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新食品原料壳寡糖的酶法生产研究 
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3．江西省食品与生物技术产学研合作示范基地, 南昌  330022) 

摘  要: 目的  针对高分子原料壳聚糖在食品工业应用中的两大难题——清洁生产与安全食用, 研究了内切

壳聚糖酶 EC.3.2.1.132在新食品原料壳寡糖工业生产中的应用。方法  通过广泛筛查, 选育产酶活性高、性能

稳定、具有单一内切模式的野生菌种。综合应用生物工程技术构建高效表达的基因重组工程菌, 经优化发酵条

件、建立简易纯化方法, 获得了专一性内切壳聚糖酶。采用循环型清洁生产工艺用于新食品原料壳寡糖的工业

化生产。结果  从产酶量 10 U/mL左右的野生型曲霉菌株 Jxsd-01获得成熟基因, 构建重组毕赤酵母工程菌表

达体系, 内切壳聚糖酶蛋白产量达到 0.95 g/L。采用循环型清洁生产工艺酶法生产的壳寡糖含量高达 98%, 聚

合度 n=2~10, 原料转化率 95%以上, 生产过程中无废水、废渣产生。结论  内切壳聚糖酶应用于食品工业, 实

现新食品原料壳寡糖的工业化酶法生产, 达到清洁、安全、高效的效果, 具有应用推广的价值。 
关键词: 新食品原料;壳寡糖; 壳聚糖酶; 清洁生产; 应用推广 
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ABSTRACT: Objective  To solve the problem of the applications of chitosan, which is a polymer, in food 
industry, we focused on two issues: the cleaner production process and the food security. The characters of en-
do-type chitosanase EC.3.2.1.132, and its applications were studied in the production of chitosan saccharide, a 
new food raw material. Methods  Through the extensive screening, a strain with high enzyme activity and 
stable performance was got, then the endo-type chitosanase was purified . By various methods of biological 
engineering technology, we built a recombinant engineering yeast, which can efficiently express the aimed en-
zyme after the optimization of fermentation conditions, and then a simple and easy purification method was es-
tablished, with a circular cleaner production process, and was applied to the industrial production of the chito-
san saccharide, a new food raw material. Results  The wild type Aspergillus strains Jxsd -01 could produce 
enzyme about 10 U/mL, and the recombinant of the gene in the engineering yeast could improve the expression 
system, the enzyme protein expression was 0.95 g/L. The content of the chitosan saccharide in enzymatic pro-
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duction was as high as 98%, with the polymers from 2 to 10. The conversion rate of raw material was more than 
95%, without waste water or waste residue in the process of production. Conclusion  The application of en-
do-type chitosanase in food industry can make the production process of the chitosan saccharide cleaner, safer 
and more efficient, so it has the value of wide application. 
KEY WORDS: new food raw material; chitooligosaccharide; chitosanase; cleaner production process; appli-
cation and popularization 
 
 

 
 

1  引  言 

壳寡糖(chitosan oligosaccharide, COS)是壳聚糖
降解后的水溶性产物。结构式如下:  

 
聚合度 n=2~10 

 
COS由 2~10个氨基葡萄糖单元以 β-1, 4糖苷键

连结而成, 是迄今发现的唯一碱性寡糖。以脱乙酰度
为 92%以上的壳聚糖为原料生产的壳寡糖, 除极少
数单元为乙酰氨基葡萄糖外, 均为氨基葡萄糖。COS
具有全面激活机体免疫机能的确切功能, 是国内外
公认的一种理想食品添加剂, 我国于 2014年 5月 16
日已正式公告壳寡糖列入新食品原料[1]。而且, 我国
农业部于 2013 年 12 月 30 日就已公告, 壳寡糖与低
聚壳聚糖列入饲料添加剂品种目录[2]。 

实现新食品原料壳寡糖的清洁、安全、高效、工

业化生产, 应用酶学理论与酶学技术是必然趋势[3]。

生物催化剂——酶蛋白可以在温和条件下有效地加
速相应的化学反应, 清洁、安全、高效[4]。由于酶蛋

白分子的活性中心具有特定的空间构象, 因此, 不同
的酶蛋白对底物具有一定的选择性, 即酶促反应的
特异性。实践证明, 高效降解高分子壳聚糖的酶蛋白
必须具有特异性水解氨基葡萄糖单元间的 β-1,4糖苷
键的能力, 这就是国际酶学委员会确认并系统命名
为 EC.3.2.1.132的壳聚糖酶(chitosanase, CSN), 其化
学名为 β-1,4 氨基葡萄糖苷酶[5]。尽管有报道称非专

一性酶也可表现出某种程度的壳聚糖水解作用[6], 但
真正将其应用于新食品原料壳寡糖的工业化生产还

存在种种困难, 难于实现。 

长期以来, 国内外同行专家全力寻找高产壳聚
糖酶的菌种, 研制高活性的生产用壳聚糖酶[7-11]。江

西省食品与生物技术产学研合作示范基地长期致力

于研制专一性壳聚糖内切酶。在获得高产壳聚糖酶野

生菌株 Jxsd-01 的基础上, 综合应用生物工程技术构
建了高效表达的基因重组工程菌。经优化发酵条件与

纯化方法, 获得了专一性内切壳聚糖酶。采用循环型
清洁生产工艺用于新食品原料壳寡糖的工业化生产, 
获得清洁、安全、高效的效果, 具有应用推广的价  
值[12-15]。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

表达载体 pPIC9K来源于巴斯德毕赤酵母菌, 购
自美国 Invitrogen公司; Biofugestratos高速冷冻离心
机(美国科峻公司); TGL-16G 型高速台式离心机(上
海安亭); UV-1800 型紫外分光光度计(上海尤尼柯  
仪器有限公司 ); UPV-8000 型凝胶成像系统 (美国
UVP 公司); PTC-200 型 PCR 仪(美国 MJ 公司); 
HT-1300-U 型超净工作台(苏州安泰); ZD-85 型摇床
(上海智城)等。 

2.2  方  法 

2.2.1  产酶菌种筛选 
在自然界中, 进行产壳聚糖酶菌种的高通量广

泛筛选, 策略如下:  
样品(土壤、植物等)处理——菌株初筛(菌株富

集、选择性筛选)——菌株复筛(摇瓶发酵、制备粗酶
液、测定酶活)——菌种鉴定——菌种保藏。 

经预试验, 集中对相关土壤样品进行筛选工作。
从江西各地采集土样 29 份, 包括湖泊淤泥、水产市
场等地的土壤。 
2.2.2  毕赤酵母工程菌构建 

在保持野生菌所产壳聚糖酶的稳定性与内切作

用模式的前提下, 对成熟基因序列进行定点突变, 修
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改壳聚糖酶基因的密码子, 通过拼接 PCR 技术扩增
壳聚糖酶基因, 构建 pPIC9K-CSN表达载体, 获得高
产壳聚糖酶的毕赤酵母工程菌, 构建毕赤酵母工程
菌策略如图 1。 

 

图 1  CSN基因扩增和重组体构建示意图 
Fig. 1  Amplification of CSN gene and construction of re-

combinant 

 
2.2.3  工程菌发酵与壳聚糖酶纯化 

已构建的毕赤酵母 GS115 工程菌采用甲醇诱导
的培养系统进行髙密发酵, 培养系统为: 酵母提取
物、蛋白胨、K3PO4、生物素、甲醇。采用一歩亲和

层析法从发酵液中纯化目的蛋白壳聚糖酶。 
2.2.4  壳聚糖酶的特性分析与活力测定 

采用基因测序法测定目的基因序列并与 Gene 
Bank 报道的 mature CSN序列进行比对、确认; 采用
氨基酸测序法测定壳聚糖酶的氨基酸组成与末端序

列; 采用生化技术测定壳聚糖酶的等电点、最适温
度、最适 pH等酶学性质; 采用电泳法检测酶蛋白的
纯度; 采用 DNS 法测定壳聚糖酶的活力大小。酶活
力单位(U)定义: 在规定的最佳酶促反应条件下, 1个
酶活力单位(U)为 1分钟内生成相当于 1 μmol还原糖
的酶量。 
2.2.5  建立酶法降解壳聚糖工艺与壳寡糖产品质量

分析 
按照壳聚糖酶学性质与生态产业的标准, 建立

科学的循环型清洁生产壳寡糖工艺路线。建立新食品

原料壳寡糖产品的质量控制标准。 

3  结  果 

3.1  高产壳聚糖酶菌株 

3.1.1  高产壳聚糖酶的野生菌株筛选 
本产学研合作示范基地从江西各地采集的 29份

土样(包括湖泊淤泥、水产市场等地的土壤)筛选获得
一株高产壳聚糖酶的野生菌株 Jxsd-01, 经中科院微
生物研究所鉴定为烟曲霉菌, 如图 2。 
3.1.2  壳聚糖酶分子组成 

采用层析纯化工艺, 获得电泳纯壳聚糖酶冻干
产品如图 3, 可安全地用于食品级壳寡糖或壳低聚体
的工业化生产。 

委托福州大学生物工程研究所, 采用美国 PE 公
司 476A 型蛋白质/多肽 N 末端测序仪对内切壳聚糖
酶 的 N- 端 氨 基 酸 序 列 进 行 测 定 , 结 果 为
YNLPNNLKQ。 
3.1.3  壳聚糖酶学性质 

采用常规生化技术测定壳聚糖酶分子量 25 KDa, 
pI = 7.2, 最适温度 60 ℃, 最适 pH 6.0。 

3.2  构建毕赤酵母 GS115 工程菌 

以产酶野生菌 Jxsd-01的总RNA为模板, 以上海
生工合成的以下 T3、T4为引物:  

T3: 5’-CTAGCCTAGGTATAATTTGCCCAACAA 
CTTGAAACAG-3’ 

T4: 5’-GGCCGCGGCCGCGTTCTAGTTCGCTA 
TGCTTTCAA-3’ 

通过 RT-PCR反转录得到目的基因如图 4。 

 

图 2  烟曲霉菌(Jxsd-01) 
Fig. 2  Aspergillus fumigatus(Jxsd-01) 
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图 3  壳聚糖酶蛋白 SDS-PAGE电泳图 
Fig. 3  SDS-PAGE electrophoresis of chitosanase protein 

1、2. 纯化后的壳聚糖酶蛋白带 
3. 蛋白标准品(KDa): 116.0、66.2、45.0、35.0、25.0、18.4、14.4 

4. 层析纯化去除的部分杂蛋白带 
5、6.层析前的总蛋白带 

1、2. Electrophoresis strip for the purified enzyme protein 
3.Marker(KDa): 116.0、66.2、45.0、35.0、25.0、18.4、14.4 

4. Electrophoresis strip for the dislodged mixed protein after chro-
matography 

5、6. Electrophoresis strip for the general protein before chromatography 

 

图 4  成熟 Csn基因电泳图 
Fig. 4  Electrophoresis of mature Csn gene 

 
壳聚糖酶目的基因经相应的限制性内切酶酶切、

回收, 分别克隆到 pPIC9K, 转化到克隆菌 DH5α 中, 
经测序证明结 RT-PCR 反转录获得的基因序列与
Gene Bank 报道的 mature CSN 基因相一致。构建
pPIC9K-CSN 重组载体 , 通过电击转化毕赤酵母
GS115感受态细胞。获得表达分泌型壳聚糖酶的毕赤
酵母菌。经摇瓶中诱导表达, 上清液进行 SDS-PAGE
电泳分析, 出现 25 kDa蛋白条带。 

3.3  组工程菌经诱导发酵产生壳聚糖酶 

经发酵条件优化后 , 工程菌株产酶量明显提  

高, 达到 0.95 g/L以上, 酶蛋白的比活达到 50 U/mg
以上。 

3.4  批量生产的重組工程菌壳聚糖酶应用于壳

寡糖的生产 

采用重组工程菌生产的壳聚糖酶降解脱乙酰度

达 92%以上的壳聚糖, 水解产物壳寡糖产品的 TLC
层析结果理想如图 5, 自左至右, 第一道为酶解产物, 
没有单糖证明酶作用模式为内切。原点无大分子壳聚

糖存在证明水解完全, 原料转化率高。酶解产物为小
于 10 的寡糖混合物, 分散度很低。第二道为氨基葡
萄糖单糖标准对照品。第三道为没有加壳聚糖酶的壳

聚糖原料, 原点不动。 
测定专一性壳聚糖酶法清洁生产的壳寡糖含量

达 98%以上, 原料转化率高达 95%。 

 

图 5  酶法生产的新食品原料壳寡糖 TLC图谱 
Fig.5  TLC of chitooligosaccharide, a new food raw material 

by enzymatic preparation 
 

4  讨  论 

壳聚糖酶 EC.3.2.1.132 专一性降解壳聚糖高分
子原料, 是生产新食品原料壳寡糖的理想生物催化
剂。壳聚糖酶的活性与壳聚糖的脱乙酰度相关, 脱乙
酰度越高酶活越大。如果 β-1, 4糖苷键一侧为乙酰氨
基葡萄糖, 则催化活力明显减弱, 证明壳聚糖酶的专
一性。因此, 本研究采用脱乙酰度达 92%以上的壳聚
糖作为生产食品级壳寡糖的原料。经壳聚糖酶降解获

得的壳寡糖产品, 薄层层析图谱显示没有单糖存在, 
证明壳聚糖酶的内切性。壳聚糖酶用于壳寡糖的生产, 
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优势非常显著: 第一, 反应条件温和, 常压、45 ℃、
pH 6.0, 产物不发生衍生反应, 确保食用安全; 第二, 
生物转化效率极高, 生产成本低, 产生明显经济效 
益; 第三, 生产过程中无废水、废渣产生, 清洁环保。
因此, 本研究建立的循环型专一性壳聚糖酶法生产
新食品原料壳寡糖新工艺, 科学、先进、可行。 
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