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　　摘要：采用低温液体富集、酪蛋白筛选平板、温度复筛等方法从黑龙江省大庆油田土壤这一非极端自然环境中筛
选分离获得２株产低温蛋白酶的耐冷细菌ＬＳ３和ＬＳ４，通过菌落形态和显微观察，结合１６ＳｒＤＮＡ全序列分析确定前
者为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ），后者为微小杆菌属（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）。ＬＳ３和ＬＳ４菌株在低温（１０℃）下均能较好地
生长及产酶，最适酶活温度分别为４０、３０℃，最适作用ｐＨ值均为８，对热敏感，低温仍能维持较好的酶活，属于低温碱
性蛋白酶。其中，ＬＳ３菌株在含尿素培养基中产酶活性较高（５２．４６Ｕ／ｍＬ），ＬＳ４菌株产的蛋白酶对盐有一定耐受性。
本研究结果丰富了对低温蛋白酶的研究开发，为其在食品工业、农业复合菌剂等领域的应用提供了基础。

　　关键词：耐冷菌株；低温蛋白酶；酶学性质
　　中图分类号：Ｓ１８２；Ｑ８１４．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１０－０２０９－０４

收稿日期：２０１６－０２－２３
基金项目：武汉理工大学教学研究项目（编号：ｗ２０１５００３）；武汉理工
大学实验室开放试验项目（编号：ＫＦＸＭ１６０２８）。

作者简介：徐晓梅（１９９２—），女，湖北咸宁人，硕士研究生，主要从事
环境微生物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｍｏｍｎ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：谢　浩，博士，教授，主要从事生物化学与微生物学研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｈ．ｘｉｅ＠ｗｈｕｔ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　微生物的生命活动和温度密切相关，可分为高温、中温和
低温微生物三大类。Ｍｏｒｉｔａ将低温微生物分为嗜冷菌（ｐｓｙ
ｃｈｏｐｈｉｌｅ）和耐冷菌（ｐｓｙｃｈｒｏｔｒｏｐｈ），前者最低可低于０生长，
最高生长温度约２０℃，最适生长温度不超过１５℃；后者最适
温度可高于１５℃，最高生长温度大于２０℃，在０～５℃可生
长繁殖［１］，该定义已被广泛接受。Ｊａｍｅｓ等在《ＭｏｄｅｒｎＦｏｏｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ》一书中提出，耐冷菌又有狭义（ｓｔｅｎｏｐｓｙｃｈｒｏｔｒｏ
ｐｈ，４０℃不生长）和广义（ｅｕｒｙｐｓｙｃｈｒｏｔｒｏｐｈ，可高于 ４０℃生
长）之分［２－３］。这些低温微生物是低温酶（ｃｏｌｄ－ａｃｔｉｖｅｅｎ
ｚｙｍｅｏｒｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｉｃｅｎｚｙｍｅ）来源的重要资源库。蛋白酶是
目前应用最多的一种酶，占世界酶市场的６０％以上［４］。低温

蛋白酶最适作用温度一般比同功能的中温蛋白酶（５０℃）低
２０～３０℃，在低温（０～２０℃）和中温环境下均具有较高催化
活性，且对热不稳定，因而有着中温蛋白酶无法取代的优越

性［５］，已被广泛应用于分子生物技术、环境生物修复、食品工

业、医药行业等各大领域［６］。已报道的产低温蛋白酶的微生

物大多分离自两极、深海、冰川、冻土等常冷环境［７－１０］。本研

究对大庆油田土壤样品中微生物进行分离筛选，得到２株产
低温碱性蛋白酶的耐冷菌，即狭义耐冷菌 ＬＳ３和广义耐冷菌
ＬＳ４，经鉴定分别属于假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）和微小
杆菌（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．），并进一步对粗酶液进行酶学性质
研究，为低温蛋白酶的广泛应用提供基础。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及培养基

１．１．１　菌株来源　土壤样品来自黑龙江省大庆油田，为无结
核硅质黏土，颜色较黑，质地较硬。

１．１．２　培养基　（１）ＬＢ富集培养基。蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母
提取物５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，调 ｐＨ值至７．０～７．２。固体培养
基另加 １５～２０ｇ／Ｌ琼脂粉。（２）初筛培养基。酪蛋白
１０ｇ／Ｌ，蛋白胨０．５ｇ／Ｌ，酵母提取物０．３ｇ／Ｌ，琼脂粉１．５％～
２．０％，调ｐＨ值至７．０～８．０。（３）摇瓶发酵培养基。酪蛋白
１０ｇ／Ｌ，蛋白胨 ０．５ｇ／Ｌ，酵母提取物 ０．３ｇ／Ｌ，调 ｐＨ值至
７．０～８．０。
１．２　产低温蛋白酶耐冷菌株的筛选及鉴定
１．２．１　耐冷菌富集　５ｇ土壤样品加入４５ｍＬ无菌水，充分
搅拌后静置３０ｍｉｎ浸出，取土壤浸出液于 ＬＢ培养基中，于
１０℃、１３０ｒ／ｍｉｎ富集培养并如此转接富集３～４次，以上所
有过程均在无菌条件下完成。

１．２．２　产低温蛋白酶耐冷菌株初筛　将富集菌液按梯度稀
释法取合适稀释度移入初筛平板中，涂布均匀，１０℃倒置培
养，挑选透明圈较大、菌落直径较大的菌株继续涂布或划线直

至菌落形状完全一致。

１．２．３　产低温蛋白酶耐冷菌株温度复筛　以４３℃为生长上
限温度，该温度下即不生长的菌株为耐冷菌，如前所述４０℃
用于区分狭义和广义耐冷菌［２－３］。将初筛得到的产蛋白酶菌

株在初筛平板上点样，分别置于４、２０、３７、４３℃上培养，４℃
生长、４３℃下不生长的菌株为试验菌株，液体培养后加灭菌
甘油于－７０℃下保存。
１．２．４　蛋白酶活力测定　按照ＱＢ／Ｔ１８０３—１９９３《工业酶制
剂通用试验方法》的紫外分光光度法测定粗酶液酶活力。

２０ｇ／Ｌ酪蛋白底物用ｐＨ值为７．５的磷酸盐缓冲液配制，相
应温度下反应 ３０ｍｉｎ后加 ０．４ｍｏｌ／Ｌ三氯乙酸终止反应，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，２７５ｎｍ处测定吸光度Ｄ
值。酶活力定义为：在上述条件下，１ｍＬ酶液催化酪蛋白水
解形成１μｇ酪氨酸的酶量为１个单位（Ｕ／ｍＬ）。
１．２．５　１６ＳｒＤＮＡ全序列测序　细菌克隆测序由生工生物工
程（上海）股份有限公司完成。通用引物为：７Ｆ，５′－ＣＡ
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ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′；１５４０Ｒ，５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣ
ＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′。
１．３　菌株生长产酶特性
１．３．１　温度对产酶耐冷菌生长的影响　将产酶菌株的液体
培养液按２％的接种量接入１０ｍＬＬＢ富集培养基中，分别置
于４、１０、２０、２５、３０、３７、４０、４３℃下１３０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，每
隔 ２ｈ测其Ｄ６００ｎｍ值。
１．３．２　ｐＨ值对产酶耐冷菌生长的影响　同“１．３．１”节接
种，于３０℃、１３０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，调节培养基ｐＨ值分别为
５、６、７、８、９，每隔２ｈ测其Ｄ６００ｎｍ值。
１．３．３　盐度对产酶耐冷菌生长的影响　同“１．３．２”节接种
培养，调节培养基ＮａＣｌ浓度分别为０、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、
７０ｇ／Ｌ，每隔２ｈ测其Ｄ６００ｎｍ值。
１．３．４　培养时间对菌株生长及产酶影响　将产酶菌株的液
体培养液按 ２％的接种量接入 ５０ｍＬ发酵培养基中，于
１０℃、１３０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，每２４ｈ测其 Ｄ６００ｎｍ值及上清液
酶活力。

１．３．５　不同碳源、氮源对耐冷菌生长及产酶影响
１．３．５．１　碳源试验　以酪蛋白为氮源，在培养基中分别加入
葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉和酵母膏为碳源，使终浓度

为１０ｇ／Ｌ，培养９６ｈ后测酶活力。
１．３．５．２　氮源试验　以酵母膏为碳源，在培养基中分别加入
胰蛋白胨、尿素、氯化铵、硫酸铵、硝酸钠、硝酸铵和酪蛋白为

氮源，使终浓度为５ｇ／Ｌ，培养９６ｈ后测上清液酶活力。
１．４　粗酶液部分酶学性质研究
１．４．１　酶的最适温度　将酶活力测定中的反应温度分别控
制在１０、２０、３０、４０、５０、６０℃，其他条件不变，分别测定酶
活力。

１．４．２　酶的最适ｐＨ值　在最适反应温度下，将酶活力测定
中的反应ｐＨ值分别控制在７、８、９、１０、１１，其他条件不变，分
别测定酶活力。

１．４．３　酶的热稳定性　将粗酶液分别在３０、４０、５０、６０℃ 等
４个温度下保温１０、２０、３０、４０ｍｉｎ，再放入冰水混合物中冷
却，测定蛋白酶活力，以未做保温处理的酶活力为对照。

１．４．４　酶的耐盐性　在酶的最佳反应温度和 ｐＨ值条件下，
于酶反应体系中分别加入０、１０、２０、３０、４０、５０ｇ／ＬＮａＣｌ，以未
加ＮａＣｌ的酶活力为１００％，分别测定酶活力。
１．４．５　部分金属离子及抑制剂对酶活力的影响　在酶的最
佳反应温度和ｐＨ值条件下，于酶反应体系中加入不同金属
离子及抑制剂，以未加金属离子或抑制剂的酶活力为１００％，
测定加入化学剂后的酶活力。

２　结果与分析

２．１　产低温蛋白酶耐冷菌株的筛选和鉴定
经过低温富集、平板初筛、温度复筛及酶活力检测，从土

壤样品中筛选得产蛋白酶活力较高的耐冷菌 ＬＳ３和 ＬＳ４。
ＬＳ３菌株呈细长杆状，长约２μｍ，宽约０．５μｍ；ＬＳ４菌株呈粗
短杆状，长不到１μｍ，宽约０．８μｍ（图１）。在酪蛋白平板
上，两菌均呈圆形，不透明，表面光滑、边缘整齐、易挑取，产生

明显透明圈，其中 ＬＳ３为乳白色，ＬＳ４呈土黄色。经 １６Ｓ
ｒＤＮＡ全序列测序鉴定，乳白色ＬＳ３菌株为假单胞菌属，土黄

色ＬＳ４菌株为微小杆菌属。
２．２　菌株生长产酶特性
２．２．１　温度、ｐＨ值及盐浓度对菌株生长的影响　２株菌株
在不同温度、ｐＨ值及盐浓度培养条件下的生长情况不同。
ＬＳ３和ＬＳ４在低温（４、１０℃）下生长状态较好，ＬＳ３在３３℃不
生长，符合狭义耐冷菌的定义，而ＬＳ４在４３℃下不生长，为广
义耐冷菌。２株菌株对 ｐＨ值均有一定耐受性，ＬＳ３在 ｐＨ值
为６～８之间生长良好，ＬＳ４在 ｐＨ值为５～８之间生长良好，
ｐＨ值达到９时对２株菌株生长稍有不利。ＬＳ３在０～２０ｇ／Ｌ
盐浓度范围内生长状态良好，在盐浓度超过３０ｇ／Ｌ以后随着
盐度升高，菌株生长逐渐受到抑制，当盐浓度为５０ｇ／Ｌ时即
不生长，在６０ｇ／Ｌ以上时Ｄ值呈下降趋势，因为在该条件下，
耐冷菌受到高渗胁迫，胞内失水，细胞凋亡。ＬＳ４菌株的耐盐
性与ＬＳ３相似，但其在不含盐条件下生长也会受到抑制，在盐
浓度为５０ｇ／Ｌ时也能生长，只是在高盐环境下生长受阻而十
分缓慢。

２．２．２　培养时间对菌株生长及产酶的影响　２株菌株在
１０℃ 下生长和产蛋白酶曲线（酶反应温度为１０℃）结果见
图２。由图２可知，２株菌株在６０ｈ前处于对数生长期，后进
入一段较长时间的稳定期，且酶活力在达到稳定期之前呈直

线上升趋势，之后也渐趋于稳定。培养液中蛋白酶量与菌体

生物量呈正相关关系，当菌体生长进入对数生长后期时，菌株

开始大量合成蛋白酶并分泌至胞外，随后酶继续产生，培养液

中酶活力迅速升高；当菌体生长达稳定期后，培养液中酶活力

保持基本恒定，并能维持较长时间。

２．２．３　不同碳源和氮源对耐冷菌生长及产酶的影响　利用
不同碳源和氮源对ＬＳ３与 ＬＳ４等２株耐冷菌进行发酵培养，
其生长及产酶情况分别见表１、表２。由表１可知，２株菌株
均不能在含葡萄糖的液体培养基中生长；对麦芽糖和可溶性

淀粉利用率很低，酶活力极低或没有酶活力；能较好地利用蔗

糖，且有较高酶活力；在含酵母膏的液体培养基中生长最旺
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盛，但就酶活力而言，ＬＳ３菌株利用酵母膏的产酶情况不及蔗
糖，ＬＳ４菌株利用酵母膏和蔗糖的产酶情况相当。由表２可
知，在所试７种氮源中，ＬＳ４菌株虽能利用不同氮源生长，但
仅在酪蛋白的存在下才产生蛋白酶，可认为其分泌的蛋白酶

是诱导酶而非组成酶。ＬＳ３菌株与 ＬＳ４菌株相似，但除了酪
蛋白，其还能更好地利用尿素分泌蛋白酶，酶活力达

到 ５２．４６Ｕ／ｍＬ。
表１　不同碳源对耐冷菌生长及产酶的影响

碳源
酶活力（Ｕ／ｍＬ） 菌体生长情况

ＬＳ３ ＬＳ４ ＬＳ３ ＬＳ４
葡萄糖 ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ － －
麦芽糖 ２．０５±０．３９ ３．５９±０．３６ ＋ ＋
蔗糖 ２７．８９±１．４８ ２９．０７±２．０５ ＋＋＋ ＋＋＋
可溶性淀粉 ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ ＋ ＋
酵母膏 １７．３６±２．３６ ２７．２６±１．５８ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

　　注：“－”表示不生长；“＋”表示菌浊程度，“＋”越多，表示菌体
生长越旺盛。下表同。

表２　不同氮源对耐冷菌生长及产酶的影响

氮源
酶活力（Ｕ／ｍＬ） 菌体生长

ＬＳ３ ＬＳ４ ＬＳ３ ＬＳ４
胰蛋白胨 ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋
尿素 ５２．４６±２．６８ ０．００±０．０２ ＋＋＋ ＋＋＋
ＮＨ４Ｃｌ ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ ＋ ＋
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ ＋ ＋
ＮａＮＯ３ ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ ＋＋＋ ＋＋＋
ＮＨ４ＮＯ３ ０．００±０．０２ ０．００±０．０２ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋
酪蛋白 １７．３６±２．３６ ２７．２６±１．５８ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

２．３　粗酶液部分的酶学性质
２．３．１　酶的最适温度　设置不同的温度梯度，对菌株酶活力
进行检测。图３显示，狭义耐冷菌 ＬＳ３产蛋白酶的最适作用
温度约在４０℃，５０℃仍维持９５％左右的酶活力，而在６０℃
降到５０％左右，且在１０、２０℃维持较高酶活力，分别为４０％、
５５％左右。广义耐冷菌ＬＳ４产蛋白酶的最适作用温度较 ＬＳ３
的低，在３０℃左右，在１０、２０℃下分别维持４５％、６０％左右
的较高酶活力，６０℃高温下仅存最高酶活力的２５％左右。根
据Ｍａｒｇｅｓｉｎ等的定义，通常把最适作用温度在３５℃左右的低
温下仍具一定催化效率的酶称为低温酶［１１］。已报道的由耐

冷菌分泌的蛋白酶最适作用温度一般处在 ２５～５０℃范
围［１２］。已知耐冷菌产蛋白酶的最适作用温度最低的为

１９℃［１３］，也有更高的最适温度（５５～６０℃）［１４－１６］，可视为中
温酶。由此表明，耐冷菌所产酶不一定都是低温酶，要鉴定是

否为产低温蛋白酶的菌株，也须要比较所产蛋白酶在不同温

度下的酶活力以及酶的热稳定性。

２．３．２　酶的最适ｐＨ值　设置不同的 ｐＨ值梯度，对菌株酶
活力进行检测，结果见图４。２株菌株最适作用 ｐＨ值均在８
左右，ＬＳ３菌株所产蛋白酶在碱性环境（ｐＨ值为８～１１）下维
持较高酶活力，虽呈递减趋势，但 ｐＨ值在１１时仍保持最高
酶活力的６０％左右。而ＬＳ４菌株所产蛋白酶活力受ｐＨ值影
响较大，随ｐＨ值升高，酶活力迅速下降，ｐＨ值为１１时仅为
最高酶活力的１５％左右。２株菌株所产低温蛋白酶均为碱性
蛋白酶。

２．３．３　酶的热稳定性　蛋白酶的耐热性检测试验结果显示，
ＬＳ３和 ＬＳ４等２株菌株所产生的蛋白酶对热的稳定性不同
（图５）。３０℃保温处理对ＬＳ３菌株产生的蛋白酶影响不大，
该温度下保温４０ｍｉｎ后仍持有６５％左右的活性；４０℃处理
３０ｍｉｎ，５０℃保温１０ｍｉｎ后仍保持６０％左右，但５０℃处理
２０ｍｉｎ则几乎丧失１００％的酶活力。相对ＬＳ３而言，ＬＳ４菌株
产生的蛋白酶对热更不稳定，其在３０℃保温３０ｍｉｎ之后即
丧失４５％左右的活力，４０ｍｉｎ后仅剩 ３０％左右；４０℃保温
１０ｍｉｎ之后则只剩 ５０％左右的酶活力，４０℃处理 ３０ｍｉｎ，
５０℃ 处理１０ｍｉｎ即丧失所有酶活力。ＬＳ３和 ＬＳ４等２株菌
株产生的蛋白酶对热的稳定性不同，应该与酶的最适作用温

度有关，前者为４０℃左右，后者约为３０℃，所以 ＬＳ４菌株产
生的蛋白酶热稳定性更差。总而言之，２株菌株所产生的蛋
白酶均对热不稳定，在较高温度（＞５０℃）下可快速失活，这
是低温酶的一个重要特性。

２．３．４　酶的耐盐性　由图６可知，盐浓度对蛋白酶活力影响
较为明显，尤其是对 ＬＳ３菌株产生的蛋白酶而言，盐浓度为
１０ｇ／Ｌ时即可抑制５０％左右的酶活力，盐浓度为３０ｇ／Ｌ时几
乎丧失１００％的酶活力。ＬＳ４菌株产生的蛋白酶对盐有一定
耐受能力，盐浓度为１０ｇ／Ｌ时仍保持７０％左右的酶活力，盐
浓度为４０ｇ／Ｌ时保持１５％左右的酶活力。
２．３．５　部分金属离子及抑制剂对酶活力的影响　金属离子
对酶活力的影响与酶的特殊结构有关，研究金属离子对酶活

力的影响在今后的理论及应用研究中都具有重要的意义。由

表３可知，受试金属离子对 ＬＳ３菌株产蛋白酶的活力均有一
定程度的抑制作用，Ｍｇ２＋、Ｋ＋、Ｂａ２＋浓度的抑制作用没有
Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋浓度的抑制作用明显，而 Ｍｇ２＋、Ｋ＋浓
度对ＬＳ４菌株产生的蛋白酶无明显影响，Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋浓度则
会使蛋白酶完全失活。吐温８０对２个蛋白酶均有明显的激
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表３　金属离子及抑制剂对酶活力的影响

试剂 终浓度
相对酶活力（％）
ＬＳ３ ＬＳ４

无 — １００ １００
Ｍｇ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ８７ ９６
Ｋ＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ９０ １０３
Ｃａ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ６４ ８３
Ｍｎ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ６８ ７３
Ｃｕ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ６２ ２
Ｚｎ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ６１ ５
Ｂａ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ８６ ７６
ＳＤＳ ０．１％ ２ ３
吐温８０ ０．５％ １１６ １６５
ＤＭＳＯ ０．５％ １０９ １３６
β－巯基乙醇 ０．５％ １１ １８
ＥＤＴＡ ５ｍｍｏｌ／Ｌ ９４ １

活效果，其中机理尚不清楚。已有研究表明，吐温８０可在蛋
白药物中用作稳定剂，起保护作用，防止蛋白质分子之间发生

反应或吸附聚集［１７］。变性剂十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）对２株
菌株的蛋白酶均有强烈的抑制作用，使蛋白酶的氢键、疏水键

打开并插入其疏水内部，形成蛋白酶－ＳＤＳ复合物，从而使酶
失活。研究表明，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）存在一定的毒性作用，
与蛋白质疏水基团发生作用，能导致蛋白质变性。然而试验

显示，ＤＭＳＯ对蛋白酶无抑制作用且对 ＬＳ４菌株产生的蛋白
酶有激活作用（１３６％），其中机理有待进一步探究。β－巯基
乙醇对２株菌株产蛋白酶均有明显的抑制作用，其通过将蛋
白酶中二硫键还原为—ＳＨ基团而使之失活。金属蛋白酶抑
制剂乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）
对ＬＳ４产的蛋白酶有强烈的抑制作用，对 ＬＳ３产的蛋白酶无

影响，说明ＬＳ４产的蛋白酶属于金属蛋白酶。

３　结论

本试验从大庆油田土壤这一非极端自然环境中分离获得

２株产低温碱性蛋白酶的耐冷菌株ＬＳ３、ＬＳ４，丰富了产低温碱
性蛋白酶耐冷菌的资源库。菌株对 ｐＨ值（５～９）及盐浓度
（０～４％）均有一定耐受性。ＬＳ３菌株为狭义耐冷菌，经鉴定
为假单胞菌属，ＬＳ４菌株为广义耐冷菌，经鉴定为微小杆菌
属。２株菌株在低温下能够良好生长并产酶，在尿素存在下，
ＬＳ３产酶活力达到５２．４６Ｕ／ｍＬ，为投入实际应用提供了有力
依据，是良好的出发菌种。ＬＳ３和 ＬＳ４菌株所产酶的最适作
用温度分别为４０、３０℃左右，最适作用ｐＨ值为８左右，低温
碱性环境中蛋白酶均维持较高活性，而热稳定性差，在较高温

度（＞５０℃）下快速失活，为蛋白酶的应用提供基本条件。金
属离子对ＬＳ３菌株产蛋白酶的活力均有一定程度的抑制作
用，Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋浓度的抑制作用较为明显，表明此
蛋白酶的作用不需要金属离子的参与，ＥＤＴＡ对其无影响也
可证实这一点。Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋浓度可使 ＬＳ４菌株产的蛋白酶完
全失活，其对ＥＤＴＡ敏感，说明属于金属蛋白酶。而吐温８０
作为稳定剂，对２个蛋白酶均有激活效果。该研究对蛋白酶
的实际应用具有指导性意义。
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刘紫英，袁　斌，冷桂华．１株华木莲内生真菌的抗氧化活性分析和菌株鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１０）：２１３－２１６．
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１株华木莲内生真菌的抗氧化活性分析和菌株鉴定
刘紫英１，袁　斌２，冷桂华１

（１．宜春学院化学与生物工程学院／江西省天然药物活性成分重点实验室，江西宜春３３６０００；
２．宜春学院生命科学与资源环境学院，江西宜春３３６０００）

　　摘要：华木莲（ＳｉｎｏｍａｎｇｌｉｅｔｉａｇｌａｕｃａＺ．Ｘ．ＹｕｅｔＱ．Ｙ．Ｚｈｅｎｇ）为木兰科中我国特有的单种属植物，全世界唯宜春特
有的珍稀濒危新树种，对从华木莲叶片中分离的多株内生真菌进行抗氧化活性分析，筛选出抗氧化性较高的菌株并鉴

定。筛选华木莲叶片的内生真菌，制备其发酵液提取物，采用 ＴＢＡ反应法、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、羟基自由基

（·ＯＨ）清除能力的分析测定其抗氧化活性，对抗氧化活性高的内生真菌菌株利用试剂盒提取内生真菌总ＤＮＡ，扩增
其ｒＤＮＡ的ＩＴＳ序列并测序。结果显示，菌株ＳＬ－３的总抗氧化活性很高，比对照、以维生素 Ｃ为底物的高。通过对
抗氧化活性成分的分析可知，该菌株含有黄酮类化合物。对菌株ＳＬ－３进行形态和分子鉴定，确定为产黄青霉（Ｐｅｎｉ
ｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ）。说明内生真菌ＳＬ－３产黄青霉具有明显和稳定的抗氧化活性，可用于抗氧化活性成分发酵生产
的微生物资源。

　　关键词：华木莲；内生真菌；抗氧化活性；ＩＴＳ序列；黄酮类化合物；菌株鉴定；产黄青霉；微生物资源
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作者简介：刘紫英（１９７９—），女，江西万年人，硕士，副教授，从事微生
物工程技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｉｎｇｚｉｌｉｕ２００８＠１６３．ｃｏｍ。

　　华木莲（ＳｉｎｏｍａｎｇｌｉｅｔｉａｇｌａｕｃａＺ．Ｘ．ＹｕｅｔＱ．Ｙ．Ｚｈｅｎｇ）别
称落叶木莲，为我国特有单种属植物，属于木兰科，已被列为

国家Ⅰ级重点保护植物，全球仅狭域分布于江西省宜春市，是
特有的珍稀树种。目前，国内外仅施建敏等对华木莲叶黄酮

类化合物和多糖的抗氧化作用进行了研究，结果显示，华木莲

叶内黄酮类化合物和多糖的抗氧化性效果很好［１－２］，华木莲

具有潜在的利用价值，可成为抗衰老保健品辅料或功能因

子［３］。现有研究结果表明，植物内生真菌可能产生与其宿主

体内相同或相似的生理活性成分，植物内生菌是分离新的天

然活性成分和开发新药的潜在资源，成为当今的研究热

点［４－５］。笔者前期已研究过华木莲叶中内生真菌的群落结

构［６］，分离并鉴定７４株华木莲叶内生真菌。现以华木莲的内
生真菌为研究对象，通过对多株内生真菌进行发酵振荡培养，

利用硫巴比妥酸（ＴＢＡ）反应法、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、
羟基自由基（·ＯＨ）清除能力研究其培养液提取物具有抗氧
化活性，筛选出抗氧化活性成分的内生真菌并鉴定其种属。

１　材料与方法

１．１　试验材料
华木莲取材于江西省宜春市明月山风景区周边林木种植
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