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提要 以海带病烂处分离到的别单胞菌属 k Αλτεροµονασl的褐藻酸降解菌菌株 �t为研究对

象 o对该菌的产酶条件进行了研究 ∀结果表明 o产酶的最适温度 us ε o褐藻酸钠浓度 k质量分
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海带k Λαµιναριαϕαπονιχαl是我国海洋水产资源的

重要组成部分 o总产量居世界第一 ∀但是海带病烂 o尤

其在苗期 o绿烂病 !白烂病以及脱苗掉苗现象等时有

发生 o造成了重大经济损失 ≈t ou ∀ 海带属于褐藻类 o

它富含褐藻胶 ∀ 褐藻胶是由 Αptowp�p古罗糖醛酸

k�l和 Βptowp⁄p甘露糖醛酸k �l为单体构成的嵌段共

聚物 ≈v ∀褐藻酸酶能够酶解褐藻胶 o破坏藻体细胞壁 o

导致原生质体的产生 o一方面这是大型经济海藻 k如

海带l 病烂的原因 o另一方面也是开展海带细胞育苗
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图 t 温度对菌体产酶的影响

ƒ¬ªqt ∞©©̈¦·²©·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²± ±̈½¼°̈ ©²µ°¤·¬²±

的科学依据 ∀因此找出导致这类细菌异常增殖的环境

因子 o并对其产酶条件进行研究 o对了解海带病烂的

发生与防治以及推动海带体细胞育苗技术的发展都

很有意义 ≈w ∀本研究主要从病烂藻体上分离到该病致

病菌 o并对其产酶的培养温度 !培养时间 !³� !底物浓

度等进行了初步研究 o旨在于为海带病害的防治提供

参考依据 ∀

t 材料与方法

tqt 菌种

usss年 ts月 o从烟台海带养殖场采集自然发病

的海带幼苗 o长约 x¦°o利用褐藻酸钠选择性培养基 o

从藻体病烂处分离纯化得到别单胞菌属k Αλτεροµονασl

的褐藻酸降解菌菌株 �to该菌具有很强的降解褐藻

酸钠能力 o菌落大而圆 o乳色 o菌落周围有明显的透明

区和晕圈 ∀

tqu 培养基组分

k��wlu≥�w x ªo �ª≥�w # z�u� t ªo�u�°�w squ ª o

ƒ̈ ≥�w # z�u� sqst ªo �¤≤̄ ux ªo褐藻酸钠 x ªo海带

浸出液 k质量分数为 th l u °�o 自来水 t sss °�o

³�zqw∀

tqv 液体菌种培养

接一环菌种于装有 us °�液体培养基 k已灭菌l

的 tss °�三角瓶中 ous ε 下培养 uw «∀

tqw 产酶的液体培养试验

tqwqt 产酶的液体培养条件 每一试验组 k重

复 v次以上l均在 tss °�三角瓶中装入 vs °�已灭菌

的液体培养基 o按 uh k体积分数l的接种量接入液体

菌种 ous ε 下培养 o定期摇晃 ozu «后 o收集培养液 o于

w sssµr °¬±离心 vs °¬±o得上清液 k即粗酶液l o测定

上清液的酶活力 ∀

tqwqu 褐藻酸酶活力测定方法 参照纤维素酶

的测定方法 ≈x 
o具体操作 }向试管中先后加入褐藻酸

钠溶液 t °�和磷酸缓冲液 w °�o常温下保温 ts °¬±o

加入粗酶提液 t °�ows ε 下保温 ovs °¬±后取出 o立即

于沸水浴中煮沸 tx °¬±使酶失活 o 冷却后取糖化液

t °�o加入 vox p二硝基水杨酸显色液 v °�o沸水浴中

显色 tx °¬±o再稀释至 ux °�o摇匀 o在 xxs ±°波长下

比色 o以蒸馏水校零点 ∀空白管由 t °�煮沸灭活的酶

液代替粗酶提液 o其它同试验管 ∀酶活力定义为在试

验条件下 o每分钟催化底物产生 t Λª还原物所需的

酶量 ∀

u 实验结果

uqt 培养条件对菌体产酶的影响

uqtqt 培养温度 试验研究了不同温度对褐藻

酸降解菌产酶的影响 k图 tl ∀结果表明 o该菌的最适

产酶温度为 us ε 左右 o在该温下菌体具有最强的产

酶能力 o产酶量达到最大值 yqxw�r°�∀us ε 之后产酶

量开始下降 o ux ε 时产酶能力已下降一半 ∀菌株在

tx ε 的产酶量高于 ux ε o说明低温时该菌同样具有很

强的致病力 ∀

uqtqu 培养基初始 ³� 实验研究了不同的培

养基起始 ³�值对菌体产酶的影响k图 ul ∀结果表明 o

在 ³� zqs ∗ {qs的范围内菌种均可以良好地产酶 o菌

体具有较高的产酶力 o产酶的最适 ³�值为 zqx∀

uqtqv 初始培养基褐藻酸钠浓度 实验研究了

不同培养基初始褐藻酸钠浓度对菌体产酶的影响k图

vl ∀结果表明 o随着培养基中褐藻酸钠浓度的升高 o菌

体产酶能力增强 o褐藻酸钠浓度k质量分数l在 sqxh

∗ sqyh的范围内酶活力趋于稳定 o并接近最大 ∀

uqtqw 时间 实验研究了菌体产酶量随时间的

图 u 培养基初始 ³�对菌体产酶的影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·²©¬±¬·¬¤̄ ³� ²± ±̈½¼°̈ ©²µ°¤·¬²±
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图 w 时间对菌体产酶的影响

ƒ¬ªqw ×¬°̈ ¦²∏µ¶̈ ²© ±̈½¼°̈ ©²µ°¤·¬²±

变化过程 k图 wl o结果表明在细菌生长的稳定期 o即

培养 zu «时 o细菌的产酶量达最大 o然后随时间的延

长而逐渐降低 ∀

uqtqx 初始培养基 �¤≤̄ 浓度 实验研究了初始

培养基 �¤≤̄ 浓度对菌体生长的影响 o结果表明 k图

xl o在没有添加 �¤≤̄ 的培养基中菌体没有生长 o检测

不到褐藻酸酶活力 o该菌产酶的最适 �¤≤̄ 浓度k质量

分数l为 tqxh左右 ∀

uqtqy 不同氮源 实验研究了不同氮源对菌体

产酶的影响 ∀在质量分数为 sqxh褐藻酸钠的生长基

础培养基中 o添加质量分数均为 sqxh的不同含氮化

合物 ∀结果为菌体生长的最适氮源为k��wlu≥�w o此时

产酶量最高 o尿素对菌体生长有抑制作用 o不利于产

酶 ∀不同氮源的产酶量分别为k��wlu≥�w xqut �r°�o

��w≤̄ wqxy �r °�o蛋白胨 vqut �r °�o牛肉膏 uqxw

�r°�o�¤��vuqwy �r°�o尿素 tqyv �r°�∀

uqtqz 不同碳源 实验研究了不同碳源对菌体

产酶的影响 ∀在含 sqxh k��wlu≥�w的生长基础培养基

中 o添加浓度均为 sqxh的不同含碳化合物 ∀结果表

明菌体只有在培养基中含有褐藻酸钠时才能正常生

长 o并具有产酶力 ∀在葡萄糖和甘露醇中有较慢的生

长 o但不产生褐藻酸酶 ∀在山梨醇 !蔗糖和纤维素中

没有生长 ∀不同碳源的产酶量分别为褐藻酸钠 wq{s

�r°�o葡萄糖 !甘露醇 !山梨醇 !蔗糖 !纤维素均为零 ∀

v 讨论

目前 o褐藻酸降解菌和褐藻酸酶的研究颇受重

视 ∀陈马马等 t|{t年报道 ≈y 
o褐藻酸降解菌广泛地分布

在近岸海域 o尤其是海带养殖区内 o它们是海带藻体

上的主要定居者 o能够产生褐藻酸酶 o褐藻酸酶的酶

解作用是导致海带病烂的重要因素 ∀因此通过对褐藻

酸降解菌产酶条件的研究 o了解该菌大量产酶的环境

因子 o从根本上 !有的放矢地对海带病害加以防治是

非常必要的 ∀另外褐藻酸酶还可用作海藻解壁酶 ≈z 
o

分解海藻细胞及原生质体 o以获得 ⁄��和单细胞 o推

动海藻育苗技术的发展 o因此优化细菌的培养条件 o

获得高产量的褐藻酸酶也有一定的意义 ∀

本试验分离得到的别单胞菌属菌株 o在适宜的条

件下培养 o其胞外产物具有很强的褐藻酸酶活力 ∀通

过对菌株产酶条件的研究发现 o培养温度是重要的限

制因子 o直接影响着育苗系统中海带幼苗和褐藻酸降

解菌的生长与繁殖 ∀在 tx ∗ us ε 范围内菌种具有较高

的产酶活性 o而超过和低于这个范围 o产酶活性急剧

降低 ∀而海带是冷水性藻类 o高温会影响其生长和抗

病能力 ∀曾呈奎等 t|yu
≈{  年报道 o一直培养在水温

us ε 或以上条件下的海带配子体 o始终不能发育 !形

成孢子体 ∀丁美丽 ≈| 
t||s年研究认为 o培养于 y ε o

tx ε ous ε 条件下的接菌海带 o经 y §o只有 us ε 下的

藻体部分变白腐烂 ∀ 在没有添加 �¤
n的培养基中褐

藻酸降解菌不能生长 o检测不到酶活性 o 可以看出

�¤≤̄ 是该菌生长和产酶的必需因子 ∀安藤芳明等 ≈ts 

t|yt年的研究表明当培养基中 �¤≤̄ 浓度为 th时最

有利于褐藻酸降解菌产酶 o之后随着 �¤≤̄ 浓度的升

图 v 培养基褐藻酸钠浓度对菌体产酶的影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·²©¶²§¬∏° ¤̄ª¬±¤·̈¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ±̈½¼°̈ ©²µ°¤·¬²±

图 x 初始培养基 �¤≤̄ 浓度对菌体产酶的影响
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研究报告 Ρ ΕΠΟΡΤΣ



� ¤µ¬±¨≥¦¬̈±¦̈¶r∂ ²̄ quz o�²qurussv xx

ΣΤΥ∆Ψ ΟΝ ΧΥΛΤΥΡΕ ΧΟΝΤΙ∆ΙΤΙΟΝΣ ΦΟΡ ΑΛΓΙΝΑΣΕ

ΦΟΡ ΜΑΤΙΟΝ ΒΨ ΑΛΓΙΝΙΧ ΑΧΙ∆ ∆ΕΧΟΜΠΟΣΙΝΓ ΒΑΧΤΕ2
ΡΙΑ

• ��� ≠¤±p�¬±ª ×��� ÷∏̈p÷¬ ≠��� �«̈ ±

k Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε Σχιενχε , Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο , Θινγδαο ,uyyssvl

Ρεχειϖεδ } �¤±qouuoussu

Κεψ Ωορδσ} �̄ ª¬±¬¦¤¦¬§§̈¦²°³²¶¬±ª¥¤¦·̈µ¬¤o �̄ ª¬±¤¶̈ o≤²±§¬·¬²±¶²© ±̈½¼°̈ ©²µ°¤·¬²±

Αβστραχτ

�± ¤̄ª¬±¬¦¤¦¬§§̈¦²°³²¶¬±ª¥¤¦·̈µ¬∏° �t º«¬¦«¦²∏̄§³µ²§∏¦̈ ¤̄ª¬±¤¶̈ º¤¶¬¶²̄¤·̈§©µ²° §̈¦¤¼¬±ª·«¤̄ ¬̄²© Λαµι2

ναρια ϕαπονιχαq ×«̈ ³µ²§∏¦·¬√¬·¼ ²© ¬̈·µ¤¦̈¯̄∏̄¤µ¤̄ª¬±¤¶̈ ²©·«̈ ¥¤¦·̈µ¬∏° º¤¶ ¬̈¤°¬±̈ §∏±§̈µ§¬©©̈µ̈±·¦²±§¬·¬²±¶q ×«̈

¥¤¦·̈µ¬∏° ³µ²§∏¦̈§¤ °¤¬¬°∏° ¤°²∏±·²©¤̄ª¬±¤¶̈ ¬± ¬̄́∏¬§¦∏̄·∏µ̈ °̈ §¬∏°¦²±·¤¬±¬±ªsqxh ∗ sqyh ¶²§¬∏° ¤̄ª¬±¤·̈o

tqxh �¤≤̄ ¤±§sqxh k��wlu≥�w ¤·³�zqx º«̈ ±¬·º¤¶¬±¦∏¥¤·̈§¤·us ε ©²µzu «q k本文编辑 }刘珊珊l

高 o菌体产酶量下降 ∀但 ≥¤º¤¥̈ 等 ≈tt 
t||u年的研究认

为高浓度的 �¤≤̄ 是褐藻酸酶具有活性的重要因素 o随

着培养基中盐度的升高 o菌体产酶能力逐渐增强 ∀本

实验在实验的 �¤≤̄ 浓度范围内 o最适浓度为 tqxh o

由此可见 o不同的菌株对盐度的要求有所差异 o这也

许与菌体来源有关 ∀菌株 �t只有在含有褐藻酸钠的

培养基上才能生长 o合成大量的褐藻酸酶 o表明该菌

株褐藻酸酶的形成是诱导型的 ∀而 �¬·¤°¬®¤§²等 ≈tu 

t|{|年通过厌氧培养的方法 o从海水中分离到在无褐

藻酸钠的培养基中可以生长并产生胞外酶的菌株

�tp|o说明褐藻酸酶的取得可以有多种途径 ∀不同的菌

株大量产酶的时间各不相同 ≈tv 
o本次分离到的菌株

�t在生长 zu «后 o菌量最大 o胞外产物最多 o产酶能

力最强 ∀其次该菌产酶的最适氮源为k��wlu≥�wo尿素对

其产酶有抑制作用 o同时 ³�对菌体产酶影响不大 ∀
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