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富含古罗糖醛酸的褐藻多糖生产菌株的构建

胡 斌,韩 峰,林育姿,宫倩红,于文功

(中国海洋大学 医药学院 教育部海洋药物重点实验室, 山东 青岛 266003)

摘要: 为获得古罗糖醛酸( Guluronate)含量高的细菌胞外褐藻多糖 ,利用 PCR 从海洋细菌 Pseudomonas sp.

QDA 中克隆了其甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶基因 ( algG) , 连接入质粒 pMF 54Km, 构建了重组表达载体

pMF54 Km algG。利用三亲接合法将 pMF54 Km algG 转入菌株 QDA 中, 获得 algG 过量表达重组菌株

QDA G。1H NMR 测定结果表明, QDA G 所产的褐藻多糖中 D 甘露糖醛酸( M )与它的 C 5 差向异构体

L 古罗糖醛酸( G)的比值为 0. 38, G 的质量分数达到 74. 2% , 比野生菌株 QDA 提高了 26. 4%。且重组菌株

遗传稳定性良好,连续传代 20 代后, M / G的比值无明显变化。
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褐藻多糖是由 D 甘露糖醛酸( Mannuronate,

M)和它的 C 5差向异构体 L 古罗糖醛酸( Gulur

onate, G)两种单体组成的线性聚合物。褐藻多糖中

M 与 G的存在形式可能有 3种:聚甘露糖醛酸片段

( po ly mannuronate, PM )、聚古罗糖醛酸片段( po ly

gulur onate, PG)和甘露糖醛酸 古罗糖醛酸混合嵌段

( MG block)
[ 1]
。褐藻多糖及其低聚糖已广泛应用于

食品、制药、化工等多个领域, 具有广阔的应用前景。

褐藻多糖和寡糖分子中的 M/ G比决定其生物活性,

如富含 M 的褐藻多糖和寡糖具有抗肿瘤、免疫调节

等作用
[ 2~ 4]

,而富含 G的褐藻多糖具有抗艾滋病等

重要药用价值
[ 5]
。许多假单胞菌属和固氮菌属的细

菌能够产生胞外褐藻多糖
[ 6, 7]

, 并且其生物合成途径

已经非常明确: 首先在生物体内合成的是聚甘露糖

醛酸段,在甘露糖醛酸 C 5差向异构酶[ 8~ 11] ( AlgG)

作用下部分甘露糖醛酸转变为古罗糖醛酸[ 1, 12]。因

此 AlgG 是决定褐藻多糖结构的一种关键酶,近年来

已成为研究与开发的热点。通过基因工程技术改造

褐藻多糖生产菌株的生物合成途径, 或者直接利用

此酶,就可获得不同结构的褐藻多糖。

作者以 1株产生胞外褐藻多糖的无病原性的海

洋细菌 Pseudomonas sp. QDA[ 13 ] 为材料, 利用

DNA 重组技术构建了甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶

基因 algG 过量表达的工程菌株 QDA G, 以期获得

高 G含量的细菌胞外褐藻多糖。

1 材料与方法

1. 1 菌株、质粒及培养条件

Pseudomonas sp. QDA 是本实验室从海水中分

离到的产生褐藻多糖的菌株,无病原性; Escher ichia

col i DH5 购自 Gibco BRL; E . coli HB101(含辅助

质粒 pRK2013)和质粒 pMF54
[ 11]
由 Ohman 教授惠

赠。常规的细菌培养用 LB 培养基(每升含 10 g 蛋

白胨、5 g 酵母提取物、10 g 氯化钠)。制备褐藻多糖

时采用 MAP 培养基 ( 100 mmol/ L Na2 C5H 7O 4N,

7. 5 mmol/ L NaH 2PO4 , 16. 8 mmol/ L K 2H PO 4 ,

10 mmol/ L MgSO4 )。必要时在培养基中加入合适

的抗生素: 卡那霉素( KAN ) , 30 mg / L 用于大肠杆

菌, 300 mg/ L 用于假单胞菌。

1. 2 pMF36 Kan algG 载体的构建

将来源于质粒 pET 24a( + )的 K an抗性基因重

组于 pMF54 质粒, 获得 pMF54Km 载体。根据

GenBank中 P seudomonas sp. QDA 的 algG 序列,

设计用于表达 algG 基因的特异性引物,序列如下:

algG1: 5 ( N co  ) CAT GCCAT GGATGAAC
CTT CAC CCGCA 3 ;

algG2: 5 ( H ind ! ) CCCAAGCTT AAGCT

T ATCGA T CATT TCGGT C 3 。

以 P seudomonas sp. QDA 基因组 DNA 为模板

和 algG1/ algG2为引物进行 PCR。产物用 N co  /
H ind !双酶切, 琼脂糖凝胶电泳, 回收大小为 1. 6

kb的目的片段,与同样双酶切的 pMF54 Km 载体连
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接,构建成质粒 pMF54 Km algG。测序检测序列正

确性。

1. 3 质粒 pMF54 Km algG 的转化

转化采用三亲接合的方法
[ 14]

, 供体菌为含有

pMF54 Km algG 质粒的 E. col i DH5 , 受体菌为

Pseudomonas sp. QDA,辅助菌为 E. coli HB101(含

辅助质粒 pRK2013)。将滤膜上的细菌洗脱、稀释

后,涂布于含有卡那霉素的假单胞菌分离培养基

( Pseudomonas Iso lat ion A gar, PIA )平板, 于 25 ∀

培养 24 h。挑取单克隆进行 PCR验证。

1. 4 algG 基因的诱导表达及表达产物的

SDS PAGE 检测

将阳性 QDA G 菌株培养至 600 nm 吸光值为

0. 5, 加入 IPT G诱导, 终浓度分别为 0. 2, 0. 4, 0. 6,

0. 8, 1 mmol/ L, 继续于 25 ∀ 振荡培养过夜。表达产

物大小采用 SDS PA GE 胶进行检测, 以转入 pMF

54 Km质粒的 QDA 作为阴性对照。

1. 5 细菌胞外褐藻多糖的分离纯化

将细菌划线于含有合适抗生素的 LB 固体平板

上, 25 ∀ 培养 16 h。挑取单克隆于 5 mL 新鲜的液体

LB 中培养至 600 nm 吸光值为 0. 5, 然后按 1 # 100

的比例接种到 400 mL MAP 培养基中, 25 ∀ 培养 48

h。10 000 r/ m in,离心10 m in,去除菌体。上清液加

入同样体积的含 4 mo l/ LNaCl 的 50 mmol/ L 磷酸

盐缓冲液( pH 7. 0) ,然后用 2倍体积的 95%乙醇沉

淀过夜,离心,沉淀再用乙醇洗涤 2 遍。沉淀重新溶

解后,经 phenylHP 疏水柱除去蛋白。溶液旋转蒸发

浓缩至 10 mL, 然后脱盐, 冷冻干燥, - 20 ∀ 保存备

用。

1. 6 核磁共振( NMR)

纯化后的细菌胞外褐藻多糖, 用重水溶解、冻干

重复 3次, 进行核磁1H 谱分析。反应温度: 45 ∀ ; 积

分时间: 20 min。实验所用仪器为日本电子公司生

产的 Jeol JNM ECP600 M 超导核磁共振波谱仪

( 600 MHz)。

1. 7 重组子 QDA G稳定性分析

将 QDA G在含有合适抗生素的 LB 固体平板

上连续传代 20 代。取单克隆按 1. 5 所述步骤分离

纯化胞外多糖, 按 1. 6所述步骤分析其结构,以检测

QDA G产胞外褐藻多糖结构的稳定性。

2 结果

2. 1 pMF36 Kan algG 载体的构建

将 K an抗性基因连接到表达载体 pMF54,构成

pMF54 Km 载体, 以便于筛选。利用 PCR 从 QDA

菌株基因组 DNA 中克隆到甘露糖醛酸 C 5 差向异

构酶基因 algG(图 1) ,并重组于 pMF54 Km ,构建成

alg G基因过量表达载体 pMF54 Km algG(图 2)。

图 1 algG 基因的 PCR产物的琼脂糖电泳图谱

F ig . 1 Electropho resis anlysis o f PCR product of algG gene

1. marker DL2000; 2. QDA 基因组 PCR产物 algG( 1 560 bp) ; 3.阴性

对照

1. marker DL2000; 2. PCR p rodu ct of algG ( 1 560 bp) ; 3. negat ive

com tr ol

图 2 重组质粒 pMF54 Km algG 示意

F ig . 2 Map of the plasmid pMF54 Km algG

2. 2 algG 基因在 QDA 菌株中的表达

用三亲接合的方法将 pMF54 Km algG质粒转化

到 QDA 菌株中,利用含有卡那霉素的平板和 PCR筛

选得到阳性重组子,其一命名为 QDA G。通过不同浓

度的 IPTG诱导,菌体总蛋白进行 SDS PAGE电泳,结

果如图 3所示。含有质粒 pMF54 Km algGP 的菌体

出现55 ku的特异性目的带,说明转化入细菌体内的
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质粒 pMF 54Km algG在 IPT G诱导下, 能够使algG

基因过量表达。当 IPT G浓度为 0. 4 mmol/ L 时,就

能得到较高的表达量。

图 3 QDA 及 QDA G 菌株中重组 alg G 表达量的 PAGE 电

泳图谱

Fig . 3 PAGE analysis of expression of algG gene in QDA and

QDA G

0.无 IPT G诱导的 QDA 细胞裂解液; 1~ 5. 分别用 0. 2, 0. 4, 0. 6,

0. 8, 1 mmol/ L IPT G诱导 6 h后的 QDA G 细胞裂解液; m .标准蛋白

质 M ark er

0. Whole cell l ysate of QDA w ithout IPTG indu cer; 1~ 5. Whole cell

l ysate of QDA G w ith 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1 mmol/ L IPT G inducers;

m . pr otein molecular m ark er

2. 3 QDA G 胞外褐藻多糖结构的核磁分析

提取了菌株 QDA 和 QDA G 的胞外褐藻多糖,

纯化后用重水溶解、冻干重复 3 次, 进行核磁
1
H 谱

分析。结果表明, 由野生菌 QDA (图 4A )提取的胞

外褐藻多糖在化学位移为 4. 6 ppm 处出现了甘露糖

醛酸( M ) 1位 H 的吸收峰, 同时在低场区化学位移

为 5. 0 ppm 位置附近处出现了古罗糖醛酸( G) 1位

H 的吸收峰,从而证明 QDA 所产的褐藻多糖中同时

含有 M 和 G。根据峰面积积分值计算,该菌株所产

的褐藻多糖中 M/ G的比值为 1. 09, G 的质量分数达

到47. 8%。突变株 QDA G(图 4B)所产的胞外褐藻

多糖在化学位移为 4. 6 ppm 处出现了甘露糖醛酸

( M) 1位 H 的吸收峰,同时在低场区化学位移为 5. 0

ppm 位置附近处出现了古罗糖醛酸( G) 1 位 H 的吸

收峰,从而证明 QDA G所产的褐藻多糖中同时含有

M 和 G。根据峰面积积分值计算, 该菌株所产的褐

藻多糖中 M / G 的比值为 0. 38, G 的质量分数达到

74. 2%,比野生菌株 QDA提高了 26. 4%。

图 4 细菌胞外褐藻多糖的1H 核磁图谱

Fig. 4 1H NMR spectrum of a lg inat e f rom bacteria

A. 野生菌株 QDA 来源的褐藻多糖; B. 突变菌株 QDA G 来源

的褐藻多糖

A. alginate f rom wild QDA; B. alginate fr om QDA G

2. 4 QDA G 产胞外褐藻多糖结构稳定性分析

QDA G菌株稳定性良好, 连续传代 20 代后,

M / G的比值无明显变化, 均保持在 0. 4 左右(数据

未给出)。

3 讨论

褐藻多糖是褐藻细胞壁间的主要填充物质, 采

用稀酸提取法进行的研究表明, 褐藻的种类不同, 褐

藻多糖的 M/ G 的比例则不同[ 15] 。Haug 等 [ 16] 的研

究也表明,在同一种褐藻内, 细胞壁间填充物质的主

体是甘露糖醛酸, 细胞壁则主要由古罗糖醛酸或者

甘露糖醛酸与古罗糖醛酸所组成。研究还发现, 褐

藻的种类、生长地点、季节、部位不同, 褐藻酸的含

量、M / G的比例也不同。因此, 不利于特定结构的

褐藻多糖、寡糖的大规模制备与应用。

利用微生物生产褐藻多糖拥有从植物中提取多

糖所不具备的优点: 生产周期短, 不受季节、地域和
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病虫害条件限制, 具有较强的市场竞争力和广阔的

发展前景[ 17] 。但是, 微生物来源的褐藻多糖迄今未

得到开发和利用, 造成了资源的极大浪费。其原因

是已发现的高产褐藻多糖的微生物均为病原微生

物,如目前研究最多的铜绿假单胞菌是机会致病菌,

用来制备褐藻多糖存在安全隐患。作者所采用的产

生胞外褐藻多糖的细菌 P seudomonas sp. QDA 是

本实验室从海水中分离的, 无病原性, 并且已经克隆

了 QDA 的褐藻多糖生物合成操纵元。研究结果表

明 QDA 褐藻多糖的生物合成和调控与铜绿假单胞

菌具有较高的相似性。因此 P seud omonas sp. QDA

具有开发为褐藻多糖工业生产菌株的潜力。

作者从 P seudomonas sp. QDA 中克隆到了甘

露糖醛酸 C 5 差向异构酶基因 algG ,并在 QDA 中

进行了过量表达, 获得了超表达重组菌株 QDA G。

实验结果表明, Q DA G 所产的褐藻多糖中 M / G 的

比值为 0. 38, G 的质量分数达到 74. 2%, 比野生菌

株 QDA 提高了 26. 4%, 且重组菌株稳定性良好, 为

富含 G的褐藻多糖的大规模制备与应用提供了有力

条件。
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Abstract: P seudomonas sp. QDA, w hich w as isolated f rom seaw ater, has the ability of producing ex t racel

lular alginate. In order to obtain the high guluronate containing alginate, C 5 mannuronan epimerase gene

( algG) of P seudomonas sp. QDA was cloned by PCR and ligated in to plasmid pMF54Km. The resulting

plasmid pM F54Km algG was t ransferr ed to QDA by tr iparental mating, and an algG over expressing

st rain, QDA G, was obtained. The results of 1H NMR show ed that the M / G rat io of alg inate f ragments by

QDA G was 0. 38 and the content o f guluronate w as 74. 2% , about 26. 4% higher than that of w ild st rain

QDA. The genetic stability of QDA G was good. No signif icant changes w ere found in M / G rat io of algi

nate fragments of QDA G af ter 20 passages.
(本文编辑: 张培新)


