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摘要#.目的/ 研究链霉菌 ,#’6:#(89"64>+?̂ NJ&H +N聚赖氨酸降解酶!U=B"的分离纯化及其生理生化特性%并
利用该酶制备低聚合度 +N聚赖氨酸!+NUT"& .方法/ 菌体细胞经超声破碎’3<)43溶解和 Z@a/<+â L:,S=ZU
疏水层析制备到 U=B%随后研究了其酶学性质’动力学和降解 +NUT过程%最后利用常量稀释法比较了不同聚
合度范围 +NUT的最小抑菌浓度& .结果/ 从 ,#’6:#(89"64>+? N̂J&H 细胞膜上分离纯化到 U=B%纯化倍数为
H1C# 倍%回收率达到 "$CD‘& 以TN赖氨酰对硝基苯胺为底物%酶促反应的最适温度为 D%o%最适 +Z为 %C1%
动力学常数O-为 1C(0& --9=5T%R-<G为 %1&C&( ;-9=5-@;0-W$酶活在 +Z%C1N&1C1 和 "1o以下稳定& 降解 +N
UT实验发现%纯化到的 U=B 以内切方式降解 +NUT& 抑菌实验表明%高聚合度 +NUT!D1ND""对细菌的抑制效果
较好%而低聚合度 +NUT!H ’01"更有利于抑制酵母菌的生长%各种聚合度 +NUT对霉菌的生长抑制均较差&
.结论/ 从 +NUT产生菌中分离纯化到内切型 +NUT降解酶%发现不同聚合度范围 +NUT对微生物的抑制能力
存在显著差异&
关键词!+N聚赖氨酸降解酶% 链霉菌% 分离纯化% 聚合度% 最小抑菌浓度
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!! +N聚赖氨酸 ! +N+9=SNTN=S>@;*% +NUT"一般是由
0" ’D" 个 TN赖氨酸单体通过 "N4PPZ和 +N3Z0 脱
水缩合而成的同型氨基酸聚合物%分子量为 0"11 ’
#"11 Y<& 由于 +NUT能够高效抑制细菌’真菌和病
毒 (& ’0)且具有较高的食品安全性!]K3111&D"" (D) %
目前 +NUT主要作为一种优良的生物食品防腐剂被
广泛用于日本’韩国’美国和欧洲等国家和地区的食
品加工领域&

+NUT广谱抑菌机制在于其能够在酸性’中性及

微碱性环境下与微生物细胞膜通过静电吸附作用相
结合%从而引起微生物细胞质的异常分布%进而造成
微生物的死亡 (&) & 由此可以看出%+NUT的抑菌作用
并非具有特异性%故 +NUT对其自身产生菌也具有一
定的抑制作用 (#) & 然而%+NUT产生菌和耐受菌具备
抵抗 +NUT的生理机制6合成 +NUT降解酶 ! +NUTN
B*W/<B@;W*;RS-*%U=B"%以保护自身的正常生长和繁
殖& 已有文献报道显示%U=B 能够以内切或外切的
方式降解 +NUT& _@,9等于 0110 年首次在 +NUT产生
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菌白色链霉菌 ! ,#’6:#(89"64$*);*;4"细胞膜上分离
纯化到外切型 U=B(") %随后他们在 +NUT耐受菌株金
黄杆菌!>3’946()$"#6’&;8>+?PI%"分离纯化到内切
型 U=B(() & 在此之后%研究者们陆续在 +NUT产生菌
北里胞菌 !O&#$4$#(4:(’$ >+?44a44 0̂1"1&0" (%)和
淀粉酶产色链霉菌! ,#’6:#(89"642&$4#$#("3’(8(+6-64
ah)a0" (H)细胞膜上也发现了 U=B 的存在& 然而%到
目前为止%尚未有在 +NUT产生菌中分离纯化到内切
型 U=B 的报道& 另外%)7@-<等 (&)指出 +NUT聚合度
在 &1 以上才会具有抑菌活性%而 3@>7@E<F<和
PW<F<发现高聚合度的 +NUT呈现一定的苦味 ($) &
因此%将 +NUT聚合度控制在何种合适的分布范围成
为其在食品行业高效应用的重要研究内容&

本文以一株具有潜在工业应用价值的 +NUT高
产菌 ,#’6:#(89"64>+? N̂J&H (&1)为研究对象%建立了
一步疏水层析纯化 U=B 的方法%并对纯化得到的 U=B
酶学性质进行了系统研究& 在此基础上%将内切型
U=B 用于制备低聚合度 +NUT%并比较了不同聚合度
分布范围的 +NUT样品对主要常见食品污染微生物
的抑制能力&

$%材料和方法

$J$%材料
$J$J$%菌株!链霉菌 ,#’6:#(89"64>+?̂ NJ&H%由本实
验室保藏的一株具有潜在工业应用价值的 +NUT高
产菌& 抑菌实验中的金黄色葡萄球菌’变形杆菌’产
气杆菌为本实验室保藏%其他菌株由江南大学中国
高校工业微生物资源和信息中心!4242̂N4h"赠送&
$J$J(%主要试剂和仪器!TN赖氨酰对硝基苯胺
!)@W-<公司"%L4V试剂盒和标准分子量蛋白!上海
)<;W9; 公司"%+NUT样品!日本 I34公司%纯度 $H‘
以上"%其他试剂均为国药集团分析纯试剂& 蛋白
质电泳仪!美国 L@9NK<B 公司"%V_aV<c<;,0" 蛋白
质纯化仪和 Z@a/<+â L:,S=ZU预装柱!美国 ]M公
司"%酶标仪 UTh) DH# !美国 9̂=*A:=</Y*c@A*>公
司"%基质辅助激光解析电离串联飞行时间质谱仪
V̂TY2NaP[5aP[ )̂ !美国 L/:E*/Y<=,9;@A>2;A公
司"%高效液相色谱仪!美国 VW@=*;,公司"% @̂==@+9/*
切向流超滤系统和U*==@A9; 0 膜包!美国 @̂==@+9/*公
司"%超声波细胞破碎仪!南京舜玛仪器设备有限公
司"&

$J$J)%培养基及培养条件!,#’6:#(89"64>+? N̂J&H
菌体生长培养条件参照文献(&1)%培养基是在 D̂]
培养基的基础上添加 0& W5T柠檬酸& 细菌采用肉
汤液体培养基%酵母菌采用 dUY液体培养基%霉菌
采用 UYV液体培养基&
$J(%P0>的分离纯化与鉴定
$J(J$%P0>在细胞中的位置确定!将摇瓶培养 0# 7
的细胞培养液经 0D#H pW离心 &1 -@;%分别收集上
清液(!细胞外蛋白"和菌体沉淀$菌体细胞沉淀经
"1 --9=5T磷酸钾缓冲液 ! +Z%C1"洗涤 D 次后取
D W湿菌体重悬于 01 -T该缓冲液中%冰浴条件下超
声破碎!0(1 Q%破 0 >停 0 >%工作时间 &1 -@;"后
(1&1 pW离心 01 -@;%分别收集上清液)!细胞内蛋
白"和细胞碎片& 细胞碎片用 01 -T+Z%C1 的磷酸
钾缓冲液!含 &C( -9=5T3<)43"处理 " -@;%以溶解
出细胞膜蛋白%随后 (1&1 pW离心 01 -@;%即得上清
液’!细胞膜蛋白"& 分别测定上清液(’)和’中
U=B 活性%并以细胞外蛋白’细胞内蛋白和细胞膜蛋
白的 U=B 总活性为 &11‘%分别计算 U=B 在菌体细胞
不同位置的活性分布&
$J(J(%P0>的纯化!按方法 &C0C& 制备的细胞膜粗
蛋白用含 "‘甘油的 UL) 缓冲液透析!截留分子量
为 H ’&# EY<"过夜%除去 3<)43%即为粗酶液& 粗
酶液上样于已用 UL) 缓冲液平衡好的 Z@a/<+â

L:,S=ZU层析柱%用 &1 --9=5T碳酸氢钠N氢氧化钠
缓冲液!+Z&1C1"进行洗脱%并按峰收集洗脱液%再
测定各管中 U=B 活性和蛋白含量&
$J(J)%FRF8PAST分析!参照文献(&&)%采用 "‘
浓缩胶和 &0‘分离胶& 其中%非还原 )Y)NUV]M样
品处理时不加热和未添加 &%#N二硫代苏糖醇&
$J(J*%P0>的 NAHRU8V#YZV#YNF鉴定!参照
文献(&0)%对 U=B 进行 V̂TY2NaP[5aP[ )̂ 鉴定&
$J)%P0>的酶学性质
$J)J$%P0>的最适温度及热稳定性!在 +Z%C1 的
&11 --9=5Ta/@>5Z4=缓冲液中%于不同温度 !01’
0"’D1’D"’D%’#1’#"o"下测定酶活%以酶活最高者
为 &11‘%计算相对酶活性%以考察 U=B 的最适反应
温度& 将酶液于上述缓冲液中在 #’D1’#1’"1’(1’
%1o分别放置 & 7%并每隔 &1 -@; 测定剩余酶活性%
以酶活最高者为 &11‘%计算相对酶活性%以考察
U=B 对温度的稳定性&
$J)J(%P0>的最适 9I及 9I稳定性!使用不同 +Z

D01&
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值的 &11 --9=5T缓冲液 (柠檬酸5柠檬酸钠 ! +Z
#C1 ’(C1 "’磷酸氢二钾5磷酸二氢钾 ! +Z (C1 ’
%C""’甘氨酸53<PZ! +Z$C1 ’&1C1"’a/@>5Z4=! +Z
%C1 ’$C1"’巴比妥钠5Z4=!+Z%C" ’$C""’乙酸5乙
酸钠 ! +Z #C1 ’(C1 "’ ZMUM)53<PZ! +Z (C1 ’
HC1")%于 D%o下测定酶活力%以酶活最高者为
&11‘%计算相对酶活力%以研究 U=B 酶促反应最适
+Z& 将酶液分别置于不同缓冲体系构成的不同 +Z
值!DC1’#C1’"C1’(C1’%C1’HC1’$C1’&1C1’&&C1"条
件下%于 #o放置 0# 7 后测定剩余酶活性%以酶活最
高者为 &11‘%计算相对酶活%以研究 U=B 的 +Z稳
定性&
$J)J)%金属离子和 TRVA对 P0>活性的影响!在
+Z%C1 的 &11 --9=5Ta/@>5Z4=缓冲液组成的反应
体系中分别加入终浓度为 & --9=5T各种金属离子
和 MYaV%D%o条件下测定酶活性%以不含金属离子
和 MYaV的反应体系为对照%计算相对酶活力%观察
金属离子和 MYaV对 U=B 酶活性的影响&
$J)J*%动力学常数 -G及 4G1Q的测定!在 +Z%C1 的
&11 --9=5Ta/@>5Z4=缓冲液中%将酶液与不同浓度
!1C&’1C0’1CD’1C#’1C" --9=5T"的 TN赖氨酰对硝
基苯胺于 D%{4反应%测定酶的反应初速率& 用
T@;*F*<c*/NL:/E 双倒数作图法求出以 TN赖氨酰对
硝基苯胺为底物的酶的 O-及 R-<G&
$J*%P0>降解 !8PH过程研究

向 +Z%C1’&11 --95Ta/@>5Z4=!含 & --9=5T
T@i"中添加 1C" hU=B 和 &1 -W+NUT%使得该反应体
系的终体积为 &1 -T%置于 D%o%011 /5-@; 条件下%
连续降解 D( 7& 在此期间%每间隔 ( ’&0 7 进行取
样%再利用 V̂TY2NaP[ )̂ 和 ZUT4分别检测留样
中 +NUT聚合度和 TN赖氨酸含量%以研究 +NUT随时
间的降解规律&
$J+%不同聚合度范围 !8PH的抑菌效果比较
$J+J$%高聚合度和低聚合度分布范围 !8PH样品的
制备!将自然 +NUT样品!日本 I34公司"配置成 0"
W5T水溶液%使用 @̂==@+9/*小型切向流超滤系统%采
用截留分子量为 & EY<的 U*==@A9; 0 膜包进行超滤
浓缩%直到透过液中不再有 +NUT透过时结束超滤操
作%将浓缩液冻干后即得到高聚合度分布范围 +NUT
样品%并利用 V̂TY2NaP[ )̂ 测定该样品中 +NUT聚
合度分布范围&

向 +Z%C1 的 &11 --95Ta/@>5Z4=缓冲液体系

!含 & --9=5TT@i"中添加 & W+NUT和 "1 hU=B 粗
酶液!&C0C0 制备"%终体积为 &11 -T%于 D%o’011
/5-@; 条件下降解 D( 7& 降解结束后%煮沸 &1 -@;%
(1&1 pW离心 01 -@;%将上清液冻干后即得到低聚
合度分布范围 +NUT样品%并利用 V̂TY2NaP[ )̂ 测
定该样品中 +NUT聚合度分布范围&
$J+J(%菌悬液制备!细菌悬液制备参照文献(&D)&
酵母菌’霉菌悬液制备#用接种环挑取活化后的酵母
菌至 dUY培养基中%挑取活化后的霉菌至 UYV培
养基中%稀释至酵母数或孢子数 & ’" p&1D 备用&
$J+J)%不同聚合度分布范围 !8PH样品的最小抑菌
浓度%NUO&测定!采用常量稀释法%向每个试管内
加入 & -T倍比稀释后的 +NUT溶液和 & -T上述制
备好的接种物%每管最终细菌 (&D)菌液浓度约为 " p
&1" A\:5-T%酵母菌 (&#) ’霉菌 (&") 终浓度为 1C" ’
0"11 A\:5-T& 其中%细菌第 & 管至第 && 管 +NUT浓
度分别为 &0H’(#’D0’&(’H’#’0’&’1C"’1C0"’1C&0"
%W5-T%酵母菌’霉菌第 & 管至第 && 管 +NUT浓度分
别为 &0H1’(#1’D01’&(1’H1’#1’01’&1’"’0C"’&C0"
%W5-T& 细菌于 D"{4培养 &( 7%酵母菌’霉菌于 D"{
4培养 #H 7 后%肉眼观察以完全抑制菌体生长的最
低 +NUT浓度为最小抑菌浓度&
$J’%测定方法
$J’J$%P0>酶活性测定!以对硝基苯胺的生成速率
来表示酶活性大小%参照文献(")& 在 +Z%C1’&11
--9=5Ta/@>NZ4=的缓冲液中%D%o条件下每分钟产
生 & %-9=对硝基苯胺所需要的酶量定义为 & 个酶
活单位!h"&
$J’J(%蛋白质浓度测定!蛋白质浓度测定采用
L4V法%以牛血清蛋白为标准蛋白&
$J’J)%!8PH浓度及聚合度检测!+NUT浓度测定采用
甲基橙比色法%具体参照文献(&()& +NUT聚合度测
定使用 V̂TY2NaP[ )̂%基质为 0%"N二羟基苯甲酸&
$J’J*%H8赖氨酸含量测定!参照文献(&%)%样品经
过 $N氯甲酸芴甲酯 ! [̂ P4"柱前衍生化%然后在
4&H 反相柱 PY) ZdUMK)2T上分离&

(% 结果和分析

(J$%P0>在 <)213)/=>#1’;9&N8X$W 中位置的确定
已有报道显示%U=B 可以被分泌到培养液中 (() ’

存在 胞 质 中 (&H) 和 细 胞 膜 上 ("%% ’H) % 因 此 确 定

#01&
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,#’6:#(89"64>+? N̂J&H 中 U=B 存在位置是分离纯化
该酶的重要前提& 图 & 显示的是 ,#’6:#(89"64>+?
N̂J&H 的细胞外’细胞内和细胞膜上 U=B 活性分布
情况&

图 $&P0>在 <)213)/=>#1’;9&N8X$W 细胞中的

分布
[@W:/*&?a7*B@>,/@.:,@9; 9\U=B @; ,#’6:#(89"64>+?^N

J&H?V# MG,/<A*==:=</+/9,*@;$ L# 2;,/<A*==:=</+/9,*@;$

4# *̂-./<;*+/9,*@;?

从图 & 中可以看出%,#’6:#(89"64>+?^NJ&H 的
U=B 活性主要集中在细胞膜上$而在细胞内检测到
少许 U=B 酶活性%可能是细胞破碎过程中从细胞膜
中脱落的 U=B 引起& 菌体培养液中未检测到 U=B 酶
活性%表明该酶是一种非分泌蛋白& 由此可以确定%
,#’6:#(89"64>+?^NJ&H U=B 是一种细胞膜结合蛋白&

这一结果与已报道的所有 +NUT产生菌中 U=B 的存
在位置相一致 ("%% ’H) &
(J(%P0>的分离纯化与鉴定
(J(J$%P0>的分离纯化!由于 U=B 为细胞膜结合蛋
白%疏水性较强%故选择疏水性较弱的 Z@a/<+â

L:,S=ZU层析柱用于选择性纯化 U=B& 将已制备好
的 U=B 粗酶液上样于 UL) 缓冲液平衡好的 Z@a/<+â

L:,S=ZU层析柱%随后用 &1 --9=5T碳酸氢钠N氢氧
化钠缓冲液! +Z&1C1"进行洗脱%按峰收集洗脱液
并测定各管 U=B 酶活性与蛋白含量%结果如图 0 所
示& 经过一步疏水层析纯化%实现 U=B 纯化 H1C#
倍%比酶活达到 &1C1" h5-W%回收率为 "$CD‘%分离
纯化结果见表 &&

图 (&I3V=19VN E/2:0IP疏水作用色谱

[@W:/*0?ZSB/9+79.@AA7/9-<,9W/<+7S9\U=B 9; Z@a/<+â L:,S=ZU?

表 $&<)213)/=>#1’;9&N8X$W P0>的分离纯化过程
a<.=*&?U:/@\@A<,@9; +/9A*>>9\U=B \/9- ,#’6:#(89"64>+?^NJ&H

),*+ a9,<=+/9,*@;5-W a9,<=<A,@c@,S5h )+*A@\@A<A,@c@,S5!h5-W" d@*=B5‘ U:/@\@A<,@9; \9=B

./9E*; A*== 0D1# 0HH 1C&0" &11 &

A*==-*-./<;* &(0H 0(# 1C&(0 $&C( &C0$

>9=:.@=@R*B .S3<)43 #0# 0D0 1C"#% H1C" #CD%

Z@a/<+â L:,S=ZU &% &%& &1C1"1 "$CD H1C#1

!!纯化后的 U=B 进行 )Y)NUV]M分析%发现纯化
后的 U=B 为单一条带%且分子量约为 "" EY<%结果见
图 DNV& 说明该酶达到电泳纯%可以用于后续酶学
性质研究& 进一步的 U=B 还原与非还原 )Y)NUV]M
分析发现!图 DNL"%U=B 在还原与非还原条件下均为
同样分子量大小的单一条带%这表明 U=B 中不存在

二硫键%因此初步推测该酶为单亚基蛋白 (&&) &
(J(J(%P0>鉴定!为进一步确定上述获得的蛋白样
品为 U=B%将该蛋白的 V̂TY2NaP[5aP[ )̂ 二级质
谱图导入 L@9a99=>软件%进行 <̂>A9,̂ ) 搜库%获得
一个 <̂>A9,>A9/*达到 %#" 和氨基酸覆盖率为 01‘
的有效匹配蛋白& 该匹配蛋白由 #$" 个氨基酸组

"01&
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图 )&P0>的 FRF8PAST分析
[@W:/*D?)Y)NUV]M<;<=S>@>9\U=B? #̂ 9̂=*A:=</F*@W7,

-</E*/>$ =<;*&# A/:B**;RS-*$ =<;*0# +:/@\@*B U=B$ =<;*D#

+:/@\@*B U=B :;B*//*B:A*B A9;B@,@9;$ =<;*## +:/@\@*B U=B

:;B*/ ;9;N/*B:A*B A9;B@,@9; ! F@,79:, 7*<,@;W <;B YTN

B@,7@9,7/*@,9=<BB@,@9;"?

成%分子量 "D$D& Y<%为来自 ,#’6:#(89"64$*);*;4的
U=B!登录号#W@$&01#H1("%其肽指纹图谱中有 $ 条
序列与 ,#’6:#(89"64>+?̂ NJ&H U=B 相匹配%如表 0 所
示%表明该纯化蛋白为 U=B&

(J)%P0>的酶学性质研究
(J)J$%P0>最适温度和热稳定性!在 +Z%C1%温度
为 01 ’#"o条件下考察 U=B 的酶活性变化情况%实
验结果如图 #NV所示& 由图可知%该酶在低温范围
内%随着温度的升高%酶活性逐渐增加%并在 D%o时
酶活性达到最高$而当温度继续升高%U=B 活力呈现
迅速下降趋势& 这一实验结果不同于与其他文献中
报道的 U=B 最适温度为 D1o的实验结果 (% ’H) & 热稳
定性实验结果如图 #NL所示%U=B 在 # ’"1o活力较
稳定%维持 (1 -@; 后相对酶活仍在 $1‘以上& 然
而%随着温度的进一步升高%酶活稳定性开始显著下
降& 当 U=B 在 (1o维持 (1 -@;%酶活下降了 #1‘$
而在 %1{4维持 &1 -@;%酶活即完全丧失%这表明温
度对 U=B 的稳定性有较大影响&
(J)J(%P0>最适反应 9I及 9I稳定性!在 D%o%
不同缓冲液体系形成的 +Z#C1 ’&1C1 环境下考
察 U=B 的酶活力变化%实验结果见图 "V& 由图可
以看出%U=B 最适 +Z为 %C1%且在 &11 --9=5Ta/@>5
Z4=中 酶 活 力 最 高%这 与 已 报 道 的 结 果 相 一
致 ("% % ’H% &H) & 有趣的是%U=B 在不同缓冲体系所形
成的同一 +Z条件下表现出很大的酶活力差异!如
+Z%C1" %这种差异可能是由于组成缓冲体系的盐
离子种类的不同造成的& 为考察 U=B 的 +Z稳定
性%将 U=B 在 +ZDC1 ’&&C1 条件下分别保存 0# 7
后在 &11 --9=5Ta/@>5Z4=中测定其酶活性%实验
结果如图 "L所示& 从图中可以看出%U=B 在 +Z
DC1 和 +Z&&C1 条件下保存 0# 7 后酶活性会完全
丧失%而在 +Z#C1 ’$C1 的条件下酶活性保留值
会随着 +Z升高不断升高%其中在 +Z$C1 时酶活
保留值达到最大& 这说明该酶在碱性条件下相对
稳定%具有较高的碱依赖性&

表 (&与 <)213)/=>#1’"%(&%&’中 P0>的匹配肽段
a<.=*0? <̂,A7*B +*+,@B*>F@,7 U=B 9\,#’6:#(89"64$*);*;4

),</,N*;B P.>*/c*B /̂!*G+," /̂!A<=A" U*+,@B*
#H ’"# HH$C#("$ HHHC#"H( HHHC##"# K?b)ZdYTK?T
"" ’%D 01%#C&H%& 01%DC&%H$ 01%DC&#%1 K?T_d6UVaYTTM]aVaTTVK?a
"% ’%D &HD0C$$$1 &HD&C$$&% &HD&C$(H1 _?d6UVaYTTM]aVaTTVK?a
%# ’HH &%"#C$0(0 &%"DC$&H$ &%"DCH$$$ K?aa6YT)K[3TY[]T_?b
$$ ’&&$ 000%C&HH1 000(C&H1H 000(C&"D0 _?Va[Va)]_ZMTMbaUVaUTM_?]
&0$ ’&#( 01&1C1((# 011$C1"$& 011$C1D%1 K?dV]_U)MT_2Y][aVQVK?a
&DH ’&#( &1D(C"DHD &1D"C"D&1 &1D"C"&DH _?2Y][aVQVK?a
DH$ ’D$% &&11C"011 &1$$C"0&% &1$$C#$D# _?6[Y)VbdYK?]
#1% ’#&$ &"D%CH"#1 &"D(CH#(% &"D(CH&HH K?3_T]YMb[[YTT_?)
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图 *&P0>最适反应温度及其热稳定性
[@W:/*#?a7*9+,@-<=,*-+*/<,:/*!V" <;B ,7*/-<=>,<.@=@,S!L" 9\

U=B?

(J)J)%金属离子和 TRVA对 P0>活力的影响!在
U=B 酶促反应体系中分别添加终浓度为 & --9=5T各
种金属离子和 MYaV%其中以不添加的反应体系作
为对照%并设定其酶活为 &11‘%考察金属离子和
MYaV对 U=B 活力的影响%结果见表 D& 从表中可以
看出%4<0 i和 T@i对酶活力有一定的促进作用%
J;0 i’490 i’3@0 i可以显著抑制酶活力%而 4:0 i则能
够完全抑制该酶活力& 另外%MYaV可以显著抑制
酶活力%表明 U=B 是一种金属依赖酶& _@,9*,<=?(")

用邻菲咯啉将 ,#’6:#(89"64$*);*;4U=B 螯合以后%发
现脱除辅酶后的 U=B 会失去活力%但当添加 & --9=5
T Ŵ0 i’4<0 i’[*D i和 J;0 i可以使得 U=B 酶活力恢复
(1‘以上%而添加 [*0 i’ ;̂0 i’4:0 i和 3@0 i则不能
恢复该酶活力& [*;W*,<=?(%) 研究发现 490 i对

图 +&P0>的最适反应 9I及其 9I稳定性
[@W:/*"?a7*9+,@-<=+Z !V" <;B +Z>,<.@=@,S!L" 9\U=B?

O&#$4$#(4:(’$ >+?44a44 0̂1"1&0 U=B 有激活作用%
而 4<0 i对其活力却有抑制作用& 谭之磊等 (H)发现
J;0 i’4:0 i和 [*D i对 ,#’6:#(89"642&$4#$#("3’(8(+6-64
ah)a0 U=B 活力有激活作用%而 VWi’ZW0 i’490 i和
;̂0 i对其有抑制作用& 可见%目前发现的 +NUT产
生菌细胞膜结合 U=B 均为金属依赖酶%但不同来源
的 U=B 酶活力对金属离子种类的依赖性存在着明显
差异&
(J)J*%P0>动力学米氏常数 -G及最大反应速率
4G1Q测定!利用不同浓度的 TN赖氨酰对硝基苯胺
!1C&’1C0’1CD’1C#’1C" --9=5T"作为底物%测定
U=B 的 反 应 初 速 率& 按 照 米 氏 方 程% 采 用
T@;*F*<c*/NL:/E 双倒数作图法%求得 U=B 的表观米
氏常数 O-为 1C(0& --9=5T%最大反应速率 R-<G为

%01&
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%1&C&( ;-9=5-@;0-W&该 U=B 动力学常数较 [*;W
等 (%)报 道 的 O- ! 1C0&( --9=5T" 较 大% 这 说 明

,#’6:#(89"64>+? N̂J&H U=B 对 TN赖氨酰对硝基苯胺
亲和力较弱&

表 )&金属离子及 TRVA对 P0>活力的影响
a<.=*D?M\\*A,9\-*,<=@9; <;B MYaV9; U=B <A,@c@,S<,,7*@/A9;A*;,/<,@9;>9\&--9=5T% /*>+*A,@c*=S

29; 49;,/9= J;0 i Ŵ0 i [*0 i 4:0 i 3@0 i ;̂0 i T@i 4<0 i L<0 i 490 i MYaV
/*=<,@c*<A,@c@,S5‘ &11C11 "$C(" $#CD( #0C1H 1 D$C0( DHC(& &&1CD# &1$C#D #DC(1 0&C$1 (C$#

图 ’&P0>降解 !8PH过程
[@W:/*(?a@-*+/9\@=*>9\+NUTB*W/<B<,@9; .S,7*+:/@\@*B U=B \/9-,#’6:#(89"64>+?^NJ&H?V# V̂TY2NaP[ )̂ 9\+NUTB*W/<B<,@9;

.S,7*+:/@\@*B U=B% ; v!-N&HC10"5&0HC&%?L# TNTS>@;*\9/-<,@9; .S,7*+:/@\@*B U=B?

(J*%P0>降解 !8PH过程研究
根据上述酶学性质研究结果%确定了 U=B 降解

+NUT最佳条件为#+Z %C1 的 &11 --9=5Ta/@>5Z4=

缓冲体系%& --9=5TT@i%D%o& 为研究 U=B 降解 +N
UT的过程%向该体系!&1 -T"中添加 &1 -W+NUT和
1C" hU=B%利用 V̂TY2NaP[ )̂ 和 ZUT4检测 +NUT

H01&
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聚合度和 TN赖氨酸生成量随时间的变化%实验结果
如图 ( 所示&

从图 (NV可以看出%随着降解时间延长%高聚合
度 +NUT逐渐减小$降解 0# 7 后%聚合度大于 0" 的
+NUT基本全部消失& 然而%当降解时间延长到 D( 7
时%+NUT降解速率明显下降%并最终维持 +NUT聚合
度在 H ’01& 0# 7 以后 U=B 降解 +NUT速率下降%一
方面可能是由于 U=B 活性下降%另一方面可能是 U=B
对低聚合度 +NUT底物亲和力不如高聚合度强& 图
(NL显示的是 +NUT降解过程中 TN赖氨酸生成量随
时间的变化& 尽管 TN赖氨酸生成量随着降解时间
的延长而增加%但整个过程中 TN赖氨酸生成量极
低%不足 +NUT总量的 "‘& 因此%初步判定该酶为
内切型 U=B&
(J+%不同聚合度分布范围 !8PH的抑菌效果比较

基于 U=B 能够降解 +NUT的特点%可以利用 U=B
粗酶制备到低聚合度分布范围 +NUT%故考察了 D 种
聚合度分布范围!自然’高聚合度和低聚合度"的 +N

UT对常见食品污染微生物革兰氏阳性细菌’革兰氏
阴性细菌’酵母菌’霉菌的抑制作用%实验结果如表
# 所示& 从表 # 中可以看出%高聚合度 +NUT!D1 ’
D""不管是对革兰氏阳性还是阴性细菌的 2̂4值基
本上是自然 +NUT!H ’D""的 &50 到 &5#$而低聚合度
+NUT!H ’01"的 2̂4值大致是自然 +NUT的 0 到 #
倍& 由此可以看出%+NUT聚合度越高越有利于抑制
细菌& 然而%D 种聚合度 +NUT对真菌的抑制效果远
远低于它们对细菌的抑制! 2̂4值均大于 &(1 %W5
-T"& 对于酵母菌来说%低聚合度 +NUT的 2̂4是自
然和高聚合度 +NUT的 &50%这表明低聚合度的 +NUT
有利于抑制酵母菌$对于霉菌来说%不管是自然还是
高’低聚合度 +NUT对于其抑制能力都很弱! 2̂4均
大于 &0H1 %W5-T"& 上述实验结果表明%有效抑制
细菌和酵母菌需要选用不同聚合度分布范围的 +N
UT%造成这种差异可能是由细菌和酵母菌的细胞壁
和5或细胞膜结构组成成分不同引起的&

表 *&不同聚合度分布范围 !8PH的最小抑菌浓度
a<.=*#? 2̂49\+NUTF@,7 B@\\*/*;,B*W/**>9\+9=S-*/@R<,@9; 9; -@A/99/W<;@>-

a*>,>,/<@;
"! 2̂4" 5!%W5-T"

H ’D" D1 ’D" H ’01
]/<-N+9>@,@c*.<A,*/@<
,#$:39*("("";4$;’6;4 & 1C0" #
A$"&**;44;)#&*&44242̂ L1(0$ & 1C" 0
!6’()$"#6’$6’(+6-64 & 1C0" #
]/<-N;*W<,@c*.<A,*/@<
54"36’&"3&$ "(*&4242̂ L11&D & 1C" 0
B46;2(8(-$4$6’;+&-(4$ 4242̂ L1&0" & & #
B’(#6;4)$"&**;4F;*+$’&4 & & 0
d*<>,>
,$""3$’(89"64"6’6F&4&$64242̂ d11H( D01 D01 &(1
,"3&/(4$""3$’(89"64("#(4:(’;44242̂ d11#" D01 D01 &(1
H(’;*(:4&4+*()(4$ 4242̂ d&1&% (#1 (#1 D01
9̂=B>
!4:6’+&**;4-&+6’4242̂ [11#" u&0H1 u&0H1 u&0H1
!4:6’+&**;4(’9/$64242̂ [&11" u&0H1 u&0H1 u&0H1
B6-&"&**&;8"3’94(+6-;84242̂ [11"H u&0H1 u&0H1 u&0H1

)%讨论

本研究通过一步疏水层析操作%实现 +NUT生产
菌 ,#’6:#(89"64>+? N̂J&H 细胞膜蛋白 U=B 的分离与
纯化%并对纯化后的 U=B 酶学性质以及其降解 +NUT
过程进行了深入研究& 自从 _@,9*,<=?(")利用苯基

琼脂糖凝胶色谱柱从 ,#’6:#(89"64$*);*;4细胞膜上
首次发现并分离纯化到 +NUT产生菌 U=B 开始%截止
到目前%+NUT产生菌中发现的 U=B 均为细胞膜结合
蛋白& 针对 U=B 属于膜蛋白这一特点%研究者们尝
试了不同方法实现 U=B 的有效分离与纯化& [*;W
等 (%) 利用 D 步离 子 交 换 色 谱 YMVMN)*+7</9>*’
)9:/A*&"6和 9̂;96分离纯化到 O&#$4$#(4:(’$ >+?

$01&



6@;W/:@T@: *,<=?0!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!01&#""#!$"

44a44 0̂1"1&0 U=B%实现 U=B 纯化 "11 倍%收率达
到 #1C$‘& 谭之磊等 (H)利用乙醇沉淀结合凝胶色
谱 层 析 )*+7<B*G ]&11 实 现 ,#’6:#(89"64
2&$4#$#("3’(8(+6-64ah)a0 U=B 纯 化 #C10 倍 和
0"C#‘回收率& 我们借助疏水层析柱 Z@a/<+â

L:,S=ZU实现 ,#’6:#(89"64>+?^NJ&H U=B 纯化 H1C#
倍%回收率达到 "$CD‘& 本研究建立的一步疏水层
析纯化 U=B 的方法%不仅简化了纯化步骤%避免了酶
活损失%而且还提高了 U=B 收率%为研究 U=B 酶学性
质奠定了基础&

尽管 +NUT产生菌和耐受菌存在 U=B 的生理基
础都是为了应对 +NUT的胁迫%但由于菌株之间的差
异%除了 U=B 在细胞上存在的位置不同外%U=B 酶学
性质也存在着显著区别差别& 表 " 系统比较了已报
道的 +NUT产生菌和耐受菌的 U=B 酶学性质& 从表
中可以看出%目前发现的 +NUT产生菌 U=B 主要存在
于细胞膜上且均属于外切酶$而耐受菌 U=B 则存在

细胞内或细胞外%并可以通过内切或外切的方式降
解 +NUT& 虽然本文的研究对象 ,#’6:#(89"64>+? N̂
J&H U=B 部分肽段表现出与 ,#’6:#(89"64$*);*;4U=B
具有较高的同源性%但 ,#’6:#(89"64>+?̂ NJ&H U=B 是
以内切的方式降解 +NUT%属于一种内切型 +NUT降
解酶$另外%该酶的最适作用温度为 D%o%显著低于
,#’6:#(89"64>+? N̂J&H U=B 的最适温度 "1o& 这些
实验结果均说明%本文分离和纯化到的 ,#’6:#(89"64
>+? N̂J&H U=B 是一种有别于 ,#’6:#(89"64$*);*;4U=B
的 +NUT降解酶& 事实上%不管是 +NUT耐受菌还是
产生菌拥有 U=B 对于 +NUT生产来说都是十分不利
的& 这是因为 +NUT耐受菌可能成为 +NUT发酵生产
的主要污染对象%而 +NUT产生菌拥有 U=B 存在将已
合成的 +NUT降解的潜在风险& 因此%研究 U=B 酶学
性质成为建立针对性控制 +NUT发酵过程 U=B 活性
!+NUT产生菌和耐受菌"手段的重要内容&

表 +&!8聚赖氨酸降解酶性质
a<.=*"?47</<A,*/@>,@A>9\U=B \/9-+NUTN+/9B:A@;W<;B N,9=*/<;,-@A/99/W<;@>->

),/<@; T9A<=@R<,@9;
Y*W/<B<,@9;
,S+*

P+,@-:-
,*-+*/<,:/*

P+,@-:-
+Z

9̂=*A:=</F*@W7, K*\*/*;A*>

+NUTN+/9B:A@;W-@A/99/W<;@>-
,I$*);*;4 -*-./<;*N.9:;B *G9N,S+* "1o %C1 "# !,7*>:.:;@," (")
O&#$4$#(4:(’$I>+?44a44 0̂1"1&0 -*-./<;*N.9:;B *G9N,S+* D1o %C1 H% (%)
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,:3&-+()$"#6’&;88;*#&F(’;8PI&1 @;,/<A*==:=</ *G9N,S+* D1o %C1 H1 (&H)
>3’946()$"#6’&;8>+?PI% *G,/<A*==:=</ *;B9N,S+* ""o %C" DHC# (()

!!由于高聚合度的 +NUT呈现一定的苦味%而聚合
度小于 &1 的 +NUT又不具有抑菌活性& 因此%如何
有效控制 +NUT在合适的分布范围成为研究热
点 (&$ ’0&) & 然而%实现控制 +NUT聚合度范围的重要
前提需要明确不同聚合度范围 +NUT的抑菌能力&
本研究首次探讨了利用内切型 U=B 制备低聚合度 +N
UT的方法%并实现 +NUT聚合度由 H ’D" 减小到 H ’
01& 该方法不仅可以通过控制水解时间方便地获得
低聚合度 +NUT%而且由于 U=B 是疏水性蛋白使得后
续的低聚合度 +NUT分离与纯化操作变得十分简单
和高效& 同时%借助超滤浓缩制备到聚合度为 D1 ’
D" 的高聚合度 +NUT& 在此基础上%比较研究了不同
聚合度范围 +NUT!H ’D"%D1 ’D" 和 H ’01"对细菌
和真菌的最小抑菌浓度$发现高聚合度范围 +NUT

!D1 ’D""对细菌的抑菌效果较好%而低聚合度范围
+NUT!H ’01"却能很好的抑制酵母菌& 这一实验结
果将为利用菌种筛选 (&$)和发酵过程添加多元醇 (01)

和5或糊精 (0&)等方法控制 +NUT链长以及 +NUT实际
应用提供指导&
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