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渤海湾浅表海水中产低温蛋白酶适冷菌的筛选 m
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提要 从渤海湾浅表海水中分离到 txs株产蛋白酶的低温菌 o对其中 x株产蛋白酶活力较

高的菌株的生长特征和其所产蛋白酶的酶学性质进行了研究 ∀这 x株菌的最适生长温度都在

us ∗ ux ε o最高生长温度都在 vx ∗ ws ε o属于典型的适冷菌 ∀这 x株菌中 o≥�||s{的产酶活力

最高 o为 vus �r°̄ ∀这 x株菌所产蛋白酶的最适酶活温度均为 vx ∗ ws ε ∀最适 ³�在 zqs ∗ |qs

范围内 o为中性或碱性蛋白酶 ∀这些蛋白酶的热稳定性普遍较低 o≥�||s{所产蛋白酶的热稳定

性最高 o在 xs ε 保温 us °¬±仍具有 wuq|h的酶活 ∀这些低温蛋白酶在洗涤剂 !饲料 !食品等工

业上将可能有应用价值 ∀

关键词 海水 o适冷菌 o低温蛋白酶

氨基酸含量及体内的消化酶活性方面 o但对影响其氨

基酸组成和变化的一些重要因子的研究工作还很少 ~

而且 o其体内某些组织中生物学活性很强 !在代谢调

控方面有特殊意义的酶和小肽等方面的研究工作则

更有待开展 ∀
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蛋白酶是目前应用最多的酶 o占工业水解用酶的

ysh左右 ∀目前工业上应用的蛋白酶多为中温蛋白

酶 o最适产酶温度在 vs ∗ vx ε o最适酶活温度在 xs

ε 左右 ∀已广泛应用于洗涤剂 !饲料 !皮革 !食品加工

等行业中≈t  ∀低温酶是指最适催化温度在 vs ε 左右 o

在 s ε 左右仍有一定催化效率的一类酶 ∀低温蛋白酶

一般由低温菌产生 o它具有产酶温度低 o最适酶活温

度低 o在低温下具有更高的催化效率等特点 o因而在

洗涤剂 !饲料 !皮革 !食品加工等工业上应用有着中温

蛋白酶无法取代的优越性 ∀也越来越受到人们的重

视 ∀自 zs年代以来 o世界上已有许多实验室在从事低

温蛋白酶的研究 ∀已从海水 !嗜冷鱼类和贝类以及高

山 !南北极的泥土等样品中分离到产低温蛋白酶的菌

株≈u ov  ∀不同来源的低温菌种类不同 o产生的低温蛋白

酶在性质上也不同 o一些低温蛋白酶已经得到了纯

化 o有的已应用到洗涤剂生产中 ∀

m 海洋生物技术 {yv资助项目 {t|2su2su号 ~国家自然科学

基金资助项目 w|z|ssts号 ∀
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低温菌生活在终年低温的环境下 o分嗜冷菌和适

冷菌两类 ∀它们都能够在 s ε 下正常生长繁殖 ∀前者

的最适生长温度在 ty ε 以下 o后者的最适生长温度

一般为 us ε 左右 ∀高纬度海水由于常年温度较低 o因

而是分离适冷菌的理想样品 ∀作者与中科院海洋所合

作 o从渤海湾采来的海水中分离 txs株产蛋白酶的适

冷菌 o对其中 x株产酶高的菌株的生长特征与粗酶性

质进行了比较研究 ∀

t 材料和方法

1 q1 样品采集

由中科院海洋研究所在渤海湾 tt|βtxχ∗ tutβvxχ

∞ovzβwxχ ∗ v{βwxχ�范围内 o水深 tx ∗ wx °的深度

内 o于 t|||年 x月上旬采取海水样品 ts个 ∀

1 q2 培养基

tquqt ��培养基 常规 ��培养基 o用陈海

水配制 o³�zqx∀

tququ 筛选培养基 参考文献 ≈v  o用陈海水

代替蒸馏水 o³�zqx∀

tquqv 发酵培养基 玉米粉 uh o麸皮 th o豆

粕 uh o �¤u �°� w sqwh o �� u°� wsqsv h o ≤¤≤̄ u

sqth o陈海水 ³�zqx∀

1 q3 蛋白酶活力测定

采用 ƒ²̄¬±2酚法≈t  ∀以 uh酪蛋白为底物 ∀酶活

力为在一定温度下 o每分钟催化酪蛋白水解生成 t Λª

酪氨酸的酶量为 t个单位 ∀

u 结果与分析

2 q1 海水细菌的富集与产蛋白酶低温菌的筛选

将海水样品用无菌微孔滤膜 k©squ Λ°l 富集 o

富集后的滤膜浸入 ��液体海水培养基 xss °̄ 三角

瓶 o每瓶装 xs °̄ 培养液 otx ε txsµr°¬±o振荡培养 uw

«o将富集培养基 t °̄ 用无菌海水稀释后涂筛选培养

基平板 otx ε 培养 w{ «o结果发现共有 txs多株菌有

酪蛋白分解圈 o表明它们都是分泌胞外蛋白酶的低温

菌 ∀测定酪蛋白分解圈直径与菌落直径的比径 o挑选

比值大的菌落 tx株 o用平板分离纯化后 o保藏于 ��

固体斜面上 ∀将 x株比值最大的菌株分别编号为

≥�2||sv¤o≥�||sv ºo≥�||szo≥�||s{o≥�||s|∀通过染

色鉴定发现 o这 x株菌均为杆状革兰氏阴性菌 ∀

2 q2 温度对菌株生长的影响

测定 x株菌在不同温度下的生长状况表明 o所

选 x株菌在 s ∗ u ε 都能生长 o ≥�2||sv¤o ≥�||svºo

≥�||s{的最高生长温度为 ws ε o≥�2||szo≥�||s|的

最高生长温度为 vx ε o这 x株菌的最适生长温度均

在 us ∗ ux ε k表 tl ∀这些特征表明 o这 x株菌均属于

适冷菌 ∀

2 q3 蛋白酶产酶活力的比较

将 ≥�||sv ¤o≥�||sv ºo≥�||szo≥�||s{o≥�||s|

x株菌于 tu ε 摇瓶培养 oxss °̄ 三角瓶 o每瓶装 xs °̄

培养液 oussµr°¬±oys «后 otu sssµr°¬±离心 tx °¬±o

测上清液中蛋白酶活力 ∀结果如图 t所示 o x株菌的

产酶活力各不相同 o≥�||s{的蛋白酶产酶活力最高 o

达 vus�r°̄ ∀≥� 2 ||s|最低 o产酶量为 tux�r°̄ ∀由于

这些菌都是野生菌株 o未经过诱变 o因此产酶活力普

遍较低 ∀

图 t x株菌的蛋白酶产酶活力

ƒ¬ªqt ×«̈ ³µ²·̈¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ¬̈¦µ̈·̈§¥¼·«̈ x ¥¤¦·̈µ¬¤¶·µ¤¬±¶

t}≥�||sv ¤ou}≥�||sv ºov}≥�||szow}≥�||s{o

x}≥�||s|

2 q4 蛋白酶酶学性质

uqwqt 最适酶活温度 中温蛋白酶的最适酶

活温度一般都在 ws ε 以上 o目前工业上所用的蛋白

酶的最适酶活温度一般都在 xs ε 左右 ∀而从渤海湾

分离到的 x株适冷菌中 o ≥�||sv¤和 ≥�||s|所产蛋
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白酶的最适酶活温度均为 vx ε o其余 v

株为 ws ε k表 ul ∀由此看来 o低温菌由

于生存环境温度较低 o经过长期的进化

适应 o 其生理代谢机制也可能发生变

化 o为了能更好地利用环境中的资源 o

它们分泌的胞外蛋白酶的最适酶活温

度也较低 ∀

uqwqu 最适 ³� 用 ³�yqs ∗ tsqs

的缓冲液稀释酶液 o加入相同 ³�的底

物进行反应 o测定 x株菌所产蛋白酶在

不同 ³�下的酶活 ∀结果表明 o≥� 2 ||s{

在 ³�zqs时酶活最高 o为中性蛋白酶 ~≥� 2 ||sv¤o≥�

2 ||sv ºo ≥� 2 ||sz在 ³� 为 {qs时酶活最高 ∀而

≥�2||s|在 ³�|qs时酶活最高 o 为碱性蛋白酶 k表

vl ∀海水 ³�一般为 zqx ∗ {qso从本文的结果来看 o海

洋细菌分泌的胞外蛋白酶的最适 ³�与环境 ³�相差

不大 o这可能也是细菌对环境长期进化适应的结果 ∀

uqwqv 热稳定性 将 x株菌所产的蛋白酶在

ws ε 和 xs ε 下分别保温 ts °¬±和 us °¬±o然后测定

残留酶活 ∀结果如表 w所示 ox株菌所产蛋白酶的热

稳定性各不相同 ∀ ≥� 2 ||s{所产蛋白酶热稳定性最

好 o在 ws ε 和 xs ε 下保温 us °¬±o残留酶活分别为

zvqwh o vxq{h ∀而 ≥� 2 ||sz所产蛋白酶对热最敏

感 o在 ws ε 和 xs ε 下保温 us °¬±o残留酶活分别为

yvqyh和 tvq{h ∀低温酶为了在低温下保持较高的催

化效率 o一般具有很强的柔顺性和很弱的刚性 o这种

结构特征也导致了酶的稳定性较低 ∀

v 讨论

高纬度海水终年温度较低 o因而存在着大量低

温微生物 ∀本文从渤海湾浅表水层中分离到一批能在

tx ε 下良好生长的适冷菌 ∀其中 x株高产蛋白酶菌

株的最适生长温度均为 us ∗ ux ε o最高生长温度为

vx ∗ ws ε ∀这比一般的中温菌的最适与最高生长温

度都低 o而与渤海湾浅表水层的温度比较一致 ∀适冷

菌广泛存在于海洋中 o是海洋生态系统中的主要分解

者 ∀在海水 !鱼 !贝中都分离到产蛋白酶的适冷菌≈u ov 
o

它们在海洋生态系统中氮的循环中起着重要作用 ∀产

低温蛋白酶的菌除了从海洋中分离到以外 o还从高山

和南极的泥土中分离到 ∀从种类上看 o主要为 Πσευ2

δοµονασ 属 , Ξαντηοµονασ 属 , Αεροµονασ 属 , Αλ2

τεροµονασ属 , Σηε ωανελλα属 , Βαχιλλυσ属等≈u ∗ w  ∀ 这些

适冷菌所产蛋白酶的最适酶活温度一般都在 vs ∗ ws

ε o但也有 xs ∗ ys ε ∀本文中 x株菌所产蛋白酶的最
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适酶活温度均为 vx ∗ ws ε ∀从本文结果与发表的结

果可以看出 o低温菌所产蛋白酶的最适酶活温度均高

于其生存的环境温度和其最适生长温度 o这说明菌的

进化与酶的进化可能是不同步的 o而且低温菌可能是

由中温菌进化来的 ∀

蛋白酶是洗衣粉中的重要用酶 ∀目前洗衣粉中所

用的酶均为中温碱性蛋白酶 o最适 ³�|qs左右 o最适

酶活温度 xs ε 左右 ∀但由于洗衣机的普遍使用 o目前

洗衣的发展趋势是使用自来水洗涤 o而自来水的温度

一般不超过 vs ε o因此 o洗衣粉中的中温蛋白酶由于

水温低 o酶活很小 o效率很低 o用量大 ∀本文筛选到的

≥�2||s|菌株所产蛋白酶的最适酶活温度 vx ε o最适

³�|qs∀如果用这种低温蛋白酶代替洗衣粉中的中温

蛋白酶 o可以提高效率 o节省用量 ∀因此低温蛋白酶在

洗涤工业中有着很好的应用前景 ∀另外在饲料 !化妆

品 !牙膏等工业中也有着很好的利用价值 ∀
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