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[摘要 ]　从云南腾冲热海温泉采集的样品中 ,分离出一株产结晶纤维素酶的嗜热菌 TC - 1.该菌株呈杆状 ,革

兰氏阴性 ,生理生化特征分析和 16S rDNA序列同源性比对表明它属于亚栖热菌属 M eiotherm us.结晶纤维素、木

聚糖和葡萄糖可以诱导该菌产生结晶纤维素酶 ,其中结晶纤维素诱导的酶活力最高.对其产生的结晶纤维素酶

进行了初步纯化与酶学性质研究 ,该酶的最适反应温度为 70℃,最适 pH为 610,在 50℃～70℃和 pH515～615

之间酶活力相对稳定.
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Abstract:A rosy2p igmented Gram2negative, thermophilic bacterium which could p roduce avicelase effi2
ciently, was isolated from Tengchong hot sp rings in Yunnan p rovince. The strain named TC - 1, was iden2

tified as the genus ofM eiotherm us, based on the results of morphological, physio2biochem ical characteris2
tics, and the homological analysis of 16S rDNA sequence. The TC - 1 strain could utilize crystalline cel2
lulose, carboxymethylcellulose, xylan and glucose. Experimental investigations revealed that crystalline

cellulose could induce p lenty of enzyme p roduction. The enzyme was partially purified, itsmaximal activi2
ty with the substrate of crystalline cellulose was at pH610 and 70℃, respectively. The studies on pH and

temperature stability showed that it was stable enough between pH515～615 at 70℃ for 1 h, and more

than 80% of the activity still remained when incubation was p rolonged to 1 h at 70℃.
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0　引言

纤维素是地球上年产量巨大的可再生性的一种自然资源 ,利用其进行生物转化提供有益物质 ,对于当

前人类解决能源危机、粮食短缺、环境污染等现实问题具有极其重要的意义 [ 1 ] .微生物及其产生的纤维素

酶能够降解纤维素 ,一直是纤维素酶及其应用研究领域的主要热点 [ 2 ] .在自然界中许多真菌和细菌都能

产生纤维素酶 ,而利用嗜热菌和极端嗜热菌高温转化纤维素具有潜在的技术优势 [ 3, 4 ]
.

纤维素是以纤维二糖为基本单位 ,由许多葡萄糖残基以β - 1, 4糖苷键连接而成的高分子聚合物.由

于天然纤维素链倾向于缠绕在一起 ,形成结晶状不溶性的刚性结构 ,导致生物降解的天然抗性 [ 5 ]
.目前大

部分纤维素酶的研究常用底物是高水溶性的羧甲基纤维素钠 (CMC - Na) ,这在一定程度上削弱了纤维素
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酶“分解纤维素”的意义.毕竟用纤维素酶来处理不溶于水的天然纤维素具有更大的应用价值.

本实验从云南腾冲热海温泉采集的样品中 ,分离出一株产结晶纤维素酶 (Avicelase)的嗜热菌 TC - 1,

从菌株形态、部分生理生化特征和 16S rDNA序列对该菌进行了鉴定 ,初步探讨了该菌株的产酶条件 ,并

对部分纯化的结晶纤维素酶进行了酶学性质研究.

1　材料与方法

111　菌种来源

　　云南腾冲热海温泉.

112　培养基和筛选方法

11211　培养基

　　基本培养基 : NH4 Cl 0105% , (NH4 ) 2 SO4 0105% , NaCO3 012% , KH2 PO4 014% , 1 000 ×Wolfs微量元素

1 mL /L, 2 000 ×V itam in溶液 015 mL /L ,酵母粉 0105% , pH为 710.富集培养基 :含 015% CMC - Na的基本

培养基.平板筛选培养基 :上层 ,加 115%琼脂的基本培养基 ;下层 ,加 3%结晶纤维素 (Avicel)的上层培养

基.以 LB培养基为种子培养基.含 2%结晶纤维素的基本培养基为液体发酵培养基.

11212　筛选方法

少量采集样品接种于 50 mL富集培养基中 , 60℃振荡培养 3 d后 ,取 5 mL转至新鲜富集培养基中继续

培养.取适量稀释的培养液涂布于筛选平板上 60℃培养 ,筛选生长旺盛、刚果红染色出现明显透明水解圈

的菌株.并用于液体发酵 ,复筛出产酶量高的菌株.

113　菌株鉴定方法

11311　菌的形态观察和部分生理生化特征

　　在结晶纤维素平板上划线接种 , 60℃培养 ,连续几天观察菌落形态变化.取菌样涂片 ,用显微镜观察菌

体和细胞形态.菌种接于不同 pH (415～1110)的 LB培养基中 ,置于不同温度 (35～70℃)下培养 ,观察以

上不同生长环境中菌的生长情况.

11312　16S rDNA序列分析

菌株液体培养后离心收集菌体 ,参照文献 [ 6 ]提取细菌 DNA.以抽提的 DNA作为 PCR扩增摸板 ,用

于 16S rDNA扩增的引物为一对通用引物 ,正向引物 : 5′- GAGAGTTTGATCCTGGCCAG - 3′;反向引物 : 5′

- CTACGGCTACCTTGTTACGA - 3′. PCR产物经纯化后测序 ,测序由上海基康生物技术有限公司完成.

114　产酶条件试验

11411　粗酶制备及酶活测定方法

　　60℃过夜培养的种子液 ,按 2%接种量转接于 100 mL发酵培养液中继续培养 2 d. 4℃, 12 000 r/m in离

心 30 m in.取上清作 60%的硫酸铵沉淀 ,沉淀溶于少量磷酸盐 (30 mol/L, pH615)缓冲液中 ,用同样的缓冲

液透析后即为粗酶液.

酶活测定采用 PAHBAH法 [ 7 ] : 100μL稀释酶液加至 100μL含 015%结晶纤维素的邻苯咪唑缓冲液

(100 mol/L , pH615)中 , 70℃反应 1 h后 ,加 600μL终止剂 /显色剂 PAHBAH终止反应 ,沸水浴 10 m in,冷

却至室温 ,测定 410 nm处的吸光值.

一个酶活单位 (U)定义为 pH615, 70℃反应条件下 ,以 1μmol/m in的速率催化生成还原糖的酶量.用

葡萄糖作标准曲线.

11412　不同碳源和接种量对酶活的影响

以 CMC - Na为碳源培养的发酵液作为种子 ,接种于分别含有结晶纤维素、木聚糖和葡萄糖 3种不同

碳源的基本培养基中 , 60℃培养 2 d后测定粗酶液的酶活.

选定结晶纤维素作为碳源 ,改变接种量 ,比较不同接种量对产酶量和酶活性的影响.

115　酶的纯化与性质研究

11511　酶的分离纯化

　　分离步骤在 4℃下进行 ,缓冲液为 30 mol/L pH615的磷酸盐缓冲液.

发酵液离心后上 DEAE - Sephrose Fast Flow阴离子交换柱 (115 cm ×15 cm ) ,用 10倍柱体积的 0～
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015 mol/L NaCl(pH810)梯度洗脱 (4 mL /m in) ,收集有活性的洗脱液.活性组分作 60%的硫酸铵沉淀.沉

淀的蛋白重悬于 115 mL缓冲液中 ,然后进样于预先用缓冲液平衡好的 HW - 55F - Toyopearl分子筛柱

(215 cm ×90 cm)中 ,以 015 mL /m in的流速洗脱 ,收集洗脱液测定酶活. B radford法 [ 8 ]测定蛋白含量 , SDS

- PAGE凝胶电泳检测纯度. PAGE凝胶电泳采用刚果红染色法检测酶活性 [ 9 ]
.

11512　酶学性质分析

在不同温度 (50℃～80℃)和不同 pH (415～810)条件下测定酶的最适反应温度和 pH.热稳定性的测

定 :适量稀释酶液于不同温度下保温 1 h后测定残留活力 ,定义冰浴保存的酶活力为 100%作温度稳定性

曲线 ,找到酶活半衰期为 1h的温度. pH稳定性的测定 :适量稀释酶液于不同 pH的缓冲液中 , 70℃保温 1 h

后测定残留活力 ,定义冰浴保存的酶在对应 pH条件下的活力为 100%作 pH稳定性曲线.

2　结果与分析

211　产结晶纤维素酶的嗜热菌的鉴定

21111　嗜热菌的形态观察和部分生理生化特征

　　通过富集培养从采集样品中分离出一株细菌 ,命名为 TC - 1.该菌生长的 pH范围是 415～1015,最适

pH为 710;温度范围为 40℃～70℃,最适温度为 55℃～60℃,属于中性嗜高温菌.该菌株能在以结晶纤维

素为碳源的平板上产生可见的溶解圈.菌落红色 ,圆形 ,略突起 ,边缘整齐 ,表面湿润 ;革兰氏阴性 ;菌体杆

状 ,两端钝圆 ,大小 015～018 ×2～6μm ,无鞭毛 ,不形成芽孢 (见图 1).好氧 ,随溶氧量增加生长越好 ,能

发酵利用结晶纤维素、CMC - Na、木聚糖和葡萄糖.根据菌株形态和生理生化特征 ,参照伯杰氏鉴定手

册 [ 10 ]
,该菌与亚栖热菌属 M eiotherm us分类特征相似.

21112　16S rDNA PCR鉴定

16S rDNA PCR扩增得到一条 115 kb的特异性条带 ,结果见图 2. 16S rDNA全序列与 GeneBank核酸

序列库中的相关菌株序列比较 ,结果表明该菌与 M eiotherm us ruber有 99193%的同源性.

212　嗜热菌产结晶纤维素酶的条件

不同碳源对菌体生长和产酶活力的影响 ,结果见表 1.菌体在 LB中生长速度最快 ,产酶量最多 ,但比

活力低.结晶纤维素、木聚糖和葡萄糖都能不同程度诱导结晶纤维素酶的产生 ,其中结晶纤维素诱导的酶

比活力最高.因此发酵培养过程中结晶纤维素是诱导酶产生的最佳碳源.此外 ,接种量对产酶量和酶活性

的影响也很大 ,结果见表 2.随着接种量的扩大 ,蛋白总量在增加 ,酶的比活力也大幅度提升.
表 1　碳源对产酶的影响

Table 1　The effect of carbon sources on TC - 1 stra in growth and enzym e activ ity

碳源 菌体浓度 (OD600 ) 总酶活 /U 总蛋白 /mg 比活 / (U /mg)

LB 1196 01090 ±01023 4138 ±01015 01021 ±01007 5

木聚糖 1192 01040 ±01008 1124 ±0104 01032 ±01009

葡萄糖 1163 01064 ±01011 1105 ±0104 01061 ±01014

结晶纤维素 ND 01027 ±01007 0128 ±01043 01096 ±01015

　　　　　　注 : ND由于底物性质未能测定生长.
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表 2　接种量对产酶的影响

Table 2　The effect of incuba tion on TC - 1 stra in enzym e forma tion and activ ity

接种量 /% 总蛋白量 /mg 总酶活 /U 酶比活力 / (U /mg)

2 0120 ±0104 01018 ±01003 5 0109 ±01012

10 0129 ±0106 01032 ±01003 3 0111 ±01020

1003 0138 ±0103 01064 ±01005 0 0117 ±01015

　　注 : 3培养的菌体转接于等体积的发酵培养基中.

213　部分纯化酶的酶学特性

21311　结晶纤维素酶的分离纯化

　　在 DEAE2Sephrose Fast Flow和 HW 255F2Toyopearl两步层析中 ,酶活性检测和蛋白浓度测定的结果表

明蛋白峰和酶活性峰不相吻合 ,目的蛋白未形成单独的峰. SDS2PAGE电泳检测证明有不少杂蛋白存在

(见图 3). PAGE电泳活性检测到很明显的透明带 (见图 4) ,这证实了发酵液中有较高活性的结晶纤维素

酶 ,而且是细菌分泌到胞外的.

21312　结晶纤维素酶酶学性质

温度和 pH对酶活性影响结果见图 5.最适反应温度为 70℃,低于 70℃时酶活随温度升高而迅速上

升 ,高于 70℃时酶活性急剧下降 ;在 50℃～70℃范围内 ,酶活性保持在 80%以上 ,酶活半衰期 1 h的温度

约为 75℃.最适反应 pH为 610,在 pH515～710之间酶活相对稳定 ,残留活性都在 70%以上 , pH超过这一

范围后酶活下降较快.结果表明该酶热稳定性好 ,适宜在中性条件下保存或进行催化反应.

3　讨论

天然纤维素不溶于水 ,结晶区难以被降解是其难以被充分利用的最主要原因.微生物降解纤维素 ,尤

其是利用极端微生物降解纤维素的研究给这一难关带来突破性的进展 [ 11, 12 ]
.目前结晶纤维素的降解主要

集中在嗜热厌氧细菌的研究 (如 C lostrid ium therm ocellum ) ,这类细菌的产酶特点是 :主要产胞内酶或酶以

多酶复合体———纤维小体的形式吸附在细胞表面 ,直接从其分泌物中提取纤维素酶基本上是不可行

的 [ 13 ]
;此外厌氧菌的生长速度低 ,需要严格的厌氧生长条件 ,因此很少被用作酶的生产菌种 ,更多的是侧
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重于基因工程方面的研究.本实验获得的嗜热菌 TC - 1经鉴定属于亚栖热菌属 ,是好氧菌 ,最适生长温度

可达 60℃,代谢过程中向胞外分泌游离的结晶纤维素酶 ,相对于厌氧菌而言适合于大批量发酵培养.

从 TC - 1菌株产酶条件表明该菌产生的结晶纤维素酶为诱导酶.该菌在 LB中生长速度比较快 ,结晶

纤维素作为碳源可以诱导产生较高比活力的酶.因此发酵过程中采用了两步培养法 : (1) LB作为种子培

养液获得大量旺盛代谢活力的细胞 ; (2) 菌体转接于诱导培养基中 ,诱导目标酶产生.由于产生酶的总酶

活较低 ,导致酶的纯化受到量上的限制 ,进一步实验必须在分离纯化技术上取得突破.这部分工作还在研

究之中.

菌株 TC - 1产生的胞外结晶纤维素酶的酶学性质与嗜热厌氧菌 C. therm ocellum的性质相似 ,均属热

稳定性好的中性酶. TC - 1所产酶的酶最适反应 pH为 610;最适反应温度高达 70℃,酶活半衰期 1h的温

度约为 75℃,体现出很好的热稳定性.因此 TC - 1菌株在生长条件 (60℃、pH710)下所产酶的活性和稳定

性较好 ,具有作为工业发酵工程菌的可行性 ,而且这种热稳定性的酶基因在分子生物学上具有潜在的研究

价值.
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