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嗜酸乳杆菌GIM1.208 β-葡萄糖苷酶的
异源表达、纯化及酶学性质研究*
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摘要 嗜酸乳杆菌（Lactobacillus acidophilus）是益生菌，前期研究发现Lactobacillus acidophilus GIM1.208所产生的β-葡萄

糖苷酶 （BGL） 具有较高活性，为探明其结构与特性，本研究采用 PCR 体外扩增技术获得 Lactobacillus acidophilus

GIM1.208 BGL的目的基因，并在大肠杆菌中成功表达，经镍亲和层析等蛋白质纯化技术获得纯度达90%以上的蛋白质样

品，进而通过圆二色光谱法（CD）和同源建模法对BGL的二级结构和三级结构进行测定分析并研究其酶学性质 . 结果表

明，Lactobacillus acidophilus BGL的分子质量为52 ku，纯化后浓度为1.88 g/L，二级结构包括15.9% α螺旋、44.1% β折叠、

18.1% β转角、27.2% 无规则卷曲，其三维结构显示，该蛋白质有 8 个 β折叠和 8 个 α螺旋，整体呈圆锥形 . Lactobacillus

acidophilus BGL具有良好的葡萄糖耐受性与NaCl耐受性，最适反应温度为47℃，最适反应pH为5.6，在20℃~50℃范围内和

pH2.2~6.0间有较高的稳定性，且乙酸乙酯、甲醇对酶活性抑制作用明显，Fe3+、Fe2+对酶有显著激活作用 . 上述研究结果为

Lactobacillus acidophilus BGL后续功能发掘和应用研究提供了重要参考依据 .
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嗜酸乳杆菌 （Lactobacillus acidophilus） 属于

乳杆菌科乳杆菌属，是重要的益生菌，被广泛应用

于食品工业中［1］ . 研究表明，L. acidophilus具有很

强的耐酸性，能在其他乳酸菌无法存活的酸性环境

中生长繁殖［2］，在人体中能通过平衡肠道菌群和

调节微生态促进人体健康［3］ . Zhao等［4］通过体内

和体外试验发现L. acidophilus在免疫调节中也具有

积极作用 .

β-葡萄糖苷酶（β-glucosidase，BGL）广泛存

在于动植物和微生物体内［5］，对结合于末端非还

原性的 β-Ｄ-葡萄糖苷键具有催化特异性，能转移

葡萄糖基［6］ . BGL在活细胞内产生，可在体外参与

各类反应，如转化大豆异黄酮苷提高食品保健功

能［7］、利于葡萄酒香气的提升［8］等，在食品工业

中有极大的应用价值并受到研究者关注 . 随着BGL

的应用越来越广泛，国内外也开始关注该酶的性质

及功能特性 . 乳酸菌来源的BGL对食品的营养价值

及其功能特性改善有双重提升作用，安全性高，是

BGL的理想来源［9］，但目前国内外针对微生物来

源 BGL 的研究主要集中在黑曲霉 （Aspergillus

niger）、木霉菌（Trichoderma）等，对乳酸菌来源

的 BGL 及其相关酶学性质研究鲜有报道 . 研究表

明，NaCl浓度、温度、pH的变化都有可能导致蛋

白质结构的变化，进而影响酶活性［10］，制约了

BGL 的工业化生产［11］ . 采用基因克隆技术、异源

表达和纯化L. acidophilus GIM1.208 BGL，不仅可

高效表达具有高稳定性的BGL，还可提高酶活性，

可为 L. acidophilus BGL 的性质及结构研究提供基

础支撑 .

本研究从 L.acidophilus GM1.208 中克隆获得

BGL基因，构建重组载体PET-28a(+)-bgl，将其转

化大肠杆菌(E. coli)，首次实现了L. acidophilus BGL
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的异源表达，并初步探明BGL的蛋白质二、三级

结构及其酶学性质，为 L. acidophilus BGL 的深入

研究和L. acidophilus未来工业化应用提供重要理论

依据 .

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

嗜 酸 乳 杆 菌 GIM 1.208 （Lactobacillus

acidophilus GIM 1.208）购自广东省微生物菌种保

藏中心；载体PET-28a(+)、E. coli Rosetta (DE3) 为

本实验室保存 .

PCR产物纯化试剂盒、SK3071非干扰型蛋白

质定量试剂盒、TMB显色试剂盒购自生工生物工

程（上海）股份有限公司；樟脑磺酸（CSA）（纯

度>98%）购自 Sigma；溶菌酶（纯度>98%）购自

上海索莱宝生物科技有限公司；T4DNA 连接酶

（纯度>98%）购自美国Promega公司；其他试剂均

为分析纯 .

LB培养基参考何传雨［12］方法并作修改：胰蛋

白胨1 g，酵母提取物0.5 g，氯化钠1 g，加入蒸馏

水100 ml，120 kPa灭菌30 min.

1.2 仪器与设备

ABl5700 型 PCR 反应扩增仪 （加拿大 BBI 公

司）；DYY-8型pH复合电极（上海琪特分析仪器有

限公司）；SX Chirascan 圆二色光谱仪（英国应用

光物理公司）；TGL IOM 型台式高速冷冻离心机

（长沙迈佳森仪器设备有限公司）；C600793 Ni-

NTA 镍琼脂糖凝胶亲和层析柱（上海生工生物有

限公司） .

1.3 方法

1.3.1 L. acidophilus GIM1.208基因组DNA获取

a. 特异性引物设计及合成 . 根据实验室保存质

粒 PET-28a(+)的基因序列，利用软件 Primer5 设计

特异性引物序列，bglF引物添加限制性内切酶Xho

I位点，bglR引物添加限制性内切酶BamH I位点 .

上 游 引 物 （F）： 5'-cagcaaatgggtcgcGGATCC-

ATGCTCACAACTAAAGATAAATATTTATATAA-3'

（下划线标示Xho I酶切位点）；下游引物（R）：3'-

gtggtggtggtggtgCTCGAGTTACTTTCCTACAATTAC

TAATTCG-5'（下划线标示BamH I酶切位点） .

b. 目的基因的提取 . 取肉汤培养基 （MRS

Broth） 37℃ 发 酵 过 夜 培 养 的 L. acidophilus

GIM1.208发酵菌液 1 ml，加入 2 ml离心管，室温

8 000 r/min 离心1 min，收集沉淀 . 使用细菌基因组

DNA抽提试剂盒提取嗜酸乳杆菌GIM1.208基因组

DNA，其操作步骤按试剂盒使用说明进行 .

c. 目的基因片段的扩增与纯化 . 将提取的嗜酸

乳杆菌GIM1.208基因组DNA作为 PCR扩增模板 .

PCR反应体系见表1，PCR反应条件见表2.

PCR反应产物以 1%琼脂糖凝胶电泳检测，紫

外透射光下观察 . 利用San Prep柱式PCR产物纯化

试剂盒纯化 PCR扩增产物，具体操作步骤详见试

剂盒说明 .

1.3.2 重组质粒构建与基因转化实验

按照 PCR 产物酶切体系和载体酶切体系分别

对纯化后回收的 PCR 产物和载体 PET-28a(+ )用

BamH I和XhoI双酶切，将配置好的酶切体系放入

37℃恒温水浴锅中反应 2 h，使得PCR产物和载体

PET-28a(+)进行充分酶切 . 分别将用BamH I和Xho I

双酶切处理后的目的 DNA 片段和 PET-28a(+)进行

连接 .

将连接液转入感受态细胞中，混匀并冰浴

30 min 后，42℃热激 90 s，快速转移至冰块静置

5 min，添加 250 μl LB 液体于离心管，轻轻混匀，

37℃振荡培养60 min，将离心管于4 000 r/min离心

1 min，弃去部分上清，将剩余液体轻轻振荡使菌

液悬浮，取全部菌液，用经过灭菌处理的涂布器涂

布于LB固体培养基（含终浓度为 30 mg/L卡那霉

素和34 mg/L氯霉素），37℃倒置过夜培养，待其长

出菌落 . 挑取单克隆，用San Prep柱式质粒DNA小

量抽提试剂盒提取质粒，将经酶切和 PCR鉴定无

Table 1 The PCR reaction system

PCR amplification system

10×Fast Pfu buffer

bglF

bglR

Template

Pfu（5 U/μl）

ddH2O

Volume/ μl（Total volume 50 μl）

5

2

2

2

0.4

38.6

Table 2 The PCR reaction conditions

Program

Predenaturation

Denaturation

Annealing

Extension

Repair extension

Temperature/℃

95

95

55

72

72

Time

3 min

22 s

20 s

45 s

5 min

Number of

cycles

1

22

1
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误的转化子测序 .

1.3.3 重组BGL的诱导表达

取 1 μl 重组的 PET-28a(+ ) 载体转化 E. coli

Rosetta(DE3)感受态，42℃热激 90 s 后冰上静置

5 min，涂布于LB固体平板（含终浓度为 30 mg/L

卡那霉素和34 mg/L氯霉素），37℃培养过夜 .

挑取表达菌株E. coli Rosetta(DE3)的单菌落于

LB培养基中 37℃、220 r/min过夜培养；将过夜培

养的菌液按 1∶100 分别接种于 10 ml LB 培养基

（含终浓度为30 mg/L卡那霉素和34 mg/L氯霉素），

37℃、220 r/min 培养；当吸光度 （A） 值达到 0.6

时，添加终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG；37℃诱导

4 h. 分别在 20℃、220 r/min 条件下诱导过夜；

4 000 r/min离心10 min收集菌体，弃上清，收集菌

体，用 500 µl 细菌裂解液充分悬浮，超声破碎

6 min，超声0.5 s停1.5 s，12 000 r/min，4℃，离心

20 min，分离上清和沉淀，沉淀用500 µl包涵体溶

解液溶解，取 40 µl样品和 10 µl 5× 蛋白质上样缓

冲液混匀，沸水浴 10 min；准备 12% 的十二烷基

磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），Tris-

Gly 电泳缓冲液，上样量 10 µl，浓缩胶 80 V，

20 min，分离胶 120 V，60 min，凝胶电泳结束考

马斯亮蓝染色20 min，脱色 .

将培养的菌液按 1∶100比例接种于 3 L的LB

液体培养基 （含终浓度为 30 mg/L 卡那霉素和

34 mg/L 氯霉素） . 在 37℃、220 r/min 振荡培养，

当 A 值达到 0.6 时，添加终浓度为 0.5 mmol/L

IPTG，于 37℃，220 r/min 诱导过夜，离心收集细

菌菌体 .

1.3.4 重组BGL的纯化

参照高玉霞［13］破碎方法，适当延长超声波破

碎时间 . 超声完毕，在 4℃、12 000 r/min条件下离

心 20 min，收集上清进行镍琼脂糖凝胶亲和层析

纯化 .

a. 将 5 ml Ni-NTA用 5倍柱床体积的结合缓冲

液以5 ml/min流速清洗平衡层析柱 .

b. 填料和样品孵育1 h后上柱，收集穿透液 .

c. 5倍柱床体积的结合缓冲液以 5 ml/min流速

清洗层析柱 .

d. 以 2 ml/min 流速的清洗缓冲液洗去杂蛋白，

收集洗脱液 .

e. 以2 ml/min 流速的洗脱缓冲液洗脱，收集洗

脱液 .

f. 将经镍琼脂糖凝胶亲和层析出来的上样液、

流出液，以及分别经不同浓度（20、50、500 mmol/L

咪唑（imidazole））洗脱液洗脱的目标蛋白，均在

50 mmol/L Tris、300 mmol/L NaCl、pH 8.0 的溶液

中 4℃透析过夜 . 透析结束后用 PEG 20000 浓缩，

再用0.45 μm滤膜过滤后分装1 ml/tube，-80℃保存

并进行SDS-PAGE检测 . 目标蛋白浓度按照SK3071

非干扰型蛋白质定量试剂盒的操作步骤进行检测 .

g. 收集蛋白质进行蛋白质印迹（Western blot）

检测 .

1.3.5 BGL酶活力测定

采用 4-硝基苯基-β-吡喃葡萄糖苷 （p-NPG）

法［14］ 测定 BGL 酶活力，在这里 1 ml 粗酶液在

37℃、pH 5.0 反应条件下，1 min酶解 p-NPG 产生

1 μmol 对硝基苯酚（p-NP）的酶量，定义为一个

酶活力单位，以U/ml表示 .

1.3.6 L. acidophilus BGL的酶学性质研究

a. L. acidophilus BGL最适反应温度 . 参考刘群

等［15］的方法，取 0.1 ml 重组 BGL 酶液分别置于

20℃~90℃水浴锅中孵育处理 30 min，测不同温度

下BGL的酶活力，按照催化反应体系最高酶活力

为100%，计算不同条件下的相对酶活力 .

b. L. acidophilus BGL的热稳定性 . 取1 ml粗酶

液，分别置于 20℃、30℃、40℃、50℃、60℃、

70℃、80℃和 90℃条件下，分别保温 20、40、60、

80、100、120 min后，测定酶活力，以20℃所测酶

活力为100%，计算不同条件下的相对酶活力 .

c. L. acidophilus BGL最适反应pH. 取1 ml粗酶

液，分别置于等体积 pH 2.0~3.5 的磷酸氢二钠-柠

檬酸缓冲液、pH 3.5~5.5 的乙酸-乙酸钠缓冲液、

pH 6.0~8.0 的磷酸盐缓冲液中，测定酶活力，以催

化反应体系最高酶活力为 100%，计算不同条件下

的相对酶活力 .

d. L. acidophilus BGL 的 pH 稳定性 . 取 1 ml 粗

酶液，分别置于等体积 pH 2.2~3.4 的磷酸氢二钠-

柠檬酸缓冲液、pH 3.6~5.6的乙酸-乙酸钠缓冲液、

pH 5.8~8.0 的磷酸盐缓冲液中，4℃孵育 4 h后，测

定酶活力，以 pH 2.2 催化反应条件下所测得 BGL

酶活力为100%，计算不同条件下的相对酶活力 .

e. 不同有机溶剂对 L. acidophilus BGL 酶活性

的影响 . 参考张玉梅［16］的方法，并作修改 . 取1 ml

粗酶液，分别置于等体积的 0%、 10%、 20%、

30%、40%、50%无水乙醇、甲醇、乙酸乙酯、丙

酮等有机溶剂中，4℃孵育4 h后，测定酶活力，以

在催化反应体系中添加0%有机溶剂所测酶活力为
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100%，计算不同条件下的相对酶活力 .

f. 金属离子对 L. acidophilus BGL 酶活性的影

响 . 取 1 ml 粗酶液，分别置于等体积的含有

0.5 mmol/L 的 Na+、K+、Li+、Mg2+、Hg2+、Ca2+、

Cu2+、Ba2+、Fe2+、Zn2+、Al3+、Fe3+离子的溶液中，

4℃孵育4 h后，测定酶活力，以空白组（未添加金

属离子）所测酶活力为 100%，计算不同条件下的

相对酶活力 .

g. L. acidophilus BGL 的耐糖量 . 取 1 ml 粗酶

液，分别置于不同浓度（0.0、0.5、0.8、1.0、2.0、

2.5、3.0 mol/L） 的葡萄糖溶液中，测定酶活力，

以空白组（未添加葡萄糖）所测BGL的酶活力为

100%，计算不同条件下的相对酶活力 .

h. L. acidophilus BGL 的耐盐性 . 取 1 ml 粗酶

液，分别置于不同浓度（0.0、0.1、0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5、3.0 mol/L） NaCl 溶液中，测定酶活力，

空白组 （未添加 NaCl） 所测 BGL 的酶活力为

100%，计算不同条件下的相对酶活力 .

1.3.7 L. acidophilus BGL的二级结构分析

a. 标准品远近紫外扫描 . 设定扫描波长 180~

340 nm进行背景测试、空白缓冲液测试，然后采

集1 g/L CSA 标准品溶液在180~340 nm范围的圆二

色远近紫外吸收 .

b. 样品远紫外扫描 . 将比色皿用2 mol HNO3浸

泡过夜，去离子水冲洗干净后晾干，先采集背景，

再采集空白缓冲液，然后在比色皿中加入200 μl浓

度为 0.2 g/L的供试品在 190~260 nm波长范围内进

行远紫外扫描并采集数据 .

c. 扫描图谱处理 . 对扫描后的所有图谱用Pro-

Data Viewer3.5 软 件 进 行 扣 除 基 线 （subtract

baseline）、曲线平滑（smoothing）处理 . 对标准品

波峰波谷CD值的比值进行计算，有效比值范围为

（2.08 ± 0.06） .

1.3.8 L. acidophilus BGL的三级结构同源建模分析

根据 L. acidophilus GIM.1208 BGL 编码的基

因 测 序 结 果 ， 利 用 SWISS-MODEL 平 台 对

L. acidophilus BGL的三维结构进行同源建模 .

2 结果与分析

2.1 L. acidophilus GIM1.208 BGL编码基因的克

隆与表达

将连接的重组载体PET-28a(+)-bgl，利用琼脂糖

凝胶电泳进行双酶切鉴定 . 重组载体 PET-28a(+)-

bgl全长为 5 700 bp （图 1），将验证正确的重组质

粒 PET-28a(+)-bgl 导入感受态细胞中转化，在 LB

平板中过夜培养后筛选所需单克隆体 .

由图 2 可知，37℃诱导过夜的重组质粒 PET-

28a(+)-bgl较 20℃下诱导过夜的重组质粒诱导表达

的目的基因效果更佳，表达产物条带清晰且明亮 .

同时发现，20℃和37℃诱导条件下所得上清液中诱

导表达产物条带较诱导后沉淀中的诱导产物条带亮

度较弱，20℃诱导后的沉淀中诱导物条带亮度较

37℃诱导产物条带较弱 . 因此，可以确定在 37℃、

220 r/min 振荡诱导条件下，诱导过夜的沉淀中能

够更好地得到所需的诱导表达产物，经诱导原核表

达β-葡萄糖苷酶的基因片段大小为52 ku.

Fig. 1 Enzyme digestion analysis of PET-28a(+)-bgl
M1: Recombinant plasmid PET-28a (+)-bgl after digestion.

Fig. 2 SDS-PAGE analysis of reombinant enzyme BGL
expression level at different induction temperatures

M: Protein molecular mass marker; 1: Total protein before induction;

2: 20℃ supernatant; 3: 20℃ precipitation; 4: 37℃ supernatant; 5: 37℃
precipitation.
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2.2 镍琼脂糖亲和层析纯化

如图3所示，1~5泳道分别为上样液、流出液、

以及不同浓度 （20、50、500 mmol/L imidazole）

洗脱液洗脱后经透析所得的目标蛋白BGL. 第4和5

泳道的条带较为清晰，且无杂带，表明经镍琼脂糖

亲和层析柱纯化后，在50 mmol/L Tris、300 mmol/L

NaCl、50/500 mmol/L imidazole、pH 8.0 的溶液、

4℃透析的条件下，目的蛋白能够被较好地纯化出

来，条带大小为52 ku.

2.3 L. acidophilus BGL表达的检测

2.3.1 融合蛋白的Western blot分析

经Western blot检测分析，在电泳图第一泳道

可以清晰地看到目的蛋白的完整条带，分子质量为

52 ku，表明已得到纯度较高的目的蛋白（图4） .

2.3.2 融合蛋白浓度测定

测得融合蛋白浓度为 1.88 g/L，得率为 80%，

表明通过基因克隆技术、异源表达和纯化已成功得

到目的蛋白 .

2.4 L. acidophilus BGL的最适反应温度

温度对BGL影响较大［17］ . 酶作为催化剂，随

温度上升，催化反应体系的速度逐渐增大，不同来

源酶最适反应温度存在差异［18］ . 由图 5 可知，在

20℃~40℃时，由于温度升高分子间的碰撞频率增

加［19］，其动能增强，使酶活性增强；在 47℃时，

其酶活力达到最大值，为5.973 U/ml，此时酶的生

物活性结构处于相对稳定的状态；当温度高于

50℃，酶活力下降 . 结果表明BGL的p-NPG催化反

应最适温度为47℃.

2.5 L. acidophilus BGL的热稳定性

由图 6 可知，在 20℃、30℃恒温孵育 2 h 后，

其酶活性相对稳定，相对酶活力基本维持在 90%

以上；在40℃~60℃，酶活性随时间延长缓慢减弱，

残余酶活力仍高于 65%，这表明在 20℃~60℃，

BGL有较好的稳定性，70℃时残余酶活力为 40%，

90℃时残余酶活力已低于 10%. 有文献报道，酶活

性降低的原因是，先前处于稳定状态的BGL高级

结构因温度升高与底物的作用力逐渐减弱，酶的活

性中心被破坏，BGL的蛋白质构象发生变化，促

使肽链的延伸，使得酶蛋白变性失活［20］ .

杨芯卓［21］ 发现 BGL3A4 在 40℃~65℃时 BGL

的残留酶活力大于 60%. 刘文龙等［22］研究发现，

黑曲霉来源的BGL在 85℃孵育处理 60 min后，其

Fig. 3 Purification of β-glucosidase by nickel sepharose
affinity chromatography

M: Protein molecular mass marker; 1: Loading; 2: Outflow;

3: 20 mmol/L imidazole; 4: 50 mmol/L imidazole; 5: 500 mmol/L

imidazole.

Fig. 4 Western blot analysis of β-glucosidase
M: Prestained marker; 1: Target protein.

Fig. 5 The effect of temperature on the activity of
recombinant β-glucosidase
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相对酶活力约为 25%. 可见，L. acidophilus BGL与

其他来源的BGL相比具有更好的热稳定性 .

2.6 L. acidophilus BGL的最适反应pH
反应体系 pH对酶具有较大的影响，偏酸或偏

碱都会促使酶蛋白变性进而失活 . 图 7显示，BGL

在 pH 2.2~5.0时，随催化反应体系 pH值增加，其

酶活性也逐渐增强；在pH 5.6时，酶活力达到最大

值为 5.605 U/ml；pH 5.8~8.0 时，随体系 pH 值增

加，酶活性呈现下降趋势 .

2.7 L. acidophilus BGL的pH稳定性

由图 8可知，在 pH 2.2~6.0时，酶活性具有一

定稳定性；在体系pH 7.0~8.0时，BGL酶活性处于

不稳定的状态，其相对酶活力呈现下降的趋势 . 这

是由于反应体系偏碱时，对酶的活性中心必需基团

具有一定的影响，从而破坏酶与底物间的结合和催

化能力［23］ . 不同微生物种类BGL的pH耐受性和稳

定性一般有一定差异，它们大多倾向于酸性 pH范

围［24-26］ .同其他来源的BGL相比较，L. acidophilus

所产 BGL 的 pH 稳定性较好，而且具有一定耐

酸性 .

2.8 有机溶剂对L. acidophilus BGL的影响

BGL 催化电位的增加与葡萄糖基转移酶的活

性有关［27］ . 有机溶剂对酶活性有一定影响［28］ . 图9

显示，4种有机溶剂对重组酶均有不同程度抑制作

用 . 其中甲醇、乙酸乙酯、丙酮对BGL的抑制作用

较强，无水乙醇的抑制作用相对较弱 . 对重组BGL

的酶活性抑制作用从小到大依次为：无水乙醇、丙

酮、甲醇、乙酸乙酯 .

2.9 金属离子对L. acidophilus BGL的影响

BGL 在工业化生产及其相关的应用过程中，

可与金属离子相互作用而影响酶活性［29］ . 图 10显

示，Na+、K+、Li+、Mg2+、Zn2+、Al3+对重组 BGL

有不同程度抑制作用 . Na+、Al3+对BGL的抑制作用

较强［30］，分别促使重组 BGL 活性降低 21.34%、

21.02%. K+、Li+、Mg2+、Zn2+对酶活性抑制作用较

Fig. 6 The temperature stability of recombinant
β-glucosidase

Fig. 7 The effect of pH on the activity of recombinant
β-glucosidase

Fig. 8 The pH stability of recombinant β-glucosidase

Fig. 9 Effects of various organic solvents on the activity of
recombinant β-glucosidase
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弱 . Becker和Evans［31］研究发现金属离子对BGL的

影响与单价离子的半径有关，如Na+可以与蛋白质

反应，导致酶结构的构象变化从而失活 . Hg2+、

Ca2+、Cu2+、Ba2+、Fe3+、Fe2+对BGL有不同程度的

促进作用，其中Fe3+、Fe2+的激活作用较为显著 . 这

是因为金属离子在酶与底物相互作用时可起到桥梁

作用，有利于底物同BGL活性位点结合［32］ . 另外，

也有研究表明，Ca2+可通过稳定BGL的活性位点构

象，来提高与底物的结合亲和力［33］ .

2.10 L. acidophilus BGL糖耐量的研究

葡萄糖对大多数微生物来源的BGL有抑制作

用，是限制该酶被工业化使用的主要因素［34］ . 图

11 显示，葡萄糖浓度在 0.0~1.0 mol/L 时，葡萄糖

对BGL催化活性有促进作用，并在葡萄糖浓度为

1.5 mol/L时，酶活力达到最大值 . 在葡萄糖浓度为

2.0~3.0 mol/L 时，酶活性呈现下降趋势，这与

Singhania等［35］的研究结果一致，高糖浓度可直接

或间接干扰底物与酶活性位点的结合，降低反应

速率 .

2.11 L. acidophilus BGL对NaCl耐受性研究

研究发现BGL具有一定耐盐性，在高盐浓度

环境中，会有较多带负电荷的氨基酸残基聚集于蛋

白质表面，进而防止蛋白质变性失活［36］ . 图12中，

在 0.0~1.5 mol/L NaCl时，随着催化反应体系盐浓

度升高，酶活性呈现上升趋势 . NaCl 浓度为

2.0 mol/L 时，对酶活性具有一定的激活作用，使

酶活力提高79.11%. 在2.5~3.0 mol/L NaCl时，酶活

性降低 . 而施赛铃［32］研究发现，200 mmol/L NaCl

对 BGL 存在一定激活作用，酶活力仅增长 20%，

表明L. acidophilus BGL与其他来源的BGL相比具

有更好的盐耐受性 .

2.12 L. acidophilus BGL的圆二色谱分析

标准品 CSA 在波长 192 nm 附近有一个负峰，

在 290 nm 附近有一个正峰（图 13） . BGL 的蛋白

质二级结构在 190 nm处有最大峰值，在远紫外区

随着波长的增大，其紫外吸收光谱峰值逐渐趋近于

零（图14） . 因此，可知圆二色谱法、紫外吸收光

谱法具有较高的灵敏度和稳定性，能够较准确地测

定BGL的二级结构 .

图14显示，BGL在远紫外区的190 nm附近出

现一个正峰，在208 nm和227 nm附近出现一个负

峰，该峰均为 α 螺旋结构在远紫外区的特征

峰［37-38］ . β折叠结构于195 nm附近有正的特征吸收

峰，216 nm 处存在负的特征吸收峰 . β 转角在

220~230 nm附近有负的特征吸收峰［39］ . BGL二级

结构组成见表3.

Fig. 11 The influence of glucose on recombinant
β-glucosidase activity

Fig. 12 The influence of NaCl on recombinant
β-glucosidase activity

Fig. 10 Effect of various metal ions on the activity of
recombinant β-glucosidase
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2.13 L. acidophilus BGL的三维结构建模

根据 L.acidophilus BGL 编码基因的测序结果

（ATGCTCACAACTAAAGATAAATATTTATATAAA

GATGGAAAAAGATTCTTTTATTTAGCAGATACA

TGTTGGGGTGCTTTCGGTAGTATTGATATGCCG

GATTGGCGCTATTATCTTGATTCGCGTAAAGCT

GCAGGTTTTAACACGATTCAAATCAATGTTTTG

CGTCAATGGGATTCAAGCTTACCAATCAGAGA

GCCGTTTGCTATTACTAATCATGAAGATGGTAC

TTATGAATATGATTTTAATAAAATTAATGAATCA

TACTTTGACAATGCAGTTAAGATGTTGGAAGA

AATGCAAAAAAGAGATATGGTTCCGGCTTTAG

TTCTTTTATGGGGTAATTTTGTTCCAAATACATG

GATGAGTAGATTTATTAAGAATAATATTATGCCT

TTTGAACAAATCAAATCATATGTTACTTATGTAG

TGAATAAATTTAAGAGATTTAATCCGATTTGGA

TTGTTAGTGGGGATGTTGGTTTTACAGATATGA

AAGGACAAAAGAAAGATCCTGCGATTAAATAC

TATCGTGAAGTAATTAAAACTGCCCAAGAGATT

GATCCAGAAGATTTATATACTTTTCATATCAATG

GTGAATCAACTGAAGTTCCAGATGAATTATTCA

AGAAGACAGATTTCTTTTTCTATCAATCAGGCC

ATGGATATACTGGTCAATCTACAGCATATACAAT

CCCACAAAAAATGCGTAAAGATAACTATGGAG

GCCCAATCATTGATGCAGAACTTTGTTATGAAG

GACTAACTAAAATGAAGGCTCCGACTGCTGAA

CGATATAGTGCTTTTGATGTTAGAAGGGCTGCT

TGGCGTGCAGTACTTTCTGGTGCAGATGCCGG

ATTAGGATATGGCAGTTTTGGTATTTGGCCATG

GAAAGATACTGTACGTCCTGAAGAAAAGTTAG

ATTCTAACTTTAATGTACAGTTAGTACCATATGA

TTGGCGAGATTGTTTGACTTTCCGTGGTGCAA

AAGATGTGGGATTTATTAAAGATTTTATCAGTG

AGTATGCTTCTAATGGATTAAATCCAATTAATGA

TCCAGTTAAAGATAATCCAGAAATTAGAGCTGC

TCAAAATGATAAGTATATTTTTATTTATTTACCA

ACTTCAGGAATTATTAATTTTGATGATTTAGGA

ATTAAGGTTAATGAATGTAAGATAATGGATCTT

GATAAGCGTCGAATTATTCAAGGTAAAGTTGA

AAATAATGTTTTACAAATGTCATCTGTTATTGAA

GACGAATTAGTAATTGTAGGAAAG），以糖苷水

解酶（glycoside hydrolase，PDB号 5MSY.A）为模

板 （L.acidophilus BGL 和模板的序列比对结果见

图 15）， 模 拟 BGL 三 维 模 型 . 利 用 拉 氏 图

（Ramachandran plot） 评价方法评价模型合理性 .

Ramachandran plot用于阐述蛋白质三维结构中肽键

内 α碳原子和羰基碳原子间的键的旋转度（ψ）对

α碳原子和氮原子之间的键的旋转度（φ），以指明

蛋白质或者肽类中氨基酸的允许和不允许的构象 .

主链构型中的 φ、ψ二面角可以从 Ramachandran

plot中读出，当不低于 90%的 φ、ψ二面角分布在

Fig. 14 Far ultraviolet CD spectra of β-glucosidase

Table 3 The analytical diagram of the secondary struc⁃
ture of β-glucosidase

Interval/nm

190 ~ 260

BGL secondary structure content/%

α-helices

15.9

β-sheet

44.1

β-turn

18.1

Random coil

27.2

Fig. 13 CD spectra of standard CSA
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允许区的时候，则为正常分布［40］ . 如图 16 所示，

该模型 98.5%以上的残基位于合理区域（允许区）

内，不合理残基数量非常少，且不合理的残基基本

位于蛋白质结构外侧，远离活性中心 . 根据 90%的

临界评价原则［41］，可看出模型从构型上来看较为

稳定，说明BGL的三维结构模型构建合理、较为

可靠 . 图 17显示，L. acidophilus BGL蛋白有 8个 β

折叠和8个α螺旋，整体呈现为圆锥形 .

3 结 论

采用 PCR 体外扩增技术获得 L. acidophilus

GIM1.208 β-葡萄糖苷酶的目的基因，构建PET-28a

(+)表达载体，并在大肠杆菌中成功表达，利用镍

柱等蛋白质纯化技术，得到纯度达 90% 以上的蛋

白质样品，并探究其酶学性质与蛋白质结构，结果

表明重组BGL的分子质量为52 ku，纯化后蛋白质

浓度为 1.88 g/L，二级结构包括 15.9% α 螺旋、

44.1% β折叠、18.1% β转角、27.2% 无规则卷曲，

它的三维结构显示该蛋白质有 8 个 β折叠和 8 个 α

螺旋，整体呈现为圆锥形 . L. acidophilus BGL具有

良好的葡萄糖耐受性与NaCl耐受性，最适反应温

度为 47℃，最适反应 pH 为 5.6，在 20℃~50℃范围

内和pH 2.2~6.0间有较高的稳定性，乙酸乙酯、甲

醇对酶活性抑制作用明显，Fe3+、Fe2+对酶有明显

激活作用 . 本研究为L. acidophilus来源BGL的功能

发掘及 L. acidophilus GIM1.208应用开发提供了重

要参考指导 .
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Heterologous Expression， Purification and Enzymatic Properties of
Lactobacillus acidophilus GIM1.208 β-glucosidase*

YU Yi-Hong, DING Xiao-Juan, DING Zhu-Hong**, SONG Yu-Ting, WANG Yi
(School of Liquor & Food Engineering, Guizhou University, National Forestry and Grassland Bureau Prickly Pear Engineering Technology Research

Center, Key Laboratory of Agricultural and Animal Products Store and Processing of Guizhou Province, Guiyang 550025, China)

Abstract Lactobacillus acidophilus is a kind of probiotics. The previous research found that β -glucosidase

(BGL) produced by Lactobacillus acidophilus GIM1.208 has high activity. In order to elucidate its structure and

characteristics, the target gene of Lactobacillus acidophilus GIM1.208 BGL was obtained with PCR and

successfully expressed in E. coli. Protein samples with a purity of more than 90% was obtained by nickel affinity

chromatography. Then the secondary structure of BGL was detected by circular dichroism spectroscopy (CD) and

its tertiary structure was analyzed by homology modeling method. The enzymatic properties of Lactobacillus

acidophilus BGL was also studied. The results show that the molecular mass of Lactobacillus acidophilus BGL is

52 ku, the concentration after purification is 1.88 g/L. The secondary structure of Lactobacillus acidophilus BGL

includes 15.9% α-helix, 44.1% β-sheet, 18.1% β-turn, and 27.2% random coil. Homology modeling analyzation

showed that 8 β-sheets and 8 α-helices were included in 3D structure of Lactobacillus acidophilus BGL, and the

whole protein is conical in shape. Lactobacillus acidophilus BGL has good glucose tolerance and NaCl tolerance.

The optimal temperature and the optimal pH of this enzyme is 47℃ and 5.6, respectively. Lactobacillus

acidophilus BGL has high stability in the range of 20℃-50℃ and pH 2.2-6.0. The inhibitory effect of ethyl

acetate and methanol on enzyme activity is obvious, and Fe3+ and Fe2+ have significant activation effect on

enzyme. These results provide important reference basis for the subsequent functional exploration and application

research of Lactobacillus acidophilus BGL.

Key words β-glucosidase, heterologous expression, purification, enzymatic properties, CD spectroscopy,

homology modeling
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