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酵母 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因的
克隆与原核高效表达
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摘 要： 谷胱甘肽是生物体内重要的抗氧化物质，γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶是合成谷胱甘肽的关键酶。从酿酒酵
母基因组中克隆了 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因，测序验证后在大肠杆菌工程菌中表达了约 81 kDa蛋白。
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Cloning and Hyperxpression of γ-glutamylcysteine synthetase
from Saccharomyce cerevisiae
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Abstract：Glutathione is an important antioxidant substance, and γ-GCS is a key enzyme in biosynthesis of glutathione. In this paper, we
cloned γ-GCS gene from genome of yeast strain and further tested its gene sequence. The reuslts showed that about 81kDa protein was ex-
pressed in escherichia coli.
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还原型谷胱甘肽（Glutathione，简称 GSH）在生物体
内具有清除过量自由基 [1]、中和解毒 [2～3]等重要生理功

能，至今被广泛应用于医学和食品工业领域[4～6]。 但目前
生产的谷胱甘肽还远远不能满足人们的需求。

GSH生物合成经历两个由 ATP参与的步骤 [7]： L-
谷氨酸和 L-谷胱氨酸在 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶（γ-
GCS 或 GSH-Ⅰ，EC6.3.2.2）的催化下生成 γ-谷氨酰半
胱氨酸（γ-GC），随后在谷胱甘肽合成酶（GC 或 GSH
Ⅱ ，EC6.3.2.3） 的催化下 ，γ-GC 与甘氨酸缩合形成
GSH，具体反应式如下：

酵母体内 GSH 的合成中，γ-谷氨酰半胱氨酸合成
酶（γ- glutamylcysteine synthetase，GSHⅠ）是限速酶，受
终产物 GSH的反馈抑制[8]（Angel et al.，2000）。 Liao等[9]

构建大肠杆菌 gshⅠ和 gshⅡ基因融合表达质粒，提高工
程菌中的合成酶表达量和活性， 进而提高胞内 GSH 含
量。

酵母中 GSH含量相对较高。酵母 gshⅠ基因开放读
码框由 2037 碱基组成，编码由 678 个氨基酸组成的 γ-
谷氨酰半胱氨酸合成酶。本实验从酿酒酵母基因组中克
隆 gshⅠ基因，并构建 gshⅠ表达载体，在大肠杆菌表达
系统大量表达 gshⅠ基因，为通过工程菌大量生产 GSH
奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料
酿酒酵母：从湖北安琪生物集团提供的高活性干酵

母中分离。
pGEM誖-T Easy购自 Promega 公司， 宿主菌大肠

杆菌 JM109由本室保存。
表达载体 pRSET-B 及宿主细胞 BL21 均由本实验

室保藏。
主要试剂、SDS、低分子量蛋白质标准、DNA凝胶回

收试剂盒、T4 DNA 连接酶等由上海生工公司提供，丙
烯酰胺为 Promega 产品， 所用限制性内切酶购自 MBI
公司。

基金项目：贵州省教育厅自然科学基金资助项目（项目编号：黔教科 2005206）。
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图 1 酵母 DNA

1.2 实验方法
1.2.1 酵母 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶的基因的克隆及
测序

参照周小玲等[10]的方法提取酵母 DNA。
根据已报道的 gshI DNA 序列[11]，设计带有 XbaI 酶

切位点的上游引物 LP1和带有 SmaI酶切位点的下游引
物 LP2，以酵母总 DNA为模板，通过 PCR 扩增得到 gsh
Ⅰ基因全长。
LP1：5'TACATCTAGAAGAATAAAATGGGACTC 3'

1 2
LP2：5'ACAACCCGGGTAAAAGGAGTTTAAC 3'

3 4
其中，1：XbaI酶切位点； 2： 起始密码子； 3：SmaI 酶切位点；

4：终止密码子的互补序列。

扩增产物用 1 %的琼脂糖凝胶电泳检测后，切下目
的带， 用 DNA 凝胶回收试剂盒纯化目的基因。 用 T4
DNA 连接酶将回收的片段与 pGEM誖-T Easy 载体按
摩尔比 3∶1 的比例进行连接，16℃连接过夜。 连接产物
用热激法转化 JM109 感受态细胞，蓝白斑筛选重组子，
重组质粒命名为 pGSGI。 菌落 PCR检测阳性克隆后，用
碱裂解法提取重组质粒，进一步用 XbaI和 SmaI单酶切
和双酶切重组质粒。选重组质粒 pGSGI-2用 T7、SP6通
用引物测序（TaKaRa 公司）。
1.2.2 酵母 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶表达载体的构建
设计带有 XhoⅠ酶切位点的上游引物 LRP1 和带

有 HindⅢ酶切位点的下游引物 LRP2。 以重组质粒
pGSGI-2 为模板， 通过 PCR 扩增得到两端带有 XhoⅠ
和 HindⅢ酶切位点的 gshI基因全长。
LRP1：TACACTCGAGGAATAAAATGGGACTC

1 2
LRP2：ACAAAAGCTTTAAAAGGAGTTTAAC

3 4
其中，1：XhoⅠ酶切位点； 2： 起始密码子； 3：HindⅢ酶切位

点； 4：终止密码子的互补序列。

扩增产物用 1 %的琼脂糖凝胶电泳检测后纯化，用
XhoI和 HindⅢ双酶切。 1 %的琼脂糖凝胶电泳检测，回
收目的带， 用 DNA凝胶回收试剂盒纯化目的基因。 用
T4 DNA连接酶进行 gshI目的基因片段与 pRSET-B 载
体连接反应。
将连接产物热激转化大肠杆菌感受态细胞 JM109，

用含 100 mg/L Amp固体 LB培养基筛选。 菌落 PCR筛
选阳性重组子，阳性重组质粒命名为 pRSGI。
对阳性重组子用碱裂解法提取质粒，进一步做 Xho

Ⅰ和 HindⅢ双酶切鉴定，1 %的琼脂糖凝胶电泳检测酶
切结果，并将阳性重组子菌液送 TaKaRa 公司测序。

将 pRSGI 重组质粒热激转化 BL21 （DE3）， 用含
100 mg/L Amp 固体 LB 培养基筛选。 菌落 PCR 鉴定阳
性重组菌。
1.2.3 诱导及表达
对照菌和重组菌分别挑取一个菌落， 接入 5 mL含

50 mg/L Amp 的 LB 液体培养基中，37 ℃ 200 r/min 振
荡培养过夜。
按 1/25比例接种到 5 mL新鲜 LB液体培养基 （含

50 mg/L Amp） 中，37℃ 200 r/min 振荡培养，OD600=0.2
时，加入 IPTG 至终浓度 1 mM，37℃诱导后，离心收集
菌体，10 % SDS-PAGE检测过量表达产物。
1.2.4 SDS-PAGE凝胶电泳
采用不连续凝胶-缓冲系统，参照 Sambrook[12]的方

法。 3 %浓缩胶，10 %分离胶，将等体积样品与 2 倍样品
缓冲液 (50 mM Tris-Cl pH6.8，100 mM DTT，2 % SDS，
0.1 %溴酚兰，10 %甘油)混合后，沸水浴中煮 10 min，于
10000 r/min离心 10 min，即可上样，上样 20 μL。电泳结
束后, 凝胶用考马斯亮兰 R250 染色，7.5 %甲醇-12.5 %
乙酸溶液脱色后，即可观察、分析并照相。

2 结果与分析

2.1 酵母 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（gshI）的克隆
参照周小玲等[10]的方法提取到了酵母基因组 DNA

（图 1），1 %的琼脂糖凝胶电泳检测，片段长度为 20 kb，
与报道的大小一致[13]。

以酿酒酵母总 DNA 为模板，用引物 LP1 和 LP2 扩
增后，扩增产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳分离检测，紫外
灯下镜检分析，结果见图 2。 图 2结果表明，用引物 LP1
和 LP2 扩增的酿酒酵母总 DNA，扩增的 PCR 产物大小
约为 2100 bp，为均一的 DNA 片段，其大小与预期的相
近，说明扩增片段为特异性的 gshI基因片段。
从酿酒酵母 DNA 中扩增得到的 gshI 基因两端带

有 A末端，PCR产物经 1 %琼脂糖凝胶回收、 柱纯化后
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M：λDNA/HindⅢ；
1-10：不同退火温度下 PCR 扩增酵母 gshI基因
图 2 梯度 PCR扩增酵母 gshI基因

M：λDNA/HindⅢ 1：pGSGI-2 重组质粒 2：pGSGI-2/SmaI
3：pGSGI-2/XbaI 4：pGSGI-2/XbaI+SmaI
图 4 pGSGI-2克隆载体的酶切鉴定

M：λDNA/HindⅢ； 1、2、3、5 ：阳性重组质粒 pGSGI-1、
pGSGI-2、pGSGI-3、pGSGI-5
图 3 菌落 PCR检测阳性重组质粒

图 5 gshI基因的核苷酸序列及其编码的蛋白质的氨基酸序列

与 pGEM誖-T Easy载体按摩尔比 3∶1 连接过夜， 连接
产物转化 E.coli JM109 菌株， 在含有 Amp、IPTG和 X-
gal的 LB琼脂平板上筛选重组菌落， 用菌落 PCR 检测
（见图 3），获得阳性克隆。挑 pGSGI-2重组菌进行培养，
并用碱裂解法提取重组质粒，分别用 XbaI和 SmaI单酶
切和双酶切重组质粒，结果见图 4。 经酶切的重组质粒
pGSGI-2含有单一的 2.1 kb插入片段。

测定的酿酒酵母 gshI基因的核苷酸序列 （图 5）与
Lisowsky[14]报道的 gshI 基因的核苷酸序列具有高度同
源性，同源序列为 98 %，可以肯定所扩增的片段为 gshI
基因。
2.2 酵母 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（gshI）原核表
达载体的构建

用引物 LRP1 和 LRP2 从 pGSGI-2 重组质粒中扩

增得到的 gshI基因， 两端带有 XhoⅠ和 HindⅢ酶切位
点。 用 XhoⅠ和 HindⅢ双酶切 gshI基因后，经琼脂糖凝
胶回收柱纯化后与用 XhoⅠ和 HindⅢ双酶切的表达载
体 pRSET-B 连接， 转化 E.coli JM109 菌株， 在含有
Amp 的 LB 琼脂平板上筛选重组菌落，重组质粒命名为
pRSGI。 用菌落 PCR检测（见图 6），获得 3个阳性克隆。
挑 pRSGI重组菌进行培养， 并用碱裂解法提取重

组质粒，分别用 XhoⅠ和 HindⅢ双酶切重组质粒，结果
见图 7。 经酶切的重组质粒含有单一的 2.1 kb 插入片
段， 证明 gshI基因开放阅读框已成功装载到 pRSET-B
载体上。 实验证明，直接将经过酶切的 PCR扩增产物与
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M：λDNA/HindⅢ；1、7、13：阳性重组质粒 pRSGI-1、pRSGI-7、
pRSGI-13

图 6 菌落 PCR检测阳性重组质粒 pRSGI
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M：λDNA/HindⅢ；1：pRSGI-1/HindⅢ+XhoⅠ；2：pRSGI-7/HindⅢ
+XhoⅠ；3：pRSGI-13/HindⅢ+XhoⅠ
图 7 pRSGI表达载体的酶切鉴定

M：低分子量蛋白质 Marker； 1：BL21；2：pRSET-B-BL21；3、4、5 ：

IPTG 诱导后的 pRSGI -1 -BL21、pRSGI -7 -BL21、pRSGI -13 -
BL21；6、7、8：没诱导的 pRSGI-1-BL21、pRSGI-7-BL21、pRSGI-
13-BL21

图 8 阳性重组菌的表达

1、2 为没诱导的 pRSGI-1-BL21，3、4、5、6为 0.5 mM IPTG IPTG
诱导 2 h、4 h、8 h 和 16 h 后的 pRSGI-1-BL21，7、8、9、10 为 1 mM
IPTG IPTG诱导 2 h、4 h、8 h、16 h 后的 pRSGI-1-BL21

图 9 重组菌 pRSGI-1-BL21的表达

载体连接进行表达载体构建的方法也是可行的。

2.3 酵母 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（gshI）在大肠
杆菌中的表达

按 1/25比例接种到 5 mL新鲜 LB液体培养基 （含
50 mg/L Amp） 中，37℃ 200 r/min振荡培养，OD600≈0.2
时（约 2 h），加入 1 mM IPTG 诱导 8 h，离心收集菌体，
10 %SDS-PAGE检测过量表达产物，结果见图 8。

IPTG 诱导后收获的细菌，根据 SDS-PAGE 分析可

看出经 IPTG 诱导的细菌可大量表达一个 81 kDa 的新
蛋白，与预测结果吻合，而未经 IPTG诱导的细菌不表达
81 kDa的蛋白。被诱导表达的蛋白以融合蛋白的形式存
在。 由于 GSHⅠ酶分子量较大，以融合蛋白的形式表达
可以增加表达蛋白的稳定性。
2.4 诱导后时间和 IPTG浓度的影响
按 1/25比例接种到 5 mL新鲜 LB液体培养基 （含

50 mg/L Amp）中，于 37 ℃ 200 r/min 振荡培养 2 h 后，
分别加入终浓度 0.5 mM、1.0 mM IPTG， 诱导分别为
2 h、4 h、8 h 和 16 h，离心收集菌体，10 %SDS-PAGE 检
测过量表达产物（见图 9）。

从图 9 中可以看出，随着诱导时间的延长，表达的
总蛋白量逐渐增加。 IPTG 浓度为 0.5 mM 和 1.0 mM
时，诱导表达量不受 IPTG的变化影响。

3 讨论

从市售的高活性干酵母分离株中克隆了 gshⅠ基
因，其编码区全长为 2037 bp。 gshⅠ基因与报道的序列
同源性可达 98 %。 该基因已在 GenBank 注册， 注册号
为：EF633694。
酵母 gshⅠ基因编码由 678 个氨基酸组成的蛋白

质，因此选用含有较长融合片段的表达载体，以提高表
达蛋白质的胞内稳定性。 在 37℃培养条件下加入适量
IPTG，诱导出 gshⅠ基因的编码蛋白质。
在 2～16 h 内诱导表达，表达产物逐渐积累，说明

表达产物基本不具备细胞毒性。 IPTG浓度为 0.5 mM和
1.0 mM时，蛋白表达量基本不受影响。
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2008年酿酒生物技术及应用四川省重点实验室
学术委员会会议在泸州召开

本刊讯：2008年酿酒生物技术及应用四川省重点实验室学术委员会会议于 2008年 10月 23日在酒城泸州召开。会议由泸州老窖股份有限
公司总工、副总经理沈才洪主持，专家委员沈怡方、高月明、高景炎、曾祖训、胡永松、李大和、季克良、徐占成、吴士业、龚敏等出席了会议。会议听
取了 2006～2008年实验室的科研工作、总结情况，实验室 2006年承担国家课题 1项，省级课题 11项、市厅级 3项，招商课题 5项，项目总经费
达到 170余万元；2007年承担省级课题 8项，课题经
费 300余万元，市厅级课题 8项，横向课题 14项，项
目总经费达到近 570万元；2008年理工学院承担省级
课题 3项，市厅级课题 5项，横向课题 4项，课题经费
共 80万元；泸州老窖承担省级课题 3项，市厅级课题
1项，自主资助课题 9项。泸州老窖至今已投入实验室
资金 300万元，引进 4名硕士研究生，并在四川理工
学院设立了“泸州老窖科研奖学金”，平均每年支持 60
万元，计 10年时间。研讨了 2009年实验室的科研方
向，包括微生物、原粮基地建设、有机白酒、酒文化品
牌开发等。专家的建议，2009年应把食品安全方面的
研究列为重点工作之一。会议初步确定了 2009年度
学术委员会会议的召开时间和地点。（小雨）

学术委员会专家听取工作汇报 2008 年酿酒生物技术及应用四川省
重点实验室学术会员会会议会场

-------------------------------------------------
中酒协啤酒分会发出通告

———加强啤酒产品质量监管，坚决维护市场稳定
本刊讯：11月 5日，中国酿酒工业协会啤酒分会发出了《关于“加强啤酒产品质量监管，坚决维护市场稳定”的通告》，号召啤酒企业在生产、

经营活动中要自我约束，规范企业自身行为，坚持诚信为本的原则，承担共同发展的社会责任，倡导行业理性竞争，以维护公平的市场竞争环境

并稳定消费者信心。通告说，中国是一个啤酒生产和消费大国，啤酒产品与人民日常生活密切相关，质量高低关系着人民的身心健康。多年来，
国家相关部门、啤酒行业和企业高度重视啤酒产品质量，一直把加强产品质量摆在首要位置，对啤酒产品实行了严格的质量监管。国家质检总
局每年二季度检测结果表明，啤酒产品抽样合格率在 85 %以上，产品食物质量合格率在 90 %以上，大中型啤酒企业的产品合格率均为 100%。
在全行业的共同努力下啤酒产品取得了良好的质量信誉。通告指出，食品安全是一项需要长期开展的工作，一直受到党和国家的重视、消费者
的关注，《食品安全法》在广泛征求意见后也即将出台。为此，协会希望啤酒企业必须建立健全更加严格的质量保证体系，加强质量自检，切实保
证消费者的食品安全，同时避免不正当的竞争行为对全行业社会信誉的损害。（京）

34


