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产碱假单胞菌产精氨酸脱亚胺酶的发酵条件优化

操 凤1，刘雪冰1，曹献英2

( 1．海南大学 材料与化工学院，海南 海口 570228; 2．海南大学 食品学院，海南 海口 570228)

摘 要: 对产碱假单胞菌产精氨酸脱亚胺酶的发酵条件进行了优化，结果表明，产碱假单胞菌产 ADI的最佳
发酵条件为: 10 g·L －1蔗糖为碳源，6 g·L －1蛋白胨为氮源，10 g·L －1精氨酸诱导物，4%的接种量和 30%的
装液量，发酵温度 29 ℃，发酵时间 24 h，摇床转速为 150 r·min －1，发酵液的初始 pH8． 5。在此条件下，产碱
假单胞菌产 ADI的酶活最高。
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精氨酸是人体非必需氨基酸，精氨酸剥夺在动物模型和临床试验中已表现出抑制肿瘤细胞生长、抑
制血管生成等作用［1］。精氨酸脱亚胺酶 ( arginine deiminase，ADI) 不可逆地将精氨酸转化为瓜氨酸和
氨［2 － 5］，是微生物精氨酸降解的第 1 步［3，5］，该酶拥有 Cys-His-Asp 结构单元的活性位点［2，5］，在高等真核
生物中还未发现此酶［3］。近年来，ADI在抗肿瘤药物研究方面得到了广泛关注，研究表明，ADI 可选择性
抑制肝癌及黑色素瘤等精氨酸缺陷型肿瘤［6 － 9］，同时可抑制白血病细胞的生长［8 － 9］，含精氨酸和不含精氨

酸的淀粉样肽均可抑制 ADI，因此，ADI 是老年痴呆病因和发病机制的研究指标［10］，还有报道认为，ADI
可抑制血管生成，因此，有望成为治疗乳腺癌的药物［11］。同时，精氨酸的降解产物瓜氨酸能广泛应用于医
药、食品、保健［12］等各个方面，具有良好的药理作用。目前，主要采用克隆支原体来源的 ADI 并表达于大
肠杆菌来生产 ADI［13 － 14］，但支原体是一种病原微生物，存在安全性隐患。探索其他来源的精氨酸脱亚胺
酶，能提高其安全性。已有研究者利用粪肠球菌［15 － 16］、铜绿假单胞菌［17］、乳酸乳球菌［18］和恶臭假单胞
菌［19］等发酵提取 ADI，但成本高，工艺不成熟［19 － 20］，因此，发酵条件的优化成了人们不断探索的课题。笔
者从南海船舶铁锈中分离、鉴定出产 ADI的产碱假单胞菌，同时对其发酵条件进行了优化，旨在为利用产
碱假单胞菌生产 ADI 及对其进一步利用提供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 菌种及培养基 产碱假单胞菌( Pseudomonas alcaligenes) 由海南大学细胞工程与基因分析实验室选
育保藏。初始发酵培养基: 酵母膏 2 g·L －1，蛋白胨 2 g·L －1，葡萄糖 10 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，

K2HP04 1 g·L －1，MgS04·7H20 0． 5 g·L －1，MnSO4·H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O
0． 005 g·L －1，L －精氨酸 10 g·L －1，pH7． 0。
1． 2 方法
1． 2． 1 种子液制备 量取 20 mL的初始发酵培养基加入 100 mL的摇瓶中，然后挑取一环活化菌种置于
摇瓶中，30 ℃恒温摇床( 150 r·min －1 ) 培养 24 h，作为种子液。
1． 2． 2 初始碳源及碳源质量浓度对 ADI 酶活的影响 取 8 支 100 mL 的洁净摇瓶备用，基础培养基均
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为:酵母膏 2 g·L －1，蛋白胨 2 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，

MnSO4·H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，L －精氨酸 10 g·L －1，pH7． 0。

其中 4 支分别加入 10 g·L －1的葡萄糖、蔗糖、山梨醇、果糖 4 种碳源，接种量 2%，装液量 20 mL，于 30 ℃
下振荡培养( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。选择酶活最高的碳源作为发酵用碳源，分别加入一定量最佳
碳源于另 4 支摇瓶，使其质量浓度为 5 ，10 ，15 ，20 g·L －1，接种量 2%，装液量 20 mL，于 30 ℃振荡培养
( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。
1． 2． 3 初始氮源及氮源质量浓度对 ADI酶活的影响 取 8支 100 mL的洁净摇瓶备用，基础培养基均为:蔗
糖 10 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·H2O 0． 1 g·L －1，

NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，L －精氨酸 10 g·L －1，pH7． 0。其中 4 支分别加入 4 g·L －1

的酵母膏、尿素、蛋白胨和牛肉膏 4种氮源，接种量 2%，装液量 20 mL，于 30 ℃下振荡培养( 150 r·min －1 ) 24
h，检测酶活。选择酶活最高的氮源作为发酵用氮源，分别加入一定量最佳氮源于另 4 支摇瓶，使其终质量浓
度为 2，4，6 ，8 g·L －1，接种量 2%，装液量 20 mL，于 30 ℃下振荡培养( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。
1． 2． 4 诱导物精氨酸质量浓度对 ADI酶活的影响 取 4 支 100 mL 的洁净摇瓶备用，基础培养基均为:
蔗糖 10 g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·
H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，pH7． 0;分别向 4 支摇瓶中加入适量 L －精
氨酸，使其终质量浓度为 2． 5 ，5 ，10，15 g·L －1，接种量 2%，装液量 20 mL，于 30 ℃下振荡培养( 150 r·
min －1 ) 24 h，检测酶活。
1． 2． 5 接种量和装液量对 ADI 酶活的影响 取 4 支 100 mL的洁净摇瓶备用，基础培养基均为:蔗糖 10
g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·H2O
0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，L －精氨酸 10 g·L －1，pH7． 0。接种量分别为
1%，2%，4%，8%，装液量 20 mL，于 30 ℃振荡培养( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。另取 4 支 100 mL 的
洁净摇瓶备用，基础培养基均为:蔗糖 10 g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，

MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，L －

精氨酸 10 g·L －1，pH7． 0。接种量为最佳接种量，装液量分别为 10 ，20 ，30，40 mL，于 30 ℃下振荡培养
( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。
1． 2． 6 发酵温度和起始 pH对 ADI酶活的影响 取 4 支 100 mL的洁净摇瓶备用，基础培养基均为:蔗糖
10 g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·
H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，L －精氨酸 10 g·L －1，pH7． 0。接种量
4%，装液量 30 mL，分别于 25，29 ，33 ，37 ℃振荡培养( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。另取 4 支 100 mL
的洁净摇瓶备用，基础培养基均为:蔗糖 10 g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·
L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·
L －1，L －精氨酸 10 g·L －1。接种量 4%，装液量均为 30 mL，培养基 pH分别为 6． 5，7． 5，8． 5，9． 5，于最佳
培养温度振荡培养( 150 r·min －1 ) 24 h，检测酶活。
1． 2． 7 发酵时间和摇床转速对 ADI酶活的影响 取 4 支 100 mL 的洁净摇瓶备用，基础培养基均为: 蔗
糖 10 g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·
H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，L －精氨酸 10 g·L －1，pH8． 5。接种量
4%，装液量均为 30 mL，分别于 29 ℃振荡培养( 150r·min －1 ) 12，24，36，48 h，检测酶活。另取 4 支 100
mL的洁净摇瓶备用，基础培养基均为:蔗糖 10 g·L －1，蛋白胨 6 g·L －1，NH4Cl 1． 5 g·L －1，K2HPO4 1 g·
L －1，MgSO4·7H2O 0． 5 g·L －1，MnSO4·H2O 0． 1 g·L －1，NaCl 0． 02 g·L －1，FeSO4·7H2O 0． 005 g·L －1，

L －精氨酸 10 g·L －1，pH8． 5。接种量 4%，装液量 30 mL，摇床转速分别为 100，150，200，250 r·min －1，于

29 ℃下培养 24 h，检测酶活。
1． 2． 8 酶活测定 反应液的获取:取 2 mL发酵液，于 7 780 r·min －1离心 5 min，弃上清，洗涤菌体，加入
2 mL的 1 g·L －1十六烷基三甲基溴化铵( CTAB) 溶液，混匀菌体，37 ℃培养箱放置 10 min，7 780 r·min －1
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离心，弃上清，加入 2 mL底物，置 37 ℃培养箱反应，梯度稀释一定倍数后检测。
酶活测定方法:在试管内加入于 1． 5 mL的 Fe3 +混酸溶液、0． 25 mL的二乙酰一肟 －硫氨脲、1 mL 的

反应液，沸水浴 10 min，冷却至室温后，在 OD530下测定吸光度，并按下列公式计算酶活( 每个优化均由此

法测定酶活) 。

酶活 = 瓜氨酸浓渡 ×稀释倍数 ×反应液体积
瓜氨酸分子量 ×转化时间 ×发酵液体积

式中，酶活单位为 U·mL －1 ;瓜氨酸浓度单位为 mg·L －1 ;反应液体积单位为 mL; 转化时间单位为 min;发
酵液体积单位为 mL。
1． 2． 9 统计分析 实验数据酶活用( x ± s ) 表示。应用 SPSS 17． 0 统计软件，通过成对样本 t检验分析各
组条件对 ADI酶活的影响。检验水准 α = 0． 05，所有实验重复 3 次。

2 结果与分析

2． 1 初始碳源及碳源质量浓度对 ADI酶活的影响 从图 1A可知，以葡萄糖、蔗糖、山梨醇、果糖为碳源
的 ADI的酶活分别为 0． 08 ，1． 49 ，0． 15 ，0． 09 U·mL －1，蔗糖是最好的碳源。从图 1B 可知，当蔗糖的质
量浓度为 10 g·L －1时，发酵液中 ADI的酶活最高，为 1． 59 U·mL －1。差异性分析表明，当蔗糖的质量浓
度小于或大于 10 g·L －1时，发酵液中的 ADI酶活均小于 10 g·L －1时的酶活，差异显著。因此，蔗糖的适
宜质量浓度为 10 g·L －1。

图 1 初始碳源及碳源质量浓度对 ADI酶活的影响
与酶活最高组相比，* 表示 P ＜ 0． 05，＊＊表示 P ＜ 0． 01，下同
Fig． 1 Effect of initial carbon source concentration on ADI activity

Compared with the initial carbon source with the highest ADI activity，* P ＜ 0． 05 and ＊＊P ＜ 0． 01，similarly hereinafter

2． 2 初始氮源及氮源质量浓度对 ADI 酶活的影响 从图 2A 可知，分别用蛋白胨和牛肉膏为氮源时，
ADI的酶活分别为 1． 48 U·mL －1和 1． 52 U·mL －1，用酵母膏和尿素作为氮源时，ADI的酶活只有0． 15 U·
mL －1和 0． 03 U·mL －1，明显低于前两者。差异性分析结果表明，分别以蛋白胨和牛肉膏为氮源时，ADI 的
酶活无明显差异，但蛋白胨的价格低于牛肉膏，因此，选择蛋白胨为氮源更经济。从图 2B 可知，当蛋白胨
的质量浓度为 6 g·L －1时，ADI的酶活为 1． 71 U·mL －1，分别明显高于 2，4，8 g·L －1时的酶活。因此，以
6 g·L －1的蛋白胨作为产碱假单胞菌的发酵氮源较好。
2． 3 诱导物精氨酸质量浓度对 ADI 酶活的影响 从图 3 可，当精氨酸质量浓度为 10 g·L －1时，ADI 的
酶活为 1． 13U·mL －1分别明显高于 2． 5，5，15 g·L －1时的 ADI 酶活。因此，诱导物精氨酸的最佳质量浓
度为 10 g·L －1。
2． 4 接种量和装液量对 ADI酶活的影响 从图 4A可知，接种量为 4%时，ADI的酶活最高，为 1． 49 U·
mL －1。从图 4B可知，装液量为 10 ～ 30 mL时( 摇瓶体积为 100 mL) ，ADI 的酶活越来越高，但超过 30 mL
后，酶活开始降低。因此，最佳的装液量为 30 mL( 30% ) 。
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图 2 初始氮源及蛋白胨质量浓度对 ADI酶活的影响
Fig． 2 Effect of initial nitrogen source concentration on ADI activity

图 3 精氨酸质量浓度对 ADI酶活的影响
Fig． 3 Effect of arginine concentration on activity of ADI

图 4 接种量和装液量对 ADI酶活的影响
Fig． 4 Effect of inoculum size and medium volume in flask on activity of ADI

2． 5 发酵温度和起始 pH对 ADI酶活的影响 从图 5A可知，发酵温度为 29 ℃时，酶活最高，低于 29 ℃
酶活较低，温度高于 29 ℃酶活明显下降，因此，最佳的发酵温度为 29 ℃。从图 5B可知，当 pH8． 5 时，ADI
的酶活最高( 1． 15 U·mL －1 ) 。
2． 6 发酵时间和摇床转速对 ADI酶活的影响 从图 6A可知，在培养前期 ADI 的酶活上升，24 h 产酶量
最高，为 1． 35 U·mL －1，24 h后酶活开始下降，因此，最佳培养时间为 24 h。从图 6B可知，转速为 150 r·
min －1时，ADI的酶活达到最高，为 1． 49 U·mL －1 ;超过 150 r·min －1时，ADI 的酶活下降较快，因此，确定
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150 r·min －1为最佳转速。

图 5 发酵温度和起始 pH对 ADI酶活的影响
Fig． 5 Effect of fermentation temperature and initial pH on activity of ADI

图 6 发酵时间和摇床转速对 ADI酶活的影响
Fig． 6 Effect of fermentation time and shaker rotation speed on activity of ADI．

3 讨 论

以蔗糖为碳源时 ADI的酶活最高，这可能因为葡萄糖、山梨醇、果糖中含有抑制 ADI 活性的成分，或
是蔗糖中含有促进 ADI活性的成分，也可能是因为假单胞菌中 3 种碳代谢抑制调控系统起的作用［21］，其
作用机理还有待进一步探究。以蛋白胨或牛肉膏为氮源时 ADI 酶活较高，这可能与假单胞菌中 CbrA 与
CbrB二元调控系统有关，该系统是与碳源和氮源利用有关的全局调控因子［22］。许多分解代谢酶类属于
诱导酶，加入诱导物前，菌体生长正常，但不产生所需的酶类，而加入诱导物后酶的表达才会开始，一般来

说，酶的作用底物就是该酶表达的诱导物。
接种量会影响细菌的生长繁殖速度以及发酵周期，而酶的活力与细菌生长速度和发酵周期又是密切

相关的［23］，实验结果表明，接种量为 4%时，ADI 酶活最高，说明此时菌体生长繁殖达到最理想状态。装
液量直接影响摇瓶中发酵液中的溶氧量，摇瓶体积为 100 mL，装液量为 30 mL时 ADI酶活最高，可能是因
为此时的溶氧最佳。多数细菌的最适生长温度为 25 ～ 37 ℃，但菌体生长的最适温度往往不是发酵的最
适温度。笔者发现，温度低于 29 ℃ ，酶活较低，可能由于温度低，菌体生长缓慢，造成产酶量下降;温度高
于 29 ℃，酶活明显下降，这可能是由于温度过高，菌体易衰老或部分失活，影响了酶的合成。发酵液的酸
碱度不但改变基质代谢速率，甚至改变代谢途径和细胞结构，pH8． 5 时的酶活最高，可能是因为此时的酸
碱度对基质代谢速率等的影响最小或是没有影响。
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Isolation and Identification of Cassava Bacterial Blight Pathogen

ＲEN Xiwang1，LIANG Liwen1，WANG Heming1，LIAO Hualan1，LIN Daozhe1，
LI Xiuqiong1，CHEN Yinhua1，2

( 1． Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources，Hainan University，Haikou 570228，China;

2． College of Agronomy，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Cassava bacterial blight ( CBB) is a destructive disease of cassava ( Manihot esculenta) and is caused
by Xanthomonas axonopodis pv manihotis，Xam． This disease had invoked a serious damage to cassava industry
in other countries． The pathogen of the CBB was isolated from the infected leaves collected from cassava varieties
SC8 and SC5 in Qiongzhong County，Hainan，and then purified for morphological observation，pathogenecity as-
say and biochemical assay． This pathogen was also identified by using 16S rDNA gene sequence analysis． The
results showed that the isolated pathogen was Xanthomonas axonopodis．
Key words: cassava; bacterial blight; pathogen identification; Xanthomonas axonopodis
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Optimization of Fermentation Conditions for Production
of Arginine Deiminase from Pseudomonas alcaligenes

CAO Feng1，LIU Xuebing1，CAO Xianying2

( 1． College of Materials and Chemical Engineering，Hainan University，Haikou 570228，China

2 ． College of Food Science and Technology，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Pseudomonas alcaligenes was cultured on various media to optimize fermentation conditions to produce
arginine deiminase ( ADI) ． The fermentation conditions for P． alcaligenes to produce ADI were found optimum
when 10g·L －1 sucrose was used as the carbon source，6 g·L －1 peptone as the optimal nitrogen source，10 g·
L －1 arginineas the inducer，inoculation amount was 4%，liquid volume was 30 mL per 100 mL，incubation tem-
perature was 29 ℃，initial pH was 8． 5，shaker rotation speed was 150 r·min －1 and fermentation time was 24 h．
Under these fermentation conditions the arginine deiminase produced from P． alcaligenes had the highest activities．
Key words: Pseudomonas alcaligenes; arginine deiminase; fermentation; activity
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