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蜡样芽胞杆菌产磷脂酶 D 分离提取及酶学性质研究

代书玲，刘 影，范丽平，陈 晶，徐 莉  *

（上海农林职业技术学院，上海  201699）

摘要： 微生物所产磷脂酶 D（phospholipase D，PLD）作为生物催化资源，在磷脂改性及稀有磷脂制备中具有重要作用。通

过盐析和柱层析对前期筛选的蜡样芽胞杆菌（Bacillus cereus）所产 PLD 进行分离提取，通过改变温度、pH 等条件对该菌所产

PLD 的 酶 学 性 质 进 行 研 究 ，采 用 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）测定其分子量，以磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，PC）和 L-丝氨酸为底物研究其转磷脂酰基反

应特性。结果表明，盐析后的沉淀经 2 步层析，达到电泳纯，比酶活为 40. 06 U/mg；该菌所产 PLD 水解酶最适反应 pH 为 8. 0，
pH 在 7. 0~10. 0 时，酶活相对稳定；最适反应温度为 50 ℃，50 ℃及以下酶活稳定；Triton X-100 和脱氧胆酸钠对酶活有促进作

用，乙二胺四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）对水解酶活性完全抑制，Mg2+对酶活有促进作用，Mn2+和 Co2+对

酶活有抑制作用；分子量在 32 kDa 左右。转磷脂酰基反应研究表明，该 PLD 具有良好的转磷脂酰基酶活性，且基本没有副产

物磷脂酸（phosphatidic acid，PA）生成，具有潜在的工业应用价值。
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Isolation， extraction and enzymatic properties of phospholipase D 
produced by Bacillus cereus

Dai Shuling， Liu Ying， Fan Liping， Chen Jing， Xu Li *

（Shanghai Vocational College of Agriculture and Forestry， Shanghai 201699， China）

Abstract： Phospholipase D （PLD） serves as a valuable biocatalytic resource with significant industrial potential for 
phospholipid modification and rare phospholipid production.  In this study， PLD produced by the previously screened Ba⁃

cillus cereus was isolated and extracted by salting-out and column chromatography.  The enzymatic properties of PLD pro⁃
duced by this bacterium were studied by changing conditions such as temperature and pH.  Its molecular weight was deter⁃
mined by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis （SDS-PAGE）.  Using phosphatidylcholine （PC） and L-

serine as substrates， the characteristics of the transphosphatidylation reaction were studied.  The results showed that after 
salting out， the precipitate achieved electrophoretic purity after two-step chromatography， with a specific enzyme activity 
of 40. 06 U/mg.  The optimum reaction pH for the hydrolase of PLD produced by this bacterium was 8. 0， and the en⁃
zyme activity was relatively stable when pH was from 7. 0 to 10. 0.  The optimum reaction temperature was 50 °C， and 
the enzyme activity was stable at 50 °C and below.  Triton X-100 and sodium deoxycholate promoted the enzyme activi⁃
ty， while ethylene diamine tetraacetic acid （EDTA） completely inhibited the hydrolase activity.  Mg²⁺ promoted the en⁃
zyme activity， and Mn²⁺ and Co²⁺ inhibited the enzyme activity.  The molecular weight was approximately 32 kDa.  The 
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study on the transphosphatidylation reaction indicates that this PLD has good transphosphatidylase activity with almost no 
production of the by-product phosphatidic acid （PA）， demonstrating potential industrial application value.

Key words： Bacillus cereus； phospholipase D； isolation and extraction； enzymatic properties

0 引  言

磷脂酶 D（phospholipase D，PLD EC 3. 1. 4. 4）
是一类特殊的酯键水解酶，除能催化磷脂水解反应

外，在一定条件下还能催化转磷脂酰基反应。如

PLD 能催化磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，PC）水

解生成磷脂酸（phosphatidic acid，PA）和胆碱，在有

其他含羟基化合物（如丝氨酸、肌醇、甘油等）存在

时，还能催化 PA 转移到丝氨酸、肌醇、甘油等生成

磷脂酰丝氨酸（phosphatidylserine，PS）、磷脂酰肌醇

（phosphatidylinositol，PI）、磷 脂 酰 甘 油（phosphati⁃
dylglycerol，PG）等［1-5］。利用 PLD 催化的转磷脂酰

基反应，可以进行稀有磷脂制备、药物合成等，被广

泛应用于食品、保健品、医药等领域。如 PS 有助于

改善记忆和认知能力，提高大脑机能，防治老年痴呆

症、抑郁症及缓解精神压力，是极具开发潜力的功能

性保健原料［6］。韩国食药局允许宣传 PS 有增强记

忆功能，美国、日本及中国均已允许 PS 作为营养强

化剂添加到食品中［7］。PLD 在自然界分布广泛，在

病毒、细菌、酵母、丝状真菌、植物和动物中都有分

布［8-12］。其中，微生物来源的 PLD 因具有较低的底

物特异性和更强的转磷脂酰基能力而备受关注［13］。

目前报道的产 PLD 的微生物已有 20 多个属，分子量

从 16 kDa 到 120 kDa 不等［14］。国外对微生物产的

PLD 研究相对成熟，国内这方面的研究基本停留在

实验室水平。随着应用研究的不断深入，对微生物

PLD 生化特征多样性的需求也越来越迫切，微生物

资源因其多样性及易于规模化培养的特点，成为

PLD 的重要来源。

作者前期筛选到一株产 PLD 的蜡样芽胞杆菌，

并对其发酵条件进行了优化［15-16］，其展现出良好的

产酶性能，具备发酵周期短、培养成本低的特性。本

文分离提取了该菌所产的 PLD，并对其酶学性质进

行研究，旨在挖掘该微生物资源在磷脂改性领域的

应用潜力，为拓展生物资源的工业应用范围提供

依据。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

菌种：蜡样芽胞杆菌，实验室筛选保藏。

卵黄 LB（Luria-Bertani）固体培养基：在 LB 固

体培养基中添加 20 g/L 卵黄；硼砂卵黄固体培养

基：氯化钠 6. 6 g/L、硼酸 10. 9 g/L、硼砂 1. 9 g/L、琼

脂粉 20 g/L、卵黄 20 g/L，pH 值 7. 2~7. 4。
发酵培养基：卵黄 10 g/L、蛋白胨 15 g/L、牛肉

粉 2 g/L、七水硫酸镁 1 g/L、氯化钠 3 g/L，pH 值

7. 0~8. 0。
PLD 活性分析试剂盒（比色法）：供应商 Bio vi⁃

sion；LB 固体培养基、蛋白胨、牛肉粉、琼脂粉：青

岛海博生物有限公司；二乙氨基乙基（Diethylami⁃
noethyl，DEAE）琼脂糖凝胶 CL-6B 和琼脂糖凝胶

CL-6B 购于上海源叶生物科技有限公司；卵黄取自

新鲜鸡蛋，其他试剂均为分析纯。

1. 2 仪器与设备

恒温恒湿培养箱、恒温摇床：上海一恒科学仪器

有限公司；Infinite 200 PRO 多功能酶标仪：瑞士帝

肯有限公司；美国 PALL Microsep Advance 离心浓

缩 管 MCP010C41；超 滤 膜 YM30，Millipore Corp.  
Bedford，MA，USA；电 泳 仪 BIO-RAD 1658001 
Mini-PROTEAN 小型蛋白垂直电泳槽、PowerPac 
Basic 电源，产地美国；KH-3000 型薄层色谱扫描仪：

上海科哲生化科技有限公司；GF254 薄层层析板：烟

台华阳新材料科技有限公司。

1. 3 PLD 分离纯化

1. 3. 1 发酵液获取

取活化后的斜面菌种 1~2 环，接种到发酵培养

基中，36 ℃，200 r/min 摇瓶培养 10 h 即得发酵液。

1. 3. 2 粗酶液制备

将发酵液在 6 000 r/min 条件下离心 15 min，取
上清液，即粗酶液。

1. 3. 3 PLD 粗提取

将 100 mL 粗酶液分别加入不同饱和度硫酸铵

盐析，4 ℃冰箱过夜，冷冻离心机 10 000 r/min 离心

20 min，分别测定上清液中剩余酶活，确定最佳盐析

浓度，每个条件做 3 个平行，结果表示为平均值±
偏差。

1. 3. 4 PLD 高度纯化

首先，用 10 mM Tris-HCl缓冲液（pH 8. 0）对盐

析后的沉淀透析，并用超滤膜浓缩；然后将其加到

琼脂糖 CL-6B 柱（60 cm×1. 6 cm）上，0. 5 mL/min
流速洗脱，合并 PLD 比活性较高的组分，浓缩后加

到 DEAE 琼脂糖 CL-6B 柱（80 cm×1. 6 cm）上，用

10 mM Tris-HCl 缓冲液（pH 8. 0）预平衡。用含 0~

·· 372



生物资源

400 mmol/L 氯化钠的 10 mM Tris-HCl 缓冲液（pH 
8. 0）线性洗脱，流速为 0. 5 mL/min，平行 3 次实验，

结果表示为平均值±偏差。

1. 3. 5 PLD 活力测定

采用硼砂卵黄平板牛津杯法和酶联比色法［17］测

定 PLD 水解活力，具体如下：无菌操作将灭过菌的

牛津杯等距放置在硼砂卵黄平板上，将不同条件处

理后的酶液按一定比例稀释后，取 100 μL 加入牛津

杯，36 ℃温育 24 h，测量产生的乳白色晕圈直径，用

其表示酶活力。为使结果更具可比性，在同一个平

板上对同一条件的样品进行实验测量。该方法成本

低廉，应用广泛。

酶联比色法：酶联比色法是利用 PLD 水解 PC
产生胆碱，胆碱在胆碱氧化酶和过氧化物酶的作用

下形成红色显色物质，在 500 nm 下有最大吸收峰。

本研究使用市售的根据该原理制备的 PLD 活性分

析试剂盒（比色法）测定酶液中 PLD 水解 PC 产生胆

碱的水解酶活性，根据试剂盒使用说明书进行操作。

在 36 ℃、pH 8. 0 条件下，以 PC 为底物，每分钟每生

成 1 μmol胆碱所需要的酶量为一个酶活力单位。

PLD 转脂酶活力测定［18］：采用 GF254 薄层板层

析定性分析转化产物，展开剂组成为氯仿∶甲醇∶乙

酸=40∶15∶16，采用碘蒸汽熏蒸显色，用薄层扫描仪

扫描，进行定量分析。

1. 3. 6 蛋白含量的测定

用按 Lorry 法对酶液的蛋白含量进行检测。

1. 4 酶学性质研究

1. 4. 1 pH 对 PLD 酶活及稳定性的影响

1）最适 pH 测定。将 0. 1 mL 纯化后的酶液（含

35. 8 mM PC）与 0. 9 mL 不同 pH（4. 0~12. 0）的缓

冲液混合，36 °C 反应 15 min，加热至 100 ℃ 10 min
灭活酶，在 36 °C、pH 8. 0 条件下测定酶活。以酶活

力最高的样品为对照，设置值为 100%，每个条件做

3 个平行，结果表示为平均值±偏差。

2）pH 稳定性测定。将 0. 1 mL 纯化后的酶液与

0. 9 mL 不同 pH 的缓冲液混合，4 °C 下放置 7 d，进
行残余酶活的检测（pH 8. 0），以未经任何处理的酶

液为对照，每个条件做 3 个平行，结果表示为平均

值±偏差。

1. 4. 2 温度对 PLD 酶活及稳定性的影响

1）最适温度测定。将 0. 1 mL 纯化后的酶液与

0. 9 mL 0. 1 M Tris-HCl缓冲液（pH 8. 0）混合，分别

取 50 μL 在不同温度下（30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、

50 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃）测定酶活，每个条件做 3 个

平行，结果表示为平均值±偏差。

2）热稳定性测定。将 0. 1 mL 纯化后的酶液与

0. 9 mL 0. 1 M Tris-HCl 缓冲液（pH 8. 0）分别在不

同温度（30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃、

65 ℃）下温育 30 min，分别取 50 μL 测定剩余酶活，

每个条件做 3 个平行，结果表示为平均值±偏差。

1. 4. 3 表面活性剂及抑制剂对酶活性的影响

向酶活测定中分别加入 0. 5% 表面活性剂及抑

制剂（Triton X-100、Tween-80、脱氧胆酸钠、十二烷

基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）、乙二胺四

乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）标准

条件下测定酶活，每个条件做 3 个平行，结果表示为

平均值±偏差。

1. 4. 4 金属离子对酶活性的影响

在酶活测定过程中分别加入 2 mM 不同金属离

子（无水氯化钙、七水硫酸镁、硫酸锰、氯化钴、氯化

钾、硫酸锌），标准条件下测定酶活，每个条件做 3 个

平行，结果表示为平均值±偏差。

1. 4. 5 PLD 转磷脂酰基反应特性研究

以纯化后的酶液为酶源，加入 3. 6 mM PC 和

0. 9 M L-丝氨酸充分振摇溶解，36 ℃振摇反应 20 h，
采用氯仿、甲醇（2∶1）混合液与反应液按 1∶2 的比例

进行萃取，采用 GF254 薄层板层析定性分析转化产

物，展开剂组成为氯仿∶甲醇∶乙酸=40∶15∶16，采用

碘蒸汽熏蒸显色。

1. 4. 6 PLD 分子量的测定

向盐析后的沉淀加入适量 0. 01 M pH 8. 0 Tris-

HCl缓冲液溶解，装透析袋，于相同缓冲液中透析过

夜，待用。

采用不变性十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec⁃
trophoresis，SDS-PAGE）［19］对透析后的酶液进行电

泳，分离胶浓度 12%，浓缩胶浓度 5%，电泳后取下

凝胶，放在含 0. 2% PC 的 1. 5% 琼脂糖平板上，

36 ℃温育，直至有清晰沉淀条带出现，切下条带对

应的聚丙烯酰胺凝胶，加入 200 μL 0. 05 M pH 8. 0 
Tris-HCl缓冲液浸提并测定酶活。

浸提后的酶液经 MCP010C41 离心浓缩管离心

浓缩，采用变性 SDS-PAGE 测定分子量，分离胶浓

度 12%，浓缩胶浓度 5%，采用考马斯亮蓝染色和已

知分子量的 Marker对照确定 PLD 分子量。

2 结果与分析

2. 1 PLD 分离纯化

2. 1. 1 盐析用盐浓度的选择

图 1 展示了不同盐浓度下 PLD 的沉淀效果，可
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以看出，随着硫酸铵浓度的增加，PLD 被盐析沉淀

出来，离心后的清液中酶活逐渐下降，饱和度达

70% 时，离心后的清液中测不到酶活，说明 PLD 全

部被沉淀出来。

2. 1. 2 PLD 高度纯化

盐析后的沉淀经两步柱层析，得到的 PLD 纯化

结果见表 1，粗酶液经硫酸铵分级沉淀初步纯化后，

比酶活提高到 2. 55 U/mg，被纯化 2. 89 倍；琼脂糖

凝胶 CL-6B 层析除去了溶液中的部分杂蛋白和盐，

比酶活达到 28. 76 U/mg，将 PLD 纯化了 32. 64 倍；

最后经 DEAE-琼脂糖阴离子交换层析纯化后，得到

了纯化倍数为 45. 47、回收率为 25. 60%、比酶活为

40. 06 U/mg 的 PLD。

2. 2 酶学性质研究

2. 2. 1 pH 值对 PLD 酶活及稳定性的影响

pH 值主要通过影响酶蛋白分子的构象以及活

性中心的电荷状态来影响 PLD 的活性。在适宜的

pH 值下，酶分子的构象处于最佳状态，活性中心的

氨基酸残基能够与底物正确结合和催化，酶活性最

高。pH 值过高或过低都会导致酶活性下降，甚至使

酶失去活性。本文通过改变 pH 值，对蜡样芽胞杆菌

产的 PLD 最适反应 pH 值以及在不同 pH 值下的酶

活稳定性进行了研究，实验结果见图 2。蜡样芽胞

杆菌所产 PLD 水解酶活性在 pH 值为 8. 0 时最高，

pH 值在 7. 0~11. 0 范围时，相对酶活在 90% 以上，

酸性条件下酶活相对较低，其中 pH 值为 4. 0 时，没

有水解酶活性。在 pH 值  7. 0~10. 0 条件下，4 ℃冰

箱贮存酶液 7 d，残余酶活在 80% 以上，其中，pH 值

为 9. 0 时，残余酶活最高，约有 95%，说明该蜡样芽

胞杆菌所产 PLD 在碱性条件下酶活性及稳定性较

好，pH 值低于 5. 0 时，酶活性及稳定性均较差，该菌

所产的 PLD 耐碱不耐酸，与文献［20］报道的链霉菌

CS628 产的热不稳定碱性 PLD 的 pH 值性质相近。

2. 2. 2 温度对 PLD 酶活及稳定性的影响

温度对酶活性及稳定性有着重要影响，在适宜

温度范围内，随着温度升高，酶活性通常会增强。这

是因为适当升温能增加酶分子与底物分子的碰撞频

率，使反应更容易进行。但超过最适温度后，酶活性

会迅速下降。这是由于高温会破坏酶的空间结构，

使酶蛋白变性，其活性中心的结构发生改变，从而失

去催化能力。本文通过改变温度，对蜡样芽胞杆菌

产的 PLD 最适反应温度及其在不同温度下的酶活

稳定性进行了研究，结果见图 3。随着温度升高，

PLD 水解酶活性升高，50 ℃时酶活达到最大，超过

50 ℃，酶活性及酶稳定性快速下降，65 ℃时酶活全

部丧失。与链霉菌 S.  hachijoensis［21］产的 PLD 最适

图 1　不同盐浓度下的 PLD 沉淀效果

Figure 1　PLD precipitation effect under different salt 
concentrations

图 2　pH 值对 PLD 酶活及稳定性的影响

Figure 2　Effect of pH on enzyme activity and 
stability of PLD

表 1 蜡样芽胞杆菌产 PLD 纯化结果

Table 1 Purification results of PLD produced by Bacillus cereus

纯化步骤

粗酶液

硫酸铵沉淀

琼脂糖凝胶 CL-6B 层析

DEAE-琼脂糖离子交换层析

总蛋白量/mg
572.00
165.00

7.65
3.22

总活力/U
504.00
420.00
220.00
129.00

比酶活/（U·mg-1）

0.88
2.55

28.76
40.06

纯化倍数

1.00
2.89

32.64
45.47

回收率/%
100.00

83.33
43.65
25.60
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温度和酶稳定温度类似。

2. 2. 3 表面活性剂及螯合剂对酶活性的影响

通过向反应液中添加一定浓度的不同表面活性

剂及螯合剂，研究其对蜡样芽胞杆菌产的 PLD 酶活

性的影响，实验结果见图 4。结果表明，Triton X-

100 和脱氧胆酸钠对酶活有促进作用，SDS 有抑制

作用，而 EDTA 对水解酶活性完全抑制，但在转磷

脂酰基反应中，EDTA 却没有抑制作用，甚至还略有

促进作用（相关数据将在后续发表）。EDTA 是一种

强螯合剂，能与金属离子形成稳定的螯合物。许多

酶的活性中心需要金属离子作为辅因子来维持其结

构和功能的完整性，该蜡样芽胞杆菌所产 PLD 可能

也属于这类酶，具体机理还需进一步研究。

从目前已有的文献报道来看，EDTA 对不同微

生物来源的 PLD 作用不尽相同。相关研究报道，

EDTA 对 其 研 究 的 来 自 链 霉 菌 的 PLD528、PLDst、

PLD628水解酶活性基本完全抑制，但对 PLD57却有促

进作用［20，22-24］；也有研究报道，EDTA 对其研究的来

自链霉菌 YU100 等的 PLD 水解酶活性没有明显作

用［25-26］；还有研究报道，向以含有 PLD 的放线菌培

养上清液为催化剂，PC 和乙醇胺为底物，通过转磷

脂酰基反应生成磷脂酰乙醇胺（phosphatidyletha⁃
nolamine，PE）的反应液中添加 EDTA，能显著提高

PLD 的选择性［27］。

2. 2. 4 金属离子对酶活性的影响

金属离子对酶活性的影响具有复杂性和多样

性，主要通过作为酶的组成成分、参与酶与底物的结

合、调节酶的构象等方式来实现。本研究向反应液

中添加一定浓度的不同金属离子，研究其对蜡样芽

胞杆菌产的 PLD 酶活性的影响，实验结果见图 5，可
以看出，Mg2+对酶活有一定的促进作用；Mn2+、Co2+

对酶活有一定的抑制作用；Ca2+、Zn2+、K+对酶活基

本没有影响。

2. 2. 5 PLD 分子量的测定

图 6（a）是透析后的酶液经不变性 SDS-PAGE
电泳后，把凝胶放在含 0. 2% PC 的 1. 5% 琼脂糖

平板上产生的沉淀条带，切下条带对应的聚丙烯

酰胺凝胶，加入 200 μL 0. 05 M pH 8. 0 Tris-HCl
缓冲液浸提，浸提液经酶活测定，确定有 PLD 活

性。图 6（b）为沉淀条带对应的聚丙烯酰胺凝胶切

割浸提后，经变性 SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝显

色后的条带，结果表明，浸提后的 PLD 酶液达到电

泳纯，为单一条带，也说明蜡样芽胞杆菌所产 PLD
由一条肽链组成，通过和标准蛋白比对，其分子量在

图 3　温度对 PLD 酶活及稳定性的影响

Figure 3　Effect of temperature on the activity and 
stability of PLD

图 4　表面活性剂及螯合剂对 PLD 活性的影响

Figure 4　Effects of surfactants and chelating agents on 
PLD activity

图 5　金属离子对 PLD 活性的影响

Figure 5　Effects of metal ions on PLD activity
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32 kDa左右。

2. 2. 6 PLD 转磷脂酰基反应特性

转磷脂酰基反应后，采用薄层层析法进行定性

分析，结果如图 7 所示。该蜡样芽胞杆菌所产的

PLD 具有催化转磷脂酰基反应酶活性，以 PC 和 L-

丝氨酸为底物，有 PS 生成，且基本没有水解产物

PA 生成。这一特性相较于多数微生物来源的 PLD
具有显著优势，体现了该生物资源在催化反应中的

高选择性。

3 结  论

本研究从生物资源开发角度，对蜡样芽胞杆菌

所产 PLD 分离纯化进行了研究，发现硫酸铵饱和度

为 70% 时，可以使离心后上清液中 PLD 完全沉淀析

出，盐析后的沉淀经两步柱层析后，得到比酶活为

40. 06 U/mg 的 PLD，纯化了 45. 47 倍；同时，对蜡样

芽胞杆菌所产 PLD 的酶学性质进行了研究，发现该

菌所产 PLD 水解酶最适反应 pH 为 8. 0，pH 在 7. 0~
10. 0 范围时，酶活相对稳定；最适反应温度为 50 ℃，

50 ℃及以下酶活稳定；TritonX-100 和脱氧胆酸钠对

酶活有促进作用，EDTA 对水解酶活完全抑制，

Mg2+对酶活有促进作用，Mn2+、Co2+对酶活有抑制

作用；采用 SDS-PAGE 测定分子量，在 32 kDa 左

右；转磷脂酰基反应研究表明，该菌所产 PLD 具有

良好的转磷脂酰基活性，并且基本没有水解产物 PA
产生，与国外学者普遍采用的链霉菌等产 PLD 微生

物相比，蜡样芽胞杆菌具有生长速度快、发酵周期短

的特点［16］，可显著降低生物资源开发的时间成本。

综上所述，蜡样芽胞杆菌所产 PLD 的稳定性和

高选择性使其成为一种具有潜在工业应用价值的生

物催化剂，为稀有磷脂的绿色合成奠定资源基础。

后续将对该 PLD 催化制备稀有磷脂的工艺进行进

一步研究。
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