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摘   要：【目的】本文拟从西太平洋深海沉积物中分离得到的需钠弧菌(Vibrio natriegens) WPAGA4
菌株中克隆并表达 3 条 β-琼胶酶基因 agaW3418、agaW3419 和 agaW3472，并对其酶学性质进行

研究。【方法】通过克隆表达技术将得到的 3 条琼胶酶基因在大肠杆菌 BL21(DE3)细胞中进行表

达，通过二硝基水杨酸(DNS)法测定重组琼胶酶的酶活，并对其中活性最优的一种琼胶酶进行热

稳定性和产酶条件优化。【结果】三种琼脂酶均为属于 GH50 家族。AgaW3418、AgaW3419 和

AgaW3472 在温度分别为 50、60 和 30 °C 以及 pH 值分别为 6.0、7.0 和 7.0 条件下，发挥作用的

能力最强。其中琼胶酶 AgaW3472 表现出最优的酶活性质，在 20 °C 下保持良好的稳定性，且在

SOB (super optimal broth)培养基条件下以 1% (质量体积分数)的乳糖作为碳源，同时添加 20 mmol/L 
MgCl2，并将诱导温度和异丙基-1 硫代-β-D-半乳糖苷(isopropyl-1 thio-β-D-galactoside, IPTG)浓度分

别设置为 37 °C 和 0.1 mmol/L 时能够获得最高的表达量。【结论】三条重组酶具有琼胶酶活性，
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为 WPAGA4 菌株代谢琼胶多糖并参与海洋碳循环过程提供物质基础。琼胶酶 AgaW3472 具有较

高的酶活性、低温适应性与稳定性，为琼胶降解相关产业的发展提供了潜在的生物工具酶。  

关键词：琼胶酶；琼胶寡糖；深海弧菌；冷适应性 
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Abstract: [Objective] To clone and express three β-agarase genes agaW3418, agaW3419, and 
agaW3472 in Vibrio natriegens WPAGA4 isolated from the deep-sea sediment and study the 
enzymatic properties of the proteins. [Methods] The three agarase genes were expressed in 
Escherichia coli BL21(DE3) cells, and the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method was employed 
to measure the activities of the recombinant agarases. [Results] The three agarases, AgaW3418, 
AgaW3419, and AgaW3472, belonged to the GH50 family, with the highest activities at 50, 60, 
and 30 °C and pH 6.0, 7.0, and 7.0, respectively. AgaW3472 showed the highest activity and 
maintained good stability at 20 °C. The highest production of AgaW3472 was detected in the super 
optimal broth (SOB) medium with 1% (W/V) lactose as the carbon source, 20 mmol/L MgCl2, and 
0.1 mmol/L isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) at the induction temperature of 37 °C. 
[Conclusion] The agarase AgaW3472 has high enzyme activity, low temperature adaptability, and 
good stability, serving as a potential bio-tool for the development of agar degradation-related 
industries. The three recombinant agarases provided a foundation for understanding the agarose 
metabolism in V. natriegens WPAGA4 and the role of this strain in the marine carbon cycling. 
Keywords: agarose; agarose oligosaccharides; Vibrio; cold adaptation 
 
 

琼胶是世界三大海藻胶之一，主要从江蓠、石

花菜和龙须菜等红藻中提取而来[1]。琼胶由琼脂糖

和琼脂胶组成[2]。琼脂糖是一种由 β-D-半乳糖和

3,6-内醚-α-L-半乳糖残基交替连接而成的线性高分

子聚合物[3]。琼胶寡糖是由琼脂水解后产生的低聚

合度寡糖，分为琼寡糖(agarooligosaccharides, AOS)
和新琼寡糖(neoagarooligosaccharides, NAOS)[4]。琼

胶黏度高，常温下不易溶于水，人体较难吸收，在

食品等行业的应用受到较大限制[5]。与琼胶相比，

琼胶寡糖分子量小，水溶性较好，易于人体吸收[6]，

同时具有抗氧化[7]、抗肿瘤[8]、美白[9]和抗龋齿[10]

等生物活性，因此在美妆、食品和医药等行业具有

广泛的应用价值[11]。 
目前，琼胶降解方法主要有化学法和酶解法 

2 种，其中化学降解法造成大量污染和浪费，对环

境危害极大[11]。与化学法相比，以琼胶酶为基础
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的酶解法特异性更高、反应条件温和，对环境的

污染和对生产设备的要求更低，因此受到越来越

多的关注[12]。琼胶酶可降解琼胶，是糖苷水解酶

的 一 种 ， 按 其 水 解 方 式 分 可 为 α- 琼 胶 酶

(EC3.2.1.158)和 β-琼胶酶(EC3.2.1.81)[13]。α-琼胶

酶水解 α-1,3 糖苷键生成以 3,6-内醚-α-L-半乳糖为

还原性末端的琼寡糖；β-琼胶酶水解 β-1,4 糖苷键

生成以 β-D-半乳糖为还原性末端的新琼寡糖[14]。 
琼胶酶主要来源于海洋微生物[15]。深海环

境的低温特性赋予了部分琼胶酶冷适应性，即在

低温条件下依旧保持较高活力，该性质可以节约

寡糖生产过程中反应液的加热成本[16]。此外，

冷适应性也可以使菌株在深海等低温环境中高

效降解琼胶以获取能量。海洋冷适应性酶的研

究，拓宽了对酶特性的认识和应用范围，为许多

传统能源、化工和环保等领域提供了新的生物学

工具[17]，具有较强的工业级生态价值。 
弧菌是琼胶酶的主要来源微生物之一[15]。在本

团队前期研究中，从深海沉积物分离得到一株深海

需纳氏弧菌(Vibrio natriegens)，并将该菌株命名为

WPAGA4，并对其降解活性和其中 1 条琼胶酶

AgaW3420 的酶学性质进行了探究[18]。但是，根据

基因组信息，该菌株具有 4 条琼胶酶基因，然而其

他琼胶酶的进化关系及酶学性质尚未被揭示。本研

究拟对 WPAGA4 菌株其他 3 条琼胶酶基因进行克

隆表达并研究其酶活性质，揭示其中具有冷适应性

的琼胶酶，并优化其表达量，为深入了解该菌株的

工业应用价值及生态角色奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

本研究所用需钠弧菌菌株 WPAGA4，为团队

前期试验 [18] 中从西太平洋深海沉积物样品

(157°24'31''E，19°30'30''N；水深 5 378 m)中分离得

到。该菌株保存于本实验室‒80 °C 超低温冰箱中。 
1.1.2  培养基和主要试剂 

异 丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷 (isopropyl-1 
thio-β-D-galactoside, IPTG)、Ni-NTA 琼脂糖纯化

树脂、氨苄青霉素、标准分子量蛋白(170 kDa)
购自生工生物工程(上海)股份有限公司。β-巯基

乙醇购自上海阿拉丁生物科技有限公司。大肠杆

菌感受态细胞 BL21(DE3)、pEAZY®-Blunt E2 表

达载体购自北京全式金生物技术有限公司。

Premix Ex Taq、MiniBEST 细菌基因组 DNA 提

取试剂盒购自 TaKaRa 公司。酒石酸钾钠、三羟

甲基氨基甲烷、氯化钠、3,5-二硝基水杨酸、硫

酸镁、硫酸铁、硫酸锰、硫酸铜、硫酸铵、硫酸

锌、硫酸铁铵、苯酚、乙二胺四乙酸(ethylene 
diamine tetraacetic acid, EDTA)、硫酸钾、十二烷

基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)、琼脂粉、

氯化钙、二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)、乙酸、

色氨酸、酵母提取物、氯化钠购自国药集团化学

试剂有限公司。 
1.1.3  培养基 

本试验用于菌株培养和后续产酶条件优化

的基础培养基分别为 LB (Luria-Bertani)培养基，

其组成为每升蒸馏水含 10.0 g 胰蛋白胨，5.0 g
酵母提取物，10.0 g 氯化钠； SOB (super optimal 
broth)培养基，其组成为每升蒸馏水含 20.0 g 胰

蛋白胨，5.0 g 酵母提取物，5.5 g 氯化钠；SOC 
(super optimal broth with catabolic repressor)培养

基，其组成为每升蒸馏水含 20.0 g 胰蛋白胨，5.0 g
酵母提取物，0.5 g 氯化钠； 2×YT (2×yeast extract 
and tryptone)培养基，其组成为每升蒸馏水含 16.0 g
胰蛋白胨，10.0 g 酵母提取物，5.0 g 氯化钠。将

上述培养基用 0.1 mol/L 氢氧化钠和盐酸将 pH
值调整为 7.4，于 121 °C 条件下灭菌 15 min。 

1.2  主要仪器 
SHKE4450-1 小型恒温培养摇床购自 Thermo 
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Fisher 公司；5804R 冷冻离心机购自 Eppendorf 公
司；ZXDP-B2120 恒温培养箱购自上海智诚分析

仪器有限公司；JY92-IIDN 超声波细胞粉碎机购自

宁波新芝生物科技有限公司；DYCP-琼脂糖水平

电泳槽、DYY-6C 电泳仪电源购自北京市六一仪器

厂；Biotek Sy 酶标仪购自 Bio Tek 公司。 

1.3  方法 
1.3.1  序列进化分析 

将 WPAGA4 菌株基因组中注释到的 3 条琼

胶酶 [18]：AgaW3418 (登录号：ON803642)、
AgaW3419 (登录号：ON803643)和 AgaW3472 
( 登 录 号 ： ON803644) 的 蛋 白 质 序 列 使 用

MAGE-X 软件的邻接(neighbor-joining)法进行系

统发育树构建，bootstrap 值设定为 1 000。 
1.3.2  基因克隆表达 

按照基因 agaW3418、agaW3419、agaW3472
设计特异性引物(表 1)进行 PCR 扩增，并与

pEAZY®-BluntE2 表达载体连接。将重组载体转

化到 BL21(DE3)感受态细胞，挑选克隆子进行验

证，将成功含有重组质粒的 BL21(DE3)菌落接种

于 LB 培养基(含终浓度为 100 µg/mL 的氨苄青霉

素)中，于 37 °C、250 r /min 条件下培养至 OD600

值为0.6。随后，加入终浓度为0.1 mmol/L的 IPTG，

于 17 °C、250 r /min 条件下诱导 14 h。诱导后的

细胞经超声处理后，使用镍亲和层析柱纯化目的

蛋白，并利用 SDS-PAGE 进行分子量及纯度分析。 
1.3.3  琼胶酶热力学性质测定 

酶活力的测定采用二硝基水杨酸(DNS)法
进行测定[19]。取 25 µL 酶液与 225 µL 0.4%的琼

脂糖溶液(质量体积分数)混合，于 30 °C 下反应

40 min。随后，加入 750 µL DNS 溶液，沸水浴

10 min，冷却至室温，于 OD550 处测定吸光值。

将加入灭活酶液(90 °C 加热 10 min)的试验组设

定为对照组。琼胶酶酶活力单位(U)的定义为每分

钟水解琼脂糖产生 1 µmol 还原糖所需要的酶量。 
将各反应体系分别置于不同的温度条件下

(0、10、20、30、40、50、60 和 70 °C)反应 40 min

并测定酶活性，以确定最适反应温度。在不同

pH 下(pH 值 3.0‒8.0，50 mmol/L 柠檬酸盐缓冲

液；pH 值 8.0‒9.0，50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液；

pH 值 10.0‒10.6，50 mmol/L 甘氨酸-NaOH 缓冲

液)测定酶活性以确定最适反应 pH，并将试验组

最大琼胶酶活性设定为 100%。 

在终浓度为 1 mmol/L 的金属离子溶液

[MgCl2、CuSO4、CaCl2、NaCl、ZnSO4、MnSO4、

FeSO4、NH4Fe(SO4)2 和 KCl]和化学试剂(EDTA、

SDS、β-巯基乙醇和 DTT)中测定酶活性以确定

金属离子和化学试剂对酶活性的影响，并将对照

组琼胶酶活性设定为 100%。本部分所有试验均

进行 3 组生物学重复测定。 
1.3.4  琼胶酶动力学性质测定 

配置不同质量分数的琼脂糖溶液 (0.5%、

0.75%、1.0%、1.25%和 1.5%)，在各个酶的最适

反应条件下测定不同浓度底物条件下纯化重组

琼胶酶 AgaW3418、AgaW3419 和 AgaW3472 的

酶活力，利用双倒数曲线法计算酶动力学参数

(Km、Vmax 和 kcat)。 
 

表 1  本研究所用引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Gene Primer name Sequence (5'→3') 
agaW3418 3418F GCTACAAAAACACCAGACACATCC 

3418R TTTGTTAATAGATCCGAATCGTCG 
agaW3419 3419F TCAACGTTAGTGACTTCTTTTGAAAG 

3419R TGATACGTATTTTCTACGTACCCATC 
agaW3472 3472F ACACCAACTATAAATGATGTGGTTAG 

3472R CTTATAACGCCGTTTATACATACAGC 
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1.3.5  琼胶酶 AgaW3472 稳定性测定 
将酶液分别置于 10、20 和 30 °C 条件下孵

育，每隔 10 min 测定一次剩余酶活，并将未经

处理的酶活性设定为 100%，以此探究重组琼胶

酶的热稳定性。在不同浓度 Ca2+ (0、1、2、3、
4 和 5 mmol/L)和 Mg2+ (0、1、2、3、4、5、10、
15、20、25、30 和 40 mmol/L)条件下，于 30 °C
下反应 40 min，将未添加金属离子的酶活性设定

为 100%，以此来研究特定金属离子浓度对琼胶

酶活性的影响。 
1.3.6  产酶条件优化 

采用 LB、SOB、SOC、2×YT 这 4 种培养基

对重组琼胶酶的基础培养基进行优化，选取最适

培养基进行下一步试验。随后，对诱导温度(17、
22、27、32 和 37 °C)和 IPTG 浓度(0、0.01、0.1、
1.0 和 2.0 mmol/L)进行优化。在培养基中添加不

同浓度 MgCl2 (0、10、20、30 和 40 mmol/L)和不

同碳源(1%乳糖、麦芽糖、葡萄糖和甘油)，以优

化培养基成分。将含 0.5 mol/L NaCl 和不含     
0.5 mol/L NaCl 的脯氨酸、谷氨酸和甜菜碱(终浓度

20 mmol/L)这 3 种天然渗透剂分别添加到培养基

中并测定酶活。酶活测定方法见 1.3.3，特异性

产酶率为每克干细胞产生的琼胶酶活性，总产酶

量为每升发酵液产生的琼脂酶活性，以最高值为

100%分别计算其相对特异性产酶率和相对总产

酶量，以此来评估不同发酵条件对产酶的影响。 

2  结果与分析 
2.1  序列进化分析  

序列分析结果发现基因 agaW3418 的核酸

序列全长为 2 916 bp，编码 971 个氨基酸，分子

量为 107.9 kDa；基因 agaW3419 的核酸序列全长

为 3 021 bp，编码 1 006 个氨基酸，分子量约为

109.6 kDa；基因 agaW3472 的核酸序列全长为    
2 235 bp，编码 744个氨基酸，分子量约为 85.4 kDa。

系统发育分析表明 AgaW3418、AgaW3419 和

AgaW3472 这 3 条琼胶酶分别与 Vibrio sp. CN41 
Aga41A (登录号：HM563685.1)、Vibrio sp. EJY3 
agarase (登录号：WP_014232191.1)和 Vibrio sp. 
BY agarose (登录号：AIW39921.1)具有最近的系

统发育关系，且 3 种琼胶酶均与 GH50 家族琼胶

酶聚类。纯化后 3 种重组琼胶酶均得到了单一条

带(图 1D、1E)，且与预测大小相近，可以确定

其为目标蛋白。 

2.2  温度对琼胶酶 AgaW3418、AgaW3419
和 AgaW3472 酶活性的影响 

琼 胶 酶 AgaW3418 、 AgaW3419 和

AgaW3472 的在温度分别为 50 °C (图 2A)、60 °C 
(图 2E)和 30 °C (图 2I)条件下，发挥作用的能力

最强。其中琼胶酶 AgaW3418 在 10 °C 其相对酶

活为 33%，0 °C 条件下其相对酶活为 25% (图
2A)；琼胶酶 AgaW3419 在 10 °C 时其相对酶活

为 12%，0 °C 条件下其相对酶活下降至 5% (图
2E)；琼胶酶 AgaW3472 在 30 °C 条件下酶活最

高，20 °C 条件下其相对酶活为 51%，10 °C 时

其相对酶活为 27%，0 °C 条件下其相对酶活为

26% (图 2I)。因此，AgaW3418 和 AgaW3472 具

有良好的冷适应性，但是 AgaW3419 冷适应性

较差。 

2.3  pH 对琼胶酶 AgaW3418、AgaW3419
和 AgaW3472 酶活性的影响 

琼 胶 酶 AgaW3418 、 AgaW3419 和

AgaW3472 在 pH 值分别为 6.0 (图 2B)、7.0 (图
2F)和 7.0 (图 2G)条件下，酶活最高。其中琼胶

酶 AgaW3418 在 pH 值为 3.0 和 4.0 时只有 3.5%
和 7.0%相对酶活(图 2B)；琼胶酶 AgaW3419 在

pH 值 4.0‒9.0 之间依旧保持 50%以上的相对酶

活，证明其 pH 作用范围较为广泛(图 2F)；琼胶

酶 AgaW3472 在 pH 值 4.0‒10.0 之间的依旧保持

40%以上的相对酶活(图 2G)。 
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图 1  琼胶酶序列系统发育与重组琼胶酶 SDS-PAGE 分析 
Figure 1  The phylogenetic analysis and SDS-PAGE results for the agarases. A‒C: The phylogenetic analysis 
of AgaW3418, AgaW3419, and AgaW3472, respectively. D‒E: SDS-PAGE of recombinant AgaW3418, 
AgaW3419, and AgaW3472, respectively. Lanes M, 1, 2, and 3 were the standard protein molecular weight 
marker, purified recombinant AgaW3418, AgaW3419, and AgaW3472, respectively. 
 
2.4  金属离子对琼胶酶 AgaW3418 、

AgaW3419 和 AgaW3472 酶活性的影响 
金属离子 Fe2+和 Fe3+对琼胶酶 AgaW3418

的酶活具有促进作用，其中 Fe2+的促进最强，将

相对酶活提高至 126%；金属离子 Mg2+、Cu2+、

Ca2+、Na+、Zn2+、Mn2+和 K+对琼胶酶 AgaW3418
的酶活具有抑制作用，其中金属离子 Cu2+的抑

制作用最强，将相对活性降低至 32% (图 2C)。
金属离子 Mg2+、Fe2+、Fe3+和 K+对于琼胶酶

AgaW3419 具有促进作用，Fe3+的促进作用最强， 
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图 2  温度、pH、金属离子和化学试剂对琼胶酶活性的影响 
Figure 2  The effects of temperature, pH, metal ions, and chemical agents on the relative activity of the 
agarases. A‒D: The effects of temperature, pH, metal ions, and chemical reagents on the activity of AgaW3418, 
respectively. E‒H: The effects of temperature, pH, metal ions and chemical reagents on the activity of 
AgaW3419, respectively. I‒L: The effects of temperature, pH, metal ions and chemical reagents on the activity 
of AgaW3472, respectively. Three replicates per sample were assayed and the error bars represent standard error.  
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相对酶活提高至 185%；金属离子 Cu2+、Ca2+、

Na+、Zn2+和 Mn2+对琼胶酶 AgaW3418 的酶活具

有抑制作用(图 2G)。金属离子 Ca2+、Mg2+、Na+、

Fe2+、Fe3+和 K+对于琼胶酶 AgaW3472 的酶活具

有促进作用，其中 Ca2+和 Mg2+的促进作用最强，

将相对酶活分别提高至 284%和 201%；金属离

子 Mn2+、Cu2+和 Zn2+对于琼胶酶 AgaW3472 的

酶活具有抑制作用，其中金属离子 Mn2+的抑制

作用最强，相对酶活下降为 60% (图 2K)。 

2.5  化学试剂对琼胶酶 AgaW3418 、

AgaW3419 和 AgaW3472 酶活性的影响  
本研究采用的 4 种化学试剂 EDTA、SDS、

DTT 和 β-巯基乙醇对 3 种酶的活性 AgaW3418、
AgaW3419 和 AgaW3472 起到抑制作用。其中

EDTA对琼胶酶AgaW3418酶活性的抑制作用最

强，将其相对酶活下降至 10.6% (图 2D)；SDS
对琼胶酶 AgaW3419 酶活性的抑制作用最强，

将其相对酶活下降至 5.0% (图 2H)；DTT 对琼胶

酶 AgaW3472 的酶活性抑制作用最强，将其相

对酶活性下降至 23% (图 2L)。 

2.6  琼胶酶 AgaW3418A、AgaW3419 和

AgaW3472 动力学参数测定 
琼胶酶 AgaW3418、AgaW3419 和 AgaW3472

的Km分别为(0.13±0.02) mg/mL、(0.10±0.01) mg/mL

和 (0.10±0.01) mg/mL ； Vmax 分 别 为 (2.40±     
0.10) U/mg、(1.90±0.15) U/mg 和(2.71±0.19) U/mg；
kcat 分别为(140.83±5.72) s‒1、(103.21±7.94) s‒1 和

(188.00±12.99) s‒1 (表 2)。其中琼胶酶 AgaW3472
的 Km 值最低，对底物的亲和力最大；Vmax 和 Kcat

值最高，催化效率最高，在 3 个琼胶酶中表现出

最好的动力学活性。 

2.7  热稳定性 
通过上述试验，证明 AgaW3472 在本研究的琼

胶酶中具有最高的酶活性。因此，后续试验着重对

该酶进行详细研究分析。研究表明，琼胶酶

AgaW3472 在 10 °C 和 20 °C 下都可以保持良好的

稳定性，孵育 1 h 后依旧维持 80%的相对酶活。但

是，该酶在 30 °C 下的稳定性较差。在孵育 20 min
后，琼胶酶 AgaW3472 相对酶活下降至 85%；孵育

40 min 后，其相对酶活降低 53%；孵育 60 min 后，

琼胶酶 AgaW3472 的相对酶活为 42% (图 3A)。 
 

表 2  琼胶酶动力学参数 
Table 2  The kinetic parameters of agarases 
Agarase Km 

(mg/mL) 
Vmax 
(U/mg) 

kcat (s‒1) R2 

AgaW3418 0.13±0.02 2.40±0.10 140.83±5.72 0.992 2 
AgaW3419 0.10±0.01 1.90±0.15 103.21±7.94 0.996 5 
AgaW3472 0.10±0.01 2.71±0.19 188.00±12.99 0.995 2 
 

 
图 3  琼胶酶 AgaW3472 热稳定性以及 Ca2+浓度和 Mg2+浓度对酶活性影响 
Figure 3  The stability of the agarase activity. A: The thermal stability of agarase AgaW3472. B: The influence 
of Ca2+ concentrations on the agarase activity. C: The influence of Mg2+ concentrations on the agarase activity. 
Three replicates per sample were assayed and the error bars represent standard error.  
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2.8  Ca2+和 Mg2+对 AgaW3472 酶活性影响 
本研究选取对琼胶酶 AgaW3472 活性促进

作用最强的 2 种金属离子 Ca2+和 Mg2+进行后续

研究，以进一步探究其浓度对酶活促进作用的影

响。结果表明，Ca2+浓度为 1 mmol/L 时，对琼

胶酶 AgaW3472 活性的促进作用最强，将相对

酶活提高至 240%。继续增加 Ca2+浓度，会对  
该酶活性产生抑制作用(图 3B)。Mg2+浓度为   

3 mmol/L 时，对琼胶酶 AgaW3472 活性的促进

作用最强，将相对酶活提高至 224%，但继续增

加镁离子浓度对琼胶酶 AgaW3472 的酶活性没

有明显的影响(图 3C)。 
2.9  产酶条件优化 

培养基类型对 AgaW3472 的特异性产酶率

和总产酶量均有较大的影响，且 SOB 培养基能

够更大程度地提高琼胶酶总产酶(图 4A)。在培 

 
图 4  不同培养基条件对琼胶酶 AgaW3472 产酶的影响 
Figure 4  The influence of the basic fermentation media on AgaW3472 expression production. A: The 
influence of MgCl2 concentration. B: The influence of temperature IPTG concentration. C: The influence of 
temperature. D: The influence of culture mediums. E: The influence of carbon source. F: The influence of 
compatible solute including proline, betaine, and glutamate on AgaW3472 expression production, respectively. 
Three replicates per sample were assayed and the error bars represent standard error.  
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养基中添加不同浓度的 MgCl2 对 AgaW3472 的

特异性产酶率和总产酶量均有提高，且浓度为

20 mmol/L 时为最优(图 4C)。乳糖为 AgaW3472
产酶的最优碳源，且 1% (质量体积比)的乳糖可

以最大程度地提高特异性产酶率和总产酶量(图
4D)。AgaW3472 产酶的最佳诱导温度和 IPTG
浓度分别为 37 °C 和 0.1 mmol/L (图 4B、4E)。
脯氨酸和甜菜碱的添加提高总产酶量，但是额外

添加 0.5 mmol/L NaCl 会抑制产酶量(图 4F)。添

加谷氨酸则完全抑制酶蛋白的表达(图 4F)。 

3  讨论与结论 
本研究对深海菌株 WPAGA4 中 3 条琼胶酶

的酶活性质进行研究。其中，琼胶酶 AgaW3418、
AgaW3419 的最适反应温度分别为 50 °C 和

60 °C，在较高温度下仍具有较强降解活性，这

与包括 VejGH50B、VejGH50C[20]、Aga50A 和

Aga50C[21] 等在内的琼胶酶相似，而琼胶酶

AgaW3472 与 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
aeruginosa) ZSL-2[22]、交替单胞菌(Alteromonas 
sp.) SH-1[23]等来源的琼胶酶最适反应温度一致

(30 °C)。琼胶酶 AgaW3418、AgaW3419 和

AgaW3472 在 pH 值分别为 6.0、7.0 和 7.0 条件

下，发挥作用的能力最强，且在 pH 值 6.0‒10.0
之间都保持 40 %以上的相对酶活，与 Aga50A、

Aga50B、Aga50C[21]和 AgaY[24]相比具有较好的

pH 耐受性。 
微生物是海洋碳循环的重要推动者，而多糖

代谢是碳循环的重要组成部分[25]。前人文献中

分离得到若干具有多糖降解活性的深海弧菌，如

深海弧菌 Vibrio sp. JAM-A9m 和 Vibrio sp. 4-3
分别被检测到具有藻酸盐裂解酶活性 [26]和淀

粉酶活性[27]。至今为止，已从深海环境中分离

得到包括希瓦氏菌(Shewanella sp.) WPAGA9[16]、

太 平 洋 火 色 杆 菌 (Flammeovirga pacifica) 

WPAGA1[28]、微泡菌(Microbulbifer sp.) JAMB 
A3[29]等多种具有琼胶酶的菌株。本研究揭示了

深海需钠弧菌 WPAGA4 菌株的 3 种琼胶降解酶

活性，证明该菌株能够参与深海多糖降解，在深

海低温条件下直接降解海藻琼胶作为碳源，参与

深海碳循环过程。 
在所研究的 3 条琼胶酶中，AgaW3418、

AgaW3419和 AgaW3472的比酶活分别为 10.20、
23.37 和 42.10 U/mg，其中琼胶酶 AgaW3472 具

有较强的降解活性，因此本研究进一步探究了该

琼胶酶的酶学性质。结果表明，AgaW3472 在

20‒40 °C 温度范围内仍保持较强的降解活性，

同时在 10 °C 和 20 °C 条件下具有良好的稳定

性，在室温下不易失活，因此 AgaW3472 能够

在较低温度下高效制备寡糖，从而节约加热琼胶

底物过程中所消耗的能量，降低琼胶寡糖的制备

成本[30]。此外，Ca2+在 1 mmol/L 浓度下促进作

用最强，将相对酶活提高至 240%；3 mmol/L 浓

度的 Mg2+促进作用最强，将相对酶活提高至

223%。超过 5 mmol/L 浓度的 Ca2+对琼胶     
酶 AgaW3472 酶活性起到抑制作用，但是超过

40 mmol/L 浓度的 Mg2+对酶活性没有明显的抑

制或促进作用。上述结果表明，钙镁离子可以提

高琼胶酶 AgaW3472 的酶活，从而降低琼胶寡

糖生产成本。 
本研究从一株深海需钠弧菌 WPAGA4 菌株

中克隆并鉴定了 3 种新型 β 琼胶酶，经过系统发

育研究发现三者均属于 GH50 糖苷水解酶家族，

为该菌株在深海环境中的琼胶利用过程提供分

子基础。同时，选取琼胶酶 AgaW3472 进行产

酶条件优化，其较高的琼胶降解活性、较低最

适反应温度、低温下稳定的酶活等性质，可以

减少琼胶寡糖制备过程中的生产成本，提高经

济效益，为相关寡糖的工业生产提供潜在的生

物学工具。 
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