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爱德华氏菌产乳酸氧化酶的条件研究
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提 要 在以前工作的基础上，对已获得的产乳酸氧化酶的(株菌进行复筛，对产酶量大的
一株菌进行了分类鉴定，确定该菌株属迟钝爱德华氏菌生物群)（!"#$%"&’())$*$%"$*+,-.,/0
)）。这与曾报道的产乳酸氧化酶分枝杆菌（+,-./$-*(%’01）和片球菌（2("’.-.--0&）是不同的
菌。分别研究了培养基中的培养初始01、核黄素、乳酸钠以及硫酸铵对发酵产乳酸氧化酶的
影响。这一酶源在酶法生产丙酮酸及医疗诊断和酶电极应用上有意义。
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丙酮酸是许多重要酶促反应的起始物质，如在酚基裂解酶（78.,9+:;0<;:,=$=8>9;）作
用下由丙酮酸生成?$5，6$二羟苯丙氨酸。通过生物催化生产丙酮酸的最佳底物是乳
酸［!］。常规设想通过乳酸脱氢酶（?>@A>A;B;<8B.,-;:>9;）催化乳酸变为丙酮酸，但乳酸脱
氢酶需要C3DE／C3DFE作为电子受体，C3DE／C3DFE不仅价格昂贵，且不易固定，又
不易重复使用，使乳酸脱氢酶不能广泛和规模化应用［&］。曾有人报道在酵母和变形菌

（2%.*(0&）中发现的乳酸脱氢酶需要高铁细胞色素G（H;..+@8A,@<.,I;G）作为电子受体而
不要C3DE／C3DFE，但该酶并不理想［5!6］。本世纪(%!4%年代，报道了从乌分枝杆菌
（+,-./$-*(%’01$3’01）和草分枝杆菌（+,-./$-*(%’0145)(’）中发现两种乳酸氧化酸
（?>@A>A;,J+B>9;），它们无需辅助因子即可氧化乳酸［(!4］。它们催化的反应如下：
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无疑，乳酸氧化酶#是催化乳酸制备丙酮酸理想的酶。在临床医学上乳酸氧化酶#
也有广泛的应用。!"#L年美畸提出乳酸氧化酶系统测定法，!"L(年浅沼和子又对其进行
改进，协和公司据此配制了商品试剂盒［#］。!""6年*;.-;.等报道了把乳酸氧化酶和辣根
过氧化物酶共固定化，用于?$乳酸的流动注射分析（H=,M+:N;@A+,:>:>=89+9，H)3）［L］。不
论酶法测丙酮酸，还是酶法检测乳酸，均需大量乳酸氧化酶。本实验从筛选到的一株产乳

酸氧化酶细菌着手，对该菌进行分类学鉴定，并对该酶发酵产酶条件作了初步探索。

! 材料和方法
!"! 培养基（O）
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!"#，微量$%&，’()"!。

!"# 细菌培养
把一环经复壮的斜面培养物接种于盛有#!*+培养基的,!!*+三角瓶中（每菌株接

种&个摇瓶），在,!-下，摇床转速&!!.／*/0，培养,12，收集菌体。

!"$ 无细菌抽提液的制备

3!!*+培养液经4!!!.／*/0、&!*/0离心弃上清液得菌体，再经&!*+3!**56／+磷酸
钾缓冲液（’()"!）洗涤，再离心把所得到的菌体用’()"!的3!**56／+磷酸钾缓冲液定
容至&!*+。摇匀后取&#!!+用于浊度测定，用超声波破碎仪（最小功率为3!!7，探头振
幅#!8）对剩余的菌悬液于冰浴中进行3!9的破碎。菌悬液经3!!!!.／*/0、&!*/0离心得
清液。再经透析（3!**56／+磷酸钾缓冲液’()"!，&42）用于酶活测定。

!"% 菌体浊度测定
将菌悬液&#!!+于,*+磷酸钾缓冲液中，摇匀后于11!0*比色，以3!**56／+磷酸

钾缓冲液作对照。

!"& 酶活测定方法

&，4:二硝基苯肼法（;<=法）［>］：取试管依次加入’()"!&!**56／+磷酸钾缓冲液

3*+，&!**56／+乳酸钠溶液3*+和酶液!"&*+，在,)-下精确保温&!*/0，紧接着加入

3*+3!8(=?,，3*+!"38;<=，再经,)-保温3!*/0，加入3*+4**56／+<@?(，冰浴
后#3!0*比色。取干净试管加入3*+’()"!&!**56／+磷酸钾缓冲液，!"&*+酶液，

3*+3!8(=?,，然后,)-保温&!*/0，紧接着加入3*+&!**56／+乳酸钠溶液，3*+
!"38;<=，在,)-保温3!*/0，加入3*+4**56／+<@?(，冰浴后作对照用。
活力单位规定：3*/0催化乳酸生成30*56丙酮酸的酶量为3个酶活力单位。

# 结果和讨论
#"! 菌种复筛
对#株本室保存的细菌进行复筛，摇瓶培养,12，菌株+3的酶活和比酶活最高，分别

达到>3"#（A／*+:B.5C2）和)&"1（A／*D:’.5CE/0）。我们用菌株+3作为酶源作以下研究。

#"# 菌种的鉴定

+3菌株为革兰氏阴性短杆菌。电镜观察该菌大小为!"F"3"3!*G!"1!*，单个存
在，无芽孢。半固体琼脂穿刺培养以及在血球计数器上作菌悬液观察均表明该菌运动，鞭

毛染色表明有周身鞭毛，荚膜染色表明该菌无荚膜。在普通细菌培养基上生长良好。兼

性厌氧菌。最适生长温度为,)-。在乳酸盐合成培养基上生长迅速，培养&42菌落达到

3**左右，菌落圆形，边缘整齐，表面光滑呈乳白色。该菌株的生理特征为：过氧化氢酶
阳性；氧化酶阴性；甲基红阳性；$H=H阴性；脲酶阴性；硝酸盐还原阳性；利用糖产酸：葡萄
糖阳性，木糖阴性，麦芽糖阳性，蔗糖阳性，肌醇阴性，甘露醇阳性，山梨糖醇阴性，乳糖阴

性；其它碳源利用：柠檬酸阴性，丙二酸阴性；蛋白反应：产吲哚阳性，液化明胶阴性，苯丙

氨酸阳性，产过氧化氢阳性；IJK含量为#1"18。根据伯杰氏细菌鉴定手册第八版，同
爱德华氏菌属（!"#$%"&’())$）的部分菌株进行了比较，确定+3菌株属迟钝爱德华氏菌生
物群L（!"#$%"&’())$*$%"$%/5D.5M’L）。+3菌株是产乳酸氧化酶活力较高的一株菌。这
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与国外曾报道的分枝杆菌（!"#$%&#’()*+,）和片球菌（-(.*$#$##+/）产乳酸氧化酶是不一
样的菌。!"菌株产生的乳酸氧化酶不需要辅助因子能发挥催化活性，使乳酸转化为丙酮
酸，且产物无过氧化氢产生。这为酶法生产丙酮酸开辟了一条新途径［"#!"$］，并在医疗诊

断和酶电极的应用上有良好的前景。

!"# 培养初始%&对菌生长和酶产生的影响
培养初始%&在’()到*()之间对菌生长影响不是很大，而对乳酸氧化酶产量的影

响较大。生长和产酶均以%&+()时为最好，见图"。

!"$ 核黄素对菌生长和酶产生的影响
核黄素是,-./或,-.0/合成的必要成分。在前言中已经指出乳酸氧化酶是一种

不需要辅助因子的酶，本实验所得的实验数据更进一步证实了这一点。而且核黄素的存

在一定程度上影响着乳酸氧化酶的产量，但影响程度不随核黄素浓度的提高而加重（图$）。

图" %&对乳酸氧化酶产量和菌生长的影响曲线
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图$ 核黄素对乳酸氧化酶产量的影响
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图G 乳酸钠浓度对乳酸氧化酶产生的影响
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!"% 乳酸钠对菌生长和酶产生的影响
乳酸是菌株的碳源，同时也是菌株产生

乳酸氧化酶的诱导物。本实验采用乳酸钠作

为实验菌株的碳源。通过实验发现乳酸钠浓

度超过G()H以后就影响了菌体生长量。乳
酸钠浓度的高低影响乳酸氧化酶的产量。乳

酸钠浓度在I()H以下时，乳酸氧化酶的产
量随乳酸钠的浓度的提高而提高，当乳酸钠

的浓度超过I()H以后，乳酸氧化酶的产量
则逐渐下降。具体结果见图G。

!"& 硫酸铵对菌生长和酶产生的影响
以硫酸铵作为氮源研究了对乳酸氧化酶

产量的影响（图I）。与乳酸钠对乳酸氧化酶
产量的影响相似，合适的硫酸铵浓度（#("H）
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图! 硫酸铵对乳酸氧化酶产生的影响
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能使菌株最大限度的产生乳酸氧化酶，高浓

度的硫酸铵不利于乳酸氧化酶的产生，在一

定程度上抑制乳酸氧化酶的产量。为了最大

限度的获得乳酸氧化酶，硫酸铵的浓度不宜

过高。
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