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摘要 :褐球固氮菌 ( A z otobacter chroococcum )是一种海藻酸降解菌.本实验采用 PCR的方法 ,以褐

球固氮菌基因组 DNA为模板 ,克隆出约 1105 kb 的海藻酸裂解酶基因 al gL 的成熟蛋白编码序

列 ,并将其插入巴斯德毕赤酵母 ( Pichi a p astoris)表达载体 p PIC9 K中 ,获得重组质粒 p PIC9 K -

al gL .重组质粒线性化后用聚乙二醇 ( PEG)法导入毕赤酵母菌株 GS115中 ,获得高效分泌表达海

藻酸裂解酶的毕赤酵母工程菌株.用甲醇诱导培养基进行摇瓶发酵 ,表达得到 43 kDa的目的蛋白 ,

酶活力可达 1 400 U/ cm3 左右.经测定 ,该重组酶的最适反应 p H为 815 ,最适反应温度为 40 ℃,并

且在 20～55 ℃,p H210～1110具有较好的稳定性.另外 ,10 mmol/ cm3 的 Cu2 + ,Fe2 + ,Co2 + ,Mn2 +

和 Ca2 +对酶有不同程度的抑制作用.
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1　引言

海藻是世界上最为丰富的海洋资源之一 ,它包

括 250属 ,1 500 余种 ,有经济价值的种类就有 100

多种.我国拥有漫长的海岸线 ,海藻产量居世界前

列[1 ] .海藻中富含海藻酸盐 ,据报道马尾藻的海藻酸

盐含量可达 30 %～35 %[2 ] ,海带干物质海藻酸盐含

量为 24 %[3 ] .经降解处理后的海藻酸可产生具有较

强生物活性及益生作用的海藻寡糖.传统上多以化

学方法降解海藻酸 ,但它的效率低 ,反应条件剧

烈[4 ] ,因此 ,更加环保温和的高效降解方法成为人们

关注的焦点 ,海藻酸裂解酶 (alginate lyase)就是这

样一种高效生物催化剂 ,它的深入研究对海藻资源

的开发具有重要的理论意义和应用价值.

海藻酸是由β- D - 甘露糖醛酸 (M)和α- L -

古罗糖醛酸 ( G)为单体随机聚合形成的线性高分子

聚合物 ,其一级结构受不同来源决定[ 5 ] .海藻酸裂解

酶按其降解海藻酸片段的不同可分为两大类 :1 ,4 -

β- D - 甘露糖醛酸裂解酶 ( EC 4121213)和 1 ,4 -α

- L - 古罗糖醛酸裂解酶 ( EC 41212111) .它们分别

作用于海藻酸的甘露糖醛酸段和古罗糖醛酸段 ,生

成寡聚糖醛酸 ,并在非还原末端产生 C4 ,C5 不饱

和双键[ 6 ] .

海藻酸裂解酶主要来源于某些微生物[7～10 ]和

一些海洋动植物[ 11～13 ] ,其中褐球固氮菌 ( A z otoba -

cter chroococcum )是研究较为清楚的产海藻酸裂解

酶的菌株 ,其分泌的海藻酸裂解酶能够有效的作用

于海藻酸盐中 M - M和 M - G间的 1 ,4 - 糖苷键.

褐球固氮菌海藻酸裂解酶的编码基因 al gL 已于

1998年被克隆 ,并且在大肠杆菌 ( Escherichi a col i )

中进行了表达 ,但表达活力较低[5 ] .巴斯德毕赤酵母

是一种高效的真核表达系统 ,具有许多优于原核表
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达系统的特点 ,但迄今为止 ,国内外尚未有海藻酸裂

解酶在毕赤酵母中表达的研究报道. 本研究采用

PCR的方法克隆到褐球固氮菌 al gL 基因的成熟蛋

白编码序列 ,将其在巴斯德毕赤酵母中进行表达 ,并

对表达产物性质进行了初步研究.

2　材料和方法

211　菌株和质粒

褐球固氮菌 ( A z otobacter chroococcum ) , 购自

中国科学院微生物研究所菌种保藏中心 ( CGMCC

11178) ;大肠杆菌 ( Escherichi a col i ) D H5α菌株由

中国农业科学院饲料研究所生态饲料研究室保存 ;

毕赤酵母 ( Pichi a Pastoris) GS115和 p PIC9 K分泌

型表达载体购自 Invit rogen 公司 ;质粒 pCF - T

Vector购自天为时代公司.

212　酶和试剂

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶为 Ta KaRa 公

司产品 ; Pf u DNA 聚合酶购自天为时代公司 ; X -

Gal 购自 Promega 公司 ; G418 购自 Invit rogen 公

司 ;海藻酸钠、葡萄糖醛酸为 Sigma 公司产品 ;其他

化学试剂为国产或进口分析纯试剂.

213　培养基

LB 培养基见文献 [ 14 ] , YPD ,RDB ,MM ,MD ,

BM GY ,BMM Y培养基见 Invit rogen公司毕赤酵母

操作手册.

214　褐球固氮菌 al gL基因成熟蛋白编码序列的克

隆及毕赤酵母表达载体的构建

21411　褐球固氮菌基因组 DNA 的提取

参照文献[ 14 ]方法从褐球固氮菌中提取基因组

DNA.

21412　褐球固氮菌 al gL 基因成熟蛋白编码序列

的克隆

　　根据 Genbank no1 AJ 223605 序列[5 ] ,以 al gL

基因信号肽编码序列后第一个核苷酸到全基因终止

密码子序列 (1053 bp)设计 PCR扩增引物 ,上游引

物序列为 5′CGGAA T TCGCCA GCGCCCT GGT2
TCCG CCCAA 3′,下游引物序列为 5′GCGGC2
CGCCTA GTCCGCGT T GCCGACA GT 3′,其中上、

下游引物中分别引入 EcoRI和 N otI酶切位点 ,如下

划线所示 ,使目的片段经 EcoRI、N otI酶切后插入到

同样酶切处理的质粒 p PIC9 K中.以褐球固氮菌基因

组 DNA为模板 ,进行 PCR反应 ,体系为 50μL :含有

约 50 ng褐球固氮菌基因组 DNA 115μL ,总浓度 10

mmol/ dm3 dN TP 4μL ,10 mmol/ dm3 的上下游引物

各 1μL ,10×PCR反应缓冲液 5μL ,5 U/ mm3 的 Pfu

DNA聚合酶 015μL , ddH2 O 37μL. 反应条件为 :

94 ℃预变性 5 min后 ,75 ℃热启动加酶 ;94 ℃变性

50 s ,61 ℃退火 50 s ,72 ℃延伸 1min , 进行 35个循

环 ;最后延伸 5 min ;随后加入 2 U/ mm3 的 Taq DNA

聚合酶 015μL ,10 mmol/ dm3 dATP1μL ,72 ℃加 A

反应 20 min ,使得平末端的扩增产物带有 3’端 A突

出的黏性末端 ,以便与克隆载体连接.

PCR扩增产物经回收纯化后 ,连接到 pCF - T

Vector上 ,转化大肠杆菌 D H5α,通过蓝白斑筛选获

得阳性克隆 ,并进行测序鉴定.

21413　毕赤酵母重组表达载体的构建

将 al gL 基因成熟蛋白编码序列经 EcoRI、N otI

双酶切后插入毕赤酵母表达载体 p PIC9 K的多克隆

位点 ,位于α- 因子信号肽序列的下游 ,得到重组质

粒 p PIC9 K - al gL ,并对该质粒进行限制性酶切及

测序鉴定.

215　毕赤酵母的聚乙二醇( PEG)法转化

接毕赤酵母菌株 GS115单菌落于 10 mL YPD

中 30 ℃, 250～300 r/ min 培养至 OD600为 016～

110 ,离心收集菌体 ,用 10 mL Solution I(见 Invit ro2
gen公司毕赤酵母操作手册)重悬细胞 ,离心收集菌

体 ,用 1 mL Solution I重悬细胞 ,此时酵母细胞处

于感受态 ,取 80μL 上述菌液 ,加入 3μg经限制性

内切酶 B glII线性化的重组质粒 p PIC9 K - al gL ,

加入 1 mL Solution II ,充分混匀 ,30 ℃水浴 1 h ,其

中每 15 min旋涡震荡 ,42 ℃水浴 10 min ,4 000 r/

min离心收集菌体 ,加入 1 mL Solution III ,离心去

上清 ,最后加入 100～150μL Solution III ,重悬细

胞 ,菌液涂布于固体 RDB平板上 ,30 ℃培养 2～4 d

直至转化子出现.

216　重组毕赤酵母的筛选和鉴定

21611　重组毕赤酵母的筛选

用灭菌牙签挑取 RDB 平板上的转化子分别点

种到 MM、MD和含 600μg/ cm3 G418的 YPD平板

上 ,30 ℃培养.在 MD上生长正常而在 MM上生长

缓慢或不生长的转化子为甲醇利用慢型 ;在含 G418

的 YPD平板上生长正常的为多拷贝转化子.

21612　重组毕赤酵母菌株的 PCR鉴定

毕赤酵母基因组 DNA 的提取参照 Invit rogen

公司毕赤酵母操作手册.以毕赤酵母基因组 DNA

为模板 ,利用目的基因特异性引物进行 PCR反应 ,
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以确定外源基因的整合情况.

21613　重组毕赤酵母工程菌株的诱导表达

将转化子接种于含 3 mL BM GY培养基中的

12 mL 离心管中 ,30 ℃220 r/ min摇床培养 48 h.

离心收集菌体 ,用 3 mL BMM Y诱导培养基重悬菌

体 ,30 ℃220r/ min继续培养 ,每 24 h补加甲醇至终

浓度 015 %.每 24 h 取样 ,将培养液于 6 000 r/ min

离心 5 min ,收集上清 ,得粗酶液 ,用于初步定性测

定酶活力 ,以筛选出有酶活的菌株.然后将初测有酶

活的菌株在 25 mL 培养基中再次诱导表达 ,进行酶

活的定量测定.

21614　重组海藻酸裂解酶活力检测

采用 3 ,5 - 二硝基水杨酸法测定酶活力[ 15 ] .每

24 h吸取甲醇诱导的不同菌株的粗酶液各 100μL ,

100μL 1 %褐藻酸钠溶液 (p H710的 1/ 15N 的磷酸

缓冲液配制) ,于试管中混匀 ,以 100μL 蒸馏水替代

粗酶液做空白对照实验. 置于 40 ℃水浴反应 10

min ,冷却 ,加入 3 ,5 - 二硝基水杨酸显色剂 600μL ,

再沸水浴 10 min 显色 ,冷却 ,用蒸馏水定容至

5 mL ,混匀 ,在 550 nm 下测定吸光度 (用空白调

零) ,OD值越高酶活力越高.酶活力定义 :在一定温

度和 p H下 ,水浴保温 10 min ,每分钟催化海藻酸钠

水解生成 1μg葡糖醛酸的酶量定义为一个海藻酸

裂解酶活力单位 (U) .

217　重组毕赤酵母表达产物分析

21711　SDS - PA GE

取诱导表达 120 h的粗酶液 20μL ,进行 SDS -

聚丙烯酰胺凝胶电泳[16 ] ,分析重组蛋白的表达情

况.

21712　重组海藻酸裂解酶最适反应 p H 及 p H 稳

定性测定

　　在不同 p H反应条件下测定重组海藻酸裂解酶

的活力 ;将重组海藻酸裂解酶液在不同 p H 值的缓

冲液中 40℃保温 30 min ,检测剩余的酶活力.每个

反应设三个平行.

21713　重组海藻酸裂解酶最适反应温度及热稳定

性测定

　　在不同温度条件下测定重组海藻酸裂解酶的酶

活力 ;将重组海藻酸裂解酶液在相同 p H 值不同温

度下分别保温 30 min ,检测剩余的酶活力.每个反

应设三个平行.

21714　金属离子对重组海藻酸裂解酶活性的影响

配制 011 mol/ dm3的 CoCl2 ·6 H2 O , MnSO4 ·

H2 O , CaCl2 , KCl , NaCl , CuSO4 , FeSO4 ·7 H2 O ,

ZnCl2溶液 ,将酶液与上述溶液混合 (使终浓度分别

为 1和 10 mmol/ dm3 )后在 40 ℃保温 30 min ,测定

酶活力 ,以未与盐溶液混合 ,在 40 ℃保温 30 min的

酶液活力为 100 %.每个反应设三个平行.

3　结果

311　褐球固氮菌 al gL基因成熟蛋白编码序列的克

隆及毕赤酵母表达载体的构建

31111　褐球固氮菌 al gL 基因成熟蛋白编码序列

的克隆

　　以褐球固氮菌基因组 DNA 为模板 ,扩增出 al2
gL 基因成熟蛋白编码序列 ,电泳条带大小约为 110

kb (图 1) ,与理论值 (11 05 kb)相符.将该序列连接

到 pCF - T Vector上进行测序 ,使用 DNAMAN 软

件比对测序结果与 Genbank no1 AJ 223605 al gL 基

因序列 ,一致性为 97124 %[5 ] .

图 1　褐球固氮菌 al gL 基因成熟编码序列的克隆

31112　表达载体的构建

将 al gL 基因成熟蛋白编码序列进行 EcoRI和

N otI双酶切后插入到毕赤酵母表达载体 p PIC9 K

中 ,进行 EcoRI单酶切 (见图 2) 、EcoRI和 N otI双

酶切 (见图 3)鉴定 ,电泳结果与理论值相符.测序结

果表明插入片段在 p PIC9 K中有正确的阅读框 ,表

达载体 p PIC9 K - al gL 构建完成.

312　重组毕赤酵母的筛选和鉴定

通过在 MM 和 MD 培养基上的培养 ,得到的

转化子大部分为甲醇利用慢型 ,并在含有 600μg/

dm3 G418 的 YPD平板上获得了 9 个高拷贝转化

子 .提取重组工程菌菌株基因组 DNA ,进行 PCR

鉴定 ,结果表明 al gL 基因成熟蛋白编码序列已插

入到毕赤酵母的基因组中 (见图 4) ,保证了该基因
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图 2　重组质粒 p PIC9 K - al gL 的单酶切分析

图 3　重组质粒 p PIC9 K - al gL 的双酶切分析

图 4　重组毕赤酵母工程菌株的 PCR鉴定

的稳定遗传 .

313　重组毕赤酵母表达产物的分析

31311　重组毕赤酵母的诱导表达和 SDS - PA GE

将初筛有酶活的菌株在诱导培养基中进行表

达 ,每 24 h取诱导培养物上清液 100μL 测定酶活

力 ,筛选出一株酶活力最高的毕赤酵母重组工程

菌 ,酶的活力在诱导培养 120 h达到高峰 (图 5) ,

峰值为 1 400 U/ cm3 左右 . SDS - PA GE分析结果

(图 6)表明 ,表达产物分子量约为 43 kDa ,与文献

图 5　重组毕赤酵母诱导产酶曲线

图 6　重组海藻酸裂解酶的 SDS - PA GE分析

报道一致 [ 5 ] .

31312　重组海藻酸裂解酶最适反应 p H 及 p H 稳

定性

　　在不同 p H反应条件下测定重组海藻酸裂解酶

的活力 ,测得该酶最适 p H 为 815左右 (见图 7) ,并

在中性偏碱性条件下均具较高活性.将重组海藻酸

裂解酶在不同 p H 的磷酸缓冲液中 40 ℃保温 30

min ,检测剩余的酶活力 ,发现该酶在 p H510～1210

的条件下保温 30 min后仍具有 60 %以上的酶活力

(见图 8) .

31313　重组海藻酸裂解酶最适反应温度及热稳定

性

　　在不同温度条件下测定海藻酸裂解酶的活力 ,

发现该酶最适反应温度为 40 ℃(见图 9) .将重组海

藻酸裂解酶的酶液分别在不同温度下保温 30 min ,

检测剩余的酶活力 ,结果表明重组海藻酸裂解酶在

20～50 ℃的条件下保温 30 min后仍具有 95 %以上

的酶活力 ,而在 60 ℃及以上条件下保温 30 min 酶

活下降 70 %以上 (见图 10) .
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图 7　p H对重组海藻酸裂解酶的活力的影响

图 8　重组海藻酸裂解酶的 p H稳定性

图 9　温度对重组海藻酸裂解酶的活力的影响

31314　金属离子对重组海藻酸裂解酶活性的影响

　　由图 11 可见 ,离子浓度为 1 mmol/ dm3 和 10

mmol/ dm3 的盐溶液对酶活力的影响有差异 ,除 K+

和 Na + 外 , 10 mmol/ dm3 的离子浓度比 1 mmol/

dm3 对酶活力的抑制作用强 ,其中 10 mmol/ dm3 的

Cu2 +与 Fe2 +分别使酶活力丧失了近 60 %和 50 % ,

图 10　重组海藻酸裂解酶的热稳定性

10 mmol/ dm3 的 Co2 + ,Mn2 + ,Ca2 +分别使酶活力丧

失了 20 %左右 ,其他金属离子对酶活力的影响较

小 ;1 mmol/ dm3 的 Fe2 + 使酶活力丧失了近 20 % ,

其他金属离子对酶活力没有或有轻微的影响 ,剩余

酶活力都在 90 %以上.

图 11　金属离子对重组海藻酸裂解酶活性的影响

4　讨论

近年来国内外学者已对海藻酸裂解酶进行了广

泛的研究 ,并将其基因在大肠杆菌中进行表

达[5 ,10 ,17 ] ,然而在大肠杆菌中表达海藻酸裂解酶基

因 ,易受原核表达系统自身局限性的限制 ,如产生包

涵体 ,无法分泌到胞外 ,导致酶活力不高 ,纯化过程

复杂.巴斯德毕赤酵母表达系统是一种较为理想的

真核表达系统.本实验首次采用了毕赤酵母表达系

统 ,它具有受甲醇调控的 AOX1 基因强启动子 ,有

效地提高了表达水平 ;它还能对外源蛋白进行加工、

折叠 ,翻译后修饰 , 并在表达载体自身信号肽的帮

助下将其分泌到培养基中 ,保证了外源蛋白的天然

活性 ;毕赤酵母产生的自身分泌蛋白很少 ,简化了外
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源蛋白的分离纯化过程[18 ,19 ] .若将毕赤酵母进行细

胞高密度发酵 ,还可能更大幅度的提高表达水平 ,达

到工业化生产与应用的要求.

通过对重组海藻酸裂解酶酶学性质的初步研究 ,

发现该酶的最适反应温度为 40 ℃,比文献报道略

高[5 ] ,这可能与表达产物的糖基化有关 ,并且该重组

酶在较强的碱性条件下也具较高活性.另外 ,除 K+和

Na +外 ,10 mmol/ dm3 的金属离子比 1 mmol/ dm3 的

对酶活力的抑制作用更为明显 ,因此在酶活测定时

采用的是含 K+的磷酸缓冲体系 ,以减少外界因素

对酶活力带来的影响 ,在实际应用时也应注意到反

应环境中金属离子的浓度和种类.本实验制备出的

是粗酶液 ,未经纯化 ,酶液中的蛋白成分并不唯一 ,

含有少量杂蛋白 ,可能对酶学性质的测定产生一定

的影响 ,致使不同批次产物特性有所差异.因此有必

要对产物进行纯化后 ,进一步对其纯品的酶学性质

进行研究.

褐球固氮菌产生的是具甘露糖醛酸 (M)特异性

的裂解酶 ,而不同来源的酶具有较强的底物专一性 ,

在不同条件下水解不同来源的海藻酸底物 ,例如 ,一

种海洋软体动物鲍鱼可产生聚古罗糖醛酸 ( G)特异

性的裂解酶 ,最适反应 p H410 ,较细菌来源的低[20 ] ;

滨螺肝脏中产生的聚甘露糖醛酸 (M)特异性的裂解

酶在低盐浓度条件下最适反应 p H 偏酸性 ,而在较

高盐浓度下最适反应 p H 偏碱性[21 ] ;还有一些海藻

和水生细菌可以产生同时具有聚甘露糖醛酸 (M)和

聚古罗糖醛酸 ( G)特异性的海藻酸裂解酶[22 ,23 ] .鉴

于自然界中存在的海藻酸裂解酶种类众多 ,尚需进

一步对不同生物来源具有不同酶学特性的海藻酸裂

解酶进行深入研究 ,以适应多种底物原料与反应条

件的要求.

现在海藻酸裂解酶已被广泛应用于食品、饲料、

医药等工业以及科研工作中 ,例如 ,该酶能高效催化

以海藻为原料的动物饲料中海藻多糖的降解 ,提高

饲料利用率 ,并能生成有益寡糖 ,促进肠道益生环境

的形成 ,抑制有害菌生长 ,起到替代多种抗生素的作

用[24 ] ;在由铜绿假单胞菌感染造成的人肺囊性纤维

化症 cystic fibrosis ( CF)的治疗中 ,利用海藻酸裂

解酶 ,降低菌体产生的聚甘露糖醛酸粘度 ,减弱致病

菌在病人体内的附着能力 ,使疾病的治疗效果明显

提高[25 ,26 ] ;在海藻遗传工程研究中 ,由于海藻细胞

壁中富含高黏度海藻多糖 ,使 DNA 提取非常困难 ,

添加海藻酸裂解酶以后 ,海藻多糖黏度下降 ,细胞壁

降解 ,方便了 DNA 的提取[27 ] .总之 ,随着海藻酸裂

解酶的不断深入研究 ,将为该酶的应用提供有利的

理论依据和更加广阔的前景.
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Secreted expression of Azotobacter chroococcum alginate
lyase gene( al gL) in Pichia pastoris and
primary analysis of enzymic properties

YU E Ming1 , DIN G Hong2biao1 , Q IAO Yu1

(11 Feed Research I nsti tute , Chinese A cadem y of A g ricultural S ciences , B ei j ing 100081 , China)

Abstract : An alginate lyase gene of A z otobacter chroococcum ,called al gL ,has been cloned wit h PCR tech2
nique1 The sequence encoding the mat ure peptide of alginate lyase of A z otobacter chroococcum was added

with EcoRI and N otI1 Then t he gene was inserted into t he Pichi a p astoris vector p PIC9 K and int roduced

into t he ho st Pichi a p astoris GS115 by PEG met hod1 After screen ,t he recombinant Pichi a p astoris st rain

was obtained and induced in 25mL met hylot rop hic cult ure medium1 Expression of the algL gene in P1 p as2
toris cells resulted in t he expression of alginate lyase activity (1 400 U/ cm3 ) and t he appearance of a new

protein of 43 kDa detected on SDS - PA GE1 To characterize t he recombinant enzyme , it was found t hat t he

optimum temperature is 40 ℃at p H 815 and t hat activity of alginate lyase decreased rapidly when analyzed

above 60℃1 The activity of recombinant AlgL decreased by over 50 % in t he presence of 10 mmol/ L Cu2 +

or Fe2 + ,f urt hermore , 10mmol/ L Co2 + , Mn2 + , Ca2 + or 1mmol/ L Fe2 + decreased it by 20 % respectively1
Ot her cations including K+ ,Na + ,Zn2 + did not affect significantly t he enzymatic activity1
Key words :alginate lyase ; Pichi a p astoris ;alga oligosaccharides ;expression induced
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