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摘 要 海洋微生物溶菌酶发酵上清液经超滤、CM—Sepharose FF阳离子交换层析和 Sephadex G-100凝胶过滤层析纯化得到电 

泳纯的溶菌酶 ，纯化倍数为 34．7，活力回收为 24．1％。对纯化溶菌酶性质研 究表明，该酶分子量约为39kD．对溶壁微球菌的最 

适作用温度为35℃，最适作用 pH为 8．0，在 50℃以下和 pH 5．0～10．0之间都有较好的稳定性，与常见金属离子和化学试剂有 

良好的配伍性，广谱杀菌，对多种致病菌也有较强的溶菌作用。 
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Abstract A novel lysozyme was purified from a marine microorganism and its major characteristics were studied．Cell—free 

supernatant was prepared by centrifugation of culture broth，uhrafihration using a hollow fiber(molecular weight cut off，50kD) 

and concentration using a hollow fiber(molecular weight cut off，10kD)．The crude lysozyme was purified 34．7 fold to 

electrophoretic homogeneity with a recovery of 24．1％ by CM—Sepharose FF cationic—exchange and Sephadex G一100 gel 

chromatography．The relative molecular weight of this lysozyme was determined as about 39 kD．The optimum pH and 

temperature towards Micrococcus lysodleikticus were pH 8．0 and 35 oC respectively，and the enzyme was stable at temperature 

below 500(；and pH 5．0～10．0．The lysozyme activity was slightly enhanced by Zn and Cu2 and slightly inhibited by Mn 

and Ag ．The lysozyme showed good compatibility to many common chemical agents such as EDTA(0．1％)and KH2 PO4 

(1．0％)．The lysozyme had broad—spectrum against many bacteria．including a number of pathogens．which were resistant to 

egg—white lysozyme． 

Key words marine microorganism，lysozyme，purifications，characterization 

溶菌酶，又称细胞壁水解酶，专门作用于细菌细 

胞壁的骨架物质一肽聚糖，广泛存在于高等动植物组 

织及分泌物、原生动物、昆虫和各种微生物中⋯。溶 

菌酶本身是一种蛋白质，安全性能高，在食品、医药、 

生物学中得到了广泛的应用。 

商品溶菌酶多由蛋清中提取，仅对革兰氏阳性 
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菌有作用，限制了其应用范围 ]，近年来国内外对多 

种来源的溶菌酶进行了广泛的研究 ，但有关海 

洋微生物溶菌酶的研究报道较少。本文对一种新型 

海洋微生物溶菌酶的分离纯化及理化性质进行了研 

究，为海洋微生物溶菌酶的进一步研究和应用奠定 

了基础 。 

1．2．7 溶菌酶活性的测定 ：用 60mmol／L、pH6．2 

的磷酸缓冲液配制一定浊度(A =0．6～0．7)的溶 

壁微球菌为底物，取 0．5mL酶液加入 2．5mL底物 

(20℃)中，迅速混合，在波长450nm处读取反应体系 

5min内每 隔 15s的 吸光 度。以 △A450／rain变化 

0．001个吸光度值为一个活性单位。 

1 材料和方法 2 结果 

1．1 材 料 

产溶菌酶菌株 s．12．86为从东海海泥中分离得 

到的海洋杆菌，由本实验室保存。 

CM—Sepharose FF、Sephadex G．100层析介质购 自 

瑞典 Pharmacia公司，丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺购 

自Sigma公司，其他分析测试用化学试剂均为国产 

分析纯。仪器主要有 HITACHI 20PR．52D高速冷冻 

离心机(日本 El立公司)；SCM杯式超滤系统(中科 

院上海应用物理研究所)；LKB2021恒温层析冷柜 

(瑞典 LKB公司)；Bio．Rad Mini 1I垂直蛋白电泳仪 

(美国伯乐公司)；752紫外可见分光光度计(上海第 

三分析仪器厂)。 

1．2 方法 

1．2．1 产酶菌株的培养：将活化的菌株接种于产酶 

培养基(蛋白胨 1．0％，牛肉膏0．5％，NaC1 0．5％)中， 

置于28~C恒温摇床(200r／rain)上培养24h，将发酵液离 

心(4O00 r／min，4Omin)，除去菌体收集上清液。 

1．2．2 超滤浓缩 ：上清液经截留分子量为 50 kD的 

膜超滤，再以截留分子量为 10 kD的膜浓缩。 

1．2．3 CM—Sepharose FF柱层析：将超滤浓缩液上 

样于经 pH3．8 10mmol／L柠檬酸．1mmol／L Na2 HPO4缓 

冲液充分平衡的 CM．Sepharose FF层析柱(2．5cm× 

10cm)，用 20OraL含 0～1．0mol／L NaC1的溶液进行线 

性梯度洗脱，流速 1．0mL／min，收集活性峰并脱盐浓 

缩。 

1．2．4 Sephadex G．100柱层析：将 CM．Sepharose FF 

层析柱所得活性组分上样于以pH 6．5 lOmmol／L PBS 

缓冲液充分平衡的 Sephadex G．100层析柱(1．6cm× 

60cm)，用平衡液进行洗脱，流速 0．1mL／min，收集活 

性峰脱盐浓缩后于一20~C保存备用。 

以上纯化操作均在4~C进行。 

1．2．5 溶菌酶纯度 和分 子量测 定 ：采用 SDS． 

PAGE方法测定，分离胶浓度为 12％，用 0．05％考马 

斯亮蓝 R250染色。 

1．2．6 蛋白质浓度的测定：采用 Lowry法 进行测 

定，以牛血清白蛋白为标准蛋白。 

2．1 溶菌酶的分离纯化 

超滤浓缩溶菌酶经 CM．Sepharose FF阳离子交 

换柱层析分离后，盐洗脱峰为活性峰，洗脱曲线见图 

1，收集活性峰脱盐浓缩后上样于 Sephadex G．100凝 

胶过滤层析柱，洗脱 曲线见 图 2，第二个峰为活性 

峰，收集活性峰透析浓缩后作为纯化样品使用。整 

个分离过程的纯化结果见表 1。由表 1可知，纯化 

过程中阳离子交换柱层析纯化效果最为明显，纯度 

提高了21．9倍，去除了大部分杂蛋白，最终溶菌酶 

发酵液经纯化比活达到 3279．5u／mg，纯度提高 了 

34．7倍 ，活力回收为24．1％。 
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图 1 溶菌酶 CM—Sepharose FF柱层析曲线 

Fig．1 Elution profile of lysozyme on CM—Sepharose FF column 
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图2 溶菌酶 Sephadex G一100层析曲线 

Fig．2 Elution profile of lysozyme on Sephadex G-100 eoluilln 

～ ◆一A 280；一◇--relative activity． 

2．2 溶菌酶分子量测定 

将纯化得到的溶菌酶以 SDS．PAGE进行分析， 

结果见图 3，纯化样品为单一条带。由标准蛋 白可 

知该酶分子量约为39kD。 
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图3 纯化溶菌酶的 SDS．PAGE图谱 

Fig．3 SDS-PAGE of purified lysozyme 

1：marker；2：purified lysozyme． 

2．3 溶菌酶的理化性质研究 

2．3．1 溶菌酶最适作用 pH和温度的测定：在不同 

DH缓冲溶液中和不同温度下测定相对酶活，结果见 

图4。由图 4可知该溶菌 酶最适作用条件为：pH 

8．0，温度 35℃，在高于和低于 35℃时该溶菌酶酶活 

下降都比较缓慢，5℃时仍保持一定活性，相对酶活 

为25％。根据 Margsin等 1991年的定义，通常把最 

适催化温度在 30℃左右，在 O~C左右仍有一定催化 

效率的酶称为低温酶，因此该溶菌酶为低温碱性 

酶 。 
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图 4 温度和 pH对 酶活的影响 

Fig．4 Effects of temperature and pH on lysozyme activity 

2．3．2 溶菌酶的 pH稳定性和热稳定性：采用不同 

pH和温度测定溶菌酶的稳定性，结果见图5和图6。 

由图5可知该溶菌酶(20℃)在 pH 6．5时最稳定，DH 

5．0～10．0之间稳定性均较好，相对酶活在 80％以 

上。图6结果表明溶菌酶(pH 6．0)在小于 50℃时有 

较好的热稳定性，50℃保温 6h后剩余酶活为 81％， 

70℃保温6h后剩余酶活仍为 72％。 
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图 5 溶菌酶的 pH稳定性(20~C) 

Fig．5 Effects of pH on stability of lysozyme activity(20~C) 

1OO 

9o 

80 

70 

60 

- - Q--20℃ — 30℃ "-'11--40℃ 

0 l 2 3 4 5 6 

t／h 

图6 溶菌酶的热稳定性(pH6．0) 

Fig．6 Effects of temperature on stability of 

lysozyme activity(pH6．0) 

2．3．3 常见金属离子对溶菌酶活性的影响：在溶菌 

酶中加入各种金属离子并保持离子浓度为 0．01 

mol／L，同时以不加金属离子的酶液作为对照，测定 

溶菌酶活性，结果见表 2。由表 2可知，zn̈ 、Cu 

对溶菌酶具有一定的激活作用，Mn 和 矩 对溶菌 

酶略有抑制作用，其他一些金属离子如 Ba2 、Ca 、 

Fë 等对溶菌酶活性没有显著影响，说明溶菌酶与 

大部分金属离子都有 良好的配伍性能。 

表 2 常见金属离子对酶活的影响 

Table 2 Effects of metal ions on lysozyme activity 

2．3．4 常见化学试剂对溶菌酶活性的影响：按表 3 

D 4 2 D 
k 卯 引 加 
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所示浓度将各试剂加入酶液中，以蒸馏水作空白，测 

定溶菌酶活性，结果见表 3。由表 3可知，常见化学 

试剂与溶菌酶具有良好的配伍性，对溶菌酶活性没 

有显著影响。 

表 3 常见化学试剂对酶活的影响 

Table 3 Effects of chemical agents on lysozyme activity 

2．3．5 溶菌酶抑菌谱：用液体培养基将溶菌酶稀释 

浓 度 为 1．4％、0．7％、0．35％、0．175％、0．088％、 

0．044％、0．022％、0．0ll％的溶液，取对数生长期的 

各菌株分别加入到含溶菌酶的培养基中，使每毫升 

培养基含菌体 l0 个，将各试管放入摇床中培养，肉 

眼观察阳性对照管有菌生长(混浊)，阴性对照管无 

菌生长(透明)，试验组无菌生长的最高稀释度所对 

应的溶菌酶的浓度 ，为最小抑菌浓度(MIC) II 3。 

表4 溶菌酶的抑菌谱 

Table 4 Inhibition spectra of lysozyme 

MIC法测定抑菌作用结果见表 4，由表4可知该 

溶菌酶溶菌谱广泛，对多种革兰氏阳性及阴性菌均 

有活性，尤其是对肺炎链球菌、变形链球菌 、肺炎克 

雷伯氏菌 、化脓性链球菌、生孢梭菌等致病菌有较强 

的作用。 

3 讨 论 

海洋极端微生物作为产酶资源正成为一个新的 

研究热点，由于海洋的特殊环境使海洋微生物所产 

生的酶具有一些较之相应的陆生动植物及微生物产 

生的酶更为独特的性质，如在低温条件下具有相对 

高的活力，最适 pH和反应温度适中，作用 pH范围 

宽，在碱性环境下稳定等，这些结构和功能新颖的酶 

类具有独特的生理、药理及生化活性，在医药、食品、 

酶工业 等领域 中有着广 阔的应用前景和开发潜 

I fl’1 刀 ⋯ 
。 

蛋清溶菌酶最适作用温度为 50℃，在室温下活 

性较低，本实验所得溶菌酶最适作用温度为 35℃， 

是一种低温酶，由于低温酶的低温催化能力，生产应 

用过程中无需加热和冷却，可以降低成本节约能源 

且不会影响产品的品质等，为其应用提供了许多优 

势。 

蛋清溶菌酶仅对革兰氏阳性菌有作用，本实验 

所得溶菌酶溶菌谱广泛，对多种蛋清溶菌酶不能直 

接作用的微生物如大肠杆菌、金黄色葡萄球菌(蛋清 

溶菌酶需添加 EDTA等试剂或其他酶辅助才能对大 

肠杆菌、金黄色葡萄球菌等有一定的溶菌作用 )等 

都有溶菌作用，对多种致病菌也有较强的溶菌作用， 

而且在该溶菌酶 50~E以下和 pH 5．0 10．0之间都 

有较好的稳定性，受金属离子和化学试剂影响较小， 

在医药和食品工业中具有独特的发展前景，有关此 

方面的工作正在开展之中。 
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3．4 中英文摘要 

中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽 

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要 的写作， 

具体要求如下： 

3．4．1 字数：综述性文章要求不少于 200words，学术性 

文章要求 200～400words。 

3．4．2 内容 ：综述性文章的文摘主要应对所述的研究 

课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术 

在 目前的发展水平 、自己的评论及未来展望等。研究报告的 

文摘应主要从 目的、过程与方法、结果等几方面来写(不用单 

列标题书写)。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说 

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要 

工作过程及使用的方法 ，引用他人的方法勿在文摘中提出； 

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部 

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中 

适当提及实验条件 、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽 

可能提及本结果和结论的应用范围 、应用情况或应用前景。 

3．4．3 写法 ： 

1)最好用重要的事实开头 ，避免用第一人称或辅助从句 

开头。2)用过去时态叙述作者工作 ，用现在时态叙述作者结 

论。3)关键词应明确 、具体 ，一些模糊、笼统的词语最好不 

用，如基因、表达⋯⋯ 

英文摘要完成后的最终效果应是 ，国外同行根据英文摘 

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请 

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。 

4 特别说 明 

4．1 关 于综述 

综述类稿件一定要结合 自己的工作，应具备文献新，观 

点明，有评论 ，有展望，切忌资料堆砌。 

4．2 关于测序类论文 

凡涉及测定 DNA、RNA或蛋白质序列的论文，请先通过 

计算机网络进入国际基因库 EMBL(欧洲)或 GenBank(美国) 

或 DDBJ(日本)，申请得到国际基因库接受号(Accession No．) 

后再投来。 

4．3 关于版权 

4．3．1 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。 

4．3．2 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式 

的(即各种文字、各种介质的)版权均属本刊编辑部所有。作 

者如有异议 ，敬请事先声明。 

4．3．3 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如 

涉及内容的大量改动，将请作者过 目同意。 

4．3．4 文责自负。作者必须保证论文的真实性 ，因抄 

袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者 自负。 

4．4 审稿程序及提前发表 

4．4．1 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的 

稿件将及时发出录用通知 ，对不录用的稿件，一般在收到来 

稿 3个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底 

稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。 

4．4．2 对投稿的个人和单位一视 同仁。坚持文稿质量 

为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前 

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重 

要性 、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格 

审查并通过后，可予提前刊出。 

5 发表费及稿费 

论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表 

费 ，并酌付稿酬，寄送样 刊及单行本。发表费 200元／面，彩 

版每面另加 800元 (发表费如有调整 ，以本刊所发通知 为 

准 )。 

6 编辑部地址 

(100080) 北京市海淀区中关村 中国科学院微生物 

研究所《生物工程学报》编辑部 

电话／传真：(010)62554303 

E-mail：cjb@sun．im．ac．an；shwu@china jouma1．net．an 
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