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产肌氨酸氧化酶菌株的分离及发酵条件研究"
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摘 要：在本研究工作中分别从 !#C的恒化富集培养物和 "$C的分批富集培养物中分离到 !
株产肌氨酸氧化酶（DEF）的节杆菌。对所产 DEF 的特性分析表明，从 !#C恒化培养物中分离

得到的菌株 !# / . 所产的酶比分批培养法分离得到菌株的酶具有高的热稳定性和低的 G2
值。对菌株 !# / . 产酶发酵条件的研究表明，DEF 可以被诱导物如肌氨酸、肌酸、肌酐和氯化

胆碱诱导产生。在发酵过程中适当减少通气量对 DEF 的产生有显著的促进作用。葡萄糖等

容易利用的碳源的存在对 DEF 的合成不产生降解代谢产物抑制作用，而尿素的存在则对 DEF
的生成有强的抑制作用。因而菌株 !# / . 分解肌酸的主要作用是为细胞提供生长所需的氮

源。
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在临床测定中，血清中的肌酐浓度是一项判断肾功能的重要指标。目前肌酐的测定

一般是用 I3JJ< 法进行测定的。由于该方法是基于化学反应基础上的，因此特异性差，血

清中许多化学物质都能干扰测定结果，给疾病的正确诊断造成了困难。

由于酶促的催化反应比一般化学反应具有更高的专一性，因而近年来人们寄希望于

研究开发出酶促肌酐的测定方法［.，#］。在酶法肌酐测定中，肌酐在一系列的酶促催化过程

中生成肌氨酸，所生成的肌氨酸可以在肌氨酸氧化酶（DEF）的作用下分解成甘氨酸、甲醛

和 K#E#。之后既可以用甲醛脱氢酶测定甲醛的方法，也可以用过氧化物酶测定 K#E# 的

方法确定样品中肌酐的浓度。因此 DEF 是测定的关键酶之一［"］。

在本研究工作中我们分离到了 ! 株产 DEF 的细菌，并对其中一株 !# / . 菌株，研究了

影响其产酶的主要因素。

! 材料和方法

!"! 产 #$% 菌株的分离及培养条件

!"!"! 富集培养基：肌酸 .$7，酵母膏 #L#7，磷酸二氢钾 $LA7，磷酸氢二钾 #L$7，硫酸镁

$L.7，三氯化铁 $L$$A7，加水定容到 .M，*K @L$。

!"!"& 恒化器富集分离：采集本校区周围土样 .A 份，合并后，取 .$7 接种于 .$$2M 产酶



微生物富集培养基中于 !"#进行振荡培养，每天测定肌酸降解情况，待肌酸完全降解后，

取出培养液上清 $%&’，接种于一小型恒化培养器（恒化器容积为 (%&’）中，恒化器温度控

制为 !"#。用蠕动泵连续加入新鲜的富集培养基进行恒化培养。开始时每天加样量为

(%&’，并测定恒化器中肌酸浓度，当肌酸浓度趋近于零时，逐步加大流量至每天 "%%&’ 左

右。在此条件继续培养 )* 后取样进行划线分离。

!"!"# 分批培养富集：富集培养基同上，但采用常规的分批培养方法，培养温度为 +%#。

!"$ %&’ 的测定：

将待测的菌体细胞用超声波进行破壁，离心后取上清酶液 %,$&’ 加入到 %,-&’，含有

%,%$&./0’ 肌氨酸的焦磷酸钠缓冲液（123,%，%,$&./0’）中，于 +)# 反 应 $%&45 后 加 入

%,"(&’，$,%&./0’ 的醋酸终止反应，并加入 $,(&’ 含有 %,%!6乙酰丙酮的 "%6乙酸铵溶

液，于 +)#保温 !%&45 后在 !$%5& 处测定 !" 值，酶活的定义为：+)#每分钟分解 $!&./ 肌

氨酸的酶量为一个酶活单位。

$ 结果和分析

$"! 产 %&’ 菌株的分离

通过富集培养，在恒化器富集物中分离到一株产 789 的菌株 !" : $。在 $% 个分批富

集培养物中分离到 + 株产 789 的菌株 ;、7、<。对这 ! 株菌的生理生化和形态学特性及

$=7 >?@A 分析表明：这 ! 株菌都属于节杆菌属。之后对所产生酶的特性分析发现，!" : $
菌株所产生的 789 有较高的热稳定性，而用分批培养法分离到的 + 株菌所产生的 789 只

能在 "(#以下保持稳定，且其酶对肌氨酸的 B& 值也比 !" : $ 菌株的高（见表 $）。因而在

以后的研究工作中选择 !" : $ 菌株作进一步的研究。

表 ! 不同富集方法对分离菌株产 %&’ 性能的影响

CDE/F $ CGF FHHFIJ .H F5>4IG&F5J &FJG.*K .5 JGF 1>.1F>J4FK .H 789 H>.& 4K./DJF* KJ>D45K

7J>D45 L5>4IG&F5J &FJG.* 789 CGF>&D/ KJDE4/4JM0# B&0（&&./0’）

!" : $ !"# IGF&.KJDJ4I IN/JN>F +( ",)

< +%# EDJIG IN/JN>F "( $$,(

7 +%# EDJIG IN/JN>F "( $!,%

; +%# EDJIG IN/JN>F "( ),+

$"$ 菌株 ($ ) ! 的培养条件

虽然菌株 !" : $ 是在 !"#分离得到的，但实验表明（未列出），该菌株在 +%#培养时

表现较高的 789 酶活性。故以下试验的培养温度选择为 +%#，转速 $"%>0&45，接种量为

$6。

$"# 各种不同氮源对 ($ ) ! 菌株产酶的影响

在实验中我们选取了酵母膏、蛋白胨、玉米浆、牛肉膏、明胶、干酪素、甘氨酸及谷氨酸

钠作为微生物的补充氮源进行发酵培养，代替原富集培养基中的酵母膏，各种补充氮素营

养物质的加量为 $6。接种后培养 +=G 取样测定 789 酶活性，结果见图 $。在所测定的氮

源中，酵母膏和玉米浆对该菌株产 789 有较大的促进作用，而简单氮源如甘氨酸与谷氨
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图 ! 各种不同的氮源对 "# $ !
菌株产 %&’ 的作用
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酸钠则完全不能作为该菌产酶的氮源。

酵母膏和玉米浆虽然都是较好的氮源，但

是两者中含有的氨基酸、维生素及其它生长因

子的种类及含量都是不同的，因此选择了酵母

膏和玉米浆作为该菌产酶的氮源，研究了二者

以不同比例添加到培养基中对菌株产酶性能的

影响。结果表明酵母膏和玉米浆以 7 B % 的比例

添加到培养基中，能较大地促进产酶。进一步

的研究表明，该混合氮源浓度为 8C时菌株表现

出较高的酶活性。

#(" 不同碳源对菌株 "# $ ! 产酶能力的影响

在确定氮源后的培养基中加入 %C的各种

不同碳源进行发酵培养，于 DE’ 取样并测定酶活

性。结果（图 8）表明，各种糖类如葡萄糖和果糖

对菌株产酶活性的提高无显著影响，而乙醇和

乙酸钠对该菌产酶有明显的促进作用。加入

图 # 不同碳源对 "# $ ! 菌株产酶能力的影响

!"#$8 &’( ())(*+ ,) *6.;,- /,0.*(/ ,- +’( 123

4.,50*+",- ,) /+.6"- 78 9 %

:;;.(<"6+",-/：!.0，!.0*+,/(；F?0，F?0*,/(；

G6*，G6*+,/(；:*(，/,5"0A 6*(+6+(；H+’，H+’6-,? $

%C的乙酸钠后，123 活性比对照提高了 IJC。

根据以上结果确定基础培养基组成为：乙

酸钠 %J#，酵母膏 %E#，玉米浆 7#，磷酸二氢钾

JKI#，磷酸氢二钾 8KJ#，硫酸镁 JK%#，三氯化铁

JKJJI#，加水定容至 %G，4L MKJ。

#() 培养过程中通气量对产酶能力的影响

在 %JJAG 三角瓶中分别加入 %JAG、8JAG、

7JAG、EJAG 培养基，接种后培养 DE’ 测定酶活。

结果表明，该菌产 123 的能力在通气量适当减

少的情况会有显著提高。如图 D 所示，当培养基

装液量由 %JAG 增加到 7JAG，产酶能力增加了 I
倍以上，但如继续提高装液量则产酶能力迅速

降低。这主要是因为 78 9 % 菌株为好氧菌，虽然较少的通气量有利于菌株产酶，但当氧气

供应太少时会严重影响菌体的生长，而最终影响酶的产生。考察菌体生长量与通气量的

关系可以发现（如图 D 所示）：随着培养基装液量的增加，菌体的生长量总是减少的。

#(* 各种诱导物对 "# $ ! 菌株产 %&’ 的诱导

该菌株所产的 123 是一种诱导酶，因此在进行 123 发酵培养时必须加入一定量的诱

导物。在本实验中考查了各种不同的物质对该菌产酶能力的诱导作用。在基础培养基中

分别加入 JKIC的肌氨酸、肌酸、肌酐和氯化胆碱，接种后培养 DE’ 取样测定酶活性，结果

列于表 8。结果表明，供试的四种物质对该菌产 123 都有诱导作用，但相对来说肌酸对酶

的诱导作用较强。且分析表明肌酸除了能诱导产生 123 外还能诱导出较高水平的肌酐

水解酶和肌酸水解酶（本文中没有列出），而肌氨酸和氯化胆碱仅能诱导产生 123 和少量
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图 ! 通气量对 "# $ % 菌株产酶能力

及细胞生长量的影响

!"#$% &’( ())(*+ ,) -(.-+",/ ,/ +’( #.,0+’ -/1

234 5.,16*+",/ ,) 7+.-"/ 89 : ;

肌酐水解酶。对氯化胆碱的进一步分析表明它

虽然可诱导 89 : ; 菌株合成 234，但并不是 234
的底物，不能被 234 分解。

#&’ 培养基中肌酸加入量对菌株 "# $ % 产酶能

力的影响

根据以上结果，综合考虑各影响因素，选择

了肌酸作为诱导物，并研究了不同肌酸浓度对

发酵产酶能力的影响，结果见图 8。肌酸在低浓

度时对产酶有明显的诱导作用。当肌酸浓度在

<= > <?@=之间时，产酶能力随着肌酸加入量的

增加而急剧增加。当肌酸浓度高于 <?@=后，提

高肌酸浓度对菌株产酶能力的提高并不显著。

而当肌酸浓度高于 <?A=后，提高肌酸浓度反而对产酶有明显的抑制作用。根据以上结

果，选择 <?@=的肌酸浓度为以后实验的加入量。

表 # 各种诱导物对菌株 "# $ % 产 ()* 的影响

&-BC( 9 &’( ())(*+ ,) +’( "/16*(.7 ,/ 234 5.,16*+",/ ,) 7+.-"/ 89 : ;

D/16*(.7 234E（FEGH） I(C-+"J( -*+"J"+KE=

LM < <

L’,C"/( *’C,."1( <?@<; N%

2-.*,7"/( <?%N< O9

L.(-+"/( <?@89 ;<<

L.(-+"/"/( <?@;; N@

#&+ 肌酸加入时间对 "# $ % 菌株

产酶性能的影响

一般来说微生物在合成诱导酶

时，需要在诱导物加入后再培养一

段时间诱导酶才能生成，诱导时间

的长短因微生物及酶的种类而定。

为此我们考查了 234 的诱导过程。

在培养的不同阶段向培养基中加入

肌酸，并定期取样测定 234 活性。

结果（图 @）表明，只有当肌酸存在

时菌株 89 : ; 才能产生 234，且诱导物在培养的早期加入比在培养的中后期加入对产酶

的促进作用更强。

图 " 肌酸加入量对菌株 "# $ % 产酶能力的影响

!"#$8 &’( ())(*+ ,) *.(-+"/( *,/*(/+.-+",/ ,/

+’( 234 5.,16*+",/ ,) 7+.-"/ 89 : ;

图 , 肌酸加入时间对 "# $ % 菌株产酶性能的影响

!"#$@ &’( ())(*+ ,) +"G( ),. -11"/# *.(-+"/( ,/ +’(

234 5.,16*+",/ ,) 7+.-"/ 89 : ;
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!"# 肌酸代谢产物对 $%& 合成的影响

表 ’ 肌酸分解产物对 $%& 合成的影响

!"#$% & !’% %((%)* +( ),%"*-.%/0%)+12+3-.4 2,+05)*3

+. *’% 2,+05)*-+. +( 678

9: ;,%" <%*’".+$ =$>)-.%

678?（;?1@） ABC&D ABEDD ABCDF ABCGC

H%$"*-I% ")*-I-*>?J EAABA &KBE EALBD FLB&

肌酸经菌株 CG M E 降解后生成

尿素、甘氨酸、甲醛和过氧化氢。其

中甲醛和尿素可能分别参与细胞中

一碳化合物和氮素的代谢。为了研

究肌酸分解酶系在菌株 CG M E 生长

代谢中的作用，考查了各代谢产物

对 678 合成的影响。在产酶培养

基中分别加入 ABNJ的尿素、甘氨酸和甲醇（为了避免甲醛的毒性，以其前体甲醇代替），

培养 &D’ 后测定酶活性，结果列于表 &。

从表 & 的结果可以看出尿素对酶的合成有强烈的抑制作用，而甲醇和甘氨酸的存在

对菌株产酶的影响不大（虽然对细胞浓度的测定表明甲醇的加入对菌体的生长有明显的

促进作用）。这一现象表明，菌株 CG M E 对肌酸的降解主要是为了满足细胞生长时对氮素

营养的需求，因而当产生（或加入）的氮素营养物浓度过高时就会激活该菌的肌酐降解酶

系的调节系统，通过代谢物反馈作用抑制 678 等肌酐降解酶的生成。

’ 讨 论

作为测定用酶，一般希望能具有较高的热稳定性和较小的 :1 值［C］。在本研究的初

期曾采用分批培养的方法对产 678 的菌株进行了富集培养及分离。结果分离到的 & 株

菌所产的 678 热稳定性都在 GNO 以下，且其 :1 值分别为 LB&11+$?@、EEBN11+$?@ 和

EC11+$?@，相对来说比较大。之后我们提高富集培养的温度为 CGO，并采用恒化培养的方

法进行富集，分离到的菌株所产的酶热稳定性提高了 EAO，其 :1 值也仅为 GBL11+$?@。

这是因为在较高的温度下进行恒化培养（以保持培养基中低底物浓度）时，只有产生热稳

定性好、:1 值低的酶的菌才有可能占有竞争优势的缘故。

在碳源的试验中加入各种容易利用的碳源如葡萄糖等对 678 的产生没有抑制作用，

这一现象和许多酶的发酵过程观察到的代谢产物抑制作用不同［N，D］。而且加入乙酸盐后，

对酶的产生有明显的促进作用。产生这一现象的可能原因是该菌株分解肌氨酸时，主要

是将其作为细胞代谢的一种氮源，而不是作为能源或碳源。在实验中观察到尿素对 678
合成的抑制作用的现象也与这一推测相符。因而即使加入容易利用的碳源（如葡萄糖等）

也不会影响 678 的代谢调节系统而抑制酶的产生。而如果补充碳源的种类适当的话（如

乙酸盐），还有可能提高菌株的产酶能力。

在实验中发现通气量的大小对菌体的生长和酶的产生有显著影响，在通气量比较高

的条件下，随着通气量的增加产酶能力迅速降低。如果用酶活性与细胞浓度的指标之比

（;?1@）?!"DAA进行衡量的话，其差值可达 EE 倍左右。而且在本实验中该值总是随着通气

量的减少而增加。虽然在其它一些酶的发酵过程中也观察到随着通气量的增加产物活性

降低的现象，但一般没有如此显著［L］。产生这一现象的原因可能有两个：PB 氧浓度的变

化可通过影响细胞内辅酶 Q 的氧化还原状态而调节酶的合成［K］，RB 由于氧是 678 的底物

之一，当缺少氧的供给时，酶的反应活性就会降低，为了克服这种不利影响，细胞在低浓度

F&GG 期 赵更峰等：产肌氨酸氧化酶菌株的分离及发酵条件研究



氧的条件下生长时就必须产生过量的 !"# 以补偿酶活力的不足。
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