
 

一种内切-1,3-岩藻聚糖酶的乳酸菌表达及性质
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摘要：岩藻聚糖是一种具有良好应用潜力的多糖，具备多种生理活性。内切-1,3-岩藻聚糖
酶是岩藻寡糖制备的关键工具。然而，作用方式清晰的食品工业用岩藻聚糖酶的缺乏阻碍
了该类酶的应用。本研究旨在获得来源于 GH174家族的食品工业用内切-1,3-岩藻聚糖酶
Fun174Sb，并探究其作用方式。利用乳酸菌表达系统实现了一种内切-1,3-岩藻聚糖酶
Fun174Sb的异源表达。结果显示，Fun174Sb对于来源于土耳其刺参的岩藻聚糖 (Ht-FUC)
具有降解能力，酶活性为 1.90 U/mg。该酶在 35~50 °C、pH 7.5~8.5条件下显示出较高的活
性，且具有良好的温度稳定性及 pH稳定性。通过超高效凝胶排阻色谱串联质谱以及核磁
共振技术阐明了 Fun174Sb的酶解产物中主要寡糖的结构，从而推断出 Fun174Sb切割 Ht-
FUC的 Fucp2(OSO3

−)与 Fucp2,4(OSO3
−)之间的 α-1,3-糖苷键。研究表明，乳酸菌表达的

Fun174Sb具有良好的生化性质以及清晰的作用方式。本研究为作用方式清晰的食品级岩
藻聚糖的应用奠定基础。
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岩藻聚糖 (fucoidan)是一种主要由 L-岩藻糖

构成的海洋硫酸化多糖，存在于褐藻以及一些海

洋无脊椎动物中，如海参、海胆等[1-3]。岩藻聚糖

具有广泛的生理活性，包括抗凝血 [4]、抗肿瘤 [5]、

抗病毒[6]、免疫调节[7]、降血脂[8]、抗炎[9]、促进伤

口愈合 [9] 等。在过去的十几年中，岩藻聚糖已经

被广泛应用于食品医药、美妆护肤等众多领域，

在未来健康产业领域具有巨大的市场和应用潜力[10]。

岩藻聚糖酶 (fucoidanase)能够催化岩藻聚糖

发生特异性降解，根据其作用方式，可分为内切-
1,3-岩藻聚糖酶、内切-1,4-岩藻聚糖酶。岩藻聚

糖酶被认为是岩藻聚糖结构解析、构效关系研

究以及岩藻寡糖制备的重要工具[11]。目前，已知

岩藻聚糖酶家族有 4个：GH107[12]、GH168[13]、

GH174[11]、GH187[14]。GH107家族岩藻聚糖酶主

要切割 α-1,4-糖苷键，GH168、GH174、GH187岩

藻聚糖酶主要切割 α-1,3-糖苷键。虽然近年越来

越多的岩藻聚糖酶研究得以报道，但是多糖底物

结构的差异性、多样性限制了对岩藻聚糖酶作用

方式的研究，对于岩藻聚糖酶的作用方式、亚位

点特异性的了解仍然不够全面。

实验室前期挖掘得到 GH174家族岩藻聚糖

酶 Fun174Sb基因序列[15]，并通过大肠杆菌实现了

其异源表达。研究发现 Fun174Sb可降解多种底物，

在极端酸碱环境下依然能维持稳定的活性，这一

特性预示着其在食品工业生产中具有巨大的应用

潜力。然而，鉴于大肠杆菌表达体系在食品工业

生产的不适用性，本研究拟将 Fun174Sb的目的基
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因克隆至食品级表达体系乳酸菌 NICE (nisin-con-
trolled expression)系统进行诱导表达，阐明其生化

性质，以期能够发挥其工业价值。并且利用超高

效凝胶排阻色谱串联质谱以及核磁共振技术对

Fun174Sb的作用方式进行进一步探究，对其亚位

点特异性进行补充，为作用方式清晰的食品级岩

藻聚糖的工业化应用奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与仪器
 

实验材料　　土耳其海参 (Holothuria tubu-
losa)购于广州熹龙贸易有限公司 (为干海参)。参

考实验室前期方案进行岩藻聚糖制备[16]，将干海

参破碎后加入木瓜蛋白酶酶解，后用乙醇分级醇

沉，在 75%乙醇浓度下所得沉淀即为土耳其海参

粗岩藻聚糖 (Ht-FUC)。乳酸菌细胞 NZ3900、质

粒 pNZ8149购于武汉淼灵生物科技有限公司。 

实验仪器　　JY92-IIN超声波细胞粉碎机，

宁波新芝生物科技股份有限公司；3K15高速离心

机，德国 Sigma公司；ÄKTA Prime Plus蛋白纯化

系统，美国 GE公司；Agilent 1260高效液相色谱

仪、Agilent G6125B质谱仪，安捷伦科技 (中国)
有限公司。 

1.2    Fun174Sb的乳酸菌表达及分离纯化
 

克隆表达　　利用 PCR技术对目的基因进

行扩增，上游引物为5′- GAGGCACTCACCATGGGC
AGTACTAAAAATGGAATTATA-3′，下游引物为5′-
TAGAACTAGTGGTACCCTACTCCTTCCAAGTT
AAAGTAG -3′。酶切位点采用 Nco Ⅰ/Ban Ⅰ。将

扩增后的目的基因通过无缝克隆技术连接至

pNZ8149载体 (C端添加 His标签)，重组质粒以电

转化法转化至 NZ3900感受态细胞中。Elliker平
板筛选转化成功的乳酸菌，将获得的阳性克隆菌

接种于 M17培养基中，30 °C下静置培养至 OD600

达到 0.4，加入乳酸链球菌肽 (nisin)至终浓度为

50 ng/mL，30 °C下诱导 3 h。离心收集沉淀，以

20  mmol/L、 pH  7.5  Na2HPO4-NaH2PO4 缓 冲 液

(PBS缓冲液)重悬菌体，并添加溶菌酶至终浓度 2
mg/mL，37 °C反应 30 min。高压均质破碎 (流出

速度 60 L/h，循环 6次)，离心取上清液，即得到

粗酶液 Fun174Sb。 

分离纯化　 　 以 HisTrapTM  HP色 谱 柱 对

Fun174Sb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  Tris-HCl  (pH 8.0)
进行平衡，使用含有 0.5 mol/L咪唑的流动相梯度

洗脱，收集紫外信号高的洗脱管并进行酶活性测

定。以 HiPrepTM 26/10 Desalting色谱柱脱盐，流动

相为物质的量浓度 20  mmol/L、 pH  7.5的 PBS
缓冲液。蛋白的纯度及分子质量通过 SDS-PAGE
进行分析，检测 OD280以确定蛋白浓度。纯化后

的蛋白用于后续实验。 

酶活性测定　　以 L-岩藻糖为标准品，酶活

性单位 (1 U)定义为酶液 1 min内水解底物产生

1 μmol还原糖的活性。体积酶活性单位 (1 U/mL)
定义为 1 mL酶液 1 min内水解底物产生 1 μmol还
原糖的活性。比酶活性单位 (1 U/mg)为 1 mg酶的

活性，由体积酶活性除酶液蛋白浓度计算所得。

以 2 mg/mL Ht-FUC为底物，按照对羟基苯甲酰

肼 (para-hydroxybenzoic acid hydrazide, pHBH)法测

定纯化后 Fun174Sb酶活性 [15-16]。将 50 μL适当稀

释的 Fun174Sb与 50  μL Ht-FUC底物溶液混合，

于 30 °C反应 10 min，置于 100 °C金属浴中灭酶

5 min，加入 250 μL pHBH并用超纯水补足至 1
mL，100 °C显色 5 min，测定 OD415。在相同条件

下，以添加相同量灭活酶为对照。 

1.3    酶学性质测定

将 50 μL Fun174Sb与 50 μL Ht-FUC底物溶液

混合，混匀后置于 20~60 °C温度下反应 10 min，
迅速于 100 °C金属浴中灭酶 5 min，测定酶活性。

将酶液于 4、25、30及 40 °C分别放置 24 h，间隔

取样并检测残余酶活性 (放置 0 h的酶的活性定

义为 100%)。将不同 pH的缓冲液 (pH 4.0~7.0：20
mmol/L柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液；pH 7.0~9.0：20
mmol/L  Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液；pH 9.0~11.0：
20 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 缓冲液)与物质的量浓

度为 2 mg/mL的底物溶液混匀，于 30 °C反应 10
min，100 °C金属浴 5 min灭酶，测定酶液在不同

缓冲区间的活性。使用上述不同 pH值的缓冲液

替换酶液原来的 pH环境，于 4 °C下放置 1 h，调

节 pH值至 7.5并测定残余酶活性 (未经任何处理

的酶的活性定义为 100%)。 

1.4    酶解终产物制备及 UPSEC-MS分析

将 100 mg Ht-FUC 底物溶解于 pH 7.5 的 PBS
缓冲液中，使其终浓度为 10 mg/mL，添加过量酶

液于 35 °C下反应 48 h后置于 100 °C金属浴灭活。

使用高效液相色谱 (high performance liquid chroma-
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tography,  HPLC)结合示差折光检测器 (refractive
index detector, RID)检测酶解反应程度，以流动相

50 mmol/L甲酸铵平衡色谱柱 Superdex 30 Increase
10/300 GL，通过示差折光检测器进行分析。

以超高效凝胶排阻色谱-质谱联用技术 (ultra
performance  size  exclusion  chromatography-mass
spectrum, UPSEC-MS)对酶解终产物中的寡糖组分

进行全覆盖检测[17]。系统为 Agilent 1290超高效液

相色谱仪串联 Agilent G6125B质谱仪，质谱条件

为：负离子模式，透镜电压 50 V，毛细管温度

300 °C，鞘气压力 40 psi，正负离子电压 2 000 V，

扫描范围 150~2 000 u[18]。 

1.5    寡糖分离纯化

以ÄKTA Prime Plus系统分离纯化 Fun174Sb
降解 Ht-FUC酶解产物 [16, 18]：凝胶层析柱 HiLoad
26/60 Superdex 30 PG，流动相 5 mmol/L甲酸铵，

流速 2.6 mL/min。高效液相色谱-示差折光检测器

(HPLC-RID)检测分离纯化后寡糖纯度：凝胶层析

柱 Superdex  30  Increase  10/300  GL，流动相为 50
mmol/L甲酸铵，流速 0.5 mL/min。收集纯化后的

寡糖并冻干脱盐，用于核磁共振波谱 (nuclear
magnetic resonance spectroscopy, NMR)分析。 

1.6    寡糖 NMR分析

将 Fun174Sb酶解 Ht-FUC降解主产物纯化后

得到的纯样品经重水 (99.8%)交换后，以重水溶

解并转移至 4  mm核磁管中，Bruker  600  MHz
AVANCE Ⅲ 核磁共振波谱仪测定1H NMR及二维

谱图1H-1H COSY、TOCSY、NOESY；测定温度：

25 °C、600 MHz；外标：4,4-二甲基-4-硅戊烷-1-
磺酸 (DSS)[15]。 

1.7    数据分析

实验平行重复 3次，数据以平均值±标准差

来表示。采用 Excel 2018、GraphPad Prism 7软件

对实验数据进行绘图。 

2    结果
 

2.1    Fun174Sb的乳酸菌体系克隆表达及分离

纯化

将去除信号肽序列的 Fun174Sb基因克隆表

达 至 乳 酸 菌 中 (C端 添 加 His标 签 )， 载 体 为

pNZ8149，受体细胞为 NZ3900。纯化过程中，蛋

白在咪唑浓度梯度约为 20%时开始洗脱，并且在

咪唑浓度梯度达到约 40%时得到完全洗脱 (图 1)。
经过诱导表达、破碎纯化得到的蛋白经 SDS-

PAGE检测，发现该蛋白在上清液中得以表达，

在 56.0 ku处显示单一条带 (图 2)，与 Fun174Sb理

论分子质量 (53.7 ku)基本一致，经检测蛋白表达

量为 40 mg/L，证明 Fun174Sb乳酸菌体系表达成

功。以一系列不同结构的岩藻聚糖为底物对

Fun174Sb的活性进行验证，发现其对来源于美国

肉 参 (Isostichiopus  badionotus)的 岩 藻 聚 糖 (Ib-
FUC)具有活性，这与过去的报道一致 [15]，此外，

研究发现其对 Ht-FUC也具有活性，为 1.90 U/mg，
Fun174Sb对于 Ht-FUC的活性是首次报道。 

2.2    乳酸菌表达 Fun174Sb的酶学性质

Fun174Sb的最适反应温度为 35~50 °C。分别

在 4、25和 30 °C放置 24 h，残余酶活性仍能达

到 90%以上，在较高的温度 40 °C放置 24 h后，

残 余 酶 活 性 仍 为 初 始 酶 活 性 的 82%， 说 明

Fun174Sb在 4~30 °C下酶活性稳定，且具有良好

的温度稳定性 (图 3-a, b)。
Fun174Sb的最适反应 pH为 7.5~8.5。在 pH

3.0~10.0的环境中酶活性均较稳定，残余酶活性

保持在 85%以上，具有优异的 pH稳定性 (图 3-c, d)。 

2.3    Fun174Sb的作用方式
 

降解产物分析　　使用高效液相色谱 -示
差折光检测器检测酶解终产物 (图 4)，添加

Fun174Sb的酶解产物有寡糖峰产生，底物峰高度

明显降低，表明 Fun174Sb能够使 Ht-FUC发生降

解，并且明显产生寡糖。

Fun174Sb降解  Ht-FUC的质谱分析结果中，

总离子流 (图 5-a)显示降解终产物中主要包含一种

寡糖组分，鉴定为分子离子峰 [M-2H]2-(图 5-b)，
质荷比 460.2 u，说明其为四硫酸酯化四糖 Fuc4S4
(质荷比 922.1 u)。提取各组分离子流并对其积分

分析，Fuc4S4 组分占比高达 93.7%。因此 Fun174Sb
降解 Ht-FUC的主要产物为 Fuc4S4。 

寡糖结构鉴定　　利用凝胶排阻色谱对 Ht-
FUC酶解产物中的寡糖组分进行分离纯化，得到

主要寡糖组分 Fuc4S4，通过核磁共振光谱 (NMR)
以获取其精细结构信息。在 Fuc4S4 的

1H NMR光

谱中观察到在 5.50、5.39、5.34和 5.06 ppm处出

现了 4个清晰的信号 (图 6-a)，这些信号是由于 α-
L-吡喃岩藻糖残基的 H-1质子共振产生，意味着
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它具有 4个相连接的岩藻糖单元，将这 4个糖单

元分别命名为A、B、C、D。相应的，在COSY图谱

(图 6-b)中也发现了它们的相关化学位移，同时，

结合 TOCSY、NOESY图谱确定了 Fuc4S4 中其他

位置氢核的化学位移并进行归属 (表 1) (图 6-c, d)。
相比于非硫酸酯化的糖残基，硫酸酯化取代

会使糖残基上相应位置1H的化学位移向低场偏移

0.4~0.8 ppm[19]，以此可推断该糖残基的硫酸酯化

取代位点。根据表 1，岩藻糖残基 A、B、C的 H-2
分别在 4.52、4.46及 4.53 ppm归属到信号，对比

非硫酸酯化岩藻糖残基 H-2 (3.83 ppm)向低场偏移，

因此可以判断糖单元 A、B、C存在 2位硫酸酯化。

同理，糖环 B还存在 4位硫酸酯化，即 A为

Fucp2(OSO3
−)、 B为 Fucp2,4(OSO3

−)、 C为 Fucp2
(OSO3

−)、D为 Fucp。
通过 NOESY谱图确定 Fuc4S4 中的各糖残基

通过 α-1,3-糖苷键相连 (图 6-d)，B糖单元上 H-1
与 D糖单元 H-3产生交叉峰，D糖单元上 H-1与

C糖单元 H-3产生交叉峰，C糖单元上 H-1与 A
糖单元 H-3产生交叉峰。因此，可以确认 Fuc4S4
的残基序列为 B1→3D1→3C1→3A，具体化学结

构为α-l-Fucp2,4(OSO3
−)-1→3-α-l-Fucp→3-α-l-Fucp2

(OSO3
−)-1→3-α-l-Fucp2(OSO3

−)。这与 Chang等 [20]

报道的 Ht-FUC主要结构一致，说明 Fun174Sb主

要作用于 Ht-FUC的主要结构区域。由于 Ht-FUC
由该 Fuc4S4单元连续组成，可以推断出 Fun174Sb
能 够 特 异 性 切 割 Ht-FUC的 Fucp2(OSO3

−)与
Fucp2,4(OSO3

−)之间的 α-1,3-糖苷键。 

3    讨论

食品级表达系统由完全来自“GRAS (gener-
ally regarded as safe)”生物体的 DNA组成，表达载

体、宿主细胞、诱导物等均要求食品级[21]，乳酸

菌 NICE表达系统很好地满足了这一需求 [22]。除

了具有食品安全性之外，乳酸菌 NICE表达系统

与大肠杆菌表达系统同属于原核表达系统，不具

备高尔基体、内质网等蛋白翻译后加工元件，防

止因蛋白加工修饰如二硫键形成、蛋白糖基化等

影响蛋白折叠，进而造成不同表达体系得到的重

组酶活性差异 [23-24]。此外，Fun174Sb基因序列来

自海洋细菌 W. aestuarii OF219[14]，同样属于原核

表达系统，通过乳酸菌表达体系获得食品级

Fun174Sb，蛋白结构最接近其天然形式。

本研究首次利用食品级表达系统实现了内切-
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图 1    Fun174Sb的洗脱曲线

Fig. 1　Elution curve of Fun174Sb
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图 2    SDS-PAGE电泳图

M. marker，预染蛋白分子质量标准，1.未诱导菌液上清液，2.纯化

前菌液上清液，3.纯化后蛋白。

Fig. 2　SDS-PAGE
M. marker, prestained protein ladder, 1. uninduced supernatant, 2. super-
natant before purification, 3. purified protein.
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1,3-岩藻聚糖酶的异源表达，证明了利用乳酸菌

NICE系统异源表达岩藻聚糖酶的可行性。目前，

内切-1,4-岩藻聚糖酶的乳酸菌表达还未见报道，

本研究结果为该酶的深入研究提供了经验，或将

在寡糖制备、低分子质量岩藻聚糖食品开发领域

中发挥作用。

Fun174Sb能够切割 Ht-FUC的 Fucp2(OSO3
−)

与 Fucp2,4(OSO3
−)之间的 α-1,3-糖苷键，与之前推

断的切割来源于美国肉参的岩藻聚糖 (Ib-FUC)的
Fucp2(OSO3

−)与 Fucp2 (OSO3
−)之间的 α-1,3-糖苷

键不同 (图 7)，说明 Fun174Sb具有新的作用位点。

综合 Fun174Sb对 Ht-FUC、 Ib-FUC的作用方式，

可以推断其亚位点特异性：① Fun174Sb的-1亚位

点严格容受 Fucp2(OSO3
−)。假设-1位点能够容受

Fucp2,4(OSO3
−)，那么在 Ib-FUC酶解产物中应该

有结构为 F2S-F2S-F0S-F2,4S [α-l-Fucp2(OSO3
−)-1→

3-α-l-Fucp2(OSO3
−)→3-α-l-Fucp-1→3-α-l-Fucp2,4

(OSO3
−)简写形式 ]的四糖出现；或者假设-1位点

能够容受 Fucp，Ht-FUC酶解产物中应含有结构

为 F2S-F2S-F2,4S-F0S的 四 糖 ， Ib-FUC酶 解 产

物中应含有结构为 F2,4S-F2S-F2S-F0S的四糖。

② Fun174Sb的+1亚位点容受 Fucp2,4(OSO3
−)以
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图 3    Fun174Sb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。(b) (d)残余酶活性以初始酶活性的百分比表示。

Fig. 3　Biochemical characteristics of Fun174Sb
(a) optimal temperature, (b) thermal stability, (c) optimal pH, (d) pH stability. (b) (d) residual enzyme activity expressed as a percentage of initial enzyme
activity.
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图 4    HPLC-RID检测 Fun174Sb降解 Ht-FUC终产物

Fig. 4　Detecting Ht-FUC degradation of Fun174Sb with
HPLC-RID
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Fig. 5　MS spectrum of Ht-FUC degration by Fun174Sb
(a) total ion chromatograms, (b) MS spectrum of Fuc4S4.
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图 6    主要组分 Fuc4S4 的 NMR图谱

Fig. 6　NMR spectrum of Fuc4S4
(a) 1H, (b) COSY, (c) TOCSY, (d) NOESY.
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及 Fucp2(OSO3
−)。同推理①，若+1亚位点容受

Fucp，则 Ib-FUC酶解产物中应相应出现结构为

F0S-F2,4S-F2S-F2S的四糖。③ Fun174Sb的 -2亚

位点容受 Fucp2,4(OSO3
−)以及 Fucp2(OSO3

−) 。同

推理①，若-2亚位点容受 Fucp，则 Ht-FUC酶解

产物中应相应出现结构为 F0S-F2S-F2S-F2,4S的

四糖。

综上所述，本研究通过乳酸菌 NICE系统进

行了内切-1,3-岩藻聚糖酶的克隆表达，并发现其

可降解 Ht-FUC。该酶在 35~50 °C、pH 7.5~8.5条

件下显示出最高酶活性，且具有良好的温度稳定

性及 pH稳定性。Fun174Sb降解 Ht-FUC的主要

产物为Fuc4S4，特异性切割Ht-FUC的Fucp2(OSO3
−)

与 Fucp2,4(OSO3
−)之间的 α-1,3-糖苷键。Fun174Sb

的−1亚位点严格容受 Fucp2(OSO3
−)，+1、−2亚位

点容受 Fucp2,4(OSO3
−)以及 Fucp2(OSO3

−)。乳酸

菌异源表达的 Fun174Sb的酶学性质良好且作用方

式清晰，为内切-1,3-岩藻聚糖酶的产业化应用提

供了基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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图 7    Fun174Sb对 Ht-FUC、Ib-FUC[15] 的作用位点

Fig. 7　cleavage point of Fun174Sb on Ht-FUC
and Ib-FUC[15]
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Expression and properties of an endo-1,3- fucoidanase in Lactobacillus

LI Xinyu ,     CHEN Guangning ,     SHEN Jingjing ,     CHEN Huanhuan ,    
XUE Changhu ,     CHANG Yaoguang *

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao　266003, China)

Abstract: Fucoidan  is  a  marine  polysaccharide  with  diverse  physiological  activities.  Endo-1,3-fucoidanase  is  a
favorable tool for the preparation of fucooligosaccharides. Nevertheless, the lack of food-grade fucoidanase with
clear  cleavage  sites  has  hindered  its  application.  This  study  aimed  to  obtain  a  food-grade  endo-1,3-fucoidanase
from GH174 family (Fun174Sb) and to investigate its  cleavage site.  The study demonstrated that  the food-grade
expression of Fun174Sb could be achieved through the Lactobacillus NICE system. Fun174Sb exhibits significant
endo-acting hydrolysis activity towards fucoidan from Holothuria tubulosa (Ht-FUC), with an enzymatic activity
of 1.90 U/mL. Fun174Sb showed significant activity within a temperature range of 35-50 °C and a pH range of 7.5-
8.5, and it possessed good temperature and pH stability. Furthermore, the structure of the dominant oligosacchar-
ide in the enzymatic product was analyzed using ultra performance size exclusion chromatography-mass spectrum
(UPSEC-MS) and nuclear magnetic resonance (NMR). It could be inferred that Fun174Sb cleaves the α-1,3-glyc-
osidic bond between Fucp2 (OSO3

−) and Fucp2,4 (OSO3
−) in Ht-FUC. The study showed that Fun174Sb expressed

in Lactobacillus exhibited favorable biochemical properties and a clear mode of action. It laid the foundation for
the application of food-grade fucoidanase.

Key words:  fucoidanase;  Lactobacillus;  sea  cucumber;  cloning  and  expression;  biochemical  properties;  action
mode
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