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一株高产酯酶中度嗜盐菌的分离、鉴定及 
酯酶部分酶学性质的研究 
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摘  要: 利用平板筛选法从盐场卤水池中筛选到一株高效降解Tween 20 的中度嗜盐菌DF-B6 菌

株。通过形态学、生理生化及 16S rDNA序列分析确定该菌株为Idiomarina属的成员。底物特异性

实验确定DF-B6 菌株分泌的脂裂解酶为酯酶, 而非脂肪酶。在含 8% NaCl的 0.05 mol/L Tris-HCl 
(pH 8.0)缓冲液中, 50°C条件下作用, 酶活性最高。当反应液中金属离子浓度为 10 mmol/L时, Mg2+、

Ca2+和Mn2+对酶活有激活作用, 而Zn2+、Fe3+和Cu2+则对酶反应有抑制作用。 
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Bacterium High-producing Esterase 
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Abstract: A moderately halophilic bacterium strain DF-B6 capable of degrading Tween 20 was isolated 
from solar saltern brine by plate method. Based on the phenotype, physiological and biochemical character-
istics, and the phylogenetic analysis of 16S rDNA sequence, strain DF-B6 was identified as Idiomarina. The 
substrate specificity test showed that the lipolytic enzyme from strain DF-B6 was an esterase, and not a li-
pase. The maximum esterase activity was observed in 8% NaCl concentration at 50°C, pH 8.0. The effect of 
various divalent cations was studied on the activity of esterase from Idiomarina sp. DF-B6 at the concentra-
tion of 10 mmol/L, Mg2+, Ca2+ and Mn2+enhanced the esterase activity, while Zn2+, Fe3+ and Cu2+ inhibited 
its activity. 

Keywords: Moderately halophilic bacterium, Idiomarina, Esterase, 16S rRNA

酯酶(Esterase, EC 3.1.1.1)是一类重要的水解酶, 
具有分解和合成酯类化合物的能力 , 可以完成酯
化、转酯、酯交换等反应, 已广泛应用于农业、食
品酿造、医药化学、污水处理和生物修复等领域。

在自然界中能产生酯酶的微生物资源非常丰富, 从
分类上看主要是真菌, 其次是细菌, 主要集中在芽
孢杆菌属、假单胞菌属以及伯克霍尔德菌属等, 另
外放线菌的个别种类也产生酯酶[1]。 
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中度嗜盐菌是一类最适生长盐浓度为 3%~15%
的嗜盐微生物生理类群 , 它可以在较宽的盐浓度
(0.5%~25%)范围内生长, 细胞产生的胞外酶在盐度
变化较大的条件下仍然保持较高的酶活 [2], 利用此
独特特性可将其用于高盐有机废水的生物处理及环

境修复等领域。印染、造纸、农药生产、海水直接

利用、石油开发及加工过程中会产生大量含脂(酯)
类物质的高盐有机废水, 筛选产胞外脂(酯)酶的中
度嗜盐菌, 研究细胞产酶的最适条件以及酯酶的酶
学特性, 对于提高对高盐有机废水的生物处理效率
具有重要意义。国内外目前尚未有相关中度嗜盐菌

酯酶的研究报道。本研究以Tween 20为底物筛选高
产脂(酯)酶的中度嗜盐菌, 对其中一株产酶较高的
菌株进行了初步的分类鉴定, 并对细胞产生酯酶的
部分酶学特性进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
分离材料采自黄海沿海晒盐场卤水池的水样和

泥样。Taq酶购自 TaKaRa公司, 对硝基苯乙酸酯、
对硝基苯丁酸酯、对硝基苯辛酸酯、对硝基苯月桂

酸酯、对硝基苯棕榈酸酯购自 Sigma 公司, 橄榄油
购自上海国风集团, PCR 引物由上海生物工程有限
公司合成。 

DSMZ-755固体培养基(1 L)：NaCl 100 g, 蛋白
胨 5 g, MgSO4⋅7H2O 5 g, 酵母粉 3 g, 琼脂粉 18 g, 
pH 7.5, 1×105 Pa灭菌 30 min。筛选固体培养基：
DSMZ-755固体培养基中加入 1% (W/V) Tween 20。  

1.2  方法 
1.2.1  菌种的初筛：采集样品用含 4% (V/V) NaCl
的无菌水适当稀释后 , 涂布到含有 1% Tween 20 
(V/V)的 DSMZ-755固体平板上, 30°C培养 3 d~5 d
观察菌落周围是否有乳白色晕圈, 有晕圈的菌落进
一步划线纯化, 获取纯培养菌株。根据水解晕圈直
径与菌落直径比值(HC 值)的大小判定水解 Tween 
20 能力的大小。HC 值愈大表示菌株降解酯类能力
愈强, 从中初步筛选出 10株 HC值较大的菌株。 
1.2.2  摇瓶复筛试验：将初筛菌株接到 30 mL液体
培养基中(250 mL三角瓶), 30°C和 180 r/min条件下
培养 24 h 制成种子液。按 1%的接种量将种子液分
别接种到含 30 mL液体培养基的 250 mL三角瓶中,
相同条件下培养 40 h后, 测定发酵液中的酶活力进

行复筛。 
1.2.3  菌种鉴定：1) 形态观察：将活化菌种在
DSMZ-755 固体平板上划线接种, 37°C 培养箱中倒
置培养 2 d, 观察菌落形态。细菌样品经处理后用
JEOL-1200透射电子显微镜观察菌体形态。 

2) 菌株的生理生化鉴定: 参照文献[3]进行。 
3) 16S rDNA的 PCR扩增、序列分析和系统发

育树的构建：参照文献[4]的方法提取细菌基因组
DNA。PCR引物和反应条件参照文献[3]进行。PCR
产物经纯化后送交上海生物技术有限公司完成测序

工作。测序结果在 NCBI数据库中进行 Blastn搜索,
获得与其同源性相近的序列, 然后 Clustal X1.8软件
进行多序列比对, 最后利用 MEGA 4.0 软件构建系
统发育树 , 通过邻接法(Neighbor-Joining)构建系统
进化树, 采用Kimura双参数模型计算各序列分化距
离 , 缺少和不确定的位点在计算中被省略 , Boot-
strap置信值估算次数 1000次。 
1.2.4  酶活测定：将接种菌株在液体培养基培养后, 
12000 r/min离心 20 min, 取上清液作为粗酶液。参
照文献[5]的方法测定酯酶酶活力。1 个酶活力单位
定义为每 1 分钟释放 1 µmol 对硝基苯所需要的酶
量。相对酶活力定义为：处理样品的酶活力与最大

酶活力的百分比。  

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选 
利用筛选平板从生产海盐的卤水池中分离到

155 株中度嗜盐菌菌株, 其中在筛选平板上产生乳白
色水解晕圈的菌株 73株, 根据 HC值的大小, 选择 10
株高效降解 Tween 20的菌株进行摇瓶复筛(见图 1)。 
 

 
 
图 1  10 株产酯酶菌株摇瓶复筛后酯酶活力的测定结果 
Fig. 1  The results of esterase activity from 10 Tween 
20-degrading strains 



董  伟等: 一株高产酯酶中度嗜盐菌的分离、鉴定及酯酶部分酶学性质的研究 481 

 

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

酶阴性, 能够利用葡萄糖作为唯一碳源, 但不能够
利用蔗糖、乳糖、半乳糖、木糖作为碳源。菌株能

够在 0.5%~18% NaCl范围内生长, 且在 5%~10%有
最佳生长, 0%及大于 20% NaCl条件下菌株不生长, 
由此确定其为一株中度嗜盐菌[2]。 

其中, DF-B6 菌株较其它菌株能够在较广的培养条
件下(pH 7~11、温度 22°C~40°C、1%~12% NaCl浓
度)降解 Tween 20(结果略), 因此选定其作进一步的
分类鉴定。 

2.2  DF-B6 菌株的鉴定 
2.2.1  形态特征：菌株在固体培养基上 37°C倒置培
养 3 d 后, 菌落呈乳白色, 圆形, 湿润, 表面光滑, 
具有粘性, 不透明, 边缘整齐。电镜下观察(图 2), 弯
曲短杆状, 端生鞭毛, 菌体大小约为(0.3 μm~0.5 μm)
×(1.4 μm~1.7 μm)。 

2.2.3  遗传学特征： PCR扩增 16S rDNA得到大小
约 1.5 kb的 DNA片段, 将片段回收纯化后测序, 测
序结果提交GenBank(GenBank登录号为EU515224), 
使用生物软件构建进化树, 结果见图 3。DF-B6菌株
与 Idiomarina 属内各种的同源性在 93.27%~98.80%
之间, 系统发育分析归于同一分枝, 结合形态学和
生理生化特征, 确定其为 Idiomarina 属成员, 命名
为 Idiomarina sp. DF-B6菌株。 

 

 

2.3  酯酶的酶学特性 
2.3.1  最适反应温度的确定：对硝基苯丁酸酯作为

酶反应底物, 改变反应体系的温度条件, 测定不同
温度下(30°C~70°C, 间隔 5°C)的酶活力, 以最高值
为 100%, 用相对酶活力对温度作图(图 4A)。确定
50°C为酶反应的最适温度。 
2.3.2  最适反应pH的确定：配制不同pH值的反应缓
冲液：0.05 mol/L NaH2PO4-Na2HPO4 (pH 6.0~7.0), 
0.05 mol/L Tris-HCl (pH 7.0~9.0), 0.05 mol/L 甘氨酸
-NaOH (pH 9.0~11.0)。反应温度设定为 50°C, 对硝
基苯丁酸酯作反应底物, 测定不同pH值条件下的酶
活力 ,  以最高值为 1 0 0 % ,  用相对酶活力对p H 

 
图 2  DF-B6 菌株在透射电子显微镜下的细胞形态 
Fig. 2  The cellular morphology of DF-B6 under transmis-
sion electron microscope 

 
2.2.2  生理生化特征：革兰氏染色阴性, 严格需氧, 
明胶液化阳性, H2O2酶阳性, 淀粉酶阴性, 纤维素 
 

 
 
图 3  DF-B6 菌株与 Idiomarina属内各种之间基于 16S rRNA 序列的系统发育分析 
Fig. 3  Phylogenetic analysis of 16S rRNA gene sequences showing the position of strain DF-B6 among the species of the ge-
nus Idiomarina  
Note: Colwellia maris ABE-1T and Thalossomonas ganghwensis JC2041T were used as outgroup. The topology of the points are percentages 
supported by bootstrap evaluation. Numbers in parentheses are GenBank accession numbers. Bar: 1% estimated sequence divergence. 
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图 4  温度(A)、pH(B)、和 NaCl 浓度(C)对酯酶活力的 
影响 
Fig. 4  Effect of temperature(A)、pH(B)、NaCl concen-
tration(C) on the activity of the esterase 
 
值作图(图 4B)。确定酶反应的最适 pH为 8.0。 
2.3.3  最适反应盐度的确定：使用 0.05 mol/L 
Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)配制不同 NaCl 浓度[1%、
3%、5%、8%、10%、12%和 15%(W/V)]的反应液, 反
应温度为 50°C, 底物为对硝基苯丁酸酯, 测定不同
NaCl 浓度条件下的酶活力, 以最高值为 100%, 用
相对酶活力对 NaCl 浓度作图(图 4C)。由图可知, 
NaCl浓度为 8%(W/V)时, 相对酶活最高; NaCl浓度
达 12%时, 酶活力仍然保持在 62%左右。 
2.3.4  NaCl 对酶稳定性的影响：在 4°C条件下, 将
粗酶液分别置于含不同 NaCl 浓度(0%, 3%, 8%和
12%)的 0.05 mol/L Tris-HCl, pH 8.0缓冲液中作用 
12 h。间隔 3 h取样, 测定残余酶活力, 底物为对硝

基苯丁酸酯。由图 5A 可知, 粗酶在含不同 NaCl浓
度的缓冲液中放置 12 h, 对粗酶的稳定性影响甚微。 
2.3.5  pH 对酶稳定性的影响：在 4°C条件下, 将粗
酶液分别置于不同 pH值的缓冲液(pH 7.0~10.5)中作
用 12 h。然后测定残余酶活力, 底物为对硝基苯丁
酸酯。结果显示：在 pH 7~10.5的缓冲液中作用 12 h, 
粗酶稳定性好(图 5B)。 
2.3.6  温度对酶稳定性的影响：将粗酶液分别置于

60°C、70°C和 80°C的水浴, 作用 60 min, 测定残余
酶活力, 底物为对硝基苯丁酸酯。由图 5C可知, 粗
酶在 60°C作用 60 min, 酶活基本没有损失; 70°C作
用 1 h后仍能够保持高达 51%的酶活力; 80°C对酶
的稳定性影响较大, 15 min后酶活丧失过半。实验结
果初步表明, DF-B6菌株产生的酯酶热稳定性较高。 
 

 
 
图 5  不同 NaCl 浓度、pH 和温度对酯酶稳定性的影响  
Fig. 5  Effect of NaCl (A), pH(B), and temperature(C) on 
stability of the esterase 
Note: A: NaCl: 0% ( )△ , 3% (■), 8% (▲), 12% (□); B: pH: ◇: 7;□：
8; ▲: 9; ■: 10.5; C: temperature: 60°C (◆), 70°C (■), 80°C (▲). 
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2.3.7  金属离子对酶活力的影响：在 0.05 mol/L 
Tris-HCl(pH 8.0)缓冲液中分别加入不同种类的金属
离子母液, 使各金属离子终浓度均为 10 mmol/L, 反
应温度为 50°C, 对硝基苯丁酸酯为酶反应底物, 测
定相对酶活。以未加金属离子的酶活定义为 100%, 
用相对酶活力对金属离子作图(图 6)。由图可知 , 
Mg2+、Ca2+和Mn2+对酯酶有激活作用, 而Zn2+、Fe3+

和Cu2+则对酯酶有抑制作用。 

硝基苯棕榈酸酯和橄榄油的酶活力几乎为零。据此

判定此酶为酯酶, 而非脂肪酶[6]。2008年Mohammad
等人[7]对一株产脂肪酶的嗜热嗜盐菌进行了菌株分

类鉴定及脂肪酶酶学性质的研究, 目前国内外尚未
有相关中度嗜盐菌酯酶的文献报道。 

3  结论 

1) 从黄海海岸晒盐场的卤水池中分离到一株
高 产 酯 酶 的 中 度 嗜 盐 菌 , 经 鉴 定 确 定 其 为
Idiomarina属成员。 

2.3.8  底物特异性检测：在含 8% NaCl的 0.05 mol/L 
Tris-HCl(pH 8.0)缓冲液中分别加入不同碳原子长度
的对硝基苯酯类物质或橄榄油作为反应底物, 然后
加入酶液, 反应温度设为 50°C, 测定酶与不同底物
反应的特异性, 以最高值为 100%, 用相对酶活力对
不同底物作图(图 7)。结果表明, 酶对碳原子数目＜
10 的对硝基苯酯类底物反应特异性相对较高, 而对
碳原子数目＞10 的底物反应特异性很低 , 其中与 

2) 本研究首次对中度嗜盐菌产生酯酶的部分
酶学性质进行了研究, 为今后进一步将其用于高盐
有机废水的生物处理奠定了基础。 
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