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一株产低温右旋糖苷酶海洋细菌的筛选和鉴定 
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摘要: 从连云港海域筛选得到一株产低温右旋糖苷酶的菌株 LP621, 经形态特征、生理生化特征以及

16S rDNA 序列分析和鉴定, 该菌株为 Pseudoalteromonas tetraodonis。该菌产生低温右旋糖苷酶的最适

作用温度为 30℃, 在 80℃保温 2.5 h 后该酶仍具有 40%以上的活性。目前尚无 Pseudoalteromonas 

tetraodonis 产生低温右旋糖苷酶的报道。菌株 LP621 产生的右旋糖苷酶作用温度低, 耐热性好, 有较

大的潜在工业应用价值。 
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右旋糖苷(Dextean)主要是 α-1,6-糖苷键连接的
葡萄糖。右旋糖苷酶 (Dextranase, α-D-1,6-Glucan- 
6-D-Glucanohydrolase, EC3.2.1.11), 又叫 α-葡聚糖酶, 
是专一切割右旋糖苷中 α-1,6糖苷键的水解酶[1]。右

旋糖苷酶有很重要的应用价值, 右旋糖苷酶在制糖
工业中降解多糖聚合物, 降低多糖的相对分子质量, 
从而降低糖的黏性[2]。而在口腔疾病研究的领域中, 
右旋糖苷酶能有效阻滞唾液糖蛋白和黏性葡聚糖所

组成的口腔牙菌斑形成, 对龋齿和牙周病的防治具
有重要的意义[3]。在血液替代品制造中该酶被用于控制

右旋糖苷的水解; 并且可以增强抗菌药物的疗效[4]。 
目前国内外报道的产生右旋糖苷酶微生物主要

为青霉(Penicillium sp.)[5-9]、斯达油脂酵母(Lipomyces 
starkeyi)[10-11]、对角毛壳菌(Chaetomium gracile)[12]、

曲霉(Aspergillus ustus)[13]、芽孢杆菌(Bacillus sp.)[1]、

链球菌(Streptococcus sp.)[14-17]均能产生右旋糖苷酶。  
根据Margsin 等 1991年的定义, 通常把最适催化

温度在 30℃左右, 在 0℃左右仍有一定催化效率的酶
称为低温酶。低温酶具有最适温度低, 低温下催化活性
高, 高温下容易失活等性质, 在工业生产中可以节约
能源及减少中温菌的污染, 这些催化性质使低温酶在
工业生产应用中具有很大的优势[18]。目前右旋糖苷酶

主要分离于人的口腔、陆地及温泉的微生物, 大部分酶
为中温酶, 最适温度大多为 50℃。低温酶主要来源于
低温生态环境如海水、海底沉积物、冰川、高山、南

北极的低温微生物产生, 随着陆地资源的不断开发而
面临枯竭, 近年来人们逐渐将海洋微生物作为获得低

温蛋白酶的新来源。目前国内外对海洋微生物产右旋

糖苷酶的研究尚未见报道。  
在本研究中, 作者从连云港海域贝类中筛选到

一株产生低温右旋糖苷酶的海洋细菌, 初步研究表
明酶的最适作用温度为 30℃; 对该菌株的生理生化
特征和分子鉴定进行了研究, 鉴定为交替假单胞菌
(Pseudoalteromonas tetraodonis)LP621。本研究为海
洋细菌低温右旋糖苷酶的进一步研究和开发奠定了

基础。  

1  材料和方法 

1.1  样品采集   
连云港海州湾海域、港口及远洋捕捞船采集各

类海鱼、贝类、海水和海泥。  

1.2  培养基 
2216E 培养基: 蛋白胨 0.5%, 酵母粉 0.1%, 陈

海水配制, pH 8.0。初筛培养基: 蛋白胨 1%, 牛肉膏
0.5%, 右旋糖苷 0.2%, 琼脂 2%, 陈海水配制 , pH 
8.0。复筛培养基: 蛋白胨 1%, 牛肉膏 0.5%, 右旋糖
苷 0.2%, 陈海水配制, pH 8.0。产酶培养基: 酵母粉
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0.1%, 蛋白胨 0.1%, 右旋糖苷 1%, 陈海水配制, pH 
8.0。微量盐溶液(g/L): VOSO4·2H2O 0.005, LiCl 0.05, 
H3BO3 0.1, NiCl2·6H2O 0.01, BaCl2·2H2O 0.005, 
CuSO4·5H2O 0.01, ZnSO4·7H2O 0.1, CoCl2·6H2O 
0.005, MnCl2·4H2O 0.2, Na2MoO4·2H2O 0.1, KBr 0.05, 
KI 0.05, NaF 0.05, Al2(SO4)3 0.05, H2WO4 0.005, 
SrCl2·6H2O 0.005。 

1.3  菌株的筛选 
海泥直接取 1 g放入 50 mL 2216E培养基中, 海

鱼、贝类将内脏剪碎后放入无菌海水浸泡过夜, 过滤
后取 1 mL上清放入 2216E培养基中, 20℃、180 r/min
培养 2~5 d。选取合适的培养液的稀释液涂布初筛培
养基, 20℃培养 3~4 d, 用 Simonson快速透明圈筛选
法进行筛选有透明圈的单菌落[19]。挑取有透明圈的

单菌落菌株接入复筛培养基, 20℃、180 r/min 培养  
2 d, 10 000 r/min离心 15 min取上清液测定酶活力大
小。选出透明圈大和酶活力高的菌株进行下面试验。  

1.4  菌株生长特性 
1.4.1  种子液培养 

菌种接种到 2216E 培养基中, 转速 180 r/min, 
装液量 20%, 培养 16 h。 
1.4.2  温度对菌体生长的影响 

种子液 2%接种于 2216E 培养基, pH 8.0, 转速
180 r/min, 装液量 20%, 在不同温度(4~37 )℃ 下培养, 
于 A600 下测定在不同时间的细胞浓度, 同时将菌株
放在 0℃下培养观察其生长状况。 
1.4.3  pH对菌株生长的影响 

pH范围 5.0～11.0, 在最适温度下培养 36 h, 其余
条件同 1.4.2, 为了防止培养过程中 pH的变化, 加入到
2216E培养基至终浓度为 10 mmol/L的缓冲液: pH5.0~ 
6.0用 MES缓冲液, pH7.0用 PIPES缓冲液, pH8.0用
HEPES缓冲液, pH 9.0~11.0直接用 NaOH调[20]。 
1.4.4  NaCl质量分数对菌株生长的影响 

培养基用微量盐溶液配制(不含 NaCl), NaCl 质
量分数 0～14%, 在最适温度和 pH 培养, 其余条件
同 1.4.2。 

1.5  菌株生理生化特性 
按照 Bergey’s Manual of Systematic Baceriol-

ogy(second edition) [21]的方法进行各种生理生化反应

试验。  

1.6  16S rRNA 基因序列分析  
抽提细菌基因组 DNA, 菌株 16S rRNA 基因全

长序列 PCR 扩增参照文献[22]进行。正向引物 P1: 
5′-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 反向引物 P2: 
5′-CGGCTACCTTGTTACGAC-3′。PCR 产物纯化后
由上海生物工程公司测序。将所测得的 16S rRNA基
因序列与 GenBank 数据库中的已有序列进行 Blast
分析, 从GenBank中选择近缘菌株的 16S rRNA基因
序列 , 采用 Bioedit 软件程序进行序列分析并用
Neighbor- Joining法构建系统发育树, 以确定该菌株
的分类地位。  

1.7  菌株低温右旋糖苷酶研究 
1.7.1  酶液制备   

将种子液以 2%的接种量接种于产酶培养基 , 
180 r/min, 25℃培养 24 h, 10 000 r/min离心 5 min, 沉
淀即为菌体; 用 pH 7.0的 50 mmol/L磷酸钠缓冲液
悬浮菌体 , 冰水浴中经超声波破碎 5 min, 12 000 
r/min 离心 10 min, 取上清液即为右旋糖苷酶粗酶
液。 
1.7.2  酶作用温度和热稳定性  

将右旋糖苷酶粗酶液置于不同温度下与底物右

旋糖苷发生反应, 测定酶活力。取适量酶液分别在不
同温度下保温 2.5 h, 每隔 0.5到 1 h取出一组保温处
理的样品, 迅速置于 4℃冰箱内, 待保温结束后统一
在标准条件下测定残余酶活, 以未处理酶液的酶活
设为 100%。  

1.8  酶活力测定  
将 100 µL酶液加入到 100 µL 1%的右旋糖苷磷

酸钠缓冲液(50 mmol/L, pH 7.0)中, 在 30℃水浴反应
15 min, 用 3,5－二硝基水杨酸(DNS)法测定还原糖
量[23]。酶活力单位定义: 在上述反应条件下, 每分钟
催化产 1 µg麦芽糖的酶量为一个活力单位。  

2  结果与讨论 

2.1  菌株的筛选  
经过初筛得到 10 株能够产生水解透明圈的菌

株 , 选择水解圈较大 , 生长良好的 5株菌进行摇瓶
复筛 , 分别测定 24、48 h 发酵液酶活力 , 结果发现
菌株 LP621 产生的酶活力最高。菌株 LP621 为革
兰氏阴性杆状菌 , (2.2~2.7)μm×(0.7~1.3)μm。在初
筛平板上菌落形态为直径 4 ~7mm, 乳白色、湿润、
边缘光滑、中间突起、菌落周围有明显的透明圈 , 
见图 1。   
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图 1  菌株 LP621在初筛平板上形成的透明圈 
Fig. 1  The clear zone on the screening plate formed by 

strain LP621 
 

2.2  菌株的生长特性 
2.2.1  温度和时间对菌株生长的影响 

菌株 LP621在 0℃能生长, 但生长缓慢, 菌株的
最适生长温度为 25 , ℃ 生长温度范围为 4~37℃, 该
菌株是适冷菌。如图 2 所示, 该菌株在 15℃时生长
较为缓慢, 延滞期较长, 生物量较少; 随着温度的升
高, 生长速率加快, 当培养温度达到 25℃后, 生物
量最高, 但培养温度高于 25℃延滞期逐渐变短, 生
物量减少。菌株 LP621 最适生长温度为 25℃, 10 h
进入对数期, 24 h进入平衡期。 

 

图 2  温度对菌株 LP621生长的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on the growth of strain LP621 

 
2.2.2  pH对菌株生长的影响 

菌株 LP621菌株生长 pH为 6.0～11.0, 在 pH低
于 6时不生长, 最适 pH为 10.0(图 3)。 
2.2.3  NaCl质量分数对菌株生长的影响 

菌株 LP621 生长 NaCl 质量分数为 0.5%~12%, 
不加 NaCl 菌株不生长, 其最适生长 NaCl 质量分数
为 7%(图 4)。 

2.3  菌株 LP621 的生理生化反应  
菌株 LP621 无氯化钠不能生长, 是嗜盐菌, 能

利用葡萄糖、乳糖、甘露糖、蔗糖、半乳糖、鼠李

糖、纤维二糖、糖原、淀粉, 具体见表 1。通过 Bergey’s  

 
图 3  pH对菌株 LP621生长的影响 

Fig. 3  Effect of pH on the growth of strain LP621 

 
 

图 4  NaCl质量分数对菌株 LP621生长的影响 
Fig. 4  NaCl concentration on the growth of strain LP621 

 

表 1  菌株 LP621 的生理生化特性 
Tab. 1  Physiological and biochemical properties of 

strain LP621 
特性 结果 特性 结果 

需要生长因子 − 木糖 − 
4℃ + D-果糖 − 

35℃ + D-半乳糖 + 
9% NaCl + 鼠李糖 + 
甲基红 + D-纤维二糖 + 

乙酰甲基甲醇 − 糖原 + 
NaCl依赖性 + 淀粉 + 
吲哚试验 + 甘油 + 
硫化氢 − 乙酸钠 − 
氧化酶 + 精氨酸 + 

苯丙氨酸脱氨酶 + 丙氨酸 + 
明胶水解酶 + 苯丙氨酸 − 
D－葡萄糖 + 甘氨酸 − 
乳糖 + L-谷氨酸 + 
麦芽糖 − 丙酮酸钠 + 
甘露糖 + 甲硫氨酸 + 
蔗糖 + 硫酸铵 − 

注: “+”表示阳性; “–”表示阴性  
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Manual of Systematic Bacteriology(second edition)分
析比较 , 初步鉴定该菌株为交替假单胞菌属
(Pseudoalteromonas sp.)的细菌。 

2.4  16S rRNA 基因分析   
将菌株 LP621 的 16S rRNA 基因序列提交

GenBank 数据库 (登录号是 EU849123), 通过 16S 
rDNA序列同源性比较, 可以初步确认该菌为交替假
单胞菌属(Pseudoalteromonas)。将亲缘关系较近的菌
株 16S rDNA 应用 MEGA 软件进行多重比较, 用中
邻接法(Neibor-joining method)建系统进化树(图 5), 

从进化树可以看出菌株 LP621 与 Pseudoalteromonas 
tetraodonis DQ520896亲缘关系最近, 且在一个分支
中, 进一步证明菌株 LP621 属于交替假单胞菌属。
交替假单胞菌(又称假交替单胞菌)是新建立的一个
海洋细菌属,它独特的生物学特性引起了越来越多研
究者的关注 , 目前在世界范围海洋中 , 包括南极洲
严寒海洋环境中分离到多株交替假单胞菌 , 已经鉴
定到种的有 P. tunicata、P. agarolytic和 P. bacteriolytica
等 30 多种, 每年都有新种发现[24-25]。目前尚未见交替

假单胞菌属产低温右旋糖苷酶的报道。  

 

图 5  以 16 S rDNA序列为基础的系统发育树 
Fig. 5  A phylogenetic relationship based on 16S rDNA 

 

2.5  菌株 LP621 右旋糖苷酶的作用温度和

热稳定性 
目前交替假单胞菌产生低温酶主要有脂肪酶、

琼脂糖酶、α-半乳糖酶、DNA 连接酶、蛋白酶、纤
维素酶和淀粉酶等[25-31]。 

菌株 LP621 产生的右旋糖苷酶的最适作用温度
为 30 , ℃ 0℃仍有 45%的酶活力, 是低温酶, 见图 6。
酶的热稳定性较好, 如在 50℃下保温 2.5 h后酶活仍
能保持 65%以上, 80℃保温 2 h后该酶依然有 58%的
活性, 2.5 h后该酶仍具有 40%以上的活性, 见图 7。 

据目前报道的右旋糖苷酶中, 酶的最适作用温
度多在 50℃左右[1,5,8,13-14], 仅见Millson在 2007年报
道的斯达油脂酵母(Lipomyces starkeyi)重组右旋糖苷
酶的最适作用温度为 30℃[11]。关于右旋糖苷酶热稳

定性研究不多, 仅见程秀兰[13]在 1992报道的焦曲霉

(Aspergillus ustus)产生的右旋糖苷酶在 50℃保温 30
分钟酶活力损失 55％[13]; 菌株 LP621 产生的右旋糖
苷酶 50℃下保温 2.5 h后酶活仍能保持 65%以上。低
温酶与中温酶相比有以下特点: (1)酶的最适反应温
度较同功能的中温酶低 0℃～30℃; (2)在较低温度下 

 

图 6  酶作用温度对酶活性的影响 
Fig. 6  Effect of temperature on the activity of dextranase 
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图 7  温度对酶热稳定性的影响 
Fig. 7  Effect of temperature on the stability of dextranase 

 
(＜40℃), 酶的转换数(Kcat)或生理系数(Kcat /Km)
高于来自中温菌中的同类酶; (3)低温酶的热稳定性
差[32]。据文献报道[31-34]大多右旋糖苷酶在高于 50℃
丧失大部分的酶活。因此菌株 LP621 产生的右旋糖
苷酶作用温度低 , 耐热性较好 , 具有较好的应用前
景。 
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Abstract: Strain LP621 producing cold-adapted dextranase was isolated from sea mud in Lianyungang seaside. 
Based on the 16S rDNA gene sequence and morphological, biochemical and physiological characteristics, the iso-
late was classified as Pseudoalteromonas tetraodonis. Strain LP621 produced cold-adapted dextranase with an op-

timal temperature at 30℃. Forty percent of the dextranase remained active after incubation at 80℃ for 2.5 h. No 

work on Pseudoalteromonas tetraodonis producing cold-adapted dextranase has been reported so far. The dextra-
nase showed high activity at low temperature and better thermostability, and may have a potential value to indus-
trial application. 
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