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Lactococcus lactis 谷氨酸脱羧酶的

分离纯化及部分酶学性质

许建军， 江波‘， 许时婴
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘 要：采用溶菌酶处理、超声破碎、硫酸铵分级、3次DEAE—Sepharose CL一6B层析、Sephacryl S～

200凝胶过滤等手段，从乳酸茵细胞中分离纯化得到谷氨酸脱羧酶(GAD；EC4．1．1．15)．纯化酶

的比活力为14．4 U／mg，纯化倍数31，回收率3．8％，SDS—PAGE得到亚基的相对分子质量为

65 000．L一谷氨酸是测试的18种氨基酸中的惟一作用底物，表明乳酸茵GAD具有高度的底物专

一性．酶在pH值3．6～5．4时具有活性，PH值4．7时活性最高，pH值6．0以上时没有活力．耐热

性实验表明，PH值4．7条件下处理5 h后，60℃时该酶仍能保持80％以上的活性，80℃以上迅速

失活，由Lineweaver—Burk作图得到的GAD的K。值为1．9 mmol／L．
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Purification and Partial CharacterizatiOn of

Glutamate Decarboxylase from Lactococcus lactis
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Abstract：(；1Ulamale Decarboxylase(GAD；EC4．1．1．1 5)was purified from Lactococcus lactis

SYFSl．009 with 1ysozymic treatment，sonication，ammonium sulfate fractionation，DEAE—

Sepharose CI。一6B chromatography and Sephacryl S～200 gel filtration．The specific activity of the

Durified enzvme，concentrated about 31-fold，is 14．4 U／mL with a yield of 3．8％．Single band

obtained by SDS—PAGE showed subunit Mw is 65 000．L—glutamate is the unique decarboxylation

substrate among 18 amino acids tested，suggesting the enzyme be highly specific．The enzyme

shows is aclivily at acidic pH(3．6～5．4)range and the optimal pH is 4．7．No activity was detected

above DH6．0．The enzyme keeps more than 80％of its activity below 60℃during 5一hour storage

and waS inactivated rapidly al 80℃．The apparent K。of the enzyme obtained from Lineweaver—

Burk plot was 1．9 mmol／L．
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一—————————————————————————————————————————————————————————————————————一——————————————————————————一
谷氨酸脱羧酶(G|utamate Decarboxylase．

GAD；EC4．1．1．15)催化L-谷氨酸的a位脱羧反

应，生成重要的抑制性神经递质丫一氨基丁酸(GA—

BA)．GAD存在广泛，从南瓜‘11、茶叶嘲、黑麦、马铃

薯块茎‘⋯、豇豆‘“、小麦‘引、鼠脑‘6|、兔脑‘71等中已发

现或纯化得到GAD，E．coli[8|、Koji[⋯、Lactobacil—

lus brevis【1⋯、Lactococcus[1妇等微生物细胞中也有

GAD的存在．GAD对生物在逆境中生存有重要意

义[1引，但有关其分离、纯化及特性研究很少．GAD

的反应产物GABA是一种新型食品活性因子，在功

能食品中的应用已成为研究热点[13~18]．GAD是微

生物细胞内控制GABA生物合成的关键酶，其特性

的研究对掌握GABA的代谢合成具有重要意义．虽

然已经筛选到高产的GABA的乳酸菌【171，证明其

具有GAD活力，但目前还没有对乳酸菌GAD进行

专门研究的报道．作者采用层析法分离纯化乳酸菌

GAD，并对其部分酶学特性进行了研究．

1材料与方法

1．1主要材料与仪器

菌种：江南大学食品科学研究室保藏的乳酸菌

种Lactococcus lactis SYFSl．009(下称Lc．1actis)．

丫一氨基丁酸(纯度99．9％以上)，5，-磷酸吡哆醛

(PLP)，考马斯亮兰R250，丙烯酰胺，巯基乙醇，相

对分子质量标准皆购自Sigma公司；L一谷氨酸钠

(L—MSG)购自上海冠生园i分析纯苯酚、次氯酸钠

(活性氯5．25％)、牛血清白蛋白均购自中国医药集

团上海试剂公司；DEAE—Sepharose CL一6B，

Sephacryl S一200为Pharmacia产品；溶菌酶(活力

20 000 U／mg)购自上海宝丰生化公司．硫酸铵等其

他试剂均为分析纯，测试用溶液全部用超纯水

配制．

主要设备有25 L发酵罐，超声波细胞破碎仪，

GL一20B型冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂制

造)，层析柜，截流相对分子质量10 000的超滤膜

(上海亚东核级树酯有限公司生产)等．

1．2实验方法

1．2．1 茵体培养收集 在GYP培养基(葡萄糖

1．0 g／dL，酵母膏1．0 g／dL，胰蛋白胨0．5 g／dL，

pH 6．8)中2次活化Lc．1actis SYFSl．009，以1％

的接种量接入20 L(25 L发酵罐内)含1．0％

L—MSG的GYP培养基中，起始pH 6．8，30℃培养

24 h，培养过程中不通气，轻微搅拌(30 r／min)．发

酵结束后离心(2 000 g)收集菌体，用20 mmol／L

磷酸盐缓冲液(pH 7．2)充分洗涤，收集得到的细胞

作为GAD提取原料．

1．2．2 GAD酶的提取将收集到的湿菌体(约60

g)分散到800 mL 20 mmol／L磷酸盐缓冲液(pH

7．2)中，内含0．01 mmol／L PLP，l mmol／L巯基乙

醇，0．2 mg／mL溶菌酶，37℃反应1 h．反应结束后

置于冰浴中，加入5 g研细的石英砂，超声波进一步

破碎40 min．细胞碎片用冷冻离心(11 000 g)除去，

得到清澈的上清液，即GAD粗酶液．酶的分离纯化

在4℃层析柜中进行．

1．2．3粗酶液浓缩 采用截流相对分子质量为

10 000的超滤膜，浓缩后的粗酶液在冰浴中加入固

体硫酸铵至饱和度为80％，静置过夜；离心(8 000

g)收集沉淀，重新分散于少量PBS缓冲液(内含

0．01 mmol／L PLP，l mmol／L巯基乙醇，pH 7．4)

后，再离心(8 000 g)；弃去沉淀，上清液在20

mmol／L磷酸盐缓冲液(内含0．01 mmol／L PLP，1

mmol／L巯基乙醇，pH 7．2)充分透析，除去硫酸

铵，所得透析液含有谷氨酸脱羧酶活性，4℃保存．

1．2．4 DEAE—Sepharose CL一6B(3．5 cm×30 cm)

层析 20 mmol／L磷酸盐缓冲液(内含0．01

mmol／L PLP，l mmol／L巯基乙醇，pH 7．2)平衡

柱子，透析酶液上柱后，待未吸附组分流出，采用阶

段梯度NaCI洗脱，洗脱体积流量2．5 mL／min．酶

活组分收集后，用截流相对分子质量10 000的超滤

膜浓缩、脱盐．

1．2．5 两次DEAE—Sepharose CL一6B(2．6 cm×20

cm)层析改变梯度洗脱条件，使得酶活组分进一

步得到分离，两次层析的洗脱体积流量为0．75

mL／min．第3次层析后，酶活级分用截流相对分子

质量为10 000的超滤膜浓缩、脱盐．

1．2．6 Sephacryl S一200凝胶过滤(1．6 cm×150

cm)PBS缓冲液(内含0．01 mmol／L PLP，

1 mmol／L巯基乙醇，pH 7．4)平衡柱子，将部分纯

化的GAD活性级分进～步分级．

1．2．7 粗酶提取液中蛋白质浓度测定 采用

Lowry法[1⋯，以牛血清蛋白为标样．

1．2．8 酶活力测定方法 采用比色法[z0|．底物溶

液Macllvaine缓冲体系(o．2 mol／L，pH 4．7，含0．1

mmol／L PLP，10 mmol／L底物L—MSG)．200弘L

底物溶液和100灶L酶液在30℃反应一定时间，置

于冰浴中，加入200 I*L 0．2 mol／L硼酸缓冲液(pH

9．o)终止反应；再加入1．0 mL 6％苯酚和400 pL

次氯酸钠溶液，充分振荡后，沸水浴中反应i0 min，

迅速在冰浴中冷却显色20 min，然后测定630 nm

处吸光值变化．酶反应体系中GABA的量以标准
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曲线确定，得出GABA量与A。。。变化关系．酶相对

活力以单位时间内A。。。的变化表示．

氨基酸分析仪法测定酶活：按上述条件进行酶

反应，沸水浴终止反应，稀释，测定氨基酸变化(以0

时刻反应液为参比)．一个酶活力国际单位定义为：

在测定条件下，每分钟产生l／zmol y一氨基丁酸所需

的酶量．

底物专一性测定：在0．2 mol／L醋酸缓冲液

(pH值4．7)中复配18种氨基酸，所有氨基酸浓度

都为10 mmol／L，内含0．1 mmol／L PLP，加酶液于

30℃反应1 h，沸水浴5 min终止反应，稀释并经

0．22肚m膜过滤后，Agilent氨基酸分析仪测定氨基

酸变化．以底物变化表示酶活性．

1．2．9 PAGE方法 采用Laemmli建立的体

系[z1|，4 g／dL浓缩胶，12 g／dL分离胶，0．1％Coo—

massie Brilliant R250染色，甲醇：乙酸：水(体积

比为1：1：8)混合液进行脱色．

2结果与讨论

2．1 Lc．iaetis SYFS 1．009谷氨酸脱羧酶的分离纯化

GAD在DEAE—Sepharose CL～6B上的吸附和

分离以及在Sephacryl一$200上的分离见图1．
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其中卜A，1-B．1-C为DEAE—Sepharose CL-GB层析I 1-D为

Sephacryl S-ZOO凝胶过滤．卜A为3．5 f：ITl×30 cnl层析柱，体

积流量2．5 mL／min，阶段梯度洗脱0～0．7 rnol／L NaCI，pH

7．2}1一B，1-C为2．6 cnl×20 cm层析柱，体积流量0．75

mL／min，线性梯度洗脱，pH 7．2；卜D为1．6 Cl'n×150 cm层析

柱，体积流量14 mL／h，PBS洗脱．pH 7．4．

圈1 Lc．1actis GAD在DEAE-Sepharose CL-6B和

Sephacry|S-200的色谱行为

Fig．1 DEAE—Sepharose CL-6B and Sephacryl S-200

chromatography of GAD from Lc．1actis

Lc．1actis SYFS 1．009是一种革兰氏阳性细

菌，细胞壁较坚固，GAD是胞内酶[12】．经溶菌酶处

理后，加入石英砂，经超声波处理进一步击碎细胞

壁，同时核酸等大分子也被降解，大大减少了对后

期纯化的影响．首先采用离子交换层析纯化GAD，

DEAE—Sepharose CL一6B是一种弱阴离子交换剂，

在利用电荷分离的同时，兼具有一定的分子筛作

用．初次制备后除去杂蛋白，降低流速以减缓梯度

洗脱时离子强度变化，充分利用其分离能力．经过

不同条件的3次离子交换层析和凝胶过滤，GAD的

比酶活力升高了31．8倍，达到14．4 U／mg，回收率

为3．8％，分离纯化结果见表1．Native—PAGE和

SDS—PAGE分析表明，经上述步骤，GAD的纯度达

到单一组分，SDS—PAGE单带的相对分子质量约为

65 000(见图2)，重复制备过程发现重现性良好．

Nomura等c223报道的Lc．1actis 01-7来源的

GAD是一种成熟的单体形式，相对分子质量约为

54 000．其他微生物来源的GAD的分子形式有较大

的差别，如Lactobacillus brevis IF012005的GAD

分子有两个亚基，亚基相对分子质量为G0 000[1¨．

E．coli ATCCll246的GAD分子有6个亚基，亚基

相对分子质量约为50 000[8]．细菌中GAD的存在

与细胞生长的耐酸机制有关[121，脱羧作用不可逆地

消耗了H+，从而对维持细胞的生理pH有利．
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———————————————————————————————————————————————————————————————————————一——————————————————————————一
异亮氨酸，I。一亮氨酸，I。一赖氨酸，脯氨酸)的脱羧作

用，结果表明，只有I。一谷氨酸可作为其脱羧底物，说

明Lc．1actis GAD具有很强的底物专一性，这与酶

结构的特殊构象是相关的．其他来源的GAD，不论

是在植物中，还是在动物和微生物中，虽然分子结

构有较大差别，但同样都具有很强的底物专

一性【12j．

2．4 Lineweaver-Burk作图

利用Lineweaver—Burk作图(见图4)求取Lc．

1actis GAD的表观米氏常数，得到测定条件下

GAD的K。为1．9 mmol／L，V。为4．606 retool／

(I，·rnin)．

口

吕 6

多y=O．41 24／x+0．21
71 fl’

二】
圣 ．2
0

吕

旦 ( 1．8

X

∑ ( }．4

三
I／％

一1．O 一0 2 0．6 1 4 2．2 3．0

(1／[S])／(mmol／L)‘1

图4 Lactococcus lactis SYFS 1．009 GAD的Lineweav—

er-Burk作圈

Fig．4 Llneweaver-Burk plot of GAD from Lactococcus

lactis SYFS 1．009
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