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摘   要：【背景】裙带菜是大型食用褐藻，含有丰富的海藻酸盐，是制备海藻酸寡糖(alginate 
oligosaccharide, AOS)的优良原料之一。酶法制备 AOS 的用酶是海藻酸裂解酶(alginate lyase, EC 
4.2.2.-)，但是现有酶的降解效率偏低，难以对褐藻直接降解。【目的】挖掘和筛选海洋细菌潮滩发

光杆菌(Photobacterium gaetbulicola)中的海藻酸裂解酶，并将其应用于裙带菜直接降解生产 AOS。
【方法】结合序列分析、差异表达量测定、蛋白重组表达和催化性质鉴定，从潮滩发光杆菌 Gung47
中筛选活性较高的海藻酸裂解酶，优化其直接降解裙带菜的反应条件，并鉴定降解产物 AOS 的成

分。【结果】潮滩发光杆菌 Gung47 中有 AlgPg1、AlgPg2 和 AlgPg3 这 3 个海藻酸裂解酶。AlgPg1
差异表达水平和比酶活都最高，是菌株利用海藻酸钠或裙带菜的关键酶。在 NaCl 条件下 AlgPg1 的

比酶活达到 466 U/mg。AlgPg1 能直接降解裙带菜粉末和叶片，还原糖产量达到(26.2±1.6) mg/mL，即

转化率为 32.5%。裙带菜的降解产物是聚合度(degree of polymerization, DP) 1−6 的混合寡糖，DP3
含量最高。【结论】海藻酸裂解酶 AlgPg1 能有效地直接降解裙带菜产生 AOS，为裙带菜的资源开

发提供了新的工具。 
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Abstract: [Background] Undaria pinnatifida, a species of edible brown algae, is considered as 
an excellent raw material for the preparation of alginate oligosaccharides (AOSs) due to the 
high content of intracellular alginate. Alginate lyases (EC 4.2.2.-) can depolymerize alginate 
into AOSs. However, the low catalytic efficiency makes it difficult to produce AOSs from 
brown algae by directly enzymatic degradation. [Objective] To mine and screen alginate lyases 
from the marine bacterium Photobacterium gaetbulicola for degrading U. pinnatifida in the 
production of AOSs. [Methods] Alginate lyases with high activities were screened from     
P. gaetbulicola Gung47 by sequence analysis, transcriptional analysis, recombinant expression, 
and enzymatic characterization. The degrading conditions for U. pinnatifida were optimized, 
and the final products were identified. [Results] Three alginate lyases (AlgPg1, AlgPg2, and 
AlgPg3) were identified from P. gaetbulicola Gung47. Both the transcription level and the 
specific activity of AlgPg1 were higher than those of AlgPg2 and AlgPg3. The specific activity 
of AlgPg1 was enhanced by NaCl, reaching up to 466 U/mg. AlgPg1 degraded the powder and 
blades of U. pinnatifida, producing reducing sugar at a yield of (26.2±1.6) mg/mL, i.e., AOSs 
conversion ratio of 32.5%. The degradation products were a mixture of AOSs with the degree of 
polymerization (DP) ranging from 1 to 6, in which DP3 had the highest content. [Conclusion] 
The alginate lyase AlgPg1 showed a remarkable ability of producing AOSs from U. pinnatifida, 
demonstrating the potential of serving as a novel tool for the utilization of U. pinnatifida. 
Keywords: Undaria pinnatifida; alginate lyase; Salt ion activation; alginate oligosaccharide 
 
 

裙带菜 (Undaria pinnatifida)是一种口味

极佳的大型食用海藻，属褐藻门。我国裙带菜

的产量已经超过 20 万 t，成为仅次于海带

(Laminaria japonica)的第二大海洋经济褐藻[1]。

目前裙带菜的主要利用方式是直接食用，比较

单一。裙带菜中含有丰富的多糖，高效开发利

用这些多糖，对提高裙带菜的经济价值具有重

要意义。 
海藻酸盐(又名褐藻胶，alginate)是一种线

性大分子多糖，在裙带菜中的含量可高达干重

的 20%−40%[2]。海藻酸盐的降解产物是不饱和

的海藻酸寡糖(alginate oligosaccharide, AOS)，

其聚合度(degree of polymerization, DP)在 2−20。
低分子量的 AOS 不仅在水中的溶解度大大增

加，而且显示出抗炎症、抗病毒、降血糖和抗

氧化等生物活性，在医药领域具有广阔的应用

前景[3-4]。 
传统的 AOS 生产工艺分 2 个步骤：第 1 步，

用化学法提取褐藻中的海藻酸盐；第 2 步，用

盐酸水解海藻酸盐[5]。此外，还有利用碱、H2O2、

γ 射线、超声波等降解海藻酸盐生产 AOS 的报

道[3,6]。这些工艺都存在环境污染、提取效率低、

产品的组成不稳定等缺点。酶法降解海藻酸盐

具有条件温和、特异性强的优点，近年来，酶
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法制备 AOS 的研究成为热点。 
海藻酸裂解酶(alginate lyase, EC 4.2.2.-)属

于多糖裂解酶家族(polysaccharide lyases, PLs)，
是一类可以降解海藻酸盐的酶，通过 β 消除机

制促使海藻酸盐中的糖键断裂，形成寡糖 AOS。
海藻酸裂解酶有 2 种分类方式，根据底物特异

性划分为 3 种，即多聚甘露糖醛酸裂解酶(EC 
4.2.2.3)、多聚古罗糖醛酸裂解酶(EC 4.2.2.11)
和能裂解这 2 种底物的双功能裂解酶；根据催

化方式分为内切酶和外切酶。内切酶是从内部

随机切断糖链，形成不同 DP 的 AOS；而外切

酶是从糖链末端切割，产物仅为单糖或二糖。

因此，AOS 的酶法生产用酶主要是外切酶[7]。

海藻酸裂解酶来源广泛，比如海洋藻类、海洋

软体动物、细菌、真菌和病毒；研究较多的集中

于海洋细菌假单胞菌属(Pseudomonas)和弧菌属

(Vibrio)[8]。由于已知的海藻酸裂解酶的酶活普

遍较低，而且作为胞内多糖的海藻酸盐的黏度很

高，所以直接酶解褐藻生产 AOS 的报道较少[4]。

目前仅有少量研究利用海藻酸裂解酶直接降解

海带粉末[9-12]。裙带菜的直接酶解研究则更少。

2020 年 Xu 等[13]报道希瓦氏菌(Shewanella sp.) 
pka 1008 的胞外粗酶液中有海藻酸裂解酶酶

活，该粗酶能微弱地直接降解裙带菜。2023 年

Jiang 等[5]首次报道了一个纯化的海藻酸裂解酶

VfAly7 能有效地直接降解裙带菜。 
发光杆菌属(Photobacterium)细菌是表层海

水中含量最高的一类细菌 [14]。潮滩发光杆菌

(P. gaetbulicola) Gung47的基因组中含有 136个

CAZy 酶基因，明显多于 CAZy 数据库中其他的

发光杆菌属细菌。菌株 Gung47 能高效利用海藻

酸钠或裙带菜生长。因此，本研究对该菌株中

的海藻酸裂解酶进行了挖掘和筛选。通过序列

分析和差异表达测定，挖掘潜在的海藻酸裂解

酶；通过蛋白重组表达和酶学性质鉴定，筛选

优质的海藻酸裂解酶，并评估其降解裙带菜的

能力，以期为裙带菜的资源利用提供新酶资源。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

潮滩发光杆菌 Gung47，韩国菌种保藏中心

(Korean Collection for Type Cultures, KCTC，编

号 22804)。大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞，生

工生物工程(上海)股份有限公司。载体pET-28a(+)
由本实验室保存。裙带菜、海带、马尾藻

(Sargassum horneri)、羊栖菜(Hizikia fusifarme)、
龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)、石花菜(Gelidium 
amansii)和蜈蚣藻(Grateloupia filicina)购自本地

市场，低温烘干后研磨为干粉。 
1.2  培养基 

大肠杆菌用 LB 培养基培养。潮滩发光杆

菌的培养基是以 2216 海洋培养基为基础改造

的极简培养基(g/L)：蛋白胨 0.050 0、酵母提取

物 0.020 0，NaCl 19.450 0，MgCl2 8.800 0，
(NH4)2SO4 5.000 0，Na2SO4 3.240 0，KCl 0.550 0，
NaHCO3 0.160 0，Ferric citrate 0.100 0，KBr 
0.080 0，SrCl2 0.057 0，H3BO3 0.022 0，Na2HPO4 
0.020 0，Na2SiO3 0.004 0，NaF 0.002 4，pH 7.6。
添加的海藻酸钠或裙带菜叶片浓度为 5 g/L。 
1.3  主要试剂和仪器 

海藻酸钠、细菌基因组抽提试剂盒和 PCR
产物纯化试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限

公司；PrimeSTAR HS DNA 聚合酶、限制性内

切酶和 T4 DNA 连接酶，宝日医生物技术(北京)
有限公司。T100TM Thermal Cycler PCR 仪，伯

乐生命医学产品(上海)有限公司；超声波细胞粉

碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；紫外/
可见分光光度计，北京北分瑞利分析仪器有限

责任公司；超高效液相色谱仪串联质谱仪，

Waters 公司。 
1.4  潮滩发光杆菌 Gung47 的培养 

潮滩发光杆菌按 1%接种量分别接种于添

加了 5 g/L 海藻酸钠和未添加海藻酸钠的极简

培养基，以未添加海藻酸钠的极简培养基为对

照组。在 30 ℃、180 r/min 条件下培养 48 h。
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以海藻酸钠为主要碳源的培养期间，在 4、8、
10、14、18、20、24、28、32、36、40、44、
48 h 取样测定菌液的 OD600，绘制生长曲线。

以裙带菜叶片为主要碳源的培养期间，在同样

时间点取样观察叶片外观变化。同时，对上述

定时取样的发酵液进行 4 ℃、12 000 r/min离心

15 min，直接测定上清液中的酶活。 
1.5  转录组测序和基因相对表达量测定 

潮滩发光杆菌分别在极简培养基和添加  
5 g/L 海藻酸钠培养基中 30 ℃、180 r/min 培养

24 h，收集细胞。细胞送上海派森诺生物科技

股份有限公司进行 RNA 的抽提和转录组测序。采

用实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, 
RT-qPCR)测定基因的相对表达量。细胞送生工

生物工程(上海)股份有限公司完成引物设计、

RNA 提取和 RT-qPCR 扩增。16S rRNA 为内参

基因。利用 Primer Premier 5.0 软件设计 AlgPg1
正向引物 (5′-ATTGAACTGACAGCGGATGG-3′)
和反向引物(5′-CTAGGCTATCCAAGGTGATGT 
CA-3′)、AlgPg2 正向引物(5′-TTTGCCGCTCCA 
GTGTTT-3′)和反向引物(5′-GCCTCCTTTGTTG 
CCGTAT-3′)、AlgPg3 正向引物(5′-TGCGATGGA 
CTTTGTGGC-3′)和反向引物(5′-GCTGCTTAAC 
CGTTGGGAC-3′)。Trizol 抽提 RNA，RNA 经反

转录得到 cDNA。上述 3 组基因的 RT-qPCR 反应

体系：正向引物和反向引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，
cDNA 模板 (200 ng/μL) 2 μL， 2×SybrGreen 
qPCR Master Mix 10 μL，ddH2O 补足 20 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 
30 s，45 个循环。 
1.6  AlgPg1、AlgPg2、AlgPg3和AlyPB1
的克隆、表达和纯化 

根据 NCBI 数据库公布的菌株 Gung47 基因

组中的 AlgPg1 (GenBank 登录号 AJR06654)、
AlgPg2 (GenBank 登录号 AJR06655)和 AlgPg3 
(GenBank 登录号 AJR05271)设计引物。AlgPg1
的正向引物为 5′-CCGGAATTCACTTCGCCGA 
CGCCG-3′ (下划线为 EcoR Ⅰ酶切位点)；反向引

物为5′-CCGCTCGAGGCGCTTCGGTGCCTCTT-3′ 
(下划线为 Xho Ⅰ酶切位点)。AlgPg2 的正向引物

为 5′-CGCGAATTCCTAGACGGTACGCCAAGC-3′ 
(下划线为 BamH I 酶切位点 )；反向引物为
5′-CCGCTCGAGCAGTTTTGGATACAGCAG-3′
(下划线为 Xho Ⅰ酶切位点)。AlgPg3 的正向引物

为 5′-CCGGAATTCATGAGCAACCAAAAGTCT 
CTTG-3′ (下划线为 EcoR Ⅰ酶切位点)；反向引物

为 5′-CCGCTCGAGCAGCTCGATAGTGACCGT 
TTC-3′ (下划线为 Xho Ⅰ酶切位点)。用细菌基因

组抽提试剂盒抽提潮滩发光杆菌 Gung47 的基

因组为模板。PCR 反应体系：2×PrimeSTAR Max 
Premix 25 μL，正向引物和反向引物(10 μmol/L)
各 1.5 μL，模板(200 ng/μL) 1 μL，ddH2O 补足

50 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 3 min；98 ℃ 10 s，
55 ℃ 15 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 10 min。
用每组引物对应的限制性内切酶分别对目标基

因和 pET-28a(+)载体双酶切，然后连接并转化大

肠杆菌 BL21(DE3)，重组子测序验证。重组菌

株用 1 mmol/L 异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷

(isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, IPTG)诱导

12 h 后，收集菌体，经超声破壁(350 W，工作

6 s，间歇 2 s，工作 30 min)后 4 ℃、12 000 r/min
离心 10 min 得粗酶液。粗酶液经过 Ni-NTA 亲

和层析纯化得到重组的纯蛋白，用十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
检测蛋白纯度。纯化的蛋白保存在 50 mmol/L 
Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)中。 

发光杆菌 FC615 来源的海藻酸裂解酶

AlyPB1 的基因编号为 MN116685，蛋白编号为

QGJ83311[15]，委托生工生物工程(上海)股份有

限公司进行基因合成并克隆在 pET-22a 载体上。

测序验证正确后，按照上述方法进行诱导表达

和蛋白纯化。 
1.7  酶活力的测定 

海藻酸裂解酶的活性测定：一个标准反应

体系包括 10 μL 适当稀释的纯酶液，590 μL 含

30 mg/mL 海藻酸钠的 Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)。
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30 ℃反应 10 min 后加入 300 μL 二硝基水杨酸

(dinitrosalicylic acid, DNS) 试剂终止反应，

100 ℃加热 15 min。室温下 540 nm 处测量吸光

值，计算酶活。一个标准酶活(U)定义为在测量

条件下每分钟释放 1 μmol 还原糖所需的酶量，

使用不同浓度葡萄糖做标准曲线[5,12,15-17]。蛋白

浓度采用 Bradford 法测定，以不同浓度牛血清

白蛋白做标准曲线。 
1.8  酶学性质 

在 pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲液下测定温度对

酶活性的影响，温度范围为 20−45 ℃，间隔区

间为 5 ℃。在 30 ℃测定不同 pH 值对酶活性的

影响，缓冲液为 Tris-HCl 缓冲液(pH 6.5−9.0)，
间隔区间为 0.5。盐对酶活性的影响是在反应体

系中添加终浓度为 0−800 mmol/L 的 NaCl，间

隔区间为 100 mmol/L。最适反应条件测试中，

测得的最高值定义为 100%；NaCl 浓度影响测试

中，未添加 NaCl 的酶活定义为 100%。 
酶 动 力 学 是 分 别 在 未 添 加 和 添 加 了    

200 mmol/L NaCl 条件下测试不同海藻酸钠底

物浓度(1−30 mg/mL)时的酶活。使用 Origin 9.0
的非线性回归分析计算 AlgPg1 和 AlgPg2 的米

氏常数 Km 和催化效率 kcat/Km。 
1.9  酶对各种海洋藻类粉末的降解 

在 pH 7.5的Tris-HCl缓冲液中测试了AlgPg1
和 AlyPB1 对 7 种海洋藻类的降解能力。反应体系

中含 80 mg/mL 的裙带菜粉末(或其他海洋藻类粉

末)、200 mmol/L (AlgPg1)或 600 mmol/L (AlyPB1)
的 NaCl 和 200 U/mL 的酶液；添加 0.2%的甲苯防

止可能的微生物污染。水浴摇床 35 ℃、150 r/min
孵育12 h后，将酶解液在12 000 r/min离心15 min
以去除残留的海藻粉末。收集上清液，采用 DNS
法测定藻类粉末降解后释放出的还原糖的量。 
1.10  AlgPg1 对裙带菜的降解 

AlgPg1 对裙带菜粉末的降解条件优化在

Tris-HCl 缓冲液中进行，添加 0.2%的甲苯防

止可能的微生物污染。分别对温度(20−45 ℃)、
pH (6.5−9.0)、降解时间 (0−15 h)、底物浓度

(0−120 mg/mL)、加酶量 (10−200 U/mL) 和
NaCl 浓度(0−700 mmol/L)进行优化。酶解液

12 000 r/min 离心 15 min 收集上清液，采用 DNS
法测定底物降解后释放出的还原糖的量。 

裙带菜叶片剪成约 1 cm 的方形小片，按照

上述条件进行降解。 
1.11  AlgPg1 降解裙带菜的产物分析 

采用超高效液相色谱仪串联质谱仪(liquid 
chromatograph mass spectrometer, LC-MS)分析

AlgPg1 对裙带菜粉末的降解产物。色谱柱为

Waters ACQUITY BEH C18 柱(2.1 mm×150 mm，

1.7 μm)。流动相 A 为乙腈，流动相 B 为 0.1%
甲酸溶液。梯度洗脱：0−1 min 2% A；1−2 min 
3% A；2−3 min 4% A；3−5 min 5% A；5−8 min 
10% A；8−12 min 20% A；12−15 min 80% A。

流速 0.3 mL/min。柱温 40 ℃。质谱条件：电喷

雾离子源，离子源温度 100 ℃，锥孔电压 30 kV，

毛细管电压 3.5 kV，锥孔气流量 50 L/h，质量

扫描范围 20−2 000 m/z。 

2  结果与分析 
2.1  潮滩发光杆菌对海藻酸钠和裙带

菜的利用 
以海藻酸钠为主要碳源培养潮滩发光杆菌

Gung47，菌株生长良好(图 1A)。相较于极简培

养基的对照组，菌株接种后快速进入对数生长

期，28 h 时菌体 OD 值达到最高；随后，菌体

浓度降低进入衰亡期。菌液中海藻酸钠裂解酶

的总酶活与生长曲线基本吻合，24 h 时酶活达

到最高，为(266.3±3.7) U/mL。 
裙带菜的叶厚区间为 0.15−0.45 mm，将叶

片剪成 5 mm 边长的小方片。潮滩发光杆菌也

能利用裙带菜叶片为主要碳源生长。培养 10 h
叶片的上下表皮之间的髓部出现明显的分解，

表皮全部分散在菌液中，不再有完整的叶片；

24 h 叶片被降解成小的颗粒；48 h 颗粒物明显

减少(图 1B)。菌液中海藻酸钠裂解酶的最高酶

活为(244.5±4.9) U/mL。 
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2.2  潮滩发光杆菌中不同海藻酸裂解

酶的序列分析和转录水平 
潮滩发光杆菌 Gung47 的全基因组信息于

2010年公布于NCBI数据库。根据CAZy数据库的

注释，有 2 个蛋白(AlgPg1 和 AlgPg3)注释为海藻

酸裂解酶；4 个蛋白(AlgPg2、AlgPg4/AJR06662、
AlgPg5/AJR06663 和 AlgPg6/AJR06638)注释为含

有海藻酸裂解酶结构域的蛋白(表 1)。 
 

 
 
图 1  以海藻酸钠(A)和裙带菜叶片(B)为碳源培养潮滩发光杆菌 Gung47   发酵液中的海藻酸裂解酶

酶活(●)，添加 5 g/L 海藻酸钠的菌株生长曲线(△)，未添加海藻酸钠的菌株生长曲线(□)。 
Figure 1  Growth of Photobacterium gaetbulicola Gung47 with alginate (A) and Undaria pinnatifida blades 
(B) as the main carbon source. Alginate lyase activity in fermentation broth (●), growth curve of the strain 
supplemented with 5 g/L sodium alginate (△), growth curve of strains without sodium alginate addition (□). 
 
表 1  转录组测序和 RT-qPCR 验证 6 个海藻酸裂解酶或含有海藻酸裂解酶结构域的蛋白 
Table 1  Six alginate lyases and alginate lyase domain-containing proteins determined by RNA-Seq and 
RT-qPCR 
Protein 
name 

NCBI ID, annotated 
name 

Length 
(aa) 

PL 
family 

Signal 
peptide 
(aa) 

Most similar sequence log2 fold 
change (by 
RNA-Seq) 

2−ΔΔCt (by 
RT-qPCR) Protein, ID, 

similarity  
Organism 

AlgPg1 AJR06654, alginate 
lyase 

542 PL6 21 Alginate lyase, 
QGJ83311, 91.7% 

Photobacterium 
sp. FC615[15] 

22.92 11.75 

AlgPg2 AJR06655, alginate 
lyase domain-containing 
protein 

418 PL38 22 Alginate lyase, 
GAD04312,  
48.4% 

Agarivorans 
sp. B2Z047[18] 

17.51 5.17 

AlgPg3 AJR05271, alginate 
lyase 

692 PL15 No 
 

Alginate lyase, 
QGJ83312, 90.3% 

Photobacterium 
sp. FC615[15] 

10.44 3.09 

AlgPg4 AJR06662, alginate 
lyase domain-containing 
protein 

716 PL17 No 
 

Oligoalginate lyase, 
EAP93063.1,  
71.6% 

Vibrio 
splendidus 
12B01[19] 

1.38 / 

AlgPg5 AJR06663, alginate 
lyase domain-containing 
protein 

713 PL17 No 
 

Oligoalginate lyase, 
UQN45019.1,  
65.2%  

Agarivorans 
sp. B2Z047[18] 

0.94 / 

AlgPg6 AJR06638, alginate 
lyase domain-containing 
protein 

669 PL17 No 
 

PolyM-specific 
alginate lyase, 
ATG71374.1, 15.7% 

Microbulbifer 
sp. ALW1[20] 

0.48 / 

 
 
 

/：未进行 RT-qPCR 验证。 
/: RT-qPCR validation was not performed. 
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AlgPg1 为多糖水解酶 6 家族(polysaccharide 
lyase family 6, PL6)成员，有信号肽。BLAST 分

析结果表明，在文献报道的海藻酸裂解酶中，

该蛋白与一个来源于发光杆菌属的 FC615 菌株

的海藻酸裂解酶 AlyPB1 序列相似性最高，达

到 91.7%[15]；其次，与弧菌(Vibrio) OU02 菌株

的 海 藻 酸 裂 解 酶 AlyF 的 序 列 相 似 性 为

60.1%[21]；与近海单胞菌属(Thalassomonas)的菌

株 LD5 的海藻酸裂解酶 TsAly6A 的序列相似性

为 53.7%[22]。 
AlgPg2 为 PL38 家族成员，有信号肽。目

前 PL38 家族只有 2 个海藻酸裂解酶被研究过，

分别为食琼脂菌属(Agarivorans) sp. B2Z047 的

Aly38A[18]和卵形拟杆菌 (Bacteroides ovatus)的
BoPL38[23]。AlgPg2 与这 2 个酶的蛋白序列相似

性分别为 48.4%和 30.6%。 
AlgPg3 为 PL15 家族成员，无信号肽。该蛋

白与来源于发光杆菌属的菌株 FC615 的海藻酸裂

解酶 AlyPB2 序列相似性最高，达到 90.3%[15]。 
为了解这些酶在潮滩发光杆菌利用海藻酸

钠生长时的贡献，并筛选到关键的海藻酸裂解

酶，本文对潮滩发光杆菌进行了转录组测序。

分别在添加了海藻酸钠的培养基和极简培养基

中培养 24 h，收集细胞。转录组测序结果表

明，相较于极简培养基中菌株微弱生长的情

况，这 6 个基因在添加了海藻酸钠的培养基中

都出现了不同程度的上调表达(P<0.05)。但是

属于 PL17 家族的 3 个蛋白的 log2 fold change 
(FC)值均低于 1.5，差异表达不显著(表 1)。因

此，选择 log2 FC 值大于 1.5 的 3 个基因进一步

用 RT-qPCR 验证其差异表达水平。RT-qPCR 测

定差异转录水平与转录组测序得到的差异转录

结果一致，差异表达水平从高到低依次为：

AlgPg1>AlgPg2>AlgPg3 (表 1)。 
2.3  海藻酸裂解酶 AlgPg1、AlgPg2 和

AlgPg3 的重组表达和纯化 
根据菌株 Gung47 的基因组中 AlgPg1、AlgPg2

和 AlgPg3 的基因信息，去除掉 N 端的信号肽，

设计引物。抽提菌株 Gung47 的基因组，通过

PCR 扩 增 获 得 基 因 。 基 因 插 入 表 达 载 体

pET-28a(+)中构建重组质粒，转化大肠杆菌

BL21(DE3)。测序验证基因序列无误。重组蛋

白经诱导表达、分离和纯化后，用 SDS-PAGE 检

测显示为单一条带。AlgPg1、AlgPg2 和 AlgPg3
的大小依次与理论分子量 59.6 kDa (图 2A)、
45.1 kDa (图 2B)和 78.9 kDa (图 2C)相符。 

 

 
 
图 2  SDS-PAGE 分析 AlgPg1 (A)、AlgPg2 (B)和 AlgPg3 (C)的重组表达和纯化   M：标准蛋白；1：
含有质粒 pET-28a(+)的大肠杆菌细胞破碎液；2：含有质粒 pET-28a-AlgPg1、pET-28a-AlgPg2 或

pET-28a-AlgPg3 的大肠杆菌细胞破碎液；3：纯化的 AlgPg1、AlgPg2 或 AlgPg3 蛋白。 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of recombinant AlgPg1 (A), AlgPg2 (B) and AlgPg3 (C). M: Size marker proteins; 
1: The cell lysates of E. coli harboring pET-28a(+); 2: The cell lysates of E. coli harboring pET-28a-AlgPg1, 
pET-28a-AlgPg2 or pET-28a-AlgPg3; 3: The purified AlgPg1, AlgPg2 or AlgPg3 protein. 
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2.4  海藻酸裂解酶 AlgPg1、AlgPg2 和

AlgPg3 的酶学性质比较与筛选 
以海藻酸钠为底物检测纯化后的海藻酸裂

解酶的最适反应条件，结果表明 AlgPg1、

AlgPg2 和 AlgPg3 的最适反应温度依次为 30、
40 和 20 ℃；最适反应 pH 值依次为 8.0、7.5 和

8.0。这 3 个酶中 AlgPg1 的比酶活最高，为

(91.2±3.6) U/mg；AlgPg2 的比酶活次之，为

(21.8±1.4) U/mg。AlgPg3 的比酶活最低，仅为

(9.5±0.3) U/mg。 
由于潮滩发光杆菌为海洋细菌，并且

AlgPg1 和 AlgPg2 都有信号肽，为胞外酶，因

此测试了 NaCl 对这 2 个酶的活性影响(图 3)。
NaCl 对 AlgPg1 和 AlgPg2 的比酶活都表现出强

烈的促进作用。200−400 mmol/L NaCl 浓度范围

内，AlgPg1 酶活达到最高(约 466 U/mg)，即酶

活增加了 5.1 倍。当 NaCl 浓度继续增加，酶活

出现轻微下降。AlgPg2 的比酶活被提高到最高

值 (95.1±3.7) U/mg 时需要添加 600 mmol/L 
NaCl。NaCl 浓度继续增加，酶活显著下降。 

分别在未添加和添加 200 mmol/L NaCl 时
测定 AlgPg1 的酶促反应动力学；在未添加和添

加 600 mmol/L NaCl 时，测定 AlgPg2 的酶促反

应动力学(表 2)。对 AlgPg1 而言，NaCl 促使 Km

值明显下降，提高酶对底物的亲和力约 2.9 倍；催

化效率(kcat/Km)则提高了约 11.1 倍。对 AlgPg2 而 

 
 
图 3  NaCl 对 AlgPg1 和 AlgPg2 酶活的影响   
未添加的酶活定义为 100%。灰色条纹为 AlgPg1；
白色条纹为 AlgPg2。 
Figure 3  Effect of NaCl on the AlgPg1 and AlgPg2 
activities. The enzymatic activity without NaCl was 
set as 100%. AlgPg1 and AlgPg2 was marked with 
gray stripes and white stripes, respectively.  

 
言，NaCl 提高酶对底物的亲和力(Km 值)约 1.7 倍；

提高催化效率(kcat/Km)约 6.2 倍。 
AlgPg1、AlgPg2 和 AlgPg3 的酶学性质比

较如表 2 所示。综合考虑胞外酶 AlgPg1 的酶活

最高、反应温度适中，并且在差异表达中表达

水平最高，所以推测 AlgPg1 是潮滩发光杆菌利

用海藻酸钠或裙带菜生长时的关键酶，进一步

考察其应用价值。 
 

表 2  比较和筛选 AlgPg1、AlgPg2 和 AlgPg3 的酶学性质 
Table 2  Comparing and Screening the biochemical properties of AlgPg1, AlgPg2 and AlgPg3 
酶 Enzyme AlgPg1 AlgPg2 AlgPg3 
最适温度 Optimal temperature (℃) 30.0 40.0 20.0 
最适 pH Optimal pH 8.0 7.5 8.0 
比酶活 Specific activity (U/mg)    

None 91.2±3.6 21.8±1.4 9.5±0.3 
NaCl 466a 95.1b n.d. 

Km (mg/mL)    
None 2.6 3.2 / 
NaCl 0.9a 1.9b / 

kcat/Km (s/(mg·mL))    
None 48.9 10.3 / 
NaCl 544.0a 63.9b / 

a：NaCl 浓度为 200 mmol/L；b：NaCl 浓度为 600 mmol/L；n.d：未检测到增加的活性；/：未测试 NaCl 影响。 
a: NaCl concentration is 200 mmol/L; b: NaCl concentration is 600 mmol/L; n.d: No increased activity detected; /: NaCl effect not tested. 
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2.5  AlgPg1 和 AlyPB1 对各种海洋藻类

粉末的降解 
在相同条件下，检测了 AlgPg1 降解 7 种海

洋藻类粉末 12 h 后的还原糖产量，并与海藻酸

裂解酶 AlyPB1 进行了比较，结果如图 4 所示。

AlgPg1 能有效降解 4 种褐藻类的大型藻类(裙
带菜、海带、马尾藻和羊栖菜)，而且同潮滩发

光杆菌一样，对裙带菜的降解效果最好，对马

尾藻和羊栖菜的降解效果稍差。对于测试的  
3 种红藻(龙须菜、石花菜和蜈蚣藻)，AlgPg1
基本不能降解。此外，AlyPB1 对这 7 种海洋藻

类的降解偏好性与 AlgPg1 相同，但是降解能力

低于 AlgPg1。 
2.6  AlgPg1 降解裙带菜的最适条件和

酶活 
以酶解裙带菜粉末产生的还原糖产量为标

准，优化了 AlgPg1 对裙带菜的降解条件。相较

于海藻酸钠为底物时，酶的最适反应温度和最 
 

 
 
图 4  AlgPg1 和 AlyPB1 对各种海洋藻类的降解   
酶 AlgPg1 水解裙带菜的还原糖量定义为 100%。 
Figure 4  Degradation of various marine algaes by 
alginate lyases AlgPg1 and AlyPB1. The reducing 
sugar content of U. pinnatifida degradation by 
AlgPg1 was defined as 100%. 

适反应 pH 都发生了偏移，分别为 35 ℃和 pH 
7.5。最适反应时间为 9 h；裙带菜粉末的最适

浓度为 80 mg/mL；最适加酶量为 140 U/mL；

最适 NaCl 浓度为 200 mmol/L。在最适降解条

件下，AlgPg1 降解裙带菜粉末的还原糖产量最

高为(26.2±1.6) mg/mL，即转化率达到 32.5%。 
相同条件下，裙带菜叶片降解前后的形态

变化如图 5 所示，剪成小方片的叶片能在 9 h
内被 AlgPg1 彻底降解为颗粒物。 
2.7  AlgPg1 降解裙带菜的产物 

对 AlgPg1 降解裙带菜粉末的产物进行了

LC-MS 分析。液相色谱结果显示，相较于裙带

菜底物对照，酶解产物样品在 2.5 min 之后出现

了 2.94、4.97、6.16 和 7.8 min 这 4 个主要的

峰(图 6A、6B)。这些峰用质谱进一步分析，结

果显示了 6 个分子离子峰，其质荷比(m/z)分别

为 175、351、527、703、897 和 1 055 m/z，对应

的 AOS 的聚合度分别为 DP1−DP6 (图 6C−6F)。
这表明，AlgPg1 降解裙带菜的产物为单糖和

DP2−DP6 的系列寡糖，其中含量最高的是 DP3，
含量较少的是 DP5 和 DP6。 

3  讨论 
潮滩发光杆菌 Gung47 能利用海藻酸钠或

裙带菜为主要碳源生长，并且发酵液中有较  
 

 
 
图 5  海藻酸裂解酶 AlgPg1 对裙带菜叶片的降解   
A：裙带菜叶片；B：最优条件下酶解后的裙带菜。 
Figure 5  Degradation of U. pinnatifida blade by 
alginate lyase AlgPg1. A: U. pinnatifida blades; B: 
the blade degradation by AlgPg1 under optimal 
conditions. 
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图 6  LC-MS 分析海藻酸裂解酶 AlgPg1 降解裙带菜的产物   A：裙带菜粉末加酶处理的上清液的液

相图谱；B：裙带菜粉末加 AlgPg1 处理的上清液的液相图谱；C–F：质谱分析主要的产物峰 2.94 min (C)、
4.97 min (D)、6.16 min (E)和 7.38 min (F)。  
Figure 6  LC-MS analysis of the AlgPg1 hydrolysis products with U. pinnatifida. A: LC fractions of 
non-treated U. pinnatifida. B: LC fractions of AlgPg1-treated U. pinnatifida. C–F: MS analysis of the 
products at main peaks of 2.94 min (C), 4.97 min (D), 6.16 min (E), 7.38 min (F).  
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高的海藻酸裂解酶活性，这表明该菌株中极

可能有催化性能优良的海藻酸裂解酶。通过

基因组数据筛选、转录组测序和 qPCR 验证，

发现 3 个在潮滩发光杆菌利用海藻酸钠生长时

转录水平显著提高的海藻酸裂解酶 AlgPg1、
AlgPg2 和 AlgPg3。前二者为胞外酶；后者为胞

内酶。发光杆菌属中仅有 FC615 菌株在 2019 年

被报道具有 2 个海藻酸裂解酶 AlyPB1 和

AlyPB2[15]。AlgPg1 和 AlyPB1 有 91.7%的蛋白

序列相似性；AlgPg3 和 AlyPB2 有 90.3%的序

列相似性。 
AlgPg1、AlgPg2 和 AlgPg3 基因均在大肠

杆菌中进行了重组表达和纯化，测定了酶学性

质并进行比较。AlgPg1 的比酶活显著高于其

他 2 个酶，是 AlgPg2 的 4.2 倍；是 AlgPg3 的

9.6 倍。同时，这 3 个酶中 AlgPg1 的转录差

异表达水平最高。因此，推测 AlgPg1 是潮

滩发光杆菌利用海藻酸钠或裙带菜生长时的

关键酶。 
相较于不同来源的海藻酸裂解酶，AlgPg1

表现出优良的催化特性(表 3)。海藻酸裂解酶的

活性定义有 6 种，所以不同定义下的海藻酸裂

解酶的活性高低无法准确比较[25]。为了便于比

较，本研究采用每分钟释放 1 μmol 还原糖所需

的酶量为标准[15]。我们平行测定了 AlgPg1 和

AlyPB1 对海藻酸钠的比酶活，AlgPg1 比 AlyPB1 
[(23.4±0.9) U/mg]高了约 3.9 倍。从表 3 可见，

AlgPg1 的比酶活明显高于同样采用该定义已报

道的其他海藻酸裂解酶。值得指出的是，来源

于强壮弧菌(Vibrio fortis)的 VfAly7 是首个报道

能直接降解裙带菜的海藻酸裂解酶，AlgPg1 的

比酶活也高于 VfAly7 (71.5 U/mg)[5]。 
添加 200 mmol/L NaCl 后 AlgPg1 的比酶活

高达 466 U/mg，这是以测还原糖为标准的海藻

酸裂解酶的最高活性。为了探索该酶的应用价

值，在添加 NaCl 条件下，检测了 AlgPg1 对多

种海洋大型藻类的降解。对于测试的 4 种褐藻，

AlgPg1 均能降解。其原因应该是海藻酸盐是褐

藻细胞壁的主要成分之一[26]。AlgPg1 降解红藻

是因为红藻细胞壁的主要成分是卡拉胶和琼脂

类[27]。选择降解效果最优的裙带菜进一步优化降

解条件，AlgPg1 在加酶量 140 U/mL 和 9 h 反应 
 
表 3  比较 AlgPg1 与其他海藻酸裂解酶的生化特征 
Table 3  Comparative biochemical parameters of AlgPg1 and other alginate lyases 
酶

Enzyme 
物种 
Organism 

最适条件 
Optimal 
condition 

比酶活 
Specific 
activity 
(mg/mL) 

NaCl 提高比酶活

的倍数 
Multiples of 
specific activity 
increased by NaCl 

水解产物 
Degradated 
product 

降解的藻类 
Degradated 
algae 

参考文献 
Reference 

AlgPg1 P. gaetbulicola 
Guang47 

30 ℃, pH 8.0 91.2±3.6 5.1 DP 1–6, 
main DP3 

Undaria 

pinnatifida 
This study 

AlyPB1 Photobacterium sp. 
FC615 

30 ℃, pH 8.0 23.4±0.9 13.0 DP 1–6, 
main DP3 

U. pinnatifida This study 

AlgL7 Microbulbifer sp. 
ALW1 

40 ℃, pH 7.0 36.4 1.2 DP 2–4 Laminaria 
japonica 

[12] 

AlgL6 Microbulbifer sp. 
ALW1 

35 ℃, pH 8.0 10.5 1.8 DP 1-4 n.a. [16] 

Aly23 Pseudoalteromonas 
sp. ASY5 

35 ℃, pH 6.0 1.6 1.4 DP 1–3 n.a. [17] 

OalS6 Shewanella sp. Kz7 40 ℃, pH 7.2 33.7 4.8 DP1 n.a. [24] 
VfAly7 Vibrio fortis 30 ℃, pH 7.5 71.5 n. a. DP 2–4 U. pinnatifida [5] 
n.a.：未提供。 
n.a.: Not available. 



 
阚乃猛 等 | 潮滩发光杆菌中关键海藻酸裂解酶 AlgPg1 的挖掘及其对裙带菜的降解 2057 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

条件下，还原糖产量达到了(26.2±1.6) mg/mL。

这比海藻酸裂解酶 VfAly7 直接降解裙带菜的

效率更高[5]。VfAly7 酶在加酶量更高(300 U/mL)
和降解时间更长(12 h)的条件下，最高还原糖产

量为 20.9 mg/mL[5]。此外，希瓦氏菌 pka 1008
菌株的胞外粗酶液直接降解裙带菜的还原糖产

量仅为 0.24 mg/mL[13]。 
AlgPg1 降解裙带菜的产物与海藻酸裂解酶

AlyPB1 降解海藻酸钠的产物类似，都是产生了

DP 不超过 6 的混合寡糖，而且含量最高的 AOS
都是 DP3[15]。 

4  结论 
本研究结合序列分析、差异表达量测定、

蛋白重组表达和催化性质鉴定，从潮滩发光杆

菌 Gung47 中筛选到一个海藻酸裂解酶 AlgPg1。
该酶在盐离子条件下，比酶活提高了 5.1 倍，

可以高效降解裙带菜，产生以 DP3 糖为主的

AOS。因此，AlgPg1 在裙带菜降解生产 AOS
方面具有潜在的应用价值。 
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