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海洋来源低温果胶酶产生菌筛选、鉴定与
酶学性质研究

赵子琪1,2，刘烨瑀2,3，于　爽2,3，迟雪梅2,3，金书寒3，陈立功3,4，张庆芳2,3，王晓辉2,3, *

（1.大连大学医学院，辽宁大连 116000；
2.辽宁省海洋微生物工程技术研究中心，辽宁大连 116622；

3.大连大学生命科学与技术学院，辽宁大连 116622；
4.深圳市新产业生物医学工程股份有限公司，广东深圳 518000）

摘　要：目的：从海洋底泥样品中筛选能低温降解果胶的新颖菌株，发掘具有潜在产业化价值的果胶酶。方法：以

果胶为唯一碳源，利用透明圈法和 3,5-二硝基水杨酸法（DNS法）从大连渤海湾海泥中筛出一株高产果胶酶菌

株。对其进行形态学、生理生化特征分析以及 16S rDNA序列测定，BLAST同源基因比对后构建系统发育树，并

进一步研究其酶学特性。结果：筛选高产果胶酶菌株命名为 LY-1，通过 16S rDNA序列分析并结合生理生化鉴定

确定该菌株为橄榄灰链霉菌（Streptomyces olivogriseus）。菌株 LY-1在 25 ℃、180 r/min的条件下培养至 24 h
时，果胶酶的酶活力为 30.56 U/mL。最适酶 pH为 8.0，最适酶温度为 20 ℃。此外，该酶在 60 ℃ 孵育 2 h仍保持

70%以上的酶活性，在 pH7.0~9.0范围内稳定性良好，酶活性稳定维持在 90%以上。金属离子 Cu2+、Ba2+、
Mg2+、Ca2+、K+、Co2+促进该酶活性，Mn2+、Zn2+、Hg2+、Na+则抑制该酶活性。结论：菌株 LY-1所产的果胶酶具

有应用于产业化商用果胶酶的潜力。

关键词：果胶酶，筛选，鉴定，酶学性质
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Abstract：Objective:  To select  novel  strains  that  could degrade pectin  at  low temperature  from marine sediment  samples
and discover pectinase with potential  industrial  value.  Methods: Take pectin as the only carbon source,  screening a high-
yielding pectinase strain from sea mud in Bohai Bay, Dalian with the transparent circle method and the 3,5-dinitrosalicylic
acid method (DNS method). It analyzed the morphological, physiological and biochemical characteristics, and determined
the 16S rDNA sequence. After comparing BLAST homologous gene, it built up a phylogenetic tree, and further studied the  
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enzymatic properties. Results: It screened the strain with high pectinase yield which was named LY-1. Then it analyzed the
16S rDNA sequence and determined that this strain was Streptomyces olivogriseus from the physiological and biochemical
index. When strain LY-1 was cultured at 25 ℃ and 180 r/min for 24 hours, the enzyme activity of pectinase was 30.56 U/mL.
It showed that the optimal enzyme pH was 8.0, and the optimal enzyme temperature was 20 ℃. Furthermore, the enzymatic
activity could still be maintained more than 70% when it was incubated at 60 ℃ for 2 hours, and remained stable in the pH
range of 7.0~9.0 with enzyme activity at over 90%. The metal ions Cu2+, Ba2+, Mg2+, Ca2+, K+, and Co2+ could promote the
activity of this enzyme, while Mn2+, Zn2+, Hg2+, and Na+ would inhibit its activity. Conclusion: The pectinase produced by
strain LY-1 would have the potential to be applied to industrial commercial pectinase.

Key words：pectinase；screening；identification；enzymatic properties

果胶是一种广泛存在于植物细胞壁中的复杂多

糖，主链是通过 α-1,4-糖苷键聚合而成的 D-吡喃半

乳糖醛酸，侧链则由各种多糖组成，如 L-阿拉伯糖、

L-鼠李糖、D-半乳糖等[1]。果胶酶（pectinase）是指能

降解果胶物质的多酶复合体系，能够降解果胶的多种

结构[2]。根据果胶酶对果胶物质中半乳糖醛酸骨

架的作用模式，可将该酶分为聚半乳糖醛酸酶

（polygalacturonase，PG）、果胶裂解酶（pectate lyase，
PL）与果胶甲酯酶（pectin methyl esterase，PE）三大

类[2]，不同的果胶酶切割果胶中不同类型的 α-1,4-糖
苷键[3−4]。根据最适酶活性 pH又可将其分为碱性和

酸性两大类[5−7]。碱性果胶酶主要应用于食品生产过

程中，帮助分解果胶，改善产品的质地和口感[8]，对于

胃肠道疾病患者来说，果胶的有效降解可以减轻胃

肠道的负担，改善消化吸收。此外，果胶酶还可以用

于治疗炎症和肿瘤等疾病，其降解果胶的能力可以

帮助减轻炎症反应、促进肿瘤细胞的死亡[9−10]；在酒

类酿造过程中分解果胶，促进酒液的澄清和过滤；预

处理食品加工业中含果胶的废水[11]，酸性果胶酶则主

要用于提取和澄清果蔬汁和果酒，降低产品的浑浊度

和黏度、选择性水解组织中间薄片的多糖来保持植

物细胞的完整性从而提高单细胞产品质量，单细胞产

品可用作婴儿制品、乳制品的成分[12]。

在果胶酶的天然来源中，微生物因其具有广泛

的适应性、多样的代谢途径、高效的酶系统以及生长

周期短、培养条件易控制、分布广等优势而成为了

果胶酶的主要来源[13]。其中真菌、细菌、放线菌和酵

母菌等都能产生果胶酶[14−15]，尤其以曲霉属最为常

见[16−17]。目前，全球果胶酶市场正处于快速增长阶

段，几乎占据全球酶市场的 25%[18]。这主要得益于

果制品行业的发展，以及人们对优质健康食品的需求

增加。然而，相比于国外，我国对果胶酶的研究起步

较晚[19−20]，无论是在研究水平、领域、手段方面还是

开发应用方面与国外都存有一定差距[19−21]。尤其是

缺乏产高活性酶的菌种，目前能应用于工业中的果胶

酶多来源于真菌[22]，其大多存在产酶活性较低、能耗

过高等问题，因而无法满足工业生产上的需求，导致

效价高的商品果胶酶产量仍很低。因此，找到一种新

型优质菌种来制备果胶酶是非常有必要的，海洋环

境具有高盐、高压、低温、低光照、寡营养等特点，能

很大程度上赋予微生物果胶酶新的代谢机制与基因

特性，有利于优势菌株的筛选。

本研究从海洋底泥样品中筛选到一株高产低温

碱性果胶酶的放线菌，通过形态学、生理生化及 16S
rDNA序列测定并构建系统发育树分析确定该菌菌

属，并研究了其相关酶学性质，旨在发现新的优质低

温酶源微生物资源，推动相关行业发展，同时该研究

为后续提取果胶酶基因进行克隆表达和高效、低能

耗大批量生产果胶酶提供了前期基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

海泥样品　中国辽宁省大连市渤海海域

（121°78'85.74'' E，39°01'79.06'' N）60~100 m深度处

海底泥；果胶　上海麦克林生化科技有限公司；其他

试剂均为国产分析纯。

Bioscreen C自动微生物鉴定分析仪　Biolog公

司；CI－L型显微镜　尼康仪器（上海）有限公司；

BPC-150F型培养箱　上海茸研仪器有限公司；

Multiskan 1510酶标仪　芬兰 Labsystems公司；D-
37520低温冷冻离心机　Thermo公司；CRY-2112恒

温摇床　上海茸研仪器有限公司；DK-S600电动恒

温水浴锅　上海景洪实验设备有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   培养基的制备　初筛培养基 [21,23]（g/L）：果
胶 30.0， NaNO3  3.0， K2HPO4·3H2O  3.3， KCl  0.5，
Fe2（SO4）3 0.01，（NH4）2SO4 20，MgSO4 0.24，CaCl2
0.15，KH2PO4 3.8，溴酚蓝 0.2，琼脂粉 20.0，pH自然。

基础培养基（g/L）：酵母浸膏粉 5.0，蛋白胨 8.0，
氯化钠 10.0，pH7.0。

发酵培养基 [24]（g/L）：果胶 2.0，K2HPO4  0.01，
MgSO4 0.05，FeSO4 0.001，（NH4）2SO4 2.0，pH自然。 

1.2.2   菌株分离纯化与初筛　称取海泥 10.0 g，置于

装有若干玻璃珠和 90 mL无菌水的 250 mL锥形瓶

中，放于恒温摇床，30 ℃、160 r/min、2 h充分打散。

再从上述锥形瓶取 1 mL加入到 99 mL基础培养基

中，25 ℃、180 r/min富集培养 24 h。用 0.85%（m/V）

无菌生理盐水对菌悬液进行 10倍梯度稀释，将梯度

为 10−1~10−7 的样品稀释液各取 200 μL涂布到初筛

培养基上（每个梯度做 3组平行实验），25 ℃ 倒置培

养 48 h。待长出菌落后，及时挑取长势良好、外观不

同的单菌落进行分离纯化，后将纯化过的菌株点种
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在初筛培养基上（每株菌做三组平行实验），25 ℃ 倒

置培养 48 h。使用游标卡尺准确测量培养基上的

黄色水解圈直径（Dp）和菌落直径（Dc）[21]，挑选出

Dp/Dc值较大的 6株菌株作为复筛的目标菌株[22]。 

1.2.3   产果胶酶菌株的复筛　挑取初筛得到 6株单

菌落分别接种于基础培养基中，25 ℃、180 r/min
培养 24 h。以接种量为 2%（v/v）将活化 24 h的培

养物接种到发酵培养基（100/250  mL）中，25 ℃、

180 r/min发酵 72 h。发酵液 4 ℃、8000 r/min离心

20 min后，取等量上清液适当稀释作稀释粗酶液，

使用 3,5-二硝基水杨酸法（DNS法）[25] 制作葡萄糖标

准曲线并测定酶活进行复筛，底物为 0.5%的果胶

液。酶活力单位定义（U）：在 25 ℃，pH为 7.0的反

应条件下，每分钟释放 1 μmol还原糖（以葡萄糖计）

所需的酶量。发酵液酶活力单位定义为每毫升发酵

液含酶活单位（U/mL）。选取酶活最高的菌株，用甘

油管保存于−80 ℃ 冰箱。 

1.2.4   菌株生长曲线及产果胶酶活性曲线测定　粗

酶液的制备：取复筛选出的菌株接种于基础培养基

25 ℃、180 r/min培养 24 h。以接种量为 2%（v/v）将
活化 24 h的培养液接种到发酵培养基（100/250 mL）
中，25 ℃、180 r/min培养 72 h。将发酵液 4 ℃、8000 r/
min离心 20 min后取上清液适当稀释即为粗酶液。

挑取上述酶活最高菌株的单菌落于基础培养基

（100/250 mL）中在 25 ℃、180 r/min培养条件下培

养，以未接种单菌落的基础培养基为空白对照，当培

养液的 OD600值达到 0.5时，以接种量为 1%（v/v）
接种于发酵培养基中培养。使用自动微生物鉴定分

析仪（每孔 250 μL，25 ℃）进行振荡培养，每隔 8 h检

测一次 OD600，连续检测 4 d，得到连续时间节点处

的 OD600值并绘制生长曲线[26]。

在每次检测 OD600的同时，吸取 1.7 mL质量

分数为 0.5%的果胶底物溶液于具塞比色管中，加入

0.3 mL稀释酶液，25 ℃ 水浴准确反应 30 min后取

出，加入 3 mL DNS试剂，充分混匀后立即用沸水

浴 30 min灭活，然后定容至 25 mL；以高温煮沸灭

活10 min后的酶稀释液作为空白对照 [27−28]，各取

200 μL于 96孔板中，用酶标仪在 540 nm处测 OD
值，实验组与空白对照组各做 3次平行实验取平均

值，两者的差值即为还原糖的产生量，后根据

OD540差值计算酶活大小并绘制产酶活性曲线。 

1.2.5   菌株的形态鉴定　将复筛所得的最高酶活的

菌株进行平板划线分离纯化，25 ℃ 培养 24 h后观察

菌株生长状况、菌落形态以及革兰氏染色镜下结果。 

1.2.6   菌株的生理生化鉴定　利用 Biolog自动鉴定

仪检测该菌株对碳源的利用率。参照文献 [15]所用

方法。 

1.2.7   菌株的 16S rDNA序列测定及同源性分析　

将保存的菌株平板送往大连宝生物公司并对菌株进

行 16S rDNA分析鉴定：采用 PCR扩增目的片段，记

录扩增序列结果并进行电泳检测，采用数据库同源

对比法，利用 BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST），将目的菌株 LY-1的 16S rDNA序列与Gen-
Bank/DDBJ/EMBL数据库中菌的 16S rDNA序列进

行比较鉴定，找出与目的菌株基因序列同源性较

高的已知分类地位的菌种。采用 Mega X构建系统

发育树[29]。结合上述 Biolog自动微生物鉴定分析系

统结果，进行分析，得到准确鉴定结果。 

1.2.8   酶学特性研究　 

1.2.8.1   最适温度和热稳定性分析　在 pH为 7的

条件下，将待测果胶酶液样品分别在 5~80 ℃ 的水浴

环境下与果胶底物进行酶反应 30 min，以 DNS法测

定果胶酶酶活力，以最高酶活为 100%计，绘制果胶

酶最适反应温度的相对酶活曲线，得到最适反应

温度。将果胶酶液样品分别置于 5、10、15、20、25、
30、35、40、45、50、55、60、65、70、80 ℃ 下保温

处理 2 h，后置于最适温度的条件下进行酶解反应

30 min，测定酶活力。以最大酶活值定义为 100%，

绘制果胶酶热稳定性的相对酶活曲线，每个温度检

测 3组平行。 

1.2.8.2   最适 pH和 pH稳定性分析　分别配制不

同 pH3.0~12.0的缓冲溶液，pH3.0~5.0的 Phosphate
citrate缓冲液、pH6.0~10.0的 Tris-HCl缓冲液、pH
为 11.0~12.0的 Na2HPO4-NaOH缓冲溶液。用不

同 pH的缓冲溶液稀释粗酶液并配制相应 pH的

果胶底物，用 DNS法在 20 ℃ 条件下测不同 pH的

果胶酶酶活力，将最大酶活值定义为 100%，计算相

对酶活力，绘制果胶酶最适反应 pH的相对酶活曲

线，得到酶的最适 pH。将待测果胶酶液样品在不同

pH缓冲液中放置 2 h，再将其置于最适 pH条件下酶

解反应 30 min，以最大活力为 100%计，绘制果胶酶

pH稳定性的相对酶活曲线。每个 pH检测 3组平行。 

1.2.8.3   两种浓度下的不同金属离子对酶活的影响

　在温度 20 ℃、pH为 8的情况下，在酶活测定反应

体系中分别加入终浓度为 1和 5  mmol/L且含有

Co2+、Na+、Mn2+、Zn2+、Ba2+、Hg2+、Cu2+、K+、Mg2+、
Ca2+的金属离子试剂，在对照组中添加相应体积的缓

冲液 PB，并在测量酶活性后计算其相对活性。每种

金属离子检测 3组平行。 

1.3　数据处理

所有实验均为三组平行。使用 GraphPad Prism
9.5.1软件对筛菌结果、菌株生长量以及酶活性高低

等数据进行处理与统计学分析。 

2　结果与分析 

2.1　产酶菌株初筛结果

如表 1所示，计算出培养基中菌株的 Dp/Dc值，

并挑选出 Dp/Dc值较大的 6株作为目标复筛菌株

并继续培养。其编号分别为 LY-1，LY-6，LY-7，LY-
9，LY-11，LY-16。其中 LY-11的 Dp/Dc值最大为
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5.28±0.35，LY-7的 Dp/Dc最小为 3.15±0.35。
 
 

表 1    产果胶酶菌株初筛结果
Table 1    Results of the initial screening of pectinase-

producing strains

菌株编号 水解圈直径Dp（mm） 菌落直径Dc（mm） Dp/Dc
LY-1 10.30±0.56 2.20±0.20 4.72±0.67
LY-6 6.76±0.35 1.73±0.25 3.94±0.51
LY-7 9.76±0.61 3.13±0.55 3.15±0.35
LY-9 11.86±0.45 3.00±0.36 4.00±0.60
LY-11 12.67±0.45 2.40±0.10 5.28±0.35
LY-16 9.03±0.42 1.83±0.21 4.99±0.38

  

2.2　产酶菌株复筛结果

根据 DNS法制作葡萄糖标准曲线，线性回归方

程为 y=0.9614x+0.0276（R²=0.9880），表明线性拟合

良好可用于果胶酶活力的计算。挑取上述初筛得到

的 Dp/Dc值较大的菌株 LY-1，LY-6，LY-7，LY-9，

LY-11，LY-16进行平板划线得到单菌落后接种于发

酵培养基，用 DNS法对其粗酶液进行酶活检测，每

株菌进行三次平行实验。因为酶活力和测定的吸光

度值呈正比例线性关系，故用吸光度值的大小来代表

其粗酶液的酶活力的大小酶活检测，结果如图 1所

示，其中编号为 LY-1的菌株酶活力（30.56 U/mL）显

著高于其他 5个菌株（P<0.05）。
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图 1    6株菌的酶活测定
Fig.1    Enzyme activity assay of 6 strains of bacteria

  

2.3　菌株生长曲线及产酶活性曲线

复筛选出的 Dp/Dc值最大且酶活性最高的菌

株 LY-1为目的菌株，对该菌株进行生长曲线的测定

并用其制取的酶液进行酶活性测定，结果如图 2，

菌株 LY-1接种发酵 24 h内为迟缓期。接种后 24~

56 h达到对数增长期，生长曲线上的活菌数呈线性

增加，而酶活相对于生长曲线表现出了一定的滞后

性，在 32~64 h内呈线性增长趋势，此时的菌株的形

态、染色、生物活性都很典型，对外界环境因素的作

用敏感，因此研究菌株的性状以此时期为最好[30]。

56 h后进入平稳期，菌群的生长总数处于较平坦的

阶段，酶活也在此段时间内达到最高值。接种 72 h

后为衰落期，酶活性也开始同步减小，故确定接种后

培养 64 h为最佳培养时间。 

2.4　菌株的形态与鉴定 

2.4.1   菌株的形态　如图 3a所示在固体种子培养基

上培养的菌株 LY-1，单菌落形态为点或圆形，边缘呈

波状，颜色为浅白或乳白色，表面扁平，无光泽，无气

味，表面干燥，不透明，菌落部分聚生，上似有一薄层

“干粉”状物质，且菌株的革兰氏染色实验为阳性，可

初步鉴定为放线菌。图 3b为菌株 LY-1的显微形态，

可见单菌株多呈球形或者椭球形，其分布特点大致为

多菌聚集状或单菌分散状。

 
 

a b

图 3    菌株 LY-1在平板上的菌落形态及在显微镜下的
菌体形态

Fig.3    Colony morphology of strain LY-1 on a plate and cell
morphology under a microscope

注：a：平板菌落形态；b：显微镜 1000倍下菌体形态。
  

2.4.2   LY-1号菌株生理生化鉴定　通过 Biolog细

菌自动鉴定仪对菌株的碳源利用率以及化学敏感程

度进行检测，结果如表 2所示，对比鉴定后初步判断

该菌种为链霉菌属 Streptomyces sp. LY-1，PROB值

为 0.929，Organism Type为革兰氏阳性链霉菌。

用 GenⅢ微孔板测试 LY-1菌株碳源利用度以

及相关酶学特征实验结果见表 1。由表 2可知，该菌

株充分利用了 D-葡萄糖、柳醇、i-肌醇、D-甘露醇、

山梨醇、D-半乳糖、L-阿拉伯糖、D-果糖、果胶，也可

以部分利用松三糖、D-半乳糖等碳源，而蔗糖、L-鼠

李糖、棉子糖、海藻糖等其他碳源的利用率比较差。

淀粉水解强，不产生硫化氢，不分解纤维素。明胶液

化，牛奶凝固并胨化。 
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图 2    LY-1菌株生长曲线与产酶活性曲线

Fig.2    Growth curve and enzyme production activity curve of
LY-1 strain
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2.4.3   LY-1菌株 16S rDNA序列分析与系统发育树的

构建　菌株 LY-1的 16S rDNA测序长度为 1396 bp。
如图 4所示，在琼脂糖凝胶电泳图谱结果中可以看

到扩增后的目的基因条带介于 1000 bp和 2000 bp之

间，与 16S rDNA测序结果相符。
  

bp

2000
1000
750
500
250
100

1M 2

图 4    菌株 LY-1的 16S rDNA 电泳图谱
Fig.4    Electrophoretic profile of 16S rDNA of strain LY-1
注：M：DL2000 DNA Marker；1：负对照；2：PCR 产物。

 

通过菌落形态以及镜下特征可以初步鉴定出所

得的菌株 LY-1为放线菌，并结合其生理生化鉴定结

果和培养特性的综合比较，最终确定菌株 LY-1为链

霉菌属。将获得的序列结果通过与 Gen-Bank/DDBJ/
EMBL数据库中的已知基因序列进行同源对比分

析，发现菌株 LY-1与放线菌橄榄灰链霉菌（Strepto-
myces olivogriseus）标准菌株 AB184486.1的相似度

达到 99.79%，表明两者的亲缘关系最近，结合上述菌

株的形态及生理生化特征可以鉴定 LY-1为放线菌

橄榄灰链霉菌，基于菌株 16S rDNA基因构建的菌

株 LY-1的系统发育树如图 5所示。 

2.5　酶学特性 

2.5.1   最适温度以及温度稳定性　如图 6中 a所示，

菌株 LY-1从低温至 20 ℃ 区间酶活性呈上升趋势，

在 15~25 ℃ 区间内具有较高的酶活性，相对酶活高

达 90%以上，在 20 ℃ 时菌株酶活达到最高值，

故酶的最适反应温度在 20 ℃ 左右，从 20 ℃ 开始，

随着温度的升高，酶活性开始缓慢下降，45 ℃ 以后，

活性开始下降至 80%以下。根据 Marx等[31] 的定

义，通常把最适催化温度在 30 ℃ 左右而在 0 ℃ 仍

然具有催化效率的酶称为低温酶。真菌来源果胶

酶最适作用温度一般在 30 ℃ 左右，如 Sudeep等[32]

发现的 Aspergillus spp. Gm最适作用温度为 30 ℃，

细菌果胶酶最适温度相对于真菌果胶酶而言较高，

能够达到 50~60 ℃。而上述结果表明该菌株所产果

胶酶的最适作用温度为 20 ℃ 具有良好的低温耐受

性并且对常温也有一定的抵抗能力；对酶的热稳定

性研究如图 6中 b所示：当温度升至 60 ℃ 时保存

2 h其酶活性仍在 70%以上，说明此酶对温度的适

应性较强[32]，更适合工业生产。 

2.5.2   最适 pH及 pH稳定性　对酶的最适 pH，pH稳

定性分析，结果如图 7中 a所示，酸碱度会极大影响

酶的的活性和稳定性，随着 pH的逐步升高，酶活力

逐步上升，当 pH为 8.0时，酶活达到最大，故此果胶

酶的最适 pH在 8.0左右，即弱碱性环境下酶活达到

最大，pH过高或者偏低的情况下，酶活较低，当

pH小于 7.0（大于 9.0）时，酶活性下降的较快。如

图 7中 b所示，果胶酶表现很高的 pH稳定性，在 pH
为 7.0~9.0范围内保温处理 2 h，酶的残余活力均在

 

表 2    菌株 LY-1碳源利用实验

Table 2    Strain LY-1 carbon source utilisation experiments

特征 结果 特征 结果

D-葡萄糖 + L-阿拉伯糖 +
柳醇 + D-果糖 +

D-半乳糖 W L-鼠李糖 −
D-甘露醇 + 松三糖 W
山梨醇 + D-麦芽糖 +
D-木糖 + 棉子糖 −
i-肌醇 + 海藻糖 −
淀粉 + 葡萄糖酸钠 +
蔗糖 − 酶氨基酸酶 +
果胶 + 琥珀酸钠 +
糖原 + 牛乳胨化 +

水杨苷 + 明胶液化 +
L-苹果酸 + 硫化氢分解 −

核糖 + 纤维素分解 −

注：+为阳性；W为弱阳性；−为阴性。

 

Streptomyces sp. strain MJM12341 (MN636768.1) 
Streptomyces broussonetiae strain T44 (MT849770.1) 
Streptomyces broussonetiae strain T44 (MN826232.1) 

Streptomyces sp. BI245 (KU497663.1)
Streptomyces sp. strain SUSTA17 (OQ804364.1). 

Streptomyces olivogriseus strain: NBRC 13795 (AB184486.1)
LY-1

Streptomyces filipinensis strain NBRC 12860 (NR 041083.1)
Streptomyces durhamensis strain NIOT MBCTS62 (MW548237.1)
Streptomyces durhamensis strain CSSP538 (NR 043352.1)

Streptomyces sp. strain HUAS 2-6 (OP268162.1) 
Streptomyces sp. HPF1204 gene (LC515800.1)

Streptomyces yokosukanensis strain NBRC 13108 (NR 112372.1)
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图 5    基于菌株 16S rDNA 基因构建的菌株 LY-1的系统发育树

Fig.5    Phylogenetic tree of strain LY-1 constructed based on 16S rDNA gene sequence
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90%以上，在碱性环境（pH为 8.0~10.0）中随着 pH

逐步升高酶的稳定性在缓慢下降，但在 pH为 10的

环境下仍能稳定在 80%以上。说明该果胶酶在较宽

的碱性范围内是非常稳定的。

 
 

100

80

60

40

20

0 2 4 6 8 10 12
0

相
对

酶
活

 (%
)

pH

a
b

图 7    初始 pH对果胶酶活力的影响（a）及果胶酶的
pH稳定性（b）

Fig.7    Effect of different initial pH on pectinase activity (a) and
pH stability of pectinase (b)

  

2.5.3   金属离子对酶活的影响　不同金属离子对果

胶酶酶活影响不同。如图 8所示，在果胶酶酶解

反应过程中加入不同金属离子，1和 5 mmol/L的

Cu2+、Ba2+、Mg2+、Ca2+、k+、Co2+处理组相对酶活（%）

均显著大于对照组（P<0.001），对果胶酶起促进作用，

Ba2+、Mg2+、K+和 Ca2+在海洋中含量丰富，研究也表

明其对海洋低温酶活性有显著促进作用。其中

Cu2+、Ba2+最为显著（P<0.001）且高浓度下的促进作

用较为明显，在浓度为 5 mmol/L的条件下相对酶活

达到了 150%以上，可能是由于 Ba2+、Cu2+与酶结合

后改变了酶的空间结构，稳定了酶蛋白活性的构象，

进而提高酶活力[33]。而 Mn2+、Zn2+、Hg2+、Na+处理

组相对酶活力（%）小于对照组（P<0.001），对果胶酶

的酶活起抑制作用且高浓度下的抑制作用也较为明

显。由于 Hg2+具有氧化巯基抑制酶活的特性，说明

该果胶酶活性中心附近可能有半胱氨酸残基[34]。而

Mn2+、Zn2+抑制酶活性可能是由于这两种离子破坏

了该酶的三维构象，使其更易发生失活所导致的，所

以Mn2+、Zn2+、Hg2+对该果胶酶有显著的抑制作用。

 
 

200

150

100

50

Co2+ Na2+ Mn2+ Zn2+ Ba2+ Hg2+ Cu2+ K2+ Mg2+ Ca2+
0

相
对

酶
活

 (%
)

***
***

***

*** ***
***

***
***

***

***

***
***

***

***

**

*** ***

***
***

**

Control
1 mmol/L
5 mmol/L

图 8    不同浓度及种类的金属离子对 LY-1菌株酶活的影响
Fig.8    Effects of different concentrations and types of metal

ions on the enzyme activity of LY-1 strain
注：对照组为相应体积的 PB缓冲液；**表示与对照组相比，
0.001<P<0.01；***表示与对照组相比，0.0001<P<0.001。
  

3　结论
以果胶为唯一碳源，利用透明圈法和 DNS法

从渤海湾底泥中筛出一株高产低温果胶酶的菌株

LY-1，经过形态学、生理生化分析以及 16S rDNA测

序分析，并在 NCBI等数据库中进行比对 Mega
构建系统发育树，最终确认为是橄榄灰链霉菌

（Streptomyces  olivogriseus）。经过酶学特性研究，

发现此菌产果胶酶的最适温度为 20 ℃，在４ ℃ 下

仍能保持 70％以上的酶活力，与大部分真菌、细菌等

来源的果胶酶相比具有明显的低温酶特性及冷适应

性，在 60 ℃ 保存 2 h酶活仍在 70%以上，表明该低

温酶也具有一定的热稳定性；最适酶反应 pH为 8.0，

在 pH为 7.0~9.0处理 2 h，其酶活力均可维持 80%

以上，表明该果胶酶的碱耐受性较好；金属离子

Cu2+、Ba2+、Mg2+、Ca2+、K+、Co2+对果胶酶活性有促

进作用，以 Ba2+、Cu2+最为显著（0.0001<P<0.001），而
金属离子Mn2+、Zn2+、Hg2+对果胶酶活性则有明显的

抑制作用。后续研究中可对其进行基因克隆、酶蛋

白修饰等从而进一步提高酶活性，为开发更高效、环

境友好的生产工艺及低温碱性果胶酶在食品工业中

的应用提供参考。
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图 6    发酵温度对果胶酶活力的影响（a）及果胶酶的
热稳定性（b）

Fig.6    Effect of fermentation temperature on pectinase activity
(a) and thermostability of pectinase (b)
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