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摘  要 : 利用 L-谷氨酸氧化酶 (LGOX)，对酶法转化 L-谷氨酸生产-酮戊二酸 (-KG) 的工艺条件进行了研

究。首先对野生菌链霉菌 Streptomyces sp. FMME066 进行亚硝基胍诱变，获得一株遗传性状稳定的突变株

Streptomyces sp. FMME067；突变株在最优培养基 (g/L)：果糖 10，蛋白胨 7.5，KH2PO4 1，CaCl2 0.05 条件下，

LGOX 酶活为 0.14 U/mL。LGOX 的生化特征为最适 pH 8.5、温度 35 ℃，Mn2+是激活剂。对 LGOX 转化 L-谷

氨酸生产-KG 的条件进行优化，在最优条件下转化 24 h，-KG 产量为 38.1 g/L，转化率为 81.4%。研究结果

为开发 LGOX 酶法转化生产-KG 的工业化奠定了坚实的基础。 

关键词 : L-谷氨酸氧化酶，生化特征，发酵优化，酶法转化 

Enzymatic production of -ketoglutaric acid by L-glutamate 
oxidase from L-glutamic acid 
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Abstract:  We produced -ketoglutaric acid (-KG) from L-glutamic acid, using enzymatic transformation approach with 

L-glutamate oxidase (LGOX). First, wild strain Streptomyces sp. FMME066 was mutated with NTG, a genetically stable 
mutant Streptomyces sp. FMME067 was obtained. Under the optimal nutrition conditions with fructose 10 g/L, peptone  
7.5 g/L, KH2PO4 1 g/L and CaCl2 0.05 g/L, the maximum LGOX activity reached 0.14 U/mL. The LGOX was stable to pH 
and temperature, and Mn2+ had a stimulating effect. Finally, after 24 h enzymatic conversion under the optimal conditions, 

生物育种与工艺优化 
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the maximum titer of -KG reached 38.1 g/L from 47 g/L L-glutamic acid. Enzymatic transformation by LGOX is a 

potential approach for -KG production. 

Keywords:  L-glutamate oxidase, biochemical properties, fermentation optimization, enzymatic transformation 

作为三羧酸循环和氨基酸代谢中重要的二元

酸，-酮戊二酸 (-KG) 在氨基酸形成和氮转运

中扮演着重要的角色，-KG 广泛应用于制药学、

精细化工和动物饲料等工业领域 [1]。通过菌株筛

选、代谢调控、过程优化和代谢工程改造，发酵

法生产-KG 取得了很大进展，光滑球拟酵母

Torulopsis glabrata CCTCC M202019 以葡萄糖为

碳源，发酵 64 h 后-KG 浓度为 43.7 g/L[2]；解脂

耶氏酵母 Y. lipolytica WSH-Z06 以甘油为碳源发

酵 168 h，-KG 浓度为 66.2 g/L[3]。但由于发酵过

程中丙酮酸、富马酸、苹果酸等副产物过多，发

酵周期长等原因，微生物发酵法还没有实现工业

化生产。 

根据 L-谷氨酸与-KG 结构特点，寻找可将

L-谷氨酸中氨基转为酮基的重要酶制剂，从而将

L-谷氨酸转化为-KG，是实现 L-谷氨酸转化为高

值比产品-KG 的潜在途径。L-氨基酸氧化酶[4-5] 

(LAAO)、L-谷氨酸脱氢酶[6] (GDH)、L-谷氨酸氧

化酶[7-8](LGOX) 可以将 L-谷氨酸中氨基氧化成酮

基，生成-KG。其中，LGOX 在将 L-谷氨酸转化

生成-KG 的同时，仅产生 NH3 和 H2O2；这一反

应过程不需要添加外源辅因子，且对 L-谷氨酸有

很强的底物专一性；而 GDH 需要外源添加 NAD+

或 NADP+，且 GDH 更利于将-KG 中的酮基还原

成氨基生成 L-谷氨酸[9-10]；LAAO 底物专一性不

强，产物-KG 对 LAAO 有明显的抑制作用[11]。

基于上述考虑，本研究选择 LGOX 作为酶制剂用

于转化 L-谷氨酸生产-KG 的研究。 

本研究通过诱变获得一株高产 LGOX 突变株

Streptomyces sp. FMME067，并对其发酵培养基进

行优化，在此基础上，根据 LGOX 的生化特征，

对 LGOX 转化 L-谷氨酸生产-KG 的体系进行优

化，为实现酶法转化 L-谷氨酸生产-KG 的工业化

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

野生菌株 Streptomyces sp. FMME066 和突变

株 Streptomyces sp. FMME067 由本实验室筛选并

保藏。 

1.1.2  培养基 

种子培养基 (g/L)：葡萄糖 4，酵母提取物 4，

麦芽浸膏 10，pH 7.2，115 ℃灭菌 20 min。发酵培

养基 (g/L)：果糖 10，蛋白胨 7.5，KH2PO4 1，CaCl2 

0.05，pH 7.2，115 ℃灭菌 20 min。 

1.2  方法 

1.2.1  培养方法 

摇瓶培养方法：参考文献[12]，250 mL 三角

瓶中装液量 25 mL，28 ℃，200 r/min 培养 36 h (种

子培养基) 和 48 h (发酵培养基)。发酵罐发酵方

法：按 3%接种量将培养 36 h 的种子培养基接种于

7 L 发酵罐中 (美国 NBS 公司，装液量 3.5 L)，  

350 r/min，通气量 3.5 L/min，28 ℃培养 48 h。 

1.2.2  转化条件 

磷酸缓 (pH 8.5) 冲液中添加一定浓度 L-谷

氨酸钠、LGOX (粗酶液：发酵上清液使用超滤膜

浓缩 50 倍)、H2O2 酶和 MnCl2，于 500 mL 三角瓶

中 (装液量 20 mL)，35 ℃、200 r/min 转化 24 h。 

1.2.3  Streptomyces sp. FMME066 菌株诱变及筛

选突变株 

菌株诱变方法参考文献[13]进行，根据 Trinder

反应 (反应液均匀喷洒至菌落表面，周围形成紫色
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变色圈)，将 R 值 (变色圈直径与菌落直径比值) 

大的突变株进行发酵复筛和遗传稳定性实验。 

1.2.4  LGOX 酶活测定 

LGOX 酶活通过 Trinder 反应测定参考文献

[14]，1 U LGOX 定义为每分钟产生 1 µmol H2O2 所

需的酶量。 

1.2.5  LGOX 蛋白纯化及生化特征的测定 

蛋白纯化参考文献 [8]进行，纯化得到的

LGOX 参考文献[15]进行生化特征的测定。 

1.2.6  -KG 浓度测定方法 

参考文献[16]利用高效液相色谱(HPLC)测定。 

2  结果与分析 

2.1  平板显色反应筛选 LGOX 高产突变菌株 
在 野 生 菌 株 Streptomyces sp. FMME066 

(LGOX 生产能力 0.002 U/mL) 的基础上，为了进

一步提高菌株发酵产酶能力，对其孢子进行 NTG

诱变处理，根据 Trinder 反应，测定菌落 R 值。22

株菌产酶能力 (R 值) 比野生菌株 (R 值 1.57) 高；

进一步发酵验证，有 5 株产酶能力超过 0.01 U/mL。

遗传稳定性实验发现突变株 FMME067 表现出较

强的 LGOX 生产能力和良好的遗传稳定性，故选

取 FMME067 作为后续研究菌株。 

2.2  突变株 FMME067 发酵培养基优化 

为进一步提高突变株 FMME067 生产 LGOX

能力，采用单因素和正交实验对发酵培养基组成

进行优化。在最优培养基：果糖 10 g/L，蛋白胨

7.5 g/L，KH2PO4 1 g/L，CaCl2 0.05 g/L 条件下培

养 48 h，LGOX 酶活为 0.144 U/mL，比优化前提

高了 10 倍，并于 7 L 发酵罐中进行了验证 (图 1)。 

2.3  LGOX 蛋白纯化及生化特征分析 

收集发酵上清液进行蛋白纯化(表 1)，蛋白电

泳发现 LGOX 为 72 kDa (图 2)。对纯化得到的

LGOX 进行生化特征研究，发现 LGOX 最适 pH

为 8.5，在 pH 7.5–9.5 范围内 4 ℃存放 12 h，LGOX

相对酶活力保持80以上。LGOX最适温度为35 ℃。

同时发现 Mn2+对 LGOX 有明显的激活作用；Fe2+、

Zn2+、Cu2+、Ba2+和 Ag+则对 LGOX 有不同程度的

抑制作用，其中 Ag+抑制作用最为明显。外源添加

FAD 对 LGOX 酶活性没有影响，说明 LGOX 不需

要外源添加 FAD，对工业化应用具有重要意义。 

2.4  L-谷氨酸氧化酶转化 L-谷氨酸生产-KG 

根据 LGOX 的生化特性，对 LGOX 粗酶液转

化 L-谷氨酸生产-KG 条件进行优化。在 pH 8.5、

35 ℃转化条件下，随着 L-谷氨酸浓度的增加，-KG

产量不断增加。当 L-谷氨酸浓度大于 23.4 g/L 后，

-KG 产量不再增加。可能是转化过程中产生的

H2O2 对 LGOX 的抑制作用，通过添加 H2O2 酶去

除 H2O2，如图 3 所示，随着 L-谷氨酸浓度的增加，

-KG 产量不断增加。对 H2O2 酶添加量和底物浓

度之间的关系进行优化，发现底物 L-谷氨酸浓度

与添加 H2O2 酶酶活最适比例为 12  5 (g: kV)，

在47 g/L的底物L-谷氨酸条件下，通过添加20 U/mL 

H2O2 酶去除 H2O2，-KG 产量为 32.9 g/L，比未

添加 H2O2酶提高了 126.9，证明了 H2O2对 LGOX

的抑制作用。 

由于 Mn2+对 LGOX 有激活作用，在 LGOX 粗

酶液转化过程中研究不同浓度 Mn2+对-KG 产量

的影响，发现当添加 5 mmol/L 的 MnCl2 时，转化

24 h 后，-KG 产量最高，为 38.1 g/L，比对照(未 
 

 
图 1  突变株 FMME067 发酵生产 LGOX 过程参数变

化曲线 
Fig. 1  Time courses of FMME067 fermentation. 
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表 1  LGOX 纯化过程 
Table 1  Purification of L-glutamate oxidase 

Purification step Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Yield (%) Purification 

1. Culture filtrate (1 L) 1 409 144.3 0.10 100.0 0.0 

2. Amicon Ultra-15 10K 546 142.7 0.26 98.9 2.6 

3. Ammonium sulfate 47.6 137.1 2.88 95.0 28.8 

4. CM-Sephadex C-50 15.6 113.7 7.29 78.8 72.9 
 
 

 

 
 

 
 
 

图 2  LGOX 蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of LGOX from FMME067. 1: 
purified LGOX; 2: culture supernatant; 3: protein marker. 

添加 Mn2+) 提高了 15.8% (图 4A)。从转化过程曲

线分析可知 (图 4B)，-KG 产量在 24 h 达到最大值，

在添加 5 mmol/L 的 MnCl2 条件下，-KG 初始生成

速率为 3.53 g/(L·h)，平均生成速率为 1.58 g/(L·h)。 

 

 
 

图 3  不同浓度 L-谷氨酸和添加 H2O2 酶对转化的影响 
Fig. 3  Different L-glutamic acid concentration and 
catalase on -KG titer. 

 

 
图 4  不同浓度 Mn2+转化实验和-KG 转化过程曲线 

Fig. 4  Effect of different concentration Mn2+ on -KG titer and time course on -KG titer. (A) Effect of different 
concentration Mn2+ on -KG titer. (B) Time course on -KG titer. 
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3  结论 

由于化学合成法生产-KG 污染较大，发酵法

周期长、副产物多等原因，本研究以 L-谷氨酸和

-KG 的结构特征为出发点，选取可以将氨基氧化

成酮基的 LGOX，以 L-谷氨酸为底物，来开发酶

法转化生产-KG 新工艺，以进一步提高生产-KG

效率，降低生产成本。通过发酵培养基优化，突变

株 FMME067 生产 LGOX 最大酶活为 0.14 U/mL，

比野生菌株提高了 70 倍；在最优转化条件下，24 h

内 LGOX 粗酶液转化 L-谷氨酸生产-KG 产量为

38.1 g/L，转化率为 81.4。 
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