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4/乳酸脱氢酶生产菌的选育及产酶条件

汪建军!!王立艳!!杨海麟!!王 武"
!江南大学 生物工程学院"江苏 无锡!-$#"2#

摘!要!从泡菜汁中筛得一株胞内4/乳酸脱氢酶"4/456#活性较高的植物乳杆菌78!/!!采用亚
硝基胍和超声波同时作用进行诱变!使其比活力由"($09$:;提高到3($.9$:;!并对突变株的
产酶条件进行了研究(
关键词!4/乳酸脱氢酶$植物乳杆菌$发酵
中图分类号!<=.!#(2 文献标识码!>
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!!4/乳酸脱氢酶’XR-(-(-(!3%456(是常用的
临床诊断用酶%广泛存在于动物组织和各种微生物
胞内%可用于医学诊断)生物制药和化工等领域(动
物组织中的4/乳酸脱氢酶及其同工酶的性质已经
得到较深入地研究%许多细菌的4/乳酸脱氢酶已被
研究’-(%其保守性远不如哺乳动物的4/乳酸脱氢
酶%且许多细菌的4/乳酸脱氢酶需要-%2/二磷酸果
糖#Y5Z$激活’!!$((表-列出了各种细菌的456
活力%其中以各种乳酸菌的酶活相对较高(作者从
泡菜汁中分离出!#株乳酸菌%并对每株菌进行产
酶试验%筛得一株胞内4/乳酸脱氢酶活性相对较高
的菌株78!/!%经亚硝基胍结合超声波诱变后%提
高了产酶能力%并对其产酶条件进行了研究(

表E!一些细菌的2:F活力

G&BHE!2:F&80+-+01"(/">.B&80.$+&

菌 种
粗酶液比活力&
#9&:;$

Y5Z
激活
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E! 材料与方法

EHE!材料

E(E(E!主要试剂及仪器!)>56!上海生工>:/
,MPH&进口分装产品"丙酮酸钠!上海曹扬第二试剂
厂生产"牛血清蛋白!上海丽珠东风生物技术有限
公司生产"RY3#!高速冷冻离心机!日本日立公司
生产"3[$9%紫外可见分光光度计!上海分析仪器
总厂生产"![#? 超声破碎仪!无锡超声设备有限
公司生产(
E(E(I!分离源!泡菜汁(
E(E(J!培养基成分

-#KRZ培养基$组分;%4#!酵母膏!([&蛋白
胨[&葡萄糖[&溴甲酚紫#(#$&琼脂-[(
!#种子培养基$组分;%4#!酵母膏[&蛋白胨

-#&葡萄糖[(
"#发酵培养基$组分;%4#!酵母膏[&蛋白胨

[&葡萄糖-#&\!6Z]$!(
EHI!方法

E(I(E!菌种筛选!泡菜汁经梯度稀释后&涂布于

KRZ平板培养基上&"[^培养&挑出黄色圈较大的
单菌落&利用纸层析法对其发酵产物进行乳酸定
性(复筛时测定每株乳酸菌胞内酶活力&选出酶活
力较高的菌株斜面保藏(
E(I(I!乳酸定性!乳酸定性采用纸层析法&见文
献’-#((层析时将乳酸)柠檬酸配成-_标准溶液进
行上行层析(将培养物离心&取其上清液为样品(
E(I(J!诱变方法!离心收集对数生长后期的细
胞&用无菌生理盐水洗涤两次&玻璃珠打散后过滤&
制成菌悬液&控制细胞浓度约为-#0个%:4(将$
:4菌悬液加入到装有!:;亚硝基胍塑料袋中&于
超声波下作用$[:BC$间歇操作#(
E(I(K!细菌的培养及细胞抽提液的制备!将斜面
菌株接到种子培养基中活化-!!-$I&再按-#_接
种量接种到发酵培养基中&"[^静置培养!!!!$
I(0###,%:BC离心发酵液收集菌体&用#(#[
:&’%4U63(#磷酸钾缓冲液洗涤两次&并用同样
的缓冲液悬浮(将菌悬液置于冰浴中&!##? 超声
波破碎-[:BC&分"次进行&每次[:BC(-####
,%:BC离心-[:BC除去细胞残片&即得到粗酶液(
E(I(L!菌体量测定!取"#:4发酵液于[#:4
离心管中&0###,%:BC离心-#:BC收集菌体&烘干
至恒重(
E(I(M!酶活力测定!456 在催化丙酮酸转化为
乳酸的同时&不断将 )>56 氧化成 )>5&使得

)>56在"$#C:处的吸光度不断降低&因此连续
测定酶反应过程中"$#C: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-

":&’的)>56所需的酶量(
混合液的测定为!#(-:4"[::&’%4丙酮酸

钠溶液&#(-:42::&’%4)>56&!(0:4-##
::&’%4U62(0磷酸钾缓冲液和#(-:4酶液&于

![^监测反应体系在"$#C:吸光度变化&计算出
每分钟吸光度的降低值#3(
E(I(N!蛋白质测定!用K,+TJ&,T法测定蛋白含
量&以牛血清蛋白为标准样&见文献’--((
E(I(O!菌种鉴定!根据*一般细菌常用鉴定手
册+’-#(和*乳酸细菌分类鉴定及实验方法+’-!(对所
筛菌株的形态)碳源利用)生理生化等方面进行初
步鉴定(

I!结果与讨论

IHE!菌种的筛选
初筛从KRZ平板上挑出!#个单菌落&纸层析

结果表明&!#株菌均能产乳酸(将!#株菌分别接种
到发酵培养基中进行产酶试验&经测定&菌株78!/
!产酶相对较高&其细胞抽提液比酶活为"(0$
9%:;(
IHI!诱变
诱变采用超声波与亚硝基胍同时作用(超声波

具有很强的生物学效应&主要是空化作用’-"((在超
声波作用下&存在于液体中的微小气泡$气泡或空
穴#所发生的一系列动力学过程足可以改变细胞的
壁膜结构&使细胞内外发生物质交换&促进亚硝基
胍进入细胞内&使诱变作用更加充分(
以78!/!为出发菌株&菌悬液经亚硝基胍结合

超声波处理后稀释涂布&挑出".株变色圈较大的
单菌落进行产酶试验&测得其细胞抽提液比酶活最
高为3($.9%:;(
IHJ!菌种初步鉴定
个体形态!菌体呈短杆状&有时成对或成链状&

革兰氏染色呈阳性&见图-(
!!培养特征!在平板培养基于"[^培养!0I后&
菌落圆形&微小&表面光滑(最适生长温度为"#!"[
^&能在-#^生长&不能在[#^生长&兼性厌氧&
可在U6值$([!.([生长&最适U6值2([左右(
能在$;%T4的 )+R’下生长&不能在2([;%T4的

)+R’下生长(
碳水化合物产酸特性!能利用大多数碳源产

酸&如葡萄糖)麦芽糖)蔗糖)4/山梨糖)乳糖)木糖
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及蜜二糖(其中肌醇!山梨醇产酸为阴性"菊糖!半
乳糖!山梨醇!纤维二糖!棉子糖及甘油产酸呈弱
反应(
生理生化反应#利用葡萄糖产酸不产气$接触

酶阴性$明胶液化阴性$硫化氢试验阴性$淀粉水解
阴性(

图E!菌株P7I9I扫描电镜图

Q+3HE!7@R9>+8$"3$&=4"(/0$&+%P7I9I

根据菌体形态$培养特征及生理生化反应$参
照%乳酸细菌分类鉴定及实验方法&’-!($将所筛菌种
初步鉴定为植物乳杆菌(
IHK!产酶条件的优化

I(K(E!碳源对产酶的影响!采用几种常用的碳源
代替发酵培养基中的葡萄糖进行发酵)添加量为-

;*T4+$以含有-;*T4葡萄糖的培养基为对照$于

"[^静置培养!!!!$I$测定比酶活与菌体量(从
表!可以看出$麦芽糖是产酶较为适宜的碳源(

表I!碳源对产酶的影响

G&BHI!@((.80"(8&$B"%/"#$8."%2:F=$"6#80+"%

碳 源
比活力*
)9*:;+

菌体质量浓度*
);*4+

柠檬酸三钠 [($[ #(!0

甘 露 醇 2($3 #(""

麦 芽 糖 0(3[ #(2[

蔗 糖 3("" #(2#

山 梨 醇 [(-[ #(!"

乳 糖 2(!" #(!3

果 糖 [(02 #("0

对 照 3(!0 #(2"

I(K(I!氮源对产酶的影响!在酵母膏含量不变的
情况下$用不同的氮源代替蛋白胨进行产酶试验$
有机氮源的添加量为#([;*T4$无机氮源添加量为

#(!;*T4$见表"(结果表明$乙酸铵为最佳无机氮
源(结果还发现培养基中有氮源而无酵母膏时$细

菌几乎不生长$说明该菌株不能自身合成生长
因子(

表J!氮源对产酶的影响

G&BHJ!@((.80"(%+0$"3.%/"#$8."%2:F=$"6#80+"%

氮 源
比活力*
)9*:;+

菌体质量浓度*
);*4+

氯 化 铵 2(.# #($#

乙 酸 铵 3(.0 #(2#

硝 酸 钾 2(!! #(!"

硫 酸 铵 2(-[ #(""

硝 酸 钠 2(0! #("3

蛋 白 胨 3($0 #(2"

蛋白胨)不加酵母膏+ # #

I(K(J!培养温度对产酶的影响!取活化菌株接种
于优化后的培养基中$分别在-#$!#$"#$"[$$#$

[#^下培养!"I左右$测定其菌体量和比酶活$结
果见图!$最适产酶温度为"#^(

图I!温度对菌株P7I9I产酶的影响

Q+3HI!@((.80"(0.>=.$&0#$."%2:F=$"6#80+"%"(

/0$&+%P7I9I

I(K(K!起始U6 值对产酶的影响!用 6R’和

)+]6溶液调节培养基的起始U6值$接种于优化
后的发酵培养基中于"#^培养!"I左右$结果见
图"(培养基的起始U6值的适宜范围为2(#!3(#$
碱性条件对产酶不利(

图J!初始=F值对菌株P7I9I产酶的影响

Q+3HJ!@((.80"(+%+0+&’=F"%2:F=$"6#80+"%"(/0$&+%

P7I9I
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I(K(L!优化后菌株78!/!产酶过程曲线!采用最
佳培养基和最佳培养条件!即培养温度"#^!起始

U6值2([的条件下进行产酶试验!每隔!I取样!
测定菌体量"比酶活"残糖量及发酵U6值!结果见
图$(由图$可知!产酶与细胞生长基本同步!说明

细菌产酶与细胞生长是一个相互偶联的过程(当培
养时间为!!I!即对数生长期末时!比酶活为-!
9#:;!菌体质量浓度为#(.;#4!两者均达到最大
值(!!I之后!菌体已基本停止生长!产酶能力也有
所下降(因此!产酶的最佳时间为!!I(

图K!菌株P7I9I发酵的过程曲线

Q+3HK!Q.$>.%0&0+"%0+>.8"#$/."(/0$&+%P7I9I

J!结!论

以泡菜汁为分离源!筛得一株胞内456 活性
较高的植物乳杆菌78!/!!经亚硝基胍结合超声波
诱变后!比活力由"(0$9#:;提高到3($.9#:;(
分批优化结果表明!麦芽糖和乙酸铵是产酶最佳碳
源和氮源!酵母膏能为菌体生长提供各种生长因
子!是菌体生长所必需的因素(经培养条件的优化
后!确定了产酶最适温度为"#^!最适起始U6值

为2([左右!最佳发酵时间为!!I左右!细菌产酶
能力进一步提高到近-!9#:;!菌体干重也由原来
的#(2[;#4提高到约#(.;#4(
目前国内外生产的乳酸脱氢酶大多从动物组

织中提取!而动物细胞酶系复杂!难以提取出纯度
较高的乳酸脱氢酶!细菌的4/乳酸脱氢酶的提取相
对简易!且厌氧培养动力消耗低!适合大批量生产(
进一步通过改良菌种和提高发酵液中菌体浓度来提

高产酶率!可望将其开发成为医学生化用酶制剂(
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