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摘 � 要: 以大肠杆菌基因组 DNA 为模板, 扩增得到苹果酸脱氢酶( mdh)编码基因 mdh,构建了重

组菌 pET�28a�mdh/ BL21并成功表达了 md h, 大小约36 000。选用 Ni柱亲和层析法纯化具有活

性的苹果酸脱氢酶(mdh) ,纯化后比酶活达到 112� 5 U/ mg, 纯化倍数达 2� 62倍, 回收率为 59%。

并对该酶的酶学性质进行了初步研究,其中反应最适 pH 值为6� 0,在 pH 值2� 0~ 6� 0范围内稳定;反

应最适温度为 37 � ,在42 � 以下酶的稳定性较好。K + 对酶有明显的激活作用, Cu2+ 对酶有抑制作

用,Hg2+ 和 Zn2+ 对酶有很强的抑制作用。醇类对酶的活力影响不大,丙三醇可显著提高酶的热稳定

性。酶动力学参数以草酰乙酸为底物的 K m为 0�235 mmol/ L, Vmax为 0� 47 �mol/ ( L �min)。
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Abstract:Malate dehydrogenase ( MDH ) gene w as amplif ied v ia PCR from the chromosome of

E scherichia col i in this manuscript . T he PCR pr oduct w as cloned into the expression vector pET�
28a ( + ) . The resulted recombinant plasmid w as t ransformed into E� coli BL21( DE3) . Induced

by 0� 5 mmol/ L IPTG, MDH , a 36KDa protein, w as successfully expressed in E� coli BL21
( DE3) . An act ive MDH was pur if ied by Ni�NT A column aff inity Chromatog raphy, w ith the

specif ic act ivity of 112� 5 U / mg , the purificat ion mult iple of 2� 62, and the recovery rate o f 59%.

In a pr eliminary study, the enzymat ic propert ies of the pur if ied H is�tagg ed enzyme w ere

char acterized. It w as found to have pH and temperature optima of 37 � and 6� 0, respectively.
T he enzyme w as stable w hen pH and temperature kept in the range o f 2� 0 to 6� 0 and blow 42 � ,

r espect ively. It s activity w as activ ated by K
+
dramat ically, inhibited by Cu

2+
, seriously inhibited



by Zn
2+

and Hg
2+
. Although alcoho ls have litt le effect on this enzyme, g lycero l could

dramat ically improve the thermal stability of MDH . When oxaloacetic acid w as used as subst rate,

the enzyme kinet ic constants of Km and Vmax w as 0� 235 mmo l/ L and 0� 47 �mol/ ( L � min) ,
r espect ively.

Key words: Escher ichia col i , cloning and expression, malate dehydrogenase ( MDH ) ,

purificat ion, enzymat ic pr opert ies

� � 苹果酸脱氢酶( EC 1� 1� 1� 37, md h)广泛分布

在动物组织、微生物和植物中[ 1]。它是一种活性较

强的酶,存在于乙醛酸体、线粒体、过氧化物体、叶

绿体、细胞浆、以及锥虫甘油体内。mdh 为多聚体

酶,是由相同或相似亚基组成的二聚体或四聚体,

亚基的相对分子质量为30 000~ 35 000 , 催化草酰

乙酸盐与苹果酸盐进行相互转化时, 苹果酸脱氢酶

可以 NAD或 NADH 为辅因子
[ 2- 3]
。

苹果酸脱氢酶不仅是一种重要的糖代谢酶, 而

且具有较高医学诊断价值和理论研究价值。苹果

酸脱氢酶在临床诊断中用于多酶分析及疾病的早

期诊断,例如用于诊断 DIC(弥散性血管内凝血) ,心

肌梗塞,急慢性肝炎等。利用 mdh 底物专一性,还

可将其用于拆分 D, L�苹果酸 [ 4] , 也可以用于食品

中有机酸含量的测定[ 5] ,如 L�苹果酸、醋酸、柠檬酸
等物质的测定,具有广泛的应用前景。目前国内关

于动物、植物中苹果酸脱氢酶的相关研究较多
[ 5- 9]

,

在微生物领域的研究报道较少。

作者克隆了来自大肠杆菌的苹果酸脱氢酶基

因,构建重组表达载体 pET�28a ( + )�mdh, 成功构

建了基因工程菌 pET�28a�mdh/ BL21, 并利用镍柱

亲和层析法对表达的 mdh进行了纯化,得到了较纯

的酶液,并对该酶的酶学性质进行了研究。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌株与载体 � 大肠杆菌( Escher ichia col i )

BL21( DE3) : 由作者所在实验室保藏; 克隆载体

pMD18�T:购自 Takara 公司; 质粒 pET�28a( + ) :

购自 Novagen公司。

1� 1� 2 � 培养基及培养条件 � LB培养基,培养温度

37 � ,摇床转速 150 r/ m in, 卡那霉素质量浓度为

50 �g/ mL, IPT G终浓度为 0� 5 mmol/ L。
1� 1� 3 � 工具酶及其他试剂 � 质粒小量抽提试剂
盒、胶回收试剂盒: 购自北京博大泰克生物基因技

术有限公司; T 4DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶、

dNTPs、DNA 限制性内切酶、IPT G: 购自 TaKaRa

公司; T ris、SDS:购自 Sigma 公司; 还原型酰胺腺

嘌呤二核苷酸( NA DH) , 咪唑和卡那霉素: 购自上

海 Sangon 公司; 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺: 购自

Amer ican Promega Corporat ion; PCR 引物: 由上

海赛百盛基因技术有限公司合成; 广范围蛋白质相

对分子质量标准:购自 Fermentas 和 Takar a公司;

其他试剂均为国产分析纯试剂。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 苹果酸脱氢酶基因 md h的克隆 � 根据 NC�
BI大肠杆菌的全基因组核酸序列中 md h 基因序

列,设计苹果酸脱氢酶的 PCR引物。

P1: CCGGAAT TCAT GAAAGT CGCAGTCC

T CG ( EcoRI)

P2: CCGCT CGAGT TACT TAT TAACGAAC

T C ( X hoI)

从大肠杆菌中抽提染色体 DNA 作为模板
[ 6]
,

进行 PCR扩增。PCR扩增体系: 模板大肠杆菌的

染色体 DNA 2 �L,上下游引物各 1 �L, dNT PM IX

4 �L, 10 � Buf fer 5 �L,灭菌的双蒸水 36� 5 �L, Ex�
taq酶0� 5 �L。PCR扩增条件为: 95 � 变性 5 min,

94 � 90 s, 58 � 90 s, 72 � 90 s, 共 35个循环,最

后 72 � 延伸 10 m in。

1� 2� 2 � PCR产物与表达载体 pET�28a的连接 � 质
粒 pET�28a 和纯化的 PCR 产物分别用 E coRI 和

X hoI 双酶切。50 �L 反应体系如下: PCR 产物

( pET�28a) 25 �L, Buffer 5 �L, 限制性内切酶各 3

�L,用灭菌的双蒸水补齐, 37 � 酶切 4 h。电泳检

验酶切产物,并用凝胶回收试剂盒对酶切产物进行

纯化和回收。连接产物于 16 � 水浴连接过夜。转

化 E� col i BL21( DE3)的感受态细胞, 提取质粒,经

酶切验证后, - 70 � 甘油冻管保存。

1. 2. 3 � 苹果酸脱氢酶的诱导表达及检测 � 重组菌

37 � 振荡培养过夜, 转接至37 � 培养至 OD600约为

0� 6 ~ 0� 8, 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 0� 5
mmol/ L[ 4, 6] , 30 � 诱导过夜, 取诱导的菌液 200

�L, 8 000 r 离心 1 m in 后收集菌体。SDS�PAGE验
证表达结果,以含空载体质粒的 pET�28a 的 E� coli
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BL21作为对照
[ 9- 10]

。

1� 2� 4 � 苹果酸脱氢酶的纯化 � 将过夜诱导的菌液
于 4 � , 8 000 r/ m in, 离心 15 min, 用 pH 7� 4 的
PBS缓冲液洗两次, 用提取缓冲液[ 6] ( 50 mmo l/ L

T ris�HCl, pH 6� 0, 0� 5 mo l/ L NaCl, 1% T ri�
tonX�100, 30 �mol/ L DT T)洗一次,超声波破碎菌

体, 14 000 r/ m in 离心 30 min,取上清液经 Ni�NT A
柱纯化后得到纯的 mdh。

1� 2� 5 � 苹果酸脱氢酶活力的测定 � mdh 在催化草

酰乙酸转化为苹果酸的同时, 将 NADH 氧化为

NAD, NADH 在 340 nm 处有最大吸收峰, 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[ 6- 8]。酶活力单位( U ) 定义为: 在 25 � 、pH

6� 0下,每分钟氧化 1 �mo l的 NADH 所需的酶量。

1� 2� 6 � 蛋白质质量分数的测定 � 粗酶液蛋白质质量
分数采用Bradford

[ 5]
法测定,以 BSA为标准蛋白质。

1� 2� 7 � 苹果酸脱氢酶酶学性质的研究
1)最适 pH 值及 pH 值稳定性[ 11�17] : 配制 pH

2� 0~ 12� 0的反应缓冲液, 37 � 下将酶液分别与不

同 pH 值的缓冲液混合反应,测 mdh 在不同缓冲液

中反应时的酶活, 观察酶反应的最适 pH 值。

将一定量的酶液加入到上面不同 pH 值的缓冲

液(不含底物和辅酶)中,在 37 � 中保温 1 h, 测剩

余酶活力,观察 mdh在不同 pH 值下的稳定性。

2)最适温度和热稳定性[ 11- 17] : 采用 pH 值为

6� 0的反应体系, 分别在 25~ 80 � 下测酶活, 观察

不同温度对酶促反应的影响。将一定量的酶液置

于以上不同的温度下保温 1 h, 测定剩余酶活,观察

mdh 在不同温度下的稳定性。

3)不同金属离子对酶活的影响
[ 11- 17]

: 选择酶的

最适温度和 pH 值的条件下,在反应体系中分别加

入终浓度为 2� 0 mmo l/ L 的 K + 、Na+ 、Mg2+ 、Cu2+ 、

Ni
2+
、Co

2+
、Ba

2+
、Zn

2+
、H g

2+
、Fe

3+
后测定 md h的

酶活, 以不加上述离子的酶活为对照, 测定不同金

属离子对酶促反应的影响。

4)不同醇类对酶活力的影响[ 11- 17] : 选择酶的最

适温度和 pH 值条件下,在反应体系中分别加入体积

分数 2%的乙二醇、丙二醇、丙三醇、甘露醇、山梨醇、

聚乙二醇,测定 mdh的酶活,以不加醇类的初始酶液

的酶活为对照,测定不同醇类对酶促反应的影响。

5)不同醇类对酶热稳定性的影响
[ 11- 17]

:将酶液

置于以上 6种醇类中于 42 � 保温 1 h, 测定保温后

的剩余酶活。观察不同醇类对 mdh稳定性的影响。

以初始酶液的酶活为 100% ,以不加保护剂的酶液

经同样热处理为对照。

6) K m值及 V max 的测定
[ 11- 1 7]

: 配制 50、100、

150、200、300、400、600 �mo l/ L 的不同浓度的草酰

乙酸的底物溶液, 分别与酶液反应, 采用双倒数作

图法确定 mdh的 K m及 Vmax。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 苹果酸脱氢酶基因 mdh 的克隆及分析

提取大肠杆菌的基因组 DNA, 用 P1, P2引物

进行扩增,得到长度为 939 bp的基因内部片段并测

序。测得扩增获得的基因 mdh核苷酸序列与 Gen�
Bank中公布的 E scherichia col i DH1 的全基因组

核苷酸序列中 mdh基因序列同源性为 100%。

2� 2 � 重组大肠杆菌表达载体的构建
将 T�md h用 EcoRI和 XhoI 进行双酶切, 胶回

收 mdh片段,将其与经相同酶切线性化的 pET�28a
( + ) 载体连接, 酶切验证, 重组质粒经 EcoRI 和

X hoI进行双酶切,释放 5 369 bp和 939 bp 大小的

片段,分别对应于 pET�28a( + )和 md h的大小,结

果见图 1。表明重组质粒构建成功, 将其命名为

pET�28a( + )�mdh。

1: DNA Mark er: �DNA/ H ind � ; 2 : pET�28a�mdh/ X hoI +

EcoRI; 3: pET�28a�mdh/ E coRI; 4: pET�28a/ EcoRI; 5: m dh

gene 6: DNA Marker: DL�2000

图 1� 质粒 pET�28a( + )�mdh的酶切验证

Fig. 1 � Enzyme analysis of recombinant plasmid pET�

28a ( + )�mdh

2� 3 � MDH在 E� col i BL21( DE3)中的表达及重组
蛋白质的纯化

重组菌 pET�28a ( + )�md h/ BL21 ( DE3 ) 经

IPTG诱导后的菌液经超声波破碎细胞, 取上清液

进行 SDS�PAGE 电泳分析, 得到一条特异性条带。

MDH 大小约36 000, 6个组氨酸标签大小约4 000,

所以本研究表达的蛋白质大小约40 000, 与文献报

道基本一致。粗酶液比酶活为 43 U / mg ,这表明基

因已经在大肠杆菌中成功表达, 并且该酶具有生物
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学活性。经 Ni�NTA 纯化后的 MDH 进行 SDS�
PA GE 电泳分析,结果见图 2。条带相对单一, 基本

上可认为已经得到较纯的 MDH, 比酶活可达到

112� 5 U/ mg,是纯化前粗酶液酶活的2� 62倍, 回收
率达到 59%,结果见表 1。

表 1� 重组蛋白MDH纯化表

Tab. 1� Purification of recombinant MDH

纯化
步骤

总蛋白质
质量/ mg

总酶
活力/ U

比酶活/
( U / mg)

回收
率/ %

纯化
倍数

粗酶液 39. 3 1689. 9 43 100 1

N i亲和
层析

8. 86 996. 8 112. 5 59 2. 62

1: Protein m ark ers ( KDa) ; 2: puri fied mdh ; 3: supernatant

of E� col i BL21 w ith recombinant plasmid pE T�28a ( + )�mdh

4: su pernatan t of E� col i BL21 w ith plasm id pE T�28a ( + )

图 2� 重组菌全细胞蛋白质及MDH纯化后 SDS�PAGE

电泳

Fig. 2 � SDS�PAGE analysis of proteins in whole cells and

MDH purification

2� 4 � 苹果酸脱氢酶的酶学性质
2� 4� 1 � 最适 pH 值及 pH 值稳定性 � 将 MDH 在

反应体系的 pH 值为 2� 0~ 12� 0 范围内反应,测定

该酶的酶活
[ 5�7]

,结果见图 3。

图 3 � 苹果酸脱氢酶的最适 pH范围

Fig. 3 � Optimal pH of MDH

� � 由图 3可见, MDH 在 pH 值为 6� 0 时酶活达
到最高,最高酶活为 112� 5 U/ mg, 可以确定该酶反
应的最适 pH 值是 6� 0。再将 MDH 在不同 pH 值

2� 0~ 12� 0的反应体系中37 � 保温 1 h, 1 h 后测其

酶活,结果见图 4, MDH 在 pH 值 2� 0~ 6� 0范围内
保温1 h后, 剩余酶活仍在 70%以上,说明 MDH 在

酸性条件下较稳定。

图 4 � 苹果酸脱氢酶在不同 pH值下的稳定性

Fig. 4� Stability of MDH on diff erent pH

2� 4� 2 � 最适温度和热稳定性 � MDH 在 25~ 80 �
范围内进行酶促反应, 测的酶活[ 5�7] 见图 5。由图 5

可知, M DH 的最适反应温度为 37 � 。在热稳定

性,结果见图 6。MDH 在 42 � 以下较稳定, 水浴保
温 1 h后酶活能保留 50%以上, 温度继续升高,酶

的活力继续丧失, 到 65 � 以后酶迅速变性成白色

絮状,酶的活力基本上没有。

图 5 � 苹果酸脱氢酶的最适反应温度

Fig. 5 � Optimal temperature of MDH

图 6 � 苹果酸脱氢酶的热稳定性

Fig. 6 � Stability of MDH on different temprature

2� 4� 3 � 不同金属离子对酶活力的影响 � 金属离子
经常可以作为酶促反应的辅助因子,因此在酶促反

应中经常添加某些金属离子来促进酶促反应的进

行
[ 5�7]
。MDH 在反应中以 NADH 为辅酶,在 MDH
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催化的反应中添加不同的金属离子, 观察不同金属

离子对酶促反应的影响。以不加金属离子的反应

液中 MDH 的酶活力为对照。各种金属离子对

MDH 的酶活的影响见表 2。可以看出, K + 对酶有

明显的激活作用, Cu
2+
对酶有抑制作用, Hg

2+
和

Zn2+ 对酶有很强的抑制作用。

表 2� 金属离子对MDH酶活力的影响

Tab. 2 � Effect of metal ions on the activity of MDH

离子 相对酶活/ %

K+ 120� 0

Na+ 100� 0

Mg 2+ 97� 1

Cu2+ 60� 4

N i2+ 104� 3

Co 2+ 102� 1

Ba2+ 92� 4

Ca2+ 96� 3

Zn2+ 20� 7

Hg 2+ 0� 0

Fe3+ 101� 7

2� 4� 4 � 不同醇类对酶活力的影响 � 醇类对酶活有
一定的保护作用

[ 6]
,为了研究不同的醇类对酶稳定

性的影响,必须先对不同醇类对酶活力的影响进行

研究。在反应体系中分别加入体积分数 2%的乙二

醇、丙二醇、丙三醇、甘露醇、山梨醇、聚乙二醇, 37

� 下测定 mdh 的酶活。以不加醇类的初始酶液的

酶活为 100% , 测定不同醇类对酶促反应的影响。

结果见表 3。可以看出,不同醇类对酶活影响不大。

表 3 � 不同醇类对酶活力的影响

Tab. 3 � Ef fect of alcohols on the activity of MDH

名称 添加体积分数/ % 相对活性/ %

乙二醇 2 97

丙二醇 2 95

丙三醇 2 100

甘露醇 2 96

山梨醇 2 98

聚乙二醇 2 93

2� 4� 5 � 不同醇类对酶热稳定性的影响 � 由以上通
过对苹果酸脱氢酶热稳定性的研究可知: 苹果酸脱

氢酶的热稳定性较差。由文献[ 5]可知, 醇类对提

高酶的稳定性有一定效果, 结果见表 4。可见醇类

对提高 MDH 的热稳定性有一定的作用, 其中丙三

醇对提高酶的热稳定性的效果最好。可能是醇类

的羟基基团与酶分子作用, 也可能是醇类减少了介

电常数, 从而加强了酶分子的疏水作用, 醇类与水

分子结合, 降低水的活度, 使酶蛋白受水分子影响

减少。
表 4 � 不同醇类对酶热稳定性的影响

Tab. 4� Effect of alcohols on the thermal stability of MDH

名称 添加体积分数/ % 相对活力/ %

丙三醇 2 94. 8

乙二醇 2 72. 55

丙二醇 2 70. 3

山梨醇 2 66. 7

甘露醇 2 64. 7

聚乙二醇 2 60. 7

2� 4� 6 � 动力学常数 K m值及 Vmax � 在 pH 值 6� 0,
37 � 下, 采用双倒数法测 MDH 对草酰乙酸的 K m

和 Vmax
[ 5- 7] , 结果见图 7。K m为 0� 235 mmo l/ L ,

V max为 0� 47 �mol/ ( L � min)。

图 7� 双倒数法测 MDH的 KmOAA

Fig. 7 � Double reciprocal plot for KmOAA

3 � 结 � 语

作者成功构建了重组菌 pET�28a�mdh/ BL21

( DE3) , 经 IPT G 诱导后 SDS�PAGE 分析, 出现
36 000目标蛋白质条带,成功表达了苹果酸脱氢酶。

据报道大肠杆菌菌株粗酶液比酶活为 15� 1 U /

mg
[ 18]

,作者构建的重组大肠杆菌 BL21比酶活提高

了 1� 85倍为 43 U / mg。用 N i�NTA 柱亲和层析法
纯化 MDH 后比酶活达到 112� 5 U/ mg, 与粗酶液

相比,比酶活提高 2� 62 倍, 可见表达量和比酶活均
较高。初步研究了 MDH 酶学性质, 结果表明:

M DH 的最适温度是 37 � , 42 � 以下较稳定; 热稳

定性较差,丙三醇对提高酶的热稳定性有一定的促

进作用。最适 pH 为 6� 0, 而真核生物 MDH 最适

pH 8� 0[ 5] , 说明该酶在弱酸性的 pH 值条件下仍可

保持较高的活性。K + 对酶促反应有一定的激活作

用, Cu2+ 对酶有抑制作用, Hg2+ 和 Zn2+ 对酶有很强

的抑制作用。这与文献[ 5]中报道的基本相符。酶

动力学参数以草酰乙酸为底物的 K m 为 0� 235
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mmol/ L , V max为 0� 47 �mol/ ( L � min)。
MDH 催化草酰乙酸与 L�苹果酸的相互转化过

程是可逆的, 利用基因工程技术表达苹果酸脱氢酶

并对其相关性质进行研究,为实现从苹果酸到草酰

乙酸的转化,即用相对廉价原料生产高附加值的草

酰乙酸奠定了一定的理论基础。
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