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不同水解度的豆饼粉对轮枝链霉菌发酵生产谷氨酰

胺转胺酶的影响 
 

李赟高，沐万孟，江波，袁士芳 

（江南大学食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡 214122） 

摘要：谷氨酰胺转胺酶在食品行业应用广泛，其可用轮枝链霉菌发酵生产。豆饼粉是一种廉价的富含蛋白质的工业原料，直接

用作氮源不能被轮枝链霉菌利用。本文使用 pH-STAT 法，将豆饼粉水解成 DH 为 3%、5%、7%、9%和 12%等一系列的酶解液，并

将其用作轮链霉菌的氮源。研究发现，在培养基中添加质量浓度为 20 g/L、DH=5%的豆饼粉酶解液可显著提高谷氨酰胺转胺酶的产

量，其酶活为 4.2 U/mL，具有一定的应用价值。 
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Abstract: Transglutaminase from Streptoverticillium SK4.001 was widely used in food industry, but could not directly digest the soybean 

cake powder, a cheap industrial raw material with high content of proteins. In this paper, hydrolyzed soybean cake powders with different degree 

of hydrolysis (3%, 5%, 7%, 9% and 12%) were obtained by pH-STAT method and their effects on the transglutaminase production by 

Streptoverticillium were investigated. The result showed that the yield of transglutaminase was greatly improved by using the hydrolyzate of 

soybean cake powder as nitrogen source with its content and DH being of 20 g/L and 5%, respectively, and the enzyme activity obviously 

increased to 4.2 U/mL. 
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谷氨酰胺转胺酶（Transglutaminase，简称 TGase，
E.C.2.3.2.13）是一种催化酰基转移反应的转移酶，它

可使酪蛋白、肌球蛋白和乳球蛋白等蛋白质分子之间

产生交联，从而改变食品蛋白质的功能性质[1]，因此

在食品加工业中有着广泛的应用。1989 年日本味之素

公司使用轮枝链霉菌（Streptovericillium）S-1182 菌株

生产谷氨酰胺转胺酶并投放市场，获得了巨大的经济

效益[2]。 
从轮枝链霉菌S-1182用于生产TGase开始各国学

者纷纷开始研究相关课题。1996 年 Zhu[3]等优化了轮 
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枝链霉菌的产酶培养基，使酶活提高了 4 倍，为 0.9 
U/mL。1997年Junqua[4]等优化了Streptoverticillium cin- 
namoneum 的培养基，使 TGase 的酶活提高 3 倍。1998
年Zhu[5~6]等发现Streptoverticillium mobaraense在发酵

后期，由于发酵液中的游离氨基酸与蛋白质被 TGase
作用，影响了菌体的生长和产酶，因此采用流加硫酸

铵的方法使酶活提高了 80%。 
氮源对谷氨酰胺转胺酶的生产具有十分重要的作

用，有研究认为蛋白质水解物更适宜作为氮源[7~8]。 
豆饼粉是一种廉价的富含蛋白质的工业原料，虽

然豆饼粉直接用作氮源时不能被轮枝链霉菌利用，但

是豆饼粉用酶、酸、碱水解可获得肽和氨基酸的混合

物。常忠义[9]等探讨了豆饼粉酸水解液对产谷氨酰胺

转胺酶的影响，研究发现可以较大提高酶活。由于高
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压酸水解可能会对一些营养成分造成不良影响，故用

酶水解所得的酶解液可能更适合微生物的生长和发酵

产酶。本文用 pH-STAT 法将豆饼粉水解成 DH 为 3%、

5%、7%、9%和 12%等一系列的酶解液，并将其用作

轮枝链霉菌的氮源，研究其对轮枝链霉菌产谷氨酰胺

转胺酶的影响。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
（1）菌种：轮枝链霉菌（Streptoverticillium SK 

4.001），江南大学应用酶技术实验室保藏。 
（2）主要试剂：CBZ-Gln-Gly、L-谷氨酸-γ-单羟

肟酸：Sigma 公司；还原型谷胱甘肽：华美生物工程

公司；其它试剂均为分析纯。 
（3）培养基（g/L）： 
斜面培养基：高氏 1 号：淀粉 20，硝酸钾 1，氯

化钠 0.5，硫酸镁 0.5，磷酸氢二钾 0.5，硫酸亚铁 0.01，
琼脂 20，pH 7.2~7.4。 

种子培养基：甘油 20，蛋白胨 20，酵母膏 5，硫

酸镁 2，磷酸氢二钾 2，pH 7.0。 
发酵培养基：甘油 20，蛋白胨 20，酵母膏 7.5，

硫酸镁 2，磷酸氢二钾 2，人造沸石 1，pH 7.0。 
1.2  实验仪器 

721 型分光光度计，上海精密科学仪器有限公司；

电热恒温水浴锅，上海医疗器械五厂；PHS-2 型酸度

计，上海第二分析仪器厂；HYG-Ⅱ型回转恒温调速

摇瓶柜，上海医药工业研究院。 
1.3  实验方法 
1.3.1  培养方法 

将斜面孢子以 4%的接种量接入种子培养基培

养。培养条件为：30 ℃，210 r/min，培养 24 h。然后

以 8%的接种量，接入发酵培养基。培养条件为：30 ℃，

210 r/min，培养 48 h。 
1.3.2  豆饼粉酶解方法 

反应在酶反应器内进行。 
称取 30 g 豆饼粉，在搅拌状态加入到 300 mL 的

水中煮沸 10 min，冷却至 55 ℃时进行恒温水浴，加

入 1 mol/L NaOH 溶液调 pH 至 8.0，加入蛋白酶酶液

进行酶解并开始记时，反应时不断滴加 2 mol /L NaOH
保持溶液的 pH 至 8.0，每隔 5 min 记录碱液的消耗量

直到反应达到所需水解度为止。灭酶，离心，取其上

清液，并测其蛋白质的含量。 
1.3.3  生物量测定方法 

取一定体积的发酵液，离心，取上清液测定 TGase

酶活、可溶性残余甘油量。将菌体置于 100 ℃烘箱中

加热至恒重，所得即为菌体干重。 
1.3.4  酶活测定方法 

谷氨酰胺转胺酶酶活测定方法采用比色法[1]：以

CBZ-Gln-Gly 为作用底物，L-谷氨酸-γ-单羟肟酸做标

准曲线。1 个单位的谷氨酰胺转胺酶酶活定义为 37 ℃
时1 min催化形成1 μmol的L-谷氨酸-γ-单羟肟酸的酶

量（U/mL）。 
1.3.5  蛋白质含量测定方法 

福林酚法[10]。 

2  结果与讨论 

2.1  不同氮源对谷氨酰胺转胺酶产量的影响 
表 1 为不同氮源对轮枝链霉菌产谷氨酰胺转胺酶

的影响。 
表1 不同氮源对谷氨酰胺转胺酶合成的影响 

Table 1 Different nitrogen source effect on transglutaminase 

种类 添加量(g/L) 酶活(U/mL) 终 pH 

鱼粉蛋白胨 20 3.5 6.88 

大豆蛋白胨 20 2.22 6.40 

豆饼粉 20 0.25 7.26 

酵母膏 20 2.84 6.82 
玉米浆 20 2.01 6.80 

从表 1 知豆饼粉作为氮源时轮枝链霉菌的谷氨酰

胺转胺酶的产量很低；但当氮源为鱼粉蛋白胨时，谷

氨酰胺转胺酶的酶活为 3.5 U/mL，可见鱼粉蛋白胨能

很好地被轮枝链霉菌利用。 
2.2  不同水解度的豆饼粉酶解液对产酶的影响 

按发酵培养基的配制方法，考察 20 g/L 的不同水

解度的豆饼粉酶解液和鱼粉蛋白胨对轮枝链霉菌的菌

体生长和产酶情况，结果如表 2。 
表2 豆饼粉不同水解度的酶解液对产酶的影响 

Table 2 Different DH effect on transglutaminase 

豆饼粉水解度(DH) 菌体量/(×10-2 g/mL) 酶活/(U/mL) 

3% 4.4 3.69 

5% 4.8 3.95 

7% 4.4 2.54 

9% 4.0 1.83 

12% 3.0 1.23 
对照（鱼粉蛋白胨） 4.0 3.50 

从表 2 可知，豆饼粉经酶水解后，轮枝链霉菌产

谷氨酰胺转胺酶的效率大大提高。和未经酶解的豆饼

粉相比，菌体量和酶活大大提高。当水解度为 5%时，

培养基中的酶活、菌体量和对照（鱼粉蛋白胨）相比
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都有所增加，酶活从对照的 3.5 U/mL 增加到 3.95 
U/mL，而菌体量亦从对照的 4×10-2 g/mL 提高到

4.8×10-2 g/mL。可见，当豆饼粉中的蛋白质被水解为

更小分子量的肽和氨基酸时，其可被轮枝链霉菌更好

地吸收和利用。 
另从表 2 知，随着水解度的增加，酶活和菌体量

反而有一定程度的下降，说明高水解度的豆饼粉水解

液对菌体生长和产酶有抑制作用，其抑制机理尚不清

楚。 
2.3  DH=5 的豆饼粉酶解液对产酶的影响 

用 DH=5 的豆饼粉酶解液配制一系列的培养基，

使其在培养基中的所含蛋白质的质量浓度分别为 10 
g/L、15 g/L、20 g/L、30 g/L 和 38 g/L，分别培养，并

测其酶活和菌体量。实验结果如表 3。 
表3 DH=5的不同浓度的豆饼粉酶解液对产酶的影响 

Table 3 The effect of Different concentration of soybean cake 

powder hydrolyzates (DH=5) on transglutaminase 

培养基 
蛋白质质量浓

度/(g/L) 
菌体量/(×10-2 g/mL) 酶活/(U/mL)

DH=5的 

豆饼粉 

10 4.0 2.81  

15 4.4  3.73  

20 4.8  4.20 

30 4.8  4.02  

38 4.8  3.95  
鱼粉蛋白胨 20 g/L 4.0  3.50  

从表 3 可看出，当培养基中的 DH=5 的豆饼粉为

20 g/L 时，谷氨酰胺转胺酶的酶活最高，为 4.2 U/mL。 

3  小结 

在轮枝链霉菌产谷氨酰胺转胺酶的发酵培养基

中添加质量浓度为 20 g/L、DH=5%的豆饼粉酶解液可

显著提高谷氨酰胺转胺酶的产量，其酶活为 4.2 
U/mL。 
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