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海洋真菌 LD8 岩藻多糖酶的固态发酵条件研究
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摘要：对海洋真菌 LD8 岩藻多糖酶的固态发酵条件进行了研究，主要内容包括氮源、诱导物、

起始 pH、人工海水盐浓度及温度等。固态发酵最佳培养基组成：麸皮 7. 5 g，葡萄糖 0. 1 g，海带

粉 0. 5 g，NaNO3 为 0. 04 g；最佳培养条件为培养温度 28 ℃，起始 pH6. 0。在 28 ℃培养 48 h，酶

活力可达 13. 6 IU / g 干培养基，比活力为 0. 93 IU / mg 蛋白质。另外对岩藻多糖酶酶学性质进行

了研究。
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岩藻多糖广泛分布于褐藻中，该多糖属于含硫多

糖，通常在 4 - O 基发生硫酸化作用，也可在其他位点

上 [1 ]。岩藻多糖和低分子量岩藻多糖具有特殊的生理

功能，主要表现具有抗病毒作用，可以阻止 HIV 病毒

寄主细胞侵入 [2 ,3 ]，具有抗肿瘤、消炎作用 [4 ]，在抗凝

血和抗血栓方面具有肝素的功能 [5 ～ 8 ]，作为含硫多糖

或低聚糖，可以作为肝素类似物在临床上应用。此外，

低分子量岩藻多糖的生物学活性与相对分子质量大

小有关，相对分子质量在 8 000 ～ 100 000u 范围内有

明显的生理作用；还与含硫量及含硫基团位点有关，

硫酯化程度高其生理作用强。岩藻多糖可以通过海洋

微生物产生的岩藻多糖酶水解产生低分子量的岩藻

多糖，还可以进一步经岩藻糖苷酶水解为岩藻糖。其

含硫基团可以用硫酸酯酶水解作用而失去 [9 ]。目前低

分子量岩藻糖聚合物主要是通过岩藻多糖化学水解

方法来获得，而利用酶法降解岩藻多糖生产低分子量

的岩藻糖聚合物，是生产该低聚糖的一条有效的途

径，目前作者已成功地利用岩藻多糖酶水解作用生产

低分子量的岩藻糖聚合物，并申请了专利 [10 ]。岩藻多

糖酶可以从鲍鱼肝胰腺 [11 ]中提取，也可以由海洋微生

物 [9 ，12 ，13 ]发酵生产。作者就海洋真菌 LD8 岩藻多糖酶

固态发酵条件和部分酶学性质报告如下。

1 材料和方法

1. 1 菌种

菌种 LD8，LD25，LD35，均由本课题组分离得到。

1. 2 培养基和培养条件

斜面培养基：PDA，以人造海水配制。

基础培养基：在 250 mL 三角瓶中加入 7. 5 g 麸皮

和 7. 5 mL 人造海水，灭菌后备用并以此作为对照。

发酵培养基 I：在 250 mL 三角瓶中加入 7. 5 g 麸

皮，0. 04 g 硝酸钠，0. 1 g 葡萄糖和 7 mL 人工海水

（pH6. 0）灭菌后备用。

发酵培养基 II：在 250 mL 三角瓶中加入 7. 5 g 麸

皮，0. 04 g 硝酸钠，0. 1 g 葡萄糖，0. 5 g 海带粉和 7 mL
人工海水（pH6. 0）灭菌后备用。

按 3%接种量接种，放置在 28 ℃的培养箱中恒温

培养，定时取样测定岩藻多糖酶的酶活力。

1. 3 试剂

岩藻多糖，岩藻糖和考马斯亮兰 G - 250 为均

Sigma 公司产品，其余试剂均为国产商品试剂，分析纯。

1. 4 酶液制备

将培养后的曲用 0. 02 mol / L pH6. 0 柠檬酸 - 磷

酸盐缓冲液浸提 1. 5 h，过滤，收集酶液备用。

1. 5 测定方法

1. 5. 1 岩藻多糖酶活力的测定 [11 ]
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图 1 LD8、LD25、LD35 3 个菌株产岩藻多糖酶的时间曲线

Fig . 1 Time course of LD8, LD25, LD35 fucoidanase

图 2 不同海带粉添加量对 LD8 菌株产岩藻多糖酶

的影响

Fig . 2 Effects of kelp concentrations on LD8 fucoidanase

图 3 不同人工海水盐浓度对 LD8 菌产岩藻多糖酶的影响

Fig . 3 Effects of salt concentrations on LD8 fucoidanase

在 1 mL1. 0%岩藻多糖中加入 0. 1 mL 酶液（以灭

活酶液为对照），在 50 ℃水浴振荡器中反应 10 min，

加入 3 mLDNS 试剂终止反应。摇匀，100 ℃水浴煮沸

10 min，在 721 型分光光度计，波长为 550 nm 处比色，

测定还原糖量 [14 ]。

酶活力定义为：在本实验条件下，每分钟释放

1µmol 还原糖所需酶量为一个酶活力单位 ( IU)。
1. 5. 2 蛋白质含量测定

按 Bradford 考马斯亮兰 G - 250 比色法测定 [15 ]。

2 结果和分析

2. 1 菌种的筛选

将供试的菌株分别接种于前述发酵培养基中，

在 28 ℃下恒温培养，每天取样测定供试菌株的岩藻

多糖酶活力，并以此作为菌种发酵能力强弱的判定

依据。从图 1 可知在 48 h 时 LD8 菌分泌的岩藻多糖

酶活力最高，因此确定以 LD8 菌株作为下面研究的

对象。

2. 2 海带粉对 LD8 产岩藻多糖酶的影响

在发酵培养基中添加海带粉，海带粉的添加量

分别为 0. 2，0. 5，1. 0，1. 5，2. 0 g。实验结果（图 2）表明

在培养基中添加 0. 5 g 时，酶活力最高，与对照相比

酶活力提高 57%，酶活力为 8. 2 IU / g 干培养基。故最

适海带粉添加量是 0. 5 g。

2. 3 不同海水浓度对 LD8产岩藻多糖酶的影响

为了研究不同浓度的人工海水对 LD8 菌产岩藻

多糖酶的影响，人工海水盐浓度分别设为 0，0. 74%，

1. 48%，2. 12%，2. 95%，3. 69%，4. 43%，5. 16%，

5. 90%。将 LD8 菌种分别接于含有不同浓度人造海水

的发酵培养基 II 上，置于 28 ℃下恒温培养，实验结果

见图 2。

从图 2 可知，随着人工海水浓度的增加，酶活力

逐步上升，人工海水浓度为 4. 43%时最高，此时岩藻

多糖酶活力为 9. 5 IU / g 干培养基，而后随着人工海水

浓度继续上升，岩藻多糖酶活力出现下降趋势。

2. 4 氮源的选择

氮源在培养基中添加量根据各自含氮量相对于

0. 5 g 酵母膏的全氮量折算而成。

以蛋白胨、硝酸钠、酵母膏、硫酸铵、硝酸铵、黄豆

粉和尿素为氮源，实验结果（图 3）可以看出，LD8 菌株

在发酵培养时，对不同氮源的利用能力不同。以岩藻

多糖酶活力为指标时，该菌株最适合的氮源依次为：

硫酸铵 > 蛋白胨 > 黄豆粉 > 尿素 > 酵母膏 > 硝酸

钠 > 硝酸铵；当氮源为硫酸铵时，此时岩藻多糖酶活

力为 13. 4 IU / g 干培养基。
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2. 5 培养温度对 LD8菌产岩藻多糖酶的影响

本实验共设置了 4 个温度梯度，分别为 18，20，

25，28，32 ℃。在不同温度下培养，测定该酶的酶活

力，结果见表 1。由表 1 可知，在 28 ℃培养时，岩藻多

糖酶酶活力最大，随着温度的上升，岩藻多糖酶活力

下降。因此，温度对酶的合成有明显的控制作用。温度

低有利于岩藻多糖酶的分泌，但温度过低菌体生长缓

慢，代谢慢，生长周期长；高温培养有利于菌丝体生

长，但降低了酶的产酶量。

2. 6 pH 对 LD8 菌产岩藻多糖酶的影响

环境的 pH 可影响微生物的生长、生理过程和生

化代谢过程中基质的利用和代谢产物的释放，不同的

培养基起始 pH 对 LD8 菌产岩藻多糖酶的影响结果

见表 2，当起始 pH 为 6 时，岩藻多糖酶活力最高达到

13. 4 IU / g，起始 pH5 ～ 7 之间均有利于 LD8 菌的岩藻

多糖酶生产。

图 4 不同的氮源对 LD8 菌产岩藻多糖酶的影响

Fig . 4 Effects of nitrogen sources on LD8 fucoidanase

图 5 LD8 岩藻多糖酶的产酶曲线

Fig . 5 Time course of LD8 fucoidanase

2. 7 LD8 菌产岩藻多糖酶时间曲线

由图 4 可知，在固态发酵过程中，LD8 菌生长情

况为：6 h 已有菌丝产生，达到 48 h 后培养基质中充满

菌丝。伴随着菌丝生长过程，LD8 菌岩藻多糖酶活力

先开始上升，于 48 h 达到最大，酶活力为 13. 6 IU / g
干培养基，此时水抽提液中岩藻多糖酶的比活力为

0. 93 IU /mg 蛋白质，此后酶活力下降。

2. 8 酶学性质

2. 8. 1 反应温度对酶活力的影响

反应温度分别设置为 30，35，40，45，50，55，60，70

℃，在不同温度条件下测定岩藻多糖酶活力，结果如

图 6A 所示，最适反应温度为 50 ℃。

图 6B 表示的酶热稳定性，将酶液分别置于 30 ～
80 ℃保温 1 h 后，立即冰浴，然后测定剩余岩藻多糖

酶活力，并将活力对温度作图，以剩余活力为 50%时

的温度作为半失活温度。

2. 8. 2 反应 pH 对酶活力的影响
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图 6 温度对岩藻多糖酶活力的影响

Fig . 6 Effect of temperature on activity of fucoidanase

图 7 pH 对岩藻多糖酶活力的影响

Fig . 7 Effect of pH on activity of fucoidanase

分别配置了不同 pH 值的 0. 02 mol / L KH2PO4 -
Na2HPO4 缓冲溶液组成的 1%的岩藻多糖液，在 50 ℃
下测定不同 pH 值对岩藻多糖粗酶活力的影响。从图

7 可以看到岩藻多糖粗酶在弱酸（pH 值 6. 5）时酶活

力最高。

3 讨论

目前获得岩藻多糖酶的途径主要有 2 种：一是

来源于从取食褐藻的贝类、鲍鱼的肝胰腺，如 Haliotus
speciest 和 Patinopecten yessoensis 的肝胰腺；二是来源于

海洋微生物，如 Vibrio sp . N - 5, Fusarium oxysporum
等。本研究中的 LD8 是从德国 Jade 海滩分离得到，在

用海水配制的 PDA 培养基中菌丝呈白色，并分泌紫

红色的色素，经鉴定为镰刀菌属。

海带中含有岩藻多糖，作者通过添加海带粉发现

能促进 LD8 分泌岩藻多糖酶，这说明岩藻多糖酶是诱

导酶，可以在含有岩藻多糖的培养基中形成。Vibrio
sp . N - 5 和 Fusarium oxysporum 分泌的都是胞内酶，

LD8 分泌的是胞外酶，无论是胞内还是胞外，均可以

通过添加诱导物来提高酶量。海水盐浓度对岩藻多糖

酶的形成有也影响，当盐浓度为 0 ～ 4. 43%时，随着海

水浓度的提高对 LD8 岩藻多糖酶分泌有一定的促进

作用，当盐浓度大于 4. 43%时，表现出对 LD8 产岩藻

多糖酶的抑制作用，这种抑制作用随盐浓度的上升而

增强，主要原因可能是高浓度的海水对 LD8 菌株生长

和代谢有影响。另外培养温度对该菌的岩藻多糖酶也

有一定的影响。

与 Vibrio sp . N - 5 产的岩藻多糖酶酶学性质相

比，LD8 岩藻多糖酶具有较高的最适反应温度（50 ℃）

和 pH( 6. 5)，半失活温度为 45 ℃。

岩藻低聚糖具有较好的生理活性，因此可以利用

岩藻多糖酶降解获得。无论是利用胞内还是胞外的岩

藻多糖酶来降解，均可以将分子量大的岩藻多糖降解

成小分子量的岩藻低聚糖。不同来源的微生物，其分

泌的岩藻多糖酶降解岩藻多糖能力不同，可以获得不

同相对分子质量的片段。通过筛选不同的来源的微生

物，可以获得不同降解能力的岩藻多糖酶，这对将来

生产可用于临床的岩藻低聚糖有一定的作用。
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