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摘要  目的 }以 �2丝氨酸和吲哚为底物 o用色氨酸酶基因工程菌酶法合成 �2色氨酸 ∀方法 }以 �°×�诱导工程菌色

氨酸酶表达 o将酶活最高时的工程菌游离细胞作为转化反应的酶源 o通过纸层析分析并测定转化液中 �2色氨酸的

含量 ∀结果 }tss°̄ 反应液k�2丝氨酸 vªo吲哚 vªlvz ε 反应 w{«可积累 �2色氨酸 w q|ªo�2丝氨酸转化率为 {w qu h o

吲哚转化率为 |v qy h ∀经分离纯化所得的 �2色氨酸晶体 o在熔点 !旋光性和红外吸收光谱等方面与标准品完全一

致 ∀结论 }色氨酸酶基因工程菌能有效地催化 �2丝氨酸和吲哚合成 �2色氨酸 o进一步证明了该酶在 �2色氨酸酶法

合成中的可行性和有效性 ∀
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  �2色氨酸是人体内的重要必需氨基酸 o在医药上主

要用于制造复方氨基酸营养输液 o并可单独作为抗抑

郁剂和催眠剂 ∀色氨酸酶k∞≤w qt q|| qtl是一种依赖磷

酸吡哆醛的多功能酶 o正常情况下催化 �2色氨酸降解

生成丙酮酸 !吲哚和氨 o但在高浓度的丙酮酸和氨条件

下它也能有效地催化丙酮酸 !吲哚和氨合成 �2色氨

酸≈t  ∀此外 o在一定条件下色氨酸酶还能催化 �2丝氨

酸和吲哚合成 �2色氨酸≈u ov  ∀本文根据这一反应原理 o

以 �2丝氨酸和吲哚为底物 o利用色氨酸酶基因工程菌

酶促合成 �2色氨酸 o试图为工业化酶法生产 �2色氨酸

提供可行 !合理的工艺路线 ∀

1  材料与方法

1 .1  材料

1 .1 .1  菌株和培养基  色氨酸酶基因工程菌株 • • 2w

k本室构建l oΕ q χολι ��utk⁄∞vlk南京军区医学研究所

李光富先生惠赠l o��培养基kt h胰化蛋白胨 os qx h酵

母抽提物和 t h氯化钠l ∀

1 .1 .2  试剂  磷酸吡哆醛k°�°l !异丙基硫代半乳糖

苷k�°×�l !还原型谷胱甘肽k�≥�l和对二甲氨基苯甲醛

k°⁄��l分别购自 ≥¬ª°¤公司 !°µ²° ª̈¤公司 !中国新兴

医药保健品开发公司和上海试剂三厂 o�2丝氨酸 !�2色

氨酸k上海伯奥生物科技公司l o吲哚k上海双喜香料助

剂厂l o其它试剂均为国产分析纯 ∀

1 .1 .3  仪器  � ¦̈®°¤±高速冷冻离心机 o⁄⁄��2vss多

用途台式恒温振荡器k江苏太仓实验设备厂l o�ƒ±{x�

旋转蒸发器 k上海医械专机厂l o差示扫描量热仪

k� ·̈·̄̈µ公司l ouwt� ≤ 旋光仪k°∞ 公司l o�� °�≤×wts

红外光谱仪k�¬¦²̄ ·̈公司l ∀

1 .2  方法

1 .2 .1  工程菌色氨酸酶的诱导表达  取一个单菌落
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接种于 ��培养基 ovz ε 培养过夜以获得饱和培养物 o

将饱和培养物以 t h接种于含 �°³ktssΛªΠ°̄ l的 ��培

养基中 ovz ε 继续培养 u«后 o添加 �°×� 至终浓度

t°°²̄Π�诱导表达色氨酸酶≈w  ∀

1 .2 .2  色氨酸酶的活力测定  按 • ²²§等kt|wzl
≈x 提

出的酶活测定方法改进后进行 ∀酶的一个活力单位定

义为 }在一定反应条件下 ovz ε !ts°¬± 催化形成s qst

Λ°²̄ 吲哚所需要的酶量 ∀

1 .2 .3  �2色氨酸的酶法合成条件  在 tss°̄ s qt°²̄Π�

磷酸钾缓冲液中 o分别添加 vª�2丝氨酸 !vª吲哚 !ts°ª

°�°以及由 vss°̄ 培养液离心后收集的细菌沉淀 o调

³�{ q{后于 vz ε 摇床振荡反应 w{«∀

1 .2 .4  �2色氨酸的纸层析检测  将振摇一定时间后的

反应液经适当稀释后以 tusssµΠ°¬±离心 u°¬± o取上清

液 tsΛ̄ 进行纸层析检测k展开剂系统正丙醇2氨水2水

usΒtxΒvl o用 x°̄ s qt°²̄Π� �≤¯洗提色氨酸斑点 o于

u{s±°处进行吸光度测定≈y  ∀

2  结  果

2 .1  不同诱导时间色氨酸酶的活力测定

经 �°×�诱导 s qx ot ou ov和 w«的色氨酸酶工程菌

• • 2w o其活力测定结果见图 t ∀由图 t 可知 }诱导 t«

左右的色氨酸酶活力最高 o故选择诱导 t«的细胞作为

�2色氨酸酶法合成的酶源 ∀

图 1  不同诱导时间色氨酸酶的活力变化

2 .2  �2色氨酸的酶法合成

将由色氨酸酶工程菌催化并振摇 uw«的反应液离

心后取上清液 tsΛ̄ 进行纸层析检测 o其层析图谱见图

u ∀根据图 u中色氨酸标准品的斑点位置和大小 o可初

步认为宿主菌 ��utk⁄∞vl因含色氨酸酶活力太低 o反

应液中几乎不产生 �2色氨酸 o而由色氨酸酶工程菌催

化的反应液中产生了约为标准品 v倍量以上的转化产

物 �2色氨酸 ∀tss°̄ 反应体积k�2丝氨酸 vªo吲哚 vªl

vz ε 反应 w{«o可积累 �2色氨酸 w q|ªo�2丝氨酸转化率

为 {w qu h o吲哚转化率为 |v qy h o�2色氨酸随转化时间

的浓度变化见图 v ∀

2 .3  �2色氨酸的分离纯化

反应液中 �2色氨酸的分离纯化步骤如下 }将反应

图 2  �2色氨酸的纸层析图谱

� p宿主菌 ~� p色氨酸酶工程菌 ~≤ p色氨酸标准品

图 3  不同转化时间 �2色氨酸的浓度变化

液稀释 ts 倍以溶解沉淀的色氨酸 oxsssµΠ°¬± 离心

tx°¬± o弃细菌沉淀和残留吲哚 o收集上清液并用 u°²̄Π

��≤¯调 ³� 至 y qx o添加 t h 活性炭搅拌 !脱色 us°¬±

k{s ε l后过滤 o滤液减压浓缩kxs ε l得粗晶体 o水中重

结晶 u次 o真空抽滤 !烘干得白色片状 �2色氨酸晶体 ∀

2 .4  �2色氨酸产品的质量分析

2 .4 .1  熔点  差示扫描量热仪测定结果为 uzw qy ε o

与标准品 uzy qv ε 相差 t qz ε o见图 w ∀

图 4  �2色氨酸产品的熔点测定

2 .4 .2  旋光度  °∞2uwt� ≤ 测定结果为≈Α u{
⁄ p vt qvw o

符合5中国药典6kt||s版附录l p vs ∗ p vvβ要求 ∀

2 .4 .3  红外吸收图谱  与标准品图谱一致 o见图 x ∀

3  讨  论

3 .1  催化 �2丝氨酸和吲哚合成 �2色氨酸的酶 o除了色

氨酸酶外还有色氨酸合成酶≈z  ∀在这一酶促反应中 o尽

管色氨酸合成酶的动力学特征明显优于色氨酸酶 o但

作为底物之一的吲哚对其抑制强烈 o而色氨酸酶对
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图 5  �2色氨酸产品的红外光谱

吲哚则具有良好的稳定性≈{  ∀因此 o本文选择色氨酸酶

催化 �2丝氨酸和吲哚合成 �2色氨酸 o其研究结果进一

步证明了该酶在 �2色氨酸酶法合成中的可行性和有效

性 ∀

3 .2  色氨酸酶能有效地催化 �2丝氨酸和吲哚生成 �2

色氨酸 o但它在工业化应用上的主要困难是底物 �2丝

氨酸价格几乎与 �2色氨酸相当 o克服这一困难的重要

途径是 }以廉价的甘氨酸和甲醛为底物 o先在丝氨酸羟

甲基转移酶k≥� � ×l催化下生成 �2丝氨酸 o再在色氨酸

酶催化下 o通过添加吲哚最终生成 �2色氨酸≈|  ∀本室

已成功构建 ≥� � × 基因工程高产菌株≈ts  ∀以甘氨酸为

底物 o通过 ≥� � × 和色氨酸酶两步酶法合成 �2色氨酸

的有关工作正在进行之中 ∀

3 .3  �̈ º·²±等kt|yxl报道 o色氨酸酶晶体在 xx ∗ yx ε

维持 ts°¬±失活率达 {y h o在催化 �2色氨酸的合成反

应中其最适 ³� 为 { q{ o故本文 �2色氨酸酶法合成条件

选择反应温度 vz ε !³�{ q{ o但在特定转化反应体系及

用游离细胞作为酶源的情况下 o色氨酸酶的最适温度 !

³� 以及培养基成分 !底物用量和转化时间等方面还需

进一步的优化和完善 ∀
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妥布霉素致过敏性皮疹 1例

傅其涛k杭州 vtsssy 浙江省中医院l

  患者 o男 out风 ∀因喉痛 !鼻塞 !流涕 u§o发热 t§o

于 t|||年 u月 uy日来院就诊 ∀患者既往有青霉素过

敏史 ∀体检 }×v{ qu ε o°|s 次Π°¬± o�°txΠ| ®°¤o鼻腔少

量分泌液 o咽红充血明显 o双侧扁桃体肿大 µβ o颈软 o双

肺呼吸音粗造 ∀诊断为 }≠ 上呼吸道感染 ~� 急性扁桃

体炎 ∀给予肌注妥布霉素 o口服非那根糖浆 !百服宁片

等治疗 ∀在肌注妥布霉素针k福州金山制药厂 o批号 }

|{s|ttl{万 ∏ts°¬±后 o自觉皮肤搔痒 o继而全身皮肤

呈现粟粒样红色丘疹 o高出皮肤 o压之褪色 o以躯体及

四肢更为显著 ∀考虑为药物过敏所致 o立即肌注地塞

米松针 x°ªo并且给予息斯敏 ts°ª §́口服 o强的松

ts°ª!维生素 ≤≤ uss°ª·¬§口服 ∀次日皮疹消褪 !无搔

痒 !无色素沉着 ∀

讨论 }患者既往有青霉素过敏史 o本次在肌注妥布

霉素后很快出现皮肤搔痒及全身性字密集红色粟粒样

皮疹 o故认为此皮疹系妥布霉素过敏所致 ∀临床上妥

布霉素过敏者本人尚未见报导 ∀本例提示 }过敏体质

倾向患者 o使用妥布霉素时 o应保持高度警惕 o以防可

能会出现过敏反应 ∀

收稿日期 }t||| p sv p t{
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