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真菌壳聚糖酶研究进展

龚香艺 1,2，吴 静 1,2,*，邬敏辰 2

(1.江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡      214122；2.江南大学医药学院，江苏 无锡       214122)

摘   要：壳聚糖酶是专一性降解壳聚糖的糖苷水解酶。在对比分析真菌壳聚糖酶和细菌壳聚糖酶的异同的基础上，

总结近年来真菌壳聚糖酶在分类、酶学性质、基于分子生物学和生化工程的高产策略的研究进展。通过整理文献

发现，来自真核微生物的壳聚糖酶降解产物为壳寡糖与氨基葡萄糖，具有分子质量大、活性较低等特点，针对酶

活低这个迫切要解决的问题，讨论了提高产酶的潜在策略。
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Abstract ：Chitosanase is a glycoside hydrolase for specific degradation of chitosan. In this article, the recent research progress

in the classification and characterization of chitosanases, and the current strategies for improving chitosanse activity are

summarized. To the best of our knowledge and after an extensive literature review, we present that the degradation products by

chitosanase from fungi are chitoligosaccharide and glucosamine with a high molecular weight and a low specific activity. Potential

strategies for improving chitosanse activity are also discussed in this paper.
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作为一种专一性降解壳聚糖的糖苷水解酶，壳聚糖

酶能催化水解含有一个氨基葡萄糖基团(GlcN)的糖苷键和

水解部分乙酰化壳聚糖，但不能降解完全乙酰化的几丁

质[1]。与壳聚糖比较，通过壳聚糖酶水解而形成的壳寡

糖具有良好水溶性、易吸收等优点，并表现出独特的生

理活性与功能，广泛应用于食品、医药、农业和化妆

品等工业领域中(表 1)。目前，真核壳聚糖酶研究较细

菌少，国内主要是通过寻找新的高产菌株、人工诱变、

条件优化、固态发酵及基因工程改造方法等方面着手研

究。而国外则侧重研究细菌壳聚糖酶的初级结构和催化

机理，Bacillus circulans MH-K1 和 Streptomyces sp. N174
的壳聚糖酶三级结构已被测定，但真菌壳聚糖酶还没有

三维结构方面的报道，还有真菌壳聚糖酶的生理学作

用，相关信息将有助于通过改变外部条件，提高真菌产

酶量。以往综述较为宽泛地总结了微生物壳聚糖酶(细菌

和真菌壳聚糖酶)，因此，在对比研究真菌壳聚糖酶与

细菌壳聚糖酶异同的基础上，系统总结真菌壳聚糖酶的

分类、酶学性质、提高产量的分子和生化工程策略等研

究情况，旨在较为全面地了解近年来真菌壳聚糖酶研究

涉及内容、遇到的困难以及未来的发展前景。

物质                                    应用

科学研究：研究壳聚糖的天然结构和在真菌中的

壳聚糖酶
                生理学作用；制备真菌原生质体

环保：有望通过壳聚糖酶将壳聚糖变成极具价值的的壳寡糖

工业：水解壳聚糖为壳寡糖

食品：作为食品添加剂

壳寡糖
医药：抗肿瘤、抗感染、提高机体免疫力

化妆品：保湿保水

农业：对植物病原菌有拮抗作用

表 1 壳聚糖酶及壳寡糖的应用

Table 1   Applications of chitosanase and chitoligosaccharide

1 真菌壳聚糖酶与细菌壳聚糖酶的比较

源于细菌和真菌的壳聚糖酶性质比较于表 2 中。发

现两者具有共同特性：1)壳聚糖酶活性随壳聚糖脱乙酰化
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酶学特性          细菌 真菌

反应最适pH 接近中性(pH6～7)，部分 pH值为 7.5和 8 偏酸性条件(pH4～6.5)

pH值稳定性
与温度有关，在最适pH值时，保持高活性 较细菌的稳定范围小，但 Aspergillus fumigatus(3.5～8.5)和 Paecilomyces lilacinus
时间较短  ；在中性或微碱性条件下快速失活  (3.8～9.9)的稳定范围较宽，但稳定时间不长

反应最适温度/℃ 50～65 50～55

温度稳定性
与pH值有关，在较高温度时半衰期较短 ；稳定时间

最适温度条件下酶的稳定时间较短，Ca2+显著增强稳定性
还与底物存在与否有关，Ca2+可增强温度稳定性

激活剂 C a 2 +、C o 2 +、Z n 2 +、C u 2 +、M n 2 + Ca2+、Co2+、Zn2+、Mn2+、Cu2+ 是否激活与浓度相关

抑制剂 A g +、H g +、F e 2 +、F e 3 + A g +、H g +、F e 2 +、F e 3 +

Km/(mg/mL) 以壳聚糖为底物时，Km值较小 以壳聚糖为底物时，Km值较细菌大，且Km值与壳聚糖的乙酰化度有关

pI 碱性蛋白质 酸性蛋白质，但Paecilomyces lilacinus为碱性蛋白质

分子质量 较小，20～40kD，甚至低于 10kD 大于 40kD
三级结构 研究的较多，有 Streptomyces sp.、Bacillus circulans 和 Bacillus sp. —

降解特点 以内切酶为主，但Microbacterium能产内切酶和外切酶 同时产内切酶和外切酶

酶解产物 壳寡糖 壳寡糖，夹杂氨基葡萄糖

酶活力 较高 较低

表 2 细菌与真菌壳聚糖酶的比较

Table 2    Comparison of chitosanases from bacteria and fungi

注：— . 表示没有相关报道。下同。

程度的提高而提高；2)在最适反应条件下，维持高酶活

的时间不长，半衰期较短；3)当催化溶液中 pH ＞ 7 时，

源于细菌或真菌的壳聚糖酶活性急剧下降，出现这一状

况的原因可能在于在高 pH 值条件下壳聚糖酶发生变性所

致；另一方面，在高 pH 值条件下底物壳聚糖溶解度降

低，导致活性降低。除上述共同点外，真菌壳聚糖酶

与细菌壳聚糖酶比较，具有：1)活性较低：真菌壳聚糖

酶比细菌壳聚糖酶具有较大的 Km 值；2)真菌壳聚糖酶的

分子质量普遍大于细菌壳聚糖酶；3)催化产物不同：真

菌壳聚糖酶的酶解产物是壳寡糖与氨基葡萄糖的混合物。

2 真菌壳聚糖酶的分类

能在胞外分泌壳聚糖酶的真核微生物主要包括：

Fusarium solani[2-3]、Aspergillus 属[4-6]、Penicillium 属[7-8]、

Beauveria bassiana[9-10]、Mucor rouxii[11]、Metarhizium
anisopliae[12]、Gongronella sp. JG[13]等。通过分析上述

微生物所生产的壳聚糖酶的氨基酸序列，发现几乎所有

生产的壳聚糖酶均属于糖苷水解酶 75 号家族。上述微生

物所生产的壳聚糖酶主要分为：1)诱导酶和组成酶。其

中诱导酶占大多数，如 A.sp. CJ22-326 菌株所产壳聚糖

酶是一典型诱导酶，其合成与分泌都需壳聚糖诱导[14]。

然而，组成型真菌壳聚糖酶主要来源于植物病原真菌

F.solani，只要培养基中含有葡萄糖，即使没有壳聚糖

的情况下，该菌也能分泌壳聚糖酶[3]。2)内切酶和外切

酶。真菌内切酶是指壳聚糖酶(E .C .3 .2 .1 .132)，属于

GH75 家族；真菌外切酶是指外切 -1,4-β-D- 氨基葡糖

苷酶(E.C.3.2.1.165)，属于 GH2 家族[15]。内切酶水解壳

聚糖为壳寡糖，外切酶的最终产物为氨基葡萄糖。对

于大多数真菌壳聚糖酶而言，既包含内切酶又包括外

切 酶 。

3 真菌壳聚糖酶的酶学性质

真菌壳聚糖酶的酶学性质总结于表 3。真菌壳聚糖

酶一般仅水解壳聚糖及壳聚糖衍生物，如乙二醇壳聚

糖、胶体壳聚糖。然而，源于 F.solani f. sp. phaseoli
SUF386 的壳聚糖酶除可降解壳聚糖外，还能有效地降

解壳五糖、乙二醇壳聚糖，此外，还能微量地降解乙

二醇几丁质和羧甲基纤维素[2]。

真菌壳聚糖酶的底物一般是 70%～100% 物质的量分

数脱乙酰化的壳聚糖，其活性随壳聚糖的脱乙酰化程度

的提高而增强[16]。壳聚糖酶能催化的位点包括：1)断裂

GlcN-GlcN 及 GlcNAc-GlcN 键；2)断裂 GlcN-GlcN 键；3)
断裂 GlcN-GlcN 及 GlcN-ClcNAc 键[17]。综合发现各种壳

聚糖酶都能有效地断裂GlcN-GlcN键。在壳聚糖中，GlcN-
GlcN 键的数量随着脱乙酰化度的提高而逐渐增加，因此

酶活力的高低取决于壳聚糖的脱乙酰化程度。然而，壳

聚糖酶活性除与壳聚糖脱乙酰化程度有关外，还与壳聚

糖酶本身的性质有关，因为来源于 F . s o l a n i  f .  s p .
phaseoli 的壳聚糖酶仅在壳聚糖脱乙酰化度为 52%～70%
物质的量分数时才表现出高活性[2]。

4 提高壳聚糖酶产量的发酵优化与控制策略

4.1 提高壳聚糖酶产量的生化工程策略

提高真菌壳聚糖酶产量的生化工程策略包括：1)最
佳诱导物种类的选择及其质量浓度优化：因大多数来源

于真菌的壳聚糖酶为诱导酶，因此通过优化诱导物的种

类和质量浓度而提高壳聚糖酶的活性，如在 A.sp. CJ22-
326 发酵生产壳聚糖酶的过程中，添加质量分数为 2% 壳

聚糖可显著提高壳聚糖酶的活性；而采用氨基葡萄糖、

乙酰氨基葡萄糖作为碳源时，并不利于酶活力的提高[14]。
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2)选择复合碳源：壳聚糖能显著提高壳聚糖酶的活性，

但不利于细胞生长。为了能让真菌细胞生长良好的同时

提高酶活，研究发现采用麸皮和壳聚糖作为复合碳源能

有效提高壳聚糖酶的活性[14]。3)选择最优氮源：研究发

现，氮源显著影响壳聚糖酶的高效生产 [ 2 5 ]。如方祥年

等[9]利用蛋白胨、酵母浸膏和干酪素组成复合氮源，诱

导球孢白僵菌高产壳聚糖酶。对于 A.sp. CJ22-326，无

机氮源(NH4)2SO4 比有机氮源如胰蛋白胨、酵母膏、牛

肉膏或复合氮源更利于壳聚糖酶的生产[14]。4)促进壳聚

糖酶的分泌：陈小娥等[14]在 A.sp. CJ22-326 的培养基中添

加 0.1% 吐温 -80 提高细胞膜的通透性，使壳聚糖酶活性

提高 1 1 %。5 )固定化工艺：采用包埋和吸附法、双载

体固定化等固定化细胞技术能显著提高壳聚糖酶的产酶

水平 [ 2 6 ]，但这方面的研究报道很少。

4.2 提高壳聚糖酶产量的基因工程策略

如表 4 所示，采用基因工程策略提高壳聚糖酶产量

的研究主要集中于从不同真菌中克隆壳聚糖酶基因，选

用原核或真核表达体系，获得高效表达的基因工程菌。

相关研究主要集中于：1)原核表达系统：原核表达系统

的研究主要集中于选择合适的表达载体 / 宿主菌组合和优

化培养条件，使用最广泛的宿主菌为 BL21(DE3)，其优

点在于缺失 lon 和 ompT 蛋白酶，不降解所分泌的蛋白

质。2 )真核表达系统：目前研究集中在酵母和丝状真

菌。在酵母表达系统中，采用整合型质粒将壳聚糖酶

基因与酵母染色体的同源部分同源重组，让基因更稳定

的表达，同时，可将壳聚糖酶基因与表达载体以外的

信号肽(如菊粉酶信号肽)融合，再与表达载体连接后转

化酵母宿主，从而促进大分子蛋白的分泌表达 [ 2 7 ]。以

丝状真菌为表达宿主方面，主要是利用根瘤农杆菌介导转

化技术将受 gpdA启动子和 trpC终止子控制的F.solani0114

菌株 表达载体 宿主菌 参考文献

Fusarium solani f. sp. phaseoli SUF386 pET-28a-c(+)(原核表达载体，非融合型) E.coli  BL21(DE3) [3]

Fusarium solani0114
pET-15b(原核，非融合型) E.coli BL21(DE3)

[27]
pYMIKP(酵母整合质粒) 酵母工程菌N-27

Aspergillus sp.CJ22-326(内) pET-28a-c(+) E.coli BL21(DE3) [29]
Aspergillus oryzae IAM2660 pGEX-4T-2(原核，融合型) E.coli BL21(DE3) [5]

Aspergillus fumigatus pRSET A(原核，非融合型) E.coli  BL21 (DE3) [6]
Aspergillus fumigatus pGEX-3X(原核，融合型) E.coli DH5 α [30]

表 4 真菌壳聚糖酶分子生物学研究进展

Table 4    Research advances in molecular biology of chitosanases

来源 产酶方式 降解方式 分子质量 /kD 最适 pH 最适温度 /℃ 金属离子 参考文献

Fusarium  solani 组成 内切 36 4.5～6.5 40 [2]
Penicillium islandicum 诱导 内切 30 4.5～6.0 45 激活：C a 2 +；抑制：C u 2 + [7]
Beauveria  bassiana 诱导 内切 36 4.0 高于 40℃急剧失活 Mn2+ 有强烈抑制作用 [10]

Mucor  rouxii 诱导 内切
酶A 76

5.0
酶A 55

激活：C a 2 +；抑制：M n 2 +、C u 2 + [11]
酶 B 58 酶 B 50

Metarhizium  anisopliae 诱导 内切 50.3 4.0 50 激活：C u 2 +；抑制：M n 2 +、M g 2 +、Z n 2 +、F e 3 +、A g + [12]

Gongronella sp. JG — 内外
内 28 内 5.6  内 55～60 (内)激活：Mn2+、Ca2+、Sr2+、Cu2+(1mmol/L)；抑制：Cu2+(10mmol/L)；
外 90 外 4.6～4.8 外 50 (外)激活：Mn2+、Cu2+；抑制 Cu2+(10mmol/L)

[13]

Aspergillus  sp.Y2K — 内外
内 25 内 6.5

65～70 激活：M n 2 +、C u 2 +；抑制：C d 2 +、H g 2 + [18]
外 135 外 5.5

Aspergillus  fumigatus KB-1 — 内外
内 23.38 内 5.5 内 70

抑制：C u 2 +、H g 2 +、M o 6 + [19]
外 111.23 外 6.5 外 60

Aspergillus  fumigatus KH94 — 内外
内 25.5

外 4.5～5.5
内 70～80

— [20]
外 108 外 50～60

Aspergillus  oryzae IAM2660 诱导 内外
内 40

内外 5.5 内外 50 — [21]
外 135

Aspergillus  sp. CJ22-326 诱导 内外
内 29 内 6.0 内 60～65 激活：M n 2 +；抑制：C u 2 +、A g +、

[2

[22]

2]

外 109 外 4.0 外 50～55 H g 2 +、C d 2 +、F e 3 +

Penicillium  sp. ZD-Z1 诱导 内外
内 43 内 5.0 内 65

— [23]
外 115 外 5.5 外 60

Penicillium  sp. D-1 诱导 —
酶A 93

内外 4.0
酶A 52 (酶 A)激活：Mn2+ ；(酶 B)激活：Ca2+

[24]
酶 B 21 酶 B 48 酶 A 和 B 抑制：Cu 2 +、Fe 3 +、A g +

表 3  真菌壳聚糖酶的性质

Table 3    Characteristics of fungal chitosanases from different sources
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壳聚糖酶基因重新导回到 F.solani0114 基因组中，实现

其在腐皮镰孢菌中的过量表达 [ 2 8 ]。理论而言，源于真

核微生物的基因应在真核表达系统中具有更好的表达，

因为真核表达系统中可以进行转录和翻译后的糖基化等

修饰。然而，真菌壳聚糖酶在真核表达系统中的产量

难以实现突破。

5 结  语

目前，真菌壳聚糖酶较细菌研究较少，其作用机

制和结构少有报道，原因在于真菌源壳聚糖酶的酶活较

细菌要低很多，改造多是采用基因工程方法构建高效表

达工程菌，但对真菌壳聚糖酶进行基因工程改造，至

今未获得酶活很高的工程菌株。提高真菌产酶的潜在策

略总结如下：1)产酶水平：目前研究真菌壳聚糖酶的发

酵生产采用的是液态深层发酵，产量较低。而丝状真

菌相比细菌更适合固态发酵，因此，可以尝试采用固

态发酵工艺实现壳聚糖酶的高效生产。另一方面，鉴

于真菌壳聚糖酶是诱导酶且其活性取决于壳聚糖的脱乙

酰化程度，因此可通过调整诱导物种类、诱导物质量

浓度(主要是壳聚糖的质量浓度)，以及改变壳聚糖的脱

乙酰度以提高壳聚糖酶酶活力水平。2 )基因工程菌改

造：到目前为止，利用基因克隆实现壳聚糖酶成功表达

的报道还较少，多数成功表达的是在原核表达系统中实

现的，但重组酶在高表达时会以包涵体形式存在，变

性再复性的过程会使酶损失，所以可以更多的研究利用

根瘤农杆菌介导转化技术，酵母表达系统和酵母细胞表

面工程等方法 [ 3 1 ]，以实现壳聚糖酶的高表达。
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