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摘   要：壳聚糖酶是一类对壳聚糖具有较高催化活性而几乎不水解几丁质的糖苷水解酶，其可

将高分子量的壳聚糖转化为低分子量的功能性壳寡糖。近年来，对壳聚糖酶的相关研究取得了显

著进展，因此，本文对其生化性质、晶体结构、催化机制和蛋白质工程改造进行总结和探讨，并

对酶法制备壳寡糖纯品进行展望，这将加深研究者对壳聚糖酶作用机制的认识，推动壳聚糖酶的

工业应用。 
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Abstract: Chitosanases represent a class of glycoside hydrolases with high catalytic activity on 
chitosan but nearly no activity on chitin. Chitosanases can convert high molecular weight 
chitosan into functional chitooligosaccharides with low molecular weight. In recent years, 
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remarkable progress has been made in the research on chitosanases. This review summarizes 
and discusses its biochemical properties, crystal structures, catalytic mechanisms, and protein 
engineering, highlighting the preparation of pure chitooligosaccharides by enzymatic 
hydrolysis. This review may advance the understandings on the mechanism of chitosanases and 
promote its industrial applications. 
Keywords: chitosanase; crystal structure; catalytic mechanism; rational design 

 
几丁质(chitin)是自然界中含量仅次于木质

纤维素的生物质资源，广泛存在于节肢动物的

外骨骼和真菌细胞壁中，其主要由 N-乙酰-D-氨
基葡萄糖 (N-acetyl-D-glucosamine, GlcNAc) 组
成。几丁质在高度脱乙酰化后获得的多聚大分

子称为壳聚糖(chitosan)，壳聚糖的主要组成单

元是 D-氨基葡萄糖(D-glucosamine, GlcN)。通

常，将壳聚糖降解后获得的聚合度(degree of 
polymerization, DP)为 2–10 的低分子量产物称为

壳寡糖(chitooligosaccharides, COS)[1-2]。大量的

研究发现，壳寡糖是一类功能性的碳水化合

物，具有抑菌、抗氧化、抗肿瘤、降胆固醇、

降血压、抗感染、治疗炎症等生理活性，显示

出了巨大的应用潜力[3-8]。与化学或物理制备法

相比，酶法制备壳寡糖的反应条件温和可控，

产物组成明确，产物纯度较高，生产过程对环

境友好，因此酶法制备壳寡糖具有更好的生产

及应用前景。通过糖苷水解酶降解壳聚糖是制

备壳寡糖的有效途径之一，其中壳聚糖酶

(chitosanase)因能够高效并且专一性地水解壳聚

糖而备受关注。 

1  壳聚糖酶的定义及基本性质 
1.1  壳聚糖酶的定义 

2004 年，酶命名委员会将能够从还原端对

壳聚糖中的 β-1,4-糖苷键进行内水解的酶定义为

壳聚糖酶(EC 3.2.1.132)，该类酶的水解产物为聚

合度不同的低聚壳寡糖，多以壳二糖和壳三糖为

主，但通常不会产生单糖；2008 年，酶命名委

员会将能够从非还原端攻击壳聚糖并产生氨基

葡萄糖的酶定义为另一类型的壳聚糖酶 (EC 
3.2.1.165)[9]。随着更多的壳聚糖酶被发掘和鉴

定，来自于卵形孢球托霉菌(Gongronella butleri)
的一种新型壳聚糖酶能够通过外切的方式从非

还原端释放壳二糖[10]，这独立于 2 种类型的壳

聚糖酶定义之外。 

1.2  壳聚糖酶的基本性质 
壳聚糖酶主要存在于细菌、真菌、病毒等多

种微生物以及部分植物中，不同来源的壳聚糖酶

在酶学和理化性质等方面存在差异(表 1)。 
壳聚糖酶的分子量通常约为 20–50 kDa，有

少数真菌来源的壳聚糖酶分子量在 100 kDa 左

右[29]，部分植物中存在分子量小于 20 kDa 的壳

聚糖酶[30]。除了分子量的区别，壳聚糖酶的最

适反应条件也存在一定的差异。大多数壳聚糖

酶在中性或弱酸性的环境中具有最高酶活，不

同的是，来源于蕈状芽孢杆菌(Bacillus mycoides) 
TKU038 和 紫 色 色 杆 菌 (Chromobacterium 
violaceum) ATCC 12472 的壳聚糖酶在较强的碱

性条件下表现出最高催化效率[31-32]，而来源于

青霉菌(Penicillium sp.) IB-37-2A 的壳聚糖酶在

pH 为 4.0 的酸性条件下具有最高酶活[33]。壳聚

糖酶一般在 30–60 ℃范围内的活性最高，一些

真菌和芽孢杆菌中能够产生耐热的壳聚糖   
酶[34-35]，来源于肾杆菌(Renibacterium sp.) Y82
的壳聚糖酶却在低温的反应条件表现出较强的

适应性，其在 20–30 ℃仍然保留了 80%以上的

酶活力[36]。 
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表 1  不同来源壳聚糖酶的部分酶学性质 
Table 1  Selected enzymatic properties of chitosanases from different sources 
Category Organism Family MW (kDa) Optimum pH Optimum temperature (℃) Reference 
Bacteria Bacillus lichenformis NBL420 GH5 45 8.0 50 [11] 

 Streptomyces bacillaris GH5 35 10.0 50 [12] 

 Paenibacillus barengoltzii CAU904 GH8 58 5.5 70 [13] 

 Paenibacillus sp. X4 GH8 41 7.0 50 [14] 

 Paenibacillus sp. 1794 GH8 40 4.8 70 [15] 

 Bacillus mojavensis SY1 GH46 31 5.5 55 [16] 

 Bacillus atrophaeus BSS GH46 27 5.0 45 [17] 

 Bacillus glycinifermentans BT2019 GH46 32 5.0 20 [18] 

 Streptomyces albolongus ATCC 27414 GH46 30 8.0 50 [19] 

 Streptomyces niveus GH46 30 6.0 50 [20] 

 Mitsuaria sp. C4  GH46 34 7.2 40 [21] 

 Mitsuaria chitosanitabida 3001 GH80 34 4.0 30–40 [22] 

 Mitsuaria sp. 141 GH80 33 5.5 60 [23] 

Fungi Amycolatopsis orientalis IFO12806 GH2 104 5.3 60 [24] 

Aspergillus sp. W-2 GH75 28 6.0 55 [25] 

Penicillium oxalicum M2 GH75 42 5.5 60 [26] 

Plants Ficus awkeotsang Makino – 21 4.5 50 [27] 

Viruses Chlorella Virus PBCV-1 – 66 5.0–8.0 50 [28] 

–: Classification not defined yet. 
 

酶学性质特殊的壳聚糖酶往往有着更好的

底物水解优势。由于壳聚糖在较高的温度下表现

出更好的溶解度[37]，因而耐热型的壳聚糖酶在

该反应条件下不仅可以保持较高的催化活性，同

时还能够降低因溶液黏度过大而造成的水解抑

制作用[38]。不同的是，耐冷或耐酸型的壳聚糖

酶可以在低温或低 pH 的条件下水解底物，这样

的环境中能够显著减少因产物发生美拉德反应

带来的副作用[39]。 

2  壳聚糖酶的分类 
随着壳聚糖酶相关研究的不断深入，对壳聚

糖酶的分类方式也在不断地发展和完善，根据对

底物切割位点的选择性或氨基酸序列相似性可

以将壳聚糖酶划分为不同类别。 
壳聚糖的组成中仍然存在一部分 GlcNAc

单元，GlcNAc 与 GlcN 单元的随机排列组合导

致了不同类型的糖苷键产生。对壳聚糖酶水解产

物的乙酰化特征进行分析发现，不同的壳聚糖酶

对底物的切割位点具有选择性，据此可将壳聚糖

酶大致分为 4 类。第 I 类能水解 GlcN–GlcN 和

GlcNAc–GlcN 两种类型的糖苷键，如来自链霉

菌(Streptomyces sp.) N174[40]和 SirexAA-E[41]的

壳聚糖酶；第 II 类能水解 GlcN–GlcN 和

GlcN–GlcNAc 糖苷键，如来自环状芽孢杆菌

(Bacillus circulans) MH-K1[42]的壳聚糖酶；第 III
类只能水解 GlcN–GlcN 键，如来自芽孢杆菌

(Bacillus sp.) K17 的壳聚糖酶[43]；第 IV 类能水
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解除 GlcNAc-GlcNAc 外所有类型的糖苷键，例

如来自拟无枝酸菌(Amycolatopsis sp.) CsO-2[44]

的壳聚糖酶。然而，该分类方式仍然无法完全解

释壳聚糖酶对不同糖环类型的选择多样性，例

如，来源于天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor) 
A3(2)的壳聚糖酶能够识别和切割 GlcNAc-GlcNAc
糖苷键[45]。 

进一步研究发现，壳聚糖酶底物结合的–2
位点总是倾向识别 GlcN，在部分壳聚糖酶中，

该位点甚至对 GlcN 的结合具有特异性，相比之

下，–1 和+1 位点对 GlcN 或 GlcNAc 的选择性在

不同的壳聚糖酶中具有较大差异[46-48]。基于壳聚

糖酶对–2、–1、+1、+2 位点糖环识别特性的重

新评价，有研究者提出可将壳聚糖酶分为 2 种类

型，A 类壳聚糖酶以 DD|dd 方式识别糖环类型，

B 类壳聚糖酶以 Dd|dd 方式识别糖环类型，其中

D 和 d 分别表示对 GlcN 单元的绝对特异性和强

烈的偏好性[49]。 
基于氨基酸序列的相似性，壳聚糖酶可以被

划分为 8 类，分别对应糖苷水解酶(glycoside 
hydrolase, GH) 2、3、5、7、8、46、75 和 80 家

族(http://www.cazy.org/, 碳水化合物活性酶数据

库)。壳聚糖酶主要分布在 GH8、GH46、GH75
和 GH80 家族，其中对 GH46 家族壳聚糖酶的研

究最为深入，因此，本文将以 GH46 家族壳聚糖

酶为主探讨壳聚糖酶的结构功能与作用机制。 

3  壳聚糖酶的晶体结构 
3.1  GH46 家族壳聚糖酶的晶体结构 

在壳聚糖酶生化性质研究的基础上，对其

晶体结构的研究也在不断深入，这对理解壳聚

糖酶结构和功能之间的关系以及其催化机制具

有重要意义。迄今为止，GH46 家族共有 6 个壳

聚糖酶的晶体结构被揭示[40-42,50-52]。首个晶体结

构来自于链霉菌的壳聚糖酶 N174 (PDB ID: 

1CHK)，其整体结构由 N 端小结构域和 C 端大

结构域组成，2 个结构域通过一段长而弯曲的

α 螺旋连接，呈不对称的哑铃状(图 1A)。2 个

结构域之间形成的裂缝状区域是底物结合口

袋，宽约 10 Å，深约 12 Å，底物结合口袋表

面呈负电性(图 1B)，参与底物催化的关键残基

(Asp40 和 Glu22)分别位于底物结合口袋的上

下两侧[40]。 
GH46 家族壳聚糖酶的晶体结构总体上相

似，但部分壳聚糖酶在一级结构上存在差异(图
2)，导致了三维结构或功能的明显区别。比较

壳聚糖酶 MH-K1 (PDB ID: 1QGI)与 N174 的晶

体结构发现，壳聚糖酶 MH-K1 中 N 端和 C 端

结构域的相对取向略有不同；另外，在壳聚糖

酶 MH-K1 的 N 端结构域中，β3 折叠后有 5 个

氨基酸残基的插入序列(Gly70–Thr74)，使得底

物口袋的顶部形成一个突起，而 C 端结构域中

特有的 α14 螺旋继续向裂缝处延伸，造成壳聚

糖酶 MH-K1 的 N 端和 C 端结构域之间的裂缝

略微狭窄，但底物结合口袋底部更加平坦。这

些结构的差异使壳聚糖酶 MH-K1 的−1 位点处

形成更多的空间位阻，而+1 位点具有更多的空

间容纳乙酰基，总的来说，裂缝的大小和形状

可能与壳聚糖酶的底物识别有关，这也可能是

壳聚糖酶 MH-K1 与 N174 识别不同类型糖苷键

的原因[42]。 
在壳聚糖酶 CsnMY002 结构中(PDB ID: 

7C6C)，氨基酸序列的插入和特殊的构象使其底

物结合口袋呈孔洞状(图 1E, 1F)。首先，位于 N
端结构域中的 α9 螺旋处有 6 个氨基酸残基的插

入序列(-T200RDEWR205-)，使得该螺旋结构比

GH46 家族其他壳聚糖酶相应位置的螺旋更长。

其次，α1 和 α2 螺旋之间的无规卷曲(loop Ⅰ)更靠

近 C 端结构域，其中的 Arg37 与 C 端结构域中

的 Thr200 达到了形成氢键的距离。除此之外， 
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连接 2 个结构域的铰链区(Thr23–Tyr29)与 GH46
家族其他壳聚糖酶相比更短，其呈无规卷曲状，

并且在该区域缺乏色氨酸，这可能导致了邻近残

基相互作用缺失以及 loopⅠ的迁移。因此，壳聚

糖酶 CsnMY002 的 2 个结构域间距更近，从而

形成了一种独特的底物结合口袋[52]。 

3.2  GH2、GH8 和 GH80 家族壳聚糖酶的

晶体结构 
3.2.1  GH80 家族壳聚糖酶的晶体结构 

在 GH80 家族中，来源于解壳聚糖松江菌

(Mitsuaria chitosanitabida)的壳聚糖酶 McChoA
的晶体结构已经获得解析，其整体结构(PDB 

ID：5B4S)与 GH46 家族的壳聚糖酶相似(图
3A–B)。McChoA 的底物活性口袋位于 N 端结构

域和 C 结构域之间的裂缝中，2 个关键的催化氨

基酸 Glu41 和 Glu61 分别处于 α1 和 α3 螺旋上。 
McChoA 的结构中存在 2 段柔性铰链区，它们位

于 2 组螺旋(α1/α2 和 α6/α7)之间，这种结构特征

可能有利于 McChoA 在结合底物时发生构象转

变。另外，McChoA 中存在 6 个半胱氨酸，形成

3 对二硫键 (Cys56-Cys151、Cys227-Cys235、

Cys260-Cys297)，突变分析结果表明，任意半胱氨

酸的缺失都会严重影响酶的催化活性，这可能是因

为二硫键对 McChoA 的结构稳定有重要作用[53]。 
 

 
 

 
图 1  GH46 家族壳聚糖酶的晶体结构[40,42,52] 
Figure 1  Crystal structure of GH46 chitosanase[40,42,52]. Crystal structure (A) and surface electrostatic 
potential (B) of chitosanase N174, the red to blue gradient indicates the change of potential from negative to 
positive. Crystal structure (C) and surface structure (D) of MH-K1. Crystal structure (E) and surface structure 
(F) of CsnMY002. The N-terminal domain, the C-terminal domain and the hinge region are colored in cyan, 
light blue and wheat, respectively.  
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图 2  已知结构的 GH46 家族壳聚糖酶氨基酸序列多重比对[40-42,50-52] 
Figure 2  Multiple alignment of amino acid sequences of GH46 family chitosanases with known 
structures[40-42,50-52]. OU01: Microbacterium sp.; N174: Streptomyces sp. N174; SACTE_5457: Streptomyces sp. 
SirexAA-E; GsCsn46A: Gynuella sunshinyii; CsnMY002: Bacillus subtilis MY002; MH-K1: Bacillus circulans. 
The key catalytic residues are marked with black triangles. 
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3.2.2  GH8 家族壳聚糖酶的晶体结构 
来源于 Bacillus sp. K17 的壳聚糖酶 Chok

属于 GH8 家族，其在 pH 6.4 和 pH 3.7 的结晶

条件下分别获得了活性和非活性形式的晶体

结构(PDB ID: 1V5D, 1V5C)。2 种晶体的空间

结构高度一致，均由 2 组重复的 6 个 α 螺旋组

成，中心的 6 个 α 螺旋被外侧的 6 个 α 螺旋包

围形成双管状结构。在双管状结构顶部，连接

着短的 β 折叠和外侧 α 螺旋的长链无规则卷曲

向结构域内部扭曲折叠，形成了裂缝状带负电 

的底物结合口袋，2 个催化残基 (Glu122 和

Glu309)分居两侧(图 3C、3D)，这种结构特征

与该家族的纤维素酶和木聚糖酶的结构类似。

比较壳聚糖酶 Chok与 GH8家族纤维素酶 CelA
的结构发现，CelA 中与底物相互作用的关键残

基在 Chok 中保守存在，4 个酸性残基 Glu107、
Asp179、Asp183 和 Glu309 可以参与底物的识

别，另外，保守的疏水性残基 Trp235、Trp166、
Phe413 和 Tyr318 可能在己糖底物的结合中发

挥作用 [54]。 
 

 
 

图 3  壳聚糖酶 McChoA、Chok 和 CsxA 晶体结构分析[53-55] 
Figure 3  Crystal structures of chitosanases McChoA, Chok and CsxA[53-55]. A: Crystal structure of McChoA. 
The N-terminal domain, C-terminal domain and hinge regions are shown in cyan, light blue and wheat, 
respectively; Glu41 and Glu61 shown as an orange pink sticks. B: Surface electrostatic potential of McChoA. C: 
Crystal structure of Chok. The internal α-helix, external α-helix and β-strand are shown in cyan, light blue and 
yellow, respectively, Glu122 and Glu309 shown as orange pink sticks. D: Surface electrostatic potential of 
Chok. E: Crystal structure of CsxA. Domains I to V are displayed by wheat, green, light blue, yellow, and pink. 
F: The interactions between CsxA with substrates. The residues in the CsxA/GlcN complex are shown as blue 
sticks and the residues in the CsxA_E541A/(GlcN)4 complex are shown as white sticks. GlcN and (GlcN)4 are 
presented in yellow and green sticks, respectively. The hydrogen bonds at the –1 and +1 subsites shown as 
yellow and orange spaced line segments, respectively. For all electrostatic surface analysis graphs, the gradient 
from red to blue indicates the change in potential from negative to positive. 
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3.2.3  GH2 家族壳聚糖酶的晶体结构 
GH2 家族的壳聚糖酶 CsxA 具有外切活性，

能够从底物的非还原端起始糖苷键的水解以生

成氨基葡萄糖[55]。CsxA 的晶体结构中(PDB ID：

2VZO)包含 1 个不完整的(α/β)8 桶状的核心结构

域(Region Ⅲ)以及外围的 4个三明治样的结构域

(region Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ、Ⅴ)，而(α/β)8 桶状结构域中心

也是带负电的底物结合区(图 3E)。 
在与壳四糖[(GlcN)4]共结晶的过程中，获得

了壳聚糖酶 CsxA 与水解产物 GlcN 的复合物晶

体结构(PDB ID：2VZS)。结构分析显示，GlcN
结合在–1 位点，与 Asp203、Trp204、Glu394、
Asp469、Glu541 和 Trp642 形成相互作用网络(图
3F)。其中，Glu394、Asp469、Glu541 均能够和

氨基葡萄糖的氨基基团形成氢键，这些残基不仅

构成了容纳氨基葡萄糖氨基基团的口袋，也提供

了壳聚糖酶CsxA区别葡萄糖和氨基葡萄糖的结

构基础[55]。 
在突变体 CsxA_E541A 与(GlcN)4 的复合物

结构中(PDB ID：2VZV)，由于指向溶剂的糖环

密度不可见，只观察到结合–1 和+1 位点的糖环。

在–1 位点，糖环和残基之间的相互作用与

CsxA/GlcN 复合物中的情况相同；在+1 位点，

非还原端糖环的N2与 Glu431侧链羧酸盐形成氢

键，O6 与 Tyr516 的非质子化氧形成氢键，另外，

糖单元的吡喃环与 Trp781 的吲哚环形成疏水作

用(图 3F)。 

4  GH46 家族壳聚糖酶的作用

机制 
4.1  GH46 家族壳聚糖酶与底物的相互作

用及水解特征 
根据糖苷水解酶与底物的相互作用特征，可

以将其分为“滑动型”和“非滑动型”2 类。“滑动

型”糖苷水解酶的底物结合口袋中通常富含芳香

族氨基酸，底物结合后，能够通过与芳香族氨基

酸的疏水作用在隧道状的催化口袋中不断滑动，

在整个催化过程中，酶与底物之间发生持续的相

互作用，促使底物被持续水解[56-57]。 
GH46 家族的壳聚糖酶属于“非滑动型”的糖

苷水解酶，在催化口袋中并不富含芳香族氨基

酸，底物则以随机方式结合至切割位点，每次切

割完成后，底物一般需要离开催化口袋，然后重

复 “结合 -切割 -释放 ”的过程。在壳聚糖酶

BsCsn46A 中，壳六糖[(GlcN)6]的水解存在“2+4” 
“3+3”和“4+2”三种切割模式，每种切割模式以近

似相等的概率随机发生，水解产物包括壳二糖、

壳 三 糖 和 壳 四 糖 [48] 。 壳 聚 糖 酶

OU01_E25A/(GlcN)6 与 CsnMY002_E19A/(GlcN)6

的复合物晶体结构(PDB ID：4OLT、7C6D)分别

揭示了“3+3”和“4+2”两种切割模式(图 4A、4B)，
结构分析显示，酶与底物之间的主要作用方式是

氢键和静电力，与正编号结合位点相比，负编号

结合位点的残基与糖环形成了更复杂的氢键网

络。值得一提的是，在壳聚糖酶的底物活性口袋

中，存在数量较多的酸性残基(Glu 和 Asp)，它

们提供了底物活性口袋的负电环境，而壳聚糖酶

与带正电壳聚糖之间的电荷吸引被认为是酶识

别配体的主要方式，这可能也与壳聚糖酶具有专

一性水解壳聚糖的特性相关[58]。 
大多数壳聚糖酶都属于内切型，底物的水解

效率受到底物链长以及乙酰化程度的影响。例

如，壳聚糖酶对长链底物表现出更高的催化效

率，在降解壳六糖、壳五糖和壳四糖的过程中，

转化速率呈现逐渐递减的趋势[59]。另外，对高

脱乙酰度和低脱乙酰度底物的水解动力学分析

表明，2 种底物在水解时，产物还原糖的含量均

会经历先快后慢的上升过程，而高脱乙酰度的底

物在降解时更为复杂，降解速率会经过呈连续下

降趋势的 3 个平台期[45]。部分乙酰化的糖单元 
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图 4  壳聚糖酶与(GlcN)6 的相互作用[50,52] 
Figure 4  Interaction of chitosanase with (GlcN)6

[50,52]. A: Interactions of chitosanase OU01 with (GlcN)6. B: 
Interactions of CsnMY002 with (GlcN)6. All residues are shown as white sticks, (GlcN)6 are shown as green 
sticks, red spheres represent water molecules, and yellow spaced lines are hydrogen bonds. 

 

造成了不同类型的糖苷键分布，使得壳聚糖酶在

水解过程中需要切割不同的糖苷键，这可能是壳

聚糖酶非线性化水解底物的原因，而壳聚糖酶对

不同类型的底物存在水解效率差异的分子机制

还有待研究。 
在实际的研究过程中，获得长链底物(DP>6)

与壳聚糖酶的复合物晶体结构非常困难，这是由

于底物中存在可旋转的糖苷键，未与酶结合的糖

环常会处于高度无序的状态，因此，壳聚糖酶与

底物的相互作用模式大多是通过分析短链底物

与酶的结合状态以及生成产物的类型所得到的。 

4.2  GH46 家族壳聚糖酶的底物识别机制 
在壳聚糖酶 OU01 的底物结合口袋中，残基

Glu25、Tyr37、Asp43、Arg45、Thr58、Asp60、
His203、Tyr233 和 Asp235 直接参与了−3–+3 位

点糖环的结合，其中 Tyr37、Arg45、Thr58、
Asp60、His203 和 Asp235 是底物结合所必需的

残基，它们对底物氢键作用的缺失会对长链底物

的催化造成不同程度的影响。突变体活性差异表

明，残基 Glu25、Asp43、Asp60 和 His203 在低

聚底物和高聚底物的结合过程中均发挥重要作

用，而残基 Tyr37、Thr58、Tyr233、Asp235 和

在结合位点之外的 Asp40 主要负责稳定高聚底

物的结合[46,50]。氨基酸序列分析显示，壳聚糖酶

OU01 参与糖环结合的残基在 GH46 家族的壳聚

糖酶中通常高度保守(图 2)，这意味着该家族壳

聚糖酶与底物的相互作用基本一致。 
基于晶体结构和相关突变体的功能分析，在

对壳聚糖酶 OU01 的研究中提出了底物识别的

三步机制。底物结合位点可以被划分为 3 个区

域，首先，长链和短链底物均在–1 和–2 位点区

域被识别，其中，Asp60 和 His203 是参与初始

识别最主要的作用残基；然后，在+1、+2、+3
和–3 位点区域的氨基酸残基(Tyr37、Thr58、
Tyr233、Asp235)作用下维持底物的稳定结合；

接着，位于催化口袋区域外的残基 Asp40 对高

聚底物的识别发挥重要作用[46]。最近，对壳聚

糖酶 GsCsn46A 的研究结果支持了底物在–1 和

–2 位点被初始识别的观点，重要的是，底物在

负编号位点的结合诱导了酶活性口袋的关闭，提

示了底物需要经历重新定位的过程结合到切割

位点以起始水解反应[51]。 
对比壳聚糖酶 N174 的结构，壳六糖对称地

结合在壳聚糖酶 OU01 的催化口袋中，底物的结

合使得底物催化口袋由开放状态向闭合状态转

变(图 5A、5B)。结构分析显示，Thr29–Ala33 和
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Ala108–Ser111两个铰链区的构象变化是导致底物

催化口袋闭合的主要原因。另外，N 端和 C 端结

构域中 2 组 loop 区的相互靠近促使了关键催化残

基(Glu25 和 Asp43)的距离缩短至合适的催化状

态，具有柔性的 Glu199–Asp205 区域的构象变化

也使–1位点发挥重要识别作用的His203的侧链发

生 180°的翻转，从而与底物形成相互作用(图 5C)。
底物的水解导致了产物与壳聚糖酶的总结合能降

低，这被认为是产物从活性位点处被释放的原因，

而产物的释放也导致了闭合的催化口袋重新开

放，利于新的底物重新结合并被水解，最终壳聚

糖酶 OU01 以非连续的方式完成降解，在整个反

应过程中，壳聚糖酶 OU01 的构象经历了“开放-
闭合-开放”的变化[46]，这与在壳聚糖酶 N174 中提

出的底物结合口袋在闭合形式和开放形式 2 种状

态下发生转换的观点一致[40]。 
 

 
 

图 5  底物结合诱导的壳聚糖酶构象变化[46] 
Figure 5  Conformation change induced by substrate binding in chitosanase[46]. A: Open state of apo 
chitosanase N174. B: Closed state of chitosanase OU01 complexed with (GlcN)6. C: Conformational changes of 
chitosanase OU01. The structures of N174 and OU01 are shown as cyan and light blue, respectively, and the 
hinge region of conformational change is shown as wheat. The residues of chitosanase N174 and OU01 are 
shown as cyan and yellow sticks, respectively, with the arrows in panel C pointing to the direction of the 
conformational transition. 
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然而，壳聚糖酶并不全部具有底物诱导构象

变 化 的 特 征 ， 正 如 前 文 所 述 ， 壳 聚 糖 酶

CsnMY002 具有天然闭合的孔洞状底物催化口

袋，结合底物后并未导致其明显的构象变化[52]。

因此，在这种具有特殊结构但底物结合口袋又缺

乏芳香族氨基酸的壳聚糖酶中，底物的结合和产

物的释放过程可能有所不同。 

5  壳聚糖酶的催化机理 
糖苷水解酶的水解机制可分为“保留型” 

(retaining type)和“反转型”(inverting type)[60-61]。尽

管后来发现糖苷水解酶的催化机制更加多样化，

但这 2 种催化类型适用于解释大部分糖苷水解酶

降解底物的反应过程[62]。就壳聚糖酶而言，碳水

化合物活性酶数据库(CAZy)根据催化机理建立的

分类显示，来自 GH2、3、5、7 家族的壳聚糖酶

通常遵循“保留型”催化机制，而 GH8、46、75 和

80 家族的壳聚糖酶通常遵循“反转型”催化机制。 
壳聚糖酶的催化类型可以根据晶体结构中

关键残基之间的距离推测(表 2)。遵循“保留型”
催化机制的壳聚糖酶，广义酸/碱残基与亲核试

剂的空间距离约为 5–6 Å[55,62]。而遵循“反转型”
催化机制的壳聚糖酶中，广义碱和广义酸残基之

间的距离通常较远，常为 10 Å 左右，但在壳聚

糖酶的失活突变体与底物的复合物结构中，由于

关键残基侧链的缺失，以催化残基主链的间距进

行测定，得到的距离会比实际值更大，在部分壳

聚糖酶中为 14 Å 左右[40-42,50,52-53]。 

5.1  “保留型”机制 
“保留型”机制包括 2 步反应，糖苷酶的关键

催化残基在 2 步反应过程中依次作为广义酸和

广义碱发挥功能(图 6A)。在第一步反应中，催

化残基首先作为广义酸向糖苷键中的氧原子提

供一个质子以促进糖苷键的断裂，同时，亲核试

剂在 α 侧攻击底物异头碳(C1)并形成中间体；在

第二步反应中，催化残基作为广义碱激活水分子

在 β 侧对中间体的亲核攻击，水分子的羟基基团

与异头碳成键并生成新的还原端，最终使得产物

的异头碳构象在经历 2 次反转后与底物的异头

碳构象保持一致[61,63]。 
GH2家族的壳聚糖酶CsxA 通过“保留型”机制

水解底物[55]。Asp469 和 Glu541 分别作为壳聚糖酶

CsxA 的广义酸/碱残基和亲核试剂，在壳聚糖酶

CsxA/GlcN 的复合物结构中相距 6.2 Å，而 Asp469
侧链羧基氧原子与糖苷键中的氧原子距离为 2.7 Å，

Glu541 与–1 位点糖环的 C1原子相距 2.9 Å。可见，

Asp469 和 Glu541 与底物的相互作用支持“保留型”
反应机制的发生，Asp469 能向糖苷键中的氧原子

提供质子，而定位在–1 位点的 Glu541 以带电荷的

羧酸盐形式攻击底物糖环的 C1原子(图 6B)。 
 

表 2  部分壳聚糖酶的催化机制和关键残基 
Table 2  The key residues and mechanism of different chitosanases 
Family Chitosanase Catalytic mechanism Catalytic residues Catalytic residue  

distance (Å) 
Water-localized residues References 

GH2 CsxA Retaining Glu541, Asp469 6.2 – [55] 
GH8 Chok Inverting Glu122, Glu309 9.7 Asn319 [54] 
GH46 N174 Inverting Glu22, Asp40 12.0–13.8 Thr45 [40] 

SACTE_5457 Inverting Glu74, Asp92 10.3 Thr97 [41] 
MH-K1 Inverting Glu37, Asp55 10.9 Thr60 [42] 
OU01 Inverting Glu25, Asp43 14.3 Thr48 [50] 

 CsnMY002 Inverting Glu19, Asp35 14.6 Thr40 [52] 
GH80 McChoA Inverting Glu122, Glu61 10.8 Thr73 [53] 
The distances between catalytic residues are the determined values in the relevant reports.  
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5.2  “反转型”机制 
在“反转型”机制中，催化功能分别由一个广

义酸和一个广义碱行使(图 6C)。在水解反应发

生时，广义酸向糖苷键的氧原子提供一个质子以

促进糖苷键断裂，而广义碱激活水分子后，使其

在 α 侧攻击异头碳并生成新的还原端，最终产物

的异头碳由 β 构型反转为 α 构型[61,64]。因此，可

以通过核磁共振技术测定产物还原端的 α 构型

异头碳在水解过程中的所占比例来区分壳聚糖

酶的催化反应类型[46]。 

GH46家族壳聚糖酶中的关键催化残基高度

保守(图 2)，在壳聚糖酶 OU01 中分别为 Asp43

和 Glu25。壳聚糖酶 OU01_E25A/(GlcN)6 的复合

物结构显示，Asp43 和 Glu25(E25A)分别位于–1

和+1 位点间的糖苷键两侧，2 个关键催化残基的

主链(Asp43 和 E25A)之间相距 14.3 Å，水分子

(W1)被广义碱 Asp43 与 Thr48 共同锚定在距离

异 头 碳 3.6 Å 处 ； 另 外 ， 在 壳 聚 糖 酶

OU01_D43A/(GlcN)6 的复合物结构(PDB ID：

4QWP)中，Glu25与糖苷键中的氧原子相距 3.6 Å 

(图 6D)。可见，Glu25 和 Asp43 的空间位置支

持“反转型”催化反应的发生，Glu25 作为广义酸

发挥功能，促进–1 和+1 位点之间的糖苷键断

裂，而 Asp43 作为广义碱夺取水分子的一个质

子后，激活其对异头碳的亲核攻击，促使新的

还原端产生[46,50]。 
 

 

 
 
 

图 6  壳聚糖酶的催化机制[46,50,55,61] 
Figure 6  Retaining and inverting mechanisms in chitosanase[46,50,55,61]. A: Retaining type catalytic mechanism. 
B: The catalytic center of chitosanase CsxA. C: Inverting type catalytic mechanism. D: The catalytic center of 
chitosanase OU01. The key catalytic residues shown as orange pink sticks, the substrates shown as green sticks, 
the key water molecules shown as red spheres, and the red spaced line segments indicate the distance of the 
measured atoms. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

924 

 

6  壳聚糖酶的蛋白质工程 
6.1  利用壳聚糖酶突变体制备特定聚合度

的壳寡糖 
壳寡糖的生理功能与其聚合度相关[65-66]。然

而，由于壳寡糖纯品的制备成本较高，大多数研

究采用壳寡糖混合物开展生理效应试验，导致了

壳寡糖的功能机制不易阐明。到目前为止，酸水

解法是制备壳寡糖的主要方式，但该法会难以避

免地产生大量酸性废料。除此之外，酸水解法还

存在产物组成复杂、产量不稳定、产物可能被引

入额外的化学修饰等问题。鉴于酸水解法的不

足，通过壳聚糖酶制备壳寡糖受到了越来越多的

重视。除了发掘新型壳聚糖酶资源外，对现有的

壳聚糖酶进行蛋白质工程改造是当前研究的热

点之一，而壳聚糖酶的理性设计已经被证实为是

一种能够获得特定聚合度产物的有效途径。 
来源于 Bacillus sp. MN 的壳聚糖酶 CSN 属

于 GH8 家族，CSN 水解壳聚糖的产物为壳二糖

和壳三糖。结构分析表明，壳四糖水解时会在–2
和+2 位点之间以“V 型”构象对称地结合在活性

中心，如果减弱或消除 CSN 在–2 或+2 位点处与

糖环的相互作用，则可能抑制壳四糖的结合，从

而在水解产物中积累壳四糖。由于长链底物在–2
和+2 位点之外具有更多的结合位点，因此，在–2
或+2 位点处的突变可能不会过度影响长链底物

的结合和水解。基于这一策略，研究人员选择–2
和+2 位点附近的残基进行突变，其中突变体

CSN_E59A 和 CSN_W118A 能够累积壳四糖，

而且这 2 种突变体仍然保持了对壳聚糖较高的

转化率，可以用于纯品壳四糖的制备[67]。 
壳聚糖酶 OU01 和 CsnMY002 水解壳六糖

都会产生壳二糖和壳三糖，而 OU01_E25A/ 
(GlcN)6 和 CsnMY002_E19A/(GlcN)6 复合物晶体

结构分别代表了壳六糖“3+3”和“4+2”的切割模

式，两种切割模式的不同在于壳六糖结合位置的

差异[50,52]。如果在壳聚糖酶+3 位点引入长侧链

残基增加空间位阻，糖环在该位点的结合将会受

到阻碍，“3+3”的水解模式将显著减弱，“4+2”
的切割模式将成为主要水解方式，相应地，壳二

糖将成为主要水解产物。基于这一策略，研究人

员在壳聚糖酶 CsnMY002 的+3 位点附近选择残

基进行突变，最终获得了突变体 CsnMY002_ 
G21K，其水解终产物主要是壳二糖，含量约为

壳三糖的 29 倍，而在野生型 CsnMY002 的水解

产物中，壳二糖和壳三糖的含量接近。因此，可

以利用突变体 G21K 制备纯品壳二糖[52]。 
来源于 Streptomyces sp. N174 的壳聚糖酶

SsCsn46 属于 GH46 家族，删除 SsCsn46 底物结

合口袋表面的 4 个氨基酸后，获得了倾向于累积

壳五糖的突变体。研究推测，氨基酸残基的删除

增大了壳聚糖酶的底物结合口袋，使其能够更有

效地结合较大的底物，导致了聚合度更小的壳寡

糖产量减少，这被认为是突变体能够有效积累壳

五糖的原因 [68]。另外，来源于植物内生菌

Gynuella sunshinyii 的壳聚糖酶 GsCsn46A，在增

加+2 和+3 结合位点之间残基的侧链位阻后，获

得了几乎无法水解壳四糖并对壳五糖水解能力

减弱的突变体[51]。 
总之，通过理性设计获得累积特定聚合度产

物的突变体拓宽了壳聚糖酶的适用性，促进了酶

法制备壳寡糖技术的发展。酸水解制备壳寡糖通

常是随机水解(random hydrolysis)的过程，酶法制

备壳寡糖实现了可控水解(controlled hydrolysis)，
而通过壳聚糖酶蛋白质工程则有望按照设计水

解(designed hydrolysis)制备壳寡糖。现有的研究

中，以结构为基础的突变设计主要是干预底物在

活性位点的结合或改变底物结合的倾向性，从而

达到了改变产物组成的目的。不足的是，对于能

够累积较高聚合度产物的突变体而言，其酶活通
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常都显著降低，因此，要获得具有良好酶学性质

的壳聚糖酶突变体仍然需要进一步地探究。 

6.2  提高壳聚糖酶的热稳定性和催化活性 
提高壳聚糖酶的热稳定性有利于酶法制备

壳寡糖的规模化应用。有研究将芽孢杆菌

(Bacillus sp.) TS 的壳聚糖酶 CsnTS 与热纤梭菌

(Clostridium thermocellum)中的糖苷水解酶进行

序列比对，确定了潜在的与热稳定性相关的 15 个

丝氨酸，将其突变为丙氨酸或甘氨酸后，突变体

S265G、S276A 和 S347G 表现出更强的热稳定

性，在相同的条件下，3 种突变体的半衰期分别

为 34.57、36.79 和 7.20 min，而野生型壳聚糖酶

CsnTS 的半衰期仅为 5.32 min[69]。在壳聚糖酶

EAG1 中，通过在柔性区引入二硫键，突变体

A207C/L286C 的热稳定性显著提高，热失活实验表

明，在 50 ℃条件下反应 50 min ，突变体

A207C/L286C 的残留酶活性保持了 67%，而野生

型酶仅保留 5%的酶活；另外，在相同测定条件

下，突变体 A207C/L286C 的半衰期为 69.3 min，
与野生型酶相比高出 10.5 min[70]。更多的是，在

壳聚糖酶 CsnA的 C端融合碳水化合物结合模块

(carbohydrate-binding modules, CBM)后，融合蛋

白 CsnA-CBM5 的 T50 和 Tm 分别提高了 8.9 ℃和

2.9 ℃[71]。 
壳聚糖酶的催化活性是影响其工业应用的

另一个关键因素。为了提高来源于枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)的壳聚糖酶 BsCsn46A 的酶活，

研究人员对 BsCsn46A 所有氨基酸残基的折叠

自由能进行计算，筛选获得一个候选残基

Pro121，对其进行饱和突变后获得了 P121N、

P121C 和 P121V 三种突变体，与野生型相比，

突变体对胶体壳聚糖的比活力分别提高了 1.69、
1.97 和 2.15 倍，其中，P121N 的热稳定性与野

生型壳聚糖酶相当，这为改善壳聚糖酶的酶学性

质提供了新的策略[72]。 

虽然壳聚糖酶的蛋白质工程研究已经得到

了不少设计成功的突变体酶，然而，由于壳聚糖

酶构效关系复杂，改造壳聚糖酶的相关研究仍然

存在一定的盲目性。因此，继续深入研究壳聚糖

酶的催化机理和作用机制是非常必要的，能够为

壳聚糖酶蛋白质工程提供更多的理论依据。 

7  问题与展望 
目前，对壳聚糖酶结构、功能和水解机制的

研究已经具备了一定的基础，利用壳聚糖酶制备

壳寡糖的应用研究也在不断发展和完善。然而，

实现壳寡糖工业级的酶法制备仍然面临阻碍。一

方面，天然壳聚糖酶的水解产物常以低聚形式的

壳寡糖为主，难以获得较高聚合度的壳寡糖，虽

然通过蛋白质设计改造壳聚糖酶是可行的方式，

但壳聚糖酶突变体往往难以达到工业用酶的要

求。另一方面，纯品壳寡糖的生产成本较高，关

键问题在于不同组分的壳寡糖分离难度较大，因

此，有必要研究更加有效的分离制备工艺。 
总的来说，在发展更加高效的分离纯化技术

之外，获取酶学性质更好、能够累积高聚合度壳

寡糖的壳聚糖酶是值得继续研究的方向之一。随

着生物信息学的飞速发展，利用人工智能等新技

术对壳聚糖酶进行设计改造，通过大量的理论计

算和评估分析为壳聚糖酶突变体构建提供快捷

的技术支持，将有助于获得理想的壳聚糖酶。壳

寡糖作为一类多功能的活性分子，具有广泛的应

用前景，随着酶法制备壳寡糖技术的日趋成熟，

低成本制备壳寡糖纯品值得期待，这将极大地促

进壳寡糖在不同工业领域的应用。 
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