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摘要：谷氨酸脱羧酶（ＧＡＤ）是功能因子γ－氨基丁酸（ＧＡＢＡ）生物合成过程中的重要酶。为了得
到一种有高效活性的ＧＡＤ基因工程菌，克隆到一种ＧＡＤ基因，来源于微生物Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃ－
ｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３。以ｐＥＴ－２２ｂ（＋）为载体质粒，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）为宿主细
胞，构建了基因重组菌，ＩＰＴＧ可诱导目的重组ＧＡＤ过量表达；经亲和层析纯化的重组蛋白质样
品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，在约５４　０００处出现显著的特征蛋白质条带；活性检测结果表明，该重
组ＧＡＤ的转化活性比野生菌株有明显提高，野生菌株经５ｈ细胞转化，反应底物转化率为
５５．８％，而工程菌２０ｍｉｎ后转化率达到８２．１％，３０ｍｉｎ后转化可达到９８．３％。
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　　γ－氨基丁酸（Ｇａｍｍａ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ，ＧＡ－
ＢＡ）是一种天然存在的非蛋白组成氨基酸，在哺乳
动物体内 ＧＡＢＡ 是一种抑制性神经递质，介导

４０％以上的抑制性神经信号［１］。ＧＡＢＡ具有提高
脑活力［２］、降低血压［３］，安定精神［４］、改善肝肾机能
等功能，因而它在功能食品中具有广泛的应用前
景。
谷 氨 酸 脱 羧 酶 （Ｇｌｕｔａｍａｔｅ　ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，

ＧＡＤ）是一种磷酸吡哆醛（ＰＬＰ）类酶，是ＧＡＢＡ生
物合成过程中的重要酶［５］。ＧＡＤ广泛存在于单细
胞有机体、植物组织到高级哺乳动物体内，但它在
细胞中的存在量甚微。细菌ＧＡＤ中研究最多最深
入的是Ｅ．ｃｏｌｉ　ＧＡＤ［６－７］，另外在乳酸菌［８－１１］等微生
物中也有很多报道。
作者以Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３

ＧＡＤ基因组为模板，通过设计引物、ＰＣＲ扩增获得

ＧＡＤ的编码基因，连接至ＰＭＤ　１９－Ｔ　ｓｉｍｐｌｅ　ｖｅｃｔｏｒ
进行亚克隆，以ｐＥＴ２２ｂ（＋）为载体，构建获得重组
质粒ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ，并在大肠杆菌中实现成功表
达，同野生菌种相比，表达产物ＧＡＤ的生物活性有
了显著的提高，具备了工业应用的潜质。

１ 材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　菌株与载体　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１
（ＤＥ３）：购于上海生工公司；Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂ－
ｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３：来自法国国家农艺研究院（ＩＮ－
ＲＡ）；克隆载体ＰＭＤ　１９－Ｔ　ｓｉｍｐｌｅ　ｖｅｃｔｏｒ：购于宝生
物工程（大连）有限公司；表达载体ｐＥＴ－２２ｂ（＋）：
中国科学技术大学生命科学学院王玉珍教授惠赠。

１．１．２　工具酶和试剂　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、胶回收
试剂盒、质粒抽提试剂盒：上海生工公司；Ｔ４ＤＮＡ
连接酶、Ｗｉｄｅ　Ｒａｎｇｅ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（５００～１２　０００）、
蛋白质标样、限制性内切酶ＮｄｅＩ、ＸｈｏＩ及ＰＣＲ产
物纯化试剂盒：宝生物工程（大连）有限公司；Ｃｈｅｌａ－
ｔｉｎｇ　Ｓｅｐｈａｒａｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ：ＧＥ公司；γ－氨基丁酸：

Ｓｉｇｍａ公司；其它均为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３
ＧＡＤ基因的 ＰＣＲ扩增　依据Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ
ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３ＧＡＤ基因序列设计引物，为

方便其构建重组质粒、定向克隆，于上下游引物５′
端分别引入ＮｄｅＩ和ＸｈｏＩ酶切位点。引物序列如
下：
引物１：５′－ＧＣＣＡＴＡＴＧＴＴＡＴＡＣＧＧＡＡＡＡ

ＧＡＡＡＡＴＣＧＣＧ－３′
引物２：５′－ＣＡＴＧＣＴＣＧＡＧＧＴＧＡＧＴＡＡＡＴ

ＣＣＡＴＧＴＧＴＴＴ－３′
以Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３菌

液ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增 ＧＡＤ基因。ＰＣＲ条件
为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５７．９℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，进行３５个循环；最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保藏。

１．２．２　ＰＣＲ产物的亚克隆、鉴定　用胶回收试剂
盒、ＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化ＰＣＲ产物，然后将纯
化产物连接至ＰＭＤ１９－Ｔ　ｓｉｍｐｌｅ　Ｖｅｃｔｏｒ，再将连接产
物转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感受态细胞中，涂布于蓝白斑
筛选平板，３７℃培养过夜，选取白色菌落初步确定为
阳性菌落。挑取白色单菌落至ＬＢ液体培养基（含５０

μｇ／ｍＬ氨苄抗生素）中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养过夜，
通过菌液ＰＣＲ扩增目的基因、对抽提质粒进行酶切
分析检测，得到阳性克隆，送上海生工测序。将鉴定
为阳性克隆的重组质粒命名为Ｔ－ｌｌ－ｇａｄ。

１．２．３　工程菌的重组构建 　将阳性重组质粒 Ｔ－
ｌｌ－ｇａｄ及质粒ｐＥＴ－２２ｂ（＋）分别用Ｎｄｅ　Ｉ和Ｘｈｏ　Ｉ
双酶切，回收目的片段后，以Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行
连接，连接产物转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细
胞中。通过筛选与鉴定，获得重组质粒阳性克隆，
重组质粒命名为ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ，重组工程菌命名为

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ）。

１．２．４　 工程菌的诱导表达 　将重组菌Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ）接种于４ｍＬ　ＬＢ液体培养基
（含５０μｇ／ｍＬ氨苄抗生素）中，３７℃下２００ｒ／ｍｉｎ
培养过夜；将其接种至２００ｍＬ　ＬＢ培养基中，３７
℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养至ＯＤ值为０．６～０．８，加入终浓
度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基－β－Ｄ－硫代吡喃半乳糖苷
（ＩＰＴＧ），３０℃条件下２００ｒ／ｍｉｎ诱导培养５ｈ。每
隔１ｈ取菌液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。

１．２．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析　取诱导后的菌液４０

μＬ，加入１０μＬ　５×ＳＤＳ样品缓冲液，混匀后于沸
水中加热５ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取１５μＬ
上清液进行浓缩胶质量浓度为４ｇ／ｄＬ，分离胶浓度
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为１２ｇ／ｄＬ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。

１．２．６　重组 ＧＡＤ 的纯化　离心收集菌体，以

Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，５００
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，ｐＨ　７．５）重悬菌体，超声波破碎细胞
（２５０Ｗ，超声１ｓ，停顿２ｓ，全程工作时间５ｍｉｎ）
后，离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ，４℃），收集上清液
进行亲和层析纯化。采用 Ｎｉ　２＋－Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ　Ｓｅｐｈａ－
ｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ亲和介质填充层析柱，对重组蛋白
进行纯化。上柱前预先以３倍柱体积的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ平衡亲和柱，样品上柱后以 Ｗａｓｈ　ｂｕｆｆｅｒ（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，５００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，５０
ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ　７．５）洗脱杂蛋白质，再用Ｅｌｕｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ７．５）洗脱重组蛋白质，
最终用Ｓａｍｐｌｅ　ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓冲液，

ｐＨ　４．８）对洗脱蛋白质进行透析（以上操作均在４
℃条件下进行）。对每个步骤取样进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析。

１．２．７　重组ＧＡＤ生物活性测定 　ＧＡＤ催化谷氨
酸钠生成ＧＡＢＡ，细胞转化反应体系为：５０ｍＬ菌
液离心所得菌体，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ 谷氨酸钠，用 ｐＨ
４．８［１２－１３］、５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓冲液定容至１０ｍＬ，
反应温度为４５℃。底物与产物含量可通过 ＨＰＬＣ
进行测定。方法为：向待测体系中加入等体积１０％
的三氯乙酸（ＴＣＡ），振荡均匀［１４］，再离心（２　０００　ｇ，

５ｍｉｎ），清液稀释２～１０倍，再经０．４５μｍ膜过滤，

ＨＰＬＣ分析。ＨＰＬＣ采用 ＯＤＳ　Ｃ１８（φ４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ），４０℃分析，ＧＡＢＡ用外标法定量。

２ 结果与分析

２．１　Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３ＧＡＤ
基因的ＰＣＲ扩增、克隆及鉴定
以 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３

ＧＡＤ菌液 ＤＮＡ为模板，扩增出了一条约１．４ｋｂ
的条带，与预期的扩增产物大小吻合，见图１。

　　使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将纯化后的Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３ＧＡＤ基因连接到ＰＭＤ
１９－Ｔ载体，转化培养，经菌液ＰＣＲ鉴定、提质粒检
测质粒大小，得到阳性重组质粒Ｔ－ｌｌ－ｇａｄ，送上海生
工测序，测序结果与ＮＣＢＩ（登录号：ＮＣ＿００２６６２）中
已知基因完全吻合。

１：ＰＣＲ扩增片段；２：标准ＤＮＡ

图１　ＧＡＤ基因的ＰＣＲ扩增片段检测
Ｆｉｇ．１　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＧＡＤ　ａｍｐｌｉｅｄ　ｂｙ　ＰＣＲ

２．２　重组表达质粒ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ的构建
将重组质粒Ｔ－ｌｌ－ｇａｄ与表达载体ｐＥＴ－２２ｂ（＋）

分别使用Ｎｄｅ　Ｉ和ＸｈｏＩ双酶切，用Ｔ４ＤＮＡ连接
酶进行连接。
将重组表达质粒ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ经 Ｎｄｅ　Ｉ和

ＸｈｏＩ双酶切，得到ｐＥＴ－２２ｂ（＋）线性片段和插入
的目的基因片段，该片段与ＰＣＲ产物大小相同，

ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ双酶切鉴定结果见图２。

１：ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ酶切片段／Ｎｄｅ　Ｉ＋Ｘｈｏ　Ｉ；２：标准ＤＮＡ

图２　重组质粒ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ的酶切鉴定
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ

２．３　工程菌的诱导表达及重组ＧＡＤ的纯化
对重组菌Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ）的诱导

表达进行了初步研究，表达产物ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结
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果见图３。重组菌株经诱导表达后，约在５４　０００处
明显出现特征蛋白质条带。随着１ｍｍｏｌ／Ｌ 的

ＩＰＴＧ诱导时间加长，目的蛋白表达量梯度增加。５
ｈ后，ＧＡＤ表达量达到细胞总蛋白质的一半以上，
基本达到最高诱导量。

１：Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ）诱导前全细胞片段；２～６：Ｅ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ）经ＩＰＴＧ诱导１～５ｈ全细胞片段；７：标准相

对分子质量蛋白质

图３　重组ＧＡＤ在Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１中的表达
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＧＡＤ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１

　　Ｎｉ　２＋－Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ亲和层析
后进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果见图４。表明蛋白质
较纯，大小与预期相符。

１：亲和层析纯化后的重组蛋白质；２：标准相对分子质量蛋白质

图４　纯化后的重组ＧＡＤ的分析
Ｆｉｇ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＧＡＤ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ

２．４　工程菌重组ＧＡＤ的细胞转化活性
对工程菌进行细胞细胞转化实验，结果见图５。

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１经过５ｈ细胞转化后底物转化率仅为
２．８％，ＧＡＤ活性很低；野生菌５ｈ反应后转化率为

５５．７％；相比之下，工程菌仅反应０．５ｈ后转化率已
到达９８．３％。这说明工程菌重组基因ＧＡＤ得到了

正确表达，并且细胞转化能力有了显著的提高。

图５　细胞转化进程曲线
Ｆｉｇ．５　Ｐｒｏｃｅｓｓ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

３ 结　语

　　ＧＡＢＡ是一种具有多种功能性质的食品因子，
已经在饮料等产品中得到了应用，其优良的功能性
质受到了人们的广泛关注。ＧＡＤ是生物转化生产

ＧＡＢＡ工程中的关键酶，对其进行大量的开发及活
性提高研究具有广泛的应用前景。
作者以Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３

ＧＡＤ基因为模板，通过菌液ＰＣＲ及基因克隆技术，
将目的基因构建到ｐＥＴ－２２ｂ（＋）为载体中，获得重
组质粒ｐＥＴ２２ｂ－ｌｌ－ｇａｄ，并将该质粒转化至Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）中获得工程菌。用１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱
导该工程菌重组基因的过量表达。经亲和层析纯
化的重组蛋白质样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析，约
在５４　０００处出现特征蛋白条带，证明了Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３ＧＡＤ 基因在 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１中的到了正确的表达。通过细胞转化实验比
较了工程菌、野生菌、及Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）对底物
的细胞转化能力。工程菌在２５ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酸钠、

ｐＨ　４．８、４５℃的反应体系里反应０．５ｈ底物转化率
可达９８．３％，实验结果表明，工程菌的ＧＡＢＡ生产
能力有了显著提高。其进一步的工业生产有着广
阔的前景。
据文献［１２，１３］报道，微生物来源的ＧＡＤ在偏

酸（４～５）的环境有较高的活性，而在中性或碱性下
活性很低，下一步我们将对Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂ－
ｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　ＩＬ１４０３ＧＡＤ催化机制进行研究，并试着
通过改变其分子结构提高其ｐＨ值适应性，提高酶
活。
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