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摘 要 研究了添加十六烷基三甲基溴化铵（G=9]）对吸水链霉菌（ </*%B/(;20%& "21*(&0(B#0)&）合成谷氨酰胺转胺酶的影响。结

果表明，添加 G=9] 可以提高发酵过程中谷氨酰胺转胺酶的酶活，摇瓶培养中，G=9] 的最佳添加时间和添加量分别为 "!> 和

7^，发酵终了时，谷氨酰胺转胺酶酶活最高达 %_#\BO4X，比对照提高了 !7_R^。初步研究表明，G=9] 的主要作用是促使谷氨

酰胺转胺酶的酶原转化为成熟酶，因此，在发酵过程中添加适当浓度的 G=9]，可使酶原快速、完全地转化为成熟的 +=W，解除

酶原的产物抑制作用，促进了细胞产酶。
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微生物谷氨酰胺转胺酶（蛋白质S谷氨酸S谷氨

酰 胺 转 胺 酶， +106’51,( =6,D?C(B;,41D,?/， NG
!_"_!_7"，简称 +=W）是一种催化酰基转移反应的

转移酶。它能催化化蛋白质分子内、分子间发生交

联、蛋白质和氨基酸之间的连接以及蛋白质分子内

谷氨酰胺基的水解反应，从而直接改变蛋白质本身

以及蛋白质所附着的细胞、组织等的结构与功能性

质的特性，提高蛋白质的营养价值。因此，+=W 在

食品、纺 织、生 物 制 药 等 领 域 有 着 广 泛 的 应 用 前

景［7 c "］。

近年来，商业化谷氨酰胺转胺酶主要从动物组

织中提取，价格昂贵［\］。目前，人们开始转向于研究



利用微生物发酵来生产谷氨酰胺转胺酶，以满足市

场对低成本高产量的谷氨酰胺转胺酶的迫切需求。

!"#$ 等［%］首先报道了利用微生物发酵生产谷氨酰

胺转胺酶的方法。&’( 等［)，*］人通过化学计算法对

培养基进行分析和设计，得到了产酶的最佳培养基

组合，提 高 了 发 酵 水 平。&’+", 等［- . /］利 用 一 株

!"#$%"&’$#"()(**(+, ,&-.#./$/0$ 菌株，通过控制发酵过

程中的温度、01 等参数，有效地提高了发酵产酶的

酶 活。&$23+4 等［55，5%］初 步 探 讨 了 !"#$%"&’$#"()(**(+,
,&-.#./$/0$ 中谷氨酰胺转胺酶由酶原到成熟酶的活

化机制，提出通过解除金属蛋白酶抑制剂对蛋白酶

的抑制作用，从而使蛋白酶切割酶原形成成熟酶的

理论。作者所在实验室筛选出一株新的产谷氨酰胺

转胺酶的菌株 !"#$%"&,1)$0 213#&0)&%()+0，柏映国等［56］

对其发酵条件进行了优化。

本文中，首次研究了在发酵过程中添加 78!9
对谷氨酰胺转胺酶合成的影响并初步探讨了 78!9
促进 !"#$%"&,1)$0 213#&0)&%()+0 合成谷氨酰胺转胺酶

的机理。

! 材料与方法

!"! 菌种

吸 水 链 霉 菌（ !"#$%"&,1)$0 213#&0)&%()+）77877
:%6;6*%，系本实验室从土壤中筛选得到。

!"# 培养基和培养条件

培养基和培养条件参照文献［56］，发酵培养在

)66<= 三角瓶中进行。

!"$ %&’( 添加实验

在发酵 5>，%?，%>，;% 和 ;>’ 分别添加 78!9，使

其终 浓 度 分 别 达 到 6@65A，6@6)A，6@5A，6@)A，

5A和 5@)A。

!") 无细胞体系中 %&’( 添加实验

在发酵 %?’ 取样，离心去除细胞，取上清液，添

加 5A浓度的 78!9，;6B保温 %?’。

!"* 主要试剂

!CDC7EFG$G+"3H4$IHCJ4(2E<K"+CJ4HLK"+ （!CDC79&C
J=DCJ=M）和 =C谷氨酸C"C单羟胺酸（17!）由 NK,<E
公司提供，三羟基氨基甲烷（8FKO）由上海化学试剂厂

提供，谷胱甘肽（还原型）由华美生物工程公司提供。

其余试剂均为国产分析纯。

!"+ 主要仪器

垂直板电泳仪及生物电泳图像分析系统均为美

国 9PQR!S 公司产品。

!", 分析方法

!","! 细胞生长量测定：取发酵液 ?<=，56666FT<K"
离心 56<K"，用 6@%<$4T= 的稀盐酸水洗 % 次，再用蒸

馏水水洗 % 次，离心，56)B干燥至恒重后称重。

!","# 谷氨酰胺转胺酶酶活测定：比色法测定酶

活［5;］：以!CDC79&CJ=DCJ=M 为作用底物，=C谷氨酸C"
单羟胺酸做标准曲线。5 个单位谷氨酰胺转胺酶酶

活定义为：;- B时每分钟催化形成 5#<$4 =C谷氨酸C
"单羟胺酸的酶量（(T<=）。

# 结果与讨论

#"! %&’( 的添加时间与添加量

发酵起始时，在培养基中添加不同浓度的 78!9
（ 6@65A、6@6)A、6@5A、6@)A，5A和 5@)A），发现

78!9 对菌体生长有明显的抑制作用，菌体均没有

生长，也没有产酶（数据未列出）。此结果表明，在发

酵初期添加 78!9，会对细胞生长产生严重的抑制作

用。

图 5 :8J 发酵过程曲线

UK,V5 WF$XK4+O $X :8J X+F<+"2E2K$"

图 5 所示为谷氨酰胺转胺酶发酵过程曲线。从

图中可知，菌体在 %? ’ 左右进入生长的稳定期，谷

氨酰胺转胺酶的合成在 ;% 至 ?6’ 比较旺盛，在 ?6’
时细胞干重（S7Y）和酶活均达到最大值。

为了研究在发酵过程的不同时期添加不同浓度

的 78!9 对菌体生长及产酶的影响，分别在发酵 5>、

%?、%>、;% 和 ;* ’ 添加 78!9，78!9 的浓度分别为

6@65A、6@6)A、6@5A、6@)A、5A 和 5@)A，对照为

不添加 78!9 的发酵结果。实验结果显示，在发酵

%> ’ 前添加不同浓度的 78!9，谷氨酰胺转胺酶酶活

与对照相比有较明显的下降（数据未列出），而分别

在 %>、;% 及 ;*’ 添加 78!9 时，酶活与对照相比有所

提高，结果如表 5 所示。从表中可以看出，在 %>、;%
及 ;*’ 添加 5A的 78!9，发酵 ?%’ 后，酶活均可以达

到最高的水平，其中在 ;%’ 添加 5A的 78!9 时，谷

氨酰胺转胺酶酶活可达到最大值 )@6?(T<=，比对照
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样提高 !"#$%。在这三组实验中，菌体的生长量都

受到 &’() 的影响，细胞干重为 "*+,- 左右，而对照

组的细胞干重达 !.+,- 左右。

表 ! "#$% 的添加时间和浓度对 &#’ 酶活的影响

#()*+ ! ,--+./0 1- 23--+4+5/ "#$% (223/315 /36+
(52 .15.+5/4(/3150 15 &#’ (./373/8

&’() /0012134
2156,7

&’() 83486429/2134:,%
. .#." .#.* .#" .#* " "#*

;’< /821=12>,（?,5-）

!$ @#"A @#!* @#A@ @#!B @#B@ @#$$ @#C@

A! @#"" @#!A @#!D @#A$ @#$C *#.@ @#D!

AB @#!! @#A" @#!* @#AA @#CB @#$! @#C!

9:9 "#$% 的作用机理

9:9:! !"#$%"&’()$* +(,#&*)&%-).* 合成的酶原的活化

过程：谷氨酰胺转胺酶是一种胞外酶，其产生过程是

首先合成没有活性的酶原，在胞外再被切割形成有

活 性 的 成 熟 酶 ;’<。 E32F6G 等 人［""，"!］ 提 出 的

!"#$%"&/$#"-)-00-.’ ’&12#23$3*$ 合成的酶原（H93I;’<）

到 ;’< 的活化途径如图 ! 所示，J"@是一种分子量约

为 "@KL 的蛋白酶抑制剂，当其失活解除其对金属蛋

白酶 ’(;MJ 的 抑 制 作 用 时，酶 原（分 子 量 约 为

@AKL）即被切割形成中间体 NO(JI’</:6，再被蛋白

酶 ’(J 切割形成成熟酶 ;’<（分子量约为 A$KL）。

图 ! ;’< 酶原的活化过程

N1+P! (821=/2134 H9386:: 3Q H93I;’< 23 ;’<

在本研究中发现，!"#$%"&’()$* +(,#&*)&%-).* 产生

的酶原的活化过程与 E32F6G 等人［""，"!］的研究结果相

似。图 A 是一张 ;’< 发酵过程中发酵上清液的

RLRIJ(<M 分析图，结果表明，在 ;’< 发酵过程中，

!"#$%"&’()$* +(,#&*)&%-).* 首先产生了酶原，酶原再逐

渐转 化 ;’<，发 酵 至 @!7 时，酶 原 基 本 都 转 化 为

;’<。

9:9:9 在无细胞体系中添加 &’() 对酶原活化的

影响：取 !@7 的发酵液 @5-，离心去除细胞。分别加

入浓度为 "%的表面活性剂 ’91234 S，RLR 和 &’()，

处理一段时间后分别测定酶活，以不添加表面活性

剂的样品为对照，结果如图 @ 所示。图中结果表明，

在无细胞体系中，酶原无法转化为有活性的成熟酶，

而用浓度为 "%的阳离子表面活性剂 &’() 处理产

酶初期的发酵上清液，可以提高谷氨酰胺转胺酶的

酶活，用 ’91234S 处理的发酵上清液中的谷氨酰胺转

胺酶的酶活与对照相比无明显变化，而用 RLR 处理

的发酵上清液酶活与对照相比有所降低，可能是由

于 RLR 是一种表面活性剂，参与了酶蛋白分子空间

结构的改变从而导致了酶活性的降低。

图 A 发酵过程中发酵上清液的 RLRIJ(<M 电泳分析

N1+PA RLRIJ(<M 3Q 864291Q?+60 Q695642/2134 T9327
/2 01QQ69642 Q695642/2134 :2/+6

图 @ 添加不同种类表面活性剂对

无细胞体系酶原活化的影响

N1+P@ MQQ682: 3Q 01QQ69642 :?9Q/82/42: 34 276
/821=/2134 3Q H93I;’< 14 86GGIQ966 8?G2?96 :>:265

取对照和添加 "%&’() 的样品进行 RLRIJ(<M
电泳，结果如图 */ 所示，图中 @AKL 左右处的条带为

酶原，A$KL 左右处的条带为成熟酶［""，"!］。结果显

示，与对照相比，添加 "%&’() 处理过的发酵液，随

着时间的推移，酶原条带逐渐变淡，而 ;’< 的条带

逐渐变亮，说明酶原逐渐被切割，转化为成熟酶。该

结果表明 &’() 可以促使发酵过程中酶原向成熟酶

的转化。图 *T 显示，在分子量约 "@KL 处，有白色沉

淀产生，说明 &’() 能与分子量为 "@KL 的蛋白相结

合，使其变性沉淀，而 E32F6G 等人［""，"!］报道的金属蛋

白酶抑制剂的分子量也约为 "@KL，因此 &’() 提高

无细胞体系中谷氨酰胺转胺酶酶活的原因可能是

&’() 与金属蛋白酶抑制剂相结合，使其变性失活，

DD@程 力等：添加 &’() 促进吸水链霉菌产谷氨酰胺转胺酶



从而解除其对蛋白酶的抑制作用，使蛋白酶能切割

酶原，从而使酶原转化为有活性的成熟酶。

图 ! 无细胞体系的 "#"$%&’( 分析（&：以白色背景拍摄，

)：以黑色背景拍摄）

*+,-! "#"$%&’( ./ 012 3244$/522 3640652 787029
&：:,:+;70 : <1+02 =:3>,5.6;?；)：:,:+;70 : =4:3> =:3>,5.6;?
@+;27 /5.9 A 0. !，3.;05.47 <252 +;36=:02? :0 BCD /.5 C，B，E，AF :;? FG
1；@+;27 /5.9 E 0. AC，7:9H427 3.;0:+;+;, AI JK&) <:7 +;36=:02? :0
BCD /.5 C，B，E，AF :;? FG1-

!"!"# 在有细胞体系中添加 JK&) 对 LK’ 酶活的

影响：发酵 BF1 时补加 AIJK&)，发酵至 GF1 时取样

用上清液进行 "#"$%&’(，以未添加 JK&) 的、培养

相同时间的发酵上清夜作对照，结果如图 E 所示。

在有细胞的体系中，未添加 JK&) 的发酵液在发酵

GF1 时也能将酶原完全转化为成熟酶，这说明 JK&)
的作用并不是将发酵终了时未能转化为成熟酶的酶

原切割成成熟酶，而是在发酵过程中起了一定的作

用，最终提高了谷氨酰胺转胺酶的酶活。

在发酵培养 BF1 时补加 AI JK&) 的发酵液继

续培养至 BG1、BE1、BM1、GC1 时分别取样测定 LK’ 酶

活，并对发酵上清夜进行 "#"$%&’( 处理，结果如图

M 所示。结果表明，在 BF1 添加 AIJK&) 的发酵液

中，基本没有酶原的条带出现，而 LK’ 酶活却不断

增加（如图 N 所示），说明酶原一产生就被立即切割

转化为成熟酶。而未添加 JK&) 的发酵上清夜中，

酶原是逐渐地被切割转化为成熟酶的（如图 B 所

示）。

图 E 有细胞体系的 "#"$%&’( 图谱

*+,-E "#"$%&’( ./ 012 76H25;:0:;0 ./ 3640652 =5.01
A：3.;05.4；F：7:9H42 3.;0:+;+;, AI JK&)-

图 N BF 1 时添加 AIJK&) 时发酵过程中 LK’ 酶活的变化

*+,-N J1:;,27 ./ LK’ :30+O+08 +; /2592;0:0+.; H5.3277
<+01 :??+0+.; ./ AI JK&) :0 BF1

图 M 含 AIJK&) 发酵上清液的 "#"$%&’( 图谱

*+,-M "#"$%&’( ./ /2592;0:0+.; =5.01 <+01 :??+0+.; ./ AI JK&)

因此，JK&) 提高谷氨酰胺转胺酶的酶活的原

因可能是由于 JK&) 的存在，使蛋白酶抑制剂变性

失活，完全解除了其对蛋白酶的抑制作用，从而使在

发酵过程中产生的酶原能够快速完全的转化为成熟

酶，解除了酶原的产物抑制作用，产生了更多的酶

原，最终提高了谷氨酰胺转胺酶产量。但是，在测定

添加 JK&) 及未添加 JK&) 的发酵液中的蛋白酶的

酶活时发现两者并无明显差别，且蛋白酶酶活均极

低（数据未列出）。可能是由于采用的普通的测蛋白

酶的方法是测定酪蛋白酶一类的蛋白酶的方法，无

CC! !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 FCCN，P.4QFB，R.QB



法测出 !"#$%"&’()$* +(,#&*)&%-).* 中用来切割酶原的

特异性的蛋白酶，还有待进一步研究。

! 结论

（!）"#$% 的最适添加时间在发酵后期（&’(），

"#$% 可以促进酶原转化为成熟酶，"#$% 的作用机

理有待进一步研究。

（’）添加 "#$% 可以使发酵过程中产生的酶原

被快速转化为成熟酶，解除了酶原的产物抑制作用，

产生更多的酶原，从而促进了产酶。"#$% 价格较

低，且添加量不大，在实际发酵过程中也易于操作，

因此添加 "#$% 的策略有利于降低成本，提高酶活，

有较好的实际应用前景。
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大力发展醇类燃料以替代传统能源

这些年来，各国都在关注替代能源，其中包括生物能源的发展，它在替代能源中占有重要的地位，是未来能源发展的方向

之一。在当前或未来的化石燃料中，石油等供给日趋紧张（原因是多方面的）。在这种形式下发展可替代燃料（生物燃料是一

大类，其中包括醇类燃料）有重要战略意义，已引起世界各国的重视，因此这方面的研发也颇为活跃。目前有两条途径可供选

择，第一是煤变油技术的实施，我国神华集团已策划将煤制油转为石油替代品，已完成了约 &S 亿元的投资，可实现每天产油品

’DSS 桶，年产 !SG 万吨，此项工程于 ’SSE 年建成投产，预计 ’S!S 年我国用煤炭生产石油至少达到 !SSSS 万顿]年以上，这固然是

“两条腿走路”的一条途径。尽管煤炭变油技术及其产业化、商品化有其优越的一面，但煤和石油均为非可再生能源，此举是

利用不可再生资源来替代另一种不可再生资源，其发展前景值得探究。第二是发展醇类燃料以替代传统化石能源，这是一个

行之有效的方法，从长远看，具备较大的优越性。近年来，巴西、美国等国家的醇类产品如燃料乙醇等在实际应用中已取得成

效，并获得良好的“三效益”，有持续发展的势头。我国正在用不同的方式研究开发各种不同的醇类燃料产品，以期作为替代

能源来减轻对传统能源的依赖。除了乙醇及燃料乙醇之外，甲醇及二甲醚也进入产业化，特别是生物丁醇燃料在美国已经引

起了相当的重视。

总之，发展生物醇类燃料是整个能源建设的方向之一，有着巨大的潜力，在不久的将来，醇类燃料有可能替代部分传统化

石能源，其中一个重要原因是生产生物能源的原料广泛易得，且可再生。当然还要在这方面投入更多的科研力量，比如充分

利用其生产菌的生产力，并通过现代生物技术改造或建构新菌株以提高生物燃料生产能力；为提高生物燃料的生产率要不断

探索其生产过程中的生态性（含分子生态性）最适化；探究把“上、中、下游”发酵生产有机联系在一起的方法等。

（柯为）
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