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副球菌 !"#菌株肌酸酶的研究

王园园 马晓航" 贾小明 赵更峰
（浙江大学生命科学学院 杭州 1"$$#8）

摘 要：从恒化富集培养物中分离到一株产肌酸酶的菌株 FG"，通过对该菌的形态学、生理生化特性、HI J :&’K
及 "5L ,M0N序列分析，表明该菌为一株副球菌（!"#"$%$$&’ OP(）。对菌株 FG"产酶发酵条件的研究表明，该菌除了
产生肌酸酶外还产生肌氨酸脱氢酶，但不产生肌酸酐酶，也不能利用肌酸酐。肌酸酶可以被诱导物，如肌氨酸、肌

酸、和氯化胆碱诱导产生。葡萄糖等易用碳源的存在对肌酸酶的合成无代谢产物阻遏作用。该酶的分子量为

!4QM，最适反应 PR为 7S$ T 4S6，PR稳定范围在 5S$ T 8S6之间；其最适反应温度在 16U T !$U之间，在 !6U以下是
热稳定的；17U时以肌酸为底物，酶的 (:值为 #!S5::&’VW；J-# I、R?# I和 N?I对酶活性有强烈的抑制作用。
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人类血清中的肌酸酐浓度是反应肾脏功能的重

要指标之一。目前常用的肌酸酐测定方法是以 Y.ZZ*
反应为基础的。该测定方法专一性不强，血清中的

许多物质都会干扰测定结果。为克服此缺点，人们

提出了用酶法代替化学测定。由于酶促反应专一性

强，能大大提高测定结果的可靠性，是肌酸酐测定的

发展方向。酶促检测方法的原理是利用肌酸酐酶

（J,*.[;>;>.O*，9J 1S6S#S"$）、肌酸酶（J,*.[;>.O*，9J
1S6S1S1）和 肌 氨 酸 氧 化 酶（ L.,D&O;>* &<;C.O*，
9J"S6S1S"）等对肌酸酐进行一系列转化，使其生成
甲醛、甘氨酸、尿素与 R#\#，通过测定所产生的 R#\#

的含量可确定样品中肌酸酐的浓度［"］。肌酸酶能够

水解肌酸生成肌氨酸和尿素，在酶法测定中起着极

重要的作用。

本研究分离到了一株能产生肌酸酶的 !"#"$%$)
$&’ OP( FG"菌株，并对其发酵产酶条件及酶的主要
特性进行了研究。

# 材料和方法

#$# 菌种的富集和分离
菌种的富集采用恒化培养的方法，将土壤样品

接种到含有 "K肌酸的发酵培养基中，培养 1C，从中
取 ":W加入 6$:W的恒化器中培养，连续向恒化器
中流加含有 $S"K肌酸的培养基，每天测定肌酸的
降解情况，至恒化器中的肌酸浓度趋近为零后，进行

平板划线分离。

#$% 分离菌株!"#的分类鉴定
#$%$# 生理生化反应：采用常规测定方法［#］。
#$%$% "5L ,M0N的 ]J^ 和测序：用于 "5L ,M0N 扩
增反应的引物为一对通用引物（=[[P：VVO;’Q ( -;D ( .D (
+*VP,;:*,VC.[.+.O* ( =[:’）。正向引物 GL)4V#$ ：6_2
NHNH3 33HN3JJ3HHJ3JNH21_；反向引物 GL^"6!"V
#$：6_2NNHHNHH3HN 3JJNHJJHJN21_。测序由上海
申友生物技术有限责任公司完成，测序用引物为

GL)4V#$和 GL^"6!"V#$。
#$%$& 系统发育分析：获得的菌株部分长度的 "5 L
, M0N 序列（"174+P），将其序列通过 G’.O[ 程序与
H*>G.>Q中核酸数据进行比对分析（=[[P：VV‘‘‘( >D2
+; ( >’:( >;= ( ?&+V+’.O[），利用系统发育分析软件
]RaWb] 1S5构建进化树［1］。用于系统发育树构建的
相关菌株列于表 "。
#$& 肌酸酶活力测定
酶活测定时，将含有 "$$::&’VW 肌酸的磷酸缓

冲液（6$::&’VW，PR 7S6）$S8:W于 17U保温数分钟，
加入 $S":W酶液，反应 "$:;>，再加入含有 #K对二
甲基苯甲醛和 ":&’VW RJ’的二甲基亚砜 #S$:W终止
反应并显色。在室温下反应 #$:;> 后，测定 !16>:
的吸光值。将在此测定条件下每分钟催化产生

"!:&’尿素所需要的酶量定义为 "个酶活力单位。



表 ! 用于系统发育树构建分离菌株"#!和副球菌属细菌的菌名、菌株编号和序列登录号
!"#$% & ’()"*+ +,-#%) "+. /%+0"+1 "22%33*4+ +,-#%) 45 3%6,%+2%3 45 (7% #"2(%)*" ,3%. 54) 24+3(),2(*4+ 45 ,+)44(%. 879$4:%+%(*2 ()%%

0"2(%)*" ’()"*+ +,-#%)
;22%33*4+
+,-#%)
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!"#"$%$$&’ ’%(.*+/,.%#"+’
!"#"$%$$&’ )%$&#,,
!"#"$%$$&’ $"#%/,+,-"$,*+’
!"#"$%$$&’ 0"#$&’,,
!"#"$%$$&’ "0,+%12,(&’
!"#"$%$$&’ "($"(,12,(&’
!"#"$%$$&’ /2,%$3"+"/&’
!"#"$%$$&’ "0,+%.%#"+’
!"#"$%$$&’ 1"+/%/#%12&’
!"#"$%$$&’ 4*+,/#,-,$"+’
!"#"$%$$&’ .*#’&/&’
!"#"$%$$&’ 38=

>’? &&@AB!

CD? EFGH!

CD? EFGF!

CD? EBFH!

I;? &JG&F!

CD? EFG@!

;!DD B@@&J!

K?/ HJ&G!

>’? @GJ
L0&

M&BGJE
M&BGJF
>BJJH&
;0NNFGAA
M&JENB
>BJJBA
>BJJBG
>BJJHJ
>BJJHN
M&FABB
OFA&@A
M&FABJ
;P@JFGAJ

［H］
［H］
［@］
［F］
［E］
［@］
［@］
［@］
［@］
［G］
［A］
［G］

!7*3 3(,.9

!$% 产酶发酵条件试验
接种 &Q的菌种于装有 &N-K 培养基的 &NN-K

三角瓶中，于 BNR振荡培养，摇床转速为 &NN)S-*+。
培养过程中定期测定酶活性。所研究的氮源有酵母

膏、蛋白胨、玉米浆、牛肉膏、明胶、干酪素、氯化铵、

硝酸钠、尿素、甘氨酸及谷氨酸；碳源有葡萄糖、果

糖、乳糖、乙酸、柠檬酸；诱导物为肌酸、肌氨酸、氯化

胆碱、尿素。

!$& 肌酸酶性质研究
提纯后的酶于不同的温度和 8T条件下测定其

活性，以确定其最佳反应条件；在 8T不同的缓冲溶
液中于 J@R保温 JJ7后，于 8TEU@的条件下测定酶
剩余活力，确定酶的 8T稳定范围；于不同温度下处
理 &N-*+后于 BER测定剩余酶活力，以研究酶的热
稳定性［&@］。分别在酶液中加入 &UN--4$SK 的金属
盐，JN--4$SK 的螯合剂，JN--4$SK 的 V"VB，NU&Q的

!W%%+ JN 和 !W%%+ GN，NU@Q的 ’>’，于 J@R处理
BN-*+，再于含有相同浓度化学物质的反应体系中测
定酶活力，以确定各种化学物质对酶活力的影响。

’ 结果

’$! 分离菌株的特性
菌株 L0&的革兰氏染色反应为阴性；在 K0和

肌酸加富的培养基上生长时，菌落都呈圆形，隆起，

表面光滑，湿润，边缘整齐，无色，不产生荧光色素；

菌体不运动；常成对存在；在生长过程中从球状变成

杆状，电镜观察表明该菌无鞭毛，无芽孢，杆状，没有

其它特殊结构。

菌株 L0&在无氧条件下不能生长；不能利用分
子态氮，可利用氨态氮，能还原硝酸盐；不能以甲烷

为碳源生长；氯化钠对其生长没有促进作用，不需要

生长因子；过氧化氢酶反应和氧化酶反应都为阳性；

能利用有机物如葡萄糖、蔗糖、>X果糖、甘露醇、>X半
乳糖、K（ Y）鼠李糖、>X甘露、>X木糖，肌酸，肌氨酸，
不能利用 KX山梨糖和棉子糖；不水解淀粉，明胶，精
氨酸。>V; / Y D -4$Q为 FGUG（5-）。
’$’ !() *+,- 的序列分析
序列通过 0$"3( 程序与 /%+0"+1 中核酸数据进

行对比分析得出菌株 L0& 与 !"#"$%$$&’ 属中的许
多种菌的 &F )<V; 有 AGQ的同源性，从系统进化树
可看出（图 &），菌株 L0& 和 !"#"$%$$&’ "0,+%.%#"+’
CD? EFG@!、!"#"$%$$&’ 1"+/%/#%12&’ ;!DD B@@&J!、
!"#"$%$$&’ 4*+,/#,-,$"+’ K?/ HJ&G!和 !"#"$%$$&’ .*#’&6
/&’ >’? @GJ 归于同一簇群。该菌株在系统发育地
位上属于副球菌属（!"#"$%$$&’）。
’$. 菌株的发酵产酶条件
’$.$! 产酶培养基的组成：氮源试验结果表明酵母
膏和玉米浆对该菌株产酶有较大的促进作用。通过

优化确定酵母膏与玉米浆的比例为 B：J，浓度为
&UFQ。而供试的各种碳源，如葡萄糖和果糖对菌株
产酶活性的提高无显著影响，因此在培养基中不再

加入其它碳源。对各种诱导物的试验结果表明，最

有效的诱导物为肌酸，肌氨酸和氯化胆碱有微弱的

诱导作用，而肌酸酐和尿素则无任何诱导能力。对

诱导物浓度的研究表明肌酸的浓度在 NUE@Q时有
较强的诱导作用。
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图 ! 根据"#!及 !"#"$%$$&’属的菌株 !$% &’()序列所绘制的无根系统树
!"#$% &’(()*+ ,-./(#*0*)"1 )’** 234*+ (0 )-* %56 ’789 4*:;*01*4 (< 4)’3"0

=>% 30+ 4*:;*01*4 (< ’*/3)*+4,*1"*4 2*/(0# )( !"#"$%$$&’

613/* 23’ "0+"13)*4 *?(/;)"(03’. +"4)301*$

根据以上结果确定基础培养基组成为：酵母膏

@A5#；玉米浆 5AB#；磷酸二氢钾 CAD#；磷酸氢二钾
EAC#；硫酸镁 CAC%#；水 %CCCFG；,H IAC ，产酶诱导物
为肌酸，加量为 CAIDJ。
*+,+* 通气量对产酶能力的影响：在 %CCFG三角瓶
中分别加入 D、%C、%D、EC、ED FG培养基，接种后培养
EB-测定菌体生长量与酶活力。结果显示，虽然细
菌的生长量随着通气量的增加而增加，但太高的通

气量对酶生成反而不利。酶活力在装液量为%DFG
时最高。

*+,+, 肌酸加入时间对菌株发酵产酶的影响：在最
佳产酶条件下，以 %J的接种量接种，分别在 C-，K-、
5-、@-、%E-加入 %J的肌酸，从 K L KC-之内，每隔 K-
取样，测定酶活力。肌酸的加入时间对菌株产酶的

影响较大，随着肌酸加入时间的延后，菌株产生酶的

活力逐渐提高，%E-加入时，酶活力最高。

*+- 肌酸酶的主要性质
*+-+! 酶的纯化：发酵液离心收集菌体，用超声波
破壁，离心除去细胞碎片。上清用硫酸铵进行分级

沉淀，收集 BCJ L ICJ 沉淀部分。之后上用
%CFF(/MG，,HIAC的磷酸缓冲液平衡的 7N9NO1*//;O
/(4*柱，用含有 C L %ACF(/MG PQ/的相同缓冲液进行
梯度洗脱，收集酶比活力高的部分。合并后上用含

有 KRJ饱和度硫酸铵的 %CFF(/MG，,HIAC 的磷酸缓
冲液平衡过的 S(.(,*3’/ H=O5D柱，然后用含有 KRJ
L CJ饱和度硫酸铵的相同缓冲液进行梯度洗脱，合
并比活力高的部分，浓缩后上用含有 CA%F(/MG PQ/
的同缓冲液平衡过的 6*,-3+*T UOECC 柱，之后用同
缓冲液洗脱。

肌酸酶的提纯总结如表 E。提纯后的酶经过
%EJ的 V9UN检测显示为一条带，%EJ的 676OV9UN
测定分子量为 BR W7（图 E）。

表 * 肌酸酶的提纯总结
S32/* E 6;FF3’. (< ,;’"<"13)"(0 (< )-* 1’*3)"034* <’(F !"#"$%$$&’ 4,$ =>%

V;’"<"13)"(0
4)*,

S()3/ 31)"?").
M&

S()3/ ,’()*"0
MF#

6,*1"<"1 31)"?").
M（&MF#）

V;’"<"13)"(0
（<(/+）

X"*/+MJ

Q’;+* *T)’31) %BIRC EBDDR CA5C % %CC

（8HB）E6YB

1/344"<"*+ %%KBD %IB%% CA5D %ACR I5AI

,’*1",")3)"(0

7N9NO1*//;/(4* RED@ RR5E CA@K %ADD DDAR

S(.(,*3/ H=O5D D%IC %E@@ KA@R 5A5K KBA@

6*,-3+*T UOECC EDIR BEE 5A%C %CA%I %IAB
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图 ! "#"$%&’(测定肌酸水解酶分子量结果
!"#$% &’( )*+(,-+./ 0("#’1 *2 ,/(.1"3.4( )(.4-/(5 67 898:;<=>

?$@./A(/；% $ ;-/"2"(5 ,/(.1"3.4($

!)*)! 肌酸水解的酶学性质：纯化后酶的最佳反应
BC为 DEF G HEF，最适反应温度为 IFJ G KLJ，BC稳
定范围为 FEF G MEF，酶在 KFJ以下稳定。纯酶对肌
酸的 !)值为 %KEN))*+OP。不同化学物质对酶活力
影响的研究结果表明金属离子 <#Q、C#Q、R-% Q对酶
活性有强抑制作用，而螯合剂 >9&<与 ?，?L:B’(3.3:
1’/*+"3(对酶的活性无不利影响。

+ 讨论
目前为止，已报道过的产肌酸酶的菌株有节杆

菌（ "#$%#&’()$*#）［?L］、假单胞菌属（ +,*-.&/&0(,）［??］、
梭菌属（ 12&,$#3.3-/）［?%］、黄杆菌属（ 42(5&’()$*#36
-/）［?I］、芽孢杆菌属（7()322-,）［?K］、产碱菌属（ "2)(236
8*0*,）［?F］和微球菌属（93)#&)&))-,）［?N］七个属的细菌，
本研究分离到的产肌酸酶菌株 ST? 归属于副球菌
属，在此之前尚未见到有关副球菌产生肌酸酶的报

导。虽然根据生理生化及 ?N8 /UV<的分析结果表
明ST?菌株因属于 +(#()&))-, 属，但是对其系统发
育树的分析显示该菌株的 ?N8 /UV<序列与 +(#()&)6
)-, 属中现存的各种的 ?N8 /UV<均有一定的差异。
因此该菌株有可能是 +(#()&))-, 属中的一个新种。
当然，对它的定种还需要做进一步的研究。

研究表明，菌株 ST?除了能产生肌酸酶外还产
生肌氨酸脱氢酶。但与报导的其它菌株不同，该菌

株不产生肌酸酐酶，也不能利用肌酸酐。由于在肌

酸酐的测定过程中肌酸酐酶与肌酸酶是分别加入

的，在肌酸酶中不能有肌酸酐酶活性。因此，该菌这

一特点将使酶的提纯过程更为容易。除肌酸之外，

肌氨酸及氯化胆碱也能诱导ST?菌株产生肌酸酶，

由于肌氨酸（肌氨酸脱氢酶的底物）是肌酸酶的产物

而不是底物，而胆碱则是肌氨酸的结构类似物，从这

一现象可以推测在该菌中肌酸酶与肌氨酸脱氢酶的

基因很可能是同属于一个操纵子中的。副球菌与假

单胞菌有较近的亲缘关系。但是 ST? 菌株与产肌
酸酶的恶臭假单胞菌在分解肌酸的酶系上有较大的

差异。其主要区别为假单胞菌除了能产生肌酸酶和

肌氨酸脱氢酶外，还能产生肌酸酐酶，其肌酸酶可以

被肌酸酐所诱导生成。但是 ST? 菌株只能产生肌
酸酶和肌氨酸脱氢酶，而且肌酸酐的存在并不能对

肌酸酶的产生起诱导作用。

现已报道的微生物所产生的肌酸酶种类较多，

其单体的分子量在 %H G KD A9 之间，本实验 898:
;<=>结果显示该酶单体的分子量为 KHA9，其大小
与 + $ :-$3.( 所产的肌酸酶较为接近。但是其 BC稳
定范围要较 + $ :-$3.( 的宽。此外该酶底物 !)值
为 %KEN))*+OP，与目前已知的其它肌酸酶的 !)有
较大差异。该酶的活性不能被螯合剂所抑制，也不

能被金属离子所激活，表明其不是金属酶。酶活性

抑制试验表明该酶能被 R-% Q，C#% Q 及 <#Q 所抑制，

这一结果说明在酶的活性中心或附近可能存在有

8C基团。这一现象在其它一些水解酶中也有报道。
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