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［摘要］ 为探索假交替单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ） 重组褐藻胶裂解酶降解褐藻胶的动态过程变化，
采用 ＤＮＳ 法和苯酚 －硫酸法分别测定体系还原糖和总糖， 根据二者比例， 得出酶解产物随时间变化的平均

聚合度， 从而研究各因素对褐藻胶降解过程的影响， 确定褐藻胶酶解工艺条件。 结果表明， 重组褐藻胶裂

解酶降解褐藻胶的适宜工艺条件为： 水解温度 ２５ ℃， ｐＨ ７􀆰 ５， 初始底物质量浓度 ７ ｇ ／ Ｌ， 加酶量 ０􀆰 ４８ Ｕ，
静置条件下酶解反应 ２１０ ｍｉｎ。 在此工艺条件下， 产生的还原糖的质量浓度达 ０􀆰 ８７８ ｇ ／ Ｌ， 平均聚合度为 ３。
酶解终产物的质谱鉴定结果显示为单糖、 二糖和四糖。
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０　 引言
我国海藻资源丰富。 褐藻是一种重要的经济海藻， 它包括海带、 鹿角菜和马尾菜等。 海洋褐藻含

有褐藻胶 （ａｌｇｉｎａｔｅ）、 褐藻淀粉 （ ｌａｍｉｎａｒａｎｓ） 和褐藻糖胶 （ ｆｕｃｏｉｄａｎｓ） 等多糖， 占脱脂褐藻干重的

４０％ ～８０％ ， 其中褐藻胶含量最为丰富［１］。
褐藻胶是由 （１， ４） － β － Ｄ － 甘露糖醛酸和 α － Ｌ － 古罗糖醛酸均聚或杂聚而形成的酸性粘多

糖， 广泛应用于食品、 医药、 化学工业 （如印染、 纺织、 造纸等行业） 中［２ － ４］。 褐藻寡糖具有多种

生物活性， 能促进植物生长、 保湿、 抑菌、 抗肿瘤等［５ － ８］。 目前利用褐藻胶制备低分子量寡糖的方法

主要有化学方法、 物理方法和酶法［９ － １１］。 化学方法因会破坏多糖特有结构、 操作过程不易控制和造

成环境污染等而被限制使用； 物理方法虽克服了化学法的部分缺点， 但反应依旧不易控制且产物复

杂。 利用褐藻胶裂解酶生产褐藻胶寡糖， 具有高效、 降解条件温和、 水解产物不易被破坏、 回收工序

简单、 不污染环境等优点， 为褐藻寡糖在功能性食品、 多功能化妆品、 新产品药物等方面的研究应用

提供了新的手段。
文献 ［１２］ 成功克隆了假交替单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ） 褐藻胶裂解酶基因， 并在大肠杆菌

中大量表达， 得到了重组的褐藻胶裂解酶， 该酶具有水解海藻酸钠的活力。 本文在此基础上， 拟通过

单因素试验探讨酶法降解褐藻酸钠的条件， 探索适合降解的相关工艺参数， 同时研究其酶解产物， 以

期为酶法降解褐藻胶研究积累实践资料。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 主要材料与仪器

海藻酸钠 （国药集团化学试剂有限公司）， 化学纯； 其他试剂均为分析纯产品。 含有假交替单胞

菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ） 褐藻胶裂解酶基因 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＦ２２２０２０） 的大肠杆菌工程菌株，
由本实验室构建和保存。

高速离心机 Ａｖａｎｔｉ Ｊ － ２６Ｓ ＸＰ （ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲ）， 小型高速离心机 Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１５Ｄ （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｃｏ􀆰 Ｌｔｄ）， 数显恒温水浴锅 ＨＨ － ４ 型 （国华电器有限公司）， 电热恒温振荡水槽 ＤＫ２ － ２
（上海精宏实验设备有限公司）， 紫外可见分光光度计 Ｕｎｉｃ７２００ （上海尤尼柯仪器有限公司）， ＭＡＬＤＩ
ＳＹＮＡＰＴ Ｑ － ＴＯＦ ＭＳ （Ｗａｔｅｒｓ Ｃｏｒｐ， ＵＳＡ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 褐藻胶裂解酶粗酶液的制备

将实验室构建的大肠杆菌工程菌株接种于 ＬＢ （Ｌｕｒｉａ － Ｂｅｒｔａｎｉ） 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉

素）， ３７ ℃培养至 ＯＤ６００为 ０􀆰 ８ ～ ０􀆰 ９ 后， 加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ， ２２ ℃诱导表达 １６ ｈ。
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集菌体， 用 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ － Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液 （ｐＨ ＝ ７􀆰 ０） 重悬菌体，
在冰浴条件下超声波破菌后， ４ ℃下１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 获得的上清液即为粗酶液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 测定还原糖的方法

采用 ３， ５ －二硝基水杨酸 （ＤＮＳ） 法［１３］进行测定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 褐藻胶裂解酶的活力测定

取 ４６０ μＬ 含 ０􀆰 ５％ （质量分数） 海藻酸钠的 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ － Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液 （ｐＨ ＝７􀆰 ０），
加入 ４０ μＬ 粗酶液， 于 ３０ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 后， 用沸水终止反应。 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ＤＮＳ 试剂， 混匀后先沸

·９３３·
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水浴１０ ｍｉｎ， 再流水冷却， 然后于 ５４０ ｎｍ 波长下测定反应液的吸光度值。 通过制作葡萄糖标准曲线确定

还原糖的含量， 再根据还原糖的产生量计算褐藻胶裂解酶的活力。 褐藻胶裂解酶活力定义为： 在上述反

应条件下， 每分钟水解底物产生 １ μｍｏＬ 还原糖 （以葡萄糖计） 所需的酶量为 １ 个酶活力单位 （Ｕ）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 测定平均聚合度的方法

用苯酚 －硫酸法测定体系中的总糖浓度［１４］， 体系的平均聚合度是总糖含量与还原糖含量的比值，
其值取整数。
１􀆰 ２􀆰 ５　 单因素考查褐藻胶裂解酶酶解褐藻胶的过程

称取一定质量的海藻酸钠溶于 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ － Ｎａ２ ＨＰＯ４ 缓冲液 （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ０） 中， 配制成

５ ｇ ／ Ｌ海藻酸钠溶液。 取 １０ ｍＬ 溶液装入 ５０ ｍＬ 具塞三角瓶中， 再加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 褐藻胶裂解酶粗酶液

（１􀆰 ６ Ｕ ／ ｍＬ）， 在一定温度下进行水解反应 ２１０ ｍｉｎ， 且每隔 ３０ ｍｉｎ 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 酶解液， 沸水浴 ５ ｍｉｎ
终止反应， 测定还原糖含量， 并计算酶解过程中聚合度的变化。 保持其他因素不变， 逐一改变底物质

量浓度、 底物溶液 ｐＨ 值、 酶用量、 酶解温度、 振荡速率进行单因素试验［１５］。
１􀆰 ２􀆰 ６　 酶解动力学分析

分别配制不同质量浓度的海藻酸钠溶液 （１， ３， ５， ７， ９， １１ ｇ ／ Ｌ）， 测定重组酶在不同质量浓度

的底物下的酶活力。 以产生还原糖速率的倒数 （１ ／ Ｖ） 为纵坐标， 底物海藻酸钠的质量浓度的倒数

（ｌ ／ ［Ｓ］） 为横坐标， 用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ － Ｂｕｒｋ 双倒数作图法作图， 求解酶的 Ｖｍ 和 Ｋｍ。
１􀆰 ２􀆰 ７　 酶解产物的质谱鉴定

以 ７ ｇ ／ Ｌ 海藻酸钠溶液 （ｐＨ ＝７􀆰 ５） 为底物， 加酶量 ０􀆰 ４８ Ｕ， 在 ２５ ℃条件下反应 ２１０ ｍｉｎ。 产物

沸水浴 １０ ｍｉｎ 后， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取上清， 按 １∶ ３ （体积比） 边搅拌边加入无水乙醇， 混

匀后静置 ２ ｈ， 沉淀多糖， 再 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后， 收集上清， 直接上样 Ｑ － ＴＯＦ ＭＳ。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 单因素试验

２􀆰 １􀆰 １　 底物质量浓度

根据 １􀆰 ２􀆰 ５ 的条件， 分别考察不同质量浓度的底物对褐藻胶裂解酶降解褐藻胶的影响， 结果如图

１ 所示。 从图 １ａ 可知， 当底物质量浓度小于 ７ ｇ ／ Ｌ 时， 底物褐藻胶降解产生的还原糖含量随底物质量

浓度的增大而增大； 当底物质量浓度大于 ７ ｇ ／ Ｌ 时， 随底物质量浓度的增大， 还原糖生成量增大不明

显。 图 １ｂ 显示底物褐藻胶酶解反应体系的平均聚合度在反应初始阶段随底物质量浓度的增加而相应

增加， 即底物质量浓度越小， 平均聚合度相对较小， 从而可以得出在酶量一定的条件下， 底物质量浓

度越小， 褐藻胶的降解速率越高。 酶解达到 ２１０ ｍｉｎ 时聚合度平均降至 ３， 且继续酶解时聚合度保持

不变。 聚合度可进一步说明反应在 ２１０ ｍｉｎ 时不再进行， 还原糖生成量不再增加。
根据底物性质、 产物的反馈抑制和反应体系中的微环境可解释此实验结果。 因海藻酸钠本身具有

粘性， 当底物质量浓度较低时， 产物还原糖易于扩散到溶液中， 不会造成还原糖局部积累而形成反馈

抑制， 当底物质量浓度在一定范围内时， 生成还原糖的量随底物质量浓度升高而升高。 当底物质量浓

度超过此范围时， 由于溶液粘性的阻碍， 酶与底物结合到饱和反应的时间延长， 加上产物反馈抑制等

因素使酶解过程中的酶与底物结合的阻力增大， 所以当底物质量浓度较大时还原糖产量增加不显著。
由此， 从褐藻胶的降解率和利用率考虑， 选取海藻酸钠质量浓度为 ７ ｇ ／ Ｌ 的海藻酸钠溶液为最佳。
２􀆰 １􀆰 ２　 底物溶液 ｐＨ 值

不同褐藻胶裂解酶的最适 ｐＨ 值不一样， 褐藻胶裂解酶的最适 ｐＨ 值一般在 ７ 左右。 过酸或过碱

的条件下可能使酶的活性中心构象改变而使酶变性失活。 按照 １􀆰 ２􀆰 ５ 的条件， 分别考察底物溶液的不

同 ｐＨ 值对褐藻胶裂解酶降解褐藻胶的过程变化的影响， 结果如图 ２ 所示。 从图 ２ａ 可以看出， 在酸性

条件下， ｐＨ 值的变化对褐藻胶裂解酶的影响较大， 当 ｐＨ≤７􀆰 ０ 时， 生成还原糖的量随着 ｐＨ 值的增

·０４３·



　 第 ５ 期 王新侠， 等： 重组褐藻胶裂解酶酶解工艺的优化及产物分析

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

加而大幅度增加； 当 ｐＨ ＝７􀆰 ０， ７􀆰 ５ 时， 生成还原糖的量达到最高且基本相同， 同时高于其他 ｐＨ 值

条件下的还原糖生成量； 当 ｐＨ ＞ ７􀆰 ５ 时， 还原糖产量随着 ｐＨ 值的增加而逐渐下降。 随反应时间延

长， 生成还原糖的量缓慢增加， ９０ ｍｉｎ 还原糖生成量达到稳定。 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０ 和 ７􀆰 ５ 时聚合度变化趋

势一致， 在 ９０ ｍｉｎ 后不再变化 （见图 ２ｂ）。
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图 1 底物质量浓度对酶解褐藻胶反应的影响

Fig.1 Effect of substrate concentration on alginate degradation by alginate lyase
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图 2 pH 值对酶解褐藻胶反应的影响

Fig.2 Effect of pH value on alginate degradation by alginate lyase

a） 还原糖变化 Reducing sugar change b） 平均聚合度变化 The DP change

２􀆰 １􀆰 ３　 加酶量

考察不同加酶量对褐藻胶裂解酶降解褐藻胶的酶解过程变化。 从图 ３ａ 可以看出， 在加酶量小于

０􀆰 ４８ Ｕ 时， 还原糖产量随褐藻胶裂解酶用量的增加而逐渐增加； 当加酶量大于 ０􀆰 ４８ Ｕ 时， 还原糖产

生量随褐藻胶裂解酶用量的增加没有明显变化。 从酶促动力学原理可知， 底物质量浓度在一定范围

内， 酶分子与底物结合完全的情况下， 酶量增加会使初始催化反应速率加大。 所以， 当酶过量时， 酶

与底物结合已达到饱和， 水解反应速率不会随酶量增加再增大。 从经济效益角度考虑， 褐藻胶裂解酶

用量以 ０􀆰 ４８ Ｕ 为最适。 在此条件下， 聚合度在反应 ９０ ｍｉｎ 后降至 ３ 且保持不变 （见图 ３ｂ）， 其与还

原糖生成量达到稳定的时间一致。
２􀆰 １􀆰 ４　 温度

考察不同温度对褐藻胶裂解酶降解褐藻胶的动态过程变化的影响， 结果见图 ４。 图 ４ａ 显示， 当

温度小于 ３０ ℃时， 还原糖产量随着温度的升高而增加； 当温度大于 ３０ ℃时， 随温度升高还原糖产量
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呈下降趋势； 在 ３０ ℃时还原糖产量达到最高。 此外， 随着反应时间的增加， ２５ ℃和 ３０ ℃时的还原

糖生成量基本相同， 因而从经济效益考虑， 确定酶水解最适温度为 ２５ ℃。 在此条件下， 平均聚合度

在反应 １２０ ｍｉｎ 后降至 ３， 此后聚合度没有明显下降 （见图 ４ｂ）， 这与还原糖生成量达到稳定的时间

一致。
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图 3 加酶量对酶解褐藻胶反应的影响

Fig.3 Effect of alginate lyase dosage on alginate degradation by alginate lyase

a） 还原糖变化 Reducing sugar change b） 平均聚合度变化 The DP change
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图 4 温度对酶解褐藻胶反应的影响

Fig.4 Effect of temperature on alginate degradation by alginate lyase

a） 还原糖变化 Reducing sugar change b） 平均聚合度变化 The DP change

２􀆰 １􀆰 ５　 振荡速率

当酶解反应在振荡的环境时， 会增加酶与底物的接触机会， 及加速体系的传质和传热等过程， 从

而使反应加快进行。 考察不同振荡速率下褐藻胶裂解酶降解褐藻胶的酶解过程变化， 结果见图 ５。 由

图 ５ａ 可知， 当振荡速率为 ０， ３０， ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， 对褐藻胶裂解酶降解影响不大， 生成还原糖的量基本

相同。 由图 ５ｂ 可知， 在振荡速率为 ０， ３０， ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 时反应体系的平均聚合度最先降到最低值 ３。 当

高于 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， 还原糖含量随反应速率减缓而降低， 聚合度达到最低值的时间增加。 在振荡速率

为０ ｒ ／ ｍｉｎ时， 酶解 ２１０ ｍｉｎ 还原糖生成量为 ０􀆰 ８７８ ｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ２　 动力学参数

根据单因素试验结果， 在 ｐＨ 值为 ７􀆰 ５、 酶用量为 ０􀆰 ４８ Ｕ、 温度为 ２５ ℃、 静置条件下反应

２１０ ｍｉｎ， 测定同一底物不同质量浓度的反应初速率。 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ － Ｂｕｒｋ 双倒数拟合方程为： ｙ ＝
３􀆰 ０８３１ｘ ＋ ０􀆰 ５７７ （见图 ６）， 计算得到褐藻胶裂解酶反应的 Ｋｍ值为 ５􀆰 ３４ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｖｍａｘ为 １􀆰 ７３ Ｕ ／ ｍＬ。
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２􀆰 ３　 酶解产物的质谱分析

由图 ７ 可知， 本试验单糖的信号峰在 １８３􀆰 ０２ （Ｍ ＋２Ｈ ＋ ）， 二糖的信号峰在 ４６０􀆰 ０８ （２Ｍ ＋８Ｈ ＋ ＋
４Ｎａ ＋ ）， 四糖的信号峰在 ８３８􀆰 ６２ （４Ｍ ＋ ４Ｈ ＋ ＋ ３Ｎａ ＋ ）。 即在海藻酸钠 ７ ｇ ／ Ｌ， 酶用量 ０􀆰 ４８ Ｕ， ｐＨ
７􀆰 ５， 温度 ２５ ℃， 静置条件下反应 ２１０ ｍｉｎ， 所得的酶解产物为单糖、 二糖和四糖。
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图 5 振荡速率对酶解褐藻胶反应的影响

Fig.5 Effect of shaking speed on alginate degradation by alginate lyase

a） 还原糖变化 Reducing sugar change b） 平均聚合度变化 The DP change
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图 6 Lineweaver-Burk 双倒数拟合曲线

Fig.6 Lineweaver-Burk plots for determination of the
kinetic parameters of enzymatic hydrolysis process

图 7 酶解产物的质谱鉴定

Fig.7 Identification of enzymatic hydrolysis
products by MS
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３　 结论
将来源于假交替单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ） 的褐藻胶裂解酶基因克隆至大肠杆菌中， 发酵

培养大肠杆菌获得重组褐藻胶裂解酶进行酶解工艺研究， 分别考察不同因素对酶解过程的影响，
从而得出比较合适的酶解条件为： 在 ｐＨ ７􀆰 ５ 的磷酸氢二钠–磷酸二氢钠缓冲液体系中， 以 ７ ｇ ／ Ｌ
的海藻酸钠溶液为底物， 加酶量 ０􀆰 ４８ Ｕ， 在酶解温度 ２５ ℃且静置下酶解反应 ２１０ ｍｉｎ。 在此条件

下， 酶解反应体系中产物还原糖质量浓度为 ０􀆰 ８７８ ｇ ／ Ｌ， 寡糖平均聚合度为 ３， 质谱结果主要包括

单糖、 二糖和四糖。
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