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ABSTRACT

In this paper，The p口豫D gene of E cD疗BL2 1(DE3)／pET28b(+)

中日”D，encoding the L．aspanate 0【一decarboxylase，was锄plified f如m by

PCR and cloned into the expI．ession plasmid pET28c(+)．The recombinant

plasmid was then transfonned imo E∞圳BL2 1(DE3)and screened on

the resistant plate with 50 pg／mL kan锄ycin．L-aspartate 0【-decarboxylase

could be emciently expressed in engineered strain E cD，f BL2l(DE3)／

pET28c(+)删刀D by lactose induction．The Value of enzymatic actiVity

was 92．5 U／L．The PanD was correctly expressed by SDS-PAGE analysis．

But it had a problem that the兀’一subunit wasn’t selocleaVaged completely，

the s锄e with the strain ofE cD厅BL21(DE3)／pET28b(+)．=阳玎D

The optimal condition f．or producing PanD weI．e as follows：

incubation at 30℃，1 2 g／L lactose induction aRer culture for 3．5 h，

incubation time was 20 h，and the optimum initial induction pH Value of

LB media was 5．5．Under these conditions，the recombination PanD



chromatogr印hy of Ni afjfini够The specific aCtiVity was 20．1 5 U／／mg．7111e

yield was 68．34％and me pureness of PanD was hi曲er than 95％．

Reaserch of em拶matic properties showed that me optimal temperature

and pH were 45℃and 8．O．This PanD、张s stable between pH 5．O～8．0．

Metal ion had no e脆ct on actiV时of P狮D．The higher temperature of

water-bath could improVe the self-cleavage rate．W乱er bath of 70℃for

12 h，the actiVity ofPanD increased by 360％．

E cD厅BL2 1 (DE3)／pET28b(+)一panD was immobilized with

calcium alginate，and the optimum embeding condition were as follows：

1 O％cells entr印ped by 3％alginate，t11e optimal gelling agent and

substract were CaCl2 arld Asp—K．Afber the immobilized cells were

utilized for 5 batches in cominuous conVersion，the immobilized paIrticle

was di ss01Ve gradually．

KEY WORDS： engineered strain， fermentation， purification， cell

immobilization，p-alanine
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1．1 B一丙氨酸简介

第一章综述

p一丙氨酸(p．alalline，p-A1a)，即3-氨基丙酸(3一aminopropanoic acid)，又称

为p．氨基丙酸，p．丝析氨酸，p．初油氨基酸。p一丙氨酸的化学索引号(CAs)为

107．95．9，分子式为C3H7N02，相对分子量为89．094，相对密度为1．437。p一丙氨

酸分子结构见图1．1。

O

H2 ¨

州／太c／c＼。H‘

H2

图1．1 p．丙氨酸分子结构

Fig．1—1 p-alanine s廿wture fonnula

B．丙氨酸纯品为白色棱状结晶或正交双锥体结晶，无毒，略带甜味，加热分

解温度为197．198℃，熔点(m．p．)为200(197．198)℃。p一丙氨酸溶于水，微溶于

甲醇和乙醇，不溶于乙醚和丙酮。25℃水溶液中溶解度为55．5 g，等电点pI为

6．9。B．丙氨酸晶体常温时稳定，但在空气中易吸潮，需干燥保存【1埘。

p．丙氨酸是自然界中唯一存在的p．型氨基酸，它是一种非蛋白氨基酸，1972

年由Ross和Monroe在尿嘧啶的降解产物中发现。

1．2丙酮酰基依赖型氨基酸脱羧酶

在活体细胞内，将氨基酸转化为其他有用的物质，氨基酸脱羧酶起到了很重
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要的作用。5’．磷酸吡哆醛(PLP)是最常见的辅基。然而，有些氨基酸脱羧酶不

需要PLP作为辅基，而是以丙酮酰基作为催化活性基团，这些氨基酸脱羧酶被

称为丙酮酰基依赖型氨基酸脱羧酶，见表1．1【3J。

几乎所有的丙酮酰基依赖型氨基酸脱羧酶都有2种不同大小的亚基(0【．亚基

和B．亚基)，它们是由相应的基因表达，首先形成无活性的前体7c．亚基，在特定

的丝氨酸残基处自剪切加工，形成N．末端具有丙酮酰基的仅．亚基和C．末端为．OH

基团的p．亚基。SDS．PAGE电泳时，由于B．亚基分子量很小，很难检测到，尤

其是L．天冬氨酸a．脱羧酶的p．亚基，p．亚基分子量仅为2．8 kDa。

表1．1 丙酮酰基依赖型氨基酸脱羧酶酶的代谢作用

Table 1．1 Me铆)olic r0Ies of pyruVoyl·dependent amino decarboXylause

1．2．1 L．组氨酸脱羧酶

L．组氨酸脱羧酶(Histidine decarboxylases，EC．4．1．1．22，HisDCase，HDC)能

催化L．组氨酸脱羧后得到组胺。革兰氏阴性菌及哺乳动物的HisDCaSe都需要

PLP作为辅基，所有革兰氏阳性菌的HisDCaSe都是丙酮酰基依赖型酶。目前，人

们对三口c幻6口c以螂30a【4-61，乃加彤疗Dco∞淞Jll口却厅f，螂【71，∞s护幼甜朋∥步确罗埘【8】，

三口c五D6口cfⅣz岱6材(砌门P，f【3】，三P甜cD胛DJ五Dc DP，2Ds 9204【9】，乃臼j(z酽甩DcDcc甜s垅“，．^z比z博【10】

等多种PⅣ．HisDCase进行了研究。其中，研究最早且最多的菌株是三口c，D6叩f胁
30a。

2
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1．2．1．1 Prv—HisDCase结构

最早在三口c幻6钟f刀姗30a发现丙酮酰基依赖型HisDCaSe(Prv．HisDCase)【4卅，

在最适pH 4．8时，以六聚体(ap)6的形式存在，在pH 7．0和低离子浓度时，(ccp)e-

(ap)3可逆型相互转变。在低pH环境中，会构想发生改变，来稳定活性位点的一

个a．螺旋。X壤f线分析，两个(0【p)3结合不紧密，接触面积很少。相对来说，三聚

体(ap)3中的三个0【p亚基对之间结合紧密，可抵抗高温及其他有毒物质。还发现

其它菌株具有PrV．HisDCase，见表1．2。

表1．2丙酮酰基依赖型组氨酸脱羧酶

’rable 1—2 pyruvoyl-dependent HisDCase

1．2．1．2 Prv—Hi sDCase酶学性质的研究

Prv．HisDCaSe专一性以L．组氨酸作为底物。Rescei P A报道，pH对

三日c幻6口cf刀淞30a的Pnr．HisDCaSe影响比较大【8】，在最适pH 4．8时，酶与底物有

明显的结合趋势，Km值为O．3 mM。在中性或碱性环境中，酶活力比较低，甚

至无活力。pH 7．0时的Km值为100 mM。Konagaya Y等flo】报道乃砒秽刀D∞cc淞

朋“，．f口疗c埘中的Prv．HisDCase的最适pH为4．5～7．O。pH 4．8时VmaX为16．8

灿10l／min．mg，Km值为0．74 Inmol。对温度不敏感，40℃水浴20 min，酶活力只

损失2％；70℃水浴20 min，酶活力损失35％；80℃水浴20 min后无酶活力。

如NaBH4、D．环丝氨酸、肼、苯肼等可与羰基反应得试剂均对丙酮酰基依赖

型酶有抑制作用，其中羟胺抑制作用最有效。

3
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据报道咪唑、组胺等对Prv．HisDCaLse具有竞争性抑制作用【6，l 01。胍基、尿酸

fll】、对氯汞苯甲酸、KCN对其也有抑制作用。1．5 M KCl或NaCl溶液可抑制

Prv．HisDCaSe 50％的酶活力【羽。

1．2．2精氨酸脱羧酶

精氨酸脱羧酶(A唱iIline Decarboxylase，EC．4．1．1．19，A玛DC)可催化L-精氨

酸产生精胺，用于多胺合成，在细胞增值和分化中起重要作用。目前，人们对

c办Za，穆y却办f肠p玎e”mD玎f口P【121，^庇fIiI口玎ocDcczls，a玎砼asc向f彳【13·1 51，丁锄Pr聊DcDcc“s

勋如勋，．伽瑚心161等菌株的丙酮酰基依赖型精氨酸脱羧酶(Pn，．A略DC)进行研究。

1．2．2．1 Prv—ArgDC结构

Pn，．挑DC研究的相对比较迟，GraJl锄D E等【13】人于2002年在坛历口，zD∞cc螂

如，2傩c乃ff菌株中首次发现。Prv—A唱DC以3或6个0【p亚基对形式存在，与
Prv．HisDCaSe相似。具体亚基结构见表1—3。

表1．3丙酮酰基依赖型精氨酸脱羧酶

Table 1—3 pylllVoyl-dependent a唱injne decarboXylase

1．2．2．2 Prv—ArgDC酶学性质的研究

Pn，一心DC特异性催化精氨酸和刀豆氨酸(精氨酸类似物)，生成精胺和

丫．guanidinox)，propyl锄ine。Giles T N报道【12】C p”P“mD行幻P中的PⅣ．A唱DC在pH

3．4时，酶活力最高，pH 1．5以上时酶活快速增加。但是在中性及碱性条件下活

性降低，与Prv．HisDCase相似。

M豇玎玎nsc晟ff】Prv．心gDC具有耐热性f13】，12l℃温浴20 min还有50％活性。

4
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mM O-甲基羟胺和硝基苄基胲可以降低C p挖P材掰o，z砌P的Pn，一A玛DC酶活力分别

为69％和75％，2 mM L．arginin锄ide可抑制33％的酶活力【12】。5 mM

L-a玛inin锄ide及精氨酸甲酯可完全抑制M归，z，z傩cJlz训PⅣ-A略DC酶活力。

1．2．3 L一天冬氨酸Q一脱羧酶

L一天冬氨酸a一脱羧酶(L—aspartate仅一dec拍oXylaSe，EC4．1．1．1l，AspDC，

PanD)，又称L．天冬氨酸1．脱羧酶。该酶以L一天冬氨酸作为底物，脱去伐．羧基

后产生D．丙氨酸(D．Alanine，B．Ala)。所有菌株的L．天冬氨酸a．脱羧酶都是以

丙酮酰基为催化活性基团，尚未发现以PLP作为辅基的PanD。目前人们对

．E强c办P，．纪Jlz面cD，f【17-221 ，Cro，y咒e6口c纪，．f“m ∥材f口，咒fc甜聊【231 ，A4：烬D6口c，P，．f甜，刀

砌6P陀甜炳括【241，胁耽D6口c研乃，fD，f【251等多种菌株的PanD酶进行了研究。

1．2．3．1 PanD结构

P棚是一种四聚体酶，R删ee【2】等提出大肠杆菌首先形成四个分子量为
13．8 ma的无活性酶原单体7c．亚基，由126个氨基酸组成，其中一个兀．亚基经

过重排形成酯基，另外三个7【-亚基Gly24一Ser25位置进行自剪切，形成C．末端含

有羟基的p一亚基(2．8 kDa)和N-末端含有丙酮酰基的0【-亚基(11 kDa)。不同菌株

PallD区别见表1．4。

S
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表l-4丙酮酰基依赖型L．天冬氨酸廿脱羧酶

T拍le 1-4 pyruVoyl-dependent L一弱partate a·decarboxylase

菌株 亚基结构 Mr×103

NatiVe 0【 p

E cD，f【171 (口p)4 59 11 2．8

C∥“砌聊记甜m【23】 (ap)4 57 11．5 2．7

．^Z fw6P，℃“励s括【241 (0【p)4 64 13．2 2．7

1．2．3．2 PanD酶学性质的研究

PaJlD的最适温度和最适pH值随菌种而异。Willi锄son等【211报道E cD，f PallD

的最适pH为6．5～7．5之间，pH 5．3和8．6酶活力只有一半。最适温度为55℃，

26℃和78℃酶活力减半。而C∥甜砌聊纪甜m和彪砌6P阳材，os妇Az玎D的最适温度

是37℃【23-241。

Cronan㈣深入研究发现E∞，f PanD的最佳pH值是7．5，在pH 6．8和8．0溶

液中的反应速率约为pH 7．5的60％。Chopm等【驯发现肱，材6P彤甜，∞括中PallD的

最佳pH值是7．O。

除了一些亲核试剂外，p．羟基．DL．天冬氨酸，磺基丙氨酸，草酰乙酸，琥珀

酸，L一谷氨酸，D．丝氨酸等L．天门冬氨酸的结构类似物都是该酶的竞争性抑制剂，

而L．天门冬氨酸的立体异构体D．天门冬氨酸既不是底物也不是酶活力抑制剂。

一些金属阳离子也抑制其酶活力，如10 mMCuCl2可以抑制88％的酶活力，200

mM KCl可以抑制63％的酶活力‘261。

1．3细胞固定化

细胞固定化技术是指利用物理或化学手段将游离细胞定位于限定的空间区

域并使其保持活性和可以反复使用的一种基础技术，它是在固定化酶技术的基础

上发展起来的。

6
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1．3．1固定化材料应具备的条件

理想的微生物固定化载体应具备以下条件：机械强度高，寿命长，价格低廉，

性质稳定，具备一定的容量，不易被生物降解且固定化过程简单，常温下易于成

形，固定化过程及固定化后对微生物无毒，生化及热力学稳定性好，基质通透性

好，沉淀分离性好，具有惰性，不能干扰生物分子的功能【271。

1．3．2常见固定化方法

目前经常采用的生物固定化方法主要有吸附法、包埋法、交联法和共价结合

法，各种固定化方法和载体都各有特点。微生物细胞的固定化方法以包埋法和吸

附法最为常用。

1．3．2．1吸附法

吸附法是将微生物细胞附着于固体载体上，微生物细胞与载体之间不起化学

反应，并且具有操作简单，固定化条件温和，细胞活性损失小，载体可以反复使

用等优点，所以被广泛应用和深入研究。

常用的吸附载体有：木屑、焦炭、塑料、硅胶、煤渣、硅藻土、石英砂、纤

维素、活性炭等。Hideki Y及C11ristov P等人以多孔陶瓷为吸附载体对细胞进行

固定化【28之91。陈文谋p01等人分别以多孔陶瓷和浮石为载体吸附法固定重组大肠

杆菌(西c办P厂fc^砌∞，f J M 1092pL F3)表达p．葡聚糖酶，获得了良好的效果。

1．3．2．2包埋法

包埋法是将微生物封闭在天然高分子多糖类或合成高分子凝胶的网络中，从

而使微生物固定化。其特点是可以将固定化微生物制成各种形状(球状、块状、

圆柱状、膜状、布状、管状等)，但包埋法制得的固定化微生物对传质有一定的

影响。

根据包埋颗粒的形成，包埋法主要可分悬滴法和切块法。悬滴法是指利用注

射或滴压装置，将包埋剂和细胞的混和液滴入交联剂中，形成小球。切块法是将

一定量的包埋剂加热溶于水，加入一定量的菌体悬浮液，混匀，倒入培养皿中，
7
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冷却、硬化处理、洗涤和切块，备用。

1．3．2．2．1常见包埋材料

常用的包埋固定化材料有聚乙烯醇(PVA)、海藻酸钠、卡拉胶、琼脂、明胶、

聚乙烯乙二醇(PEG)、光硬化树脂等。

①固定载体中应用最广泛的是海藻酸钙，易于成形、无毒、成本低廉，操作简单。

但机械强度差，使用寿命短，且对单价阳离子及P043一敏感【3l】。

②聚乙烯醇(PVA)是一种新型的微生物包埋固定化材料，具有机械强度高、抗微

生物分解性能强、对微生物无毒、化学稳定性好、价格低廉等优点，是一种具有

实用潜力的包埋材料，近年来应用较为广泛。然而将此法应用于微生物固定化需

要考虑两个方面的问题。1．PVA粘度高，操作麻烦，且PVA包埋颗粒易于粘在

一起，发生附聚现象，固定化颗粒呈团状，增加传质阻力。另一方面，若使用

PVA．硼酸包埋法固定化细胞，饱和硼酸溶液酸性强，约pH4，降低固定化细胞

活性。目前，除了PVA．硼酸交联法固定化细胞外，报道了一些新的方法，如PVA

冷冻法，降低菌体的附聚现象，但是低温成型过程中细胞活性降低【32】。

③卡拉胶固定化细胞制成条状，具有制备快，表面光滑致密，不容易发生菌体泄

漏，且酶活力损失少等优点，但价格较贵，不宜工业化生产【331。

④其他

其它的一些天然高分子化合物，如琼脂，明胶等，虽强度得到改善，但价格

偏高。

将上述包埋材料总结于下表：

8
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强度

传质性能

耐生物分解性

对生物毒性

固定难易

价格

较好

较好

较好

无

易

较贵

好

好

好

适中

易

便宜

较差

差

差

无

易

较贵

差

差

无

无

易

便宜

好

较差

好

小

较难

贵

1．3．2．3共价结合法

共价结合法是微生物细胞表面上的官能基团(如氨基、羧基、巯基、羟基和

咪唑基等)和固相支持物表面的反应基团之间形成共价键连接，从而成为固定化

细胞。该方法细胞与载体之间的连接键很牢固，细胞不易发生脱落，但反应条件

激烈，操作复杂。

1．3．2．4交联法

交联法是利用含有两个以上官能基团的试剂直接与微生物细胞表面的反应

基团发生反应，形成共价键，使其彼此交联形成网状结构的固定化细胞。该方法

细胞不易脱落，稳定性好，但对细胞活性影响较大，因此应用受到一定的限制。

常用的交联剂有很多，主要有戊二醛、聚乙烯亚胺等‘341。

1．3．2．5复合载体固定化

单一的固定化材料都有其优缺点，因此越来越多的将多种固定化材料复合使

用研究，以达到固定化材料的优化。

王建龙，钟娅铃等用海藻酸钠和PVA复合载体固定化进行了改进，但海藻

酸钠不适于含P043一缓冲液的反应体系。陆健等人用家蚕丝素制成丝素溶液，加

入大肠杆菌细胞混匀凝固后，再用戊二醛固交联，制成固定化大肠杆菌细胞的丝

9
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素凝胶， 用于转化延胡索酸。取得了良好的效果【35】。朱新荣等以海藻酸钠．琼脂

为复合载体，用包埋法对啤酒酵母细胞固定化136J。

陈功等‘311在PvA材料中添加少量的阴离子交换树脂，在胶片深冻过程中，

由于PvA和树脂的热膨胀系数不同，形成了一系列以树脂为中心的孔洞，于是

树脂将酵母细胞牢牢的固定在树脂周围的空洞中，同时酵母细胞又有足够的空间

增值，利于发酵。此固定化细胞方法具有增殖细胞，又不易脱落的优点，在实际

应用中将具有很大的优越性。

周桂等【281首次用玉米芯颗粒吸附、海藻酸钠复合材料包埋固定化黑曲霉孢

子，吸附载体玉米芯颗粒取自玉米棒中芯的柔软部位，以保证制作的玉米芯颗粒

多孔、柔软、吸附性强、机械强度好等优点，为细胞的固定提供了良好的网架空

间。

1．3．2．6无载体固定化

某些微生物细胞具有自絮凝(Self．flocculating)现象，可以在不加任何固定化

材料的情况下形成颗粒【331。利用这种细胞自絮凝形成的颗粒作为一种固定化细

胞的方法，是固定化细胞技术中全新的概念，与各种载体固定化细胞技术相比，

这种无载体固定化细胞技术具有非常突出的优点，主要体现在：

①细胞的固定化方法非常简单，一般在摇瓶培养一段时间段就可以自己形成

絮凝颗粒，培养液澄清透明，不产生细胞固定化过程的附加成本将絮凝细胞颗粒

可以在生物反应器中逐级扩大培养。

②自絮凝细胞颗粒内部结构呈松散型，传质阻力很小，而且其颗粒内部表面

不断自我更新，颗粒整体活性好。

③不使用细胞生长和代谢产物生物合成所需营养物质以外的其它任何化学

物质，细胞的生理和生态环境不受外来物质的干扰，对目标产物的顺利合成有利。

④在生物反应器中一定的生理、生态、物理、化学和流体力学条件下，小颗

粒的絮凝和大颗粒的解离可以呈动态平衡，不存在载体固定化细胞的强度问题。

10
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1．3．3 固定化对微生物生理变化的影响

1．3．3．1固定化对微生物生长速率的影响

在固定化细胞系统的代谢参数中，微生物生长速率是研究最多的参数之一。

对于固定化细胞生长速率的降低，最可能的解释是由于固定化细胞的传质限制

引起的。Omar【34】认为，固定化细胞在培养过程中，营养物和氧气会形成浓度梯

度，在固定化颗粒内部，由于营养物质的耗尽及氧含量低，导致微生物会停止生

长。另一方面，固定化载体可阻止颗粒外激烈的环境，保护菌体，促进微生物生

长。例如，将而切Dc肠旃甜聊的％f扰m包埋于塑料载体中，可以使微生物免受高

剪切力的作用【351。据文献报道，用于微生物固定化的高分子载体(如1c．卡拉胶)可

为酵母细胞提供保护作用，维持细胞内pH值稳定、防止酸化、使固定化微生物

浓度高于悬浮生长值。

1．3．3．2固定化对微生物活性的影响

由于酵母细胞在工业应用上的重要性，因此，大量的研究集中在固定化对酵

母细胞代谢活性的影响上。许多研究结果表明固定化可以激活酵母细胞的次级代

谢功能，如产酶、抗生素等。Angelova等的研究报道表明，将彳印P馏川淞嘲妒，．细

胞固定在海藻酸钙凝胶内，可以促进细胞内过氧化物歧化酶的合成，改变细胞分

泌的果胶水解酶的种判371。

1．3．3．3固定化细胞对有毒抑制物质的耐受性

在固定化酵母发酵乙醇的过程中，固定化细胞对乙醇的耐受性得到了较多的

研究。很多研究结果表明，固定化细胞对乙醇这一抑制性产物的抗性增加，并且

认为这种变化是由于固定化改变了微生物细胞的渗透性。

固定化细胞系统，除应用于乙醇发酵外，应用于有毒污染物和难降解有机物

的生物降解也具有明显的优越性。例如，利用固定化细胞进行酚和氯酚的生物降

解，人们发现固定化载体，如聚胺酯泡沫、K．卡拉胶、壳聚糖可以对污染物产生

可逆吸附。在纤维床固定化生化反应器中固定化微生物可以耐受更高浓度的工业



剂长

内外

生产

过程复杂；生产工艺需高温、高压，能耗大；原料中含有强酸强碱、液氮，对设

备要求苛刻；生产过程中产生了大量的含腈“三废”，对人和环境危害非常严重。

随着p。丙氨酸衍生物的不断开发，D．丙氨酸的生产显得尤为重要，积极寻求绿色

型的生产方法是具有十分明显的经济效益和社会效益的。

从p．丙氨酸的代谢途经可见，用天门冬氨酸作底物，可以一步生产p．丙氨

酸。国外已有对PanD结构、形成机制、最适酶活力条件等相关资料的报道，并

且对于酶的实验室规模的初步分离纯化研究也有报道，国内目前还是空白。

野生型菌株的L．天冬氨酸a．脱羧酶酶原Ⅱ．亚基由126个氨基酸组成。本实

验已构建工程菌株E cD，f BL21(DE3)／pET28 b(+)节口，zD，以E cD疗DH5a中p口，zd

基因的起始密码子开始至pET28 b(+)质粒中觑，z讲II酶切位点后的第一个终止密

码子止，应该共编码139个氨基酸，包含6个His标签。但是由于在设计引物时

出现差错，正相引物加以D Pl：5’．AAcGGATcch忪TGATTcGcAcGATGcTG．3’

肋垅HI酶切位点后，起始密码子前多了个碱基T(方框标记)，导致开放读码框

出现与预期不同的结果，在表达的139个氨基酸之前多表达了34个氨基酸，猜

测这可能是菌株酶活力较低的主要原因。

质粒pET28 c(+)在＆zmHI酶切位点前比质粒pET28 b(+)少一个碱基G。本

实验用质粒pET28 c(+)代替pET28 b(+)，构建工程菌株E cD，f BL2l(DE3)／pET28

c(+)妒加，弥补引物中多出一个碱基的不足，可以正确表达139个氨基酸。优

化培养条件及PaIlD的酶学性质的研究，提高酶活力。通过对细胞固定化提高细

胞使用率，为酶法工业化生产提供参考。利用微生物酶来催化合成D．丙氨酸，这

在国内外还未见报道。研究这种绿色型的生产方法将会具有广阔的前景。
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第二章E cD／／BL21(DE3)／pET28c(+)一pa加工程菌株构建

2．1前言

自然界中分离的菌株，L．天冬氨酸仅．脱羧酶活性都很低，p一丙氨酸产量有限。

因此，本实验室通过扩增E∞，f DH50【的阳挖D基因，已构建高活力的L．天冬氨

酸a．脱羧酶基因工程菌株E∞，f BL21(DE3)／pET28b(+)'埘玎D。但由于正向引物

的起始密码子前多加了个碱基T，导致开放读码框出现与预期不同的结果，在表

达的139个氨基酸之前多表达了34个氨基酸。质粒pET28 c(+)在胁，2饥II酶切位

点前比质粒pET28 b(+)少一个碱基G。本实验是在引物不变的基础上，质粒

pET28c代替pET28b，从而正确表达L．天冬氨酸a．脱羧酶。

2．2材料与方法

2．2．1菌种与质粒

菌种和质粒：E fD疗BL21(DE3)和E∞，f DH5a由浙江工业大学微生物实

验室保存。pET28c(+)由浙江工业大学朱廷恒老师赠送。E∞?j BL2l

(DE3)／pET28b(+)巾口聆D浙江工业大学微生物实验室保存。

pET28c(+)为pET系统的翻译载体，大小为5367 bp，在多克隆位点处比

pET28b(+)少一个碱基，它带有T7lac启动子、卡那霉素抗性筛选标记和便于目

的蛋白检测和纯化的融合亲和标签His Tag。
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Agilentl loo高效液相色谱仪

Gel Doc凝胶成像系统

DNA分析软件为DNAMAN。

2．2．3主要药品与试剂

2．2．3．1菌株构建相关药品试剂

质粒抽提试剂盒

PCR扩增试剂盒

PCR产物回收试剂盒

DNA凝胶回收试剂盒

T4 DNA连接酶

限制性内切酶肋朋H I

限制性内切酶觑，2d III

核酸电泳染料(Goldviewn￡L踟)

DNA分子量Marker

蛋白Marker(2．212 kDa)
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苏净集团安泰公司

北京赛多利斯天平有限公司

上海智诚分析仪器制造有限公司

湖南湘智离心机厂

上海申腾生物科技有限公司

上海市跃进医疗器械一厂

杭州晶格科仪器有限公司

北京市六一仪器厂

美国UVP公司

美国安捷伦公司

美国伯乐公司

上海生工生物技术服务有限公司
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2．2．4培养基

2．2．4．1活化培养基

公司

膜过滤除

LB固体培养基：蛋白胨10 g／L；酵母膏5 g／L；NaCl 10∥L；琼脂20∥L；用

Na0H溶液调pH至7．0，121℃灭菌20 min。

2．2．4．2液体培养基

LB液体培养基：蛋白胨lO∥L；酵母膏5 g／L；NaCllO g／L；用NaOH溶液调



2010浙江rT业人学研究生硕十毕业论文

2．3实验方法

2．3．1￡cD，，BL21(DE3)／pET28 c(+)—p舢菌株构建

2．3．1．1菌株构建实验流程

中提pET28c 小提pET28b巾口，

0 PcR

鼠聊H I+删ⅡI 纯化朋，缈

1 ， 上鼢mH：
电泳切胶同收 电泳切胶同收

pET28c pnnD

I I

上T4 DNA连接酶

pET28c节鲫D

1L 转化

E∞疗DH5a扩增

上 鉴定

1．PCR鉴定

2．湖lI序

I转化
◆

E cD疗BL21(DE3)

土酶活力鉴定
HPLC检测B．Ala

土
SDS—PAGE

十Hi艏

图2-l E∞疗BL21(DE3)／pET28 c(+h聊国菌株构建实验流程图

Fig．2-l Experimental process ofE∞疗BL21(DE3)／pET28c(+)誓z(z，国cons仃uction
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，接种于2 mL LB培养基中，

(2)取过夜菌100皿接种于2 mLLB液体培养基中。

(3)37℃摇床培养1．5 h，当∞600达到O．35～0．4时(菌体浓度务必少于108个

／mL)，迅速冰浴10 min，使菌液冷却至O℃。

(4)4℃，5000 r／mill离心5 min，弃去上清培养液(注意要尽量除尽!)，收集菌

体。

(5)加入500此冰预冷的0．1 mol／L CaCl2溶液，轻吹成悬液，冰浴30 min。

(6)4℃，5000 r／min离心5 min(转速不要太高)，弃取上清。

(7)加100“L冰预冷的0．1 mol／L CaCl2溶液，轻吹成悬液，4℃冰箱内放置2～

24 h，以14～16 h效果最好，转化效率最高。

2．3．2．2 pET28c(+)质粒转化

(1)取l此pET28c(+)质粒(其中的DNA要小于50 ng)，加入感受态细胞中，

轻轻混匀，冰浴30 min。

(2)将离心管放入42℃水浴中，热激90 s，不要摇动管子。

(3)立即冰浴1～2 min。

(4)加400此新鲜LB液体培养基，37℃摇床温和培养1～2 h(转速须低于60

r／min)。

(5)取适量(100～200此)涂布于LB固体培养基(含50 pg／mL Kall)平板上，37℃

培养12～16 h可出现菌落，即E c础DH5帅ET28c(+)。
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2．3．3 SDS碱裂解法制备质粒pET28c(+)(中量制备)

2．3．3．1 SDS碱裂解法制备质粒DNA

(1)挑取2．3．2．2转化得到的单菌落，接种于2 mL含Kall终浓度50“∥mL的LB

液体培养基，37℃，200 r／min摇床培养过夜至对数中后期(0D600约为0．6)；按

1：50的比例接种于50 mL含KaIl终浓度为50 p咖L的LB液体培养基中，37℃，
200 r／min摇床培养至∞600约为0．4，加氯霉素至终浓度170 p∥mL，继续培养

12～16h。

(2)7000 r／min，4℃离心5 min，弃去上清，尽可能除尽残液。

(3)加1 mL冰预冷的裂解液I和少许的溶菌酶，剧烈震荡l min，置于冰上20

min。

(4)加2 mL新配置的裂解液Ⅱ，快速颠倒数次混匀，室温放置约5 min。

(5)加1．5 mL冰预冷的裂解液III，轻轻颠倒数次充分混匀，冰上放置至少30 min。

(6)4℃，10000 r／min离心10 min，将上清转移至另一只洁净的10 n1L离心管中。

(7)加入O．6倍体积的异丙醇，轻轻颠倒数次充分混匀，室温放置1 h。7000 r／min

离心10 min，倒去上清；沉淀用l mL 75％乙醇洗涤一次，弃去上清，将离心管

倒置与纸巾上，空气中干燥15～20 min，直至管壁上无残留液滴，但应保持沉淀

湿润。加pH 8．0 TE Bu髓r 2 mL，充分溶解20～30 min。

2．3．3．2聚乙二醇沉淀法纯化质粒pET28c(+)

(8)加入2 mL冰预冷的5 mol／L LiCl溶液，混匀，冰浴10 min后4℃，10000 r／min

离心10 min，将上清转移至另一支洁净的离心管中。

(9)加等体积的异丙醇，混匀，室温放置至少l h；室温10000 r／min离心10 min。

沉淀用75％乙醇洗涤一次，将离心管倒置与纸巾上，自然干燥约10～15 min，

沉淀用pH 8．O TE Bu俄r 0．5 mL溶解，将溶液转移至另一支洁净的EP管中。

q0)加25 m∥mL RNaSe A溶液2此，37℃水浴2 h；加入等体积的PEG／MgCl2

溶液混匀，4℃，放置过夜。

QD 4℃，12000 r／min离心10 min后弃上清，回收沉淀的质粒DNA；沉淀用l mL
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75％乙醇洗涤一次，以除去微量PEG，加pH 8．0 TE Bu虢r400肚室温放置充分

溶解4 h。

(1乃加等体积酚／氯仿抽提1～2次，在用氯仿抽屉1次。上清转移至另一支洁净

的离心管，加1／10倍体积的3 mol／LNaAc(pH 5．2)和2倍体积的无水乙醇，混匀，

．20℃放置1 h；4℃，12000 r／min离心10 min，弃去上清，沉淀用75％乙醇洗

涤两次，将离心管倒置在纸巾上室温干燥10～15 min后，溶于50此ddH20中，

．20℃保存。

2．3．4 SDS碱裂解法制备质粒pET28b—pa加(小量制备)

参照《分子克隆实验指南》(第三版)【11小量制备质粒pET28b节日棚。

2．3．5琼脂糖凝胶电泳

用1×吖正电泳缓冲液配置1％琼脂糖凝胶，加热至琼脂糖完全溶解，冷却至

约60℃后，加入适量DNA green染料，摇匀，将溶解的琼脂糖倒入制胶模具中，

厚度为蛳nun，插入梳子，室温下冷却凝固，将凝胶置入电泳槽中，加电泳缓
冲液至液面覆盖凝胶约2 Hun。待充分凝固后小心垂直向上拔出梳子，以保证点

样孔完好。用微量取液器吸取样品小心加入点样孔，同时点入DNA M破er作为

对照，打开电泳仪，调节电压80 V进行电泳，完毕后将凝胶置于紫外透射检测仪

上进行观察，根据分子量标准估算出样品的分子量与浓度。

2．3．6用PCR技术扩增pa加基因

2．3．6．1 PCR扩增体系

在PCR管中依次加入如下物质，组成终体积为50此的反应系统。



94℃， 1 min’、

60℃， 1 min，} 30个循环

72℃， 45 s，j
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页，肋聊H I和胁砸III可用10×K bu行er进行酶切反应，设计酶切反应体系见表2．2

表2．2双酶切体系

1’able 2·2 double endonucleaSes digeSting syStem

准备2个EP管，分别依次加入上述物质，37℃下作用4 h。

2．3．7．2切胶回收

双酶切结束后，于1％琼脂糖凝胶电泳后切胶回收，切胶回收方法参考EZ．10

Spin柱式DNA凝胶回收试剂盒说明书。

2．3．8连接与转化

将步骤2．3．6及2．3．7．2酶切后得到的PCR产物双酶切后的基因片段与双酶

切载体pET28c(+)连接，构建重组质粒pET28c(+)节口础)。

2．3．8．1连接体系

取2支EP管按下表分别依次加入，连接体系如下：
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表2—3 pET28c(+)与p口桕连接体系

Table 2-3 The System of connecting pET28c(+)and朋D

添加物 CK。 样品

ddH20 6．8¨L 1．8皿

10xBu航r 1．2此 1．2 pL

pET28c(+) 3此 3此

彤加 5此 5皿

T4 DNA连接酶 l灿 1乩

总体积 12归 12儿

注：pET28c(+)，皿矾D为双酶切后的DNA片段。

16℃连接过夜。

2．3．8．2 E∞／／DH5 Q感受态细胞的制备及转化

参照步骤2．3．2制备E cD，f DH5a感受态细胞及转化，然后涂布于含50 pg／mL

的LB平板上。过夜培养，挑选出单菌落，鉴定。

2．3．9质粒pET28 c(+)一p舢鉴定

将步骤2．3．8得到的E cD，f DH5帅ET28 c(+)—聊棚转化子的质粒小量制备，

分别从以下两个方面进行鉴定。

2．3．9．1 PCR鉴定

分别以待测质粒与原7号菌株

1％琼脂糖凝胶带电泳检测。



l O¨mol／L朋刀D-P2

5U仙Taq DNA polymeraLse

pET28 b(+)，聊D质粒DINA

待测质粒DNA

l儿

1此

0此

0此

1此

1此

l此

0皿

1“L

l乩

0此

1此

总体积 50皿 50此 50此

2．3．9．2碱基序列测定

挑转化子单菌落于2 mL含有50 p∥mL K觚的LB液体培养基中，37℃、200

r／min振荡培养到1 6 h。送去上海生工测序。

2．3．10 E cD，，BL21(DE3)／pET28 c(+)印舢菌株构建及酶活力鉴定

2．3．10．1￡cD／，BL21(DE3)／pET28 c(+)一pa，7口菌株构建

参照步骤2．3．2．1制备E cD，f BL21(DE3)感受态细胞，转化上述鉴定后的

pET28 c(+)节口玎D质粒，涂布于含50 pg／mL的LB平板上。过夜培养，挑选出单菌

落，得到E co疗BL21(DE3)／pET28 c(+)节口，国。

2．3．10．2酶活力测定

将E∞疗BL21(DE3)／pET28 c(+)印胛D划线于LB平板的单克隆菌株接入2mL

含有50嵋／mL Kan的LB液体培养基中，37℃、200 r／min振荡培养到16 h。以2％

的接种量接入30 mL含有相同Kan浓度的LB培养基中。37℃、200 r／min振荡培养
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2．3．10．3重组菌株的SDS—PAGE检测

将两株菌株培养后SDS．PAGE电泳检测诱导表达的蛋白条带，分析蛋白质大

小。

表达蛋白电泳体系：Tricine．SDS．PAGE电泳体系

电泳样品的制备：取上述发酵菌液1 mL，5000 r／min离心5 min，弃上清，沉

淀用无菌水清洗2次，加入无菌水100此悬浮沉淀，加入等体积的2×载样液，沸

水浴3 min，10000 r／min离心3 min，取上清电泳。

2．4实验结果

2．4．1重组表达质粒pET28c(+)一pa加构建

经PCR克隆得到的p册D基因(397 bp)，经肋聊H I和肺，zdIII双酶切后与

双酶切后的表达质粒pET28c(+)连接，得到表达质粒pET28c(+)中口玎D，菌株构

建见图2．2。



HI

图2·2 重组表达质粒pET28c(+)幽册D构建过程

Fig．2-2 The construction of recombination plaSmid pET28 c(+)'聊国

2．4．2重组质粒pET28 c(+)一pa加鉴定

将重组菌株E∞，j DH5嘶)ET28 c(+)节日，zD中的质粒小量制备后进行PCR和

测序两个方面进行鉴定。

2。4．2．1 PCR鉴定

分别以新构建质粒与原7号菌株质粒pET28 c(+)哆册D为模板，加入引物后

PCR扩增，将两者扩增的朋玎D基因片段进行大小比较，结果如图2．3。



397bp

Fig．2-3 PCR product ident毋by ag踟se gel elec仃ophoresis

CK-：空白对照 M：Marker

l：以pET28b(+)．脚竹D为模板扩增的粥徊基因片段

2：以待测质粒为模板扩增的DNA片段

由图2-3可知：待测质粒PCR扩增得到的DNA片段与以pET28b(+)弘加为模

板扩增得到的p日，lD基因片段大小相一致，均为397 bp。空白对照中未出现任何条

带，因此可以初步断定待测质粒中可能含有即，2D基因片段。

2．4．2。2碱基序列测定

将新构建的重组质粒送去上海生工测序，结果如下：

AATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCT

CTAGAAATAAT，丌TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCA

GCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT

ATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGATCCTATGA7I’TCGC

ACGATGCTGCAGGGCAAACTCCACCGCGTGAAAGTGACTCATGCGGACCT

GCACTATGAAGGTTCTTGCGCCATTGACCAGGATmCTTGACGCAGCCGG
TATTCTCGAAAACGAAGCCATTGATATCTGGAATGTCACCAACGGCAAGC

GTTTCTCCACTTATGCCATCGCGGCAGAACGCGGTTCGAGAATTAl7TTCTG
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注：划线碱基为B口聊H I和胁砸III酶切位点。

R删ee【2】等提出大肠杆菌首先形成四个分子量为13．8 kDa的无活性酶原单

体兀．亚基，由126个氨基酸组成，其中一个兀．亚基经过重排形成酯基，另外三

个7c．亚基Gly24一Ser25键处自剪切，形成C．末端含有羟基的p．亚基(2．8 kDa)和N．

末端含有丙酮酰基的a．亚基(1l kDa)，氨基酸数目分别为24个和102个。

在设计的引物中无终止密码子碱基序列，PCR扩增产物连接到质粒

pET28c(+)的肋胛dIII酶切位点后，利用质粒pET28c(+)上的终止密码子终止转录。

因此，在表达的PaIlD酶兀．亚基的氨基酸序列C．末端连接了13个额外的氨基酸

序列，包含6个组氨酸标签。

pET28c(+)彬加质粒转化E∞，f BL21(DE3)后，乳糖诱导后表达的蛋白质氨

基酸序列如下：MIRTMLQGKLHRVKVTHADLHYE至釜堡CAIDQDFLDAAGILE

NEAIDIⅥNVTNGKRFSTYAIAAERGSRIISVNGAAAHCASVGDIVIIASFVTMP

DEEARTWRPNVAYFEGDNEMKRTAKAIPVQVAKLAAALEHHHHHH，共1 39

个氨基酸，为E cD，f DH50【的PanD酶兀．亚基的126个氨基酸加上13个额外的

氨基酸序列(绿色)，定义为冗’．亚基，分子量为15．35 kDa。在Gly24．Ser25位点

处剪切后得到p．亚基(蓝色)和a’．亚基(红色+绿色)，分子量分别为2．9 kDa

和12．4 kDa。PajlD酶四聚体的分子量应约为61．4kDa。

高丽娟构建的菌株E cD，fBL21(DE3)／pET28b(+)删刀D在a一亚基的N一末端多

编码34个氨基酸，导致兀_亚基为18．9 l(Da。

2．4．3重组菌株￡cD，，BL21(DE3)／pET28 c(+)印舢酶活力检测

将新构建的菌株E cD，f BL2l(DE3)／pET28 c(+)删加与菌株E cD，f
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BL21(DE3)／pET28b(+)棚加在相同的培养条件下进行酶活力比较，结果见表

2．4。

表24两株重组菌株酶活力比较

Fig．2·4 T_he contrast of the recOmbination strain

菌株 培养条件 酶活力／U·L

E cD疗BL21(DE3)／pET28 非诱导 1．23

c(+)哆册D 诱导 92．52

E∞厅BL2l(DE3)／pET28 非诱导 1．10

b(+)'聊仍 诱导 1 06．96

由以上结果可以发现，未诱导菌株都具有少量酶活力，说明有少量的本底表

达或者酵母膏／蛋白胨中含有微量的乳糖诱导PaIlD表达。当加入89／L的乳糖诱

导后，新构建的菌株E cD，f BL21(DE3)／pET28 c(+)'加即D酶活力大幅度提高，但

是与E cD，fBL2l(DE3)／pET28 b(+)硼疗D相比，活力并未如预期大量增加，反而

低于原菌株E cD7f BL21(DE3)／pET28b(+)'旭，zD。可能是由于尢一亚基的N-末端多

编码的34个氨基酸大多为亲水性氨基酸，表达的PanD疏水性降低，表达量高，

还需对培养条件等进一步优化，提高酶活力。

2．4．4重组菌株的SDS—PAGE检测

将两株菌株培养后SDS．PAGE电泳检测诱导表达的蛋白条带，分析蛋白质是

否正确表达，结果见图2．5。
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纛鬃
缝黪

崩螽巍僦镕女≤v氘4#苗。缸每*轨⋯扎 廊馈施缓

20．0

14．3

6．5

3．4

图2．5 p口聆D基因表达的SDS．P：AGE电泳分析

Fig．2—5 SDS—PAGE analysis of册D eXpression

泳道l～3：E．coff BL21(DE3)，pET28 c(．}-)哆口，lD乳糖诱导

泳道4、8：E∞疗BL21(DE3)／pET28 b(+)彬”D乳糖诱导

泳道5～7：E c硝BL21(DE3)／pET28 c(+)_l阳玎D乳糖未诱导

泳道9：E∞疗BL2 1(DE3)／pET28 b(+)舢乳糖未诱导
由泳道l～3和泳道5～7对比可见在乳糖诱导后约15～16 kDa处有一条很

深的条带，与PallD变性后四聚体解离成单体的尢’．亚基大小一致，约15．35 l(Da。

其下方有一条较浅的条带约在Markerl4．3 kDa条带的下方，与预测的a’．亚基大

小12．4 l(Da相符。未诱导的菌株中，这两个条带都很浅。B．亚基分子量小，约2．93

kDa，电泳检测不到。由以上分析可得，新构建的菌株E cD，f BL2l(DE3)／pET28

c(+)'加胛D为正确表达的菌株。

泳道4、8为E cD疗BL2l(DE3)／pET28 b(+)中口加乳糖诱导后表达的蛋白条

带，兀．亚基明显大于新构建菌株的7c’．亚基。

从泳道1～4、8可以看出，虽说Pal山大量的表达，但是还未完全自剪切，

多以无活性的酶原的形式存在。
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地克隆了朋加基因，重

组菌株E cD厅BL21(DE3)／pET28 c(+)彬疗D在乳糖诱导下合成的PanD具有L．

天冬氨酸a．脱羧酶活性，活力虽略低于菌株E cD疗BL21(DE3)／pET28

b(+)'期刀D，但与未诱导的菌株相比，酶活力大幅度提高。通过SDS．PAGE电泳

结果可知新构建的菌株能正确表达目标蛋白，与预想的结果相一致。此菌株的构

建试图改变传统的化学合成法生产B．Ala，通过生物法合成B．Ala，积极寻求绿

色型的生产方法是具有十分明显的经济效益和社会效益的。

新构建的菌株虽能正确表达L．天冬氨酸Q．脱羧酶，但是酶活力还比较低，

还需要对培养条件等迸一步优化，以便得到更高的酶活力。且从SDS．PAGE电

泳图中的1～4、8五个电泳条带可以看出，无论是菌株E cD，f BL21(DE3)／pET28

b(+)节口，zD还是新构建的菌株，PallD都未能得到完全的自剪切，如何促进酶的自

剪切还需要进一步的研究。

参考文献

【l】J．萨姆布鲁克，D．W．拉塞尔．分子克隆实验指南(第三版)【M】．北京：科学出版社，2002

【2】Ramjee M K，Genschel U，Abell C，et a1．肪如P，配办纫∞矗L哪paJtate a-decarboxylase：

preprotein processing锄d obserVation of reaction imemediates by electIIospray maSs

spectromet巧【J】．BfD拍Pm，1997，323：661-669



的重组蛋白。但是IPTG不适于大规模的工业化应用，一方面价格昂贵，另一方

面它具有毒性，对宿主细胞具有伤害作用，而且是非代谢性乳糖类似物，不能被

宿主菌利用，对人体也具有潜在的毒性。

乳糖是一种二糖，没有毒性，且价格低廉，目前有很多以乳糖替代IPTG作

为诱导剂的研究【l翻。本章研究对影响菌株发酵产酶能力的几个主要因素进行单

因子考察，确立了最适的产酶培养条件。

3．2材料与方法

3．2．1菌株

E∞，f BL21(DE3)／pET28b(+)节册D

3．2．2主要仪器设备

SW-CJ．1F超净工作台 苏净集团安泰公司

HWY_212大容量双层全温恒温培养摇床 上海智诚分析仪器制造有限公司

TGL 16M离心机 湖南湘智离心机厂
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L．天门冬氨酸 分析纯

3．2．4培养基

北京赛多利斯天平有限公司

美国安捷伦公司

上海化学试剂采购供应站中心化工厂

北京双旋微生物培养基制品厂

浙江中星化工试剂有限公司

福州泉州市泉港化工厂

杭州萧山化学试剂厂

上海恒信化学试剂有限公司

浙江德清通宝生物工程有限公司

LB培养基：蛋白胨10 g／L；酵母膏5 g／L；NaCllog／L；水1000mL；pH7．0。

固体培养基加2％琼脂。121℃灭菌20 min。

2．3试验方法

3．3．1菌种斜面活化

用接种环挑取一环4℃保藏的工程菌E∞，f BL21(DE3)／pET28 c(+)巾anD划

线于含有50“∥mL Kan的LB平板，37℃培养24 h。

3．3．2菌种接种子培养基

用接种环挑取一环活化的工程菌E fD矗BL21(DE3)／pET28 c(+)．p锄D接入30

mL含50|lg／mL KaIl的LB培养基中，37℃、200 r／min振荡培养16～18 h。
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3．3．3摇瓶发酵条件的优化

3．3．3．1诱导时间对重组菌株产酶活力的影响

以2．5％的接种量将种子液接入30 mL含50 pg／mL Kan的LB液体发酵培养

基中，37℃，200 r／min振荡培养2．5 h(0D600约O．6)加入乳糖至终浓度8 g／L

进行诱导培养，分别于5，10，15，20，25，30 h取出发酵液，6000 r／min离心

5 min，菌体无菌水洗两次，加入pH 7．0的0．1 mol／L天冬氨酸钠溶液8 mL。37℃，

200 r／min下转化24 h。HPLC法测定p．Ala含量，分析诱导时间对重组菌株产酶

活力的影响。

3．3．3．2不同乳糖浓度对重组菌株产酶活力的影响

吸取O．75 mL种子液于30 mL含50 p咖L Kall的LB液体发酵培养基中，

37℃，200 r／min振荡培养2．5 h(∞600约0．6)分别加入乳糖至终浓度4 g／L，

8∥L、12 g／L、16 g／L，37℃，200 r／min培养，20 h后取出，6000 r／min离心5 min，

菌体无菌水洗两次，加入pH 7．0的O．1 mo儿天冬氨酸钠溶液8 mL，37℃、200

r／min下转化24 h。HPLC法测定B．Ala含量，分析乳糖浓度对重组菌株产酶活力

的影响。

3．3．3．3诱导温度对重组菌株产酶活力的影响

以2．5％的接种量将种子培养液接入30 mL含50腭／mL KaIl的LB液体发酵

培养基中，37℃、200 r／min振荡培养2．5 h(∞600约O。6)后加入乳糖至终浓度
12 g／L，分别于25℃，30℃，35℃，40℃温度下诱导培养20 h，6000 r／min

离心5 min，菌体无菌水洗两次，加入pH 7．0的0．1 mol／L天冬氨酸钠溶液8 mL，

37℃、200 r／rnin下转化24 h。HPLC法测定B．Ala含量，分析乳糖诱导温度对重

组菌株产酶活力的影响。

3．3．3．4不同菌龄对重组菌株产酶活力的影响

以2．5％的接种量将种子液接入30 mL含50“∥mL Kall的LB液体发酵培养
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基中，37℃、200 r／min振荡培养至1．5 h，2 h，2．5 h，3 h，3．5 h，4 h，4．5 h时，

加入乳糖至终浓度为12∥L，35℃诱导20 h，6000 r／min离心5 min，菌体无

菌水洗两次，加入pH 7．0的0．1 mol／L天冬氨酸钠溶液8 mL，37℃、200 r／min

下转化24 h。HPLC法测定p-Ala含量，分析不同菌龄诱导对重组菌株产酶活力

的影响。

3．3．3．5诱导初始pH值对重组菌株产酶活力的影响

用1 mol／LHCl和NaoH分别调LB培养基至pH 4．5，5．O，5．5，6．O，6．5，

7．0，7．5，8．O，8．5。以2．5％的接种量将种子液接入30 mL含50肛咖L Kall的pH7．0

的LB液体发酵培养基中，37℃、200 r／min振荡培养3．5 h后离心，转入上述不

同pH的30 mL含50 pg／mL Ka的LB液体发酵培养基中，诱导20 h，6000 r／min

离心5 min，菌体无菌水洗两次，加入pH 7．O的O．1 mol／L天冬氨酸钠溶液8 mL，

37℃、200 r／Inin下转化24 h。HPLC法测定B．Ala含量，分析诱导初始pH值对

重组菌株产酶活力的影响。

3．3．4酶活定义

在pH 7．0，温度为37℃的条件下，每升发酵液所得菌体每1 h转化生成产

物p．丙氨酸1 pmol所需的酶量定义为一个酶活力单位(pmol·L～．h’1)，简称为U。

3．4结果与讨论

3．4．1诱导时间对重组菌株产酶活力的影响

工程菌培养2．5 h(∞600约0．6)加入乳糖至终浓度8 g／L，37℃，200 r／min

诱导培养，分别在5、10、15、20、25、30 h取样测酶活力。所得的工程菌产酶

活力如图3．1所示。
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图3．1 乳糖诱导时间不同与重组菌株产酶活力的关系

Fig．3-1 The efrect of di债rent induction time on decarboxylaSe actiVity produced by en西neered

sn．ain

乳糖诱导时间不仅要考虑酶的表达量，还要考虑表达后自剪切情况，因此，

诱导时间过短未能自剪切，不能形成具有酶活的0【．亚基，培养时间过久，细胞发

生自溶，目标蛋白被降解。因此选择乳糖诱导时间为20h。

3．4．2不同乳糖浓度对重组菌株产酶活力的影响

工程菌在培养2．5 h(∞600约到0．6)，加入乳糖至终浓度分别至4∥L、8

g／L、12 g／L、16∥L，37℃，200 r／mill培养，20 h后取样测酶活力。所得的工程

菌产酶活力如图3—2所示。



不同乳糖浓度／g·L—l

图3—2不同乳糖浓度对重组菌株产酶活力的影响

Fig．3—2 The effect of Lac_tose conce腑ation 0n decarbo珂lase actiV时produced by engineered

s仃．ain

随着乳糖浓度的增加，酶活上升。当乳糖浓度为12 g／L时，酶活力达到105

U／L。16 g／L的乳糖使酶活力有下降的趋势，说明多余的乳糖不利于酶活力提高。

3．4．3诱导温度对重组菌株产酶活力的影响

将工程菌株37℃培养2．5 h至0D 600约0．6时加入12∥L乳糖后分别于25

℃，30℃，35℃，40℃温度下诱导20 h，对工程菌的诱导温度进行研究，所得的

工程菌产酶活力与诱导温度的关系如图3．3所示。在25℃及30℃时，酶活

力较低，仅仅有64 U／L和66 U／L，35℃时酶活性最高，40℃时温度过高，酶

活性下降。
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图3-3 诱导温度对重组菌株产酶活力的影响

Fig．3-3 The e仃ect of incubation temperature on decarboXylase activ时produced by engineered

strain

3．4．4不同菌龄对重组菌株产酶活力的影晌

工程菌37℃，200 r／min培养1．5 h，2 h，2．5 h，3 h，3．5 h，4 h，4．5 h时，

加入乳糖至终浓度为12 g／L，35℃诱导20 h取样测酶活力，所得的工程菌菌

龄与产酶活性的关系如图3-4所示。当菌体生长至3．5 h时加入乳糖诱导，酶的

活力最高，达到136 U／L。加入的过早或过晚都不利于酶活。



3．4．5诱导初始pH值对重组菌株产酶活力的影响

工程菌37℃，200 r／mill培养3．5 h后离心，菌体水洗后加入到30mL用l

mol／L HCl和NaoH分别调至pH 4．5、5．0、5．5、6．O、6．5、7．0、7．5、8．0、8．5的

LB培养基中，12 g／L的乳糖诱导，35℃诱导20h时取样测酶活力。

200

180

160

140

下、120

二100

囊80
镒60

40

20

0
4．5 5．0 5．5 6．0 6．5 7．O 7．5 8．0 8．5

诱导初始pH

图3—5 诱导初始pH值对重组菌株产酶活力的影响

Fig．3．4 111e e仃ect of initial pH Value of induction on decarboxylaSe activ时produced by

en画neered s仃ain

结果见图3-5，将菌体培养至相同的菌龄后，转入到不同pH的LB培养集中，

41
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起始pH为5．5时，酶活性最大，为186 U／L，pH过酸或过碱都影响酶的活性。

3．5实验小结

通过对工程菌株E∞疗BL21(DE3)／pET28c(+)中册D培养的乳糖诱导浓

度、诱导时间、诱导温度、诱导菌龄和培养基诱导初始pH值等培养条件的优

化，得到最佳培养条件为：乳糖诱导时间20 h，乳糖浓度12∥L，诱导温度为

35℃，诱导菌龄为3．5 h，诱导培养基初始pH 5．5。通过对转化产物B．丙氨酸的

检测结果分析显示，工程菌株E cD，f BL21(DE3)／pET28c(+)删以I在优化条件

下，酶活力为186 U／L。与未优化前相比，酶活力提高101％。

虽然酶活力得到了很大提高，但是若应用于工业化生产还远远不够。并且

由于时间的限制，还未对培养基进行优化，在培养基优化这方面还有待进一步研

究。

参考文献

【1】吴一凡，张双全等．乳糖诱导pET载体表达重组蛋白的研究【J】．南京师大学报，2002，

25(1)：89-93

【2】张毅，屈贤铭等．乳糖作为诱导剂对重组目的蚩白表达的影响【J】．生物工程学报，2000，

1 6(4)：464-468



为辅助因子。但是自剪切效率低，还存在大量无活性的酶原，这是酶活力较低的

主要原因。本章分离纯化PaIlD酶，进行其酶学性质的研究，初探提高胞外PaIlD

酶的自剪切效率的方法。

4．2材料与方法

4．2．1菌株

如第二章所述构建的基因工程菌E∞疗BL21(DE3)／pET28 c(+)棚心D。

4．1．2主要仪器设备

752型紫外可见分光光度计

W201 B型数显恒温水浴锅

Agilemll 00 高效液相色谱仪

AKTA UPC一900快速蛋白液相层析仪

43
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美国安捷伦公司

美国AKTA公司
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蛋白胨

酵母浸膏

NaCl

琼脂

Na0H

硫酸卡那霉素

乳糖

B-丙氨酸

碳酸氢钠

无水乙酸钠

乙腈

咪唑

4．1．3．2试剂

生化试剂

生化试剂

分析纯

生化试剂

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

色谱纯

分析纯

美国伯乐公司

美国B10．融∞公司

湖南湘智离心机厂

Sonics Vibra cell

北京六一仪器厂

美国GE公司

美国GE公司

浙江德清通宝生物工程有限公司

上海化学试剂采购供应站中心化工厂

北京双旋微生物培养基制品厂

浙江中星化工试剂有限公司

福州泉州市泉港化工厂

杭卅I萧山化学试剂厂

博大泰克

上海恒信化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

上海虹光化工厂

温州润华化工实业公司

Promptar compaIly L1’D．

美国sigma公司

(1)0．05 g／L Kan：称取O。1 g Kan粉末，溶解于20 mL无菌水中，0．45岬水膜过滤。

(2)200∥L乳糖：称取200 g乳糖，加水定容至1 L，分装后115℃灭菌30 min。

(3)0．2 mol／L L-天门冬氨酸：称取26．62 g L—Asp，加水定容至l L，分装后121℃

44



4．1．4．2种子培养基

LB液体种子培养基：蛋白胨10 g／L；酵母膏5∥L；NaCll0 g／L；用NaoH

溶液调pH至7．O，121℃灭菌20 min。

4．1．4．3发酵培养基

LB液体发酵培养基：蛋白胨10 g／L；酵母膏5∥L；NaCllO g／L；用Na0H

溶液调pH至5．5，121℃灭菌20 min。

4．1．5 PanD酶活力测定

取1 mL酶稀释液(约500鹇)，加入l mL 0．1 mol／L pH 7．0的天冬氨酸钠

溶液37℃转化1h，取样检测产物p—Ala的含量。在此反应体系中，以每小时生

成的1肛mol的B．丙氨酸所需要的酶量作为一个活力单位U。

4．2实验方法

45
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4．2．1菌株培养

4．2。1。1菌种斜面活化

用接种环挑取一环4℃保藏的工程菌E∞，f BL21(DE3)／pET28 c(+)甲册D划

线于含有50 p咖L KaIl的LB斜面，37℃培养24 h。

4．2．1．2菌种接种子培养基

用接种环挑取一环活化的工程菌叵cD厅BL2l(DE3)／pET28 c(+)巾绷D接入

30 mL含50 p∥mL K眦的LB液体种子培养基中，37℃，200 r／min振荡培养16～

18 h，得种子液。

4．2。1．3摇瓶发酵

吸取种子液，以2．5％的接种量接种于30 mL含50斗g／mL Kan的LB发酵液

体培养基中，37℃，200 r／min振荡培养3．5 h后加入乳糖至终浓度为12 g／L诱

导培养20 h。

4．2．2 PanD的纯化

4．2．2．1菌悬液的制备

将发酵液6000 r／min离心5 min，弃上清，菌体无菌水洗涤两次。加入提取缓

冲液Bu髓rA(20 mM啊s-HCl，pH 8．O)，漩涡振荡后混匀至菌体的终浓度为5％。

4．2．2．2超声波破碎条件的选择

取上述菌悬液于100 mL烧杯中，冰水浴进行超声波破碎。设计一个Ll“45)

五因素四水平正交实验【21，分别从超声波振幅(％)、工作时间(s)、间隔时间

(s)、总辐射时间(min)及100mL烧杯中菌悬液的体积(mL)五个因素正交

试验对细胞破碎条件进行研究。各因素水平见表4．1。



2010浙江工业大学研究生硕仁毕业论文

表4．1 L16(45)正交设计因素水平表

TabIe 4．1 Onhogonal desigIl elements ofLl6(45)

水平 A超卢波振幅 B工作时间／S C间隔时间／S D总辐射时间 E体积

胍 ／min ／mL

l 50 1 2 3 30

2 60 2 4 4 40

3 70 3 6 5 50

4 80 4 8 6 60

将超声破壁后的溶液10000 r／min离心30 min，弃沉淀。检测粗酶液酶活力。

4．2．2．3 PanD的硫酸铵盐析

4．2．2．3．1硫酸铵饱和度的选择

(1)将硫酸铵固体研磨至粉末状。

(2)取上述粗酶800 mL，均匀分成8份分别放入200 mL烧杯中，取1份作对照，

其余7份置于磁力搅拌器上(使烧杯放置在冰水混合物中)边搅拌，边缓慢加入研

磨后的硫酸铵粉末分别至饱和度20％，30％，40％，50％，60％，70％，80％，4℃

冰箱中放置过夜。

(3)loooo r／min离心30 min，取上清液测酶活力。以未加入硫酸铵的粗酶液为

100％对照。确定最适的硫酸铵饱和度范围：x％_÷彤。

4．2．2．3．2硫酸铵分级盐析

(1)按照4．2．1．3．1的方法向粗酶液中加入硫酸铵固体至饱和度x％，4℃冰箱中放

置5 h，10000“『min离心30 min，取上清。

(2)向上清中继续加入硫酸铵固体至饱和度y％，4℃冰箱中放置过夜，10000

r／min离心30 min，弃上清，收集沉淀。将沉淀溶解于5倍沉淀体积的Bu仃erA

缓冲液中，10000 r／min离心30 min，除去不溶的杂蛋白，收集上清。

硒
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4．2．2．4脱盐

仪器采用Bio．Rad产的FPLC，选用的脱盐柱：Hiprep-26／10．Desalting，柱

体积CV：53．093 mL，流速：5 mL／min，采用自动收集系统收集样品。

操作步骤：

(1)平衡：Bu虢rA平衡5个柱体积。

(2)上样：10 mL，自动上样。

(3)洗脱：洗脱3个柱体积。上样时开始收集，每5 mL收集一管。

4．2．2．5 NI．亲和层析纯化

收集脱盐后的洗脱峰，加入NaCl至终浓度为500 mmol／L，以便在Ni．亲和

层析时减少非特异性吸附。仪器采用低压层析仪，选用的Ni．亲和柱为GE公司

的HisTrap FF crude 1n正预装柱，流速1mL／min。采用手法收集洗脱峰。

操作步骤：

(1)平衡：平衡缓冲液Bu艉r B(20 mM嘣s．HCl，500 mM NaCl，10 mM咪唑，

pH 8．O)平衡10个柱体积。

(2)上样：20 mL，分多次自动上样。

(3)平衡：用平衡缓冲液平衡20个柱体积，洗脱未吸附的杂蛋白。

(4)洗脱：洗脱缓冲液C(20 mM Tris．HCl，500 M NaCl，500 mM咪唑，pH 8．O)

洗脱10个柱体积，手动收集洗脱峰。

4．2．2．6脱盐

将Ni一亲和层析的洗脱液进行脱盐，方法同4．2．1．4。

4．2．3 PanD酶学性质的研究

4．2．3．1酶的最适反应温度的选择

取1 mL PaIlD酶稀释液，加入1mL O．1 mol／L pH7．0的天冬氨酸钠溶液至底物

终浓度为0．05 mol／L，分别于30℃，37℃，40℃，45℃，50℃，55℃水浴反应1
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h，测定酶活力。以最高的酶活力为loo％参比计算相对酶活力。

4．2．3．2酶的最适反应pH的选择

配制O．1 mol／L不同pH梯度的缓冲液：pH 4．O，5．0，5．8的Na2HP04．柠檬酸

缓冲液；pH6．5，7．O，7．5的Na2HP04．NaH2P04缓冲液；pH8．0，8．5的Tris．HCl

缓冲液。用上述缓冲液稀释0．5 mol／L，pH 7。0的天冬氨酸钠溶液至终浓度

0．1 mol／L，得到不同pH的底物溶液。

分别取1 mL PaIlD酶稀释液，加入1 mL上述不同pH的天冬氨酸钠底物溶

液，37℃下反应1 h后取样测PaIlD酶活力。以最高的酶活力为100％参比计算

相对酶活力。

4．2．3．3酶的热稳定性

分别取1 mL酶稀释液于45℃，50℃，55℃，60℃，65℃，70℃，75℃，

80℃下水浴保温1 h。加入1 mL以pH 8．0的Tris．HCl缓冲液稀释的O．1 mol的

天冬氨酸钠底物溶液，45℃转化1 h，取样测酶活力。未温水浴酶稀释液的酶活

力为100％参比计算相对酶活力。

4．2．3．4酶的pH耐受性

配制0．1 mon。不同pH梯度缓冲液：pH 3．0，4．O，5．0的Na2HP04．柠檬酸缓

冲液；pH 6．O，7．O的Na2HP04．NaH2P04缓冲液；pH 8．0嘶s—HCl缓冲液；pH 9．O，

10．0的Na2C03_N枷C03缓冲液。将PanD用上述不同pH的缓冲液稀释，室温放

置1 h。转化测定酶活力。未加缓冲液保存的酶稀释液酶活力为100％参比计算相

对酶活力。

4．2．3．5金属离子对酶活力的影响

配制100 mmol／L的不同金属离子盐溶液：ZnS04·7H20，MnS04·H20，

CuCl2’2H20，CaCl2，CoCl2·6H20，MgCl2，FeS04。在反应体系中加入上述金属

离子至终浓度为10 mmol／L。45℃转化1 h，测定酶活力。以不加金属离子的酶
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稀释液的酶活力为100％参比计算相对酶活力。

4．2．4温度对PanD自剪切的影响

将PallD酶溶液分别置于60℃，70℃，80℃三种不同温度的水浴锅中水浴

1 h，2 h，3 h，4 h，取样测酶活力。将70℃水浴时间延长至6 h和12 h，分别

取样测酶活力，并对70℃温水浴后的酶稀释液进行SDS．PAGE检测PaIlD自剪

切情况。

4．2．5 SDS—PAGE检；；910 PanD

蛋白电泳体系：Tricine．SDS．PAGE电泳体系

电泳样品制备：取酶稀释液50此，加入等体积的2×载样液，沸水浴5 min，

10000 r／min离心3 min，取上清电泳。

4．3结果与讨论

4．3．1超声波破壁条件的研究

超声波破碎细胞是实验室常用的一种破碎方法，超声波对细胞的破碎作用与

液体中空穴的形成有关。不同细菌，不同介质要采用不同的破碎参数，以期在最

短的时间达到最佳的破碎效果。为了不影响酶活性，防止长时间超声波处理在液

体中起空化作用引起的升温，本实验采用冰水浴破碎结合短时多次的操作方法。

所用SonicsⅥbra ceU超声波细胞粉碎机对破碎E c础BL2l(DE3)／pET28

c(+)棚，zD菌株的最佳条件进行了研究。



2010浙江T业大学研究生硕士毕业论文

表4．2 L16(45)正交实验结果

F嘻4-2 The result of onhogonal design of L16(45)

编号 A超声波 B工作时 C间隔时 D总辐射 E体积 酶活力

振幅瞄 间／s 间／S 时间／min ／mL ／U．mL‘1

2．82

3．69

2。72

3．48

4．50

6．30

4．07

l

2

3

4

4

3

2

l

2

3

4

3

4

l

l

2

3

4

2

l

4

2

3

4

1

2

3

l

l

l

2

2

2

2

3

4

5

6

7
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产生更多的空化泡，增强破碎效果，但同时释放的热量增加，溶液温度过高导致

酶失活。因此可以选择合适的振幅，延长总辐射时间来提高破碎效果。采用短时

多次超声辐射的工作方式有利于细胞破碎，适当延长间隔时间至4 s可以使空化

效应产生的热量充分冷却又不影响破壁效率。延长每次超声波辐射时间、减少辐

射次数的工作方式使破碎率明显降低。超声波通过空化效应破碎细胞的过程实际

就是空化泡形成、振动、膨胀、压缩和崩溃闭合的过程，这一过程需要一段极为

短暂的时间来完成，短时多次的工作方式能使超声波产生的空化泡有足够的时间

和更多的机会完成膨胀和爆炸的过程，因此有利于细胞破碎。

4．3．2硫酸铵饱和度的选择

以100 mL，浓度为2 mg／mL粗酶液为出发酶液，以未加入硫酸铵盐析的粗

酶液作对照，结果见表4．3。在硫酸铵饱和度为20％时，离心后上清液酶活力很

低，沉淀中蛋白质含量也较少。当硫酸铵饱和度达到30％时，上清液的酶活力降

至粗酶液的92％。随着硫酸铵加入量的增加沉淀逐渐增加，上清液的酶活力也随

着急剧降低。50％硫酸铵饱和度的上清液中已完全检测不到酶活力。因此选取硫

酸铵盐析的最佳饱和度范围为30％～50％饱和度。

表4．3硫酸铵盐析结果

Table 4．3 Ef『ect ofsalt out with diff．erent satu豫ted锄monium sulfate
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4．3．3 PanD的分离纯化

由于PanD具有his．标签，Ni．亲和层析后可得到高纯度的目标蛋白。选择硫

酸铵盐析与Ni．亲和层析两步纯化P趾D，简化了操作步骤，节约时间。

4．3．3．1硫酸铵分步盐析

选择硫酸铵饱和度30％～50％分步盐析，出现大量沉淀。将沉淀溶解于5倍

沉淀体积的Bu脓A缓冲液中，10000 r／min离心30 min，除去不溶的杂质，收

集上清。

4．3．3．2脱盐

选用Hiprep上6／l 0_-Desalting脱盐柱，采用自动收集系统收集样品，上样时

开始收集，每5 mL收集一管。由图4．2可知，合并5、6、7号管。
——h-噶0伪II—uv——●-岫_m册=1．O叫——-●．IOl埘l：l o呲 一一●_qOI抽l：L轴-螺 一一●—峨m朋ll—●一 一一●-蛔lOI拥11．1日—咄

图4．2 FPLC脱盐图谱

Fig．4—2 FPLC desalting chromatography of PaJlD

4．3．3．3 N i一亲和层析

仪器采用B10-鼬m低压层析仪，样品多次少量上样后Bu脏r B平衡，用含
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有0．5 M咪唑浓度的Bu仃erC洗脱，收集洗脱液。

4．3．3．3 PanD纯化

O翟∞籀舔鞫0冀站
T鞠●扣蚋曲一l

图4．3 Ni．亲和层析图谱

Fig．4-3 Ni-affin时chromato鲫hy of PanD

将粗酶液经过硫酸铵盐析与Ni．亲和层析两步纯化后得到纯度较高的PanD

溶液，SDS．PAGE电泳分析纯化效果。结果见图4．4。
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图4-4 PanD的SDS．PAGE电泳图谱

Fig．4-4 SDS—PAGE Of PanD
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M：标准蛋白Marker； 1．2：未乳糖诱导的菌体破壁上清液； 3．4：乳糖诱导后的菌体破壁

上清液； 5：Ni．亲和层析纯化后洗脱液

Ni．亲和层析纯化后(泳道5)有两条明显的条带，在14．3 kDa的上方有一

颜色较深的条带，与预测的兀’．亚基大小一致，约15．35 l(Da，下方较浅的条带约

在Marker 14．3 kDa条带的下方，与预测的a’．亚基大小12．4 kDa相符，见方法

2．4．4。泳道5中还有一些浅浅的条带可能是Ni．亲和层析时非特异性结合的杂蛋

白。凝胶成像系统分析PallD酶纯度在95％以上。

粗酶液经硫酸铵盐析及Ni．亲和层析后的酶活力及纯化倍数、回收率等结果

见表4-4。粗酶液经两步纯化后比活力达到了20．15 U／mg，纯化倍数为6．58，酶

活回收率为68．34％。

表4-4 PanD纯化结果

Table 4-4 Isolation and purification of PanD

步骤 总蛋白含量 总酶活力／U 比酶活力 纯化倍数 回收率脱

／mg ／U·mg。1

粗酶液 2020 6193 3．06 1．00 100

硫酸铵分步盐析 856 5249 7．43 2．42 84．75

Ni一亲和层析 210 4232 20．15 6．58 68．34

4．3．4 PanD学性质的研究

4．3．4．1酶的最适反应温度的选择

温度是影响酶活力的一个重要因素，当温度升高时，酶的活性会受到影响，

甚至引起变性而丧失其催化活性。温度太低，酶的生物活性不能完全表现。将

PanD分别置于30℃，37℃，40℃，45℃，50℃，55℃水浴反应l h，以最

高的酶活力为100％参比计算相对酶活力，见图4—5。45℃为PanD的最适反应温度，

在40～50℃之间酶活性都比较高。低于Willi锄son【3】等报道E cD，f PanD最适的

温度为55℃。

55
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图4-5 PanD的最适温度

Fig．4-5 Optim岫temperatllre ofPanD

4．3．4．2酶的最适反应pH的选择

酶的催化作用与反应液的pH有很大关系，主要由于在不同的pH条件下，

酶分子和底物分子中基团的解离状态发生改变，从而影响酶分子的构象以及酶与

底物的结合和催化能力。pH过高或过低，都可引起酶的变性失活。取1 mL PaJlD

稀释液，分别加入1 mL不同pH的天冬氨酸钠底物溶液至终浓度0．05 mo儿，37℃

下反应1 h后测定PaJlD活性。结果见图4．6。PaIlD的最适pH为8．0。与Crolm【4】

报道的最适pH为7．5接近。当pH低于7时，酶活力下降明显。pH 4时酶活力

只有pH 8．0时酶活力的20％。

芝
R
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4．3．4．3酶的热稳定性

图4—6 PanD的最适pH

Fig．4—6 Optim眦pH Of PanD

将酶液至于50℃，60℃，70℃，80℃下水浴保温1 h，以未温浴的酶液酶活

力做为100％参比。 结果见图4．7，PanD可耐受较高的温度，且随着温度的升

高，并未出现预想的酶活降低，而是随着温度的增加酶活力上升。80℃水浴1 h

后，酶活力上升了84％，但酶液出现少量的絮状沉淀，可能是温度过高，导致部

分蛋白质部分变性。70℃水浴1 h，酶活力上升了56％。综合分析，可能是未剪

切的PanD在高温水浴下发生自剪切，无活性的酶原转化为有活性的酶，因此酶

活力E升。
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图4．7 PaIlD的热稳定性

Fig．4-7 Tbmpe“Iture stabili妙ofPanD

4．3．4．4酶的pH耐受性

将酶液至于不同pH的缓冲液中保存l h，检测pH对酶活力的影响。结果见

图4．8。
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图4—8 PaIlD的pH耐受性

Fig．4—8 pH stability of P￡LnD

PanD在相当大的pH范围内(pH5～8)可以保持90％以上的酶活力，在pH

9的条件下保存1 h，酶活力还有87％。当pH<5时，酶活力下降明显， pH3

时，酶活力仅有11％。在pH 10的强碱条件下，酶的稳定性较差。

4．3．4．5金属离子对酶活力的影响

在酶的反应体系中加入金属离子至终浓度为10 mmol／L，研究金属离子对酶

活力的影响。PaJlD酶活性不依赖于PLP，是一种丙酮酰基酶，可通过自剪切形

成具有酶活性的丙酮酰基，不需要以金属离子作为辅酶，从表4—5也可以看出，

金属离子对PallD酶活力无显著影响。与Willi锄son【31报道的不一致，其报道10

mM CuCl2可以抑制88％的酶活力，200 mM KCl可以抑制63％的酶活力。
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金属离子对PanD酶活力的影响

4．5 Efrect Of metalion 0n PanD

相对酶活力脱

Ag+(AgN03)

4．3．5温度对PanD自剪切的影响

Chopra S．等人报道结核分枝杆菌中的PallD酶最适切割条件是37℃，温浴

48 h后，酶原完全自剪切为有活性的酶。大肠杆菌中的PaIlD在50℃剪切48 h，

可剪切完全。由4．3．4．3中酶的热稳定性研究可知：温度的提高，酶活力明显增

加，因此选择60℃，70℃，80℃三个温度对酶进行水浴，研究其自剪切情况。

以未水浴的酶活力做100％参比，结果见图4．9。
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以

温

度过高，导致蛋白质变性，当80℃水浴4h时酶活力仅为125％。60℃水浴4 h

后，酶活力提高了115％。

表4．6 70℃温浴后的PanD酶活力

T曲le 4—6．The actiVit)，ofPanD叽der 70℃water-bath

70℃水浴4 h相对酶活力提高至156％。继续延长水浴时间至6 h时酶活力

提高至原来的3倍，酶活力达到54．97 U／mg，12h后酶活力为86．41 U／mg，约提高

360％。对70℃温浴后的酶液进行SDS．PAGE电泳，结果见图4．10。
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图4一10 70℃温浴后的P锄D酶SDS—PAGE图

Fig．4—1 O SDS-PAGE of PanD under 70℃water_bath

M：标准蛋白Marker； l：未温浴PanD酶； 2：70℃温浴2 h的PallD酶；

3：70℃温浴3 h的PanD酶；4：70℃温浴4 h的PanD酶；5：70℃温浴6 h的PanD酶；

6：70℃温浴12 h的PanD酶

图4．9中泳道1为未温浴的P锄D酶，14．3 ma上方有明显的条带，即为冗’．

亚基，分子量为15．35 l(Da。随着温浴时间的增加，条带逐渐变浅，而0【’．亚基条

带相应的加深。表明7c’．亚基70℃水浴后发生自剪切，无活力的酶原转变为有活

力的酶，酶活力相应的提高，与图4．8中的结果相符。70℃温浴12 h后仍有很

浅的兀’．亚基条带，说明12 h还未完全自剪切。在以后的研究中可延长水浴时间，

使paIlD完全自剪切，酶活力可进一步提高。

4．4实验小结

分别从超声波振幅、工作时间、间隔时间、总辐射时间及100 mL烧杯中菌

悬液的体积五个因素设计正交试验对细胞破碎条件进行研究，最佳工艺参数为

A282D4E3C4，即每次振幅60％，工作2 s，间隔4 s，总振幅时间6 min，体积50

mL破碎效果最佳，细胞破碎率达到91％，酶活力最高。将粗酶上清液硫酸铵盐

析，最佳饱和度范围为30％～50％饱和度。粗酶液经过硫酸铵分级盐析及Ni．亲
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全剪切的Pa曲酶进行动力学的研究。
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第五章￡cD／／BL21(DE3)／pET28b(+)一pa棚细胞固定化条

5．1前言

件的研究

细胞固定化技术是指利用物理或化学方法，将游离的微生物细胞限定于某一

空间区域，并使其保持活性，从而可以反复利用的一项技术【11，可分成吸附法、

共价结合法、交联法、包埋法四大类。包埋法是将生物催化剂用物理或化学的手

段包埋在各种载体中以实现固定化的方法【2】，是近年来迅速发展的一种新兴细胞

固定化技术，操作简单、对细胞活性影响较小等优点，是目前细胞固定化研究和

应用最广泛的方法【3‘51。由于新构建的菌株E∞川BL2 1(DE3)／pET28c(+)-p口玎D培

养条件优化后酶活力仍低于实验室保存的菌株E c胡BL21(DE3)／pET28b(+卜

p口旭I，因此本章只对实验室保存的菌株E∞矗BL21(DE3)／pET28 b(+)节a加进行

细胞固定化的研究，分别采用聚乙烯醇(PVA)和海藻酸钠两种包埋材料，通过

对操作的难易程度、凝胶颗粒的机械强度、底物摩尔转化率等进行研究以选择合

适的包埋方法。

5．2材料与方法

5．2．1菌株

实验室保存的基因工程菌E cD，f BL2l(DE3)／pET28 b(+)妒口珂D。
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无水氯化钙

硼酸

5．2．4培养基

分析纯

分析纯

5．2．4．1活化培养基

上海申腾生物科技有限公司

湖南湘智离心机厂

苏净集团安泰公司

北京赛多利斯天平有限公司

美国安捷伦公司

浙江德清通宝生物工程有限公司

上海恒信化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

纯 国药集团化学试剂有限公司

天津申泰化学试剂有限公司

天津天大化工实验厂

LB固体培养基：蛋白胨 10 g／L；酵母膏 5∥L；Nacl lO∥L；琼脂20

g／L；用NaOH溶液调pH至7．0，12l℃灭菌20 min。

5．2．4．2种子培养基

LB液体种子培养基：蛋白胨 10∥L；酵母膏 5 g／L；NaCl 10∥L；用

NaoH溶液调pH至7．O，121℃灭菌20min。

5．2．4．3发酵培养基

蔗糖 40 g／L； 玉米浆 50 g／L；蛋白胨 10 g／L；酵母膏 5 g／L；

MgS04‘7H20 0．5∥L；NaCl 10 g／L；K2HP04·3H20 4星r几；用NaOH溶液调

“



划

用接种环挑取一环活化的工程菌E∞，f BL21(DE3)／pET28 c(+)垆口胛D接入

30 mL含50肛咖L Kan的LB液体培养基中，37℃， 200 r／min振荡培养16～

18 h，得种子液。

5．3。1．3摇瓶发酵

吸取种子液0．75 mL接种于30 mL含50“咖L KaIl的LB发酵培养基中，

37℃，200 r／min振荡培养2．5 h后加入乳糖至终浓度为8 g／L诱导培养20 h。

5．3．1．4菌体制备

将发酵液6000 r／min离心5 min，收集沉淀。无菌水清洗两次，待用。

5．3．2固定化细胞性能的评价

5．3．2．1固定化颗粒的机械强度考察

取相同粒径的固定化细胞颗粒5颗，放置于同一水平面上，利用砝码垂直施

压，观察颗粒的变型程度及恢复原状的情况，分成4个等级：卅+表示颗粒形



码时快速恢复原

恢复原状；+表

粒溶解状况，初

现象，颗粒光滑

转化液不清澈，

有浑浊现象；H表示固定化颗粒表面粗糙，甚至出现膨胀现象，转化液浑浊；

+表示颗粒完全溶解。

5．3．2．3固定化颗粒粘附程度的考察

以PVA为包埋材料，在固定化及转化过程中常会出现附聚现象。分4个等

级：卅表示在滴加固定化颗粒时，颗粒大量附聚、粘连呈块状；抖表示在滴
加固定化颗粒时发生少量附聚，在固定化颗粒清洗后加入转化液中，200 r／min

摇床转化时发生大量粘连现象；+表示少量附聚；一表示未发生固定化颗粒附

聚现象，易于成型。

5．3．2．4固定化操作难易程度的考察

分别从简易程度，耗时长短来分析细胞固定法操作难易程度。分成4个等级：

++++表示耗时又不易操作；+++表示不易操作：++较容易操作；+容易操作。

5．3．3细胞固定化

5．3．3．1 PVA包埋法【亩8】

5．3．3．1．1 PVA冷冻包埋法

向10 mL无菌水加入1 g PVA，80～90℃水浴溶解。待其冷却至40℃左右

时加入2 g菌体，充分混匀后倒入培养皿中，厚度约3咖，-20℃冷冻过夜，室
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温冷却后用刀片将凝胶制成3 IIuIl×3 mm×3 n吼的小方块。

5．3．3．1．2 PVA-海藻酸钙包埋法

量取10 mL无菌水加入到O．5 g PVA和O．3 g海藻酸钠中，80～90℃水浴溶

解。待其冷却至40℃左右时加入2 g菌体，充分混匀后用注射器滴加到3％的

CaCl2溶液中，边滴边搅拌，4℃过夜成型。

5．3．3．1．3 PVA一饱和硼酸包埋法

称取1 g PVA，加入10 mL无菌水，80～90℃水浴溶解。待其冷却至40℃

左右时加入2 g菌体，漩涡振荡器混匀。用注射器滴入已灭菌的饱和硼酸溶液中，

边滴边搅拌，4℃过夜成型。每组做三个平行试验，无特殊说明时，下同。

5．3．3．1．4 PvA一卡拉胶包埋法

称取0．5 g PvA和0．5 g卡拉胶，加入lO mL无菌水，80～90℃水浴溶解。待其

冷却至40℃左右时加入2 g菌体，混匀后用注射器滴加到0．2 mo儿的KCl．饱和硼

酸溶液中，边滴边搅拌，4℃过夜成型。

5．3．3．2海藻酸钠包埋法

5．3．3．2．1成型剂的选择

称取2 g菌体5份，分别加入10 mL40℃温浴后的3％的海藻酸钠溶液中，

充分混匀后将混悬液用注射器(8号针头)滴加到下列不同的成型剂中：CaCl2，

BaCl2，ZnCl2，MgCl2，MnS04溶液，成型剂浓度均为3％，4℃过夜成型。

5．3．3．2．2海藻酸钠浓度的选择

称取2 g菌体3份，分别加入到不同浓度40℃温浴的海藻酸钠溶液中：3％，

5％，8％。充分混匀后用注射器(8号针头)逐滴加入到3％的CaCl2溶液中，4℃

过夜成型。

5．3．3．2．3菌体包埋量的选择

配制3％的海藻酸钠溶液，取10 mL海藻酸钠溶液4份，分别加入菌体至终

浓度为5％，10％，15％，20％。充分混匀后用注射器(8号针头)逐滴加入到

3％的CaCl2溶液中，4℃过夜成型。

5．3．3．2．4不同天冬氨酸盐底物的选择
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称取3 g海藻酸钠固体4份，分别溶于10 mL无菌水中，加入10％菌体，充分混

匀后滴加到3％的CaCl2溶液中，4℃过夜成型。水洗后分别以不同天冬氨酸盐：

天冬氨酸钠、天冬氨酸钾、天冬氨酸铵，天冬氨酸钙为底物转化生产p一丙氨酸。

5．3．4固定化细胞转化

5．3．4．1固定化细胞分批转化

将固定化细胞颗粒滤出后，无菌水清洗2次。加入pH 6．O，O-2 mol／L天冬氨酸

钠作为底物，37℃．200 r／min转化24 h，取样，HPLC检测。

对照：取2 g游离菌体，加入pH 6．O，0．2 mol／L天冬氨酸钠溶液20 mL，以同

上条件转化，取样，HPLC检测。

5．3．4．2固定化细胞连续转化

以3％海藻酸钠浓度，CaCl2作为成型剂，菌体包埋量为10％，以天冬氨酸钾

盐作为底物，每转化24 h作为一个批次。水洗固定化颗粒后重新加入20 mL pH

6．O，0．2 mol／L的不同天冬氨酸钾盐进行转化，进行下一个批次，直至固定化颗

粒溶解为止。

5．3．5相关公式计算

T／％=—L×100％ 公式5．1
Sl—S2

R／％：里×100％ 公式5．2
Sl

注：卜底物摩尔转化率
R——底物摩尔残留率

P——转化后转化液中的B—A1a的摩尔浓度mol几

S1——转化前底物的摩尔浓度 m01／L

S2——转化后底物的摩尔浓度 m01／L
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5．4实验结果

5．4．1 PVA不同包埋法比较

聚乙烯醇是一种人工合成的有机多聚体凝胶，具有机械强度高，化学稳定性

好，抗微生物分解性能强，对微生物无毒，价格低廉等一系列优点，是一种新型

的、具有实用潜力的包埋材料，近年来在国内外获得广泛的研究。

以PVA为基本包埋载体，采用4种不同的方法固定化细胞，以天冬氨酸钠为

底物，按方法5．3．3．1转化结果见图5．1。
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PVA固定化方法

图5．1．四种不同PvA固定化细胞转化率

F嘻5—1 ConVersion rate of four di行erent immobilized cells by PVA

1：游离菌体 2：PvA冷冻包埋法 3：PvA一海藻酸钙包埋法

4：PVA．饱和硼酸包埋法 5：PVA．卡拉胶包埋法

对上述四种固定化包埋方法的操作难易程度及机械强度等进行比较，结果见

表5．1。
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表5．1不同PvA固定化方法比较

’I、able 5一l Comp￡Irison of di髓rent immobilized cells by PVrA

注：1：PVA冷冻包埋法；2：PVA．海藻酸钙包埋法；3：PVA．饱和硼酸包埋法； 4：PVA．

卡拉胶包埋法

结合表5．1和图5—1综合分析可知，PVA冷冻包埋法机械强度较高，无附聚现

象，底物摩尔转化率也较高，略低于PVA．卡拉胶包埋法，但是包埋效果不好，

转化24 h后固定化细胞颗粒有严重的溶解现象出现膨胀现象，体积明显变大，且

PVA韧性大，冷冻后难于切割，操作麻烦。

PVA．卡拉胶包埋法和PVA．饱和硼酸包埋法固定化颗粒机械强度高，包埋效

果好，PvA．卡拉胶包埋法虽转化效率在四个包埋方法中效果最好，约为游离细

胞底物摩尔转化率的54．8％，且底物摩尔残留率较高。由于交联PVA的饱和硼酸

溶液酸性较强(pH约为4)，对细胞毒性较大，因此底物摩尔转化效率低。并且两者

都出现严重的附聚现象，PVA与硼酸反应较慢，滴下时间相差不大的两液滴相接

触时便粘连在一起，成球较难。PVA．卡拉胶包埋法得到的固定化颗粒在转化过

程中附聚成团，通透性降低，传质阻力大。PVA．海藻酸钙包埋法机械强度不高，

包埋效果也较差，固定化颗粒易于溶解。综上所述，PvA作为包埋材料并不理想，

有待研究其它包埋材料。

5．4．2海藻酸钠包埋法

海藻酸钠是一类天然高分子多糖类，对微生物无毒害作用，而且价格低廉，是

包埋中常用的载体。通过实验发现，海藻酸钠固定化最大优点即为操作简单，成

型易，且颗粒均匀，大小易于控制。但是颗粒机械强度较低，一些文献报道海藻
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过程中不能抵抗细胞生长所必需的高浓度的磷酸盐，不耐

破碎溶解等不稳定性【9~1¨。

选择

以与很多二价及三价阳离子反应形成凝胶。目前报道的成

本文选用了5种浓度均为3％二价阳离子：Ba2+，Zn2+，Ca2+，

结果M92+不能使海藻酸钠呈颗粒状，其它二价阳离子做

成型剂制备的固定化细胞转化结果见图5．2。

25

20

永

安15
求

誓lo
心
避

5

O

成型剂

图5．2成型剂对转化的影响

Fig．5-3 E脆cts of di毹rem sh印ing agem on conVersion rate

不同成型剂固定化细胞颗粒效果见表5．2。

表5．2不同成型剂同定化效果的比较

仉山le 5-2 COmparison of immObilization results with di行brent shaping agent
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以CaCl2为成型剂，成型容易，颗粒均匀，直径约为3 mm，机械强度较高，

包埋效果较好。底物摩尔转化率较高，约为游离状态的44％，转化24后转化液有

少量的浑浊现象。当滴加稀盐酸溶液时，沉淀部分溶解，分析如下：成型剂中

Ca2+与天冬氨酸脱羧酶脱羧释放的C02反应，生成的CaC03沉淀，当加入盐酸后

溶解。未溶解的沉淀，显微镜观察为脱落的细胞。考察固定化颗粒机械强度略有

降低。

以ZnCl2做成型剂得到的固定化颗粒表面光滑，机械强度高，转化效率非常

低，转化48 h后，转化液仍然清澈，无任何沉淀生成。因此，尝试采用二步包埋

法，即用CaCl2包埋过夜后，倒去CaCl2溶液，固定化凝胶颗粒水洗后加入znCl2

溶液再次固定半小时，以改善单纯用CaCl2成型颗粒转化24 h后机械强度降低的

缺点，又可以避免以ZnCl2为成型剂转化效率低的缺陷，转化结果底物摩尔转化

率低，此方法不可行。

以Mnm03)2为成型剂，颗粒的机械强度差，转化4 h后观察，颗粒全部溶解，

转化液呈咖啡色，底物摩尔转化率仅有3％。

以BaCl2溶液为成型剂，海藻酸钠颗粒易于成型，机械强度高，包埋效果较

好，但是底物摩尔转化率较CaCl2低。综上分析，选择CaCl2溶液作为成型剂。

5．4．2．2海藻酸钠浓度的选择

海藻酸钠浓度影响固定化颗粒的机械强度，海藻酸钠浓度越高，机械强度越

强，但颗粒的通透性相应降低，传质阻力增大，底物摩尔转化率降低，且难以成

颗粒状，易出现拖尾现象。当海藻酸钠浓度低于3％时，海藻酸钙颗粒较难成型，

机械强度低，易溶解。因此，本文主要对3％，5％，8％的浓度制备的颗粒作了研

究，结果见图5．3。
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图5．3海藻酸钠浓度对转化的影响

Fig．5·3 E日’ectS of difrerent sodi啪alginate concentration on conversion rate

由上图可知，当海藻酸钠的浓度为3％时，底物摩尔转化率较高，约6．8％，

且颗粒机械强度较好。而海藻酸钠浓度为5％时，底物摩尔转化率降低1．4％，海

藻酸钙颗粒机械强度并未明显增加。当海藻酸钠浓度提高至8％时，不仅底物摩

尔转化率低，固定化颗粒难以成型，有明显的拖尾现象。因此在以后的实验中海

藻酸钠的浓度都选择3％。

5．4．2．3菌体包埋量的选择

菌体包埋量是细胞固定化的一个重要指标，由于在制作固定化颗粒的过程

中，不可避免的会有一部分微生物没有包埋到颗粒之中，这部分菌体不能参加底

物的转化，造成菌体的浪费。以3％海藻酸钠，CaCl2为成型剂，选择不同的菌

体浓度包埋，对固定化颗粒的转化情况进行研究，结果见图5．4。
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图5-4菌体包埋量对转化的影响

Fig．5-4 E行ectS of di仃erent carrier q呦t时on conVerSion rate

包埋量越高，转化效率也随着提高，但是在底物摩尔转化率提高的同时，机

械强度降低。因此需要选择一个合适的包埋量。当菌体包埋量为10％时，底物摩

尔转化率为4．5％，且机械强度较好。当菌体包埋量为15％，甚至更高时，底物

摩尔转化率提高的同时，固定化颗粒机械强度较差，48 h后溶解较严重。因此，

选择10％的菌体包埋浓度。

5．4．2．4不同天冬氨酸盐的选择

海藻酸钠的浓度为3％，以CaCl2为成型剂，包埋量为10％，分别以pH 6．0，0．2

mol／L天冬氨酸钠、天冬氨酸钾、天冬氨酸钙、天冬氨酸氨作为底物，结果见图

5-5 。
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图5．5不同天冬氨酸盐作为底物转化结果

Fig．5·5 E腩ct of di毹rent sbs仃越t ofAsp on conVerSion rate

由上图可知，天冬氨酸钾的底物摩尔转化率最高，10％菌体包埋量可达

6．48％，其次是天冬氨酸铵，底物残留率也比较高。且天冬氨酸钾盐做底物机械

强度较高，24h后转化液仍然较澄清，天冬氨酸铵盐做为底物时出现明显的沉淀

物，颗粒有部分溶解现象。综上分析，选择天冬氨酸钾盐作为底物转化生产B．

丙氨酸。

5．4．3固定化细胞连续转化

以3％海藻酸钠浓度，CaCl2作为成型剂，菌体包埋量为10％，以天冬氨酸

钾盐作为底物，每转化24 h作为一个批次。水洗菌体后进行下一个批次，结果

见表5．2。
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表5．3固定化细胞连续转化结果

Table 5-3 The result of continual conVerSion by immobilized cells

由表5．3可知，固定化颗粒在做第一批次转化时，颗粒光滑均匀，机械强度

好，且产物得率较高，达到4．96％。随着批次的增加菌体逐渐出现溶解现象，机

械强度降低， 摩尔产物得率也随之降低。在做第四批次时摩尔产物得率出现上

升情况，可能是由于固定化颗粒发生溶解现象，通透性提高，摩尔产物得率提高。

在做到第六个批次时，固定化颗粒明显变小，菌体渗漏严重。

5．5实验小结

本章分别采用PVA和海藻酸钠两种包埋材料对本实验室构建的菌株E cD矗

BL21(DE3)／pET28 b(+)节口加细胞进行固定化，转化生产p一丙氨酸。通过对操作

的难易程度、凝胶颗粒的机械强度、底物摩尔转化率等方面进行研究。以PVA

为包埋材料，研究了四种细胞固定化方法：PvA冷冻包埋法，PVA．饱和硼酸包

埋法，PVA．海藻酸钙和PVA．卡拉胶复合材料包埋法。其中PVA．卡拉胶包埋法与

PVA冷冻包埋法天冬氨酸转化率较高，但PvA由于黏度大，操作麻烦，且PVA．

卡拉胶易出现附聚、结团现象，因此不进一步研究PVA包埋材料。

海藻酸钠是一种天然高分子多糖类，对微生物无毒害作用，价格低廉，并且

操作简单，固定化颗粒易于成型，更适用于工业化固定化材料。优化后的固定化

条件为：以CaCl2为成型剂，海藻酸钠的浓度为3％，菌体包埋量为10％，以天冬

氨酸钾为底物，转化24 h，底物摩尔转化率达6．48％。固定化颗粒连续转化至第

五个批次时才出现明显的溶解现象。由于时间有限，固定化温度、成型剂的浓度、
76
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成型时间等未做进一步研究，还可对新构建的菌株E c础BL21(DE3)／pET28

c(+)中口，国培养基优化后进行固定化。
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糖诱导后酶活力达到92．52 U／L。SDS．PAGE分析发现新购建的菌株能正确表达

的PallD，但由于自剪切率低，多以无活性的酶原形式存在，同原菌株E∞，fBL2l

(DE3)／pET28b(+)0聊D。

对新构建的工程菌株进行培养条件的优化，得到最适培养条件为：乳糖诱导

时间20h，乳糖浓度12 g／L，诱导温度为35℃，诱导菌龄为3．5 h，诱导培养基

初始pH 5．5。通过对转化产物p．丙氨酸的检测结果分析显示，工程菌株E cD厅

BL21(DE3)／pET28c(+)啊册D在优化条件下，酶活力达186 U／L。与原工艺相比，

酶活力提高10l％

将工程菌株E cD厅BL2 1(DE3)／pET28c(+)例行D菌悬液进行超声波破壁后

得到的粗酶液进行硫酸铵分步盐析和Ni．亲和层析，得到的PallD酶纯度大于

95％，比活力达到了20．15 U／mg，纯化倍数为6．58，酶活回收率为68．34％。对

纯化后的酶液进行酶学性质的研究，得到最适反应温度为45℃，最适pH为8．O，

在pH 5～8时酶较稳定，金属离子对酶活力其几乎无影响。高温可明显提高PallD

酶兀'．亚基的自剪切效率，70℃水浴12h后酶活力约提高360％。

分别以PVA和海藻酸钠为包埋材料固定化原菌株E∞矗BL21(DE3)／

pET28b(+)啦鲫D，由于PvA粘性大，操作麻烦，且易出现附聚现象，因此重点

研究海藻酸钠包埋法，优化后的的固定化条件为：以CaCl2为成型剂，海藻酸钠

的浓度为3％，菌体包埋量为10％，以天冬氨酸钾为底物，转化24 h，底物摩尔

转化率达6．48％。固定化颗粒连续转化至第五个批次时才出现明显的溶解现象。

综合上述研究结果，对今后的酶法生产D．丙氨酸研究工作提出以下建议：

1．培养条件优化后，新构建的工程菌株E∞，f BL21(DE3)／pET28c(+)-朋加酶活
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力仍与工业化酶法生产D．丙氨酸的水平相差甚远，可考虑进一步优化培养基和发

酵条件来提高酶活力。

2．第三章中发现高温水浴可提高PanD酶原的自剪切效率，从而酶活力上升。由

于时间有限，为能做进一步研究，在以后的工作中可深入研究。

3．可尝试对菌体进行高温水浴，研究是否能够提高菌体内PallD的自剪切效率，

省去酶纯化的繁琐步骤。

4．本文对包埋材料的研究仅局限在PVA和海藻酸钠两种，可放宽思路，多查阅

文献，多尝试一些固定化包埋材料。
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是会陪在我的身边，给我最大的支持和鼓励。在此，对他们在我成长道路上所付

出的艰辛和汗水致以真诚的感谢1
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附录1．高效液相色谱检测B一丙氨酸

1．1相关试剂及溶液的配制

1．1．1衍生试剂的配制

A．0．5 mo I／L碳酸氢钠溶液

准确称取碳酸氢钠8．4 g，加160 mL ddH20水溶解后用NaoH调pH至9．0，

用蒸馏水定容至200 mL，得到pH 9．O的0．5 mo儿NaHC03溶液。

B．1．5％“／v)的2，4一二硝基氟苯乙腈溶液

准确称取2，4．二硝基氟苯3 g，用色谱乙腈定容至200 mL，得到1．5％(w／v)

的2，4．二硝基氟苯乙腈溶液。

C．0．05 mo l／L磷酸缓冲液 、

准确配制l mol／L的KH2P04贮液和1 mol／L的K2HP04贮液，分别取61．5 mL

l mo儿的KH2P04贮液和38．5 mL 1 mol／L的K2HP04贮液混匀，用蒸馏水将混

合的两种贮液定容至200 mL制成0．05 mol／L，

pH 7．0的磷酸缓冲液。

1．1．2流动相的配制

流动相A：0．02 mol／L NaAc．HAc缓冲溶液：准确称量1．64 g无水乙酸钠固体，加

入800 mL蒸馏水溶解，用HAc调节pH至6．2左右，定容到1000 mL。用0．45

岬水相膜过滤，待用。

流动相B：色谱乙腈：用0．45岬有机膜过滤，待用。

1．2样品衍生方法

取样品100此，依次加入100此的碳酸氢钠溶液，100灿的2，4一二硝基氟

苯乙腈溶液，混匀后置于60℃避光水浴l h，取出后冷却至室温。加入700此0．05

mol／L磷酸缓冲液(pH 7．0)，12000 r／min离心30 min，取上清待检测。

1．3检测条件
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高效液相色谱仪：Agilent 1100 series(安捷伦公司)，高效液相色谱柱：ZorbaX

SB以q柱(安捷伦公司)。

流动相：流动相A：O．02 moⅥ，NaAc，pH 6．2；

流动相B：乙腈。采用线性梯度洗脱：时间(min)O_20，B(％)5—33。

流速：1．0 mL／min

柱温：30℃

DVD检测工作条件：检测波长：360啪；参比波长：600 nm

1．4制作B一丙氨酸标准曲线

1．4．1标准溶液的配制

精确称量固体p一丙氨酸0．4 g，ddH20溶解后定容至loo mL，得到4∥L的

B．丙氨酸溶液。以此溶液为母液分别稀释至下列不同终浓度的标准溶液：4．O

“1，3．0叽，2．0叽，1．5 g／L，1．O g／L，0．8叽，0．6 g／L，O．4扎，0．2 g／L，0．1

g／L。

1．4．2样品处理

分别取p．丙氨酸标准溶液100pL按照方法1．2处理样品。

1．4．3高效液相色谱检测

参照方法1．3进行高相液相色谱检测，上样量20此

1．5实验结果

根据实验结果做标准曲线，见图1。
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附录2：考马斯亮蓝G一250法测定蛋白质含量

2．1相关试剂及溶液的配制

2．1．1牛血清白蛋白标准溶液

准确称取100mg牛血清白蛋白，溶于100mL蒸馏水中，即为1000}L咖L
的原液。

2．1．2蛋白试剂考马斯亮蓝G一250

称取100 mg考马斯亮蓝G．250，溶于50 mL 90％乙醇中，加入85％(WⅣ)

的磷酸100 mL，最后用蒸馏水定容到1000 mL。此溶液在常温下可放置一个月。

2．2实验操作

2．2．1标准曲线制作

(1)0～loo“咖L标准曲线的制作：取6支10 mL干净的具塞试管，按表1取

样。盖塞后，将各试管中溶液纵向倒转混合，放置2 min后用1 cm光经的比色

杯在595 m波长下比色，记录各管测定的光密度OD595。m，并做标准曲线。

表1．低浓度标准曲线制作

2．2．2样品检测

取适当样品稀释液加入到10mL干净的具塞试管中，用蒸馏水稀释至1mL，

再加入考马斯亮蓝G．250试剂5mL，盖塞后，将各试管中溶液纵向倒转混合，

放置2min后用1cm光经的比色杯在595m波长下比色，记录各管测定的光密

度OD595nm。
84
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2．3实验结果

将标准曲线数据记录于表格内，见表2。

表2．低浓度标准曲线制作

管号 1 2 3 4 5 6 7

1000嵋／mL标准蛋白液／mL 0 O．02 O．04 0．06 O．08 0．10 O．12

蒸馏水／mL 1．oo 0．98 0．96 O．94 O．92 0．90 0．88

考马斯亮蓝G．250试剂／mL 5

蛋白质含量／嵋 O

5

20

5 5 5 5

40 60 80 100

5

120

aD595。。 0 0．058 0．1 77 0．27 1 O．343 0．44 O．503

根据上表做标准曲线，见图2。

图2蛋白浓度标准曲线
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3．1相关试齐0配制

附录3 SDS—PAGE

A．分离胶缓冲液：1．5 mol／L Tris．HCl缓冲液pH 8．8。

B．浓缩胶缓冲液：1 mol／L％s．HCl缓冲液pH 6．8。

C．30％丙烯酰胺贮液：配制方法与连续体系相同，称丙烯酰胺(Acr)29 g及N，

N’一甲叉双丙烯酰胺(Bis)1 g，溶于重蒸水中，最后定容至100 ml，O．45岬滤

膜过滤后置棕色试剂瓶中，4℃保存。

D．10％sDS溶液：SDs在低温易析出结晶，用前微热，使其完全溶解。

E．10％过硫酸铵(AP)：取1 g过硫酸铵固体溶解后定容至10 mL，现配现用。

F．阴极缓冲液(10×，1．0 mol／L啊s，1．O mol／L％tion，1％SDS，pH 8．45)：将

60．559嘶s，89．59 g“tion及5 g SDS溶解于400 mL重蒸水中，用1mol／L HCl

滴定至pH 8．45，加水定容至500 mL。

G：阳极缓冲液(10x，2．O mol／L嘶s， pH 8．9)：将121．9 g嘶s溶解于400 mL

重蒸水中，用1 m01／LHCl滴定至pH 8．9，加水定容至500 mL。

H：染色液：O．1％考马斯亮蓝I也50，40％甲醇，10％冰醋酸。

I：脱色液：75 mL冰乙酸，50 mL甲醇用超纯水补足1000 mL混匀。

J：1 0％TEMED：

K：0．8％琼脂糖溶液：称量0．8 g琼脂糖溶解于lOmL超纯水中，高温煮沸使其完

全溶解。

L：5×载样液：1 moⅥ TirS—HCl(PH8．8) 0．6 ml

10％SDS 2 ml

50％甘油 5 m：

2．巯基乙醇 0．5 ml

1％溴酚兰 1 ml

水 0．9 ml

总体积： lO mL

R6
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3．2电泳

3．2．1玻璃板的清洗

将玻璃板浸泡在洗涤溶液中，认真清洗后用超纯水冲洗三遍，放入60℃烘箱

中烘干或用报纸擦干。

注意：不要将用过的未清洗的玻璃板在干燥状态下放置过夜，否则凝胶碎片发硬，

粘在玻璃面上，很难清除。

3．2．2电泳装置的装配

装配日玻璃板、隔片三明治结构。隔板两侧用O．8％的琼脂糖封胶。

3．2．3 12％分离胶的制备

取100 mL小烧杯按照表1配方配制分离胶溶液。

表l 12％分离胶配方

添加溶液 体积／mL

分离胶缓冲液

30％丙烯酰胺贮液

10％SDS

10％过硫酸铵溶液

超纯水

10％TEMED

7．5

12

0．3

O-3

9．9

O．12

注：此配方为两块分离胶的配方，做1块胶时体积全部减半。

混匀后迅速用1 mL移液枪加入到玻璃板、隔片三明治结构中去，沿一侧边

缘缓慢加入，勿使产生气泡，直至所用梳子位置的下方1 cm处，沿一侧缓慢加

入1 mL超纯水封胶，待分离胶聚合时可见在分离胶与超纯水之间会有清晰的分

界线。倒出超纯水，用滤纸吸干。

3．2．4．5％浓缩胶的制备

取100 mL小烧杯按照表2配方配制浓缩胶溶液。
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注：此配方为两块分离胶的配方，做1块胶时体积全部减半。

混匀后沿一侧缓慢加入分离胶的上方，勿产生气泡，将洁净干燥的梳子倾斜

着从一侧边缘缓慢插入，勿使产生气泡，直至梳子完全插到底，带凝聚后加入电

泳缓冲液，中间槽内加入阴极缓冲液，没过低层的玻璃板。两侧加入阳极缓冲液。

3．2．5样品处理

将蛋白质样品：上样缓冲液=4：1的比例混匀后沸水浴3～5 min，4000 r／min

离心1 min。用25此微量注射器或10此移液枪取样，小心加入上样孔中。

3．2．6电泳

浓缩胶用100 V的电压，待至分离胶时改为160 V电压，待蛋白条带跑至分

离胶下方约O．5 mm处，关闭电源，停止跑胶。

3．2．7染色

电泳结束后将电泳胶取下，放入15Hun的培养皿中，加入考马斯亮蓝染色液，

染色1 h，倒出染色液。

3．2．8脱色

向装有染色结束的电泳胶的培养皿中加入脱色液，勤换脱色液至电泳胶片底

色无色为止。
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