
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.1 

125 

 

干酪乳杆菌LCR6013中 NiR和电子供体的分离纯化及

其协同降解亚硝酸盐 
 

陈浩，陈思敏，刘冬梅，黄娟，陈舒然，吴晖，黄智斌，韩欣 
（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：干酪乳杆菌 LCR 6013 经 10.00 mg/L 的亚硝酸钠诱导和溶菌酶破壁，粗酶溶液分别经过 30%和 60%饱和硫酸铵溶液分级

沉淀，沉淀被溶解和透析后分别得蛋白液Ⅰ和蛋白液Ⅱ，通过阴离子 DEAE Sepharose Fast Flow 和葡聚糖凝胶 G-100 层析柱分离纯化。

蛋白液Ⅱ纯化得亚硝酸盐还原酶蛋白（NiR)，在加入细胞色素 C 才能降解亚硝酸盐，LCR6013 的每升发酵液得到 0.54 mg 活性酶蛋

白，其 NiR 比酶活为 1851.20 U/mg，得率为 2.08%，纯化后其 NiR 比活力提高 16 倍，经 SDS-PAGE 电泳确定 LCR6013 NiR 的单体

分子质量约为 45 ku。同时，由蛋白液Ⅰ纯化的蛋白加入 LCR6013 的 NiR 中，表现降解亚硝酸盐的活力，经鉴定为电子供体蛋白(ElD)，

经 SDS-PAGE 电泳确定 LCR6013 中 ElD 的单体分子质量约为 13 ku，与细胞色素 C 的单体分子质量相同。LCR6013 的 ElD、细胞色

素 C、FeSO4和 Na2SO3分别协同 NiR 能在 48 h 内将 75.00 mg/L 的亚硝酸钠完全降解，而 LCR6013 的 ElD 和细胞色素 C 降解效果最

好。 
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Abstract: After Lactobacillus casei LCR 6013 was induced with sodium nitrite solution (10.00 mg/L) and treated with lysozyme, the 

crude enzyme solution was precipitated using 30% and 60% saturated ammonium sulfate solution, respectively. The precipitates were dissolved 

and dialyzed to obtain protein solution I and protein solution II, respectively, which were purified by anion DEAE Sepharose Fast Flow column 

chromatography and SephadexG-100 gel filtration. The nitrite reductase (NiR) purified from protein solution II could degrade nitrite only after 

adding cytochrome C. A total of 0.54 mg of active enzyme protein, with an activity of 1851.20 U/mg, was obtained from 1.00 L of LCR 6013 

fermentation liquid, and the specific NiR activity of the purified enzyme increased by 16-fold with an yield of 2.08%. The monomer molecular 

weight of NiR was about 45.00 ku based on  SDS-PAGE patterns. Moreover, when the protein purified from protein solution I was added to 

NiR from LCR 6013, it showed the ability to degrade nitrites. The protein was identified as an electron donor protein (ElD). The monomer 

molecular weight of the ElD, as confirmed using SDS-PAGE, was about 13.00 ku, which is the same as that of cytochrome C. It was also found 

that when combined with NiR from LCR 6013, the ElD from LCR 6013, cytochrome C, ferrous sulfate, and sodium sulfite could degrade 75.00 

mg/L of sodium nitrite completely within 48 h, but ElD from LCR 6013 and cytochrome C were the most effective for nitrite degradation. 
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研究降解食品中的亚硝酸盐是食物安全的研究重

点之一。食品添加剂 GB 2760-2011 中对添加亚硝酸盐

的范围和用量有严格的规定，但是超标的亚硝酸盐残

留有极大的危害，众所周知，亚硝酸盐是亚硝胺的前

体物质，而亚硝胺是一种强致癌物，可以诱发消化系

统中的多种癌变，如胃癌、肝癌和肠癌。然而肉制品、

发酵蔬菜以及水产养殖水体中可能含有超标的亚硝酸

盐，可能导致潜在的食品安全问题。因此，研究降解

亚硝酸盐的理论和方法非常重要。降低食品中亚硝酸

盐含量主要有微生物法和化学法，微生物方法中用于

食品中亚硝酸盐降解的微生物主要有植物乳杆菌

（Lactobacillus plantrum）[1]、短乳杆菌（Lactobacillus 
brevis）[2]、干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）[3]。但

是由于乳酸菌会产生乳酸使环境的 pH 降低，此法对

pH 中性的食品不太合适，况且多数研究集中在菌种筛

选和降解的影响条件研究，没有涉及到亚硝酸盐还原

酶 (Nitrite reductase，缩写为 NiR)及其电子供体

（Electron Donor，缩写为 ElD）；化学法主要利用葡

萄糖、烟酞胺和 Vc 等进行辅助降解亚硝酸盐，但其

降解的数量有限。 
本研究组前期研究表明，乳酸菌 LCR6013 能有

效降解亚硝酸盐，是源于细胞内 NiR 的作用，并最可

能经由 NO2→NO→N2O→N2 的途径而非铵化作用降

解[2]。前期研究还表明，在乳酸菌 LCR6013 中能同时

提取到亚硝酸盐还原酶及其电子供体[4,5]，食用级的亚

硝酸盐还原酶及电子供体的提取和性质研究尚未见报

道，本研究为在中性食品环境降解亚硝酸盐提供了一

种新思路，例如为肉制品、养殖水体以及其它的 pH
中性环境的亚硝酸盐的降解，为安全可靠降解亚硝酸

盐提供借鉴。本文利用硫酸铵分级沉淀、阴离子和葡

聚糖凝胶层析柱等，从乳酸菌 LCR 6013 中分离纯化

NiR 及其 ElD，利用 SDS-PAGE 电泳初步确定 NiR 及

其 ElD 的分子量，还探索了可食用的乳酸菌 LCR 6013
来源的 NiR 的电子供体最适种类和浓度。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  菌种 
干酪乳杆菌鼠李糖亚种 Lactobacillus casei subsp. 

rhamnosus 6013（简称 LCR6013），由华南理工大学轻

工与食品学院食品安全与检测中心保存。 
1.1.2  主要试剂 

胰蛋白酶抑制剂，生化试剂，从广州齐云有限公

司购买；细胞色素 C，生化试剂，为 Biosharp 品牌，

从广州齐云有限公司购买；溶菌酶，生化试剂，从北

京天恩泽生物公司购买；二硫苏糖醇 DTT，生化试剂，

从上海 Sigma 公司购买；MRS 培养基，生化试剂，从

广东环凯微生物科技有限公司购买；亚硝酸钠，分析

纯，从天津市福晨化学试剂厂购买；NaCl，分析纯，

从天津市福晨化学试剂厂购买；牛血清蛋白，生化试

剂，从广州齐云有限公司购买；DEAE Sepharose Fast 
Flow 阴离子层析柱，从 GE 购买；Sephadex G-100 葡

聚糖凝胶，从广州齐云有限公司购买；其它试剂均为

分析纯，市售。 
1.1.3  培养基和 HEPES 缓冲液配制 

（1）基础培养基：牛肉膏 10.00 g，葡萄糖 20.00 
g，蛋白脉 10.00 g，酵母膏 5.00 g，柠檬酸三铵 2.00 g，
无水乙酸钠 5.00 g，磷酸氢二钾 2.00 g，硫酸锰 0.25 g，
硫酸镁 0.58 g，吐温 801 g，去离子水 1000 mL，调节

pH 值 6.80，12l ℃高压蒸汽灭菌 15 min。诱导培养基：

在基础培养基中加入亚硝酸钠使其终浓度达到 10.00 
mg/L。 

（2）HEPES 缓冲液：50 mM 的 HEPES 缓冲液

（pH 7.8）中加入 0.5 mL 的 1 mol/L 的 DTT，使其终

浓度为 5 mmol/L，并在其中加入 0.1 mL 的 20 mg/mL
胰蛋白酶抑制剂，使其终浓度为 2 mg/L。 
1.1.4  主要仪器 

Spectrum-lab752s 紫外可见光分光光度计，由上

海棱光技术有限公司生产；5804R 台式冷冻离心机，

由 Eppendorf 公司生产；01J2003-04 立式压力蒸汽灭

菌锅，由上海博迅实业有限公司生产；PHS3-CpH 计，

由上海精密科学仪器有限公司生产；蛋白质自动部分

收集仪，由上海泸西分析仪器有限公司生产。 

1.2  试验方法 

1.2.1  亚硝酸盐的检测 
参考国标 GB/T 5009.33-2010《食品中亚硝酸盐与

硝酸盐的测定》中盐酸萘乙二胺法测定亚硝酸盐的含

量，稍有修改，为不经过沉淀蛋白质的步骤，直接加

2 mL 对氨基苯磺酸溶液，混匀，静置 5 min 后各加入

1 mL 盐酸萘乙二胺溶液（2 g/L），加水至刻度，摇匀，

静置 15 min，在 538 nm 处测定反应液的吸光度，利

用标准曲线方程 Y=16.67X+0.73（式中 Y 为吸光值

×1000，X 为亚硝酸钠含量，回归系数为 R2=0.9999），
计算出亚硝酸盐的含量，单位为 g/L；各做三个平行。 
1.2.2  酶蛋白质含量测定 

采用紫外分光光度法测定 NiR 酶蛋白质的含量，

以牛血清蛋白为标准蛋白，测定不同浓度牛血清蛋白

在 280 nm处的吸光值，利用曲线方程Y=0.618X-2.133
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（式中 Y 为吸光值×1000；X 为蛋白浓度，回归系数

为 R2=0.9996），可计算出酶蛋白的含量，单位为

μg/mL；各做三个平行。 
1.2.3  NiR 酶活测定 

NiR 酶活测定的反应体系：在 1.5 mL 离心管中加

入 100 mL 酶液，加入 100 μL 的 1000.00 mg/L NaNO2

溶液，使其终浓度为 100.00 mg/L；还加入 0.25 mg/mL
细胞色素 C，使其终浓度为 0.025 mg/mL，用 HEPES
缓冲液定容为 1 mL，于 37 ℃下静置反应 20 h。然后

按照 1.2.1 的方法检测亚硝酸盐的含量，各做三个平

行；1 个 NiR 酶活单位（1U）定义：在上述反应体系

中，每1 mg酶蛋白在1 min所降解的亚硝酸钠量（ng）；
比酶活=总酶活/总蛋白，单位为 U/mg；以粗酶的回收

率和纯化倍数分别为 100%和 1.00，各纯化部分的总

酶活回收率=总酶活/粗酶总酶活×100%，单位为%；

纯化倍数=各纯化比酶活/粗酶酶活。 
1.2.4  亚硝酸盐还原酶和电子供体的分离纯化 

（1）NiR 粗酶液的制备：将干酪乳杆菌鼠李糖亚

种的冻干粉置于 MRS 培养基中，于 37 ℃静止培养

24 h后，制成种子液；以5%的体积百分比，将LCR6013
种子液接种至诱导培养基中，于 37 ℃静止诱导培养

24 h，得诱导工作发酵剂；以 5%的体积百分比，将诱

导工作发酵剂接种至诱导培养基中，于 37 ℃静止诱

导培养 24 h，得含 NiR 的培养液；将含 NiR 的培养液

进行离心，用生理盐水清洗 2 次后离心，得含 NiR 的

LCR6013 菌体，在其中加入 HEPES 缓冲液，使

LCR6013 菌体浓度为 200 mg/mL，加入浓度为 20 
mg/mL 溶菌酶，使其终浓度为 2 mg/mL，混匀于 30 ℃
破壁 3 h，破壁后溶液经离心（10 min、8000 r/min、
4 ℃）后的上清液为 NiR 粗酶液。 

（2）(NH4)2SO4分级沉淀：根据 NiR 粗酶液的体

积，缓慢加入硫酸铵至饱和度为 30%，并不断搅拌后，

于 4 ℃冰箱放置 2 h，离心（20 min、9000 r/min、4 ℃）

后的沉淀溶解于 pH 7.8 HEPES 缓冲液中，然后用截

留分子量为 14 ku 的透析袋于 4 ℃下透析，透析液于

4 ℃存放以用于电子供体的纯化。离心后的上清液中

继续加入硫酸铵细粉至饱和度 60%，缓慢搅拌充分混

和，4 ℃冰箱放置 2 h，离心（20 min、9000 r/min、4 ℃）

后的沉淀溶解于 pH 7.8 的 HEPES 缓冲液中，用截留

分子量为 14 ku 的透析袋于 4 ℃下透析，透析液于

4 ℃存放以用于 NiR 的纯化。 
（3）DEAE-Sepharose Fast Flow 阴离子柱层析纯

化：利用 DEAE-Sepharose Fast Flow 层析柱可以纯化

蛋白，是因为在适当的盐浓度和 pH 值下，目的蛋白

质可以被阴离子交换剂所吸附，由于各种蛋白质所带

的电荷不同，它们与交换剂的结合程度也不同，但由

于蛋白质和无机盐离子(如 NaCl)都具有交换吸附的能

力，而且无机盐浓度越强，可交换蛋白越强。因此可

以利用不同强度的无机盐离子(如 NaCl)梯度洗脱蛋

白，从而可把不同的蛋白质逐个分离开来[6]。用 pH 7.8 
HEPES 缓冲液进行预平衡 DEAE Sepharose Fast Flow
阴离子交换柱（2.6 cm×20 cm），将 60% (NH4)SO4饱

和度的酶液沉淀，经过透析后的酶液 30 mL 上样，用

0 mol/L~1 mol/L的NaCl溶液进行连续线形梯度洗脱，

洗脱流速为 1 mL/min，用自动部分收集器收集洗脱

液，每 3 mL 收集一管，检测每管洗脱液的蛋白含量

及酶活力，收集具有 NiR 酶活的组分，进行透析，用

聚乙二醇 PEG 20000 浓缩后于 4 ℃保存备用。经过

30% (NH4)SO4饱和度的蛋白液，也用上述方法进行阴

离子柱层析纯化。 
（4）Sephadex G-100 葡聚糖凝胶柱层析纯化：

所得到的目的蛋白 NiR 和电子供体分别进行

SephadexG-100层析柱分离纯化，因为Sephadex G-100
葡聚糖起到分子筛作用，较小的分子会进入葡聚糖凝

胶分子内，而较大的分子会从凝胶的孔隙流下来，因

此分子大的会先流下来，分子小的后流下来，从而达

到纯化目的蛋白[6]。用 pH 7.8 HEPES 缓冲液预平衡

Sephadex G-100 葡聚糖凝胶柱（1.6 cm×50 cm）。将经

过离子交换层析、透析和浓缩后的酶液和电子供体液

上样，用 pH 7.8 HEPES 缓冲液预平衡并进行洗脱，

流速为 0.5 mL/min，收集洗脱液，每 1.5 mL 收集一管，

检测每管洗脱液的蛋白含量和 NiR 酶活，集中具有

NiR 酶活的组分，于 4 ℃保存。经阴离子柱所收集的

含有电子供体液也用上述方法进行Sephadex G-100葡
聚糖凝胶柱层析纯化。 
1.2.5  SDS-PAGE 电泳 

将粗酶液，过阴离子交换层析柱后的酶液、过

Sephadex G-100 葡聚糖凝胶后的酶液以及相应各步得

到的电子供体溶液分别进行 SDS-PAGE 电泳分析，以

鉴定NiR和其电子供体的分子量大小。分离胶为12%，

浓缩胶为 5%，电极缓冲液为 Tris-甘酸，电压先 80 V，

后 120 V，电泳完成后，进行考马斯亮蓝染色，再脱

色后拍照。 
1.2.6  NiR 最适电子供体的种类和浓度确定 

前期研究发现[4,5]，纯化后 NiR 还需添加电子供

体，才可以降解亚硝酸盐。降解 NaNO2的反应体系为，

在已灭菌 1.5 mL 离心管中，加入 75 μL 的 1000.00 
mg/L 的 NaNO2，按表 1 的分组分别加入 Na2SO3、

FeSO4、细胞色素C和乳酸菌LCR6013的电子供体等，

最后加 HEPES 缓冲液至 1 mL，在 37 ℃反应 48 h，
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分别在 24 h 和 48 h 按照 1.21 的方法检测反应体系在

538 nm 处的 OD 值。 
表1 乳酸菌LCR 6013来源的NiR所需的电子供体和浓度 

Table 1 Species and concentration of electron donors required 

by NiR from LCR 6013 

编号 电子供体 是否有 NiR 

CK1 
不添加电子供体 

无 NiR 

CK2 NiR 100 μL 
A1 

3 mg/mL Na2SO3，100 μL 
无 NiR 

A2 NiR 100 μL 

B1 
3 mg/mL FeSO4，100 μL 

无 NiR 

B2 NiR 100 μL 

C1 
3 mg/mL L-谷胱甘肽溶液 100 μL 

无 NiR 

C2 NiR 100 μL 

D1 
3 mg/mL 细胞色素 C 100 μL 

无 NiR 

D2 NiR 100 μL 
E1 

LCR 6013 电子供体蛋白 100 μL 
无 NiR 

E2 NiR 100 μL 

1.2.7  数据统计分析 
采用 SPSS 17.0 对数据进行显著性分析，采用

Excel 2007 和 Origin 7.5 进行绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  LCR6013中NiR与电子供体的分离纯化 

将在(NH4)2SO4 饱和度分别为 0~30%和 30~60%
时有酶活的蛋白沉淀回收，在(NH4)2SO4 饱和度为

30~60%时蛋白沉淀被溶解和透析后得到蛋白液Ⅱ，测

定其含有 NiR 酶活，蛋白液Ⅱ经过 DEAE-Sepharose 
Fast Flow 层析柱纯化，结果如图 1a，可看出，在整个

洗脱阶段出现了 3 个大小不一的蛋白峰，检测各管

NiR 酶活，发现图 1a 中箭头所指的峰的组分，在加入

细胞色素 C 后，有 NiR 活性，因此称为 LCR6013 的

NiR（以下同）。同理，在(NH4)2SO4 饱和度为 0~30%
时蛋白沉淀被溶解和透析后得到蛋白液Ⅰ，再经过

DEAE-Sepharose Fast Flow 层析柱纯化，结果如图 1b，
可看出，在整个洗脱阶段也出现了 3 个大小不一的蛋

白峰，其中箭头所指的峰的组分与纯化的 NiR 协同可

降解亚硝酸盐，从而确定图 2 中箭头所指的峰为电子

供体溶液，称为 LCR6013 的 ElD（以下同）溶液。 
将经过离子交换层析后的NiR和ElD溶液经过透

析和浓缩后，上样于 SephadexG-100 葡聚糖凝胶层析

柱，用 pH 7.8 HEPES 缓冲液预平衡洗脱 2 个柱体积，

结果如图 2a 和图 2b，按照 1.2.3 的方法测定图 2a 中

箭头所指的峰有 NiR 酶活。图 2b 中箭头所指的部分

为可以替代细胞色素 C 的作用，与 NiR 酶液一起可协

同降解亚硝酸盐。 

 

 
图1 LCR6013中 NiR和电子供体的DEAE-纤维素柱层析图 

Fig.1 Chromatography profile of NiR and electron donor from 

LCR 6013 on a DEAE-Sepharose fast flow column 

 

 
图2 LCR 6013中 NiR和电子供体的Sephadex G-100葡聚糖凝

胶层析图 

Fig.2 Chromatography profile of NiR and electron donor from 

LCR 6013 on a Sephadex G-100 column 
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2.2  LCR6013 中各个纯化部分的 NiR 酶活及

电子供体回收 

乳酸菌 LCR6013 中粗酶、硫酸铵沉淀、经阴离子

柱层析液和经葡聚糖凝胶G-100的层析液的NiR总酶

活、比酶活、回收率和纯化倍数如表 2，最终 NiR 的

回收率为 2.08%，比活力为 1851.2 U/mg，纯度倍数达

到 16 倍。将纯化后 LCR6013 的 NiR 酶与几种常见的

反硝化细菌的 NiR 酶进行比较，如表 3，Spirillum5175
是一个微需氧的脱硫单胞菌属，含有细胞色素 cd1 型

NiR[7]，Alcaligenes xylosoxidans 含有 Cu 中心的 NiR[8]，

Haloferax mediterranei 中含有同化型的 NiR[9]，而来自

Clostridium perfringens 的 NiR 都没有 Cu 中心和血红

素[10]，是一种新型的 NiR。结果表明，LCR6013 中

NiR 比活力，除了比 C. perfringens 和 H. mediterranei
高之外，较另外两种反硝化菌都低，因反硝化菌的反

硝化能力都较强，容易以亚硝态氮和硝态氮作氮源，

从而将硝态氮转化为氮气[11]，而本研究的 NiR 来自乳

酸菌 Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 6013，菌株

没经过诱变和改造，降解亚硝酸盐的最优反应条件还

未优化而致。 

表2 先后经过阴离子和凝胶柱从LCR6013中纯化的NiR酶活力 

Table 2 Enzyme activity of NiR purified by anion chromatography and gel column in succession 

项目 比酶活/(U/mg) 总蛋白含量/mg 总酶活/U 回收率/% 纯化倍数 

粗酶 115.70 400.00±2.50 46280.00 100.00 1.00 

硫酸铵沉淀 231.48 120.00±2.45 27777.60 60.02 2.00 

DEAE Sepharose Fast Flow 柱层析液 1388.89 10.00±0.25 13888.90 30.01 12.00 
葡聚糖 SephadexG-100 柱层析液 1851.20 0.52±0.05 962.62 2.08 16.00 

表3 LCR6013 NiR与其他报道的NiR的酶对比情况 

Table 3 Comparison of purified NiR from LCR 6013 and NiR 

reported from other bacteria 

菌株 
总蛋白含量 

/mg 

比活力 

/(U/mg) 

产量 

/% 
参考文献

Spirillum 5175 2.10 10476.74 33.41 [7] 

A. xylosoxidans 0.10 3535.72 43.00 [8] 

H. mediterranei 0.22 228.81 4.00 [9] 

C. perfringens 1.80 81.15 0.90 [10] 
LCR 6013 0.52 1851.20 2.08 本研究 

2.3  SDS-PAGE电泳 

 
图3 从 LCR6013中纯化NiR的 SDS-PAGE电泳 

Fig.3 SDS-PAGE patterns of NiR purified from LCR 6013 

注：左边条带为蛋白质分子量标准；1，(NH4)2SO4饱和度

为 30%~60%的酶液；2，3 为经 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离

子交换层析后组分；4 葡聚糖 SephadexG-100 凝胶层析后组分。 

 
图4 从 LCR6013中纯化电子供体SDS-PAGE电泳 

Fig.4 SDS-PAGE patterns of electron donor purified from LCR 

6013 

注：1、2 和 3 分别为蛋白质分子量标准、细胞色素 C 和

纯化的电子供体。 

利用 SDS-PAGE 电泳，对从乳酸菌 LCR 6013 中

纯化得到的 NiR 和电子供体进行分析，结果分别如图

3 和 4，从图 3 中可看出，其中的第 4 条带为单一条带，

表明酶液纯度已经达到电泳纯，对照标准蛋白分子量，

目标 NiR 蛋白的亚基相对分子质量为 45 ku，与

Achromobacter cyclolacles[12] 和 Pseudomonas 
chlororaphis 的铜型 NiR（简写为 CuNiR）的分子量

36 ku 和 40 ku 接近，而细胞色素 cd1 型亚硝酸还原酶

由 2 个相同的 60 ku 亚基组成[12,13]。从图 4 中可看出，

对照细胞色素 C 的条带 2 和蛋白质 Maker 条带 1，经
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过纯化后的电子供体的单一条带 3 与细胞色素 C 一

致，因而推断从 LCR 6013 中提取出来的电子供体可

能与细胞色素 C 类似，细胞色素 C 是生物氧化的一个

非常重要的电子供体，分子质量为 13 ku 左右，在含

铜型NiR的反硝化细菌的周质空间发现了小分子的氧

化还原蛋白，其起到潜在的电子供体作用，将电子传

递给 CuNiR 中的 T1 上的 Cu 中心，然后电子从 T1 传

递到 T2 上的 Cu 中心，亚硝酸根离子在 T2 的铜中心

被还原，这种关键的小分子蛋白包括细胞色素 C、假

天青蛋白和天青蛋白等[14]。因此，本文所得到的电子

供体在亚硝酸盐的还原过程起到非常关键的作用，不

可或缺。 

2.4  LCR6013的NiR的电子供体筛选 

在亚硝酸盐的降解反应体系中加入 Na2SO3、

FeSO4、L-谷胱甘肽、细胞色素 C 和 LCR 6013 电子供

体等 5 种电子供体，反应 24 h 和 48 h 后在 538 nm 处

检测体系中的 OD 值，结果如表 4 所示，从表中可看

出，从乳酸菌 LCR 6013 中纯化的 NiR 不能直接降解

亚硝酸盐，加入电子供体 Na2SO3、FeSO4、细胞色素

C 和 LCR 6013 电子供体反应 48 h 后都能很好地将体

系中 75.00 mg/L 的亚硝酸盐降解完。而加入细胞色素

C 和 LCR 6013 电子供体的体系，反应 24 h 就能将亚

硝酸钠全部降解完。L-谷胱甘肽不是有效的电子供体。

从表中还可知，纯化后的 LCR6013 的 NiR 电子供体

在单独存在时都不能降解亚硝酸钠，两者结合后才能

有效降解亚硝酸钠。文献报道的电子供体蛋白有天青

蛋白，假天青蛋白和细胞色素 C，电子供体蛋白在亚

硝酸盐还原过程中起到非常重要的作用。本研究纯化

得到的 NiR 仅在电子供体的参与下才具有降解活力，

而此电子供体既可以是来自细胞内，也可以来自于外

界的有机的（细胞色素 C）和无机的电子供体。对于

铜型的亚硝酸盐还原酶进行亚硝酸盐降解的过程为：

第 1 个铜中心（T1Cu）位点首先从电子供体（天青蛋

白 Az，假天青蛋白 Paz 和细胞色素 C Cyt c)接受一个

电子再将它传递给 NO2
-，然后在第 2 个铜中心（T2Cu）

位点进行还原，生成 NO[15,16]。笔者前期发现表明，

LCR6013 能降解亚硝酸盐，并在降解亚硝酸盐的体系

中检测到 N2 O 气体，因而最可能通过 NO2
-→NO→ 

N2O→N2 的反硝化途径降解亚硝酸盐[2]。根据食品添

加剂GB 2760-2011 规定的使用范围，Na2SO3和 FeSO4

是不能作为食品添加剂用于亚硝酸盐的降解，而通常

外源性细胞色素C从很多蔬菜中都可以得到而认为是

食用安全的，本研究提取到的电子供体组分，来源于

可食用乳酸菌干酪乳杆菌鼠李糖亚种 LCR6013 也认

为是食用安全，可用于食品中亚硝酸盐的降解。NiR
分布于细胞壁与细胞膜之间，根据其辅基的不同分为

血红素 cd1 型亚硝酸还原酶（cd1NiR)和铜型亚硝酸还

原酶（CuNiR)两种类型[17]，而 CuNiR 的电子供体是

细胞色素这点与本研究的结果一致，从电子供体、降

解产物和 NiR 的分子量等 3 方面推测从乳酸菌

LCR6013 中所得到的亚酸盐还原酶可能也为 CuNiR
类。 

表4 乳酸菌LCR 6013来源的NiR的最适电子供体和浓度 

Table 4 Optimum species and concentration of electron donor 

required by NiR from strain LCR 6013 

编号 电子供体 OD538nm/24 h OD538nm/48 h 

CK1
无电子供体 

0.33±0.03 0.33±0.02 

CK2 0.34±0.02 0.32±0.04 

A1 
Na2SO3 

0.32±0.02 0.31±0.02 

A2 0.20±0.03abc 0.01±0.00a 

B1 
FeSO4 

0.31±0.02 0.30±0.05 

B2 0.18±0.03def 0.01±0.00b 

C1 
L-谷胱甘肽 

0.33±0.02 0.32±0.04 

C2 0.32±0.03adgh 0.30±0.02abcd 

D1 
细胞色素 C 

0.32±0.03 0.33±0.05 

D2 0.00±0.00beg 0.00±0.00c 

E1 
LCR 6013 电子供体 

0.32±0.02 0.32±0.20 
E2 0.01±0.00cfh 0.00±0.00d 

注：小写字母（a~h）表示 A2、B2、C2、D2 和 E2 之间

显著性差异（p<0.05）；差异显著性分析采用 SPSS Duncan’s 法。 

3  结论 

干酪乳杆菌 LCR6013 经 10.00 mg/L 的亚硝酸钠

诱导后，用 30%和 60%的饱和硫酸铵溶液分级沉淀，

再通过阴离子 DEAE Sepharose Fast Flow 和葡聚糖凝

胶 G-100 层析柱分离纯化，得到具有降解亚硝酸盐活

性的 NiR 和协同降解的电子供体，经 SDS-PAGE 电泳

后确定来自乳酸菌 LCR6013 的 NiR 和电子供体的单

体分子量分别为 45 ku 和 13 ku。而 NiR 仅在添加电子

供体后才具有降解活力，同时电子供体的筛选结果表

明，来自于乳酸菌的ElD和细胞色素C降解效果最好，

L-谷胱甘肽溶液不可以作为电子供体。利用原核生物

将亚硝酸盐和硝酸盐还原成气态分子氮的反硝化过

程，是氮循环中非常重要的生化过程，这个过程使土

壤、水体和大气中的氮含量得到平衡。因此，下一步

将深入研究：具有反硝化作用并可食用的乳酸菌

LCR6013 用于降解亚硝酸盐的深层的机理，例如 NiR
的分类、与电子供体的协同作用时电子传递的瞬态结

构、NiR 降解亚硝酸盐的电子传递的关键氨基酸位点
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等以及 LCR 6013 电子供体是否为细胞色素 C 等。 
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