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摘要  以海藻酸钠为唯一碳源, 从天然腐烂海带中筛选得到一株高效褐藻胶降解菌株53#, 经形态学观察和

16S rRNA鉴定, 确定为类芽孢杆菌Paenibacillus agaridevorans。采用正交试验方法, 以pH、温度、NaCl浓度

和海藻酸钠初始浓度为影响因素, 对该菌株的产酶条件进行优化, 得到53#菌的最佳产酶条件: pH=8, 25℃, 

NaCl浓度15 g/L, 海藻酸钠初始浓度15 g/L。在最佳产酶条件下, 褐藻胶裂解酶最大酶活可达390.53±17.32 

U/mL。筛选得到的类芽孢杆菌Paenibacillus agaridevorans 53#具有易于培养、产酶速度快和酶活力高等优

点, 能够实现褐藻胶的高效糖化, 在褐藻生产生物乙醇领域具有潜在利用价值。 
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Abstract  53#, a strain of efficient alginate degrading bacteria, is isolated from rotted kelp using sodium alginate 

as the only carbon resource. Strain 53# is identified as Paenibacillus agaridevorans based on physiological 

characteristics and 16S rRNA sequencing. The optimaltion yield condition of strain 53# is identified at pH=8, 

T=25ºC, NaCl 15 g/L, and sodium alginate 15 g/L by orthogonal experiment and analysis, and the highest enzyme 

activity is 390.53±17.32 U/mL. Strain 53# has the advantages such as being cultivated easily, producing enzyme 

fast and having high enzyme activity. It can achieve a high efficiency for saccharification of alginate and thus has 

potential value to be utilized in the production of bioethanol from brown algae. 
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近年来, 海洋藻类以生长速度快, 光合作用效

率高, 不含难降解木质素, 不与粮食作物争夺土地

和淡水资源等优点成为第三代生物能源原料[1]。海

洋藻类分为微藻和大型海藻。由于油脂含量较高 , 

微藻仅适用于生产生物柴油; 因碳水化合物含量较

高, 大型海藻被认为是开发生物乙醇的优质原料。

以 大 型 海 藻 中 典 型 的 褐 藻 门 海 带 为 例 , 干 重 的

30%~40%为碳水化合物[2], 这些碳水化合物以褐藻

胶和甘露醇为主, 其中褐藻胶占碳水化合物总量的

67%以上[3]。 

Horn 等 [4]最早将褐藻门海带用于生物乙醇的

发酵, 发现毕赤酵母 Pichia angophorae 可以利用北
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方海带  Laminaria hyperborean 中含有的甘露醇和

褐藻淀粉发酵乙醇。此后, 越来越多的研究者关注

和探索利用褐藻组分进行乙醇发酵。然而, 大分子

的褐藻胶不能被现有的生物能源转化类微生物直接

利用, 因而褐藻胶降解糖化是乙醇发酵过程的关键

步骤。 

目前比较常见的褐藻胶降解糖化方法有稀酸加

热法、直接加热法和生物方法[5]。生物方法具有高

效、预处理简单和无污染等优点, 是褐藻胶糖化的

必 要 手 段 。 Wargacki 等 [6] 将 灿 烂 弧 菌 (Vibrio 

splendidus)中多个褐藻胶代谢与转运相关基因导入

大肠杆菌, 通过构建基因工程菌, 将褐藻胶、甘露

醇和葡聚糖等多种碳水化合物成功地转化为乙醇。

Enquist-Newman 等[7]则通过基因改造酵母菌, 实现

了对褐藻胶等碳水化合物的转化。与基因工程方法

相比, 酶解法因具有底物转移性强的特点而备受关

注 ; 酶解法的酶解产物褐藻寡糖还能够抗凝血 [8], 

降血糖血脂 [9], 抗肿瘤 [10–11], 清除自由基 [12], 促进

肠道双歧杆菌生长 [13], 具有较高的食用和药用价

值。因此, 筛选和发现高效的褐藻胶降解菌, 进而

提取其褐藻胶裂解酶进行褐藻胶的酶解, 逐渐成为

这一领域的研究热点。 

本研究拟以海藻酸钠为唯一碳源, 从天然腐烂

的海带中筛选高效褐藻胶降解菌株, 通过形态学和

系统发育树分析, 对高效菌株进行鉴定; 并采用正交

试验法, 对 pH、培养温度、盐度及褐藻胶初始浓度

等条件进行优化, 以得到高效菌种的最佳产酶条件, 

为高效降解褐藻胶及褐藻生物能源转化奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

初筛培养基 : 海藻酸钠  2~10 g/L, 硫酸铵  5.0 

g/L, 硫酸镁 0.5 g/L, 硫酸亚铁 0.01 g/L, 氯化钠 15 

g/L, 磷酸二氢钾/磷酸氢二钾 50 mmol/L, 将 pH 值

调节为 7, 固体培养基添加琼脂 20 g/L。121.5℃灭

菌 30 分钟。 

复筛培养基: 海藻酸钠 10 g/L, 硫酸铵 5.0 g/L, 

硫酸镁 0.5 g/L, 硫酸亚铁 0.01g/L, 氯化钠 15 g/L, 

磷酸二氢钾/磷酸氢二钾  50 mmol/L, 将  pH 值调节

为 7。121.5℃灭菌 30 分钟。 

1.2  实验方法 
1.2.1  菌种的驯化与筛选 

用过滤后的海水浸泡天然腐烂海带约一周, 得

到菌悬液。驯化步骤 : 取  1 mL 菌悬液加入  30 mL

海藻酸钠浓度为  2 g/L 的初筛培养基中 , 于  25℃ , 

160 r/min 培养 72 小时; 取 1 mL 培养液, 再次加入

新鲜的 4g/L 海藻酸钠初筛培养基中, 重复上述操

作, 依次将培养基中的海藻酸钠浓度提高至 6, 8 和

10 g/L。 

最后一代菌液培养  72 小时后 , 涂布于  10 g/L

海藻酸钠固体初筛培养基上, 25℃培养 72 小时后, 

挑取不同形态的菌落进行平板划线分离, 得到单菌

落菌株。 

从初筛平板上挑取单一菌落转移至 100 mL 复

筛培养基中, 25℃, 160 r/min 摇瓶培养, 每 24 小时

取样测定生物量和酶活力, 选取生长较快、酶活力

高的菌株为优势菌株进行优化实验。 

1.2.2  菌株的鉴定 
取适量菌液稀释后涂片固定, 采用革兰氏染液

( 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 有 限 公 司 ) 染 色 后 在

Olympus BX53 显微镜(Olympus, 日本)下观察细胞

个体形态特征(目镜放大 10 倍, 物镜放大 100 倍)。 

用 16S rRNA 基因测序法进行菌种鉴定。采用

细菌基因组 DNA 提取试剂盒(离心柱型, GENEray 

Biotechnology) 提 取 总  DNA, 利 用 通 用 引 物 (27F, 

1492R)进行 PCR 扩增, PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳

后切胶纯化后 , 送至华大基因(深圳)进行  TA 克隆

及 测 序 。 使 用  MEGA 6.06 软 件 , 将 测 序 结 果 与

NCBI 数据库中的序列进行比对分析 , 设置算法自

检程序  Bootstrap 1000 次 , 使用最大似然法建立系

统发育树, 确定菌株种类。 

1.2.3  酶活测定 
褐藻胶裂解酶能以  β-消去反应催化降解褐藻

胶 , 一侧得到还原末端 , 另一侧为带有  C4,5 双键 

的  4-deoxy-L-erythro-hex-4-enopyranosyluronic acid

结构的非还原末端 , 该结构在  230~240 nm 处有强

吸收峰。根据此裂解产物的特征 , 可采用  DNS 法

测定还原糖, 或用紫外吸收法表征酶活力[14]。预实

验采用两种方法测定, 得到一致的结果, 并排除了

硫酸铵硝化反应的可能性。本文中主要采用紫外吸

收法表征酶活 , 具体方法如下 : 将菌悬液在  10000 

r/min 离心 10 分钟, 取 50 μL 上清液, 加入 0.95 mL

海藻酸钠溶液 (1%)中 , 测定其  1 分钟内在  235 nm

处吸光度的变化情况[15]。将 1 mL 酶液在上述条件

下 OD235 每分钟增加 0.1 所需的酶量定义为 1 个酶

活力单位(U) 。 
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表 1  正交试验设计 
Table 1  Orthogonal experiment design 

编号 pH T/ºC 
NaCl 浓度/ 

(g·L−1) 

海藻酸钠初始 

浓度/(g · L−1) 

1 6 22 15  5 

2 6 25 30 10 

3 6 28 45 15 

4 7 22 30 15 

5 7 25 45  5 

6 7 28 15 10 

7 8 22 45 10 

8 8 25 15 15 

9 8 28 30  5 

1.2.4  产酶优化实验设计 
综合考虑生长速度及酶活力等因素设计正交试

验, 进行产酶条件优化研究。通过单因素实验, 初

步 判 断 菌 株 适 宜 生 长 的 条 件 ,  选 择  pH、 温 度 、

NaCl 浓度和海藻酸钠初始浓度 , 设计  4 因子  3 水

平正交试验表(表 1), 探索最适产酶条件。 

1.2.5  测试分析方法 
菌悬液生物量用在 600 nm 处的吸光值来表征, 

采用紫外分光光度计  UV1800 (岛津 , 日本)测定。

pH 值采用 pH201 型 pH 计(HANNA, 意大利)测定, 

测定之前用标准的 pH 溶液进行两点校准。 

2  结果与讨论 
2.1  菌株的筛选 

从天然腐烂海带得到菌悬液, 经过逐级驯化培

养, 分离得到 7 株能够以海藻酸钠为单一碳源进行

正常生长并具有海藻酸钠降解功能的菌株  (图  1), 

其中, 26#, 40#, 41#和 42#均在 48 小时时产酶活力

最高 , 并在  72 小时进入稳定期。综合考察菌落形

态、显微镜图像及细菌生长、酶活情况, 初步判定

这 7 株菌主要分属 3 类(分别以 40#, 44#, 53#为代

表), 特征具体如下: 40#菌株为短棒状 , 生长速度

快 , 菌落形状不规则 , 亮黄色 , 边缘半透明 , 表面

光滑 , 湿润 , 菌落较大 , 接种  48 小时后酶活最高 , 

可达 253.2 U/mL, 72 小时后进入稳定期, 此后酶活

性逐渐降低; 44#菌株呈杆状, 生长非常缓慢, 菌落

形状不规则 , 白色不透明 , 表面粗糙 , 干燥 , 菌落

非常小, 培养 120 小时后 OD600 仅为 0.35, 但其酶

活持续升高, 120 小时时的酶活可达 370 U/mL; 53#

菌株(图  2)为杆菌, 生长速度快, 菌落圆形, 白色不 

 

图 1  多株褐藻胶降解菌生长及酶活 
Fig. 1  Bacterial growth and enzyme activity of strains of 

alginate-degrading bacteria 

 

图 2  菌株 53#的显微照片 
Fig. 2  Optical micrograph of strain 53# 

 

透明, 表面光滑, 湿润, 菌落较小, 120 小时的培养

时间内菌株持续增殖 , 酶活在  48 小时时即可达到

最高值  352.6 U/mL。综合比较细菌的生长和产酶

情况, 53#菌株产酶速率快, 酶活性较高, 因此将其

选定为目标菌株。 

2.2  菌株的鉴定 
通过聚合酶链式反应(PCR), 对 53#菌株的 16S 

rRNA 的  DNA 进行扩增 , TA 克隆杂交测序得到

1532 个碱基对, 将其与 GenBank 数据库中已知细

菌的 16S rRNA 基因序列进行比对分析建立系统发

育 树 ( 图  3 ) ,  结 果 表 明 5 3 # 菌 株 与 类 芽 孢 杆 菌

Paenibacillus agaridevorans 同源性最高, 相似度为 



北京大学学报 (自然科学版 )  第 53 卷   第 6 期   2017 年 11 月  

1118 

表 2  正交试验结果 
Table 2  Results of orthogonal experiment design 

编号 pH T/ºC NaCl 浓度/(g·L−1) 海藻酸钠初始浓度/(g·L−1) 最大酶活/(U·mL−1) 

1 6 22 15  5 203.93 

2 6 25 30 10 257.50 

3 6 28 45 15 283.80 

4 7 22 30 15 359.54 

5 7 25 45  5 132.27 

6 7 28 15 10 214.40 

7 8 22 45 10 268.33 

8 8 25 15 15 390.33 

9 8 28 30  5  61.60 

k1 238.41 266.26 259.55 132.93  

k2 242.40 267.03 229.54 247.74  

k3 244.42 189.93 236.13 344.55  

极差   6.01  77.10  30.01 211.62  

 

图 3  菌株 53#系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of strain 53# 

 

97%, 因 此 确 定 其 为 类 芽 孢 杆 菌 Paenibacillus 

agaridevorans。迄今为止, 文献中报道的产褐藻胶

裂解酶的菌株主要集中在交替单胞菌, 弧菌, 假交

替单胞菌等种属[16], 关于类芽孢杆菌褐藻胶裂解酶

的报道较少, 本研究得到的这株菌株是对现有褐藻

降解菌株的补充。 

2.3  菌株产酶条件优化 
通过正交试验优化  53#菌的产酶条件 , 并解析

各因素的影响 , 以确定最佳产酶条件 , 提高酶活。

正交试验中, 极差越大说明相对应的因素对指标的

影响越大, 即该因素越关键。从表 2 可知, pH、温

度、NaCl 浓度和海藻酸钠初始浓度 4 个因素对褐

藻胶裂解酶最大酶活的影响强弱顺序为: 海藻酸钠

初始浓度>温度>NaCl 浓度>pH。以最大酶活为主

要指标, 正交试验分析得出 53#菌株的最适产酶条

件为  pH=8, 温度  25℃ , NaCl 浓度  15 g/L, 海藻酸

钠初始浓度 15 g/L。 

上述 4 个因素中, pH 和 NaCl 浓度对于 53#菌 
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图 4  正交试验各组生长及酶活变化 
Fig. 4  Bacterial growth and enzyme activity of orthogonal experiment design 

 

株最大酶活的影响最不显著。但从图  4 可以看出 , 

弱酸性条件会导致细菌迟滞期延长至  60~96 小时 , 

这可能是低 pH 条件下产酶速率低的主要原因。在

NaCl 浓度为 30 g/L 的条件下, 53#菌株生长速率最

快 , 这 与 海 洋 细 菌 较 适 应  3%的 海 水 盐 度 是 一 致

的 。 然 而 , 褐 藻 胶 裂 解 酶 酶 活 在  NaCl 浓 度 为    

15 g/L 时最大, 且随着 NaCl 浓度从 15 g/L 升高到

45 g/L, 最大酶活呈逐步下降趋势 , 说明该菌株的

生长速率与产酶速率不具有直接的正相关关系。总

体来看, 53#菌株在 22~28℃的温度范围内均可以正

常生长 , 较高的温度 (28℃ )有益于细菌快速繁殖 , 

但不利于提高酶活, 酶活在 28℃受到显著抑制。在

4 个影响因素中, 褐藻胶底物浓度对粗酶液酶活的

影响最显著, 这与褐藻胶裂解酶是底物诱导酶有关, 

较高的褐藻胶浓度在起到底物诱导作用的同时, 又

保证了足够的碳源, 保障细菌生长繁殖。 

以海藻酸钠作为唯一碳源, 在正交试验优化出

最适培养条件(pH=8, 25℃, NaCl 15 g/L, 海藻酸钠

15 g/L)下进行验证实验。如图 5 所示, 培养基中褐 

 

图 5  最优条件下菌株 53#生长及酶活变化 
Fig. 5  Bacteria growth and enzyme activity 

of strain 53# on optimal conditions 

 

藻胶裂解酶的释放和增长先于细菌的快速增殖, 随

着细菌生物量的增加 , 培养基中总酶活迅速提高 , 

培 养  36 小 时 即 可 达 到 最 大 酶 活  390.53±17.32 

U/mL, 此后海藻酸钠被降解, 含量减少, 褐藻胶裂

解酶作为诱导酶随着底物消耗, 合成量减少, 培养

基酶活也开始下降。 
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表 3  来自多种微生物的褐藻胶裂解酶 
Table 3  Alginate lyase from various microorganisms 

酶来源 处理手段 粗酶活/(U · mL−1) 纯化后酶活/(U · mL−1) 文献来源

交替单胞菌 Alteromonas H4 无 146.45a  [22] 

Vibrio sp. 510-64 复合诱变 289.1b  [17] 

蜡样芽胞杆菌 F1-5-10 转基因 12.20b  26.37 [18–19] 

Vibrio sp. QY105 硫酸铵盐析, 琼脂糖凝胶色谱纯化 15.86b  76.18 [23] 

Alteromonas sp strain No. 272 二乙胺基乙基纤维素株层析, 琼脂糖凝胶色谱纯化 8.3 U/mgb    1122.8 U/mg [24] 

Pseudoalteromonas sp. SM0524 离子交换柱, 凝胶过滤 62.6b 244.94 [25] 

Paenibacillus sp strain 8-5 转基因 
30.0b (胞外酶) 

61b (胞内酶) 
 [21] 

53# 驯化 390.53±17.32b  本研究 

注: a 还原糖法表征酶活; b 紫外吸收法表征酶活。 

 

针对已发现的褐藻胶降解菌粗酶活力有限的问

题, 研究者多采用驯化、诱变和基因改造等多种手

段来提高菌株产酶活力, 并进一步分离纯化, 以获

得活性较高的褐藻胶裂解酶。胡晓珂 [17]从菌株弧

菌(Vibrio sp. 510)出发, 通过复合诱变和选育, 得到

一株酶活力显著提高、生物学性状稳定的突变菌株

Vibrio sp. 510-64, 最大酶活可达 289.1 U/mL。汪立

平等[18]从蜡样芽胞杆菌 F1-5-10 中提取 DNA, 克隆

得到褐藻胶裂解酶基因 , 并构建到大肠杆菌  BL21

中诱导表达, 粗酶活力为 12.20 U/mL, 后来经过条

件优化 , 进一步提高到 26.37 U/mL[19]。Tavernier

等[20]从 Alteromonas sp strain No. 272 中得到粗酶

8.3 U/mg, 分 离 纯 化 后 酶 活 可 提 高 至 1122.8 

U/mg 。 Qiao 等 [21] 筛 选 得 到 一 株 类 芽 孢 杆 菌

Paenibacillus sp strain 8-5, 发现其胞外酶活力达

30.0 U/mL, 胞内酶活力达 61 U/mL。通过对比(表

3)可以发现 , 本研究中筛选得到的  53#菌株在未经

诱变和基因改造的条件下, 产生的褐藻胶裂解酶活

性较高, 具有显著的优势, 在生物发酵乙醇过程中

具有较高的利用价值。 

3  结论 

从天然腐烂海带中筛选出一株高效褐藻胶降解

菌株  53#, 通过菌体形态观察和  16S rRNA 基因序

列分析 , 确定为类芽孢杆菌  Paenibacillus agaride-

vorans。采用正交分析法对  53#菌的产酶条件进行

优化 , 确定了最佳产酶条件 : pH = 8, 温度  25°C, 

NaCl 浓 度  15 g/L, 海 藻 酸 钠 初 始 浓 度  15 g/L, 在  

此 条 件 下 可 以 获 得 的 最 大 酶 活 为 390.53±17.32 

U/mL。菌株  53#具有易于培养、产酶速度快、酶

活力高等优点, 在褐藻寡糖生产和褐藻生物能源转

化等领域具有潜在利用价值。 
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