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固定化谷氨酸脱羧酶转化 γ－氨基丁酸的研究

刘　 萍ꎬ刘鹏丽ꎬ黄　 琛ꎬ殷志敏

(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏省分子医学重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 研究卡拉胶制备固定化谷氨酸脱羧酶及转化 γ－氨基丁酸(ＧＡＢＡ)的最适条件. 以本实验室研发的诱导

剂对构建的表达谷氨酸脱羧酶(ＧＡＤ)的基因工程菌进行诱导ꎬ并利用卡拉胶对获得的粗酶液进行包埋制备固定化

酶ꎬ对影响 ＧＡＤ 固定化效果和 ＧＡＢＡ 产量的因素进行研究. 最佳固定化条件为卡拉胶浓度 １.５％ꎬ氯化钾浓度 ３％ꎬ
硬化时间 ２ ｈꎻ转化 ＧＡＢＡ 的最适条件为反应最适 ｐＨ 为 ３.８~４.３ꎬ最适温度为 ３７ ℃ ~４３ ℃ꎬ将制得的固定化谷氨酸

脱羧酶(ＩＧＡＤ)重复使用 ７ 次后ꎬ催化活力仍保持在最初值的 ７５％ꎻＩＧＡＤ 在最适底物浓度 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 下反应时间

２ ｈ 后谷氨酸转化率达 ９９％ꎬ利用 ＩＧＡＤ 进行连续催化反应ꎬ最终 ＧＡＢＡ 摩尔转化率为 ７０.９８％ꎬ晶体得率为

９１.９０％ꎬ晶体纯度 ９４.７３％. 该法具有较好的操作稳定性和较高的底物转化率ꎬ为连续化制备 γ－氨基丁酸提供参考.
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｂｙ ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈ γ￣ａｍｉ￣
ｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ(ＧＡＢＡ) . Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ(ＧＡＤ)ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｗｈｉｃｈ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｏｕｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｕｄｅ ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｅｍｂｅｄｄｅｄ￣
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ. Ｆａｃｔｏｒｓ ｗｈｉｃｈ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡＤ ａｎｄ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＧＡＢＡ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓ￣
ｔｉｇａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ ａｎｄ ＫＣｌ ｗｅｒｅ １.５％ ａｎｄ ３％ꎬｓｏｌｉｄｉｆｙｉｎｇ ｆｏｒ ２ ｈ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐＨ ｗａｓ
３.８－４.３ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３７ ℃－４３ ℃. Ｔｈｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ(ＩＧＡＤ)ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ｕｓｅｄ ａｆｔｅｒ
７ ｔｉｍｅｓꎬｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｋｅｐｔ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ７５％ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ. Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＡＤ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ＧＡＢＡꎬｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ６０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｍｏｌａｒ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＢＡ ｗａｓ ７０.９８％ꎬ
ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｙｉｅｌｄ ｗａｓ ９１.９０％ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｐｕｒｉｔｙ ｗａｓ ９４.７３％. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｎｖｅｒ￣
ｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＡＢＡ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎꎬｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬγ￣ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎬｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ

γ－氨基丁酸(γ￣ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎬＧＡＢＡ)是一种天然存在的功能性非蛋白质氨基酸ꎬ是哺乳动物中枢

神经系统的抑制性神经递质之一[１]ꎬ在机体调节方面有诸多功能ꎬ如促进细胞新陈代谢、增进脑活力、调
节血压和心律、镇定安神、抗衰老等ꎬ具有广阔的应用前景[２－３] . 谷氨酸脱羧酶( ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬ
ＧＡＤ)是普遍存在于自然界生物体内的一种磷酸吡哆醛类酶ꎬ是生物合成法中催化 Ｌ－谷氨酸脱羧合成

ＧＡＢＡ 的重要酶[４－５] . 近年来ꎬ陆续报道了有关谷氨酸脱羧酶固定化的研究ꎬ如乔春楠等[６] 采用海藻酸钠

固定 ＧＡＤꎬ姜启兴等[７]ꎬ林少琴等[８]用壳聚糖与戊二醛对 ＧＡＤ 进行固定化ꎬ但在实际操作中ꎬ海藻酸胶在

含有柠檬酸、乳酸、磷酸根等的缓冲体系中ꎬ会因螯和作用导致 Ｃａ＋的流失ꎬ使海藻酸胶颗粒崩解[９]ꎻ壳聚
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糖没有相应的硬化剂ꎬ需要用存在毒性的戊二醛进行交联. 而当前制备食品级高安全性的 γ－氨基丁酸是

最为重要的ꎬ同时具有高稳定性的固定化酶会大大降低生产过程中的分离纯化成本以及生产成本.
本研究中ꎬ将构建的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 转化到 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中获得工程菌ꎬ利用本实验室殷

志敏教授团队研发的诱导剂天达一号进行诱导表达ꎬ并利用该菌获得的粗酶液进行固定化酶的催化研究ꎬ
采用安全性、稳定性更高的卡拉胶作为包埋载体ꎬ主要研究了 Ｋ－卡拉胶固定化谷氨酸脱羧酶( ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬＩＧＡＤ)的最佳条件以及转化 γ－氨基丁酸的最适条件ꎬ并为大规模连续化制备

ＧＡＢＡ 提供参考.

１　 材料

１.１　 菌种和质粒

大肠杆菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α、Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２、Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)、表达载体 ｐＥＴ２８ａ 均为本实验室保藏.
１.２　 试剂

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶、限制性内切酶 ＮｄｅⅠꎬＢａｍＨⅠ、ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ蛋白

质分子 Ｍａｋｅｒ 购自 ＭＢＩ 公司ꎻ蛋白胨和酵母粉ꎬ英国 ＯＸＯＩＤ 公司ꎻ卡那霉素ꎬＡｍｅｒｅｓｃｏ 公司ꎻＩＰＴＧ 购自

Ｍｅｒｃｋ 公司ꎻ丙烯酰胺(Ａｃｒ)与甲叉双丙烯酰胺(Ｂｉｓ)购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ四甲基乙二胺(ＴＥＭＥＤ)购自

ＢｉｏＲａｄ 公司ꎻ考马斯亮蓝 Ｒ－２５０ 购自 Ｓａｎｌａｎｄ 公司ꎻ引物合成由南京斯普金公司完成ꎻ质粒测序由上海英

骏公司完成ꎻ天达一号诱导剂为本实验室殷志敏教授团队研发ꎻ卡拉胶、Ｌ－谷氨酸、５－磷酸吡哆醛、γ－氨基

丁酸标准品ꎬ国药集团化学试剂有限公司ꎻ其余化学试剂均为国产分析纯.
１.３　 仪器

ＰＣＲ 扩增仪ꎬ美国 ＭＪ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司ꎻ凝胶成像系统、紫外透射仪、电热恒温循环水浴槽ꎬ美国

Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司ꎻ精密电子天平ꎬ德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司ꎻ多功能酶标仪ꎬ美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司ꎻ紫外分光

光度计ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻｐＨ 测定仪ꎬ美国 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司ꎻ超声波细胞破碎仪 ＪＹ９２－２Ｄꎬ中国新芝

科器研究所ꎻ冷冻离心机ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏｓ 公司.

２　 方法

２.１　 ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 重组质粒的构建

根据大肠杆菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２ 的 ｇａｄＢ 的基因序列和 ｐＥＴ２８ａ 的 ＭＣＳ 位点设计引物ꎬ在上下游引物的

５′端分别插入 ＮｄｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切位点ꎬ送往上海英骏生物技术公司合成. Ｆ:５′￣ＧＧＡＡＴＴＣ ＣＡＴＡＴＧ ＡＴ￣
ＧＧＡＴＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＴＡ￣３′ꎻＲ:５′￣ＣＧ ＧＧＡＴＣＣ ＴＣＡＧＧＴＡＴＧＴＴＴＡＡＡＧＣＴ￣３′. 提取细菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２ 基因组

ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ２５×(９５ ℃ ４０ ｓꎬ５３ ℃ １８ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ｓ)ꎻ４ ℃放置. 将 ＰＣＲ
获得的目的基因和 ｐＥＴ２８ａ 载体经 ＮｄｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切ꎬ经 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接后转入 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感

受态细胞ꎬ对重组质粒用 ＮｄｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切ꎬ筛选阳性克隆ꎬ进行 ＤＮＡ 测序. 将该重组质粒称为

ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ.
２.２　 重组蛋白的诱导表达和鉴定

重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 转化宿主菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ工程菌 ３７ ℃振荡培养至 ＯＤ６００值在 ０.７ ~ ０.９
之间ꎬ加入乳糖至终浓度为 １ ｇ / Ｌꎬ２６ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ 诱导 １０ ｈ 左右ꎬ诱导产物用 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳鉴定ꎬ
考马斯亮蓝 Ｒ２５０ 染色显带后ꎬＧｅｌ Ｄｏｃ ２０００ 成像系统分析.
２.３　 ＧＡＤ 粗酶液的制备

将保存的菌种进行活化ꎬ加入诱导剂天达一号至终浓度为 １ ｇ / Ｌꎬ２８ ℃ １９０ ｒ / ｍｉｎ 诱导 ７ ｈ 左右后收

集菌体ꎬ重悬混匀ꎬ进行超声破碎ꎬ粗酶液于－８０ ℃保存.
２.４　 蛋白浓度的测定

采用 ＢＣＡ(二喹啉甲酸)法测定蛋白浓度ꎬ对 ＧＡＤ 酶液进行复溶ꎬ调整后蛋白含量约为 １.８ ｍｇ / ｍＬ.
２.５　 ＩＧＡＤ 的制备

称取一定量的卡拉胶ꎬ加水加热至 ７０ ℃使溶ꎬ待胶液成透明易流动溶液状后ꎬ降温至 ４２ ℃ꎬ加入一定

量预先制备好的含 ０.１５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸吡哆醛的 ＧＡＤ 溶液ꎬ充分混匀ꎬ倒入平板中于 ４ ℃静置过夜ꎬ用一定
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浓度的硬化剂 ＫＣｌ 溶液于 ４ ℃浸泡硬化一定时间ꎬ然后切成约 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 的块状ꎬ用缓冲液洗涤至滤液

无酶活存在为止ꎬ４ ℃保存备用.
２.６　 ＧＡＤ 酶活的测定

基于 Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ 反应的比色法[１０]ꎬ采用测定 ＧＡＢＡ 生成量的方法计算 ＧＡＤ 酶活力:配制含底物 Ｌ￣Ｇｌｕ
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸盐缓冲液(ｐＨ ４.５)于 ３７ ℃下预热ꎻ加入一定量 ＩＧＡＤ(或等酶量的 ＧＡＤ)ꎬ３７ ℃下振荡

反应 １０ ｍｉｎꎻ取反应液 ０.３ ｍＬ 于冰上加 ｐＨ １０.０ 的硼酸缓冲液 ０.２ ｍＬ 终止反应ꎬ加 ６％苯酚 １ ｍＬ 混匀后

加次氯酸钠溶液 ０.４ ｍＬ 混匀ꎬ沸水浴 １０ ｍｉｎꎬ立即置于冰上 １３ ｍｉｎ 后加 ６０％乙醇固色ꎬ混匀测定 ６３０ ｎｍ
处的吸光度值(每组反应做 ３ 个平行ꎬ并取洗涤酶块的最后一次滤液进行同样的反应ꎬ作为对照) .

根据吸光度值ꎬ结合 ＧＡＢＡ 标准曲线ꎬ在 ３７ ℃下吸光度值每分钟生成 １ μｍｏｌ ＧＡＢＡ 定义为 １ 个酶活力

单位(Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ / Ｕ)ꎻ在同组实验中活性最高点的值定义为 １００％ꎬ其余实验点的值与该点的值之比定义

为相对酶活力(Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ / ％) . 固定化 ＧＡＤ 酶活回收率(Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ / ％)按下式计算:

固定化 ＧＡＤ 酶活回收率＝固定化 ＧＡＤ 酶活
游离酶活

×１００％.

２.７　 γ－氨基丁酸的测定

ＦＤＮＢ 法 ＨＰＬＣ 分析检测ꎬ具体参照文献[１１] .

３　 结果与讨论

３.１　 ｇａｄＢ 基因的 ＰＣＲ 扩增

以 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２ 基因组为模板合成目的基因ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳结果如图 １. ＰＣＲ 扩增出的 ｇａｄＢ
条带分子量为 １ ０００ ｂｐ~１ ５００ ｂｐꎬ更加接近 １ ５００ ｂｐꎬ这与理论值约 １ ４００ ｂｐ 相符.
３.２　 ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 重组质粒的鉴定

对重组质粒用 ＮｄｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切ꎬ获得大小约为 ５ ０００ ｂｐ 和 １ ４００ ｂｐ 的 ２ 个条带如图 ２ꎬ与理

论值一致ꎬ初步说明重组成功. 将阳性克隆质粒送往上海英骏生物技术有限公司测序ꎬ测序结果与 ＮＣＢＩ
上 ＢＬＡＳＴ 检索结果完全吻合ꎬ可以确定 ｇａｄＢ已经克隆到 ｐＥＴ２８ａ 载体中且方向正确.

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｇａｄＢ ＰＣＲ 产物

图 １　 ｇａｄＢ 基因 ＰＣＲ 扩增产物 １％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 １％ Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｇａｄＢ

　 　 Ｍ:ＤＬ １５ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢꎻ２:ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 双

酶切产物

图 ２　 重组质粒双酶切 １％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 １％ Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ａｆｔｅｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ

３.３　 表达产物 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

大肠杆菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｋ－１２ 基因组 ｇａｄＢ重组后表达的 ＧＡＤ 实际分子量大小约为 ５３ ｋＤａ. 将转化重组质

粒后的大肠杆菌 ＢＬ２１ 按照 ２.２ 诱导培养ꎬ并将诱导产物超声破碎后经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ染色显带后ꎬ
Ｇｅｌ Ｄｏｃ ２０００ 成像系统分析结果如图 ３. 将转化重组质粒后的大肠杆菌 ＢＬ２１ 分别加入诱导剂 ＩＰＴＧ、乳糖、
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天达一号至终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ、１ ｇ / Ｌ、１ ｇ / Ｌꎬ２６ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ 诱导 １１ ｈ 左右ꎬ诱导培养将诱导产物用

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ染色显带后ꎬＧｅｌ Ｄｏｃ ２０００ 成像系统分析结果如图 ４.
如图 ３ 所示ꎬ在 ５３ ｋＤａ 处有蛋白表达ꎬ占全菌蛋白总量的比例较大ꎬ且随时间的延长蛋白量不断增

多ꎬ而对照组此处则无明显蛋白条带出现ꎬ且 ＧａｄＢ 主要分布在上清中ꎬ为可溶性蛋白ꎬ表明 ＧＡＤ 在大肠

杆菌中得到成功表达.
如图 ４ 所示ꎬ相对于普遍使用的诱导剂 ＩＰＴＧ 和乳糖ꎬ复配的诱导效果则更好并且诱导蛋白表达量

更多.

　 　 Ｍ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ１、２ 和 ３:分别为 ＩＰＴＧ、乳糖、天
达一号诱导的 ｇａｄＢ

图 ４　 不同诱导剂的诱导效果分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｅｒｓ

　 　 Ｍ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ 全菌蛋白ꎻ２:未诱导 ｇａｄＢ 重组菌全菌蛋白ꎻ
３:１ ｇ / Ｌ 乳糖诱导的 ｇａｄＢ 重组菌全菌蛋白ꎻ４、５:分别是 ３ 的上清蛋白和沉淀蛋白

图 ３　 工程菌 ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 表达产物 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＡＤ ｆｒｏｍ ＬＢ

３.４　 ＧＡＤ 固定化条件的优化

３.４.１　 卡拉胶浓度对 ＩＧＡＤ 酶活的影响

ＧＡＤ 酶液与卡拉胶胶液充分混匀(卡拉胶浓度为 ０.６％、０.９％、１.２％、１.５％、１.８％、２.１％)ꎬ于平板中 ４ ℃静

置过夜ꎬ以浓度为 ３％ ＫＣｌ 溶液于 ４ ℃浸泡硬化 １ ｈꎬ制备 ＩＧＡＤ. 酶活测定结果见图 ５.
由 ５ 可以看出ꎬ随着卡拉胶浓度的增加ꎬ酶活回收率逐渐上升ꎬ在载体浓度为 １.５％时达到最高. 当载

体浓度高于 １.５％时ꎬ一方面混合液过于黏稠ꎬ导致固定化酶操作制备困难ꎬ且不能保证酶液充分分散在混

合体系中ꎻ另外载体对酶液的包埋过于致密而使酶空间结构的孔径过小ꎬ使得酶与底物不能充分接触ꎬ接
触速率降低ꎬ影响了酶的催化ꎬ导致其催化效率降低[１２－１３] . 因此ꎬ选择浓度 １.５％作为最适载体浓度.

图 ５　 卡拉胶浓度对固定化酶活回收率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＧＡＤ

图 ６　 ＫＣｌ 浓度对固定化酶活回收率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＫＣｌ ｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＧＡＤ

３.４.２　 ＫＣｌ 浓度对酶活的影响

在卡拉胶浓度为 １.５％的情况下ꎬ只改变硬化剂浓度(ＫＣｌ 浓度为 １％、２％、３％、４％、５％)ꎬ其余条件不

变ꎬ制备 ＩＧＡＤ. 酶活测定结果见图 ６.
由图 ６ 可以看出ꎬ随着 ＫＣｌ 溶液浓度的上升ꎬ酶活回收率逐渐上升ꎬ在浓度达到 ３％时酶活回收率达到

最高. 这是由于钾离子参与了 ｋ－卡拉胶的凝胶过程ꎬ增加 ＫＣｌ 浓度使卡拉胶内聚性加强ꎬ从而使凝胶强度

—０１１—
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提高ꎬ酶液被充分包埋ꎬ能较稳定地发挥催化作用ꎬ催化活力高ꎻ当 ＫＣｌ 浓度过低时ꎬ易造成酶液流失ꎻＫＣｌ
浓度过高ꎬ过量的钾离子加速凝胶老化过程ꎬ产生收缩脱液现象ꎬ使凝胶强度下降[１４] . 故 ＫＣｌ 溶液的最适

浓度为 ３％.
３.４.３　 硬化时间对酶活的影响

在 ＫＣｌ 浓度为 ３％的情况下ꎬ只改变硬化时间(硬化时间 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ)ꎬ其余条件不变ꎬ制备

ＩＧＡＤ. 酶活测定结果见图 ７.
由图 ７ 可以看出ꎬ硬化时间为 ２ ｈ 时ꎬ酶活回收率较高. 这是因为超出一定时间范围后ꎬ随着时间的延

长ꎬ固化越来越充分ꎬ一方面酶液被载体包埋得更为致密ꎬ使底物分子很难接近酶的活性中心ꎬ影响了酶分

子活性中心的有效性[１５]ꎻ另一方面过量的 Ｋ＋对已包埋酶的卡拉胶载体继续作用ꎬ降低了其凝胶强度[１６]ꎬ
这些都是造成酶活下降的原因. 故最适硬化时间为 ２ ｈ.
３.５　 ＩＧＡＤ 酶学性质的研究

３.５.１　 ＩＧＡＤ 的最适反应 ｐＨ
将等量的 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 分别在 ｐＨ 值 ３.５~６.０ 含 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酸的磷酸盐缓冲液中ꎬ于 ３７ ℃下反

应. 取转化液测定酶活ꎬ结果见图 ８.
由图 ８ 可以看出ꎬＧＡＤ 的反应最适初始 ｐＨ 为 ４.３ꎻＩＧＡＤ 的反应最适初始 ｐＨ 为 ３.８. 游离酶经固定化

后最适 ｐＨ 向酸性方向偏移约 ０.５ 个 ｐＨ 单位.

图 ８　 ｐＨ 对 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 酶活的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＧＡＤ ａｎｄ ＩＧＡＤ

图 ７　 硬化时间对固定化酶活回收率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄｉｆｙｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＧＡＤ

３.５.２　 ＩＧＡＤ 的 ｐＨ 稳定性

将等量的 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 分别在 ｐＨ 值 ３.５~６.０ 的缓冲液中于 ３７ ℃保温处理 ３ ｈꎬ之后取出充分清洗ꎬ
在含 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酸的磷酸盐缓冲液中ꎬ于 ３７ ℃下反应. 取转化液测定酶活ꎬ结果见图 ９.

由图 ９ 可以看出ꎬＧＡＤ 在 ｐＨ ４.５ 时稳定性最好ꎻＩＧＡＤ 在 ｐＨ ４.３ 时稳定性最好ꎬ在 ｐＨ ３.８~５.０ 的范围

内能保持相对较高的酶活. 相较于游离酶ꎬ固定化 ＧＡＤ 耐酸碱能力增强.

图 ９　 ｐＨ 对 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 酶活稳定性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＧＡＤ ａｎｄ ＩＧＡＤ
图 １０　 温度对 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 酶活的影响

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＧＡＤ ａｎｄ ＩＧＡＤ

３.５.３　 ＩＧＡＤ 的最适反应温度

在得到 ＩＧＡＤ 最适初始 ｐＨ 的条件下ꎬ将等量的 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 分别在温度为 ３０ ℃ ~ ５０ ℃ 的含

３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酸的磷酸盐缓冲液中反应. 测定不同温度下的酶活ꎬ结果见图 １０.
由图 １０ 可以看出ꎬＧＡＤ 的反应最适温度为 ４０ ℃ꎬＩＧＡＤ 的反应最适温度为 ４３ ℃ꎬ游离酶经固定化后

—１１１—
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反应最适温度提高了 ３ 个温度单位. 可能的原因是卡拉胶为固定化酶提供有利的微环境ꎬ由于热传输阻

力效应导致的 ＧＡＤ 失活最小化[１７] .
３.５.４　 ＩＧＡＤ 的热稳定性

将等量的 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 分别在温度为 ３０ ℃ ~５０ ℃的缓冲液中保温处理 ３ ｈꎬ之后取出充分清洗ꎬ在
含 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酸的磷酸盐缓冲液中ꎬ于 ３７ ℃下反应. 测定不同温度下的酶活ꎬ结果见图 １１.

由图 １１ 可以看出ꎬ游离酶和固定化酶均在 ３７ ℃时热稳定性最好ꎬＩＧＡＤ 在 ３５ ℃ ~４５ ℃的温度范围内

能保持相对较高的酶活ꎬ相较于游离酶ꎬ固定化 ＧＡＤ 热稳定性增强.
３.５.５　 ＩＧＡＤ 的操作稳定性

取 ３ ｇ ＩＧＡＤ 于 ２５ ｍＬ 含 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酸的磷酸盐缓冲液中ꎬ在 ｐＨ ３.８ꎬ温度 ４３ ℃条件下反应ꎬ反
应结束后充分清洗ꎬ并更换新的底物溶液ꎬ进行 ７ 批次操作. 测定酶活变化ꎬ结果见图 １２.

图 １１　 温度对 ＧＡＤ 和 ＩＧＡＤ 酶活稳定性的影响

Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＧＡＤ ａｎｄ ＩＧＡＤ

图 １２　 反应批次对 ＩＧＡＤ 酶活的影响

Ｆｉｇ􀆰 １２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

由图 １２ 可以看出ꎬＩＧＡＤ 在相同反应条件下ꎬ重复使用 ３ 次后酶活基本不变ꎬ重复使用 ７ 次后ꎬ催化活

力仍保持在最初值的 ７５％ꎬ随着反应批次的增加ꎬ酶活力有所下降ꎬ原因可能是辅酶 ５－磷酸吡哆醛逐渐流

失[１８] . 但总体来说ꎬ固定化酶的凝胶强度状况较好ꎬ酶活力保持较好. 证明本试验制备的固定化酶具有较

好的操作稳定性ꎬ具有工厂化大规模生产的可能性.

图 １３　 底物浓度对 ＧＡＢＡ 产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＧＡＢＡ

３.５.６　 底物浓度对谷氨酸转化率的影响

取 ３ ｇ ＩＧＡＤ 于 ２５ ｍＬ 磷酸盐缓冲液中ꎬ测定 ＩＧＡＤ
在 ｐＨ ３.８ꎬ４３ ℃ꎬ底物浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ~ １２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
的情况下ꎬ１０ ｍｉｎ 内的 ＧＡＢＡ 生成量ꎬ结果见图 １３.

由图 １３ 可以看出ꎬ随着底物量的增加ꎬＧＡＢＡ 的产

量增势趋于平缓. 谷氨酸是 ＧＡＢＡ 的唯一来源ꎬ合适的

谷氨酸含量可以促进 ＧＡＤ 的表达ꎬ增加产物的生成量ꎬ
但浓度过高一方面会使反应液的酸度过高ꎬ影响酶活ꎬ
增加调酸的成本ꎻ另一方面由于谷氨酸在水中溶解度

低ꎬ会降低其在反应液中的分散程度ꎬ造成底物的浪

费[１９] . 故选择 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的底物浓度.
３.５.７　 反应时间对谷氨酸转化率的影响

取 ２１ ｇ ＩＧＡＤ 于 １７５ ｍＬ 磷酸盐缓冲液中ꎬ测定 ＩＧＡＤ 在 ｐＨ ３.８ꎬ温度 ４３ ℃ꎬ底物浓度 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的情

况下ꎬ随着反应时间的延长 ＧＡＢＡ 生成量的变化ꎬ结果见图 １４.
由图 １４ 可以看出ꎬ在 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的最适底物浓度下ꎬ随着反应时间的延长ꎬ谷氨酸转化率增加逐渐趋

于平缓ꎬ在 １２０ ｍｉｎ 时转化率达到 ９９％.
３.５.８　 ＩＧＡＤ 的连续转化制备 ＧＡＢＡ

取复溶后的 ＧＡＤ 粗酶液 １８ ｍＬꎬ在酶液与卡拉胶胶液比例为 １ ∶１ 以及上述最佳条件下制得 ＩＧＡＤꎬ在
１ Ｌ 的反应体系中进行催化反应ꎬ调整反应初始 ｐＨ 为 ３.８ꎬ初始温度 ４３ ℃ꎬ反应 １ ｈ 后调整并控制反应在

ｐＨ ４.３ꎬ温度 ３７ ℃下进行连续补料反应ꎬ重复进行 ３ 批次反应ꎬ每次反应 １２ ｈꎬ最终对 ３ Ｌ 发酵液的 ＧＡＢＡ

—２１１—
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含量按照 ２.７ ＨＰＬＣ 法进行测定ꎬ如图 １５.
由图 １５ 可以看出ꎬ经初步分离、浓缩结晶ꎬ最终得到的 ＧＡＢＡ 成品为 １１４.３２ ｇꎬγ－氨基丁酸摩尔转化

率 ７０.９８％ꎬ晶体得率为 ９１.９０％ꎬ晶体纯度 ９４.７３％.

图 １４　 反应时间对谷氨酸转化率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｒａｔｅ ｏｆ Ｇｌｕ

图 １５　 浓缩结晶后 ＧＡＢＡ 晶体的 ＨＰＬＣ 图谱

Ｆｉｇ􀆰 １５　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＧＡＢＡ ｃｒｙｓｔａｌ ａｆｔｅｒ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ

４　 结论

ｋ－卡拉胶具有良好的凝固性、独特的热可逆凝胶化性能、抗蛋白凝结、亲水无毒、低成本等特点ꎬ在食

品、制药、化工等领域已得到了广泛应用[２０] . 本研究中ꎬ构建了高效表达 ＧＡＤ 的基因工程菌ꎬ使用本实验

室殷志敏教授团队研发的诱导剂天达一号对 ＧＡＤ 诱导使其高效表达ꎬ并利用该菌获得的粗酶液进行固定

化酶的催化研究ꎬ利用高安全性、高稳定性的 ｋ－卡拉胶作为包埋载体对 ＧＡＤ 进行固定化ꎬ通过优化确定

最佳固定化条件:卡拉胶浓度 １.５％ꎬ氯化钾浓度 ３％ꎬ硬化时间 ２ ｈꎻ将制得的 ＩＧＡＤ 重复使用 ７ 次后ꎬ催化

活力仍保持在最初值的 ７５％ꎻ在最适底物浓度为 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 下反应时间 ２ ｈꎬ谷氨酸转化率达 ９９％ꎬ利用

ＩＧＡＤ 连续进行 ３ 批次催化反应ꎬ３ Ｌ 发酵液经浓缩结晶后最终得到 ＧＡＢＡ 成品 １１４.３２ ｇꎬＧＡＢＡ 摩尔转化

率 ７０.９８％ꎬ晶体得率为 ９１.９０％ꎬ晶体纯度 ９４.７３％.
本实验室研发的天达一号安全性高ꎬ用其对构建的表达 ＧＡＤ 的基因工程菌 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ￣

ｐＥＴ２８ａ￣ｇａｄＢ 进行诱导ꎬ蛋白表达率高ꎻ卡拉胶包埋法制备的 ＩＧＡＤꎬ成本低ꎬ安全ꎬ操作方法简单ꎬ且用于

催化反应转化 γ－氨基丁酸操作稳定性好、底物转化率高ꎬ具有较好的应用前景. 本研究为利用 ＩＧＡＤ 工业

化连续生产制备 ＧＡＢＡ 提供了可靠的参考依据.
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