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氮离子束诱变提高黄嘌呤氧化酶产生菌产酶能力
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摘要：通过氮离子束诱变节杆菌(Arthrobacter sp．g-1984)筛选到黄嘌呤氧化酶高产茵株X7，产

酶活力为24．49 U／g，是出发株产酶活力(8．81 U／g)的2．78倍，经发酵条件优化后，产酶活力达

到36．67 U／g，是出发菌株产酶活力的4．16倍，产酶高峰缩短了21 h。对细茵黄嘌呤氧化酶酶学

性质进行了初步研究，其最适反应条件为：37℃、pH 6．5、Fe2+对酶活力有较强的抑制作用，EDTA

对酶活力有明显的激活作用。
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Abstract：Xanthine oxidase(XOD)producer Arthrobacter sp．g一1 984 was mutagenized by N+

beam．A mutant strain X7 was screened，and produced XOD activity of 24．49 U／g，2．78 times

as the that of the parent strain(8．8 1 U／g)．After optimizing the fermentation conditions，the

XOD yield reached at 36．67 U／g，4．16 times as that of the parent strain，and the fermentation

time of XOD was shortened by 21 h．Furthermore，its enzymatic properties were studied，and the

results showed that the optimal temperature and pH for XOD reaction were 37℃and pH 6．5

respetively．It was found that XOD activity was inhibited by Fe2+but stimulated by EDTA．
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黄嘌呤氧化酶(xanthine oxidase，XOD，EC

1．2．3．2)是一种氧化还原酶Ⅲ，参与机体内核酸的

分解代谢，促进铁的吸收与转运[‘。。近年来痛风和

痛风的发生导致的高尿酸血症的发病率不断上升，

现在唯一上市的抑制尿酸生成的药物为别嘌呤醇，

但常伴有副作用，因此抑制XOD活力的新药物研
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发已越来越引起人们的重视[5]。另外，XOD作用产

物还具有抗菌作用，XOD可用于肝病检测[6]、测定

血清无机磷的含量、提高病毒唑的转化率、测定动

物源食品的新鲜度[．3等。

节杆菌XOD属于含钼脱氢酶黄素蛋白家族成

员，由两个亚基构成，每个亚基均含1个Mo，1个

FAD和2个Fe。S：族。细菌XOD是一种诱导

酶[2]，需要通过黄嘌呤及其类似物的诱导而获得，

把次黄嘌呤、黄嘌呤氧化成尿酸。国外报道假单孢

菌、节杆菌等产XOD[2]，C A Woolfolk等对细菌

XOD进行了初步分离纯化，测得该酶为二聚体[3]，

两个亚基相对分子质量分别为146 000和79 000，

国内只有易福明凹?曾对节杆菌XOD有过报道。

作者采用N+离子诱变技术处理黄嘌呤氧化酶

产生菌Arthrobacter sp．g一1984，以提高其XOD产

率。对正突变株产酶发酵条件进行了优化，并对

XOD的酶性质进行了初步研究。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种来源 作者所在实验室保藏菌株At-

throbacter sp．g一1 984。

1．I．2培养基

1)种子培养基(g／L)：NaCI 5，蛋白胨10，牛

肉膏5；pH 7．2。

2)发酵培养基(g／L)：NaCI 5，(NH。)2SO。2，

质量分数1％的CaCl21 mL，MgSO．·7H20 0．2，

葡萄糖10，酵母提取液1，黄嘌呤(0．702 tool／L)

2．5 mL；调pH至8．0。

3)初筛培养基(g／L)：KH2POt 6．8，K2 HP04

8．7，MgS04·7H2 O 0．2，CaCl2 0．01；调pH至

7．2；再加入酵母提取液0．1，黄嘌呤1，琼脂15。

1．2 方法

1．2．1培养条件 接一环斜面培养基上的菌体于

种子培养基中，32℃、200 r／min培养24 h，再以

5％接种量接于发酵培养基，32℃、200 r／rain摇瓶

液体发酵。

1．2．2黄嘌呤氧化酶活力测定参照文献E7]。

I．2．3茵体量测定取1 mL发酵液，用蒸馏水稀

释至5 mL，以蒸馏水为空白，600 nm下测其吸光

度。对照菌浓标准曲线求得菌体干重。菌浓标准

曲线y=2．3144x+0．001(R=0．9991)，其中z=

OD600，y的单位为g干菌体／L。

1．2．4残糖测定3，5一二硝基水杨酸比色法‘81。

1．2．5黄嘌呤测定 通过紫外扫描仪全波长扫描

一定浓度的黄嘌呤(Xan)溶液，发现其在270 nm波

长下有最大吸收峰，因此在270 nm用HPLC法测

得黄嘌呤的浓度和相应吸收峰面积的标准曲线。

色谱条件：Agillent Hpll00色谱仪，C18色谱柱(250

mmX5 mm)；3．2 g／L、pH 7．5的NH4H2P04为流

动相，波长270 nm，测得黄嘌呤浓度和相应吸收峰

面积的标准曲线为：Y=3 658x+82．028(R=

0．999 2)，其中Y的单位为吸收峰面积mAU*S，X

的单位为mmol／L Xan，线性范围0．2～1．2 mmol／

L Xan。将发酵液在8 000 r／min离心10 min，检测

上清液在270 nm的吸收峰面积，根据标准曲线求

出上清液中黄嘌呤含量。

1．2．6 Arthrobacter sp．g一1984最佳产酶时间测定

取Arthrobacter sp．g-1984发酵不同时间菌悬

液，处理方法同文献E73。

I．2．7 离子束诱变

离子注人实验在郑州大学生物物理研究所Ti—

tan离子束生物工程装置上进行。

菌体在液体种子培养基中培养24 h一取1 mL

菌悬液一梯度稀释至原来的101倍一取0．1 mL的

菌悬液，涂布于灭过菌的培养皿中，于无菌超净台

上吹干一N+注入(能量30 000 eV，频率25 Hz)一

2 mL无菌水洗涤一转人种子培养基后培养一涂于

筛选培养基培养一周一挑出透明圈较大的菌株一

接人种子培养基培养24 h一5％接种量接入发酵培

养基一离心破碎菌体，测定酶活力。

2结果与分析

2．I诱变出发株Arthrobacter sp．g-1984产XOD

曲线

Arthrobacter sp．g-1984产XOD，但其产酶高

峰时间没有确定，因此在不同发酵时间测该菌发酵

液菌体量、产酶活力、黄嘌呤和葡萄糖含量，45 h时

菌体量和产酶活力最高，分别为2．7 g／L和8．81

U／g，黄嘌呤和葡萄糖质量浓度分别为0 g／L和

0．46 g／L，结果见图1。确定产酶发酵终止时间为

45 h。

2．2 N+离子束诱变与筛选

在30 000 eV，25 Hz的处理条件下，分别选择

9种不同的氮离子注人剂量，对出发株Arthrobact—

er sp．g-1984进行诱变处理，考察不同剂量时的致

死率和正突变率，结果见表1。
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圈1 Arthrobacter sp．g-1984产酶曲线

Fig．1 XOD Production curYe of Arthrobacter sp．g-1984

裹1 N+剂量处理出发株的致死率和正突变率 条件下筛选出2株正突变株X4和X7，结果见表2。
Tab．1 Lethal and positive mutation ratio after mutagenesis

of wild strain

从表1可知，5．0×10”N+／cm2致死率和正突

变率较高，所以选择5．0×1015 N+／cm2作为该菌诱

变注入剂量。注入剂量为5．0x 1015 N+／cm2诱变

表2正突变株产酶活力比较

Tab．2 XOD yield of the positive mutants after N+mutation

2．3突变株X7产XOD过程分析

在相同发酵条件下，突变株X7产酶高峰时间

相对于出发菌株提前21 h，产酶活力为出发菌株

2．78倍，结果见图2。24 h时X7产酶活力最高，为

24．49 U／g，菌体量为2．2 g／L，黄嘌呤和葡萄糖质

量浓度分别为0 g／L和4．09 g／L，因此确定X7产

酶发酵终止时间为24 h。
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图2突变株x7产酶曲线
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2．4发酵条件初步优化

依次考察不同培养温度、不同初始pH值、不同

接种量对产酶的影响，结果见表3。确定最佳发酵

条件为30℃，初始pH值为9．0，接种量为8％。

此条件下产酶活力为36．67 U／g，是出发菌产酶活

力的4．16倍。

表3发酵条件优化结果

Tab．3 The results of fermentation optimization

温譬i 鼍攀I 嚣箍瑟
接种 产酶

体积。 活力／℃ ：战) 分数／％ (U／g)

26 3．91 7 18．56 5 32．16

28 10．63 8 27．37 8 36．67

30 27．37 9 32．16 10 33．75

32 24．49 10 25．69 13 31．27

34 4．25 11 10．08 15 30．75

2．5 XOD酶学性质

2．5．1温度对酶活力和稳定性的影响 将酶液分

别在25～55℃不同温度下测定酶反应活力(图3)。

图3表明，酶作用的适宜温度范围为30"---40℃，最

适反应温度为37℃。将酶液在不同温度下保存一

定时间，测定残余酶活力(图4)，以最适反应温度时

酶活力为100％，25～35℃该酶酶活比较稳定，高

于35℃酶活下降幅度增大，但45℃保温2 h酶活

仍保持50％左右，总体来说酶活比较稳定。
lOO
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图3温度对XOD酶活力的影响

Fig．3 The effects of temperature on XOD activity

2．5．2 pH值对酶活力和稳定性的影响 在不同

pH条件下测定酶反应活力(图5)。图5表明，酶作

用最适pH值范围为6．o～7．0，最适反应pH值为

6．5。将酶液在不同pH值的50 mmol的Tris—HCI

缓冲液中室温保存2 h后，测定残余酶活力。pH

6．5～7．0时酶活力没有损失，该酶在中性偏酸条件

下酶活力保持稳定，在碱性条件下酶活力下降幅度

大于酸性条件下。
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图4温度对XOD稳定性的影响

Fig．4 The effects of temperature on XOD stability
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Fig．5 The effects of pH On XOD activity and XOD sta-

bility

2．5．3金属离子对酶活力的影响 将金属离子与

酶液混合，使金属离子终浓度为2 mmol／L，25℃保

温2 h后，测定酶活力，以不加金属离子的酶活力为

100％(见图6)。由图6可见，EDTA对酶活力有明

显的激活作用，Fe2+对酶活力有明显的抑制作用，

K+、Na+、M92+对酶活力有一定的抑制作用，但残

余酶活力均在60％以上，Ca2+对酶活力影响不大。

爨
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图6金置离子对XOD活力的影响

Fig．6 The effects of metal ions On XOD activity

国外曾报道M92+是细菌XOD的稳定剂‘3。，由

图6可知，EDTA对酶活力有较好的稳定作用，在

细菌XOD的分离纯化过程中，如加入EDTA可对

酶液有一定的保护作用，减少酶活力的损失。
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3 结 语

常规的诱变处理涉及紫外线照射、NTG诱变

等，已被广泛应用于提高微生物的各项性能指标。

目前，低能离子注入技术开始引入微生物育种领

域。低能离子注入生物体的作用机制并非单一，可

能涉及与遗传物质之间发生了动量传递和电荷交

换等作用口引，造成DNA碱基发生变异。作者用氮

离子束诱变节杆菌Arthrobacter sp．g-1984，在

5．0×1015N+／cm2筛选到产XOD正突变菌株X7，

产酶活力提高了1．78倍，周期缩短了21 h，经优化

发酵条件后，X7产酶活力提高了3．16倍，其最适发

酵条件为30℃，初始pH 9．0，接种体积分数8％，
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