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嗜冷普鲁兰酶产生菌NX-1的筛选及产酶条件优化
康怀彬1，肖天天1，李净净1，杨 桥2，杨华田1，尤晓颜1,*

（1.河南科技大学食品与生物工程学院，河南 洛阳 471023；2.中国水产科学研究院东海水产研究所，上海 200090）

摘  要：从南极海泥样品中分离得到一株产嗜冷普鲁兰酶的假交替单胞菌菌株（Pseudoalteromonas sp.）NX-1。以

菌株NX-1为研究对象，对菌株NX-1产嗜冷普鲁兰酶的酶学性质进行了初步研究，并通过单因素试验和正交试验对

其产嗜冷普鲁兰酶的最佳培养条件进行研究。结果显示，菌株NX-1所产嗜冷普鲁兰酶的最适作用温度为20 ℃，最

适作用pH值为7.0，在最适条件下，酶的半衰期约为120 min；菌株NX-1的最适产酶条件为：培养温度20 ℃、接种

量1%、培养基各组分含量分别为蔗糖15 g/L、蛋白胨15 g/L、CaCl2 0.5 g/L、Na2HPO4 6 g/L。优化后菌株产酶可达

25.172 U/mL，相比优化前提高25.1%。
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Screening of Psychrophilic Strain NX-1, a Pullulanase-Producing Bacterium and Optimization of Culture Conditions 
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Abstract: In the present study, a psychrophilic pullulanase-producing strain, Pseudoalteromonas sp. NX-1, was isolated 

from Antarctic marine sediment samples with optimum growth temperature of 20 ℃. The enzymatic properties of 

pullulanase from strain NX-1 were investigated. The medium composition and culture conditions for pullulanase production 

by NX-1 were optimized by single factor and orthogonal array experiments. The results showed the optimum catalytic pH of 

the pullulanase was 7.0, and the half-life was 120 min at optimal catalytic conditions. The pullulanase activity of this isolate 

was influenced in decreasing order by the following medium components sugar, peptone, CaCl2 and Na2HPO4. The optimal 

culture conditions were 20 ℃ and an inoculum size of 1% using a medium consisting of 15 g/L sugar, 15 g/L peptone,  

0.5 g/L CaCl2 and 6 g/L Na2HPO4. The yield of pullulanase  was improved by 25.1% when compared to that obtained before 

optimization that before. 
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淀粉作为一种重要原料被广泛应用于食品加工、

生物能源等工业领域[1]。工业用淀粉质原料中通常含有

75%～85%的支链淀粉，支链淀粉中α-1,6-糖苷键的水解

程度将直接影响到淀粉质原料的利用效率[2]。为此，在

淀粉制糖工业中，通常通过添加一定量的普鲁兰酶来提

高支链淀粉的利用效率。该酶可以特异性地水解普鲁兰

糖、支链淀粉等分枝多糖分子内的α-1,6-糖苷键，生成相

应的麦芽三糖和直链多糖[3]。研究表明，在淀粉糖化过程

中，添加一定量的普鲁兰酶，不仅可以降低糖化酶的用

量，还可以显著提高淀粉的糖化效率、缩短反应时间，

因此在淀粉深加工和生物能源等工业部门具有广泛的应

用前景[4-5]。

普鲁兰酶最早从肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae）
中分离得到[6]，其独特的性状及其在食品工业生产中的

应用潜能，使得不同类型的普鲁兰酶相继从不同类型

的微生物中分离得到[1,3-4]。一些普鲁兰酶的基因也不断

被克隆、鉴定，以及异源表达[4,7-9]，少数普鲁兰酶的晶

体结构也得到了解析[10-12]，为开展普鲁兰酶的工业化应
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用提供了理论指导。在淀粉加工工业中，由于淀粉液

化和糖化的温度不同，液化转入糖化时还需要降温等

工序，因此研究人员希望筛选得到耐热性好的普鲁兰

酶，将糖化和液化过程统一起来，从而简化工艺、降

低成本[13]。目前关于普鲁兰酶的研究主要集中于嗜热、

超嗜热普鲁兰酶 [14-16]，而对于嗜冷普鲁兰酶的研究国

内目前还尚未开展，国外近期才有相关研究报道[17-18]。 

嗜冷普鲁兰酶能够在低温条件下水解支链淀粉中的α-1,6-

糖苷键，如果与低温淀粉酶配合使用可以有效减少淀粉

糖化过程中的能源消耗，在淀粉加工工业自身节能降

耗要求的背景下，开展嗜冷普鲁兰酶的应用研究具有重

要的研究价值。本研究从南极低温环境样品中，以普

鲁兰糖为唯一碳源筛选得到一株产低温普鲁兰酶菌株

（Pseudoalteromonas sp.）NX-1，实验不仅对菌株所产低

温普鲁兰酶的酶学性质行了测定，并且通过正交试验优

化了菌株的最适产酶条件，为开展低温普鲁兰酶的工业

化应用提供理论指导。

1 材料与方法

1.1 材料、培养基与试剂

南极海泥样品来自雪龙号第29次科考取样，由中

国水产科学院东海水产研究所提供。样品编号为P5-10

和P5-4，取样点位置坐标分别为59°30”S/043°00”W和

60°00”S/042°00”W。

普鲁兰糖（生物纯（C37H62O30）n） 生工生物工程

（上海）股份有限公司；API 50CH试剂盒 法国梅里埃

公司；其他试剂均为分析纯。

鉴别培养基：普鲁兰糖3 g/L、蛋白胨10 g/L、人工

海水1 000 mL、琼脂2.0%，pH值自然。发酵培养基：蔗

糖15 g/L、蛋白胨15 g/L、CaCl2 0.5 g/L、Na2HPO4 6 g/L、

人工海水1 000 mL，pH 7.0。

1.2 仪器与设备

GeneAmp® 9700 PCR仪 美国生命技术公司；UV-

1800型紫外分光光度计   日本岛津公司；D-37520型高

速离心机 美国Sigma公司；HYL-C型组合式温控摇床  

太仓市强乐实验设备有限公司；SW-CJ-2D洁净工作台  

苏州苏洁净化设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株的筛选

称取1 g南极海底沉积物泥样，加入到10 mL灭菌人

工海水中，超声分散（200 W，超声1 s，停4 s，共15 个

循环）后取1 mL培养液做梯度稀释，涂布于筛选培养基

的平皿中，置于20 ℃培养箱中培养48 h。挑取平皿中长

出的菌株，采用影印接种法将菌株转接入筛选培养基平

皿中，在平皿中分别喷洒鲁格氏碘液和无水乙醇并观察

水解圈情况，挑取有水解圈的菌株接入摇瓶发酵培养基

中进行培养，20 ℃振荡培养24 h，测定发酵液中普鲁兰

酶活力。

1.3.2 菌株的鉴定及进化分析

采用酚 -氯仿法人工提取基因组DNA [19]，采用通

用引物27F和1492R扩增能菌株16S rRNA基因序列，

引物序列为：27F：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG和

1492R：AAGGAGGTGATCCAAGCC。聚合酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）扩增条件为：94 ℃预

变性4 min，94 ℃变性60 s，58 ℃退火，40 s；72 ℃延伸

1 min，30 个循环。PCR产物切胶纯化后，送北京六合华

大基因科技股份有限公司测序。测序后的序列与NCBI数

据库进行比对鉴定种属类别，并使用Mega 5软件采用邻

接法聚类构建16S rRNA系统发育树。采用API 50CH试剂

盒（法国梅里埃）鉴定菌株对不同碳源的利用情况，按

照说明书进行操作。

1.3.3 嗜冷普鲁兰酶活力的测定

采用粗酶液测定嗜冷普鲁兰酶活力，收集发酵液，

8 000 r/min离心20 min，上清液即为粗酶液。采用3,5-二

硝基水杨酸（3,5-dinitrosalicylic acid，DNS）法测定酶活

力[20]。酶活力单位定义：在pH 7.0、温度20 ℃条件下，

每分钟从普鲁兰糖底物释放相当于1 μmol葡萄糖还原量

所需的酶量定义为一个酶活力单位（U）。

1.3.4 嗜冷普鲁兰酶的酶学性质分析

在温度为10、15、20、28、37、42 ℃条件下分别

测定嗜冷普鲁兰酶的酶活力和菌悬液光密度（OD600 nm）

值，确定其最适反应温度；在最适温度下，测定不同

pH 值（4～9）条件下嗜冷普鲁兰酶的酶活力，确定其

最适反应pH值，pH 4～6.5采用柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液 

（0.1 mol/L），pH 7～9采用Tris-HCl缓冲液（1 mol/L）；

在最适pH值条件下，将酶液分别置于10、20、28、37、

42 ℃条件下维持0、20、40、60、80、100、120 min，测

定嗜冷普鲁兰酶在不同温度下的热稳定性。

1.3.5 单因素试验设计及方法

选取不同碳源、氮源、金属离子及磷酸根离子加入

含有100 mL无菌人工海水溶液的250 mL锥形瓶中，以1%

的接种量接入发酵培养液，在20 ℃、150 r/min的条件下

培养24 h。固定其他条件不变，分别考察碳源（蔗糖、玉

米淀粉、马铃薯淀粉、可溶性淀粉、甘油、葡萄糖、乳

糖、糊精等）及碳源质量浓度（蔗糖5～40 g/L）、氮源

（蛋白胨、玉米浆、酵母膏、牛肉膏、硫酸铵等）及氮

源质量浓度（蛋白胨5～40 g/L）、金属离子（氯化钙、

氯化镁、氯化钾、氯化铁等）及金属离子质量浓度（钙

离子0～0.8 g/L）、磷酸根离子质量浓度（0～16 g/L）对

菌株NX-1产嗜冷普鲁兰酶的影响。

1.3.6 正交试验设计及方法

根据L9（34）正交表选取不同质量浓度的蔗糖、蛋白



120  2015, Vol.36, No.01             食品科学	 ※生物工程

胨、钙离子及磷酸根离子组合配制发酵培养基。向含有

100 mL人工海水溶液的250 mL锥形瓶中分别加入各组成

分，以1%的接种量接入发酵培养液，在20 ℃、150 r/min

的条件下培养24 h，分别考察各组发酵培养基组分对低温

普鲁兰酶发酵效果的影响。

2 结果与分析

2.1 菌株的分离鉴定及生理生化性质
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图 1 菌株NX-1的分离鉴定结果

Fig.1 Isolation and identification of strain NX-1

初筛共分离得到10 株产普鲁兰酶菌株（图1），

通过摇瓶发酵实验对初筛得到的菌株的产酶活力进行

测定，其中6 株菌株能够检测到普鲁兰酶的活性，表

明这些菌株能够合成外泌型普鲁兰酶分泌到细胞外的

培养基中。这6 株菌株中，菌株NX-1的产酶活力最高 

（20.12 U/mg），通过16S rRNA测序比对后，发现菌株

NX-1与假交替单胞菌属（Pseudoalteromonas）物种相

近，16S rRNA进化关系表明菌株NX-1与游海假交替单胞

菌株（Pseudoalteromonas haloplanktis）最为接近，并与

紫菜假交替单胞菌株（Pseudoalteromonas porphyrae）聚

为独立分枝（图1c），表明菌株NX-1是属于假交替单胞

菌属的一个物种，将菌株NX-1命名为Pseudoalteromonas 

sp. NX-1。菌株NX-1的最适生长温度为20 ℃（图2c），

形态为短杆状，革兰氏染色结果为阴性菌，菌落呈乳白

色凸起、光滑湿润、不透明、边缘整齐。采用梅里埃金

标准微生物生理生化检测试剂盒（API 50CH）对菌株

NX-1的碳源利用情况进行了定性测定，结果表明菌株

NX-1可以利用阿拉伯糖、核糖、木糖、半乳糖、松二糖

等多种碳源进行生长，但不能利用葡萄糖、果糖、甘露

糖生长。

2.2 嗜冷普鲁兰酶的酶学性质
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图 2 菌株NX-1所产普鲁兰酶酶学性质分析

Fig.2 Enzymatic properties of pullulanase from the psychrophilic strain
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由图 2可知，在实验条件下（ p H  4～ 9，温度

10～42 ℃）均可以检测到普鲁兰酶的酶活力，该酶的最

适pH值为7.0，与之前报道的一些普鲁兰酶相近，如枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）菌株TU、蜡样芽孢杆菌

（Bacillus cereus）菌株FDTA-13、芽孢杆菌（Bacillus 
flavocaldarius）菌株KP122以及Rhodothermus marines[3]。

菌株NX-1所产普鲁兰酶的最适催化温度为20 ℃，按照

文献对于低温酶的分类[21]，其属于嗜冷酶的范畴，因此

确定该酶为嗜冷普鲁兰酶。对该嗜冷普鲁兰酶在不同温

度下的热稳定性进行测定（图2d），结果表明，随着时

间的延长，酶在不同温度下的稳定性均呈下降趋势，在

120 min后，相对酶活力降低超过36.1%；在不同处理温

度下，随着温度的升高，酶的稳定性呈快速下降趋势，

42 ℃保持120 min后，相对酶活力降低超过61.3%。在最

适作用温度条件下（20 ℃），酶的半衰期约为120 min

（图2d）。

2.3 培养基组分对菌株NX-1产酶的影响

2.3.1 不同种类碳源对菌株产酶的影响
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图 3 不同碳源对菌株NX-1产普鲁兰酶的影响

Fig.3 Effect of different carbon sources on the yield of pullulanase

由图3a可知，菌株NX-1不能利用单糖葡萄糖、二碳

糖乳糖和三碳糖甘油为碳源生长产普鲁兰酶，但可以利

用二碳糖蔗糖，并且在所有碳源中蔗糖对菌株NX-1产

酶影响最大，在以蔗糖为唯一碳源的条件下，普鲁兰酶

活力可达31.29 U/mL。对于所选取的4 种不同类型的淀

粉，结果显示玉米淀粉、红薯淀粉和马铃薯淀粉对菌株

NX-1产普鲁兰酶的影响接近，而可溶性淀粉效果要低于

上述3 种淀粉。在这4 种淀粉质碳源中，玉米淀粉要略优

于其他3 种淀粉，在实验条件下产生的普鲁兰酶活力可

达24.29 U/mL。因此，蔗糖是最适合菌株NX-1产酶的碳

源。实验还考察了不同蔗糖用量对菌株NX-1产酶的影响

（图3b），结果表明当蔗糖质量浓度为20 g/L时，普鲁兰

酶活力最高，为31.41 U/mL。

2.3.2 不同氮源对菌株NX-1产酶的影响

以蔗糖（20 g/L）为碳源，通过在培养基中分别添加

不同种类的氮源（10 g/L），测定发酵液中普鲁兰酶的活

力，考察不同氮源对菌株NX-1产普鲁兰酶的影响。结果

表明（图4a），菌株NX-1可以利用有机氮源和无机氮源

生长产普鲁兰酶，但有机氮源要优于无机氮源硫酸铵。

在6 种有机氮源中，蛋白胨对菌株产酶的影响最大，玉

米浆次之，大豆蛋白胨和牛肉膏作用相近，酵母膏对产

酶影响最小。实验条件下，以蛋白胨为唯一氮源，发酵

液普鲁兰酶酶活力可达25.26 U/mL，是菌株NX-1产普鲁

兰酶的最适氮源。考察不同蛋白胨用量对菌株NX-1产普

鲁兰酶的影响（图4b），发现当蛋白胨质量浓度为10 g/L

时，对促进菌株产普鲁兰酶作用最好。
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图 4 不同氮源对菌株NX-1产普鲁兰酶的影响

Fig.4 Effect of different nitrogen sources on the yield of pullulanase

2.3.3 不同金属离子对菌株NX-1产酶的影响
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图 5 不同金属离子对菌株NX-1产普鲁兰酶的影响

Fig.5 Effect of different metal ions on the yield of pullulanase

以蔗糖（20 g/L）为碳源、蛋白胨（10 g/L）为

氮源，通过在培养基中添加质量浓度为0.4 g/L的不同

种类的金属盐（CaCl2、MgCl2、FeCl3、NaCl、KCl、

MnCl2），以不加金属盐离子作为对照，考察不同金属

离子对产普鲁兰酶的影响。结果表明（图5a），与对照

相比，Na＋、K＋、Ca2＋、Mn2＋对菌株NX-1产普鲁兰酶均

有一定的促进作用，其中钙离子对菌株NX-1的产酶促进

作用最高，酶活力增加27%；Mn2＋促进作用最低，仅为

0.26%。相比较以上金属离子，Mg2＋和Fe3＋在该质量浓

度下对菌株产酶具有抑制作用，其中Fe3＋完全抑制菌株

产酶。根据以上结果确定Ca2＋是最适合菌株NX-1产普鲁

兰酶的金属离子。考察不同Ca2＋质量浓度对菌株产酶的

影响（图5b），发现当培养基中CaCl2质量浓度为0.4 g/L

时，对促进菌株产普鲁兰酶作用最好。

2.3.4 磷酸盐质量浓度对菌株NX-1产普鲁兰酶的影响

刘逸寒等[2]研究表明，磷酸盐对枯草芽孢杆菌工程

菌株产普鲁兰酶具有促进作用，基于此，本实验以蔗糖

（20 g/L）为碳源、蛋白胨（10 g/L）为氮源，在培养基中

添加0.4 g/L的氯化钙，考察不同质量浓度Na2HPO4对菌株

NX-1产嗜冷普鲁兰酶的影响。由图6可知，磷酸根对菌株

NX-1产嗜冷普鲁兰酶具有一定的影响，当磷酸盐质量浓度

为4 g/L时，对菌株NX-1产酶促进效应最强，发酵液中普

鲁兰酶活力达到最高（32.322 U/mL），此后随着磷酸盐

质量浓度的升高，发酵液中普鲁兰酶活力逐渐降低。
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图 6 磷酸盐质量浓度对菌株NX-1产普鲁兰酶的影响

Fig.6 Effect of phosphate concentration on the yield of pullulanase

2.4 菌株NX-1产普鲁兰酶最佳培养基组分优化

由单因素试验可知，培养基中蔗糖、蛋白胨、

CaCl2和磷酸盐的用量对菌株NX-1产普鲁兰酶有促进

作用。为进一步考察各因素之间的相互作用及最佳组

合，采用L9（34）的设计方案进行正交试验。正交试验

结果表明（表1），接种量1%、培养温度20 ℃的条件

下，蔗糖和蛋白胨为菌株NX-1产普鲁兰酶的主要影响

因素，4 个因素的影响程度依次为：蔗糖质量浓度＞蛋

白胨质量浓度＞Na2HPO4质量浓度＞CaCl2质量浓度。

各因素的最优组合为：蔗糖15 g/L、蛋白胨15 g/L、

CaCl2 0.5 g/L、Na2HPO4 6 g/L，此时普鲁兰酶活力可

达25 .172  U/mL，较优化前提高25 .1%。

表 1 培养基各组分正交试验结果及极差分析

Table 1 Results and variance analysis of orthogonal array experiments 

for optimization of medium components

试验号
A蔗糖质量

浓度/（g/L）
B蛋白胨质量
浓度/（g/L）

C CaCl2质
量浓度/（g/L）

D Na2HPO4质量
浓度/（g/L） 

酶活力/ 
（U/mL）

1 1（15） 1（5） 1（0.3） 1（2） 21.950

2 1 2（10） 2（0.4） 2（4） 21.000

3 1 3（15） 3（0.5） 3（6） 25.172

4 2（20） 1 2 3 22.511

5 2 2 3 1 20.283

6 2 3 1 2 23.306

7 3（25） 1 3 2 16.583

8 3 2 1 3 16.278

9 3 3 2 1 19.778

k1 22.707 20.348 20.511 20.670

k2 22.033 19.187 20.679 20.296

k3 17.546 22.752 21.096 21.320

极差R 4.648 3.211 0.527 0.922

最优组合 A1B3C3D3

3 结 论

嗜冷酶在低温下可以保持较高的催化效率，能够减

少生产过程中的能耗、降低生产成本；此外在低温条件

下食品经嗜冷酶处理有助于保持其品质和风味，并降低

中温菌污染的风险；在处理结束后嗜冷酶经过温和的热

处理即可失活，不需要复杂的后续处理手段。嗜冷酶的

这些特性使其在乳品、果汁、肉类加工等食品工业中得

到了广泛的应用。近年来，嗜冷酶资源的开发和应用成

为食品工业的一个重要研究方向[21-23]。本研究从南极海

泥样品中分离得到一株产嗜冷普鲁兰酶假交替单胞菌菌

株NX-1，并对菌株所产嗜冷普鲁兰酶的酶学性质进行了

初步研究，同时利用L9（34）正交试验对菌株产嗜冷普

鲁兰酶的产酶条件进行了优化，结果表明，菌株NX-1所

产嗜冷普鲁兰酶的最适作用温度为20 ℃，最适作用pH

值为7.0，在最适条件下，酶的半衰期约为120 min；影

响菌株NX-1产嗜冷普鲁兰酶的主要因素依次为蔗糖、

蛋白胨、Na2HPO4和CaCl2，菌株NX-1产嗜冷普鲁兰酶

的最佳培养条件为蔗糖15 g/L、蛋白胨15 g/L、CaCl2  

0.5 g/L、Na2HPO4 6 g/L，在此条件下所得普鲁兰酶活力
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可达25.172 U/mL，较优化之前提高25.1%。通过对嗜冷

普鲁兰酶的研究可为进一步研究其嗜冷机制、提高热稳

定性、以及开展低温普鲁兰酶的工业化应用提供研究材

料和理论指导。
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