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从微生物细胞提取 A D H 的探讨
‘

李夏兰 蔡婀娜

(华侨大学化工与生化工程系
,

泉州 3 62 0 1 1 )

摘要 讨论了从醋酸杆菌发酵中提取 A D H (乙醇脱氢酶 )以 及从酵母细胞中提取 A D H 的可能性
.

在一定的 p H 及酶解时间内
,

醋酸杆菌细胞内 A D H 活性很低
,

而酵母细胞内 A D H 活性相对较高
.

关键词 醋酸杆菌
,

酵母菌
,

乙醇脱氢酶
,

提取

分类号 Q 5 5 4
·

9

A D H 是一种广泛专一性的含锌金属酶
,

以 N A D 为辅酶
,

催化伯醇和醛之间的可逆反应
.

近年来
,

随着有机相酶催化和膜反应器的发展
,

该酶得到广 泛的研究和应用
〔‘〕

.

醋酸杆菌在 中

性或酸性条件下氧化乙醇成乙酸
,

乙 醇是良好的碳源
,

醋酸杆菌好氧
,

属化能异养菌
.

乙醇脱氢

酶主要应用于医学分析
、

工业生产和科学研究等方面
.

目前
,

A D H 的获得多是从动物的肝脏 中

提取
,

其资源有限
,

价格昂贵且不适合于大规模生产
.

为了拓展 A D H 的来源
,

国内外科学工作

者探索从微生物细胞中提取 A D H
.

国外在此方面做了大量的工作
〔”

·

’〕 ,

国内未见从微生物细胞

提取 A D H 新工艺的报道
.

本文探讨了从微生物细胞提取 A D H 的可能性
.

1 材料与仪器

1
.

1 试剂

溶菌酶 (美国
,

SI G MA 试剂 ) ; 牛血清蛋 白(上海长阳生化制药厂
,

电泳纯 ) ; 辅酶 N A D.

1
.

2 主要仪 器

C PS
一

1 型超声波破碎器 (上海超声波仪器厂 ) ; LG
一

10 型离心机 (北京医疗器械厂)
.

1
.

3 菌种与培养基

1
.

3
.

1 菌种 醋酸杆菌 (中科院菌种保藏中心 ) ; 酵母细胞 (泉州清源啤酒厂 )
.

1
.

3
.

2 醋酸杆 菌针面培养基 酒液 1 0 0 m L ; 葡萄糖 。
.

3 9 ; 酵母膏 1 9 ;
碳酸钙 2 9 ;

琼脂 2一

2
.

5 9 ; p H 自然
.

1
.

3
.

3 醋酸杆 菌发酵培养基 葡萄糖 1 9 ; 碳酸钙 1
.

5 9 ; 酵母膏 1 9 ;
水 1。。 m L

2 实验方法

2
.

1 A D H 的测定

采用瓦勒
一

霍赫法
〔‘〕进行测定

.

在 34 0 n m 下测量 A D H 转化 乙醇为乙醛 时吸光度的变化
.

*
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一个 A D H 活性单位 (u )定义为 25 C
,

p H 8
.

8 时
,

每 m in 还原 1 仁m ol N A D 所需的酶量
.

2. 2 蛋白质含量的测定

采用双缩脉法测定
.

2. 3 酶解法细胞破碎

(1) 发酵液经离心得湿细胞
,

蒸馏水洗涤两次
.

悬浮于 1
.

2 m ol
·

L 一‘

的 山梨醇溶液中
,

湿

细胞浓度为 10 9
·

L 一 ‘
.

(2) 将悬浮液和 已配好的溶 菌酶溶液 (4 m g 溶菌酶溶于 。
.

s m L
,

p H S
.

8 的 1
.

0 火 1『
艺

m ol
·

L 一 ’

磷酸盐缓冲液 )按 1 00
: 1 的 比例混合

,

加入琉基 乙醇使其浓度为 5
.

0 义 1 0 一 3
m ol

·

L一 ‘ ,

室温放置
.

(3 ) 混合物离心 (1 1 OO0 r ·

rn in 一 ‘
) 1 5 m in

.

(4 ) 将沉淀物溶于 pH 8
.

8 缓冲液 (1
.

0 又 1 0 一 Z
m ol

·

L 一 ’

磷酸盐缓冲液
,

5
.

0 只 10 一 3
m ol

·

L 一‘

琉基乙醇 )
.

(5) 将上述混合物离心 (n o 00
r ·

m in 一 ‘
)30 m in 得上清液

,

测细胞破碎前后上清液 A D H

单位及总蛋白含量
.

2. 4 提取 A D H 简易流程图

(l) 醋酸杆菌发酵提取 A D H 流程图

~
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一
, ,
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、 、
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,
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,
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、

一

伶你午刃, 国 坏

一
试官科回

一
神于散
一(3 0 ℃

.

2 4 h) (3 0 ℃
.

2 4 h )

发酵液
(3 0 ℃

.

24 h )

离心
、

洗涤
湿细胞 ~ 细胞破壁 ~ 测 A D H 活性

(2) 啤酒酵母细胞提取

啤酒发酵液

A D H

离心

洗涤

流程图

湿细胞
一

细胞破壁
一

测 A D H 活性

3 结果与讨论

3
.

1 醋酸杆菌细胞内 A D H 活性测定

选用中科院菌保藏中心拥有的不同亚种的 12 支醋酸杆菌株进行发酵
,

得细胞提取 A D H
,

并测定酶解法细胞破碎前后蛋白质的变化
,

结果见表 1
.

表 1 微生物细胞内 A D H 活性的测定 ¹

菌 株 A S 1
.

2 3 A S 1
.

4 1 A S 1
.

36 A S 1
.

10 9 A S 1
.

54 A S 1
.

34

△尸/ g
·

L 一 ,

A D H 活性 /u
·

m L 一 ’

2
.

20 0

0
.

0 1 7

2
.

8 0 0

0
.

0 () O

3
.

8 10

0
.

0 0 0

2 4 50

0
.

0 7 4

菌 株 A S 1
.

30 A S 1
.

52 A S 1
.

9 3

△P / g
·

L 一 ’ 2
·

10 0 4
.

0 10 1
.

7 10

A D H 活性 / u ·

m L 一 ’ 0
.

0 0 4 0
.

0 0 (〕 ( )
.

10 4

2
.

4 7 0

0
.

0 25

61 A S

4
.

5 6 0

0
.

0 8 9

A S 1
.

5 3 酵母细胞

3
.

54 0

0
.

0 17

2 7 50

0
.

0 17

1
.

2 10

0
.

0 5 8

4
.

57 1

‘

L
.

29 ()

¹ △尸 为菌体细胞破壁前后 蛋 白质的增大值
;
酶解法的酶解时间为 l h

. p H S
.

8 ;
菌株代号所示菌株名称

参见文 〔5〕

菌体破碎前后溶液中曾
、

蛋 白增大
,

说明菌体细胞 已经破碎
,

释放出酶
、

蛋 白质和核酸等细

胞内含物
.

但是
.

所有醋酸杆菌菌株发酵所得细胞 A D H 活性极低
.

而酵母细胞 A D H 活性相对
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较高
.

乙醇在醋酸杆菌内的代谢途径如下

E
,

E
,

C H
3C H

Z
O H

一
CH

3
C H O

一
C H

3C H OO H

一
乙酞

一

C o A

一
C O

:
+ H必 + 自由能

式中 E
,

是醇脱氢酶 (或是氧化酶 ) ; E Z

是醛脱氢酶
.

中山竹义从有的醋酸杆菌菌株中成功地分

离出了高纯度的氧化酶
,

并对其结构以及在物质代谢途径中所起的作用进行了全面详细的研

究
〔6 ,

.

由于在此实验 条件下
,

中科院菌种保藏中心拥有的醋酸杆菌发酵所得细胞 A D H 含量极

低
,

因此
,

在上述 乙醇的代谢途径中
,

催化反应的 E
;

可能是醇氧化酶
,

而不是醇脱氢酶
.

3
.

2 pH 对 A D H 活性的影响

不同来源的 A D H 其结构不一
,

与醇作用的活性部位不同
,

因此
,

A D H 催化醇脱氢的最适

pH 不同
,

即 pH 对 A D H 活性影响也很大
.

溶菌酶法破碎细胞 (酶解时间 l h) 在不同 pH 下测

A D H 活性
,

结果表明在 p H 5
.

0 一 8
.

8 下 12 支醋酸杆菌 A D H 活性很低
,

而酵母细胞 A D H 活

性相对较高
,

最高可达 4
.

41 2 u ·

m L 一’
.

以 6 支醋酸杆菌为例
,

实验结果见表 2 所示
.

表 2 PH 对 A D H 活性的影响(u
·

m L 一 ’)

p H A S 1
.

2 3 A S 1
.

4 2 A S 1
.

3 6 A S 1
.

1 0 9 A S I
·

5 4 A S I
·

3 4 酵母细 胞

5
.

0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 3
.

7 0 1

6
.

0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 3 2 0
.

0 7 4 0
.

0 0 8 4
.

0 9 1

7
.

8 0
.

0 0 9 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 4 9 0
.

0 8 9 0
.

1 0 9 4
.

4 1 2

8
.

8 0
.

0 1 7 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 2 5 0
.

0 8 9 0
.

0 7 4 4
.

2 9 0

3
.

3 破壁时间对 A D H 活性的影响

细胞破壁时间 (t
:
)长短不同

,

细胞的破壁程度不同
,

同时细胞内含物被破坏的程度也不相

同
.

溶菌酶法破碎细胞 (pH 8
.

8) 每隔 l h 酶解时间测量 A D H 活性
,

结果表明在 s h 酶解时间

内
,

1 2 支醋酸杆菌 A D H 活性很低
,

酵母细胞 内 A D H 含量较高
,

最高可达 4
.

57 4 u ·

m L 一’
.

以

6 支醋酸杆菌为例
,

实验结果见表 3 所示
.

表 3 pH 对 A D H 活性的影响 (u
·

m L 一 ’

)

z / h A S 1
.

2 3 A S 1
.

4 l A S l
.

3 6 A S l
.

1 0 9 A S 1
.

5 4 A S 1
.

3 4 酵母细胞

1
.

0 0
.

0 1 7 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 2 5 0
.

0 8 9 0
.

0 7 4 4
.

2 9 1

2
.

0 0
.

0 1 7 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 2 5 0
.

0 8 7 0
.

0 7 4 4 3 4 1

3
.

0 0
.

0 1 7 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 2 4 0
.

0 9 1 0
.

0 8 9 4
.

5 7 4

4
.

0 0
.

0 1 0 0
.

0 1 2 0
.

0 0 0 0
.

0 3 1 0
.

0 8 2 0
.

0 2 5 4
.

2 0 2

5
.

0 0
.

0 1 2 0
.

0 1 4 0
.

0 0 7 0
.

0 2 0 0
.

0 7 8 0
.

0 2 5 4
.

0 1 3

6
.

0 0
.

0 0 9 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 1 7 0 0 4 2 0
.

0 2 4 4
.

0 7 4

7
.

0 0 0 0 0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 1 0
.

0 0 9 0
.

0 1 2 0
.

0 0 0 4
.

0 5 4

8
.

0 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0 0
,

0 0 2 0
.

0 0 7 0
.

0 0 4 0
.

0 0 0 4
.

0 0 2

3. 4 醋酸杆菌代谢 曲线

醋酸杆菌的菌株进行发酵时
,

从开始起每隔培养时间 (t
:

)4 h 测定原糖
、

氨基氮
、

总磷
、

pH

和 A D H 活性
,

绘制代谢曲线
.

发酵过程有醋酸产生
,

C
,

N
.

P 和 pH 代谢正常
,

但发酵过程所得

细胞 A D H 活性很低
.

以 A S 1
.

4 1
.

A S 1
.

36 两支菌株为例
,

代谢曲线如附图所示
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l2 l2

尸
、

l l 15 l9 2 3 2 7 1 l l , 2 3

亡尸卜

灯h 1 5

(a ) A S 1
.

4 1 (b ) A S I
.

3 6

附图 菌株代谢曲线图

1
.

P ; 2 PH , 3
.

N ; 4
,

H A e ; 5
.

C , 6
.

A D H

4 结束语

中科院菌种保藏中心提供的醋酸杆菌无法作为生产乙醇脱氢酶的出发菌株
.

从微生物细

胞得到 A D H 可以从酵母中提取
,

有关详细研究将另文发表
.
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