
海藻酸是来源于褐藻或某些细菌的多糖物

质. 由 茁鄄D甘露糖醛酸 (M) 和其 C鄄5差相异构体
琢鄄L古罗糖醛酸(G)通过 1鄄4糖苷键连接而成的线性
二元共聚物,也被称为褐藻胶[1, 2].因其具有凝胶性和
生物相容性,在医学、制药和食品领域有广泛的应
用. 由于海藻酸特殊的理化性质和结构, 使之不
能够直接被生物体利用, 而其降解后释放的寡糖
却可以被广泛的利用. 而近年来的研究证明低分
子量海藻酸寡糖还具有多种生物活性,如抗肿瘤[3]、
抗菌[4, 5]、增强巨噬细胞吞噬作用[6]、促进白细胞因
子的产生[7]、促植物生长[8耀10]等, 在药物研制、功能食
品开发、农业等领域具有广阔的开发前景.

随着近年来能源危机的加剧, 海藻酸等海藻
生物质作为第三代生物能源的原料, 被视为解决
能源危机的潜在途径. Takeda等[11]于 2011年利用
强启动子 sph2987把运动发酵单胞菌 Zymomonas
mobilis中的丙酮酸脱羧酶 pdc和乙醇脱氢酶 adhB
成功的在 Sphingomonas A1 中实现了过表达. 重
组菌株具有生产乙醇的能力. 这是首次利用海藻
酸生产生物乙醇的报道, 为海藻酸及海藻酸裂解
酶的研究在能源领域提供了有利信息, 同时也加
大了对此方面研究的关注.

综上所述, 对海藻酸的降解是利用海藻酸多
糖的前提条件, 常用的海藻酸降解的方法有物理
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法[12]、化学法[13耀15]和生物降解法 [16]. 其中生物降解
法因为具有酶消耗量小、反应条件温和、降解彻

底、对环境无污染等优势而成为了当今研究的主

要方向. 但是, 目前的海藻酸裂解酶的生产大多
是依靠富集海藻酸分解菌产酶菌株. 然而原始菌
株产酶量有限, 其提取和纯化步骤繁琐, 成本高,
因此想要获得高效大量的酶对其进行基因工程方

面的研究是重要的方法, 其中异源表达是解决其
在天然生物体中含量低, 生产成本昂贵, 难纯化,
获得高产量、活性酶的有效方法.
1 海藻酸裂解酶

海藻酸裂解酶催化海藻酸的 茁鄄1, 4鄄糖苷键,
通过 茁消去反应的解聚作用, 在 C鄄4和 C鄄5之间
形成双键 , 在生成寡糖的非还原性末端产生 4鄄
deoxy鄄L鄄erythro鄄hex鄄4鄄ene pyranosyluronate[17], 并且
在 230耀240 nm有强吸收[18].

目前报道的海藻酸裂解酶中多数为内切型

酶, 裂解生成一系列含有不同糖醛酸单体的寡糖;
而具有外切活性的海藻酸裂解酶仅有 3例报道,
Sphingomonas sp. A1 中的 A1鄄IV、A1鄄IV忆 [19, 20], 鲍
鱼 Haliotis discus hannai中的 HdAly[21]. 根据酶作
用底物的特异性可分为 3大类: 1, 4鄄茁鄄D鄄甘露糖
醛酸裂解酶(EC4.2.2.3)、1, 4鄄琢鄄L鄄古罗糖醛酸裂解
酶(EC4.2.2.11)和聚古罗甘露糖醛酸裂解酶. 这些
只对 G或 M 特异性的酶是单功能酶, 分别作用
于海藻酸的古罗糖醛酸段和甘露糖醛酸段[22]. 然而
同时对 G和 M有特异性的酶为双功能酶. 单功能
酶中, 现如今所报道的海藻酸裂解酶大部分都是
对聚甘露糖醛酸(M)底物具有专一性, 而只有少数
是降解聚古罗糖醛酸(G)底物[23]如来源于棒状杆菌
Corynebacterium sp.[24]、克里伯氏菌 Klebsiella aero鄄
genes的酶等. 此外, 按酶的基因序列和主要结构
来分, 在 CAZy数据库中的 21个多糖裂解酶家族
中海藻酸裂解酶可分为 PL鄄5、6、7、14、15、17、18[26].
2 海藻酸裂解酶异源表达的研究现状

20世纪 90年代至今, 报道了大量来自于细
菌、软体动物的海藻酸裂解酶的异源表达研究,
其中异源表达的宿主基本为大肠杆菌, 近两年才
首次成功地在酵母宿主中进行了表达.
2.1 海藻酸裂解酶在大肠杆菌中的异源表达

2.1.1 来源于细菌海藻酸裂解酶的表达

迄今为止已有不少来源于细菌的海藻酸裂解

酶被表达, 其中大部分为 Pseudomonas sp.、Pseu鄄
doalteromonas sp. 和 Sphingomonas sp. 的研究, 也
有少部分是对 Azotobacter sp. 和 Agrobacterium
sp. 的研究.

1993年, Maki等[27]通过构建基因文库首次筛
选出来源于 Pseudomonas sp. OS鄄ALG鄄9的海藻酸
裂解酶(E.C 4.2.2.3)基因 aly, 在 E.coli (Escherichia
coli) 中成功的进行了表达, 阐明了此酶基因受
lacZp 启动子的调控. 同时验证此酶对聚 G 具有
偏好性. 表达后胞内外酶活分别增加了 2 和 20
倍, 在培养基中加入甘氨酸其胞外酶活明显增高.
Chavagnat等[28]在 1996年从 Pseudomonas alginovo鄄
ra中克隆出编码海藻酸裂解酶 ALY (E.C 4.2.2.3)
的基因 aly, 以 pET鄄22b 为表达载体在 E.coli中进
行过表达. 通过 His标签对酶进行一步纯化, 纯
化后蛋白量从野生型的 0.4 mg/L增加到 5 mg/L,
酶活从野生型的 1.35 U/mg增加到 71 U/mg.

Sawabe等[29]于 2001年从 Pseudoalteromonas el鄄
yakoii IAM 14594 中利用基因文库方法从 7 000
个转化子中筛选到 pTPA1、pTPB1、pTPC1和 pTPD1
4个阳性克隆子, 进一步利用限制性酶切图谱法
找到编码胞外海藻酸裂解酶基因的序列 , 通过
pTrcHisB表达载体在 Top10 E.coli中对此蛋白进
行表达. 实验发现表达后的产物在含有 50%海水
的 LB培养基中的酶活高于无海水培养基的酶活,
但其原因还尚不清楚. 然而, 海藻酸裂解酶的活
性受海水或者 MgCl2、NaCl的影响, 这些成分都是
海水所包含的成分. 因此这些海水成分也许对酶
的表达的折叠和稳定性有关. 重组酶专一性为多
聚 M. 更加难得的是这个胞外酶能够降解来自于
海藻酸和一系列的三到八糖的寡糖结构, 具有广
泛的底物特异性. 此外此酶已经成功应用在制备
特殊的食品生产上[30],因此可以把它应用在食品工
业上来生产海藻寡糖. Matsushima等[31]于 2010年
分析了来自于 P. atlantica (Pseudoalteromonas at鄄
lantica AR06) 的海藻酸裂解酶的基因 , 以 P. at鄄
lantica为受体, E.coli DH5琢为供体, E.coli HB101
(pRK2013) 为辅助菌通过结合转移方式以三亲本
杂交方法进行遗传重组的过表达, 构建了 pARA1
(无海藻酸裂解酶活性的突变质粒), pARA3 (具有
aly基因)和 pARA1 (pARA )(具有 aly基因, 有海藻
酸裂解酶活性)质粒, 发现突变质粒没有海藻酸裂
解酶活性, 但是在补给了 aly基因后便重新具有
海藻酸裂解酶活性, 因此验证此酶 aly 为海藻酸
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裂解酶, 并对此酶的两边序列进行分析及与其他
酶进行比较, 提出此酶两边序列高度保守, 为此
酶的克隆提供了有利信息.

Yoon等[32]在 2000年时从 Sphingomonas sp. A1
中克隆了 3个海藻酸裂解酶基因 A1鄄玉、A1鄄域、
A1鄄芋,构建了 pET3a鄄A1鄄玉、pET17b鄄A1鄄域、pET3a鄄
A1鄄芋, 并分别在 BL21(DE3)中成功进行了表达,
表达后的酶活分别为 3.50、3.04、2.13 kU/L, 是表
达前的 10倍. 其后又对这 3种酶进行了纯化, 分
别进行了 Butyl鄄Toyopearl 650M 层析柱和 SP鄄
Sepharose凝胶柱两步纯化, 纯化后比酶活力由原
始的 6.55、4.27、9.20 U/mg分别提高到 73.1、109、
45 U/mg. 对重组酶水解产物分析发现不同的是
A1鄄玉作用于海藻酸生产二糖和三糖, 而 A1鄄域为
三糖和四糖.

来源于 Azotobacter chroococcum ATCC 4412
的编码海藻酸裂解酶 ALY的基因被 Ana 等[33]在
1999年以 pAPET鄄2为表达载体采用基因文库的
方法筛选出来并在 E.coli BL鄄21 (DE3)中进行表
达, 表达后的蛋白量提高了 10.14倍, 比酶活从原
始的 9.25 U/mg 增加到 93.88 U/mg. 极大地提高
了酶活力 , 为实现工业生产提供了有利信息 .
Ochiai 等 [34]在 2006 年 , 对 Agrobacterium tumefa鄄
ciens strain C58的部分基因组进行研究, 通过同
源比对发现其基因组中含有 5个与 Sphingomonas
sp. strain A1 同源的开放阅读框 , 它们分别是
Atu3021、Atu3022、Atu3023、Atu3024、Atu3025, 其
中 Atu3021、Atu3022被定义归属为家族 15, 之后
成功地在 E.coli HMS174 中进行了过表达 . Kim
等[35]于 2009年从来自于海藻中的 Streptomyces sp.
ALG鄄5中克隆出编码海藻酸裂解酶的基因 ALG鄄
5, 构建重组质粒 pColdI/Alg鄄5, 成功地在 E.coli
BL21(DE3)中过表达. 对其序列进行分析, 发现此
蛋白在 N末端具有 YXRSELREM, 在 C末端具有
YFKAGXYXQ保守序列, 因此此酶被归类为家族
7. 重组酶具有多聚 G和多聚 M/G 特异性, 酶解
产物广泛, 包含了 2耀5糖, 为应用于寡糖生产提
供了可能性. Kim等[36]于 2012年通过基因文库的
方法首次克隆了来自于 S. degradans (Saccharoph鄄
agus degrdans 2鄄40) 的胞外海藻酸裂解酶的基因,
以 pET21构建表达质粒且在 E.coil BL (DE3)中表
达, 并对此酶进行了 His 标签的纯化, 根据其基
因序列的分析,最后把此酶归类于家族 17.与以往
不同的是本研究用 HPLC(高效液相色谱)和 LC鄄MS

(液质联用)而不是 TLC(薄层层析)方法, 进一步对
此酶的降解产物进行分析, 发现此酶是降解海藻
酸为单糖的关键酶 , 单糖酸可以用来阐明 S.
degradans对海藻酸的代谢途径, 也可以更进一步
利用重组微生物的代谢工程发酵糖醛酸来生产生

物燃料. S. degradans 的很多降解酶包括纤维素
酶, 木糖酶和琼脂水解酶已经被报道了, 但是海
藻酸降解酶还是首次发现被过表达.
2.1.2 来源于海洋软体动物海藻酸裂解酶的表达

以海藻为食的草食性海洋无脊椎动物, 如海
胆, 鲍鱼, 海兔利用在它们消化液中的多糖降解
酶消化海藻存储多糖, 以此来获得碳水化合物营
养物质[37, 38]. 在众多的海藻多糖中海藻酸拥有非常
丰富的碳水化合物. 相应地, 海藻酸降解酶在鲍
鱼和海螺的消化液中也非常的丰富, 所以对软体
动物中的海藻酸裂解酶的研究也比较广泛.

Sugimura等[39]于 2000年从 Haliotis discus han鄄
nai中分离出来的编码海藻酸裂解酶基因的 Vib鄄
rio halioticoli IAM 14596T 通过 pUC18 载体克隆
并在 E.coli中表达, 获得了 3个海藻酸阳性克隆
子 pVHB、pVHC、pVHE, 且都具有聚古罗糖醛酸
裂解酶的特性 . 3 个聚古罗糖醛酸裂解酶基因
alyVG1、alyVG2、alyVG3分别被测序, 对其序列进
行分析, 发现 alyVG1、alyVG2具有和大多数酶一
样的羧基末端区域, 包含 9个氨基酸的保守序列
(YFKAGXYXQ),进一步阐明了这个区域的保守性.

Eri等 [40]于 2003 年, 对 Haliotis discus hannai
的肝胰腺用 TOYOPEARL CM鄄650M 进行了海藻
酸裂解酶的纯化, 纯化后的酶活由 2.7 U/mg提高
到 1 324 U/mg, 是原始酶活的 489 倍之高. 并对
此酶进行了 N末端测序和部分片段氨基酸的测
序 , 分别为 L4、L5、L7、L8, N 末端序列 , 和 Turbo
cornutus SP2 比对发现有 85%的相似性, 同时发
现 L5 和 SP2 的 C 末端具有相似性 , 所以通过
cDNA以 N末端和 L5设计引物扩增目的蛋白, 再
用 RACE 方法扩增全酶. 最后以 pET鄄3a 构建表
达质粒并成功地在 E.coli BL21 (DE3)中表达, 表
达后酶活性明显. Sim等[41]于 2012年在鲍鱼肠道
微生物中构建了 F鄄黏粒基因文库, 从中筛选出一
个 31.7 kb大小的具有海藻酸裂解酶活性的片段,
构建表达质粒 pMal鄄c2X 成功地在 E.coli BL21
(DE3) 中表达. 对重组酶进行分析发现含有 22个
ORF, 其中第 11、12、13都和已知的海藻酸裂解酶
相似, 但是只有 ORF11有海藻酸裂解酶活性, 通
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过薄层层析分析此重组酶为内切酶, 对其基因分
析发现具有 3个保守序列分别为 RSEL、QIH、YFK
AGVYNQ, 并推测这 3个区域很有可能是起到了
稳定三维结构和海藻酸裂解酶功能的作用.
2.2 海藻酸裂解酶在酵母中的异源表达和细胞

展示

岳明等 [22]于 2009 年以 P. aeruginosa基因组
DNA为模板, 克隆出 1.0 kb的海藻酸裂解酶基因
algL, 以 pPIC9K鄄aly 为表达载体利用聚乙二醇
(PEG) 转化法成功地在 Pichia pastoris GS115 中
表达. 这是首次把海藻酸裂解酶在酵母菌株中进
行表达, 开创了酵母宿主中异源表达的先河. 因
为其具有甲醇诱导的强启动子 , 表达后通过加
工、折叠使异源蛋白分泌到胞外, 有利于产生活
性蛋白, 从而简化纯化过程, 降低生产成本, 为实
现海藻酸裂解酶的工业化生产提供了可能性.

Liu等[42]于 2009年从腐烂海带中的Vibrio sp.
QY101 中通过 pET24鄄ALYVI质粒克隆海藻酸裂
解酶基因 ALYVI, 并通过细胞表面展示载体
pINA1317鄄YlCWP110成功地在 Yarrowia lipolytica
解脂耶罗维亚酵母中进行了表达, 表达后在以海
藻酸为底物的平板上可以观察到明显的水解圈.
并且展示的海藻酸裂解酶还可以水解海藻酸为寡

糖, 这是首次利用在酵母中展示的海藻酸裂解酶
来水解生产寡糖的方法.
3 展望

随着对功能性食品和生物能源等海洋生物质

资源的开发的重视, 对海洋生物质降解酶的需求
也愈加旺盛. 现今常以富集海藻酸产酶菌株来生
产藻酸裂解酶, 受野生型菌株产酶量少, 提取、纯
化步骤繁琐等限制, 很难达到大量的工业化生产.
而异源表达可以解决原始菌株中含量低, 生产成
本昂贵的问题. 具有转换藻类多糖为生物燃料的
酶的异源表达研究对可持续发展能源的利用和经

济效益有着重大影响和意义.
由于海藻寡糖的应用广泛, 目前对内切酶的

研究甚广, 然而外切酶的研究却较少. 而且对内
切、外切酶以及不同底物特异性酶的协同作用等

降解机理的理解也受到限制. 同时海藻酸分解菌
代谢机理的研究也仅限于 pseudomonas sp. 和
Sphingomonas A1. 若能够进一步阐明其他菌株的
海藻酸降解产物糖醛酸在细胞内的代谢途径, 对
其代谢产物进行研究, 可以加大对海藻酸代谢途

径的了解. 本研究室已经筛选到 3株海藻酸裂解
酶菌株, 对其进行了酶的克隆、表达和纯化, 接下
来进一步在代谢途径方面进行研究, 希望有所突
破, 并对代谢方面提供有价值的参考. 虽然克隆
海藻酸裂解酶基因并在大肠杆菌或者是酵母等模

式菌株中表达的研究很多, 但都是非乙醇发酵菌
株, 若能够使海藻酸裂解酶在酿酒酵母中过表达,
进一步以此改造菌株直接发酵利用大型藻类来生

产乙醇, 这样对于第三代生物燃料的生产是有着
重大的突破和经济意义的, 也更加扩展了海藻酸
裂解酶的应用.
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