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南极产低温几丁质酶菌株的筛选及分子鉴定
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摘要:从南极普里兹湾深海底泥样品中分离得到一批嗜冷细菌, 对这些嗜冷细菌进行了产几

丁质酶菌株的筛选,对其中一株具有较高产酶活性的菌株 AC167 所分泌的几丁质酶进行了

性质分析,并通过 16S rDNA 序列分析进行了菌株的分子鉴定。该菌株最适生长温度为

10 e ,最高生长温度为 25e , 是典型的嗜冷菌, 经 16S rDNA 序列比较及系统发育分析鉴定

为假单胞菌属(P seudomonas)。该菌株只在低于 25 e 的条件下分泌几丁质酶, 酶的最适反应

温度为 30bC,属于低温酶。
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  自然界中几丁质的降解主要由几丁质酶来完

成。现已发现许多动物、植物和微生物都可产生几丁

质酶,其中对植物和微生物研究较多,而微生物几丁

质酶的用途最为广泛。与中温酶相比,低温几丁质酶
在低温下具有较高的活力, 因而在工业中具有重要

的应用前景。同时,由于低温酶在维持低温微生物的
生命活动中的关键作用, 其研究将有利于揭示低温

微生物适应极端环境的生物学机制, 具有重要的理
论意义,因此近年来低温几丁质酶的研究正日益广

泛地开展。

南极地区长年低温, 并且具有丰富的磷虾资源,

因此成为筛选低温几丁质酶的良好来源。目前微生

物低温几丁质酶的筛选和基因克隆研究已有一些报

道,这些菌株基本上都是从南极地区获得的[ 1~ 4]。与

中温几丁质酶相比, 低温几丁质酶的研究开展得还
很少,在国内则尚未见报道。作者对南极海域沉积物

样品进行了微生物的分离筛选, 得到多株产低温几
丁质酶的嗜冷菌株,应用 16S rDNA 作为分子指标对

其中一株具有较高活力的菌株进行分类鉴定, 并对
其分泌的低温几丁质酶的性质进行了初步的研究。

1  材料

1. 1  材料
所用海底沉积物样品于中国第 18次南极考察航

次期间采集自普里兹湾, 经纬度范围为 72b57c ~ 74b

25cE, 66b55c~ 67b70cS, 水深 590~ 900 m。

1. 2  培养基
1. 2. 1  胶体几丁质制备

称取 25 g几丁质, 加 250 mL 85%磷酸, 30 e 反

应 1. 5 d 后加入蒸馏水, 待胶体沉淀后, 反复水洗直

至中性。用 20 mmol/ L 磷酸缓冲液 ( pH 6. 0)调整终

浓度至 2%。

1. 2. 2  选择性培养基

胶体几丁质 0. 5% , 蛋白胨 0. 5% , 酵母膏 1% ,

用陈海水配制 ,固体培养基另加 1. 5%琼脂。

1. 2. 3  改进的 2216E 培养基

酵母膏 0. 2% , 蛋白胨 1% , 陈海水, 固体培养基

另加 1. 5%琼脂。

2  实验方法

2. 1  产几丁质酶低温菌株的筛选
按常规稀释法[5]对泥样进行稀释, 将稀释1 000

倍后的上清液直接涂布于选择性平板培养基,将平板

放置于 4 e 冰箱中培养约 5~ 7 d, 共得到 8 株产生透

明水解圈的菌株,挑取其中透明水解圈与菌落大小之

比最大的菌株进行进一步分析, 菌株编号 AC167, 所

在站点的经纬度为 74b25cE, 66b55cS。
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2. 2  酶活力测定
采用 3, 52二硝基水杨酸( DNS)比色法。将0. 25

mL 0. 5%胶体几丁质与 0. 25 mL 适量稀释的待测酶

液混合,于 30e 中反应 1 h, 离心去沉淀, 上清加 1. 5
mL蒸馏水与 1. 5 mL DNS溶液, 混匀, 沸水浴 5 min
后,冷却至室温, 补加 21. 5 mL 蒸馏水, 混匀, 测 A540

的比色值,用 NAG 绘制标准曲线。酶活力单位 (U )
定义为在最适条件下(即 30e , pH6. 0 的 20 mmol/ L 磷
酸缓冲液中)每分钟产生 1 Lmol还原糖所需的酶量。

蛋白浓度测定采用 Lowry 方法[ 6]进行, 以牛血

清白蛋白为对照。

2. 3  菌株16S rDNA的PCR扩增及序列分析
细菌染色体 DNA 制备和 16S rDNA 序列的 PCR

扩增参照文献[ 7]进行,序列测定由上海生工生物工程
技术服务有限公司完成。将所得序列提交EMBL( Eu2

ropean Molecular Biology Laboratory) 数 据库, 应用
FASTA(version 3. 3)程序与数据库中已有的细菌 16S
rDNA 序列进行相似性比较分析。序列的比较及系统
发育分析采用 Clustal W 1. 81 软件进行。

3  结果

3. 1  温度对菌株 AC167生长和产酶的影响
按 10% 的接种密度将菌株 AC167 接入 2216E

培养基和选择性培养基, 于 10, 20, 25, 30, 37e 等温
度下进行振荡培养, 以分析温度对菌株生长和产酶
的影响(图 1)。结果表明菌株 AC167 在 10~ 20 e 范

围内生长良好, 而在 25 e 以上的温度下不能生长。
相比而言, 10e 下培养时所达到的菌体浓度和稳定期
均较好,因此 10 e 为其最适生长温度, 表明 AC167
菌株属于嗜冷菌[8]。

产酶实验表明 , 菌株 AC1 67 在 1 0~ 20 e 能
产生较高酶活 , 25 e 时仅能检测到轻微的酶活
力, 在 30 e 以上完全不能检测到酶活, 与菌株生
长特性相吻合。

图 1  温度对菌株 AC167生长和产酶的影响

Fig. 1  T he effect s of temperature on growth and en zyme2

producing of s t rain AC167

3. 2  菌株 AC167的分子鉴定
3. 2. 1  16S rDNA 序列分析结果

根据序列分析比较结果(表 1) , AC167 菌株与假

单胞菌属( Pseudomonas)具有 97%以上的同源性, 而

且与丁香假单胞菌 ( Pseudomonas syr ingae )的几个

变种同源性较高, 最高可达 98. 776%。一般认为,

16S rRNA 序列同源性小于 98% ,可以认为属于不同

的种, 同源性小于 93% ~ 95% , 可以认为属于不同

属[ 9, 10] , 因此菌株 AC167 属于假单胞菌属。

3. 2. 2  菌株 AC167 系统发育分析

选取 10 株细菌的 16S rDNA 全序列进行遗传距

离计算, 并根据遗传距离计算结果绘制系统发育树

(图 2)。所选取的菌株包括: AC167 和数据库中与它

同源性较高的假单胞菌属细菌。

由菌株 AC167 的系统发育分析可见, 它处在丁

香假单胞菌的分支之中, 但是系统发育位置相对独

立, 因此菌株 AC167 有可能属于丁香假单胞菌的一

个变种。

图 2  菌株 AC167系统发育分析

Fig. 2  Phylogenet ic analysis of st rain AC167
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表 1  AC167菌株 16S rDNA序列同源性比较结果

Tab. 1  Homology compar ison of str ain AC167 16S

rDNA sequence

菌  株
与 AC167菌株

的同源性( % )

Pseudomonas syringae pv. actinidiae 98. 776

Pseu domona smand el ii 98. 128

Pseu domona scanna bina 98. 401

Pseu domona s t remae 98. 401

Pseu domona s f luor escens 97. 868

Pseu domona s l ini 97. 868

Pseu domona sbor eal is 98. 176

Pseu domona s f reder iksberg e 98. 521

Pseu domona sver oni i 97. 668

Pseu domona s sy ringae 98. 198

3. 3  菌株 AC167几丁质酶性质

3. 3. 1  酶的最适作用温度

分别在不同温度下进行酶反应, 绘制酶活温度

曲线(图 3)。结果表明, 该酶在 30 e 时活力最高, 在

5 e 时仍保持约 30%的活力。

图 3  AC167几丁质酶最适作用温度

Fig. 3  Opt ima temperature for AC167 ch it inas e activity

3. 3. 2  酶的热稳定性

将酶置于不同温度的 pH6. 0 磷酸缓冲液中保

温,每隔一段时间取样测定酶活力(图 4) , 结果表明

AC167 几丁质酶在低于 20 e 下比较稳定, 保温 24 h

仍能基本保持 90%的活力, 而在 30 e 保温 2 h 后就

很快失活,在 50 e 时仅 20 min 就完全检测不到酶活,

表明该酶具有典型的低温酶热不稳定性特征。

图 4  AC167几丁质酶热稳定性

Fig. 4  T hermo2stability of st rain AC167 ch itinas e

3. 3. 3  酶的最适作用 pH 值

用不同 pH 值的缓冲液配制底物溶液, 于 30 e

进行酶促反应,以确定该酶的最适作用 pH 值, 结果

(图 5)表明, 该酶属酸性酶, 最适 pH 值为 6, 在 pH

5~ 8 范围内均能保持较高活力。

图 5  AC167几丁质酶最适作用 pH 值

Fig. 5  Optima pH value for AC167 chit inas e activity

4  讨论

菌株 AC167 仅能在低于 25 e 的温度下生长, 因

此作者在采用 BIOLOG 微生物鉴定系统对其进行鉴

定时, 无法全部获得其在 37e 时对各种底物的利用

情况, 无法参照数据库得出确定的结果。随着分子分

类理论与方法的日趋成熟以及数据库的日趋完善,应

用 16S rDNA 作为分子指标进行鉴定已经逐步成为

微生物鉴定和微生物生态调查研究的一种普遍的方

法。作者的实验表明, 菌株 AC167 属于假单胞菌属,

并且与丁香假单胞菌具有最高的同源性,可能是一个

新的变种。

作者所筛选到的 AC167 几丁质酶的最适作用温

度为 30 e ,与目前研究报道中的低温几丁质酶性质

相同[ 1~ 4]。该酶的最适产生温度为 10 e , 对温度较
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敏感,在 30e 以上时, 酶很快就丧失活力, 这些都是

低温酶的典型特征,因此 AC167 几丁质酶属于低温

酶,其基因表达调控机制值得进一步研究。

作者采用相同的检测标准进行实验与表述, 结

果表明 AC167 几丁质酶粗酶液的活力高于目前国际

工业化几丁质酶产生菌黏质沙雷氏菌 ( Ser r a tia

marcescens)原始出发菌株[11] , 最高可达 4. 5 U/ mg

(图 5) , 而且该酶在 5e 时仍能保持 30%的酶活力,

因此具有较高的潜在工业应用价值。
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Abstract: An amount of psychrophilic bacter ia was isolated from deep sea sediment collected f rom Prydz

Bay, Antar ct ica. The str ain AC167, which showed high cold2active chitinase activity, was scr eened from these

bacter ia. It was identified as a Pseudomonas species by 16S rDNA sequence comparison. T he optimal and high2

est temperatur es for the growth of P seudomonas strain AC167 were 10e and 25 e r espectively, indicating that

it was a typical psychrophilic bacterium. T he chitinase produced by Pseudomonas strain AC167 belonged to

cold2active enzyme because it was most active at 30 e and was secreted only at temperatures under 25e .
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