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摘 要：研究了重组大肠杆菌 ! " #$%& !4$ 摇瓶发酵生产谷胱甘肽合成酶系的工艺条件，确定了

! " #$%& !4$ 的最适产酶条件 )最佳发酵培养基组成（5 6 7）为：葡萄糖 $"，蛋白胨 %，酵母膏 ! ) %，

8!9:;3·#9!; 3 ) "，89!:;3 $ ) "，<=>(# " ) !，+?>(! " ) $，>’>(! " ) $，>,>(! " ) $，@?>(! " ) "!，

9#A;# " ) "$，*,+’;3 " ) "$，*,>( $ ) "，*,!B=;# " ) "!；发酵起始 C9 D ) !；灭菌后加入无菌氨苄青

霉素至 $"""5 6 E7；每个三角瓶装液量为 $"" E7；培养前期的温度控制在 #D F，后期将温度降为

#% F；摇床转速 !"" G 6 EH?，发酵周期 $2 I )在此条件下，重组大肠杆菌 J) K’(H!4$ 的谷胱甘肽合成

酶系的活性为 02! ) # L 6 7 )
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谷胱甘肽（PB9）是一种重要的生理活性物质，

在癌症、肝炎等疾病的治疗中有一定的效果，在医

药领域有着较为广泛的用途，此外，还具有一定的

抗辐射、抗衰老等功能，可作为一种多功能的生物

活性添加剂应用于食品加工业 ) PB9 是由#4谷氨酰

半胱 氨 酸 合 成 酶（PB94$）和 谷 胱 甘 肽 合 成 酶
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（!"#$!）在 %&’ 存在下催化 ($!)*、($+,- 和 !),
的一个序贯反应合成的 .反应如下：

($!)* / ($+,- / %&’
!"#$
!
"
#$!)*$($+,- / %0’ / ’1

#$!)*$($+,- / !), / %&’
!"#$
!
!!"# / %0’ / ’1

许多研究者对 !"#$"和 !"#$!的性质和这

些酶基因的结构进行了深入研究 .发现不同来源的

!"#$"和 !"#$!，其性质、分子结构和相对分子质

量均不相同［2 3 4］. 56786769: ;［<］等从大肠杆菌 ! "
#$%& = 的细胞提取液中纯化得到#$谷氨酰半胱氨酸

合成酶（!"#$"），纯化倍数为 2 >?? 倍，酶活回收

率为 @> . AB . 从 ! " #$%& = 中提取的 !"#$"，其相

对分子质量分别用 ":CD6E:F !$2G? 凝胶过滤法测

定和 "0"$聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 测 定，结 果 均 为

GG ???，表明从 ! " #$%& = 中提取的 !"#$"是由一

条单一肽链组成 .该酶的最适 C# 值和温度分别为

< .G 和 >G H . !*-D1I6 #［J］等从大肠杆菌 ! " #$%& =
中纯化了谷胱甘肽合成酶（!"#$!），纯化倍数为

2K? 倍，酶活回收率为 < . >B .纯酶在聚丙烯酰胺凝

胶电泳上为一条带，用 ":CD6E:F !$K?? 柱凝胶过滤

法测定其相对分子质量为 2GK ???，该酶在 "0"$聚
丙烯酰胺凝胶电泳上为一条带，相对分子质量为

@< ??? .这表明来自 ! " #$%& = 的谷胱甘肽合成酶

（!"#$!）由 > 个相对分子质量为 @< ??? 的相同亚

基组成 .该酶的最适 C# 值和温度分别为 < . ? 和 >G
H，该酶在 C# G . ? 3 4 . ? 的范围内是稳定的，而超

过这一温度范围其活力将明显降低 .在大肠杆菌细

胞中，#$谷氨酰半胱氨酸合成酶（!"#$"）和谷胱甘

肽合成酶（!"#$!）共同组成了谷胱甘肽合成酶系 .
谷胱甘肽合成酶系（!"#$"和 !"#$!）的活性

对细胞中谷胱甘肽的产量有决定性的影响 . 但是，

正常大肠杆菌细胞中的谷胱甘肽合成酶系活性较

低 .为提高谷胱甘肽产量，L*M686［2?］首 先 将 编 码

!"#$"和 !"#$!的基因 N-D$"和 N-D$!克隆入大

肠杆菌中，构键了一株具有高 !"# 合成活性的重

组大肠杆菌，!"# 的产量比出发菌提高了 2? 倍 .
韩国高丽大学［22］也构建了包含基因 N-D$" 和 N-D$
!的杂合质粒 C!#G?2，然后将 C!#G?2 克隆到 ! "
#$%& 中，构建了重组大肠杆菌 ! " #$%& 5"#$;O2 .在
此基础上，李华钟等［2K］将 C!#G?2 从 ! " #$%& 5"#$
;O2 中抽提出来，然后转化到野生型大肠杆菌 ! "
#$%&!中，获得了转化子 ! " #$%&!$2，反应液中的

!"# 产量可达到 G . ?> N P ( .
尽管许多研究者［2? 3 2>］对重组大肠杆菌生产谷

胱甘肽进行了比较深入的研究，但大多数都是集中

于基因工程方面的研究，而对有关基因工程菌生产

谷胱甘肽合成酶系的培养条件和产酶条件鲜有报

道 .作者以重组大肠杆菌 ! " #$%&!$2 为出发菌株，

以提高谷胱甘肽合成酶系的活性为研究目标，对

! " #$%&!$2 的培养条件进行了研究，确定了高产谷

胱甘肽合成酶系的摇瓶培养条件 .

! 材料与方法

! " ! 菌种

! " #$%&!$2 无锡轻工大学微生物教研室选

育［2K］.
! " # 培养基

! .# .! 大肠杆菌种子培养基（N P (）! 葡萄糖 G，

蛋 白 胨 G，酵 母 膏 K . G，;K#’Q>·@#KQ > . ?，

;#K’Q> 2 . ?，R:+)@ ? . K，L7+)K ? . 2，+S+)K ? . 2，

+6+)K ? . 2，T7+)K ? . ?K，#@=Q@ ? . ?2，U6LSQ>

? . ?2，U6+) 2 . ?，U6K":Q@ ? . ?K，C# 4 . K，接种前加

氨苄青霉素（%IC）至最终浓度为 2??$N P I( .
! .# .# 大肠杆菌摇瓶基本培养基（N P (）! 葡萄糖

2?，蛋白胨 G，酵母膏 K . G，;K#’Q>·@#KQ > . ?，

;#K’Q> 2 . ?，R:+)@ ? . K，L7+)K ? . 2，+S+)K ? . 2，

+6+)K ? . 2，T7+)K ? . ?K，#@=Q@ ? . ?2，U6LSQ>

? . ?2，U6+) 2 . ?，U6K":Q@ ? . ?K，C# 4 . K，接种前加

氨苄青霉素（%IC）至最终浓度为 2??$N P I( .
! " $ 细胞的培养和处理

取一环活化好的斜面种子接入摇瓶基本培养

基，在 @? 3 >? H恒温培养 2? 3 K? D，取 > I( 培养

液于离心管中，以 2? ??? M P I17 离心，蒸馏水洗涤，

离心，沉淀用 2?B的甲苯处理 @? I17，离心，蒸馏水

洗涤，离心，沉淀保存于 > H冰箱中备用 .
! " % 谷胱甘肽合成酶系活性的测定

谷胱 甘 肽 合 成 反 应 的 反 应 液 为：($!)* A?
IIS)P (， ($+,- K? IIS) P (， !), >? IIS) P (，

LN+)K K? IIS) P (，%&’ 2G IIS) P (，磷酸钾缓冲

液（C# 4 . G）G? IIS) P ( .将 > I( 谷胱甘肽反应液

加到经甲苯处理过的大肠杆菌中，>? H反应 2 D .
将反应液离心取上清液，依据 V1W8SM 和 X:MM,［2G］的

方法荧光法检测反应液中的 !"#.谷胱甘肽合成酶

系的活性以该酶系的谷胱甘肽产生活性来表示，其

活力单位定义为：在上述反应条件下，每小时生成 2

$IS) P ( !"# 的酶量为一个活力单位 .
! " & 菌体干重的测定

取发酵液 G I(，以 2? ??? M P I17 离心 2? I17，

蒸馏水洗涤 K 次，JG H干燥至恒重后称重 .
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! 结果与分析

! " # 温度的影响

微生物生长是一系列复杂化学反应的结果，温

度会影响菌体的生长速率、生化反应速率、扩散速

率、酶系的活性与稳定性、基质的吸收与利用等 !选
定温度为 "#，"$，%&，%%，%’，%#，%$，(& )进行试验，

结果如图 & 所示，可见发酵温度在 %#)时菌体干重

较高，为 ( ! &# * + ,；而在 %’ )时谷胱甘肽合成酶系

的活性较高，为 ’-( ! - . + , !

图 # 温度对重组大肠杆菌产酶的影响

$%&" # ’(()*+, -( +)./)01+20) -3 )345.), /0-62*+%-3 75
0)*-.7%313+ ! " #$%&

因此，该菌的培养温度可以分为两个阶段，在

发酵的前期（培养 / 0 -1）在 %# )培养菌体，而在后

期可适当降低温度以增加酶的合成 !
! " ! /8 的影响

采用不同初始 23 值的发酵培养基，比较其对

细胞生长和谷胱甘肽合成酶系合成的影响，结果见

图 "，发现 23 对细胞干重和谷胱甘肽合成酶系的影

响基本一致，当 23 为 # ! " 时，细胞干重和谷胱甘肽

合成酶系的活性达到最大，分别达到 ( ! %" * + , 和

’%4 ! " . + , !

图 ! 培养基起始 /8 对重组大肠杆菌产酶的影响

$%&"! ’(()*+, -( %3%+%19 /8 -( +:) .)6%2. -3 )345.),

/0-62*+%-3 75 0)*-.7%313+ ! " #$%&

培养基的 23 将影响培养基中某些营养物的解

离和中间代谢产物的解离，从而影响微生物对营养

物质的吸收、利用和代谢产物的分泌；培养基的 23
还将影响酶分子和底物分子的带电状况，从而影响

酶的合成，使代谢和细胞膜透性发生变化 !因此，培

养基的 23 值太高、太低都不利于菌体生长和产酶 !
但是，由于在培养过程中不能对摇瓶进行 23 调节，

因此，在培养基中加入了较高浓度的 53"67( 和

5"367( 等成份，这些培养基成份的缓冲能力较强，

可避免在培养过程中摇瓶内培养基 23 值的剧烈变

化 !从图 " 的结果可以看出，培养基的初始 23 值控

制在 # ! " 较好 !
! " ; 溶氧的影响

发酵液中溶氧的高低直接关系到微生物的产

酶水平的高低 !摇瓶的溶氧与摇瓶装液量和摇床转

速有关，因此，作者研究了摇瓶装液量和摇床转速

对重组大肠杆菌产酶的影响 !结果见图 %、图 ( !试验

表明，较适的装液量为在 ’// 8, 的三角瓶中装液

&// 8,，摇床转速为 "// 9 + 8:; !

图 ; 摇瓶装液量对重组大肠杆菌产酶的影响

$%&" ; ’(()*+, -( .)6%2. <-92.) %3 ,:1=%3& (91,= -3 )3>
45.), /0-62*+%-3 75 0)*-.7%313+ ! " #$%&

图 ? 摇床转速对重组大肠杆菌产酶的影响

$%&" ? ’(()*+, -( 0-+1+%-319 ,/))6 -3 )345.), /0-62*+%-3
75 0)*-.7%313+ ! " #$%&
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! " # 接种量的影响

在其它条件相同的情况下，接种量分别为 !"，

#"，$"，%"，&"，’"，("，培养 !’ ) 之后测定

菌体干重和酶活力，结果见图 & *在培养重组大肠杆

菌时，在一定范围内，接种量越大，菌体生长越快，

酶系的活性也越高 * 但当接种量为 &"，’"和 ("
时，培养 !’ ) 之后，培养液中的菌体浓度差别不大，

酶系的活性甚至还有所降低 *

图 $ 接种量对重组大肠杆菌产酶的影响

%&’"$ ())*+,- .) &/.+0102 -&3* ./ */342*- 56.70+,&./
84 6*+.28&/9/, ! " #$%&

采用稍大的接种量可以缩短菌体生长的迟滞

期，明显缩短发酵时间，但太大的接种量会因为带

入过多的代谢废物，反而影响菌体的生长 *因此，接

种量选 &"即可 *
! " $ 最佳培养基配方的选择

碳源、氮源和无机盐是大肠杆菌培养过程中最

重要的培养基成份，为考察各种培养基成份对谷胱

甘肽合成酶系的影响，选出最佳的培养基配方，采

用 ! +（$%）正交表进行试验［!’］，各个因素水平选取

见表 ! *
表 : 最佳配方选择试验的因素水平

;98": %9+,.6-’1*<*1 .) ,=* *>5*6&2*/, .) -+6**/&/’ ,=* .5,&?
291 2&>,06*

水平
葡萄糖质量浓度

" ,（- , .）

蛋白胨质量浓度

# ,（- , .）

酵母膏质量浓度

$ ,（- , .）

! & # * & # * &

# !/ & &

$ !& ( * & ( * &

由表 # 可见，因素 " 是高度显著的，因素 # 是

显著的 *因此，从方差分析的结果来说，只须考虑因

素 " 和因素 # 的水平即可 *因此，谷胱甘肽合成酶

系摇瓶发酵的最佳配方确定为 " ### $!，即葡萄糖

质量浓度为 !/ - , .、蛋白胨 & - , .、酵母膏 # * & - , . *
表 ! 最佳配方选择试验的测定结果

;98"! ;=* 6*-01,- .) ,=* *>5*6&2*/, .) -+6**/&/’ ,=* .5,&291
2&>,06*

试验号 " # $ %
酶系活性 ,

（0 , .）

! ! ! ! ! &’( * $

# ! # # # (1% * (

$ ! $ $ $ %1$ * +

% # ! # $ 1%& * ’

& # # $ ! 1(’ * &

’ # $ ! # (1% * #

( $ ! $ # &’1 * &

1 $ # ! $ ’1( * (

+ $ $ # ! ’+1 * (

& ! !1$& * + !+1! * % #/$+ * # #!%# * & ’ 2 ’#+( * !

& # #&/’ * $ #$%1 * + #$#+ #!$( * % ( 2 ’++ * (

& $ !+&% * + !+’’ * 1 !+#1 * + #/!( * #

极差 ’(/ * % $1# * ! %// * ! !#& * $
偏差
平方和

1&#+$ * # $!#&# * # #1%(/ $$&# * (

自由度 # # # #

均方和 %#’%’ * ’ !&’#’ * ! !%#$& !’(’ * %

) #& * %$+ + * $#! 1 * %+!

显著性 ! ! !

)/ */&（#，#）2 !+ * / )/ *!（#，#）2 + * /

! " @ 摇瓶培养的最佳工艺条件

综合上述实验结果，确定了重组大肠杆菌摇瓶

培养的最佳工艺条件为：发酵培养基（- , .） 葡萄

糖 !/，蛋白胨 &，酵母膏 # * &，3#456%·$4#6 % * /，

34#56% ! * /，789:$ / * #，;<9:# / * !，9=9:# / * !，

9>9:# / * !，?<9:# / * /#，4$@6$ / * /!，A>;=6%

/ * /!，A>9: ! * /，A>#B86$ / * /#；发酵起始 C4 值

( * #；灭菌后加入无菌氨苄青霉素至 !//!- , D.，每

个三角瓶装液量为 !// D.；培养前期的温度控制在

$( E，后期将温度降为 $& E；摇床转速 #// F , DG<；

发酵周期 !’ ) *在此条件下，重组大肠杆菌 * + ,-./
"H! 的谷胱甘肽合成酶系的活性为 1’# * $ 0 , .（$
次验证试验的平均值）*
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