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赖氨酸 6-氨基转移酶合成条件的优化

颜 �媛,刘吉华,余伯阳,张 �剑

(中国药科大学中药复方研究室,江苏南京 210038)

[摘要 ] � 以一株从土壤中分离、筛选到轮枝霉菌 ( Vertic illium sp. ) 2- 14为起始菌株, 在摇瓶发酵水平上对其产

赖氨酸 6-氨基转移酶的条件, 包括不同碳源、氮源、磷酸盐、表面活性剂等进行了优化, 并对基本无机盐离子进

行了正交实验分析. 结果表明,该菌株产 LAT最佳液体发酵培养基为: 0�2% L -赖氨酸, 3% 可溶性淀粉, 0�5%

KH 2PO4, 0�1% M gSO4� 7H2O.通过考察菌株生长与产酶进程发现 ,培养 52h时酶活达到峰值 1 217 U� L- 1, 与优

化前相比, 酶活力提高一倍.
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Abstrac t: The optima l fermentation cond itions for Lysine 6-am ino transferase( LAT ) from Verticillium sp. in shake- flask

cu ltivation we re investigated, inc luding carbon source, nitrogen source, phospha te, and surfac tant. Optim a l inorgan ic

sa ltw as obta ined by orthogona l exper im ent. The resu lt show ed tha t 0�2% L-Lys, 30% Am idu lin, 0�5% KH
2
PO

4
,

0�1% M gSO 4� 7H 2O could enhance the y ie ld o f LAT. A fter 52h culture LAT activ ity is one time stronger than before,

wh ich reached its peak, 1 217U� L- 1.
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� � L-哌可酸 ( L-pipeco lic ac id, L-PA )是一种重要的刚性环状非蛋白质氨基酸, 它既可以限定多肽的构

象,还可作为不同化合物合成库中的多功能骨架,所以广泛用于许多手性药物和生物活性物质的制备.如

新型强效免疫抑制剂 FK506, 免疫抑制剂雷帕霉素 ( Rapamycin)以及抗肿瘤抗生素 Sandramyc in等均是以

哌可酸或其衍生物为主要原料制得的. 目前商业用 L-PA主要通过化学合成消旋哌可酸然后进行手性拆

分获得,成本高且拆分困难.因此通过生物合成手段生产 L-PA已成为国内外研究者关注的热点课题
[ 1- 3]

.

如图 1所示,赖氨酸 6-氨基转移酶 ( Lysine 6-am inotransferase, LAT, EC2�6�1�36)是将赖氨酸转化为 L-

PA关键酶,该酶通过将赖氨酸 6位的氨基转移形成醛基中间过渡体进而自动环合成为 1-脱氢-哌啶-6-羧

酸 ( �
1
-6-piperid ine carboxylic ac id, P6C ). P6C可通过化学或还原酶催化还原生成 L-PA. 目前国外学者已

发现, F lavobacterium lutescens IFO3084
[ 3 ]
, Streptomyces clavuligerus

[ 4]
和 Pich in guialliermondii

[ 5]
等菌株能产

生 LAT.培养基和发酵条件的优化是提高 LAT酶活,增加 L-PA产量的重要途径之一, 而国内外对这方面

的研究尚未见报道.本实验以轮枝霉 ( Vertic illium sp. )为 LAT酶生产菌,对其产 LAT酶的发酵条件进行了

研究, 为国内生物合成 L-PA的进一步研究奠定了基础.
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1�材料与方法

1�1�材料
( 1)菌株与培养基:菌株 2 - 14本实验室分离保存,

鉴定轮枝霉 ( Vertic illium. sp. ).

斜面培养基,种子培养基: 改良 PDA培养基.

对照发酵培养基:查氏 ( CA )培养基.

( 2)试剂: �-酮戊二酸, 5-磷酸吡多醛, O-氨基苯甲醛

购自 S igma公司,其余试剂均为国产分析纯试剂.

1�2�无菌提取液的制备
发酵液 4 000 r/m in, 离心 15m in后, 用 0�85% N aC l

洗涤,再以同样条件离心,称取菌体湿重. 每 1 g菌体悬浮

于 4 mL 0�2 mol /L K 2HPO 4 /KH2 PO4 缓冲溶液 ( pH

7�5) ,在冰水浴中超声粉碎 15 � 3s, 然后 15 000 r /m in离

心 30m in,以除去细胞碎片.上清液储存于 - 80�冰箱备

用.

1�3�赖氨酸 6-氨基转移酶酶活力的测定

无细胞提取液 1mL, 加入 L-Lys 40 �moL, 40 �mo l �-酮戊二酸, 0�15 �mo l 5-磷酸吡多醛 (以 PBS

( pH7�5)溶解 ) ,混合液体积为 2mL.上述混合液 37� , 220 r /m in振荡反应 60m in后,加入 1mL含 5%三

氯乙酸的无水乙醇,停止反应, 12 000 r/m in离心 10m in,以分离沉淀的蛋白质.

取上清液 1mL加入 1�5mL 4mmol /L O-氨基苯甲醛 (以 0�2mol /L pH7�5的磷酸缓冲液配制 ). 混合

液 37� ,反应 60m in显桔黄色,于 465 nm处比色. E = 2 800 L� mol
- 1

cm
- 1 [ 6]

.

酶活力单位 ( U ) 定义为,在最适反应条件下,以每 1m in生成 1�mol 2-am inoad ipate 6-sem ialdehyde所

需的酶量作为一个酶活力单位
[ 7 ]
.

1�4�培养方法
将斜面菌株接种在 40mL种子培养基的 150mL三角瓶中, 28� 180 r/m in振荡培养 48 h,获得种子培

养液.将种子培养液 1mL放入盛有 40mL发酵培养基的 150mL三角瓶中, 28� 180 r/m in振荡培养.在此

基础上进行不同试验.

2�实验结果

2�1�碳源的初选

表 1� 不同氮源对酶活性的影响 ( U� L- 1 )

Table 1� Effect o f nitrogen source on enzym e activity value

时间 /h 24 36 48 60 72

氮源 N itrogen

蛋白胨 Peptone 130 0 51 19 0

( NH ) 2 SO4 70 0 0 0 0

光胱氨酸 Cysteine 150 0 47 0 0

牛肉膏 beef extract 279 162 92 94 0

L-Tyr 246 320 94 223 0

NaNO
3 48 0 0 0 0

黄豆粉 Soybean 169 0 0 31 19

L-Lys 46 220 521 280 47

酵母膏 yeas t extract 198 32 263 0 0

� �选用对照培养基中除碳源以外的成分,采用葡萄糖,蔗糖,可溶性淀粉, 玉米粉,甘油, 葵瓜子油, 糊精,

3% 为碳源,在 pH = 6�7, 28�培养, 48 h后,每 24 h测定酶活. 在不加任何诱导剂的情况下,只有以蔗糖,

甘油, 可溶性淀粉为碳源培养的菌株,在 48 h时能测到较低酶活性, 分别为 24U � L
- 1
, 43 U� L

- 1
, 56 U�

L
- 1
,其他酶活性均为 0.结果提示, LAT可能是诱

导酶, 在缺少诱导剂的情况下, 不合成或者活性很

低.

2�2�氮源的筛选
选用对照培养基中除氮源以外的成分, 采用

不同无机或有机氮源 (质量浓度 0�2% ), 在 pH

= 6�7, 28�培养,每 12 h测定酶活.结果见表 1,

菌株在有机氮源培养基产 LAT酶量明显高于无

机氮源. 其中最佳氮源为 L-赖氨酸, 它是 LAT的

底物, 能很好地诱导酶的合成, 产酶量最高为 521

U� L
- 1
.
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表 2� 因子水平表 L 9 ( 34 ) � � (% )

Table 2� Factor-level cade of orthogona l experim ent

影响

因子

A

M gSO
4
� 7H

2
O

B

KC l

C

FeSO
4
� 7H

2
O

D

C aC l
2

1 0 0 0 0

2 0�05 0�05 0�01 0�05

3 0�1 0�1 0�02 0�1

表 3� L9 ( 34 )正交实验结果

Table 3� The result of L 9 ( 34 ) orthogonal array of inorganic salt

编号
A

M gSO 4� 7H 2O

B

KC l

C

FeSO4� 7H 2O

D

C aC l2

酶活性

( U� L- 1 )

1 1 1 1 1 302

2 1 2 2 2 71

3 1 3 3 3 49

4 2 1 2 3 187

5 2 2 3 1 79

6 2 3 1 2 271

7 3 1 3 2 190

8 3 2 1 3 301

9 3 3 2 1 217

K1 141 226 293 200

K2 184 150 158 111

K3 236 178 106 111

R 95 76 187 89

2�3�碳源的复选
菌株以 0�2% L-赖氨酸为氮源,选用蔗糖, 甘油,

可溶性淀粉,每组作为碳源占 3%, 添加对照培养基

中除碳源、氮源以外的成分, 在 pH = 6�7, 28�培养,

每 12 h,测定酶活,结果见图 2.以可溶性淀粉为碳源

时,最高酶活 321U � L
- 1
明显优于甘油 124U� L

- 1
,

蔗糖 89U� L
- 1

2�4�基本无机盐离子
0�2% L-赖 氨 酸, 3% 可 溶 性 淀 粉, 0�1%

KH2 PO4, 加入不同浓度的 MgSO4 � 7H2O, KC ,l FeSO4

� 7H 2O, CaC l2, pH = 6�7, 28�培养, 48 h后,测定酶

活性. 采用正交设计表 L9 ( 3
4
) ,见表 2,考察基本无机盐离子对产酶的影响.

正交试验结果见表 3,分析可知, 4因素对菌体合成 LAT的影响顺序依次为 C> A > D> B,极差 R显

示, C( FeSO 4� 7H 2O)对 LAT的合成影响最大, LAT活性随着 FeSO4 � 7H 2O浓度增大而降低, A (M gSO 4�

7H2O )在高水平上能够促进酶的合成.因素 B (KC l) , D ( CaC l2 )对酶活性影响较小, 让它们保持在零水平.

因此最佳方案为 A 3B1 C1D1。

2�5�磷酸盐对酶活的影响
选用 0�2% L-赖氨酸, 3%可溶性淀粉, 0�1% M gSO4 � 7H2O, 分别取 KH2 PO 4浓度为 0、0�1%、0�2%、

0�3%、0�4%、0�5%在 pH = 6�7, 28�培养, 48 h后,测定酶活性.
表 4� 磷酸盐对酶活的影响

Table 4� Effect of pho sphate on enzym e activity

磷酸二氢钾 0 0�10 0�20 0�30 0�40 0�50 0�60

湿重 ( g) 2�15 2�29 2�13 2�12 2�17 1�93 1�63
OD465 0�09 0�01 0�12 0�13 0�14 0�18 0�19

酶活性 (U� L- 1 ) 790 923 1 092 1164 1 278 1 444 1 312

� �由表 2可知磷酸盐浓度低于 0�4% ,增大其浓度能有效地促进酶的合成, 且并不影响菌体的生长,当

磷酸盐浓度超过 0�4%时,虽然酶活性有一定的提高,但是菌体的生长受到明显抑制, 单位酶活也随之下

降.实验结果表明使用 0�5%磷酸盐单位酶活性最高.

2�6�表面活性剂的影响
在 0�2% 赖氨酸、3%可溶性淀粉、0�5% KH 2PO4、0�1% M gSO4 � 7H 2O培养基中,分别在培养开始和

培养 24 h后添加 0�2% 吐温 20、0�2% 吐温 80和 0�1%十二烷基硫酸钠 ( SDS) ,培养 48h后,测定酶活性.

结果见表 5,发现吐温与 SDS都不能提高菌株的酶活性.
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表 5� 表面活性剂对酶活性的影响

Table 5� Effect of surfactant on enzym e activity

表面活性剂
Tw een- 80 ( 0�2% ) Tw een- 20( 0�2% ) SDS ( 0�1% )

0h加入 24h加入 0h加入 24h加入 0h加入 24h加入
对照

酶活 (U� L- 1 ) 1 271 1 289 1 332 1120 743 1 164 1 263

2�7�产 LAT的发酵过程

0�2% L-赖氨酸、3% 可溶性淀粉、0�5% KH2 PO4、

0�1% M gSO4� 7H2O,培养菌株,经 28� , 180 r/m in培养.

第 36 h开始每 8 h取样,测定 LAT酶活性.结果见图 2,对

照培养基中 LAT酶活性增加缓慢, 44 h达到最大值 584U

� L
- 1
.优化后, 36 h ~ 52 h LAT酶活性显著增加, 于 52 h

时达到最大值 1 219U � L
- 1
,随后逐渐降低.

3�讨论

本实验通过对包括不同碳源、氮源、磷酸盐、基本无机

盐离子、表面活性剂在内的培养基成分的考察,在摇瓶发

酵水平对菌株 2- 14产赖氨酸 6-氨基转移酶的条件进行

了优化.结果表明,在菌株 2- 14中,赖氨酸 6-氨基转移酶

可能是一种诱导酶,在缺乏诱导剂的情况下,活性较低.在

碳源的筛选时,在不加任何诱导剂的情况下,只有以蔗糖,甘油,可溶性淀粉为碳源培养的菌株在 48h能测

到较低酶活性.这可能是因为种子培养基中, 营养成分复杂, 具有能够诱导产生 LAT的物质, 而发酵培养

基中成分单一,没有进一步诱导 LAT合成的成分,因而活性很快消失. L-赖氨酸是能诱导酶大量合成的氮

源.在本实验中, 磷酸盐能明显促进酶的合成, 但 KH 2PO4浓度高于 0�4%后抑制菌体的生长. 使用 0�5%
磷酸盐单位酶活性最高.正交实验表明增加 FeSO4 � 7H 2O能明显抑制酶的形成, M gSO4 � 7H 2O能有效促

进酶的合成.最佳液体发酵培养基为: 0�2% L-赖氨酸, 3% 可溶性淀粉, 0�5% KH2 PO4, 0�1% M gSO4 �

7H2O,通过对发酵培养基的优化,菌株的产酶水平由原来的 585U� L
- 1
提高到 1 217U � L

- 1
, 酶活力提高

1倍.该菌生长比较迅速, 培养条件简单, 可进一步以部分因子、多元回归等方法进行培养条件优化, 以提

高该菌株的产酶活力.下一步可进行该菌株所产 LAT酶酶学性质、蛋白结构,以及该酶基因工程菌的构建

等方面的探索,以期为国内生物合成重要的医药中间体 L-PA奠定基础.
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