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蜡样芽孢杆菌 D-11 降解粉末壳聚糖 

制备水溶性低聚糖的研究 
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摘要：为了省去制备胶状壳聚糖的工艺，能有效降解粉末壳聚糖利用到低聚糖的生产，利用自然环境中筛选得到的产壳聚糖酶

菌株蜡样芽孢杆菌D-11，进行了基质条件优化实验。结果表明，以筛孔分别为 20、40、60、80目的粉末壳聚糖（3±0.5 cm；脱乙酰

度 98.1%）为基质，培养液含有 1%的吐温 60 时，降解粉末壳聚糖的能力比对照提高 12%，当筛孔 60 目的粉末壳聚糖为碳源（浓度

0.6%）时，降解粉末壳聚糖的能力提高 62.5%。随着基质每毫克中酶活性的提高，对粉末壳聚糖的分解率也随之增加。同时利用薄层

色谱法分析低聚糖的分布，有效证明了该D-11 菌株具有降解粉末壳聚糖的能力，且发现壳聚糖酶对基质粉末状态的降解率有选择性。 
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Abstract: In order to save the process of colloidal chitosan preparation in hydrolysis of chitosan powder to chito-oligosaccharide 

techniques. Chitosanse producing strains were isolated and identified as Bacillus cereus D-11. Twenty, forty, sixty and eighty meshes of powder 

chitosan (3±0.5 cm；D.D. 98.1%) were used as carbon sources to investigate the optimal culture conditions of this strain. The 

chitooligosaccharides products were analyzed by Thin Layer Chromatography. Compared to control, the enzymatic activity of Bacillus cereus 

D-11 was increased by 12% and 62.5% in a medium containing 1% Tween 60 or 60 mesh powder chitosan, respectively. The yield of 

chito-oligosaccharides positively correlated with the enzyme amount. In conclusion, the product of chitosan which was hydrolyzed by chitosanse 

was determinded as chitooligosaccharides by TLC analysis. The hydrolysis rate of chitoasan by chitosanse was determinded by size of chitosan. 
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壳聚糖是甲壳素的脱乙酰基产物，是由氨基葡萄

糖通过 β-1,4-糖苷键连接而成，因其相对分子质量大，

分子内氢键引力较强，不溶于水，不易被人体吸收，

从而使其应用受到限制[1]。但是和甲壳素不同，壳聚

糖能溶解于乙酸，甲酸，乳酸等稀有机酸[2]。在酸溶 
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液的条件下壳聚糖中的氨基转变成 NH3
+自由基，因此

能提高壳聚糖的溶解性[3]。当前，壳聚糖作为一种新

的天然高分子衍生材料受到了全球的广泛关注，国家

自然科学基金委员会也资助了重点基础研究项目“天

然聚多糖的环境友好材料”，这些活动已推动了我国

甲壳素化学的发展[4]。对甲壳素领域研究最多的是日

本和美国，已大规模地生产甲壳素和壳聚糖。日本政

府编列十年开发计划（1982~1992），拨付 160 亿日

元，资助 13 所大学。欧洲甲壳素研究会也于 1992 年

成立。1991 年几丁聚糖与蛋白质、脂肪、糖类、维生

素、矿物质并列，被誉为人体第六大生命要素[5]。由

于壳聚糖粘合性和成纤成膜性能好，且具有无毒、良
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好的生物相溶性、生物可降解性及可被吸收利用等特

点，现已广泛应用到医药、化工、饲料、农业、生物

技术与防治等各领域[6~10]。研究表明，壳聚糖降解形

成的低聚糖,比天然甲壳素和壳聚糖具有更多、更优良

的生物学功能[11~12]。为此，近年来本研究室主要开展

了制备壳聚糖的生物技术方面的研究，在自然环境中

分离筛选到一株产壳聚糖酶菌株，通过分类学和生化

特征，鉴定命名了蜡样芽孢杆菌 D-11[13]，其次通过微

生物发酵实验得出菌株的最佳反应条件[14]、微生物代

谢产物的生物降解机理 [15]及利用粗酶液制备低聚糖

方面的研究[16]。这些实验基础上，本文以粉末壳聚糖

为原料，研究了高分子壳聚糖的低聚糖转化潜力，探

讨利用蜡样芽孢杆菌 D-11 所分泌的酶生产水溶性低

聚糖进行生物降解转化的可行性，选择不同的粉末壳

聚糖对基质的降解参数优化配置进行了研究，并进一

步研究了不同筛孔基质及浓度变化、表面活性剂种类

及酶和基质比例等对其酶活性影响的规律，并且研究

了酶降解产物低聚糖的分布规律，为工业生产低聚糖

减少制备胶状壳聚糖的程序提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试菌种：从自然环境中筛选得到一株产壳聚糖

酶的蜡样芽孢杆菌 D-11[14]。粉末壳聚糖（Powder 

Chitsosan 简化为P-CTS）：筛孔分别为 20、40、60、

80 目的壳聚糖（脱乙酰度 D.D.为 98.1%），购置与

Taehoon Bio（韩国），标准低聚糖 GlcN1-3（S1-3）购

置与 Wako 公司（日本）。 

1.2  液体培养基组成及粗酶液的制取 

培养基中利用的氮源为 1%的酵母（0.25 g），1%

的氯化钠（0.25 g），碳源分别为 20、40、60、80 筛

孔的粉末壳聚糖，接种量为 1.4109 CFU的蜡样芽孢

杆菌 D-11。培养时间 4 d，取培养液1 mL，离心分离，

即得上层粗酶液。 

1.3  发酵液酶活性的测定 

利用 DNS 试剂法测粉末壳聚糖为唯一碳源的液

体培养基产生壳聚糖酶的能力。各个反应混合物包含

1%的 0.9 mL水溶性壳聚糖溶液（Soluble chitosan）和

0.1 mL 粗酶液。然后在 37 ℃的水浴摇床上反应 30 

min。加入 1 M 0.2 mL NaOH试剂使未完全反应的壳

聚糖沉淀，离心，去沉淀。取上清液 0.5 mL 加入 1.5 

mL DNS 试剂[17]，沸水浴加热 5 min，冷却后于 550 nm

测定 A550值。对照葡萄糖标准曲线的线性公式得出还

原糖的量。在上述条件下，1 个酶活力单位定义为每

分钟释放相当于 1 µmol G1cN 还原糖的酶量。 

1.4  壳聚糖溶液的制备 

配制 1%水溶性壳聚糖(S-CTS)溶液：称取 10 g 粉

末状态的壳聚糖，加入 200 mL 蒸馏水，在常温下搅

拌几分后加入 90 mL 1M乙酸溶液后，用磁转搅拌一

宿。等到壳聚糖全部被溶解后加入 2 M醋酸纳溶液调

节 pH为 5.5。最后用0.1 M醋酸纳缓冲剂把溶液调整

为 1 L。 

配制 1%胶体壳聚糖(C-CTS)溶液：称取 10 g粉末

状态的壳聚糖，置入 700 mL蒸馏水，搅拌 30 min 后，

加入 100 mL浓度为0.5 M盐酸溶液并搅拌。在6000

转速下离心 10 min。把沉淀物质用蒸馏水洗 20 遍，

反复操作离心分离，直到最后 pH 为中性为止.加蒸馏

水定容至 1L，配成 1%的胶体壳聚糖。 

1.5  壳聚糖降解产物的分析 

利用薄层色谱分析：移取 10 μL反应产物，点于

硅胶板上，置于用 1-异丙醇：醋酸乙酯:氨水:水（6:3:3:1 

V/V）预饱和好的展开缸中，上行法展开，直到全部展

开为止。取出并烘干。然后在硅胶板上喷洒0.2%茚三

酮显色剂（称取 0.2 g 茚三酮溶解于 100 mL 99%无水

乙醇），于 100 ℃烘干 1~2 min[15]。 

2  结果与分析 

2.1  最佳碳源的选择 

蜡状芽孢杆菌在不同碳源的液体培养基上培养 4

天后测定酶活力的结果如图 1 所示。胶状，自然状、

80 目筛孔的壳聚糖为碳源培养菌株时，酶的活性表现

为 3 U/mL左右。当筛孔 60 目的粉末壳聚糖为碳源时，

壳聚糖酶活性最高达到 5.6 U/mL。说明壳聚糖酶具有

降解粉末壳聚糖的能力。 

 
图 1 不同的碳源对壳聚糖酶活性的效果 

Fig.1 Effect of carbon sources on the production of chitosanase 

注：1%的氯化钠，1%的酵母和 0.5%不同筛孔的壳聚糖为

液体培养基组成成分。 

2.2  不同的粉末壳聚糖浓度对壳聚糖酶活性的影响 

由图 2 可知，不同筛孔的壳聚糖和粉末壳聚糖浓

度的对比可以看出，壳聚糖的添加量为 0.6%时，60
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目筛孔的粉末壳聚糖对 D-11 菌株的产酶影响显著，

发酵液甲壳素酶活力最高，浓度高于或低于 0.6%时，

菌株 D-11 产酶能力均会降低。 

 
图 2 不同浓度的碳源对壳聚糖酶活性的效果 

Fig.2 Effect of concentration of kinds of chitosan powder as a 

carbon sources on the production of chitosanase 

注：1%的氯化钠，1%的酵母和不同浓度的粉末壳聚糖为

液体培养基组成成分。 

2.3  表面活性剂种类对壳聚糖酶活性的影响 

利用表面活性剂吐温 20-80降解粉末壳聚糖，测定

壳聚糖酶活性结果如图 3，结果表明，菌株 D-11 以吐

温 60 作为表面活性剂的培养基中产酶能力最强， 

 
图 3 表面活性剂种类对壳聚糖酶活性的影响 

Fig.3 Effect of surfactants on the production of chitosanase.The 

medium contains 1% NaCl, 1% yeast and 60mesh powder 

chitosan and kinds of surfactants 

注：1%的氯化钠、1%的酵母、0.5%的 60 目筛孔的粉末

壳聚糖和不同种类的表面活性剂为液体培养基组成成分。 

2.4  酶和基质的比例对壳聚糖酶活性的影响 

以不同筛孔粉末壳聚糖为基质，按酶和不同基质

的比例，测定粉末壳聚糖降解率结果如图 4所示，随

着基质中酶含量的增加，壳聚糖酶除了对照和自然状

态下的粉末壳聚糖不能降解外，降解率成正比。但是

酶和基质比例相同的条件下，在不同筛孔的 20 至 80

的粉末壳聚糖的降解中，酶和基质的比例小于 0.4 

U/mg 时，筛孔为 80目的壳聚糖降解率高，比例大于

0.4 U/mg 时，筛孔为 60 目的壳聚糖降解率最高，达

到 45%左右。说明壳聚糖酶对基质粉末状态的降解有

选择性。 

 
图 4 不同的酶和基质（20,40，60,80 目筛孔）比例对粉末壳聚

糖降解率的影响 

Fig.4 Effect of oligosaccharide production in the powder 

chitosan (20 mesh, 40 mehs, 60 mesh and 80 mesh chitosan) 

with reaction time of 1 h 

注：酶和基质的反应时间为 1 h。 

2.5  粉末壳聚糖降解产物的分析 

 
图 5 不同的温度对壳聚糖溶液降解产物的薄层层析图 

Fig.5 Effect of temperature on the depolymerization of chitosan 

by TLC 

注：反应时间为 1 h，S1-3为标准低聚糖。 

利用以上的反应数据，选择筛孔为 60 目的壳聚

糖，在不同的温度条件下，利用薄层液相层析分析，

壳聚糖酶降解产物结果由图 4 所示，随着反应温度从

40 到 65 ℃升高，有 3 聚糖的产生及能清晰看见未被

分解的低聚糖。说明壳聚糖酶 D-11 能降解粉末壳聚

糖产生低聚糖。 

3  结论 

利用自然环境中分离的产壳聚糖酶菌株，进行了

粉末壳聚糖基质条件优化试验，以筛孔 60 目的粉末壳

聚糖为碳源（浓度 0.6%）的培养液中含有 1%的吐温
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60 时，降解粉末壳聚糖的能力提高 62.5%。酶与基质

比例试验结果表明，随着基质每毫克中酶活性的提高，

对粉末壳聚糖的分解率也随之增加。薄层液相层析进

一步证明了所产生的低聚糖的分布。这种利用壳聚糖

酶，直接降解粉末壳聚糖的方法，省去了制备水溶/

胶状性壳聚糖的工艺，为微生物壳聚糖酶的工业化生

产提供了有效依据。 
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