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由肉桂酸和氨酶法合成 L
一

苯丙氨酸 (L一he )的反应是热力学上不利的
.

因为当苯丙氨酸

解氨酶 (P he ny la la n ine
a

~
ni a勿as e

,

PA L) 被用在具有高 p H
,

高氨和相对高的肉桂 酸浓度

的环境中被认为引起 PA L 的快速失活 llJ
.

通过转化反应实验
,

证明抓离子和溶氧 的存在是

PA L 真正失活的因素
.

1 实验材料与方法

菌种
: 所用的菌株为 N C 0 6

,

是粘红酵母属 (R
.

g lu tlni s )
,

它是在南开大学生物系的粘红酵

母 100 1一0
一

6R 的基础上经紫外诱变所得到的
‘)

,

其细胞中含有诱导产生的 PAL
,

最适反应条件

为 l% 肉桂酸
,

4 m o l/LN H 3 ,

p H 1 0
,

30
O

C
.

反应液的配制 :一定量的肉桂酸
,

一定量的氨
,

由盐酸或硫酸调整溶液的 pH 值
.

细胞中酶反应性能的测定方法
:
取0

.

59 左右的湿细胞
,

加人Slnl 反应液
,

迅速搅匀
,

并放人水浴

振荡器中
,

在一定速度下振荡反应 4h 后
,

取出反应管
,

在冰浴中冷却后
,

30( 刃r/ m in 离心 1 5m in,

收集上清液
,

剩下的细胞加人p H 6一 7 的缓冲液洗涤
、

离心后
,

再加人反应液进行下一次的反应
,

如此下去
.

测上清液的组成
,

计算出酶的活力可比较含 PA L 细胞的活力稳定性
.

酶活力定义为

每小时每克湿细胞重所能转化的肉桂酸的毫克数
.

用于比较的实验都使用同一批培养的细胞
.

酶活力的测定都是在最适反应条件下进行的
.

溶氧的排除 : 把酶加人反应液后
,

把整个溶液保持在冰水浴 中并通人 N : 约 20T fu n
,

密封反

应体系使之与空气隔离后
,

放人水浴 中进行反应
.

分析方法
:
肉桂酸浓度通过测定紫外波长 278 nm 处的吸光度而得到[z].

公

2 实验结果与讨论

沪诗‘、互们卜��, -

全
‘

2
.

1 反应液中有无Q
一

存在时
,

PAL 的失活情况

配制反应液时
,

常用 H a 来调 p H 值
.

溶液中 O
一

对于 SPA 10 酵母 中的 PA L 有失 活作

用冈
,

那么对于 N C0 6 细胞中的 PA L 呢 ? 为此我们测定了分别用 H CI 和 H Z SO ; 调 p H 值的反应
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溶液中酶反应的失活情况
.

表 1 给出的结果表明 了反应溶液中的 a
一

是 N CO 6细胞中 PA L

的一个明显的失活因素
.

因此在细胞的培养
、

保存和使用过程中应避免有 Q
一

的参与
;

表 1 反应液中有无 a
一
和有无溶氧时

,

酶的反应情况 (如/批 )

有 Cl
-

10
.

12

6
.

7 1

3
.

即

酶活 (吨 肉桂酸小
无 a

一

(有 5 0 , 一

) {

1
.

77

0. 42

9
.

8 5
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.
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12
.

2 6
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.

42

9. 84
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.
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必
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.
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.

1 2

18. 54

7
.

刃
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.
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.
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2. 2 反应液中的溶妞存在时
,

PA L 的失活情况

许多酶容易被氧化而变性最终失活囚
.

在含 PA L 细胞的培养中
,

E va ns 等 [s] 发现
,

早期的

通 O :
增加细胞的产量

,

而 当细胞增殖到一定程度时
,

0 :
的存在会引起酶量的减少及 活力 的下

降
,

因此后期的培养宜用 N :
保护

.

N C 0 6菌体也可能有这个间题
,

由于条件的限制在细胞的

培养中没有进行这方面的探索
,

因此
,

我们决定在 PA L 的使用中进行溶氧排除处理
.

表 1 中

给 出了反应液通 N : 与不通 N :
时 PA L 的反应情况

.

由表中的数据可看出
,

通过N :
处理使得酶

活稳定性得到了提高
,

而且活力绝对值也增大了
,

说明溶液中存在的 O :
哪怕是自然的溶解量

也导致了酶在使用过程中的快速失活
.

注意到表 l 中排 O :
的活力下降较大的都是在加缓冲

液过夜保存后发生的 (一天连续做两批 )
,

如果在整个反应过程 中进行排 O : 并在每批实验完

成后的离心
、

洗涤
、

称量和加缓冲液过夜保存时都用 N :
保护

,

那么 PA L 的活力稳定性应会更

好
.

2. 3 细胞中的蛋白酶是否引起 PA L 的失活

用于反应的是含有 PA L 的酵母细胞
,

细胞中的蛋白酶可能引起 PAL 的分解从而使细胞的

酶活力下降
,

为了研究这个问题我们设计了这样实验 : 把含酶细胞放人 p H ro 的硼砂 理叮aO H 缓

冲溶液中
,

在与反应相同的温度和摇速下分别摇荡 4h 和 8h
,

然后离心去除上清液
,

再分别加

人反应液测 PA L 的活力
,

结果见表 2
.

由表中数据可知
,

没有 明显的证据表明有蛋白酶的失

活作用
,

因为如果主要是蛋白酶使 PA L 失活的话
,

那么从蛋 白酶作用 的时间相同来考虑
,

预

摇荡 4h 后的细胞 的第一批反应的酶活力应 与没有预摇荡的细胞的第二批反应 的酶活力相

当
,

而预摇荡 8h 后的细胞的第一批反应的酶活力应与没有预摇荡的细胞的第三批反应和预摇

荡 4h 后的细胞的第二批反应酶活力相 当
,

但实验结果并非如此
,

而是三 组数据的前三行基本

相 当
.

预摇荡处理的两种情况中前两批反应的酶活力差别较大
,

可能是预处理增加了细胞的
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通透性
,

当加人反应液 时
,

各种 因素与 PA L 的接触更容易
,

初活性更高
,

失活也更快
.

或许

PAL 蛋 白酶的作用要在体系中有 N H 3 和肉桂酸时才起作用
.

如果能用纯的 PA L 和含 PA L

细胞的反应特性进行比较
,

可能得到更有说服力的结论
.

表 2 预摇荡处理与否的 PA L 的反应批数 (北/批)

反应批数 酶活 (

没有摇荡预处理

肉桂酸

巧 87

1 1
.

03

4
.

3 6

2 11

0
.

8 1

8 湿细胞)

预摇荡 4h

18. 26

8
.

00

4. 以

预摇荡 8h

16
.

7 8

8
.

4 3

4
.

35

2. 4 PA L 的活性损失是否由酶的泄漏而引起的

用不含肉桂酸的溶液 (4m o l/L N H 3 ,

p H 10 )处理含 PA L 细胞时
,

PA L 活力快速降低[l] 的原因

是否会由于酶跑到上清液中呢 ? 如果是
,

上清液中的酶量应能反应掉足够量 的肉桂酸
,

为此

我们取出一定量的上清液按 1 :l 的体积比加人 smo l/L N H 3 ,

2 % 肉桂酸的反应液
,

在 同前 的反

应条件下反应 4h 后
,

测溶液中的肉桂酸浓度
,

结果表 明溶液中没有任何肉桂酸 的转化
,

说明

了上清液中没有有活力的 PA L 存在
,

因此 PA L 的失活不是由于酶从细胞中泄漏引起的
.

事

实上这从表 1 的数据也能够有一个说明
.

3 结 论

(l) 反应溶液中存在的 a
一

引起反应条件下 PA L 的快速失活
.

(2) 反应溶液中存在的溶氧引起反应条件下 PA L 的快速失活
.

(3) 没有明显的证据表明 PA L 的快速失活是由于细胞中的蛋 白酶所引起的
.

(4 )反应过程中含 PAL 细胞活力的下降不是由于酶从细胞中的泄漏引起的
.
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