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研究报告 

褐藻表面可培养褐藻酸降解菌的原位筛选 

王明鹏 1,2  王学江 1  陈蕾 2* 
(1. 五洲丰农业科技有限公司  山东 烟台  264000) 

(2. 中国科学院烟台海岸带研究所  山东 烟台  264003) 

 
 

摘  要：【背景】褐藻酸经酶解后生成的褐藻寡糖具有抗氧化、抗肿瘤、诱导免疫调节、调节植

物生长等多元化的生物学功能，在食品、医药领域应用前景广阔。大量筛选褐藻酸降解菌有利于

获得新结构、新功能的褐藻寡糖，有利于积极推动寡糖产业进程。【目的】高效筛选褐藻酸降解

菌株，发掘具有开发前景的海藻原位微生物资源。【方法】利用褐藻酸唯一碳源培养基对天然铜

藻表面微生物进行筛选；革兰氏碘液显色反应指示微生物降解褐藻酸的特性；牛津杯法初步测定

产褐藻酸裂解酶菌株的酶活大小。【结果】从铜藻表面共获得 81 个菌落，经透明圈显色筛选出

28 株菌，通过 16S rRNA 基因测序分析得到 7 株褐藻酸降解菌，分别属于芽孢杆菌属、节杆菌属、

德库菌属、短杆菌属和链孢子囊菌属。除芽孢杆菌属外，其余菌属的菌种此前均未被报道过有产

褐藻酸裂解酶的能力。进一步分析表明，T-1 菌株的产酶能力最强、酶活力最高。【结论】利用

革兰氏碘液显色结合牛津杯法筛选到 7 株产酶菌株，并比较了各菌株的酶活大小，表明该筛选方

法简便高效，适合大规模筛选褐藻酸降解菌株。 

关键词：褐藻酸降解，菌种筛选，铜藻，革兰氏碘液 

In situ screening of cultivable alginate-degrading microorganism on 
surface of brown seaweed 
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Abstract: [Background] Alginate oligosaccharides produced by enzymatic hydrolysis of alginate have 
diverse biological functions such as anti-oxidation, anti-tumor, induction of immune regulation, and 
regulation of plant growth, and exhibit broad application prospects in the fields of food and medicine. 
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Mass screening of alginate-degrading bacteria is beneficial to obtain new structures and functions of 
alginate oligosaccharides, which is conducive to actively promoting the industrial progress of 
oligosaccharides. [Objective] High-efficiency screening was carried out for alginate-degrading strains 
and exploring the in situ microbial resources of seaweeds with development prospects. [Methods] The 
only carbon source of sodium alginate was used to select the microorganisms on the surface of brown 
seaweed. The chromogenic reaction of gram iodine solution indicated the characteristics of 
microorganisms to degrade alginate. The activity of alginate lyase was determined by Oxford cup 
method. [Results] A total of 81 colonies were obtained from the surface of the algae samples. 
Twenty-eight strains were screened by clear circle staining. Seven strains of alginate-degrading bacteria 
were identified by 16S rRNA gene sequencing analysis. They belonged to the genus Bacillus (3/7), 
Arthrobacter (1/7), Desemzia (1/7), Brachybacterium (1/7) and Streptosporangium (1/7). The genera 
Arthrobacter, Desemzia, Brachybacterium and Streptosporangium have not been previously reported to 
produce alginate lyase. Further analysis showed that T-1 strain (Bacillus) had maximum enzyme 
production and highest enzyme activity. [Conclusion] Seven alginate lyase-excreting strains were 
isolated, and the enzyme activities of the strains were compared by Gram’s iodine coloration combined 
with the Oxford cup method. This indicates that the screening method is simple, efficient and suitable 
for large-scale screening of alginate lyase-excreting microorganisms. 

Keywords: Alginate degradation, Strain screening, Brown seaweed, Gram’s iodine 

褐藻酸是褐藻细胞壁的主要组成成分，含量占

藻体干重的 20%−40%[1]。作为一种天然大分子多

糖，褐藻酸可被加工成稳定剂、增稠剂和螯合剂广

泛应用于食品、化妆品及制药工业领域。褐藻酸是

由 2种单体成分——甘露糖醛酸(M)和古罗糖醛酸

(G)以 1,4-糖苷键连接而成的线性聚合物[2-3]。同纤

维素、淀粉等天然多糖可以被酶降解一样，褐藻酸

也可被褐藻酸裂解酶降解成为具有特殊生物学功

能的小分子寡糖。据报道，褐藻寡糖具有抗菌、抗

氧化、免疫调节、食品保鲜以及促进植物生长和抗

逆等多种生物学功能，是一种应用价值极高、应用

前景广阔的功能寡糖[4-11]。目前，我国的褐藻酸产

业相对成熟，已为诸多领域提供了重要的化工原

料，而作为褐藻酸的高值化产品——褐藻寡糖始终

没能工业化生产，这与现有的褐藻酸裂解酶种类

少、活力低、产量小有着密不可分的关系。因此，

探寻多元化、高活性、高效率的褐藻酸裂解酶是非

常有意义的工作。 

对于生产多功能褐藻寡糖来说，褐藻酸裂解酶

是非常重要且必不可少的工具酶[12]。尽管酶的底

物特异性和酶切方式不同，所有的褐藻酸裂解酶均

是通过糖苷键的 β消除反应来降解褐藻酸。根据底

物特异性，褐藻酸裂解酶分为聚甘露糖醛酸裂解酶

和聚古罗糖醛酸裂解酶；而根据酶切方式的不同，

褐藻酸裂解酶则分为外切酶和内切酶，尤其内切酶

是用来生产不同聚合度褐藻寡糖的常用酶[13-16]。目

前，研究者们已经筛选及鉴定出上百种褐藻酸裂解

酶，分别来自海藻、无脊椎动物及各种微生物。其

中，各种产酶微生物是褐藻酸裂解酶最丰富的来

源，根据自然界物种互相作用影响、共同进化的规

律，海藻原位生长的微生物理论上可为褐藻酸裂解

酶提供最为可靠和高效的筛选来源。 

为了尽可能多地筛选产酶菌株，提高筛选效

率，良好的筛选方法必不可少。目前，产褐藻酸

裂解酶菌株的筛选标准主要是观察其在褐藻酸为

唯一碳源培养基上的生长情况以及产透明圈的大

小。常用来产透明圈的试剂有氯化十六烷吡啶

(Cetylpyridinium chloride，CPC)和氯化钙(CaCl2)，

但培养基中的琼脂成分往往会干扰试剂发挥作用，

影响透明圈的辨识。此外，CPC和 CaCl2的反应时

间较长，最少需要 30 min，并且形成的透明圈边

界不够清晰明确，有时较难辨别。最近，Sawant

等[17]报道了一种利用革兰氏碘液在褐藻酸平板上

形成透明圈来筛选产酶菌株的方法，该方法的原理
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是碘液与大分子褐藻酸结合形成黑褐色复合物，但

不与降解后的褐藻酸反应，因此在产酶菌株周围形

成透明圈。用革兰氏碘液代替 CPC 和 CaCl2的优

势明显，首先反应时间短，倾倒革兰氏碘液 2−3 min

后即可形成透明圈，并且透明圈边缘清晰，与培养

基背景对比鲜明，辨识度高。 

本文采用了革兰氏碘液显色的方法筛选褐藻

表面的产酶菌株，结合牛津杯法对各菌株的产酶

性质进行初步的量化及比较，可初步判断潜在的

优势产酶菌株，为下一步研究缩小范围、提高筛

选效率。 

1  材料与方法   

1.1  主要试剂和仪器及培养基 

基因组 DNA 提取试剂盒、2×EasyPfu PCR 

SuperMix、蛋白定量试剂盒，北京全式金生物技术

有限公司；革兰氏染液，南京建成科技有限公司；

革兰氏碘液，Sigma公司。PCR仪，Bioneer公司；

台式高速冷冻离心机，青岛科易仪器有限公司；

pH值测定仪，上海梅特勒-托利多仪器有限公司。 

ALG培养基(g/L)：褐藻酸钠 5.0，硫酸铵 5.0，

磷酸氢二钾 2.0，硫酸镁 1.0，琼脂 20.0，pH 7.2−7.4。 

1.2  样品采集及菌株筛选  

新鲜铜藻样品采自山东半岛荣成市，运回实验

室后 4 °C低温保存。用灭过菌的剪刀将铜藻样品

剪成碎片，取 10 g铜藻碎片置于无菌培养皿中，

并加入 10 mL无菌水，30 °C培养至铜藻表面有

菌落长出。将铜藻表面菌落刮下并用无菌水进行

10 倍梯度稀释。取 10−4、10−5和 10−6三个浓度涂

布褐藻酸为唯一碳源的平板(ALG 培养基)，置于

30 °C培养 3−4 d后，挑选形态不同的菌落进行编

号并转移至新的 ALG平板上。新平板继续在 30 °C

培养形成可见菌落，而原始平板用革兰氏碘液进行

显色反应，周围能够形成透明圈的菌落被认为是产

褐藻酸裂解酶的菌落，挑选这些菌落并记录编号，

用于后续研究。 

1.3  菌种鉴定及系统发育学分析 

用基因组DNA提取试剂盒提取上述挑选出的

产酶菌株基因组 DNA。以基因组 DNA 为模板，

用 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和

1492R (5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′)为

引物 PCR扩增各菌株的 16S rRNA基因序列。PCR

扩增体系(50 μL)：2×EasyPfu PCR SuperMix 25 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，样品基因组

DNA模板 10 ng，超纯水补足至 50 μL。PCR反应

条件：95 °C 5 min；95 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 

90 s，共 30个循环；72 °C 10 min。扩增的基因片

段送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序。测

序数据经 BLAST在线工具进行序列比对，并用邻

接法(Neighbor-Joining，NJ)构建系统发育树，分析

各菌株的进化关系，确定菌株种类。产酶菌株的

16S rRNA基因序列提交至 GenBank数据库，获得

的登录号为 MH000672−MH000678。 

菌种形态学鉴定包括革兰氏染色、细胞形态、

运动性及芽孢观察等，均按照《伯杰氏细菌鉴定手

册》[18]的操作规程进行。菌种的碳源利用和酶反

应特性则根据表型芯片系统进行鉴定分析。 

1.4  酶活比较 

产酶菌株经活化后接种至 100 mL 液体 ALG

培养基中，30 °C、200 r/min培养 24 h。发酵液经

12 000 r/min离心 5 min后保留上清液备用。上清

液蛋白含量采用蛋白定量试剂盒进行定量检测。取

200 μL 上清液置于 ALG 平板表面的无菌牛津杯

中，将平板置于 30 °C培养 24 h，革兰氏碘液染色。

测量透明圈的内、外直径并计算透明圈面积来表征

各菌株酶活大小。酶活力单位定义为：1 min透明

圈面积增加 0.1 mm2 为 1 个酶活力单位(Enzyme 

unit，EU)，每毫克蛋白质的酶活力单位称为酶的

比活(EU/mg)。 

2  结果与分析  

2.1  褐藻酸降解菌株的筛选及鉴定 

2.1.1  褐藻酸降解菌株的筛选 

从铜藻样品中共筛选得到 81 株菌，其中 28 个

菌落能够产生如图 1中所示的透明圈。随后对 28株

菌进行分子鉴定，经 16S rRNA基因测序，去除序 
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图 1  产酶菌株筛选结果 
Figure 1  The screening results of the alginate lyase-excreting bacteria strains 
注：A：筛菌平板实物照片；B：产酶菌株种属占比图. 

Note: A: One photo of screening plate; B: Proportion of the alginate lyase-excreting bacteria strains. 

 
列相同的重复菌株后，共得到 7株产褐藻酸裂合酶

的菌。如图 1B所示，7株产酶菌分属 5个不同的

属：芽孢杆菌属(Bacillus)的产酶菌株最多，有 3株；

节杆菌属(Arthrobacter)、德库菌属(Desemzia)、短

杆 菌 属 (Brachybacterium) 和 链 孢 子 囊 菌 属

(Streptosporangium)各 1株。 

2.1.2  褐藻酸降解菌株的鉴定 

对各菌株 16S rRNA基因序列进行系统发育学分

析，结果如图 2所示，与 3株芽孢杆菌亲缘关系最近

的菌株分别为特基拉芽孢杆菌(Bacillus tequilensis)、

甲基营养型芽孢杆菌(Bacillus methylotrophicus)和

地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)，其余亲缘关

系最近的菌株分别是未定德库菌(Desemzia incerta)、

烟草节杆菌(Arthrobacter nicotianae)、人参短杆菌

(Brachybacterium ginsengisoli)以及胜利链霉菌

(Streptosporangium shengliensis)。 

2.1.3  褐藻酸降解菌株的形态观察 

对 7 株菌进行了革兰氏染色形态观察和生理

生化特性验证，作为辅助鉴定结果。结果如图 3

所示，菌体多为杆状或短杆状，均为革兰氏阳性细

菌，各菌体形态及生化特性(表 1)与文献报道的其

亲缘关系最近的菌株基本一致[19-25]。 

2.2  褐藻酸降解菌株的酶活检测及比较 

结合革兰氏碘液显色反应及牛津杯法，对 7 株

产酶菌株的酶活做了初步的检测及比较。如图 4

所示，各菌株的透明圈直径大小不一，除了 T4、

T7菌株透明圈较小，直径分别为 1.2 cm和 1.5 cm

之外，其他菌株的透明圈直径均在 2 cm 左右  

(表 2)。与蛋白含量结果整合计算后，如图 4B所

示，T1菌株的酶比活力最大，其次为 T17、T49、

T25和T62菌株，相对酶活为 T1菌株的 54%−81%，

而 T4和 T7菌株酶比活力较小，相对酶活为 T1菌

株的 21%−37%。 

3  讨论与结论 

最近有学者报道，在不同褐藻表面筛选到不同

种属的褐藻酸降解菌株。Dong等[26]报道了在采自

挪威的海带表面筛选到来自 5个不同属的 21株产

酶菌株，其中有 11株菌所产的褐藻酸裂解酶最适

温度均在 20−30 °C，是罕见的冷适应性酶，具有

特殊的应用潜力。Martin 等[27]在泡叶藻表面筛选

到 14株产褐藻酸裂解酶的菌株，其中Marinomonas

属的菌株从未被报道有产褐藻酸裂解酶的能力。本

研究从铜藻表面筛选到 7株产酶菌，其中有 3株产

酶能力不同的芽孢杆菌。据报道，芽孢杆菌不像弧

菌和假单胞菌等对海参有害[28]。因此，来源于芽

孢杆菌属的褐藻酸裂解酶可用于处理海藻来制备

海参饵料。除芽孢杆菌属外，其他菌属的菌株从未

有产褐藻酸裂解酶的报道。我们首次筛选到的产酶

新菌种有巨大的应用价值。 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列的产酶菌株系统发育树 
Figure 2  Neighbor-joining phylogenetic tree of the alginate lyase-excreting bacteria based on 16S rRNA genes sequence 
注：括号内为 GenBank登录号；分支点数字为 1 000次重复后获得的置信值；标尺表示 100个核苷酸中有 2个被替换. 

Note: Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; Numbers at the branches are bootstrap values obtained after 1 000 replicates; 
The scale bar represent 2 substitutions per 100 nucleotide positions. 



1858 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 3  产酶菌株形态观察 
Figure 3  The morphology of the alginate lyase-excreting bacteria strains 

 
表 1  产酶菌株的生理生化特性 
Table 1  Phenotypic characteristics of alginate lyase-excreting strains 

生理生化指标 
Characteristics 

T1 T4 T7 T17 T25 T49 T62 

菌落颜色 
Colony colour 

黄色 
Yellow 

白色 
White 

白色 
White 

黄色 
Yellow 

透明 
Opaque 

白色 
White 

透明 
Opaque 

需氧性 
Aerobic  

+ + +/− + + + + 

运动性 
Motile  

− − + + + + − 

芽孢 
Spore-forming 

− − + + − + − 

脲酶 
Urease 

− − + − − − − 

硝酸盐还原性 
Nitrate reduction 

− − + + − + + 

葡萄糖 
D-Glucose 

+ + + + + + + 

果糖 
D-Fructose 

− + + + + + + 

阿拉伯糖 
L-Arabinose 

+ − + + − + + 

半乳糖 
Galactose 

+ + − + − − + 

甘露糖 
D-Mannose  

− + + + + + + 

麦芽糖 
D-Maltose  

+ + + + + + + 

鼠李糖 
Rhamnose 

− + + + − − − 

淀粉 
Starch 

− + + + − + + 

山梨醇 
Sorbitol 

+ − + + − + − 

甘露醇 
D-Mannitol  

− − + + − + − 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
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图 4  产酶菌株的酶活定量分析 
Figure 4  Quantification of alginate lyase activity 
注：A：革兰氏碘液染色显示产酶透明圈；B：产酶菌株的酶

活定量检测及比较分析. 

Note：A: Gram’s iodine method showing the clearance zone; B: 

Quantification of alginate lyase activity. 
 

菌种筛选向来是一件费时费力的工作，筛选方

法的简单易行对于提高筛选效率至关重要。本文采

用革兰氏碘液显色反应来指示产酶菌株，并结合牛

津杯法，通过测量透明圈的直径及计算透明圈的面 

 
表 2  产酶菌株透明圈直径的测量 
Table 2  Measure of diameter of clearance zone of alginate 
lyase-excreting strains 
菌株编号 

Strain ID 

革兰氏染色 

Gram staining 

透明圈直径 

Diameter of clearance zone (cm)

T1 G+ 2.1 

T4 G+ 1.2 

T7 G+ 1.5 

T17 G+ 2.0 

T25 G+ 1.9 

T49 G+ 1.9 

T62 G+ 2.0 

积来表征菌株产酶能力的大小。该方法与传统的二

硝基水杨酸(DNS)法测量还原糖增加量以及测量

褐藻寡糖在 235 nm吸光度相比，可实现同一平板、

同一时间内多个菌株的比较，具有操作简单、反应

快速、处理量大、无需仪器设备等优点。如图 5

所示，要比较 6株产酶菌在 3种因素、5个梯度条

件下的酶活力，传统分光光度法至少需要 90支试

管来进行反应，随后排队上机检测也需耗费大量时

间和精力；而平板显色法只需 15个平板即可，反

应后倾倒碘液，显色反应瞬间完成，十分高效便捷。

本研究表明平板显色法省时省力，非常适合大规

模筛选产酶菌株，并可对不同菌株产酶条件、酶

活力等进行初步比较，结果与传统分光光度法基

本一致[29]，从而快速确定出最佳的一个或者几个

酶活力高的优势菌株进行深入研究。 

本文介绍了一种快速显色筛选褐藻酸降解菌

株的方法，为今后筛选产褐藻酸裂解酶菌株工作提

供了一个可行的范例。后续通过进一步改进和完

善，希望能将该方法推广应用于褐藻酸降解菌的大

规模筛选，最终实现产酶菌株酶活力的快速批量比

较，提高筛选识别高酶活菌株的效率。 

 
 

 
 

图 5  褐藻酸裂解酶酶活分析方法的比较 
Figure 5  Comparison of different analysis methods of 
alginate lyase activity 
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