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产琼胶酶海洋细菌的分离、鉴定及其分解琼胶实验

王祥红 贾仁洁 张 超 汤志宏

(中国海洋大学海洋生命学院 山东青岛266003)

摘要 产琼胶酶的细菌和琼胶酶在制备原生质体、回收DNA与RNA和产生琼胶寡糖等

有着重要的用途。从石花菜和江蓠等植物表面分离产琼胶酶的海洋细茵并进行纯化，经分子生

物学、形态学与生理生化实验鉴定，分离菌株为假交替单胞茵(Pseud00ceromonas sp．)。将该茵

在2216E培养基平板上划线或点种培养，可见平板出现凹陷现象；滴加碘液后。可见茵落周围

有透明圈，表明茵落周围的琼胶被分解掉了。此法更容易分离得到产琼胶酶的菌株，分解琼胶

的实验现象明显，便于观察。
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琼胶(a雕，或称琼脂、冻粉、洋菜)是由琼脂糖
(agarose，约占70％)和琼脂胶(agaropectin，约占

30％)组成，琼脂糖是由(1_÷3)一O—B—D一半乳糖和

(1_+4)一O一3，6一内醚一d—L一半乳糖交替组成的线

形链状分子：琼脂胶由复杂的长短不一的半乳糖

残基的多糖链组成。其中包含有多种取代基如硫

酸基、甲基等，对于其结构的细节还不十分清楚。

天然琼胶主要存在于某些海藻的细胞壁中。因此

琼胶主要是从石花菜、江蓠等红藻植物提制的。琼

胶的化学性质稳定，一般的微生物不能分解利用；

就物理性质而言。琼胶在95℃以上开始熔化，熔化

后的琼胶在冷却到45℃时重新开始凝固，所以琼

胶是在微生物的培养基中应用最广的凝固剂。

某些细菌能够产生琼胶酶将琼胶分解成小分

子的物质．由于琼胶被分解，这些细菌的菌落周围

会出现凹陷或液化。能产生琼胶酶的细菌主要来

自于海洋．还有一部分来自河流、土壤和污水中。

能够分解琼胶的细菌主要为弧菌属(m南)、假单
胞菌属(Pseudomonas)、假交替单胞菌属(PseudoaJ．

feronlonas)和交替单胞菌属(AJferomonas)的细菌，

它们常常分布于海洋中的红藻如石花菜和江蓠等

植物上．因此从海洋的红藻如石花菜和江蓠等植

物的表面常常能分离到产琼胶酶的细菌。

由于琼胶是许多红藻的细胞壁的重要组成成

分。因此琼胶酶可以作为大型海藻酶解的工具酶，

来获得单细胞或原生质体．所以开发微生物来源

的琼胶酶具有重要的实际应用价值。琼胶酶可以

应用于分子生物学方面回收琼脂糖凝胶中的

DNA和RNA；琼胶酶也可以分解某些海藻的多

糖，测定其水解产物的结构，进而推测多糖的结

构：琼胶酶也用来分解多种海藻多糖产生琼胶寡

糖。而一定分子量的琼胶寡糖分别具有抗肿瘤、抗

病毒、增强免疫力等多种作用。

本文利用无菌操作技术从海藻中分离产琼胶

酶的海洋细菌．接种于相应的琼胶培养基上来观

察其分解琼胶的现象，现象非常明显，取得良好实

验效果。

1 分离

无菌操作取石花菜或江蓠20 g，用无菌镊子

夹起石花菜在无菌海水中漂洗2．3次。洗去石花

菜表层黏附的外来污物；将洗过的石花菜切成1．

2 mm3的小块，放入250 mL三角瓶内(内装80 mL

无菌海水及玻璃珠8一10粒)，振荡15 min，使表

层的细胞悬浮于海水内，静置片刻。用定量移液器

移取1 mL上清液，加入到9 mL的无菌海水中进

行系列稀释．制成10～、10～、10。3等一系列稀释菌

悬液。用移液器移取不同稀释度的菌悬液各

0．1 nlL分别涂布于2216E海洋琼脂平板上(蛋

白胨5 g，酵母膏l g，磷酸铁0．1 g，琼脂20 g，陈

海水1 000 mL，pH 7．6，121．3℃灭菌20 min。)，每

个稀释度涂布2～3个平板，将平板于28℃温箱中

倒置培养2～7 d，每天观察细菌的生长情况，菌落

周围出现凹陷的细菌即为产琼胶酶的海洋细菌。

2 纯化
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得到的菌株需要进一步纯化．用接种环挑取

周围出现凹陷的细茁苗落．在2216E海洋琼脂平

板上不断划线．培养后得到菌落特征一致的苗落即

为纯种。将纯种的细菌接种于斜面上．于28℃温箱

培养2 d．用台有12％一15％甘油的生理盐水洗涤斜

面制成保种菌悬液，将菌悬液置于一20℃冰箱保种，

3培养

将纯化的产琼腔酶的细菌苗种进行无菌操

作．在2216E固体培养基平板上划线或点种．或在

2216E半固体培养基(蛋白胨5 z．酵母膏l g，

磷酸铣01 g，琼脂5 g．陈海水l 000 mL，pH7 6，

12】3t灭菌20 mln。)试管中穿刺．置于28℃温箱

培养2 d。

4理察

取培养好的培养基进行观察．用为细菌产生

的琼胶酶使苗培周围的琼胶分解，可以见到在平

板划线产生的单菌落或点种培养的菌落上有苗落

凹陷现象凹陷严重的可使平板开裂下陪(见图1．

图2)。在培养好培养基平板上加人一层卢哥氏碘

液(碘l 0 E，碘化钾2 O g，蒸馏水300 0 mL)井摇

匀．琼胶遇碘颜色加深．琼胶被分解的地方颜色变

浅．可观察到在细菌苗落周围有透明圈出现(见图

3和图4)。将细菌在半固体培养基中培养后．可

见到试管上部的琼胶被液化．说明琼腔被细菌分

泌的琼艘酶分解了．

2搬。7≯谚一
目1 P#＆t白马目■■镕**#i，±日*

目2 PH＆■∞日■■**镕#l*i#P±口目

目4^#∞}*±∞^■tE■镕月■∞t目■

5菖种鉴定

该苗为革兰氏染色阴性，不产生芽孢，其生理

生化特征是接触酶、氧化酶阳性、能够利用葡萄

糖、乳糖和术糖产酸。浚菌的16srDNA序列(c—
Ba吐登录号为H0834709)分析与假交替单胞苗

相似度大于98％，初步鉴定为假交替单胞菌(见e—

ud0“￡⋯⋯p)。
6注意事项

利用本方法可以比较容易地从石花菜、扛蓠等

红藻植物的表面分离到产琼腔酶的细菌．但是应当

注意在取样操作和分离菌种时要严格进行无菌操

作，以免杂莆污染：另外，在选取藻类样品时应选取

新鲜生长的藻不能选取腐烂的藻体．这样的藻体

会有大量的腐败细菌．不利于分离产琼腔酶的细菌。

7讨论

在海水和海泥中也存在有产琼胶酶的细苗，

因此从海水和悔泥里也町以分离到产琼腔酶的细

菌．但因数量较少，较不易分离得到。而石花菜、

扛蓠等红藻植物本身含有琼胶可以被产琼胶酶细

菌利用．产琼腔酶的细菌更容易大量存在，因此在

这些藻类表面更容易分离到产琼腔酶的细菌。
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