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摘要：α-葡萄糖基转移酶（α-GTF）是一类可以利用麦芽糖，异麦芽糖，O-甲基葡萄糖苷等为底物合成低聚糖的多功能性酶，因

其功能多样性和独特性而备受关注。本文利用本团队测序的植物乳杆菌（FMNP01）全基因组信息，采用生物信息学方法分析获得 α-

葡萄糖基转移酶基因（α-gtf），同时根据 NCBI 中上传的乳酸菌全基因组信息中的 α-GTF 的 DNA 序列设计引物，利用 PCR 技术分别

从植物乳杆菌、干酪乳杆菌和短乳杆菌中克隆得到 3 个 α-gtf 基因，其编码的氨基酸序列相似性分别为 42%、29%和 29%；将克隆得

到的 3 个基因分别与表达载体 pET-32a 连接构建成表达质粒，转入大肠杆菌 BL21 表达宿主菌中进行诱导表达，产物经 SDS-PAGE 分

析表明，在 75 ku 处都有一明显条带，与预期蛋白分子量一致，表明这 3 个基因成功获得了表达。同时对诱导剂浓度、诱导时间和温

度进行优化，可望为以后相关研究奠定了基础。 
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Abstract: The α-glucosyltransferase (α-GTF) is a type of multifunctional enzyme that can synthesize oligosaccharides using maltose, 

isomaltose, and O-methyl glucoside as substrates, and has attracted attention because of its functional diversity and specificity. In this study, the 

whole genome information of Lactobacillus plantarum (FMNP01), which was sequenced by our team, and the bioinformatics approach were 

used to analyze the α-gtf gene obtained from Lactobacillus. Meanwhile, the primers were designed based on the DNA sequences of the α-gtf 

gene in Lactobacillus, which are listed in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database. Three α-gtf genes were cloned by 

polymerase chain reaction (PCR) from Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, and Lactobacillus brevis, and the similarities of the 

encoded amino acid sequences were 42%, 29%, and 29%, respectively. The three obtained genes were cloned into vector pET-32a to construct 

the recombinant pET-32a-α-gtf, which were then transformed into the expression host Escherichia coli BL21 to induce expression. The fusion 

proteins were analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and the results showed that there was an 

obvious band at 75 ku, consistent with the molecular weight of the predicted protein. The results indicated that three α-gtf genes were expressed 

successfully. Meanwhile, the inducer concentration and induction time and temperature were optimized, and this study is expected to lay the 

foundation for related studies in the future. 
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通常称为葡聚糖蔗糖酶（glucansucrase，GS），属于水

解酶 GH70 家族。根据生成糖苷键的特异性，α-GTF
分为 dextransucrase (DS) 、 alternansucrase (AS) 、
mutansucrase (MS)和 reuteransucrase (RS)4 类。乳酸菌

中已发现的可产生 α-GTF 的种类有链球菌属

(Streptococcus)、明串珠菌属(Leuconostoc spp)、魏斯氏

菌属(Weissella)和乳杆菌属(Lactobacillus)[1,2]。 
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α-GTF 可用于低聚糖的合成，低聚糖是由 2~10
个单糖通过糖苷键聚合而成的一大类糖，因其对益生

菌的增殖作用现已广泛的应用于食品与饲料中。自

Koepsell 等[3]发现 α-GTF 可以合成低聚糖以来，新型

的低聚糖不断的产生，如近来龙胆二糖[4]、D-甘露糖
[5]或糖类衍生物[6]相继被葡糖基化而更适应工业需求。

此外，在体系中存在多元醇或黄酮类等易被 α-GTF 识

别的受体物质，如水杨醇[7]，葡萄糖基可被转移到这

些受体物质上进而葡糖基化。一些受体物质被糖基化

后，其稳定性、溶解性和生物活性等显著增加[8]。GTF
具有功能的多样性和独特性，相关的生物工程研究也

随之展开，而获得其功能基因也成了首要的问题。鸟

枪法[9]，设计简并引物[10]等传统的基因克隆方法的使

用，已成功从蜡样芽孢杆菌[11]、假丝酵母[11]、变形链

球菌[12]和乳酸菌[13]等中克隆出 gtf 基因。 
国外发达国家对于功能性低聚糖的研究开始较

早，新型功能的低聚糖逐步被投放市场，已形成产业

化，国内虽一直紧跟其后，但依然存在差距。现代生

物技术与传统生产工艺相结合，简化工艺流程，减少

污染，增大经济效益，而生产过程中生物酶类所对应

的功能基因的挖掘是基因工程中最基本但首要解决的

问题。传统方法常以单一研究对象，随机性较强，结

果难以预测。随着测序技术的发展，基于对全基因组

测序结果的生物信息学分析来进行功能基因挖掘开始

成为充分利用生物遗传资源的重要手段，因其简单快

捷的特点逐渐取代上述传统获得功能基因的途径。 
本研究对本实验室筛得的植物乳杆菌全基因组测

序结果进行生物信息学分析，进通过基因预测获得

α-GTF 基因，同时从 NCBI 上传的乳酸菌全基因组序

列中查找出 α-GTF 基因，构建其大肠杆菌表达系统进

行功能预测，旨在以乳酸菌全基因组信息为对象，挖

掘其中可合成新型低聚糖的 α-GTF 基因，为低聚糖的

进一步利用打下基础；同时对这一方法进行功能基因

的挖掘的可行性进行探讨，为为后来研究者提供研究

参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 
乳酸菌菌株：植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum 

FMNP01）、干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）和短乳

杆菌（Lactobacillus brevis）均由本团队自主筛选所得。

大肠杆菌克隆菌株 DH5α和表达菌株 BL21 由华南农

业大学生物技术研究所天然产物实验室保存。表达载

体 pET-32a 由中山大学生命学院刘玉焕教授惠赠。

pMD18-T 购于 TaKaRa。 
1.1.2  试剂 

琼脂糖凝胶 DNA 纯化试剂盒、质粒快速提取试

剂盒为TIANGE公司产品。限制性内切酶酶、Taq DNA
聚合酶、T4 DNA 连接酶、DNA Marker 和蛋白质

Marker 于 TaKaRa 公司购买。其他一般试剂均为进口

或国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  α-葡萄糖基转移酶基因的挖掘 
利用本团队测序的植物乳杆菌（L. plantarum）

FMNP01 全基因组基因信息[14]，使用 SOAPdenovo 短

序列组装软件对全基因组信息的 reads 进行组装，对

比回组装获得的 Contig 数据，再根据 reads 的

paired-end 和 overlap 关系，对组装结果进行局部组装

和优化。利用 Glimmer 3.0 软件对组装好的序列进行

基因预测，得到基因组上潜在的基因序列。采用 GO
注释和 NR 库注释相结合的办法对预测基因进行注

释，从中获得结果为 α-gtf 的基因序列。 
1.2.2  α-葡萄糖基转移酶基因 α-gtf 的克隆 

表1 α-GTF基因克隆的引物序列 

Table 1 Primer sequences of α-gtf genes 

序列 引物 

α-gtf-pla 
P1：5'’-CCGGAATTCATGTATTATTTTGTGAATACCAGC-3' 

P2：5'-AAGCTTTCATCGCTGTGTTGCCCC-3' 

α-gtf-bre 
P3：5'-GAGCTCATGTTTTATTTTATTAATGAAT-3' 

P4：5'-AAGCTTTTAAAATGAGGTTTTCAGAT-3' 

α-gtf -cas P5：5'-GAATTCATGTATTATTTTTTAAATGAT-3' 
P6：5'-GAGCTCCTAATCAACATGCTC-3' 

从注释结果中查找 α-gtf 序列（AGL962，1546 bp，
命名为 α-gtf-pla）以及在 Genbank 数据库中报道的短

乳杆菌 α-gtf 序列（AP012167.1，1524 bp，命名为

α-gtf-bre）和干酪乳杆菌 α-gtf 序列（FM177140.1，1560 
bp，命名为 α-gtf-cas）进行引物设计，如表 1。用上述

3 对引物，以三者基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，
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体系为 50 μL。程序为：94 ℃，5 min；94 ℃，30 s；
退火温度分别为 57.3、44.8 和 48.8 ℃，30 s；72 ℃、

100 s；循环 35 次，72 ℃、10 min。1%琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物。引物由上海捷瑞生物工程公司合成。 
回收目的片段，将片段与 pMD18-T 连接。连接

产物转化至大肠杆菌 E. coli DH5α感受态细胞，菌液

涂布与 LB 固体平板上(含 Amp+ 100 μg/mL)。37 ℃培

养 15 h 后挑取单菌落，验证阳性克隆。将阳性克隆送

至华大基因测序。 
1.2.3  大肠杆菌重组表达载体构建 

将克隆载体和表达载体 pET-32a(+)双酶切，分别

回收目的基因片段和载体框架，用 T4 DNA 连接酶按

1:8 的比例连接 16 h，产物转化大肠杆菌 BL21 感受态

细胞。通过筛选与鉴定，获得重组菌株 BL21/pET32a- 
α-gtf。 
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1.2.4  重组大肠杆菌的诱导表达 
将鉴定正确的重组菌株 BL21/pET32a-α-gtf，涂布

到 LB 固体平板上，37 ℃培养过夜，挑单菌落接种

于 50 mL LB 液体培养基中，37 ℃过夜培养，按 1:100
的比例接种到 50 mL 含 Amp+的 LB 液体培养基中，

37 ℃培养 2.5 h，使菌液 OD 值达到 0.8，加入 IPTG
至终浓度为 1 mM，30 ℃诱导表达 3 h，离心收集菌

体，破碎，分别对全菌液、菌体破碎上清和菌体破碎

沉淀进行 SDS-PAGE 电泳分析。 
1.2.5  α-葡萄糖基转移酶的表达条件优化 

按 1.2.3 方法，使 IPTG 终浓度为 0.8、0.6、0.4、
0.2 mM，在 30 ℃条件下诱导 3 h。选择合适 IPTG 浓

度，分别在温度为 20 ℃、25 ℃和 30 ℃；时间为 1 h、
2 h 和 3 h 的条件下诱导。SDS-PAGE 电泳分析破碎后

沉淀与上清液活性检测。 
1.2.6  α-葡萄糖基转移酶活性检测 

采用蒽酮硫酸法对重组 α-GTF 蛋白进行生物活

性测定，加入不同浓度的蔗糖与重组 GTF 蛋白在

37 ℃水浴 30 min，OD630 下测定吸光值，灭活 GTF
蛋白作为参照组。 

2  结果与讨论 

2.1  α-葡萄糖基转移酶基因的挖掘 

使 用 SOAPdenovo 短 序 列 组 装 软 件 对

Lactobacillus plantarum FMNP01 全基因组信息进行处

理后的 reads 进行组装成为 Contig，再根据相对位置

关系组装成为更长的 Scaffold，经过注释后共获得 8
个注释为 α-gtf 的序列。基因序列 Blast 结果显示均与

L.plantarum ST-Ⅲ中的 α-gtf 序列相似度为 100%，但

均为直接提交未经验证的序列。利用 COBALT 将与多

株链球菌和肠膜明串珠菌的GTFA 催化活性区域序列

进行比对，显示具有共同氨基酸保守序列 KSGIEHA 
EMKRL，如图 1，同时与 α-gtf-bre 和 α-gtf-cas 的相似

性分别为 42%和 29%。利用 MEGA 5.1 对所选序列构

建系统发生树，如图 2，GTF-pla 与 GTF-cas 较近缘，

与同源比对结果一致，进化距离分别约为 0.555 和

0.696，且进化速率与二者的不同。CDD 分析氨基酸

序列比对结果显示，保守区域氨基酸与 GtfA 有较高

同源性，都属于 GT-1 型超级家族，PredictProtein 分析

也表明三者氨基酸序列具有相同的二级结构。 

 
图1 氨基酸序列对比分析 

Fig.1 Comparison of amino acid sequences 

 
图2 系统发育树构建 

Fig.2 Phylogenetic tree of GTF-A 

2.2  α-葡萄糖基转移酶基因克隆质粒构建 

 

 
图3 α-gtf基因克隆和表达质粒鉴定 

Fig.3 Identification of recombinant plasmids pMD18-T-α-gtf 

and pET-32a-α-gtf 
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注：M表示Marker；a表示PCR产物；b表示pMD18-T-α-gtf 

双酶切；c 表示 pET-32a-α-gtf 双酶切。 

以表 1 中的 3 对引物，通过 PCR 扩增 α-gtf 基因，

1%琼脂糖凝胶电泳，结果分别如图 3 中条带 1 所示，

显示长度约为 1500 bp 的单一 DNA 条带，与设计的目

的片段长度都相符。连接PMD18-T构成的质粒α-gtf-T
进双酶切后分别形成 2 条带，如条带 2 所示，结果与

目的条带大小一致。α-gtf-pla 测序结果比对显示与

L.plantarum ST-III 的 α-gtf 基因序列（gb|CP002222.1|）
相似度 100%，α-gtf-bre 和 α-gtf-cas 与 NCBI 上挑选的

模板序列相似度 100%，表明已成功克隆得到三种乳

杆菌的 α-gtf 序列。 
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2.3  大肠杆菌重组表达载体构建 

将回收的α-gtf基因片段和载体pET-32a片段以特

定的比例进行连接后，转化至相应的宿主 E.coli DH5α
中进行转化，挑取转化子并提取质粒进行双酶切验证。

重组质粒 pET32a-α-gtf 经双酶切后，都可得到 5900 bp
和 1550 bp 左右的两条带，由图 3 中条带 3 可知，目

的片段已经正确连接至质粒 pET-32a 中，同时测序结

果表明 pET32a-α-gtf 重组质粒构建成功。 

2.4  重组大肠杆菌的诱导表达 

 

 
图4 α-GTF蛋白的SDS-PAGE分析 

Fig.4 SDS-PAGE analysis of α-GTF proteins 

注：a 表示 α-GTF-pla；M 表示 Marker；1 表示诱导全菌

液；2 表示诱导上清；3 表示诱导沉淀；4 表示未诱导上清；5

表示未诱导沉淀；6表示空 PET-32a 载体上清；7表示空 PET-32a

载体沉淀。b 表示 α-GTF-bre；1 表示诱导沉淀；2 表示诱导上

清；3 表示未诱导上清；4 表示未诱导沉淀。C 表示 α-GTF-cas；

1 表示诱导沉淀；2 表示诱导上清；3 表示未诱导上清；4 表示

未诱导沉淀；5表示复性后；6表示0.8 mM IPTG；7表示0.6 mM；

8 表示 0.4 mM；9 表示 0.2 mM。 

将成功构建的 3 个重组质粒 pET32a-α-gtf 转入

E.coli BL21 中，挑取单菌落摇瓶诱导培养。收集菌体

破碎离心取上清，上清经聚丙烯酰氨凝胶电泳

(SDS-PAGE)，结果如图 4。3 种蛋白预测大小分别为

58.3 ku、58.2 ku 和 58.6 ku，加上 6 个 His 标签，大小

与图中条带大小一致，约为 75 ku。由此可说明 α-GTF
酶在 E.coli BL21 中得到了成功表达。但表达的蛋白大

量出现在破碎的菌体沉淀中，上清中量极少，可见形

成了不溶性包涵体。对上清液和沉淀进行酶活检测，

显示无活性。 

2.5  α-葡萄糖基转移酶的表达条件优化 

 
图5 α-GTF-pla诱导条件优化 

Fig.5 Optimization of induction conditions for α-GTF-pla 

expression 

包涵体的形成原因是多方面的，通常与发酵条件

有关和基因结构有关，故采用对发酵时间、温度和诱

导剂浓度优化的方式来减少包涵体的产生。选择

α-GTF-pla 对其诱导条件进行优化。在摇瓶诱导培养

过程中，使 IPTG 终浓度为 0.8、0.6、0.4 和 0.2 mM，

在 30 ℃条件下诱导 3 h，破碎后沉淀 SDS-PAGE 凝胶

电泳分析，结果如图 4c 条带 6~9 所示。当 IPTG 浓度

为 0.2 mM 时，虽仍有包涵体生成，相比其它浓度生

成的量较少，故在 IPTG 浓度为 0.2 mM 的条件下进行

诱导时间和温度的优化，分别在温度为 20 ℃、25 ℃
和 30 ℃；时间为 1 h、2 h 和 3 h 的条件下诱导。

SDS-PAGE 凝胶电泳分析结果如图 5 所示。3 个温度

下分别的诱导 1 h、2 h 和 3 h，蛋白质大量仍存在破碎

沉淀中，形成包涵体。对上清液和沉淀进行酶活检测，

低温短时间诱导依然不能获得可溶性活性蛋白。利用

PredictProtein 对三条氨基酸序列进行二级结构预测，

无二硫键及脯氨酰肽键等特殊结构，故包涵体的形成

和缺少折叠相关的酶类可能性较小。为获得 α-GTF 的

可溶性表达，下一步研究可尝试增加融合标签以增强

其溶解性和运转信号传导[12]。 

3  结论 
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α-GTF 因其功能的独特性和多样性在饲料、食品

和医药等工业领域有着广泛的应用前景，相关的生物

工程的研究也随之展开。本研究通过对本实验室植物

乳杆菌全基因组测序结果进行基因功能挖掘，以及在

NCBI 中上传的干酪乳杆菌和短乳杆菌全基因组序列

中获得 α-gtf 基因序列，采用 PCR 技术成功从三种乳

酸杆菌中克隆获得 3 个 α-gtf 基因，其核酸序列都与

NCBI 中同种菌株序列相似度为 100%，说明该基因在

进化过程中较为保守，与菌株生长密切相关，而不同

种间同源性较低，虽都为同一家族，可能合成不同糖

苷键。三段氨基酸保守序列比对分析结果显示与

GTFA 催化活性区有较高的同源性。GTFA 和其他糖

基转移酶在结构上有较高的相似度，克隆得到的 α-gtf
基因为其 N 端的催化活性区，具有催化蔗糖水解的活

性，能够催化蔗糖产生葡聚糖。表明通过对全基因组

序列的生物信息学分析可获得含特定保守区域的功能

基因。将克隆片段连接到表达载体pET-32a，并在E.coli 
BL21 中成功进行诱导表达。SDS-PAGE 分析表达产物

表明蛋白以包涵体的形式存在于沉淀中，对表达条件

优化以及结构分析表明，α-GTF 包涵体形成的原因最

主要的原因是大肠杆菌 pET 系统表达速率过快，形成

的蛋白来不及折叠形成活性的空间结构，同时表达的

速度远远快于宿主转运蛋白的速度，导致大量聚集形

成不溶性包涵体。 
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