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海洋弧菌 QJH-12发酵产琼胶酶条件的优化 

王静雪, 江晓路, 牟海津, 管华诗 

（中国海洋大学 生命科学与技术学部，山东 青岛 266003） 

摘要：从中国南海海域分离到了一株具有较高琼胶降解活性的弧菌 Vibrio sp. QJH-12，该菌

株为革兰氏阴性菌，呈弯曲杆状，极生单根鞭毛，氧化酶阳性，过氧化氢酶阳性，O/129

试验阳性。在琼胶平板上生长可软化琼胶，并在菌落周围产生凹陷。通过单因子实验和正

交实验确定了培养基的最佳组成：琼胶 2.0‰，柠檬酸三铵 1.0‰，K2HPO4 1.0‰，NaCl 1.0％。

确定该菌株的最适发酵产酶条件：装液量为 250 mL的三角瓶中装入 125 mL的液体发酵培

养基，培养基起始 pH6.5，摇瓶转速 150 r/min，30 ℃发酵培养 26 h，发酵液的酶活力达到

332 U/mL。结果表明，该菌株从产酶活力和发酵特点等各方面具备工业化开发的潜力。 
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琼胶是琼胶糖和硫琼胶的混合物，琼胶糖是由 

D-半乳糖和 3, 6-内醚-L-半乳糖以交替的β-1, 3糖苷键
和α-1, 4糖苷键连接的直链中性多糖；硫琼胶结构较
复杂，含有 D-半乳糖、3, 6-内醚-半乳糖、半乳糖醛
酸、硫酸盐和丙酮酸。琼胶及其降解产物具有很广泛

的生物活性，生物分析表明来源于琼胶的硫酸多糖具

有抗病毒的活性，对Ⅰ型和Ⅱ型单纯疱疹病毒表现出

选择性的抗病毒活性[1]；硫酸基高度取代的琼胶多糖

可抑制腹水瘤在小鼠体内的转移[2]；琼胶寡糖具有诱

导细胞凋亡和抗敏抗炎等生理活性；琼胶的酶解产物

新琼寡糖还具有清除江篱（Gracilaria conferta）表面
附生细菌等多种生物活性[3]。因此，对琼胶的降解及

其产物活性的研究越来越受到关注。传统的琼胶降解

是以酸法等化学降解法为主，存在反应条件难以控

制、降解产物成分不均一、产物活性基团受破坏等缺

点。酶作为一种有催化活性的蛋白质，具有催化效率

高、底物专一性强、反应条件温和、产物不易被破坏

等优点，因此琼胶的酶法降解成为了琼胶结构与活性

研究的新方向。 
产琼胶酶的菌株大多来源于海洋，受海洋特殊生

长环境的影响，这些菌种的产酶性状不稳定，产酶活

性不高。因此，寻找一种性状稳定、易于培养的高效

琼胶酶产生菌株成为研究琼胶酶的关键。作者报道了一

株从自然界中筛选出的具有较强降解琼胶能力的菌

株，以提高菌株的产酶活力为目的，确定了琼胶降解

菌的最适培养基组成和最佳产酶条件。 

1 材料与方法 

1.1 初筛培养基  
菌种的初筛采用合成培养基，其基本组成如下：

琼胶 3.0‰，酵母膏 0.5％，NH4Cl 1‰，K2HPO4 1.0‰，
NaCl 2.0％，pH 7.0。试验中试剂均为分析纯或化学
纯。  
1.2 菌种的筛选  
以琼胶作为唯一碳源，利用合成培养基和 2216E

培养基同步发酵培养，比较发酵液的琼胶酶活力，最

终分离到来自中国南海海域的海洋细菌 QJH-12 菌
株。 
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1.3 琼胶酶活力的测定  

菌株发酵液经离心去除菌体细胞后，取上清液测

试琼胶酶活力。用 pH7.0的 KH2PO4-NaOH缓冲液配
制 0.5%的琼胶溶液 20 mL作为反应底物，加入 1 mL
待测酶液，30 ℃ 150 r/min振荡反应 30 min，用 DNS
法[4]测定反应液中还原糖的生成量。1 个酶活力单位
(U)定义为在上述反应条件下，每 min产生 1 µg还原
糖（以半乳糖计）所需要的酶量。 

1.4  生物量的测定 
取 6 mL发酵液 3 000 r/min离心 5 min，倾去上

清液，补充生理盐水至原体积，混合均匀后以生理盐

水作空白，在波长 600 nm处测光吸收值。 
1.5  培养基组成和培养条件的优化  

利用单因素实验确定培养基中的碳源、氮源和无

机盐，利用正交实验最终确定培养基的最佳组成和配

比。确定该菌株的最适产酶时间、温度、起始 pH、
摇床转速和装液量。 

2 结果 

2.1 菌种的筛选  
以琼胶作为唯一碳源，从中国南海海域采集的

水样、泥样及腐烂海藻样品中分离琼胶降解菌。样

品中高产菌株的数量较少，为防止被漏筛，实验采

用选择培养基多次富集培养，使高产菌株在数量上

占优势，从而提高筛选的效果。琼胶降解菌菌落周

围形成透明圈，培养基呈釜底形凹陷，该特征可作

为菌种初筛的依据。 

从 200余株具有琼胶降解能力的原始菌株中，筛

选出具有较大透明圈或较深釜底形凹陷的菌株共 15

株进行复筛，将其分别接种至液体培养基中，于 30 ℃ 

150 r/ min 振荡培养 24 h，检测发酵液的产酶活力。

其中 QJH-12 菌株在两种复筛培养基中都表现出最

高的产酶活力（图 1）。该菌株为革兰氏阴性，菌体

呈弯曲杆状，极生单根鞭毛，大小为 0.5 µm × (1.2～

1.5) µm，氧化酶阳性，过氧化氢酶阳性，O/129试验

阳性，在 TCBS培养基上培养后形成黄色菌落，利用

葡萄糖产酸不产气，根据以上特征初步将其鉴定为弧

菌属 (Vibrio)。图 2为该菌株的电镜照片。 

2.2 培养基组成的优化 
2.2.1 碳源对 QJH-12菌株发酵产酶的影响 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  产生琼胶酶的菌株的酶活测定结果 

Fig. 1   Enzyme activity of agarase producing strains 
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图 2  菌株 QJH-12的扫描电镜照片（×35 000） 

Fig.2  The photo of scan electron microscope of strain QJH-12 

（×35 000） 

 

在无碳源合成培养基中按 2‰的比例分别加入 8
种碳源，其它组分不变，在相同接种量、相同培养条

件下摇瓶发酵 24 h后，测定酶活，结果如表 1所示。
琼胶是琼胶降解菌 QJH-12发酵产酶的最佳碳源，可
以诱导菌株产生琼胶酶。菌体在其它碳源的培养基中

可良好生长，但产酶活力差。 

 

表 1  碳源对菌体产酶的影响 

Tab.1 Effect of carbon source on production of agarase 

碳源 酶活力 

（U/mL） 

生物量 

A600 

乳糖 49.15 0.327 

葡萄糖 71.82 0.162 

蔗糖 24.63 0.281 

淀粉 60.54 0.270 

D-半乳糖 56.78 0.223 

琼胶 239.15 0.385 

麦芽糖 56.67 0.183 

果糖 71.84 0.105 

 

2.2.2  氮源对产酶的影响 
选择 10种不同的氮源进行实验，结果如表 2所

示。在所测试的各种氮源中，QJH-12发酵 24 h后，
在以酵母膏为氮源的液体培养基中发酵产酶活力最

高，为 272.71 U/mL；在以柠檬酸三铵为氮源的液体
培养基中生物量达到最高，发酵产酶的活力也高达

268.54 U/mL。考虑到利用柠檬酸三铵作为发酵培养

基的氮源，有利于下游工作中琼胶酶的进一步分离提

纯以及琼胶酶降解产物的分析，由此作者选择柠檬酸

三铵为发酵产酶的氮源。 

 

表 2 不同氮源对菌体产酶的影响 

Tab.2  Effect of nitrogen source on production of agarase 

氮源 酶活力 

（U/mL） 

生物量 

A600 

NaNO3 196.51 0.150 

KNO3 221.16 0.191 

(NH4)2SO4 226.73 0.220 

柠檬酸三铵 268.54 0.235 

NH4Cl 235.56 0.188 

蛋白胨 120.94 0.112 

牛肉膏 52.93 0.086 

酵母膏 272.71 0.102 

草酸铵 26.54 0.080 

豆粉 5.12 0.186 

 

2.2.3 无机盐对产酶的影响 
通过分析不同无机盐对菌株 QJH-12产琼胶酶活

力的影响可以看出，K2HPO4对产酶的影响最大，应

作为发酵培养基的主要无机盐组分（表 3）。其余无
机盐成分在单独添加或混合添加时对菌株产酶活力

影响不明显。 

 

表 3  不同无机盐对产酶的影响 

Tab.3  Effect of inorganic salt on production of agarase 

无机盐 相对酶活力（％） 

K2HPO4 100 

MgSO4 16.2 

CaCl2 20.3 

FePO4 21.3 

KCl 16.0 

MnCl2 17.2 

FeCl2 9.5 

 

2.2.4 不同质量分数的NaCl对产酶的影响 
该菌株来源于海洋，受 NaCl的影响较大。选择

不同质量分数的 NaCl（0.5%～3.0%）进行实验，实
验结果见表 4。该菌株具有较广泛的 NaCl适应范围，
在 0.5%～2.0%的范围内，表现出较高的产酶活性。
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NaCl质量分数为 1.0% 时，发酵液的酶活最高；NaCl
质量分数大于 1.0%时，产酶活力逐渐下降，说明过
高的 NaCl质量分数可能会抑制该菌株的产酶能力。 

 

表 4  NaCl质量分数对产酶的影响 

Tab.4  Effect of NaCl concentration on production of agarase 

 NaCl 质量分数

（%） 

酶活力 

（U/mL） 

生物量 

A600 

0.5 266.42 0.263 

1.0 289.16 0.270 

1.5 251.34 0.268 

2.0 234.35 0.271 

2.5 222.97 0.248 

3.0 188.91 0.237 

 

2.2.5 正交法确定发酵产酶培养基 
通过对以上实验结果的分析，实验选择琼胶为发酵产

酶的最适碳源，柠檬酸三铵为最适氮源，K2HPO4 为

最适无机盐。选择 3 因素（琼胶、柠檬酸三铵、
K2HPO4）、3水平的正交实验，以确定 3种因素对菌
株发酵产酶的综合影响。正交实验结果和方差分析结

果如表 5、表 6所示，影响产酶活力大小的培养基成
分依次为琼胶>柠檬酸三铵>K2HPO4，方差分析表明

琼胶和柠檬酸三铵质量分数对菌株产酶能力的影响

水平显著，最佳培养基组成为琼胶 2.0‰，柠檬酸三
铵 1.0‰，K2HPO4 1.0‰。 
表 5  正交实验结果 
Tab.5  Orthogonal test result 

组号

 

琼胶 

（‰） 

柠檬酸三铵 

（‰） 

K2HPO4 

（‰） 

酶活力 xi＇

(U/mL) 

1 1.0 1.0 0.5 43.31 

2 1.0 2.0 1.0 17.15 

3 1.0 3.0 1.5 0 

4 1.5 1.0 1.0 108.85 

5 1.5 2.0 1.5 55.91 

6 1.5 3.0 0.5 32.46 

7 2.0 1.0 1.5 179.07 

8 2.0 2.0 0.5 85.11 

9 2.0 3.0 1.0 118.98 

K1 60.46 331.23 160.88  

K2 197.22 158.17 244.98  

K3 383.16 151.44 234.98  

K1
2 3 655.412 109 713.3 25 882.37  

K2
2 38 895.73 25 017.75 6015.2  

K3
2 146 811.6 22 934.07 55 215.6  

R 322.70 179.79 74.10  

注：在方差分析中，xi为酶活力。为简化计算，设xi＇=xi－93.21 

 

表 6  正交实验的方差分析表 

Tab.6  Variance analysis of orthogonal test 

方差来源 平方和 自由度 方差 F值 显著性 

琼胶   17 491.25 2 8 745.126 82.72 * 

柠檬酸三铵     6 924.389 2 3 462.194 32.75 * 

K2HPO4     1 407.069 2  703.534  6.66  

误差     211.43 2 105.715   

总和  26 033.14 8    

注：* 表示差异显著 

2.3 最适发酵条件的确定 
2.3.1 发酵温度对产酶的影响 

菌体在不同温度下培养，测定不同发酵温度对产

酶的影响，实验结果见图 3。菌株发酵产酶的最适培

养温度为 30 ℃，在 25～30 ℃的范围内培养，发酵

液具有较高的酶活力；培养温度为 35 ℃时，发酵液

的相对酶活为 65%；当发酵培养温度达到 40 ℃时，

相对产酶活力低于 50%。 

2.3.2 培养基中的起始pH值对产酶的影响 

菌体在不同起始 pH值的培养基中进行培养，可

以发现，菌株 QJH-12具有较广泛的 pH适应范围，

在起始 pH6.5的培养基中产酶活力达到最高；pH>6.5

时，产酶活力略有下降；pH8时，相对产酶活力仅为

75%（图 4）。 
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图 3  发酵温度对产酶的影响 

Fig.3  Effect of temperature on production of agarase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  pH对发酵产酶的影响 

Fig.4  Effect of the pH on production of agarase 

 

2.3.3 通气量对产酶的影响 
通过摇瓶转速和装液量的改变测定通气量对发

酵产酶的影响。如表 7所示，随着摇瓶转速的增加，
菌株发酵产酶能力也随之增加。转速 150 r/min时，
酶活力达到最高值，为 290.6 U/mL；摇瓶转速继续
增加时，发酵液酶活力略有下降。 

 

表 7  摇瓶转速对产酶的影响 

Tab.7  Effect of stirrer speed on production of agarase 

摇瓶转速 

（r/min） 

酶活 

（U/mL） 

100 200.5 

150 290.6 

200 287.1 

 

在 250 mL的三角瓶中分别装入不同体积的液体

培养基进行发酵，在 30 ℃ 150 r/min，起始 pH6.5的
条件下摇床培养 26 h，测定发酵液的酶活力，实验结
果见图 5。当装液量为 125 mL时，酶活达到最高值，
为 332 U/mL。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  培养基装液量对产酶的影响  

Fig.5  Effect of medium volume on production of agarase 

 

2.3.4 最佳产酶时间的确定 
在已确定好的上述最适培养条件下，对培养不同

时间的发酵液进行酶活测定，以确定最佳产酶时间。

实验结果如图 6所示，菌体培养 26 h时产酶活力最
高，超过 26 h后产酶活力有下降的趋势。此时菌体仍
继续保持增殖趋势，发酵培养 32 h以后菌体生物量增
加趋于缓慢。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  发酵时间对产酶的影响 

  Fig.6  Effect of ferment time on production of agarase 

 

3 讨论 

琼胶酶主要来源于海洋软体动物和海洋微生物，

在潮间带，已经证明每克淤泥中含有的琼胶降解菌可
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达 107个，大约占淤泥中所有好氧细菌的 2%~4%。1902
年 Gran 第一次从海水中分离到琼胶分解细菌——琼
胶假单胞菌(Pseudomonas galatica)以来，人们已经从
海水系统中分离到多种琼胶分解菌。据报道，噬细胞

菌属（Cytophage）[5]、弧菌属（Vibrio）[6]、放线菌属

（Actinomyces）[7]、交替单胞菌属（Alteromonas）[8]、交

替假单胞菌属（Pseudoalteromonas）[9]、假单胞菌属

（Pseudomonas）[10]中的某些菌种均能分解琼胶。国内在

琼胶降解微生物和琼胶酶解方面的研究报道目前还

很少。 

不同的琼胶酶产生菌株的培养条件各不相同，各

种因素如培养基的组成、培养温度、起始 pH值、培

养时间都对产酶具有很大的影响。作者以来源于海洋

环境，具有较高琼胶降解能力的野生菌株 QJH-12为

出发菌株，以提高菌株的产酶活性为目的，对其产酶

培养基及发酵培养条件进行了优化选择。通过单因子

实验和正交实验确定了一种合成的培养基：碳源为琼

胶 2.0‰，氮源为柠檬酸三铵 1.0‰，K2HPO4 1.0‰，

NaCl 1.0％。这种全合成培养基的组成简单，菌种产

酶活力高，有利于对发酵液中的琼胶酶进行分离和纯

化，对于将来利用该菌株进行琼胶酶的工业化生产，

在生产成本和酶产品精制方面创造了极为有利的条

件。 

该菌株最适的发酵培养条件为：起始 pH6.5，培

养温度 30 ℃，装液量为 250 mL的三角瓶中装入 125 

mL的液体发酵培养基，摇瓶转速为 150 r/min，发酵

时间为 26 h。从研究结果可看出该菌株的适合生长范

围广。菌体生长在 25～35 ℃范围时，相对产酶活力> 

65%；菌体生长的起始 pH6～8时，相对产酶活力>75％。

通过确定最适培养条件，提高了菌株的产酶能力，在

优化的培养基和发酵条件下 QJH-12的最高产酶活力

可以达到 332U/mL，且培养特征和产酶活力稳定。目

前用于工业生产琼胶酶的菌株为 Pseudomonas 

atlantic，其产品来自 sigma公司，价格昂贵。中国尚

没有琼胶酶的产品。QHJ-12 菌株同国内外已有的报道

比较(表 8)，在发酵液初始酶活和产酶稳定性方面具

有一定的优势，通过进一步的诱变和改良，QJH-12

有望成为生产琼胶酶的来源菌株。 

表 8  QJH-12发酵液初始酶活与已报道菌种的比较 

Tab. 8  Comparison of the agarase activity of QHJ-12 with 

those reported 

菌种 
发酵液酶活力 

 (U/mL) 

Vibrio sp. JT0107 [6] 13.2 

Alteromonas sp. E-l [11] 150 

Bacillus cereus ASK202 [12] 121 

Vibrio sp. PO-303 [13] 116 

Bacillus sp. MK03 [14] 19.8 

Alteromonas sp. C-1 [15] 414 

Pseudoalteromonas sp. CY24[16] 324 

QJH-12 332 
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Abstract: A marine bacterium Vibrio sp. QJH-12 with high activity of decomposing agar was isolated from the 
South China Sea coast. The strain was gram negative, polar flagellated and arced. When cultured on agar plate, this 
isolate produced a diffusable agarase, which softened agar and produced pits around the colonies on the agar plate. By 
the test of single factor and orthogonal test, the optimum culture medium was determined as follows : agar 2.0‰, 
ammomium citrate tribasic 1.0‰, K2HPO4 1.0‰ and NaCl 1.0%. By measuring the agarase activity, the optimum 
ferment conditions were determined as follows: 125 mL fresh medium in 250 mL flask, the beginning pH 6.5 of the 
ferment medium, stirrer speed 150 r/min and 30 °C. After cultivation under above conditions for 26 h, the production of 
agarase reached the peak, with an activity of 332U/mL. The results indicated that QJH-12 might act as a potential 
candidate for the industrial application. 
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