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[摘要 ]  成功构建了一个高效表达大肠杆菌谷氨酸脱羧酶 GAD来源的重组质粒 pET28a-gadA, 并转化 E. co li

BL21( DE3),工程菌株经 01 4 mm ol/L IPTG或 1 g /L的乳糖, 37e 诱导表达 8 h, 粗酶液的酶活达到 12 U /mL, 大

约是出发菌株 E. co li K-12的 60倍. 工程菌 1115U粗酶液以 31 g /L L-谷氨酸钠为底物, 37e 、pH 410条件下反

应 4 h, C-氨基丁酸的生成量达到 191 57 g /L, L-谷氨酸钠的转化率为 93% , 从而为 C-氨基丁酸的生产提供了很好

的前景.
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Production of C-am inobutyric Acid( C-GABA) by BioconversionW ith

RecombinantG lutamate Decarboxylase
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Abstrac t: A recomb inant p lasm id nam ed pET28a-gadA which could high ly produce g lutama te decarboxy lase was con-

structed. The recomb inant p lasm id w as transfo rm ed to E. coli BL21 ( DE3 ). Gutam ate deca rboxy lase was produced at

37e , which w as incubated w ith 014 mm o l/L IPTG or 1 g /L lactose fo r 8 h. The ac tiv ity o f 1 mL crude ex tract o f recom-

b inant stra in was usually 12 U /mL, w hich was about 60 tim es higher than the activ ity o fE. co li K- 12. In 1mL reaction

system, when 31 g /L L-G luN aw as used, 1115U crude ex tract, pH 41 0, and incubation a t 37e fo r 4 h w ere the opt-i

mum cond ition. The y ie ld ofC-GABA w as 191 57 g /L. F inally, the rate o f conversion from L-G luN a to theC-GABA w as

up to 93% , wh ich eventually can be prov ided a good prospect fo r the production o fC-am inobutyr ic ac id.
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  C-氨基丁酸 ( C-am inobutyric ac id, GABA )是一种天然存在的非蛋白组成氨基酸,以自由态形式广泛存

在于原核生物和真核生物中,是哺乳动物中枢神经系统的抑制性传递物质,介导了 40%以上的抑制性神

经信号
[ 1]
. GABA具有多种生理功能, 如降血压

[ 2]
、抗惊厥、预防癫痫

[ 3]
、改善睡眠、抗抑郁

[ 4]
、改善脑细

胞
[ 5]
、促进激素分泌和保肝利肾

[ 4 ]
等, 因而 GABA在功能食品中具有广泛的应用前景. 目前, 国内外主要

采用化学合成法
[ 6]
和微生物发酵法

[ 7]
制备 C-氨基丁酸.化学合成法反应条件剧烈, 很难在食品企业实现;

微生物发酵法条件温和、安全、成本较低,但后处理过程复杂且生产周期长. 生物转化酶法合成 GABA可

提高底物转化率和产品纯度,具有节约后处理工序、缩短生产周期及降低环境污染等优点. 谷氨酸脱羧酶

( g lutamate decarboxy lase, GAD; EC 41111. 15)催化 L-谷氨酸脱羧生成 C-氨基丁酸和 CO 2, 是原核和真核生

物细胞中广泛存在的一种酶
[ 8]
.许多国外研究者利用不同微生物中的 GAD来生产 GABA, 但从复杂的发

酵液中回收 GABA相对困难且价格昂贵, 低活性的细胞制备物一直是制约酶法合成 GABA的重要因

素
[ 9, 10]

.尽管大肠杆菌 GAD和 GABA合成已经进行了广泛的研究,但如何获取高活性的重组 GAD以及高

效率、低成本、酶法生产具有多种应用价值的 GABA方法很少见报道.本研究将克隆 Escherich ia co liK - 12
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(E. coli K - 12)中的 gadA基因, 转入到原核表达载体 pET28a中, 构建了重组质粒 pET28a-gadA, 将重组

质粒转化到 E. coli BL21中,获得工程菌, 并对由该工程菌制得的粗酶液催化 L-谷氨酸钠反应生成 C-氨基

丁酸的能力进行了分析,为今后利用重组谷氨酸脱羧酶生产 C-氨基丁酸奠定基础.

1 材料与方法

111 实验材料

111. 1 菌种和质粒

  E. coli K - 12、E. coli DH5A、表达载体 pET28a、E. coli BL21( DE3)均由本实验室保存.

11112 试剂
限制性内切酶 NdeÑ, BamH Ñ为 TaKaRa公司产品; T4DNA连接酶、TaqDNA聚合酶、核酸标准相对

分子质量购自 TaKaRa公司; 蛋白质分子量标准购自 MB I公司;蛋白胨和酵母粉购自英国 OXO ID公司;卡

那霉素购于 Ameresco公司;乳糖购自广东西陇化工厂; IPTG购自 Merck公司;丙烯酰胺 ( A cr)及甲叉双丙

烯酰胺 ( B is)购自 Prom ega公司;四甲基乙二胺 ( TEMED)购自 B ioRad公司; 考马斯亮蓝 R - 250购自 san-

land公司;其余试剂均为国产分析纯.

112 实验方法

11211 pET28a-gadA重组质粒的构建

  根据 E. coli K- 12的 gadA基因序列设计引物, 5c和 3c端分别加入 NdeÑ和 BamH Ñ酶切位点. 5c引

物: 5c-TCAGGA CATATG ATG GAC CAG AAG CTG TTA ACG-3c; 3c引物: 5c-ACTGAG GGATCC TCA GGT

GTG TTT AAA GCT GTT-3c.以 E. coli K - 12的基因组 DNA为模板做 PCR: 95 e 5m in, 30 @ ( 94e 45 s,

55e 45 s, 72e 2 m in ), 72e 10 m in. PCR产物和 pET28a载体分别经 NdeÑ和 BamH Ñ双酶切, 并用

T4DNA连接酶连接, 转化 E. coli DH5A感受态细胞.重组质粒 NdeÑ和 BamHÑ双酶切和重组质粒 PCR筛

选阳性克隆,并进行 DNA测序.该重组质粒命名为 pET28a-gadA (具体操作参考 Novagen公司 pET System

M anual) .

11212 重组蛋白的诱导表达、鉴定

重组质粒 pET28a-gadA转化宿主菌 E. coli BL21( DE3), 工程菌 37e 培养至 A 600值为 015左右,加入终

浓度 014mmo l/L IPTG, 37e 诱导 8 h, 诱导产物以 12% SDS-PAGE电泳鉴定, 用江苏捷达科技发展有限公

司捷达 801系列凝胶电泳图像分析系统 Band scan分析.

11213 粗酶液的制备

取 40LL冻存菌, 接入 4mL含卡那霉素 ( 30 Lg /mL)的 LB培养基中, 37e 振荡培养过夜,取 5mL接入

500mL含卡那霉素 ( 30 Lg /mL)的 LB培养基中, 37e 振荡培养至 A 600值为 015左右,加入终浓度 1 g /L的

乳糖 37e 诱导 8 h, 12 000 r/m in离心收集菌体,用灭菌水洗涤菌体,再次离心收集菌体,用 25mL PBS重悬

菌体. 冰浴超声破碎菌体, 12 000 r/m in离心 20m in取上清,制得谷氨酸脱羧酶粗酶液 GAD.

11214 GAD脱羧酶活的测定

利用 Berthelot反应
[ 11]
的原理进行酶活测定, 200 LL底物溶液和 100 LL酶液在 30e 反应一定时间

(根据活力大小确定 015~ 20 h) ,然后置于冰浴中,加入 200LL 012mol /L硼酸缓冲液 ( pH 910)终止反应,

再加入 110mL 6%苯酚和 400LL次氯酸钠溶液, 充分振荡后, 在沸水浴中反应 10m in,迅速在冰浴中冷却

20m in,在 630 nm测定吸光值,酶反应产物 GABA的定量以标准曲线确定,相对酶活力以单位时间内 A 630

值的变化表示,每组测定同时做 3个重复,求平均值.一个酶活力单位 (U )定义为在测定条件下,每分钟产

生 1 Lmol GABA所需的酶量.

11215 C-氨基丁酸的合成
取 10 g /L的 L-谷氨酸钠, 016U的粗酶液, 醋酸缓冲液调节 pH至 410作为标准反应体系, 于 180 r /

m in, 37e 的恒温摇床反应 2 h,沸水浴 5m in终止反应, 高速离心后取上清分析.

11216 C-氨基丁酸的测定

DNFB法 HPLC分析检测,具体操作参照文献
[ 12 ]

.
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11217 C-氨基丁酸产物的提纯和鉴定

将 11215的上清在 60e 下真空浓缩干燥, 得到 GABA粗品, 再向此粗品加入 3倍量 (质量比 )的无水

乙醇, 在 70~ 75e 下搅拌溶解,趁热过滤,收集滤液,将温度降至室温, 再降至 0~ 4e ,静置 12 h,过滤收集

晶体,将所得晶体加入适量蒸馏水溶解,用透析袋进行脱盐 (脱盐除去无机小分子和离子 ) ,透析液进行真

空冷冻干燥,得到白色针状晶体.取 5mg C-氨基丁酸溶于 015mL D2O中, 用 B ruker 400MH z spectrometer

进行
1
H NMR分析,并同 C-氨基丁酸标准品的图谱作比较.

2 结果与分析

211 gadA基因的 PCR扩增

  利用上述设计的引物对 E. coli K - 12进行 PCR扩增, PCR产物在 1%琼脂糖凝胶电泳结果 (图 1)显

示,扩增出一个特异性的 DNA条带, 相对分子质量大小介于 1 000 bp与 2 000 bp之间,与理论值 1 413 bp

相符.

212 pET28a-gadA重组质粒的鉴定

对重组质粒用 NdeÑ, BamHÑ双酶切,获得大小约为 5 000 bp与 1 400 bp的 2个条带 (图 2) ,与理论

值 5 329 bp、1 407 bp一致,初步说明重组成功.重组质粒经上海英俊生物技术有限公司测序, 结果表明,克

隆的基因片段全长 1 401 bp,在 NCB I上 BLAST检索显示,克隆的基因片段与 E. co liK - 12的 gadA基因编

码序列同源性达 100%.因此, 可以确定 gadA基因已经克隆到 pET28a载体中,且方向正确.

213 表达产物 SDS-PAGE分析

E. coli K - 12的 gadA基因编码 466个氨

基酸, 由于克隆的 gadA 基因插入位置在

pET28a载体的 H is- tag上游, 使用 gadA基因自

带的终止密码子,所以重组菌表达的 GAD实际

包含 484个氨基酸,相对分子质量约 53 000. 取

经 014mmo l/L IPTG和 1 g /L的乳糖, 37e 诱

导 8 h后的菌液离心收集菌体,进行 SDS-PAGE

分析, 结果 (图 3)显示, 在 53 000位置有较浓

的特征蛋白条带出现, 与预期相对分子质量相

一致, 而对照组均无此条带, 说明工程菌能表

达出 GAD蛋白.经江苏捷达科技发展有限公司

捷达 801系列凝胶电泳图像分析系统 Band

scan分析, GAD蛋白表达量占细胞总蛋白的

70%左右, 表达产物的可溶性好, 未见包涵体.
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利用位于重组蛋白氨基端的 H is-Tag进行亲和层析纯化,每升重组菌可得 GAD蛋白 43mg.

214 工程菌 GAD活性检测

Berthe lo t反应测定 GAD粗酶液的酶活,用乳糖诱导的工程菌粗酶液的酶活达到 12U /mL左右, 出发

菌株 E. coli K- 12粗酶液的酶活仅为 012U /mL,每毫升工程菌粗酶液的酶活大约是每毫升出发菌 E. coli

K - 12粗酶液的 60倍.

215 反应条件的优化
21511 最适反应温度

  在 1mL反应体系中, 以 10 g /L L-谷氨酸钠为底物, 016U粗酶液作酶源,醋酸缓冲液将 pH调至 410,
在不同的温度下反应 2 h. 结果表明 (图 4),酶活随着反应温度升高而升高,在 37e 时达到最高, C-氨基丁

酸生成量最大. 40e 以后 C-氨基丁酸浓度急剧下降,可能是因为温度过高使酶蛋白变性.

21512 反应的最适 pH

在 1mL反应体系中, 以 10 g /L的 L-谷氨酸钠作底物, 016U粗酶液作酶源,醋酸缓冲液调节不同的

pH, 37e 反应 2 h.各 pH对应的 C-氨基丁酸生成量参见图 5, pH在 410左右大肠杆菌谷氨酸脱羧酶活性
最高, C-氨基丁酸生成量最大,与文献报道相符

[ 13]
.

21513 最适底物浓度的确定

在 1mL反应体系中,以不同浓度的 L-谷氨酸钠为底物, 016U粗酶液作酶源, pH 410,温度 37e 反应 2

h.不同浓度的 L-谷氨酸钠对应的 C-氨基丁酸生成量如图 6, L-谷氨酸钠浓度为 18 g /L时, C-氨基丁酸生

成量最高.之后继续增加 L-谷氨酸钠浓度不利于反应分子的碰撞, C-氨基丁酸生成量反而有略微的下降.

21514 酶量

在 1mL反应体系中, 以 18 g /L的 L-谷氨酸钠为底物,分别加入不同酶量做酶源, 37e , pH 410条件
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下反应 2 h.结果 (图 7)表明, 在添加酶量较小的情况下, C-氨基丁酸生成量随着酶量的增加而提高, 在酶

量为 01675U时增加趋势趋于平缓,这时酶的催化能力基本达到饱和.继续增加粗酶量对 C-氨基丁酸生成

量影响不大.出于成本考虑,本研究选定酶活为 01675U的粗酶液作为标准反应体系.

21515 反应体系的浓缩

在 1mL反应体系中,参照 21514中 L-谷氨酸钠和 GAD酶活力的比例, 将底物浓度和酶量浓缩至不同

倍数, 37e pH 410条件下反应 2 h. 结果 (图 8)表明, C-氨基丁酸生成量在底物和酶量浓缩至 117倍时最
高,浓缩倍数更高时 C-氨基丁酸生成量反而降低,可能是因为底物和粗酶液的增加使反应液粘稠,不利于

反应中的分子碰撞.

21516 反应时间
1mL反应体系中, 以 31 g /L的 L-谷氨酸钠为底物, 1115U粗酶液作酶源, 37e pH 410条件下持续

反应 6 h,每隔 1 h取样分析. 实验 (图 9)表明,反应时间 4 h时 C-氨基丁酸生成量最高,为 19157 g /L,此时

L-谷氨酸钠的转化率为 93%. 4 h后 C-氨基丁酸生成量有所降低,可能是由于 C-氨基丁酸的积累以及底物

和 C-氨基丁酸被粗酶液中某些物质消耗所致.

21517 NMR鉴定

结晶得到的 C-氨基丁酸无色透明,晶体粗大,宏观形态呈柱状平行六面体,通过 H
1
NMR分析,合成的

C-氨基丁酸样品与标品
1
H图谱一致 (结果未显示 ) .

3 讨论

构建了高效表达 GAD的基因工程菌, 37 e 诱导得到的重组 GAD活力达到出发菌株 E. coli K - 12的

60倍.利用工程菌粗酶液以 L-谷氨酸钠为底物催化合成 C-氨基丁酸, 实验得到的最佳反应条件为: 底物

L-谷氨酸钠 31 g /L,添加酶活力为 1115U的粗酶液, pH 410,温度 37e 持续反应 4 h, C-氨基丁酸生成量达

到 19157 g /L, L-谷氨酸钠的转化率为 93% ,有较好的应用前景.本实验室在上述优化反应条件下进行的放

大体系反应中,底物采取少量多次的添加方式, GAD粗酶液具有较好的酶活 (图 10) ,每次添加底物都具

有较高的转化率,加入 100 g的 L-谷氨酸钠底物使得反应体系中的 GABA不断积累, 最终达 60 g /L, 保证

了高的转化率,产物纯度也较高.

由于 IPTG的高成本及其对细菌的毒害作用,对获得大量 GAD重组蛋白及后续药用生产将产生诸多

不利影响.本实验中用乳糖诱导,整体诱导效果较 IPTG好,诱导的目的蛋白约占总菌蛋白的 70%左右,实

现了高表达和低成本,同时表达的重组 GAD具有良好的可溶性和较高活性, 这些为利用酶法工业化生产

C-氨基丁酸奠定了很好的基础. 本实验构建的重组菌使 GAD高效表达,粗酶液具有较好的催化 L-谷氨酸

钠合成 C-氨基丁酸的能力.用粗酶液催化合成 C-氨基丁酸步骤简单, 成本低廉, L-谷氨酸钠转化率仅比纯

酶稍低,具有较好的应用前景.

由于谷氨酸脱羧酶是一种吡醛类裂解酶, 磷酸吡哆醛以及部份二价金属阳离子能够明显影响大肠杆

)89)

王  期,等: 生物转化法重组谷氨酸脱羧酶合成 C-氨基丁酸



菌谷氨酸脱羧酶的酶活性,从而可以提高生物转化 C-氨基丁酸的转化效率, 有关酶学特性在进一步的研

究当中.本实验为利用重组大肠杆菌谷氨酸脱羧酶生产 C-氨基丁酸提供了一定的参考数据.
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