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几丁质酶基因 chi6380的克隆、表达及酶学性质分析
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摘要：【目的】探究几丁质酶在生物降解领域的应用潜力，挖掘新型高效的几丁质酶资源。【方法】利用原核表

达系统对副地衣芽孢杆菌（Bacillus paralicheniformis）来源的几丁质酶基因 chi6380进行克隆与异源表达；经

镍柱亲和层析纯化后，对 Chi6380 的酶学性质、几丁质降解产物及抗真菌活性进行系统研究。【结果】作者成

功在大肠杆菌 BL21（Escherichia coli BL21）中实现了重组几丁质酶 Chi6380 的异源表达。酶学性质研究结

果表明，Chi6380 的最适反应温度为 50 ℃；最适反应 pH 为 5.0；该酶在 30~50 ℃、pH 4.0~9.0 条件下具有良好

的稳定性；Mg2+、Ca2+等金属离子及二硫苏糖醇（DTT）等化学试剂均对 Chi6380酶活力具有抑制作用。底物特

异性分析显示，Chi6380可水解多种类型的几丁质，其中胶体几丁质为最适底物，其水解产物主要为几丁二糖、

几丁四糖和几丁六糖。抑菌试验结果表明，Chi6380 对烟草疫霉（Phytophthora nicotianae）和新月弯孢霉

（Curvularia lunata）均具有抑菌效果，抑菌率分别为（46.40±0.21）%和（30.53±0.38）%。【结论】该研究获得的几

丁质酶 Chi6380 具有良好的几丁质降解能力与植物病原菌抑制活性，在几丁质资源生物转化及植物病原菌

生物防治方面具有广阔的应用前景。
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Abstract: [Objective] This study explored the application potential of chitinase in biodegradation, aiming to 

mine new efficient chitinase resources. [Method] This study cloned and heterologously expressed the chitinase 

gene chi6380 from Bacillus paralicheniformis via a prokaryotic expression system. After purification by Ni-NTA 

affinity chromatography, the enzymatic properties, chitin degradation products, and antifungal activity of 

Chi6380 were systematically investigated. [Result] The recombinant chitinase Chi6380 was successfully 

expressed in Escherichia coli BL21. Enzymatic characterization revealed that Chi6380 exhibited the optimal 

activity at 50 ℃ and pH 5.0, and maintained high stability within the ranges of 30~50 ℃ and pH 4.0~9.0. 

Common metal ions, such as Mg2+ and Ca2+ , along with chemical reagents including dithiothreitol (DTT), 

demonstrated inhibitory effects on the activity of Chi6380. Substrate specificity analysis revealed that Chi6380 

exhibited hydrolytic activity against various chitin substrates, with colloidal chitin as the optimal substrate, and 

the main hydrolysis products were chitobiose, chitotetraose, and chitohexaose. Antimicrobial assays indicated that 

Chi6380 exhibited inhibitory effects against Phytophthora nicotianae and Curvularia lunata, with inhibition rates 

of (46.40±0.21)% and (30.53±0.38)% , respectively. [Conclusion] The chitinase Chi6380 obtained in this study 

exhibits good capacity of degrading chitin and activity of inhibiting plant pathogenic fungi, demonstrating 
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promising potential for applications in the bioconversion of chitin waste and the biological control of plant 

pathogenic fungi.
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全球虾、蟹等甲壳类加工产业规模庞大，每年

会产生大量壳体废弃物。2020年全球甲壳类水产

品产量高达 1.683 亿 t，对应产生的壳体废弃物为

700 万~900 万 t［1］。我国是甲壳类水产消费大国，

《中国小龙虾消费趋势报告（2025）》显示，国内小

龙虾年消费量已突破 345 万 t［2］，结合小龙虾可食

用占比测算，国内每年产生的小龙虾壳体废弃物

约 276 万 t，富含几丁质的废弃甲壳类资源十分丰

富。几丁质是由 N-乙酰 -D-氨基葡萄糖（GlcNAc）

单体通过 β-1，4 糖苷键缩合形成的线性多糖大分

子，是节肢动物外骨骼、甲壳类壳体及真菌细胞壁

的核心结构成分，同时也广泛分布于线虫卵壳等

生物组织中［3］。由于几丁质在水、弱酸及弱碱体

系中溶解性较差，且在甲壳结构中常与蛋白质及

矿物质以共价或非共价方式紧密结合，导致甲壳

类废弃物中的几丁质难以直接、高效地分离利用，

既造成了天然生物资源的严重浪费，也加剧了固

体废弃物的环境处理压力。

目前，几丁质的处理方法主要分为物理法、化

学法和生物酶法。其中，物理法主要包括超声处

理、机械粉碎、热机械-化学预处理等，可有效破坏

几丁质的晶体结构、降低相对分子质量，提高其对

后续降解方法（尤其是酶法降解）的可及性。但物

理法制备 GlcNAc单体的效率较低、工艺可控性较

差，目前尚未实现大规模工业化应用［4］。化学法

主要采用强酸催化体系完成几丁质的水解、脱矿、

脱蛋白质处理，反应过程复杂，易造成几丁质分子

链随机断裂、结构去乙酰化、母体结构变异等，同

时存在设备易腐蚀、环境污染等问题［5］。生物酶

法作为绿色高效的新型技术，可有效弥补物理法

与化学法的不足。该技术以重组几丁质酶、N-乙

酰 -β-葡萄糖苷酶等功能酶为核心，结合机械预处

理、液体辅助研磨等方式，能够在温和条件下实现

几丁质的高效降解［6］。凭借反应条件温和、产率

高、环境友好等优势，生物酶法已成为几丁质资源

化利用的主要研究方向。

几丁质酶是一类糖苷水解酶，可特异性催化

β-1，4糖苷键的水解，将大分子几丁质降解为GlcNAc

的低聚体和 GlcNAc单体。当几丁质的降解产物为

寡糖（chitooligosaccharides，COS）时，因其水溶性较

好，能够被植物或动物细胞吸收，具有诱导生物免疫

应答、提高作物抗逆性、改善动物机体健康等多种生

物活性［7］。已有研究证实，COS可提升肠道拟杆菌

属（Bacteroides）、粪杆菌属（Faecalibacterium）等有益

菌属数量，从而改善肠道菌群环境和机体代谢水平。

此外，COS能抑制膳食诱导的晚期糖基化终末产物

（AGEs）的积累，缓解高糖、肥胖引发的慢性代谢损

伤［8］。在食品加工领域，将低浓度 COS加入酸奶等

发酵乳制品中，可保持乳酸菌活性与营养成分［9］；将

其应用于鱼、肉、海鲜等易腐食品保鲜，可有效抑制

腐败微生物增殖、延缓脂肪氧化变质［10］。GlcNAc作

为几丁质的基本构成单元与生物合成前体，在医药

与功能性材料领域应用广泛。研究表明，GlcNAc具

有良好的生物相容性和吸收性，可促进软骨细胞

Ⅱ型胶原及糖胺聚糖（GAG）的合成，对关节修复与

关节润滑具有积极作用［11］；GlcNAc可激活细胞自噬

通路、抑制炎症反应及细胞凋亡，延缓关节退行性病

变进程［12］；此外，其良好的稳定性与生物可降解特

性，使其在医用敷料、生物可降解薄膜、组织工程水

凝胶等生物材料领域展现出广阔的应用前景［13］。

根据氨基酸序列相似性与三级结构特征，几丁

质酶在 CAZy数据库中被划分为多个糖苷水解酶家

族，其中以 GH18和 GH19家族最具代表性。GH18

家族几丁质酶广泛存在于细菌、真菌、植物和动物

体内［14］，其催化结构域通常为典型的（β/α）8 TIM 桶

状折叠结构，桶状结构顶端或边缘可形成凹陷的

底物结合裂缝及保守的催化残基。例如，海洋橙

色假交替单胞菌（Pseudoalteromonas aurantia）来源

的 GH18 内切几丁质酶 Chi23 具有完整的（β/α）8桶

状结构［15］。GH19 家族几丁质酶主要分布于植物

中，其催化结构域以多个 α 螺旋束为主体，并在催

化位点形成裂缝，用于识别并结合几丁质或几丁

寡糖底物。该家族的几丁质酶通常含有特异性环

结构，可精准调控底物定位与催化效率。例如，蕊

形 真 藓（Bryum coronatum）来 源 的 GH19 家 族

BcChi-A 酶，虽然缺失部分环结构，但在与几丁四

糖结合的晶体结构中，可通过 Glu70、Ser102等多个

氨基酸残基形成氢键，并在-2、-1、+1、+2等多个亚
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位点完成底物识别与定位［16］。

目前，多种来源的几丁质酶已在大肠杆菌

（Escherichia coli，E. coli）和枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis）等异源宿主中实现高效表达。例如 ，

Bacillus subtilis来源的 BsChi在 E. coli中异源表达

后 ，可高效降解 α -几丁质与蟹壳几丁质 ，生成

GlcNAc 单 体［17］ ；豚 鼠 气 单 胞 菌（Aeromonas 

caviae）来源的几丁质酶在 pET20b（+）/BL21（DE3）

系统中可高效表达，对胶体几丁质底物具有优异

的降解活性［18］；此外，将黏质沙雷氏菌（Serratia 

marcescens）来源的 chiA 基因导入 Bacillus subtilis

后，重组菌株的几丁质酶活力显著优于野生型菌

株［19］。几丁质酶可通过降解几丁质参与自然界物

质循环、生物防御与生理发育调控，在农业生物防

治、生物医药研发、食品工业保鲜、环保废弃物处

理等领域具有重要的应用价值。

作者所在课题组前期从海洋环境中筛选出一株

可高效降解几丁质的 Bacillus paralicheniformis［20］。

基于此，作者利用 E. coli原核系统，对该菌株来源的

几丁质酶基因 chi6380 进行克隆与异源表达；通过

亲和层析对粗酶液进行分离纯化，系统研究重组酶

的酶学性质与几丁质降解能力，并采用高效液相色

谱（HPLC）分析了几丁质降解产物，以期为几丁质

资源的绿色高效开发与产业化应用提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

Bacillus paralicheniformis：分离自广西北海海

岸及滩涂沉积物，于作者所在实验室科研资源库保

存；表达载体 pET22b（+）、E. coli TOP10、E. coli 

BL21（DE3）、DNA 提取纯化与回收相关试剂：生

工生物工程（上海）股份有限公司；T4 DNA 连接

酶：武汉塞维尔生物科技有限公司；BCA 试剂盒：

海门碧云天生物技术有限公司；咪唑、考马斯亮蓝

G250：上海麦克林生化科技有限公司。

胶体几丁质：参照 Pan等［21］的方法，称取 10 g粉

末状几丁质，缓慢加到 252 mL预冷的盐酸中，持续

搅拌混匀，4 ℃静置反应 24 h。于 8 000 r/min 离心

5 min，弃去上清液，用去离子水洗涤沉淀至 pH接近

中性。随后用去离子水定容至 1 L，于 4 ℃保存备用。

1.2　仪器与设备

PCR 仪：Mastercycler nexus 型，艾本德（上海）

国际贸易有限公司；酶标仪：Multiskan Go型，赛默

飞世尔科技（中国）有限公司；水平电泳仪：PowerPac 

Basic 型，伯乐生命医学产品（上海）有限公司；超

声波细胞破碎仪：JY92-IIN 型，宁波新芝生物科技

股份有限公司。

1.3　方法

1.3.1　几丁质酶基因的生物信息学分析　

以NCBI数据库中公布的Bacillus paralicheniformis

全基因组序列为基础，对相关基因进行序列比对

和功能注释分析，筛选获得参与几丁质降解的候

选基因，并将其命名为 chi6380。根据该基因的核

苷酸序列信息，利用 SnapGene 7.2.0 软件设计引

物，上游引物为 TCGGAGGCTGCGAACTCGAG，

下游引物为 AACACGATGTTCATTCCCATGGCATG，

引入 Xho Ⅰ和 Nco Ⅰ限制性内切酶识别位点。利用

NCBI 的 BLAST 功 能 分 析 氨 基 酸 序 列 ，通 过

ExPASy 生物信息学平台的 ProtParam 在线工具，

对该蛋白质的理论相对分子质量与等电点等理化

性质进行预测和分析。采用 SignalP 6.0 在线服务

器分析信号肽序列，利用 ESpript 3.0 工具分析保

守域，并通过 AlphaFold 3工具预测三维结构。

1.3.2　重组表达载体的构建　

采用限制性内切酶 Xho Ⅰ和 Nco Ⅰ分别对目的基

因及 pET22b（+）表达载体进行双酶切处理。经琼

脂糖凝胶电泳回收纯化后，在 T4 DNA 连接酶的作

用下，将获得的目的基因与线性化载体进行连接，

构建重组表达质粒。随后，将连接反应体系导入

E. coli TOP10感受态细胞中，涂布于含 100.0 μg/mL

氨苄青霉素的 LB 固体培养基上进行抗性筛选，对

筛选得到的阳性克隆进行测序分析。将构建成功

的重组质粒命名为 pET22b-chi6380。

1.3.3　重组几丁质酶的诱导表达和分离纯化　

通过热激法将测序验证无误的重组质粒

pET22b-chi6380 转入 E. coli BL21（DE3）感受态细

胞中，将转化后的菌株置于 37 ℃、200 r/min 的恒

温摇床中振荡培养。待菌液 OD600 达到 0.8 时，加

入终浓度为 0.3 mmol/L 的异丙基-β-硫代半乳糖苷

（IPTG），调整培养条件为 25 ℃、200 r/min，继续振

荡诱导培养 16 h。诱导培养结束后，将菌液于

4 ℃、8 000 r/min 条件下离心 10 min，收集菌体沉

淀，用 Ni-NTA 缓冲液洗涤菌体。洗涤后的菌体进

行超声破碎处理，破碎参数为：功率 300 W，超声 5 s、

间歇 10 s，超声 25 min。超声破碎完成后，将样品

于 4 ℃、12 000 r/min离心 20 min，收集的上清液即

为粗酶液。将粗酶液上样至镍亲和层析柱中富集
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目的蛋白质，纯化产物通过 SDS-PAGE 分析其纯

度与相对分子质量。

1.3.4　重组几丁质酶活力的测定　

采用 3，5-二硝基水杨酸（DNS）比色法测定几

丁质酶活力［22］。以 1 g/dL 的胶体几丁质作为反应

底物，取 0.2 mL酶液与等体积底物充分混匀，50 ℃

下反应 15 min，反应结束后于沸水浴中反应 10 min

以终止酶促反应。待反应体系冷却至室温后，于

12 000 r/min 离心 5 min，取 0.2 mL 上清液，加入

0.3 mL DNS，沸水浴处理 8 min。待体系冷却至室

温后，取 0.2 mL 反应液加入 96 孔板中，测定各样

品在 540 nm 的吸光度，结合 N-乙酰基葡萄糖标准

曲线和酶活力计算公式，计算样品酶活力。以沸

水浴处理 10 min 后完全失活的酶液为空白对照，

所有试验组均设置 3个平行。

酶活力单位（U）定义为：在上述设定的酶促反

应条件下，每分钟水解胶体几丁质生成 1 μmol 

GlcNAc所需要的酶量。

1.3.5　重组几丁质酶的蛋白质质量浓度测定　

采用 BCA 试剂盒测定重组几丁质酶的蛋白

质质量浓度［23］。选取牛血清白蛋白（BSA）为标准

品，配制 0~1.0 mg/mL 的系列标准品溶液，并据此

绘制标准曲线。

1.3.6　重组几丁质酶的酶学性质测定　

1）pH 对重组几丁质酶活力及稳定性的影响：

将等体积的酶溶液与 1 g/dL 的胶体几丁质溶液混

合，于 50 ℃恒温条件下，采用不同 pH 缓冲体系进

行酶促反应，探究 pH 对重组几丁质酶活力的影

响。所用缓冲体系包括：NaAc-HAc（pH 4.0~6.0）、

Na2HPO4-NaH2PO4（pH 6.0~8.0）、Tris-HCl（pH 8.0~

9.0）、Gly-NaOH（pH 9.0~10.0）。以检测得到的最

高酶活力为 100%，计算不同 pH 条件下的相对酶

活力，确定该重组几丁质酶的最适 pH。为评估重

组几丁质酶的 pH 稳定性，采用上述不同 pH 的缓

冲体系对重组几丁质酶溶液进行稀释，4 ℃下孵

育 1 h，在最适反应条件下测定残余酶活力。以未

经缓冲液处理的原始酶活力为空白对照（设定为

100%），计算不同 pH 孵育后样品的相对酶活力。

2）温度对重组几丁质酶活力及稳定性的影响：

在最适 pH 条件下，探究温度（30~90 ℃）对重组几

丁质酶活力的影响。以检测得到的最高酶活力为

100%，计算不同温度下的相对酶活力，确定该重组

几丁质酶的最适温度。为评估重组几丁质酶的热

稳定性，将酶液分别置于 30~90 ℃保温 1 h，冷却至

室温后，在最适反应条件下测定残余酶活力。以未

进行热处理的原始酶活力为空白对照（设定为

100%），计算不同温度处理后样品的相对酶活力。

3）底物特异性及动力学参数测定：在最适反

应条件下，分别以 1 g/dL 的胶体几丁质、甲壳素、

虾壳几丁质、蟹壳几丁质、片状几丁质、胶体壳聚

糖和羧甲基纤维素钠为底物，测定重组几丁质酶

对不同底物的催化活力，分析其底物特异性。同

时，以胶体几丁质（10~70 mg/mL）为底物，在最适

反应条件下测定各底物质量浓度下的初始反应速

率。采用 Lineweaver-Burk 双倒数法对试验数据

进行拟合分析，计算重组几丁质酶的米氏常数

（Km）与最大反应速率（Vmax）
［24］。

4）钠离子浓度对重组几丁质酶活力的影响：

在最适反应条件下，向反应体系中分别添加不同

终浓度（0.5~4.0 mol/L）的 NaCl 溶液，探究钠离子

浓度对重组几丁质酶活力的影响。以未添加 NaCl

的反应体系酶活力为空白对照（设定为 100%），计

算不同钠离子浓度下样品的相对酶活力。

5）金属离子与化学试剂对重组几丁质酶活力

的影响：在重组几丁质酶最适反应体系中，分别加

入终浓度为 1.0、5.0 mmol/L 的 Zn2+ 、Mn2+ 、Ba2+ 、

Ca2+、Mg2+、K+、Co2+、Cu2+、Fe2+、Fe3+等金属离子，以

及终浓度为 0.5、1.0 mmol/L 的乙醇、异丙醇、二甲

基亚砜（DMSO）、吐温 -80、EDTA、DTT、十二烷基

硫酸钠（SDS）、甲醇等化学试剂，测定各组重组几

丁质酶活力［25］。以未添加任何金属离子与化学试

剂的酶反应体系为空白对照（设定为 100%），计算

各处理条件下的相对酶活力。

6）水解产物分析：以 N-乙酰氨基葡萄糖及不

同聚合度的几丁寡糖为标准品，对重组几丁质酶

水解胶体几丁质的产物进行鉴定分析。将重组几

丁质酶液与胶体几丁质等体积混合后，置于 50 ℃

水浴锅中分别反应 15 min、2 h、6 h、12 h、24 h。反应

结束后，沸水浴 10 min以终止酶促反应。待体系冷

却至室温后，于 12 000 r/min离心 10 min，收集上清

液。采用配备示差折光检测器的HPLC检测重组几

丁质酶降解胶体几丁质生成的产物。色谱条件为：

流动相为体积分数 70% 的乙腈，流量 0.5 mL/min，

色谱柱温度 45 ℃。

1.3.7　重组几丁质酶抗真菌活性测定　

参照文献［26］中的琼脂孔扩散法，以烟草疫
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霉和新月弯孢霉为指示菌株，测定重组几丁质酶

的抑菌活性。将活化后的菌丝块接种至马铃薯葡

萄糖琼脂（PDA）培养基中央，在菌丝块四周对称

位置打孔，分别向孔内加入适量重组几丁质酶液，

以无菌水为对照组。所有平板均于 28 ℃ 培养

3~7 d，定期观察并记录菌丝生长状态。

2　结果与讨论

2.1　几丁质酶的生物信息学结果

基于 Bacillus paralicheniformis全基因组 DNA

序列信息，获得几丁质酶的氨基酸序列（NCBI登录

号：WP_394798542.1）。序列比对结果显示，该基

因序列编码的氨基酸序列与 Bacillus licheniformis

几丁质酶（NCBI登录号：WP_016886405.1）的相似

度高达 96.47%。ProtParam 在线工具预测结果显

示，chi6380 基因核苷酸序列长度为 1 794 bp，可编

码 630个氨基酸残基。理化性质研究表明，该蛋白

质的理论相对分子质量为 69 580，等电点为 5.43。

通过 SignalP 6.0在线服务器进行信号肽识别，证实

Chi6380为典型的分泌型蛋白质，其切割位点位于

第 30位与第 31位氨基酸残基之间。

InterProScan 结 构 域 分 析 结 果 见 图 1（a），

Chi6380 为典型的分泌型 GH18 家族几丁质酶，整

体呈现多模块化的排列模式。该蛋白质的 N 端包

含一段引导蛋白质分泌的信号肽序列，随后是核

心的 GH18催化活性中心，肽链下游依次排布纤连

蛋白第Ⅲ型结构域（Fn3），C 末端则为几丁质结合

模块（chitin-binding module，CBM）。该多模块组

合特征与已报道的多种几丁质酶高度一致 。

Bacillus licheniformis 来 源 的 Chi18B 同 样 含 有

GH18催化域、Fn3、C端CBM结构。已有研究证明，

C端的 CBM区域在结合不溶性几丁质（如海洋壳体

等）的过程中发挥关键作用［27］。Bacillus sp. J813来

源的几丁质酶同样包含 GH18 催化域、Fn3、CBM

家族 5，对其 CBM 的芳香族残基进行突变后，不溶

性几丁质的底物结合能力与水解活性均显著降

低，说明 CBM 家族 5 在底物结合中具有重要功

能［28］。此外 ，昆虫来源的 OfChtII 属于含多个

CBM 结构的 GH18 家族几丁质酶，相较于仅保留

催化域的截短体，含完整 CBM 的全长构建体对不

溶性几丁质底物的结合能力与催化活性更高，支

持 CBM 提高结合能力并增强底物催化效率的功

能假设［29］。通过 BLAST 程序比对及 ESpript 3.0

可视化分析，Chi6380的氨基酸序列与多种细菌来

源的几丁质酶具有较高的序列相似度，其中催化

核心区域序列高度保守，含有 GH18家族几丁质酶

特征性保守催化序列 DXXDXDXE，见图 1（b）。

利用 AlphaFold 3 构建 Chi6380 的三维结构并标注

二级结构，结果显示该保守区域主要由交替排列

的 β 折叠和 α 螺旋构成，形成典型的（β/α）8 TIM 桶

状折叠，见图 1（c）。

2.2　chi6380基因的 PCR 扩增与克隆结果

以 Bacillus paralicheniformis 基因组 DNA 为

模板扩增 chi6380 基因，获得 1 794 bp 的目的片

段，与预测基因大小一致，见图 2（a）。重组质粒

pET22b-chi6380 经 Xho Ⅰ和 Nco Ⅰ双酶切处理后，琼

脂糖凝胶电泳结果显示，酶切后释放的插入片段与

线性化载体的条带大小均与理论预期相符，表明重

组质粒 pET22b-chi6380构建成功，见图 2（b）。

2.3　重组几丁质酶 Chi6380的诱导表达与纯化

重组质粒 pET22b-chi6380 的 SDS-PAGE 结果

见图 3。与转入空质粒 pET-22b（+）的菌株相比，

转入重组质粒 pET22b-chi6380 的菌株经诱导表达

后的破碎细胞上清液在 68 000 处出现一条明显增

强的蛋白质条带，且纯化后该位置出现单一清晰

的蛋白质条带。该蛋白质的表观相对分子质量与

理论相对分子质量（69 670）基本吻合，表明重组

几丁质酶 Chi6380在大肠杆菌中成功表达，且纯化

产物纯度较高，可用于后续酶学性质研究。采

用 BCA 试剂盒测定纯化后重组几丁质酶 Chi6380

的蛋白质质量浓度，以 BSA 为标准品绘制标准

曲线，所得标准曲线方程为：y=0.000 9x-0.010 7，

R2=0.997 6。纯化前后重组几丁质酶的蛋白质质

量浓度见表 1。

2.4　重组几丁质酶 Chi6380的酶学性质研究

2.4.1　Chi6380的最适反应 pH 与 pH 稳定性　

pH 是影响酶催化性能的因素之一，可直接调

控酶活性位点氨基酸残基的质子化状态，进而改

变酶与底物的结合方式。重组几丁质酶 Chi6380

在 pH 4.0~6.0 下的相对酶活力在 60% 以上，其中

pH 5.0时的酶活力最高；当 pH>7.0时，相对酶活力

降至 40% 以下，见图 4（a）。结果表明，该酶为酸性

偏好型几丁质酶。Chi6380 在 pH 5.0~8.0 环境中

预孵育后，仍可保留 80%~95% 的酶活力，而在碱

性（pH≥9）条件下，酶活力显著降低，见图 4（b）。

推测强碱环境会破坏维持酶空间构象的氢键与盐桥

网络，导致活性位点结构扭曲失活。该结果与其他
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图 1　Chi6380生物信息学结果

Fig. 1　Bioinformatic analysis results of Chi6380

图 2　chi6380基因 PCR 扩增产物和重组质粒双酶切验证

Fig. 2　PCR amplification products of chi6380 and double enzyme digestion of the recombinant plasmid
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GH18 家族几丁质酶的研究报道一致。Thimoteo

等［30］报道的重组几丁质酶在 pH 3~11 条件下的酶

活力较高，最适 pH 为 5~6。另有研究表明，重组几

丁质酶在 pH 6.0~8.5 条件下预孵育后仍能保持

75% 以上的酶活力［31］。

2.4.2　Chi6380的最适反应温度与温度稳定性　

温度是决定酶催化效率与结构稳定性的关键因

素。适量提高温度可加速底物分子运动、降低反应

活化能，促进酶促反应进行；而良好的热稳定性是酶

适应工业发酵、高温加工等实际生产场景的重要基

础。Chi6380的最适反应温度为 50 ℃，在 40~70 ℃

内相对酶活力在 55% 以上，见图 5（a）。Chi6380

在 30~50 ℃孵育 1 h后，相对酶活力仍高于 50%，见

图 5（b）。已有研究表明，来源于细菌的几丁质酶通

常能在 20~55 ℃保持较好的稳定性和催化活性。

Microbulbifer sp. J1-2来源的几丁质酶在 40 ℃孵育

2 h 后可保留 90% 以上酶活力 ；Micromonospora 

aurantiaca 来源的几丁质酶 MaChi3 在 50 ℃孵育

1 h 后可保持 70% 以上的酶活力［32］。在本研究中，

重组几丁质酶 Chi6380在 30~40 ℃孵育 1 h后仍保

持 80%以上的酶活力，与其他研究结果相符。室温

至中温条件广泛适用于生物防治制剂、土壤改良剂

等应用场景，因此 Chi6380的温度特性使其具有良

好的实际应用价值。

2.4.3　Chi6380的底物特异性、Km与 Vmax　

Chi6380对胶体几丁质的水解活性最高，对甲壳

素、片状几丁质、胶体壳聚糖均具有不同程度的降解

图 4　pH 对 Chi6380酶活力和稳定性的影响

Fig. 4　Effects of pH on the activity and stability of Chi6380

图 5　温度对 Chi6380酶活力和稳定性的影响

Fig. 5　Effects of temperature on the activity and stability of 

Chi6380

图 3　Chi6380的 SDS-PAGE分析

Fig. 3　SDS-PAGE analysis of Chi6380

表 1　Chi6380粗酶液的纯化与酶活力结果

Table 1　Purification and enzyme activity of the crude enzyme 

solution of Chi6380

样品

粗酶液

纯化后

总酶活力/U

6.073 4

2.405 8

总蛋白质

质量/mg

83.270

7.531

比酶活/

（U/mg）

0.072 9

0.319 5

纯化倍数

1.00

4.38

回收率/%

100.0

39.6
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能力，而对羧甲基纤维素钠几乎无催化活性，见

图 6（a）。以不同质量浓度的胶体几丁质为底物，经

GraphPad Prism软件拟合计算得到Chi6380的Km和

Vmax分别为 0.62 g/L 和 350.00 U/mg，见图 6（b）。Km

较低表明 Chi6380对胶体几丁质具有极高的底物亲

和力，这是由于胶体几丁质经溶胀处理后比表面积

增大，底物可及性提升，更易与酶活性位点结合。与

天然晶体结构的几丁质相比，胶体几丁质的空间位

阻明显降低，有利于酶-底物复合物的形成，从而提

升了催化效率。结果表明，在基于Chi6380构建几丁

质生物转化体系时，胶体几丁质为最优底物形式。

2.4.4　钠离子浓度对 Chi6380酶活力的影响　

海洋微生物在长期高盐环境的进化过程中形

成了独特的耐盐机制，因此耐盐性较强的几丁质

酶在海洋生物质资源化利用、水产养殖废弃物处

理、高盐土壤生物改良等领域具有显著优势，无需

底物脱盐预处理步骤，可有效简化工艺流程、降低

生产成本。钠离子浓度对 Chi6380酶活力的影响见

图 7。当钠离子浓度为 0.5~1.5 mol/L时，Chi6380的

相对酶活力均在 60% 以上，表现出耐盐特性，与已

报道的耐盐几丁质酶特性相符。推测该酶结构具

备一定的钠离子耐受机制，如活性位点附近含有

可与钠离子形成弱配位的极性氨基酸残基，或蛋

白质表面携带酸性氨基酸以维持水化层结构稳

定。当钠离子浓度>1.5 mol/L 时，Chi6380 相对酶

活力降至 50% 以下，符合高盐抑制酶活力的规律。

高浓度钠离子与氯离子可通过静电屏蔽、竞争性

结合、构象干扰等方式作用于酶活性中心或底物

结合位点，从而抑制底物结合或干扰催化过程，最

终导致酶活力下降［33］。

2.4.5　金属离子和有机试剂对Chi6380酶活力的影响　

金属离子可通过配位结合、竞争性抑制、氧化

还原反应等方式改变酶构象，从而调控酶的催化

效率；而表面活性剂、有机溶剂、还原剂等化学试

剂则主要通过破坏蛋白质的疏水核心、断裂二硫

键等方式来影响酶的结构稳定性。不同金属离子

对 Chi6380的酶活力存在不同程度的抑制作用，见

图 8（a）。低浓度 Mn2+、Fe3+、Fe2+、K+处理后，Chi6380

的相对酶活力均在 60% 以上；高浓度处理后相对

酶活力均低于 40%。Cu2+、Zn2+对 Chi6380 的抑制

作用最显著，相对酶活力降至 30% 以下，与 Cheba

等［34］的研究结果一致。Zn2+、Cu2+等过渡金属离子

对组氨酸侧链的咪唑基团具有较高的亲和力，这

种配位作用可能干扰催化中心的电荷分布，从而

影响酶的活性构象。

吐温 -80、乙醇、DMSO、SDS、异丙醇、DTT 对

Chi6380的酶活力有较强的抑制作用，可使其相对酶

活力降至 20% 以下，见图 8（b）。Chi6380蛋白质的

疏水核心由多个芳香族氨基酸组成，有机溶剂可破

坏蛋白质分子间的疏水相互作用，导致酶的空间结

构变形，进而降低了酶活力。EDTA对Chi6380酶活

力的抑制作用较弱，处理后相对酶活力仍维持在

50%以上，表明 Chi6380并非严格的金属依赖性酶，

其催化机制无需外源金属离子作为辅因子。该特性

图 7　钠离子浓度对 Chi6380酶活力的影响

Fig. 7　Effect of sodium ion concentration on the activity of 

Chi6380

图 6　Chi6380的底物特异性和 Lineweaver-Burk图

Fig. 6　Substrate specificity and Lineweaver-Burk plot of Chi6380
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具有显著的工业应用优势，可在无金属离子补充的

反应体系中稳定催化，既简化了缓冲液配制工艺，又

避免了重金属污染风险。

2.4.6　Chi6380的水解产物分析　

通过 HPLC 对 Chi6380 的水解产物进行分

析，结果见图 9。Chi6380 在催化几丁质水解反应

的前期主要生成几丁四糖和几丁六糖，未检测到

明显的几丁二糖积累，表明该酶主要切割几丁质

内部的 β -1，4 糖苷键，具备典型的内切几丁质酶

活性。随着反应的进行，几丁二糖、几丁四糖与

几丁六糖含量持续升高，表明 Chi6380 具有连续

水 解 的 双 功 能 特 性［35］。 首 次 切 割 底 物 后 ，

Chi6380 能继续沿着糖链滑动并不断切割，从而

产生更低聚度的寡糖，这种过程性水解现象在其

他几丁质酶中已有报道。研究表明，酶活性中心

附近的芳香族氨基酸可形成疏水性底物引导通

道，增强酶与底物的亲和力，介导酶沿底物链滑

动，从而实现持续水解催化［36］。与传统几丁质酶

相比，Chi6380 生成的几丁寡糖在结构上具有独

特结构，不仅具有优异的抗氧化活性，还可作为

天然稳定剂应用于食品加工领域，可有效提高食

品的抗氧化能力，延长产品货架期。此外，高聚

合度几丁寡糖稳定性较好，能够有效提升食品的

质地、口感和外观，在食品品质提升和功能性食

品配料开发方面具有广阔的应用前景。

2.5　Chi6380的抗真菌活性

Chi6380对多种丝状真菌具有显著的抑菌活性，

可明显抑制 Phytophthora nicotianae 和 Curvularia 

lunata 的菌丝生长，抑菌率分别为（46.40±0.21）%、

（30.53±0.38）%。Chi6380为双功能几丁质酶，能够

降解真菌细胞壁中的 β-1，4-N-乙酰葡糖胺聚合物，从

而破坏细胞壁结构完整性，造成菌体渗透压失衡，最

终导致菌丝生长受阻［37］。该抑菌机制与已报道的微

生物来源的几丁质酶抗真菌机理一致，即几丁质酶

可通过降解真菌细胞壁结构，发挥广谱抑菌活性［38］。

3　结论

作者从 Bacillus paralicheniformis 中成功克隆

并表达了 GH18 家族几丁质酶 Chi6380。结果表

明，Chi6380 具有典型的 C18 催化域 -Fn3-CBM 多

模块结构，这种复杂的结构域组成是其高底物亲

图 9　Chi6380水解胶体几丁质产物的 HPLC 结果

Fig. 9　HPLC results of hydrolysis products from colloidal 

chitin by Chi6380

图 8　金属离子与化学试剂对 Chi6380酶活力的影响

Fig. 8　Effects of metal ions and chemical reagents on the 

activity of Chi6380

图 10　几丁质酶的抗真菌活性

Fig. 10　Antifungal activity of chitinase

65



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  316 期  | 2026 年  7 月  | 食品与生物技术学报

和力及高效降解能力的基础。该酶在 pH 5.0、

50 ℃条件下表现出优异的催化活性，能够适应食

品加工中常见的弱酸及中温环境。相较于已报道

的同家族酶，Chi6380水解产物主要为高聚合度的

几丁寡糖。此外，Chi6380 能有效破坏真菌细胞

壁，为将其开发为绿色防腐剂或微生物拮抗剂提

供了数据支撑。本研究虽明确了 Chi6380 的基本

催化特性，但该酶过程性水解的分子机制、在复杂

食品基质中的应用以及在复杂土壤环境中的实际

防治效果仍有待深入研究。综上，Chi6380在甲壳

类废弃物生物转化、食品保鲜、功能性食品开发及

植物病害生物防治领域具有广阔的应用前景。
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