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摘 要 通过 GHI 方法从 .+0#,,)& &)3/#,#& 基因组 J*K 中扩增出谷氨酰胺合成酶基因（ 1,$4），克隆至表达载体

L>8!0M，经测序鉴定后转化大肠杆菌 6N!/（J>#），用 OG84 及乳糖诱导表达。1J1.GK4> 分析表明，所表达的谷氨酰

胺合成酶（P(QR,?@C: S-CRB:R,S: ，简称 41）为可溶性蛋白，约占总菌蛋白的 0"T。利用表达的 41 蛋白 * 端的 ; U V@S.
8,P 对 41 进行亲和层析，将获得的纯蛋白进行酶活性测定。结果表明，纯化的 41 合成反应的最适温度为 ;"W，最

适 LV 为 ;X%，+C! Y 能明显提高 41 的活性和稳定性。工程菌 6N!/（J>#）ZL>8!0M.P(CK 粗提物中 41 的比活是宿主菌

本身的 0$ 倍。以谷氨酸、*V$H( 和 K8G 为底物的转化实验表明谷氨酸的转化率达 7%T以上。经筛选获得一株高效

能量耦联酵母菌株，命名为 [H""/；通过能量耦联表明，该系统对谷氨酸的转化率高达 0"T，平均谷氨酰胺产量为

!!PZN。
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N.谷氨酰胺是人体内普遍存在的、不可缺少的条件性必

需氨基酸，也是构成蛋白质的重要氨基酸之一。N.谷氨酰胺

在生命活动中起着关键作用，对保持肌肉新陈代谢、细胞分

化和生长、组织创伤的修复、体内毒素的中和有重要影响。

因此，N.谷氨酰胺已广泛应用于营养补给、抗疲劳、胃肠道

功能修复和提高人体免疫等方面［/，!］，其市场需求量日渐增

长。

在国外，目前 N.谷氨酰胺主要以发酵法生产。而我国目

前只有极少数厂家以发酵法生产，药品级 N.谷氨酰胺主要

依赖进口。近年来，酶法合成 N.谷氨酰胺在国内外已开始有

少量研究［#，$］。在杨春玉等［#］报道的酶法转化 N.谷氨酰胺的

研究中，所用的谷氨酰胺合成酶（41）为提取酶，成本高，且没

有解决昂贵的 K8G 的问题，这是制约酶法合成 N.谷氨酰胺

的关键问题。在 2,\@S,\,［$］的研究中，虽然也利用酵母使

K8G 再生，但所用的 41 依然为提取酶。虽然早在 /70$ 年，

来源于 .+0#,,)& &)3/#,#& 的 41 就已经在大肠杆菌中表达［%］，但

是该研究属理论性研究而非应用研究，从表达载体到研究目

的和侧重点均与本研究不相同。本研究利用基因工程的方

法，通过基因重组，在大肠杆菌中获得大量表达的重组 41，

由于表达水平很高，因此在反应中采用粗酶结合新鲜酿酒酵

母发酵的 K8G 再生体系，从而使酶法合成 N.谷氨酰胺的两

个问题得到解决，且成本低廉，为工业化酶法合成 N.谷氨酰

胺奠定了很好的基础。

# 材料与方法

#$# 材料

#$#$#质粒和菌株：大肠杆菌 JV%!，6N!/（J>#），表达质粒

L>8!0M，多种酿酒酵母、面包酵母均为本实验室所保存。

#$#$% 试剂：8,] 酶，限制性内切酶 56%"，.+7V"，8$ J*K
连接酶购于 8,^,I, 公司，小提质粒试剂盒及胶回收试剂盒

购于 G_’?:P, 公司。OG84，K8G，卡那霉素购于 K?:_:SE’ 公

司。*@! Y .OJK._:S@C 购于 *’‘,P:C 公司。其它试剂均为进口

或国产分析纯。

#$% 实验方法

#$%$# 表达载体 L>8!0M.P(CK 的构建：根据枯草杆菌谷氨酰

胺合 成 酶 基 因（ 1,$4）序 列 设 计 两 条 引 物：1:CS:：%a.88KH.
HK8K844HKKK48KHKH8.#a，KCR@S:CS: %a. 44K8844K8HH88K.
K8K884K4KHK8 .#a，其中 1:CS: 含有 56%"酶切位点，KCR@.
S:CS: 含有 .+7V"酶切位点。酚：氯仿方法提取枯草杆菌基

因组 J*K，以其为模板进行 GHI 反应，扩增产物以常规分子

克隆手段连入 L>8!0M 载体中。重组子经上海晶泰生物工程

公司测序证明其 J*K 序列与 >+6N 数据库中完全一致。



!"#"# 重组蛋白的诱导表达、鉴定及纯化：将工程菌 !"#$
（%&’）( )&*#+,-./01 ’23培养至 !"455 值为 567 左右，加入终

浓度分别为 56#889/(" 的 :;*< 或 $.(" 的乳糖诱导 =>，收集

菌体，经超声破碎后取上清以 $5? @%@-;1<& 鉴定。利用重

组蛋白 A 端的 4 B CDE-*F.，进行 AD# G 亲和层析纯化（具体操

作参考 A9HF.I0 公司 )&* @JEKI8 LF0MF/）。

!"#"$ <@ 的活性测定：<@ 通常具有两种活性：合成酶活性

和!-谷氨酰转移酶活性。1 合成酶活性：</M G 1*; G AC7 G

!</0 G 1%; G ;D ，参照 !I0NIO 方法［4］测定无机磷；! 转移酶

活性：</0 G AC#PC!!-./MKF8J/ >JNO9QF8FKI G AC7 G ，测定!-

./MKF8J/ >JNO9QF8FKI，用南京建成公司的谷氨酰胺合成酶试剂

盒测定活性。

!"#"% 酵母能量耦联反应体系的建立：将培养的湿酵母在

含 #?甲苯的溶液中 ’23摇床振荡处理 # >，进行通透性处

理。处理过的酵母加入 #5 8" 能量耦联反应体系中（56#
89/(" 谷氨酸，56’ 89/(" AC7R/，56#=89/(" 葡萄糖，$5 889/("

L.@P7 ，$5 889/(" L0R/# ，56# 89/(" 磷酸钾及 $5M <@，)C 46=），

# > 后再加入 <@，$#5 O(8D0 ’23振荡反应 $# >。

!"#"& 谷氨酰胺、葡萄糖和磷酸盐含量的测定：耦联反应体

系取样 755""，离心后取上清测定谷氨酰胺、葡萄糖和磷酸

盐含量。

谷氨酰胺的测定：上清点样 $""，进行氨基酸纸层析，层

析溶液（正丁醇：乙酸：乙醇：水 S 7 T $ T $ T #）。茚三酮显色后，

定量时采用洗脱溶液（56$?硫酸铜：2=?乙醇 S #：’+）洗脱，

间歇振荡，$5 8D0 后测 !"=$5 值。根据同样方法得到的标准

曲线计算出具体值。具体参考李建武等［2］。

葡萄糖含量的测定：上清 =5""，用蒸馏水定容至 $65
8"，再加 $65 8" ’，=-二硝基水杨酸试剂于各管中，混匀，沸

水浴加热 = 8D0 后用流水冷却，再加 765 8" 水，摇匀后测

!"=75 值。根据同样方法得到的标准曲线计算出具体值。具

体参考黄洁等［+］。

磷酸盐的测定：上清稀释 $5 倍，取 $5""，加去离子水 ’
8"，再加定磷试剂 ’ 8"，7=3恒温水浴 #= 8D0，测 !"445 值。

根据同样方法得到的标准曲线计算出具体值。具体参考李

建武等［2］。

# 结果与分析

#"! ’()*+( 的诱导表达及纯化

工程菌 !"#$（%&’）( )&*#+,-./01 经终浓度为 56#889/("
的 :;*< 诱导 => 后可得到大量的可溶性 <@。但 :;*< 价格昂

贵且对宿主菌有一定的毒性。考虑到后续工业化生产的需

要，我们尝试用终浓度为 $.(" 的乳糖取代 :;*< 作为诱导剂。

结果表明，乳糖诱导效果与 :;*< 相差不大，可溶性 <@ 约占

总蛋白的 +5?，且乳糖诱导的总蛋白量比 :;*< 高，总体的诱

导效果优于 :;*<。随后利用 <@ 重组蛋白 A 端的 4 B CDE-
*F.，进行 AD# G 亲和层析，获得纯度达 U=?以上的 <@（图 $）。

在后续研究中，为了避免杂蛋白的干扰，在研究 <@ 的性

质时使用了纯酶；但在面向工业生产的研究中（如酶活测定，

与酵母能量耦联的转化反应等），考虑到实际成本问题而采

用了粗酶（超声破菌的上清）。

图 $ 重组 <@ 表达及纯化的 @%@-;1<&

VD.W$ @%@-;1<& F0F/JEDE 9X OIY98,D0F0K <@ IQ)OIEED90 F0N )MODXDYFKD90

$：>9EK !"#$（%&’）；#：/FYK9EI D0NMYIN；’：:;*< D0NMYIN；

7：)MODXDIN <@；L：)O9KID0 8FOZIO

由于合成酶活性和转移酶活性的一致性以及转移酶活

性的易操作性，采用测定重组 <@ 的转移酶活性来进行酶活

性测定，结果表明含重组蛋白的粗提物酶比活为 $#6$+M(8.
蛋白，而空宿主菌的粗提物 <@ 酶比活为 56$= M(8. 蛋白，经

重组诱导表达后酶活性提高了 +7 倍。

#"# 温度和 ,* 对 ’( 合成酶活性的影响

在不同的温度和 )C 值下测定纯化的 <@ 的合成酶的活

性，实验结果（图 #）表明：温度和 )C 值均可明显影响 <@ 的

活性，不同的温度和 )C 下酶活性呈抛物线形变化，<@ 合成

反应的最适温度为 453，最适 )C 为 46=。其中，最适 )C 与

文献［U］报道的基本一致，而最适温度 453为首次报道，具有

一定的新意。

#"$ -.#/ 和 -0#/ 对 ’( 合成酶活性的影响

#$%&’’() )(*+&’&) <@ 有两个不同的二价金属离子结合位

点。对于很多不同生物来源的 <@ 而言，二价金属离子是其

发挥酶催化活性所必需的，其中 L.# G 和 L0# G 是两个常见的

<@ 激活剂［U］。通过谷氨酸转化试验结合纸层析分析表明：

在 L.# G 或 L0# G 的终浓度均为 $= 889/(" 时，所得到的重组

<@ 的合成酶活性最高；定磷法测定显示，在此浓度下 L0# G

的激活效应大大优于 L.# G ，约为后者的 $# 倍，与文献［U］报

道基本一致。

#"% 酵母能量耦联体系的建立

能量耦联是一个提供 1*; 和利用 1*; 进行生物合成的

耦合共反应体系，它包括自耦合 1*; 再生系统和种间耦合

1*; 再生系统。国外早在 +5 年代就有研究，如日本千烟一

朗等利用酿酒酵母细胞糖酵解过程中生成的 1*;，供给 <@C
合成的需要。国内目前在这方面的研究并不多见，且应用于

工业化生产极少。

两个反应体系成功的耦联，除了双方都必须具有高活性

和高稳定性的特点外，酵母细胞良好的通透性是必不可少的

条件，即 1*; 和 1%; 或 1L; 能够自由出入细胞［U］。细胞通

透性的改变有很多种方法，如有机溶剂或超声波处理、空气

干燥等。结合本室以往经验及有关文献［$5 [ $#］，我们用 #?甲
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图 ! 温度和 "# 对 $% 合成酶活性的影响

&’() ! *++,-. /+ .,0",12.31, 245 "# /4 $% 6’/784.9,.’- 2-.’:’.8

;：.,0",12.31, -31:,；<："# -31:,

苯对 => 株酵母菌株（编号为 ?,= @ ?,=>）处理后进行耦联反

应，筛选到一株能够与 $% 耦联高效合成 AB谷氨酰胺的菌

株，命名为 ?C>>=。

图 D 重组 $% 对谷氨酸的高效转化纸层析

&’() D &’E.,1B"2",1 -91/02./(12"98 /+ (E3.20’4, 245 (E3.202.,

=：4/ $% 255’.’/42E；!：F(! G（=H00/EIA）；D：F4! G（=>00/EIA）；

J：F4! G（=H00/EIA）；H：F4! G（!>00/EIA）；

K：F4! G（!H00/EIA）；L：(E3.20’4, -1’.,1’/4

!"# 葡萄糖和磷酸盐浓度对耦联体系产谷氨酰胺的影响

葡萄糖经酵解产生 ;MN 是能量耦联的重要环节，有效

利用葡萄糖是成功耦联的必要条件；而合成 ;MN 所必需的

磷酸盐亦至关重要。研究了葡萄糖浓度和磷酸盐浓度对耦

联体系中 AB谷氨酰胺产量的影响，葡萄糖及磷酸盐的正交

实验表明，葡萄糖及磷酸盐对合成 AB谷氨酰胺均有一定的

影响，浓度过高和过低结果都不理想（结果未显示）。因此，

选择了恒定磷酸盐浓度（!>>00/EIA）进行葡萄糖浓度的优化

及恒定葡萄糖浓度（!H>00/EIA）进行磷酸盐浓度的优化（图

J）。

!"$ 能量耦联过程中葡萄糖、磷酸盐和谷氨酰胺的变化

在能量耦联体系中，酵母以葡萄糖提供能源，酵解产生

;MN，而 $% 则利用生成的 ;MN，将谷氨酸转化成谷氨酰胺，同

时产物 ;ON 又作为糖酵解产 ;MN 的必需底物再次合成 ;MN，

如此周而复始。进而研究了在此过程中原料葡萄糖、磷酸盐

和产物谷氨酰胺的变化趋势（图 H）。从图 H 可以看出，在反

应初期，葡萄糖浓度和磷酸盐浓度迅速下降，这是 =，KB二磷

酸果糖（&ON）的积累阶段［J，=!］。当反应加入 $%，积累的 &ON
分解产生 ;MN，谷氨酰胺即迅速产生，与此同时磷酸盐浓度

又逐渐升高。

理论上 =0/E 的葡萄糖可以产生 =0/E 的 &ON 和 !0/E 的

;MN，!>> 00/EIA 的谷氨酸底物只需要 =>> 00/EIA 的葡萄糖。

图 J 葡萄糖和磷酸盐浓度对产 $E4 的影响

&’() J *++,-. /+ (E3-/7, 245 "9/7"92., -/4-,4.12.’/4

/4 (E3.20’4, "1/53-.’/4

图 H 耦联体系中葡萄糖、磷酸盐和谷氨酰胺的变化

&’() H C924(,7 /+ (E3-/7,，"9/7"92., 245 (E3.20’4, ’4 -/3"E’4( 27728
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但图 ! 实验结果表明需要至少 "## $$%&’( 的葡萄糖。由图 !
可见，磷酸盐虽然在最初被大量消耗，但最后并没有随着

)*+ 的分解而完全释放。

!"# 能量耦联反应中甲苯浓度的确定

实验中发现，不同浓度的甲苯处理酵母（处理方法见实

验方法 ,-"-.），对能量耦联体系合成谷氨酰胺的产量有较大

影响。通过氨基酸纸层析分析并按照 ,-"-! 方法定量，表明

最适 甲 苯 浓 度 为 "/，此 时 谷 氨 酰 胺 的 产 量 最 高，约 为

""-!0’(。

图 1 能量耦联体系中甲苯对合成 2&3 的影响

)405 1 637&8949 %: 0&;<7$43= >?%@;A<4%3 B8 =3=?08

A%;>&430 C4<D <?=7<=@ 8=79<

,：,/ E%&;=3A=；"："/ E%&;=3A=；F：F/ E%&;=3A=；

.：./ E%&;=3A=；!：!/ E%&;=3A=

$ 讨论

本研究成功构建了 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 谷氨酰胺合成酶基因

（*%+,）的 原 核 表 达 载 体 >GE"HBI0&36，将 其 转 入 大 肠 杆 菌

J(",（*GF）后成功地进行了诱导表达，表达产物具有明显的

2K 活性。利用位于重组蛋白氨基端的 L49IE70 进行亲和层

析纯化，研究了纯酶的一些性质及酵母能量耦联系统合成谷

氨酰胺的部分条件与参数。

M+E2是经典的 &7A 启动子诱导物，但由于 M+E2 的高成

本及其对细菌的毒害作用，对获得大量 2K 重组蛋白及后续

药用生产将产生诸多不利影响。本实验中用乳糖诱导，整体

诱导效果较 M+E2 好，诱导的目的蛋白约占总菌蛋白的 H#/

左右，实现了高表达和低成本，同时表达的重组 2K 具有良好

的水溶性和较高活性，这些为利用酶法工业化生产谷氨酰胺

奠定了很好的基础。

能量的有效利用一直是酶法合成谷氨酰胺需要解决的

问题，低成本的能量耦联是工业化生产 (I谷氨酰胺的关键。

本研究确立了与酵母耦联产生 6E+ 的反应体系，即利用酵

母使葡萄糖酵解产生 6E+，2K 利用生成的 6E+ 将谷氨酸转

化成谷氨酰胺，副产物 6*+ 又作为糖酵解产 6E+ 的必需底

物，再次合成 6E+。这一反应体系的建立首次成功地将与酵

母耦联产生 6E+ 的技术应用于酶法生产 (I谷氨酰胺，这也

是国内成功利用酵母耦联产 6E+ 合成生物活性物质的极少

数实例之一。利用 2K 和酵母耦联后对谷氨酸的转化率达到

H#/，与传统的发酵法生产 (I谷氨酰胺相比，此方法提高了

生产效率、缩短了生产时程，并且大大降低了生产成本。本

研究为利用酶法生产 (I谷氨酰胺的大规模工业化应用奠定

了坚实的实验基础。
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