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摘要: 从南大洋普里兹湾的水样中筛选到一株产低温脂肪酶的深海嗜冷菌 2-5-10-1,对其生长及产

酶情况和酶性质做了初步研究.该菌株的最适生长温度为5 � , 此时分泌的胞外脂肪酶最多;添加

Tw een80, 橄榄油可显著促进脂肪酶的产生. 该脂肪酶的最适作用温度为35 � , 在 0~ 20 � 均保持

较高的酶活性, 在 0 � 可保持 37%的相对酶活性; 酶的最适作用的 pH 值为 7� 5, 在 pH 6~ 9的范

围内均存在较高酶活性; 对热较敏感,在60 � 保温15 m in可丧失 50%以上的酶活性.该脂肪酶的催

化作用不需要金属离子的参与, Cu2+ 和 Zn2+ 对酶活有着强烈的抑制作用.
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1 � 引言

极端环境下微生物的生长特性及其对生境的适

应机制是目前微生物学研究的热点,极端微生物是

亟待开发的微生物资源宝库. 南北极、深海等环境由

于终年低温而存在着一个庞大的低温生态系统, 其

生物多样性和生物资源开发受到越来越多的关注,

有许多新的生物种类、新药物和新酶等资源正有待

于研究和开发[ 1~ 4] .

目前有关低温微生物的研究除从酶的低温催化

机制
[ 5~ 8]
、细胞膜

[ 9, 10]
、细胞质

[ 11]
及 DNA 的复制转

录、翻译[ 12]等各个层次研究其生境适应性外, 对多

不饱和脂肪酸和低温酶的应用基础研究也受到越来

越多的关注
[ 2]
.

脂肪酶作为广为应用的一种工业用酶, 目前使

用的基本都是中温酶, 酶活性最适温度一般都在

50 � 左右.同中温酶相比, 低温脂肪酶具有极高的

催化常数( K cat )值, 同时有较低和较稳定的米氏常

数( KM )值, 其主要特征是具有较低的活化能和低温

下的酶活力,在某些领域有着中温脂肪酶所不可比

拟的优越性,因此在洗涤业、食品加工、生物制药、环

境生物技术等领域有着广阔的应用前景. 目前国内

对极端生物低温酶的研究尚处于初始阶段,仅有低

温蛋白酶[ 1, 13]、淀粉酶[ 14]、脂肪酶[ 15] 的零星报道,以

南极样品为材料进行低温酶的研究与开发尚未见报

道.为加强研究与开发极地微生物这一宝贵资源,本

研究从中国第十八次南极科学考察的南大洋 CTD

水样中分离到产低温脂肪酶的极地微生物 120 多

株,经筛选比较, 以 2-5-10-1为研究对象, 对其生长

与产酶特性、酶学性质进行了初步研究,以期为今后

极地深海微生物低温酶的低温适应机制及其应用打

下一定的工作基础.

2 � 材料和方法

2� 1 � 样品的采集
中国第十八次南极科学考察南大洋考察于

2002年 1~ 2 月进行, CT D 采样, 水深从表层水到

3 300 m不等.

2� 2 � 培养基
脂肪酶筛选培养基( T w een80) : 胰蛋白胨 5 g,



酵母粉 1 g , CaCl20� 1 g , T w een80 10 cm3 ,过滤陈海

水1 000 cm
3
,琼脂 15 g,制备平板. 取适量水样涂布

筛选平板, 5 � 条件下倒置培养 5~ 6 d,在菌落周围

出现模糊的晕圈者为脂肪酶阳性菌株.

发酵培养基: 胰蛋白胨 10 g ,酵母粉 5 g , N aCl

30 g, M gSO4 1 g, ( NH 4 ) 2 SO4 1 g, K 2 HPO 4 2 g,

Tw een80 10 cm
3
, 蒸馏水 1 000 cm

3� 5 � 下 150 r/

min摇床培养.

2� 3 � 脂肪酶酶活力的测定
参照李建武等

[ 16]
的方法. 以发酵液为粗酶液,

进行酶活力的测定. 反应时间为 15 min, 温度为

30 � .脂肪酶的活力单位采用国际单位( IU ) : 在上

述反应条件下, 每分钟释放 1 �mol脂肪酸为一酶活

力单位.

3 � 结果

3� 1 � 产低温脂肪酶菌株的筛选
从南大洋普里兹湾 CT D水样中共筛选到 500

余株(种)菌株, 经脂肪酶筛选平板( Tw een80)上共

筛选得到产低温脂肪酶的阳性菌株 120 株. 经液体

培养基发酵培养测其酶活, 发现只有 4株菌株的酶

活高于 10 IU/ cm3 , 其中菌株 2-5-10-1 (采样点:

66�00�S, 70�30�E;深度为 1 500 m;温度为0� 113 � ;
盐度为 34� 640)的酶活最高, 因此本研究以菌株 2-

5-10-1为研究对象.

3� 2 � 温度对菌株 2-5-10-1的生长及产酶的影响
从图 1和 2可以看出,随着培养温度的升高, 菌

图 1� 温度对菌株 2-5-10-1 生长的影响

株的生长受到抑制, 延缓期增加; 当培养温度达到

图 2 � 温度对菌株 2-5-10-1 产酶的影响

20 � 时,菌株生长明显受到影响,而且菌株产酶的
趋势也是如此, 在 5 � 培养时酶的产量最高, 而在

15 � 培养时酶的产量很低.

3� 3 � 培养基对菌株 2-5-10-1产酶的影响
在发酵培养基按 1%的浓度添加各种脂肪酶的

作用底物中, 以去除 Tw een80的发酵培养基作对照

组,对菌株 2-5-10-1 脂肪酶产生的影响结果如图 3

所示. T w een80,橄榄油和橄榄油乳化液对脂肪酶的

产生均有明显的促进作用, 其中 Tw een80的效果最

明显,同对照组相比,酶产量可高出 4~ 5倍,这说明

添加 Tw een80和橄榄油对脂肪酶的产生具有一定

的诱导作用. T r itonX-100明显抑制脂肪酶的产生.

3� 4 � 菌株 2-5-10-1产低温脂肪酶性质的研究
3� 4� 1 � 最适作用温度

在 0~ 60 � 测定不同温度下脂肪酶的活力.结

果表明(见图 4) , 菌株 2-5-10-1 所产低温脂肪酶的

最适作用温度为35 � ,在0 � 可保持约 37%的相对

酶活力.

3� 4� 2 � 最适作用 pH 值

用 pH 4� 0~ 11� 0的各种 pH 值的缓冲液, 在

35 � 下测定酶活力, 结果表明, 菌株 2-5-10-1所产

低温脂肪酶的最适作用的 pH 为 7� 5, 在 pH 6~ 9

均存在着较高酶活力(见图 5) .

3� 4� 3 � 温度稳定性
菌株 2-5-10-1所产低温脂肪酶的温度稳定性与

低温酶的特点相一致. 该酶对热较为敏感,在60 �
保温15 min即可丧失 50%以上的酶活性,但在较低

温度( 20 � )时, 酶的热稳定性较好,保温 60 min仍

可保持 90%以上的酶活性(图 6) .

1553 期 � 林学政等: 南大洋深海嗜冷菌 2-5-10-1 及其低温脂肪酶的研究



图 3� 不同底物对菌株 2-5-10-1 产酶的影响

图 4 � 温度对酶活力的影响

3� 4� 4 � 金属离子对酶活性的影响
二价金属离子对酶活性的影响如表 1 所示.

EDTA 对酶活性没有影响, 这表明该酶的催化作用

不需要金属离子的参与. Cu2+ 和 Zn2+ 对酶有着强烈

的抑制作用, Co
2+
和 Mn

2+
也有着较强的抑制作用,

Fe2+ , Sr2+ , Ca2+ 在浓度为 5 mmo l/ dm3 时也存在着

一定的抑制作用.

表 1 � 金属离子对酶活性的影响

离子
相对酶活性( % )

1 mmol� dm- 3 5 mm ol � dm- 3

M g2+ 98� 52 � 3� 98 94�97 � 5� 19

Fe2+ 86� 59 � 8� 27 68�04 � 5� 48

S r2+ 82� 54 � 5� 99 75� 48 � 11� 50

图 5� pH 值对酶活力的影响

图 6 � 酶的热稳定性

续表 1

离子
相对酶活性( % )

1 mm ol � dm- 3 5 mmol� dm- 3

Co2+ 55� 14 � 13�35 46� 07 � 8� 57

Ca2+ 85� 08 � 8�29 65� 45 � 12� 17

Zn2+ 38� 29 � 2�39 34� 75 � 4� 54

Cu2+ 19� 10 � 6�55 15� 40 � 8� 04

Mn2+ 65� 35 � 14�01 26� 04 � 4� 96

EDT A 95� 57 � 3�66 97� 46 � 5� 85

4 � 讨论

目前最为广泛接受的对低温微生物的划分是由

Morita
[ 17]
提出来的, M orita将低温微生物分为嗜冷
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菌( psy chrophile)和适冷菌( psy chrot rophic bacter-i

a)两大类群. 嗜冷菌是指在温度低于0 � 能缓慢生
长、最适生长温度低于15 � , 高于20 � 则不能生长

的细菌;适冷菌是指在0 � 能够生长、最适生长温度

在 20~ 30 � 的细菌.根据此分类标准,本研究的实
验菌株 2-5-10-1属于嗜冷菌,该菌分离自南大洋深

海( 66�00�S, 70�30�E; 1 500 m深) ,终年水温为0 �

左右,其生长特性与其生境一致.

根据 Margsin 等
[ 1]
1991年的定义, 通常把最适

催化温度在30 � 左右而在0 � 左右仍有一定催化

效率的酶称为低温酶, 其特点是低温下的酶催化活

力和热不稳定性.本研究的脂肪酶最适作用温度为

35 � ,在0 � 仍保持着 37%的相对酶活性, 因而是

一种低温脂肪酶, 而且酶的最适作用的 pH 值为

7� 5, 这些都与其生境相适应. Rashid等[ 18] 报道的深

海适冷假单胞菌( Pseudomonas sp. ) KB700A产的

低温脂肪酶的最适酶活性温度也为35 � , 而方金瑞

等[ 15]从深海泥样分离到的菌株 EQ-23产的低温脂

肪酶的最适作用温度仅为10 � , 这是一种嗜冷酶,

在30 � 时酶活很低, 40 � 未测到酶活性. Choo
等[ 19]从阿拉斯加土壤分离到适冷菌( P seudomonas

sp. ) B11-1, 产生的冷适应( cold-adapted)脂肪酶尽

管最适作用温度为45 � , 但在0 � 仍保持着一定酶
活性.低温酶的上述特征与酶分子蛋白结构特征密

切相关. Deming 认为, 低温酶由于酶蛋白结构部分

或全部柔性的增加与降低活化能有关, 使其在低温

下具有较高的酶活力;同样,由于柔性的增加, 酶的

热不稳定性增强,而且分子结构柔性的增加更有利

于底物与酶活中心的相互靠近, 从而增加了底物的

有效浓度[ 4] .

本研究发现, 温度的升高对嗜冷菌 2-5-10-1低

温脂肪酶的产生具有抑制作用与已有的报道相一

致, 如 Feller 等[ 20] 报道南极嗜冷菌莫拉氏菌

(M orax el la) T A317在 3和 17 � 均能生长,而且两
者的代时差别并不大,但在 17 � 培养不产生脂肪

酶.适冷菌莫拉氏菌 TA144在 3, 17和 25 � 培养,

胞外脂肪酶的活力分别为1 150, 380 和 85 IU/ cm3 .

Fel ler 认为,胞外酶的热不稳定性并不能完全解释

这种现象,因为在 18 � 时该脂肪酶的半衰期最少为

30 h,这预示着对低温微生物来说,温度升高对胞外

酶产生的强抑制作用并不完全是由于酶失活,一定

有其他附加作用. 本研究也证明了这一现象,嗜冷菌

2-5-10-1尽管在 15 � 能生长,而且在此温度下所产

脂肪酶稳定性较好,但脂肪酶产量仍很低,究竟温度

升高对嗜冷菌产酶抑制作用的机制如何, 还需进一

步研究与探讨.

本项研究还发现, 嗜冷菌 2-5-10-1所产低温脂

肪酶的催化作用不需要金属离子的参与, 这与 Choo

等
[ 1 9]
的研究结果相似, 而与 Rashid等

[ 18]
的研究结

果相反. Rashid添加 EDTA 于反应体系中能完全抑

制适冷假单胞菌 KB700A 所产的低温脂肪酶的活

力,而添加 Ca
2+
能显著提高酶活性(为对照组的 5. 6

倍) ,因此笔者认为这是一种 Ca2+ 依赖型脂肪酶,而

且 Mn2+ , Sr2+ 对酶活性均有一定的促进作用. Ca2+

对酶活性的促进, 笔者认为与酶蛋白的C-末端 Ca
2+

结合基元( GXXGXG)的存在有关, Ca
2+
能便捷地去

除油水界面上酶促反应生成的游离脂肪酸,从而对

酶活性具有促进作用.
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Studies on the low-temperature lipase of psychrophilic bacterium

2-5-10-1 isolated from the deep sea of the Southern Ocean

LIN Xue-zheng1 , YANG Xiu-x ia2 , BIAN Ji1 , H UANG Xiao-hang1

( 1. Fir st I nstitute of O ceanogr ap hy , S tate O ceanic A dministr ation, Qingdao 266061, China; 2. M ar ine lif e College, Ocean

Univer sity of China , Qingdao 266003, China)

Abstract: A strain of psychrophilic bacteria, 2-5-10-1, w hich produces low-temperatur e lipase, w as isola-

ted f rom the deep sea of the Prydz Bay in the Southern Ocean. T he opt imal grow th temperature of st rain 2-

5-10-1 is 5 � , it also pr oduces mor e ex t racellular lipase at 5 � . Tw een80 or olive oil in medium enhances

the secret ion of lipase. T he opt imal temper ature and pH fo r lipase act ivity are 35 � and 7. 5 respectively.

At 0 � , the lipase st ill has 37% relative enzyme act ivity. T he lipase show s high thermolability, remaining

less than 50% act ivity af ter incubation at 60 � for 15 min. EDT A has no ef fect on lipase act ivity, indica-

t ing that the lipase activity is independent of div alent cat ion. In contr ast, the lipase act ivity is inhibited

markedly by Cu2+ and Zn2+ .
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