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摘 要 谷氨酸脱氢酶（ABC）是谷氨酸生物合成的关键酶，谷氨酸棒杆菌 D"!!3 是目前我国味精工业应用最广泛的

生产菌种，其谷氨酸脱氢酶的研究尚未见报道。分离纯化该菌中的谷氨酸脱氢酶，研究其辅酶组成，对揭示谷氨酸

脱氢酶的分子结构和性质，提高谷氨酸产率很有必要。将培养至对数期中期的细胞离心收集并用含适量 B55、:B1
5E 的 50;F1CG) 缓冲液（?C 6H2）洗涤，用 70-I@J ?0-FFK0- @-)) ?0-FF 破碎，离心去除菌体碎片得无细胞抽提液。然后使

用 LM5E1!%% 快速纯化系统经 B:E:1纤维素柱、疏水柱（CNG）、A1$%% 凝胶过滤柱层析得到纯化大约 6% 倍的以 +EB1
OC 为辅酶的 ABC 和部分纯化的以 +EBC 辅酶的 ABC。这两个酶分别对 +EBOC、+EBC 高度专一，不能相互代替。

经 COPG 和 DBD1OEA: 测得前一种酶的分子量和亚基分子量分别为 !44QB 和 &$QB，表明该酶为具有相同亚基的六

聚体。酶活性测定使用 CN5EGCN R1&%%% 分光光度计利用 +EB（O）C 在 &3%I. 氧化的初速度进行。蛋白质含量测定

利用 S08TU(0T 方法进行，并以牛血清白蛋白为标准蛋白。纯化结果表明 D"!!3中确实存在两种 ABC，其中以 +EBC 为

辅酶的 ABC 尚未见报道。和某些具有两种 ABC 的微生物一样，D"!!3可能也是以 +EBOC 为辅酶的 ABC 参与谷氨酸

的合成代谢，以 +EBC 为辅酶的 ABC 参与谷氨酸的分解代谢。同时发现以 +EBOC 为辅酶的 ABC 在 $4%I. 吸收很

弱，在 $!2I. 吸收很强。说明此酶中酪氨酸、苯丙氨酸含量较低。
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谷氨酸脱氢酶（A)KW8.8W- T-JXT0(=-I8F-，ABC）是

一种依赖辅酶的脱氢酶，它分为 +EBC 依赖型（:G*
!H3H!H$）、+EB（O）C 依赖型（:G* !H3H!H&）和 +EBOC
依赖型（:G* !H3H!H3）。它广泛存在于动物、植物和

微生物中，在氮代谢中具有重要作用。近年来已有

不同来源的 ABC 得到纯化和研究，并已证明 ABC
主要以六聚体和四聚体两种形式存在，大多数 ABC
为六聚体。但采用谷氨酸生产菌对该酶进行类似研

究的报道较少。

谷氨酸发酵是利用微生物体内的谷氨酸脱氢酶

将!1酮戊二酸转变为谷氨酸。在谷氨酸生产菌中，

谷氨酸脱氢酶是谷氨酸合成的关键酶。近年来，不

同谷氨酸生产菌中依赖于 +EBOC 的 ABC 已被发

现，并对其性质做了一定的研究。张克旭、黄程芳、

苏正定等对谷氨酸生产菌种（谷氨酸短杆菌、谷氨酸

棒杆 菌（ !(*2$%3+0/%*#)4 1,)/+4#0)4）5#1!&、ED!H$""
等粗酶液中依赖于 +EBOC 的 ABC 的性质进行了研

究；陆卫平等对谷氨酸棒杆菌（!(*2$%3+0/%*#)4 1,)5

/+4#0)4）7Y4313!2 中依赖于 +EBOC 的谷氨酸脱氢

酶进行了分离纯化和性质的研究；DJ;;( 等对黄色短

杆 菌（ .*%6#3+0/%*#)4 -,+6)4）E5GG!3%#6 中 依 赖 于

+EBOC 的 ABC 进行了部分纯化和性质的研究。本

文研究的谷氨酸生产菌种 D"!!3是目前我国味精工业

应用最广泛的生产菌种，其谷氨酸脱氢酶的研究尚

未见报道。对该菌中谷氨酸脱氢酶进行分离纯化及

其特性研究，将为揭示该酶与其它来源的 ABC 之间

是否存在差异，研究其催化机理、空间结构、谷氨酸

合成调节机制、提高谷氨酸产酸率、降低成本和建立

合理规范的工艺提供可靠的理论依据。

# 材料和方法

#%# 材料

菌种为谷氨酸生产菌 D"!!3，B:E:1纤维素层析

柱、疏水柱、凝胶过滤层析柱分别为瑞典安发玛西亚

公 司 的 C;O0-?5Y !#Z!% B:E:、C;O0-? !#Z!% ?J-IX)
（J;=J FK/）和 C;P(8T !#Z#% DK?-0T-9 $%% ?0-? =08T-，牛



血清白蛋白购自上海华美试剂公司，!"!#$%&’ 低分

子量标准蛋白从上海西巴斯生物技术开发有限公司

购得。(%"$)、(%") 购于 !*+,- 公司，其余试剂为

国产生化试剂或分析纯。

!"# 方法

!"#"! 菌体培养方法：

保藏斜面培养（+./00,1）：牛肉膏 / 2，蛋白胨 /
2，(-34 056 2，7) 850 9 85:，;: <，培养 ;= >。

活化斜面培养（+./00,1）：牛肉膏 / 2，蛋白胨

/ 2，(-34 056 2，葡萄糖 /2，7) 850 9 85: ，培养条

件同上。

液体培养培养基（+./00,1）：葡萄糖 3= )/: ?=·

):? :56，@: )$?A 05/6，B+!?A 050=，CD!?A 050006，

BE!?A 050006，玉米浆 :56，尿素 05:6（单独灭菌加

入），7) 850 9 85:。05/ B$- 灭菌 :0 ,*E、接种 ;:<
摇瓶振荡培养 /0 9 /: > 后作种子接种于德国板浪

3/0#; 全自动发酵罐培养 F 9 /0 >。

!"#"# 酶活力测定：;,1 测定液内含 /5;; G /0H :

,I4.1!#酮戊二酸，05/6 G /0H / ,I4.1 ()A 34，/5=8 G
/0H ; ,I4.1 (%"（$）)，及适量酶液混合后不同温度

下进行反应，在 )JK%3)J L#;000 紫外分光光度计上

用石英比色皿（光程为 /M,）在 ;A0 E, 测定反应开

始 /,*E 内的光吸收变化值。(%"（$）) 的微摩尔消

光系数以 =5:: 计。酶单位定义：一个单位是指每分

钟产生 / 微摩尔 (%"（$）) 变化所需的酶量，以

(%"（$）)",I4.,*E 表示。

!"#"$ 蛋白质含量的测定：粗酶液按 NO-PQIOP 方法

测定，分离过程中的酶液按紫外吸收法测定，以牛血

清白蛋白为标准蛋白。

!"#"% 酶的分离纯化：谷氨酸棒杆菌 !R//A中谷氨酸

脱氢酶为胞内酶，菌体培养后收集菌体。所有纯化

步骤都在室温下进行并加入 050:2（ ! .! ）叠氮化

钠以防杂菌污染。纯化设备使用瑞典安发玛西亚

S@K% DT74IODO /00 快速纯化工艺开拓系统。

粗提液的制备：取培养至对数期的菌液，/ F00

O.,*E 离 心 /0,*E 去 除 沉 淀，再 经 F 000 O.,*E离 心

/0,*E，收集菌体。用 7) 856、60 ,,I4.1 KO*U#)34 缓

冲液（内含适量 "KK，’"K% 等）于 A <洗涤菌体 : 次

后，置 H 80 <冰箱保存备用。菌悬液（约 =0 ,+ 菌体

蛋白.,1）置冰浴，用 CODEM> 7ODUUVOD MD44 7ODUU /F 000
$- 处理 : 次。处理液在 A<经 /0000 O.,*E 离心 :0
,*E，上清液即为粗酶液。

&")的分离纯化：将无细胞粗提液经 "’%’#纤
维素阴离子交换柱层析、疏水柱层析（)WPOI7>*X*M
JEYDO-MY*IE 3>OI,-YI+O-7>W，简称 )J3）、凝胶过滤柱层

析，得到纯化的 &")。用凝胶浓度 F 2的 $%&’ 对

上述酶液进行纯度鉴定。

!"#"& 酶的性质分析方法：

分子量的测定：&")#(%"$) 利用 )$13 方法进

行分子量测定，色谱条件为：色谱柱：K!@#;000；流动

相：/0 ,,I4.1 7) =5F 磷酸盐缓冲液；柱温：;0 <；流

速：056 ,1.,*E；进样量：:0"1。

亚基分子量的测定：纯酶的分子量用凝胶浓度

/: 2的 !"!#$%&’ 在 //0 Z 电压下电泳测定，以低

分子量标准蛋白为对照。

# 结果与讨论

#"! 粗酶的辅酶专一性

用粗酶液催化谷氨酸生物合成的正反应，!#酮
戊二酸、()A

[ 、辅酶都存在时才发生反应，该酶不仅

依赖于 (%"$) 为辅酶，而且能依赖于 (%") 为辅

酶。以 (%"$) 为辅酶测得酶活为 //5/A V.,1；以

(%") 为辅酶测得酶活为 :58: V.,1。

经 "’%’#纤维素层析柱分离纯化，分步收集，紫

外在线检测酶蛋白分离图谱见图 /。用 (%") 和

(%"$) 作辅酶分别测定各收集管的酶活，结果在收

集管 :、; 号管测得以 (%") 为专一性辅酶的 &")，

在 :0 9 := 号管测得酶活为以 (%"$) 为专一性辅酶

的 &")，酶活结果见表 /，将酶活结果作图见图 :。

表 ! ’()( 洗脱液中 *’+ 的酶活分布

,-./0 ! *’+ -123432305 36 ’()(710//8/950 0/80625

KVXD EV,XDO : ; :0 :/ :: :; :A :6 :=

&")#(%").（V.,1） 058/: /5/=; H H H H H H

&")#(%"$).（V.,1） H H 05R0R /5R;R :5F/R :5R;A /5=R0 05F:: 05;/:6

=:8 生 物 工 程 学 报 /R 卷



图 ! "#$ 经 #%&%’纤维素柱的洗脱图

()*+! %,-.)/0 12..340 /5 "#$ 54/6 #%&%’73,,-,/83 7/,-60
———9:;06； ’ + ’ + ’ + ’9!<06

图 9 "#$ 经 #%&%’纤维素柱洗脱对应酶活图

()*+9 "#$ 27.)=).)38 /5 3,-30. 54/6 #%&%’73,,-,/83 7/,-60
—!— "#$’>&#$； —"— "#$’>&#?$

图 ! 可以看出依赖于 >&#?$ 的谷氨酸脱氢酶

在 9:; 06 吸收很弱，而在 9!< 06 吸收很强，这说明

该酶的氨基酸组成中芳香族氨基酸（苯丙氨酸和酪

氨酸）含量较低。由图 9、表 ! 可知，谷氨酸生产菌

@A!!B具有两种 "#$，一种以 >&#$ 为专一性辅酶，另

一种以 >&#?$ 为专一性辅酶。目前文献报道的谷

氨酸 生 产 菌 中 只 含 有 一 种 以 >&#?$ 为 辅 酶 的

"#$［C D E］。但有研究发现在其它微生物中也有存在

两种 "#$ 的情况，两种 "#$ 可能存在两种代谢途

径，以 >&#?$ 为辅酶的 "#$ 参与谷氨酸的生物合

成，而以 >&#$ 为辅酶的 "#$ 参与谷氨酸的分解代

谢［!，9］。谷氨酸生产菌 @A!!B细胞内存在两种 "#$，其

中也可能存在上述两种代谢途径。

!"! 依赖于 #$%&’ 的谷氨酸脱氢酶的进一步分

离纯化

将 #%&% 洗 脱 液 9; F 9E 号 管 合 并，用 ?%"
9; ;;; 浓缩至 <6G 左右，上样于事先平衡的疏水柱

分离纯化，分布收集，紫外在线检测酶蛋白分离图

谱。结果在收集管 CH F BC 号管测得酶活，将酶活结

果作图得图 C。随后将疏水柱 $IJ 洗脱液收集管 CH
F BC 号合并，合并液经透析并浓缩至 96G 左右，上

样于事先平衡的凝胶过滤层析柱 "’9;; 分离，分布

收集，紫外在线检测酶蛋白分离图谱。在收集管 !9
F !H 号管测得酶活，将酶活结果作图得图 B。将 !9
F !E 号管 合 并 超 滤 得 超 滤 液。各 步 纯 化 结 果 见

表 !。

将 #%&%’纤维素柱洗脱液、$IJ 柱洗脱液 @-134’
K2L "’9;; 凝 胶 柱 洗 脱 液 并 以 粗 酶 为 对 照，进 行

?&"%，结果表明经上述分离步骤该酶基本上达到了

电泳纯。

!"( 依赖于 #$%&’ 的谷氨酸脱氢酶的分子量和

亚基分子量

经 $?GJ 测定该酶分子量并收集蛋白峰测定洗

脱液 酶 活 确 定 分 子 量 为 !::M#，见 图 <，用 @#@’
?&"% 凝胶电泳测得酶的亚基分子量为 C9M#，见图

E。据此可以断定该酶由 E 个相似的亚基构成，属六

聚体。这与文献报道的 "#$ 主要以六聚体和四聚

体两种形式存在，具有相同亚基的结果一致［C］。

表 ) *%’+#$%&’ 的纯化

,-./0 ) &123435-6378 74 *%’+#$%&’ 4279 !"#$%&’()*&#+,- ./,*(-+),- :;))(

@.31
N/.2, 14/.3)0

O6*

N/.2, 27.)=).P

O-

@137)5)7 27.)=).P

O（-O6*）
?-4)5)72.)/0
（5/,K）

Q37/=34P

OR

J3,,’5433 3L.427. 9<CSB ::; CSBH ! !;;

#%&%’73,,-,/83 !:S: B:C 9<SH! HSB! <BSA

$IJ !SH 99< !9ASCC CHS9H 9<SE

"’9;; ;SB< !!9S< 9B:S!E H!S<9 !9S:

H9HE 期 王燕等：谷氨酸生产菌 @A!!B 中的谷氨酸脱氢酶的研究



图 ! "#$ 经疏水柱洗脱对应酶活图

%&’(! "#$ )*+&,&+&-. /0 -12-3+ 04/5 $67 */1253
图 8 "#$ 经 "9:;; 凝胶柱洗脱对应酶活图

%&’(8 "#$ )*+&,&+&-. /0 -12-3+ 04/5 "9:;; */1253

图 < "#$9=>#?$ 的 $?@7 分离图谱

%&’(< $?@7 )3)1A.&. /0 -12+-B "#$9=>#?$ 04/5 CDE9!;;;

图 F D#D9?>"G 电泳图（H( D#D9?>"G 低分子量

标准蛋白；I(纯化的 "#$9=>#?$）

%&’(F D#D9?>"G /0 J24&0&-B "#$9=>#?$（H(@/K 5/1-*21)4
K-&’L+ .+)3B)4B；I( ?24&0&-B "#$9=>#?$）

!"# 依 赖 于 $%&’( 的 谷 氨 酸 脱 氢 酶 的 辅 酶 专

一性

在纯化的 "#$ 酶液催化的反应中，=>#?$ 不

能用 =>#$ 代替，可见该酶对 =>#?$ 具有高度的专

一性。

以 =>#$ 为辅酶的 "#$ 的分离纯化及其性质

正在研究中。
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《生物工程学报》加入“万方数据———数字化期刊群”的声明

为了实现科技期刊编辑、出版发行工作的电子化，推进科技信息交流的网络化进程，我刊现已入网“万方数据———数字化

期刊群”，所以，向本刊投稿并录用的稿件文章，将一律由编辑部统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信

息服务。有不同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

本刊全文内容按照统一格式制作，读者可上网查询浏览，并订阅本刊。（A==N：cc,^6H_>: N/+E43EH*<,: H4Q: H5）
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