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海洋细菌来源 β-琼胶酶的生物信息学分析与高效制备
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摘要： 为丰富优质琼胶酶品类，充分利用海藻资源，实现功能性琼胶寡糖的高效制备，采用基因组挖矿技术挖掘得到一

个来源于海洋细菌——淡黄色噬琼胶菌 (Agarivorans gilvus) WH0801的β-琼胶酶 (β-AGA酶)，利用生物信息学分析对该

酶的理化性质和结构特征进行预测，发现该酶为非分泌性蛋白。在此基础上，采用分子生物学手段引入信号肽，实现

了该酶在大肠杆菌  (Escherichia coli) 中的胞外表达，并通过发酵调控策略优化提高其生产效率。结果表明，采用种龄

5 h的种子培养液进行发酵，发酵出发培养基为TB (pH 7.0)，碳源为6 g·L−1的果糖，氮源为30 g·L−1的酵母提取液Ⅱ，于

25 ℃培养2 h后加入终浓度为0.025 mmol·L−1的IPTG诱导48 h，此条件下发酵所得酶活为16.72 U·mL−1，相比初始酶活提

高了约5倍，证明β-AGA酶具有良好的工业应用潜力。
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Abstract: In order to expand the high-quality agarase categories, make full use of seaweed resources, and realize the efficient

preparation of functional agar oligosaccharides, we derived a β-agarase from the marine bacterium (Agarivorans gilvus WH0801)

(β-AGAase) by using genome mining technology, and predicted its physical and chemical properties as well as structural charac-

teristics by bioinformatics analysis. Based on the results, β-AGAase is a non-secreted protein. The β-AGAase was extracellular ex-

pressed in Escherichia coli through the introduction of  signal  peptides  by molecular  biology methods,  and its  production effi-

ciency was significantly enhanced through fermentation regulation strategy optimization. The optimal fermentation conditions

are as followed: seed culture medium with an inoculation time of 5 h; fermentation starting medium was TB (pH 7.0); carbon

source was 6 g·L−1 of fructose; nitrogen source was 30 g·L−1 of yeast extract II. After being cultured at 25 ℃ for 2 h, IPTG was ad-

ded with a final concentration of 0.025 mmol·L−1 for 48 h induction. Under these conditions, the obtained enzyme activity was

16.72 U·mL−1 and was about 5 times higher than the initial enzyme activity, which proves that β-AGAase is of great potential for

industrial application.
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琼胶是由海洋藻类生物合成的一种天然高分子

多糖[1-2]。琼胶经过水解后生成聚合度为 2~20 的琼

胶寡糖，不仅溶解性好、生物利用度高，还具有改

善水产品储藏性能[3]、抗氧化[4]、抗肿瘤[5]、抗炎

症[6]、降血糖[7-8]、改善肠道菌群结构[9-10] 以及美白

保湿[11] 等多项理化和生理功能，在功能性食品、

化妆品、药品等多个领域均具有很高的经济价值和

广泛的应用前景[12]。

近年我国对琼胶的开发存在规模较小、附加值

低、易污染环境等不足，开发功能性琼胶寡糖等高

附加值的琼脂衍生物对高效利用海洋资源、增加经

济效益、减轻化学污染等意义重大。目前工业上主

要利用酸水解[13] 和酶解[14] 两种方式制备琼胶寡

糖，其中利用琼胶酶生物催化水解具有反应条件温

和、催化效率高、底物特异性强等优势[15]。琼胶

酶根据水解模式和产物的不同可分为 α-琼胶酶 (EC

3.2.1.158) 和 β-琼胶酶 (EC 3.2.1.81)[16]。α-琼胶酶可

特异性水解 α-1,3-糖苷键，生成以 3,6-内醚-α-L-半

乳糖为还原性末端的琼寡糖，β-琼胶酶可特异性水

解 β-1,4-糖苷键，生成以 β-D-半乳糖为还原性末端

的新琼寡糖。β-琼胶酶因来源丰富、稳定性好得以

广泛应用，但仍存在菌株产酶性状不稳定、产酶量

和催化活性低、产物专一性差等问题，难以满足工

业化生产需求。因此，寻找水解活力更高、性状稳

定的琼胶酶基因，并在基因工程菌中实现异源表

达，成为生产琼胶酶最经济、高效的方法。

目前，已有部分细菌来源的琼胶酶实现了在大

肠杆菌 (Escherichia coli)[17-18]、枯草芽孢杆菌 (Bacil-
lus subtilis)[19]、短芽孢杆菌 (B. pumilus)[20]、酿酒酵

母 (Saccharomyces cerevisiae)[21] 和毕赤酵母 (Pichia
pastoris)[22] 中的表达，其中大肠杆菌因具有生长与

表达速度快、易于基因组修饰、表达量高等优势得

到最广泛的应用。现有 β-琼胶酶在大肠杆菌中的

表达量大多高于原始菌株，但绝大多数是胞内分泌

表达，不利于后续的分离、纯化和应用，且表达系

统的选择多具有随机性，尚未见有结合生物信息学

分析等手段指导进行异源表达的报道。本研究利用

生物数据库资源挖掘技术和生物信息学分析手

段，获得一个来源于海洋细菌——淡黄色噬琼胶菌

(Agarivorans gi lvus) WH0801 的 β-琼胶酶  (β-

AGA 酶) 基因。通过分子生物学手段和发酵调控策

略实现了其在大肠杆菌 BL21(DE3) 中的高效胞外

表达，以期为新琼寡糖资源的高效制备与充分利用

提供新途径。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

大肠杆菌 JM109、大肠杆菌 BL21(DE3)、质粒

pET-20b(+) 保藏于本实验室；pUCm-T simple 质

粒、限制性内切酶 Nco Ⅰ和 Xho Ⅰ、Primer STAR

GXL DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、碱性磷酸酶

均购自 TaKaRa (大连) 公司；琼脂糖、质粒小量提

取试剂盒、氨苄青霉素等试剂均购自生工生物工

程 (上海) 股份有限公司；分子级酵母粉和胰蛋白

胨均购自 Oxoid (英国) 公司；大豆蛋白胨、酵母提

取物 H07014、酵母提取物 H07002 均购自上海统

园食品技术有限公司；蛋白胨 (鱼粉)、牛肉浸膏、

酵母浸膏及其他常规培养基均购自国药集团；所用

化学试剂均为分析纯[23]。 

1.2    实验方法 

1.2.1    β-琼胶酶的生物信息学分析

分别以来源于嗜琼胶菌 Agarivorans sp. QM38

(NCBI 登录号：ABM90422.1)[24]、弧菌 Vibrio sp.

PO-303 (NCBI 登录号：BAG71428.1)[25] 和火色杆

菌 Flammeovirga sp. OC4 (NCBI 登录号：AJW82061.1)[26]

的 β-琼胶酶氨基酸序列为探针，利用美国国家生

物信息中心 (NCBI) 的 BLASTp 功能 (https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/)，设置 E 值为 1.0×10−10，长度覆盖率

90% 以上且同一性大于 30%，进行同源性蛋白分

子筛选[27]，利用 MEGA 软件中的邻接 (Neighbor-

Joining) 法构建系统发生树[28]。

利用在线生物信息学预测工具分别对 β-琼胶

酶的基本理化性质、分泌特性、结构特征、功能潜

力等进行预测分析[29]，利用 RobeTTAFold 在线服

务器 (https://robetta.bakerlab.org/) 进行蛋白质三级

结构分析和预测。 

1.2.2    β-AGA 酶基因的克隆

以淡黄色噬琼胶菌 WH0801 基因组 DNA 为模

板，根据其中的 β-AGA 酶序列分别设计含 Nco
I 和 Xho I 酶切位点的两端引物，通过 PCR 扩增得

到 β-aga 基因片段[23]。引物设计如下，正向 (P1)：

5'GCGATGGCCATGGCCACATTTACTAAAAGCAA

AATCGCAACCGTTCTT 3' (下划线为 Nco I 酶切位

点))；反向 (P2)：5'GGTGGTGCTCGAGTTTTT

TGTAACGCAGATTATATAGATCACGGTTGAA 3'
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(下划线为 Xho I 酶切位点)。

引物由生工生物工程 (上海) 股份有限公司合

成。PCR 反应体系及扩增条件参照李兆丰  [30] 进

行。将得到的 β-aga 基因克隆到质粒 pUCm-T

simple，获得克隆载体 pUCm-T simple/β-aga，并

转化大肠杆菌 JM109。提取含 100 μg·mL−1 氨苄青

霉素平板筛选所得阳性菌株的质粒进行酶切电泳和

测序验证，序列测定由生工生物工程 (上海) 股份

有限公司完成。 

1.2.3    表达载体 pET-20b(+)/β-aga 的构建和转化

采用限制性内切酶 Nco I 和 Xho I 对克隆载体

pUCm-T simple/β-aga 双酶切，经碱性磷酸酶消化

后回收目的片段，再用 T4 DNA 连接酶与经同样双

酶切处理的 pET-20b(+) 质粒片段连接后转化大肠

杆菌 JM109，提取质粒并测序鉴定，获得含正确序

列的表达载体 pET-20b(+)/β-aga，将其转化表达宿

主大肠杆菌 BL21(DE3)，获得基因工程菌 E. coli
BL21(DE3)(pET-20b(+)/β-aga)。 

1.2.4    重组 β-AGA 酶的生产

种子培养和发酵培养参照李兆丰[30] 的方法进

行，发酵结束后收集上清液即为重组 β-AGA 酶粗

酶液。 

1.2.5    发酵条件优化

以体积分数为 4% 的接种量将种子培养液接

至 50 mL 的发酵培养基中，在不同的发酵初始培

养基、诱导剂添加量及添加时间、发酵温度、发酵

时间、发酵 pH、碳源和氮源条件下进行发酵，测

定发酵上清液中重组 β-AGA 酶活力，以确定最佳

的发酵条件，每次优化的结果用于之后的实验。 

1.2.6    正交试验

在单因素试验结果的基础上，选择 3 个影响最

大的因素进行正交试验，测定发酵液中重组 β-

AGA 酶活力，获得发酵产酶的最佳条件。 

1.2.7    β-AGA 酶水解活力的测定

以质量分数为 0.25% 的琼脂糖溶液为底物，β-

AGA 酶的水解活力参照 Liu 等[31] 和 Dong 等[32] 采

用 3,5-二硝基水杨酸 (DNS) 法测定。 

1.2.8    数据处理

X±SD
实验结果用 3 次平行实验的“平均值±标准偏

差 ( ) ”表示。采用 GraphPad Prism 9.2 软件

分析数据和作图；显著性分析 (P<0.05) 通过 SPSS

20.0 软件的单因素方差分析 (One-way ANOVA) 中

的 Turkey (T) 程序进行。 

2    结果
 

2.1    β-琼胶酶的生物信息学分析 

2.1.1    β-琼胶酶系统进化树的构建

来源于嗜琼胶菌 Agarivorans sp. QM38、弧菌

Vibrio sp. PO-303 和火色杆菌 Flammeovirga sp.

OC4 的 β-琼胶酶已被报道具有优良的环境适应力

和水解活力，因此以这 3 个氨基酸序列为探针，利

用 NCBI 数据库中的 BLASTp 功能进行搜索，保留

同源性大于 30% 的序列，共得到 1 039 条序列。对

筛选出的序列构建系统进化树 (图 1)，可根据其菌

属来源分为 11 大类，考虑到可获得性和潜在工业

价值，最终选取其中与模板序列亲缘关系较近的来

源于淡黄色噬琼胶菌的 β -琼胶酶 (β - A G A 酶，

NCBI 登录号：AQT38174.1) 作为后续研究对象。 

基里蒂马蒂菌 Kiritimatiellae sp. 

热肠菌
�ermoguttaceae sp. 

疣微菌
Verrucomicrobia sp. 

菲西芬氏菌
Phycisphaeraeles sp. 

弧菌 Vibrio sp. 

嗜琼胶菌 Agarivorans sp. 
费氏刺骨鱼菌 Epulopiscium sp. 

厌氧氨氧化菌 Candidatus sp. 

装甲菌
Armatimonadetes sp. 

罗河杆菌
Rhodanobacter sp. 

假单胞菌
Pseudomonas sp. 

 
图1    β-琼胶酶基因系统进化树

Fig. 1    Phylogenetic tree of β-agarase
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2.1.2    β-AGA 酶理化性质预测

利用 ProtParam 预测了 β-AGA 酶的理化性

质。β-AGA 酶的氨基酸数量为 955 个，氨基酸组

成见表 1，其中含量较多的是丙氨酸 ( 8 2 个，

8.6%)、天冬氨酸 (81 个，8.5%)；其中带负电荷的

氨基酸残基有 135 个，带正电荷的氨基酸残基有 84 个；

仅含有 1 个半胱氨酸，推测可能具有较少的二硫键

结构。β-AGA 酶的分子式为 C4 767H7 184N1 238O1 484S21，

相对分子量为 106.254 kD，理论等电点为 4.66，不

稳定指数为 24.45，总亲水性平均值为−0.428，表

明 β-AGA 酶为酸性、稳定的亲水性蛋白。 

2.1.3    β-AGA 酶二级结构分析

利用 SOPMA 预测了 β-AGA 酶可能包含的二

级结构 (图 2)，其中 303 个氨基酸参与构成 α-螺

旋，30 个氨基酸参与构成 β-转角，170 个氨基酸参

与构成延伸链，452 个氨基酸参与构成无规则卷曲。 

2.1.4    β-AGA 酶三维结构预测

采用 RobeTTAFold 对 β-AGA 酶结构进行在线

预测，得到 5 个预测结构 (图 3)，置信度均为 0.8

(满分为 1)，比对各模型的误差估算图，其中模型

2 具有相对较小的误差，可以作为基础进行进一步

结构解析。 

2.1.5    β-AGA 酶亲水性/疏水性分析

利用 Prot Scale 分析了 β-AGA 酶的亲水性/疏

水性 (图 4)。β-AGA 酶蛋白的最低分值 (−3.100) 峰

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 
图2    β-AGA酶二级结构预测

Fig. 2    Secondary structure prediction of β-AGAase

表1    β-AGA酶的氨基酸组成
Table 1    Amino acid composition of β-AGAase

氨基酸
Amino acid

数量
Amount

占比
Proportion/%

丙氨酸 Alanine 82 8.6

精氨酸 Arginine 27 2.8

天冬酰胺 Aspartic acid 51 5.3

天冬氨酸 Asparagine 81 8.5

半胱氨酸 Cysteine 1 0.1

谷氨酰胺 Glutamine 38 4.0

谷氨酸 Glutamic acid 54 5.7

甘氨酸 Glycine 73 7.6

组氨酸 Histidine 15 1.6

异亮氨酸 Isoleucine 40 4.2

亮氨酸 Leucine 70 7.3

赖氨酸 Lysine 57 6.0

蛋氨酸 Methionine 20 2.1

苯丙氨酸 Phenylalanine 48 5.0

脯氨酸 Proline 40 4.2

丝氨酸 Serine 74 7.7

苏氨酸 Threonine 56 5.9

色氨酸 Tryptophane 26 2.7

酪氨酸 Tyrosine 39 4.1

缬氨酸 Valine 63 6.6
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区位于第 537 位脯氨酸，代表其亲水性最强；最高

分值 (2.422) 峰区位于第 16 位苯丙氨酸，代表其疏

水性最强。分析可得，β-AGA酶蛋白的亲水区多于疏

水区，总亲水平均值为−0.400，是一种亲水性蛋白。
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图3    β-AGA酶三级结构预测

Fig. 3    Tertiary structure prediction of β-AGAase
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2.1.6    β-AGA 酶亚细胞定位分析

利用 PSORTb version 3.0 分析了 β-AGA 酶的亚

细胞定位，结果显示无法准确预测其亚细胞定位。

同时利用 Loc Tree3 分析其亚细胞定位 (图 5)，结

果表明 β-AGA 酶有一定可能定位在细胞周质中，

亚细胞定位分数为 36，精确度为 89%。 

2.1.7    β-AGA 酶信号肽分析

利用 Signal P 5.0 Server 分析了 β-AGA 酶的信

号肽 (图 6)，可知 β-AGA 酶的 S-mean 和 Y-max 的

平均值 (D) 小于临界值，代表不具有信号肽序列，

推测 β-AGA 酶为非分泌性蛋白。 

2.1.8    β-AGA 酶功能结构域分析

利用 NCBI 的保守域数据库  (CDD) 进行功

能结构域分析 (图 7)。β-AGA 酶在 N 端 48—211、

240—424 位氨基酸处含有 2 个 Agarase_CBM 结构

域，该 CBM 样域在结构上与某些 CBM 家族非常
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图4    β-AGA酶亲水性/疏水性预测

Fig. 4    Hydropathicity/hydrophobicity prediction of β-AGAase
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图5    β-AGA酶亚细胞定位预测

Fig. 5    Subcellular localization prediction of β-AGAase
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图6    β-AGA酶信号肽分析

Fig. 6    Signal peptide prediction of β-AGAase
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图7    β-AGA酶功能结构域预测

Fig. 7    Conserved domain prediction of β-AGAase
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相似，其中的一个 Loop 参与了催化位点通道顶部

的形成，在 β-琼胶酶的外切水解模式中起到了

识别底物的作用。这些结构域与琼脂糖链的非还

原末端特异性结合，并将附加的催化模块引导至

受琼胶酶水解的区域，帮助 β-AGA 酶捕捉底物，

促进参与 1,4-β-D-半乳糖苷键水解的催化模块

活性。 

2.2    β-AGA 酶大肠杆菌表达系统的构建

β-AGA 酶在大肠杆菌中表达载体 pET-20b(+)/

β-aga 的构建见图 8。通过双酶切法构建获得分泌

型表达载体 pET-20b(+)/β-aga。测序验证序列正确

性后将表达载体转化宿主大肠杆菌 BL21(DE3)，

获得 E.coli BL21(DE3)(pET-20b(+)/β-aga)，实现了

β-AGA 酶在大肠杆菌中的胞外分泌表达。经测定，

发酵所得重组 β-AGA 酶的初始酶活为 2.79 U·mL−1，

比酶活为 121.30 U·mg−1。 

2.3    重组 β-AGA 酶的发酵优化 

2.3.1    种子生长曲线与种龄的确定

重组 β-AGA 酶的种子生长曲线见图 9-a，菌体

在培养前 3 h 处于延滞期，3~10 h 处于对数生长

期，10 h 后进入稳定期。选择种龄 4~9 h的 β-

AGA 酶种子按体积分数为 4% 的接种量接种，以

发酵时间 24 h、发酵温度 25 ℃ 的条件进行培养，

离心后测定上清液中的胞外酶活力。对数中期 (≥

5 h) 的种龄对重组 β-AGA 酶活力影响不显著，综

合考虑时间和经济成本，选择种龄 5 h 的种子培养

液进行发酵 (图 9-b)。 

2.3.2    发酵初始培养基的选择

发酵初始培养基对酶活的影响结果见图 10。

TB 培养基对重组 β-AGA 酶的胞外发酵生产效果最

好，胞外酶活力最高，达到 3.20 U·mL−1。分析其

原因主要为 TB 培养基营养丰富，更适合菌体生

长，且酵母粉含量更高，能够促进重组酶释放到大

肠杆菌细胞的周质空间并形成高渗透压便于胞外产

酶；同时，TB 培养基的 pH 缓冲能力较强，能够

有效维护重组菌的生长。 

2.3.3    诱导剂对重组 β-AGA 酶生产的影响

诱导剂浓度和添加时间也会在一定程度上影响

重组 β-AGA 酶的生产 (图 11-a)。当 IPTG 诱导浓

度介于 0.005~0.050 mmol·L − 1 时酶活较稳定，
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图8    表达载体pET-20b(+)/β-aga的构建

Fig. 8    Construction of expression plasmid pET-20b(+)/β-aga
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图9    重组β-AGA酶的种子生长曲线 (a) 和接种时间对重组β-AGA酶发酵的影响 (b)

Fig. 9    Seed growth curve of β-AGAase (a) and effect of inoculation time on fermentation (b) of recombinant β-AGAase

第 2 期 尤钰娴等:  海洋细菌来源 β-琼胶酶的生物信息学分析与高效制备 7



IPTG 浓度为 0.025 mmol·L−1 时酶活最高 (2.589

U·mL−1)。诱导剂添加时间对重组 β-AGA 酶生产的

影响见图 11-b，添加诱导剂前培养时间超过 0.5 h，

酶活均较稳定，培养时间为 1 h 时酶活最高 (3.96

U·mL−1)。 

2.3.4    发酵时间、温度和 pH 的选择

发酵时间对重组 β-AGA 酶生产的影响见图 12-a，

发酵 32~64 h 其胞外酶活均较稳定，发酵第 48 小

时时酶活达到最高。

发酵温度优化结果见图 12-b，重组 β-AGA 酶

活力在 20~30 ℃ 处于较高水平，25 ℃ 下发酵 48 h

酶活最高，达到 4.37 U·mL−1；超过 30 ℃ 时酶活显

著下降。

发酵初始培养基的 pH 会影响微生物的代谢、

发酵及分泌，在 pH 7~8.5 酶活保持稳定 (图 12-c)，

综合考虑环境和经济因素，选择 7.0 作为重组 β-

AGA 酶发酵初始 pH。 

2.3.5    碳源和氮源对重组 β-AGA 酶生产的影响

发酵出发培养基优化结果表明，在 9 种常见的

培养基中，TB 培养基最有利于重组 β-AGA 酶的分

泌。以此为基础，对其碳源组成进行优化以达到降

低成本、提高效率的目的。以去除 TB 培养基中的

碳源为空白，选取并添加与该培养基碳含量相等的

果糖、麦芽糖、蔗糖等 9 种不同的碳源，结果表明

碳源的种类和添加量对重组 β-AGA 酶表达分泌存

在较大影响 (图 13)。除了葡萄糖，其他碳源在重

组 β-AGA 酶发酵中均能取得比甘油更好的效果，

其中果糖作为碳源酶活达到最高 (6.28 U·mL−1)。进

一步优化果糖的添加量，当果糖添加量为 6 g·L−1

时，胞外产酶活力最高 (7.45 U·mL−1)。

氮源是微生物合成核酸、蛋白质等的重要原

料。氮源分为无机氮和有机氮，有机氮更适合大肠

杆菌重组菌的发酵生产。以去除 TB 培养基中的氮

0
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图10    发酵培养基类型对重组β-AGA酶发酵的影响

Fig. 10    Effect of culture medium on fermentation of

recombinant β-AGAase
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图11    IPTG浓度和添加时间对重组β-AGA酶发酵的影响

Fig. 11    Effects of IPTG concentration and additive time on fermentation of recombinant β-AGAase
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图12    时间、温度和pH对重组β-AGA酶发酵的影响

Fig. 12    Effects of time, temperature and initial pH on fermentation of recombinant β-AGAase
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源为空白，选取并添加与 TB 发酵培养基氮含量相

等的不同种类的蛋白胨、酵母提取物，发现氮源的

种类和添加量对重组 β-AGA 酶发酵产酶的影响存

在明显差异 (表 2)。酵母提取物作为氮源时的表达

量整体明显优于蛋白胨。其中，使 β-AGA 酶发酵

量达到最高的氮源种类和浓度为添加量 30 g·L−1 的

酵母提取物 H07014，此时胞外产酶活力达到 15.33

U·mL−1。 

2.3.6    正交试验

单因素试验结果表明发酵温度、碳源添加量、

IPTG 添加时间 3 个因素对重组菌株产酶影响最

大，选择这 3 个因素做三因素三水平正交试验，正

交试验设计见表 3，试验结果见表 4。最佳组合为

A2B2C3，即碳源添加量为 6 g·L− 1，发酵温度为

25 ℃，IPTG 添加时间为 2.0 h，在此条件下发酵

48 h 后所得粗酶液酶活为 16.72 U·mL−1。 

3    讨论

对琼胶酶进行异源表达可以突破天然酶的分泌

限制，利用基因工程菌大幅提高其产量，可实现优
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图13    碳源种类和添加量对重组β-AGA酶发酵的影响

Fig. 13    Effect of carbon sources and their additive amount on fermentation of recombinant β-AGAase

表2    有机氮源对重组β-AGA酶发酵的影响

Table 2    Effect of organic nitrogen source on fermentation of recombinant β-AGAase U·mL−1

氮源种类
Nitrogen source

添加量 Additive amount/(g·L−1)

0 6 12 18 24 30

① 1.37±0.03a 2.14±0.02b 2.94±0.03c 3.79±0.04d 4.48±0.03e 5.83±0.02f

② 1.37±0.03a 3.03±0.02b 4.26±0.04c 6.22±0.03d 8.04±0.04e 9.21±0.09f

③ 1.37±0.03a 3.28±0.02b 4.35±0.02c 6.19±0.03d 8.47±0.06e 8.64±0.07e

④ 1.37±0.03a 3.65±0.03b 4.80±0.02c 6.73±0.04d 8.51±0.05e 9.58±0.07f

Ⅰ 1.37±0.03a 4.10±0.02b 6.67±0.05c 8.92±0.06d 10.44±0.05e 11.87±0.08f

Ⅱ 1.37±0.03a 4.76±0.02b 7.59±0.04c 10.15±0.05d 12.48±0.06e 15.33±0.10f

Ⅲ 1.37±0.03a 4.28±0.02b 7.02±0.04c 9.58±0.04d 11.57±0.07e 13.25±0.08f

Ⅳ 1.37±0.03a 3.82±0.01b 5.04±0.03c 6.96±0.03d 8.81±0.04e 9.94±0.03f

注：数值为 3 次平行实验的平均值，同一行中不同上标字母表示显著性差异 (P<0.05)。

①. 分子级蛋白胨；②. 蛋白胨 (鱼粉)；③. 牛肉浸膏；④. 大豆蛋白胨；Ⅰ. 分子级酵母提取物；Ⅱ. 酵母提取物 H07014；Ⅲ. 酵母提取

物 H07002；Ⅳ. 酵母浸膏。

Note: Each value represents the average value of three independent measurements, and those with different letters within the same row are signifi-

cantly different (P<0.05).

①. Molecular level peptone; ②. Peptone (fish meal); ③. Beef extract; ④. Soya peptone; I. Molecular level yeast extract; II. Yeast extract H07014;

III. Yeast extract H07002; IV. Yeast extract.
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良酶制剂的高效制备。目前国内外对琼胶酶在大肠

杆菌中的克隆表达主要定位于细胞质或周质空间，

存在酶产量有限、制备工艺复杂、分离纯化困难等

瓶颈[33]，限制了其工业化应用。本研究通过生物

信息学分析，发现来源于淡黄色噬琼胶菌的 β-

AGA 酶氨基酸序列中不包含信号肽，因此引入

pET-20b(+) 质粒中的信号肽进行表达载体的构

建，成功实现了重组 β-AGA 酶的胞外分泌表达。

发酵过程中菌体的生长状态和产酶量可通过多

种因素进行系统调控。菌体在生长的不同阶段具备

不同的生理特征，处于对数生长期的种子因其活性

高、繁殖快、适应性强，更适合用于接种发酵。由

于宿主菌 E.coli BL21(DE3) 中存在由 lac I 基因调控

的 T7 RNA 聚合酶基因激活机制[34]，因此在发酵过

程中通常需要添加诱导剂 IPTG 诱导目的基因的转

录。本实验结果表明，IPTG 浓度为 0.025 mmol·L−1

时重组 β-AGA 酶的水解活力最高，随着诱导剂浓

度进一步升高，酶活逐渐降低。这可能是由于

IPTG 具有一定的细胞毒性，浓度过高时会抑制菌

体生长[35]，且经高浓度 IPTG 诱导后重组 β-AGA

酶的前体蛋白合成速率会大大提高[30,36]，容易造成

细胞质中无活性包涵体的产生，从而导致正常折叠

的蛋白质分泌量显著降低。同时，诱导剂的添加时

间也会对重组 β-AGA 酶的表达量和酶活造成影

响，先培养一段时间再添加诱导剂，有利于使菌体

增殖到适当的浓度，从而更好地抵御 IPTG 的毒

性，最大限度地诱导细胞产酶。另外，随着发酵时

间的延长，菌体在利用营养物质生长繁殖的同时又

将更多的代谢产物排出至培养基中，当代谢产物积

累到一定量时，会反向阻遏菌体的生产及产酶，因

此需要对发酵时间进行严格把控。发酵体系的

pH 也是影响微生物生长的一个重要因素，适中的

pH 有利于重组菌的生长、代谢和重组 β-AGA 酶在

发酵期间活力的稳定。除 pH 外，发酵温度也是调

控重组 β-AGA 酶胞外分泌表达的一项重要指标。

本研究结果表明，重组 β-AGA 酶在 25 ℃ 下发酵

活性最高，可能是由于该温度更接近野生型海洋来

源 β-AGA 酶所处的环境温度，此温度下该酶本身

稳定性较高，且相对较低的温度也更适合宿主大肠

杆菌的生长繁殖和分泌产酶。相反，当发酵温度上

升至 37 ℃ 时，宿主菌和重组酶的稳定性均有所

下降，在拷贝过程中质粒可能存在较严重的丢失现

象，因此胞外酶活显著降低。当诱导温度太低

(20 ℃) 时，宿主菌的增殖速率和重组酶的转运速

率均会降低，对重组 β-AGA 酶的胞外生产起到一

定的限制作用。碳源和氮源的种类和浓度也是影响

微生物生长代谢的重要因素，浓度过低时不足以提

供充足的营养，过高则会反向抑制微生物的生长和

代谢[37]，不同微生物对碳、氮源物质的选择偏好

性存在明显差异。

综合上述各因素对重组 β-AGA 酶进行发酵条

件优化后的最终条件为：选取 37 ℃ 下培养 5 h 的

种子液用于发酵产酶，以 TB 作为发酵出发培养基，

设置初始 pH 为 7.0，以 6 g·L−1 的果糖代替其中的

碳源，以 30 g·L−1 的酵母提取液Ⅱ代替其中的氮

源，于 25 ℃ 培养 2 h 后加入终浓度为 0.025 mmol·L−1

表3    正交试验因素和水平表
Table 3    Factors and levels in orthogonal array design

水平
Level

A：碳源添加量
Carbon source

additive amount/
(g·L−1)

B：发酵温度
Fermentation
temperature/

℃

C：IPTG添加时间
IPTG additive

time/h

1 5 20 1.0

2 6 25 1.5

3 7 30 2.0

表4    发酵条件优化正交试验结果
Table 4    Orthogonal array design layout and experimental results

试验号
Test No.

A：碳源
添加量

Carbon source
additive amount/

(g·L−1)

B：发酵
温度

Fermentation
temperature/

℃

C：IPTG
添加时间

IPTG additive
time/h

酶活
Enzyme
activity/

(U·mL−1)

1 1 (5) 1 (20) 1 (1.0) 13.99±0.04e

2 1 2 (25) 2 (1.5) 14.15±0.05f

3 1 3 (30) 3 (2.0) 13.02±0.07b

4 2 (6) 1 2 15.63±0.06g

5 2 2 3 16.72±0.06h

6 2 3 1 13.39±0.04c

7 3 (7) 1 3 13.64±0.05d

8 3 2 1 14.18±0.03f

9 3 3 2 12.67±0.02a

K1 13.72 14.42 13.85

K2 15.25 15.02 14.15

K3 13.50 13.03 14.46

R 1.75 1.99 0.61

注：同一列中不同上标字母表示显著性差异 (P<0.05)。

Note: Different superscript letters within the same column indicate sig-

nificant difference (P<0.05).
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的 IPTG，继续诱导 48 h，此条件下发酵所得酶活

达到 16.72 U·mL−1，约为初始酶活的 6 倍，在目前

已报道的 β-琼胶酶中处于领先水平[38-40]。优良的水

解活力和分泌稳定性使得重组 β-AGA 酶具有广阔

的应用空间，有望成为定向水解琼脂糖，高效生产

特异性新琼寡糖的新型酶解工具。 

4    结论

本研究利用基因挖掘技术从海洋微生物基因库

中筛选得到一个具有优良催化潜力的 β-琼胶酶基

因，采用分子生物学手段实现了其在大肠杆菌系统

中的异源表达，并通过发酵调控策略的优化使其酶

活提高了约 5 倍。该酶具有优良的水解活力、稳定

的分泌水平和较高的产物特异性，应用前景广阔。

研究结果可为开发新型琼胶水解酶和高效制备不同

聚合度的新琼寡糖提供参考。
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