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摘要：紫菜是一种重要的经济红藻，我国的紫菜产量高而产值较低。紫菜多糖是紫菜的
主要组成部分，紫菜多糖及其降解产物被证实具有多种生理调节功能，是实现紫菜高值
化开发及利用的重要途径。为挖掘紫菜多糖的工具酶并验证其应用的可行性，本研究对
海洋细菌 Wenyingzhuangia  fucanilytica CZ1127T 基因组中潜在的紫菜多糖酶编码序列
por16B 进行了异源表达、性质研究及应用探究。生化性质研究结果表明，重组蛋白
Por16B_Wf的最适反应温度为 40 °C，最适反应 pH值为 7.0，且具有良好的贮存稳定性
及 pH稳定性。以高效液相色谱-质谱联用技术结合糖生物信息学的糖组学策略，明确了
Por16B_Wf各个亚位点的作用方式。进一步将 Por16B_Wf应用至紫菜多糖-蛋白复合酶
解，与单纯蛋白酶酶解工艺相比，所得酶解液黏度低且紫菜转化率高。本研究为紫菜多
糖的降解提供了生化性质及作用方式清晰的工具酶，并首次实现了紫菜的多糖-蛋白复
合酶解，为紫菜的精深加工及高值化利用提供了新思路。
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紫菜是世界范围内广泛种植和食用的海洋

藻类，全球养殖紫菜年产值超过 13亿美元[1]。我

国紫菜养殖量居世界第一，年产量高达 21万 t[2]；
但紫菜的平均价值较低，世界紫菜的平均价值

是我国的 3.7倍 [3]。紫菜多糖 (porphyran)是紫菜

的主要多糖组分，结构由 (1→3)-O-β-D-吡喃半乳

糖残基 (G残基)及 (1→4)-O-α-L-吡喃半乳糖-6-硫
酸酯残基 (L6S残基)交替组成 [4](图 1)，含量约占

紫菜干重的 40%[5]。近年来，紫菜多糖及其降解

产物被证实具有丰富的生理调节功能，如降

血脂 [6]、抗氧化 [7]、抑制癌细胞生长 [8] 等。因此

紫菜多糖是实现紫菜高值化开发及利用的重要

途径。

糖苷水解酶能够特异性降解多糖中的糖苷

键，可在多糖的降解及结构研究等方面发挥巨

大作用。紫菜多糖酶 (porphyranase)(EC 3.2.1.178)
是一类可特异性降解紫菜多糖中糖苷键的水解

酶。自 2010年紫菜多糖酶基因被发现后，近十

年内仅有 6个紫菜多糖酶被研究，其中海洋细

菌 Zobellia galactanivorans 产 PorA及 PorB是最早

被发现并研究的紫菜多糖酶 [4]，且同一研究团队

在人类肠道细菌 Bacteroides plebeius 中发掘到了
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紫菜多糖酶编码基因，其编码蛋白 BpGH16B及

BpGH86A[9]。此外，本课题组前期从海洋细菌

Wenyingzhuangia fucanilytica 中发现了紫菜多糖酶

Por16A_Wf[10] 及 Por16C_Wf[11]，并阐明了其生化

性质及作用方式。根据蛋白序列的同源性，在

碳水化合物活性酶数据库 (CAZy数据库 )[12] 中，

PorA、PorB、BpGH16B、Por16A_Wf、Por16C_Wf
属于糖苷水解酶GH16家族；BpGH86A属于GH86
家族，以上 6种酶均以内切方式降解紫菜多糖中

的 β-1,4糖苷键。目前，紫菜多糖酶的研究较少，

且相关酶蛋白尚未见于食品加工工艺中的应用。

实验室前期筛选、鉴定了一株海洋细菌 Wen-
yingzhuangia fucanilytica CZ1127T，并对其进行了

全基因组测序[13-14]。初步的生物信息学分析表明，

该细菌基因组中还存在着一条潜在的紫菜多糖

酶编码基因 por16B(WP_068828752.1)。本研究拟

以分子生物学技术对该序列进行异源表达，系

统阐明重组蛋白的生化性质，并以糖组学策略[10]

实现酶蛋白作用方式的精准解析，为紫菜多糖

的降解提供丰富的工具酶；此外，鉴于紫菜多

糖酶尚无食品加工中的研究报道及实际应用，

本研究拟尝试将其应用至紫菜多糖-蛋白复合酶

解，验证紫菜多糖酶实际应用的可行性。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与仪器
 

　　实验材料　　干坛紫菜 (Porphyra haitanen-
sis)购于青岛南山水产市场，参考实验室前期方

法对紫菜多糖进行制备[10]。将坛紫菜粉碎后进行

水浴浸提及乙醇沉淀，所得沉淀即为粗紫菜多

糖。利用ÄKTA Prime Plus快速低压液相色谱系

统，结合 HiPrepTM 26/60 Sephacryl S-400凝胶色谱

柱进行多糖纯化。将纯化后的多糖透析、冻干

并用于后续实验。利用高效凝胶排阻色谱 (high per-
formance  size  exclusion  chromatography，HPSEC)，
结合多角度激光光散射仪 (multi-angle laser light

scattering detector，MALLS)与示差检测器 (refra-
ctive index detector，RID)联用对多糖的分子量进

行鉴定。本研究中提取的紫菜多糖分子量为 (171.1±
2.5) ku。

海 洋 细 菌 Wenyingzhuangia  fucanilytica
CZ1127T，实验室筛选并保存；pET-28a(+)质粒，

武汉淼灵生物科技有限公司；HiPrepTM 26/10 Desal-
ting、HisTrapTM HP、Superdex  peptide  10/300  GL、
Superdex  30  increase  10/300  GL、 HiPrepTM  26/60
Sephacryl  S-400色谱柱，GE 生命科学；TSKgel
SuperAW4000，日本东曹；其他化学试剂均为分

析纯。 

　　实验仪器　　ÄKTA Prime Plus蛋白纯化系

统，GE生命科学；Dawn Heleos II MALLS检测

器，怀雅特技术公司；Agilent 1 260 Infinity液相

色谱仪、Agilent 6 410 QQQ质谱仪，安捷伦科技；

Rhemeter MCR301流变仪，奥地利安东帕公司。 

1.2    生物信息学分析

利用 dbCAN[15] 及 SignalP 4.1[16] 软件对蛋白

序列结构进行预测，包括蛋白的催化域及信号

肽；利用 ExPASy[17] 对蛋白的理论分子质量进行

预测；使用 ClustalX 2[18] 软件进行多序列比对，并

利用 MEGA 6软件 [19] 进行系统发育分析，基于

Neighbor-Joining法构建系统发育树；以BLASTP[20]

为工具对目标序列与 CAZy数据库中已报道的紫

菜多糖酶序列进行序列相似度分析。 

1.3    克隆表达及分离纯化

将 冻 存 于 −80  °C冰 箱 的 W.  fucanilytica
CZ1127T 接种于 2216E液体培养基进行复苏及传

代，收集生长至对数中期的菌体并提取基因组

DNA。利用无缝克隆技术进行目标序列的扩增

及重组质粒的构建。上游引物为 5′-GATGACAC-
CATATGAATAATGATGATGTGTTATCGAAT
G-3′，下游引物为 5′-GACACGGATCCTTAAT-
GTGTAACATTTAACTGATAATATTC-3 ′ 。 酶

切位点采用 BamHⅠ及 XhoⅠ。将扩增后的目的

基因连接至 pET-28a(+)载体 (保留 C端 His标签)。
将构建好的重组质粒以热击法转化至 BL21(DE3)
感受态细胞中。筛选转化成功的大肠杆菌进行

传代培养，于 LB液体培养基 (含 30 ng/μL卡那

霉素)中 37 °C、170 r/min培养至 OD600 约为 0.4，
并添加物质的量终浓度为 0.5 mmol/L的异丙基

L6S

O
O

OSO3

−
OH

OR

OH

G

HO
OH

O

R=H or CH3 
图 1    紫菜二糖重复单元

Fig. 1    Structure of porphyran disaccharide moiety
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β-D-硫代半乳糖苷于 17 °C诱导 12 h。收集培养

后的菌体沉淀，以物质的量浓度为 20 mmol/L的

柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液 (pH值  7.0)重悬。超

声破碎 (功率 400 W，工作 2 s间歇 6 s为 1次循

环，共循环破碎 99次 )并离心获取上清液，得

到 Por16B_Wf粗酶液。

以 HisTrapTM HP色谱柱对粗酶液进行亲和层

析纯化，以含物质的量浓度为 0.3 mol/L NaCl的
20 mmol/L磷酸氢二钠-磷酸二氢钠 (pH值  8.0)的
流动相进行平衡，使用物质的量浓度为 0~0.5
mol/L的咪唑进行梯度洗脱，收集紫外信号高的

洗脱各管并进行酶活性测定。对有酶活性的各

管进行合并，并以 HiPrepTM 26/10 Desalting色谱

柱脱盐，流动相为物质的量浓度为 20 mmol/L柠

檬酸-磷酸氢二钠缓冲液 (pH值 7.0)。蛋白的纯度

及 分 子 量 通 过 12%  SDS-PAGE进 行 分 析 ， 以

BCA法测定蛋白浓度。纯化后的重组蛋白用于

生化性质及作用方式的研究。 

1.4    紫菜多糖酶的活性测定

将 50 μL紫菜多糖溶液 (2 mg/mL)与 50 μL
适量稀释的酶液 (以 pH值  7.0、物质的量浓度为

20 mmol/L柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液稀释)混匀

后于 35 °C反应 10 min，迅速置于 100 °C金属浴

5 min以灭活。在相同的条件下，以灭活的酶液

与底物反应作为对照。采用对羟基苯甲酰肼

(para-hydroxybenzoic  acid  hydrazide,  pHBH)法 [10,  21]

表征酶解反应前后还原糖增量。 

1.5    生化性质研究

将适量稀释的酶液与紫菜多糖底物溶液混

合，测定 Por16B_Wf在不同温度 (15~60 °C)下的

酶活性。将酶液分别置于 4、25、30、35及 45 °C，
间隔时间取样并测定酶活性残余率。将不同 pH值

(pH值  4.0~7.0：物质的量浓度为 20 mmol/L柠檬

酸-磷酸氢二钠缓冲液；pH值 7.0~9.0：物质的量

浓度为 20 mmol/L PBS缓冲液；pH值  9.0~11.0：
物质的量浓度为 20 mmol/L碳酸钠 -碳酸氢钠缓

冲液 )条件下的酶液与对应 pH值的底物混合，

测定 Por16B_Wf在不同 pH时的酶活性。以不同

pH值的缓冲液置换酶液原来的缓冲环境，于 4 °C
放置 1 h后调节酶液 pH值至 7.0，测定酶活性残

余率。

分别配置不同 NaCl及 KCl浓度的紫菜多糖

底物，使得 NaCl及 KCl在底物中的物质的量浓

度为 0~2 mol/L，分别测定Na+及K+浓度对 Por16B_
Wf酶活性的影响。向反应体系中分别添加金属

离子及化学试剂，使其物质的量终浓度为 1及

5 mmol/L，测定不同条件下的酶活性。

将酶液与不同浓度的紫菜多糖溶液混合 (底
物浓度 0.1~1 mg/mL)，测定不同底物浓度下的酶

活性。依据 Michaelis-Menten方程，计算 Por16B_
Wf的动力学常数 Km、Vmax、Kcat 及 Kcat/Km。 

1.6    作用方式

将酶液与底物混合反应，其中加酶量为 10
U/g，于 25 °C反应 24 h，间隔时间取样后将样品

置于 100 °C金属浴 5 min以灭活。以高效凝胶排

阻色谱与示差检测器联用 (HPSEC-RID)对酶解样

品进行监测 [22]：利用 TSKgel SuperAW 4000色谱

柱 (流动相为物质的量浓度 0.2 mol/L的 NaCl，流

速 0.6 mL/min)检测底物分子量变化；利用 Superdex
peptide 10/300 GL色谱柱 (流动相为物质的量浓

度 50 mmol/L的甲酸铵，流速 0.5 mL/min)检测寡

糖产物的生成与变化。

向底物中加入过量酶液 (加酶量为 50 U/g)，
于 25 °C反应 24 h以充分降解紫菜多糖。以液相

色谱-质谱联用技术 (LC-MS)结合糖生物信息学

的糖组学策略对酶解终产物中的寡糖组分进行

全覆盖检测及高通量自动分析[10-11]。液相色谱仪：

Agilent 1260 Infinity；质谱仪：Agilent 6410 QQQ；

色谱柱：Superdex 30 increase 10/300 GL；质谱分

析流动相：25%乙腈 (含 5 mmol/L甲酸铵)；流速：

0.35 mL/min；源温：300 °C；碎裂电压：115 V；

毛细管电压：4 000 V；扫描范围：100~2 000 u；
扫描模式：负离子模式[23]。 

1.7    紫菜的多糖-蛋白复合酶解

将紫菜粉末中加入一定量的蒸馏水使其溶

胀复水 40 min。向复水后的紫菜中添加蒸馏水，

使得紫菜含量为 4%，参考文献方法添加中性蛋

白酶进行 [24] 酶解 (加酶量为 10 500 U/g)，于 45 °C
酶解 6 h后置于 100 °C水浴中加热 10 min以灭活，

得到单纯蛋白酶酶解液。向蛋白酶酶解液中添

加紫菜多糖酶 Por16B_Wf进行酶解 (加酶量为 0.5
U/g)，于 35 °C酶解 2 h后置于 100 °C水浴中加热

10 min以灭活，得到紫菜的多糖-蛋白复合酶解液。

将酶解液以 4 000 r/min离心 15 min，收集未
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被酶解的残余物进行冻干称重，计算紫菜转化

率 (CR，%)：

CR =
X ¡ X 1

X
£ 100

式中，X1 为酶解液离心所得沉淀的质量，g；X
为紫菜原料的质量，g。

收集离心后的上清液，使用流变仪在 25 °C
下对样品进行黏度测定，剪切速率为 0~100 s–1。 

1.8    数据分析

实验均重复 3次，数据以 SPSS 16.0软件进

行单因素方差分析 (P<0.05，差异显著；P<0.01
差异极显著 )，结果以平均值±标准差表示。采

用 Origin Pro 9.0软件对实验数据进行绘图。 

2    结果
 

2.1    Por16B_Wf的生物信息学分析

por16B 编码 296个氨基酸，生物信息学预

测其编码蛋白 Por16B_Wf包含一个 N端信号肽

(1~24位 氨 基 酸 )及 一 个 GH16家 族 的 结 构 域

(50~289位氨基酸)。
对 Por16B_Wf及 GH16家族已研究的酶蛋白

进行局部序列比对，发现其与 Z. galactanivorans
DsiJT 所产的 PorB[4] 相似度最高，相似度为 79%
(覆盖率为 96%)，预示 Por16B_Wf为潜在的紫菜

多糖酶。

GH16家族具有多种糖苷水解酶活性，典型

的活性包括紫菜多糖酶、琼胶酶、κ-卡拉胶酶、

角叉藻胶酶、地衣多糖酶及海带淀粉酶活性[25-26]。

将 Por16B_Wf与已研究的 GH16家族糖苷水解酶

构建系统发育树 (图 2)，进化树结果表明Por16B_Wf
位于 GH16家族紫菜多糖酶的进化分支中，进一

步提示了 Por16B_Wf具有潜在的紫菜多糖酶活性。

将 Por16B_Wf与 GH16家族已报道的紫菜多

糖酶进行多序列比对，发现 GH16家族糖苷水解

酶具有典型的特征催化域 (图 3)，即 ExDxxE或

ExDxE，关键催化位点 E、D及 E分别作为催化

亲和位点、糖苷酶催化过程中间体的形成助剂

及质子供体在糖苷酶发挥功能过程中起着重要

的作用[25]。紫菜多糖酶的催化域特征符合 ExDxxE，
且 Por16B_Wf在上述关键位点严格保守 (E159、
D161和 E164)。 

2.2    Por16B_Wf的克隆表达及功能验证

Por16B_Wf异源表达于大肠杆菌 BL21(DE3)，
超声破碎所得上清酶液经过镍柱、脱盐柱纯化

后，以 SDS-PAGE检测到呈现单一条带 (图 4)。
Por16B_Wf的分子量为 35.0 ku，与预测分子量

34.6 ku接近。酶活性验证结果表明，Por16B_Wf
仅特异性降解紫菜多糖 (酶活性为 65.31 U/mg)，
而对其他 GH16家族典型的底物，如琼脂糖、κ-
卡拉胶及角叉藻胶无活力。上述结果证明 Por16B_
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图 2    Por16B_Wf与所有已知 GH16家族糖苷水解酶构建的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree of Por16B_Wf and all characterized GH16 sequences
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Wf克隆表达成功并确证为紫菜多糖酶。 

2.3    Por16B_Wf的生化性质

Por16B_Wf的最适反应温度为 40 °C(图 5-a，
5-b)。该酶在 4 及 25 °C分别放置 24 h后，残余

活性仍为初始酶活性的 93%及 84%。此外，在

不添加任何保护剂的情况下，Por16B在 4 °C贮

存 50 d，其残余活力为初始酶活性的 50%，证明

该酶具有较好的贮存稳定性。但该酶在较高的

温度下放置后酶活性丧失较快，在 40 °C放置 1 h
后残余活性仅为 9%。

Por16B_Wf的最适反应 pH为 7.0。其在 3.0~
11.0的较宽的 pH范围内具有良好的稳定性 (图 5-c,
5-d)。

Por16B_Wf的酶活性随着 NaCl及 KCl浓度

的提高呈先上升后下降的趋势，证明酶蛋白的

活性对 NaCl及 KCl具有依赖性 (图 5-e)。然而在

不添加 NaCl及 KCl的条件下，Por16B_Wf仍然

具有明显的活性。

金属离子及化学试剂对酶活性的影响如表 1
所示。Hg2+及 SDS在 1和 5 mmol/L时均能显著

降低酶活性，而 Mg2+及 EDTA·Na2 在 5  mmol/L
时显著提高酶活性。

Por16B_Wf的动力学常数 Km 为 2.73 μmol/L
(0.47 mg/mL)，Vmax 为 66.23 U/mg，kcat 为 38.63 s−1，
kcat/Km 为 14.16 μmol/(L·s)。 

2.4    Por16B_Wf的作用方式
 

　　降解方式　　底物分子量变化监测结果表

明，1 U Por16B_Wf酶解 100 mg紫菜多糖底物，

在反应 10 min时样品的出峰时间明显后移 (即由

3.8 min延后至 5.3 min)(图 6-a)。根据凝胶排阻色

谱分离的原理，结合 Por16B_Wf在酶解反应初

期使得底物分子量急剧下降的现象，推断出该

酶为内切酶。寡糖产物轮廓随反应时间的变化

如图 6-b所示。1 U Por16B_Wf酶解 100 mg紫菜

多糖底物，在反应 10 min时即可观察到不同聚合

度寡糖的生成。这种酶解初期不同聚合度寡糖

快速生成的现象证明 Por16B_Wf为随机型内切酶。 

　　酶解产物鉴定　　与多数天然多糖一样，

紫菜多糖结构也被证实具有异质性，其结构中

经常伴有琼脂糖结构 [琼脂糖结构由 (1→3)-O-β-
D-吡喃半乳糖残基 (G残基)及 (1→4)-O-3, 6-内醚-
α-L-吡喃半乳糖残基 (LA残基)交替连接构成 ]的
取代，此外G残基的C-6位会被甲基化修饰 (GMe)，
且修饰程度可达 50%[27]。

降解终产物经质谱鉴定后的提取离子流色

 
图 3    多序列比对结果

星号标识为文献报道的 GH16家族糖苷水解酶的重要催化残基，数字代表 Por16B_Wf中氨基酸序列的位数

Fig. 3    Multiple sequence alignment of porphyranases
Critical catalytic residues of GH16 enzymes were marked by black stars, the numbers indicate residue positions in Por16B_Wf
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图 4    Por16B_Wf纯化后的 SDS-PAGE电泳图

M. 预染蛋白分子质量标准

Fig. 4    SDS-PAGE of purified Por16B_Wf
M. prestained protein ladder
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谱图显示，Por16B_Wf的降解终产物主要由紫菜

二糖 L6S-G构成 (图 7)。值得注意的是，由 L6S-
G重复单元构成的四糖 (L6S-G)2 及六糖 (L6S-G)3 并
未在终产物中检出，证明 Por16B_Wf可将 (L6S-G)n
充分转化为二糖。除紫菜二糖 L6S-G外，还检测

到了 6种含量较低的产物，包括 3种四糖：(L6S-
G)1(LA-G)1、 (L6S-G)1(LA-G)1Me1、 (L6S-G)2Me1；

3种 六 糖 ： (L6S-G)2(LA-G)1Me1、 (L6S-G)2(LA-

G)1Me2、 (L6S-G)3Me2，上述 6种寡糖产物均含

有不同程度的 LA-G取代及甲基修饰。
 

2.5    紫菜的多糖-蛋白复合酶解工艺与单纯蛋

白酶酶解工艺的比较

本研究中测得的多糖-蛋白复合酶解组的紫
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图 5    Por16B_Wf的生化性质

(a)最适反应温度，(b)温度稳定性，(c)最适反应 pH，(d) pH稳定性，(e)NaCl、KCl对酶活性的影响

Fig. 5    Biochemical characteristics of Por16B_Wf
(a) optimal temperature; (b) thermal stability; (c) optimal pH; (d) pH stability;(e) the influence of NaCl, KCl on enzyme activity
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菜转化率为 79.4%±0.3%，较单纯蛋白酶酶解组的

紫菜转化率 (66.1%±0.6%)极显著提升 (P<0.01)。同

时，酶解液的黏度变化显示，在剪切速率为 1.1 s–1

时，单纯蛋白酶酶解组的样品黏度为 15 Pa·s，
而多糖 -蛋白复合酶解组的样品黏度为 8.5 Pa·s (
与水的黏度 8.0 Pa·s接近 )(图 8)，证明紫菜多糖

酶极显著降低了酶解液的黏度 (P<0.01)，该特性

有利于离心、澄清和脱色等后处理工序的进行。此

外，收集两种酶解液离心后的沉淀物即未酶解

的残余物，观察其冻干后的状态，发现多糖-蛋
白复合酶解组得到的残余物呈颗粒状，而单纯

蛋白酶酶解组所得残余物呈蓬松状，推测其原

因可能是单纯蛋白酶酶解组中含有较多的多糖

物质，使得酶解液黏度大，离心不彻底而造成。 

3    讨论

与 同 样 来 源 于 W.  fucanilytica  CZ1127T 的
Por16A_Wf (3.16 μM)[10] 及 Por16C_Wf (3.22 μM)[11]

相比，Por16B_Wf的 Km 值更低，证明该酶与紫

菜多糖的亲和力更高。此外，Por16B_Wf的酶活

性呈现盐依赖性的现象可能与海洋细菌生存的

高盐环境相关。但其活性的启动不依赖盐离子，

即在利用 Por16B_Wf酶解紫菜多糖的反应中可

以不添加盐离子，能够避免酶解产物后续繁琐

的脱盐步骤，以节约生产成本。

根据糖苷酶的作用特点、寡糖产物类型及

紫菜多糖的结构特征，推断出 Por16B_Wf的亚

位点的特异性 (图 9)：①亚位点−1和+1分别严格

表 1    金属离子及化学试剂对 Por16B_Wf酶活性的影响

Tab. 1    Effect of metal ions and chemicals (1 and 5 mmol/L) on the activity of Por16B_Wf

离子及化学试剂

compound

残余酶活性/%
relative activity 离子及化学试剂

compound

残余酶活性/%
relative activity

1 mmol/L 5 mmol/L 1 mmol/L 5 mmol/L

Mg2+ 90.40±1.19 133.28±2.01 Hg2+ 21.69±0.70 3.88±0.90

Ca2+ 116.26±3.31 119.19±3.67 SDS 9.87±1.39 5.80±1.02

Cu2+ 99.08±2.51 108.08±3.14 Mn2+ 81.22±2.20 125.05±2.68

EDTA·Na2 105.85±0.48 130.53±3.93 β-巯基乙醇    β-mercaptoethanol 87.63±1.17 139.05±3.59
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图 6    高效凝胶排阻色谱与示差检测器联用检测 Por16B_Wf酶解产物

(a)分子量变化，(b)寡糖产物分布

Fig. 6    HPSEC-RID chromatograms of hydrolysis products
(a) global profile, (b) oligosaccharide patterns
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识别G和L6S残基。假设亚位点−1能够容受GMe，
那么二糖产物 L6S-GMe应该被检测到；同理，

若亚位点+1能够容受 LA，则二糖产物 LA-G应

该被检测到，但在 Por16B_Wf的降解终产物中

仅检测出一种二糖 L6S-G。②亚位点−2能够识

别 LA残基。在 Por16B_Wf的终产物中，质荷比

m/z为 727的四糖产物，其序列结构可能为 L6S-
G-LA-G  或 LA-G-L6S-G。 根 据 推 论① ， 得 知

Por16B_Wf无法酶解产生 LA-G-L6S-G，因此 m/z
727 的产物为 L6S-G-LA-G，据此判断出 LA残基

位于亚位点−2。③亚位点+2容受 GMe残基。质

荷比 m/z为 419的四糖产物，其序列结构可能为

L6S-GMe-L6S-G或 L6S-G-L6S-GMe。由②同理可

得，m/z为 419的四糖结构为 L6S-GMe-L6S-G，

该结构提示 GMe位于亚位点+2。紫菜多糖结构

的异质性意味着其完全降解需要多种不同作用

方式的水解酶，Por16B_Wf作用方式的阐明为紫

菜多糖的降解提供了丰富且性质清晰的工具酶。

目前文献报道的紫菜酶解工艺主要为蛋白

酶酶解，以此为基础进行紫菜饮料等产品的开

发。本研究在蛋白酶解的基础上进行紫菜多糖

酶复合酶解，结果表明添加紫菜多糖酶的多糖-
蛋白复合酶解组与单纯蛋白酶酶解组相比，所

得酶解液具有紫菜转化率高、黏度低的特点，

显著提高了原有工艺的酶解效果，有利于紫菜

的充分利用。

综上所述，本研究从海洋细菌 Wenyingzhuan-
gia fucanilytica CZ1127T 基因组出发，挖掘得到一

条被注释为紫菜多糖酶的基因序列 por16B，以

L6S-G
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图 7    Por16B_Wf的降解终产物总离子流图及提取离子流色谱图

Fig. 7    Total ion chromatogram (TIC) and extraction ion chromatograms of identified end products from
the Por16B_Wf hydrolysis, as determined by LC-MS
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图 8    酶解液黏度变化图

Fig. 8    Viscosity of the enzymatic hydrolysate
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图 9    Por16B_Wf的亚位点特异性示意图

Fig. 9    Schematic diagram of the subsite specificity of
Por16B_Wf
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分子生物学技术实现了其在大肠杆菌中的异源

表达。并系统阐明了酶蛋白的生化性质，以液

相色谱-质谱联用技术实现了酶作用方式的精准

解析，从而阐明了酶蛋白的各个亚位点的特异

性。重组蛋白 Por16B_Wf在 40 °C及 pH 7.0的条

件下具有最高的酶活性，且具有良好的贮存稳

定性及 pH稳定性。Por16B_Wf以随机型内切方

式降解紫菜多糖中的 β-1,4糖苷键。亚位点特异

性分析结果表明，Por16B_Wf在−1及+1亚位点

分别特异性识别 G及 L6S残基，−2亚位点除识

别 L6S外还能容受 LA残基，+2亚位点除识别

G外还能容受 GMe残基。以 Por16B_Wf与蛋白

酶复合酶解紫菜，所得复合酶解液较传统的蛋

白酶酶解液相比，黏度低且紫菜转化率高。Por16B_
Wf可作为特异性工具应用于紫菜多糖的酶解及

寡糖产物制备。紫菜多糖酶在紫菜复合酶解中

的首次应用，为紫菜的进一步开发及利用提供

了理论支撑。
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Expression and characterization of a porphyranase from marine bacterium
Wenyingzhuangia fucanilytica and its application in

compound enzymolysis of Pyropia

ZHANG Yuying 1,     CHANG Yaoguang 1,2*,     SHEN Jingjing 1,     CHEN Guangning 1,    
LI Ling 1,     XUE Changhu 1,2

(1. College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao    266003, China;
2. Laboratory for Marine Drugs and Bioproducts, Pilot National Laboratory for Marine Science and

Technology (Qingdao), Qingdao    266237, China)

Abstract: Pyropia  is  one  of  the  most  commercially  important  marine  algae. Pyropia  cultivation  of  China  ranks
first  in the world, but the production value remains low. Porphyran is the major polysaccharide from Pyropia.  It
consists of alternating 4-linked α-L-galactopyranose-6-sulfate (L6S) residues and 3-linked β-D-galactopyranose (G)
residues. Porphyran  and  its  degradation  products  were  confirmed  to  have  various  bioactivities,  which  is   con-
sidered  as  an  important  way  to  realize  the  high-value  application  of Pyropia.  In  order  to  explore  the  glycoside
hydrolase for degrading porphyran and verify the feasibility of its  application,  here,  a porphyranase coding gene
por16B  was  cloned  from  the  marine  bacterium Wenyingzhuangia  fucanilytica  and  heterologously  expressed  in
Escherichia coli. The biochemical properties and hydrolysis patterns of the recombinant protein Por16B_Wf were
characterized. Por16B_Wf exhibited maximum activity at 40 °C and pH 7.0, and it possessed stable activity under
different  pH  conditions.  Por16B_Wf  hydrolyzed  porphyran  by  an  endo-acting  manner.  The  end  products  of
Por16B_Wf were mainly composed of porphyran disaccharides L6S-G. The subsite specificity of Por16B_Wf was
clarified by glycomics strategy. It specifically hydrolyzed the β-1,4 glycosidic linkage of G-L6S, whereas it toler-
ated 3,6-anhydro-α-L-galactopyranose and methyl-D-galactose in  subsites  –2  and  +2,  respectively.  Further-
more,  Por16B_Wf  was  applied  in  the  compound  enzymolysis  of Pyropia.  Compared  with  the  classical
enzymolysis technique of Pyropia using neutral protease, the compound enzymatic hydrolysate was characterized
with low viscosity (8.5 Pa·s) and high conversion rate (79.4%±0.3%) of Pyropia. Por16B_Wf could be utilized as
a promising tool for the degradation of porphyran. In this study, the compound enzymolysis of Pyropia was real-
ized for the first time, which was beneficial to the full development of Pyropia, and provided new insights into the
deep-processing and high-value utilization of Pyropia.

Key words: Pyropia; porphyranase; glycomics; hydrolysis pattern; compound enzymolysis
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