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产褐藻胶裂解酶菌株S10的鉴定、全基因组 
测序及分析

刘  芳1，舒志强1,2，王共明1，井月欣1，赵云苹1，徐英江1，矫春娜1,*，张  健1,*
（1.山东省海洋资源与环境研究院，烟台市海珍品质量安全控制与精深加工重点实验室，山东 烟台 264006；

2.上海海洋大学食品学院，上海 201306）

摘  要：为了详细解析从仿刺参肠道中分离出1 株具有较高酶活力高产褐藻胶裂解酶菌株S10的基因组序列信息，

进而深入挖掘与褐藻胶裂解酶相关的基因资源，本研究通过形态学观察和16S rRNA序列分析对菌株S10进行菌种鉴

定，然后利用Illumina二代测序技术和第三代高通量PacBio测序平台对菌株S10进行全基因组测序，并使用相关软件

对测序数据进行基因组组装、基因预测及基因功能注释等。此外，根据注释结果对菌株S10中所含的3 组假定褐藻

胶裂解酶基因序列进行生物信息学分析及结构预测。结果表明，菌株S10被鉴定为Vibrio alginolyticus，基因组总长

度为5 397 046 bp，GC含量为44.59%，由2 条染色体和1 条质粒组成。预测共有4 936 个编码基因，127 个tRNA基

因和37 个rRNA基因。在直系同源集、基因本体论、京都基因与基因组百科全书和碳水化合物活性酶数据库中分别

注释到4 039、3 163、3 104 个和96 个功能基因。此外，在菌株S10中发现了3 组潜在的褐藻胶裂解酶基因alg4755、
alg4756和alg4760。生物信息学分析结果表明，褐藻胶裂解酶Alg4755、Alg4756和Alg4760均属于多糖裂解酶家族7 
（polysaccharide lyases，PL7）蛋白，具有3 个PL7家族高度保守的基序（R*E*R、Q(I/V)H、Y*KAG*Y*Q）。综

上，S10菌株全基因组测序及分析对该菌的高效产酶机制研究和新型褐藻胶裂解酶的挖掘具有重要意义，可为后期

酶的表达及工业化应用提供理论基础。
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Identification, Whole-Genome Sequencing and Analysis of Vibrio alginolyticus S10, a Strain Producing Alginate Lyase
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(1. Yantai Key Laboratory of Quality and Safety Control and Deep Processing of Marine Food, Shandong Marine Resource and 

Environment Research Institute, Yantai 264006, China; 2. College of Food, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: Strain S10, isolated from the intestine of Apostichopus japonicus, is able to produce alginate lyase at a high 
yield. In order to scrutinize its genome sequence and to explore gene resources related to alginate lyase, strain S10 was 
identified through morphological observation and 16S rRNA sequence analysis. Then, its whole genome was sequenced 
using Illumina second-generation sequencing technology and PacBio, the third-generation high-throughput sequencing 
platform. The sequencing data were used for genome assembly, gene prediction, and gene function annotation. In addition, 
based on the annotation results, bioinformatics analysis and structure prediction were performed on three sets of putative 
alginate lyase gene sequences in strain S10. The results showed that strain S10 was identified as Vibrio alginolyticus, with 
a total genome length of 5 397 046 bp and a GC content of 44.59%. The genome was composed of two chromosomes and 
one plasmid. A total of 4 936 protein-coding genes, 127 tRNA genes and 37 rRNA genes were predicted. Totally 4 039,  
3 163, 3 104 and 96 functional genes were annotated in the Clusters of Orthologous Groups (COG), Gene Ontology (GO), 
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Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) and Carbohydrate-Active EnZymes (CAZy) databases, respectively. 
In addition, three groups of potential alginate lyase genes, alg4755, alg4756 and alg4760, were found in strain S10. 
Bioinformatics analysis showed that alginate lyases Alg4755, Alg4756 and Alg4760 all belonged to the polysaccharide lyase 
family 7 (PL7) and had three highly conserved motifs of the PL7 family, R*E*R, Q(I/V)H and Y*KAG*Y*Q. In summary, 
the sequencing and analysis of the whole genome of S10 strain is of great significance for understanding the mechanism of 
efficient enzyme production by this strain and for exploring new alginate lyases, and also provides a theoretical basis for 
follow-up research on enzyme expression and industrial application.
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褐藻胶是褐藻细胞壁的主要成分。它是一种无支链

线性多糖，由β-D-甘露糖醛酸（M）及其差向异构体α-L-
古洛糖醛酸（G）通过β-1,4-糖苷键构成[1]。根据M和G之

间连接的不同形式，褐藻胶分子中存在3 种嵌合体：多聚

甘露糖醛酸（polymannuronic acid，PM）、多聚古洛糖

醛酸（polyguluronic acid，PG）以及M和G交替排列的杂

聚体（heteropolymeric form，PMG）[2]。褐藻胶因具有良

好的生物安全特性（凝胶性、增稠性和保水性等）在食

品、化工、纺织和生物医学等领域备受青睐[3-5]。然而，

由于褐藻胶具有较高的分子质量，导致其水溶性和生物

利用率低，严重限制了它的应用。褐藻胶寡糖（alginate 
oligosaccharides，AOS）是由褐藻胶降解得到的一种分

子质量为20～250 kDa、聚合度为2～25的寡糖[6-7]。研究

表明，AOS具有抗氧化、抗肿瘤、抗菌、抗炎和免疫调

节等多种重要的生物活性功能[8-12]，已广泛应用于食品保

健、医疗医药和农药等行业。

目前，制备AOS的方法主要有物理法[13]、化学法[14]

和生物酶解法[15]。与物理法和化学法相比，酶解法具有

高效性、高特异性、可控性和环保等多种优良特性，是

目前制备AOS最广泛、有效的方法。褐藻胶裂解酶的

来源广泛，主要从海洋动物、藻类及微生物中获取，

其中从微生物中获取的褐藻胶裂解酶最为丰富 [16]。根

据碳水化合物活性酶（Carbohydrate-Active Enzymes，
CAZy）数据库，褐藻胶裂解酶分为14 个多糖裂解酶

（polysaccharide lyases，PLs）家族（PL5、6、7、8、
14、15、17、18、31、32、34、36、39、41）[17]，其中

PL7家族的褐藻胶裂解酶数量最多。根据底物的特异性，

褐藻胶裂解酶分为PM特异性裂解酶（EC 4.2.2.3）、PG
特异性裂解酶（EC 4.2.2.11）和既能降解PM又能降解PG
的双功能裂解酶（EC 4.2.2.-）[18]。此外，根据作用模式

的不同，褐藻胶裂解酶可分为内切型和外切型，前者通

过裂解内链糖苷键产生低聚糖[19]，后者通过从褐藻胶聚

合物末端逐渐降解产生单体或二聚体[20-21]。迄今为止，褐

藻胶裂解酶已被广泛应用于AOS的生产[22]、褐藻胶精细

结构的揭示[23]、原生质体的制备[24]和海藻废物的处理[1]等

方面。此外，褐藻胶裂解酶还通过降解细菌的多糖生物

膜在治疗囊性纤维化方面显示出巨大的潜在应用[25]。因

此，考虑到目前褐藻胶裂解酶来源较少、底物谱窄以及

酶活性普遍较低等问题，获取高酶活性、底物谱宽的褐

藻胶裂解酶具有重要意义。

随着测序技术的改进和测序成本的降低，通过高通

量技术确定全基因组序列，可以快速获得关于目标菌株

的基本信息，相关编码基因序列也可以通过基因注释快

速获得[26-27]。Tang Xianghai等[28]使用高通量测序获得了

Cobetia marina JCM 21022T的完整基因组序列信息，并

通过比较基因组学确定了该菌株与相关科、属的其他菌

株之间的分类地位和功能差异。Imran等[29]使用高通量

测序获得了Microbulbifer mangrovi DD-13T的完整基因

组信息，通过功能注释鉴定了一系列与多糖降解相关的

基因。Cheng Wenwen等[27]从羊栖菜污泥中成功筛选出

Cobetia sp.cqz5-12，并鉴定出3 个与褐藻胶降解相关的编

码基因alg2107、alg2108和alg2112。
为了筛选出能高效降解褐藻胶的褐藻胶裂解酶，本

实验室前期从仿刺参肠道中分离出1 株具有较高酶活性的

产褐藻胶裂解酶菌株S10（188.18 U/mL），并通过单因素

试验及响应面优化试验确定了该菌株的最佳产酶条件[30]。 

本研究利用形态学观察结合16S rRNA序列分析对菌株S10进
行了菌种鉴定，然后采用Illumina HiSeq 1500和 PacBio RS II
测序平台对菌株S10进行全基因组测序。此外，通过基因注

释解析S10菌株的功能及代谢特征。同时，对这3 种褐藻胶
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裂解酶进行生物信息学分析及结构预测分析，以期为进一

步开发菌株S10的应用潜力提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

菌株S10分离自山东省长岛海洋生态文明综合试验区

仿刺参肠道，现保存于山东省海洋资源与环境研究院，

海洋食品与医药研究中心。

TCBS固体培养基 青岛海博生物科技有限公司；

细菌基因组DNA提取试剂盒  北京索莱宝科技有限 

公司；海藻酸钠、蛋白胨、酵母膏、琼脂粉、氯化钠、

氯化钙、氢氧化钠、硫酸亚铁、硫酸镁、磷酸氢二钾 
国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

5430 R高速冷冻离心机、微量移液器（10、100、
1 000 μL） 德国Eppendorf公司；BSP-100F生化培养箱  
沙鹰科学仪器（上海）有限公司；GR60DA立式自动压

力蒸汽灭菌器 厦门致微仪器有限公司；TU-1810分光

光度计 北京普析通用仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株鉴定

将－8 0  ℃冷冻保存的菌株S 1 0接种于液体培养

基（海藻酸钠5  g /L、酵母膏1  g /L、蛋白胨5  g /L、 

NaCl  30  g /L、MgSO 4  0 . 01  g /L、K 2HPO 4  1   g /L、

CaCl2 0.2 g/L、FeSO4 0.002 g/L）中进行活化，28 ℃、

180 r/min培养24 h。然后将活化后的样品在固体培养基

（在液体培养基的基础上添加体积分数为1.5%的琼脂）

上进行平板划线，28 ℃培养48 h后观察菌落形态。

将菌株S10纯菌落用无菌水从固体平板培养基上冲

洗至离心管中，8 000 r/min离心10 min，收集沉淀送至

上海美吉生物医药科技有限公司对其进行16S rRNA基因

测序。利用EzBioCloud服务器（https://www.ezbiocloud.
net /）和NCBI数据库对测序数据进行BLAST分析，

以确定与模式菌株的同源性。选取同源性较高的菌株

16S rRNA基因序列，利用MEGA-X软件构建系统发育

树。测序结果已上传至NCBI数据库，序列登录号为

OL944400.1。
1.3.2 菌株S10基因组DNA的提取

将冷冻保存的菌株S10在固体培养基上进行复苏，培

养24 h后从平板上挑取单一菌落接种于液体培养基中，

28 ℃、180 r/min条件下培养24 h。离心收集菌体沉淀，

采用细菌基因组DNA提取试剂盒提取菌株DNA，之后用

1%琼脂糖凝胶电泳检测提取后的DNA纯度和浓度[31]。

1.3.3 全基因组测序及组装

本次测序委托上海美吉生物医药科技有限公司完

成。样品质检合格后，使用Illumina HiSeq 1500和PacBio 
RS II测序平台进行全基因组测序。利用质控后符合要

求的Clean data，通过Unicycler v0.4.9软件[32]进行三代

序列组装，组装过程中借助Pilon v1.2.2软件 [33]进行序

列校正，如果最终组装序列两端存在一定长度以上的

overlap，则将序列成环并截去其中一端overlap序列。最

终可得到完整的染色体及质粒序列。

1.3.4 基因预测

分别使用GeneMarkS[34]、IslandViewer[35]和Phage_
Finder[36]软件对基因组进行基因编码、基因组岛和前噬

菌体的预测；通过tRNAscan-SE软件[37]和Barrnap软件[38]

分别对tRNA和rRNA进行预测，获得基因组中tRNA和

rRNA序列信息。为了能更全面展示基因组的特征，利用

CGview软件[39]绘制单个样本基因组圈图。

1.3.5 基因功能注释

将预测编码基因的蛋白质序列分别与直系同源集

（Clusters of Orthologous Groups，COG）、基因本体论

（Gene Ontology，GO）、京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）和

CAZy数据库中的蛋白质序列进行BLAST比对分析，从而

获取基因组功能注释信息。

1.4 数据处理与分析

1.4.1 褐藻胶裂解酶的生物信息学分析

利用SignalP 6.0服务器（https://services.healthtech.
dtu.dk/services/SignalP-6.0/）预测编码假定褐藻胶裂解酶

信号肽的氨基酸残基；利用ExPASy服务器（https://web.
expasy.org/protparam/）预测假定褐藻胶裂解酶的理论分

子质量和等电点；利用保守结构域数据库（Conserved 
Domain Database，CDD）对酶的保守结构域进行分析。

此外，通过BLAST程序（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/）

序列比对分析酶的氨基酸序列；利用MEGA-X软件构建

酶的系统发育树；采用ESPript 3.0服务器（http://espript.
ibcp.fr/ESPript/ESPript/）进行多序列比对。

1.4.2 结构预测及分子对接

利用AlphaFold2程序[40]预测3 种褐藻胶裂解酶的三

维结构，然后使用SAVES v6.0在线服务器（https://saves.
mbi.ucla.edu/）评估预测结构的质量。使用AutoDock 
1.5.7工具进行小分子底物（D-甘露糖醛酸四糖，M4；
L-古洛糖醛酸四糖，G4）和3 种褐藻胶裂解酶的分子

对接，从AlyGC-M4复合物（PDB：5GKQ）和AlyF-G4
（PDB：6A40）复合物中提取配体M4和G4。利用

PyMOL和Discovery studio 4.5软件进行三维结构和对接结

果的分析及结构可视化。

2 结果与分析

2.1 菌株鉴定

菌株S10为革兰氏阴性菌，菌落呈白色、光滑，

不易挑取，直径为3～5 mm。在TCBS固体培养基（硫

代硫酸盐-柠檬酸盐-胆盐-蔗糖琼脂培养基）上呈现黄
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色菌落（图1A），表明该菌株为弧菌属。为进一步鉴

定菌株S10，对其16S rRNA进行测序（序列登录号：

OL944400.1）。通过BLAST序列比对后发现该菌株与溶

藻弧菌高度相似（99.79%）。利用MEGA-X软件进行聚

类分析，发现该菌株与溶藻弧菌（Vibrio alginolyticus）
NBRC 15630同属一个分支（图1B）。因此，将该将菌株

命名为V. alginolyticus S10。
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V. alginolyticus strain NBRC 15630T NR113781.1

V. harveyi strain ATCC 14126T NR119054.1
V. campbellii strain NBRC 15631T NR113782.1
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V. parahaemolyticus strain ATCC 17802T NR117893.1
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V. vulnificus strain 324T NR036888.1

V. crosai strain CAIM 1437T NR148264.1
V. mediterranei strain NBRC 15635T NR113785.1

V. chagasii strain LMG 21353T NR117891.1
V. fortis strain CAIM 629T NR025575.1

图 1 菌株S10的TCBS平板实验（A）和系统发育进化树（B）

Fig. 1 TCBS plate assay (A) and phylogenetic tree (B) of strain S10

2.2 菌株S10 基因组的基本信息

利用高通量测序技术获得了V. alginolyticus S10全
基因组序列的基本信息，结果如图2、3所示。菌株

S10基因组总长度为5 397 046 bp，GC含量为44.59%。

该基因组由两条染色体和一条质粒组成，染色体1总
长度为3 390 843 bp，GC含量为44.64%（登录号：

CP135968.1），染色体2总长度为1 876 626 bp，GC
含量为44.45%（登录号：CP135969.10），质粒总

长度为1 2 9   5 7 7   b p，G C含量为4 3 . 7 7 %（登录号：

CP135970.1）。利用GeneMarkS软件对基因组中的编码

基因进行预测，结果显示预测了4 936 个编码基因，其

总长度为4 587 936 bp，占基因组总长度的85.01%，平

均长度为929.48 bp。S10编码的最短基因长度为114 bp，
最长基因长度为18 618 bp，其中大于1 000 bp的序列有

1 735 个，数量最多，占全部编码基因的35.15%；基因密

度为0.91 个/kb；基因区间长度为809 110 bp，基因区间

GC含量为39.26%，基因区间占基因百分比为14.99%。

通过预测非编码R N A，得到了菌株S 1 0中含有

37 个 rRNA（23S rRNA 12 个、16S rRNA 12 个、

5S rRNA 13 个）、127 个tRNA和57 个sRNA。此外，

S10中还含有12 个基因组岛、4 个前噬菌体，总长度为

83 586 bp。
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Fig. 2 Length of protein-coding genes in strain S10
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图 3 菌株S10基因组圈

Fig. 3 Genome circle diagram of strain S10

2.3 基因功能注释分析

为了更深入地探究菌株S10功能，分别在COG、

GO、KEGG和CAZy数据库中对其编码基因进行功能注

释。4 039 个基因被注释到COG数据库中，占所有基因的

81.83%；3 163 个基因被注释到GO数据库，占64.08%；

3 104 个基因被注释到KEGG数据库，占62.88%；96 个基

因被注释到CAZy数据库，占1.94%。

2.3.1 COG数据库注释

COG数据库是基于细菌、藻类和真核生物完整基因

组的编码蛋白质系统进化关系而构建的，利用比对技术

可以将蛋白质序列注释到COG数据库中，并通过这种方

式推测序列的功能[41]。将菌株S10预测基因的蛋白质序

列与COG数据库进行Diamond比对后发现，该菌株的基

因被注释到COG数据库的21 个不同功能组中。如图4所

示，共有496 个基因与碳水化合物和氨基酸转运、代谢

相关，这意味着菌株S10具有较强的碳水化合物和氨基

酸代谢能力。菌株S10的基因与转录相关的有286 个，

与细胞壁/膜/包膜生物发生相关的有217 个。此外，还有

1 193 个未知功能的基因被发现，有待更进一步的研究。

为了更进一步研究S10在基因水平上对褐藻胶降解的

功能，分析了参与碳水化合物转运和代谢的特定COG。

菌株S10中共有164 个基因被注释为参与碳水化合物转

运与代谢，涉及85 个COG，其中基因数量最丰富的是

COG0366（α-淀粉酶，催化）、COG0697（药物/代谢

物转运体超家族的渗透酶）、COG0524（pfkb结构域

蛋白）和COG3979（几丁质酶）。在菌株S10中还检测

到了与磷酸转移酶系统有关的预测基因（COG1263、
COG1762和COG1925）。据报道，它们可能参与多种单

糖、二糖、氨基糖、多元醇和其他糖衍生物的转运和磷

酸化
[42]。此外，还发现了部分与碳水化合物吸收相关的

ABC型糖转运体[43]（COG1653和COG3839）以及负责糖

类、抗菌素和氨基酸等化合物输出与输入的阿拉伯糖外

排渗透酶[44]（COG2814）。综上所述，菌株S10中功能注

释的碳水化合物转运与代谢基因具有多样性，揭示了其

在降解糖类、吸收和运输糖类等方面的巨大潜力。
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Fig. 4 COG annotation analysis

2.3.2 GO数据库注释

GO数据库注释描述的是生物过程、细胞组分、分

子功能信息。如图5所示，注释到生物过程和细胞组分

的基因数量相近，分别为1 611 个和1 664 个，注释到

分子功能的基因最多，有2 494 个。在细胞组分类别

中，注释到膜的组成部分（GO:0016021，872 个）、细

胞质（GO:0005737，383 个）和质膜（GO:0005886，
280 个）的基因数量最多。在生物过程类别中，注释
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到转录调控、DNA模板（GO:0006355，93 个）、翻译

（GO:0006412，65 个）和跨膜转运（GO:0055085，
61 个）的基因明显多于其他过程。在分子功能类别中，

被注释较多的功能为ATP结合（GO:0005524，356 个）

和DNA结合（GO:0003677，331 个），其次为金属离子

结合（GO:0046872，200 个）和转录因子活性、序列特

异性DNA结合（GO:0003700，156 个）。此外，特别分

析了可能与褐藻胶降解过程相关的基因，主要涉及水解

酶活性（GO:0016787，109 个）、碳水化合物代谢过程

（GO:0005975，43 个）、裂解酶活性（GO:0016829，
40 个）、作用于糖基键的水解酶活性（GO:0016798，
3 个，分别为gene0810、gene3567、gene3569）和聚

α-L-古洛糖醛酸裂解酶活性（GO:0047491，2 个，分别

为gene4753、gene4756）等。对注释到聚α-L-古洛糖醛

酸裂解酶活性功能条目的两个基因进一步分析发现，

gene4753和gene4756均位于染色体2上。其中gene4753在
GO数据库中被描述为肝素酶II/III家族蛋白，而gene4756
被描述为PL7蛋白。目前，大多数被报道的褐藻胶裂解酶

均属于PL7蛋白[45]，这表明gene4756很可能是一种编码褐

藻胶裂解酶的基因，在菌株S10降解褐藻胶的过程中发挥

重要作用。
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图 5 GO注释分析

Fig. 5 GO annotation analysis

2.3.3 KEGG数据库注释分析

KEGG数据库将生物途径划分为8 类，每一类都有细

分并用相关基因进行注释[46]。如图6所示，共有2 703 个
基因被归入到细胞过程、遗传信息处理、环境信息处

理、人类疾病、生物体系统和新陈代谢6 个KEGG分类

中。其中，参与新陈代谢的基因最多（1 914 个），其次

是环境信息处理（413 个）。新陈代谢有12 个子分类，

参与氨基酸代谢通路和碳水化合物代谢通路的基因分别

含有226 个和213 个，占新陈代谢通路注释基因的11.8%

和11.1%。参与全局与概述图谱通路的基因数量最多

（759 个），占代谢通路注释基因的39.7%。环境信息处

理有膜运输和信号传导两个子分类，其中参与膜运输通

路的基因有227 个，参与信号转导的基因有186 个。
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图 6 KEGG注释分析

Fig. 6 KEGG annotation analysis

2.3.4 CAZy数据库注释

碳水化合物活性酶是一类十分重要的酶，具有降

解、修饰和生成糖苷键的功能，对于揭示微生物碳水化

合物的代谢机制具有非常重要的意义[47]。根据蛋白质结

构域中氨基酸序列的相似性，将碳水化合物活性酶分成

糖苷水解酶（glycoside hydrolases，GHs）、糖基转移酶

（glycosyl transferases，GTs）、PLs、碳水化合物酯酶

（carbohydrate esterases，CEs）、碳水化合物结合模块

（carbohydrate-binding modules，CBMs）、辅助氧化还

原酶（auxiliary activities，AAs）六大蛋白质家族。利

用CAZy数据库和hmmscan软件[48]对编码基因的碳水化

合物活性酶进行分析，结果如图7所示。菌株S10共注释

到96 个基因，其中GHs 37 个、GTs 34 个、PLs 3 个、

CEs 10 个、CBMs 1 个和AAs 11 个。此外，在S10中注释

到了3 个褐藻胶裂解酶基因，分别由编号为gene4755、
gene4756和gene4760的基因编码，将这些基因分别命名

为alg4755、alg4756和alg4760。
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Fig. 7 CAZy annotation analysis

2.4 3 种褐藻胶裂解酶的生物信息学分析

基于CAZy数据库的基因注释结果可知，菌株S10中
含有3 个编码褐藻胶裂解酶的基因。如表1所示，将这

些假定的褐藻胶裂解酶分别命名为Alg4755、Alg4756和
Alg4760。其中Alg4755总长度为1 751 bp，编码583 个
氨基酸，预测其分子质量为65.81 kDa，等电点为5.18；
Alg4756总长度为1 565 bp，编码523 个氨基酸，预测

其分子质量和等电点分别为57.85 kDa和5.01；Alg4760
长度最短，为1 043 bp，编码348 个氨基酸，其分子质

量和等电点分别为38.98 kDa和6.43。通过BLAST序列

比对分析发现，这3 种褐藻胶裂解酶在NCBI数据库中

都获得了高度同源的蛋白，其同源性均超过98%。同

时，这些高度同源的酶均来自于Vibrio。如Alg4755和
来自V. alginolyticus的EGQ7647446.1同源性为99.82%，

Alg4756和来自Vibrio sp的AIY22655.1同源性为99.81%。

由此猜测这3 种褐藻胶裂解酶可能在Vibrio中较为常见。

Alg4755、Alg4756和Alg4760的氨基酸序列均已提交至

NCBI数据库，登录号分别为OQ884715.1、PP033235.1和
PP033236.1。

表 1 菌株S10中褐藻胶裂解酶的生物信息学分析

Table 1 Bioinformatics analysis of alginate lyases in strain S10

褐藻胶
裂解酶

家族
编码
氨基酸
数量

分子
质量/kDa 等电点 信号肽

序列比对

序列
同源性/% 所属微生物

参考的褐藻胶裂
解酶

Alg4755 PL7 583 65.81 5.18 是 99.82 V. alginolyticus EGQ7647446.1
Alg4756 PL7 523 57.85 5.01 是 99.81 Vibrio sp. AIY22655.1
Alg4760 PL7 348 38.98 6.43 是 98.20 V. alginolyticus HCZ9548956.1

利用NCBI保守结构域数据库分析这3 种褐藻胶裂

解酶的结构域，结果如图8A所示。Alg4755和Alg4756
均包含2 个催化结构域，其中Alg4755具有2 个相同的

Alginate_lyase2结构域（pfam08787），Alg4756具有

2 个不同的结构域，包括1 个N端的F5/8 type C结构域

（pfam00754）和1 个C端的Alginate_lyase2结构域，而

Alg4760只含有1 个Alginate_lyase2结构域。目前，被报

道的含有F5/8 type C结构域的褐藻胶裂解酶数量很少，且

更鲜见有关该结构域对其酶活性影响的文献。Yan Junjun
等[49]研究表明，去除F5/8 type C结构域后，重组褐藻胶

裂解酶AlgH-II的酶活性和热稳定性得到显著提高。由此

猜测，Alg4755在这3 种褐藻胶裂解酶中可能具有较高

的酶活性。此外，利用SignalP 6.0服务器预测了这3 种
褐藻胶裂解酶的信号肽[50]。结果显示，这3 种褐藻胶裂

解酶的N端均含有一个信号肽，其中Alg4755、Alg4756
和Alg4760均为Sec/SP II型信号肽。这表明它们可能是

分泌型，在细胞外或外质中发挥作用。系统发育分析表

明，这3 种褐藻胶裂解酶均属于PL7，其中Alg4755属于

第六亚族，Alg4756和Alg4760属于第五亚族（图8B）。

如图8C所示，与其他已报道的PL7家族褐藻胶裂解酶的

序列比对，这3 种褐藻胶裂解酶都含有PL7家族的3 个高

度保守区域（R*E*R、Q(I/V)H、Y*KAG*Y*Q）。它

们构成了PL7家族褐藻胶裂解酶的活性中心，在底物识

别和催化中发挥作用[18]。据报道，PG和PM降解酶在其

保守区域分别含有“QIH”和“QVH”，表明氨基酸残

基“异亮氨酸（I）”可能识别PG或PMG[51]。例如，来

自Vibrio sp. JAM-A9m的褐藻胶裂解酶A9mT[52]以及来自

Vibrio sp. O2的褐藻胶裂解酶AlyVOA[53]都含有保守区域

“QVH”，在底物特异性实验中均表现为PM裂解酶。而

其他含有“QIH”保守区域的褐藻胶裂解酶[53-54]则更倾向

于降解PG。这3 种褐藻胶裂解酶均含有“QIH”保守区

域。因此，这3 种褐藻胶裂解酶可能更倾向于降解PG。
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图C中黑色方框为PL7家族催化结构域的保守序列，黑色三角形表示中和

残基，黑色星形表示催化酸/碱，黑色圆圈表示与催化底物有关的残基。

图 8 菌株S10中3种褐藻胶裂解酶的结构域分析（A）、系统发育进化

树（B）和多序列比对分析（C）

Fig. 8 Structural domain analysis (A), phylogenetic tree (B) and 

multiple sequence alignment analysis (C) of three alginate lyases in strain S10

2.5 结构预测

使用AlphaFold2程序预测了3 种褐藻胶裂解酶的三

维结构（图9A、C和E），同时利用SAVES v6.0在线服务

器评估了预测结构的质量，结果如表2所示。Verify-3D
程序分析表明，Alg4755、Alg4756和Alg4760蛋白三维

结构与一级结构的兼容性评分大于0.2的氨基酸残基含量

均大于80%，故建模的氨基酸残基结构合理。Alg4755、
Alg4756和Alg4760的ERRAT评价分别为95.4%、81.5%和

87.1%，均远大于50%，故其三维结构中的非键合相互作

用整体上是合理的。此外，Procheck程序分析表明，所得

拉式构象图中Alg4755、Alg4756和Alg4760均有超过90%

的氨基酸位于最佳区域及额外允许区域，由此表明所构

建褐藻胶裂解酶模型的氨基酸残基构象是合理的。综上

所述，利用AlphaFold2程序预测得到的这3 种褐藻胶裂解

酶三维结构质量合格，可用于后续的分析研究。

Alg4755由2 个Alginate_lyase2结构域构成，它们

中间由一个八肽连接体所连接（图9A）；Alg4756则
由1 个N端的F5/8 type C结构域和1 个C端的Alginate_
lyase2结构域所构成，中间由1 个α-螺旋连接体连接而成 

（图9C）；Alg4760只由1 个Alginate_lyase2结构域组

成，该结构域为典型的β-胶冻卷结构，符合PL7家族褐藻

胶裂解酶的结构特征[55]（图9E）。该结构主要由两组反

向平行的β片层（SA和SB）组成，内片层（SA）由9 条
β链组成，形成一个包含催化中心的缝隙，褐藻胶底物

进入缝隙并与活性中心残基相互作用。外片层（SB）由

7 条β链组成，它们共同构成了酶的主要结构。此外，通

过分子对接及表面静电势分析可知，小分子底物均位于

一个带正电荷的表面区域内（蓝色区域），由此猜测，

该区域可能包含催化中心的结合缝隙（图9B、D和F）。

表 2 三维结构模型质量评价

Table 2 Quality evaluation of three-dimensional structural models

褐藻胶
裂解酶

Verify-3D
评价/%

ERRAT
评价/%

Procheck评价

最佳影响
区域/%

额外允许
区域/%

宽松允许
区域/%

不允许
区域/%

Alg4755 93.3 95.4 85.0 11.6 2.3 1.1

Alg4756 86.2 81.5 87.6 8.8 1.8 1.8

Alg4760 85.1 87.1 84.7 12.3 2.3 0.7

BA

DC

FE

A、C、E.分别为Alg4755、Alg4756、Alg4760的三维结构模型；B、D、

F.分别为Alg4755、Alg4756、Alg4760表面静电势图和底物结合情况。

图 9 3 种褐藻胶裂解酶的三维结构模型及表面静电势图

Fig. 9 Three-dimensional structural models and surface electrostatic 

potential diagrams of three alginate lyases

2.6 分子对接

为了揭示酶与小分子底物之间的分子相互作用，

理解酶的催化机理，利用AutoDock 1.5.7工具将D-甘露

糖醛酸四糖（M4）和L-古洛糖醛酸四糖（G4）分别与

Alg4755、Alg4756和Alg4760进行分子对接模拟。选取

结合能最低的分子对接结果进行分析，结果如图10所

示。在Alg4755-M4复合物中，Lys71、Lys76、Arg107、

Arg111、Arg113、His156和Lys158可以与M4小分子形成

静电电荷相互作用。Gln60、Lys71、Lys76、Arg107、

Asn157、Lys158、Ile168和Lys158与M4形成氢键。对

于Alg4755-G4复合物，仅有Trp441、Lys442和Tyr551

可以与G4小分子形成氢键。在Alg4756-M4复合物中，

Lys98、Arg102、Lys204和Arg211可以与M4小分子形成

静电电荷相互作用，Lys98、Asn157、Trp159、Gln200



※生物工程 食品科学 2024, Vol.45, No.22 81

和Lys204与底物形成氢键。对于Alg4756-G4复合物，

Lys201、Asp205、Lys208、Arg211和Asn313可以与底

物形成氢键。在Alg4760-M4复合物中，Lys93、Lys96、
Lys173和Lys216可以与底物形成静电电荷相互作用，

Asn94、Lys96、Lys216和Ser312与底物形成氢键。对于

Alg4760-G4复合物，仅有Glu271、Thr274和Ser276可以

和G4小分子形成氢键。

-

A

B

C

D

-

E

F

A、C、E.分别为Alg4755、Alg4756、Alg4760与M4
分子对接的二维结果图；B、D、F.分别为Alg4755、
Alg4756、Alg4760与G4分子对接的二维结果图。

图 10 3 种褐藻胶裂解酶与M4、G4的分子对接分析

Fig. 10 Molecular docking analysis of three alginate lyases with  

M4 and G4

3 讨论与结论

目前，研究者们已经从腐烂的海藻、海水或者海

洋动物中分离纯化出了大量降解褐藻胶的海洋微生物

及褐藻胶裂解酶。而随着测序技术的快速发展和成本

的降低，全基因组测序已被广泛应用于新型褐藻胶裂

解酶基因的预测和挖掘。Chao Yaxi等[56]对从腐烂的海

带中分离出菌株Vibrio sp. QD-5进行全基因组测序，挖

掘出一种新型褐藻胶裂解酶Aly-IV并阐明了其酶学性

质。Sun Xunke等[57]对从鲍鱼肠道中分离出的海洋菌株

Agarivorans sp. B2Z047进行全基因组测序，共发现了

12 个潜在的褐藻胶裂解酶基因并通过体外表达鉴定其酶

活性。

本研究通过形态学观察和16S rRNA序列分析对菌株

S10进行菌种鉴定，结果表明该菌属于V. alginolyticus，因

此将其命名为V. alginolyticus S10。利用高通量测序技术

对菌株S10进行全基因组测序，并使用相关软件对测序数

据进行基因组组装、基因预测及基因功能注释等。结果

表明，菌株S10的基因组由2 条环状染色体和1 条质粒组

成，其大小为5 397 046 bp，GC含量为44.59%。预测共有

4 936 个编码基因，37 个rRNA基因、127 个tRNA基因和

57 个sRNA基因。通过COG、GO、KEGG和CAZy数据库
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对其进行功能注释，发现菌株S10中参与基因较多的途径

包括碳水化合物的转运与代谢、氨基酸的转运与代谢、

ATP结合、DNA结合和新陈代谢等。此外，CAZy数据库

注释结果表明，S10菌株中共含有3 组潜在的褐藻胶裂解

酶基因，分别命名为alg4755、alg4756和alg4760。
本研究通过生物信息学手段对菌株S10中的3 种褐藻

胶裂解酶进行分析，结果表明这3 种褐藻胶裂解酶均属于

PL7家族，且含有3 个PL7家族高度保守的基序。研究表

明，褐藻胶裂解酶中的保守氨基酸在酶与底物的催化反

应及形成果冻卷β-三明治结构（被认为是合适底物的结

合位点）方面起至关重要的作用[58-59]。通过AlphaFold2程
序预测了这3 种褐藻胶裂解酶的三维结构，发现它们的

结构均为典型的β-胶冻卷结构，与上述分析结果一致，

符合PL7家族褐藻胶裂解酶的结构特征。PL7家族中的

褐藻胶裂解酶结构由两组反向平行的β片层（SA和SB）

组成，中间弯曲近90°，合在一起折叠成球状[55]。活性

位点位于内片层（SA）形成的缝隙中，底物进入缝隙内

与活性残基发生相互作用，产物从中心释放出来从而完

成反应[55]。研究表明，PL7家族褐藻胶裂解酶采用的是

His/Tyr β消除机制参与底物反应[18,55]。对于这些褐藻胶

裂解酶来说，底物上羧酸根阴离子的负电荷主要由谷氨

酸（Glu）、组氨酸（His）、精氨酸（Arg）或天冬氨

酰（Gln）中和。它们通常与酸性基团形成氢键，使平

衡转向烯醇同分异构形式[60]。分子对接结果表明这3 种
褐藻胶裂解酶与小分子底物主要通过氢键和静电电荷相

互作用的方式结合，参与反应的氨基酸主要包括赖氨酸

（Lys）、精氨酸（Arg）、酪氨酸（Tyr）和天冬氨酰

（Asn）等。以上结果表明，菌株S10全基因组测序及分

析对该菌的高效产酶机制研究和新型褐藻胶裂解酶的挖

掘具有重要意义，也可后期高效褐藻胶裂解酶的表达及

应用提供理论基础。
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