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肌苷合成关键酶活性与肌苷积累之间的关系

宋勇波 蔡显鹏 储 炬" 庄英萍 张嗣良
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摘 要：测定比较了高产肌苷菌、低产肌苷菌和野生菌肌苷合成途径中 GHGG转酰胺酶、AIJG
合成酶、KJG脱氢酶和 5L4核苷酸酶的比活以及活细胞的肌苷水解能力，进一步阐明了菌株产
苷性能与肌苷合成途径关键酶活力间的密切关系。根据高产肌苷菌的酶学特性，确定了高产

肌苷菌进一步基因工程改造的方向。研究表明酶学研究对有目的、有方向地进行高产菌株的

选育工作具有重要意义。
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肌苷（K,’A<,-）是次黄嘌呤和 N4核糖结合的多用途嘌呤核苷类化合物，肌苷大多用诱
变的枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）通过发酵法制得。有关诱变枯草芽孢杆菌得到高产苷
菌株的文献报道很多［/ O "］，他们大多以获取腺嘌呤、鸟嘌呤缺陷型和具有 24氮鸟嘌呤、磺
胺胍等抗性为主要目的和手段。然而对诱变后得到的高产菌株完整的酶学研究较少，以

至于对造成缺陷的酶及其残留活性都不了解。另一方面，尽管获得必要的缺陷与抗性对

产肌苷有很大的促进作用，但诱变后某些酶的微妙变化对肌苷的积累仍有非常关键的影

响。P)J7QA+< 等人［!］证明 I*///$#菌株积累肌苷能力的加强，基本上是通过提高 5L4肌苷
酸酶实现的；王景玉等［5］在 9/9/4B/菌的基础上得到 "$/ 菌虽然在营养缺陷与抗性上与
9/9/4B/菌没有差异，但 "$/菌对肌苷的降解能力比 9/9/4B/ 低很多，结果是肌苷的产量在
9/9/4B/ 的基础上提高了 /倍。因此，仅仅以缺陷与抗性的获得作为筛选高产菌株的指标
是远远不够的，必须全面地了解菌株的酶学信息。另外，对已经获得的高产菌株，本研究

可以通过酶学研究，对它进一步改进的潜力有充分的认识，为以后的菌株基因工程改造提

供明确的方向。

本文以产生肌苷菌株为例，系统测定了嘌呤核苷酸合成途径的 GHGG转酰胺酶（5L4
G?’AR?’S<F’AE( RES’R?’AR?7Q- 7;<T’QS7,AU-S7A-，GHGG 7;<T’QS7,AU-S7A-，:) V) # ) ! ) # ) /!）、AIJG
合成酶（IT-,E(’A+>><,7Q- AE,Q?-Q7A-，AIJG AE,Q?-Q7A-，:)V)% )" )! )!）、KJG脱氢酶（K,’A<,- 5L4
;’,’R?’AR?’AR?7Q- T-?ETS’D-,7A-，KJG T-?ETS’D-,7A-，:)V)/ )# )/ )/!）、5L4核苷酸酶（5L4H<F’4
,+>(-’Q<T- R?’AR?’?ETS’(7A-，5L4.+>(-’Q<T7A-，:) V) " ) / ) " ) 5）以及活细胞水解肌苷的能力。
从酶学角度解释了菌株间产苷差异；揭示了生产菌进一步诱变改良的可能与方向，并以酶



学研究来指导菌种选育工作。

! 材料和方法
! "! 菌种
枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）野生菌 !和肌苷低产菌 "#"#$%#（&’($、)$&*+），购于上

海工业微生物研究所；肌苷高产菌 ,-（&’(.、)$&*+）由广东肇庆星湖生物科技股份有限公

司提供。

! "# 摇瓶发酵培养基
每升培养基中含葡萄糖 #/0-、酵母粉 1/#2-、（345）675 1/0-、840975 1 : 115-、8;<

1/12-、=>?@>A 1/11112-和组氨酸 1/11B-，C4 "/1。
! "$ 完全培养基
每升培养基中含葡萄糖 1/#-、酵母膏 1/#2-、蛋白胨 1 : 12-、玉米浆 1 : 12-、氯化钠

1 :15-、腺嘌呤 1 :11102-，C4":1。
! "% 酶液和细胞悬浮液的制备
摇瓶发酵至 BDE，无菌取样 01FG。取 #1FG冷冻离心，用 C4": 1 的磷酸缓冲液洗两

次，然后在悬浮液中加入 211F-HG的溶菌酶和 2F-HG的脱氧核糖核酸酶，B"I保温 B1F>A，
然后 ) 111+HF>A，冷冻离心 B1F>A，上清即为酶液；另 #1FG冷冻离心，用无菌生理盐水洗两
次，最后悬浮在 #1FG生理盐水中得细胞悬液。
! "& 仪器和测定方法
! "& "! 仪器：J3K;7 LMNJO$0#11 型分光光度计，配用 J3K;7 用户软件和恒温装置。
49##11型高压液相色谱，色谱柱为 7P6 ;$#)型反相柱。
! "& " # 肌苷和次黄嘌呤的测定：用高压液相色谱测定（49G;），流动相为 C42: 1的磷酸
QRSS(+，柱温 B5I。
! "& "$ 9T99转酰胺酶的测定
根据 U:3V+V等人［D］的方法测定，比活力定义为 #F>A内，#F-的酶蛋白所能生成的无

机磷的 AF?<数（AF?<HF>AHF- 蛋白）。
! "& "% KW9脱氢酶的测定：肌苷酸脱氢酶根据 3>XEYV!V等人［D］的方法测定，比活力定义
为 #F>A内，#F-的酶蛋白所能引起的 B51AF处吸光度的变化的 #111倍（#1B!*+B51 HF>AHF-
蛋白）。

! "& "& X&W9合成酶的测定：X&W9合成酶根据 3>XEYV!V等人［"］所修改的方法测定，比活
力定义为 #F>A内，#F-的酶蛋白所能引起的 0)1AF处吸光度的变化的 #111倍（#1B!*+0)1 H
F>AHF-蛋白）。
! "& "’ 活细胞肌苷水解能力的测定：根据 ZVFVA?>的方法［)］测定。
! "& "( 2[$核苷酸酶的测定：根据 MR,>F?@?的方法［%］测定，比活力定义为 B1F>A内，#FG的
细胞悬液所能生成的无机磷的 FF?<数（FF?<无机磷HB1F>AHFG细胞悬液）。
! "& ") 蛋白的测定：蛋白用 G?!+\法测定，以牛血清白蛋白为标准。
! "& "* 无机磷的测定：磷钼蓝法。
! "’ 试剂来源

9T99（3V），*U9均为 6>-FV产品，3&P均为进口分装生化试剂，其余试剂均为分析纯
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试剂或生化试剂。

! 结果和分析

! "# 产肌苷结果比较
摇瓶中肌苷测量是在发酵 !"#左右进行的，此时发酵进入了中后期，通过比较野生菌

$、肌苷低产菌 %&%&’(&和肌苷高产菌 )*的产苷结果（图 &），可以看出，在 !"#肌苷高产菌
)*积累了 &+ ,-*./的肌苷，肌苷低产菌 %&%&’(&积累了 0 ,! *./的肌苷，约为肌苷高产菌的
一半。而野生菌 $几乎没有肌苷的积累。
!$! %个菌株肌苷合成途径关键酶的比较

+个菌株的肌苷合成途径中 1211转酰胺酶、3451合成酶、651脱氢酶和肌苷酸酶的
比活测量结果如图 -所示，所列结果均为 +次平行测定的结果。从结果可以看出，+个菌
株的以上关键酶的比活存在着明显的差异，现分述如下。

图 # 不同菌株肌苷生产水平的比较
78*,& 9:;<=>=?8:@ :A 8@:38@B <>:CDE?8:@

FBGBF $8?# C8AAB>B@? 3?>=8@3

图 ! 肌苷合成途径关键酶的测量
78*,- 433=H :A IBH B@JH;B3 >BF=?8@* ?: ?#B

<=?#$=H :A 8@:38@B 3H@?#B383

! "! "# 1211转酰胺酶的活性比较：1211转酰胺酶是核苷酸合成途径中的第一个关键
酶，1211转酰胺酶受 451系和 K51系任一物质的反馈抑制，并专一性被 451和 4L1强
烈抑制，而被 651、K51、4M1和 N51抑制较弱，腺嘌呤对该酶有较强的阻遏作用，该酶活
的高低直接影响进入核苷合成途径的通量。比较 +种菌株该酶的比活（图 -）可以看出，)*
的该酶比活较 $有较大的提高，约为 $的 O倍。对于%&%&’(&来说，尽管该酶比活不如 )*，
但较 $也有明显的提高，约为 $的 +倍。如果从葡萄糖到 1211的合成不是肌苷合成的
限速步骤，那么首先 )* 和 %&%&’(& 菌更能保证嘌呤核苷酸从头合成的总通量，使 )* 和
%&%&’(& 具备成为肌苷高产菌的前提条件。
! "! "! 3451合成酶的活性比较：该酶比活力的测量结果（图 -）表明，)*和 %&%&’(&的比
活为零，故它们的 3451合成酶是缺失的，这就从酶学角度解释了为什么它们是腺嘌呤缺
陷型的。3451合成酶缺失首先切断了 651的一个旁路，避免了物料流及能量流的浪费；
另外在补加“亚适量”的腺嘌呤的条件下，可以有效地解除 451对 1211转酰胺酶的反馈
抑制和腺嘌呤对 1211转酰胺酶的反馈阻遏。以上 3451合成酶缺失造成两个结果都有
利于肌苷合成。故可以不考虑对编码该酶的基因做进一步的遗传改造。

! "! "% 651脱氢酶的比活测定结果：651脱氢酶也是核苷酸合成途径的关键酶，它是 651
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向 !"#转化的第一个酶。该酶的存在对于积累肌苷是不利的。从该酶活力的测定结果
（图 $）我们可以发现，%&菌的 ’"#脱氢酶的比活力约是 ()()*+)的 $倍，而 ()()*+)的该酶
比活与 ,的相差不大。我们可以认为从 ,到 ()()*+)，再到 %&的逐级诱变中，%& 的 ’"# 脱
氢酶得到了加强。虽然 %&的 ’"#脱氢酶活力比 ()()*+)高，但产苷仍比 ()()*+)高，原因
可能是 %&菌具有较高的 #-##转酰胺酶和较低的核苷降解能力（见图 $），这也说明对肌苷
生产来说，’"#脱氢酶重要性的体现需要一定的前提条件，比如较高的 #-##转酰胺酶和
较低的核苷降解能力。但是从 ’"#脱氢酶的角度，%&菌是不利于肌苷的积累，因此我们可
以考虑在进一步通过基因工程手段获得 ’"#脱氢酶缺失的肌苷高产菌，中断从 ’"#到
!"#造成的物料流及能量流的浪费。另外我们如果得到 ’"#脱氢酶缺失的肌苷高产菌，
通过控制鸟嘌呤为亚适量的前提下，还有利于解除 !"#、."#对 #-##转酰胺酶的反馈抑
制，进一步加强嘌呤核苷从头合成途径的通量。

! "! "# /0*核苷酸酶的活性测定结果：因为 ’"#膜透性较差，比较高的 /0*核苷酸酶活性对
于生产菌积累肌苷是必要的。对几个菌株的 /0*核苷酸酶的测量结果列于图 $中。从结
果可以看出，()()*+)、%&的 /0*核苷酸酶较 ,的要高，但总体差异不大。因此，%&菌该酶的
能力较野生菌 ,无明显优势，对于肌苷产生菌，较弱的 /0*核苷酸酶只能趋向于积累 ’"#，
这就说明在 %& 菌的基础上进一步选育高 /0*核苷酸酶的突变株有可能进一步提高产苷水
平。

! "$ 活细胞的肌苷水解能力测定结果
对于生产菌株，低的核苷水解能力是高产肌苷的必要条件。活细胞对肌苷的水解结

果见图 1。1个菌株的水解结果表明：（)）%&有较弱的肌苷水解能力，大约只有 )23的肌苷
被水解成为次黄嘌呤；（$）肌苷低产菌 ()()*+)则有约 423的肌苷降解，这一定程度上可
以解释为什么 ()()*+)菌的生产性能比 %&菌低；（1）野生菌 ,将约 (23的肌苷降解，并由
于野生菌的核苷酸合成途径是完整的，,菌并非只将肌苷转化为次黄嘌呤。

图 $ 肌苷水解能力测定结果
56&71 899:; <= >;?@<A;969 :B6A6C; <= 6D<96DE

尽管 %&克服了 ()()*+) 菌高的肌苷水解能力，
但 %&仍残留有部分肌苷水解能力，并非完全缺失，
不能保证生成肌苷不被破坏，而且降解生成的次黄

嘌呤给肌苷的后处理带来麻烦。今后可把获得完

全丧失肌苷水解能力的肌苷高产菌作为下一步的

菌株选育目标。

$ 结论
利用诱变或基因工程手段改造枯草芽孢杆菌

是提高菌株产肌苷水平常用的方法，然而缺乏从酶

学研究角度指导高产菌株进一步选育的报道。本

文比较全面地测量了 1个菌株肌苷生成与降解有关的关键酶，首先考察了 1个菌株酶活
性与产苷的关系。研究表明 %&高产菌具有高的 #-##转酰胺酶活性；98"#合成酶的缺失
及低的核苷水解能力。进而根据 1个菌株的酶活差异，结合 %&菌在酶水平所存在的改进
空间，提出了在 %&菌基础上进一步进行菌株改造的方向。本文认为，利用基因工程手段
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进一步改造 !"菌可从以下方向着手：（#）获得 $%&脱氢酶缺失的菌株，进一步解除 ’%&、
(%&对 &)&&转酰胺酶的反馈抑制，同时避免 $%&进入 (%&合成方向造成的物料流及能
量流的浪费；（*）造成 !"菌的肌苷水解能力完全丧失，避免肌苷转化为次黄嘌呤，为肌苷
的分离纯化提供方便；（+）进一步提高 !"菌 ,-.核苷酸酶的活性，确保 $%&及时转化为肌
苷。

由于缺乏菌株关键酶信息方面的研究，往往使菌株的遗传改造工作具有一定的盲目

性，对菌株改造所要进行的关键工作缺乏了解。因此，加强酶学研究来指导菌株遗传改造

是十分有意义的工作。
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,3++ 期 宋勇波等：肌苷合成关键酶活性与肌苷积累之间的关系




