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酶法改性壳聚糖的研究进展
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摘要：壳聚糖经酶法水解生成具有重要生理活性和功能性质的甲壳低聚糖．这已成为近年来甲

壳素科学领域中的一个研究热点．本文介绍7水解壳聚糖的几种酶和方法，讨论7这些酶水解产

物的生理活性与其结构之间的关系。对甲壳素工业产品深度加工以及开发壳聚糖在食品、医药、农

业等方面的应用具有理论指导意义
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Advances in Enzymatic Modification of Chitosan
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Abstract：Chitosan is modified by enzymatic hydrolysis into chitooligosaeehrides with 80me interesting

functional properties and physiological activities，which have attracted many researchers in chitin sci—

enge in recent years．Several hydr01ases to chitosan and methods were described and the relationship

between physiological activities of enzymatic hydro|ysates and their structures was discussed in detail

There is a very significance to development of applications of chitosans in food，pharmaceutical-medi—

cal and agricultural industnes
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壳聚糖(Chitosan)是由D一氨基葡萄糖通过阻1，

4糖苷键连接起来的生物多糖，是甲壳素(chitin)脱

去乙酰基后的衍生物，根据脱去乙酰基的程度不

同，分子中游离氨基的含量阱脱乙酰度(DD)来表

示，通常在75％～95％．由于分子中含有游离氨基，

与甲壳素的性质不同，可在酸溶液中溶解，反应活

|生比甲壳素和纤维素要高．

对壳聚糖进行改性可得到各种各样的衍生物，

这些衍生物显示出多方面的功能性质和潜在的应

用价值．其中一类重要的反应是水解反应，壳聚糖

降解后生成低聚合度的产物(低聚物)．当低聚物为

甲壳低聚糖(Chitoologosaccharides)或单糖时，可溶

于水，能在^体内被消化吸收，由此可产生许多有

益人体健康的生理活性．特别是甲壳低聚糖，近年

来报道了其许多重要的生理活性和功能性质这类

改性通常有化学法和酶法．酶法因条件温和、选择

性高、易于控制、污染小、产物安全性好，而越来越

引起重视和关注．因此，酶法水解壳聚糖制备甲壳

低聚糖已成为当今甲壳素领域的一个研究热

点[1-“．
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近年来．随着酶法改性研究的深入和发展．在

水解壳聚糖的酶种类和方法、水解产物的生理恬性

与其结构之间的关系方面都已取得了许多进展．有

力地促进了甲壳素的深入研究．国内这方面的报道

也正在逐渐增多03,41．

1水解壳聚糖的酶和方法

1．1壳聚糖酶

壳聚糖最台适的水解酶是壳聚糖酶(Chi—

tosanase)，当壳聚糖分子中氨基被乙酰化后．亦可被

甲壳素酶和溶菌酶水解．根据壳聚糖酶的作用模

型，可分为外切型和内切型两种类型．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束端产生单糖残

基一氨基葡萄糖．不同微生物来源的壳聚糖酶水解不

同的底物．Bacillus sp壳聚糖酶主要作用于高DD的

壳聚糖；Bacillus sp 7一M和R-4壳聚糖酶对完全酰

化的壳聚糖水解活性最高；Baci[1us circulam MH—K1

水解Bo％DD壳聚糖；Bacillus licheniformis UTK作

用于65％～80％DD壳聚糖．相反．Enterobacter G-1

壳聚糖酶对20％乙酰化度(DA)壳聚糖有最高活

性；Streptomyces壳聚糖酶适合于25％～35％DA

的壳聚糖，F solani和N orientalis壳聚糖酶对30％

DD壳聚糖作用最好L2 J．

壳聚糖酶对壳聚糖降解，产物一般为二至七糖

的甲壳低聚糖(壳寡糖)．Miyake利用芽孢杆菌届

LCC一1壳聚糖酶在pH 5．0下水解反应10 h，获得

平均相对分子质量为1 500的低聚糖；Perkins和

Takiguchi也报道用壳聚糖酶进行降解反应得到了

二至五糖的产物；Shimai等人用膜过滤酶反应器来

水解壳聚糖，可进行连续反应，滤液用甲醇沉淀分

离可得到五糖含量>92．3％的甲壳低聚糖．若再进

行N一乙酰化，则产物为N一乙酰化甲壳低聚糖¨]

Yamashita研究了壳聚糖的脱乙酰度(DD)对

Bacillus sp壳聚糖酶生产甲壳低聚糖的影响，发现

随着DD的增加，甲壳低聚糖的得率也增加在水解

反应的初期，产物的聚台度(一)>5；反应延长时，”

<4的低聚糖增加，说明反应时间是控制产物聚合

度大小的一个关键因素¨J．

Aiba也试图用甲壳素酶(Chitinase)水解壳聚

糖．然后再N一乙酰化以制备N一乙酰化的甲壳低聚

糖．他用Streptomyces griseus甲壳素酶水解20％

DA的壳聚糖7 d时，”为3，4，5，6的产物得率分别

是23．5％，25．5％，19．6％和12．3％【7|．为了获得

高聚合度的甲壳低聚糖，Murakami等人探讨了几种

不同来源的壳聚糖酶的特性，他们最终选择了Stre—

tOmvces gris?us HuT 6037的培养上清液作为粗酶，

在pH 5．0醋酸缓冲液中，构建一个连续酶水解流

动体系，可有效地获得大量的高聚合度的甲壳低聚

糖[⋯．

虽然近20年来．已经从微生物中开发r许多

种壳聚糖酶和甲壳素酶，但这些酶生产成本昂贵，

难以实现商业化应用．另一方面，由这些微生物酶

所得到的产物低聚物，其聚合度较低(一≤5)

1．2溶菌酶

溶菌酶能降解甲壳素和部分N一乙酰化壳聚糖

(DA 12％--60％)．在大多数的哺乳动物中，甲壳索

的降解主要是由溶菌酶引起的．在人乳和人体血清

中也含有丰富的溶菌酶．溶菌酶有6个亚基，在催

化反应中，活性部位需要有GlcNAc上N一乙酰基团

的结合．溶菌酶对N一乙酰化壳聚糖的水解能力随着

N一乙酰化度(DA)的增加而提高．但不能催化水解

95％DD的壳聚糖．Ragnhild蹦DA 4％～6％的水溶

性壳聚糖为底物，研究了鸡蛋白溶菌酶的水解动力

学．结果表明：这种溶菌酶一壳聚糖体系遵循米氏方

程式；其反应初速度随着DA的增加而增加．而含有

34个或更多乙酰基团的六聚物对反应的初速度影

响最大【8』．Fukanizo等人报道，人体溶菌酶对(Glc，

NAc)、中糖苷键的水解速率要比鸡蛋白溶菌酶’映

1．2倍Aiba还研究了溶菌酶对具有不同乙酰基分

布模型的壳聚糖的水解作用，他用由非均相脱乙酰

化反应得到的10％～30％DA的壳聚糖(MDC)与

具有相同DA而由均相脱乙酰化反应得到的壳聚糖

(PAC-H)进行比较．结果表明：MDC水解的初速度

大约是PAC-H的4倍，他认为这主要是由于MDC

中有连续3个以上的GlcNAc残基，而PAC—H中N一

乙酰基则是随机分布．由于溶菌酶能识别乙酰氨基

葡萄糖序列．因此可以从高DA的壳聚糖获得高聚

合度(一>5)甲壳低聚糖【9 J．

此外，溶菌酶也有转糖苷活性，可阱将GlcNAc

二聚体的链长增加到六聚体或七聚体．Maeda等人

用溶菌酶在质量分数20％的(NH4)2s04溶液中，将

GlcNAc单体转化为(GIcNAc)2-4，若在质量分数

75％的乙醇和70℃时。可检测出(GIcNAc)2～6¨⋯

Fukanizo等人报道，人体溶菌酶比鸡蛋自溶菌酶对

甲壳低聚糖的转糖苷作用有更高的速率常数

目前，商业化溶菌酶的生产主要来自于蛋品加

工厂．这种酶在酶法制备甲壳低聚糖中将有潜在的

应用价值．同时，研究溶菌酶对壳聚糖的水解作用
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也将有助于阐明壳聚糖在人体内的消化过程．

1．3非专一性酶

壳聚糖和纤维素都是由D一葡萄糖以糖苷键连

接聚合形成起来的多糖化合物，由于结构上的相似

性，纤维索酶对壳聚糖也应该有相似的降解作用．

Pantaleone等人就纤维索酶和一些其他酶．在一定

条件下对不同均分子式量壳聚糖溶液的降解作用

的研究证明了这一点对于较低粘度的壳聚糖溶

液，一些聚糖酶(glycanase)对壳聚糖有显著的降解

作用，其中纤维素酶Tv、AP和果胶酶的粘度降低

比率(VDP)可达99％，半纤维素酶的Ⅵ)P为93％，

淀粉酶(amylase)和葡聚糖酶(dextranase)的VDP

为70％～80％；对于较高粘度的壳聚糖溶液，在试

验所用的38种酶中．VDP在60％～100％的有17

种，VDP在20％～60％的有12种，还有9种酶只有

轻微的降解作用或完全没有降懈作用(VDP为0～

15％)．其中仍以聚糖酶的降解效率最高．木瓜蛋白

酶和单宁酶(tannase)也显示了较强的降解能力u“．

Muraki等人进行的研究得到了与Pantaleone相似

的结论．Yalpani等人的研究结果表明：在一定的酶

与底物比率下，半纤维素酶具有比甲壳素酶及溶菌

酶更好的降解能力；各种酶降解所适宜的DH值是

不同的，纤维素酶为4．5．木瓜蛋白酶为3 0～4．0，

半纤维索酶为3 5；各种酶适宜的降解温度亦有差

别，一般为30--60℃【12 J．

Aiba等人研究用低成本的脂酶、纤维素酶和半

纤维素酶制剂生产高聚合度的低聚糖．研究发现，

当使用脂酶、纤维素酶和半纤维素酶制剂时，乙酰

化度22％的壳聚糖(200 mg)经过一系列反应后，添

加甲醇选择沉淀可获得五糖(11％)，六糖(69％)和

七糖(18％)的混合物(55 mg)．通过凝胶过滤色谱

分离后，纯的六糖和七糖产量分别为35 mg和5

mg．乙酰度10％～30％的壳聚糖用这些酶水解后．

再用乙酸酐进行N一乙酰化反应，用高效液相层析

HPLC可以在反应混合物中测到甲壳低聚糖六糖和

七糖的产率分别超过20％和10％，因此认为．此法

可以制备高产率的高聚合度甲壳低聚糖[131．

Muzzarelli等人用脂肪酶、淀粉酶、木瓜蛋白酶、

胃蛋白酶对壳聚糖的非专一性活力进行了研究，认

为这些酶比甲壳素酶和溶菌酶更加有效地催化壳

聚糖的水解““．

作者对非专一性酶水解壳聚糖进行了较深入

的研究．发现某些水解壳聚糖的酶类具有协同作

用，采用这些酶组成复合酶，其水解作用比单一酶

要强．在适当的条件下．用这些酶水解壳聚糖可以

得到相对分子质量低于3 000的甲壳低聚糖“’．该

方法得率高．适合工业化生产．

2壳聚糖及其低聚糖生理活性

与结构间的关系

壳聚糖及其低聚糖生理活性或功能陛质是与

脱乙酰度(DD)和相对分子质揖(Mw)密切相关的，

DD和Mw是两个重要的结构参数．近年来，报道的

抗菌作用、增强免疫抗肿瘤作用、防感染作用、降胆

固醇作用、增加钙吸收的作用等，都有其不同的结

构要求o“J．

2．1抗菌作用

壳聚糖由于是一种带阳电荷的高分子离子化

台物，对真菌和微生物的生长有抑制作用．Hirano

和Nagao研究了壳聚糖相对分子质量大小对植物

病原体的抑菌作用，结果表明甲壳低聚糖(一在2～

8)和部分降解的低相对分子质量壳聚糖对Fusari一

“m oxyporam．Phomopsis fukushi和Alternaria al—

ternata这样的植物病原体的抑制作用比高相对分

子质量的壳聚糖要强．Uchida等人发现较高聚合度

的甲壳低聚糖比壳聚糖本身和低聚合度甲壳低聚

糖对真菌和细菌的抑制作用更大．

Jeon和Kim报道，在用超滤膜酶反应器生产和

分离出的三部分低聚糖中，Mw在5 000～10 000

的低聚物对所试病原体显示了较强的抗菌活性．

Ueno等人也报道，Mw<2 000的甲壳低聚糖对细

菌生长抑制作用小．而MW为9 300的低聚糖在很

低浓度时几乎完全抑制细菌的生长．作者也曾报道

甲壳低聚糖比壳聚糖的抑菌作用强，且随着脱乙酰

度的增加而增加

Muraki和Aiba在甲壳低聚糖中的游离NH2上

进行N。月桂酰化，产物是大约在50％N一月桂酰化

的甲壳低聚糖(n在7～8)，对大肠杆菌有相当强的

抑菌作用，而聚合度小于7的N一月桂酰或未酰化的

甲壳低聚糖则抑菌活性小．

2．2增强免疫抗肿瘤作用

Suzuki证实甲壳低聚糖通过增加免疫作用而

抑制肿瘤细胞生长，n为4—7的甲壳低聚糖(GIc．

NAc)。．矗}BAI．B／C鼠中的腹膜渗出液细胞显示了

强烈的吸引效应，而对于完全脱乙酰化的甲壳低聚

糖(GLcN)2．6则没有该作用．但若都是六聚体(GLc—

NAc)6和(GLcN)6，则对同种基因和同系鼠类的肉

瘤180实体肿瘤和MM46实体肿瘤．都具有很强的

抑制生长作用．Tokoro等人也报道了同样的结果．

这种甲壳低聚糖的抗肿瘤机制可能是通过增加淋
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巴因子，随后由溶细胞的T一细胞增生来产生抗肿瘤

效果．Tsukada等人报道(GI。cNAc)。对鼠的路易斯

肺癌有抗转移作用Suzuki等人分析了患癌鼠的脾

细胞变化，证实甲壳低聚糖的抗肿瘤机制是增强免

疫作用，也就是通过加速帮助T一细胞分化来增加细

胞毒素T一细胞活性，并伴随抑制T-细胞活性的减

少．

2．3体内细菌感染的防护作用

部分脱乙酰的甲壳素，特别是70％DD的甲壳

素能促进宿主对EshPri：hid大肠杆菌和Sendai病

毒感染产生非专一性的抵抗．动物试验表明．70％

DD的甲壳素是一种免疫调节剂，会激活豚鼠腹膜

的巨噬细胞和中性杀伤细胞，增加抗体生成、提高

迟发型超敏反应，增加老鼠的细胞毒性，诱导如间

白细胞、增殖因子和干扰素的细胞分裂．Suzuki等

人报道，(GLcNAc)6具有强的抗念珠菌活性．Tok。一

ro等人发现这种甲壳低聚糖通过提高细胞免疫功

能而对单核细胞增多性李斯特菌具有较强的抑制

生长作用

总之．(GI。cNAc)6比(GI，oN)6对体内细菌感染

的保护作用要强，而(GI．cN)6的抗菌作用则较

(GI．cNAc)6强．这说明N一乙酰葡萄糖胺单元深深

地影响和激活免疫系统．

2．4降胆固醇作用

众所周知，壳聚糖在各种动物试验中具有较大

的降胆固醇活性，而壳聚糖经水解后的甲壳低聚糖

没有显示降胆固醇活性．Sugano等人研究了降胆固

醇作用和平均相对分子质量之间的关系，证实部分

水解产物的相对分子质量在8 000--20 000．其降低

胆固醇的作用比相对分子质量大约30万的壳聚糖

要大．

2．5增加钙的体内吸收作用

甲壳低聚糖(n 3～7)能减少粪便钙排泄．增加

鼠殷骨的骨折力．若对鼠喂服I％～5％壳聚糖，与

喂食纤维素膳食比较，其放射性钙(47ca)的全身滞

留量大大减少，膳食性壳聚糖影响钙在动物体内的

参考文献：

代谢．Deuichi等人也注意到．喂食老鼠壳聚糖2周

后，会使钙的吸收和骨钙含量降低．因此，壳聚糖会
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