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摘  要: 【目的】利用筛选培养基, 从福建沿海潮间带泥样中分离筛选产壳聚糖酶的菌株, 
并研究菌株的产酶特性。【方法】通过形态学观察, 结合 26S rDNA 序列进行分类鉴定, 采
用 DNS 法测定酶活力。【结果】筛选得到产壳聚糖酶的菌株 KQ-1002 与草酸青霉

(Penicillium oxalicum)的同源性为 99%, 并初步鉴定为青霉属的一种。发酵培养的最适温

度为 30 °C, 最适碳源为 1.0%水溶性壳聚糖, 最适氮源为 1.87% (NH4)2SO4, 最适 pH 为

6.0。该菌株液体发酵培养 72 h 产壳聚糖酶活性最高, 经优化后最高产酶量为 18 U/mL。
纯化后的壳聚糖酶经 SDS-PAGE 分析其分子量约 40 kD。酶促反应最适 pH 为 5.0, 最适

反应温度为 55 °C, Km 值为 1.293 g/L。在离子浓度为 1.0×10−3 mol/L 时, 金属离子 Cu2+、

Hg2+、Ag+对酶的活性均有强烈的抑制作用。壳聚糖酶对不同底物及脱乙酰度的壳聚糖具

有不同的降解作用。【结论】筛选获得产壳聚糖酶的真菌菌株 KQ-1002 的壳聚糖酶活力经

优化后提高了约 7 倍, 是一株具有研究和应用潜力的产壳聚糖酶菌株。 
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Abstract: [Objective] By screening of chitosanase strains in mud samples from the Fujian 
coastal intertidal with screening medium, studied the characteristics of the strains for enzyme 
production. [Methods] Through morphological observation, combined with 26S rDNA se-
quences were classified and identified, DNS method was use for the determination of enzyme 
activity. [Results] The conclusion showed a 99% similarity between the chitosanase strain 
KQ-1002 and Penicillium oxalicum. The strain was tentatively identified as a species of Peni-
cillium fungus. The optimal fermentation temperature was 30 °C, the optimum carbon source 
was the 1.0% soluble chitosan, the optimal nitrogen source was 1.87% (NH4)2SO4, and the op-
timum pH was 6.0. Cultured for 72 h under liquid fermentation on the strains, the chito-
sanase-producing activity reached the maximum, and the maximum of enzyme production had 
been optimized to 18 U/mL. The molecular masses of purified enzymes was 40 kD which 
analyzed by SDS-PAGE. Enzymatic reactions’ optimum pH was 5.0, the optimum temperature 
was 55 °C, and Km was 1.293 g/L. When ion concentration reached 1.0×10−3 mol/L, metal ions 
of Cu2+, Hg2+, Ag+ would strongly inhibit the enzyme’ activity. There was a different degrada-
tion of chitosanase on various substrates and deacetylation of chitosan. [Conclusion] Through 
screening, the chitosanase activity of chitosanase-producing fungal strains KQ-1002 which had 
been optimized boosted by approximately 7 times, and it is a chitosanase-producing strains of 
research and potential applications. 

Keywords: Chitosanase, 26S rDNA, Fermentation conditions, Enzymatic properties 

壳 聚 糖 (Chitosan) 是 由 N- 乙 酰 葡 糖 胺

(GlcNAc)和葡糖胺(GlcN)通过 β-1,4 糖苷键相连

接的多糖, 与甲壳素、壳寡糖均被称为甲壳素类

物质, 被誉为继糖类、蛋白质、脂肪、维生素等

生命元素之外的第六大生命物质。将壳聚糖进一

步降解为可溶于水的生物小分子就是壳寡糖, 壳

寡糖由于其生物相容性好、易于被人体吸收等优

势, 其商业产品已遍布各个领域, 主要涉及功能

性食品、药品、环保、化工等[1−6]; 通过化学方法

降解壳聚糖制备壳寡糖的方法具有污染环境、产

物不均一等缺点, 逐渐被生物酶法取代。壳聚糖

酶(Chitosanase, EC3.2.1.132)就是专一性降解壳

聚糖为壳寡糖的水解酶类, 根据其作用的方式不

同, 可将壳聚糖酶分为 3 个亚型, 亚型Ⅰ壳聚糖

酶水解 GlcNAc−GlcN 和 GlcN−GlcN 之间的糖苷

键; 亚型Ⅱ壳聚糖酶水解 GlcN−GlcN 之间的糖苷

键 ; 亚 型Ⅲ壳 聚 糖 酶 水 解 GlcN−GlcNAc 和

GlcN−GlcN 之间的糖苷键[7]。利用生物酶法制备

壳寡糖虽然具有条件温和、不污染环境、产物相

对较均一等优势; 但壳聚糖酶的活性及其效率直

接影响到工业化生产过程中的产值及成本, 因

此, 获得高产量、高活性的壳聚糖酶产生菌株为

工业化生产提供新酶源的意义重大。本研究从福

建沿海潮间带泥样中筛选得到一株产壳聚糖酶

活性较高的菌株, 并对其产酶特性进行了初步

研究。 

1  材料与方法 

1.1  样品及试剂 
样品取自福建东壁岛沿海潮间带泥样; 水溶

性壳聚糖(脱乙酰度大于 90%), 浙江金壳制品有

限公司; 其他试剂均为国产分析纯。真菌基因组
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DNA 抽提试剂盒购自上海生工; rTaq 酶、胶回收

试剂盒购自 TaKaRa 公司; 引物合成及测序由上

海生工完成。 

1.2  产壳聚糖酶菌株的分离 
初筛培养基: 水溶性壳聚糖 1.0%、(NH4)2SO4 

0.5% 、 酵 母 提 取 物 (Yeast extract) 0.1% 、

K2HPO4·3H2O 2% 、 MgSO4·7H2O 0.1% 、 NaCl 

0.5%、琼脂 2.0%, 调整 pH 为 6.5。 

液 体 诱 导 培 养 基 ( 复 筛 ): 水 溶 性 壳 聚 糖

1.0%、 (NH4)2SO4 1.87%、酵母提取物 0.3%、

K2HPO4·3H2O 0.14% 、 KH2PO4 0.03% 、

MgSO4·7H2O 0.13%、NaCl 0.5%、葡萄糖 0.1%, 

调整 pH 为 6.5。培养基灭菌条件: 1×105 Pa, 
20 min; 壳聚糖单独灭菌: 1×105 Pa, 15 min。 

称取土样 10 g, 放于盛 90 mL 无菌水并带有

玻璃珠的三角烧瓶中, 振荡约 20 min, 使土样与

水充分混合, 将样品打散, 将土壤稀释液依次制

成不同浓度后涂布于初筛培养基制备的平板上, 

放于 28 °C−30 °C 恒温培养 3−5 d, 观察平板上长

出的菌落情况及菌落周围是否出现透明圈。测量

各菌落直径(d)和透明圈直径(D), 以 D/d 比值和 d

值作为菌株产壳聚糖酶能力的指标, 挑选比值较

大且生长速度较快的菌株进行分离纯化, 并于斜面

培养基上保存, 供复筛用。将初筛菌种接入液体发

酵培养基(装液量为 50/250 mL), 于 28 °C−30 °C、

150 r/min 摇床条件下摇瓶培养 72 h, 取出发酵液

于 4 000 r/min 低温离心 20 min, 取上清液即粗酶

液, 并检测其酶活性。 

1.3  菌株鉴定 
(1) 形态学观察 : 参考真菌分类学鉴定手

册[8], 从孢子形态及真菌产孢类型、孢子梗的大

小及分枝等方面进行初步分类鉴定。(2) 菌株的

26S rDNA 鉴定: 扩增真菌基因组 26S D1/D2 区。

其中正向引物 26s-F: 5′-GCATATCAATAAGCGG 

AGGAAA AG-3′; 反向引物 26s-R: 5′-GGTCCGT 

GTTTCAAGACGG-3′。反应条件为: 98 °C 5 min; 

95 °C 35 s, 55 °C 35 s, 72 °C 40 s, 共 35 个循环; 
72 °C 8 min。将扩增条带胶回收后, 送交上海生

工公司测序。测序后所得序列提交 GenBank 中进

行 BLASTn 比对, 用 ClustalX 1.8 进行多序列比

对分析, 利用 MEGA 4.0 软件 Neighbor-Joining

法构建系统发育树。 

1.4  壳聚糖酶活力的测定 
壳聚糖酶活力的测定采用 DNS 法[9]。取粗酶

液 0.1 mL 加入 0.9 mL 1%的壳聚糖溶液和 1 mL 

pH 为 5.6 的醋酸缓冲溶液, 在 50 °C 保温 10 min, 

加入 1.5 mL DNS 终止酶促反应, 沸水浴显色

5 min, 冷却后取上清液测 520 nm 处的吸光度值。

用相同方法处理煮沸灭活的粗酶液作为对照, 并

绘制氨基葡萄糖标准曲线, 计算反应液中的还原

糖含量, 换算壳聚糖酶的酶活力。酶活定义为: 

每毫升酶液每分钟产生 1 μmol 还原糖所需的酶

量为一个酶活力单位(U)。 

1.5  发酵产酶条件的研究 
1.5.1  单因素条件对发酵产酶的影响: (1) 最佳

发酵时间的确定: 将菌株接入液体发酵培养基

中, 培养 60−144 h, 每隔 12 h 取样一次, 并测定

酶活力, 装液量为 50/250 mL, 培养基初始 pH 为

6.0, 培养温度为 30 °C, 150 r/min 振荡培养; (2) 初

始 pH 对产酶的影响: 设定液体发酵培养基的初

始 pH 分别为 5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5, 培养

温度为 30 °C, 装液量为 50/250 mL, 150 r/min 振

荡培养 72 h; (3) 发酵温度对产酶的影响: 设定菌

株的摇瓶培养温度分别为 25 °C、28 °C、30 °C、

32 °C、35 °C、37 °C, 装液量为 50/250 mL, 

150 r/min 振荡培养 72 h; (4) 碳源对产酶的影响: 

分别以 1%蔗糖、乳糖、麦芽糖、可溶性淀粉替代

液体培养基中的 1%水溶性壳聚糖, 在 30 °C 条件

下 150 r/min 振荡培养 72 h, 装液量为 50/250 mL, 

培养基初始 pH 为 6.0; (5) 氮源对产酶的影响: 分
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别以 NH4NO3、KNO3、胰蛋白胨、尿素、牛肉膏

替代液体发酵培养基中的(NH4)2SO4, 装液量为

50/250 mL, 培养基初始 pH 为 6.0, 在 30 °C 条件

下 150 r/min 振荡培养 72 h; (6) 装液量对产酶的

影响: 将 250 mL 的三角烧瓶中分别装入 30、50、

70、90、110 mL 液体发酵培养基, 培养基的初始

pH 为 6.0, 在 30 °C 条件下 150 r/min 振荡培养

72 h, 取样测定酶活性, 分别测定单因素条件对

产酶活力的影响。 

1.5.2  发酵条件优化: 采用正交法得出 KQ-1002
菌株产壳聚糖酶的最佳条件。选择最佳碳源、最

佳氮源、培养温度、装液量、接种量、培养时间

和初始 pH 为 7 个因素, 每个因素取 3 个水平。

选用 L18(37)正交设计, 测定壳聚糖酶活力, 每个

试验 3 次重复。 

1.6  壳聚糖酶的初级纯化及 SDS-PAGE 分析 
将 菌 株 接 种 于 产 酶 培 养 基 中 ( 装 液 量 为

50/250 mL), 150 r/min、28 °C−30 °C 下摇瓶培养

72 h 后于 4 000 r/min 离心 20 min。取上清液加入

20%饱和度的(NH4)2SO4, 4 °C 静置 2 h 后, 于

10 000 r/min 下离心 10 min, 取上清液缓缓加入

(NH4)2SO4 至 80%饱和度 , 4 °C 下静置 12 h, 
10 000 r/min 离心收集沉淀, 将沉淀装入透析袋

中并加入 NaAc-HAc 缓冲液透析 24 h, 每隔 8 h
换一次缓冲液, 用 PEG20000 吸水浓缩。进行 12%
的聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析, 确定

目的蛋白的分子量, 并检测样品的纯化情况。分

别测定纯化前后溶液中酶活性及蛋白含量, 计算

纯化倍数、比活性及回收率。 

1.7  壳聚糖酶的酶学特性分析 
(1) 酶促反应最适温度的测定: 将加入醋酸缓

冲液的 KQ-1002 壳聚糖酶分别置于 40 °C、45 °C、

50 °C、55 °C、60 °C、65 °C 水浴恒温 10 min 后, 
加入 1.5 mL DNS, 沸水浴 5 min, 显色。冷却后测

520 nm 处的 OD 值, 计算壳聚糖酶活力。(2) 酶

促反应最适 pH 的测定: 将 pH 范围设定为 3.0、

4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 的醋酸缓冲液中加入

KQ-1002 壳聚糖酶液, 作用于底物水溶性壳聚糖, 

按照 1.4 方法测定壳聚糖酶活力, 以下同。(3) 金

属离子对壳聚糖酶活力的影响: KQ-1002 壳聚糖

酶 液 缓 冲 体 系 中 , 加 入 金 属 离 子 的 浓 度 为

1.0×10−3 mol/L。(4) 壳聚糖酶的底物特异性分析: 

分别以水溶性壳聚糖、粉末状壳聚糖、固体甲壳

素、DEAE 纤维素、羧甲基纤维素为底物测定壳

聚糖酶活力。(5) 底物壳聚糖的脱乙酰度对酶活

力的影响: 壳聚糖的脱乙酰度分别为 78%、83%、

89%、92%、96%。(6) 酶促反应米氏常数的测定: 

壳聚糖浓度分别为 2、5、10、30、40 g/L, 与

KQ-1002 壳聚糖酶液作用, 测定壳聚糖酶活力。 

2  结果 

2.1  菌株筛选结果 
将所取样品在初筛平板上涂布培养 3−4 d, 

观察菌株周围的水解圈情况, 水解圈与菌落直径

的比值见表 1, 其中水解圈较大且生长速度较快

的一株真菌如图 1 所示, 菌丝呈绿色, 产孢后迅 
 

表 1  产壳聚糖酶菌落水解圈直径和菌落直径的比值 
Table 1  D/d values of the chitosanase-producing strains  

序号 
Number 

水解圈直径 
Hydrolysis zone diameter 

(D, cm) 

菌落直径 
Colony growth diameter 

(d, cm) 
D/d 酶活力  

Enzyme activity (U/mL) 

M-1 1.18 0.45 2.6  2.668±0.090 
M-2 (KQ-1002) 1.74 0.53 3.3  6.784±0.124 

M-3 1.78 0.49 3.6  6.402±0.116 
M-4 1.61 0.69 2.3  4.992±0.083  
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速扩展至整个平板, 形成大范围的水解圈, 可将初

筛平板全部水解; 取少许菌丝于光镜下观察其孢子

梗及产孢情况如图 2 所示, 孢囊梗有分枝, 参考真

菌分类鉴定手册, 初步确定该菌株属于青霉属。 

2.2  菌株分子生物学鉴定 
通过 26S rDNA 序列分析, 对该菌株进行分

类鉴定, 经 PCR 扩增得到一条大小为 715 bp 的

DNA 序列, 并提交 NCBI 数据库进行 BLASTn 比 

 
图 1  产壳聚糖酶菌株的平板筛选结果 
Fig. 1  Screening plate results of chitosanase-producing 
strains 

对, 构建进化树, 结果如图 3 所示, 从建立的系

统发育树中可以看出, 菌株 KQ-1002 与青霉属

(Penicillium sp.)的亲缘关系最近, 故将该菌株命

名为 Penicillium sp. KQ-1002。 

2.3  发酵产酶条件的优化 
2.3.1  发酵时间对产酶活力的影响: 发酵培养不

同时间测定菌株的产酶活性, 结果如图 4A 所示, 

曲线呈现双峰, 其中第 72 小时产酶活性最高, 第

二个产酶高峰出现在第 132 小时, 生长曲线呈现 

 
图 2  KQ-1002 菌株的显微结构观察(400×) 
Fig. 2  Microstructure of KQ-1002 strain (400×) 

 

 
图 3  菌株 KQ-1002 部分 26S rDNA 序列的系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of the strain KQ-1002 based on 26S rDNA sequences  
注: 括号中的序号代表序列 GenBank 中登录号; 分支点数字代表步长值; 标尺代表序列间分歧度. 
Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap 
values on neighbor-joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 100 represents sequence divergence. 
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图 4  不同发酵条件对产酶活力的影响 

Fig. 4  The impact of different fermentation conditions on the enzyme activity 

注: A: KQ-1002 生长曲线; B: 温度对酶活力的影响; C: 初始 pH 对酶活的影响; D: 装液量对酶活的影响; E: 最适碳源的测定; 

F: 最适氮源的测定. 
Note: A: Growth curve of strain KQ-1002; B: Effect of temperature on enzyme activity; C: Effect of initial pH on enzyme activity; D: 
Effect of liquid volume on enzyme activity; E: Determination of the optimum carbon source; F: Determination of the optimum nitro-
gen source. 
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双峰的原因推测为随着培养时间的延长, 菌体出

现自溶现象, 菌体生长趋于衰退, 发酵液 pH 的

变化引起酶的生物合成受阻。因此, 确定菌体旺

盛生长的最佳产酶时间为 72 h。 

2.3.2  最适培养温度对产酶活力的影响: 在不同

的培养温度下测定 KQ-1002 菌株产壳聚糖酶的

活力, 结果如图 4B 所示, 最适培养温度范围为

28 °C−32 °C, 当培养温度超过 30 °C 时, 产酶活

力有所下降。 

2.3.3  初始 pH 对产酶活力的影响: 培养基的初

始 pH 对产酶活力的影响结果如图 4C 所示, pH

为 6.0−6.5 时酶活力较高; pH 为 6.0 时酶活力达

到最高值。因此, 确定该菌株培养的最佳初始

pH 为 6.0。 

2.3.4  装液量对产酶活力的影响: 装液量对产酶

活力的影响如图 4D 所示, 250 mL 三角烧瓶的装

液量为 70 mL 时, KQ-1002 菌株产壳聚糖酶活力

最高。因此, 确定最佳装液量为 70/250 mL。 

2.3.5  不同碳源对产酶活力的影响: 在产酶培养

基中分别加入 5 种不同的碳源, 对该菌株产壳聚

糖酶的活力进行测定, 结果由图 4E 可知, 以壳聚

糖为碳源有利于该菌株产酶, 推测该菌株所产壳

聚糖酶是一种诱导酶。 

2.3.6  不同氮源对产酶活力的影响: 由图 4F 可

知, 试验所用的 6 种氮源中, 以(NH4)2SO4 为氮源

的培养基产酶活力最高, NH4NO3 次之, 以 KNO3

为氮源的培养基中产壳聚糖酶活力最低。因此, 

确定该菌株诱导培养产壳聚糖酶的最适氮源为

(NH4)2SO4。 

2.3.7  发酵条件优化: 综合上述单因素试验结

果, 采用正交法得出 KQ-1002 菌株产酶的最佳条

件。由表 2 可知, 在试验的 7 个因素中, 培养温

度、硫酸铵浓度、壳聚糖浓度和初始 pH 的 R 值

较大; 培养时间、装液量和接种量的 R 值较小。

由各个因素或因素之间交互作用的极差(R)大小, 

可以确定对菌体产酶活力的 4 个主要影响因素依

次为: 培养温度、硫酸铵、壳聚糖、初始 pH。确

定 KQ-1002 菌株的最佳发酵条件为 : 壳聚糖

1.0%、(NH4)2SO4 1.87%、调 pH 至 6.5、接种量

4%、装液量为 70/250 mL, 30 °C 下 150 r/min 摇

床培养 72 h。在最适产酶培养条件下 , 菌株

KQ-1002 发酵液的壳聚糖酶活力可达到 18 U/mL。 

2.4  酶的初级纯化及分子量测定 
经 PEG20000 浓缩, (NH4)2SO4 分级沉淀, 透

析后获得的酶液经 SDS-PAGE 分析, 结果如图 5

所示, 壳聚糖酶蛋白的分子量约为 40 kD, 分别

测定溶液中酶活及蛋白含量, 得出初级纯化倍

数。比酶活及回收率如表 3 所示: 初级纯化倍数

为 3.4 倍, 其回收率达到 60%。 

2.5  壳聚糖酶的酶学特性分析 
2.5.1  pH 对酶活性的影响: pH 对壳聚糖酶活性

的影响结果如图 6 所示, 在 pH 为 5.0 时壳聚糖酶

活性最大, 在 pH 为 4.0 及 6.0 时, 残余的壳聚糖

酶活性分别为 95%和 88%; pH 为 7.0 时, 残余酶

活力为 82%; pH 为 8.0 时, 残余酶活力为 75%。

说明该壳聚糖酶在较宽的 pH 范围(3−8)内仍具有

较高活性。 

2.5.2  酶促反应最适温度的测定: 将 KQ-1002 壳

聚糖酶分别置于 40 °C、45 °C、50 °C、55 °C、

60 °C、65 °C 水浴中作用于底物壳聚糖溶液, 测

定酶活性。结果如图 7 所示, 该壳聚糖酶酶促反

应的最适温度为 55 °C。 

2.5.3  金属离子对酶活性的影响: 在离子浓度为

1.0×10−3 mol/L 时(表 4), 金属离子 Cu2+、Hg2+与

Ag+对壳聚糖酶均有不同程度的抑制作用, 酶活

力分别下降了 60%、65%和 69%。 
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表 2  L18(37)正交实验结果分析 
Table 2  Design and analysis of orthogonal test 

序号 
Number 

壳聚糖 
Chitosan 

硫酸铵 
(NH4)2SO4 

时间 
Time (h) 

培养温度 
Temperature 

(°C) 

初始 pH 值
Initial pH

装液量 
Liquid volume 
(mL/250 mL) 

接种量 
Inoculation 

volume 

酶活力 

Enzyme 
activity 
(U/mL) 

1 1(0.50%) 1(1.37%) 1(72) 1(28) 1(5.5) 1(60) 1(3%) 2.401  

2 1(0.50%) 2(1.87%) 2(66) 2(32) 2(6.0) 2(70) 2(4%) 3.430  

3 1(0.50%) 3(2.37%) 3(78) 3(30) 3(6.5) 3(80) 3(5%) 2.382  

4 2(1.50%) 1(1.37%) 1(72) 2(32) 2(6.0) 3(80) 3(5%) 3.906  

5 2(1.50%) 2(1.87%) 2(66) 3(30) 3(6.5) 1(60) 1(3%) 5.621  

6 2(1.50%) 3(2.37%) 3(78) 1(28) 1(5.5) 2(70) 2(4%) 3.163  

7 3(1.00%) 1(1.37%) 2(66) 1(28) 3(6.5) 2(70) 3(5%) 3.430  

8 3(1.00%) 2(1.87%) 3(78) 2(32) 1(5.5) 3(80) 1(3%) 1.715  

9 3(1.00%) 3(2.37%) 1(72) 3(30) 2(6.0) 1(60) 2(4%) 3.316  

10 1(0.50%) 1(1.37%) 3(78) 3(30) 2(6.0) 2(70) 1(3%) 3.106  

11 1(0.50%) 2(1.87%) 1(72) 1(28) 3(6.5) 3(80) 2(4%) 2.877  

12 1(0.50%) 3(2.37%) 2(66) 2(32) 1(5.5) 1(60) 3(5%) 1.963  

13 2(1.50%) 1(1.37%) 2(66) 3(30) 1(5.5) 3(80) 2(4%) 3.144  

14 2(1.50%) 2(1.87%) 3(78) 1(28) 2(6.0) 1(60) 3(5%) 2.820  

15 2(1.50%) 3(2.37%) 1(72) 2(32) 3(6.5) 2(70) 1(3%) 3.182  

16 3(1.00%) 1(1.37%) 3(78) 2(32) 3(6.5) 1(60) 2(4%) 4.935  

17 3(1.00%) 2(1.87%) 1(72) 3(30) 1(5.5) 2(70) 3(5%) 6.193  

18 3(1.00%) 3(2.37%) 2(66) 1(28) 2(6.0) 3(80) 1(3%) 2.744  

k1 16.159 20.922 21.875 17.435 18.579 21.056 18.769  

k2 18.655 22.657 20.332 19.131 19.322 22.504 20.865  

k3 19.589 16.749 18.121 23.762 22.428 16.768 20.694  

R  3.430 5.907  1.543  6.327  3.106  1.448  0.171  

最优方案 
Optimal 
scheme 

壳聚糖 
Chitosan 

1.0% 

硫酸铵
(NH4)2SO4 

1.87% 

时间 
Time (h) 

72 h 

培养温度
Temperature 

30 °C 

初始 pH 
Initial pH

6.5 

装液量 
Liquid volume 

70/250 mL 

接种量 
Inoculation 

volume 
4% 

酶活力
Enzyme 
activity 
(U/mL) 

18 
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图 5  蛋白纯化结果 
Fig. 5  The purification result of protein 
注: M: 蛋白 Marker; 1, 2: 纯化后的壳聚糖酶蛋白样品. 
Note: M: Marker; 1, 2: Chitosanase purified protein sample. 

 
2.5.4  酶的底物特异性: 该酶对水溶性壳聚糖具

有较好的水解作用, 结果见表 5, 以粉末壳聚糖

为底物的相对酶活性为 39%, 对固体甲壳素、羧

甲基纤维素、DEAE 纤维素没有降解作用, 表现

出该壳聚糖酶具有底物专一性。 
2.5.5  底物壳聚糖的脱乙酰度对酶活力的影响: 
在酶反应体系中加入不同脱乙酰度的水溶性壳

聚糖, 于 55 °C、pH 5.0 条件下测定其酶活力, 以

灭活处理的酶液为对照, 结果如图 8 所示, 壳聚

糖的脱乙酰度对酶活力影响较大, 酶活随着壳聚

糖脱乙酰度的升高而增强。当壳聚糖的脱乙酰度

为 78%时, 壳聚糖酶的活力相对较低, 而当壳聚

糖的脱乙酰度大于 83%后, 壳聚糖酶的活力为

80%, 而当壳聚糖的脱乙酰度超过 96%后, 其相

对酶活力最高。 
 

表 3  壳聚糖酶的纯化 
Table 3  The purification of chitosanase 

纯化步骤 
Purification steps 

比酶活 
Specific enzyme activity 

(U/mg) 

纯化倍数 
Purification of multiples 

回收率 
Recovery rate (%)

浓缩粗酶液 
Concentrated liquid crude enzyme 

29.82 1.0 100 

20%−80% (NH4)2SO4 分级沉淀透析浓缩 
Fractional precipitation 

100.27 3.4 60 

 
 

 

图 6  pH 对 KQ-1002 壳聚糖酶活性的影响 
Fig. 6  Influence of pH on the activity of KQ-1002 chi-
tosanase 

 
图 7  温度对 KQ-1002 壳聚糖酶活性的影响 
Fig. 7  Influence of temperature on the activity of 
KQ-1002 chitosanase 
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表 4  不同金属离子对酶活性的影响 
Table 4  Influence of ions on KQ-1002  

chitosanase activity 
金属离子 
Metal ions 

相对酶活力 
Relative activity (%) 

Na+ 104 
K+ 101 

Mg2+ 102 
Ca2+ 102 
Cu2+ 40 
Hg2+ 35 
Ag+ 31 

 
表 5  酶的底物特异性 

Table 5  Substrate specificity of KQ-1002  
chitosanase 

底物  
Substrate 

相对酶活 
Relative activity (%) 

Water soluble chitosan 100 
Powder of chitosan 39 
Solid chitin 0 
Carboxymethyl cellulose 0 
DEAE-cellulose 0 

 

 

 
图 8  脱乙酰度对 KQ-1002 壳聚糖酶活力的影响 
Fig. 8  Influence of deacetylated degree of chitosan on 
KQ-1002 chitosanase activity 
 
2.5.6  酶促反应的米氏常数测定: 配制不同底物

浓度壳聚糖(DD=90%)溶液, 并使其倒数 1/[S]成

等差级数, 依次为 2−40 g/L 的壳聚糖溶液, 将壳

聚糖酶与不同浓度壳聚糖溶液在温度为 50 °C、

pH 为 5.0 条件下测定其壳聚糖酶活力, 采用双倒

数作图法(Lineweaver-Burk)来测定壳聚糖米氏常

数的 Km, 即以壳聚糖溶液的浓度的倒数 1/[S]为

横坐标, 反应速度的倒数 1/V 为纵坐标作图, 求

出 Km。通过 Lineweaver-Burk 作图(图 9), 确定其

动力学参数 Km 值为 1.293 g/L。 

3  讨论 

本研究分离得到一株产壳聚糖酶的菌株, 通

过形态学观察及 26S rDNA 确定是青霉属的一种; 

并对该菌株发酵产酶条件进行了初步研究, 在最

适产酶条件下, 该菌株发酵液中壳聚糖酶活力最

高可达 18 U/mL, 较之未优化前提高约 7 倍。目

前国内外已报道的产壳聚糖酶的微生物, 主要

包括: 青霉属[10]、芽孢杆菌属[11−13]、假单胞菌

属[14−15]、曲霉属[16]、球孢白僵菌[17−18]、微杆菌

属[19]、镰孢霉属[20]等。对壳聚糖酶活性的检测方

法主要有铁氰化钾和 DNS 两种, 筛选产壳聚糖

酶菌株所用的碳源大多为壳聚糖, 尤其是以自制

的胶体壳聚糖为诱导物的研究居多, 王健鑫等[21]

以胶体壳聚糖为碳源筛选得到一株节杆菌属的细

菌, DNS 法测定其酶活性为 0.414 U; 孙金凤等[11]

筛选得到一株芽孢杆菌属的细菌, 用铁氰化钾方 

 
图 9  壳聚糖底物浓度与反应速度的关系 
Fig. 9  The relation between chitosan substrate 
concentration and reaction rate  
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法测定的壳聚糖酶活性为 0.59 U; 叶淑红等[22]筛

选得到 6 株产壳聚糖酶菌株经 DNS 法测定壳聚

糖酶活性最高的一株活性为 0.72 U; 黄益等[23]

筛选得到一株产壳聚糖酶活性为 0.325 U; 王艳

等[14]筛选得到的假单胞菌菌株 Y8, 经铁氰化钾

法测定最高酶活性为 0.5 U; 王钦宏等[15]筛选的

假单胞菌产壳聚糖酶活性为 0.4 U。本研究筛选

得到的能够产壳聚糖酶的菌株活性相对较高, 该

酶具有较好的研究价值和工业化应用的潜力。重

金属离子对壳聚糖酶具有抑制作用, 由于壳聚糖

与重金属离子的螯合作用, 从而干扰壳聚糖酶对

底物的降解, 导致酶活性降低。金属离子 Cu2+、

Hg2+强烈地抑制了壳聚糖酶的活性, 这与来源于

Bacillus ubtilis TKU007[24]、Bacillus cereus D-11[25]

和 Bacillus sp. KCTC0337BP[26]的研究结果是类

似的。本研究中 Ag+抑制了壳聚糖酶的活性, 这

与 Sphingomonas sp. CJ-5[27]的结果是一致的, 也

有研究表明 Ag+对壳聚糖酶活性具有明显的促进

作用[28]。因此, 在对酶制剂进行实际应用时, 应

考虑周围环境中的金属离子的存在状况及浓度, 

才能更大限度发挥酶制剂的作用。 

本研究发现 Penicillium sp. KQ-1002 菌株所

产壳聚糖酶具有较宽的 pH 范围, 在偏酸或偏碱

的范围内仍能保持较高的酶活性(相对酶活性在

75%以上), 环境 pH 对该酶的活性中心的必需基

团的影响较小, 或者该酶的活性中心在某种特定

的条件下受到了保护, 需要进一步深入研究。 

Alfonso 等 [29]的研究结果表明, Mucorrouxii 
ChA 和 Mucorrouxii ChB 的壳聚糖酶的米氏常数

分别为 8.13 g/L 和 8.65 g/L; Uchida 和 Ohtakara

等[30]研究来自 Bacillus sp. No.7-M 的壳聚糖酶的

米氏常数分别为 33 g/L; 曾嘉等[9]通过研究来

源 于 Penicillium sp. 的 壳 聚 糖 酶 米 氏 常 数 为

2.601 g/L。对于不同来源的壳聚糖酶或不同的作

用底物而言, Km 值存在较大的差异, 本文获得的

KQ-1002 菌株在以水溶性壳聚糖为底物的条件下

产壳聚糖酶的米氏常数较小(1.293 g/L), 从一定

程度上反映出该酶与底物具有较高的亲和力。该

酶只能断裂壳聚糖链的 β-1,4-糖苷键, 而不能断

裂纤维素和几丁质中的相同糖苷键, 其原因可能

是壳聚糖酶活性中心的重要氨基酸只与氨基葡

萄糖的氨基形成数量较多的氢键, 从而使该酶只

对壳聚糖具有较高的亲和力, 而对其他多聚物的

亲和力则较低, 以致不能有效地结合在酶的活性

位点上[31−32]。 

本研究在进行粗酶液初级纯化过程中, 采用

PEG20000 浓缩、20%−80% (NH4)2SO4 分级沉淀、

透析后得到具有单一条带的壳聚糖酶, 说明该青

霉菌株在以水溶性壳聚糖为碳源诱导产生的壳聚

糖酶被大量分泌到胞外, 胞内壳聚糖酶含量较少

(另文报道), 本研究以期为今后的工业化生产壳聚

糖酶及其在农业方面的应用提供新的候选菌株。 
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