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[摘要 ] � 从江苏省沿海滩涂国家丹顶鹤自然保护区盐碱土样中,分离得到一株果胶酸裂解酶产生菌 ZQX8,经

形态、生理生化特征和 16S rDNA鉴定,初步鉴定为枯草芽孢杆菌.该株菌的最佳培养条件为 37� 、pH 6�5、0�1

~ 0�25mo l/L NaC ,l但在 pH 7~ 9之间, 0�5~ 1�0m ol/L NaC l浓度下仍然能较好的生长,表现出一定的耐盐性和

耐碱性.该菌分泌的胞外果胶酸裂解酶的最佳底物为果胶酸, 在培养基中酶活达到 4 U /mL. 该果胶酸裂解酶在

40~ 60� , pH 8~ 10的碱性条件下酶活较高,在 600mm ol/L N aC l存在的条件下,也能保持较高的酶活,显示该

酶具有一定的耐碱性和耐盐性.
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Abstract: One pectate lyase producing strain, ZQX8, was separated from the sa lina so il in Yancheng Na�

tionalGrus japonensis NatureReserve, Jiangsu P rov ince. Through m oda lity of bacteria, spec ia lty in physi�

o log ic and b iochem ica,l and 16S rDNA, w e identified the bacter ia to be Bacillus subtilis. The results

show ed that the m ost optim al cu ltu re conditions of th is bacter ium was: incubating at 37 � , pH 6�5, w ith

0� 1~ 0� 25 m ol/L N aC.l But incubating a t 0�5 ~ 1�0 m o l/L NaC l and pH 7~ 10, the stra in could still

g row, and th is showed that the stra in m ight have endurity against sa lt and sa lka l.i The stra in cou ld secrete

pecta te lyase w ith enzym e activ ity 4U /mL med ium. The optium substra te o f th is enzym ew as po lygalactu�

ron ic ac id and the optium conditions was 40~ 60� , pH 8~ 10. The activ ity o f the enzym e still rem a ined

at the higher concentration of 600mmo l/L N aC.l The enzym em ight have both sa lt�resistant and sa lka li�

resistant property.
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0� 引言

果胶是一类富含半乳糖醛酸的多糖, 主要存在于高等植物初生细胞壁和中胶层中
[ 1�3]

. 果胶的降解需

要各种果胶酶的作用,如果胶酸酯裂解酶 ( pectin lyase)、果胶酸裂解酶 ( pectate lyase)、果胶酸水解酶 ( po�
lygalacturonase)等

[ 3]
.果胶酸裂解酶是一类多糖裂解酶,由细菌

[ 4 ]
、真菌

[ 5]
、植物

[ 6]
和 线虫

[ 7]
等生物产生,

分布在 5个多糖裂解酶家族. 1962年微生物果胶酸裂解酶在 Erw inia caro tovora和 Bacillus spp的培养液中

首次发现, E rw inia chrysanthem i能够表达 5种不同的果胶酸裂解酶
[ 4]
,能够将各种双子叶植物的薄壁组织
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细胞分离
[ 4, 5]

,部分来自 Bacillus chrysanthem i和 Bacillus subtilis的果胶酸裂解酶胶酸裂解酶的酶学性质和

空间结构已经被详细研究.前人在许多微生物果胶酸裂解酶的表达调控、原位重组表达和异源重组表达等

方面进行了广泛研究,部分微生物果胶酸裂解酶重组织表达工程菌已经被开发为工业产酶菌株
[ 6]
.

果胶酸裂解酶对植物细胞壁的降解有十分重要的作用, 在蔬菜水果加工、酒类和饮料的澄清过程中有

清除果胶的显著作用,另外对自然纤维的加工也有重要的价值.但不同的工艺环节中需要不同特性的酶,

如耐盐性、极端偏碱性、极端偏酸性和极端高温型等
[ 8]
, 耐盐性果胶酸裂解酶前人未有具体报道. 前人虽

然对不同金属离子在低浓度条件下对果胶酸裂解酶活性的影响有所研究,但耐高盐浓度的果胶酸裂解酶

的分离、酶学性质和其耐盐机制等方面的研究尚处于空白.耐盐性果胶酸裂解酶的研究对果胶酸裂解酶的

基础研究和工业应用有十分重要的意义. 本研究分离得到的有一定耐盐性和耐碱性的枯草芽孢杆菌菌株

ZQX8,能够分泌具有耐盐性和偏碱性的果胶酸裂解酶,现报道如下.

1� 实验材料和方法

1�1� 实验材料
� � 江苏省沿海滩涂国家丹顶鹤自然保护区盐碱土样.

1�2� 培养基
1�2�1� 富集培养基
酵母粉提取物 5 g, 蛋白胨 10 g,葡萄糖 10 g, NaC l 10 g,果胶适量, 加水至 1 000mL, pH 7�0 ~ 7�2,

112� 灭菌 30m in.

1�2�2� 果胶酸裂解酶产生菌筛选培养基
果胶酸 ( S igma) 4 g,胰化蛋白胨 10 g, N aC l10 g,琼脂 15~ 20 g, 加水至 1 000mL, pH 7�0~ 7�2, 112� 灭

菌 30m in.

1�3� 果胶酸裂解酶产生菌的分离方法
1�3�1� 盐碱土菌的富集
将江苏省沿海滩涂国家丹顶鹤自然保护区盐碱土样接种在富集培养液中, 37� , 200 r/m in条件下培

养 10 h,待菌长出后, 用无菌移液管吸取 5mL菌液转至另外装有 100mL富集培养液的三角瓶中, 同样条

件下培养 10 h.

1�3�2� 果胶酸裂解酶产生菌的分离纯化
将培养 10 h的菌液用平板稀释法,在筛选培养基上涂布, 37� 静止培养 10 h,获得单菌落, 再反复纯

化.

1�3�3� 果胶酸裂解酶酶活测定
将果胶酸裂解酶产生菌活化后, 接种在 LB液体培养基中 ( pH 为 7�0; N aC l浓度为 0�15 mol /L ) ,于

37� 下培养 12 h; 500mL菌液在 6 000 g, 25� 条件下离心 10m in后收集菌体; 用 pH 为 7�0, 20mmo l /L
K 2HPO4, 缓冲溶液洗涤 2次; 用含 1%果胶酸的 20mmo l /L K 2HPO4, 于 37� , 200 r/m in下培养 24 h之后,

在 1 000 g, 4� 条件下离心 10m in, 留上清.检测上清的酶活,果胶酸裂解酶活性检测的反应体系为: 0�5mL

反应液,内含 25mmol /L NaAc /HA c和 25mmol /L Tris/HC l ( pH 3�5~ 11), 0�1% 果胶酸, 1 mmol /L C aC l2

和 200�L上清,在 40� 反应 10m in
[ 9]
.反应结束后,加 1mL 0�02mol /L HC l终止反应,然后在 235 nm检

测光吸收值的变化.一个酶活单位定义为每 m in释放的 1 �mo l不饱和半乳糖醛酸 ( unsaturated galacturonic

acid)的酶量. 在 235 nm,不饱和半乳糖醛酸光吸收系数为 4 800M
- 1! cm

- 1[ 10]
. 检测不同金属离子对果胶

酸裂解酶活性影响时,在反应体系中添加一定浓度的相应的离子.

1�4� 菌种鉴定
1�4�1� 形态鉴定
用显微镜观察菌体形态、鞭毛、芽孢及菌落特征.

1�4�2� 生理生化试验
菌体与氧气的关系、乙酰甲基甲醇 (V. P) 实验、糖发酵实验、淀粉水解实验的方法、产硫化氢实验、明

胶液化、硝酸盐还原、吲哚试验等参照文献 [ 11]的方法进行.
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1�4�3� 16S rDNA鉴定

细菌 DNA提取参照 Sambrook等方法
[ 12]

, 16S rDNA扩增, 参照文献
[ 13]

( sense pr imer: CCTAATACAT�
GCCAAGTC, ant isense primer: CGGCTGCTGGCACGTAG, 设计参照 Suzuk i和 G iovannon i方法

[ 14]
). 根据

NCB I BLAST服务器 ( http: / /www. ncb.i n lm. n ih. gov /b lastx / index. htm l) ,搜索与 ZQX8 16S rDNA具有较近

亲缘关系的细菌 16S rDNA, DNA序列比对分析用 DNAMAN软件.

1�5� 培养条件对果胶酸裂解酶产生菌生长的影响
1�5�1� 温度对 ZQX8的影响

将 ZQX8活化后,接种在 LB液体培养基中, 起始 OD值为 0�05,分别于 15� , 20� , 25� , 30� , 37� 和

45� , 200 r /m in条件下培养,在不同时期检测菌株的生长状况.

1�5�2� pH 对 ZQX8的影响

将 ZQX8活化后,接种在 LB液体培养基中 ( LB中添加 20mmo l/L N aA c和 20mmo l/L K 2HPO4, pH为

4~ 9�0) .起始 OD值为 0�05,于 37 � 下培养 12 h,隔 6 h在 OD 600 nm处检测菌株的生长状况.

表 1� ZQX8菌株与菌落形态和生理生化特征

Table 1� The modality, clone, phy sio log ical and b iochem ical cha racteristics of ZQX8 strain

形态特征 ZQX8菌落特征 实验 结果

有无芽孢 有芽孢 菌体与氧气的关系 兼性

有无鞭毛 周生鞭毛 乙酰甲基甲醇 (V. P) 阴性

菌落形状 圆形 产硫化氢 阳性

菌落边缘 边缘不整齐 明胶液化 阳性

菌落光滑度 菌落表面不光滑 硝酸盐还原 阴性

菌落干燥度 菌落表面干燥 淀粉水解 阴性

菌落是否隆起 菌落表面隆起 吲哚试验 阴性

菌落透明度 菌落不透明 糖发酵试验 产酸不产气

表 2� ZQX8 16S rDNA EF570117和不同的 Bacillus spp 16S rDNA比对

Table 2� A ligment o f ZQX8 16S rDNA EF570117 and differentBacil lus spp 16S rDNA

序列接受号 RNA及其来源 最高分值 总分 可信度 错值 一致性

AB286650�1 Bac illu s subtili s gene for 16S rRNA, part ial sequ ence 784 784 100% 0�0 97%

EF433403�1 Bac illu s subtili s sub sp. spizizen ii stra in BCRC 10447 16S rib osom al

RNA gene, partia l sequence
784 784 100% 0�0 97%

EF433402�1 Bac illu s subtili s sub sp. spizizen ii stra in BCRC 17366 16S rib osom al
RNA gene, partia l sequence

784 784 100% 0�0 97%

DQ207730�2 Bac illu s subtili s s train CCM 1999 16S ribosom al RNA gen e, com�
p lete sequence

784 784 100% 0�0 97%

EF032678�1 Bac illu s subtili s strain AU30 16S ribosoma lRNA gene, partia l se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

DQ219358�1 Bac illu s subtil is subsp. sp iz izen ii strain PDA 16S ribosom al RNA

gene, part ial sequ ence
784 784 100% 0�0 97%

AY553095�1 Bac illu s subtili s stra in MO2 16S ribosom al RNA gene, part ial se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

AY162133�1 Bac illu s subtili s strain BZ15 16S ribosom al RNA gene, part ial se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

AY162132�1 Bac illu s subtili s strainMA12 16S rib osom al RNA gene, partial se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

AY162131�1 Bac illu s subtili s strain BH P6- 1 16S ribosom al RNA gene, part ial

sequen ce
784 784 100% 0�0 97%

AY162128�1 Bac illu s subtil is s trainHAZ14 16S ribosom alRNA gene, part ial se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

AY162127�1 Bac illu s su bti lis strainHAZ2 16S ribosom al RNA gene, partial se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

AY162126�1 Bac illu s subtili s strain GA1- 5 16S ribosom al RNA gene, part ial

sequen ce
784 784 100% 0�0 97%

DQ071266�1 Bac illu s subtili s strain C ICC 10159 16S ribosoma lRNA gene, par�
tia l sequence

784 784 100% 0�0 97%

AF318900�1 Bac illu s subtil is s train N10 16S ribosom al RNA gen e, part ial se�
quence

784 784 100% 0�0 97%

AF333249�1 Bac illu s subtili s 16S ribosom al RNA gen e, part ial sequen ce 784 784 100% 0�0 97%

 91 

赵庆新,等: 产果胶酸裂解酶的耐盐碱性菌株分离及培养条件



1�5�3� 盐浓度对 ZQX8生长的影响

将 ZQX8活化后,接种在 LB液体培养基中 ( pH为 7�0; N aC l浓度分别为 0~ 3mo l/L ) .起始 OD值为

0�05,于 37� 下培养 12 h, 隔 6 h在 OD 600 nm处检测菌株的生长状况.

2� 结果

2�1� 产果胶酸裂解酶菌株的筛选与鉴定
� � 经过筛选得到一株产果胶酸裂解酶的菌株 ZQX8, 培养基上清中果胶酸裂解酶活可达 4U /mL. 参照

Bergey手册,菌体特征及生理生化特征 (表 1)显示 ZQX8属于芽孢杆菌属.根据 16S rDNA的保守序列,设

计引物,通过 PCR反应得到 16S rDNA片段, NCB I accession number为 EF570117, 通过 B last分析, ZQX8

16S rDNA与不同的 Bacillus subtilis 16S rDNA (AB286650等 ) 之间有 97%的一致性 (表 2) ,与其它 Bacil�
lus的同源性低于 97% ,初步鉴定 ZQX8菌株归于为枯草芽孢杆菌.

2�2� ZQX8培养条件

温度、pH和 NaC l浓度等条件对 ZQX8菌株的生长影响研究表明, 产果胶酸裂解酶菌 ZQX8的最佳生

长温度为 35~ 37� (图 1A) ,低于 30� 生长速度明显下降; 最适宜生长 pH为 6�5, 在 pH为 7~ 9时, 还能

较好地生长, 在 pH < 5�5时生长几乎停滞, 显示一定的耐碱性 (图 1B ) ; 最适宜的 N aC l浓度为 0�1 ~
0�2mo l/L (图 1C) ,但在 0�5~ 1�0mo l/L N aC l浓度下, ZQX8仍然能维持比较好的生长, 表现出一定的耐

盐性.

2�3� 培养基上清中果胶酸裂解活性
用不同的底物检测培养基上清中果胶裂解活性研究表明, ZQX8培养基上清中无果胶酸酯裂解酶活

性,有果胶酸裂解酶活性. 果胶酸裂解酶的最佳酶反应温度是 45� , 最佳 pH是 9�0, 最高酶活为 7�3 ∀
0�35U /mg,最适宜的底物是果胶酸. Ca

2+
是 ZQX8果胶酸裂解酶的辅因子; 在 Ca

2+
存在的前提下, N a

+
浓

度在 250mmo l/L以下时, 对 ZQX8菌株果胶裂解酶酶活有明显的促进作用 (表 3) , 在 5 mmo l/L C a
2+
,

250mmol /L N a
+
时酶活可以达到 12�72U /mg;而且在 0�3~ 0�6mo l/L Na

+
存在时, ZQX8果胶酸裂解酶还

能维持较高的酶活,另外, M n
2 +
和 Mg

2+
等离子对 ZQX8果胶酸裂解酶都有促进作用. ZQX8果胶酸裂解酶

同时具备偏碱性和耐盐性,与前人报道的果胶裂解酶相比,在开发和利用方面会有一定的优势.

3� 讨论

ZQX8菌株有一定的耐盐性和有一定的耐碱性.该 ZQX8菌株分泌的果胶酸裂解酶的酶学性质初步研

究表明该酶在 40~ 60� , pH 8~ 10范围内,能保持较高的酶活.另外, 与前人报道的其它来源的果胶酸裂

解酶相比, ZQX8果胶酸裂解酶表现出较好的耐盐性,在 Ca
2+
存在的前提下, Na

+
浓度在 250mmol /L以下

时,对 ZQX8菌株果胶裂解酶酶活有明显的促进作用;而且在 300~ 600mmo l/L N a
+
存在时, ZQX8果胶酸

裂解酶还能维持较高的酶活; M n
2+
和 Mg

2+
等离子对 ZQX8果胶酸裂解酶都有促进作用, 这与过去报道的

果胶酶相比,该酶显示对高浓度 N a
+
的耐受性; C a

2+
、N a

+
、Mn

2+
和 Mg

2+
等金属离子, 在一定浓度下, 对该

酶都存在正效应.金属离子对果胶酸裂解酶的影响, 前人有所报道, 来自 A. niger的果胶酸裂解酶 A在
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N a
+
存在时, 酶活增强

[ 5 ]
;对于来自 E. chry santhem i 3937E. chry santhem i 3937的果胶酸裂解酶 Z

[ 15]
, M n

2+

能够代替 Ca
2 +
作为辅助因子,但 Mg

2 +
对 B. salcalophillus NTT33的果胶酸裂解酶 A

[ 4]
酶活有抑制作用.上

述有关的酶性质研究表明,该菌果胶酸裂解酶符合棉纺织品脱胶和有关植物药物材料在碱性和高盐条件

下加工的工艺条件要求.

表 3� 金属离子对 ZQX8菌株果胶裂解酶粗蛋白比活的影响

Table 3� The effect of differentm eta l ions on the activ ity o f crude pectate lya se from ZQX8

金属离子 酶活 / ( U /m g) 金属离子 酶活 / (U /mg)

control 0�02 1 0mM Na+ 10�51

1mmol /L C a2+ 7�20 20mm ol/L N a+ , 5mmo l/L C a2+ 10�50

2mmol /L C a2+ 10�35 40mm ol/L N a+ , 5mmo l/L C a2+ 10�53

5mmol /L C a2+ 12�40 60mm ol/L N a+ , 5mmo l/L C a2+ 10�53

10mm ol /L C a2+ 0�10 80mm ol/L N a+ , 5mmo l/L C a2+ 10�56

1mmo l/L M n2+ 0�25 100mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 11�56

2mmo l/L M n2+ 0�4 150mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 12�70

5mmo l/L M n2+ 0�45 200mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 12�78

10mmo l/L M n2+ 0�02 250mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 12�72

1mm ol/L Mg2+ 0�15 300mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 5�60

2mm ol/L Mg2+ 0�23 350mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 5�55

5mm ol/L Mg2+ 0�37 500mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 5�54

10mm ol/L Mg2+ 0�03 600mm ol/L N a+ , 5mmol /L C a2+ 5�50
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