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摘 要：以野生型大肠杆菌!"#$%&"为宿主细胞，转化带有编码谷胱甘肽合成酶系的基因

’()#和’()"的质粒=>?2$"，获得了一株谷胱甘肽合成活性、质粒稳定性和传代稳定性俱
佳，并且能够重复使用的重组大肠杆菌!"#$%&":"。该菌株经过甲苯处理后，能够在胞外积
累!@／A左右的谷胱甘肽（>5?）。在合成反应体系中，提高A:谷氨酸浓度可促进>5?合成，
但A:半胱氨酸浓度增大到#$BB&’／A后会抑制>5?的合成。根据>5?合成反应中能量辅
因子的变化情况，提出!"#$%&":"细胞控制的>5?合成反应机理：由谷胱甘肽合成酶（>5?:
"）控制的第二步反应的能量供体是CDE而非CFE，该反应是整个>5?合成反应的限速步
骤，高浓度CDE可能会抑制>5?:"的活性。在>5?合成反应体系中添加"$$BB&’／A的A:
丝氨酸G硼酸钾混合物，可以有效地防止>5?的进一步降解，反应;7后，>5?产量达到

#;H$BB&’／A（约4H"@／A）。
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谷胱甘肽（>5?）由于具有解毒、抗衰老和抗氧化等重要的生理功能，故而在医药和食
品工业中的应用前景十分广阔［"!;］。

J’&87［!］最早证实细胞内的 >5? 是由$:谷氨酰半胱氨酸合成酶（>5?:#，KL
<H;H#H#）与谷胱甘肽合成酶（>5?:"，KL<(;(#(;）在CFE存在下催化A:谷氨酸（>’-）、

A:半胱氨酸（L/M）和甘氨酸（>’/）的一个序贯反应合成的。因此，要实现>5?的高效合
成，>5?合成酶系的高活性和CFE的有效供给是两个必须满足的条件。作者曾经报道
过重组大肠杆菌N5?:OK"以葡萄糖为底物在胞内积累>5?的研究结果［2］。虽然可以
实现该菌株的高密度培养［<］，但由于质粒的不稳定性，使该菌株在高密度培养过程中胞

内>5?合成能力明显下降［4］。
在经过细胞通透性处理之后，重组大肠杆菌 N5?:OK"能够以A:>’-、A:L/M和L’/

为底物，在胞外积累"@／A左右的>5?［3］。然而，在该菌株中，质粒稳定性极差［1］。考虑
到工程菌中外来基因的表达既受基因本身的影响，也受宿主细胞遗传及生理特性的影响，

为此，作者改变宿主细胞，试图构建一株>5?合成活性和质粒稳定性俱佳的重组大肠杆
菌。在此基础上，本文对新构建菌株生物合成>5?的反应过程进行了研究。



! 材料和方法

!"! 菌种
重组大肠杆菌!"#$%&!"#$%&’，携带质粒()*+,’，由韩国仁荷大学生物工程系提

供［-］。质粒()#+,’中基因’()!和’()"（分别编码)"#!和)"#"）的拷贝数之比为

./’。大肠杆菌!"#$%&0#+#和!"#$%&12’,3由本院工业微生物育种中心提供。大肠杆
菌!"#$%&!和!"#$%&"为本研究室保藏的野生型菌株。

!"# 培养基

!"#"! 大肠杆菌种子及摇瓶培养基（45培养基）：葡萄糖+6，蛋白胨+6，酵母膏.7+6，

.,89+,:45盐，用蒸馏水定容至’9，(#-;,。+,:45盐：26"<=·-#.>’,6，柠檬酸·

#.>’,,6，%.#?>=+,,6，@A@#=#?>=·=#.>’-6，蒸馏水定容至’9。

!"#"# 细菌转化用培养基：95培养基：蛋白胨’,6，酵母膏+6，@ABC’,6，蒸馏水定容至

’9，(#-;.。9D8(培养基：在95培养基中补加’,,$6／89的氨苄青霉素。

!"$ 实验方法

!"$"! 细胞的培养和通透性处理：!"#$%&菌种在45培养基中E-F、.,,G／8HI下摇瓶培
养.,*后，-,,,G／8HI下离心收集细胞，再按照2JGAKA等［’,］描述的方法用甲苯（或其它
有机溶剂）处理细胞。

!"$"# )"#的生物合成：除另有说明，谷胱甘肽生物合成应在.7,89的含有9$)CJ
L,88<C／9，9$BMN.,88<C／9，)CM.,8<C／9，26BC..,88<C／9，DO?.,88<C／9，磷酸
钾缓冲液（(#-;,）+,88<C／9和甲苯处理过的!"#$%&湿细胞’,,86／89的体系中（%>#
调初始(#-;,），E-F下轻微振荡.*。所有结果均以两个平行样品的平均值表示。

!"$"$ 质粒的提取及大肠杆菌转化：参见文献［’’］。

!"$"% 质粒稳定性试验：分别将各转化子接种至不含D8(的45培养基中，E-F下振荡
培养.,*，用9D8(和95培养基分别进行菌落计数，计算质粒丢失率。

!"$"& 细胞内)"#合成酶系的稳定性试验：待)"#合成反应进行.*后，离心收集细
胞，再将这些细胞用于下一批合成反应，考察重复使用次数对细胞合成)"#活性的影响。

!"% 测定方法
反应体系中)"#含量用改良的荧光法［’.］测定（本文中)"#含量分别用6／9和

88<C／9表示，’88<C／9相当于,7E,-6／9）。氨基酸用氨基酸自动分析仪测定。DO?、

D2?和D0?用#?9B测定［’E］。色谱条件为：#&!9&OOP>Q5DR"5$B’S柱（=7L88
:.+,88），流动相为,7.8<C／9(#L;,的磷酸钾缓冲液（溶剂D）和甲醇（溶剂5），组成
梯度为,%L8HI：D/5T3S/.，L%.,8HI：D/5T3,/’,。流速’7,89／8HI，进样量+$9，

U4.L,I8检测。

# 结果和讨论

#"! 具有高谷胱甘肽合成活性重组大肠杆菌的构建

#"!"! 质粒()#+,’的提取和大肠杆菌转化：携带质粒()#+,’的重组!"#$%&!"#$
%&’能够以葡萄糖为底物胞内积累)"#，然而在高密度培养条件下质粒容易丢失［-］。
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!"#$等［%&］和’()*+$,等［%-］认为，质粒的稳定性会受到宿主细胞遗传特性、质粒的拷贝
数以及质粒上基因的表达等诸多因素的影响。因此，更换质粒./0-1%的宿主细胞，有可
能构建出一株/’0合成活性和质粒稳定性俱佳的重组大肠杆菌。
首先从重组!"#$%&2’0345%中提取质粒./0-1%，然后分别以!"#$%&60-!、!"

#$%&78%19、!"#$%&"和!"#$%&#为宿主进行转化，以!+.:为选择性标记挑取转化子。
在所得到的不同宿主的转化子中，各选取%1个生长情况良好的单菌落，考察其/’0合成
能力。结果发现，新构建的转化子中，;1<以上其/’0合成能力较出发菌株有所提高，表

%给出了部分转化子的/’0合成活性比较。根据初筛结果，从不同宿主细胞中分别选取

/’0合成能力最强的&株菌进行复筛（表%），结果以!"#$%&60-!和!"#$%&78%19为宿
主细胞获得的转化子，其/’0合成能力明显下降（甚至低于出发菌株），而以野生型大肠
杆菌为宿主细胞获得的转化子!"#$%&"3=和!"#$%&#3%，却仍能保持很强的/’0合成
活性。分别从这两个转化子中提取质粒，琼脂糖凝胶电泳证实质粒./0-1%已成功转入
（电泳图谱见图%）。

表! 部分新构建的转化子"#$合成活性比较!

>$#?@% A)+.$:"B),)C/’0#")BD,EF@E"G$GE"H"ED)C.$:E"$?E:$,BC):+$,EB,@I?DG),BE:JGE@K

>:$,BC):+$,E
L":BEBG:@@,",* ’@G),KBG:@@,",*

/’0G),G@,E:$E"),／（*／M） N,G:@+@,E／< /’0G),G@,E:$E"),／（*／M） N,G:@+@,E／<
2’0345% %O1P %O1P
!"#$%&"3= PO9; =;; PO;& =QP
!"#$%&"3& =ORP %-R
!"#$%&"3; %O;R ;%
!"#$%&"39 %O== %9
!"#$%&#3% &O=- P%P &O%Q P1R
!"#$%&#3- =OQP %RR
!"#$%&#3R =O-& %&Q
!"#$%&#3%1 =O&- %P;
60-!3% %O-& -1 1OQR S=R
60-!3= %O=; =-
60-!3R 1OR; SP&
60-!39 1ORP SP9
78%193P POP% === 1OR& SP;
78%193& =O9& %;R
78%1939 %O&R &=
78%193%1 %O=P =1

!>F@/’0#")BD,EF@E"G$GE"H"ED)C!"#$%&60-!，!"#$%&78%19，!"#$%&"$,K!"#$%&#I@:@$??#@?)I1O=*／MO

%O!O% 新构建菌株的质粒稳定性：出发菌株!"#$%&2’0345%的最大缺陷即为质粒稳
定性差。表=显示，新构建的转化子!"#$%&"3=和!"#$%&#3%，其质粒稳定性比!"#$%&
2’0345%明显提高。综合考虑/’0合成活性与质粒稳定性这两个因素，作者选取!"
#$%&#3%为进一步研究的对象。

%O!O& !"#$%&#3%的遗传稳定性：将!"#$%&#3%用M!+.斜面连续转接-代，测定每一
代的/’0合成能力。结果发现!"#$%&#3%连续传接-代后/’0合成能力并无明显下降
（图=）。
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图! 重组质粒"#$%&!的电泳图
’()*! +),-./)/0/0/12,-"3-,/.(.-4"#$%&!

567/!，8-0/1906,86...267:6,:；

067/;，1/00/<2,6<2.-423/!"#$%&!=;36,>-,(7)"#$%&!；

067/?，1/00/<2,6<2.-423/!"#$%&"=!36,>-,(7)"#$%&!*

表! 不同转化子质粒稳定性的比较!

@6>0/; A-8"6,(.-7-4"06.8(:.26>(0(2B
-4:(44/,/722,674-,8672.

C2,6(7

A-0-7(/.

(75+8"

"062/／85

A-0-7(/.

(75D

"062/／85

E62(--4

"06.8(:

,/:912(-7／F

!"#$%&!=; %*&G!&H !*&G!&I %&

!"#$%&"=! J*!G!&I !*JG!&J %;

!"#$%&KC$=LM! ?*?G!&N O*NG!&I JJ

!E62(--4"06.8(:,/:912(-7P（1-0-7(/.(75D"062/=

1-0-7(/.(75+8""062/）／1-0-7(/.(75D"062/G!&&F

!*"*# !"#$%&"=!中#C$合成酶系的
稳定性：如图?所示，!"#$%&KC$=LM!细
胞重复使用O次后，#C$合成活性就已降
至初始活性的;&F；而!"#$%&"=!细胞
重复使用O次后，#C$的合成活性仍能保持初始活性的J&F以上。

图; 传代数对!"#$%&"=!合成#C$的影响
’()*; M44/12-4)/7/,62(-7.-723/>(-.B723/.(.

-4#C$>B!"#$%&"=!

图? 重复使用次数对不同菌株#C$合成活性的影响
’()*? M44/12-4,/"/62/:=9./2(8/.-723/#C$

>(-.B723/2(1612(Q(2B>B:(44/,/72.2,6(7.
—"—!"#$%&"=!；—#—!"#$%&KC$=LM!*

以上实现结果表明，以野生型大肠杆菌为宿主细胞，作者成功地构建得到了一株既有

很高的#C$合成活性，又有很强的质粒稳定性和传代稳定性，并且能够重复使用的重组
大肠杆菌!"#$%&"=!，该菌株具有潜在的工业应用价值。

表$ 有机溶剂处理对!"#$%&!%"合成&’(的影响
@6>0/? M44/12-4-,)67(1.-0Q/722,/628/72-723/",-:912(-7-4#C$>B!"#$%&"=!

R,)67(1.-0Q/72 S-7/ !&F@-09/7/ +1/2-7/ !&FT3/7B0/2367-HFD9267-0 !&F U/2367-0
#（#C$）／（)／5） &*!O O*! & ;*%N & !*?H

!)! !"#$%&!%"合成&’(的反应过程

!)!)" 有机溶剂处理对!"#$%&"=!合成#C$的影响：如表?所示，若细胞未经有机溶
剂处理，则几乎不能在胞外积累#C$。而经过甲苯、苯乙醇和甲醇处理后，胞外#C$浓
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度明显提高，其中又以甲苯的效果最好。这些有机溶剂的作用在于提高了细胞膜的通透

性，使!"#、其它底物及产物能够自由出入细胞，从而促进了$%&合成反应的进行。

!’!’! 前体氨基酸对!"#$%&!()合成$%&的影响：如图*所示。+($,-浓度增大到./
0012／+就会使$%&产量降低，可能是因为+($,-对$%&(3的抑制作用。业已发现［)4］，
当反应体系中+($,-浓度达到4/0012／+时，$%&("的活性降低到最高活性的5/6。而

+($27浓度增大到)./0012／+时$%&的合成量仍在增加，很可能是因为+($27对$%&(
"的活性有促进作用［)8］。只有在+($27过量存在的情况下，+($,-才会尽可能地转化为

#(+(谷氨酸(+(半胱氨酸。

图* 前体氨基酸对!"#$%&!()合成$%&的影响
9:;’* <==>?@1=AB>?7-1BC0:D1C?:E-1D@F>G:1-,D@F>-:-1=$%&G,!"#$%&!()

H1@>："F>?1D?>D@BC@:1D-1=$2,CDEI,-J>B>./CDE)50012／+JF>D$27?1D?>D@BC@:1DJC-?FCD;>E；@F>?1D(

?>D@BC@:1D-1=$27CDEI,-J>B>4/CDE)50012／+JF>D$2,?1D?>D@BC@:1DJC-?FCD;>E；@F>?1D?>D@BC@:1D-1=

$27CDE$2,J>B>4/CDE./0012／+JF>DI,-?1D?>D@BC@:1DJC-?FCD;>E，B>-A>?@:K>2,’

+($27、+($,-和$2,浓度固定时$%&合成反应的过程曲线示于图5。理论上，每生
成)012$%&需要各消耗)012的三种前体氨基酸。然而，由图*可知，当反应体系中合
成了)LMN0012／+的$%&时，+($,-消耗了)L0012／+，但+($27和$2,却只分别消耗了

LMO0012／+和80012／+。从图*也可看出，在反应体系中加入50012／+的$2,，就能够
合成*;／+（约为)N0012／+）的$%&，即底物的消耗和产物的生成不平衡。

图5 $%&合成过程曲线
9:;’5 ":0>(?17B->1=$%&G:1-,D@F>-:-

—!—$%&；—"—+($27；—#—$2,；—$—+(I,-’

作者认为，这一现象的产生，可能是因为

!"#$%&!()细胞含有较高浓度的+($2,和

$2,。为了证实这种推测，作者将!"#$%&!()
反复用于$%&合成反应，每次反应中均测定

$%&的净增加量以及+($27和$2,的净减少
量。结果发现（表*），!"#$%&!()细胞重复
使用5次后，底物氨基酸的消耗量与产物的
合成量才基本达到平衡。此外，在第一次的

$%&合成反应进行50:D时，作者测定出反
应液 中 的 +($27 和 $2, 的 量 分 别 为

L*MN0012／+和N)ML0012／+，比+($27和$2,
的实际添加量分别高出了.*MN0012／+和

))ML0012／+。这些数据充分说明，!"#$%&!()细胞内确实含有较高浓度的+($27和
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!"#，也可能含有少量的$%&#’。
表! 细胞回用过程中"#$%&和$%’的消耗情况

()*"+, &-.’/0123-.-4$%!"/).5!"#63273.8+""9+1+)2+5%/’+19-8+’’

:+1+)2+5./0*+9-4230+’ ;.89+0+.2-4!<=／（00-"／$） &-.’/0123-.-4$%!"/／（00-"／$）&-.’/0123-.-4!"#／（00-"／$）

> >?@A A@B C@D
E >?@C >F@C >B@?
G >?@D >C@> >G@C
? >?@D >C@G >D@G

H-2+：(7+8-.8+.29)23-.’-4$%!"/，!"#).5&#’6+9+?F，BF).5BF00-"／$3.+)879+)823-.’#’2+0，9+’1+823I+"#@

(@(@) 能量辅因子在!<=合成反应中的作用：J+3’2+9认为［>C］，在!<=的生物合成反
应中，!<=%!和!<=%"催化的反应都需要K(L的参与。因此，每合成>0-"!<=，需要
消耗B0-"K(L，生成B0-"KML，如（>）式所示。

$%!"/N$%!#’NK(L
!<=%

!
!
#%$%谷氨酰%$%半胱氨酸NKMLNL3

#%$%谷氨酰%$%半胱氨酸N!"#NK(L
!<=%

!
"
!<=NKMLNL3 （>）

然而，图?的结果却显示，当K(L浓度低于BF00-"／$时，!<=对K(L的摩尔产率
系数在CG$AFO之间，即!<=合成与K(L消耗的比例接近>P>。为了更深入地对这一
实验现象进行分析，在K(L初始浓度为BF00-"／$的条件下，测定了!<=合成过程中

K(L、KML和KJL的变化，结果示于图D。

图? K(L浓度对!<=合成的影响
Q3R@? S44+82-4K(L8-.8+.29)23-.-.27+

*3-’#.27+’3’-4!<=

H-2+：(7+9+)823-.230+6)’B7@

图D !<=合成反应过程中能量辅因子的变化
Q3R@D &7).R+-4+.+9R#8-4)82-93.27+

!<=*3-’#.27+’3’19-8+’’
—"—!<=；—#—K(L；—$—KML；—%—KJL@

根据图D的结果，作者认为，由!"#$%&"%>细胞控制的!<=合成反应机理应当如
（B）式所示，其中!<=%"控制的第二步反应为整个反应的限速步骤。

$%!"/N$%!#’NK(L
!<=%

!
!
#%$%谷氨酰%$%半胱氨酸NKMLNL3

#%$%谷氨酰%$%半胱氨酸N!"#NKML
!<=%

!
"
!<=NKJLNL3 （B）

提出这一反应机理是基于以下实验现象：
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（!）"#$合成反应中%&’降解的终产物为%(’，%(’和"#$的浓度之比接近!)
!；（*）反应中%&’消耗与"#$生成之比接近!)!；（+）由于质粒,"$-.!中!"#!与

!"#"的拷贝数之比为*)!，因此"#$/!的活性更高。在反应的第一阶段（.#.0-1），

%&’消耗了!-0-2234／5，而"#$仅生成6072234／5，表明"#$/!催化生成的$/5/谷
氨酰/5/半胱氨酸，由于"#$/"活性的限制，来不及转化为"#$；（8）.0-1后，%9’成为反
应的主要能量供体，将第一步反应生成的$/5/谷氨酰/5/半胱氨酸逐渐转化为"#$；（-）分
析图-亦可以发现，反应进行!1后，5/:;<消耗了!72234／5，而"#$仅生成!.2234／

5，表明"#$/!控制的反应速度比"#$/"控制的反应速度快。
至于%&’浓度高于*.2234／5时，"#$产量反而下降（图6），很可能是因为"#$合

成过程第一步反应产生的%9’对"#$/!和"#$/"均产生抑制作用。由于"#$/!被

%&’激活［!=］，因此，当反应体系中%&’浓度不断升高时，%9’浓度也不断升高。已证
实［!6］!.2234／5%9’会对"#$/!产生-.>的抑制作用，但%9’对"#$/"的抑制作用
尚未见报道。若%9’对"#$/"没有抑制作用，则%9’在"#$合成的第二步反应中会
不断降解，"#$的产量会不断增加，对"#$/!的抑制作用也会被解除，不可能出现图6
所示的实验结果。当然，%9’是否确实对"#$/"产生抑制，抑制程度如何，尚需更多的
酶学实验数据。

!"!"# 反应体系中"#$降解的抑制；如图6和图?所示，在一个适宜的"#$合成反应
体系中，反应时间超过*1，"#$产量就开始下降。这可能是由于$%&’()细胞中固有的

$/谷氨酰转肽酶（$/"&’）活性引起的，该酶可将"#$的$/谷氨酰基因转移到某些氨基酸
和肽上［*.］。@ABA;A2A等［!=］发现，一定浓度的5/#CD和硼酸盐的混合物可以抑制$/"&’
的活性，为此，作者考察了在反应体系中添加5/#CD和硼酸钾对"#$合成的影响，如表-
所示。实验中采用了较优的5/:;<添加方式，即反应开始时（.1）加入!-2234／5，反应
进行.0-1时再加入-2234／5。
由表-可知，若反应体系中不添加物质，反应*#+1，"#$产量下降了+!0+>；而若

加入!..2234／5的5/#CD—硼酸钾混合物，则"#$的产量不仅没有下降，反而略有增
加，表明5/#CD—硼酸钾混合物的添加有可能对$/"&’产生了抑制。然而，单独添加硼酸
钾和5/#CD，却会抑制"#$的合成。表-的数据还显示，$/"&’的抑制可能是5/#CD引起
的。

表$ 添加硼酸钾和／或%&’()对*’+合成的影响

&AE4C- FGGCHI3GI1CAJJKIK3L3G5/#CDKLCALJ／3D,3IA<<KM2E3DAIC3LI1CEK3<;LI1C<K<3G"#$

%JJKIK3L
"#$H3LHCLIDAIK3L／（2234／5）

*1 +1
:3LID34 **N8 !-N8
’3IA<<KM2E3DAIC !*N7 =N+
5/#CDKLC !+N7 !8N7
’3IA<<KM2E3DAICALJ5/#CDKLC *!N6 *+N.

@3IC：&1CAJJKIK3L3G,3IA<<KM2E3DAICAJL5/#CDKLCOCDC!..2234／5，DC<,CHIKPC4;N

由于$%&’()胞内的$/"&’是"#$积累到一定浓度后诱导产生的［*.］，因此，从反应
器的观点考虑，若要进一步提高"#$的合成效率，可以将甲苯处理过的$%&’()"/!进行
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固定化，连续合成!"#。这样，既可以减少$%&的抑制，又可以防止!’!(&对!"#的进
一步降解。这方面的研究正在进行中。

致谢 研究过程中，承蒙韩国仁荷大学生物工程系)**+,,-’.,教授提供出发菌株和
大量研究资料，本院工业微生物育种中心王正祥教授提供大肠杆菌宿主细胞并提出了建

设性的讨论，测试中心王树英老师、本院专业实验室陈 蕴、卢 晨老师在氨基酸和核苷

酸分析方面提供了大力帮助，在此一并致谢。
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国家“九五”攻关项目———

乳链菌肽的工业化生产通过专家鉴定

国家“九五”科技攻关项目《特种保鲜剂—乳链菌肽》于?@@@年A@月?P日通过了中
国科学院组织的专家鉴定。

乳链菌肽（Q#)#&）又称之为乳酸链球菌素，是由乳酸乳球菌产生的一种小肽，对梭菌、
金黄色葡萄球菌、利斯特氏菌、嗜热脂肪芽孢杆菌等引起食品腐败的革兰氏阳性菌有强烈

抑杀作用，并对人体安全无毒，已被包括我国在内的世界许多国家广泛应用于乳制品、植

物蛋白食品、罐头食品、肉制品和乙醇饮料的防腐保鲜。

由中国科学院微生物研究所还连栋研究员主持的该攻关项目，经中国科学院微生物

研究所和浙江省天台银象生物化工厂全体参加人员的共同努力，在浙江天台建成了我国

第一条乳链菌肽工业化生产线，将中试结果在此生产线上进行工业化规模的生产试验并

获得成功，圆满完成了国家“九五”科技攻关项目专题合同所规定的各项技术经济指标，其

产品已销往国内外市场。以中国食品添加剂生产应用工业协会理事长尤 新教授为鉴定

委员会主任委员的全体专家一致认为：乳链菌肽是乳酸乳球菌产生的一种天然食品防腐

剂和食品品质改良剂。该项目的完成，填补了我国不能工业化生产乳链菌肽的空白，将为

我国现代食品工业的发展带来良好的经济和社会效益。

（刘玉方）
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