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高碱基转移活性磷脂酶 D 生产菌种

的筛选及酶性质研究

王 兴国 裘爱泳 陶文沂 沈蓓英

(食品学院 )

摘要 从油 厂土峨中筛选得到一株产较 高礴脂碱基转移活 力磷 脂酶 D 的 菌种
,

经

初步鉴定为假单饱 菌属
,

通过对发哮 条件的优化
,

确定了最优发酵培养基和酶的最

适 P H 值
。
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中图分类号 T Q 6 4 6

0 引 言
磷脂酶 D ( E

.

C 3
.

1
.

4
.

4 ) 从 1 9 4 7 年由 H a n a h a n
等川在胡萝 卜中首次发现 以来

,

已分别

从洋白菜 ( e a b b a g e l e a f ) [ , ]
、

菠菜 ( s p i n a ik )〔
’ 」

、

甜菜 ( s u g e r b e e t s )仁
` ]

、

棉籽 ( e o t t o n s e e d s )〔
5 ]

、

芽

甘蓝 ( b r u s s e l s s p r
ou

r ) [` ]
、

花生 ( p e a n u t s e e d s ) L’ 」
、

蚕豆 ( f a v e b e a n ) 「
8 ]

、

绿豆 ( m a n g b e a n ) [ , ]及

大豆 ( so y b ea n) 〔 ’ 0] 中发现
。

微生物磷脂酶 D 是本世纪 60 年代发现的
,

至今 已开发出多种产

磷脂酶 D 的菌种
,

常见的有棒状菌属 ( c
b

r 少n e b a c t e r i u从 ) f” ]
、

链霉菌属 ( s t r e户t o m岁
e : ) [ , , ]

、

大

肠杆菌属 ( E s c h e r i c h i a ) [` 3 ] 、 沙门氏杆菌属 ( S a l m o , : e l l u ) ; ’ `」及假单抱菌属 ( p s e u d o m o ,: a : ) [ ’ 5 ]

等
。

但是迄今为止发现的磷脂酶 D 大多具有较高的水解能力
,

只有少数具有较高的碱基转

移能力
。

作者对具有碱基转移活性的磷脂酶 D 产生菌进行了筛选
,

从油厂油脚池旁筛选 出

一株较高碱基转移的菌株
,

根据该菌菌落形态
,

初步鉴定为假单胞菌属
。

利用正交试验法对

培养基配方进行了优化
,

确定了最佳培养条件
,

并对磷脂酶 D 的基本性质进行了试验
。

1 材料与方法
1

.

1 菌种

从油厂采集到 12 个土样
,

分离获得若干产酶菌株
,

其中以油脚池边采集的土样中分离

获得的一株菌产酶最高
,

作为试验用菌
。

1
.

2 培养基及培养条件

1
.

2
.

1 富集培养基 ( % ) 大豆磷脂 0
.

5
,

K N O
3 o

.

5
,

K
Z

H P O
; 0

.

0 2 5
,

F e s O
; ·

7 H
Z
O o

.

0 0 0 5
,
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N a Cl o
.

0 2 5
.

p H 7
.

o一 7
.

4
,

灭菌 l a t m
,

1 5 m i n
.

1
.

2
.

2 分离培 养基 ( % ) 大豆磷脂 0
.

5
,

K N O
3 0

.

5
,

K
Z
H P O

; 0
.

0 2 5
,

琼脂 2
.

p H 7
.

2 ~ 7
.

4
,

灭菌 l a t m
,

1 5 m i n
·

1
.

2
.

3 发酵培养基 ( % )
。

葡萄糖 0
.

5
,

玉米浆 1
,

蛋 白陈 。
.

5
,

酵母膏 0
.

5
,

K
Z
} IP 0

4 0
.

2
.

M g s o
; ·

7 H
Z
O o

.

0 5
.

灭菌 l a t m
,

1 5 m i n ,

摇床频率 1 0 0 次 / m i n (往复式 )
,

1 4 0 次 / m i n ( 旋转

式 )
,

发酵温度 26 C
,

周期 Z.d

1
.

3 仪器

1
.

3
.

1 薄层扫描紫外分光光度计 ( T L C / U V ) 用于初筛时酶活性测定
。

1
.

3
.

2 薄层氢火焰 色谱 T L C / F ID 仅 用于复筛时酶活性测定
。

测定条件见「1 6〕
。

1
.

4 方法

1
.

4
.

1 富集方法 以土样 gl ( 四分法取样 )加入 g m l 生理盐水中
,

振荡片刻后获得细胞悬

浊液
,

以此悬浊液一环接 入富集培养基试管
,

3 0 C 左右恒温培养 d3
.

富集后涂平板作分离培

养
。

分离后的菌株作筛选用
。

1
.

4
.

2 筛选方法 取平板上长出的菌株一环
,

接种装有 25 m l 发酵培养基的 2 50 m ! 三角瓶

中
,

于 2 6 C 振荡培养 4 8h
,

用薄板层析定性鉴别发酵液中的磷脂酶 D
,

以产磷脂酶的菌种留

作复筛用
。

对初筛获得的磷脂酶产生菌株
,

再进 一步用摇瓶复筛
,

25 O m l 三角瓶装发酵培养

基 3 o m l
,

于旋转式摇瓶机上 26 C培养 4 h8
,

发酵液离心后的上清液采用定量方法测定酶活
,

选取产酶最高的菌株作为产酶菌株
。

1
.

4
.

3 磷脂酶 D 浏定方法

l) 定性方法 酶活力测定用底物系统包括 l m g 的卵磷脂
、

0
.

Z m l 0
.

4 m ol / L 的醋酸

缓冲液 ( p H S
.

6 )
、

0
.

Zm l 0
.

z m o l / L 的 C a C 1
2 、

0
.

o s m l s o % 的甘油
、

0
.

s m l 乙醚及 0
.

3 2 m l 的蒸

馏 水
,

加入 0
.

5 m l 的乙醚及加入 0
.

Z m l 发酵液离心后的上清液
。

摇匀后 于 25 C 水浴保温

3 o m in 后
,

用沸水中止酶作用
,

然后加入 Zm l 乙醚萃取
,

用试管振荡器振荡 l m in 后待其分

层
,

取乙醚层 (上层 )作样品在薄板上点样
,

并在展开剂中展开
,

展开剂为
:

三氯 甲烷
,

甲烷
,

水一 65
: 3 0 : 5

,

最后用碘显色
,

由显色情况确定是否产磷脂酶 .D

2) 定量方法 初筛时用 T L C / U V 测定磷脂相对含量
,

复筛时用 T L C / FI D 测定磷脂

相对含量
。

1
.

4
.

4 酶性质的 测定方法

1) p H 影响的试验方法 最适 p H 试验时以各种不同缓冲液代替原酶活测定方法 中

的醋酸缓冲液
,

按酶 活测定方法进行
,

求出各种不同缓冲液中 30 m in 磷脂酶的转化能力进

行 比较
。

p H 稳定性实 验时 以 0
.

l m l酶液与不 同缓 冲液 0
.

l m l混 合后
,

3 O C 保温 1 8 h
,

然后 以

0
.

g m l p H 7
.

5 磷酸缓冲液 (0
.

02 5m 。 l / L )稀释后按常法测定酶活
,

计算残留酶活的百分率
。

2) 温度影响的试验方法 最适温度试验按正常酶活测定方法进行
,

控制水浴在规定

的试验温度
,

反应时间 30 m in
,

按转化成磷脂酞甘油的百分数 比较
。

热稳定性试验时以发酵液于不同的规定试验温度水浴 中保温处理 30 m in
,

按常法测定

酶活
。

2 结果与讨论
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2
.

1磷脂酶 D产生菌的分离

以大豆磷脂为唯一碳源的培养基对土壤微生物进行 定向富集
,

使土壤中少数的 目标菌

得到优势繁殖
,

用此培养液制成浓度梯度的细胞悬液
,

分别涂布在分离培养基平板
,

在乳 白

色的不透明平板上出现少数透明圈围绕的菌落时
,

表明培养基 中的大豆磷脂被所围绕的菌

分解利用掉 了
,

这种分解与磷脂酶的存在有一定的关 系
,

透 明圈的大小与产酶能力有关
,

本

实验挑选有较 明显的透明圈的菌株供粗筛用
。

对分离培 养基获得的有透 明圈的 56 个菌株进行发酵培 养
,

比较发酵后的产酶能力
,

根

据酶活性的定性测定方法
,

以及在薄板上的磷脂酞甘油部位有明显的黄色出现的深浅判断

其产酶能力
,

筛 出 12 株作为试验菌株
。

作第一步粗筛
,

每株 l 瓶
,

用定量方法测定
。

选择 28

号作为下一步试验用菌
,

并对其进行培养条件的优化
。

2
.

2 28 号菌株的某些特征及初步鉴定 〔” 〕

在 C M 平板上
,

菌落呈圆形稍凸起
, ,

.

6 )

抄

边缘整齐
,

菌落 呈淡黄色
,

革兰氏染色 阴

性
,

染色后油镜观察为直的 或微弯的杆

菌
,

有长有短
,

有的近球状
,

其大 小为

10
.

5一 n x (2 一 3冲 m
.

在斜面培养基培

养 3d 有明显的黄色素产生
,

这是假单胞

菌属中荧光群的特性
,

因此初 步确定其

为假单胞菌属
。

图 1 是 28 号菌的生长 曲

线
。

2
.

3 2 8 号菌株的发酵培养条件优化

采用正 交试验 的方法 对 28 号 菌的

】0 1 5 20 2 5

图 1 2 8 号菌的生长曲线

发酵培养基进行优化
,

包括金属离子
、

氮源
、

碳源及碳氢比的选择等
。

正交试验将葡萄糖
、

酵母膏
、

蛋白陈合为一个因素
,

考虑 四个因素的三水平
;
选取 L 。

( 34 )

正交表 (表 1 )
,

不考虑交互作用
,

通过极差分析得到
:

1) 最佳培养条件为 ( % ) 蛋白陈 。
.

5
,

玉米浆 1
.

5
,

酵母膏 。
.

5
,

葡萄糖 0
.

5
,

M g S O
; ·

7 H
Z
O 0

.

0 2
,

K
Z

H P O
4 0

.

3
.

2) 根据该酶催化形成的磷脂酞甘油量可以算出在最优发酵条件下其发酵上清液的酶

活力为 4
.

3 5 u / m l
,

碱基转移率 85
.

6 %
.

表 l 正交试验的因子水平

因 子 1 2 3

葡萄糖 + 蛋白陈 + 酵母膏 。
.

5 + 0
.

5 + 。
.

5 1 + l + 1 1
.

5 + 1
.

5 + 1
.

5

玉米浆 1
.

0 1
.

5 2

K Z H P ( )
` 0

.

1 0
.

2 0
.

3

M g S ( )
; ·

7 H 2( ) 0
.

0 2 0
.

0 5 0
.

]

2
.

4 磷脂酶 D 的性质

2
.

4
.

1 p H 对酶 作用的影响 2 8 号菌所产生的磷脂酶 D 其最适 p H 范围见图 2
.

由图可

知
.

磷脂酶 D 的适宜 p H 范围为 8
.

0一 8
.

.5

2
.

4
.

2 温 度对酶作用的影响 由图 3 可知
,

该磷脂酶 D 最适作用温度范围为 25 ~ 3 0 C
.
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80406020ǎ次à只姐架澎

8 0

6 0

4 0

ē次 )只书雌试早

i 万一节 气卜一一不 30

T (
`

C )

2
.

4
.

2
.

4
.

P H 6
.

图 Z p H对磷脂酶 D作用的影响 图 3温度对磷脂酶 D作用的影响

酶的热稳定性 图 4显示了温度与残余酶活的关系
。

温度稳定范围低于 O 4C
.

酶的酸碱稳定性 图5 显示相 对残 留酶活与 p H的关系
,

由图可知
:

磷脂酶 D 在

34

0一 9
.

5 稳定
,

在 p H l o
.

0 以上或 p H 6
.

o 以下失活严重
。

608040
八次à只舰书邵

八次à只舰书邵

T ( C
o

)

图 4 磷脂酶 D 的热稳定性 图 5 磷脂酶 D 的酸碱稳定性

3 结 论
从油厂土壤中筛选得到一株产较高磷脂碱基交换作用的磷脂酶 D 菌种

,

经初步鉴定为

假单抱菌属
,

通过对发酵条件的二次优化
,

确定了最优发酵培养基为 ( % )
:

蛋白陈 0
.

5
,

玉米浆 1
.

5
,

酵母膏 0
.

5
.

葡萄糖 0
.

5
.

M g s O
; ·

7 H
Z
O 0

.

0 2
,

K
Z

H P O
; 0

.

3
.

此时该菌株的产酶活力为 4
.

3 5 u / m l
,

碱基转移率 85
.

6 %
.

通过对磷脂酶 D 基本性质摸索得到该酶的最适 p H 范围为 8
.

0一 8
.

5
,

最适温度为 25 ~

3 O C
,

p H 稳定范围为 6
.

0 ~ 9
.

5
,

热稳定性范围为低于 40 C
.
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