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[摘要] 研究报道了野生型高度耐盐节杆菌(An^r06删”P∞cem DMDcl2)经柠康酸体系培养后，导致胞内超

氧化物歧化酶(SOD)大量表达．该菌的无细胞粗酶液sDs—PAGE表明，随着培养过程中碳源柠康酸的利用，亚

基相对分子质量约为25000处的蛋白产生了显著诱导，经N一末端测序表明该蛋白为s0D，无细胞粗酶液酶活

可达787 u／g湿菌体．4种不同培养体系对该菌SOD活性影响表明，常规的葡萄糖、酵母膏或柠檬酸作为碳源或

能源时，菌体的sOD处于较低水平，发酵液pH呈碱性可对该菌s0D有一定促进作用．在柠康酸培养体系中，无

细胞粗酶液SOD的比活为常规培养基培养后的2．3～4．3倍，表明除pH外尚存在其他因素比如某种中间代谢

物对菌体产生的胁迫压力显著促进了s0D的表达．本研究首次报道微生物生长环境胁迫作用对菌体soD活力

的影响，相关结论对利用微生物生存胁迫手段促进菌体大量产生s0D具有重要的指导作用．
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Abst隋ct：A halophilic A疗危r06Ⅱc把r p伽ce瑚DMDCl2 is cultured in media with citraconic acid as carbon

瑚ou『ce．SDS—PAGE锄aJysjs ofjls ce】J—free ex￡racf sho帕tl】a￡a pfofejJ】of molecular we诎t 25 000 is

obviously induced during the ceU gmwth．7111is protein is identified as supemxide dimutase(SOD)by N—

teminal amino acid aIlalysis．7rhe content of SOD reaches 787 U／g fresh cells．To dete册ine the inductive

f如tor of SOD，A．p∞ce珊DMDCl2 is cultured in four kinds of media．The rel砒ive activity of SOD in

ceU-f如e extmct are much lower when ducose or yeast extract is used as the main energ)r source．The SOD

activity is significantly enhanced when cells aIe incubated in citraconate media． The actiVity is about 4．3

fbld，3．5 f01d，and 2．3 fo】d of that incubated in the media with glucose，yeast extract and citric acid as

energy source．The result suggests that the induction of SOD is caused not only by the pH shift，but also

by some otIler factors in山e media environment during cultivation．This report documents the 6rst signm—

cant enhaIlcement of SOD activity of A．p∞cem DMDCl2 by the gro卅h envimnmental stress．‘rhese re—

sults will contribute to breeding e侬cient SOD producing strain and impmve SOD activity of microorgaIlism

using乎nwth envimnmental stress．
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O 引言

sOD(superoxide dismutase)即超氧化物歧化酶是生物体防御氧化损伤的一种十分重要的生物酶，已广

泛应用于医药、化妆品及食品等领域【1 J．SOD来源广泛，有关动物、植物及微生物(尤其是酵母等真菌)中

SOD的报道已有很多．张博润[2 3等采用常规筛选法从不同属种酵母中筛选到生物量和SOD含量较高的菌

株，继而采用化学诱变等手段选育出一株SOD高达1 350 u／g湿菌体的soD高产菌株．郑铁曾¨o试用固

体培养法筛选出sOD高产菌株T一4l，并将其纯化，终比活力达4 685 u／mg．屠幼英H 3等研究了嗜热栖热

菌(弛em凇￡k册op删琊)中的SOD，并从中提取了Mn型SOD，比活达3 000 u／mg．朱文杰p。，李伟∞。从东

方弧菌(Ⅵ硫oor据n玩凰)和苏云金芽孢杆菌(曰∞垅黜￡^u^昭ie瑚括)中分离到了Fe型SOD，纯化后比活分别

达到4 000 U／mg和700 U／mg，并对其性质进行了研究．

目前，国内市场上的SOD多数来源于动物血液，鉴于动物血液可能存在生物制品安全性等问题，同时

微生物还具有易大规模培养等优势，因此高产SOD菌株选育具有重要的理论和实际意义¨。．此外，sOD是

生物体中一种抗氧化应激酶，随着微生物生存环境的改变可能产生表达量的差异．目前，仅有采用辐射、化

学诱变等手段来提高SOD活力的研究；但未见有在生存环境胁迫情况下造成SOD活力显著差异的相关

报道．本文在研究一株耐盐节杆菌A．_p嬲∞邢DMDcl2在诱导产生马来酸水合酶的过程中，发现了柠康酸

培养基能有效促进SOD的产生，并深入探讨了一般生长条件与环境胁迫生存条件对sOD比活力的影响．

表明微生物在培养过程中，适当的环境胁迫能显著促进或诱导菌株sOD的活力．

1材料和方法

1．1供试菌种和培养方法

节杆菌(A．p嬲ce琊DMDCl2)由本研究室筛选并保存旧J．

平板培养基(g／L)：柠康酸5，酵母提取物(YE)0．1，KH2P04 10，NH4N03 2，FeS04‘7H20 0．015，

MgS04 0．5，琼脂15，pH7．5．

发酵培养基(∥L)：YE 2．5，KH2PO。10，NH4N03 2，Fes04·7H20 0．015，MgS04 0．5，pH 7．2．分别添加

柠康酸或葡萄糖或酵母提取物或柠檬酸至终浓度5 g／L为碳源或能源．

培养温度30℃，转速200 r／min．

1．2使用试剂和仪器

柠康酸为和光纯药公司(日本)产品，酵母提取物为DIFc0(usA)产品，s0D标准品由无锡日用化工

应用研究所提供，其余生化试剂均为国产和进口分析纯．细胞破碎仪为，11he肿o spectmnic(usA)产品．
1．3 无细胞粗酶液(CeU f】ree extmct)

发酵液离心，收集菌体，用50 mmoL／L pH 7．6的磷酸缓冲液配成适当浓度的菌悬液．压力破碎仪于

1 200 MPa下破碎3次．12 000 r／min离心30 min，收集上清液即为粗酶液．

1．4酶活力测定

参照袁勤生的微量邻苯三酚法一]，以抑制50 mmoL／L邻苯三酚自氧化速率50％时所需酶量定义为一

个酶活力单位．

1．5蛋白质含量测定

参照Bra怕rd法¨0|，以牛血清白蛋白为标准蛋白．
1．6 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)

参照蔡武城的方法¨川进行．标准蛋白相对分子质量分别为：磷酸酶bq7 200，牛血清蛋白“6409，
卵清蛋白—44 287，碳酸苷酶—29000，胰蛋白酶抑制剂—20 100，溶菌酶一14 300．

1．7半干转移

参照郭尧君的方法【I引，菌体破碎后上清经SDS．PAGE电泳后，采用考马斯亮蓝R一250染色，将染色

后的凝胶通过半干转移系统转到PVDF膜．

1．8 N一末端氨基酸序列测定

根据PVDF膜上的条带，剪下25 000处的相应条带进行N一末端氨基酸序列测定，相关测定委托日本
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筑波大学应用生化系测试中心完成．

2结果与讨论

2．1 节杆菌(A．p傩c口ns DMDCl2)的生长曲线与SoD的表达量

节杆菌为高效的D一苹果酸生产菌．节杆菌在柠康酸培养基中经诱导产生马来酸水合酶时的生长曲

线呈现“二级生长”的趋势(见图1)，在发酵前期，培养基中酵母膏等易被该菌体所利用，pH稳定．当酵母

膏耗尽后菌体转为利用柠康酸时，pH呈现较明显的上升趋势，22 h后pH缓慢上升．发酵各时间段取样细

胞破碎后的上清液的SDS—PAGE图谱(见图2)显示，亚基相对分子质量约25 000处的蛋白条带随着培养

时间延长出现显著递增现象，表明该蛋白在培养过程中表达量明显增加，此时SOD比酶活可达787 u／g

湿菌体．该活力远高于一般的原核生物，甚至高于一些真核生物的SOD活性．

t／ll

图1节杆菌DMDCl2发酵生长曲线
图2不同培养时间粗酶液的SDS—PAGE图谱

1，6：protein rIla矗er

2，3，4，5：the cell hanrested at 8，10，21，26 hour

2．2亚基相对分子质量约25 O∞处蛋白的N一末端氨基酸测序及序列比对

为进一步鉴定25 000万相对分子量处的蛋白条带，通过半干转移将电泳后的聚丙烯酰胺凝胶上的蛋

白转移至PVDF膜，剪下PVDF膜处25 000相对分子质量蛋白条带进行N一末端测序．测序结果显示，该

蛋白N一末端的前20个氨基酸为TEYVLPELsYDYAALEPKIS．将该序列输入NCBI并用Blast软件进行比

对，发现N一端20个氨基酸与报道的一株节杆菌来源的SOD酶的N一末端完全相同且分子量大小相近，

显示该条带蛋白为sOD．同时表明，该节杆菌在柠康酸体系的培养过程中由于某种因素显著促进了超氧

化物歧化酶的表达．

2．3不同培养体系对茵体SoD活性的影响

为了考察柠康酸培养体系对促进节杆菌中sOD表达的可能因素，作者设计了4种培养体系．结果表

明，不同培养体系中的菌体SOD活性高低存在较明显的差异(见表1)．
表1 4种发酵培养体系对节杆菌SOD活性的影响

，、 1
Gluc08e Ye嬲t ext瑚lct Citric舵id Cit瑚lconic acid

乙劬”———————1面————————i面————————丽矿———————■面广
source 0D660 pH

(u／mg)
0D660 pH

(u／mg)
0D660 pH

(U／mg)
0D660 pH

(u／mg)
10 h 3．43 6．92 33 3．17 7．42 34 1-90 7．72 44 1．79 7．49 42

Time 16 h 5．37 6．88 31 4．15 7．79 42 2．7l 8．53 65 2．76 7．74 88

2l h 5．09 7．06 35 4．23 8 03 43 2．22 9．18 61 2．74 8．43 15l

’Ihe cells were gmwn on the teⅡIlentational medla with ditI色rent carbon souI℃e．

在葡萄糖培养体系中，整个过程中sOD表达量几乎不变；在酵母提取物为主要能源的培养过程中，

SOD表达略有增高，可能是与有机氮的增加有关；以柠檬酸为碳源的培养体系主要是考察发酵液pH的改

变是否对sOD的表达产生显著影响．柠檬酸体系中培养菌体的SOD活性略高于葡萄糖和酵母提取物体

系，而柠檬酸是三羧酸循环的中阊体，其代谶方式直与葡萄糖有氧分僻部分类似，酸性物质的利照使得培

养过程中pH显著上升，SOD活性呈小幅度增加，表明环境pH可能对菌体生长产生一定胁迫作用从而影

响SOD的活性．柠康酸体系的SOD酶活分别为葡萄糖、酵母膏或柠檬酸体系的4．3倍、3．5倍和2．3倍，
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而其pH变化幅度低于柠檬酸体系，说明在柠康酸体系中除pH的影响外尚有其他因素显著促进了sOD

的表达．

柠康酸是马来酸水合酶的诱导剂，在柠康酸的培养体系中，可产生高活力的马来酸水合酶旧。和s0D．

为了排除sOD与马来酸水合酶存在于相同启动子下的可能性，作者采用SOD活性氧诱导的方法：在以葡

萄糖为碳源的体系中添加诱导剂N一[2一(2—0Xo—l—imidazolindinyl)一ethyl]一N—phenylurea(EDu)，

发现SOD活性被诱导出来，而马来酸水合酶活性仅为柠康酸诱导时的1／20(实验结果见表2)．由此证明

两者的基因并非存在于相同的启动子控制下，因此柠康酸体系对sOD的诱导，可能是某种中间代谢物对

菌体产生的胁迫压力所致．实际上，微生物在环境中承受着各种理化因素的影响，并逐渐形成各种保护机

制，产生诸如sOD等应激酶‘131．但该体系中究竟是什么因素显著促进了SOD的诱导，还有待进一步研究．
表2不同诱导剂对马来酸水合酶和s0D的诱导作用

3结论

高度耐盐节杆菌(A．p傩ce，醇DMDcl2)是制备D一苹果酸的高产菌，菌体粗酶液的sDs—PAGE表

明，该菌经柠康酸体系培养后，相对分子量25 000处的蛋白产生了显著的诱导．该蛋白的N一末端测序和

序列比对表明其为SOD．采用相同浓度的柠康酸、葡萄糖、酵母提取物及柠檬酸发酵体系，进一步研究柠

康酸培养体系诱导sOD的可能原因，发现不同的培养条件会显著影响sOD的活性．其中，发酵液pH升高

对sOD有一定的促进．除了pH的影响外，可能还存在某种中间代谢物对菌体产生胁迫压力，激发了机体

的应激保护机制，促使soD更多的表达．该研究表明，在选育soD高产菌的同时，微生物的生存环境的胁

迫作用也能明显促进SoD的进一步表达．相关结论对微生物采用合适的生存胁迫手段有效提高sOD表

达量具有重要的指导意义．
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