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摘要：作者从蜡样芽孢杆菌Ｆ１－５－１０中提取ＤＮＡ，通过ＰＣＲ克隆得到褐藻胶裂解酶基因后，将

其构建到ｐＥＴ－３０ａ（＋）上并在大肠杆菌ＢＬ２１菌株中进行高效诱导表达，继而对纯化得到的褐

藻胶裂解酶蛋白进行活性检测和酶学特性研究。实验结果表明：ＰＣＲ扩增出１０３５ｂｐ大小的褐

藻胶裂解酶基因ａｌｇｌ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＧＵ５８５５７５），ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果显示出相对分子质量

约为４５　０００的特异性蛋白质条带。表达条件优化实验结果表明０．４ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的ＩＰＴＧ　３２
℃诱导４ｈ重组蛋白的表达量最高，约占菌体总蛋白质质量的３６％。测定褐藻胶裂解酶酶活性，
酶活力为１１．７Ｕ／ｍｇ。酶学性质研究表明：ＡＬＧＬ的酶活最适温度为３５℃，热稳定性较差，最

适ｐＨ值为６．６，Ｃａ２＋、Ｍｇ２对酶活有激活作用，ＡＬＧＬ催化褐藻胶的Ｋｍ值为１．８９ｍｇ／ｍＬ，Ｖｍａｘ

为１５．０１Ｕ／ｍＬ。
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　　近年来，随着对褐藻胶寡糖的生理活性和功能

性质不断研 究，发 现 褐 藻 胶 寡 糖 除 具 有 溶 解 性 强、
稳定性高及安全无毒等理化特性，还具有抗病毒和

抑菌活性［１］等生理活性，广泛用于医药和特定保健

品等领域。制 备 褐 藻 胶 寡 糖 的 重 要 途 径 是 化 学 降

解或 酶 解 天 然 多 糖，其 中 褐 藻 胶 的 酶 解 法，因 具 有

反应条件易控制、底物特异性高等特点而成为主要

研究方向。
大部分 产 酶 的 微 生 物 生 长 条 件 特 殊，产 酶 量

低，分离困 难，限 制 了 这 一 产 业 的 发 展。随 着 基 因

工程的发展，将褐藻胶裂解酶的基因克隆到适于工

业化生产的宿主细胞，获得高产量的褐藻胶裂解酶

已经迫在眉睫。目前为止大约有２０个来源于细菌

的褐藻胶裂解酶基因成功 克 隆 并 测 序［２－４］，这 些 重

组酶大都只 能 作 用 于 古 罗 糖 醛 酸 和 甘 露 糖 醛 酸 其

中的一种，有研究报道［５］来源于芽孢杆菌的褐藻胶

裂解酶对这两种多糖都能降解，而这可能成为褐藻

胶寡糖工 业 用 酶 生 产 的 重 要 有 利 条 件。目 前 尚 未

见来源于芽 孢 杆 菌 的 褐 藻 胶 裂 解 酶 基 因 克 隆 表 达

的研究报道。作者用ｐＥＴ３０ａ（＋）系统在大肠杆菌

中高效表达来自蜡样芽孢杆菌中褐藻胶裂解酶ａｌｇｌ
基因 片 段，对 重 组 蛋 白 进 行 酶 活 分 析，并 对 表 达 体

系 进 行 初 步 优 化，对 重 组 酶 进 行 酶 学 性 质 分 析 研

究，从而为工业化生产褐藻胶裂解酶打下了基础。

１．１　材料

１．１．１　菌株与质粒　菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ由作者

所在实验室分离鉴定并保存；克隆载体ｐＢＳ　ＴⅡ，大
肠杆菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＴＯＰ１０，ＢＬ２１：购自天根公

司；表达载体ｐＥＴ－３０ａ（＋）为作者所在实验保存。

１．１．２　 酶 和 试 剂　高 保 真 酶、限 制 性 内 切 酶

ＢａｍＨ　Ｉ和 ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连 接 酶、蛋 白 质 低 相

对分子质量 标 准 品：购 自 宝 生 生 物 工 程 有 限 公 司；

ＤＮＡ回收试剂盒，凝胶回 收 试 剂 盒、Ｘ　Ｇａｌ、ＩＰＴＧ、

Ｔａｑ　ＰＣＲ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡ相对 分 子 质 量 标 准 品：
购自天根公司；甲叉双丙稀酰胺、Ｔｒｉｓ　ｂａｓｅ、丙稀酰

胺、考马斯亮蓝Ｇ　２５０等：购自上海生工公司；引物

由上海生工公司合成。

１．１．３　主要仪 器 设 备　基 因 扩 增 仪：杭 州 博 日 科

技产品；凝胶成像系统：Ｂｉｏ－Ｒａｄ产品；冷冻离心机：

Ｂｅｃｋｍａｎ产品；稳 压 稳 流 电 泳 仪：北 京 市 六 一 仪 器

厂产品；电热恒温水浴槽，漩涡混合器，全温振荡培

养箱，紫外可见分光光度计：均为常用设备。

１．２　 实验方法

１．２．１　引物设 计 与 基 因 克 隆　根 据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中

褐藻胶裂 解 酶 的 同 源 序 列（ＣＭ０００７２５．１），按 需 要

加入适宜的内切酶（ＢａｍＨ　Ｉ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ）位 点，设

计 出 一 对 ＰＣＲ 引 物：上 游 引 物：５′－ＣＧＧ－
ＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＧＧＡＡＴＡＧＡＡＡＴＧＡＡＡＧ－３′，
下游 引 物：５′－ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＡＡＴＴＴＣＴＣ－
ＴＡＣＡＡＣＧ－３′。以 芽 孢 杆 菌 ＤＮＡ 为 模 板，２５μＬ
体系扩 增ａｌｇｌ基 因 片 段。扩 增 条 件：９５℃４ｍｉｎ；

９５℃３０ｓ，５１℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个 循 环；７２
℃延伸１０ｍｉｎ［６－７］。将ＰＣＲ扩增产物（１０３４ｂｐ）经

１ｇ／ｄＬ琼脂糖凝胶电泳、试剂盒切胶回收后与ｐＢＳ
ＴⅡ 克 隆 载 体 连 接 并 转 化 感 受 态 细 胞 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＴＯＰ１０。

１．２．２　高效表达载体的构建　克隆得到的序列经

过测序分析确定无误后，选择正确的重组质粒进行

ＢａｍＨ　Ｉ和ＨｉｎｄⅢ 双酶切后于同样酶切的表达载

体ｐＥＴ－３０ａ（＋）连接，转化大肠杆菌ＢＬ２１菌株，对

阳性克隆进行酶切验证后确定正确的重组子。

１．２．３　目的基因的诱导表达与纯化　挑取含有重

组表达质粒的单菌落过夜培养后按体积分数２％比

例接 种 到５０ｍＬ含１００μｇ／ｍＬ卡 那 氨 苄 青 霉 素

（Ｋａｎ）的 ＬＢ培 养 基 中，３７ ℃，２００ｒ／ｍｉｎ培 养 至

Ａ６００ｎｍ约为０．８，取１ｍＬ培养物做未诱导对照，剩

余培养液添加ＩＰＴＧ至终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃继续

培养６～８ｈ，取１ｍＬ细 菌 培 养 液 在１０　０００ｒ／ｍｉｎ
下离心１５ｍｉｎ，弃上 清，加 入１００μＬ　２×ＳＤＳ上 样

缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，取１０μＬ样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析。

将剩余菌液离心１５ｍｉｎ（４℃，１０　０００ｒ／ｍｉｎ），
用１／１０培养液体 积 的１×ＰＢＳ（ｐＨ　７．４）缓 冲 液 重

悬沉淀，冰上 进 行 超 声 波 细 胞 破 碎（超 声 波 工 作 条

件：工作２ｓ，间 歇１ｓ，重 复 超 声２００次，功 率１５０
Ｗ）。超声破碎后离心１５ｍｉｎ（４℃，１０　０００ｒ／ｍｉｎ），
收集上清 液 为 表 达 蛋 白 质 粗 提 液。在 所 得 蛋 白 质

粗提 液 中 加 入 体 积 分 数 ５０％ Ｎｉ－ＮＴＡ　Ａｇａｒｏｓｅ
１ｍＬ，轻柔摇动混匀，４℃结合６０ｍｉｎ后，将混合液

装入纯化柱 中，除 去 柱 下 端 封 闭 盖 子，先 用 缓 冲 液

Ａ（５０ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ　８．０，３００ ｍｍｏｌ／Ｌ
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ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗去非特异性结合蛋白，然
后用缓冲液Ｂ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ　８．０，３００
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗脱特异性结合

蛋白，对收集的溶液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测以确

定重组蛋白的最优纯化条件。

１．２．４　褐藻胶裂解酶基因的诱导表达条件优化　
将重组菌接种于ＬＢ液体培养基，过夜培养后，按体

积分数２％接种量转接入５０ｍＬ　ＬＢ培养基中，当Ａ
６００ｎｍ约为０．８时，采 用 不 同 诱 导 物（ＩＰＴＧ）浓 度

（终浓度达０．１～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、不同诱导时间（０．５
～１０ｈ）、不同诱导温度进行表达（２０～４０℃），分别

收集重组蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测。

１．２．５　蛋白质含量的测定　用Ｂｒａｄｆｏｒｄ比色法测

定蛋白质含量，试剂盒购于上海生工公司。

１．２．６　酶活性的初步鉴定　褐藻胶裂解酶酶活力

测定参照Ｐｒｅｉｓｓ方法［６］，取０．９ｍＬ体积分数１％褐

藻酸钠（ｐＨ＝７．０，磷 酸 氢 二 钠－柠 檬 酸 缓 冲 液 配

制），加 入０．１ｍＬ酶 液，在３５℃下 保 温３０ｍｉｎ，用

紫外分光光度计测量２３５ｎｍ处的吸收值。在波长

２３５ｎｍ处光密度值，以每分钟光密度值增加０．１定

义为一个酶活单位（Ｕ）。

１．２．７　酶学性质的研究

１）重 组 蛋 白 最 适 催 化ｐＨ 值 和ｐＨ 稳 定 性 测

定　在ｐＨ 缓冲体系中用褐藻胶为底物测定酶的最

适反 应 ｐＨ，将 处 于 最 适 ｐＨ 下 的 酶 活 力 设 为

１００％，将酶液放置在不同ｐＨ的缓冲 液 中，冰 上 放

置２ｈ，取１００μＬ测定酶的残余 活 力，将 剩 余 活 力

最高ｐＨ下的酶活力设为１００％。

２）重组蛋白最适催化反应温度和 温 度 稳 定 性

测定：在０～６０℃范围内，以１ｇ／ｄＬ的褐藻胶为底

物，测定 酶 在 不 同 温 度 下 酶 活。将 酶 液 分 别 在０、

１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、５０、６０℃下保温２ｈ，取出

１００μＬ测定其剩余 酶 活 力。将 最 高 活 力 温 度 下 的

酶活力设为１００％。

３）ＥＤＴＡ、金 属 离 子 对 酶 活 性 的 影 响：在 酶 反

应液中分别加入一定浓度的不同化合物，以加相同

体积 水 作 为 对 照 组，测 定 酶 活 力，比 较 酶 活 力 的 变

化规律。将对照组的酶活力设为１００％。

１．２．８　动力学分析　重组蛋白的米氏常数通过测

定不同底物浓 度［Ｓ］下 的 反 应 速 度Ｖ，可 以 确 定 酶

催化的最大速度Ｖｍａｘ和米氏常数Ｋｍ。在试管中加

入０．１ｍＬ酶液，再分别加入０．９ｍＬ不同浓度的褐

藻酸 钠，使 总 体 积 为１．０ｍＬ。于３５ ℃反 应３０
ｍｉｎ，再分别测定反应前后的Ａ２３５。１／Ｖ 为纵坐标，

１／［Ｓ］为 横 坐 标 作 图。根 据 双 倒 数 作 图 法（Ｌｉｎ－
ｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ），通过横截距和纵截距求出米氏常数

Ｋｍ 和Ｖｍａｘ。

２．１　目的基因的克隆与序列测定重组表达载体的

构建

从芽孢 杆 菌 总ＤＮＡ中ＰＣＲ扩 增 后 得 到 预 期

相 对 分 子 质 量 的 特 异 产 物，结 果 见 图１。将 目 标

ＤＮＡ 片 段 回 收 后 与 ｐＢＳ　ＴⅡ载 体 连 接 并 转 化

ＴＯＰ１０，挑选白斑进行ＰＣＲ验证，将正确的转化子

送上海生工公司进行序列测定。
测序结果表明，该片段全长１　０３５ｂｐ，编码３４５

个氨基酸。通过ＢｉｏＥｄｉｔ软件比对，与ＧｅｎＢａｎｋ上

的褐 藻 胶 裂 解 酶 序 列（ＣＭ０００７２５．１）同 源 性 为

１００％。重组 载 体 测 序 结 果 已 递 交 到 ＧｅｎＢａｎｋ，其

登录号为：ＧＵ５８５５７５。

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标准；１：阴性对照；２：ＰＣＲ产物

图１　ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ａｌｇｌ

２．２　ｐＥＴ－３０ａ（＋）－ａｌｇｌ表达载体的构建

对序列测 定 分 析 正 确 的 重 组 子 进 行ＢａｍＨ　Ｉ
和ＨｉｎｄⅢ与同样酶切的表达载体ｐＥＴ－３０ａ（＋）连

接，构 建 出 ｐＥＴ－３０ａ（＋）－ａｌｇｌ并 转 化 大 肠 杆 菌

ＢＬ２１菌株，表达用ｐＥＴ３０ａ－ａｌｇｌ质粒构建策略如图

２所示。

　　挑取阳 性 克 隆 提 取 质 粒ＤＮＡ，通 过 限 制 性 内

切酶的酶切验证（图３），确定正确的重组子。





ＷＡＮＧ　Ｌｉ－ｐｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅ　Ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ａｎｄ
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅ

图２　质粒ｐＥＴ－３０ａ（＋）－ａｌｇｌ的构建

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＥＴ－３０ａ（＋）－ａｌｇｌ

２．３　不同来源微生物褐藻胶裂解酶氨基酸序列比

对分析

图４显示 了 芽 孢 杆 菌 与 其 他 微 生 物 之 间 在 褐

藻胶裂解酶基因编码的氨基酸序列上的比对结果，
可以发现，芽孢杆菌与其他微生物之间显示了低的

褐藻胶裂解酶氨基酸序列同源性。由图４的黑色

阴影部 分 可 以 发 现，绿 脓 假 单 胞 菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ），圆 褐 固 氮 菌（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｃｈｒｏｏｃｏｃ－
ｃｕｍ），假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｙｒｉｇａｅ）中褐藻胶裂

解酶的氨基 酸 序 列 在 中 间 位 置 和 羧 基 端 分 别 显 示

了保守序 列 ＮＮＨＳＹＷ 和 ＷＶＥＰＹＣＡＬＹ，有 研 究

发现ＮＮＨＳＹＷ 是来源于Ｐ．ｓｙｒｉｎｇａｅ　ｐｖ．Ｓｙｒｉｎ－
ｇａｅ褐藻胶裂 解 酶 保 持 酶 活 所 必 须 的［７］，但 是 ＡＬ－
ＧＬ没有这个保守序列。

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标准；１：重组质粒“ｐＥＴ　ａｌｇｌ”的双酶切产物

图３　重组质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ．３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｂｙ　ｄｉｇｅｓｔｉｎｇ
ｗｉｔｈ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅｓ

图４　来源于芽孢杆菌和其他几种微生物的褐藻胶裂解酶蛋白序列对比

Ｆｉｇ．４　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅ　ｏｆ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ　ｗｉｔｈ　ｏｔｈｅｒ　ｋｎｏｗｎ　ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅｓ　ｆｒｏｍ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ
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２．４　褐藻胶裂解酶基因的诱导表达

含 重 组 表 达 质 粒 的 大 肠 杆 菌 ＢＬ２１培 养 至

Ａ６００ｎｍ为０．６～０．８时，经１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ，３７℃诱

导培养６ｈ后，收集湿菌体，超声破碎后检测蛋白可

溶性表达 情 况。超 声 波 破 碎 后 离 心 得 到 的 上 清 经

Ｎｉ－ＮＴＡ亲和柱纯化后，洗脱得到纯的ＡＬＧＬ融合

蛋白。图５可以看出，含“ｐＥＴ　ａｌｇｌ”的 诱 导 菌 与 各

个对照相比，在大约４５　０００处有明显的蛋白条带，与
预期的融合蛋白的相对分子质量一致，表明融合蛋

白得到了高效表达。此外，菌体经超声波破碎后离

心得到的上清液的电泳结果表表明，产生了一定比

例的可溶 性 融 合 蛋 白。表１是 各 步 纯 化 分 离 收 率

和酶活力变化情况，收率为３０．４％。

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：ＢＬ２１总 蛋 白；２：未 经 诱 导、含 空 质

粒的ＢＬ２１总蛋白；３：经 诱 导、含 空 质 粒 的ＢＬ２１总 蛋 白；４：未 经 诱

导、含重组质粒的ＢＬ２１总蛋白；５：经诱导、含重组质粒的ＢＬ２１总蛋

白６：经诱导、含重组质 粒 的ＢＬ２１经 超 声 波 破 碎 后 上 清；７经 诱 导、

含重组质粒的ＢＬ２１经超声波破碎后沉淀；８：纯化后的融合蛋白

图５　在Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１中表达的融合蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ
Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１

表１　 ＡＬＧＬ分离纯化步骤

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ　ｆｏｒ　ＡＬＧＬ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

步骤
体积／
ｍＬ

蛋白质
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

总蛋白质
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

活力／
（Ｕ／ｍＬ）

总活力／
Ｕ

比活力／
（Ｕ／ｍｇ）

纯化
倍数

产量／％

破壁上清 ５　 ３．６１　 １８．０５　 １６．０３　 ８０．１５　 ４．４４　 １．００　 １００

Ｎｉ－ｃｏｌｕｍｎ　 ２　 １．０４　 ２．０８　 １２．２０　 ２４．４０　 １１．７３　 ２．６４　 ３０．４

　　进一步 对 褐 藻 胶 裂 解 酶 基 因 的 诱 导 表 达 条 件

进行优化，确定了产重组蛋白最佳条件为：ＩＰＴＧ的

终浓 度 为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，培 养 温 度 为３２ ℃，添 加

ＩＰＴＧ后培养４ｈ。

２．５　ＡＬＧＬ的酶学性质研究

２．５．１　ｐＨ值 对ＡＬＧＬ酶 活 力 和 稳 定 性 的 影 响　
ＡＬＧＬ酶的活性和稳定性与ｐＨ值的关系曲线如图

６所示。在酸性或碱性条件下酶的活力和稳定性都

不高，ＡＬＧＬ最适酶反应ｐＨ条件为６．６，ＡＬＧＬ在

中性条件十分稳定，其中在ｐＨ　６．５～７．０能稳定保

持２ｈ。表明该酶是中性酶。

图６　ｐＨ值对ＡＬＧＬ催化特性的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉ－

ｎａｎｔ　ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅ

２．５．２　ＡＬＧＬ酶的最适温度和热稳定性　将酶与

褐藻胶 在 不 同 温 度 下 反 应 以 测 定 酶 的 最 适 温 度。
结果如图７所示：酶的最适反应温度３５℃，在３０～
３５℃范围内有较高的酶活力；当温度升高到４０℃
时，酶活迅速 下 降，只 有 峰 值 的５２．４％。酶 的 热 稳

定性实验结果如图，由图可知该酶在３０℃保温２ｈ
后，剩余酶活力 为８３．５％；在４０℃保 温２ｈ后，剩

余酶活力为３８．４％；而 在５０℃时 剩 余 酶 活 力 仅 有

１６．３％，说明褐藻胶裂解酶的热稳定性比较差。

图７　温度对ＡＬＧＬ催化特性的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ
ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅ





ＷＡＮＧ　Ｌｉ－ｐｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅ　Ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ａｎｄ
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅ

２．５．３　ＥＤＴＡ、金属离子对酶活力的影响　在酶与

底物 反 应 时，向 体 系 内 加 入 不 同 的 离 子，以 不 加 任

何离子 的 酶 活 为１００％，测 定 其 相 对 酶 活。Ｃａ２＋、

Ｍｇ２＋ 对酶活有激活作用；而Ｂａ２＋、Ｚｎ２＋ 对酶活有抑

制作用，ＥＤＴＡ对酶活的抑制作用更明显。

２．６　重组酶催化动力学

１／Ｖ 为各测 得 的 酶 活 力 的 倒 数。以１／Ｖ 为 纵

坐标，１／［Ｓ］为横坐标作图，结果见图８。根据 双 倒

数作图法，求出最大反应速度Ｖｍａｘ＝１５．０１Ｕ／ｍＬ，
米氏常数Ｋｍ＝１．８９ｍｇ／ｍＬ。

图８　水解褐藻胶的Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋｅ双倒数图

Ｆｉｇ．８　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋｅ　ｐｌｏｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｇｉｎａｔｅ
ｂｙ　ｔｈｅ　ａｌｇｉｎａｔｅ　ｌｙａｓｅ

　　作者以提高褐藻胶裂解酶酶表达量为目的，采

用基因工程手段，从蜡样芽孢杆菌上扩增得到褐藻

胶裂解酶基因ａｌｇｌ，构建了表达载体ｐＥＴ　ａｌｇｌ，并

转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）。这是首次 关 于 从 芽 孢

杆菌中克 隆 褐 藻 胶 裂 解 酶 的 报 道。通 过 条 件 优 化

试验，重组菌经３２℃，０．４ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱导４ｈ，
能最大量的表达褐藻胶裂解酶，表达量约占菌体总

蛋白的３６％，并 且 以 部 分 可 溶 性 形 式 存 在。经 紫

外线法测定，酶活性为１１．７Ｕ／ｍｇ。

ＡＬＧＬ氨基酸 序 列 显 示 了 同 其 他 微 生 物 来 源

的褐藻胶 裂 解 酶 低 同 源 性。在 来 源 于 不 同 物 种 的

相对分子质量大小为４０　０００的褐藻胶裂解酶中，发
现大都存在 保 守 序 列" ＮＮＨＳＹＷ"，并 认 为 此 保 守

序列对酶的 活 性 至 关 重 要。重 组 酶 ＡＬＧＬ中 并 无

此保守序列，该 酶 活 性 中 心 有 待 进 一 步 研 究，以 作

为深入研究芽 孢 杆 菌 ＡＬＧＬ最 小 活 性 单 位 的 重 要

基础。
在酶学性质方面，纯化后的ＡＬＧＬ属于中性酶

且只能在较窄ｐＨ范围内保持较高的酶活力，在ｐＨ
６．６时酶活 力 达 到 最 大 值。酶 的 最 适 反 应 温 度３５
℃，在酶的热稳定性实验中发现褐藻胶裂解酶的热

稳 定 性 比 较 差。ＡＬＧＬ 受 金 属 离 子 影 响 较 大，

Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 对酶活有激活作用，金属离子是褐藻胶

裂解酶获得最大活性所必须的，但是由于酶的性质

的差异，不同 来 源 的 褐 藻 胶 裂 解 酶，其 受 金 属 离 子

的影响 是 不 同 的。ＡＬＧＬ催 化 褐 藻 胶 的 Ｋｍ 值 为

１．８９ｍｇ／ｍＬ，Ｖｍａｘ为１５．０１Ｕ／ｍＬ。
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