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［摘要］ 以琼脂为唯一碳源的培养基分离出一株产琼胶酶的海洋菌株 ＡＧ１， １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析显

示， 该菌株为产微球茎菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ） 。 以菌株 ＡＧ１ 的基因组为模板， 使用琼胶酶特异性引物进行

ＰＣＲ 扩增， 将扩增产物克隆至 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体后进行测序。 结果显示， 克隆基因的大小为 １３０２ ｂｐ， 预测编

码含有 ４３３ 个氨基酸残基的蛋白质。 对该蛋白质进行生物信息学分析， 结果表明， 该蛋白质序列与来自耐
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琼胶酶。 该琼胶酶的理论分子质量大小为 ４８􀆰 ２ ｋｕ， 理论等电点为 ５􀆰 ４２。 采用同源建模法建立 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ
ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的三维结构， 富含 β －折叠。
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０　 引言
琼脂是一种存在于江蓠、 石花菜等红藻细胞壁中具有高凝胶强度的多糖， 它由琼脂糖和琼脂胶组

成。 琼脂糖是由 （ １→３ ） － Ｏ － β － Ｄ －半乳糖和 （ １→４） － Ｏ － ３， ６ － 内醚 － α － Ｌ － 半乳糖交替

组成的链状分子。 琼脂胶与琼脂糖有类似的多糖链状结构， 但含有多种取代基， 如硫酸酯、 丙酮酸乙

缩醛、 甲基等［１］。 琼胶酶可催化水解琼脂糖分子内的糖苷键。 基于所催化糖苷键的类型差异， 琼胶

酶可分为 α 琼胶酶和 β 琼胶酶两大类。 α －琼胶酶 （ＥＣ ３． ２． １． １５８） 作用于琼脂糖的 α －１， ３ 糖苷键，
产物是以 ３， ６ － 内醚 － α － Ｌ － 半乳糖为还原性末端的琼寡糖 （Ａｇａｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＡＯｓ）； β － 琼

胶酶 （ＥＣ ３． ２． １． ８１） 作用于琼脂糖的 β －１， ４ 糖苷键， 产物是以 β － Ｄ －半乳糖为还原性末端的新琼

寡糖 （Ｎｅｏａｇａｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ， ＮＡＯｓ） ［２］。 琼胶经琼胶酶降解产生的琼胶低聚糖、 琼胶寡糖表现出

多种化学特性和生理学功能， 如抑菌、 抗氧化、 美白、 保湿、 缓解淀粉氧化等［３ － ７］， 可用于功能性食

品、 医药和化妆品等领域， 具有广阔的应用前景和经济价值。 目前已知琼胶酶的来源相当广泛， 包括

海水、 海底沉积物、 海藻、 淡水和土壤等［８ － １０］。 利用基因工程技术将琼胶酶基因在工业化生产的宿

主细胞中进行高效表达， 可以获得高产量和高纯度的琼胶酶制剂， 具有较高的产业潜力。 本研究对实

验室筛选到的产琼胶酶菌株 ＡＧ１ 的琼胶酶基因进行克隆及生物信息学分析， 为该菌株琼胶酶的酶学

性质、 酶的结构与功能研究奠定了基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

菌株 ＡＧ１ 由本实验室筛选获得； Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 菌株由本实验室保存。
ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体、 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 ｄＮＴＰｓ 和 ＤＮＡ 标准均为 ＴａＫａＲａ 公司产品； Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶为

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司产品； 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司； 柱式质粒 ＤＮＡ 提

取试剂盒和柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒均为生工生物工程 （上海） 股份有限公司产品； 寡核苷酸序列的

合成及核酸序列的测定均委托英潍捷基 （广州） 股份有限公司完成， 其余试剂均为分析纯产品。
１􀆰 ２　 产琼胶酶菌株的筛选

称取适量采自厦门集美红树林的泥土样品， 用无菌过滤海水进行梯度稀释， 涂布于选择培养基

（琼脂 ２０􀆰 ００ ｇ， ＮａＮＯ３ ５􀆰 ００ ｇ， 豆饼粉 ０􀆰 ５０ ｇ， ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０２ ｇ， Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 １０ ｇ， ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ０２ ｇ， 过滤海水 １０００ ｍＬ， ｐＨ ＝７􀆰 ５）， ２２ ℃培养 ５ ｄ。 选取菌落周围具有明显水解圈或凹陷的菌株

进行 ３ 次以上划线纯化培养。 参照 Ｈｏｄｇｓｏｎ 等［１１］ 的方法， 将分离到的菌株平板培养后， 用卢戈氏碘

液染色。 根据菌落的凹陷程度和菌落周围的透明圈， 选择高活性菌株进行进一步研究。
１􀆰 ３　 产琼胶酶菌株的鉴定

提取菌株的基因组 ＤＮＡ， 利用引物 ２７Ｆ （５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′） 和 １４９２Ｒ （５′ －
ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ －３′） 对细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行 ＰＣＲ 扩增， 反应条件为： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ
预变性； ９４ ℃ ４５ ｓ， ５５ ℃ ４５ ｓ， ７２ ℃ ９０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物进行电泳分析，
产物纯化后进行测序分析。 使用 ＧｅｎＢａｎｋ 的 ＢＬＡＳＴ 程序对测得的序列进行同源性搜索， 选取相似性

高的序列， 采用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件的邻接法［１１］ （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 构建系统发育树， 确定菌株的

分类地位。 此外， 菌落形态、 革兰氏染色实验参照 《常见细菌系统鉴定手册》 ［１２］。 利用梅里埃

ＶＩＴＥＫ２ 全自动细菌鉴定仪对菌株进行生理生化鉴定。
１􀆰 ４　 琼胶酶基因的克隆

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ 的琼胶酶基因序列， 合成以下引物， Ｐ１： ５′ －
ＡＧＡＡＡＡＡＴＡＡＣＣＴＣＡＡＴＡＣ －３′， Ｐ２： ５′ － ＣＡＧＣＴＴＣＡＣＡＡＡＧＣＧＧＡＴＴ －３′。 以细菌基因组为模板进行

·２６２·
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ＰＣＲ 扩增， 反应条件为： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ 预变性； ９４ ℃ ４５ ｓ， ５５ ℃ ４５ ｓ， ７２ ℃ ９０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经质量分数 １％琼脂糖凝胶电泳检测后， 凝胶回收目的基因片段。 将回收产物

与 Ｔ 载体进行连接， 转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞。 细胞涂布在含有 １００ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉素的 ＬＢ 固体

培养平板上 （平板上预先涂布 １０ μＬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 和 ５０ μＬ ２０ ｇ ／ Ｌ Ｘ － ｇａｌ）。 从平板挑选白色单菌

落进行菌落 ＰＣＲ， 鉴定重组子， 并经测序鉴定重组质粒中的插入序列。
１􀆰 ５　 基因及其编码产物的生物学信息分析

利用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 程序在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行蛋白质序列的同源性搜索。 利用ＭＥＧＡ ６􀆰 ０［１３］

的邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 构建系统发育树。 利用 ＥｘＰＡＳｙ 的 ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工具进行蛋白质的理化

性质预测。 蛋白质二级结构预测采用 ＮＰＳ 服务器（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ􀆰 ｉｂｃｐ􀆰 ｆｒ ／ ）上的 ＧＯＲ４ 法［１４］ 进

行， 蛋白质的结构域及信号肽分析利用 ＳＭＡＲＴ［１５］ 进行。 利用 ＳＷＩＳＳ － ＭＯＤＥＬ［１６］ 进行蛋白质结构的

三维模建， 采用 ＰｙＭＯＬ 软件显示蛋白质的空间结构。 使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒ Ｓｔｕｄｉｏ 的 ＬｉｂＤｏｃｋ 工具进行酶与底

物的分子对接。

２　 结果

图 1 菌株 AG1 在琼脂平板上的碘液染色结果

Fig.1 Clearance zone of the strain AG1 incubated
on agar plate flooding with the I2 solution

２􀆰 １　 产琼胶酶菌株的筛选

从红树林泥土样品中， 筛选到 １０ 余株具有降解琼胶

能力的海洋细菌， 其中菌株 ＡＧ１ 菌落周围有明显的凹陷，
卢戈氏碘液染色后， 形成很大的透明水解圈 （见图 １）。

图 2 菌株 AG1 与其他相关菌株的系统发育树

Fig.2 Phylogenetic tree of strain AG1 with other related bacteria

２􀆰 ２　 产琼胶酶菌株的鉴定

菌株 ＡＧ１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序后， 得到的序列

长度为 １３９３ ｂｐ。 将该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库的序列进

行相似性比对， 然后挑选相似性高的菌株构建系统发

育树。 结果 （见图 ２） 显示， 菌株 ＡＧ１ 与产微球茎菌

属 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ） 的菌株分布在一个大分支上，
它的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 序 列 与 来 自 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＡＭＢ Ａ９４ （ ＮＲ ＿ ０４０９８９ ）、
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｍａｒｉｎｕｓ ｓｔｒａｉｎ Ｙ２１５（ＮＲ＿１０８５７３）、 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｈａｌｏｐｈｉｌｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＭ ９１１１８（ＮＲ＿０４４３５）、
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Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｃｈｉｔｉｎｉｌｙｔｉｃｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＡＢＡＢＡ ２１２（ＮＲ＿１１２９１８）、 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ ｓｔｒａｉｎ Ｎｉ － ２０８８（ＮＲ＿
０４１０２１）、 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｄｏｎｇｈａｉｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＣＮ８５ （ＮＲ＿０４４４７８）、 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｅｐｉａｌｇｉｃｕｓ ｓｔｒａｉｎ Ｆ － １０４
（ＮＲ＿０４１４９３）、 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｐａｃｉｆｉｃｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＳＰＯ７２９（ＮＲ＿１１５９２８）和 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｇｗａｎｇｙａｎｇｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ
ＧＹ２（ＮＲ＿１１８１５８） 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性分别为 １００％ 、 ９６％ 、 ９６％ 、 ９６％ 、 ９６％ 、 ９６％ 、
９６％ 、 ９６％和 ９５％ ， 因此， 将菌株 ＡＧ１ 归属于产微球茎菌属 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ） 。

该菌株的菌落呈棕色， 表面光滑湿润， 为革兰氏阴性菌。 生理生化鉴定结果表明， 该菌株呈现阳

性反应包括丙氨酸 －苯丙氨酸 －脯氨酸芳胺酶、 Ｌ － 脯氨酸芳胺酶、 酪氨酸芳胺酶和磷酸酶。 阴性反

应包括侧金盏花醇、 吡咯烷基芳胺酶、 Ｌ －阿拉伯醇、 Ｄ －纤维二糖、 β － 半乳糖苷酶、 Ｈ２Ｓ、 β － Ｎ －
乙酰葡萄糖苷酶、 谷氨酰芳胺酶、 Ｄ － 葡萄糖、 γ － 谷氨酰转移酶、 葡萄糖发酵、 β － 葡萄糖苷酶、
Ｄ －麦芽糖、 Ｄ －甘露醇、 Ｄ － 甘露糖、 β － 木糖苷酶、 β － 丙氨酸芳胺酶、 脂酶、 古老糖、 尿素酶、
Ｄ －山梨醇、 蔗糖、 Ｄ －塔格糖、 Ｄ －海藻糖、 柠檬酸盐、 丙二酸盐、 ５ －酮 －葡萄糖苷、 乳酸盐产碱、
α －葡萄糖、 琥珀酸盐产碱、 Ｎ －乙酰 － β －半乳糖氨酶、 α － 半乳糖苷酶、 氨基乙酸芳胺酶、 鸟氨酸

脱羧酶、 赖氨酸脱羧酶、 脱羧酶阴性控制、 组氨酸同化、 β －葡萄糖苷酸酶、 Ｏ１２９ 耐受、 谷氨酸 －甘

氨酸 －精氨酸芳胺酶、 Ｌ －苹果酸盐同化、 二硫代硝基苯甲酸、 Ｌ －乳酸盐同化。
２􀆰 ３　 琼胶酶基因的克隆

以 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 的基因组 ＤＮＡ （见图 ３ａ） 为模板， 利用琼胶酶引物进行 ＰＣＲ 扩增， 琼脂

糖凝胶电泳显示， 扩增产物为大约 １３００ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段 （见图 ３ｂ）。 将该基因克隆入 Ｔ 载体后进行

测序分析， 目的基因大小为 １３０２ ｂｐ。 将该序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ， 获得登录号为 ＫＵ０４９０３１。
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说明：1—DL5000 DNA 标准；2—基因组 DNA；3—DL5000 DNA 标准；4—琼胶酶基因的 PCR 产物。

Notes:1—DL5000 DNA marker；2—Genomic DNA of Microbulbifer sp. AG1；3—DL5000 DNA marker；4—PCR product of agarase gene from
Microbulbifer sp. AG1.

图 3 Microbulbifer sp. AG1 的基因组 DNA 及琼胶酶基因的 PCR 产物

Fig.3 Genomic DNA of Microbulbifer sp. AG1 and PCR product of the agarase gene from Microbulbifer sp.AG1

a）Microbulbifer sp.AG1 基因组 DNA
Genomic DNA of Microbulbifer sp.AG1

b） Microbulbifer sp. AG1 琼胶酶基因的 PCR 产物
PCR product of agarase gene from Microbulbifer sp. AG1

２􀆰 ４　 琼胶酶基因及其编码产物的序列分析

Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶基因 （１３０２ ｂｐ） 预测编码 ４３３ 个氨基酸。 该蛋白质的前 ２０ 个氨基酸

残基预测为信号肽， 预测的切割位点位于 Ａ２０ 和 Ａ２１ 之间。 将该蛋白质序列在 Ｇｅｎｂａｎｋ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ 数据库中进行同源性搜索， 结果显示， 目的基因编码的蛋白质序列与来自 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ
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ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ （ＢＡＤ２９９４７）、 Ｓｉｍｉｄｕｉａ ａｇａｒｉｖｏｒａｎｓ （ＷＰ＿０１５０４８６６１）、 Ｓｉｍｉｄｕｉａ ｓｐ􀆰 ＴＭ － ２ （ＢＡＱ９５４００）、
Ｇｉｌｖｉｍａｒｉｎｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｓ（ＷＰ＿０４９７２１０２８）、 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ａｇａｒｉｌｙｔｉｃｕｓ （ＢＡＥ０６２２８）、 Ｓａｃｃｈａｒｏｐｈａ⁃
ｇｕｓ ｄｅｇｒａｄａｎｓ ２ － ４０ （ＡＡＴ６７０６２） 琼胶酶的序列分别具有 １００％ 、 ６３％ 、 ６２％ 、 ６０％ 、 ６０％和 ５８％的

相似性， 所以该基因预测编码琼胶酶。 将本研究的 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶序列与其他菌株来源的

琼胶酶序列进行比对， 结果如图 ４ 所示。

图 4 Microbulbifer sp.AG1 琼胶酶的氨基酸序列与其他菌株来源的琼胶酶序列的比对

Fig.4 Alignment of the agarase protein sequences from Microbulbifer sp.AG1 with the
agarase sequences from other bacterial strains

２􀆰 ５　 琼胶酶基因编码蛋白质的理化性质

利用 ＥｘＰＡＳｙ 的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析目的基因所编码蛋白质的序列， 结果如下： 氨基酸个数为

４３３， 理论分子质量大小为 ４８􀆰 ２ ｋｕ； 理论等电点为 ５􀆰 ４２， 负电荷残基总数为 ４７ （Ｄ ＋ Ｅ）， 正电荷残

·５６２·
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基总数为 ３７ （Ｒ ＋ Ｋ）； 预测在大肠杆菌细胞内半衰期大于 １０ ｈ， 不稳定指数为 ２４􀆰 ４５， 该蛋白质分类

为稳定蛋白质； 脂溶指数为 ６５􀆰 １０， 亲水性平均指数 （ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ， ＧＲＡＶＹ） 为 －
０􀆰 ５１４。
２􀆰 ６　 琼胶酶的二级结构和结构域

使用 ＮＰＳ 的 ＧＯＲ４ 法在线预测 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的二级结构， α － 螺旋、 β － 折叠和不

规则卷曲分别占 １０􀆰 ３９％ 、 ３０􀆰 ７２％和 ５８􀆰 ８９％ 。 该蛋白质包含一个糖苷水解酶 １６ 家族的结构域和一

个碳水化合物结合模块， 分别位于 ７８ ～ ２８８ 位氨基酸残基和 ３０８ ～ ４３２ 位氨基酸残基。 菌株 ＡＧ１ 的琼

胶酶可能属于糖苷水解酶 １６ 家族。
２􀆰 ７　 琼胶酶的三级结构

说明： α-螺旋显示为红色，β-折叠显示为黄色。可能
的催化活性位点 Glu147、Asp149和 Glu152 被标记。
Notes: α-helix, red; β-sheet, yellow. Model with the putative
catalytic active sites（Glu147、Asp149 and Glu152）labeled.

图 5 Microbulbifer sp. AG1 琼胶酶的三维模建

Fig.5 3D structure modeling of Microbulbifer sp.
AG1 agarase

将 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶进行三维模建， 模板

为来自 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ 的琼胶酶 （ＰＤＢ 登录号

为 ３ｗｚ１）。 模建的残基范围为目的序列中的 ２１ ～ ４３３ 位氨

基酸残基， 在此范围内， 目的序列与模板序列的相似性

为 １００％。 与其他的糖苷水解酶 １６ 家族的琼胶酶［１７ － １８］ 相

似， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的三级结构富含 β 折叠，
整体结构由两个反向平行的 β － 片层组成， 呈 β － 果冻卷

状 （见图 ５）。 通过与模板序列进行比对， Ｇｌｕ１４７、 Ａｓｐ１４９
和 Ｇｌｕ１５２ 组成可能的Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶催化活性

位点［１８］， 整个催化腔为开放的裂隙状 （见图 ５）。

a） 三维结构模型 3D structure modeling b） 二维平面图 Planar graph

说明：琼胶六糖被标记为蓝色；紫色表示参与氢键、静电或极性相互作用的氨基酸；绿色表示参与范德华力作用的氨

基酸；蓝色箭头指配体与氨基酸侧链形成的氢键，箭头指向电子供体。
Notes:Agarase and agarohexaose, agarohexaose was labeled blue；putative catalytic active sites were labeled purple；purple stands for amino
acids involved in hydrogen bonding, electrostatic or polar interaction；green represents amino acids involved in van der Waals force acts；blue
arrow indicated hydrogen bonds formed by ligand side chains and amino acids. The arrow pointing in the direction of electron donor.

图 6 配体-蛋白质相互作用的三维结构模型和二维平面图

Fig.6 3D structure modeling and planar graph of ligand鄄protein interaction

采用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒ Ｓｔｕｄｉｏ 的 ＬｉｂＤｏｃｋ 工具将菌株 ＡＧ１ 的琼

胶酶 ３Ｄ 结构与琼脂六糖 （ＰＤＢ 登录号为 １ＡＧＡ） 进行分

子对接， 得到底物分子与该琼胶酶的相互作用 （见图 ６）。
在 ３Ｄ 对接模型 （见图 ６ａ） 中， 琼脂六糖分子以折叠的

方式进入 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的催化腔中， 并与

位于催化腔中且和催化相关的氨基酸 （Ｇｌｕ１４７、 Ａｓｐ１４９

·６６２·
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和 Ｇｌｕ１５２） 相互接近， 六糖侧链与这几个氨基酸侧链的距离在 ０􀆰 ２３ ｎｍ 以内。 从二维平面图 （见图

６ｂ） 中可以看出， Ｇｌｕ１４７ 和 Ｇｌｕ１５２ 分别位于琼脂糖链的两侧， Ｇｌｕ１５２ 与糖链形成了氢键， 两个残基

都与糖链有极性相互作用， Ａｓｐ１４９ 则与琼脂六糖分子存在着范德华力作用。 Ｐｈｅ６８、 Ｔｒｐ７２、 Ｔｒｐ１３８、
Ｓｅｒ１４４、 Ｔｒｐ２６１ 与琼脂六糖侧链上的基团相互接近， 且具有氢键或极性相互作用， 推测这些氨基酸残

基可能与底物的结合相关。

３　 讨论
琼胶酶在琼胶寡糖制备、 海藻工程、 细菌来源琼胶的代谢研究等方面有着极其重要的作用。 本研

究利用 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已有的 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ ＪＡＭＢ － Ａ９４ 琼胶酶基因序列设计引物， 从

目的菌株的基因组中成功扩增了 １３０２ ｂｐ 的基因片段。 通过蛋白质序列的比对分析， 发现该基因编码

的蛋白质与 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ 的琼胶酶具有较高的相似性。 所以， 本研究克隆的基因预测编

码琼胶酶。
由 ＣＡＺｙ （Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ⁃Ａｃｔｉｖｅ ｅｎＺＹｍｅｓ） 数据库可知， 琼胶酶归属于糖苷水解酶家族 （ＧＨｓ，ＥＣ

３． ２． １ －） 的成员。 根据酶的初级结构可将 ＧＨｓ 分为 １００ 多个家族， 琼胶酶属于 ６ 个家族［３］９２１， 分别

为 ＧＨ －１６、 ＧＨ －５０、 ＧＨ －８６、 ＧＨ －９６、 ＧＨ －１１７ 和 ＧＨ －１１８， 其中 ＧＨ － １６ 家族中琼胶酶数量最

为庞大， 且催化机理的研究也较为透彻。 ＧＨ － １６ 家族的琼胶酶通常包含两个与琼胶水解相关的模

块， 即碳水化合物结合模块和催化糖苷水解模块。 本研究中， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶也包含上述

两个模块。 研究表明， ＧＨ －１６ 家族的 β － 琼胶酶的催化模块主要由 β － 片层组成， β － 片层形成的

β －果冻卷结构内有一个裂隙状的催化腔， 裂隙的两边各存在一个 Ｇｌｕ［１７ － １８］。 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 的

３Ｄ 结构也主要由 β －片层组成， 形成一种卷状结构， Ｇｌｕ１４７ 和 Ｇｌｕ１５２ 位于这种卷状结构的裂隙两

侧。 将菌株 ＡＧ１ 琼胶酶和琼脂六糖分子进行对接， Ｇｌｕ１４７ 和 Ｇｌｕ１５２ 分别位于琼脂六糖分子的两侧，
而且与六糖分子有着极性相互作用。 与 ＧＨ －１６ 家族的催化水解机制［１７］相类似， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１
琼胶酶分子中， Ｇｌｕ１４７ 的羧基可能作为亲核试剂， Ｇｌｕ１５２ 的羧基则可能作为广义的酸 ／碱， 在酶的催

化过程中起重要作用。 但目前关于 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶活性中心起到关键作用的氨基酸， 目前

还只是基于软件的推测， 需要后续的实验进行验证。

４　 结论
本研究从以琼脂为唯一碳源的培养基中分离到一株产琼胶酶的海洋菌株 ＡＧ１， 并通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ

基因序列的测定， 确定该菌为产微球茎菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ） 。 并使用特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增， 从

该菌中获得了编码琼胶酶的基因序列。 该琼胶酶基因的大小为 １３０２ ｂｐ， 预测编码含有 ４３３ 个氨基酸

残基的蛋白质。 采用同源建模法建立 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的三维结构， 其中富含 β － 折叠。
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的克隆及生物信息学分析为该酶的进一步研究打下良好的基础。 在未来的

研究中， 可以进行 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＧ１ 琼胶酶的表达及酶学性质研究， 或进一步利用定向进化技术

提高该琼胶酶的催化活性或热稳定性， 为该琼胶酶的工业化生产和应用打下良好的基础。
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［１７］ ＡＬＬＯＵＣＨ Ｊ， ＪＡＭ Ｍ， ＨＥＬＢＥＲＴ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｗｏ β⁃ａｇａｒａｓｅｓ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００３，
２７８（４７）： ４７１７１⁃４７１８０． ＤＯＩ：１０． ２２１０ ／ ｐｄｂ１ｏ４ｚ ／ ｐｄｂ．

［１８］ ＴＡＫＡＧＩ Ｅ， ＨＡＴＡＤＡ Ｙ， ＡＫＩＴＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ａ ＧＨ１６ β⁃ａｇａｒａｓｅ ｆｒｏｍ ａ ｄｅｅｐ⁃
ｓｅａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ ＪＡＭＢ⁃Ａ９４． Ｂｉｏｓｃｉ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１５， ７９（４）： ６２５⁃６３２． ＤＯＩ：１０．
１０８０ ／ ０９１６８４５１． ２０１４． ９８８６８０．

（责任编辑　 马建华　 英文审校　 刘静雯）
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