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摘要：本文系统阐述了海藻多糖降解酶的研究现状以及进展，并对该酶的研究作了展望。
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酶是由生物(细胞)所分泌的，具有生物催化功能的蛋

白质。海洋生物酶可定义为由海洋生物分泌产生的，具有

特殊催化功能的蛋白质。海洋生物酶应具有以下特点：

(1)海洋是孕育生命的摇篮。在生物进化的长河中，

处于不同进化阶段的生物广泛分布于海洋中，其已成为全

球生命支持系统中一个极重要的组成部分。生命的2个最

基本特征是新陈代谢和自我复制。在生物体内完成这2个

过程都离不开酶的催化作用。酶和生命活动密切相关，

参与了所有生命活动和生命过程。可以说，酶在海洋生物

的生存、生长、发育及繁殖等生命活动中发挥着不可替代

的作用。

(2)在海洋中生存的生物种类繁多、数量巨大。海洋

生物有41个门类，至少16万种以上，而且许多种类为海洋

生物所独有，如半索生物、棘皮动物、鳃足动物和栉水母等。

海洋生物种类的多样性也决定了酶的种类多样性。

(3)海洋约占地球表面的71％，总面积为3．61亿km2，

比陆地面积大得多。海洋平均深度为4公里，最深的海沟

达10公里以上，远超过海平面以上最高山峰的高度。海洋
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生物特别是海洋微生物在海洋中分布极为广泛，几乎分

布于海洋中不同的区域。海洋生物分布的广泛性决定了

酶分布的广泛性。

(4)海洋具有特殊的环境。海洋生物适应了海洋特殊

环境，产生各种特殊的酶系，是极其丰富的新的酶资源。

特别是适应了海洋特殊环境的极端微生物，如嗜压菌、嗜

冷菌、嗜热菌、嗜碱菌、嗜盐菌等，这些菌是低温酶、高温

酶、嗜碱酶、耐盐酶等极端酶的重要来源。

(5)酶具有高度的(底物)作用专一性，这是酶与一般

催化剂最显著的区别。由于海洋的特殊环境，使得海洋生

物物质具有独特的性质。海洋生物酶适应了海洋的特殊

环境，诱导产生特殊的酶类。这些酶类作用的底物决定了

海洋生物酶对其底物作用的特异性。

(6)海洋贮藏有极丰富的生物资源，而且还是地球上

未被开发利用的处女地，是生物技术研究获得新酶源、新

基因源的取之不尽的源泉。

(7)海洋生物资源具有可再生资源的特点。海洋生物

食物链对维持海洋生态平衡起到了极重要的作用。海洋
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生物资源又是人类生存所需食物的重要来源之一。海洋

生物技术的研究和开发，将为创造新物质、以前无法生产

的物质、具有更大利用价值的物质提供工业化生产方法。

这使得海洋生物酶在海洋生物高值化过程中起着相当重

要的作用。

21世纪人类面临人口增加、环境恶化和能源缺乏三大

危机的严重挑战。而浩瀚的海洋蕴藏着丰富的生物资源、

矿物资源及动力资源，是人类生存和发展在地球上最后一

块有待开发的疆域。海洋生物技术特别是海洋酶工程已

成为研究和开发海洋生物资源的重要工具。有人t}铲21世

纪是海洋的世纪”，有理由认为海洋生物酶的研究必将在

海洋生物资源的开发和利用中发挥重要的作用。海藻多

糖降解酶是海洋生物酶的一个极重要的分支，是具有良好

工业化应用前景的酶类之一。现就海藻多糖降解酶的研

究现状、研究进展、存在的问题以及发展前景分别进行讨论。

1海藻多糖降解酶的研究现状

1．1海藻多糖降解酶的分类和来源

1．1．1海藻多糖降解酶分类

海藻多糖降解酶按其所降解多糖是否为海洋所特有

的可分为2大类：一类是能降解特有的海藻多糖降解酶类

(如褐藻胶酶、褐藻糖胶酶(岩藻糖胶酶)、琼胶酶、卡拉胶

酶等)。这类酶所降解多糖是由2种单糖或者由一种单糖

或这种单糖的衍生物构成的(可称为杂多糖)，单糖有D型

和L型(光学异构体)构型，并含有一定量的硫酸基。另二

类是能降解非特有的海藻多糖降解酶类(如淀粉酶、纤维

素酶、甘露糖酶、果胶酶等)。这类酶所降解多糖的特点是

由同一单糖作为单体构成的多糖(也称为纯多糖)，单糖是

由D型单糖组成，多糖的空间结构比较单一。表d、表2分别

列出了海藻多糖降解酶所作用多糖的组成和海藻多糖降

解酶的分类。

表1 海藻多糖降解酶所作用多糖的组成

Table 1．Composition of algal polysaccharides

糖的分类 单体 糖苷键

褐藻胶嚣茹鬻嚣撬

特有的海琼胶Ⅸ瓣黝≯
藻多糖卡拉胶亩蠢氅驾毒蠢燃

岩藻糖D-半-％糖和L岩藻糖组成
胶酶

纤维素D-葡萄糖组成的纤维二糖

非特有的
淀粉 n葡萄糖组成的麦芽糖

海藻多糖
甘露聚糖 n甘露糖

果胶D．半乳糖

d．1，4糖苷键、

B．1，4糖苷键

a．1，3糖苷键、
B-l，4糖苷键

d．1，3糖苷键、

B．1，4糖苻键

d．1，2糖苷键、

B-1，3糖苷键

B．1，4糖苷键

q-l，4糖茴：键、
d．1，6糖苷键

B．1，4糖苷键、p—l，6糖
苷键或B．1，3糖营键

B—l，4糖苷键

表2海藻多糖降解酶类型及其酶系

Table 2Types and enzyme systems of algal poysaccharide-degrading

enzyme

酶的分类 酶系组成

从表2可以看出，这类酶又可分为a．多糖降解酶、13．多

糖降解酶和糖苷酶。

1．1．2海藻多糖降解酶的来源

海藻多糖降解酶主要来源于海洋动物和海洋微生物。

海洋动物：来源于海洋动物的海藻多糖降解酶多是

从新鲜的海产食藻动物(如鲍鱼、海螺、海兔等)的消化腺

中提取。这些海藻多糖降解酶有褐藻胶酶、琼胶酶、纤维

素酶、甘露聚糖酶以及果胶酶等。由于海产食藻动物的

来源有限性以及原料保鲜的困难性，所以这些酶制剂产

量很小。这使得人们更加关注由海洋微生物来制备的这

些酶类。

海洋微生物：海洋具有丰富的微牛物资源，现已发现

许多产生海藻多糖降解酶的微生物，主要分布于海洋细

菌中。如弧菌(Vibriosp．)、假单孢菌(Pseudomonas sp．)、交

替单孢菌CAltcromonas sp．)以及芽孢杆菌(Bacillus sp．)等

微生物菌株。主要产生的酶类有褐藻胶酶、琼胶酶、卡拉

胶酶、甘露聚糖酶等。

1．2几种特有的海藻多糖降解酶

1．2．1褐藻胶酶

褐藻胶酶的底物特异性，根据可降解甘露糖醛酸(M)

或古罗糖醛酸(G)而分为几种底物作用形式。研究表明，

假单孢菌可分泌聚M段专一性降解酶，克里伯氏菌可分泌

聚G段专一性降解酶，芽孢杆菌、别单孢菌可分泌具有降

解聚M段和聚G段的降解酶，弧菌有一些菌株(VibtioAL-1 28)

具有降解聚G段的能力，另一些菌株(VibfioATCC 17249)

具有降解聚M段的能力。

褐藻胶酶可作用于褐藻胶底物分子，能将其裂解成

2段，其中一段裂解片段含有非还原片段并具有双键。褐

藻胶酶通过B．消去反应裂解褐藻胶的糖苷键，并在其降

解产物的非还原性末端产生不饱和双键。因此，不论是
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D．甘露糖醛酸还是L古罗糖醛酸都能生成不饱和的低聚

醛酸类。

褐藻胶酶可分为内切酶和外切酶。内切酶使褐藻

胶溶液的黏度降低较快，还原糖生成速率较慢；外切酶

使褐藻胶溶液的黏度降低较慢，还原糖生成速率较快。

分泌褐藻胶酶的细菌具有褐藻胶酶的胞外酶和胞内酶

2种类型。

褐藻胶酶最适pH值为7．队7．6，酶的最适温度为30℃一

40℃。一般钠离子浓度可影响该酶活力，较低的氯化钠浓

度(<O．3mol／L)对该酶活力有激活作用，较高的氯化钠

浓度(>1．0tool／L)对该酶活有抑制作用。C矿可提高该

酶的耐热性。M矿对该酶有激活作用，而zn斗、H旷对该

酶有抑制作用，纯化的褐藻胶酶分子量多为32kDa,-．40kDa

单体酶。

I．2．2琼胶酶

琼胶酶根据对琼胶中糖苷键的特异性分为d．琼胶酶

和B．琼胶酶。仅．琼胶酶对琼胶的仅．1，3糖苷键作用，使其酶

解生成以d．D．半乳糖为非还原端和以3，6-内醚啦．L广半乳

糖为还原性末端的琼胶寡糖酶解产物。从琼脂液化弧菌

(Vibrio agarliuefacicns)中分离得到甜琼胶酶，其能使琼胶

在酶解初期黏度急剧下降，生成还原糖，失去凝固性，酶

解最终产物为琼二糖。

从革兰氏阴性海洋细菌分泌的一种能液化琼脂的琼

胶酶。经硫酸铵沉淀，DEALS．纤维素柱层析提纯。纯化的

琼胶酶可作用于琼胶的0t．1，3糖苷键，酶解产物为琼四糖

和琼六糖，后来证明这是0【．琼胶酶作用的缘故。

从能降解琼胶的海洋细菌Altcromon嬲GJIB分泌的琼

胶酶酶系中分离得到0【．琼胶酶，对琼胶酶解的最终产物为

琼四糖。该酶由2个亚基组成，每个亚基分子量为180kDa。该

酶的pI为5．3。在pH6．0--9．0的范围内酶活力较高，最适pH值

为7．2，酶解最终产物为琼三糖和琼四糖。

最近，从来源于海洋细菌V／bno JT0107分离纯化得

到0【．琼胶酶，该酶分子量为84kDa，由2个亚基组成。该酶

最适DH值和最适温度分别为7．7和30℃。酶解最终产物

为新琼五糖、新琼三糖、新琼二糖、3，6．内醚．L半乳糖、

D-半乳糖。

B一琼胶酶对琼胶的B．1，4糖苷键作用，酶解生成以

B．D．半乳糖为还原性末端和以3，6．内醚．L半乳糖为非还

原性末端的新琼寡糖混合物。
。

从京都假单孢菌(Pseudomonas Icyotoeasis)胞外酶中

发现8．琼胶酶。该酶对琼胶B．1，4糖苷键作用，其酶解最终

产物为新琼四糖和新琼二糖。另外，从大西洋假单孢菌

ff'seudomonas a／t／ant／ca)中分离得到B．琼胶酶，该细菌分

泌的胞外酶为13．琼胶酶，作用于13．1，4糖苷键，生成新琼六

糖(41．2％)、新琼四糖(49．7％)和新琼二糖(7．1％)。从该细

菌细胞壁的靠细胞质区域分离出B．新琼四糖水解酶和新

琼二糖水解酶。可认为琼胶的酶解是细菌胞外酶B一琼胶

酶首先作用于B．糖苷键，生成聚合度DP为3~4寡糖，进～

步降解为单糖和二糖。这个过程可能是DP=I而后者经过

新琼二糖水解酶分解生成3，6．内醚．L半乳糖和D-半乳

糖。B．琼胶酶是细菌的胞外酶，而B．新琼四糖水解酶和新

琼二糖水解酶则位于细胞壁区域的原生质膜上或外边，为胞

内酶。

从类假单孢菌(Pscudomonas-Like)培养液中得到的

B．琼胶酶，分离纯化得到B．琼胶酶酶组分I、酶组分II a和

酶组分IIb。酶组分I由2个亚基组成，分子量为210kDa，酶

组分II b分子量为63kDa。这2种酶组分都是糖蛋白，2种酶

组分的最适pH值都为6．7。酶组分I和酶组分Ⅱ的最适温度

分别为38℃和43℃。酶组分I可降解新琼八糖，生成2分子

的新琼四糖或1分子新琼六糖和1分子的新琼二糖。酶组

分II b只降解新琼八糖的正中间B。l，4糖苷键，生成2分

子的新琼四糖。

1．2．3卡拉胶酶

从海洋细菌卡拉假单孢菌(Pseudomonas carragcenovo-

ra)分离得到能降解K．卡拉胶的酶系，经硫酸铵浓缩，羟基

磷灰石色谱分离，然后再经DEAE．纤维素色谱层析分离，

可得到凝胶电泳纯的K．卡拉胶酶。该K．卡拉胶酶可使卡拉

胶降解，使其粘度急剧下降，还原糖含量增加，降解产物

用薄层色谱法确定为含硫酸寡糖同系物，即以3-0．(3，6-

内醚咀．D．半乳糖基)-4．硫酸基．B．9．半乳糖(也可称为4-

硫酸基．新卡拉二糖)为主要酶解产物。

其后，改进了从卡拉假单孢菌分离K．卡拉胶酶的方

法。把培养液用硫酸铵沉淀，以CM．Sephadex CL．6B离子

交换柱层析分离处理，以氯化钠梯度洗脱。洗脱液中的酶

组分经电泳证实为单体的K．卡拉胶酶，分子量为35kDa。

该酶的降解产物为4．硫酸基．新卡拉二糖。

从刺麒麟菜提取的。．卡拉胶上生长的一种海洋细菌

培养液中分离得到L-卡拉胶酶。将该酶提取液以2．Omol／L

为提取液，在Scphacryl S-200离子交换柱进行层析提纯处

理，用凝胶电泳验证该L．卡拉胶酶为单一酶组分。

将K．卡拉胶和t．卡拉胶用K．卡拉胶酶和卜卡拉胶酶处

理，其酶解产物含硫酸基的、K．卡拉二糖、含硫酸基的K．卡

拉四糖、卜新卡拉二糖和L．新卡拉四糖。

1．2．4褐藻糖胶(岩藻多糖)酶

海洋细菌大西洋假单抱菌@atlantlca)可利用培养基

中褐藻糖胶的31．5％，卡拉糖胶单孢菌但carragccnovora)

可利用培养基中褐藻糖胶的29．9％，并从培养液中分离得

到l，2吨．L．褐藻糖苷酶。

海洋细菌弧菌(VibrioN．5)培养液具有降解褐藻糖胶

能力。把该培养液分离纯化得到褐藻糖胶酶和褐藻糖胶
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硫酸解酶。褐藻糖胶酶最适pH值为6．0，在pH值为5～8时

较稳定，最适温度为35℃。褐藻糖胶硫酸解酶最适pH值为

7．5，在pH值为钆9时较稳定，最适温度为35℃。另外，海

洋细菌孤菌(VibrioNo 6-2．9)仅产生l，2．泓L-褐藻糖苷酶。

2海藻多糖降解酶的发酵生产

2．1海藻多糖降解酶高产菌株的选育

从海洋中分离得到的海洋细菌(如假单孢菌、产气单

孢菌、弧菌、芽孢杆菌、交替单孢菌)，分别以褐藻胶、琼胶、

卡拉胶、褐藻糖胶为培养介质进行培养，会生成相应的褐

藻胶酶酶系、琼胶酶酶系、卡拉胶酶酶系、褐藻糖胶酶酶

系。由于从自然界分离得到的野生型菌株分泌的各种海

洋多糖降解酶酶活力较低，虽然优化菌株产酶条件，有可

能在一定幅度范围内使酶活得到提高，但提高的幅度却

非常有限。如何获得海藻多糖降解酶高产菌株是该研究

领域遇到的一个难题。因此，有必要探讨获得海藻多糖降

解酶高产菌株的途径：(1)利用物理因素、化学因素或者物

理化学复合诱变方法，再通过高效筛选方法来获得遗传

特性稳定的酶活力较高的变异菌株。常用的诱变剂有紫

外线诱变、甲基磺酸乙酯等化学诱变。通常经平面皿水解

圈或变色圈初筛，再经摇瓶发酵测酶活力复筛。近年来，

国内外多家实验室采用以上方法，获得分泌酶活力较高

的褐藻胶酶产生菌和琼胶酶产生菌，其变异菌株的酶活

力较野生型菌株有较大幅度的提高。(2)优化海藻多糖降

解酶的产酶条件，进一步来提高发酵酶活力和产酶稳定

性，为扩大的工业化发酵实验打下基础。(3)利用分子生物

学技术，克隆海藻多糖降解酶的基因，将其转化到大肠杆

菌、酵母等寄主中进行表达，以大量生产海藻多糖降解酶。

1996年，CHAVAGNAT F等首先在P．alginovora Xo

017野生型菌株的培养液中检测到褐藻胶酶的存在，然

后分离纯化得到褐藻胶酶纯样品。进行了N．端氨基酸测

序。合成引物探针，利用PCR技术从Xo 017野生型菌株

的基因组DNA文库中钓出褐藻胶酶的基因，测序后建立

转化载体，并分别对大肠杆菌E．coil DH5a、E．co／／Topl0、

E．coliBlb21①E3)进行转化，并实现了高效表达。

1989年，BALAS R等提出来源于Streptomyces coelio-

color和Alteromonas atlantica B．琼脂酶存在着氨基酸序列

相同的区域。并对来源于Pseudomonas琼胶酶的基因agrA

进行了基因测序分析。1993年SUGANO Y等对来源于～

种独特的基因进行了克隆和测序。1994年SERVIN等对来

源于Strcptomyces eoelico／orA3的琼胶酶基因dagA的4种

启动子进行了转录调控。1997年HA JC等对来源于Pseu．

domonas的B．琼脂酶在大肠杆菌上进行了克隆和生产试验。

2．2海藻多糖降解酶发酵生产

目前，多数海藻多糖降解酶产生菌为好气性或者兼

性厌气细菌。通过摇瓶发酵实验，在实验室中制备海藻多

糖降解酶。并在此基础上，优化培养基组成和培养条件，

进一步来提高酶活力。

韩宝芹等利用埃氏交替单孢菌CAlteromonas espejiana

CY)A．1 102，在由蛋白质0．5％，酵母提取物0．1％，褐藻酸

钠0。5％，氯化钠3％，pH值7．5。在300mL三角瓶中加入

100mL培养基，按2％接种量，在25℃恒温培养144h，使褐

藻胶酶活力有较大幅度的提高。

1975年VAN DER MEULEN等利用嗜细胞菌(cy-

tophaga疗evensis)在pH 6．0-7．0、以琼胶作为唯一碳源、硝

酸铵为氮源、20℃的条件下进行间歇摇瓶培养。在一定浓

度的氯化钙、水解酪蛋白、氨基酸以及诱导物(蜜二糖或者

新琼低聚寡糖)存在时，胞外琼胶酶分泌的酶量最高。但

是，这些酶的制备仍都停留在实验室水平，难以满足日

益增加的对海藻多糖降解酶的需求。

如何提高海藻多糖降解酶的实验室摇瓶发酵水平，

并在此基础上，进行扩大的发酵实验研究，实现工业化水

平的海藻多糖降解酶发酵生产及海藻多糖降解酶酶制剂

产品的开发都是目前亟待需要解决的问题。解决这一问

题的途径：(1)选育海藻多糖降解酶高产菌株，这是提高发

酵酶活的有效途径，可有效降低海藻多糖降解酶酶制剂产

品成本，提高产品质量。(2)优化培养基成分和产酶条件，

使海藻多糖降解酶高产菌株的产酶能力得到充分的表

达。(3)开展海藻多糖降解酶产生菌发酵动力学的研究，建

立起不同菌株或者酶种的发酵动力学模型。根据海藻多

糖降解酶产生菌的发酵动力学模型，对该菌株发酵产酶

过程进行控制，使发酵产酶能力得到进一步的提高。(4)

对海藻多糖降解酶的扩大发酵技术及其生化反应器进行

研究开发，使实验室摇瓶发酵水平在大型发酵罐中实现

正常发酵产酶。(5)开展海藻多糖降解酶下游技术的研究

开发，实现海藻多糖降解酶工业化生产，生产出各种规格

的海藻多糖降解酶酶制剂产品。

2．3海藻多糖降解酶在海洋生物技术研究中的位置

我国海洋生物酶的研究开发正处于起步阶段。在国

家“九五”科技攻关项目中，酶的开发项目很多，包括酸性

纤维素酶、木聚糖酶、甘露聚糖酶、几丁质酶、碱性脂肪酶；

碱性蛋白酶、果胶酶、葡萄糖苷酶以及青霉素酞化酶医用

酶等，极少属于海洋生物酶。

国家在“十五’’海洋863计划中，海洋生物技术主题中

列上了“海洋生物酶’专题，侧重对蛋白酶和海洋工具酶的

研究，这也说明我国已开始认识到海洋生物酶在海洋生

物技术中的作用。

美国对海洋生物技术一直非常重视。关于海洋生物

酶的研究领域主要侧重：(1)耐热酶在工业上的应用：(2)

海洋生物酶在缓解硫化物中毒中的作用；(3)工业中应用的

海洋生物次级代谢产物及其酶的开发等。
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在美国国家海洋基金的资助下，新泽西州的Rutgers

大学研究了来自海底火山的嗜热菌产生的酶类，寻找具有

工业应用前景的耐高温酶。从嗜热菌中分离得到了Of．．半

乳糖苷酶，并克隆了该酶的基因，极有希望应用于食品工

业。另外，还研究了来自海洋微生物的低温酶，已获得几丁

质酶产生菌株。目前，海洋生物特别是海洋极端微生物工

业用酶已成为美国海洋生物技术的重要研究领域。

在加拿大，海洋生物科学研究所从1997年开始开展海

洋嗜热菌耐热酶的研究。

日本已在海洋生物技术方面后来居上，取得了很大

的成就，著名的深海环境科技高级研究计划(deep．star)已

实施多年。在生物资源方面获得了嗜压、嗜冷、嗜热、嗜碱

以及石油分解等多种类型的极端微生物。在海洋生物酶

研究方面，对深海嗜冷菌、嗜碱菌进行了蛋白酶、淀粉酶和

脂肪酶等的研究。这些酶在低温合成、医药加工、食品处

理和低温环境保护方面都成为有用的工具。日本海洋科

学技术中心海洋微生物研究组关于酶的研究已涉及到

低温酶、高温酶、碱性酶，酶的品种包括：蛋白酶、淀粉酶、

木聚糖酶、褐藻胶酶、普鲁兰酶、脂肪酶等。

由于海洋生物活性物质开发和在治疗疑难病症方面

海藻多糖降解酶的突出作用已日益引起国内外学者们的

重视，所以在褐藻胶酶、琼胶酶研究方面己获得了令人鼓

舞的成果。

3展望

酶工程的发展已为工业技术的进步做出了巨大的贡

献，酶制剂工业本身的发展已形成巨大的市场。至U1997年

为止，全球的酶销售市场约为14亿美元，并以每年5％的速

度增长。已商品化的酶品种有1000多种，而食品、洗涤剂、

淀粉加工工业用酶约占75％，特殊用酶约占10％，随着制

药工业用酶需要量的增加，特殊用酶将会迅速增长，并将

成为酶技术开发的中心。

极端微生物的酶和基因资源近来得到了广泛重视，

特别是极端微生物的工业用酶，如嗜碱菌蛋白酶、纤维素

酶、甘露聚糖酶、嗜热菌0【．淀粉酶、嗜冷菌蛋白酶、几丁质

酶等已成为重要的研究领域。海洋环境包罗了高压、高盐、

高温、低温、低营养、无光照等许多特殊环境，适应这些特

殊环境的微生物诱导产生各种特殊酶系。这不仅为工业

特殊用酶，而且为开发生物活性物质提供了工具酶——海

藻多糖降解酶等重要的酶源。海洋极端微生物及其酶的

研究开发已成为海洋生物技术中的一个重要的发展方向。

随着分子生物学的发展，拓展了酶的来源和特性，克

隆酶、杂交酶、修饰酶等使生物酶发展到一个新的阶段。

我国海洋生物酶的发展战略：充分利用基因操作技术，

进行海洋生物酶的基因克隆，高效表达研究，构建基因工

程菌。建立新酶资源的筛选方法。加强酶的应用研究，开

拓新的工业应用领域，提升海洋生物产业技术水平，全面

提高我国酶制剂在国际上的竞争力。实现海洋生物技术

领域的持续发展，为国民经济的发展做出贡献。
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