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摘!要!为构建生物转化法生产茶氨酸的基因工程菌!作者分析了影响大肠杆菌高效表达!1谷氨

酰基转肽酶的几个主要因素)将大肠杆菌4+.#3的!!"基因接入两种不同的质粒中后!转化大肠

杆菌4+.#3!并在一定的条件下进行表达)通过对比#5$%&’4+.#3和转化子的!1谷氨酰基转肽酶

表达活性的不同!探讨了!!"基因的拷贝数"启动子的强弱等几个因素对!1谷氨酰基转肽酶高效

表达的影响)实验表明!将含有自身信号肽和启动子的#5$%&’4+.#3的!!"基因接入高拷贝的质

粒678.2中!仅提高!!"基因的拷贝数不能增加!1谷氨酰基转肽酶的表达量)将含有自身信号肽

但不含有自身启动子的#5$%&’4+.#3的!!"基因接入具有9,:启动子的表达载体6;9,:中!发现

在强启动子9,:的控制下!!1谷氨酰基转肽酶的表达量提高至出发菌株的!5%倍)将构建的工程菌

用于生物转化法生成茶氨酸!底物转化率相应地提高至出发菌株的.50倍)
关键词!!1谷氨酰基转肽酶#高效表达#茶氨酸

中图分类号!<3%% 文献标识码!=

4"%50$#,0-"%"(6.,"78-%&%0!5"#$%("$9$"*#,-%2:1.&%-%.

>7?@A,BC.%!%!DE;* FGA.%!F=*>HIGBC1JA,BC.%!HE7>;4A,B.

#.)D:I’’(’KLA’9G:IB’(’CM%D’N9IG-BO,BC9PG7BAQG-RA9M%FNJA!."#%/%8IAB,"!)DAB’1>G-S,B4’AB9TGRG,-:IUB1

R9A9N9G%*,B:I,BC7BAQG-RA9M%*,B:I,BC%%##"0%8IAB,$

;850$&,0!DGQG-,(VGMK,:9’-RRN66’RGW9’,KKG:99IGGJ6-GRRA’B’K!1C(N9,SM(9-,BR6G69AW,RGAB
#($)*+’$)’,$%&’ X,RR9NWAGWK’-:’BR9-N:9A’B’K-G:’SYAB,B9#5$%&’9’6-’WN:99IG,BABG5
TG:’SYABGW6(,RSAW678.21CC9#RZ6Z$X,RCGBG-,9GWYMAB9G-C-,9ABCXI’(GCC9CGBG’K#5$%&’
4+.#3XA9IA9R’XB6-’S’9G-,BWRACB,(RG[NGB:GAB9’6(,RSAW678.25 TG:’SYABGW6(,RSAW
6;9,:1CC9#RZ61$X,RCGBG-,9GWYMAB9G-C-,9ABC!!"CGBG’K#5$%&’4+.#3 XA9I’N9A9R’XB
6-’S’9G-AB9’6(,RSAW6;9,:5\IG-G:’SYAB,B9;5:’(A4+.#3I,-Y’-ABC678.21CC9#RZ6Z $

GJIAYA9R9IGR,SG!1C(N9,SM(9-,BR6G69AW,RG,:9AQA9M,R#5$%&’4+.#3AB6G-A6(,RS%XIA(G9IG
-G:’SYAB,B9#5$%&’ 4+.#3 I,-Y’-ABC 6;9,:1CC9#RZ 61$GJIAYA9R !5% 9ASGR] !1C(N9,SM(
9-,BR6G69AW,RG,:9AQA9M’K#5$%&’4+.#3AB6G-A6(,RS)\IGR,SG:’BQG-RA’B-,9G’KC(N9,SABG9’
9IG,BABGX,RWG9G-SABGWXIGBC(N9,SABG,BWG9IM(,SABGXG-G:’BQG-9GWAB9’9IG,BABGYM:G((
RNR6GBRA’B’K#5$%&’4+.#3,BW-G:’SYAB,B9#5$%&’4+.#3I,-Y’-ABC678.21CC9#RZ 6Z $

-GR6G:9AQG(M%XIA(G9IG:’BQG-RA’B-,9G’KC(N9,SABGXIGB:’BQG-9GWYM:G((RNR6GBRA’B’K9IG
-G:’SYAB,B9#5$%&’4+.#3I,-Y’-ABC6;9,:1CC9#RZ61$X,R,Y’N9.509ASGRIACIG-9I,B9I,9
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:’BQG-9GWYM:G((RNR6GBRA’B’K#5$%&’4+.#3)
<.3="$*5!!1C(N9,SM(9-,BR6G69AW,RG"’QG-GJ6GRRA’B"9IG,BABG

!!!1谷 氨 酰 基 转 肽 酶#>>\$是 谷 胱 甘 肽 代 谢 途

径中 的 一 个 关 键 酶%广 泛 分 布 在 活 体 组 织 中)它 既

可以催化!1谷 氨 酰 基 化 合 物 上 的!1谷 氨 酰 基 团 转

移至氨基酸&多 肽 等 受 体 上%也 可 以 催 化!1谷 氨 酰

基化合物 的 水 解 反 应 生 成!1谷 氨 酸)在 大 肠 杆 菌

中%此酶在自身信号肽的介导下被转运至周质空间

中发挥其生理 作 用)目 前%已 有 多 种 细 菌 中 的!1谷

氨酰基转肽 酶 被 用 作 生 物 转 化 法 合 成 目 的 化 合 物

的生物催化剂’.()茶氨酸是天然茶叶中的一种具有

保健 功 能 的 风 味 物 质%有 广 泛 的 应 用 价 值)谷 氨 酰

胺和乙胺在 细 菌 的!1谷 氨 酰 基 转 肽 酶 的 催 化 作 用

下可以发生转谷氨酰基反应得到茶氨酸’!()为了得

到能用于生物转化法生产茶氨酸的微生物%必须提

高微生物中!1谷氨酰基转肽酶的表达量)作者构建

了高效表达!1谷氨酰基转肽酶的重组大肠杆菌%其

转化生成茶氨酸的能力也相应地提高)

>!材料与方法

>?>!菌株和质粒

宿 主 菌#($)*+’$)’,$%&’4+.#3"#($)*+’$)’,
$%&’4+.#3染色体 *̂="表达载体678.2!作者所

在实验室保藏"表达载体6;9,:!作者所在实验室构

建’%()
>@A!酶和试剂

\,[̂ *=聚合酶&限制性 内 切 酶&8U=_&\"连

接酶&核酸标 准 相 对 分 子 质 量 +,-VG-等 为 宝 生 物

工程#大连$有 限 公 司 产 品)_8T产 物 纯 化 试 剂 盒&
琼脂糖凝胶中回收 *̂=片断的试剂盒!上海华 舜

生物工程有限公司产品)
扩增#5$%&’4+.#3中!1谷氨酰基转肽酶基因

的 引 物 如 下) 引 物 _.!$]1=88>>==\1
\8>\8>=8\>>==>==\=\8\=8=>>1%]"

_!!$]1=88>>==\\8>\8>=88>\==>==\1
8=>==>\8>1%]" _%! $]1=88>>==\\8=\1
>=\====88>=8>\\\1%])

其中_.与!1谷氨酰基转肽酶基因的下游序列

互补)_!&_%分别在不同部位与该基因的上游序列

互补!_!的互补序列位于!1谷氨酰基转肽酶基因自

身启动子的上游"_%的互补序列位于!1谷氨酰基转

肽酶基因自 身 信 号 肽 的 上 游%自 身 启 动 子 的 下 游)
引物 _.&_!&_%的$]端 分 别 引 入 了-,&U&-,&U&

#$%.U%个限制性酶切位点)
>?B!946扩增

以_.&_!为引物的_8T反应条件为!以#5$%&’
4+.#3染色体 *̂=为模板%在$#!@_8T反应混

合液中含.#倍 缓 冲 液$!@%W*\_#各!5$SS’()

@$"!@%!#SS’()@引 物 各"!@%模 板.5$!@%

\,[酶.!@%用无菌水调整至$#!@)3$‘变性$
SAB)循环参 数!3"‘变 性"$R"$!‘退 火3#R"

0!‘延伸3#R"%$个循环)0!‘.#SAB使产物延

伸完全)
以_.&_%为引物的_8T反应条件在上述条件

的基础上略加改变即可)
>@C!DE;重组!转化及阳性转化子的筛选

.$以_.&_!为 引 物 的_8T反 应 产 物 经_8T
产物纯化试剂盒纯化%-,&U酶切后电泳分离回收约

!5#VY 的 _8T 产 物%并 与 经 相 同 酶 切 的 载 体

678.2连 接 后 转 化#5$%&’4+.#3%在 含 有 a1C,(&

U_\>以及!##!C)S@氨卞青霉素的@L平板上检

出转化子%提取质粒%酶切电泳鉴定%所获质粒是目

的重组质粒678.21CC9#RZ6Z$)
!$以_.&_%为 引 物 的_8T反 应 产 物 经_8T

产物纯化试剂盒纯化%-,&U&#$%.U酶切后电泳分离

回收约.53VY的_8T产物%并与 经 相 同 酶 切 的 载

体6;9,:连 接 后 转 化#5$%&’4+.#3%在 含$#!C)

S@卡那霉素的@L平板上检出转化子%提取质粒%
酶切电泳鉴定%所获质粒是目的重组质粒6;9,:1CC9
#RZ61$)
>@F!重组质粒在大肠菌中的表达

>@F@>!携 带678.21CC9!RZ6Z"的#5$%&’4+.#3
转化子的培养条件!转化子纯化后接种含!##!C)

S@氨卞青霉素的@L液 体 培 养 基%%0‘振 荡 培 养

.!I后按体积分数!b接种量接种至含!##!C)S@
氨卞青霉素的@L液体培养基中)%#‘振荡培养.!
I后仍按体积分数!b接种量接种至含!##!C)S@
氨卞青霉素的@L液体培养基中%!#‘振荡培养"#
I后测定!1谷氨酰基转肽酶酶活)
>@F@A!携 带6;9,:1CC9!RZ61"的#5$%&’4+.#3转

化子的培养条 件!转 化 子 纯 化 后 接 种 至 含$#!C)

S@卡那霉素的@L液体培养基%%0‘振荡培养 至

//##BS约 为#5"时%加 入U_\>至 终 质 量 浓 度 为#5$

SC)S@%诱导"I后测定!1谷氨酰基转肽酶酶活’%()

!" 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!

万方数据



>@G!!@"#$%!H>IJ的培养条件

#5$%&’4+.#3纯化 后 接 种 至@L液 体 培 养 基!

%0‘振荡 培 养.!I后 按 体 积 分 数!b接 种 至@L
液体培养基)%#‘振 荡 培 养.!I后 仍 按 体 积 分 数

!b接种至@L液体培养基!!#‘振荡培养"#I后

测定!1谷氨酰基转肽酶酶活""#)
>@K!周质蛋白分离方法

渗透压法"$#)
>@L!酶活测定方法

参照文献""#)
>?J!生物转化生成茶氨酸的反应条件

将培 养 好 的 发 酵 液 用"###-$SAB离 心.$
SAB!用去离子水 洗 涤 一 次!再 离 心.$SAB)弃 去 上

清液!按 一 定 比 例 用 缓 冲 液 悬 浮 沉 淀!制 备 菌 体 悬

浮液).S@转化反应体系中!含湿菌体.SC!谷氨

酰胺!#SS’($@!乙胺.$#SS’($@!6E.#!%0‘
孵育!"I"!#)
>@>I!茶氨酸检测条件

参照文献"/#)

A!结!果

A@>!重组质粒MN4>LO220!5PMP"的构建及其转化

子培养物的!O谷氨酰基转肽酶酶活

以#5$%&’4+.#3染色体 *̂=为模板!用_.%

_!作为引 物 进 行_8T扩 增!电 泳 表 明!_8T产 物

在约!5#VY处形成一明亮的条带!没有杂带)将扩

增产 物 酶 切 纯 化 后 与678.2连 接 得 到 重 组 质 粒

678.21CC9&RZ6Z’)用-,&U酶 切 重 组 质 粒678.21

CC9&RZ6Z’!酶切产物用琼脂糖凝胶电泳分析!结果

见图.)图谱分析表明!酶切产物含有大小约为!50
VY和!5#VY的两种片段!符合678.21CC9&RZ6Z’
应有的特征!重组质粒构建成功)

.5678.21CC9&RZ6Z’$-,&U(!5 *̂=S,-VG-"1̂ *=$0("U)

图>!重组质粒MN4>LO220!5PMP"的酶切鉴定

)-2?>!;%&’35-5"(01.$.,"78-%.*M’&57-*MN4>LO220
!5PMP"

!!按 照.5/ 的 方 法 培 养 #5$%&’4+.#3!按 照

.5$5. 中 的 方 法 培 养 携 带 有 678.2 的 #5$%&’
4+.#3转 化 子 以 及 携 带 有678.21CC9&RZ6Z’的

#5$%&’4+.#3转化子!分别测定培养液和细胞周质

内的!1谷氨酰基转肽酶活性!见 表.)结 果 表 明!上

述各种培养物 的 培 养 基 中 检 测 不 到 >>\活 性)用

"1检验评估不同菌株培养物周质内的比酶活之间差

异的显著性!结果1"#5#$!表明#5$%&’4+.#3%携
带 有 678.2的 #5$%&’4+.#3转 化 子 和 携 带 有

678.21CC9&RZ6Z’的#5$%&’4+.#3转 化 子 的 周 质

内的比酶活几乎相同)
按照.53的 方 法 转 化 谷 氨 酰 胺 和 乙 胺 生 成 茶

氨酸!按照.5.#的方法检测条件测定茶氨酸)将生

成的茶氨酸 的 量 除 以 反 应 体 系 中 初 始 的 谷 氨 酰 胺

的量得到谷氨酰胺的转化率!见表.)用"1检验评估

不同菌株培养物的转化率之间差异的显著性!结果

1"#5#$!表明携带有678.21CC9&RZ6Z’的#5$%&’
4+.#3转 化 子 转 化 生 成 茶 氨 酸 的 能 力 与 出 发 菌 株

#5$%&’4+.#3相比没有显著性地改变)
表>!各菌株培养物的!O谷氨酰基转肽酶活性分析

:&8?>!D.0.,0-"%"(!O2’#0&73’0$&%5M.M0-*&5..QM$.55.*83
!@"#$%!H>IJ&%*$.,"78-%&%0

#5$%&’4+.#3
携带的质粒

培养基中
比酶活$
&7$SC’

周质中
比酶活$
&7$SC’

谷氨酰胺
转化率$b

无 # #5"/"c#5#%% .502c#5.%

678.2 # #5""0c#5#!/ .50.c#5.!

678.21CC9&RZ6Z’ # #5"$#c#5#%. .50%c#5.$

A@A!重组质粒MR0&,O220!5PMO"的构建及其转化子

培养物的!O谷氨酰基转肽酶酶活

以#5$%&’4+.#3染色体 *̂=为模板!用_.%

_%作为引 物 进 行_8T扩 增!电 泳 表 明!_8T产 物

在.53VY处形成一明亮的条带!没有杂带)将扩增

产物酶切纯化后与6;9,:连接得到重组质粒6;9,:1

CC9&RZ61’)用-,&U%#$%.U酶切重组质粒6;9,:1CC9
&RZ61’!酶切产物用琼脂糖凝胶电泳分析!结果见图

!)图谱分析表明!酶切产物含有大小约为"5$VY和

.53VY的两种片段!符合6;9,:1CC9&RZ61’应有的特

征!重组质粒构建成功)
!!按 照.5/ 的 方 法 培 养 #5$%&’4+.#3!按 照

.5$5!的 方 法 培 养 携 带 有6;9,:的#5$%&’4+.#3
转 化 子 以 及 携 带 有 6;9,:1CC9&RZ61’的 #5$%&’
4+.#3转化子!分别测定培养液和细胞周质内的!1
谷氨酰基转肽酶 活 性!见 表!)结 果 表 明!上 述 各 种

培养物 的 培 养 基 中 均 检 测 不 到 >>\活 性)用"1检

%"!第!期 郭 亮等!生物转化法生产茶氨酸的重组大肠杆菌的构建
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验评估不同 菌 株 培 养 物 周 质 内 的 比 酶 活 之 间 差 异

的显著性!结果1"#5#$!表明#5$%&’4+.#3"携带

有6;9,:的#5$%&’4+.#3转化子的周 质 内 的 比 酶

活几 乎 相 同)而 携 带 有6;9,:1CC9#RZ61$的#5$%&’
4+.#3转 化 子 的 周 质 内 的 比 酶 活 约 为 前 两 者 的

!5%倍)

.56;9,:1CC9#RZ61$%-,&UZ#$%.U&!5̂ *= S,-VG-"1̂ *=%

2’34UUU

图A!重组质粒MR0&,O220!5PMS"的酶切鉴定

)-2?A!;%&’35-5"(01.$.,"78-%.*M’&57-*MR0&,O220
!5PMO"

按照.53的 方 法 转 化 谷 氨 酰 胺 和 乙 胺 生 成 茶

氨酸!按照.5.#的检测条件测定茶氨酸)将生成的

茶氨酸的量 除 以 反 应 体 系 中 初 始 的 谷 氨 酰 胺 的 量

得到谷氨酰胺的 转 化 率!见 表!)结 果 表 明!携 带 有

6;9,:1CC9#RZ61$的#5$%&’4+.#3转化子转化生成

茶氨酸的能力是出发菌株的.50倍)
表A!各菌株培养物的!O谷氨酰基转肽酶活性分析

:&8?A!D.0.,0-"%"(!O2’#0&73’0$&%5M.M0-*&5..QM$.55.*83
!@"#$%!H>IJ&%*$.,"78-%&%0

#5$%&’4+.#3
携带的质粒

培养基中
比酶活%
#7%SC$

周质中
比酶活%
#7%SC$

谷氨酰胺
转化率%b

无 # #5"/"c#5#%% .502c#5.%

6;9,: # #5"".c#5#$# .5/0c#5.0

6;9,:1CC9#RZ61$ # .5#/$c#5#%" !532c#5..

B!讨!论

构建具有经济价值的基因工程菌!通常需要建

立基因的高效表达系统)影响基因高效表达的因素

非常 复 杂!大 致 可 以 从 转 录"翻 译 以 及 翻 译 后 的 处

理%个水平对活性蛋白质的表达进行调控)大肠杆

菌中的!1谷氨 酰 基 转 肽 酶 是 一 种 以 溶 解 状 态 存 在

于 周 质 空 间 中 的 非 糖 基 化 酶!由 大 小 两 个 亚 基 组

成!相对分子质量分别约为%3###和!####)这两

个亚基由共 同 的!1谷 氨 酰 基 转 肽 酶 前 体 经 过 翻 译

后的加工形成’0()因此!>>\的高活性表 达 与 转 录

的强 弱"信 号 肽 的 强 弱 及 翻 译 后 的 加 工 均 密 切

相关)
B@>!!O谷氨酰基转肽酶基因的拷贝数对!O谷氨酰

基转肽酶表达量的影响

678.2是一种高拷贝的质粒!将含有自身启动

子及信号肽 编 码 序 列 的!1谷 氨 酰 基 转 肽 酶 的 完 整

基因 接 入678.2后!携 带 有678.21CC9#RZ6Z$的

#5$%&’4+.#3转 化 子 中!!"基 因 的 拷 贝 数 得 以 大

量提高!但是并不改变该酶原有的转录调控元件和

介导翻译产物进入周质空间的信号肽)因此通过比

较678.21CC9#RZ6Z$的#5$%&’4+.#3转 化 子 和

#5$%&’4+.#3量的>>\表达量可以判断基因的拷

贝数对!1谷 氨 酰 基 转 肽 酶 表 达 量 的 影 响)结 果 表

明!在原有的 调 控 序 列 的 作 用 下!仅 仅 提 高!!"基

因的拷贝数不能使细胞的>>\活性发生显著性的

改变!转化子 转 化 生 成 茶 氨 酸 的 能 力 没 有 改 变)可

能的 原 因 是!!"基 因 剂 量 的 增 加 并 不 能 导 致 其 转

录或翻译水平的提高)
B@A! 强启动子对!O谷氨酰基转肽酶表达量的影响

表达载体6;9,:同时含有9,:启动子和&,$U基

因!因此它可 以 产 生 更 高 浓 度 的 阻 遏 蛋 白!降 低 载

体上9,:启动子 下 游 基 因 的 本 底 表 达!从 而 避 免 因

酶过 量 表 达 产 生 的 毒 性 影 响 细 胞 生 长)而 在 用

U_\>诱导后可以使目的基因在强启动子9,:的作

用下高表达!目前该载体已成功用于"1淀粉酶基因

和.!%1丙二醇氧化还原酶基因在#5$%&’4+.#3中

的高表达’%()将 含 有 自 身 信 号 肽 编 码 序 列!但 不 含

自身启动子的!1谷氨酰基转肽酶基因接入6;9,:的

9,:启动子下游的适当位置得到重组质粒6;9,:1CC9
#RZ61$)携 带 有6;9,:1CC9#RZ61$的#5$%&’4+.#3
转化子中!!"基因可以在强启动子9,:的作用下大

幅度提高转录水平)通过比较携带有6;9,:1CC9#RZ

61$的 #5$%&’4+.#3转 化 子 和 #5$%&’4+.#3的

>>\表达活性可以判断强启动子9,:对!1谷 氨 酰

基转肽酶表达活性的影响)结果表明!在9,:启动子

的作用下转 化 子 的 周 质 内 的 比 酶 活 较 出 发 菌 株 有

明显增加!其转化生成茶氨酸的能力也相应地明显

提高)由此可知!>>\表达在转录水平受到调控!通
过提 高!!"结 构 基 因 上 游 启 动 子 的 效 率 可 以 使 细

胞产>>\的能力明显提高)而高产!1谷氨酰基 转

肽酶的重组 菌 转 化 生 成 茶 氨 酸 的 能 力 也 相 应 地 增

强)相信通过 改 进 产 酶 条 件 和 生 物 转 化 条 件!基 因

工程菌的转 化 生 成 茶 氨 酸 的 能 力 应 该 可 以 进 一 步

得到提高)因此通过提高!!"结构基因上游启动子
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的效率可以 构 建 得 到 用 于 生 物 转 化 法 生 产 茶 氨 酸

的工程菌)
虽然构建 的 重 组 菌 产!1谷 氨 酰 基 转 肽 酶 的 能

力有明显提高!但是与其它利用6;9,:构建的重组

菌中目的蛋白表达量的提高倍数相比!>>\活性的

提高倍数较低)>>\是周质蛋白!因此它的翻译后

的加工过程!如信号肽的切除"大小亚基的形成"蛋

白质的折叠等 均 发 生 在 周 质 空 间 中)如 果 >>\前

体不能顺利到 达 周 质 空 间!可 能 造 成 >>\在 细 胞

内的积累!反馈抑制>>\的合成)即使在强启动子

的作用下大量 提 高 了>>\前 体 的 生 成 量!也 会 因

为>>\前体不能顺利转运而大部分以未切去信号

肽的前体分 子 形 式 聚 集 在 胞 内 或 结 合 在 内 膜 内 侧

形成包涵体)因此翻译后的转运和加工过程也是提

高大肠杆菌中>>\表 达 活 性 的 影 响 因 素!很 可 能

是>>\前体转运效率的偏低限制了强启动子提高

细胞>>\ 活 性 的 能 力)为 考 察 转 运 过 程 对 提 高

>>\表达活性的影响!可以将既不含有自身信号肽

编码序列!也不含自身启动子的!1谷氨酰基转肽酶

基因接入同 时 具 有 强 启 动 子 和 强 信 号 肽 序 列 的 载

体来表达!!"基因!以观察在强启动子和强信号肽

协同作用下!1谷氨酰基转肽酶的表达活性)
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