
琼胶 琼脂 由琼脂糖和琼胶酯组成 琼脂糖是由

ψ 2 2 Β2⁄2半乳糖和 ψ 2 2 2内醚 2Α2 2

半乳糖交替组成的线形链状分子 琼胶酯由复杂的长

短不一的半乳糖残基的多糖链组成 其中包含有多种

取代基如硫酸基 !甲基等 对于其结构具体细节还不

是很清楚 ∀天然琼胶主要存在于某些海藻的细胞壁

中 琼胶酶在这些海藻的单细胞分离 !酶解破壁制备

原生质体等过程中具有重要的使用价值 是一种海藻

遗传工程的工具酶 ≈ 同时 琼胶酶在分子生物学方

面也多有应用 ∀因此 琼胶酶的研究具有重要的理论

意义和应用价值 ∀根据琼胶酶降解琼脂糖的作用方式

不同 而把它们分为两类 Α2琼胶酶 ∞≤ 2 作

用于琼脂糖的 Α ψ 糖苷键 产物为琼胶寡糖 以

2内醚 2Α2 2半乳糖作为还原性末端 Β 2琼胶酶

∞≤ 水解 ⁄2半乳糖残基和 2内醚 2Α2 2

半乳糖残基之间的 Β ψ 糖苷键 产生的琼胶寡糖

以 ⁄2半乳糖残基作为还原性末端 ∀微生物来源的琼

胶酶主要来自于细菌 一部分细菌是从河流 !土壤和

污水中分离得到的 但能够产生琼胶酶的微生物主要

来自海洋细菌 ∀由于琼胶被降解 这些细菌的菌落周

围会出现凹陷或液化 ∀作者从青岛近海筛选出两株可

以高效产生琼胶酶的海洋细菌 并对其进行了鉴定 ∀

材料和方法

1 1 培养基

∞海洋细菌培养基 蛋白胨

酵母膏 磷酸铁 琼脂 陈海水

ε 灭菌后倒平板 ∀

海藻培养基 新鲜海藻 剪碎 加

入陈海水 氯化钙 匀浆 ε 曝气过夜

纱布过滤 补足海水至 加入琼脂 ε

灭菌后倒平板 ∀

细菌斜面 采用 ∞培养基 ∀

1 2 取样及处理方法

取样地点 青岛市黄岛区薛家岛附近

海域 ∀

取样 分别用无菌离心管取海水 ! 底泥

和海藻 ∀

样品处理 海水直接稀释涂布平板 底

泥和海藻加入到装有无菌水的试管中 充分振荡 洗

涤表面 然后系列稀释 选取合适浓度涂布平板 ∀

ε 恒温培养 ∀

1 3 筛选和复筛 ≈4

平板培养 后 取出观察 具有产生琼胶酶能

力的菌株 菌落周围会出现明显的凹陷 ∀选取凹陷明

显的菌株 ∞海洋琼脂平板划线分离纯化 ∀初筛

分离纯化得到的菌株 分别接种斜面和平板培养 ∀平

板培养 后用卢戈氏碘液染色观察 琼胶平板可

达尔文计划资助项目 2 2 号 ∀

第一作者 杜宗军 出生于 年 硕士 讲师 从事海洋微

生物学研究 ∀ ∞2 ∏ ∏

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

两株琼胶酶高产细菌的筛选和鉴定

杜宗军 王 鹏 李 筠 ° •

∏

青岛海洋大学海洋生命学院

⁄ ≥ 2 • √ ∞ ∏ ≥

提要 从海洋环境中筛选得到两株琼胶酶的高产菌株 通过形态观察和生理生化反应 确定

它们属于弧菌属 ∀通过 细菌鉴定系统鉴定 并同弧菌属标准菌株分析比较 确定这两

株菌都是塔式弧菌 ςιβριο τυβιασηιι 这两株菌在碳源利用方面存在差别 ∀

关键词 琼胶酶 筛选 鉴定 海洋细菌

≥ ∂
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以被染色 能够产生琼胶酶的细菌 由于菌落周围琼胶

被降解 降解后的琼胶不能着色 因此其菌落周围会

产生水解圈 透明圈 选取透明圈大的菌株 ∀斜面培

养 周 轻微振荡 选取能够液化琼胶斜面的菌株 ∀

1 4 菌落形态观察

复筛得到的菌株 平板划线 ε 培养 观察

菌落形态 ∀

1 5 基本性质测定 ≈1 3

革兰氏染色 !运动性观察 !氧化发酵试验 !氧化酶

试验 !发光实验 !葡萄糖产气 !鞭毛观察 !接触酶试验 !

敏感性试验以及需盐性实验按文献方法进行 ∀

1 6 利用 细菌鉴定系统进行鉴定

用细菌稀释液蒸馏水

加入 ° 加热至沸腾 然后加入

≤ 搅拌 使充分溶解 加入 °∏

ƒ2 搅拌溶解 每管分装 ε 灭菌

备用 ∀

实验方法 菌株活化培养 然后采用平

板密集划线的方法培养 用接种环取菌到稀释液

中 比色 使稀释液达到合适浓度 透过率 ∀然

后接种菌液 Λ 到 孔板 平板型号为 培养

观察结果 ∀

结果的计算机分析 将观察到的结果

输入到计算机 利用 软件程

序分析 ∀将所得菌种对碳源利用情况输入菌种数据

库 利用 ≥ 2 ° 分析软件 同弧菌属标准菌株比较

对其相似性进行分析 确定菌种名称和分类地位 ∀

实验结果与分析

2 1 菌种筛选和复筛

结果见图 ∀通过筛选和复筛 得到两株琼胶酶

高产细菌 ± 和 ± 进行进一步研究 ∀

2 2 菌落形态观察

± 和 ± 在平板上都能够生长形成规则的

圆形菌落 表面光滑 边缘整齐 湿润 不透明 恒温培

养 菌落直径约为 ∀

2 3 菌株基本形态和生理生化反应

结果见表 ∀通过菌株的生理生化特征可以看

出 这两株菌符合弧菌属的特征 特别是符合弧菌属

的几个关键特征 因此鉴定它们属于弧菌属 ∀这两株

细菌在不添加 ≤ 的淡水平板上均不生长 表明它

们都是海洋细菌 ∀

2 4 利用 细菌鉴定系统对两株细菌的鉴定

情况

实验结果显示 这两株细菌对于 平

板上 种碳源可以利用的较少 ± 和 ± 都可

以利用糊精 !糖元 !吐温 !吐温 ! 2乙酰 2 ⁄2葡

萄糖胺 !纤维二糖 ! ⁄2果糖 ! ⁄2半乳糖 !Α2 ⁄2葡萄

糖 !麦芽糖 !⁄2甘露糖醇作为碳源 另外 ± 可以利

用肌苷而 ± 不能 其余碳源两株细菌都不能利

用 ∀通过计算机对实验数据进行分析 这两株细菌都

和塔式弧菌 ςιβριο τυβιασηιι 最为接近 ± 的可能

图 利用卢戈氏碘液对产酶菌株进行筛选

ƒ ≥

∏ ∏

∞÷° ∞≥≥
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表 2  进行 ΒΙΟΛΟΓ 分析所用标准菌株

Ταβ .2  Τηετψπε στραινσ υσεδ ιν τηε αναλψσισ βψ ΒΙΟΛΟΓ

菌株 中文名称 拉丁文

∂ 解藻朊酸弧菌 ς . αλγινολψτιχυσ

∂ 坎氏弧菌 ς . χαµ πβελλιι

∂ 鲨鱼弧菌 ς . χαρχηαριαε

∂ 费氏弧菌 ς . φισχηερι

∂ 河流弧菌 ς . φλυϖιαλισ

∂ 产气弧菌 ς . γαζογενεσ

∂ 哈氏弧菌 ς . ηαρϖεψι

∂ 梅氏弧菌 ς . µετσχηνικοϖιι

∂ 最小弧菌 ς . µι µιχυσ

∂ 纳瓦拉弧菌 ς . ναϖαρρενσισ

∂ 东方弧菌 ς . οριενταλισ

∂ 副溶血弧菌 ς . παραηαε µ ολψτιχυσ

∂ 海利斯顿氏弧菌 Λιστονελλα πελαγια

∂ 解蛋白弧菌 ς . προτεολψτιχυσ

∂ 病海鱼弧菌 ς . ορδαλλιι

∂ 灿烂弧菌 ς . σπλενδιδυσ

∂ 霍氏弧菌 ς . ηολλισαε

性是 相似度为 ± 的可能性为

相似度为 据此判断这两株菌都是塔式弧菌

ςιβριο τυβιασηιι ∀

将这两株菌的碳源利用情况输入计算机 并同标

准菌株比较 ∀可以看出 ± 和 ± 的相似性程度

超过 可以肯定是一个种 ∀同其他弧菌标准菌株

相比 坎氏弧菌 ς. χαµπβελλιι 同这两株菌的相似性在

左右 其余菌株则相差较远 ∀所用标准菌株见表 ∀

讨论

琼胶酶是一种海藻工具酶 其琼胶水解产物琼

胶寡糖具有多种生理活性 在医药上具有重要的应用

潜力 同时 琼胶酶在海水养殖和现代分子生物学研

究中也有重要的应用价值 ∀国外对于琼胶酶的研究近

几十年来多有报道 分离出一些琼胶酶高产菌株 其

中弧菌属的海洋细菌较多 ∀ 年 × 等分离出

株可高效产生琼胶酶的弧菌 ςιβριο °2

年 ≠ ∏ ∏ 等选育出弧菌 ςιβριο × 并

提纯了其胞外琼胶酶 ∀本研究从海洋环境中筛选具有

高效产生琼胶酶能力的细菌 通过形态特征及生理生

化反应 并利用 细菌鉴定系统将这两株细菌

鉴定为塔式弧菌 ςιβριο τυβιασηιι ∀产生琼胶酶的塔式

弧菌目前尚未见到报道 ∀

参考文献
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表 1  ΘΜ34 和 ΘΜ56 形态特征及生理生化反应

Ταβ .1  Μορπηολογιχαλ, πηψσιολογιχαλ ανδ βιο2χηεµιχαλ χηαραχτεριστιχσ οφ ΘΜ34 ανδ ΘΜ56

菌株 形状 革兰氏染色 运动 氧化发酵 氧化酶 过氧化氢酶 发光 鞭毛 Λ

± 杆状 发酵 2 极生单 敏感

± 杆状 发酵 2 极生单 敏感

菌株 ≤ ≤ ≤ ≤ 葡萄糖

生长 生长 生长 生长 脱羧 脱羧 脱羧 产气

± 2 2 2 2 2 2

± 2 2 2 2 2 2

注 阳性 强阳性 阴性

∞÷° ∞≥≥
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ΙΣΟΛΑΤΙΟΝ ΑΝ∆ Ι∆ΕΝΤΙΦΙΧΑΤΙΟΝ ΟΦ Τ ΩΟ ΒΑΧΤΕΡΙΑ

ΠΡ Ο∆ΥΧΙΝΓ ΑΓ ΑΡΑΣΕ

⁄ 2∏ • ° ∏ ° • ∏

Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε Σχιενχεσ, Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο

∆επαρτµεντ οφ ΒιολογιχαλΣχιενχεσ, Ηεριοτ2Ωαττ Υνιϖερσιτψ, Εδινβυργη ., Σχοτλανδ , Υ. Κ.

Ρεχειϖεδ : ⁄

Κεψ Ωορδσ:

Αβστραχτ

× ± ± ± × ∏ ¬ ∏

√ × ∏

ςιβριο ƒ∏ ∏ ×

ςιβριο τυβιασηιι . × ∏ ∏

本文编辑 刘珊珊

九孔鲍 Ηαλιοτισ διϖερσιχολορ ∏ ¬ 为热带 ! 亚

热带重要经济鲍种 是我国福建省 !台湾省及广东省

海域最主要的人工养殖种类之一≈ ∀鲍的人工养殖要求

对其营养生理特点进行深入的研究 九孔鲍的天然及

人工饲料中 海藻多糖是其主要的能量来源 ≈ ∀褐藻

酸酶 ! 琼脂酶 及纤维素酶

福建省自然科学基金资助项目 号的部分内容 ∀

第一作者 吴永沛 出生于 年 学士 教授 从事生物工

程领域的研究 ∀ ∞2 ∏ 电话

2

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

九孔鲍褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素酶的提取纯化

吴永沛 何碧烟

集美大学生物工程学院

提要 采用 ≥ 分段盐析和葡聚糖凝胶 ≥ ¬ 2 柱层析纯化技术 从九孔鲍

Ηαλιοτισ διϖερσιχολορ ∏ ¬ 内脏器官中提取纯化褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素酶 ∀结果表明 在

≥ 分段盐析纯化中 褐藻酸酶和纤维素酶的最适分离饱和度为 而琼脂酶为 ∀分

段盐析的提纯倍数为 以粗酶提取液为参照 褐藻酸酶 琼脂酶 和纤维素酶 ∀葡

聚糖凝胶 ≥ ¬ 2 层析分离过程中 褐藻酸酶 !琼脂酶和纤维素酶的比活力高峰分别出

现在洗脱液的 和 处 提纯倍数分别为褐藻酸酶 琼脂酶 及纤维素酶

∀上述提纯方法的研究结果将为这 种酶性质的进一步研究以及作为工具酶制剂产品的

开发提供了工艺技术基础 ∀

关键词 九孔鲍 褐藻酸酶 琼脂酶 纤维素酶
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