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摘  要: 【目的】筛选鉴定产右旋糖苷酶的海洋细菌, 并对其所产右旋糖苷酶的酶学性质

及在变异链球菌牙菌斑生物膜中的应用进行初步研究。【方法】利用平板透明圈法从海洋

环境中筛选产右旋糖苷酶的细菌, 根据菌株形态特征、生理特征及 16S rDNA 序列确定其

分类学地位, 采用体外生物膜模型研究该酶对变异链球菌牙菌斑生物膜形成的抑制作用。

【结果】从海泥中筛选出一株产右旋糖苷酶的细菌 KQ11, 初步鉴定为节杆菌

(Arthrobacter sp.)。该菌株的最适生长温度为 30 °C, 最适生长 pH 7.5, 最适生长 NaCl 浓

度为 0.4%。右旋糖苷酶的最适作用温度为 45 °C, 最适作用 pH 为 5.5。该酶能有效地抑

制变异链球菌牙菌斑生物膜的形成。【结论】菌株 KQ11 右旋糖苷酶能够抑制变异链球菌

牙菌斑生物膜的形成, 可望用于漱口液等口腔护理产品中。 
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Abstract: [Objective] This study is aimed to isolate and identify a strain which can produce 
dextranase, characterize the enzyme properties and study its application in Streptococcus mu-
tans dental biofilm. [Methods] The strains derived from marine environment were screened by 
observing transparent circle on agar plates. The strains were identified by morphology, 
physiological characteristics, and phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequences. The 
inhibitory effect of the dextranase on Streptococcus mutans dental biofilm was assessed with 
biofilm models in vitro. [Results] A dextranase-producing strain KQ11 was isolated from sea 
mud and preliminarily identified as Arthrobacter sp.. The optimal growth conditions of the 
strain were 30 °C, pH 7.5, and NaCl concentration of 0.4%. The optimal catalytic conditions of 
the enzyme were 45 °C, pH 5.5. The dextranase effectively prevented the dental biofilm for-
mation by Streptococcus mutans. [Conclusion] The dextranase from the strain KQ11 can ef-
fectively degrade Streptococcus mutans dental biofilm, and thus it can be added to the oral care 
products such as mouthwash. 

Keywords: Arthrobacter sp., Dextranase, Screen, Identification 

牙菌斑是发生于牙齿表面及内部的一种慢性

口腔细菌疾病, 常以发病率高、分布范围广严重

威胁着人类的口腔健康。变异链球菌是目前公认

的主要致龋细菌, 它合成的胞外多糖是牙菌斑形

成的重要因素[1]。目前, 控制致龋细菌生物膜形

成的策略有多种, 其中以酶解为代表的脱粘附方

法, 以其无毒性、无耐药性等优势, 逐渐成为研

究的热点[2]。自 1968 年 Fitzgerald 等首次证实了

右旋糖苷酶的防龋潜力后, 各国科学家纷纷进行

了右旋糖苷酶的防龋实验[3]。目前国内对微生物

产右旋糖苷酶的防龋研究主要为中国科学院微

生物研究所的孙晋武等, 且研究对象主要为陆源

右旋糖苷酶, 对于海洋右旋糖苷酶的研究则相对

甚少[4−5]。 

右旋糖苷酶(EC3.2.1.11)是一种可以水解右

旋糖酐链内及链端 α-1,6 糖苷键的糖苷水解酶, 

因而常被应用于制糖工业、血浆代用品的生产及

牙菌斑的预防及治疗等方面[5]。目前研究发现的

产右旋糖苷酶的真菌包括青霉属、拟青霉属、曲

霉属、镰孢属、穗霉属、轮枝孢属、长蠕孢属、
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毛壳属及斯氏油脂酵母, 细菌包括乳杆菌属、链

球菌属、纤维弧菌属、噬细胞菌属、短杆菌属、

假单胞菌属、棒杆菌属、节杆菌属、黄杆菌属, 这

些产生菌主要为陆源微生物[6]。迄今为止, 已报

道的产右旋糖苷酶的节杆菌主要分离于土壤, 例

如 1991 年日本大阪大学 Okushima 等分离的

Arthrobacter sp. CB-8 及 2010 年 Jin 等分离的产右

旋糖苷酶的氧化节杆菌[7−8]。与陆源酶相比, 海洋

酶的耐盐、耐碱、耐低温等特性更利于工业化应

用, 因此本研究从海洋环境出发, 旨在筛选得到

一株高产右旋糖苷酶的菌株, 对其进行生理生化

及分子生物学鉴定, 研究其生长特性及右旋糖苷

酶在牙菌斑预防中的作用, 从而为实现其应用奠

定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 
变异 链 球 菌 (Streptococcus mutans ATCC 

25175): 购 于 中 国 普 通 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理

中心。  

1.2  样品采集 
从连云港海域采集各类样品, 包括海泥、海

水、海鱼、虾、蟹和浒苔。 

1.3  培养基 
基础培养基: 为 2216E 培养基[5]。 

初筛培养基(g/L): 蛋白胨 5.0, 酵母粉 1.0, 

蓝色葡聚糖 2.0, 右旋糖酐 20000 8.0, 琼脂 20.0, 

陈海水配制, pH 8.0。 

复筛培养基: 在基础培养基的基础上添加

1.0%右旋糖酐 20000。  

产酶培养基(g/L): 麸皮(粉碎过 35 目) 10.0, 

硝酸钠 2.5, 氯化钠 4.0, 硫酸镁 0.4, 右旋糖酐

20000 10.0, 自来水配制, pH 6.5。 

BHI 培养基(g/L): 脑心浸出液 20.0, NaCl 5.0, 

Na2HPO4 2.5, 葡萄糖 2.0, pH 7.2−7.4。 

1.4  主要试剂 
蓝色葡聚糖, GE Healthcare、PCR 试剂及

UNIQ-10 柱式胶回收试剂盒, 上海生工生物程有

限公司; pMD 19-T 连接试剂盒, 大连宝生物公

司; 基因组提取试剂盒, 杭州爱思进生物技术有

限公司; 其他试剂为国产分析纯。 

1.5  菌株的筛选 
1.5.1  样品处理及富集: (1) 海泥: 称取 1 g 海泥

用 10 mL 无菌海水悬浮; (2) 海鱼、虾、蟹、海参: 

取出内脏, 剪刀剪碎后于 10 mL 无菌海水中研磨

成浆; (3) 浒苔: 取 0.5 g 新鲜的浒苔, 用剪刀将

其剪碎; (4) 海水: 取 20 mL 海水经 0.22 μm 滤膜

过滤后, 取出滤膜待用。处理后, 用无菌镊子将

剪碎的浒苔组织和过滤海水的滤膜分别接种至

基础培养基中, 泥浆和内脏研磨液则分别按照

2%的接种量接种至基础培养基中, 接种后置于

摇床中, 25 °C、180 r/min 培养 1−2 d。 

1.5.2  初筛及复筛: 经基础培养基富集后, 取富

集培养液梯度稀释后, 涂布于初筛平板上, 25 °C

培养 2−3 d, 观察各菌株产生透明圈的情况[9]。将

产 生 透 明 圈 的 单 菌 落 接 种 至 复 筛 培 养 基 中 , 

25 °C、180 r/min 培养 24 h, 10 000 r/min 离心

10 min 取上清液测定酶活力大小, 筛选出透明圈

大和酶活力高的菌株。 

1.6  菌株的鉴定 
1.6.1  细胞形态及生理生化特征: 观察菌株的个

体显微形态和菌落形态, 并按照《伯杰细菌鉴定

手册》[10], 进行各种生理生化反应鉴定。 

1.6.2  16S rRNA 基因序列扩增及分析: 利用细

菌基因组提取试剂盒提取菌株基因组进行 PCR, 

引物选用原核微生物 16S rDNA 通用引物, 上游

引 物 : 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTAG-3′, 下 游

引物: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′, 胶回收

PCR 产物, 与 pMD 19-T 载体连接, 转化至 DH5α

感受态细胞, 蓝白斑筛选出阳性克隆, 菌落 PCR
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验证, 送至上海生工生物公司测序。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 KQ11 的生长特性 
1.7.1  种子液制备: 将菌株 KQ11 斜面种子接种

到基础培养基中, 装液量 20%, 25 °C、180 r/min

培养 16 h。 

1.7.2  温度对菌体生长的影响: 种子液 2%接种

于基础培养基中, pH 7.5, 转速 180 r/min, 装液量

20%, 在不同温度(0 °C−40 °C)下培养 24 h, 于

OD600 下测定细胞浓度。 

1.7.3  pH 对菌株生长的影响: pH 范围 5.0−11.0, 

最适温度培养, 其余条件同 1.7.2, 为了防止培养

过程中 pH 的变化, 加入终浓度为 10 mmol/L 的缓

冲液 : pH 5.0−6.0 (MES 缓冲液 ), pH 6.5−7.0 

(PIPES 缓冲液), pH 7.5−8.0 (HEPES 缓冲液), 

pH 9.0−11.0 直接用 NaOH 调。 

1.7.4  NaCl 浓度对菌株生长的影响: 培养基用

蒸镏水配制, NaCl 范围 0−10%, 最适温度和 pH

下培养, 其余条件同 1.7.2。 

1.8  菌株右旋糖苷酶粗酶性质研究  
1.8.1  右旋糖苷酶的制备: 种子液按 4%接种量

接种至产酶培养基, 30 °C、180 r/min 培养 24 h, 

10 000 r/min 离心 10 min, 收集上清, 经分子量为

30 000 的中空纤维膜超滤浓缩, 冻干后备用。 

1.8.2  酶的最适作用 pH 和最适作用温度: 最适

作用 pH: 将酶液与不同 pH 的 3%的右旋糖酐

70000 在 45 °C 下测定酶活力, 不同 pH 值的缓冲

液为: 50 mmol/L 乙酸钠缓冲液(pH 4.0−6.0)、

50 mmol/L 磷 酸 钠 缓 冲 液 (pH 6.0−7.5) 和

50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 7.5−9.0)。酶的最

适作用温度: 将酶分别在 0 °C、20 °C−60 °C 温度

下, 用 pH 5.5 的乙酸钠缓冲液(50 mmol/L)配制的

3%右旋糖酐 70000 溶液作为底物进行酶活测定。 

1.8.3  酶活力测定: 将 10 μL 酶液与 190 μL 3%

的右旋糖酐 70000 (50 mmol/L, pH 5.5 乙酸钠缓

冲液配制) 45 °C 水浴 15 min 后, DNS 法测定还原

糖含量。酶活力单位定义(U/mL): 上述反应条件

下, 每分钟催化释放 1 μmoL 麦芽糖所需的酶量

为一个活力单位[11]。 

1.9  右旋糖苷酶对变异链球菌牙菌斑生物膜

形成的影响 
将变异链球菌活化后接种至 BHI 培养基中, 

37 °C 厌氧培养 18 h, 将菌浓度 OD550 调整至 1.0。

然后与含 1%蔗糖的 BHI 培养基按照 1:9 (V/V)的

比例加至含无菌盖玻片的无菌平皿内, 再分别加

入右旋糖苷酶, 使之终浓度分别为 0、1、3、

5 U/mL。37 °C 厌氧培养 24 h 后, 取出盖玻片, 用

无菌磷酸钠缓冲液(0.2 mol/L, pH 7.2)轻柔洗涤, 

制备扫描电镜样品[12]。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选 
在初筛培养基中加入蓝色葡聚糖, 从而快速、

有效地筛选产右旋糖苷酶菌株。对采集的样品富

集、稀释涂布后挑选产生透明圈的单菌落接种至

产酶培养基中摇瓶复筛, 结果发现编号为 KQ11

的菌株所产右旋糖苷酶活性最高, 在初筛平板上

产生的透明圈最大 ,  如图 1A 所示。该菌株 

 
图 1  菌株 KQ11 在初筛平板上形成的透明圈(A)和菌

落形态(B) 
Fig. 1  The clear zone around the colony of strain KQ11 
on the plate (A) and colony morphology (B) 
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在初筛培养基上形成白色不透明菌落, 边缘整

齐、表面光滑、湿润, 其菌落形态如图 1B 所示。 

2.2  菌株的鉴定 
2.2.1  细胞形态: 菌株 KQ11 为革兰氏阳性菌, 

无鞭毛, 无芽孢, 呈规则及不规则杆状, 部分以

V 状排列, 随着培养时间的延长, 杆状断裂成椭

球状, 生长呈杆球周期变化(图 2), 这与伯杰氏手

册中对节杆菌的描述是一致的。 

2.2.2  菌株的生理生化特征: 该菌株触酶反应呈

阳性, 氧化酶、甲基红、V-P、吲哚实验呈阴性, 在

5%脱脂牛奶中 65 °C 水浴 30 min 后无存活。通过

分析, 该菌株的生理生化特征与节杆菌属的生理

生化特征基本一致[10], 具体见表 1。 

2.2.3  16S rDNA 鉴定: 以菌株 KQ11 的基因组

为模板, 利用 16S rDNA 通用引物进行聚合酶

链式扩增反应, 胶回收之后 TA 克隆并测序, 得

到一条 1 485 bp 的序列。序列比对后, 发现菌

株 KQ11 与 Arthrobacter sp. AD29 的相似性为

99%, 系统进化树如图 3 所示。结合菌株的生理

生化特征 和分子鉴 定结果 , 该 菌株为节 杆菌

(Arthrobacter sp. KQ11)。目前文献报道表明节

杆菌属可以产生多种活性物质, 如右旋糖苷水

解酶、海藻糖合成酶、半乳糖苷酶、乙内酰脲

酶等[13−17], 因而在医药生产及环境治理修复中具

有重要的作用。 

2.3  菌株 KQ11 的生长特性 
2.3.1  温度对菌株生长的影响: 菌株 KQ11 在

0 °C 下能生长, 最适生长温度为 30 °C, 随着温度

的升高, 其生长较差(图 4)。目前已报道的节杆菌

的最适生长温度多在 20 °C−35 °C 范围内。分离

自海洋的节杆菌由于其生长环境使其具有一定

的嗜冷性, 因而能在低温环境下生长[18]。 

2.3.2  pH 对菌株 KQ11 生长情况的影响: 将基础

培养基的初始 pH 分别调至不同 pH, 按 2%接种量

接种, 30 °C 摇床培养 24 h 后测定菌浓度。如图 5
所示, 菌株 KQ11 在 pH 6.5−11.0 内生长相对较好, 
其最适生长 pH 为 7.5, 当 pH 低于 6.5 时不利于菌

株的生长。对于节杆菌属来讲, 陆源节杆菌与海洋

节杆菌对酸性环境都具有敏感性, 对碱性环境则

具有一定的耐受性, 其生长 pH 多在 5.0 以上。例

如 Srinivas 等报道的海洋节杆菌 Marine-33 的生长

pH 范围是 7.0−11.0[19]。李娜等报道的分离自烟样 

 

 
图 2  菌株 KQ11 电镜照片形态(8 000×)  

Fig. 2  The SEM photograph of strain KQ11 (8 000×) 
注: A: 培养 12 h 的棒杆状菌体; B: 培养 48 h 的椭球状菌体. 
Note: A: Club-shaped cells harvested at 12 h; B: Shot rods and coccoids cells harvested at 48 h. 



李卫娟等: 一株产右旋糖苷酶海洋细菌的筛选鉴定 761 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 1  菌株 KQ11 部分生理生化特征 
Table 1  Partly biochemical and physiological characteristics of strain KQ11 

实验项目 
Item 

结果 
Result 

实验项目 
Item 

结果 
Result 

甲基红实验 
M.R. test 

− 硫化氢 
H2S 

− 

V-P 实验 
V-P test 

− 尿素酶 
Urease 

+ 

吲哚实验 
Indole test 

− 硝酸盐肉汤 
Nitrate broth 

+ 

触酶反应 
Catalase test 

+ 纤维二糖 
Cellobiose 

− 

氧化酶 
Oxidase 

− 3% NaCl 葡萄糖 
Glucose with 3% NaCl 

+ 

淀粉水解实验 
Starch hydrolysis test 

+ 木糖 
Xylose 

− 

油脂水解实验 
Oil hydrolysis reaction 

+ 3% NaCl 蔗糖 
Sucrose with 3% NaCl 

+ 

明胶液化实验 
Gelation liquefaction test 

+ 3% NaCl 乳糖 
Lactose with 3% NaCl 

+ 

马尿酸盐利用 
Hippurate utilization test 

− 3% NaCl 阿拉伯糖 
Arabinose with 3% NaCl 

− 

赖氨酸脱羧酶 
Lysine decarboxylase 

− 鸟氨酸脱羧酶 
Ornithine decarboxylase 

− 

65 °C 5%脱脂牛奶水浴 30 
min 存活实验 
Survival test in 5% skim 
milk at 65 °C for 30 min 

− 0 °C 生长实验 
Growth test at 0 °C 

+ 

注: +: 阳性; −: 阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 

 
图 3  菌株 KQ11 系统进化树 

Fig. 3  The phylogenetic tree of strain KQ11 
注: 种属名后括号内的序号为 GenBank 数据库的登录号; 线段表示 1%序列差异的分支长度; 分支节点上的数字表示每 100

次分析所支持的次数. 
Note: The numbers in the parentheses are the accession numbers of the sequence in GenBank. The bar indicates the 1% nucleotide 
divergence. The numbers at the branch nodes represent the confidence level among 100 analysis. 
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图 4  温度对菌株 KQ11 生长的影响 
Fig. 4  The effect of temperature on the growth of 
strain KQ11 
 

 
图 5  pH 对菌株 KQ11 生长的影响 
Fig. 5  The effect of pH on the growth of strain KQ11 
 
及土样中的节杆菌最适生长 pH 在 6.5 左右, 在碱

性环境下比酸性环境下生长的要好[20]。 

2.3.3  氯化钠浓度对菌株 KQ11 生长的影响: 为

了研究氯化钠对菌株生长的影响, 在基础培养基

中添加氯化钠至不同终浓度, 并用蒸馏水代替海

水, 结果如图 6 所示。菌株的最适生长氯化钠浓度

为 0.4%, 当氯化钠的浓度高于 4%后, 菌株的生长

能力明显下降, 但仍有部分生长。与常见的海洋细

菌不同, 该菌株在氯化钠浓度为 0 时仍能生长。有

研究表明, 在实验室培养条件下, 大多数海洋细

菌能够对不良环境产生抗性,  逐渐被驯化, 因 

 
图 6  NaCl 浓度对菌株 KQ11 生长的影响 
Fig. 6  The effect of NaCl concentration on the growth 
of strain KQ11 
 
而长久保存的菌株在淡水中生长的与海水中一样

好[21]。Zobell 等曾报道, 他们所分离的 12 株海洋

细菌在保存 5 个月后能在淡水培养基中生长[22]。 

2.4  菌株右旋糖苷酶粗酶性质研究 
该右旋糖苷酶的最适作用 pH 为 5.5, pH 6.0

时酶活为最高酶活的 80%以上(图 7)。商品化右

旋糖苷酶 Dextranase 50 L 的最适作用 pH 为 4.5, 

pH 6.0 时酶仅为最高酶活的 50%左右[23]。由于人

体正常的口腔环境 pH 在 6.0 左右, 因而本研究所

用右旋糖苷酶更适合于口腔应用。菌株 KQ11 所

产右旋糖苷酶在低温下(0 °C)仍具有一定的酶活

力, 最适作用温度为 45 °C, 随着温度的升高, 酶

活迅速下降。37 °C 时酶活为最高酶活的 87%左

右(图 8)。目前已报道野生菌的右旋糖苷酶的最适

作用温度一般在 50 °C 左右 , 例如商品化的

Dextranase 50 L, 其最适作用温度为 55 °C, 37 °C

酶活仅为最大酶活的 40%[23], 与菌株 KQ11 所产

右旋糖苷酶相比比例要低。 

2.5  右旋糖苷酶对变异链球菌牙菌斑生物膜

形成的影响 
牙菌斑生物膜是由微生物自身所产生的胞外

基质与菌体本身相互包裹所形成的微生物群落。牙

菌斑是一种典型的生物膜, 变异链球菌为牙菌斑 



李卫娟等: 一株产右旋糖苷酶海洋细菌的筛选鉴定 763 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

生物膜的优势菌, 与龋病的发生有密切关系。由于

以右旋糖酐为主的水溶性葡聚糖对于牙菌斑细菌

的粘附至关重要, 因而右旋糖苷酶的加入可以抑

制变异链球菌在牙面的粘附。KQ11 产生的右旋糖 

 
图 7  pH 对酶活性的影响 
Fig. 7  The effect of pH on the activity of dextranase 

苷酶能够有效抑制变异链球菌牙菌斑生物膜的

形成, 不加右旋糖苷酶的变异链球菌牙菌斑生物

膜, 其结构较为致密, 并有一定的厚度, 多糖与

菌体相互包裹, 内部充斥着大量通道(图 9A)。右 

 
图 8  温度对酶活性的影响 
Fig. 8  The effect of temperature on the activity of dex-
tranase 

 

 
图 9  KQ11 右旋糖苷酶对 S. mutans 牙菌斑生物膜的作用(3 000×) 

Fig. 9  Effect of the dextranase from KQ11 on the dental biofilm formed by S. mutans (3 000×) 
注: A: 对照组(即添加右旋糖苷酶); B: 添加 1 U/mL 的右旋糖苷酶; C: 添加 3 U/mL 的右旋糖苷酶; D: 添加 5 U/mL 的右旋糖苷酶. 
Note: A: Control group (in the absence of dextranase); B: The presence of dextranase at the concentration of 1 U/mL; C: The pres-
ence of dextranase at the concentration of 3 U/mL; D: The presence of dextranase at the concentration of 5 U/mL. 
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旋糖苷酶加入后使变异链球菌牙菌斑生物膜的

结构有所改变, 随着右旋糖苷酶浓度的增大, 生

物膜的厚度逐渐变薄, 网状结构减少, 结构逐渐

变得疏松, 细菌粘附量也逐渐下降(图 9B、9C、

9D)。当右旋糖苷酶的浓度达到 5 U/mL 时细菌粘

附量大大下降, 原来致密的网状结构被打开, 呈

短链及长链状存在。  

3  结论 

海洋微生物是人类获得新型酶的重要源泉, 

这些新型酶常常具有巨大的生物技术应用价值。

目前关于海洋微生物来源的右旋糖苷酶的报道

甚少, 本研究通过对海洋来源的样品进行筛选得

到一株产右旋糖苷酶的海洋细菌, 初步鉴定为节

杆菌(Arthrobacter sp.)。该菌株的最适生长条件为

30 °C, pH 7.5, NaCl 0.4%。该菌株所产右旋糖苷

酶粗酶液的最适作用温度为 45 °C, 最适作用 pH

为 5.5。 

本研究对菌株 KQ11 所产右旋糖苷酶在牙菌

斑生物膜预防中的应用进行了研究, 结果发现

菌株 KQ11 所产右旋糖苷酶可以有效地预防变

异链球菌牙菌斑生物膜的形成, 减少细菌在基

质表面的粘附。目前国内尚未出现添加右旋糖苷

酶的口腔护理产品, 因而为其发展提供了一种

商业契机。 
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