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摘要 从渤海海泥样 品中分 离获得 1株新型酯酶 菌株 ，经鉴定为地 衣芽孢杆菌 Bacillus licheni— 

formis。所得的 MP-2酯酶的最适作用温度范围 50～7O℃，在 60℃表现出了最高活性，属于耐热 

酶；最适作用 pH 为 10，属 于碱 性 酶，其 pH 值 作 用范 围比较 窄；具 有 良好 的热稳 定性 ；金属 离子 

Co抖，Li 对酶具有激活作用，Ca 对酯酶的活力没有显著影响，化学试剂 SDS、EDTA及 Tween一20 

对酯酶的抑制效果显著，对常见有机溶剂具有良好的耐受力；该酯酶对碳链长短不同的底物表现出不 

同的 酶活 。 
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ABSTRACT A novel marine esterase—producing bacteria isolated from the Bohai Sea sedi— 

ment was identified as Bacillus licheniformis．The MP一2 esterase was primarily purified and 

characterized．The optimal range of temperature of the esterase was 5O～ 7O℃ ，and the maxi- 

mum activity was achieved at 60℃ and pH10．0．The esterase was alkaline and its optimum 

range of p H was narrow． The thermal stability of the esterase was good． Co抖 ，Li+ions were 

found to activate the esterase．but Ca抖 had no significant effects on the activity of the esterase． 

W hile SDS。EDTA and Tween一2O had significantly suppressive effects on the esterase． It 

showed strong resistance to ordinary organic solvents．The enzyme exhibited different esterase 
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activities towards substrates with different length of carbon chains． 

KEY WORDS Marine Bacillus lichenif~lrmis Esterase Identification Characteristics 

微生物酯酶(Esterase，EC3．1．1．1)属于水解酶类(Hydrolases)，来源于微生物，是指能够催化水解羧酸酯 

的所有酶的总称 ，又称羧酸酯水解酶 (Carboxylaster—Hydrolases)。微生物酯酶作 为重要的工业酶类 ，广泛应 

用于医药 、化工和食 品等行业 ，特别是在医药化工和有机合成工业(张树政 1984；Mentlien et a1． 1984)。 

然而现有陆源微生物酯酶常因耐酸、耐碱或耐热性能差 ，应用范围受到很大的限制。因此寻找具有特殊性质的 

微生物酯酶已引起人们的重视。由于海洋环境条件的特殊性，海洋性微生物酶与陆源性微生物酶相比，具有更 

为独特的酶学特性和应用前景。现阶段人们常运用分子生物学手段通过对未知微生物 DNA序列的测定和比 

较分析 ，达到以其进行快速 、有效的鉴定分类 的目的(Gloria et a1． 2002；白逢彦等 2002；Kurtzman et a1． 

1997)。本文报道 了一种新型海洋酯酶的产酶菌株的鉴定及部分酶学性质的研究 ，为海洋酯酶工业化生产和 

应用奠定 了良好基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株及培养基 

菌株筛选 自渤海海域底泥。 

初筛培养基：葡萄糖 1 ，NaC1 0．5％，牛肉膏 1 ，蛋白胨 1 ，琼脂 2 ，三丁酸甘油酯 0．25 ，pH 7．8， 

121℃ 30 min灭菌后高速匀浆乳化后倒平板备用。 

发酵培养基 ：花生粕 0．9％ ；豆饼粉 2．29 ；(NH4)2SO 0．2 ；KH2PO 0．1％；K2HPO 0．1％ ；Mg— 

SO4 0．05 ；Tween80 0．8 ；花生油 0．8 ；pH 7．0。 

1．1．2 试 剂和仪 器 

对硝基苯棕榈酸酯( —Nitrophenyl palmitate，P—NPP，Amresco)购 自上海生工 (美 国 BBI)PCR扩增相关 

试剂和核酸 Marker，购 自宝生物工程(大连)有限公司 ；TS100-F型相差显微镜(日本 NIKON公司)、RoboCy— 

cler96孔梯度 PCR仪(美国 STRATAGENE公司)、5943—05型酸度计、752型紫外光栅分光光度计 (上海分析 

仪器总厂)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 酯酶 的活性 测定 (Lowry et a1． 1951) 

以每分钟分解对硝基苯棕榈酸酯释放出 1 ffmol对硝基酚(p—Nitropheno1)所需的酶量定义为 1个酶活力 

单位 ，以 U表示 。蛋 白质浓度的测定采用 Lowry法(Yang et a1． 1987)。 

1．2．2 菌株常规分类学测试及 16S r DNA序列测定与分析 

主要参考《伯杰氏细菌鉴定手册(第九版)》(沈 萍等 1999)，鉴定程序按照《常见细菌系统鉴定手册》(东 

秀珠等 2001)及《微生物学实验))(John et a1． 1994)进行。 

DNA序列比较分析及系统树的生成：将校正后的序列在国际核酸数据库中进行同源序列的搜索。根据同 

源序列搜索结果，下载相关菌种 16S rDNA基因序列，与菌株 MP一2一起用 Clustal X软件进行匹配(Align— 

ment)(Saitou et a1． 1987)，用 Neighbor—Joining分析方法进行分子系统学分析 ，用 MEGA3．1软件生成系统 

树(Thompson et a1． 1994)。 

1．2．3 菌株 MP一2酯酶的理化性质的研究 

发酵液经 4 000 r／min，4℃离心 30 min去除菌体及培养基 中的不溶物 ，在上清液中加入冷 的无水乙醇 

(1：1，体积比)，充分搅拌后在 4℃下 4 000 r／min离心 2O min除去杂蛋 白，将上清液冻干 ，得到粗制酶粉。并 

对其进行以下理化性质研究 。 
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(1)酯酶最适作用温度 在 4～100℃下进行酯酶水解活力的测定 。 

(2)酯酶最适作用 pH 在 2．5～12[o．1 mol／L Na2 HPO 一柠檬酸(pH 2．5～8)，0．1 mol／L甘氨酸一Na0H 

缓冲液(pH 8～12)]中测定酯酶活性。 

(3)酯酶的热稳定性 酯酶溶于 0．1 mol／L pill0的 NaOH一甘氨酸的缓 冲液 中，置于不 同温度 (4～70 

℃)下，恒温水浴处理 2 h，每隔20 rain取样，迅速冷却，测定其残余酶活。 

(4)酯酶的 pH稳定性 酯酶溶于 0．1 mol／L不同 pH (2～12)的缓冲液中，置于 4℃下，保温 48 h后 ，再 

将酶液调回到最适 pill0，以最适反应 pill0下保温所得的酶活力为 100 ，其余折合成剩余酶活力的百分数。 

(5)金属离子、化学试剂及对酯酶活性的影响 在酯酶测活体系中加入各种金属离子和不同浓度的化学试 

剂 ，以 0．1 mol／L pill0的 NaOH一甘氨酸的缓冲液作对照常温下静置 30 rain，于 6O℃测定酯酶活性 。 

(6)酯酶在有机溶剂 中的稳定性 酯酶溶于有机溶剂，在 常温下反应 4 h，经过滤后挥发除去有机溶剂测 

其酶活 ，以 0．1 mol／L pill0的 NaOH一甘氨酸的缓冲液为对照。 

(7)酯酶对底物选择性的研究 将酯酶作用于具有不同的碳链长度、不 同的饱和度及不同的分支程度的甘 

油三酯，以P—NPP为底物的酶活为 100 ，其余折合成剩余酶活力的百分数。 

2 结果与讨论 

2．1 形态特征 

海洋菌株 MP一2的菌落表面光滑，红褐色，半透明，边缘整齐，有树根状隆起；细胞杆状，二分裂法繁殖，无 

荚膜。 

2．2 培养特征 

在营养琼脂平板上中度生长，菌落平、光滑、黄灰色和无可溶性色素；假若表面潮湿可以活跃扩展，边缘不 

整齐。在葡萄糖琼脂平板上生长较厚 ，可变成皱褶 。 

2．3 温度、耐盐度和耐酸碱性试验 

菌株 MP一2能在 10~50℃生长 ，最适生长温度 30℃；能在 0～9％NaC1培养基 中生长 ，最适生长盐度为 

4；能在 pH5~10的条件下生长，并随着菌体生长，营养肉汤培养基 pH值发生改变，趋向pH7．0，该菌最适生 

长 pH值为 7．0。 

2．4 生理生化特性 

菌株 MP一2的生理生化特性结果见表 1。 

2．5 核酸序列测定 

MP一2的 16S rDNA序列全长为 1 417 bp，在 GenBank的注册号为 EF513255。 

将其与从 GenBank等数据库调集的芽孢杆菌属相关菌株的 16 S rDNA序列进行 比较 。并以 Sulfobacil— 

lus thermosulfidooxidans为外群 ，所构建的系统进化树见图 1。通过 1 000次置换式取样计算其 Bootstrap值 

(图 1)。 

从 图 1构 建 的 系 统 发 育 树 可 以 明显 看 出，菌 株 MP一2与 本 属 一 个 有 效 发 表 种 地 衣 芽 孢 杆 菌 

B．1icheniformis形成一个单独的分支，16 S rDNA序列同源性最高，达 97 。该分支与其他几种芽孢杆菌聚 

成一群 ，其中菌株 MP一2与 B．1icheniformis，B．subtilis的同源性分别为 96．3 和 95．0 ，发育关系较近。细 

菌分类学家普遍认为当 16S rRNA序列同源性高于 97 ，可以认为是属内的同种，低于 93 ～95 则可能为 

属外成员(Vandamme et a1． 1996)。并且该菌株与地衣芽孢杆菌的形态特征 、培养特征 、生理生化特征没有 

较大差异且与大肠杆菌和金黄色葡萄球菌分别做阴阳性对照。因此，我们将菌株 MP一2定为地衣芽孢杆菌。 
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表 1 菌株 MP-2与地衣芽孢杆菌表型特征的比较 

Table 1 Comparison of phenotypic characteristics between strains MP一2 and Bacillus llcheni，0rmis 

注：+为 9O％～100％的菌株为阳性；一为 9O ～100 的菌株为阴性；d为 11 ～89％的菌株为阳性；v为在一个菌株内性质不稳定；ND为 

未测定 

Bacillus sphaericusD盟 28丌AJ310084) 

JeotgalibacillusalimentariusJCM lO872T(AY211114) 

BacillushorikoshiiDSM 8719RAB043865) 

BacillusgelatintL G2l880 T(A2551329) 

BacilluslentusNC且 B 8773T(AB021l891 

Bacillu s subtilisNCFB 1769T(X60646、 

 ̂P．2 

BacilluslicheniformisATCCl4580T(EF059752) 

Marinibacillusmarin ATCC29841T(AB021l90) 

IqrgibacilluspantothenticusNCFB 1765T(D16275) 

HalohaclllushalophllusNCIMB2269T0(62174) 

Amphibacillus anMs JCM 736IT(D82065) 

BacilluspseudofirmusDSM8715T0(76439) 

BacillusclausiiD 8716T(X76440) 

BacilluspseudalcaliphilusDSM 8725TC胛6449) 

Geobacillus stearothermophilusD 22T(X60640) 

BacillushortijcM 9943T(D87035) 

Brevlbacillus brevis NCIMB 937嬲 (D7845n 

Thermobacillusx knl ticusCNCM1．1017T(AJ005795) 

PaenibacilluspolymyxaNCFB l774r(X60632) 

AlicyclobacillusacidocaldariusDSM 446T(X60742) 

Sulfobacillusthermosul doxidansDSM9293T(2808984 

菌株 MP-2及其从 GenBank等数据库中调集的相关属种构建的以 16 S rDNA序列为基础的系统发育树状关系 

Fig．1 Phylogenetic dendrogram constructed showing the phylogenetic relationships among strain 

MP～2 and other related strains downloaded from GenBank and EMBL etc 
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2．6 菌株 MP-2酯酶的初步纯化 

菌株 MP一2酯酶 的初步 纯化后得 到的粗酶 粉活性为 17 794．4 U／g，蛋 白含量 为 0．858 3 g／g，比活为 

20 732．14 U／g，纯度提高了 6．28倍 。 

2．7 菌株 MP-2酯酶的理化性质研究 

2．7．1 酯酶 最适作 用 温度 

该酯酶在 6O℃时酶活性最高，在 50～70℃之间相对酶活保持在 8O 之间，高于 O℃或低于 5O℃时则 

酶活呈下降趋势，在 4℃和 100℃时相对酶活只能维持在 25 。由此可知，酯酶最适作用温度范围 5O～ 

70℃，在 6O℃表现出了最高活性，属于耐热酶。 

2．7．2 酯酶最适作用 pH 

当 pH为 10时的酶相对活性最高，为酯酶的最适作用 pH，但当 pH为 2．5～9时酶活只能维持在 7O 以 

下，认为主要原因是由于 pH值引起的酸碱度变化对酶一底物或酶一底物的中间物的电离情况发生变化，使酶蛋 

白质出现不可逆变性。就此酶而言，反应介质的 pH变化影响到酯酶与底物对硝基苯磷酸酯的结合，说明介质 

的 pH变化对该酯酶酶活有很强的作用(李光伟 2001)’。 

2．7．3 酯酶的 热稳 定性 

由图2可知，在经恒温水浴处理 1 h时，酯酶在 4～4O℃酶活能保持 70 以上，50～6O℃酶活仍能接近 

6O％，恒温水浴处理 2 h，酯酶在 4～6O℃活性仍能维持 40 以上表明该酶具有良好的热稳定性。 

2．7．4 酯酶的 pH 稳 定性 

酯酶置于4℃下，保温 48 h后，在 pH 2～9酶活只能保持3O 以下，而在 pHlO酶活性维持在 7O 以上， 

表明在 pill0该酶较稳定属于碱性酶。 

2．7．5 金属 离子对酯酶活性的影响 

由图 3可知 Co 、Li 对酶具有激活作用 ，Ca 对酯酶的活力没有显著影 响，而 Cu抖、Pb 、Ag 、Mn抖 、 

zn抖、Fe什、Ba。 和Mg。 对酯酶的活性有抑制作用。碱性磷酸酯酶 Thermotaga neaplitana在 co。 离子存在 

下的酶活，比在Zn抖 、Mn 存在下高两倍，Co。 同时也能提高该酶的热稳定性(龚宁萍等 2004)。 
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2．7．6 化 学试剂对酯酶的影响 

由图 4可知 ，SDS，EDTA，非离子表面活性剂 Tween一20对酯酶 的抑制效果显著。此外 ，当酯酶溶液中加 

入 10 mmol／L的EDTA时，酯酶的活性被抑制到 4．91 ，由此可推测该酯酶的活性中心可能含有金属离子。 

金属螯合剂 EDTA对耐热碱性磷酸酯酶有抑制作用。EDTA对 Pyrococcus abyssi耐热碱性磷酸酯酶有较强的抑 

制作用；碱性磷酸酯酶是一种金属酶，在金属螯合剂EDTA 的作用下，酶活几乎降为零；地衣芽孢杆菌碱性磷酸酯 

酶在EDTA作用后，失去酶活，即使再补充金属离子也不能恢复活力(Spencer eta1． 1981)。 

2．7．7 酯酶在有机溶剂 中的稳定性 

由图 5可知，常见有机溶剂中除了二甲基亚砜对海洋微生物酯酶 MP一2的酶活的抑制作用显著外，其他有 

机溶剂对酶活几乎无影响，其中正己烷对酶活影响最小。说明此酶对常见有机溶剂的具有良好的耐受力。 
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图 4 化学试剂对酯酶活力 的影 响 

Fig．4 Effect of chemical reagents on esterase activity 
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图 5 酯酶在有机溶剂 中的稳定性 

Fig．5 Effect of organic solvents on esterase activity 

2．7．8 酯酶对底物选择性的研究 

对底物的选择性是酯酶的一个重要 的酶学性质(Chen 

et a1． 1997；Plow et a1． 1996)。对不 同碳原子数的各 

种甘油酯水解时发现 ，该酯酶 的水解活力随底物 中脂肪酸 

链长的增长 而活力下 降。短碳链 的甘 油酯如三醋酸甘油 

酯、三 丁酸甘油 酯及 乙酸 乙酯 的相 对酶活 较高 ，分 别为 

66．5 、45．8 9／6和 56．9 ，但对长碳链的高级脂肪酸脂如 

18碳三油酸甘油酯不水解 。众所周知 ，橄榄油是判断脂肪 

酶酶活的最佳底物之一 ，该酯酶对橄榄油催化活力最低 ，不 

表现出酶活 ，说明脂肪酶和酯酶存在底物的差异性(表 2)。 

表 2 酯酶对底物的选择性 

Table 2 Substrate specificity of esterase towards 

various simple triglycerides 

底物 Substrate 相对活性 Relative activity(％) 

P—NPP 

三醋酸甘油酯 Triacetin C2 

三丁酸甘油酯 Trioein 

乙酸乙酯 Ethvl acetate 

Tributyrin C4 

三油酸甘油酯 TrioleinC18：l 

橄榄油 Olive oil 

10O 

66．5 

45．8 

56．9 

41．2 

0 

O 

综上所述，产海洋细菌 MP-2酯酶的菌株经鉴定为地衣芽孢杆菌，它是一种耐热碱性酯酶，可能为碱性磷酸甘油 

酯。它具有的耐热、碱性等特性使其具有 良好的产业化和应用前景 ，进一步开拓了海洋微生物资源的利用领域。 
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