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基于植物乳植杆菌产谷氨酸脱羧酶
条件发酵生产 γ-氨基丁酸

杨胜远  范根俊  刘奕盈

（岭南师范学院食品科学与工程学院，广东  湛江   524048）

摘要：［目的］改善 Lactiplantibacillus plantarum 深层发酵合成 γ-氨基丁酸（GABA）的效率。［方法］以全细胞谷氨酸脱羧

酶（GAD）活力为评价指标，通过对发酵条件和培养基进行系统考察，优化产 GAD 条件，并以产 GAD 条件为基础确立

GABA 发酵工艺。［结果］Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的最适发酵条件为 30 ℃静置培养 48 h；适宜培养基为改良 MRS

（MMRS）培养基，其组成为蛋白胨 10 g/L、牛肉膏 10 g/L、酵母膏 5 g/L、蔗糖 10 g/L、吐温 80 1.0 g/L、CH3COONa 4.8 g/L、

MnSO4 0.03 g/L、L-谷氨酸钠 8 g/L，pH 6.5。在该条件下，每升发酵液的全细胞 GAD 活力为（83.42±4.37） U，较 MRS 培

养基提高了（88.48±9.87）%。以 MMRS 发酵合成 GABA 的产量为（2.27±0.12） g/L，较 MRS 的 GABA 产量提高了

（118.27±11.09）%。［结论］通过优化产 GAD 条件改进 GABA 发酵工艺可以提高 GABA 产量。
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Lactiplantibacillus plantarum with optimized glutamate 

decarboxylase expression conditions
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Abstract: ［［Objective］］ To enhance the biosynthesis efficiency of gamma-aminobutyric acid (GABA) via submerged fermentation by 

Lactiplantibacillus plantarum. ［［Methods］］ With the activity of whole-cell glutamate decarboxylase (GAD) as an evaluation indicator, the 

GAD production conditions are optimized through systematic investigation of both fermentation conditions and culture media, and the 

fermentation process for GABA production is subsequently established based on these optimized conditions. ［［Results］］ The optimal 

fermentation conditions for GAD production by Lpb. plantarum Y-2 are static culture at 30 ℃ for 48 h in a modified MRS (MMRS) medium 

containing 10 g/L peptone,10 g/L beef extract, 5 g/L yeast extract, 10 g/L sucrose, 1.0 g/L Tween 80, 4.8 g/L CH3COONa, 0.03 g/L MnSO4, 

and 8 g/L L-monosodium glutamate at pH 6.5. Under these conditions, the activity of whole-cell GAD in per liter of fermentation broth is 

(83.42±4.37) U, which increases by (88.48±9.87)% compared with that in the MRS medium. The yield of GABA synthesized via 

fermentation in the MMRS medium reaches (2.27±0.12) g/L, representing a (118.27±11.09)% increase compared with that of fermentation 

in the MRS medium. ［［Conclusion］］ Optimizing the production conditions of GAD to enhance the GABA fermentation process serves as an 

effective strategy to boost the GABA yield.
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γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）作为哺乳动

物中枢神经系统中重要的抑制性神经递质，已被证实具

有抗抑郁［1］、降血压［2］、促进睡眠［3］及增强免疫调节［4］等多

重生理功能。随着消费者对天然保健成分需求的增长，

GABA 因其安全性高、功能明确的特点，在功能性食品与

膳食补充剂领域展现出巨大应用潜力［5］。然而，天然来源

的 GABA 含量较低，化学合成法存在高能耗、产物纯化复

杂及潜在副产物残留等问题，导致其在食品和医药领域

中的应用受限［6］。在此背景下，生物合成凭借其反应条件

温和、底物专一性强的优势，逐渐成为食品与医药级

GABA 规模化生产的核心途径。

微生物因其生长繁殖快、代谢调控便捷等特性，被视

为 GABA 生物合成的理想体系，而其中谷氨酸脱羧酶

（glutamate decarboxylase，GAD，EC4.1.1.15）作为催化 L-

谷氨酸（L-glutamic acid，L-Glu）及其盐不可逆脱羧生成

GABA 的关键限速酶，其表达水平与酶活力直接影响最

终产物转化效率［6］。因此，建立 GAD 高效表达的发酵调

控策略是提升 GABA 产量的关键突破口。

植物乳植杆菌（Lactiplantibacillus plantarum）作为一

类广泛应用于发酵食品与益生菌制剂的乳酸菌，兼具食

品安全性与功能性优势。其不仅获得欧洲食品安全局

QPS（qualified presumption of safety）资格认定及美国食品

药品监督管理局 GRAS（generally recognized as safe）认

证［7］，更依托其耐酸性强、肠道定植能力优异及代谢活性

多样的特点，展现了突出的益生潜力［8-11］。研究［12-14］表

明，通过益生菌 GAD 依赖的 L-Glu 脱羧途径能够在食品

级发酵体系中直接积累 GABA，无需复杂提取工艺，为开

发富 GABA 功能性食品（如植物性饮品、酸奶）及益生菌

制剂提供了绿色技术路径，利用植物乳植杆菌开发富含

GABA 的功能性食品的发酵工艺条件也得到优化。此

外，利用植物乳植杆菌深层发酵生产 GABA 也深受关注，

研究人员［15-17］已对不同基质发酵生产 GABA 的条件展开

了研究。然而，无论是何种发酵形式，GABA 合成效率始

终受限于 GAD 的表达量及其催化活性，而后者与菌株的

发酵条件（温度、pH、时间以及培养介质等）密切相关。然

而目前针对植物乳植杆菌 GAD 活力的特异性提升的系

统性调控策略仍鲜见报道。

研究拟以植物乳植杆菌全细胞 GAD 活力为评价指

标，通过系统优化菌株发酵体系，解析多重环境因子耦合

效应对 GAD 表达的影响规律，对植物乳植杆菌产 GAD 的

发酵条件进行研究，并在此基础上对其在 GABA 发酵生

产的应用效益进行评价，以期建立一套高产、稳定且经济

适用的发酵方案，为后续开发高活性 GAD 酶制剂及规模

化生产食品级 GABA 提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

植物乳植杆菌（Lactiplantibacillus plantarum）Y-2：岭

南师范学院绿色生物制造研究室；

L-谷氨酸钠（L-monosodium glutamate，MSG；质量分

数 99.0%）：分析纯，广东方信生物科技有限公司；

GABA（ 质 量 分 数 ≥99%）、异 硫 氰 酸 苯 酯

（phenylisothiocyanate，PITC）：分析纯，美国 Sigma公司；

乙腈、乙酸和三乙胺：色谱纯，美国 TEDIA 公司；

其余试剂为分析纯试剂或生化试剂；

MRS 培养基：蛋白胨 10 g/L，牛肉膏 10 g/L，酵母膏

5 g/L，葡 萄 糖 20 g/L，吐 温 80 1 g/L，K2HPO4 1.2 g/L， 

CH3COONa 3 g/L，柠檬酸铵 2 g/L，MgSO4 0.1 g/L，MnSO4 

0.03 g/L，参照文献［18］配制；

PSB 培养基：蛋白胨 15 g/L、牛肉膏 12.5 g/L、蔗糖

12.5 g/L、柠檬酸铵 2 g/L、CH3COONa 3 g/L、K2HPO4 0.6 g/L、

CaCl2 2.12 g/L、吐温 80 1 g/L，参照文献［19］配制；

TYG 培养基：胰蛋白胨 5 g/L、酵母膏 5 g/L、葡萄糖

10 g/L，参照文献［20］配制；

除特别说明外，各培养基 pH 均为 6.5，分装 98 mL 于

250 mL 三角瓶，121 ℃灭菌 20 min。

1.2　仪器与设备

pH 计：FE28 型，梅特勒—托利多仪器（上海）有限

公司；

高 效 液 相 色 谱 （high performance liquid 

chromatography，HPLC）仪：P1201 型，配可变波长紫外检

测器，大连依利特分析仪器有限公司；

电子分析天平：AUW120 型，日本 Shimadzu 公司；

台式高速冷冻离心机：TGL16M 型，盐城市凯特实验

仪器有限公司；

涡旋混合仪：VX-200 型，美国 Labnet公司；

数显恒温水浴锅：HH-2 型，常州荣华仪器制造有限

公司；

生化培养箱：LRH-250F 型，深圳市联翔电机有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　GABA 定量分析　将待测样品进行适当稀释，然

后参照文献［21］采用 HPLC 测定样品 GABA 含量。

1.3.2　GAD 活力测定　不同发酵条件对菌株产 GAD 的

影响可能体现在生长量和 GAD 表达量两个方面，因此采

用测定单位体积发酵液的全细胞 GAD 活力综合评价发

酵条件对 Lpb. plantarum 产 GAD 的影响。将 100 mL 发酵

液于 4 ℃、8 500 r/min 离心 20 min，弃上清液，加入 20~

30 mL 生理盐水洗涤菌体，相同条件离心收集菌体。加入

pH 5.2、0.2 mol/L MSG 溶液（溶剂为 0.2 mol/L 乙酸盐缓冲
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液）5 mL，漩涡快速混匀，立即于 45 ℃水浴恒温反应 7 h，

取 1.0 mL 于 4 ℃、8 500 r/min 离心 20 min，收集上清液采

用 HPLC 分 析 GABA 含 量 。 以 不 含 MSG 的 pH 5.2、

0.2 mol/L 乙酸盐缓冲液替代 0.2 mol/L MSG 溶液按同样

操作作为空白。GAD 活力单位定义：在上述测定条件下

1 h 生成 1 μmol GABA 所需要的酶量为 1 个酶活单位（U）。

以每升发酵液的全细胞 GAD活力表示 GAD表达量。

1.3.3　种子液的制备　吸取 1 mL 4 ℃脱脂乳培养基保藏

的 Lpb. plantarum Y-2 接入 100 mL MRS 培养基，30 ℃静

置培养 24 h，作为种子液。

1.3.4　植物乳植杆菌产 GAD 发酵条件优化　在 98 mL 

MRS 培养基中接入 2 mL 种子液，经不同条件培养后测定  

GAD 活力。

（1） 温度对产 GAD 的影响：培养基初始 pH 为 6.5，分

别于 20，25，30，35，40 ℃静置培养 48 h。

（2） 初始 pH 对产 GAD 的影响：培养基初始 pH 分别

为 5.5，6.0，6.5，7.0，7.5，8.0，于 30 ℃静置培养 48 h。

（3） 培养时间对产 GAD 的影响：培养基初始 pH 为

6.5，分别于 30 ℃静置培养 24，36，48，60，72 h。

（4） 氧对产 GAD 的影响：培养基初始 pH 为 6.5，培养

温度为 30 ℃，分别于 0，120 r/min 摇床培养 48 h。

1.3.5　植物乳植杆菌产 GAD 培养基优化　在 98 mL 初始

pH 6.5 的培养基中接入 2 mL 种子液，30 ℃静置培养 48 h，

测定 GAD 活力。试验均以 MRS 原配方为对照。

（1） 培养基对产 GAD 的影响：分别考察 MRS、PSB 和

TYG 培养基。

（2） 氮源对产 GAD 的影响：分别以大豆蛋白胨、胰蛋

白胨等量替代 MRS 培养基中的蛋白胨，其他成分与 MRS

培养基配方一致。

（3） 碳源对产 GAD 的影响：以蔗糖等量（20 g/L）替代

MRS 培养基中的葡萄糖，其他成分与 MRS 培养基配方

一致。

（4） 生长因子对产 GAD 的影响：分别或同时去除

MRS 培养基中的牛肉膏、酵母膏，其他成分与 MRS 培养

基配方一致。

（5） 缓冲盐对产 GAD 的影响：分别或同时去除 MRS

培养基中的 K2HPO4、CH3COONa、柠檬酸铵，其他成分与

MRS 培养基配方一致。

（6） 无机盐对产 GAD 的影响：分别或同时去除 MRS

培养基中的 MgSO4、MnSO4，其他成分与 MRS 培养基配方

一致。

（7） 吐温 80 对产 GAD 的影响：去除 MRS 培养基中的

吐温 80，其他成分与 MRS 培养基配方一致。

（8） MSG 对产 GAD 的影响：在 MRS 培养基中添加

5 g/L MSG，其他成分与 MRS 培养基配方一致。

1.3.6　正交试验与验证实验　根据单因素试验结果设计

正交试验进一步优化蔗糖、MSG 和 CH3COONa 的添加

量 。 将 经 正 交 试 验 优 化 的 适 宜 Lpb. plantarum Y-2 产

GAD 的培养基称为改良 MRS（modified de man， rogosa 

and sharp，MMRS）培养基，配方为：蛋白胨  10 g/L、牛肉

膏  10 g/L、酵母膏  5 g/L、蔗糖  10 g/L、吐温 80 1.0 g/L、

CH3COONa 4.8 g/L、MnSO4 0.03 g/L、MSG 8 g/L，pH 6.5。

分别将 2 mL 种子液接入 98 mL MMRS 培养基和 MRS 培

养基，于 30 ℃静置培养 48 h，测定全细胞 GAD 活力。

1.3.7　二步发酵合成 GABA　分别将 2 mL 种子液接入

98 mL MRS 和 MMRS 培养基，于 30 ℃静置发酵 48 h，然

后再分别加入 20 g/L MSG，将发酵温度调整至 42 ℃，继续

发酵 48 h，测定 GABA 产量。

1.4　数据分析

采用 IBM SPSS Statistics 19.0 软件的单因素方差分

析（ANOVA）的 Duncan（D）和独立样本 t 检验进行统计分

析。数据显著性分析结果采用字母标注于图表数据点

处，字母不同表示两组间差异显著（P＜0.05）。

2　结果与分析

2.1　植物乳植杆菌产 GAD发酵条件优化

2.1.1　温度对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　图 1 显

示，在 20~40 ℃范围内，Lpb. plantarum Y-2 均可产 GAD，

但 GAD 活力受培养温度影响较大。在 20~40 ℃范围内，

随着培养温度的升高，全细胞 GAD 活力增加（P<0.05），

当培养温度超过 30 ℃，全细胞 GAD 活力则快速下降（P<
0.05）；培养温度为 30 ℃时，全细胞 GAD 活力最高。因此，

选择 30 ℃为 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的培养温度。

曾 林 等［15］研 究 表 明 ，分 离 自 四 川 泡 菜 的 Lpb. 

plantarum BC114 发 酵 生 产 GABA 的 最 适 发 酵 温 度 为

37 ℃；Wang 等［22］研究表明，Lpb. plantarum Lp3 发酵生产

GABA 的最适发酵温度为 35 ℃。发酵生产 GABA 的实质

是利用胞内 GAD 转化 L-Glu 或其盐生成 GABA，该过程

涉及 GAD 的表达和转化反应，GAD 表达温度与反应温度

图 1　温度对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 1　Effect of temperature on GAD production by 

Lactiplantibacillus plantarum Y-2

166



| Vol.41， No.8 杨胜远等：基于植物乳植杆菌产谷氨酸脱羧酶条件发酵生产 γ-氨基丁酸

并 不 一 定 一 致 。 例 如 ，Streptococcus salivarius ssp. 

thermophilus 的产 GAD 表达温度为 37 ℃［23］，最适反应温

度为 55 ℃［24］，二者不一致。发酵生产 GABA 的最适发酵

温度是以 GABA 产量为评价指标而获得的 GAD 表达温

度与反应温度达到平衡时的温度，并非产 GAD 的适宜发

酵温度。试验中最适发酵温度（30 ℃）是发酵产 GAD 的

最适温度，因此与文献［15］和［22］发酵生产 GABA 的最

适温度（37 ℃或 35 ℃）存在区别。

2.1.2　初始 pH 对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　由

图 2 可知，全细胞 GAD 活力受培养基初始 pH 影响较大，

当培养基初始 pH 为 6.5 时，全细胞 GAD 活力最高，最有利

于 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD。培养基初始 pH 高于或低

于 6.5，全细胞 GAD 活力均显著下降（P<0.05）。因此，选

择培养基初始 pH 为 6.5。

2.1.3　培养时间对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　

图 3 显示，在 24~72 h 范围内，随着培养时间延长，全

细胞 GAD 活力呈先增后降的趋势（P<0.05）。试验是通

过测定全细胞 GAD 活力反映 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD

情况，细胞数是影响全细胞 GAD 活力的重要因素，随着

培养时间延长，部分老龄细胞会发生自溶，造成离心收集

的细胞数减少，从而导致测定的 GAD 活力下降，这可能

是全细胞 GAD 活力呈先增后降的主要原因。当培养 48 h

时，全细胞 GAD 活力最高。因此，选择 Lpb. plantarum 

Y-2 产 GAD 的培养时间为 48 h。

2.1.4　氧对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　摇床转

速会影响培养基中的溶氧量，通常转速越高则溶氧量越

大。因此，采用控制摇床转速考察氧对 Lpb. plantarum 产

GAD 的 影 响 。 由 图 4 可 知 ，静 置 培 养（0 r/min）和

120 r/min 摇床培养对 Lpb. plantarum 产 GAD 影响不大，

差异不显著（P>0.05）。结果提示该菌株 GAD 表达可不

依赖厌氧环境，这一特性有利于简化发酵工艺。综合考

虑能耗和工艺便捷性，选择静置培养较为适宜。

2.2　植物乳植杆菌产 GAD培养基优化

2.2.1　培养基对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　由

图 5 可知，培养基对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 影响很大，

MRS 培养基最有利于产 GAD，TYG 和 PSB 培养基培养的

全细胞 GAD 活力仅分别为 MRS 培养基组的（37.42±
1.32）%和（39.26±0.57）%，差异显著（P<0.05）。因此，选

择 MRS 培养基作为初始培养基进行优化。

2.2.2　氮源对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　图 6 显

示，蛋白胨和胰蛋白胨均有利于 Lpb. plantarum Y-2 产

图 2　初始 pH 对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 2　Effect of initial pH on GAD production by Lpb. 

plantarum Y-2

图 3　培养时间对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 3　Effect of culture time on GAD production by 

Lpb. plantarum Y-2

图 4　氧对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 4　Effect of oxygen on GAD production by Lpb. 

plantarum Y-2

图 5　培养基对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 5　Effect of culture medium on GAD production by 

Lpb. plantarum Y-2
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GAD，二者差异不显著（P>0.05），均显著优于大豆蛋白

胨（P<0.05）。因此 ，选择保留 MRS 培养基的蛋白胨

成分。

2.2.3　碳源对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　图 7 显

示 ，以 蔗 糖 作 为 碳 源 更 有 利 于 Lpb. plantarum Y-2 产

GAD，全细胞 GAD 活力较葡萄糖组显著提高（P<0.05）。

葡 萄 糖 是 速 效 碳 源 ，然 而 蔗 糖 较 葡 萄 糖 更 利 于 Lpb. 

plantarum Y-2 产 GAD。研究表明，蔗糖较葡萄糖也更利

于 Enterococcus faecium［25］ 和 S. salivarius ssp. 

thermophilus［23］产 GAD，说明蔗糖更适宜乳酸菌的菌体生

长与 GAD 表达，是否与蔗糖分解会产生果糖有关尚有待

研究。因此，选择将 MRS 培养基中的葡萄糖替换为蔗糖，

参考 MRS 培养基中的葡萄糖用量，以 20 g/L 蔗糖作为中

间水平通过正交试验进行优化。

2.2.4　生长因子对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　

图 8 显示，酵母膏和牛肉膏对 Lpb. plantarum Y-2 产

GAD 影响显著，单一或同时去除 MRS 培养基中的酵母膏

和牛肉膏，全细胞 GAD 活力均显著下降（P<0.05），而且

酵母膏和牛肉膏对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响呈

现协同效应。完全不添加酵母膏和牛肉膏时，全细胞

GAD 活力仅为原 MRS 培养基的（65.18±0.24）%。因此，

选择保留 MRS 培养基中的酵母膏和牛肉膏。

2.2.5　缓冲盐对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　磷

酸盐缓冲液、乙酸盐缓冲液和柠檬酸盐缓冲液的缓冲范

围分别为 pH 5.8~8.0，3.6~5.8，3.0~6.6。为了缓解乳酸菌

代谢产生的乳酸对其生长的影响，MRS 培养基使用了

K2HPO4、CH3COONa 和柠檬酸铵 3 种缓冲盐。由图 9 可

知，单一添加 CH3COONa 试验组全细胞 GAD 活力显著高

于单一添加 K2HPO4或柠檬酸铵的试验组（P<0.05），也显

著高于添加 K2HPO4、CH3COONa 和柠檬酸铵 3 种缓冲盐

的对照组，而与添加 CH3COONa 和 K2HPO4的试验组或者

添加 CH3COONa 和柠檬酸铵的试验组差异不显著（P>
0.05）。由此可见，K2HPO4 和柠檬酸铵对 Lpb. plantarum 

Y-2 产 GAD 无有益贡献，仅添加 CH3COONa 即可实现

GAD 高效表达。杨胜远等［25］研究也表明，培养基中仅添

加 CH3COONa 一种缓冲盐即可实现 E. faecium 高效表达

GAD。因此，选择去除 MRS 培养基的 K2HPO4 和柠檬酸

铵，只添加 CH3COONa，并以 MRS 培养基的 CH3COONa

图 6　氮源对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 6　Effect of nitrogen source on GAD production by 

Lpb. plantarum Y-2

图 7　碳源对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 7　Effect of carbon source on GAD production by 

Lpb. plantarum Y-2

图 8　生长因子对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 8　Effect of growth factor on GAD production by 

Lpb. plantarum Y-2

A. K2HPO4 B. CH3COONa C. 柠檬酸铵

图 9　缓冲盐对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 9　Effect of buffer salt on GAD production by Lpb. 

plantarum Y-2
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添加量（即 3 g/L）为中间水平通过正交试验进行优化。

2.2.6　无机盐对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　由

图 10 可知，添加 MnSO4试验组的全细胞 GAD 活力与添加

MgSO4和 MnSO4试验组的差异不显著（P>0.05），而不添

加 MnSO4 则全细胞 GAD 活力显著下降（P<0.05）；添加

MgSO4的试验组与未添加 MgSO4和 MnSO4的试验组的全

细胞 GAD 活力差异不显著（P>0.05）。结果表明，MgSO4

对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响不大，而 MnSO4则有

利于产 GAD。因此，选择去除 MRS 培养基中的 MgSO4，

仅添加 MnSO4。

2.2.7　吐温 80 对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　吐

温 80 是一种非离子型表面活性剂，能够乳化营养成分，降

低培养基的表面张力，使微生物细胞与培养基的接触更

加充分，有利于微生物对营养物质的吸收和利用。由

图 11 可知，添加 1 g/L 吐温 80 可显著促进 Lpb. plantarum 

Y-2 产 GAD，较不添加吐温 80 试验组提高了 21.6%。因

此，保留 MRS 培养基的吐温 80 组分。

2.2.8　MSG 对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响　图 12

显示，在 MRS 培养基中添加 5 g/L 的 MSG，全细胞 GAD

活力较不添加 MSG 的对照组提高了 17.29%。由此可见，

MSG 可显著提高 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD。L-Glu 及其

盐是 GAD 的底物，GAD 催化 L-Glu 脱羧而消耗 H+，可以

减小酸对细胞的不利影响，这是微生物的一种耐酸机

制［6，26］。基于这一耐酸机制和底物诱导作用，L-Glu 可能

对乳酸菌的生长和 GAD 表达具有促进作用。 MSG 是

L-Glu 的 一 钠 盐 ，也 是 GAD 催 化 底 物 。 MSG 对 Lpb. 

Plantarum 产 GAD 有促进作用，验证了上述 L-Glu 可通过

依赖 GAD 的耐酸机制和底物诱导作用而促进乳酸菌生

长和 GAD 表达的推断。因此，选择在 MRS 培养基中增加

MSG 组分，以 5 g/L 为中间水平通过正交试验对 MSG 添

加量进行优化。

2.2.9　正交试验　根据单因素试验结果（蛋白胨 10 g/L、

牛肉膏 10 g/L、酵母膏 5 g/L、蔗糖 20 g/L、吐温 80 1.0 g/L、

CH3COONa 3 g/L、MnSO4 0.03 g/L、MSG 5 g/L，pH 6.5），

选择蔗糖、MSG 和 CH3COONa 进行正交试验，试验因素

水平见表 1，试验设计及结果见表 2。

由表 2 可知，MSG 添加量影响最大，CH3COONa 添加

量次之，蔗糖添加量影响最小。蔗糖添加量的极差小于

空列的，说明在试验剂量范围内，蔗糖添加量对 Lpb. 

plantarum Y-2 产 GAD 的影响小于试验系统误差造成的影

响，选择试验的最低水平添加量即可。最优水平组合为

蔗糖添加量 10 g/L、MSG 添加量 8 g/L、CH3COONa添加量

4.8 g/L，该最优水平组合与试验号 3 的水平一致，试验号 3

的全细胞 GAD 活力为（76.80±2.64） U/L，显著高于其他

图 10　无机盐对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 10　Effect of inorganic salt on GAD production by 

Lpb. plantarum Y-2

图 11　吐温 80 对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 11　Effect of Tween 80 on GAD production by Lpb. 

plantarum Y-2

图 12　MSG 对 Lpb. plantarum Y-2 产 GAD 的影响

Figure 12　Effect of MSG on GAD production by Lpb. 

plantarum Y-2

表 1　试验因素与水平

Table 1　Factors and levels of orthogonal design

水平

1

2

3

A 蔗糖添加量/

（g·L-1）

10

20

30

B 空列

/

/

/

C MSG 添加量/

（g·L-1）

2

5

8

D CH3COONa

添加量/（g·L-1）

1.2

3.0

4.8
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试验组（P<0.05）。

经 单 因 素 试 验 和 正 交 试 验 优 化 的 适 宜 Lpb. 

plantarum Y-2 产 GAD 的培养基（改良 MRS 培养基）的配

方为：蛋白胨 10 g/L、牛肉膏 10 g/L、酵母膏 5 g/L、蔗糖

10 g/L、吐 温 80 1.0 g/L、CH3COONa 4.8 g/L、MnSO4 

0.03 g/L、MSG 8 g/L，pH 6.5。

2.2.10　验证实验　分别以 MMRS 培养基和 MRS 培养基

作为培养基进行验证实验，结果以 MMRS 培养基培养的

Lpb. plantarum Y-2全细胞 GAD活力为（83.42±4.37） U/L，

较 优 化 前 的 MRS 培 养 基［（44.26±2.41）U/L］提 高 了

（88.48±9.87）%，GAD 产率显著提升（P<0.05）。

由 此 可 见 ，MMRS 去 除 了 原 MRS 培 养 基 中 的

K2HPO4、柠檬酸铵和 MgSO4，新增了 MSG，总体成分较

MRS 培养基显著减少，但产 GAD 效果更好。无论是从经

济性和制作简便性，还是从 GAD 表达效价而言，MMRS

培养基均显著优于 MRS 培养基。

2.3　二步发酵合成 GABA

MSG 作为 L-Glu 的一钠盐，水溶性好，应用于发酵培

养基更为方便。为了保证有充足的 GAD 转化底物，分别

采用添加 20 g/L MSG 的 MMRS 培养基和 MRS 培养基进

行变温二步发酵合成 GABA。结果表明，MMRS 培养基

组的 GABA 产量为（2.27±0.12） g/L，较 MRS 培养基组的

提高了（118.27±11.09）%。

3　结论

植物乳植杆菌具有优良的食品安全性与益生特性，

是谷氨酸脱羧酶依赖型 γ-氨基丁酸合成的理想微生物载

体，但其谷氨酸脱羧酶表达调控体系尚需系统优化，该研

究对植物乳植杆菌 Y-2 产谷氨酸脱羧酶的发酵条件进行

了研究，并以产谷氨酸脱羧酶条件为基础对二步发酵合

成 γ-氨基丁酸的效果进行评价。结果表明，植物乳植杆

菌 Y-2 产谷氨酸脱羧酶的最适发酵条件为 30 ℃静置培养

48 h，改良 MRS培养基配方为蛋白胨 10 g/L、牛肉膏 10 g/L、

酵母膏 5 g/L、蔗糖  10 g/L、吐温 80 1.0 g/L、CH3COONa 

4.8 g/L、MnSO4 0.03 g/L、L-谷氨酸钠 8 g/L，pH 6.5。在该

条 件 下 ，每 升 发 酵 液 的 全 细 胞 谷 氨 酸 脱 羧 酶 活 力 为

（83.42±4.37） U，较 优 化 前 的 MRS 培 养 基 提 高 了

（88.48±9.87）%。改良 MRS 培养基发酵合成 γ-氨基丁酸

的产量为（2.27±0.12） g/L，较 MRS 培养基组的提高了

（118.27±11.09）%。由此可见，通过优化生物合成关键酶

的产酶条件改进 γ-氨基丁酸发酵工艺是一条有效策略。
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