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[摘要 ] � 利用 ��谷氨酰转肽酶 (��g lutam y l transpeptidase, ��GGT, EC 2� 3�2�2)催化, 以谷氨酰胺和乙胺为底物进

行酶反应. 反应后主要成分为 L�茶氨酸和聚谷氨酸 ( po ly ��g lutam ic ac id, PGA ), 杂质有氯离子、乙胺以及少量谷

氨酰胺和谷氨酸. 通过弱酸性阳离子树脂和弱碱性阴离子树脂双柱交换层析 ,使 L�茶氨酸与聚谷氨酸、乙胺和氯

离子分离, 得到进一步纯化,同时可以得到极有经济价值的副产品聚谷氨酸.本研究结果为重组大肠杆菌 ��GGT

应用于工业化生产茶氨酸提供了一定的参考依据.
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Abstrac t: In enzym atic reaction w hich w as cata ly zed by ��GGT, g lutam ine and e thy lam ine we re used as substrates. The

resu ltan t consists o f considerab le L�thean ine and PGA, m ixed w ith m ultip le impurities inc lude ch lo rid ion, ethy lam ine,

g lu tam ine and g lu tam ate. Through ca tion�an ion tandem exchange chrom a tog raphyw ith respective types of resin, L�thean�

ine w as effec tive ly separated for further pur ification, accompan ied w ith acquisition of va luable byproduct PGA. Th is

study prov ides the ev idence fo r larg e sca le produc tion o fL�theanine w ith recom binant��GGT.
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� � L �茶氨酸是仅存于茶树和少数真菌中的一类特殊天然氨基酸,是茶叶中的重要风味物质, 常作为添加

剂广泛应用于各种食品中.茶氨酸还有降血压、增强抗癌药物的疗效、提高免疫力、松弛神经紧张等作用,

有广泛的应用价值和较好的实用前景
[ 1 ]

. ��谷氨酰转肽酶 ( ��g lutamyl transpeptidase, ��GGT, EC 2�3�2�2)
广泛存在于微生物中,可以将谷氨酰胺上的 ��谷氨酰基转移到乙胺上合成茶氨酸 [ 2]

.为了提高微生物中

��谷氨酰转肽酶的表达量, 本实验室从大肠杆菌 k- 12中克隆出 ��gg t基因片段,构建了重组质粒 pGEX�
4T�1 /��gg ,t并将其转化至大肠杆菌 BL21( DE3)中, 以乳糖作为诱导剂表达 ��GGT酶

[ 3]
. 本研究利用此

GGT酶催化,以谷氨酰胺和乙胺为底物,进行酶促反应.完全反应后,主要成分为 L �茶氨酸和副产物聚谷
氨酸 ( PGA ),杂质有氯离子、乙胺以及少量谷氨酰胺和谷氨酸.

聚谷氨酸是一种可由微生物大量合成的氨基酸聚合物,由 D �或 L�型的谷氨酸通过 ��酰胺键连接而
成,具有水溶性和可生物降解性.聚谷氨酸及其衍生物可广泛用作药物缓释材料, 土壤、沙地的蓄水保水

剂,食品的水凝胶以及高强度纤维等
[ 4]

. 本研究通过弱酸性阳离子树脂和弱碱性阴离子树脂串联双柱离

子交换层析处理 GGT酶反应液, 使 L �茶氨酸与聚谷氨酸、乙胺和氯离子分离,得到进一步纯化,同时得到

极有经济价值的聚谷氨酸.
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1� 材料和方法

1�1� 实验材料
� � 大肠杆菌 ��谷氨酰转肽酶原核表达载体 pGEX�4T�1 /��gg t由本实验室构建并保存.

GGT测定试剂盒购自南京建成生物研究所; 弱酸型阳离子交换树脂 D113, 弱碱型阴离子交换树脂

D301、D318、331购自安徽皖东化工厂; L �谷氨酰胺、乙胺购自上海生工生物公司; L �茶氨酸、聚谷氨酸标准
品购自美国 S igma公司;其余试剂均为国产分析纯.

1�2� 实验方法
1�2�1� 粗酶液的制备
� � 取 40�L冻存菌, 接入 4mL含氨苄青霉素 ( 30�g /mL)的 LB培养基中, 37� 振荡培养过夜,取 1mL接

入 50mL含氨苄青霉素 ( 30 �g /mL)的 LB培养基中, 37� 振荡培养 3 h, 全部接入 1 L含氨苄青霉素 ( 30

�g /mL)的 M9培养基中,加入 1 g乳糖,于 20� 诱导表达 10 h, 10 000 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 200mL PBS重悬菌体. 超声破碎菌体, 12 000 r/m in离心 20m in取上清, 制得

粗酶液.

1�2�2� GGT转肽酶活的测定

用南京建成生物公司的 GGT试剂盒测定 GGT粗酶液的转肽活性, 具体操作参照南京建成生物公司

的 GGT试剂盒操作说明.其原理是 ��谷氨酰��萘胺在 ��谷氨酰转肽酶作用下, 发生转肽作用释放出 �萘

胺与重氨试剂作用,生成红色 N - �萘胺偶氮苯磺酸,其色度深浅与酶活力成正比.

1�2�3� L �茶氨酸和聚谷氨酸的酶法合成
建立 1 L标准反应体系:取 40 gL �谷氨酰胺, 200mL 65%乙胺水溶液, 1 500U的粗酶液, 盐酸调节 pH

至 10�0(由预实验得反应条件,结果未列出 ), 加纯水至 1 L,于 180 r /m in, 37� 的恒温摇床反应 12 h, 沸水

浴 15m in终止反应.

1�2�4� 阳离子交换层析处理酶反应液减少乙胺含量
称取 50 g弱酸型阳离子交换树脂, 纯水浸泡 18 h到 20 h, 充分膨胀, 倾泻杂质, 漂洗干净; 0�5mo l /L

乙酸浸泡 6 h后,用纯水洗去酸液至中性; 0�5mo l/L N aOH浸泡 6 h后, 用纯水洗去碱液至中性.

将酶反应液混合活性炭,抽滤后通过阳离子交换树脂,至流出液 pH升至 8后停止加样.

1�2�5� 阴离子交换层析处理酶反应液分离 L �茶氨酸和聚谷氨酸并去除氯离子杂质
称取 50 g弱碱型阴离子交换树脂, 纯水浸泡 18 h到 20 h, 充分膨胀, 倾泻杂质, 漂洗干净; 0�5mo l /L

N aOH浸泡 6 h后,用纯水洗去碱液至中性; 0�5mol /L乙酸浸泡 6 h后, 用纯水洗去酸液至中性;用乙酸将

pH调至 4.

取阳离子交换柱流出液,乙酸调 pH至 4后过阴离子交换柱; 收集流出液;加样结束后用乙酸 ( pH = 4)

过柱洗脱 L �茶氨酸, 在此过程收集流出液做纸层析检测 L �茶氨酸含量; L �茶氨酸全部过柱后, 换用乙酸

( pH = 2)洗脱聚谷氨酸.

取茶氨酸洗脱液,使用硝酸银滴定法检测氯离子,比较不同树脂的去氯效果.

1�2�6� L �茶氨酸和聚谷氨酸的浓缩和结晶
采用旋转蒸发仪浓缩已由离子交换柱纯化的茶氨酸液至结晶开始出现,加入 4倍体积乙醇,磁力搅拌

12 h抽滤,烘干.

浓缩已洗脱纯化的聚谷氨酸液至结晶出现,加入 6倍体积乙醇,轻度搅拌后低温静置 12 h,过滤后溶

于蒸馏水制成水溶液保存.

1�2�7� L �茶氨酸和聚谷氨酸的检测
酶产物液中茶氨酸含量采用纸层析检测: 反应液取样 100 �L, 离心后取上清, 上清点样 0�5 �L, 进行

氨基酸纸层析.展层液为正丁醇 �乙酸 �乙醇�水 = 4�1�1�2, 茚三酮显色. 结晶后的茶氨酸纯品采用 DNFB

法 HPLC检测.

聚谷氨酸采用紫外分光光度法扫描 A 200 ~ A 300测定 ( Jenw ay6320D )与纸层析辅助测定: 聚谷氨酸纸层

析后茚三酮作用下不显色;再将聚谷氨酸溶液 pH调至 3, 120� 裂解 1 h, 可见裂解产物 (谷氨酸 )纸层析
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显色.

2� 结果与分析

2�1� 粗酶液酶活的测定
� � 依照已确定的制备方法获得粗酶液后,酶活测定采用南京建成生物公司的 GGT试剂盒.

测得工程菌粗酶液的酶活为 7�5U /mL左右.

2�2� 酶法同步合成 L �茶氨酸和聚谷氨酸
在 1 L体系中,按照 1�2�3所示方法进行反应.期间每隔 3 h取样,以谷氨酰胺、谷氨酸、茶氨酸标准品

做对照做纸层析 (图 1), 如图所示反应生成大量茶氨酸.此外,聚谷氨酸的性质是纸层析不可显色.

2�3� 阳离子交换层析脱氨与阴离子交换层析分离反应
经活性炭脱色和 1�2�4所示的阳离子交换方法脱

氨的酶反应液中,除了大量茶氨酸也含有一定量的聚谷

氨酸, 其中还有氯离子杂质,会影响茶氨酸产品的品质.

利用弱碱型阴离子交换树脂处理可以巧妙分开茶氨酸

和聚谷氨酸及氯离子, 使下游纯化分开进行. 实验中选

用 D301, D318, 331三种树脂进行效果比较. 如图 2所

示, D318树脂对此反应体系效果较好.

2�4� 结晶和检测
按 1�2�6的方法浓缩、结晶、抽滤、烘干后即得到茶

氨酸纯品, HPLC检测其纯度约为 98% (图 3).

同时,可按 1�2�6的方法制得聚谷氨酸纯品水溶
液.取此聚谷氨酸水溶液进行紫外波长扫描 A 200 ~ A 300, 测定显示在 204 nm有吸收峰 (图 4) ,与已有报道聚

谷氨酸的特异性吸收峰一致
[ 5]
.再将溶液 pH调至 3, 120 � 裂解 1 h, 可见聚谷氨酸不能显色, 而其裂解产

物 (谷氨酸 )纸层析显色 (图 5) .

3� 讨论

近年来 L �茶氨酸目前已被报道有如下生理功能:抗抑郁、抗肿瘤、降血压、松弛镇静、改善睡眠 (不导

致嗜睡 )、促进大脑学习记忆、增强免疫,以及防治老年痴呆症、儿童多动症、妇女经前期综合症等. 但在我

国尚没有主要以 L �茶氨酸为原料的保健产品面世,作为有着悠久饮茶传统的大国,这一步我们已落后于

欧美与亚洲近邻日本,主要原因就在于无法进行稳定可靠的进行 L �茶氨酸规模化生产而造成原料缺失.
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� � 天然存在的茶氨酸均为 L型,故 L �茶氨酸可由植物提
取获得,但操作繁琐, 产量小,成本高.化工合成方法也可生

产茶氨酸,但无法避免 D �茶氨酸的产生, 会产生消旋现象,

也较易混杂有毒物质,不宜用于食品行业. 在此背景下,运

用生物酶法生产茶氨酸,相当于模拟天然酶反应,不但产物

均为 L�型, 而且产量高、工艺简单, 是理想的 L �茶氨酸规模
化生产方法.

本实验室已通过构建重组质粒,获得多种高表达重组酶

类的菌株
[ 3, 6, 7]

.其中的 GGT高表达菌株, 即可用于大规模培

养而获得粗酶液进行 L�茶氨酸的合成,但反应后杂质较多,

尤以聚谷氨酸难以去除
[ 3, 6]

.在此基础上本研究探索了这种

通过双柱离子交换高效同步分离纯化茶氨酸和聚谷氨酸的

方法,为 L �茶氨酸规模化生产奠定了基础 (图 6).

(下转第 99页 )
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