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米曲霉腺苷酸脱氨酶的产酶条件
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摘 要：通过实验获得了米曲霉/)0$$固态发酵产腺苷酸（567）脱氨酶的适宜培养基，麸皮为主

原料，成分质量分数为蔗糖!8，鱼粉!8，（*92）!+:2$)"8，吐温;0$$)"8，含水量#$8)最佳的

培养条件为：!#$<=的三角瓶装!$>培养基，在!0!/$?培养4$@)发酵结束称取一定量的麸曲

加"$倍质量的蒸馏水，调节-94)$，在/#?条件振荡水浴!@)酶的浸提液经盐析、透析、AB5B
柱层析分离后，可收集到较单一的活性峰酶)
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腺苷酸脱氨酶（567S,M<HIMT,，B[/)#)2)4）

是一种氨基水解酶，它能够定量脱去腺苷酸嘌呤碱

基上的氨基，生成J67和*9/
［"］)J67可用于生产

药品和强力味精，而 *9/ 可作为细胞的9a缓冲

液)567脱氨酶是构成嘌呤核苷酸代谢循环的/种

主要酶类之一，它对维持体内腺苷酸能荷［!］和机体

免疫力有重要作用［/］)此外，它还是核酸酶解法生

产呈味核苷酸的重要酶类之一［2］)+L@<HSQ最早从

兔骨骼肌肉中制备567脱氨酶［#］，后来 6HQL@,((
等在制备 高 峰 淀 粉 酶 时 发 现 微 生 物 也 能 分 泌 此

酶［4］)现在工业生产中使用的酶大多由酵母、青霉、

曲霉及毛霉等微生物发酵制备，但有关生产工艺的

报道却比较少)国内虽在!$世纪0$和%$年代对曲

霉567脱氨酶进行了研究，但目前尚未工业化生

产［3，0］)采用微生物固态发酵法生产567脱氨酶，

操作简便，生产成本低，酶液经硫酸铵沉淀后活力
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较高，可直接用于呈味核苷酸的生产!作者以米曲

霉"!#$$进行固态发酵产酶实验，对产酶的培养基

成分和培养条件进行了优化，并确定了麸曲中%&’
脱氨酶的浸提条件，对其进行了初步纯化，以期为

工业化生产提供依据!

! 材料与方法

!"! 菌种

米曲霉"!#$$，从中科院微生物研究所购买!
!"# 培养基及培养方法

!!#!! 培养基( 斜面培养基：马铃薯)$$*，蔗糖

)$*，琼脂)$*，加水至($$$+,，自然-.!固态发

酵基本培养基：麸皮与水等量混合均匀!
!!#!# 培养方法( 于新鲜斜面上挑取生长良好的

菌种，配制成悬浮液（孢子数约为($($+,/(），移取

)+,菌悬液至装有)$*发酵培养基的)0$+,的

三角瓶中，)#1恒温静置培养，定期翻曲!
!"$ 酶液制备

称取一定量麸曲加入($倍蒸馏水，"01振荡

浸提)2，滤去残渣后即得粗酶液!
!"% 酶活测定方法

按改良的345467895法［:］!取经适当稀释的酶

液$!(+,加入到"+,$!(;($/"+7<／,的%&’
底物中，"=1振荡反应(0+4>后终止反应!于)?0
>+处测定吸光值，以每分钟吸光值改变$!$$(定

义为酶的一个活力单位!每克鲜曲中的酶活以@／*
表示!

# 结果与讨论

#"! 固态培养产&’(脱氨酶条件的确定

#!!!! 培养时间对固体发酵产酶的影响( 米曲霉

"!#$$经斜面培养"A后接入发酵培养基，控制培

养温度为)#!"$1!固体发酵产酶过程曲线如图(
所示!

图! 培养时间对产酶的影响

)*+"! ,--./01-/23042.0*5.167.85*689.:4172/0*16

培养)B2，菌体生长处于延迟期，产酶能力较

低；培养)B!?$2，菌体处于快速生长期，酶活也随

时间呈近线性增加；培养至?$2时，产脱氨酶酶活

力达到最高；在B#!?$2之间，酶活相对稳定在较

高水平；继续延长培养时间，酶活急剧下降，=)2后

白色菌丝表面长满孢子，酶活下降了?0C左右，因

此选取培养时间为?$2!
#!!!# 培养温度对固体发酵产酶的影响( 在不同

温度下进行发酵产酶试验，结果如图)所示!可见，

米曲霉"!#$$产酶的适宜温度范围为)#!"$1，

)#1时酶活力最高；低于)$1时，仅有少量菌丝生

长，因而产酶能力较差；而高于"01时，菌丝生长

迅速，产生大量的孢子，亦不利于产酶!已有的实验

结果表明，当菌丝长满刚要产孢子时，产酶能力最

强，所得到的%&’脱氨酶酶活亦最高!在适宜的温

度下培养)!0A后菌丝生长旺盛，有极少量的孢子，

产酶活力稳定在较高水平!因此，确定培养温度范

围为)#!"$1!

图# 培养温度对产酶的影响

)*+"# ,--./01-0.5:.48024.167.85*689.:4172/0*16

#!!!$ 通气状况对产酶的影响

通气状况对固体麸曲生长状态有直接的影响，

从而影响产酶活力的高低!在固态发酵中影响通气

状况的因素主要有培养基装量、纱布层数、三角瓶

的容量及翻曲情况等!实验中选用)0$+,的三角

瓶，着重考察了培养基装量对产酶的影响，结果如

表(所示!
表! 培养基装量对产酶的影响

;8<"! ,--./01-5.7*25=1325.167.85*689.:4172/0*16

培养基装量／* 酶活／（@／*）

)$ (("=!$=

"$ #=$!(0

B$ =:(!#"

表(表明，米曲霉"!#$$产%&’脱氨酶对通

气量的要求较高，培养基装量为)$*时，菌丝生长
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快且均匀，产酶最高!随着培养基装量增加，麸曲层

增厚，通气能力降低，菌丝生长减弱，产酶活力不

高!因此在进一步研究中，"#$%&的三角瓶的培养

基装量采用"$’!
!"! 培养基成分对固态发酵产#$%脱氨酶的影响

基本培养基中的麸皮营养成分虽较丰富，但不

利于被微生物迅速吸收利用!因此，仍需外加一定

的易被利用的营养源来满足菌体的生长和产酶!为
此考察了外加碳源、氮源、表面活性剂及含水量对

产酶的影响!
!!!!& 碳源对产酶的影响

麸皮中粗淀粉质量分数在##(左右，考虑到碳

源的易利用性和对酶生物合成的调控，分别添加了

#种易于利用的碳源，实验结果如表"所示!
表! 不同外加碳源对产酶的影响

’()"! *++,-./0+1(2304/-(2)05/042-,05#$%6,(735(/,
8

!
!!!

2064-.305

碳源
质量

分数／(
酶活／

（)／’）
碳源

质量
分数／(

酶活／
（)／’

!
!!

）

!
!!

$!# *++!,
未加
碳源 -",!". 糊精

!
!!

, ,$,,!/-
!
!!

" 0#,!$
!
!!

$!# **+!/. $!# *."!+#

蔗糖 , ,$"0!"- 淀粉

!
!!

, -./!"

!
!!

" ,"$.!*- " 0-,!+

!
!!

$!# -$$!$ $!# *,-!*-

麦芽糖 , 0*"!*/ 葡萄糖

!
!!

, **/!*/

" ,".-!#+ " ,$#*!*.

试验结果说明，添加蔗糖和麦芽糖时固体发酵

产酶酶活力较高，添加淀粉和葡萄糖时酶活相对较

低!麦芽糖质量分数为"(时，123脱氨酶的酶活

最高可达到,".-!#+)／’!蔗糖和麦芽糖对产酶的

促进能力接近，为节约成本，在以后的试验中均添

加"(的蔗糖促进产酶!
!!!!! 氮源对产酶的影响

培养基中的氮源对微生物的生长和产酶有一

定的影响，在主要原料麸皮中添加不同的氮源进行

发酵产酶实验，无机氮源添加的质量分数为$!+(，

有机氮源添加质量分数为$!#(，结果见表+!
表+结果说明，使用有机氮源普遍比无机氮源

的效果好!在无机氮源中添加（45.）"67.时酶活最

高，在有机氮源中添加鱼粉时酶活最高!原因可能

是，鱼粉中含有丰富的蛋白质、维生素、无机盐、生

长因子等菌体生长所需的营养!因此进一步考察了

（45.）"67.和鱼粉不同添加量对产酶的影响，实验

结果如表.所示!
表9 不同氮源对产酶的影响

’()"9 *++,-./0+1(2304/53.20:,5/042-,05#$%6,(735(/,

8
!

!!
2064-.305

氮源 酶活／（)／’） 氮源 酶活／（)／’
!
!!

）

未加 -#+!0* 玉米浆

!
!!

,"++!*

45.89 ,$/$!0# 鱼粉

!
!!

,+/"!,$

（45.）"67. ,$0-!-$ 酵母膏

!
!!

,""/!#.

45.47+ --#!"" 米糠

!
!!

,,+$!+*

蛋白胨 ,",/!$. 豆饼粉 ,$/+!$+

表; 不同加量的硫酸铵和鱼粉对产酶的影响

’()"; *++,-./0+1(2304/-05-,5.2(.3050+（<=;）!>?;(56
+3/@7,(A05#$%6,(735(/,82064-.305

硫酸铵
质量分数／(

酶活／
（)／’）

鱼粉
质量分数／(

酶活／
（)／’）

$!+ ,+.*!# $!# ,""/!*

,!$ 0"$!* ,!$ ,""#!$

"!$ -0#!+ "!$ ,.*#!#

.!$ +.-!+ .!$ ,"*+!$

/!$ "-.!, /!$ ,+,#!*

表.结果说明，$!+(的硫酸铵和"!$(的鱼粉

都能使酶活较大幅度提高!为了使菌体快速生长，

进一步提高产酶量，又考察了有机氮源和无机氮源

的协同作用对产酶的影响，实验结果如表#所示!
表B 有机氮源和无机氮源对产酶的协同作用

’()"B >C5,2:3-*++,-./0+（<=;）!>?;(56+3/@7,(A05#$%
6,(735(/,82064-.305

硫酸铵
质量分数／(

鱼粉
质量分数／(

酶活／
（)／’）

$ "!$ ,+##!.

$!, "!$ ,#,-!.

$!+ "!$ ,,0.!"

$!/ "!$ -..!-

,!$ "!$ -.0!+

实验结果表明，"(的鱼粉和$!,(（45.）"67.
协同效果显著，酶活最高可达到,#,-!+*)／’!可

见，同时添加有机氮和无机氮能够有效促进米曲霉

固态发酵产123脱氨酶的能力!
!!!!9 培养基水分质量分数对产酶的影响

在固态发酵培养中，培养基的水分质量分数对

.*. 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第",卷
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菌体生长和产酶很重要，培养基水分质量分数对产

酶的影响结果如图!所示"

图! 培养基水分质量分数对产酶的影响

"#$%! &’’()*+,’-(.#/--,#+*/0(,1234.(5-#15+(

60,./)*#,1
从图!中知，培养基水分质量分数在#$%左右

时产酶活力较高"培养基水分质量分数过高，灭菌

后培养基易结块成团，通气状况差，不利于产酶；培

养基水分质量分数过低，一方面灭菌时麸皮中淀粉

不易糊化，另一方面水分不足，对菌体生长和产酶

也造成不利影响"
7"7"8 表面活性剂对产酶的影响& 吐温’($是经常

用于促进酶制剂生产的表面活性剂之一"图)的结

果说明，添加吐温’($后，菌株发酵产酶水平有所增

加，当其质量分数为$"&%时，固体发酵*$+后酶

活达&#*$"!$,／-，比未添加的对照组提高#$%左

右"增大吐温’($的添加量酶活反而下降，原因可能

是过量的表面活性剂对细胞有毒害作用，影响微生

物的正常代谢活动及产酶"

图8 表面活性剂对产酶的影响

"#$%8 &’’()*,’+/0’5)*51*,1234.(5-#15+(60,./)*#,1

7%! 粗酶的制备及纯化

7"!"9 麸曲浸提液体积的确定& 图#结果显示，随

着加水比的增大，./0脱氨酶的活力逐渐增加，加

水比到达&1&$时，./0脱氨酶的活力达到最高，

为&#!#"*,／-，此时酶活的收率也达到最大；再增

大加水比，./0脱氨酶的活力有所降低，酶活的收

率也随之下降"因此，确定所加浸提液的体积为所

取麸曲量的&$倍"

图: 加水比对234脱氨酶活力的影响

"#$%: &’’()*,’;5*(05..#*#,1,1.(5-#15+((<*05)*#,1

7"!"7 浸提温度对酶活的影响

温度是影响酶产物从培养物中的溶出速率以

及酶活性的重要因素之一，浸提温度对浸提液酶活

力的影响见图*"

图= 浸提温度对234脱氨酶活力的影响

"#$%= &’’()*,’*(-6(05*/0(,1.(5-#15+((<*05)*#,1
图*结果表明，在!#2条件下浸提，./0脱氨

酶的活力达到最高"!#2以下，酶活随温度升高而

提高；继续提高温度，酶活呈下降趋势，在)$2条

件下酶活下降了3$%左右"较高的温度促使分子的

自由能增大，运动加剧，被抽提物质溶出速率加快，

达到平衡所需时间缩短，同时溶解度增大，酶活力

较高"在!#2以下浸提，./0脱氨酶的溶出表现出

上述趋势；继续升高抽提温度，酶蛋白开始变性而

失活，如在#$2条件下浸提，抽提酶液中./0脱

氨酶的活力损失过半"因此，选定浸提温度为!#2"
7"!"! 浸提时间对酶活的影响 麸曲中及表面的

./0脱氨酶分散到溶液中需要一定的时间"图4结

果表明，这一溶出过程在3+后达到平衡，此时所得

到的./0脱氨酶活性最高"在$!3+之间，随着抽

提时间的延长，抽提酶液中./0脱氨酶的活力逐

渐增加，其酶活最高达到&#34"$5,／-"继续延长

时间，抽提酶液中./0脱氨酶活力反而下降"出现

上述结果的原因可能是：物质的抽提过程本质上是

目的物和其它物质从细胞或组织中溶出的过程，这
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一过程要达到平衡需要一定时间；在开始的一段时

间内，目的物不断溶出，在抽提液中的质量浓度不

断增加，即!"#脱氨酶活力不断提高；时间再延

长，提取液中目的物的质量浓度逐渐达到最大值$
此后，随着抽提时间的延长，不仅提取液中目的物

的质量浓度不再增加，而杂质的溶出会增加，给后

续的处理带来不便；而且其它副反应占据了主导地

位，特别是对生物活性物质的提取，其活性常常会

由于长时间处于某一环境中而失活$因此，确定浸

提时间为%&$

图! 浸提时间对酶活的影响

"#$%! &’’()*+’(,*-.)*#/$*#0(+/1(.0#/.2((,*-.)*#+/

3$4$5 浸提液’(对酶活的影响 浸提液的’(影

响酶在体系中的扩散过程，又影响抽提液中酶的活

性$从图)可以看出，当抽提液的’(为*$+时，

!"#脱氨酶的活力达到最高；’(在,$+至-$+之

间，酶活稳定在相对较高的水平，过低或过高的’(
皆不利于高活性的酶的提取$
3$4$6 !"#脱氨酶的初步纯化. 选择（/(0）%120
作为盐析剂，当其饱和度为0+3时（见图4），!"#
脱 氨 酶 主 要 分 布 在 上 清 液 中 ，应 弃 去 沉 淀 ；当

（/(0）%120 饱和度达-+3时，上清液中的酶活很

低，!"#脱氨酶主要分布在沉淀中$将沉淀溶于少

量的蒸馏水，透析过夜$56!671’&89:;<=<><9?@8柱

层析分离，以A%(#20和A(%#20配制+$+%B?=／C
的缓冲液（’(-$+），+!%$+B?=／C的 AD=梯度洗

脱，当AD=浓度为+$%B?=／C左右时收集到!"#
脱氨酶的活性峰，其与另一较小的杂质峰能够较好

的分离$

图7 浸提液89对酶活的影响

"#$%7 &’’()*+’89+/1(.0#/.2((,*-.)*#+/

图: ;<=脱氨酶的盐析曲线

"#$%: >?(2.@*#/$A+B*)B-C(+’;<=1(.0#/.2(
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