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［摘要］ 为探索假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶的酶解工艺， 以 κ⁃卡拉胶为底物， 还原糖生成量为评价指标，
对酶解工艺进行优化。 采用 ３，５⁃二硝基水杨酸法和苯酚⁃硫酸法分别测定还原糖和总糖含量， 计算酶解产物

的平均聚合度， 并利用质谱鉴定酶解产物。 结果显示， 假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶降解 κ⁃卡拉胶的优化工艺

条件为： 加酶量为 ０􀆰 ３５ Ｕ （反应体系 ５ ｍＬ）， 反应温度为 ４０ ℃ ， 反应 ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， κ⁃卡拉胶底物质量浓度为

９ ｇ ／ Ｌ。 在此条件下， 酶解反应 ２４０ ｍｉｎ 后产生的还原糖质量浓度为 １􀆰 ５３１ ｇ ／ Ｌ， 酶解产物的平均聚合度为 ２。
该 κ⁃卡拉胶酶酶解反应的 Ｋｍ ＝ ２􀆰 ０７ ｇ ／ Ｌ， Ｖｍａｘ ＝ ７􀆰 ２５ Ｕ ／ ｍｇ。 质谱分析显示， 假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶降解

κ⁃卡拉胶的产物为 κ⁃卡拉胶二糖和 κ⁃卡拉胶四糖。
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０　 引言
卡拉胶 （ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ） 是由半乳糖和脱水半乳糖单元通过 α⁃１，３ 糖苷键和 β⁃１，４ 糖苷键交替连接

而成的一种线性硫酸酯化多糖［１］ ， 主要从红藻 （如紫菜、 角叉菜等） 中提取。 卡拉胶寡糖 （ ｃａｒｒａｇ⁃
ｅｅｎａｎ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ） 是卡拉胶的降解产物， 相较于多糖， 寡糖的分子质量低， 溶解性好， 在体内

更容易被吸收［２］ 。 研究表明， 降解后的卡拉胶寡糖因其活性基团的充分暴露， 具有抗氧化［３］ 、 抗肿

瘤［４］ 、 免疫调节［５］ 、 降血压［６］ 、 抗凝血［７］ 、 抗炎［８］ 、 抗菌［９］ 等多种生物活性。 目前， 卡拉胶的降解

方法有多种， 包括酸解法［１０］ 、 Ｈ２ Ｏ２氧化降解法［１１］ 、 酶解法［１２］ 等。 其中， 酶解法降解卡拉胶具有底

物特异性高、 反应过程及产物分子质量易控制、 反应条件温和、 环境友好等特点， 更具应用优势， 是

制备卡拉胶寡糖的优选方法［１３］ 。
κ⁃卡拉胶酶 （κ⁃ｃａｒｒａｇｅｅｎａｓｅ） 通过切割 β⁃１，４ 糖苷键而降解 κ⁃卡拉胶， 是一种重要的卡拉胶降解

工具酶［１４］ 。 κ⁃卡拉胶酶隶属于糖苷水解酶 １６ 家族， 分布广泛， 主要从海洋细菌中获得［１５］ 。 目前， 已

被表征的 κ⁃卡拉胶酶主要包括 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ􀆰 ＺＤＹ３［１６］ 、 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｌｏｎｇａｔａ［１７］ 、 Ｖｉｂｒｉｏ ｓｐ． ＮＪ⁃
２［１８］ 、 Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ ｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ［１９］和 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ［２０］等。

在先前的研究中， 文献 ［２１］ 表征了假交替单胞菌 ＪＭＵＺ２ 来源 κ⁃卡拉胶酶的酶学性质， 本文利

用该 κ⁃卡拉胶酶水解 κ⁃卡拉胶， 优化其酶解工艺条件， 并鉴定酶解产物， 以期为利用该 κ⁃卡拉胶酶

降解卡拉胶的应用奠定理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 工程菌由集美大学海洋食品与生物工程学院食品

生物技术研究室保存； κ⁃卡拉胶购于深圳恒生生物科技有限公司； ＢＣＡ 蛋白质定量检测试剂盒购于北

京全式金生物技术股份有限公司； 金属镍螯合琼脂糖凝胶 ６ＦＦ 购于 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；
其他化学试剂均为国产分析纯产品。
１􀆰 ２　 仪器与设备

ＡｖａｎｔｉＴＭ Ｊ⁃２５ 型冷冻离心机， 美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司； 超声破碎仪， 上海虔钧科学仪器有限公司；
ＡＬＰ 高压蒸汽灭菌锅， 日本 ＡＬＰ 公司； ＦＥ２０ 型 ｐＨ 计， ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司； ＨＪ⁃１ 型数显恒温磁

力搅拌器， 峥嵘仪器有限公司； ＺＨＷＹ⁃２１０２ 型双层全温度恒温培养摇床， 上海智城分析仪器制造有

限公司； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 型双人单面超净工作台， 苏州净化设备有限公司； ＸＭＴＤ⁃８２２２ 型数显恒温水浴

锅， 上海精宏实验设备有限公司； Ｅｐｏｃｈ２Ｔ 酶标仪， 美国博腾仪器有限公司； ＲＥ⁃５２ＡＡ 型旋转蒸发

器， 上海亚荣生化仪器厂； ７９３４０７０ 型冷冻干燥仪， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司； ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ａｃｃｅｓｓ
ＭＡＸ ＬＣ⁃ＭＳ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 重组 κ⁃卡拉胶酶的诱导表达与纯化

参考张成昊等［２１］ 的方法， 将假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶基因工程菌按 １％ 的接种量接种到

３００ ｍＬ含有 ５０ ｇ ／ Ｌ 卡那霉素的 ＬＢ 培养基中， ３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 Ａ６００ ＝ ０􀆰 ８ 时， 加入 ３０ μＬ
０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 溶液， 将菌株在 １６ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 的恒温摇床中诱导培养 ２４ ｈ。 培养液在 ４ ℃ 、
６０ ０００ｇ条件下离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液， 细胞用 １２ ｍＬ 缓冲液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ ， ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ， ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 重悬。 在冰浴条件下利用超声波进行破菌后， ４ ℃ 、 １３ ０００ｇ 条

件下离心 ２０ ｍｉｎ， 获得的上清液即为 κ⁃卡拉胶酶粗酶液。 重组酶的纯化参照金属镍螯合琼脂糖凝

·８１４·
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胶 ６ＦＦ 使用说明书进行， 纯化后的产物利用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行分析， 利用 ＢＣＡ 蛋白质定量检测试剂

盒进行蛋白质浓度测定。
１􀆰 ３􀆰 ２　 还原糖和总糖含量的测定

采用 ３，５⁃二硝基水杨酸法 （３，５⁃ｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ， ＤＮＳ） 测定还原糖含量， 标准曲线利用半乳

糖绘制。 采用苯酚⁃硫酸法［２２］测定总糖含量。
１􀆰 ３􀆰 ３　 平均聚合度的测定

酶解产物的平均聚合度为总糖含量与还原糖含量的比值， 数值取整数。
１􀆰 ３􀆰 ４　 κ⁃卡拉胶酶的活力测定

取 ５ ｇ ／ Ｌ κ⁃卡拉胶溶液 ４９０ μＬ （溶于 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲溶液， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）， 加入 １０ μＬ 酶液

（３０ ｍｇ ／ Ｌ）， ４０ ℃水浴 １０ ｍｉｎ。 １００ ℃加热 ５ ｍｉｎ 后， 加入 ５００ μＬ ＤＮＳ 溶液， 沸水浴 １０ ｍｉｎ， 冷却后

在 ５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度值。 κ⁃卡拉胶酶的酶活力单位定义为每分钟转化 １ μｍｏｌ 还原糖 （以半乳

糖计） 所需要的酶量为一个酶活力单位 （Ｕ）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 酶解 κ⁃卡拉胶的单因素实验

取 ５ ｇ ／ Ｌ κ⁃卡拉胶溶液 ５ ｍＬ， 计算总糖含量。 ５ ｍＬ 底物溶液中分别加入 ０􀆰 １５， ０􀆰 ３５， ０􀆰 ５５，
０􀆰 ７５， ０􀆰 ９５ Ｕ κ⁃卡拉胶酶， 混匀后于 ４０ ℃水浴反应 ２４０ ｍｉｎ， 每隔 ３０ ｍｉｎ 取 ０􀆰 １ ｍＬ 酶解液， 沸水浴

５ ｍｉｎ 终止反应， 然后加入 ０􀆰 １ ｍＬ ＤＮＳ 溶液， 沸水浴 １０ ｍｉｎ， 冷却后在 ５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度值，
计算还原糖生成量和平均聚合度。 保持其他因素不变， 逐一改变反应温度 （３０， ３５， ４０， ４５， ５０，
５５ ℃ ）、 反应 ｐＨ 值 （６􀆰 ０， ６􀆰 ５， ７􀆰 ０， ７􀆰 ５， ８􀆰 ０， ８􀆰 ５）， 以及 κ⁃卡拉胶底物质量浓度 （３􀆰 ０， ５􀆰 ０，
７􀆰 ０， ９􀆰 ０， １１􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ） 进行单因素实验。
１􀆰 ３􀆰 ６　 酶解动力学分析

分别取 ５ ｍＬ 不同质量浓度 （１􀆰 ０， ２􀆰 ０， ３􀆰 ０， ４􀆰 ０， ５􀆰 ０， ６􀆰 ０， ７􀆰 ０， ８􀆰 ０， ９􀆰 ０， １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ） κ⁃卡
拉胶底物溶液， 分别加入 ０􀆰 ３５ Ｕ κ⁃卡拉胶酶， 参照节 １􀆰 ３􀆰 ４ 的方法测定酶的活力。 利用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃
Ｂｕｒｋ 双倒数作图法作图， 求解 κ⁃卡拉胶酶的 Ｖｍａｘ和 Ｋｍ值。

ku

说明：泳道 M—蛋白质分子质量标记；泳道 1—未诱导的假交替
单胞菌 κ鄄卡拉胶酶基因工程菌； 泳道 2—诱导的假交替单胞菌
κ鄄卡拉胶酶基因工程菌；泳道 3—纯化的重组 κ鄄卡拉胶酶
Note: lane M—protein molecular weight marker; lane 1—Uninduced gene
engineering bacteria of Pseudoalteromonas sp. κ鄄carrageenase;lane 2—
induced gene engineering bacteria of Pseudoalteromonas sp. κ鄄
carrageenase; lane 3—purified recombination κ鄄carrageenase

图 1 重组 κ鄄卡拉胶酶在大肠杆菌中的表达

Fig.1 Expression of recombinant κ鄄carrageenase inE.coli
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１􀆰 ３􀆰 ７　 酶解产物的制备与分析

取９ ｇ ／ Ｌ κ⁃卡拉胶溶液３０ ｍＬ （溶于５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸盐缓冲溶液， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）， 加入２􀆰 １ Ｕ κ⁃卡拉胶

酶， ４０ ℃ 下反应 ２４０ ｍｉｎ 后， 将反应液沸水浴

１０ ｍｉｎ。 冷却后， 加入 ３ 倍反应液体积的无水乙醇，
４ ℃放置 ２４ ｈ。 １２ ０００ｇ 离心２０ ｍｉｎ， 收集上清液，
５０ ℃旋蒸至原体积的 １ ／ ４， 收集溶液进行冷冻干

燥， 获得酶解产物。 配制 １ ｇ ／ Ｌ 酶解产物溶液， 进

样量 ５ μＬ， 利用质谱进行分析。

２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 重组 κ⁃卡拉胶酶的表达与纯化

假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶在 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ 中诱导

表达后， 利用亲和层析纯化重组蛋白。 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分析显示， 与未诱导的样品 （图 １ 的泳道

１） 相比， 诱导后的转化子样品有明显的融合蛋

白表达条带 （图 １ 的泳道 ２）， 纯化后获得重组

蛋白 （图 １ 的泳道 ３ 箭头所示）， 相对分子质量

大小约为 ４５􀆰 ０ ｋｕ。
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２􀆰 ２　 单因素对酶解 κ⁃卡拉胶的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 加酶量对酶解反应的影响

探究不同加酶量对酶解 κ⁃卡拉胶的动态变化影响， 结果见图 ２。 由图 ２ａ 可知， 当加酶量为

０􀆰 １５ Ｕ时， 生成的还原糖含量最低， 说明酶量过少不足以完全降解底物； 当加酶量大于 ０􀆰 ３５ Ｕ 时，
还原糖产量随加酶量的增加没有明显变化。 因此， 从经济角度考虑， 对 ５ ｍＬ κ⁃卡拉胶溶液 （５ ｇ ／ Ｌ）
κ⁃卡拉胶酶用量以 ０􀆰 ３５ Ｕ 为最适。 在此条件下， 平均聚合度在酶解反应 １５０ ｍｉｎ 降至 ２ 且保持不变

（见图 ２ｂ）， 与其还原糖生成量到达稳定的时间一致。 底物浓度在一定范围内， 酶量增加会使初始催

化反应速率加大； 当酶过量时， 酶与底物结合已达饱和， 水解反应速率不会随酶量增加而增大。

图 2 加酶量对酶解反应的影响

Fig.2 Effect of enzyme dosage on the enzymatic hydrolysis reaction
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２􀆰 ２􀆰 ２　 温度对酶解反应的影响

探究反应温度对酶解 κ⁃卡拉胶的动态变化影响， 结果见图 ３。 由图 ３ａ 可知， 当温度低于 ４０ ℃
时， 还原糖产量随温度升高而增加； 当温度高于 ４０ ℃时， 还原糖产量随温度升高而呈下降趋势； 当

温度为 ４０ ℃时， 还原糖产量达到最高。 因此， 确定酶水解的最适温度为 ４０ ℃ 。 在此条件下， 平均聚

合度在酶解反应 １２０ ｍｉｎ 时降至 ２， 此后聚合度没有明显变化 （见图 ３ｂ）， 这与还原糖生成量到达稳

定的时间一致。 对比 ３５ ℃与 ５５ ℃条件下的还原糖生成曲线， 在反应初始阶段， 酶解反应速率基本相

同， 随着时间的延长， ５５ ℃条件下的还原糖含量基本不再增加。 酶促反应中， 随着温度的升高， 酶

会因热变性而失活， 从而使反应速率减慢。
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图 3 温度对酶解反应的影响

Fig.3 Effect of temperature on the enzymatic hydrolysis reaction
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２􀆰 ２􀆰 ３　 ｐＨ 值对酶解反应的影响

如图 ４ａ 所示， 当 ｐＨ 值小于 ８􀆰 ０ 时， 还原糖的生成量随 ｐＨ 值的增大而增加； 当 ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 和

８􀆰 ５ 时， 还原糖产量达到最高。 因此， 选择酶解反应的最适 ｐＨ 值为 ８􀆰 ０。 当酶解反应 １５０ ｍｉｎ 时， 还

原糖生成量趋于稳定， 与平均聚合度变化趋势保持一致 （见图 ４ｂ）。 酶活性中心上催化基团中质子的

受体或供体所需的离子化状态和必需基团的解离程度是影响酶解反应的重要因素， 它们都会受 ｐＨ 值

的影响， 进而影响酶与底物的结合， 影响酶催化反应［２３］ 。
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图 4 pH 值对酶解反应的影响

Fig.4 Effect of pH value on the enzymatic hydrolysis reaction
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２􀆰 ２􀆰 ４　 底物质量浓度对酶解反应的影响

探究不同底物质量浓度对酶解 κ⁃卡拉胶的影响， 结果见图 ５。 由图 ５ａ 可知， 当底物质量浓度低于

９􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 时， 还原糖生成量与底物质量浓度成正相关； 相较于 ９􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ， 当底物质量浓度为 １１􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ
时， 还原糖的生成量相差不大， 与平均聚合度在酶解反应 １８０ ｍｉｎ 的变化趋势接近一致 （见图 ５ｂ）。
因此， 选择酶解反应的最适底物质量浓度为 ９􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ。 在加酶量一定的前提下， 底物质量浓度低， 酶

与底物充分反应， 随着底物质量浓度的增加， 反应速率加快， 还原糖的生成量也增大， 但生成量到达

一定值后不再增加。 在 ４０ ℃条件下， 过高的卡拉胶溶液质量浓度会使溶液的黏度变大［２４］ ， 酶不易扩

散， 导致反应达到平衡所需的时间增加。 综上所述， 在底物质量浓度为 ９􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 下反应 ２４０ ｍｉｎ， 此

时的还原糖质量浓度为 １􀆰 ５３１ ｇ ／ Ｌ， 平均聚合度为 ２。
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Fig.5 Effect of substrate concentration on the enzymatic hydrolysis reaction
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２􀆰 ３　 κ⁃卡拉胶酶的动力学参数

测定 κ⁃卡拉胶酶在不同底物质量浓度下的反应初速率， 以 １ ／ ［Ｓ］ 为横坐标， １ ／ Ｖ 为纵坐标， 绘制

底物浓度与反应初速率的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数拟合曲线， 结果如图 ６ 所示。 计算得到假交替单胞

菌 κ⁃卡拉胶酶的 Ｋｍ值为 ２􀆰 ０７ ｇ ／ Ｌ， 最大反应速率 Ｖｍａｘ为 ７􀆰 ２５ Ｕ ／ ｍｇ 。
２􀆰 ４　 酶解产物的质谱分析

在负离子模式下， 利用质谱对假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶水解多糖的产物进行分析， 结果如图 ７
所示， 其中， 质荷比 ４０４􀆰 ７８（［（Ａｎ⁃Ｇ４Ｓ）⁃Ｈ］ － ）和 ７１０􀆰 ６３（［（Ａｎ⁃Ｇ４Ｓ）（Ａｎ⁃Ｇ）⁃Ｈ］ － ）分别表示二糖和

四糖产物［１６，２５］ ， 二糖由 １ 个 ３，６⁃内醚⁃α⁃Ｄ⁃半乳糖残基和 １ 个 ４⁃硫酸⁃β⁃Ｄ⁃半乳糖残基组成。 图 ７ 表明，
在优化的酶解工艺条件下， 假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶水解多糖的产物为 κ⁃卡拉胶二糖和 κ⁃卡拉胶四

糖， 而目前大多数 κ⁃卡拉胶酶降解多糖的终产物是二糖、 四糖和六糖［２６］ 。
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图 6 κ鄄卡拉胶酶的 Lineweaver鄄Burk 双倒数拟合曲线

Fig.6 Lineweaver鄄Burk double reciprocal fitting
curve of κ鄄carrageenase

图 7 酶解产物的质谱分析

Fig.7 Mass spectrometry analysis of the
enzymatic hydrolysates
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３　 结论
将假交替单胞菌 κ⁃卡拉胶酶在大肠杆菌中进行表达， 对获得的重组 κ⁃卡拉胶酶进行酶解卡拉胶

多糖工艺研究， 获得的优化酶解工艺条件为： 加酶量为 ０􀆰 ３５ Ｕ （反应体系 ５ ｍＬ）， 反应温度为 ４０ ℃ ，
反应 ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， κ⁃卡拉胶底物质量浓度为 ９ ｇ ／ Ｌ。 在优化条件下酶解反应 ２４０ ｍｉｎ， 产生的还原糖质量

浓度为 １􀆰 ５３１ ｇ ／ Ｌ， 产物的平均聚合度为 ２。 经质谱鉴定， 酶解产物为 κ⁃卡拉胶二糖和 κ⁃卡拉胶四糖。
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３８５０⁃３８５８． ＤＯＩ：１０． １１１１ ／ ｊ． １７４２⁃４６５８． ２００８． ０６５３２． ｘ．

［２４］ ＲＡＭＯＳ Ａ Ｖ， ＧＡＲＣＩＡ ＲＯＪＡＳ Ｅ Ｅ， ＧＩＲＡＬＤＯ⁃ＺＵＮＩＧＡ Ａ Ｄ． Ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｔｅｒｎａｒｙ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｏｆ κ⁃ｃａｒｒａｇ⁃
ｅｅｎａｎ， ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ａｎｄ ｗａｔｅｒ ［Ｊ］． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｈｅｒｍｏｐｈｙｓｉｃｓ， ２０１３， ３４（２）： ２４０⁃２４９．

［２５］ ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｊ， ＬＡＮＧ Ｂ， ＺＥＮＧ Ｄ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ ｏｆ κ⁃ｃａｒｒａｇｅｅｎａｓｅ ｆｏｒ ｈｉｇｈｅｒ κ⁃ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ
ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ［Ｊ］． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１９ ，１３０： ９５８⁃９６８．

［２６］ ＺＨＵ Ｂ Ｗ， ＮＩ Ｆ， ＮＩＮＧ Ｌ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ κ⁃ｃａｒｒａｇｅｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｎｅｗｌｙ ｉｓｏ⁃
ｌａｔｅｄ ｍａｒｉｎｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ ｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ ＮＪ⁃０２ ［ Ｊ］． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１８ ，
１０８： １３３１⁃１３３８． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｉｊｂｉｏｍａｃ． ２０１７． １１． ０４０．

（责任编辑　 马建华　 英文审校　 刘静雯）
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