
第 33 卷第 6 期
2006 年 11 月

浙 　江 　大 　学 　学 　报 (理学版)
Journal of Zhejiang University( Science Edition)

http :/ / www. journals. zju. edu. cn/ sci
Vol. 33 No. 6

Nov. 2006

收稿日期 :2005209209.

基金项目 :国家自然科学基金资助项目 (30370029) ,国家重点基础研究发展规划资助项目 (973 计划)子项目 (2004CB719604 - 3) .

作者简介 :孟凡旭 (1978 - ) ,男 ,硕士研究生 ,主要从事高盐环境中微生物的研究.
3 通迅作者 :吴敏 ,教授 ,wumin @zju. edu. cn.

阿牙克库木湖嗜盐菌的分离及功能酶的筛选
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摘 　要 :从新疆阿尔金山国家自然保护区阿牙克库木湖采集的泥样和水样中 ,分离培养了 90 株嗜盐菌 ,其中多数

为中度和极端嗜盐菌 ,颜色以红色和白色为主 ,细胞形态多为杆状、球状 ,97 %呈革兰氏阴性 ,研究结果表明该湖有

着丰富的嗜盐微生物资源. 对分离菌株进行了几种重要工业用酶的筛选 ,发现其中淀粉酶产生菌有 4 株 ,菌株

AJ225 和 AJ243 淀粉酶活性较高 ;蛋白酶产生菌有 7 株 ;脂肪酶生产菌有 13 株 ,菌株 AJ238 和 AJ265 具有较高的

酶产量 ;在分离菌株中未检测到纤维素酶和木聚糖酶活性.
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Abstract : Mud and water samples were obtained f rom Ayakekum Lake located in Altun Mountain National Reserve

of Xinjiang Uygur Autonomous Region , and ninety halopholic st rains were isolated. Most of isolates were moderate2
ly or ext remely Halophilic. The number of red and white colonies is greater than that of colonies with other col2
oures. The cells of the isolates were mostly rod or cocci shaped , and approximately 97 % percent of the st rains was

Gram2negative. It was indicated that there are abundant resource of halophilic microorganism in Ayakekum Lake.

Indust rially important enzymes f rom these st rains were screened subsequently. The result showed that four st rains

produce amylase , among which the st rain AJ225 and st rain AJ243 posses high enzyme productivity. Seven st rains

produced proteinase. Lipase is produced by thirteen st rains , and two of them , st rain AJ238 and AJ265 , are high

productive st rains. Neither cellulase nor xylanase enzyme activity was detected among these st rains.

Key words : Halophiles ; Ayakekum Lake ; enzyme

　　嗜盐菌是一类生长在高盐环境下的微生物. 由

于独特的生理性质 ,嗜盐菌在生物进化和遗传研究

方面具有较高的研究价值 ,其功能酶具有极高的盐

耐受性、较高的热耐受性和对有机溶剂的抗性. 因

此 ,嗜盐菌在工业生产中有着广泛的应用前景 ,也成

为近几年研究的热点[1～4 ] .

盐湖和海洋是嗜盐菌的主要栖息环境. 美国犹

他州大盐湖、死海以及世界各海域都曾分离到大量

嗜盐菌菌株和菌群 ,对其性质也做了深入的研

究[5～7 ] . 我国是世界上盐湖数量最多、分布最广的国

家之一 ,面积大于 1 km2 的现代内陆盐湖有 813

个[8 ] . 尽管已对其中一些盐湖的微生物进行了研

究[9～12 ] ,但到目前为止 ,从我国盐湖分离并研究的

嗜盐菌数量和种类还非常有限. 新疆地区地域广袤 ,

气候和地理环境独特 ,物种资源丰富. 盐湖是新疆湖

泊的主要类型 ,对其生物资源的研究和利用具有重

要的意义.

从新疆阿尔金山国家自然保护区阿牙克库木湖



分离纯化到 90 株嗜盐菌 ,在对其性质进行分析的基

础上 ,针对工业生产中较重要的功能酶类 ,进行了产

酶菌筛选. 结果表明阿牙克库木湖具有丰富的嗜盐

菌物种资源.

1 　材料和方法

1 . 1 　样 　品

阿牙克库木湖位于新疆巴音郭楞蒙古自治州若

羌县祈漫塔格乡境内 ,是在中 - 新生代由于山间构

造断陷而形成的盐湖. 地理坐标东经 89°01′05″～

89°40′30″,北纬 37°22′30″～37°30′40″,湖长 47 km ,

宽 7～8 km ,面积 870 km2 ,湖面海拔 3 870 m ,由于

交通不便 ,该盐湖资源尚未得到开发利用. 根据中国

科学院盐湖研究所 1997 年 7 月取样 ,湖水矿化度

157. 386 g/ L ,相对密度 1. 105 ,水化学成分见表 1[8 ] .

2004 年 3 月 ,从阿牙克库木湖采集水样和土样各

15 个 ,样品放于 4 ℃冰箱保存并及时进行菌株分离.

表 1 　阿牙克库木湖湖水化学成分分析
Table 1 　Chemical analysis of the water f rom Ayakekum Lake mg/ L

Na K Ca Mg Cl SO4 CO3 HCO3 Li

47 156. 67 720. 06 392. 38 8 261. 67 93 211. 32 5 511. 32 684. 11 666. 54 2. 97

B2 O3 Fe Zn Ni Cr Cu Sr Rb Cs

772. 8 0. 937 0. 200 2. 038 1. 050 0. 243 1. 127 0. 144 0. 154

1 . 2 　培养基

培养基 B ( DSMZ Medium 97 , / L ) : 7. 50 g

Casamino acids ( Bacto ) , 10. 00 g Yeast ext ract

(Bacto) ,3. 00 g 柠檬酸三钠 ,2. 00 g KCl ,20. 00 g

MgSO4 ·7 H2 O ,0. 05 g FeSO4 ·7 H2 O ,0. 20 mg

MnSO4 ·H2 O ,250. 00 g NaCl ,p H 7. 4.

培养基 C (DSMZ Medium 823 , / L ) : 125. 0 g

NaCl ,160. 0 g MgCl2 ·6 H2 O ,5. 0 g K2 SO4 ,0. 1 g

CaCl2 ·2 H2 O ,1. 0 g Yeast ext ract (Bacto) ,1. 0 g

Casamino acids (Bacto) ,2. 0 g Starch ,p H 7. 0.

培养基 D (/ L) [13 ] :10. 00 g Yeast ext ract (Bac2
to) ,7. 50 g Casamino acids (Bacto) ,2. 00 g KCl ,

3. 00 g柠檬酸三钠 ,0. 2 g MgSO4 ·7 H2 O ,200. 00

g NaCl ,36. 00 mg FeCl2 ·4 H2 O ,0. 36 mg MnCl2

·4 H2 O ,p H 7. 0.

培养基 E(/ L) [14 ] :250. 00g NaCl ,20. 00 g Mg2
SO4 ·7 H2 O ,3. 00 g 柠檬酸三钠 ,2. 00 g KCl ,0. 20

g 无水 CaCl2 ,10. 00 g L37 (Oxoid) ,p H 7. 0.

培养基 Y (/ L) :88. 0 g NaCl ,52. 0 g MgCl2 ·

6 H2 O ,1. 0 g CaCl2 (无水) ,2. 5 g MgSO4 ·7 H2 O ,

2. 0 g K2 SO4 ,3. 0 g 柠檬酸三钠 ,100ul Trace Met2
als ,1. 0g Glucose ,10 g Yeast ext ract (Bacto) ,1. 0g

Casamino acid (Bacto) ,p H 7. 8.

Trace Metals : 1. 3 g ZnSO4 ·7 H2 O ,0. 3 g Mn2
SO4 ·H2 O ,0. 8 g Fe (N H4 ) 2 (SO4 ) 2 ·6 H2 O ,0. 15 g

CuSO4 ·5 H2 O ,溶解于 200 ml 0. 1 M HCl 溶液.

培养基 HM (Ventosa et al . , 1982 , / L) :100. 0

g NaCl ,2. 0 g KCl ,1. 0 g MgSO4 ·7 H2 O ,0. 36 g

CaCl2 ·2 H2 O , 0. 23 g NaBr , 0. 06 g Na HCO3 , Tr

FeCl3 , 5. 0 g Protease2peptone (Difico) , 10. 0 g Yeast

extract (Bacto) , 1. 0 g Glucose , PH 7. 2～7. 4.

培养基 Y是根据阿牙克库木湖水样化学成分

设计的. 固体培养基加琼脂 20 g ·L - 1 .

1 . 3 　分离培养

水样取 100 mL 经 0. 22μm 滤膜过滤 ,将滤膜

投入 2 mL 不同液体培养基中生长 12 h ,取菌液 100

～200μL 涂布平板 , 37 ℃光照培养. 待菌落长出

后 ,挑取单菌落反复划线纯化直至获得纯菌. 土样则

先经盐溶液悬浮 ,再取悬浮液进行培养. 挑取纯化好

的单菌接入试管划斜面 ,液蜡保存.

1 . 4 　酶的筛选

用平板划线法得到单一菌落的纯种 ,采用平板

透明圈法进行筛选 ,即在分离培养基上添加有酶作

用的底物制成筛酶平板 ,倒置培养至形成明显菌落 ,

观察底物作用状况以定性地确定菌种产酶能力. 具

体筛选方法如下 :

淀粉酶 　培养基中加入 1 %可溶性淀粉 ,制成

平板 ,点上菌液培养 ,待菌落长成后用 L ugolÄs 碘液

均匀铺于平板上染色检查透明圈的产生情况 ,有则

为阳性 ,为淀粉酶产生菌. L ugolÄs 碘液配制方法为

1 g 碘和 2 g 碘化钾溶于 300 mL 去离子水中.

纤维素酶 　培养基中加入 0. 4 %微晶纤维素钠

制成平板 ,接种菌液培养 ,待菌落长成后用 0. 1 %刚

果红染液均匀铺于平板上染色 ,菌落周围有透明圈

出现的为阳性 ,为纤维素酶产生菌.

木聚糖酶 　培养基中添加 1 %甘蔗渣制成平

板 ,接种菌液培养 ,待菌落长成后用 0. 1 %的刚果红

染液均匀铺于平板上染色 ,菌落周围有透明圈出现

的为阳性 ,为木聚糖酶产生菌.

蛋白酶 　培养基中添加 1 %脱脂牛奶制成平
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板 ,接种菌液培养 ,菌落周围有透明圈出现的为阳

性 ,为蛋白酶产生菌.

脂肪酶 　培养基中分别添加 1 %Tween 20、40、

60、80 制成平板 ,接种菌液培养 ,若菌株是脂肪酶产

生菌 ,则至少在一种添加 Tween 的平板上 ,菌落周

围有白色晕圈出现.

2 　结　果

2 . 1 　菌株生长情况

从 6 种培养基中共分离到 90 株嗜盐菌 ,其中 B

培养基分离到 6 株 ,C 培养基分离到 39 株 ,D 培养

基分离到 18 株 ,E 培养基分离到 17 株 , Y培养基分

离到 2 株 , HM 培养基分离到 8 株. 如图 1 所示.

图 1 　不同培养基分离菌株数比例

Fi g. 1 　Dist ribution of st rains isolated f rom different media

2 . 2 　菌落形态

菌落呈现出红、浅红、黄、白等不同颜色 ,其中红

色和白色菌落居多 ,分别占菌株总数的 45 %和 41 %

(见图 2) . 菌落形状以圆形为主 ,占总数的 89 % ,其

余为长形 ,椭圆和不规则形. 在平板上生长一周后 ,

菌落直径为 0. 5～3 mm ,表面光滑 ,绝大多数不

透明.

图 2 　平板生长的不同颜色菌株间比例

Fig. 2 　Dist ribution of st rains with different pigmentations

grown on agar plates

2 . 3 　细胞形态

细胞形状为杆状的菌株最多 ,占菌株总数的

73 % ,其次为球状 ,占菌株总数的 22 % ,其余为不规

则形或具有多种形态. 革兰氏染色多为阴性 ,约占总

数的 97 % ,表明分离菌株中大部分可能为古生菌 ,

呈阳性的菌株全部集中于 HM 培养基分离的菌.

2 . 4 　功能酶的筛选

在分离到的 90 株嗜盐菌中 ,淀粉酶生产菌有 4

株 ,其中 AJ 225 和 AJ 243 淀粉酶产量较高 ,菌株在

平板生长一周后 ,透明圈与菌落直径之比在 3 ∶1 以

上. 蛋白酶产生菌有 7 株. 脂肪酶生产菌有 13 株 ,其

中 AJ 238 和 AJ 265 具有较高的酶产量 ,菌株 AJ 265

在生长一周后透明圈的直径为菌株直径的 5 倍左

右. 在分离到的菌株中未检测到纤维素酶和木聚糖

酶活性. 表 2 显示了筛选到的 5 种功能酶生产菌株

的形态特征和产酶情况.

表 2 　菌株的形态特征和功能酶筛选
Table 2 　Characteristics of isolated st rains and enzyme screening

菌株号 培养基 菌落形态 细胞形状 革兰氏染色 淀粉酶 蛋白酶 纤维素酶 木聚糖酶 脂肪酶
AJ206 C 红色 ,圆形 短杆状 - - - - - +

AJ207 C 浅红 ,圆形 杆状或球形 - - + - - +

AJ209 C 浅红 ,圆形 短杆状 - - - - - +

AJ218 C 粉红 ,长形 球形 - - - - - +

AJ219 C 粉红 ,圆形 杆状 - - + - - +

AJ223 C 白色 ,长形 杆状 - - - - - +

AJ224 C 粉红 ,圆形 球形 - - + - - +

AJ225 E 红色 ,圆形 球形 - + + - - - -

AJ229 E 红色 ,圆形 杆状 - + - - - -

AJ233 B 白色 ,圆形 杆状 - - + - - -

AJ234 B 白色 ,圆形 杆状 - - + - - -

AJ236 C 红色 ,长形 球形 - - - - - +

AJ238 C 白色 ,圆形 杆状 - - - - - + +
AJ243 E 红色 ,圆形 杆状 - + + - - - -
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续表 2

菌株号 培养基 菌落形态 细胞形状 革兰氏染色 淀粉酶 蛋白酶 纤维素酶 木聚糖酶 脂肪酶

AJ247 E 红色 ,圆形 杆状 - + - - - -

AJ255 D 白色 ,圆形 杆状 - - - - - +

AJ257 C 白色 ,圆形 杆状或球形 - - + - - -

AJ262 C 红色 ,圆形 杆状 - - + - - -

AJ265 C 白色 ,圆形 杆状 - - - - - + +

AJ284 D 白色 ,圆形 杆状 - - - - - +

AJ286 C 红色 ,圆形 杆状 - - + - - -

AJ287 C 红色 ,圆形 杆状 - - - - - +

　　注　+ 阳性 ; —阴性

3 　讨　论

不同盐浓度环境下 ,嗜盐微生物的种类和分布

均有所不同[15 ] . 低盐环境下 ,古菌所占的比例很小 ,

真核生物生长最为繁盛 ,生物多样性较高 ,从中分离

出的嗜盐菌通常在海洋里也很常见 ;随着盐浓度的

提高 ,生活在其中的微生物种类急剧减少 ,嗜盐古菌

逐渐占据明显优势 ,也具有一定的微生物多样

性[16 ] . 嗜盐菌按照生存环境的盐浓度可分为轻度嗜

盐菌、中度嗜盐菌和极端嗜盐菌. 在盐浓度为 3 %～

15 %的培养基中生长最好的嗜盐菌属于中度嗜盐

菌 ,在盐浓度大于 15 %的培养基中生长最好的属于

极端嗜盐菌 ( Kushner ,1985) ,阿牙克库木湖盐浓度

为 16 %左右 ,较为适合于中度和极端嗜盐菌生长.

从实验结果来看 ,分离菌株在中等盐浓度的 C 培养

基中生长最多 ,高盐的 D 培养基和 E 培养基次之 ,

革兰氏染色大多为阴性 ,菌株大量为红色 ,也说明从

该湖分离的菌株多为中度或极端嗜盐古菌. 阿牙克

库木湖昼夜温差大 ,太阳辐射强烈 ,自然条件独特 ,

对该盐湖嗜盐菌的进一步研究将丰富人们对嗜盐菌

的认识.

一般来说 ,从盐湖分离的嗜盐菌特别是极端嗜

盐菌中产工业用酶的菌株的比例较低 ,这与盐湖通

常位于高温、干旱、缺少相应有机营养物质的地理区

域是密切联系的. 阿牙克库木湖湖区植被稀疏 ,种类

非常少 ,湖水缺少纤维素类的有机物 ,在分离到的菌

株中未检测到纤维素酶和木聚糖酶的活性. 阿牙克

库木湖动物资源则较为丰富 ,湖周有藏野驴、野牛等

有蹄类动物 ,湖内有棕头鸥、灰天鹅等鸟类. 这些动

物的排泄物等给湖水带来营养物质 ,这使湖中产蛋

白酶和脂肪酶的微生物比例相对高些. 在分离的 90

株嗜盐菌中 ,蛋白酶生产菌占 7. 8 % ,脂肪酶生产菌

占 14. 4 % , 有 3 株菌同时检测到蛋白酶和脂肪酶

活性.

目前 ,大多数生物工艺所用的酶都来源于非极

端环境的微生物 ,为了得到在苛刻工业条件下具有

最佳催化作用的酶 ,往往通过蛋白质工程对这些酶

进行改造 ,使之具有更好的热稳定性 ,对有机溶剂具

有更强的耐受性等特性. 然而 ,具有这些独特性质的

酶可能已经存在于生活在高温、高盐、高碱等极端环

境的生物中 ,极端环境微生物是新型生物催化剂广

阔的来源. 嗜盐菌能够在高盐环境中正常生长 ,其体

内的酶必须能够在低水活度条件下进行催化反应 ,

这与在有机溶剂中的情况相类似 ,因此 ,从嗜盐菌中

分离的酶可能在高盐及非水介质催化反应体系中发

挥作用. 从嗜盐菌中分离出的部分功能酶除了嗜盐

外 ,还表现出嗜 (耐)热性 ,甚至在沸水中煮数分钟后

仍可恢复活性[17 ] . 目前已有一些主要的酶类从嗜盐

菌中分离出来并进行了性质研究[18～21 ] ,但此类研究

尚不能满足工业生产对菌株和酶性质的广泛要求.

从阿牙克库木湖分离的菌株中 ,有多株嗜盐菌生产

胞外功能酶 ,而且其中一些菌株产酶活性很高 ,对这

些菌株的产酶条件以及酶的性质继续进行深入的研

究将具有重要的研究意义和应用前景.
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