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摘要：设计并优化了从猪心中提取高纯度苹果酸脱氢酶的技术路线，采用组织破碎、二度硫酸铵

盐析、DEAE Sepharose F．F．离子交换层析、Phenyl Sepharose 6 F．F．疏水层析及Sephadex G-75

Fine凝胶过滤等方法进行分离纯化，苹果酸脱氢酶比酶活达1 212．97 U／mg，纯化倍数达122．64

倍，酶活力收率为53．64％。Sephadex G-75 Fine凝胶过滤和SDS-PAGE电泳结果显示纯化的苹

果酸脱氢酶相对分子质量约为69 000，含有2个亚基，每个亚基的相对分子质量约为34 000。以制

备的苹果酸脱氢酶和谷草转氨酶配成双酶反应体系，对葡萄酒中L一苹果酸的含量进行了测定；通

过标准样品和葡萄酒样品精密度及回收率(93．2％～104％)实验。
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Abstract：The extraction of Malate dehydrogenase(MDH)from Swine heart was designed and

optimized，by tissue crushing，ammonium sulfate duel—precipitation and purification through

DEAE Sepharose F．F，Phenyl Sepharose 6 F．F．hydrophobic chromatography and Sephadex G-

75 Fine．The final specific activity of MDH was up to 1 212．97 U／mg and 122．64一fold

purification was obtained with enzymatic activity recovery of 53．64％．The molecular weight of

malate dehydrogenase was 69 000，consists of tWO subunits，and the molecular weight of single

subunits was about 34 000 by analysis from Sephadex G-75 Fine gel and SDS-PAGE．A new

method was developed for assaying L-malic acid in wine by MDH and GOT dual—enzymatic

system．The assay was linear over L-malic acid of 0．005 to 0．3 g／L at the temperature of 25℃

and detective wavelength at 340 nm．It was proved to be simply and accurately applicable to L-

malic acid determination in wine based on the precision and recovery(93．2％～104％)．
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苹果酸脱氢酶(malate dehydrogenase，MDH)

是生物体三羧酸循环(TCA)的关键酶之一。它在

柠檬酸循环中催化苹果酸形成草酰乙酸，也可以催

化草酰乙酸形成苹果酸。而草酰乙酸是生物体内

生化反应的一个重要中间产物，连接多条重要的代

谢途径，是氨基酸形成所必需的碳骨架的主要来源

之一[1]。苹果酸脱氢酶广泛分布于动物各组织，尤

以心、肝、肾、骨骼肌最为丰富[2]。目前对于苹果酸

脱氢酶的研究主要集中在分子生物学领域[3]，国内

曾报道过张元亮等人对猪心苹果酸脱氢酶的提取

纯化研究[4]，但是其提取方法复杂而且比酶活和回

收率不高。作者采用更为简便的方法，获得了比酶

活和回收率更高的苹果酸脱氢酶生化制备工艺，到

目前为止国内尚无苹果酸脱氢酶产品生产[53，作者

的研究有望为该酶的工业化生产提供理论依据。

苹果酸脱氢酶在临床诊断中有着广泛的用途，

可用于心肌梗塞、急性实质性肝损伤、肝癌、肺癌、

白血病的早期诊断和鉴别诊断。而将苹果酸脱氢

酶应用于发酵过程中有机酸的检测，如L一苹果酸、

醋酸、柠檬酸的检测，在国内还未见报道。作者以

制备的苹果酸脱氢酶和商品化谷草转氨酶为双酶

反应体系，对葡萄酒中L-苹果酸的含量进行了检

测，结果快速、准确。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1猪心新鲜猪心。

1．1．2 主要试剂 试剂I：0．05 mol／L甘氨

酸——NaOH缓冲液，pH值为10．0，每30 mL含

L谷氨酸440 mg及稳定剂；试剂lI：NAD+冻干

粉420 mg(Sigma公司)，使用前加入6 mL去离子

水溶解；试剂Ⅲ：谷草转氨酶悬浮液5 mL(Calbio-

chem公司)，2 500 U。试剂Ⅳ：猪心中提取的苹果

酸脱氢酶溶液，16 500 U／mL；NADH：上海生工，

Amresco进口分装产品；草酰乙酸：Alfa Aesar进

口分装产品。

1．2制备方法

1．2．1 酶活力测定 MDH在催化草酰乙酸转化

为苹果酸的同时，将NADH氧化为NAD+，使得

NADH在340 nm处的吸光度不断降低，连续测定

酶反应过程中340 nm处吸光度的变化即可算出酶

活。酶活力单位(U)定义为：在25℃，pH值为7．5

下，每分钟氧化l ttmol的NADH所需的酶量嗍。

酶活公式：9．807XAA3们／min×稀释倍数(zXA

为每分钟吸光值的降低值)。

1．2．2 蛋白含量测定 用Bradford检测法[71测

定，以牛血清蛋白为标准样。

1．2．3粗酶液的制备新鲜猪心，水洗去血，除去

脂肪和结缔组织，用绞肉机绞碎。在4℃条件下，

悬浮于适量pH值为7．5，0．1 mol／L磷酸钾缓冲

液[8]中，匀浆过夜后，10 000 r／min离心10 min，弃

去沉淀，上清液即为粗酶液。粗酶液用硫酸铵盐析

沉淀，一次盐析硫酸铵饱和度为70％，二次硫酸铵

饱和度为90％，方法见参考文献[9]。

1．2．4 离子交换柱层析 DEAE Sepharose F．F．

离子交换层析(26 mm×30 cm)：体积流量2 mL／

min，用pH值为7．5、0．1 mol／L磷酸钾缓冲液平衡

层析柱，采用磷酸钾缓冲液(0～0．5 mol／L，NaCl)

进行梯度洗脱，收集活性吸收峰。

1．2．5疏水柱层析Phenyl Sepharose 6 F．F．疏

水层析(16 mm×30 cm)：体积流量3 mL／min，平衡

液为磷酸钾缓冲液(o．5 mol／L，(NH。)zSO。)，苹果

酸脱氢酶不吸附，直接流出，收集活性吸收峰。

1．2．6 G-75凝胶分子筛柱层析 Sephadex G-75

Fine凝胶过滤层析(10 mmX 50 cm)：体积流量o：2

mL／min，用pH 7．5、0．1 mol／L磷酸钾缓冲液平

衡层析柱，洗完20个柱体积后，开始上样、洗脱，收

集活性吸收峰。
’

1．2．7苹果酸脱氢醇相对分子质量和纯度的测定

Sephadex G-75凝胶过滤法和SDS-PAGE法。

SD孓PAGE法进行，分离胶为10 g／dL[10。。

1．3葡萄酒中L-苹果酸的测定

1．3．1 原理 在L一苹果酸脱氢酶(L-MDH)的催

化作用下，L_苹果酸被烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(NAD+)氧化生成草酰乙酸，然后加入过剩的L_谷

氨酸，在谷草转氨酶的作用下，生成L-天门冬氨酸

和2一酮戊二酸，利用下述(1)，(2)两反应偶联进

行及NADH在340 nm处特异性的吸收峰，通过测

定反应体系在340 rim处光吸收的增加值，得到样

品中L一苹果酸的含量。

(1)L-苹果酸+NAD+』二骂草酰乙酸+
NADH+H+

CnT

(2)草酰乙酸+L-谷氨酸=：L-天门冬氨酸

+2一酮戊二酸

l-3．2操作方法 样品管中依次添加蒸馏水2．oo

mL、试剂Io．10 mL、试剂Ⅱ0．10 mL、试剂ⅢO．02 mL、

样品0．10 mL混匀，对照管为蒸馏水2．10 mL、试剂1

0．10 mL、试剂ⅡO．02 mL及样品0．10 mL，分别水浴

保温约3 min后，测定溶液的吸光度值A1，然后立即

添加试剂IVo．02 mL混匀，水浴保温约5 min后，测定
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溶液的吸光度值A。。计算空白及样品的吸光度差

A2一A1，并计算△A一△A样品一△A空白

控制加样量及浓度，使△A>0．100个吸光单

位。样品中L一苹果酸的质量必须控制在0．5～30

弘g之间。

1．3．3回收率和精密度实验在已知L一苹果酸含

量的样品溶液中精准加入一定量的标准L一苹果酸

溶液，进行3次平行测定，分别计算样品的回收率。

取不同品牌的5种葡萄酒，各进行3次平行测

定。计算变异系数(Cn。变异系数，也称相对标准

偏差，能较好地反映测定结果的精密度。精密度计

算公式见参考文献[11]。

2结果与讨论

2．1离子交换柱脱盐浓缩

离子交换层析是一种常用的蛋白分离工具，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。苹果酸脱氢酶的等电点大约在6．1

左右，因此可应用DEAE阴离子交换剂进行分离纯

化。将二次盐析的酶液经过透析除盐后，进行离子

交换层析，纯化结果如图1所示。在盐浓度达到

0．3 mol／L时，检测到洗脱液中酶活开始升高。经

过DEAE离子交换柱层析后，苹果酸脱氢酶的比酶

活比先期经盐析沉淀的粗酶液提高了近10倍。
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圈1梯度洗脱下DEAE-Sepharose离子交换层析图

Fig．1 DEAE-Sepharose chromatography from gradient

elution

2．2疏水层析去杂蛋白

经过DEAE离子交换层析柱之后，苹果酸脱氢

酶的比酶活有了很大幅度的提高，但仍达不到检测

用酶的要求，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技术，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。当体系中盐浓度为0．5 mol／L(NH。)。SO。时，

苹果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，苹果酸脱氢酶的收率

达到了90％(相对上样前)，比酶活也比上一步提取

有了很大的提高。结果如图2所示。
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图2不同盐浓度下疏水层析圈

Fig．2 HIC on different(NH4)2 SO,concentration

2．3 Sephadex G-75凝胶层析去除小分子杂蛋白

为了得到纯度更高的苹果酸脱氢酶，在经过了

离子交换柱层析后得到的酶液中大部分杂酶已经

去除，只剩下一些由于带电性质和苹果酸脱氢酶相

似的分子量小的酶，所以要再次通过Sephadex G-

75分子筛去除，纯化结果如图3所示。
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图3 Sephadex G-75凝胶过滤层析图

Fig．3 Sephadex G-75 gel chromatography

2．4 MDH的纯化结果

通过逐步分离纯化，苹果酸脱氢酶的纯化结果

如表1所示。

裹1猪心苹果酸脱氯酶的纯化结果

Tab．1 Purification of malate dehydrogenase

爹冀黜嚣。％器裴魏
粗酶液 11 601．7 1173．04 9．89 — 100

离子交换层析7 779．2 7．755 1 003．12 101．42 67．05

疏水层析 7012．6 6．372 1100．53 111．27 60．44

G75凝胶过滤6 223．8 5．131 1 212．97 122．64 53．64

从表1可以看出，经过一系列的纯化操作，粗

酶液的酶活力和比活力都提高到一定的水平，酶活

力达6 223．8 U／mL，比活达1 212．97 U／mg，得到
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了酶活和比活都比较高的酶，结果相对于粗酶液提

纯倍数达到122．64倍，收率也达到53．64％。

2．5相对分子质量测定与双亚基推测

以标准蛋白质的洗脱体积V。为纵坐标，以相

应的标准蛋白的lg Mr为横坐标，作相对分子质量

标准曲线，如图4所示。

围4标准蛋自质相对分子质量对数与洗脱体积关系

Fig．4 Standard cnrve of molecular weight

线性回归后得到Ve—lgMr标准曲线为：Y一一

154．21x+776．51 ．

z为相对分子质量的对数lg Mr；Y为洗脱体

积U(mL)

将样品酶液在相同的条件下上样和洗脱，测得

洗脱体积V。为30．3 mL，代入标准曲线求得该酶

的相对分子质量为69 000。

把苹果酸脱氢酶进行SD孓PAGE电泳分析，结

果见图5，根据标准蛋白质相对分子质量与相对迁

移率的关系，可初步测算出样品条带的相对分子质

量为34 000，与凝胶过滤测定的结果相比，两个数值

大约是2倍关系，因此，可以初步推断猪心苹果酸脱

氢酶含有两个非共价结合的亚基，且每个亚基的相对

分子质量大致为34 000。这与文献报道的植物梭梭

苹果酸脱氢酶的相对分子质量和亚基结构相似¨引。

境，参考国外有关文献，选用了酶法定量测定L-苹

果酸。该法为测定L-苹果酸的特异性方法，胁苹果

酸、D-$L酸、L一乳酸、L-天门冬氨酸、富马酸等均不

干扰此反应。酶法除特异性良好外，还具有样品用

量小、一般不需要复杂预处理、快速、简便、重复性

良好等优点，既适合于单个样品的测定，又适合于

批量样品分析。

样品中L一苹果酸质量浓度的计算公式：

c=瓦等等丽×△AL 2五兀咬V又而丽x舭
式中：V为反应体系总体积ml。；^知为L_苹果酸摩尔质

量∥mol；V为样品体积mL；d为光径咖；￡为NADH在
340 nin下的吸光系数6．3(1×mmoll×cm-1)。

在葡萄酒的发酵过程中，发酵液中的L一苹果酸

的含量要随时进行测定Ll引，在生产中要监控发酵进

程，采用这种方法测定葡萄酒中L-苹果酸的含量，

操作简便，耗时短，便于生产的监控。一种测定方

法是否可行，可通过准确度和精密度来检验，准确

度可用“回收率”衡量，精密度反映的是同一样品测

定的一致性和稳定性Ll引。为了考查该测定方法的

准确度和精密度，分别配置0．052、0．107、0．153、

0．201、0．253 mg／mL的L一苹果酸溶液，然后用上

文建立的测定方法测定样品中L_苹果酸的含量，结

果见表2。

表2标准溶液测定结果

Tab．2 Determination of standard solution

由表2司知，用上述方法分别测定5个已知浓

度标准溶液中L-苹果酸含量的回收率为98．O％～

101．9％，平均回收率为99．5％，变异系数为

0．81 0A～1．8％，准确度和精密度都比较高。因此

该方法用于测定标准溶液中L-苹果酸的含量是可
1为稀释50倍样品；2为稀释30倍样品I 3为稀释10倍样品’ 行的。

M为标准：出“3⋯．． ．．，。。 2．7 MDH测定葡萄酒中卜苹果酸的结果
图5 MDH的SDS-PAGE电泳图谱

⋯⋯⋯⋯ ⋯⋯⋯⋯”
Fig．5 sDS-PAGE pmnle。f MDH from刚ine hean

葡萄酒的的成分比较复杂，其中的色素和未知

2．6测定葡萄酒中L．苹果酸方法的建立
组分可能会干扰葡萄酒中L一苹果酸的测定，为了进

双酶法是比较经典的测定L-苹果酸的方法，该 一步考查该方法的可行性，作者分别对5种不同葡

方法所用化学试剂无毒性，配置简单，易于存放，测
萄酒样品进行L-苹果酸的测定，同时做标准L一苹果

定方法简便，可以一次分析大量样品，且不污染环
酸溶液的回收率实验，结果见表3。
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由表3可以看出，用双酶法测定葡萄酒中L一苹

果酸含量的回收率为93．2％～100．4％，平均回收

率为97．68％，3次平行测定的变异系数为

0．21％～O．87％。由此可以看出，用此方法测定葡

萄酒中L-苹果酸含量的回收率比较好，适合葡萄酒

中L-苹果酸含量的测定。

3 结 语

1)采用组织破碎，二度硫酸铵盐析、DEAE

Sepharose F．F．离子交换层析、Phenyl Sepharose 6

F．F．疏水层析及Sephadex G-75 Fine凝胶过滤等

方法进行分离纯化，提取纯化的苹果酸脱氢酶比酶

活达1 212．97 U／mg，纯化倍数达到122．64倍，酶

活力回收率为53．64％。

2)Sephadex G-75 Fine凝胶过滤和SD孓

PAGE电泳结果显示制得的苹果酸脱氢酶相对分

子质量约为69 000，含有2个亚基，每个亚基的相对

分子质量约为34 000。

3)利用苹果酸脱氢酶开发出一种测定葡萄酒中

L-苹果酸的新方法。本法测定L-苹果酸含量的范围

为0．005～0．3 g／L，反应温度为25℃，检测波长为

340 nITl，该方法操作简单易行，测定结果准确可靠；通

过标准样品和葡萄酒样品精密度及回收率实验，证明

该方法适合葡萄酒中L-苹果酸含量的测定。
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