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摘要 � 利用 PCR技术,从枯草杆菌 DB403染色体上扩增出谷氨酰胺转胺酶基因, 将其克隆到大

肠杆菌载体 pET32a( + )中,成功构建谷氨酰胺转胺酶表达载体 pET32�BTGase, 并转化大肠杆菌
BL21 ( DE3)。重组克隆在 IPTG诱导下, 表达出硫氧还蛋白�谷氨酰胺转胺酶(Trx�BTGase)融合蛋
白,表达量占细菌总蛋白量的 26%。利用金属螯合层析纯化菌体裂解上清中表达的融合蛋白, 纯

度超过 80%, 再通过分子筛层析进一步纯化得到融合蛋白纯品。酶活性分析表明表达的 Trx�
BTGase融合蛋白具有交联蛋白的活性, 并发现 Trx�BTGase 融合蛋白和经凝血酶酶切后得到的
BTGase单体都能催化牛血清白蛋白的聚合反应。
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� � 谷氨酰胺转胺酶 ( transglutaminase, TGase)是一

类催化酰基转移的酶类, 可催化蛋白质、多肽分子

内和分子间��(��glutaminyl) lysine共价键的形成
[1]
,

广泛分布于各种真核生物
[ 2, 3]
和多种原核生物

[ 4, 5]

中。在真核生物体内, TGase 参与多种重要的生理

活动, 如血液凝固、细胞分化等
[ 6,7]

,但真核生物的

TGase 需依赖钙离子激活才能发挥其生物活性, 且

表达量极低,分离纯化非常困难,从而限制了 TGase

的研究和应用。近十几年来, 人们将注意力转移到

了原核生物, 并首先在轮枝链霉菌中分离到了

TGase,发现这类TGase不需依赖钙离子就能发挥其

催化酰基转移的功能
[ 4]
, 故可广泛应用于食品、化

妆品等领域中, 而且, 随着近年来蛋白质修饰化学

的发展, TGase 由于可在蛋白质特定位点上形成

Gln�Lys( GL)键而备受重视[ 8]
。

枯草杆菌TGase( BTGase)最早由Kobayashi等
[ 9]

于1996年在枯草杆菌孢子中发现, 并研究了其分

子结构,发现 BTGase 没有信号肽, 在枯草杆菌生长

后期仅受  
k
因子控制转录、表达,交联孢子表面蛋

白,使得孢子免受蛋白酶的降解
[ 10]
。

目前,国外有许多研究人员致力于研究各种生

物来源 TGase的性质和功能,但在国内相关的报道

还较为少见,且报道的多是产TGase轮枝链霉菌的

突变诱种、发酵以及轮枝链霉菌 TGase 的应用

等
[ 11~ 13]

,研究枯草杆菌 TGase 和TGase基因克隆表

达的均未见报道。

1 � 材料和方法

1�1 � 材 � 料

1�1�1� 质粒和菌株 � 大肠杆菌表达载体 pET�32a(+ )

( novagen) ; 枯草杆菌 DB403为枯草芽孢杆菌标准菌

168衍生而来,由王林发博士馈赠; 大肠杆菌 DH5!

和大肠杆菌 BL21( DE3) (本实验室保存)。

1�1�2 � 培养基 � 细菌常规培养基为 LB, 抗性培养

基为 LB添加终浓度为 100 ∀g�ml的氨苄青霉素。
1�1�3 � 主要试剂 � pfu DNA 聚合酶、dNTP、氨苄青

霉素、3S NTA Resin(上海申能博彩有限公司) ; 各

种限制性内切酶(MBI Fermentas) ; T4 DNA连接酶、

碱性磷酸酶( CIAP) ; DNA Marker、DNA 片段纯化试

剂盒(TaKaRa) ; 其他试剂均为国产分析纯。

1�1�4 � 引物合成 � 由上海博亚公司合成。

1�2 � 方 � 法

1�2�1 � 常规操作 � 按 Huang 等
[ 14]
方法抽提枯草杆

菌DB403 的染色体; 常规 DNA 操作方法见文献

[ 15] ; DNA片段的纯化按试剂盒操作。

1�2�2 � 重组融合蛋白的表达 � 采用 CaCl2 法将表
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达载体 pET32�BTGase 转化大肠杆菌 BL21( DE3)。

挑取单菌落入 50 ml LB( 100 ∀g�ml氨苄青霉素和
2%葡萄糖) , 37 � 振荡培养至 OD600为 0�6, 添加

IPTG至终浓度为 0�4 mmol�L, 30 � 、150 r�min诱导
表达 4h,离心取菌体备用。

1�2�3 � 重组融合蛋白的纯化 � 按 3S NTA Resin 说

明裂解菌体, 离心取上清上 3S NTA Resin 层析柱。

收集含有目的蛋白的组分, 经超滤浓缩后过

Superdex 75层析柱进行精细纯化, 得到融合蛋白纯

品。融合蛋白通过凝血酶酶切得到 BTGase单体。

1�2�4 � 重组融合蛋白包含体的纯化及复性 � 按 3S

NTA Resin 说明裂解菌体, 离心取沉淀, 用缓冲液

( 20mmol�L Tris�HCl pH 7�9, 0�5mol�L NaCl, 10% 甘

油)洗沉淀 2~ 3 次, 即可获得较纯的包含体。用

6mol�L盐酸胍溶解包含体, 室温作用 30min 后, 对

2 L缓冲液透析 48h, 蛋白浓度不超过 50∀g�ml,复性
蛋白通过金属螯合层析柱浓缩。

1�2�5 � 酶活的定性测定用 10 mmol�L Tris( pH 8�0)
配制 1mg�ml BSA 溶液。1∀g BTGase 和 2∀g Trx�
BTGase融合蛋白分别催化交联 10∀g BSA, 在 20

mmol�L DTT 作用下 37 � 反应。

1�2�6 � 蛋白含量测定 � 参照 BAC 法测定蛋白

浓度。

2 � 结 � 果

2�1 � 表达载体的构建
参照 Kobayashi 等

[ 10]
提供的 BTGase 的基因序

列设计一对引物,在引物两端添加 BamH I 酶切位

点,如下:

P1: 5 TA GGATCC ATGATTATTGTATCAGGAC

AATTGCTCCG 3 

P2: 5 GC GGATCC TTAGCGGACGATGCGGAAA

AGAGACGGAACATCCAG 3 

PCR扩增的 BTGase基因经 BamH I酶切后,与

载体 pET�32a( + ) 酶切后并去磷酸化的片段连接,

得到重组表达载体 pET32�BTGase。所构建的表达
载体 pET32�BTGase如图 1所示。在 BTGase基因内

部有一个 EcoR I位点,通过 EcoR I 酶切重组质粒,

除了大片段外,只能切下一个不到 100 bps的小片

段,因此可用 EcoR I 酶切重组质粒来鉴定 BTGase

基因插入的方向。在硫氧还蛋白与谷氨酰胺转胺

酶之间有一个凝血酶酶切位点,通过凝血酶的作用

图 1� 谷氨酰胺转胺酶表达载体 pET32�BTGase的构建

Fig. 1� Construction of the expression

vector pET32�BTGase �

下可以获得谷氨酰胺转胺酶蛋白单体。图 2显示

重组载体 pET32�BTGase 限制性内切酶鉴定结果,

BamH I 酶切 pET32�BTGase 载体产生一条略小于
7 50bp的DNA片段 , 与已报道BTGase基因片段大

图 2� pET32�BTGase表达载体酶切鉴定
Fig. 2� Restriction analysis of the plasmid pET32�BTGase
1:低分子质量 DNA Marker; 2: EcoR!酶切质粒 pET 32�BTGase;

3: BamH!酶切质粒 pET 32�BTGase

1:DNA molecular weight standard DL2000; 2: pET 32�BTGase

digested with EcoR! ; 3: pET 32�BTGase digested with BamH!
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小( 735bp)相符, EcoR I酶切 pET32�BTGase载体,在

电泳图上未显示出一条较小的条带,说明插入方向

是正确的。重组载体 pET32�BTGase 进一步通过测
序鉴定,表明获得了正确的 BTGase 重组表达菌株。

2�2 � 重组融合蛋白在大肠杆菌 BL21 ( DE3)中的

表达

在 0�4 mmol�L IPTG 诱导下, 重组 Trx�BTGase
融合蛋白在大肠杆菌中成功表达。如图 3所示,以

pET32a( + ) 克隆载体为对照, 重组载体 pET32�
BTGase在 43 000 Da 附近有一特异表达条带,与预

计的融合蛋白分子大小( 45 000 Da)相符, SDS�PAGE
扫描显示,融合蛋白约占总蛋白的 26%。

图 3� SDS�PAGE分析重组融合蛋白表达及纯化

Fig. 3� SDS�PAGE analysis of the expression and

purification of the fusion protein Trx�BTGase
1:未用 IPTG诱导重组菌表达总蛋白; 2: IPTG诱导重组菌表达

总蛋白; 3: 3S NTA 金属螯合层析穿透的蛋白; 4: 3S NTA金属螯

合层析洗脱的蛋白; 5:凝血酶酶切 Trx�BTGase 融合蛋白; 6:低

� � � 分子质量蛋白Marker

1: total proteins of E . coil BL21(DE3) carrying pET 32�BTGase without

IPTG induct ion; 2: total proteins of E . coil BL21( DE3) carrying pET

32�BTGase with IPTG induct ion; 3: the flow�through protein portion from

3S NTA resin; 4: the eluted protein portion from 3S NTA resin; 5: Trx�

BTGase cleaved with thrombin; 6: low molecular weight protein marker

2�3 � 重组融合蛋白的纯化和蛋白酶解
在 IPTG诱导作用下, 重组融合蛋白有部分是

以可溶性的形式在菌体裂解上清中表达。而在融

合蛋白内部有 6个连续组氨酸, 所以可以用金属螯

合层析捕获菌体裂解上清中表达的融合蛋白,图 3

显示通过金属螯合层析一步就可将融合蛋白纯度

提高到 80%以上。再经过 Superdex 75层析柱后,

可得到融合蛋白纯品, 图 4 SDS�PAGE电泳结果显
示Superdex 75纯化后为一条蛋白条带。

� � 融合蛋白在凝血酶的作用下产生两条蛋白条

图 4� Superdex 75 纯化融合蛋白

Fig. 4� Further purification of Trx�BTGase by Superdex 75
1:低分子质量蛋白Marker; 2: Superdex 75纯化的重组蛋白;

3: 3S NTA 金属螯合层析纯化的重组蛋白

1: low molecular weight protein marker; 2: purified Trx�BTGase with �

� � Superdes 75; 3: purified Trx�BTGase with 3S NTA resin

带,包括 14 kDa 的硫氧还蛋白和 31 kDa 的 BTGase

(图 3)。

2�4 � 重组融合蛋白包含体的复性
重组融合蛋白包含体经盐酸胍变性、透析复

性,并通过金属螯合层析浓缩后, 通过交联 BSA来

检测复性蛋白的活性。如图 5, 复性后的蛋白能够

催化 BSA发生交联反应, 形成大分子的 BSA聚合

物, 12%分离胶电泳时, 大分子聚合物不能进入分

离胶,而一直保留在上样孔和浓缩胶中。

图 5� 复性副合蛋白催化 BSA 的交联聚合

Fig. 5� BSA polymerization by renatured

fusion protein Trx�BTGas
1:低分子质量蛋白Marker; 2:复性蛋白催化BSA交联; 3: BSA对照

1: low molecular weight protein marker

2: BSA polymerization by renatured Trx�BTGase; 3: BSA control
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2�5 � 重组蛋白催化 BSA的交联

37 � 反应 12h 后, 12%分离胶 SDS�PAGE 显示
BSA被部分交联(图 6) ,交联形成的蛋白分子很大,

不能进入分离胶,而处在上样孔和浓缩胶里。由图

可见, 不管是 BTGase 单体还是 Trx�BTGase 融合蛋
白都能催化 BSA发生交联反应, 两者没有明显的

差别。

图 6� BSA的交联聚合

Fig. 6� BSA polymerization

1: Trx�BTGase副合蛋白催化 BSA交联; 2: BSA对照;

3: BTGase单体催化 BSA交联; 4:低分子质量蛋白 Marker

1: BSA polymerization by Trx�BTGase fusion protein;

2: BSA control; 3: BSA polymerization by BTGase monomer

4: low molecular weight protein marker

3 � 讨 � 论

自微生物TGase发现以来, 由于放线菌生长周

期长、难以大规模培养等原因, 很多研究人员尝试

在其它菌体中重组表达TGase,用以适应生产、降低

成本,但都没获得较好的结果, 主要是因为 TGase

具有交联蛋白性质, 不能在菌体内大量表达。

Kobayashi 等
[ 10]
虽然也 在大肠杆菌 中表达了

BTGase,但所表达的 BTGase 活性也很低。作者曾

将 BTGase基因转到枯草杆菌和毕赤酵母菌中外分

泌表达,但表达量非常少(数据未显示) ,而本文中,

通过融合蛋白表达的形式在大肠杆菌中表达了

Trx�BTGase融合蛋白, 经凝血酶切去 Trx 以后得到

BTGase单体,具有交联蛋白的性质; 同时发现此融

合蛋白也具有交联蛋白的活性, Trx 本身是一种无

毒副作用的蛋白,所以在以后的工农业和食品加工

应用中可以直接添加融合蛋白,较大幅度降低了生

产成本。

本研究选用原核细胞的融合表达载体表达

BTGase蛋白, 表达的蛋白产量高, 融合蛋白内部有

6个组氨酸,易于通过金属螯合层析纯化。大肠杆

菌载体 pET32a( + )采用的是高效的 T7启动子,通

过重组大肠杆菌表达 BTGase 蛋白,蛋白表达量大,

会形成部分包含体, 本文中对形成的包含体进行了

变复性研究, 复性后的融合蛋白具有生物活性。

BTGase具有交联蛋白的性质, 因此在复性过程中,

蛋白浓度不能太高, 以免 BTGase 发生自身交联,降

低得率。

以往TGase的研究中,对 TGase测活都没有一

种通用的方法, 不同来源的 TGase 都必须按照作用

机理采用不同灵敏度的方法来测活。这主要是由

于不同来源的TGase底物要求不同,本文中用简单

的轮丝链霉菌 TGase 测活方法
[4]
测不出枯草杆菌

TGase的活性, 作者也尝试用其他的方法测 TGase

的活性,但结果不尽人意。日本科学家是用同位素

方法测得枯草杆菌中提取的TGase的活性
[ 9]
,同位

素法不能完全定量, 测得的也是一个相对计数值。

而在本文中则利用 BSA这种容易获得的无害物质

对枯草杆菌 TGase进行研究,就可以避免使用同位

素的污染。
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Cloning of the Transglutaminase Gene from Bacillus subtilis and

Fusion Expression in Escherchia coli

ZHOU Jian � DONG Ya�fang � WU Zi�rong
(School of Life Science, East China Normal University, Shanghai � 200062, China)

Abstract � The gene of transglutaminase was amplified from the chromosome of Bacillus subtilis DB403 by PCR

and translationally fused with thioredoxin gene ( trxA) in the plasmid pET32a( + ) to achieve the expression vector

pET32�BTGase. The fusion protein Trx�BTGase could be expressed in E . coli BL21 ( DE3) after IPTG induct ion,

with a level up to 26 percent of the total bacterial proteins. Trx�BTGase was initially purified from the supernatant of

the bacterial lysate by metal�chelating chromatography with a purity of over 80 percent , and finally purified with

Superdex 75. Enzyme activity assay demonstrated that the Trx�BTGase expressed in E. coli could be funct ional in

polymerizing other proteins, and no influence on the biological activities of BTGase to polymerize BSA ( bovine serum

albumin) was found in case of the thrombin cleavage of this fusion protein.
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