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Abstract 
Through systematic method of strain selection, from sample collection to sample treatment, by 
target bacteria acclimatization and enrichment, then high-yield strain screening, re-screening, op-
timization of fermentation conditions for enzyme production of the optimal strain and other steps, 
finally, a strain with high alginic acid degradation enzyme activity was selected from marine algae. 
It was initially identified as Gram-positive bacteria. The strain was formulated in the medium as: 
Sodium alginate 0.8%, corn pulp 0.9%, ammonium sulfate 0.3%, sodium chloride 3%, potassium 
bisphosphate 0.2%, magnesium sulfate 0.05%. The rest is tap water. The initial pH 7.2 was ad-
justed with sodium hydroxide. The culture process is: 150 ml triangular bottle liquid 50 ml for 
constant temperature oscillation culture, the culture temperature is controlled at 30˚C, and the 
rocker speed is set at 180 r/min. The enzyme activity of aerobic fermentation after 18 - 24 h is up 
to 580 U/ml or so. In addition, the enzyme produced by the strain was experimentally identified as 
an extracellular enzyme. It has a very good research and application value. 
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摘  要 

通过系统的菌种选育方法，从样品的采集开始，到样品处理，目标菌驯化富集，再到高产菌株的初筛，

复筛，最优菌株发酵产酶条件优化等步骤，最终从海洋藻类马尾藻中选育出1株酶活力很高的产褐藻胶

裂合酶菌株，初步鉴定为一种革兰氏阳性细菌。该菌株在培养基配方为：褐藻酸钠0.8%，玉米浆干粉

0.9%，硫酸铵0.3%，氯化钠3%，磷酸氢二钾0.2%，硫酸镁0.05%，余量为自来水，用氢氧化钠调节

初始pH7.2，培养工艺为：150 ml三角瓶装液50 ml进行恒温振荡培养，培养温度全程控制在30℃，摇

床转速设定在180 r/min的条件下，好氧发酵18~24 h酶活高达580 U/ml左右。另外通过实验鉴定该菌

株所产的酶为胞外酶，具有非常好的研究应用价值。 
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1. 引言 

褐藻胶是一种来源丰富、用途广泛的酸性海洋多糖，由 α-L-1,4 古罗糖醛酸(G)及 β-D-1,4 甘露糖醛酸

(M)随机组合形成的线性高分子量聚合物[1]。随着海藻寡糖多种生理活性的发现[2]，海藻寡糖巨大的应

用潜力越来越受到关注。近年来，褐藻胶寡糖生物活性的研究取得了重大进展，如调节植物生长、诱导

植物抗病能力、抗肿瘤及抗老年痴呆，以及防治海洋无脊椎动物常见病的功能等[2]因而通过各种降解方

法制备的褐藻胶寡糖在糖化学、糖生物学、糖工程及糖类药物研究领域具重要的研究价值。目前海藻寡

糖的获取方法主要有物理降解法、酸降解法、氧化降解法和酶解法等[3]-[9]。其中酶解法是一种条件温和、

可控性强和特异性高的生物降解方法，也是主要的研究方向[10]。海藻胶裂解酶是通过 β消去机制降解海

藻胶，海藻胶的酶解法反应条件易控制，底物特异性高，在寡糖制备各方面明显优于化学和物理降解。

因此，高活性褐藻胶裂解酶的研究与开发具有重要的理论意义和应用价值。 
褐藻胶裂解酶来源广泛，微生物来源的褐藻胶裂解酶主要来源于海洋细菌、真菌等[11]。本实验从海

生植物马尾藻中筛选出一株高产褐藻胶裂合酶菌株，通过研究影响其产酶活力的培养基组成和培养条件，

优化其发酵产酶的流程，为酶的高效产出、性质研究、应用探索等奠定基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 样品采集 
采集鲜嫩的马尾藻及其生长处海水各 5~10 千克，采集地位于印度洋北部沸洛勤司(Flores)海域，采

集的样品于 4℃冷藏密封保存备用。 
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2.1.2. 培养基配方[12] [13] [14] [15] 
驯化富集培养基：褐藻酸钠 0.2%~2%；硫酸铵 0.5%；氯化钠 3%；磷酸氢二钾 0.2%；硫酸镁 0.05%；

余量为自来水，氢氧化钠调 pH 7.2~7.4。 
初筛平板培养基：海藻酸钠 0.2%；硫酸铵 0.5%；氯化钠 0.9%；磷酸氢二钾 0.2%；硫酸镁 0.03%；

琼脂 1.8%，余量为自来水，氢氧化钠调 pH 7.2~7.4。 
复筛液体发酵培养基：褐藻酸钠 0.5%；蛋白胨 0.5%；氯化钠 l.5%；磷酸氢二钾 0.2%；硫酸镁 0.05%；

余量为自来水，氢氧化钠调 pH 7.2~7.4。 
试管斜面培养基：褐藻酸钠 0.5%；营养琼脂 3.5%；余量为自来水，氢氧化钠调 pH 7.2~7.4。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 样品处理 
从冷藏保存的样品中，取 100 克马尾藻鲜藻，剪成不超过 1 cm 左右长的小段放于灭过菌的 1 L 玻璃

烧杯中，加入 200~300 ml 海水将其浸没。置于 30℃恒温培养箱中温育 5~7 天左右至马尾藻体严重腐烂海

水浸液浑浊为止。 

2.2.2. 野生菌驯化富集 
通过对样品 5~7 天的温育处理，马尾藻体上的原生野生菌得到一定程度的选择性增殖富集，适合 30℃

发酵条件下的野生菌株得到增殖。进一步需要对这些野生目标菌株进行进一步的驯化富集使其更加适应

人为设定的培养条件并充分激发产酶潜能。采用驯化富集培养基连续培养来达到目的。即取 5 ml 温育 5~7
天的马尾藻海水浸液，加入到 100 毫升无菌生理盐水中。无菌生理盐水事先加好玻璃珠(直径 2~3 mm 的

玻璃珠约 50 粒)一起灭菌使用。将加入样品菌液的无菌生理盐水置于恒温震荡培养箱中，设定温度为

30℃，设定转速为 180 转/分钟，振荡处理 30 分钟。然后取 5 ml 菌悬液移入到 200 ml 含海藻酸钠 2 g/L
的一代驯化富集培养液中，培养 24 小时以上至培养液浑浊为止，移取 5 ml 培养好的第一代驯化富集培

养液至 200 ml 新鲜的第二代驯化富集培养液中，第二代驯化富集培养液中海藻酸钠含量提高到 4 g/L，培
养至浑浊移取 5 ml 至 200 ml 新鲜的第三代驯化富集培养液中，三代驯化富集培养液中海藻酸钠添加量提

高到 6 g/L，以此类推，连续培养驯化富集八代，驯化富集培养液海藻酸钠添加量在第四代提高到 8 g/L，
第五代为 10 g/L，第六代 12 g/L，第七代 15 g/L，第八代 20 g/L 依次逐步提高海藻酸钠添加量，其它配

方参数均不变。经过八代连续驯化富集，野生菌习性得到很大改变能够很好适应人工设定的培养条件，

不适应环境的野生菌株被淘汰，目标菌的含量得到提高，数量得到放大，从而为后续筛选纯化带来便利。 

2.2.3. 初筛鉴定 
取上一步中驯化富集了八代的菌液，用灭过菌的浓度为 3%的盐水按照 10−3 到 10−8 不等梯度进行稀

释，取各稀释液 50 uL 涂布于初筛平板上，30℃恒温培养 48 h 进行初筛鉴定。初筛鉴定前先通过平板影

印法将待鉴定的母平板上所有菌落完全复制转接到一个新的子平板上(平板均使用初筛平板)。然后再对母

平板做初筛鉴定，子平板培养留种。应用氯化钙染色的处理方法使母平板上有褐藻胶降解酶活性的菌落

周围显现出“透明圈”，因为氯化钙会与平板培养基中添加的海藻酸钠起反应生成白色的海藻酸钙沉淀

使平板变得浑浊，如果菌落有褐藻胶降解酶活性，菌落周围的褐藻酸钠就会被降解而不与氯化钙形成沉

淀反应，菌落周围就形成“透明圈”。实验采用 1%的氯化钙溶液对母平板进行浸染处理。每个平板加入

10 毫升 1%的氯化钙溶液浸染 5~10 分钟后倒掉氯化溶液，观察“透明圈”并对透明圈的直径进行精确测

定。选取具有较大透明圈的菌落，找到其子平板上对应的菌落接种试管斜面保存以待复筛鉴定，并做好

菌种编号特征记录。 
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2.2.4. 复筛鉴定 
将初筛获得的试管菌种用 5 毫升无菌水洗下，全部转移到 50 mL 灭过菌的发酵培养基中(用 150 毫升

瓶盛装)，在 30℃，180 r∙min−1 转速下培养 18~24 h，取发酵上清液用 DNS 法测定酶活。 

2.2.5. 发酵液酶活测定 
采用通用的还原糖显色法测定发酵液的酶活[12]。取 0.1 ml 酶液加入到 1 ml 0.5%的褐藻酸钠底物溶

液中，底物溶液添加 1%的磷酸氢二钾调节 pH 另起稳定反应过程中 pH 的作用，另需补加 0.05%的硫酸

镁激活酶的作用。在 35℃条件下，振荡反应 60 min 后，加入 3 ml DNS 显色剂，沸水浴 5 min 进行显色

处理，然后迅速冷却定容至 15 ml，用 721 可见光分光光度计于 540 nm 波长下测定吸光值。 
以无水葡萄糖做标准曲线，根据反应组和对照组的差值来计算还原糖的产生量。1 个酶活力单位定

义为：1 ml 发酵液在上述条件下，每分钟产生 1 μmol 还原糖所需要的酶量。 

2.2.6. 发酵产酶条件优化 
以复筛液体培养基为出发培养基，150 毫升摇瓶装液 50 毫升，30℃，180 r/min 摇床发酵 18~24 h，

DNS 法测酶活。依次对培养基碳源、氮源组成及添加量进行优化考察，进一步对培养基盐度做优化，再

考察培养基初始 pH、培养温度、摇瓶装液量对菌株发酵产酶的影响，最后进一步探索其它提高酶产量的

措施，实验添加表面活性剂吐温 80 来促进菌株产酶，每一次实验结果用于下一次实验。 

3. 结果与分析 

3.1. 菌种筛选 

对第五代至第八代完成驯化富集的培养液进行涂布分离单菌株。长好后对要初筛鉴定的母平板做好

平板影印留种。氯化钙染色后精确测定菌落“透明圈”直径 TD 值，筛选 TD 值 ≥ 0.5 cm 的菌株进行子

平板对应菌株的试管菌种制备及保藏。菌落“透明圈”如下图 1 所示： 
 

 
Figure 1. The form of “transparent circle” formed by the staining of tablet colonies 
with calcium chloride 
图 1. 平板菌落在经氯化钙染色后形成的“透明圈”形态 
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试管菌种制备好以后放在冰箱内 4℃冷藏不超过 1 个月，并做好试管菌种的编号，TD 值记录及其它

特征的记录。 
通过初筛，实验累计获得了 28 株 TD 值 ≥ 0.5 cm 的菌株，分别记为 SE001，SE002，SE003，

SE004……SE028，然后对各菌株进行摇瓶发酵复筛 DNS 法测酶活，初筛、复筛多次测量综合判定后筛

选出最优良目标菌株，见下表 1 即为各菌株初筛“透明圈”TD 值，复筛 DNS 酶活值的大体情况。 
 
Table 1. Screening enzyme activity summary 
表 1. 菌株初筛复筛主要酶活值数据 

菌株编号 初筛透明圈 TD 值(cm) 复筛 DNS 酶活值(U/ml) 备注 

SE001 0.52 29.3  

SE002 0.53 35.1  

SE003 0.61 32.4  

SE004 0.58 39.5  

SE005 0.82 35.7  

SE006 0.79 42.6  

SE007 0.77 29.8  

SE008 0.6 35.0  

SE009 0.63 42.9  

SE010 0.55 19.7  

SE011 1.78 5.1 霉菌 

SE012 2.39 0.9 霉菌 

SE013 0.82 49.7  

SE014 0.73 57.2  

SE015 0.78 23.2  

SE016 0.86 79.1  

SE017 0.88 65.6  

SE018 0.77 71.0  

SE019 0.92 29.3  

SE020 0.91 85.1  

SE021 0.56 42.4  

SE021 0.74 29.9  

SE022 0.68 35.7  

SE023 0.79 48.6  

SE024 0.56 59.3  

SE025 0.83 75.2  

SE026 0.77 43.3  

SE027 0.52 29.8  

SE028 0.81 72.5  
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由表 1，菌株平板初筛“透明圈”直径大小值与复筛发酵酶活值具有一定对应关系但并不绝对，依

据“透明圈”大小来筛选高产菌株有一定参考作用，但最终需要复筛发酵来综合判定。综合来看菌株 SE020
是最优秀的菌株。不仅酶活是最高的，是唯一一株液体发酵酶活突破 80 的菌株，而且其透明圈直径也相

对较大，初筛复筛结果对应关系较好这有利于菌株后期进一步筛选提高。SE020 采用未经优化的培养基

发酵酶活即达到了 85.1 U/ml，这已经高于一般文献报道[15] [16] [17] [18]，如果进一步对其进行发酵产

酶条件优化，相信能获得更高酶活。实验也筛选到少量霉菌如 SE011 和 SE012，虽然它们“透明圈”TD
值很大但是酶活却不高，可能由于霉菌液体发酵产酶效率要远低于其固态发酵，本实验优先考虑细菌，

故选择细菌 SE020 做为目标菌株进行下一步的发酵产酶条件优化的研究。 

3.2. 发酵产酶条件优化 

3.2.1. 碳源组成及添加量优化 
采用不同碳源进行发酵测试，试验了以褐藻酸钠、醋酸钠、葡萄糖、蔗糖、淀粉、甘油、甘露醇、

羧甲基纤维素钠分别作为唯一碳源时菌株生长产酶情况。结果表明褐藻酸钠最有利于菌株产酶。其它碳

源不利于菌株产酶，尤其小分子碳源完全抑制产酶。因此可以推测菌株所产的褐藻胶裂解酶为诱导酶。

据文献报道，大多数褐藻胶裂解酶均属于诱导酶[19] [20] [21] [22]。如下表 2 所示为不同碳源做发酵试验

的产酶情况： 
很明显海藻酸钠是最有利于产酶，其它均严重影响菌株产酶。进一步即对褐藻酸添加量进行优化，

如图 2 所示，当褐藻酸钠浓度为 0.8%时，可以获得最高发酵酶活，浓度超过 0.8%时可能出现碳源过量，

造成碳氮比失衡而不利于菌株产酶性能的最大发挥甚至影响菌株代谢。 
经过优化，在最适褐藻酸钠添加 0.8%的情况下获得了高达 169.2 U/ml 的发酵酶活，碳源优化后酶活

提高到优化前的 1.9 倍。所以碳源对菌株产酶非常关键。 

3.2.2. 氮源组成及添加量优化 
进一步做氮源优化，先采用不同氮源进行发酵测试，试验了以无机氮源：硝酸铵、硫酸铵，有机氮

源：尿素，有机复合氮源：蛋白胨、牛肉膏、酵母膏、玉米浆干粉分别为唯一氮源时发酵产酶情况，氮

源添加量均为 0.5%。实验发现以无机氮、有机氮尿素为氮源时生长缓慢且酶活不高普遍只有添加有机复

合氮源时的 1/3~1/2。有机复合氮源玉米浆干粉最优，酵母膏相对较差。有机复合氮源营养丰富直接为菌

株生长产酶提供材料从而提高酶的合成速率提高产量[23]但是酵母膏可能营养过于丰富而不利于产酶。实

验情况如图 3。 
 

Table 2. The strain SE020 ferments enzymes under different carbon sources 
表 2. 菌株 SE020 采用不同碳源发酵产酶情况 

碳源种类 酶活(U/ml) 

褐藻酸钠 88.9 

醋酸钠 10.4 

葡萄糖 3.9 

蔗糖 17.6 

淀粉 23.0 

甘油 12.2 

甘露醇 9.7 

羧甲基纤维素钠 14.3 
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Figure 2. Optimization of addition of sodium alginate 
图 2. 褐藻酸钠添加量的优化 

 

 
Figure 3. Enzyme production from different nitrogen sources 
图 3. 不同氮源的发酵产酶情况 

 
实验表明玉米浆干粉明显有利于产酶所以进一步对玉米浆干粉添加量进行优化，玉米浆干粉添加

0.9%时达到最高酶活 288.6 U/ml，再辅加 0.3%的无机氮硫酸铵最终使酶活提高到 312 U/ml 达到优化前的

1.8 倍。所以氮源同样对菌株产酶影响较大。 

3.2.3. 培养基盐度优化 
进一步优化培养基中 NaCl 的添加量(如图 4)。NaCl 对菌株的生长和产酶也有较大影响，在 NaCl 添

加量低于 0.5%时菌株几乎不能生长，氯化钠添加量为 3%时酶活最大。可能是菌株来源于海洋，海洋平

均盐分在 3.5%左右，生存环境决定了菌株的嗜盐性，3%的氯化钠添加使培养基盐度接近海水而最利于菌

株生长。 
在最适盐度 3%的条件下，获得了 385.2 U/ml 的发酵酶活，酶活较优化前再提高 20%左右。从实验

反映出的菌株有一定的嗜盐性特征来看，菌株极可能为一株海洋细菌。 

3.2.4. 培养基初始 pH 优化 
据资料培养基初始 pH 对微生物生长产酶影响很大，细胞产酶最适 pH 常与酶作用最适 pH 接近。一

般报道海洋细菌来源的褐藻胶裂解酶的最适作用 pH 在 7.5 左右[18] [19] [20]。通过实验进一步印证了这 
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Figure 4. Effect of NaCl addition at different concentrations on enzyme 
production of strain 
图 4. 不同浓度的 NaCl 添加对菌株产酶影响 

 
一点，实验表明菌株最适生长产酶 pH 在 7.2 左右。实验菌株在 pH6.0、6.5、6.8、7.0、7.2、7.5、8.0、8.5
八个不同 pH 梯度下进行发酵。如图 5 所示。 

菌株发酵最适 pH7.2，过低不利于生长产酶，过高，在 pH 高于 8.5 后菌株就完全停止生长产酶，所

以 pH 对菌株的生长产酶影响更大，需要防止 pH 过高而抑制菌株生长产酶。 

3.2.5. 培养温度优化 
温度直接影响微生物生长代谢生化反应酶的活性也将对产酶带来较大影响。实验在 20℃、25℃、28℃、

30℃、32℃、35℃、40℃几种不同温度下发酵产酶，试验反映菌株在 25℃~35℃温度条件下培养，生长

产酶几乎不受温度影响，但在 20℃温度条件下生长、产酶明显受到抑制，40℃以上的温度条件下则几乎

停止生长产酶。如图 6 所示为温度对菌株发酵产酶的影响： 
试验中从温度控制的便利性方面选取发酵温度为 30℃。 

3.2.6. 装液量优化 
装液量多少关乎培养基中溶氧，培养基中碳源需要经有氧降解才能产生大量 ATP，从而为细胞生长、

酶的合成提供足够的能量。所以装液量也将对产酶带来较大影响。采用 150 毫升瓶进行试验，装液量设

定 30 毫升、50 毫升、70 毫升、90 毫升、120 毫升五个梯度，结果显示 50 毫升装液量酶活最高。如图

7 所示： 
装液量确实对产酶影响较大，150 毫升瓶装液量高于 70 毫升后可能就会由于供氧不足而不利于菌株

生长产酶。装液量到 120 毫升时酶活不及最佳产酶水平的一半。而实验中装液量为 30 毫升时虽然供氧充

足，但是由于体积太小，水分蒸发造成培养基成分变化较大从而对生长产酶造成不利影响。所以通过该

实验，菌株为好氧菌，150 毫升摇瓶发酵装液量最佳为 50 毫升。 

3.2.7. 表面活性剂的优化 
表面活性剂可以与细胞膜相互作用，增加细胞膜的通透性，有利于胞外酶的分泌，从而提高胞外酶

的产量。选用吐温 80 进行试验，培养基中添加 0.1%吐温 80 即可获得最大产酶。如图 8，分别在培养基

中添加 0.01%，0.02%，0.05%，0.1%，0.15%，0.2%，0.5%的吐温 80 进行发酵试验观察吐温 80 对菌株

产酶影响。 
吐温 80 对菌株产酶影响明显，最适添加量为 0.1%，过低效果不足，过高可能对细胞有一定毒害作 
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Figure 5. Fermentation of strains at initial pH of different media 
图 5. 菌株在不同培养基初始 pH 下发酵情况 

 

 
Figure 6. Effect of culture temperature on enzyme production of strain 
图 6. 培养温度对菌株产酶的影响 

 

 
Figure 7. Effect of liquid quantity on enzyme production 
图 7. 装液量对产酶影响 

129.4

286.1

357.9365.3378.7 371.2

303.8

0
0

50

100

150

200

250

300

350

400

5.8 6 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2 7.4 7.6 7.8 8 8.2 8.4 8.6

酶
活

（
U

/m
l）

培养初始pH

培养基初始pH对产酶影响

113.6

379.3 370.9 375.2 373.5 371.4

5.9

-100

0

100

200

300

400

500

20℃ 25℃ 28℃ 30℃ 32℃ 35℃ 40℃

酶
活

（
U

/m
l）

培养温度

培养温度对产酶影响

359.7
383.6 378.6

275.2

165.4

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

酶
活

（
U

/m
l）

装液量（ml）

装液量对产酶影响

https://doi.org/10.12677/amb.2018.73011


杨攀科 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2018.73011 96 微生物前沿 
 

 
Figure 8. Effect of Twain 80 addition on enzyme production of strain 
图 8. 吐温 80 添加量对菌株产酶的影响 

 
用。从酶活提高情况来看菌株所产酶为胞外酶，如果是胞内酶应该不会有这么大的提高，表面活性剂优

化后酶活提高了将近 50%，最终通过以上 7 个方面的优化，菌株酶活提高到优化前的 6.78 倍。 

4. 结果与讨论 

1) 本研究通过系统的菌种选育方法，从样品的采集开始，到样品处理，目标菌驯化富集，再到高产

菌株的初筛，复筛，最优菌株产酶条件优化等步骤最终从海洋藻类马尾藻中选育出 1 株酶活力很高的产

褐藻胶裂合酶菌株，优化后菌株摇瓶发酵酶活提高了 6.78 倍达到了 576.9 U/ml，远高于一般文献报道

[15]-[28]； 
2) 通过对菌株产酶条件优化的研究，一是找到了 1 种较适合的产酶条件：培养基组成及配方为：褐

藻酸钠 0.8%，玉米浆干粉 0.9%，硫酸铵 0.3%，氯化钠 3%，磷酸氢二钾 0.2%，硫酸镁 0.05%，余量为

自来水，用氢氧化钠调节初始 pH7.2，培养工艺为：采用 150 ml 三角瓶装液 50 ml 进行恒温振荡培养，

培养温度全程控制在 30℃，摇床转速 180 r/min，培养 18~24 h 达到最大酶活 580 U/ml 左右。另外，通过

实验发现菌株为好氧菌，具有一定程度的嗜盐性，菌株很可能为一种海洋细菌，菌株所产的褐藻胶裂合

酶为胞外酶。 
3) 本研究获得的菌株生长快，酶活高，营养要求简单，极具工业生产应用潜质，而且胞外酶利于提

取适合酶制剂生产研究。 
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