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微生物几丁质酶的研究进展、应用及展望
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摘要：几丁质普遍存在于地球的陆地和水生生态系统中，是地球上产量最丰富的有机大分子多聚物之一。几丁质酶在自

然界中分布广泛，不仅有重要的生态意义，而且在生物技术方面应用广阔。介绍了几丁质的降解过程和几丁质酶的分类，着重

阐明了几丁质酶在细菌、真菌、古菌中的分布，总结了近年来微生物几丁质酶的研究进展及其在环境废弃物管理、农业和医药

等关键领域的应用，最后基于粤港澳大湾区丰富的海洋几丁质资源，对微生物几丁质酶在新兴海洋生物技术产业中的发展和

贡献进行了展望。
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Recent research progress，application and future perspectives on microbial
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Abstract：Chitin is one of the most abundant organic macromolecules on Earth，which is found in terrestrial and
aquatic ecosystems. Chitinases are widely distributed in nature，and have ecologically and biotechnologically important
functions. This review introduces the degradation process of chitin，the classification of chitinases，and the distribution of
chitinases in Bacteria，Fungi and Archaea. We summarize recent research progress on microbial chitinases and their bio⁃
technological applications in environmental waste management，agricultural and medical industries. Also，we provide fu⁃
ture perspectives on the development and contribution of microbial chitinases in emerging marine biotechnology indus⁃
tries，based on the abundant marine resources in Guangdong⁃Hong Kong⁃Macao Greater Bay Area.
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0 引 言

几丁质又称甲壳素、壳多糖，由 β⁃（1，4）⁃糖苷键

将 N ⁃乙酰糖胺（GlcNAc）分子连接而成，广泛分布

于水生和陆地生态系统中［1］。几丁质存在三种结晶

形态，即 α⁃几丁质、β⁃几丁质和 γ⁃几丁质，它们的区

别在于晶胞内分子链的排列方式不同。在 α⁃几丁质

中，分子链以反向平行方式排列；在 β⁃几丁质中，分

子链以正交方式排列；在 γ⁃几丁质中，分子链是以蜂

巢式排列形成几丁质纤维。自然界中，α⁃几丁质是
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最普遍的存在形式［2］。

在真菌中，几丁质是细胞基本结构的重要组成，

它位于真菌细胞壁的内层，占真菌干重的比例可高

达 45%。同时，几丁质还广泛存在于昆虫和其他节

肢动物的外骨骼以及甲壳纲动物的外壳中，主要起

身体结构支撑及保护的作用。除此之外，昆虫的围

食膜也是自然界几丁质的重要来源。围食膜是一种

由几丁质纤维、糖蛋白和蛋白多糖组成的非细胞薄

膜状结构，从中肠延伸至后肠，其最主要的功能是阻

挡病原体侵入和保护中肠上皮细胞，是昆虫抵御外

界侵害的第一道天然屏障。几丁质构成了围食膜的

骨架，在其结构和功能中起着重要作用［3］。

据估计，节肢动物在淡水生态系统和海洋生态

系统中每年产生的甲壳素总量分别约为 2. 8×107吨
和 1. 3×109吨［4］。而在陆地生态系统中，土壤中大

量的氮元素以几丁质的形式被固定，存在于真菌细

胞壁中。在全球范围内，几丁质年产量可达 1. 0×
1010~1. 0×1011吨，是仅次于纤维素的产量最丰富的

有机大分子聚合物［1］。因此，几丁质的代谢和降解

不仅是几丁质降解菌的重要营养来源，对海洋和土

壤微生物的维持和全球碳氮循环也有着深刻影响，

几丁质降解菌和几丁质酶也对维持土壤和海洋生态

平衡有重大意义。另外，几丁质酶在环境废弃物管

理、生物农药、食品及保健品、医药制品等生物技术

领域有广泛应用。本综述旨在介绍几丁质酶的分类

和分布，总结近年来微生物几丁质酶相关研究进展

及其在不同行业的应用前景。

1 几丁质的降解和几丁质酶的分类

几丁质是由 GlcNAc单体聚合而成的直链同聚

物，它解聚为 GlcNAc单体的过程需要不同种几丁

质酶的协同作用。这些几丁质酶都属于糖苷水解酶

（glycoside hydrolase，GH），能水解两种或多种碳水

化合物之间或碳水化合物与非碳水化合物部分之间

的糖苷键，根据水解位置的不同被分为内切几丁质

酶和外切几丁质酶。其中，内切几丁质酶（endochi⁃
tinase，EC 3. 2. 1. 14）作用于几丁质链内部区域，水

解 β ⁃（1，4）⁃糖苷键，产生低分子量的 GlcNAc多聚

物，如壳四糖、壳三糖和二乙酰基二糖。外切几丁质

酶分为两类：一类是 chitobiosidase（EC 3. 2. 1. 29），

催化从几丁质微纤维的非还原端开始的糖苷键水

解，逐渐释放二乙酰基二糖；另一类是 exo ⁃β ⁃N ⁃
acetylglucosaminidase（EC 3. 2. 1. 30），作用是水解

上述两种几丁质酶产生的低聚物，生成 GlcNAc单
体［5］。根据系统命名法，这两类外切酶被合并为一

类，即 β ⁃N ⁃乙酰己糖胺酶（β ⁃N ⁃ acetylhexosamini⁃
dase，EC 3. 2. 1. 52）［6］。

几丁质还可解聚为葡萄糖胺（GlcN）单体，解聚

途径是先通过几丁质脱乙酰酶（chitin deacetylase，
EC 3. 5. 1. 41）转化为壳聚糖（chitosan），然后在壳聚

糖酶（chitosanase，EC 3. 2. 1. 132）的作用下解聚为

GlcN单体。由于壳聚糖通常不是 100%脱乙酰化，

所 以 几 丁 质 酶 也 能 参 与 催 化 壳 聚 糖 的 解

聚［7］（图 1）。

以上对于几丁质酶分类和命名的依据是国际生

物化学和分子生物学学会（IUBMB）提出的系统命

名法，在该框架下蛋白酶的分类基于它们的底物特

异性。然而，这样的分类并不能反映酶的结构特征。

因此，另一种基于氨基酸序列相似性的糖苷水解酶

家族分类被提出，Carbohydrate⁃Active Enzymes da⁃
tabase（CAZy）被用于持续更新糖苷水解酶家族的

信息［8］。迄今为止，内切几丁质酶主要来源于GH18
和 GH19两个糖苷水解酶家族，而外切几丁质酶主

要来源于GH18和GH20［9］。

2 几丁质酶的分布及研究现状

几丁质酶在自然界中分布广泛，内源性几丁质

酶在多种生物类群中有不同的生理功能。在昆虫和

甲壳类动物中，几丁质酶的主要作用是在发育过程

中分解旧角质层以重塑外骨骼，从而保持和支撑身

体大小和形状。对于一些以几丁质为营养源（如细

菌），或以含有几丁质的生物为食物的生物（如脊椎

动物），几丁质酶的主要功能是提供能量和营养。真

菌几丁质酶除了营养作用，还参与细胞的生长分裂。

此外，植物因容易受到真菌感染及虫害，几丁质酶可

以降解病原体的保护膜，从而增加植物的抗性［10］。

根据 CAZy数据库的整理，GH18几丁质酶广泛

图 1 几丁质降解简要示意图

Fig. 1 Simplified schematics of chitin degradation
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存在于不同物种，包括细菌、真菌、古菌、病毒、动物

和一些植物，是几丁质酶研究的热点。GH19几丁

质酶主要来自于植物、一些细菌和病毒，其结构与功

能的研究集中在植物，微生物 GH19几丁质酶的报

道仅限于放线菌、绿非硫细菌和紫细菌几个类群［11］。

GH20则主要源自于细菌和一些真菌，相关研究报

道来自少数细菌、真菌、昆虫和人类［10］。GH18和
GH19在序列上不具有相似性，且有着截然不同的

蛋白三维结构和催化机制［12］，而 GH20家族不仅可

以水解几丁质外，还可以水解含 β（1⁃4）、β（1⁃3）、β（1
⁃2）或 β（1⁃6）糖苷键的多种底物，包括壳寡糖、糖蛋

白和糖脂等［13］。相较而言，GH18家族在底物专一

性、结构、功能等方面的研究较为深入。因此，本文

将 重 点 介 绍 GH18 微 生 物 几 丁 质 酶 的 相 关 研 究

进展。

2. 1 细菌

细菌是自然界中几丁质的主要降解者。在土壤

生态系统中，几丁质的水解速率与细菌丰度有关［14］。

在海洋环境中，几丁质在几丁质降解细菌的作用下

快速循环，使得海洋沉积物中没有大量的几丁质积

累［15］。几丁质酶广泛存在于不同细菌门类中，最多

的 是 变 形 菌 门（Proteobacteria）、厚 壁 菌 门（Fir⁃
micutes）和放线菌门（Actinobacteria）。由于几丁质

在海洋生态系统中非常丰富，一些海洋细菌能以几

丁质为唯一能量来源且生长迅速，如弧菌属（Vib⁃
rio）［10］。还有许多其他种类的细菌几丁质酶的酶学

性质表征研究，如芽胞杆菌属（Bacillus）、寡养单胞

菌属（Stenotrophomonas）、链霉菌属（Streptomyces）、

显 色 菌 属（Chromobacterium）和 假 交 替 单 胞 菌 属

（Pseudoalteromonas）等。

大多数细菌几丁质酶都属于 GH18家族。根据

蛋白催化域的结构相似性，可以将细菌 GH18几丁

质酶进一步分为 A、B、C三个亚类。A亚类的特征

是存在几丁质插入结构域（chitin insertion domain，
CID），即在原有的 TIM barrel基础结构中插入了一

个 α+β结构域，增加了底物结合口袋的深度，有助

于酶与长链底物的结合以及酶沿着几丁质长链移动

的持续性［16］。而对于 B亚类细菌几丁质酶，除了蜡

样芽胞杆菌（Bacillus cereus）的 ChiNCTU2［17］和一株

假 交 替 单 胞 菌 （Pseudoalteromonas aurantia）
Chi23［18］，其余物种均是含有一个或多个碳水化合物

结合模块（carbohydrate⁃binding module，CBM）的非

持续性内切酶，并且都缺乏 CID。目前为止，有关 C
亚类细菌几丁质酶的研究极少。嗜热链霉菌（Strep⁃
tomyces sp.）F⁃3的几丁质降解酶系统，其中包括一

个属于 C亚类的 GH18几丁质酶 ⁃SsChi18C。与 A、

B亚类相比较，SsChi18C只含七个 β⁃折叠，loop7区
域较长，形成一个既深且宽的底物结合口袋［19］。

几丁质降解菌有复杂的酶系统，一些细菌能产

生多种几丁质酶来协同、高效地进行降解。粘质沙

雷氏菌（Serratia marcescens）是迄今为止研究得最为

深入，也是自然界中最高效的几丁质降解菌之一。

它 能 产 生 四 种 几 丁 质 酶 ChiA、ChiB、ChiC1 和

ChiC2［1］。以大肠杆菌为宿主进行异源表达的方法

发现 ChiA、ChiB和 ChiC1对几丁质降解具有协同作

用，暗示了这三种酶可能有不同的作用位点和分子

反应机制［20］。后续研究表明，ChiC是非持续性内切

几丁质酶，随机在长链内部切割，而 ChiA和 ChiB则

是在长链两端沿着相反方向滑动并持续性地释放二

乙酰基二糖［21］。这种不同类别的几丁质酶之间的协

同作用也存在于其他细菌中，如链霉菌（Streptomy⁃
ces sp.）［19］和纤维弧菌（Cellvibrio japonicus）［22］。

2. 2 真菌

由于几丁质酶在真菌细胞分裂、生长和形态发

生过程中起关键作用，所有的真菌都能产生不同的

几丁质酶以调节细胞壁生长。酵母细胞壁的几丁质

含量通常低于丝状真菌，酵母基因组编码的几丁质

酶的数量也较低。一般来说，丝状真菌的基因组含

有 10到 25种不同的几丁质酶编码基因［23］，寄生真菌

和昆虫病原真菌甚至有 30种或更多 GH18蛋白［24］。

除了基于基因组的预测，更多的分子实验也证实多

种真菌类群都能分泌不同的几丁质酶，包括木霉

（Trichoderma）、青霉（Penicillium）、脉孢霉（Neuros⁃
pora）、毛霉（Mucor）和曲霉（Aspergillus）等。其中，

一些研究还对深绿木霉（Trichoderma atroviridae）、

构巢曲霉（Aspergillus nidulans）和烟曲霉（Aspergil⁃
lus fumigatus）中的几丁质酶进行了酶学性质表征的

研究（表 1）。

目前研究表明，绝大多数的真菌几丁质酶都属

于GH18家族，而GH19几丁质酶仅在微孢子门（Mi⁃
crosporidia）的家蚕微孢子虫（Nosema bombycis）中

发现［25］。根据序列相似性、底物结合区域的结构和

酶活性，真菌 GH18几丁质酶也可以划分为 A、B、C
三个亚类。A亚类中的真菌几丁质酶具有单一催化

结构域，没有 CBM，有较深的底物结合位点，可持续

性地进行催化。B亚类是非持续性的几丁质酶，在

其催化结构域的 C⁃末端有 CBM或富含丝氨酸/苏
氨酸的结构域。C亚类的真菌几丁质酶由于较深的

底物结合位点，使其也具有催化持续性。在序列上，

它包含几个赖氨酸基序（LysM，也称为 CBM 50），
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同时在催化域的N⁃末端有一个 CBM［24］。

除了在序列和结构上的差异，三个亚类的真菌

几丁质酶在功能上也有区分。多项研究表明，许多

A亚类几丁质酶在真菌的生长和自溶过程中起重要

作 用 ，包 括 构 巢 曲 霉（Aspergillus nidulans）的

ChiB［26］、黑曲霉（Aspergillus niger）的 Cfcl［27］、灰盖鬼

伞（Coprinopsis cinerea）的 ChiB1［28］、玉 米 黑 粉 菌

（Ustilago maydis）的 Cts1和 Cts2［29］等。B、C亚类几

丁质酶除了提供营养，还可能参与寄生真菌和昆虫

的病原真菌的致病机制。金龟子绿僵菌（Metarhi⁃
zium anisopliae）的基因组编码了 7个 B亚类几丁质

酶，实验证实了其中两个酶 chi2［30］和 chi3［31］在植物

防御棉红蝽属害虫的过程中发挥关键作用。在木霉

属中，腐生的里氏木霉（Trichoderma reesei）只有 4
个 C亚类几丁质酶，而寄生的深绿木霉（Trichoder⁃
ma atroviride）和绿木霉（Trichoderma virens）分别

编码多达 9个和 15个 C亚类几丁质酶，表明这些额

外的 C亚类几丁质酶可能在真菌寄生过程中发挥作

用。但是，后续研究结果显示，C亚类几丁质酶在这

两种寄生真菌中的基因表达谱完全不同［32］。因此，

C亚类几丁质酶在真菌中的生物学功能还没有确切

的结论。

2. 3 古菌

古菌是一个独特的生命形式，在环境中分布广

泛，尤其是高温极端环境。古菌适应极端环境条件，

能产生在极端温度、pH值和盐浓度下稳定和活跃的

酶。这些特殊的理化特性使得古菌及其蛋白酶非常

适合工业流程及生物技术应用［33］。古菌序列在测序

技术的发展下高速增长，但是针对古菌几丁质酶的

研究却很少。到目前为止，CAZy数据库中属于古

菌的GH18序列仅 101条，且绝大多数都是利用与已

知基因的相似性通过基因组挖掘进行注释的，古菌

的实际几丁质降解能力少有涉及。有关酶活性和结

构的实验数据仅限于富盐菌属（Haloferax）、嗜盐杆

菌属（Halobacterium）、火球菌属（Pyrococcus）、热球

菌属（Thermococcus）和硫化叶菌属（Sulfolobus）中

的极个别物种。

最早的古菌几丁质酶性质表征研究来自于热球

菌（Thermococcus kodakaraensis）KOD1。该酶（Tk⁃
ChiA）具有双催化结构域，这些结构域都属于 GH18
家族。位于 N⁃末端的催化结构域是外切几丁质酶，

而位于 C⁃末端的催化结构域是内切酶，它们对于几

丁质的解聚有协同作用，能产生不同聚合度的几丁

寡糖［34］。Chen等［35］的研究报道了 Tk⁃ChiA具有能

与几丁质和纤维素结合的 CBM结构域，可以对几丁

质和纤维素进行双重水解活性。另一个研究在对激

烈火球菌（Pyrococcus furiosus）基因组的挖掘中发

现，其编码的两种几丁质酶分别与 Tk⁃ChiA的两个

催化结构域具有同源性，它们在大肠杆菌中的表达

产物也具有几丁质酶的活性。以胶体几丁质作为底

物时，这两种几丁质酶展示出了对降解底物的协同

作用［36］。后续DNA序列分析显示，这两个基因是由

一个核苷酸插入导致可读框移位而形成的。去除插

入的核苷酸后表达的重组几丁质酶，其酶活性大幅

度增加［37］。表 1列举了不同来源菌［38~60］的几丁质酶

情况。

2. 4 病毒

杆状病毒是一类以节肢动物作为专一性宿主的

双链 DNA病毒，主要感染鳞翅目（Lepidoptera）、双

翅目（Diptera）和膜翅目（Hymenoptera）昆虫。大多

数杆状病毒，特别是感染鳞翅目幼虫的杆状病毒，都

含有几丁质酶基因［61］。除杆状病毒之外，感染藻类

的小球藻病毒是唯一已知的编码几丁质酶的其他病

毒［62］。病毒几丁质酶通过削弱宿主的屏障结构，促

进病毒感染或从被感染细胞中释放新生病毒。小球

藻病毒几丁质酶在病毒复制过程中作为一个晚期基

因被表达，可能参与细胞裂解所需的细胞壁降解和

子代病毒释放的过程［61］。杆状病毒的几丁质酶和组

织蛋白酶一同在昆虫组织液化的过程中起直接作

用，它们参与表皮的降解，破坏昆虫的围食膜，使病

毒从昆虫体内释放并传播［63］。

目前，已知的病毒几丁质酶都属于 GH18家族，

研究较多的是一种来自苜蓿银纹夜蛾核型多角体病

毒（Autographa californica multiple nucleopolyhedro⁃
virus，AcMNPV）的几丁质酶 ChiA。其在体外实验

中具有抗真菌和杀虫的双重作用，ChiA在转基因烟

草植株中的表达增强了植株对病原真菌和害虫的抗

性［64］。纯化后，该蛋白在体外能增强对两种鳞翅目

昆虫幼虫围食膜的穿透性，抑制植物病原真菌孢子

萌发和生长［65］。AcMNPV的 ChiA与粘质沙雷氏菌

的 几 丁 质 酶 SmChiA 的 氨 基 酸 序 列 相 似 度 达 到

60. 5%，表明AcMNPV可能通过水平基因转移的方

式从细菌中获得了该几丁质酶基因［66］。在后续研究

中，研究者从感染了杆状病毒的 Sf⁃9细胞培养基中

纯化了AcMNPV几丁质酶，并对纯化后的几丁质酶

进行了作用方式的表征。结果表明，AcMNPV几丁

质酶从几丁质低聚糖底物的非还原端开始水解第二

个 β⁃1，4糖苷键，其作用方式与粘质沙雷氏菌几丁

质酶 SmChiA相似［66］。这种持续性的作用机制可能

有利于被感染宿主幼虫的液化。

·· 497



刘力睿 等：微生物几丁质酶的研究进展、应用及展望

3 几丁质酶改造及高效表达生产

由于野生型菌株几丁质酶的产量低、活性弱，现

阶段利用野生型菌株进行几丁质资源的高效利用仍

然具有挑战性。因此，多年来有关几丁质酶的研究

重点在于获得更高的产量和提高其催化活性［11］。除

了利用分离培养和环境宏基因组学方法筛选新型几

丁质降解菌和几丁质酶，结合外源表达和蛋白质工

程的实验方法也对阐明特定结构或氨基酸残基的功

能、提高酶活性及产量提供了许多重要信息，并取得

了一定进展。

外源表达是提高靶蛋白产量的有效策略。几丁

质酶表达应用最为广泛的表达系统包括大肠杆菌

（Escherichia coli）［67］、枯草芽胞杆菌（Bacillus subtil⁃
is）［68］、毕赤酵母（Pichia pastoris）［69］等，因为它们具

有生长速度快、发酵周期短、易于遗传操作、重组蛋

白分泌能力强等优点。采用一系列分子生物学方法

可提高几丁质酶在枯草芽胞杆菌 WB600中的表达，

包括加入信号肽使几丁质酶成功分泌到细胞外，进

一步优化核糖体结合位点和间隔序列，以及结合分

子对接技术与定点突变技术，将几丁质酶的表达水

平和比活力分别提高至 51. 67和 249. 62 U/mg［70］。
蛋白质工程的主要方法包括定向进化、定点突

变和结构域融合，是在已知几丁质酶的基础上进行

表 1 微生物几丁质酶的特性表征研究

Table 1 Characterization studies of some microbial chitinases

物种

细菌

嗜热淀粉酶链霉菌(Streptomyces thermodiastaticus)
白链霉菌(Streptomyces albolongus)
链霉菌(Streptomyces sp.)
松噬几丁质菌(Chitinophaga pinensis)
枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)
苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis)
类芽胞杆菌(Paenibacillus elgii)
紫色色杆菌(Chromobacterium violaceum)
粘质沙雷氏菌(Serratia marcescens)
嗜麦芽窄食单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia)
弧菌(Vibrio sp.)
粪产碱菌(Alcaligenes faecalis)
海摩替亚氏菌(Moritella marina)
橙色假交替单胞菌(Pseudoalteromonas aurantia)
假交替单胞菌(Pseudoalteromonas sp.)

真菌

支顶孢属菌(Acremonium sp.)
雪白曲霉(Aspergillus niveus)
曲霉(Aspergillus griseoaurantiacus)
赭绿青霉(Penicillium ochrochloron)
灰腐质霉(Humicola grisea)
灰盖鬼伞(Coprinopsis cinerea)
家蚕微孢子虫(Nosema bombycis)

古菌

热球菌(Thermococcus chitonophagus)
热球菌(Thermococcus kodakarensis)
盐沼盐杆菌(Halobacterium salinarum)
地中海富盐菌(Haloferax mediterranei)
激烈火球菌(Pyrococcus furiosus)
东工大硫化叶菌(Sulfolobus tokodaii)

门

放线菌门

放线菌门

放线菌门

拟杆菌门

厚壁菌门

厚壁菌门

厚壁菌门

变形菌门

变形菌门

变形菌门

变形菌门

变形菌门

变形菌门

变形菌门

变形菌门

子囊菌门

子囊菌门

子囊菌门

子囊菌门

子囊菌门

担子菌门

微孢子门

广古菌门

广古菌门

广古菌门

广古菌门

广古菌门

泉古菌门

最适温度/°C

65
55
50
35
50
55
50
60
55
40
35
37
28
60
20

23~45
65
40
40
70

35~40
40

70
65
40
-

90~95
70

最适 pH

5.5
5
8
6
4
4~6
7
5
6
5,7
8
8
5
5
8

6~7.6
5
4.5
7
3
5
7

7
7
7.3
-
6
2.5

来源

陆地

陆地

海洋

陆地

陆地

陆地

-
陆地

-
-

海洋

海洋

海洋

海洋

海洋

海洋

-
海洋

-
-
-
-

-
-

海洋

-
-
-

文献

[38]
[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50]
[18]
[51]

[52]
[53]
[54]
[55]
[56]
[28]
[25]

[57]
[35]
[58]
[59]
[36]
[60]
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生物资源

改造和优化的重要途径。在定向进化的方法中，通

过易出错的 PCR进行随机突变，建立突变文库，进

行高通量筛选，可以高效地挑选出具有更高活性的

突变体［10］。利用该方法将地衣芽胞杆菌几丁质酶的

催化效率提高了 2. 7倍［71］。从随机突变文库中筛选

到了酶活力提高 1. 2倍和抗线虫活性提升 20%的突

变体 PachiN35D［72］。通过定向进化方法获得了几丁

质酶突变体并利用枯草芽胞杆菌作为外源表达系

统，成功实现高产胞外几丁质酶，其酶比活力最高提

升了 16. 89倍，可达（1 004. 83±0. 87）U/mg［68］。
许多研究利用几丁质结合和催化位点附近的定

点突变来对特定的氨基酸残基进行功能验证。有研

究表明，在保守催化区的某些特定氨基酸残基，如天

冬氨酸［73］、色氨酸［74］被其他氨基酸取代时，会导致几

丁质酶活性显著降低或完全失活，说明其对几丁质

酶的催化活性至关重要。除此之外，定点突变也是

一种提高几丁质酶性状的常用手段。结合同源模

拟、分子对接和定点突变，Ni等［75］构建的苏云金芽

胞杆菌（Bacillus thuringiensis）几丁质酶突变体酶活

性提高了 60%以上，且表现出抗虫和抗真菌活性。

Emruzi等［76］通过 G191V定点突变显著提高了粘质

沙雷氏菌 B4A几丁质酶的稳定性。在 50 °C和 60 °C
条件下，突变体的热稳定性分别提高了约 5和 15倍。

许多几丁质酶的催化活性较低的原因之一是缺

乏几丁质结合域，所以结构域融合对增强几丁质酶

与底物的结合从而提高几丁质酶活性可以起到关键

作用。将 GH18催化域和 N⁃末端 LysM结构域进行

了融合，结果表明融合蛋白的几丁质水解效率明显

高于单催化结构域蛋白［77］。几丁质酶催化域和

CBM的融合也被证明能提高几丁质酶对底物的亲

和力、酶活性和构象稳定性［78］。

4 几丁质酶的潜在应用

近年来，几丁质及其衍生物如几丁寡糖、壳聚糖

等在食品、环保、医药等领域的开发和研究引起了国

内外的普遍关注。与化学生产法相比，利用几丁质

酶降解生产几丁寡糖、壳聚糖具有反应条件温和、对

环境友好的优点。在此基础上，几丁质酶在废物管

理、农业病虫害防治和人类保健等生物技术领域的

应用中都显示出了巨大的潜力。

4. 1 废物管理

我国得益于广阔的水域面积，水产品非常丰富。

据全国渔业经济统计公报，2018年我国水产养殖的

贝类和甲壳类年产量仅次于鱼类，分别为 1 463. 51
万吨和 514. 11万吨（来源：中国渔业协会，http：//

www. china ⁃cfa. org/xwzx/xydt/2019/0605/141. ht⁃
ml），而虾、蟹、龙虾、磷虾等甲壳动物在食品加工过

程中会产生大量副产品，其总重量的 75%是加工产

生的固体废物，主要由几丁质、碳酸钙和蛋白质组

成［79］。其中，蛋白质约占所述废物干重的 20%~
40%，碳酸钙约占 20%~50%，几丁质约占 15%~
40%。针对这些丰富而便宜的可再生资源，几丁质

酶可以将甲壳动物废弃物中的几丁质成分降解转化

为酵母单细胞蛋白。最早于上世纪 90年代，科学家

尝试了使用粘质沙雷氏菌的几丁质酶来水解几丁

质、利用库德里阿兹氏毕赤酵母（Pichia kudriavze⁃
vii）产生单细胞蛋白［10］。汉逊酵母（Hensenula poly⁃
morpha）、热带假丝酵母（Candida tropicalis）、酿酒

酵母（Saccharomyces cerevisiae）和疣孢漆斑菌（My⁃
rothecium verrucaria）也是生产单细胞蛋白的常用

菌［2］。在这种方法中，经过几丁质酶降解的甲壳动

物废弃物是很好的碳源或营养源，可用于水产养殖

生产，还可将其转化为生物肥料。利用赭绿青霉

（Penicillium ochrochloron）的几丁质酶和耶氏解脂

酵母（Yarrowia lipolytica）生产单细胞蛋白，所得产

物的蛋白质和核酸含量分别为 65%和 2. 9%［80］，用

此单细胞蛋白替代 50%的鱼粉饲料能促进鳞头鳅

属鱼类的生长，体现了利用几丁质酶生产单细胞蛋

白的优势。

4. 2 农业病虫害防治

由于几丁质是真菌、昆虫、线虫等生物体中的结

构性组成，而几丁质酶能降解害虫和致病菌的不同

结构，如昆虫的围食膜和角质层、线虫的蛋壳和真菌

的植物病原细胞壁，因此几丁质酶作为潜力巨大的

抗真菌药物和生物杀虫剂在近年来受到广泛关注。

同时，几丁质的代谢不是哺乳动物维持生命活动所

必需，因此，以几丁质酶为靶点的抗真菌药物和生物

杀虫剂的优点是对人畜无害。几丁质酶可以直接用

作生物农药，也可以与化学制剂结合使用，不仅对合

成农药有增效作用，而且可以减少其对生态系统的

影响［12］。据研究，几丁质酶可以水解昆虫幼虫中肠

围食膜的几丁质组分，从而加速杀虫剂侵染中肠上

皮细胞，提高幼虫死亡率［3］。

农业作物减产的主要原因之一是真菌感染。几

丁质酶作为植物防御机制的一部分，广泛存在于植

物中。它能催化真菌细胞壁重要成分的水解，抑制

真菌菌丝生长，破坏芽管和顶端细胞壁。因此，在抗

病基因工程中，几丁质酶和其他病原体相关保护蛋

白经常在转基因植物中协同表达［81］。研究表明，将

几丁质酶基因单独转入或与其他致病相关蛋白基因
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一同转入作物中，得到的转基因植株能高效表达具

有生物活性的几丁质酶，可以显著提高植物抵抗病

虫害的能力。到目前为止，已通过此方法得到的转

基因植物包括烟草、番茄、大豆、马铃薯、莴苣、甜菜、

玉米、花生、芥末、小米、棉花、小麦和大米等［82］。将

棉铃虫几丁质酶基因在转基因玉米植株中表达，得

到的转基因玉米植株对玉米螟的致死率可达到

50%［83］。粘质沙雷菌的几丁质酶基因 SmchiC被转

入烟草中，所得到的转基因植株不仅能提高对草地

贪夜蛾幼虫的致死率（最高可达 90%），而且对灰霉

菌的抗性也显著高于野生型植株［84］。

4. 3 在医学方面的应用

由于在人体和哺乳动物体内未发现内源性几丁

质，几丁质酶是抗真菌药物设计研究中的理想靶酶

之一，可被添加进抗真菌霜剂和洗剂中，或与其他药

物联合使用，治疗各种真菌感染疾病［85］。除此之外，

几丁质酶在哺乳动物免疫系统中是宿主防御的一个

重要环节。对小鼠模型的研究证明，酸性哺乳动物

几丁质酶（acidic mammalian chitinase，AMCase）的

表达与支气管哮喘密切相关。它能抑制几丁质诱导

的先天性炎症，也能通过影响 Th2炎症因子的表达

来增强过敏原诱导的 Th2型炎症，被认为在支气管

哮喘病理生理机制和过敏反应中起到不可忽视的作

用［86］。目前几丁质酶在免疫方面的研究还处于理论

研究阶段，有更多的方向可以深入探索，还需要更多

的工作对这些可能性进行应用开发。

几丁质酶在医学上的另一个应用是将几丁质和

壳聚糖转化为一些衍生物，例如壳寡糖和 N⁃乙酰氨

基葡萄糖。它们既有无毒、无过敏性、可生物相容、

可生物降解的优点，又具有抗菌、抗肿瘤、调节人体

免疫等生理活性，因此在临床和医药行业应用广

泛［87］。通过克隆和异源表达获得了一个来自巴伦葛

兹类芽胞杆菌（Paenibacillus barengoltzii）的新型重

组几丁质酶 PbChi74，在其与来自米氏假根毛霉

（Rhizomucor miehei）的外切几丁质酶的共同作用

下，胶体几丁质解聚为 GlcNAc单体的转化率高达

92. 6%［88］。天蓝色链霉菌（Streptomyces coelicolor
A3（2））的内切几丁质酶 ScChiC和外切几丁质酶

ScHEX也能协同将几丁质解聚为 GlcNAc单体，转

化率同样在 90%以上。这样的水解转化率是迄今

为止效率最高的，证明了这些微生物多酶混合物在

几丁质衍生物工业化生产中有巨大潜力。

5 总结及展望

几丁质是海洋环境中最丰富的可再生高分子碳

水化合物，能为海洋生物提供碳和氮的能量来源。

海洋微生物通过几丁质酶降解富含几丁质的物质，

使其成为可被利用的小分子，在海洋碳氮循环中发

挥着基础性作用。相比于来自陆地上动物、植物或

细菌的同系物，一些来自海洋环境的几丁质酶通常

展示出更适合工业化的特性，如更耐低温、耐高 pH
及耐高盐浓度，在各个生物技术领域有着广阔的应

用前景。其巨大潜力驱动了几丁质降解菌的筛选、

几丁质酶的生化特性、催化的分子机制等相关研究。

广东省海岸线长达 3 368. 1 km，水产养殖面积

达 47. 9万公顷，是渔业资源丰富的大省。2018年广

东省贝类海水产品、贝类淡水产品、虾蟹类海水产

品、虾蟹类淡水产品产量分别达到 194. 24万、3. 65
万、79. 37万和 27. 10万吨（来源：中华人民共和国国

家统计局国家数据，http：//data. stats. gov. cn/）。这

些海洋生物的食品加工和工业处理的过程中产生的

海量废弃物中包括了大量的可再利用几丁质资源。

粤港澳大湾区自然资源多样，拥有面积广阔的林地、

湿地、红树林、海洋等多种生态系统，不仅拥有丰富

的渔业资源，也拥有着丰富的微生物基因库。因此，

可以充分利用粤港澳大湾区得天独厚的自然资源，

挖掘陆地和海洋生态环境的物种、遗传和功能多样

性。例如，通过利用高通量技术筛选新型几丁质降

解菌，通过随机突变、定点突变、结构域融合等蛋白

质工程技术及合成生物学技术对几丁质酶进行改

造，获得更稳定高效的新型几丁质酶。对于这些海

洋几丁质酶资源的探索和开发，不仅有助于生物农

药、化工原料、海洋功能食品及保健品、海洋生物医

药制品等领域取得进展，还可以加速建成“海洋生物

天然产物化合物库”，实现海洋生物资源的高效开发

和利用。
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