
第３５卷　第１期 应 用 海 洋 学 学 报 Ｖｏｌ３５，Ｎｏ１

　２０１６年２月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＯｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ Ｆｅｂ，２０１５

Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２琼脂酶的分离纯化
及其酶学性质

黄能平，阮灵伟，施　泓

　收稿日期：２０１５０４０１

　基金项目：海洋公益性行业科研专项经费资助项目（２０１１０５０２７）

　作者简介：黄能平（１９８６～），男，硕士研究生；Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｎｅｎｇｐｉｎｇ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　通讯作者：阮灵伟（１９８１～），男，博士，副研究员；Ｅｍａｉｌ：ｒｕａｎｌｉｎｇｗｅｉ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

（国家海洋局第三海洋研究所，福建 厦门 ３６１００５）

摘要：琼胶酶是一类能够降解琼脂糖生成琼胶寡糖的酶类，具有广泛的应用范围．从海洋性高产琼
胶酶菌株Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２的发酵液经硫酸铵沉淀，ＤＥＡＥ琼脂糖离子层析，分离纯化获得
了一个分子量约为７０ＫＤａ的琼胶酶ＡｇａＢ．经过酶学性质分析，它的最适 ｐＨ值为７０，最适温度为
４０℃，在最适温度下能够保持较好的稳定性．进一步的分析表明，ＭｇＳＯ４和 βＭｅ对该酶有明显的
促进作用，而ＣａＣｌ２、ＭｎＣｌ２、ＺｎＣｌ２、ＣｏＣｌ２、ＦｅＣｌ３、ＣｕＳＯ４等则会强烈抑制它的活性．此外，通过产物分
析表明，该酶能够通过内切作用将琼脂糖最终降解成６糖和４糖．ＡｇａＢ的分离纯化及其酶学性质
分析为其工业应用奠定了基础．
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　　琼胶是一种为人所熟知的海洋性多糖，在食品
添加剂和微生物培养基中经常可以见到．它是红藻
门江蓠属和石花菜属等藻类植物细胞壁的重要组成

成分［１］．琼胶主要是由βＤ半乳糖和３，６*醚Ｌ半
乳糖通过β１，４糖苷键和α１，３糖苷键相互交联而
成．琼胶酶是一类能够水解琼脂糖的酶类．根据水解
方式的不同，可以分为 α琼胶酶和 β琼胶酶．α琼
胶酶可以破坏琼脂糖的 α１，３糖苷键生成琼胶寡
糖，而 β琼胶酶可以降解琼脂糖的 β１，４糖苷键，
生成新琼胶寡糖．据报道，琼胶寡糖具有抗炎、抗氧
化的作用，而新琼胶寡糖具有美白保湿以及益生元

的功效［２５］．此外，琼胶酶还被广泛应用于回收 ＤＮＡ
和制备藻类原生质体等方面［６７］．

许多微生物都能够分泌琼胶酶，如 Ｖｉｂｒｉｏｓｐ．、
Ｔｈａｌａｓｓｏｍｏｎａｓｓｐ．、Ａｇａｒｉｖｏｒａｎｓｓｐ．、Ｃｙｔｏｐｈａｇａｓｐ．、
Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．、
Ｈａｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．等属的微生物均有
报道可以产琼胶酶［８１１］．这些微生物的生境十分多
样，如：淡水里、大洋底部淤泥、海藻表面、一些海洋

软体动物胃肠道内等［８］．本实验室从厦门市大嶝岛

鲍鱼养殖场的鲍鱼胃肠道内筛选获得一株琼胶酶高

产菌株Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２．本研究进一步对该
菌的琼胶酶进行了分离纯化，并对其相应的酶学性

质进行了初步的研究．

１　材料与方法
１．１　菌株

Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２由本实验室从厦门大
嶝岛鲍鱼养殖场的鲍鱼胃肠道内分离得到，１５％甘
油－７５℃保存．
１．２　培养基与培养方法
１．２１培养基　２２１６Ｅ培养基：２０％氯化钠（质量
占比，下同），０３％六水氯化镁，０６％七水硫酸镁，
０１％硫酸铵，００２％碳酸氢钠，００３％二水氯化钙，
００５％氯化钾，００４２％磷酸二氢钾，０００５％溴化
钠，０００２％六水氯化硒，０００１％柠檬酸铵铁，０１％
酵母粉和０５％蛋白胨，ｐＨ值为７６．固体培养基另
外添加０６％琼胶粉．

改良２２１６Ｅ培养基：２２％氯化钠，０３６％六水
氯化镁，０７６％七水硫酸镁，００３％二水氯化钙，
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００５％氯化钾，００４２％磷酸二氢钾，０００５％溴化
钠，０００２％六水氯化硒，０００１％柠檬酸铵铁，
１３３％蛋白胨，ｐＨ值为８２７．
１．２２培养方法　挑取冻存的 Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．
ＳＪＰ９２于 ２２１６Ｅ培养基中，３２℃下 ２００ｒ／ｍｉｎ培养
１２ｈ．取部分菌液用含０６％琼胶粉的２２１６Ｅ固体
培养基包埋，３２℃静置培养２４ｈ，制备单菌落．挑取
单菌落于２２１６Ｅ培养基中，３２℃下２００ｒ／ｍｉｎ培养
１２ｈ，即为种子液．以１％的量将种子液加到改良的
２２１６Ｅ培养基中（含 ０２％琼胶），在 ３２℃下 ２００
ｒ／ｍｉｎ发酵培养３６ｈ，即为发酵液．
１．３　琼胶酶酶活的测定

琼胶酶酶活测定方法参考 ＤＮＳ法［１２］．取 １０
ｎｍ３酶液与３９０ｎｍ３含 ０２％琼脂糖的 ＰＢＳ（ｐＨ值
为７０）混合，作为标准反应体系．将混合液在４０℃
水浴３０ｍｉｎ，添加４００ｎｍ３ＤＮＳ试剂，沸水浴处理１０
ｍｉｎ，在５４０ｎｍ波长下测定反应产物的吸光值．
１．４　琼胶酶分离纯化

琼胶酶的分离纯化均在０～４℃条件下进行．将
Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２的发酵液１３０００ｒ／ｍｉｎ离心
收集上清．往发酵上清中加入固体硫酸铵粉末至饱
和度为４０％，静置２ｈ．１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收
集上清．在上清中继续添加固体硫酸铵粉末至饱和
度为８０％，静置过夜，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ．将
沉淀用２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值为７８的 Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓
冲液透析，即为粗酶液．将用２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值为
７８的Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓冲液平衡好的 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ
ＦａｓｔＦｌｏｗ填料加入粗酶液中，颠倒混匀 １ｈ，３０００
ｒ／ｍｉｎ离心，沉淀用少量的 ２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值为
７８的 Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓冲液混匀成胶浆装柱．用 ２０
ｍｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值为７８的Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓冲液配置浓
度为０．０～０３ｍｏｌ／ｄｍ３的ＮａＣｌ洗脱缓冲液线性梯
度洗脱，洗脱速度为１４７ｃｍ３／ｍｉｎ，每管收集５ｃｍ３．
按琼胶酶酶活的测定方法测定各管收集液的琼胶酶

酶活，并绘制酶活曲线．
根据酶活曲线，将具有琼胶酶酶活的各管收集

液合并，置于滤膜孔径为３ＫＤａ的超滤管中６０００
ｒ／ｍｉｎ离心浓缩，即为纯化的琼胶酶．
１．５　蛋白质电泳与酶活染色

将蛋白质样品与蛋白上样缓冲液［组份为２５０
ｍｍｏｌ／ｄｍ３Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ值为 ６８），１０％ＳＤＳ，
０５％溴酚蓝，５０％甘油］混匀后，在４％的浓缩胶和
８％的分离胶上恒压电泳（浓缩胶１００Ｖ，分离胶１６０
Ｖ），同样的蛋白质样品分别上两个不同的上样孔．
待溴酚蓝跑至凝胶末端结束电泳，取出凝胶，一条泳

道放于考马斯亮蓝溶液（考马斯亮蓝 Ｒ２５０，甲醇
４５％，冰醋酸１０％，双蒸水４５％）中染色３０ｍｉｎ，然
后在脱色液（１２５％异丙醇和１０％醋酸的水溶液）
中脱色；另一条泳道的凝胶放在ＰＢＳ（ｐＨ值为７０）
中漂洗３次，每次１０ｍｉｎ．将凝胶贴于１５％的琼脂
糖凝胶上，４０℃反应２ｈ．揭去凝胶，滴加卢戈氏碘液
（５％碘与１０％碘化钾的水溶液）至条带显色．
１．６　蛋白质质谱分析

根据酶活染色的结果，切取目标蛋白质条带，由

广州辉俊生物科技有限公司完成质谱分析．
１．７　酶学性质分析
１．７１　ｐＨ值　分别用 ２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３的 ＮａＡｃ·
ＨＡｃ缓冲液（ｐＨ值为 ４５～５５），Ｎａ２ＨＰＯ４·
ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液（ｐＨ值为６０～７５），Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓
冲液（ｐＨ值为８０～９０）代替标准反应体系中的
ＰＢＳ，按琼胶酶酶活的测定方法测定纯化的琼胶酶
酶活，以各点中酶活力最高的值为对照，绘制 ｐＨ
值酶活曲线．
１．７２　温度　根据标准反应体系制备琼胶酶反应
混合液，分别置于３０～７５℃温度下，反应３０ｍｉｎ，按
琼胶酶酶活的测定方法测定纯化的琼胶酶酶活，以

各点中酶活力最高的值为对照，从而绘制了温度酶
活曲线．
１．７３　热稳定性　将琼胶酶酶液分别置于４０、４５、
５０℃温浴２５ｈ，其间每隔３０ｍｉｎ分别取样，随后用
标准反应体系检测所取样品的琼胶酶酶活，以各点

中酶活力最高的值为对照，绘制温度稳定性曲线．
１．７４　化学试剂对琼脂酶酶活的影响　分别在标准
反应体系中加入相应浓度的化学试剂（表１），按琼胶
酶酶活的测定方法测定琼胶酶酶活．以不添加任何额
外试剂的反应体系为对照，计算酶活变化的百分比．

表１　各种化学试剂对琼胶酶ＡｇａＢ活性的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｒｅａｇｅｎｔｓｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｇａＢ

化学试剂 浓度／ｍｍｏｌ·ｄｍ－３ 相对酶活±ＳＤ／％

  １００±３４５

ＮａＣｌ １０ １０９２９±１２７

ＫＣｌ １０ １０６５７±２９７

ＭｇＳＯ４ ３ １２７３８±２９８

１０ １３５３９±０６５

ＣａＣｌ２ ３ ７０３５±１２１

ＭｎＣｌ２ ３ ２３２９±３７９

ＺｎＣｌ２ ３ １００±０８８

１０ １１６±０８６

ＣｕＳＯ４ ３ ２９７±０３５
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续表１

化学试剂 浓度／ｍｍｏｌ·ｄｍ－３ 相对酶活±ＳＤ／％

ＦｅＣｌ３ ３ ６９３±０２３

ＣｏＣｌ２ ３ ３９３２±３６５

（ＮＨ４）２ＳＯ４ ３ ９１５９±２５９

βＭｅ ３ １１９０３±０７９

１０ １５６７１±２２４

ＥＤＴＡ ３ １１４９１±１３０

ＳＤＳ ３ ９７７７±１５４

Ｕｒｅａ ３ １０１０９±３１６

１０ ９６３９±４１３

１．７５　产物分析　配制含０３％琼脂糖的ＰＢＳ（ｐＨ
值为７０），按３９∶１（ｖ∶ｖ）与琼胶酶酶液混匀，４０℃温
浴．在０～１２ｈ内分别取样，反应完毕后，４℃保存．
分别取５ｎｍ３反应物点在硅胶板上（Ｍｅｒｃｋ，Ｄａｒｍｓ
ｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ），吹干后，展层１ｈ［展层剂为氯仿∶
甲醇∶冰乙酸（２∶２∶１，ｖ∶ｖ∶ｖ）］，均匀喷雾乙醇硫酸
混合液（９∶１，ｖ∶ｖ），９５℃烘箱显色．

２　结果与讨论
２．１　琼胶酶的分离纯化

Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２发酵液在经过４５％ ～
８５％的硫酸铵沉淀，ＤＥＡＥ琼脂糖离子层析后，得到
了数十管收集液，通过酶活测定，绘制了它们的酶活

曲线（图 １）．从中挑取活性较高的数管（３４～４４
管），浓缩后，我们获得了琼胶酶ＡｇａＢ（图２）．从图２
中的泳道１可看出 ＡｇａＢ的纯度在９０％以上，其分
子量大小为约为７０ＫＤａ，由于它将琼脂糖降解，在
泳道２对应位置上形成一个清晰的条带．

图１　琼胶酶ＡｇａＢ经ＤＥＡＥ琼脂糖离子层析的的酶活曲线
Ｆｉｇ．１　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡｇａＢｆｒｏｍＦｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ＳＪＰ９２

ｂｙＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅｆａｓｔｆｌｏｗ

图２　琼胶酶ＡｇａＢＳＤＳＰＡＧＥ与酶活染色
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄｇｅｌａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｏｆＡｇａＢ

１：纯化的ＡｇａＢ；２：ＡｇａＢ酶活染色

２．２　质谱鉴定
根据纯化获得的 ＡｇａＢ酶活染色的结果，我们

切取了目的蛋白，并进行了质谱鉴定．经 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＴＯＦ质谱及ＭＡＳＣＯＴ检索数据库搜索鉴定，其
与Ｆｌａｍｍｅｒｏｖｉｒｇａｐａｃｉｆｉｃａ菌株 ＷＰＡＧＡ１的 β琼胶
酶ＡｇａＰ２０４９的同源性最高，蛋白分数达到３０８（阈
值为５９）．
２．３　酶学性质分析
２．３１　ｐＨ值　分别用 ２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３的 ＮａＡｃ·
ＨＡｃ缓冲液（ｐＨ值为 ４５～５５），Ｎａ２ＨＰＯ４·
ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液（ｐＨ值为６０～７５），Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓
冲液（ｐＨ值为８０～９０）代替标准反应体系中的磷
酸缓冲液来分析 ｐＨ值对琼胶酶 ＡｇａＢ酶活力的影
响．由图３可见，ＡｇａＢ在 ｐＨ值为４５～９．０区间均
有活性，ｐＨ值中性区间是它酶活力较大的区间，且
在ｐＨ值为７０时，酶活力最高．
２．３２　温度　根据标准反应体系制备的琼脂酶反
应混合液，分别置于３０～７５℃温度下反应来分析温
度对ＡｇａＢ琼胶酶活性的影响．从图４可知，琼胶酶
ＡｇａＢ在３５～６５℃区间均有活性，４０～５０℃是它活
性较大的区间，其最适温度为４０℃．
２．３３　热稳定性　为了分析 ＡｇａＢ的热稳定性，先
分别将其置于４０、４５、５０℃温浴２５ｈ，其间每隔３０
ｍｉｎ分别取样，测定酶活．由图５可知 ＡｇａＢ在最适
温度４０℃下最为稳定，温浴１５０ｍｉｎ后仍可以保持
９５％以上的酶活．但在４５℃和５０℃下，酶活则损失
３６％和６２％．
２．３４　化学试剂对琼胶酶活力的影响　为了了解
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图３　ｐＨ值对琼胶酶ＡｇａＢ活性的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｇａＢ

图４　温度对琼胶酶ＡｇａＢ活性的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｇａＢ

图５　琼胶酶ＡｇａＢ的温度稳定性
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＡｇａＢ

化学试剂对 ＡｇａＢ琼胶酶活力的影响，分别在标准
反应体系中加入相应浓度的化学试剂．由表１可知，

ＭｇＳＯ４与βＭｅ对琼胶酶 ＡｇａＢ的酶活均有较大的
促进作用．ＣａＣｌ２、ＭｎＣｌ２、ＺｎＣｌ２、ＣｏＣｌ２、ＦｅＣｌ３、ＣｕＳＯ４
和（ＮＨ４）２ＳＯ４对琼胶酶 ＡｇａＢ的酶活均有抑制作
用，其中ＺｎＣｌ２、ＦｅＣｌ３和ＣｕＳＯ４几乎使得 ＡｇａＢ失去
了活性．其余的化学试剂对琼胶酶 ＡｇａＢ没有明显
影响．
２．３５　产物分析　由图６可知，在最初的阶段，琼
胶酶ＡｇａＢ将琼脂糖降解成１０糖、８糖、６糖和４糖
等一系列分子量大小不等的寡糖，随着时间延长，１０
糖和８糖逐渐被降解，当反应时间达 ３０ｍｉｎ时，
ＡｇａＢ已将琼脂糖完全降解为６糖和４糖．这样的降
解模式说明 ＡｇａＢ是一种内切酶，它降解的最终产
物是６糖和４糖．

图６　ＴＬＣ法分析琼胶酶ＡｇａＢ水解琼脂糖的产物
Ｆｉｇ．６　ＴＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆａｇａｒｏｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙＡｇａＢ

ＤＰ４：琼脂４糖；ＤＰ６：琼脂６糖；ＤＰ８：琼脂８糖

２．４　讨论
琼胶酶由于能够降解琼脂糖，因而被用于回收

ＤＮＡ，制备藻类原生质体以及琼胶寡糖．到目前为
止，有许多种琼胶酶在多种生境中被发现并被分离

出来．
本研究从一株高产琼胶酶菌株（Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａ

ｓｐ．ＳＪＰ９２）的发酵液中纯化到一种琼胶酶（ＡｇａＢ），
生化性质分析显示该酶最适ｐＨ值为７０，最适温度
４０℃，其在最适温度下稳定性也最好．根据目前已有
的报道，琼胶酶的最适温度一般在３０～４５℃，个别
的能达到５５℃；而它们的最适ｐＨ值一般在６～８这
样的中性区间，但也有个别的达到５５或者９．０这
样的偏酸或偏碱的值［８，１３］．本研究中的琼胶酶在这
些性质方面与已报道的一些琼胶酶很相似［１４１６］．

除了外界温度与 ｐＨ值外，琼胶酶也受到环境
中金属离子与化学试剂的影响．海水中富含 Ｎａ＋、
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Ｋ＋和Ｍｇ２＋，本研究中 ＡｇａＢ和一些琼胶酶类似，它
的活性在这３种离子存在的情况下有所提高，尤其
以Ｍｇ２＋的促进作用最为明显［１３，１７］．许多化学试剂
如ＣａＣｌ２、ＭｎＣｌ２、ＺｎＣｌ２、ＣｏＣｌ２、ＦｅＣｌ３、ＣｕＳＯ４等会强
烈抑制该酶的活性，这可能与重金属离子会和酶的

一些蛋白质残基相互作用有关［１８］．与许多琼胶酶相
似，βＭｅ也能够显著地增高 ＡｇａＢ的活性，很有可
能是该酶碳水化合物结构域中的半胱氨酸在催化作

用时起了很大作用［１９］．此外，通过对ＡｇａＢ降解产物
的分析表明，ＡｇａＢ在最初阶段将琼脂糖降解成１０
糖、８糖、６糖和４糖等分子量大小不等的寡糖，随着
时间延长，最终降解产物只剩下６糖和４糖．这样的

降解模式说明ＡｇａＢ是一种内切酶．

３　结论
综上所述，我们以一株从鲍鱼胃肠道内筛到的

Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａ属高产琼胶酶菌株（Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．
ＳＪＰ９２）为发酵菌株，通过发酵培养，硫酸铵沉淀，
ＤＥＡＥ琼脂糖离子层析从该菌株的发酵液中纯化到
了一种琼胶酶 ＡｇａＢ．进一步通过质谱分析鉴定，确
定该酶是一种琼胶酶，并初步分析了该酶在 ｐＨ、温
度、热稳定性、化学试剂的影响以及酶解产物等相关

方面的酶学性质．该酶的分离纯化工艺及其相关酶
学性质分析将为其进一步的工业应用奠定基础．
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