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摘 要 利用 YK2 方法从茂原链轮丝菌（+.1,-.’5,1.434((4=/ /’0818,>B,）基因组 \*; 扩增出微生物转谷氨酰胺酶（7431’048(
@18>BE(=.8/4>8B,，7@X）的基因片段，并构建表达质粒 -N@M7@X。后者在大肠杆菌（2’B,..8 \N:）中得到高效表达，但表达的 7@X
存在于包涵体中。经洗涤、变性和复性，并以强阳离子交换层析纯化，获得了 +\+MY;XN 纯的 7@X，并具有与天然酶几乎相同

的比活性。此项工作为工业化生产 7@X 打下了基础。
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微生物转谷氨酰胺酶（7@X，N!^:^!^":）是一种

催化多肽链中谷氨酰胺的!M酰基转移至另一底物

中氨基，形成!M谷氨酰化合物的转移酶。如底物为

蛋白质，它能催化两个蛋白质之间的交联反应。底

物包括乳清蛋白、麦胚蛋白、大豆蛋白、牛肌球蛋白

和家禽类肌动球蛋白等［"］。通过催化蛋白质或多肽

之间的交联反应，提高蛋白质的水溶性、起泡性、可

搅拌性、热稳定性、乳化性等功能，使蛋白质类食品

在质构、外观和风味得到了改善，从而提高蛋白质的

营养价值。目前，7@X 已广泛应用于食品工业［!］。

转谷氨酰胺酶广泛存在于动物许多组织中，但由于

含量低、分离困难、热稳定性差、对钙离子的依赖性，

使之工业化生产十分困难。



上世纪 !" 年代末，#$%& 等［’］发现茂原链轮丝

菌、肉桂链轮丝菌和灰肉链轮丝菌等能分泌 ()*，

这类 ()* 具有热稳定、不需要钙离子、产物交联程

度高等特点。但由于表达量较低，生产成本仍然较

高，限制了它的进一步应用。大肠杆菌已广泛地应

用酶制剂和生物制药工业［+］，生产重组蛋白。,"",
年 -./012.31 小组［4］在大肠杆菌 56,7（89’）:6;/< 中

表达了 ()*，但带有该质粒的菌体表达 )= 溶菌酶，

所产生的 )= 溶菌酶与 )=>?# 聚合酶结合，抑制转

录，能明显降低本底表达，对外源目的蛋白的高效表

达产生了不利影响［@］。()* 的编码基因含有大肠

杆菌稀有密码子，特别是位于 ?A端第 4 和 74 位的

#B3，密码子均为 #**，不利于高效表达［=］。为此，本

实验选择表达稀有密码子的大肠杆菌 >&/CDD.（89’）

作为宿主菌，改善稀有密码子对表达的限制，利用

E9) 系统高效表达 ()*，建立了高密度发酵工艺和

简便有效的 ()* 包涵体复性方法，并对其表达产物

进行了纯化和活性测定。

! 材料和方法

!"! 材料

大肠肝菌 8F4!、56,7（89’）由本室保存；大肠

肝菌 56,7（89’）:6;/<、>&/CDD.（89’）和质粒 E9)A,,G
购自 ?&H.3C$；限制酶 !"#"、$%&"和 )+ 8?# 连接

酶为大连 ).-.>. 产品；高保真 :IJ 聚合酶为上海生

工产品；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自上海华

舜；:K> 引物由上海博亚合成；8?# 测序由上海博

亚公司完成；茂原链轮丝菌基因组 8?# 由杨小平博

士惠 送；天 然 ()* 由 :./DCB$.LM 博 士 惠 送；<:A
<CE0.B&/C 购自 #NCB/0.N；蛋白分子量标准为 *1GL&
产品。O:)*、尿素、98)# 等为进口或国产分析纯试

剂。

!"# 方法

!"#"! :K> 扩增 ()* 基因：以 7#3 茂原链轮丝菌基

因组 8?# 为 :K> 反 应 模 板，正 向 引 物 为 4PA
)#####K#)#)**#K)KK*#K*#K#***)K#KA’P， 反

向引物为 4PA)#####K)K*#*))#K**KK#*KKK)*K
)))#KKA’P。:K> 反应在 4"#6 总体积中进行，反应

条件为在 Q+R变性 4N1$ 后开始循环，然后 Q+R变

性 4"/，4!R退火 7N1$，=,R延伸 ,N1$，共 ’" 个循环

后，再于 =,R延伸 7"N1$。

!"#"# ()* 表达质粒的构建：凝胶回收的 :K> 产

物和 E9)A,,G 载体分别用 !"#"和 $%&"双酶切，并

通过凝胶回收试剂盒回收，然后进行连接（7@R，

7@0），转化 8F4!感受态细胞，挑选阳性克隆，提取

质粒后进行双酶切分析验证，并进行 8?# 测序鉴

定。构建的表达质粒被称为 E9)A()*。

!"#"$ ()* 在 ’ S (&)* 中的表达、包涵体的复性和

()* 的纯化：以测序验证的 E9)A()* 表达质粒分别

转化 56,7（89’）、56,7（89’）:6;/< 和 >&/CDD.（89’）

感受态细胞；挑取阳性克隆，接种于含 4"#3TN6 氨苄

青霉素的 65 培养基中，后二种 ’ S (&)* 的培养基中

含有 4"#3TN6 氨苄青霉素和 ’"#3TN6 氯霉素，’=R
振荡培养至 +,@"" 约为 "U@ V "U! 时，加入终浓度为

7NN&WT6 的 O:)*，’=R诱导 ’0。接种上述转化后的

>&/CDD.（89’）于 7"""N6 65 培养基，待 +,@"" 值约达

,U" 时，诱 导 与 上 述 相 同。 离 心 收 集 菌 体，以

4"NN&WT6、EF !U" )B1/AFKW（含 7NN&WT6 98)#）悬浮，

在冰浴中以超声波破碎菌体，离心后分别收集上清

和沉淀，其中沉淀部分（包涵体）以 4"NN&W )B1/AFKW
（EF!U"，含 7""NN&WT6 ?.KW，7NN&WT6 98)#，"U4X
)B1D&$ YA7""）重悬，并经超声处理洗涤 ’ 次，然后再

以不含 )B1D&$ YA7"" 的同一缓冲液洗涤 ’ 次，得到纯

化的包涵体。()* 的复性参照 -./012.31 等方法［4］

并进行了改进。包涵体（,"N6，蛋白浓度约为 ,"
N3TN6）溶于 ,"NN&WT6、EF!U" )B1/AFKW（含 !N&WT6 尿

素，,"NN&WT6 8)) 和 7NN&WT6 98)#），室温搅拌 ,0，

离心去除沉淀后，用 FKW 调 EF 至 +U"，再次离心去

除沉 淀，用 ,"NN&WT6、EF+U" 的 乙 酸 缓 冲 液（ 含

"U"4X的 )B1D&$）稀释 4" 倍，+R搅拌过夜，次日用

"U4N&WT6 ?.ZF 调 EF 至 @U"。离心去除沉淀后，用

7" 倍 ,"NN&WT6、EF@U" 磷酸缓冲液（:5）透析 , 次。

复 性 产 物 上 <:A<CE0.B&/C 柱，用 :5（ 含 ,"NN&WT
6?.KW）洗去未结合的成分，再用含 "U4N&WT6 ?.KW 洗

脱，洗脱液透析后进行超滤浓缩，得到 ()* 7+4N3。
所有样品以 <8<A:#*9 进行分析，以 6&2B; 法测定蛋

白浓度。

!"#"% 高密度发酵：746 发酵罐发酵（工作体积为

7"6），接种量为 7""N6。发酵时间、EF、温度和搅拌

速度分别为 =U"、’=R和 @""BTN1$。发酵初始时培养

基 为：蛋 白 胨 +"3、酵 母 提 取 物 ,43、7,NN&WT6
?.,F:Z+、74NN&WT6 -F,:Z+、7+NN&WT6 ?.KW、+"
NN&WT6（ ?F+ ）, <Z+、,"NN&WT6 葡 萄 糖、7,NN&WT6

(3<Z+ 和适量的微量元素。补料为 ,"X 的葡萄糖

（含有 ,NN&WT6 ?.,F:Z+ 及 ’NN&WT6 -F,:Z+ ），待菌

体密度的 +,@""值达 @" V @4 时，补糖结束。待溶氧

上升超过 ’"X后，加入 O:)* 进行诱导表达，O:)* 的
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终浓度为 !""#$%&，溶氧保持在 ’() * +()，补料为

,()水解酪蛋白，诱导 ,- 后放罐，并在 !、.、’- 分别

留样。

!"#"$ /01 的活性测定：比色法测定 /01 活性［2］。

.+!& 含 酶 样 品 加 入 到 ’+(!& 酶 反 应 体 系 中

（.((""#$%&，3456( 0789:乙 酸 缓 冲 液，含 ’(""#$%&
;<=:1$>:1$?，!(""#$%& 4?@7#A?$B"8>C 和 !(""#$%&
1D0）。 充 分 混 合 后，’EF 保 温 +"8>。 然 后 加 入

’E+!& GC;$’（!"#$%&，溶解在 +)的三氯乙酸），混合

后离心去除沉淀后，在 +.+>" 波长下测定光密度值。

对照组为不含 /01 的样品缓冲液。一个 /01 的酶

活力单位为：’EF时，!"8> 催化底物 ;<=:1$>:1$? 生

成 !!"#$ &:谷氨酰":单异羟基肟酸（ &:1$HIB"8J BJ8@
":"#>#-?@7#AB"BIC）。

# 结 果

#"! %&’ 扩增 ()* 基因片段的鉴定

根 据 K8LHJ-8 报 道 的 /01 基 因 编 码 序 列

（1C><B>L：MG+’!,’E ），设计引物，以茂原链轮丝菌

基因组 NOM 为模板进行 P;Q 反应，扩增出一条与预

计大小（RR’S3）相符的 NOM 片段（图 !）。

图 ! 以 P;Q 方法扩增 /01 基因

G8TU! M"3$8V8JBI8#> #V /01 TC>C（RR’S3）S? P;Q
!：NOM "B7LC7；.：P;Q 37#@HJI U

#"# ()* 表达质粒的鉴定

凝胶回收的 P;Q 产物经双酶切后，与凝胶回收

的 3W0:..S 连接，转化 N4+#感受态细胞，并抽提质

粒，经双酶切方法鉴定重组质粒含有外源 RR’S3 片

段（图 .）。重组 3W0 被命名为 3W0:/01。然后测定

其中一个重组质粒的插入序列，测序结果显示插入

NOM 片段序列与 1C><B>L 登记的 /01 基因序列完

全相同。

图 . 双酶切方法鉴定重组质粒

G8TU. X@C>I8V8JBI8#> #V I-C 7CJ#"S8>B>I 3$B9"8@ 3W0:/01
S? @#HS$C 7C9I78JI8YC C>Z?"C @8TC9I8#>

!：NOM "B7LC7；.：3W0:/01%!"#$ [ $%&$ U

图 ’ XP01 诱导前后 /01 蛋白的表达

G8TU’ DND:PM1W B>B$?989 #V /01 CA37C998#> 8> ’ U (&)*
SCV#7C B>@ BVIC7 XP01 8>@HJI8#>

!："#$CJH$B7 \C8T-I "B7LC7（LN）；. * ,：SCV#7C XP01 X>@HJI8#>；

.：’ U (&)* <& .!（NW’）；’：’ U (&)* <& .!（NW’）P&?9D；

,：’ U (&)* Q#9CIIB（NW’）；+ * E：BVIC7 XP01 8>@HJI8#>

+：’ U (&)* <&.!（NW’）；5：’ U (&)* <&.!（NW’）P&?9D；

E：’ U (&)* Q#9CIIB（NW’）U

#"+ ()* 中表达、包涵体复性和纯化

将构建的 3W0:/01 质粒分别转化 <&.!（NW’）、

<&.!（NW’）P&?9D 和 Q#9CIIB（NW’），得到含重组质粒

的基因工程菌。DND:PM1W 分析 XP01 诱导前后的全

菌蛋白，只有转化后并经 XP01 诱导的 Q#9CIIB（NW’）

出现分子量为 ’5LN 的外源蛋白表达带，而转化的

<&.!（NW’）和 <&.!（NW’）P&?9D 以及未经 XP01 诱导

的三个菌株均未出现表达带（图 ’）。经光密度扫描

测定，表达带占菌体蛋白的 ,!)。筛选的表达菌株

使用 &< 培养基培养（!((("&），XP01 诱导 ’- 后，离

5RE +%*,#-# .&/0,1) &2 3*&4#(%,&)&56 生物工程学报 .((+，]#$6.!，O#6+



心后收集菌体，经破碎后分为上清和沉淀，沉淀部

分用含 !"#$%&’()* +,-!! 的菌体悬浮缓冲液充分洗

涤得包涵体（图 #），上清无表达带（结果未显示）。

包涵 体 经 尿 素 溶 解 变 性 和 透 析 复 性 后，以 ./,
.0123&)40 强阳离子交换柱层析纯化（图 5，#），结合

在柱上的 6%7，用含有 #!!88)9:; <3=9 的 /> 洗脱，

洗脱 液 透 析 后 进 行 超 滤 浓 缩，共 获 得 6%7 蛋 白

-5#8?。复性前酶蛋白量约为 5!!8?，以此计算，复

性率约为 @A"@$。

图 5 包涵体中和离子交换柱层析纯化后 6%7 蛋白的鉴定

B’?C5 .D.,/E7F 3*39G4’4 )H 6%7 1&)(0’* ’* ’*I9J4’)* K)LG
3*L 3H(0& 1J&’H’I3(’)* KG ’)*,0MI23*?0 I2&)83()?&312G
-：83&N0&；O：’4)93(0L ’*I9J4’)* K)LG；@：1J&’H’0L 6%7C

图 # ./,.0123&)40 BB 离子交换层析纯化复性后的 6%7
B’?C# /J&’H’I3(’)* )H P0H)9L0L 6%7 KG ./,.0123&)40 BB

.38190（-）：&0H)9L0L 6%7 ’* />；F9J0*(E（O）：/> Q O!88)9:; <3=9；

P F9J0*(>（@）：/> Q #!!88)9:; <3=9 C

!"# 高密度发酵及表达

菌体生长的 !" 值曲线表明（图 A）：!" 值在接

种 O2 开始上升，@2 后上升速度加快，OA2 后上升速

度减慢，此时的 !" 值为 #A。溶氧曲线显示：接种

52 后溶氧开始下降，A2 后直线下降。R2 后溶氧下

降到 OR$，同时碱泵间歇运转，表明细菌在产酸，约

在 -!2，溶氧开始上升，说明发酵罐里养料逐渐消

耗，在 -#2 时开始补料 C 待菌体密度的 !" 值达 A!
S A# 时，停止补料半小时，让葡萄糖充分耗尽。T/%7
诱导后 6%7 表达逐渐增高，在 @2 达到最高，52 后

表达量下降（图 U）。在诱导 @2 时，表达带与它相近

的一条带已融合起来，无法判断 6%7 占全菌蛋白的

百分含量。在随后的高密度发酵中，确定诱导时间

为 @2，离心得湿菌体 -!#?:; 培养基。按上述方法分

离纯化包涵体，并进行复性纯化，共获得 6%7 蛋白

-"R#?。

图 A 高密度发酵菌体生长曲线

B’?CA 7&)V(2 1&)H’90 )H K3I(0&’3 ’* (20 2’?2 L0*4’(G
H0&80*(3(’)*

图 U 6%7 在 ;> 培养基及高密度发酵中的表达

B’?CU .D.,/E7F 3*39G4’4 )H 6%7 0M1&044’)* ’* 2’?2
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!"# $%& 的活性测定

!"# 作用于底物后生成 $%谷氨酰!%单异羟基

肟酸，后者在波长 &’&() 处有吸收峰。根据蛋白测

定及酶的活性测定，重组 !"# 的比活为 ’*+&,-).，
天然 !"# 的比活为 ’/,-).。

’ 讨 论

01"’’2 为分泌型表达载体，含有 0345 信号肽的

编码序列，本实验使用 !"#"酶切去除该序列，因

此，表达产物不含信号肽。重组质粒 01"%!"# 插入

的 678 片段序列与 9:;,<=: 等报道的完全相同，其

中 # > ? 占 @@+@@A。当外源目的基因在大肠杆菌

表达时，由于密码子的偏爱性不同，会因为缺乏某种

和几种 BC78，直接导致翻译中止或错误。编码精氨

酸密码子 8#8、8##、甘氨酸密码子 ##8 和脯氨酸

??? 很少被使用［D］。在所有大肠杆菌含稀有密码子

的 BC78 中，BC78EF.（8##-8#8）含量最少。!"# 编码基因

分析显示：含有大肠杆菌稀有密码子 8#8、8##、

???、##8，其中 8#8 和 8## 最多，占编码精基酸密

码子中的 /G+HA（**-’D）。位于 !"# 7%端第 & 和 *&
位的 8F.，密码子均为 8##，更不利于 !"# 的表达。

IJE(KJ 等报道［G］，当 )C78 &L端含有稀有密码子时，

该基因在大肠杆菌表达明显受到抑制。本研究结果

表明：在 使 用 $ M %&’( 5$%’*（61/）和 5$%’*（61/）

N$OPQ 作为宿主菌时，IN"# 诱导后未看到表达带，这

可 能 是 这 两 株 宿 主 菌 中 含 稀 有 密 码 子 的

BC78EF.（8##-8#8）含量不足所致。CKP3BBE（61/）是经过

修饰，专用于带有大肠杆菌稀有密码子的外源蛋白

表达的菌株，故使 !"# 实现了高效表达。

9EP=:RE.: 等［S］报道利用 5$’*（61/）N$OPQ 成功

地表达 !"#，这与本文的结果不同，该文中未显示

其表达量及 !"# 基因表达电泳分析。N$OPQ 菌体表

达的 "G 溶菌酶抑制 "G C78 聚合酶［*T］，降低本底

表达，对带有毒性基因载体的耐受性有所提高，但对

外 源 基 因 高 效 表 达 可 产 生 不 利 的 影 响。

!:3F3(UKFV［**］等曾观察到：当采用 "G 4E< 启动子时，

N$OPQ 宿主菌的表达水平比非 N$OPQ 宿主菌相对较

低。高密度发酵时间长，同时伴有高速机械搅拌，

不可避免有少量菌体破碎，破碎的 N$OPQ 菌体释放

的溶菌酶可损伤其它生长的菌体，不利于高密度发

酵。

在包涵体复性过程中，本研究使用了稀释复性，

该技术简单且容易放大，适合工业化生产。参照

9EP=:RE.: 提供的复性方法，在复性液中添加 T+T&A

的 "F:BK(，使复性率提高了 STA（结果未列出）。使

用高密度发酵方法，每升培养基获得 *T&. 湿菌体，

获得了近 *+H&. 的纯酶，远高于目前报道的最高的

表达水平［*’］（*/’).-$ 培养基）。活性试验表明：与

文献报道天然酶活性［*’］相比，重组 !"# 的比活几

乎相同（重组 !"# 的比活为 ’*+&,-).，天然酶的比

活为 ’/,-).）。

总之，本研究实现了 !"# 的原核高效表达，并

建立了高密度发酵工艺和简便有效的包涵体复性方

法，为进一步建立利用大肠杆菌工业化生产更廉价

的微生物转谷氨酰胺酶打下了基础。
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