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1 株产α-半乳糖苷酶乳球菌的分离鉴定及酶学特性 
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摘  要：从湘西富含豆粕下脚料土壤中筛选鉴定出 1 株产α-半乳糖苷酶细菌，对其进行显微形态观察、分子生
物学鉴定及酶学特性分析。结果表明，该细菌为球形细菌，革兰氏染色阳性，16S rDNA序列与乳球菌有 98%的
同源性，可以确定为乳球菌属。细菌产分泌性α-半乳糖苷酶，其胞外α-半乳糖苷酶摇瓶发酵液初酶活为 6.21 U/mL，
在 45 ℃、pH 5.5时该酶活性表现为最大值。酶的表达受 D-棉籽糖的诱导和葡萄糖的抑制，当 D-棉籽糖的浓度为
30 μmol/mL时诱导效果最佳，当葡萄糖浓度为 30 μmol/mL时对该酶的合成有较明显的抑制作用，表现为糖代谢
操纵元的典型调控方式。 
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Screening of a strain of Lactoccus that produce of α-galactosidase  

and the enzymatic characteristics analysis 
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(College of Bioscience and Biotechnology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China) 
 

Abstract: A strain of α-galactosidase producing bacterium was screened out from the soil rich in soybean wastes of 
Western Hunan. The bacterium morphology observation, molecular biological identification and enzymatic characteristics 
was analysed. The bacterium was a stained gram positive and its 16S rDNA had homology with Lactoccus. It was 
identified as a strain bacterium of Lactoccus family. The bacteria produced an excretive α-galactosidase. The maximal 
α-galactosidase activity of shaking cultured supernatant was 6.21 U/mL. The α-galactosidase showed the enzyme activity 
was the biggest with the value of pH5.5 and the tempertured of 45 . The enzyme gene must be regulated in the typical ℃

glycolytic operon modle that the enzyme production could be induced by the substrate and inhibited by glucose. The best 
induction effect was obtained when the D-raffinose concentration reached 30 μmol/mL and it was inhibited when glucose 
concentration reached 30 μmol/mL. 
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α-半乳糖苷酶(α-galactosidase, EC3.2.1.22)能够
特异性水解α-半乳糖苷结构的碳水化合物[1−2]。α-半
乳糖苷酶作为酶制剂添加到豆类饲料中，可以降解

半乳糖苷寡糖类抗营养因子，有效减少肠道疾病的

发生[3−5]。目前，普通α-半乳糖苷酶制剂难于满足饲
料用酶制剂对耐热性和耐酸性的特殊要求，因此，

研发饲用型α-半乳糖苷酶具有很好的市场前景。 
笔者以湖南湘西地区富含豆粕的土壤为材料，筛

选获得 1株产α-半乳糖苷酶的细菌，经显微观察及基
于 16S rDNA的序列分析，初步判定细菌种属，并结
合液体发酵培养对其酶学特性进行了初步研究。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

采集湘西某豆腐店周围富含豆粕下脚料的土



 
 
第 37卷第 1期                  周晶辉等 1株产α-半乳糖苷酶乳球菌的分离鉴定及酶学特性                    23 

壤样品，封存于无菌塑料袋中，4 ℃保存，用于制
备土壤悬液。初筛培养基[6]：酵母提取物 5 g，胰化
蛋白胨 10 g，氯化钠 10 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水
1 000 mL，调 pH值为 7.0，121℃灭菌 20 min。复
筛培养基：酵母提取物 5 g，胰化蛋白胨 10 g，氯
化钠 5 g，棉籽糖 2.5 g， 调 pH值为 7.0， 121 ℃
灭菌 20 min。 

1.2  方  法 

1.2.1  菌株筛选 

土壤样品制成 10－4、10－5、10－6 梯度的土壤菌

悬液，分别涂布于初筛培养基(90 mm平板添加50 μL 
2 mg/mL X-α-gal)，37 ℃培养 48 h，筛选呈蓝色的菌
落[7]。复筛结合液体发酵培养，选择酶活较高的菌株，

划线纯化，显微镜检查纯度，得菌株纯培养物。 

1.2.2  纯化菌株显微形态及基于 16S rDNA 的分子

鉴定 

纯化菌株革兰氏染色，显微形态观察，采用

CTAB/NaCl方法[8]提取细菌全基因组 DNA，以细菌
16S rDNA 通用上游引物 5′-AGAGTTTGATCCTG 
GCTCAG-3′和下游引物 5′-ACGGTTACCTTGTTAC 
GACTT-3′扩增纯化菌株 16S rDNA基因片段，测序
由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。根据

测序结果，用 Blast程序与 GenBank上已经登录的
菌株 16S rDNA序列进行比对，分析比对结果。 

1.2.3  标准曲线的制作及酶活的测定 

以不同浓度的对硝基酚为底物，在 OD405nm处
进行测定并绘制标准曲线[9]。采用对硝基酚-α-D-
吡喃半乳糖(P-PNG)法[10−12]对菌株分泌的α-半乳糖
苷酶的酶活进行测定。酶活单位定义为：在 pH 4.0、
37 ℃条件下，每分钟分解底物生成 1 μmol对硝基
酚所需要的酶量为 1个α-半乳糖苷酶酶活单位。 

1.2.4  pH 和温度对α-半乳糖苷酶活性的影响 

采用磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲体系配制 pH 分别
为 2.6、3.0、3.6、4.0、4.4、5.2、5.6、6.0、6.6、7.2、
8.0 的缓冲液，测定酶活力，以酶活力最高者定为
100%，以相对酶活力对所对应的 pH 值作图；将酶
液与最适宜 pH值的磷酸氢二钠−柠檬酸缓冲液分别
在 20、25、30、35、40、50、55、60、65、70、75、
80 ℃水浴 1 h，测定酶活力，得到酶液在不同反应温
度下的酶活力，以酶活力最高者定为 100%，以相对

酶活力对温度作图。 

1.2.5  细菌酶基因表达调控分析 

收集不同浓度棉籽糖诱导下的发酵液上清 1 
mL，各取 200 μL分别置于酶标板的加样孔中，加
入 20 μL 2 mg/mL 的 X-α-gal溶液，同时以液体发
酵培养基作为空白对照，37 ℃温浴 12 h后, 置于 4 
℃冰箱充分显色，观察不同浓度棉籽糖诱导下显色

情况。 

1.2.6  葡萄糖和棉籽糖浓度对菌株产α-半乳糖苷

酶的影响 

挑取单菌落接种于不同浓度的葡萄糖和棉籽糖

的液体培养基中，葡萄糖及棉籽糖的浓度分别设置

为 10、20、30、40，50 μmol/mL，37 ℃振荡培养 48 
h，在最适 pH 值和温度的条件下，分析葡萄糖和棉
籽糖浓度对菌株产α-半乳糖苷酶的活性影响。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选及显微形态鉴定 

通过添加 X-α-gal 显色底物的筛选培养基培
养，结合液体发酵培养基筛选，得到了 1株产α-半
乳糖苷酶细菌，肉眼观察细菌菌落边缘规则，微隆

起，表面湿润，用革兰氏染色，分离菌株在显微镜

下观察，结果，分离菌株呈现紫色，为革兰氏阳性

细菌，细胞为球形。 

2.2  细菌的 16S rDNA 克隆测序与菌种鉴定 

在分离细菌基因组 DNA 后，以 16S rDNA 的
通用引物进行该基因的 PCR扩增，重复的扩增都得
到了大小确定的分子(图 1)，扩增分子克隆到 T−载 

 
M  1 kb plus DNA 分子量标准； 1~3  目的片段扩增结果。 

图 1  分离菌株 16S rDNA PCR 扩增结果 

Fig.1  16S rDNA PCR product of screened strain  
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体并测序，序列用 BLAST程序与 GenBank中已经
登录的 16S rDNA进行核苷酸序列同源性比较，发
现其与乳球菌 16S rDNA同源性达 98%，可以判定
分离细菌为乳球菌属细菌。 

2.3  粗酶活测定结果 

以不同浓度的对硝基酚在 405 nm 处吸光度平
均值为 x轴，以对硝基酚的浓度为 y轴绘制标准曲
线(图 2)，用Excel办公软件作图，得公式 y=53.314x+ 
0.212 8，其中 R2=0.996 8。 
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图 2  对硝基酚 OD405的标准曲线 

Fig.2  Standard curve of p-nitrophenol 

取摇瓶发酵上清液 1 mL加入 pH 4.0磷酸氢二
钠-柠檬酸缓冲液 2 mL中，37 ℃预热 5 min后与 1 
mL10 mmol/L的 PNPG底物反应 10 min，用 6 mL 
0.2 mol/L NaCO3终止反应，分光光度计测定 405 nm
处吸光度值，同时设置对照管，测得吸光度值为

1.160，计算得发酵上清液酶活为 6.21 U/mL。 

2.4  pH 及温度对分离菌株分泌α-半乳糖苷酶活性

的影响 

图 3分析表明, pH约 5.5时，所分离菌株分泌
的α-半乳糖苷酶表现相对较高的酶活力；图 4表明
在较低的温度(20～40 ℃)范围内，相对酶活力随着 
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图 3  不同 pH 条件下细菌α-半乳糖苷酶活性 

Fig.3  α-galactosidase activity of bacterium under different pH condition 
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图 4  不同温度条件下细菌α-半乳糖苷酶活性 

Fig.4  α-galactosidase activity of bacterium under different temper- 

ature condition 

温度的升高而增加，随着温度的升高，酶活力逐渐

下降，其最适宜温度为 45 ℃左右。 

2.5  棉籽糖诱导下的酶与底物作用的显色反应 

通过以棉籽糖作底物和 X-α-gal 显色的酶活性
观察，进行酶表达诱导的分析。上清液显色反应结

果表明，分离菌株分泌的α-半乳糖苷酶为胞外酶，
能够使 X-α-gal 分解产生蓝色沉淀，从显色反应的
程度来看，低浓度的 D-棉籽糖对酶的分泌有诱导作
用，当棉籽糖的浓度为 30 μmol/mL 时，诱导效果
最佳，显色反应较为明显。 
2.6  棉籽糖和葡萄糖对菌株分泌α-半乳糖苷酶的

影响 

根据显色反应建立起酶活力的分析方法后，以

不同浓度棉籽糖和葡萄糖分别对摇瓶发酵菌进行

处理，分析图 5可知，分离菌株产α-半乳糖苷酶受
到棉籽糖的诱导和葡萄糖的抑制作用，当棉籽糖的

浓度约为 30 μmol/mL 时，诱导效果最佳，酶活性
达到最高，随着棉籽糖浓度的增加，其对α-半乳糖 
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图 5  不同棉籽糖和葡萄糖浓度下细菌产酶的活性 

Fig.5  α-galactosidase activity of bacterium under different concentra- 

tions of raffinose and glucose 
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苷酶的诱导合成作用已不明显；在较低葡萄糖浓度

(0~20 μmol/mL)下，分离菌株合成α-半乳糖苷酶，
随着葡萄糖的浓度增加而呈现上升趋势，随着葡萄

糖浓度不断升高，菌株合成α-半乳糖苷酶受到葡萄
糖的抑制，酶活力逐渐下降。 

3  讨  论 

微生物合成的α-半乳糖苷酶为诱导型酶，高浓
度的葡萄糖对其合成具有抑制作用[10]，且不同种类

的微生物合成α-半乳糖苷酶需要不同的诱导物。本
研究结果表明，分离菌株合成α-半乳糖苷酶受棉籽
糖的诱导，可能是α-半乳糖苷酶的合成受到相关操
纵子的调控，各个基因独立发挥作用，棉籽糖作为

酶的作用底物时起诱导作用进而提高菌体生长量

及酶的合成量；合成受到葡萄糖的抑制，可能是分

离菌株存在葡萄糖效应引起的，当培养基中有葡萄

糖存在时，菌株会优先利用葡萄糖，葡萄糖的某种

分解代谢物能降低生物体内 cAMP 的水平，影响
RNA 聚合酶与启动子结合，以至转录作用不能进
行，抑制了产酶基因的表达，酶的合成处于本底表

达水平。但葡萄糖在 0~20 μmol/mL 时对酶的产生
具有正向作用，可能是低浓度葡萄糖有利于细菌的

生长，因而整体促进了酶的产生。 
对霉菌(青霉)、植物(咖啡豆)[13−14]等α-半乳糖

苷酶的研究已取得重要进展，诸多α-半乳糖苷酶基
因已经被克隆[15−16]。由于细菌来源的α-半乳糖苷酶
为单肽酶，活性发挥不需要糖基化，结构也更为简

单，更利于操作，因此，借助于基因工程技术手段

获得酶活高、耐热、耐酸性强的α-半乳糖苷酶成为
研究热点。本研究已分离和鉴定出产α-半乳糖苷酶
细菌，将以这一菌株为出发菌株，进行酶基因克隆

和改造。 
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