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摘  要 : 随着大型褐藻生产燃料乙醇以及褐藻寡糖重大药用价值的发现，褐藻胶裂解酶成为国内外多个领域的研

究重点。文中对解藻酸弧菌上与褐藻胶降解相关的 5 个基因分别进行克隆表达，通过 SDS-PAGE 和酶活性定量测

定，发现该基因簇中的 4 个基因有降解褐藻胶活性。对酶活最高的 rAlgV3 进行了诱导条件的优化、酶蛋白纯化

及酶性质研究，发现优化诱导条件后重组酶 rAlgV3 的酶活由 2.34×104 U/L 上升为 1.68×105 U/L，比优化前提高了

7.3 倍；对酶性质进行表征发现该酶在 4–70 ℃均有活性，最适反应温度为 40 ℃，在 4–20 ℃酶相对稳定；该酶在

pH 6.5−9.0 环境下均有较高的酶活，最适 pH 为 8.0；pH 稳定性好，在 pH 4.5–9.5 环境下可以稳定存在；适量的

NaCl 浓度和 Fe2+、Fe3+等离子具有促进酶活的作用，SDS 和 Cu2+离子可明显抑制酶活力。对该酶的底物特性的研

究发现，该酶不仅可以降解褐藻胶中的 Poly-M 片段，也能降解 Poly-G 片段，具有广泛底物特性；其降解海藻酸

钠主要释放二糖和三糖，是一种内切酶。该酶对于第三代燃料乙醇的发展及褐藻寡糖的生产具有重要作用。 

关键词 : 褐藻胶裂解酶，解藻酸弧菌，克隆表达，酶性质，燃料乙醇  

Cloning and expression of alginate lyase genes from Vibrio 
alginolyticus and characterization of the alginate lyase 
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School of Life Science and Biotechnology, Dalian University of Technology, Dalian 116024, Liaoning, China 

Abstract:  With the discovery of the significant medicinal value of alginate oligosaccharides and bioethanol produced by 

microalgae, alginate lyase has been the focus of research in all fields. Five alginate lyase genes in cluster from Vibrio 

alginolyticus were cloned and expressed in Escherichia coli. SDS-PAGE and enzyme activity showed that four of the five 

genes have the activity to degrade alginate. Optimization of the induction conditions, protein purification and enzyme 

properties of rAlgV3 with the highest enzyme activity were studied. The results showed that the enzyme activity of 

recombinant enzyme rAlgV3 increased from 2.34×104 U/L to 1.68×105 U/L, which was 7.3 times higher than before. The 

optimal reaction temperature was 40 °C, and the enzyme was relatively stable between 4 °C and 20 °C. The enzyme had a 
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higher activity between pH 6.5 and 9.0, with the optimum pH 8.0. It showed a wide range of pH that the alginate lyase can 

exist stably between pH 4.5 and 9.5. Appropriate concentrations of NaCl and Fe2+, Fe3+ ions promoted enzyme activity. SDS 

and Cu2+ ions inhibited the enzyme activity. The enzyme degraded Poly-M fragments and Poly-G fragments, with a wide range 

of substrate properties. The degraded product of sodium alginate of rAlgV3 analyzed by ESI-MS mainly was oligosaccharides 

with a polymerization degree of 2 to 3, which means that rAlgV3 was an endo-type alginate lyase. This enzyme has the 

potential in the development of third-generation bioethanol and the production of alginate oligosaccharides. 

Keywords:  alginate lyase, Vibrio alginolyticus, clone and expression, enzymatic properties, fuel ethanol 

 

大型海藻生长在潮间带或亚潮带，生存范围

广，生长迅速，并且不与陆生植物竞争耕地、水

源、肥料等资源，还可以固定大气和海水中的二

氧化碳，能有效缓解温室效应和海水酸化的问题，

具有良好的环境效益。海藻生物质的主要成分是

褐藻多糖，占褐藻植物干重的 10%−40%[1-2]，广

泛应用于食品、生物医学材料、化妆品和生物燃

料等领域。 

褐藻胶是一种含量最丰富的褐藻多糖[2-4]，由

L-古罗糖醛酸 (α-L-guluronic acid，简称 G) 和

D-甘露糖醛酸 (β-D-mannuronic acid，简称 M) 两

种单元通过 1,4-糖苷键连接而成。其组合方式有

以下 3 种，即：均聚古罗糖醛酸片段  (Poly- 

gulutonate，Poly-G)、均聚甘露糖醛酸片段 (Poly- 

mannuronate，Poly-M) 和甘露糖醛酸-古洛糖醛酸

混合嵌合片段 (Poly-MG)[5]。目前，褐藻胶降解

的方法主要有化学降解法[6-7]、物理降解法[8-9]和  

酶解法[10-11]，相比而言，酶促降解褐藻胶更有优

势[12]，其效率高、无毒副产物，更适于褐藻胶寡

糖的制备。通过酶法降解获得的源自褐藻胶的各

种寡糖具有促进植物生长、抗氧化、抗凝血、抗

肿瘤、抗过敏、抗增殖和抗过敏活性等生理功能

和生物活性[13-15]。低聚糖和寡糖因分子量小，容

易被利用，其功能活性往往较多糖高，应用更为   

广泛[16-17]。 

以微藻和大型褐藻为底物的第三代生物能

源，更是目前引起国内外广泛关注的热点[18-19]。

海藻是生产生物燃料的一种理想原料，具有很大

的潜力。海藻的生物构造特征赋予它一种优于木

质纤维素生物质的优势，易于高产，且避开了发

酵前的耗能性预处理和水解过程。然而，目前尚

未实现由海藻生产乙醇的全部潜能，主要是因为

工业微生物不能代谢海藻多糖组分，必须先降解

为单糖或寡糖后才能被微生物利用。 

因此，褐藻胶裂解酶温和降解褐藻胶成为大

型褐藻利用的关键点。文中对海藻酸裂解酶的酶

学性质和机理方面进行研究，进而通过基因工程

手段来提高褐藻胶裂解酶的产量，获得高活力低

成本的褐藻胶裂解酶。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

菌株：解藻酸弧菌 BH17 (Vibrio alginolyticus 

BH17)，本实验室从腐烂海带中筛选鉴定并保藏；

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α、E. coli BL21 为

本实验室保存。质粒载体 pET29a (+) 购自大连

TaKaRa 公司。 

1.2  主要仪器和试剂 

仪器： Image Lab 凝胶成像系统  ( 美国

BIO-RAD 公司)；Mini-PROTEAN Tetra 蛋白电泳

仪 (美国 BIO-RAD 公司)；蛋白纯化重力柱，购

自 TaKaRa 公司。 

试剂：PCR 纯化试剂盒、质粒提取试剂盒，

均购自 OMEGA BIO-TEK 公司；限制性内切酶、

T4 DNA 连接酶等购自 TaKaRa 公司；蛋白胶配制

试剂盒购自 BIO-RAD 公司；海藻酸钠购自天津

市大茂化学试剂厂，分析纯 (AR)；Poly-M、Poly-G

购自青岛博智汇力生物科技有限公司。 
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1.3  褐藻胶裂解酶基因的克隆 

1.3.1  褐藻胶裂解酶基因引物的合成 

根据文献报道，查找解藻酸弧菌上可能的褐

藻胶裂解酶基因[20]，如图 1 所示，以此基因序列

及载体的多克隆位点，采用 Primer Premier 6.0 软

件设计上下游引物序列，引物序列见表 1。 

1.3.2  褐藻胶裂解酶基因的克隆 

将设计好的引物交由上海生工生物工程公司合

成，根据引物OD值，用无菌水将其稀释至10 μmo1/L，

于–20 ℃储存备用。将产褐藻胶裂解酶的菌株  

过夜培养，以此为模板，构建 50 μL PCR 反应体

系，具体见表 2。所得 PCR 产物通过 OMEGA 

BIO-TEK 公司的 DNA 产物纯化试剂盒进行纯化，

纯化产物备用，或克隆至 pET29a 质粒后测序并

提取重组质粒备用。 

 

 
 

图 1  V. alginolyticus 40B 基因组上推定的海藻酸裂解

酶生物合成基因簇[20] 

Fig. 1  Putative alginate lyase biosynthetic cluster on  
V. alginolyticus 40B genome[20]. 
 

表 1  褐藻胶裂解酶各基因的引物 

Table 1  Primers of alginate lyase genes 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

PalgV1 F CGCGGATCCTTTCAATTTTGATTTA 

PalgV1 R CGCCATATGAAACTCAATCTACTCGT 

PalgV2 F CGCGGATCCTTACCAAAAGATTGTT 

PalgV2 R GCGCATATGAAGCATATTTTCTTCA 

PalgV3 F CACCGCGGATCCGTGTTTATAAAATCAAC
TAA 

PalgV3 R CACCCGCTCGAGTTGATGAAGAGTGCTC
AAAG 

PalgV4 F GGAGAAATACATATGAGCTACCAAACCC

PalgV4 R AAGGATCCCCGATTTTTACATT 

PalgV5 F CTCTCCCCATATGCCACAAAAACTA 

PalgV5 R GGTGGATCCTTATTATTTCTCCTGC 

Underline represent the restriction site. 

1.3.3  重组载体的构建及转化 

将纯化后的目的基因与载体按照连接体系 

(表 3) 于 16 ℃过夜连接，并用热击法转入扩增宿

主 E. coli DH5α 中。检测阳性克隆，双酶切验证 

(37 ℃，1−3 h 或过夜)正确后送生工生物工程 (上

海) 股份有限公司检测序列。阳性克隆中的目的

基因序列无突变时，提取重组质粒，并采用热击

法转入表达宿主 BL21。 

 

表 2  PCR 反应体系 

Table 2  PCR reaction system 

PCR reaction system Volume (μL) 

5×PS buffer 10.0 

dNTPs 4.0 

Primer (F) 1.5 

Primer (R) 1.5 

ddH2O 31.0 

Template 1.5 

PrimeSTAR HS DNA polymerase 0.5 

Total 50 

 
表 3  连接体系 

Table 3  Connection system 

Connection system Volume (μL) 

10×T4 buffer 1 

T4 ligase 1 

Vector 2 

Target gene 6 

Total 10 

 
表 4  双酶切体系 

Table 4  Double digestion system 

Double digestion system Volume (μL) 

10×CutSmart buffer 1.0 

ddH2O 3.6 

Restriction enzyme 1 0.2 

Restriction enzyme 2 0.2 

Plasmid/Gene 5.0 

Total 10.0 
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1.4  重组酶的表达与酶活测定 

1.4.1  重组酶的表达及检测 

将构建成功的 5 株携带重组质粒的宿主菌过

夜活化后，1%接种量转接于含终浓度 50 μg/mL

卡那抗生素的 LB 液体培养基中。于 37 ℃摇床中

培养至 OD620 0.6−0.7，加入终浓度 60 mmol/L IPTG

于 18 ℃过夜培养。离心收集菌体，用 0.05 mmol/L 

PBS 缓冲溶液稀释菌体并在冰上超声破碎 (功率

300 W，工作 3 s，间歇 3 s，30 min)，全菌体于 4 ℃

离心分离得上清和沉淀。 

SDS-PAGE 检测表达量：取待测样品 30 μL，加

入 10 μL 的 4×上样缓冲液，混匀后煮沸 10 min。

300 V 电压 20−30 min 后，取出蛋白胶通过凝胶检

测系统进行检测。比较对应位置处蛋白条带鉴定

重组酶是否表达或纯化。 

1.4.2  重组酶的酶活测定 

目前，褐藻胶裂解酶的酶活力测定方法主要

有硫代巴比妥酸法 (TBA)[21]、紫外吸收法[22-23]、

粘度法[24]和还原糖法 (DNS)[25-26]。紫外吸收法是

基于酶解产生的不饱和糖醛酸在 230−240 nm 处

有较高的吸收峰，这种方法比较灵敏，是目前褐

藻胶裂解酶酶活力测定的主要方法。 

酶活力单位的定义为：235 nm 下吸光值每分

钟增加 0.1 所需的酶量作为一个酶活单位。底物

配制：50 mmol/L 磷酸钠缓冲液 (pH 8.0)，0.5%

海藻酸钠，0.4 mol/L 氯化钠。0.3 mL 底物加 0.l mL

适当稀释的酶液于 40 ℃水浴保温 20 min 后，加入

0.6 mL HCl 终止反应，在 235 nm 下测定其吸光值。 

1.5  Gu 柱亲和层析法纯化重组酶 

采用重力柱 (购自大连TaKaRa公司) 对重组酶进

行纯化，缓冲液体系见表 5，具体操作步骤见说明书。 

收集的流出液通过 SDS-PAGE 检测纯度：取

待测样品 30 μL，加入 10 μL 的 4×上样缓冲液，

混匀后煮沸 10 min。300 V 电压 20−30 min 后，

取出蛋白胶通过凝胶检测系统进行检测。比较对

应位置处蛋白条带检测纯化效果。 

表 5  蛋白纯化缓冲液体系 

Table 5  Protein purification buffer system 

 
Na2HPO4-NaH2PO4 

buffer (mmol/L) 
NaCl 

(mmol/L) 
Imidazole
(mmol/L)

pH

Equilibrati
on buffer 

50 300 / 7.4

Wash 
buffer 

50 300 10 7.4

Elution 
buffer 

50 300 150 7.4

 
 

1.6  重组酶酶学性质的研究 

1.6.1  重组酶 rAlgV3 的最适温度及其稳定性 

(1) 等体积的酶与底物混合，分别在 4 ℃、

20 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、60 ℃

和 70 ℃水浴中反应 20 min 测定酶活。 

(2) 对于热稳定性，将重组酶酶液在 4 ℃冰箱

及 20 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、60 ℃

和 70 ℃水浴 1 h 后，迅速冷却至 4 ℃后测定酶活。 

1.6.2  重组酶 rAlgV3 的最适 pH 及其稳定性 

(1) 分别用以下缓冲液调节反应体系的 pH：

乙酸-乙酸钠缓冲液  (pH 4.5、5.0、5.5、6.0)，

Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液 (pH 6.0、6.5、7.0、7.5、

8.0)，Tris-HCl 缓冲液 (pH 8.0、8.5、9.0) 和硼砂-氢

氧化钠缓冲液 (pH 9.0、9.5、10.0)，测定褐藻胶

裂解酶在不同 pH 条件下的酶活力。 

(2) 将酶分别加入到上述几种缓冲液体系

中，并于 4 ℃保存 24 h，测定酶活力。 

1.6.3  不同离子对重组酶的影响 

在酶与底物的反应体系中分别加入终浓度为

1 mmol/L 的 SDS、CuCl2、MnCl2、NaCl、KCl、

(NH4)2SO4、MgCl2、FeSO4、FeCl3、EDTA 溶液，

未加任何离子反应体系的酶活定义为 100%，测定

其他反应体系中的酶活力。 

1.6.4  不同 NaCl 浓度对酶活的影响 

在酶与底物的反应体系中，分别加入终浓度

为 0、100、300、500、700、900 mmol/L 的 NaCl

溶液，测定酶活力。 
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1.6.5  重组酶底物偏好性分析 

将 2 μL 褐藻胶裂解酶液和携带空载体的裂

解菌液分别加在含 0.5%褐藻酸钠、Poly-G、

Poly-M 的平板上，40 ℃培养 24 h 后，加入 CaCl2

溶液观察酶对底物分解情况进行分析。 

1.7  褐藻胶裂解酶降解产物 ESI-MS 分析 

为了确定降解产物的聚合度，利用 ESI-MS

进行质谱分析。所用仪器型号：LTQ Orbitrap XL，

加热器温度：400 ℃，载气流量：10 L/min，辅助

气体流量：10/3 L/min，毛细管温度：350 ℃，毛

细管电压：39 V，扫描质量范围 150–1 500 m/z。 

2  结果与分析 

2.1  褐藻胶裂解酶基因的克隆及表达载体的 

构建 

AlgV1–algV5 基因 PCR 扩增产物和阳性克隆

鉴定结果见图 2，条带清晰，与理论大小值相符 

(algV1–algV5 碱基数分别为 1 044、1 554、1 752、

2 166 和 2 256 bp)。5 个重组质粒经生工生物工程 

(上海) 股份有限公司测序，其中插入基因的序列

与已知基因组测序的序列相似度均大于 98%，这

表明 algV1–algV5 序列正确。 

2.2  褐藻胶裂解酶的表达与诱导条件的优化 

2.2.1  五株重组菌褐藻胶裂解酶的表达 

经诱导表达后，各重组菌超声破碎后超声上清

液和超声沉淀中重组蛋白表达情况如图 3 所示。由

图可以看出 rAlgV1–rAlgV5 在相应位置均有表达，与

经诱导携带空载体菌液相比，重组酶 rAlgV2–rAlgV5

均产生了可溶性蛋白。rAlgV1 表达产物均在沉淀中，

可能是由于重组酶产生了包涵体等不溶蛋白。 

通过紫外吸收法测定 5 株重组菌发酵上清和

超声破碎后上清的酶活，结果见表 6。 

 
图 2  AlgV1–algV5 的 PCR 结果 

Fig. 2  PCR identification of the gene algV1−algV5. M: 
DNA marker; lane 1: PCR fragment of algV1; lane 2: PCR 
fragment of algV2; lane 3: PCR fragment of algV3; lane 4: 
PCR fragment of algV4; lane 5: PCR fragment of algV5. 

 

 
 

图 3  重组酶 rAlgV1–rAlgV5 的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of recombinant protein rAlgV1–rAlgV5. (A) SDS-PAGE analysis of rAlgV1–rAlgV5 
supernatant after ultrasonication. lane 1: rAlgV1; lane 2: rAlgV2; lane 3: rAlgV3; lane 4: rAlgV4; lane 5: rAlgV5; lane 
6: control; M: protein marker. (B) SDS-PAGE analysis of rAlgV1–rAlgV5 sediment after ultrasonication. M: protein 
marker; lane 1: control; lane 2: rAlgV1; lane 3: rAlgV2; lane 4: rAlgV3; lane 5: rAlgV4; lane 6: rAlgV5. 
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表 6  各重组菌海藻酸酶活性的定量测定 

Table 6  Quantitative determination of alginate lyase 
activity 

Strain/BL21/BL21 
Fermentation 
supernatant 

(U/L) 

Ultrasound 
supernatant 

(U/L) 

Total enzyme 
activity (U/L)

pET29a-AlgV1 179 Not detected 179 

pET29a-AlgV2 227 5 416 5 643 

pET29a-AlgV3 111 23 266 23 377 

pET29a-AlgV4 Not detected Not detected Not detected

pET29a-AlgV5 Not detected 167 167 
 

通过体外测定酶活验证 algV1、algV2、algV3、

algV5 基因为海藻酸裂解酶编码基因；其中

rAlgV1–rAlgV3 这 3 个重组菌均有胞外褐藻胶酶

活性，这与胥晴晴[20]研究结果一致，但是胞外酶

活性相对较低，应用价值较小；由图 3 可以看出

rAlgV4 和 rAlgV5 均进行了大量可溶性表达，但

是 rAlgV4 胞内外均未检测到酶活，原因可能是其

褐藻胶裂解酶的活性低，褐藻胶裂解酶活性的定

量测活方法不灵敏导致未能测出海藻酸裂解酶的

活性，也可能其本身就无海藻酸裂解酶活性，而

与褐藻胶异构酶的活性相关；同样 rAlgV5 仅在胞

内检测到少量酶活，可能原因与 rAlgV4 相同；重

组蛋白 rAlgV2 表达量较高，酶活也较高，具有一

定的应用潜力；重组酶 rAlgV3 的酶活性很高，尤

其是胞内酶活，这比文献报道结果高了 23 倍，具

有很高的应用价值[20]。接下来的实验选择 rAlgV3

为研究对象，通过优化诱导条件，提高 rAlgV3

的表达量，进而对该酶进行分离纯化与酶性质的

表征。 

2.2.2  rAlgV3 诱导条件的优化 

为了提高 rAlgV3 的表达量，本研究对诱导温

度、诱导 OD、诱导剂 IPTG 浓度以及诱导时间    

4 个方面进行优化，结果见图 4。由优化结果可知，  

 
 

图 4  重组酶 rAlgV3 诱导条件的优化 

Fig. 4  Optimization of induction conditions on the recombinant alginate lyase rAlgV3. (A) Effect of temperature on 
the recombinant alginate lyase rAlgV3. (B) Effect of OD on the recombinant alginate lyase rAlgV3. (C) Effect of IPTG 
on the recombinant alginate lyase rAlgV3. (D) Effect of induction time on the recombinant alginate lyase rAlgV3. 
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最佳诱导条件为 37 ℃培养菌体 OD 达到 0.4，于

25 ℃进行诱导 6 h。诱导剂 IPTG对酶活影响不大。

优化后重组酶 rAlgV3 表达量提高，酶活达到

1.68×105 U/L，比优化前提高了 7.3 倍。 

2.3  重组酶 rAlgV3 的纯化及酶性质研究 

2.3.1  重组蛋白酶的分离纯化 

由于重组酶 rAlgV3 带有 His-Tag，通过

TaKaRa 公司的重力柱进行纯化，收集的流出液

进行 SDS-PAGE (图 5)，发现纯化的褐藻胶裂解

酶有两条相近条带，通过 Western blotting 发现两

条带均带有组氨酸标签，可能原因为质粒 pET29a

与目的基因均存在起始密码子，或者蛋白酶的部

分降解导致。对收集到的纯酶进行活性测定为

398 U/mg。 

2.3.2  重组酶 rAlgV3 酶学性质的研究 

重组酶 rAlgV3 的最适温度和热稳定性：等体

积的酶 rAlgV3 与底物混合后，分别在 4 ℃、20 ℃、

30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、60 ℃和 70 ℃

水浴中反应 20 min 测定酶活，结果见图 6A。由

结果可知，该酶 40 ℃酶活最高，而在 ℃4−70 均

有酶活，可见该酶反应的温度范围较广，可在多

种反应温度中应用。 

 

 
 
图 5  重组酶 rAlgV3 重力柱纯化 SDS-PAGE 分析 

Fig. 5  SDS-PAGE analysis of purified protein rAlgV3. 
M: protein marker; lane 1: control; lane 2: supernatant 
before purification; lane 3: fluid through the gravity 
column; lane 4–6: eluent after purification. 

 
 

 
 

图 6  重组酶 rAlgV3 的最适温度 (A) 和热稳定性 (B) 

Fig. 6  The optimal temperature (A) and thermal 
stability (B) of the recombinant rAlgV3.  

 

对于热稳定性，将重组酶 rAlgV3 酶液在 4 ℃

冰箱及 20 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、

60 ℃和 70 ℃水浴 1 h 后，迅速冷却至 4 ℃后测定

相对酶活，结果见图 6B。由结果可知，该重组酶

rAlgV3 在 20 ℃以内酶活变化较小，具有很好的

稳定性，30 ℃以上酶活下降，到 60 ℃以上酶活

性完全丧失。这说明重组酶 rAlgV3 不宜在高温环

境中长期保存。 

重组酶 rAlgV3 的最适 pH 和 pH 稳定性：分

别用以下缓冲液调节反应体系的 pH：乙酸-乙酸钠缓

冲液 (pH 4.5、5.0、5.5、6.0)，Na2HPO4-NaH2PO4

缓冲液 (pH 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0)，Tris-HCl
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缓冲液  (pH 8.0、8.5、9.0)和硼砂 -氢氧化钠缓   

冲液 (pH 9.0、9.5、10.0)，测定褐藻胶裂解酶不

同 pH 条件下的相对酶活，结果见图 7A。重组   

酶 rAlgV3 在 pH 5.0 以下几乎没有酶活，直至 pH 

8.0 达到最大值，当 pH 大于 8.0 后酶活下降，当

pH 为 10 时，酶活性完全丧失。由图可知，重组

酶 rAlgV3 适合反应的 pH 为 6.5−9，具有广泛 pH

特性。 

将酶分别加入到以上 3 种缓冲液体系中，并

放于 4 ℃冰箱中保存 24 h，测定相对酶活，结果

见图 7B，pH 4.5−9.5 时相对酶活变化不大，而 pH  
 

 
 

 
 

图 7  重组酶 rAlgV3 的最适 pH 值 (A) 和 pH 稳定

性 (B) 

Fig. 7  Effects of pH on the recombinant rAlgV3. (A) 
The optimal pH of the recombinant rAlgV3. (B) The pH 
stability of the recombinant rAlgV3. 

为 10 时，酶活几乎完全丧失，由其变化趋势可知，

重组酶 rAlg2 的 pH 稳定范围为 4.5−9.5，可见该

酶具有耐酸耐碱的特性，在不同 pH 中稳定性很

好，与目前文献报道的酶活 pH 稳定性相比具有

明显优势，具有巨大的工业应用潜力。 

不同离子对重组酶 rAlgV3 酶活的影响：在酶

与底物的反应体系中分别加入终浓度为 1 mmol/L

的 SDS、CuCl2、MnCl2、NaCl、KCl、(NH4)2SO4、

MgCl2、FeSO4、FeCl3、EDTA 溶液，未加任何离

子反应体系的酶活定义为 100%，测定反应体系中

的相对酶活，结果见图 8。结果表明，SDS、Cu2+

具有明显抑制酶活作用，而 Fe2+、Fe3+有促进酶

活的作用，其他离子影响不大。 

不同 NaCl 浓度对重组酶 rAlgV3 活性的影

响：由于褐藻胶裂解酶主要产自海洋微生物，NaCl

浓度是其发生反应的一个重要影响因素，故考察了

高 NaCl 浓度对该酶的影响。在酶与底物的反应体

系中，分别加入终浓度为 0、100、300、500、700、

900 mmol/L 的 NaCl 溶液，测定相对酶活，结果见

图 9。由图可以看出，NaCl 浓度为 300−500 mmol/L

时，酶活性最高，适量的 NaCl 对酶活具有促进

作用。 

 

 

 
图 8  离子对重组酶 rAlgV2 酶活的影响 

Fig. 8  Effects of reagents on enzymatic activity of 
recombinant rAlgV3. 
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图 9  不同 NaCl 浓度对 rAlgV3 酶活性的影响 

Fig. 9  Effects of different NaCl concentration on the 
rAlgV3 lyase activity. 

重组酶 rAlgV3 底物偏好性分析：由于古罗糖

醛酸的聚合物  (Poly-G)能和 Ca2+形成白色的胶

状络合物，而聚甘露糖醛酸 (Poly-M)和 Ca2+结

合是无色的，因此，如果加入的酶能够降解

Poly-G，则滤纸片周围出现透明的圆圈；如果不

降解 Poly-G，则出现白色的晕圈；如果既降解

Poly-G 又降解 Poly-M，则也是出现透明圈。根

据此原理，将 2 μL 褐藻胶裂解酶液和携带空载

的裂解菌液分别加在 0.5%海藻酸钠、Poly-G、

Poly-M 成分的平板上，40 ℃培养 24 h 后加入

CaCl2 溶液，结果见图 10。分别以 0.5%的海藻酸

钠、Poly-G、Poly-M 为底物，检测相对酶活，结

果见图 11。 
 

 
 

图 10  褐藻酸酶降解不同成分平板的结果 

Fig. 10  Results of decomposing sodium alginate (A), Poly-G (B) and Poly-M (C). 1: control; 2, 3: rAlgV3. 
 

 
 
 

图 11  重组酶 rAlgV3 的底物偏好性 

Fig. 11  The substrate specificity of the recombinant 
rAlgV3. 

由结果可知，该酶在 3 个平板上均产生透明

圈，且对 3 种底物都有活性，说明该酶既可以分

解 Poly-M 片段，也可以分解 Poly-G 片段，具有

广泛底物特性，且偏好 Poly-M。目前发现的褐藻

胶裂解酶普遍具有单一性，能同时分解两种片段

的酶比较少，该酶的发现可将褐藻胶有效降解成

单糖，为褐藻的生物转化奠定基础。 

2.4  褐藻胶裂解酶降解产物 ESI-MS 分析 

为了对该酶的降解产物作进一步的分析，采

用 ESI-MS 分析方法，将 0.9 mL 的 0.5%海藻酸钠

与 0.1 mL 重组酶 rAlgV3 酶液于 40 ℃反应 1 h，

然后煮沸 5 min 灭活，产物离心脱盐后，进行

ESI-MS 质谱分析 (图 12)。 
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图 12  褐藻胶裂解酶降解产物 ESI-MS 分析 

Fig. 12  ESI-MS analysis of alginate lyase degradation products. 
 

从质谱图上可以看出，对于海藻酸盐，酶解

后产物主要是聚合度较低的寡糖，其中二糖和三

糖为主要降解产物 (图 12)，可见该酶为内切酶。

褐藻胶寡糖应用广泛，该酶可作为生产褐藻胶寡

糖的有效工具。 

3  结论 

本研究对解藻酸弧菌上可能的 5 个褐藻胶裂

解酶进行了克隆表达，成功构建了 5 株重组菌，

其中观察到重组酶 rAlgV3 具有较高酶活。对重组

酶 rAlgV3 进行了诱导条件的优化，该酶的表达量

明显提高，且酶活力达到 1.68×105 U/L，相比文

献报道的 rAlgV3 酶活性高出 168 倍[20]，可能由

于蛋白序列差异引起的，值得进一步探究。对重

组酶 rAlgV3 的酶学性质进行探究发现，其对环境

变化高度适应，具有较广的温度范围和很好的 pH

稳定性，这与大部分报道的褐藻胶裂解酶相比具有

明显的优势。对重组酶 rAlgV3 底物偏好性分析发

现，该酶既能分解 Poly-M 片段，也能分解 Poly-G

片段，具有底物多样性的特点。ESI-MS 分析发现，

该酶可将底物主要降解为二糖和三糖，是产生褐藻

胶寡糖的有效工具，可广泛应用在医药、食品、能

源等领域，是一种在商业上具有应用潜力的酶。 
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