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摘要!

,+

茶氨酸作为一种非天然氨基酸对人体健康具有多方面的功效!其作为食品饮品添加剂

和制药原料的需求量日益增加# 本文以安全菌株
B"#$%%&' '&CD$%$' -./

作为宿主菌!表达生产
BF

(&)$%&'

来源的
!+

谷氨酰转肽酶$

001

%&结果显示!该来源
001

成功在
BF '&CD$%$' -./

中实现了

胞外分泌表达& 最后!通过关键转化条件优化!并结合批次流加策略!该重组
001

能够在
-. 2

催化合成
345/ 67,

的
,8

茶氨酸! 该结果可以和已报道的以大肠杆菌作为宿主菌表达
001

并催

化合成
,+

茶氨酸的产量相媲美&

关键词!

!+

谷氨酰转肽酶'

,+

茶氨酸'枯草芽孢杆菌
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茶具有强身健体!治疗疾病等之药物疗效" 现

代医学研究证实#这些功效与茶叶含有的功能氨基

酸
!"

茶氨酸有密切的关系#$%

"

!&

茶氨酸是由日本学

者
'()(*+

首次从玉露绿茶中分离提取得到并因此

而命名#,%

"

!"

茶氨酸是存在于茶类植物中的一种天

然氨基酸#对茶叶的品质和风味具有重要影响"

!"

茶氨酸作为茶叶三大天然提取物之一#其安全性已

经得到众多国家的共同认可" 对人体具有多方面的

健康功效#其作为一种$天然镇静剂%添加在多种食

品!饮品及保健品#需求量日益增加#-%

"

目前#

!"

茶氨酸的生产方法主要有茶叶提取

法#化学合成法和酶转化法
.

种"

!&

茶氨酸一般占

干茶叶比重达
-/0./#

.%

#因此#通过茶叶提取
!"

茶

氨酸具有提取率低!周期长!成本高等缺点" 化学法

合成茶氨酸的缺点为反应条件剧烈#反应过程中难

以避免有机试剂的使用# 同时产物多为
1"

型和
!"

型茶氨酸异构体混合物#2%

" 酶催化法因其反应条件

温和!专一性高!催化效率高等优点而备受关注#据

报道#主要有四种酶类能够催化合成
!&

茶氨酸&

!&

谷氨酰胺合成酶#

!&

谷氨酰胺酶#

!&

谷氨酰甲胺合

成酶和
!&

谷氨酰转肽酶# 而
!&

谷氨酰转肽酶催化

反应因不需要
345

的参与而广受青睐#6%

"

本研究克隆了一种来源于
!"#$%%&' (&)$%&'

7!2$.

的
!&

谷氨酰转肽酶 '

884

(# 并在安全菌株

!"#$%%&' '&*+$%$' $9:

中进行了表达# 并研究了该重

组
884

催化合成
!&

茶氨酸中的应用"

!"!

菌株与试剂

!"!"!

菌株 本研究采用模式菌株
,'#-./$#-$" #0%$

$;<

作为克隆宿主# 模式菌株
!"#$%%&' '&*+$%$' -9:

作为表达宿主" 以本研究室前期筛选并保藏的
!1

(&)$%&' 7!2-.

全基因组为模板#利用引物对
==*&>?

==*&@AB *(=& C

通过
5DC

扩增获得
==*

基因#随后用

限制性内切酶
!")E F

和
2%& F

分别处理
==*

基因

和表达载体
G736&EG(FF

# 最后将纯化后基因和载

体进行连接#获得重组载体
G736&==*

#采用化学方

法将其转化至
!1 '&*+$%$' $9:

中 #9%

#获得重组菌
!1

'&*+$%$' $9:?G736&==*

#并将其命名为
HB8

"

!"!"#

引物 本研究所用引物见表
$

"

表
!

本研究所用引物

$%&'( ! )*+,(*- .-(/ +0 12+- -1./3

!"#

培养基与培养条件

菌株活化! 种子培养主要采用
!H

液体培养基

'

=?!

(&氯化钠
$;

#

4IJG*+KL $;

#

ML(B* NO*I(P* 6

" 旋转

式摇床培养#摇床转速
-9Q IRSAK

#培养温度
.T !

"

转化子筛选采用
!H

固体培养基# 根据需要加

入氨苄青霉素
-QQ "=RS!

或卡那霉素
6Q "=RS!

"

产酶发酵培养基'

=R!

(&葡萄糖
-Q

#

JL(B* LO*I(P*

,Q

# 玉米浆
-6

#

7='U

2

)

TE

,

U -

#

V

,

E5U

2

)

.E

,

U ,

#

GE

TW,

" 摇床转速
-9Q IRSAK

#培养温度
.T !

"

!"4

实验方法

!"4"!

重组菌
884

粗酶液的制备 重组菌培养结

束后#离心'

-Q QQQ IRSAK

#

.Q SAK

(#上清液即为胞外

884

粗酶液" 离心获得的细胞用
4IAB"EDX

缓冲液

'

GE :YQ

(洗涤
,0.

次#细胞悬浮液采用超声波破碎#

离心'

-Q QQQ IRSAK

#

.Q SAK

(获得胞内
884

粗酶液"

上述
884

粗酶液均置于
2 !

保存#用于后续实验"

!"4"# 884

酶活力的测定 酶活反应体系参照文

献
#T%

#

- S!

反应体系中包含 &

6Q SS+XR!

硼酸
"

Z(UE

缓冲液 '

GE -QYQ

(#

,Y6 SS+XR! !"8GZ3

#

9Q

SS+XR!

双甘二肽#

,Q "!

适当稀释的酶液"

.T !

反

应
-Q SAK

后#添加
-,6 "!

浓度为
.Y6 S+XR!

的醋酸

终止反应" 以不添加双甘二肽受体的反应液作为对

照#采用分光光度计在
2-Q KS

处测定吸光度差值"

酶活单位定义为&

- SAK

内经由转肽反应催化生成
-

"S+X

对硝基苯胺'

G"ZA*I+G@LKJX(SAKL

(所需酶量即

为一个酶活单位'

[

("

!"4"4

重组酶纯化 将上述所得的粗酶液先经

QY26 "S

滤膜过滤后# 利用
ZA"Z43

蛋白纯化柱进

行纯化#先用不含咪唑的缓冲液洗脱杂蛋白#再用

不同浓度的咪唑缓冲液进行梯度洗脱#依据酶分子

的大小与金属离子的结合牢固程度#在一定的咪唑

浓度条件下#可以得到较纯的酶液"

!"4"5

酶法合成
!"

茶氨酸体系 转化体系主要包

含&

!"

谷氨酰胺# 乙胺#

884

蛋白酶#

6Q SS+XR!

硼

酸
"Z(UE

缓冲液'

GE -QYQ

(#

.T !

反应结束后#添加

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

引物命名 引物序列'

6

*

".

*(

==*">

38D88834DD348333D8D3444D4D433D

4 \!")E F]

==*&@AB *(=&C

3DD83D8D84D4384884884884884844
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-./

的
01&

终止反应!

!"#"$ 2+

茶氨酸分析方法 采用高效液相色谱

"

3421

#来测定
2+

茶氨酸的含量567

!转化液离心后先

用
.89: ";

滤膜过滤后处理!利用
"4&

柱前进行衍

生 !

3421

条件 $

&*<=>)*? -9@.

% 色谱柱 $

3AB)(C=>

"DE 1-F

"

:8. ;;!-9G ;;

#! 流动相
&

"

F <H,

醋酸

钠&

99G ",H,

三乙胺&

G ;>H,

四氢呋喃&

B3 689

#和流

动相
I

"

J. <H2

醋酸钠&

B3 689H

乙腈
H

甲醇"

-"9"9

&

KH

K

##的梯度洗脱程序为$保留时间为
.

'

968G

'

J-8G

'

J:

'

JG

'

:. ;=*

时&

&HI

分别为
L9"F

'

:."@.

'

."-..

'

."

-..

'

L9"F

'

L9"F

%流速$

-8. ;2H;=*

%紫外检测器%检测

波长$

JJF *;

%柱温$

:. #

!

%"! !" #$%&'$(

来源的
!&

谷氨酰转肽酶在
!"

($)*&'&( !'(

中的表达分析

将重组
!* '&+,$%$'

接种至发酵培养基&

J. #

条

件下培养
9: M

&培养结束后离心收集上清液&获得

NN0

粗酶液! 随后用
&O&0& BP(=Q=)(

对
NN0

粗酶

液进行纯化&获得
NN0

纯酶液!对
NN0

粗酶液和纯

酶液进行
EDE+4&N$

分析发现 "图
-

#&

!* (&)$%&'

来源的
!+

谷氨酰转肽酶成功在
I8 CPR?=>=C -@F

中进

行了表达&该
NN0

蛋白是由大小分别为
JF

'

9J SDT

的两个大小亚基组成的二聚体蛋白!

U

$标准分子量蛋白样品%

-

$重组
!* '&+,$%$'

胞外酶液%

9

$重

组
NN0

酶纯化液

图
!

重组
!" ($)*&'&(

发酵上清和纯化液
)*)&+,-.

分析

/01" ! )*)&+,-. 23 45678 9:7 ;6503087 8:<=>8 23

5842>?0:9:@ !" ($)*&'&(

同时&按照
-8J89

节所述的
NN0

活力测定方法&

对的重组
!* '&+,$%$'

胞内外
NN0

活力进行了检测&

结果表明&发酵培养
9: M

&重组
!* '&+,$%$'

胞外
NN0

活力达到
J VH;2

&而胞内
NN0

酶活只有
.89 VH;2

&

说明重组
!* '&+,$%$'

产的
NN0

为胞外分泌表达!

%"#

重组
!" ($)*&'&(

发酵上清液中
--A

催化生产

B&

茶氨酸能力分析

考察了重组
!* '&+,$%$'

胞外
NN0

蛋白催化合

成
2+

茶氨酸的能力 & 酶催化反应体系如下 $

9.

;;W>H2

的
2+

谷氨酰胺&

:. ;;W>H2

的乙胺&

NN0

酶

液浓度为
.8.: VH;2

&反应体系
B3 -.

&

J6 #

条件下

反应
G M

后&添加三氯乙酸"

01&

#至终浓度为
-./

终止反应 ! 反应液适当稀释过滤后进行
3421+

U&EE

分析&结果如图
9

所示&说明该酶具备催化生

成
2+

茶氨酸的能力!

图
%

重组
--A

催化合成
B&

茶氨酸能力分析

/01" % C78:@03049@02: 23 B&@D89:0:8 E=:@D8E0<87 ?= @D8

5842>?0:9:@ --A

%"F

重组
--A

催化特征分析

NN0

催化
!+

谷氨酰类化合物的
!+

谷氨酰分子

转移到其他氨基酸'短肽等受体分子上"转肽反应#

或水分子上"水解反应#&因此&要抑制水解等副反

应的发生! 据研究报道&

NN0

催化反应特性与反应

B3

密切相关&同时还主要受酶添加量'乙胺浓度等

因素影响5F7

!

首先&考察了
NN0

在不同
B3

"

:X-9

#条件下的

催化特征& 结果如图
J

所示& 在
B3 6XL

范围内&

NN0

水解活力和转肽活力都比较大&说明在此环境

中&产物除了茶氨酸外&还会有大量副产物
2+

谷氨

酸的积累! 而当控制
B3Y-.

时&

NN0

水解活力和转

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
!!!!

!

($
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肽活力都显著下降!但是
!!"

水解活力下降更为明

显!而转肽活力仍保持较高水平!因此!选用
#$ %&

作为
'(

茶氨酸合成的最适
#)

"

为了降低水分子与底物
'(

谷氨酰胺对受体乙

胺的竞争力!反应过程中需要保证受体乙胺的用量

大于供体
'(

谷氨酰胺用量!因此!考察了乙胺浓度

#

*&+*,& --./0'

$对茶氨酸合成的影响% 结果如图
,

所示! 随着乙胺添加量的增加!

'(

茶氨酸产量逐渐

提高!当乙胺浓度为
*&& --./1'

!即谷氨酰胺
!

乙胺
2

%!%&

时!茶氨酸产量最大"

酶的添加量对酶催化反应具有重要影响!因

此! 考察了
!!"

添加量对
'(

谷氨酰胺转化率的影

响"结果如图
3

所示!随着
44"

添加量的增加!底物

'(

谷氨酰胺转化率逐渐提高! 当
44"

添加量为
%

51-'

时!底物转化率最高达到
678*9

!继续增加酶

量!转化率略有下降!因此!确定
!!"

的最适添加量

为
% 50-'

"

图
! "#

对
$$%

转肽和水解活力的影响

&'() * +,,-./0 1, "2 /1 33% 4./'5'/6

图
7

谷氨酰胺与乙胺添加比对茶氨酸合成的影响

&'(8 7 9:;0/<4/- <4/'1 1"/'='>4/'1?

图
@ 33%

添加量对茶氨酸合成的影响

&'(8 @ +,,-./0 1, 33% A104(- 1? /B-4?'?- "<1A:./'1?

C)@

流加转化

为了进一步提高茶氨酸产量!需要添加高浓度

的底物!然而!高浓度的乙胺对
!!"

具有抑制作用!

':

谷氨酰胺溶解度较低! 同时!

':

谷氨酰胺和乙胺

的添加比例和用量对茶氨酸合成具有较大的影响"

批次流加底物是解决上述不利因素的有效策略" 初

始转化体积为
% '

!

':

谷氨酰胺和乙胺初始添加量

分别为
*& --./1'

和
;& --./1'

! 转化体系中添加

%8& 51-'

的
44"

!每隔
< =

补加同样浓度的
':

谷氨

酰胺和乙胺!转化条件一直维持在
#) %&

!

<7 "

&直

至茶氨酸产量几乎不增加时停止反应! 转化
%; =

!

茶氨酸产量达到
3&86 >0'

#图
;

$%

图
D

批次流加合成
EF

茶氨酸

&'() D &-AF;4/.B "<1A:./'1? 1, EF/B-4?'?-

G)D

利用发酵液催化合成
EF

茶氨酸

由于重组
!" #$%&'('#

生产的
44"

为胞外表达!

且胞外
44"

酶活达到
< 50-'

!因此!从未来生产应

用的角度!考虑在重组枯草芽孢杆菌发酵产酶结束

后!直接在发酵液中加入底物进行
':

茶氨酸的生物

合成!设计了带细胞的发酵液和除细胞的发酵液上

Q:
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!"#$%& '()*)

!等" 利用重组枯草芽孢杆菌产
!"#$%%&' (&)$%&'

来源的
!+

谷氨

酰转肽酶及其在
,+

茶氨酸合成中的应用

两个实验清! 结果如图
-

所示"两种情况下最终的

,+

茶氨酸浓度基本一致"但是利用发酵液进行催化

时"底物消耗和产物合成速度较利用上清作为催化

剂时效率略高"同时副产物
,+

谷氨酸初始积累量也

偏好" 但副产物
,+

谷氨酸最终积累量基本没有差

别" 可能原因是发酵液中除了上清液中的
../

外"

还包括细胞内的
../

"因此其
../

总活力较高! 另

外"在发酵液中
,+

茶氨酸合成效率与在硼酸
+01"2

缓冲液体系中的效率相差不大"因此"从未来生产

应用的角度考虑" 直接在重组
!* '&+,$%$'

发酵液中

加入底物进行
,+

茶氨酸的催化合成具有较好的前景!

前期已报道的研究中" 多采用大肠杆菌作为

../

的表达宿主 345

"这在食品安全上存在一定的安

全隐患! 选用安全菌株
!* '&+,$%$' 678

作为宿主菌"

克隆表达
!* (&)$%&'

来源的
!9

谷氨酰转肽酶"并对

该酶的催化特征以及催化合成
:+

茶氨酸的催化条

件进行了优化" 通过补料分批流加催化
;7 <

"

:+

茶

氨酸产量达到
=>?8 @A,

"该结果与文献
385

以大肠杆

菌作为宿主菌表达
../

并催化合成
,+

茶氨酸的产

量相媲美! 另外"直接在重组
!* '&+,$%$'

发酵液中加

入底物进行
,+

茶氨酸的催化合成具有较好的前景!

选用
BC&

认可的
!* '&+,$%$' ;78

作为宿主菌更符合

工业化安全生产的要求!

结结结结结 语语语语语
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