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摘 要:以海洋弧菌(Vibriosp.QD-5)的基因组为模板,使用设计的褐藻胶裂解酶引物进行PCR扩增。将目的基

因克隆至pet-22b(+)载体后进行测序。测序结果显示,基因aly-II的大小为2170bp,预测编码含有723个氨基

酸的蛋白质。对该蛋白质进一步进行了生物信息学分析。利用ProtParam和ProtScale对蛋白质的理化性质进行

分析,结果表明,蛋白质Aly-II的理论分子质量为85.6kDa,理论等电点为5.1,并且是一种亲水性蛋白。利用软件

MEG6.0对蛋白质Aly-II进行系统发育分析,结果显示,蛋白质Aly-II很可能是PL-17家族的褐藻胶裂解酶。利

用同源建模法构建蛋白质 Aly-II的三维结构,Aly-II含有2个结构域,分别为(α/α)6toroid结构域和β-sheet结

构域。
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褐藻胶是一类主要存在于褐藻细胞壁中的水溶性酸性多糖,由β-D-甘露糖醛酸和α-L-古洛糖醛酸组

成,2个单体之间通过α-1,4-糖苷键可组成3种不同的褐藻胶分子,分别为多聚甘露糖醛酸(polyM)、多聚古

洛糖醛酸(polyG)和杂聚物(polyGM)[1]。某些细菌也能合成褐藻胶,保护它们免受抗生素等有害因子的伤

害[2]。褐藻胶寡糖是褐藻胶降解而形成的产物,已经广泛应用于食品和医药行业[3-5]。
褐藻胶裂解酶是一种降解褐藻胶的工具酶,能够以β-消去方式作用于褐藻胶2个单体分子形成的糖苷

键,将褐藻胶大分子降解成小分子的褐藻胶寡糖。褐藻胶裂解酶的来源十分广泛,包括细菌、海洋无脊椎动

物、海洋藻类、真菌和病毒等,其中细菌是褐藻胶裂解酶的主要来源。目前,许多不同来源的褐藻胶裂解酶基

因已经被克隆,并对褐藻胶裂解酶进行了表达、鉴定和性质表征。根据褐藻胶裂解酶底物特异性的不同,褐
藻胶裂解酶主要被分为两种,一种是专一性降解polyM的polyM裂解酶(EC4.2.2.3),另一种是专一性降解

polyG的polyG裂解酶(EC4.2.2.11)。另外,还有少数裂解酶对polyM和polyG同时具有活性,这类酶被称

为双功能裂解酶。根据褐藻胶裂解酶作用方式的不同,褐藻胶裂解酶被分为内切型和外切型两种[12]。内切

型褐藻胶裂解酶作用于褐藻胶分子内部的糖苷键,主要产生不饱和寡糖;外切型褐藻胶裂解酶从褐藻胶分子

的一端对褐藻胶进行降解,可以产生单体分子。目前,在已发现的褐藻胶裂解酶中,大部分都是内切型,外切

型褐藻胶裂解酶只占很小一部分。在碳水化合物活性酶数据库(Carbohydrate-ActiveEnzymes,CAZy)中,
褐藻胶裂解酶属于多糖裂解酶(PolysaccharideLyase,PLs)中的一类。根据蛋白质分子一级结构的不同,多
糖裂解酶被划分到22个不同的家族中,褐藻胶裂解酶分布在7个不同的家族中,分别为PL-5,PL-6,PL-7,

PL-14,PL-15,PL-17和PL-18。大部分内切型褐藻胶裂解酶属于PL-5和PL-7家族,而外切型褐藻胶裂解
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酶多属于PL-15和PL-17家族[6]。根据蛋白质三维结构的不同,褐藻胶裂解酶被分为3个家族,分别为β-
helix家族、β-jellyroll家族和(α/α)n环形线圈家族[7]。PL-6家族的褐藻胶裂解酶属于β-helix家族,PL-7,

PL-14和PL-18家族的褐藻胶裂解酶属于β-jellyroll家族,PL-5,PL-15和PL-17家族的褐藻胶裂解酶属于

(α/α)n环形线圈家族。另外,根据褐藻胶裂解酶分子量的大小,褐藻胶裂解酶被分为小型裂解酶(25~30
kDa),中型裂解酶(大约40kDa)和大型裂解酶(>60kDa)[8]。

目前,褐藻胶寡糖的活性受到了越来越多的关注,褐藻胶裂解酶,特别是内切型褐藻胶裂解酶可用于褐

藻胶寡糖的生产[9]。褐藻胶裂解酶也可用于测定褐藻胶分子的精细结构,精细结构的获得能够帮助理解褐

藻胶的分子组成是如何影响它的物理性能的[10-20]。红藻和褐藻的原生质体的获取,也需要有褐藻胶裂解酶

的参与[21-22]。此外,褐藻胶裂解酶在囊性纤维病的治疗方面也具有一定的潜力[23-24]。
利用基因工程技术可以使褐藻胶裂解酶进行异源高效表达,从而提高褐藻胶裂解酶的产量。本研究通

过基因工程的方法,对褐藻胶裂解酶基因进行克隆,并对其进行了生物信息学的分析,为褐藻胶裂解酶的酶

学性质,结构与功能及开发应用打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂和培养基

海洋弧菌(Vibriosp.QD-5)由本实验室筛选分离,保存在中国微生物保藏中心(CGMCCNO.14172),

E.coliDH5α为北 京 全 式 金 生 物 技 术 有 限 公 司 产 品,pET-22b(+)由 本 实 验 室 保 存,2×TaqPCR
Mastermix、DNA分子量标准,核酸染料和琼脂糖凝胶回收试剂盒均为天根生化科技(北京)有限公司产品,
限制性核酸内切酶和T4DNA连接酶为NEB公司产品,其余试剂均为分析纯产品。

海藻酸钠液体培养基:(NH4)2SO45g,K2HPO42g,MgSO41g,FeSO47H2O0.01g,Alginate5g,溶
解于过滤后的1L海水中,并与121℃湿热灭菌20min。

1.2 实验方法

1.2.1 褐藻胶裂解酶活力的测定

将Vibriosp.QD-5接种到海藻酸钠液体培养基中,26℃,120r/min培养48h后,10000r/min、4℃离

心20min,收集菌体,PBS洗涤3次后,用高压细胞破碎仪将菌体破碎,然后在10000rad/min下离心10
min,收集上清,即为粗酶提取液。向100μL(5g/L)海藻酸钠溶液中加入20μL(10mmol/L)MgCl2溶液,
震荡后加入10μL酶液,室温下反应30min,沸水中煮5min终止反应,冷却至室温,向上述溶液中加入

0.025mol/LNaIO4溶液100μL,混匀,室温下反应20min,后加入120μL(20g/L)Na2S2O3溶液,震荡至黄

棕色消失。静止2min后,加入200μL(6g/L)2-硫代巴比妥酸(2-thiobarbituricacid,TBA)溶液,100℃下

加热10min,迅速冷却。此时样品为红色,且红色越深酶活性越高。将得到的样品立刻移入比色皿中,测

548nm处吸光度。在实验室测定酶活的条件下,待测酶液中每毫克(mg)的蛋白质每分钟可以分解底物所

产生的产物的微摩尔数(μmol)就定义为该酶在该条件下的一个酶活力单位(1U)。

1.2.2 褐藻胶裂解酶基因的克隆

根据Vibriosp.QD-5的基因组序列(在GenBank中的序列登记号为:PRJNA382465),合成以下引物,

Paly-II-1:5'-GGCAGGATCCGATAATAATGAGC-3',Paly-II-2:5'-TAACTCGAGAATTTGTGCGAATGC-3'。
以Vibriosp.QD-5的基因组为模板,扩增目的基因aly-II。PCR扩增的反应条件为:94℃预变性5min;94
℃变性40s;40℃退火40s;72℃延伸160s,35个循环;72℃延伸10min。将PCR产物进行琼脂糖凝胶电

泳检测,利用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目的基因。目的基因经限制性内切酶BamHI和XhoI酶切,切出

黏性末端,质粒pET-22b(+)用同样的限制性内切酶切出相同的黏性末端。利用T4DNA连接酶将目的基
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因与质粒连接,转化E.coliDH5α感受态细胞。细胞涂布在含有100μg/mL氨苄青霉素的LB平板上,37
℃培养过夜。挑取单克隆,通过菌落PCR验证阳性克隆。阳性克隆委托南京金斯瑞生物科技有限公司

测序。

1.2.3 基因及其编码产物的生物信息学分析

利用NCBI中的NucleotideBLAST和ProteinBLAST工具对核酸序列及其所编码的蛋白质氨基酸序

列进行同源性搜索;对利用NCBI的ORFfinder开放阅读框(OpenReadingFrame,ORF)进行查找;利用分

析蛋白质性质和结构的软件ExPASy(ExpertProteinAnalysisSystem)的Translate和Protparam工具对

ORF进行翻译和对应蛋白质的理化性质分析;由ProtScale程序对蛋白质的疏水性进行分析;由 MEG6.0
软件完成核酸序列及氨基酸序列的系统发育分析;分别利用在线工具SOPMA和SMART完成蛋白质二级

结构和结构域的预测;分别利用在线工具Phyre2和3DLigandSite完成蛋白质三级结构和底物结合位点的

预测。

2 结 果

2.1 褐藻胶裂解酶的活力测定

采用TBA法测定海洋弧菌(Vibriosp.QD-5)所产的胞内、外褐藻胶裂解酶的活性,结果显示,胞内粗酶

的酶活力达到54.6U/mg,胞外样品的酶活力没有检测到。由此说明,海洋弧菌(Vibriosp.QD-5)可以产生

胞内褐藻胶裂解酶。

2.2 褐藻胶裂解酶基因的克隆

注:M代表DL2000DNAMarker;

1,2,3均为基因aly-II

图1 褐藻胶裂解酶基因的PCR产物

Fig.1 ThePCRproduct
ofalginatelyasegene

以海洋弧菌(Vibriosp.QD-5)的基因组为模板,利用设计的褐藻胶

裂解酶引物进行PCR扩增。琼脂糖凝胶电泳显示基因aly-II的大小约

为2000bp(图1)。将扩增的基因片段克隆进入质粒pET-22b(+)后进

行测序,测序分析结果显示基因aly-II的大小为2170bp。

2.3 褐藻胶裂解酶基因及其编码产物的生物信息学分析

对基因aly-II的分析结果显示,该基因编码一个含有723个氨基酸

的蛋白质Aly-II。在Genbank中对该蛋白质进行同源性检索,结果显示蛋

白质 Aly-II与褐藻胶裂解酶 WP_085568977.1(Vibrioalginolyticus),

ADW41661.1(Vibrio midae),WP_095759892.1(Vibrio sp.V1B),

AKH41065.1(Vibriosp.W13),WP_009703185.1(Vibrioharveyi)和软

骨素裂 解 酶WP_045424109.1(Vibriojasicida),WP_045465198.1(Vibrio
hyugaensis),WP_075706108.1(Vibriopanuliri),WP_065677161.1(Vibrio
celticus),WP_076678843.1(Vibriosplendidus)分别具有99%,99%,98%,

99%,98%,96%,96%,95%,87%和87%的相似性(图2)。在CAZy数

据库中褐藻胶裂解酶和软骨素裂解酶同属于多糖裂解酶家族。预测

aly-II编码多糖裂解酶基因。
将本研究中蛋白质Aly-II的序列与相似性较高的其他菌株来源的

酶序列进行系统发育树分析。结果(图2)表明,蛋白质 Aly-II与来自

Vibrioalginolyticus的褐藻胶裂解酶 WP_085568977.1具有较近的亲

缘关系。
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图2 蛋白质Aly-II的系统发育分析

Fig.2 PhylogeneticanalysisofAly-IIprotein

2.4 褐藻胶裂解酶基因编码的蛋白的理化性质分析

利用ExPASy的Translate工具对本研究中的基因进行翻译,翻译结果如图3所示,基因aly-II编码了

764个氨基酸,N-端起始氨基酸为 Met;利用ExPASy的ProParam工具对本研究中的蛋白质的理化性质进

行分析,分析结果如表1所示。利用ProtScale程序对蛋白质的疏水性进行分析,结果如图4所示,蛋白质

Aly-II是亲水性蛋白。

图3 基因aly-II全长及其编码的氨基酸序列

Fig.3 Nucleotidesequenceofaly-IIgeneandencodedaminoacidsequence
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表1 蛋白质的基本特性

Table1 ThebasiccharacteristicsoftheAly-IIprotein

基本特性
编码氨基

酸的个数
等电点 分子量 分子式

负电荷

残基数

(Asp,Glu)

正电荷

残基数

(Arg,Lys)

不稳定

系数

平均

亲水性

脂肪

系数

半衰期

(大肠杆菌)

预测结果 764 5.1 85624.48Da C3828H5771N1025O1171S23 102 55 35.66 -0.365 79.41 >10h

注:“-”表亲水性;“+”表疏水性

图4 蛋白质Aly-II的氨基酸疏水性分析

Fig.4 HydrophobicityanalysisofaminoacidsfromAly-IIprotein

2.5 蛋白质的二级结构和结构域分析

对蛋白质Aly-II的二级结构分析(图5)发现,在该蛋白分子中含有α-螺旋、延伸链、β-折叠和无规则卷

曲四种结构,其中无规则卷曲在蛋白质分子二级结构中的比例最高(34.29%),α-螺旋、延伸链和β-折叠所占

比例分别为29.71%,25.26%,10.73%。

图5 蛋白质Aly-II的二级结构分析

Fig.5 AnalysisofsecondarystructureofAly-IIprotein
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对蛋白质Aly-II的结构域的分析结果(图6)显示,该蛋白质含有Alginate_lyase和Hepar_II_III两个结

构域:Alginate_lyase位于蛋白质 Aly-II的第66~313位氨基酸残基之间,是一种全部由α-螺旋组成的结

构;Hepar_II_III位于蛋白质Aly-II的第394~712位氨基酸残基之间,是一种主要由β-折叠片组成的结构。

图6 蛋白质Aly-II的保守结构域分析

Fig.6 AnalysisoftheconserveddomainsofAly-IIprotein

对蛋白质Aly-II的序列分析的同时也发现,有295个蛋白质与Aly-II具有相同的结构域组成,在这295
个蛋白质中有294个来自细菌,1个来自不明确的超界生物。来自细菌的294个蛋白质中有2个来自酸杆

菌门、15个来自放线菌门、62个来自拟杆菌门、1个来自绿弯菌门、2个来自梭杆菌门、167个来自变形菌门、

1个来自螺旋体门、10个来自疣微菌门、1个来自Ignavibacteriae。295个蛋白中有9个乙酰肝素酶(hepari-
nase)、37个肝素酶II/III样蛋白(heparinaseII/III-likeprotein)、43个肝素酶II/III家族蛋白(heparinase
II/IIIfamilyprotein)、11个聚β-D甘露糖醛酸裂解酶(poly(β-D-mannuronate)lyase)、57个还未表征的蛋

白(uncharacterizedprotein)、38个假定蛋白(hypotheticalprotein)、26个软骨素AC裂解酶(chondroitinAC
lyase)、5个假定褐藻胶裂解酶(putativealginatelyase)、16个软骨素AC/褐藻胶裂解酶(chondroitinAC/al-
ginatelyase)、31个褐藻胶裂解酶(alginatelyase)、20个假定未表征蛋白(putativeuncharacterizedprotein)、

2个寡褐藻胶裂解酶(oligoalginatelyase)。将蛋白质Aly-II与这295个蛋白进行系统发育分析(与蛋白质

Aly-II具有相同结构域的蛋白质序列数量太多,所以系统进化树没有列出),发现蛋白质Aly-II可以与褐藻

胶裂解酶G4WFC5和U3AJQ3,褐藻胶裂解酶家族蛋白K5TYW9、K5TZG2和K5UVR5,软骨素AC裂解

酶(UPI00037A78C4)聚到一起,说明它们之间具有较近的亲缘关系。

图7 蛋白质Aly-II的三级结构预测

Fig.7 TertiarystructurepredictionofAly-IIprotein

2.6 蛋白三级结构预测

对蛋白质 Aly-II的三级结构进行预测,模板为

Saccharophagusdegradans2-40 的 褐 藻 胶 裂 解 酶

Alg17c,PDB登录号为4ok2A。蛋白质 Aly-II与模板

的相似性为43%。预测的三级结构见图7,参与建模的

氨基酸残基从42位到754位,包含了693个氨基酸。
就蛋白质 Aly-II的总体结构来说,该蛋白质包含了 N
端的(α/α)6环形线圈结构和C端β-折叠片结构。由图

8看见,α-螺旋主要集中在 N端,β-折叠主要集中在C
端。在已知的多糖裂解酶中,PL-15和PL-17家族的褐

藻胶裂解酶含有(α/α)6环形线圈和β-折叠片组合结构,
另外,PL-15家族的褐藻胶裂解酶在N-端含有一个由7
个β-折叠组成的结构,而PL-17家族 N-端无β-折叠组

成的结构,所以蛋白质 Aly-II是一种PL-17家族的褐

藻胶裂解酶。
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图8 蛋白质Aly-II和PL17家族的褐藻胶裂解酶的氨基酸序列对比

Fig.8 AminoacidsequencealignmentofproteinsAly-IIandalginatelyasesfromPL17family

  利用 MEG6.0软件对PL-17家族的褐藻胶裂解酶进行系统发育分析(图9),可见与Sphingomonassp.
MJ-3,Stenotrophomonasmaltophilia,Saccharophagusdegradans2-40,Shewanellasp.Kz7来源的褐藻胶

裂解酶的进化距离都小于0.1,相对于其他菌株来源的褐藻胶裂解酶亲缘关系更近。而Vibriosp.来源的褐

藻胶裂解酶与其他菌株来源的褐藻胶裂解酶的亲缘关系相对较远。
蛋白质与配体预测的结合位点为 Gln157,Leu159,Met163,Asn211,His213,Trp216,Tyr272,Phe275,

Ser276,蛋白质与配体结合的空间结构模拟如图10所示,配体位于由α-螺旋组成的腔内。
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图9 PL-17家族的褐藻胶裂解酶基因的系统发育分析

Fig.9 Phylogeneticanalysisofalginatelyase

genesinPL-17family

图10 蛋白质与配体相互结合的空间结构预测图

Fig.10 PredictedstructuralviewofAly-II

proteinanditsligand

2.7 蛋白质跨膜结构分析

对蛋白质Aly-II的跨膜结构进行分析(图11),结果显示蛋白质Aly-II是一种跨膜蛋白,在整个蛋白质

分子中存在S1,S2,S3三段跨膜序列,分别为第158位到173位氨基酸(S1),第229位到214位氨基酸(S2),
第273位到288位氨基酸(S3),3段跨膜结构都包含了16个氨基酸残基。

图11 蛋白质Aly-II中跨膜螺旋及其拓扑学结构

Fig.11 ThepredictionoftransmembranehelicesofAly-IIprotein

3 讨 论

多糖是由碳水化合物重复单元通过糖苷键形成的聚合物。主要以线型聚合物的形式存在,也有一些多

糖会含有不同程度的分支[7]。多糖是生命有机体中重要的细胞组成成分,在生命过程中具有复杂的生物学

作用[25-26]。在细胞信号传递[26-27]、免疫应答[28-29]、细菌发病机理[30]和癌症发生[31-32]等细胞相互作用的过程
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中都会有多糖的参与。许多具有重要生物学功能的多糖在它们的重复单元中含有糖醛酸[7]。褐藻胶是一种

线型的多糖,由α-L-古洛糖醛酸和β-D-甘露糖醛酸两种单体组成,可以有假单胞杆菌属和固氮菌属的细菌

产生[33],也可以由褐藻产生。许多细菌和植物将多糖作为碳源,所以这些生命有机体内含有用于多糖合成、
修饰和裂解的酶并不奇怪[34]。在CAZy数据库中,根据酶的性质的不同,将裂解酶分成了22个不同的家

族,其中,有7个家族是褐藻胶裂解酶。polyM特异性的裂解酶大多属于PL-5家族,大多数polyG特异性的

裂解酶属于PL-7家族[8],而能同时作用于polyM和polyG的裂解酶多属于PL-18家族[6]。目前,已发现的

外切型褐藻胶裂解酶都属于PL-15和PL-17家族[35]。对PL-17家族中的褐藻胶裂解酶Alg17c研究发现,

Alg17c分子中与底物结合的区域螯合了一个Zn2+,Zn2+与该区域的 His415,Asp433和 His464形成配位键,固
定了3个氨基酸残基的取向,从而促进了酶与底物的结合[36]。通过序列对比发现(图9),在PL-17家族的其

他褐藻胶裂解酶中也发现了相同的金属配位残基,所以,结合金属离子可能是PL-17家族的褐藻胶裂解酶

的一个显著特征。
本研究利用设计的引物,从目标菌株的基因组中克隆出了一段基因,并将它命名为aly-II。对基因及其

编码的蛋白质进行生物信息学分析,发现该基因编码的蛋白质与PL-17家族的褐藻胶裂解酶具有很高的相

似性。到 目 前 为 止,对 PL-17家 族 的 褐 藻 胶 裂 解 酶 的 研 究 还 很 少,只 有 一 个 来 自 Saccharophagus
degradans的褐藻胶裂解酶Alg17c的结构得到了表征[36]。本研究中,以 Alg17c为模板,对蛋白质 Aly-II
进行同源建模。蛋白质Aly-II由位于氨基端的(α/α)6环形线圈结构和羧基端的β-折叠片结构组成,类似的

结构也常见于PL-15家族的褐藻胶裂解酶。Alg17c的活性中心包含Asn,His,Tyr和Arg四种氨基酸。但

蛋白质Aly-II的活性中心包括了Gln,Leu,Met,Asn,His,Trp,Tyr,Phe,Ser。序列对比结果显示(图9),在
蛋白质Aly-II的氨基酸序列中,也含有 His408,Asp426和 His457三个与Zn2+ 结合的保守氨基酸残基,同时,

Aly-II在氨基端的(α/α)6环形线圈结构上也有一个凹陷腔,预测该结构有助于酶与底物的结合。
本研究克隆了Vibriosp.QD-5基因组中的褐藻胶裂解酶基因并对其编码的蛋白质进行了生物信息学

的分析,为酶的表达及酶学性质研究打下了良好的基础。在未来的研究中,可以利用定点突变技术对酶的催

化位点进行研究,也可以进一步利用定向进化技术提高酶的催化活性或稳定性,为酶的工业化生产和应用打

下基础。

4 结 论

根据海洋细菌Vibriosp.QD-5的基因组草图,通过设计特异的引物对基因aly-II 进行了克隆。利用

ExPASy的Translate和Protparam工具对ORF进行翻译和对应蛋白质的理化性质分析;由ProtScale程序

对蛋白质的疏水性进行分析;利用NCBI中的blastp对蛋白质的氨基酸序列进行同源性分析;蛋白质二级结

构和结构域的预测分别利用在线工具SOPMA和SMART完成;利用在线工具Phyre2和3DLigandSite对

蛋白质三级结构和底物结合位点进行了预测。得出以下结论:

1)通过克隆得到基因aly-II,并对其序列进行分析,基因全长为2170bp,编码764个氨基酸。系统发

育分析表明,与蛋白质 Aly-II相似度最高的为海洋弧菌(Vibrioalginolyticus)的褐藻胶裂解酶(WP_

085568977.1),相似度为99%。

2)对蛋白质Aly-II的二级结构及结构域分析发现,蛋白质Aly-II中含有α螺旋、延伸链、β-转角和无规

则卷曲四种二级结构,其中无规则卷曲在分子中的含量最高,占了34.29%,说明蛋白质Aly-II的分子结构

比较松散。对蛋白质的结构域分析发现,Aly-II中含有Alginate_lyase和Hepar_II_III两个结构域。

3)通过同源建模分析发现,Aly-II含有2个保守的基序,分别为N端的(α/α)6环形线圈结构和C端的β-
折叠片结构。同时发现,蛋白质Aly-II的氨基酸序列中含有PL17家族的褐藻胶裂解酶所特有的与Zn2+离

子结合的氨基酸位点His408,Asp426和His457。
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CloningandBioinformaticsAnalysisofAlginateLyase
GenesFrom MarineBacteriaVibriosp.QD-5

CHAOYa-xi,WangShu-yan,WUSu-qi,CHENHao
(TheFirstInstituteofOceanography,SOA,Qingdao266061,China)

Abstract:Usingdesignedspecificprimers,thetargetaly-IIgenewasamplifiedbyPCRfromthegenomic
DNAofVibriosp.QD-5,clonedintopet-22b(+)vectorandthensequenced.Theresultshowedthatthe
clonedgenewas2170bp,encoding723aminoacidresidues.ThebioinformaticsanalysisofAly-IIprotein
wasfurtherconductedusingProtParamandProtScaletoanalyzethephysicalandchemicalpropertiesof
theprotein.ThetheoreticalmolecularweightandpIofAly-IIwere85.6kDaand5.1,respectively.The
proteinhadhydrophilicproperty.ThephylogenetictreeswereconstructedbyMEG6.0andphylogenetica-
nalysisshowedthat,Aly-IIwasmostlikelyanalginatelyaseofPL-17family.Thethree-dimensionalstruc-
tureofAly-IIwasconstructedusinghomologymodelingmethod.ThestructureofAly-IIdisplayedthatit
containedtwodomains,i.e.,(α/α)6torioddomainandβ-sheetdomain.
Keywords:Vibriosp.;alginatelyase;genecloning;bioinformaticsanalysis
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