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Streptomyces hygroscopicus 谷氨酰胺转胺酶酶原基因的 
鉴定及在大肠杆菌中的表达 
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(江南大学 1食品科学与技术国家重点实验室, 2生物工程学院, 3工业生物技术教育部重点实验室, 无锡 214122) 

摘要：【目的】鉴定来源于吸水链霉菌的谷氨酰胺转胺酶基因; 研究其在大肠杆菌系统的克隆与表达; 

分析该酶与其同源酶的活性中心氨基酸序列。【方法】从本实验室筛选的吸水链霉菌(Streptomyces 

hygroscopicus; CCTCC M203062)发酵液中, 分离纯化得到谷氨酰胺转胺酶酶原(pro-MTGase), 测得

N-端前十个氨基酸序列并与其它链霉菌来源的相应基因序列比较设计引物, 扩增得到 pro-MTGase

基因, 将该基因插入到表达载体 pET-20b(+)信号肽 pelB 下游, 构建分泌型表达载体 pET/pro-MTG, 

并转化不同的大肠杆菌宿主 BL21(DE3)和 Rosetta(DE3)pLysS。【结果】获得了 pro-MTGase的完整基

因序列, 多重碱基序列比对表明其与 S. platensis和 S. caniferus的 pro-MTGase基因同源性高达 92%。

利用 Rosetta(DE3)pLysS通过降温至 24℃诱导策略, 获得部分胞外表达的酶原。SDS-PAGE显示, 胞

外表达重组蛋白的分子量约为 44kDa, 与吸水链霉菌表达的天然酶原相符。诱导 4 h后发酵液中的重

组酶原经胰蛋白酶活化为成熟酶后测得最高酶活为 0.24U/mL。【结论】该研究是对吸水链霉菌的谷

氨酰胺转胺酶基因的首次报道, 也是国内首次利用大肠杆菌实现 pro-MTGase的胞外可溶性表达。 
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谷 氨 酰 胺 转 胺 酶 (Transglutaminase, TGase, 

EC2.3.2.13)是一种通过形成异肽键[ε-(γ-谷氨酰)赖氨
酸]来催化蛋白质或多肽链之间的酰基转移反应的转
移酶 [1], 其广泛存在于各种真核生物和原核生物中。
在真核生物体内 , TGase 参与一些重要的生理活动 , 
如血液凝固 , 细胞分化等 [2,3], 但真核来源的 TGase
依赖 Ca2+的激活且生产成本较高, 从而限制其广泛应
用, 而来源于原核生物的 TGase(简称MTGase), 其活
性发挥不需要 Ca2+参与[4], 在食品工业、化妆品工业
和生物制药等领域具有非常广阔的应用前景[5]。 

自 1989 年 Ando 等 [4]报道链霉菌等能分泌

MTGase, 至今已有大量关于链霉菌及其它菌种发酵
产酶的研究。对链霉菌产酶机理研究发现, 谷氨酰胺

转胺酶是以 pre-pro-MTGase 的形式表达 , 信号肽
pre-region 引导 pro-MTGase 分泌到胞外, pro-region
能够促使成熟 MTGase正确折叠[6]。pro-MTGase三维
结构显示其N-端 pro-region覆盖在成熟酶活性中心部
位外面 , 阻碍底物的靠近 , 导致酶原没有催化活   
性[7]。pro-MTGase在链霉菌自 身分泌的蛋白酶作用
下切除 pro-region 而成为有活性的成熟酶[8], 在胞外
也可以利用胰蛋白酶或中性蛋白酶来达到这种活化

效果 [6]。由于利用链霉菌发酵产酶量较低, 生产成本
高 , 所以构建基因工程菌获得高产菌种是实现高产
量高效益的一个最有潜力的途径。目前, 国外的研究
大多是研究不同生物来源的 TGase的性质、结构和功
能以及基因水平的改造和基因工程表达 [9,10]。至今 , 
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在 E. coli 中高效可溶性表达 MTGase 的研究都没有
取得理想效果, 如 Takehana等利用 ompA信号肽可以
使 MTGase 转运至周质空间但表达量很低[11]; Chris-
tian K 等 [12]利用大肠杆菌表达茂原链霉菌的

pro-MTGase, 结果只获得部分胞内表达。国内的相关
研究 [13,14]都是在大肠杆菌中表达谷氨酰胺转胺酶成

熟酶的基因, 结果都形成包涵体, 必须通过复性才能
测得酶活。 

由于 MTGase具有蛋白交联作用, 以活性形式表

达可能不利于宿主菌生长; 另外, pro-region对成熟酶

的折叠有重要作用 [6], 所以本研究从吸水链霉菌中得

到谷氨酰胺转胺酶的酶原基因 , 插入到表达载体

pET-20b(+)带有的信号肽 pelB下游, 利用表达稀有密

码子及易于胞外表达的宿主 Rosetta(DE3)pLysS 通过

降温诱导策略, 获得了胞外可溶性表达的酶原, 利用

胰蛋白酶 (trysin)切除 pro-region 获得有活性的成   

熟酶。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：吸水链霉菌(Streptomyces hygro-
scopicus)CCTCC M203062, 大肠杆菌(Escherichia coli) 
JM109、BL21(DE3)、Rosetta(DE3)pLysS 本实验室保藏; 
克隆质粒 pMD18-T simple vector, 购自 TaKaRa公司; 表
达质粒 pET-20b(+), 购自 Novagen公司。 
1.1.2  主要试剂和仪器：质粒提取试剂盒和胶回收试

剂盒购自上海生工生物工程公司 ; 限制性内切酶 

NcoⅠ、BamHⅠ、T4 DNA连接酶、Pyrobest DNA 聚

合酶购自 TaKaRa公司; CBZ- Gln- Gly 和 L-谷氨酸- 

γ-单羟胺酸购自 Sigma 公司; 其他所用试剂均为分析

纯。PCR 仪、蛋白电泳仪、UVP 凝胶成像系统均购

自美国 BIO-RAD公司; 北京六一 DYY-6C型电泳仪; 

美国 SONIC MA TERIALS超声波破碎仪; 蛋白纯化

系统购自上海沪西分析仪器有限公司。 

1.1.3  培养基：① 吸水链霉菌培养基: 同文献[15]; 
② LB, TB, SOB, SOC培养基: 细菌常规通用培养基; 
③自动诱导培养基: LB培养基中添加 0.45g/L葡萄糖, 
1.2g/L 乳糖, 4.5g/L 甘油, 22.5mmol/L KH2PO4, 17.3 
mmol/L Na2HPO4, 1.8mmol/L MgSO4, 参照 Studier [16]。 
重组大肠杆菌培养基中添加终浓度为 100μg/mL 的
氨苄青霉素。 

1.2  酶活测定 
酶活测定方法参照参考文献[17]进行。 

1.3  酶原 pro-MTGase 的分离纯化 
S. hygroscopicus 36 h的发酵液于 4℃冷冻离心, 

上清液加入终浓度为 70%(V/V)的乙醇 , 得到沉淀蛋
白迅速溶解在 50mmol/L pH 5.0醋酸钠缓冲液(buffer 
A)中, 然后以 1mL/min流速通过阳离子交换柱(25mL 
Fractogel EMD SO−

3 column, Merck, Darmstadt, Ger-
many), 利用含有 0 ~1 mol/L NaCl的 buffer A梯度洗
脱。pro-MTGase 在 NaCl 浓度为 0.25−0.35 mol/L 之
间洗脱下来。纯化到的酶原经胰蛋白酶处理后测定酶

活进行确认。 

1.4  酶原 N-端氨基酸测序及基因碱基测序 
纯化的酶原样品经 SDS-PAGE、转膜、染色后进

行 N-端氨基酸测序。氨基酸测序由上海基康生物技
术公司完成 ; 碱基序列测定由上海生工生物技术公
司完成。 

1.5  pro-MTGase 基因 PCR 扩增 
1.5.1  DNA 提取：吸水链霉菌总 DNA 的提取按照
萨姆布鲁克分子实验操作手册 [18] 改进操作。为提高
破壁效率, 添加溶菌酶(终浓度 5mg/mL)37℃温育 1h
破壁 , 然后添加蛋白酶 K(终浓度 150μg/mL)和
SDS(终浓度 0.5%), 37℃温育 30min, 其它操作同  
手册。 
1.5.2  PCR 扩增：根据吸水链霉菌天然酶原 N-端前
十氨基酸测序结果及平板链霉菌, 肉桂链霉菌, 弗氏
链霉菌的 pro-MTGase的碱基序列比较设计引物如下: 
Primer1: 5′-GTTTACATCATATGACCATGGCTAGC- 
GGTGACGACGA-3′; Primer2: 5′-GATTATGAATTCG 
GATCC TTACGGCCAGCCCTGCTTT-3′。下划线部分
别为 NcoⅠ和 BamHⅠ限制酶切位点。PCR反应采用
50μL 体系 , 反应条件为: 95℃ 5 min; 95℃ 1 min,  
60℃ 1 min, 72℃ 1.5 min, 35个循环; 72℃ 10 min。
最后加入 rTaq 0.5μL尾部加 A, 72℃保温 10 min。 

1.6  质粒载体构建 
克隆载体的构建: PCR 产物经胶回收试剂盒回收

纯化后与 pMD18-T载体 16℃连接过夜。连接产物热击

法转化 JM109 感受态细胞, 蓝白斑筛选出阳性克隆子, 

接种至 LB/Amp 过夜培养, 质粒用 NcoⅠ与 BamHⅠ双

酶切验证, 得到克隆载体 pMD/pro- MTG。 

表达载体的构建: pMD/pro-MTG 和 pET-20b(+)

通过 NcoⅠ与 BamHⅠ双酶切后回收目的片段, 16℃ 
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连接过夜后转化 JM109, 涂布 LB/Amp平板筛选, 抽
提质粒并通过碱基测序验证 , 最终得到表达载体
pET/pro-MTG 转 化 至 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 和
Rosetta(DE3) pLysS, 获得重组菌 BL21/pET-MTG 和
Rosetta/pET- MTG。 

1.7  诱导表达 
重组菌接种至 10mL LB/Amp 液体培养基中   

37℃培养过夜, 1.5mL 发酵液接种至 50mL Amp抗性
培养基中, 37℃ 200 r/min 生长至 OD600=1.0∼1.5 时, 
添加终浓度为 400μmol/L IPTG继续在 37℃或降温到
24℃后进行诱导培养 4h。 

1.8  超声破碎 
为准确的对比各样品的表达量, 5OD600细胞量作

为标准。每个样品所用发酵液体积 Vsample=5/OD600。

0.5mL Tris-HCl(pH 8.0)重悬菌体, 冰浴超声破壁, 功
率 400W, 持续 30s后停止 30s, 反复 10个循环。 

1.9  重组酶原的活化 
0.5mL 破壁离心上清液中加入胰蛋白酶至终浓

度为 500U/mL, 37℃温育 10min。 

1.10  SDS-PAGE 
聚丙烯酰胺凝胶采用碧云天蛋白电泳试剂制备。

样品处理参照文献[12]。 

2  结果 

2.1  天然吸水链霉菌 pro-MTGase 的纯化及 N-端氨基

酸测序 
利用 S. hygroscopicus 的 36h 发酵液经乙醇沉淀

和阳离子交换色谱纯化得到电泳纯的谷氨酰胺转胺

酶酶原, 纯化电泳图和层析色谱曲线如图 1。 
纯化得到的酶原经胰蛋白酶处理后酶活曲线如

图 2。由图中可见, S. hygroscopicus谷氨酰胺转胺酶
酶原可以被胰蛋白酶活化。在实验条件下 , 处理   
10min可将约相当于 1.5U/mL的酶原完全转化为成熟
酶。时间延长可能会导致胰蛋白酶的非特异性切割。 

经过酶原 N-端前 10 个氨基酸测序, 得到氨基酸序
列为: ASGDDEEREG, 与其它链霉菌来源的 pro-MTGase
的 N-端氨基酸序列具有较高的同源性(表 1)。 

2.2  吸水链霉菌 pro-MTGase 基因的克隆 
通过 NCBI 基因库获得平板链霉菌(S. platensis, 

AY555726.1), 肉桂链霉菌(S. cinnamoneus, AB085698.1), 
弗氏链霉菌(S. fradiae, DQ432028.1)的谷氨酰胺转胺酶
完整基因序列。通过分析这 3种来源的 pro-MTGase 末
端序列的保守性, S. hygroscopicus天然酶原 N-端测序 

 
 

图 1  谷氨酰胺转胺酶酶原的纯化 
Fig. 1  Purification process of wild-type pro-MTGase. A: SDS-PAGE; 
B: curve of chromatogram. 1.Marker; 2.Liquid culture of S. hygro-
scopicus; 3.Purified pro-MTGase. 
 

 
 

图 2  pro-MTGase 经胰蛋白酶活化曲线 
Fig. 2  Curve of active pro-MTGase with trypsin. 
 

表 1  pro-MTGase N-端氨基酸序列多重比对 
Table 1  Multiple alignment of pro-MTGase N-terminal 

 amino acid sequence 

Organism N-terminal sequence Accession NO.
S. hygroscopicus ASGDDEEREG This work 
S. platensis ASGGDGEWEG CAN88986 
S. fradiae ADSGDGAKKG ABE03877 
S. cinnamoneus ASSGDGEEKG BAC24766 

 * . . . *     :*  

“*”single, fully conserved residue; “:” conservation of strong 
groups; “.”conservation of weak groups. 
 
结果以及文献报道 [7], 以保持扩增得到的碱基序列所

编码氨基酸与天然酶原一致和高引物特异性为目的 , 

设计引物, 以 S. hygroscopicus 总 DNA为模板, PCR

扩增得到目的片段 , 电泳显示约 1.2kb, 符合预测大

小。利用 pMD-18T 载体通过 TA 克隆, 转化大肠肝
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菌 JM109, 获得带有完整 pro-MTGase 基因的克隆质

粒 pMD/pro-MTG。 

2.3  吸水链霉菌 pro-MTGase 基因序列的测定和分析 
碱基测序结果表明 pro-MTGase 基因共 1170bp, 

编码 389个氨基酸, 其 N-端前十个氨基酸为 ASGDD- 
EEREG, 与天然酶原 N-端测定结果完全一致。引物设
计只涉及前六个氨基酸, 后面 4个氨基酸是通过扩增 
的碱基序列翻译后而得到的 , 有力证明了克隆得到
吸水链霉菌的 pro-MTGase 基因的完整性和准确性。
根据有关链霉菌属来源的 MTGase 的报道 [19]预测   

S. hygroscopicus谷氨酰胺转胺酶的成熟酶由 331个氨
基酸组成, pro-region 由 58 个氨基酸组成, 多重序列比
对表明 MTGase 催化三联体“Cys64-His274-Asp255”在
吸水链霉菌酶中也完全保守(图 3), 特别是活性中心部
位 SYGCVG(Cys64附近)序列具有高度保守性。 

S. hygroscopicus 编码 pro-MTGase 的基因含有
大量大肠杆菌稀有密码子如 AGA、AGG、CGG、GGA、
GGG 等, 其中 AGA、CGG 和 AGG 占编码精氨酸密
码子中的 53.6%(15/28); GGA、GGG占编码甘氨酸密
码子中 38.7%(12/31)。 

 

 
图 3 几种链霉菌来源的谷氨酰胺转胺酶特征性氨基酸序列比对 

Fig. 3  Multiple alignment of partial amino acid sequence of pro-MTGase from Streptomyces species. 
 
2.4  表达载体 pET/pro-MTG 的构建 

由于 MTGase是一种胞外酶, 为构建分泌型表达
载体, 将 pro-MTGase基因插入到表达载体 pET-20b(+)
的信号肽 pelB 下游, 如图 4 所示过程构建得到表达
载体命名为 pET/pro-MTG。 

 
 

 
图 4  重组表达载体 pET/pro-MTG 的构建 
Fig. 4  Construction of recombinant plasmid pET/pro-MTG. 

 

2.5  重组蛋白的诱导表达 
对 BL21/pET-MTG 研究了 37℃恒温诱导和低温

24℃诱导。两种诱导策略的结果一致, 在诱导 4h 后
重组蛋白大量表达, 皆在胞内形成包涵体, 胞外无可
溶性的酶原, 表明降温诱导和信号肽 pelB 均没有有
效发挥作用。作者又尝试不同诱导及表达策略, 如不
同诱导剂浓度、28℃恒温培养及诱导、采用自动诱导
培养基、培养基中添加甘氨酸、精氨酸等方法, 结果
均未得到可溶性表达。 

由于 BL21/pET-MTG 没有获得可溶性表达, 所

以尝试采用表达稀有密码子和便于胞外分泌表达的

宿主 Rosetta(DE3)pLysS。重组大肠杆菌 Rosetta/pET- 

MTG 于 37℃培养至 OD600=1.5, 然后降温 24℃采用

0.4mmol/L IPTG诱导 4h。蛋白电泳结果如图 5。经过

理论计算得出带有 pelB 信号肽的 pelB-pro-MTGase

分子量为 46.0kDa, 酶原 pro-MTGase 分子量为

43.8kDa, 成熟酶 MTGase分子量为 37.6kDa。由图可

以看出, 诱导 1 h 后在 46.0kDa 处出现明显的目的蛋

白的包涵体条带(Lane 8), 诱导 4 h后在 46.0kDa处出

现较粗的包涵体蛋白条带(Lane 7); 细胞破壁后的离

心上清液(Lane 4,5)经胰蛋白酶处理后没有检测到酶

活, 说明没有可溶性 pelB-pro-MTGase 部分存在; 在

诱导 4h 后的发酵上清液中出现约 43.8kDa 的蛋白条

带(Lane 1), 经胰蛋白酶处理后酶活达到 0.24U/mL, 

说明有少量酶原获得胞外可溶性分泌表达。经

SDS-PAGE 凝胶成像扫描分析胞外可溶性酶原蛋白

占总胞外表达蛋白量的 17.6%。 
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图 5  Rosetta/pET-MTG 诱导表达重组蛋白电泳图 
Fig. 5  SDS-PAGE of samples from induced Rosetta/pET-MTG.. 
Lane 1,2 and 3:culture supernatant after inducing 4h,1h and 0h; 
Lane 4,5 and 6: cellular soluble fraction after inducing 4h,1h and 
0h; Lane 7,8 and 9: cellular insoluble fraction after inducing 
4h,1h and 0h; M: protein molecular weight markers. 

3  讨论 

采 用 本 实验室自行筛选到的吸水链霉菌

(Streptomyces hygroscopicus; CCTCC M203062)发酵
液, 通过乙醇沉淀和 Fractogel EMD SO−

3柱有效分离

纯化得到天然酶原 pro-MTGase, 利用 N-端氨基酸测
序结果以及与其他 3种链霉菌来源的谷氨酰胺转胺酶
基因比对 , 设计引物完整准确的获得吸水链霉菌的
pro-MTGase 基因。虽然碱基序列在引物部分可能与
原始基因稍有差别, 但是氨基酸序列完全一致, 该方
法比构建基因文库法方便省时。通过碱基序列分析来

源于 S. hygroscopicus 的 pro-MTGase 基因与 S. 
caniferus (AM746294.1), S. platensis (AY555726.1; 
AM746296.1), S. paucisporogenes (AM746295.1)的酶
的同源性均为 92%。通过氨基酸序列分析：该酶与来
源于 S. paucisporogenes, S. caniferus的酶的同源性为
91%, 与来源于 S. platensis的酶的同源性为 90%。此
外, 多重序列分析结果表明, 链霉菌来源的 MTGase
活性中心结构具有高度保守性。本研究是首次报道吸

水链霉菌来源的 pro-MTGase基因。 
利用大肠杆菌表达重组谷氨酰胺转胺酶已经有

大量研究 , 大部分的研究直接克隆表达成熟的
MTGase, 大都形成包涵体 , 没有得到可溶性的胞外
表达, 必须经过复性操作才能获得酶活。本研究利用
大肠杆菌宿主 BL21(DE3)表达的目的蛋白大部分依
然以包涵体形式存在, 没有得到胞外可溶性表达, 而
利用 Rosetta(DE3)pLysS宿主获得了少量的胞外表达, 
可能是该宿主表达 T7 溶菌酶使细胞的通透性增强 , 
从而有利于目的蛋白的胞外分泌。虽然本研究实现了

MTGase 的胞外表达, 但由于获得的酶活较低, 离工
业化生产还有一定差距。表达量的进一步提高可以尝

试在 E. coli中采用表达融合蛋白、分子伴侣以改善目

的蛋白的折叠, 防止包涵体的形成; 另一方面可以更
换适合于胞外分泌表达的枯草芽孢杆菌表达系统来

提高可溶性表达量。 
MTGase在食品工业、化妆品工业和生物制药等

领域具有非常广阔的应用前景 , 现在通过大肠杆菌
系统已获得可溶性胞外表达 , 但还需要进一步提高
表达效率, 为低成本高产量工业化的实现奠定基础。 
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Identification of the gene encoding transglutaminase zymogen from 
Streptomyces hygroscopicus and its expression in Escherichia coli   

Zengliang Ren1,2, Dongxu Zhang1,2, Meiying Yu2, Qingxin Zhao1,2, 
Guocheng Du2,3, Jian Chen1,2, Jing Wu1,2*  

(1State Key Laboratory of Food Science and Technology, 2School of Biotechnology, 
3Key Laboratory of Industrial Biotechnology of Ministry of Education,Wuxi 214122,China) 

Abstract: [Objective] We identified a microbial transglutaminase (MTGase) gene from Streptomyces hygroscopicus; 

cloned and expressed it in Escherichia coli. We also analyzed the active sites sequence of S. hygroscopicus MTGase 

through homologous sequence comparison. [Methods] Wild-type microbial transglutaminase zymogen (pro-MTGase) was 

purified from liquid culture of S. hygroscopicus(CCTCC M203062)。N-terminal amino acid sequence of this pro-MTGase 

was determined. According to the N-terminal sequence and the corresponding nucleotide sequence of MTGase from other 

three Streptomyces species, PCR primers of S. hygroscopicus pro-MTGase were designed and the completed gene of 

pro-MTGase was amplified and sequenced. The gene was sub-cloned into pET-20b(+) vector downstream pelB signal 

peptide to construct the expression vector pET/pro-MTG. [Results] The nucleotide sequence showed 92 % homologue 

with that of S. platensis and S. caniferus. Rosetta(DE3)pLysS carrying the expression vector was induced with IPTG at 24

℃  and expressed pro-MTGase as extracellular soluble protein. SDS-PAGE showed the expressed recombinant 

pro-MTGase was about 44 kDa, similar to the wild-type pro-MTGase purified from S. hgroscopicus. Recombinant 

pro-MTGase was activated with trypsin and the enzyme activity reached to 0.24U/mL. [Conclusion] This is the first re-

port of the gene encoding microbial pro-transglutaminase from S. hygroscopicus, and also this is the first report of ex-

pression extracellular soluble pro-MTGase in E. coli in our country. 
Keywords: Streptomyces hygroscopicus; microbial transglutaminase; E. coli; cloning; expression 
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