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摘  要：【背景】谷氨酰胺转氨酶(TGase)在食品工业具有重要应用价值，但异源表达水平仍较低。

【目的】通过多组合策略实现茂源链霉菌(Streptomyces mobaraensis)谷氨酰胺转氨酶(SmTGase)在毕

赤酵母(Komagataella phaffii)中高水平表达。【方法】采用酶原区和成熟区共表达、共表达分子伴侣

和过表达翻译起始因子的组合策略提高 SmTGase 在毕赤酵母中的表达水平，通过甘油-甲醇共补料

策略进行 5 L 发酵罐高密度发酵实现 SmTGase 的高效生产，利用强阴离子交换柱对 SmTGase 进行纯

化，测定其酶学性质。【结果】重组菌株摇瓶发酵酶活力为 5.67 U/mL。在 5 L 发酵罐中高密度发酵

酶活力为 80.5 U/mL，蛋白含量为 7.68 g/L。纯化后该酶的最适催化条件为 pH 7.0 和 55 ℃，在 pH 
5.5−8.0 范围内及 45 ℃以下具有良好稳定性。【结论】本研究为谷氨酰胺转氨酶在毕赤酵母中高水

平表达提供了重要参考。 
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Abstract: [Background] Transglutaminases (TGases) play a significant role in the food 
industry, while their heterologous expression levels remain low. [Objective] This study aimed 
to achieve high-level expression of SmTGase from Streptomyces mobaraensis in Komagataella 
phaffii through a combinatorial strategy. [Methods] The combinatorial strategy involving 
co-expression of the propeptide and mature domains, co-expression of molecular chaperones, 
and overexpression of translation initiation factors was employed to enhance the expression 
level of SmTGase in K. phaffii. High-cell-density fermentation was carried out in a 5 L 
bioreactor with a glycerol-methanol co-feeding strategy for the efficient production of 
SmTGase. SmTGase was purified via a one-step strong anion-exchange column, and the 
enzymatic properties of SmTGase were characterized. [Results] The recombinant strain yielded 
an enzyme activity of 5.67 U/mL in a shake flask. Through the high-cell density fermentation in 
a 5 L bioreactor, the recombinant strain produced an enzyme activity of up to 80.5 U/mL with a 
protein titer of 7.68 g/L. The purified SmTGase exhibited the highest activity at pH 7.0 and 
55 ℃, and it was stable within pH 5.5−8.0 and at temperatures below 45 ℃. [Conclusion] This 
study provides a valuable reference for the high-level expression of TGases in K. phaffii. 
Keywords: Streptomyces mobaraensis; transglutaminase; Komagataella phaffii; high-level 
expression 
 
 

谷氨酰胺转氨酶(transglutaminase, TGase, 
E.C. 2.3.2.13)是一类催化蛋白质交联的酶，能够

催化蛋白质或多肽分子中的谷氨酰胺残基(Gln)
与赖氨酸残基(Lys)之间形成共价 ε-(γ-谷氨酰)-
赖氨酰键(isopeptide bond)，从而改变蛋白质的

功能特性[1]。这种交联反应在食品[2]、医药[3]和

生物材料[4]等领域具有广泛的应用价值。TGase
广泛分布于动物[5]、植物[6]和微生物[7]中，微生

物来源的 TGase 因其高产、易于基因工程改造

和工业化生产等特点而备受关注。 
目前，许多谷氨酰胺转氨酶(TGase)基因已

成功在多种宿主中异源表达，包括大肠杆菌

(Escherichia coli)[8]、链霉菌(Streptomyces)[9]、

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)[10]、毕赤酵母

(Komagataella phaffii[11]，曾用名 Pichia pastoris)
以及谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)[12]

等。毕赤酵母作为一种高效的真核表达系统，

因其具备强大的蛋白质翻译后修饰能力、高效

的甲醇诱导型启动子以及成熟的高密度发酵工

艺，成为 TGase 异源表达的理想宿主[13]。然而，

在表达过程中，TGase 通常以无活性的酶原形

式(pro-TGase)分泌，需通过切除 N 端酶原区

(pro-peptide)才能转化为具有催化活性的成熟

TGase[14]。这一特性为 TGase 的高效表达和活

性调控带来了挑战。 
许多研究表明，酶原区对 TGase 的活性表
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达具有关键作用。酶原区不仅可以通过分子内

作用促进 TGase 的活性表达，还可以通过分子

间作用发挥功能[15]。Liu 等[16]研究发现，缺失

酶原区前 6 个氨基酸会导致酶原在细胞质中的

分泌显著减少，而缺失前 10 个氨基酸则导致不

溶性 TGase 的积累，表明酶原区在促进 TGase
分泌和正确折叠中发挥重要作用。近年来，针

对异源表达活性 TGase 的策略主要包括启动子

优化、共表达激活蛋白酶及共表达酶原区等。

例如，Noda 等[17]利用肉桂链霉菌(Streptomyces 
cinnamoneus)磷脂酶 D 强启动子在 S. lividan 
1326 中表达肉桂链霉菌(S. cinnamoneus)来源

ScTGase，产酶活力为 12.03 U/mg。Yang 等[18]

在 K. phaffii GS115 中 表 达 弗 式 链 霉 菌

(Streptomyces fradiae)来源 SfTGase，经胰蛋白

酶激活后产酶活力仅为 0.7 U/mL。Türkanoğlu 
Özçelik 等[11]在 K. phaffii X33 中表达茂源链霉

菌(Streptomyces mobaraensis)来源 SmTGase，经

dispase I 激活后产酶活力为 37.64 U/mL。激活

体系中残余蛋白酶可能会继续影响 TGase 活性。

因此，开发无需体外激活直接获得活性 TGase 的

高效表达策略具有十分重要的意义。针对这一问

题，Yurimoto 等[15]将茂源链霉菌(S. mobaraensis)
来源 SmTGase 酶原区和成熟区共表达，实现了

在博伊丁假丝酵母菌(Candida boidinii)的活性表

达，但酶活力仅为 0.34 U/mL。李鹏飞等[19]进一

步改进该策略，通过优化 TGase 基因拷贝数及

发酵培养条件使产酶活力提高至 7.3 U/mL。任

蕊蕊[20]在解脂耶式酵母(Yarrowia lipolytica)表
达茂源链霉菌(S. mobaraensis)来源 SmTGase，通

过共表达金属蛋白酶TAMEP和插入蛋白酶Kex2
切割位点 2 种策略成功实现 SmTGase 的活性表

达，产酶活力分别为 6.77 U/mL 和 5.26 U/mL。
以上研究结果为 TGase 的高效异源表达提供了

重要的理论依据和技术支持。目前 TGase 在毕

赤酵母中表达水平仍较低，最高酶活报道为

47.96 U/mL[21]。因此，寻找合适策略实现 TGase 在

毕赤酵母中的高水平表达具有十分重要的意义。 

根据规定[22]，茂源链霉菌已被批准用于生

产 TGase。本研究将茂源链霉菌来源的谷氨酰胺

转氨酶在毕赤酵母中进行异源活性表达，并采

用多组合策略进一步提高谷氨酰胺转氨酶的表

达水平，以期为谷氨酰胺转氨酶(TGase)的高效

表达提供重要支持。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

茂源链霉菌(S. mobaraensis)和巴斯德毕赤

酵母(K. phaffii) GS115，实验室保藏；表达载体

pPIC9K 和 pGAPZ(α)A，实验室保藏；克隆宿

主大肠杆菌 DH5α，北京全式金生物技术股份有

限公司。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

LB 固体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提

取物 5.0，NaCl 10.0，琼脂 20.0；缓冲甘油复合

培养基(BMGY 液体培养基) (g/L)：酵母提取物

10.0，蛋白胨 20.0，甘油 10.0，酵母基础氮源(yeast 
nitrogen base, YNB) 13.4，生物素 4×10−4，磷酸氢

二钾-磷酸二氢钾(100 mmol/L, pH 6.0)定容；缓冲

甲醇复合培养基(BMMY 液体培养基) (g/L)：酵

母提取物 10.0，蛋白胨 20.0，甲醇 5.0，YNB 
13.4，生物素 4×10−4，磷酸氢二钾-磷酸二氢钾

(100 mmol/L, pH 6.0)定容；YPD 固体培养基

(g/L)：蛋白胨 20.0，酵母提取物 10.0，葡萄糖

20.0，琼脂 20.0；BSM 培养基(g/L)：K2SO4 27.3，
CaSO4·2H2O 1.0，(NH4)2SO4 11.1，MgSO4·7H2O 
16.6，甘油 40.0，85%磷酸 12 mL。 

Blunt Simple 载体、FastPfu DNA Polymerase
试剂盒，北京全式金生物技术股份有限公司；

Xba Ⅰ、Avr Ⅱ和 Bgl Ⅱ内切酶，New England 
Biolabs 公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；琼脂糖凝胶纯化

回收试剂盒，苏州优逸兰迪生物科技有限公司；

质粒提取试剂盒，北京聚合美生物科技有限公

司；N-carboxybenzoyl-L-glutaminyl-glycine (N-CBZ- 
Gln-Gly)，吉尔生化(上海)有限公司；L-谷氨
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酸-γ-单羟胺酸，Sigma-Aldrich 公司；还原型谷

胱甘肽，上海麦克林生化科技股份有限公司；

盐酸羟胺，上海源叶生物科技有限公司；三氟

乙酸，阿拉丁试剂(上海)有限公司；博来霉素和

潮霉素，北京百瑞极生物科技有限公司。 
紫外-可见分光光度计，北京普析通用仪器

设备有限责任公司；超净工作台，北京悠帆生

物科技有限公司；高速台式离心机，上海安亭

科学仪器厂；恒温水浴锅，北京市长风仪器仪

表公司；PCR MyCycler 自动扩增仪，Applied 
Biosystems 公司；单层玻璃上机械搅拌发酵罐，

上海国强生化工程装备有限公司。 
1.3  茂 源 链 霉 菌 谷 氨 酰 胺 转 氨 酶

(SmTGase)基因的克隆与表达 
采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取茂源

链霉菌基因组 DNA，以茂源链霉菌基因组 DNA
为模板，设计引物 MTG-F (5′-GCTGAAGCTTA 
CGTAGAATTCGACAATGGCGCGGGGG-3′) 和
MTG-R (5′-AGGCGAATTAATTCGCGGCCGC 
TCACGGCCAGCCCTGC-3′)进行 PCR 扩增得

到目的基因片段 mproMTG，将其克隆至 pPIC9K
载体，构建 pPIC9K-mproMTG 重组质粒。PCR
反应体系(50 μL)：5×TransStart FastPfu buffer 
10 μL，dNTPS (2.5 mmol/L) 4 μL，MTG-F (10 µmol/L) 
1 μL，MTG-R (10 µmol/L) 1 μL，FastPfu DNA 
Polymerase 1 μL，基因组 DNA 1 μL，H2O 32 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 20 s，55 ℃ 20 s，
72 ℃ 30 s，34 个循环；72 ℃ 5 min；4 ℃ 10 min。
采用 Xba Ⅰ酶切线性化质粒并电转化至 K. phaffii 
GS115 感受态细胞，得到 K. phaffii GS115- 
mproTGase (RS-1)重组菌株。将重组菌株接种至

BMGY 培养基中，30 ℃、200 r/min 振荡培养

24 h 后转接至 BMMY 培养基中，每 24 h 添加

1.0%甲醇，诱导 5 d 后测定酶活力。 
1.4  插入 KR 蛋白酶切割位点对谷氨酰

胺转氨酶表达的影响 
以 mproMTG 为模板，设计引物 mpro-F 

(5′-GCTGAAGCTTACGTAGAATTCGACAATG

GCGCGGGGG-3′)和 mpro-R (5′-AGGCGAATT 
AATTCGCGGCCGCGGGGGCCCGGAACG-3′)，以

及引物 TG-F (5′-CCGGGCCCCCAAAAGAGACT 
CCGACGACAGGGTCAC-3′)和引物TG-R (5′-CC 
GGGCCCCCAAAAGAGACTCCGACGACAGGG
TCAC-3′)进行 PCR 扩增分别获得 mpro 和 MTG
基因片段，将其克隆至 pPIC9K 载体，分别构建

pPIC9K-mpro 和 pPIC9K-MTG 重组质粒。以

mpro 片段为模板，PCR 扩增得到含有蛋白酶

Kex2 切割位点序列 KR (AAAAGA)的 mpro (KR)
片段并克隆至 pPIC9K-MTG 质粒上，构建

pPIC9K-mpro(KR)-MTG 重组质粒。将该质粒用

Xba Ⅰ酶切线性化，并电转化至 K. phaffii GS115
感受态细胞，得到 K. phaffii GS115-mpro(KR)- 
TGase (RS-2)重组菌株。将上述菌株进行摇瓶发

酵产酶，具体方法参考 1.3。 
1.5  酶原区对谷氨酰胺转氨酶表达的

影响 
含有吸水链霉菌(Streptomyces hygroscopicus)

的酶原区 hpro 的基因(GenBank: EU477523.1)
片段由北京擎科生物科技有限公司合成，获得

pPIC9K-hpro 载体。以质粒 pPIC9K-mpro 和

pPIC9K-hpro 为模板，设计引物 AOX1-F (5′-TC 
CCCGAAAAGTGCCACCTGACG-3′)和 AOX1-R 
(5′-TGATAATAATGGTTTCTTAGA-3′)进行 PCR
扩增得到 PAOX1-mpro-TAOX1 和 PAOX1-hpro-TAOX1

表达盒，分别克隆至 pPIC9K-MTG 质粒上，构

建 pPIC9K-mpro-MTG 和 pPIC9K-hpro-MTG 重

组质粒。质粒用 Xba Ⅰ酶切线性化后，电转化

至 K. phaffii GS115 感受态细胞，并在含浓度为

1−4 mg/mL G418 遗传霉素的 YPD 平板上筛选

得到高拷贝转化子，分别得到 K. phaffii GS115- 
mpro-TGase (RS-3)和 K. phaffii GS115-hpro-TGase 
(RS-4)重组菌株。将上述菌株进行摇瓶发酵产

酶，具体方法参考 1.3。 
1.6  分子伴侣共表达对谷氨酰胺转氨

酶表达的影响 
以分子伴侣表达载体质粒 pGAPZA-Pdi1
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构建为例，以毕赤酵母 GS115 基因组为模板，

设计引物 Pdi1-F (5′-TCAATTGAACAACTATT 
TCGAAatgaagttactatccttggcacttctg-3′) 和 Pdi1-R 
(5′-GTTCTAGAAAGCTGGCGGCCGCctataattc
gtcgtgatttttggtttgct-3′) (大写字母表示同源臂序

列，小写字母表示扩增区序列)进行 PCR 扩增分

子伴侣基因 Pdi1 片段并克隆至 pGAPZ(α)A 载体

上，经测序正确获得阳性转化子。类似地，构建

pGAPZA-Kar2、pGAPZA-Hrd1、pGAPZA-Ero1
和 pGAPZA-Are1 重组质粒。将上述重组质粒用

Avr Ⅱ线性化并电转化至重组 RS-4 感受态细胞，

分别得到重组菌株 K. phaffii GS115-hpro-TGase- 
Hrd1 (RS-5)、K. phaffii GS115-hpro-TGase-Pdi1 
(RS-6)、K. phaffii GS115-hpro-TGase-Kar2 (RS-7)、
K. phaffii GS115-hpro-TGase-Ero1 (RS-8) 和   
K. phaffii GS115-hpro-TGase-Are1 (RS-9)。将带

有分子伴侣共表达的重组菌株接种至摇瓶发酵

产酶，具体方法参考 1.3。 
1.7  翻译起始因子过表达对谷氨酰胺

转氨酶表达的影响 
扩增 PTEF1-HygB-TCYCI1 表达盒连接至 Blunt 

Simple 质粒，得到重组质粒 Blunt Simple-HygB。

以重组质粒 Blunt Simple-HygB-eIF4E 构建为

例，设计引物 eIF4E-F (5′-ACTAATTATTCGA 
AGGATCCatgtcagagactgaaaacgctcc-3′)和 eIF4E-R 
(5′-GCGAATTAATTCGCGGCCGCctaaatgctgaaag
aaggtacgttcttgc-3′) (大写字母表示同源臂序列，

小写字母表示扩增区序列)，以毕赤酵母 GS115
基因组为模板，PCR 扩增得到翻译起始因子

eIF4E，并连接至 pPIC9K 载体上，构建 pPIC9K- 
eIF4E 重组质粒。再以 pPIC9K-eIF4E 为模板，
PCR 扩增含有翻译因子的表达盒 PAOX1-eIF4E- 
TAOX1，并克隆至 Blunt Simple-HygB 载体，经测

序正确得到 Blunt Simple-HygB-eIF4E 重组质

粒。类似地，构建 Blunt Simple-HygB-eIF4A、

Blunt Simple-HygB-eIF4G 和 Blunt Simple- 
HygB-Pab1 重组质粒。将上述重组质粒用 Bgl Ⅱ
酶切线性化并电转化至重组 RS-6 感受态细胞

中，分别得到重组菌株 K. phaffii GS115-hpro- 

TGase-Pdi1-eIF4E (RS-10)、K. phaffii GS115-hpro- 
TGase-Pdi1-Pab1 (RS-11)、K. phaffii GS115-hpro- 
TGase-Pdi1-eIF4G (RS-12)和 K. phaffii GS115-hpro- 
TGase-Pdi1-eIF4A (RS-13)。将带有翻译起始因子

过表达的重组菌株接种至摇瓶发酵产酶，具体

方法参考 1.3。 
1.8  高密度发酵产 SmTGase 及纯化 

采用重组菌株 RS-13，在 5 L 发酵罐中进行

高密度发酵产 SmTGase。高密度发酵方法在

Aqeel 等[21]的基础上稍作修改，整个过程分为

分批培养、甘油流加培养和甘油-甲醇同时流加

诱导培养 3 个阶段。将重组菌株 RS-13 接种至

YPD 培养基，30 ℃、200 r/min 振荡培养至 OD600

达到 10.0 左右，获得种子液。将 200 mL 种子

液接种至含有 2 L BSM 培养基的 5 L 发酵罐中

进行高密度发酵。在补料分批诱导阶段期(pH 
6.0, 800 r/min, 25 ℃)，使用含有 12 mL/L PTM1

痕盐溶液的 100%甲醇和含有 12 mL/L PTM1 痕

盐溶液的 50%甘油进行共补料，通过控制空气

通量和进料速率将溶解氧 (dissolved oxygen, 
DO)浓度保持在>20%。每隔 12 h 取样，测定

SmTGase 酶活力、蛋白浓度和菌体湿重。 
SmTGase 的 纯 化 ： 发 酵 液 于 4 ℃ 、       

10 000 r/min 低温离心 15 min 获得粗酶液，粗

酶液在 200 mmol/L pH 8.5 的磷酸盐缓冲液中透

析，上样于相同缓冲液预先平衡的 QSFF 强阴离

子交换柱，洗脱杂蛋白后再用含 0−500 mmol/L 
NaCl 的磷酸盐缓冲液线性洗脱，监测洗脱液

OD280，收集目的蛋白。测定各管 SmTGase 酶活

力，并进行 SDS-PAGE 分析。采用 Endo H 对纯

化的 SmTGase 进行去糖基化处理。 
1.9  SmTGase 酶活力与蛋白含量测定 

酶活力测定：采用异氧肟酸比色法(谷氨酰

胺转胺酶活性检测方法：GB/T 34795—2017)[23]。

取 200 μL 适当稀释后的样品加入 500 μL 底物

溶液(100 mmol/L 盐酸羟胺、10 mmol/L 还原型

谷胱甘肽、30 mmol/L N-CBZ-Gln-Gly，溶于

200 mmol/L pH 6.0 Tris-HCl 溶液)，于 37 ℃反
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应 10 min 后加入 200 μL 终止剂(12%三氟乙

酸:5% FeCl3·6H2O:3 mol/L HCl=1:1:1)，反应液

在 OD525 测定吸光度。酶活力单位定义为：每

分钟催化 N-CBZ-Gln-Gly 和羟胺生成 1 μmol
的 L-谷氨酸-γ 单羟胺酸所需的酶量为 1 个酶活

力单位(U)。 
蛋白含量的测定：参考文献[24]以牛血清白

蛋白为标准蛋白。SDS-PAGE 参照文献[25]。 
1.10  SmTGase 的酶学性质 

最适 pH 测定：在 40 ℃，使用不同 pH 值

的缓冲液 (50 mmol/L)配制的底物溶液测定

SmTGase 的最适 pH。计算不同 pH 缓冲体系下

的相对酶活力。缓冲液包括：柠檬酸缓冲液(pH 
4.0−6.0) 、 Tris-HCl 缓 冲 液 (pH 6.0−8.0) 和

Na2CO3-NaOH (pH 8.0−10.0)。pH 稳定性测定：

酶液用上述缓冲液稀释后于 40 ℃保温 30 min，
按照标准方法(50 mmol/L Tris-HCl pH 7.0, 55 ℃)
测定残余酶活力，以未经处理的酶液为 100%，

计算各 pH 值下的相对酶活力。最适温度测定：

在温度 20−80 ℃范围内按照标准方法测定酶活

力，以酶活力最高点为 100%，计算不同温度下

的相对酶活力。温度稳定性测定：稀释后的酶

液于 35−80 ℃保温 30 min，按照标准方法测定

残余酶活力，以未经处理的酶液为 100%，计算

不同温度下的相对酶活力。 
1.11  数据分析 

采用 Excel 2019 和 Origin 2025 软件对数据

进行处理、分析及绘图。样品指标测定如无特

别说明，均重复 3 次，双尾 t 检验证明组间显

著性差异。 

2  结果与分析 
2.1  不同表达模式对 SmTGase 在毕赤

酵母中表达的影响 
SmTGase 不同表达模式的质粒构建策略如

图 1A 所示，各重组菌株摇瓶发酵产 SmTGase
酶活力如图 1B 所示。结果显示，直接表达含酶

原区的茂源链霉菌谷氨酰胺转氨酶的 RS-1 菌

株未检测出 SmTGase 酶活力。在酶原区(mpro)
和成熟区(MTG)之间引入 Kex2 蛋白酶酶切位 

 

 
 
图 1  不同表达模式对 SmTGase 在毕赤酵母中表达的影响   A：不同表达模式质粒构建示意图；B：重

组菌株产 SmTGase 酶活力。 
Figure 1  Effects of expression modes on SmTGase expression in K. phaffii. A: Diagram of plasmid construction 
for different expression strategies; B: SmTGase activity produced by recombinant strains. ***: P<0.001. 
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点的 RS-2 菌株产酶活力为 0.021 U/mL。采用酶

原区和成熟区共表达模式的 RS-3 菌株摇瓶发

酵产酶活力为 0.067 U/mL。将酶原区替换为吸

水链霉菌酶原区的 RS-4 菌株摇瓶发酵产酶活

力为 1.45 U/mL。 
2.2  共表达分子伴侣对 SmTGase 的分

泌表达影响 
共表达分子伴侣质粒构建示意图如图 2A

所示。各重组菌株摇瓶发酵产 SmTGase 酶活力

如图 2B 所示。共表达 Pdi1 的 RS-6 菌株，摇瓶

发酵产酶活力显著提高至 1.62 U/mL。相比之

下，共表达 Hrd1、Kar2 和 Ero1 的 RS-5、RS-7
和 RS-9 菌株，SmTGase 的分泌表达水平降低，

酶活力分别为 1.39、1.11、1.18 U/mL。此外，

共表达 Are1 的 RS-8 菌株，其产酶活力未发生

显著变化。因此，选择 RS-6 菌株进行后续实验。 
2.3  过表达真核翻译起始因子对 SmTGase
的表达影响 

过表达真核翻译起始因子质粒构建示意图如

图 3A 所示，各重组菌株摇瓶发酵产 SmTGase 酶

活力如图 3B 所示。在 RS-6 菌株中分别过表达真

核翻译起始因子基因 eIF4E、eIF4A、eIF4G 和 Pab1
后，SmTGase 的表达水平均显著提升。其中，过

表达 eIF4G 和 eIF4A 的 RS-12 和 RS-13 菌株产酶

活力提升最为显著，酶活力分别为 5.20 U/mL 和

5.67 U/mL。分别过表达 eIF4E、Pab1 的 RS-10 和

RS-11 重组菌株，SmTGase 酶活提高至 2.22 U/mL
和 2.81 U/mL，分别提高了 1.37 倍和 1.73 倍。 
2.4  高密度发酵产 SmTGase 及其纯化 

重组菌株 RS-13 在 5 L 发酵罐中进行高密

度发酵，发酵 192 h 时，发酵液中 SmTGase 酶

活力达 80.5 U/mL，蛋白含量为 7.68 g/L，菌体

湿重为 383.5 g/L (图 4A)。随着发酵时间的延

长，发酵上清液中分泌的目标蛋白含量逐渐增

加(图 4B)。 
粗酶液经 QSFF 柱纯化得到电泳级纯酶 

(图 5)，SmTGase 比酶活从 60.9 U/mg 增加至

157.1 U/mg。纯化倍数和回收率分别为 1.0 和 50% 
(表 1)。纯化后的 SmTGase 在 38 kDa 和 40 kDa
处有 2 条明显的电泳条带，经去糖基化酶 Endo  

 

 
 
图 2  不同分子伴侣共表达对 SmTGase 表达的影响   A：分子伴侣表达质粒构建示意图；B：重组菌

株产 SmTGase 酶活力。 
Figure 2  Influence of co-expression of different chaperones on SmTGase expression. A: Schematic diagram 
of chaperone co-expression plasmids construction; B: SmTGase activity produced by recombinant strains.   
*: P<0.05; ***: P<0.001; ns: No significant difference. 
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图 3  过表达真核翻译起始因子对 SmTGase 的表达影响   A：真核翻译起始因子过表达质粒构建示意

图；B：重组菌株产 SmTGase 酶活力测定。 
Figure 3  Effect of eukaryotic translation initiation factor overexpression on SmTGase expression. A: 
Schematic diagram for plasmid construction of eukaryotic translation initiation factor overexpression; B: 
SmTGase activity produced by recombinant strains. ***: P<0.001. 
 

 
 
图 4  重组菌株 RS-13 高密度发酵产 SmTGase 的时间历程(A)和胞外分泌蛋白的 SDS-PAGE (B)   M：

标准分子量蛋白；1−9：24、48、72、96、120、144、168、192、216 h 发酵上清液。 
Figure 4  Time-course of SmTGase production by high-cell density fermentation using recombinant strain 
RS-13 (A) and SDS-PAGE of extracellular secreted proteins (B). M: Protein molecular weight marker; 1−9: 
Fermentation supernatants withdrawn at 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 h, respectively. 
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图 5  SmTGase 的纯化图   M：标准分子量蛋白；

1：粗酶液；2：纯酶；3：去糖基化。 
Figure 5  SDS-PAGE of the purified SmTGase. M: 
Protein molecular weight marker; 1: Crude enzyme 
solution; 2: Purified SmTGase; 3: Deglycosylation 
of purified SmTGase. 
 
H 处理后，仅在 38 kDa 处观察到明显电泳条带，

表明该酶在毕赤酵母中表达时发生了糖基化。 
2.5  SmTGase 的酶学性质结果 

纯化后SmTGase的最适 pH值为7.0 (图6A)，
在 pH 5.5−8.0 范围内保持稳定(图 6B)。该酶的

最适温度为 55 ℃ (图 6C)，在 45 ℃处理 30 min
仍保留 80%以上的酶活力(图 6D)。 

3  讨论 
TGase 因具有独特的交联特性而广泛应用于

食品领域，但目前其异源表达水平仍较低。本文

采用组合策略针对茂源链霉菌(S. mobaraensis)
来源谷氨酰胺转氨酶(SmTGase)在毕赤酵母中

的高效表达进行了系统研究。以前研究表明，

TGase 在酵母中通常以无催化活性的酶原形式

分泌至胞外，需要经过酶原切割后激活[14]。本

研究采用 2 种表达策略：(1) 将酶原区和成熟区

独立表达； (2) 在成熟区与酶原区之间插入

Kex2 蛋白酶酶切位点，均成功获得了具有活性

的 SmTGase。在酶原区与成熟区之间引入 Kex2
蛋白酶识别位点后，产生了有活性的 SmTGase，
这可能由于该酶在分泌过程中经历了 Kex2 依

赖性的切割成熟过程[15,20]。此外，酶原区可能

通过分子内相互作用(pro-TGase 形式)或分子间

相互作用(共表达体系)辅助 SmTGase 的正确折

叠与活化[18]。在解脂耶氏酵母表达系统中，将

原始酶原区 (mpro)替换为吸水链霉菌酶原区

(hpro)后，TGase 的分泌表达水平提高了 106 倍[20]。

基于酶原区对 SmTGase 分泌表达的关键作用，本

研究将酶原区mpro替换为 hpro，成功使 SmTGase
在毕赤酵母 GS115 中的分泌表达水平提高了

21.6 倍(图 1B)。 
内质网蛋白质折叠效率是毕赤酵母异源蛋

白分泌表达的关键限速步骤[26]。当内质网稳态

失衡时，细胞会通过未折叠蛋白反应(unfolded 
protein response, UPR)激活 Hac1p 转录因子，进

而上调 Kar2、Pdi1 和 Ero1 等分子伴侣的表达

协助蛋白折叠；而无法修复的错误折叠蛋白则

经由内质网相关降解途径清除，这一过程可能

导致异源蛋白表达量下降[27]。因此，提高 UPR
途径关键因子的表达水平可能有助于提升

TGase 的表达。在毕赤酵母中共表达 Pdi1 转录 
 
表 1  SmTGase 纯化表 
Table 1  Purification summary of SmTGase 
项目 Item 粗酶液 Crude enzyme QSFF 柱 Strong anion-exchange column 
总酶活 Total enzyme activity (U)a 1 3297.7±234.7 6 650.8±81.3 
总蛋白 Total protein (mg)b 218.3±2.6 42.4±2.5 
比活力 Specific enzyme activity (U/mg) 60.9±1.6 157.1±8.2 
纯化倍数 Fold purification 1.0 1.9 
回收率 Recovery yield (%) 100.0 50.0 
a：总酶活力在 55 ℃、50 mmol/L pH 7.0 Tris-HCl 缓冲液条件下测定；b：总蛋白含量参照文献[24]测定蛋白浓度。 
a: Enzyme activity was assessed in 50 mmol/L Tris-HCl buffer pH 7.0 at 55 ℃; b: Protein concentration was determined by the 
Lowry’s method[24]. 
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图 6  SmTGase 的酶学性质测定   A：最适 pH；B：pH 稳定性；C：最适温度；D：温度稳定性。 
Figure 6  Determination of enzyme properties of SmTGase. A: Optimal pH; B: pH stability; C: Optimal 
temperature; D: Thermal stability.  
 
因子，脂肪酶和人源溶菌酶表达水平分别提高

2.02 倍和 1.31 倍[28-29]。本研究中，共表达 Pdi1
后，菌株 RS-6 产 SmTGase 酶活力比菌株 RS-4
产酶活力提高 1.12 倍。这可能是由于 Pdi1 在催

化 TGase 二硫键正确氧化、还原和异构化方面

发挥了重要作用，同时抑制了错误折叠蛋白的

聚集，从而提高了 TGase 的表达水平[30]。然而，

共表达分子伴侣基因 Kar2、Hrd1 和 Eor1 后，

SmTGase 的表达水平反而下降，这可能归因于

它们的共表达扰乱了 UPR 的平衡，未能有效协

助 SmTGase 正确折叠，从而导致其表达水平下

降[26-27]。翻译起始作为酵母异源蛋白表达的关

键限速步骤，其 mRNA 翻译效率受翻译起始因

子(eIFs)表达水平的调控[31]。过表达翻译起始因

子基因 eIF4A、eIF4G、eIF4E 和 Pab1 均能不

同程度地提高木聚糖酶 FXYL 在毕赤酵母中的

表达水平[32]。本研究中过表达 eIF4A、eIF4G、

eIF4E 及 Pab1 后，SmTGase 酶活力分别提高了

3.5、3.2、1.37、1.73 倍，其中 eIF4A 过表达效果

最为显著。这可能由于 eIF4A 编码的 ATP 依赖性

RNA 解旋酶与 ATP 结合产生活性，特异性识别

mRNA 5′端帽结构并消除 5′端 UTR 二级结构屏

障，从而显著提高了 mRNA 翻译成多肽链的效

率，最终促进了 SmTGase 的分泌表达水平[33]。 
本研究通过优化培养工艺，采用甘油-甲醇

共流加诱导策略，最终实现了 SmTGase 的高效

生产(80.5 U/mL)。产酶水平显著高于目前文献

已报道的 TGase 在酵母的表达水平(表 2)。这可 
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表 2  SmTGase 在酵母中的异源表达水平 
Table 2  Heterologous expression level of SmTGase in yeast 
来源 
Source 

表达宿主 
Expression host 

摇瓶酶活 
Shake-flask enzyme activity 
(U/mL) 

发酵罐酶活 
Bioreactor enzyme 
activity (U/mL) 

参考文献 
Reference 

S. mobaraensis K. phaffii GS115 5.7 80.5 本研究

This study 
S. mobaraensis K. phaffii GS115 10.1 48.0 [21] 
S. mobaraensis Y. lipolytica 11.7 41.2 [20] 
S. mobaraensis K. phaffii GS115 – 3.1 [34] 
S. mobaraensis K. phaffii X33 9.1 37.6 [11] 
S. mobaraensis C. glutamicum ATCC 13032 – 49.0 [12] 
S. fradiae K. phaffii GS115 0.7 – [18] 
S. netropsis K. phaffii X33 26.2 U/mg – [35] 
S. hygroscopicus Y. lipolytica Po1h 7.8 35.3 [36] 
S. cinnamoneus S. lividans 1326 12.0 U/mg – [17] 
 
能得益于甘油的添加有效缓解了甲醇代谢对酵

母细胞的毒性作用[20]。纯化后 SmTGase 比酶活力

达到 157.1 U/mg，显著高于其他表达系统，如大

肠杆菌(49.6 U/mg)[8]、茂源链霉菌(16.9 U/mg)[9]

和枯草芽孢杆菌(63.7 U/mg)[10]等。SmTGase 具

有优越的催化特性：最适 pH 值为 7.0 (图 6A)，
最适温度为 55 ℃ (图 6C)，并且在 45 ℃以下

(图 6D)和 pH 5.5−8.0 范围内(图 6B)均表现出良

好的稳定性。相较于 S. hygroscopicus (最适 pH 
6.0−7.0，最适温度 45 ℃)[37]、纺锤雷素链霉菌

(Streptomyces netropsis) (最适 pH 6.0，最适温度

45 ℃)[38]和 S. cinnamoneus (最适 pH 7.0，最适

温度 40 ℃)[39]来源的 TGase，SmTGase 具有良

好的稳定性，为其在食品中的广泛应用创造了

条件。尽管目前谷氨酰胺转氨酶(SmTGase)在毕

赤酵母中的异源表达已取得一定成果，但仍有

诸多方面值得进一步探索和优化。例如在酶学

性质上，可通过理性设计或定向进化改造

SmTGase，提高其热稳定性和催化效率。 

4  结论 
通过组合工程策略，成功实现了茂源链霉

菌来源的谷氨酰胺转氨酶 SmTGase 在毕赤酵母

中的高水平分泌表达。5 L 发酵罐高密度发酵

后，产酶水平达 80.5 U/mL，为已报道的最高水

平。纯化后 SmTGase 的最适催化条件为 pH 7.0
和 55 ℃，且在 pH 5.5−8.0 及 45 ℃以下保持稳

定。本研究为 TGase 在毕赤酵母中的高水平表

达提供了重要参考。 
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