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摘要：【目的】筛选一株海藻酸裂解酶高产菌株，并通过优化产酶条件提高海藻酸裂解酶活性。【方法】

以海藻酸钠为唯一碳源的培养基，对福建漳州滨海土壤中的微生物进行筛选和分离，获得海藻酸裂解酶

高产菌株；依据形态、生理生化特征及 16S rDNA 序列分析对目的菌株进行鉴定；然后通过单因素和正

交试验对其产酶条件进行优化。【结果】十六烷基吡啶(CPC)染色得到 4 株透明圈与菌落直径比值    

(D/d)＞3 的菌株；DNS 法测定 4 菌株发酵液中海藻酸裂解酶活力，其中菌株 SH-1 的海藻酸裂解酶活性

最高，达到 315.52 U/mL；经形态、生理生化和 16S rDNA 测序鉴定，将其命名为 Microbulbifer sp. SH-1；

通过单因素和正交试验优化，确定该菌株最适产酶培养基为：海藻酸钠 10 g/L，NaCl 5 g/L，(NH4)2SO4 

5 g/L，MgSO4 0.2 g/L，K2HPO4 1 g/L，FeSO4 0.02 g/L。对培养条件的进一步优化结果发现，在初始      

pH 7.5、温度 32 °C 条件下，以 1%的接种量将 SH-1 菌株接入 50 mL 优化培养基中，240 r/min 转速下振

荡培养 24 h，SH-1 菌株产酶最大活性可达 757.90 U/mL，比优化前提高了 2.4 倍。【结论】SH-1 最佳产

酶条件的建立，为海藻酸裂解酶的大规模制备以及更深层次研究提供了试验基础和理论依据。 
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随着生活水平的提高，人们对于天然、健康

的海洋食品、药品和保健品也是更加青睐[1]。海洋

藻类由于其特殊的生存环境，富含陆生植物所不

具有的特异生物活性物质，是天然海洋食药产品

的重要来源[2]。因此，海藻资源的综合开发利用，

具有广泛的市场价值[3]。海藻酸是褐藻中含量最为

丰富的多糖，约占其干物质总量的 30%–60%，是

海藻细胞壁的重要组成部分[1,4]。海藻酸是由 β-D-

甘露糖醛酸(β-D-mannuronate)及其 C5 差分异构体

α-L- 古 罗 糖 醛 酸 (α-L-guluronate) 两 种 单 体 通 过   

1,4-糖苷键连接聚合而成的酸性多糖，聚合度在

1000–10000 之间[5]，其包含 3 种聚合体：聚甘露
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糖醛酸(polyM)，聚古罗糖醛酸(polyG)，以及甘露

糖醛酸和古罗糖醛酸形成的杂聚物(polyMG)[6]。然

而其高粘、高凝胶和不易降解的特点限制了其广

泛的应用[7]。越来越多的研究结果表明，海藻酸盐

的降解产物褐藻寡糖，具有特殊的生理活性和功

能，如抗氧化活性、抗菌性、抗肿瘤、免疫调节

等[8–9]。因此，褐藻寡糖作为海藻酸盐的深加工产

物，值得进一步深入研究。 

海藻酸盐的降解方式主要有酸解、碱解、热

解、微波降解以及酶降解等[8,10–12]。其中酶降解主

要依赖海藻酸裂解酶，通过 β 消去反应机制生成

不饱和的褐藻寡糖，并在非还原末端 C4 和 C5 之

间形成双键[13]。这一结构是其他降解方式所不具

有的，因此酶解源褐藻寡糖具有优于其他降解方

式的生理活性。酶解不饱和海藻寡聚物能够诱导

小 鼠 巨 噬 细 胞 (RAW264.7) 分 泌 瘤 坏 死 因 子

(TNF-α)，而酸水解制备的饱和褐藻寡糖对其诱导

量较低，或仅在微量水平[14]。此外，海藻酸裂解

酶具有高效、特异、反应温和的特点，适合于工

业化制备褐藻低聚糖[5]。 

海藻裂解酶来源广泛，种类多样，已接近 100

种海藻酸盐裂解酶从海洋和陆地细菌、海洋软体

动物和藻类等不同物种中被分离、鉴定、克隆和

纯化[15]。海藻酸裂解酶按照产酶位置可分为胞内

酶和胞外酶，按照酶切方式可分为内切酶和外切

酶，按照降解偏好可分为聚古罗糖醛酸专一性酶、

聚甘露糖醛酸专一性酶以及双功能酶[16–17]。海洋

细菌和土壤细菌是海藻酸裂解酶最主要的来源，

如黄杆菌属(Flavobacterium sp.)、海洋弧菌(Vibrio 

sp.) 、 白 蚁 菌 属 (Isoptericola sp.) 、 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas sp.) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas sp.)、紫色链霉菌(Streptomyces 

violaceoruber sp.)等[18–23]。然而，目前报道的微生

物源海藻酸裂解酶依然存在着酶活性较低、降解

位点单一等缺陷，限制了酶解法制备海藻提取物

的发展。因此，筛选高效降解褐藻胶的新菌种，

寻找适合海藻提取物生产的褐藻胶裂解酶，是开

发褐藻资源，探索其高值化利用新途径的必然要

求[17]。本研究从福建沿海海带种植区附近的土壤

中 筛 选 得 到 一 株 高 产 海 藻 酸 裂 解 酶 的 微 泡 菌

SH-1，该菌株产酶发酵时间短，酶活性高，鉴于

发酵条件对微生物产酶能力的影响，对菌株 SH-1

的产酶条件进行研究，为海藻酸裂解酶工业化生

产和应用提供科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  材料来源：沙土，采自福建漳州海带养殖

区（117.95 E ；24.15 N），4 °C 保存。 

1.1.2  培养基：(1) 富集培养基(g/L)：海藻酸钠 5，

蛋白胨 1，NaCl 15，(NH4)2SO4 5，K2HPO4 1，

MgSO4·7H2O 1，FeSO4·7H2O 0.01，pH 7.5；(2) 初

筛培养基(g/L)：海藻酸钠 10，NaCl 15，(NH4)2SO4 

5，K2HPO4 1，MgSO4·7H2O 1，FeSO4·7H2O 0.01，

添加 1.8% (W/V)的琼脂，pH 7.5；(3) 复筛培养基

与初筛培养基成分相同，只是不加入琼脂；(4) 种

子培养基(g/L)：蛋白胨 5，NaCl 10，酵母提取物 5。 

1.1.3  主要试剂及仪器：海藻酸钠购自青岛明月

股份有限公司；16S rDNA 引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成；细菌基因组 DNA 提取试

剂盒、PCR 产物回收试剂盒购自生工生物工程(上

海)股份有限公司；实验中用于扩增及克隆所有  

试剂，均购自 TaKaRa 公司；其他试剂均为国产分 

析纯。 
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分光光度计(UV-2450)，Shimadzu 公司制造；

恒 温 摇 床 (BSD-YX(F)3200) 、 电 热 恒 温 培 养 箱

(BPX-82)、超净工作台(BJ-1CD)，上海博迅实业

公司制造；台式高速离心机(HC-3618R)，中科中

佳 科 学 仪 器 有 限 公 司 制 造 ； 凝 胶 成 像 系 统

(Tanon-4100)，上海天能科技有限公司制造；PCR

仪(MyCycler)，Bio-Rad 公司制造；恒温水浴锅

(HWS-5A)，上海百典仪器设备有限公司制造。 

1.2  菌株的筛选 

(1) 富集：称取采自福建海藻养殖区附近的沙

土 5 g 与 100 mL 灭菌水混合均匀。吸取 1 mL 菌

液接种于 50 mL/250 mL 富集培养基中，28 °C、

180 r/min 条件下摇瓶富集培养 48 h。 

(2) 初筛：将富集的菌液按照 10–1–10–7 梯度

稀释，然后将 10–4–10–7 稀释度的菌液涂布到初筛

培养基平板上，28 °C 恒温培养 48 h，观察平板上

的菌落形态，挑取生长状况较好的单菌落平板划

线，进一步纯化，利用 10%（W/V）氯代十六烷基

吡啶对已纯化的菌落染色，根据透明圈与菌落直

径比值，初步判断菌株降解褐藻胶的能力。 

(3) 复筛：挑选透明圈与菌落直径比值较大的

菌株，接入 50 mL 复筛培养基中，28 °C、180 r/min

培养 24 h 后，将发酵液于 4 °C、10000 r/min 条件

下离心 15 min，取上清液利用 DNS 法测定酶活，

从而筛选出酶活性较高的菌种。然后将菌株与甘

油混合使其终浓度为 20%，保藏于–80 °C 的冰箱

中备用。 

1.3   菌株的鉴定 

1.3.1  形态学观察及生理生化鉴定：将复筛得到

的菌株在褐藻胶固体培养基上划线，30 °C 培养 

48 h，观察其固体培养基上菌落形态。用光学显微

镜对菌株的菌体形态进行显微观察(革兰氏染色

法)。部分生理生化特征鉴定参照《常见细菌系统

鉴定手册》[24]。 

1.3.2  分子生物学鉴定：采用细菌基因组快速抽

提试剂盒抽提该细菌的基因组，然后采用细菌 16S 

rDNA 通用引物(正向引物 5′-TGGCGGCGTGCC 

TAATACATGCAAGT-3′，反向引物 5′-TGCTGATC 

CGCGATTACTAGCGATTCC-3′) 进 行 16S rDNA

的 PCR 扩增，扩增程序为：94 °C 5 min；98 °C   

10 s，55 °C 30 s，72 °C 1 kb/1 min，35 个循环； 

72 °C 10 min；12 °C 保存。获得的 PCR 产物经割

胶回收试剂盒纯化后与 TA 克隆载体连接，连接液

转化感受态细胞后，挑选阳性克隆由广州伯信生

物 科 技 有 限 公 司 测 序 。 将 测 序 结 果 提 交 到

GenBank 数据库，并利用 Blast 程序搜索同源序

列，选出同源性高的典型菌株的 16S rDNA 序列为

参比对象，再用 MEGA7. 0 软件利用 Neighbor- 

Joining 法构建系统发育树[20]。 

1.4  菌株生长曲线的测定 

将保藏的菌体接入种子培养基中活化，待细

菌至对数期，转接入装有 50 mL 筛选培养基的  

250 mL 的三角瓶中，28 °C、180 r/min 条件下振

荡培养，每隔 4 h 取样，在 600 nm 处测定吸光度，

测定其生长状况[25]。 

1.5  海藻酸裂解酶活性测定 

采用 DNS 比色法[26]。取 0.1 mL 粗酶液，加

入到盛有 0.9 mL 0.6%海藻酸钠底物(用 pH 7.5 的

PBS 缓冲液配制)的比色管中，充分混匀，40 °C

水浴条件下反应 10 min 后，加入 0.5 mL DNS 溶

液，然后迅速于沸水浴煮沸 5 min，冷却后定容至

10 mL；空白管由灭活的酶液代替粗酶液。然后于

540 nm 下测定各管吸光度。酶活力单位(U)定义

为：每分钟产生 1 μg 还原糖所需的酶量。发酵液
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酶 活 力 单 位 定 义 为 每 毫 升 发 酵 液 含 酶 活 单 位

(U/mL)。 

相对酶活力：将实验组中最高的酶活性定义

为 100%，其余条件下的酶活力与最高酶活的比值

为相对酶活力。 

1.6  产酶条件优化 

本研究以复筛液体培养基作为出发培养基，

优化结果用于后续试验。研究碳源的种类及浓度、

氮源的种类及浓度、NaCl 及其他无机盐及浓度等

对菌株产酶能力的影响。在单因素实验的基础上

选取对海藻酸钠、(NH4)2SO4、NaCl 和 MgSO4 进

行四因素三水平正交试验，确定最优培养基组成。

在最优培养基条件下，研究培养 pH、培养温度、

转速、装液量、接种量等培养条件对菌株产酶的

影响。 

2  结果和分析 

2.1  产海藻酸裂解酶菌株的筛选 

通过富集培养，共获得 12 株可在初筛平板培

养基上出现凹陷或透明圈的菌株。平板培养 2 d

后，经十六烷基吡啶(CPC)染色发现，透明圈/菌

落直径(D/d)>3 的菌株共 4 株，分别编号为 SH-1、

WGD、WGX 和 RL，其中 SH-1、WGD、WGX 菌

株为 Microbulbifer sp.菌属(微泡菌属)，RL 菌株为

Isoptericola sp.菌属(白蚁菌属)，见图 1、表 1。RL

菌株 D/d值最大为 4.13，透明圈直径 D 为 11.11 mm，

菌落直径 d 为 2.22 mm，见表 1。CPC 染色法可初

步判定细菌产海藻酸裂解酶的能力，然而并不能准

确表征酶活力的大小。因此，将这 4 种菌株用于酶

活的测定，进一步评价其降解海藻酸的能力。 

 

图 1.  不同产海藻酸裂解酶菌株 CPC 染色结果 

Figure 1.  CPC staining of different alginate lyases-producing strain. A, E: SH-1; B, F: WGX; C, G: WGD; D, H: 
RL; Bar=1 cm. 

表 1.  不同海藻酸裂解酶产生菌株 CPC 染色透明圈大小比较 

Table 1.  Comparison of the sizes of transparent rings with CPC staining 

Strain number Genus D/mm d/mm D/d 

SH-1 Microbulbifer sp. 29.49±0.89 7.14±0.16 4.13±0.11 

WGX Microbulbifer sp. 21.83±0.65 4.98±0.14 4.39±0.12 

WGD Microbulbifer sp. 23.92±0.50 7.46±0.23 3.23±0.12 

RL Isoptericola sp. 11.11±0.86 2.22±0.19 5.24±0.52 
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2.2  海藻酸裂解酶活性测定 

细菌经复筛培养基发酵培养后，测定发酵上

清液中的粗酶活性。如图 2-A 所示，SH-1、WGX、

WGD 菌株生长速度较快，培养 4 h 进入生长对数

期，20 h 进入稳定期，28 h 后进入衰亡期，三者

生物量变化无显著差异。其中 SH-1 产酶速率与生

长速率耦合，在生长 8 h 时即可检测到酶活，20 h

时达到产酶高峰，酶活性为 315.52 U/mL，并在

20–28 h 内保持稳定，28 h 后酶活性开始降低 (图

2-B)。WGX 与 WGD 菌株产酶速率不仅明显滞后

于 SH-1 菌株，且产酶活性显著低于 SH-1 菌株，

培养周期内其最大酶活性分别为 76.61 U/mL 和

64.93 U/mL。RL 菌生长周期较 SH-1 菌株长，培

养 12 h 进入生长对数期，24 h 进入稳定期，发酵

28 h 其 OD600 为 3.51，显著高于 SH-1 菌株生物量。

此时 RL 酶活性达到最大值，为 157.26 U/mL，显

著低于 SH-1 菌株(图 2)。综上，后续研究中选择

菌株 SH-1 为潜在的海藻酸裂解酶高产菌株。 

2.3  高产海藻酸裂解酶菌株 SH-1 鉴定 

2.3.1  形态学及生理生化鉴定：30 °C 条件下，菌

株 SH-1 在平板培养基上培养 48 h 后菌落形态如

图 3-A 所示，该菌株单菌落为规则的圆形，呈乳

白色，边缘整齐，菌苔隆起，表面湿润光滑，不

易挑起。100×油镜下观察，该细菌呈长杆状，长

度为 2–3 μm，革兰氏染色结果为阴性，如图 3-B

所示。SH-1 可在 25–45 °C、pH 4.5–9.5 的条件下

生长，最适温度为 32 °C，最适 pH 为 7.5。最高能

够耐受 5.5%的 NaCl 溶液，在 5 g/L 的 NaCl 溶液中

生长最旺盛。SH-1 与 Yoon 等[27]报道的微泡菌有效

种 M. elongatus DSM 6810T 的生理生化特征比较如

表 2 所示。两者生理生化特征基本相同，进一步验

证菌株 SH-1 菌株属于微泡菌属。但其在运动性、

H2S 产生、果糖和阿拉伯糖利用试验存在差异性，

表明 SH-1 菌株可能是微泡菌属潜在的新种。 

 

图 2.  不同海藻酸裂解酶产生菌株生长及产酶曲线 

Figure 2.  The growth (A) and enzyme production (B) curves of different alginate lyase producing strains. Error 
bars show SE (n=4). 
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图 3.  菌株 SH-1 形态学特征 

Figure 3.  Morphological characteristics of strain 
SH-1. A: Colony morphology, Bar=1cm; B: Cellular 
morphology, Bar=2 μm. 
 

2.3.2  分子生物学鉴定：对菌株 SH-1 的 16S 

rDNA 进行 PCR 扩增，产物测序后获得长度为

1398 bp 。 同 源 性 比 较 发 现 该 菌 株 SH-1 与

Microbulbifer sp. BN3 序列的相似性为 99%。该菌

与其近源菌株 16S rDNA 序列构建的系统发育进

化树如图 4 所示，菌株 SH-1 与 Microbulbifer sp. 

BN3、Microbulbifer sp. SW-2-6、Microbulbifer sp. 

Strain HB161719 在同一分支。结合菌株 SH-1 的

形 态 学 特 征 ， 初 步 鉴 定 其 属 于 微 泡 菌 属

(Microbulbifer sp.)，并命名为 Microbulbifer sp. 

SH-1，保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普

通微生物中心，保藏编号为 CGMCC No. 16906。 

2.4  培养基优化 

2.4.1  碳源种类及浓度对 Microbulbifer sp. SH-1

产酶的影响：碳源的主要功能包括为细胞内的大

分子合成提供碳素骨架以及为细胞的新陈代谢

提供能量。本研究将海藻酸钠、葡萄糖、蔗糖、

甘露醇、甘油、淀粉等分别作为菌株 Microbulbifer 

sp. SH-1 生长的唯一碳源，探究不同碳源对产酶

的影响。结果表明，只有以褐藻酸钠为唯一碳源

时，才能在发酵液中检测到酶活性，表明菌株

SH-1 所产的褐藻胶裂解酶属于诱导酶。在此基础

上，进一步研究了不同质量浓度的褐藻酸钠对菌

株 SH-1 菌株产酶的影响。如图 5 所示，随着褐

藻酸钠质量浓度的增加，菌株的产酶量逐渐增

加，但是当质量浓度超过 12 g/L 时，菌株的产酶

量反而逐渐下降， 因此褐藻酸钠适宜质量浓度

为 12 g/L。 

 
表 2.  菌株 SH1 生理生化特征 

Table 2.  Physiological and biochemical characteristics of strain SH-1 
Characteristics SH-1 DSM 6810T Characteristics SH-1 DSM 6810T 

Growth pH 4.5–9.5 5–10 M.R  ＋ ＋ 

Growth Temperature 25–45 °C 25–30 °C H2S production － ＋ 

NaCl concentration for growth 0–5.5% 2%–3% Amylolysis ＋ ND 

Motility － ＋ Glucose ＋ ＋ 

Oxidase ＋ ND D-mannitol ＋ ND 

Catalase ＋ ＋ D-mannose － ND 

Uricase － － D-fructose － ＋ 

Nitrate reduction － － Arabinose － ＋ 

Indole production － － Galactose ＋ ＋ 

Gelatin liquefaction ＋ ＋ Sucrose ＋ ＋ 

V.P ＋ ＋ Cellulose ＋ ＋ 

+: positive reaction; –: negative reaction; ND: Not described. 
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图 4.  菌株 SH1 的 16S rDNA 序列系统进化树 

Figure 4.  Phylogenetic tree of the 16S rRNA sequence of strain SH-1. Numbers in parentheses represent 
accession numbers in GenBank. Numbers at each branch point represent the bootstrap values on Neighbor-joining 
analysis of 1000 replication deta sets. Bar 0.01 is the sequence divergence. 
 
 

 
 
 

图 5.  海藻酸钠浓度对菌株 SH-1 生长和产酶的影响 

Figure 5.  Effect of sodium alginate concentration on 
growth and enzyme production of strain SH-1. Error 
bars show SE (n=4). 
 

2.4.2   氮源种类及浓度对 Microbulbifer sp. SH-1

产酶的影响：氮源主要用于构成菌体细胞物质如氨

基酸、蛋白质、核酸等和含氮代谢物。本研究将

(NH4)2SO4、NH4Cl、(NH4)2CO3、尿素、蛋白胨、酵

母提取物作为氮源，考察不同氮源对菌株 SH-1 生长

和产酶的影响。如图 6-A 所示，选择无机氮源时菌

株 SH-1 酶活性较高，而选择有机氮源时酶活性较

低。菌株 SH-1 在三种无机氮源中均可表达出较高的

海藻酸裂解酶活性，考虑到成本及原料的稳定性，

故选择(NH4)2SO4 作为培养基中的氮源。进一步研究

了不同氮源浓度对菌株产酶的影响，结果表明，当

硫酸铵浓度为 7 g/L 时，菌株产酶能力最强，当其

浓度过大时则会造成酶活性的降低(图 6-B)。 
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图 6.  不同氮源及浓度对菌株 SH-1 生长和产酶的影响 

Figure 6.  Effect of nitrogen source and concentration on growth and enzyme production of strain SH-1. A: Type 
of nitrogen source; B: (NH4)2SO4 concentration. Error bars show SE (n=4). 

 

2.4.3  NaCl 浓度对菌株产酶的影响：由图 7-A 可

知，适宜SH-1菌株生长的NaCl浓度范围为5–45 g/L，

当 NaCl 浓度为 5 g/L 时，菌株 SH-1 生长旺盛，

产酶活性达到最大。而当 NaCl 浓度超过 5 g/L 时，

虽然菌体生物量虽不受影响，但酶活性迅速降低。

NaCl 浓度为过高(55 g/L)或过低(0 g/L)时，SH-1

菌株生长和产酶均受到明显抑制。 

2.4.4  MgSO4 浓度对菌株产酶的影响：Mg2+一般

认为是对细菌产酶或酶活性提高的激活剂，为确

定 Mg2+对 SH-1 产酶的影响，本文研究了 MgSO4

浓度和产酶之间的关系。如图 7-B 所示，当 MgSO4

浓度低于 0.4 g/L 时，菌株生长及菌株产酶受到明

显抑制。当 MgSO4 浓度高于 0.4 g/L 时，虽然菌体

生长不受影响，但会显著抑制酶的活性。当 MgSO4

浓度为 0.4 g/L 时，菌体产酶活性最高。 

2.4.5  K2HPO4 浓度对菌株产酶的影响：K2HPO4 

是发酵培养基中广泛应用的无机盐成分，K2HPO4 

浓度对菌株 SH-1 产酶也可能存在一定的影响。通

过不同 K2HPO4 添加量研究发现，当培养基中不添

加 K2HPO4 时，细菌不能正常生长。K2HPO4 添加

量为 1 g/L 时菌株产酶活性最高，随着其浓度的增

大，菌株产酶稍微有所降低，因此 1 g/L K2HPO4

为最适添加量(图 7-C)。 

2.4.6  FeSO4 浓度对菌株产酶的影响：从图 7-D

可以看出，FeSO4 对菌体生长并无明显影响，但

0.02–0.06 g/L 范围内的 Fe2+能够促进产酶活性的

提高，过高或过低时酶活性均受到一定的抑制。

因此确定 0.02 g/L FeSO4 为最适添加量。 

2.4.7  正交试验：单因素试验确定了对该菌株产

酶较为主要的因素有褐藻酸钠、(NH4)2SO4、NaCl 

及 MgSO4 质量浓度，因此进行四因素三水平 L9(3
4)

的正交试验，试验设计及结果见表 3。 

结果显示，正交试验所考察的影响酶活力的 4

个因素对酶活性影响均达到显著水平，且主次大

小为：NaCl＞(NH4)2SO4＞褐藻酸钠＞MgSO4 (表

3；表 4)。SH-1 菌株产海藻酸裂解酶的理论最优

组合为 A1B1C1D1，进行的 9 组试验中实测最优也为

第 1 组试验(A1B1C1D1)，即褐藻酸钠 10 g/L、NaCl   
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5 g/L、(NH4)2SO4 5 g/L 及 MgSO4 0.2 g/L。在该条件

下，菌株发酵粗酶液酶活显著提高，可达 700.83 U/mL。 

2.5   培养条件优化 

本文研究优化培养基初始 pH 对菌株 SH-1 产

酶的影响，结果如图 8-A 所示，在 pH 4.5–7.5 范

围内，海藻酸裂解酶活性随 pH 的上升而增大；pH

为 7.5 时，酶活力达到最大；当 pH 大于 7.5 时，

酶活力开始下降。因此，SH-1 产酶最适 pH 为 7.5。

温度是影响菌株生长代谢的重要环境因子。在上

述优化条件下，选择 25、28、32、35、40 °C 进行

发酵培养，结果如图 8-B 所示，菌株 SH-1 的最适 

产酶温度为 32 °C。如图 8-C 所示，接种量较低时，

其对细菌生长及产酶无明显影响，当接种量过高

时由于细菌间的竞争，造成产酶能力的下降，考

虑到节约成本，最佳的接种量为 1%。装瓶量是制

约菌株生长及产酶的重要因素，装瓶过少，水分

易于蒸发，装瓶过多溶氧减少，不利于菌体生长。

试验发现当 250 mL 锥形瓶装液量为 50 mL 时，

菌株 SH-1 产酶能力最强(图 8-D)。本研究还测定

了摇床不同转速对菌株产酶的影响，结果发现，

随着摇床转速的提高，菌株 SH-1 发酵产酶活性增

强，最佳的摇床转速为 240 r/min (图 8-E)。  

 

图 7.  不同无机盐浓度对菌株产酶的影响 

Figure 7.  Effect of different inorganic mineral concentration on growth and enzyme production of strain SH-1. A: 
Meal; B: MgSO4; C: K2HPO4; D: FeSO4. Error bars show SE (n=4). 
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表 3.  正交表试验结果 

Table 3.  Results of orthogonal experiment 

No. A/Sodium alginate B/NaCl C/(NH4)2SO4 D/MgSO4 
Enzyme activity/(U/mL) 

I II III Average 

1 1(10) 1(5) 1(5) 1(0.2) 682.66 715.99 703.84 700.83 

2 1(10) 2(10) 2(7) 2(0.4) 392.41 341.37 352.83 362.20 

3 1(10) 3(15) 3(9) 3(0.6) 326.10 342.76 247.63 305.49 

4 2(12) 1(5) 2(7) 3(0.6) 456.99 400.39 472.61 443.33 

5 2(12) 2(10) 3(9) 1(0.2) 351.79 391.37 417.41 386.85 

6 2(12) 3(15) 1(5) 2(0.4) 363.59 346.23 343.45 351.09 

7 3(14) 1(5) 3(9) 2(0.4) 556.98 502.12 533.02 530.70 

8 3(14) 2(10) 1(5) 3(0.6) 383.03 375.05 393.10 383.72 

9 3(14) 3(15) 2(7) 1(0.2) 233.05 228.53 259.78 240.45 

K1 456.18 558.29 478.55 442.71     

K2 393.76 377.60 348.66 414.67     

K3 384.96 299.01 407.69 377.52     

R 71.21 259.28 129.89 65.20     

 
表 4.  正交实验方差分析表 

Table 4.  Variance analysis of orthogonal experiment 

Source of variation SS DF MS F 

Block 646.79 2 323.40 0.37 

A(Sodium alginate) 27133.94 2 13566.97 15.42** 

B(NaCl) 318149.54 2 159074.77 180.85** 

C((NH4)2SO4) 76130.44 2 38065.22 43.27** 

D(MgSO4) 19251.19 2 9625.59 10.94** 

Error 14073.87 16 879.62  

Total 455385.77 26   

*: F0.05(2, 16)=3.63；**: F0.01(2, 16)=6.23. 

 

2.6   菌株 SH-1 优化前后产酶曲线 

对菌株 SH-1 发酵培养基及发酵条件优化前后

的生长及产酶曲线进行比较，结果如图 9 所示。优

化后菌株 SH-1 较优化前提前进入稳定期和衰亡

期，稳定期变短，最大生物量无明显差异(图 9-A)。 

优化后菌株发酵 12 h 后进入海藻酸裂解酶迅速积累

期，并持续至 24 h，发酵 24 h 时酶活力达到最大值

757.90 U/mL，24 h 后酶活力逐渐降低。相较于未优

化前发酵 20 h 出现产酶高峰(315.17 U/mL)稍有滞

后，但酶活力比优化前提高了 2.4 倍(图 9-B)。 
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图 8.  培养条件优化 

Figure 8.  Effect of fermentation conditions on enzyme production of strain SH-1. A: Initial pH; B: Temperature; 
C: Inoculation concentration; D: Liquid volume; E: Shaking speed. Error bars show SE (n=4). 
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图 9.  菌株 SH-1 优化前、后生长及产酶曲线 

Figure 9.  Growth (A) and enzyme production curve (B) of strain SH-1. Error bars show SE (n=4). 

 

3  讨论 

海藻酸裂解酶是以褐藻中海藻酸为底物制备

具有多功能活性褐藻寡糖的关键酶，对海藻资源

的高效利用具有重要意义[28–29]。本研究从海带养

殖区的滨海土壤中筛选得到一株高效产酶菌株

SH-1。经生理生化及 16S rDNA 鉴定其为微泡菌

属，命名为 Microbulbifer sp. SH-1。微泡菌最开始

由 González 发现并定义，典型存在于海洋沉积物、

盐沼、滨海土壤和红树林中[30–31]。已有报道中，

Sun 等发现 Microbulbifer elongatus strain HZ11 能

够降解海带为单细胞碎屑，并在其基因组中发现 

9 个海藻酸裂解酶基因[32]。Yang 等对 Microbulbifer 

sp. Q7 的测序也发现 5 个海藻酸裂解酶基因[33]。

这些结果表明 Microbulbifer sp.是一个潜在的海藻

酸裂解酶生产菌属。然而，目前针对 Microbulbifer 

sp.菌属菌株产酶活性的研究较少，Masayuki 等发

现海带降解菌株 Microbulbifer sp. 6532A，培养 2 d

以后，其海藻酸裂解酶活力达 114.8 U/mL[34]。李

永幸采用单因素和影响面法对 Microbulbifer sp. 

ALW1 发酵进行优化，优化后发酵 60 h 产酶活性

为 130 U/mL[35]。与之相比，Microbulbifer sp. SH-1

发酵 24 h 粗酶活性为 315.52 U/mL，优化后产酶

活性为 757.90 U/mL，不仅发酵速度快，而且酶活

性远高于菌株 6532A 和 ALW1。微泡菌属内的不

同菌株，在海藻酸裂解酶产酶能力上存在一定差

异，这可能与海藻酸裂解酶相关基因的差异有关。

在 其 他 产 海 藻 酸 裂 解 酶 的 菌 株 研 究 中 ， 菌 株

Bacillus amyloliquefaciens HB12274 在最适发酵条

件下，培养 42 h 粗酶活性可达 721.2 U/mL，与

本 研 究 产 酶 活 力 相 近 [25] 。 Bacillus weihaiensis 

Alg07 优化培养 24 h 粗酶活性可达 563 U/mL，

与本研究产酶周期一致，但酶活性略低，其他高

活性菌株未见报道[36]。 
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微生物发酵过程中培养基成分对细菌产酶活

力具有决定性影响，合适的碳、氮、金属离子能

够促进菌株的生长和产酶 [37]。Microbulbifer sp. 

SH-1 产酶受海藻酸钠的诱导，产酶活力随海藻酸

钠浓度增加呈先升高后降低的趋势，这可能与

Microbulbifer sp.菌属菌株好氧性有关，海藻酸钠

浓度过高，造成培养基中溶氧降低，影响细菌生

长，目前报道海藻酸裂解酶产生菌多为好氧型细

菌。不同海藻酸裂解酶产生菌对氮源的代谢有不

同的偏好，大多数菌株当以有机氮(蛋白胨)为氮源

时产酶活力最强，如芽孢杆菌 HB172198[38]和芽孢

杆菌 Alg07 等[36]、海科贝特氏菌 HQZ08[39]等；而

少数产酶细菌表现出无机氮源偏好，如假交替单

胞菌 B1 在以 NH4Cl 为氮源时产酶活性最高[40]。

本文 SH-1 菌株在以硫酸铵和氯化铵为氮源时均

表现出较高产酶活性，培养基成本相对较低。

Microbulbifer sp. SH-1 能够藻在 5–45 g/L NaCl 浓

度范围内正常生长，表现出海洋细菌嗜盐的特点。

然而海藻酸裂解酶随着盐浓度的增大而降低，可

能与高浓度的 NaCl 抑制酶活有关。适合浓度的

Mg+、K+、Fe2+对产酶起到了促进作用，这与前人

的研究结果相一致。此外，值得一提的是菌株 SH-1

几乎不能在无 K+的培养基中生长和产酶，表明 K+

是其生长和产酶所必需的无机盐。Microbulbifer sp. 

SH-1 适宜生长条件为 pH 7–8.5，温度 25–32 °C，

最适产酶条件为 pH 7.5，温度 32 °C，该条件温和

可控易于实现。 

经培养基及培养条件优化后，确定其最佳产

酶条件为海藻酸钠 10 g/L，NaCl 5 g/L，(NH4)2SO4 

5 g/L，MgSO4 0.2 g/L，K2HPO4 1 g/L，FeSO4     

0.02 g/L，pH 7.5，温度 32 °C，接种量 1%，装瓶

量 50 mL，摇床转速 240 r/min，在此条件下可获

得最大酶活为 757.90 U/mL，比优化前提高了 2.4

倍。这为高活性海藻酸裂解酶工业制备和海藻酸

寡糖生产提供了理论依据。 
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Isolation, identification and culture optimization of an alginate 
lyase-producing strain Microbulbifer sp. SH-1 
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1 College of Resources and Environment, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, Guangdong Province, 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to screen a strain with high alginate lyase activity and optimize the 

culture conditions of the strain. [Methods] Using sodium alginate as the sole carbon source, we screened and 

isolated microorganisms from the coastal soil of Zhangzhou, Fujian province, and a high-yield strain of alginate 

lyase was obtained. According to the morphological, physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA 

sequence analysis, the target strain was identified. Then the enzyme production conditions were optimized by single 

factor and orthogonal test. [Results] Four strains with transparent circle to colony diameter ratio (D/d)>3 were 

obtained by cetylpyridine staining. DNS method was used to determine the activity of alginate lyase in the 

fermentation broth of four strains. The enzyme activity of strain SH-1 was the highest, reaching 315.5 U/mL. Based 

on morphological, physiological, biochemical and 16S rDNA sequencing identification, it was named Microbulbifer 

sp. SH-1. Through single factor and orthogonal test optimization, the optimum enzyme production medium was 

determined as follows (g/L): sodium alginate 10, NaCl 5, (NH4)2SO4 5, MgSO4 0.2, K2HPO4 1 and FeSO4 0.02. 

Further optimization of culture conditions showed that SH-1 strain could be inoculated into 50 mL medium at initial 

pH 7.5 and 32 °C with 1% inoculation. The maximum enzyme activity of SH-1 strain could reach 757.9 U/mL 

under 240 r/min for 24-h shaking, 2.4 times higher than that before optimization. [Conclusion] The optimized 

conditions for SH-1 production provides reference for large-scale preparation of alginate lyase and further research. 

Keywords: alginate lyase, Microbulbifer sp., optimization of enzyme production conditions 
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