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摘　要：为了实现壳寡糖的高效制备，本研究以壳聚糖为原料，利用超声-微波预处理协同复合酶法制备低聚合度壳

寡糖。以还原糖含量为指标，通过响应面设计法优化酶解工艺参数，并评估壳寡糖的抗氧化活性。结果表明：α-
淀粉酶和壳聚糖酶 1:1的复合酶组合效果最佳。最佳制备工艺参数为：微波功率 200 W、超声功率 200 W、超声-
微波预处理时间 5 min、底物浓度 1%、pH5.8、温度 53.5 ℃、复合酶添加量 0.24%，在此条件下酶解 5.7 h，还原

糖含量达到最大值 8.10 mg/mL。所制备的壳寡糖为 2~6糖，平均分子量为 993.5 Da。抗氧化活性结果表明壳寡糖

具有较强的自由基清除活性，其对 DPPH自由基和 ABTS+自由基的 IC50 分别为 0.274、0.127 mg/mL，铁离子还原

能力在 1.5 mg/mL时达到最大值 24.56 mmol/L。本实验结果表明超声-微波预处理协同复合酶法在壳寡糖制备方向

具有较好的应用前景。
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Abstract：To achieve efficient chitosan oligosaccharide preparation, chitosan oligosaccharide was prepared from chitosan
through  a  pre-ultrasound-microwave  assisted  composite  enzymatic  method.  The  enzymatic  hydrolysis  process  conditions
were optimized using reducing sugar content as an indicator based on the response surface design method. In addition, the
antioxidant capacity of chitosan oligosaccharide was examined. The results showed that the composite enzymes consisting
α-amylase and chitosanase (1:1) possessed superior hydrolysis ability for chitosan than others. The optimum conditions of
chitosan oligosaccharide preparation were as follows: A microwave power of 200 W, ultrasonic power of 200 W, 5 min pre-
ultrasound-microwave time, 1% substrate concentration, pH5.8, temperature at 53.5 ℃, 0.24% composite enzyme additive
amount,  and  5.7  h  enzymatic  hydrolysis  time.  Under  these  conditions,  the  reducing  sugar  content  reached  the  maximum  
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(8.10  mg/mL).  The  prepared  chitosan  oligosaccharide  contained  2~6  sugars  with  average  molecular  weight  of  993.5  Da.
The chitosan oligosaccharide had strong free radical scavenging activity, with the IC50 of DPPH and ABTS

+ free radicals at
0.274 and 0.127 mg/mL, respectively, as well as the ferric reducing power reached the maximum value of 24.56 mmol/L at
1.5 mg/mL. The results show that the ultrasound-microwave pretreatment combined with composite enzymatic method has
a good application prospect in the preparation of chitosan oligosaccharide.

Key words：chitosan；pre-ultrasound-microwave；enzymatic method；chitosan oligosaccharide；antioxidant activity

壳聚糖是由氨基葡萄糖和少量乙酰氨基葡萄糖

通过 β-1,4糖苷键连接形成的天然碱性多糖，具有抗

氧化[1]、降血糖[2]、抗炎[3]、提高免疫力[4] 等多种生物

活性。壳聚糖难溶于水和有机溶剂，只能溶解于酸性

溶液中，使其应用受到一定程度限制[5]。壳寡糖是壳

聚糖的降解产物，由 2~20个聚合度寡糖组成，作为

在自然界中唯一含有正电荷的碱性氨基寡糖，被证实

具有很多生物活性，如抗肿瘤、抑菌、抗氧化、抗肥

胖等，能表现出比壳聚糖更好的水溶性和生物活

性[6]，在食品[7]、医药[8−12]、农业[13−14] 等领域都得到了

广泛的应用。因此需要加快壳寡糖的产业化制备，寻

求高效、环保的制备方法对于壳寡糖的深入研究和

应用具有重要意义。

壳聚糖的降解方法主要分为三种，化学降解

法[15−16]、物理降解法[17]、生物酶降解法[18]。化学降解

法主要有酸解法、氧化降解法等，最早用于降解壳聚

糖，该方法技术要求低，适合工业化生产。但是化学

降解法产率低，容易破坏其化学结构，产品的安全性

也存在质疑；物理降解法主要有微波法、超声波法

等，操作简单、反应速度快但是降解效率低且分子量

分布范围广，通常用于辅助降解。与前两种方法相

比，酶解法反应温和，既绿色高效，又可有效保持壳寡

糖生物活性，因而是目前主要的壳聚糖降解方式[19]。

单一的水解酶对壳聚糖的水解度有限[20]，复合酶降解

可以将各个酶进行优化组合提高酶解效率[21]。何新

益等[22] 研究由胃蛋白酶、果胶酶、纤维素酶、木瓜蛋

白酶组合而成的复合酶对壳聚糖的降解作用，结果表

明复合酶对壳聚糖具有更高的水解活力且水解产物

分子量低于 4000 Da。
超声波和微波辅助提取或制备活性物质可有效

缩短时间、降低能耗。李丹丹等[23]、XU等[24] 利用单

一物理场协同生物酶法制备壳寡糖，有效缩短了酶解

时间、提高生产效率。超声-微波处理法已经广泛应

用于食品领域，张红芳等[25] 通过正交试验优化超声-
微波辅助提取庐山石耳多糖的工艺，具有提取时间

短、简便、稳定、重复性好、得率较高等特点。而关

于壳寡糖的超声-微波预处理协同复合酶法制备技术

还未见报道。因此本研究以壳聚糖为原料，利用超

声-微波预处理协同复合酶酶解技术制备低聚合度壳

寡糖。通过响应面分析法优化壳寡糖的制备工艺条

件，并采用薄层色谱法（thin-layer  chromatography，
TLC）及高效液相色谱法（high  performance  liquid
chromatography，HPLC）分析其聚合度，评价抗氧化

活性，为低聚合度壳寡糖的产业化生产及其功能性食

品开发提供技术支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

壳聚糖（Mw=200000）、α-淀粉酶（1500 U/g）　
上海吉至生化科技有限公司；壳寡糖标准品（99.6%，

dp3~7）　上海惠诚生物科技有限公司；壳聚糖酶

（10万 U/g）　上海源叶生物科技有限公司；木瓜蛋

白酶（10万 U/g）　南宁庞博生物工程有限公司；果

胶酶（10万 U/g）、纤维素酶（10万 U/g）　上海蓝季

生物有限公司；D（+）-氨基葡萄糖盐酸盐（99%）　南

京中东化玻仪器有限公司；3,5-二硝基水杨酸（3,5-
dinitrosalicylic acid，DNS）试剂　北京索莱宝科技有

限公司；氨水、抗坏血酸　上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）　梯希

爱（上海）化成工业发展有限公司；2,2-联氮-二（3-乙
基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）　上海易恩化

学技术有限公司；冰醋酸　江苏强盛功能化学股份有

限公司；无水乙酸钠、三吡啶基三嗪（ tripyridine
triazine，TPTZ）　上海麦克林生化科技有限公司；正

丁醇　天津市科密欧化学试剂有限公司。

XO-SM400型超声-微波协同反应工作站　南

京先欧仪器制造有限公司；UV1600型紫外分光光度

计　上海美谱达仪器有限公司；1260型高效液相色

谱仪　安捷伦科技有限公司；FE-28型 pH计　梅特

勒托利多科技（中国）有限公司；DK-80型恒温水浴

锅　上海一恒科技有限公司；B11-3型磁力搅拌器　

上海司乐仪器有限公司；H2050R型高速冷冻离心机

　湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；XD-52AA旋

转蒸发仪　上海贤德实验仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   壳寡糖的制备　取 1 g壳聚糖溶解于 100 mL
pH5.8的醋酸-醋酸钠缓冲液中，置于超声-微波协同

反应工作站处理，结束后加入 0.24%复合酶（α-淀粉

酶:壳聚糖酶，比例为 1:1）酶解 5.7 h，结束后 95 ℃
灭酶 10 min、酶解液冷却至室温再调节 pH至 8，然
后 10000 r/min离心 10 min，将上清液置于旋转蒸发

仪浓缩至 1/5~1/6体积，向浓缩液中加入 3倍体积的

无水乙醇，在冰箱中静置过夜。8000  r/min离心

10 min，收集上清液，于旋转蒸发仪中浓缩后真空冷

冻干燥，得到壳寡糖[26]。 

1.2.2   适宜生物酶的筛选　壳聚糖溶液经超声-微波

预处理后，分别加入 0.24%果胶酶、纤维素酶、木瓜
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蛋白酶、α-淀粉酶、壳聚糖酶，在适宜酶解温度和

pH下（见表 1），以还原糖含量为指标，考察 5种酶对

壳聚糖酶解效果的影响并对效果较好的两种酶进行

组合探究其复合效果。
  

表 1    生物酶的最适酶解温度及 pH
Table 1    Optimum temperature and pH of the biological

enzymes

生物酶种类 最适温度（℃） 最适pH

果胶酶 50 3.5
纤维素酶 50 4.8

木瓜蛋白酶 45 5.5
α-淀粉酶 55 5.8
壳聚糖酶 37 5.8

  

1.2.3   单因素实验设计　以 α-淀粉酶和壳聚糖酶组

成的复合酶为酶制剂，固定微波功率 200 W，超声-微
波协同处理温度 50 ℃，壳聚糖浓度 1%，超声功率

200 W，超声-微波预处理时间 5 min，复合酶比例

1:1，酶解温度 50 ℃，pH5.0，复合酶添加量 0.24%，

酶解时间 4 h，以还原糖含量为指标，考察复合酶比

例（α-淀粉酶:壳聚糖酶，4:1、3:2、1:1、2:3、1:4）、
超声功率（0、50、200、350、500、650 W）、超声-微波

预处理时间（0、5、10、15、20、25 min）、酶解温度

（45、50、55、60、65、70 ℃）、pH（3.8、4.2、4.6、5.0、
5.4、5.8、6.2），复合酶添加量（0.09%、0.12%、0.15%、

0.18%、0.21%、0.24%、0.27%）、酶解时间（1、2、3、
4、5、6、7、8、9、10 h）对壳聚糖溶液酶解效果的

影响。 

1.2.4   响应面试验设计　在单因素实验基础上，以酶

解温度、复合酶添加量、酶解时间为自变量（X），设

计三因素三水平的 Box-Behnken试验，以酶解液中

的还原糖含量（mg/mL）为响应值（Y），通过响应面分

析法优化壳聚糖酶解工艺。试验因素和水平见表 2。
  

表 2    响应面试验因素及水平
Table 2    Factors and levels of the response surface test

水平
因素

A温度（℃） B复合酶添加量（%） C时间（h）

−1 50 0.21 4
0 55 0.24 5
1 60 0.27 6

  

1.2.5   DNS法测定还原糖含量　参考李丹丹等[23] 的

方法并稍作修改，以 540 nm处吸光度（Y）为纵坐标，

氨基葡萄糖盐酸盐浓度（mg/mL）为横坐标（X），制作

标准曲线。取 1 mL壳聚糖酶解液，根据标准曲线方

程（Y=0.4711X−0.0315，R2=0.9985）计算还原糖含量。 

1.2.6   乙酰丙酮法测定壳寡糖分子量　参考罗威

等[27] 的方法并稍作修改，以 525 nm处吸光度（Y）为

纵坐标，氨基葡萄糖盐酸盐的浓度（mg/mL）为横坐标

（X），绘制标准曲线（Y=0.0225X+0.0961，R2=0.9982）。
将最优工艺下的壳寡糖配制成 1 mg/mL的水溶

液，按照标准曲线制作方法，根据方程计算 D-盐酸氨

基葡萄糖浓度 c，然后根据公式（1）计算其平均分

子量。

M =
m×V×215.6

c×1000
式（1）

式中：M为平均分子量，Da；m为样品质量，g；
V为样液体积，mL；c为对照标准曲线得出的 D-盐酸

氨基葡萄糖浓度，μg/mL。 

1.2.7   TLC分析壳聚糖酶解物的组成　将硅胶板

105 ℃ 活化 30 min，以 1 mg/mL的壳寡糖标准品溶

液（壳二糖~壳七糖）为对照，将 1 mg/mL壳寡糖溶液

点于硅胶板，各点间距 1 cm，距底端 1.5 cm，将硅胶

板置于预饱和好的层析杠中，展开剂为正丁醇:水:乙

酸:氨水（体积比为 10:5:5:1），上行展开 8 cm，用电

吹风吹干展开剂，在硅胶板上喷洒 0.3%茚三酮显色

剂，根据显色结果分析酶解物组成[28]。 

1.2.8   HPLC检测壳聚糖酶解物的组成　参考朱玉

霞等 [26] 的方法并稍作修改。色谱条件：色谱柱：

HILIC-Z（2.1×100 mm，2.7 μm）；流动相 A：水+0.3%
NH4OH（20%），B：乙腈+0.3% NH4OH（80%）；梯度条

件：0~10 min 50% A-50% B、10~15 min 60% A-40%
B、15~16 min 20% A-80% B；流速 0.6 mL/min；进样

量 1 μL，蒸发光散射检测器，温度 60 ℃，配制浓度

为 5 mg/mL壳寡糖样品，另配制浓度为 5 mg/mL壳

寡糖标准溶液（dp3~7），根据其保留时间进行定性

分析。 

1.2.9   体外抗氧化能力的测定　 

1.2.9.1   DPPH自由基清除能力的测定　取 1 mL不

同质量浓度（0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.5 mg/
mL）的壳寡糖溶液于刻度试管，加入 0.2  mmol/L
DPPH 溶液 1 mL，摇匀后避光放置 30 min，取上清

液，测定 517 nm波长处的吸光度[29]。根据公式（2）
计算 DPPH自由基清除率。以样品浓度为自变量，

自由基清除率为因变量作图并进行线性拟合，计算

IC50 值，其中 IC50 值定义为清除率为 50%时所需抗

氧化剂的浓度。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100 式（2）

式中：A1 为试验组吸光度；A2 为对照组吸光度；

A0 为空白组吸光度。 

1.2.9.2   ABTS+自由基清除能力的测定　取 0.2 mL
不同质量浓度 （0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、
1.5 mg/mL）的壳寡糖溶液并添加 1.8 mL ABTS工作

液，暗环境反应 10 min，测定 734 nm处吸光度[30]。根

据公式（3）计算 ABTS+自由基清除率并计算 IC50 值。

ABTS+自由基清除率(%)=
(
1− A1 −A2

A0

)
×100 式（3）

式中：A1 为试验组吸光度；A2 为对照组吸光度；

A0 为空白组吸光度。 
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1.2.9.3   铁离子还原能力的测定　配制 0.3 mol/mL
乙酸盐缓冲液（pH3.5）、10 mmol/L 2,4,6-三吡啶三嗪

（2,4,6-tri-2-pyridinyl，TPTZ）、20 mmol/L氯化铁（体

积比，10:1:1）的铁离子还原（ferric reducing ability
of  plasma，FRAP）试剂，以 80  mmol/L  FeSO4 为标

品，根据参考文献 [31]，制作标准曲线（y=0.0127x+
0.1198，R2=0.9991）。

取 0.2  mL不同质量浓度（0.1、0.2、0.4、0.6、
0.8、1.0、1.2、1.5 mg/mL）壳寡糖溶液，添加 1.8 mL
FRAP试剂，混合均匀后，37 ℃ 水浴 10 min，593 nm
处测定吸光度，根据标准曲线计算 FRAP值。 

1.2.10   验证试验　在单因素与响应面试验结果的基

础上，对水浴酶解、超声协同酶解（超声功率 200
W）、微波协同酶解（微波功率 200 W）、超声-微波预

处理协同酶解（超声功率 200 W、微波功率 200 W）

四种方法进行对比。 

1.3　数据处理

所有实验均重复三次，通过 Origin 2021软件进

行数据处理，采用 IBM SPSS Statistics26进行显著

性分析，P<0.05为显著性差异，图中用不同小写字母

来表示显著性差异。采用 Design-Expert 12软件对

实验数据进行回归和响应面分析。 

2　结果与分析 

2.1　最适生物酶的筛选

考察不同酶对壳聚糖酶解效率的影响，如图 1A
所示，不同生物酶对壳聚糖的降解效果不同。α-淀粉

酶、壳聚糖酶对壳聚糖的酶解效果优于纤维素酶、果

胶酶和木瓜蛋白酶。壳聚糖酶在酶解 3 h时，壳聚糖

溶液中还原糖含量达到最高，3 h之后趋于平稳。α-
淀粉酶在酶解 6 h内，壳聚糖溶液中还原糖浓度随着

酶解时间延长而提高，6 h之后逐渐趋于平缓。如

图 1B 所示，相同添加量下复合酶（α-淀粉酶与壳聚

糖酶质量比为 1:1）的酶解效率比 α-淀粉酶提高

29.26%，比壳聚糖酶提高 91.57%，因此确定 α-淀粉

酶与壳聚糖酶组成的复合酶为壳聚糖酶解的最适生

物酶。 

2.2　单因素实验结果 

2.2.1   复合酶比例对还原糖含量的影响　壳聚糖溶

液经超声-微波协同处理后，考察复合酶中 α-淀粉酶

和壳聚糖酶两者的比例对还原糖含量的影响。如图 2
所示，当 α-淀粉酶与壳聚糖酶达到 1:1时，还原糖含

量达到最大，显著高于其他比例下的还原糖含量

（P<0.05），这可能是因为 α-淀粉酶以内切方式随机

作用于壳聚糖分子链从而使更多的 β-1,4糖苷键暴

露出来，增大了糖苷键被结合和催化的概率[32]。因此

选择 α-淀粉酶和壳聚糖酶 1:1为制备壳寡糖的最适

比例。
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Fig.2    Effect of composite enzyme ratio (α-amylase:chitosan)

on reducing sugar content
  

2.2.2   超声功率对还原糖含量的影响　超声波的空

化效应可以断裂壳聚糖内部的化学键从而促进壳聚

糖的降解[33]，由图 3可知，随着超声功率增加，还原

糖含量显著升高（P<0.05），到 200 W时，还原糖含量
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达到最大值 7.65 mg/mL，超过 200 W后，还原糖含

量降低。这是因为随着超声功率的增加，空化作用也

在不断增强，壳聚糖胶体溶液由于内部化学键断裂，

壳聚糖分子链断裂，黏度下降，同时暴露更多的 β-
1,4糖苷键与酶结合，从而提高酶解效率，使还原糖含

量升高。但是当超声功率超过 200 W后，继续增大

超声功率，连续高强度的超声波容易产生密集空泡，

反而会降低超声波在壳聚糖溶液中的传播以及减弱

超声波的活性区域，空化泡也会过大坍塌而导致空穴

效应减弱[34]，从而降低了酶解效率。 

2.2.3   超声-微波预处理时间对还原糖含量的影响　

从图 4可见，与未超声-微波预处理相比，超声-微波

预处理能显著提高还原糖含量（P<0.05），但处理时间

超过 5 min后，各处理组酶解效果并无显著性差异

（P>0.05），这是由于在作用初期，随着超声处理时间

的延长，壳聚糖分子糖苷键断裂、黏度下降，导致还

原糖含量增加，到 5 min时还原糖含量达到最大值，

为 7.45 mg/mL。而由于超声所产生的空穴效应只对

较大的壳聚糖聚合体起作用，对较小的聚合体作用并

不明显，超过 5 min后，壳聚糖溶液中较大的聚合体

减少，也就不再有更多的糖苷键暴露出来[35]，从而导

致还原糖含量变化不再显著。因此确定 5 min为适

宜的超声-微波预处理时间。
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2.2.4   酶解温度对还原糖含量的影响　从图 5中可

见，在 45~55 ℃ 范围内还原糖含量随着温度升高而

增加，当温度为 55 ℃ 时，还原糖含量达到最大值

7.12 mg/mL，当超过 55 ℃ 后，还原糖含量则随着温

度的升高显著降低（P<0.05）。这是由于适宜的温度

有利于增加单位时间内的有效撞击次数，使酶可以更

好地与底物结合，从而提高酶解效率[36]。但当温度超

过 55 ℃ 后，酶活性逐渐变低甚至失活，酶解速率降

低，进而导致还原糖含量随着温度升高显著降低。因

此确定 55 ℃ 为最佳酶解温度。 

2.2.5   pH对还原糖含量的影响　pH对还原糖含量

的影响表现在两方面：一是 pH会影响酶活性中心基

团解离，改变活性中心点位的结构导致酶与底物的

结合受限[37]；二是 pH决定了底物氨基的形式是 R-
NH2 还是 R-NH3

+[38]。

从图 6中可见，当 pH在 3.8~5.8时，壳聚糖溶

液中还原糖含量随着 pH的升高而升高。当 pH为

5.8时还原糖含量最高，达 7.39 mg/mL，当 pH在 5.4~
5.8时，还原糖含量变化并不显著（P>0.05），这可能是

由于复合酶具有较为宽泛的 pH最适范围，使复合酶

在此 pH范围能发挥良好的酶解效果；pH大于 5.8
后，还原糖含量显著降低（P<0.05）。这是由于壳聚糖

在 pH6以上的溶液中氨基开始去质子化并失去正电

荷从而导致溶解不充分[39]，影响了底物浓度，致使酶

解效率低下，还原糖浓度降低[40]。因此确定 pH为

5.8为最佳酶解 pH。
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图 6    pH对还原糖含量的影响
Fig.6    Effect of pH on reducing sugar content

  

2.2.6   复合酶添加量对还原糖含量的影响　当溶液

中底物浓度足够大时，酶促反应速度与酶添加量呈正

比。但当底物浓度一定时，随着反应进行，底物浓度

不断降低，此时酶添加量的增加并不会引起还原糖含

量升高[41]。

从图 7可见，当酶添加量为 0.09%~0.21%时，

还原糖含量随着酶添加量的增加而显著增加（P<
0.05），当加酶量为 0.24%时，还原糖含量达到最大，

为 7.12 mg/mL；当加酶量超过 0.24%时，还原糖含量

基本保持不变，因此选择复合酶最佳添加量 0.24%。 

2.2.7   酶解时间对还原糖含量的影响　从图 8可知，

当在 1~5 h酶解时间范围内，随着时间的延长，还原

糖的含量显著升高（P<0.05）。当酶解时间超过 5 h
后，随着时间的延长，由于底物含量减少以及部分酶
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活性降低，还原糖含量变化无显著性差异（P>0.05）。

因此确定酶解壳聚糖的最佳时间为 5 h。 

2.3　响应面法优化壳聚糖酶解工艺 

2.3.1   响应面试验结果与方差分析　在单因素实验

基础上，通过 Design-Expert软件的 Box-Behnken设

计优化壳聚糖酶解工艺。选取对酶解效率影响较大

的酶解温度、复合酶添加量和酶解时间为自变量

（X），以还原糖含量（Y）为响应值，采用三因素三水平

的响应面法优化分析，试验设计与结果见表 3。

通过 Design Expert统计分析软件对表 3数据

进行多元二次回归拟合，得到的多元二次回归方程：

Y=8.03−0.1100A+0.1550B+0.1900C−0.0325AB+

0.0575AC−0.1025BC−0.6228A2−0.3927B2−0.0878C2。

Box-Behnken响应面模型的方差分析结果见表 4。

由表 4可知，该模型 P<0.0001，极显著（P<0.01），

失拟项不显著 （P=0.3116>0.05），模型决定系数

R2 为 0.9951，校正后模型的决定系数 R2
adj 为 0.9888，

变异系数（CV）为 0.6253%，信噪比为 34.6581，表明

模型与实际操作拟合良好，试验误差小、可靠性高。

在该模型中一次项 A、B、C，二次项 A2、B2、C2，以及

交互项 AC、BC对还原糖含量影响显著（P<0.01或

P<0.05）；各因素对还原糖含量的影响大小依次为酶

解时间（C）>复合酶添加量（B）>酶解温度（A）。 

2.3.2   响应面分析与优化　由图 9可知，各因素间交

互作用对壳聚糖酶解效果有较大影响，任何两个交互

作用响应面都存在最高点，酶解温度（A）与酶解时间

（C）、复合酶添加量（B）与酶解时间（C）两因素间的

响应面曲面坡度陡峭，表明其交互作用对酶解液中还

原糖含量的影响显著。这与模型方程的各项方差分

析结果一致。

通过响应面分析法制备壳寡糖的最优酶解工艺

条件为：复配酶添加量 0.2382%、酶解温度 53.54 ℃、

酶解时间 5.74 h，此条件下还原糖含量理论值为

8.08 mg/mL。考虑实际操作的可行性与准确性，将

上述条件修正为： 复合酶添加量 0.24%、酶解温度

53.5 ℃、酶解时间 5.7 h，此条件下进行 3次重复性

验证实验，测得还原糖含量为 8.10 mg/mL，相对标准

偏差为 3.89%，与理论值 8.08 mg/mL无显著性差

异，说明该模型可用于壳寡糖制备过程中还原糖含量

的分析预测。 

 

表 3    响应面试验设计与结果

Table 3    Design and results of the response surface test

试验号
酶解温度

（℃）
复合酶添加量

（%）
酶解时间

（h）
还原糖含量
（mg/mL）

1 50 0.21 5 6.89
2 60 0.21 5 6.78
3 50 0.27 5 7.31
4 60 0.27 5 7.07
5 50 0.24 4 7.31
6 60 0.24 4 6.93
7 50 0.24 6 7.59
8 60 0.24 6 7.44
9 55 0.21 4 7.13
10 55 0.27 4 7.6
11 55 0.21 6 7.7
12 55 0.27 6 7.76
13 55 0.24 5 8.03
14 55 0.24 5 8.08
15 55 0.24 5 7.97
16 55 0.24 5 8.01
17 55 0.24 5 8.05
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图 7    复合酶添加量对还原糖含量的影响

Fig.7    Effect of composite enzyme addition on reducing
sugar content
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图 8    酶解时间对还原糖含量的影响

Fig.8    Effect of enzymatic hydrolysis time on reducing
sugar content

 

表 4    Box-Behnken响应面模型的方差分析

Table 4    ANOVA for response surface model of Box-Behnken

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 3.120 9 0.3470 157.41 <0.0001 **

A-温度 0.097 1 0.0968 43.91 0.0003 **

B-复合酶添加量 0.192 1 0.1922 87.19 <0.0001 **

C-时间 0.289 1 0.2888 131.02 <0.0001 **

AB 0.004 1 0.0042 1.92 0.2087
AC 0.013 1 0.0132 6.00 0.0441 *

BC 0.042 1 0.0420 19.07 0.0033 **

A² 1.630 1 1.63 740.79 <0.0001 **

B² 0.649 1 0.6495 294.65 <0.0001 **

C² 0.032 1 0.0324 14.71 0.0064 **

残差 0.015 7 0.0022
失拟项 0.009 3 0.0029 1.66 0.3116
误差项 0.007 4 0.0017
纯误差 3.14 16

注：**为极显著P<0.01；*为显著P<0.05。
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2.4　壳寡糖不同制备工艺比较分析

以还原糖含量为指标，比较分析壳寡糖不同制

备工艺的差异。如图 10所示，超声-微波预处理协同

复合酶法制备壳寡糖效果最佳，其酶解液还原糖含量

较水浴酶解、超声协同酶解、微波协同酶解分别提高

了 27.36%、20.06%、14.99%。因此，与其他 3种方

法相比，采用超声-微波预处理协同复合酶解制备壳

寡糖具有明显的优越性。 

2.5　壳聚糖酶解产物分析

通过 TLC和 HPLC分析壳聚糖酶解产物中各

种糖的组分，由图 11A可见，七糖以下的组分在展开

体系中可以展开，比移值适中，无拖尾现象，分离效果较

好。图 11B和图 11C为壳寡糖标准品与样品 HPLC
图，根据保留时间可知壳聚糖酶解产物中存在的寡糖

主要为壳二糖、壳三糖、壳四糖、壳五糖和壳六糖。

即经过超声-微波预处理协同复合酶法制备得到的壳

寡糖主要成分为 2~6糖，为低聚合度壳寡糖。乙酰

丙酮法测定其平均分子量为 993.5 Da。 

2.6　壳寡糖体外抗氧化活性

IC50 是评价生物活性物质抗氧化能力的重要指
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图 9    响应面交互作用和等高线图

Fig.9    Response surface interactions and contour plots
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标，IC50 越低，表明该物质抗氧化活性越强[42]。由

图 12可知，随着壳寡糖浓度的增加，其 ABTS+、
DPPH自由基清除能力以及铁离子还原能力均逐步

提高，当壳寡糖浓度为 1.5  mg/mL时，对 ABTS+、
DPPH自由基的清除率达 99.73%、88.89%，其 IC50

分别为 0.127、0.274 mg/mL，远低于罗威等[27] 制备

的壳寡糖产品（COS50）的 IC50 值（0.90 mg/mL）。可

能的原因是通过超声-微波预处理协同复合酶处理，

得到的壳寡糖主要为壳三糖、壳四糖、壳五糖等活性

较高的寡糖且产物达到了较高抗氧化活性壳寡糖的

分子质量[43−44]。铁离子还原能力在 1.5 mg/mL时也

达到最大值，为 24.56 mmol/L。证明所制备的壳寡

糖具有较高的抗氧化活性。
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图 12    壳寡糖体外抗氧化活性
Fig.12    In vitro antioxidant activity of chitosan oligosaccharide
  

3　结论
超声波、微波处理技术可有效破碎动植物细胞

壁，加速细胞内溶物的溶出速率、且操作简便、绿色

高效，因而被广泛应用于生物活性物质制备。本研究

以壳聚糖为原料，采用超声-微波预处理协同复合酶

法制备低聚壳寡糖，在单因素实验的基础上，通过响

应面法优化酶解工艺参数，确定了制备壳寡糖的适宜

生物酶为 α-淀粉酶和壳聚糖酶（1:1）组成的复合酶，

最佳工艺参数为微波功率 200 W、超声功率 200 W、

超声-微波预处理时间 5 min、底物浓度 1%、pH5.8、
温度 53.5 ℃、复合酶添加量 0.24%，在此条件下酶

解 5.7 h，还原糖含量达到最大值，为 8.10 mg/mL，与

理论值基本一致。较水浴酶解法、超声辅助酶解法、

微波辅助酶解法分别提高了 27.36%、 20.06%、

14.99%，缩短了生产时间，提高了生产效率，因此有

着明显的成本优势。所制备壳寡糖的聚合度为 2~6，

平均分子量 993.5 Da。体外抗氧化实验表明此壳寡

糖具有较强的抗氧化活性，对 DPPH自由基和

ABTS+自由基的清除率分别高达 88.89%、99.73%，

其 IC50 分别为 0.274、0.127 mg/mL。铁离子还原能

力在 1.5 mg/mL时达到最大值为 24.56 mmol/L。本

研究可以为大规模生产具有抗氧化活性的低聚壳寡

糖提供技术参数。酶解产物作为海洋源产品安全性

更高，可用于解决食品因氧化产生的褐变、哈喇味等

问题。可以为壳寡糖的理论研究及实际应用提供指

导。考虑到壳寡糖的生物活性与其聚合度密切相关，

因此对于单一聚合度壳寡糖的分离纯化及其功能评

价仍需深入研究。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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