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45" 6 对轮枝链霉菌 78$* %%. 生长及

转谷氨酰胺酶合成的影响

曾 新，! 江 波!，! 王 璋
（江南大学 食品学院，江苏 无锡 ".$%#3）

摘! 要：研究了 45" 6 在 78$* %%. 发酵生产转谷氨酰胺酶中的作用* 在发酵培养基中加入不同质量

浓度的 45" 6 ，检测菌体量、9:、残余甘油及转谷氨酰胺酶（;<=>?）酶活的变化，发现 45" 6 在 78$*
%%. 发酵生产转谷氨酰胺酶中除满足菌体生长需要外，还具有提高转谷氨酰胺酶酶活的作用* 发

酵培养基中含有 #* .@ !A B CD 45" 6 时，菌体生长正常，菌体量较高；当 45" 6 质量浓度增加到 1* .@
!A B CD 时，菌体量改变不明显，但转谷氨酰胺酶酶活迅速上升，达到 $* &"# E B CD，是 45" 6 质量浓

度为 #* .@ !A B CD 时的 "* %3 倍*
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! ! 转谷氨酰胺酶（;S=5>A)-R=CI5=>?，HX "* #* "*
.#，简称 ;<=>?）是一种催化酰基转移反应的转移

酶［.］，它能使酪蛋白、乳球蛋白、肌球蛋白、面筋蛋

白等蛋白质之间产生交联，从而改变蛋白质的功能

性质［"，#］，因而在食品工业中有良好的应用前景* 但

动物和植物组织来源的转谷氨酰胺酶成本较高，阻

碍了它在食品工业中的进一步推广［.］*
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! """多株放线菌中筛选出产转谷氨酰胺酶活力较

高的轮枝链霉菌，开创了微生物 #$%&’ 的发酵法生

产［(］) 随后许多学者致力于微生物 #$%&’ 的发酵生

产研究：*++, 年 -./ 等［!］运用黑箱模型设计优化了

!"#$%"&’$#"()(**(+, 的 产 酶 培 养 基；*++0 年 1/23/%
等［,］运用试验设计方法优化了培养基；*++, 年吴介

文［0］提出蛋氨酸或甘氨酸有利于 #$%&’ 的产生；

*++4 年 -./ 等［4，+］运用质量平衡理论分析了 !"#$%-
"&’$#"()(**(+, 发酵中氨基酸的代谢情况，提出流加硫

酸铵促进产酶的方法；5""* 年常中义等［*"］提出人

造沸石可解除铵离子的阻遏作用，从而提高产酶；

5""5 年郑美英等［**］研究了 67 值控制在微生物

#$%&’ 发酵生产中的应用)
在对 89() ""* 发酵生产转谷氨酰胺酶的研究

中，发现存在酶活不稳定的问题) 在分别研究了菌

种（包括菌种的传接代数、保存方式、接种量等）、氮

源、水质等对转谷氨酰胺酶合成的影响后发现：发

酵培养基中金属离子的质量浓度是影响转谷氨酰

胺酶合成的一个主要因素) 作者重点研究了 -25 : 对

菌株 89() ""* 发酵生长及转谷氨酰胺酶合成的影

响，并运用螯合剂 ;<#= 对酶液进行透析的方法初

步研究了 -25 : 的作用机理)

!" 材料与方法

!# !" 菌种

轮枝链霉菌（!"#$%"&’$#"()(**(+,）89() ""*，由江

南大学食品科学研究室保存)
!# $" 培养基

*）斜面培养基：高氏一号培养基)
5）种子培养基（ 组分 > ? @）：甘油 5"，蛋白胨

5"，酵母浸膏 5，硫酸镁 5，磷酸氢二钾 5)
A）发酵培养基（ 组分 > ? @）：甘油 5"，蛋白胨

5!，酵母浸膏 5，硫酸镁 5，磷酸氢二钾 5，人造沸

石 *")
!# %" 实验方法

!) %) !" 培养方法" 以上各培养基均于 *5* B灭菌

5" CD2 后使用) 取一环新鲜斜面菌种，接入装有 5!
C@ 种子培养液的 5!" C@ 三角瓶中，在 A" B，5*"
E ? CD2 的条件下培养 5( .) 以体积分数 (F 的接种

量接入 5! C@ 发酵培养液中，在 A" B，5*" E ? CD2 的

条件下连续培养 ," .)
发酵培养基用去离子水配制，加入不同量的

-28G(使发酵培养基中 -25 : 含量达到目的添加量，

然后进行连续发酵培养)
!) %) $ " ;<#= 透析 " 根据文献［*A］，针对转谷氨

酰胺 酶 作 一 些 改 动) 室 温 下，5! C@ 酶 液 于 *"
CCHI ? @ ;<#=，67 0) " 的 ") "! CHI ? @ #ED&J7K@ 缓

冲液中透析 5 .，置于含 * CCHI ? @ ;<#= 缓冲液中

于 ( B透析过夜，再用不含 ;<#= 的缓冲液反复透

析，脱去多余的 ;<#= 和 ;<#= 的螯合物)
!# &" 分析方法

!) &) !" 菌体量的测定" 取定量体积的发酵液，离

心，将沉淀部分加入 A" 倍水和 , C@ * CHI ? @ 盐酸，

激烈搅拌后，加 ( C@ * CHI ? @ 氢氧化钠溶液，5 !""
E ? CD2离心 *" CD2，用水洗沉淀，用已恒重的滤纸过

滤，置于 *"" B烘箱中加热至恒重) 在干燥器中降

至室温后称重，减去滤纸质量即为菌体干重［*"］，以

C> ? C@ 计)
!) &) $" #$%&’ 酶活测定 " 采用比色法测定) 以苯

甲基氧化碳酰J@J谷氨酰胺甘氨酸（KL-J$I2J$IM）为

作用底物，以 @J谷氨酸J!J单羟氨酸作标准曲线［(］)
定义 A0 B时 * CD2 生成 * "CHI @J谷氨酸J!J单羟氨

酸的量为一个酶活单位)
!) &) %" 残余甘油测定" 改进的多元醇比色法［*(］)
!) &) &" -2$ ’ 质量浓度的测定" 原子吸收分光光度

法［*5］)

$" 实验结果

$# !" ()$ ’ 对轮枝链霉菌 *+&# ,,! 生长的影响

$) !) !" -2$ ’ 对生物量的影响 " 由表 * 可以看出：

-25 : 质量浓度由 " "> ? C@ 增加到 * "> ? C@ 时，生物

量 增 加 很 快；从 *") 5A C> ? C@ 增 加 到 *!) ,"
C> ? C@，生物量增加超过 !"F；当质量浓度增加到

A "> ? C@ 时，生物量略有增长，达到 *,) ++ C> ? C@)
再进一步增加 -25 : 质量浓度，生物量的改变不明

显)
表 !" 不同 ()$ ’ 添加量下生物量的变化

-./# !" 011234 51 ()$ ’ 35)32)46.475) 5) 482 /759.::

-25 : 添加量 ?（"> ? C@） 细胞干重 ?（C> ? C@）

" *") 5A

* *!) ,"

A *,) ++

, *,) +!

4 *0) **

+ *0) "+

$) !) $" -2$ ’ 对甘油消耗量的影响" -25 : 对甘油消

耗量的影响见图 *) 当 -25 : 缺乏时，甘油的利用并

不十分完全) 发酵 ," . 后，残余甘油的质量浓度为

+0N 第 ( 期 曾 新等：-25 : 对轮枝链霉菌 89() ""* 生长及转谷氨酰胺酶合成的影响
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!" #$ %& ’ %(" 在起始培养基中加入 )*! + 后，甘油的

代谢利用率明显增加" 当 )*! + 质量浓度为, !& ’ %(
时，发 酵 -$ . 后 残 余 甘 油 的 质 量 浓 度 为 /" /0$
%& ’ %(" 之后发酵液中残余甘油质量浓度相对稳

定，维持在 /" /01 %& ’ %( 左右" )*! + 质量浓度为 -，

$，1，2 !& ’ %( 时，底物甘油代谢没有明显的区别，

均在 -! . 达到最低，发酵液中残余甘油的最低质量

浓度维持在 /" /3# %& ’ %( 左右"
!" "" #$ )*! % 对 45 值的影响$ )*! + 对 45 值的影响

见图 !" 当 )*! + 缺乏时，45 值呈下降趋势，改变幅度

不大" 含有 )*! + 时，发酵液的 45 值先下降后上升，

不同质量浓度 )*! + 的区别并不明显"

图 "$ 残余甘油含量 & 时间曲线

’()* "$ +(,- ./012- /3 1-2(4056 )67.-1/6 ./8.-89159(/8

图 !$ :; & 时间曲线

’()* !$ +(,- ./012- /3 :; <560-

!* !$ =8! % 对轮枝链霉菌 >?@* AA" 产转谷氨酰胺

酶的影响

当 )*! + 缺乏时，菌株 673" //, 对甘油的利用

不完全，45 值的变化与含有 )*! + 的区别明显，发酵

液中转谷氨酰胺酶的酶活极低，检测不出" )*! + 质

量浓度为 , !& ’ %( 时，转谷氨酰胺酶酶活仍较低，

随着 )*! + 质量浓度的增加，酶活增加" 当 )*! + 质量

浓度达到 1 !& ’ %( 时，酶活最高" 再增加 )*! + 质量

浓度，酶活的改变并不很明显（ 见图 -）" 考虑到毒

理因素及 )*! + 对转谷氨酰胺酶活性的抑制作用，不

再进一步增加 )*! + 的质量浓度"
!* #$ 发酵培养基中 =8! % 最佳质量浓度的确定

发酵培养基中的 )*! + 除了来源于添加的锌盐，

培养基成分（蛋白胨、酵母浸膏等）也会带入一部分

)*! + ，故采用下述方法确定发酵培养基中 )*! + 的最

佳质量浓度"

图 #$ =8! % 对 +B52- 酶活的影响曲线

’()* #$ +B52- 5.9(<(9(-2 59 4(33-1-89 =8! % ./8.-89159(/82

8 8 用去离子水配制发酵培养基，取 ! & 先在电炉

上炭化至无烟，然后放入马福炉中高温灼烧（#// 9
##/ :），溶于去离子水，定容至 !# %(，制得检测

样，检测其中 )*! + 质量浓度为 /" ,#! !& ’ %(，此为

其它来源的 )*! + 质量浓度，即保证 673" //, 生长正

常并获得较高 ;<=>? 酶活的 )*! + 最佳质量浓度应

为 1" ,# !& ’ %("
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!" #$ 螯合剂 %&’( 对转谷氨酰胺酶酶活的影响

表 ! 表明，"#$% 对酶活并无明显负面影响，酶

活的稍许下降可能与发酵液的不同保存环境及检

测时的误差有关&
表 !$ %&’( 对酶活的影响

’)*" !$ %++,-. /+ %&’( /0 ’1)2, )-.343.5

发酵液 $’()* 酶活 +（, + -.）

原发酵液 /& 001

经 "#$% 透析处理后的发酵液 /& 213

6$ 结$ 论

4）欲保证 56/& 774 的正常生长，并获得较高

的生物量，发酵培养基中 89! : 的起始质量浓度不应

低于 3& 42 !; + -.& 进一步增加 89! : 的质量浓度可

提高 $’()* 的酶活& <& 42 !; + -. 的 89! : 可使 56/&
774 的发酵获得最高的 $’()* 酶活，达到/& 0!3 , +
-.&

!）金属离子常在酶蛋白中起到稳定结构和作

为活性中心的作用，或兼而有之［42］& 89! : 在生物大

分子中与肽链作用形成稳定的共价化合物十分常

见& 但发酵液的 "#$% 透析表明，$’()* 的酶活并

没有明显受到 "#$% 影响，即 89! : 并不是 $’()* 的

构成部分或活性中心，这一结论与 %9=> 等［/］人的

研究结果是一致的&
3）89! : 在 56/& 774 发酵生产转谷氨酰氨酶的

发酵培养基中质量浓度为 3& 42 !; + -. 时，即可获

得较高菌体量，为 40& 44 -; + -.& 进一步提高 89! :

的质量浓度，菌体量增加不明显，但转谷氨酰氨酶

的酶活迅速提高& 发酵培养基中 89! : 的质量浓度

为<& 42 !; + -. 时，转 谷 氨 酰 氨 酶 的 酶 活 可 达 到

/& 0!3 , + -.，是 89! : 质量浓度为 3& 42!; + -. 时的

!& 71 倍& 因此可以确定 89! : 不是 $’()* 的组成部

分或活性中心，有关 56/& 774 发酵生产 $’()* 中

89! : 提高酶活的作用机理仍有待进一步研究&
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