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摘要：以海藻废弃物堆肥 中分离到的薄壁杆菌属(Grnc zz c zz )的褐藻酸降解茵 A7为研究对象，对该菌 

的生长及产酶条件进行了研究。结果表明，该菌的最适产酶条件为：温度 30~C，海藻酸钠的质量分数o．5 ， 

pH 9．5，NaC1浓度 0．5 mol／L，以蛋 白胨 为主要 氮源。在 最佳 条件 下培养 96 h达到 最 高酶 活 力 

12．79 U／mL。 
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褐藻酸是由 D一甘露糖醛酸和 a—L一古罗糖醛酸 

通过 1，4糖 苷键连接形成 的线形 阴离子多糖口]。 

其来源广泛，是海带、马尾藻、巨藻等褐藻的主要组 

分。褐藻多糖以其价格低廉且降解产物褐藻寡糖生 

物活性较强，被广泛应用于食品、化工、医药等行业， 

越来越受到研究者的重视_2]。 

褐藻酸裂解酶通过 消去机制切割 一1，4糖苷 

键 ，并在非还原末端产生 C ． 不饱和双键 ，产 生某些 

具有特定生物活性的寡糖_3]。其酶解反应条件易于 

控制、底物特异性高 ，在寡糖制备 的各个方面明显优 

于化学和物理降解法，因此褐藻酸裂解酶成为当前 

研究的热点。在已报道的文献 中，褐藻酸裂解酶要 

来源于海洋藻类_4]、海洋软体动物_5 体内和多种微 

生物(包括海洋细菌[6]、土壤细菌_7 和真菌 )，为假 

单胞菌、别单胞菌、弧菌、固氮菌、芽孢杆 菌等菌 

属[3]。作者以海藻废弃物堆肥中分离出的具有海藻 

酸降解功能的薄壁杆菌属菌株 A7为研究对象，对其 

生长及产褐藻酸裂解酶的条件进行初步探索，为其 

进一步研究和应用提供参考依据 。 

1 材料与方法 

1．1 种子液培养基组成 

蛋白胨 5 g，酵母膏 1 g，海藻酸钠 5 g，氯化钠 

22．92 g，溶于 1 000 mL蒸馏水中，pH 8．5。 

1．2 种子液培养 

将平板上 的菌种挑取数 环，于装有 30 mL液体 

培养基的 lO0 mL三角瓶中，30~C下 160 r／min振荡 

培养 72 h。 

1．3 菌株 生长 曲线的测定 

对菌株进行活化，接入装有 30 mL种子培养基 

的 100 mL三角瓶中，于 30℃下 160 r／min培养，每 

隔 24 h取样，于 650 nm处测定生物量，以吸光度值 

对时间做出细菌的生长曲线图。 

1．4 发酵产酶培养实验 

每组实验均在 100 mL三角瓶中装入 30 mL发 

酵培养基 ，按 2 (体积分数)接种量接入活化后 的菌 

液 ，于 3O℃下 160 r／rain培养 72 h后 ，取发酵液测定 

生 物 量 。将 发 酵 液 于 4℃ ，8 000 r／rain下 离 心 

15 min，取上清液(粗酶提液)测定酶活力 。每组设 3 

个平行样。 

1．5 酶 活力的测定 方法 

参照纤维素酶的测定方法_9]：取 1 mL酶液加入 

到盛有 1 mL0．5 褐藻酸钠 (用 PH7．0的磷 酸盐缓 

冲液配置)底物 的试管 中混匀，40℃水浴 中反应 

20 min后 ，迅速于沸水浴 15 rain除去酶活 ，然后加入 

3 mL DNS溶液，沸水浴反应 5 min，迅速冷却，定容 

至 25 mL，于 540 nm下测定吸光度 。空 白管由1 mL 

煮沸灭活的酶液代替粗 酶提液 ，其它 同试验 管。以 

葡萄糖作标准曲线，根据试验管和空白管吸光值的 

差计算还原糖的产生量。酶活力单位(U)定义为在 

实验条件下，每分钟催化底物产生 1 g还原物所需 

的酶量。比活力定义为每毫升发酵液所含酶活单位 

(U／mL)。 
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2 结果与讨论 

2．1 细菌生长 曲线 图 

通过对菌株 A7生长曲线的实验可以看出(图 

1)，菌株接种后 24 h处于延滞期，48 h到 96 h处于 

对数生长期，120 h时生物量最高，所以在发酵条件 

优化时，选取处在对数生长期 72 h的种子液接种。 

时间 ／h 

图 1 细菌 A7生 长曲线 

Fig．1 The growth curve of strain A7 

2．2 培养基组分对 A7茵生长及产酶的影响 

2．2．1 碳源对细菌生长和产酶的影响 

将几种经济 易得 的单糖和多糖 (葡萄糖、蔗糖 、 

淀粉)分别代替海藻酸钠作为碳源培养 72 h，其对菌 

株生长及产酶的影响见表 1。表 1表明，该菌在多糖 

(淀粉 、蔗糖)中能较好 的生长，并产生一定 的褐藻酸 

酶；在葡萄糖中生长较弱，不能产生褐藻酸酶。以海 

藻酸钠为碳 源时细菌生 长最好 ，且产 酶量最 大 ，为 

10．75 U／mL。可见该菌对海藻酸钠具 有明显的选 

择趋化性 ，因该菌分离 自裙带菜废弃物堆肥 ，裙带菜 

中海藻酸钠含量很高 。 

表 1 不同碳 源对 A7菌生长及产 酶的影 响 

Tab．1 Effects of different carbOhydrates on biomass and en- 

zyme production of strain A7 

2．2．2 氮源对细菌生长和产酶的影响 

研究了含量为 0．5 的几种常见有机和无机氮 

源 (酵母膏 、蛋 白胨 、牛 肉膏、氯化铵和硫酸铵 )对菌 

株 A7产酶的影响，结果(表 2)表明，菌株 A7在有机 

氮源中更有利于其生长和产酶，在酵母膏中细菌虽 

生长旺盛，但其产酶量较低，结合生物量和产酶的综 

合考虑 ，以蛋 白胨为主要氮源 ，并加入 0．6倍蛋 白胨 

量的酵母膏作为辅助氮源，实验培养后发现生物量 

及产酶量均高于 以二者为唯一氮源时，说 明复合氮 

源比单一氮源更能促进菌的生长及酶的生成。 

表 2 不同氮源对 A7菌生长及产酶的影响 

Tab．2 Effects of different nitrides on biomass and enzyme 

production of strain A7 

2．2．3 NaC1浓度对细菌生长和产酶的影响 

图 2为不 同NaC1浓度对 A7菌的生长及产酶影 

响。图 2表明 ，在没有添加 NaC1的培养基 中，菌体 

虽有所增长但检测不到酶活力，可以看出 NaC1是该 

菌产酶的必需 因子。NaC1添加 量 以 0．5 mol／I 为 

宜 ，此时酶活力最高 ，达 l1．39 U／mI 。适 宜浓度 的 

NaC1能有效提高褐藻酸酶的活性 ，原 因可能是 NaC1 

可去除褐藻酸分子表面的水或是能够改变酶与底物 

结合时的电荷，从而使酶与底物更好的结合，形成更 

稳定 的酶与底物复合物 。 
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图2 NaC1浓度对 A7菌生长及产酶的影响 

Fig．2 Effects of different NaC1 concentrations on biomass 

and enzyme production of strain A7 

2．2．4 海藻酸钠浓度对 A7菌生长和产酶的影响 

由海藻酸钠对 A7菌的生长及产酶影响实验结 

果(图 3)可以看出，菌株 A7产生的褐藻酸酶为诱导 

酶，作为碳源的褐藻酸钠是诱导其产生高活性的褐 

藻酸酶的必要底物 ，但底物浓 度过高时产酶量并无 
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明显增加相反有一定程度 的减少 ，这可能是 由于过 

高的底物浓度会 影响菌株的正常代谢 ，其 降解 产物 

甚至会对褐藻酸酶的生物合成产生阻碍。由图 3可 

知，褐藻酸钠的最适添加量(质量分数)为 0．5K00，此 

时酶活力为 1O．55 U／mI 。 

图 3 海藻酸钠质量分数对 A7菌生长及产酶的影响 

Fig．3 Effects of different sodium alginate concentrations on 

biomass and enzyme production of strain A7 

2．3 培养条件对 A7菌产酶的影响 

2．3．1 pH值对细菌生长和产酶的影响 

图 4为培养基的起 始 pH 对 A7菌生长 和产酶 

的影响。由图4可知，pH较低时细菌生长缓慢，pH 

从 8．5开始菌体迅速增长，产酶量也随之提高，在 

9．5～10．O时生物量和产酶 均趋于稳定 ，pH 为 9．5 

时二者达到最高。由此可见，该菌适应较广的 pH， 

pH为 8．5～1O都能良好生长并产酶。 

4 pH 对 A7菌生长及产 酶的影 响 

Fig．4 Effects of different pH values on biomass and enzyme 

production of strain A7 

2．3．2 装液量对细菌生长和产酶的影响 
在 25O mL 三 角瓶 中 分 别 装 入 5O，1【)0，150， 

200 mL的液体培养基，研究不同装液量对 A7菌发 

酵影响，结果如图 5所示。随着装液量的增加，生物 

量和酶活力都逐渐降低，说明该菌株是好氧菌，提高 
溶氧量有利于菌体生长和酶的生成。 

装液量 ／mL 

图 5 装液量对 A7菌生长及产酶的影响 

Fig．5 Effects of different media volumes on biomass and en 

zyme production of strain A7 

，一 、 

皇 

嚣 

温度 ／℃ 

图 6 温度对 A7菌生长及产酶的影响 

Fig．6 Effects of different temperatures on biomass and en 

zyme production of strain A7 

图 6为菌株在不同培养温度下的生长和产酶情 

况 。从 图 6可以看 出，A7菌在 20℃时生长 旺盛 ，酶 

活力在 3O℃时较高，为 9．77 u／mL。该菌在 40℃时 

仍能较好的产酶，这可能与菌的来源有关，因为该菌 

分离自废弃物堆肥，能耐受较高的温度。 

2．3．4 培养时间对细菌生长和产酶的影响 

图 7为菌体的产酶量随培养时间的变化，由图 7 

可知 ，在优化后的发酵条件下 ，菌株培养 48 h后生物 

量达到了最高，随后缓慢降低 ，产酶量随培养时间变 

化并不显著，48～96 h基本稳定，之后略有下降。 

96 h时酶活力最高，为 12．79 U／mL。 

，一、 

皇 

烛 
落 

培养时间 ／h 

图 7 培养时间对 A7菌生长及产酶的影响 
Fig．7 Effects of different culture times on biomass and en 

zyme production by strain A7 
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3 结论 

通过对海藻酸降解菌 A7发酵上清液的活力测 

定，得出该菌的最佳产酶条件。该菌在 pH9．5左 

右，温度 30℃，海藻酸钠的质量分数 0．5 ，NaC1浓 

度 0．5 mol／L，蛋白胨为主要氮源时，连续培养 96 h 

得到最大酶活力 12．79 U／mL。 

在已报道的褐藻胶裂解酶产生菌中，还未见有 

薄壁杆菌属的报道。1997年，韩宝芹口叼等从烂稍的 

海带、裙带菜 中分离 出一株具有海藻酸 降解功能 的 

埃氏单胞菌株 A102，在最适产酶条件(褐藻酸钠 0． 

3 ～0．6 ，蛋白胨 0．5 ，pH 7．5，培养温度 25℃) 

下培养 144 h酶活最高，达到 7．63 U／mL，此菌株产 

生的褐藻胶裂解酶不耐高温，温度高于 25℃时酶活 

力急剧下降。本实验所用薄壁杆菌菌株 A7分离 自 

海藻废弃物生物堆肥，耐温性较强，4O℃时也能较好 

地产酶；且产酶时间较快，96 h产酶最高。已报道的 

海洋细菌所产海藻酸裂解酶最适 pH在 7．5～8．5之 

间 ]，本研究的菌株能耐受较高的 pH，产酶适宜的 

pH在 9．5左右。在优化培养条件下摇床发酵 96 h 

褐藻胶裂解酶活达 12．79 U／mL，显示出良好的研究 

开发潜力 。 

目前，海藻酸裂解酶主要应用于工业、食品、医 

药等行业，在海藻废弃物处理方面的应用鲜见报道。 

本研究 的菌株分离 白海藻废弃物堆肥 ，可考虑将 其 

用于海藻废弃物的快速降解，这对海洋环境的净化 

及海洋废弃物的有效利用具有重要意义。 
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Abstract：A bacterium A7 with relatively high alginase activity was isolated from wakame compost and be一 

1ongs to genus Gr以cillib cillus．Based on the activity detection of the fermentation liquid，the optimum con— 

ditions of alginase production were determined as follows：pH 9．5；temperature，3o oc；sodium alginate and 

sodium ch1oride，0．5 and 0．5 mo1／L，respectively；peptone as the principal source of nitrogen and cultu— 

ring continuously for 7 2 h． 

96 海洋科学／2008年／第 32卷／第 11期 

(本文编辑：康亦兼) 


