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谷氨酰胺转胺酶的分离纯化及酶学性质

鲁时瑛， 周楠迪， 堵国成， 李华钟， 陈 坚
（江南大学 生物工程学院工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!"1$-#）

摘 要：茂原链轮丝菌!"#$%"&’$#"()(**(+,,&-.#.$/0$所产生的谷氨酰胺转胺酶发酵液通过抽滤、

超滤、乙醇沉淀、离心和冷冻干燥，制得粗酶粉的酶活约为"$--6／7(对粗酶研究发现，该酶的最

适反应温度为0!8，最适9:为#($；粗酶的9:稳定范围在1!.，温度稳定范围在!$!1$8，离

子强度对该酶的活性稍有影响(粗酶经;<5纤维素层析和=>9?@A>BC540凝胶过滤层析后得到较

纯的酶，通过=D=5聚丙烯酰胺凝胶电泳检验蛋白质纯度，得到较弱的单一区带(其中，;<5纤维素

层析的纯化倍数为1(0，收率质量分数约为4.(.E；凝胶过滤层析纯化倍数为"(""，收率质量分数

为0$E；用凝胶过滤法测得谷氨酰胺转胺酶的相对分子质量为1$$+!(
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谷氨酰胺转胺酶（[C@X>，Q;!(-(!("-）以肽链

中谷氨酰胺残基的"5羧酰胺基作为酰基供体，酰基

受体可以是多肽链中赖氨酸残基的#5氨基、伯胺基

或水(谷氨酰胺转胺酶能催化许多食品中蛋白质的
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交联反应，在很大程度上改善蛋白质的功能性质，

提高蛋白质的营养价值，因而在食品工业中具有广

泛的用途［!，"］#此外，谷氨酰胺转胺酶还可应用于医

药、分析检测和生物工程等方面#
谷氨酰胺转胺酶存在于动物、植物和微生物

中#来自动物（豚鼠、几内亚猪等）的谷氨酰胺转胺

酶由于来源稀少，分离纯化工艺复杂，导致该酶的

价格十分昂贵，不能应用于食品工业；来自植物体

（豌豆种子、羽扇豆种子等）的谷氨酰胺转胺酶的分

离纯化工艺也不适合工业化生产#"$世纪%$年代

末，&’()和 *)+),-等人［.，/］报道了微生物发酵法

生产谷氨酰胺转胺酶的结果，012312［4］对下游技术

进行了改进#
本实验利用!"#$%"&’$#"()(**(+,,&-.#.$/0$以

淀粉为原料生产谷氨酰胺转胺酶，探索低成本高效

率的提取方法，并研究其酶学性质，以便为该酶的

进一步工业化生产和在食品工业中的应用创造良

好的条件#

! 材料与方法

!"! 材料

!#!#! 实 验 原 料! 茂 原 链 轮 丝 菌 !"#$%"&’$#1
"()(**(+,,&-.#.$/0$56789"用4:发酵罐发酵产

生的谷氨酰胺转胺酶发酵液和.$:发酵罐发酵产

生的发酵液［;］#
!#!## 主要试剂 <!8=>980?@80?A（6B0*&公司

产品），三羟甲基氨基甲烷（C2-D）（中国医药上海化

学试剂公司产品），谷胱甘肽（华美生物工程公司产

品，>#E#），牛血清白蛋白 、卵清白蛋白、胰蛋白酶、

胃蛋白酶（上海丽珠东风生物技术有限公司产品），

=*8纤维素（上海试剂二厂产品），61FGH(1I08J4

（上海化学试剂分装厂产品），聚乙二醇"$$$$（中国

医药集团上海化学试剂公司产品），其余试剂均为

分析纯#
!#!#$ 主要仪器与设备!7:8!型恒流泵：>68!$$&
型 自 动 分 布 收 集 器，上 海 沪 西 仪 器 厂 生 产；

*J4$KLB68&型紫外分光光度计，江苏泰州无线电

仪器厂生产；""!$型记录仪，瑞典:M>公司生产；

超滤膜，&B:!$!$，&D-G-=G1N-OH?B@(’D+2A=)#生

产；透析袋，华美生物工程公司上海分公司生产；色

谱柱，上海锦华仪器厂生产；PQQ8"电泳仪，北京

六一仪器厂生产#
!"# 实验方法

!###! 谷氨 酰 胺 转 胺 酶 酶 活 测 定 方 法［J］ <!8
=>980?@80?A为作用底物，以:8谷氨酸#8单羟肟酸

（6B0*&公司产品）作标准曲线#一个单位谷氨酰

胺转胺酶酶活定义：.JR时每分钟催化形成!$N)?
:8谷氨酸#8单羟胺酸的酶量#
!#### 谷氨酰胺转胺酶粗酶溶液蛋白质质量分数

的测定!S)?-@8酚法［%］#
!###$ 酶的纯化方法! 发酵液!抽滤!超滤!体

积分数T4U乙醇沉淀，.R离心!冷冻干燥!粗酶

!透析!=*8纤维素层析!61FGH(1I08J4凝胶过

滤层析!6P68聚丙烯酰胺凝胶电泳［T］检验纯度#

# 结果与讨论

#"! 谷氨酰胺转胺酶的粗分离

##!#! 抽滤酶活损失情况 谷氨酰胺转胺酶系胞

外酶，发酵液经布氏漏斗抽滤后，收集菌体并洗涤，

分别测定滤出液和洗涤液的酶活，计算酶活损失情

况，实验结果见表!（处理前发酵液体积"4!$N:）#

表! 抽滤酶活损失情况

%&’"! %(&)*&+,-.-,/01))’/2-0,3&,-14

样 品
发酵液

体积／N:

酶活／

（K／N:）

蛋白质质量

分数／（NV／N:）

比酶活／

（K／V）

总酶活／

K
抽滤液 !%"/ .#!$ %#%4 .4$#" 4;4%#$4

菌体洗涤液 JT$ $#T. /#.T "!!#% J.J#$4

由表!可知，抽滤酶活损失较大，约占发酵液总酶

活的!!#4"U，故在除去菌体过程中用少量水对菌

体进行洗涤是非常必要的#在进一步纯化过程中，

将抽滤液和菌体洗涤液合并进行超滤#
##!## 超滤浓缩倍数与浓缩时间和收率的关系

! 发酵液进行超滤，操作压力$#!*WH，研究超滤浓缩

倍数与浓缩时间和收率的关系#在不同时间取样，

并记下此时的滤出液体积，算出浓缩倍数，测定酶

活，计算浓缩倍数和收率，绘制关系曲线#结果显示

（见图!）随着浓缩倍数的增加，一开始滤出速率保

持平稳，达到一定的浓缩倍数后再继续超滤，滤出速

率即下降，所需的时间有所增加，且泡沫增多；随浓缩

倍数的增加酶活收率呈直线下降，但到后期下降有所

减慢，故超滤时间控制在!$$%!4$N-@较合适#
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图! 超滤浓缩倍数与浓缩时间和收率的关系

"#$%! &’()*#+,-.#/0’*1’’,2+,2’,*3)*#+,45(*#/(’)-
1’(()-*#4’),67#’(6

8!!!9 乙醇用量对离心沉淀的影响" 经超滤后的

发酵液分别以#个体积分数比与体积分数为$%&
的乙醇混合沉淀：

!（发酵液）’!（乙醇）("’"；!（发酵液）’!
（乙醇）("’"!%；!（发酵液）’!（乙醇）("’)!%!

将混和液离心（#*，+,,,-／./0，1./0），离心所

得沉淀冷冻干燥后测定酶活!从表)知，乙醇用量

少，沉淀量少，收率虽有下降，但下降不多，而所得酶

粉比活力有显著提高!综合两者考虑，选用发酵液与

乙醇体积分数比为"’"!"!%是比较合适的!
表8 乙醇用量对离心沉淀的影响

:)0%8 ;<<’2*+<)(2+.+(+,/3’2#/#*)*#+,+<:=)-’

!（发酵液）’
!（乙醇）

（乙醇／.2）／

（酶单位／3）

（乙醇／.2）／

（蛋白质／4）
收率／&

"’" ,!% 5)!6 5,!+
"’"!% ,!1 ")#!+ 1%!$
"’)!% "!) ),+!" 5+!,

8%8 粗酶酶学性质

8!8!! 温度对粗酶稳定性的影响" 冷冻干燥后的

粗酶制成酶液，经),，#,，6,，%,，+,*温度处理后

测定酶活，以未经处理的酶液酶活为",,&!实验结

果（见图)）显示，粗酶在),!6,*范围内性质较稳

定，高于%,*则迅速失活!

图8 温度对粗酶稳定性的影响

"#$%8 ;<<’2*+<*’4/’3)*53’+,-*)0#(#*7+<:=)-’

8!8!8 粗酶的最适温度" 分别在不同的温度下测

定酶活，以最高点酶活为",,&，测定结果（见图#）

表明，粗酶在%)*左右活性最高，大于%1*后活

性急剧下降!综合考虑粗酶的最适温度和温度稳定

性，6,*左右是该酶比较理想的作用温度!

图9 粗酶的最适温度

"#$%9 >/*#4)(*’4/’3)*53’+<:=)-’)2*#?#*7

8!8!9 78对粗酶稳定性的影响" 经不同78值

（#!,，6!,，%!,，+!,，1!,，5!,，$!"+）处理后，测定谷

氨酰 胺 转 胺 酶 酶 活，以 未 经 处 理 的 酶 液 酶 活 为

",,&!粗酶在78%!,左右稳定性最好（见图6），考

虑到处理时间较长，786!5为其稳定范围!

图@ /A对粗酶稳定性的影响

"#$%@ ;<<’2*+</A+,B*)0#(#*7+<:=)-’

8!8!@ 粗酶的最适78" 不同78值下测定酶活，

发现78+!,为谷氨酰胺转胺酶粗酶的最适78（见

图%），而在78%!1之间酶活较高!综合考虑粗酶

的最适78和78稳定性，78%!1左右是该酶比较

理想的作用范围!
8!8!C 离子强度对酶活的影响" 在不同9:;<浓度

下测定谷氨酰胺转胺酶粗酶酶活（见表#）!离子强

度的增加，对酶活影响不大，9:=的存在使酶活稍有

下降!
8%9 酶的纯化

8!9!! ;>?纤维素层析" 粗酶液经78+!%的磷酸

缓冲液透析过夜，上;>?纤维素层析柱（")!+@.
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!"#$%）洗脱，以#&#"%’(／)!#&*%’(／)、+,-&*
磷酸缓冲液进行梯度洗脱，流速约.%)／%/0，每管

收集约..%)&结果（见图-）显示，有酶活的部分主

要在第1个峰，其它几个峰没有酶活；经过离子交

换层析，酶被纯化了近1&*倍，除去了大量的杂蛋

白，酶活收率为23&34（表1）&

图! 粗酶的最适"#
$%&’! (")%*+,"#-./0+12+3)%4%)5

表6 离子强度对酶活的影响

/+7’6 8..23)-.%-9%31):29&);-9/0+12+3)%4%)5

567(浓度／（%’(／)） 酶活／（8／%)）

# .&-"
#&. .&*#
#&" .&*9
#&* .&*2
.&# .&*.

图< =>?纤维素层析

$%&’< =;:-*+)-&:+";5-./0+12-9=>?32,,@,-12
表A =>?纤维素层析的收率及纯化倍数

/+7’A B%2,C+9C"@:%.%3+)%-9-./0+12C@:%9&=>?32,,@,-12
3;:-*+)-&:+";5

样 品
总酶活／

8
比酶活／

（8／%:）
收率／

4
纯化
倍数

粗酶液 .#.&. .&#1
透析后酶液 ;-&3 .&#9 ;*&2-
离子交换后
所得活性峰 2;&; 1&-- 23&31 1&1-

D&6&D 凝胶过滤层析. 收集7<=纤维素层析后的

活性峰，聚乙二醇"####浓缩后进行>?+@6A?BC=2*
（!.&-$%!3#$%）过滤层析，用#&#*%’(／)、+,
-&#的DE/F缓冲液洗脱，分部收集，每管约9%)&洗
脱过程产生9个主要的峰（见图2），其中活性峰集

中在第9个峰，经凝胶过滤层析，又除去了一部分

杂蛋白，但是由于酶失活的原因，纯化倍数较低，约

为.&.倍（见表*）&

图E F2";+C2G0?E!层析的洗脱曲线

$%&’E =;:-*+)-&:+";5-./0+12-9F2";+C2G0?E!
表! 凝胶层析的收率及纯化倍数

/+7’! B%2,C+9C"@:%.%3+)%-9-./0+12+.)2:=;:-*+)-?

&:+";5-9F2";+C2G0?E!

样 品
总酶活／

8
比酶活／

（8／%:）
收率／

4
纯化
倍数

上柱前 9#&* 9&39

上柱后 .*&. 1&"9 1;&- .&..

D&6&6 谷氨酰胺转胺酶的纯度鉴定与相对分子质

量的测定

.）纯度鉴定：用>G>=聚丙烯酰胺凝胶电泳检

验纯度&结果（见图3）显示，经过电泳后，相对分子

质量标准有许多条带，纯化后的酶液有一条较明显

的单一区带（H），与相对分子质量标准（I）对照，谷

氨酰胺转胺酶相对分子质量约为1####，说明用此

方法纯化谷氨酰胺转胺酶效果比较理想&

H&纯化后酶液； I&相对分子质量标准

图H FIF?聚丙烯酰胺凝胶电泳

$%&’H FIF?JK08-."@:%.%2C/0+12
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!）相对分子质量的测定：分别将卵清白蛋白

（"#$%&’(’)*+,-"*+%&）、大牛血清白蛋白（’..,-"*/
+%&）、胃蛋白酶（0’0(%&）、胰蛋白酶（1)20(%&）和谷氨

酰胺转胺酶进行3’04,5’67/89（!:;<=+>?@
=+）过滤层析，测定各洗脱体积（见表<），绘制-#.
")/A’标准曲线（见图B）;由回归方程得谷氨酰胺

转胺酶的相对分子质量为C@@B!，与前面凝胶电泳

所得结果基本一致;将该酶相对分子质量与其它微

生物来源的谷氨酰胺转胺酶进行比较，它不同于从

#$%&’’())(*+&’&)孢子中提取的D7:和D7!（相对分

子质量!B@@@）［:@］，与E&5#报道的FD7,(很类似

（相对分子质量为C@@@@）［G］，也接近于从,+-./0
+12.-+&%&’’&(3%&44$314.(3HF3<?G;<?提纯的谷

氨酰胺转胺酶（相对分子质量G8<<@）［::］;

图! "#$!%&’(标准曲线

)*$+! "#$!%&’(

表, 相对分子质量测定结果
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样 品 大牛血清白蛋白 卵清白蛋白 胃蛋白酶 胰蛋白酶 谷氨酰胺转胺酶

洗脱体积5’（+I） G?;< 9G;@ 8C;8 :@<;? <?;<
相对分子质量") <?@@@ C9@@@ G99@@ !GG@@

-#.") C;?GG C;<9G C;9CC C;G<8

; 结 论

:）经过对,+-./+12.-+&%&’’&(331*$-$.4).产生

的谷氨酰胺转胺酶进行抽滤、超滤、乙醇溶析、冻干

后得到粗酶;其总酶活平均收率约为8@J，从:<@
I发酵液（酶活为GK／+I）能制得C!!@.谷氨酰

胺转胺酶（?@K／.），该粗酶经实验能满足食品的加

工需要，初步说明了该提取方法的有效性;对粗酶

的基本性质进行研究，结果表明，酶反应最适温度

和0L分别为9!M和<;@;粗酶在!@!C@M稳定性

较好，高于9@M迅速失活；0L9!8之间，粗酶性质

稳定，是较理想的使用范围;
!）粗酶经过HN/纤维素层析和3’04,5’67/89

凝胶过滤后得到较纯的酶，平均酶活收率为C@J，

纯化倍数约为9;通过3O3/聚丙烯酰胺凝胶电泳检

验蛋白质纯度，基本得到单一条带，谷氨酰胺转胺

酶的相对分子质量为C@@B!;
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