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高效转化 L�谷氨酸为 ��氨基丁酸菌株的
筛选、鉴定及初步优化
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(江南大学 工业生物技术教育部重点实验室, 江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 从发酵食品及自然界中筛选出能利用 L�谷氨酸生产 ��氨基丁酸的菌株, 并对转化条件进

行初步优化。采用乳酸菌分离纯化的方法分离出乳酸菌, 再通过初筛、复筛挑选出高产 ��氨基丁
酸的菌株,并对其进行形态学、常规生理生化鉴定及 16S rDNA 基因分析, 随后对菌株产 ��氨基丁
酸的转化条件进行初步优化。根据常见细菌系统鉴定手册, 所筛菌株初步确定为植物乳杆菌

( L actobaci l lus p lantar um )。优化后的最佳转化条件为: 菌株菌龄为 36 h、缓冲液初始 pH 为 4� 8、

缓冲液浓度为 0� 2 mol/ L。在优化后的转化条件下,添加 5 g / dL 底物转化 24 h,转化率最高可达

97� 81% ,转化液中 ��氨基丁酸的质量浓度达 34� 26 g / L ,该菌种可作为 ��氨基丁酸产生菌,具有较

好的 �� 氨基丁酸生产潜力。
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Screening, Identif ication and Primary Optimizing of a Strain Producing

��Aminobutyric Acid from L�Glutamic Acid
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Abstract:A strain w ith capablity of producing ��Am inobuty ric acid f rom L�glutamic acid w as

iso lated f rom var iety of ferm ented food and differ ent natutal env ir onment sam ples, and the

conditions of t ransformat ion w ere optimized. Process and M ethod: Isolat ion and purif icat ion

method of Lactic acid bacteria w as used to screen the str ain yielding ��amino buty ric acid, and its

mo rpholo gy analysis, physiolo gical and biochemical propert ies and phylog enet ic analy sis based on

the 16S r DNA sequence w ere ident ified. And then the condit ions o f t ransfo rmat ion w er e

optim ized fo r the Lact ic acid bacter ia separately. Based on Systems M anual of Determ inat iv e

Comm on Bacteriolog y, the bacter ia w as pr elim inarily identif ied L actobacil lus p lantar um . T he

bet ter t ransfo rmat ion conditions as follow s: cell age 36 h, buffer initial pH 4� 8, buf fer

concentrat ion 0� 2 mol/ L; The content of GABA w as over 34� 26 g / L and transfor mat ion ef ficient

w as up to 97� 81% in the opt imum tr ansform ation condit ions� The str ain can be used to produce

��amino butyr ic acid and has a higher convert ing capability o f GABA.
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� � ��氨基丁酸 ( ��Am inobuty ric acid, 简称 GA�
BA) ,又称 4�氨基丁酸、氨酪酸, 广泛存在于自然界

中, 是一种非蛋白质组成的天然氨基酸, 在生物体

内由 L�谷氨酸经谷氨酸脱羧酶 ( GAD) 催化而

来[ 1- 2] , 是哺乳动物中枢神经系统中重要的抑制性

神经递质, 具有重要的生理功能。大量研究表明:

GABA具有降血压、增强记忆力、活化肾功能、改善

肝功能、防治肥胖、营养神经细胞等作用[ 3- 5]。随着

研究的深入, GABA 的生理功能不断得到阐明, 目

前 GABA 不仅作为具有重要作用的药物被大量应

用,而且在食品工业中作为保健性的功能因子也受

到了广泛关注。

GABA制备主要有化学合成法和生物合成法

(植物富集法和微生物发酵法)两大类。相比而言,

化学合成 GABA 安全性差、环境污染严重, 植物富

集的 GABA 含量较低, 因而微生物发酵生产 GA�
BA 非常具有商业化开发前景。2003年, 日本学者

掘江典子[ 6] 筛选出一株乳酸菌株最高能积累 GA�
BA 达到 35 g / L 左右。与日本的研究相比,国内的

研究起步较晚, 我国江南大学傅元欣和江波等人[ 7]

筛选得到一株乳酸菌,经发酵优化 GABA 积累量达

到 19� 1 g / L ;浙江大学黄俊、梅乐和等人
[ 8]
经筛选

诱变得到一株乳酸菌, GA BA 产量为 17 g/ L , 通过

一系列优化,该诱变菌株在三角瓶中 GABA 产量为

33� 42 g / L , 3� 7 L 发酵罐中 GABA 积累量达到

76� 36 g / L。

作者从各种酸奶、酸菜、酱油、豆豉等发酵食

品,以及牛奶、土壤、植物残骸中筛选具有转化 L�谷
氨酸为 ��氨基丁酸的菌株, 并对其中一株高转化效

率的菌株进行了鉴定, 对其转化条件进行了初步研

究,为微生物转化 L�谷氨酸为 ��氨基丁酸工业化提
供了基础。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料

1. 1. 1 � 样品 � 各种酸奶、酸菜、酱油、豆豉等发酵
食品,牛奶、土壤、植物残骸等。

1. 1. 2 � 培养基

1) 乳酸菌选择培养基: 牛肉膏 10 g/ L , 酵母膏

10 g/ L ,蛋白胨 10 g / L ,葡萄糖 5 g/ L, 吐温 0� 5 g/

L, 番茄汁 200 g/ L , 溴甲酚绿 0� 1 g/ L, 碳酸钙 20

g/ L , 琼脂 20 g/ L; pH 6� 5, 0� 08 M Pa 灭菌 15

min
[ 9]
。

2) 活化培养基: M RS 培养基。酪蛋白胨 10 g/

L , 牛肉提取物10 g/ L,酵母提取物 5 g/ L ,葡萄糖5

g/ L,乙酸钠 5 g/ L, 柠檬酸二胺0� 2 g/ L ,吐温 0� 1

g/ L,磷酸氢二钾 0� 2 g/ L, 硫酸镁 0� 2 g/ L, 硫酸

锰 0� 05 g/ L, 碳酸钙20 g/ L, 琼脂 20 g/ L ; pH 6�
5, 0� 08 M Pa 灭菌 15 m in [ 10- 11]。

3) 种子培养基[ 12] : T YG 液体培养基: 胰蛋白

胨 5 g/ L ,酵母膏 5 g/ L, 葡萄糖 10 g / L ,丁二酸钠 5

g/ L; pH 6� 5, 0� 08 M Pa灭菌 15 m in。

1. 1. 3 � 试剂 � ��氨基丁酸( GABA)标样:购自上海

生工生物科技有限公司( Sigma,纯度 99� 9%以上) ;

L�谷氨酸( L�Glu) : 购自国药集团化学试剂有限公

司(纯度 98� 5%以上) ; pM D18�T 载体:购自 T aKa�
Ra( Japan) ;其余试剂均为国产分析纯。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 菌种筛选 � 选用土壤、酸奶、自制酸菜等样
品为材料 [ 13] ,分别取稀释成不同浓度的稀释液 0� 1

mL,无菌涂布到乳酸菌选择培养基平板上, 30 � 培

养 1~ 2 d,挑取能产生透明圈, 菌落周围培养基变

为黄色的单菌落, 初步确定为乳酸菌。采用平板划

线法在 MRS平板上反复多次划线培养, 获得纯菌

株。将分离纯化后的单菌落接入 M RS 固体斜面培

养基于, 4 � 冰箱保存,每 2周转接 1次。

筛选得到菌株分别接种于装有 100 mL 种子培

养基( T YG培养基)的 500 mL 三角瓶中, 静置培养

1 d。用 100 mL 离心管离心收集菌体, 用生理盐水

洗涤菌体后,用 30 mL 醋酸缓冲液( 0� 2 mol/ L, pH

5� 0)悬浮菌体,加入装有 2%的谷氨酸( 0� 6 g )及吐

温�80 ( 0� 01 g )的 100 m L 的三角瓶中,然后将三角

瓶置于 30 � 、160 r/ m in条件下振荡培养 24 h。收

集转化液,离心,比色法检测上清液中 �� 氨基丁酸
的质量浓度。

选取其中 4 株转化率明显较高的菌株, 添加

5%底物来进行进一步产 GABA 能力筛选, 利用氨

基酸自动分析仪测定 GABA 的浓度,并计算摩尔转

化率。

1� 2� 2 � 生长曲线的测定 � 按细菌生长曲线的测定

方法,以 600 nm 处的浊度表示 [ 14]。

1� 2� 3 � �� 氨基丁酸初步定性定量检测 � 初步定性

定量分析采用 Berthlot 比色法
[ 15]
。取不同浓度的

GA BA 标准样品或者不同菌株转化液 300 �L 在冰
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浴中加 200 �L 硼酸缓冲液( 0� 2 mo l/ L , pH 10� 0)

终止反应,依次加入体积分数 6%重蒸苯酚 100 �L

和质量分数 10%次氯酸钠 400 �L, 沸水浴加热 10

min, 冰浴冷却 5 min, 640 nm 测定吸光度值, 以标

准曲线法确定 ��氨基丁酸的浓度。
1. 2. 4 � �� 氨基丁酸精确定量检测 � 精确定量分析

采用氨基酸自动分析仪法,氨基酸自动分析仪日立

835�50型, 2619# 树脂(阳离子交换柱  2� 6 mm  

150 mm ) , 53 � 分析。��氨基丁酸标样配制 10

mg/ dL溶液
[ 10]
。

转化液离心取上清液, 加入 15%的三氯乙酸终

止反应,离心取上清液 1 mL,送样至江南大学测试

中心,采用氨基酸自动分析仪来精确测定转化液中

GABA的质量浓度。

1� 3 � 菌株鉴定
1� 3� 1 � 形态学、生理生化特征 � 根据!常见细菌系

统鉴定手册∀所列菌种鉴定方法进行菌种鉴定 [ 16]
。

1� 3� 2 � 基因组 DNA的提取 � 参见文献[ 16]。

1� 3� 3 � 16S rDNA 的扩增 � 使用细菌 16S rDNA

的通用引物进行扩增

正向引物为 f : 5# �AGAGT T TGATCCT G�
GCT CAG�3#

反向引物为 r: 5#�CTA CGGCTACCTT GT�
T ACGA�3#
1� 3� 4 � PCR 扩增条件 � 反应体系为取 DNA 模板

1 �L, 10  PCR 缓冲液 5 �L, 引物 1 �L, dN TPs 4

�L, Taq DNA 聚合酶 1 �L, 总反应体积为 50 �L。

循环参数为 94 � 预变性 5 min, 94 � 1 min , 60 �
2 min, 72 � 2 min , 30个循环, 72 � 延伸 10 m in。

取扩增产物 10 �L, 用 0� 8 g / dL 琼脂糖凝胶电泳,

Go ldview 染色,紫外灯下观测结果。

1� 3� 5 � PCR 产物的克隆与 16S rDNA 序列测定及

同源性比较、系统分析 � 用胶回收试剂盒纯化 PCR

扩增产物,电泳验证。将纯化后的 PCR 扩增产物

连接到 pM D18�T 载体上, 转化 E� coli JM109。经

Amp抗性筛选,获得阳性克隆。16S rDNA 测序由

上海 SBS 生物科技有限公司完成, 将测序结果在

NCBI中 Blast 后交送 GenBank 库, 与数据库已有

序列进行比较分析。

2 � 实验结果

2� 1 � 菌株筛选
样品经处理后利用乳酸菌选择培养基分离出

的138株菌,采用比色法检测得到了 56株能够利用

L�谷氨酸转化生成 ��氨基丁酸的菌株。由表 1 可

知, 不同菌株产 �� 氨基丁酸的能力有很大的差别,

大部分集中于中等及偏下水平,高水平较少。

表 1 � 菌株初筛结果

Tab. 1 � Results of primary bacterial strain screening

GABA 质量
浓度水平

GABA 质量浓度/
( g/ L )

菌株
数

占总菌株数的
百分比/ %

高水平 > 12 2 3. 6

较高水平 9~ 12 0 0

中等水平 6~ 9 1 1. 8

中等偏下水平 3~ 6 1 1. 8

低水平 0~ 3 52 92. 8

� � 通过筛选选取 4 株 �� 氨基丁酸产量相对较高
的菌株,添加 5%的底物进行复筛实验,利用氨基酸

测定仪测定各菌株转化液中 GABA 的质量浓度,计

算摩尔转化率,其中编号为 01的菌株 �� 氨基丁酸
产量最高达 31� 1 g/ L ,将其命名为 LP�GB 01,结果

见表 2。

表 2 � 菌株复筛结果

Tab. 2 � Results of secondary bacterial strain screening

菌株编号 GABA 产量/ ( g / L ) 摩尔转化率/ %

01 31. 10 88. 78

24 13. 83 39. 48

41 6. 85 19. 55

46 4. 92 14. 05

2� 2 � 菌株 LP�GB 01生长曲线的测定

按 1� 2� 2 细菌生长曲线的测定方法,测得菌株

LP�GB 01生长曲线见图 1。由图 1可以看出,在培

养至 30 h 时,菌体生长开始进入稳定期,培养至 40

h时,生物量基本达到最大值。

图 1 � 菌株 LP�GB 01 生长曲线

Fig. 1� Growing curve of LP�GB 01

2� 3 � 菌种鉴定
2� 3� 1 � 培养特征及形态学鉴定 � 菌株经筛选得到

1株产 �� 氨基丁酸相对高的乳酸菌菌株 LP�GB
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01,将其在 M RS 平板培养基上 30 � 培养 24~ 48 h

后的菌落为乳白色, 圆形, 隆起, 表面湿润光滑, 不

透明,边缘整齐。M RS 平板培养乳酸菌细胞经透射

电镜( H itachi H�7000, H onshu, Japan)观察, 细胞

形态呈杆状, 长短不一, 无芽孢, 细胞大小( 5 ~ 7)

�m  ( 10~ 20) �m, 电镜图片见图 2。

图 2 � 菌株 LP�GB 01 在 MRS培养基上的细胞电镜图

( 5 000 4� 0)

Fig. 2 � Microscopic shape of LP�GB 01 on the MRS me�

dium( 5 000  4� 0)

2� 3� 2 � 生理生化特征 � 对该菌株进行常规生理生

化特征鉴定, 结果见表 3。将菌株 LP�GB 01 的生

化特征与!常见细菌系统鉴定手册∀所列乳酸菌进

行比较。结果表明: 菌株 LP�GB 01与 L actobaci l�
lus p lantar um 的特征一致,而与其他乳酸菌均有差

异。
表 3� 菌株 LP�GB 01 的生理生化鉴定结果

Tab. 3� Physiogical and biochemical characteristics of LP�GB 01

项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 + 海藻糖 +

阿拉伯糖 + 蔗糖 +

纤维二糖 + 接触酶 -

果糖 + 氧化酶 -

乳糖 + 硝酸盐还原 -

半乳糖 + 吲哚 -

葡萄糖 + 明胶液化 -

棉籽糖 + 硫化氢 -

山梨糖 + 运动性 -

� + :阳性; - :阴性

2� 3� 3 � 菌株 16S rDNA 序列分析及分子鉴定 � 提
取菌株 LP�GB 01细胞总 DNA, 以通用引物扩增菌

株的 16S rDNA 部分基因片段约 1� 5 kb,产物片段

经纯化,测序。通过序列分析该片段的 DNA 序列,

将该序列与美国国家生物信息中心( NCBI) 收录的

DNA 序列进行比对, 结果表明其与 L actobaci llus

p lantarum st rain EW�p 的 16S rDNA 序列相似性

最高,为 99%, 则其为 L actobacil lus p lantar um 的

一个亚种。

2� 4 � 实验条件初步优化
2� 4� 1 � 菌种菌龄对 GABA转化效率的影响 � 将菌

株 LP�GB 01接种于种子培养基中, 取不同培养时

间得种子液,经离心收集到的菌体按 1� 2� 1中的方

法, 添加 5%底物进行三角瓶转化, 24 h 后取样测定

转化液中 GABA的含量,结果见图 3。随着菌种培

养时间延长,转化液中的 GABA质量浓度基本成增

长趋势,其中, 使用菌龄为 0~ 36 h 的时间段内的菌

种做转化试验时, GABA 质量浓度的增长幅度较

大; 使用菌龄为 36 h 以上的菌种做转化时, GABA

含量趋于平稳。结合图 1和图 3, 说明菌体生长处

于稳定期时,菌种的转化能力达到最强,菌龄为 48

h 的菌种的转化液中 GABA 的质量浓度可达到

34� 66 g/ L。但从生产成本等方面考虑, 培养时间

在 36~ 48 h内, GABA 转化率增长缓慢,而培养时

间越长,生产成本也随之增加, 所以作者确定 36 h

为该菌种转化生成 GABA 的最适培养时间。

图 3 � 菌龄对 GABA转化效率的影响

Fig. 3 � GABA transformation efficient as the function of

bacterial growth time

2� 4� 2 � 转化液 pH 对 GABA 转化效率的影响 � 将
菌株 LP�GB 01接种于种子培养基中培养至最适菌

龄, 种子液经离心收集到的菌体加入到不同 pH 值

的醋酸缓冲液中,添加 5%底物进行转化实验, 24 h

后取样测定转化液中 GABA 的质量浓度,结果见图

4。由图 4可以看出, 随着缓冲液的 pH 增高, GA�
BA 质量浓度也成增长趋势,但当 pH 超过 4� 8 时,

转化率降低, GABA 的质量浓度减少。在缓冲液

pH 为 4� 8时, GABA 转化率达到 97� 52%, GABA

质量浓度最高。这说明反应体系的 pH 值对该酶催

化反应具有一定的影响作用,菌株 LP�GB 01在 pH

4� 6~ 5� 0 之间具有较高的转化能力, 其中在 pH
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4� 8时转化能力最强。但是由于底物 L�谷氨酸为
酸性氨基酸,大量的底物添加到醋酸缓冲液时, 会

使整个转化体系的 pH 值稍稍降低,因此醋酸缓冲

液的 pH 值选择范围可以扩大至 4� 8~ 5� 0。

图 4� 转化液 pH值对 GABA转化效率的影响

Fig. 4� GABA transformation efficient as the function of pH

2� 4� 3 � 缓冲液浓度对 GABA 转化效率的影响 � 将

菌株 LP�GB 01接种于种子培养基中培养至最适菌

龄,种子液经离心收集到的菌体加入到不同浓度的

pH 4� 8的醋酸缓冲液中, 添加 5%底物进行转化实

验, 24 h 后取样测定转化液中 GABA 的质量浓度,

结果见图 5。由图 5 可以看出, 随着缓冲液的质量

浓度的增高, GABA 质量浓度也随之增加, 当缓冲

液浓度为 0� 2 mo l/ L 时, GABA 质量浓度最高, 转

化率达到 97� 81%, 这说明反应体系的盐离子浓度

对转化有一定的影响。这种变化可能与溶液的缓

冲能力及离子强度有关, 高浓度的缓冲液有助于维

持酶反应时所需的 pH 值; 但过高的醋酸根离子可

能会对酶活力有抑制作用,所以从提高转化效率的

角度可以选择使用 0� 2 m ol/ L 的缓冲液。但从分离

纯化的角度来考虑, 0�2 mol/ L 的缓冲液中盐离子浓

度较高,会给最后的除盐处理带来困难,增加成本,所

以此时选择 0� 1 mol/ L 的缓冲液较为合适。

3 � 结 � 语

作者从多种样品中筛选到 56株能以 L�谷氨酸

图 5� 缓冲液浓度对 GABA转化效率的影响

Fig. 5 � GABA transformation efficient as the function of

buffer concentration

为底物合成 ��氨基丁酸( GABA)的菌株,经过 GA�
BA 定性定量检测,最终得到一株 GABA 转化能力

相对较高的菌株LP�GB 01。将 50 m L 培养24 h以

上的该菌株菌液离心收集到的菌体经生理盐水洗

涤后,悬浮于 30 mL、0� 2 mol/ L 的醋酸缓冲液( pH

5� 0)中,在底物( L�Glu)为 5%时, 产物 GABA 的转

化率达到 88� 78% , GABA 质量浓度为 31� 1 g/ L。

经 16S rDNA 序列分析法鉴定发现, 该菌株与乳杆

菌属中 L actobaci l lus p lantar um st rain EW�p 的
16S rDNA 基因序列同源性高达 99%。此结果与

常规生理生化鉴定结果相吻合,说明菌株LP�GB 01

是 L actobaci llus p lantar um st rain EW�p 的一个亚
种。

同时,从菌株菌龄、缓冲液 pH、浓度等因素对

转化条件进行了初步优化, 在菌种培养时间为 36

h、缓冲液 pH 4� 8、缓冲液浓度为 0� 2 mol/ L 的条件

下, 添加 5% 底物转化 24 h, 转化率最高可达

97� 81%, GABA 质量浓度为 34� 26 g / L。

作者筛到的原始菌株 LP�GB 01 与国内文献报

道的原始菌株相比, 合成 GABA 能力有很大的优

势,与经改良后的菌株合成 GA BA 能力相比仍有一

定的差距, 但可以通过对菌株 LP�GB 01进行菌种

改良及生物转化条件优化等手段, 使 GABA 的积累

量进一步提高,相关工作正在进行之中。
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