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摘要：【目的】从葡萄园土壤中分离L-天冬氨酸α-脱羧酶的产生菌株，对其进行分类鉴定，优化其产生

L-天冬氨酸α-脱羧酶的发酵条件，为β-丙氨酸的生物合成提供基础。【方法】采用变色圈法和液体复筛

培养基分离筛选具有L-天冬氨酸α-脱羧酶活力的菌株，对菌株进行形态、生理生化特征试验及16S
rRNA序列同源性分析鉴定菌株的系统发育学地位，采用单因素及正交设计试验优化培养基及发酵条

件。【结果】筛选到一株L-天冬氨酸α-脱羧酶高产菌株PanD37，其亲缘关系和特基拉芽孢杆菌(Bacillus
tequilensis)较近，且形态与培养特征、生理生化特性与特基拉芽孢杆菌基本相符。研究表明其最佳发酵

配方和培养条件为：蔗糖 22.5 g/L、富马酸 7.5 g/L、蛋白胨 20 g/L、L-天冬氨酸 6 g/L、Triton X-100 2
g/L，起始pH为7.0，装液量50 mL/500 mL，摇床转速220 r/min，种子液接种量为5% (V/V)，35 °C培养28
h。在最优条件下L-天冬氨酸α-脱羧酶活力可达44.57 U/mL，比初筛时提高2.57倍。【结论】分离并获得

一株特基拉芽孢杆菌(Bacillus tequilensis) PanD37，经条件优化后具有较高的L-天冬氨酸α-脱羧酶产生能

力，有望应用于β-丙氨酸的工业生产。
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β-丙氨酸是天然存在的唯一β型非蛋白氨基

酸，用于合成肌肽、泛酸钙、巴柳氮及帕米磷酸

钠等医药产品，用途非常广泛[1–4]。目前β-丙氨酸

主要采用化学合成法，存在成本高、条件及生产

环境不友好等缺点，开发绿色安全的生物法生产

工艺将具有十分明显的经济和社会效益[5]。L-天
冬氨酸α-脱羧酶(L-aspartate  α-decarboxylase，

ADC，PanD)是微生物泛酸生物合成途径中的关

键酶，由panD基因编码，以丙酮酰基为催化活性

中心，具有严格的底物特异性，可以催化L-天冬

氨酸脱α位羧基生成β-丙氨酸，利用该酶以L-天冬

氨酸为原料可以实现β-丙氨酸绿色生物制造[6]。

利用微生物转化生产β-丙氨酸的关键是筛选

到L-天冬氨酸α-脱羧酶的高产菌株。L-天冬氨酸
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α-脱羧酶在大肠杆菌[7](Escherichia coli)、结核分

枝杆菌[8](Mycobacterium tuberculosis)、沙门氏

菌 [ 9 ] (Salmonel la  typhimurium )、谷氨酸棒杆

菌[10–11](Corynebacterium glutamicum)及幽门螺杆

菌[12](Helicobacter pylori)等微生物中均有存在，针

对以上微生物产L-天冬氨酸α-脱羧酶的研究较为

广泛，包括酶学性质、培养条件优化及工程菌构

建等多个方面并取得了一定的成果。但由于产酶

菌株产酶量较低、酶活性低，难以规模化生产和

广泛应用。因此获得产酶量高的菌株，采用合适

的产酶条件是充分发挥L-天冬氨酸α-脱羧酶功能

和β-丙氨酸工业化生产的关键。

特基拉芽孢杆菌(Bacillus tequilensis)是近年来

新记录的枯草芽孢杆菌近缘种[13]，国内外对该菌

的开发利用尚处于起步阶段，尚未见利用该菌产

L-天冬氨酸α-脱羧酶的相关报道。本研究室从烟

台地区葡萄园土壤中分离筛选到1株高产L-天冬氨

酸 α - 脱 羧 酶 的 特 基 拉 芽 孢 杆 菌 ( B a c i l l u s

tequilensis)，并对其产酶条件进行了优化，旨在

为生物合成β-丙氨酸的工业化生产研究提供科学

依据和技术基础。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    样品：采集自烟台地区葡萄园土壤。

1.1.2    培养基：分离平板培养基(g/L)：蛋白胨5，

酵母浸粉5，牛肉膏5，NaCl  2.5，葡萄糖5，

Tween-80  1，MgSO4  0.2，MnSO4  0.05，FeSO4

0.4，柠檬酸二铵2，L-天冬氨酸10，溴甲酚紫

0.06，琼脂20，pH 5.5。LB培养基(g/L)：酵母浸

粉5，蛋白胨10，NaCl 5，琼脂20，pH 7.0。基础

发酵培养基(g/L)：葡萄糖20，蛋白胨20，L-天冬

氨酸10，MgSO4 0.2，KH2PO4 0.5，pH 7.0。灭菌

条件皆为：121 °C灭菌20 min。

1.1.3     试剂与仪器：本研究所用试剂均为分析

纯，购自国药集团化学试剂有限公司；细菌微量

生化鉴定管购自北京奥博星生物技术有限责任公

司；细菌基因组DNA提取试剂盒、PCR产物纯化

试剂盒、Taq  DNA聚合酶均购自上海生工生物工

程技术服务有限公司；AccQ·Fluor 试剂购自美国

Waters公司；SPX-150B-Z生化培养箱购自广东省

医疗器械厂；PCR仪购自美国Bio-Rad公司；

ZWY-111G恒温振荡摇床购自上海智城分析仪器

制造有限公司；LDZX-75KB高压灭菌锅购自上海

申安医疗器械厂；TGL-16B高速离心机购自上海

安亭科学仪器厂；高效液相色谱仪购自美国

Waters公司，色谱柱为Waters  AccQ-TagT M柱

(150 mm×3.9 mm，4.0 μm)。

1.2    产L-天冬氨酸α-脱羧酶菌株的分离筛选

1.2.1    分离：称取采集到的土样5 g溶于100 mL无

菌水中，充分振荡摇匀，梯度稀释后涂布于分离

平板培养基上，30 °C恒温培养48 h，观察记录菌

落周围有无蓝紫色变色圈生成,挑选具有变色圈的

菌落，纯化后LB培养基划线培养后保藏。

1.2.2    初筛：将分离纯化的单菌落分别挑接于含

0.5 mL基础发酵培养基的96孔板，30 °C下200 r/min
振荡培养24 h，加入1%的L-天冬氨酸并调节pH为

7.0转化5 h，高速离心机8000 r/min离心10 min，
取2 μL点样于层析滤纸，层析展开5 h (正丁醇:冰
乙酸:乙醇:水=4:1:1:2)，晾干后喷茚三酮显色，观

察β-丙氨酸色斑，根据色斑大小与颜色深浅推测

菌株产生L-天冬氨酸α-脱羧酶的能力。

1.2.3     复筛：分别挑取1环初筛菌株接种于装有

100 mL液体发酵培养基的500 mL三角瓶中，8层

纱布封口，每组3个平行，于30 °C、200 r/min摇床

振荡培养24 h，测定L-天冬氨酸α-脱羧酶酶活力。

1.3    菌株鉴定

1.3.1    菌株形态及生理生化鉴定：肉眼观察细菌

在分离培养基上的菌落形态、颜色等；经过革兰
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氏染色后，在光学显微镜下观察和拍照。参照

《常见细菌鉴定手册》[14]和文献[15]中的生理生

化鉴定指标，对待测菌株进行VP试验、MR试

验、耐盐性试验、接触酶试验、糖醇发酵实验、

淀粉水解和明胶液化等生理生化指标测定。

1.3.2    分子生物学鉴定：利用细菌基因组DNA提

取试剂盒提取菌株的基因组DNA，并以此为模板

采用16S rRNA基因的通用引物27F (5′-AGAGTTT

GATCCTGGCTCAG-3′)和1492R  (5′-GGTTAC

CTTGTTACGACTT-3′)进行PCR扩增。反应条件

为：95 °C 5 min；93 °C 1 min，50 °C 1 min，72 °C

70 s，25个循环；72 °C 10 min[15]。PCR产物经琼

脂糖凝胶电泳检测鉴定后，交由北京六合华大基

因 科 技 股 份 有 限 公 司 测 序 。 测 序 结 果 经

GenBank上利用BLAST程序进行相似性搜索，选

取相似性最高且是有效发表的典型菌株的序列，

用ClustalX 1.83进行序列比对，运用MEGA 5.0的

Neighbor-Joining (NJ)方法构建系统发育树，采用

Bootstrap (重复抽样1000次)分析评估树的稳定性。

1.4    酶活力测定

酶反应体系：pH 7.0、50 mmol/L磷酸盐缓冲

液2.0 mL、发酵液0.1 mL、L-天冬氨酸(200 g/L)

0.4  mL，用NaOH调节pH使L-天冬氨酸溶解，反

应1 h，按1:1比例加入10%三氯乙酸，4 °C放置终

止反应，AccQ·Tag法[16]测酶活，即使用Waters公

司的AccQ·Fluor试剂盒柱前衍生HPLC检测β-丙氨

酸含量。酶活定义：在pH 7.0、温度37 °C的条件

下，每毫升发酵液每l h转化生成产物β-Ala 1 μmol

所需的酶量定义为1个酶活力单位μmol/(mL·h)，

简称为U/mL。

1.5    发酵条件优化

1.5.1    不同碳氮源、L-天冬氨酸及表面活性剂对

菌株PanD37产L-天冬氨酸α-脱羧酶的影响：在基

础发酵培养基其余组分和培养条件保持不变的情

况下，以20  g/L的比例，分别添加葡萄糖、蔗

糖、麦芽糖、富马酸、丁二酸、柠檬酸及甘油作

为发酵产酶的碳源；以20  g/L的比例，分别添加

酵母粉、蛋白胨、豆粕水解液、玉米浆、硫酸

铵、氯化铵及硝酸铵作为发酵的氮源；以最适碳

氮源为基础，改变L-天冬氨酸的加量，共设置2、
4、6、8、10 g/L 5个浓度梯度，以不加L-天冬氨

酸的基础发酵培养基为对照组；另在基础发酵培

养基中分别加入不同表面活性剂吐温-20 (1、5、
10  g/L)、吐温-80  (1、5、10  g/L)、SDS  (0.1、
0.5、1.0 g/L)及曲拉通X-100 (0.1、1、5 g/L)，设

置不同浓度梯度，以不添加表面活性剂的基础发

酵培养基为对照，重复3次，确定最适碳氮源、L-
天冬氨酸和表面活性剂。

1.5.2    营养条件的正交试验：选择最佳碳源(蔗糖

富马酸复合碳源)、氮源(蛋白胨)、底物(L-天冬氨

酸)、表面活性剂(曲拉通X-100)共4个因素，设置

3个水平，如表1所示。酶活力按照1.4方法测定，

发酵试验设计3次重复，取3次实验的平均值作为

发酵配方的试验结果。

1.5.3    培养条件优化：在优化培养基的基础上，

测定在不同培养条件下所得发酵液的L-天冬氨酸

α-脱羧酶酶活。(1)起始pH值对菌株PanD37产L-天
冬氨酸α-脱羧酶的影响：在其它培养条件一致的

情况下，将培养基的起始pH值分别调至6.0、6.5、

7.0、7.5、8.0、8.5和9.0，接种后30 °C、200 r/min

下振荡培养24  h，检测L-天冬氨酸α-脱羧酶酶活

力，确定最适pH值。(2)温度对菌株PanD37产L-天

表1.  L9(3
4) 正交试验因素和水平

Table 1.  Factors and levels in orthogonal experiment L9(3
4)

Factors/(g/L)
Levels

1 2 3

 Carbon source A 20 30 40

 Nitrogen source B 15 20 25

 L-aspartic acid C 4 5 6

 Triton X-100 D 1 2 3
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冬氨酸α-脱羧酶的影响：在其它培养条件一致的

条件下，分别在25、28、30、33、35、37、40 °C

下振荡培养24  h，检测L-天冬氨酸α-脱羧酶酶活

力，确定最适发酵温度。(3)装液量对菌株PanD37

产L-天冬氨酸α-脱羧酶的影响：在其它培养条件

一致的条件下，装液量分别为500  mL摇瓶装液

25、50、75、100、150 mL，培养24 h后，检测L-

天冬氨酸α-脱羧酶酶活力，确定最佳装液量。

(4)转速对菌株PanD37产L-天冬氨酸α-脱羧酶的影

响：在其它培养条件一致的条件下，将培养基在

150、180、200、220、240 r/min条件下摇床培养

24 h后，检测L-天冬氨酸α-脱羧酶酶活力，确定摇

床转速。(5)接种量对菌株PanD37产L-天冬氨酸α-

脱羧酶的影响：在其它培养条件一致的条件下，

将种子液以1%、3%、5%、7%、9%的比例加入

到发酵培养基中，振荡培养24  h，检测L-天冬氨

酸α-脱羧酶酶活力，确定最适接种量。(6)发酵时

间对菌株PanD37产L-天冬氨酸α-脱羧酶的影响：

在其它培养条件一致的条件下，摇床振荡培养

16、20、24、28、32 h后检测L-天冬氨酸α-脱羧酶

酶活力，确定最适发酵时间。全部测定数据均重

复3次取平均值。

2    结果和分析

2.1    产L-天冬氨酸α-脱羧酶菌株的分离

以L-天冬氨酸为诱导物和底物，以溴甲酚紫

为显色剂对土壤样本进行分离，当L-天冬氨酸脱

羧基后培养基体系pH上升，形成蓝紫色的变色

圈，此法可以粗略分离L-天冬氨酸α-脱羧酶的产

生菌株，但不具备专一性。将分离得到的菌株采

用96孔板发酵初筛，可以快速处理大量的微生

物，加L-天冬氨酸转化5 h，用纸色谱法检测催化

产物β-丙氨酸，通过Rf值和产物斑点色度分析，

对菌株产生L-天冬氨酸α-脱羧酶的能力做初步的

定性和半定量分析(图1)，初筛得到的7株较优菌

株采用摇瓶发酵测定酶活，发现菌株PanD37酶活

力最高，为17.34 U/mL，进一步对该菌株进行鉴

定和优化产酶条件。

2.2    菌株PanD37菌株的鉴定

2.2.1    菌体及菌落形态鉴定：PanD37菌株在分离

培养基上能产生明显的变色圈，菌落呈乳白色、

近圆形、表面干燥、不透明、有褶皱、无光泽、

边缘不规则成裂叶状、易挑取(图2)；通过显微镜

观察，杆状、单个不成链、革兰氏阳性，培养

48 h后观察芽孢着生在菌体侧端位置或游离存

在，不膨大，椭圆形或柱形(图3)。

2.2.2    生理生化指标鉴定：生理生化检测结果表

明，菌株PanD37 MR试验、吲哚和硫化氢产生试

验、溶血反应、卵磷脂酶及脲酶试验呈阴性，能

同化利用大多数的糖醇，不水解淀粉，在2%

图1.  菌株PanD37转化产物TLC检测

Figure 1.   TLC test  of  transformation products  from
strain PanD37.  Lane 1 is  the bioconversion medium
without inoculated strain PanD37; lane 2 and lane 3 is the
bioconversion medium with inoculated strain PanD37.
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NaCl的培养基中不能生长、不耐盐，试验结果详

见表2。综合上述试验结果，结合形态学特征，依

据《常见细菌系统鉴定手册》，初步将菌株

PanD37鉴定为芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。
2.2.3     菌株分子生物学鉴定：  将菌株PanD37的
16S rRNA进行PCR扩增，得到了一条1500 bp左右

大小的条带，测序得到1459 bp的16S rRNA序列，

将序列相关信息提交到GenBank，获得登录号

KP635214，利用BLAST程序与GenBank中已登录

的基因序列进行比对，发现与已知菌株Bacillus
tequilensis(JX412373)的同源性达到99%以上，选

取同源性高且已定名的菌株的相关序列信息，用

ClustalX  1.83进行序列比对，用MEGA  5.0中的

N e i g h b o r - J o i n i n g法构建系统发育树并采用

Bootstrap (重复抽样1000次)分析评估树的稳定性

(图 4 )，可以看出，菌株P a n D 3 7和B a c i l l u s
tequilensis的遗传进化距离最近。结合形态学、生

理生化特性及16S rRNA基因序列的比对结果，鉴

定菌株P a n D 3 7为特基拉芽孢杆菌 ( B a c i l l u s
tequilensis)。

2.3    发酵条件优化

2.3.1    碳源对PanD37菌株产L-天冬氨酸α-脱羧酶

的影响：菌株PanD37以选定的7种碳源(图5-A)进
行发酵试验均可检测到L-天冬氨酸α-脱羧酶酶

活，其中以蔗糖为碳源的发酵液酶活最高，为

23.18 U/mL，其次是富马酸、麦芽糖、葡萄糖、

甘油及丁二酸，柠檬酸产酶效果最差，不到蔗糖

图2.  菌株PanD37 菌落形态

Figure 2.  Colonial morphology of strain PanD37.

图3.  菌株PanD37革兰氏染色图(×1000)
Figure 3.  Gram stain of strain PanD37 (×1000).

表2.  菌株PanD37的生理生化特征

Table 2.  Physiological and biochemical characters of
bacillus strain PanD37

Index PanD37 Index PanD37

 Lactose +  VP test +

 Sucrose +  MR test –

 Arabinose +  Oxidase activity +

 Sorbitol +  Catalase test +
 Starch
 hydrolysis

–  Citrate utilization test +

 Heamolytic
 activity

–
 Growth on culture
 medium with 2% NaCl

–

 Urease
 activity

–  Malonate utilization test +

 Gelatin
 hydrolysis

+  Indole production –

 Nitric acid
 reduction

+  H2S production –

 Lecithin
 hydrolysis

–  Casein decomposition test +

+: Positive or can be used; –: Negative or can not be used.
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作碳源酶活的50%，同时发现使用不同碳源发酵

结束时最终pH存在较大差异，葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖及甘油偏酸性，富马酸、丁二酸及柠檬酸偏

碱性，为平衡发酵体系的pH，选择产酶效果较好

的蔗糖和富马酸作为发酵的复合碳源。保持碳源

总浓度为20  g/L，分别将蔗糖和富马酸的比例设

为1:1、2:1、3:1、4:1及5:1，进行发酵实验，结果

发现采用复合碳源后酶活较单一碳源有所提高，

但各试验组差别不大，其中以3:1的比例L-天冬氨

酸α-脱羧酶酶活最高，且最终发酵pH基本维持在

中性范围(图5-B)。
2.3.2    氮源对PanD37菌株产L-天冬氨酸α-脱羧酶

的影响：氮源主要用于构成菌体细胞物质氨基

酸、蛋白质、核酸以及含氮代谢物，其中有机氮

源还含有部分微生物生长所需的生长因子及合成

酶的诱导物质，对微生物生长发育和代谢意义重

大。由图6可以看出，PanD37菌株对有机氮源利

用效果较好，其中以蛋白胨做氮源时，L-天冬氨

酸α-脱羧酶酶活最高，达到27.73 U/mL，无机氮

源产酶活力均低于有机氮源，不再考虑添加，故

选择蛋白胨为发酵培养基的氮源。

2.3.3    L-天冬氨酸对PanD37菌株产L-天冬氨酸α-
脱羧酶的影响：L-天冬氨酸α-脱羧酶是诱导酶，

培养基中存在L-天冬氨酸方可产生，Yoshihisa
等[17]在培养基中添加1.5%浓度的L-天冬氨酸成功

提高了大肠杆菌中L-天冬氨酸α-脱羧酶的表达

量。在优化碳氮源的基础发酵培养基中添加不同

浓度的L-天冬氨酸进行发酵产酶，结果发现L-天
冬氨酸的浓度对酶活影响较为显著，图7显示对照

组酶活最低，仅为5.31 U/mL，随着L-天冬氨酸浓

度的增加酶活逐渐提高，且在L-天冬氨酸浓度低

于4 g/L时酶活提升较为迅速，这也说明培养基中

有机氮源水解产生的少量L-天冬氨酸对于L-天冬

氨酸α-脱羧酶的诱导产生是远远不够的，必须额

图4.  基于16S rRNA序列的系统发育树

Figure 4.  Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences simility of selected strains. Numbers in parentheses
represent the sequences accession number in GenBank. The number at each branch points is the percentage supported
by boot strap. Bar, 0.5% sequence divergence.
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外添加L-天冬氨酸才能保证L-天冬氨酸α-脱羧酶

的有效合成，加量应不低于4 g/L。
2.3.4    表面活性剂对PanD37菌株产L-天冬氨酸-
α-脱羧酶的影响：表面活性剂有利于增加微生物

细胞膜的通透性，促使胞内产物外渗，消除代谢

产物的负反馈作用，有效提高产物的合成效率[18]。

表3显示了添加不同表面活性剂对发酵的影响，加

入少量阴离子表面活性剂SDS对L-天冬氨酸α-脱
羧酶酶活有轻微的促进作用，当添加量超过0.5 g/L
时对酶的合成有明显的抑制作用，同时发现菌体

图5.  碳源对菌株PanD37产L-天冬氨酸-α-脱羧酶的影响

Figure 5.  Effect of carbon sources on L-aspartate α-decarboxylase activity of submerged cultured PanD37. A: type of
carbon sources; B: ratio of sucrose and fumaric acid.
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生长也受到了一定程度的抑制(数据未显示)；不

同浓度的吐温–20的加入对酶的合成基本无影响，

而合适浓度的吐温–80和曲拉通X-100均明显的促

进了L-天冬氨酸α-脱羧酶的合成，尤以曲拉通X-

100的效果最好，添加量为1 g/L时L-天冬氨酸α-脱
羧酶酶活达到了36.22 U/mL。
2.3.5    营养条件的正交试验：对复合碳源(A)、氮

源(B)、L-天冬氨酸(C)和曲拉通X-100 (D)进行正

交设计试验，进一步确定菌株发酵产酶各因子的

最佳配比，结果见表4，R值(极差)的大小次序

(RA>RD>RB>RC)说明，影响PanD37菌株发酵生产

酶的因子强度顺序依次为复合碳源、曲拉通X-
100、氮源及L-天冬氨酸，复合碳源是影响发酵产

酶结果的最重要因素。K值大小可以反映每个因

素在3个不同水平中产酶的能力，单个因素水平上

最大均值组合为最佳组合。结合K值，适合菌株

发酵PanD37产酶的最佳组合为A2B2C3D2，即复合

碳源30 g/L (其中蔗糖22.5 g/L、富马酸7.5 g/L)、蛋

白胨20 g/L、L-天冬氨酸6 g/L、曲拉通X-100 2 g/L。
2.3.6    培养条件优化：在确定发酵培养基配方的

基础上，通过单因素试验对培养条件进行了优

化，结果如表5，除接种量对L-天冬氨酸α-脱羧酶

图6.  氮源对菌株PanD37产L-天冬氨酸α-脱羧酶的影响

Figure 6.   Effect  of  different  nitrogen sources on L-
aspartate  α-decarboxylase  activity  of  submerged
cultured PanD37.

图7.  L-天冬氨酸对菌株PanD37产L-天冬氨酸-α-脱羧

酶的影响

Figure 7.  Effect of L-aspartic acid on L-aspartate α-
decarboxylase activity of submerged cultured PanD37.

表3.  不同表面活性剂对菌株PanD37产L-天冬氨酸
α-脱羧酶的影响

Table 3.  Effect of different surfactants on L-aspartate
α-decarboxylase activity of submerged cultured PanD37

Surfactants Concentration/(g/L) Enzyme activity/(U/mL)

 Control  0 30.23±0.54

 Tween-20

 1.0 30.31±0.63

 5.0 31.45±0.56

 10.0 31.27±0.65

 Tween-80

 1.0 30.64±0.45

 5.0 34.25±0.98

 10.0 32.53±0.79

 SDS

 0.1 31.44±0.66

 0.5 25.69±0.97

 1.0 16.45±0.37

 Triton X-100

 0.1 31.22±1.10

 1.0 36.22±1.03

 5.0 29.80±0.77
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酶活影响不显著外，其他条件均对发酵结果有较

大影响。在35 °C条件下菌株产酶活力最高，低于

或高于此温度均不利于酶的合成。培养基的起始

pH在中性范围内发酵液的酶活力最高，降低或升

高pH导致发酵酶活力大幅度衰减，尤其在pH达到

9.0时酶活力尚不到最适pH时酶活力的40%。提高

转速和减少装瓶量可以提高发酵体系的溶氧浓

度，对L-天冬氨酸α-脱羧酶的合成非常有利，在

二者分别为220 r/min和50 mL/500 mL时酶活力最

高，说明充足的溶氧对L-天冬氨酸α-脱羧酶的合

成十分必要，但过高的溶氧对发酵存有负效应，

继续提高转速或减少装瓶量酶活力会下降。培养

16 h L-天冬氨酸α-脱羧酶已经多量合成，且酶活

力随着培养的进行逐步提高，在28 h时达到峰

值，继续培养营养条件恶化，菌体生长停滞甚至

自溶，酶活力降低。接种量对发酵结果影响不

大，在接种量为5%时酶活力稍高。综上所述，培

养温度35  °C，培养基起始pH为7.0，装瓶量50

mL/500 mL，摇床转速220 r/min，种子液接种量

为5%及振荡培养28 h是菌株PanD37产L-天冬氨酸

α-脱羧酶的最佳培养条件。

2.3.7    发酵条件优化后的验证试验：利用确定的

发酵培养基配方和优化后的培养条件，对菌株

PanD37发酵，重复3次，测定发酵液中L-天冬氨

酸α-脱羧酶酶活力验证优化试验结果。结果(图
8)：优化后菌株PanD37所产L-天冬氨酸α-脱羧酶

酶活力(44.57 U/mL)明显大于优化前利用基础发酵

培养基所产生的酶活力(17.34 U/mL)，酶活力提高

了2.57倍，表明此优化的发酵培养基和培养条件

有利于L-天冬氨酸α-脱羧酶酶活力的提高。

3    结论

生物酶催化反应条件温和，具有严格的对应

或区域选择性，在工业化学合成中应用十分广

泛，有机化学品的制造逐渐向生物法靠拢[19]。目

前国内外仍采用化学合成法生产β-丙氨酸，污染

严重、能耗高、低转化率、产物分离困难，产业

表4.  菌株PanD37发酵培养基正交设计L9(3
4)及试验结果

Table 4.  Optimization of culture medium of PanD37 by
the orthogonal design L9(3

4)

Group A B C D Enzyme activity/(U/mL)

1 1 1 1 1 28.09±0.37

2 1 2 2 2 33.12±0.52

3 1 3 3 3 32.43±0.44

4 2 1 2 3 29.92±0.29

5 2 2 3 1 34.82±0.61

6 2 3 1 2 37.31±0.55

7 3 1 3 2 25.44±0.22

8 3 2 1 3 24.95±0.33

9 3 3 2 1 22.51±0.19

K1 31.213 27.817 30.117 28.473  

K2 34.017 30.963 28.517 31.957  

K3 24.300 30.750 30.897 29.100  

R 9.717 3.146 2.380 3.484  

图8.  发酵条件优化前后菌株PanD37产L-天冬氨酸α-脱
羧酶酶活力对比

Figure 8.  Comparison of L-aspartate α-decarboxylase
activity  of  PanD37  before  and  after  fermentation
optimization.
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技术急待升级，寻求生物法生产β-丙氨酸是未来

的必然之路[20]，筛选高效的L-天冬氨酸α-脱羧酶

产生菌株成为了研究的热点。本文自烟台地区葡

萄园土壤中筛选到一株L-天冬氨酸α-脱羧酶高产

菌株PanD37，其亲缘关系和特基拉芽孢杆菌较

近，且形态与培养特征、生理生化特性与特基拉

芽孢杆菌基本相符，是特基拉芽孢杆菌产生L-天
冬氨酸α-脱羧酶的首次报道，拓宽了微生物产L-
天冬氨酸α-脱羧酶的菌种范围，为生产β-丙氨酸

的生物合成提供了新的选择。

在对菌株PanD37培养条件优化研究中发现培

养基中添加22.5 g/L蔗糖、7.5 g/L富马酸、20 g/L
蛋白胨、6 g/L L-天冬氨酸、2 g/L Triton X-100，
控制起始pH为7.0，35 °C，装液量50 mL/500 mL，
220 r/min，接种量为5%的条件下摇瓶振荡培养

28  h，L-天冬氨酸α-脱羧酶酶活力最高可以达到

44.57 U/mL，高于以往报道的野生细菌及大部分

工程菌的发酵水平，说明该菌株是一株具有应用

价值的高产菌株，具有工业化应用的潜力。若经

过菌种诱变或构建工程菌株后，L-天冬氨酸α-脱
羧酶酶活力仍有进一步提高的可能，相关研究正

在深入进行中。
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Isolation, identification and fermentation optimization of
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Abstract: [Objective] We screened bacteria producing L-aspartate α-decarboxylase from grapery soil and optimized the

fermentation conditions. [Methods] L-aspartate α-decarboxylase producing bacteria were screened by color-changing circle

and liquid secondary screening culture media. Combination of morphological, physiological and biochemical characteristics

and 16S rRNA sequence analysis were used to identify the bacteria. Fermentation conditions were optimized by single

factor test and orthogonal experiment. [Results] Strain PanD37 showed high L-aspartate α-decarboxylase producing

property and was identified as Bacillus tequilensis. The optimum fermentation conditions of PanD37 were liquid volume of

50 mL in 500 mL flask, 220 r/min at 35 °C, inoculation amount of 5% for 28 h with a medium of 22.5 g/L sucrose, 7.5 g/L

fumaric acid, 20 g/L peptone, 6 g/L L-aspartic acid, 2 g/L Triton X-100, at initial pH of 7.0. Under the optimal fermentation

conditions, the highest L-aspartate α-decarboxylase activity reached 44.57 U/mL, which was 2.57 folds higher than that

obtained before optimization. [Conclusion] Strain PanD37 was identified as Bacillus tequilensiswhich was capable of

highly producing L-aspartate α-decarboxylase under the optimal fermentation conditions.

Keywords: L-aspartate α-decarboxylase, Bacillus tequilensis, isolation and identification, optimization of fermentation
conditions, β-alanine
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