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刘鹏飞, 陆启蒙, 胡雪芹, 等 . α-氨基酸酯酰基转移酶表达纯化、酶学性质及其催化应用. 生物工程学报, 2018, 34(7): 

1169–1177. 
Liu PF, Lu QM, Hu XQ, et al. Expression, purification, characterization and application of α-amino acid ester acyltransferase 
from recombinant Escherichia coli. Chin J Biotech, 2018, 34(7): 1169–1177. 

摘  要 : α-氨基酸酯酰基转移酶 (α-amino acid ester acyltransferase，AET) 能够催化底物 L-丙氨酸甲酯盐酸盐、

L-谷氨酰胺合成 L-丙氨酰-L-谷氨酰胺 (L-alanyl-L-glutamine，丙谷二肽)。利用重组大肠杆菌 saet-QC01 表达    

α-氨基酸酯酰基转移酶，对其表达条件进行了优化，通过 Ni-NTA 亲和层析法分离纯化重组蛋白，并对其酶学性

质、催化应用进行了研究。适合酶表达的诱导条件：温度 20 ℃，诱导阶段 (OD600=2.0−2.5)，IPTG 浓度 0.6 mmol/L，

诱导时间 12 h。α-氨基酸酯酰基转移酶的最适反应温度 27 ℃，最适 pH 8.5，在 pH 7.0−8.0 很稳定，在酸性条件

下相对稳定，低浓度的 Co2+、低浓度的 EDTA 对酶活有促进作用。在底物浓度丙氨酸甲酯盐酸盐 600 mmol/L、

谷氨酰胺 480 mmol/L，丙谷二肽的产量达到 78.2 g/L，生产速率达到 1.955 g/(L·min)，转化率达到 75.0%。α-氨

基酸酯酰基转移酶具有良好的酸碱耐受性，催化效率高的优良特性，在工业生产中具有较好的应用潜力。 
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Abstract:  α-Amino acid ester acyltransferase (Aet) catalyzes the L-alanyl-L-glutamine forming reaction from L-alaine 

methylester hydrochloride and L-glutamine. In this study, the recombinant Escherichia coli saet-QC01 was used to express the 
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α-amino acid acyltransferase, and its expression conditions were optimized. The recombinant protein was separated and 

purified by Ni-NTA affinity chromatography, and its enzymatic properties and catalytic applications were studied. The 

induction conditions suitable for enzyme production optimized were as follows: The temperature was 20 ℃, the induction 

stage (OD600=2.0−2.5), IPTG concentration was 0.6 mmol/L, induction time was 12 h. The optimal reaction conditions of 

α-amino acid acyltransferase were 27 ℃, pH 8.5, it was most stable between pH 7.0 and 8.0 and relatively stable in an acidic 

environment, and low concentration of Co2+ or EDTA could promote the enzyme activity. Under optimal reaction conditions, 

600 mmol/L of L-alaine methylester hydrochloride and 480 mmol/L of L-glutamine, the yield of L-alanyl-L-glutamine reached 

78.2 g/L and productivity of 1.955 g/L/min, the conversion rate reached 75.0%. α-Amino acid ester acyltransferase has 

excellent acid-basei resistance, high catalytic efficiency. These characteristics suggest its application prospects in the 

industrial production. 

Keywords:  α-amino acid ester acyltransferase, L-alanyl-L-glutamine, expression conditions, characterization, catalysis conditions 

 

谷氨酰胺  (Gln) 因为在机体的新陈代谢方

面扮演着重要角色，近年来在预防和治疗某些疾

病方面受到重要关注。谷氨酰胺虽然是非必需氨

基酸，但在机体处于应激状态时，对维护肠道结

构和免疫功能的完整性具有不可替代的作用；在

机体受创、患败血症、化疗放疗中，自身合成的

谷氨酰胺不能满足需求，使其成为一种条件必需

氨基酸[1-2]。但谷氨酰胺水溶性差，单体在酸性条

件下不稳定，在加热条件下易生成有毒的焦谷氨

酸[3-4]，限制了其在临床上的应用。而研究发现肽

中谷氨酰胺的酰胺基比游离谷氨酰胺中的酰胺基

要稳定[5]，而且谷氨酰胺寡肽作为谷氨酰胺代用

品具有突出的功效性和安全性。L-丙氨酰-L-谷氨

酰胺  (L-alanyl-L-glutamine，丙谷二肽 ) 性质稳

定、溶解度高[6-7]，在体内数分钟即分解出谷氨酰

胺，因其安全性和有效性[8]常作为注射液的主要

营养组成成分用于术后患者的康复[9]。近年来，

该肽受到国内外的密切关注。 

目前，工业生产丙谷二肽的方法主要为化学

法，但化学法反应步骤繁琐，路线较长，中间环

节多，需要使用有毒的化学试剂，易生成副产物，

后期分离纯化困难，合成条件苛刻，成本高昂[10-11]，

给工业生产带来诸多困难。 

随着微生物技术在工业上的不断发展，利用

微生物酶法合成丙谷二肽也成为研究热点。

Tabata 等[12-16]发现在 Bacillus subtilis 168 中 ywfE 

基因编码一种 L-氨基酸连接酶，该酶以游离氨基

酸为底物合成二肽，可催化 L-丙氨酸和 L-谷氨酰

胺合成丙谷二肽，副产物较少，但需要额外添加

ATP，丙谷二肽的产率低且积累率低，而且 L-氨

基酸连接酶过表达对细菌生长带来负面影响。

Yokozeki 等[17]筛选到一株能合成 α-氨基酸酯酰基

转移酶 (EAET) 的短稳杆菌，该酶能以 L-丙氨酸

甲酯盐酸盐 (L-Ala-OMe·HCl) 和 L-谷氨酰胺为

底物高效合成丙谷二肽。Hirao 等[18]从鞘氨醇杆

菌里得到了活性更高的 α-氨基酸酯酰基转移酶 

(SAET)，具有更高的合成丙谷二肽的能力。因此，

文中利用重组大肠杆菌表达 α-氨基酸酯酰基转移

酶，并对其表达条件进行优化，通过 Ni-NTA 亲

和层析法对粗酶液进行分离纯化，以 L-丙氨酸甲

酯盐酸盐和 L-谷氨酰胺为底物在重组酶的作用下

合成丙谷二肽，对其酶学性质进行研究并对催化

条件进行系统优化，为工业生产丙谷二肽提供了

理论基础，也为其他生产丙谷二肽的技术改进提

供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

丙谷二肽  (纯度>99%)、L-谷氨酰胺  (纯

度>99%)、L-丙氨酸甲酯盐酸盐 (纯度>99%) 均
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由合肥川迪医药技术有限公司提供；其他试剂均

为国产分析纯。 

1.2  菌株 

重 组 α- 氨 基 酸 酯 酰 基 转 移 酶 大 肠 杆 菌

saet-QC01 为本实验室构建并保藏；本实验室将

pET28a 质粒与 α-氨基酸酯酰基转移酶基因构建

重组质粒 pET28a-SAET，然后转化至 Escherichia 

coli BL21 (DE3) 感受态细胞中，成功筛选出构建

成功的菌株，并将菌株命名为 saet-QC01。 

1.3  培养基 

LB 培养基：胰蛋白胨 10 g/L，酵母提取物 5 g/L，

NaCl 10 g/L，pH 7.0，(固体添加 1.5%的琼脂粉)。 

S 培养基：甘油 5 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，酵

母提取物 10 g/L，无水 MgSO4 1 g/L，pH 6.3。 

1.4  saet-QC01 的初始培养条件 

将重组 α-氨基酸酯酰基转移酶大肠杆菌

saet-QC01 以 1% (体积分数) 的接种量接种至 

20 mL 含卡那霉素 (100 μg/mL) 的 LB 液体培养

基中，37 ℃、250 r/min 培养 12 h，再按 1% (体积分

数) 接种量转接至 50 mL 含卡那霉素 (100 μg/mL) 

的 S 液体培养基中，37 ℃、250 r/min 培养至

OD600=2.0 时添加异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷 

(IPTG) 至终浓度为 0.6 mmol/L，25 ℃、200 r/min

诱导培养 6 h，并在此基础上进行后续的表达条件

优化。诱导结束后发酵液以 8 000×g 离心 15 min

后去上清，保留菌体。 

1.5  酶液制备与纯化 

50 mL 发酵液的离心后的菌体用 10 mL 的硼

酸缓冲液 (pH 8.5) 重悬，超声破碎 (参数为破碎  

2 s，间隔 3 s，破碎时间 15 min，破碎功率 15 W)，

破碎结束后 8 000×g 离心 15 min，取上清液即为

粗酶液。将粗酶液经镍柱纯化，纯化步骤经过装

柱、平衡、上样、洗涤、洗脱，收集洗脱液。 

1.6  酶活测定 

取 0.1 mL 酶液，加入 1 mL 含 200 mmol/L 谷氨

酰胺、200 mmol/L 丙氨酸甲酯盐酸盐的底物溶液

(pH 8.5)，混匀后在 25 ℃恒温水浴锅中反应 1 h，

加入等体积 1.7% (V/V) H3PO4 溶液终止反应，经

0.22 μm 的滤头过滤后，按 1.7 所述测定丙谷二肽的

浓度，一个酶活单位定义为 1 mL 底物在 1 h 内生成

0.1 mg 产物所需的酶量。 

1.7  丙谷二肽检测 

HPLC 检测：采用高效液相色谱法检测丙谷

二肽的浓度，色谱条件：色谱柱为 TSKgel 

Amide-80 HR (4.6 mm×250 mm，5 μm)；流动相为：

0.05 mol/L KH2PO4 (pH 4.0)：乙腈=35∶65；流速

为 1 mL/min，检测波长 214 nm。 

1.8  表达条件优化 

对不同的诱导条件进行优化，包括诱导温度 

(15、20、25、30、35 ℃)，诱导剂 IPTG 浓度 (0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L)，诱导时间 (6、12、

18、24、30 h) 和加入 TPTG 时的初始菌体浓度

OD600 (1.0、1.5、2.0、2.5、3.0)。 

1.9  酶学性质 

最适反应温度及热稳定性：在 pH 8.5 的硼酸缓

冲液中，将酶液置于不同温度下 (23、25、27、29、

31 ℃) 测定酶活，最高以 100%计，计算相对活力。

将酶液置于不同温度 (25、30、35、40、45、50 ℃)

下处理 30 min，在最适温度下测定相应的酶活，最

高以 100%计，计算相对活力，考察热稳定性。 

最适反应 pH 及 pH 稳定性：将酶液置于不同

pH 缓冲液中于 25 ℃测定酶活力，酶活最高以

100%计，计算相对活力。将酶液置于各 pH 下，

4 ℃孵育 12 h，在 25 ℃下测定相应的酶活，最

高以 100%计，计算相对活力，考察 pH 稳定性。 

金属离子及化合物对酶活力的影响：用硼酸

缓冲液 (pH 8.5) 配制 100 mmol/L 的 MgCl2、
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CaCl2、MnSO4、CoCl2、NiCl2、FeCl3、SDS、EDTA

溶液，稀释，使其在酶促反应中终浓度分别为 1、

5、10 mmol/L，测定酶活力，以未加入上述试剂

的酶液为对照 100%，计算相对酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  α-氨基酸酯酰基转移酶的表达条件优化 

saet-QC01 作为 α-氨基酸酯酰基转移酶的合

成菌株，但其表达条件需要优化。首先，在

15−35 ℃的温度范围内进行 saet-QC01 中蛋白的

诱导，结果如图 1 所示，20 ℃诱导表达的酶活最

高，20 ℃是最适合 saet-QC01 诱导的温度。诱导

剂 IPTG 的浓度对酶的表达也产生影响，结果如

图 2 所示，IPTG 终浓度为 0.6 mmol/L 时，诱导

表达的酶活最高。研究 saet-QC01 生长期对酶表

达的影响，结果如图 3 所示，当初始菌体浓度

OD600 为 2.0−2.5 时酶活最高，结合 saet-QC01 生

长曲线，此时在大肠杆菌的生长对数期的中期，

表明当在大肠杆菌生长曲线的中期对数期时最

适宜加 IPTG 诱导。诱导时间对酶活的影响不显

著，如图 4 所示，但在诱导 12 h 时，酶活最高，

随时间的延长，酶活有所降低，诱导时间 12 h

为宜。 

 

 
 

图 1  诱导温度对 SAET 表达的影响 

Fig. 1  Effect of induced temperature on SAET 
expression. 

 
 

图 2  IPTG 浓度对 SAET 表达的影响 

Fig. 2  Effect of IPTG concentration on SAET 
expression. 

 
 

图 3  OD600 对 SAET 表达的影响 

Fig. 3  Effect of OD600 on SAET expression. bar graph: 
relative enzyme activity when induced at different OD600; 
line graph: growth curve of the saet-QC01. 

 

 
 

图 4  诱导时间对 SAET 表达的影响 

Fig. 4  Effect of induced time on SAET expression. 
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2.2  α-氨基酸酯酰基转移酶的酶学性质 

将发酵后的菌体破碎后收集上清并进行

SDS-PAGE，再经考马斯亮蓝染色，结果如图 5

所示，saet-QC01 菌体破碎上清液中出现约 68 kDa

的条带，与文献报道 α-氨基酸酯酰基转移酶经

SDS-PAGE 的分子量 68 kDa 一致[19]，但阴性对

照的 pET28a 空载的破碎上清液也出现 68 kDa 的

条带，则不能证明该条带蛋白是由目的基因表达

而来，所以将 saet-QC01 菌体破碎上清液采用

Ni-NTA 亲和层析方法分离纯化，经不同浓度的

咪唑洗脱，收集洗脱液，经 SDS-PAGE 和考马斯

亮蓝染色，如图 6 所示，在经 80 mmol/L 咪唑洗 
 

 
 

图 5  重组 α-氨基酸酯酰基转移酶 SDS-PAGE 分析 

Fig. 5  SDS-PAGE analysis of α-amino acid acyl  
transferase. M: marker; 1: cell disruption supernatant of 
saet-QC01; 2: negative control. 

 

 
 

图 6  纯化 α-氨基酸酯酰基转移酶 SDS-PAGE 

Fig. 6  SDS-PAGE analysis of the purified enzyme. M: 
marker; 1: 40 mmol/L imidazole elution; 2: 80 mmol/L 
imidazole elution; 3: 120 mmol/L imidazole elution; 4: 
160 mmol/L imidazole elution. 

脱的洗脱液中出现分子量约为 68 kDa 的单一条

带，说明该蛋白是由目的基因表达而来，与文献

报道 α-氨基酸酯酰基转移酶经 SDS-PAGE 的分子

量 68 kDa 一致[19]。 

考察最适反应温度对催化反应极为重要，由

图 7 所示，α-氨基酸酯酰基转移酶的最佳催化温

度为 27 ℃。由图 8 所示，35 ℃处理 30 min，酶

活力保持在 25 ℃时酶活的 80%以上，45 ℃处理

30 min 后酶基本已经失活。上述结果表明，该酶

的作用温度范围不是很广泛，对热也较为敏感，

无法长时间放置在高温的过程中。 

 

 
 
 

图 7  温度对 SAET 活力的影响 

Fig. 7  Effect of temperature on SAET activity. 

 

 
 

图 8  温度对 SAET 稳定性的影响 

Fig. 8  Effect of temperature on SAET stability.  



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1174 

反应的 pH 值对酶的稳定性有重要影响，但

酶的最适稳定 pH 不一定是最佳反应 pH，考察最

佳反应 pH 值也很重要。由图 9 所示，在碱性范

围内，α-氨基酸酯酰基转移酶的活性先随 pH 值的

升高而升高，在 pH 8.5 时其活性最高，pH 8.5 是

α-氨基酸酯酰基转移酶的最佳催化 pH 值。由图

10 所示，α-氨基酸酯酰基转移酶在 pH 7.0−8.0 范

围内稳定性很好，孵育 12 h，酶活力仍能保留原

来的 90%以上。 

金属离子及化合物对 α 氨基酸酯酰基转移酶

活力的影响如表 1 所示。低浓度的 Co2+和低浓度

的 EDTA 对该酶有轻微的促进作用，低浓度的 

 

 
 

图 9  pH 对 SAET 活力的影响 

Fig. 9  Effect of pH on SAET activity. 
 

 
 

图 10  pH 对 SAET 稳定性的影响 

Fig. 10  Effect of pH on SAET stability.  

表 1  金属离子及化合物对 SAET 活力的影响 

Table 1  Effect of pH on SAET activity  

Compound
Relative 

activity (%)
(10 mmol/L)

Relative 
activity (%) 
(5 mmol/L) 

Relative 
activity (%)
(1 mmol/L)

Control 100 100 100 

Ca2+ 88.56±0.08 92.76±0.15 96.13±0.14

Fe3+ 36.50±0.16 62.88±0.24 88.32±0.22

Mg2+ 83.35±0.19 89.54±0.16 93.31±0.17

Ni2+ 54.82±0.15 75.48±0.08 90.51±0.23

Co2+ 79.73±0.19 88.73±0.11 105.35±0.17

Mn2+ 75.43±0.09 77.62±0.19 97.69±0.26

SDS 1.20±0.08 2.50±0.13 89.85±0.21

EDTA 97.54±0.14 98.78±0.17 103.33±0.31

 

Co2+将酶活力提高 5.35%，低浓度的 EDTA 将酶

活力提高 3.33%；高浓度的 Fe3+、Ni2+、SDS 对该

酶有明显的抑制作用，高浓度的 SDS 使该酶丧失

酶活性；高浓度 Mn2+对该酶有轻微的抑制作用；

Ca2+、Mg2+对该酶无明显影响。 

2.3  α-氨基酸酯酰基转移酶催化条件优化 

反应底物的配比对产物的生成有重要影响，

固定丙氨酸甲酯盐酸盐的浓度为 250 mmol/L，谷

氨酰胺与其的比例为 A：0.6、B：0.8、C：1.0、

D：1.2，在 27 ℃、pH 8.5 下反应 1 h，结果如图 11

所示，丙谷二肽的产量随着底物谷氨酰胺的浓度

的增加而增大，且相对于底物谷氨酰胺的转化率

依次为 19.5%、19%、15.7%和 13.2%，转化率是

降低的，但当比例达到 0.8 后，产物的产量增加有限，

但转化率却降低明显，所以当丙氨酸甲酯盐酸盐的

浓度为 250 mmol/L，谷氨酰胺浓度为 200 mmol/L，

即比例为 0.8 时应为底物的最佳浓度比。 

丙氨酸甲酯盐酸盐的浓度为 100、200、300、

400、500、600 mmol/L，谷氨酰胺和丙氨酸甲酯

盐酸盐的添加比例为 0.8，在优化后的最佳条件下

反应，丙谷二肽的产量如图 12 所示。当反应 40 min

时，丙谷二肽的产量趋于平衡。随着丙氨酸甲酯盐

酸盐的浓度从 100 mmol/L 增加到 600 mmol/L，丙

谷二肽的量分别为 15.1、29.2、42.3、56.2、69.5、 
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图 11  底物的配比对催化反应的影响 

Fig. 11  Effect of the ratio of Gln to Ala-OMe·HCl on 
enzymatic reaction. Bar graph: L-Ala-L-Gln yield at 
different substrate concentrations; Line graph: Gln 
conversion rate at different substrate concentration ratios. 
A: Gln/Ala-OMe·HCl=0.6; B: Gln/Ala-OMe·HCl=0.8; C: 
Gln/Ala-OMe·HCl=1.0; D: Gln/Ala-OMe·HCl=1.2. 

 

 
 

图 12  底物浓度对催化反应的影响 

Fig. 12  Effect of substrates concentration on enzymatic 
reaction. 

 

78.2 g/L，相对于谷氨酰胺的转化率为 86.7%、

84.0%、81.1%、80.9%、80.0%和 75.0%。 

3  讨论  

丙谷二肽作为谷氨酰胺的替代物，应用前景

广泛，但目前在丙谷二肽的生产方式上存在短板，

生产过程复杂，成本高昂，α-氨基酸酯酰基转移

酶的出现为丙谷二肽的合成带来了新的曙光。文

中首先对重组大肠杆菌 saet-QC01 的表达条件进

行了优化，诱导温度在 20 ℃和 25 ℃时，表达的

酶活差别不大，但诱导温度过高会导致蛋白质合

成速度过快，多肽链不能正确折叠，使得疏水基

因暴露在外容易形成包涵体，因此当酶活相似时，

选取最后的诱导温度为 20 ℃ [20-21]；IPTG 浓度

太低时蛋白的表达量低，酶活较小，而 IPTG 浓

度过高反而会抑制蛋白的表达，而且 IPTG 有细

胞毒性，不利于菌体生长[22-23]，选取 IPTG 最佳

诱导浓度为 0.6 mmol/L；加入 IPTG 时，OD600 在

2.0–2.5 时，酶活的大小相差不大，结合该重组大

肠杆菌的生长曲线，当 OD600 达到 2.0–2.5 时，此

时为该重组菌的对数生长期的中期阶段，在此时，

菌体活力强，生长能力旺盛，酶的表达能力高，

所以诱导的初始菌浓度 OD600 为 2.0–2.5 时最佳；

一般诱导时间越长，目的蛋白的表达量越高，但

诱导时间过长，诱导产生的氨基酸反而会抑制目

的蛋白的合成[24]，当诱导时间在 12 h 时酶活力最

高；所以最终的优化结果为：最佳的诱导温度

20 ℃，加入 IPTG 时初始菌浓度 OD600 为 2.0–2.5，

IPTG 浓度 0.6 mmol/L，诱导时间 12 h；然后对 α-

氨基酸酯酰基转移酶的酶学性质进行了研究，该

酶的最佳反应温度为 27 ℃，反应 pH 8.5，在 pH 

7.0–8.0 很稳定，在酸性条件下相对稳定，低浓度

的 Co2+、低浓度的 EDTA 对酶活有促进作用；最

后对该酶催化合成丙谷二肽的催化条件进行了研

究，在最优的反应条件下实现丙谷二肽的高效合

成，即温度为 27 ℃，pH 8.5，谷氨酰胺和丙氨酸

甲酯盐酸盐的添加比例为 0.8，当丙氨酸甲酯盐酸

盐的浓度为 600 mmol/L、谷氨酰胺的浓度为    

480 mmol/L 时，反应 40 min 时丙谷二肽的量为

78.2 g/L，丙谷二肽的生产速率达到 1.955 g/(L·min)，

相对于谷氨酰胺的转化率为 75.0%，达到国际的

最佳水平[25]。 
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在提高丙谷二肽的转化率和积累量上，可以

对反应体系中底物采取流加的方式进行研究，可

以改变流加浓度、流加速度、流加量来实现丙谷

二肽的优化生产。另外还可以对 α-氨基酸酯酰基

转移酶的结构进行模拟，对其基因序列实行定点

突变的方式，筛选有效的突变体，增加酶的稳定

性和催化效率，向提高丙谷二肽合成效率的方向

推进。 
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