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miehei. Chin J Biotech, 2021, 37(9): 3242-3252. 

摘  要: L-天冬酰胺酶能够水解 L-天冬酰胺生成 L-天冬氨酸和氨，广泛存在于微生物、植物和部分啮齿类动物的

血清中，在医药和食品行业中都具有重要应用。然而无论是在医药还是在食品行业中，L-天冬酰胺酶依然存在    

一些问题，如催化效率低、热稳定性差、产量低等。文中通过理性设计及 5′非翻译区 (5′ untranslated region, 5′ UTR)

改造提高米黑根毛霉 Rhizomucor miehei 来源的 L-天冬酰胺酶 (RmAsnase) 的酶活及蛋白表达量。结果显示，通

过同源建模结合序列比对分析构建的 6 个突变菌株中，突变酶 A344E 比酶活较野生酶提高了 1.5 倍。继而构建食

品安全菌株枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 168/pMA5-A344E，对其进行 UTR 改造，获得重组菌株 B. subtilis 

168/pMA5 UTR-A344E，其酶活较原始菌提高了 7.2 倍，对重组菌 B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E 进行 5 L 罐研

究，最终产量为 489.1 U/mL。该酶活提高的重组菌株对 L-天冬酰胺酶的工业化应用具有重要价值。 

关键词: L-天冬酰胺酶，定点突变，比酶活，UTR 改造  
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Abstract:  L-asparaginase hydrolyzes L-asparagine to produce L-aspartic acid and ammonia. It is widely distributed in 
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microorganisms, plants and serum of some rodents, and has important applications in the pharmaceutical and food industries. 

However, the poor thermal stability, low catalytic efficiency and low yield hampered the further application of L-asparaginase. 

In this paper, rational design and 5′ untranslated region (5′ UTR) design strategies were used to increase the specific enzyme 

activity and protein expression of L-asparaginase derived from Rhizomucor miehei (RmAsnase). The results showed that 

among the six mutants constructed through homology modeling combined with sequence alignment, the specific enzyme 

activity of the mutant A344E was 1.5 times higher than the wild type. Subsequently, a food-safe strain Bacillus subtilis 

168/pMA5-A344E was constructed, and the UTR strategy was used for the construction of recombinant strain B. subtilis 

168/pMA5 UTR-A344E. The enzyme activity of B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E was 7.2 times higher than that of      

B. subtilis 168/pMA5-A344E. The recombinant strain B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E was scaled up in 5 L fermenter, and 

the final yield of L-asparaginase was 489.1 U/mL, showing great potential for industrial application. 

Keywords:  L-asparaginase, site-directed mutation, specific enzyme activity, UTR strategy 

 

L-天冬酰胺酶  (EC.3.5.1.1) 能够催化 L-天

冬酰胺水解生成 L-天冬氨酸和氨[1]，广泛存在于

植物、动物和微生物中 [2-4]。细菌、酵母以及丝

状真菌在内的许多微生物都是 L-天冬酰胺酶的

理想来源，微生物来源的 L-天冬酰胺酶具有酶学

性质优异、易于大规模生产、经济效益好等特点

使其成为众多研究者的研究热点。在医药行业

中，L-天冬酰胺酶可用于治疗急性淋巴细胞白血

病、霍奇金淋巴瘤和淋巴系统恶性肿瘤等多种疾

病[5-6]。细菌来源的 L-天冬酰胺酶根据其表达的

位置可以分为 L-天冬酰胺酶Ⅰ和 L-天冬酰胺酶Ⅱ，

研究表明，只有Ⅱ型酶具有抗肿瘤活性 [7-8]。在

食品工业中，L-天冬酰胺酶可以减少油炸或烘焙

食品中致癌物质丙烯酰胺的生成 [6,9-10]。降低食

品中丙烯酰胺含量的有效措施是通过添加 L-天

冬酰胺酶[11-12]降低原料中的 L-天冬酰胺。目前，

商品化的米曲霉 Aspergillus oryzae 和黑曲霉

Aspergillus niger 来源的 L-天冬酰胺酶已广泛地

用于食品行业[13]。然而，已在应用的 L-天冬酰胺

酶的缺陷也越来越受到人们的关注。无论是在医

药行业还是食品行业中，由于作用环境的复杂

性，需要酶在较广的 pH 和温度范围内保持高的

底物转化率和酶活力。 

目前有多种蛋白质工程方法可以克服天然酶

的缺陷并提高其工业性能[14]。在 L-天冬酰胺酶的

分子修饰中，理性设计是提高酶性能的主要策略。

Long 等 [15]通过定点突变的方式构建突变菌株

G107D，突变酶的催化活力较野生型提高了 85%。

Sudhir 等[16]对活性中心外的残基进行突变，构建

突变体 D103V，突变酶的半衰期及底物亲和力均

有所增加。Verma 等[17]通过替换亚基结合表面氨

基酸残基得到几株酶活提高的突变体。 

本文首先将来源于米黑根毛霉 Rhizomucor 

miehei 的 L-天冬酰胺酶基因 RmAsnase 在大肠杆

菌 Escherichia coli 中进行克隆表达，结合同源建

模得到的 L-天冬酰胺酶三维结构以及多序列比对

结果，选择了活性中心、保守区域以外的部分位

点进行定点突变，筛选得到酶活提高的突变体。

进一步对野生酶以及突变酶的酶学性质进行研

究。在此基础上，将酶活提高的突变酶基因导入

食品安全菌株枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 中，

同时进行 UTR 改造，得到酶活提高的重组菌株

B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E，这为后续的工

业化应用奠定了实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)、E. coli JM109、

枯草芽孢杆菌 B. subtilis 168 以及质粒 pET28a、

pMA5 均由本实验室保存，含经密码子优化的   

R. miehei 来源的 L-天冬酰胺酶 RmAsnase 编码基

因的重组质粒 pET28a-RmAsnase 由生工生物工程 

(上海) 股份有限公司合成。 
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1.1.2  酶和试剂 

限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Mlu Ⅰ、Ex Taq 

DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶和 Dpn Ⅰ等购自

TaKaRa 公司。胶回收试剂盒、小量质粒提取试剂

盒等购自上海捷瑞生物工程有限公司；氨苄青霉

素、卡那霉素、异丙基-β-D-硫代半乳糖 (IPTG) 购

自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；甘油、

咪唑、氯化钠、L-天冬酰胺等均为国产分析纯。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基  (g/L)：酵母提取物 5，胰蛋白

胨 10，氯化钠 10 (固体培养基添加 1.5%的琼

脂粉 )。  

发酵培养基 (g/L)：甘油 47；酵母粉 35；

氯化铵 1.5；氯化钠 5；玉米浆 15；磷酸二氢钾 2.04；

磷酸氢二钾 2.61；七水合硫酸镁 1.85；L-天冬

酰胺 1。 

补料培养基 (g/L)：酵母粉 75；甘油 500。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计 

根据文献报道的 UTR 序列，选择合适的酶切

位点，设计合成两对同源臂引物，序列见表 1。 

1.2.2  重组表达菌株的构建 

以合成的重组质粒 pET28a-RmAsnase 为模

板，通过重叠延伸 PCR 引进突变点[18]。将重叠延

伸 PCR 产物转入 E. coli BL21(DE3) 感受态细胞

中，涂布于卡那霉素抗性的 LB 固体平板上进行

培养，挑取菌落形态正确的转化子进行培养并提

取质粒送至天霖生物科技无锡有限公司进行测序

分析，测序正确的突变体则用于表达。以重组质

粒 pET28a-A344E 为 模 板 ， pMA5-RMA-F 和 

pMA5-RMA-R 为引物，PCR 扩增，并用 BamH Ⅰ

和 Mlu Ⅰ酶切质粒 pMA5。将酶切产物与 PCR

扩增产物通过同源重组进行连接，将连接产物转

入 E. coli JM109 感受态细胞中涂布于氨苄青霉素

抗性的 LB 固体平板上过夜培养，挑取菌落形态

正确的转化子进行 PCR 鉴定，验证正确的进行培

养并提取质粒送天霖生物科技无锡有限公司进行

测序分析。挑选测序正确的菌株进行培养并抽提

质粒 pMA5-A344E。将质粒 pMA5-A344E 转化到   

B. subtilis 168 感受态细胞中，涂布在卡那霉素抗

性的 LB 固体平板上过夜培养。挑菌落形态正确

的转化子进行 PCR 鉴定，验证正确的进行培养送 

 

表 1  文中所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Sequence (5′–3′) 

R135GF AACGTATTGGCTACTCTATCTTAGAATACGATCCACTACTAGATAGCTGC 
R135GR GATAGAGTAGCCAATACGTTTGCCGTACAAAGAAACAGGTG 
A171GF TACTTCGACGGTTTCATCGTTCTTCACGGTACTGACACAATGGCATACAC 
A171GR CGATGAAACCGTCGAAGTACTCATAGTTAGCTTCGATGTCACGAGCGTT 
I173VF GACGCTTTCGTTGTTCTTCACGGTACTGACACAATGGCATAC 
I173VR TGAAGAACAACGAAAGCGTCGAAGTACTCATAGTTAGCTTCGATGTC 
V206LF GATCTCAATTACCTTTAACTGAAGTACGCAACGACGCTG 
V206LR AGTTAAAGGTAATTGAGATCCAGTGATGATTACCGTTTTACCTAGTT 
V281PF GGCCTTTACCATTACGCCCAACACATATCGCTAAATTTCGTTCTCAC 
V281PR TGGGCGTAATGGTAAAGGCCATTTAACGTCGATATCAATACCTAAGTTAACT 
A344EF CTTTTAGCTGAATTAAAAGAAGCTTGTGATCGTGGAGTTGTA 
A344ER TCTTTTAATTCAGCTAAAAGACCTTGACGAGCAGGTGC 
pMA5-RMA-F TGCAAAAAGTGAAATCAGGGGGATCCATGGATTCTCGTACTACAGCTCACGTACC 
pMA5-RMA-R GTGAATTTCGACCTCTAGAACGCGTTTATTCTTTACCAAGAAGTTGAGCGATTTC 
pMA5 UTR-RMA-F AGAGCGAAAATGCCTCACATTTGTGTATATTAGAAAGGAGGAATATATAATGGATTCTCGTACT

ACAGCTCACGTA 
pMA5 UTR-RMA-R CGAGGTGAATTTCGACCTCTAGAACGCGTTTATTCTTTACCAAGAAGTTGAGCGATTTCTT 

The underlined sequences are the mutated sites. 
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天霖生物科技无锡有限公司进行测序分析，若测

序正确，即重组菌株 B. subtilis 168/pMA5-A344E

构建成功。以相同的方法构建重组菌株 B. subtilis 

168/pMA5 UTR-A344E。 

1.2.3  L-天冬酰胺酶在大肠杆菌中的表达和纯化 

将重组菌接种于 10 mL 含卡那霉素抗性的

LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 条件下培养

12 h 后，按 1%接种量转接至 50 mL 含相同抗性

的 LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 条件下，

培养至 OD600 达 0.8–1.0 时，加入 IPTG 置于 25 ℃

摇床中培养 12 h 之后，在 4 ℃、10 000 r/min 下

离心 10 min 收集细胞，用 PBS (pH 7.4，浓度为

0.05 mol/L) 缓冲液洗涤并悬浮，并在冰水浴的条

件下用超声破碎仪破碎细胞，破碎液在低温条件

下离心 25 min，去除细胞破碎杂质后获得的上清

液用于后续的蛋白纯化。蛋白纯化的方法采用

Ni-NTA 柱亲和层析，具体过程根据公司提供的仪

器操作步骤进行。  

1.2.4  L-天冬酰胺酶在枯草芽孢杆菌中的表达 

将重组菌接种于 10 mL 含有终浓度为     

50 µg/mL 卡那霉素抗性的 LB 液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 条件下培养 12 h 后，按 1%接种

量转接到 50 mL 的 LB 液体培养基 (含终浓度为

50 µg/mL 的卡那霉素)中，37 ℃培养 24 h，培养

结束后，离心收集菌体，超声破碎后收集上清即

为粗酶液，用于酶活测定。 

1.2.5  L-天冬酰胺酶活的测定 

L-天冬酰胺酶酶活测定通过计量酶促反应生

成的氨气的量来计算。参考 Nessler 试剂法[19]测

定酶活。酶促反应体系 1 mL：800 μL 含终浓度

0.025 mol/L 底物 L-Asn 的 Tris-HCl 缓冲液，pH

调到酶的 适 pH，100 μL 稀释酶液，置于酶的

适温度的水浴锅中反应 10 min，加入 100 μL 质量

体积百分浓度为 15%的三氯乙酸溶液终止反应。

在 10 000 r/min 转速下，离心 10 min。显色的反

应体系含有 200 μL 奈斯勒试剂、200 μL 离心的上

清液、4.8 mL 的 ddH2O，室温静置反应 10 min，

测 A450。空白对照为先加入三氯乙酸终止反应，

再进行后续的水浴处理。酶活单位：在一定的反

应条件下，1 个酶活单位为每分钟产生 1 μmol 产

物 (氨气) 所需要的酶量。  

1.2.6  酶的 适温度及温度稳定性 

适温度：在 pH 7.0 的条件下，将反应体系

分别置于 30、35、40、45、50、55、60 ℃条件

下反应 10 min，测定酶活。 

温度稳定性：将纯酶先置于 30、45 ℃水浴

锅中热处理 35 h，定点取样，测定酶活，以放置

0 h 酶活为 100%。 

1.2.7  酶的 适 pH 及 pH 稳定性 

适 pH：将纯酶分别置于含有 0.025 mol/L

终浓度 L-天冬酰胺的不同 pH 缓冲液中(0.05 mol/L

醋酸盐缓冲液，pH 4.0–6.0；0.05 mol/L Tris-HCl

缓冲液，pH 7.0–8.0；0.05 mol/L 甘氨酸-NaOH 缓

冲液，pH 9.0–10.0)，于 45 ℃条件下反应 10 min，

测定酶活。 

pH 稳定性：将纯酶置于 pH 5.0–10.0 的缓冲

液中，在 4 ℃下放置 15 h， 终在 45 ℃、pH 7.0

的条件下测定残余酶活，以放置 0 h 酶活为 100%。 

1.2.8  5 L 罐发酵培养 

发酵罐发酵条件：以 10%的接种量将种子培

养基装入 5 L 发酵罐中，装液量 2.0 L，培养温度

37 ℃，通气量 4.0 vvm，转速为 600 r/min，pH 7.0  

(通过 50%氨水和补料培养基偶联实现 pH 的自动

控制)。 

2  结果与分析 

2.1  米黑根毛霉 L-天冬酰胺酶基因 RmAsnase

的克隆与表达 

从 NCBI 数据库中检索 R. miehei 来源 L-天冬

酰胺酶的基因序列，长度为 2 043 bp，合成重组

质粒 pET28a-RmAsnase，利用该质粒进行 PCR 扩

增，电泳结果如图 1A 所示，特异性条带位置与
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目标一致。将重组质粒 pET28a-RmAsnase 转入   

E. coli BL21(DE3) 感受态细胞中，构建重组菌株

E. coli BL21/pET28a-RmAsnase，按照方法 1.2.3 对

重组菌株进行诱导表达及纯化，SDS-PAGE 分析结

果见图 1B，菌株 E. coli BL21/pET28a-RmAsnase

在分子量 75 kDa 处有明显的蛋白表达条带，纯化

酶液条带单一，RmAsnase 在 E. coli BL21(DE3) 

中成功表达，比酶活为 509.1 U/mg。 

2.2  突变位点的选择 

为提高 RmAsnase 的比酶活，根据 RmAsnase

的氨基酸序列，利用在线服务器 SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/) ， 以 PDB 数 据

4R8L[20]晶体结构为模板，同源模拟 RmAsnase 的

三维结构，同时将 RmAsnase 的氨基酸序列与其

他 3 种不同来源的酶活较高的 L-天冬酰胺酶进行

对比分析，GenBank 登录号如下所示：Thermococcus 

gammatolerans EJ3 (WP_015859055.1)；Thermococcus 

kodakarensis (WP_011250607.1)；Escherichia coli   

(WP_047644811.1)。通过序列比对显示 RmAsnase

的活性位点氨基酸为：T44、Y55、S147、T178、

D179、K250。据文献报道，改变距离活力中心较

近的点，能较大地影响酶活力[21]。通过 RmAsnase

的三维结构分析结合序列比对的结果，确定突变

原则为避开活性位点，在其附近寻找保守区内的

非保守位点。 

2.3  突变体酶的构建、表达及纯化 

根据突变原则，按照 1.2.2 所述方法构建了

R135G、A171G、I173V、V206L、V281P 和 A344E

共 6 个突变株。将突变菌株进行诱导表达及纯化

后，进行 SDS-PAGE 分析，结果显示蛋白条带大

小均在 75 kDa 左右，与理论值相符 (图 2)。对收

集到的纯酶进行活性测定 (图 3)，酶活测定条件

为以 L-天冬酰胺为底物，在 pH 7.0、45 ℃条件下，

检测突变酶和野生酶的酶活。结果表明，突变酶

A344E 的比酶活与野生型相比显著提高，其比酶

活为 786.8 U/mg，为野生型比酶活的 1.5 倍。因此，

下一步将对 A344E 进行酶学性质分析及三维结构

模拟分析。 

2.4  野生酶与突变酶的酶学性质比较  

2.4.1  温度对野生酶与突变酶 A344E 酶活及稳

定性影响 

野生酶及突变酶在不同温度下的酶活结果见

图 4A，从结果来看，野生酶 适温度为 45 ℃，

而突变酶 A344E 的 适温度发生了偏移为

40 ℃，温度为 40–50 ℃时，突变酶 A344E 仍能 

 

 
 
图 1  RmAsnase 的基因克隆 (A)、表达及纯化分析 (B) 
Fig. 1  The cloning (A), expression and purification (B) of RmAsnase gene. (A) M: 10 000 marker; 1–2: gene 
RmAsnase. (B) M: protein marker; 1: E. coli BL21/pET28a crude enzyme; 2: E. coli BL21/pET28a-RmAsnase crude 
enzyme; 3: purified RmAsnase.  
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图 2  野生型 RmAsnase 和突变型 RmAsnase 的

SDS-PAGE 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of wild type and mutant 
enzymes. M: protein marker; 1: wild type enzyme; 2: 
mutant enzyme R135G; 3: mutant enzyme A171G; 4: 
mutant enzyme I173V; 5: mutant enzyme V206L; 6: 
mutant enzyme V281P; 7: mutant enzyme A344E. 

 

 
 
图 3  野生型 RmAsnase 和突变型 RmAsnase 的比酶活

对比 
Fig. 3  Comparison of specific enzyme activity between 
wild type and mutant enzymes. 
 
保持较高酶活，保留了 80%以上的活性。将野生

酶以及突变酶在 30 ℃条件下热处理 35 h 后，测

残余酶活，从结果来看，野生酶与突变酶 A344E

相对稳定，酶活基本没有损失。45 ℃条件下热处

理 20 h 后野生型酶残余活性为 58% (图 4B)，而

突变体酶的酶活性仅剩 33% (图 4B)。这表明 A344

位点对 L-天冬酰胺酶的热稳定性有一定的影响。 

2.4.2  pH 对野生酶与突变酶 A344E 酶活及稳定

性的影响 

由图 4C 可知，突变酶 A344E 与野生型酶的

适 pH 均为 7.0，当 pH 在 4.0–5.0 之间时，酶活

几乎为 0，在 pH 6.0–9.0 之间时，突变酶 A344E

的相对酶活与野生酶对比相对较高，仍保持 80%

以上的酶活性。在 pH 稳定性实验中，由图 4D 可

以得出，野生型酶和突变酶则呈现类似的规律，

但突变酶 A344E 较野生酶更为耐酸和耐碱。 

2.5  三维结构模拟分析 

利 用 在 线 服 务 器 SWISS-MODEL (http:// 

swissmodel.expasy.org/)，以 PDB 数据 4R8L[20]晶

体结构为模板，同源模拟 RmAsnase 以及 A344E

的三维结构，根据建立的三维结构模型，从氨基

酸残基空间结构变化来分析突变酶 A344E 酶活提

高的原因。图 5A 显示 A344 位于 α-螺旋处，突变

后 E344 仍可形成 α-螺旋，表明单点突变并没有

引起蛋白结构较大的变化。为进一步探究 A344E

比酶活提高的原因，利用软件 GROMACS 5.0.2

版，对蛋白分子动力学进行模拟，检测其均方根

涨落值 (Root-mean-square fluctuation，RMSF)，

RMSF 的高低能很好地表征蛋白质稳定性的好

坏。如图 6 所示，突变酶 A344E 的整体 RMSF 值

高于野生酶，说明突变后的残基使酶蛋白残基整

体变得松散进而导致酶的稳定性降低。344 位氨

基酸位于酶活性中心附近 (图 5)，由图 6 可知，

将 344 位氨基酸从丙氨酸突变成谷氨酸后，   

344 位附近区域柔韧性增加，有利于底物进入，

提高酶与底物结合区域结构的灵活性，从而导致

比酶活增加。 

2.6  RmAsnase 在枯草芽孢杆菌中的高效表达 

枯草芽孢杆菌是一种传统的模式菌株，它的

发酵基础和生产技术相对成熟，且在发酵过程中

不会产生毒副产物，通常被认为是食品安全菌株，

因此，我们选择枯草芽孢杆菌作为宿主，用来生

产 L-天冬酰胺酶。Xiao 等[22]设计了一个 5′ UTR

序列，以提高工业菌株地衣芽孢杆菌 DW2 的蛋

白质产量。这个序列只包含约 30 nt，并在打开的

阅读框之前形成一个发夹结构。该元件能够提高

纳豆激酶和角蛋白酶等靶蛋白的表达量。这种  

5′ UTR可以促进 SD序列和起始密码子的可及性， 
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图 4  温度及 pH 对 L-天冬酰胺酶活性和稳定性的影响 
Fig. 4  Optimal temperature (A), thermal stability (B), optimal pH (C) and pH stability (D) of wild type and mutant 
enzymes. 

 

 
 
图 5  氨基酸残基突变前后 RmAsnase 三维结构的对比 
Fig. 5  Comparison of protein 3-D structure between the wild type (A) and mutant enzyme (B). The green ball is the 
active site amino acid. 
 

从而提高翻译起始的效率。按照 1.2.2 的方法，以     

B. subtilis 168 为宿主，以质粒 pET28a-A344E 为

模板扩增基因片段，构建重组菌株 B. subtilis168/ 

pMA5-A344E 。 根 据 文 献 报 道 的 UTR 序 列 

(GTATATTAGAAAGGAGGAATATATA)，设计包

含 UTR 序列的引物 pMA5 UTR-RMA-F、pMA5 

UTR-RMA-R (表 1)，以 B. subtilis 168 为宿主，以

质粒 pMA5-A344E 为模板扩增基因片段，构建菌

株 B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E，对原始菌株

B. subtilis 168/pMA5-A344E 以 及 B. subtilis 

168/pMA5 UTR-A344E 于 37 ℃发酵 24 h，收集

菌体破碎细胞，获得粗酶液进行酶活测定。由   

图 7 可知，B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E 酶活

显著提高，经测定，酶活由原始的 1.7 U/mL 提高
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到 12.2 U/mL，破碎细胞上清液中粗酶液比活力

由 0.5 U/mg 提高到 3.1 U/mg。 

2.7  重组菌 B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E

的 5 L 罐发酵 

利用发酵罐进行发酵可以更好地对溶氧、

pH、消除泡沫及补料等进行实时控制，从而有利

于 L-天冬酰胺酶的生产。根据方法 1.2.8，对     

B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E 在 5 L 发酵罐中

的发酵酶活情况进行研究。从图 8 可以看出， 

22–26 h 重组菌 B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E

处于稳定期，30 h 后重组菌进入衰亡期。从各个 

 

 
 
图 6  氨基酸残基突变前后 RmAsnase RMSF 值 
Fig. 6  RMSF values between wild type and mutant 
enzymes.  

 

 
 
图 7  重组枯草芽孢杆菌的酶活测定图 
Fig. 7  Enzyme activity of recombinant Bacillus subtilis. 
1: blank control; 2: B. subtilis 168/pMA5-A344E crude 
enzyme. 3: B. subtilis 168/pMA5 UTR-A344E crude 
enzyme. 

 
 
图 8  重组菌 5 L 罐发酵结果 
Fig. 8  The fermentation profile of B. subtilis 
168/pMA5 UTR-A344E in 5 L fermenter. 
 

阶段的发酵情况可以看出，L-天冬酰胺酶的产量

随着菌体生物量的升高而升高，发酵 26 h 时菌体

生物量达到 大值，此时 L-天冬酰胺酶酶活高达

489.1 U/mL。 

3  讨论 

现已报道的 L-天冬酰胺酶中，其 适反应

条件在温度和 pH 偏好性方面与商业化应用条

件不匹配。本研究作为前人研究的补充，重点

关注温度在 40–50 ℃以及 pH 在 6.0–9.0 范围的

酶。将 R. miehei 来源的 L-天冬酰胺酶编码基因

RmAsnase 在大肠杆菌 E. coli BL21(DE3) 中进行

异源表达，将 RmAsnase 的氨基酸序列与其他    

3 种不同来源的酶活较高的 L-天冬酰胺酶进行对

比分析，根据序列比对结果以及三维结构模拟结

果，选取了活性中心附近保守区内的非保守位点

进行突变。突变酶 A344E 的比酶活为 786.8 U/mg，

是野生酶的 1.5 倍，根据分子动力学模拟结果，

突变酶 A344E 的整体 RMSF 值高于野生酶，推测

突变体 A344E 底物结合区域结构的柔韧性增加，

有利于底物进入，从而导致比酶活增加。对此还

需对该点进行饱和突变及晶体结构解析。对

A344E 酶学性质进行研究，如表 2 所示，该酶在

温度 40–50 ℃、pH 6.0–9.0 范围内仍能保持较高 
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表 2  不同来源 L-天冬酰胺酶酶学性质及微生物发酵情况比较 
Table 2  Comparison of enzymatic properties and microbial fermentation of L-asparaginase from different 
sources 

Classification Source 
Optimal

pH 

Optimal 
temperature 

(°C) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Expression 
host 

Enzyme 
production 

(U/mL) 
References

Thermophilic  
L-asparaginase 

Pyrococcus 
yayanosii 

8.0 95 1 483.00 B. subtilis 6 324.00  [23] 

Thermococcus 
gammatolerans 

8.5 85 5 381.00 nr nr [23] 

Non-thermophilic 
L-asparaginase 

B. subtilis 7.5 40 92.00 B. subtilis 407.60 [24] 

Erwinia 
carotovora 

8.0–8.5 37 430.00 E. coli 96.78 [25-27] 

Vibrio 
succinogenes 

7.3 45 200.00 nr nr [28] 

Nocardiopsis 
alba 

8.0 37 93.28 E. coli 158.10  [29-30] 

Saccharomyces 
cerevisiae 

8.8 37 196.20 P. pastoris 86.50 [31] 

Rhizomucor 
miehei 

6.0–9.0 40–50 786.80 B. subtilis 489.10 This study 

nr means not reported. 

 

的催化活力。根据来源可将 L-天冬酰胺酶人为地

分为嗜热菌 L-天冬酰胺酶和非嗜热菌 L-天冬酰胺

酶。嗜热菌 L-天冬酰胺酶的比酶活及发酵罐水平

酶活产量较高，但其作用温度要求较高，在 60 ℃

以下基本没有酶活，难以满足工业化应用。目前

已报道的非嗜热菌来源的 L-天冬酰胺酶 pH 作用

范围往往为中性或偏碱性，本研究构建的重组  

L-天冬酰胺酶 适 pH 范围为 6.0–9.0，在弱酸性

条件下也能保持 80%以上的酶活，进一步拓宽了

L-天冬酰胺酶在食品、医药行业中的应用，且其

比酶活与大部分非嗜菌热来源的 L-天冬酰胺酶相

比处于较高水平 (表 2)，其对环境变化高度适应，

这与大部分报道的 L-天冬酰胺酶相比具有明显的

优势，初步具备了工业化应用特征。 

目前商业化的 L-天冬酰胺酶主要由非食品级

菌株大肠杆菌及生长周期较长的曲霉生产，大肠

杆菌发酵生产 L-天冬酰胺酶产量低且容易产生内

毒素等有害物质，不利于其在食品及医药行业中的

应用。为契合实际应用，进一步将突变体基因导入

食品安全菌株枯草芽孢杆菌中，在此基础上利用

UTR 改造策略，提高突变体酶蛋白在枯草芽孢杆

菌中的表达量，其酶活相比于原始菌株提高了 

7.2 倍，对重组菌 B. subtilis168/pMA5 UTR-A344E

进行 5 L 罐研究， 终产量为 489.1 U/mL。本研

究构建的重组 L-天冬酰胺酶生产菌的比酶活及发

酵罐产酶水平还有一定的提升空间，接下来可以

尝试分子改造、发酵过程优化等策略来进一步提

高其比酶活及发酵罐产酶水平。 
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