
基金项目:吉林 省 科 技 发 展 计 划 技 术 创 新 引 导 项 目 (编 号:
２０２２０４０２０５３GH);国家自然科学基金地区科学基金项

目(编号:３１６６０４５２)
作者简介:文宇萍,女,延边大学助理实验师,硕士.
通信作者:崔虎山(１９７０—),男,延边大学副主任医师,博士.

EＧmail:timＧcn＠１６３．com
金清(１９７１—),女,延边大学教授,博士.
EＧmail:jinqing＠ybu．edu．cn

收稿日期:２０２３Ｇ０６Ｇ１５　　改回日期:２０２３Ｇ１２Ｇ０７

DOI:１０．１３６５２/j．spjx．１００３．５７８８．２０２３．８０５４９ [文章编号]１００３Ｇ５７８８(２０２４)０２Ｇ００３６Ｇ０７

柠檬明串珠菌KM２０中DＧ乳酸脱氢酶的特性
CharacterizationofDＧlactatedehydrogenaseinLeuconostoccitreum KM２０

文宇萍１

WENYuping１
　

刘金熙１

LIUJinxi１
　

金　清１

JINQing１
　

崔虎山２

CUIHushan２

(１．延边大学农学院,吉林 延吉　１３３００２;２．延边大学附属医院西区医院,吉林 延吉　１３３００２)
(１．CollegeofAgriculture,YanbianUniversity,Yanji,Jilin１３３００２,China;２．Collegeof

AffiliatedHospitalWesternDistrictHospital,YanbianUniversity,Yanji,Jilin１３３００２,China)

摘要:目的:分 析 柠 檬 明 串 珠 菌 中 DＧ乳 酸 脱 氢 酶 (DＧ
LDH)的酶学特性.方法:对柠檬明串珠菌 KM２０中 DＧ
乳酸脱氢酶基因进行克隆表达并构建表达质粒,转化至

EscherichiacoliBL２１(DE３)中实现过表达.结果:经 NiＧ
NTA柱亲和层析纯化后,DＧLDHＧ１与 DＧLDHＧ２编码的

蛋白分子质量分别为４０．０,３８．５kDa;比活力分别为２．１８,

１５３．１０U/mg;在丙酮酸还原中两种酶的最适pH 值与最

适温度均为８．０与４０℃;而乳酸氧化时DＧLDHＧ２的最适

pH 值与最适温度分别为１２．０与３０℃.DＧLDHＧ１与DＧ
LDHＧ２对草酰乙酸、苯丙酮酸和２Ｇ酮戊二酸具有较强的

催化能力,且 Ca２＋ 、Cu２＋ 和 Na＋ 对其酶活性均具有促进

作用,Zn２＋ 与SDS对酶活性有极高的抑制作用.此外,两

种酶对丙酮酸的Km值分别为２．９８,６．１１mmol/L,对丙酮

酸的Kcat/Km分别为６．０４×１０２,２．２８×１０４ L/(mol􀅰s),

LDHＧ２对 DＧ乳 酸 的 Kcat/Km 为 ６５．０L/(mol􀅰s).结

论:DＧLDHＧ１与DＧLDHＧ２为柠檬酸明串珠菌中催化 DＧ
乳酸合成的关键酶.

关键词:基因工程;DＧ乳酸;DＧ乳酸脱氢酶;柠檬明串珠菌

Abstract:Objective:Thisstudyfocused oninvestigatingthe

enzymaticcharacteristicsofDＧlactatedehydrogenase (DＧLDH)

in Leuconostoc citreum KM２０． Methods: The DＧlactate

dehydrogenasegene(LDH)fromL．citreum KM２０wascloned

and expressed to construct expression plasmid,and then

transformed into Escherichia coli BL２１ (DE３ ) for

overexpression．Results:TheenzymesencodedbyLCK_０００２７

and LCK _００２２２ were purified by NiＧNTA column affinity

chromatographywithmolecularmassof４０．０kDaand３８．５kDa,

respectively．The specific activities were ２．１８ U/mg and

１５３．１０U/mg,respectively．TheoptimalpHandtemperaturefor

pyruvatereductionwere８．０and４０ ℃,respectively,whilefor

theLCK_００２２２encodingenzymelacticacidoxidationthevalues

were１２．０and３０ ℃,respectively．Thetwoenzymeshadhigh

activitiestowardoxaloaceticacid,sodiumphenylpyruvate,and２Ｇ

oxoglutaricacid．Ca２＋ ,Cu２＋ ,andNa＋ promotedtheactivityof

thetwoenzymes,whereasZn２＋ andSDSinhibited．Inaddition,

theKcat/KmofLCK_０００２７andLCK_００２２２topyruvatewere

６．０４×１０２L/(mol􀅰s)and２．２８×１０４L/(mol􀅰s),respectively．

TheKcat/Km ofLCK_００２２２encodingenzymetoDＧlacticacid

was６５．０L/(mol􀅰s)．Conclusion:DＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２are

key enzymes catalyzing the synthesis of DＧlactic acid in

Leuconostoccitrate．

Keywords:geneengineering;DＧlactic;DＧlactatedehydrogenase;

Leuconostoccitreum

柠檬明串珠菌(Leuconostoccitreum)是异型发酵乳

酸菌的一种,因其非病原性、对人体无害被列为 GRAS
(generallyrecognizedassafe),主要存在于蔬菜、牛乳、水

果、传统发酵泡菜、乳制品等食品中[１－２].柠檬明串珠菌

能通过代谢产生 CO２、风味化合物、特殊活性物质、细菌

素及其他抑菌成分,具有潜在的益生效果,可作为食品发

酵剂广泛应用于发酵食品中从而改善其风味、功能性、组

织状态与贮存期,或作为生产功能性物质的细胞工厂,直

接应用于食品工业与医药保健等领域[２].

乳酸脱氢酶(lactatehehydrogenase,LDH)是乳酸菌

催化丙酮酸产生乳酸的关键酶,根据催化产物不同,可将

其分 为 DＧ乳 酸 脱 氢 酶 (DＧLDH)与 LＧ乳 酸 脱 氢 酶

(LＧLDH)两种,并分别催化丙酮酸生成互为镜像的DＧ乳

酸与LＧ乳酸[３].乳酸的合成构型由DＧ/LＧ乳酸脱氢酶基
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因的表达水平决定,因此目前的研究重点主要集中在乳

酸菌的乳酸脱氢酶的编码基因上[４].柠檬明串珠菌作为

泡菜等发酵的优势菌种,被认为只含 DＧLDH,在发酵过

程中生成的乳酸以 DＧ型为主[１,５－６],由于人体缺乏 DＧ乳

酸的特异性代谢酶,过量食用会导致 DＧ乳酸堆积,从而

引起酸中毒等代谢障碍,危害人体健康[７－８].

DＧ乳酸作为多种手性化合物合成的前体,在提高聚

乳酸材料热稳定性等方面具有重要作用,高光学纯度的

DＧ乳酸能够提高聚乳酸材料的性能,具有良好的生物降

解性,可在微生物的分解作用下完全降解为二氧化碳和

水,因此DＧ乳酸对环境保护具有重要意义[９－１３].此外,

LDH 也是乳酸菌催化苯丙酮酸生成苯乳酸(phenyllactic

acid,PLA)的关键酶,与催化丙酮酸情况类似,LＧLDH 催

化苯丙酮酸生成LＧ苯乳酸,DＧLDH 则催化苯丙酮酸生成

DＧ苯乳酸[１４].与LＧ苯乳酸相比,DＧ苯乳酸具有更高的

抗菌活性,在食品、饲料等领域作为一种新型的生物防腐

剂具有较大潜力[１５－ １６].综上,DＧ乳酸、DＧ苯乳酸在制

药、化妆品、化学与食品工业等领域受到了广泛青睐[１７].

柠檬明串珠菌也可作为生产高纯度DＧ乳酸、DＧ苯乳酸的

优良菌种,具有广阔的应用前景.

柠檬明串珠菌基因组测序的完成为当下研究提供了

丰富的信息资源[１８－１９],但其功能注释大多为初步推测,

因此在功能研究方面或是利用基因工程技术对该菌株进

行改造方面发展较为缓慢[２０].前期试验发现,柠檬明串

珠菌 KM２０通过丙酮酸还原途径生成 DＧ乳酸,且 LCK_

００３８９为DＧ乳酸合成的关键基因编码酶;LCK_０００２７ 与

LCK_００２２２ 基因同样在丙酮酸代谢通路中编码DＧ乳酸

脱氢酶的合成并参与 DＧ乳酸的生成;LCK _０００２７ 与

LCK _００２２２ 拥 有 极 为 相 近 的 转 录 本 丰 度 TPM
(transcriptspermillion)值,由于不同基因编码LDH 的性

质可能会有较大差异,因此有必要对两种酶进行特性研

究.研究拟以柠檬明串珠菌 KM２０为研究对象,通过基

因工程手段对 DＧ乳酸生成相关基因进行基因重组、克

隆,并在大肠杆菌中进行异源表达,经纯化后测定酶活,

并对酶的最适pH 值、最适温度、底物特异性、潜在抑制性

和动力学常数等进行分析,以期为提高发酵食品安全性、

生产高光学纯度乳酸与苯乳酸提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

柠檬明串珠菌 KM２０:延边大学食品与生物科学系食

品科学实验室;

TOP１０、EscherichiacoliBL２１(DE３)、质粒pETＧ２１a
(＋)、质粒pETＧ１５b:德国 Novagen公司;

DNA提取试剂盒:美国 Omega公司;

聚合酶链式反应(PCR)试剂盒,限制性内切酶 EcoR

I、HindIII、NdeI和 XhoI:日本 TaKaRa公司;

BCA试剂盒:美国PierceBiotechnology公司;

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧPAGE)试剂盒:北京索来

宝生物科技有限公司;

异丙基ＧβＧDＧ硫代半乳糖苷(IPTG)、丙酮酸、DＧ/LＧ
乳酸、还原态烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)、烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸(NAD＋ )、苯丙酮酸钠:美国Sigma公司.

１．２　仪器与设备

PCR仪:PTCＧ２２５型,美国 MJResearch公司;

Ni２＋ＧNTA 柱:１７５３１９０１ 型,瑞 典 GE Healthcare
公司;

SDSＧPAGE电泳仪:１６５８００１型,美国BioＧRad公司;

超声波细胞破碎仪:UCSＧ６５０型,杭州米欧仪器有限

公司;

多功能荧光酶标仪:SPＧmax３５００FL型,上海闪谱生

物科技有限公司.

１．３　方法

１．３．１　重组质粒的构建与鉴定　根据 NCBI数据库提供

的信息(http://www．ncbi．nlm．nih．gov),以柠檬明串珠菌

KM２０ 基因组为模板 (https://www．ncbi．nlm．nih．gov/

nuccore/NC_０１０４７１．１),分 别 以 LCK_０００２７ＧF (５′ＧGA

CACGAATTCATGAAGATCATCATGTACAACACＧ３′)、

LCK_０００２７ＧR (５′ＧGTGTCAAGCTTTTAGCGCAGAAT

TTCGTTTTCGGＧ３′)、LCK_００２２２ＧF (５′ＧGCAGCCAT

ATGACCAAAATCCTGATGACCAGTGTGCGCAGTGATＧ

３′)与 LCK _ ００２２２ＧR (５′ＧGGATCCTCGAGTTAA

ATTTCATTAACTGCCTGATGACCGCTAATＧ３′)为 引

物进行PCR扩增,经琼脂糖凝胶电泳鉴定其分子量,切

胶回收后将纯化的LCK _０００２７ 基因产物插入至 pETＧ

２８a(＋)质粒(５３６９bp)的 EcoRI和 HindIII酶切位点

上,获得重组质粒 pETldhDＧ１(６３４６bp);纯化的LCK _

００２２２ 基因产物插入至pETＧ１５b质粒(５７０８bp)的 NdeI
和 XhoI 酶 切 位 点 上,获 得 重 组 质 粒 pETldhDＧ２
(６７０１bp).分别将重组质粒pETldhDＧ１、pETldhDＧ２转

化至TOP１０感受态细胞中,并从含卡那霉素(３０μg/mL)

与氨苄青霉素(５０μg/mL)的LB培养基中筛选重组体.

１．３．２　重组菌的蛋白表达及纯化　将筛选得到阳性克隆

质粒 pETldhDＧ１、pETldhDＧ２分别转化至 E．coliBL２１
(DE３)感受态细胞中,４２ ℃热激后分别涂布至含卡那霉

素(３０μg/mL)与氨苄青霉素(５０μg/mL)的 LB平板上,

３７℃培养２４h,挑取单克隆菌落至对应的 LB肉汤中,

３７℃培养至 OD值为０．６时,分别添加０．５mmol/L的异

丙基硫代半乳糖苷 (IPTG),并于２０ ℃诱导培养１６h,

４０００r/min离心１０min,弃上清,收集菌体,加入PBS缓

冲液重悬,用超声波细胞破碎仪破碎菌体细胞,破碎时间

７３
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为１５min (开５s,关５s).将破碎后的菌液于 ４ ℃、

１２０００r/min离心５min,得到上清液为粗蛋白.根据重

组蛋白为多聚组氨酸标签这一性质,选用 Ni２＋ＧNTA 柱

亲和 层 析 的 方 法 进 行 纯 化.首 先 通 过 洗 杂 液 (３０,

５０mmol/L咪 唑,５００ mmol/L NaCl,２０ mmol/L
Na２HPO４ＧNaH２PO４缓冲液;pH７．４)进行两步洗杂,再用

洗 脱 液 (５００ mmol/L 咪 唑,５００ mmol/L NaCl,

２０mmol/LNa２HPO４ＧNaH２PO４缓冲液;pH７．４)缓慢洗

脱,收集洗脱液作为纯酶液,４℃保存备用.通过变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧPAGE)分析蛋白样品的表达与

纯化水平.

１．３．３　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活力测定　分别通过丙

酮酸还原与 DＧ乳酸氧化两种反应测定酶活性.丙酮酸

还原反应:向 ０．３ mL 底物溶液 (０．５ mmol/L NADH,

１０mmol/L丙酮酸,０．１mol/LTrisＧHCl缓冲液;pH８．０)

中加入０．０１mL纯酶液进行反应;DＧ乳酸氧化反应:向

０．３mL底物溶液(５ mmol/L NAD＋ ,７５ mmol/LDＧ乳

酸,０．１mol/L甘氨酸—氢氧化钠缓冲液;pH１１．０)中加

入０．０１mL纯酶液进行反应.两种反应混合物均在指定

温度和时间下孵育,并于３４０nm 处测定吸光度.定义每

分钟氧化１μmolNADH 或每分钟还原１μmolNAD＋ 所

需酶量为一个酶活力单位(U);每毫克酶蛋白所含的酶活

单位数(U/mg)为比活力.使用BCA蛋白检测试剂盒测

定蛋白浓度.

１．３．４　酶反应产物测定　以DＧ乳酸为底物,在酶的作用

下进行充 分 氧 化 反 应,将 反 应 后 的 酶 解 液 稀 释,并 经

０．２２μm 水系滤膜过滤,进行高效液相色谱检测.检测条

件[２１]:色 谱 柱 为 HypersilGOLD Amino (２５０ mm×
４．６mm,５μm);柱温３０℃;流动相为乙腈—０．０２mol/L磷

酸二氢钾(V乙腈 ∶V磷酸二氢钾 为３０∶７０);流速１．０mL/min;

进样体积２０μL;紫外检测器;检测波长２１０nm.

１．３．５　pH 和温度对 DＧLDHＧ１和 DＧLDHＧ２酶活力的影

响　分别测定不同 pH 值缓冲液 (１００mmol/L 磷酸盐

缓,pH６．０~７．０、１００mmol/LTrisＧHCl缓冲液,pH８．０~
１０．０、１００mmol/L甘氨酸—氢氧化钠缓冲液,pH１１．０~
１３．０)对DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活性的影响,探索酶最

适pH 值.在最适pH 条件下,于１０~５０ ℃范围内测定

温度对DＧLDHＧ１和 DＧLDHＧ２酶活性的影响,探索酶的

最适反应温度.

１．３．６　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２的底物特异性和酶抑制剂

测定　以与丙酮酸结构相似的乙酰丙酸、苯丙酮酸钠、

αＧ酮丁酸、草酰乙酸、２Ｇ酮戊二酸和与DＧ乳酸结构相似的

苹果 酸 为 底 物,在 最 适 温 度 与 最 适 pH 条 件 下,测 定

DＧLDHＧ１与DＧLDHＧ２ 的 底 物 特 异 性,并 以 丙 酮 酸 与

DＧ乳酸作为底物反应时的酶活性定义为１００％.

为确定 抑 制 剂 对 酶 活 性 的 影 响,将 DＧLDHＧ１ 和

DＧLDHＧ２分别与浓度为 ０．１,１．０ mmol/L 的金属离子

(Ca２＋ 、Co２＋ 、Cu２＋ 、Mg２＋ 、Mn２＋ 、Zn２＋ 、Na＋ )、SDS与尿

素孵育,以未添加抑制剂对照组中酶的丙酮酸还原活性

为１００％.

１．３．７　DＧLDHＧ１ 和 DＧLDHＧ２ 动 力 学 参 数 测 定 　 在

０．５mmol/LNADH 下分别测定不同丙酮酸浓度(１,２,３,

４,５mmol/L)下的酶活性;在１０mmol/L丙酮酸下测定

不同浓度 NADH (０．１,０．２,０．３,０．４,０．５mmol/L)的酶活

性.在５mmol/L NAD＋ 下分别测定不同 DＧ乳酸浓度

(１０,２０,３０,４０,５０mmol/L)的酶活性;在５０mmol/L乳

酸浓度下测定不同浓度NAD＋ (１,２,３,４,５mmol/L)的酶

活性,并采用LineweaverＧBurk作图法进行数据分析.

１．４　数据处理

各试验重复３次,使用SPSS２０软件进行数据分析,

通过 Origin２０１８软件进行图表绘制.

２　结果与分析

２．１　重组基因的诱导表达分析

利用设计的引物进行 PCR扩增,将提纯后得到的目

的基因分别插入到相应质粒的酶切位点上获得重组质

粒,并分别对其进行双酶切鉴定.在１％琼脂糖凝胶上进

行电泳验证,所得目的基因与基因测序结果一致,表明基

因克隆成功,获得重组载体.将重组质粒转化至E．coli
BL２１(DE３)感受态细胞,经IPTG诱导表达和纯化后进

行丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧPAGE),检测结果(图１)表

明,E．coli BL２１ (DE３)/pETldhDＧ１ 与 E．coli BL２１
(DE３)/pETldhDＧ２分别在４０．０,３８．５kDa处有单一蛋白

条带,无杂蛋白,表明重组蛋白表达纯化成功.

２．２　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活力分析

由表１可知,DＧLDHＧ１粗酶液对丙酮酸的比活力为

M．蛋白 Marker　１．E．coliBL２１ (DE３)/pETldhDＧ１ 粗酶液

　２．E．coliBL２１ (DE３)/pETldhDＧ１ 纯 酶 液 　３．E．coli BL２１
(DE３)/pETldhDＧ２粗酶液　４．E．coliBL２１(DE３)/pETldhDＧ２
纯酶液

图１　重组DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２的SDSＧPAGE分析

Figure １ 　 SDSＧPAGE analysis of purification of
expressedDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２

８３
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表１　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２纯化前后的酶活力

Table１　EnzymeactivityofDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２beforeandafterpurification

组别 酶活力/U 酶比活/(U􀅰mg－１) 纯化倍数 回收率/％

DＧLDHＧ１粗酶液 １．２３±０．０４ ０．９５±０．０６ １．００ １００

DＧLDHＧ１纯酶液 ０．２４±０．０３ ２．１８±０．２９ ２．３８±０．２５ １９．６５±２．７８

DＧLDHＧ２粗酶液 ９．４２±０．２５ ８．９７±０．４５ １．００ １００

DＧLDHＧ２纯酶液 １５．３１±０．５８ １５３．１０±１１．３８ １７．４４±１．０９ １６２．５７±７．８７

０．９５U/mg,纯化后比活力达２．１８U/mg,提高约２．２９倍;

DＧLDHＧ２粗酶液对丙酮酸的比活力为８．９７U/mg,纯化

后比活力达１５３．１０U/mg,提高约１７．０７倍.两种酶经纯

化后,以LＧ乳酸为底物时显示并无活力.虽然两种酶的

编码基因来自同一菌株,但活性差异较大,可能是因为其

核苷酸、氨基酸序列不同.DＧLDHＧ１酶活力较低,但略

高于肠 膜 明 串 珠 菌 NCDO 的 DＧLDH 比 活 力 (０．６,

０．９U/mg)[２２];DＧLDHＧ２酶活力较高,且高于植物乳杆

菌LYＧ７８的(６５．３５,０．４１U/mg)[２３],但仍低于肠膜明串

珠菌 ATCC８２９３ 的 DＧLDH 比活力(４４５０ U/mg)[２４].

DＧLDHＧ１的回收率为１９．６５％,符合多数情况下酶的回

收率＜１００％的情况;DＧLDHＧ２的回收率为１６２．２５％,可
能是因为粗酶液中某物质抑制了该 DＧ乳酸脱氢酶的

活性.

２．３　酶反应产物分析

由图２可知,５０mg/L丙酮酸标准品在７．５６７min时

检测到明显峰值.两种酶以 DＧ乳酸为底物进行氧化反

应,反应产物均在丙酮酸保留时间处检测到明显峰值,证
明两种酶是将 DＧ乳酸氧化为丙酮酸的 DＧLDH.而以

LＧ乳酸为底物进行反应所得产物在丙酮酸保留时间处并

未检出峰值,与酶活力测定结果相符.

２．４　pH和温度对DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活力的影响

由图３可知,DＧLDHＧ１和 DＧLDHＧ２还原丙酮酸时

的最佳pH 均为８．０;当 pH＞１０时,酶活力大幅下降,

DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２的相对酶活力分别为 １６．７９％,

２１．８７％.两种酶还原丙酮酸时的最佳pH 值符合乳酸菌

最适生长的pH 范围,与多聚组氨酸标签纯化系统的最适

pH 环境相近,利于简化纯化过程[２５].在乳酸氧化过程

中,由于DＧLDHＧ１酶活力过小,未进一步进行表征;而

DＧLDHＧ２在乳酸氧化时的最佳pH 为１２．０,当pH 为１３
时,其酶活力仍能保持在６６．６８％.当 pH 为８．０~１３．０
时,DＧLDHＧ２中均能被检测到乳酸氧化的酶活性,表明

该酶对碱性条件具有较强的抵抗力,与肠膜明串菌中

DＧLDH 相似[２４].两种酶对 pH 均较为敏感,相对酶活

力变化显著(P＜０．０５).

　　由图４可知,DＧLDHＧ１和 DＧLDHＧ２在丙酮酸还原

时的最适温度均为４０ ℃;当温度＜２０ ℃或＞５０ ℃时,

DＧLDHＧ１的相对酶活力均＜５０％,与文献[２６－２７]的结果

相符;当温度为５０℃时,DＧLDHＧ２的相对酶活力仍保持

在７６．３８％,说明DＧLDHＧ２比DＧLDHＧ１更 耐 高 温 .在

图２　HPLC检测DＧLDH 氧化反应生成丙酮酸

Figure２　HPLCanalysisoftheoxidationreactionofDＧLDHtopyruvate

９３
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图３　pH 对DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活力的影响

Figure３　EffectsofpHonDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２activity

图４　温度对DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活力的影响

Figure４　EffectsoftemperatureonDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２activity

乳酸氧 化 过 程 中,DＧLDHＧ２ 的 最 适 温 度 为 ３０ ℃,与

Hofvendahl等[２８]的结论接近.两种酶对温度均较为敏

感,相对酶活力变化显著(P＜０．０５).

２．５　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２底物特异性和酶抑制剂分析

由表２可知,两种酶对不同底物展现了相似的底物

偏好,其底物催化偏好为丙酮酸＞草酰乙酸＞苯丙酮酸

钠＞２Ｇ酮戊二酸.与肠膜明串珠菌 ATCC８２９３和发酵乳杆

菌JN２４８的DＧLDH 相比,柠檬明串珠菌的 DＧLDHＧ１和

DＧLDHＧ２底物范围并不广泛,但相对特异性更高[２９－３０].

　　由图５可知,Ca２＋ 、Cu２＋ 和 Na＋ 对两种酶活性均有促

进作用,浓度为１mmol/L的 Cu２＋ 使 DＧLDHＧ１的相对

酶活力 达 到 １５０．０５％,DＧLDHＧ２ 的 相 对 酶 活 力 高 达

１６２．４６％;Mg２＋ 、Co２＋ 、Mn２＋ 、Zn２＋ 、尿素和 SDS对两种

酶的活性均有抑制作用,尤其是 浓 度 为 １ mmol/L 的

Zn２＋ 和SDS对两种酶的相对酶活力抑制率高达１００％,

与文献[２４,３１]的结论相同.两种酶对SDS均比较敏感,

推测是SDS使两种酶的构象发生变化,显著降低了其催

化能力,与文献[３２]的报道相符.

２．６　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２动力学参数分析

由表３可知,DＧLDHＧ１对丙酮酸和NADH的Km 值

表２　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２对不同底物的相对酶活力

Table２　RelativeactivityofDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２

withdifferentsubstrates

底物
相对酶活力/％

DＧLDHＧ１ DＧLDHＧ２

丙酮酸 １００．００ １００．００

乙酰丙酸 　０．００ 　０．００

苯丙酮酸钠 １２．２１±１．１４ １４．３２±０．４３

αＧ酮丁酸 　０．００ 　０．００

２Ｇ酮戊二酸 ８．３４±０．４７ ６．６２±０．３５

草酰乙酸 ２３．４４±１．１９ ２０．７４±１．１０

DＧ乳酸 — １００．００

苹果酸 — 　０．００

分 别 为 ２．９８,０．３２ mmol/L;DＧLDHＧ２ 对 丙 酮 酸 和

NADH 的 Km 值分别为６．１１,０．３２mmol/L.DＧLDHＧ２
对DＧ乳酸和 NAD＋ 的Km值分别为４４．３０,４．３２mmol/L.

两种 酶 对 DＧ乳 酸 和 NAD＋ 的 Km 值 均 大 于 丙 酮 酸 和

NADH 的,表明两种酶对丙酮酸和 NADH 的亲和力均高

于乳酸和 NAD＋ ,更利于DＧ乳酸或DＧ苯乳酸的生成.此

０４
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图５　抑制剂对DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２酶活力的影响

Figure５　EffectsofinhibitiononDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２activity

表３　DＧLDHＧ１和DＧLDHＧ２的动力学参数

Table３　KineticpropertiesofDＧLDHＧ１andDＧLDHＧ２

底物

DＧLDHＧ１

Vmax/

(μmol􀅰L－１􀅰min－１)
Km/

(mmol􀅰L－１)
Kcat/

s－１

Kcat/Km/

(L􀅰mol－１􀅰s－１)

DＧLDHＧ２

Vmax/

(μmol􀅰L－１􀅰min－１)
Km/

(mmol􀅰L－１)
Kcat/

s－１

Kcat/Km/

(L􀅰mol－１􀅰s－１)

丙酮酸 ０．２７ ２．９８ １．８０ ６．０×１０２ ２１．７４ ６．１１ １３９．５１ ２．２×１０４

NADH ０．３２ ０．３２

DＧ乳酸 — — — — ０．４５ ４４．３ ２．８９ ６５．０

NAD＋ — ４．３２

外,两种酶对丙酮酸的Kcat/Km值分别为６．０×１０２,２．２×

１０４L/(mol􀅰s);DＧLDHＧ２对 DＧ乳酸的Kcat/Km 值为

６５．０ L/(mol􀅰s).DＧLDHＧ２ 对 丙 酮 酸 的 Kcat 值 比

DＧLDHＧ１的大,且 催 化 效 率 (Kcat/Km )也 更 高,表 明

DＧLDHＧ２更适合DＧ乳酸或DＧ苯乳酸的生成.

３　结论

研究以柠檬明串珠菌 KM２０ 基因组为模板,通过对

两个编码DＧ乳酸脱氢酶的基因构建质粒并克隆至表达

载体,并在E．coliBL２１(DE３)中进行异源表达后,分别

对其酶学性质进行了分析.结果表明,柠檬明串珠菌的

两个DＧ乳酸脱氢酶比其他一些乳酸菌的 DＧ乳酸脱氢酶

具有较高的比活力;两种酶均对碱性环境具有较强的抵

抗力;Ca２＋ 、Cu２＋ 和 Na＋ 对两种酶活力均有促进作用,

Zn２＋ 和SDS则对两种酶活力高度抑制.后续可比较纯酶

与原始菌株的转化效率,还可根据其酶学特性研究 DＧ乳

酸脱氢酶在发酵食品安全方面的应用.
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