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摘  要：【目的】构建产 AMP 脱氨酶的重组毕赤酵母(Pichia pastoris GS115)菌株，并初步优化

其发酵条件。【方法】以鼠灰链霉菌(Streptomyces murinus)基因组为模板 PCR 扩增获得腺苷酸

脱氨酶基因 AMPD，以 pGAP9K 为载体构建重组表达质粒 pGAP9K-AMPD 并通过电转化法转

入 Pichia pastoris GS115，筛选转化子对其酶活进行测定，并初步优化其发酵条件。【结果】构

建了毕赤酵母重组菌，通过分光光度法测定，显示重组菌有明显的酶活；初步优化发酵条件为：

该重组菌最适发酵培养基为：甘油 2%，蛋白胨 2%，酵母膏 1%，KH2PO4 0.5%，MgSO4·7H2O 

0.05%，pH 6.0；发酵条件为：接种龄 24 h，转接量 3%，30 °C﹑200 r/min 培养 96 h，取发酵

上清液测定酶活，重组菌腺苷酸脱氨酶酶活达到 2 230±60 U/mL。【结论】构建了一株产 AMP

脱氨酶活性较高的重组毕赤酵母菌株，并通过优化发酵条件使其酶活达到 2 230±60 U/mL。为

AMP 脱氨酶工业化生产奠定了一定的基础。 
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Abstract: [Objective] We constructed a recombinant Pichia pastoris GS115 strain to produce AMP 
deaminase and optimized the fermentation conditions. [Methods] The AMPD gene was amplified 
from Streptomyces murinus and cloned into the expression plasmid pGAP9K, the recombinant 
expression plasmid was transformed into Pichia pastoris GS115 by electrotransformation. 
Furthermore, we determined the AMP deaminase activity of positive transformants. Finally, we 
optimized the fermentation conditions. [Results] We constructed a recombinant P. pastoris GS115 
strain (P. pastoris GS115/pGAP9K-AMPD) that showed AMP deaminase activity. The fermentation 
conditions of the recombinant strain were studied. The results showed that the optimum fermentation 
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medium of the recombinant strain contains 2% glycerin, 2% peptone, 1% yeast extract, 0.5% 
KH2PO4 and 0.05% MgSO4·7H2O (pH 6.0). And the recombinant enzyme activity of fermentation 
supernatant was 2 230±60 U/mL with 3% of inoculation amount, 24 hours of seed time, 96 hours for 
200 r/min at temperature of 30 °C. [Conclusion] We constructed a recombinant P. pastoris GS115 
strain that showed AMP deaminase activity about 2 230±60 U/mL under optimized fermentation 
conditions. This research is helpful to advance the industrial production of AMP deaminase. 

Keywords: AMP deaminase, Streptomyces murinus, Pichia pastoris, Recombinant expression, 
Fermentation optimization 

腺苷酸脱氨酶(AMP deaminase，EC 3.5.4.6)是

一种氨基水解酶，它可将腺苷酸嘌呤碱基上的氨基

脱去，生成肌苷酸(IMP)和 NH3。IMP 可用于生产

药品、强力味精以及呈味核苷酸，而 NH3 可以作

为细胞的 H+缓冲剂[1-2]。另外，AMP 脱氨酶是嘌

呤核苷酸代谢循环中的三种主要酶类之一，对于维

持机体免疫力[3]和腺苷酸能荷[4]具有重要作用。因

此，它是工业生产中一种重要的酶。 

AMP 脱氨酶广泛存在于各种生物体内，包括

微生物、动物以及人体内，其最早由鼠骨骼肌，随

后又由人红血细胞制备。目前工业生产中通常由酵

母、青霉、毛霉及曲霉等微生物发酵产 AMP 脱氨

酶，但是在酶的活性及稳定性等方面存在很多问 

题[5]。因此，利用基因重组技术，将微生物来源的

AMP 脱氨酶基因在特定宿主中进行重组表达，可

以有效改善上述问题。现在国内关于 AMP 脱氨酶

基因重组表达的研究鲜见报道，国外关于该酶重组

表达的研究较少，仅日本在专利中报道过一次[6]。

毕赤酵母作为一种真核表达系统，它既具有了原核

表达系统操作简单、生长快速、易于培养等优点，

还具有原核表达系统所不具有的特点，如外源蛋白

稳定性好、分泌量大、易于纯化以及对外源蛋白进

行翻译后修饰等[7]。三磷酸甘油醛脱氢酶启动子

(pGAP)是一种组成型启动子，不需要甲醇诱导，

因而避免了甲醇带来的危害，并且在发酵过程中不

需要进行碳源转换，操作方便，大大缩短了发酵周

期，提高了生产效率[8-11]。本实验通过基因重组技

术，利用 pGAP 组成型启动子，实现了鼠灰链霉菌

AMP 脱氨酶基因在毕赤酵母中的重组表达，并对

该重组菌摇瓶发酵条件进行了优化，为后续实验奠

定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒：鼠 灰 链 霉 菌 (Streptomyces 

murinus)，Escherichia coli JM109，Pichia pastoris 

GS115 为 本 实 验 室 保 藏 。 克 隆 载 体 pMD19-T 

Simple Vector 购自 TaKaRa 公司；pGAP9K 为本实

验室保藏。 

1.1.2  主要试剂：质粒小量提取试剂盒、DNA 片

段纯化试剂盒、胶回收试剂盒购自北京博大泰克生

物技术公司；DNA 限制性内切酶、DNA marker、

Protein marker 购自 Fermentas 公司；T4 DNA 连接

酶、Ex Taq DNA 聚合酶、2×GC Buffer I、dNTPs

购自 TaKaRa 公司；Ampicillin、Kanamycin、G418、

5′-AMP 以及 PCR 引物购自上海生工生物有限公

司；其它试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  培养基：LB 培养基用于重组大肠杆菌的培

养；YEPD 培养基用于培养毕赤酵母 GS115；种子

培养基 ISP-2 (g/L)：酵母提取物 4.0，麦芽提取物

10.0，葡萄糖 4.0 (pH 7.3)，用于鼠灰链霉菌的培养；

MD 培养基用于酵母重组子的筛选；发酵培养   

基(g/L)：葡萄糖 20.0，蛋白胨 20.0，酵母膏 10.0，

KH2PO4 5.0，MgSO4·7H2O 0.5，调节 pH 6.0，用于

重组菌的发酵培养。 

1.2  方法 

1.2.1  AMP 脱氨酶基因的克隆：根据 NCBI 公布

的鼠灰链霉菌脱氨酶基因序列，设计上下游引物：
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P1：5′-CCGGAATTCGCGCCGCCGCCCCGGCAG- 

3′；P2：5′-CCGGAATTCTCACCCCCGGGCGTGCG 

CCC-3′ (下划线为 EcoR I 酶切位点)。提取鼠灰链

霉菌染色体基因组[12]，以其为模板，P1、P2 为引

物，PCR 扩增出鼠灰链霉菌 AMP 脱氨酶基因(不

含信号肽)。扩增条件为：95 °C 5 min；94 °C 30 s，

70 °C 1 min，72 °C 1.5 min，30 个循环；72 °C     

10 min。PCR 产物纯化后连 T 载体转化 JM109 感

受态，筛选阳性转化子送上海生工公司测序。 

1.2.2  重组表达载体 pGAP9K-AMPD 的构建：提

取测序正确的阳性克隆转化子 pMD19-T-AMPD，

用 EcoR I 酶切纯化回收后，与经同样酶切的

pGAP9K 载体 16 °C 连接过夜，转化 JM109 感受

态细胞，涂布 Kan 抗性平板，提取质粒，经酶切

验证阳性克隆转化子后，−70 °C 甘油管保藏。 

1.2.3  Pichia pastoris GS115 感受态细胞的制备：

具体方法见参照文献[13-14]。 

1.2.4  线性化质粒 pGAP9K-AMPD对GS115的电

转：取制备好的感受态细胞，加入 20 μL 经 Sac I

线性化的质粒，轻弹混匀，冰浴 10 min，转入已

预冷的电转杯中。然后，1 500 V、5 ms 电击一次，

向电转杯中加入等体积已预冷的 1 mol/L 无菌山梨

醇溶液，混匀。涂布 MD 平板，3−5 d 挑取单菌落

检测。 

1.2.5  阳性克隆转化子的筛选与鉴定：从 MD 平

板上挑取转化子培养后，通过蜗牛酶法提取重组子

染色体基因组，如果目的基因整合到酵母基因组

中，则可以使用引物 P1 和 P2 扩增出目的片段，

而原始菌未能扩增出目的片段。 

1.2.6  重组蛋白的 SDS-PAGE 分析：将筛选得到

的阳性酵母重组子接种于 30 mL YEPD 液体培养

基中，30 °C、200 r/min 培养 36 h。然后以 2%接

种量接种于 50 mL YEPD 液体培养基中，培养 5 d

后，取发酵上清进行 SDS-PAGE 电泳。 

1.2.7  AMP 脱氨酶酶活测定方法：分光光度法测

定 AMP 脱氨酶酶活[15-16]：用 0.1 mol/L pH 6.0 琥

珀 酸 -NaOH 缓 冲 液 将 5′-AMP 配 成 终 浓 度 为

0.1×10−3 mol/L 的反应底物。取 3 mL 反应底物于

60 °C 保温 5 min，加入 100 μL AMP 脱氨酶液，反

应 15 min 后，立即加入 3 mL 10%高氯酸终止反应，

用紫外分光光度计在 265 nm 处测定其吸光值。对

照实验方法同上，反应底物保温后用冰水预冷，加

入 3 mL 10%高氯酸终止反应后再加 100 μL 酶液。 

酶活定义：在上述条件下，每分钟吸光值改变

0.001 定义为一个酶活单位。计算公式如下：酶   

活(U/mL)=(△A265×K×10)/(0.001×T)。△A265 为反应

组与对照组吸光度的差值；K 为酶液的稀释倍数；

T 为反应时间，min。 

1.2.8  摇瓶发酵的初步优化[17-19]：通过单因素实

验以及正交实验分别考察碳源、氮源、培养基 pH、

接种龄、接种量、发酵时间等因素，从而确定该重

组菌的最适发酵培养基和发酵条件。 

2  结果与分析 

2.1  重组菌株的构建 

以鼠灰链霉菌基因组为模板，PCR 扩增获得

AMP 脱氨酶基因(不含信号肽)，大小为 1 476 bp，

与理论值相符。将目的基因与 T 载体相连，得到

重组质粒 pMD19-T-AMPD，送上海生工公司测序，

测序结果与 NCBI 公布的鼠灰链霉菌 AMPD 比对

一 致 性 达 到 99.5% 。 然 后 ， 提 取 重 组 质 粒

pMD19-T-AMPD，经 EcoR I 酶切割胶回收后，与

经同样酶酶切的 pGAP9K (该载体的具体构建过程

见 参 考 文 献 [20]) 相 连 ， 获 得 重 组 表 达 载 体

pGAP9K-AMPD。将重组表达载体 pGAP9K-AMPD

线性化后电转化 GS115，挑取单菌落进行 PCR 验

证，从而得到阳性转化子。  

2.2  重组酵母表达产物的 SDS-PAGE 分析 

参照 1.2.6，进行 SDS-PAGE 电泳。如图 1 所

示，转化子的发酵上清在 53 kD 出现一条明显的条

带，而对照菌株(P. pastoris GS115 with pGAP9K)

在该处没有条带。该条带的分子量与用 DNAMAN

软件预测的 AMP 脱氨酶分子量大小吻合，说明目

的基因已经得到了表达。 
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图 1  P. pastoris GS115 转化子表达产物的 SDS-PAGE

分析 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of expression product in P. 
pastoris GS115 transformant 
注：M：蛋白分子量标准；1：阴性对照；2：阳性转化子. 

Note: M: Protein marker; 1: Negative recombinant of GS115 
(pGAP9K); 2: Positive recombinant of GS115 
(pGAP9K-AMPD). 

 
2.3  重组菌发酵培养基的优化 

2.3.1  不同碳源对重组菌产酶的影响：以 2%蛋白

胨为氮源，分别以 2%甘油、乳糖、蔗糖、麦芽糖、

可溶性淀粉以及葡萄糖为碳源对重组菌进行摇瓶

发酵，如图 2 所示。结果表明，各种碳源对重组菌

的生长和酶活影响差别较大。其中以甘油为碳源

时，不仅菌体量达到最高，而且 AMP 脱氨酶的酶

活也最高；以葡萄糖作为碳源时，菌体量和酶活也

较好，仅次于甘油；但分别以乳糖、蔗糖、麦芽糖、

可溶性淀粉为碳源时，不仅菌体生长不好，而且酶

活很低。因此，选择甘油作为碳源。 

在以甘油为碳源时，继续考察甘油的添加量对

重组菌生长和产酶的影响。分别配制含有 0.5%、

1%、2%、3%、4%、5%甘油的发酵培养基，对重

组菌进行摇瓶培养，72 h 后取样测菌体浓度和酶

活，如图 3 所示。结果表明，当甘油浓度≤20 g/L

时，菌体浓度和酶活随着甘油浓度的增加而不断上

升；当甘油浓度>20 g/L 时，随着甘油浓度的不断 

 
 

图 2  不同碳源对菌体生长和酶活的影响 
Figure 2  Effect of different carbon sources on 
recombinant strain and activity of AMP deaminase 

 

 
 

图 3  甘油添加量对菌体生长和酶活的影响 
Figure 3  Effect of different glycerin concentration on 
recombinant strain and activity of AMP deaminase 

 
上升菌体量不再增加，而酶活在逐渐降低，这可能

是由于过高的甘油浓度对重组酶的表达有抑制  

作用。 

2.3.2  不同氮源对重组菌产酶的影响：以 2%甘油

为碳源，分别以 2% (NH4)2SO4、KNO3、麸皮、棉

籽粉、玉米浆、蛋白胨、酵母膏、牛肉膏等单一氮

源以及蛋白胨+酵母膏(2:1)、蛋白胨+牛肉膏(2:1)

复合氮源为氮源进行摇瓶发酵，72 h 后测菌体浓度

和酶活，如图 4 所示。结果表明，无机氮源产酶能

力较低且菌体生长相对较差；有机氮源更有利于促 
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图 4  不同氮源对菌体生长和酶活的影响 
Figure 4  Effect of different nitrogen sources on 
recombinant strain and activity of AMP deaminase 
注：A：硫酸铵；B：硝酸钾；C：麸皮；D：棉籽粉；E：玉

米浆；F：蛋白胨；G：酵母膏；H：牛肉膏；I：蛋白胨+酵母

膏(2:1)；J：蛋白胨+牛肉膏(2:1). 

Note: A: (NH4)2SO4; B: KNO3; C: Bran; D: Cottonseed flour; E: 
corn steep liquor; F: Tryptone; G: Yeast extract; H: Beef extract; I: 
Tryptone+Yeast extract (2:1); J: Tryptone+Beef extract (2:1). 
 

进产酶且有利于菌体的生长，其中，以蛋白胨+酵

母膏(2:1)为氮源是酶活最大。因此，选取蛋白胨+

酵母膏(2:1)作为氮源。 

2.4  重组菌发酵条件的优化 

2.4.1  接种龄对重组菌产酶的影响：分别取处于对

数生长期 12、16、20、24、28、32、36 h 的种子

液以 2%接种量转接至 50 mL 发酵培养基中，摇瓶

培养 72 h 后，取样测菌体浓度和酶活，结果如图 5

所示。结果表明，对数期内，菌体浓度随着菌龄的

增大而增加，而酶活在对数期 20 h 达到最大，之

后逐渐降低。因此，最适接种龄为 20 h。 

2.4.2  接种量对重组菌产酶的影响：将种龄为 20 h

的种子液分别以 1%、2%、3%、4%、5%的接种量

接到 50 mL 发酵培养基中，72 h 后取样测菌体浓

度和酶活，如图 6 所示。结果显示，在 1%−5%范

围内，重组菌的菌体浓度与接种量成正相关。酶活

测定结果显示在接种量为 3%时酶活最大，高于或

低于 3%接种量时酶活均有所降低。因此，最佳接

种量为 3%。 

 
 

图 5  接种龄对菌体生长和酶活的影响 
Figure 5  Effect of seed time on recombinant strain and 
activity of AMP deaminase 

 

 
 

图 6  接种量对菌体生长和酶活的影响 
Figure 6  Effect of inoculation amount on recombinant 
strain and activity of AMP deaminase 
 

2.4.3  培养基 pH 对重组菌产酶的影响：配制 pH

值分别为 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5

的 50 mL 发酵培养基，按 20 h 种龄、3%接种量接

入液体种子，72 h 后测菌体浓度和酶活，结果如图

7 所示。结果显示，pH 值为 4.0–6.0 时菌体量逐渐

增大，pH 值为 6.0–7.5 时菌体量变化不大；pH 值

为 4.0 时没有酶活，pH 为 6.0 时重组酶活性最大，

当 pH 大于 6.0 时，随着 pH 值增大酶活逐渐降低。

因此，培养基最适 pH 确定为 6.0。 

2.4.4  发酵时间对重组菌产酶的影响：配制 pH 值

为 6.0 的 50 mL 发酵培养基，按 20 h 种龄、3%接 
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图 7  培养基 pH 对菌体生长和产酶的影响 
Figure 7  Effect of medium pH on recombinant strain 
and activity of AMP deaminase 
 

种量接入液体种子，30 °C、200 r/min 摇瓶培养，

分别培养 48、60、72、84、96、108、120 h 后，

取样测酶活，结果如图 8 所示。 

2.5  正交实验 

根据正交设计原理以及对发酵培养基和发酵

条件的单因素实验结果，设计了四因素三水平的正

交实验方案，见表 1。 

正交实验结果如表 2 所示。从表中可以看出，

4 个因素对酶活影响从大到小为：碳源添加量>培

养基 pH>发酵时间>接种龄。最佳条件组合为：

A2B2C3D2。即碳源添加量为 2%，培养基 pH 为 6.0，

接种龄 24 h，发酵时间 96 h。在该条件下进行验证

试验，重组菌酶活可达到 2 230±60 U/mL。 
 

 
 

图 8  发酵时间对重组菌产酶的影响 
Figure 8  Effect of fermentation time on activity of AMP 
deaminase  

 

表 1  正交实验因素表 
Table 1  The factor of orthogonal experiment 

因素 
Factor 

碳源添加量 
Glycerin concentration (%)

培养基 pH 
Medium pH 

接种龄 
Seed time (h) 

发酵时间 
Fermentation time (h) 

1 1 5.5 16 72 
2 2 6.0 20 96 
3 3 7.0 24 120 

 

表 2  正交实验结果表 
Table 2  The results of orthogonal experiment 

实验 
Test 

A 
碳源添加量 

Glycerin concentration (%) 

B 
培养基 pH 
Medium pH 

C 
接种龄 

Seed time (h) 

D 
发酵时间 

Fermentation time (h) 

AMPD 酶活 
AMPD activity (U/mL) 

1 1 1 1 1 1 810 
2 1 2 2 2 1 940 
3 1 3 3 3 1 720 
4 2 1 2 3 2 210 
5 2 2 3 1 2 290 
6 2 3 1 2 2 130 
7 3 1 3 2 2 230 
8 3 2 1 3 2 250 
9 3 3 2 1 2 060 
x1 1 823.333 2 083.333 2 063.333 2 053.333  
x2 2 210.000 2 160.000 2 070.000 2 100.000  
x3 2 180.000 1 970.000 2 080.000 2 060.000  
R 386.667 190.000 16.667 46.667  
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3  讨论 

AMP 脱氨酶在食品、医药以及其它领域应用

广泛。目前国内外 AMP 脱氨酶工业化生产主要是

微生物发酵法，包括固态发酵法和液态发酵法，该

方法在酶的活性、稳定性以及提取纯化等方面存在

着许多问题，因此寻求一种新的方法解决上述问题

显得尤为重要。 

本实验以鼠灰链霉菌为基因来源，扩增其

AMP 脱 氨 酶 基 因 ， 构 建 重 组 表 达 载 体

pGAP9K-AMPD，电转化宿主菌 Pichia pastoris 

GS115，从而获得产 AMP 脱氨酶的重组菌。通过

单因素实验和正交实验对该重组菌摇瓶发酵条件

进行了初步优化，优化后该重组菌 AMP 脱氨酶酶

活达到 2 230±60 U/mL，约为原始菌株鼠灰链霉菌

AMP 脱氨酶表达水平的 3.7 倍(原始菌株酶活约为

600 U/mL)。另外，与米曲霉、蜂蜜曲霉等来源的

AMP 脱氨酶相比较，鼠灰链霉菌来源的 AMP 脱

氨酶具有良好的热稳定性[21]，因而在工业应用中

具有一定的优势。本研究实现了鼠灰链霉菌来源的

AMP 脱氨酶基因在毕赤酵母的胞外表达，为国内

AMP 脱氨酶的工业化应用奠定了基础。虽然该重

组 AMP 脱氨酶的活性较之前报道有了很大的提

高，但是距离工业化应用的要求还有一定的差距。

后续工作将以重组 AMP 脱氨酶的纯化和性质研究

为主，并进行工艺放大实验，以期得到更高的酶活。 
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