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摘要" 以枯草芽孢杆菌基因组为模板通过
!"#

扩增获得谷氨酰胺酶基因
:;*&

! 构建重组质粒

$%&'(:;*&

!将其转化到枯草芽孢杆菌
)*+

中获得重组菌
,-)*+.$%&'/012%

!并在宿主菌成功

得到表达!纯化后的谷氨酰胺酶比酶活大小为
34356+ 7.89

" 谷氨酰胺酶的反应最适
$:

为
;5'

!

反应最适温度为
'' !

!

<2

4=

#

>?

@=

#

AB

4=和
&1

4=对谷氨酰胺酶活力具有一定的抑制作用!在
C2"1

浓

度为
D'EFD;5'E

的条件下!该酶酶活力可以保留
'GE

以上" 在
' <

罐中!通过分批补料发酵!其

最高酶活力产量为
@D'5G* 7.8<

"
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研究论文

谷氨酰胺酶%

R" 4K'KDK@

#能够催化
<I

谷氨酰胺

水解形成
<I

谷氨酸和氨,谷氨酰胺酶主要分布在微

生物和哺乳动物细胞中, 哺乳细胞谷氨酰胺酶在能

源和氮源代谢中起关键作用!因此!传统意义上被

认为是一种线粒体酶[D]

, 哺乳动物谷氨酰胺酶通常

被分为两个类型$肝型和肾型!肝型谷氨酰胺酶和

肾型谷氨酰胺酶均能够被一定浓度的磷酸盐激活[DI4]

,

谷氨酰胺酶在微生物中分布很广!已经被报道过的

菌体有$ 大肠杆菌 %

A>=.'B(=.(* =5;(

#

[6]

' 芽孢杆菌

%

<*=(;;9> ;(=.'+(C5B/(>
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张美丹!等" 谷氨酰胺酶基因的克隆#表达和酶学性质研究

杆菌 !

!"#$%&"#'(()* +,)$,+' !"#"$%&'

"

()*

# 青霉菌

!

-,.'#'((')/ -%('$".* +,"%-.

"

(/*

#米曲霉!

0*-,+1'(()*

%+23", ,012.

"

(&* 和酵母 !

421%*"##5"+%/2#,* +%)6''

$

421%*"##5"+%/2#,* +%)6'' +,,345 6%2)

"

(-.4--*等% 自

然界中不同来源的谷氨酰胺酶的酶学性质具有很

大的差距$因此谷氨酰胺酶的应用相应的也有所不

同% 目前$谷氨酰胺酶的研究主要集中在制药和食

品工业中% 在药物方面$谷氨酰胺酶被用于抗癌制

剂研究$癌细胞没有
34

谷氨酰胺合成机制$通过谷

氨酰胺酶消耗体内环境中的谷氨酰胺$从而使得癌

细胞因缺乏谷氨酰胺而被&饿死'

(-64-$*

% 在食品行业

!尤其是酱油发酵"中$耐盐性谷氨酰胺酶一直是研

究的热点(-246-*

% 酱油在发酵过程中$会有很大部分的

谷氨酰胺因遇高温转变成焦谷氨酸$这很大的程度

上影响了酱油的风味和营养% 因此$在发酵过程中

额外添加谷氨酰胺酶$从而增加谷氨酸#减少焦谷

氨酸的生成从而提高了酱油的风味和营养(-)466*

% 也

有研究者们将谷氨酰胺酶用于茶氨酸的合成(6$462*

%

本研究通过将实验室保藏的一株枯草芽孢杆

菌作为谷氨酰胺酶基因的来源$将其在枯草芽孢杆

菌
-7/

!

7"#'(()* *)&$'('* -7/

$

18-7/

"中进行克隆#表

达$并对其酶学性质进行了研究$随后对重组菌在
%

3

发酵罐进行了分批补料发酵研究%

!"!

实验材料

枯草芽孢杆菌是本实验室的一株保藏菌(大肠

杆菌
9:-.&

!

8*#5,+'#5'" #%('

$

89#%(' 9:-.&

"#枯草芽

孢杆菌
-7/

#表达载体
;:<%

均为实验室所有(连接

载体
;:=4-/#

#

>",

酶相关试剂#

#2 =+<

连接酶

以及所有的限制性内切酶
7"/? 0

和
:;, 0

等都在

#@!@,@

公司上购买( 细菌全基因组快速提取试剂

盒#质粒快速提取试剂盒#胶回收试剂盒和引物合

成等都来自上海生工生物工程股份有限公司(其他

试剂均为国产(

81<42.A

谷氨酸
4

葡萄糖分析仪买

自山东科学院生物研究所(

<!#<

蛋白纯化层析系

统在
BA ?C@DEFG@HC

公司购买%

!"#

实验方法

!"#"!

基因组提取$

2("<

基因的克隆 枯草芽孢杆

菌基因组提取的方法参考细菌基因组
=+<

快速提

取试剂盒说明书 % 引物设计序列 )

2("< 4I

)

%J 4

<""B"<#<#B<#BB#<#B""<B"<#<<#B<# 4KJ

$

下划线为
:;, 0

(

2("<4,

)

%J4<""BBB<#""##<B#

BB#BB#BB#BB#BB#B<<<<<#<"#"<B""#B# 4KJ

$

下划线分别为
7"/? 0

和组氨酸标签%

>",

扩增体

系中包括
.L% !3

全基因组
=+<

(

% !3 -.!1MNNCH

(

2 !3 O+#> :PQEMHC

(

.L% !3

上下引物(

- !3 8 =">

=+<

聚合酶(

OO?

6

R

补至
%. !3

%

>",

反应条件为)

&% "

预变性
% SPT

(

&2 "

变性
K. U

$

%/ "

退火

- SPT

$

)6 "

延伸
- SPT

$

K.

个循环( 最后
)6 "

延伸

-. SPT

%

>",

产物进行胶回收纯化后与
;:=-/V#

载体进行连接$ 接着连接产物转化到
89#%(' 9:-.&

感受态细胞中 $ 在含有
-.. !WXS3

氨苄青霉素

!

<S;

" 的
31

平板上进行筛选获得阳性转化子$提

取质粒进行单双酶切验证并进行测序%

!"#"#

重组质粒的构建和转化 将
;:=-/#42("<

和
;:<%

分别用
7"/? 0

和
:;, 0

进行双酶切$将所

切的目的片段和载体进行回收纯化$将纯化后的目

的基因
2("<

和载体
;:<%

片段并使用
#2 =+<

连

接酶进行连接$然后放置
-7 "

连接过夜% 连接产物

通过化学转化法转入
89#%(' 9:-.&

感受态中$ 通过

带有
-.. !WXS3 <S;

的
31

平板筛选阳性重组菌体

89#%(' 9:-.&X;:<%42("<

$ 提质粒通过相应的酶切

位点验证重组载体% 将重组子
;:<%?2("<

再通过

文献
(6%*

所使用的化学转化法转入枯草芽孢杆菌

-7/

中$通过带有
%. !WXS3

卡那霉素的
31

平板筛

选阳性重组菌
18-7/X;:<%42("<

$提质粒通过单双

酶切验证是否有重组子转进去%

!"#"$

重组菌的谷氨酰胺酶表达和纯化 将重组

菌体
18-7/X;:<%42("<

先接入
-. S3 31

培养基中$

在
$) "

$

-/. HXSPT

下培养
/Y-6 F

$之后转入发酵培

养基!

WX3

")葡萄糖
6%

#酵母粉
6-

#蛋白胨
-2

#谷氨

酸
6

#

!

6

?>R

2

-Z6%

#

!?

6

>R

2

.Z)%

#

:W"D

6

-

#

;? 7Z&Y)Z.

$

在
$."

#

-/. HXSPT

的条件下发酵培养
6. F

% 使用
2"

低温离心机离心收集菌体!

2 "

$

-. ... 1

$

-. SPT

"$

将离心所得的重组菌体使用
%. SS[DX3 #HPU4?"D

!

;? )Z%

"缓冲液悬洗
6Y$

次$之后根据生物量使用

%. SS[DX3 #HPU4?"D

!

;? )Z%

"缓冲液将菌体定容至相

应的体积进行悬浮% 细胞悬液中加入
6. !3 6.. WXS3

溶菌酶!

D\U[]\SC

"$放置冰盒或者
2 "

冰箱作用
6Y$ F

左右$待菌体呈蛋清状之后将处理液放入超声波破

碎仪中超声
-. SPT

左右$将细胞破碎液离心!

2 "

$

-. ... 1

$

6. SPT

"$取上清% 获得的细胞上清过膜处

理之后使用
+P4+#<

亲和色谱法纯化
+4

末端加入

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

('
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!"#$%&'

的谷氨酰胺酶!清洗"上样和洗脱过程根据

公司所提供的仪器操作步骤来进行# 将细胞上清液

和纯化后的谷氨酰胺酶用于酶活测定和
()($

*+,-

分析$

!"#"$

谷氨酰胺酶的酶活测定 谷氨酰胺酶酶活

通过
./

谷氨酸的生成量来测定$ 酶活测定方法%将

001 !. 211 33456.

谷氨酰胺溶液和
001 !. 211

33456. 78"#9!:5

缓冲液进行混合! 接着放入
;< !

的水浴锅中
= 3">

! 加入
?@ !.

的酶液在水浴锅中

发应
= 3">

后 ! 迅速加入
211 !.

的反应终止液

&

2=A

的三氯乙酸'上下震荡混匀!之后将反应物放

入离心机中离心&

21 111 !

!

2= 3">

'

B?CD

$ 取反应物的

上清液
?= !.

打进谷氨酸
/

葡萄糖分析仪中进行谷

氨酸测定$ 谷氨酰胺酶的酶活单位定义为!在
;< !

"

E! <F=

的条件下! 每分钟生成
2 !345

的谷氨酸所

需要的谷氨酰胺酶的量$

!"#"%

酶学性质研究 反应最适
E!

和
E!

稳定性

研究% 使用不同
E!

的反应体系 &缓冲液%

E! =F1G

CF1

!

1F2 345

醋酸
9

醋酸钠(

E! CF1G<F1

!

1F2 345

磷酸

盐(

E! <F1GHF1

!

1F2 345 78"#9!:5

(

E! HF1GIF=

!

1F2 345

甘氨酸
9J&K!

' 进行酶活测定! 最大酶活定义为

2@@A

$ 在
0 !

条件下!将储存在不同
E!

缓冲液的

酶液放置一段时间!每隔
? L

后进行一次酶活测定!

将最初谷氨酰胺酶的酶活定义为
2@@A

$

反应最适温度和热稳定研究%将谷氨酰胺酶反

应体系放置在不同温度&

?@GC= !

'的水浴锅中先预

热
2@ 3">

!之后加入
?@ !.

的酶液反应
= 3">

!迅速

加入
2@@ !.

的反应终止液&

2=A

的三氯乙酸'!最大

酶活定义为
2@@A

$ 在
0

"

?@

"

?= !

和
;@ !

保温
2?

L

!每隔
? L

取样并进行酶活测定!将未加热的谷氨

酰胺酶酶活定义为
2@@A

$

金属离子和
-M7N

对酶活的影响%在谷氨酰胺

酶反应体系中分别加入
2 33456.

的金属离子

-M7N

"

O

P

"

QR

;P

"

S'

?P

"

:&

?P

"

.&

;P

"

T&

?P等金属离子!接着

进行谷氨酰胺酶的酶活测定!未加入金属离子的谷

氨酰胺酶活定义为
U@@A

$

耐盐性测定和高盐条件对酶稳定性的影响%谷

氨酰胺酶反应体系中分别加入不同浓度的
J&:5

&

@G

?@A

'! 之后进行酶活反应并分析谷氨酸的生成!未

加入
J&:5

反应的谷氨酰胺酶酶活定为
2@@A

$ 在
0

!

条件下! 将储存在不同盐浓度下的酶液放置一段

时间!每隔
@F= L

后进行一次酶活测定!将最初在不

同盐浓度下的谷氨酰胺酶的酶活定义为
2@@A

$

!"#"& = .

罐发酵培养 取冻管中的菌液进行划平

板! 挑取单菌落至
2@ 3.

的
.T

培养基中进行培养

2@G2? L

&

;<!

!

2H@ 8V3">

'!接取
2@A

的菌液转入
2=@3.

的
.T

种子培养基培养
2@G2? L

&

;< !

!

2H@ 8V3">

'$

将上述培养液接入含有
? .

发酵培养基的
= .

发酵

罐中进行培养!在温度
;@ !

!转速
C@@ 8V3">

!

E! <F@

&

E!

由
;@A

的氨水和
2@A

的磷酸进行酸碱调控'的

条件下进行培养$ 补料措施为%碳源为
=@A

的葡萄

糖!氮源为
=@A

的酵母粉!前
2H L

发酵条件同前面!

2H L

后进行自动补料! 每个小时补充
; 'V.

的碳源

和
? 'V.

的氮源$ 每隔一段时间进行取样!进行生物

量和酶活测定$

#"!

重组载体的构建和表达

以枯草芽孢杆菌全基因组作为模板进行
*:W

!

通过电泳得到的目的基因大小为
@FI; XY

!将纯化后

的目的基因与
ESM2H7

连接转入
"#$%&' ZSU@I

感受

态细胞中!在抗性平板中挑取阳性转化子!酶切验

证并进行测序$ 接着使用
()*! [

和
+,- [

将目的

基因与载体
ESN=

切下并进行连接转入枯草芽孢

杆菌
UCH

中! 在抗性平板中挑选阳性转化子验证$

重组质粒
ESN=./&)0

经
()*! [

单切大小为
HF0

XY

!

()*! [

和
+,- [

双切的大小分别为
<F= XY

和

@FI; XY

&图
U

'$ 将构建好的重组菌
(12345'&'2VESN=9

/&)0

进行发酵表达!获得的粗酶过镍柱纯化!将纯

化后的重组蛋白进行
(M(9*N,-

分析!纯化后的蛋

白大小为
;? XM&

左右&图
?

'$

U

%

ESN=9(!&3

经
()*! [

酶切 (

?

%

ESN=9(!&3

经
()*! [

和

+,- [

酶切(

SU

%

"V6'7, [[[ MJN S&8XR8

(

S?

%

M.?@@@

图
!

重组质粒的酶切验证

'()" ! *+,-./ 0()/12(3+ 34 5/63.7(+8+2 9:81.(0
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!

!蛋白
!"#$%#

"

&

!纯化后的谷氨酰胺酶

图
!

重组蛋白酶的
"#"$%&'(

电泳分析

)*+, - "." $%/'( 010234*4 56 789 :;<*6*9= +2;70>*1049

65<> <9?5>@*1017

-,-

谷氨酰胺酶的酶学性质研究

-,-,A

反应最适
'(

和
')

稳定性研究 在不同
')

下测得的谷氨酰胺酶活并获得一条曲线#从图
*

$

"

%

获知#在
') +,-

的缓冲液下#谷氨酰胺酶酶活最适&

在
. !

条件下#每隔
/ 0

#在不同
')

取样测酶活获

得
')

的稳定曲线#如图
*

$

1

%所示#该谷氨酰胺酶

在
') 2,-34

之间稳定性很好# 而低于
') 2,5

或高

于
4,-

时#酶活力有所下降&

图
B

谷氨酰胺重组酶的最适
:C

和
:C

稳定性

)*+, B D:7*>02 :C 01= :C 470@*2*73 56 789 <9?5>@*1017

+2;70>*1049

-,-,-

反应最适温度和热稳定性研究 在不同的

反应温度下#测谷氨酰胺酶活&从图
.

$

"

%可知#谷氨

酰胺酶的最适温度是
-- !

& 随着温度升高#酶活力

有所上升"当温度超过
-- !

时#酶活力下降&由图
.

$

1

%所示#在低温条件下保存对酶活力影响不大#当

温度为大于
*5 !

时#酶活力下降就明显了&

图
E

谷氨酰胺酶最适温度和热稳定性

)*+, F D:7*>02 79>:9<07;<9 01= 789<>02 470@*2*73 56 789

<9?5>@*1017 +2;70>*1049

-,-,B

金属离子和
6789

的影响 从图
-

分析金

属离子对谷氨酰胺酶活的影响得知#

:"

*;

'

<=

>;

'

?%

*;

和
9@

*;对谷氨酰胺酶活力具有一定程度上的抑制作

用#部分金属离子对其有促进作用#但是效果不是

很明显&

图
G

金属离子和
(.H&

!

A >>52IJ

"对酶活的影响

)*+, G (669?7 56 >9702 *51

!

A >>52IJ

"

51 +2;70>*1049 0?7*K*73

相
对
酶
活

/ %

5.0  5.5  6.0  6.5  7.0  7.5  8.0  8.5  9.0  9.5  10.0
pH

pH 5-6
pH 6-7
pH 7-8
pH 8-9.5

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

相
对
酶
活

/%

120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0 0   1    2    3   4    5   6    7    8    9  10 11  12  13

pH 6.0
pH 6.5
pH 7.0
pH 7.5
pH 8.0
pH 8.5

t/h

(a) pH

(b) pH

(%
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=&$-1 >?@ABC

!

?D B5

"

%54C@CE

!

"FGH?II@4C BCA %JBHBKD?H@LBD@4C 4M

!"#$%%&' (&)*$%$' 15NDBO@CBI?

!"!"#

谷氨酰胺酶的耐盐性研究 反应体系中不

同浓度的
!"#$

条件下所测得的谷氨酰胺酶酶活曲

线如图
%

所示! 随着反应体系中
!"#$

的浓度的不

断升高!相对酶活相应的下降"但是!在
&'()*+,-(

的
!"#$

条件下!残余酶活力依然有
-./

以上!说明

该谷氨酰胺酶具有一定的耐盐性" 在
0 !

条件下!

每隔
.1- 2

!在不同盐浓度下取样测酶活获得高盐条

件下谷氨酰胺酶的稳定曲线!如图
+

所示!该谷氨

酰胺酶在
341-/)3+1-/!"#$

之间稳定性很好!当盐

浓度为
4./

时!

5 2

后!谷氨酰胺酶的相对酶活力仅

下降了
56,+%/

左右"

图
$

不同浓度的
%&'(

对酶活的影响

)*+" $ ,&(- -. (/0&12/ .3 0/2.45*1&1- +(6-&4*1&7/

图
8

高盐对谷氨酰胺酶稳定性的影响

)*+" 8 933/2-7 .1 7-&5*(*-: .3 +(6-&4*1&7/ *1 -;/ ;*+;

2.12/1-0&-*.1 .3 7&(-

!"< = >

罐发酵结果

- 7

罐的分批发酵结果如图
8

#

"

$所示!随着重

组菌体的生长酶活产量也有所增长!当葡萄糖消耗

的差不多时菌体也不再增长% 重组菌发酵
38 2

!重

组菌细胞干重&

#9:

$和谷氨酰胺酶比酶活最高分

别达到了
6,-3 ;<7

和
-8,%& =<>7

!

46 2

后菌体不再

生长而谷氨酰胺酶酶活有稍微的下降% 在此基础上!

进一步的补料发酵结果如图
8

&

?

$所示!发酵
38 2

后在残糖为
6)- ;<7

时进行补料!每小时添加
5 ;<7

的碳源和
4 ;<7

的氮源! 重组菌体和酶活产量也有

所增加!细胞干重最高将近有
45,5% ;<7

!发酵
-6 2

时谷氨酰胺酶最高酶活产量达到了
43-,@% =<>7

%

相比较分批发酵结果!分批补料发酵的谷氨酰胺酶

酶活产量提高了
5,%+

倍!细胞干重增加了
-,&8

倍%

图
? = >

罐发酵和补料发酵结果

)*+" ? )/04/1-&-*.1 &1@ 3/@ A5&-2; 3/04/1-&-*.1 .3

+(6-&4*1&7/ *1 = > 3/04/1-/0

本研究枯草芽孢杆菌来源的谷氨酰胺酶在枯

草芽孢杆菌
&%8

中得到了有效的表达!纯化后比酶

活达到了
A5A,6+ =<>;

% 谷氨酰胺酶在
&-/)&+,-/

的高盐浓度下相对酶活高于
-./

!表明了该谷氨酰

胺酶具有比较好的耐盐性% 食品业中!酱油的含盐

量通常为
&6/)&8/

B3-C

!这很大程度上限制了一般的

谷氨酰胺酶应用% 本研究获得的重组谷氨酰胺酶克

服了在高盐浓度下易失活的缺点!为下一步在食品

工业中的应用研究奠定了基础% 本研究直接采用了

葡萄糖
D

谷氨酸分析仪对酶活产物进行测定分析!

结结结结结 语语语语语
7777
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该方法相比较谷氨酰胺酶测定试剂盒和高效液相

色谱法对酶活测定更加的简单'快速和稳定!这为

之后的发酵控制研究提供了便利和可操作性( 发酵

!" #

后!通过每个小时添加
$ %&'

的碳源和
( %&'

的

氮源进行补料发酵!谷氨酰胺酶的酶活产量在
)* #

能达到
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会议名称"第五届生物化学与分子生物学国际研讨会
!"#$%$ &'()*

大会时间$

+'()

年
(+

月
,-.

日

大会地点$中国三亚

主办单位$

/0123 456738 "09:058 ; "<==037>2:7<3 "<? @:AB

会议简介$第五届生物化学与分子生物学国际研讨会
C"D$%$ +E()F

将于
+E()

年
(+

月
,G.

日在三亚举行' 本届大

会将继续遵循学术性(国际性的原则!特邀国内外生物化学与分子生物学领域内的学者专家前来参会!并做出精彩的报

告'

"D$%$

研讨会是领域内享受盛名的国际学术研讨会之一!大会旨在为行业内专家和学者分享技术进步和业务经验!

聚焦生物化学与分子生物学领域的前沿研究!提供一个交流的平台'

联系人$张老师

电话$
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L=279

$

M0N><3OP(+,B><=

官方网址$

1::QRSTUUUBA8><3OB<5VT><3O8583>8T"D$%$+E()T

在线投稿$

11::QRTTUUU?A8><3O?<5VTW8V7M:52:7<3X0N=7MM7<3TA8O209:?2MQYZ"<3O8583>84[\((,,

邮箱投稿$
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