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世界海洋所占面积超过地表面积的 !"#! 海洋生态环
境复杂多样! 海洋微生物具有一些特殊的结构和功能来适
应这样的生态环境! 因而海洋微生物是开发新颖生物活性
物资的极好的天然资源" 在海洋中存在一些能在高温#寒
冷#高酸#强碱#高盐#高压或高辐射强度等极端环境下生活
的微生物!如嗜冷菌 $%&’()*+%),-.&/#嗜热菌$0).*1+%),-.&%#
嗜 酸 菌 $2(,3+%),-.&%# 嗜 碱 菌 42-52-+%),-.&/# 嗜 盐 菌
4)2-+%),-.&/#嗜压菌$62*+%),-.&%和耐辐射菌等!统称为海洋
极端微生物" 海洋极端微生物构成了地球生命形式的独特
风景线!其存在的原理与意义为更好地认知生命现象#发展
生物技术提供了宝贵的知识源泉"
极端微生物可以产生在极端环境下发挥作用的极端

酶"长期以来!人们对此并未给予充分的重视"7"世纪 8"年
代以后!各国学者相继开展了对极端微生物的研究工作" 7"
世纪 9" 年代以来!随着海洋生物技术的勃起!国外学者相
继从深海中分离得到多种新的海洋极端微生物" 随着对海
洋极端微生物培养和发酵技术#极端酶酶学性质#酶蛋白结
构生物学的研究!以及对酶基因的克隆和表达的探索!一方
面推进了对生命本质的认识! 同时也得到了越来越多的广
泛用于化学合成#食品工业#医药行业及其它工业的新酶制
剂" 本文简要报道了近年来对海洋极端微生物和极端酶研

究的进展情况"

# 海洋极端微生物和极端酶的生物学特性
近年来国内外对海洋极端微生物和极端酶的研究进展

很快" 日本和欧美等国纷纷投资开展海洋极端微生物及极
端酶的研究" 如从海洋极端微生物获得嗜冷 !!淀粉酶#枯
草杆菌蛋白酶#嗜热淀粉酶#蛋白酶#葡萄糖苷酶#木聚糖
酶#:;<聚合酶#耐盐蛋白酶#谷氨酰氨酶#耐有机溶剂的菌
株等报道! 利用海洋兰细菌 !"#$#%"# &’%()%*=>?!@A 在氩
气和氮气环境中光合作用产氢 BAC#从海洋链霉菌中分离到抗
赤腐病病原菌 +,-.)/0 ’12’.,2#%$引起紫菜属赤腐病%的抗
真菌蛋白B7C等报道"最令人振奋的是美国文特尔等人在马尾
藻海的细菌中发现了 A7A 万余种基因! 超过以前公共数据
库所列微生物种基因的总数!其中全新基因仍达 ! 万余种!
有 !D7 个基因蛋白质产物对光敏感! 还发现约 8 """ 个新
基因的功能涉及氢能的开发" 整个进展情况都显示了开发
海洋微生物基因资源的重要性和紧迫性"

$%$ 嗜冷菌!嗜冷酶
嗜冷菌是指在低于摄氏 A""才能生长的微生物! 最适

生长温度往往为@7"" 嗜冷菌产生许多在低温下具有高催
化活性的酶!这类酶称为嗜冷酶 B?C" 研究者在深海和南北极
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"摘要# 分离自海洋极端微生物的极端酶具有超常的生物学稳定性!能够在极端温度"!" 值"压力和离子强度下表现出生物学
活性!因此海洋极端酶为生物催化和生物转化提供了良机#新的极端物种的发现"基因组序列的确定及基因工程技术的应用!加
快了发现和制备新酶的进程$ 蛋白质工程和定向进化技术进一步改善酶的活性和特异性!促进了海洋极端酶的工业应用$ 对极
端酶的分子生物学研究加深了人们对酶稳定性机制的理解!丰富了分子进化理论$
"关键词$ 海洋 极端微生物 极端酶 %中图分类号$ ’!( ’)#
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的海洋环境中发现不少嗜冷菌群! 并从这些嗜冷菌群中分
离得到各种嗜冷酶!如来自南极细菌的 !!淀粉酶"枯草杆
菌蛋白酶和磷酸丙糖异构酶等# 这些酶均在低温和常温下
显示较高的催化效率!而且对高温敏感$ 目前!来自嗜冷菌
的低温酶因为具有降低能耗的特点而在工业应用中受到重

视$ 例如%低温酶用于洗涤剂工业的需要与日俱增&低温蛋
白酶"低温淀粉酶和低温脂酶具有巨大的应用价值&低温多
聚物降解酶在制浆和造纸方面也有重要作用&另外!低温酶
还能促进食品加工业的发展"#$$
与常温酶相比!低温酶分子结构的柔韧性增强$ 研究表

明!嗜冷菌蛋白质在低温下能够保持结构上的完整性!可能
是由于其蛋白质分子有更多的氢健和盐键! 从而能形成相
对松动和具有弹性的结构"#$$ 因此!低温酶具有高催化活性
和温度敏感性的显著特征$ 在蛋白质二级结构和三级结构
的研究水平上比较嗜冷酶和高温酶的分子结构! 探讨酶结
构与功能的相互关系! 为阐明生物多样性的分子基础提供
了一种模型$

#$% 嗜热菌!高温酶
嗜热菌广泛分布在草堆"厩肥"温泉"煤堆"火山地"地热

区土壤及海底火山附近等处"%$$ 在海洋环境中!很多地理活跃
地带出现热流床!这些热流地域的温度可高达 &’(!&水底沉
积物含有丰富的矿物质! 已发现有许多嗜热和超嗜热微生物
存在$从深海中已分离的原核嗜热菌有十几个属!它们对高温
的适应机制主要表现在细胞膜上脂肪酸成分" 耐高温酶和生
物大分子的热稳定性上$嗜热菌具有潜在的生物应用价值!有
许多研究机构已经从这些嗜热菌中筛选出具有热稳定性的

酶!包括淀粉酶"蛋白酶"葡萄糖苷酶"木聚糖酶及 )*+聚合
酶等! 这些酶在 ,’-.((!之间具有良好的热稳定性$ 如%
/01123 45 +5 等在太平洋底部发现可生长在 6’7-&77!高温高
压下的嗜热菌"&$&89:;<=>?1 4@报道对海洋超热古菌新的解淀
粉酶进行了纯化和性质研究&A?B?C;? D 等克隆了从深海热
液口处分离到的超热古菌 !"#$%&’&’’() "*+$&,"-$%./0) 的热
活性和热稳定的 !E淀粉酶基因"’$& F?G H0I0= 等人从日本浅
海热流床中分离得到嗜热菌 12 &34%-5)0)!从中纯化得到磷
酸烯醇丙酮酸激酶’)DJK("L$$ 据了解!植物界中最耐热的种
类可能是南非的生石花!最高的耐受温度为 ’(!!脊椎动物
能生长的最高温度也只有 ’(!$存在 M((!以上高温下生长
的微生物确实是自然界的一项奇迹$
对高温酶的研究表明 ",$N 酶的热稳定性主要由分子内部

的结构决定! 维持其内部立体结构的化学和物理键 ’二硫
键"盐键"氢键和疏水键等(的数目越多!热稳定性越高$ 相
反!对立体键不利的因素将对酶的热稳定性产生影响$

&$’ 嗜压菌!嗜压酶
嗜压菌仅仅分布在深海底部和深油井等少数地方$ 嗜

压菌和耐压菌不同!它们必须生活在高净水压条件下$ 一种
生活在深海的假单胞菌 6)-(+&%&54) 34,"*’-,- 可在 . (((
个大气压"%(!下生长$ 在太平洋深 # (((O处!已经发现有
# 属酵母菌$在 L (((O深海中可以找到 708$&8&88()P微球菌
属Q"9.’0//()P芽孢杆菌属Q":03$0&P弧菌属 Q和 ;<0$0//(%’螺菌
属(等细菌 "&$$ 在 .( (((O 深海处!水压高达 . .R( 个大气
压!仍可找到许多种嗜压菌$ 目前关于嗜压菌或耐压菌的耐
压机制仍然不清楚$
近期研究表明",$!适当的静压力可以增加酶的活性和稳

定性!但是当压力超过一定的范围时!酶的弱键被破坏!酶
的三维构象解体!使酶丧失活性$ 在高压条件下!底物的溶
解度增加!溶剂的粘度降低!从而提高了物质的传输速率和
反应速度$ 此外!在高压下酶往往具有更高的特异性!因此
有必要从嗜压菌中分离嗜压酶! 而深海嗜压菌正是嗜压酶
的重要来源$

&$(嗜酸菌和嗜碱菌) 嗜酸酶和嗜碱酶
最适生长 ST 值在 UV( 以上! 通常在 W".( 之间的微生

物称之为嗜碱菌"U$$ 而嗜酸菌能生活在 ST值 . 以下的环境
中$ 从海底一些高酸碱的区域分离得到的微生物大多具有
嗜酸或嗜碱性! 从中分离纯化的酶也大多是相应的嗜酸酶
’最适 STX&V((和嗜碱酶’最适 ST 为碱性!一般在 WV("..($
对嗜酸酶和嗜碱酶酶学性质的研究 ",$显示!与中性酶相比!
嗜酸酶在酸性环境的稳定性是由于酶分子中所含的酸性氨

基酸的比率高!尤其在酶分子的表面Y而嗜碱酶对碱的稳定
性则因为其酶分子中含有较高比率的碱性氨基酸所致$

&$*嗜盐菌) 嗜盐酶
海水的平均含盐量为 &Z! 部分区域为高富盐地区!是

耐盐和嗜盐微生物的重要来源!嗜盐菌内的很多酶在高盐浓
度下保持稳定性! 称为嗜盐酶$ 日本海洋科学技术中心
H0I0O= T 从深海沉积物中分离到碱性和极端耐盐的
=’-.5&>.’0//() 0"-*-5)0) THDU&."W$$ 嗜盐菌通过保持胞内渗
透压的平衡来适应高盐度的环境$它们主要在细胞内积累与
外界环境相同浓度的盐!如氯化钠或氯化钾$ 因此从嗜盐菌
中分离得到的酶可以在高盐浓度条件下具有催化活性’FK<
约 R[! *0K< \’[(",$$ 这些来自嗜盐菌的蛋白的氨基酸序列
中含有大量的带负电的氨基酸以避免在高盐条件下形成沉

淀$ 这一特点决定了在低盐条件下嗜盐酶的溶解性通常很
差!这就限制了这些酶在工业上的应用$ 但是!可以利用这
一特性将嗜盐菌产生的酶用于液相]有机溶剂和非液相介质
中 $ )21^=9I F 4 报道了来自极端嗜盐菌 ?./&3.’,-$0(%
"./&30(% 的胞外蛋白酶可以在水]*#E *$E二甲替甲酰胺溶
液中有效地合成多肽".($$
继 [21=_0 F 等发现了一些嗜盐菌具有耐有机溶媒的特

性后! 从海底有机物沉积区已经分离到一系列耐有机溶媒
的海洋微生物$ 日本 )DDJ8H+‘研究小组从日本深海中分
离到多种耐有机溶媒的菌株! 包括原油降解菌 )8E..,"利
用硫的 )8EWRR 菌"降解聚芳香烃菌 )8E.W(L"降解胆固醇
的 8HE. 菌和烃降解酵母 aR(等!有些菌耐受有机溶媒的浓
度达 ’(Z! 这将使耐有机溶剂酶在有机化工和环境保护上
的应用翻开新的一页$

% 海洋微生物极端酶分子生物学研究进展情况
%$#极端酶基因的克隆
利用基因重组技术!克隆极端酶的编码基因!并进行序

列分析!从而进一步探讨酶的结构与功能的关系!是目前研
究极端酶的主要方法之一$
极端酶基因克隆的常规程序为N P.Q分离纯化极端酶&P6Q

测定目的蛋白的 * 末端和 K 末端的氨基酸序列&P&Q根据两
端氨基酸序列推导的核苷酸序列设计简并引物&PRQ 通过
JK‘扩增杂交探针&P’Q构建基因组文库或 9)*+ 文库&PLQ通
过分子杂交从文库中筛选目的基因$ 极端酶基因的克隆技
术与常规酶基因克隆技术没有太大的差别$ 由于极端酶和

生物技术 +,-./012-3-45
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常规酶的生物学特性相差很大! 因此蛋白质的保守序列难
以确定! 这使得通过非同源探针杂交获取目的基因的方法
不适用于极端酶基因的克隆" 极端微生物难以培养!以及培
养获得的菌体有限!这些都给基因克隆带来了一定的困难"
随着海洋微生物培养技术的发展! 可供研究用的极端

微生物基因组数目不断增加! 这将有利于新型极端酶基因
的发现和鉴定" 目前至少已有 !"种古细菌的基因组序列已
经完全测序!另有 !# 种古细菌的基因组全序列测序也接近
尾声 $%&" 此外!大量极端细菌基因组的研究也正在努力进行
当中" 通过对极端微生物基因组全序列的分析!人们发现其
中很多开放性阅读框架和现有核苷酸序列数据库中的序列

几乎没有同源性! 这些开放性框架所编码的蛋白质则很可
能是极端微生物适应极端环境的原因! 而且在这些未知基
因中一定存在很多其编码产物是具有重大应用前景的酶的

基因" 这些不断增加的基因资源对于解决在活性检测中难
以检测到活性酶这一困难是一笔很大的财富" 由于单基因
的表达受培养基组分的影响很大! 所以在功能性检测中会
漏掉一些重要的功能基因" 例如掘越氏热球菌#!"#$%$&&’(
)$*+,$()++$生存于冲绳岛附近海底约 ! ’()* 火山口!其最
适生长温度为摄氏 ()!!")"!分类上属广古菌$!!&% 它的基因
组已经被测出 +,-.-/-0-1-234 等 !((5年6"根据基因组测序
结果! 研究人员已成功克隆得到 -"*$&$&&’( .$*/,$(.// 789
聚合酶&!:淀粉酶!":葡萄糖苷酶&":甘露糖苷酶&!:甘露
糖苷酶&":半乳糖苷酶&纤维素酶和木聚糖苷酶等基因"

#$%极端酶基因表达系统的构建
由于极端微生物生长缓慢!且产酶量低&需要特殊的设

备! 所以传统的生物发酵技术不能适应极端微生物极端酶
的生产!必须发展其它方法来获得大量极端酶" 极端酶基因
在常温宿主中高效表达是一个引人注目的替代方案 $!#&" 采
用该方案使极端酶的产量高且易于纯化!非常经济" 研究发
现许多极端酶基因可以在常温宿主’01&$2/$中表达!从而实
现工业化生产" 如南极嗜冷菌河豚毒素交替单胞菌的 ! 淀
粉酶基因在中温菌中得到了表达! 且表达产物实现了正确
的折叠" 其它在大肠杆菌中表达的极端酶有嗜冷嗜压光合
细菌中的苹果酸脱氢酶&嗜冷芽孢杆菌中的丙酮酸激酶&静
止嗜冷杆菌的嗜冷脂酶&嗜冷弧菌磷酸丙糖异构酶&嗜冷弧
菌的天冬氨酸氨甲酰基转移酶& 嗜盐单胞菌属的二磷酸激
酶 & 极端嗜热菌海栖热胞菌 ;<=5 >3.4*5$6$7858*/6/58
;<=56木聚糖酶等"这些工作为极端酶的基础研究和应用研
究奠定了基础"
在大肠杆菌中进行高效表达的分子技术已经相当成

熟! 并且有许多现成的诱导型表达载体可以直接使用" 然
而! 大肠杆菌中高效表达所造成的包涵体问题促使人们寻
找可以代替大肠杆菌的宿主系统! 如原核系统 98:/22’(&
-(4’;$5$<8(&=8&6$>8&/22’(&=8&6$&$&&’( 和真核系统 -/&./8&
?2’"@4*$5"&4&AB<C/CB和 DB<(4<’2B等系统" 若我们要表达
需经糖基化修饰后才有催化活性的极端酶时! 应当首先考
虑真核表达系统"

& 国内对海洋极端酶的研究现状及前景展望
近年来! 国内多所研究单位和大专院校已陆续开展了

对海洋生物资源’包括基因资源$的研究工作" 国家科技部
于 !((( 年立项?海洋药源生物资源及基因库的构建?基础

性研究项目!开始全面地&大规模地收集和筛选海洋药源生
物!建立种质库和标本库" 由国家海洋局第三海洋研究所徐
洵院士和中国海洋大学管华诗院士共同承担的该研究项目

目前已收集到 ’!# 种海洋药源生物标本! 收集极端微生物
@)种 ’() 株!并已得到极端微生物基因 !@个"
中科院北京微生物研究所马延和 #""# 年从新疆盐湖

中分离得到嗜盐古菌 AB:@!并对该菌所产乙酰辅酶 9 硫解
酶进行了分离纯化和性质研究" #""C年又报道从西藏扎布
耶茶卡盐湖中分离到一株产木聚糖酶的嗜碱菌$!’&!分离纯化
得到的木聚糖酶在 DE)F)!!"F)范围内均有较高酶活和稳定
性!最适反应温度为 @)""
山东大学微生物技术国家重点实验室对海洋微生物和

极端酶也作了多方面研究工作" 包括(克隆了海洋交替假单
胞菌冷活性纤维素酶基因!并在大肠杆菌中进行了表达)构
建了海洋适冷产黄青霉 G<"!" 的 H789 文库! 克隆得到木
聚糖酶 H789 基因和碱性丝氨酸蛋白酶基因! 并对蛋白酶
进行了分离纯化和特性研究) 对掘越氏热球菌 -"*$&$&&’(
.$*/,$(.// 所产高温 789聚合酶进行了分子生物学研究!等
等% 目前正在通过基因差异表达技术构建部分基因组文库!
进一步克隆低温淀粉酶&纤维素酶和其它功能基因%
极端微生物不仅可以提供新的遗传信息! 而且具有独

特的细胞结构&特殊代谢机制以及各种各样的特殊功能% 对
极端微生物的新型代谢产物包括极端酶等的研究与应用有

可能改变整个生物制剂和生物催化剂的面貌% 目前用来筛
选和获得极端酶的工具也在持续增加% 据估计!特定环境中
可以培养的微生物不到总数的 !"I! 因此极端酶基因表达
系统的进一步改善将会促进海洋极端微生物资源的开发!
而且将使从这些多样性资源构建基因表达文库成为可能%
如果能够快速而准确地筛选表达文库! 那么将会发现更多
新型的极端酶% 这些极端酶将更准确&更具特异性和更环境
友好地催化生物反应过程% 此外!蛋白质工程和随机突变技
术的共同发展也将提高极端酶在工业上的应用%
我国的地域环境复杂&多样!生物资源丰富% 利用这一

优势!从资源的发掘&机制研究到应用开发!系统地认识&保
护&开发和持续利用极端微生物及其天然产物!进一步利用
现代分子生物学技术挖掘& 开发极端微生物和极端酶在环
境&能源&农业&健康&轻化工等领域的应用潜力!有可能突
破当前生物技术领域中的某些局限! 使我们的生物技术能
力发生革命性的变化!最终产生重要的工业生产价值% 可以
预见!极端微生物和极端酶在人类社会的各个方面!将会发
挥越来越重要的作用%
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# 前言
近 !" 年来! 我国的海水养殖业有了突飞猛进的发展!

养殖规模越来越大"种类越来越多" 产量逐年增加# 海水养
殖产量从 #$%&年的 ’$(万吨增加到 !""’年的 ’ ’(!万吨!
占海洋渔业产量的比重从过去的 ’")左右上升到 **)! 约
占全球海水养殖总产量的 ’+( 以上! 我国已成为世界海水
养殖大国$ 海水养殖鱼类!特别是真鲷%牙鲆"大菱鲆和大黄
鱼等名贵鱼类已成为我国重要的海水养殖对象$ 目前!我国
海洋渔业总产值达 # ,-- 亿元! 约占全国整个海洋产业的

. 本文为作者在第 !!" 次香山科学会议!海洋生物基因资源的研
究与利用" 上所作专题报告的部分内容# 本项研究得到国家
!#$%"高技术研究发展计划$!&&!’’$!$&(&%和国家自然科学
基金$%&)*+*,&%的支持#

海水养殖鱼类抗病分子育种研究进展及前景展望 $

陈松林

$中国水产科学研究院黄海水产研究所&研究员’博士生导师 山东青岛 !$$&*)%

!摘要" 病害是限制水产养殖业可持续发展的关键因素! 而我国目前尚缺乏优良的抗病养殖鱼类品种! 鱼类功能基因组和分
子标记技术的发展为筛选鱼类抗病相关功能基因和分子标记提供了机遇!基因转移"分子标记和基因标记等分子育种技术是培
育抗病优良鱼类新品种的很有潜力的技术手段#已成为国际上的发展趋势#也是我国今后应大力发展的研究领域! 本文结合笔
者实验室的工作#对某些海水养殖鱼类抗病相关功能基因及抗病分子育种研究的最新进展作一综述介绍!
!关键词" 海水鱼类 抗病基因 基因转移 基因标记 分子标记 分子育种 抗病品种
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