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从海洋中分离的弧菌 !"#$%褐藻胶裂解酶的
纯化和性质研究

李京宝 于文功" 韩 峰 韩文君 宋 凯
（中国海洋大学 海洋药物与食品研究所 青岛 $##%%"）

摘 要：从马尾藻（!"#$"%%&’）表面分离到一株产生高效胞外褐藻胶裂解酶的海洋弧菌（()*#)+
GH*）IJ&%$。以褐藻胶为唯一碳源发酵培养后，发酵液上清通过 %K$$!. 滤膜过滤、+:3:4
L,HM80(G,离子交换和 L=H,0A,9D5凝胶过滤得到电泳纯的褐藻胶裂解酶。酶的性质研究表明：
其分子量约为 $2K5N+（L+L4O3P:），反应最适温度为 !%Q，最适 HR为 DK&，S8$ T、U?$ T对酶活有
促进作用，而 1;$ T、3)" T、VB$ T、W8$ T对酶活有抑制作用。该酶的活性明显高于已报道的褐藻
胶裂解酶，HR稳定范围广（5 X &%），并且对聚甘露糖醛酸的活性高于对聚古罗糖醛酸的活性。
关键词：褐藻胶裂解酶，纯化，海洋弧菌，酶学性质

中图分类号：I555 文献标识码：3 文章编号：%%%&4#$%C（$%%"）%#4%D5"4%5

褐藻胶是由"4+4甘露糖醛酸和#4Y4古罗糖醛酸通过"4&，!糖苷键连接形成的线形阴
离子多糖。两种糖醛酸随机排列组合成聚甘露糖醛酸（O()<.8BB=0(B8F,，OU）、聚古罗糖醛
酸（O()<?=)=0(B8F,，OP）或甘露糖醛酸和古罗糖醛酸交替嵌段［&，$ ］。褐藻胶的来源丰富，并
已广泛应用于食品、化工和医药等行业［"，!］。近几年来，随着褐藻寡糖的生理作用不断被

发现［5］，使其引起了人们更大的关注。褐藻多糖的降解通常有酸水解、酶解和加热等方

法，其中酶解反应有条件温和、易控制及产物专一等优点，使褐藻胶裂解酶成为褐藻寡糖

制备方面研究开发的热点［#］。褐藻胶裂解酶主要来源于细菌、无脊椎动物和病毒等［D X &$］，

通过"消除反应切割聚甘露糖醛酸（:S* !K$K$K"活性）或聚古罗糖醛酸（:S* !K$K$K&&活
性）的"4&，!糖苷键，并在非还原末端产生 S!，5不饱和双键

［&"］，这些还原末端不饱和双键

的产生对寡糖的某些生物活性有重要影响，而物理、化学降解方法降解的产物却没有这些

特性。本研究分离到一株褐藻胶裂解酶的海洋弧菌，并从发酵上清液中分离纯化到一种

新的高活力褐藻胶裂解酶，并研究了其酶学基本参数。

# 材料和方法

#&# 试剂和仪器
3Z63 7OYS 层析系统、+:3: L,HM80(G, 78GF 7)(> 弱阴离子交换柱、L=H,0A,9 D5 R[ &%\"%

凝胶过滤预装柱、OM8GFL<GF,.水平电泳仪、丙烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺为 3.,0GM8. OM80.84
-;8 W;(F,-M产品，+]#!% 1=-),;- 3-;A 8BA O0(F,;B 3B8)<^,0、_$4US冷冻离心机为 W,-N.8B公司



产品，!" # $%& # ’(摇床为 !)*)+)*, -.,/01,2,. 产品，-34%数控层析冷柜为北京松原华兴产
品，",5 67)8,08 -9+1/7为 -908/0/公司产品，:;(4<=$>超低温冰箱为 -?@AB产品，微孔滤
膜为上海新亚净化器件厂产品。其它试剂均为国产分析纯。

!"# 菌株的分离纯化
将马尾藻浸泡于灭菌海水中，%CD放置一周后，取其悬浮液稀释接入褐藻胶单一碳源

培养基中富集培养，一周后划线于固体培养基培养，经过连续 C代挑取单克隆纯化培养
后，将得到的菌株进行酶活测定，筛选酶的高产菌株。

!"$ 培养基和发酵条件
选择性培养基：每升含褐藻酸钠 ’8、EF%GBH ’8、E%FGBH·’F%B =8、（@FH）% -BH %8、@)IJ

’K8、:8-BH·=F%B KL$8、(/-BH·=F%B KL$8，MF NLK，$KK*G)灭菌 $C7,0。将种子按 $O的比例

接入发酵培养基，于 %CD %KK PQ7,0培养 ’R，HD $%KKKPQ7,0离心 $K 7,0去除菌体，上清液
即为粗酶液。

!"% 菌种鉴定
按文献［$H］的方法对细菌进行初步分类，并通过 GI&扩增得到该菌的 $N- P;@?，上

游引物为 $N-(：CS4?T?T!!!T?!I（IQ?）!TTI!I?T4’S（对应于 ! U "#$% $N- P&@?基因的第 V
W %=个碱基位置），下游引物为 $N-&：CS4!?TT（IQ!）!?II!!T!!?IT?I!!4’S（对应于 ! U
"#$% $N- P&@? 基因的第 $HX% W $C$K 个碱基位置）。GI& 反应条件为：XND预变性 N7,0；
XHD $7,0，CKD $7,0，=%D %7,0，’K 个循环；=%D延长 N7,0。GI&产物测序后在 T/0")0*
中进行同源性检索，将菌种鉴定到属［$C ］。

!"& 酶活力检测
取 $73 KL’O褐藻酸钠（KL%75JQ3 MF=LK磷酸钠缓冲液配制）加入 KL$73酶液，在 HKD

下保温 %K7,0，用紫外分光光度计测量 %’C07处的吸收值。在波长 %’C07处光密度每分钟
增加 KL$定义为一个酶活力单位。
!"’ 蛋白质含量测定
以牛血清白蛋白配置蛋白标准溶液，用 35YP9法进行蛋白质含量测定［$N］。

!"( 酶的纯化
将粗酶液经 KL%%!7滤膜过滤，用灭菌的去离子水冲洗滤膜，得到的酶液以 $%KKKPQ7,0

离心 $K 7,0去除不溶物。上清液过 ;Z?Z4-/M[)P5+/ ()+1 (J5Y柱（$LK.7 \ %K.7），上柱和洗
柱缓冲液为 KLKH75JQ3的磷酸钠缓冲液（MF =LK），用含有 KLH W KLN75JQ3 @)IJ的该缓冲液
进行分阶段梯度洗脱，在紫外 %VK07的检测下收集蛋白。将得到的酶液经冻干蒸发浓缩
后，上 -]M/PR/^=C（$KQ’K）分子筛预装柱，洗脱缓冲液为 KLK%75JQ3 的磷酸钠缓冲液（MF
=LK），收集蛋白峰。以上操作均在 HD层析柜中进行，酶液均保存于4%KD。
!") 蛋白质 *+*,-./0分析
纯化后的酶经过变性处理后进行 -;-4G?TZ，染色后照相、分析。

!"1 酶的性质研究
用分子筛纯化后的酶进行酶的性质研究，包括酶的分子量、反应最适温度及 MF值、

酶的热稳定性及 MF稳定性、金属离子对酶活性的影响、底物专一性。
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! 结果

!"# 菌株的分离和鉴定
实验共筛选得到 !" 株有褐藻胶裂解酶活性的海洋细菌，分别记录、编号，保存于

# $%&冰箱。选取酶活力较高的一株为研究材料，革兰氏染色阴性，短杆状，可运动，无鞭
毛。由 ’() 得到该菌的 !*+ ,)-. 基因并测定其序列，不包括引物结合区，所获得 !*+
,)-.基因序列长 !/%012，在互联网上通过 34.+5 分析，结果显示在最相近的 !%%个序列
中，有 $*个为弧菌。其中与双氮养弧菌（! 6 "#$%&’(&)*#+,-）.5(( 778**5 的序列同源性为
99:，与创伤弧菌（! 6 .,/0#1#+,-）.5(( "0/*"5 的序列同源性为 9$:。所以鉴定该菌属于
弧菌属，命名为 !#2(#& ;26 <=!%"。
!"! 酶的纯化
酶的纯化步骤、纯化倍数及产率等数据如表 ! 所示，经过 7 步纯化，最终得到纯化

!*>/倍的褐藻胶裂解酶，产率为 />9:。

表 # 褐藻胶裂解酶的纯化
5?1@A ! ’B,CDCE?FCGH GD ?@ICH?FA @J?;A D,GK !#2(#& ;26 <=!%"

+FA2
LG@BKA
MK4

.EFCNCFJ
M（OMK4）

’,GFACH
M（KIMK4）

+2AECDCE ?EFCNCFJ
M（OMKI）

PG@Q;
=CA@Q
M:

(,BQA ARF,?EF !%%%>% 70>$ %>""0 !* !>%% !%% %%

%>""!K KAK1,?HA "%%>% $*>0 %>!7$ *7 7>00 /*>!9

ST.TU;A2V?,G;A EG@BKH "/>7 "/8>% %>%*0 70* "8>8% "%>$"

+B2A,QAR0/ EG@BKH 7$>* 8*>$ %>%!$ "/8 !*>/% />9%

图 # 纯化的褐藻胶裂
解酶 $%$&’()*图

PCI6! +S+U’.WT ?H?@J;C; GD FVA

2B,CDCAQ ?@ICH?FA @J?;A

X6 XG@AEB@?, X?,YA,；

+6 ’B,CDCAQ ?@ICH?FA @J?;A6

!"+ 酶学性质研究
!"+"# 酶的分子量：纯化的褐藻胶裂解酶在 +S+U’.WT中为单
一条带（图 !）。通过 WAHAWAHCB;全自动凝胶成像分析系统进行
线性回归分析，计算出该酶的分子量大约为 "$>/YS。
!"+"! 温度和 2Z值对酶的影响：在不同温度下测定酶活性，酶
的反应最适温度为 8%&。将酶液在不同的温度下保温 !V后，立
即在 # "%&下冷却，然后在 8%&测酶活，以未经处理的酶活为
!%%:，结果显示该褐藻胶裂解酶在 8%&以上时酶活力迅速衰
减。用不同 2Z值的磷酸缓冲液配制底物进行酶反应，该酶的最
适 2Z值为 0>!。将适量酶液于不同 2Z缓冲液在 "/&温育 /V
后，调整 2Z值为 0>!，在标准条件下测酶活，结果表明该酶在较
大的范围内（2Z/ [ !%）稳定性较高，酶活性均保持在 $%:以上。
!"+"+ 金属离子对酶活性的影响：在酶与底物反应时，向体系
内加入不同的金属离子（终浓度均为 !KKG@M4），测定其酶活，以
不加任何金属离子的酶活为 !%%:，结果见表 "。(?" \、XI" \ 对
酶活有激活作用；而 ]H" \、-C" \、.@7 \、3?" \ 对酶活有抑制作用，
+S+、TS5.对酶活的抑制作用更为明显。
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表 ! 金属离子及化合物对酶活性的影响
!"#$% & ’((%)*+ ,( -%*"$+ "./ ),-0,1./+ ,. "$23

!
!!! !
!!!

."*% $4"+% ")*353*4

6,-0,1./
7%$"*35%

")*353*489
6,-0,1./

7%$"*35%

")*353*489
6,-0,1./

7%$"*35%

!! !!

")*353*489

6,.*:,$ ;<<=< >2?@A ;;B=C >.6$&!! !! BD=&
6"6$& ;&C=E F.?@A AE=& 61?@A!! !! B&=A
G36$& EA=H I"6$&!! !!E;=C ’J!K D=&
K$6$C HC=D ?:6@C ;<;=A ?J? AC=A

!"#"$ 底物专一性：为了证明该酶是否具有底物专一性，分别以 L>和 LM为底物进行酶
解反应，以前述方法测定酶活，结果显示，该褐藻胶裂解酶对 L>的活性高于对 LM的活
性，其相对活性比例为 ;<< NAB。

# 讨论
本研究利用褐藻胶唯一碳源的选择培养基，从马尾藻表面分离得到一批有降解褐藻

胶活性的菌株，其中一株 !"#$"% +0O PQ;<&不但产酶量高，而且酶的活性强，发酵液上清酶
的比活性高达 ;H R8-2，比已报道的高出 & S CB倍，因此有重要的研究开发价值。
在褐藻胶裂解酶的纯化过程中，本文采用 <=&&!-滤膜代替超滤膜，大大降低了纯化

的成本，同样能起到浓缩和脱盐的作用，且将粗酶液纯化了 C=BB倍。这可能是由于酶结
合于大分子量的褐藻胶，从而难以通过滤膜，而其他一些没有结合的蛋白就被滤出。褐藻

胶与酶的结合是比较普遍的，!%,*3"等［;B］曾用褐藻胶亲和层析的方法一步得到电泳纯的

"T淀粉酶，活性回收率达到 U<9。
在酶的纯化过程中，我们发现酶与底物褐藻胶的结合力很强，常规方法不易使底物与

酶分离，降低了酶的回收率，这可能是迄今绝大多数关于褐藻胶裂解酶纯化研究论文中酶

得率低的主要原因。

酶学性质研究表明，该褐藻胶裂解酶对金属离子比较敏感：6"& V、>2& V对酶活有激活
作用，而它们又在元素周期表中同属于一族，这就提示我们，具有与 6"& V、>2& V结构相似
的离子可能对该褐藻胶裂解酶有激活作用。研究发现该酶不但活性高，而且 0W稳定范
围为 E S ;<，比已报道的褐藻胶裂解酶广，从而拓宽了酶的应用领域，为利用不同来源的
褐藻多糖制备寡糖创造了有利条件。
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QHQB 期 李京宝等：从海洋中分离的弧菌 Z0FED褐藻胶裂解酶的纯化和性质研究




