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谷胱甘肽（G’-C+C?<&,3，GHI）是由"0谷氨酰半胱氨酸合

成酶（GHIJ）及谷胱甘肽合成酶（GHIJJ）连续催化合成的一

种巯基化合物，有维持细胞正常的还原状态、保护细胞免受

重金属的侵害等重要的生理功能，在临床、食品、保健品等方

面有广泛的用途，如：重金属解毒、癌症的辐射和化疗的保

护、IJ%的抑制、抗氧化等。

近年来，采用K)F重组技术构建高GHI合成活性的重

组菌成为GHI生物合成研究中的新方向。L-.+C+［!］等成功

构建了具有较高GHI合成活性的重组340(,#。国内曾对酵

母发酵过程优化及提取进行了研究［#，D］，李寅［6］等对一株重

组大肠杆菌MHI0N:J（韩国仁荷大学赠）的高密度培养合成

GHI进行了研究，培养后期，由于酶表达量的减少及酶活的

降低导致胞内GHI的含量下降。国内尚无GHI高合成活

性工程菌构建的报道。由于GHI是胞内产物及其在细胞内

特殊的生理调节作用［7］，使工程菌所表达的酶在培养过程中

不能充分发挥作用。采用固定化高表达、高GHI催化活性

的工程菌既可克服上述不利之处，又利于提取及纯化。本文

基于此目的，构建了含GHIJ及GHIJJ基因的质粒O2.A0
PB?、并对其在大肠杆菌中的表达进行了研究。

! 材料与方法

!"! 菌种与质粒

340(,#Q、340(,#QR#!（宿主菌）、质粒OST!1、O2.A11F
为本实验室保存。

!"# 培养基与试剂

!"#"! 培养基：RQ培养基，使用前加入!$$-／;R氨苄青霉素。

!"#"# 试剂：限制酶、26K)F连接酶购自 LQJ公司，70三

磷酸0腺 苷（F2U）、异 丙 基 硫 代0#0K0半 乳 糖 苷（JU2G）为

H<P;+公司分装产品，谷氨酸、甘氨酸、GHI由华美生物工程

公司购得，半胱氨酸由丽珠东风生物工程公司购得，酵母膏

为英国产，其它试剂为国产分析纯。

!"$ 实验方法

!"$"! 引物设计：按I<.&B?<［5、"］报道的序列，经微机分析，

设计两对引物：

PB?<上游引物：GT2T2FGF2222GFTFGGTGGGFGG
（含56+7位点），PB?<下游引物：TTTFFGT22GFG2F2F2G
FFFGFTGT（含8#$KJJJ位点）；

PB?<<上游引物：TGGGF2TTFGTF2TFF2FTG22GTT
（含.+9 IJ位 点），PB?<<下 游 引 物：GT2T2FGFFFTGF0
GF2TT22T2TGT（含56+J位点）。

!"$"# 分子生物学操作、UTV、HKH0UFG:、琼脂糖电泳均参

考文献［4］。

!"$"$ 培养与诱导：于斜面挑选单菌落接入含氨苄青霉素

（!$$-／;R）的RQ培养基，D"W培养至:;77$X$Y7左右，以

JU2G（$Y!;;&’／R）诱导表达，具体参数随设计条件改变。

生物 量 的 测 定：取$Y7;R发 酵 液，稀 释!$倍，测 定

77$,;的:;值。

!"$"% 质粒稳定性的研究：将斜面单菌落接入不含FO的

RQ培养基中D"W培养5?作种子，转种培养5?，每隔5?按

!Z的量重新接种培养，同时取样，以无菌水稀释至!$[7$
!$["，取!$$%R涂布于不含FO的RQ平皿，以无菌牙签将单

菌落分别挑至不含和含FO的RQ平皿上，统计形成的菌落。

!"$"& 酶活的测定：7;R培养液于!#$$$\P离心!7;<,，

弃上清液，以$Y$7;&’／R，OI"Y$的磷酸缓冲液洗涤、离心后

得菌体。将菌体再以同样的磷酸缓冲液6;R悬浮后超声波

1$]I>破碎7;<,，加入GHI前体反应液（谷氨酸、甘氨酸、半

胱 氨 酸 浓 度 均 为 6$;;&’／R，LPT’#：7$;;&’／R，F2U：

7$;;&’／R）6;R，D"W反应D$;<,，按文献［1］测定酶活。酶

活单位（-）定义为每分钟催化合成!%PGHI所需的酶量。

# 结果与讨论

#"! 基因’()*、’()**分别克隆及测序

D;P／;R溶菌酶裂解340(,#Q，提取的K)F按约!$$$
个拷贝／%R溶于OI4Y$的2:中作为UTV的模板，利用两

对引物分别扩增对应的基因，UTV产物经!Y7Z的琼脂糖电

泳检测，可清晰见到大小分别为!5$$̂O和!#$$̂O左右的扩

增条带，与PB?J（!554̂O）和PB?JJ（!!1!̂O）大小大致相符，见

图!。纯化的目的片段分别与OST!1经<+9J消化后的片



段连接，连接产物转化!"#$%&!"#$，以氨苄青霉素作抗性标

记筛选转化子，扩增培养获得大量质粒%&’，酶切、电泳鉴

定得到重组质粒()*+,-./和()*+,-.//。随机挑选阳性克

隆，分别测定,-./的下游及,-.//的上游部分序列，与文献

［0，1］报道一致。

图$ 2*3产物琼脂糖电泳图

45,6$ 789:;<=(.=<9-5-=>2*3(<=?@:;-

$A%&’8B??9< #6,-./ C6,-.//

!"! 重组质粒#$%&’()*的构建

酶法合成DEF过程中，DEF//催化的第二步是限速步

骤［G］，DEF对DEF/具反馈抑制［H］，综合考虑两因素，本文将

,-./和,-.//以$：$的拷贝比例进行重组质粒(I<:+,-.的构

建，见图#。质粒()*+,-.//以’()F/和*+(/双酶切，低

图# 质粒(I<:+,-.的构建

45,6# E:.9J9>=<:=K-;<@:;5=K=>.LM<5?(I<:+,-.6
!!!%&’><B,J9K;N5;.,-./,9K9；!%&’><B,J9K;N5;.,-.//,9K9
"O9:;=<(8B-J5?()*$1=<(I<:11’；ELJM=8-：!6’()F/；P6*+(/；

F6,&-?///；BJ(6I.9,9K9->=<;.9<9-5-;BK:9;=BJ(5:5885K

熔点胶分离后与经相同酶切的表达载体(I<:11’连接，连接

产物转化!"#$%&!"#$，转化子酶切鉴定后获得质粒(I<:+

,-.//。同样地，质粒()*+,-./以*+(/、,&-?! 双酶切后分

离纯化，与经同样酶切的(I<:+,-.//连接，得质粒(I<:+,-.。

将含表达质粒的单克 隆 菌 株 培 养 至./GGQRQ6G左 右 以

/2ID诱导C.后进行E%E+2’D7分析，见图C。结果表明：

经/2ID诱导后可见分子量为GGS%（,-./）及C0S%（,-.//）的

诱导条 带，凝 胶 自 动 扫 描 分 析 表 明：表 达 量 占 总 蛋 白 的

#GT。酶 活 测 定 结 果 表 明/2ID诱 导C.后!"#$%&!"#$
（(I<:+,-.）的比活达0Q@／J,，约为对照菌的C"U倍。

图C E%E+2’D7分析图谱

45,6C E%E+2’D7BKB8L-5-=>9V(<9--5=K(<=?@:;-5K!"#$%&!"#$
$AW=89:@8B<N95,.;-;BK?B<?JB<S9<；

#A*=K;<=8；C6!"#$%&!"#$（(I<:+,-.）

!"+ 质粒的稳定性

质粒在不加压的情况下连续转种0次，统计在加和不加

’(的平皿中的菌落数，结果见表$。表$表明!"#$%&!"#$
（(I<:+,-.）在加和不加’(的平皿上的 菌 落 数 一 致，通 过

E%E+2’D7电泳及酶活分析，表达水平基本相同，说明质粒

在!"#$%&!"#$中是很稳定的。

表, 工程菌连续转种后在-#平皿上的菌落数

$./01, 234/1%56&50578579*1-#’&579.:7:7(#0.91)

.691%)3&&1)):;1#.)).(156!"#$%&<=!,（#$%&’()*）

&=6=>(B--B,9- ’(（X） ’(（Y）

4$ $QZ $QZ
4C $Q# $Q#
4Z $QQ $QQ
40 11 11

!"> 表达条件的优化

!">", 诱导时机及诱导时间：诱导剂加入时机对外源基因

表达非常重要：加入过早，菌体浓度过低，外源蛋白表达量

小；加入过晚，菌体老化，菌体内蛋白合成酶活力降低，对外

源蛋白表达不利。对培养至不同./GGQ的培养物加入诱导

剂/2ID，诱导培养C.后测定比活，发现./GGQ为QAG左右

时加入/2ID较为合适。在上述条件下对/2ID诱导后不同

时间的菌体比活进行测定，结果表明：/2ID诱导C.后比活

不再增加，说明/2ID的诱导至少要持续C.，C.后菌体发酵

效率的提高依赖于菌体密度的增加。

!">"! 诱导后(F的影响：适合菌体生长的(F不一定是外

源蛋白表达的最适(F，加入诱导剂后采用适宜的(F有利

于外源蛋白的表达。按上述优化条件进行培养诱导后，调节

(F为GA0，ZAQ，ZAU，ZAH，HAQ，HA#，诱导培养，测定比酶活，结

果显示：表达酶蛋白的最适(F为ZAH，低于菌体生长的最适

(FHAQ。因此诱导剂/2ID加入后应调(F至ZAH。
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!"#"$ 诱导后温度的影响：诱导后温度过高，造成外源蛋白

无活性及稳定性下降；温度过低，不利于菌体的生长。为此进

行诱导后不同温度对表达的影响的研究。用同样方法，加入

!"#$后，分别于%&、’(、’)、’&、)(*诱导培养，结果表明：酶蛋

白表达的最适温度为’)*，低于菌体生长的最适温度’&*。

!"% 重组!"#$%&&’!(（)*+,-./0）催化合成123
为了检验构建的!"#$%&+,%-（.#/01234）催化合成$56

的能力，以(7’2丙酮通透处理后的细胞催化合成$56，结果

见图)：反应8(9:;后$56的合成量达(78<2／,，表明表达

产物具有效的$56催化活力，达到本研究的初始目的。

图) 工程菌催化合成$56

=:2>) ?;@A9BC:03A;C4D3:3EF$56G:C4B0DCE;D1C/DBCDH0DII3

EFC4D2D;DC:0D;2:;DD/DH3C/B:;

近年来，随着人们对$56用途广泛深入的认识，其需求

量日益增加。我国$56基本上靠进口，尚无工业化生产的

报道，构建高$56合成活性的工程菌为今后的生产奠定了

基础。本试验成功地构建了同时表达$56合成酶系的两个

酶的质粒.#/01234，并在!"#$%&+,%-中得到表达，且具有较

高的$56催化活性，但$56!表达量相对较低，影响了$56
的催化活力。要进一步提高$56的催化活性，必需进一步

协调、提高$56!和$56!!的表达量之比及表达量，同时保

证所表达的酶蛋白不形成包含体，具有催化活性，该工作与

该工程菌催化合成$56的研究正在进行之中。
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