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茶氨酸生物合成基因工程菌的构建及重组酶的表达  
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摘 要：将来源于 Escherichia coli DH5α的 γ–谷氨酰转肽酶基因克隆到高表达质粒 pET–32α中，并转化 E·coli 

BL21，构建茶氨酸生物合成的基因工程菌。工程菌在温度为 20 ℃，OD600 nm为 1.5，IPTG浓度为 0.1 mmol/L，培

养基初始 pH为 7的条件下，诱导培养 6 h，γ–谷氨酰转肽酶的酶活力达(4.41±0.17) U/mL，大约是出发菌株 E·coli 

DH5α的 18.4倍。直接以工程菌为催化剂，在 200 mmol/L谷氨酰胺、1.5 mol/L乙胺盐酸盐、pH 10、20 ℃的条件

下，反应 6 h，茶氨酸合成量达 12.6 mg/mL，L–谷氨酰胺转化率为 41.05 %。 
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Abstract: The γ–Glutamyltranspeptidase gene from Escherichia coli DH5α was cloned in pET–32α vector and expressed 
in Escherichia coli BL21. When the recombinant strain grew at pH 7 to obtain the OD600 nm of 1.5 and induced with 0.1 
mmol/L IPTG at 20 ℃ for 6 h, the activity of γ–Glutamyltranspeptidase was (4.41±0.17) U/mL, about 18.4 times than 
that of Escherichia coli DH5α. Under the catalysis of cells of the genetically engineered strain and under the pH 10, the 
temperature of 20 ℃ and the incubation time of 6 h, the yield of theanine from L–Gin (200 mmol/L) and ethylamine 
(1.5 mol/L) was 12.6 mg/mL, and the rate of conversion from L–glutamine to theanine was 41.05%. 
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茶氨酸(theanine，N–乙基–γ–L–谷氨酰胺)是茶

树中一种特殊的氨基酸，在其他植物中罕见，具有

降压安神、缓解生理及心理紧张、抗肿瘤以及拮抗

咖啡碱引起的神经系统兴奋等重要生理功能[1–2]，

应用前景十分广阔。从茶叶中提取茶氨酸成本高

昂。茶氨酸的酶性生物合成具有高效性、专一性

及副产物少等优势，日益受到国内外研究学者的

重视[3–4]。笔者将来源于 E.coli DH5α的 γ–谷氨酰转

肽酶基因(γ–Glutamyltranspeptidase, GGT)克隆到高

表达质粒 pET–32α中，并转化 E.coli BL21，构建茶

氨酸生物合成的工程菌，旨在为利用重组工程菌大

规模生产茶氨酸奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材 料 

主要材料和试剂：E.coli K–12、E.coli BL21、

pET–32α均来自北京鼎国；pMD18–T来自 TaKaRa

公司；质粒小量抽提试剂盒、DNA胶回收试剂盒、
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TaqDNA 聚合酶来自上海生工生物工程技术服务有

限公司；KpnⅠ和 XhoⅠ限制性内切酶来自东洋纺

生物科技有限公司；异丙基–β–D–硫代半乳糖苷

(IPTG)；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺来自 Promega

公司；蛋白质相对分子质量标准来自上海生工生物

工程技术服务有限公司；γ–谷氨酰转肽酶活性测定

试剂盒来自长城试剂公司。引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成。 

1.2  方  法 

1.2.1  GGT 基因的克隆及重组质粒的构建 

以NCBI上公布的E.coli K–12的GGT基因序列

为模版设计引物[5]。P1(Kpn )Ⅰ ：5′–CGCGGTACCAT 

GATAAAACCGACGTTTTTACGCCG–3′；P2(Xho )Ⅰ：

5′–GCC TCGAGTTTAGTACCCCGCCGTTAAA TCA 

TCC–3′，下划线表示加入的 KpnⅠ和 XhoⅠ酶切位

点。以 E.coli DH5α菌液为模板扩增 γ–谷氨酰转肽

酶的 PCR 反应体系：E.coli DH5α 菌液 0.5 μL，

10×PCR Buffer 2.5 μL，4 dNTP (10 mmol/L) 1 μL，

Taq DNA聚合酶(2 U/μL) 0.5 μL、引物(10 μmol/L)

各 1 μL，加 ddH2O至 25 μL。扩增程序：95 ℃预变

性 5 min；94 ℃变性 20 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 60 s，35个循环；72 ℃延伸 10 min。经琼脂糖

凝胶电泳后，将目的条带回收、纯化，并连入

pMD18–T 载体，送上海生工生物工程技术服务有

限公司测序。将经测序验证的 GGT 基因片段从

pMD18–T 载体上酶切下来，并连入高表达载体

pET–32α中(将重组质粒命名为 pET–32α/GGT)，转

化 E.coli BL21感受态细胞，少量制备质粒 DNA，

双酶切验证后，送上海生工生物工程技术服务有限

公司测序确认。 

1.2.2  表达产物的 SDS–PAGE 分析 

重组质粒 pET32α/GGT转化宿主菌 E.coliBL21

后，37 ℃培养 3 h，加入终浓度 0.1 mmol/L IPTG， 

20 ℃诱导 6 h；对照菌株不加入 IPTG，其他条件一

致。采用渗透压法分离周质蛋白[6]，用 5%浓缩胶和

12%分离胶进行不连续垂直平板电泳，考马斯亮蓝

R–250染色，具体方法参见文献[7]。 

1.2.3  重组质粒在大肠杆菌中表达条件的优化 

1) 诱导时间。将重组菌单菌落置于含50 μg/mL

氨苄青霉素的 LB培养基中，37 ℃过夜培养；次日

按1∶100转接后，继续培养3 h至OD600 nm约为0.6，

加入 IPTG至终浓度 0.1 mmol/L，30 ℃分别诱导 2、

4、6、8 h后，收集菌体，测定 GGT活性。 

2) 诱导剂 IPTG浓度。将重组菌培养至OD600 nm

约为 0.6(方法同上)；分别加入 IPTG至终浓度 0.1、

0.5、1.0、1.5 mmol/L，30 ℃诱导 6 h后，收集菌体，

测定 GGT活性。 

3) 诱导温度。将重组菌培养至 OD600 nm 约为

0.6(方法同上)；加入 IPTG至终浓度 0.1 mmol/L，

分别于 10、20、25、30、37 ℃诱导 6 h后，收集菌

体，测定 GGT活性。 

4) 初始 pH。将重组菌培养至 OD600 nm 约为

0.6(方法同上)；加入 IPTG至终浓度为 0.1 mmol/L，

于 20 ℃在初始 pH分别为 6、7、8、9的 LB培养

基中诱导 6 h后，收集菌体，测定 GGT活性。 

5) 诱导时期(OD600 nm)。将重组菌单菌落于含

50 μg/mL氨苄青霉素的 LB培养基中，37 ℃过夜培

养；次日按 1∶100转接后，37 ℃培养至 OD600 nm

分别为 0.25、0.6、1.0、1.5、2.0，加入 IPTG 至终

浓度为 0.1 mmol/L，在初始 pH为 7的 LB培养基

中，20 ℃诱导 6 h后，收集菌体，测定 GGT活性。 

1.2.4  GGT 活性的测定 

用长城试剂公司的 GGT 活性测定试剂盒测定

GGT活性。 

1.2.5  工程菌催化合成茶氨酸的方法 

以诱导后超声破碎的菌体为粗酶液合成茶氨

酸。将适量粗酶液加入到含有 200 mmol/L 谷氨酰
胺和1.5 mol/L乙胺盐酸盐的pH 10的茶氨酸合成反
应体系中，37 ℃反应 5 h，离心收集上清，HPLC
检测茶氨酸含量[8]。 

1.3  数据分析 

采用 DPS统计软件分析试验数据。 
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2  结果与分析 

2.1  GGT 基因的 PCR 扩增 

GGT基因 PCR产物电泳结果(图 2)显示，成功

扩增出 1条约 1 700 bp的特异性条带，与预测的大

小一致。将扩增获得的 GGT基因克隆到 pMD18–T

进行测序。测序结果与 E.coli K–12的 GGT基因比

对，相似率为 99.7%，表明 E.coli DH5α的 GGT基

因的 PCR扩增成功。 

 
M  DNA marker；1,2  GGT的 PCR产物。 

图 1  GGT 基因 PCR 产物的电泳图谱 

Fig.1  PCR product of GGT gene 

2.2  含 GGT 基因重组质粒 pET–32α/GGT 的构建及

酶切验证 

经双酶切验证(图 3)和进一步测序，结果表明插

入目的片段正确，且未出现移码，证实重组质粒

pET–32α/ GGT构建成功。 

 
 

M  DNA marker；1  重组质粒 pET–32α/GGT的双酶切片段。 

图 2  重组质粒 pET–32α/GGT 双酶切片段的电泳图谱 

Fig.2  Double digestion of the recombinant plasmid 

2.3  表达产物的 SDS–PAGE 分析 

采用 5%浓缩胶及 12%分离胶的不连续垂直平

板电泳，结果(图 4)显示，2号泳道在 65 000、39 000、

20 000处出现明显条带，4号泳道在 39 000、20 000

处出现明显条带，其中 65 000处条带为 GGT前体，

39 000和 20 000处 2条谱带分别为 GGT的大亚基

与小亚基，与预期结果一致，说明构建的重组工程

菌成功表达了 GGT。 

 
M  蛋白质 marker；1  未诱导全菌；2  诱导后全菌；3  未诱导

工程菌周质蛋白；4  诱导后工程菌周质蛋白。 

图 3  工程菌表达产物的 SDS–PAGE 电泳图谱 

Fig.3  SDS–PAGE analysis of proteins 

2.4  GGT 表达条件的优化 

经优化(图 4)，工程菌诱导的最佳条件为：诱导

温度20 ℃，IPTG浓度0.1 mmol/L，培养基初始pH7，

诱导 OD600 nm 1.5，诱导时间 6 h。在此条件下，GGT

的酶活性可达(4.41±0.17) U/mL。 

2.5  工程菌 GGT 活性检测 

工程菌经最佳条件诱导后，GGT 活性可达

(4.41±0.17) U/mL，出发菌 E.coli DH5α的 GGT活性

为(0.24±0.28) U/mL。工程菌 GGT 活性是出发菌

E.coli DH5α的 18.4倍。 

2.6  茶氨酸合成检测 

工程菌催化合成茶氨酸反应结束后，用 HPLC

检测茶氨酸含量，工程菌茶氨酸合成量达到 12.6 

mg/mL，L–谷氨酰胺转化率为 41.05%。 

3  结论与讨论 

构建了高效表达重组 GGT 的基因工程菌，并

利用谷氨酰胺和乙胺为底物合成了茶氨酸。同时，
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从诱导表达 GGT 活力的角度出发，优化了 GGT 的

表达条件。在诱导温度为 20 ℃，IPTG 浓度为 0.1 

mmol/L，OD600 nm为 1.5，初始 pH为 7的条件下，

诱导 6 h，工程菌的 GGT活力可达(4.41±0.17) U/mL，

是出发菌 E·coli DH5α的 18.4倍。GGT广泛分布于

各种生物组织中，是谷胱甘肽代谢过程中的一个关

键酶，它既可以催化 γ–谷氨酰基化合物上的 γ–谷氨

酰基团，使其转移至氨基酸等受体上，也可以催化 γ–

谷氨酰基化合物水解反应，生成谷氨酸[10]。目前，

已有多种细菌中的 GGT 被用作目的化合物的生物

催化剂[3, 6,11–12]。由于 GGT可以广泛用于多种功能

成分的生物催化剂，因此，提高其酶活力可有效提

高各种功能成分的生产效率。本试验茶氨酸产量偏

低，可能是茶氨酸合成体系是直接采用 Suzuki H等

未经优化的体系所致[3]。进一步对茶氨酸合成体系

进行优化后，茶氨酸合成量有望提高。 
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