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［摘要］ 以微泡菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ） ＡＬＷ１ 的基因组为模板， 使用褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 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， 并对该基因编码的蛋白质序列进行生物信息学

分析。 将目的基因插入 ｐＥＴ⁃２８α（＋ ）表达载体， 转入 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中进行诱导表达， 并利用

亲和层析进行重组蛋白纯化。 结果显示， 克隆基因的大小为 １ ３５０ ｂｐ， 预测编码含有 ４４９ 个氨基酸残基的

蛋白质。 该蛋白质序列与其他菌株来源的褐藻胶裂解酶序列具有一定的相似性， 预测克隆的目的基因编码

褐藻胶裂解酶， 归属于 ＰＬ⁃１４ 家族。 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的理论分子质量大小为 ４８􀆰 ７７２ ｋｕ， 理论等电点

为 ６􀆰 ２７。 采用同源建模法建立菌株 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的三维结构， 富含 β － 折叠。 将目的基因在

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中进行诱导表达， 并纯化获得重组褐藻胶裂解酶。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析显示， 表达的目的蛋

白分子质量约为 ４８􀆰 ８ ｋｕ。
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０　 引言
褐藻胶是一种阴离子酸性直链多糖， 它主要来源于褐藻类植物的细胞壁， 是由 β － Ｄ － 甘露糖醛

酸 （Ｍ） 和 α － Ｌ － 古罗糖醛酸 （Ｇ） 通过 β － １， ４ 糖苷键连接构成的线性高分子聚合物［１］ 。 褐藻胶

来源广泛， 因为其具有增稠性、 稳定性、 凝胶性和螯合金属离子等特点， 所以被广泛应用在食品、 医

疗、 印染和化工等领域［２ － ４］ 。 褐藻寡糖作为褐藻胶的降解产物， 具有多种生物活性， 如抗菌、 抗氧

化、 抗凝血、 降血糖、 降血脂、 抗肿瘤等［５］ 。
褐藻胶裂解酶具有 β － 消除催化裂解褐藻胶糖苷键的能力， 产生多种不饱和糖醛酸寡糖及不饱和

糖醛酸单体［６］ 。 褐藻胶裂解酶具有底物专一性， 据此可以将该酶分为多聚 β － Ｄ － １， ４ － 甘露糖醛酸

裂解酶 （ＥＣ ４􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３） 和多聚 α － Ｌ － １， ４ － 古罗糖醛酸裂解酶 （ ＥＣ ４􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １１） 两大类。 褐藻胶裂

解酶生物来源十分广泛， 如陆生真菌、 土壤细菌、 病毒、 海洋细菌、 棘皮动物、 海洋软体动物和海藻

类等［７］ ， 其中细菌类是该酶最为广泛的提取来源， 如假交替单胞菌［８ － １０］ 、 弧菌［１１］ 、 黄杆菌［１２］ 、 芽胞

杆菌［１３ － １４］ 、 链霉菌［１５］等。 褐藻胶裂解酶被普遍认为是定向制备褐藻寡糖的有力工具， 因而， 不断寻

找开发新的褐藻胶裂解酶的菌种资源， 进而研究褐藻胶裂解酶， 对实现褐藻寡糖的高效应用具有深远

的意义。
在先前的研究中， 本课题组从腐烂海带中筛选出一株褐藻胶裂解酶高产菌株 ＡＬＷ１， 鉴定为微泡

菌属 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ） ［１６］ 。 本研究进行 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 基因的克隆、
表达及信息学分析， 为该菌株褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的酶学性质、 酶的结构与功能研究奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

菌株 ＡＬＷ１ 由本实验室筛选获得； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 和 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） 菌株由本实验室保

存； ｐＥＴ⁃２８α（＋ ）载体为 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司产品； 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 提取试剂盒购自广州东盛生

物技术有限公司； Ｎｉ⁃ＮＴＡ 琼脂糖树脂为 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司产品； 柱式质粒 ＤＮＡ 提取试剂盒和柱式

ＤＮＡ 胶回收试剂盒均为天根生化科技 （北京） 有限公司产品； 寡核苷酸序列的合成及核酸序列的测定

均委托厦门铂瑞生物科技有限公司完成； 褐藻酸钠为国药集团产品； 其余试剂均为分析纯产品。
１􀆰 ２　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 基因的克隆

根据 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的基因序列， 合成以下引物， Ｐ１： ５′ － ＣＧＣＧ⁃
ＧＡＴＣＣＡＣＣＧＡＧＧＴＴＣＧＡＧＧＡＧＣＧＡＴＴＧ － ３′ （下划线部分为 ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点）， Ｐ２： ５′ － ＣＣＧＣＴＣＧＡＧ
ＣＡＡＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＡＴＴＴＣＧＴＧＴＣＣ － ３′ （下划线部分为 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点）。 将菌株 ＡＬＷ１ 的基因组

ＤＮＡ 作为模板， 用 ＰＣＲ 技术扩增特异的基因片段， 反应条件为： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ 预变性； ９４ ℃ ５５ 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 ｐＭＤ１８ － 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 μｇ ／ ｍＬ 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

·２４３·
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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􀆰 ３　 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［１７］

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［１８］ 进行，
利用 ＮＣＢＩ 的 ＣＤ Ｓｅａｒｃｈ 程序［１９］在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行蛋白质的结构域分析。 利用 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ ９􀆰 １５［２０］

进行蛋白质结构的三维模建， 采用 ＶＭＤ 软件显示蛋白质的空间结构。
１􀆰 ４　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 重组表达质粒的构建

用 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 对连接有褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 基因的 Ｔ 载体和表达载体 ｐＥＴ⁃２８α（＋ ）进行双酶

切， 电泳后回收目的片段， 然后用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接， 连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞， 菌

落 ＰＣＲ 筛选阳性克隆， 提取质粒进行测序验证， 所构建的重组表达质粒命名为 ｐＥＴ⁃２８α⁃ａｌｇＬ１４。
１􀆰 ５　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的诱导表达和纯化

１􀆰 ５􀆰 １　 诱导表达

将重组表达质粒转化至表达宿主 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）， 经菌落 ＰＣＲ 筛选阳性克隆后， 挑取阳性转

化子的单菌落， 接种于 １０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含 １００ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素）， ３７ ℃振荡培养过夜， 将培

养菌液按 １％ （Ｖ ／ Ｖ） 比例接种到 １００ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含 １００ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素）， ３７ ℃振荡培养至

Ａ６００值达到 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８， 加入异丙基硫代半乳糖苷 （ ｉｓｏｐｒｏｐｙ ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ， ＩＰＴＧ ） 至终浓度为

０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 在 １２ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下诱导表达 ２０ ｈ。 离心收集菌体， 利用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析蛋白

质的表达情况。
１􀆰 ５􀆰 ２　 蛋白质纯化

采用 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 琼脂糖亲和层析柱进行纯化。 将节 １􀆰 ５􀆰 １ 收集的菌体悬浮于 １０ ｍＬ 预冷的缓冲液

（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ ， ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）， 冰浴条件下进行超声破菌，
４ ℃下 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上清液， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤膜过滤， 将滤液参照 Ｚｈｕ 等［２１］的方法

进行目的蛋白的纯化。 取适量样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析洗脱样品的纯度， 利用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法［２２］ 测

定蛋白质的浓度。
１􀆰 ６　 褐藻胶裂解酶的活力测定

采用 ＤＮＳ （３， ５ － 二硝基水杨酸） 法［２３］测定还原糖含量。 ０􀆰 ９ ｍＬ 的质量分数 ０􀆰 ３％ 褐藻酸钠底

物 （溶于 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲液中） 加入 ０􀆰 １ ｍＬ 酶液， 混合物于 ４０ ℃水浴中反应 １５ ｍｉｎ 后， 加

入 １ ｍＬ ＤＮＳ 试剂， 并煮沸 ５ ｍｉｎ 显色， 然后立即冷水冷却至室温。 反应液定容至 ５ ｍＬ， 在 ５４０ ｎｍ 下

测定吸光度值。 以灭活酶液作为空白对照。 在上述条件下， 每分钟水解底物产生 １ μｇ 还原糖 （以葡

萄糖计） 所需的酶量为 １ 个酶活力单位 （Ｕ）。

２　 结果
２􀆰 １　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 基因的克隆

以 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 的基因组 ＤＮＡ 为模板， 利用褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的特异性引物进行

ＰＣＲ 扩增。 琼脂糖凝胶电泳显示， 扩增产物为大约 １ ３００ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段 （见图 １）。 将该基因克隆入

Ｔ 载体后进行测序分析， 结果显示， 目的基因的大小为 １ ３５０ ｂｐ。
２􀆰 ２　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 基因及其编码产物的序列分析

Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 基因 （１ ３５０ ｂｐ） 预测编码 ４４９ 个氨基酸。 该蛋白质

的前 ３３ 个氨基酸残基预测为信号肽， 预测的切割位点位于 Ａ３３ 和 Ａ３４ 之间。 将该蛋白质序列在 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 的 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

·３４３·
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说明 ：M—DL2000 DNA 标准 ；1—没有添加
基因组模板的 PCR 产物对照；2—褐藻胶裂
解酶 AlgL14 基因的PCR 产物
Notes:M—DL2000 DNA marker;1—control of PCR
products without addition of genome template;2—
PCR products of alginate lyase AlgL14 gene

图 1 褐藻胶裂解酶 AlgL14 基因的 PCR 产物

Fig.1 PCR products of the alginate lyase
AlgL14 gene from Microbulbifer sp.ALW1

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｗａｋｓｍａｎｉｉ （ ＷＰ ＿ ０２８７７４０３４􀆰 １ ）、 Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ
ｏｃｈｒａｃｅｕｍ （ ＷＰ ＿ ０４５１１８７６６􀆰 １ ）、 Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ ｏｃｈｒａｃｅｕｍ
ＤＳＭ １４３６５ （ ＡＣＹ１４２６４􀆰 １）、 Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ􀆰 ｐｓｙｃｈ⁃６Ｃ０６
（ ＷＰ ＿ １０１１０６９０７􀆰 １ ）、 Ｏｐｉｔｕｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＴＭＥＤ１５８
（ＯＵＷ１７８００􀆰 １）、 Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ ｂａｃｔｅｒｉｕ（ＰＣＫ０７１５１􀆰 １）、
Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＴＭＥＤ１３４ （ ＯＵＶ７９８３０􀆰 １） 和

Ｚｏｏｓｈｉｋｅｌｌａ ｇａｎｇｈｗｅｎｓｉｓ（ＷＰ＿０９４７８５８２９􀆰 １）的多聚 β － Ｄ －
甘露糖醛酸裂解酶或褐藻胶裂解酶的序列分别具有

５７％ 、 ４７％ 、 ４７％ 、 ４４％ 、 ４１％ 、 ４０％ 、 ４０％ 和 ４０％ 的

相似性， 所以预测目的基因编码产物为褐藻胶裂解酶。
将本研究的菌株 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶序列与其他菌株来

源的褐藻胶裂解酶序列进行比对， 结果如图 ２ 所示。 将

本研究的菌株 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 序列与其他

多糖裂解酶家族来源的褐藻胶裂解酶序列进行系统发育

分析， 结果 （见图 ３） 显示， 该褐藻胶裂解酶与 ＰＬ⁃１４
家族褐藻胶裂解酶具有较近的亲缘关系， 属于 ＰＬ⁃１４ 家

族褐藻胶裂解酶。

图 2 Microbulbifer sp. ALW1 褐藻胶裂解酶 AlgL14 的氨基酸序列与其他菌株来源的褐藻胶裂解酶序列的部分比对

Fig.2 Partial alignment of alginate lyase AlgL14 protein sequences from Microbulbifer sp. ALW1
with alginate lyase sequences from other bacterial strains

·４４３·
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图 3 Microbulbifer sp. ALW1 褐藻胶裂解酶 AlgL14 的系统发育进化树

Fig.3 Unrooted neighbor鄄joining phylogenetic tree of alginate lyase AlgL14 from Microbulbifer sp. ALW1

0.2

sp. ALY鄄（BAA83339）
sp. M3(2009)(ACN56743)

sp. S20(AEB69783)
sp. HMI鄄01（BAP05660）

（ACO79344）
（ACO78583）

sp. A1（BAD16656）
sp. JAM鄄A1m（BAG70358）

sp. CY24(ACM89454)
PL鄄7

(AAA25049)
sp. 6532A(BAJ62034)

sp. L11(AJO61885)
(ABD81807)

sp. L11(AIY68670)
(AAF22512)

(CAZ98266)
sp. IAM14594(AAD16034)
sp. SM0524(ACB87607) PL鄄18

PL鄄7
sp. ATCC 43367(CAA49630)

(BAI50574)

sp. ATCC 43367(CAA49630)
sp. O2(ABB36771)
sp. O2(ABB36772) PL鄄7

PL鄄6

PL鄄17

PL鄄14

PL鄄15

PL鄄5

sp. OS鄄ALG鄄9（BAA01182）
（AFC88009）
sp. A1(BAD90006)

sp. OS鄄ALG鄄9（BAA19848）
（ABD82539）

sp. MJ鄄3（AEM45874）
（AGM38186）

（BAL22352）
（BAC87758）

（BAJ72675）
（AAK90358）

sp. A1（BAB03319）
（BAA33966）
sp. KS鄄408（AEW23144）

（AAF32371）
sp. QDA(AAN63147)

（CAA11481）
（AAC04567）

sp. E03（AIY22644）
（AAA71990）
（AAA91127）

２􀆰 ３　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 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

４４９， 理论分子质量大小为 ４８􀆰 ８ ｋｕ； 理论等电点为 ６􀆰 ２７， 负电荷残基总数为 ４３（Ｄ ＋ Ｅ）， 正电荷残基

总数为 ３９（Ｒ ＋ Ｋ）； 分子式为 Ｃ２１６９ Ｈ３２９０ Ｎ５８４ Ｏ６７０ Ｓ１８ ， 原子总数为 ６ ７３１； 预测在大肠杆菌细胞内半衰期

大于 １０ ｈ， 不稳定指数为 ２５􀆰 ２１， 该蛋白质分类为稳定蛋白； 脂溶指数为 ７０􀆰 ３６， 亲水性平均指数

（ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ， ＧＲＡＶＹ） 为 － ０􀆰 ２５８。
２􀆰 ４　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的二级结构和结构域

预测 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的二级结构， 结果如图 ４ 所示。 α － 螺旋、 β －

·５４３·
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折叠和不规则卷曲所占比例分别为 １７􀆰 ３７％ 、 ５９􀆰 ９１％ 和 ２２􀆰 ７２％ 。 该蛋白质包含褐藻胶裂解酶结构

域， 位于 ２４５ ～ ３３４ 位氨基酸残基， 结果如图 ５ 所示。

图 4 Microbulbifer sp. ALW1 褐藻胶裂解酶 AlgL14 二级结构的预测

Fig.4 Prediction of secondary structure of alginate lyase AlgL14 from Microbulbifer sp. ALW1

图 5 Microbulbifer sp. ALW1 褐藻胶裂解酶 AlgL14 结构域的预测

Fig.5 Prediction of domain of alginate lyase AlgL14 from Microbulbifer sp. ALW1

２􀆰 ５　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的三级结构

将 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 进行三维模建， 利用 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ ９􀆰 １５ 多模板建模的

功能， 选择多个模板预测菌株 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的三级结构。 模板在 ＰＤＢ 数据库中的登录

号分别为 ５ＧＭＴ＿Ｂ、３ＧＮＥ＿Ｂ 和 ２ＺＺＪ＿Ａ。 由图 ６ 可以看出， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４
富含 β － 折叠， 整体结构由多个反向平行的 β － 折叠组成， 呈 β － 果冻卷状。 ＡｌｇＬ１４ 结构中存在一个

宽度较大的裂隙 （图 ６ 箭头所示）。
２􀆰 ６　 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的表达与纯化

将重组褐藻胶裂解酶表达质粒转化至表达宿主 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）， 进行 ＩＰＴＧ 诱导和 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳分析。 结果显示， ｐＥＴ⁃２８α（＋ ）表达质粒插入目的基因， 经 ＩＰＴＧ 诱导后， 与 ｐＥＴ⁃２８α（＋ ）的空载

（图 ７ 的道 １） 和未诱导的 ｐＥＴ⁃２８α⁃ａｌｇＬ１４ 阳性菌 （图 ７ 的道 ２） 相比较， 被诱导表达的含有 ｐＥＴ⁃
２８α⁃ａｌｇＬ１４ 的阳性菌在 ４５ ｋｕ 左右有明显的融合蛋白表达条带 （图 ７ 的道 ３）。 破碎菌体后， 上清液用

Ｎｉ⁃ＮＴＡ ａｇａｒｏｓｅ 亲和柱纯化， 得到重组蛋白 （图 ７ 的道 ４）， 分子质量为 ４８􀆰 ８ ｋｕ。
２􀆰 ７　 重组褐藻胶裂解酶的活力测定结果

ＤＮＳ 法检测还原糖含量， 进而对纯化的褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的酶活力进行测定， 结果显示， 重
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说明：α-螺旋显示为红色； β-折叠显示为蓝色；N 和 C
分别表示蛋白质的氨基末端和羧基末端
Notes:α鄄helix, red;β鄄sheet, blue;the letters N and C represent
the respective termini of the enzyme

说明：M—蛋白质标准；1—含 pET鄄28α(＋)菌株，IPTG 诱导；
2—含 pET鄄28α鄄algL14 阳性菌，未诱导；3—含 pET鄄28α鄄al鄄
gL14阳性菌，37℃ IPTG 诱导；4—经 Ni鄄NTA agarose 纯化

后的重组蛋白
Notes:M—protein marker;1—bacterium containing pET鄄28α(+),
IPTG induced;2—positive bacterium containing pET鄄28α鄄algL14,
not induced;3—positive bacterium containing pET鄄28α鄄algL14,
IPTG induced;4—purified recombinant protein

图 7 褐藻胶裂解酶 AlgL14 基因
表达产物的 SDS鄄PAGE 分析

Fig.7 SDS鄄PAGE of the expressed protein
encoded by the alginate lyase AlgL14 gene

图 6 Microbulbifer sp. ALW1 褐藻胶裂解酶

AlgL14 的三维模建

Fig.6 3鄄D structure modeling of alginate lyase
AlgL14 from Microbulbifer sp. ALW1

ku

３　 讨论
使用褐藻胶裂解酶可以制备具有多种生物活性的寡糖。 此外， 褐藻胶裂解酶在医药、 海藻工程、 褐

藻胶的代谢研究等方面具有极其重要的作用。 本研究中， 从 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 的基因组中成功扩增

了 １ ３５０ ｂｐ 的褐藻胶裂解酶基因片段， 该基因编码的蛋白质与其他菌株来源的褐藻胶裂解酶具有中等程

度的相似性。 将含有褐藻胶裂解酶基因的重组表达质粒转化至表达宿主 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）， 在 ３７ ℃条

件下利用 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 进行诱导表达时， 目的蛋白在细胞内主要以包涵体形式存在， 利用亲和层析

纯化不到可溶性重组蛋白 （结果未示）。 本研究中， 在 １２ ℃条件下利用 ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 进行诱导表

达时， 获得了低浓度的重组蛋白， 酶的活力分析显示， 目的蛋白具有褐藻胶裂解酶的活力。
褐藻胶裂解酶是多糖裂解酶家族 （ＰＬｓ， ＥＣ ４􀆰 ２􀆰 ２􀆰 － ） 的成员， 根据酶的初级结构可将 ＰＬｓ 分为 ２２

个家族， 褐藻胶裂解酶属于 ７ 个家族， 分别为 ＰＬ⁃５， ＰＬ⁃６， ＰＬ⁃７， ＰＬ⁃１４， ＰＬ⁃１５， ＰＬ⁃１７ 和 ＰＬ⁃１８， 大多

数细菌来源的内切褐藻胶裂解酶属于 ＰＬ⁃５ 和 ＰＬ⁃７， 而前者多具有降解多聚 β⁃Ｄ⁃甘露糖醛酸底物的特异

性， 后者多具有降解多聚 α⁃Ｌ⁃古罗糖醛酸底物的特异性［２３］ 。 系统发育进化分析显示， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ
ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 归属于 ＰＬ⁃１４ 家族多糖裂解酶。 本研究中， Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶

裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的空间结构主要为 β⁃折叠， 类似的结构常见于葡萄糖淀粉酶和纤维素酶。 ＡｌｇＬ１４ 结构中

存在一个较大的裂隙， 预测该结构能使得褐藻胶底物分子容易渗透进入， 并与酶催化位点相互作用。
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的克隆与表达为该酶的进一步研究以及工业化生产和

应用打下良好的基础。 在未来的研究中， 可以进行 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 褐藻胶裂解酶 ＡｌｇＬ１４ 的酶

学性质以及酶的结构与功能研究。
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