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热稳定-卡拉胶酶产生菌 Bacillus sp.Car19 的发酵条件优化 

谢买胜, 李  江, 林学政, 何培青 

(国家海洋局 第一海洋研究所, 山东 青岛 266061) 

摘要: 对一株分泌热稳定 κ-卡拉胶酶印尼热泉菌进行了种属鉴定, 并采用响应面法对该菌发酵产酶条

件进行了优化。鉴定结果表明, 该菌株属于芽孢杆菌属(Bacillus), 命名为 Bacillus sp.Car19(GeneBank: 

KT865196)。发酵条件优化结果显示, 9 个环境因子影响 Bacillus sp.Car19 产酶量。其中影响 Bacillus 

sp.Car19 产酶量的三个主要因素分别为培养温度、培养基中 Cu2+浓度和培养基中 NaCl 浓度。综合次

要因素对 Bacillus sp.Car19 产酶影响, Bacillus sp.Car19 最佳产酶发酵条件为: 培养温度 52.31℃、Cu2+

浓度 6.93 mmol/L、NaCl浓度 37.03 g/L, 培养基 pH为 6, 接种量 1%, 培养时间 36 h, 半乳糖浓度 0.3 g/L, 

硝酸铵浓度 7 g/L, 卡拉胶浓度 0.5 g/L。优化后发酵上清液酶活力达到 15.21 U/mL, 与优化前相比提高

了 1.5 倍。  
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嗜热微生物由于能合成多种具有应用价值的耐

热酶, 已成为近年来科学研究的热点[1]。微生物学家

们普遍认为, 能在 55℃以上高温环境生长的微生物

为嗜热微生物 , 包括最低等的古细菌和部分细菌 , 

能在 80℃以上环境中生长的为极端嗜热菌 , 其中

大部分是古细菌[2]。耐热酶是嗜热微生物产生的一类

热稳定性酶, 这种酶特点就是在高温下达到最高催化

效率。高温能提高底物和产物的溶解度, 减少物质与

反应器的贴壁效应, 同时降低染菌风险, 减少产物收

集难度, 所以耐热酶有望取代传统常温催化, 广泛用

于食品、生物制药、废水处理等生产领域[3-4]。 

卡拉胶 (carrageenan)是海洋红藻中一种结构性

多糖, 由 α-1, 3和 β-1, 4糖苷键交替连接的D-半乳糖

或其衍生物组成。它是一种亲水性胶体, 主要存在于

海藻细胞壁中[5]。常见的卡拉胶有 κ-, λ-, ι-型, 另外

也有 α-, β-, θ-, μ-, ν-, γ-, δ-, ξ-, π-, ω-等类型的卡拉

胶。卡拉胶的分子质量大、溶解性差、机体不易吸

收、利用率低等缺点, 制约了卡拉胶在医药领域的应

用[6], 目前卡拉胶主要用于食品相关工业。已有的研

究结果表明: 利用卡拉胶制备的卡拉胶寡糖具有多

种生物活性, 如抗病毒、抗氧化、抗凝血、免疫调节

等[7-9], 因此在医药领域有很高应用价值。如何利用

卡拉胶制备卡拉胶寡糖, 提升卡拉胶的应用价值已

成为当前卡拉胶研究亟需攻克的技术。制备卡拉胶

寡糖的方法主要有三种: 生物酶法、化学法及物理

法。传统的化学法和物理法的主要缺陷是反应条件

不易控制、产物聚合度很高且分布不均一。利用卡

拉胶酶制备卡拉胶寡糖的生物酶法, 具有反应条件

温和易控制、底物专一性好等优点, 能克服物理法和

化学法的缺陷。因此利用生物酶法, 开发高活性的卡

拉胶酶是提升卡拉胶应用价值的关键技术。 

卡拉胶酶是能断裂卡拉胶 β-1, 4 糖苷键的半乳

糖苷水解酶。根据底物类型, 可以分为 κ-, ι-, λ-卡拉

胶酶[10]。迄今发现的卡拉胶酶大部分为热不稳定酶, 

当温度高于 60℃时就会迅速失活, 严重限制了卡拉

胶酶的应用。牟海津[11]研究表明, 卡拉胶降解菌 M-2

分泌的 κ-卡拉胶酶在 55℃放置 30 min 即丧失全部

酶活; Potin等[12]研究显示, Cytophaga菌株分泌的 κ-

卡拉胶酶在 40℃放置 1 h, 酶活亦完全丧失。而来源

于嗜热微生物的高温酶因其作用温度高、耐热性好

等优点, 是生物工程领域具有发展前景的酶资源。本
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研究以一株分泌热稳定卡拉胶酶的印尼热泉菌为对

象, 通过 16S rDNA 测序的方法鉴定了该菌的种属, 

用响应面法确定了该菌的最适产酶发酵条件, 以期

为生物酶法制备卡拉胶寡糖及卡拉胶寡糖的应用提

供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株 

产卡拉胶酶的菌株分离自印度尼西亚卡利安达

岛东海岸的热泉样品(5°44′46″N, 105°35′12″E), 现保

存于国家海洋局海洋生物活性物质重点实验室菌种

库中(–80 )℃ 。 

1.1.2  试剂 

蛋白胨、酵母粉(Oxoid公司); 分析纯 κ-、λ-、ι-

卡拉胶(SIGMA 公司); 混合卡拉胶(天津巴斯夫化工

有限公司); 3-5 二硝基水杨酸(DNS)、氢氧化钠、结

晶酚、碘单质、碘化钾、亚硫酸钠、四水合酒石酸

钾钠和甘氨酸均为国产分析纯。 

1.1.3  培养基 

2216E液体培养: 蛋白胨 5g, 酵母粉 1g, 1000 mL

过滤海水配制;  

2216E固体培养基: 蛋白胨 5g, 酵母粉 1g, 卡拉

胶 15g, 1000 mL过滤海水配制;  

2216E斜面培养基: 蛋白胨 5g, 酵母粉 1g, 琼脂

粉 15g, 1000 mL过滤海水配制。 

1.2  实验方法 

1.2.1  Bacillus sp.Car19菌株 16S rDNA的鉴定 

以 Bacillus sp.Car19 菌株基因组为 DNA 模板, 

利用通用引物 27F、1492R[13]对 Bacillus sp.Car19菌

株 16S rDNA基因进行 PCR扩增, 使用 3730测序仪

对 PCR 产物进行序列测序并双向测通(南京金斯瑞

生物公司)。将所测序列在 GenBank 数据库(NCBI)用

BLAST分析比对并上传序列获得 GenBank登录号。 

1.2.2  Bacillus sp.Car19产卡拉胶酶的类型的确定 

以 2216E 固体培养基作为基础培养基, 分别加

入 κ-, λ-, ι-卡拉胶制成筛选平板, 取 2 μL含 Bacillus 

sp.Car19 的菌液于平板上, 在 55℃恒温培养箱中倒

置培养 36 h, 然后用 Lugol 氏碘液染色 , 观察菌落

周围是否有透明圈 , 以确定该菌产生的卡拉胶酶

的类型。  

1.2.3  卡拉胶酶活力的测定方法-DNS法[14] 

前期实验表明, Bacillus sp.Car19发酵上清液中

粗酶的最适作用条件为 60℃、pH=9, 因此, 本次实

验取 1mL 培养 36h 后的发酵上清液作为粗酶液, 与

1mL 0.5%的卡拉胶在 60℃、pH=9 的甘氨酸-氢氧

化钠缓冲液中反应 15min 后 , 测量反应体系中还

原糖的含量来表示粗酶的酶活。1个酶活力单位(U)

定义为 1mL 发酵上清液在 60℃和 pH 为 9 的条件

下 , 1min 内催化产生 1μg还原糖所需的酶量。酶活

力计算公式[15]:  

(μg)
(U/mL)=

(mL) (min)




还原糖的含量 酶液的稀释倍数
酶活力

酶液的加入量 反应时间
 

1.3  Bacillus sp.Car19 的发酵条件优化 

1.3.1  单因素实验 

分别以培养温度、培养基 pH、培养时间、接种

量、不同碳源、不同氮源、最适碳源浓度、最适氮

源浓度、不同金属离子、最适金属离子浓度、卡拉

胶浓度及 NaCl 浓度作为唯一变量, 进行发酵实验, 

确定各种环境因素对 Bacillus sp.Car19产酶的影响。

各因素及水平见表 1。以发酵液在波长 600 nm下的

吸光度代表其生物量, 离心发酵上清液酶活力最高

时条件为单因素实验下最适产酶条件, 并将该条件

下酶活力定义为 100%。分别确定影响 Bacillus 

sp.Car19 产酶的最适培养温度、最适培养基 pH、最

适培养时间、最适接种量、最适碳源、最适氮源、

最适碳源浓度、最适氮源浓度、最适金属离子、最

适金属离子浓度、最适 NaCl浓度以及卡拉胶浓度。

其中, 确定最适碳源、氮源、金属离子后, 进一步设

置不同浓度梯度找出最适碳源、氮源、金属离子的

最适浓度。 

1.3.2  响应面法优化 Bacillus sp. Car19发酵条件 

1.3.2.1  Plackett-Burman实验[16] 

根据单因素的实验结果, 对上述 9 个因素进一

步考察, 采用 Factors=9, Runs=12的 Plackett-Burman设

计, 选取各因素最高和最低 2个水平, 进行 50 mL发

酵实验, 用每毫升发酵上清液中卡拉胶酶活力表示

响应值 R1, 确定影响 Bacillus sp. Car19发酵产酶的

主要因素, 实验因素代码(实验因素对应代码全文不

变)及水平见表 2。 

1.3.2.2  最陡爬坡实验[17] 

据 Plackett-Burman 实验结果 , 利用 Design- 

expert.v8.05 软件进行各因素的方差分析, 得到各因

素重要性排名顺序 , 对排名前三的实验因素 , 选择

适合的坡度进行梯度实验, 得到发酵上清酶活力逼

近最大响应面区域时的条件。 
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表 1  单因素实验设计各因素及水平 
Tab. 1  Factors and levels in single factor experiment 

因素 因素变量 

温度( )℃  20、30、40、50、60、70 

培养基 pH 4、5、6、7、8、9 

培养时间(h) 12、18、24、30、36、42、48 

接种量(%) 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 

碳源 0.1g/L 乳糖、葡萄糖、淀粉、麦芽糖、甘露糖、半乳糖、山梨醇、蔗糖、酵母粉 

氮源 5g/L 碳酸氢铵、硝酸铵、蛋白胨、牛肉膏、硝酸钾、氯化铵、柠檬酸铵 

半乳糖浓度(g/L) 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 

硝酸铵浓度(g/L) 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 

不同金属离子 5mmol/L Cu2+、Ca2+、Ni2+、Mg2+、Co2+、K+、Fe3+、Zn2+ 

Cu2+浓度(mmol/L) 1、3、5、7、9、11 

卡拉胶浓度(g/L) 0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 

NaCl浓度(g/L) 10、20、30、40、50、60 

 
表 2  Plackett-Burman 实验中影响 Bacillus sp.Car19 产

酶的因素及水平 
Tab. 2  Factors and levels affecting Bacillus sp. Car19 

production of carrageenase in Plackett-Burman 
experiment 

因素 代码 
水平 

–1 1 

培养温度( )℃  X1 20 70 

初始 pH X2 4 9 

培养时间(h) X3 12 48 

接种量(%) X4 0.5 2.5 

半乳糖浓度(g/L) X5 0.1 1 

硝酸铵浓度(g/L) X6 1 10 

Cu2+ (mmol/L) X7 1 11 

NaCl浓度(g/L) X8 10 60 

卡拉胶浓度(g/L) X9 0 2 

 
1.3.2.3  响应面 Box-Behnken实验设计[18] 

利用 Design-expert.v8.05 软件中 Box-Benhnken

设计响应面实验, 考察三个显著因素之间的交互作

用及获得发酵上清液酶活力最高时的三因素组合。

各因素代码及水平见表 3, 其中以最陡爬坡实验中酶

活力最高时的实验条件, 作为 Box-Benhnken 实验设

计的中心点, 围绕中心点附近取一个最高和最低水

平, 进行 15个不同条件组合的发酵实验。 

 
表 3  Box-Behnken 实验因素及水平 
Tab. 3  Box-Behnken factors and level values  

代

码
因素 

水平 平均

值

标准

差–1 0 1 

X1 培养温度(℃) 36 48 60 48 9.79

X7 培养基 Cu2+浓度(mmol/L) 2 5 9 5.33 2.86

X8 培养基 NaCl浓度(g/L) 28 34 40 34 4.90
 

2  结果与分析 

2.1  菌种鉴定 

Bacillus sp.Car19菌株 16S rDNA经测序拼接后

长度为 1461 bp, 与 NCBI数据库中 Bacillus licheniformis 

DHXJ13菌株 16S rDNA基因的相似度为 99%, 因此

确定该热泉菌属于芽孢杆菌属 (Bacillus), 命名为

Bacillus sp.Car19。将该序列上传至 NCBI数据库, 获得

GenBank登录号为(KT865196), 根据 Bacillus sp.Car19

菌株 16S rDNA构建的系统发育树如图 1所示。 

 

图 1  根据 Bacillus sp.Car19菌株 16S rDNA基因序列构建的系统发育树 

Fig. 1  Neighbor-joining tree of Bacillus sp.Car19 based on 16S rDNA gene sequence 
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2.2  Bacillus sp.Car19 所产卡拉胶酶的类型 

Bacillus sp.Car19在含有不同类型卡拉胶的筛选

平板生长 36 h后, 只在含有 κ-卡拉胶的筛选平板上产

生明显的透明圈(图 2), 而在其他类型卡拉胶的平板

上没有透明圈(图略), 因此确定该酶为 κ-卡拉胶酶。 

 

图 2  Bacillus sp.Car19在 κ-卡拉胶平板上产生的透明圈 

Fig. 2  Bacillus sp. Car19 produced transparent circle on 
Kappa-carragenan solid medium 

 

2.3  单因素实验结果 

各种环境因素对 Bacillus sp.Car19 生长及产酶

的影响情况见图 3。由(图 3-a)可以看出该菌在 60℃

时生物量达到最大值, 但相对酶活力在培养温度为

50℃时最高; pH 对菌体生长及产酶影响较小, 菌体

在培养基 pH=6 时相对酶活力最高(图 3-b); (图 3-c)

的结果表明最高酶活力出现在培养 36 h 时, 但菌的

生物量还在继续增加, 直到 48 h 后才开始降低; 接

种量在 0.5%~1%(图 3-d)之间时, 发酵上清液粗酶的

酶活力保持增加趋势, 但接种量超过 1%后, 发酵上

清液粗酶酶活力开始降低 , 但接种量过小 , 菌体培

养时间就会相对延长[19]。同时研究结果也表明, 最佳

碳源为 0.3 g/L的半乳糖(图 3-e和图 3-g), 最佳氮源

为 7 g/L的硝酸铵(图 3-f和图 3-h), 培养基中卡拉胶

最佳浓度则为 0.5 g/L(图 3-k); 金属离子对菌体生长

及产酶有较明显的影响, 特别是培养基中 Cu2+浓度

为 5 mmol/L(图 3-j)以及NaCl浓度为 30 g/L时(图 3-l)。 

2.4  响应面实验结果 

2.4.1  Plackett-Burman 实验结果 

Plackett-Burman 实验结果见表 4。从表 4 中可

以看出: 进行 12 个不同因素最高最低水平组合的实

验时, 发酵上清液最高酶活力为 15.08 U/mL, 最低

为 9.35 U/mL。且不同条件组合下, 发酵液上清酶活

力在 9~12 U/mL之间比较集中。同时对实验结果进

行 F 检验, 结果见表 5, 从表 5 中可以看出影响 

 



 

 Marine Sciences / Vol. 40, No. 11 / 2016 11 

 

 

图 3  不同培养条件对 Bacillus sp. Car19生长及产卡拉胶酶的影响 

Fig. 3  Influence of different culture conditions on Bacillus sp. Car19 growth and carrageenase production 

a—l 分别表示培养温度、培养基 pH、培养时间、接种量、碳源、氮源、半乳糖浓度、硝酸铵浓度、不同金属离子、Cu2+浓度、卡拉

胶浓度、NaCl浓度对 Bacillus sp. Car19生长及产卡拉胶酶的影响。 

a—l represent the influence of culture temperature, pH, time, inoculation quantity, carbon source, nitrogen source, galactose concentration, NH4NO3 

concentration, different metal ion, Cu2+ concentration, carrageenan concentration, and NaCl concentration on Bacillus sp. Car19 growth and carrageen-
ase production, respectively 
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表 4  Plackett-Burman 实验设计及响应值结果 
Tab. 4  Plackett-Burman design and response results 

实验序号 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 酶活力(U/mL) 

1 1 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 15.06 

2 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 1 10.07 

3 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 9.35 

4 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 10.25 

5 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 11.14 

6 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 10.48 

7 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 10.39 

8 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 15.08 

9 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 14.35 

10 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 10.92 

11 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 9.45 

12 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 14.66 

 
表 5  Plackett-Burman 实验主效应分析 
Tab. 5  Analysis of main effects of Plackett-Burman design 

影响因素代码 F检验 Pr>|f| 重要性排列

X1 102.96 0.0096 1 

X2 1.13 0.3985 9 

X3 1.25 0.3802 8 

X4 18.59 0.0498 4 

X5 16.66 0.0551 5 

X6 3.15 0.2180 6 

X7 35.90 0.0267 2 

X8 19.50 0.0476 3 

X9 1.70 0.3219 7 

 
Bacillus sp.Car19产酶的三个重要的因素依次是培养

温度, 培养基中 Cu2+含量, NaCl 浓度, P 值均小于

0.05, 说明这 3 个因素对 Bacillus sp.Car19 产酶活

力影响显著, 因此选择这 3 个因子作为最陡爬坡实

验进一步考察影响 Bacillus sp.Car19产酶量的对象。 

2.4.2  最陡爬坡实验结果 

根据  Plackett-Burman 实验各因素重要性的排

列顺序, 选出影响 Bacillus sp.Car19 产酶前三的因

素进行梯度爬坡实验 , 实验结果见表 6。从表中可

以看出在培养温度为 54℃、Cu2+ 7 mmol/L、NaCl

浓度 36 g/L 时发酵上清液的酶活力达到最大值

15.07 U/mL, 因此将该条件作为下一步 Box-Behnken

响应面设计实验的中心点。 

2.4.3  响应面Box-Behnken法获得最优发酵条件结果 

以最陡爬坡实验得到的发酵上清酶活力最高实

验条件为中心值, 分别取离中心值附近的各对称条

件为最高最低水平 , 采用 factors=3, run=15 进行 

表 6  最陡爬坡实验设计及结果 
Tab. 6  Experimental design and response of steepest ascent 

实验序号 X1 (℃) X7 (mmol/L) X8 (g/L) 酶活力(U/mL)

1 30 1 28 9.84 

2 36 2 30 10.46 

3 42 3 32 12.59 

4 48 5 34 15.07 

5 54 7 36 14.73 

6 60 9 40 12.31 

 
Box-Behnken 响应面实验设计, 实验设计及结果见

表 7。对实验结果进行二次多元回归方差分析, 得到

发酵上清液酶活力 R1与自变量培养温度 X1、Cu2+浓

度 X7、NaCl浓度 X8的的多元回归方程为:  

R1=12.47+2.61X1+2.67X7+2.86X8–0.24X1X7+2.48
X1X8+1.42X7X8–2.03X1

2–2.14X7
2–2.90X8

2 
回归模型方差分析见表 8。从表中可以看出模型

P=0.0401 小于 0.05, 说明线性模型回归显著, 模拟

得到的方程可信。X1、X7、X8的 P值均小于 0.05, 对

Bacillus sp.Car19产酶影响显著, 交互项和二次项的

中 X1X8、X8
2的 P值小于 0.05, 说明 Bacillus sp.Car19

卡拉胶酶产量受三因素之间交互作用的影响。决定

系数 R2=0. 9056, 失拟项 CV=27.04%, 表明模型与实

验拟合较好, 得到的方程可用。因此通过多元回归得

到的方程可以很好的说明 Bacillus sp.Car19产酶量与

培养温度 X1、Cu2+浓度 X7、NaCl浓度 X8之间的关系。 

根据多元回归方程(1)绘制的培养温度、Cu2+浓

度、NaCl 浓度两两交互作用的响应曲面及等高线见

图 4~图 6。从响应曲面图可以看出发酵上清液酶活

R1 的值在所选因素范围内有最大值, 最大值即为等 
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表 7  Box-Behnken 实验设计及结果 
Tab. 7  Box-Behnken design and results  

实验序号 X1 X7 X8 酶活力(U/mL)

1 0 1 –1 7.69 

2 1 –1 0 10.49 

3 –1 1 0 6.59 

4 –1 0 1 6.37 

5 1 0 –1 3.75 

6 0 1 1 15.02 

7 0 –1 –1 2.37 

8 0 –1 1 4.32 

9 0 0 0 10.57 

10 0 0 0 12.47 

11 1 1 0 12.53 

12 –1 0 –1 4.68 

13 –1 –1 0 3.58 

14 0 0 0 14.36 

15 1 0 1 15.06 
 

高面图的中心点。为求出多元回归方程(1)所构建模

型的最大值及最大值条件下对应各因素的组合, 对所

得的回归拟合方程分别求各自变量的一阶偏导数, 并

令其为 0, 得到三元一次方程组, 求解此方程组得到模

型 R1在最大值条件下各因素对应的值
[20]: X1=52.31、

X7=6.93、X8=37.03, 即当培养温度为 52.31℃、Cu2+

浓度为 6.93 mmol/L、NaCl浓度为 37.03 g/L时, 理论发

酵上清液酶活力 R1的最大值为 15.82 U/mL。为进一

步验证模型是否正确 , 进行三组发酵实验验证 , 每

组培养基均为优化后得到的最优条件, 用三组数据

平均值来表示优化后发酵上清液的酶活力。测得优

化后发酵上清液酶活力 R1=15.21 U/mL, 接近预测值, 

表明优化得到的发酵条件可信。发酵后的酶活力是

未优化前的 1.5 倍, 优化后的培养基提高了 Bacillus 

sp. Car19 的产酶量。 

 
表 8  回归方程方差分析 
Tab. 8  Analysis of variance by regression equation 

方差来源 总偏差平方和 自由度 平均偏差平方和 F值 Prob>F 

模型 265.17 9 29.46 5.33 0.0401 a 

X1 54.65 1 54.65 9.88 0.0256 a 

X7 57.08 1 57.08 10.32 0.0237 a 

X8 65.44 1 65.44 11.83 0.0184 a 

X1X7 0.24 1 0.24 0.043 0.8448 

X1X8 24.60 1 24.60 4.45 0.0487 a 

X7X8 8.07 1 8.07 1.46 0.2812 

X1
2 15.17 1 15.17 2.74 0.1586 

X7
2 16.94 1 16.94 3.06 0.1405 

X8
2 31.04 1 31.04 5.61 0.0440 a 

误差项 27.66 5 5.53   

失拟项 20.47 3 6.82 1.90 0.3630 

纯误差 7.18 2 3.59   

所有项 292.83 14    

注: a代表 0.01<P<0.05, 具有显著性 

 

图 4  NaCl浓度和培养温度影响 Bacillus sp. Car19产卡拉胶酶绘制的响应曲面及等高线图 

Fig. 4  Response surface and contour plot of NaCl concentration and temperature influence on Bacillus sp. Car19 carrageenase 
production  
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图 5  Cu2+浓度和培养温度影响 Bacillus sp. Car19产卡拉胶酶绘制的响应曲面及等高线图 

Fig. 5  Response surface and contour plot of Cu2+ concentration and temperature influence Bacillus sp. Car19 carrageenase pro-
duction 

 

图 6  NaCl浓度和 Cu2+浓度影响 Bacillus sp. Car19产卡拉胶酶绘制的响应曲面及等高线图 

Fig. 6  Response surface and contour plot of NaCl concentration and Cu2+ concentration influence on Bacillus sp. Car19 carra-
geenase production 

 

3  讨论 

自从 1966年首次在海洋微生物中发现能分泌卡

拉胶酶的假单胞菌 Pseudomonas carrageenovora[21] 

以来, 已发现多种属的海洋微生物能产生卡拉胶酶, 

如噬纤维菌属、假单胞菌属、别单胞菌属、弧菌属

等 [22], 这些细菌多分离自海藻表面或以海藻为食的

软体动物, 且多为热不稳定酶。本文研究的产酶菌株

分离自印度尼西亚卡利安达岛东海岸的热泉群

(5°44′46″N, 105°35′12″E), 热泉水温可达 50~97℃[1], 

周边毗邻大型海藻床, 经鉴定该菌属于 Bacillus 属, 

与胡秋实等 [23]发现的产卡拉胶酶菌株一致, 但前者

为 λ-卡拉胶降解菌, 而本研究中的菌株为 κ-卡拉胶降

解菌, 目前有关热泉菌产卡拉胶酶的报道尚不多见。 

培养条件的优化在微生物代谢产物的研究中起

着重要的作用, 与传统的单次单因子法和正交实验

相比, 响应面法实验次数少、周期短, 不仅能够评价

各因素对生物过程的影响, 并且还能体现各因素之

间的交互作用得到最佳条件, 是优化培养条件的有

效方法[24]。为了提高 Bacillus sp. Car19产卡拉胶酶

的能力, 本文采用响应面法对其培养条件经行了优

化, 发现影响 Bacillus sp. Car19 产卡拉胶酶的三个

主要因素分别为培养温度、NaCl浓度和 Cu2+浓度。

培养温度是微生物生长和代谢的关键因素 , 由于

Bacillus sp. Car19来源于热泉, 因此较高的培养温度

也与其生长环境相一致, 较高的培养温度不仅能够

缩短培养周期 , 而且也可有效的避免杂菌的生长 ; 

李俊等[19]对 HC4 菌株产卡拉胶酶条件优化时发现, 

NaCl浓度对其产卡拉胶酶能力有较大影响, 且 NaCl

的最适浓度在 20 g/L左右, 而本研究中 NaCl浓度达

到 37.03g/L, 比普通海水的浓度略高; 至于 Cu2+浓度

对产酶能力的影响机制目前尚不清楚, 有待今后结

合热泉样品的组成成分进行综合分析。 

经过优化后, 发酵上清液的酶活力达到15.21 U /mL, 
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比优化前提高了 1.5倍, 加之 Bacillus sp. Car19所产

的卡拉胶酶作用温度高, 在后续制备产物的过程中

杂菌很难生存 , 能减少杂菌代谢物对产物的污染 , 

同时减少物质的贴壁效应, 使得收集卡拉胶寡糖相

对容易, 因而具有一定的应用潜力。 
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Abstract: In this study, we identified a high-yield κ-carrageenase bacteria strain by its 16S rDNA sequence and 

optimized the fermentation conditions using a response surface methodology. The results show that the hot-spring 

bacterium was 99% identical to Bacillus sp. and therefore we assigned it to the Bacillus genus and named it Bacillus 

sp. Car19 (GenBank accession number: KT865196). The optimized fermentation conditions of Bacillus sp. Car19 

involve nine factors that affect Bacillus sp. Car19 carrageenase production, and the three main factors are culture 

temperature, Cu2+ concentration, and NaCl concentration. Combined with subordinate factors, the final optimized 

fermentation conditions for maximal activity, as determined by regression analysis are as follows: a culture temper-

ature of 52.31℃, a Cu2+ concentration of 6.93 mmol/L, an NaCl concentration of 37.03 g/L, medium pH = 6, 1% 

inoculation quantity, 36 h incubation time, a galactose concentration of 0.3 g/L, an ammonium nitrate concentration 

of 7 g/L, and a carrageenan concentration of 0.5 g/L. The supernatant carrageenase activity after optimized fermen-

tation can reach 15.82 U/mL, which is 1.5 times that without optimization. 
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