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高产几丁质酶菌株的筛选鉴定、发酵条件
优化及酶学性质分析

张莉刚，潘思静，韦玉玲，李吉玲，潘东炜，张红岩，申乃坤*

（广西民族大学海洋与生物技术学院，广西多糖材料与改性重点实验室，广西南宁 530006）

摘　要：为提升甲壳类废弃物中几丁质的资源化利用价值，本研究从广西海虾养殖场底部淤泥中采集样品，经初

筛、复筛获得高产几丁质酶菌株并进行鉴定，再进一步通过单因素及正交优化设计确定最佳发酵参数，最后对菌

株所产几丁质酶的酶学性质及酶解产物进行研究。结果表明：从几丁质固体平板上初筛获得 9株透明圈较大菌

株，进一步复筛获得 1株高产几丁质酶（297.24±10.77 U/L）的菌株 GXUN-J3，鉴定为链霉菌属（Streptomyces
sp.）；条件优化获得该菌产几丁质酶的最佳工艺为：几丁质 6%（w/v），大豆粉浓度 0.25%（w/v），初始

pH7.0，发酵温度 25 ℃，装液量 40 mL/150 mL，接种量 5%（v/v），酶活可达 1026.72±18.69 U/L，是优化前的

3.51倍；酶学性质结果表明，该菌株所产几丁质酶的最适反应温度为 50 ℃，最适反应 pH为 5.0，金属离子中

Mg2+和 Fe3+对酶活有激活作用，而 Fe2+、Mn2+、Cu2+则有显著抑制作用（P<0.05）；化学试剂 EDTA、SDS、甲醇

有显著抑制作用（P<0.05）。酶解几丁质产物经薄层层析（thin layer chromatography，TLC）鉴定为几丁二糖和 N-
乙酰-D-氨基葡萄糖，表明该酶具有外切几丁质酶特性。本研究建立了基于链霉菌 GXUN-J3的几丁质酶与几丁寡

糖制备工艺，为甲壳类废弃物的高值化利用提供了研究基础。
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Screening and Identification of High Chitinase Producing Strains,
Optimization of Fermentation Conditions
and Analysis of Enzymatic Properties
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（School of Marine Sciences and Biotechnology, Guangxi Minzu University, Guangxi Key Laboratory for Polysaccharide
Materials and Modifications, Nanning 530006, China）

Abstract：To enhance the value-added utilization of chitin derived from crustacean waste, this study collected samples from
the bottom of a shrimp farm in Guangxi. High-yield chitinase-producing strains were isolated through preliminary and sec-
ondary screening, followed by taxonomic identification. The optimal fermentation conditions were determined using single-
factor experiments combined with orthogonal designs.  Subsequently,  the enzymatic properties and hydrolysis  products of
the chitinase produced by the selected strain were characterized. Results showed that initial screening on chitin-containing
agar plates yielded nine strains capable of forming clear zones, among which strain GXUN-J3 exhibited the highest chiti-
nase activity (297.24±10.77 U/L) and was identified as belonging to the genus Streptomyces sp. Under optimized fermenta-  
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tion conditions—6% (w/v) chitin,  0.25% (w/v) bean powder,  an initial  pH of 7.0,  a fermentation temperature of 25 ℃,  a
liquid  volume  of  40  mL  per  150  mL  flask,  and  an  inoculum  size  of  5%  (v/v)—the  chitinase  activity  reached  1026.72±
18.69  U/L,  representing  a  remarkable  increase  of  3.51-fold  compared  to  the  original  process.  Enzyme  characterization
revealed optimal activity at 50 ℃ and pH5.0. Among the metal ions tested, Mg2+ and Fe3+ significantly enhanced enzyme
activity, whereas Fe2+, Mn2+, and Cu2+ exhibited significant inhibitory effects (P<0.05). Additionally, the chemical agents of
EDTA, SDS, and methanol markedly suppressed enzymatic activity (P<0.05). Thin-layer chromatography (TLC) analysis
demonstrated that the hydrolysis products primarily consisted of chitin dimer and N-acetyl-D-glucosamine, suggesting that
this  enzyme  functions  as  an  exo-chitinase.  This  study  successfully  established  a  process  for  producing  chitinase  and
preparing chitin oligosaccharide using Streptomyces strain GXUN-J3, offering a promising approach for high-value utiliza-
tion of crustacean waste.

Key words：chitinase；Streptomyces；optimization of conditions；enzymatic properties；chitooligosaccharides

几丁质（chitin）又称甲壳素，是一种自然界含量

丰富的天然高分子多糖，其结构类似于纤维素，由

N-乙酰 -D-氨基葡萄糖 （N-acetyl-D-glucosamine，
GlcNAc）通过 β-1,4糖苷键连接形成，广泛存在于甲

壳类动物外壳、昆虫外骨骼及真菌细胞壁中[1−2]。近

年来，随着水产加工业的快速发展，每年可产生约

1×106 吨富含几丁质的甲壳类废弃物[3]。目前，少部

分虾蟹壳经化学或生物法脱蛋白、脱矿后得到几丁

质，几丁质再经化学法脱乙酰得到壳聚糖，进一步酶

水解得到壳寡糖，广泛应用于农用、食品及医药等行

业[4]。但多数甲壳类废弃物被直接丢弃或简单粉碎

利用，造成了严重的环境污染和资源浪费[5]。而几丁

寡糖保留了几丁质天然乙酰基结构，相较于壳寡糖，

其生物学效应和应用前景更为显著[6]。已有研究证

实，几丁寡糖具有抗氧化、抗肿瘤、免疫调节及植物

防御诱导等功能[7−10]。因此，开发甲壳类生物质定向

转化几丁寡糖技术，对实现海洋废弃物高值化利用具

有重要战略意义。

传统工业制备几丁寡糖主要依赖强酸（如氢氟

酸、硝酸）或强氧化剂（如过氧化氢）的化学法处理，

该过程不仅能耗高、产物结构难以调控（常形成多聚

体混合物），且伴随环境污染物及低分子量副产物的

生成[11]。而酶法催化凭借其环境兼容性、底物专一

性和催化精准性等优势，已成为绿色制备几丁寡糖的

新兴策略。通过酶促反应定向裂解 β-1,4糖苷键，可

精准制备具有明确聚合度的几丁寡糖，这对开发高生

物活性且水溶性优良的几丁质衍生物具有重要应用

价值。

几丁质酶是特异性水解几丁质糖苷键以生成几

丁寡糖或单糖的酶类统称，在细菌、真菌、病毒、昆

虫、植物及动物等多种生物体内广泛存在，依据作用

位点差异，几丁质酶可分为内切酶与外切酶两类[12]。

内切几丁质酶随机切割几丁质长链内部位点，生成几

丁寡糖；外切几丁质酶包含几丁二糖外切酶和 β-N-
乙酰氨基葡萄糖苷酶，前者作用于几丁质长链非还原

端 ，切割产生 N-乙酰 -D-氨基葡萄糖二聚体

（GlcNAc）2，后者则将内切几丁质酶生成的寡糖分解

为 GlcNAc，进而代谢供能。虽有报道显示部分几丁

质酶可单独将几丁质水解为 GlcNAc，但此类酶数量

较少。绝大多数几丁质酶仅具单一活性，几丁质完全

降解为 GlcNAc需两种以上几丁质酶协同作用[13]。

近年来，诸多产几丁质酶菌株被报道，如弧菌属

（Vibrio sp.）、芽孢杆菌属（Bacillus sp.）等[14]。Du等[15]

研究表明，类芽孢杆菌属（Paenibacillus sp.）所产几丁

质酶的最适 pH为 4.5、最适温度为 50 ℃，酶解产

物为 GlcNAc和（GlcNAc）2；Guo等[16] 报道橙色微

杆菌（Micromonospora aurantiaca）所产几丁质酶在

pH5.0、温度 55 ℃ 时活性最佳，水解产物为 GlcNAc

和（GlcNAc）2；Asmani等
[17] 则发现高地芽孢杆菌

（Bacillus  altitudinis  KA15）产生的几丁质酶最适

pH为 5.5、最适温度为 85 ℃，最终水解产物是

（GlcNAc）2-（GlcNAc）5 的混合物。尽管几丁质生物

转化技术已取得显著进展，但现存菌株大多存在酶活

性低、稳定性差以及转化效率较低等问题，这极大地

限制了其工业化应用[18]。筛选与开发高效降解几丁

质的菌株，对于实现甲壳类废弃物资源的高值化利用

以及推动绿色生物制造而言意义重大。

本研究旨在筛选出高产几丁质酶的菌株，并进

行鉴定及产酶条件优化，进一步对菌株产酶性质及产

物进行分析，为生物法或酶法降解制备几丁寡糖提供

理论与实验依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

将采集自广西北海南美白对虾底泥样品装入无

菌样品袋后，于 4 ℃ 条件下带回实验室进行产几丁

质酶菌株分离；粉末几丁质、酵母提取物、Chelex-

100　上海源叶生物科技有限公司；N-乙酰-D-氨基

葡萄糖（优级纯）　上海阿拉丁生化科技有限公司；其

他均为国产分析纯。

1%（m/v）胶体几丁质的制备：称取 10 g粉末几

丁质，加 176 mL浓盐酸搅拌均匀，4 ℃ 静置 24 h，

8000 r/min离心 5 min，取沉淀用去离子水反复洗至

中性，最后用去离子水定容至 1000 mL，4 ℃ 保存

备用。

LB培养基（g/L）：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0，pH自然；ISP2培养基（g/L）：麦芽糖

10.0，葡萄糖 4.0，酵母提取物 4.0，pH自然；胶体几丁
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质固体培养基（g/L）：胶体几丁质 4.0，（NH4）2SO4

2.0， K2HPO4  0.7， KH2PO4  0.3， MgSO4·7H2O  0.5，
FeSO4·7H2O 0.01，琼脂 20.0，pH自然；产几丁质酶

基础发酵培养基（g/L）：粉末几丁质 10.0，（NH4）2SO4

2.0， K2HPO4  0.7， KH2PO4  0.3， MgSO4·7H2O  0.5，
FeSO4·7H2O 0.01，pH自然。

BSG-250恒温培养箱　上海博讯医疗生物仪器

股份有限公司；H1850台式高速离心机　湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司；Epoch酶标仪　美国伯腾

公司；MQD-S3NR振荡培养箱　上海旻泉仪器有限

公司；Master PCR仪　德国艾本德公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌株的筛选

 1.2.1.1   初筛　取采集样品 10 g与 40 mL无菌水混

合，置于 35 ℃、200 r/min振荡 30 min，稀释涂布至

LB培养基，35 ℃ 培养 72 h后挑选单菌落接至胶体

几丁质固体培养基，于 30 ℃ 条件下培养 3~7 d后测

量透明圈直径（D）和菌落直径（d），计算圈径比值

（D/d），根据 D/d值大小初步筛选出产几丁质酶能力

较强的菌株。

 1.2.1.2   复筛　将产透明圈的菌株接种至基础发酵

培养基，于 30 ℃、200 r/min条件下振荡培养 72 h
后，测定菌株产几丁质酶活，复筛获得高产几丁质酶

的菌株。

几丁质酶活测定：取 1 mL发酵液，以 12000 r/
min离心 5 min后，取 400 μL上清液与 400 μL浓度

为 1%的胶体几丁质充分混合，置于 50 ℃ 恒温水

浴 15 min，反应完成后，迅速将其转移至沸水浴中处

理 10  min；水冷后，以 12000  r/min离心 5  min，取
200 μL上清液，加入 300 μL DNS试剂，再进行 8 min
的沸水浴处理。水冷后，取 200 μL溶液在 540 nm
波长处测定吸光值，以煮沸灭活的发酵液作为空白对

照。酶活力单位（U）定义为：在上述反应条件下，每分

钟催化产生 1 μmol N-乙酰-D-氨基葡萄糖所需的酶

量。同时，以 N-乙酰-D-氨基葡萄糖绘制标准曲线。

 1.2.2   菌株的鉴定

 1.2.2.1   形态学鉴定　将菌株接种于 ISP2固体培养

基，置于 28 ℃ 恒温培养箱中培养 96 h后进行革兰

氏染色，利用光学显微镜进行观察；通过斜面插片法

在三区划线后的 ISP2固体培养基中进行插片，35 ℃，

培养 48 h，将盖玻片取出，用新鲜的 2.5%戊二醛固

定 90 min，分别用 30%、50%、70%、100%无水乙醇

脱色 15 min，放入干燥器内干燥，喷铂，于扫描电子

显微镜下观察。

 1.2.2.2   生理生化鉴定　基于形态学鉴定结果，实验

菌株的系统分类学分析通过形态培养特征及生理生

化特性测定完成，具体方法参照《链霉菌鉴定手册》

及相关文献[19]。

 1.2.2.3   分子生物学鉴定　将 ISP2培养基中的单菌

落转移至含 35 µL Chelex-100的 300 µL微量离心

管中，经涡旋振荡 30 s后，于金属浴中 99 ℃ 加热

40 min，之后 12000 r/min离心 5 min收集上清液，

以 16S rRNA通用引物（27F和 1541R）作为扩增引

物，以上述上清液作为 PCR模版参照梁颖等[20] 的方

法进行 PCR扩增。反应程序：98 ℃ 预变性 5 min；
95 ℃ 变性 1 min，55 ℃ 退火 1 min，72 ℃ 延伸 90 s，
35个循环；72 ℃ 终延伸 10 min，4 ℃ 保存。将 PCR
扩增产物送测，测序结果进行多序列比对后构建系统

发育树。

 1.2.3   单因素实验　产几丁质酶工艺优化在 150 mL
三角瓶中进行，在装液量 30  mL/150  mL，接种量

1%（v/v），发酵初始 pH7.0，发酵温度 28 ℃，转速

200 r/min条件下，研究不同因素对菌株 GXUN-J3
产几丁质酶的影响。最适碳源及浓度：以基础发酵培

养基为对照，分别利用 1%（w/v）的不同碳源（葡萄

糖、木薯淀粉、麦芽糖、果糖、乳糖）替代基础发酵培

养基中的几丁质成分，其它因素不变，根据酶活结果

确定最适碳源，再进行碳源浓度优化（1%、2%、3%、

4%、5%、6%、7%、8%，w/v）；最适氮源及浓度：以基

础发酵培养基为对照，分别加入 0.2%（w/v）的不同氮

源（牛肉粉、胰蛋白胨、大豆粉、硝酸铵、氯化铵、硫

酸铵），其它因素不变，根据酶活结果确定最适氮源后

再进行浓度优化（0、0.05%、0.1%、0.15%、0.20%、

0.25%、0.3%，w/v）；最适培养温度：基础发酵培养基

接种后分别置于 25、28、31、34和 37 ℃ 培养，其它

因素不变，根据酶活结果确定最适发酵温度；最适发

酵初始 pH：分别调整基础发酵培养基的初始 pH为

5.5、6.0、6.5、7.0、7.5和 8.0，其他发酵因素不变，根

据酶活结果确定最适发酵初始 pH；最适装液量：分别

调整基础发酵培养基的装液量为 30、40、50、60、
70、80 mL/150 mL，其它因素不变，根据酶活结果确

定最适装液量；最适接种量：将接种量分别调整为

1%、2%、3%、4%、5%（v/v）接种至基础发酵发酵培

养基，其它因素不变，根据酶活结果确定最适接

种量。

 1.2.4   正交试验　根据单因素结果选取对几丁质酶

活影响显著的 4个因素（碳源浓度、氮源浓度、发酵

温度、接种量）开展四因素三水平正交试验，正交表

设计见表 1。以几丁质酶活力作为优化指标，探究菌

株 GXUN-J3发酵产几丁质酶的最佳工艺条件，并对

获得最优条件进行验证。
 

表 1    正交试验因素水平设计

Table 1    Factor and level designed of orthogonal test

因素
水平

1 2 3

A：粉末几丁质浓度（%，w/v） 6.0 7.0 8.0
B：大豆粉浓度（%，w/v） 0.20 0.25 0.30

C：温度（℃） 25 28 31
D：接种量（%，v/v） 3 4 5
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 1.2.5   菌株 GXUN-J3产几丁质酶粗酶液酶学性质

分析

 1.2.5.1   几丁质酶粗酶液的制备　取菌株 GXUN-
J3发酵液，于 4 ℃，12000 r/min离心 10 min，收集上

清。向上清中缓慢加入硫酸铵粉末并持续搅拌，使其

硫酸铵饱和度达到 50%，于 4 ℃ 静置过夜。次日，

于 4 ℃，10000 r/min离心 30 min，所得沉淀为几丁

质酶粗产物。用 pH7.0的磷酸盐缓冲液溶解沉淀，

得到粗酶液，4 ℃ 保存备用[20]。

 1.2.5.2   温度对酶活性及稳定性的影响　将反应体

系分别置于 30、40、50、60、70 ℃ 的温度条件下反

应 15 min，测定不同温度下几丁质酶活力大小，确定

最佳反应温度。同时，将粗酶液在上述温度梯度下恒

温孵育 2 h，测定酶活力，以最高酶活力为 100%，计

算不同温度下的相对酶活，观察其温度稳定性。

 1.2.5.3   pH对酶活性及稳定性的影响　取 pH4.0、
5.0、6.0、7.0、8.0的柠檬酸-磷酸缓冲液，与粗酶液

按 1:1的体积比混合，在最适温度下测定几丁质酶

活力，确定最适反应 pH。将粗酶液置于上述 pH缓

冲液中，在最适温度下恒温孵育 2 h，测定酶活力，以

最高酶活力为 100%，计算不同 pH条件下的相对酶

活，观察其 pH稳定性。

 1.2.5.4   金属离子及生化试剂对酶活性的影响　将

粗酶液分别置于终浓度为 5 mg/mL和 10 mg/mL的

Fe2+、Mg2+、Fe3+、K+、Mn2+、Zn2+、Cu2+、Na+金属离

子溶液中孵育 2 h，测定几丁质酶活力，以未加金属

离子时的酶活为 100%，计算添加不同金属离子后的

相对酶活。

将粗酶液分别置于终浓度为 5和 10 mg/mL的

乙 二 胺 四 乙 酸 （ ethylenediaminetetraacetic  acid，
EDTA）、十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl  sulfate，
SDS）、二甲基亚砜（dimethyl  sulfoxide，DMSO）、

聚山梨酯 80（polysorbate 80，Tween 80）、甲醇、乙

醇、丙酮、异丙醇生化试剂溶液中孵育 2 h，测定几丁

质酶活力，以未加生化试剂时的酶活为 100%，计算

添加不同生化试剂后的相对酶活。

 1.2.5.5   酶的底物特异性　将粗酶液分别与浓度为

10 mg/mL的胶体几丁质、粉末几丁质、片状几丁

质、粉末壳聚糖、虾壳粉等底物反应，测定几丁质酶

活力，以最高底物酶活 100%，计算其他底物的相对

酶活，观察其底物特异性。

将粗酶液分别与 1%、2%、3%、4%、5%、6%
（w/v）的胶体几丁质反应，测定几丁质酶活力，以最高

底物浓度酶活为 100%，计算其他底物浓度的相对酶

活，观察其底物浓度对酶活的影响。

 1.2.5.6   薄层层析法（thin layer chromatography，TLC）

测定酶解产物　以 10 g/L胶体几丁质为底物，按

1:1（v/v）与粗酶液混合，在 50 ℃ 分别反应 0、0.5、
1、2、4、6、12、24 h。反应后沸水浴 10 min，再以

12000 r/min离心 10 min，取上清在硅胶板上点样。

以几丁寡糖为标样，将硅胶板放入层析缸，加入展层

剂（冰乙酸:正丁醇:水:氨水=13:26:13:2，v/v）缓慢

展开。当层析液距硅胶板上边缘 1 cm时，结束层

析。取出硅胶板，50 ℃ 烘干 10 min，均匀喷涂显色

剂（二苯胺:丙酮:苯胺:磷酸=1:50:1:5），110 ℃ 烘

干 10 min显色。通过酶解产物与标样几丁寡糖在硅

胶板上的分离位置比对，判断该几丁质酶为内切型或

外切型。

 1.3　数据处理

所有实验均设置三个生物学重复，实验结果以

“平均值±标准差”表示。数据经 Microsoft  Excel

2019进行处理，随后采用 IBM SPSS Statistics 21.0

进行显著性分析和正交方差分析，用 GraphPad Prism

8进行图形绘制。

 2　结果与分析

 2.1　产几丁质酶菌株的筛选、鉴定

从采集的海虾养殖场底部淤泥中共筛选到 9株

可在胶体几丁质固体平板上产明显透明圈的菌株，菌

 

图 1    胶体几丁质固体平板初筛结果

Fig.1    Primary screening results of chitin solid plates
in colloidal form

 

表 2    复筛菌株的几丁质酶活性测定

Table 2    Determination of chitinase activity
in rescreened strains

菌株 圈径比（D/d） 酶活（U/L）

GXUN-J3 1.84±0.17a 297.24±10.77a

GXUN-3-9 1.55±0.09bc 222.02±10.01b

GXUN-J2 1.31±0.12d 121.43±8.76c

GXUN-3-8 1.51±0.11bc 118.71±4.94c

GXUN-3-6 1.47±0.14c 99.68±4.43d

GXUN-1-8 1.62±0.19b 93.34±0.82d

GXUN-J1 1.81±0.16a 57.09±5.01e

GXUN-2-6 1.09±0.14e 34.43±2.60f

注：同列不同字母表示差异显著P<0.05。
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株 GXUN-J3的 D/d最大为 1.84±0.17（图 1、表 2），
将其接种到几丁质发酵培养基中进行摇瓶复筛。以

N-乙酰-D-氨基葡萄糖标准品绘制标准曲线，y=
2.4088x-0.1477，R2=0.9971。菌株在几丁质基础发酵

培养基中复筛结果如表 2所示，菌株 GXUN-J3展现

出显著（P<0.05）高于其他菌株的几丁质酶活性

（297.24±10.77 U/L），故将其确定为后续研究的菌株。

将菌株 GXUN-J3在 ISP2平板上进行划线接

种，于 28 ℃ 培养 2周。培养后，菌落呈现粉红色，表

面干燥、不透明，隆起且紧密附着于培养基，难以挑

取（图 2A），该菌株革兰氏染色呈阳性（图 2B），在测

试培养基上分泌金黄色色素，形成具有广泛分支的基

质菌丝体和气生菌丝。气生菌丝进一步分化为表面

光滑的圆柱形孢子，排列成直孢子链（图 2C）。

 
 

50 μm 2 μm

A

B C

图 2    菌株 GXUN-J3的形态学鉴定
Fig.2    Morphological identification of strain GXUN-J3

注：A：菌落形态图（ISP2培养基）；B：革兰氏染色图（400×）；
C：扫描电镜图（2000×）。
 

生理生化特性鉴定结果（表 3）显示，其生长温度

范围为 20~40 ℃，可耐受的 pH范围为 5.0~8.0，能
在 0~4%（w/v）NaCl的环境中生长；过氧化氢酶、纤

维素水解酶、酪蛋白水解酶、明胶液化及硫化氢试验

呈阳性，而 VP、MR、硝酸盐产气和淀粉水解酶试验

呈阴性。该菌株能够以麦芽糖、葡萄糖、果糖、棉子

糖、甘油和甘露糖作为唯一碳源进行生长，但无法利

用蔗糖、木糖、海藻糖、甘醇、肌醇和半乳糖等碳源。

16S  rRNA序列比对表明，其与杨浦链霉菌

（ Streptomyces  yangpuensis  fd2-tb）的相似度高达

99%；进一步构建系统发育树结果显示菌株 GXUN-
J3与 S.  yangpuensis  fd2-tb亲 缘 关 系 最 为 接 近

（图 3）。综合形态学、生理生化及 16S rRNA序列分

析结果，可将菌株 GXUN-J3鉴定为链霉菌属（Strep-
tomyces sp.）。

几丁质酶在几丁寡糖工业化生产中应用潜力巨

大。当前，利用微生物产几丁质酶水解几丁质来生

产几丁寡糖，是一种高效且环保的方法，已有研究表

明几丁质酶已在多种生物体中被发现，如寡养单胞菌

属（Stenotrophomonas  sp.） [21]、嗜麦芽窄食单胞菌

（Stenotrophomonas maltophilia）[22] 和淀粉酶链霉菌

（Streptomyces diastaticus）[23] 等。本研究中，筛选获

得的高产几丁质酶的菌株 GXUN-J3，其几丁质酶活

性显著高于已报道的大部分菌株，显示出较强的产酶

能力，在工业生产几丁寡糖上有较好的应用潜力。

 2.2　单因素实验

碳源优化结果表明（图 4A），与其他碳源相比，粉

末几丁质为碳源时，酶活力最高，这可能是由于几丁

质酶作为一种诱导酶在几丁质的诱导下才能大量表

达[5]；进一步浓度优化结果表明，当粉末几丁质添加

量为 7%（w/v）时，菌株产酶活力最高，可达 947.77 U/L
（图 4B）。最适氮源及浓度优化结果表明（图 4C、
图 4D），该菌株产酶的最适氮源为 0.25%（w/v）大豆

 

表 3    菌株生理生化特征分析

Table 3    Biochemical and physiological profiling
of bacterial strains

项目名称 结果 碳源 结果

革兰氏染色 + 麦芽糖 ++++
过氧化氢酶 + 葡萄糖 ++++
淀粉水解酶 − 果糖 +++

纤维素水解酶 + 蔗糖 −
酪蛋白水解酶 + 棉子糖 ++
明胶液化试验 + 木糖 −

VP、MR − 甘油 +++
硫化氢试验 + 甘露糖 +++
硝酸盐产气 − 海藻糖 −
温度耐受性 20~40 ℃ 甘醇 −
NaCl耐受性 0~4% 肌醇 −
pH耐受性 5.0~8.0 半乳糖 −

注：“−”结果为阴性；“+”结果为阳性；“++”结果为生长状态较差；“+++”
结果为生长状态一般；“++++”结果为生长状态良好。

 

Streptomyces globosus LMG 19896T (AJ781330)

Streptomyces toxytricini NBRC 12823T (AB184173)

Streptomyces amritsarensis MTCC 11845T (MQUR01000179)

Streptomyces flavotricini NRRL B-5419T (JNXV01000042)

Streptomyces yangpuensis fd2-tbT (LBMK01000002)

Streptomyces katrae NRRL ISP-5550T (JZWV01000648)

Streptomyces racemochromogenes NRRL B-5430T (DQ026656)

Streptomyces polychromogenes NBRC 13072T (AB184292)

Streptomyces virginiae NRRL ISP-5094T (JOAK01000082)

Kitasatospora nipponensis HKI 315T (AY442263)

100

97

67

75

96

58

0.01

GXUN-J3(PX506010)

图 3    基于菌株 GXUN-J3的 16S rRNA序列构建的
系统发育树

Fig.3    Phylogenetic tree constructed based on the 16S rRNA
sequence of strain GXUN-J3
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粉，有研究表明与其它氮源相比，大豆粉更容易被利

用，推测可能是因为大豆粉不仅能提供必要的氮元

素，还提供了很多必需的生长因子[21]。发酵温度优化

结果如图 4E所示，当发酵温度低于 28 ℃ 时，随着

温度较高，酶活迅速升高，28 ℃ 时达到最大为

300.78 U/L；但当温度高于 28 ℃ 时，酶活随温度升

高而迅速降低。因此，菌株 GXUN-J3发酵产酶的最

适温度为 28 ℃，这与大部分链霉菌的报道一致，链

霉菌发酵产酶的最适温度在 25~30 ℃[23]。当发酵初

始 pH低于 7.0时，随着 pH升高，菌株 GXUN-J3
产几丁质酶活性迅速升高，初始 pH为 7.0时达到最

大为 301.02 U/L；但当 pH高于 7.0时，酶活随 pH升

高而迅速降低，推测可能是过高或过低的 pH会影响

菌株的生长进而导致酶活的降低。因此，确定菌株

GXUN-J3发酵产酶的最适初始 pH为 7.0（图 4F）。
装液量优化结果表明，当装液量为 30~40 mL/150 mL

时，酶活随装液量增加而升高；但装液量高于 40 mL/
150 mL时，酶活随装液量升高而显著下降（P<0.05），
可能是装液量太高时，培养基中溶氧供应不足，导致

菌体生长受到影响，从而导致产酶效率大幅下降[14]。

因此，确定菌株 GXUN-J3产酶的最适装液量为

40 mL/150 mL（图 4G）。当接种量为 1%~4%（v/v）
时，菌株 GXUN-J3产几丁质酶活力随接种量增加而

升高；但当接种量高于 4%（v/v）时，酶活会迅速下降，

可能是由于过高的接种量会急剧消耗培养基中的氧

气和营养物质，从而导致菌株的酶活力降低[17]。因

此，确定菌株 GXUN-J3发酵产几丁质酶的最适接种

量为 4%（v/v）（图 4H）。

 2.3　正交试验

根据单因素优化结果可知，碳源浓度、氮源浓

度、发酵温度、接种量、初始 pH和装液量均对几丁

质酶活具有显著影响（P<0.05），但初始 pH和装液量

对酶活有负效应。因此，本研究选取对酶活具有正效

应的 4个因素（碳源浓度、氮源浓度、发酵温度、接种

量）开展四因素三水平正交试验。结果如表 4所示，

通过极差分析（R值）与方差分析（表 5）确定各因素

主效应，确定最优参数组合为：6%（w/v）的粉末几丁

质（A1）、0.25%（w/v）的大豆粉（B2）、培养温度 25 ℃
 

表 4    正交试验结果

Table 4    Results of orthogonal test

试验号 A B C D 酶活力（U/L）

1 1 1 1 1 767.00±20.01
2 1 2 3 2 680.58±34.27
3 1 3 2 3 828.81±45.98
4 2 1 3 3 485.53±33.97
5 2 2 2 1 686.58±45.20
6 2 3 1 2 658.97±10.08
7 3 1 2 2 617.56±23.41
8 3 2 1 3 795.21±16.16
9 3 3 3 1 645.17±16.22
K1 2276.39 1870.08 2221.17 2098.74
K2 1831.07 2162.36 2132.95 1957.11
K3 2057.93 2132.95 1811.27 2109.55
R 148.44 97.43 136.64 50.81

主次顺序 A>C>B>D
最佳组合 A1 B2 C1 D3

 

表 5    正交试验方差分析结果

Table 5    Variance analysis result of orthogonal test

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

修正模型 258528.305a 8 32316.03814 36.081284 <0.001
截距 12670698.45 1 12670698.45 14147.002 <0.001

几丁质浓度 99164.58107 2 49582.29053 55.359282 <0.001
大豆粉浓度 51796.47601 2 25898.238 28.915725 <0.001

温度 93095.44132 2 46547.72066 51.971145 <0.001
接种量 14471.80675 2 7235.903375 8.0789817 0.003
误差 16121.61846 18 895.6454702
总计 12945348.37 27

修正后总计 274649.9236 26

注：ᵃ 决定系数 R2=0.941，调整决定系数 R2
adj=0.912。
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图 4    培养基组分与培养条件对链霉菌菌株几丁质酶
合成的优化分析

Fig.4    Optimization of culture medium composition
and fermentation parameters for chitinase biosynthesis

in Streptomyces strains
注：A：碳源；B：几丁质浓度；C：氮源；D：大豆粉浓度；E：培养
温度；F：培养基初始 pH；G：装液量；H：接种量；不同字母代表
组间存在差异显著（P<0.05），图 5同。
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（C1）及 5%（v/v）的接种量（D3），对正交试验获得最佳

条件进行验证实验，测得酶活为 1026.72±18.69 U/L，
较初始条件（297.24±10.77 U/L）提升 2.51倍。

产几丁质酶的菌株在实际应用中常面临酶活低、

稳定性差等难题。以几丁质酶活力为关键指标，通过

优化发酵工艺来提高菌株产酶的活性，有望显著提

升几丁质废弃物的生物转化效率，为资源化利用提供

技术支持。张瑶心等 [24] 对无色杆菌属（Achromo-
bacter sp.）ZWW8进行研究，经单因素条件优化后，

其胞外上清酶活力达 33.9 U/L，为优化前的 8倍。

严佳佳[25] 针对弧菌属（Vibro sp.）Y-8中的两个几丁

质酶 Chi1和 Chi2开展研究，经发酵工艺优化后，

Chi1酶活力从 70 U/L提升至 135 U/L，为优化前的

1.92倍 ；Chi2酶活力从 73  U/L提升至 123  U/L，
为优化前的 1.73倍。本研究对 GXUN-J3的发酵条

件进行单因素、正交试验优化后，酶活可达 1026 U/L，
较优化前提高 2.51倍。为 GXUN-J3菌株产几丁质

酶的进一步开发利用提供了数据支持，也为酶法降解

虾壳废弃物生产几丁寡糖的深入探究提供了实验

依据。

 2.4　菌株 GXUN-J3产几丁质粗酶液的酶学性质

 2.4.1   最适反应温度和温度稳定性　如图 5A所示，

当反应温度在 30~50 ℃ 时，几丁质酶活随温度升高

而逐渐增大，50 ℃ 时达到最大；但当温度高于 50 ℃，

酶活随反应温度升高而迅速降低。在低温条件下

（<30 ℃），酶与底物分子间运动速率的降低可能导致

催化效率下降；而高温环境（>50 ℃）下引起了酶分子

高级结构的改变，从而导致酶变性失活，酶活降低。

热稳定性分析结果（图 5B）显示，该酶在 30~50 ℃ 孵

育 2 h后仍保持 85%以上的活性，当处理温度超过

50 ℃ 时，酶活性下降至初始值的 50%以下，几丁质

酶的热稳定性与其结构密切相关，其一级结构和二级

结构并不会因高温环境而产生变化，但高温条件下三

级结构和四级结构会遭到破坏，最终导致几丁质酶活

力的丧失[26]。

已有研究表明，多数几丁质酶的最适反应温

度范围为 40~60 ℃，如苏云金芽孢杆菌（Bacillus

thuringiensis）Bt028菌株产几丁质酶最适温度

60 ℃[27]。本研究中 GXUN-J3菌株产几丁质酶的
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图 5    不同条件对酶活性及稳定性的影响

Fig.5    Effects of different conditions on enzyme activity and stability
注：A：温度；B：温度稳定性；C：pH；D：pH稳定性；E：金属离子；F：生化试剂；G：底物种类；H：底物浓度。
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最适温度为 50 ℃，且在 30~50 ℃ 孵育 2 h后仍具有

较高的活性。此温度响应特性与鱼源假交替单胞

菌（Pseudoalteromonas piscicida）C923菌株所产酶

类似，后者在低于 45 ℃ 时稳定性显著优于高温

条件[28]。

 2.4.2   最适反应 pH和 pH稳定性　pH对酶活性影

响结果如图 5C所示，该酶在 pH为 4.0~8.0时，都对

几丁质具有一定的降解活性，但当 pH为 5.0，酶活性

最高，因此，该粗酶液最适 pH为 5.0；pH稳定性实验

表明（图 5D），在 pH6.0~7.0缓冲体系中孵育 2 h后，

相对酶活维持在 90%以上，显示出该酶在 pH6.0~
7.0范围内具有良好的 pH稳定性，但当 pH<6.0和>
7.0时，相对酶活显著下降（P<0.05），酶的稳定性较

差，可能是因为 pH偏高或者偏低时会影响酶分子活

性部位上有关基团的解离状态，导致酶分子高级结构

的构象变化，最终引起催化功能的失活[29]。与蜡样芽

孢杆菌（Bacillus cereus）B120菌株产酶的最适 pH8.0
不同[30]，本研究分离的几丁质酶在 pH5.0时活性最

高，且在 pH6.0~7.0范围内维持较高稳定性。该特性

表明该酶更适宜在中性偏酸环境中催化底物反应，进

一步印证了不同菌株产酶的最适 pH存在显著差异。

 2.4.3   金属离子对几丁质酶活力的影响　图 5E显

示不同金属离子对几丁质酶活性的影响，在 5 mg/mL
和 10 mg/mL浓度下，大部分金属离子均能干扰几丁

质酶的活性。具体而言，Mg2+和 Fe3+能显著提高酶

活力（P<0.05），相比于低浓度的 Mg2+和 Fe3+来说，高

浓度的 Mg2+和 Fe3+对该酶活的影响更加显著，相对

酶活力分别可达 112.12%、133.30%，其中 Fe3+的激

活作用与 B. thuringiensis Bt028菌株产酶特性具有

一致性[27]，金属离子可能通过与酶蛋白形成稳定复合

物或者参与活性中心构象调控酶活性，在激活效应

中，金属离子可作为辅因子稳定活性中心结构，同时

通过结合变构位点增强酶-底物亲和力[31]。5 mg/mL
和 10 mg/mL的 Fe2+、Mn2+、Cu2+能显著抑制酶活力

（P<0.05），其中 10 mg/mL的 Cu2+则对酶活性的抑制

尤为严重，相对酶活力降低到原来的 38.62%，这与陈

苏南等[32] 的报道一致，Cu2+是大多数几丁质酶的抑

制剂，其原因可能是金属螯合作用可能改变酶的三级

结构，降低催化位点的底物识别效率。

 2.4.4   生化试剂对几丁质酶活力的影响　不同生化

试剂对几丁质酶活性的影响如图 5F所示，DMSO、

Tween80、乙醇、丙酮、异丙醇对几丁质酶有一定的

抑制效果，而 EDTA、SDS、甲醇的抑制效果更加显

著（P<0.05）；在 5 mg/mL和 10 mg/mL浓度的 EDTA
影响下，相对酶活力降低为原来的 91.54%、82.84%，

表明该酶可能属于金属依赖性酶类，其螯合作用导致

必需金属离子的流失，这与 Guo等[33] 报道的 EDTA
对几丁质酶的抑制作用相似；10 mg/mL的 SDS和甲

醇对该几丁质酶的抑制效果分别可达 75.43%和

21.48%，SDS作为离子型表面活性剂能与蛋白质结

合使蛋白质变性而沉淀，甲醇则可能通过破坏酶蛋白

的氢键网络，诱导局部结构域变性失活[34]，生化试剂

对该酶活的具体作用机制有待进一步深入研究。这

些调控效应提示在工业化应用中需充分考虑环境因

子对酶活性的影响。

 2.4.5   底物特异性和最适底物浓度对几丁质酶活力

的影响　如图 5G所示，几丁质酶对胶体几丁质显示

出高度底物特异性，其酶活力较粉末几丁质提升

1.3倍，而片状几丁质、粉末壳聚糖和虾壳粉的酶活

力仅为胶体几丁质底物的 1.58%、0.82%和 2.79%，

这与 Xie等[35] 报道的几丁质酶 Chi23相似，由于天

然几丁质致密的晶体结构，绝大多数几丁质酶对天然

几丁质都表现出有限的几丁质酶活力，胶体底物的高

催化效率推测源于粉末几丁质通过酸性预处理工艺

破坏 β-1,4糖苷键的三维晶体结构，形成具有更高比

表面积的无定形胶体形态，更易于酶分子识别并结合

其底物结合位点，对片状几丁质和虾壳粉酶活较低的

原因可能是片状几丁质的高结晶度及虾壳粉的复杂

基质阻碍酶-底物结合，对粉末壳聚糖几乎没有活性

可能是基于外切酶的特异性催化机制，该酶对壳聚糖

底物缺乏有效催化能力[36]。由图 5H可知，在 1%~
5%浓度梯度范围内，酶促反应初速度与底物浓度呈

典型双曲线关系，浓度超过 5%后，反应速率趋于稳

定，符合米氏动力学的底物饱和特征。

 2.5　菌株 GXUN-J3产几丁质粗酶液的酶解产物测定

薄层色谱分析显示（图 6），菌株 GXUN-J3分泌

的几丁质酶对胶体几丁质底物呈现典型外切酶作用

模式，随反应时间延长（0~120 min），水解产物中寡

糖组分呈持续积累趋势，其中几丁二糖的生成量在

120 min内显著增加并达到平台期，同时有少量 N-
乙酰-D-氨基葡萄糖的存在，酶学特性分析表明，该酶

系通过 β-1,4糖苷键的外切模式催化底物降解，终产

物构成符合外切几丁质酶的典型特征。

  
DP1

DP2

DP3

DP4
DP5

NACOS 0 h 0.5 h 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h

图 6    基于薄层色谱分析的几丁质酶酶解产物表征
Fig.6    Characterization of chitinase-catalyzed hydrolysates

by thin-layer chromatographic analysis
注：NACOS：几丁寡糖混合标准品；DP1：N-乙酰-D-氨基葡萄
糖；DP2：几丁二糖；DP3：几丁三糖；DP4：几丁四糖；DP5：几丁
五糖。
 

微生物几丁质酶根据其作用方式不同，可分为内

切几丁质酶和外切几丁质酶；内切酶通过随机切割 β-
1,4糖苷键，将几丁质分子降解为低分子量 N-乙酰氨
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基葡萄糖寡聚物。外切酶根据催化特性差异分为两

类：I型外切酶从非还原端连续水解产生（GlcNAc）2，
II型外切酶则特异性水解寡聚物生成 GlcNAc单
体[37]。现有研究表明微生物来源的几丁质酶以外

切型为主，谢啟发等[38] 报道厦门加莱菌（Gallaeci-
monas xiamenensis）分泌的几丁质酶可特异性水解胶

体几丁质生成（GlcNAc）2 和 GlcNAc，He等[39] 研究

发现轮虫弧菌（Vibrio rotiferianus Chi1557）几丁质

酶对胶体几丁质具有外切酶活性，主要产物为

（GlcNAc）2，本研究中 GXUN-J3菌株所产几丁质酶

同样呈现典型外切酶特性，与文献报道的微生物几丁

质酶作用模式一致，外切型几丁质酶作为几丁质降解

体系的核心组分，在农业病虫害生物防治、功能性寡

糖生物制备及甲壳类废弃物资源化利用等领域展现

出重要应用潜力，本研究结果为 GXUN-J3菌株的工

业化产酶工艺优化及甲壳类生物质废弃物的高值化

利用提供了理论支撑。

 3　结论
本研究成功从广西海虾养殖场淤泥中筛选出一

株高产几丁质酶的链霉菌 GXUN-J3，通过单因素及

正交试验优化其发酵条件，最优条件下几丁质酶酶活

可达 1026.72 U/L，是优化前酶活的 3.51倍。酶学性

质分析表明，该菌株所产几丁质酶的最适反应条件

为 50 ℃、pH5.0，且具有典型外切酶特性，可高效水

解几丁质生成几丁二糖与 N-乙酰-D-氨基葡萄糖；金

属离子中 Mg2+与 Fe3+对酶活有激活作用，而化学试

剂 EDTA、SDS及部分金属离子则显著抑制酶活

性。本研究不仅为几丁质酶的高效制备提供了优良

菌株和工艺参数，也为甲壳类废弃物的资源化利用奠

定了理论基础，在农业、食品及医药等领域的几丁寡

糖绿色制造中具有潜在应用价值。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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