
 第 29卷  第 3期 华 侨 大 学 学 报 ( 自 然 科 学 版 ) Vo l. 29  No . 3  

 2008 年 7 月 Journal of H uaqiao University ( Natur al Science)  Jul. 2008  

 文章编号:  1000-5013( 2008) 03-0387-04

一株胶原酶产生菌的筛选及系统发育分析
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摘要:  从所采集土样、水样中分离筛选到呈革兰氏染色阳性, 柱状产芽孢编号为 LY- t1 的菌株.通过对此菌

进行牛皮消化实验,并以Ñ 型胶原为底物,测定该菌发酵培养液中胶原酶活性, 确认此菌具有胶原酶活性.

16S rDNA 序列分析表明,分离菌株与 Bacillus megater ium 具有 98%相似性.最后,用 PH YLIP程序将该菌

株与报道的相关胶原酶产生菌进行系统发育进化分析.
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胶原酶( Collag enase, E. C 3. 4. 24. 3)是指只作用于胶原或明胶, 而不作用于其他蛋白质的酶类,微

生物来源的胶原酶主要是细菌胶原酶[ 1] . 胶原酶在医学研究中用于治疗胶原沉积性疾病,细胞培养上可

以去除细胞外基质, 食品加工中可降解肉食品中过多的胶原使肉制品鲜嫩可口,环境保护上可用于皮革

边角废弃物的转化等,具有极大的应用价值.在微生物来源的胶原酶中,来自Clostr idium histoly ti cum,

Vibr io alginoly ti cus 等的胶原蛋白酶已有广泛的研究.但从巨大芽孢杆菌来源的胶原酶在国内外还未

见报道.本文报道对胶原酶产生菌株的筛选、鉴定.

1  材料和方法

1. 1  材料

Ñ型胶原(美国 Sigma 公司) ,其他试剂均为国产分析纯.土样、水样分别采集于福建泉州的制革

厂、屠宰场等地.

1. 2  培养基

( 1) 富集培养基.明胶, 蛋白胨和 NaCl的质量浓度分别为 10, 5, 5 g # L
- 1

, pH= 7. 5. ( 2) 筛选培养

基.明胶,蛋白胨, KH 2PO4 , M gSO4 # 7H 2O, NaCl和琼脂的质量浓度分别为 20, 5, 0. 5, 0. 2, 0. 1, 15 g #

L- 1 , pH= 7. 5. ( 3) 斜面培养基. 蛋白胨, 牛肉膏, NaCl和琼脂的质量浓度分别为 10, 3, 5, 20 g # L- 1 ,

pH= 7. 5. ( 4) 发酵培养基. 麦芽糖, 酵母膏, 明胶, CaCl2 , K 2HPO4 # 3H 2O, M gSO 4 # 7H 2O 和

NaH 2 PO 4 # 2H 2O的质量浓度分别为 20, 1. 5, 10, 0. 2, 2. 5, 0. 5, 0. 5 g # L
- 1
, pH= 7. 5.

1. 3  实验方法

1. 3. 1  胶原酶产生菌的筛选  参照文[ 2] ,将 1 g 采集的土样和 1 mL 的水样混合后, 加入盛有 8 mL

无菌生理盐水的试管中1 摇匀后, 取 5 mL 悬浮液加入盛有 30 mL 富集培养基的 300 mL 三角瓶中,于

200 r #min
- 1
, 37 e 摇瓶培养 2 d.将富集培养液梯度涂布于筛选培养基平板上,室温培养 2~ 3 d. 酸性

汞试剂检验:选择水解圈与菌落直径比值较大的菌株纯化后转移到斜面培养基上保藏.

1. 3. 2  牛皮消化实验  将发酵 2 d 的菌株培养液于 4 000 r # min
- 1
离心机上离心 10 m in, 取上层清

液.新鲜牛皮切成约 1 cm @ 1 cm的小块,加入上层清液,于 37 e 摇床振荡,观察牛皮消化情况.
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1. 3. 3  胶原酶酶活测定  参照文[ 3] ,将 0. 3 mL 的 1 g # L - 1 Ñ型胶原底物, 0. 2 mL 的 0. 1 mol # L- 1

Tris-HCl缓冲液( pH= 7. 5, 含 50 mmo l # L
- 1

CaCl2 )和 0. 1 mL 发酵酶液在37 e 中反应20 m in 后,取

出0. 1 mL 反应液于 0. 5 mL 的 0. 1 mol # L
- 1

HCl中以终止反应. 采用茚三酮法依次加入 0. 6 mL 的2

mol # L- 1乙酸缓冲液和 0. 6 mL 茚三酮,于 570 nm 处比色,测定反应所释放的水溶性氨基酸、短肽,空

白为加热失活的酶液.

1. 4  胶原酶产生菌的鉴定

1. 4. 1  细菌 DNA 的提取  从筛选菌株的斜面上挑取一环接入种子培养基,于 200 r # min- 1 , 37 e 下

摇瓶培养 8~ 10 h.取 1. 2 mL 种子培养液于 1. 5 mL Eppendorf管中,于 12 000 r # min
- 1
下离心5 min,

弃上层清液,下层菌体用 T E( T ris-EDTA)缓冲液清洗 2次后,加入 100 LL 的 T E缓冲液.旋涡混匀后,

沸水浴 7 m in, - 20 e 浴 5 m in,于 16 000 r #min- 1离心机下离心 10 min. 上层清液直接用于聚合酶链

反应( PCR)扩增模板.

1. 4. 2  16S rDNA的 PCR扩增和测序  用于 16S rDNA PCR反应的引物为一对通用引物. 引物由北

京奥科生物技术有限公司合成. 正向引物 F27/ 20为 5.-AgAgTT TgATCAT ggCTCAg-3. ; 反向引物

R1492/ 22为 5.-T ACggTT ACCT T gT TACgA CT T-3. . PCR反应体系( 20 LL) : 2 LL 的 10 @ PCR缓冲

液, 1. 6 LL 的 25 mmol # L- 1的 MgCl2 , 1. 6 LL 的 dNTP,引物 F27/ 20和引物 R1492/ 22各为 1 LL,模

板 DNA 为 2 LL, Taq酶( 16. 67 mkat # L- 1 )为1 LL, 重蒸水9. 8 LL. PCR程序: 94 e , 5 m in; 94 e , 45

s; 54 e , 1 min; 72 e , 90 s;第 2步循环30次; 4. 72 e , 15 min. PCR产物用 OMEGA 公司的 DNA 纯化

试剂盒纯化,测序由上海华诺生物科技有限公司完成.

1. 4. 3  系统发育分析  获得菌株部分长度 16S rDNA 序列( 1 194 bp) , 向 GenBank递交该序列(登录

号: DQ666685) , 通过 Blast 程序与 GenBank 中核酸数据进行对比分析( ht tp: / / www . ncbi. nlm. nih.

gov / blast) ,利用 RDP Ò 数据库( http: / / r dp. cme. msu. edu)与软件 PH YLIP 3. 6构建系统发育树.

已被正式描述的胶原酶产生菌分为 3类[ 4] .第 1类属于 Clostr idium 属、Vibrio 属,包括 Clost ridi-

um histoly ti cum
[ 5]
(溶组织梭菌)、Clost ridium p er f r ingens

[ 6]
(产气荚膜梭菌)、Vibr io alginoly ti cus

[ 7]

(溶藻弧菌)、Vibr io v ulni f i cus
[ 8]
(创伤弧菌)、Vibr io par ahaemoly t icus

[ 9]
(副溶血弧菌) . 第 2类属于

Al icy clobaci llus属、Tr ep onema属,包括 Al icy clobacil lus sendaiensi s
[ 10]

(仙台脂环酸芽孢杆菌)、T rep-

onema dent icola
[ 11]

(齿垢密螺旋体) ; 第 3类属于 Baci llus 属、Por p hy r omonas 属、Photobacter ium 属、

Pseudomona属和Mycobacter ium 属,包括 Baci llus cer eus
[ 12]

(蜡状芽孢杆菌)、Baci llus subti l is [ 13] (枯

草芽孢杆菌)、Porp hy r omonas gingivali s [ 14] (牙龈卟啉单胞菌)、Photobacter ium logei
[ 15]

(火神发光杆

菌)、Pseudomonas aer uginosa [ 16]
(铜绿假单胞菌)、Mycobacter ium tuberculosis

[ 17] (结核杆菌) .用于系统

发育树构建的分离菌株和相关参比菌株的名称、菌株编号和序列登录号,如表 1所示.

表 1  用于系统发育树构建的分离菌株和相关参比菌株

T ab. 1 Isolated and reference st rains used to built up phy log enet ic tree

细菌名称 菌株编号 序列登录号 细菌名称 菌株编号 序列登录号

A licy clobacill us sendaiensis 20334299 AB084128 Photobacter ium logei AT CC 15832 X74708

Bacillus cereus AT CC 27877 Z84581 Porp hy r omonas ging ivalis 509140 X73964

Bacillus megater ium 30-0-AM-1 AJ784905 Pseudomonas aeruginosa H 814 AB037563

Bacillus megater ium LY- t1 DQ666685 T reponema denticola 21586523 AY119692

Bacillus subtilis Lactipan AJ277905 Vibr io alginoly ticus RH2 DQ664544

Clos trid ium histoly ticum 174142 M59094 V ibrio p arahaemoly ticus AT CC 17802T X74720

Clostr idium per f r ing ens B34 DQ196142 V ibr io v ul nif icus AT CC 29307 X74727

Mycobacter ium tuber culosis 44689 X52917

2  实验结果

2. 1  菌株的分离
样品经明胶富集培养并筛选分离后,通过酸性汞试剂检验, 根据水解圈与菌落直径比值判断菌株所

产明胶酶的活力大小.从 6份样品中分离到 37株产明胶酶菌株.明胶是胶原的变性产物,产明胶酶的菌
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株可能产胶原酶 [ 2] .将 37株菌进行摇瓶发酵培养, 用茚三酮法测定胶原酶的活力. 经反复比较后,编号

为LY- t1菌株产酶活力相对较高,达 125. 69 Lkat # L - 1 ,比活力为80. 52 Lkat # g- 1 ,且在重复实验的过

程中,酶活力较稳定.因此,选择 LY-t1菌株作为研究出发菌株.

牛皮消化实验表明, 菌株 LY-t1的发酵液消化牛皮 48 h后,牛皮面积约为 0. 5 cm @ 0. 5 cm .

2. 2  菌株的鉴定

在光学显微镜下,观察 LY-t1菌体的形态特征为柱状,产芽孢,孢子中生或近中生,呈柱状, 孢子囊

无明显膨大.观察 LY-t1菌株在固体和液体培养基条件下的培养特征, 生长时间均为 48 h, 结果如表 2

所示.其主要生理生化特征,结果如表 3所示.表 3中, / + 0表示反应结果阳性, / - 0表示反应结果阴性.

表 2  胶原酶产生菌的培养特征

T ab. 2 Morpholo gica l characterist ics

of collag enase strain

固体培养 菌落特征 液体培养 培养特征

大小 1~ 2 mm 菌膜 无

形状 圆形 混浊 混浊

边缘 整齐 沉淀 有

表面 光滑 颜色 黄

高低 微凸 - -

颜色 乳黄 - -

表 3 胶原酶产生菌的生理生化特征

Tab. 3  Physiolog ical and bio chemical

cha racteristics o f co llagenase st rain

检测项目 检测结果 检测项目 检测结果

革兰氏反应 + 5%NaCl +

V. P 反应 + 7%NaCl +

淀粉水解 + 10%NaCl -

酪素水解 + 葡萄糖产酸产气 + / +

乳糖产酸产气 + / + 蔗糖产酸产气 + / +

2. 2. 2  菌株的系统发育分析  测序后, 得到长度为 1 194 bp 菌株的 16S rDNA 的序列. 将获得的菌株

与一些胶原酶产生菌进行系统发育分析,得到系统进化发育树的结构, 如图 1所示. 序列比对的结果表

图 1  系统进化发育树结构

F ig. 1 Phylo genetic tr ee o f strain LY- t 1

明,分离菌株 LY-t1与 Bacil lus megater ium 的 16S rDNA 的相似性水平达到 98%, 结合菌株的形态学

和生理学特性, 可基本确定分离的菌株为 Bacil lus megater ium .

3  结束语

本文菌株 LY-t1为首次报道的具胶原酶活性的巨大芽孢杆菌.它在碳水化合物培养基上的菌体表

现为小球体,细胞较大,直径可达 3. 0 Lm 或更大
[ 18]

,可作为判定其属性的依据. 在进一步的工作中,重

点在于胶原酶产生菌放大发酵实验及发酵液中胶原酶性质的研究、粗酶纯化,以及胶原酶基因的克隆和

序列分析,利用基因工程将克隆到的胶原酶基因导入合适的宿主菌, 使胶原酶获得高效表达.
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Isolation, Identification and Phylogenetic Analysis of

a Collagenase Strain from Bacillus megaterium

JIN H ong-w ei, L IU Gu-i lan, WANG Geng , FANG Ba-i shan

( Lab or atory of In dust rial Biotechnology of Fujian Pr ovince University, Huaqiao University, Quan zhou 362021, Ch ina)

Abstract:  A co llag enase strain named LY- t1 was isolated fr om soil and waste water sam ples o f leather factor y. Co-l

lagenolytic act ivit y w as detected using collag en Ñ as t he substrate. T he phylogentic analy sis based on 16S rDNA sugges-

ted strain LY- t1 w as t he closest relat ive o f Bacill us meg ater ium w ith 98% sequence identit y. The phy lo genetic analy sis

was performed by PH YLIP. This paper fir st repo rts Bacillus meg aterium st rain LY- t1 is a collag enase strain.

Keywords:  co llagenase; Bacillus megater ium ; 16S rDNA sequence; phylo genetic analy sis
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