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节杆菌 !""#$乙内酰脲酶产酶条件研究
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摘 要：研究了乙内酰脲酶产生菌节杆菌 @--#>的产酶条件。该菌乙内酰脲酶为诱导酶，存
在于细胞内，乙内酰脲水解酶和 ,2氨甲酰氨基酸水解酶是同时被诱导产生。最适诱导物为
=2苄基乙内酰脲，而 =2吲哚甲基乙内酰脲和 =2苯基乙内酰脲等不能诱导其酶的产生。筛选到
一种安慰诱导物，诱导活性提高了 "倍多。对产酶培养基进行了筛选和优化，在最适条件下，
@--#>产酶能力可达 -#A>BC3D。
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乙内酰脲酶是由乙内酰脲水解酶、,2氨甲酰氨基酸水解酶及乙内酰脲消旋酶组成的
酶系，可催化 =2位单取代乙内酰脲类化合物水解经过中间产物 ,2氨甲酰氨基酸氨基酸水
解为!2氨基酸。乙内酰脲酶的一项重要应用就是进行各种!2氨基酸的酶法生产［-］。此
外，根据对地球原始环境的推测和分析，原始水圈的氨基酸可能多以对应的 ,2氨甲酰氨
基酸或乙内酰脲类化合物的形式存在。乙内酰脲酶还被认为是在微生物三界系统形成之

前就已经存在的一种将 ,2氨甲酰氨基酸或乙内酰脲转化为游离氨基酸的原始酶类，因此
乙内酰脲酶及其产生菌是研究生命起源和进化的重要生物材料［"］。我们报道了一株乙内

酰脲酶产生菌节杆菌 @--#>的分离及其完整细胞对 =2苄基乙内酰脲的水解作用［F G !］。本
文研究了该菌的产酶条件，现报道于下。

" 材料和方法

" %" 菌株
节杆菌（!"#$"%&’(#)" H)’）@--#>由本室分离得到并鉴定为节杆菌属的一个种。

" %& 试剂
=2苄基乙内酰脲（=2IJ）、,2氨甲酰基苯丙氨酸（,2KL）、=2苯基乙内酰脲（=2LJ）、,2氨

甲酰基苯甘氨酸（,2KM）、=2吲哚甲基乙内酰脲（=2NOJ）、,2氨甲酰色氨酸（,2KP）和 =2IQJ
等乙内酰脲类化合物及衍生物系本室化学合成，D2苯丙氨酸系日本味之素公司产品，其他
均为市售分析纯化学试剂。底物悬液：将 -8 =2IJ溶于 "3%&CD ,4RJ，用 "3%&CD JK&中和
至 )J?’#，再加 K%K&" / ’=38，十六烷基三甲基溴化铵 -#38，溶解后定溶至 -##3D。16*&+H6
试剂：-#S对二氨基苯甲醛溶于 /3%&CD KJ-。



! "# 培养基
!"#培养基：葡萄糖 $%，酵母膏 &’%，蛋白胨 &’%，加蒸馏水至 &(。调 )*至 +,-，&-&.

灭菌 -’/01。!"#2*培养基：每升 !"#培养基中补加诱导物 $32* &%。
! "$ 产酶休止细胞的制备
从斜面上接一环 4&&’5菌种至含 $/( !"#培养基的试管中，6’. -7’89/01振荡培养

-:;，再按 $<接种量转接至含 !"#2*的摇瓶中，6’. -7’89/01振荡培养 -:;。&’ ’’’89/01
离心收集菌体，用生理盐水洗涤 -次，重悬于适当缓冲液中。
! "% 产物和中间产物的薄层层析（=(>）法检测
节杆菌 4&&’5休止细胞 $’!(，底物悬液 $’!(，于 :$.恒温水浴中反应 :;，离心，上清

液在硅胶 !薄板上用正丁醇3醋酸3水（: ? & ? &）展开，用 ’,$<茚三酮的丙酮溶液喷雾显色
检测氨基酸，用 @;8A0B;试剂喷雾显色检测 C3氨甲酰氨基酸。
! "& 酶活的定量测定
节杆菌 4&&’5休止细胞 :/(，’,&<底物溶液 :/(，于 :$.水浴中反应 &;，加 &-<三氯

乙酸 -/(中止反应，离心，用高效液相色谱法测定上清液中转化产物的含量。以 $32*为
底物，根据测得的苯丙氨酸生成速率计算乙内酰脲酶活力，根据 C3>#的生成速率计算乙
内酰脲水解酶活力；以 C3>#为底物，根据测得的苯丙氨酸生成速率计算 C3氨甲酰基酸水
解酶活力。将 &;内催化底物水解生成 &/%产物的酶量定义为 &个酶活力单位（D）。单位
体积培养液中所具有的酶活力用比活（D9/(）表示。在一项实验中各试验组实测酶活力
的相对值用相对酶活（<）表示。

’ 结果和讨论

’ "! 乙内酰脲酶在细胞中的定位
用 =(>法分别检测了节杆菌 4&&’5培养液上清和菌体的乙内酰脲酶活性，结果发现

菌体部分呈现较强的活性，而上清液部分则几乎测不出活性，将菌体部分用生理盐水洗涤

四次，酶活仍未呈下降趋势。将洗涤的菌体超声破碎，离心，在无细胞提取液中检测到较

强的酶活。在菌体对数生长后期（-’;）向发酵液中补加青霉素至 &’’’D9/(继续培养 5;
以促使细胞裂解，在离心得到的上清液中也检测到乙内酰脲酶活力（表 &）。这些现象说
明，4&&’5菌株产生的乙内酰脲酶可能是胞内酶。这与国外多数有关乙内酰脲酶的报道
一致。从 4&&’5完整细胞对底物的转化情况看到，即使该菌的乙内酰脲酶为胞内酶，细胞
对于底物或产物的通透性没有明显障碍。

表 ! (!!)*乙内酰脲酶在细胞中的定位
=EFAG & >GAAHAE8 AIJEK0I1 IL 4&&’5 ;MNE1KI01EBG!

=8GEK/G1K
*MNE1KI01EBG 01

BH)G81EKE1K

*MNE1KI01EBG 01

)GAAGK
>HKH8G O P P

DAK8EBI10J K8GEK/G1K P P P
#G10J0AA01 K8GEK/G1K P P P P

!QM/FIAB：O 1I ;MNE1KI01EBG EJK0R0KM；P /ING8EKG ;MNE1KI01EBG EJK0R0KM；

P P BK8I1% ;MNE1KI01EBG EJK0R0KM

’ "’ 乙内酰脲酶的可诱导性
分别用 !"#培养基和分别添加 &%9

( $32*及 C3>#的 !"#培养基对 4&&’5
进行培养，测定所得菌体各种酶的活力

（表 -），表明 4&&’5 的乙内酰脲水解酶
和 C3氨甲酰氨基酸水解酶均为诱导酶，
在无诱导物存在时总酶活仅为 $32*诱
导下的 &9:’左右。另外 C3>#也有较强
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的诱导作用，但比 !"#$低。从表 %结果还看到，无论底物 !"#$或中间产物 &"’(皆可同
时诱导产生两种酶，表明组成 )**+,乙内酰脲酶系的两种酶是同时产生的，提示两种酶的
结构基因可能是位于同一个操纵子上。

表 ! "##$%乙内酰脲酶的可诱导性
-./01 % 234567/70789 :; )**+, <94.38:73.=1!

>3?9@1
A78<:58

734561B

2345614 /9

!"#$

2345614 /9

&"’(
$94.38:73.=1 + C+! % CD% * C+%

$9<.38:73 <94B:0.=1 + C*D E C!% % C*D
&"6.B/.@:90.@73: .674 <94B:0.=1 + C+F % CEG * C+G

!-<1 ;7H5B1= 73 8<1 8./01 .B1 =I167;76 .687J7871=（KL@M）

! &’ 各种乙内酰脲类化合物
的诱导作用

在 NO( 培养基中分别添
加 *HLM 各种乙内酰脲类化合
物，考 察 了 这 些 化 合 物 对

)**+, 乙内酰脲酶的诱导作
用，结果见表 D。从表中结果
看到，乙内酰脲 !"位取代基对

诱导作用的影响很大。在各种乙内酰脲类底物中，!"#$诱导作用最强，然而即使结构上
与 !"#$相似的 !"($和 !"2P$（!"位取代基团分别为苯基和吲哚甲基）也未发现诱导作用，
只有在苯环上比 !"#$多一个羟基的 !"$#$诱导活性接近 !"#$的水平。这些结果说明
)**+,对诱导物的结构有比较严格的要求。国外报道［! Q G］过的一些 !"芳基取代乙内酰脲
酶，在性质上与 )**+,乙内酰脲酶很接近，但是最适底物和最适诱导物均为 !"2P$，而本
文发现 )**+,的乙内酰脲酶不能以 !"2P$为诱导物。另外在研究 )**+,底物专一性时发
现［,］，该菌乙内酰脲的最适底物也是 !"#$，而 !"($和 !"2P$也不能作为其乙内酰脲酶的
有效底物，表明该乙内酰脲酶与国外报道过的同类酶存在一定差异。

表 ’ 各种化合物对 "##$%乙内酰脲酶的诱导作用
-./01 D 2345687:3 :; =:@1 6:@I:534= :3 )**+, <9

"""

4.38:73.=1

’:@I:534= R5/=878581 HB:5I= S10.87J1 .687J789LT ’:@I:534= R5/=878581 HB:5I= S10.87J1 .6

"""

87J789LT

"""

$94.38:73= U0.$ P18<90 +

!"#$ (<1390@18<90 *++ P18$ （*"P18<90）

"""

"IB:I9* +

"""

!"($ (<1390 + C, N05$ (B:I7:390:V9 +

"""

!"2P$ 234:090@18<90 + C% M9=$ #5890.@731 +

!"$#$ $94B:V9I<1390@18<90 WE &"6.B/.@:90.@

"""

73: .674=

M15$ （%"P18<90）

"""

"IB:I90 + &"’( (<1390@18<90 ED

201$ （*"P18<90）

"""

"IB:I90 + &"’- 234:090@18<90 +

X.0$ 2=:IB:I90 + &"’N (<1390 +

! &( 安慰诱导物的筛选
制备了一些底物 !"#$的衍生物，考察了这些衍生物对 )**+, 的诱导活性和底物活

性，结果见表 E。业已发现，)**+,菌体产酶比活在对数中期最高，其后比活下降。其中一
个主要因素是诱导物被诱导产生的酶所水解。通过对底物的改构，使其保留诱导作用而

不被水解，可望提高诱导酶的产生，这种不能作底物的诱导物称为安慰诱导物。从表 D结
果看到，)**+,对诱导物的专一性比较强，因此 !"位取代基团不宜改动。由于酶的作用部
位是乙内酰脲环上的 D"位和 *"位内酰胺键，因此可在这些部位进行保护或改构，包括甲基
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化、羟基取代、硫代和烷基取代等。从表 !结果看到，多数衍生物在失去底物活性同时也
失去了诱导作用，有些情况下（如甲基化）仍保留了底物活性。两种烷基取代的衍生物 "#
$%&’和 "#$&’却失去底物活性同时保留了诱导作用，使酶的产生有了明显提高，其中 "#
$&’的诱导作用比 "#$’提高了 (倍多。

表 ! 安慰诱导物的设计和筛选
)*+,- ! &./--0102 34 2/*5615367 1086.-/7

93:;36087 )<;-7
=-,*51>-

*.51>15<?@

A086.5130

*.51>15<?@
"#$’ BCC BCC

"#DEDF G,H<, 76+751565-8 C C
I#)9D )J1*5130 C C
"#$)’ )J1*5130 C C
"#D’9D ’<8/3K<,*5-8 C C
"#$E’ E-5J<,*5-8 (L M"
"#$%&’ G,H<, 76+751565-8 C (CN
"#$&’ G,H<, 76+751565-8 C L!L

" #$ 产酶培养基的筛选
收集了氨基酸发酵、乙内酰脲酶

生产及棒状菌群的有关培养基配方 "
个，配制各种液体培养基，其中均添加

COB@，"#$&’ 作为诱导物，进行摇瓶
培养。测定培养液于 MCC0:下测定菌
液的密度；另收集菌体洗涤，测定总酶

活力，以每毫升 PQD培养基所得菌体
的酶活为 BCC@，计算其他培养基相
对于该培养基的相对产酶活力，结果

见表 "。从表 "看到，在上述 "个培养
基中，PQD培养基产酶活力较高，其次为 P9R和 PQ培养基，P9R培养基产酶活力与 PQD
培养基非常接近，尤其在该培养基中菌体生长最好。此外以玉米浆为主要成分的 P9R培
养基成本最低，适合于大规模发酵。因此可在 P9R培养基的基础上适当改良配方确定适
合于乙内酰脲酶生产的发酵培养基。

表 $ %&&’(培养基的筛选
)*+,- " &./--0102 34 :-81* 34 SBBCT

E-81* E*10 .3:;30*057 9-,, 8-0715<?!MCC =-,*51>- *.51>15<?@

PQD P,6.37-，<-*75 -K5/*.57，;-;530- (L UN BCC

P9R P,6.37-，.3/0 75--;，6/-* (V UM VT UM

PQ P,6.37-，<-*75 -K5/*.57 (C U" V! UB

FDG F-K5/10，<-*75 -K5/*.57，;-;530- B" UT MN UC

PEQ P,6.37-，<-*75 -K5/*.57，:-*5 -K5/.57 (( UL TN UL

" #) 产酶培养基的优化
用氯化铵代替 P9R培养基中的尿素，发现产酶活性略有提高，而且氯化铵较稳定，故

用氯化铵取代了 P9R中的尿素。然后通过均匀设计的方法考察了该培养基中的 "种主
要成分葡萄糖、诱导物、玉米浆、I’!9,及 S(’DW! 的最适用量。"个因素的考察范围确定
如下：

G：葡萄糖，BOCC@ X LO"C@；$：诱导物（"#$&’），COC"@ X COMC@；9：玉米浆，CO"C@ X
LOCC@；F：I’!9,，COBC@ X BO(C@；%：S(’WD!，C UC"@ X CUMC@。
将上述 "个因素在考察范围内分成 B(个水平，选择 RBL（BLB(）表，根据其使用表的规

定，选取其中的 B，M，T，V，BC列，组成 RB(（B("）表。将该表对应各因素的各水平填入表得
到表 M的试验方案。按此表再加入培养基的不变成分组成一系列不同的 P9A培养基，在
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摇瓶条件下进行产酶菌的培养，测定培养液的菌密度和菌体的比活，试验结果并入表中。

将表中数据输入计算机，利用多元逐步回归程序进行处理，得下列 !组回归方程：
菌密度（!"##）：

$% & ’(#" ) *! (+, - !(#+,* - ! (’./* - * ("0,/ - %(1!,2 - .(.+,3 ) %*4.23 - %’4"53

!⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

相关系数 6 & #(..#’，经程序自检，"& #(#%""时，7检验通过。
比活力（89!"##）：

$* & #( %+# - #( *!%, ) #( 11*/ ) #( #.+!2 ) #( %.05 ) #( #"0’3 ) #( #!’1,* - # ( .+#/*

- # (#%!12* - # (#0"%5* ) # (#!##3* #⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

相关系数 6 & #(...1，经程序自检，"& #(#’0’时，7检验通过。
总酶活（89:;）：

$! & - %(** - %(*’, ) *+(!/ ) ’(!’2 ) *(!#5 - !#(’/* - # (11"2* - # ("..5* $⋯⋯

相关系数 6 & #(.1’1，经程序自检，"& #(##"1时，7检验通过。
从以上分析结果可以看出：%葡萄糖有利于菌体成长，但不利于酶的产生，为了保证

菌体的正常生长又尽量降低葡萄糖对产酶的负效应，可采用 %<的浓度；&诱导物对产酶
有利，可以通过增加诱导物含量提高酶的产量，但增加诱导物对酶活提高的幅度不大，且

诱导物成本较高，不宜采用过高浓度，以 #4%<为宜；’玉米浆对产酶比活的影响不显著，
但玉米浆既作为有机氮源又提供菌体生长所需的维生素和微量元素，对菌体的生长有显

著影响，添加玉米浆的量以保证菌体生长为宜，采用了原配方的量；另外 =>’2?及 @*>AB’

对菌体生长和产酶的影响亦不显著，同样采用原配方量。由此确定了产酶培养基 C2D的
配方，在其中不加诱导物则为 C2培养基。用这种经优化得到 C2D培养基进行了产酶的
发酵试验，结果 @%%#1菌体的产酶活力达到 %#4189:;（表 "）。

表 ! "#$（#$%）试验方案及结果

EFG?H " 3IJHKL:HMNF? OHPLQM FMO KHPR?NP ST 8%*（%*+）NHPN

=R:GHK , / 2 5 3 2H?? OHMPLNUF VJHWLTLW FWNLXLNUG ESNF? FWNLXLNUW

% % (## # (!# * (## # (.# # (+# *% (! # (’*+ . (#!
* % (## # ("# % (## # (+# # (!+ %0 (0 # (!*0 + (".
! % (+# # (*+ ! (## # (%# # (*# *0 (! # (*!1 " (+#
’ % (+# # (++ % (+# % (## # (#+ *+ (! # (!%1 1 (#!
+ * (## # (*# # (+# # ("# # (++ *’ (0 # (%’. ! ("0
" * (## # (+# * (+# # (*# # (’# !# (1 # (*+! 0 (0.
0 * (+# # (%+ % (## % (%# # (*+ !# (+ # (%*! ! (0+
1 * (+# # (’+ ! (## # (0# # (%# *" (* # (*%" " (1’
. ! (## # (%# * (## # (!# # ("# *. (0 # (#1+ * (+*
%# ! (## # (’# # (+# % (*# # (’+ ** (* # (%01 ! (0’
%% ! (+# # (#+ * (+# # (1# # (!# *. (% # (#.+ * (0"
%* ! (+# # (!+ % (+# # (’# # (%+ !* (0 # (%’. ’ (10
C2D % (## # (%# ! (## # (+# # (*# !% (+ # (!++ %# (1#
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寻求微生物发酵新技术、新产品合作项目

# 合作方式：技术转让、技术入股、共同开发均可。
# 单 位：山西省农科院科锋中心

# 联 系 人：张先生 郭先生
# 联系电话：325! \ B!’22’A
# [@;,7*： .?O?JK]SN>*7< & -) & 8^ & <J

#!’’ 期 张惟材等：节杆菌 =!!3A乙内酰脲酶产酶条件研究




