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褐藻酸降解菌的产酶条件研究

王艳玲 唐学玺 杨 震
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提要 以海带病烂处分离到的别单胞菌属 Αλτεροµονασ 的褐藻酸降解菌菌株 为研究对

象 对该菌的产酶条件进行了研究 ∀结果表明 产酶的 适温度 ε 褐藻酸钠浓度 质量分

数 ∗ 盐度 氮源为 ≥ 培养时间 ∀
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海带 Λαµιναριαϕαπονιχα 是我国海洋水产资源的

重要组成部分 总产量居世界第一 ∀但是海带病烂 尤

其在苗期 绿烂病 !白烂病以及脱苗掉苗现象等时有

发生 造成了重大经济损失 ≈ ∀ 海带属于褐藻类

它富含褐藻胶 ∀ 褐藻胶是由 Α 古罗糖醛酸

和 Β ⁄ 甘露糖醛酸 为单体构成的嵌段共

聚物 ≈ ∀褐藻酸酶能够酶解褐藻胶 破坏藻体细胞壁

导致原生质体的产生 一方面这是大型经济海藻 如

海带 病烂的原因 另一方面也是开展海带细胞育苗
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图 温度对菌体产酶的影响

ƒ ∞ ∏

的科学依据 ∀因此找出导致这类细菌异常增殖的环境

因子 并对其产酶条件进行研究 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 ≈ ∀本研究主要从病烂藻体上分离到该病致

病菌 并对其产酶的培养温度 !培养时间 ! !底物浓

度等进行了初步研究 旨在于为海带病害的防治提供

参考依据 ∀

材料与方法

菌种

年 月 从烟台海带养殖场采集自然发病

的海带幼苗 长约 利用褐藻酸钠选择性培养基

从藻体病烂处分离纯化得到别单胞菌属 Αλτεροµονασ

的褐藻酸降解菌菌株 该菌具有很强的降解褐藻

酸钠能力 菌落大而圆 乳色 菌落周围有明显的透明

区和晕圈 ∀

培养基组分

≥ ≥ # °

ƒ ≥ # ≤ 褐藻酸钠 海带

浸出液 质量分数为 自来水

∀

液体菌种培养

接一环菌种于装有 液体培养基 已灭菌

的 三角瓶中 ε 下培养 ∀

产酶的液体培养试验

产酶的液体培养条件 每一试验组 重

复 次以上 均在 三角瓶中装入 已灭菌

的液体培养基 按 体积分数 的接种量接入液体

菌种 ε 下培养 定期摇晃 后 收集培养液 于

离心 得上清液 即粗酶液 测定

上清液的酶活力 ∀

褐藻酸酶活力测定方法 参照纤维素酶

的测定方法 ≈ 具体操作 向试管中先后加入褐藻酸

钠溶液 和磷酸缓冲液 常温下保温

加入粗酶提液 ε 下保温 后取出 立即

于沸水浴中煮沸 使酶失活 冷却后取糖化液

加入 二硝基水杨酸显色液 沸水浴中

显色 再稀释至 摇匀 在 波长下

比色 以蒸馏水校零点 ∀空白管由 煮沸灭活的酶

液代替粗酶提液 其它同试验管 ∀酶活力定义为在试

验条件下 每分钟催化底物产生 Λ 还原物所需的

酶量 ∀

实验结果

培养条件对菌体产酶的影响

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 图 ∀结果表明 该菌的 适

产酶温度为 ε 左右 在该温下菌体具有 强的产

酶能力 产酶量达到 大值 ∀ ε 之后产酶

量开始下降 ε 时产酶能力已下降一半 ∀菌株在

ε 的产酶量高于 ε 说明低温时该菌同样具有很

强的致病力 ∀

培养基初始 实验研究了不同的培

养基起始 值对菌体产酶的影响 图 ∀结果表明

在 ∗ 的范围内菌种均可以良好地产酶 菌

体具有较高的产酶力 产酶的 适 值为 ∀

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 图

∀结果表明 随着培养基中褐藻酸钠浓度的升高 菌

体产酶能力增强 褐藻酸钠浓度 质量分数 在

∗ 的范围内酶活力趋于稳定 并接近 大 ∀

时间 实验研究了菌体产酶量随时间的

图 培养基初始 对菌体产酶的影响

ƒ ∞
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图 时间对菌体产酶的影响
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变化过程 图 结果表明在细菌生长的稳定期 即

培养 时 细菌的产酶量达 大 然后随时间的延

长而逐渐降低 ∀

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 结果表明 图

在没有添加 ≤ 的培养基中菌体没有生长 检测

不到褐藻酸酶活力 该菌产酶的 适 ≤ 浓度 质量

分数 为 左右 ∀

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 褐藻酸钠的生长基

础培养基中 添加质量分数均为 的不同含氮化

合物 ∀结果为菌体生长的 适氮源为 ≥ 此时

产酶量 高 尿素对菌体生长有抑制作用 不利于产

酶 ∀不同氮源的产酶量分别为 ≥

≤ 蛋白胨 牛肉膏

尿素 ∀

不同碳源 实验研究了不同碳源对菌体

产酶的影响 ∀在含 ≥ 的生长基础培养基

中 添加浓度均为 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 并具有产酶力 ∀在葡萄糖和甘露醇中有较慢的生

长 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

葡萄糖 !甘露醇 !山梨醇 !蔗糖 !纤维素均为零 ∀

讨论

目前 褐藻酸降解菌和褐藻酸酶的研究颇受重

视 ∀陈马马等 年报道 ≈ 褐藻酸降解菌广泛地分布

在近岸海域 尤其是海带养殖区内 它们是海带藻体

上的主要定居者 能够产生褐藻酸酶 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 了解该菌大量产酶的环境

因子 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 ≈

分解海藻细胞及原生质体 以获得 ⁄ 和单细胞 推

动海藻育苗技术的发展 因此优化细菌的培养条件

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 在适宜的条

件下培养 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 培养温度是重要的限

制因子 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 ∗ ε 范围内菌种具有较高

的产酶活性 而超过和低于这个范围 产酶活性急剧

降低 ∀而海带是冷水性藻类 高温会影响其生长和抗

病能力 ∀曾呈奎等 ≈ 年报道 一直培养在水温

ε 或以上条件下的海带配子体 始终不能发育 !形

成孢子体 ∀丁美丽 ≈ 年研究认为 培养于 ε

ε ε 条件下的接菌海带 经 只有 ε 下的

藻体部分变白腐烂 ∀ 在没有添加 的培养基中褐

藻酸降解菌不能生长 检测不到酶活性 可以看出

≤ 是该菌生长和产酶的必需因子 ∀安藤芳明等 ≈

年的研究表明当培养基中 ≤ 浓度为 时

有利于褐藻酸降解菌产酶 之后随着 ≤ 浓度的升

图 培养基褐藻酸钠浓度对菌体产酶的影响

ƒ ∞ ∏

图 初始培养基 ≤ 浓度对菌体产酶的影响

ƒ ∞ ≤
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高 菌体产酶量下降 ∀但 ≥ 等 ≈ 年的研究认

为高浓度的 ≤ 是褐藻酸酶具有活性的重要因素 随

着培养基中盐度的升高 菌体产酶能力逐渐增强 ∀本

实验在实验的 ≤ 浓度范围内 适浓度为

由此可见 不同的菌株对盐度的要求有所差异 这也

许与菌体来源有关 ∀菌株 只有在含有褐藻酸钠的

培养基上才能生长 合成大量的褐藻酸酶 表明该菌

株褐藻酸酶的形成是诱导型的 ∀而 等 ≈

年通过厌氧培养的方法 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

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 ≈ 本次分离到的菌株

在生长 后 菌量 大 胞外产物 多 产酶能

力 强 ∀其次该菌产酶的 适氮源为 ≥ 尿素对

其产酶有抑制作用 同时 对菌体产酶影响不大 ∀
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