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摘 要：甲壳素和壳聚糖不仅可被甲壳素酶、壳聚糖酶和溶菌酶水解，还可以被一些包括蛋白酶、

脂肪酶和其它糖酶的非专一性酶水解，这些酶对甲壳素和壳聚糖解聚的作用机理和动力学，对于

开发甲壳素和壳聚糖在食品、化工、医药、农业等领域中的应用具有重要意义 )为此，介绍了近年来
国外的研究进展 )
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甲壳素（@=>I>:）是一种从虾蟹等外壳中提取的
天然多糖，结构为 *;乙酰;T;氨基葡萄糖和少量 T;
氨基葡萄糖通过!;"，#糖苷键连接而成的高分子聚
合物，甲壳素脱乙酰基后的产物被称为壳聚糖（@=>;
I’<A:）)甲壳素和壳聚糖作为一类可再生和可生物
降解的物质以及它们在食品、化工、医药、农业等领

域中的应用，在过去的 !$年来受到广泛的重视 )但
由于这类多糖不溶于水，在人体内难以被消化吸

收，使应用受到了限制 )因此，将甲壳素和壳聚糖大
分子水解为水溶性的甲壳低聚糖，已成为甲壳素研

究的一个热点 )近几年的研究表明：甲壳低聚糖具

有较高的免疫调节功能及抗肿瘤、抗菌等生理活

性 )
据报道，甲壳素和壳聚糖除被甲壳素酶、壳聚

糖酶和溶菌酶降解外，还能被葡萄糖酶、蛋白酶、脂

酶、纤维素酶、淀粉酶、半纤维素酶和果胶酶等在室

温及相对较低的 QU 值（QU / ) / V # ) 2）下有效地水
解［"］)
有些非专一性酶的水解甚至比专一性酶更加

有效［!，/］)了解这些酶的性质以及这些酶对甲壳素
和壳聚糖降解的作用机理和动力学，对了解甲壳素

和壳聚糖在人体内的代谢和消化吸收，指导甲壳低
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聚糖包括单糖的生产有着重要的意义 !为此，作者
主要介绍了国外近年来在甲壳素酶学方面的研究

进展 !

! 甲壳素酶和壳聚糖酶

甲壳素酶（"! #! $ ! % ! & ! &’）是一种随机催化水
解甲壳素和甲壳糊精中以 ()乙酰)!)*)葡萄糖胺连
接的!)&，’糖苷键的酶 !该酶广泛存在于动物、植物
和微生物中［$］，最适 +, 值一般较宽，为 +, $ - .，
而底物专一性较窄，仅水解甲壳素而不水解纤维

素［’］!壳聚糖酶（"! #! $ ! % ! & ! $%）是一种催化水解
部分 ()乙酰化壳聚糖中 ()乙酰)*)氨基葡萄糖
（/01(21）和 *)氨基葡萄糖（/01(）之间的!)&，’ 糖
苷键的酶 !最适 +,范围在 ’ ! 3 - 4 ! 5，底物专一性也
很窄 !这两种酶最明显的差别就是前者水解 /01)
(21)/01(21糖苷键而不水解 /01()/01( 糖苷键，
后者则与前者相反［’］!
在甲壳素酶水解甲壳素的过程中，固态甲壳素

被甲壳素酶随机地切断，生成水溶性的较高聚合度

的低聚糖，并立即被溶液中的酶水解，主要产物是

双糖 !甲壳素酶水解甲壳素时，水解部位是无规则
的；而在均相条件下，如果以壳聚糖作为底物，水解

部位可以是规则的，可获得较高聚合度的低聚糖 !
因为壳聚糖具有部分 ()乙酰氨基葡萄糖残基，而甲
壳素酶能识别 ()乙酰氨基葡萄糖残基，但它不水解
氨基葡萄糖序列，所以生成的水解产物是由氨基葡

萄糖和乙酰氨基葡萄糖组成的七糖，它们可以通过

乙酸酐的乙酰化作用转化为 ()乙酰化的甲壳低聚
糖 !从高乙酰度的部分 ()乙酰化壳聚糖制得的低聚
糖聚合度低，而从低乙酰度的部分 ()乙酰化壳聚糖
制得的是高聚合度的低聚糖［6］!
由于大多数的碳水化合物酶尽管在三级结构

及底物结合部位的局部构型上有着很大的差异，但

它们在蛋白质)多糖的相互作用关系方面却是相似
的 !因此，,! *789:;<< 根据 (7==; &.>& 年提出的
多糖酶作用模式，在比较了甲壳素酶与溶菌酶的底

物专一性后，提出了一种 4个活性部位（2 - ?）的假
设，其中 % 个部位（2和 @）对六糖的亲和力弱于其
它几个部位，糖苷键在 *和 "之间断裂［4］!
通常用甲壳低聚糖及它们的还原或甲基化衍

生物来阐明甲壳素酶的结合方式和作用模式 ! ,;A;
等人用不同的部分 B)甲基化甲壳二糖研究甲壳素
酶的底物结合方式，发现还原端糖环的 #)4 羟基及
非还原端糖环的 #)$ 和 #)’ 羟基对于酶反应不重
要，而还原端糖环 #)% 位的乙酰氨基和 #)$ 位的羟

基以及非还原端糖环的 #)4羟基是用于酶分子定向
的［>］!

C;D;AE对来源于 !"#$%$&’( () * (F&3 D)%’ 的
甲壳素酶"水解部分 ()乙酰化壳聚糖的水解产物
进行了研究，分析了它的断裂模式 !水解产物经
#C)G8+H;I8J #)%6柱色谱分离后通过 ()乙酰化，!)
/01(21酶和!)/01(酶外切、亚硝基降解，以确定糖
的组成及低聚糖的序列 !研究结果表明，甲壳素酶
水解部分 ()乙酰化壳聚糖中的 /01(21)/01(21键
及 /01(21)/01(键［’］!
甲壳素酶"对于部分 ()乙酰化壳聚糖中不同

键的专一性类似来源于 !"#$%$&’( +,-#$)+./’，
01#")1$%,2"( 3#.("4 和 5’2.//4( 2.#24/’&( KL)&% 的
甲壳素酶；另一方面，来自 0 * 3#.("4 ,MN 43$> 的
甲壳素酶在 #)& 断裂 /01()/01(21 键和 /01(21)
/01(21键，但不断裂 /01(21)/01(键或 /01()/01(
键［5］!卷心菜甲壳素酶有着与其一样的专一性 !这
些结果说明，甲壳素酶需要在水解键的两端至少有

一个 /01(21基团 !从低聚糖的水解产物的分析上
可以看出，来源于 6,2$&)$#4( 2.&&’7’#.&4( 的甲壳
素酶有外切活力，优先水解非还原端的第二个!)()
乙酰氨基葡萄糖糖苷键 !
由于甲壳素酶一般以酶系存在，并具有多样性

以及难以分离提纯，这使得研究酶动力学变得复

杂 !不同来源的甲壳素酶 8 : 值和 9 :;J值相差较

大 !从大多数淡水试样中所得到的胞外!)()乙酰葡
糖胺糖苷水解酶（外切甲壳素酶）并不适合简单的

C71H;807D)C8<=8<动力学方程 !此外，甲壳素酶可以
被阿洛糖脒（;00FD;:7I7<）抑制 !几乎所有昆虫、寄生
虫、虾的甲壳素酶都受到阿洛糖脒的抑制 !但是对
植物甲壳素酶（O;:）和溶菌酶而言，阿洛糖脒并无
抑制作用 !甲壳素酶在 6#:F0 P L 的 #;% Q，,R% Q，
?8% Q存在时活力受到抑制 !
壳聚糖酶也有外切和内切两种类型 !内切壳聚

糖酶以释放二聚体、三聚体或低聚糖为主，外切型

则从壳聚糖或甲壳低聚糖的非还原末端产生单糖

残基———氨基葡萄糖 !不同微生物来源的壳聚糖酶
水解不同的底物 ! 5’2.//4( () * (F! >)C 壳聚糖酶只
水解 /01()/01( 键，而来自 0 * 3#.("4( ,MN 43$>
和 5 * 2.#24/’&( C,)S& 的壳聚糖酶不光水解
/01()/01(键，还水解 /01()/01(21 键，并且生成
有 /01( 在还原端的杂甲壳低聚糖和 /01( 寡聚
体［.］! ?E9;:7TF等人报道，来自于 5’2.//4( )4%./4(
@()%4% 和 01#")1$%,2"( () * (&>’的壳聚糖酶能生
成 /01(21在还原端、/01( 在非还原端的甲壳低聚
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糖、（!"#$）% 和（!"#$&#）’，说明这些壳聚糖酶能断
裂 !"#$&#(!"#$ 键和 !"#$(!"#$ 键［)*，))］+ !"#$%%&’
’( )壳聚糖酶主要作用于高脱乙酰度（,-.#-/0"./123
4-56--，,,）的壳聚糖，!"#$%%&’ ’( ) 7(8 和 9(:壳聚
糖酶对完全酰化的壳聚糖水解活性最高，!"#$%%&’
#$*#&%"+’ 8;(<) 水解 =*> ,, 壳聚糖，!"#$%%&’
%$#,-+$ ./*0$’ ?@<作用于 AB> C =*>,,壳聚糖 +
相反，1+2-*/3"#2-* !() 壳聚糖酶对 %*>乙酰化度
（,&）壳聚糖有最高活性，42*-(2/05#-’ 壳聚糖酶适
合于 %B> C ’B> ,& 的壳聚糖，6 ) ’/%"+$ 和
7 ) /*$-+2"%$’壳聚糖酶对 ’*>,,壳聚糖作用最好 +

;D/.41"2E等人通过对壳聚糖酶在均相溶液中
和非均相悬浮液中对部分 $(酰基化的壳聚糖衍生
物的作用研究，得出以下结论：壳聚糖酶在均相溶

液中对底物的作用遵循 81#F.-"1G(8-3/-3动力学方
程，8 H 值随着 $(酰基取代度的增加而提高，9 H.I

则随着 $(酰基取代度的增加而下降；在 $(酰基取
代度基本相同时，$(酰基中的碳原子数增加时，8 H

值增加，其顺序为：$(丁酰基壳聚糖 J 丙酰基壳聚
糖 J乙酰基壳聚糖，而 9 H.I值则几乎不变 +在非均
相悬浮液中，情况则有不同：对于 $(乙酰基取代度
* +B* 和 $(丙酰基取代度为 * + %B 的部分 $(酰基化
衍生物，它们被水解的速度要比相应的取代度不同

的 $(酰基化衍生物的速度要快；随着 $(酰基基团
碳原子数的增加，水解速率下降 +这可能与底物在
水中的疏水性（取决于取代度及其在底物上的分

布）和溶胀性有关［)%］+

! 溶菌酶

溶菌酶（K+ L+ ’ + % + ) + )7）能降解一些微生物细
胞壁的糖蛋白，也能降解甲壳素和部分 $(乙酰化壳
聚糖 +溶菌酶的结构中有 A 个活性结合部位，在催
化反应中，A 个亚基结合 A 个糖环，并需要有 !"#(
$&#糖基 +溶菌酶对部分 $(乙酰化壳聚糖的水解能
力随其乙酰化度的增加而提高，但不能催化水解

,, J MB>的壳聚糖 +在大多数的哺乳动物中，甲壳
素的降解主要是由溶菌酶所引起的 +在人乳和人体
血清中也含有丰富的溶菌酶 +由于溶菌酶能识别乙
酰氨基葡萄糖序列，因此可以从高乙酰度的壳聚糖

获得高聚合度的低聚糖 +
N(射线分析发现，人体溶菌酶有一个与鸡蛋白

溶菌酶非常相似的主链结构，且 $89研究表明，在
人体溶菌酶和鸡蛋白溶菌酶中存在相似的结合部

位 +但是，人体溶菌酶中有 B’个氨基酸基团与鸡蛋
白溶菌酶不同，其中最重要的是鸡蛋白溶菌酶中参

与结合部位的 @6OA% 被人体溶菌酶中的 @06替代 +
这些差异使得人体溶菌酶与鸡蛋白溶菌酶在结合

亲和性和降解速率上可能有不同［)’］+
PQ6DH等人对人体中溶菌酶降解壳聚糖进行

研究，发现对于乙酰度为 * + A 的壳聚糖，若在体系
中加入 B*!H2"的甲壳素酶抑制剂（.""2G.H1413），并
没有阻止壳聚糖的降解 +他们还得出，鸡蛋白溶菌
酶对部分 $(乙酰化的壳聚糖的降解速率有如下关
系：6!6:

’ +A，其中 * 代表速率，6&代表 $(乙酰度 +
在不同 O;下比较人体溶菌酶对 %种水溶性壳

聚糖（6: 为 * + :%和 * + A*）的降解初速度，发现底物
专一性很大程度上与 O; 无关，且尽管化学结构不
同，其绝对降解速度随着离子强度上升（至 * + %
H2" R S）而增加（正如一个带正电的酶攻击一个带正
电的底物时所会发生的情况一样），但 % 种溶菌酶
的底物专一性与离子强度无关 +由于在一个同时影
响酶和底物的电荷密度的 O; 范围内，不同 6: 值

也就是不同电荷密度的壳聚糖的相对降解速率与

O;值和离子强度无关，这说明在带正电的溶菌酶
与带正电的壳聚糖底物之间对底物的专一性起重

要作用的是短程相互作用力（如氢键、范德华力和

结合部位的静电引力），而不是长程静电引力 +
最近，<D61/.等人报道，溶菌酶对"(甲壳素比#(

甲壳素更容易发生水解 +因为"(甲壳素分子间的结
合力更弱，"(甲壳素的脱乙酰度明显影响溶菌酶的
水解，B*>,, 的"(甲壳素水解速度最大，随着 ,,
的增加，水解速度下降，当达到 M7>时，不发生反
应［):］+

9.53F14以 $(乙酰化度 6: T * + *: C * + A*的水
溶性壳聚糖为底物，对鸡蛋白溶菌酶的水解动力学

进行了研究，发现壳聚糖的降解随时间的变化是非

线性的，而在氧化还原解聚反应（使用 ;%U%）中，壳

聚糖的降解与时间呈线性关系，与壳聚糖的化学组

成无关，是一级随机解聚反应 +通过测定溶菌酶浓
度和底物浓度对反应初速度的影响，说明这种溶菌

酶(壳聚糖体系遵循米氏方程式，壳聚糖与溶菌酶的
反应初速度随着乙酰基团的增加而显著增加 +通过
米氏方程式分析降解数据发现，含有 ’ C : 个或更
多乙酰化基团的六聚底物对于反应初速度最有影

响 +可采用乙酰化度非常低的壳聚糖（6: T * + *)*7）
作为酶抑制剂，随着抑制剂浓度的增加，不同 6: 值

的壳聚糖的反应初速度降低，然而相对速率保持不

变，这说明有效部位（含 ’ C :个或更多乙酰基团的
六聚物）之间的反应初速度的比值不受非有效部位

的影响，这一点从竞争性底物的理论上也可推导出
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! 非专一性水解酶

许多非专一性酶如蛋白酶、脂肪酶和其他糖酶

对壳聚糖也有水解作用，但并非以其为天然底物，

有些酶的水解效果甚至比甲壳素酶、壳聚糖酶和溶

菌酶的水解更加有效 #由于文献报道中所用的商业
酶制剂大都未经过进一步纯化，因此有人认为其中

所含的少量酶杂质可能是产生降解活力的原因 #但
也有人认为，在所有的酶制剂中都存在同一种杂质

似乎是不可能的，因为首先这些酶来源于广泛的微

生物、真菌、哺乳动物和植物等；其次在所实验的酶

制剂中，有大约 ! $ %的酶未观察到或仅有微小的水
解活力，其中有一些还是来源于微生物，而这些微

生物本应具有壳聚糖溶解活力的 #此外，&’(()*+,,-
在采用重组脂酶进行的实验中发现，重组脂酶对于

壳聚糖也有一定的解聚作用，他认为这就明确地排

除了酶制剂中不明“杂质”起作用的可能性［.］#
酶降解碳水化合物的多样性是一种普遍现象，

已经发现一些酶有着不同的底物和产物专一性 #研
究人员目前主要致力于阐明这些非专一性水解酶

水解甲壳素或壳聚糖的可能机理，同时还需判定这

些水解活力是否是由一个真正的壳聚糖酶催化，还

是由一个具有广泛专一性的如纤维素酶等催化 #
&)/00’*研究发现，在酶与底物比率较低时，菠

萝蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶、纤维素酶、半纤

维素酶、脂酶制剂比商业甲壳素酶和溶菌酶制剂更

能有效的催化壳聚糖的水解 #但是，虽然同样是纤
维素酶，由于酶的来源不同，并不是所有的纤维素

酶都有降低底物粘度的作用，其中有些就没有或只

有轻微的水解作用［!1］#
不同质量分数的壳聚糖溶液（2 # "3，! # 23和

4 # 23）与不同的酶制剂如纤维素酶 56、半纤维素
酶、脂酶 789 以及木瓜蛋白酶反应，除木瓜蛋白酶
明显地不受底物浓度的影响外，其它的酶制剂活力

随着底物浓度的增加都有不同程度的降低 #这种专
一性活力随着底物浓度的增加而降低的原因并不

十分清楚，可能是由于溶液的高粘度使酶失活以及

底物或水解产物对酶的抑制 #而 :*-;+和 <=>*;? 曾
报道了当壳聚糖质量浓度超过 2 # " @A $ @B时，对来
自 !"#$%"&’()$* *% + C># 1 菌株的一种甲壳素酶有
反应抑制作用［!D］；E+/=>/和 9F+,+-AG报道了甲壳素
酶（来源于 ,$-.).//.0’ .*/1-2.)0’）会被某些产生

的甲壳低聚糖失活［!H］#为了研究潜在的协同或补充
水解作用，研究人员将溶菌酶与其它的甲壳素酶、

半纤维素酶或脂酶 789复合使用，发现当溶菌酶与
半纤维素酶或脂酶一起使用时，协同或补充水解的

效果是显著的，最终的粘度值比这些酶制剂中任何

一种单独使用时都要低 #这些结果，似乎可以说明
反应中所涉及的溶解原则的不同作用模式 #
壳聚糖底物的 CI乙酰化度对酶活力也有影响 #

通常，底物的 CI乙酰化度越高，酶的专一性活力也
越高 #但是，脂酶可水解 .23乙酰度的壳聚糖，不水
解甲壳素 #完全 CI脱乙酰的壳聚糖不能作为这些酶
制剂的底物 #

&’(()*+,,-等人研究木瓜蛋白酶降解壳聚糖时
发现，聚合度最高的壳聚糖部分被优先降解，木瓜

蛋白酶主要作用于氨基葡萄糖与 CI乙酰氨基葡萄
糖之间的糖苷键［!J］#他同时对麦胚脂肪酶的非专一
性活力也进行了研究，实验表明，脂肪酶质量浓度

在 % # " K !2 L . M J K !2 L ! A $ B范围内，解聚初速度与
酶浓度呈对数线性关系 #从酶解初速度与底物浓度
的关系图上可看出，这种酶解反应不遵循普通的酶

动力学模型 # CI羧甲基壳聚糖比壳聚糖更易被脂肪
酶解聚，酶解反应不改变乙酰化度［42］#脂酶是作用
于水I有机界面间不溶性底物的酯酶，如果壳聚糖是
人体脂酶的一个底物，那么在膳食中加入相对大量

的壳聚糖可以部分阻止脂酶水解脂肪 #许多报道表
明，在制备甲壳低聚糖时，脂酶比溶菌酶和商业甲

壳素酶（ !$##1".1 ’1#)$*)$-*）更有效 #
上述研究结果表明：这类酶并不存在共同的水

解原则，这些酶制剂的最适 NO 值、最适温度、专一
性壳聚糖底物浓度、CI乙酰取代度以及它们的相对
分子质量都有不同 #

" 结 语

在甲壳素和壳聚糖的直链分子结构中，存在 %
种类型的糖苷键：P,;C7;IP,;C7;，P,;CIP,;C，
P,;C7;IP,;C 和 P,;CIP,;C7;#在这类酶催化水解
反应中，虽然对甲壳素酶、壳聚糖酶和溶菌酶的水

解作用研究取得了很大的进展，但由于这些酶来源

的多样性，使得水解反应更加复杂 #另外，对非专一
性酶水解壳聚糖这类酶的作用机理仍不清楚，有必

要进一步深入研究酶水解甲壳素和壳聚糖的特性、

规律及作用机理 #相信随着甲壳素酶学研究的进
展，甲壳素和壳聚糖的应用范围将更加广泛 #
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