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摘!要!设计并优化了植物乳杆菌发酵制备高纯度诊断用乳酸脱氢酶的技术路线*从培育的厌氧

型植物乳杆 菌 中 粗 提 乳 酸 脱 氢 酶 制 备 液!经 过 45356789:;(<7=>=> 离 子 交 换 层 析"?97@A)
6789:;(<7#=>=> 疏 水 层 析 及6789:B7CD/!%=E@7凝 胶 过 滤 等 方 法 进 行 分 离 纯 化!比 酶 活 达

&$1#>0F#GH!纯度 达00I!纯 化 倍 数 达 到!&>"倍!酶 活 力 回 收 率 为%.>1I$高 效 液 相 色 谱 和

646%?3D5电泳结果显示制得乳酸脱氢酶相对分子质量约为0$$$$!含有两个亚基!每个亚基分

子量约为.1$$$*
关键词!乳酸脱氢酶$植物乳杆菌$纯化$酶促反应
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!!乳 酸 脱 氢 酶%Q:VU:U7479AB;(H7@:<7’Q4K’

5Y&>&>&>!-&又称+34氧化酶’可用于丙酮酸盐

的检定)白血 病 和 心 肌 梗 塞 的 诊 断 等’是 一 种 常 用

的生化试剂和临床医用诊断用酶*&+’目前中国需依

赖进 口*Q4K 广 泛 存 在 于 动 物)植 物 和 微 生 物

中*"+*虽然对其 进 行 研 究 的 报 道 很 多’但 商 品 化 的

Q4K主要来源于动物组织*动物组织酶系复杂’组

分随原料来源 的 不 同 而 变 化’提 取 工 艺 复 杂’产 品
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成本高!而 细 菌 中 酶 系 稳 定!易 于 大 规 模 培 养*因

此!发酵法生产Q4K 有较大的理 论 研 究 意 义 和 实

际应用价值*
作者所在实验室分离"改良了一株乳酸脱氢酶

产生 菌###植 物 乳 杆 菌 \6!/!*该 菌 属 于 厌 氧 菌!
发酵单位低*针 对 本 菌 种 的 生 理 生 化 特 点!对 其 培

养基和发酵条件进行优化!菌体量有了较大幅度的

提高!可满足 工 业 化 生 产 要 求*进 一 步 的 研 究 发 现

其产生的Q4K 没 有 同 工 酶!也 不 需 要&!#]二 磷

酸果糖激活$#%!其 相 对 分 子 质 量"亚 基 数 量 及 酶 学

性质等方面和目前已报道的不尽相同$!%!初步认定

是一种新的乳酸脱氢酶!可应用于生化和诊断测试

Q/丙酮酸*根据 植 物 乳 杆 菌\6!/!酶 系 组 成 特 点!
设计了适合于工业化生产的提取制备技术路线*该

工艺生产Q4K具有操作简单!酶 活 力 回 收 率 高 等

优点!为细菌发酵生产乳酸脱氢酶和对该酶的进一

步研究奠定了基础*

C!材料与方法

CDC!实验材料

CDCDC!菌 种!植 物 乳 杆 菌 \6!/!!作 者 所 在 实 验

室从泡菜汁中筛选并保存*
CDCDE!培 养 基!种 子 培 养 基&H’Q()酵 母 膏%!蛋

白胨&$!葡萄糖%*发酵培养基&H’Q()麦芽糖&%!
酵母膏&%!S!K?̂ ""!乙酸铵.*
CDCDF!主要试剂及仪器!+34K)上海生工!3G/
;7<V(进口分装产品*丙酮酸钠)上海曹扬第二试剂

厂产品*牛血 清 蛋 白)上 海 丽 珠 东 风 生 物 技 术 有 限

公司生 产*Y\!!D高 速 冷 冻 离 心 机!-%"F’紫 外

可见分光光度计!上海分析仪器总厂生产*!%$R 自

制超声破碎仪)无锡超声设备有限公司加工生产*
CDE!实验方法

CDEDC!细菌的培养及细胞粗酶液的制备!斜面菌

株接到 种 子 培 养 基 中 培 养&!!&"9!按 体 积 分 数

&$I接种量接 种 到 发 酵 培 养 基 中!.$_静 置 培 养

!!!!"9*离 心 发 酵 液 收 集 菌 体!菌 体 用 缓 冲 液 悬

浮!超声波破碎!得粗酶液*粗酶液用饱和度为"$I
的硫酸铵盐析沉淀!再透析和浓缩*
CDEDE!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的制备方法

&(45356789:;(<7=>=> 阴 离 子 交 换 层 析

&!>#VG‘.$VG()体 积 流 量%GQ’GE@!磷 酸 钾 缓

冲液平衡层析柱!分别用磷酸钾缓冲液&$>!G()’Q
+:Y)(和磷酸钾缓冲液&$>.G()’Q+:Y)(分段洗脱!
收集活性吸收峰*
!(?97@A)6789:;(<7#=>=> 疏 水 层 析&&>#

VG‘.$VG()体积流量.GQ’GE@!平衡液为磷酸钾

缓冲液&$>%G()’Q&+K"(!6̂ "(!乳酸脱氢酶不吸

附!直接流出!收集活性吸收峰*
CDEDF!高纯度诊断用乳酸脱氢酶相对分子质量和

纯度的测定

&(高纯度诊断用乳酸脱氢酶的高效液相色谱

分析

最后所得的 成 品 酶 液 进 行 高 效 液 相 色 谱 法 层

析*柱 型 号)69(B7C?\̂ Z5L+ SR/0$.*流 动 相)

$>$%G()’Q磷 酸 钾a$>.G()’Q+:Y)缓 冲 液&8K
->$(*体积流量)&>$GQ’GE@*柱温)!%_*

!(高纯度诊断用乳酸脱氢酶的646/?3D5电

泳分析

最后 所 得 的 成 品 酶 液 进 行 646/?3D5 电 泳

分析*
CDEDG!酶 活 力 测 定!Q4K 在 催 化 丙 酮 酸 转 化 为

乳酸的同时!将+34K氧化成+34!使得+34K
在."$@G处的吸光 度 不 断 降 低!因 此 连 续 测 定 酶

反应过程中."$@G 处 吸 光 度 的 变 化 即 可 算 出 酶

活*酶活单位定义为)!%_时!每 分 钟 氧 化&"G()
+34K所需的酶量*

测定 混 合 液 为)$>$.G()’Q 丙 酮 酸 钠 溶 液

$>&GQ!$>$$#G()’Q+34K$>&GQ!$>&G()’Q
磷酸 钾 缓 冲 液&8K#>%(!>0GQ和$>&GQ酶 液!
于!%_监测反应体系在."$@G的吸光度变化!根

据每分钟吸光度的降低值即可计算出酶活*
CDEDH!蛋白质质量测定方法!用2;:BO(;B$.%法测

定蛋白质质量!以牛血清蛋白为标准样品*

E!结果与讨论

EDC!高纯度诊断用乳酸脱氢酶制备工艺的确定

EDCDC!离子交换层 析 对 收 集Q4K 的 影 响!离 子

交换层析是一种常用的蛋白质分离工具!具有上样

量大"纯化效 果 显 著 等 优 点!可 用 于 工 业 化 大 规 模

生产*乳酸脱氢 酶 的 等 电 点 大 约 在%>$左 右!因 此

可用4535阴离子交换剂进行分离纯化*对层析条

件的研究表明)用磷酸钾缓冲液&$>!G()’Q+:Y)(
和磷酸钾缓冲液&$>.G()’Q+:Y)(分段洗脱!45/
35离子交换柱的分离效果最佳!Q4K集中在磷酸

钾缓冲液]$>.G()’Q+:Y)的洗脱峰中*经过45/
35离子交换层析柱之后!乳 酸 脱 氢 酶 的 比 酶 活 比

先期经盐析沉 淀 的 粗 酶 液 提 高 了&$倍!酶 活 回 收

率达到0%I&相 对 上 样 前(!分 离 纯 化 效 果 十 分 显

著*结果见图&*
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图C!<6@6离子交换层析图

)-2IC!<6@6+.51&$";.,1$"8&0"2$&513

EDCDE!疏 水 层 析 对 Q4K 的 进 一 步 纯 化!经 过

4535离子交换层析柱之后!乳酸脱氢酶的比活有

了很大幅度的提高!但仍达不到市场要求!因此!需

进一步除去杂蛋白*疏水层析是近几年来新发展起

来的一种分 离 工 具!它 主 要 是 利 用 盐/水 体 系 中 样

品分子的疏 水 基 团 和 层 析 介 质 的 疏 水 配 基 之 间 疏

水力的不同而 进 行 分 离 的 技 术*据 报 道"%#!乳 酸 脱

氢酶疏水力很 强!因 此!可 以 采 用 疏 水 层 析 进 一 步

分离纯化乳酸脱氢酶*对疏水层析过程中体系盐浓

度的 研 究 发 现$当 体 系 中 盐 浓 度 为 &>$ G()%Q
&+K"’!6̂ "和$>0G()%Q&+K"’!6̂ "时!乳酸脱氢

酶与疏水介 质 结 合 紧 密!需 用$>.G()%Q&+K"’!
6̂ "才能洗脱下来!操作时间 长!效 率 低!而 且 酶 活

收率只有.$I&相 对 上 样 前’(当 体 系 中 盐 浓 度 为

$>%G()%Q&+K"’!6̂ "时!乳酸脱氢酶没有结合在

疏水柱上!但 发 现 大 部 分 杂 蛋 白 被 疏 水 柱 吸 附!此

时!乳酸脱氢酶的收率达到了1$I&相对上样前’!
比酶活比粗酶液提高了%-倍*结果如图!所示*

图E!疏水层析图

)-2IE!41.%3’+.51&$";.,1$"8&0"2$&513

EDCDF!6789:B7CDEH凝 胶 过 滤 对Q4K 的 脱 盐 作

用!经过4535离子交换层析和疏水层析之后的

乳酸脱氢酶!其 比 活 已 基 本 达 到 要 求!但 由 于 体 系

中盐含量高!因此!需对4535离子交换层析和疏

水层析之后的样品进行脱盐处理*用6789:B7CD!%
凝胶过滤进行脱盐的结果见如图.!实验发现经过

6789:B7CD!%凝胶过滤除盐之后!酶液的电导率已

低于&!%"<%VG!已基本除去不必要的盐份!并且在

脱盐的同时除去了部分杂蛋白*

图F!+.51&*.JKEH凝胶过滤层析图

)-2IF!+.51&*.JKEH,1$"8&0"2$&513

EDCDG!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的制备结果分析

!高纯度诊 断 用 乳 酸 脱 氢 酶 制 备 的 各 步 操 作 对 纯

化效果的影响见表&*从表&可以发现硫酸铵沉淀

时酶活损失大!这是由于乳酸脱氢酶被沉淀物吸附

所致(D!%凝胶 过 滤 层 析 时!虽 然 除 去 了 部 分 杂 蛋

白!但比活并 没 有 提 高!这 可 能 是 部 分 乳 酸 脱 氢 酶

被吸附或者是被除去盐分中的某些成分&如某些金

属离子’对酶 有 一 定 的 保 护 作 用!在 以 后 的 工 业 化

生产中建议采用膜分离技术脱盐*
表C!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的制备结果

L&AIC!4#$-(-,&0-"%"(=<?>-011-215#$-03

纯化
步骤

总酶活%
F

总蛋白%
GH

比活力%
F%GH

总回收
率%I

纯化
倍数

粗酶液 &!$1# !.#>!% %&>!

"$I硫酸铵沉淀 01&$ &&.>-! -0>.% -.>- &>%.

离子交换层析 -%!#>" &.>0 %"%>.1 #!>! &$>#%

疏水层析 #1$% #>!" &&$#># %->$0!&>#&

D!%凝胶过滤 #%&">1 %>1" &$1#>0 %.>1 !&>"

!!从表&数 据 可 知$经 过 硫 酸 铵 沉 淀)离 子 交 换

层析)疏水层析及D!%凝胶过滤层析 之 后!高 纯 度

诊断用乳酸 脱 氢 酶 的 比 活 力 已 达 到 市 场 要 求 水 平

&市场水平为0$$!&!$$F%GH’!且酶活总回收率

和纯化倍数都很高!为高纯度诊断用乳酸脱氢酶的

工业生产提供了一定基础*
EDE!高纯度诊断用乳酸脱氢酶相对分子质量和纯

度的测定

EDEDC!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的高效液相色谱

$" 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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!采用646/?3D5电泳和高效液相色谱对成品酶

进行相对分子质量和纯度的测定*高效液相色谱结

果如图"所示*

分析结果表

峰号 峰名 保留时间 峰高 峰面积 含量

& %>"-0 -%#>."# !0-$->#0! $>#-#"
! 0>1&- !.&!&>-!. .-.".$">-%$ 0->10-$
. &%>%"! !"%!>.%" "#&&"">&%# &&>..##

总计 !#..$>"!. "!""&%#>%00 &$$>$$$$

图G!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的高效液相色谱层析

)-2IG!K.’’-M#-*,1$"8&0"2$&513"(=<?>-011-215#$-03

图H!液 相 色 谱 仪BNOPQF柱 测 蛋 白 质 相 对 分 子 质 量

的标准曲线

)-2IH!9&’-A$&0-"%,#$R.;("$01.BNOPQF,"’#8%

!!图"结果显示经过纯化之后!乳酸脱氢酶的纯

度达到了00I*根据图%色谱仪SR/0$.柱测蛋白

质分子量的标准曲线分析可知"本实验室自筛菌株

#植物乳杆菌 所 生 产 的 高 纯 度 诊 断 用 乳 酸 脱 氢 酶

的相对分子质量约为0$$$$*
EDEDE!高 纯 度 诊 断 用 乳 酸 脱 氢 酶 的646/?3D5
电泳!646/?3D5电泳结果见图#*
!!从图#分析可知"纯化后的高纯度诊断用乳酸

脱氢酶蛋白已 基 本 达 到 电 泳 纯 要 求*另 外!根 据 标

准蛋白质分子量与相对迁移率的关系!可知乳酸脱

氢酶的亚分子量约为.1$$$!与高效液相色谱所测

得分子量0$$$$不 同!但 两 个 值 大 约 是 两 倍 的 关

系!因此!可以 初 步 推 断 本 实 验 室 自 筛 菌 株!植 物

乳杆菌所生 产 的 高 纯 度 诊 断 用 乳 酸 脱 氢 酶 含 有 两

个亚基!且每个亚基的分子量约为.1$$$左右*
据文献报道$!%"嗜热脂肪芽孢杆菌所生产的乳

酸脱氢酶分子量为&.%$$$!有"个亚基!亚基相对

分子质量为."$$$!与植物乳杆菌所生产的乳酸脱

氢酶有很大不同*

图S!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的+<+O4@K6电泳

)-2IS!+<+O4@K6"(=<?>-011-21.$5#$-03

EDF!高纯度诊断用乳酸脱氢酶的酶促反应条件初

步研究

EDFDC!乳酸脱氢酶的最适反应温度及其热稳定性

!将酶活测定混合液&酶液除外’在不同温度下保

温%GE@!再加入酶液!并 立 即 测 定 酶 活 力*结 果 如

图-所示*从图-分析可知"酶反应最适温度在"%
_左右!%$_后!酶活力下降较快!到#-_时酶基

本已失活*
将酶液 置 于 不 同 的 温 度 下 保 温&$GE@!!%_

测定酶活力*得到保温后的相对活力!如图0所示*
从图0分析可知"酶在"$_之内保温&$GE@之后

仍能保持1%I以上的活力!有较好的热稳定性*"%
_保温&$GE@还 剩1$I左 右 的 活 力!当 温 度 高 于

"%_时!酶失活较快*%%_下保温&$GE@!基本检

测不到酶活力*

图T!温度对酶活力的影响

)-2IT!6((.,0"(0.85.$&0#$."%=<?&,0-R-03
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图P!=<?的热稳定性

)-2IP!L1.$8&’;0&A-’-7&0-"%"(=<?

EDFDE!乳酸脱氢酶的最适8K值及其8K稳定性

!将酶活测定所用的缓冲液的8K值 调至不同的

值!然后在!%_下测定酶活力*结果如图1所示*

图U!5?对酶活力的影响

)-2IU!6((.,0"(5?"%=<?&,0-R-03
由图1分析可知"乳酸脱氢酶的最适8K值为

#>%*将酶液用 不 同8K 值 的 缓 冲 液 稀 释&$倍!于

.$_保温!9后!于!%_下测定在保温 之后的酶

活力*并以8K为#>%!且未经保温的酶液中的酶活

力为&$$I!求得保温后的相对酶活力*结果如图&$
所示*由图&$分析可知"经过不同8K条件处理后!
酶在偏酸的条件下#8K%>$到->$之间$能够保持

0$I以 上 的 活 力%在 偏 中 性 的 条 件 下#8K#>0到

8K->#之间$!能够保持1%I左 右 的 活 力!有 较 好

的稳定性*

图CQ!=<?的5?稳定性

)-2ICQ!5?;0&A-’-7&0-"%"(=<?

F!结!论

&$采用本实验室自筛菌株!植物乳杆菌发酵

制得了高纯度诊断用乳酸脱氢酶!最高的终比活达

到&$1#>0F&GH!纯化倍数!&>"!回收率%.>1I!
纯度达00I*
!$经高效液相色谱和646/?3D5电泳 分 析"

所生产的高 纯 度 诊 断 用 乳 酸 脱 氢 酶 相 对 分 子 质 量

约为0$$$$!含有!个亚基!且每个亚基的 相 对 分

子质量约为.1$$$左右!与已报道的细菌来源乳酸

脱氢酶有很大区别!是一个新酶种*
高纯度诊断 用 乳 酸 脱 氢 酶 最 适8K 值 和 温 度

分别为#>%和"%_!当其8K值在中性偏酸条件下

时!保温!9之 后 仍 能 够 保 持1%I左 右 的 活 力!有

较好的稳定性*其性质与已报道的乳酸脱氢酶的性

质有很大区别*
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