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摘 要：从土壤微生物中筛选得到一株产神经节苷脂内切糖苷酶的菌株 FG#..#，该酶能特
异性水解神经节苷脂中连接神经酰胺和寡糖链之间的糖苷键，是研究神经节苷脂结构与功能

的重要工具酶。对分离菌株 FG#..#进行了形态、生理生化鉴定及 .C2 +H-)序列分析。菌株
FG#..#为细菌，革兰氏染色阴性，直杆状，鞭毛周生，菌体大小为（$IC!7 J .!7）K（.!7 J
"!7），%D L实验阳性，甲基红阴性，利用葡萄糖产酸产气。以 .C2 +H-)同源性为基础构建了
包括 ..株相关种属细菌在内的系统发育树，在系统发育树中，分离菌株 FG#..# 与 !"#$%&
’()*#$% *+’)*)$ 在同一分支，二者的序列相似性为 B0ICM ，结合形态和生理生化鉴定，将其鉴定
为阴沟肠杆菌（!"#$%’()*#$% *+’)*)$）。
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神经节苷脂（O8:;’,&?,9P?，OQ2）由一含唾液酸的亲水寡糖通过"5.，.5糖苷键与疏水的
神经酰胺连接而成的两性大分子。它存在于几乎所有的哺乳动物组织中，在神经组织中

尤为丰富。在细胞膜结构中，OQ2的疏水部分镶嵌于膜双脂层中，而亲水的寡糖链则像天
线一样暴露于细胞膜表面［.］。

位于细胞表面的 OQ2具有多种重要的生物功能：作为信息分子或受体可特异性结合
多种生物活性因子，如生长因子、细菌毒素和抗原抗体和病毒等；参与细胞的增殖、识别、

分化和信号传递等过程；它在癌变过程中也扮演着重要角色［#］。神经节苷脂日益成为生

物学、医学领域研究的热点。自 .B"E年 1’P:R首次发现以来，至今已分离鉴定出 /$余种
OQ2，但因为缺少较合适的分析方法和手段，人们对其确切的生物功能还缺乏足够认识。
分析其功能的最佳途径就是采用高度专一性的糖苷酶，因此发现和开发这类工具酶是了

解神经节苷脂中寡糖链功能的关键一步。

神经节苷脂内切糖苷酶（6:9&;’=A&AP+87,98?P，6O38?P，63"I#I.I.#"）是一种新型的内
切糖苷酶，能特异性水解神经节苷脂中连接神经酰胺和寡糖链之间的糖苷键，将神经节苷

脂上的寡糖链完整释放出来。.B0C年美国科学家李玉德首次在水蛭体内发现该酶［"］，到
目前为止国际上仅日本报道在红球菌 ,-’.’*’**/0 ?*(［!］和棒杆菌 1’%2"$()*#$%3/4 ?*(［E］中
发现了微生物来源的 6O38?P，其它微生物来源的神经节苷脂内切酶研究在国内外尚未见
报道。本文报道从土壤微生物中分离筛选得到了一株产 6O38?P的新菌株，并对其进行了



形态、生理生化鉴定和基于 !"# $%&’序列的系统发育分析。

! 材料和方法
!"! 菌种来源
菌株 ()*!!*由本实验室从土壤中分离得到。

!"# 培养基组分及培养条件
!"#"! 诱导分离培养基：多聚蛋白胨 +,-.，酵母提取物 +,!.，氯化钠 +,*.，神经节
苷脂 +,*.，琼脂 !,/.，01",-。23 培养基：蛋白胨 !.，酵母提取物 +,-.，&456 !.，
017,+。
!"#"# 培养条件：!/+$89:;，<+=摇床振荡培养 *+>。
!"$ 酶和试剂

0?@ABCBD4EF GDHIJ$ K:I、%&’限制性内切酶购于 L$J9DM4公司，?D6 DNI$4HI:J; K:I购于鼎
国，C4O 06PE %&’ 0J6F9D$4ED购自上海生工生物技术有限公司，神经节苷脂参照文献［"］从新
鲜牛脑中提取，24HBAQ（RBADI>F6P9SD666:TD$F6B!B%B64HIJE:UD）、?A!（M4;M6:JE:UD）、1VLB3（H>J6B
D$4 IJN:; 3 EPSP;:IB0D$JN:U4ED HJ;WP;HI4ID）购于 #:M94公司，其余化学试剂均为国产分析纯。
!"% &’()*+产生菌株的分离筛选方法
采集的土壤样品经富集培养后分离纯化单菌落，单菌落接种于液体诱导培养基中，

<+=摇床培养 *+>获得的培养物超声破碎后作为粗酶液。先水解荧光底物 24HBAQ进行
初筛，用薄层层析分析酶活性。反应体系为：-"2 24HBAQ（+,!"M8"2）与 !7,-"2 粗酶液，
*,-"2 -+99J682 01-,-的醋酸钠缓冲液（含 +,R. C$:IJ; X !++），<7=下反应 !* >。以神经
节苷脂 ?A!为底物进行复筛，按常规的 @2Y#’方法进行操作。首先将 ?A!固定在酶标
板上，与酶液在 <7=下反应 !*>后，用能特异结合 ?A! 上寡糖链的 1VLB3标记板上的
?A!，若 ?A!的寡糖链被水解，则 1VLB3 不能结合。为防止外切糖苷酶（主要是半乳糖苷
酶）的干扰，在反应系统中加入半乳糖甘酶抑制剂。

!", 形态观察
革兰氏染色，鞭毛染色，并对其细胞形状、鞭毛及运动性等形态结构进行显微观察。

!"- 生理生化鉴定
生理生化试验按照伯杰氏细菌鉴定手册（第九版）方法进行。

!". !-/ 0123的扩增与测序［.］

!"."! 细菌总 %&’提取：5C’3法［/］。
!"."# 引物：本实验采用细菌 !"# $%&’通用引物进行 L5V扩增，其序列如下：引物 Z*7：
-[’?’?CCC?’C5AC??5C5’? <[，引物 V!R\*：-[??5C’55CC?CC’5?’5CC <[。
!"."$ L5V反应条件：\R=变性 -+E，-!=复性 -+E，7*=延伸 !,-9:;，<+个循环，然后 7*=
延伸 /9:;。用 ?D6 DNI$4HI:J; K:I从胶中回收 L5V产物，连接在 0?@ABC @4EF GDHIJ$ 上，转化
! ] "#$% %1-#，在加有 ’908YLC?8^BM46的 23平板上筛选阳性白斑，提取质粒并测序。
!"4 系统发育树的构建
将菌株 ()*!!*的 !"# $%&’序列在 ?D;34;_、@A32核酸序列数据库进行序列比较，

采用 %&’A’&‘R,+软件的 AP6I:06D #DOPD;HD ’6:M;9D;I 进行 !"# $%&’同源性分析，并构建
系统发育树。
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! 结 果

!"# 菌株的分离筛选
土壤样品富集培养后涂布于 !"平板，将得到的 #$$个单菌落分别接种于含神经节苷

脂的液体诱导培养基中，%$&摇床培养 ’$(。用荧光替代底物 !)*+,-进行初筛（图 .），初
筛得到 .%株阳性细菌，再以 /,.为底物进行 0!123复筛，最终得到阳性菌株 45’..’，该
菌产 0/6)78，能有效的水解 /,.上的寡糖链，从而使 9:;+"无法与 /,.寡糖链结合显色
（图 ’）。同时对菌株 45’..’的发酵液上清和菌体破碎上清液及碎片沉淀中酶活力进行
了测定，酶活力主要集中于细胞碎片沉淀中，因此初步分析该酶为一膜蛋白。

图 # $%&’()水解 *’+,-.产物的 /*&分析
<=>?. @!6 AB CDAEF*G BDAH !)*+,- IJ 0/6)78

.K !)*+,-；’K !)*+,- L 0/6)78?

图 ! $%&’()水解 %-#的 $*012分析
<=>?’ 9JEDAMJ7=7 AB /,. IJ 0/6)78

.K /,. L 0/6)78（.’(）；

’K /,. L 0/6)78（$(）；%K /,.?

!"! 34!##!的形态与生理生化特征
菌株 45’..’ 为革兰氏阴性细菌，直杆状，鞭毛周生，不形成芽孢，菌体大小为

（$K#!H N .K$!H）O（.K$!H N %K$!H），菌落圆形，淡黄色。其生理生化鉴定结果见表 .。
表 # 34!##!菌株的生理生化特性

@)IM8 . ;(J7=AMA>=*)M *()D)*G8D=7G=*7 AB 7GD)=P 45’..’
6()D)*G8D=7G=* 2GD)=P45’..’ 6()D)*G8D=7G=* 2GD)=P45’..’

QR=E)78
6)G)M)78 CDAEF*G=AP
-D8)78
!J7=P8 E8*)DIARJM)78
;(8PJM)M)P=P8 E8)H=P)78
3D>=P=P8 E=(JEDAM)78
6=GD)G8
,8G(JM D8E
SA>87 T ;DA7U)F8D
1PEAM8 CDAEF*G=AP
9JEDA>8P 7FMB=E8
;DAEF*G=AP
/8M)G=P (JEDAM)78
07*FM=P (JEDAMJ7=7

T
L
L
T
T
T
L
T
L
T
L

T
L

QR=E)G=AP+B8DH8PG)G=AP
3*=E CDAEF*G=AP BDAH

/MF*A78
2F*DA78

! T 3D)I=PA78
V T 2ADI=GAM
HJA T 1PA7=GAM

/MJ*8DAM
:=IAG=E8

/)7 CDAEF*G=AP BDAH
/MF*A78
/MJ*8DAM

HJA T 1PA7=GAM

L

L
L
L
L
L
L
T

L
T
T

! L：;A7=G=W8；T：X8>)G=W8?
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参考伯杰氏细菌鉴定手册（第九版），菌株 !"#$$#的形态与生理生化特性与阴沟肠
杆菌（!"#$%&’()#$% )*&()($）最为接近。

图 ! 分离菌株 "#$%%$的 %&’ ()*+
全序列的系统发育树状图

%&’() *+,-.’/0/1&2 13// 4/3&5/4 63.7 1+/ $89

3:;< =/>?/02/ .6 =13@&0 !"#$$#

$,! 系统发育分析
获得分离菌株 !"#$$# 的 $89 3:;<全长

序列，共 $AB8CD，其 E/0F@0G 序列登录号为
<%)HAH$)。以 $89 3:;<同源性为基础构建包
括 $$ 株相关种属细菌（分别属于 !"#$%&’()#$+
%,-.，/*$’0,$**( 和 1("#&$( 属）在内的系统发育
树（图 )）。系统发育树中，分离菌株 !"#$$#
与 !"#$%&’()#$% )*&()($，!"#$%&’()#$% 2,00&*3$"0 和
/*$’0,$**( 4"$-.&", 在同一分支，与 !"#$%&’()#$%
)*&()($ 的序列相似性最大，为 HIJ8K。

! 讨 论
神经节苷脂内切糖苷酶（LEM@=/）能专一

性水解神经节苷脂上的寡糖链。$HI8 年美国
N?-@0/大学华裔科学家李玉德教授从水蛭中首次发现此酶，这一发现解决了此前利用外
切糖苷酶来分析神经节苷脂结构的局限性，因为随着寡糖链的变短，EO9的亲脂性变大，
酶越难对其进行水解作用［H］。同年日本 !@7@’@1@教授从土壤微生物中分离得到一株产
LEM@=/的放线菌红球菌 56&2&)&))-0 =D(，$HH#年 N.2+&G?3@又从土壤中分离得到了产此酶
的棒杆菌 7&%8"$’()#$%,-. =D(，目前在世界上仅发现这两种产酶菌。

$HH)年 !@7@’@1@教授成功地利用 LEM@=/对小鼠红细胞膜上的神经节苷脂进行酶切
分析，这是首次在活体的状态下分析细胞表面 EO9的结构［$B］。$HHP年该实验室又从红球
菌 56&2&)&))-0 =D(中克隆到 LEM@=/的基因并在大肠杆菌中表达［$$］。由于神经节苷脂中
寡糖链结构高度的复杂性，现有来源的 LEM@=/不能识别所有结构的神经节苷脂寡糖链。
因此发现和开发新的酶对于进一步研究神经节苷脂的结构与生物学功能具有重要意义。

目前对于微生物来源的 LEM@=/研究因缺乏简捷的分析方法而受到制约，本文根据神
经节苷脂上的寡糖链能特异结合一些生物因子（如 EQ$能特异结合霍乱毒素 F亚基）的
特性［$#］，将 LOR9<方法和 LEM@=/水解 EQ$反应结合，建立了一种高灵敏度筛选产酶菌株
的方法，在菌株复筛中得到很好应用。将此方法与水解荧光替代底物 O@2SQT初筛相结
合，从土壤微生物中分离到了一株产酶菌株 !"#$$#，通过分析认为该酶为一膜蛋白。
从构建的进化树上看分离菌株 !"#$$#与肠杆菌属 !"#$%&’()#$% 内大部分种间的同源

性都在 H8K以上，并与 !"#$%&’()#$% )*&()($，!"#$%&’()#$% 2,00&*3$"0 和 /*$’0,$**( 4"$-.&", 在同
一分支，与 !"#$%&’()#$% )*&()($ 二者的序列相似性最大，为 HIJ8K，结合形态和生理生化鉴
定结果将分离菌株 !"#$$#鉴定为阴沟肠杆菌（!"#$%&’()#$% )*&()($），上述各种属细菌在国
内外尚未见有产 LEM@=/报道。
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