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低温菌是生活在低温环境下的微生物，耐冷菌是低温菌

中的一类，在0~5 ℃可生长繁殖，最高生长温度可达20 ℃以

上. 低温菌的冷适应机制之一是其体内参与代谢的酶在低温

下仍具有高效催化活性 [1]. 污水生物处理是一系列酶促反应

过程，水中的污染物在微生物酶的催化下进行氧化分解，冬

季低温往往使常温酶失活，处理效果严重下降. 低温酶的低

温催化特性在寒冷地区低温污水处理及工业上具有重要应

用价值，因此受到广泛的关注 [2]. 目前，同时产低温蛋白酶和

低温淀粉酶等多种低温酶细菌的研究还鲜见报道. 
本研究室从我国北方寒冷地区水土样中筛选分离得到

一株能产低温复合酶的菌株J5. 该菌株所产生的低温酶中含

有蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶等，其中以蛋白酶和淀粉酶的活

性最高. 本研究通过形态及16S rDNA对该菌株进行了鉴定，

并考察了其酶学性质及在低温废水处理上的应用. 

1 材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  菌株来源    冬季从我国寒冷地区采集水土样，筛选得到

菌株J5. 
1.1.2  培养基    牛肉膏蛋白胨培养基：胰蛋白胨1%，NaCl 1%，

酵母粉0.5%，琼脂粉1.5%，蒸馏水配制，pH 7.0. 蛋白酶产生

菌筛选培养基：酪蛋白2%，琼脂1.5%，蒸馏水配制，pH 7.0. 
淀粉酶产生菌筛选培养基：可溶性淀粉2%，琼脂粉1.5%，蒸

馏水配制pH 7.0. 脂肪酶产生菌筛选培养基：蛋白胨1%，NaCl 
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Abstract   A strain producing cold-adapted degradation enzyme was isolated from cold northern China. The strain was 
identified as the genus Shewanella by the morphological identification and 16S rDNA sequence analysis, and named 
Shewanella sp. J5. The optimal growth temperature of strain J5 was 5~15 ℃, indicating that it was a psychrotrophic bacterium. 
The activities of protease and amylase were the strongest among those enzymes produced by strain J5, and sensitive to high 
temperature. Property test showed the protease had 20% residual activity at 0 ℃, and the optimal temperature and pH were 40 
℃ and 8.0, respectively, while the amylase could keep 40% residual activity at 0 ℃, and the optimal temperature and pH range 
were 30 ℃ and 7.0~10.0, respectively. The protease activity could be obviously stimulated by Mn2+ and Fe2+. HPSEC results 
showed that in the process of hydrolysis of casein protein the macromolecular peptides were easily degraded into small peptides 
by the protease. Compared with activated sludge, strain J5 possessed higher dehydrogenase activity at low temperatures. At 5 
℃, the removal rate of COD could increase by about 33% in activated sludge after adding this strain. It suggests that this strain 
may have broad application in cryogenic wastewater treatment. Fig 6, Tab 2, Ref 17
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摘  要   从我国寒冷地区筛选到一株能产低温降解酶的菌株. 细菌学形态及16S rDNA鉴定表明，该菌株属希瓦氏菌属

（Shewanella），最适生长温度为5~15 ℃，属耐冷菌，并暂命名为Shewanella sp. J5. 菌株J5分泌的降解酶中蛋白酶和淀

粉酶所表现的活力较高，在0 ℃下分别仍能保持20%和40%的酶活性，最适温度分别为40 ℃和30 ℃，最适pH分别为8.0
和7.0~10.0，且对热敏感，属于碱性低温酶；金属离子中Mn2+、Fe2+对蛋白酶有明显的促进作用，而淀粉酶对金属依赖

性较小；HPSEC结果表明，低温蛋白酶在水解酪蛋白过程中，对相对分子质量>10 000的大分子肽水解能力很强. 脱氢

酶酶活测定结果表明，低温下菌株活性显著高于常温活性污泥，5 ℃下，添加菌株J5到活性污泥中可使废水COD去除

率提高33%. 因此，该菌株在低温污水处理上具有一定的应用前景. 图6 表2 参17
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0.5%，CaCl2·7H2O 0.01%，Tween 80 1%，琼脂1.5%，蒸馏水配

制，pH 7.0. 以上培养基0.12 MPa灭菌20~25 min. 
1.1.3 废水来源    模拟蛋白废水、淀粉废水及油脂废水，分

别以酪蛋白、可溶性淀粉及花生油为碳源，氯化铵为氮源，

KH2PO4为磷源，添加适量微量元素C : N : P = 100 : 5 : 1 [3]，

进水COD控制在600 mg/L左右，水温约5 ℃. 
生活污水采自江南大学杏园生活区，添加适量碳/氮源，

COD约为600 mg/L左右. 
1.2  方 法
1.2.1  菌株鉴定    依据形态特征与生理生化反应特性，参照

《常见细菌鉴定手册》[4]鉴定 . 菌株分子生物学鉴定方法参

照文献[5]，将获得的序列登陆Genbank（http://www.ncbi. nlm.
nih.gov），应用BLAST程序与数据库中的已有细菌16S rDNA
序列进行相似性比较分析. 
1.2.2  温度对菌株生长的影响    将菌株接入LB液体培养基

中，分别于不同温度下的摇床中150 r/min振荡培养，隔一定

时间取样，测600 nm下的光吸收值，绘制菌株不同温度下的

生长曲线. 
1.2.3  粗酶液制备及酶活测定    将菌株于5 ℃下培养72 h，培

养产物经冷冻离心去除细菌细胞，取上清即得粗酶液. 蛋白

酶活性测定：参考张树政的方法（Folin-酚试剂显色法）[6]测

定，酶活力定义为：在40 ℃下，每分钟催化酪蛋白水解生成1 
μg酪氨酸的酶量为一个单位（U）. 淀粉酶活性测定：参照文

献[7]. 淀粉酶活性定义：100 mL粗酶液中的酶在30 ℃与底物

淀粉作用10 min，水解10 mg淀粉产生的酶活为1个淀粉酶活

性单位. 低温蛋白酶水解酪蛋白过程的色谱分析[8]：配制质量

浓度为2%的酪蛋白溶液，升温至40 ℃，调pH至8.0，按酶与酪

蛋白溶液的体积比为1 : 1加人制备好的粗酶液，在恒温、恒

pH、恒搅拌速率条件下分别水解2 h、4 h、6 h. 取相应时刻酶

解液5 mL，沸水浴加热灭酶15 min，再经0.45 μm微孔滤膜过

滤后，进行HPSEC分析. HPSEC操作条件为：流动相—45%乙

腈+0.1%三氟乙酸+水；流速—0.5 mL min-1；进样量40 μL；检

测波长220 nm；检测时间30 min；柱温30 ℃. 
1.2.4  酶学性质研究    最适反应温度及温度稳定性：取粗

酶液分别在0 ℃、8 ℃、16 ℃、24 ℃、32 ℃、40 ℃、48 ℃、54 

℃下，一组直接与底物反应10 min后分别测定酶活，另一组分

别在各个温度下保温2 h后测定. 最适反应pH及pH稳定性：

在pH 5.0~11.0范围内，缓冲液是0.1 mol L-1磷酸氢二钠–柠檬

酸缓冲液，一组直接与底物反应10 min分别测定酶活，另一

组在15 ℃下保温2 h后测定以未保温（4 ℃保存）的酶活力为

100%. 金属离子对酶活性的影响：在不同体系中分别加入终

浓度为0.2 mol L-1的各种金属盐离子K+、Zn2+、Mn2+、Fe2+、

Mg2+、Ca2+、Fe3+、Ni2+、Na+和Cu2+，以未加金属离子的酶的活

性为100%，测定相对酶活力. 
1.2.5  废水降解及测定方法    分别取低温菌株活化培养的

培养液，以6 000 r/min的转速离心5 min后弃掉上清液，将沉

淀物用磷酸缓冲液清洗两遍，用蒸馏水稀释至原OD值，以一

定的接种量接种于250 mL试验用水中，置于5 ℃下曝气培养

24 h后取样，将样品以3 000 r/min离心10 min，取上清液测定

COD去除效果. COD测定：重铬酸钾法 [9]，平行样3个取其平

均值. 

2  结果与讨论
2.1  菌株鉴定

由图1-a可以看出，菌株J5在中温37 ℃时几乎不生长，在

低温（5 ℃，15 ℃）环境中生长情况良好，而一般常温微生物

在37 ℃时生长情况最好，在5 ℃时生长很缓慢 [10]. 该菌株适

应低温环境能力较强，5 ℃培养时在蛋白酶及淀粉筛选培养

基上呈现出明显的透明圈，在脂肪酶筛选培养基上呈现微弱

晕圈，说明该菌具有较强的水解酪蛋白及淀粉能力并具有一

定的产脂肪酶能力. 按照Morita的定义 [1]，该菌被归类为耐冷

菌. 
该 菌电镜 扫描结果如图1-b，菌 落呈肉红色，圆形，湿

润，边 缘 整 齐，不透 明，革兰 氏 染 色 为 阴 性 .  将 菌 株 J5的

16S rDNA序列与BLAST数据库中的序列进行同源性比较，

发现与其同源性较高（98%~99%）的菌株均为希瓦氏菌属

（Shewanella sp.），因此，根据鉴定方法 [11, 12]，J5菌株属于希

瓦氏菌属，将其命名为Shewanella sp. J5. 

图1   菌株J5在不同温度下的生长曲线（a）及扫描电镜照片（b）
Fig. 1   Growth curve of strain J5 at different temperatures (a) and its electron micrograph (b) 
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2.2  菌株J5所产蛋白酶和淀粉酶性质
2.2.1  温度对酶活性的影响   耐冷蛋白酶的最适酶活一般都

在30~40 ℃，同时温度适应性不是很广，一般在低于13 ℃时

酶活急剧下降，在0 ℃附近活性很小[13]. 菌株J5所产蛋白酶的

最适温度为40 ℃（图2-a），在0 ℃时仍有最高酶活的20%，与

目前发现的大部分低温蛋白酶最适催化温度相似. 从酶对温

度的稳定性来看，该蛋白酶在低温和室温条件下能维持较高

的活性，同时对热具有不稳定性（图2-b），48 ℃下保温2 h后

残余酶活只有最大酶活的8.3%，这是由于高温条件下低温酶

的柔韧性遭到破坏极易失活[14]. 
从图2-a可以看出，菌株J5所产淀粉酶最适催化温度为30 

℃，是一种较典型的耐冷性低温酶. 与目前大部分低温淀粉

酶的最大不同之处是该酶在0~30 ℃环境下具有较高的催化

活性，这样的温度适应性在已经发现的低温淀粉酶中是很少

见的；而且，该淀粉酶在16 ℃下的酶活为最高酶活的65.7%，

而在0 ℃下，仍具有高达40.0%的活性，这不同于绝大部分低

温淀粉酶 . 从酶对温度的稳定性（图2-b）来看，该淀粉酶在

0~32 ℃下相当稳定，在32 ℃保温2 h后仍有近100%的酶活，

其在低温或常温下都能够发挥催化性能的特性可应用于工

业中. 

2.2.2  pH对酶活性的影响   菌株J5所产蛋白酶活性在pH 8.0
时达到最高（图3-a），当pH为7.0~9.0时具有80%以上活性，属

于碱性蛋白酶. 该蛋白酶具有较宽的稳定性，pH 6.0~9.0时相

对酶活全部在70%以上（图3-b），说明其对碱性环境具有更

强的耐受性. 
菌株所产淀粉酶酶活在酸性条件下受到一定的抑制，而

在碱性环境中能维持在较高水平（图3-a），在pH为7.0~10.0时

均在90%以上，为碱性淀粉酶 . 从该淀粉酶对pH稳定性（图

3-b）来看，反应2 h后，在酸性条件下剩余酶活在50%左右，而

在碱性条件下至少在80%以上，特别是在pH 11.0时仍有75.9%
的剩余酶活，可见该淀粉酶在碱性条件下具 有较 好的稳定

性，且在pH 9.0的时候稳定性最好.
2.2.3  金属离子对酶活性的影响   从图4-a可以看出，Mn2+、

Fe2+对菌株J5所产蛋白酶有明显的促进作用，Na+、K+、Ca2+、

Mg2+、Fe3+则无明显作用，Cu2+、Pb2+和Zn2+有一定的抑制作用

但不是十分显著. 几乎1/3的酶均需要金属离子作为辅基，根

据金属离子–蛋白质相互作用强度一般将需要金属的酶 分

为两类：金属酶和金属–激活酶 [6]，从这点来看，菌株所产蛋

白酶为金属酶，在Mn2+、Fe3+作为辅基时酶活明显升高. 除K+

对菌株J5所产淀粉酶活性有一定促进作用外，没有发现能够

图2  温度对酶活性（a）及热稳定性（b）的影响
Fig. 2   Effect of temperature on the activities (a) and thermostabilities (b) of enzymes 

图3  pH对酶活性（a）及pH稳定性（b）的影响
Fig. 3   Effect of pH on the activities (a) and stabilities (b) of enzymes 
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明显提高酶活的金属离子，Pb2+ 和Cu2+能明显抑制酶活（图

4-b）. 
综合蛋白酶和淀粉酶酶活受金属离子影响的结果来看，

菌株J5所产的低温酶对金属离子有较好的耐受性，而且涉及

的绝大部分金属离子是城市或工业污水中的主要污染金属离

子，因此，菌株J5可在治理含金属离子的污水处理中得到应

用.
2.2.4  蛋白酶低温酶解性能分析    利用相对分子质量差异

进行分离的高效凝胶排阻色谱（HPSEC）技 术分析酶解过

程，结果如图5，对比a、b、c、d发现，酶解过程中，主要发生

变化的是大分子峰Ⅰ和峰Ⅱ，随着酶解时间的延长，大分子

峰Ⅰ和峰Ⅱ所占的比例逐渐下降. 通过以蛋白质标准品溶液

的细胞色素C（Mr 12 500）、杆菌酶（Mr 1 450）、乙氨酸–乙氨

酸–酪氨酸–精氨酸（Mr 451）、乙氨酸–乙氨酸–乙氨酸（Mr 

189）为对照进行HPSEC定量测定，结果表明随着水解时间的

增加，酪蛋白分子量分布情况有明显改变，大分子肽（>10 000）
所占比例逐渐减少、小分子肽（<1 000）比例则逐渐增大，表

明该蛋白酶在低温条件下具有很好的蛋白分解性能.
2.3  菌株J5所产脱氢酶的低温特性

在污水处理 过程中，脱氢酶活性水平的高低直接关系

到有机物降解速度，以及生物处理设施的运行效果，已成为

评 价污水处理能力的重要指标 [16]. 需氧生物处理 反应器中

的微生物活性、去除有机物的效能与水温有关 . 为考察菌株

J5活性受温度的影响情况，以相同VSS的活性污泥中的中温

菌群为对照测定脱氢酶活性，结果见表1. 从表1可以看出，在

常、低温条件下菌株J5均有较高的活性，而取自好氧池的常

温活性污泥在4 ℃时的脱氢酶活性不到耐冷菌菌株J5脱氢酶

活性的10%，表明耐冷菌在低温条件下仍能保持相对较高的

图4  金属离子对蛋白酶（a）和淀粉酶（b）活性的影响
Fig. 4   Effect of various inorganic ions on the activities of protease (a) and amylase (b) 

图5  0 h（a），2 h（b），4 h（c）和 6 h（d）时酪蛋白–低温蛋白酶水解体系的HPSEC图
Fig. 5   HPSEC results of hydrolysis of caseine at 0 h（a），2 h（b），4 h（c）and 6 h（d） 
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脱氢酶活性，有利于有机物降解.

2.4  菌株J5在低温废水处理上的运用
2.4.1 菌株J5对不同类型低温生活污水的处理    从不同类型

典型生活废水的处理效果（图6）可以看出，该菌株对有机废

水具有较广泛的适应性，对实际生活污水、蛋白质废水、淀

粉废水和油脂废水均有较好的降解能力，5 ℃下曝气24 h时

其COD去除率分别可达68.2%、75.6%、80.1%和58.3%. 在降解

过程中蛋白废水及淀粉废水的去除效果要优于油脂废水，这

与该菌具有较高蛋白酶和淀粉酶活性有关.

2.4.2  菌株J5在活性污泥法中的运用    在自制的装置中装入生

活污水，加入活性污泥使其沉降比约为30%，再将J5菌按V菌液

/V污水=1%的接种量投加至体系中，以活性污泥为对照，分别放

置在5 ℃下进行两组曝气试验. 8 h后，取上清液测定水中有

机物浓度，投加耐冷菌后去除率较对照高出33%. 结果（表2）
表明该耐冷菌对活性污泥的适应性较好，与活性污泥中的菌

群存在协同作用，在常规活性污泥法中投加耐冷菌可明显提

高污水去除率，姜安玺等也得到了类似的结论[17]. 

3  结 论
1）采用低温富集法筛选得到一株产低温降解酶的菌株

J5，其适宜生长温度为5~15 ℃，属耐冷菌，分子生物学鉴定

表明该菌株属于希瓦氏菌属（Shewanella）. 

2）菌株J5可产蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶等，其中蛋白酶、
淀粉酶活性最高. 0 ℃下其蛋白酶、淀粉酶分别能保持20%和
40%的酶活性，对热敏感，是典型的碱性低温复合酶. 该产复
合酶菌株在低温有机废水处理上具有广阔的应用前景. 

3）菌株 J5在低温下对不同类型的生活污水均有一定降
解能力；其脱氢酶活性明显较常温活性污泥高. 水温5 ℃时，
将菌株 J5投加至活性污泥中可使COD去除率提高33%以上. 
通过在常温活性污泥中投加耐冷菌来提高污水中污染物的
去除率是可行的. 
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表1  耐冷菌在不同温度时的脱氢酶活性（Λ/μg L-1 h-1）

Table 1  TTC-dehydrogenase activity (Λ/μg L-1 h-1) of strain J5 
at different temperatures

θ/℃ 4 8 16 24 30 35 40
J5 9.42 23.48 42.47 45.77 39.17 16.34 5.66

活性污泥 Sludge 0.90 10.47 18.46 28.56 36.01 46.38 48.78

图6  菌株J5对不同类型有机废水的处理效能

Fig. 6   Removal rates of different organic wastewaters treated 
by strain J5 

表2  活性污泥中投加低温菌后COD去除效果
Table 2  Effect of adding strain J5 in activated sludge on removal 

rate of COD
COD

(ρ/mg L-1)
活性污泥

Activated sludge
J5＋活性污泥

J5＋activated sludge

进水 Input 580 580
出水 Output 334 142

去除率 Removal rate (r/％) 42.4 75.6


