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摘 要 综述了目前对甲壳素脱乙酰酶（&’(）的研究状况，包括酶的来源、分离纯化及生化
性质、酶的基本生化性质、酶的生物学功能，利用基因工程的方法选育生产菌株等。并对 &’(
的应用前景做了展望。
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甲壳素（,-./.0）又称几丁质，是由 12乙酰
氨基 !"!葡萄糖单体（"!34,1(,）通过!2"，%
糖苷键连接而成的直链高分子化合物，当分

子中的乙酰基被部分或全部脱除后，则称为

壳聚糖（,-./5670）。由于壳聚糖分子中有大
量的游离氨基，分子带正电荷，化学性质活

泼，易于对其进行各种化学修饰，并且可以溶

于酸性及中性水溶液中，因而得到了十分广

泛的应用。例如用于污水处理，饮用水及饮

料的澄清，食品的防腐剂、增稠剂、稳定剂，可

降解包装材料，化妆品保湿剂，人造皮肤，手

术缝合线，反渗透膜和超滤膜，酶的固定化载

体，层析材料，药物缓释剂，赋形剂等。另外，

壳聚糖还有许多保健功能，可以作为膳食纤

维添加到食品中，还可以降血脂，促进免疫球

蛋白的产生，抗肿瘤，促进伤口愈合，促进骨

胳生长等等。目前壳聚糖大都采用浓碱热解

法生产。

甲壳素脱乙酰酶（,-./.0 897,9/:4769，;<
&<= <! <" < %"，以下简称 &’(）可以水解脱掉
甲壳素上的乙酰基。因此，可以利用它代替

现有的浓碱热解法生产高质量的壳聚糖，这

不但可以解决目前壳聚糖生产中的环境污染

问题，而且可以生产出某些用化学法不能生

产的壳聚糖产品，如乙酰化程度均匀、分子量

分布范围窄的壳聚糖产品，以及具有特定乙

酰化位置的壳聚寡糖等，因此该酶还有重要

的工业应用的潜在价值。正因为如此，国外

已经对该酶进行了较多的研究，但目前在国

内尚未有这方面的研究报道。本文将就这些

研究及应用前景作一综述。

" &’(的来源

自从 >56-.5［"］等最初于 "?+% 年在接合
菌纲（@:A5B:,9/96）的 #$%&’ ’&$()) 中发现
&’(以来，C7D66 等［)］于 "?E) 年又从半知菌
纲（ ’9D/9F5B:,9/96）的 *&++,-&-’)%.$/ +)01,!
/$-.)20$/ 中发现该酶存在，这是首次从非接
合菌中发现该酶。以后在这 )纲中又陆续发
现许多真菌可以产生 &’(，包括：#$%&’ ’2%,!
/&3$3、#$%&’ /),.,)、4.)5&6$3 0)7’)%203、89!
3)1)2 %&,’$+2,、893)1)2 7+2$%2、836,’7)++$3 0)1$!
+203、 *&++,-&-’)%.$/ +27,02’)$/、 :$32’)$/
3&+20)、:$32’)$/ &(;36&’$/、<$%%)0)2 3-’)=&’/)3
等；另外，在酿酒酵母（ >2%%.2’&/;%,3 %,’,?)3)!
2,）中［=］以及无脊椎动物中［%］也有存在；甚至
在感染了 *&++,-&-’)%.$/ +27,02’)$/ 的黄瓜叶
中也检出了 &’(的活力［!］。最近美国专利
报道了 "株产碱杆菌属的细菌 8+%2+)7,0,3 6G<
(H&& !!?=E 也可以产生 &’(［$］。值得一提
的是，在许多细菌中存在肽聚糖脱乙酰酶，由

于肽聚糖的结构与甲壳素很相似，故肽聚糖

脱乙酰酶对甲壳素也能表现出微弱的活

性［"］，这是需要与 &’(区分的。
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! 对 "#$的生化研究及其生化性质

#%&%’(%) 等人通过 * 步层析法将 ! "
#$%&’’的粗提物进行了纯化，达到电泳纯，纯
化倍数为 +,-*，得率 ..-+/，电泳纯的酶的
比活力为 !-+012 3 &4［,］。

56(’%789等改进了前述纯化方法，采用
免疫亲和层析法对 ! " #$%&’’ 的 "#$进行了
纯化，只需 .步纯化即可达到电泳纯，得率为
!+-./，比活力为 .*-** 2 3 &4［1］，均有很大提
高。

可以将不同菌株所产 "#$的生化性质
归纳为表 .。从中可以看到，这些酶既有共
性也有较大的差别。如这些酶都是糖蛋白，.
个亚基，不需要辅助因子，热稳定性高等。但

其分子质量、等电点、最适 :;、抑制剂、酶分
布的位置等又不完全一样，这些差异导致不

同来源的 "#$ 的生理功能不同。如 ! "
#$%&’’和 ( " )$*#%+,* 的 "#$ 的功能相同，都
参与细胞壁的形成［+］，因此这 !种 "#$的生
化性质最接近；而 (-.*#/’++%- 0’1%+,0- 及 2 "
+’01*3%45’,0%3的 "#$的生理功能与前 !者
不一样（这在后面还要详细说明），则其生化

性质也不完全一样，例如它们不会被乙酸抑

制［.< = .!］（而 ! " #$%&’’ 和 ( " )$*#%+,* 的 "#$
则被乙酸抑制），这一特点对该酶的应用很有

意义，因为在脱乙酰基的过程中不可避免的

会产生乙酸，如果酶被乙酸抑制，则脱乙酰反

应很难持续进行下去。

表 ! 部分菌株所产生的甲壳素脱乙酰酶（"#$）的分子组成及生物化学性质

产生 "#$的菌株

!%)$# #$%&’’
(622!>+<?

(7-’1’, )$*#%+*,
@AB?*<.

(-.*#/’++%- 0’1%+,0-
"C"D!?>>

2$++*4$4#’)5%3
+’01*3%45’,0%3
$D"" ?00,0

2$++*4$4#’)5%3
+’01*3%45’,0%3
#E5 0*.>>

产酶模式
与细胞生长同步

产生［.*］
与细胞生长同步

产生
细胞自溶时产生

滞后于细胞的生

长

滞后于细胞的生

长

酶的位置 周质空间 周质空间 胞外 胞外 胞外

分子质量 3 F9 ,? = 1< ,? !,-? *.-? = ** .?<

酶的组成
单肽链糖蛋白，糖

占 *</
单肽链糖蛋白［.>］

单肽链糖蛋白，糖

占 !1/
单肽链糖蛋白

单肽链糖蛋白，糖

占 0,/
等电点 *-< G !-,? *-, * = ?
最适 :; >-? ?-< ,-< ..-? 1-?
最适温度 3 H ?< ?< ?< 0< ?<
是否被乙酸抑

制

羧酸尤其是乙酸

抑制［.］
乙酸抑制 不被乙酸抑制 不被乙酸抑制 不被乙酸抑制

其他抑制剂
"8! I，57! I，
J6I，C#D$［.］

AK* I

$4I，LM! I，
N7! I，"6! I，
57! I，E7! I，
"JG，C#D$等

"9! I，57! I，
N7! I，J%! I，AK! I

57! I，N7! I，
"9! I

参考文献 ［.，,，.*］ ［.>，.?］ ［.<］ ［.!］ ［..］

从 ! " #$%&’’、2 " +’01*3%45’,0%3、( "
)$*#%+,*中得到的 "#$ 对底物的要求较严
格，只能以甲壳素、壳聚糖及其衍生物为底

物［,，..，.!，.>］；而 (-.*#/’++%- 0’1%+,0- 的 "#$ 对
底物的特异性要求要低得多，它不仅可以水

解上述底物，而且可以水解!O.，*及!O.，0键
连接的 JO乙酰氨基半乳糖，另外对丙烯酰
胺、JO乙酰氨基 898葡萄糖等也有微弱作

用［.<］。"#$对不同底物的活性是不同的，一
般是对甲壳寡糖的活性高于长链多糖，对可

溶性甲壳素衍生物的活性高于胶态甲壳素，

而对胶态甲壳素的活性又高于结晶态甲壳

素。来自 ! " #$%&’’ 的 "#$的作用模式是 .
种多点进攻模式，即酶与 . 条底物分子链结
合后，从底物结合位置的非还原端开始，依次

水解下来数个乙酰基，然后酶与底物解离，重

食品与发酵工业 A88P 67P AK(&K7’6’%87 @7P9)’(%K) Q8R-!1 J8->

 



新与 !条新的底物分子结合，并且酶与底物
分子中任何序列的结合没有倾向性，是随机

的［!"，!#］。

现已有几种不同来源的 $%& 的基因被
克隆出来，包括 ! " #$%&’’［!’］、( " )’*+,-%./’0
1*%-［!(］、2133/1#$-43,5 3,#,6’5’1,［)*，)!］。其中，
! " #$%&’’ 的 $%&基因中的 !段序列与根瘤
菌 7/’8$9’%- -,)’)$.’ 的:$+ ; 因子的基因的 !
段序列十分相似［!’］，提示这 )种进化上相距
甚远的物种间存在着某些功能上的相似性，

有关研究也表明，:$+ ; 因子能从底物的非
还原端开始，依次将 +,乙酰氨基葡萄糖寡糖
分子上的乙酰基脱除，形成 +,葡萄糖胺寡
糖，这同 ! " #$%&’’ 的 $%& 的作用方式是很
相似的［!#］，正是 :$+ ; 因子催化形成的 +,葡
萄糖胺寡糖刺激豆科植物的根部形成根瘤。

- $%&的生物学功能

在某些接合菌中，如 ! " #$%&’’ 和 < "
3$,#%)1,，它们的 $%&与甲壳素合成酶（./0102
3421/51635）一起参与细胞壁的形成［(］。首先，
甲壳素合成酶利用尿嘌呤二磷酸 +,乙酰氨
基葡萄糖（7%8,9:.+&.）合成甲壳素，然后再
由 $%&脱除新生甲壳素上的乙酰基成为壳
聚糖。所以，在这类菌株中，其细胞壁的成分

中含有壳聚糖，而不完全是甲壳素［(，!;］。这

类菌株所分泌的 $%&位于周质空间，是组成
酶，酶的产生与细胞的生长同步［!-］，这些特

点是与该酶的生理功能相一致的。在一些植

物的病原体中，如 ( " )’*+,-%./’1*%- 所分泌
的 $%&参与抵抗植物体的防御作用，是胞外
酶［!!，!)］。植物来源或真菌来源的内切甲壳

素酶可以水解真菌细胞壁，产生甲壳寡糖，而

甲壳寡糖可以引发植物体的防御机制发生作

用，如木质化、产生愈创葡聚糖及植物抗毒素

等。( " )’*+,-%./’1*%- 所分泌的胞外 $%&
可以将甲壳寡糖转化为壳聚寡糖，使其丧失

引发植物体防御作用的能力［!!，))］。而且，壳

聚寡糖还可以改变植物细胞膜的通透性，这

有利于真菌摄取营养［))］。

据推测，$%& 还可能参与细胞壁的降
解［!*］，在构巢曲霉（<5=,#>’))%5 *’+%)1*5）中，首
先由甲壳素内切酶（52<=./02102635，>? $? - ?
) ?! ? !@）将甲壳素水解成为甲壳寡糖，再由
$%&与 +,乙酰氨基葡萄糖酶一起将寡糖进
一步降解。这类 $%&也是胞外酶，并且是在
细胞自溶时产生［!*］。

@ $%&生产菌株的选育

已发现的菌株产 $%&能力均很低，必须
加以改造后才能应用。目前已经有利用基因

工程手段成功改造菌株的报道，A52等将 ( "
)’*+,-%./’1*%-的 $%&基因成功克隆到大肠
杆菌（? " 3$)’）中，并借助于 2.#,=.$-43,5 )’6’0
+1*5 的甲壳素酶（./0102635）的信号肽序列，使
$%&分泌到胞外，并且酶活力与野生型真菌
的 $%&相比没有明显差别［)-］。

B6<6C5等［"］从城市污水中分离到 !株产
碱杆菌属的细菌 <)31)’>,*,5 3D? &E$$ ;;(-’，
可以大量分泌 $%&到胞外，在大规模发酵体
系中比真菌更容易培养，生长也更快，而且不

需提取纯化 $%& ，只要与甲壳素共同培养即
可生产出壳聚糖。在这一菌株的筛选过程

中，采用了对硝基,+,乙酰苯胺作为检测试
剂，细菌产生的 $%& 可脱除对硝基,+,乙酰
苯胺（无色）的乙酰基，将其转化为对硝基苯

胺（黄色），根据颜色变化可判断出产 $%&菌
株。

; $%&应用的可能性展望

$%&有希望用于工业生产的方向有：
（!）用 $%&取代 +6FG热解法生产壳聚
糖［!) H )@］。目前脱除甲壳素的乙酰基都是采

用碱法，即用浓 +6FG溶液加热处理甲壳素
脱除乙酰基。这种方法严重污染环境，能耗

高，产品脱乙酰程度不均匀，多糖在热碱中易

降解等［!@］。如能用 $%& 生产壳聚糖，则不
存在上述问题，并可以生产出脱乙酰程度均

匀，分子质量分布范围窄的高质量壳聚糖产

品，可用于一些新型功能材料的制造中，如人
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造皮肤等。

然而，有研究表明，结晶态的甲壳素并不

是 !"#的良好底物，而天然存在的甲壳素都
是结晶态的。!"# 可以比较容易地作用于
新生的甲壳素（如前所述，在形成细胞壁时作

用于新生的甲壳素），但一旦甲壳素结晶成微

纤维束，由于 !"#难以进入其分子内部，故
很难起作用［$］。

人们考虑是否可以通过预处理，先改变

甲壳素的结晶态结构，比如先用几丁质酶或

溶菌酶处理，破坏结晶结构，或用膨化、超声

波以及溶解的办法处理甲壳素，然后再与

!"#作用。
但产碱杆菌 !"#$"%&’(’) %&’ #(!! ))$*+

的 !"#似乎同前述真菌的 !"# 不同，据报
道只要同甲壳素共同培养即可将其转化为壳

聚糖［,］。我们可以根据专利说明书对这种差

别作一些推断：第 -，该专利没有报道所获壳
聚糖的脱乙酰度究竟有多高，因此很难判断

同真菌的 !"#相比较，其脱乙酰基的效果究
竟有多大差别；第 .，在用该菌株处理甲壳素
的过程中，甲壳素有 )/ 0 1/的降解，故推
测是否是因为该菌株会同时产生甲壳素酶，

先将甲壳素切断成为相对较短的片段，在一

定程度上破坏了甲壳素分子原有的结晶态结

构，使 !"#容易与其进一步作用；第 *，从菌
株筛选过程看，该菌株产生的 !"#可脱除对
硝基232乙酰苯胺（无色）的乙酰基，将其转化
为对硝基苯胺（黄色），这表明该 !"#的底物
专一性不高，这与前述真菌 !"#的底物专一
性明显不同，说明该酶与真菌的 !"#有较大
差别，是否其作用模式与真菌的 !"#也不一
样，对结晶态的甲壳素是否有更高的活力，有

待于进一步研究证实。

（.）利用生物合成途径生产壳聚糖。在
一些接合菌中，甲壳素合成酶同 !"#一起合
成壳聚糖［$］，在这类真菌中，细胞壁中含有壳

聚糖，并且有些真菌的壳聚糖含量及脱乙酰

度均很高，如 ! * #+’,-"$’ 中壳聚糖含量占细
胞干重的 -456/，脱乙酰度高达 $)/［-)］，可

以直接利用它来发酵生产壳聚糖。

（*）用 !"#生产具有特定乙酰化位置和
程度的壳聚寡糖。. * ,+-/%% 的 !"#在催化
甲壳寡糖脱乙酰基时，会在寡聚三糖、六糖、

七糖的还原端留下 -个乙酰基［-1］；0 * "%(1’2
3-45%$(-3 来源的 !"#还可以催化脱乙酰反
应的逆反应，将乙酰基加到壳聚寡糖的特定

位置上，如在壳聚二糖的非还原断加上 - 个
乙酰基，成为!2627893#92（-26）27893

［.)］；在

壳聚四糖的前 *个单体上分别加上乙酰基成
为!2627893#92（-26）2!2627893#92（-26）2!262
7893#92（-26）2!2627893

［.)］，这些寡糖产品是

很难用化学方法生产的。
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