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脂蛋白酯酶的分离纯化及其部分性质研究

何义国ａ，赵兴秀ｂ，邓 静ｂ，吴华昌ｂ

（四川理工学院 ａ．化学与制药工程学院；ｂ．生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：将Ｃａｎｄｉｄａｒｕｇｏｓａ用橄榄油诱导培养，所得上清液依次经过截留分子量１００００中空纤维柱

浓缩，８５％硫酸铵沉淀，然后经过ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．离子柱和ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ柱进行交换

层析和疏水层析，得到了活力达６０４Ｕ／ｍｇ的脂蛋白酯酶，纯化倍数和回收率分别为１３８倍６６％。所

得纯化酶经还原和非还原ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析为单一蛋白染色带，ＨＰＬＣ显示纯度为９５％以上。该酶的最

适温度为４０℃～５０℃之间，最适ｐＨ为７５，具有较强的热稳定性和酸碱稳定性，在最适温度和ｐＨ条件

下该酶Ｋｍ值为３４×１０－４ｍｏｌ／Ｌ。
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　　近年来，随着我国居民饮食结构的逐渐改变，糖尿

病、高血压、冠心病、高脂血症、肥胖症和其他富裕性疾

病的发病率大幅度提高［１］，引起了全社会的关注。高脂

血症是心脑血管疾病的罪魁祸首，在中国约９０００万人

患高脂血症［２］。因此，加强血脂水平的监测、早期诊断、

定期筛检、预防和治疗已成为降低脑血管疾病中的重要

举措［３］。脂 蛋 白 脂 肪 酶 （Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ，简 称

ＬＰＬ）［４５］，是血脂含量检测的重要工具酶，在临床诊断疾

病中用量很大，但我国却没有生产，一直依赖于进口［６］，

因此，增加了病人的医疗费用，而且严重制约了我国

研究这种工具酶试剂盒的步伐。根据脂蛋白酯酶的

疏水性较强的性质和酶蛋白的电荷差异，本文采有

近年来发展起来的疏水层析技术［７］和离子交换层析

技术，首先将发酵液进行浓缩，然后脱盐处理，采用

ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水层析和 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａ

ｒｏｓｅＦＦ．离子交换层析等方法进一步分离纯化，试

验流程操作相对简便，最终蛋白质产品的纯度达

６０４Ｕ／ｍｇ。另外，本文还对脂蛋白酯酶的部分性质

进行了一定的研究。

１ 材料与方法

１１ 材料

１１１ 菌种与培养基

皱褶假丝酵母由ＡＴＣＣ提供。

优化培养基（％）：Ｋ２ＨＰＯ４００５，橄榄油０６，酵母

膏０３，Ｔｗｅｅｎ－８００１％，Ｎａ２ＨＰＯ４０１，蛋白胨 ０５，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１，麦芽浸膏０３。

种子培养基（％）：葡萄糖０１，蛋白胨０５，酵母浸

膏０５。

发酵培养基（％）：蛋白胨 ０５，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

００５，酵母浸膏０３，Ｋ２ＨＰＯ４００５，橄榄油０５。

斜面培养基（％）：酵母浸膏０５，蛋白胨０５，琼脂

粉２０，葡萄糖０１。

１１２ 主要仪器与试剂

ＵＶ－２１０２紫外分光光度计（美国 ＵＮＩＣＯ公司），

Ｗａｔｅｒｓ６００ＨＰＬＣ（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），ＨＤ－２０００紫外

检测仪（上海嘉鹏科技有限公司），７６Ｓ／０２３２４凝胶成像

仪 （美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），ＡｍｅｒｓｈａｍＣＦＰ－２－Ｅ－４ＭＡ



中空纤维柱（上海明睿生物技术有限公司），ＢｅｃｈｍａｎＪ

－２５高速冷冻离心机（美国 ＢＥＣＫＭＡＮ公司），ＨＰＬＣ

（岛津ＬＣ－２０１０ＨＴ）；４－Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐａｌｍｉｔａｔｅ（Ｓｉｇｍａ），

蛋白胨（ＯＸＯＩＤ），ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．（Ｐｈａｒｍａｃｉａ），

琼脂粉（日本进口分装），ＳＤＳ（Ａｍｒｅｓｃｏ），分子量标准蛋

白（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ），其

它试剂均为分析纯。

１２ 方法

１２１ 蛋白浓度测定

以ＢＳＡ为标准蛋白对照，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［８］。

１２２ 菌种培养及无细胞粗酶液的提取［９］

Ｃａｎｄｉｄａｒｕｇｏｓａ在斜面培养基上培养３６ｈ，温度为

２８℃，然后接入种子培养基（１００ｍＬ培养基／２５０ｍＬ三

角瓶），在２００ｒ／ｍｉｎ旋转摇床培养２４ｈ，温度为２８℃、

再按１０％的接种量接入发酵培养基（１００ｍＬ培养基／

２５０ｍＬ三角瓶）中，继续培养２７ｈ。将发酵液进行４℃

冷冻离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，上清液即为无细胞粗酶

液。

１２３ 发酵粗酶液的浓缩和初级分离

将离心所得无细胞粗酶液依次使用截留分子量

１００００和横截口径 ０２μｍ的中空纤维柱进行超滤浓

缩，再使用５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７５的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液交换

浓缩粗酶液体系环境，得到浓缩发酵粗酶液，再用８５％

的硫酸铵进行沉淀。

１２４ ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ层析

用２００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７５）充分平

衡层析柱（７０ｃｍ×５０ｃｍ），上样流速为１５ｍＬ／ｍｉｎ，

上样结束后用０２５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ与２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ

缓冲液（ｐＨ７５）以流速４０ｍＬ／ｍｉｎ洗去杂蛋白，然后以

０３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液洗脱目的

蛋白，流速为２０ｍＬ／ｍｉｎ，以２０ｍＬ进行分步收集，通

过检测收集酶活性峰部分。

１２５ Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ层析

层析柱（７０ｃｍ ×２５ｃｍ），用ｐＨ７５、２００ｍｍｏｌ／Ｌ

含１０％（ＮＨ４）２ＳＯ４的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液充分平衡层析

柱，流速１５ｍＬ／ｍｉｎ。将ＤＥＡＥ离子柱层析收集到的酶

活性峰部分合并，用超滤器略作浓缩，用含２０％硫酸铵

的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７５）稀释 ＤＥＡＥ离子层析酶样

品至硫酸铵浓度为 １０％，再于 ４℃冷冻离心 １０ｍｉｎ

（１２０００ｒｐｍ），上清液上柱，流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ。再用

１０倍体积的含５％ 硫酸铵Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７５）洗

柱，除去疏水性较弱的蛋白质。用２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ

缓冲液（ｐＨ７５）洗脱，分部收集，通过检测收集酶活性

峰部分。

１２６ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

在还原和非还原条件下进行电泳。电泳缓冲液为

Ｔｒｉｓ－甘氨酸（ｐＨ８３），浓缩胶浓度 ４％，分离胶浓度

１０％，样品含５μｇ蛋白，电泳起始电压１２０Ｖ，样品进入

分离胶后电压１８０Ｖ，电泳时间４５ｍｉｎ。用考马斯亮蓝

Ｒ－２５０染色。分子质量标准蛋白：１４４～１１６０ｋＤａ

（β－牛乳糖酶１１６０００Ｄａ，牛血清白蛋白６６２００Ｄａ，卵

清蛋白４５０００Ｄａ，乳酸脱氢酶３５０００Ｄａ，限制性核酸内

切酶Ｂｓｐ９８１２５０００Ｄａ，β－乳球蛋白１８４００Ｄａ，溶菌酶

１４４００Ｄａ）。

１２７ ＨＰＬＣ

Ｗａｔｅｒｓ６００ＨＰＬＣ柱，流动相为５００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－

ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７５），流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为

２８０ｎｍ。

１２８ 酶活性定义及测定方法

在４５℃、ｐＨ７５条件下，一分钟内催化生成１μｍｏｌ

对硝基苯酚（ＰＮＰ）所需酶量为一个活力单位。具体过

程：取０４５ｍＬＰＮＰ－Ｐａｌｍｉｔａｔｅ溶液（２５ｍｍｏｌ／Ｌ４－

Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐａｌｍｉｔａｔｅ，ｐＨ７５５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲

液，０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００），加入酶液００５ｍＬ，４５℃下保

温５ｍｉｎ后准确反应１５ｍｉｎ，立即加入１０ｍＬＮａ２ＣＯ３
溶液终止酶促反应，立即测量 ＯＤ４１０吸光度变化值，与先

前进行酶变性的相同混合物作空白对照。

１２９ 最适ｐＨ和酸碱稳定性的分析

取０４５ｍＬ不同ｐＨ缓冲液配制的２５ｍｍｏｌ／Ｌ４－

Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐａｌｍｉｔａｔｅ，在４５℃时加入００５ｍＬ适当稀释

的酶样品，精确反应１５ｍｉｎ后加１ｍＬ０５ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３
终止反应，４１０ｎｍ处测定吸光度，得酶活力随 ｐＨ变化

的曲线。用ｐＨ为４～１０的各种缓冲液各００４５ｍＬ与

脂蛋白酯酶水溶液０００５ｍＬ２５℃处理２０ｈ后，与用

２００ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７５的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液配制的底物ＰＮＰ

－Ｐａｌｍｉｔａｔｅ溶液分别于４５℃下保温５ｍｉｎ后，混合反应

１５ｍｉｎ，此时底物溶液将反应体系ｐＨ调至７５。用１ｍＬ

Ｎａ２ＣＯ３溶液（浓度０５ｍｏｌ／Ｌ）终止反应并测定酶活力，

绘制出酸碱稳定性曲线。

１２１０ 最适温度和热稳定性分析

在ｐＨ７５时将 ００５ｍＬ适当稀释的酶液加入到

０４５ｍＬ不同温度下保温的２５ｍｍｏｌ／Ｌ４－Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ

ｐａｌｍｉｔａｔｅ工作液中，精确反应１５ｍｉｎ后终止，４１０ｎｍ处

测定酶活性，得酶活力随温度变化的曲线。将脂蛋白酯

酶样品００５ｍＬ分别在不同温度（３０℃、４０℃、４５℃、

５０℃、６０℃、７０℃和８０℃）下精确保温（时间分别为
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１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ和

７０ｍｉｎ），然后在冰水浴中迅速冷却。于４５℃水浴中预

热 ５ｍｉｎ，与用 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ

７５）配制的底物 ＰＮＰ－Ｐａｌｍｉｔａｔｅ溶液反应 １５ｍｉｎ，用

１ｍＬＮａ２ＣＯ３溶液（浓度０５ｍｏｌ／Ｌ）终止反应并测定酶

活力，绘制出热稳定性曲线。

１２１１ 脂蛋白酯酶米氏常数（Ｋｍ）的测定

在最适ｐＨ和温度条件下，分别取００５ｍＬ脂蛋白

酯酶样品与不同浓度（６２５μｍｏｌ／Ｌ～２５０μｍｏｌ／Ｌ）ＰＮＰ

－Ｐａｌｍｉｔａｔｅ溶液，在４１０ｎｍ处连续测定１ｍｉｎ内光吸收

的减少量，取初速度线性速率作为相对反应速度ｖ，将测

定结果换算成１／［Ｓ］和１／ｖ，根据ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒

数作图法，用１／ｖ对１／［Ｓ］作图。

２ 结果与分析

２１ 脂蛋白脂酶的分离纯化

发酵培养收集上清夜，通过中空纤维分流及浓缩、

８５％硫酸铵沉淀（图１），ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．凝胶层

析（图２）和ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ凝胶层析（图３）即

可以得到电泳纯的样品，整个纯化情况见表１。

图１ 硫酸铵沉淀曲线

图２ ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．层析图

图３所得纯品经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（还原／非还原条件

下）鉴定均为单一染色条带（图４），说明该脂蛋白酯酶

为单链蛋白，不存在多亚基。通过 ＨＰＬＣ分析为单一蛋

白洗脱峰（图５），峰面积积分表明该酶纯度达９５％，最

终纯化的脂蛋白酯酶纯化倍数达１３８，收率６６％。

表１ 皱褶假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｒｕｇｏｓａ）
脂蛋白酯酶纯化结果

步　骤 总蛋白

（ｍｇ）
总酶活

（Ｕ）
相对活性

（Ｕ／ｍｇ）
纯化

倍数

回收率

（％）
粗酶液 ８０５ ３１０ ０３８５ １０ １００
超滤浓缩 ５９６ ２６１ ０４３８ １１４ ８４２

（ＮＨ４）２ＳＯ４沉淀 ２６０ １６２ ０６２４ １６２ ５２３
ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦＦ ３１ ４９ １５９ ４１３ １５８

ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅ
ＣＬ－４Ｂ ３４ ２０５ ６０４ １３８ ６６

图３ ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ层析图

１：标准品；２：硫酸铵沉淀样品３：ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
Ｆ．Ｆ．层析样品；４：ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ还原

样品；５：ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ非还原样品
图４ ＳＤＳ－聚丙稀酰胺凝胶电泳图

图５ 脂蛋白酯酶ＨＰＬＣ纯度鉴定

２２ 酶学性质研究

２２１ 脂蛋白酯酶的ｐＨ活性和酸碱稳定性和温度活性

从图６可以看出，脂蛋白酯酶的最适 ｐＨ为８５；从

图７可以得出，该酶在ｐＨ７０以上均具有较好活性。

２２２ 脂蛋白酯酶的温度活性和热稳定性

由图８可以看出，脂蛋白酯酶的活性必须在一定的
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图６ ｐＨ对脂蛋白酯酶活性的影响

图７ ｐＨ对脂蛋白酯酶稳定性的影响

图８ 温度对脂蛋白酯酶活性的影响

温度范围，在４０～５０℃活性最高，当温度为６０℃是仍

保持９０％的活性，但 ６５℃下保温 ２０ｍｉｎ后活性丧失

５０％以上。从图９可知，脂蛋白酯酶在４０℃条件下稳

定性最高，４０℃保持６０ｍｉｎ酶活性有一定的下降，但不

明显。在最适温度４５℃和３０℃下保温６０ｍｉｎ后酶活

力均有一定程度的下降。当温度升高到８０℃，３０ｍｉｎ

后酶活性就全部丧失。

２２３ 脂蛋白酯酶的Ｋｍ值

以４－Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐａｌｍｉｔａｔｅ为底物，在 ｐＨ７５、温度

４５℃最适条件下，按Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ法作图，根据１／ｖ

与１／［Ｓ］的关系曲线，求得脂蛋白酯酶的Ｋｍ值为３４×

１０－４ｍｏｌ／Ｌ（图１０）。

３ 结束语

本试验通过发酵菌种，对酶液进行分离浓缩，采用

ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ和 Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ层

图９ 温度对脂蛋白酯酶稳定性的影响

图１０ 脂蛋白酯酶的Ｌｉｎｅｗｅａｒ－Ｂｕｒｋ曲线

析，最终得到较纯样品脂蛋白酯酶，该样品经 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ（还原／非还原条件下）鉴定均为单一染色条带，说

明该脂蛋白酯酶为单链蛋白，不存在多亚基。通过

ＨＰＬＣ分析为单一蛋白洗脱峰，峰面积积分表明该酶纯

度达９５％，最终纯化的脂蛋白酯酶纯化倍数达１３８，收

率６６％。

本试验还对脂蛋白酯酶的部分性质进行了研究，结

果表明：该酶的最适ｐＨ为８５，在ｐＨ７０以上均具有较

好活性；该酶的最适温度在４０～５０℃之间，在低于６０℃

下仍能保持９０％的活性，６５℃下保温２０ｍｉｎ后活性丧

失５０％以上。该酶在４０℃具有很高的稳定性，４０℃保

持６０ｍｉｎ酶活性几乎没有降低。当温度从６０℃增加到

８０℃，酶活性逐渐丧失。还通过Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ法作

图得出该酶的Ｋｍ值为３４×１０－４ｍｏｌ／Ｌ。

鉴于脂蛋白酯酶的广阔的医药前景，脂蛋白酯酶的

研究已经成了国外的研究热点，但我国在这方面起步较

晚，目前，国内只有几家单位在做这方面的工作，但也仅

局限于较为初步的分离纯化研究，国外已有关于脂蛋白

酯酶克隆、表达研究，为大规模生产提供了可能性。在

本方法中，采用了特异性高的 ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ和

Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ层析技术，使脂蛋白酯酶的

分离纯化效率和纯度都大为提高，而且得到了该酶的部

分酶学性质，为下游工作提供了良好的基础，目前可以

对脂蛋白酯酶进行氨基酸序列及结构分析，通过分析结

果可以进行基因克隆表达，为大量生产脂蛋白酯酶提供
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可能。当前，通过本方法分离到的脂蛋白酯酶可用于血

脂浓度诊断试剂盒的配制，或ＰＥＧ修饰后用作药物治疗

某些疾病。
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