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摘要　作为第三代生物燃料，大型褐藻类生物质转化燃料乙醇的研究受到广泛的关注。但是，现
有的乙醇工业菌株并不能利用褐藻中的主要成分海藻酸，这个问题是海藻生物乙醇实现工业化

生产的主要技术难关。近几年随着对海藻酸裂解酶和海藻酸降解菌代谢途径的深入研究，科研

人员构建了不同的海藻酸发酵菌株，为高效转化大型海藻生产生物乙醇提供了可行的技术基础。

这篇文章对海藻酸资源概况和海藻酸转化生物乙醇存在的科学问题及其研究进展进行了综述。
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　　生物乙醇作为可再生的绿色能源已经家喻户晓。

近年来，燃料乙醇的研发重点已经由以粮食作物为原

料的第一代燃料乙醇技术移向以纤维素为原料的第二

代燃料乙醇技术。与此同时，以海洋藻类为原料的第

三代生物乙醇技术的研发也正在成为能源领域关注的

热点。

　　海藻能源的原料包括微藻和大型海藻。有些微藻

可在其细胞中积累大量油脂，因此多被研究作为提炼

生物柴油的原料。大型海藻则指生长在潮间带或亚潮

带的肉眼可见的海藻，其木质素含量很少，可转化的碳

水化合物含量丰富，容易预处理，在生物转化上具有优

势。大型海藻生存范围广，生长迅速，生产技术成熟，

并且不与陆生植物竞争耕地、水源、肥料等生产资源，

还可以固定大气和海水中的二氧化碳，能有效缓解温

室效应和海水酸化的问题，具有良好的环境效益。

　　地球上海洋面积约为３．６１亿平方千米，占全球总

面积的７１％，海洋生物质资源丰富。我国海洋面积辽

阔，分布着大量暖温带、亚热带、热带大型海藻，种质资

源丰富。我国已经报道的大型海藻有１２７７种，产量约

达１０００多万吨，居世界首位，具备发展海洋生物质能

源的有利条件。

　　目前，由于大型海藻中主要多糖成分海藻酸的分

解效率低，且其降解产物不能被产乙醇微生物所利用，

使得大型海藻转化生物乙醇面临技术瓶颈。本文将对

海藻酸资源概况、海藻酸转化生物乙醇的关键问题及

海藻酸转化生物乙醇的研究进展进行综述。

１　海藻酸及其资源概况

　　海藻酸是最主要的海洋生物质之一，也被称为褐

藻胶，是由βＤ甘露糖醛酸（βＤｍａｎｎｕｒｏｎｉｃ）和αＬ古

洛糖醛酸（αＬｇｕｌｕｒｏｎｉｃ）单体通过１４糖苷键连接而

成的高分子聚合物，主要存在于褐藻细胞壁中［１］。褐

藻是目前关注较多的生物燃料生产原料，它的组成成

分有甘露醇、海藻酸、纤维素、脂肪酸和无机盐等。甘

露醇和海藻酸是褐藻的主要的成分，也是主要的可转

化碳水化合物，其中海藻酸含量可达褐藻干重的

３０％［２］。我国海岸线绵长，拥有经济藻类５１０种，大多

属于褐藻门，它们体型较大，包括海带、裙带菜、巨藻、

马尾藻、昆布、鹿角菜等［３］。据统计，２００６年，全球养殖

海藻产量达到 １５０７．５万吨，中国养殖海藻产量为

１０８６．７万吨，占世界养殖海藻产量的７２．０５％，其中，海

带（Ｌａｍｉｎａｒｉａ）、裙带菜（Ｕｎｄａｒｉａ）、紫菜（Ｐｏｒｐｈｙｒａ）和江

蓠（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ）四个属的海藻产量高达７６０万吨［４］。海

带和裙带菜属于褐藻门，海藻酸含量丰富，以海带为

例，其总糖含量为３２．３２％，海藻酸含量为２４．６１％［５］。

马尾藻也是我国主要的经济藻类之一，其海藻酸含量

可达３０％以上，被广泛应用于海藻酸工业中。
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　　丰富的海藻资源为我国发展第三代生物燃料提供

了一定的优势，但利用大型海藻中的主要碳水化合物

海藻酸仍然是目前大型海藻转化生物乙醇的关键和

难题。

２　海藻酸转化生产燃料乙醇的关键问题及
研究现状

　　利用褐藻生产乙醇的工艺包括预处理、糖化和发
酵步骤［６］。但是褐藻的乙醇转化效率较低，褐藻中的

主要成分海藻酸难以降解，并且降解产生的单糖不能

被工业产乙醇菌株利用，因此对海藻酸裂解酶的降解

机理及降解产物的微生物代谢研究就显得尤为重要。

２．１　海藻酸降解的研究现状
　　现阶段，海藻酸降解为单体主要有酸水解法和酶
解法［７８］。酸水解法需要消耗大量硫酸等高浓度酸，水

解废渣对环境污染严重，酸水解得到的海藻酸单体与

酶水解产物单体化学特性不同，并且还未有微生物能

够利用酸水解单体产物的报道。酶水解是利用海藻酸

裂解酶将海藻酸降解为不饱和单糖，简单高效，无环境

污染，海藻酸降解菌可利用酶水解产物作为唯一的碳

源，进行生长代谢。所以，应用酶解法降解海藻酸有着

不可替代的优势。

　　海藻酸裂解酶来源广泛，可以从海洋藻类、海洋软
体动物、海洋微生物、土壤微生物等中分离得到［９１２］。

目前海藻酸裂解酶的主要来源是海洋细菌，例如假单

胞菌属、弧菌属等［１３１４］。根据海藻酸裂解酶的催化特

点可将其分为内切酶和外切酶两种［１５１６］。根据内切酶

的底物特异性还可分为古洛糖醛酸裂解酶（ＥＣ４．２．２．

１１）和甘露糖醛酸裂解酶（ＥＣ４．２．２．３），同时也发现了
对聚古洛糖醛酸和聚甘露糖醛酸两种底物均有活性的

双功能酶［１７］。根据酶的氨基酸序列进化及同源性关

系，大多数海藻酸裂解酶属于多糖裂解酶中的 ＰＬ５、
ＰＬ７、ＰＬ１４、ＰＬ１５、ＰＬ１７、ＰＬ１８六个家族［１８］。

　　海藻酸裂解酶的催化机制是通过β消去反应切断

１，４糖苷键来催化海藻酸降解，并在４Ｏ糖苷键所在糖
环的 Ｃ４和 Ｃ５之间产生双键，形成 ４ｄｅｏｘｙＬｅｒｙｔｈｒｏ
ｈｅｘ４Ｅｎｅｐｙｒａｎｏｓｙｌｕｒｏｎａｔｅ的非还原末端［１９］。

　　海藻酸裂解酶的分子量一般在２０ｋＤａ～１１０ｋＤａ之

间，在ｐＨ５～１１之间比较稳定，最适温度一般为２５℃～
５０℃，最适ｐＨ一般在５～１０之间［２０］。金属离子对海藻

酸裂解酶的酶活及稳定性影响较大，大多数海洋微生

物的海藻酸裂解酶需要 ＮａＣｌ，Ｋ＋也通常能够促进酶

活［２１２２］。

　　海藻酸裂解酶是糖化大型海藻的关键酶，但现有
产酶菌株的酶产量和活性均较低，较难达到实际应用

要求，利用外源表达生产高活性的海藻酸裂解酶作为

提高产酶量的有效手段得到了广泛研究。１９９３年，
Ｂｏｙｄ等首次克隆了铜绿假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｌｇｉｎｏｖｏｒａ）海藻酸裂解酶的编码基因 ａｌｇＬ，并在大肠杆
菌中进行了表达，使其粗蛋白比酶活力达到１４６Ｕ／ｍｇ，
是原始野生菌的２．５倍［２３］。２００９年，ＧａｏｆｅｉＤｕａｎ等人
在假交替单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）ＣＹ２４中克隆
得到了海藻酸裂解酶基因 ａｌｙＰＩ，在大肠杆菌中表达得
到一个５８ｋＤａ的蛋白，催化活性达到了１２１．６Ｕ／ｍｇ［２４］。
　　在酶的生产及研究中，对酶表达调控系统的解析
以及酶与天然底物作用机理的研究至关重要，围绕海

藻酸降解菌的底物诱导、海藻酸裂解酶的表达调控方

式和海藻酸裂解酶进攻并结合海藻酸的过程等问题的

探讨，将加深人们对海藻酸降解菌生理特性及海藻酸

裂解酶酶解机理的了解，并为提高海藻酸裂解酶生产

水平和催化效率提供理论基础。

２．２　海藻酸代谢的研究

　　由于海藻酸酶解糖化后的单糖并不能被工业产乙
醇菌利用，所以在海藻酸生物乙醇转化领域研究微生

物代谢海藻酸非常重要，具有极为现实的意义。

　　现阶段对于海藻酸降解菌的海藻酸代谢途径的研
究主要集中在 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ属。早先人们在研究
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ属的细菌时发现，细菌表面覆盖着宽大的
褶皱，当把细菌在含海藻酸的培养基中培养一段时间

后，细菌表面会形成直径为０．０２～０．２ｕｍ的凹陷结构，
并且发现膜凹陷进细胞质，之后他们对凹陷结构和周

围区域染色，并基于这些结果确定了细菌表面存在可

以将海藻酸直接吞食的机制［２５］。海藻酸进入细胞通过

的超级通道是由细胞表面受体、细胞表面海藻酸受体、

外部膜结合运输蛋白、周质海藻酸结合蛋白、内部膜结

合ＡＢＣ转运子组成。细胞表面受体由ｐ５（４０ｋＤａ）和
ｐ６（３１ｋＤａ）组成。细胞表面海藻酸受体为细胞表面蛋
白Ｐ７（２８ＫＤａ）。外部膜结合蛋白由 ｐ１（７８ｋＤａ），ｐ２
（７１ｋＤａ），ｐ３（７４ｋＤａ）和 ｐ４（７２ｋＤａ）组成，功能是将
铁离子／海藻酸复合物运输进细胞周质。周质海藻酸
结合蛋白为ＡｌｇＱ１（５９ｋＤａ）和ＡｌｇＱ２（５９ｋＤａ），它们
对海藻酸有特殊的结合能力。内部膜结合ＡＢＣ转运子

由ＡｌｇＳ（４０ｋＤａ）、ＡｌｇＭ１（３７ｋＤａ）和 ＡｌｇＭ２（３３ｋＤａ）
组成，ＡｌｇＳ是作为 ＡＴＰ酶，ＡｌｇＭ１和 ＡｌｇＭ２的二聚体

３２１
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形成透性酶。除ＡＢＣ转运子外，其他蛋白的表达都受

到海藻酸的诱导［２６２８］。海藻酸通过 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ属的

细菌细胞表面特有的超级通道进入细胞质后，胞内的

海藻酸裂解酶 Ａ１Ｉ、Ａ１ＩＩ、Ａ１ＩＩＩ和 Ａ１ＩＶ将其降解为

单不饱和糖醛酸［２９３０］。不饱和糖醛酸单糖通过非酶的

转化作用变为 ４ｄｅｏｘｙＬｅｒｙｔｈｒｏ５ｈｅｘｏｓｅｕｌｏｓｅｕｒｏｎｉｃ

ａｃｉｄ（ＤＥＨ），ＤＥＨ再被 ＤＥＨ还原酶还原成 ２ｋｅｔｏ３

ｄｅｏｘｙＤｇｌｕｃｏｎｉｃａｃｉｄ（ＫＤＧ）。ＫＤＧ由 ２酮基３脱氧

葡萄糖激酶催化形成２ｋｅｔｏ３ｄｅｏｘｙ６ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｎｉｃ

ａｃｉｄ（ＫＤＧＰ），再由２酮基３脱氧６磷酸葡萄糖酸醛

缩酶裂解为甘油醛３磷酸和丙酮酸，之后它们分别进

入糖酵解和三羧酸循环［３１］（图１）。

图１　海藻酸代谢途径［２６］

Ｆｉｇ．１　Ａｌｇｉｎａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ

　　在最近的研究中，弧菌属的海藻酸代谢途径也得

到了突破性的进展。美国生物结构实验室从灿烂弧菌

属（Ｖｉｂｒｉｏｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ）１２Ｂ０１的基因组中筛选得到一段

长约４０ｋｂ的基因片段，并逐个分析了与海藻酸代谢有

关的关键基因。研究结果表明，钠／溶质共运输体、膜

转运蛋白、海藻酸裂解酶以及ＮＡＤＨ依赖型 ＤＥＨ还原

酶的基因与细菌利用海藻酸有紧密联系。并且确定了

细菌利用海藻酸寡糖的最小遗传信息是钠／溶质共运

输体和ＤＥＨ还原酶的基因［３２］。这些基因的发现及其

功 能 鉴 定 表 明，Ｖｉｂｒｉｏｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ１２Ｂ０１拥 有 与

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．Ａ１相似的代谢途径，即利用膜转运蛋
白运输海藻酸进入细胞，然后利用多种海藻酸裂解酶

将海藻酸逐步降解为单糖，再由ＤＥＨ还原酶将ＤＥＨ转
化为ＫＤＧ。
　　通过对这些细菌的海藻酸代谢途径的研究，确立
了细菌代谢海藻酸的一个通用模型，并找到了海藻酸

代谢途径中的关键基因。同时，海藻酸代谢中间产物

都可以进入到糖酵解途径，而大多数乙醇工业菌株都

具备糖酵解途径，这就为利用基因工程改造乙醇工业

菌株发酵海藻酸生产乙醇提供了理论依据。

３　海藻酸的乙醇转化研究进展

　　目前，利用海洋生物质中的碳水化合物发酵乙醇
已经有所报道。２０００年，ＳＪＨｏｒｎ等利用酵母发酵昆布
多糖和甘露醇，乙醇产量为０．４３ｇ／ｇ底物［３３］。２００９年，
Ａｄａｍｓ等比较了褐藻的预处理方法，并用酵母发酵，乙
醇产量为０．４５％（Ｖ／Ｖ）［３４］。但是由于传统的高乙醇
产量酵母本身并不具备海藻酸代谢途径，所以上述研

究中酵母并没用利用海藻酸进行发酵。与此同时，一

些细菌能够产生海藻酸裂解酶降解海藻酸，并可以利

用海藻酸降解产物作为唯一碳源，但并不能生产乙醇。

所以人们开始运用基因工程的手段构建能利用海藻酸

的产乙醇工程菌。目前，构建能利用海藻酸的乙醇工

程菌主要有两个策略：

　　（１）在海藻酸降解菌中构建高产量的乙醇代谢途
径。２０１１年，日本京都大学的 Ｍｕｒａｔａ教授的团队将运
动发酵单胞菌（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓｍｏｂｉｌｉｓ）的丙酮酸脱羧酶基
因ｐｄｃ和乙醇脱氢酶基因ａｄｈＢ在Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．Ａ１
中过量表达，同时敲除了 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．Ａ１的乳酸
脱氢酶基因 ｌｄｈ，并利用海藻酸发酵乙醇，乙醇产量达
到１３ｇ／Ｌ。海藻酸转化乙醇工程菌的构建开辟了一条
高效率低成本的海洋生物质转化途径，但由于

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．Ａ１是好氧菌，在发酵乙醇过程中，三

羧酸循环会和丙酮酸脱羧酶竞争丙酮酸，这就需要严

格控制生物反应器中的氧气含量来达到细菌生长与生

产乙醇的平衡，这就大大限制了其在工业生产中的应

用［３５］。

　　（２）将海藻酸裂解酶基因和海藻酸代谢的关键基
因导入到乙醇工程菌中，使其能够直接利用海藻酸发

酵生产乙醇。２０１２年，Ａｄａｍ等人构建了能将海藻酸裂
解酶高效分泌到细胞外的海藻酸裂解酶分泌系统，然
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后利用基因文库从灿烂弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ）１２Ｂ０１

中筛选了海藻酸代谢过程中所必需的长约４０ｋｂ的基
因序列，包含转运和代谢方面的基因，并将它们同时导

入到经由基因工程改造能够高效产乙醇的大肠杆菌

中，利用天然大型海藻发酵，乙醇产量为０．２８１ｇ乙醇／ｇ
干海藻，达到了理论转化率的８０％［３２］。构建的工程菌

能够利用大型海藻中的甘露醇、海藻酸和葡萄糖进行

发酵，扩大了细菌的底物利用范围，提高了大型海藻的

利用率。但大量的基因工程改造，势必会对细菌本身

造成影响，基因工程菌的遗传稳定性也需要进一步探

讨。

　　这些研究结果为利用基因工程菌转化大型海藻生
产生物能源开辟了新的途径，将为大型海藻生物质更

加高效和全面的利用，并降低成本、提高乙醇转化率提

供可能。

４　海藻酸转化生物乙醇的展望

　　我国拥有２９９．７万平方公里的海洋面积，海洋生
物质丰富，并经过多年的研究，积累了大量海藻种质资

源，但由于对海洋生物质能源转化生物燃料的研究较

晚，急需获得拥有自主知识产权的海洋生物质转化技

术。

　　而目前，对于海洋生物质转化的研究集中在利用
酵母发酵海洋生物质和对现有好氧海藻酸分解菌及乙

醇工程菌的基因工程改造上。酵母作为历史悠久的乙

醇发酵菌株，在利用海洋生物质方面具有乙醇产量高，

遗传背景清晰，可利用现有的发酵设施等优点。但是，

至今为止仍然没有关于酵母直接利用海藻酸寡糖或者

海藻酸单糖发酵生产乙醇的报道。为了进一步降低成

本，提高发酵效率，还需要在酵母中表达海藻酸裂解

酶，使其能够自行降解利用海藻酸，实现统合生物加工

（ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｅｄｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，ＣＢＰ）。利用基因工程改造
的好氧海藻酸分解菌发酵生产乙醇，需要严格控制发

酵条件，操作上十分复杂，使其并不适合在工业上应

用。在深入了解了海藻酸代谢途径的前提下，将整个

海藻酸代谢途径导入到乙醇工程菌中，是一种可行的

方案，但外源基因的遗传稳定性和发酵性能的稳定性

都有待验证。厌氧微生物通过底物水平磷酸化获得生

命活动所需的能源 ＡＴＰ，产生的 ＮＡＤＨ再通过生成乙
醇或有机酸等发酵途径氧化为ＮＡＤ＋，因此厌氧微生物
可以直接发酵底物生成乙醇，并且在生产有用物质方

面，厌氧菌具有利用单位底物生成的ＡＴＰ较好氧菌少，

底物的转化效率高等优点。因此，筛选厌氧的海藻酸

降解菌，并对其进行有限的基因工程改造，导入或强化

乙醇生成途径，使其能够直接利用大型海藻生产乙醇

的策略，充分利用了厌氧菌自身的代谢优势，减少外来

基因对宿主的影响，并且可以利用工业上现有的厌氧

发酵设施，是一种颇有前景的方案。
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２０１３，３３（１） 钱　龙 等：海藻酸转化生物乙醇研究进展
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