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培养基影响大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的研究 
 

范志华，张爱琳，何庆峰，张涛，陈一江 

（天津农学院生物工程教研室，天津 300384） 

摘要：研究培养基的成分及添加量对大肠杆菌产生抗癌药物—L-天冬酰胺酶的影响。通过对大肠杆菌培养基中碳源、氮源以及

微量元素的讨论，得知该菌株以蔗糖为碳源，添加量为 0.7%，以 0.5%牛肉膏+1.0%蛋白胨为氮源，添加 0.01%的硫酸亚铁为微量元

素，所产 L-天冬酰胺酶的比酶活达到 352.54 U/g，相比基本培养基培养提高了 31%。 
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Abstract: The effects of the components of culture medium on the production of L-asparaginase, an anti-cancer drug fermented by E.coli, 

were studied. Results showed that the highest specific activity of L-asparaginase (352.54 U/g) was achieved under such conditions: 0.7% of 

sucrose as carbon source, 0.5% of beef extract and 1.0% of peptone as nitrogen source and 0.01% of FeSO4 as trace element. The yield of 

L-asparaginase was 31% higher than that by basic medium fermentation. 
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研究发现，L-天冬酰胺是某些癌细胞生长的营养

源，但癌细胞自身不能合成 L-天冬酰胺，因此 L-天冬

酰胺酶通过对 L-天冬酰胺的水解作用能有效抑制癌

细胞的生长[1~2]。临床试验证明，L-天冬酰胺酶尤其对

急性白血病和恶性淋巴母细胞肿瘤有效[3,4]。近年来由

于其应用范围的不断扩大，采用大肠杆菌发酵生产 L-
天冬酰氨酶受到很多学者的重视，培养基的选择对于

上述问题的研究仍具有重要意义，因此本文从培养基

成分和添加比例两方面对这一问题加以讨论。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
大肠杆菌（E .coli №TN1.5885），由本教研室生物

工程中心实验室提供。 
1.2  培养基 

菌种采用基本培养基进行斜面移种和保藏。发酵

培养基按照不同影响因素配制。 
1.3  培养条件 

在 250 mL 三角瓶中进行摇瓶培养，装液量 50 
mL，摇床转速 300 r/min，培养温度 37 ℃，发酵时间 
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16~20 h。 
1.4  测定方法 

L-天冬酰胺酶活性测定参照 Nessler 试剂法[5]。

37 ℃下，1 min 催化 L-天冬酰胺水解生成 1 μmol 氨的

酶量为一个酶活力单位。再由生物量得出单位菌体的

酶活，即比酶活力（U/g）。产氨率（%）为单位菌体

的产氨量。 
菌体浓度测定采用分光光度法测定。试剂均为国

产分析纯。 

2  结果与讨论 

2.1  碳源对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影响 
2.1.1  碳源种类对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影响 

相同的培养条件下，分别选取葡萄糖、麦芽糖、

蔗糖、柠檬酸三钠、乳糖作为碳源，按 1.0%的比例添

加到液体基本培养基中，以基本培养基为对照，经发

酵产酶后测定其生物量、产氨量和比酶活。所得碳源

种类对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影响如图 1 所示。 
从图 1 中可以看出以蔗糖为碳源时，其比酶活最

高，约为 322 U/g，产氨量约为 2.45 μg/mL，生物量较

为适中。与对照实验相比，除了葡萄糖和柠檬酸三钠

作为碳源时所得比酶活减弱外，其他都有所提高。分

析原因可能是柠檬酸三钠一般作为某种特定菌种的碳
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源，生物量增加较多但比酶活不高，因而不是该菌株

产酶最适宜的碳源；葡萄糖作为碳源抑制产酶可能与

葡萄糖效应有关，葡萄糖的添加不仅改变了培养基的

渗透压使水活度减小，最主要的是葡萄糖的代谢致使

发酵后期大量有机酸的积累，降低了 pH 从而使产酶

明显受到抑制。 

 
图1 碳源种类对大肠杆菌产L-天冬酰胺酶的影响 

Fig.1 Effect of carbon source on the yield of L-asparaginase 

2.1.2  碳源添加量对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影

响 
从上述实验可知蔗糖为碳源时，其酶活力最大，

但是蔗糖的添加量也会影响到该菌株的产酶能力。据

此分别按 0.3%、0.5%、0.7%、1%以及 1.5%的比例添

加蔗糖作为碳源，在其它相同的条件下进行实验，测

定相应的比酶活和产氨率。结果如图 2 所示。 

 
图2 蔗糖添加量对大肠杆菌产L-天冬酰胺酶的影响 

Fig.2 Effect of adding amount of sucrose on the yield of 

L-asparaginase 

由图 2 可以看出，0.3%~0.7%范围内，随着蔗糖

添加量增大，其比酶活也相应地增大，最大值达到

332.5 U/g。当添加量继续增大时，其比酶活减小。产

氨率也具有相似的趋势。故选取蔗糖的添加量为 0.7%
作为碳源的添加比例。 
2.2  氮源对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影响 
2.2.1  氮源种类对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影响 

以基本培养基中添加量 1.0%的蛋白胨为固定氮

源，然后分别以添加量 0.3%的牛肉膏和酵母膏作为辅

助氮源进行比较，以添加量 0.7%的蔗糖为碳源，其余

的条件相同进行实验，测定其相应的参数。结果如表

1 所示。 
表1 辅助氮源种类对大肠杆菌产L-天冬酰胺酶的影响 

Table 1 Effect of adding amount of nitrogen source on the yield 

of L-asparaginase 

氮源 
比酶活 

/(U/g) 

产氨量 

/(μg/mL) 

生物量

/(g/L)

产氨 

率/%

0.3%牛肉膏+1.0%蛋白胨 310.86 2.345 0.888 5.28 
0.3%酵母膏+1.0%蛋白胨 284.15 1.885 0.751 4.83 

由表 1 可看出选择 0.3%牛肉膏+1.0%蛋白胨作为

该菌株的氮源时，其比酶活为 310.86 U/g，相对于 0.3%
酵母膏+1.0%蛋白胨作为氮源比酶活提高了约 9.4%。

分析原因可能是在同等条件之下，牛肉膏中所含有的

某些特殊成分比酵母膏更适于菌体的生长，从而为菌

体细胞积累 L-天冬酰胺酶提供更加丰富的氮源。 
2.2.2  氮源添加量对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影

响 
辅助氮源添加量的大小也会影响到菌株的产酶能

力。在其它相同的条件下蛋白胨的添加量不变仍为

1%，改变牛肉膏的添加量，分别为 0.2%、0.3%、0.4%、

0.5%、0.6%、0.8%以及 1%进行实验。结果如图 3 所

示。 

 
图3 牛肉膏添加量对大肠杆菌产L-天冬酰胺酶的影响 

Fig.3 Effect of adding amount of beef extract on the yield of 

L-asparaginase 

由图 3 看出，当牛肉膏添加量为 0.5%时，该菌株

所产 L-天冬酰胺酶的比酶活力最高达到 345.68 U/g，
产氨率也达到最高 5.12%。因而培养该菌株时选择

0.5%牛肉膏+1.0%蛋白胨作为最适宜的氮源。 
2.3  微量元素对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的影响 
2.3.1  微量元素种类对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶的

影响 
按添加量均为 0.05%分别选用硫酸铜、硫酸亚铁、

硫酸锌以及碳酸钙等微量元素添加到培养基中进行实

验，以不添加微量元素作为对照。其它实验条件相同，

结果如图 4 所示。 
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图4 微量元素对大肠杆菌产L-天冬酰胺酶的影响 

Fig.4 Effect of trace elements on the yield of L-asparaginase 
从图 4 中可以看出，添加 0.05%的硫酸铜和硫酸

锌对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶都会有一定的抑制作

用，碳酸钙的加入基本无影响，而硫酸亚铁的添加对

大肠杆菌 L-天冬酰胺的产生有促进作用，比酶活最高

为 341.92 U/g，相对于对照提高了 17.6%。原因在于

铁是微生物细胞内过氧化氢酶、过氧化物酶、细胞色

素与细胞氧化酶的组成元素，缺铁会使机体内的某些

代谢活性降低或丧失。大肠杆菌在铁含量不足的培养

基里培养时，不能合成足够的甲酸脱氢酶，而使其生

长和代谢受到影响。铜和锌两种微量元素抑制了酶活，

原因可能是作为诱导酶的抑制剂，使得产酶受阻。 
2.3.2  硫酸亚铁添加量对大肠杆菌产 L-天冬酰胺酶

的影响 
按照上述实验结论，以硫酸亚铁作为微量元素，

添加量分别为 0.005%、0.01%、0.02%、0.03%、0.04%、

0.05%，以不添加硫酸亚铁作为对照，在摇床上进行

发酵，取样测定相应参数，结果如图 5 所示。 

 

图5 硫酸亚铁添加量对大肠杆菌产L-天冬酰胺酶的影响 

Fig.5 Effect of FeSO4 content on the yield of L-asparaginase 

结果显示当硫酸亚铁的添加量为 0.01%~0.02%的

时该菌株所产酶的比酶活力较高，最高为 352.54 U/g，
产率也达到最高。因此选择硫酸亚铁 0.01%为最适宜

添加量。 
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试验结果表明：添加变性淀粉比添加淀粉可明显

改善样品口感，添加三聚磷酸钠未能提高样品感官评

分，添加九棍鱼可显著改善样品口感弹性，以添加20%
九棍鱼（占鱼肉）时，样品获得的综合感官评分较高，

当添加量为 30%，样品虽弹性好，但综合感官评分下

降。 

3  结论 

3.1  制作罐藏鱼饼的几个关键工艺条件为：鱼肉在

3~10 ℃的 5 倍清水漂洗 1 次；经漂洗脱水的鱼肉放入

擂溃机内擂溃，空擂 5 min、盐擂 20 min、拌擂 3 min；
擂溃成型后的鱼糜于 40 ℃放置 3 h 进行凝胶化；装罐

后的罐头经 12 min~20 min~12 min/118 ℃杀菌可使制

品获得较好的综合感官评分。 
3.2  罐头中鱼饼的配比（质量比，%）：鲮鱼肉 80、
九棍鱼肉 20（经漂洗脱水后的鱼肉），白砂糖 0.5，

盐 2，香葱 1，变性淀粉 5。 
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