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提要  褐藻酸降解菌埃氏交替单胞菌kΑλτεροµ ονασ εσπεϕιαναl菌株 � s̄u发酵

培养时褐藻酸酶形成条件研究表明o其产酶的培养基最适褐藻酸钠含量为

sqv∗ sqyh o氮源为 sqxh 的蛋白胨o³� zqxo装量是在 xss°¯三角瓶中装培养基

uss° ∀̄培养温度为 uxε o培养时间为 tww«∀利用该菌株进行发酵培养o制备褐藻

酸酶∀ 制备出的褐藻酸酶作用于海带和裙带菜o可使海带和裙带菜细胞游离产生

大量的单细胞和原生质体∀

关键词  褐藻酸降解菌o埃氏交替单胞菌o褐藻酸酶o海带o裙带菜o原生质体

α  海藻遗传工程研究起步较晚o发展也较缓

慢∀在海藻中不易获得有活性的单细胞和原生

质体是阻碍海藻遗传工程研究的重要原因之

一∀海藻细胞壁与高等植物细胞壁的化学成分

存在明显区别o海藻细胞壁具有多种海藻多

糖o同时o红藻!褐藻与绿藻之间细胞壁成分又

存在明显差别∀ 因此o用于高等植物的细胞解

壁酶对于海藻细胞分离往往难以奏效∀因此要

进一步发展海藻遗传工程o迫切需要解决海藻

解壁酶问题∀
目前用于海藻细胞的解壁酶类o主要是从

海产动物如鲍鱼≈uow !海螺≈v !海兔≈t 和海胆≈x 

等的消化腺中提取的复合酶∀但也有作者利用

海藻病烂处的细菌o如弧菌kςιβριο ¶³ql
≈y !产

气 单胞菌 kΑεροµ ονασ ¶³ql
≈y  和 假 单 胞 菌

kΠσευδοµ ονασ¶³ql≈z 等产生的胞外酶o进行海

藻细胞和原生质体分离∀ 本文将报道由海带!
裙带菜病烂处分离得到的褐藻酸降解菌埃氏

交替单胞菌kΑλτεροµ ονασεσπεϕιαναl菌株 � tsu

的发酵培养以及褐藻酸酶对海带!裙带菜细胞

的解离作用∀

t 材料和方法

1q1 菌种

由烂梢的海带!裙带菜中分离得到的埃氏

交替单胞菌菌株 � tsuo该菌株具有褐藻酸酶

活性∀

1q2 发酵培养基

蛋白胨 sqxh o酵母提取物 sqth o褐藻酸

钠 sqxh o�¤≤¯vh o蒸馏水o³� zqx∀

1q3 液体菌种培养

接一环菌种于 us°¯发酵培养液中ouvε

摇瓶培养 tu«∀

1q4 产酶的发酵培养试验

tqwqt 产酶的发酵培养条件 每一试验

组均在 tss°¯三角瓶中装入 vs°¯发酵培养

基o并按 uh 接种量接入液体菌种o于 uxε 下

恒温培养 tww«o测定发酵液的酶活力及生物

量∀

tqwqu 褐藻酸酶活力测定方法 vox2二
硝基水杨酸法测酶活力o利用比色法测定酶解

后还原物的生成量o以表示酶的活力∀ 酶活力

单位定义为在实验条件下o每分钟催化底物产

生 tΛª还原物所需的酶量∀比活力定义为每毫

升发酵液含酶活单位k∏Ù° l̄∀

tqwqv 细菌生长测定 光电比浊法∀

1q5 褐藻酸酶的制备

将液体菌种按 uh 的接种量接种到装有 t

sss°¯发酵液的 v sss°¯三角瓶中ouxε 恒温

培养 tww«∀ 将培养物于 wε ox sssµÙ°¬± 离心
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vs°¬±o上清液加入k�� wlu≥� w 至 zxh 饱和

度o低温下盐析过夜∀ 再于 wε ox sssµÙ°¬±离

图 t 培养温度对产酶的影响

tq酶活力 uq生物量

k图 uovowox同l

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

©²µ°¤·¬²±

图 u 培养基起始 ³� 对产酶的影响

 ƒ¬ªqu ∞©©̈ ¦·²©¬±¬·¬¤̄ ³� ²± ±̈½¼°¨©²µ°¤·¬²±

心 vs°¬±o得沉淀o并进行透析∀透析物置

p usε 冰箱中冷冻后o进行冷冻干燥o得酶制

剂∀

1q6 海带!裙带菜细胞的解离

tqyqt 酶解方法 取新鲜幼嫩的海带!
裙带菜o在煮沸消毒的海水中漂洗 u∗ v次∀ 继

而将干净的海带!裙带菜剪成约 x°° ≅ x°°

的小块o分别取 sqxª置于事先准备好的 ts°¯

酶液中∀ 酶解于 uxε 下进行o定时取样检查酶

解情况∀

tqyqu 单细胞和原生质体产率统计 用

血球计数板统计酶解总细胞数和游离的单细

胞和原生质体数o单细胞和原生质体产率为酶

解物中单细胞和原生质体总数占酶解总细胞

数的百分比∀

u 结果

2q1  埃氏交替单胞菌菌株 Α102 发酵培养时

褐藻酸酶形成条件研究

uqtqt 培养温度对菌株 � tsu 褐藻酸酶

形成的影响 实验研究了不同培养温度对褐

藻酸酶形成的影响k图 tl∀结果表明o产酶的最

适温度为 uxε o温度高于 uxε 后o酶活力急剧

下降∀

uqtqu 培养基的起始 ³� 对菌株 � tsu

褐藻酸酶形成的影响 实验研究了不同的培

养基起始 ³� 值对菌株产酶的影响k图 ul∀ 结

果表明o产酶的最适 ³� 为 zqx∗ {qso³� 超过

{qs时o酶活力明显下降∀

uqtqv 培养基装量对菌株 � tsu 褐藻酸

酶形成的影响 在 xss°¯的三角瓶中o分别装

入 ³� zqx 的发酵培养基 xs° ōtss° ōtxs° ō

uss° ōuxs° ō试验不同的培养基装量对褐藻

酸酶形成的影响k图 vl∀结果表明o培养基的最

适装量为 xss°¯三角瓶装培养基 uss° ō超过

此装量时o酶活力出现下降趋势∀
表 1  氮源对产酶的影响

Ταβq1  Εφφεχτ οφ ϖαριουσ νιτρογεν σουρχεσ ον ενζψµ ε

φορµ ατιον

氮源 蛋白胨 牛肉膏 k�� wlu≥� w �¤�� v

酶活力k� ⁄xxsl sqs|y sqszt sqs|y s

生物量k� ⁄yusl sqvtx sqwts squtx squt{

注}培养基含氮量均为 sqswzh ~本试验发酵培养时间为

tus«∀
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uqtqw 不同氮源对菌株 � tsu 褐藻酸酶

形成的影响 实验研究了不同氮源对褐藻酸

酶形成的影响k表 tl∀结果表明o培养基最适氮

源为蛋白胨和k�� wlu≥� wo此时酶活性最高∀

图 v 培养基装量对产酶的影响

ƒ¬ªq v  ∞©©̈ ¦· ²© ° §̈¬∏° √²̄ ∏°¨ ²± ±̈½¼°¨

©²µ°¤·¬²±

图 w 褐藻酸钠含量对产酶的影响

ƒ¬ªq w  ∞©©̈ ¦·²© ¤̄ª¬±¤·̈2�¤ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²±

±̈½¼°¨©²µ°¤·¬²±

表 2 不同碳源对产酶的影响

Ταβq2  Εφφεχτ οφ ϖαριουσ χαρβον σουρχεσ ον ενζψµ ε

φορµ ατιον

碳源 褐藻酸钠 葡萄糖

酶活力k� � xxsl sqtwx s

生物量k� ⁄yusl sqww sqyx

uqtqx 不同碳源对菌株 � tsu 褐藻酸酶

形成的影响 实验研究了不同碳源对褐藻酸

酶形成的影响k表 ul∀结果表明o只有在培养基

中加入褐藻酸钠时o才有褐藻酸酶形成∀ 以葡

萄糖为碳源时o没有褐藻酸酶形成∀ 说明酶的

形成是诱导型的∀

图 x 培养时间对产酶的影响

ƒ¬ªqx × «̈ ·¬°¨¦²∏µ¶̈ ²© ±̈½¼°¨©²µ°¤·¬²±

图 y 裙带菜单细胞和原生质体k≅ tvul

ƒ¬ªqy ≥ ³̈̈ µ¤·̈§ ¦̈¯̄¶¤±§³µ²·²³̄¤¶·¶²©Υνδ αρια

πιννατιφιδ α

uqtqy 褐藻酸钠含量对菌株 � tsu 褐藻

酸酶形成的影响 实验研究了不同褐藻酸钠

含量对菌株产酶的影响k图 wl∀结果表明o产酶

的最适褐藻酸钠用量为 sqvh ∗ sqyh ∀

uqtqz 培养时间对菌株 � tsu 褐藻酸酶
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形成的影响 在 xss°¯三角瓶中装入发酵培

养基 uss° ō按 uh 接种量接入液体菌种o进行

发酵培养o不同培养时间取样测发酵液的酶活

力及生物量k图 xl∀结果表明o酶活力随培养时

间的增加而增加o在 tww«达到最大值∀

2q2  褐藻酸酶对海带!裙带菜细胞的解离作

用

实验分别研究了不同酶对海带!裙带菜细

胞的解离作用∀ 结果表明o纤维素酶对海带和

裙带菜细胞没有解离作用o褐藻酸酶使海带和

裙带菜藻体软化明显o胞间质松驰o对酶解产

物轻轻摇动o则形成大量单细胞和原生质体

k图 yl∀ 海螺酶对裙带菜的酶解效果不如褐藻

酸酶的酶解效果∀ 当 th 的褐藻酸酶与 th 的

纤维素酶混合使用o裙带菜的酶解产物中单细

胞和原生质体产率达 zsh o海带的酶解产物中

单细胞和原生质体产率达 ysh ∀

v 讨论

影响埃氏交替单胞菌褐藻酸酶形成的因

素很多o我们只对其中主要的因素进行了试

验o而且是按单因子试验进行的o没有考虑多

因子之间的相互作用o包括最佳 ≤Ù�在内的

影响o优化试验有待于进一步进行∀
褐藻细胞壁的组成成分很复杂o含有褐藻

胶及多种多糖∀我们研究了几种酶对海带和裙

带菜细胞的解离作用o结果只有褐藻酸酶效果

最好o这暗示了海带和裙带菜原生质体游离的

最大障碍是褐藻胶的存在∀ 在酶解过程中发

现o取材对原生质体游离效果影响较大o新鲜

幼嫩的材料原生质体游离效果较好o较老的材

料效果不好∀这可能与海带和裙带菜生长期间

藻胶含量及质量等变化有关∀褐藻酸酶的酶解

底物为褐藻胶o褐藻胶又是各种褐藻普遍含有

的一种胞间质成分o因而褐藻酸酶的研究可能

为褐藻原生质体游离研究带来较大希望o具体

工作有待进一步研究∀
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我国不同海区沉积物石英颗粒表面的微结构

黄求获  徐文强

k中国科学院海洋研究所 青岛 uyysztl

提要  同为海洋沉积环境o不同海区底质沉积物石英颗粒表面的微结构不同o

反映出不同的海区沉积环境下的动力能!化学能的强弱o同时温度是化学溶蚀作

用重要因素∀

关键词  石英颗粒o表面微结构o溶蚀o温度

α  十几年来o作者利用扫描电镜o观察!研究

了我国辽东湾浅滩!黄海中部!冲绳海槽!台湾

浅滩!北部湾北部海底表层沉积物石英颗粒表

面的微结构∀ 为研究海底沉积物的物质来源!
搬运方式!沉积环境提供新的微观依据≈t∗ v ∀同

时发现了热带海区k北部湾北部!台湾浅滩l和

暖温带海区k辽东湾浅滩!黄海中部lo深海区

k冲绳海槽l和浅海区k台湾浅滩等l不同海区

底质沉积物石英颗粒表面微结构不同o尤其是

化学作用的溶蚀痕迹有着明显差异∀

t 样品

样品取自辽东湾浅滩的 �≥x|o�≥zuo

�≥z{o�≥{|o�≥|v~黄海中部的 vswuovszy~台

湾浅滩的 � vvo� zuo� z{o� |vo北部湾北部

的�≥x2¤o�≥w2¤o�≥w2¦∀这些站样品沉积物颗粒较

粗k以中2细砂类型为主lo石英含量较高o石英

颗粒ksqux∗ sqx°° 粒级l的磨圆度好∀ 还有

冲绳海槽的 ∞two∞v2v!�w2w!∞uy等 uv个站≈t ∀

将 squx∗ sqx°° 粒级的砂样在 xsh � ≤¯

溶液处理后选出 tx粒左右的石英颗粒制成扫

描电镜样品≈w o在 �÷ � 2xs� 型扫描电镜下观

察!分析拍摄 t sss余张显微照片∀

u 石英颗粒表面的微结构与沉积

环境

2q1 热带海区

北部湾北部o台湾浅滩属于热带海∀ 海水

温度高o台湾浅滩底层水水温年平均值为

uwq|vε k最高可达 u{q{xε lo盐度也较高o年

平均值为 vwqv|k最高达 vxlo水深 u|qx∗

w|°∀

热带海区沉积物石英砂表面的微结构以

化学作用产生的溶蚀痕迹为主~有溶蚀麻坑!

溶蚀沟k网l!溶蚀定向坑k三角形坑!长方形

坑l!溶蚀花纹及其他形态的溶蚀痕迹k图 t2to
图 t2uo图 u2to图 u2ulo溶蚀微结构较多且溶蚀

深度也较深∀其次为动力作用造成的撞击痕迹

和少量的化学沉淀痕迹∀

北部湾北部!台湾浅滩位于热带海o海水

温度高o促进了海水对石英k≥¬� ul颗粒的化学

溶蚀作用o北部湾北部海水也较深kw|qs° lo水
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