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南极低温降解菌 Shewanella sp. NJ49 羟化酶分离纯化及最适

产酶条件研究 
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摘要: 羟化酶是细菌降解烷烃的关键酶, 本文以南极低温降解菌 Shewanella sp. NJ49 为研究对象, 通

过硫酸铵沉淀、超滤浓缩及葡聚糖凝胶 Sephadex G-75 柱层析方法, 分离纯化 NJ49 的羟化酶, 获得了

单一羟化酶组分, 研究了温度、pH、表面活性剂和盐度等环境因素对 NJ49 羟化酶酶活活性影响。结

果表明, 羟化酶组分由 α、β、γ 三个亚基组成, 分子质量分别为 56, 45 和 36 kD。NJ49 最适产酶条件

为: 温度 15℃、pH7.2、盐度 55; 不同类型表面活性剂对酶的活性影响效应不一, 两性离子表面活性剂、

阳离子表面活性剂、非离子表面活性剂对酶活没有作用, 阴离子表面活性剂+非离子表面活性剂混和剂

和阳离子表面活性剂+非离子表面活性剂混和剂能提高羟化酶的活性。  
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烷烃的生物降解过程中, 第一步反应通常是烷

烃在加氧酶的作用下转化为相应的醇, 这是一个关

键步骤, 很大程度上决定了烷烃的降解速率和降解

范围。羟化酶是加氧酶的一种, 细菌的降解过程一般

由烷烃羟化酶基因(alkB)及其同源体编码的烷烃羟

化酶启动[1], 研究羟化酶的组成、结构和基因信息有

助于了解细菌的代谢机制。 

当前对烷烃降解菌的研究以菌株筛选、羟化酶

基因克隆为主, 刘晔等[2-3]发现 3株能够高效降解 C20

到 C33长链烷烃的细菌, 并分离确定了 Pseudomonas 

aeruginosa1785 和 P.marginata766 的烃羟化酶基因

(alkB)片段 , 邵宗泽等 [4-6]从不同地点的海水中筛选

了大量烃降解菌, 并对烷烃降解菌的分子生物学特

征进行了较深入的研究, 2008 年从一株来自表层海

水的石油降解菌中克隆到大小为 426 bp 的烷烃羟化

酶基因(alkB)片段和 843 bp的 P450烷烃羟化酶基因

的部分序列, 2009 年在一株能够降解 C10-C36 直链

烷烃的菌株中, 发现至少编码两套与烷烃降解相关

的单加氧酶系统(AlkB 和 CYP153 羟化酶); 同年在

印度洋深层海水中筛选到一株具有强柴油降解能力

的革兰氏阴性菌 P40, 并从中克隆到两个烷烃羟化

酶 alkB基因片断。余瑛等[7]筛选到 9株细菌均能分解

利用润滑油, 其 alkB 基因扩增片段大小介于 160 bp

和 400 bp 之间; 孙敏等从菌株 Acinetobacter sp.W3

的基因组DNA和质粒DNA上分别获得了大小为 540 bp

的烷烃羟化酶基因 alkB 和 864 bp 的 CYP153A 烷烃

羟化酶基因 DNA片段[8]。已有的研究报道针对羟化

酶基因水平的研究较多, 且多关注常温细菌的羟化

酶,对羟化酶蛋白属性尤其是低温菌的羟化酶研究

欠缺。低温菌在低温海洋环境(南北极海域、我国

北方海域、深海)溢油污染物清除中具有很大修复

潜力 , 南极 Shewanella sp. NJ49是本实验室前期筛

选的低温降解菌 , 我们对 NJ49 的羟化酶进行了定

域 , 并对酶代谢进行了初步研究 [9], 结果表明 NJ49

的羟化酶位于胞外, 本文将报道羟化酶纯化和最佳

产酶条件, 以期为南极低温降解菌的实际修复应用
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提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验所用细菌为南极低温降解菌 Shewanella sp. 

NJ49, 为 2001年 11月至 2002年 3月中国第十八次南

极科学考察期间采集的海冰样品中筛选分离所得。 

1.2  方法 

1.2.1  菌种的培养 

超净工作台里挑取 NJ49 单菌落 , 加入含有

2216E培养基(蛋白胨 5 g, 酵母 1 g, 经过滤的海水 1 L, 

pH7.6, 121℃湿热灭菌 20 min)的锥形瓶, 同时加入

经 0.45 μm 滤膜过滤的正十六烷烃, 在 15℃下, 以

120 r/min恒温振荡大量培养, 培养 3 d。 

1.2.2  酶的分离和纯化 

取活化好的菌液 5 mL, 转入 100 mL的MMC培

养基(MMC人工海水培养基为 A、B液 121℃湿热灭

菌 20 min, 混匀并补加适量微量元素混合液形成。A

液组分: NaCl 24 g/L, MgSO4﹒7H2O 7 g/L, NH4NO4 

1 g/L, KCl 0.7 g/L; B液组分 KH2PO4 2 g/L, Na2HPO4 

3 g/L, 海水 1 L, pH 7.4), 在 15℃下, 以 120 r/min恒

温振荡大量培养, 培养 7 d, 参照文献[10]用静息细

胞技术分步大量提取胞外酶(约 10 L)。 

1.2.2.1  硫酸铵盐析 

将装有上清液(9.8 L)的烧杯放在另一装有冰水

的大烧杯内 , 并置于磁力搅拌器上搅拌; 缓慢加入

研细的固体硫酸铵, 使其饱和度达到 70%, 置于 4℃

过夜, 将盐析后的溶液 12 000 r/min离心 30 min, 弃

去上清液, 将沉淀溶于 50 mmol/L Tris-HCl(pH=7.5)

缓冲液中。4℃, 12 000 r/min离心 15 min, 弃去没有

溶解的沉淀, 上清液即为硫酸铵沉淀纯化的酶。 

1.2.2.2  酶的透析与超滤 

将盐析所得上清液溶液装入打结的透析袋中 , 

透析袋放入 10 倍于该溶液体积的 50 mmol/L Tris- 

HCl(pH=7.5)缓冲液中, 4℃透析 24 h; 透析袋规格为

MD44(8000~14 000), 直径 28 mm。将透析后的液体

经分子质量为 30~100 kD的超滤膜超滤浓缩。 

1.2.2.3  酶活性跟踪与测定 

按文献[11]中的方法绘制标准曲线。取透析后的

溶液 1mL 置 10 mL 刻度试管中, 依次加入磷酸缓冲

液(pH=7.0)、0.1 mol/L葡萄糖溶液和 0.4%TTC溶液

各 2 mL, 在 37℃下暗保温 1~2 h, 待显色充分后立即

加入适量 1 mol/L硫酸以停止反应, 加乙酸乙酯 3~4 mL

常温萃取以提出 TTF; 同时设置不加酶液的空白对

照, 于 485 nm 下测定吸光值(OD485nm), 查标准曲线, 

可求出 TTC还原量; 在上述条件下, 将 1 h产生 1µg 

TTF的量定义为 1个酶活力单位。 

1.2.2.4  Sephadex G-75柱层析 

将葡聚糖凝胶 Sephardex G-75充分溶胀并抽气后, 

装柱(100 cm×2.0 cm), 用 0.0175 mol/L 磷酸盐缓冲盐

溶液(pH=6.7)充分平衡, 加入上一步纯化的样品, 加样

量为 3 mL, 缓冲液流速为 10 mL/h, 收集量为 3 mL/

管。测定每管收集液在 280 nm下的光吸收值 A280
[12]。 

以上操作均在 4℃环境下进行。 

1.2.2.5  聚丙烯酰胺凝胶电泳 

纯化酶分子质量的采用 SDS变性凝胶电泳[13]。

分离胶为 12.5%的丙烯酰胺, 浓缩胶为 5%的丙烯酰

胺, 恒流先以 4 mA电泳、进入分离胶后再以 10 mA

电泳, 完成后剥离胶用考马斯亮蓝 R-250 或银染法

进行染色。考染法为: 20%三氯醋酸固定 1 h; 以含

0.1% R-250、40%无水乙醇、10%冰醋酸的染液, 染

色 2 h; 以含 40%无水乙醇、10%冰醋酸的洗脱液, 

脱色 1 h, 中间换一次洗脱液 ; 最后用去离子水清

洗 30 min。对电泳结果进行凝胶扫描拍照。 

1.2.3  培养条件的优化 

1.2.3.1  最适培养温度测定 

设置 0、10、15、20、25和 30℃的温度梯度, 将

NJ49置于 pH为 7.2的MMC液体培养基中 120 r/min

培养 7d, 取样测定酶活力 , 得出酶的最适温度 [13], 

分别于 250 nm和 540 nm测定吸光值, 计算降解率。 

1.2.3.2  最适 pH测定 

用缓冲液调节MMC液体培养基 pH值分别为 4、

5、6、7、8、9和 10, 接种 NJ49, 于 15℃, 120 r/min

培养 7d, 取样测定在不同 pH值下酶的活性, 得出酶

的最适 pH; 反应体系中所用缓冲液: 乙酸钠缓冲液

(pH值 3.0~5.0); 磷酸缓冲液(pH值 6.0~7.0); Tris-HCl

缓冲液(pH 值 7.0~9.0); 碳酸钠缓冲液(pH 值 9.5~ 

11.0)。降解率计算同 1.2.3.1。 

1.2.3.3  最适盐度测定 

南极低温降解菌 NJ49 依次接种于盐度分别为

30、35、40、45、55、65和 75的 MMC液体培养基

中, 15℃, pH 7.2, 120  r/min培养 7d, 取样测定不同

盐度下酶的活性。  

1.2.3.4  表面活性剂对酶活性的影响 

选取阴离子表面活性剂、两性离子表面活性剂、
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阳离子表面活性剂和非离子表面活性剂, 研究其对

NJ49 产酶活性的影响。在 MMC 液体培养基中分别

加入 100 mg/L十二烷基苯磺酸钠(SDBS)、卵磷脂、

季铵化物、脂肪酸甘油酯(FG)、SDBS+FG和季铵化

物+FG, 分别接种南极低温降解菌NJ49, 于 15℃, pH 

7.2, 盐度 55, 120 r/min培养 7 d, 取样测定不同表面

活性剂下酶的活性。 

2  结果 

2.1  酶活检测结果 

根据在 485 nm波长下测定的吸光度值绘制 TTF

标准曲线, 如图 1 所示。其标准曲线相关性方程为

y=0.0037x+0.1314, R2=0.9987, 吸光值与 TTF浓度呈

良好的线性相关。经计算, MMC培养基中羟化酶的

活力为 62 mg/(L·h)。 

 

图 1  TTF标准曲线 

Fig. 1  Standard curve of TTF 

2.2  Sephadex G-75 凝胶过滤 

将经透析后的酶液经分子质量为 30~100 kD 的

超滤膜超滤浓缩后上样于 Sephadex G-75 凝胶过滤

柱, 过滤分离的结果如图 2所示, 凝胶过滤后蛋白质

测定为 3个峰, 分别在 6~9管、12~17管出现, 第 17

管后收集的超滤浓缩后样品在 280 nm下的光吸收值

均很小 , 无峰值出现 , 可知有活性的目的酶应在第

6~9管和 12~17管收集的样品中。 

2.3  聚丙烯酰胺凝胶电泳 

SDS-PAGE分析结果见图 3。电泳结果显示杂带

较多, 粗酶液中含有大量的杂蛋白质(图 3 泳道 1); 

纯化后的蛋白条带相比粗酶条带较弱(图 3 泳道 2), 

但仍然清晰地显示出纯化后的羟化酶由三个亚基组

成, 分子质量分别为 56, 45和 36 kD, 表明经层析柱

分离纯化后得到了含量低但纯度高的单一酶。 

 

图 2  Sephadex G-75凝胶过滤结果 

Fig. 2  Elution profile of gel filtration on Sephadex G-75 

 

图 3  羟化酶各步骤纯化产物 SDS-PAGE电泳结果 

Fig. 3  Protein profile of purification step on 12.5% 
SDS-PAGE 

M. 蛋白标准分子质量; 1. 粗酶; 2. Sephadex G-75 

M. protein molecular weight marker: 1. Enzyme; 2. Sephadex G-75 

2.4  培养条件对酶活的影响 

2.4.1  培养温度对酶活性影响 

培养温度对酶活性的影响结果如图 4 所示, 经

分离纯化后所得酶在 0~15℃区间内, 酶活性随温度

升高而相应增加, 15℃时酶活性最高, 表明其最适温

度为 15℃, 之后酶活开始下降, 超过 25℃时已完全

去活性, 热稳定性相对较差。 

  

图 4  酶的最适温度 

Fig. 4  Optimum temperature of the enzyme 
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2.4.2  最适 pH 

在中性(pH=7 左右)环境条件下, 羟化酶活性最

高, 如图 5所示, 强酸或者强碱的环境均能使羟化酶

丧失活性 , 证明该羟化酶是一种中性蛋白酶 , 酶的

最适 pH为 7.2。 

 

图 5  酶的最适 pH 

Fig. 5  Optimum pH of the enzyme 

 
2.4.3  盐度对酶活性影响 

菌株 NJ49细胞分泌的羟化酶在盐浓度为 30~60 

区间内均能保持较高的酶活性(图 6), 在盐度 55时其

酶活性达到最高, 当盐度超过 70 时, 其酶活性迅速

下降。 

 

图 6  酶的最适盐度 

Fig. 6  Optimum salinty of the enzyme 

 
2.4.4  表面活性剂对酶活的影响 

如图 7 结果所示, 不同的表面活性剂单独使用

和混和使用 , 对羟化酶活性均有积极的促进作用 , 

其中, 以阴离子表面活性剂 SDBS+非离子表面活性

剂 FG混和对酶活性提高效果最佳。 

3  结论与讨论 

希瓦氏属(Shewanella)细菌因其可以使用多种多

样的电子受体而广为人知, 该属细菌通常都能利用 

 

图 7  表面活性剂对酶活性的影响 

Fig. 7  Effect of surfactant on the enzyme 

SDBS: 十二烷基苯磺酸钠, FG: 脂肪酸甘油酯  

SDBS: Sodium dodecyl benzene sulfonate, FG: fatty glyceride  

 
一些金属作为电子受体, 有些菌株还能还原硝基芳

香化合物。电子受体还包括硝酸及亚硝酸、元素硫、

延胡索酸等, 多样化的代谢能力不仅显示了其在地

球碳循环中的作用, 也赋予了希瓦氏菌在环境生物

修复(包括放射性核素污染的环境)和微生物燃料电池

方面的巨大应用潜力[14], 国内筛选的具有降解功能的

希瓦氏菌包括: 可降解甲基对硫磷的 Shewanella sp. 

L-10[15], 可以利用甲苯、苯胺作为电子受体的

Shewanella cinica D14T[16]和 Shewanella sp. J5[17]、可

降解十六烷的 Shewanella sp. H-1[18]、可利用甲苯、

三氯乙酸和对硝基苯酚作为电子受体的 Shewanella 

sp. CICC 21940、咪唑乙烟酸高效降解菌 Shewanella 

hafniensis P14[19], 说明了希瓦杀菌的降解多样性。

Shewanella sp. NJ49 是一株可在低温环境中降解碳

氢化合物的希瓦氏菌, 我们前期的研究已表明其有

广泛的降解底物, 可以降解 C9~C14 和 C22~C26 范

围的长链烷烃以及萘、菲等芳香烃, 其在 15℃条件

下对柴油降解率可达 68%, 远高于海洋假单胞菌

Y4(16%±2.1%)和 Y7(24%±2.6%)的降解率 [20], NJ49

在 10℃条件下对于萘的降解率为 43.5%, 高于施氏

假单胞菌 YC-YH1 的 33.8%[21], 这充分显示了 NJ49

在低温环境中对烷烃和芳香烃的修复潜力, 未来可

制做成商品菌, 用于低温海域溢油污染物的清除。 

烷烃好氧降解的起始酶统称为烷烃羟化酶, 该类

酶是烃代谢途径的关键酶之一, 目前鉴定的羟化酶包

括了有整合膜的单加氧酶、细菌细胞色素 P450(Ⅰ型

和Ⅱ型)、双加氧酶等[22]。有关常温烷烃羟化酶的结

构特征、催化活性等研究较多, 对低温微生物的产生

羟化酶报道较少。本文分离纯化了低温降解菌 NJ49

的羟化酶, 获得了三个亚基(α、β和γ)的组分, 分
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子质量分别为 56 kD, 45 kD和 36 kD。已报道的三株

常温菌 Methylomonas sp.GYJ3[23]、Methylococcus 

Capsulatus IMV 3021[24]和Methylosinus trichosporium 

IMV3011[25]的甲烷加氧酶羟基化酶也是由三个亚基

组成, GYJ3羟化酶亚基分子质量分别为 56、43和 27 kD, 

IMV 3021 羟化酶三个亚基分子质量分别为 56、43

和 23 kD, IMV3011分子质量分别为 58、36和 23 kD。

从三个亚基分子质量大小看, 低温菌与常温菌羟化

酶非常近似, 本文测定了 NJ49羟化酶在 15℃时仍保

持较高活性, 显示了酶的低温特性。低温能限制微生

物的酶活性和酶的分泌水平, 微生物能在低温环境

下生存, 主要是由于其酶能从生理代谢和生化特征

两方面发挥作用。NJ49 羟化酶的亚基数量和分子量

和一些常温菌相似, 酶的亚基空间结构、折叠方式和

柔性特征等是否相同, 有待进一步探究。 

南极海洋生态系统的环境特征是低温、高盐、

强辐射, 特殊环境造就了南极降解菌 NJ49 特殊的代

谢机制 , 使其在低温高盐条件下 , 仍能分泌较高活

性的羟化酶。pH值是影响微生物生命活动的重要因

素之一, 其不但能够引起细胞膜电荷的变化和微生

物对营养物质的吸收, 而且还能影响代谢过程中酶

的活性。本文设定了不同的温度、pH、盐度梯度研

究了理化因子对南极降解菌NJ49羟化酶活性的影响, 

确立了酶的最适条件为温度 15℃、pH7.2、盐度 55, 

有研究报道, Pseudomonas sp. L-1甜菜碱羟化酶最佳

温度为 30℃[26], 中度嗜盐菌 Martelella sp．AD-3中

水杨酸-5-羟化酶催化水杨酸降解时的最适温度、pH 

和盐度分别为 30℃、7.5和 30[27], 与这些菌株的羟化

酶相比, NJ49 菌株羟化酶在低温高盐环境的污染修

复中能发挥更大优势。 

表面活性剂可以增加疏水性物质在水相中的溶

解度, 增加其生物可利用性, 提高油脂降解速率。单

一的表面活性剂其增溶能力有限, 浓度过高又会抑

制微生物活性且易造成表面活性剂污染[28]。有研究

认为, 不同类型表面活性剂混合使用可以有效解决

这一问题, 如阴离子表面活性剂中混入非离子表面

活性剂能有效降低表面活性剂的临界胶束浓度和提

高胶束分子的大小[29]。本研究显示, 表面活性剂的添

加能够不同程度地提高酶活, 复合的表面活性剂提

高活性的能力要优于单一活性剂, 这一发现为该菌

在低温海洋环境的石油污染生物修复提供了理论参

考 , 未来开发商用降解菌制剂时 , 可辅以不同的表

面活性剂促进羟化酶的活性, 或者与天然产表面活

性剂的菌株复配, 提高菌制剂在低温环境中对溢油

污染物的代谢清除能力。 
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Abstract: Hydroxylase is a key enzyme with respect to bacteria during hydrocarbon degradation. In this paper, we 

investigate the Antarctic psychrophilic bacterium Shewanella sp. NJ49. To obtain a single component of hydroxy-

lase, we separated and purified hydroxylase from NJ49 in a series of steps, i.e., ammonium sulfate precipitation, 

ultrafiltration concentration, and column chromatography with Sephadex G-75 as the column media. In addition, we 

studied the relationships between the activity of NJ49 hydroxylase and environmental factors such as temperature, 

pH, surfactant, and salinity. We found that purified hydroxylase comprised subunits α, β, and γ, with estimated 

molecular masses of 56, 45, and 36 kD, respectively. The optimum conditions for producing NJ49 hydroxylase were 

a temperature of 15℃, a pH of 7.2, and a salinity of 55‰. Different types of surfactants had different effects on 

enzyme activity. Although individual amphoteric, cationic, and nonionic surfactants did not inhibit enzyme activity, 

a mixture of anionic and nonionic surfactants, as well as a mixture of cationic and nonionic surfactants, improved 

the activity of the hydroxylase. 
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