
176

陈书婷，孔祥珍，华欲飞
* ，张彩猛

( 江南大学食品科学与技术国家重点实验室，食品学院，江苏无锡 214122)

摘 要:研究了从大豆种子中分离、纯化大豆脂肪氧合酶的方法，研究表明经过缓冲液提取、差速离心、盐析沉淀和离

子交换层析可以得到电泳纯级的大豆脂肪氧合酶。特性研究表明大豆脂肪氧合酶的最适 pH 为 9，在较低温度下酶活

能保持较高水平，用双倒数法求得大豆中脂肪氧合酶 Km =80.6μmol /L，Vmax = 54.2μmol / ( L·min) 。
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Study on purification and some properties of soybean lipoxygenase
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Abstract: The purification method and properties of lipoxygenase( LOX) from soybean were studied.Results showed
that the electrophoresispurity LOX can be obtained by phosphate buffer extraction，differential centrifugation，

ammonium sulfate deposition and ion－exchange chromatography.Characteristics of soybean lipoxygenase studies
showed that the optimum pH was 9.0，and a high enzyme activity can maintain at low temperature，the Km and
Vmax value of soybean lipoxygenase were 80.6μmol /L and 54.2μmol / ( L·min) ，respectively.
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脂肪氧合酶( lipoxygenase，EC1.13.11.12 ) 属氧化

还原酶，通称脂氧酶 ( LOX) 。LOX 中含有非血红素

铁，专一催化具有顺，顺－1，4－戊二烯结构的多元不

饱和脂肪酸，通过对其分子加氧，形成过氧化氢衍生

物，是非常重要的风味前体物
［1］。脂肪氧合酶广泛分

布于各种植物中，在豆类中具有较高的活力，其中尤

以大豆中活力最高
［2］，自从 1947 年 Theorell 等首次

从大豆蛋白中获得脂肪氧合酶结晶后，大多数脂肪

氧合酶信息主要来自对大豆脂氧合酶同工酶的研

究
［3］。近年来，用脂肪氧合酶作为生物催化剂来产生

风味物质越来越被关注，因此对脂肪氧合酶的利用

率也 越 来 越 高，本 实 验 研 究 大 豆 中 脂 肪 氧 合 酶

( LOX) 的提取及纯化方法，得到纯度较高的 LOX，并

对其理化和酶学性质进行了研究。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

低温浸出豆粕 山东万得福实业集团有限公

司，谷神生物科技集团有限公司; 硫酸铵、吐温 20、无
水乙醇、硼酸、磷酸氢二钠、磷酸 二 氢 钠 均 为 化

学纯。
S300 型三足式离心机 中国张家港市恒大化工

设备厂; UV2100 型可见紫外分光光度计 尤尼科中

国有限公司; 90 型恒温磁力搅拌器 上海沪西分析

仪 器 厂; 电 子 天 平 Mettler － Toledo Group;

DELTA320pH 计 Mettler－Toledo Instruments( SH) Ltd。
1.2 实验方法
1.2.1 脂肪氧合酶的酶活测定 底物的制备、酶活

的测定参考文献［4］。
1.2.2 脂肪氧合酶( LOX) 的纯化

1.2.2.1 原料的选择 选取不同厂家的脱脂豆粕进

行了酶活测定，最终选定一种脱脂豆粕作为分离纯

化的原料。
1.2.2.2 纯化方法 称取一定量的脱脂豆粕，浸泡于

0.1mol /L，pH 为 4.5 的醋酸缓冲液中，在 4℃ 冰箱静

置过夜，搅拌 1h 后得粗酶液，用纱布过滤后，离心取

上清液，回调 pH6.8，加固体硫酸铵分级沉淀( 30%～
60% ) ，收 集 沉 淀，用 水 溶 解，离 心，透 析，然 后 经

DEAE－Sepharose Fast Flow 离子交换柱，在 220nm 波

长下检测蛋白质含量，并测定酶活力。
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1.2.3 蛋白质含量的测定 采用 Bradford 的方法进

行测定
［5］。

1.2.4 分子量的测定 采用 Laemmli 法进行测定
［6］。

1.2.5 等电点的测定 等电聚焦参考文献［7］进行。
1.2.6 动力学性质 配制不同浓度的底物溶液，测

定相 应 的 酶 活 力，用 双 倒 数 法 作 图 求 出 Km 及

Vmax 值。
1.2.7 大豆脂肪氧合酶的最适 pH 测定不同 pH 的

缓冲液体系中酶的活力，确定其最适 pH。
1.2.8 最适温度 取脂肪氧合酶液，分别在 10、20、
30、40、50、60、70℃的温度下水浴 20min，检测脂肪氧

合酶的最适温度。

2 结果与讨论
2.1 原料的选择

比较了谷神和万得福新旧脱脂豆粕的酶活，发

现万得福新旧豆粕的酶活都比谷神的高，而万得福

新豆粕的酶活又比旧豆粕的高 7%，因此选择万得福

的脱脂豆粕作为原料。

图 1 不同原料中 LOX 的酶活

2.2 LOX 的分离纯化

脱脂 豆 粕 经 过 硫 酸 铵 沉 淀，再 经 DEAE －
Sepharose FF 层析( 图 2) ，其分离纯化结果见表 1。

图 2 LOX1 的 DEAE 层析谱图

从图 2 可以看出，洗脱液呈现 5 个蛋白峰，A、B、
C、E 这四个蛋白峰均无活性，只有 D 峰具有脂肪氧

合酶活力。

表 1 LOX1 的分离纯化

纯化步骤 总蛋白( mg) 总酶活( U) 比酶活( U/mg) 回收率( % ) 纯化倍数( fold)
粗酶 1098.7 3889.4 3.54 100 1

硫酸铵分级沉淀 275.3 2139.2 7.77 55 2.198
DEAE－Sepharose FF 11.45 1210.3 105.7 30.9 29.9
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从表 1 可知，原料经硫酸铵分级分离，DEAE－
Sepharose FF 柱层析后，比活力从 3.54U /mg 提高到

105.7U /mg，纯化倍数为 29.9，其回收率是 30.9%。

2.3 酶的分子量

由 SDS － PAGE 图 可 知，经 DEAE 柱 层 析 后 的

LOX 分子量为 94kDa。

图 3 脂肪氧合酶的 SDS－PAGE
注: 1－Marker; 2－经 DEAE 柱层析后的 LOX。

2.4 脂肪氧合酶的等电点

根据 等 电 聚 焦 原 理，可 知 LOX 的 等 电 点 为

pH5.8，与文献相符。
2.5 动力学性质

以 0.2、0.1、0.067、0.05、0.04、0.033、0.028mol /L
不同浓度的亚油酸与酶液在 25℃最适 pH9.0 的条件

下反应。以底物浓度的倒数为横坐标，反应速度的

倒数为纵坐标，作脂肪氧合酶的 Linewenver－burk 图，

求得对于亚油酸而言，LOX 的 Km =80.6μmol /L，Vmax
= 54.2μmol / ( L·min) ，如图 4 所示。

图 4 大豆脂肪氧合酶的米氏常数测定

2.6 大豆脂肪氧合酶的最适 pH
将纯化后的酶分别稀释于不同 pH 的缓冲液中

( pH3～10) ，测定其酶活，考察 pH 对酶活的影响，结

果如图 5。

图 5 大豆脂肪氧合酶的最适 pH

由图 5 可见，在 pH7～9 区域内，酶活性较高，故

该区域为 LOX 的最适 pH 作用范围，且 pH9 时的

LOX 活性最高。
2.7 大豆脂肪氧合酶的最适温度
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明 pepA 基因已稳定整合到泡盛曲霉基因组并且是

以单拷贝形式整合进去的。此外，western 杂交和蛋

白酶活测定也进一步表明该基因得到了正确的表

达。由于泡盛曲霉野生型菌株自身具有较高的酸性

蛋白酶活力，转化子酶活与之相比并没有大幅度的

提高。这提示我们在对工业酿造丝状真菌分子改造

时，一些高水平表达的分泌酶系，仅通过增加拷贝数

对整体的酶活贡献有限，但由于酿造产品的风味形

成是多酶系的协同作用，本研究方法可应用于分泌

量少、活性较小的辅助酶系分子改造。
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将纯化后的酶分别稀释于不同温度的缓冲液

中，测定其酶活，考察温度对酶活的影响，结果如图 6
所示。

图 6 大豆脂肪氧合酶的最适温度

由 6 图可见，酶活在低温下能保持较高水平，高

于 40℃后急剧下降。因此，游离酶的利用和处理都

应尽量在低温下操作，以便保持较高的酶活。

3 结论
近年来，用脂肪氧合酶作为生物催化剂来产生

风味物质越来越被关注，因此对脂肪氧合酶的利用

率也越来越高，脂肪氧合酶可以用常规酶浸提和纯

化方法加以分离和纯化，包括硫酸铵沉淀或丙酮沉

淀，用水或缓冲液浸提脱脂豆粕即可得到粗 LOX 酶

液，进一步分离提纯的方法有盐析法、有机溶剂沉淀

法、聚合物沉淀法、双相分离法等
［8］

透析、离子交换柱

层析、凝胶过滤以及各种电泳技术分离和鉴定。本

文中大豆脂肪氧合酶分离纯化的程序是硫酸铵沉淀

及过 DEAE－ Sepharose FF 柱。结果表明: 对脂肪氧

合酶过一次 DEAE－ Sepharose FF 层析柱，其纯化倍

数是 29.9，回收率达 30.9%。大豆中脂肪氧合酶的最

适 pH 为 9.0，在低温下酶能保持较高水平的活力，大

豆 中 的 脂 肪 氧 合 酶 Km = 80.6μmol /L，Vmax =
54.2μmol / ( L·min) 。
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