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摘  要：【背景】碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)是生物体内参与磷酸代谢的调控酶，不同物

种的 ALP 性质与其生理功能有关，提纯后的 ALP 常用作工具酶，广泛应用于基因工程中，但目前

关于乳酸菌中 ALP 的相关研究甚少。【目的】筛选出一株产 ALP 且具有潜在益生作用的乳杆菌，对

该酶进行分离纯化，并对其性质进行探究，为今后益生菌的开发利用和 ALP 的工业化生产提供新的

微生物资源。【方法】采集蒙古国 4 个地区的酸马奶样品，通过显色反应初筛和酶活检测复筛对产酶

菌株进行筛选，经形态学观察、生理生化鉴定及 16S rRNA 基因序列同源性比较分析进行菌种鉴定。

采用超声破碎法提取 ALP，经硫酸铵沉淀、DEAE-52 离子交换层析、Sephadex G-200 凝胶过滤层析

纯化该酶，SDS-PAGE 电泳法检测其纯度。【结果】从 78 株乳酸菌中分离筛选出一株产 ALP 酶活性

最高的乳杆菌(编号为 Z23)，16S rRNA 基因序列长度为 1 473 bp，鉴定结果表明为鼠李糖乳杆菌。

纯化后的酶比活力为 180.27 U/mg，纯化倍数为 48.37，酶活回收率为 17.05%，该酶亚基相对分子质

量为 46.7 kD。菌株所产ALP的最适温度为 37 °C，4 °C时酶活最为稳定；最适 pH为 9.5，在 pH 9.0−10.0
之间，酶活稳定性可达 90%以上；Mg2+和 K+对 ALP 有明显激活作用，Ba2+和 Cu2+在低浓度时对 ALP
有激活作用，高浓度时有抑制作用，Ca2+、Zn2+和 EDTA 对 ALP 有强烈的抑制作用。以不同浓度的

p-NPP 为底物，测得酶的 Km值为 3.42 mmol/L，Vmax 值为 1.24 mmol/(Lmin)。【结论】本研究对蒙古

国地区酸马奶中的益生菌资源有了更为明确的认知，为今后碱性磷酸酶产生菌的筛选和酶的应用开

辟了新途径。 
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Abstract: [Background] Alkaline phosphatase (ALP) is a regulating enzyme involved in phosphorylation 
in living organisms. The properties of ALP in different species are related to its physiological functions, 
and the purified ALP is commonly used as a tool enzyme in genetic engineering, but there are few studies 
on ALP in lactic acid bacteria currently. [Objective] A strain of Lactobacillus producing ALP with 
potential probiotics was screened out, the enzyme was isolated and purified, and its properties were 
preliminarily investigated, which provided new microbial resources for the development and utilization of 
probiotics and the industrial production of ALP in the future. [Methods] Samples of Koumiss collected 
from four regions of Mongolia, and the enzyme-producing strains were screened through chromogenic 
reaction preliminary screening and enzyme activity detection rescreening. Strains were identified through 
morphological observation, physiological and biochemical identification and 16S rRNA gene sequence 
homology comparison. ALP was extracted by ultrasonic crushing, purified by ammonium sulfate 
precipitation, DEAE-52 ion exchange chromatography and Sephadex G-200 gel filtration chromatography, 
and the purity was determined by SDS-PAGE electrophoresis. [Results] A strain of Lactobacillus with the 
highest ALP-producing enzyme activity (No. Z23) was isolated and screened from 78 strains of lactic acid 
bacteria. The length of the 16S rRNA gene was 1 473 bp, and the identification result indicated that it was 
Lactobacillus rhamnosus. The specific activity of the purified enzyme was 180.27 U/mg, the purification 
ratio was 48.37, the enzyme activity recovery rate was 17.05%, and the relative molecular weight of the 
enzyme subunit was 46.7 kD. The optimum temperature of ALP produced by the strain was 37 °C, and the 
enzyme activity was most stable at 4 °C. The optimum pH was 9.5, and the enzyme activity stability could 
reach more than 90% between pH 9.0 and 10.0. Mg2+ and K+ had obvious activation effect on ALP, Ba2+ and 
Cu2+ had activation effect on ALP at low concentration, and inhibition effect at high concentration, Ca2+, 
Zn2+ and EDTA had strong inhibition effect on ALP. Using different concentrations of p-NPP as substrate, the 
Km value of the enzyme was 3.42 mmol/L and the Vmax was 1.24 mmol/(Lmin). [Conclusion] This study has 
a clearer understanding of probiotic resources in Koumiss in Mongolia, which opened up a new way for 
screening ALP-producing bacteria and application of the enzyme in the future. 

Keywords: Koumiss, Lactobacillus, Alkaline phosphatase, Screening and identification, Separation and 
purification, Enzymatic property 

磷酸酶通常是指能够在一定条件下催化正磷

酸酯化合物水解的一类水解酶，根据作用时所需

氢离子浓度值的不同可分为碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase，ALP)和酸性磷酸酶(acid phosphatase，

AcPase)两大类[1]。碱性磷酸酶是一类在碱性条件下

具有最佳活性的非特异性磷酸单酯酶[2]，普遍存在

于生物体内各组织器官及腺体和体液中，如血液、

唾液等。在磷的生物地球化学循环过程中，ALP 起

到了极为重要的作用，在生物体内可直接参与磷酸

基团的转移和代谢，维持体内适宜的钙磷比，且在

蛋白质分泌、骨骼形成及脂质代谢中具有一定作用[3]。

临床上血清 ALP 活性异常水平可作为多种疾病的诊
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断指标，如糖尿病、骨病、肝功能障碍或损失以及

前列腺癌等[4-7]。提纯后的 ALP 常被用作核酸分析等

研究中，也是电化学酶免疫分析和免疫传感器中的

标记酶[8]。该酶可作为除草剂提高农作物产量，增

强植物的抗逆性[9]，也可以作为蛋白类食品中微生

物的检测指标[10]，从而保障食品安全。 
早在 20 世纪 50 年代，国外就开始对产 ALP

的微生物有过报道，大多数分离自原核生物的酶，

如枯草芽孢杆菌和大肠杆菌，其中关于大肠杆菌

ALP 的结构、功能及催化特性研究得最为清楚[11-12]。

但我国目前对于 ALP 的研究多集中于哺乳动物、贝

类、鱼类等[13-15]，对微生物方面的研究较少。乳酸

菌是一类可发酵碳水化合物并产生乳酸的革兰氏

阳性细菌的总称[16-17]，广泛存在于人体肠道内且具

有重要的生理功能[18-19]。目前关于乳酸菌中 ALP
的研究鲜有报道。因此，本文以蒙古国酸马奶样品

中分离筛选的乳酸菌为研究对象，从中筛选出一株

产 ALP 且具有潜在益生作用的乳杆菌，并对 ALP
进行分离纯化和酶学特性研究，以期为 ALP 产生菌

的研究提供新的思路，同时也为 ALP 的工业化生产

和应用提供新的实验方法和材料。 

1  材料 

1.1  样品的采集 
酸马奶样品采集自蒙古国前杭爱省、后杭爱

省、布尔干省、中央省 4 个不同地区。 

1.2  培养基及主要试剂和仪器 
脱脂乳培养基、MRS 液体培养基、MRS 固体

培养基、0.75% MRS-CaCO3 培养基和 HBI 乳酸菌

生化鉴定条，青岛高科技工业园海博生物技术有限

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒、DL2000 DNA 
Marker，天根生化科技(北京)有限公司；对硝基苯

酚磷酸二钠(p-NPP)、对硝基苯酚(p-NP)、预染低分

子量蛋白 Marker、DEAE-52 离子交换纤维素、

Sephadex G-200 葡聚糖凝胶，北京索莱宝科技有限

公司。电热恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公

司；YC-1 数控层析冷柜，上海青浦沪西仪器厂。 

2  方法 

2.1  产碱性磷酸酶乳杆菌的筛选 
2.1.1  产酶菌株的初筛 

采用稀释平板法分离乳酸菌，吸取 1 mL 酸马

奶样品，用 0.9% (质量比)灭菌后的生理盐水对样品

梯度稀释，选用 10−4、10−5、10−6 这 3 个稀释度下的

样品，分别涂布于 MRS-CaCO3 培养基平板上，37 °C
培养 24−48 h，观察并记录菌落特征，挑取具有乳

酸菌典型特征并伴有溶钙圈的菌落反复划线纯化，

直至出现单个纯菌落。选取革兰氏染色为阳性、过

氧化氢酶试验为阴性的菌株保藏备用。将纯化保藏

后的单菌重新活化后于 MRS 固体培养基中划线培

养，将浸有底物溶液(2 mg/mL p-NPP、1 mol/L pH 8.5
的 Tris-HCl 溶液)的滤纸片贴于菌落上，置于 37 °C 培

养箱中 3 min，挑选能让滤纸变黄的菌株用于复筛。 
2.1.2  产酶菌株的复筛 

将初筛后的菌株接于 MRS 液体培养基中，

37 °C 静置培养 24 h，重复培养 3 代，4 °C、12 000 r/min
离心 10 min 后取上清液，测定胞外酶活。 

将菌体沉淀用 pH 10.5 的 10 mmol/L 碳酸缓冲液

洗涤 3 次，制成细胞悬液，冰浴条件下 500 W 超声破

碎 15 min (工作 10 s，停止 15 s)，4 °C、12 000 r/min
离心 10 min 后取上清液测定胞内酶活，比较两种提

取方法下菌株胞内和胞外酶活力大小，确定粗酶液

提取方式后，选取酶活力最高的菌株作为供试菌株。 
2.1.3  酶活力及酶蛋白含量的测定 

对硝基苯酚法制作酶活测定标准曲线[20]，体系

中含 1 mL 10 mmol/L 碳酸缓冲溶液(pH 10.5)、1 mL 
5 mmol/L p-NPP (用含 1 mmol/L MgCl2 的碳酸缓冲

溶液配制)、1 mL 酶液、2 mL 蒸馏水，混匀后于 37 °C
下反应 60 min，后加入 3 mL 0.1 mol/L 的 NaOH (含
5 mmol/L EDTA)终止反应。酶活力单位(U)定义为：

37 °C 下每分钟水解底物 p-NPP 生成 1 μmol p-NP
所需的量为 1 个酶活力单位。 

考马斯亮蓝法[21]制作酶蛋白含量测定标准曲

线，以牛血清蛋白为对照，测定样品中酶蛋白含量。 
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2.2  菌株鉴定 
2.2.1  形态学及生理生化鉴定 

观察目的菌株在 MRS 固体培养基上的生长状

况和菌落形态，挑取单菌落进行革兰氏染色并镜

检，根据乳酸菌生化鉴定条的使用说明书对实验菌

株进行鉴定。鉴定结果参照《常见细菌系统鉴定手

册》[22]及《伯杰细菌鉴定手册》[23]。 
2.2.2  分子生物学鉴定 

按照 DNA 提取试剂盒中的步骤对菌株的基因

组 DNA 进行提取，以乳酸菌通用引物 27f (5′-AGA 
GTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492r (5′-GGTTAC 
CTTGTTACGACTT-3′)为模板进行 PCR 扩增，PCR
反应体系(50 μL)：模板 DNA 2 μL，上、下游引物

(10 μmol/L)各 2 μL，2×EasyTaq SuperMix 25 μL，

ddH2O 补足至 50 μL。PCR 反应条件：97 °C 3 min；

94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 2 min，共 30 个循环；

72 °C 10 min。 
用 1%琼脂糖凝胶电泳对 PCR 扩增产物进行检

测后，送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序，

将所得序列在 NCBI 上进行 BLAST 分析比对，利

用 MEGA 5.0 构建系统发育树[24]。 

2.3  酶的分离纯化 
2.3.1  硫酸铵分级沉淀 

将提取出的粗酶液采用硫酸铵分级沉淀的方

法，4 °C 静置 2 h，10 000 r/min 离心 20 min 后，

收集 60%饱和度下的沉淀，并将活性沉淀物用尽可

能少的浓度为 50 mmol/L 的 Tris-HCl (pH 7.5)缓冲

液溶解，于 4 °C 下置于相同缓冲液中透析过夜，经

Ba2+检测至透析液中无白色沉淀后，冷冻干燥，于

−20 °C 保存备用。 
2.3.2  DEAE-52 离子交换层析 

取 0.2 g 冻干后的酶粉复溶于 5 mL 缓冲液中，

充分溶解后用 0.45 μm 的滤膜过滤，上样于事先用缓

冲液平衡好的DEAE-52离子交换层析柱(2.6×30 cm)，
用含 0−1 mol/L NaCl 的 Tris-HCl 缓冲液进行连续梯

度洗脱，流速为 0.5 mL/min，每管 5 mL 将洗脱液

全部回收，测定各管的酶活力和蛋白含量，合并酶

活力高的管数，4 °C 下透析除盐并冷冻干燥后，于

−20 °C 保存备用。 
2.3.3  Sephadex G-200 凝胶过滤层析 

照 2.3.2 中的方法，将样品上样于 Sephadex G-200
凝胶过滤层析柱(1.6×60 cm)，用含 0.1 mol/L NaCl
的 Tris-HCl 缓冲液洗脱该柱，流速为 0.2 mL/min，

每管收集 3 mL，合并酶活力高的管数，透析除盐并

冷冻干燥后，于−20 °C 保存备用。 
2.3.4  酶的纯度鉴定及相对分子量测定 

采用 SDS-PAGE 电泳对纯化后的酶进行纯度鉴

定，将已知分子量的标准蛋白的迁移率对分子量的

对数作图得标准曲线，纯化产物在相同条件下电

泳，根据其相对迁移率在标准曲线上求得分子量。 

2.4  酶学性质的研究 
2.4.1  ALP 的适宜作用条件 

依照 2.1.3 中 ALP 酶活力测定的方法，设定一

系列温度(27、32、37、42、47、52、57、62、67 °C)，
其他条件均保持不变，测定不同温度下酶的相对活

力，以酶活力最高值为 100%。 
将 ALP 分别置于 50 mmol/L 不同 pH值(pH 7.0、

7.5、8.0、8.5)的 Tris-HCl 缓冲液和 10 mmol/L 不同

pH 值(pH 9.0、9.5、10.0、10.5、11.0)的碳酸缓冲液

中，其他条件均保持不变，测定不同 pH 值下酶的

相对活力，以酶活力最高值为 100%。 
2.4.2  ALP 的稳定性 

将酶液置于不同温度下保温 1 h，取出后迅速冷

却至室温，以不保温时的酶活力为 100%，计算不同

温度下酶的相对活力，以此确定该酶的热稳定性。 
将酶液置于不同 pH 值下，于 4 °C 放置 1 h，

以酶活力最高值为 100%，计算不同 pH 值下酶的相

对活力，以此确定该酶的 pH 稳定性。 
2.4.3  金属离子和 EDTA 对 ALP 的影响 

向酶反应体系中加入不同浓度(1.0、2.0、3.0、

4.0、5.0 mmol/L)的 6 种金属离子和 EDTA 与酶液等

体积混合，测定酶活力，以不加入金属离子和 EDTA
时的酶活力为 100%，计算在不同条件下酶的相对

活力。 
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2.4.4  米氏常数 Km和最大反应速率 Vmax 的测定 
配制不同浓度(3.33、1.67、1.11、0.83、0.67、

0.56 mmol/L)的 p-NPP，在 37 °C、pH 9.5 的条件下

测 定 不 同 浓 度 下 的 酶 促 反 应 速 度 ， 采 用

Lineweaver-Burk 双倒数作图法，分别以 p-NPP 和

速度的倒数为横、纵坐标，计算出 ALP 的米氏常数

Km 值和最大反应速率 Vmax。 

3  结果与分析 

3.1  产碱性磷酸酶乳酸杆菌的筛选 
3.1.1  产酶菌株的初筛 

通过平板涂布法和革兰氏染色、过氧化氢酶试

验，对样品中分离得到的菌株进行筛选，共计 78 株

乳酸菌。在 MRS 固体培养基中，将浸有底物溶液

的滤纸片分别置于这 78 株乳酸菌上，根据显色是

否明显对菌株的产酶能力进行初步判定，共筛选出

16 株产酶菌株，其中 B4、H2、Q7、R5、T22、Z23
显色明显，结果见表 1。 

 
表 1  产酶菌株的初筛 
Table 1  Preliminary screening of enzyme producing 
strains 
Strains number Result 
B4 +++ 
B12 ++ 
D3 + 
E8 + 
H2 +++ 
H15 ++ 
J20 ++ 
P9 + 
P17 + 
Q7 +++ 
R5 +++ 
R14 + 
T22 +++ 
W19 ++ 
Z5 ++ 
Z23 +++ 

注：+++：黄色极为明显；++：黄色较为明显；+：稍有黄色，

但不明显. 
Note: +++: Yellow is very obvious; ++: Yellow is more obvious; 
+: Slightly yellow, but not obvious.  

3.1.2  产酶菌株的复筛 
通过对菌株 B4、H2、Q7、R5、T22、Z23 进行

酶活测定，结果见图 1，各菌株胞内酶活均大于胞外

酶活，其中菌株 Z23 胞内酶活最高，为 2.35 U/mL，

因此选取菌株 Z23 为本次实验的供试菌株，用于后

续研究。 

3.2  菌株鉴定 
3.2.1  形态学及生理生化鉴定 

菌株 Z23 在 MRS 固体培养基上生长良好，菌

落直径 1−2 mm，菌落呈圆形，颜色为乳白色，表

面光滑不透明(图 2)，革兰氏染色呈紫色，为革兰氏

阳性菌，镜检为长杆或短杆状的规则杆菌(图 3)，因

此可初步鉴定为乳杆菌。 
菌株 Z23 经乳酸菌生化鉴定条等生理生化鉴定实

验，结果如表 2 所示，参照《伯杰细菌鉴定手册》[23]

中对乳杆菌的鉴定结果，初步鉴定为鼠李糖乳杆菌。 
 

 
 

图 1  产酶菌株的复筛 
Figure 1  Complex sieve of enzyme-producing strain 

 

 
 

图 2  菌株 Z23 菌落形态 
Figure 2  Colony morphology of strain Z23 
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图 3  菌株 Z23 革兰氏染色镜检结果(100×) 
Figure 3  Gram staining microscopy results of strain Z23 
(100×) 

 
3.2.2  分子生物学鉴定 

通过菌株 Z23 的 16S rRNA 基因序列分析得知

序列长度为 1 473 bp，经 PCR 扩增后，在 1 500 bp
左右出现特异性条带，这与电泳结果相一致。 

利用 MEGA 5.0 构建系统发育树，如图 4 所示，

菌株 Z23 与 Lactobacillus rhamnosus ATCC7469 聚 
类，亲缘关系最近，相似性达 100%，结合菌株形

态学及生理生化特征，将菌株 Z23 鉴定为鼠李糖乳

杆菌。 

3.3  乳杆菌 ALP 的分离纯化结果 
乳杆菌 ALP 粗酶液经 DEAE-52 离子交换层析 

表 2  菌株 Z23 生理生化鉴定实验结果 
Table 2  Physiological and biochemical identification test 
results of strain Z23 
Biochemical reaction Results 
Aesculin + 
Maltose + 
Salicin + 
Sucrose + 
Inulin + 
Raffinose − 
Cellobiose + 
Mannitol + 
Sorbitol + 
Starch hydrolysis test − 
Catalase test − 
Arginine ammonia production test − 
注：+：阳性；−：阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 

 
纯化后，结果如图 5 所示，通过含 0−1 mol/L NaCl
的 Tris-HCl 缓冲液梯度洗脱后，得到一个活力峰，

集中在 23−27 管区域，且在 280 nm 下测得较高的

光密度值，因此将该活力峰下的酶液收集于同一管

中，冻干浓缩后备用。 
将上述 DEAE-52 纯化冻干后的样品溶解，上

样于 Sephadex G-200 凝胶层析柱，经 0.1 mol/L NaCl
的 Tris-HCl 缓冲液洗脱后，测定其酶活和 280 nm
下的蛋白含量，如图 6 所示，出现一个活力峰，集中 

 

 
 

图 4  菌株 Z23 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 4  The phylogenetic tree of strain Z23 based on 16S rRNA gene sequence 
注：分支上的数字表示构建系统发育树时 1 000 次计算形成该节点的百分比；分支的长度代表进化距离，系数为 0.01；括号内的

序号为已知菌株的 GenBank 登录号. 
Note: Numbers at the branch nodes are bootstrap values, expressed as percentages of 1 000 replicates; The length of branch represents the 
evolutionary distance and the coefficient is 0.01; The number in parentheses is the GenBank accession number of a known strain. 
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图 5  DEAE-52 离子交换层析 
Figure 5  DEAE-52 ion-exchange chromatography 

 

 
 

图 6  Sephadex G-200 凝胶过滤层析 
Figure 6  Sephadex G-200 chromatography  

 
在 9−12 管区域，因此将该活力峰下的酶液收集于

同一管中，冻干浓缩后备用。 
将菌株超声破碎后，提取出的粗酶液经硫酸铵

分级沉淀、DEAE-52 离子交换层析、Sephadex G-200
凝胶过滤层析纯化后，结果如表 3 所示，最终得到

的乳杆菌 ALP 纯化产物比活力为 180.27 U/mg，纯

化倍数为 48.37，酶活回收率为 17.05%。 

3.4  ALP 的纯度鉴定及分子量测定 
纯化后的 ALP 经 SDS-PAGE 检测显示为单一

条带，结果如图 7 所示，表明纯化后的 ALP 达到

了电泳纯，蛋白标准曲线 y=−1.577 1x+2.582 5 
(R2=0.977 6)，可得出 ALP 的亚基相对分子质量为

46.7 kD。 

3.5  酶学特性分析 
3.5.1  ALP 的最适温度及 pH 

由图 8A 可知，在温度为 37 °C 时，酶活力数

值最大；在温度为 32−47 °C 时，酶的相对活力可达

80%以上；当温度超过 47 °C 时，酶相对活力急剧

下降；当温度超过 62 °C，酶相对活力仅有 30%左

右。因此，ALP 的最适作用温度在 32−47 °C 之间， 
其中 37 °C 为最佳作用温度。 

由图 8B 可知，在 pH 7.0−9.5 之间，酶的相对

活力逐渐增大；当 pH 为 9.5 时，酶活力数值最大，

且当 pH 在 9.0−10.0 之间时，酶的相对活力可达 90%
以上。因此，ALP 的最适作用 pH 在 9.0−10.0 之间，

其中 pH 9.5 为最佳作用 pH。 
3.5.2  ALP 的热稳定性及 pH 稳定性 

经不同温度保温后的酶液，结果如图 9A 所示，

以 4 °C 下保存的酶活力最高值为 100%，其余条件

下测得的酶活力换算成酶相对活力。随着温度升

高，酶相对活力逐渐降低；当温度超过 47 °C 时，

酶相对活力急剧下降；当温度超过 62 °C 时，酶相

对活力小于 20%，且逐渐趋于平稳，由此可见酶在

低温情况下有较好的稳定性，高温条件下稳定性差

且易失活。 
经不同 pH 放置后的酶液，结果如图 9B 所示，

在 pH 为 7.0−11.0 之间时，酶相对活力呈现先增 

 

表 3  乳杆菌 ALP 的纯化结果 
Table 3  Purification of ALP from Lactobacillus 
Purification steps Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Purification (fold) Recovery (%) 

Crude extract 998.40 3 721.42 3.73 1 100.00 

(NH4)2SO4 precipitation 338.06 2 454.84 7.26 1.95 65.97 

DEAE-52 32.04 1 036.25 34.60 9.28 29.76 

Sephadex G-200 3.52 634.56 180.27 48.37 17.05 
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图 7  ALP 的 SDS-PAGE 电泳图 
Figure 7  SDS-PAGE electrophoresis of ALP 
注：M：蛋白质 Marker；1：Sephadex G-200 层析后的酶液.  
Note: M: Protein Marker; 1: The enzyme liquid after Sephadex 
G-200 chromatography.  

 

 
 

 
 

图 8  ALP 的最适温度及 pH 
Figure 8  Optimum temperature and pH of ALP 

 
 

 
 

图 9  温度及 pH 对 ALP 稳定性的影响 
Figure 9  Effects of temperature and pH on ALP stability 

 

大后减小的趋势，当 pH 为 9.5 时，酶活力数值最

大，酶活最为稳定，且 pH 在 9.0−10.0 之间时，酶

的相对活力均在 95%以上，因此，ALP 的稳定性

在 pH 9.0−10.0 之间，其中 pH 为 9.5 时稳定性最佳。 
3.5.3  金属离子和 EDTA 对 ALP 的影响 

向体系中加入不同浓度的金属离子和 EDTA，

结果如表 4 所示，随着浓度的增大，Mg2+和 K+对

ALP 有明显的激活作用，Ba2+和 Cu2+在低浓度时对

ALP 有激活作用，当浓度超过 3 mmol/L 时有抑制

作用，Ca2+、Zn2+和 EDTA 对 ALP 有明显的抑制作

用，其中 EDTA 对 ALP 的抑制作用最为明显。 
3.5.4  ALP 的动力学常数 Km和 Vmax 的测定 

以不同浓度的 p-NPP 为底物，与 ALP 反应的

Lineweaver-Burk 双倒数曲线结果见图 10，拟合曲线

的线性回归方程为 y=2.763 4x+0.808 9 (R2=0.996 2)，
其中−1/Km 为横轴截距，1/Vmax 为纵轴截距，计算得

Km 值为 3.42 mmol/L，Vmax 值为 1.24 mmol/(Lmin)。 
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表 4  不同浓度金属离子和 EDTA 对 ALP 酶活力的影响(相对活力，%) 
Table 4  Effects of different concentration of metal ions and EDTA on ALP enzyme activity (relative activity, %) 
Metal ion and EDTA Concentration (mmol/L) 

1 2 3 4 5 
Mg2+ 148.03±0.002 154.21±0.023 162.50±0.004 170.22±0.012 176.03±0.005 
K+ 135.96±0.004 137.5±0.005 142.84±0.002 144.26±0.016 154.49±0.013 
Ba2+ 121.21±0.005 111.38±0.002 106.43±0.011 99.96±0.003 90.28±0.004 
Cu2+ 121.40±0.022 118.65±0.034 102.53±0.007 83.29±0.059 72.75±0.006 
Ca2+ 76.97±0.018 60.91±0.024 57.22±0.005 55.06±0.021 50.14±0.003 
Zn2+ 38.20±0.001 31.32±0.012 30.90±0.004 29.07±0.015 27.93±0.028 
EDTA 35.57±0.006 21.49±0.011 16.67±0.008 11.25±0.014 6.49±0.055 

 

 
 

图 10  ALP 的 Lineweaver-Burk 双倒数曲线图 
Figure 10  Lineweaver-Burk double reciprocal graph of 
ALP 

 

4  讨论 
本文以蒙古国酸马奶样品中筛选的 78 株乳酸

菌为研究对象，以对硝基苯酚磷酸二钠为底物的平

板筛选法筛选出 6 株产 ALP 活力较强的乳酸菌，通

过测定酶活力大小对菌株复筛，最终得到一株酶活

力最高(2.35 U/mL)的菌株 Z23。通过菌株形态观察、

生理生化鉴定及 16S rRNA 基因序列比对分析，最

终将其鉴定为鼠李糖乳杆菌，大于已报道文献中鼠

李糖乳杆菌 ALP 的酶活。王政[25]对接种 5 种乳酸

菌的脱脂乳中磷酸酶活性大小测定表明，活性最高

的为保加利亚乳杆菌、嗜热链球菌及鼠李糖乳杆

菌，依次为 0.081、0.0150、0.097 U/mL。高俊乾等[26]

利用选择性平板初筛和酶活测定复筛，从土壤中筛

选到一株高产 ALP 的菌株 S377，利用传统鉴定方

法最终鉴定为醋杆菌奥尔兰亚种(A. orleanensis)。
Zhou 等[27]利用有机磷培养基，结合平板计数法和

活性鉴定法，筛选出 6 株产 ALP 的细菌，并研究了

ALP 与太湖沉积物中丰度的关系。因此，利用传统

鉴定方法，将细菌选择性分离培养与活性测定相结

合的方法，有利于人们对环境中产 ALP 细菌种类及

功能特性的认识。 
针对不同物种的特定组织部位，提取和纯化

ALP 的方法也有所差异。据研究报道，Asencio 等[28]

利用 Triton X-114 溶解细胞组分，进而释放螺旋藻

膜中的 ALP，并可除去粗提物中的色素。李红卫  
等[29]利用正丁醇抽提、硫酸铵沉淀、DEAE-52 离子

交换柱层析、Sephacryl S-200 凝胶过滤层析法，从

猪肌肉组织中提取并纯化 ALP，最终纯化倍数可达

57.34。本实验经一系列纯化过程后，成功分离纯化

ALP，比活力为 180.27 U/mg，纯化倍数为 48.37，

酶活回收率为 17.05%。本研究在实验操作中将以往

纯化过程中超滤浓缩步骤去掉，采用真空冷冻干燥

后的酶粉上样纯化，有效减少了酶活损失，但在操

作过程中由于温度控制较为严格，纯化收集时为保

证纯度，只收集了活力峰的部分，因而仍有一部分

酶活损失，纯化后的酶经 SDS-PAGE 电泳检测为单

一条带，亚基相对分子质量为 46.7 kD。舒彦芳等[30]

从嗜盐古菌中纯化的 ALP 分子量大小为 45 kD，

与本文分析结果较为一致，但低于节肢动物[31]、

昆虫[32]以及哺乳动物中的 ALP[14,29]。因此通过与实

验数据对比，细菌中 ALP 的分子量低于动物中 ALP
的分子量。 

由于生物体进化和基因选择性表达，不同来源

的 ALP 在酶学性质上有着很大差异。本文实验结果

表明，ALP 的最适温度为 37 °C，在低温下稳定性
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高，随着温度升高，酶的相对活力逐渐降低，最适

pH 值为 9.5，在 pH 值为 9.0−10.0 之间时，酶的相

对活力可达 90%以上，其原因可能是高温条件和过

酸或过碱的条件均会使酶的构象发现变化，导致酶

本身变性，影响酶与底物的结合能力，从而丧失催

化功能[33]。ALP 为金属酶，金属离子对维持其分子

构相和活性有着密切关系，本实验研究表明 Mg2+

和 K+对 ALP 有明显激活作用，Ba2+和 Cu2+在低浓

度时对 ALP 有激活作用，当浓度超过 3 mmol/L 时

有抑制作用，此外 Ca2+、Zn2+和 EDTA 对 ALP 均有

强烈的抑制作用，这与 Chu 等[34]研究结果不同。此

外，在酶促反应过程中，Km 值作为酶的特征性物理

量，值大小与酶的性质有关，Km 值越小，底物与酶

的亲和力越大，以不同浓度的 p-NPP 为底物，测得酶

的 Km 值为 3.42 mmol/L，Vmax 值为 1.24 mmol/(Lmin)，
说明底物与 ALP 有较强的亲和力。 

5  结论 
酶可以调节代谢、控制生物体内各项生理活

动，细菌的新陈代谢也在酶的催化作用下进行。本

实验从蒙古国酸马奶样品中分离筛选出一株产碱

性磷酸的乳杆菌，经生理生化鉴定及分子生物学鉴

定为鼠李糖乳杆菌，酶活力达 2.35 U/mL。通过硫

酸铵分级沉淀、DEAE-52 离子交换层析、Sephadex 
G-200 凝胶过滤层析，从中成功分离纯化 ALP，比

活力为 180.27 U/mg，纯化倍数为 48.37，酶活回收

率为 17.05%，SDS-PAGE 电泳检测为单一条带，其

亚基相对分子质量为 46.7 kD。该酶的最适温度为

37 °C，最适 pH 为 9.5，在低温情况下和 pH 9.0−10.0
之间稳定性高。Mg2+和 K+对 ALP 有明显激活作用，

Ba2+和 Cu2+在低浓度时对 ALP 有激活作用，高浓度

时有抑制作用，Ca2+、Zn2+和 EDTA 对 ALP 有强烈的

抑制作用，以不同浓度的 p-NPP 为底物，测得酶的

Km 值为 3.42 mmol/L，Vmax 值为 1.24 mmol/(Lmin)。
本实验结果为蒙古国酸马奶中益生菌的开发利用

提供了新的微生物资源，同时也为今后碱性磷酸酶

的工业化生产提供了切实可行的理论依据。 
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