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摘　要：海洋寡糖是海洋多糖降解得到的含两个至十个单糖残基的糖类化合物。相较于海洋多糖，海洋寡糖具有水

溶性高、生物活性强、易于机体吸收等优点。海洋寡糖有抗肿瘤、抗氧化、降低胆固醇、免疫调节等生理活性，

可以广泛应用于食品、医药等领域。本文综述了海洋多糖、海洋多糖酶法制备海洋寡糖和酶的催化机制，介绍了

褐藻胶、壳聚糖和黄原胶三种主要的海洋多糖，以及褐藻胶裂解酶的 β-消除作用机制、壳聚糖酶的置换机制和黄

原胶降解酶的降解作用机制。对海洋多糖酶法制备海洋寡糖的不足开展了讨论和未来的发展趋势进行了展望，以

期为海洋寡糖制备及应用提供理论依据。
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Abstract：Marine oligosaccharides,  which are prepared by degradation of marine polysaccharides,  are carbohydrate com-
pounds  composed  of  two  to  ten  monosaccharide  residues.  Compared  with  marine  polysaccharides,  marine  oligosac-
charides have several advantages, such as higher water solubility, stronger biological activity, and easier absorption by the
body.  Marine  oligosaccharides  have  a  series  of  physiological  activities,  such  as  anti-tumor,  antioxidation,  lowering  cho-
lesterol, and immunomodulation. They can be widely used in food, medicine, and other fields. This paper summaries marine
polysaccharides,  preparation  of  marine  oligosaccharides  from  marine  polysaccharides  by  enzymatic  methods,  and  the
catalytic mechanism of the enzymes. Furthermore, three major marine polysaccharides (alginate, chitosan, and xanthan) and
the  catalytic  mechanism  of  the  three  enzymes  (β-elimination  mechanism  of  alginate  lyase,  replacement  mechanism  of
chitosanase, and degradation mechanism of xanthan enzyme) are introduced. It is expected to provide a theoretical reference
for preparation and application of marine oligosaccharides, deficiencies and potential for future research of preparation of
marine oligosaccharides from marine polysaccharides by enzymatic methods are discussed.

Key  words： marine  polysaccharides； marine  oligosaccharides； enzymatic  method； catalytic  mechanism； physiological

activities

 

海洋占地球总面积约 71%，海洋占地球全部水

资源的 97%，海洋中生物资源丰富，种类繁多。海洋

多糖是海洋生物资源中最主要的组成成分之一。由

于海洋高盐、高渗透压、低温、低光照、寡营养、氧胁
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迫的特殊环境，形成了结构新颖和功能独特的海洋多

糖[1]。近年来，随着人们对海洋资源的研究不断深

入，发现海洋多糖具有调节免疫、降血糖、抗病毒、

抗肿瘤等多种生理活性，这使其越来越广泛地应用于

食品、医药、化妆品等领域[2]。然而，由于海洋多糖

分子量大、结构复杂，导致了海洋多糖溶解性能差，

严重限制了其应用[3]。

海洋寡糖，也叫海洋低聚糖，是海洋多糖经过各

种方法（物理法、化学法、酶法等）降解得到的直链或

支链低度聚合糖，通常由 2~10 个单糖单元组成。较

海洋多糖，海洋寡糖具有溶解性能好、生理活性高、

更具多样性等优势，是二十一世纪糖类研究的热点。

由于海洋寡糖原料海洋多糖结构和组成的多样性，外

加海洋寡糖有不同的制备方法，故海洋寡糖结构和生

理活性更具多样性[4]。海洋寡糖具有抑制肿瘤、抗氧

化、免疫调节等生理活性，安全无毒，溶解性能好，广

泛应用于食品、农业、医药等领域[5]。海洋寡糖具有

糖醇类似的功能性甜味，且热量较低，可用作食品甜

味剂。此外，海洋寡糖难以被人体消化，可满足糖尿

病患者的需要。海洋寡糖是一种新型益生元，具有改

善肠道微环境的作用[6]。海洋寡糖因具有促进植物

生长、增强植物抗逆性、防治病害等作用，被广泛应

用到农业生产中。海洋寡糖可以通过刺激和激活宿

主细胞的免疫功能，增强机体对肿瘤细胞生长的调

控，从而实现抗肿瘤的作用[7]。

海洋寡糖的生物活性主要与其分子结构相关，

分子结构主要受海洋多糖的种类、海洋寡糖制备方

法、制备海洋寡糖的酶等因素影响，而制备结构新

颖、聚合度明确的海洋寡糖，对于海洋寡糖的应用具

有重要意义。本文综述了海洋多糖、海洋多糖酶法

制备海洋寡糖和酶的催化机制，介绍了褐藻胶、壳聚

糖和黄原胶三种主要的海洋多糖及褐藻胶裂解酶、

壳聚糖酶和黄原胶降解酶的作用机制，并指出其存在

的问题及今后的研究重点，以期为海洋寡糖制备及其

应用提供理论依据。

 1　海洋多糖
海洋多糖种类繁多（表 1），包括海藻多糖、海洋

动物多糖和海洋微生物多糖等[8]。海藻多糖是广泛

存在于海带、马尾藻、昆布等植物中的天然活性多

糖，多具有高粘度或凝固能力。海洋动物多糖是指海

洋动物（虾、贝类、螃蟹、鲨鱼、海参等）中的多聚糖

及酸性粘多糖，主要包括壳聚糖、糖胺聚糖、硫酸软

骨素等。海洋微生物多糖是指海洋中的微生物代谢

的多糖，分为胞外多糖、胞壁多糖和胞内多糖。我国

海洋多糖资源丰富，已广泛应用于各领域，如褐藻胶

作为增稠剂、分散剂、乳化剂等应用于工业生产中[9]。

随着越来越多海洋多糖资源的发掘以及海洋生物技

术的发展，如利用工程细菌发酵生产海洋多糖，将不

断丰富海洋多糖资源。众多的海洋多糖为海洋寡糖

的制备提供了丰富的原料资源[10]。生产寡糖较多的

海洋多糖原料有黄原胶、壳聚糖、琼脂、卡拉胶、褐

藻胶、岩藻聚糖等。我国是世界最大的褐藻胶（海藻

酸钠）生产国[11]，壳聚糖是地球上年产量仅次于纤维

素的天然高分子化合物[12]，黄原胶是目前世界上生产

规模最大的微生物多糖[13]，故本文选取褐藻胶、壳聚

糖和黄原胶为代表性海藻多糖、海洋动物多糖和海

洋微生物多糖进行研究。
  

表 1    海洋多糖
Table 1    Marine polysaccharides

多糖种类 多糖名称 来源 参考文献

海藻多糖 褐藻胶 海带、马尾藻等 [14]
褐藻糖胶 裙带菜、昆布等 [15]

琼脂 石花菜、江蓠等 [15]
卡拉胶 角叉菜、鹿角菜等 [15]

海洋动物多糖 壳聚糖 虾、贝类、螃蟹等 [16]
硫酸软骨素 鲨鱼、乌贼等 [5,7]

岩藻聚糖硫酸酯 海参 [5,17]
海洋微生物多糖 胞外多糖 海绵共附细菌 [18]

甘露聚糖 爱德华氏细菌 [18]
黄原胶 假黄单胞菌 [19]

 

 1.1　褐藻胶

褐藻胶又叫褐藻酸，分子量介于 20~250 kDa 之

间[20]。褐藻胶是广泛存在于海带、巨藻、马尾藻等褐

藻细胞壁和细胞质间的一种海藻多糖，在天然状态下

主要以游离酸、一价盐和二价盐的形式存在。β-D-
甘露糖醛酸（M）和 α-L-古洛糖醛酸（G）以 1→4 糖苷

键构成线性多糖即为褐藻胶[20]。以上线性多糖有均

聚甘露糖醛酸（PM）、均聚古罗糖醛酸（PG）和杂聚物

（PMG）三种排列方式[21]（图 1）。这两种糖醛酸的比

例因褐藻种类的不同而有很大差异，这种结构的多样

性可能是由于褐藻对环境或生理条件的功能适应

性[23]。早在 1881 年，英国的化学家 Stanford 首次在

褐藻中发现并成功分离出褐藻胶[24]。目前市售的褐

藻酸钠（又叫海藻酸钠）是以海带等为原料，采用稀碱

溶液提取法制备得到。褐藻酸钠具有抗氧化性、抑

菌性、抗肿瘤、降胆固醇等生理活性，用作食品添加

剂、医学领域的支架材料、农药化肥增效剂等[25−27]。

褐藻中褐藻胶的含量最高可达藻体干重的 40%[28]。

褐藻胶为亲水性分子，褐藻酸与碱金属离子生成褐藻

酸盐，易溶于水。褐藻胶的溶解性受 PM、PG 和 PMG
的排列方式、M/G 的比例、溶液离子强度、pH 等的影

响[21,23]。褐藻胶为酸不溶性，在 pH 低于 3 时，会转

变为褐藻酸而析出[23]。

 1.2　壳聚糖

壳聚糖是一种广泛存在于虾、螃蟹、贝壳等海洋

节肢动物的甲壳以及海洋软体动物的壳和骨骼中的

海洋动物多糖，纯天然有机大分子，是甲壳素脱去乙

酰基而成。壳聚糖也是目前大自然中发现的独一无

二带正电荷的大分子碱性多糖[29]。它的基本糖单元

为氨基葡萄糖或乙酰氨基葡萄糖（图 2），起连接作用
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的键为 β-1,4-糖苷键。壳聚糖的单体为 β-（1→4）-2-

氨基-2-脱氧 b-d-葡聚糖和 β-（1→4）-2-乙酰氨基-2-

脱氧-b-d-葡聚糖，分子量介于 10~1 000 kDa 之间；壳

聚糖溶于稀酸，不溶于水和有机溶剂；壳聚糖在稀酸

中的溶解性与其脱乙酰度呈正相关[30]。它的表面含

有大量的氨基、羟基等活性基团，可以发生烷基化、

酰基化、羧基化等多种化学反应，能与碳水化合物等

阴离子或高分子化合物形成具有不同性能的壳聚糖

衍生物。壳聚糖有免疫调节[31]、防治高血压[32]、抗肿

瘤[33] 等生理活性，可自然降解，已在食品、医疗等领

域产业化应用。
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图 2    壳聚糖的结构式[30]

Fig.2    Structural formula of chitosan[30]

 

 1.3　黄原胶

黄原胶，又称为黄胶、汉生胶。它是海洋微生物

代谢的一种水溶性胞外多糖。黄原胶分子（图 3）是

由 D-葡萄糖、D-甘露糖和 D-葡糖醛酸组成。以上

三种成分按 2:2:1 组成相对分子量在 1000 kDa 以

上的天然有机高分子化合物[19]。黄原胶一级结构含

葡糖基主链和三糖单位的侧链，葡糖基主链与纤维素

主链结构相同，即 β-1，4-糖苷键连接两分子 D-葡萄

糖；1 分子 D-葡糖醛酸和 2 分子 D-甘露糖在侧链中

交替排列，与主链相连的甘露糖在 C-6 处被乙酰化，

丙酮酸部分替代侧链末端的甘露糖，并以缩醛形式连

接在 4-和 6-位置；其二级结构为双螺旋结构，在氢键

作用下，侧链反向缠绕主链而形成；其三级结构为螺

旋复合体，在共价键的作用下，由二级结构基础上形

成，正因这种特殊的化学结构，使黄原胶溶液具有良

好的耐盐性、耐酸耐碱性、协同凝胶特性、独特的流

变性等[13]。因此，黄原胶作为增稠剂、稳定剂等在食

品工业、医药行业等大范围使用。黄原胶是目前世

界上生产规模最大的微生物多糖[13]。

 2　酶法制备海洋寡糖
海洋寡糖的制备方法主要有化学法、物理法和

生物酶法（表 2）。化学法是通过化学催化剂如草酸、

过氧化氢、氢氧化钠等催化海洋多糖生成寡糖的方
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图 1    褐藻胶的结构式[22]

Fig.1    Structural formula of alginate[22]

注：a：均聚甘露糖醛酸（PM）；b：均聚古罗糖醛酸（PG）；c：杂聚物（PMG）。
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Fig.3    Structural formula of xanthan gum[13]
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法，化学法应用广泛，操作简便，是一种成熟的方法。

但它存在化学催化剂污染环境、反应条件剧烈、副产

物量大等缺点[34−36]。物理法（微波辐射、紫外线照

射、高温高压等）操作简便、不需要催化剂，但存在降

解效率低下、海洋寡糖得率低等问题[37−39]。生物酶

法条件温和、酶专一性强、海洋寡糖得率高、不产生副

产物、环境友好，是制备海洋寡糖的有效方法[40−42]。

早期生物酶法制备海洋寡糖以游离酶法为主，目前

生物酶法制备海洋寡糖主要采用固定化酶法。游离

酶法和固定化酶法通常均采用单一酶，而不是复合

酶[40−46]。当前酶法制备得到的海洋寡糖主要有：壳寡

糖[6]、褐藻胶寡糖[7,9,35]、卡拉胶寡糖、黄原胶寡糖、琼

胶寡糖等[42]。
 
 

表 2    海洋寡糖制备方法
Table 2    The preparation methods of marine oligosaccharides

制备方法 优点 缺点 参考文献

物理法
操作简单、试剂

用量少
降解率低 [34−36]

化学法 技术成熟、成本低 腐蚀设备、污染环境 [37−39]

游离酶法 条件温和、绿色高效
成本高、稳定性差、酶不可

重复利用 [40−43]

固定化
酶法

稳定性高、产品收率高、
酶可重复使用

酶活力低、只适用于
小分子底物 [44−46]

 

 2.1　游离酶法制备海洋寡糖

游离酶法制备海洋寡糖是以海洋多糖为原料。

海洋多糖种类众多，而酶催化具有高度专一性，故制

备海洋寡糖的酶种类众多；包括一类是降解特定的海

洋多糖如褐藻胶裂解酶、壳聚糖酶、黄原胶降解酶、

卡拉胶酶、琼胶酶等，另一类降解非特定的海洋多

糖，如：淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、木聚糖酶、甘露

糖酶等，以上酶主要来自微生物。酶法制备海洋寡糖

始于上世纪 50 年代中后期，其目的主要是为了研究

海洋寡糖的结构与构效关系以开发药物和功能性制

品。经过多年的发展，利用游离酶制备海洋寡糖已经

取得了显著进展；特别在新酶的发现、酶结构、性质

与功能的解析、酶的改造、酶催化条件的优化等方面

做了大量的研究[40−41,47]。

不同酶作用于不同的海洋多糖，其反应条件和

产物不同。Falkeborg 等[27] 利用 β-褐藻胶裂解酶催

化 5% 褐藻酸钠，反应条件：酶用量 5%、温度 35 ℃、

pH7.0、酶解时间 48 h，产物为聚合度不大于 4 的寡

糖。季珂等[48] 以壳聚糖酶催化 1% 壳聚糖，反应条

件：酶用量 120 U/g、温度 50 ℃、pH6.0、酶解时间

4 h，制备得到的寡糖聚合度不大于 4。谷金芸等[49]

以黄原胶降解酶催化 2 mg/mL 的黄原胶，酶解条件：

酶用量 1 mg/mL、温度 45 ℃、pH8.0、酶解时间 2 min，
得到了黄原胶寡糖聚合度为 7~18。同一酶，但不同

类型，催化产物也不相同。β-褐藻胶裂解酶和双功能

褐藻胶裂解酶 AlySY08 制备得到的寡糖聚合度不

同。Li 等[50] 利用双功能褐藻胶裂解酶 AlySY08 催

化 0.3% 褐藻胶，酶解条件：酶用量 21.5 U/mg、温度

40 ℃、pH7.6、酶解时间 8 h，所制备的寡糖聚合度不

大于 5，寡糖得率超过 80%。

游离酶法虽然降解效率高、可制得低分子量的

海洋寡糖，但存在酶无法重复利用、易失活以及在均

相催化中与底物/产物难以分离等缺点，导致其生产

成本提高，使游离酶法制备海洋寡糖在工业生产中严

重受到限制[40−43]。

 2.2　固定化酶法制备海洋寡糖

固定化酶技术是指使用物理或化学方法将游离

酶限定在一定空间内或完全束缚在某种特定的载体

上，但仍能保持酶活性的一种生物技术[51]。与游离酶

相比，固定化酶对不良环境耐受性更强，同时具有重

复利用性、储存稳定性和操作稳定性等优点[46,52]。酶

的固定化方法多种多样，主要有吸附法、包埋法、交

联法和共价结合法（表 3）。吸附法是指将酶分子吸

附在纤维素、二氧化硅、活性炭、氧化铝等载体表面

从而实现固定化的方法；吸附法成本低、操作简便，

但固定化效率低[53]。包埋法是指将酶分子包裹在载

体材料中从而实现固定化的方法，常以海藻酸钠、琼

脂等为载体材料[54]。酶通过戊二醛、京尼平等试剂

交联载体，从而达到固定化的方法称为交联法，交联

法常与吸附法联用，提高酶的固定化效率及稳定性，

但在交联过程中反应剧烈，使得酶的活性降低，需要不

断探索更加温和的固定化工艺来减少酶活损失[55]。

共价结合法是指酶分子中的非必需侧链基团（氨基、

羧基和巯基等）与载体中的功能基团（环氧基、羟基、

羧基等）通过共价键结合，使酶分子固定在载体上的

方法[56]。

与游离酶相比，通过与其他载体材料结合，提高

了固定化酶的稳定性，且易与底物/产物分离，实现了

酶的重复利用，极大地降低了生产成本，因此，固定化

酶技术在工业生产中应用前景广阔，从而引发了国内

外学者对多糖降解酶固定化的探讨。Jiang 等[57] 用

四氧化三铁纳米磁性材料为载体，固定化了褐藻胶裂

解酶 AlgL17，此固定化酶重复使用 5 次后，仍能保
 

表 3    固定化酶制备方法

Table 3    The preparation methods of immobilized enzyme

固定化方法 优点 缺点 常用载体材料 参考文献

包埋法 条件温和、成本低、固定化速率高 稳定性差、催化效率低 海藻酸钠、明胶、琼脂 [53]
吸附法 操作简便、成本低、酶活回收率高 稳定性差、重复利用低 纤维素、二氧化硅 [60]
交联法 制备简单、稳定性高、载体可回收或无需载体 反应剧烈、固定化程度弱 壳聚糖、磁性Fe3O4纳米颗粒 [55]

共价结合法 稳定性好、重复性好、载体可再生 反应剧烈、酶易失活、载体要求高 沸石、尼龙、环氧树脂 [61]

第  44 卷  第  18 期 杨子祥 ，等： 海洋寡糖酶法制备研究进展 · 461 · 



持最大酶活的 70%；利用其催化 5 mg/mL 的褐藻胶，

得到了聚合度不大于 4 的褐藻寡糖。研究人员以戊

二醛-琼脂糖固定化了壳聚糖酶，固定化酶重复使用

25 次后，仍能保持最大酶活的 40%；利用该固定化酶

催化 20 mg/mL 的壳聚糖，得到的寡糖聚合度不大

于 20[58]。我国科学家已成功实现了纳米 SiO2 材料

固定化几丁质酶，固定化酶的活力是未固定化酶的

70%；该固定化酶可用于催化真菌多糖几丁质产生几

丁寡糖[59]。但固定化往往存在降低酶活力，固定化酶

只适用于小分子底物等问题；这些问题极大地限制了

固定化酶的应用。

固定化酶法展现出很好的应用前景。反应器是

固定化酶法制备海洋寡糖的重要载体。反应器可以

为固定化酶法制备海洋寡糖提供其所需的最佳催化

条件。反应器的设计需要考虑温度、pH、搅拌等参

数的控制，还需要考虑物质和能量传递、能耗等因

素[62]。目前反应器的运行模式主要有批式、分批补

料及连续式。反应器主要有搅拌罐式反应器、膜式

反应器、固定床式反应器和流动床式反应器[63]。反

应器已经成为固定化酶法制备海洋寡糖效率的关键

设备，已受到越来越多的关注。

 3　多糖降解酶及其催化机制
目前，酶法制备海洋寡糖的关键是高效多糖降

解酶的发掘。近年来，研究者们已经从海洋软体动

物、海洋细菌和真菌、土壤细菌和真菌等微生物中分

离纯化出多种多糖降解酶，用于海洋寡糖的制备[64]。

同时利用色谱法、结晶法、X 射线衍射法、生物信息

学方法等，结合突变技术、共结晶技术、基因工程技

术等[23,27−28]，解析了多糖降解酶结构和功能，初步揭

示其催化机制。由于不同海洋多糖其结构和组成存

在较大差异，需要采用不同多糖降解酶；此外，由于多

糖降解酶来源、酶的组成、酶的分子量、酶的结构等

相差很大，故不同多糖降解酶的催化机制差异显著。

在多糖降解酶的活性中心、酶的分子修饰、海洋多糖

降解模式与产物生成特点之间规律等方面缺乏深入

研究，多糖降解酶的催化机制目前尚未完全阐明，需

要进一步研究。本文综述了三种多糖降解酶来源、

分类及其催化机制。

 3.1　褐藻胶裂解酶及其催化机制

褐藻胶裂解酶是特异性降解褐藻胶的一类酶的

总称，其种类繁多、分布广泛。自 1984 年 Hensen 从

土壤和海洋中分离出的枯草芽孢杆菌 JBH2 中发现

褐藻胶裂解酶以来，50 多种褐藻胶裂解酶已经被分

离出来，它们主要来源于腐烂的褐藻、海洋软体动物

消化液、海洋和土壤微生物中[65]。褐藻胶裂解酶分

子量一般不大于 1000 kDa[66]。Wang 等[67] 从腐烂海

带中分离得到海洋弧菌 Vibrio sp. YWA，通过硫酸

铵沉淀、柱层析等组合方法从该菌发酵液中分离纯

化得到特异性水解 1,4-β-D-聚甘露糖醛酸的褐藻胶

裂解酶，其分子量约为 62.5 kDa；最适 pH 和温度分

别为 7.0 和 25 ℃；EDTA 和 Zn2+增强该酶的活性，

而 Ba2+抑制它的活性。褐藻胶裂解酶可以分成不同

类型，按酶作用底物来划分，可以分成三类：1,4-β-D-
聚甘露糖醛酸（Poly M）裂解酶（EC 42.2.3）；1,4-α-L-
聚古罗糖醛酸（Poly G）裂解酶（EC 4.2.2.11）以及

Poly M 和 Poly G 均可降解的双功能酶。按酶作用

位点来划分，可以分成内切酶和外切酶。大部分褐藻

胶裂解酶为内切酶[66]，其酶切位点如图 4 所示。

褐藻胶裂解酶的催化机制目前认为主要是在酶

β-消除作用下，使褐藻胶中起连接作用的糖苷键断

裂，生成寡糖。酶使两个残基之间 1,4-O-糖苷键断

裂，同时在 C4 和 C5 之间产生双键，在产物的非还原

性末端形成不饱和糖醛酸，得到一连串各种长度的寡

糖[68]。Gacesa[69] 认为褐藻胶裂解酶降解过程分三步

进行：首先，底物上的羧基通过形成盐桥被中和；其

次，C5 位的质子被提取，形成稳定的烯醇阴离子中间

体；最后，C4 和C5 之间从羧基得到电子，并形成不饱和双

键，从而使 1,4-O-糖苷键断裂，完成 β 消除反应。

综上，尽管对部分褐藻胶裂解酶的结构和催化机制进

行了研究，由于不同来源的褐藻胶裂解酶降解褐藻胶

的机制和制备寡糖的结构不同，仍然有大部分的酶作

用机制需要进一步去研究。

 3.2　壳聚糖酶及其催化机制

壳聚糖酶是催化壳聚糖的酶。它主要存在于真

菌和细菌细胞中，此外，壳聚糖酶也存在一些植物

中，分子量介于 20~60 kDa 之间[70]。1973 年，Monaghan
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图 4    褐藻胶裂解酶酶切位点[66]

Fig.4    Cleavage site of alginate lyase[66]

注：M：β-D-甘露糖醛酸；G：α-L-古洛糖醛酸。
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等[71] 首次从土壤微生物中发现了壳聚糖酶，并提出：

壳聚糖酶是一种特异性降解壳聚糖的新型酶，对于胶

态几丁质基本不能水解，但可催化几丁质生成壳聚

糖。根据壳聚糖酶的作用位点的不同，可以分为内切

型壳聚糖酶和外切型壳聚糖酶[72]。目前所发现的壳

聚糖酶大多为内切型壳聚糖酶，而对于外切型壳聚糖

酶的报道相对较少。

基于氨基酸序列的不同，壳聚糖酶可以分为

GH3、GH5、GH7、GH8、GH46、GH75 和 GH80 七

种[73]。其中，已经破解 GH46、GH75、G8 和 GH80

壳聚糖酶的结构。GH46 壳聚糖酶主要分离自杆菌

属和链霉菌属的细菌，其催化机制和蛋白质结构已被

广泛研究。GH75 壳聚糖酶主要来源于真菌。壳聚

糖酶 GH46、GH75 和 GH80 只能水解壳聚糖，是壳

聚糖的专一性水解酶，而其他家族的壳聚糖酶往往具

有其他酶活性如纤维素酶和糖基转移酶等[74]。根据

酶底物特异性的不同，可以将壳聚糖酶分为四个不同

的类型：Ⅰ类壳聚糖酶（切割 GlcN-GlcN 和 GlcNAC-

GlcN 糖苷键）、Ⅱ类壳聚糖酶（水解 GlcN-GlcN 糖苷

键）、Ⅲ类壳聚糖酶（切割 GlcN-GlcN 和 GlcN-

GlcNAC 糖苷键）以及Ⅳ类壳聚糖酶（裂解以上三种

糖苷键）[75]。

催化机制因不同壳聚糖酶而异，基于酶解产物

还原端异头碳结构的差异，通常有保持异头构型的

“retaining”机制（图 5a）和形成倒立异头构型“invert-

ing”机制（图 5b）；“retaining”通过两步置换机制催化

水解，有两个关键氨基酸残基参与反应，其中一个氨

基酸残基作为亲核基团，另一个作为广义酸/碱；相

反，“inverting”遵循一步、单一的置换机制，也有两个

关键氨基酸参与反应，其中一个作为广义碱使水分子

极化以产生更强的亲核基团来攻击异头碳，而另一个

则作为广义酸使糖苷氧质子化以加速反应[70]。x 射

线结构表明：在壳聚糖酶的催化过程中，Glu22 和

Asp40 有着重要作用。总之，尽管近几年在个别家族

的壳聚糖酶催化机制方面取得了一定的研究成果，但

壳聚糖酶属于多个糖苷水解酶家族，大部分家族的壳

聚糖酶结构和催化机制研究甚少。

 3.3　黄原胶降解酶及其催化机制

黄原胶降解酶是指能够降解黄原胶的酶的统

称。由于黄原胶独特的双螺旋结构和侧链基团产生

的位阻，其不易被酶降解，需要在多种酶的协同下才

能被彻底水解，因此，黄原胶降解酶是由多种酶组成

的混合酶系，分子量介于 10~100 kDa 之间；黄原胶

降解酶由黄原胶主链修饰酶和黄原胶侧链修饰酶组

成[76]。黄原胶主链修饰酶作用于其主链，主要有 β-

D-葡聚糖酶和 β-D-葡聚糖苷酶；黄原胶侧链修饰酶

是可以攻击黄原胶分子中所有侧链连接的混合酶系，

包括黄原胶裂解酶、α-D-甘露糖苷酶和不饱和葡糖

醛酸水解酶；其中，β-D-葡聚糖酶和黄原胶裂解酶属

于胞外酶，β-D-葡聚糖苷酶、α-D-甘露糖苷酶和不饱

和葡糖醛酸水解酶属于胞内酶[77]。

黄原胶在上述五种酶的参与下才能彻底水解，

Nankai 等[78] 详细报道了由芽孢杆菌 Bacillus sp. str-

ain GL 1 产生的这五种酶降解黄原胶的过程（图 6）。

首先，芽孢杆菌细胞外的黄原胶裂解酶攻击黄原胶侧

链分子中丙酮酸化的甘露糖基和葡糖醛酸残基之间

的糖苷键，从而除去丙酮酸化的甘露糖；其次，无末端

的黄原胶主链在胞外酶 β-D-葡聚糖酶的催化下生成

四元糖，后经糖转运途径被转运到细胞内，在细胞内

被 β-D-葡聚糖苷酶转化为三元糖（不饱和葡萄糖醛
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图 5    壳聚糖酶催化机制[70]

Fig.5    Catalytic mechanism of chitosanase[70]

注：a：“retaining”催化机制；b：“inverting”催化机制。
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酸-乙酰甘露糖-葡萄糖）；再次，不饱和葡糖醛酸水解

酶水解三元糖，生成葡萄糖醛酸和双糖甘露糖-葡萄

糖；最后，双糖被 α-D-甘露糖苷酶分解成葡萄糖和甘

露糖[78]。总之，利用黄原胶降解酶催化黄原胶制备寡

糖的作用机制研究仍然十分匮乏，同时无法实现黄原

胶相关降解酶的获取，且生成寡糖的含量有限，很难

实现黄原胶寡糖的工业化生产。

 4　总结与展望
海洋寡糖种类繁多、来源广泛，具有抗肿瘤、抗

氧化、抗凝血和抗炎等生理活性，在医药、化妆品、

食品、农业等领域发挥着越来越重要的作用，有着广

阔的发展前景。目前，海洋寡糖生物酶法制备具有反

应条件温和、绿色环保、降解率高等优势，因此，高效

优质的海洋寡糖酶法制备工艺开发是当前的主流发

展方向。随着科学技术和酶工程的不断发展，很多新

型酶进入人们的视野。其中，纳米酶是有催化作用的

纳米材料。纳米酶很稳定、价格低廉和易于工业化

放大等优点，引起了人们的广泛关注[79]。迄今为止，

已发现具有氧化还原酶、水解酶、裂合酶和异构酶四

种催化类型的纳米酶[80]。纳米酶的发现成为未来酶

法制备海洋寡糖的发展方向。

随着酶工程和基因工程的不断发展，酶法制备

海洋寡糖未来发展方向有如下四个方面：不断发掘催

化效率高的酶资源，包括新技术得以应用于酶的分子

修饰和改造，获得高效的酶资源。通过基因工程获得

更多优质的酶，并实现优质酶的产业化。从自然界中

发现新的酶；完善酶促反应的技术路线，实现高浓度

底物的高效降解，提高生产效率、降低生产成本；构

建基于固定化酶的高效反应器，包括搅拌罐式反应

器、固定床式反应器、流动床式反应器和膜式反应

器，实现海洋寡糖的连续化生产。同时加强对新型固

定化酶技术及载体的探讨，提高固定化酶活性，降低

生产成本；阐明海洋寡糖制备过程中酶的作用和调控

机制，提升酶的催化效率，强化酶的调控。随着科学

技术的不断发展和研究人员的不断探索，将会促进海

洋多糖资源的集约开发和海洋寡糖的商业化生产。
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