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谷氨酸脱羧酶发酵工艺的优化

杨帆， 李江华+， 徐岩， 房峻
(江南大学生物工程学院，江苏无锡214122)

摘 要：用大肠杆菌ASl．505进行液态发酵生产谷氨酸脱羧酶并优化培养基，考察了碳源、氯源、

复合营养物质、起始pH及发酵时间对酶活的影响，确定最佳产酶培养基组成为：葡萄糖1．0 g／

dL，蛋白胨3．0 g／dL，氯化钠0．3 g／dI。，磷酸氢二钾0．1 g／dL，硫酸镁0．02 g／dL，L一谷氨酸0．01

g／dL，玉米浆1．5 g／dL，生物素30扯g／I。，麸皮4 g／dL；pH 6．5。在此基础上，设计发酵条件的优

化实验。实验结果表明为：250 mL的三角瓶装液量25 mL，37℃，起始pH 6．5，培养18 h达到产

酶高峰，产酶活力可达l 290 U／mL。
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Optimizing of Fermentation Condition for High—production

Glutamic Acid Decarboxylase(GAD)

YANG Fan，LI Jiang—Hua’，XU’Yan，FANG Jun

(School of Biotechnology，Jiangnan University，Wuxi 214 122，China)

Abstract：Compositions Of culture medium and fermentation conditions were studied to improve

quantity of Glutamic acid decarboxylase(GAD)production by AS 1．505 liquid fermentation．The

optimized medium and conditions were as follows：glucose 1．0％，tryptone 3．0％，NaCl 0．3％，

K2 HP04 3H20 0．1％，MgS04 7H20 0．02％，L—Glutamic acid 0．01％，corn steep liquor 1．5％，

biotin 20 tLg／L，bran 4％，initial pH 6．5，37℃，liquid volume 25 mL／250 mL baffled flask，200

r／min，for 18 hours．Under these conditions，the activity of GAD was achieved at 1 290 U／mL．
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谷氨酸脱羧酶(GAD，EC4．1．1．15)是一种催

化L一谷氨酸脱掉一个羧基形成7一氨基丁酸(GA—

BA)的酶‘1_2|。GAD广泛分布于从单细胞有机体

到哺乳动物等生物中，在哺乳动物神经系统中起作

用已为人们所了解，其机理研究仍在不断进展。

GAD在生物体中的其它可能作用目前也是科学家

的关注点嘲，富含GABA的食品开发也受到重

视Ⅲ。GAD则是生物技术富集生产GABA的关键

酶。另外，GAD还有望作为诊断酶用于甄别和预测

糖尿病，以及作为极具潜力的诊疗型酶制剂。了解
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它的分布和特性对于它的应用具有指导意义[5]。

在微生物中，曲霉、酵母、乳酸菌、大肠杆菌、变

形杆菌属(Proteus vulgaris，P．morganii)，以及梭

状芽胞杆菌属等都存在谷氨酸脱羧酶。大肠杆菌

具有较高的谷氨酸脱羧酶活力，其中的谷氨酸脱羧

酶相对分子质量为30万，具有2个分子的磷酸吡哆

醛(PLP)。本质上反应是非可逆的，仅对L一谷氨酸

有特异性，可被羟胺、氨基脲等(醛试剂)抑制[6]。

至今为止，细菌GAD中研究最多最深入的就是E．

coil GAD，获取比较方便，是所考查的GAD中最有

代表性的酶。GAD可被培养基中的谷氨酸诱导生

成，产量可达10 ml／L，纯酶由6个相同的53 000

Da亚基组成，每个亚基有一分子磷酸吡哆醛共价结

合到赖氨酸残基，酶在低温、低蛋白质浓度、高于

pH 6．0时易发生离解，最适底物是I。一谷氨酸，pH

4．0～4．5之间酶活最高[7]。

作者通过对谷氨酸脱羧酶液态发酵培养基及

发酵条件进行优化，使得大肠杆菌在摇瓶水平产出

具有较高酶活力的谷氨酸脱羧酶。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 菌种 大肠杆菌ASl．505，购自中科院微

生物研究所。

1．1．2培养基

1)斜面培养基：营养琼脂4．5 g／dI，，pH自然。

2)发酵培养基：葡萄糖1．0 g／dL，蛋白胨3．0

g／dL，氯化钠0．3 g／dI。，磷酸氢二钾0．1 g／dI。，硫

酸镁0．02 g／dL，L-谷氨酸0．01 g／dL，玉米浆1．5

g／dL，生物素20 tLg／L；pH 6．5。

1．2培养方法

配制发酵培养基，分装25 mL培养基于250

mL的三角瓶中，121℃灭菌15 min；将在斜面培养

基中培养好的菌种接种到发酵培养液中，37℃恒温

振荡，培养18 h(200 r／min)。

1．3分析方法

1．3．1 生物量测定 将干燥的离心管称重并记

录，取10 mL发酵液，4 000 r／min离心10 min，去

上清液，称重并记录，计算湿菌体重。

1．3．2酶活测定取0．5 ml。发酵液，4 000 r／rain

离心10 min，去上清液，加0．2 mol／I．的谷氨酸溶

液(pH 4．6)10 mL，37℃恒温水浴振荡10 min(200

r／min)，立即沸水浴10 min终止反应，4 000 r／rain

离心10 rain，收集上清液；量取1 mL上清液于三角

瓶中，加入39 mL蒸馏水，混匀，吸取1．0 mL于带

塞试管中，加入1 mL质量分数6％的苯酚和0．4

mL次氯酸钠(活性氯质量分数≥5．2％)，充分混

匀，沸水浴10 min后冰水浴20 rain，再加入3．1 mL

蒸馏水，然后在630 nm处测D值[83；制作7一氨基丁

酸含量与吸光度关系的标准曲线，根据标准曲线和

所测D值，计算出酶活。酶活力单位定义：在反应

液中，每分钟催化底物生成l btmol 7-氨基丁酸所需

的酶量为1个活力单位(U)。

2结果与讨论

2．1大肠杆菌生长曲线和产酶曲线

对大肠杆菌进行摇瓶振荡培养，测定GAD酶

活力和菌体湿重培养随时间的变化情况。结果如

图1所示。由图1可以看出，大肠杆菌在o～4 h为

延滞期，4～16 h为该菌对数生长期，生长到16 h时

菌体生长达到最高，而GAD酶活力在20 h左右时

最高，随着时间的延长，GAI)酶活力逐渐下降，生

物量也有所降低，可能是菌体细胞开始自溶，胞质

外流，其中可能产生的蛋白酶会造成GAD酶部分

分解。因此确定培养18 h为培养最适宜时间。
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圈1 大肠杆菌生长曲线和产酶曲线

Fig．1 Effect of culture time off growth of E．coli and

GAD’S production

2．2不同碳源对产酶的影响

碳是微生物的基本营养元素，是细胞内储藏物

和各种代澍产物(包括酶)的骨架，也是微生物生长

的主要能量来源。不同的微生物种类能够利用的

碳水化合物的差别很大。添加1 g／dL的可溶性淀

粉、乳糖、蔗糖、葡萄糖、麦芽糖作为碳源；培养基中

其它组分为：蛋白胨3．0 g／dL，氯化钠0．3 g／dL，磷

酸氢二钾0．1 g／d1。，硫酸镁0．02 g／dL，L-谷氨酸

0．01 g／dL，玉米浆1．5 g／dL，生物素20 tlg／L；pH

6．5。发酵培养18 h测酶活，结果如图2所示。

从图2可以看出，不同碳源对产酶影响很大，

以葡萄糖为碳源产酶最高，发酵18 h达产酶高峰

1 119 U／mL，所以选择用葡萄糖作为培养基的

碳源。
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图2碳源对酶活的影响

Fig．2 Effect of different carbon Sources on the enzyme

production

2．3葡萄糖质量浓度对酶活的影响

不同葡萄糖质量浓度对产酶的影响如图3所

示。在培养基中加入不同质量浓度的葡萄糖，分别

为0．2 g／dL、0．6 g／dL、1．0 g／dL、1．4 g／dL、1．8 g／

dI。，其它组分不变。由图3可知，当培养基中葡萄

糖质量浓度为1．0 g／dL时，谷氨酸脱羧酶活力最

高，发酵18 h达产酶高峰l 119 U／mL，所以选择

1．0 g／dL作为葡萄糖的添加量。
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圈3葡萄糖质量浓度对酶活的影响

Fig．3 Effect of the concentration of glucose on the eno

zyme production

2．4不同氮源对产酶的影响

发酵培养基的氮源可以用有机氮源、无机氮源

或者两者混合使用。实验中各选取2 g／dl，硝酸钠、

尿素、硫酸铵、酵母膏、蛋白胨为氮源，其它组分为：

葡萄糖1．0 g／dL，氯化钠0．3 g／dI，，磷酸氢二钾

o．1 g／dL，硫酸镁0．02 g／dL，L一谷氨酸0．01 g／dL，

玉米浆1．5 g／dL，生物素20 txg／I。；pH 6．5。考察

不同氮源对产酶的影响，结果如图4所示。由图4

可知，无机氮源不利于大肠杆菌产酶，有机氮源则

能较好地促进大肠杆菌分泌谷氨酸脱羧酶，其中蛋

白胨的效果又优于酵母膏。一方面可能因为无视

盐对培养基pH的影响导致对产酶的抑制。一方面

可能因为有机氮源中含有微生物正常生长繁殖的

所必需的各种生长素，而这些生长素大多是辅酶或

辅基的组分。以蛋白胨为氮源产酶最高，发酵18 h

达产酶高峰1 050 U／mL，所以选择用蛋白胨作为

培养基的氮源。
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图4氮源对酶活的影响

Fig．4 Effect of different nitrogen sollrcc$on the enzyme

production

2．5蛋白胨质量浓度对酶活的影响

配制蛋白胨不同质量浓度的培养基，分别为

1．0 g／dL、2．0 g／dL、3．0 g／dL、4．0 g／dL、5．0 g／

dL，考察不同蛋白胨质量浓度对产酶的影响。其它

组分为葡萄糖1．0 g／dL、氯化钠0．3 g／dL、磷酸氢

二钾0．1 g／dl，、硫酸镁o。02 g／dL、L-谷氮酸0．01

g／dL、玉米浆1．5 g／dL、生物素20肛g／L；pH 6．5。

所得结果如图5所示。
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图5蛋白胨质量浓度对酶活的影响

Fig．5 Effect of the concentration of tryptone on the ell。

zyme production

由图5可知，蛋白胨质量浓度在2～4 g／dL之

间时，酶活相差不大。考虑到经济因素，确定培养

基中蛋白胨质量浓度为3 g／dL。

2．6生物素质量浓度对酶活的影响

大肠杆菌虽然能合成自身生长所需的全部生

长因子，在只含有碳素、氮素、矿质元素和微量元素

的培养基上也能生长，但通过添加额外的生长因子

往往能促进其生长。在培养基中添加不同量的生

物素，分别为lO、20、30、40、50、60 ptg／L，并以空白

为对照，考察不同生物素质量浓度对产酶的影响，

培养基其它组分为蛋白胨3．0 g／dL、葡萄糖l g／

dL、氯化钠0．3 g／d1，、磷酸氢二钾0．1 g／dL、硫酸

镁0．02 g／dL、L一谷氨酸o．Ol g／dL、玉米浆1．5 g／

dL；pH 6．5。结果如图6所示。
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图6生物素质量浓度对酶活的影响

Fig·6 Effect of the concentration of biotin on the en。

zyme production

图6显示，额外添加一定量的生物素可以促进大

肠杆菌分泌谷氨酸脱羧酶，当添加量在30 ttg／L发酵

18 h达产酶高峰，但生物素质量浓度过高时也会抑制

酶活。所以选择30 t-g／L作为生物素的添加量。

2．7玉米浆质量浓度对酶活的影响

玉米浆足发酵中的一个重要因素。玉米浆中

含有丰富的生物素和其它氨基酸和维生素。在工

业生产中通过添加玉米浆可达到添加生长因子的

目的。在发酵培养基中加入不同量的玉米浆，分别

为0．5 g／dL、1 g／dl。1．5 g／dI。、2 g／dL、2．5 g／dL、

3 g／dI．，以空白为对照，其它成分为蛋白胨3．0 g／

dL、葡萄糖1 g／dL、氯化钠0．3 g／dL、磷酸氢二钾

0．1 g／dL、硫酸镁0．02 g／dL、L一谷氨酸o．Ol g／dI。、

生物素30,ug／L；pH 6．5。考察不同玉米浆质量浓

度对产酶的影响，所得结果如图7所示。
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图7玉米浆质量浓度对酶活的影响

Fig．7 Effect of the concentration of corn steep liquor

on the enzyme production

图7显示，添加玉米浆可以提高酶活，当玉米

浆质量浓度为1．5 g／dL时发酵18 h达产酶高峰，

所以选择1．5 g／dL作为玉米浆的添加量。

2．8麸皮添加量对酶活的影响

在发酵工业中，生产成本是必须考虑的一个问

题。谷氨酸脱羧酶的辅酶是磷酸毗哆醛，据文献报

道，磷酸吡哆醛的添加量对于谷氨酸脱羧酶的酶活

有着明显的影响[9]。磷酸吡哆醛是谷氨酸脱羧酶

的必需辅酶，它的添加势必会对谷氨酸脱羧酶的酶

活造成影响，然而磷酸吡哆醛价格很高，添加磷酸

吡哆醛使得生产成本提高。实验发现，添加廉价的

麸皮对于谷氨酸脱羧酶的酶活提高有明显帮助。

麸皮含有多种氨基酸和维生素，氨基酸是酶蛋白的

基本结构单元，对于酶蛋白活力也有影响。实验中

考察了麸皮添加量分别为1 g／dI。、2 g／dL、4 g／dL、

6 g／dL、8 g／dL对于酶活的影响。以空白为对照，

其它组分为蛋白胨3 g／dL、葡萄糖l g／dI。、氯化钠

0．3 g／dL、磷酸氢二钾0．1 g／dL、硫酸镁o．02 g／

dL、L一谷氨酸0．01 g／dl。；pH 6．5。配制培养基进

行发酵实验，测酶活，结果见图8。
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图8麸皮添加量对酶活的影响

Fig．8 Effect of the concentration of bran on the enzyme

production

由图8可知，麸皮可以代替玉米浆和生物素起

到添加生长因子的作用。当添加量为4 g／dL时，谷

氨酸脱羧酶活性最高。

2．9培养基初始pH的确定

环境的酸碱度对细菌的生命活动有很大的影

响，不同的细菌有不同的最适pH。调节培养基不

同的初始pH值，进行发酵实验，测酶活，结果见图

9。由图9可知，培养基初始pH值为5．5～7．5时

适宜大肠杆菌生长，过酸和过碱都不利于大肠杆菌

的生长和提高谷氨酸脱羧酶的活力。
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图9培养基初始pH对酶活的影响

Fig．9 Effect of initial pH on the enzyme production

2．10温度对酶活的影响

适宜的温度对控制酶催化反应是重要的。温

度的变化不仅影响酶的稳定性，改变酶对底物的亲

和性丽影响酶的活力，还可能影响副反应的发生及
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其反应速率。为了了解谷氨酸脱羧酶的最适催化

温度，分别考察了在32、34、36、38、40℃时酶的相

对活性，结果如图10所示。

温度／℃

图10温度对酶活的影晌

Fig．1 Effect of temperature on the enzyme production

2．11装液量对酶活的影响

在250 mL的三角瓶中，分别加入15、20、25、

30、35 mL的培养基，接种后培养18 h，测定酶活力

和生长量，结果如图11所示。

随着装液量的增加，菌株的生长量相应减少。

装液量对菌株产酶的影响可以分成两部分。当装

液量相对高时减少装液量对菌株产酶的影响相当明

显；而当装液量相对低时，它的影响几乎可以忽略。

考虑到实际生产时的规模，选用25 mL装液量。
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图儿 培养基装液量对酶活的影响

魂．11 Effect of liquid volume on the enzyme production

3 结 语

综上所述，实验中通过谷氨酸脱羧酶液态发酵

条件的优化，大肠杆菌ASl．505产GAD的最佳培

养基组成为：葡萄糖1．0 g／dL，蛋白胨3．0 g／dL，氯

化钠0．3 g／dI。，磷酸氢二钾0．1 g／dL，硫酸镁0．02

g／dL，L-谷氨酸0．01 g／dL，玉米浆1．5 g／dI，，生物

素30 ptg／L，麸皮4 g／dI。；pH 6．5。培养条件为：

250 mL的三角瓶装液量25 mL，3 7'℃，起始pH

6．5，培养18 h。在此优化条件下培养，酶活达l 290

U／mI。。在培养基中添加了廉价的麸皮大大提高了

谷氨酸脱羧酶的酶活。
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