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研究报告 

拉达克轮丝菌 TGase 在大肠杆菌中的分子改造 

王玉 1,2  付丽红 1,2  鞠建松*1  王丽敏*2  于波 2 
1 河北师范大学生命科学学院  河北 石家庄  050024 

2 中国科学院微生物研究所  北京  100101 

摘  要：【背景】谷氨酰胺转氨酶是一种能够催化酰基转移反应的酶，催化各种蛋白质分子之间或之

内发生交联反应，在食品、化妆品、医药等领域具有重要的潜在价值。【目的】克隆来自拉达克轮丝

菌(Streptoverticillium ladakanum) B1 的谷氨酰胺转氨酶(TGase)基因并对其进行分子改造，使其在大

肠杆菌中获得高效异源表达。【方法】分别克隆来自拉达克轮丝菌谷氨酰胺转氨酶的自身前导肽(pro)

和除前导肽以外的成熟谷氨酰胺转氨酶(TGase)基因，以 pET-22b 为表达载体构建 pro、TGase 共表

达和融合表达两种表达模式，在这两种表达模式的基础上进一步用定点突变的方法对成熟 TGase N

端前 4 个氨基酸进行改造，检测不同表达模式以及突变对酶活的影响。【结果】当采用前导肽与

TGase 共表达时，可以直接得到活性形式的 TGase，比酶活达到 37.71 U/mg。在融合表达的基础上，

将 TGase N 端前 3 个氨基酸 DSD 突变为 AAA，比酶活达到 14.04 U/mg，相较于原始表达模式提

高了 14.05%。【结论】前导肽与 TGase 共表达可以直接产生活性 TGase，对于融合表达模式，合适

位点的突变有利于提高 TGase 酶活。 

关键词：谷氨酰胺转氨酶，表达模式，定点突变，酶活 

Molecule evolution of TGase from Streptoverticillium ladakanum in 
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Abstract: [Background] Transglutaminase (TGase) is an enzyme that catalyzes the acyl transfer reaction, 
which can catalyze cross-linking reactions between or within various protein molecules, and has important 
potential value in the food, cosmetics, medicine and other fields. [Objective] Molecular engineering and 
site-directed mutagenesis were carried out by cloning glutamyl transferase from Streptoverticillium 
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ladakanum B1 to obtain efficient heterologous expression in E. coli. [Methods] The gene of pro and TG 
from Streptoverticillium ladakanum were cloned into pET-22b to generate co-expression and fusion 
expression, respectively. Based on these two expression patterns, the first four amino acids of the mature 
TGase N-terminal were modified by site-directed mutagenesis to detect the effect of different expression 
patterns and mutation on enzyme activity. [Results] When co-expression of the pro-peptide with TGase, 
the active form of TGase can be obtained directly, and the specific activity reaches 37.71 U/mg. Based on 
the fusion expression, the first three amino acid DSD of the N-terminal of TGase were mutated to AAA, 
and the specific enzyme activity reached 14.04 U/mg, which was 14.05% higher than the original 
expression pattern. [Conclusion] The co-expression of pro-peptide with TGase can directly produce the 
active form of TGase. For the fusion expression pattern, the mutation of the appropriate site is beneficial to 
increase the TGase activity. 

Keywords: Transglutaminase, Expression pattern, Site-directed mutagenesis, Enzyme activity 

谷 氨 酰胺 转氨 酶 (Transglutaminase， TGase)

广泛存在于动植物以及微生物中，它能够催化酰

基转移反应，通过胺的结合和交联修饰蛋白质[1]，

由于它特殊的安全交联性质使其在食品、医药和

纺织等领域得到广泛应用[2-4]。谷氨酰胺转氨酶根

据来源不同可以分为组织谷氨酰胺转氨酶(Tissue 

transglutaminase， tTG)和微生物谷氨酰胺转氨酶

(Microbial transglutaminase，MTG)[5]。其中 MTG 属

于胞外酶，可直接分泌到体外，相较于 tTG 分离纯

化较简单，且微生物发酵成本低、周期短，目前已

成为商业化 TGase 的主要来源[6]。 

目前已发现多种微生物中含有 TGase 基因，例

如枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)[7]、拉达克轮丝菌

(Streptoverticillium ladakanum)[8]和茂原链轮丝菌(S. 

mobaraense)[9]等，其中来自茂原链轮丝菌的 TGase

已被广泛研究[9]。来自链霉菌的 TGase 以 pro-TGase

的形式合成初级酶原，通过切去 N 端的前导肽(pro)

形成有活性的 TGase，有研究表明在大肠杆菌中单

独表达 TGase 时仅以包涵体的形式存在 [10]，将

pro-TGase 融合表达可以获得大量可溶性蛋白，通

过后期处理切除前导肽获得活性的 TGase，这说明

前导肽可以提高 TGase 在大肠杆菌中的溶解度[11]。

Liu 等发现前导肽可以帮助 TGase 在大肠杆菌中

正确折叠，通过在大肠杆菌中共用 T7 启动子，以

pelB 信号肽按照 pro、TGase 的顺序共表达时，可

以直接在胞内产生有活性的 TGase，其酶活达到

0.13 U/(mL•OD600)
[12]，这种表达策略方便了 TGase

的生产。  

近年来，有许多研究者对谷氨酰胺转氨酶进行

了分子改造，以期获得高酶活的 TGase，其中基因

突变是较常见的一种研究方法。Shimba 等利用随机

突变从突变库中筛到一株突变菌 M16T，其突变体

酶活为野生型的 1.6 倍[13]。Chen 等利用饱和突变将

前导肽 α-螺旋的 37G–42S 替换为 3 个甘氨酸或 3 个

丙氨酸，其酶活都有明显提高[14]。Buettner 等分析

了对 TGase 热稳定性有重要影响的氨基酸位点，分

别选择 S2、S23 和 K269 进行饱和突变，其中突变

体 S2M、S23V 和 K269 的热稳定性有明显提高[15]。

可见TGase的N端区域对其催化活性有着重要影响。 

本研究室获得了一株含有高 TGase 酶活的拉达

克轮丝菌(S. ladakanum) B1，并以其总 DNA 为模板

克隆了 pro-TGase 基因，以大肠杆菌为表达宿主菌

构建了两种不同表达模式的载体，实现了 TGase 在

大肠杆菌中的可溶性异源表达，并在此基础上利用

全质粒 PCR 法对两种表达模式定点突变。其中共表

达模式可以直接产生有活性的 TGase，在融合表达基

础上将 TGase N 端前 3 个氨基酸 DSD 突变为 3 个丙

氨酸，酶活有明显提高，这为后期对该酶的研究奠

定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

S. ladakanum B1 由中国科学院微生物研究所

娄春波实验室提供；Escherichia coli TOP10、E. coli 
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BL21(DE3)购自天根生化科技(北京)有限公司；表

达载体 pET-22b 为本实验室保存。 

1.1.2  培养基和培养条件 

用于构建重组质粒的 E. coli TOP10 接种于

LB 培养基[16](含 100 mg/L 氨苄青霉素)中，37 °C、

200 r/min 摇床培养。含有重组质粒的 E. coli 
BL21(DE3)接种于 TB 培养基[16](含 100 mg/L 氨苄青

霉素)用于发酵培养，培养条件为 37 °C、200 r/min。 

1.1.3  主要试剂和仪器  

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、pMD19-T 载

体、PrimeSTAR DNA 聚合酶等均购自北京六合通

经贸有限公司；质粒小提试剂盒、纯化试剂盒购自

Omega 公司；Ni-Agarose His 标签蛋白纯化试剂盒

购自北京康为世纪生物科技有限公司。PCR 仪购自

北京六合通经贸有限公司；紫外/可见分光光度计购

自北京瑞利分析仪器有限公司。  

1.2  方法 

1.2.1  目的基因的克隆 

根据基因组信息设计引物 PTG-F 和 PTG-R (表 1)

以 S. ladakanum B1 基因组 DNA 为模板，使用

PrimeSTAR DNA 聚合酶扩增含有前导肽区的 TGase 

(pro-TGase)的编码基因。PCR 反应体系(50 μL)：模

板 50 ng，2×PrimeSTAR 25 μL，上、下游引物各

400 nmol/L，添加 ddH2O 至 50 μL。PCR 反应条件：

94 °C 5 min；94 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 50 s，

30 个循环；72 °C 10 min。将基因片段采用 1%的琼

脂糖凝胶回收，连接至 pMD19-T 载体，得到的质

粒 proTG-19T 由北京睿博公司测序。 

1.2.2  不同表达模式质粒的构建 

以 proTG-19T 为模板扩增 TGase 基因，

pET-22b 为表达载体，构建两种表达模式 proTG-22b

和 pro-pelB-TG-22b。用 Nco I 和 Xho I 酶切 

 

表 1  实验所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

PTG-F GGCCATGGCCACCGGCAGTGGCAGTGG 

PTG-R GTGCTCGAGCGGCCAGCCCTGTGTCACCTT 

pro-NcoI-F TGGCCATGGCCACCGGCAGTGGCAGTG 

pro-BamHI-R TCGGATCCGGGGGCCCGGAAGGACGGACCG 

TG-NcoI-F TGGCCATGGACTCCGACGAGCGGGTGACTC 

TG-BamHI-R TCGGATCCCCCGGCCAGCCCTGTGTCACCTTGTCG 

gTG-F GGTCCGTCCTTCCGGGCCCCCTAAGGATCCCTTGAAGGAGATATACATATGAAATACCTG 

gTG-R GTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGGGCCAGCCCTGTGTCACCTTGTCGGGG 

AAA-FO1 GTCCTTCCGGGCCCCCGCAGCAGCAGAGCGGGTGACTCCTCCCGC 

AAA-RO1 GCGGGAGGAGTCACCCGCTCTGCTGCTGCGGGGGCCCGGAAGGAC 

DSD-FO1 GTCCGTCCTTCCGGGCCCCCGAGCGGGTGACTCCTCCCGC 

DSD-RO1 GCGGGAGGAGTCACCCGCTCGGGGGCCCGGAAGGACGGAC 

ED-FO1 TTCCGGGCCCCCGACTCCGACGACCGGGTGACTCCT 

ED-RO1 AGGAGTCACCCGGTCGTCGGAGTCGGGGGCCCGGAA 

AAA-2FO1 TGGCCATGGCAGCAGCAGAGCGGGTGACTCCTCCCGCCGA 

AAA-2RO1 TCGGCGGGAGGAGTCACCCGCTCTGCTGCTGCCATGGCCA 

DSD-2FO1 TGGCCATGGAGCGGGTGACTCCTCCCGCCGAGCCGCTCGA 

DSD-2RO1 TCGAGCGGCTCGGCGGGAGGAGTCACCCGCTCCATGGCCA 

ED-2FO1 TGGCCATGGACTCCGACGACCGGGTGACTCCTCCCGCCGA 

ED-2RO1 TCGGCGGGAGGAGTCACCCGGTCGTCGGAGTCCATGGCCA 
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proTG-19T，将切下的片段连接到 pET-22b，构建得

到第一种表达模式的质粒 proTG-22b；使用引物

pro-NcoI-F 和 pro-BamHI-R 以 proTG-19T 为模板扩

增片段 pro，将片段 pro 连接到 pET22b，构成质粒

pro-22b。同时以 proTG-19T 为模板，使用引物

TG-NcoI-F 和 TG-BamHI-R 扩 增 TGase ， 连 接

pET-22b，得到的质粒命名为 TG-22b。再以 TG-22b

为模板，用引物 gTG-F 和 gTG-R 扩增得到连着 pelB

信号肽的 TGase 片段，使用 BamH I 和 Sac I 双酶

切片段和质粒 pro-22b 后用 T4 DNA 连接酶连接，

构成第二种表达模式的质粒 pro-pelB-TG-22b。 

1.2.3  突变质粒的构建 

以 proTG-22b 为模板，采用全质粒 PCR 法引

入突变位点。构建 3 种突变方式，将 TGase N 端前

3 个氨基酸 DSD 突变为 AAA 或全部缺失，将 N 端

第 4 个氨基酸 E 突变为 D。使用引物对 AAA-FO1/ 

AAA-RO1、DSD-FO1/DSD-RO1、ED-FO1/ED-RO1

进行全质粒 PCR，对 PCR 产物进行 Dpn I 消化处理，

纯化后转化 E. coli BL21(DE3)，挑选单克隆测序验证，

得到突变质粒 AAA-proTG-22b、DSD-proTG-22b 和

ED-proTG-22b。以 pro-pelB-TG-22b 为模板，使用

引物对 AAA-2FO1/AAA-2RO1、DSD-2FO1/DSD- 

2RO1、ED-2FO1/ED-2RO1 采用全质粒 PCR 法引入

与上述相同位点突变，得到的突变质粒命名为

AAA-pelB-TG-22b、DSD-pelB-TG-22b 和 ED-pelB- 

TG-22b。 

1.2.4  重组蛋白的表达和纯化 

挑取一环含有重组质粒的 E. coli BL21(DE3)

接种到装有 50 mL LB (含 100 mg/L 氨苄青霉素)的

250 mL 三角瓶中。37 °C、200 r/min 振荡培养过夜。

以 1%接种到装有 100 mL TB 的 250 mL 三角瓶中。

待 OD600 达到 1.0−1.2 时加入终浓度为 0.5 mmol/L 的

IPTG，20 °C、200 r/min 振荡培养 48 h 后，5 000 r/min

离心 10 min 收集菌体。 

用 20 mL 磷酸盐缓冲液(PBS，0.1 mol/L，pH 7.0)

悬浮菌体，超声波破碎，5 000 r/min 离心 10 min，

收集上清用于胞内酶活测定和重组蛋白的纯化。由

于重组蛋白含有组氨酸标签 His-Tag，因此使用

Ni-Agarose His 标签蛋白纯化试剂盒纯化。纯化

方法参照试剂盒手册进行。杂蛋白用洗脱液  Ⅰ

(pH 7.9 Tris-HCl 4 mmol/L，咪唑 60 mmol/L，NaCl 

0.1 mol/L)进行洗脱，目的蛋白用洗脱液  (pH 7.9 Ⅱ

Tris-HCl 4 mmol/L，咪唑 300 mmol/L，NaCl 0.1 mol/L)

洗脱并通过超滤管脱盐、浓缩后于−80 °C 保存。

收集各阶段的洗脱液进行 SDS-PAGE (13%分离

胶，4%浓缩胶 )电泳和考马斯亮蓝 (R-250)染色

分析 [17]。  

1.2.5  酶活力测定 

按照比色法[18]测定酶活，TGase 酶活定义为：

37 °C 反应条件下，1 min 生成 1 μmol 氧肟酸所需

要的酶量。发酵液上清用于测量蛋白的胞外酶活，

粗酶液用于测量胞内酶活。纯化后的蛋白用于计算

比酶活，采用 Bradford 方法计算蛋白浓度。对于

前导肽和 TGase 共表达的蛋白要加入终浓度为

0.08 g/L 的分散酶 37 °C 处理 20 min，再用于酶活

的测量。 

2  结果与分析 

2.1  proTGase 的克隆 

根据链霉菌基因组 DNA 设计引物 PTG-F 和

PTG-R。以 S. ladakanum B1 基因组 DNA 为模板，

扩增得到大小与目的基因基本一致的片段。片段大

小在 1 200−2 000 bp 之间，经测序验证该片段为

proTGase 的序列，将其连到 pMD19-T 载体上构建

得到质粒 proTG-19T，保存质粒。 

2.2  重组质粒的构建 

通过使用表达载体 pET-22b 的 T7 启动子和

pelB 信号肽构建了两种表达模式(图 1)，proTG-22b

以 T7 启动子和 pelB 信号肽融合表达 proTGase。

pro-pelB-TG-22b 以 T7 启动子按 pro、TGase 的顺序

共表达。 

2.3  SDS-PAGE 检测目的蛋白 

将不同表达模式的重组质粒以及突变质粒分别

转化 E. coli BL21(DE3)进行诱导表达。用 Ni-Agarose  
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图 1  TGase 的两种表达模式 
Figure 1  Two expressions of TGase 
Note: A: proTG-22b; B: pro-pelB-TG-22b. 

 
His 标签蛋白纯化试剂盒进行蛋白纯化。利用

SDS-PAGE 检测纯化后的蛋白。根据基因信息，前

导肽和 TGase 共表达的蛋白以及在共表达基础上构

建的 3 种突变体蛋白大小为 42.3 kD 左右，前导肽

和 TGase 融合表达的蛋白以及在融合表达基础上构

建的 3 种突变体蛋白大小为 46.3 kD 左右。由图 2

可以看出目的蛋白均大小正确，收集纯化后的蛋白

用于后期酶活测定。 

2.4  两种表达模式对 TGase 活性的影响 

研究表明前导肽可以使 TGase 正确折叠，但是

前导肽的存在抑制了 TGase 和底物的结合，因此必

须切掉前导肽才能使 TGase 发挥功能。根据 Liu 等

的研究结果构建了两种表达模式 proTG-22b 和

pro-pelB-TG-22b[12]。第 1 种表达方式中，前导肽和

TGase 融合表达，被信号肽输送到周质空间，再通

过周质渗透分泌到胞外；在第 2 种表达方式中，前

导肽和 TGase 分别被信号肽输送到周质空间，在周

质空间中前导肽帮助 TGase 正确折叠使 TGase 形成

活性形式。分别检测这两种表达模式在胞内外的酶

活(表 2)，发现前导肽和 TGase 共表达的形式

(pro-pelB-TG-22b)在胞内表现出较高的酶活，比酶

活达到 37.71 U/mg，是第 1 种表达方式的 3.06 倍。 

 
 

图 2  重组蛋白 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  Analysis of purified proteins by SDS-PAGE 
Note: M: Protein marker; 1: pro-pelB-TG-22b; 2: AAA-pelB- 
TG-22b; 3: DSD-pelB-TG-22b; 4: ED-pelB-TG-22b; 5: proTG-22b; 6: 
AAA-proTG-22b; 7: DSD-proTG-22b; 8: ED-proTG-22b. 

 
这种表达方式的优点是 TGase 直接表现为活性形

式，且不需要后期切除 N 端前导肽，这也为工业化

生产提供了便利。 

2.5  突变对融合表达酶活的影响 

虽 然 采 用 前 导 肽 和 T Ga s e 共 表 达 的 形 式

(pro-pelB-TG-22b)可以直接得到有活性的 TGase，

但大部分积累在胞内。Chen 等对来自吸水链霉菌

TGase 的 N 端区域的前 4 个氨基酸 DAAD 进行缺失

突变，同时将第 5 位氨基酸 E 突变为 D，得到的突变

体 Del1-4/E62D 比酶活为野生酶的 1.8 倍[16]。因此我 
 

表 2  不同表达方式对 TGase 酶活的影响 
Table 2  Effects of different expression patterns on activity of TGase 

表达质粒 

Expression plasmids 

胞外酶活 

Extracellular enzymatic activity of 
TGase (U/mL) 

胞内酶活 

Intracellular enzymatic activity of 
TGase (U/mL) 

比酶活 

Specific activity (U/mg) 

proTG-22b 1.07±0.60 1.34±1.20 12.31±0.30 

pro-pelB-TG-22b 0.42±0.40 2.27±0.80 37.71±0.90 
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们根据 Chen 等的研究在第 1 种表达模式的基础上

构建了 3 种突变体，将 TGase N 端前 3 个氨基酸

DSD 突变为 3 个丙氨酸(AAA-proTG-22b)或全部缺

失(DSD-proTG-22b)，将 N 端第 4 个氨基酸 E 突变

为 D (ED-proTG-22b)。通过比较胞内外的酶活(表 3)，

发现突变体 AAA-proTG-22b 胞内外酶活都明显提

高，相较于原始表达方式比酶活提高了 14.05%。而

其他两种突变体比酶活显著降低，但胞外酶活并未

受到影响，这可能是由于突变增加了 TGase 蛋白的

分泌量，具体机制还需要后期的研究。 

2.6  突变对共表达酶活的影响 

在融合表达基础上构建的突变体 AAA-proTG- 

22b 比酶活相较于原始表达方式提高了 14.05%，但

是依然远低于共表达模式。为了得到更高的酶活，

在共表达的基础上做了与融合表达相同位点的突

变，测定 TGase 酶活(表 4)。与融合表达突变不同

的是，将 TGase N 端前 3 个氨基酸 DSD 突变为 AAA

得到的突变体(AAA-pelB-TG-22b)，比酶活不仅没

有提高，反而仅为原始共表达模式的 56.4%。根据

Liu 等[12]的研究，在共表达模式中前导肽和 TGase

分别被 pelB 信号肽输送到大肠杆菌的周质空间，在

周质空间中前导肽帮助 TGase 正确折叠，使其具有

活性。猜测这种突变形式可能不利于前导肽帮助

TGase 在周质空间中正确折叠，以至于活性降低。 

3  讨论与结论 

谷氨酰胺转氨酶作为一种重要的酶制剂，自

1993 年投放食品工业市场以来，市场需求量也越来

越高。微生物来源的谷氨酰胺转氨酶是 TGase 获取

的主要渠道，近年来许多研究者致力于提高该酶的

产酶水平，主要方法有诱变育种筛选高产菌株及利

用基因工程技术表达 TGase。然而诱变育种获得的

菌株不够稳定，传代培养后容易发生退变[5]，利用

基因工程技术则可以解决这一问题，但是目前我国

构建的基因工程菌产酶量尚未达到商业化水平，因

此在基因工程技术上提高产酶量依然是我们研究

的重点。 

本研究成功克隆了拉达克轮丝菌(S. ladakanum) 

B1 的谷氨酰胺转氨酶基因，构建了融合表达和共表

达两种表达模式，均可实现其在大肠杆菌中的可溶

性表达。在融合表达模式中，TGase 以 proTGase

的形式在大肠杆菌中可溶性表达，但是前导肽的存 

 
表 3  突变对融合表达 TGase 酶活的影响 
Table 3  Effects of mutation on enzymatic activity of fusion expression of TGase 

表达质粒 

Expression plasmids 

胞外酶活 

Extracellular enzymatic activity of 
TGase (U/mL) 

胞内酶活 

Intracellular enzymatic activity of 
TGase (U/mL) 

比酶活 

Specific activity (U/mg) 

proTG-22b 1.07±0.60 1.34±1.20 12.31±0.30 

AAA-proTG-22b 1.14±0.80 2.08±0.70 14.04±0.90 

DSD-proTG-22b 1.01±1.20 0.83±0.60 10.63±0.50 

ED-proTG-22b 1.07±0.50 0.77±1.30 10.83±0.80 

 
表 4  突变对共表达 TGase 酶活的影响 
Table 4  Effects of mutation on enzymatic activity of co-expressing TGase 

表达质粒 

Expression plasmids 

胞外酶活 

Extracellular enzymatic activity of 
TGase (U/mL) 

胞内酶活 

Intracellular enzymatic activity of 
TGase (U/mL) 

比酶活 

Specific activity (U/mg) 

pro-pelB-TG-22b 0.42±0.40 2.27±0.80 37.71±0.90 

AAA-pelB-TG-22b 0.25±0.80 1.09±0.90 19.91±0.50 

DSD-pelB-TG -22b 0.42±1.20 2.01±0.60 36.54±0.80 

ED-pelB-TG -22b 0.30±0.60 1.98±1.30 36.32±0.80 
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在会抑制 TGase 的活性，经过后期分散酶处理将前导

肽切除，使 TGase 获得活性。在融合表达基础上构建

的突变体 AAA-proTG-22b 比酶活达到 14.04 U/mg，

相较于原始融合表达模式提高了 14.05%。在前导肽

和 TGase 共表达模式中，前导肽和 TGase 依次被分

泌到周质空间中，TGase 在前导肽的帮助下获得活

性构型，纯化后的比酶活达到 37.71 U/mg。而在共

表达基础上的突变体酶活均未提高，这可能是由于

TGase N 端的突变影响了后期前导肽对 TGase 的加

工，从而使酶活降低。本研究构建的两种表达模式

均实现了 TGase 的可溶性表达，同时利用基因工程

技术提高了 TGase 酶活，为以后的研究奠定了基础。 
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