Vmax value w as

79. 59mg reducing sugar mg
- 1
pro tein min

- 1 . The optimum activity of the recombinant invertase

was found to be at pH value 5. 5 and 42℃ . The invertase activi ty w as increased slightly by addition

of Ba
2+
、 Mg

2+
、 Mn

2+
, while inhibi ted by Zn

2+
、 Cu

2+
.
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　　从 20世纪 90年代初开始 ,利用可再生资源生产

非食品产品的发展 ,促进了相关的研究与发展 ,这类

研究越来越受到来自工业界和政界的关注 [1, 2 ]。 蔗糖

是一个可再生的能源物资 ,是由α-D-葡萄糖和 β -D-

果糖通过 1, 2糖苷键组成的二糖。蔗糖是一种营养很

丰富的底物 ,可通过发酵将其转化为诸如有机醇、氨

基酸及生物聚合物等高附加值的化合物
[3 ]
。

　　广西是我国最大的甘蔗产区 ,占全国蔗糖产量的

52. 8%。 因此通过发酵甘蔗蔗糖 ,特别是使用糖厂的

副产物糖蜜发酵生产燃料乙醇有着得天独厚的优

势 [ 4]。发酵甘蔗蔗糖生产乙醇不但能解决目前的能源

危机 ,而且还能带动中国尤其是广西的蔗糖业发展 ,

同时大大降低乙醇的生产成本 ,但是目前酿酒酵母在

以废糖蜜生产酒精过程中还存在着多种缺陷
[5, 6 ]
。

　　目前的研究认为能够作用于蔗糖的酶主要有三

类 ,即糖基转移酶、蔗糖水解酶和蔗糖磷酸化酶
[7, 8 ]
。

蔗糖水解酶又称蔗糖酶 ,可以将蔗糖不可逆水解成

184 Guangxi Sciences, Vol. 15 No. 2, May 2008

DOI : 10. 13656 /j . cnki . gxkx . 2008. 02. 017



D-果糖和 D-葡萄糖。蔗糖酶广泛存在于植物当中 ,有

着重要的生理功能 [9, 10 ]。 一些微生物中也含有蔗糖

酶。目前 ,国外已经对某些细菌 [ 11, 12]、酵母 [13, 14 ]和丝

状真菌
[15～ 17 ]

的蔗糖酶的特性和功能进行了相关报

道。酿酒酵母的蔗糖酶基因 (suc 2)可以转录出两种

不同的 mRNA,具有分泌型和组成型两种表达方式 ,

人们对其工业应用尤为感兴趣
[ 18～ 20 ]

。

　　蔗糖酶是酿酒酵母蔗糖代谢途径中的关键酶之

一 ,也是降解蔗糖的第一个酶。 为了提高蔗糖酶转化

废蜜的效率 ,本研究通过基因工程的方法将酿酒酵母

的蔗糖酶基因 suc 2在大肠杆菌中进行高效表达 ,期

望获得能高效转化蔗糖的工程菌。

1　 材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　 菌株和质粒

　　酿酒酵母 ( S. cerevisiae )为本实验室保存。质粒

载体 pSE380购自 Invi trogen公司。

1. 1. 2　培养基

　 YPD培养基 ( 2%蛋白胨 , 1%酵母提取物 , p H值

7. 0)用于培养酿酒酵母。 LB培养基 ( 1%胰蛋白胨 ,

0. 5%酵母提取物 , 1% NaCl, pH值 7. 0) 用于大肠杆

菌培养。

1. 1. 3　酶与化学试剂

　　 RNase A、 dN T P购自上海生工生物工程有限公

司。 Pf u DNA聚合酶、 T4 DNA连接酶、限制性内切

酶 EcoRⅠ 、 HindⅢ、大肠杆菌 DNA聚合酶Ⅰ为大连

TaKaRa宝生物工程公司产品。小量胶回收试剂盒及

小量 DNA纯化试剂盒为华舜试剂盒产品。PCR引物

委托上海生物工程有限公司合成。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　酿酒酵母培养及其总 DNA提取

　　 将酿酒酵母接种到液体 YPD培养基中 , 30℃摇

床培养 18h,然后取 1. 5ml培养液收集菌体 ,参照文献

[21 ]提取总 DNA。

1. 2. 2　质粒酶切、连接、转化、大肠杆菌感受态制备

　　质粒的酶切、连接、转化、大肠杆菌感受态制备等

均按照文献 [22]进行。

1. 2. 3　酿酒酵母蔗糖酶基因的克隆和表达载体

pSE-suc2构建

　　根据 GenBank中查到的 S. cerevisiae的蔗糖酶

基因 ( suc2)序列设计用于扩增寡核苷酸引物。

　　上游引物: 5
’
-AGAGAATTCATGCACCAC

CACCACCACCACACAAACGAAACTAGCGA-3
’

　　下游引物: 5’ -ACGAAGCT TCTATT TTAC

T TCCCTT ACT TG-3’

　　为了便于与载体 pSE380连接 ,在上、下游引物中

分别引入 EcoRⅠ 、 HindⅢ酶切位点 (下划线部分 ) ,

并且在上游引物中引入 6个组氨酸 ( CAC) ,以便于纯

化。 PCR条件按照 94℃ 2min,然后 94℃ 30s, 56℃

30s, 72℃ 2min完成 30个循环 , 72℃延伸 10min,扩增

得到 1. 5kb片段用试剂盒纯化后用 EcoRⅠ 、 HindⅢ

进行消化 ,然后与用同样酶切过的 pSE380载体连接 ,

转入大肠杆菌 JM 109感受态细胞中 ,经提取质粒 ,酶

切电泳验证 ,筛选得到重组质粒 ,命名为 pSE-suc2。

重组质粒经测序分析正确后用于表达。

1. 2. 4　重组菌的表达及其产物的 SDS-PAGE分析

　　将重组质粒转化到大肠杆菌 BL21中 ,同时以

pSE380空载体为对照 ,挑取单菌落到含氨苄青霉素

液体 LB培养基中 , 37℃振荡培养至 OD600为 0. 6时 ,

加 IPTG到终浓度 0. 1mmol /L , 20℃ , 220r /min摇床

中进行诱导表达 , 20h后取 1. 5m l培养液离心收集菌

体 ,分别加 30μl双蒸水和 2×蛋白电泳上样缓冲液 ,在

沸水上放置 10min,然后 10000r /min离心 1min,取 5μl

进行 SDS-PAGE电泳分析。

1. 2. 5　包含体检测

　　取 4ml诱导表达后菌液离心收集菌体 ,用双蒸水

洗涤 2次 ,加入 1. 5ml pH值为 6. 8的磷酸缓冲液 ,超声

波破胞 10min,菌液变澄清时破胞完全。12000r /min

离心 10min,弃上清 ,沉淀用 500μl 8mol /L尿素溶解 ,

取溶解液进行 SDS-PAGE。

1. 2. 6　 粗酶的制备与纯化

　　将收集到的菌体重悬于 100ml的 0. 1mol /L pH

值为 6. 5的磷酸缓冲液中 ,加入溶菌酶 0. 2g、 TritonX-

100 100μl, 37℃摇 床 破胞 18h。 10000r /min 离心

15min,取上清液即得粗酶液。

　　将粗酶液用 0. 45μm的滤膜过滤得上清液 ,通入

亲和层析柱 ( Amersham , 1. 5cm× 5cm ) ,调节流速约

每分钟 10滴 ,通入 200m l结合缓冲液 (含 5mM咪唑和

300mM 的氯化钠的 50mM磷酸缓冲液 , pH值为

6. 8)、 200ml洗涤缓冲液 (含 20mM咪唑和 300mM的

氯化钠的 50mM磷酸液 , pH值为 6. 8)去除杂蛋白 ,最

后用洗脱缓冲液 (含 200mM咪唑、 300mM的氯化钠

的 50mM磷酸缓冲液 , pH值为 6. 8)洗脱柱子 ,收集洗

脱液。SDS-PAGE电泳检测收集情况及其纯度 ,所得

纯酶液用于酶学性质研究。

1. 2. 7　 酶活力测定

　　以蔗糖为底物 ,酶反应总体积为 1. 0ml (含

0. 9ml, pH值 5. 0, 0. 2mol /L的磷酸氢二钠-柠檬酸缓
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冲液 , 90μl 5%蔗糖 , 10μl纯酶液 )。在 42℃恒温水浴

中保温 30min,然后用 DN S法测定形成的还原糖量。

　　蛋白含量的测定采用 Bradford法
[23 ] ,以 BSA为

标准样品。

2　 结果

2. 1　表达载体 pSE-suc2的构建

　　以酿酒酵母总 DNA为模板 ,用设计引物扩增出

1. 5kb大小的片段与实际酿酒酵母的蔗糖酶基因

( suc2)大小相符 (图 1)。将扩增到的片段克隆到表达

载体 pSE380上 ,经 EcoRⅠ 、 HindⅢ 酶切鉴定的结果

(图 2)表明 ,目的片段已经连接到载体 pSE380上。测

序分析结果与 GenBank数据库公布的序列一致 ,可

以用于表达。该重组质粒命名为 pSE-suc2。该重组质

粒的特点是 tac启动子控制下的蔗糖酶基因与 6个组

氨酸融合 ,产生的 6x His标记的蛋白就能利用金属鳌

合层析进行纯化。

2. 2　重组蔗糖酶基因的表达、包含体的检测及诱导

条件的优化

　　重组质粒 pSE-suc2转化到大肠杆菌 BL21, 37℃

经 IPTG诱导 8h后 ,收集菌体 ,超声波破胞 ,离心收

集上清液和沉淀进行 SDS-PAGE的结果是蔗糖酶形

成包含体。对含有 pSE-suc2的重组大肠杆菌进行诱

导条件优化的结果是: 1mmol /L IPTG, 37℃、 220r /

min诱导 8h的产物形成包含体 , 0. 1mmol /L IPTG,

20℃ , 220r /min诱导 20h的产物则不形成包含体 (见

图 3)。

图 1　 suc2基因 PCR产物电泳分析

Fig. 1　 Agarose gel electrophoresis analy sis of PCR

　　 M: DNA分子量标准 DL2000; 1: 蔗糖酶基因的 PCR产

物。

　　 M: DNA Marker DL2000; 1: PCR products of suc2 gene.

图 2　重组质粒的酶切分析

　 　 Fig . 2 　 Aga rose gel electropho resis ana lysis o f

recombinant plasmid pSE-suc2 digested EcoRⅠ and HindⅢ

　　 M: DNA分子量标准 DL2000; 1: EcoRⅠ 和 HindIII酶

切 pSE380; 2: EcoRⅠ 和 HindIII酶切 pSE-suc2。

　　 M: DN A Marker DL2000; 1: pSE380 / EcoRⅠ 、 Hin dIII

; 2: pSE-suc2 / EcoRⅠ 、 HindⅢ .

图 3　检测包含体的 SDS-PAGE( 10% )分析结果

Fig . 3　 SDS-PAGE ana lysis o f inclusion body

　　 M:蛋白质分子量标准 ; 1: 37℃ E . coli BL21 /pSE-suc2超

声波破胞后的沉淀物 ; 2: 20℃ E . coli BL21 /pSE-suc2超声波

破胞后的沉淀物 ; 3: E . coli BL21 /pSE-suc2的粗酶液 ; 4:

E . coli BL21 /pSE380的粗酶液。

　 　 M: Protein marker; 1: Pr ecipitation of E . coli BL21 /

pSE-suc2 after treatment o f ultra sonic ( 37℃ ) ; 2: Precipita tion

ofE . coli BL21 /pSE-suc2 after treatment of ultrasonic( 20℃ ) ;

3: Crude ex tr ac t o f E. coliBL21 / pSE-suc2; 4: Crude ex t ract o f

E . coli BL21 /pSE380.

2. 3　重组蔗糖酶的纯化

　　在优化的诱导条件下对重组大肠杆菌进行诱导

表达 ,超声波破胞后离心取上清液进行亲和层析分

析 ,检测不同柱流分中的蔗糖酶和进行 SDS-PAGE

分析的结果表明 ,洗脱缓冲液中检测到蔗糖酶酶活 ,

SDS-PSGE中有单一的目的表达条带 (图 4)。
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图 4　重组蔗糖酶纯化结果的 SDS-PAGE分析

　　 Fig. 4　 SDS-PAGE analy sis o f purified recombinant

inver ta se

　　 M: 蛋白质分子量标准 ; 1: E . coli BL21 /pSE380的粗酶

液 ; 2: E . coli BL21 /pSE-suc2的粗酶液 ; 3:亲和层析柱纯化的

蔗糖酶。

　　 M: Protein Marker; 1: Crude ex tract of E. coli BL21 /

pSE380; 2: Crude ex tract of E . coli BL21 / pSE-suc2; 3:

Purifica tion immoblized m etal affinity chromatog raphy.

2. 4　重组蔗糖酶的酶学性质

2. 4. 1　最适的 pH值和温度

　　在 pH值 2. 2～ 8. 0缓冲液中进行蔗糖酶酶活测

定的结果表明:重组蔗糖酶的最适 pH值在 5. 5左右 ,

在 pH值为 2. 2和 8. 0时 ,残留酶活只有 15% (图 5)。

图 5　不同 pH值对蔗糖酶酶活力的影响

　　 Fig. 5　 Effects o f p H va lue on recombinant inver ta se

activity

　　在 16～ 70℃之间测定蔗糖酶催化活性的结果表

明 ,重组蔗糖酶的最适温度是 42℃ ,在 20℃时 ,酶活剩

余 75% ,在 70℃时 ,残留酶活为 62% (图 6)。

2. 4. 2　米氏常数 Km

　　用 1% ～ 6%的蔗糖在 pH值 5. 5、温度 42℃条件

下与纯酶液作用 30min,用双倒数作图法求得重组蔗

糖酶的表观米氏常数 Km为 47. 73mmol /L,最大反应

速率 Vmax为 79. 59mg还原糖 mg
- 1
蛋白 min

- 1
(图 7)。

图 6　不同温度对蔗糖酶酶活力的影响

　　 Fig. 6　 Effects of temperature on recom binant inver tase

activ ity

图 7　重组蔗糖酶的表观米氏常数 Km

　　 Fig. 7　 Linew aer-Burk plo t fo r K m va lue of recombinant

inver tase

y = 112. 36x + 2. 3539, R2 = 0. 9975

2. 4. 3　 不同金属离子对酶活的影响

　　将配制好的 5mmol /L二价金属离子 ( Co
2+
,

Ba
2+
, Ca

2+
, Mg

2+
, Cu

2+
, Zn

2+
, Mn

2+
)、三价金属离子

( Fe
3+ )溶液 25μl与 10μl的纯酶液混合 , 37℃作用 1h

后 ,加入 90μl底物反应 30min后测定产生还原糖含

量 (以不加金属离子而加等体积酶反应体系作对照 )

的结果 (图 8)表明 , Ba
2+ 、 Mg

2+ 、 Mn
2+对重组蔗糖酶

稍有激活作用 ,而 Zn2+ 、 Cu2+ 对重组蔗糖酶酶活有较

强的抑制作用 ,当 Zn
2+
存在时重组蔗糖酶的酶活剩

余 22% , Cu
2+存在时重组蔗糖酶残留酶活只有 55%。

图 8　金属离子对蔗糖酶酶活的影响

Fig. 8　 Effects of metal ions on invertase activity

3　结论

　　以酿酒酵母总 DNA为模板 ,用设计引物扩增出

1. 5kb大小的片段与实际酿酒酵母的蔗糖酶基因

( suc 2)大小相符。 应用基因工程的方法可以克隆出

酿酒酵母的蔗糖酶基因。

　　克隆到的酿酒酵母蔗糖酶 suc 2基因在大肠杆菌

中成功地得到高效表达 , SDS-PAGE结果显示 , 20℃
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诱导重组酶的表达量占总蛋白的 35% ,实现了 suc 2

在大肠杆菌中的高效可溶性表达。

　　重组蔗糖酶的最适 pH值为 5. 5,最适温度是

42℃ , Zn
2+
、 Cu

2+
对重组蔗糖酶酶活有较强的抑制作

用 ,当 Zn
2+
存在时重组蔗糖酶的酶活剩余 22% , Cu

2+

存在时重组蔗糖酶残留酶活只有 55%。 这是造成工

业生产中酵母发酵蔗糖糖蜜生产酒精转化率低的主

要原因。工业生产中使用酵母发酵的废糖蜜中含有各

种重金属离子 ,尤其是 Cu
2+ 含量特别高 [24 ] , Cu

2+抑制

蔗糖酶的酶活 ,从而导致蔗糖的转化效率大大降低。

　　大肠杆菌遗传背景清楚 ,分子生物学操作方便 ,

因此 ,本研究以大肠杆菌为宿主 ,克隆和高效表达了

酵母的蔗糖酶基因 ,并测定得知重组蔗糖酶的酶学性

质 ,其目的就是为下一步利用计算生物学对蔗糖酶的

活性位点进行理性进化改造 ,使得该蔗糖酶对某些金

属离子 ,特别是对重金属 Zn
2+
、 Cu

2+
不敏感 ,从而将

会大大改进酵母发酵糖蜜生产酒精的抑制程度 ,提高

酒精产率。
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