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　　摘要：蛋白质谷氨酰胺酶在食品行业中具有广泛的应用前景，通过对蛋白质的脱酰胺基作用，可以促进植物蛋白
的溶解、乳化和起泡等。对产吲哚金黄杆菌产生蛋白质谷氨酰胺酶的代谢曲线和发酵培养基配方进行研究，结果表

明，发酵液氨浓度和ｐＨ值随发酵时间延长而升高，发酵１２ｈ酶活最高，发酵培养基初始ｐＨ值为５．２时酶活最高；通
过单因素试验，确定乳糖和蔗糖为最适碳源，大豆蛋白胨和多聚蛋白胨为最适氮源；正交试验结果表明，大豆蛋白胨、

乳糖和Ｔｗｅｅｎ８０最适浓度分别为１．２％、０．７％和０．１５％，培养基优化后酶活最高为０．６６１Ｕ／ｍＬ。
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　　植物蛋白（如大豆蛋白、小麦蛋白和玉米蛋白等）在食品
工业中应用非常广泛，但由于在弱酸性环境中（大多数食品

系统的ｐＨ值范围）存在溶解性差、稳定性低等问题，如在植
物蛋白饮料产品中出现蛋白沉淀、脂肪上浮现象，使产品口感

和外观变差，产品保质期缩短［１］，造成植物蛋白在生产应用

中受到限制。

植物蛋白含有大量的谷氨酰胺残基，通过脱酰胺基作用

可以改善植物蛋白的溶解性。Ｙｏｎｇ等通过酶法分别脱去部
分玉米胶蛋白和小麦蛋白的氨基，使蛋白质溶解性得到提

高［２－３］。通过蛋白质的脱氨基作用，不仅能够提高蛋白质在

酸性条件下的溶解性，而且可以提高其乳化性、发泡性和凝胶

性等多种功能特性，这些都是食品蛋白质的必需性能。因此，

催化蛋白质脱酰胺基酶在工业应用中具有很大潜力。目前，

报道能催化蛋白质脱酰胺基作用的酶有谷氨酰胺转胺酶、蛋

白酶和肽谷氨酰胺酶［４－６］。蛋白酶和谷氨酰胺转胺酶的主要

酶促反应不是蛋白质残基中谷氨酰胺的脱氨基作用，因此，用

于植物蛋白脱氨时有副作用，会给食品带来不利影响。肽谷

氨酰胺酶虽然脱氨具有专一性，但是仅以多肽为底物进行反

应，对大分子蛋白质没有作用［６］。２０００年，日本学者Ｙａｍａｇｕ
ｃｈｉ等发现了１种由微生物产生的新的脱酰胺基酶———微生
物蛋白质谷氨酰胺酶［７］，该酶是由从土壤中分离出的１株金
黄杆菌（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｍ）产生，对酪氨酸和
Ｃｂｚ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ（苯甲基氧化碳酰－Ｌ－谷氨酰胺甘氨酸）均有
脱酰胺基活性，而没有蛋白酶和谷氨酰胺转胺酶活性，这是首

次报道的微生物产蛋白质谷氨酰胺酶［３］。

笔者所在实验室从土壤中筛选出了１株产吲哚金黄杆菌
（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｄｏｌｏｇｅｎｅｓ），能够产生微生物蛋白质谷氨
酰胺酶。本研究对该产吲哚金黄杆菌发酵培养基配方进行初

步优化，为其进一步工业化应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　产吲哚金黄杆菌由华东师范大学微生物实验
室分离并保存。

１．１．２　试剂　Ｃｂｚ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ，购自 Ｓｉｇｍａ公司；大豆蛋白
胨、多聚蛋白胨生化纯，购自上海生工生物科技有限公司；酵

母提取物，购自安琪酵母有限公司；苯酚、硝普钠等常规试剂

分析纯，购自上海化学试剂公司。

１．１．３　培养基　种子培养基（１０００ｍＬ）：多聚蛋白胨１０ｇ、
酵母提取物２ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｇ，调节ｐＨ值至７．０；基础发
酵培养基（１０００ｍＬ）：乳糖５ｇ、多聚蛋白胨１０ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·
Ｈ２Ｏ１．７ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．２５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ、ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，调节ｐＨ值至７．２。
１．２　方法
１．２．１　培养方法　种子培养：菌种活化后，以２％接种量接
入种子培养基，２００ｒ／ｍｉｎ、２５℃震荡培养１２ｈ。发酵培养：以
１％接种量把种子培养液接种到发酵培养基，２００ｒ／ｍｉｎ、２５℃
震荡培养。

１．２．２　酶活性测定方法［７］　１００μＬ含有１０ｍｍｏｌ／ＬＣｂｚ－
Ｇｌｎ－Ｇｌｙ和 １７５．６ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液的底物溶液，与
１０μＬ酶液混合均匀，３７℃温浴 ３０ｍｉｎ，然后加入 １００μＬ
１２％三氯乙酸终止反应；对照反应是先加入三氯乙酸，后再加
入酶液。１８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液中释放的氨用卢玉
棋的方法［８］检测。酶活性单位定义为：释放氨１μｍｏｌ／ｍｉｎ的
酶量为１个酶活性单位。

２　结果与分析

２．１　产吲哚金黄杆菌代谢曲线
从图１可以看出，产吲哚金黄杆菌延滞期较短，接种后
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４ｈ进入对数期，发酵１２ｈ后逐渐进入稳定期，最终发酵液
Ｄ６００ｎｍ可达到１．１８７；发酵液 ｐＨ值随着发酵时间的延长不断
升高，当进入稳定期时 ｐＨ值达到８．７，这一变化趋势和发酵
液中氨浓度趋势一样，这是因为发酵液中蛋白质谷氨酰胺酶

分解蛋白质产生氨，氨浓度不断升高，导致 ｐＨ值升高，与
Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等的研究结果［７］一致。蛋白质谷氨酰胺酶的活性

随着发酵时间延长而增加，１２ｈ达到最大，为０．３７Ｕ／ｍＬ，随
后又略有下降。

２．２　初始发酵ｐＨ值
发酵液初始ｐＨ值分别设为５．２、６．２、７．２、８．２、９．２，发酵

１２ｈ时测定酶活性。由图２可见，ｐＨ值５．２时酶活性最高，
为０．５１４Ｕ／ｍＬ，这可能是因为发酵后期大量产氨，导致ｐＨ值
升高（图１），初始ｐＨ值低可以延缓ｐＨ值升高，而较低的ｐＨ
值有利于增加酶活性。

２．３　发酵培养基对蛋白质谷氨酰胺酶的影响
２．３．１　碳源　试验选择速效碳源葡萄糖、蔗糖、乳糖和缓效
碳源糊精、淀粉作为常规发酵培养基碳源，分别在基础培养基

中添加５％浓度，发酵１２ｈ后测定酶活性。由图３可见，当碳
源为５％乳糖和５％蔗糖时酶活性较高，分别为０．３９０Ｕ／ｍＬ

和 ０．４１２Ｕ／ｍＬ，表明速效碳源有利于产酶。
２．３．２　氮源　试验选取有机氮源植物水解蛋白、多聚蛋白
胨、大豆蛋白胨和无机氮源硫酸铵、氯化铵作为氮源，在基础

培养基中添加１％浓度，发酵１２ｈ后测定酶活性。由图４可
以看出，以１％大豆蛋白胨和１％多聚蛋白胨为氮源时酶活性
较高，分别为０．４６０Ｕ／ｍＬ和０．４８０Ｕ／ｍＬ，表明有机氮源适合
产酶。

２．３．３　表面活性剂　不同表面活性剂对产酶有很大影响。
由表１可见，０．１５％ Ｔｗｅｅｎ８０和０．１５％ Ｔｗｅｅｎ４０酶活性最
高，均为０．５３０Ｕ／ｍＬ，和对照相比，酶活性增加了２６％；在试
验浓度范围内，Ｔｗｅｅｎ２０和曲拉通比对照酶活性低。

表１　不同表面活性剂对蛋白质谷氨酰胺酶活性的影响

种类
浓度

（％）
酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

Ｔｗｅｅｎ８０ ０．２０ ０．３１２
０．１５ ０．５３０

Ｔｗｅｅｎ４０ ０．２０ ０．３４３
０．１５ ０．５３０

Ｔｗｅｅｎ２０ ０．２０ ０．２８６
０．１５ ０．４１５

曲拉通 ０．２０ ０．２１５
０．１５ ０．３１１

对照 ０．４２１

２．３．４　培养基正交试验　选取大豆蛋白胨和乳糖作为氮源
和碳源，并添加表面活性剂Ｔｗｅｅｎ８０，进行３因素３水平正交
试验，进一步优化培养基配方。结果（表２）表明，３种因素对
酶活性影响大小为：乳糖＞大豆蛋白胨＞Ｔｗｅｅｎ８０；产生蛋白
质谷氨酰胺酶的 ３种培养基成分最佳组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ３，即
１２％大豆蛋白胨、０．７％乳糖、０．１５％ Ｔｗｅｅｎ８０。按照优化培
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养基（１０００ｍＬ）：大豆蛋白胨１２ｇ、乳糖７ｇ、Ｔｗｅｅｎ８０１．５ｇ、
ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ１．７ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．２５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ、
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，发酵１２ｈ，酶活为０．６６１Ｕ／ｍＬ。

表２　不同培养基正交试验结果

序号
Ａ：大豆蛋白胨

（％）
Ｂ：乳糖
（％）

Ｃ：Ｔｗｅｅｎ８０
（％）

酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

１ １（０．８） １（０．３） １（０．０５） ０．４６
２ １ ２（０．５） ２（０．１０） ０．４５
３ １ ３（０．７） ３（０．１５） ０．６６
４ ２（１．０） ２ ３ ０．５２
５ ２ ３ １ ０．５２
６ ２ １ ２ ０．４７
７ ３（１．２） ３ ２ ０．６８
８ ３ １ ３ ０．４５
９ ３ ２ １ ０．６４
Ｋ１ １．５７ １．３８ １．６２
Ｋ２ １．５１ １．６１ １．６０
Ｋ３ １．７７ １．８６ １．６３
ｋ１ ０．５２３ ０．４６０ ０．５４０
ｋ２ ０．５０３ ０．５３７ ０．５３３
ｋ３ ０．５９０ ０．６２０ ０．５４３
极差 ０．０８７ ０．１６０ ０．０１０

因素主次 Ｂ＞Ａ＞Ｃ
最优方案 Ａ３Ｂ３Ｃ３

３　小结与讨论

脱氨基是提高植物蛋白食品功能最有价值的方法之一。

蛋白质谷氨酰胺残基侧链酰胺基中的氨基脱掉后生成羧基，

导致蛋白质水合程度和负电荷增加，因此，蛋白质的溶解性增

加［９］。Ｍａｔｓｕｄｏｍｉ等研究表明，即使少量的脱氨也会大幅度
提高蛋白质的功能特性［１０］。化学脱氨基法虽然可以提高植

物蛋白（如小麦蛋白）的乳化性和起泡性，但是，该方法会引

起蛋白质肽链断裂，导致蛋白质水解而失去蛋白质的功能。

与化学脱氨法相比，酶法脱氨更为理想，底物专一，如蛋白质

谷氨酰胺酶仅作用于蛋白质中的谷氨酰胺，反应条件温和，而

且安全性高。

对蛋白质脱氨的酶目前报道比较多的主要有谷氨酰胺转

胺酶、蛋白酶、肽谷氨酰胺酶和蛋白质谷氨酰胺酶。蛋白质谷

氨酰胺酶已经应用于 α－玉米蛋白、小麦蛋白和大豆蛋
白［２－３，１１］，还有乳清蛋白、脱脂牛奶［１２－１３］。微生物蛋白质谷

氨酰胺酶由Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等２０００年首次从Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐｒｏ
ｔｅｏｌｙｔｉｃｕｍ发酵产生，并对土壤中分离的菌种进行了鉴定，对
其发酵进行了初步研究，其发酵上清液以 Ｃｂｚ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ为
底物的谷氨酰胺酶活性最高，为０．２５８Ｕ／ｍＬ，且最高酶活性
在发酵２４ｈ出现［７］。本试验通过单因素试验和正交试验，得

到最优培养配方（１０００ｍＬ）为大豆蛋白胨 １２ｇ、乳糖 ７ｇ、

Ｔｗｅｅｎ８０１．５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ１．７ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．２５ｇ、ＭｇＳＯ４
·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，经过该优化培养基发
酵，最高酶活性可达０．６６１Ｕ／ｍＬ，远远高于 Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等的
试验结果，且最高酶活性在发酵１２ｈ后即可出现。
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