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摘要: 为了研究嗜麦芽寡养单胞菌胞外蛋白酶的酶学特性, 本实验检测了不同的修饰剂、温度、pH、EDTA及 Ba2+、

Co2+、Cd2+、Ca2+、M n2+、H g2+、Cu2+及 M g2+等金属离子对酶活的影响,结果表明 Ch-T、NBS和 2-M E能显著抑制酶

活性, 而 N-AI、PM SF和 PCM B对酶活的影响不大, 说明蛋氨酸残基、色氨酸残基和二硫键是酶活性的必需基团,而

酪氨酸残基、丝氨酸残基和巯基与酶活性无直接关系。酶的最适温度为 20e , 在 pH为 910时酶活最高, EDTA能

显著影响酶活性, Ca2+、H g2+、Cu2+能显著降低酶活性, 而 Co2+能使酶活增强 ,证实该酶为一种金属蛋白酶。同时

检测了该酶的致病性, 结果表明, 该酶对小鼠及斑点叉尾 具有明显的致死作用,其 LD50分别为 41 33Lg /g体重和

31 49Lg /g体重。
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  嗜麦芽寡养单胞菌 ( S tenotrophomonas malto-

ph ilia )是广泛存在于环境中的一种机会致病菌, 主

要感染人, 可引起人类出血性肺炎, 败血症等
[ 1]
。

近年来发现, 该菌不仅感染人, 对陆生动物
[ 2 ]
、植

物
[ 3]
及卵形鲳

[ 4]
、闭壳龟

[ 5]
和鳄鱼

[ 6]
等在内的水

生动物均可感染致病。我们于 2004年首次发现

该菌感染网箱养殖的斑点叉尾 , 相继在四川、重

庆、贵州及湖北等地出现一种以后肠套叠和体表

褪色斑为特征的嗜麦芽寡养单胞菌感染引起的大

规模死亡
[ 7, 8 ]

,每年仅给四川斑点叉尾 养殖业就

造成几百万的损失, 严重地威胁着斑点叉尾 养

殖业的健康发展。弄清该菌的致病机理, 并制定

相应的防治措施成了阻断该病继续发展的当务之

急。但目前关于该菌的基础性研究还很少, 尤其

是毒力因子的研究几乎处于空白阶段。有人报道

该菌产多种胞外酶
[ 9]

, 其中胞外蛋白酶是其主要

的致病因子之一
[ 10, 11]

。而对于胞外蛋白酶的相关

研究还很欠缺, 特别是其结构及性质方面的研究

还很少涉足。本研究通过检测不同修饰剂对酶活

的影响,以及探测酶的最适温度、pH和酶的致病

性等酶学特性, 旨为该酶的致病机理提供基础

资料。

1 材料与方法

111 材料  
苯甲基磺酰氟 ( PM SF)、对-氯汞苯甲酸 ( PC-

MB )为 Sigm a公司产品、N-乙咪唑 (N-A I)为 A lfa公

司产品, 2-巯基乙醇 ( 2-M E)、氯胺-T ( Ch-T)、N-溴化

琥珀亚胺 ( NBS)为北京化学试剂公司产品, 偶氮酪

蛋白为厦门泰京生物公司产品。

112 方法

11211 酶的提取  将保种的嗜麦芽寡养单胞菌接

种于 TSB, 20e 120 r/m in振荡培养 48h, 菌液 4e

3000r /m in离心 30m in,上清液用 70%的饱和硫酸铵

沉淀, 4e 盐析过夜, 4e 4000r /m in离心 30m in,弃上

清, 沉淀用 20m L 0105m o l/L pH 718 Tris-H C l溶解,

4e 透析过夜。样品在室温 16) 18e 下, 经 DEAE-

Sephadex A50层析后收集具有蛋白酶活的顶峰两管

进行电泳,得到一种分子量为 4517kD的单一多肽

蛋白酶。

11212 酶活的测定  参照 A llan和 S tevenson的方

法稍加改进
[ 12]
。以偶氮酪蛋白为底物 ( 5m g /mL, 用

0105m o l/L pH 718 Tris-H C l缓冲液配制 ) ,在试剂中

分别加入 0105m o l /L pH 718 T ris-H C l缓 冲液
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1115mL,酶样品 0105mL, 偶氮酪蛋白 0105mL, 混

匀, 30e 保温 30m in, 立即加 入 5% 三氯醋酸

1125mL,室温放置 20m in后, 4000r/m in离心 10m in,

取上清液 2mL与 2mL 1m o l /L N aOH混合, 于 440nm

处测定其 OD值,以煮沸 10m in的酶液作空白对照。

11213 酶分子量的测定与致病性研究  蛋白酶分子

量的测定采用 SDS-PAGE电泳法,浓缩胶 5%,分离胶

1215%,考马斯亮蓝 R-250染色。将纯化的蛋白酶用

0122Lm微孔滤膜除菌后,用无菌 0105mo l/L Tris-HC l

2倍梯度稀释后腹腔注射小鼠 (每只体重 ( 25 ? 2) g,

购自四川大学华西动物试验中心 )和斑点叉尾 (每

尾 ( 50 ? 5) g,购自四川斑点叉尾 养殖基地 ),每个稀

释度注射 015mL, 每组 10只 (尾 ), 观察记录 7d内死

亡数,记录症状及死亡率,计算 LD50。

11214 酶的修饰 [ 13]  将不同浓度的修饰剂与提纯

的蛋白酶在 30e 下共同作用 30m in, 分析残余酶活

力。以蛋白质修饰剂的溶剂代替修饰剂, 在相同条

件下与酶作用, 测定剩余酶活力, 以此酶活力作

为 100%。

11215 酶的性质研究  温度, pH、EDTA及金属离

子对酶活的影响参照 H erber,t et al1 [ 14]
的方法进行。

以相同条件下未做处理的酶活作为 100%, 分析不

同处理后的残余酶活力。

2 结  果

211 酶的分子量及致病性
采用硫酸铵盐析, DEAE-Sephadex A 50层析,

并经 SDS-PAGE分析, 得到一分子量为 4517kD的

单一蛋白质。该蛋白具有明显的蛋白酶活性, 能

在脱脂奶平板上形成明显的水解环, 且能显著降

解偶氮酪蛋白, 能引起小鼠及斑点叉尾 较高的

死亡率。将提纯的蛋白酶腹腔注射小鼠, 小鼠出

现不同程度的死亡, 其 LD50为 4133Lg /g体重。将

提纯的胞外蛋白酶腹腔注射健康斑点叉尾 后也

出现不同程度死亡现象, 其 LD50为 3149Lg /g体

重, 死亡鱼表现肝肾肿大, 实质细胞严重变性, 多

出现液化性坏死现象。

212 修饰剂对酶活的影响

从图 1可以看出, PM SF和 N-A I对酶活的影响

不大, 而 Ch-T和 NBS能显著降低酶活。当 PM SF浓

度高达 100mm o l/L时, 相对酶活仍有对照的 94% ,

故推测丝氨酸残基与该酶的活性中心无关, 其胞外

蛋白酶不是一种丝氨酸蛋白酶。同样 N-A I对酶活

也无明显影响,与对照组相比, 酶活无明显降低,当

N-A I的浓度达 100mm ol /L时,其剩余酶活力仍为对

照组的 7119% , 说明酪氨酸残基与酶活性中心无

关。氯胺-T ( Ch-T )为蛋氨酸残基的常用化学修饰

剂, 胞外蛋白酶与不同浓度 Ch-T反应后,随修饰剂

反应浓度的增加,活力逐步丧失, 表明蛋氨酸残基与

酶活性有密切关系。NBS的修饰对酶活力抑制作

用明显,当 NBS的浓度为 50mm ol /L时,其酶活完全

丧失,说明嗜麦芽寡养单胞菌胞外蛋白酶中的色氨

酸残基对该酶活性有重要的影响。 2-M E可明显抑

制胞外蛋白酶活性, 当浓度达 100mm o l/L时, 其相

对酶活仅为对照组的 28%, 说明酶活性中心中有二

硫键的存在。而 PCM B对酶活性的影响不大, 当其

浓度达 100mmo l /L时,其剩余酶活力仍为对照组的

70% ,说明巯基与酶活性中心无关。

图 1 修饰剂 PMSF、Ch-T、NBS、N-A I、2-ME和 PCMB对胞外蛋

白酶的影响

F ig11 Th e effect of PMSF, C h-T, NBS, N-A I, 2-M E and PCMB on th e

extracellu lar protease act ivity ofS1ma ltoph ilia

213 嗜麦芽寡养单胞菌胞外蛋白酶的特性
21311 温度对酶活的影响

由图 2和图 3可以看出, 温度对酶活影响较大,

20e 时酶活性达到最高, 此后酶活逐渐降低。酶在

50e 时作用 15m in, 其酶活降到对照组的 60% , 在

70e 作用 30m in,其酶活仅为对照组的 1116% ,而当

在 100e 下仅作用 15m in, 酶活几乎完全丧失。

图 2 S1m胞外蛋白酶的最适反应温度

F ig. 2 Th e effect of temp erature on the act ivity of extracellu lar

p rotease ofS. ma ltoph ilia
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图 3 温度对 S1m胞外蛋白酶稳定性的影响

Fig. 3 The effect of tem peratu re on the stab ility of extracellular

protease ofS. m al tophil ia

21312 pH值对酶活的影响

pH对酶活的影响较明显。由图 4可以看出,

pH偏碱性时酶活较高, 当 pH达 910时, 酶活达到

最高, 此后酶活逐渐降低,当 pH为 1310时, 酶活性

降到与 pH 310时相当。

图 4 pH 对 S1m胞外蛋白酶活性的影响

F ig14 Th e effect of pH on the act ivity of ex tracellu lar

protease ofS1m al tophil ia

21313 EDTA对酶活的影响

从图 5可以看出, 胞外蛋白酶经 EDTA作用后

酶活被明显抑制,当 EDTA浓度为 25mm ol /L时,其

酶活几乎完全丧失, 仅为对照组的 416%。这说明

  

EDTA与酶活性直接相关, 证实该酶为一种金属蛋

白酶。

图 5 EDTA对胞外蛋白酶酶活的影响

F ig15 The effect of EDTA on the extracel lu lar protease

act ivity ofS1m al tophil ia

21314 不同金属离子对酶活的影响

不同金属离子对酶活的影响不同。 Ba
2 +
、

Cd
2+
、M n

2+
对酶活影响不大, M g

2+
、Ca

2+
、H g

2+
和

Cu
2+
能显著降低酶活性, 而 Co

2+
能使酶活性增强

(图 6)。

3 讨  论

多种水生动物病原菌均可产生胞外蛋白酶, 且

具有明显的致病特性
[ 15) 17 ]

。嗜麦芽寡养单胞菌同

样也能产生胞外蛋白酶, 且有研究证实胞外蛋白酶

是其重要的致病因子
[ 18]

,但关于胞外蛋白酶的特性

还没有专门的研究报道。根据本试验结果可以看

出, 嗜麦芽寡养单胞菌胞外蛋白酶为一种金属蛋白

酶, 酶的最适温度为 20e , 最适 pH为 910, 对小鼠

及斑点叉尾 具有明显的致死作用, 其 LD50分别为

4133Lg /g体重和 3149Lg /g体重。

图 6 金属离子对 S1ma ltoph ilia胞外蛋白酶活性的影响

Fig16 The ef fect ofm etal iron on extracellu lar protease ofS1m a ltophi lia

  嗜麦芽寡养单胞菌感染斑点叉尾 并导致大规

模死亡是近两年才出现的一种现象。目前对其感染

致病的机理研究还很少, Boethling R S, et al1从其

胞外产物中提纯了一种丝氨酸蛋白酶
[ 19]

, Sabine

W indhorst等也提纯了一分子量为 47kD的蛋白酶,

经证实其为丝氨酸蛋白酶
[ 11 ]
。蛋白酶按活性中心
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分类一般分为丝氨酸蛋白酶、巯基蛋白酶和金属离

子蛋白酶
[ 20]
。从本研究结果可以看出, 本实验室所

分离提纯的嗜麦芽寡养单胞菌胞外蛋白酶不属于丝

氨酸蛋白酶, 因其不被 PM SF所抑制。在众多所报

道的酶中,约有三分之一的酶是金属酶或金属激活

酶, 需要有金属原子存在, 酶才能充分表现其活

性
[ 21]
。而 EDTA为金属螯合剂,可以与酶活性中心

的金属离子发生作用,从而大幅度降低酶活性。嗜

麦芽寡养单胞菌胞外蛋白酶受 EDTA的影响较大,

故其为一种金属蛋白酶。这与前人所做的结果明显

不同, 究其原因, 除提纯方法不同以外, 可能与病原

菌株的不同来源有很大关系。

酶能被 2-ME、Ch-T和 NBS所抑制, 推测二硫

键、蛋氨酸残基、赖氨酸残基为酶活性所必需, 是酶

活性的必需基团。而 N-A I、PCMB对酶活性影响不

明显, 说明酪氨酸残基和巯基与其活性中心无关。

但同时我们可以看出, N-A I、PCMB可以轻微降低酶

活性, 这可能是由于修饰剂与酶活性中心以外的相

应氨基酸残基相结合而改变了酶的空间构象, 从而

使酶活轻微降低。该结果与嗜水气单胞菌胞外蛋白

酶的活性中心有很大差别
[ 22 ]

,说明不同水产动物病

原菌所产生的胞外蛋白酶具有不同的结构和特性。

由嗜麦芽寡养单胞菌引起的斑点叉尾 疾病流

行于每年 4) 5月, 水温 17) 25e ,随着温度的升高

该病自动消失
[ 8]
。从本试验结果可知, 其胞外蛋白

酶酶活的最适温度为 20e ,这与该病的流行温度一

致,最适 pH为 910,虽然生产上大部分养殖水体的

pH值在 618) 810之间, 但在该范围内胞外蛋白酶

仍具有较高酶活,从而在特定季节内引起养殖斑点

叉尾 的大规模发病死亡。

细菌分泌的蛋白酶也能够直接分解胶原蛋白、

弹性蛋白以及纤连蛋白,从而导致多个组织的变性、

坏死
[ 23]
。本实验提纯的胞外蛋白酶对小鼠及斑点

叉尾 具有明显的致死性, 在感染发病的斑点叉尾

上表现为肝肾肿大, 实质细胞的变性、坏死, 这进

一步证实了胞外蛋白酶在嗜麦芽寡养单胞菌的感染

致病上起了很大的作用。另外 EDTA、Ca
2+
、H g

2+
、

Cu
2 +
能显著降低酶活对指导生产用药有重要意义,

弥补了该菌具有严重及广泛耐药性的缺点
[ 24]
。
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THE CHARACTER OF EXTRACELLULAR PROTEASE OF STENOTROPHOMONAS

MALTOPHI LI A I SOLATED FROM I CTALURUS PUNCTATUS

HUANG X iao-L i
1
, WANG Ka-iYu

2
and GENG Y i

2

( 1. D epartm ent of F ish ery, An ima lS cience& Technology D epartm ent of S ichuanAg ricu ltural University, Yapan 625014;

2. C ol lege of Veterinary M ed icin e, S ichuan Ag ricu ltu ral University, Yapan 625014)

Abstract: M any researches reported thatS tenotrophom onasmaltophilia in fected human in last tw enty to thirty years, butwe

found it could make Ictalurus punctatus dead for the f irst tmi e. Extracellular protease w as one o f the mi portant pathogen ic

factors ofS tenotrophomonasmaltophilia1 In order to investigate the character of extracellular protease and the optmi al env-i

ronm ent, the effects of prote in m odification reagents, tm perature, pH andm etal iron on the S1maltophilia extracellular pro-

tease activity had been studied1The protein mod ification of extracellular protease ofS1maltophilia was studied w ith PMSF,

PCMB, N-A I, Ch-T, NBS and 2-ME as the modification reagents1T he results indicated that the protease was not affected by

N-A I, PMSF and PCMB, but Ch-T, NBS and 2-ME cou ld reduce the activ ity s ignificant ly1 It mi plied that Ser, T yr and su l-f

hydryl res idues were not activity dependent groups, whileM et, T rp and disulf ide linkage groups played an mi portant role on

the activity o f extracellular protease1M eanwhile, w e studied the effect of different env ironm ents on the protease activ ity1 It

show ed that the optmi al tem perature w as 20e and the optmi al pH w as 9101PM SF could not affect the activ ity but EDTA,

Ca
2+

, Hg
2+

and Cu
2+

could reduce the act iv ity of protease greatly, however, Co
2+

could enhance the activ ity1 It dem onstrated

that the protease w as a meta-l protease1M eanwhile, the purified protease w as injected to rats and Ictalurus punctatus in trap-

eritoneally, which cam e out a huge death1The LD50 of extracellular protease to rats and Ictalurus punctatus were 4133Lg /g

和 3149Lg /g respect ively1

K ey words: Stenotrophomonasmaltophilia; Extracellular protease; Character; Ictalurus punctatus


