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摘  要: 【目的】克隆谷氨酸棒杆菌来源 L-天冬氨酸 α-脱羧酶基因, 实现其在大肠杆菌

中的异源表达, 并进行酶转化 L-天冬氨酸合成 β-丙氨酸的研究。【方法】PCR 扩增谷氨酸

棒杆菌 L-天冬氨酸 α-脱羧酶基因 pand, 构建表达载体 pET24a(+)-Pand, 转化宿主菌大肠

杆菌 BL21(DE3), 对重组菌进行诱导表达, 表达产物经 DEAE 离子交换层析和 G-75 分子

筛层析纯化后进行酶学性质研究, 然后进行酶转化实验, 说明底物和产物对酶转化的影

响。【结果】重组菌 SDS-PAGE 分析表明 Pand 表达量可达菌体总蛋白的 50%以上, AccQ·Tag

法检测酶活达到 94.16 U/mL。该重组酶最适反应温度为 55 °C, 在低于 37 °C 时保持较好

的稳定性, 最适 pH 为 6.0, 在 pH 4.0−7.0 范围内有较好的稳定性。酶转化实验说明: 底物

L-天冬氨酸和产物 β-丙氨酸对转化反应均有抑制作用; 实验建立了较优的酶转化反应方

式, 在加酶量为每克天冬氨酸 3 000 U 时, 以分批加入固体底物 L-天冬氨酸的形式, 使

100 g/L 底物转化率达到 97.8%。【结论】重组 L-天冬氨酸 α-脱羧酶在大肠杆菌中获得高

效表达, 研究了酶转化生产 β-丙氨酸的影响因素, 为其工业应用奠定了基础。 
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Abstract: [Objective] An L-aspartate α-decarboxylase gene was amplified from Corynebac-

terium glutamicum and expressed in Escherichia coli, to catalyze L-aspartate to β-alanine. The 

catalysis characterization of this α-decarboxylase was also studied. [Methods] The Pand gene 

was amplified from C. glutamicum and cloned into the expression plasmid pET24a(+), the re-

combinant plasmid was transformed into E. coli BL21(DE3). Pand was then successfully ex-

pressed with induction. To explore the enzymatic characteristics of Pand, high purity of Pand 

was obtained by DEAE ion exchange chromatography and G-75 chromatography. Then the ef-

fects of substrate and product on enzymatic conversion were studied. [Results] The Pand con-

stituted more than 50% of the total cell proteins and achieved the activity of 94.16 U/mL ana-

lyzed by SDS-PAGE and AccQ·Tag assays respectively. The optimal reaction temperature of 

the purified Pand was at 55 °C and stable below 37 °C. The optimal reaction pH of Pand was at 

6.0 and stable at 4.0−7.0. The enzymatic synthesis was inhibited by L-aspartate and β-alanine. 

When L-Asp was added in batches with 3 000 U Pand per gram L-Asp, the conversion ratio of 

100 g/L L-Asp reached 97.8%. [Conclusion] The L-aspartate α-decarboxylase gene from C. 

glutamicum was successfully expressed in E. coli. 

Keywords: L-aspartate α-decarboxylase, β-Alanine, Corynebacterium glutamicum, Expression, 

Purification, Conversion ratio 

L- 天 冬 氨 酸 α- 脱 羧 酶 (L-aspartate-alpha- 

decarboxylase, Pand)以 L-天冬氨酸为底物脱去

α-羧基生成 β-丙氨酸。β-丙氨酸(β-Ala)是自然

界中唯一存在的 β 型氨基酸, 其用途广泛: 工

业上, 是合成泛酸钙的重要原料[1−2], 也是合成

肌肽的两种氨基酸之一 [3]; 医药上 , 作为原料

用于合成抑制恶性肿瘤骨转移的帕米膦酸钠和

抗结肠炎药物巴柳氮 [4], 还是复方氨基酸的一

种重要成分; 同时还可作为铅中毒的解毒剂 [5]

以及用于合成甜味剂等。由于 β-丙氨酸及其衍

生物在医药、美容、食品、饲料及化工等领域

的广泛应用, 市场需求量呈日渐上升趋势。 

目前, 国内外 β-丙氨酸工业化生产主要采

用化学合成法, 包括丙烯酸氨化法、丙烯腈氨

化水解法及 β-氨基丙腈水解法, 国内工业生产

主要采用丙烯腈氨化水解法 [6], 这些方法大多

需要强酸强碱、高温高压的条件, 而且产物纯

化繁琐 , 腈类物质等存在着环境污染的问题 , 
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随着 β-丙氨酸需求量的不断增加, 寻求绿色的

生产方法具有十分明显的经济和社会效益。 

本实验采用构建高表达 L-天门冬氨酸 α-

脱羧酶重组菌的方法使 L-天冬氨酸一步脱羧生

产 β-丙氨酸。酶转化法制备 β-丙氨酸具有工艺

简单、纯化方便、绿色无污染的特点, 该方法

现已逐步成为人们研究的热点。编码 L-天门冬

氨酸 α-脱羧酶的基因 pand 被发现广泛地存在

于大肠杆菌 [7]、谷氨酸棒杆菌 [8]、结核分枝杆  

菌[9−10]、沙门氏菌[11]等微生物中, 目前研究最多

的是 E. coli[12−15], 高丽娟等将 E. coli DH5α来源

基因 pand 在 E. coli BL21(DE3)中表达构建重组

菌, 酶活为 224.96 U/L[16]。Nicole 等克隆了 C. 

glutamicum pand 基因(pandC. g.)和 E. coli pand 基

因(pandE. c.)并在 E. coli 中表达, PandC. g.酶活

3.42 U/mg, PandE. c.酶活 0.22 U/mg, 随后重点研

究了 E. coli 中 pandC. g.和 pandE. c.基因表达对泛

酸积累的影响, 结果显示 pandC. g.基因表达能消

除 β-Ala 对泛酸合成的限制, 而 pandE. c.基因表

达时培养基中仍需外加 β-Ala 才能获得泛酸大

量积累[8], 这说明 PandC. g.比 PandE. c.活性更高。

本实验选择以谷氨酸棒杆菌为基因来源, 扩增

其 pand 基因转化 E. coli BL21(DE3)构建高表达

L-天门冬氨酸-α-脱羧酶的重组菌, 表达产物经

纯化后对其性质进行了研究, 并对该重组菌酶

转化生产 β-丙氨酸进行了初步探讨, 为其在酶

转化生产 β-丙氨酸的应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒: 大肠杆菌 BL21(DE3) [E. 

coli BL21(DE3)] 、 大 肠 杆 菌 JM109 (E. coli 

JM109)、谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 (C. glu-

tamicum ATCC13032)、质粒 pET-24a(+)由本实

验室保存, 质粒 PMD18-T Simple Vector 购自

TaKaRa 公司。 

1.1.2  酶、引物和主要试剂: 扩增谷氨酸棒杆

菌 L-天冬氨酸 α-脱羧酶基因 pand 的引物(表 1)

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 , 

其上、下游引物分别加入 Nde I 和 Hind III 酶切位

点(下划线标示), 限制性内切酶 Nde I 和 Hind III、

Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶等分子生物

学工具酶和 PCR 产物回收试剂盒及 DNA 凝胶

回收试剂盒购自大连 TaKaRa 公司。标准分子

量 蛋 白 购 自 Fermentas 公 司 , HiPrep DEAE 

FF16/10 离 子 交 换 层 析 柱 和 Superdex 

7510/300GL 凝胶层析柱购自 GenScript 公司, 

其他化学试剂均为进口或国产分析纯试剂。 

1.2  方法 

1.2.1  谷氨酸棒杆菌L-天冬氨酸 α-脱羧酶基因

的克隆及表达载体的构建: 提取谷氨酸棒杆菌

ATCC13032 基因组 DNA, 以该基因组 DNA 为

模板, 通过 PCR 扩增 L-天冬氨酸 α-脱羧酶基因

pand, PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定、回收、

纯化后连接 PMD18-T Simple Vector 并转入大

肠杆菌 JM109 感受态中, 氨苄平板筛选出单菌

落, 提取连接好的质粒, 用 Nde I 和 Hind III 双

酶切, 经琼脂糖凝胶电泳鉴定、回收、纯化后, 

用 T4 DNA 连接酶连接到同样经过 Nde I 和

Hind III 双酶切的 pET24a(+)载体上, 构建重组

表 达 载 体 pET24a(+)-Pand, 转 化 大 肠 杆 菌

JM109, 卡那平板筛选出单菌落 , 提取质粒双

酶切鉴定, 筛选出阳性克隆进行测序分析。 

1.2.2  重组蛋白 Pand 在大肠杆菌 BL21(DE3)

中的表达: 将重组质粒 pET24a(+)-Pand 转化到

大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞中, 卡那平板

筛选出单菌落, 即为重组菌 E. coli BL21(DE3)/ 

pET24a(+)-Pand, 重组菌接种至含有 30 mg/L 卡

那霉素的 LB 培养基中 37 °C、200 r/min 活化培

养 8−10 h, 以 5%接种量转接到含有 50 mg/L 卡 
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表 1  克隆目的基因 pand 的引物 
Table 1  Primers for cloning of target genes 

引物 Primers 引物序列 Primer sequence (5′→3′) 

上游引物 Forward primer AATTC CATATG CTGCGCACCATCCTCGGAAG 

下游引物 Reverse primer CCC AAGCTT CTAAATGCTTCTCGACGTCAAAAG 

 

那霉素 TB 培养基中, 37 °C、200 r/min 培养 2 h

后加入 1 mmol/L IPTG, 25 °C、200 r/min 培养

14 h 诱导表达重组蛋白 Pand, 培养后将发酵液

离心取菌体, 无菌水洗涤 2 次, 重悬于 pH 7.0、

50 mmol/L 的磷酸盐缓冲液中, 超声破碎, 显微

镜镜检至完全破碎, 12 000 r/min 离心 10 min, 

取上清和沉淀测酶活并以空载体 pET24a(+)转

化的 E. coli BL21(DE3)为对照, 进行蛋白电泳, 

凝胶成像仪分析软件进行光密度扫描计算酶表

达情况。SDS-PAGE 蛋白电泳体系: 分离胶浓度

为 10%, 浓缩胶浓度为 5%, 考马斯亮蓝染色。 

1.2.3  L-天冬氨酸 α-脱羧酶活力的测定: 酶反

应 体 系 : pH 7.0、 50 mmol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液    

2.0 mL、酶液 0.1 mL、L-天冬氨酸(200 g/L)   

0.4 mL, 天冬氨酸用 NaOH 调节 pH 使其溶解, 

反应 1 h, 按 1:1 比例加入 10%三氯乙酸 4 °C 放

置终止反应 , AccQ·Tag 法 [17]测酶活 , 即使用

Waters 的 AccQ·Fluor 试剂盒柱前衍生 HPLC 检

测 β-丙氨酸含量。 

酶活定义: 在 pH 7.0、温度 37 °C 的条件下, 

每毫升发酵液所得菌体每 l h 转化生成产物

β-Ala 1 mol 所需的酶量定义为一个酶活力单

位mol/(mL·h), 简称为 U/mL。 

1.2.4  重组蛋白的纯化: (1) 硫酸铵盐析: 取发

酵菌悬液 200 mL, 离心取菌体, 无菌水洗涤 2

次, 重悬于 pH 7.0、50 mmol/L 的磷酸盐缓冲液

中 , 超声破碎 , 显微镜镜检至完全破碎 , 离心

取上清, 然后在冰浴条件下以最适硫酸铵浓度

(根据冰浴条件下不同浓度硫酸铵沉淀的结果

绘制盐析曲线, 以确定最适硫酸铵浓度)进行沉

淀, 沉淀完全后 8 000 r/min 离心 10 min, 所得

沉淀用缓冲液复溶 , 脱盐柱脱盐 , 超滤浓缩作

为 下 一 步 待 分 离 的 样 品 。 (2) HiPrep DEAE 

FF16/10 阴离子交换层析: 将上一步得到的样

品上样至 DEAE FF 层析柱, 进行离子交换, 收

集 活 性 成 分 。 分 离 条 件 : 0−1 mol/L NaCl      

50 mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液, pH 7.5, 

线性梯度洗脱, 流速: 2 mL/min。将收集到的活

性组分超滤浓缩。(3) Superdex 7510/300GL 凝

胶过滤层析: 将离子交换得到的活性成分上样

至 Superdex 7510/300GL 层析分离 , Superdex 

7510/300GL 层析分离。色谱条件: 0.15 mol/L 

NaCl-50 mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液, pH 

7.5, 流速: 0.5 mL/min。收集活性组分超滤浓缩

并 SDS-PAGE 电泳鉴定其纯度。SDS-PAGE 蛋

白电泳体系: 分离胶浓度为 10%, 浓缩胶浓度

为 5%, 考马斯亮蓝染色。 

1.2.5  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的性质分析: Pand

最适反应温度及热稳定性: 按照上述酶活测定

方法, 分别在 16 °C、25 °C、30 °C、37 °C、    

50 °C、55 °C、60 °C、70 °C、85 °C、100 °C

测定酶活, 以确定最适反应温度。将酶液分别

在以上温度放置 12 h, 然后在 37 °C 条件下测酶

活, 比较酶在不同温度条件下的稳定性。 

Pand 最适 pH 及 pH 稳定性: 配制 0.1 mol/L 

pH 为 3、4、5、6、7、8、9 的柠檬酸缓冲液、

磷酸盐缓冲液和 Tris-HCl 缓冲液, 分别用以上

缓冲液配制 50 g/L 的 L-天冬氨酸钠溶液, pH 7.0

的酶液用以上缓冲液稀释 10 倍, 取天冬氨酸钠

溶液 2.4 mL, 酶液 0.1 mL, 37 °C 反应 1 h 测定
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酶活, 确定最适 pH。将 pH 7.0 的酶液分别用以

上缓冲液稀释 10 倍, 37 °C 放置 12 h, 然后在 pH 

7.0 条件下测酶活, 以确定酶在不同 pH 条件下

的稳定性。 

1.2.6  酶转化合成 β-丙氨酸底物、产物及加酶

量对转化反应的影响: 底物 L-天冬氨酸对酶转

化的影响: 反应体系 2.5 mL, 其中底物 L-天冬

氨酸钠的浓度分别为 0、30、60、100、150 g/L, 

加酶量为 400 U, 37 °C 反应 4 h, 超滤除去

L-Asp 和 β-Ala, 取超滤后液体测定酶活(为避免

超滤过程残留 β-Ala 造成的影响, 测酶活时应以

灭活后酶液作为对照)和蛋白含量, 并以此计算

出比酶活来说明不同浓度 L-天冬氨酸对酶转化

过程中酶活变化的影响。  

产物 β-丙氨酸对酶转化的影响: 反应体系

2.5 mL, 底物 L-天冬氨酸钠浓度为 30 g/L, 反

应前加入 β-Ala, 使其终浓度分别为: 0、10、30、

50、70、90、110、130、150 g/L, 加酶量为     

180 U, 37 °C 反应 1 h, 测 β-丙氨酸生成量来说

明产物 β-Ala 对酶转化的影响。为考察产物

β-Ala 的抑制是否为可逆性抑制 , 取上述反应  

1 h 后的液体 2 mL, 超滤除去 L-Asp 和 β-Ala, 

对超滤后液体测定酶活(为避免超滤过程残留

β-Ala 造成的影响, 测酶活时应以灭活后酶液作

为对照)和蛋白含量, 并以此计算出比酶活来说

明不同浓度 β-丙氨酸对酶转化过程中酶活变化

的影响。 

不同转化方式对重组酶转化反应的影响 : 

反应体系 20 mL, 底物 L-天冬氨酸钠 100 g/L, 

加酶量分别为 1 000、3 000、5 000、10 000 U/g

底物, 37 °C 反应 48 h, 底物以不同方式进行添

加, 分别为一次性加入天冬氨酸钠液体、分 5

批加入天冬氨酸钠液体和分 5 批加入天冬氨酸

固体, 测定 β-丙氨酸生成量以计算底物转化率, 

对不同底 物添加方 式进行比 较 , 选 择加 酶量

少、转化率高的方式进行酶转化。 

2  结果与分析 

2.1  谷氨酸棒杆菌 L-天冬氨酸 α-脱羧酶基因

的克隆及表达载体的构建 

以谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 基因组 DNA

为 模 板 , 经 PCR 扩 增 得 到 目 的 基 因 pand   

(411 bp), 产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定、回收与

PMD18-T Simple Vector 连接后, 与 pET24a(+)

同时用 Nde I 和 Hind III 双酶切纯化并连接, 得

到重组质粒 pET24a(+)-Pand, 酶切鉴定表明重

组 载 体 构 建 成 功 ( 图 1), 测 序 结 果 表 明 与

GenBank 序列一致。 

2.2  重组蛋白 Pand 在大肠杆菌 BL21(DE3)

中的诱导表达 

重组菌 E. coli BL21(DE3)/pET24a(+)-Pand

经诱导表达, 破碎, 离心后, 菌体破碎液上清、 

 

 
 

图 1  重组质粒 pET24a(+)-Pand 酶切鉴定 
Fig. 1  Identification of recombinant pET24a(+)-Pand by 
enzyme digestion 
注: M1: DNA 分子量标准; 1: 重组质粒 pET24a(+)-Pand

酶切验证; M2: DNA 分子量标准. 

Note: M1: DL2000TM DNA marker; 1: Restricted DNA 
products of pET24a(+)-Pand; M2: -EcoT14 I digest DNA 
marker. 
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沉 淀 和 空 载 体 转 化 菌 株 E. coli BL21(DE3)/ 

pET24a(+) 经 SDS-PAGE 蛋白分析, 结果如图 2

所示。泳道 2、3 与 1 对照在 10−15 kD 处有明显

条带, 说明 pand 基因已表达, 与泳道 4 对照发现

重组蛋白主要存在于上清中, 经光密度扫描检测, 

重组蛋白 Pand 占菌体总蛋白的 50%以上, 菌体量

为 3.22 g/L, 酶活达到 94.16 U/mL, 菌体破碎沉

淀未检测到酶活, 与蛋白电泳结果一致。 

2.3  重组蛋白的纯化 

细胞破碎液经离心后, 取上清酶液依次进

行硫酸铵沉淀, 脱盐, HiPrep DEAE FF16/10 离

子交换层析, Superdex 7510/300GL 凝胶过滤 

 

 

 
图 2  Pand 在重组菌 E. coli BL21(DE3)/pET24a(+)- 

Pand 中表达电泳图谱 
Fig. 2  Expression of Pand in recombinant E. coli 
BL21(DE3)/pET24a(+)-Pand 
注: M: 蛋白分子量标准; 1: E. coli BL21(DE3)/pET24a(+)

诱导破碎后上清; 2, 3: E. coli BL21(DE3)/pET24a(+)-Pand

诱导破碎后上清; 4: E. coli BL21(DE3)/pET24a(+)-Pand 诱

导破碎后沉淀. 

Note: M: Protein maker; 1: E. coli BL21(DE3)/pET24a(+);  
2, 3: The centrifugated supernatant after ultrasonication of 
the recombinant; 4: The centrifugated deposit after ultra-
sonication of the recombinant. 

层析, 收集活性组分并用 SDS-PAGE 电泳观察

纯化结果, 得到单一条带组分, 结果如图 3 所

示, 在 10−15 kD 之间收集到 Pand 单一条带。 

C. glutamicum ATCC13032 的 pand 基因含

411 个碱基, 编码 136 个氨基酸, 表达蛋白的分

子量理论值为 14.1 kD, 如图 3 所示, 在 10−15 kD 

之间有一条带, 但分子量略小于 14.1 kD, 图 2

蛋白电泳图为培养结束后 12 h 内完成, 图 3 中

样品经过多步纯化, 在低于 37 °C 条件下放置

时间超过 24 h, 这与 E. coli DH5α[18−19]和 M. 

tuberculosis[20] pand 基因在大肠杆菌中重组表

达, 重组蛋白 Pand 纯化后的结果一致, 重组蛋

白 Pand 在等于或低于 37 °C 条件下放置 24 h 以

上就会出现蛋白的裂解, 自剪切得到 α-亚基和 β-

亚基, β-亚基分子量较小, 电泳检测不到, 大肠杆

菌来源重组蛋白 Pand 大小为 13.8 kD, 自剪切后 

 

 
 

图 3  纯化后 Pand 的 SDS-PAGE 凝胶电泳分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purified Pand 
注: 1: Superdex 7510/300GL 凝胶过滤层析结果; 2: Hi-

Prep DEAE FF16/10 离子交换层析结果; 3: 空白对照; M: 

蛋白分子量标准; 4: 硫酸铵盐析结果; 5: 粗酶液. 

Note: 1: Fractions from the Superdex 7510/300GL column; 
2: Fractions from the HiPrep DEAE FF16/10 column; 3: 
Blank control; M: Protein marker; 4: Fractions from ammo-
nium sulfate fractionation; 5: Crude enzyme. 
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α-亚基和 β-亚基大小分别为 11 kD 和 2.8 kD[16]。 

2.4  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的性质分析 

重组 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的最适反应温度

实验结果如图 4A 所示, 随着反应温度的升高

(从 16 °C 到 100 °C), Pand 的酶活呈现先上升后

下降趋势, 在 55 °C 条件下酶活最高, 37 °C 酶

活略低于 55 °C。重组 Pand 的热稳定性实验结

果如图 4B 所示, 表明酶的热稳定性在较低的温

度范围内较好, 在 37 °C 以下酶活基本无损失, 

在较高的温度下酶活损失非常快, 55 °C 下酶活

便迅速下降, 只剩下 52%, 70 °C 时酶活基本完

全丧失, 由以上实验结果得出, 重组 Pand 脱羧

反应最适温度为 55 °C, 但酶的稳定性在 37 °C

以下时保持稳定, 重组 L-天冬氨酸 α-脱羧酶在

进行脱羧反应时间较长时选择 37 °C 比较合适, 

能够在保证较高酶活的同时保持较高稳定性。 

重组 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的最适反应 pH

实验结果如图 5A 所示, 随着 pH 的上升( pH 3.0

到 pH 9.0), Pand 的酶活也呈现先升后降的趋势, 

最适 pH 为 6.0。重组 Pand 在不同 pH 条件下的

稳定性如图 5B 所示, 该重组酶在 pH 4.0−7.0 的

范围内有较好的稳定性。 
 

 
 

图 4  重组 Pand 反应最适温度和热稳定性 
Fig. 4  Optimal temperature and thermostability of recombinant Pand 

注: A: 重组 Pand 反应最适温度; B: 重组 Pand 热稳定性. 

Note: A: Optimal temperature of recombinant Pand; B: Thermostability of recombinant Pand. 
 

 
 

图 5  重组 Pand 反应最适 pH 和 pH 稳定性 
Fig. 5  Optimal pH and pH stability of recombinant Pand 

注: A: 重组 Pand 反应最适 pH; B: 重组 Pand 的 pH 稳定性. 

Note: A: Optimal pH of recombinant Pand; B: pH stability of recombinant Pand. 
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2.5  酶转化合成 β-丙氨酸底物、产物及加酶量

对酶转化的影响 

不同浓度底物 L-天冬氨酸对重组酶 Pand 转

化反应的影响: 结果如图 6 所示, 随着底物 L-

天冬氨酸浓度的升高, 重组酶比酶活逐渐降低, 

底物对重组酶酶活有抑制作用, 且随着底物浓

度的提高抑制作用逐渐加强。 

不同浓度产物 β-丙氨酸对重组酶 Pand 转化

反应的影响: 结果如图 7 所示, 随着加入的 β-丙

氨酸量的增加, 产物 β-丙氨酸生成量逐渐降低, 

说明产物 β-丙氨酸对酶转化反应产生了抑制, 

为考察该抑制是否为可逆性抑制, 进一步进行

超滤测酶活, 计算比酶活, 结果如图 7 所示, 随 

 

 
图 6  底物 L-天冬氨酸浓度对酶转化反应的影响 
Fig. 6  Effect of substrate concentration on conversion 

 

 
 

图 7  产物 β-丙氨酸浓度对酶转化反应的影响 
Fig. 7  Effect of product concentration on conversion 

着加入 β-丙氨酸量的增加, 重组酶比酶活没有

发生变化, 由以上实验结果得出, 产物 β-丙氨

酸对酶转化反应有抑制作用, 但该抑制为可逆

性抑制。 

不同转化方式对重组酶转化反应的影响 : 

结果如图 8 所示, 一次性加入液体天冬氨酸钠

底物, 加酶量在 10 000 U/g 底物时, 100 g/L 底

物转化率为 100%, pH 变化范围 7.0−9.2; 分批加

入液体天冬氨酸钠底物, 加酶量在 10 000 U/g 底

物时, 100 g/L 底物转化率为 89.06%; 分批加入

固体天冬氨酸底物, 加酶量在 3 000 U/g 底物时, 

100 g/L 底物转化率为 97.8%, pH 变化范围   

4.6 到 8.3。结合该重组酶的性质, 重组 Pand 在

pH 4.0−7.0 的范围内有较好稳定性, 固体底物

分批加入使 pH 维持在该重组酶 pH 稳定性较高

的范围内 , 酶活损失较少 , 且分批加入底物避

免了高浓度底物造成的酶活大幅下降的问题 , 

与其它转化方式相比较, 分批加入固体天冬氨

酸进行转化为最优的酶转化反应方式。 

3  讨论 

β-丙氨酸及其衍生物在医药、美容、食品、 

 

 
 
图 8  不同加酶量对 L-Asp 转化率的影响 
Fig. 8  Effect of the amount of enzyme on conversion 
ratio of L-Asp 
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饲料及化工等领域应用广泛, 市场需求量呈日

渐上升趋势。目前国内外 β-丙氨酸工业化生产

主要是化 学合成法 , 但是该方 法存在着 纯化

难、原料成本高、工艺条件苛刻、腈类物质污

染环境等问题, 因此酶转化法合成 β-丙氨酸作

为一种绿色经济的生产方法已成为研究的热点。 

本实验以谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 为基因

来 源 , 扩 增 其 pand 基 因 , 构 建 表 达 载 体

pET24a(+)-Pand, 转化宿主菌 E. coli BL21(DE3)

构建高表达 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的重组菌, 酶

活达到 94.16 U/mL, 为目前报道最高水平。该

重组酶在进行酶转化时高浓度的底物 L-天冬氨

酸的存在使酶活大幅下降, 产物 β-丙氨酸也会

影响酶转化速率 , 但此抑制为可逆性抑制 , 根

据该重组酶的性质特点, 选择在 37 °C 以分批

加入固体底物 L-天冬氨酸的形式进行酶转化, 

实现在加酶量为 3 000 U/g 底物时, 100 g/L 的

L-天冬氨酸转化率达到 97.8%, 基本达到完全

转化, 为其工业化应用奠定了基础。虽然该重

组酶蛋白的酶活和高浓度底物转化率较之前报

道结果均有大幅提高, 但是在转化反应过程中

仍存在着加酶量大和底物 L-天冬氨酸、产物 β-

丙氨酸对转化反应有抑制作用等问题, 可以在

此实验的基础上对以上问题进行分析解决, 改

变反应条件或者对酶的结构进行改造, 这对于

酶转化法生产 β-丙氨酸具有重要的意义。 
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