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摘  要：【背景】谷氨酰胺转氨酶(transglutaminase, EC 2.3.2.13)简称 TG 酶，能够催化谷氨酰胺残

基的 γ-羧酰胺基基团与赖氨酸残基的 ε-氨基基团之间交联，形成异性肽键，从而改变蛋白质的构

象和功能。目前 TG 酶已经广泛应用到食品、生物医药、纺织、皮革加工等领域。【目的】从天然

茂原链霉菌中挖掘性能优异的 TG 酶，并将其在工业底盘菌株中重组表达以提高产量。【方法】通

过发酵测定了一株茂原链霉菌(Streptomyces mobaraensis) CGMCC 4.266 的 TG 酶生产能力。使用

Capto S 阳离子交换层析柱对该 TG 酶(TGe)进行纯化。通过测定 TGe 的最适 pH 和 pH 稳定性、最

适温度和温度稳定性以及交联酪蛋白的能力来分析其酶学性质。将工业茂原链霉菌内源 tg 基因进

行敲除构建 Δtg，然后将 tge 基因在 Δtg 中重组表达。【结果】TGe 最适 pH 值为 5.0，在 pH 4.0−10.0
范围内保持较高的活性。最适反应温度为 50 ℃，与商品化酶相当，在 4−40 ℃范围内 TGe 稳定性

较好，在 40−65 ℃范围内 TGe 活性略优于商品化酶。酪蛋白交联实验表明，在 50 ℃条件下，TGe
交联能力明显优于商品化酶。tge 在 Δtg 中重组表达，TGe 产量显著提高可达 6.3 U/mL，相较野生

菌株提高 162.5%，并且 TGe 催化活性不受影响。【结论】对天然茂原链霉菌中的 TG 酶进行挖掘

表征，是获取性能更加优异 TG 酶的有效方式。异源 TG 酶在成熟工业菌株中成功表达为提高茂原

链霉菌 TG 酶的产量提供了新策略。 
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Abstract: [Background] Transglutaminase EC 2.3.2.13 (TGase) catalyzes cross-linking between 
the γ-carboxamido group of glutamine residues and the ε-amino group of lysine residues. This 
process leads to the formation of an isopeptide bond, which modulates the conformation and 
functions of proteins. TGases play a crucial role in food, pharmaceutical, textile, and leather 
processing industries. [Objective] To mine a high-performance TGase from natural Streptomyces 
mobaraensis and enhance the titer of this enzyme by recombinant expression in the industrial 
chassis. [Methods] The TGase production potential of S. mobaraensis (CGMCC 4.266) was 
evaluated by shake-flask fermentation. The TGase (TGe) was purified by Capto S cation exchange 
chromatography. The enzymatic properties including optimal pH, pH stability, optimal temperature, 
thermal stability, and cross-linking ability with casein were evaluated. We knocked out tg from 
industrial S. mobaraensis and obtained Δtg, in which tge was introduced and expressed. [Results] 
TGe showcased the optimal pH 5.0, with high activity within the range of pH 4.0–10.0. This 
enzyme achieved the highest activity at approximately 50 °C, which was comparable to that of 
commercially available TGases. TGe exhibited good stability within 4–40 ℃, and its activity 
surpassed those of commercial TGases at 40–65 ℃. In addition, TGe demonstrated higher 
cross-linking ability with casein at 50 ℃ than commercial TGases. The recombinant expression of 
tge in Δtg increased the TGe titer (6.3 U/mL) by 162.5% compared with the wild-type strain, 
without compromising the catalytic activity of TGe. [Conclusion] High-performance TGases can 
be mined from natural S. mobaraensis. The heterologous expression of TGases in mature industrial 
strains gives a novel insight into enhancing the TGase titer of S. mobaraensis. 
Keywords: transglutaminase; enzymatic properties; purification; recombinant expression 

 
谷 氨 酰 胺 转 氨 酶 (Transglutaminase, EC 

2.3.2.13)简称 TG 酶，属于蛋白质修饰酶家族，

是一种具有多种催化活性的酶[1]，已经成为现

代研究和生物技术中的重要工具。TG 酶能够催

化多肽链中谷氨酰胺残基的 γ-羧酰胺基团与赖

氨酸残基的 ε-氨基基团之间的交联，产生 ε-(γ-谷
氨酰)赖氨酸(G-L)异肽键，从而交联蛋白质，改

变蛋白质的构象和功能[2]。在食品工业中，TG
酶已得到广泛应用，它可以增加牛排等肉制品

的硬度[3]，减少在烹饪过程中的质量损失。近

年来，TG 酶在医药生产[4]、纺织[5]、皮革[6]加

工等领域也展现出卓越的应用前景[7]。TG 酶广

泛存在于动物[8-9]、植物[10]及微生物[11]。相较于

动、植物来源的 TG 酶，微生物 TG 酶具有非钙

离子依赖性、成本低、易获得及催化效率高等

优点[12]。目前市场上的 TG 酶主要由茂原链霉

菌(Streptomyces mobaraensis)发酵生产，在发酵

过程中，TG 酶以酶原 pro-TG 酶的形式分泌到
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胞外，然后经培养液中金属蛋白酶、丝氨酸蛋

白酶等作用转化为成熟的有活性的 TG 酶[13-14]。 
茂原链霉菌 TG 酶存在产量不够高和催化

性能低下的问题，因此不能满足应用需求。目

前，一系列的理性和随机诱变半理性策略已经

被应用于提高 TG 酶的稳定性、催化效率和产

量[15]。例如，Wang 等[16]在大肠杆菌(Escherichia 
coli)中通过组合合理设计提高了 TG 酶的热稳定

性和催化效率。为了提高 TG 酶的表达量，研究

人员应用密码子优化、融合 PCR、蛋白酶共表达

等技术在大肠杆菌中提高了 TG 酶产量[17-18]。Liu
等[19]通过将来源于茂原链霉菌的 pro-TG 酶基因

置于强启动子 PsodA 和 PydzA 调控下，在枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)中实现了表达，pro-TG 酶

表达量可达 87.6 U/mL 和 70.7 U/mL。Özçelik 等[20]

将来源于茂原链霉菌的 pro-TG 酶基因通过添加

GPA 强启动子在巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris) 
X33 中成功表达，表达量可达到 37.64 U/mL。 

在异源宿主中通过各种策略在不同程度上

提高了TG酶的表达量，但大多只能表达 pro-TG
酶，仍需要在体外添加中性蛋白酶、胰蛋白酶

等蛋白酶使其转化为成熟的 TG 酶[21-22]。以茂

原链霉菌为宿主来生产 TG 酶的过程中，研究

人员已经通过基因工程改造及蛋白质工程和进

化等策略提高了 TG 酶产量，促进了其在工业

生产中的应用。Yin 等[23]通过常压室温等离子

体 (atmospheric and room temperature plasma, 
ARTP)诱变，从茂原链霉菌突变菌株中筛选到

TG 酶表达量高的变体，产量可达 19.7 U/mL，

是野生菌株的 5.5 倍。Washizu 等 [24]将菌株

S-8112 中的 TG 酶基因克隆，并在变铅青链霉

菌(Streptomyces lividans)中表达，在培养上清液

中检测到酶活，说明该菌株存在 TG 酶活化蛋

白酶，变铅青链霉菌可作为表达 TG 酶的底盘。

Liu 等[25]通过启动子工程和密码子优化来提高

TG 酶在变铅链霉菌中的产量。基于其内源 TG
酶激活系统，Xue 等[26]通过增加 TG 酶基因的

拷贝数过表达 pro-TG 酶基因，使茂原链霉菌中

TG 酶产量提高了 5.88 倍。 
获取优异的TG酶除了对现有TG酶基因进行

改造外，从新的物种中发掘新的 TG 酶菌株和基

因也是一个重要的方式。本研究对 S. mobaraensis 
(CGMCC 4.266)进行发酵产 TG 酶验证，并对该

TG 酶进行酶学性质测定，以期获得性能优异的

TG 酶，进一步将该 TG 酶基因在工业底盘菌株

中重组表达，以提高其产量。本研究旨在为提

高 TG 酶产量提供较好的策略，也为表达链霉菌

源蛋白提供一定的指导意义。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

Streptomyces mobaraensis (CGMCC 4.266)，
中国普通微生物菌种保藏管理中心，将其命名为

smE2021。工业菌株 Streptomyces mobaraensis 
DSM 40587、商品化 TG 酶 TGi 来源于江苏一

鸣生物股份有限公司，Streptomyces mobaraensis 
DSM 40847、大肠杆菌 JM109 和ET12567/pUZ8002
均来自本实验室，其余菌株及质粒、引物见表 1
和表 2。 

1.2  培养基 
LB 培养基、2×YT 培养基参考文献[27]配

制；ISP2 培养基、ISP4 培养基参考文献[28]配
制；MS 培养基参考文献[29]配制；种子培养基、

发酵培养基参考文献[30]配制。 
PDA 培养基：马铃薯 200.0 g/L，加水煮沸

30 min，过滤留滤液，加入 20.0 g/L 葡萄糖，加

入 20.0 g/L 琼脂粉。115 ℃灭菌 20 min。 

1.3  主要试剂和仪器 
限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶，New 

England Biolabs 公司；KOD OneTM PCR Master  
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表 1  本文所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain/Plasmid Description Source 
Strain   

Δtg tg deletion in Streptomyces mobaraensis DSM 40587 This study 
Δtg::pSET156-tge Recombinant expression of tge in Δtg This study 

Plasmid   
pKC1132-GFP-Δtg tg deletion vector based on pKC1132 This study 
pSET156 Integrative Escherichia coli-Streptomyces shuttle vector (φBT1) This lab 
pSET156-tge Plasmid for the recombinant expression of tge   This study 

 
表 2  本文所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
tguf GATCGAGATCTTCCGGGACATC 
tgdr CATCCTCATGTTCGAACCCAC 
tg-up-F AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGCCACGGCGTAGGC 
tg-up-R CTCCCCTCCCCTCCCCGCTTATGTCGTCGACGTCATCCG 
tg-down-F GCGGATGACGTCGACGACATAAGCGGGGAGGGGAGGGGAGG 
tg-down-R GCATGTTGTCAAAGCAGAGACGGTTCGAATGTGAACAGATATCGTCGACGTGGGCCGAC 
dtg-YZ-F GCGGGAGAACTCTCGTCTTC 
dtg-YZ-R TCCTTCGACGACGTCTACAG 
tge-F GATCCTCTAAGTAAGGAGTAGGCTGATGCGCATACGCCGGAGAGC 
tge-R TGGAGGGGAGCCGGGCAACCGGCTCCCCTCCACCCCGCTCACATCACGGCCAGCCCTGCTTTAC 
Ptg-F GACATGATTACGAATTCGATGTTTTGGAGCCGTGGTGTT 
Ptg-R TACTCCTTACTTAGAGGATCCTCGCTACGAGAAGTGATTAT 
 
Mix，东洋纺(上海)生物科技有限公司；2×M5 
HiPer plus Taq HiFi PCR Mix、DNA marker 和

蛋白 marker，北京聚合美生物科技有限公司；

Bradford 蛋白含量测定试剂盒，北京迈瑞达科

技有限公司；质粒提取试剂盒、基因组 DNA 提

取试剂盒，天根生化科技 (北京 )有限公司；

Gel&PCR Clean Up Kit，Omega Bio-Tek 公司；

SDS-PAGE 蛋白预制胶，北京兰博利德商贸有

限公司。 
恒温恒湿培养箱，施都凯仪器设备(上海)

有限公司；全温振荡培养箱，上海知楚仪器有

限公司；5 L 生物反应器，上海百仑生物科技有

限公司；AKTA 蛋白纯化仪，GE HealthCare 公

司；多功能酶标仪，伯腾仪器有限公司。 

1.4  茂原链霉菌培养基优化 
取 20 μL 保存的 smE2021 菌液分别涂布于

MS、ISP2、ISP4、PDA 固体培养基上，于 30 ℃
培养 5 d，观察该菌株在不同培养基中的长势。 

1.5  TG 酶基因的克隆及测序 
以 smE2021 菌株基因组 DNA 为模板，在

TG 酶基因保守上下游区域合成一对引物 tguf、
tgdr，克隆目的片段并进行一代测序。将目的片

段序列与来源于 S. mobaraensis DSM 40587 的

TG 酶基因序列进行比对分析。PCR 反应体系

(50 μL)：引物 tguf/tgdr (10 μmol/L)各 1.5 μL，基

因组 DNA 模板(100 mg/L) 0.5 μL，DMSO 2.5 μL，
KOD OneTM PCR Master Mix 25 μL，ddH2O 19 μL。
PCR 反应条件：98 ℃ 3 min；98 ℃ 10 s，56 ℃ 
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5 s，68 ℃ 10 s，32 个循环；68 ℃ 4 min, 4 ℃保存。 
1.6  茂原链霉菌产 TG 酶发酵验证 

将 S. mobaraensis 接种在 PDA 培养基，于

30 ℃条件下培养 4−5 d，将收集的孢子接种于

含有 25 mL 种子培养基的 250 mL 摇瓶中，

30 ℃、220 r/min 培养 24 h。取 2 mL 种子液接

种于含有 25 mL 发酵培养基的 250 mL 摇瓶中，

30 ℃、220 r/min 培养，定期采集等体积的发酵

液进行酶活测定[31]及 SDS-PAGE 分析。 

1.7  TG 酶酶活力的测定 
使用 N-CBZ-Gln-Gly 和盐酸羟胺作为底

物，采用比色法来测定 TG 酶活性[31]。TG 酶将

伯胺羟基引入到合成基质 CBZ-Gln-Gly，生成

氧 肟 酸 ， 氧 肟 酸 的 量 则 可 通 过 检 测 其 与

FeCl3-TCA 形成的红色络合物在 525 nm 的吸光

度来确定。将 20 μL TG 酶溶液和 200 μL 底物溶

液(30 mmol/L N-CBZ-Gln-Gly、100 mmol/L 盐酸

羟胺、10 mmol/L 谷胱甘肽、200 mmol/L Tris-HCl
缓冲液，pH 6.0)在 37 ℃孵育 10 min 后，向反

应液中加入 200 μL 终止液[3 mol/L 盐酸(HCl)、
12%三氯乙酸(TCA)、5% FeCl3·6H2O]测定混合

物在 525 nm 处吸光度。1 个 TG 酶活性单位定

义为在 37 ℃下每分钟催化 CBZ-Gln-Gly 和羟

胺产生 1 μmol 异羟肟酸所需的酶量。 

1.8  TG 酶的纯化 
将 smE2021 在 5 L 生物反应器中扩大培养

30 h，将发酵液在 4 ℃、8 000 r/min 离心 30 min，
收集上清液。使用乙醇沉淀法对 TG 酶进行粗提，

向上清中加入预冷至 4 ℃的乙醇至最终体积比为

50%。混合物在 4 ℃静置 30 min，使 TG 酶充分

沉淀。然后将乙醇沉淀物迅速复溶在 50 mmol/L
磷酸盐缓冲液(PBS, pH 6.0)中。将复溶物加载到

用 PBS 缓冲液预平衡的 Capto S 柱上。通过梯

度洗脱确定最终洗脱盐浓度为 0.1 mol/L NaCl
浓度。使用 0.1 mol/L NaCl，以 1 mL/min 的流

速洗脱 TG 酶。采用 SDS‑PAGE 检测目的蛋白

的纯化质量，使用 Bradford 蛋白含量测定试剂

盒测定蛋白质浓度。 

1.9  TG 酶酶学性质测定 
TG 酶的最适 pH：为测定 TG 酶的最适 pH，

用不同 pH 值(3.0−11.0，间隔 1.0)的 Tris-HCl
稀释 TG 酶至一定浓度，在 37 ℃孵育 10 min
后测定其活性。采用氧肟酸比色法在最适反应

条件下进行酶活力的测定。酶活力最大值对应

的 pH 值即为该酶的最适 pH 并将其设为 100%，

以此为基础计算其余 pH 值下的相对酶活力。 
pH 稳定性：为测试 TG 酶在不同 pH 条件

下的稳定性，将其在不同 pH 条件的缓冲液中

孵育 1 h。孵育后直接在原有 pH 值下与底物溶

液混合，测定酶活性。相对活性以各自 pH 下

TG 酶的最大活性为基准(设为 100%)来计算。 
TG 酶的最适温度：为了探究温度对 TG 酶

活性的影响，将酶样品在 pH 5.0 条件下，于不

同温度(4、25、37、40、50、60、65 ℃)分别孵

育 10 min，并测定酶活性。相对酶活性以在各

个温度点测得的最大活性为 100%来确定。 
温度稳定性：将酶样品在最适 pH 条件下，

于不同温度(4、25、37、40、50、60、65 ℃)预先

孵育 1 h，随后立刻测定酶活性来评估。相对活

性以测得的最高酶活样品为基准(设为 100%)。 
TG 酶与酪蛋白交联：用 Tris-HCl 缓冲液

(0.2 mol/L，pH 7.0)将 β-酪蛋白稀释至 3 mg/mL，

将 TG 酶活力稀释为 1 U/mL。在 50 ℃条件下，

向 1.5 mL EP 管中加入 100 μL β-酪蛋白、再加

5 μL 的 TG 酶进行交联反应。并在 0、5、10、
15、20 和 25 min 进行取样，将反应后样品立即

煮沸失活。取煮沸后样品进行 SDS-PAGE 分析，

以评定 TG 酶的交联能力。 

1.10  接合转移 
将用 2×YT 收集的茂原链霉菌新鲜孢子与
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ET12567/pUZ8002 大肠杆菌细胞按一定比例混

合，然后在终浓度为 60 mmol/L CaCl2、60 mmol/L 
MgCl2 的 ISP4 琼脂培养基上培养，于 30 ℃条件

下培养 6−10 d，用终浓度为 60 μg/mL 的安普霉

素及 50 μg/mL 的萘啶酮酸筛选接合子。 

1.11  TG 酶基因缺失突变株的构建 
为 构 建 TG 酶 基 因 缺 失 突 变 株 ， 以        

S. mobaraensis DSM 40587 基因组为模板，用引物

tg-up-F/tg-up-R 扩增 tg 上游同源臂 3 000 bp；用引物

tg-down-F/tg-down-R 扩增 tg 下游同源臂 3 000 bp，
将上下同源臂经过纯化，然后与非复制性大肠杆

菌-链霉菌穿梭质粒 pKC1132-GFP (Xba I/Hind III-HF
酶切)通过同源重组的方法[32]进行组装，转化至

大肠杆菌 JM109 中，经菌落 PCR、测序验证获

得正确的缺失载体 pKC1132-GFP-Δtg。将构建

好的 pKC1132-GFP-Δtg 质粒转化到甲基化缺陷

型大肠杆菌 ET12567/pUZ8002 中，然后再通过接

合转移的方法转至 S. mobaraensis DSM 40587
中。绿色荧光蛋白作为 Marker 筛选到接合转移

接合子，然后在含有安普霉素的 PDA 平板上培

养以保证发生第一次同源交换并整合到基因

组上。在不含抗生素的 PDA 培养基上松弛培

养 5 d，以保证其发生第二次同源交换。通过

PCR 筛选发生第二次同源交换的菌株(即无荧光

单克隆)，如果第二次同源交换成功，则 tg 基因与

非复制性质粒 pKC1132-GFP 骨架一起丢失。PCR
反应体系(10 μL)：引物 dtg-YZ-F/R (10 μmol/L)
各 0.25 μL，基因组 DNA 模板(50 mg/L) 0.5 μL，

DMSO 0.5 μL，2×M5 HiPer plus Taq HiFi PCR 
Mix 5 μL，ddH2O 3.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 
3 min；94 ℃ 25 s，58 ℃ 25 s，72 ℃ 30 s，32 个

循环；72 ℃ 5 min，4 ℃保存。 

1.12  TG 酶基因整合载体及 TG 酶重组表

达菌株的构建 
为构建 TG 酶基因整合载体，使用引物对

tge-F、tge-R 将 tge 基因克隆下来，然后通过融

合 PCR 技术将克隆的 tge 片段与 Ptg 启动子及终

止子融合得到 tge 表达框，通过 Gibson 组装技

术[32]将该表达框克隆至 pSET156 的 EcoR V 位

点，生成质粒 pSET156-tge。 
为构建 TG 酶重组表达菌株，将上述构建

好的质粒 pSET156-tge 转至 ET12567/pUZ8002
感受态，再通过接合转移方法转至 Δtg 工业级

底 盘 菌 株 中 得 到 TG 酶 重 组 表 达 菌 株

Δtg::pSET156-tge 菌株。将该菌株与 smE2021
按照 1.6 中方法发酵，取相应时间点样品进行

SDS-PAGE 分析和酶活力测定。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 smE2021 产 TG 酶发酵验证结果 

为找到适合菌株 smE2021 的培养条件，将

菌株 smE2021 分别在链霉菌常用的 MS、ISP2、
PDA 和 ISP4 培养基上培养，进行培养基优化

(图 1A)。结果显示该菌株在 ISP4、MS 琼脂培

养基上产孢效果较差，而在 PDA 与 ISP2 琼脂

培养基上产孢效果较好，并且在 PDA 培养基培

养效果要优于 ISP2 培养基，后续将选用 PDA
培养基进行后续研究。为确认该菌株是否产 TG
酶，对该菌株进行产 TG 酶发酵验证，结果如

图 1B 所示。发酵结果表明该菌株产 TG 酶，46 h
具有最高酶活 2.4 U/mL。SDS-PAGE 结果反映

了 TG 酶成熟过程(图 1C)，在发酵前期 TG 酶

主要通过酶原的形式分泌到胞外，部分酶原逐

渐被外泌的 TG 酶激活蛋白酶加工转化为成熟

的酶。随着发酵时间延长，分泌到胞外的酶原

在 36 h 左右就已经完全转化为成熟酶。 

2.2  TGe 的纯化 
将菌株 smE2021 在 5 L 生物反应器中扩大培

养，在发酵 30 h 时 TGe 产量可达 2 563 U/L。选

用 Capto S 强阳离子交换柱进行层析，以 0.1 mol/L  
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图 1  smE2021 发酵产 TG 酶验证   A：smE2021 生长培养基优化；B：酶活测定；C：发酵产 TG 酶

SDS-PAGE 验证 
Figure 1  Validation of TGase production by fermentation of smE2021. A: Optimization of smE2021 
growth medium; B: TGase activity measurement; C: SDS-PAGE analysis of TGase produced by 
fermentation. 
 
NaCl 对 TG 酶进行洗脱，收集洗脱样品进行

SDS-PAGE 分析(图 2)，可见蛋白条带清晰且单

一，大小为 38.0 kDa，与理论值吻合。纯化得

到 4 305 U 的 TGe，其比活力为 15.64 U/mg。 

2.3  最适 pH 及 pH 稳定性 
为研究 TGe 在不同环境中的催化性能，我

们选用商品化 TGi 与 TGe 对比研究其最适 pH
及 pH 稳定性。由图 3A 可知，TGe 和 TGi 分别

在 pH 5.0 和 pH 6.0 时相对酶活最高，TGe 和

TGi 最适 pH 值分别为 5.0 和 6.0。由图 3B 可知，

在 pH 4.0−10.0 之间 TGe 活性可达最高酶活的

80%以上，相对稳定。在 pH 6.0−10.0 范围内，

TGi 活性可保持最高酶活的 80%以上。在 pH 
3.0−6.0 之间 TGe 相对酶活要显著高于 TGi。肉

制品的 pH 值一般在 5.5−6.5 之间。由此可见，

TGe 有更好的加工稳定性。 

 
 

图 2  smE2021 来源 TG 酶(TGe)的纯化   M：蛋

白 marker；E1−E2：0.1 mol/L NaCl 洗脱液  
Figure 2  Purification of smE2021-derived TGase 
(TGe). M: Protein marker; E1−E2: 0.1 mol/L NaCl 
elution fluid. 
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2.4  最适温度及温度稳定性 
TG 酶在食品加工中发挥着关键作用，尤其

是在肉制品和面制品的生产中。随着 TG 酶的

广泛应用，对其稳定性提出了更高的要求。为

进一步确定温度对 TGe 的影响，在不同温度条

件下测定其相对酶活力，结果见图 4A。TGe 与

商品化 TGi 在 50 ℃时表现出了最大的催化活

性，这表明其最适反应温度都是 50 ℃。在

4−50 ℃范围内，TGe 与 TGi 的活力均随温度的

升高而增加。同时，TGe 的酶活力在该温度范围

内略高于 TGi。当温度超过 50 ℃时，两者 TG
酶活力都随着温度的升高而迅速下降。为进一步

研究温度稳定性，在 pH 5.5 条件下，将 TG 酶在

不同温度下预先孵育 1 h，然后再测定其酶活。

TGe 与 TGi 在 4−40 ℃范围内稳定性较好，均可

达最高酶活的 80% (图 4B)。在 40−50 ℃范围内

可达最高酶活的 50%−80%。而且 TGe 稳定性要

略优于 TGi，最大相对酶活比商品化酶高 15%。 
 

 
 

图 3  TGe 与 TGi 最适 pH (A)及 pH 稳定性(B)测定   TGe：菌株 smE2021 发酵纯化所得 TG 酶；TGi：
商品化 TG 酶 
Figure 3  Determination of the optimal pH (A) and pH stability (B) for TGe and TGi. TGe: TGase purified 
from fermentation of strain smE2021; TGi: Commercial TGase. 

 

 
 
图 4  TGe 与 TGi 最适温度(A)及温度稳定性(B)测定 
Figure 4  Determination of the optimal temperature (A) and thermal stability (B) for TGe and TGi. 
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2.5  蛋白交联活力实验 
以酪蛋白为底物进行催化反应，验证 TGe

和商品化 TGi 的交联蛋白质能力。在 50 ℃条件

下，通过加入等量 3 mg/mL 的酪蛋白和等量   
1 U/mL TG 酶在 Tris-HCl 缓冲液中进行交联反

应，由图 5 中泳道 3−8 可知，在催化反应过程

中酪蛋白的条带逐渐消失，并且许多蛋白质条

带在胶孔上方位置积累代表着蛋白之间的交

联，分子量变大。在反应 15 min 时，TGe 催化

的反应中酪蛋白条带逐渐消失，大部分已经转

变为交联条带(图 5A)。但在 TGi 催化的反应中，

在反应 20 min 时仍然能看到很清晰的酪蛋白条

带(图 5B)。以上结果表明，TGe 对酪蛋白交联能

力要优于商品化 TGi。 

2.6  TG 酶基因测定及序列比对 
为进一步确定 smE2021 所含 TG 酶基因序

列，对该菌株进行了基因组提取(图 6A)。并根

据本实验室保存的 S. mobaraensis DSM 40847 基

因组TG酶基因上下游保守区域设计引物对 tguf、
tgdr，以该菌株基因组为模板进行扩增(图 6B)，
得到 2 069 bp 长度的 PCR 产物。将扩增的目的

片段进行一代测序，得到一个新的 TG 酶编码

基因，核酸序列数据 NMDCN0003ABJ 存储在

国家微生物科学数据中心(NMDC) (https://nmdc. 
cn/resource/genomics/sequence/detail/NMDCN00
03ABJ)。将新 TG 酶(TGe)与工业 TG 酶(TGi)
进行氨基酸序列比对(图 6C)，发现两者同源性

达 87.8%，成熟区域有 21 个氨基酸不同。 

 

 
 

图 5  50 ℃条件下 TG 酶与酪蛋白交联实验   A：TGe 在 50 ℃条件下与酪蛋白交联实验. M：蛋白

marker；1：3 mg/mL 酪蛋白；2：1 U/mL TGe；3−8：分别代表 TGe 与酪蛋白交联 0、5、10、15、20、
25 min. B：商品化 TGi 在 50 ℃条件下与酪蛋白交联实验. M：蛋白 marker；1：3 mg/mL 酪蛋白；2：1 U/mL 
TGi；3−8：分别代表 TGi 与酪蛋白交联 0、5、10、15、20、25 min 
Figure 5  TGase cross-linking experiment with casein at 50 ℃. A: TGe cross-linking experiment with casein 
at 50 ℃. M: Protein marker; 1: 3 mg/mL casein; 2: 1 U/mL TGe; 3−8: represent TGe cross-linking with 
casein for 0, 5, 10, 15, 20, 25 min, respectively. B: Commercialized TGi cross-linking experiment with casein 
at 50 ℃. M: Protein marker; 1: 3 mg/mL casein; 2: 1 U/mL TGi; 3−8: Represent TGi crosslinked with casein 
for 0, 5, 10, 15, 20, 25 min, respectively. 
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图 6  tge 序列测定及比对   A：smE2021 基因组提取. 1：阳性对照；2：smE2021 基因组. B：保守区

域引物对 tguf、tgdr 克隆目的片段. C：TGe 与 TGi 氨基酸序列比对 
Figure 6  Sequences determination and alignment of tge. A: smE2021 genome extraction. 1: Positive control; 2: 
smE2021 genome. B: Cloning of target fragments with conserved region primers of tguf and tgdr. C: Amino acid 
sequences comparison of TGe and TGi. 
 
2.7  TG 酶基因缺失突变株 Δtg 的构建 

目前研究人员通过理性设计和进化等手段

在异源宿主和茂原链霉菌中提高 TG 酶的稳定

性和催化能力，但由于表达量较低从而限制了

其工业化生产。工业上的 TG 酶主要来源于天

然茂原链霉菌，虽存在稳定性差、催化效率低

下的问题，但产量相对较高。工业茂原链霉菌

具有较好的表达 TG 酶的能力，为了高效合成

性能优异的 TG 酶，我们将本实验产 TG 酶的工

业茂原链霉菌(S. mobaraensis DSM 40587)进行

TG 酶基因的缺失以防止内源 TG 酶的干扰，构

建 TG 酶基因缺失底盘菌株 Δtg，构建原理示意

图见图 7A)。根据同源双交换原理，以 sfGFP 荧

光蛋白作为单交换接合子的筛选Marker以及双

交换的反筛 Marker。在安普抗性的 PDA 培养基

上培养确保其发生第一次交换。然后在无抗的

PDA 培养基上进行松弛培养，挑选无荧光的单克

隆进行 PCR 验证，PCR 扩增目的条带 574 bp，
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大小符合双交换特征(图 7B)。通过 SDS-PAGE 分

析(图 7C)，Δtg 未呈现出 TG 酶的成熟条带，通

过酶活测定(图 7D)，Δtg 未能检测到 TG 酶活。

为进一步确认 TG 酶基因的缺失是否影响茂原

链霉菌的生长，我们对缺失菌株进行了发酵，

在相应时间点取样进行生物量测定(图 7E)，发现

TG 酶基因的缺失并不影响菌株生物量的变化。

以上结果表明缺失 TG 酶基因缺失底盘突变株

已经构建成功。 

2.8  在工业底盘菌株 Δtg 中表达 TGe 
本研究发现 TGe 有更好的稳定性和蛋白交

联能力，优于商品化酶。但 TGe 原始菌株产量

较少，远低于工业化生产水平。为了提高 TGe
的表达量，我们构建了 TG 酶基因重组表达整

合载体，并通过接合转移方法将其转入本研究

构建成功的 Δtg 工业级底盘菌株基因组上，得

到了 TGe 异源表达菌株。将野生型菌株与重组

表达菌株一同发酵(图 8)，结果显示，在发酵 46 h
产量达到最高 6.3 U/mL，较菌株 smE2021 提高

了 162.5%。由 SDS-PAGE 图可知 TGe 在工业

级 Δtg 底盘菌株中成功表达，随着发酵的进行

pro-TG 酶逐渐的转化为成熟的 TG 酶，且完全

成熟时间比 smE2021 提前近 8 h，推测其原因

可能是 Δtg 菌株自身较强的表达系统，TG 酶活

化蛋白酶在该菌株中具有较高的表达量，从而

促使 pro-TG 酶成熟提前。为进一步研究 Δtg 中

重组表达的 TGe 的催化活性，我们在 50 ℃条件

下探索了其与酪蛋白的交联能力，结果如图 8C。

在重组表达的 TGe 催化下，反应进行 15 min 时，

酪蛋白条带逐渐消失，绝大部分已经转变为交

联条带，表现出与野生型菌株来源的 TGe 相似

的交联酪蛋白的能力。以上结果表明，TGe 在

Δtg 中成功表达为在茂原链霉菌中提高 TG 酶产

量提供了很好的策略，且 TG 酶特性不会受到

影响。 

3  讨论与结论 
TG 酶由于其独特的催化特性已经广泛地

应用于食品、生物制药、组织工程等各个领域。

市场上急需催化活力好、表达量高的 TG 酶。

目前大多数研究都集中于对现有 TG 酶基因进

行改造以提高其产量和催化活力，而挖掘新的

TG 酶基因无疑也是很重要的方式。Téllez-Luis
等 [33]通过发酵条件优化将 TG 酶产量提高至

0.725 U/mL。Kanaji 等 [34]分离的链轮丝菌属

(Streptoverticillium sp. strain s-8112)菌株 TG 酶

产量为 1.46 U/mL。在本研究中我们对 smE2021
进行发酵，测得 TG 酶最高产量可达 2.4 U/mL，

与其他出发菌株相比具有较高的酶活，可作为

出发菌株以进行进一步研究。 
经酶学性质测定，TGe 最适 pH 5.0，在 pH 

4.0−10.0 之间 TGe 酶活可达最高酶活的 80%，

相对稳定。在 pH 3.0−4.0 之间 TGe 相对酶活要

显著高于 TGi，比商品化的 TG 酶更适用于酸性

环境的应用。在酸奶的加工中，通过添加微生

物源 TG 酶 MTG 可以避免由于温度变化或物理

影响而产生的协同作用[35]。最适温度在 50 ℃左

右，与商品化 TGi 相当；在 4−40 ℃范围内稳定

性较好，且 TGe 稳定性略优于商品化 TG 酶。

在奶酪制备过程中添加 MTG 酶可能会增加水

分含量，从而改变不同奶酪产品的适口性和产

量。MTG 酶在乳制品中的优势在于提高凝胶强

度、高储存稳定性和黏度，本研究与酪蛋白交

联实验表明，在 50 ℃条件下，TGe 交联能力更

优于商品化 TGi，为工业生产提供了一种可参

考的基因来源。 
研究人员通过理性设计和进化等手段在异

源宿主中提高了其产量及稳定性，但由于异源

表达宿主中只得到无活性的 pro-TG 酶。虽然通

过与 TG 酶活化蛋白酶共表达可以得到有活性 
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图 7  TG 基因缺失突变株 Δtg 的构建及验证   A：TG 酶基因缺失突变株构建原理示意图. B：菌落 PCR
验证. M：DNA marker；1–7：挑取的接合子. C：WT 和 Δtg 突变株发酵 SDS-PAGE 分析. D：WT 和 Δtg
突变株发酵酶活测定. ND：Δtg 在 36、42、44 h 未检测到 TG 酶活. E：生物量测定 
Figure 7  Construction and validation of tg deletion mutant strain Δtg. A: Schematic diagram of the 
construction principle of TGase gene deletion mutant strain. B: Colony PCR validation. M: DNA marker; 1–7: 
Represent the selected conjugants. C: SDS-PAGE analysis of fermentation of WT and Δtg mutants. D: 
Determination of fermentation TGase activity of WT and Δtg mutant strains. ND: No TGase activity was 
detected in Δtg at 36, 42, and 44 h. E: Biomass assay. 
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图 8  工业底盘菌株 Δtg 中表达 TGe 发酵验证   A：TGe 重组表达菌株及 smE2021 发酵 SDS-PAGE
分析. B：TG 酶酶活测定. C：在 Δtg 中表达的 TGe 于 50 ℃条件下与酪蛋白交联实验. M：Protein marker；
1：3 mg/mL 酪蛋白；2：1 U/mL TGe；3−8：分别代表 TGe 与酪蛋白交联 0、5、10、15、20、25 min 
Figure 8  Fermentation validation of TGe expression in industrial chassis strain Δtg. A: SDS-PAGE analysis 
of TGe recombinant expression strain and smE2021 fermentation. B: TGase activity measurement. C: The 
TGe expressed in Δtg was subjected to cross-linking experiments with casein under 50 ℃ conditions. M: 
Protein marker; 1: 3 mg/mL casein; 2: 1 U/mL TGe; 3−8: Represent TGe cross-linking with casein for 0, 5, 10, 
15, 20, 25 min, respectively. 
 
的 TG 酶，但产量相对较低限制了其应用。工

业茂原链霉菌具有较好的表达 TG 酶的能力，

本研究通过构建工业级底盘菌株 Δtg，然后将

tge 整合到工业级 Δtg 底盘菌株中，得到高表达

量的 TGe，酶活提高 162.5%，最高可达 6.3 U/mL。

同时 Pro-TG 酶成熟时间较 WT 比提前近 8 h，

这可能是由于工业级底盘菌株 Δtg 具有较高的

表达系统，可以表达较多的 TG 酶活化蛋白酶。

通过提高 TG 酶活化蛋白酶表达量缩短发酵周

期，这也为解决传统发酵周期长问题提供一定

指导。另外，本研究只是通过将 tge 整合到工

业级菌株基因组上，如果将其在 tg 原位表达，

有望进一步提高 TGe 的表达量。在工业底盘中

表达性能优良的 TG酶为提高 TG产量提供了新

的策略，也为表达链霉菌源功能蛋白提供了一

定的参考。 
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