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解淀粉芽孢杆菌HZ-1510壳聚糖酶基因的克隆、
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摘要：为了研究壳聚糖酶的水解活性，实验进行了解淀粉芽孢杆菌HZ-1510壳聚糖酶基
因编码序列的克隆，并构建了谷胱甘肽转移酶(GST)-壳聚糖酶融合蛋白表达质粒，在大
肠杆菌中表达后提取、纯化得到重组蛋白，并通过生物信息学对该蛋白的信号肽、三维
结构等进行了分析，最后以胶态壳聚糖溶液为底物研究了该重组壳聚糖酶的活性。结果
显示，该壳聚糖酶基因的ORF长为837 bp，编码279个氨基酸，分子量为31.45 ku。在其
氨基末端具有信号肽，切割点位于36和37位氨基酸之间。氨基酸序列同源性分析表明该
壳聚糖酶属于GH46家族糖苷水解酶。酶的水解活性最适温度约为55 °C，最适pH为5.5。
而金属离子Fe3+、Ag+、Cu2+、Ba2+和K+对其水解活性都起抑制作用，但是Mn2+、Ca2+和
Mg2+对其活性起增强作用。0.1 mmol/L的Zn2+对壳聚糖酶的活性起增强作用，2.0 mmol/L
的Zn2+对壳聚糖酶的活性起抑制作用。本实验研究了解淀粉芽孢杆菌HZ-1510壳聚糖酶在
不同条件下的水解活性，为壳聚糖酶的工业应用奠定了理论基础。
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甲壳素(chitin)又名几丁质，是由N-乙酰-β-
D-氨基葡糖通过β-1, 4糖苷键连接而成的直链多

糖，存在于真菌的细胞壁、节肢动物的外骨骼

和昆虫的肠道黏膜等生物组织器官中 [1 ]。据估

计，自然界中甲壳素的年生物合成量约1000亿t，
是仅次于纤维素的自然界多聚物。甲壳素化学

性能稳定，不溶于水、稀酸、碱或其他有机溶

剂，在浓碱条件下，可以将甲壳素进行部分脱

乙酰或完全脱乙酰生成壳聚糖 (chitosan)。近年

来，由于壳聚糖及其水解产物壳寡糖 (chitosan
oligosaccharide)在医学、农业和工业等领域具有

较高的应用价值，受到了越来越多的关注。其

中，壳聚糖对手术部位感染、骨髓炎、口腔黏

膜炎等多种炎症治疗都有很好的效果 [2]。壳寡糖

则能够抑制真菌 [3]和细菌 [4]的生长，还可以用来

制备抗肿瘤药物和免疫增强剂 [5]，在高等植物中

能够诱导产生植物抗毒素 [6]，此外，壳寡糖还可

以用作食品添加剂 [7]。有研究表明，饲料中添加

壳寡糖可以激活团头鲂 (Megalobrama amblyce-
phala)的呼吸爆发，增强其免疫力 [8]。虽然壳聚

糖具有重要的生物学功能，但因其分子量大以

及氨基的存在，导致分子间具有较强的氢键作

用而不溶于水，使其在很多方面的应用受到阻

碍，因此，对壳聚糖进行水解产生一定聚合度

的壳寡糖更有意义。

壳聚糖酶(chitosanase)是一种能够专一性催
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化水解壳聚糖中的糖苷键生成壳寡糖的糖苷水

解酶。Henrissat[9]依据氨基酸序列将糖苷水解酶

大致分为GH5、GH7、GH8、GH46、GH75和
GH80六个家族，目前GH46、GH75和GH80家族

的糖苷水解酶类只含有壳聚糖酶，而 G H 5、

GH7和GH8还包含一些其他酶类，例如纤维素

酶、苔聚糖酶和木聚糖酶[10]。壳聚糖酶广泛存在

于细菌、真菌、病毒和植物中，例如芽孢杆菌

(Bacillus sp.)[11]、链霉菌属(Streptomyces sp.)[12]以及

真菌中的曲霉属真菌 (Asperg i l lus  sp . ) [ 1 3 ]等；

Gupta等 [14]还报道了鱼腥藻(Anabaena fertilissima)
RPAN1可以产生一种抗真菌壳聚糖酶。

酶解法降解壳聚糖生产壳寡糖具有高效、

无污染、低成本等优势，在工业生产中越来越

受到重视。但野生菌株的筛选复杂、产酶量及

酶活性都较低，因此利用大肠杆菌、酵母等表

达系统构造工程菌进行基因表达可以提高壳聚

糖酶产量及活性。壳聚糖酶的活性和稳定性是

决定其利用率的关键因素，Bacillus sp. CK4[15]能

产生耐热型壳聚糖酶，该酶最适反应温度为55 °C，

在60~100 °C仍具有活性，氨基酸序列中的Asp-
66是该酶的活性位点，Cys-211对维持壳聚糖酶

的热稳定性具有关键作用。Bacillus  sp.  MET
1299[16]和Bacillus sp.CK4[15]的壳聚糖酶在大肠杆菌

中重组表达后酶的活性都能达到 50 U/mL。通过

解析4种微生物的壳聚糖酶三维结构 [17-20]，壳聚

糖酶底物结合机制、催化活性位点等被揭示出

来，加速了壳聚糖酶结构的改造，为提高酶的

稳定性和活性提供了理论支持。

解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens)是芽孢

杆菌属中的重要种类，其生长代谢过程中能产

生多种生物活性物质，Castro等 [21]发现解淀粉芽

孢杆菌MIR-41 可以产生淀粉酶和葡萄糖苷酶。

基于本实验室长期研究芽孢杆菌、壳聚糖及其

水解产物壳寡糖在水产中的应用及其机理[8，22-25]，

本实验拟将来源于解淀粉芽孢杆菌HZ-1510的壳

聚糖酶基因进行克隆，在大肠杆菌中表达，以

期获得酶活性较高的菌株，并对其活性影响因

素进行研究，为探索壳聚糖酶的最适反应条

件、稳定性以及在制备壳寡糖的应用方面提供

实验依据，为其工业生产奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验菌株由本实验室从养殖水体中分离、

鉴定和保存，并由本实验室编号为解淀粉芽孢

杆菌HZ-1510。

1.2    主要试剂

壳聚糖(脱乙酰度>90%)购自青岛云宙生物

科技有限公司。称取1.0 g水溶性壳聚糖，溶于

99.0 g的0.2 mol/L的pH为5.8的乙酸—乙酸钠缓冲

液 [26]中，搅拌至溶解，可获得1%(W/W)的壳聚糖

溶液。

细菌基因组DNA提取试剂盒和SDS-PAGE凝

胶制备试剂购自北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司； 2×PCR Mix Taq； pBlue-T Vector、
10×Ligation Buffer、10×PEG Enhancer、T4 DNA
Ligase、琼脂糖凝胶回收纯化试剂盒和PCR产物

纯化回收试剂盒购自北京艾德莱生物科技有限

公司；大肠杆菌DH5α和BL21(DE3)购自北京全式

金生物技术有限公司；  GST亲和层析柱购自生

工生物工程(上海)有限公司。

1.3    壳聚糖酶基因编码序列的克隆

根据 N C B I上已有的壳聚糖酶序列，用

Primer Premier 5.0设计简并引物Chi-F1和Chi-R1
(表1)。PCR反应体系：2×Taq PCR Mix 10 μL，

ddH2O 7 μL，模板cDNA 1 μL，上下游引物Chi-
F1和Chi-R1 (10 μmol/L)各  1 μL。PCR反应程序：

95 °C预变性5 min，94 °C变性30 s，56 °C复性

90 s，72 °C延伸2 min，共计35个循环，72 °C延

伸  10 min，16 °C保温。PCR产物经1%琼脂糖凝

胶电泳检测后，用琼脂糖凝胶回收纯化目的条

带，命名为Chi1，并连接于pBLUE-T载体中，测

序鉴定序列。

1.4    壳聚糖酶基因编码序列及进化分析

将克隆得到的壳聚糖酶编码序列，使用

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi ORF Finder
程序进行开放阅读框搜索，应用http://web.expasy.
org/compute_pi/ExPASy在线工具对其编码的蛋白

质进行分子量和等电点的计算。运用SignalP
4.1[27]预测蛋白的信号肽，Swiss Model[28]软件对蛋

白质高级结构进行预测。检索CAZy(Carbohy-
drate-Active enZyMes)数据库 [29]下载获得芽孢杆菌

属的壳聚糖酶氨基酸序列，用ClustalW软件对其

进行氨基酸序列比对，用MEGA 6.0软件 [30]的邻

接法(Neighbor-Joining, NJ)构建系统进化树。
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1.5    壳聚糖酶的重组表达

重组质粒的构建        以Chi1为模板，以引物

Chi-F2-BamH I和Chi-R2-Xho I (表1)扩增壳聚糖酶

基因片段，PCR扩增反应体系：2×Taq PCR Mix
10 μL，ddH2O 7 μL，模板Chi1 1 μL，上下游引物

Chi-F2-BamH I和Chi-R2-Xho I (10 μmol/L)各1 μL。

PCR扩增反应程序：95 °C预变性5 min，94 °C变性

30 s，56 °C复性90 s，72 °C延伸2 min，共计35个
循环。最后在72 °C延伸 10 min。电泳检测PCR产

物后，胶回收PCR产物，并用BamH I和Xho  I
(TaKaRa)同时酶切PCR产物和表达质粒pGEX-5X-
1，以T4 DNA连接酶连接过夜，转化至DH5α感
受态细胞。经含有100 μg/mL氨苄青霉素抗性的

LB培养基培养后，挑单克隆经PCR鉴定，测序

验证构建的重组表达载体pGEX-5X-1-Chi序列。

重组质粒的表达         将测序验证后的阳性

重组表达质粒pGEX-5X-1-Chi转化至感受态E.coli
BL21中，经含有100 μg/mL氨苄青霉素抗性的

LB固体培养基培养后，挑单克隆接种于终浓度

为100 μg/mL氨苄青霉素抗性的LB液体培养基中，

分别在37、28、18 °C下，经终浓度为1.0 mmol/L
IPTG诱导表达4 h，SDS-PAGE检测蛋白表达结果。

1.6    重组壳聚糖酶的纯化

将诱导表达后的菌液在8000 r/min，4 °C
下，离心15 min，收集沉淀的菌体，用1×PBS洗
涤并重悬。经高压破碎后，于11 000 r/min，4 °C
条件下，离心30 min，收集上清液得到粗酶液。

粗酶液使用GST SefinoseTM Resin Kit [生工生物工

程(上海)有限公司]试剂盒进行纯化。SDS-PAGE
检测收集到的重组蛋白，–80 °C保存，备用。

1.7    重组壳聚糖酶的活性检测

重组壳聚糖酶的最适反应温度        用0.2 mol/L
pH 5.8的乙酸—乙酸钠缓冲液配制1%的壳聚糖溶

液作为底物，加入纯化后的重组蛋白和GST蛋

白，混合均匀，在不同温度下进行酶解反应

15 min，反应结束后，根据DNS法(3,5-二硝基水

杨酸法 ) [ 2 6 ]测定还原糖浓度，计算酶的活性

(U/mg)。
重组壳聚糖酶的最适反应pH        在最适温

度研究清楚的情况下，选择最适反应温度55 °C，

用0.2 mol/L乙酸—乙酸钠缓冲液配制pH 3.6~5.8
的缓冲液、磷酸盐缓冲液配制pH 6.0~8.0的缓冲

液、Tris-HCl缓冲液配制pH 9.0~10.0的缓冲液。

分别用不同pH的缓冲液配制壳聚糖溶液作为降

解底物。加入纯化后的重组蛋白和GST蛋白，在

适宜的温度下反应15 min，DNS法测定还原糖浓

度，计算酶的活性(U/mg)。
金属离子对重组壳聚糖酶活性影响         在

最适温度和pH研究清楚的情况下，选择最适反

应温度55 °C和最适反应pH 5.5条件，用含有金属

离子Fe3+、Mn2+、Ag+、Ca2+、Mg2+、Cu2+、Zn2+、

Ba2+和K+的溶液加入到反应混合物中，设置不添

加任何金属离子为对照组。同时，根据Bacillus
sp. DAU101壳聚糖酶活性 [31]研究，实验设定研究

中金属离子的终浓度分别为0.1和2.0 mmol/L，测

定不同金属离子对酶活性的影响，并作比较。

1.8    数据处理

数据采用方差齐性检验(Bartlett检验)和单因

素方差分析(One-Way ANOVA)，P<0.05为显著性

差异。

2    结果

2.1    壳聚糖酶基因编码序列的克隆结果分析

利用引物Chi-F1和Chi-R1克隆得到的壳聚糖

酶基因编码序列，电泳检测结果显示，有一条

大小为750~1000 bp的特异条带(图1)，片段大小

与预期相符。

表 1    实验所用的引物

Tab. 1    Primers used in the experiments

引物　primer 序列(5′→3′)　sequence from 5′ to 3′ 用途　usage

Chi-F1 ATGAAAATCAGTTTGAATCAAAAAGC 扩增壳聚糖酶编码序列

Chi-R1 TTATTTGATTACGAAATGACCGTACTCGTTTGA 扩增壳聚糖酶编码序列

Chi-F2-BamH I CGCGGATCCAGATGAAAATCAGTTTGAATC 构建重组表达质粒

Chi-R2-Xho I CCGCTCGAGTTATTTGATTACGAAATGACC 构建重组表达质粒
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2.2    壳聚糖酶的生物信息学分析

解淀粉芽孢杆菌HZ-1510的壳聚糖酶基因

ORF长837 bp，编码279个氨基酸，预测蛋白分子

量为31.45 ku，理论等电点为8.65，SignalP 4.1
Server预测结果如图2所示，在37位点时，C值最

高，预测信号肽切割位点在36位和37位氨基酸之

间。在信号肽区域，S值都处于较高水平，信号

肽切割位点后的S值骤然下降。通过搜集CAZy数
据库中芽孢杆菌属的糖苷水解酶进行比对，实

验发现该壳聚糖酶含有GH46糖基水解酶家族保

守功能域，因此实验确定解淀粉芽孢杆菌HZ-
1510的壳聚糖酶属于GH46家族的糖苷水解酶。

氨基酸序列分析结果显示，第55位点的谷氨酸

(E)和71位点的天冬氨酸(D)(图3)与Streptomyces sp.
N174[32]壳聚糖酶中高度保守的催化氨基酸Glu-
22和Asp-40一致(图4-a)，由于谷氨酸(E)和天冬氨

酸(D)都属于极性带负电荷氨基酸，因此猜测金

属阳离子的存在可能会影响壳聚糖酶的活性。

除了这2个位点，实验发现丙氨酸 (A)和缬氨酸

(V)也可能参与了壳聚糖酶与底物的结合(图3)。
在移除信号肽序列后，将剩余的氨基酸序

列与已有三维结构的壳聚糖酶N174进行序列比

对(图4-a)和同源模型构建，发现B. amyloliquefa-
ciens HZ-1510壳聚糖酶与Streptomyces N174[20]壳聚

糖酶具有类似的三维结构(图4-b)。
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图 1    壳聚糖酶基因编码序列的电泳图

M. DL-2000 DNA Marker；1. 壳聚糖酶基因编码序列的扩增条带

Fig. 1    Electrophoresis profiles of coding sequence from
chitosanase gene

M. DL-2000 DNA Marker；1.coding sequence of chitosanase gene
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图 2    SignalP-4.1预测的壳聚糖酶信号肽

Fig. 2    The prediction of signal peptide of
chitosanase by SignalP-4.1

1 ATGAAAATCAGTTTGAATCAAAAAGCAGGTTTTTGGAAGAAGACGGCGGTTTCATCTCTTATTTTCACCATGTTTTTTACCCTGATGATGAGCGGTACGGTTTTTGCGGCCGGGCTGAAT

1 M K I S L N Q K A G F W K K T A V S S L I F T M F F T L M M S G T V

121 AAGGATCAGAAGCGCCGGGCGGAACAGCTGACCAGCATTTTCGAAAACGGAAAGACGGAAATCCAATACGGATATGTTGAAGCGTTGGATGACGGAAGAGGTTACACTTGCGGGCGGGCC

41 K D Q K R R A E Q L T S I F E N G K T E I Q Y G Y V E A L D D G R G Y

241 GGCTTTACGACGGCTACCGGAGATGCGCTGGAAGTAGTCGAAGTATATACGAAAGCGGTGCCGAATAACAAATTGAAAAAGTATTTGCCTGAATTGCGCCGTCTTGCGAAGGACGAAAGC

81 G F T T A T G D A L E V V E V Y T K A V P N N K L K K Y L P E L R R L

361 GATGACATCAGCAATCTGAAAGGATTCGCTTCTGCCTGGCGCTCACTTGGCAATGATAAAGCCTTCCGCGCTGCCCAGGATAAGGTAAACGACAGCTTGTATTATCAGCCGGCGATGAAA

121 D D I S N L K G F A S A W R S L G N D K A F R A A Q D K V N D S L Y Y

481 CGTTCAGAAAATGCCGGACTGAAAACGGCCTTGGCCAAAGCGGTGATGTACGATACGGTGATTCAGCATGGCGACGGTGATGATCCAGACTCCTTTTATGCCCTGATTAAACGCACGAAC

161 R S E N A G L K T A L A K A V M Y D T V I Q H G D G D D P D S F Y A L

601 AAAAAAATGGGCGGGTCACCGAAAGACGGAACGGACGAGAAGAAATGGCTCAATAAATTCTTGGATGTACGCTATGACGATCTGATGAATCCGTCAGATGAGGACACCCAGGATGAATGG

201 K K M G G S P K D G T D E K K W L N K F L D V R Y D D L M N P S D E D

721 AGAGAATCGGTTGCCCGTGTCGACGTTTTCCGCGATATTGTCAAAGAGAAGAACTACAATTTAAACGGGCCGATTCATGTCCGGTCAAACGAGTACGGTCATTTCGTAATCAAATAA

241 R E S V A R V D V F R D I V K E K N Y N L N G P I H V R S N E Y G H F

K D Q K R R A E Q L T S I F E N G K T E I Q Y G Y V E A L D D G R G Y

R S E N A G L K T A L A K A V M Y D T V I Q H G D G D D P D S F Y A L

D D I S N L K G F A S A W R S L G N D K A F R A A Q D K V N D S L Y Y

K K M G G S P K D G T D E K K W L N K F L D V R Y D D L M N P S D E D

G F T T A T G D A L E V V E V Y T K A V P N N K L K K Y L P E L R R L

R E S V A R V D V F R D I V K E K N Y N L N

F A A G L N

T C G R A

A K D E S

Q P A M K

I K R T N

T Q D E W

V I K *

G L N

1

1

121

41

241

81

361

121

481

161
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201
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241

 
图 3    壳聚糖酶编码序列及氨基酸序列分析

阴影部分显示GH46家族壳聚糖酶保守域；起始密码子和终止密码子以方框框出；壳聚糖结合位点以圆圈标示；催化活性位点氨基酸

以斜箭头指出；信号肽切割位点以垂直箭头指出

Fig. 3    Analysis of coding sequence and deduced amino acid sequences from chitosanase
The conserved domain of GH46 family chitosanase is shown in shaded; initiation and termination codons are presented with frame; chitosan binding sites
are presented with circle; catalytic active sites are presented with oblique arrow; the cleavage site of signal peptideis presented with vertical arrow
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2.3    壳聚糖酶的重组表达及分离纯化结果

比较在不同温度下壳聚糖酶的重组表达情

况，发现在28 °C时诱导表达的重组壳聚糖酶可

溶性较37和18 °C高，因此以28 °C为诱导表达活

性蛋白的温度条件，分别表达了重组壳聚糖酶

以及作为阴性对照的GST蛋白。高压破碎后的上

清液经GST亲和层析柱分离纯化，SDS-PAGE检

测纯化后的蛋白结果如图5所示，回收纯化得到

了重组壳聚糖酶（大小约为57 ku）以及GST蛋白

（大小约26 ku）。

2.4    重组壳聚糖酶的活性分析结果

重组壳聚糖酶的最适反应温度         该酶最

适反应温度为55 °C(图6-a)，在25~55 °C，壳聚糖

酶活性随着温度升高呈上升趋势 (P<0.05)，在

35~65 °C具有较高的水解活性。随着温度从60升
高至80 °C，酶活性逐渐下降，在55 °C时，酶活

性最高，70 °C后，酶几乎失去活性，该酶的最

适反应温度在大部分壳聚糖酶的最适反应温度

(30~60 °C)范围内，且该壳聚糖酶的最适温度偏

高，属于一类耐热型壳聚糖酶。

重组壳聚糖酶的最适反应pH        该酶的最

适反应pH为5.5，pH值为3.6~5.5，壳聚糖酶活性

随着pH值升高呈上升趋势(P<0.05)，在4.5~6.0具
有较高的水解活性。随着pH从6.0升高至10.0，
酶活性逐渐下降。pH为5.5左右时，酶活性最高

(图6-b)，该壳聚糖酶的最适pH值与大部分芽孢

杆菌壳聚糖酶的最适pH范围(4.0~8.0)相符。

(a) HZ-1510  N174 
comparison of amino acid sequence

(b) 
comparison of structure

N174 HZ-1510 

Target

1chk.2.A

Glu22 Asp40

Target

1chk.2.A

Target

1chk.2.A

Target

1chk.2.A

Target

1chk.2.A

57

62

116

120

176

178

234

229

242

233

 
图 4    解淀粉芽孢杆菌HZ-1510与Streptomyces N174壳聚糖酶三维结构对比

Fig. 4    Structural comparison of chitosanase from B. amyloliquefaciens HZ-1510 and Streptomyces N174
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金属离子对重组壳聚糖酶活性的影响　　在

两种不同浓度下，9种不同金属离子对重组壳聚

糖酶活性的影响结果显示，Mn2+、Ca2+和Mg2+对

壳聚糖酶的活性具有增强作用(P<0.05)，Cu2+显

著抑制壳聚糖酶的活性 (P<0.05)，Fe3 +、Ag+、

Ba2+和K+对壳聚糖酶活性都有不同程度的抑制

(表2)，但是，低浓度的Zn2+对壳聚糖酶的活性稍

有促进作用，而高浓度的Zn2+对壳聚糖酶的活性

起到了抑制作用(图7)。

3    讨论

3.1    信号肽与壳聚糖酶分泌表达关系

壳聚糖酶是一种分泌蛋白，信号肽在跨膜

蛋白的分泌表达转移过程中常常发挥重要作

用[33]。外源蛋白在宿主菌，如大肠杆菌中的表达

形式多为细胞内不溶性表达，形成包涵体，少

数为细胞外分泌表达。但是，利用信号肽来引

导外源蛋白定位分泌到细胞特定区间，提高可

溶性，可避免因包涵体复性带来的困难。其中，

起引导作用的信号肽可以是来自表达系统自身

的也可以是外源信号肽，或者二者兼而有之。

Sak-Ubol等 [34]将地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)和
枯草芽孢杆菌(B. subtilis)的壳聚糖酶在植物乳杆

菌中进行表达，并设计了3种表达模式，即无信

号 肽 、 含 有 自 身 信 号 肽 和 加 入 大 肠 杆 菌 的

OmpA外源信号肽。结果显示，当利用自身信号

肽进行表达时壳聚糖酶的产量和分泌率最高，

另外两种情况下的蛋白表达量和分泌率都大大

降低。但是，信号肽在壳聚糖酶分泌过程中会

被剪切掉，因此，行使水解功能的壳聚糖酶不

需要信号肽，可见信号肽在壳聚糖酶的分泌表

达过程中起到重要的作用。除了信号肽的类

别，表达宿主的不同也可能会影响蛋白的分泌

表达，例如芽孢杆菌、乳酸杆菌都可作为原核

表达系统，还可应用真核表达系统，例如毕赤

酵母、昆虫杆状病毒[35]等。

ku

116.0

66.2

45.0

35.0

25.0

18.4

M            1               2           3              4

 
图 5    重组壳聚糖酶的表达和纯化

1. 纯化后的重组壳聚糖酶；2. 纯化后的GST蛋白；3. 重组质粒

pGEX-5X-1-Chi表达上清液中的总蛋白；4. 空载pGEX-5X-1表达

上清液中的总蛋白；M. 蛋白marker

Fig. 5    The expression and purification of
recombinant chitosanase

1. the purified recombinant chitosanase; 2. the purified GST protein; 3.
total proteins in the supernatant of E. coli expressed pGEX-5X-1-Chi;
4.total proteins in the supernatant of E. coli expressed pGEX-5X-1; M.
protein marker
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图 6    温度和pH对重组壳聚糖酶活性的影响

(a)温度对酶活性的影响；(b)pH对酶活性的影响

Fig. 6    Effect of temperature and pH on enzyme activity
of recombinant chitosanase

(a)effect of temperature on enzyme activity; (b) effect of pH on enzyme
activity
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另外，外源蛋白的表达与诱导时菌体的浓

度、IPTG浓度和温度等都有关系。本研究中IPTG
的诱导浓度为1.0 mmol/L，其浓度不能过高，因

为IPTG本身对菌体的生长是有害的。而温度对

蛋白的表达影响也较大，通常情况下，温度高

蛋白合成速率快，但容易出现折叠不正确的问

题，出现不溶性表达。

3.2    壳聚糖酶结构分析

蛋白质的结构决定功能，其三维结构的解

析对分析其相关功能具有重要意义。在GH46家

族中，最早被解析的壳聚糖酶的晶体结构是Stre-
ptomyces N174[20]，与底物相互作用的氨基酸的确

定是壳聚糖酶研究中的一项重要发现。本研究

中的解淀粉芽孢杆菌 HZ-1510壳聚糖酶属于

GH46家族糖苷水解酶，与Streptomyces N174壳聚

糖酶有着非常相似的三维空间结构。Streptomyces
sp. N174[32]的空间结构显示Glu-22 和Asp-40是壳

聚糖酶的催化关键氨基酸，在HZ-1510壳聚糖酶

中，也存在这2个保守的关键氨基酸，对应为

Glu-55和Asp-71，在壳聚糖酶MH-K1[19]中对应氨

基酸为Glu-37和Asp-55，这2个氨基酸在不同微生

物的壳聚糖酶中都高度保守。由于这2种氨基酸

均为极性带负电荷氨基酸，在催化过程中，若

有金属阳离子的存在，该阳离子可能会参与壳

聚糖酶结合，从而影响底物的结合，影响酶的

水解效果。

3.3    重组壳聚糖酶活性分析

野生菌株在自然发酵条件下所产壳聚糖酶

的活性都较弱，然而利用大肠杆菌、酵母等表

达系统构造工程菌进行基因表达可以提高壳聚

糖酶产量及活性，本研究中的重组壳聚糖酶活

性最高达到了177.7 U/mg。
相关研究表明，大部分壳聚糖酶最适反应

温度为30~60 °C，解淀粉芽孢杆菌HZ-1510壳聚

糖酶的最适反应温度为55 °C，与来自Bacillus sp.
strain CK4[15]的耐热型壳聚糖酶的最适反应温度

相同，高于枯草芽孢杆菌TKU007[36]壳聚糖酶的

最适反应温度(37 °C)。大部分壳聚糖酶的最适反

应pH范围为4~6.5，少数为弱碱性(7.5~8.0)。
通过观察9种常见金属离子 (Fe 3 +、Mn 2 +、

Ag+、Ca2+、Mg2+、Cu2+、Zn2+、Ba2+、K+)对酶活

性的影响，发现在添加0.1 mmol/L金属离子的情

况下，酶的活性比2.0 mmol/L金属离子存在时酶

的活性要高很多，可见金属离子对酶活性的影

响与浓度有较大的关系。如果要确定最佳浓

度，需进一步设置浓度梯度，为金属离子在生

产酶制剂过程中提供理论依据，在酶制剂中添

加可以促进酶活性的金属离子，能使其在降解

壳聚糖时有更好的水解效果。此外，研究结果

表明，Ca2+和Mg2+对酶的活性有促进作用，生物

体的细胞内含有大量的钙、镁离子，这一现象

与Ca2+和Mg2+能够促进酶活性或许有着潜在的关

联。此外，壳聚糖酶在Mn2+存在时，也具有较高

表 2    金属离子对重组壳聚糖酶活性的影响

Tab. 2       Effect of metal ions on enzyme activity of
recombinant chitosanase                 %

金属离子

metal ion

活性　relative activity

0.1 mmol/L 2.0 mmol/L

对照组　control 100.00 100.00

Fe3+ 58.71±26.88 36.89±14.56

Mn2+ 131.91±59.94 473.57±73.33

Ag+ 62.45±13.59 64.47±2.08

Ca2+ 105.45±10.32 109.51±37.20

Mg2+ 135.41±17.09 126.44±12.88

Cu2+ 61.46±9.62 29.57±9.49

Zn2+ 103.85±28.41 47.20±14.42

Ba2+ 79.16±6.63 59.16±16.23

K+ 87.45±11.63 98.16±20.61
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图 7    两种不同浓度金属离子对酶活性的影响

Fig. 7    Effect of different concentration metal ions on
the enzyme activity

1. Fe3+, 2. Mn2+, 3. Ag+, 4. Ca2+, 5. Mg2+, 6. Cu2+, 7. Zn2+, 8. Ba2+, 9. K+,
10. control
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的活性。这在其他酶类的研究中也有类似的效

果，比如乙型肝炎病毒聚合酶，在Mn2+存在条件

下，其活性是Mg2+条件下的10倍左右 [37]。由于

Mn2+在生物体内的含量比Mg2+低，其生物学意义

有待探讨。
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Cloning, expression and activity analysis of chitosanase from
Bacillus amyloliquefaciens HZ-1510

DUAN Jing 1,     LIU Guangxin 1,     DONG Yanjun 1,     ZHOU Yang 1,     LI Jinquan 2,     LIU Xiaoling 1,    
ZHOU Meng 3,     LIANG Rishen 3,     ZHAO Lijuan 1,3*,     LIN Li 1,3*

(1. College of Fishery, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China;
2. College of Food Sciences and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China;

3. College of Animal Sciences and Technology, Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou    510225, China)

Abstract: To study the hydrolysis activity of chitosanase, in this report, the coding sequence of chitosanse from
Bacillus amyloliquefaciens HZ-1510 was cloned, and glutathione S-transferase (GST) fused-chitosanase was
expressed and purified from Escherichia coli. Furthermore, we analysed the signal peptide, amino acid sequence
and its three-dimensional structure. In the end, its chitosan hydrolysis activity was measured. The chitosanase gene
consisted of  an open reading frame of  837 bp which encoded a  protein of  279 amino acids  with predicted
molecular weight of 31.45 ku. The protein contained a signal peptide with a cleavage site located between the 36th
and 37th amino acids. The deduced amino acid sequence homology analysis of the chitosanase revealed that it
belonged to GH46 family. The recombinant chitosanase has been purified to homogeneity by using only GST
column chromatography. The optimal pH and temperature for the chitosan hydrolysis activity was 5.5 and 55 °C,
respectively. The enzyme activity was increased in the presence of Mn2+, Ca2+ and Mg2+. However, Fe3+, Ag+, Cu2+,
Ba2+ and K+ could inhibit its activity. Furthermore, its activity could be increased in the presence of 0.1 mmol/L
Zn2+ while it was inhibited by 2.0 mmol/L Zn2+. This study explored the optimal condition for hydrolytic activity of
chitosanase and established a theoretical basis for its industrial application.
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