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[摘要] 　 以大肠杆菌 Ｋ－１２基因组中克隆表达的 γ－谷氨酰转肽酶作为催化剂ꎬＬ－谷氨酰胺和胱氨酸为底物合

成 γ－谷氨酰胱氨酸ꎬ经还原生成 γ－谷氨酰半胱氨酸.考察反应时间、酶浓度、补料方式等可能对酶促反应过程产

生影响的因素ꎬ在 Ｌ－谷氨酰胺 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ、胱氨酸 ０.２ ｍｏｌ / Ｌ、酶浓度 ０.０２４ Ｕ / ｍＬ及 ｐＨ为 １０.０的条件下ꎬ４０ ℃反

应 １２ ｈꎬγ－谷氨酰半胱氨酸的最大浓度为 ６.１３ ｇ / ＬꎬＬ－谷氨酰胺的最大转化率为 ２４.５ ％.
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ｃａｔａｌｙｓｔ ｔｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ γ￣ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｉｎｅꎬｗｉｔｈ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ａｎｄ ｃｙｓｔｉｎｅ ａｓ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ
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Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｆｉｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｘｉｍａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＧＣ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ６.１３ ｇ / Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒ￣
ｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ２４.５ ％ꎬｗｈｅｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ｏｆ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎬ０.２ ｍｏｌ / Ｌ ｏｆ
ｃｙｓｔｉｎｅ ａｎｄ ０.０２４ Ｕ / ｍＬ ｏｆ ＧＧＴꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｔ ｐＨ １０.０ ａｎｄ ４０ ℃ ｆｏｒ １２ ｈ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:γ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅꎬγ￣ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅꎬｃｙｓｔｉｎｅꎬｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)由 Ｌ－谷氨酸、Ｌ－半胱氨酸、甘氨酸组成ꎬ是最具生物学价值的小分子肽.作为

组织中主要的非蛋白巯基化合物ꎬＧＳＨ 能够清除组织中的氧自由基ꎬ稳定含巯基的酶及降低细胞因子的

氧化损伤[１] .因此ꎬ谷胱甘肽的代谢和调节对细胞内的氧化还原极为重要[２] .
γ－谷氨酰半胱氨酸(ＧＧＣ)作为体内合成谷胱甘肽(ＧＳＨ)的中间产物ꎬ同时含有 γ－谷氨酰基和巯基ꎬ

其功能与 ＧＳＨ类似.研究表明 ＧＳＨ无法有效地进入细胞ꎬ且半胱氨酸在细胞外极易氧化成难溶的、具有毒

性的胱氨酸ꎬ与直接提供 ＧＳＨ和半胱氨酸前药相比ꎬＧＧＣ 能够进入细胞利用胞内的谷胱甘肽合成酶直接

合成 ＧＳＨꎬ对于提高细胞内 ＧＳＨ水平更为有效.因此ꎬＧＧＣ 在医药、食品及化妆品等领域具有广泛的应用

前景[３] .
近年来 ＧＧＣ的生产方式主要为酵母菌发酵法、化学合成法和 ＣＣＴ催化合成法 ３ 种. 酵母发酵法一般

以糖类为原料ꎬ发酵周期长、产物浓度低、提取困难[４－５]ꎻ化学合成法以谷氨酸和半胱氨酸为原料经过侧链

基团保护、缩合接肽、脱保护进行合成ꎬ步骤繁琐ꎬ耗能大且安全性低[６]ꎻ由于 ＧＧＴ 具有位点专一性强、不
需要辅酶、不消耗 ＡＴＰ 等特点ꎬ已被广泛应用于谷氨酰基化产品的生产. ２００６ 年 Ｗａｌｌａｃｅ Ｂｒｉｄｇｅ 等以谷氨

酸乙酯和巯基乙醇还原的半胱氨酸为底物ꎬ利用 ＧＧＴ酶催化合成 ＧＧＣꎬ收率可以达到 ３０ ％左右ꎬ已基本

实现了工业化[７] .２００８年吴明刚等报道了以谷氨酰胺和 Ｓ－苄基半胱氨酸为底物ꎬ利用 ＧＧＴ 酶催化合成

Ｓ－苄基－γ－谷氨酰半胱氨酸(Ｓ－Ｂｚｌ－ＧＧＣ)ꎬ再脱除苄基制备产物 ＧＧＣꎬ收率可以达到 ２９ ％左右[８] .
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本工作利用在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中高效表达的 ＧＧＴ 酶以 Ｌ－谷氨酰胺和胱氨酸为底物催化反

应ꎬ再通过二硫苏糖醇还原ꎬ两步反应得到终产物 ＧＧＣꎬ简化了 ＧＧＣ合成的工艺流程.

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

大肠杆菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２和 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)由本实验室自行筛选和保藏ꎻＧＧＣ 标品ꎬＳｉｇｍａꎻＧｌｎꎬ实验室自

制ꎻ胱氨酸ꎬ色谱纯ꎬ上海生工ꎻ二硫苏糖醇ꎬ上海生工ꎻ基因工程试剂盒ꎬＡｘｇｅｎｙꎻγ￣ＧＴ检测试剂盒ꎬ南京建

成ꎻ乙腈、甲醇等均为国产分析纯.
１.２　 ＧＧＴ 的重组表达

在 ＮＣＢＩ中查询大肠杆菌 Ｋ－１２的 γ－谷氨酰转肽酶基因序列ꎬ根据目的基因序列设计引物并引入酶

切位点:
Ｋｐｎ Ｉ 上游引物:ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＴＡＡＡＡＣＣＧＡＣＧꎻ
Ｘｈｏ Ｉ 下游引物:ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＡＣＣＣＣＧＣＣＧ.
从大肠杆菌中克隆获得 γ－谷氨酰转肽酶基因 ｇｇｔꎬ构建重组表达质粒 ｐＥＴ３２ａ(＋)－ｇｇｔꎬ并转化到大肠

杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中ꎬ以 １ ∶１００比例接种于 １ Ｌ的 ＬＢ培养基中ꎬ３７ ℃、２２０ ｒｐｍ发酵 ２ ｈ~３ ｈꎬ在菌体浓度

ＯＤ ６００大约为 ０.６~０.８左右时加入复配诱导剂ꎬ２６ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ发酵 ８ ｈ诱导蛋白表达ꎬ超声破碎细胞得

到粗酶液放入－８０ ℃保存.
１.３　 重组 ＧＧＴ 酶活力的测定方法

ＧＧＴ催化谷氨酰对硝基苯胺(γ－ＧｐＮＡ)中 γ－谷氨酰基转移给 Ｎ－甘氨酰甘氨酸ꎬ生成对硝基苯胺ꎬ在
４０５ ｎｍ有特征光吸收.１ 个活力单位(Ｕ)定义为每分钟催化 γ￣ＧｐＮＡ 水解生成 １ μｍｏｌ 对硝基苯胺所需的

酶量ꎬ因此通过紫外分光光度计测定 ４０５ ｎｍ光吸收增加速率来计算 γ￣ＧＴ酶活性[９] .
１.４　 目的产物 ＧＧＣ 浓度检测方法

(１)产物的 ＨＰＬＣ分析方法

色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ－Ｃ１８ꎬ５ μｍꎬ４.６×２５０ ｍｍꎻ流动相为甲醇 /水(含 ０.１％乙酸)＝ ５/ ９５ꎻ流速为 ０.６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ
检测器为紫外检测器ꎻ检测波长为 ２２０ ｎｍꎻ进样量 ２０ μＬꎻ柱温 ２５ ℃.

(２)待测样品的处理方法

使用移液器吸 １００ μＬ发酵液置于 １.５ ｍＬ离心管中ꎬ１００ ℃加热 ３ ｍｉｎ终止反应ꎬ加入 ３００ μＬ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ
的二硫苏糖醇(ＤＴＴ)摇匀ꎬ室温静置 １ ｈ~２ ｈ.待充分还原后使用 ０.２ μｍ滤膜过滤ꎬ进行 ＨＰＬＣ检测.
１.５　 重组 ＧＧＴ 酶学性质的研究

１.５.１　 ＧＧＴ最适反应温度

配制底物溶液浓度均为 ０.１ ｍｏｌ / ＬꎬＧＧＴ 酶浓度均为 ０.０２４ Ｕ / ｍＬꎬ分别在 ３０ ℃、３５ ℃、４０ ℃、４５ ℃、
５０ ℃、５５ ℃下反应 ３０ ｍｉｎꎬ通过ＨＰＬＣ检测产物浓度ꎬ以测得的最大反应速率为 １００ ％ꎬ推算出各温度下的相

对酶活.
１.５.２　 ＧＧＴ的热稳定性

将 ＧＧＴ酶液分别在 ２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃和 ６０ ℃水浴保温ꎬ每隔 １ｈ 取出一组样品ꎬ进行酶活测

定ꎬ以初始酶活为 １００ ％.以相对酶活力为纵坐标ꎬ温度为横坐标.
１.５.３　 ＧＧＴ最适反应 ｐＨ值

配制底物溶液浓度均为 ０.１ ｍｏｌ / ＬꎬＧＧＴ酶浓度均为 ０.０２４ Ｕ / ｍＬꎬ分别在 ｐＨ为 ７.０、８.０、９.０、１０.０、１１.０
下反应 ３０ ｍｉｎꎬ通过 ＨＰＬＣ检测产物浓度ꎬ以测得的最大反应速率为 １００ ％ꎬ推算出各 ｐＨ下的相对酶活.
１.６　 ＧＧＴ 催化合成 ＧＧＣ 的反应条件优化及表征

１.６.１　 反应时间对 ＧＧＴ催化合成 ＧＧＣ反应的影响

采用 １００ ｍＬ的反应体系ꎬ将 Ｇｌｎ 和 Ｃｙｓ￣Ｃｙｓ 溶解于水中ꎬ用氢氧化钠调 ｐＨ 至 １０. ０ꎬＧｌｎ 浓度为

０.１ ｍｏｌ / ＬꎬＣｙｓ￣Ｃｙｓ浓度为 ０.２ ｍｏｌ / Ｌꎬ加入 ＧＧＴ 酶液使反应体系中酶的终浓度为 ０.０２４ Ｕ / ｍＬꎬ４０ ℃ꎬ
２２０ ｒ / ｍｉｎ 温控摇床反应ꎬ定时取样ꎬ通过 ＨＰＬＣ对产物浓度进行分析.

—９７—
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１.６.２　 ＧＧＴ酶浓度对 ＧＧＴ催化合成 ＧＧＣ反应的影响

采用 １００ ｍＬ的反应体系ꎬ将 Ｇｌｎ和 Ｃｙｓ￣Ｃｙｓ溶解于水中ꎬ用氢氧化钠调 ｐＨ 至 １０.０ꎬＧｌｎ浓度为 ０.１ ｍｏｌ / Ｌꎬ
Ｃｙｓ￣Ｃｙｓ浓度为 ０.２ ｍｏｌ / Ｌꎬ加入酶液使反应体系中酶的终浓度分别为 ０.０１６ Ｕ / ｍＬ、０.０２４ Ｕ / ｍＬ、０.０３２ Ｕ / ｍＬꎬ
４０ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ温控摇床反应ꎬ定时取样ꎬ通过 ＨＰＬＣ对产物浓度进行分析.
１.６.３　 不同加料方式对 ＧＧＴ催化合成 ＧＧＣ反应的影响

采用 １００ ｍＬ 的反应体系ꎬ将 Ｃｙｓ￣Ｃｙｓ 溶解于水中ꎬ用氢氧化钠调 ｐＨ 至 １０.０ꎬＣｙｓ￣Ｃｙｓ 浓度固定为

０.２ ｍｏｌ / Ｌꎬ加入酶液使反应体系中酶的终浓度为 ０.０２４ Ｕ / ｍＬꎬ配制 １ｍｏｌ / Ｌ的 Ｇｌｎ标准溶液ꎬ底物 Ｇｌｎ的加

入分别采用一次性加料、分两次加料、分 ４次加料、流加 ４种不同投料方式.

２　 结果与讨论

２.１　 ＧＧＴ 的克隆与表达

２.１.１　 ｇｇｔ基因的克隆

　 　 Ａ. Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１:ｇｇｔ 目的片段. Ｂ.重组质粒

ｐＥＴ３２ａ(＋)－ｇｇｔ图谱

图 １　 ｇｇｔ基因的克隆

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｇｇｔ ｆｒｏｍ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２

如图 １Ａ所示ꎬ从大肠杆菌 Ｋ－１２中克隆获得 γ－
谷氨酰转肽酶基因 ｇｇｔ 全长约 １ ７００ ｂｐꎬ引入 Ｋｐｎ Ｉ
和 Ｘｈｏ Ｉ酶切位点ꎬ以 ｐＥＴ３２ａ(＋)为载体构建重组质

粒 ｐＥＴ３２ａ(＋)－ｇｇｔ(图 １－Ｂ) .根据南京思普金生物公

司提供的 ｐＥＴ３２ａ(＋)的 ＭＣＳ 上下游序列ꎬ利用 Ｔ７
ｐｒｏｍｏｔｏｒ ｐｒｉｍｅｒ 和 Ｔ７ ｔｅｍｉｎａｔｏｒ ｐｒｉｍｅｒ 作为测序引

物ꎬ进行测序. 经南京思普金生物公司整菌测序结果

表明ꎬ克隆的目的基因片段全长 １ ７４３ ｂｐꎬ与在 ＮＣＢＩ
上 ＢＬＡＳＴ 检索的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２ ｇｇｔ 基因编码序列同

源性达 １００ ％. 因此ꎬ可以确定 ｇｇｔ 基因已经成功克

隆到 ｐＥＴ３２ａ(＋)载体中ꎬ且方向正确.
２.１.２　 ＧＧＴ的诱导表达

将重组菌以 １％的接种量接入 １ Ｌ的 ＬＢ培养基

中ꎬ设置摇床转速 ２２０ ｒｐｍꎬ温度 ３７ ℃ꎬ根据重组工程菌生长曲线(图 ２Ａ)可以看出ꎬ４ ｈ~１０ ｈ期间重组菌进

入对数生长期ꎬ菌体进行快速繁殖ꎬ１０ ｈ后重组菌生长进入平台期ꎬ菌体量基本保持不变ꎬ因此在之后培养重

组菌的时间控制在 １０ ｈ 左右较为合适.菌株复配诱导 ８ ｈ 后ꎬ收集超声波破壁ꎬ通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ检测(图 ２Ｂ)ꎬ
重组 ＧＧＴ的分子量约为 ５９ ｋＤａꎬ大亚基由 ３６５个氨基酸残基组成ꎬ分子量约为 ３９ ｋＤａꎬ小亚基由 １９０个氨基

酸残基组成ꎬ分子量约为 ２０ ｋＤａ. 利用全自动化学发光图像分析系统对条带灰度扫描分析ꎬＧＧＴ蛋白表达量

大约在 ３７ ％左右. 过 γ￣ＧＴ活性检测试剂盒检测重组ＧＧＴ粗酶液酶活大约为 ０.８ Ｕ / ｍＬꎬ约是出发菌种 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ
Ｋ－１２自身 ＧＧＴ酶活的 １４倍.

　 　 Ａ.重组工程菌生长曲线.Ｂ.Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１ꎬ２:空载 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ / ｐＥＴ３２ａ(＋)全菌蛋白ꎻ３ꎬ４:诱
导后 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ / ｐＥＴ３２ａ(＋)－ｇｇｔ全菌蛋白ꎻ５ꎬ６:诱导后的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ / ｐＥＴ３２ａ(＋)－ｇｇｔ上清蛋白

图 ２　 ＧＧＴ 的诱导表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＧＴ
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２.２　 重组 ＧＧＴ 酶学性质的研究

２.２.１　 ＧＧＴ最适反应 ｐＨ
将重组 ＧＧＴ在不同 ｐＨ 条件下与底物反应后ꎬ测定各条件下的活力. 不同 ｐＨ 对重组 ＧＧＴ 酶活力的

影响如图 ３所示ꎬ重组 ＧＧＴ最适 ｐＨ在 １０.０左右.
２.２.２　 ＧＧＴ最适反应温度

将重组 ＧＧＴ在不同温度条件下与底物反应后ꎬ测定各条件下的活力.从图 ４可知ꎬ在实验范围内ꎬＧＧＴ
酶催化反应速率随温度的变化均呈先上升后下降的趋势ꎬ最适反应温度为 ４５ ℃左右.

图 ３　 ｐＨ 对 ＧＧＴ 酶活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＧＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ
图 ４　 温度对 ＧＧＴ 酶活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＧＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 ５　 重组 ＧＧＴ 的热稳定性

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＧＴ

２.２.３　 ＧＧＴ热稳定性分析

如图 ５所示ꎬ通过对重组 ＧＧＴ酶的热稳定性分析发现ꎬ当
温度达到 ４５ ℃以上时酶活下降迅速ꎬ而 ４０ ℃时酶活相对稳

定.因此ꎬ在之后的转肽实验中选择 ４０ ℃作为反应温度.
２.３　 ＧＧＴ 催化合成 ＧＧＣ 反应条件优化及产物表征

２.３.１　 反应时间的影响

由图 ６ 可以看出ꎬ随着反应的进行产物浓度逐渐增加ꎬ当
反应进行到 １２ ｈ 左右时ꎬＧＧＣ 浓度达到最大ꎬ约为 ６.１３ ｇ 左
右ꎬ底物转化率为 ２４.５ ％.随着反应时间的延长ꎬ产物浓度逐

渐降低ꎬ这是由于反应体系中除了底物 Ｇｌｎ 外ꎬ产物谷氨酰胱

氨酸也能作为谷氨酰供体ꎬ与 ＧＧＴ酶形成复合物.随后在酶的脱酰基化过程中ꎬ受体(Ｃｙｓ￣Ｃｙｓ)分子的亲核

攻击可释放酶分子ꎬ生成产物谷氨酰胱氨酸(转肽反应)ꎻ同时水分子亦可以作为亲核试剂参与反应ꎬ生成

谷氨酸ꎬ而谷氨酸不能作为谷氨酰基化反应的供体ꎬ因此该过程是不可逆的(水解反应) [１０－１１] .
在反应前期ꎬＧｌｎ的浓度较大ꎬＧＧＴ 更倾向利用 Ｇｌｎ 作为供体ꎬ转肽反应占优势ꎻ随着反应的继续进

行ꎬＧｌｎ消耗以及产物的积累ꎬＧＧＴ开始利用谷氨酰胱氨酸作为供体ꎬ产物水解速率不断上升.当转肽速率

和水解速率相等时ꎬ产物积累速率为零ꎬ此时体系中产物浓度达到最大值ꎬ随着反应的进行ꎬ水解反应占据

优势ꎬ产物浓度不断降低.

图 ６　 反应时间对 ＧＧＴ 催化合成 ＧＧＣ 反应的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ＧＧＣ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
图 ７　 酶浓度对 ＧＧＴ 催化合成 ＧＧＣ 反应的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＧＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ＧＧＣ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

２.３.２　 酶浓度的影响

酶浓度对 ＧＧＣ合成的影响如图 ７所示ꎬ尽管 ３种体系中酶浓度不同ꎬ但产物最大浓度基本一致ꎬ均在
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６ ｇ / Ｌ左右ꎬ只是产物积累速率不同.因此可以认为酶浓度变化可以改变产物积累速率ꎬ在酶浓度高的体系

中转肽速率和水解速率同时也高ꎬ但两者反应的平衡点并未改变.但是酶浓度低的体系中反应平衡期较

长ꎬ反应易于控制.

Ａ.一次性投料ꎻＢ.分两次投料ꎻＣ.分 ４次投料ꎻＤ.流加式投料

图 ８　 投料方式对 ＧＧＴ 催化合成 ＧＧＣ 反应的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｌｎ ｒｅｐｌｅｎｉｓｈｍｅｎｔ ｏｎ ＧＧＣ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

２.３.３　 投料方式的影响

由图 ７ 可以看出ꎬ分批投料可以有效提高目标产物

积累浓度ꎬ分两次投料(Ｂ)和分 ４次投料(Ｃ)的产物最大

浓度比一次性投料(Ａ)分别提高了 ０.５２ ｇ / Ｌ 和 １.２１ ｇ /
Ｌꎬ效果比较明显.分析认为多次分批投料可以保证 Ｇｌｎ
浓度处于适当的水平ꎬ不仅可以保证谷氨酰基的供给有

效降低水解速率ꎬ而且可以降低供体自转肽强度ꎬ有利于

产物的积累.一次性投料(Ａ)反应前期体系中 Ｇｌｎ浓度过

高ꎬＧｌｎ会作为亲和试剂参与反应ꎬ生成 Ｇｌｕ 聚合物(自
转肽反应)ꎬ不利于产物积累.而采用流加式投料(Ｄ)并
没有显著效果ꎬ可能是因为在反应前期酶活性较好ꎬ而
Ｇｌｎ供给不足不利于产物积累.因此ꎬ可以得知想要实现

产物的高收率必须要保持适当的 Ｇｌｎ浓度ꎬ即同时降低自转反应肽速率和水解反应速率.
２.３.４　 产物 ＧＧＣ的 ＨＰＬＣ￣ＭＳ分析

取 ０.１ ｍＬ反应液ꎬ９９ ℃加热 ３ ｍｉｎ中止反应ꎬ降低 ｐＨ除去多余的胱氨酸ꎬ再加入 ０.２ ｍＬ二硫苏糖醇

(０.５ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３７ ℃水浴还原. ０.２ μｍ滤膜过滤ꎬ利用 ＨＰＬＣ￣ＭＳ对发酵所得产物进行了鉴定ꎬ图 ９ 为 ＧＧＣ
粗分离的色谱图ꎬ保留时间在 ４.９ ｍｉｎ左右ꎬ纯度为 ６７ ％ꎬ与购自 Ｓｉｇｍａ公司的 ＧＧＣ 标准品对比可以初步

认为产物为 ＧＧＣ. 图 １０为产物的质谱图ꎬＧＧＣ的相对分子质量为 ２５０ꎬ从图中可以看到 ｍ / ｓ ２５１.０为 ＧＧＣ
的准分离子[Ｍ＋Ｈ] ＋ . 因此ꎬ可以确证所得产品是 ＧＧＣ.

图 ９　 产物 ＧＧＣ 的 ＨＰＬＣ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ９　 ＨＰＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＧＣ ｐｒｏｄｕｃｔ
图 １０　 产物 ＧＧＣ 的 ＭＳ 分析

Ｆｉｇ􀆰 １０　 ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＧＣ ｐｒｏｄｕｃｔ

３　 结论

本实验以 Ｅ􀅰ｃｏｌｉ Ｋ－１２克隆得到的 ｇｇｔ基因构建工程菌ꎬ诱导表达得到 γ－谷氨酰转肽酶(ＧＧＴ)ꎬ利用

Ｌ－谷氨酰胺和胱氨酸为底物ꎬ通过酶促转肽反应合成谷氨酰胱氨酸ꎬ并进一步通过二硫苏糖醇还原得到

目的产物 γ－谷氨酰半胱氨酸(ＧＧＣ)ꎬ最大转化率为 ２４.５ ％ꎬ简化了 ＧＧＣ合成工艺ꎬ对 ＧＧＣ的工业化生产

具有推动作用.并且在对 ＧＧＴ酶学性质的研究中发现大肠杆菌来源的 ＧＧＴ催化反应的最适温度为 ４０ ℃
左右ꎬ最适 ｐＨ在 １０.０左右ꎬ对于谷氨酰基化反应的工业化应用具有良好的参考价值.
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