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植物乳杆菌乳酸脱氢酶的抽提与初步纯化

王立艳，! 石轩峰，! 王 武
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "0&%#5）

摘! 要：研究了从植物乳杆菌 6-"1" 中提取胞内乳酸脱氢酶的工艺过程，探讨了超声破碎时菌体

质量浓度、处理量及处理时间对破碎效果的影响；对酶的提取工艺研究表明，%+ %$ 7)* 8 9 磷酸缓冲

液（/: 4+ %）添加 %+ 0% ; %+ #% 7)* 8 9 ,<=* 可达到较好的抽提效果；对硫酸铵盐析去杂蛋白质及 >?1
@? 离子交换层析工艺进行了初步优化+ 在优化的工艺条件下，酶的总回收率为 &%+ "A，比酶活提

高到原来的 02+ ’ 倍+
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! ! 乳酸脱氢酶（9<SO<OJ >JTFPN)KJG<QJ，9>:，?=
0+ 0+ 0+ "4）又称 ,@> 氧化酶，是生物体内糖酵解

过程中重要的氧化还原酶［0］，是生产丙氨酸氨基

转移酶测定试剂盒的主要原料，应用于生化研究、

丙酮酸盐的检定、白血病以及心肌梗死的诊断；还

可作为食品添加剂用于发酵奶制品（ 如干酪）、腌

渍品、糖果制品和饮料的生产+
乳酸 脱 氢 酶 普 遍 存 在 于 动 物、细 菌 及 植 物

中［"］+ 动物组织中 9>: 及其同工酶的性质已得到

深入研究，细菌的 9>: 也有了一定的研究［#，&］，其
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保守性远不如哺乳动物 !"#，且许多细菌 !"# 需

要 $，%&二磷酸果糖（’"(）激活) 研究发现，大部分

受 $，%&二磷酸果糖激活的 !&!"# 比活偏高，不受

$，%&二磷酸果糖激活的 !&!"# 比活都较低［*］) 因

动物组织的酶系非常复杂，而且变化较大，故难以

制得高纯度的乳酸脱氢酶)
作者所在实验室从泡菜汁中分离并改良了一

株乳酸脱氢酶产生菌 +,-&-，经初步分类鉴定为植

物乳杆菌，与国内报道的乳酸脱氢酶产生菌不同)
作者对该菌产生乳酸脱氢酶的初步纯化开展了研

究，得出了简易、成本低且稳定的提纯工艺，易放

大为小型工业化生产，为该酶的进一步纯化和开

发应用提供了参考和依据)

!" 材料与方法

!# !" 实验材料

!) !) !" 菌种" 植物乳杆菌 +,-&-，作者所在实验

室从泡菜汁中分离筛选)
!) !) $" 培养基

$）斜面培养基：组分（ . / !）：蛋白胨 $0，酵母

膏 *，葡萄糖 *)
-）种子培养基：组分（. / !）：酵母膏 *，蛋白胨

$0，葡萄糖 *)
1）发酵培养基：组分（ . / !）：麦芽糖 $*，酵母

膏 $*，2-#(34 4，乙酸铵 1)
!) !) % " 主 要 试 剂 及 仪 器 " 56"#：上 海 生 工

6789:;< 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；=’>0- 型高速冷冻离心机：日本日

立公司生产；大容量冷冻离心机：飞鸽离心机厂生

产；>*4 型 ?@ 紫外可见分光光度计：上海分析仪

器总厂生产；-*0 A 自制超声破碎仪：无锡超声设

备有限公司制造)
!# $" 实验方法

!) $) ! " 菌体的培养与收集 " 斜面菌种接种到种

子培养基中培养活化 $- B $4 C，再按体积 分 数

$0D接种量取种子液接种到发酵培养基中，1* E
静置培养 -- B -4 C) F 000 8 / 7GH 离心发酵液 $0
7GH，收集湿菌体)
!) $) $" 超声波法破碎细胞" 湿菌泥用 0) 0* 7<I / !
J# >) 0 的磷酸缓冲液配制成不同浓度的菌悬液，

在冰浴中用超声波破碎菌体，定时取上清液即粗

酶液测酶活) 超声波细胞破碎器频率为 -0 K#L，功

率为 -00 A)
!) $) % " 植物乳杆菌胞内乳酸脱氢酶的抽提 " 改

变抽提缓冲液的 J# 值和离子强度，试验不同条件

下乳酸脱氢酶的抽提效果)
!) $) &" 乳酸脱氢酶的初步纯化

$）硫酸铵分级盐析：粗酶液在搅拌条件下加

入已碾碎的固体硫酸铵粉末至不同饱和度，4 E下

静置 $ B - C 后，$- 000 8 / 7GH 离心 -0 7GH（4 E），

弃去沉淀，收集上清液备用) 上清液中继续加入固

体硫酸铵粉末沉淀 $ B - C，高速离心收集沉淀，用

缓冲液溶解，备用)
-）"M6M 离子交换层析：以不同 J# 值的洗脱

缓冲液洗脱柱子，试验 "M6M 离子交换层析对植

物乳杆菌乳酸脱氢酶的分离效果)
!) $) ’" 蛋白质含量测定" 用 N8OPQ<8P［*］法测定蛋

白质含量，以牛血清蛋白为标准样)
!) $) (" 酶活测定 " !"# 在催化丙酮酸转化为乳

酸的同时不断将 56"# 氧化成 56"，使得 56"#
在 140 H7 处的吸光度不断降低，因此连续测定酶

反应过程中 140 H7 处吸光度的变化即可算出酶

活) 酶活单位定义为：-* E、J# %) * 时每分钟氧化

$ !7<I 的 56"# 所需的酶量即为一个酶活单位)
测定混合液酶活：0) $ 7! 10 77<I / ! 丙酮酸

钠溶 液，0) $ 7! % 77<I / ! 56"#，-) F 7! $00
77<I / ! J# %) * 磷酸钾缓冲液和 0) $ 7! 酶液，于

-* E下测反应体系在 140 H7 处的吸光度变化，计

算出每分钟吸光度的降低值 "!)

$" 结果与讨论

$# !" 菌体分离和破碎前的预处理

发酵液于 * 000 8 / 7GH 转速下离心，初步收集

菌体，用 *0 77<I / ! J# >) 0 的磷酸缓冲液洗涤两

次，以 $0 000 8 / 7GH 离心 $0 7GH，沉淀物明显分为

两层) 经超声波破碎后测其中乳酸脱氢酶的活力)
上层黑色物中没有酶活，是培养基中的不溶物或

杂质；下层有酶活为白色菌体) 收集菌体并用适量

缓冲液溶解)
$# $" 超声波法破碎细胞

超声波作用机理很复杂，主要是空化作用：超

声波可在液体介质中引起空化作用，产生大量直

径为 $0 !7 左右的空泡，空泡随后爆裂，在此过程

中产生高达几千大气压的冲击波，使细胞破碎、断

裂成段或碎块) 超声波破碎效果的影响因素主要

有菌悬液的质量浓度、作用时间、菌悬液的量及破

碎器功率（超声波强度）) 分别研究破碎时间、菌体

质量浓度和破碎液体量对菌体破碎效果的影响)
$) $) ! " 破碎时间对酶的释放和总蛋白质释放的
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影响! 在菌体质量浓度和超声波破碎仪功率一定

的情况下，破碎时间对破碎效果有明显的影响! 破

碎时间在 " # $% &’( 范围内，酶活与总蛋白质的释

放情况见图 )! 由图 ) 可知，开始时体系中酶活和

总蛋白质质量浓度随时间的增加而升高，随着时

间的延长逐渐趋于平衡! 从两条曲线的走向可知，

酶从菌体中破除与总蛋白质的释放基本是同步

的，当破碎时间为 *% &’( 时，酶活已达最大，为降

低生产能耗和设备损耗，选超声处理时间为 *%
&’(!

图 "! 超声处理时间对酶和总蛋白质释放的影响

#$%& "! ’(()*+ ,( -$./01+$,2 +$3) ,2 4*+$5$+6 42- +,+47
1/,+)$2 /)7)4.)

8! 8! 8 ! 超声波处理时菌悬液质量浓度对乳酸脱

氢酶释放的影响! 将湿菌泥用缓冲液配制成不同

质量浓度的菌悬液，冰浴中超声波处理 *% &’(，检

测乳酸脱氢酶的酶活和比活力，结果见图 *! 超声

波破碎的过程较为复杂，从图 * 中单位湿菌体所

得的酶活曲线看出，菌悬液质量浓度对超声波破

碎影响较大，单位菌体酶活直接反映的是不同菌

悬液质量浓度下菌体的破碎率! 质量浓度高时作

用于单位菌体的冲击波就少，所以破碎率不高；而

质量浓度低时则单位超声波对菌体的破碎率差!
由图 * 可知，当湿菌体质量浓度为 $% # "% &+ , &-
时，单位菌体酶活最高，酶的比活力也最大!

图 8! 菌悬液质量浓度对酶释放的影响

#$%& 8! ’(()*+ ,( +9) *)77. *,2*)2+/4+$,2 ,2 :;< /)7)4.)

8! 8! = ! 菌悬液体积对菌体破碎效果的影响 ! 超

声处理时间和菌悬液质量浓度一定，研究菌悬液

体积对菌体破碎效果的影响! 选用的破碎体积分

别为 "，)%，)"，*%，*" &-，结果见图 .! 可知，菌悬液

的量越少，所得总蛋白质质量浓度越大即破碎率

越大，但酶活反而降低，其原因可能是体积太小，

超声波作用于单位菌体的能量高，菌体的破碎速

度快，但同时过量的冲击波会引起酶的失活（ 超声

波产生的化学自由基团能使某些敏感性活性物质

变性失活）! 体积为 )" &- 时破碎效果最好!

图 =! 菌悬液体积对菌体破碎效果的影响

#$%& =! ’(()*+ ,( *)77. .,70+$,2 5,703) ,2 4*+$5$+6 42-
+,+47 1/,+)$2 /)7)4.)

8& =! 细胞破碎后乳酸脱氢酶的抽提

酶是具有等电点的两性电解质，提取液的 /0
值应选择在偏离等电点两侧的 /0 值范围内! 用

/0 "! " # 1! % 的磷酸缓冲液（%! %" &23 , -）悬浮细

胞后破碎、抽提，并测定其酶活和蛋白质含量，结

果见表 )! 由表 ) 可看出，/0 在 4! % # 5! % 范围内

时较为有利，抽提介质的最适 /0 值在 5! % 左右!
表 "! 不同 1< 值抽提介质对乳杆菌 :;< 抽提效果的影响

>4?& " ! ’@+/4*+$,2 ,( :;< (/,3 A4*+)/$4 B$+9 +9)
3)-$03 4+ -$(()/)2+ 1< 5470)

抽提介质
/0 值

-60 活性 ,
（7 , &-）

蛋白质质量
浓度 ,（&+ , &-）

比活力 ,
（7 , &+）

"! " )4! *% )! .1% ))! 5$

4! % )5! %% )! .8% )*! *.

4! " )5! ". )! .4$ )*! 1"

5! % )5! $5 )! .). ).! .)

5! " )5! $% )! 4). )%! 58

1! % )5! .1 )! 4%4 )%! 1*

9 9 因盐溶作用，稀盐溶液可促进蛋白质的溶解，

同时稀盐溶液中离子与蛋白质部分结合，保护蛋

白质使其不易变性! 因此在提取液中加入少量中
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性盐如 !"#$ 可改善抽提效果%
以 &’ (% ) 的 )% )* +,$ - . 磷酸缓冲液为基本

介质，在其中添加 ) / )% 0 +,$ - . 的 !"#$ 配成不同

离子强度的抽提液，结果见表 1% 在 !"#$ 浓度为

)% 2* / )% 0) +,$ - . 时得到较好的抽提效果，最佳

浓度为 )% 2* +,$ - .%
表 !" 不同离子强度抽提介质对乳杆菌 #$% 抽提效果的

影响

&’() ! " *+,-’.,/01 02 #$% 2-03 4’.,5-/’ 6/,7 ,75
358/93 ’, 8/225-51, /01/. :,-51;,7

!"#$
浓度 -（++,$ - .）

.3’ 活性 -
（4 - +.）

蛋白质质量

浓度 -（+5 - +.）

比活力 -
（4 - +5）

) 16% 1 2% 706 2(% 12

)% )* 18% ( 2% *67 26% (0

)% 2) 18% 6 2% 99) 1)% )(

)% 2* 00% 0 2% 911 10% 91

)% 1) 0)% 7 2% *26 1)% 27

)% 0) 0)% 8 2% 906 12% 98

!) <" 硫酸铵盐析初步纯化乳酸脱氢酶

硫酸铵一步盐析处理粗酶液结果见图 9% 硫酸

铵饱和度在 9): 时，沉淀杂蛋白质而保留目的酶

的效果较好，此时得到上清液酶的比活最高，酶活

收率为 2)2% ):，比活提高倍数约为 9% * 倍%

图 <" 硫酸铵一步盐析曲线

=/;) <" =/-:, ’3301/93 :9>2’,5 :’>,/1;?09,

; ; 经硫酸铵盐析后酶活有所增加，认为这是由

于硫酸铵对有些细菌的乳酸脱氢酶有一定的激活

作用所致［7］%
硫酸铵二次盐析曲线见图 *% 随着硫酸铵饱和

度的增加，沉淀物中酶和总蛋白质都在增加，比活

却逐渐下降，说明经一次盐析后体系中的组分发

生了变化，杂蛋白质和 .3’ 的盐析性质十分相似，

二次盐析已不能达到分离目的%
!) @" $*A* 离子交换层析

经硫酸铵一步盐析的酶样上 3<=< 离子交换

层析柱纯化，分析洗脱缓冲液的 &’ 值对分离效果

的影响，缓冲液的 &’ 值分别为 *% 6，(% 1 和 (% 6% 离

子交换层析结果见图 7%

图 @" 硫酸铵二次盐析曲线

=/;) @" B5.018 ’3301/93 :9>2’,5 :’>,/1;?09,

图 C" $*A* 离子交换层析图

=/;) C" $*A* .7-03’,0;-’D7E

; ; 离子交换层析的原理是：大分子与离子交换

剂亲和力不同，以不同牢固程度被吸附于离子交

换剂上，通过改变离子强度或（和）&’ 值使大分子

从离子交换剂上先后被洗脱下来% 分离的复杂混

合物中各种蛋白质的等电点各不相同，改变不同

的 &’ 值从而改变不同蛋白质与离子交换剂的结

合能力，使目的蛋白质的分离效果明显% 从图 7 可

知，改变洗脱液的 &’ 值能明显地改变离子交换层

析柱的分离效果，在 0 种 &’ 值条件下，乳酸脱氢

酶与 3<=< 均 有 较 强 的 结 合 力，但 杂 蛋 白 质 与

3<=< 的结合力变化较大，在 &’ (% ) 时目的酶与

其它杂蛋白质的分离效果最好，所以选择 3<=<
离子交换层析洗脱液的 &’ 值为 (% )%

F" 结" 论

对植物乳杆菌胞内乳酸脱氢酶的破碎、抽提

条件及初步纯化进行了研究，取得了满意的效果，

98 无; 锡; 轻; 工; 大; 学; 学; 报; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; 第 10 卷;
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得出以下结论：

!）超声波破碎细胞条件的确定：湿菌体菌悬

液质量浓度为 "# $ %# &’ ( &) 时，!% &) 菌悬液破

碎 *# &+,- 在此破碎条件下经血球计数板计数破

碎前后菌悬液中的细胞质量浓度，计算出菌体破

碎率为 ../ *0 -

*）抽提缓冲液确定为：#- #% &12 ( ) 34 .- # 含

#- !% &12 ( ) 5672 的磷酸缓冲液-
8）初步的分离纯化工艺为：经硫酸铵一步盐

析上 9:;: 离子交换层析柱分离（ 初步纯化结果

见表 8）-

表 !" 植物乳杆菌乳酸脱氢酶的初步纯化结果

#$%& !" ’()*+,+-$(. /0(+1+2$3+4- 41 567 1(4, 8()9+%$23)(+0, *$2341)(,)-30,

纯化

步骤

体积 (
&)

酶活力 (
（< ( &)）

总蛋白质

质量浓度 (（&’ ( &)）

比活力 (
（< ( &’）

回收

率 ( 0
纯化

倍数

粗酶液 %# 88/ =. !/ "8* *8/ .* !## !

硫酸铵沉淀（透析后浓缩） !# !.!/ %% !/ >#. !#>/ ." !#!/ # "/ %

9:;:?@A3B6C1DA 柱（浓缩） !# >E/ *E #/ !%* ""E/ 8! "#/ * !E/ =

F F 由表 8 可知，经两步初步的分离纯化，酶比活

提高了 !E- = 倍，但收率只有 "#- *0 - 分析收率较

低的原因是：上 9:;: 离子交换柱的酶液样品浓

度太低造成酶损失大、回收少- 提高酶的收率的措

施为：将硫酸铵盐析的酶液透析后浓缩倍数适当

提高，从而能增加上柱时酶的回收率- 另外，有较

多乳酸菌 )94 受 !，>?二磷酸果糖的激活，但本试

验中 !，>?二磷酸果糖不影响该植物乳杆菌 G@*?*
的 )94 活力，而（54" ）* @H" 对酶有较大的激活作

用-（54"）*@H"的作用尚不清楚，需进一步研究-
该纯化工艺过程稳定，操作简单，易放大，对

细菌乳酸脱氢酶的产业化生产具有指导意义-
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