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摘　要：壳寡糖（Chitooligosaccharide，COS）是几丁质或壳聚糖降解后获得的 N-乙酰-D-葡萄糖胺和 D-葡萄糖胺

的同聚或异聚物，具有抗菌、抗氧化、抗肿瘤、免疫调节等多种生物活性，已被广泛应用于医药、食品、农业等

领域。目前，酶法、物理法和化学法均已被报道用于制备 COS。然而，单一法制备 COS有一定的局限性，很难高

效、绿色地获得具有特定聚合度和乙酰度的目标产物。因此，COS的制备已经从单一法转向至协同催化体系的探

索。此外，借助超滤法、活性炭吸附法、色谱法等分离纯化技术也可以提高 COS的纯度。本文对近年来 COS的

制备和纯化方法以及应用研究进展进行了综述，以期为高品质 COS的生产以及应用领域的拓展提供理论基础。
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Abstract：Chitooligosaccharides  (COS)  is  homo-  or  heterooligomers  of  N-acetylglucosamine  and  D-glucosamine  obta-
ined  via  degradation  of  chitin  or  chitosan.  COS  is  useful  for  remarkably  wide  spectrum  of  applications  in  the  pharm-
aceutical, food, and agricultural industries due in part to their antimicrobial, antioxidant, antitumor, and immunomodulatory
activities.  Enzymatic,  physical,  and  chemical  methods  for  the  preparation  of  COS  has  been  reported.  At  present,  the
preparation of COS by any single method faces limitations,  including difficulty in obtaining target products with specific
degrees of polymerization and acetylation. Therefore, COS preparation protocols have shifted from single method strategies
to  explorations  of  cooperative  catalytic  systems.  COS  purity  can  also  be  improved  by  incorporating  separation  and
purification techniques including ultrafiltration, activated carbon adsorption, and chromatography. In this paper, progress in
COS preparation and purification methods and COS applications are reviewed, with the objective of providing a theoretical
basis for improved production and expansion of applications for high quality COS.
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几丁质（Chitin，CI）又名甲壳素，是一种天然多

糖，是由 N-乙酰-D-葡萄糖胺（N-acetyl-D-glucosa-
mine，GlcNAc）通过 β-1,4-糖苷键连接而成的高分子

聚合物，是世界上仅次于纤维素的第二丰富的多

糖[1−2]，广泛存在真菌和藻类的细胞壁以及节肢动物

（如昆虫、虾和蟹）的外壳中[3]。CI经脱乙酰化作用

后得到壳聚糖（Chitosan，CS）（图 1），由于质子化作

用，CS可以溶于酸性介质，如稀乙酸和甲酸[4−5]。但

是，CI和 CS的分子量和聚合度（Degree of Polymeri-
zation，DP）较高，结构致密，水溶性差，因而限制了

其在工业上的应用。壳寡糖（Chitooligosaccharide，
COS）是 CI或 CS通过酶法或化学法降解后获得的

GlcNAc和 D-葡萄糖胺（D-glucosamine，GlcN）的同

源或异源低聚物，DP为 2~20。COS是目前已知的

少数碱性寡糖之一，具有抗菌、抗氧化、抗病毒、免

疫调节等生物活性[6−8]，在食品、医疗保健和农业等

领域有巨大的应用价值。基于此，将 CI转化为溶解

度高、生物活性广泛的 COS更有利于推动其在商业

中的应用[4,9−10]。

COS的制备方法包括物理法、传统化学法、电

化学法、酶法以及化学-酶法。传统化学法利用酸或

碱脱去 CI的乙酰基提高底物的溶解度，随后发生解

聚作用生成水溶性的 COS。该法操作简单，更容易

实现工业化生产。COS的生物功能与其 DP和乙酰

化程度（Degree of  Acetylation，DA）密切相关。然

而，化学反应条件剧烈，很难获得具有特定 DP和

DA的 COS产物。因此，研究者将目光转向了反应

过程温和、可控、对环境更加友好的酶法。近些年

来，酶法水解 CI制备 COS一直是研究的热点。为

了解决 CI结晶度高、酶法水解效率低的问题，更多

的反应工程策略被提出，如多酶联合法以及化学-酶
法。同时，为了进一步获得高纯度、高品质的 COS
以满足生物医学和食品加工业的需求，研究者们探索

了不同的分离纯化方法，如超滤法、色谱法和活性炭

吸附法等。因此，本文对近些年 COS的制备和纯化

方法进行了总结，同时对 COS的应用研究进展进行

了综述，以期为高品质 COS的制备以及应用领域的

拓展提供理论基础。 

1　壳寡糖的制备 

1.1　酶解法

酶法是一种反应条件较为温和的方法，通常在

常温、常压和中性 pH环境下催化反应的进行，很少

使用对环境有害的试剂，生成的产物供人们使用安

全，因而产物可被用于农业、生物技术和生物医学等

多个领域[11]。与此同时，随着遗传学、蛋白质工程和

生物信息学等生物技术的发展，酶在许多工业过程中

的应用开启了新时代。在过去的几十年里，酶法降

解 CI和 CS已被认为是一种十分具有发展前景的方

法。目前，用于水解 CI和 CS的酶分为专一性酶和

非专一性酶。专一性酶包括几丁质酶和壳聚糖酶等，

而非专一性酶包括纤维素酶、溶菌酶、果胶酶、蛋白

酶、脂肪酶和胃蛋白酶等。 

1.1.1   几丁质酶　几丁质酶是专一性降解 CI生成

N-乙酰壳寡糖或单糖的一类酶的总称，由多种微生

物（包括病毒、细菌和真菌）、昆虫或高等动植物合

成[11−12]。根据水解作用模式，可以将几丁质酶分为内

切几丁质酶 （EC  3.2.1.14）、外切几丁质酶 （EC
3.2.1.29）和 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.52）。
内切几丁质酶在多糖链内部随机水解 CI的糖苷键，

生成 GlcNAc或其可溶性低聚物。外切几丁质酶在

CI的还原端或非还原端水解多糖链生成（GlcNAc）2，
而 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶可以将（GlcNAc）2 水解

为 GlcNAc或从 N-乙酰壳寡糖的非还原端释放

GlcNAc[13]（图 2）。
在自然界中，CI资源十分丰富，在 CI降解微生

物的作用下将其转化为可被利用的碳源和氮源以维

持生态系统的稳定。因而，研究者们一直致力于从富

含几丁质的环境中分离、纯化几丁质降解微生物，进

而获得几丁质酶、壳聚糖酶或溶解性多糖单加氧酶

等参与几丁质降解的酶系。Le等[15] 从盐虾样品中

筛选到了能够降解几丁质的微生物 Salinivibrio sp.
BAO-1801，并从其发酵液中纯化到了几丁质酶

BAO-1801。该几丁质酶水解胶体几丁质后生成的

主要产物为（GlcNAc）2，反应 8 h后产率为 71.5%。

Wang等[16] 从虾壳废弃物中筛选到了能够产低温几

丁质酶的菌株 Trichoderma gamsii R1，当以纯化的

几丁质酶水解胶体几丁质时，生成的产物为 GlcNAc、
（GlcNAc）2 和（GlcNAc）3，产率分别为 1.73、11.62
和 1.92 mg/mL。Fu等[17] 从海洋沉积物中分离到了

一株海洋细菌 Exiguobacterium  antarcticum DW2，
该菌株产生的几丁质酶 EaChi39能够将胶体几丁质

水解为 GlcNAc、（GlcNAc）2 和（GlcNAc）3，产率分

别为 9.9、14.8和 5.0 mg/mL。
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图 1    几丁质和壳聚糖的结构式

Fig.1    Structures of chitin and chitosan
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为了解决野生酶产量低、分离纯化过程复杂等

问题，可以借助基因工程技术对几丁质酶基因进行异

源表达。Thomas等[18] 在 Escherichia coli M15中克

隆表达了 Vibrio campbellii 几丁质酶基因，得到的重

组几丁质酶 VhChiA能够以鱿鱼软骨、虾壳和蟹

壳来源的胶体几丁质作为底物，主要产物均是

（GlcNAc）2，产率分别为 0.60、0.85和 0.34 mmol/L。

Gao等[19] 在 E. coli BL21克隆、表达了来自 Strep-
tomyces albolongus ATCC 27414的几丁质酶基因，

获得的重组几丁质酶 SaChiA4能够将胶体几丁质

水解为 GlcNAc和（GlcNAc）2，产率分别为 0.87和

2.17 mg/mL。大多数能够分解 CI的微生物细胞内

含有多个几丁质降解酶，而几丁质的高效降解可能是

由这些酶联合作用完成[20]。Suzuki等[21] 报道了来

自 Serratia  marcescens 2170的三个重组几丁质酶

Chi A、Chi B和 Chi C1，当 Chi A与 Chi B或 Chi A

与 Chi C1共同作用降解 CI粉末时，（GlcNAc）1-3 的

总产量分别提高了 80%和 45%，而当三种几丁质酶

同时作用于几丁质粉末时，（GlcNAc）1-3 的总产量约

提高了 100%。因此，多种几丁质酶联合使用是实现

几丁质高效降解的有效手段，并且已在多篇报道中

被证实[22−24]。 

1.1.2   壳聚糖酶　CI降解的另一种途径是将其去乙

酰化为 CS，之后在壳聚糖酶（EC 3.2.1.132）的作用下

转化为 COS。壳聚糖酶是一种糖苷水解酶，能够水

解部分乙酰化 CS中的 β-1,4-糖苷键[25−26]。根据其

对 CS链中四种结构单元即 GlcNAc-GlcN（A-D）、

GlcN-GlcNAc（D-A）、GlcN-GlcN（D-D）和 GlcNAc-

GlcNAc（A-A）的水解特异性，可分为四种类型

（CLASS Ⅰ-Ⅳ）（表 1）[27]。而根据对底物的水解作

用位点，壳聚糖酶又可分为内切壳聚糖酶和外切壳聚

糖酶两种类型。内切壳聚糖酶的酶解产物主要为二

聚体到六聚体，而外切壳聚糖酶的酶解产物只有单

糖[28]。Doan等[29] 从 Paenibacillus sp. TKU047的发

酵液中纯化到了内切壳聚糖酶 TKU047，随后该课题

组以粗酶液酶解脱乙酰度为 98%的壳聚糖，产物为

DP 2~9的 COS，产率为 68.44%。赵华等[30] 通过硫

酸铵沉淀分离纯化 Bacillus cereus 发酵上清液中的

壳聚糖酶，利用响应面法获得了最佳酶解条件，最终

COS的产物浓度可达到 35.73 μmol/mL。罗洒等[31]

克隆、表达了来自 Bacillus amyloliquefaciens ECU08
的内切壳聚糖酶，该酶酶解脱乙酰度为 87.53%的

CS后主要产生 DP为 2~3的 COS，并且在 30 L规

模的扩大试验研究中总产物的生产收率和原料收率

分别为 75.8%和 85.1%。物料衡算和经济核算表

明，该工艺收益较高，适用于工业化生产。
  

表 1    四种不同裂解结构单元的壳聚糖酶
Table 1    Chitosanase with four different cleavage structural

units

分类 裂解结构单元

CLASS Ⅰ D-D，A-D

CLASS Ⅱ D-D
CLASS Ⅲ D-D，D-A

CLASS Ⅳ D-D，D-A，A-D
  

1.1.3   溶解性多糖单加氧酶　在自然界中，除了几丁

质酶和壳聚糖酶等糖苷水解酶外，溶解性多糖单加氧

酶 （EC  1.14.99.54，Lytic  Polysaccharide  Monooxy-
genase，LPMO）也是参与几丁质降解的关键酶之一。

LPMO是一种铜依赖性酶[32]，铜离子结合在特殊的

组氨酸支架中，使 LPMO具有显著的氧化能力，在电

子供体（如抗坏血酸）存在的情况下，可以催化多糖结

晶区域的糖苷键氧化裂解，使氧化位点附近区域的结

晶度降低，并且产生新的链端供糖苷水解酶识别，进

而提高水解效率（图 2）[14,33−34]。LPMO与水解酶协

同作用，在结晶性多糖如纤维素和 CI的生物转化方

面发挥了重要作用。Zhang等[35] 将来源于 Bacillus
amyloliquefaciens 的BtLPMO10A和BtLPMO10B分

别与 S. marcescens 来源的几丁质酶 SmChiB协同作
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图 2    几丁质降解酶降解几丁质的示意图[14]

Fig.2    Schematic diagram of chitin degraded by chitinolytic enzymes[14]
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用降解 α-几丁质，与 SmChiB单独酶解组相比，

（GlcNAc）2 的产量由 0.21 mg/mL分别提高至 1.35
和 1.17 mg/mL。Vaaje-Kolstad等 [36] 克隆、表达了

来源于 Lactococcus lactis ssp. lactis IL1403的几丁

质酶 LlChi18A和 LPMO（LlCBP33A），并用于降解

α-几丁质和 β-几丁质。以 α-几丁质作为底物，相同

反 应 时 间 下 ， 仅 以 LlChi18A作 为 催 化 剂 时

（GlcNAc）2 的产率约为 130 μmol/L，在 LlCBP33A
的协同作用下 （GlcNAc） 2 的产率提高至大约

165 μmol/L。以 β-几丁质作为底物，仅以 LlChi18A
作为催化剂反应 350 h后（GlcNAc）2的产率约为

160 μmol/L，但是在 LlCBP33A的协同作用下仅需

50 h即可达到相当的产率。之后，该课题组克隆、表

达了来源于 Enterococcus faecalis V583的几丁质酶

EfChi18A和 LPMO（EfCBM33A）降解 α-几丁质和

β-几丁质。仅以 EfChi18A作为催化剂时（GlcNAc）2
的产率分别约为 60和 300 μmol/L，在 EfCBM33A
的协同作用下（GlcNAc）2 的产率分别提高至大约

85和 1050 μmol/L[37]。LPMO在与几丁质酶协同作

用降解 CI方面展现了优越的催化性能，从其被发现

能够氧化裂解结晶多糖后一直是研究的热点，并且从

工业和科学的角度来说都具有重要的研究意义。然

而，LPMO在催化反应过程中需要加入电子供体，在

工业大规模应用中额外添加电子供体生产成本较

高。因此，寻找价格低廉的电子供体，构建高效降解

几丁质的生物催化体系，并揭示其协同作用机制是未

来研究的重要方向。 

1.1.4   非专一性酶　除了上述特异性酶类外，还有一

些非特异性酶类对 CI和 CS也展现了较高的水解活

性。黄晓月等[38] 以被广泛用于食品工业的木瓜蛋白

酶作为催化剂水解 CS，通过单因素及响应面设计优

化工艺条件最终获得 DP为 6~10的 COS，产率为

45.07%。Dong等[39] 对比研究了纤维素酶、木瓜蛋

白酶、α-淀粉酶、溶菌酶、木聚糖酶和 β-糖苷酶对

CS的水解活性，其中纤维素酶和木瓜蛋白酶展现了

较高的水解活力。随后，该课题组构建了包括纤维素

酶、木瓜蛋白酶和壳聚糖酶的联合酶系统水解 CS，
制备的 COS DP为 6~8，目标产物的产率为 79.84%。

另有报道采用 α-淀粉酶水解经 H2O2 预处理后的

CS制备出 DP为 2~8的 COS，在最适反应条件下，

COS的产量约为 1.05 mmol/g[40]。 

1.2　物理法

用于制备 COS的物理法包括紫外辐射、超声破

碎和微波处理等。Xing等 [41] 采用微波辐射法

（80 ℃，800 W，辐射时间 25 min）制备的 COS聚合

度为 2~6，并且具有免疫调节活性。Wu等[42] 利用涡

轮空化装置进行旋流空化降解 CS，反应条件经优化

后 CS的结晶度降低了 83.65%，溶解性得到极大的

增强。Margoutidis等[43] 利用球磨机使 CI的结晶度

降低 50%，并且添加天然粘土高岭石可以使 CI的溶

解度增加 1倍，获得的产物为 GlcNAc和（GlcNAc）2。
物理法操作相对简单，但是获得的产物产量较低，且

降解程度有限，进而限制了其大规模生产，无法产生

较大的社会经济效益[44−46]。 

1.3　化学法

目前，用于水解 CS制备 COS的化学试剂有酸

（如盐酸、亚硝酸和磷酸）和氧化还原剂（如过氧化

氢、臭氧和次氯酸）[47−49]。酸性溶液中的氢离子能够

与 CS分子中的游离氨基结合，使得 CS的分子间氢

键断裂，从而获得 DP不等的 COS[50]。如季者等[51]

研究了盐酸对 CS的降解作用，在 60 ℃ 下、以

9 mol/L的盐酸降解 CS后获得的主要产物为壳五糖

和壳六糖，其总产量为 16.2%。氧化剂在水溶液中形

成的游离自由基可以断裂 CS的糖苷键，进而形成

DP不等的 COS[50]。如焦富颖 [52] 利用 H2O2 降解

CS制备 COS，在最优反应条件下，即 0.5wt%壳聚

糖，8vol% H2O2，反应时间 5 h，反应温度 50 ℃，产物

的分子量在 2000 Da左右，收率为 85%。化学法制

备 COS操作简单，但是降解产物的 DP范围分布广

泛，产量低。使用酸性溶液制备 COS时，生成的产

物安全性低，生成的二级产物难以分离，残留酸和由

此产生的有毒废弃物后续处理复杂，易造成环境污

染[53]。使用氧化剂降解 CS时，若氧化剂浓度或反应

温度过高，会导致 CS水解过度，产物的氨基损失较

多，颜色也会由于褐变而加深，使得品质下降。因此，

CS经氧化剂部分降解后，需结合后续的分离纯化过

程以得到高品质的 COS。
此外，电化学法也被报道用于制备 COS。通常

来讲，电极材料基本分为两种类型，一种为活性电极

（如 Ti/TiO2-RuO2 电极），另一种为非活性电极（如

Ti/Sb-SnO2 电极） [54]。Cai等 [55] 利用 Ti/TiO2-RuO2

电极降解 CS，CS的分子量随着电流密度的增加而

降低。当电流密度增大至 160 mA/cm2 时，处理 1 h
后 CS的黏均分子量由 491 kDa降低至 33 kDa。之

后，该课题组分别利用 Ti/Sb-SnO2 和 Ti/TiO2-RuO2

电极降解 CS，在 60 mA/cm2 的电流密度条件下处

理 1 h后，CS的黏均分子量由 479 kDa分别降低至

46 kDa和 158 kDa[54]。电化学法操作简单，无污染，

具有潜在的应用价值。但是，该方法存在电极寿命

短、易失效等问题。因此，开发出具有更高电流效率

和更低成本的制备装置是该领域未来研究的重点。 

1.4　化学-酶法

单一法制备 COS会存在一定的不足，如酶解法

无法高效水解 CI致密的结晶结构，多数情况下需要

将 CI制备成胶体 CI。通过化学法预处理 CI能够提

高酶解效率，起到“1+1>2”的效果。郑必胜等[56] 在

60 ℃ 下用过氧化氢（4%，w/v）、乙酸（4%，w/v）预处

理脱乙酰度为 96.7%的 CS，使得 CS的表面结构被

破坏，孔隙增多，获得 DP<10的 COS，产率约为 62%。

Sivaramakrishna等[57−58] 利用氢氧化钾（11.2%~20%）
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水溶液或氢氧化钾（11.2%~20%）-尿素（4%）水溶液

预处理 CI，结果表明 CI经预处理后酶解效率显著提

高，COS产率约为 70%。

上述用于预处理 CI的化学试剂为强酸或强碱

试剂，反应条件苛刻，对环境不友好。为了满足绿色

化工的生产理念，亟需绿色、温和的溶剂来替代上述

化学试剂。离子液体（Ionic liquids，ILs）是一种在室

温下以液体形式存在的离子化合物，具有熔点低、稳

定性高、无挥发性、可回收等特点，因而对环境的化

学污染较小。ILs能够溶解天然聚合物，如 CI[59] 或
纤维素[60]。几丁质经 ILs预处理并再生后，氢键网络

发生重排，表面结构被破坏，结晶度降低[23,61]。因此，

研究者们构建了基于 ILs和几丁质酶的化学-酶法降

解几丁质制备单糖和寡糖（表 2）。尽管 ILs被称为

“绿色溶剂”，但是其对水生和陆地生态系统的影响

还有待评估[62]。 

2　壳寡糖的纯化
通过酶法、化学法或协同法降解 CI或 CS后获

得的产物通常为单体、低聚物或同分异构体的混合

物，产物的分子量和 DP分布较宽。为了更好地揭

示 COS的构效关系以及满足生物医学和食品加工

业对其纯度和质量的要求，选择合适的方法从混合物

中分离和鉴定所需要的 COS至关重要。由于 COS
分子中含有较多的氨基和羟基，并且存在较强的分子

间或分子内作用力，因而增加了分离纯化的难度。 

2.1　超滤法

利用膜生物反应器超滤提纯 COS是较为常见

的方法，具有操作简便、绿色环保、成本低等优点。

影响 COS回收率的因素包括膜的类型、操作温度、

进料溶液的 pH和溶液的浓度[65]。Yu等[66] 采用截

留分子量为 3 kDa的超滤膜制备膜生物反应器，当

停留时间为 50 min时，高 DP的 COS（DP≥5）产物

纯度约为 28%，当停留时间为 100 min时，高 DP的

COS（DP≥5）产物纯度约为 48%。Aider等[67] 利用

电渗析和超滤联合法分离纯化 DP为 2~4的 COS

混合物，研究发现二聚体在不同的 pH下均能达到最

佳纯化效果，其次是三聚体，最后是四聚体。根据处

理时间的不同，在 pH6的条件下可以将二聚体和三

聚体分离出来，或者在 pH7条件下仅将二聚体分离

出来。仲伟伟等[68] 选用截留分子量为 10 kDa的卷

式超滤膜对 COS粗品进行超滤，超滤所得样品纯度

为 78.58%。吴健锋[69] 在 35 ℃ 下采用 2.5 kDa的超

滤膜截留 DP 为 2~6的 COS，最终目标产物的纯度

高达 93.88%。膜生物反应器易于操作，通过截留分

子大小的方式可以有效地提高产物纯度，更好地达到

分离纯化的目的。 

2.2　色谱法

色谱法纯化 COS包括离子交换色谱（Ion Exch-
ange， IEC）法、薄层色谱 （Thin  Layer  Chromato-
graphy，TLC）法和高效液相色谱（High Performance
Liquid  Chromatography，HPLC）法等。IEC法是利

用被分离组分与固定相之间发生离子交换的能力差

异来实现分离的方法，一般选择离子交换树脂作为固

定相。Wei[70] 及 Li等 [71] 利用 CM-葡聚糖凝胶 C-
25柱对不同 DA的壳六糖成功进行了分离纯化，可

得到纯度高达 93%的壳六糖。TLC法是利用各组

分对同一吸附剂吸附能力不同，在流动相（溶剂）流过

固定相（吸附剂）不断发生吸附—解吸过程中将各组

分分离。该法以相对较低的成本，基于 DP对低聚物

混合物进行分析。Chen等[72] 在硅胶板上以甲醛:甲

醇:25%氨水:水=5:10:1.5:1（v/v/v/v）混合试剂作

为展开剂成功分离出 GlcN，Le等[15] 以正丁醇:乙

酸:水=2:1:1（v/v/v）混合试剂作为展开剂在硅胶板

上成功分离出 DP为 1~6的 COS。除此之外，已被

报道用于分离 COS的展开剂还有正丁醇:甲醇:

25%氨水:水=5:4:2:1（v/v/v）[56]、正丙醇:水:28%
氨水=70:15:15（v/v/v） [73] 和正丁醇:水:乙酸:氨=
10:5:5:1（v/v/v/v）等[74]。相较于 TLC法，HPLC法

可以结合质谱法基于 DP和 DA进行精确分析。由

于含有乙酰氨基，GlcNAc在 204 nm处有最大紫外
 

表 2    ILs-酶法制备 COS
Table 2    Preparation of COS by ILs-enzymatic process

底物 离子液体及预处理条件 酶

产物产量
（mg/g几丁质） 提高倍数a

（GlcNAc、（GlcNAc）2）
文献

GlcNAc （GlcNAc）2

α-几丁质 1-乙基-3-甲基咪唑鎓，110 ℃孵育40 min 来自Trichoderma viride的几丁质酶 185.0 <4 15、无明显变化 [61]
α-几丁质 1-乙基-3-甲基咪唑鎓，110 ℃孵育40 min 来自Streptomyces griseus的几丁质酶 < 1 705.0 无明显变化、1.5 [61]

α-几丁质 1-乙基-3-甲基咪唑鎓乙酸酯，
105 ℃孵育30 min

来自Streptomyces albolongus的
几丁质酶 175.62 341.70 9.10、6.43 [63]

蟹壳粉
（粒径<100 目）

1-丁基-3-甲基咪唑醋酸盐，
100 ℃孵育60 min

来自Paenibacillus pasadenensis的
几丁质酶chip1 178.6 368.8 3.71、无明显变化 [23]

蟹壳粉
（粒径<100 目）

1-丁基-3-甲基咪唑醋酸盐，
100 ℃孵育60 min

来自Paenibacillus pasadenensis的
几丁质酶chip2 约25 561.3 2、2 [23]

虾壳粉
（粒径<90 μm）

1-乙基-3-甲基咪唑鎓，虾壳粉与ILs以
1:49（g/ml）混合后，微波脉冲加热2.5 min，
用蒸馏水再生提取生成的CI，之后风干

研磨至粒径< 125 μm
来自Streptomyces griseus的几丁质酶 − 200.8 1.41b [64]

注：a表示相同酶解条件下，与未经ILs预处理的底物相比；b表示相同酶解条件下，与市售CI相比。
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吸收。因此，配备紫外检测器的 HPLC只能检测到

部分乙酰化或完全乙酰化的 COS。除了紫外检测器

外，也可以配备示差折光检测器对 COS进行分析。

严佳佳等[75] 利用色谱柱 SB-C18（4.6 mm×250 mm，

5 μm）分离纯化到了酶解产物中的 GlcN和 GlcNAc，
Li等[63] 利用色谱柱 Sugar Pak I（6.5×300 mm）对酶

解产物中的 GlcNAc和（GlcNAc）2 进行分离纯化。

此外，Aminex  HPX-87H（300×7.8  mm） [23]、Shodex
Asahipak  NH2P-50  4E（ 4.6×250  mm） [68] 和 Shodex
Asahipak NH2P-50E（4.6×250 mm）[7] 等色谱柱均被

用于 COS的分离纯化。 

2.3　其他分离纯化方法

活性炭因结构疏松多孔、表面积大而具有较强

的吸附性，同时由于成本较低而被广泛应用。Yu
等[76] 通过间歇模式实验，探究了活性炭对 COS吸附

效率的影响因素。结果表明，活性炭颗粒越小对

COS的吸附能力越强，pH为 8~9时吸附量最大，在

接触时间小于 60 min时随着接触时间的延长吸附量

增大，而后达到吸附平衡状态，温度对活性炭吸附

COS的能力无显著影响。毛细管电泳（Capillary
Electrophoresis，CE）法也用于分离纯化 COS，仅需要

少量的溶质和溶剂，分离时间短，分辨率高。然而，复

杂的衍生化过程以及昂贵材料的使用使得该法经济

成本较高[77]。此外，基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱 （Matrix  Assisted  Laser  Desorption  Ionization
Time of Flight Mass Spectrometry，MALDI-TOF-MS）
技术是分析生物分子，如脂类、糖类、多肽和其他有

机大分子的最合适的技术。但是，该方法不适合检测

分子量低于 500 Da的样品[78]。 

3　壳寡糖的应用 

3.1　壳寡糖在食品加工贮藏领域的应用

COS具有广泛的抗菌活性，可以抑制多种致病

菌和腐败微生物的生长[79−80]，因而已被用于食品防腐

和果蔬保鲜。在酿酒过程中加入 500 mg/L的 COS
（平均分子量<2000 Da，DP 2~10）可以抑制腐败微生

物的生长，但是对酿酒酵母的生长无影响[81]。向生

牛乳中添加 0.24% COS并置于 4 ℃ 下保存 12 d，与
未添加 COS的对照组相比，其嗜热菌和嗜冷菌至少

降低 3个数量级[82]。在面包中加入 1%的 COS，面
包中食源性病原菌及根霉菌的生长均受到抑制[83]。

COS还具有良好的成膜特性，以浓度为 1.5 g/100 mL
的 COS（分子量 700 Da左右）溶液对鲜切苹果进行

涂膜处理，菌落总数、霉菌、酵母菌和大肠菌群数明

显低于对照组。COS涂膜处理还能调控抑制鲜切苹

果呼吸强度的增强，保持可溶性固形物和可滴定酸含

量的稳定，防止失重率增加，减缓软化[84]。

COS具有抗氧化活性，可以改善食品品质，延长

食品的货架期。向低筋小麦粉中加入 1%的 COS
后，不仅能够改善饼干制品的组织结构，使酥性饼干

断面结构气孔细密均匀，同时降低饼干的硬度和咀嚼

性，提高饼干的酥松度，改善口感滋味。与此同时，

COS的加入使得饼干样品的酸价、过氧化值和

TBA值降低，有效延缓了储藏期饼干的氧化酸败，延

长了酥性饼干的保质期[85]。以 4 mg/mL的 COS溶

液（DP 2~4）对湘派休闲豆干进行涂膜处理，能够有

效延缓样品在常温贮藏过程中微生物的生长繁殖及

品质劣变，使样品货架期延长 20 d以上[86]。此外，

COS对食物在预处理过程中引起的多不饱和脂肪酸

氧化有抑制作用，进而延长食物的货架期[87]。

COS可以改善贮藏过程中果皮活性氧的代谢情

况，进而降低果皮褐变发病率。刘丽丹等 [88] 用

0.5%的 COS溶液浸泡枇杷果实，使果实在冷藏期间

保持较高的可溶性固形物、还原型抗坏血酸及还原

糖含量，同时多酚氧化酶活性受到一定抑制，枇杷果

实失重率、褐变指数和腐烂指数均明显降低。赵韩

栋等[89] 用 0.5%的 COS（平均分子量 1500~2000 Da，
脱乙酰度 95%）水溶液对皇冠梨进行贮前浸泡处理，

在低温贮藏过程中，果皮中多酚氧化酶、脂氧合酶活

性的上升，过氧化氢酶、抗坏血酸过氧化物酶、超氧

化物歧化酶和苯丙氨酸解氨酶的活性维持在较高水

平，果皮中总酚、抗坏血酸维持在较高水平，过氧化

氢和丙二醛的积累减少，果实褐变发病率和发病指数

分别下降了 89%和 32%。段树华等[90] 用浓度为 1%
的 COS溶液浸泡处理甜樱桃，使得低温贮藏过程中

果实的可滴定酸、维生素 C、总酚的含量下降，多酚

氧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶

的活性升高，丙二醛含量降低，膜脂质过氧化水平降

低，有效防止了甜樱桃果实在贮藏期的的衰老褐变，

保持了果实的风味品质。

COS具有良好的吸湿性、持水性和热稳定性，并

且能够防止淀粉老化。制作海绵蛋糕时，向低筋小麦

粉中加入 1wt%的 COS（分子质量<3000 Da）有助于

增加面糊的黏弹性以及降低面糊密度，可使蛋糕成品

表面色泽均匀、组织细腻、有弹性、气孔均匀、滋味

与口感良好[91]。制作挤压面粉制品时，向小麦粉中加

入 3.2wt%的 COS（纯度>80%）可显著增强面团的面

筋蛋白网络，减缓淀粉的降解过程，面制品的含水

率、膨胀率及吸油率增加，硬度降低，品质得到提

升[92]。 

3.2　壳寡糖在医疗保健领域的应用

COS具有多种生物活性，被肠上皮细胞吸收后

可以到达身体的各个部位，进而发挥其生理功能[93]。

王胜田等[94] 研制了一种含 COS、银杏叶提取物、丹

参提取物及淀粉的 COS胶囊，具有辅助降血脂作

用，并且对化学性肝损伤有辅助保护功能。郝桂娟

等[95] 研究发现，COS-Zn2+配合物对氧化衰老模型小

鼠的机体脏器恢复有一定的帮助作用，能够显著提高

机体血清、肾脏和肝脏中的超氧化物歧化酶、谷胱甘

肽过氧化物酶、过氧化氢酶活性和总抗氧化能力，展

现了较好的抗衰老及增强机体免疫功能作用。苏政
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权等[96] 研制了一种 COS肠溶胶囊，内容物包括肠溶

辅料、壳寡糖和释放调节剂，三者的质量比为

（3~5）:1:1。在 COS的干预下，小鼠肠道菌群能减

少高脂高糖饮食中膳食脂肪的摄入，从而实现抗肥胖

的效果；血糖水平也显著降低，即该 COS肠溶胶囊

表现出良好的辅助调节血糖作用。COS（分子量约

为 2000 Da）可以打开小肠微绒毛上皮细胞间的紧密

连接，从而提高肠道的通透性。基于此，COS可作

为 BCSⅢ类药物的口服吸收促进剂[97]。

COS已被批准为“新食品原料”[98]，因此，诸多含

有 COS成分的功能性食品已被开发，以期使得饮食

干预成为治疗某些疾病的有效手段。庄林等[99] 研究

发现以 COS、海洋鱼低聚肽、樱桃粉、茯苓粉为主要

成分的复合固体饮料能够通过调节小鼠肠道菌群组

成和短链脂肪酸水平改善高尿酸血症。姜雅杰

等[100] 研究了含有 COS、白芸豆提取物、水苏糖、葡

聚糖及亚麻籽油的复合固体饮料对Ⅱ型糖尿病小鼠

肠道菌群结构的影响，结果表明该复合固体饮料可以

促进肠道内有益菌的生长与定植，降低条件致病菌的

相对丰度，在提高肠道免疫力同时具有辅助治疗Ⅱ型

糖尿病的功效。喻凯[101] 研发了一种能够增强肠胃

功能及免疫力的几丁寡糖食品，其配方主要包含几丁

寡糖、膳食纤维及益生菌类。王孝文等[102] 开发了一

种以 COS、浒苔多糖、药用淀粉、硬脂酸镁为主要原

料的保健食品，该产品有益于提高机体免疫力，增强

免疫功能。总之，COS呈现出的多元化功能使其在

保健品的开发中具有很高的应用价值。 

3.3　壳寡糖在农业领域的应用

在农田中施加一定量的 COS不仅可以起到抗

病毒、抑菌的功效，还能在一定程度上调节植物的生

长发育。在抗烟草花叶病毒的研究中发现，COS可

以提高叶片中多种防御酶的活性，不仅可以有效减少

烟叶感染烟草花叶病毒的枯斑数，也可以降低已染病

毒烟草中叶绿素的下降幅度[103]。高雨萌[104] 等探究

了 COS（平均分子量 3000 Da，脱乙酰度为 90%）对

花椒干腐病的防治效果，发现浓度为 0.5 mg/mL的

COS溶液对花椒盆栽苗干腐病的防治效果可达到

65.02%。COS在低温下可以使水稻的相对电导率显

著降低，降低丙二醛对水稻的危害，进而减少低温对

水稻幼苗的伤害。COS也可以提高幼苗的抗旱能

力，对提高作物的耐盐能力有一定的效果[105]。金国

强等[106] 分别用分子量为 1500和 2500 Da的 COS
溶液对宫川温州蜜柑进行 1000倍树冠叶面喷雾处

理后，果实中可溶性固形物含量升高，可滴定酸浓度

降低，果实的品质得到了改善。黄雪燕等[107] 分别用

分子量为 1000和 2000 Da的 COS溶液对温岭高橙

进行 200、500和 1000倍的叶片喷雾和根部浇灌处

理，收获的单果质量均高于对照组。此外，COS在防

治果蔬的采后病害[108]、诱导植物先天免疫[109]、增强

植物生理反应[110] 等方面的应用也被广泛报道。 

4　结论
CI在自然界中含量丰富，生物相容性好，无毒性

作用，降解后获得的 COS分子量低，溶解度高，具有

多种生物活性。迄今为止，尽管关于 COS的制备、

纯化和应用研究已取得了巨大进展，但是仍存在一定

的不足。对于如何绿色、大规模地获取高纯度的

COS仍是当下面临的主要挑战。传统化学法较易于

实现工业化生产，但是由于反应过程不可控制而无法

保持产物品质的稳定性，进而限制了其在下游特定领

域的应用。此外，反应过程中使用的化学试剂对环境

有害。酶法反应过程温和，反应过程可控，尤其是采

用基因工程技术对酶进行改造以及采用协同催化体

系（如多酶联合法或化学-酶法等）后，CI的降解效率

显著提高。因此，优质酶种的挖掘、制备工艺的优化

仍是未来努力的方向。物理法和电化学法的出现也

为 COS的制备提供了新的技术路径，值得进一步探

索。在 COS的高效制备过程中，可能存在目标产物

纯度低、杂质过多等问题，因此如何选择合适的分离

纯化方法、并以较低的经济成本建立大规模的纯化

体系仍需继续深入研究。此外，COS在食品加工贮

藏领域、医疗保健领域和农业领域的应用已被广泛

报道，但是对于 COS生物活性背后的作用机制仍不

明确。因此，对于 COS的构效关系仍需不断探索，

这对于实现其在食品及其他领域的应用具有重要

意义。
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