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谷氨酸脱氢酶（:(;,<=<,.>.?@>/’A.B<C.，:DE）可逆催化谷氨酸脱氨生成!6酮戊二酸和氨，是一种
依赖0FD（G）的脱氢酶。其分子形式主要为六聚体或四聚体，大多数:DE为六聚体［$］。该酶广泛存在
于原核生物和真核生物，在氮、碳代谢的联系方面发挥重要作用。至今已有很多细菌:DE得到详细研
究［4"2］，但未见类产碱假单胞菌:DE的研究报道。本文通过研究类产碱假单胞菌:DE的纯化和性质，
为揭示该菌的氮、碳代谢机制奠定基础。

! 材料和方法
!"! 细菌培养
液体培养基为含柠檬酸和氯化铵的微量盐溶液。将类产碱假单胞菌接入该液体培养基，!1H培养

25?后作为种子液，再进行扩大培养。

!"# 酶的纯化
菌体按$I#加J/KC6EL(缓冲液（ME5)%）匀浆，离心收集上清液即为粗酶液。再进行硫酸铵分级沉淀

（2#N"3#N饱和度）、DO!4柱层析、P.M?<>.Q:64%%柱层析及羟基磷灰石柱层析，得到纯化的:DE。

!"$ 酶活力测定
在!1H、波长为!2%B=测定:DE催化辅酶氧化或还原所引起的光吸收值变化。测定液配制按文

献［4］方法，略有修改。每分钟催化$#=’(0FDGE氧化所需的酶量定义为一个酶活力单位（;）。

!"% 蛋白质含量测定
按R/<>S’/>的方法进行［#］，以牛血清白蛋白为标准蛋白质。

!"& 电泳方法

GF:O的凝胶浓度为19#N，PDP6GF:O的凝胶浓度为$4N，聚丙烯酰胺梯度凝胶电泳采用#N"
!%N的浓度梯度，均按标准方法进行［3］。

# 结果
#"! ’()的分离纯化
粗酶液经硫酸铵分级沉淀、DO!4柱层析、P.M?<>.Q:64%%柱层析及羟基磷灰石柱层析后，获得

#9!=A:DE，比活力为$2#)$;／=A，纯化倍数为##5，活力回收约$4N。该酶样品经GF:O及PDP6
GF:O检测只显示一条蛋白带（图$和图4），说明所纯化出的:DE达到电泳纯。



图! 纯化过程的"#$%图谱

!&粗酶液；’&硫酸铵沉淀；(&)%(’层析的酶液；

*&+,-./0,1$2’33层析酶液；4&羟基磷灰石层析的酶
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图’ $)6和标准蛋白质的+)+2"#$%图谱

!&标准蛋白质；

’&纯化的$)65

!"! 分子量及亚基分子量测定
根据$)6在梯度"#$%和+)+2"#$%上的实验结果，测得该酶的分子量为’73333，亚基分子量为

*8333，据此可以断定该酶由9个相同的亚基组成。

!"# $%&的专一性
在$)6催化的反应中，:#)"（6）不能用:#)（6）替代，说明该酶是一种依赖:#)"（6）的脱氢酶。

此外，;2谷氨酸、!2酮戊二酸及:6<* 亦不能用相应的类似物替代，可见该酶对底物具有高度专一性。

!"’ $%&的动力学参数
根据;=>,?,/@,A2BCAD双倒数作图法，测得$)6对谷氨酸、!2酮戊二酸及:#)"<的!E值分别为：

’FEEG／;、!&’EEGH／;及3&39(EEGH／;。:6<* 或 :#)"6 的浓度与酶反应速度的关系不符合

I=J./,H=K2I,>L,>方程，按6=HH作图法求得"M3#4$E/1时的底物浓度［%］354分别为：:6<* ’*EEGH／;、

:#)"6353(8EEGH／;。

!"( $%&的热稳定性和贮存稳定性
类产碱假单胞菌$)6的热稳定性与-6有关。在-68&3"7&3时于93N保温(3E=>酶活力无显著

变化；-6降至4&3时，93N保温!4E=>酶活力基本丧失。此外，纯酶在O’3N或O83N保存时，有冷冻
失活现象。但粗酶液在该条件下保存时，活力基本恒定。底物、)2谷氨酸或甘油可部分防止冷冻失活。

# 讨论
本实验纯化出的$)6为相同亚基构成的六聚体，与大多数细菌来源的$)6类似，但假单胞菌

（&’()*+,+-.’K-5）#I!的$)6则为四聚体［’］，亚基分子量为43333，说明同属细菌的$)6在酶学特
征方面亦存在较大差异。此外，纯化条件也可导致$)6的分子形式发生改变，如P/>KK,>等从铜绿假单
胞菌（&’()*+,+-.’.(/)01-+’.）中分离出的$)6为二聚体［(］，但后来却证明该$)6为六聚体［*］。
细菌$)6在代谢中的作用并不相同。其中，:#)依赖型$)6通常与谷氨酸的分解代谢有关，而

:#)"依赖型$)6则主要参与氨同化作用［8］。类产碱假单胞菌$)6对谷氨酸的!E值远远高于对

!2酮戊二酸的!E值，提示该酶可能也与氨同化有关。但该酶对:6<* 的［%］3&4较高，提示只有:6<* 浓
度较高时，细菌才可利用$)6合成谷氨酸。
类产碱假单胞菌$)6的热稳定性不及嗜热细菌$)6。此外，该酶还有冷冻失活现象，但粗酶液中
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的某些物质对!"#构象可能有稳定作用，可使!"#免遭冷冻破坏。类产碱假单胞菌!"#的其它性质
及其在氮、碳代谢中的作用仍有待进一步研究。
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