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高产壳聚糖酶菌株筛选鉴定、条件优化
及酶学性质分析

梁　颖1，刘　睿1，宋超东1，谢俊杰1，殷豆豆1，许　霞1，杨登峰2，张红岩1，申乃坤1, *

（1.广西民族大学海洋与生物技术学院，广西多糖材料与改性重点实验室，广西南宁 530006；
2.广西科学院，广西北部湾海洋研究中心，广西海洋天然产物与组合生物合成化学重点实验室，

广西南宁 530007）

摘　要：为了筛选出高产壳聚糖酶的菌株，并对其最优产酶条件及酶学性质进行研究。本研究从广西北海养殖虾塘

底泥采样，经初筛、复筛选出高产壳聚糖酶菌株，并进行鉴定，再通过单因素实验、Plackett-Burman 及正交试验

优化产酶工艺，最后对其酶学性质及产物进行研究。结果表明，筛选到 1株高产壳聚糖酶的菌株 Gxun-5.3.3，鉴

定为蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）；菌株 Gxun-5.3.3产酶的最优工艺为：麦芽糖 5 g/L、酵母粉 3 g/L、壳聚糖

15 g/L、初始 pH6.0、发酵时间 84 h，优化后酶活可达 62.03±1.18 U/mL，较优化前（39.87±1.24 U/mL）提高了

55.58%；酶学性质研究表明，该酶最适反应温度为 60 ℃，最适反应 pH为 5.0，金属离子中 Fe2+、Mn2+对壳聚

糖酶有显著（P<0.05）的激活作用，而 Al3+、Cu2+则有较强的抑制作用；酶解壳聚糖产物经薄层层析（Thin Layer
Chromatography，TLC）测定为聚合度 2~4的壳寡糖，表明菌株所产壳寡糖酶为内切型。本研究为 B. cereus Gxun-
5.3.3壳聚糖酶的生产和壳寡糖的酶法制备提供了理论依据。

关键词：壳聚糖酶，蜡样芽孢杆菌，条件优化，酶学性质，壳寡糖
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Abstract：To screen and identify high chitosanase producing strains and to optimize the fermentation condition and analyze
the  enzymatic  properties  of  the  target  strain.  In  this  study,  high  chitosanase-producing  strain  was  screened  from  the
sediment  of  shrimp  ponds  in  Beihai,  Guangxi  through  primary  and  secondary  screening.  The  strain  underwent  
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identification,  the  enzyme  production  process  of  the  strain  was  optimized  through  single-factor,  Plackett-Burman
and orthogonal  optimization methods.  The enzymatic  properties  and products  of  chitosanase produced by the strain  were
studied.  The  results  showed  that  the  strain  of  Gxun-5.3.3  with  high  chitosanase  production  was  obtained  by  screening
and was identified as Bacillus cereus. The optimal components for the enzyme-producing medium of B. cereus Gxun-5.3.3
was  maltose  5  g/L,  yeast  powder  3  g/L,  chitosan  15  g/L,  and  the  initial  pH  and  fermentation  time  were  6.0  and  84  h,
respectively. Under the optimized conditions, the chitosanase activity reached 62.03±1.18 U/mL, which was 55.58% higher
before  optimization  (39.87±1.24  U/mL).  The  protease  produced  by  strain  Gxun-5.3.3  had  maximum  activity  at  60 ℃
and optimum pH at 5.0, respectively. Metal ions Fe2+ and Mn2+ had a significant (P<0.05) activation effect on chitosanase,
but  Al3+  and  Cu2+  had  a  strong  inhibition.  The  enzymatic  chitosan  products  were  determined  by  TLC  (thin  layer
chromatography) as chito-oligosaccharides with polymerization degree 2~4, indicating that the chitosanase produced by the
strain  was  acting  on  endo-oligosaccharides.  This  study  would  provide  a  theoretical  basis  for  the  chitosanase  production
of B. cereus Gxun-5.3.3 and the enzymatic preparation of chito-oligosaccharides.

Key words：chitosanase；Bacillus cereus；condition optimization；enzymatic properties；chito-oligosaccharides

甲壳素是自然界中仅次于纤维素的第二大天然

高分子物质，广泛存在于海洋中的虾蟹壳、陆生昆

虫[1]。甲壳素脱乙酰基后称为壳聚糖，壳聚糖中含有

不稳定的糖苷键，可通过水解得到水溶性、相容性和

安全性较好的壳寡糖。壳寡糖在较短的 N-葡萄糖胺

（N-Glc）单元上暴露出阳离子基团，因此具有较高的

细胞传导性，可通过肠上皮细胞进行吸收[2]。壳寡糖

在医学上表现出抗糖尿病[3]、抗 HIV-1[4] 和调节机体

免疫活性[5] 等功能，在食品应用上，可作为食品天然

防腐产品替代苯甲酸钠等化学防腐剂[6]，并且具有良

好的吸湿保湿能力，对果蔬起到保鲜作用[7]。总之，

壳寡糖在许多方面具有广阔的应用前景。

目前，壳寡糖的生产主要有化学酸解法、物理降

解法、生物酶解法。化学酸解壳聚糖过程中 O-糖苷

键、N-乙酰键都会被水解，存在条件控制难、活性丧

失等问题[8]；物理降解法产物纯度高，但产量低，大规

模生产受限制[9]；生物酶解法无毒可控，对产物结构

影响较小[10]，且酶解过程具有反应条件温和、稳定性

高、无环境污染、可在经济上实现大规模可持续生产

等优点[11]。因此，酶解法生产壳寡糖成为当前的研究

热点之一。

壳聚糖酶又称壳聚糖 N-乙酰氨基葡糖水解酶，

可专一性催化壳聚糖生成壳寡糖或氨基葡萄糖，由

Monaghan等[12]1973年首次提出。根据其在底物上

的切割方式不同可分为内切壳聚糖酶和外切壳聚

糖酶。自然界中许多微生物都可以产壳聚糖酶，

Aktuganov等 [13] 的研究表明苏云金杆菌（Bacillus
thuringiensis var.dendrolimus）B-387产壳聚糖内切

酶活性为 3~12.5 U/mL。Wang等[14] 研究的水状杆

菌属（Aquabacterium sp.）A7-Y产壳聚糖内切酶能够

降解真菌细胞壁，产酶活性为 18 U/mg。陈小娥[15]

研究的曲霉属（Aspergillus sp.）CJ22-3产外切酶壳聚

糖酶活性为 3.06 U/mL。尽管目前对产壳聚糖酶菌

株的筛选取得一定的进展，但仍存在酶活水平低，抗

逆性差等问题，严重影响壳寡糖的酶法生产。因此，

亟需筛选出产壳聚糖酶活性高、抗逆性强的菌株。

本研究旨在筛选出高产壳聚糖酶的菌株，并进

行鉴定及产酶条件优化，进一步对菌株产酶性质及产

物进行分析，以期为利用该菌株所产壳聚糖酶生产壳

寡糖提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

菌株　由本实验室从广西北海海虾养殖场底泥

中分离获得；葡萄糖、麦芽糖、粉末壳聚糖　上海源

叶生物科技有限公司；酵母粉、大豆粉、革兰氏染色

试剂盒、芽孢染色试剂盒　青岛海博生物科技有

限公司 ；K2HPO4、KH2PO4、MgSO4·7H2O、NaCl、
（NH4）2SO4　均为国产分析纯。

Epoch酶标仪　美国 BioTek公司；Fresco 21微

量离心机　金博仕生物技术有限公司；T100 PCR仪

　上海超敏生物科技有限公司；WD-9413C凝胶成

像分析仪　济南来宝医疗器械有限公司；SUPRA 55
Sapphire场发射扫描电子显微镜　德国卡尔蔡司

公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   培养基配制　富集培养基（g/L）：壳聚糖

5，KH2PO4  0.1， （NH4） 2SO4  10，MgSO4·7H2O  0.7，
K2HPO4·3H2O  0.2， NaCl  5， pH7.0； 筛 选 培 养 基

（ g/L） [16]： A液 ： K2HPO4·3H2O  1.4， KH2PO4  0.6，
MgSO4·7H2O 1，NaCl 7，酵母粉 4，琼脂 40，pH 8.5；
B液：胶体壳聚糖 10。A液和 B液灭菌冷却至 60 ℃
后等体积混合。种子培养基（g/L）：酵母粉 3，蛋白胨

5，葡萄糖 3，（NH4）2SO4 10，K2HPO4·3H2O 0.7，NaCl
5，MgSO4·7H2O 0.5，KH2PO4 0.3，pH7.0；发酵培养基

（g/L）：壳聚糖 10，（NH4）2SO4 10，K2HPO4·3H2O 1.4，
NaCl  5，MgSO4·7H2O  1.3，KH2PO4  0.3，酵母粉 3，
pH7.0。以上培养基均 121 ℃ 灭菌 20 min。 

1.2.2   菌株的筛选　 

1.2.2.1   初筛　取采集样品 10 g与 20 mL无菌水混

合，35 ℃、200 r/min避光振荡 30 min，稀释涂布至

LB培养基，35 ℃ 培养 48 h后挑选单菌落接至初筛

培养基，35 ℃ 培养 72 h后测量透明圈直径（D）和菌

落直径（d），计算圈径比值（D/d），圈径比大小能够反
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应菌株产酶能力，根据 D/d值大小初步筛选出产壳

聚糖酶能力较强的菌株[17]。 

1.2.2.2   复筛　将圈径比较大的菌株接种至种子液，

按照 2%（v/v）接种量接种至发酵培养基，35 ℃、

200 r/min发酵 72 h，测定不同菌株产壳聚糖酶酶活

进行复筛，选酶活最大的菌株进行下一步研究。 

1.2.3   菌株的鉴定　 

1.2.3.1   形态学鉴定　取出保藏好的菌株在 LB固

体培养基进行划线，35 ℃ 恒温培养 24 h后，挑取菌

体进行革兰氏染色、芽孢染色。通过光学显微镜及

扫描电子显微镜观察菌株形态结构。 

1.2.3.2   生理生化鉴定　参照《常见细菌系统鉴定手

册》[18] 及《伯杰细菌鉴定手册（第八版）》[19] 对菌株进

行生理生化鉴定。 

1.2.3.3   分子生物学鉴定　挑取 LB培养基上的单

菌落，置于 100 µL EP管中，加入 35 µL Chelex-100，
螺旋振荡仪中振荡 30 s，99 ℃ 恒温水浴 20 min，离
心取上清液做 PCR体系中的模板。使用 16S rRNA
通用引物（27F和 1492R）进行 PCR扩增，测序结果

利用 Ezbiocloud数据库进行比对；使用 MEGA 7.0
软件 Neighbor-Joining法（自展数为 1000）构建菌株

系统发育进化树。 

1.2.4   壳聚糖酶粗酶液的制备　取发酵液 2  mL，
12000 r/min离心 5 min，取上清液缓慢加入硫酸铵粉

末至饱和度为 70%，于 4 ℃ 过夜，10000 r/min，低温

离心 30 min，收集沉淀，加入等体积磷酸盐缓冲液

（pH7.2）溶解后得到粗酶液，放入 4 ℃ 冰箱备用[20]。 

1.2.5   壳聚糖酶活力测定　3,5-二硝基水杨酸（DNS）
法，并配制 1 mg/mL的Ｎ-乙酰氨基葡萄糖标准溶液

绘制标准曲线[21]。分别取 400 µL 粗酶液置于 2 mL
的 EP管中，做为试验组和对照组，其中对照组沸水

浴灭活 10 min，再分别加入 400 µL 10 g/L胶体壳聚

糖，50 ℃ 反应 15 min，取反应液 200 µL与 300 µL
DNS混合，沸水浴 10 min，12000 r/min离心 3 min，
取 200 µL测 540 nm吸光值，根据标曲公式计算壳

寡糖含量。壳聚糖酶活定义[13]：上述反应条件下

1 mL 粗酶液在 1 min 内反应产生 1 µmol还原糖所

需的酶量为 1 个酶活单位（U/mL）。 

1.2.6   菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖酶条件优化　 

1.2.6.1   单因素实验　在发酵培养基的基础上，研究

不同因素对菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖酶的影响。碳

源及浓度：分别添加 10 g/L可溶性淀粉、葡萄糖、蔗

糖、木薯淀粉、麦芽糖、果糖；确定最适碳源后再进

行浓度优化（0、1、2、5、10、15、20 g/L）。氮源及浓

度：10 g/L 玉米浆、蛋白胨、大豆粉、尿素、氯化铵、

酵母粉；确定最适氮源后再进行浓度优化（0、2、5、
10、15、20  g/L）。无机盐种类：0.15  g/L  MnSO4、

KCl、MgSO4、CaCl2、FeSO4。发酵初始 pH： 4.0、
5.0、6.0、7.0、8.0、9.0。底物浓度（壳聚糖）：2、5、

10、15、20 g/L。发酵时间：24、36、48、60、72、84、
96 h。培养条件为：接种量 2%（v/v），发酵温度 35 ℃，

转速 200 r/min，发酵时间 72 h，测定壳聚糖酶活，确

定各因素最适合条件。 

1.2.6.2   Plackett-Burman（PB）优化试验　对单因素

筛选出影响酶活较大的 6个因素（碳源、氮源、初始

pH、温度、NaCl、时间）进行 PB优化试验，每个因素

取高、低 2个水平（表 1）。
 
 

表 1    Plackett-Burman（PB）试验设计
Table 1    Experimental design of Plackett-Burman (PB)

序号 因素 低水平 高水平

A 麦芽糖（g/L） 1 2

B 酵母粉（g/L） 2 5

C 初始pH 6 7

D 温度（℃） 32 35

E NaCl（g/L） 2 5

F 时间（h） 72 84
  

1.2.6.3   正交试验　对 PB试验结果进行显著性分

析，选取显著性最高的 3个因素（氮源、碳源、初始

pH），进行下一步 L9（3
4）正交优化试验（表 2）。

 
 

表 2    L9（3
4）正交试验因素水平设计

Table 2    Factors and levels of orthogonal experiments design
of L9(3

4)

水平
因素

A：氮源（g/L） B：碳源（g/L） C：初始pH

1 2 1 6
2 5 2 7
3 8 3 8

  

1.2.7   菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖酶粗酶液酶学性质

分析　 

1.2.7.1   温度对酶活性及稳定性的影响　将反应体

系在 30、40、50、60、70、80 ℃ 条件下反应 15 min，
测定壳聚糖酶活力，确定最佳反应温度。同时，将粗

酶液分别置于上述温度梯度恒温孵育 2 h后，测定壳

聚糖酶活力，以最高酶活力为 100%，计算不同反应

温度下的相对酶活，计算公式如下：

相对酶活(%) =
A
A0

×100

式中：A表示各实验组酶活；A0 表示实验组中最

高酶活。 

1.2.7.2   pH对酶活性及稳定性的影响　将反应体系

pH设置在 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0，测定粗酶

液在不同 pH缓冲液下的酶活性，确定最佳反应

pH。将粗酶液置于上述 pH缓冲液中最适温度下恒

温孵育 2 h后，测定壳聚糖酶活力，计算不同 pH条

件下的相对酶活。 

1.2.7.3   金属离子对酶活性的影响　将粗酶液置

于终反应金属离子浓度为 10 mg/mL的 Mn2+、Al3+、
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Fe2+、K+、Cu2+、Ca2+、Mg2+中孵育 2 h，测定壳聚糖酶

活力，以未加金属离子酶活为 100%，计算添加不同

金属离子的相对酶活。 

1.2.7.4   酶的底物特异性　将粗酶液分别与 10 g/L
的胶体壳聚糖、羧甲基纤维素钠、可溶性淀粉、粉末

壳聚糖、葡萄糖等底物进行反应，测定壳聚糖酶活力，

以最高底物酶活为 100%，计算其他底物相对酶活。 

1.2.8   薄层层析法（Thin Layer Chromatography，TLC）

测定酶解产物　以 10 g/L胶体壳聚糖为底物，与粗

酶液 1:1（v/v）混合，60 ℃ 条件下，分别反应 0、5、
10、15、20  min后，沸水浴 5  min，8000  r/min离心

10 min，取上清用毛细管于硅胶板上点样，以壳寡糖

及盐酸氨基葡萄糖为标样，将硅胶板置于层析杠中，

加入展层剂（异丙醇:氨水=2:1，v/v）缓慢展开。层析

液离硅胶板上边缘 1 cm处时层析结束，将硅胶板从

层析杠中取出吹干，均匀喷涂 10 g/L茚三酮溶液后

进行高温烘干显色[22]。通过酶解产物在硅胶板上分

离的位置，与标样壳寡糖及盐酸氨基葡萄糖薄层位

置比对，判断酶解产物为内切型壳聚糖酶或外切型

壳聚糖酶。 

1.3　数据处理

本研究每个样品设置三个生物学重复，结果取

平均值。采用 Excel 2019 进行数据处理，用 Design
Expert 10对 PB试验进行分析，用 IBM SPSS stati-
stics 21.0 对单因素实验、酶学性质的实验数据进行

显著性分析（多重比较用 S-N-K法）及对正交实验进

行方差分析（单变量交互分析），用 GraphPad Prism
8进行图形绘制。 

2　结果与分析 

2.1　产壳聚糖酶菌株的筛选、鉴定

从采集的 14份海虾养殖场底泥样品中筛选到

96株菌株，可在壳聚糖平板产明显透明圈，其中有

7株圈径比（D/d）≥1.1，菌株 Gxun-5.3.3的 D/d最大

为 1.67±0.13（表 3、图 1a）。进一步对 7株圈径比较

大的菌株进行复筛测定酶活，菌株 Gxun-5.3.3酶活

最高，可达 39.87±1.24 U/mL（表 3）。这说明圈径比

可以做为壳聚糖酶初筛的依据，圈径比越大说明菌

株分泌胞外壳聚糖酶能力越强。因此，将酶活最高

的 Gxun-5.3.3作为后续试验菌株。

将菌株 Gxun-5.3.3划线于 LB平板 35 ℃ 培养

48 h，菌落表面呈现蜡状，颜色为乳白色且不透明，菌

落边缘不规则；进一步生理生化鉴定结果为：革兰氏

染色阳性（图 1b），产芽孢（图 1c）；扫描电镜显示菌株

为短杆状、长约 2.5 µm（图 1d）；由表 4可知，甲基红

（MR）试验、靛基质试验（吲哚试验）、β-半乳糖苷酶

试验、明胶液化试验鉴定结果均为阳性，而氧化发酵

试验（OF试验）、硫化氢试验、氨基酸脱羧酶试验、

淀粉水解酶试验鉴定结果均为阴性，说明该菌株为

芽孢杆菌属。菌株 16S rRNA比对结果与蜡样芽孢

杆菌（Bacillus cereus） ATCC 14579相似性最高，达

到 99%。用 MEGA7.0软件对菌株 Gxun-5.3.3的

16S rRNA序列进行比对分析并构建系统发育树，菌

株 Gxun-5.3.3与 B. cereus 的亲缘关系最近（图 2），

综合形态学鉴定、生理生化鉴定、16S rRNA序列分

析，菌株Gxun-5.3.3鉴定命名为 B. cereus Gxun-5.3.3，
现保藏于广东省微生物菌种保藏中心（GDMCC），

保藏号为 GDMCC NO：62890。
 
 

表 4    生理生化鉴定结果
Table 4    Results of physiological and biochemical characterization

项目名称 结果 项目名称 结果

革兰氏染色 + 芽孢染色 ＋

硫化氢试验 − 氧化发酵试验（OF试验） −
甲基红试验（MR试验） + 明胶液化试验 +
靛基质试验（吲哚试验） + 淀粉水解酶试验 −

β-半乳糖苷酶试验 + 氨基酸脱羧酶试验 −

注：“+”结果为阳性；“−”结果为阴性。
  

2.2　菌株 Gxun-5.3.3产酶条件优化 

2.2.1   单因素实验结果　碳源优化结果表明（图 3A），

与对照相比，除添加果糖组对酶活无显著促进外

 

表 3    菌株圈径比及酶活结果

Table 3    Results of strain cycle diameter ratio and enzyme activity

菌株 圈径比 （D/d） 酶活 （U/mL）

Gxun-5.3.3 1.67±0.13a 39.87±1.24a

Gxun-21.7.1 1.46±0.03b 35.33±1.91b

Gxun-3.3.2 1.20±0.09cd 34.32±0.95b

Gxun-TX2.1.3 1.27±0.12c 34.13±1.36b

Gxun-6.3.1 1.34±0.01bc 31.14±0.65c

Gxun-1.2X 1.23±0.05cd 30.58±0.76c

Gxun-21.1.1 1.10±0.04d 25.14±0.84d

注：同列不同字母表示存在显著性差异（P<0.05）。

 

Gxun-5.3.3
a b

c d

100 μm

100 μm
2 μm

图 1    菌株 Gxun-5.3.3透明圈及形态学鉴定

Fig.1    Strain Gxun-5.3.3 transparencies and morphological
identification

注： a. 平板初筛图壳聚糖平板透明圈；b. 革兰氏染色图
（100×）；c. 芽孢染色图（100×）；d. 电镜图（2000×）。
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（P>0.05），添加其他不同碳源对酶活均起到显著促

进作用（P<0.05），其中麦芽糖对菌株产酶促进作用

最强。麦芽糖浓度优化结果表明，当浓度 0~2 g/L
时，酶活随浓度的增加而增大，添加浓度为2 g/L时，

 

Gxun-5.3.3

Bacillus cereus ATCC 14579T (AE016877)

Bacillus bingmayongensis FJAT-13831T (AKCS01000011)

Bacillus cytotoxicus NVH 391-98 T (CP000764)

Bacillus coahuilensis m4-4 T (ABFU01000135)

Bacillus marisflavi JCM 11544 T (LGUE01000011)

Bacillus acidicola 105-2 T (AF547209)

Bacillus catenulatus 18C T (LT617055)

Bacillus tianshenii YIM M13235 T (KF811034)

Bacillus halmapalus DSM 8723 T (KV917375)

Cytobacillus purgationiresistens DS22 T (FR666703)

100

100

100

100

100

91

88

100
0.05

图 2    基于菌株 Gxun-5.3.3序列构建的系统发育树

Fig.2    Phylogenetic tree constructed based on the sequence of strain Gxun-5.3.3
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图 3    培养基及培养条件对菌株产壳聚糖酶的影响

Fig.3    Effects of medium and culture conditions on chitosanase production by strains of bacteria
注：A. 碳源；B. 麦芽糖浓度；C. 氮源；D. 酵母粉浓度；E. 无机盐；F. pH；G. 壳聚糖浓度；H. 时间；不同字母代表组别之间存在显著
性差异（P<0.05）；图 4~图 7同。
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酶活达到最大为 52.25±0.83 U/mL。当添加浓度为

2~10 g/L，对酶活影响较小（P>0.05）。但当浓度高

于 15 g/L时，酶活随着麦芽糖浓度增加而显著降低

（P<0.05）（图 3B），这表明添加过多的麦芽糖会对菌

株产酶产生抑制。因此，菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖

酶的最适碳源为 2 g/L 的麦芽糖。

由图 3C可知，添加酵母粉、玉米浆、大豆粉、蛋

白胨有机氮源均对菌株产酶起到显著促进作用

（P<0.05），其中酵母粉促进作用最强，而添加无机氮

源尿素和氯化铵对酶活影响效果不显著（P>0.05）。
进一步对酵母粉浓度优化结果表明（图 3D），当添加

量为 5 g/L时，酶活最高可达 52.49±1.00 U/mL。但

当添加量为 20 g/L时，对菌株产酶产生显著抑制作

用（P<0.05），可能是高浓度酵母粉会使菌体生长旺

盛，不利于酶的积累。因此，菌株 Gxun-5.3.3产酶的

最适氮源为 5 g/L酵母粉。

添加无机盐对菌株产酶无显著影响（P>0.05）
（图 3E）。因此，菌株 Gxun-5.3.3产酶过程中无需额

外添加无机盐，可降低发酵成本。

菌株发酵培养基初始 pH为 4.0~7.0时，酶活随

着 pH增加逐渐增大，pH为 7.0时酶活最高为 53.03±
0.83 U/mL；但当 pH为 7.0~9.0时，酶活随着 pH的

增加反而降低，表明过高或过低的 pH不适合菌株产

酶（图 3F）。因此，菌株 Gxun-5.3.3产酶最适初始

pH为 7.0。
当底物浓度低于 15 g/L时，酶活随底物浓度增

加而逐渐增大，当底物浓度为 15 g/L时，酶活达到最

高为 59.08±0.75 U/mL；但当底物浓度高于 15 g/L
时，酶活随浓度升高而迅速下降，可能是过高底物浓

度对菌株生长和产酶产生抑制作用。因此，菌株

Gxun-5.3.3产酶最适底物浓度为 15 g/L壳聚糖，此

时酶活最高可达 59.08±0.75 U/mL（图 3G）。

发酵时间优化结果表明（图 3H），当发酵时间小

于 84 h时，酶活随着发酵时间的增加而增大，发酵

84 h时酶活最高可达 59.33±1.16 U/mL；但当发酵时

间大于 84 h时，酶活随时间延长反而降低，可能是酶

在长时间发酵过程中被降解或失活。因此，菌株

Gxun-5.3.3产壳聚糖酶最适发酵时间为 84 h。 

2.3　Plackett-Burman（PB）试验

根据 Plackett-Burman试验设计及结果（表 5），
经由 Design  Expert  10软件分析得到 B（氮源）、

C（初始 pH）对 Gxun-5.3.3产酶水平具有显著影响

（P<0.05）（表 6），因此选取 B（氮源）、C（初始 pH）及

较显著的 A（碳源）进行下一步的正交试验。 

2.4　正交试验

综合正交试验结果及方差分析（表 7、表 8），
R表示各因素对菌株 Gxun-5.3.3产酶活性的影响程

度，R越大影响越显著，因此在碳源、氮源、初始

pH三个因素中对菌株 Gxun-5.3.3产酶活性影响的

主次关系为 A>B>C。各因子最佳发酵组合为 5 g/L

 

表 5    Plackett-Burman试验设计及结果

Table 5    Design and results of Plackett-Burman experimental

实验号
A碳源
（g/L）

B氮源
（g/L）

C初始
pH

D温度
（℃）

E NaCl
（g/L）

F时间
（h）

酶活
（U/mL）

1 1 5 7 32 2 84 4.54±0.58
2 1 2 7 32 5 72 1.84±0.83
3 1 5 6 35 5 72 20.59±2.49
4 2 2 7 32 5 84 3.02±0.83
5 1 2 6 35 5 84 12.60±3.99
6 2 5 7 35 5 72 16.77±0.75
7 2 2 7 35 2 72 2.33±0.71
8 2 5 6 32 2 72 48.86±7.07
9 1 5 7 35 2 84 8.83±0.16
10 2 2 6 35 2 84 3.02±2.08
11 1 2 6 32 2 72 11.95±0.42
12 2 5 6 32 5 84 38.57±0.47

 

表 6    Plackett-Burman试验分析结果

Table 6    Results of Plackett-Burman experimental analysis

方差来源 平方和 自由度 平方和均 F值 P值 显著性

模型 2189.17 6 364.86 5.58 0.0394 **
A 227.17 1 227.17 3.48 0.1212 *
B 891.38 1 891.38 13.64 0.0141 **
C 804.64 1 804.64 12.31 0.0171 **
D 166.13 1 166.13 2.54 0.1717
E 15.99 1 15.99 0.24 0.6418
F 84.05 1 84.05 1.29 0.3081

误差 326.67 5 65.33
总和 2515.84 11

注：**代表显著（P<0.05）；*代表除显著因素外影响较大的因素。

 

表 7    正交试验结果

Table 7    Results of orthogonal experimental

实验号 A氮源 （g/L） B碳源 （g/L） C初始pH 酶活（U/mL）

1 2 1 6 44.30±6.76
2 2 2 8 48.68±3.02
3 2 3 7 53.03±2.55
4 5 1 8 50.02±2.27
5 5 2 7 51.07±1.68
6 5 3 6 59.46±2.87
7 8 1 7 33.21±2.92
8 8 2 6 39.67±3.37
9 8 3 8 40.53±1.82
k1 48.67 42.51 47.81
k2 53.52 46.48 45.77
k3 37.80 51.01 46.41
R 15.72 8.50 2.04

主次 A>B>C
最优组合 A2 B3 C1

 

表 8    正交试验方差分析

Table 8    Orthogonal experimental analysis of variance

变异来源 平方和 自由度 平方和均 F值 P值

修正模型 1510.696 6 251.783 22.125 0.000
氮源浓度 1165.371 2 582.685 51.204 0.000
碳源浓度 325.777 2 162.888 14.314 0.000

pH 19.548 2 9.774 0.859 0.439
误差 227.596 20
总计 60544.171 27
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酵母粉（A2）、3 g/L麦芽糖（B3）、初始 pH6.0（C1）。
对正交试验获得最佳条件进行验证试验，测得酶活

为 62.03±1.18 U/mL，优于 6号实验组酶活最佳值，

表明正交试验的准确性。优化后壳聚糖酶活较优化

前（39.87±1.24 U/mL）提高了 55.58%。 

2.5　菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖粗酶液的酶学性质 

2.5.1   温度对酶活性及稳定性的影响　温度对酶促

反应起关键作用，因此对酶的最适反应温度及稳定性

的探究对酶法生产壳寡糖具有重要意义。当反应

温度在 30~60 ℃ 时，酶活随着温度的升高显著增加

（P<0.05），60 ℃ 时达到最大。但当反应温度高于

70 ℃ 时，酶活逐渐降低，80 ℃ 时，相对酶活显著降

低（P<0.05），仅有 50%左右（图 4），可能是由于温度

过高引起酶分子结构的改变，从而导致酶失活，因此，

菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖酶的最适反应温度为

60 ℃。酶温度稳定性结果表明，当温度高于 50 ℃
后，酶活性急剧下降，这与酶的最适反应温度不同，这

是因为酶没有反应底物的保护，更容易受温度影响而

失活[23]。Gxun-5.3.3产壳聚糖酶温度稳定性与多数

研究报道壳聚糖酶在 30~45 ℃ 热稳定性较好，而

50~80 ℃ 热稳定性较差结果类似[24−25]，因此，该酶更

适合在 30~50 ℃ 下保存。
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图 4    温度对酶活性及稳定性影响
Fig.4    Effects of temperature on enzyme activity and stability

  

2.5.2   pH对酶活性及稳定性的影响　pH对酶活性

影响结果表明（图 5），当 pH为 3.0~5.0时，相对酶活

随 pH升高而增大，pH为 5.0达到最大。但当 pH
为 5.0~9.0时，相对酶活随 pH增加而迅速降低，可能

是过高的 pH影响了酶与底物结合或直接影响了酶

的催化活性[26]。因此，酶的最适 pH为 5.0。pH稳定

性结果表明，当 pH为 6.0~7.0孵育 2 h时，相对酶活

维持在 90%以上，表现出较强的稳定性；但当 pH 为
3.0~6.0和 7.0~9.0时，相对酶活下降显著（P<0.05），
酶的稳定性较差，可能是 pH偏高或偏低会使酶本身

变性失活，会改变及影响底物的解离或酶分子活性部

位上相关基团的解离，进而影响酶的催化活性[24]。 

2.5.3   金属离子对酶活性的影响　金属离子可以与

酶结合，从而影响酶蛋白的中心构象，进而对酶起到

促进或抑制作用[27]。本研究中，与未加金属离子相对

酶活相比，Fe2+、Mn2+对酶活性具有显著激活作用

（P<0.05），其中 Fe2+效果最明显（图 6），相对酶活大

于 173%。而 Al3+、Cu2+、Mg2+对酶活性具有显著抑

制作用（P<0.05），其中 Al3+、Cu2+可使酶的活性几乎

完全丧失。K+和 Ca2+对壳聚糖酶活力无显著影响

（P>0.05）。这与大多数微生物来源的壳聚糖酶一

致[13,21,28]，但也有部分金属离子对不同来源的壳聚糖

酶活力起着相反的作用[20]。进一步表明不同来源的

壳聚糖酶有一定的差异。今后利用该酶进行壳寡糖

生产过程中需要考虑金属离子对酶活性的影响。金

属离子对酶活的影响机制可能与金属离子和壳聚糖

酶形成稳定的复合物有关，金属离子通过参与壳聚糖

酶活性中心的构建，结合酶活性中心以外的部位，增

大酶与底物之间的亲和力，使酶活力得到增强[25]，或

金属离子通过螯合作用，影响酶的构象，干扰酶对底

物的降解作用，从而导致酶活力下降[29]。金属离子对

该酶活的具体作用机制有待进一步深入研究。
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图 6    金属离子对酶活性的影响
Fig.6    Effects of metal ions on enzyme activity

  

2.5.4   菌株 Gxun-5.3.3　产壳聚糖酶底物特异性探

究 壳聚糖酶活性中心关键氨基酸只与氨基葡萄糖的

氨基形成氢键，因此，大多数壳聚糖酶对壳聚糖有着

高度的专一性[30]。底物特异性研究表明，菌株 Gxun-
5.3.3所产壳聚糖酶最适反应底物为胶体壳聚糖，其

他天然高分子物质如羧甲基纤维素钠、可溶性淀粉、

葡萄糖、粉末壳聚糖等为底物时相对酶活很低，这说

明该酶对其他天然高分子物质酶解能力弱（图 7）。
因此，菌株 Gxun-5.3.3所产壳聚糖酶具有专一性水

解可溶性壳聚糖的能力。 
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2.6　菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖酶的酶解产物测定

壳聚糖酶有 2种类型，内切型壳聚糖酶是以内

切方式催化水解部分乙酰化壳聚糖中的 β-（1,4）-氨
基葡萄糖苷键生成低聚糖；而外切型壳聚糖酶是从

壳聚糖非还原端外切的方式水解 β-（1,4）-氨基葡糖

苷，产生壳聚糖单体 （GlcN）[31]。通过 TLC薄层层析

对酶降解壳聚糖的产物分析结果表明（图 8），随着时

间的增加壳聚糖逐渐被水解为壳寡糖，其中多数为壳

二糖、壳三糖和壳四糖，并在水解过程中未出现单

糖，这表明菌株 Gxun-5.3.3产壳聚糖酶为内切型壳

聚糖酶。这与来自芽孢杆菌属菌株所产壳聚糖酶为

内切型酶结果一致 [20−21]。
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图 8    壳聚糖酶酶解产物薄层层析
Fig.8    Thin-layer chromatography of chitosanase digestion

products
注： a. 盐酸氨基葡萄糖标样；b. 壳寡糖标样；c. 反应 0 min；
d. 反应 5 min；e. 反应 10 min；f. 反应 15 min；g. 反应 20 min；
G1. 单糖；G2. 二糖；G3. 三糖；G4. 四糖；G5. 五糖。
  

3　讨论
壳聚糖酶在工业生产壳寡糖上具有巨大的应用

价值，目前利用微生物产壳聚糖酶水解壳聚糖生产

壳寡糖是较为环保、高效的方法。谷亚茹等[32] 研究

的芽孢杆菌属（Bacillus  sp.）产壳聚糖酶酶活为

11.5 U/mL。Huynh等[33] 研究的伦茨氏菌属（Lentzea
sp.）OUR-I1产壳聚糖酶酶活为 2.4 U/mL。张馨月

等[34] 研究的淡紫紫孢菌（Purpureocillium lilacinum）

M7a产壳聚糖酶酶活为 16.8 U/mL。本研究中，筛

选获得的 B.  cereus Gxun-5.3.3菌株，酶活性高达

39.87±1.24 U/mL，高于目前大多数文献报道菌株的

酶活，产酶优势强，在工业生产壳寡糖上有较好的应

用潜力。

当前利用微生物产壳聚糖酶依旧存在酶活低、

稳定性差等问题。通过发酵工艺的优化提高菌株的

产酶活性，为工业化高效生产壳寡糖提供潜在可能。

卢波斯等[35] 研究的松江菌属（Mitsuaria sp.） SH-50，
优化前酶活为 5.0 U/mL，通过 PB试验及响应面优

化产酶条件后，酶活达 26.6 U/mL。Liaqat等[36] 研究

的莫哈韦芽孢杆菌（Bacillus  mojavensis）EGE-B-
5.2i，优化前酶活为 2.2 U/mL通过 PB试验及中心复

合设计优化后，酶活达 21.1 U/mL。本研究优化产酶

条件后，酶活达 62.03±1.18 U/mL，较优化前（39.87±
1.24 U/mL）提高了 55.58%，优化后的酶活高于大多

数文献报道，为工业高效生产壳寡糖提供理论支持，

具有较好的应用价值。

目前报道壳聚糖酶反应的最适温度一般在

30~50 ℃ 之间，李佳茵等[37] 研究的海洋真菌 MF-08
产壳聚糖酶最适反应温度为 40 ℃。本研究中菌株

Gxun-5.3.3产壳聚糖酶的最适反应温度（60 ℃）更

高，具有更大的应用潜力，且该酶在 30~50 ℃ 之间有

较好的热稳定性，这与 Wang等[38] 报道的贝莱斯芽

孢杆菌（B. cereus）TKU031产壳聚糖酶在低于 50 ℃
时有良好的稳定性，而高于 50 ℃ 时稳定性较差的研

究结果类似。陈聪聪[39] 研究的松江菌属（Mitsuaria
sp.） C4产壳聚糖酶最适 pH为 7.2。而本研究中壳

聚糖酶的最适 pH为 5.0，pH 6.0~7.0条件下稳定性

较好，这表明不同菌株所产壳聚糖酶最适 pH也不

同，本研究壳聚糖酶更适于中性偏酸环境下与底物

反应。此外，不同金属离子与壳聚糖酶螯合后，对酶

活起到激活或抑制作用，本研究中一定浓度的 Fe2+、
Mn2+对菌株产壳聚糖酶有激活作用，而 Al3+、Cu2+有
抑制作用。这与严寅珲等[40] 报道的 Mn2+对来源于

中村氏芽孢杆菌（Bacillus nakamurai）的壳聚糖酶具

有较高激活作用结果类似。因此，今后将菌株应用于

壳聚糖酶工业化生产过程中要考虑金属离子对酶活

的影响。

目前，文献报道来源于芽孢杆菌的壳聚糖酶多

为内切型。Chiang等 [41] 报道的枯草芽孢杆菌（B.
subtilis） IMR-NK1产壳聚糖酶水解产物为壳二

糖~壳四糖。Jiang等[42] 报道的从巴伦氏类芽孢杆菌

（Paenibacillus  barengoltzii）克隆基因 PbCsn8在枯

草芽孢杆菌中表达后产壳聚糖酶水解产物为壳二

糖、壳三糖。而本研究筛选的 B. cereus Gxun-5.3.3
所产壳聚糖酶也为内切型，这与大多数文献报道壳聚

糖酶类型类似。 

4　结论
本研究从广西北海虾塘底泥中筛选出 1株高产

壳聚糖酶的菌株 B. cereus Gxun-5.3.3。通过单因素

实验、Plackett-Burman和正交优化试验得到菌株产
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图 7    底物对酶活性的影响

Fig.7    Effects of substrate on enzyme activity
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酶最优发酵工艺为：麦芽糖 5 g/L，酵母粉 3 g/L，壳聚

糖 15 g/L，初始 pH6.0，发酵时间 84 h，优化后酶活可

达 62.03±1.18 U/mL，较优化前提高了 55.58%。酶

学性质结果表明，菌株 Gxun-5.3.3所产壳聚糖酶为

内切酶，酶的最适温度为 60 ℃，30~50 ℃ 时稳定性

较好，最适 pH为 5.0，pH6.0~7.0稳定性较好，金属离

子中 Fe2+、Mn2+对壳聚糖酶有显著的激活作用，而

Al3+、Cu2+则有较强抑制作用。本研究为 B. cereus
Gxun-5.3.3壳聚糖酶的生产和壳寡糖的酶法制备提

供了重要的理论依据。

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