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深海适冷菌 Σ Μ9913 产生的低温蛋白酶 ∗

陈秀兰 张玉忠 王运涛 高培基 栾裼武

山东大学微生物技术国家重点实验室 济南

中国科学院海洋研究所 青岛

提要 从 深的深海泥样中分离纯化得到 多株分泌蛋白酶的适冷菌 其中 株

产低温蛋白酶 本文对其中一株 Πσευδοµονασ ≥ ° ≥ 生长的适冷性和它产生的

蛋白酶的适低温特性进行了研究 ∀该菌株能够在 ε 下正常生长 其 适生长温度为 ε

高生长温度为 ε ∀为一株适冷菌 ∀该菌株所产蛋白酶的比合成速率在 ε 时 高 催化

酪蛋白水解的 适温度为 ε 在 ε 仍具有 的酶活力 ∀ 适 为 ∀该蛋白酶的热

稳定性很低 在 ε 保温 即丧失 的活力 ε 时的半衰期为 为一典型的低

温酶 ∀抑制剂试验表明 该蛋白酶为金属蛋白酶 ∀
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7 3 关于育苗用水的盐度

试验中发现 点带石斑鱼发育到后期仔鱼 育苗

用水的盐度可逐渐降低到 左右 对鱼无不良影

响 ∀另一方面 育苗要求有较大量的轮虫 !桡足类 有

时轮虫 !桡足类在较低盐度条件下繁殖得更好 或它

们是来源于较低盐度的水体 ∀如果将来源于较低盐度

水体的生物饵料投喂到盐度为 ∗ 的育苗池中

饵料生物很快沉底 后大部分死去 ∀这种情况下 先

将育苗用水的盐度逐渐降低 使之与生物饵料的生长

环境相适应 可以取得较好育苗的效果 ∀
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极端环境下微生物的生长特性及其适应极端环

境的机制是目前微生物学研究的热点 ∀低温菌是极

端微生物之一 据 × 等 年的报道 这
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是一群生活在永久低温环境下的细菌 分为嗜冷菌和

适冷菌两大类 它们都能够在 ε 下正常繁殖生长

前者的 适生长温度都在 ε 以下 后者的 适生

长温度在 ε 左右 ∀深海环境由于终年低温 因而存

在着一个低温生态系统 包括多种低温动物和微生

物 ∀目前 深海生物多样性和生物资源开发是一个正

在兴起的热点 ∀有许多新的生物种类 !新药物和新酶

等资源有待于研究和开发 ∀深海低温生物经过长期

的进化适应 有着适应低温环境的特殊结构与代谢机

制 ∀它们所产的酶在低温下有着比中温酶更高的催

化效率 ∀根据 × 等 年的定义 通常把

适催化温度在 ε 左右 在 ε 左右仍有一定催

化效率的酶称为低温酶 ∀低温酶在许多行业中具有

很高的应用价值 ∀

蛋白酶是目前应用 多的一种酶 ∀但目前所用

的基本上都是中温酶 适酶活温度一般都在 ε

左右 而由低温菌产生的低温蛋白酶的 适酶活温度

基本都在 ε 以下 而且 菌的 适产酶温度一般都

在 ε 以下 ≈ ∀因此 低温蛋白酶应用在食品 !洗涤

剂 !化妆品 !水产饲料等工业上 有着中温蛋白酶无法

取代的优越性 ∀自 年代以来 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 !嗜冷的鱼类

和贝类以及高山 !南北极泥土等样品中分离到产低温

蛋白酶的菌株 ≈ ∀一些低温蛋白酶已经分离纯化 对

其中一些酶的结构和适冷机制也进行了研究 ≈ 有的

已应用到洗涤剂的生产中 ∀但到目前为止 尚未见有

从深海泥样中分离到产低温蛋白酶菌株的报道 ∀本

实验室与中科院海洋所合作 从 深的海底泥

样中分离到 多株产蛋白酶的低温菌 其中 株为

产低温蛋白酶的低温菌 ∀经过筛选比较后 对 °

≥ 菌株的生长与产酶特性 ! 酶学性质进行了初

步的研究 ∀

材料和方法

1 .1 样品采集

由中国科学院海洋研究所地质研究室用科学一

号考察船采自日本冲绳槽海域 β χ β χ∞ 深

度为 的海底泥样 ∀

1 2 培养基

斜面 培养基 牛肉膏 鱼蛋

白胨 琼脂 陈海水 ∀

筛选培养基 配方同文献 ≈ ∀用陈海

水代替蒸馏水 ∀

双基质固体平板筛选培养基 配方与

制作参考 √ 等 年的方法 ∀

生长与产酶培养基 参考

× 等 年的方法略加修改 ∀乳糖 甘油

豆粕汁 酵母汁 ≥ #

° ° #

≤ ∀

摇瓶产酶培养基 玉米粉 麸皮

豆粕 ° ° ≤ ≤

陈海水 ∀

1 3 蛋白酶酶活力测定

参考张树政 ≈ 的方法 ∀反应时间 酶活力

为在一定温度下 每分钟催化酪蛋白水解生成

酪氨酸的酶量为 个单位 ∀

结果与分析

2 1 产低温蛋白酶的耐冷菌的分离

将约 的泥样放入有玻璃珠的 的无菌海

水中 将泥样用玻璃珠振荡打散 在 ε 下

振荡 ∀取上清用无菌海水稀释后涂筛选培养基平

板 ε 下培养 共挑取有酪蛋白分解圈的菌

多株 平板分离纯化 然后保藏在 斜面培养基上 ∀

将得到的产蛋白酶的低温菌株接种于摇瓶培养基

三角瓶 ε 振荡培养 ∀

培养液离心 上清液分别加入 个双基质固体筛

选培养基平板上的小孔中 每孔 Λ 分别放在

ε 下保温 ∀保温后比较同一株菌的酶液在

不同温度下的分解圈的大小 ∀结果表明 所有菌株在

ε 下的分解圈都小于 ε 与 ε 的分解圈 有

株菌 ε 的分解圈大于 ε 的分解圈 有 株菌

ε 的分解圈与 ε 的分解圈几乎相同 其余菌株

均为 ε 下的分解圈 大 ∀取 ε 下的分解圈大于

ε 下的分解圈的 株菌 测定其在 ∗ ε 下的

蛋白酶活性 结果表明 在底物酪蛋白浓度为

为 时的 适酶活温度均为 ε 图 通过比较这

几株菌的产酶量 酶的热稳定性等 选用 ° ≥

菌株做进一步的研究 ∀

2 .2 Π. ΣΜ9913的菌株特征与鉴定

° ≥ 的菌落为圆形 光滑 培养基上呈

土黄色 稍粘 ° ≥ 菌株的特征见表 ∀ 为一

杆状革兰氏阴性菌 大小为 ∗ Λ ≅ Λ

初步鉴定为 Πσευδοµονασ属 ∀

2 .3 温度对 Π. ΣΜ9913菌株生长与产酶的影响

° ≥ 的自然生长环境温度为 ε ∀ °

≥ 在 ε 时在液体 中进行表面静止培养时

左右进入指数生长期 达到 ⁄ ∀

采用生长与产酶培养基在不同的温度下进行摇瓶培
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图 株低温菌所产蛋白酶在不同温度下的酶活力比较

ƒ ≤ √ √

∏ ∏

养 结果表明 ° ≥ 能够生长的 高温度为

ε 在 ∗ ε 范围内 ° ≥ 在不同温度下随时

间的生长和蛋白酶的合成状况如图 所示 ∀细菌的

适生长与酶合成温度一般分别由其比生长速率和酶

合成比速率来表征 ∀由 ∏ 方程 Ντ = Ν Λτ求解出

比生长速率

Ν Ν τ分别指在 τ τ时菌的生长量 ; Λ为比生

长速率

根据此公式利用图 中的数据求出该菌的比生

长速率 Λ ∀蛋白酶的比合成速率 Λ ∞ 即单位重量菌

体内酶的合成速率 可根据下面公式计算 ∀

  Λ
Ντ/ Ν

τ τ

图 菌株 ° ≥ 在不同温度下的生长状况和蛋白酶合成状况

ƒ ∏√ ∏√ ° ≥ ∏

根据此公式利用图 中的数据求出蛋白酶的比 合成速率 Λ ∞ ∀° ≥ 在不同温度下的比生长速率

Λ∞ Ν
#

Ν
τ

表 1  Π. ΣΜ9913 菌株的形态和生化特征

Ταβ . 1  Μορπηολογιχαλ ανδ βιοχηεµιχαλ χηαρατεριστιχσ οφ

στραιν Π. ΣΜ9913

形态特征 结果 生化特征 结果

形状 杆状 色素 黄色

革兰氏染色 氧化酶

芽孢 过氧化氢酶

鞭毛 单根 极生 ∂ ° 试验

运动性 试验

明胶液化

需氧性
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图 温度和 对蛋白酶酶活和稳定性的影响

ƒ ∞ ∏ √ ¬ ° ≥

制剂 ∀在酶的稀释液中分别加入终浓度为 的

∞⁄× ° ≥ƒ 2°后测定酶活性 结果

表明 ° ≥ƒ对 ° ≥ 所产蛋白酶活完全不抑制

而 ∞⁄× 可抑制 2°可抑制 表 说

明该蛋白酶不是丝氨酸蛋白酶 而很可能是金属蛋白

酶 ∀但是 金属螯合剂 ∞⁄× 与 2°不能完全抑制其

活性 说明其中还可能有其他的蛋白酶成分 有待于

纯化后确定 ∀

讨论

建立了一种筛选产低温蛋白酶菌株的简便有效

的方法 利用此法从 深的海底淤泥中 分离得

到的 多株产蛋白酶的低温菌 ∀尽管这些低温菌都

能在低温 ε 下良好生长 但这些菌株所产的蛋

白酶的 适酶活温度差异较大 ∀海洋是一个开放的环

表 2  蛋白酶抑制剂对 Π. ΣΜ9913 所产蛋白酶活力的影响

Ταβ .2  Εφφεχτσ οφ ινηιβιτορσ ον τηε αχτιϖιτψ οφ τηε προτεασε

εξχρετεδ βψ Π. ΣΜ9913

抑制剂 终浓度 残留蛋白酶活力

∞⁄×

2°

° ≥ƒ

和蛋白酶的比合成速率如图 所示 ∀从图 可以看

出 ° ≥ 菌株在 ε 左右生长速率 高 在

ε 左右酶合成速率 高 而产中温蛋白酶的中温菌一

般在 ε 以上生长速率和酶合成速率 高 ∀这表明

° ≥ 具有适低温的特征 ∀根据 等 年

对低温菌的定义和分类 该菌株为适冷菌 ∀

图 温度对菌株 ° ≥ 的生长速率和蛋白酶合成

速率的影响 数据来自图

ƒ ∞ ∏

° ≥

⁄ √ ƒ

2 .4 Π. ΣΜ9913菌株所产低温蛋白酶的酶学特性

适酶活温度 在底物酪蛋白浓度为

下 测定 ° ≥ 所产蛋白酶在 ∗

ε 范围内不同温度下的酶活 ∀结果表明 该蛋白酶在

这个条件下的 适酶活温度为 ε 图 ∀测定 °

≥ 所产蛋白酶在 ε 的酶活表明 该蛋白酶在

ε 仍具有 的酶活力 ∀

适 用 至 的不同

的缓冲液稀释酶液 分别加入相应 的 的酪蛋

白 在 ε 下测定酶活力 结果表明 ° ≥ 所产

蛋白酶在 时的酶活 高 图 ∀

热稳定性 将酶液在 ε 与 ε 下分

别保温不同时间 然后测定残留酶活 ∀° ≥ 所产

蛋白酶对热非常敏感 在 ε 时的半衰期为 ∀在

ε 与 ε 下保温 残留酶活仅为 大酶活的

和 图 ≤ ∀

2 .5 抑制剂对酶活的影响

根据反应中心的不同 蛋白酶可分为金属蛋白

酶 !丝氨酸蛋白酶等 不同的抑制剂可抑制不同类型

的蛋白酶 苯甲基黄酰氟 ° ≥ƒ 为丝氨酸蛋白酶的

抑制剂 而 ∞⁄× !邻菲罗啉 2° 为金属蛋白酶的抑

∞÷° ∞≥≥
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境 在深海海底的低温生态环境中生长的低温菌 有

些可能起源于海底生态环境 有些可能来自海洋的表

面或来自大气 !河流等 在深海海底生存的微生物 在

长期的适应进化中 都形成了能够在低温下生长的特

性 这是生存所必需 ∀但所产的蛋白酶的特性并不尽

相同 ∀过去通常习惯把低温菌和低温酶相提并论 但

现在看两者的关系并不象以前认为的那样密切 ∀如作

者分离到的 多株产蛋白酶低温菌中 仅 株产低

温蛋白酶 其余产的都不是典型的低温蛋白酶 ∀说明

蛋白酶分子的适应进化与菌株生长的适应进化是不

同步的 ∀

在以前的报道中 只是对产低温蛋白酶的低温菌

在不同温度下的生长量和蛋白酶活性进行了研究 由

此推断菌株的 适生长温度和产酶温度 ≈ ∀但采用生

长量和蛋白酶活性反映菌株的 适生长温度和 适

产酶温度并不十分准确 ≈ ∀本文以菌株在不同温度下

的比生长速率和蛋白酶的比合成速率为指标 对 °

≥ 的 适生长温度和 适产酶温度进行了详细

的研究 结果表明 ° ≥ 的 适生长温度为

ε 适产酶温度为 ε ∀运用这种方法得出的 适

生长温度和 适产酶温度比较准确 ∀

低温酶一般具有产酶的 适低温度 适酶活低

温度 在低温下催化效率高 但热稳定性差等特征 ≈ ∀

等 年从海拔 的高山泥土中分离

的低温菌 Ξαντηοµονασ µαλτοπηολια产生的低温碱性金

属蛋白酶 适酶活温度 ε 适 值 在

ε 下保温 酶活性下降 ∀该高山低温菌产生的

蛋白酶特性与中温菌差异不大 ∀≥ 等 ≈ 报道 从

海洋贝壳中分离的低温菌 Αλτεροµονασ 产

生的产低温碱性金属蛋白酶 适酶活温度 ε

适 ∗ ε 下 酶活下降 ∀

等 ≈ 从海洋冷水鱼的消化道中分离的低温菌

Πσευδοµονασ产生的金属蛋白酶 适酶活温度为

ε ε 下 酶活丧失 是目前已经报道的低

温金属蛋白酶中酶活 大酶活温度 低 !热稳定性

差的蛋白酶 ∀但该蛋白酶的 适 为中性金属

蛋白酶 ∀从深海淤泥中分离的耐冷菌 ° ≥ 所产

的低温蛋白酶 适酶活温度 ε 适 酶

活性被 ∞⁄× 所抑制 是目前报道的酶活温度 低的

碱性金属蛋白酶 ∀该蛋白酶热稳定性非常差 ε 下

酶活即丧失 较 等≈ 报道的低温中性

金属蛋白酶的热稳定性还差 是目前报道的金属蛋白

酶中热稳定性 差的蛋白酶 这可能与该菌株长期生

活在低温 ε 环境中有关 深海淤泥是分离低温微

生物与低温酶的良好材料 ∀有关 ° ≥ 所产低温

蛋白酶的分离纯化 !酶学特性及嗜冷机制正在进一步

研究之中 ∀

深海微生物资源是目前国际上极端微生物研究

的热点之一 ≈ 本文从深海淤泥中筛选到产低温蛋白

酶的耐冷菌 并对其生长与产酶特性和粗酶性质做了

初步研究 为今后低温酶的嗜冷机制研究及其在水

产 !洗涤剂 !化妆品 !皮革 !食品等工业上的应用研究

奠定基础 ∀
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6 个虾种基因组 ∆ΝΑ多态性分析 ∗

许玉德 孙 晟

厦门大学生命科学学院

中国科学院海洋研究所 青岛

提要 采用 °⁄方法检测了罗氏沼虾 Μαχροβραχηιυµ ροσενβεργιι) !绿须虾 ( Αριστευσ ϖιριλισ) !

长毛对虾( Πεναευσ πενιχιλλατυσ) !日本对虾( Π. ϕαπονιχυσ) !斑节对虾( Π. µονοδον)和周氏新对虾

( Μεταπεναευσ ϕοψνερι 等 个虾种的基因组 ⁄ 的多态性 ∀用 个随机引物扩增得到 个

⁄ 片段 根据这些片段的共享度计算出遗传距离并构建系统树 ∀所得结果从 ⁄ 水平上反

映出虾类在科属种不同分类阶元亲缘关系的远近 并为虾类现行的分类系统提供了分子生物

学依据 ∀

关键词 虾类 基因组 ⁄ 随机扩增多态性 ⁄

随机扩增多态性 ⁄ °⁄ 技术是以检测物种

基因组 ⁄ 多态性为目的 能够高效 !准确地提供许

多个体基因组的许多位点的 ⁄ 序列多态性数据

并且可以此作为分子遗传标记 研究物种间的亲缘关

系和系统进化 在生物的遗传多样性 !物种的分类和

遗传育种研究等方面已经得到了广泛的应用 取得了

可喜的进展 ≈ ∀作者用 °⁄技术研究十足目中分属

于 个科 个属的 个虾种的基因组 ⁄ 的多态性

从 ⁄ 分子水平上分析虾类在不同分类阶元的遗传

差异和分子标记 为虾类资源的分类鉴定和系统进化

研究提供分子遗传学依据 ∀

材料与方法

1 1 材料

实验动物 试验用虾购自福建省厦门

市同安区养虾场和水产交易市场 共 种 罗氏沼虾

Μαχροβραχηιυµ ροσενβεργιι) ,绿须虾( Αριστευσ ϖιριλισ) ,长

毛对虾( Πεναευσ πενιχιλλατυσ) ,日本对虾( Π.ϕαπονιχυσ) ,

斑节对虾 ( Π. µονοδον) 和周氏新对虾 ( Μεταπεναευσ

ϕοψνερι) ∀

主要试剂 随机引物购自 公司

× 酶购自 ° 公司 琼脂糖为 ≥ 公司产品

其余均为国产分析纯试剂 ≈ ∀

仪器 °≤ 仪为美国 °∞公司产品 型

号 ° ∞ ≤ ∏ ⁄ × ≤ ∀

1 2 方法

基因组 ⁄ 的提取和纯化 每种虾取

尾 从其尾部取等量肌肉组织剪碎混合 ° ≥液漂

洗 取 样品加 ×∞缓冲液 × 2 ≤

∞⁄× 冷冻匀浆 加 体积

≥⁄≥混匀 ε 水浴 离心 取上清 用等

福建省厦门市同安区水产局高级工程师张庆勉协助实

验材料的采集和鉴定工作 特此致衷心感谢 ∀
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