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摘  要 

海洋几丁质酶既可以有效地开发和利用大量的海洋甲壳类物质，又可以通过节约能源、环境友好的方式，

制备更多的几丁寡糖及其衍生物等高价值的产物，在食品、纺织、生物防治和环保等领域有着广泛的应

用前景。本文着重阐述了几丁质酶学性质研究，综述了利用发酵条件的优化和菌种诱变改良及基因工程

等手段，以提高野生海洋微生物的产酶能力。 
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Abstract 
Marine chitinase can not only effectively develop and utilize a large number of marine crustaceans, 
but also prepare more high-value products such as chitooligosaccharides and its derivatives in 
energy-saving and environment-friendly ways. It has a broad application prospect in food, textile, 
biological control and environmental protection. This paper focuses on the study of chitinase 
properties, and summarizes the use of optimization of fermentation conditions, mutation and im-
provement of strains and genetic engineering to improve the enzyme production capacity of wild 
marine microorganisms. 
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1. 引言 

几丁质，又称甲壳质，是一种可以在自然中发现的可更新的物质。海水中含有大量的甲壳质，大部

分来自贝类、原生动物、甲壳类以及菌类，是海洋中最多的一种产物，每年产量约为 1011吨[1]。尽管海

洋中存在大量的几丁质，但在海底的沉积物中，其数量并未明显增长，这是由于海洋几丁质沉淀期间，

海洋微生物通过分解几丁质而使几丁质含量维持平衡。由于几丁质降解产生的几丁寡糖及其衍生物的分

子量小，溶解性强，易被机体吸收，被化工、食品、医药和农业等领域广泛应用。目前，生产几丁寡糖

主要是化学法和酶解法，化学法利用浓酸或浓碱在加热条件下使几丁质分解，反应时间长，生产成本高，

专一性差，容易产生其他副产物，同时易造成环境污染[2]；而生物酶解法是利用微生物分泌的酶使几丁

质降解，相比于化学法，微生物酶解法具有反应条件温和、无污染、专一性强、降解过程容易控制等优

点，因此，酶解法是绿色降解几丁质主要的研究方向和热点[3]。海洋产几丁质酶微生物因具有催化温度

低、耐高压高盐、寡营养等优点，在极端的环境有较高的催化活性等优点，可以克服工业生产中催化温

度等问题，从而降低生产成本，因此研究海洋微生物几丁质酶对几丁寡糖生产产业的发展有重要的现实

意义和巨大的经济价值。 

2. 几丁质酶的酶学性质 

几丁质酶的作用环境丰富多样，为了满足不同种类微生物的生存需求，产酶的酶学性质变化多样，

因此不同微生物来源几丁质酶的酶学性质往往存在很大差异。就目前研究发现，来源于细菌的几丁质酶

数目明显多于其他来源的几丁质酶，可见不同来源的几丁质酶仍有大量空白有待表征。 

2.1. 分子量 

通常情况下，大部分几丁质酶的分子量在 20~120 kDa 之间，其中放线菌几丁质酶约 30 kDa，细菌是

60~110 kDa，真菌类则是 30 kDa 以上[4]。菌类产生的几丁质酶的分子量差异很大。例如，粘沙雷氏菌

(S.marchese said MB1466)可生成 5 个分子量分别为 21、36、48、52、57 kDa 的几丁质酶[5]。 

2.2. pH 性质 

pH 值的变化可以明显地影响几丁质酶的活性。大部分海洋细菌性几丁质酶的最佳 pH 值为 3.5~9.0，
而真菌和放线菌的最佳 pH 值则为 5.0~8.0 [6]。一般，在 pH 4~7 之间，细菌和放射菌的几丁质酶都是最

活跃的，pH 值为 3~10 仍有活性；在 pH 为 8~14 的条件下，链霉菌来源的几丁质酶仍然能维持 50%的活

性[7]。 

2.3. 温度性质 

目前已有的几丁质酶的研究方向主要是中高温几丁质酶，其最佳反应温度为 40℃~50℃。在高温下
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易失活，低温下活性很低或无酶活[8] [9]。一般情况下，几丁质酶的耐热性约为 60℃。拟杆菌的几丁质

酶在 50℃~60℃保温 6 h，活力保持 80%以上，枯草杆菌的几丁质酶在 100℃处理 20 min，其活力几乎不变

[10]。另外，一些来自于海洋的微生物的几丁质酶在低温下也能起到一定的效果，例如 Pseudoalteromonas 
sp. DL-6 表达的几丁质酶 Chi A 和 Chi C 的最适温度为 20℃和 30℃ [11]。另外，一些菌株的几丁质酶也

表现出一定的耐热能力，目前已知的木酶几丁质酵中乙酰葡糖胺酶 CHIT 102 和内切几丁质酶 CHIT52 以

及 CHIT33 均能在 100℃ 3 min、55℃ 15 min 的作用下维持其活力[12]。最近，Tanaka 从嗜高热的古菌

KOD1 中分离出一种具有极高的抗高温降解酶类[13]，其最适宜的反应温度为 85℃，3 min 后即失去活性，

但其同族物质 ChiAΔ2 具有较高的耐热性，在 100℃处理 3 h 后仍保留 70%的酶活力。几丁质酶对温度的

耐受性越高，在工业生产中的应用前景越广泛。 

2.4. 金属离子对几丁质酶的影响 

有许多金属离子，例如 Ag+、Fe3+、Cu2+、Zn2+、Hg+、Sn2+、Co2+等都对海洋微生物来源的几丁质酶

活性有一定的影响[14]。但某些金属元素，例如 Mg2+、Ca2+、K+、Na+等对微生物产生的几丁质酶活性没

有影响，有些甚至具有活化活性[15]。若 Mg2+为 1~40 mmol/L，则能增加交链单胞杆菌 Alteromonas sp. 0~7
产几丁质酶的活性为 1.6 倍[16]。另外，由于木霉菌等几丁质酶酶活性不依赖其他因素，所以其对几丁质

酶的抑制效果不显著，只有 Zn2+能抑制内切几丁质酶的活性[10]。 

3. 提高微生物几丁质酶的活性 

从海洋等自然界中筛选的野生几丁质酶产生菌因酶活低，催化效率低，在工业生产中难以大规模化

利用，因此，为提高野生几丁质酶的酶活和催化效率，国内外进行了大量的研究，主要集中在发酵条件

优化、诱变育种和基因工程等。 

3.1. 发酵条件优化 

产酶条件对菌株产酶有着显著的影响，通过优化发酵条件可以显著提高几丁质酶菌株的发酵水平。

目前，国内外关于优化发酵条件提高几丁质微生物产酶的研究报道较多，并且取得了较好的成效，为工

业化发酵产几丁质酶提供了理论参考。碳源、氮源、金属离子、培养基初始 pH、温度、摇瓶转速、接种

龄和接种量都可对几丁质酶的合成产生一定的影响。郑家敏等[17]通过单因素和响应面实验方法，对筛选

得到的 G3-1 细菌进行发酵条件优化，得出最佳发酵条件：培养基初始 pH 9.0，发酵时间 5 h，接种量 10％，

摇床转速 220 r/min，温度 30℃，在此发酵条件下，细菌产几丁质酶酶活比优化前提高了 109.3%，效果

显著。 

3.2. 高产几丁质酶的诱变育种技术 

目前，有关微生物几丁质的研究工作在国际上有了很大的突破，但较低的产酶量且遗传不稳定的菌

株极大限制了几丁质酶在各个生产及生活方面的应用。通过对几丁质酶进行突变，以增强其活力，可分

为常规突变和遗传学突变两大类。常规的基因突变技术有物理诱变和化学诱变两大类。而遗传学类主要

采用了基因工程技术。 

3.2.1. 物理诱变 
物理诱变多为辐照突变，其中以紫外光照射、X 射线、激光、微波等方法诱导突变为主。最常用的

方法是紫外线诱导法，将原质体浸出物放在 1 个培养皿内，然后放在一个磁性搅拌机上，在距离紫外线

30 厘米的地方进行搅拌 12 秒，接着取出被辐射的细胞悬浮物，最后在暗中用 SMM 缓冲剂进行 10−6倍的
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稀释，涂布作为对照[18]。在紫外诱变 10 min 的剂量下，可使微生物几丁质酶活性提高，有望选育出高

产几丁质酶菌株[19]。谢湘玉[20]的电子束诱变表明了诱变剂量有阈值，当电子束为 0.04 × 106 rad 时诱变

率达到最大，酶活为出发菌株的 1.28 倍。马钦元等[15]利用室温等离子体诱导突变和微液滴流控过滤技

术，在 25 秒诱变照射的条件下，获得了 1 株产酶量为 419.11 U/mL 的高产菌 B4，发酵产物的产酶量是

原来的 3.90 倍。 

3.2.2. 化学诱变 
化学诱变是将某些化学试剂添加至菌株培养基中，使其发生基因突变。KAHARP 等[21]利用亚硝基

胍作为诱导物，通过化学方法诱导了白链霉菌 410 的变异，最后获得了一株 ε-聚赖氨酸摇瓶产率 2.11 g/L
的高产双抗性变异体，其产率比普通的野生菌数提高了 10 倍；陈玮玮等[22]利用化学诱导试剂硫酸二乙

酯诱导北里孢菌 PL6-3 进行了化学突变，获得了 1 个单株 ε-聚赖氨酸摇瓶产量 1.2 g/L 的高产菌种，其产

率比非突变之前提高 3 倍；尤丽新等[23]以硫酸二乙酯为原料，通过对白色链霉菌进行化学诱导，获得了

一株产率为 2.90 g/L 的高变异菌系。 

3.2.3. 物理–化学复合诱变 
通过研究我们发现，紫外线、X 射线、激光、微波辐射、离子束等物理方法具有设备简单、安全快

速、操作方便等优点，虽然可以获得较好的突变作用，但如果长时间反复利用，则会导致突变速率及耐

水解度下降[24]。化学诱变突变频率较高，但太高的诱变剂量极大程度上会产生毒性，因此研究者们大胆

尝试采用物理–化学复合诱变的方法以便达到更好的诱变效果。 
田强等[25]利用 UV-LiCl 联合诱导获得 1 个高产的几丁质酶 TUC13，通过对发酵工艺的优选，得到

了 0.11 U/mL 的酶活性，比起始菌的活性高 236.5%。张敏等[26]采用紫外线、氯化锂和硫酸二乙酯三种

不同的方法合成了 1 个具有很好的稳定度的菌株，经优化得到的酶活为 1.53 U/mL，比起始菌高 347.7%。

郑家敏等[17]采用 UV-LiCl 与 LiCl 组合技术进行了诱变，获得了 1 个具有优良基因的 GF-21，经优化后，

其酶活性达到 4.73 U/mL，比起始菌高 470%。 

3.2.4. 基因工程技术 
近年来，分子生物学迅速发展，大量的几丁质酶 DNA 片段被成功地复制到了基因工程和蛋白工程化

领域。NCBI 数据库中大量基因序列的收录使得我们能够深入研究几丁质酶[5]。在 2008 年，Liu 等[27]
对 Chaetomium globosum 进行了纯化，获得了名为 chi46 的几丁质酶，并获得了 0.71 U/mL 的活性；2012
年，汤伟等[28]通过基因工程技术，从 T. asperellum 中获得了新基因并实现了几丁质酶基因的高效分泌表

达，酶活力高达 17.93 U/mL；2016 年，Huo 等[29]克隆 A. veronii strain B565 得到 chi92 基因并在毕赤酵

母中成功表达，酶活高达 69.4 U/mL；2021 年，宋柳等[30]通过对三疣梭子蟹几丁质酶基因克隆及功能鉴

定发现了基因表达量上调 9.96 倍的 PtCht1 基因；2022 年，张巧等[31]通过基因克隆及诱导表达获得

VnChit4 重组几丁质酶，利用亲和纯化测得酶活为 2.66 U/mL。由此可见基因工程技术能高效表达并极大

程度上提高几丁质酶的活性，但实际能够成功的例子并不多，基因工程技术在日后的发展就显得尤为重

要。目前有的学者成功地分离出几丁质酶基因，并将其分离到 ELISA 中进行异种表达，得到了与 ELISA
基质能够良好结合且催化活性提高数倍的几丁质酶[32]。 

4. 展望 

本文主要介绍了海洋微生物几丁质酶的酶学性质，着重探究了几丁质酶发酵条件的优化以及高产几

丁质酶的诱变育种技术。越来越多的学者开始深入研究几丁质酶，逐渐发现海洋中丰富的几丁质资源并

加以利用。通过研究产几丁质酶海洋菌株的最佳发酵条件及诱变育种技术，提高海洋产几丁质酶活性，

https://doi.org/10.12677/amb.2022.112007


田玉龙 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2022.112007 65 微生物前沿 
 

掌握工业生物酶法制备几丁寡糖工艺中的关键技术，为实现几丁质酶的规模化工业化生产打下了良好的

理论基础，同时也为今后的几丁寡糖类的开发与应用作出了积极的探索。 
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