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深海产低温碱性淀粉酶菌 Halomonas sp.W7 的筛选及发酵条
件研究 

戴世鲲 1，郑天凌 1,2，王晓颖 1，郑  伟 1 

（1. 厦门大学 生命科学学院 应用与环境微生物研究所，福建 厦门 361005；2. 近海海洋环境科学国家重点

实验室，福建 厦门 361005） 

摘要：从 27 份深海沉积物中筛选到 30 株产淀粉酶细菌，并对其中的 W7 菌株的产酶条件

及酶学性质进行了研究。对 W7 菌株进行 16S rDNA 序列分析表明该菌株属于盐单胞菌属

（Halomonas）。其最适生长温度为 25 ℃，能适应 pH 值 7～13 和盐度 0～100 的环境条件。

该菌株可利用多种碳源，但只在淀粉存在的条件下产酶，可利用有机氮源和无机氮源，但

有机氮源更能促进淀粉酶的产生。产酶的最适条件为：25 ℃，pH 10，接种量 2%，盐度 50，
150 r/min 摇床培养 36～48 h。粗酶液的最适作用温度为 40 ℃，最适 pH 值为 10。该菌具

有反硝化和氨化活性。 
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深海微生物处于极端的物理、化学和生态环境

中，经过长期的自然选择，形成了极为特殊的生理结

构和代谢机制[1～3]，产生了许多具有特殊性质的生物

活性物质，极端酶类就是其中之一。淀粉酶是最早研

究的酶类之一，也是一种用途广泛的工业用酶，应用

于造纸﹑食品﹑医药工业等，但随着工业发展，不断

要求具有新活性性质的酶类，如低温﹑碱性淀粉酶，

目前对深海微生物产淀粉酶的研究却鲜有报道。由于

深海微生物采样、分离培养的困难等多种因素的影

响，国内外对深海微生物的研究还处于起步阶段。本

实验研究拟通过从分布于热带太平洋中部和东部的

多金属结核区深海沉积物中分离筛选产胞外淀粉酶

的菌株，寻找能在低温﹑碱性条件下具有高酶活力的

酶类，为深海微生物资源的开发利用提供一定的工作

基础。 

1 材料与方法 

1.1 样品采集 
深海沉积物样品采集于中-法合作项目的 Marion 

Dufresne WEPAMA 航次期间（2001 年 5 月到 2001
年 6 月），采样站位分布于热带太平洋中部和东部的

多金属结核区，使用多管采泥器和箱式采泥器采集。 
1.2 培养基  

2216E 培养基：蛋白胨 5 g，酵母浸膏 1 g，磷酸

高铁 0.01 g，自然海水 1 000  mL，pH 10。 

平板筛选培养基：蛋白胨 5 g，酵母浸膏 1 g，磷

酸高铁 0.01 g，可溶性淀粉 1 %，琼脂 15 g，自然海

水 1 000 mL，pH 10。 
摇瓶发酵培养基：蛋白胨 5 g，酵母浸膏 1 g，磷

酸高铁 0.01 g，可溶性淀粉 1 %，自然海水 1 000 mL，
pH 10。 
1.3  菌种分离 

依常规沉积物的菌种稀释分离方法进行分离纯

化[4]。 
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1.4  16S rRNA 基因的 PCR 扩增和序列分析 
1.4.1 菌体总 DNA 的提取 

细菌总 DNA 的提取参照《精编分子生物学实验

指南》[5]所介绍的从细菌中制备基因组 DNA 的方法。 
1.4.2  16S rRNA 基因的 PCR 扩增 

实验中选用正向引物 Eubac27F（5ˊ-AGAG- 
TTTGATCCTGGCTCAG-3ˊ）和负向引物 Eubac- 
1492R（5ˊ-GGTTACCTTGTTACGACTT-3ˊ）进行

扩增，该对引物能够扩增出近乎全长的 16S rDNA 序

列。 

25 µL 的 PCR 反应体系中，DNA 模板用量＜100 
ng，正向和负向引物各 0.2 µmol/L ，MgCl22 mmol/L，
dNTP0.3 mmol/L，10×PCR buffer2.5 µL，Taq 酶 1U，

补双蒸水至 25 µL；PCR 反应条件:94 ℃预变性 4 
min，94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸

2 min，30 个循环，72 ℃最后延伸 8 min，4 ℃停止

反应。1％琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，并将 PCR
产物送至上海博亚生物公司测序。 
1.4.3  16S rDNA 序列分析 

将得到的序列利用 Blast 软件提交 EMBL 等数据

库，与已有的细菌 16S rDNA 序列进行相似性比较分

析。  
1.5 淀粉酶活力测定 

酶活性的测定采用 3，5-二硝基水杨酸试剂显色

法[6]。以 1 mL 粗酶液在 30℃，pH 10，每分钟水解淀

粉产生相当于 1 µg 葡萄糖的还原糖所需的酶量定义

为一个酶活单位(U)。 

2  结果与分析 

2.1 深海沉积物中微生物的分离和产淀粉酶 
菌株的初筛 
将 27 个深海沉积物样品在无菌工作台内各称取

1 g 放入已装有无菌海水和玻璃珠的三角瓶内，在低

速摇床内打匀 30 min，静置后取上清涂布在 4 种 pH
值梯度的 2216E 培养基平板上， pH 依次是

10,11,12,13，置于 15 ℃培养箱中恒温培养。挑取单

个菌落划线于筛选培养基平板，得到 30 株细菌具有

淀粉透明圈。 
2.2 产淀粉酶菌株的复筛 

将初筛得到的 30 株菌接入摇瓶发酵培养基中，

25 ℃，150 r/min摇床培养 48～72 h，测定在 30 ℃﹑pH 
9 条件下的酶活力，经反复比较后，选用编号为 W7

菌株为进一步实验菌株。 
W7 菌株分离自站位：MC4 station 7；地理位置：

134°28.79′E, 0°48.31′S；水深 1 193 m；样品为硅质黏

土，颜色较黑，质地较硬；时间：2001 年 5 月 9 日

11 时。 
2.3  W7 菌株的细菌学鉴定 
2.3.1 形态特征 

油镜下观察细菌呈短杆状，端圆，单个排列。菌

体大小为 1.0～1.2 µm×0.2～0.3 µm。电镜观察，菌体

着生有鞭毛，菌体周围有粘液层，如图 1。平板划线

培养 3 d 后菌落呈圆形，直径 0.2～0.3 cm，表面光滑

有光泽，边缘整齐，稍有隆起，颜色为浅乳白色，半

透明，在含淀粉筛选培养基平板上可产生直径 1 cm
左右的透明圈。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  菌株 W7 在电子显微镜下的形态 

Fig.1  The morphology of the strain W7 under electron  

microscope 

 
2.3.2 生化特性 

革兰氏染色为阴性，可在培养平板盐度高达 100
及 pH 值为 11﹑温度 4 ℃条件下生长，其生长随温

度的变化见图 2。菌株在 35 和 30 ℃时生长很快达到

稳定期，但在稳定期维持时间短暂，25 ℃时菌株在

稳定期能维持较长的时间，20 和 15 ℃时，菌株生长

缓慢，生物量低于 25 ℃时。该菌株也可在 4 ℃缓慢

生长，说明 W7 菌株能适应较广的温度范围，其最适

生长温度应为 25 ℃。 
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图 2  W7 菌株在不同温度下的生长曲线 

Fig.2  Growth curve of the strain W7  

 

2.4  W7 菌株的 16S rDNA 鉴定 
在 W7 菌株的 16S rRNA 基因的扩增过程中，作

者选用的一对引物能够扩增出的 16S rDNA序列的长

度为 1 455 bp，符合进一步 16S rDNA 鉴定的要求。

将该序列信息利用 Blast 软件在 EMBL 等数据库中进

行同源性搜索，选取同源性高的典型菌株的 16S 
rDNA 序列作为参比对象。经同源性比较发现 W7 菌

株与盐单胞菌属（Halomonas）的 16S rDNA 序列相

似性为 98 %，可认为 W7 菌株应属于盐单胞菌属。

根据 W7 菌株已知的生理生化特性查阅伯杰细菌鉴

定手册和盐单胞菌属的相关文献，均与该属特有的生

理生化特性相符合。 
2.5  W7 菌株产酶条件的试验 
2.5.1 碳源试验 

在发酵培养基中加入不同的碳源，质量分数为

1%，于 25 ̊ C，150 r/min 培养 36 h，测酶活力，结果

见表 1。菌株 W7 不利用木糖，虽然能利用葡萄糖﹑蔗

糖﹑乳糖﹑麦芽糖﹑果糖﹑甘露糖﹑半乳糖生长，但

均未能诱导胞外淀粉酶的产生，仅能在淀粉存在的条

件下产胞外淀粉酶。 

2.5.2 氮源试验 
在发酵培养基中加入不同的氮源，质量分数为

0.5% ，碳源为 1 %淀粉，于 25 ˚C，150 r/min 培养

36 h，测酶活力，结果见表 2。菌株 W7 对无机碳源

和有机氮源均能利用，但有机氮源更能促进胞外淀粉

酶的产生。 

2.5.3 盐度对产酶的影响 
在发酵培养基中加入不同质量分数的NaCl，25 ℃，

150 r/min 培养 36 h，测酶活力。结果见图 3， NaCl

质量分数为 5％时 W7 菌株产酶量最高，当 NaCl 质
量分数为 20％时菌株的生长受抑制。 
 

表 1  各种碳源对产酶的影响 
Tab.1  Effects of different carbon sources on the amylase  

production by the strain W7 

碳  源 菌体生长 酶活力(U/mL) 

淀  粉 

葡萄糖 

蔗  糖 

乳  糖 

麦芽糖 

果  糖 

甘露糖 

半乳糖 

木  糖 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

++ 

++ 

+ 

- 

250.98±33.59 

31.67±12.80 

12.44±0.533 

24.01±9.65 

21.13±1.60 

25.78±8.25 

46.76±12.53 

28.66±5.87 

0 

 
表 2  各种氮源对产酶的影响 
Tab.2  Effects of different nitrogen sources on the amylase  

production by the strain W7 

氮源 菌体生长 酶活力(U/mL) 

牛肉膏 

蛋白胨 

胰蛋白胨 

尿素 

(NH4)2SO4 

NH4NO3 

NH4Cl 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

364.25±32.53 

329.56±22.93 

203.24±1.60 

163.65±29.86 

229.26±20.26 

216.06±7.98 

237.56±23.46 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 3  盐度对产酶的影响 

Fig.3  Effects of salinity on amylase production by 

 the strain W7 

研究报告　REPORTS



 

海洋科学/2007 年/第 31 卷/第 11 期 30

2.5.4 金属离子对产酶的影响 
在发酵培养基中加入 0.04%的各种金属离子，25˚ C，

150 r/min 培养 36 h，测酶活力，见表 3。其中 Ba2+

能明显促进菌体淀粉酶的产生，Zn2+则抑制淀粉酶的

产生，其余金属离子对淀粉酶的产生无太大的影响。 
 

表 3  金属离子对产酶的影响 

Tab.3  Effects of metal ion on amylase production by the 

strain W7 

金属离子 菌体生长 酶活力(U/mL) 

空  白 

MgSO4 

BaCl2 

CaCl2 

CaCO3 

LiCl 

CuSO4 

KCl 

MnCl2 

ZnSO4 

Fe2(SO4)3 

＋＋ 

＋＋ 

＋＋ 

＋＋ 

＋＋ 

＋＋ 

＋ 

＋＋ 

＋＋ 

＋ 

＋＋ 

210.41±2.67 

225.87±21.33 

256.41±6.58 

193.82±5.32 

191.55±14.93 

209.65±21.86 

165.91±19.20 

193.44±13.86 

201.36±1.60 

55.81±7.47 

187.78±17.60 

 
2.5.5 表面活性剂对产酶的影响 

淀粉酶是胞外酶，考虑表面活性剂可能会有助于

酶的释放，在发酵培养基中加入常见的一些表面活性

剂，比较其对产酶的影响，见表 4。结果表明 4 种表

面活性剂对产酶并无明显促进作用。 
 

表 4  表面活性剂对产酶的影响 

Tab.4  Effects of surfactants on amylase production by the  

strain W7 

表面活性剂 质量浓度（g/L） 酶活力（U/mL） 

对  照 

洗衣粉 

Tween 80 

Triton x-100 

SDS 

0 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

301.36±22.93 

280.62±9.56 

260.26±6.40 

321.34±12.80 

240.65±5.87 

 

2.5.6 培养时间和温度对产酶的影响 
发酵培养基 pH 值调至 10.0，分别在 15，25，35

℃培养 60 h，结果见图 4。菌株的产酶活性在 35 和

30 ℃时很快达到最高，但不稳定，25 ℃时，菌株的

产酶活性在其最高点能维持较长的时间，20 和 15 ℃
时，菌株生长缓慢，产酶活性明显较低，说明 W7 菌

株的最佳产酶温度是 25 ˚C。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  培养时间和温度对产酶的影响 

Fig.4  Effects of cultural temperature and time on amylase  

production by the strain W7 

 

2.5.7 起始 pH 值对产酶的影响 
配制发酵培养基，用 5%的 NaOH 调至 7～13 的

pH 值范围，于 25˚C，150 r/min 培养 36 h，测酶活力。

发现 W7 菌株的最适产酶起始 pH 值为 10.0。在 pH
值为 12，13 时均可生长，但酶活力较低。 
2.5.8 通气量对产酶的影响 

在 250 mL 的三角摇瓶中装入不同量的发酵培养

基，25 ℃，150 r/min 培养 36 h，测酶活力。结果表

明，当发酵培养基的装量在 20 mL 时 W7 菌株产酶量

最高。 
2.5.9 接种量对产酶的影响 

将在液体培养基培养 18 h 的菌液按不同接种量

接入摇瓶发酵培养基，于 25 ˚C，150 r/min 培养 36 h，
测酶活力，实验结果表明，接种量在 2%时，菌株

W7 产酶量最高。 

2.6 淀粉酶粗酶液的性质 
2.6.1 温度对酶活力的影响 

分别在不同温度下进行酶反应，测酶活力，酶的

最适温度为 40 ℃，在 35～45 ℃内酶活力较高（图 5）。 
2.6.2 淀粉酶粗酶液酶活的最适 pH 值 

用不同 pH 值的缓冲液配制淀粉底物溶液，进行

酶反应。结果表明，此淀粉酶的最适 pH 为 10.0，在

pH 9～11 的碱性范围内均有较高的酶活力（图 6）。 
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图 5  酶的最适作用温度 

Fig.5  Effect of temperature on amylase activity  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 6  酶的最适作用 pH 值 

Fig.6  Effect of pH on amylase activity  

 
2.6.3 淀粉酶粗酶液的热稳定性 

将淀粉酶粗酶液分别在 10，20，30，40，50，
60，70℃水浴中放置 0.5，1，2，3，5，8 h，测酶活

力。粗酶液在 10 ℃和 20 ℃保温 8 h，残余酶活力分

别是 98 %和 82 %，粗酶液在 60 ℃和 70 ℃保温 0.5 h，
残余酶活力分别是 32 %和 14 %（图 7），说明酶蛋

白对热敏感。 
2.7  W7 菌株的其他生物学活性 

将 W7 菌株划线于纤维素﹑有机磷﹑无机磷﹑

油脂﹑排硫 5 种选择性培养基平板上，3 d 后观察。

并检测 W7 菌株的反硝化﹑亚硝化﹑硝化和氨化活

性，结果见表 5。W7 菌株具有反硝化和氨化活性。 

3 讨论 

作者从深海沉积物中筛选到具有胞外淀粉酶活 

 

 

 

 

 

 

 
       图 7  酶的热稳定性 

Fig.7  Effect of temperature on the stability of amylase  

 
表 5  W7 菌株的其他生物活性 

Tab.5  Other bioactivity of the strain W7 

其他生物学活性 性状 

纤维素选择性培养基 

有机磷选择性培养基 

无机磷选择性培养基 

油脂选择性培养基 

排硫选择性培养基 

反硝化活性 

亚硝化活性 

硝化活性 

氨化活性 

无活性 

无活性 

无活性 

无活性 

无活性 

有活性 

无活性 

无活性 

有活性 

 
性的菌株 30 株，国内外也有从深海环境中筛选到其

他胞外酶如蛋白酶等的报道，表明在深海环境中仍存

在不少的有机物质[7，8]。经复筛比较，选用编号为 W7
菌株为进一步实验菌株。W7 菌株能在盐度 100 和

pH7～13 的环境中生长，盐度为 50 时产酶活性达到

最高，既能利用有机氮源也能利用无机氮源，以及具

有反硝化活性和氨化活性，说明 W7 菌株具备多种营

养类型和多种能量代谢类型，能适应较广的生长条

件，能在深海低氧的条件下以硝酸盐和亚硝酸盐类作

为呼吸链的最终电子受体，进行无氧呼吸，产生能量，

这些都与深海特殊复杂的自然环境有关。W7 菌株的

淀粉酶最适作用温度是 40 ℃，最适作用 pH 值是 10，
参考有关淀粉酶的报道[9～11]，是属于能在低温及碱性

条件下具有较高活力的酶类。作者计划从 W7 菌株的

反硝化和氨化活性及其所产淀粉酶出发，利用分子生
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物学手段，研究深海微生物在生理生化﹑活性物质的

产生等方面与陆源微生物的差别。而且，通过生物工

程手段，有希望将其应用于洗涤剂等工业生产中。 
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Isolation of a deep-sea strain Halomonas sp.W7 producing  
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Abstract：30 isolates producing extracellular amylase were screened from 27 deep-sea sediments. Phylogenetic 
analysis indicates that the strain W7 belongs to genus of Halomonas sp. It can grow at the range of pH 7～13 and 
salinity 0～10%. Its optimal growth temperature is 25 ℃. The strain can utilize many types of carbon sources but 
produce amylase only in the presence of starch. It can utilize both inorganic nitrogen sources and organic nitrogen 
sources but the use of organic nitrogen sources increases amylase yield. The optimal fermentation conditions were as 
follows:2 % inoculation volume,5 % salinity and initial pH10 with cultivating at 25 ℃ for 36～48 h on a shaker at a 
speed of 150 r/min.The optimal pH and temperature for the amylase activity are pH10 and 40 ℃ respectively. This 
strain also showes the activity of denitrification and ammoniation.                 
             

     (本文编辑:张培新) 
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