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摘要:【目的】从北极海水样品中分离产蛋白酶细菌ꎬ并对其进行初步的分类鉴定ꎬ为低温蛋白酶的低温适应

性及其应用研究奠定基础ꎮ 【方法】通过酪蛋白筛选培养基低温培养的方法从北极水样中分离出 ６８ 株产蛋

白酶细菌ꎬ采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ(限制性酶切多态性)方法及传统的表型特性分析对所分离纯化的

菌株进行分类ꎬ每种细菌类型各取 １ 株代表菌株进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列测定、ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 ｂｌａｓｔ 分析以

及通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行系统进化树分析ꎮ 对代表菌株的蛋白酶酶学性质进行初步研究ꎮ 【结果】６８ 个菌

株可归为 ３ 种类型(５４􀆰 ４１％ 、４２􀆰 ６５％和 ２􀆰 ９４％ )ꎬ分别以菌株 ６、１１ 和 ５２ 为代表菌株ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列

分析结果表明ꎬ菌株 １１ 与比目鱼黄杆菌(Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ)具有 ９８􀆰 ２４％的同源性ꎻ菌株 ５２ 与

嗜根寡养单胞菌(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ)具有 ９８􀆰 ５５％的同源性ꎻ菌株 ６ 与 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ 具

有 ９６􀆰 ５０％的同源性ꎬ可能为该属的新物种ꎮ 对 ３ 种类型代表菌株进行表型性状研究显示ꎬ菌株 ６、１１ 和 ５２
为革兰氏阴性、直杆状、不产胞外脂肪酶和淀粉酶ꎬ具有强的蛋白酶活性ꎮ 菌株 ６ 的蛋白酶最适酶活温度为

５５℃ꎬ最适宜 ｐＨ 为 ６􀆰 ７ꎻ菌株 １１ 的蛋白酶最适酶活温度为 ４０℃ꎬ属于低温酶ꎬ最适酶活 ｐＨ 约为 ８􀆰 ５ꎻ菌株 ５２
的蛋白酶最适酶活温度为 ６５℃ꎬ最适酶活 ｐＨ 为 ７􀆰 ４ꎮ 【结论】 本文首次报道了 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 和

Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的菌株在北极海水样品中的分布ꎬ充实了极地产蛋白酶菌的种属分布多样性ꎬ为后续低温蛋

白酶的研究和应用奠定了基础ꎮ
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　 　 蛋白酶是一类催化肽链中肽键水解的酶类ꎬ已
广泛应用于食品、医药、洗涤、纺织、制革、废物处理

和银的回收等领域ꎬ是世界三大工业用酶之一ꎬ其市

场占 有 率 约 占 整 个 商 品 酶 销 售 量 的 ４０％ －
６５％ [１ － ３]ꎮ 该酶广泛分布于动物、植物及微生物中ꎮ

２０ 世纪 ９０ 年代以来ꎬ随着基因工程的加入、发酵技

术的发展及新型发酵设备的发明ꎬ微生物日益成为

工业酶制剂的主要来源ꎮ 目前已知的多数商业化的

微生 物 蛋 白 酶 主 要 来 源 于 芽 胞 杆 菌 属 细 菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)的中性或碱性蛋白酶ꎬ最佳的酶活温度一
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般在 ５５℃ －７０℃ꎬ已不能满足日新月异的工业技术

发展和应用的需要ꎬ因此寻找和开发新型的微生物

低温碱性蛋白酶资源仍然是目前国内外的研究热

点ꎮ
低温蛋白酶的最适酶活温度一般在 ４０℃以下ꎬ

主要由低温微生物(嗜冷菌和耐冷菌) 产生[４ － ５]ꎮ
低温蛋白酶在食品ꎬ洗涤、皮革等工业具有广泛应用

前景ꎬ有着中温蛋白酶无法取代的优越性ꎬ因此自

２０ 世纪 ７０ 年代以来ꎬ世界上己有许多实验室在从

事低温蛋白酶的研究ꎬ已从海水、嗜冷的生物以及高

山、极地泥土等样品中分离到产低温蛋白酶的菌株ꎮ
目前报道的产低温蛋白酶的主要菌属有假单胞菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ) [６]ꎬ土地杆菌属(Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ) [７]ꎬ交替

假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ) [８ － １０]ꎬ黄单胞菌属

(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ) [１１]ꎬ海杆菌属(Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ) [１２]ꎬ科
尔 韦 尔 氏 菌 属 ( Ｃｏｌｗｅｌｌｉａ ) [７]ꎬ 希 瓦 氏 菌 属

(Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ) [１３]ꎬ黄杆菌属(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) [１４]ꎬ固
氮螺菌属(Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ) [１５]等ꎮ

本文通过低温培养的方法从北极海水样品中分

离到 ６８ 株产蛋白酶细菌ꎬ并对其进行初步的分类鉴

定及酶学研究ꎬ以期为低温蛋白酶的低温适应性及

其开发和应用研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １ 样品:样品 Ｂ０２:中国第四次北极考察于

２０１０￣７￣１０ 在 Ｂ０２ 站位(５３􀆰 ３２８４９９°Ｎꎬ １６９􀆰 ９６０４３４°
Ｅꎬ水深 １９３７ ｍꎬ水温 ８℃ꎬ盐度 ３２􀆰 ９)采集底层水

样ꎬ － ２０℃保存ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:ＡｆａＩ、ＭｓｐＩ 限制性核酸内

切酶ꎬ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ购自大连宝生物有限公

司ꎬ酪素、蛋白胨和酵母提取物为广东环凯微生物科

技有限公司ꎬ琼脂粉购自厦门泰京生物技术有限公

司ꎬＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ ２０００)ꎬＬｏｗｒｙ 法蛋白浓度测定

试剂盒、胶回收试剂盒、ｄＮＴＰｓ 购自上海生工ꎬ其它

试剂皆为市售分析纯ꎮ ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣ｒａｄ)ꎬ凝胶成像

分析系统(天能科技(上海)有限公司)ꎬＴＧ１６￣Ｗ 微

量高速离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司)ꎬ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎬ电泳系统(北京六一

仪器厂)ꎬＦＤＵ￣２１００ 冷冻干燥仪(上海森超贸易有

限公司)ꎬＳＰＥＣＴＲＡ ＭＡＸ １９０ 酶标仪(苏州安泰空

气技术有限公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 培养基:(１)酪蛋白筛选培养基:酪素１０ ｇꎬ
酵母粉０􀆰 ５ ｇꎬ琼脂１５ ｇꎬ加过滤海水补足体积至１ Ｌꎬ
ｐＨ ７􀆰 ０ － ７􀆰 ５ꎮ (２)２２１６Ｅ 培养基:参考林念炜等[１２]

的描述配制ꎮ (３)发酵培养基:酵母粉０􀆰 ２ ｇꎬ蛋白胨

１ ｇꎬ酪素１ ｇꎬＮａＣｌ １５ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 补足体积至１ Ｌꎬ
ｐＨ ７􀆰 ２ － ７􀆰 ４ꎮ
１􀆰 ２　 产蛋白酶细菌的分离纯化

取 １ｍＬ 水样依次梯度稀释成 １０ － １、１０ － ２、１０ － ３３
个梯度ꎬ取２００ μＬ各梯度样品ꎬ分别涂布于酪蛋白筛

选培养基上ꎬ每梯度设 ３ 个平行ꎮ 于 １５℃培养箱培

养６ ｄꎮ 选取菌落周围具有明显蛋白水解圈的菌株

于 ２２１６Ｅ 平板进行 ３ 次以上画线纯化培养ꎮ
１􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因核酸内切酶酶切图谱分析

(１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＲＦＬＰ 分析)
用灭菌牙签挑取各纯化菌株的部分菌落于

５０ μＬ碱裂解液中(ＳＤＳ １％ ꎬＮａＯＨ ０􀆰 １ ｍｏｌ / ｍＬ)进

行碱裂解ꎮ 裂解产物用无菌蒸馏水稀释 ５ － １０ 倍ꎮ
取１􀆰 ０ μＬ上述细胞裂解物为模板ꎬ以细菌通用引物

２７Ｆ (５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′) 和 １４９２Ｒ
(５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) [１６] 对每个模板

进行 ２ 个平行的 ＰＣＲ 反应ꎻ将所有产物集合并纯

化ꎻ将纯化后的 ＰＣＲ 产物用限制性内切酶 ＡｆａＩ 和

ＭｓｐＩ 双酶切ꎮ 以 ５％ (ｍ / Ｖ)聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测ꎬ分析 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的酶切电泳谱型ꎬ计算每种

不同谱型的出现频率ꎮ
１􀆰 ４　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析及系统发育分析

根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＲＦＬＰ 分析结果ꎬ 不同

ＲＦＬＰ 酶切电泳谱型的代表菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

序列由南京金斯特生物科技有限公司测定ꎬ所得序

列去除无效序列后在 ＮＣＢＩ 上利用 Ｂｌａｓｔｎ 程序

(ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ)搜索 ＧｅｎＢａｎｋ 核

酸蛋白序列数据库所有相关序列ꎬ确定各类群的种

属 特 性ꎮ 利 用 ＤＮＡＭＡＮ ( ｖｅｒｓｉｏｎ ５􀆰 １ꎬ Ｌｙｎｎｏｎ
ＢｉｏＳｏｆｔ)软件进行序列同源性分析并构建 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因系统进化树ꎮ
１􀆰 ５　 代表菌株的形态及生理生化特性鉴定

代表菌株最适生长温度、菌落形态、革兰氏染

色、运动性、淀粉酶实验、明胶酶(蛋白酶)实验、脂
肪酶实验参照«常见细菌系统鉴定手册» [１７]ꎮ
１􀆰 ６　 蛋白酶粗酶样品制备及酶活力测定

将代表菌株分别接种于发酵培养基ꎬ在 １５℃ꎬ

３０７
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２００ ｒ / ｍｉｎ培养４ － ５ ｄꎮ 将发酵液在 ４℃ꎬ６８００ × ｇ 离

心１０ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ真空冷冻干燥ꎬ蒸馏水溶解后

过夜透析ꎬ透析液再次冷冻干燥获得蛋白酶粗酶样

品ꎬ将粗酶样品用蒸馏水溶解ꎬ得到粗酶液ꎮ 采用

Ｌｏｗｒｙ 法(Ｆｏｌｉｎ￣酚法)测定蛋白酶活力(参考国家标

准(ＧＢ / Ｔ２３５２７—２００９)及试剂盒说明书)ꎬ酶活力

单位为 ３０℃ 条件下每分钟水解酪素产生相当于

１ μｇ酪氨酸所需的酶量ꎮ
１􀆰 ７　 温度对蛋白酶活性的影响

分别将 ２００ μＬ粗酶液与 ８００ μＬ酪蛋白溶液

(１％ ꎬ ｐＨ ８􀆰 ０)混匀ꎬ分别在 ０℃ － ９０℃ 测定酶活

力ꎬ以酶活力最高时为 １００％ ꎬ计算其他条件下的相

对酶活力ꎬ绘制酶活温度曲线ꎮ
１􀆰 ８　 ｐＨ 对蛋白酶活性的影响

分别将２００ μＬ粗酶液与８００ μＬ不同 ｐＨ 值(ｐＨ
５. ０ － １０. ０)的缓冲液(含 １％ 酪蛋白)混匀ꎬ在适宜

的酶活温度下测定酶活力ꎬ以酶活力最高时为

１００％ ꎬ计算其他条件下的相对酶活力ꎬ绘制酶活 ｐＨ
曲线ꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 菌落形态

分离纯化的 ６８ 株细菌在酪蛋白筛选培养基上

生长的菌落类型主要有 ３ 大类:乳白色(３７ 株)ꎬ橘
色(２９ 株)和浅黄色(２ 株)ꎮ 各菌落形态见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因分析及系统发育树构建

用 ＡｆａＩ 和 ＭｓｐＩ 限制性内切酶对上述 ６８ 个菌株

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行双酶切及聚丙烯酰氨凝胶电泳

分析(ＲＦＬＰ 分析)ꎬ结果表明 ６８ 株细菌可归为 ３ 种

酶切电泳谱型ꎬ该分类结果与菌落形态相符(表 １)ꎮ
每种类型的菌株由于形态、生理生化等特性相似ꎬ固
随机挑取 １ 株代表菌株进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的序列

分析及系统发育进化分析(表 １ 和图 １)ꎬ结果显示

菌株 ６ 和 ５２ 与嗜根寡养单胞菌( Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ) 有较高的同源性 (分别为 ９６􀆰 ５０％ 和

９８􀆰 ５５％ )ꎻ菌株 １１ 与比目鱼黄杆菌(Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ)有较高同源性(９８􀆰 ２４％)ꎮ

表 １. ６８ 株北极细菌菌落形态、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＲＦＬＰ 分型及进化亲缘关系

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ￣ＲＦＬＰ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ６８ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｒｃｔｉｃ

ＲＦＬＰ
ｔｙｐｅ

Ｃｏｌｏｎｙ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ Ｓｔｒａｉｎｓ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｎｅａｒｅｓｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
(Ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ) Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％

Ⅰ

Ｃｒｅａｍｙ ｗｈｉｔｅꎬ ｃｉｒｃｕｌａｒꎬ
ｃｏｎｖｅｘꎬ ｍｏｉｓｔꎬ ｓｍｏｏｔｈꎬ
ｓｈｉｎｙꎬ ｏｐａｑｕｅꎬ ｅｎｔｉｒｅ
ｅｄｇｅｓ

１ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ４ꎬ ５ꎬ ６ꎬ １０ꎬ
３０ꎬ ３１ꎬ ３４ꎬ ３５ꎬ ３６ꎬ ３７ꎬ
３８ꎬ ３９ꎬ ４０ꎬ ４１ꎬ ４２ꎬ ４３ꎬ
４４ꎬ ４５ꎬ ４６ꎬ ４７ꎬ ４８ꎬ ４９ꎬ
５０ꎬ ５１ꎬ ５３ꎬ ５４ꎬ ５８ꎬ ５９ꎬ
６０ꎬ ６１ꎬ ６２ꎬ ＸＨ２１ꎬ
ＸＨ３０ꎬ ＸＨ３２

６ ＪＸ４９５７８５
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａｅ￣ｐ１０
(ＮＲ＿０２８９３０)

９６􀆰 ５０

Ⅱ
Ｏｒａｎｇｅꎬ ｃｉｒｃｕｌａｒꎬ ｃｏｎｖｅｘꎬ
ｍｏｉｓｔꎬ ｓｍｏｏｔｈꎬ ｓｈｉｎｙꎬ
ｏｐａｑｕｅꎬ ｅｎｔｉｒｅ ｅｄｇｅｓ

７ꎬ ８ꎬ ９ꎬ １１ꎬ １２ꎬ １３ꎬ １４ꎬ
１５ꎬ １６ꎬ １７ꎬ １８ꎬ １９ꎬ ２０ꎬ
２１ꎬ ２２ꎬ ２３ꎬ ２４ꎬ ２５ꎬ ２７ꎬ
２８ꎬ ２９ꎬ ３２ꎬ ３３ꎬ ５５ꎬ ５６ꎬ
５７ꎬ ６４ꎬ ＸＨ２７ꎬ ＸＨ２９

１１ ＪＸ４９５７８６

Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ ＬＭＧ
１３０２８
(ＮＲ＿０２５３８６)

９８􀆰 ２４

Ⅲ

Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｃｉｒｃｕｌａｒꎬ
ｃｏｎｖｅｘꎬ ｍｏｉｓｔꎬ ｓｍｏｏｔｈꎬ
ｓｈｉｎｙꎬ ｏｐａｑｕｅꎬ ｅｎｔｉｒｅ
ｅｄｇｅｓ

２６ꎬ ５２ ５２ ＪＸ４９５７８７
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａｅ￣ｐ１０
(ＮＲ＿０２８９３０)

９８􀆰 ５５

４０７
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图 １. 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建菌株 ６、１１ 和 ５２ 的系统发育进化树

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ６ꎬ １１ ａｎｄ ５２. Ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ
ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＤＮＡＭＡＮ ｐｒｏｇｒａｍ. Ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ａｂｏｖｅ
５０％ ｆｒｏｍ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ. Ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｇｉｖｅｎ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｉｓ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ
ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ５ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｐｅｒ １００ ｂｐ.

２􀆰 ３　 代表菌株的形态及生理生化特性

代表菌株 ６、１１、５２ 的个体形态及生理生化特征

如表 ２ 所示ꎮ

表 ２. 代表菌株的表型特征

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ６ꎬ １１ ａｎｄ ５２
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ｓｔｒａｉｎ ６ Ｓｔｒａｉｎ １１ Ｓｔｒａｉｎ ５２

Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｌｏｒ Ｃｒｅａｍｙ ｗｈｉｔｅ Ｏｒａｎｇｅ Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

Ｃｅｌｌ ｆｏｒｍ Ｓｔｒａｉｇｈｔ ｒｏｄｓ Ｓｔｒａｉｇｈｔ ｒｏｄｓ Ｓｔｒａｉｇｈｔ ｒｏｄｓ

Ｃａｐｓｕｌｅ － － －

Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ － － －

Ｍｏｔｉｌｉｔｙ ＋ － ＋

Ｌｉｐａｓｅ － － －

Ａｍｙｌａｓｅ － － －

Ｐｒｏｔｅａｓｅ / Ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ ＋ ＋ ＋

Ｏｐｔｉｍｕｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３０℃ ２０℃ －２５℃ ２５℃ －３０℃
－ ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ ＋ ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ.

２􀆰 ４　 温度和 ｐＨ 对蛋白酶活性的影响

菌株 １１(ＬＣＺ８)所产蛋白酶ꎬ在 ０ － ８７􀆰 ７℃范围

内具有酶活ꎬ在 ２０℃低温下可以保留 ４０％以上的酶

活力ꎬ最适酶活温度为 ４０℃(图 ２￣Ａ)ꎮ 在最适温度

４０℃放置９０ ｍｉｎꎬ保持 ７４􀆰 ２１％的酶活力ꎮ 该蛋白酶

在 ｐＨ６􀆰 ５ － １０􀆰 ０ 范围内具有较高酶活ꎬ最适酶活

ｐＨ 约为 ８􀆰 ５(图 ２￣Ｄ)ꎮ 在 ４℃将该酶在 ｐＨ ８􀆰 ５ 的

环境放置 ５ ｄ 后ꎬ其活性基本保持不变ꎮ
菌株 ５２(ＹＭ５２)所产蛋白酶在 ０ － ９０℃范围内

具有酶活ꎬ０ － ３０℃ 范围内保持 ４０％ 左右的酶活ꎬ
３５ － ８０℃酶活较高ꎬ最适酶活温度为 ６５℃(图 ２￣Ｂ)ꎮ
该蛋白酶在 ｐＨ６ － ９ 范围内具有较高活性ꎬ最适酶

活 ｐＨ 为 ７􀆰 ４(图 ２￣Ｅ)ꎮ 在最适 ｐＨ 和最适温度下ꎬ
经过６０ ｍｉｎ后ꎬ酶活下降了 ６０％以上ꎬ而 ４℃下酶活

较为稳定ꎬ酶活基本保持不变ꎮ
菌株 ６ (ＤＷＣ６)所产蛋白酶最适酶活温度为

５５℃(图 ２￣Ｃ)ꎬ最适宜 ｐＨ 为 ６􀆰 ７(图 ２￣Ｆ)ꎮ 在最佳

酶活温度 ５５℃ 下保温６０ ｍｉｎ后ꎬ保持 ８５􀆰 ８％ 的酶

活ꎮ ４℃下酶活稳定ꎮ

５０７



Ｍｉｎｇｘｉａ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

图 ２. 温度和 ｐＨ 对代表菌株蛋白酶活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ. Ａ ａｎｄ Ｄꎬ ｓｔｒａｉｎ １１ (ＬＣＺ８)ꎻ Ｂ ａｎｄ Ｅꎬ
ｓｔｒａｉｎ ５２ (ＹＭ５２)ꎻ Ｃ ａｎｄ Ｆꎬ ｓｔｒａｉｎ ６ (ＤＷＣ６).

３　 讨论

本文采用低温培养的方法从北极海水样品中分

离到 ６８ 株产蛋白酶的菌株ꎬ根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列分析及系统进化树分析以及部分形态生理生化特

性分析将它们归属为 ３ 个类群ꎬ代表菌株分别为 ６、
１１ 和 ５２ꎮ 根据 Ｄｒａｎｃｏｕｒｔ 等[１８ － １９]提出 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基

因序列同源性鉴定规则ꎬ菌株 １１ 所代表的类群 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因与 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ 具有

６０７
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９８􀆰 ２４％ 同 源 性ꎬ 该 类 群 与 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ 可能为同一个菌种ꎬ但这需要进一步

的 ＤＮＡ￣ＤＮＡ 杂交实验进行准确验证ꎬ因此暂时将

之鉴定为 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. １１ꎻ菌株 ６ 和 ５２ 所代

表的类群与 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ 有较高的同

源性(分别为 ９６􀆰 ５０％ 和 ９８􀆰 ５５％ )ꎬ菌株 ５２ 所代表

的类群与 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ 可能为同一个

菌种ꎬ同样暂时将之鉴定为 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ.
５２ꎻ菌株 ６ 所代表的类群可能为 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 新
种ꎬ暂时将之鉴定为 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ６ꎮ

黄杆菌属 ( Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)ꎬ属于拟杆菌门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ) 黄杆菌科( Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)ꎬ是一

类 １９９４ 年以后才重新划分和界定的种属[２０]ꎬ目前

为止ꎬ该属已含有 ６３ 个不同的菌种ꎬ不产芽孢、不运

动、杆状ꎬ多数菌种产典型的黄色或橘黄色非扩散性

ｆｌｅｘｉｒｕｂｉｎ 色素ꎬ部分菌种嗜冷ꎬ具有强活性蛋白酶ꎬ
可能与物质的腐败或某些临床细菌感染病有关系ꎮ
该类细菌广泛分布于土壤、淡水、海洋环境、极地环

境、 食 物 产 品 及 临 床 样 品 等[２１]ꎮ 由 于

Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的生长环境多种多样ꎬ且其蛋白酶

具有较高的活性ꎬ将为各类商业蛋白酶的开发和利

用提供有利的菌种资源库ꎬ具有巨大的潜在商业价

值ꎬ但是目前关于该类细菌的环境类群及其蛋白酶

的 深 入 研 究 仍 然 较 少[２２ － ２４]ꎮ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍꎬ原名为 Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍꎬ
最早分离自苏格兰近海海水及比目鱼体内ꎬ是比目

鱼的病原菌[２５]ꎮ 我们所分离的菌株 １１ 也属于微嗜

冷微生物ꎬ其最适生长温度在 ２０ － ２５℃ꎬ可能是极

地低温环境下的土著细菌ꎮ 初步酶活特性分析表明

该菌蛋白酶最佳酶活温度为 ４０℃左右ꎬ其蛋白酶在

低温下具有较高酶活和稳定性ꎬ属于低温碱性蛋白

酶ꎬ可望应用于化妆品、洗涤剂、皮革制造、饲料发

酵、环境废弃物处理等等领域ꎬ具有重要的研究和应

用价值ꎮ
寡 养 单 胞 菌 属 ( Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ )ꎬ 属 于

Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ 黄 单 胞 杆 菌 目

( Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ )ꎬ 黄 单 胞 杆 菌 纲

(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ)ꎬ目前仅有 １０ 种不同的物种ꎮ
广泛分布于自然界中ꎬ部分菌种可引起人类疾

病[２６]ꎮ 该类细菌不含芽孢ꎬ具有运动性ꎬ菌落为白

色、黄色或绿色ꎬ最佳生长温度为 ３５℃左右ꎬ属于耐

冷微生物ꎮ 具有蛋白酶活性ꎬ最佳酶活温度一般在

５０ － ６５℃范围内[２７]ꎬ是开发蛋白酶的另一类重要菌

种来源ꎮ 菌株 ６ 所产蛋白酶最适酶活温度为 ５５℃ꎬ
酶活稳定ꎬ可用于中温蛋白酶的研究应用ꎻ菌株 ５２
所产蛋白酶虽然最适酶活温度为 ５５℃ꎬ但其酶活在

最适温度下不稳定而在低温下稳定ꎬ这类蛋白酶可

能是耐冷细菌长期适应低温环境而表现出的分子适

应性ꎬ可为耐冷微生物的冷适机制研究提供重要的

研究材料ꎮ
目前ꎬ对于极地微生物的研究主要集中于南极

地区ꎬ北极微生物的研究才刚刚起步ꎬ尚无关于北极

海洋环境中 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 和 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的

菌株的相关报道ꎬ本文首次报道了 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
和 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的菌株在北极海水样品中的分

布ꎬ充实了极地产蛋白酶菌的种属分布多样性ꎬ同时

为后续低温蛋白酶的开发利用及冷适机制研究奠定

了基础ꎮ 此外ꎬ这两大类“淡水”细菌(其最适宜生

长盐度为 ０ － ２０)在北极海水中大量分布的现象也

是值得我们继续探讨的生态学问题ꎮ 其分布是否与

洋流或海冰的迁移有关ꎬ抑或它们就是土著微生物?
它们是如何适应这种相对高盐的环境并长期存活下

来ꎬ在生态位上扮演着怎样的角色? 所有这些问题

是我们未来研究的兴趣之一ꎬ还需要更多的后继实

验数据加以验证和阐述ꎮ
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Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０００ꎬ ３８(１０):３６２３￣３６３０.

[１９] Ｄｒａｎｃｏｕｒｔ Ｍꎬ Ｂｅｒｇｅｒ Ｐꎬ Ｒａｏｕｌｔ Ｄ. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ １６Ｓ ｒＲＮＡ
ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ａｔｙｐｉｃａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ２７
ｎｅｗ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ４２(５):２１９７￣２２０２.

[２０] Ｖａｎｄａｍｍｅ Ｐꎬ Ｂｅｒｎａｒｄｅｔ ＪＦꎬ Ｓｅｇｅｒｓ Ｐꎬ Ｋｅｒｓｔｅｒｓ Ｋꎬ
Ｈｏｌｍｅｓ Ｂ. Ｎｅｗ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ: ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎ. ｎｏｖ. ꎬ
Ｂｅｒｇｅｙｅｌｌａ ｇｅｎ. ｎｏｖ. ꎬ ａｎｄ Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ ｎｏｍ. ｒｅｖ.
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９４ꎬ ４４
(４): ８２７￣８３１.

[２１] Ｂｅｒｎａｒｄｅｔ ＪＦꎬ Ｈｕｇｏ Ｃꎬ Ｂｒｕｕｎ Ｂ. Ｔｈｅ Ｇｅｎｅｒａ
Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｄ Ｅｌｉｚａｂｅｔｈｋｉｎｇｉａ / / Ｆａｌｋｏｗ Ｓꎬ
Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ Ｅꎬ Ｓｃｈｌｅｉｆｅｒ ＫＨꎬ Ｓｔａｃｋｅｂｒａｎｄｔ Ｅ. Ｔｈｅ
Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ. ２ｎｄ ｅｄｓ. Ｖｏｌ. ７ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ: Ｄｅｌｔａ ａｎｄ
Ｅｐｓｉｌｏｎ Ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ. Ｄｅｅｐｌｙ Ｒｏｏｔｉｎｇ Ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ:
Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２００６:６３８￣６７６.

[２２] Ｌｉｕ Ｊꎬ Ｍｉｎ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｓｈａｏ Ａ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｓｔｒａｉｎ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｏｌｄ￣ａｄａｐｔｅｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ
ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ )ꎬ ２００６ꎬ ３２ ( ３ ): ２５１￣２５６. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
刘静ꎬ闵航ꎬ章骥ꎬ邵爱萍. 一株产低温蛋白酶菌株的
筛选鉴定及纯酶研究. 浙江大学学报(农业与生命科
学版)ꎬ ２００６ꎬ ３２(３):２５１￣２５６.

[２３] Ｐａｎ ＨＪꎬ Ｔｅｎｇ ＬＪꎬ Ｃｈｅｎ ＹＣꎬ Ｈｓｕｅｈ ＰＲꎬ Ｙａｎｇ ＰＣꎬ Ｈｏ
ＳＷꎬ Ｌｕｈ ＫＴ. Ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｉｎｄｏｌｏｇｅｎｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ
２０００ꎬ ３３(４):２２３￣２２６.

[２４] Ｂａｃｈ Ｅꎬ Ｄａｒｏｉｔ ＤＪꎬ Ｃｏｒｒêａ ＡＰꎬ Ｂｒａｎｄｅｌｌｉ Ａ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎｏｌｙｔｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｎｏｖｅｌ
Ｇｒａｍ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｅａｔｈｅｒ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｂｒａｚｉｌｉａｎ ｓｏｉｌｓ. Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎬ ２０１１ꎬ ２２ ( ６ ): １１９１￣
１２０１.

[２５] Ｍｕｄａｒｒｉｓ Ｍꎬ Ａｕｓｔｉｎ Ｂꎬ Ｓｅｇｅｒｓ Ｐꎬ Ｖａｎｃａｎｎｅｙｔ Ｍꎬ Ｈｏｓｔｅ
Ｂꎬ Ｂｅｒｎａｒｄｅｔ ＪＦ. Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ ｓｐ. ｎｏｖ. ꎬ
ａ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｆ ｔｕｒｂｏｔ ( Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ Ｌ. ).
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９４ꎬ ４４
(３):４４７￣４５３.

８０７



陈明霞等: ６８ 株北极产蛋白酶菌株的筛选、鉴定以及部分酶学性质. /微生物学报(２０１３)５３(７)

[２６] Ｐａｌｌｅｒｏｎｉ ＮＪ. Ｇｅｎｕｓ ＩＸ. Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ Ｐａｌｌｅｒｏｎｉ ａｎｄ
Ｂｒａｄｂｕｒｙ １９９３ꎬ ６０８ＶＰ / / Ｂｒｅｎｎｅｒ ＤＪꎬ Ｋｒｉｅｇ ＮＲꎬ Ｓｔａｌｅｙ ＪＴ.
Ｂｅｒｇｅｙ􀆳ｓ Ｍａｎｕａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ. ２ｎｄ ｅｄｓ. Ｖｏｌ. ２
Ｔｈｅ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐａｒｔ Ｂ Ｔｈｅ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ. Ｎｅｗ
Ｙｏｒｋ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２００４:１０７￣１１６.

[２７] Ｙａｎ Ｚꎬ Ｂｉ Ｃꎬ Ｘｉｎ Ｘꎬ Ｌｕｏ Ｗꎬ Ｄａｉ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｂ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈ￣ｐｒｏｔｅａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ３０(５):７￣
１１. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
闫志勇ꎬ毕春霞ꎬ辛晓妮ꎬ罗玮ꎬ代玉梅ꎬ王斌. １ 株高产
蛋白酶嗜麦芽寡养单胞菌的分离鉴定及其酶学活性的
研究. 微生物学杂志ꎬ ２０１０ꎬ ３０(５):７￣１１.

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
６８ｐｒｏｔｅａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｒｃｔｉｃ

Ｍｉｎｇｘｉａ Ｃｈｅｎ１ꎬ２ꎬ Ｈｅｙａｎｇ Ｌｉ２∗ꎬ Ｗｅｉｗｅｉ Ｃｈｅｎ１ꎬ Ｗｅｉｃｈｅｎｇ Ｄｉａｏ１ꎬ Ｃｈｅｎｇｚｈｏｎｇ Ｌｉｕ１ꎬ
Ｍｉｎ Ｙｕａｎ１ꎬ Ｘｉａｏｈｏｎｇ Ｌｉ１
１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｈｕａｑｉａｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｔｈｉｒｄ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙꎬ Ｓｔａｔｅ Ｏｃｅａｎｉｃ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ Ｘｉａｍｅｎ ３６１００５ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｗｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｒｃｔｉｃꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｏｕｌｄ
ｈｅｌｐ ｆｉｎｄ ｃｏｌｄ￣ａｄａｐｔｅｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｉｎ ｔｏｔａｌ ６８ ｐｒｏｔｅａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｒｃｔｉｃ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｃａｓｅｉｎ￣ａｇａｒ ｐｌａｔｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ａｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ￣ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＲＦＬＰ) ａｎｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｔｅｓｔ. Ｏｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ ｆｒｏｍ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ ( ＢＬＡＳＴ )ꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. [ Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ６８ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓ ( ５４􀆰 ４１％ ꎬ ４２􀆰 ６５％ ａｎｄ
２􀆰 ９４％ )ꎬ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎｓ ６ꎬ １１ ａｎｄ ５２ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ: Ｓｔｒａｉｎ １１ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｍ ｗｉｔｈ ９８􀆰 ２４％
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙꎻ ｓｔｒａｉｎ ５２ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ ｗｉｔｈ ９８􀆰 ５５％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙꎻ
ｓｔｒａｉｎ ６ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ ｗｉｔｈ ９６􀆰 ５０％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ａ ｎｏｖｅｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ. Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ: ｓｔｒａｉｎｓ ６ꎬ １１ ａｎｄ ５２ ｗｅｒｅ Ｇｒａｍ ｎｅｇａｔｉｖｅꎬ ｓｔｒａｉｇｈｔ ｒｏｄ￣
ｓｈａｐｅｄꎬ ｄｉｄ ｎｏｔ ｐｒｏｄｕｃｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐａｓｅ ａｎｄ ａｍｙｌａｓｅꎬ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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