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摘要：【目的】构建Bacillus subtilis来源的γ-谷氨酰转肽酶蛋白(GGT)的Corynebacterium glutamicum
SYPA5-5表达系统，验证该蛋白信号肽片段在宿主表达体系中的作用，并将该体系应用于高效合成茶氨

酸的研究。【方法】将该ggt基因和切除信号肽的片段基因(∆sp ggt)在C. glutamicum SYPA5-5中克隆表

达。以C. glutamicum SYPA5-5高产L-精氨酸培养基为基础进行重组菌产酶优化。最优转化条件为：L-谷
氨酰胺∶乙胺为1∶3，酶量为0.06 U/mL。采用底物流加策略高产L-茶氨酸，40 mL的转化体系包含：终

浓度为0.9 U/mL的GGT，pH 10，37 °C，从0 h开始每隔2 h补加20 mmol/L的L-谷氨酰胺，60 mmol/L的乙

胺。【结果】C. glutamicumSYPA5-5/pXMJ19-ggt发酵上清液中GGT酶活达到(4.69±0.34) U/mL，C.
glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt只检测到胞内酶活(0.99±0.17) U/mL，说明利用B. subtilis来源的信号

肽可以实现GGT在C. glutamicum体系中分泌表达。最适产酶培养基条件为：葡萄糖浓度为10%；IPTG最

适添加时间为0 h。批次流加在12 h时达到最大茶氨酸产量104.36 mmol/L，转化率为86.9%。【讨论】本

文首次实现B. subtilis来源的γ-谷氨酰转肽酶基因(ggt)在C. glutamicum SYPA5-5中分泌表达，通过分批流

加底物获得目前报道的利用重组C. glutamicum合成L-茶氨酸的最高产量。
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L-茶氨酸，化学名称为N-乙基-γ-L-谷氨酰胺，

是1种几乎只存在于茶类植物中的游离氨基酸[1]，

决定茶叶的风味和品质。茶氨酸具有多种重要的

生理功能：放松减压作用[2]；降血压作用[3]；抑制

咖啡因引起的兴奋反应[4]；提高学习能力[5]；抗肿

瘤[6]；控制体重[7]等。早在1985年美国食品和药物

管理局 (FDA)已经认证L-茶氨酸为一般公认安全

的物质 (GRAS)，在食品中的使用有特定用量限

制。鉴于茶氨酸上述诸多生理功效及其绝对安全

性，其作为一种食品组分及饮品添加剂的需求量

日益增加。进入21世纪，酶法转化合成以其优越

性日益受到青睐，因此研究人员重心也集中于酶
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法合成L-茶氨酸，可用于合成茶氨酸的酶包括谷

氨酰胺合成酶，谷氨酰胺酶和γ-谷氨酰转肽酶。

谷氨酰胺合成酶受ATP供应限制[8]，谷氨酰胺酶产

物对底物的转化率低 [ 9 ]，γ-谷氨酰转肽酶脱颖

而出。

γ-谷氨酰转肽酶分布广泛，负责催化谷胱甘

肽及其类似物的γ-谷氨酰键的断裂，并将生成的

γ-谷氨酰基团转移给水(此时即为水解反应)或者其

他氨基酸(转肽反应)。利用GGT的转肽功能，选

定L-谷氨酰胺和乙胺作为供体和受体时，即可实

现酶法生成L-茶氨酸。

目前关于γ-谷氨酰转肽酶异源表达的研究很

广泛：李勤 [10]、胥俊峰 [11]通过扩增Escherichia

coli的γ-谷氨酰转肽酶基因，利用PET系列载体在

E. coli BL21中实现表达。Chen [12 ]、Ishiye [13 ]、

Bindal[14]等分别克隆枯草芽孢杆菌、假单胞菌和

地衣芽孢杆菌来源的γ-谷氨酰转肽酶基因，构建

大肠杆菌重组表达体系。综上所述，国内外学者

在异源表达γ-谷氨酰转肽酶蛋白时，虽然所选用

基因的菌株来源多有不同，但是宿主菌均为大肠

杆菌，然而该大肠杆菌重组表达体系仍存在一定

的安全隐患。本课题组前期成功在B. subtilis中实

现了该蛋白的过量表达，胞外获得可观的蛋白酶

含量。我们希望尝试另外一种全新的宿主菌表达

体系。目前国内外均尚未有利用重组钝齿棒杆菌

生产茶氨酸的报导，因此本论文中选用pXMJ19质

粒实现B. subtilis来源的γ-谷氨酰转肽酶基因在钝

齿棒杆菌SYPA5-5中的克隆表达。另外，有学者

发现B. subtilis的胞外蛋白能利用自身的信号肽在

芽孢杆菌宿主系统中有效分泌表达，因此本论文

在克隆枯草芽孢杆菌γ-谷氨酰转肽酶基因时，选

择性的保留该基因的信号肽片段，研究该信号肽

片段是否可在钝齿棒杆菌中引导GGT的分泌表

达，并考察了该重组菌的目的蛋白表达情况及重

组蛋白转化合成L-茶氨酸的能力。

1    材料和方法

1.1    菌株与质粒

B. subtilis 168、C. glutamicumSYPA5-5由本实

验室保藏，表达载体pXMJ19由本实验室保藏。

B. subtilis 168是1株模式菌株。宿主菌C. glutam
icum SYPA5-5是本实验室筛选并经过多级诱变获

得的1株高产L-精氨酸生产用菌株[15]。除了适用于

L-精氨酸的代谢改造外，C. glutamicum SYPA5-5
也被用于L-精氨酸合成途径的中间代谢物L-瓜氨

酸和L-鸟氨酸的积累[16]。表达质粒pXMJ19 (GenBank
序列号AJ133195.1)是德国学者于1999年成功构建

的谷氨酸棒杆菌/大肠杆菌穿梭质粒[17]，质粒含有

氯霉素抗性基因(cat)和lacIq基因(lacI的变异基因)，
是钝齿棒杆菌中最常用的一种胞内表达质粒。

1.2    主要试剂与培养基

工具酶购自TaKaRa公司；质粒小量抽提试剂

盒、胶回收试剂盒、抗生素购自上海Sangon公
司；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺购自Ferments公
司；γ-谷氨酰对硝基苯胺、双甘二肽购自上海

Sangon公司；PCR引物由上海Sangon公司合成；

其他试剂均为国产试剂。

基础培养基(g/L)：葡萄糖5，蛋白胨10，酵母

粉5，氯化钠10，自然pH值。

钝齿高产精氨酸培养基(g/L)：葡萄糖160，酵

母粉8，(NH4)2SO4  40，KCl 1，KH2PO4  1.5，
MgSO4·7H2O 0.5，MnSO4·H2O 0.02，FeSO4·7H2O
0.02，CaCO3 30。

优化培养基(g/L)：葡萄糖100，酵母粉8，
( N H 4 ) 2 S O 4  4 0 ， K C l  1 ， K H 2 P O 4  1 . 5 ，

MgSO4·7H2O 0.5，MnSO4·H2O 0.02，FeSO4·7H2O
0.02，CaCO3 30。

1.3    主要试剂配制

50 mmol/L硼酸-氢氧化钠缓冲液(pH 10.0)：
称取3.09 g硼酸溶于水中，NaOH调节pH至10.0，
定容至1 L。

1596 Fei He et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(10)

actamicro@im.ac.cn



50 mmol/L Tris-HCl缓冲液(pH 8.0)：称取6.06 g

Tris溶于水中，HCl调节pH至10.0，定容至1 L。

HPLC流动相A (8 g/LCH3COONa·3H2O，包

含 225 μL/L三乙胺，pH 7.2；5 mL/L四氢呋喃)；

HPLC流动相 B (30 g/L CH3COONa·3H2O，pH

7.2/乙腈/甲醇 (1∶2∶2，V/V))。

1.4    γ-谷氨酰转肽酶基因的克隆及其表达载体的

构建

根据NCBI公布的枯草芽孢杆菌的全基因组核

酸序列中ggt的基因序列设计引物见表1，并在上

游和下游引物的5′端分别加上BamH I、EcoR I酶

切位点(下划线斜体部分)。

提取B. subtilis 168的基因组作为模板，以ggt-
F(F1)/ggt-R引物进行PCR扩增，获得目的基因片

段ggt、∆sp ggt。PCR总反应体系为50 μL，包含1 ng

的质粒模板，200 μmol/L dNTPs，20 μmol/L引物

和1 μL的Ex Taq DNA聚合酶。PCR程序设定为：

95 °C 5 min，95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 105 s，

35个循环；72 °C 10 min。PCR反应产物用0.8%的

琼脂糖凝胶电泳分离，目的条带切割后，用胶回

收试剂盒(TaKaRa)回收，回收的基因片段与pMD18-T

连接，转化E. coli JM109，经过氨苄青霉素抗性

平板筛选，挑取阳性转化子。提取质粒酶切验

证，重组质粒命名为T-ggt，T-∆sp ggt，DNA测序

由上海生工生物有限公司完成。经测序验证正确

的重组质粒T-ggt，T-∆sp ggt，用BamH I和Eco R I

双酶切后连接到经过相同酶切处理的pXMJ19上，

构建表达载体pXMJ19-ggt、pXMJ19-∆sp ggt。

1.5    GGT在钝齿棒杆菌SYPA5-5中的表达

将构建好的表达载体pXMJ19-ggt、pXMJ19-

∆sp ggt电转化法转化至C. glutamicumSYPA5-5感

受态中，在氯霉素抗性平板上筛选阳性重组子，

提取质粒进行酶切验证，验证正确即为构建成功

的重组菌C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt和C.

glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt。上述2株菌

分别接种至含有10 μg/mL氯霉素的LBG液体培养

基中30 °C培养过夜，次日以10%的接种量转接至

25 mL 的钝齿发酵培养基中培养，对数中期添加

IPTG终浓度为0.8 mmol/L进行诱导表达，完整培

养周期为9 6  h。培养结束后8 0 0 0  r / m i n离心

20 min，收集上清液即为胞外酶液，4 °C保存。

细胞沉淀用pH 8.0的Tris-HCl缓冲液洗涤3次，重

悬浮于该缓冲液中，超声波破碎仪破碎细胞。

10000 r/min离心30 min去除沉淀细胞碎片，上清

即为胞内蛋白液，置于4 °C保存。均用于后续

SDS-PAGE实验和GGT的酶活测定。

利用SDS-PAGE分析重组菌的胞外蛋白和胞

内全细胞蛋白，用5%的浓缩胶及12%–15%分离胶

的不连续垂直平板电泳进行蛋白分离，考马斯亮

兰R-250染色；总蛋白质浓度采用Brandford方法

测定，以牛血清蛋白(BSA)作为标准蛋白。

1.6    GGT酶活力的测定

GGT转肽酶活的测定原理是利用酶的转肽功

能，催化底物γ-L-谷氨酰对硝基苯胺(γ-GpNA)的

γ-谷氨酰基团转移到受体双甘二肽，随之生成的

表1.  文中所用引物

Table 1.  Primers used in this study

Names Sequences (5′→3′)

ggt-F CGCGGATCCAAAGGAGGGAAATCATGAAAAGAACGTGGAACGT CT

ggt-F1 CGCGGATCCAAAGGAGGGAAATCATGAAAAAACCGCCCAAAAGCTACGA

ggt-R CCGGAATTCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTACGTTTTAAATTAATGCCG

Restriction sites were shown in italicize and underline. ggt-F1 was the forward primer for the ggt gene without signal peptide segment.
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对硝基苯胺在410 nm处有特殊吸收，通过测定该反

应生成的对硝基苯胺的浓度来衡量GGT酶活力。

1 mL反应体系中包含：50 mmol/L 硼酸 -
NaOH缓冲液(pH 10.0)，2.5 mmol/L γ-GpNA，

60 mmol/L双甘二肽，20 μL适当稀释的酶液。37 °C
反应10 min后，添加125 μL浓度为3.5 mol/L的醋

酸终止反应。以不添加双甘二肽受体的反应液作

为对照，其他处理均和实验组相同，410 nm处测

定吸光度差值。酶活单位定义为：1 min内经由转

肽反应催化生成1 μmol对硝基苯胺(p-Nitropheny-
lamine)所需酶量即为一个酶活单位(U)。

1.7    L-茶氨酸的酶法生产

L-茶氨酸的转化体系：供体L-谷氨酰胺，受

体乙胺，GGT蛋白酶；反应条件为pH 10 ，37 °C
下反应一定时间，添加10%的TCA终止反应。

1.8    L-茶氨酸含量的测定方法

采用高效液相色谱(HPLC)来测定 L-茶氨酸的

含量。反应液离心，经0.24 μm滤膜过滤后上样。

OPA柱前自动衍生。HPLC 条件：Angilent 1260；
色谱柱：Hypersil ODS C18 (4.0 mm×125.0 mm)。
流动相 A，流动相 B；流动相梯度程序：保留时

间为 0、27.5、31.5、34.0、35.0、40.0 min 时，

A/B 分别为92:8、40:60、0:100、0:100、92:8、
92:8；流速：1.0 mL/min；检测器：紫外检测器；

检测波长：338 nm；柱温：40 °C。

2    结果和讨论

2.1    重组C. glutamicumSYPA5-5表达体系的构建

及GGT信号肽功能验证

2.1.1    γ-谷氨酰转肽酶基因的克隆及其表达载体

的构建：提取B. subtilis 168的基因组为模板，ggt-
F1、ggt-F /ggt-R为引物进行PCR扩增，扩增出目

的基因片段∆sp ggt(切除信号肽的片段基因，大小

为1680 bp)和ggt(完整基因，大小为1764 bp)。
PCR产物连接T载体，转化至E. coli JM109感受

态，获得的T连载体分别经BamH I和EcoR I双酶切

验证(图1)：pMD18-T-∆sp ggt质粒酶切(泳道2)

得到∆sp ggt基因片段，大小为1698 bp (其中包含

18 bp His编码序列)及线性化的pMD18-T质粒，大

小为2692 bp；pMD18-T-ggt(泳道3)得到大小为

1782 bp的ggt基因片段(亦包含His编码序列)和线性

化的pMD18-T质粒，理论值和实际值相符。

重组T连载体上切下来目的基因片段，连接

经相同酶切处理的pXMJ19载体，转化至E. coli

BL21感受态中，得到重组表达载体pXMJ19-∆sp

ggt、pXMJ19-ggt，单、双酶切验证(图2)。两重组

质粒双切后得到约6601 bp线性化的pXMJ19片段

和大小分别为1698 bp (泳道2)、1782 bp (泳道3)的

目的基因片段，实际值与理论值相符，表明外源

基因∆ s p  g g t、g g t已经正确连接到表达载体

pXMJ19上。

2.1.2    C. glutamicum SYPA5-5重组菌的构建及

GGT蛋白表达情况分析：将重组质粒pXMJ19-∆sp

ggt，pXMJ19-ggt分别转化至C.  g lu tamicum

SYPA5-5中，获得重组菌C. glutamicum SYPA5-5/

pXMJ19-∆sp ggt和C. glutamicum  SYPA5-5/

图 1.  重组质粒pMD-18T-∆sp ggt, pMD18-T-ggt的酶切

验证

Figure 1.   Identification of the recombinant plasmids
pMD18-T-∆sp ggt/pMD18-T-ggt by enzyme digestion.
M: DL 2000 marker; lane 1, 2: pMD18-T-∆sp ggt,
pMD18-T-ggt/BamH I+ EcoR I.
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pXMJ19-ggt。将其接种于基础培养基中，30 °C条

件下培养过夜，随后以10%的接种量转接至发酵

培养基中，培养至对数中期时添加0.8 mmol/L

IPTG进行诱导表达，完整培养周期为96 h。SDS-

PAGE结果表明：重组菌C. glutamicumSYPA5-

5/pXMJ19-∆sp ggt GGT蛋白基本分布在胞内，C.
glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt胞内、外均观察

到明显条带(图3, 4, 5)。可得出结论：该信号肽可

以使GGT在C. glutamicum SYPA5-5中分泌表达。

该现象与有关报道称在芽孢杆菌宿主系统中，革

兰氏阳性菌的胞外蛋白一般都能利用自身的启动

子和信号肽有效分泌表达一致[18]。

2.1.3    重组菌株GGT酶活力测定：重组菌C.
glutamicum  SYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt、C.
glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt GGT酶活力如表2

所示，重组菌C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-

ggt中，胞外GGT酶活水平为胞内水平的20倍左

右，说明该蛋白绝大多数都分泌到了胞外。同时

该重组菌的总酶活约为C. glutamicum SYPA5-

5/pXMJ19-∆sp ggt的5倍。这说明蛋白的胞外分泌

可以避免蛋白酶在胞内累积对细胞自身生长造成

压力、提高酶表达水平[19]。

图 2.  重组质粒pXMJ19-∆sp ggt, pXMJ19-ggt 的酶切验证

Figure 2.   Identification of the recombinant plasmids
pXMJ19-∆sp ggt, pXMJ19-ggt by enzyme digestion.
M1: Hind III marker; M2: DL 2000 marker; lane 1,3:
pXMJ19-∆sp ggt, pXMJ19-ggt/BamH I; lane 2, 4:
pXMJ19-∆sp ggt, pXMJ19-ggt/BamH I+EcoR I.

图 3.  重组菌胞内蛋白对照分析

Figure 3.   SDS-PAGE analysis of proteins in whole
cells. M: marker; lane 1: C. glutamicum SYPA5-5; lane
2: C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt; lane 3: C.
glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt.

图 4.  重组菌胞外蛋白分析

Figure 4.   SDS-PAGE analysis of proteins in whole
cells. M: marker; lane 1: C. glutamicum SYPA5-
5/pXMJ19-∆sp ggt; lane 2: C. glutamicum SYPA5-
5/pXMJ19-ggt.

图 5.  纯化后GGT的SDS-PAGE胶验证

Figure 5.   SDS-PAGE of the purified GGT. M: marker;
1: purified GGT protein.
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2.2    C. glutamicumSYPA5-5/pXMJ19-ggt产酶培

养基优化

2.2.1    葡萄糖浓度对重组菌产GGT的影响：碳源

为菌体提供组成所需的C元素，同时也充当重要

的能量来源。研究室前期利用C. glutamicum SYPA 5-5
高产L-精氨酸培养基培养结果显示，宿主菌在

C源选择上对葡萄糖有特别的偏好性，而葡萄糖

浓度对菌株的生长和产物的合成影响显著[20]，因

此，本研究以高产L-精氨酸的发酵培养基为基

础，优化适合C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt
产GGT的葡萄糖浓度。设置变量梯度为8%、10%、

12%、14%、16%(W/V)，控制其他条件不变。结

果如图6所示：葡萄糖浓度为10%时，菌体生长、

产酶效果最佳；较高或者较低的葡萄糖浓度都会

使菌体生长和产酶能力下降。因此确定葡萄糖浓

度10%是该重组菌C. glutamicum SYPA5-5/pX
MJ19-ggt 摇瓶水平发酵产酶的最佳C源浓度。

2.2.2    IPTG浓度对重组菌生长及产GGT的影

响：pXMJ19中tac启动子属于IPTG诱导型，在钝

齿棒杆菌中存在一定的本底表达，但是同时IPTG

对细胞存在毒害作用，因此摸索合适的IPTG添加

浓度对目的蛋白的表达至关重要。因此本实验采

用最优葡萄糖浓度10%，其他条件不变培养重组

菌C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt，对数中期

添加IPTG诱导时设置系列浓度梯度，发酵结束后

对重组菌生长及产酶进行分析，结果如表3所示。

当IPTG用量小于0.6 mmol/L时，重组菌与不添加

IPTG的重组菌相比时，菌体浓度差异甚小，但是

此时产酶能力较低；当IPTG 浓度大于1.0 mmol/L

时，重组菌和对照组相比时，菌体浓度下降明

显，这可能是因为 IPTG浓度较大时会对菌体存在

一定的毒副作用；当IPTG浓度为0.8 mmol/L时重

组菌虽然生长受到一定程度的抑制但是产酶能力

最高。因此我们确定IPTG添加量为0.8 mmol/L。

表2.  重组菌GGT酶活测定

Table 2.  GGT activities in recombinant strains

Recombinant strains Intracellular GGT activity/(U/mL) Extracellular GGT activity/(U/mL)

C. glutamicumSYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt 0.99±0.17 —

C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt 0.27±0.11 4.69±0.34

图 6.  葡萄糖浓度对C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-
ggt 生长及发酵产酶的影响

Figure 6.   Effect of glucose concentration on the cell
growth and GGT activity of recombinant strain.

表3.  IPTG浓度对重组菌生长产酶的影响

Table 3.  Effect of IPTG concentration on GGT-producing ability of the recombinant strain

Items detected
IPTG concentration/(mmol/L)

0    0.4    0.6    0.8    1.0    1.2    

OD562 35.23±0.25 34.78±0.23 34.14±0.13 31.23±0.29 29.32±0.45 27.56±0.17

GGT activity/(U/mL) 0.68±0.32 2.15±0.12 2.98±0.54 3.54±0.43 3.01±0.41 2.68±0.11
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2.2.3    IPTG添加时间对重组菌生长及产酶的影

响：选用已经得到的葡萄糖最佳浓度及IPTG添加

量0.8 mmol/L，其他条件保持不变，研究IPTG添

加时间对重组菌产酶的影响。选择在接种初期0 h

及12、18、24 h分别添加。由图7可以看出，0 h

添加IPTG发酵结束后，上清液中检测到最高的

GGT酶活，12 h时酶活水平仅为前者的1/2，18 h

及其后的酶活水平更低。

2.2.4    重组菌发酵过程菌体生产及产酶情况分

析：在上述优化的基础上，对重组菌C. glutamicum

SYPA5-5/pXMJ19-ggt进行发酵培养，定时取样监

测发酵过程中菌体生长和产酶情况。由图8可知，

该菌体生长特征分为3个阶段，0–6 h为延滞期，

随后重组菌迅速进入到对数生长期(6–36 h)，36 h

后进入稳定期。产酶曲线则显示，菌体对数中后

期(36 h)开始快速大量产酶，96 h胞外酶活可以达

到4 U/mL。该现象说明该菌体产酶稍滞后于菌体

生长。这和其他以高产精氨酸为目的改造得到的

C. glutamicum  SYPA5-5重组菌的生长产酶情

况[21–22]略有不同，原因可能是：(1) 表达的外源蛋

白酶并不参与菌体自身的代谢循环途径，对菌体

生长的影响也与菌体自身蛋白存在差别；(2) 该目

的蛋白成熟要经过胞外分泌进程及信号肽的切

割，比胞内蛋白的表达要更繁琐、耗时。

2.3    GGT催化生产L-茶氨酸条件优化

2.3.1    发酵液上清中GGT催化生产L-茶氨酸：考

察该胞外GGT蛋白转化合成L-茶氨酸的能力，具

体反应体系如下：0.04 U/mL GGT，20 mmol/L的

L-谷氨酰胺，20 mmol/L的乙胺；控制体系pH 10，

37 °C条件下反应5 h。根据HPLC分析可知，反应

液中主要物质包括水解副产物L-谷氨酸，底物L-

谷氨酰胺和产物L-茶氨酸(图9)，说明该酶具备催

化谷氨酰胺和乙胺发生转肽反应生成L-茶氨酸的

能力。

2.3.2    乙胺浓度对GGT合成茶氨酸的影响：在该

转肽酶的催化过程中，除了主转肽反应生成目的

产物L-茶氨酸外，还存在副产物L-谷氨酰-谷氨酰

胺，其合成量受乙胺添加量的影响，因此，反应过

程中要保证受体量大于供体，因此考察了乙胺用

量(从40 mmol/L到120 mmol/L)对茶氨酸及其副产

物合成的影响。反应体系中其他条件为：20 mmol/L

的L-谷氨酰胺，pH 10 ，37 °C，反应时间5 h不

变。实验结果如图10所示，乙胺浓度较低时，酶

对L-谷氨酰胺的利用率处于较高水平(底物残留少)，

图  7.   IPTG添加时间对C.  glutamicum  SYPA5-
5/pXMJ19-ggt 发酵产酶能力的影响

Figure 7.   Effect of IPTG feeding time on GGT-
producing ability of the recombinant strain.

图 8.  重组菌发酵培养过程中生长产酶情况分析

Figure 8.   Time profiles of cell growth and GGT
production of the recombinant strain.
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但是L-茶氨酸和L-谷氨酰胺残留量之和小，说明

此时副产物生成多，水分子的竞争优势使得水解

副产物L-谷氨酸合成处于优势。随着乙胺浓度的增

加，谷氨酰胺残留开始显著增加。因为受体乙胺

的竞争优势，副产物的量并未增加。乙胺添加量

为60 mmol/L时获得最高的茶氨酸产量和转化率。

2.3.3    酶添加量对GGT合成茶氨酸的影响：酶的

添加量对反应具有重要影响，但同样由于多种副

反应的存在，单纯的提高酶量可能会催生更多的

副产物的生成。因此研究酶的最适添加量，选用

乙胺浓度60 mmol/L，其他条件如上保持不变。由

下图11可以看出，酶量较少(0.02 U/mL)时，酶对

底物的利用率有限，底物L-谷氨酰胺残留量多，

产物L-茶氨酸量和副产物量均较少。随着酶量的

增加，对底物的利用率逐渐增强，而L-谷氨酰胺

残留量和L-茶氨酸生成量之和却在逐渐减少，说明

此时副产物的生成量呈增加趋势。酶最适添加量

为0.06 U/mL，此时茶氨酸产量、转化率均最高。

2.3.4    双底物流加的批次转化方法高产L-茶氨

酸：在上面条件优化过程中可以看出，反应过程

中必须严格控制供体、受体比例及酶的添加量。

图 9.  GGT酶转化液中的标准物质洗脱曲线

Figure 9.   HPLC elution profile of the standards used in enzymatic synthesis of theanine by GGT. A: the elution
profile of L-theanine; B: the elution profile of L-glutamate, L-glutamine and L-theanine, ranked by elution time.

图 10.  乙胺浓度对茶氨酸产量的影响

Figure 10.   The effect of ethylamine concentration on
the L-theanine production.

图 11.  GGT添加量对茶氨酸产量的影响

Figure 11.   The effect of GGT concentration on the L-
theanine production.
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高浓度的乙胺并不利于酶的转化生产，供体谷氨

酰胺又存在溶解度的限制，因此可以通过同时流

加2个底物的补料策略来降低上述不利因素影响。

初始转化体系体积为40 mL，包含20 mmol/L的L-

谷氨酰胺，60 mmol/L的乙胺，终浓度为0.9 U/mL

的GGT；转化条件pH 10 ，37 °C；每隔2 h补加

20 mmol/L的L-谷氨酰胺，60 mmol/L的乙胺；补

料前取样，补料后调节pH至10.0，茶氨酸产量不

再增加时停止反应。在反应进行到12 h时获得最

大的茶氨酸产量104.36 mmol/L，此时谷氨酰胺的

转化率为86.9%。该L-茶氨酸产量及底物转化率相

较一次性添加具有明显优势。

3    结论

本研究以安全菌株B. subtilis 168为出发菌，

克隆γ-谷氨酰转肽酶基因的完整片段ggt及不含自

身信号肽的基因片段∆sp ggt，构建C. glutamicum

SYPA5-5重组菌表达体系，对重组菌中目的蛋白

的胞内、外分布情况分析，证明B. subtilis来源的

GGT蛋白自身信号肽片段能够在C. glutamicum

SYPA5-5中发挥作用。

同时以C. glutamicum SYPA5-5高产L-精氨酸

发酵培养基为基础，对重组菌C. glutamicum SYPA5-5/

pXMJ19-ggt发酵产酶培养基进行葡萄糖浓度、

IPTG诱导浓度及IPTG添加时间的优化，结果显

示：最佳葡萄糖浓度为10% (g/L)，在0 h添加0.8 mol/L

IPTG最有利于重组菌产酶，分析原因是IPTG的正

向诱导作用和负面毒害作用相抗衡的结果。

C. glutamicum SYPA5-5是一株适合于氨基酸

生产的安全菌株，其细胞培养可以达到的高密度

水平也使其具备作为宿主菌表达外源蛋白的潜

能，因此该表达系统不但可以满足工业生产的安

全性，而且可以满足工业生产的强度。同时发现

B. subtilis 168来源的GGT蛋白的信号肽片段可以

在钝齿棒杆菌中被识别，从而引导该目的蛋白分

泌到胞外，该分泌作用使得酶活提高4倍，这就为

钝齿棒杆菌中外源蛋白的分泌提供一条可选用的

信号肽序列。

利用该胞外蛋白酶液转化L-谷氨酰胺和乙胺生

成茶氨酸，并对受体、供体的添加比例及最适添加

酶量进行了优化，在上述基础上进行双底物流加

实验，在12 h获得最大的茶氨酸产量104.36 mmol/L，

谷氨酰胺转化率为86.9%。这是目前报道的利用

重组C. glutamicum 合成L-茶氨酸的最高产量。
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Efficient synthesis of L-theanine by recombinant strain
Corynebacterium glutamicum SYPA5-5

Fei He, Taowei Yang, Meijuan Xu, Xian Zhang, Zhiming Rao*, Lei Tang*

Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122,
Jiangsu Province, China

Abstract: [Objective] To construct a Corynebacterium glutamicum strain system for L-theanine production by the
secretion expression of γ- glutamyltranspeptidase. [Methods] Two genes ggt and ∆sp ggt (without signal peptide
fragment) from Bacillus subtilis were cloned and expressed in C. glutamicum. Then the recombinant GGT was used
for L-theanine production under the optimal conditions: GGT enzyme 0.9 U/mL, pH 10, 37 °C, and 20 mmol/L L-
glutamine and 60 mmol/L ethylamine were fed every two hours. Supplementation was ceased after 12 h to minimize
the substrates residue in the final broth. [Results] Firstly, two different recombinant C. glutamicum strains C.
glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt (without signal peptide), C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-ggt (with signal
peptide) were successfully constructed. In comparison to C. glutamicum SYPA5-5/pXMJ19-∆sp ggt, C. glutamicum
SYPA5-5/pXMJ19-ggt showed the ability to secret GGT into the medium and 5-fold higher enzyme activity than that
in the former strain. This finding suggested that the signal peptide of GGT was responsible for the secretion and could
work in C.glutamicum strain system. Furthermore, the glucose concentration and the adding time of inducer IPTG on
GGT production were optimized in shake-flask. The batch transformation conditions were also investigated. The
optimal ratio of L-glutamine to ethylamine was 1:3, and optimal enzyme amount was 0.06 U/mL. The highest L-
theanine production reached at 104.36 mmol/L at 12 h with the conversion rate of 86.9 %. [Conclusion] This is the
first time to use the C. glutamicum system for the efficient synthesis of L-theanine. Furthermore, the signal peptide of
GGT is identified to function well in C. glutamicum, providing a possible strategy for constructing a secretion
expression system in C. glutamicum.
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