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低温脂肪酶产生菌的筛选及鉴定
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摘　要 : 通过三丁酸甘油酯平板法从太平洋帕里西维拉海盆 5 010 m的底泥中共筛出八株可产脂肪酶的菌株 ,其中

的两株生理生化特征极其相近的菌脂肪酶活性最高 ,并且对橄榄油平板产生荧光。对两株菌进行鉴定 ,分析其生

理生化特征和 16SrDNA产物序列 ,确定这两株菌均属于发光杆菌属 ,但是和该属的各种还有一定差异 ,对其分类

地位的最后确定还需进一步的系统发育学分析。其中 D2 菌株所产脂肪酶的最适作用温度在 35 ℃左右 ,证明其脂

肪酶为低温酶 ;最适作用 p H值在 7～9之间 ,最适 p H值 8。
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　　极端微生物资源近年来正成为开发的热点 ,除

了其在适应极端环境的机理和生命的起源等理论领

域具有重大意义外 ,极端酶在工业应用中的优势和

诱人前景也是重要原因。例如低温酶 (cold adapted

enzymes) ,它的主要特征是低温条件 ( < 40 ℃)下具

有较高的酶活力 , 活化能变小 ,热稳定性下降[1 ] ,在

工业上的应用优势在于酶的活化能和最适反应温度

较低 ,可以节约能源保护环境[2 ]。

脂肪酶是一类具有良好应用前景的酶类 ,它在

不同的反应体系下可催化多种反应 ,如水解、酯化、

转酯及酯类手性合成等[3 ]。低温脂肪酶可在较为

低温的环境下催化这些反应 ,因而在洗涤、食品、环

保等方面的低温生物催化引起了广泛兴趣。另外 ,

低温脂肪酶的热不稳定性对某些工业性的生物催化

来说是有益的 ,比如在食品加工过程中 ,可以在相对

较低的温度下快速使酶失去活力 ,从而避免了食品

在酶的热处理失活过程中营养受到损失[4 ]。

近年来低温脂肪酶的研究广泛开展 ,已有多种

低温脂肪酶得到了纯化或克隆表达 ,如菌株 psy2
chrobacter i m mobilis B10 , Pseudomonas f ragi st rain

IFO 3458 ( PFL) , Pseudomonas sp . st rain KB700A ,

A cientobacter sp . st rain No. 6分泌的脂肪酶。其中

大部份低温酶是从南极和北极以及深海、高山冻土

中的低温微生物产生[527 ]。深海的大部分区域常年

低温 ,低温微生物资源丰富 ,对它的研究和开发对于

丰富我国的低温微生物资源和低温酶具有重要的意

义。本文自深海泥样中分离出的 40 多株低温菌中

共筛出 8株可产脂肪酶或酯酶的菌株 ,并对其中两

株酶活力较高的菌进行了鉴定。

1　材料和方法

111　菌种来源

分离自太平洋帕里西维拉海盆 5 010 m的底泥 ,

由中国科学院海洋研究所科学一号考察船 2002 年

2月提供 ,使用箱式取样器取样。

112　培养基

采用 2216海水培养基[8 ]。

113　低温脂肪酶菌株的初筛

由于不同脂肪酶的底物特异性不同 ,本实验采

用两种初筛方案 :三丁酸甘油酯主要用于筛选作用

底物碳链较短的脂肪酶和酯酶 ;橄榄油大部分为 16

个碳的酯 ,可筛选出作用于较长碳链的脂肪酶。由

三丁酸甘油酯筛出的菌株进一步用橄榄油平板检

测 ,以判断两种方案筛选的结果是否有异。

11311　三丁酸甘油酯琼脂平板透明圈法[9 ] 　用体

积比为 3 %聚乙二醇 ( PVA)溶液制备含 100 g/ L 三

丁酸甘油酯的乳化液。在 225 mL Tris2Hcl 缓冲液

(p H = 8) 中加入三丁酸甘油酯乳化液 25 mL 和

112 %琼脂 ,灭菌。在无菌的平皿中倒入上面的热溶

液 ,凝固后 ,打出直径 1 cm小孔 ,注入 50μL 的酶液 ,

20 ℃保温 24 h ,测定透明圈大小 ,取圈大清晰者进行



复筛。

11312　罗丹明 B2橄榄油平板法　将上述三丁酸甘
油酯平板中的三丁酸甘油酯换成橄榄油 ,灭菌后加

入 25μL 过滤灭菌的罗丹明 B ,操作基本同 11311 ,

反应结束后在紫外灯下观察 ,如果孔周围出现荧光

为阳性 ,反之为阴性。

114　产低温脂肪酶菌株的复筛

将待测菌株接种于 50 mL 221 6培养基中 ,18 ℃

180 r/ min ,培养 2 d后 ,测定 0 , 10 , 20 , 30 , 40 , 50

℃条件下发酵液的酶活。以酶活性为纵坐标反应温

度为横坐标 ,作酶反应温度曲线。曲线顶点落在直

线 t = 40 ℃左侧区域作为低温酶的依据。

115　脂肪酶活力测定方法

脂肪酶活力测定参照文献[5 ]的比色法进行。

116　产酶菌株的鉴定

11611　形态学、生理生化特征　产酶菌株的形态学

观察、生理生化实验参照文献 [ 10 ]和 [ 11 ] , 参照菌

株性质参考文献[12 ]。

11612　16S rDNA 序列测定和分析 　用接种环在

斜面上刮少量菌体悬浮于 200μL TE缓冲液 ,在沸

水中煮 10 min后立即放入冰浴冷却。将所得产物

用作模板 ,按照文献 [ 12 ]进行 16S rDNA序列 PCR

扩增 ,引物为 27f∶5′2A GA GTT TGA TCC TGG

CTC A GG23′和 1 541r∶5′2AA G GA G GTG A TC

CA G CCG CA23′, PCR产物用质量分数 1 %的琼脂

糖凝胶电泳检测 ,上样量 5μL ,然后交由博亚生物技

术公司进行纯化及测序。序列通过 GenBank 中的

BLAST检索进行系统发育分析 ,采用 Clustral X

version 118进行多序列匹配排列 ,通过 Treecon W

(113b)程序中的 Neighbor2Joining方法 ,采用 Kimu2
ra双参数计算模型 ,构建系统发育树。

2　结果与讨论

211　菌株筛选

自底泥样中分离出的 40株可培养低温菌中 ,共

筛出 8株可产低温脂肪酶的菌株 ,进一步用罗丹明

橄榄油平板检测 ,只有两株形态及生理生化特性极

其相近的菌株 D1 和 D2 可产生明显的荧光圈 ,复筛

结果表明菌株 D2 发酵液酶活性最高。作用结果如

图 1 ,2所示。

212　菌种 D1 ,D2的鉴定

21211　形态及生长特性 　菌株 D1 ,D2 菌落圆形 ,

淡黄色 ,突起 ,不透明。细菌革兰氏阴性 ,常压下个

体形状不规则 ,细胞大小为 015 - 110 ×2 - 10μm ,

无鞭毛 ,不运动 ,兼性厌氧 ,D1 ,D2 最适生长温度为

14～15 ℃,高于 25 ℃不生长 ,参考文献 [ 13 ]两株菌

可划归为嗜冷菌。D1和D2的温度生长曲线如图 3 ,

4所示。

图 1　罗丹明2橄榄油平板
Fig. 1　Lipase production on medium olive oil plates

图 2　三丁酸甘油酯平板

Fig. 2　Lipase production on medium tributyrin plates

图 3　D1 的温度生长曲线

Fig. 3　Effect of temperature on the growth of strain D1

图 4　D2 的温度生长曲线

Fig. 4　Effect of temperature on the growth of strain D2

21212　16S rDNA测序结果　所得 16S rDNA基因

序列长度大约为 115 kb ,D1 ,D2 的 16SrRNA基因序

列在 GenBank 核甘酸数据库中的存取号分别为

A Y582933和 A Y582934。将得到的 16S rDNA 序

列进行比对 ,D1 和 D2 归为发光杆菌属 Photobac2
terium ,它们与该属的种 P. prof undum , P. an2
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gust um , P. phosphoreum 和 P. leiognathi 的 16S

rDNA序列同源性都是 96 % ,与 P. damselae的 16S

rDNA序列同源性都是 94 %。系统发育树见图 4。

图 4　Photobacterium 属的系统发育树 , Pseudomonas an2
guilliseptica为外群 ,括号中为各菌株 16SrRNA基

因序列在 GenBank核苷酸数据库中的存取号

Fig. 4　Phylogenetic tree showing the relationship of ampli2
fied D1 and D2 16SrDNA with photobacterium refer2

ence strains. Pseudomonas anguilliseptica is the ex2
ternal group

菌株 D2 和 D1 之间的 16S rDNA 序列同源性为

99 %。

21213　生理生化特性 　Photobacterium 属目前共

有 5个种 ,D1和 D2 的生理生化特点与该属中其它

种的比较见表 1和表 2。主要的特征有触酶和氧化

酶阳性 ,对O/ 129 (10和 150μg)敏感。产氨实验、产

H2S实验、吲哚实验、硝酸盐还原实验、葡萄糖发酵

产酸阳性。M. R、V. P实验、脲酶实验和亚硝酸盐

还原实验阴性。鸟氨酸脱羧酶阴性 ,赖氨酸脱羧酶、

精氨酸脱羧酶阳性 ,精氨酸双水解酶阴性。利用乳

酸钠、丁二酸钠、水苏四糖、来苏糖、蜜二糖、松三糖、

阿拉伯糖、肌醇、果糖、纤维二糖、甘油、鼠李糖、卫矛

醇、木糖、丙酮酸钠、脯氨酸、乳糖作为唯一碳源。利

用以下糖醇产酸 :甘露醇、　糖、葡萄糖、山梨醇、蜜

二糖、棉子糖、水扬素、赤藓糖醇、麦芽糖、果糖、半乳

糖、菊糖、蔗糖和甘露糖。

21214　菌株D2所产脂肪酶粗酶的基本性质　将菌

株D2 在 15 ℃,180 r/ min 摇床转速条件下培养两

天 ,5 000 r/ min离心菌液取上清 ,利用 p2NP acetate

　　表 1　D1 ,D2 和参照菌株主要特征对比

Table 1　Characteristics of the strains D1、D2 and photobacterium reference strains

菌株名称

特征

最适生

长温度

/ ℃

最适生

长压力

/ MPa

过氧化

氢酶
氧化酶

产 H2S

实验

吲哚

实验

硝酸盐

还原

实验

O/ 129敏感性

10μg 150μg

精氨酸

双水解

酶

赖氨酸

脱羧酶

鸟氨酸

脱羧酶

P. angust um 25 011 - - - - - + + + - -

P. damselae 26 011 + + - - + + + + - -

P. leiognathi 26 011 - + - - + + + + - -

P. phosphoreum 18 011 + + - - + + + + - -

P. prof undum 8～12 20 + + - + + + / - + / - + - -

D1 14 ND + + + + + - + / - - + -

D2 15 ND w + + + + + + - + -

　　注 :ND : 未测 ; + : 阳性 ; - : 阴性 ; + / - :可变 ; O/ 129 :2 ,42diamino26 ,72diisopropyl pteridine。

表 2　D1 ,D2 和参照菌株对碳源的利用对比

Table 2　Carbon utilization by strains D1、D2 and photobacterium reference strain

菌株名称

碳源名称

D2

甘露醇

D2

海藻糖

D2

葡萄糖

D2

山梨醇

核糖

醇

D2

棉子糖

L2阿

拉伯糖
肌醇
麦芽

糖

D2

果糖

D2

半乳糖

纤维

二糖
甘油 蔗糖

L2

鼠李糖

D2

甘露糖

P. angust um - - + - - - - - + + + - + + - +

P. damselae - - + - - - - - + + + + / - + - - +

P. leiognathi - - + - - - - - + + + - + - - +

P. phosphoreum - - + - - - - - + + - - - - - +

P. prof undum + + + - - - - + / - + + / - + + / - + - - +

D1 - - + / - - - - - - - + - - - - - -

D2 - - - - - - + + - + - + + - + -

　　注 : + :阳性 ; - :阴性 ; + / - :可变。
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做底物 ,分光光度法测酶活 ,分别在 40 ℃不同 p H值

下测其酶活性 ,得到酶活性随 p H值的变化情况 ;在

p H = 8不同温度的情况下测酶活性随温度的变化情

况。

其最适反应温度在 35 ℃(见图 5) ,在 10 ℃仍有

大约 20 %的酶活性。在 10～35 ℃之间 ,随着温度的

升高 ,酶活性平稳上升 ;超过 40 ℃,酶活性会迅速下

降 ,到 65 ℃时完全失去活性。

图 5　D2 脂肪酶活性随温度的变化曲线

Fig. 5　Effect of temperature on the activity of Lip . D2

其最适反应 p H值 810 (见图 6) ,总的趋势 ,从

p H值 410～810随着 p H值的升高 ,酶的活性上升 ,

7和 8 之间上升较迅速 ;超过 p H值 810 ,酶活性会

迅速下降 ,到 p H值 1010时完全失去活性。

图 6　D2 脂肪酶活性随 p H值的变化曲线

Fig. 6　Effect of p H on the activity of Lip . D2

3　结论

经过 16S rDNA 序列比对 ,新发现的发光杆菌

属 ( Photobacterium ) D1和 D2 ,和发光杆菌属的其它

种比较 ,发现这两株菌具有该属的一些共同特点 ,如

革兰氏阴性 ,兼性厌氧 ,生长依赖 Na + ,利用葡萄糖

和甘露糖产酸 ,鸟氨酸脱羧酶阴性 ,可利用果糖作为

唯一碳源等。但也有一些不同于该属其它种的特

点 ,如精氨酸双水解酶阴性 ,赖氨酸脱羧酶阳性 ,产

H2 S实验阳性等 ,表明这两个种有可能是该属的新

种 ,还需要进一步的基因水平的研究确定最后的发

育学地位。Photobacterium 是深海环境中常见的微

生物物种 (Ruby and Nealson ,1978) ,由于 photobac2

terium 有可能是最重要的深海可培养微生物种群之

一 ,对它们分类特征的研究对整个深海微生物类群

的研究具有重要的意义[14 ]。

对 D2所产的胞外脂肪酶粗酶进行初步性质研

究表明 ,该酶的最适作用温度在 35 ℃左右 ,最适作

用 p H值在 7～9之间 ,相对于中温脂肪酶最适作用

温度偏低 ,最适作用 p H偏碱性 ,有望应用于低温环

境下的生物催化。
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Screening and classif ication of cold2adapted lipase2producing
bacterium and part characterization of the lipase

L IN Rong2xia1 　MA Yan2he2 　TAN Tian2wei1

(11College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology ,Beijing 100029 ;

21Laboratory of Extremophiles , Institute of Microbiology , Chinese Academy of Science , Beijing 100080 , China)

Abstract : Eight lipase2producing bacterium strains were screened from 40 cold2adapted strains , these st rains iso2
lated from the mud of Parece Vela sea basin in the Pacific Ocean of 5 010 m deep , of which two similar st rains

have the highest lipolytic activity and are positive to olive oil. Through the traditional physiological and biochem2
ical method , together with the 16SrDNA sequence homology and phylogenetic analysis , the st rains were identi2
fied. The result shows they belong to the genus photobacterium , but they differ f rom any species of this genus

in some characteristic which suggests they might be new species , and their taxonomic placement needs more in2
formation on genes level. The optimal temperature of the action of D2 crude lipases is about 35 ℃which supports

that the lipase is a cold2adapted one , and its optimal p H for activity is 8.

Key words : cold2adapted lipase ; deep sea ; classification of st rains
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