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几丁质资源生物降解和高值转化的研究进展

张阿磊，魏国光，张弛，陈磊，周奚，刘伟，陈可泉

（南京工业大学生物与制药工程学院，材料化学工程国家重点实验室，江苏 南京 211816）

摘要：几丁质是由N-乙酰氨基葡萄糖 （GlcNAc） 通过β-1，4-糖苷键构成的高分子聚合物，是地球上储量最丰富

的含氮生物质资源，在自然界分布广泛，主要存在于虾蟹外壳、昆虫外骨骼和真菌细胞壁中。由于几丁质含量巨

大、可再生，特别是含有珍贵的氮元素，其资源化利用一直受到广泛关注。然而几丁质结构中丰富的氢键作用力

与巨大的分子量，赋予了其高结晶度和不溶于水的特性，导致其降解和高值化利用受到挑战，因此常被作为垃圾

丢弃或掩埋，污染环境的同时浪费资源。在几丁质降解利用的众多方法中，生物法因过程环保、反应条件温和等

优点，在绿色可持续发展的大背景下展现出巨大潜力。本文首先系统介绍了自然界中催化几丁质降解关键酶的来

源与分类、催化机制及特性。其次综述了生物法降解几丁质为单糖 （GlcNAc和氨基葡萄糖） 和寡糖 （几丁寡糖

和壳寡糖），以及进一步生物转化合成含氮化合物的现状。最后阐述了几丁质生物降解和高值转化过程中所面临

的几丁质降解与转化酶活性低、效率差及成本高昂等诸多挑战，展望了发展迅速的合成生物学在几丁质生物转化

中的重要作用，这将为几丁质资源的高效生物炼制提供助力。
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Abstract: Chitin, a linear homo-polysaccharides composed of N-acetylglucosamine (GlcNAc) through β-1,4-

glycosidic bonds, is the richest nitrogen containing biomass resource on earth, with an annual production of 10 billion 

tonnes. Chitin is widely distributed in nature, mainly found in the shells of shrimps and crabs, the exoskeletons of 

insects, and the cell walls of fungi. Due to its abundance and renewablity, especially the presence of the valuable 

nitrogen element, chitin receives widespread attention. However, the abundant hydrogen bonds in the structure of chitin 
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and its huge molecular weight make it highly crystalline and insoluble in water, which leads to challenges in its 

degradation and high-value utilization. Thus, chitin resource is often discarded as wastes or buried, leading to serious 

environment issues and wasted resources. Conversion of abundant chitin resources into high value-added chemicals has 

both environmental and economic significance. Nowadays, the utilization of chitin resources is mainly done by 

efficient, low-cost chemical method, but causing huge environmental pollution. Compared with chemical method, the 

biological method shows great potential in the context of green and sustainable development due to the advantages of 

environmentally friendly process and mild reaction conditions. In this review, the sources and classifications, catalytic 

mechanisms and properties of key enzymes for chitin degradation are introduced. Secondly, the current status of chitin 

biodegradation to monosaccharides (GlcNAc and glucosamine) and oligosaccharides (N-acetyl chitooligosaccharides 

and chitooligosaccharides), and further bio-converted into nitrogen-containing chemicals are reviewed. Although many 

studies on enzymes involved in chitin degradation and conversion have been carried out with certain achievements, the 

diversity and complexity of these enzymes, coupled with the low activity and secretory nature and other factors, have 

hindered the real industrial chitin degradation and conversion. Consequently, the challenges in biodegradation and high-

value conversion process of chitin such as low activity of enzyme, poor efficiency and high cost are highlighted. 

Finally, the important role of rapidly developing synthetic biology technologies in chitin utilization is envisaged, which 

will aid the efficient bio-refining of chitinous resources.

Keywords: chitin; biological degradation; chitinolytic enzyme; biological transformation; nitrogen-containing 

chemicals
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随着全球化石原料逐渐枯竭以及炼制过程导

致严重的污染问题，利用可再生资源绿色高效合

成化学品受到了越来越多关注［1-2］。几丁质

（chitin），又称甲壳素，是由 N-乙酰氨基葡萄糖

（GlcNAc）单体组成的高分子线性多糖，在自然界

含量仅次于纤维素［3］，每年产生量达 100亿吨［4-5］，

主要以α构型存在于虾蟹壳和真菌细胞壁中。我国

虾蟹养殖业和真菌发酵产业极其发达，产生了大

量虾蟹壳和菌丝体等富含几丁质的下脚料，但由

于缺乏高效的炼制手段，通常被作为垃圾丢弃，

浪费资源的同时污染环境［6］。因此，高效、环境友

好地转化丰富的几丁质废弃物为高附加值产品，具

有减轻环境负担和创造巨大经济价值的双重意义。

科研工作者针对几丁质进行了广泛而深入的探索，

目前，其应用领域已扩展至医学治疗、农业增产、

环保治理、化学工业加工以及食品加工等多个方面，

显示出其在跨学科领域的广泛潜力和应用价值。例

如几丁质具有生物可降解性、良好的生物相容性和

抗菌能力，可用于制作手术线、止血片及膜片等，

在医用材料领域备受关注。另外，几丁质具有抗菌、

调节肠道环境等生物活性，因此可作为医药保健品，

颇受广大消费者青睐。此外，相比仅含碳、氢和氧

元素的木质纤维素，几丁质还富含氮元素，可以省

去传统合成过程中提供氮供体的步骤，使其成为了

合成含氮化学品的绝佳底物，在化工领域表现出巨

大的应用潜力［7］。

然而自然界中几丁质均是以结晶形式存在，

相比其他多聚糖，其巨大的分子量及分子内和分

子间存在的大量氢键网络，尤其是单元结构中 2位

碳上的乙酰氨基赋予了其高度结晶、稳定性和不

溶于水的特性，导致人体对其吸收差和难以被转

化，限制了其在医药、保健品等领域中的应用［8］。

将其降解为溶解性良好的单体（GlcNAc和氨基葡

萄糖）和寡聚体（几丁寡糖和壳寡糖）可以充分

发挥其抗肿瘤、抗菌等生物活性，同时也可有效

提高其向高附加值含氮化学品如N-乙酰神经氨酸、

肝素及呋喃胺类化合物等进一步转化的效率［9-12］。

几丁质的降解方法主要有化学法和生物酶法。

传统化学法（目前的商业化生产工艺）是利用高

浓度无机酸分解几丁质（解聚同时发生脱乙酰）

生成氨基葡萄糖和壳寡糖盐，再经乙酰化合成

GlcNAc和几丁寡糖，经济性差，条件苛刻，且产

物被认为是非天然的［13-14］。随着化学技术的发展，

涌现出了一些新的化学法，例如采用离子液体、

路易斯酸及固体酸等可以实现几丁质的选择性降

解与转化，在几丁质资源的高值化利用方面表现

出了一定的应用潜力［15-17］。除此之外，在自然界

中，几丁质降解酶（EC 3.2.1.14）是实现几丁质高

效降解的酶，可以通过水解作用特异性断裂几丁

质及其脱乙酰衍生物壳聚糖的 β-1，4糖苷键分别产

生GlcNAc、几丁寡糖和氨基葡萄糖、壳寡糖。自

然界中细菌、真菌、植物及动物中均可产生几丁

质降解酶，其中微生物来源的酶因活性高和性能

优异被研究得最多［18］。相比化学法，生物酶法过

程绿色、条件温和及产物生物活性好，是几丁质

降解的优选途径，特别是其也可直接作用富含几

丁质的废弃物。美国、日本及加拿大等发达国家

利用酶法降解几丁质的产业化已非常成熟，但国

内相关的基础研究和产业化应用进程却极其缓

慢［19］。主要原因是几丁质降解酶活性低下，难以

高效降解几丁质，尤其是面对拥有高结晶度的天

然几丁质，需要加入大量酶来提升降解效率，导

致酶成本高。近些年，随着合成生物学的快速发

展，几丁质生物高效降解和高值转化取得了一系

列进展。因此，本文就几丁质资源的高效生物炼

制现状和重要突破展开详述，重点综述了几丁质

生物降解为单糖（GlcNAc和氨基葡萄糖）和寡糖

（几丁寡糖和壳寡糖），以及进一步转化合成 N-乙

酰神经氨酸、酪氨酸及呋喃胺等高值含氮化合物

的进展。

1 几丁质的提取方法与结构特征

几丁质作为自然界中唯一的含氮多聚糖，分

布广泛，是真菌细胞壁、昆虫外骨骼、甲壳类动

物外壳及线虫卵壳等的主要构成成分之一，含量

为 3%～85%（表 1）［20］。从结构复杂的几丁质类生

物质中提取几丁质是实现其高效利用的第一步。

商业几丁质主要是从甲壳类动物外壳如虾蟹壳中

提取制得，包括脱矿物质、脱蛋白、脱色等步骤。

几丁质的传统提取主要为化学法，具体为酸碱交

替处理和氧化脱色步骤。例如伍军等［21］利用 1.5%
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盐酸和 8%氢氧化钠对虾壳进行处理，获得 16%的

几丁质得率。此法简单高效、周期短、工艺成熟、

但过程需要高温、设备腐蚀大、能耗大，且会产

生大量酸碱废水。因此，目前绿色化学法如利用

一些优良溶剂如离子液体（IL）和深度共熔溶剂

（DES）来提取几丁质的研究热度日益增加［22］。例

如，Setoguchi等［23］利用 1-烯丙基-3-甲基咪唑溴化

物处理蟹壳，所得几丁质的蛋白含量＜0.1%，脱

乙酰程度<7%。Zhu等［24］利用氯化胆碱-丙二酸制

备的 DES从龙虾壳中提取几丁质，所得几丁质与

商业化几丁质产品的结构相似，纯度较高，提取

率高于酸碱法。尽管此法工艺更为绿色，溶剂可

重复使用，但 IL和DES高昂的成本，且多次使用

后溶解的蛋白会导致体系黏稠，在一定程度上限

制了其规模化进展。

此外，绿色、温和的生物发酵处理法也得到

了广泛关注，主要是利用乳酸杆菌属、芽孢杆菌

属、假单胞菌属和沙雷氏菌属等微生物通过单菌

或混菌发酵产生的有机酸和蛋白酶来去除虾蟹壳

中的矿物质和蛋白，是目前前景较好的一种方法。

Sorokulova等［25］采用生物发酵法提取几丁质，结

果表明对废弃虾壳的脱蛋白率和脱矿盐率分别可

达到 97.1% 和 92.8%。李磊［26］利用嗜酸乳酸杆菌

发酵处理虾头，72 h蛋白质和矿物质去除率分别为

94.8%和 0.77%。刘斯雅等［27］先利用乳酸菌发酵虾

壳废弃物，灰分脱除率达到 97.5%，再利用解淀粉

芽孢杆菌发酵处理，蛋白脱除率可达 96.8%，最终

两步发酵处理后，几丁质提取率为19.6%。Khanafari

等［28］对比了化学和微生物发酵法从废弃虾壳中提

取几丁质，结果表明微生物法较化学法的收率更

高，且对几丁质结构影响较小，但纯度低于化

学法。

与纤维素（单体为葡萄糖）类似，几丁质的

单体是 GlcNAc，其 2号 C 位置上为乙酰氨基，相

邻的两个 GlcNAc反向呈 180°排列，并以 β-1，4糖

苷键连接形成线性链状结构［图 1（a）］。根据链的

方向差异几丁质可分为 α、β及 γ型构型［29-30］，α-几

丁质的两条长链以反向平行方式排列［31］，形成多晶

结构，β-几丁质的两条长链以平行方式排列［32-33］，

形成单斜晶结构，γ-几丁质则是α和β型的混合。几

丁质的三种晶型（α、β、γ）之间可以通过特定的物

理化学手段实现相互转化。具体而言，利用甲酸、

盐酸等强酸处理β-几丁质可以转化为α-几丁质；同

样，通过饱和硫氰酸锂处理 γ-几丁质也能得到α-几

丁质。然而，值得注意的是，α-几丁质在现有的条

件下难以直接恢复到β-几丁质或 γ-几丁质的原始结

构。相比β型及γ型，α-几丁质分子内和分子间的氢

键网络最为丰富和复杂，赋予了其很高的结晶度和

不溶特性，构成了抗降解屏障［图1（b）］。

2 几丁质降解酶

2.1 几丁质降解酶的来源与分类

几丁质降解酶是一类能特异性地断裂GlcNAc-

GlcNAc、GlcNAc-GlcN及GlcN-GlcN糖苷键形成

可溶性糖的酶的总称，其在自然界中占据重要

地位，不仅在碳氮循环、植物免疫、生物防御

表表1　　几丁质的来源与含量［20］

Table 1　　Sources and contents of chitin[20]

生物类型

节肢动物

软体动物

环节动物

原生动物

腔肠动物

海藻

真菌

动物关节

来源分类

甲壳纲：虾、蟹等

昆虫纲：蝗虫/蝴蝶/蚊/蛾/蝇/蚕等蛹壳中

多足/蛛形纲：马陆、蜈蚣、蜘蛛、蝎子、螨虫等

双神经/腹足/掘足/瓣鳃/头足纲：鲍鱼、蜗牛、角贝、牡蛎、乌贼等

原环虫/毛足纲：角涡虫、沙蚕、蚯蚓等

鞭毛虫/肉足/孢子虫/纤毛虫纲：锥体虫、变形虫、疟原虫、草履虫等

水螅虫/钵水母/珊瑚虫纲：水螅、筒螅、海月水母、海蜇、霞水母等

主要是绿藻

囊菌、担子菌、藻菌等

蹄、足的坚硬部分、动物肌肉、骨结合处等

几丁质含量

20%～85%

20%～60%

4%～22%

3%～26%

20%～38%

极少

3%～30%

少量

微量至45%

少量
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等生态过程中发挥关键作用，还参与甲壳类动

物的蜕壳过程，广泛分布于细菌、真菌等微生

物，以及植物和节肢类动物中。其中微生物来

源的酶因具有种类多、活力高和性质优异等优

点，研究得最多［34-35］。例如从自然界中筛选得

到 的 Serratia marcescens［36］、Aeromonas sp.［37］、

Bacillus aryabhattai［34］、Chitinibacter sp. GC72［38］、

Clostridium sp.［39］、Chitinolyticbacter meiyuanensis 

SYBC-H1［40］、Fusarium oxysporum［41］、Penicillium 

aculeatum［42］、Thermomyces lanuginosus［43］、Trichoderma 

harzianum［44］等微生物均被报道了可以分泌高效的

几丁质降解酶。

几丁质降解相关酶主要包括几丁质酶、壳聚糖

酶、几丁质脱乙酰酶、N-乙酰氨基葡萄糖苷酶、多糖

裂解单加氧酶（lyticpolysaccharide monooxygenase， 

LPMO）及几丁质结合蛋白（chitin-binding protein， 

CBP）等。几丁质脱乙酰酶是可以脱除几丁质分子

中的乙酰基产生壳聚糖的一类酶［45］。LPMO 是一

种新型的铜离子依赖型多糖降解酶，属于辅助类

酶，能够以氧化方式打开几丁质链中的糖苷键，

形成含有 N-乙酰氨基葡萄糖酸的游离末端，为几

丁质酶提供更多的酶解位点，从而增加降解效

率［46］。CBP是一类可与几丁质特异结合的蛋白质，

可以使几丁质结晶区蓬松化，后来证明其也是一

种 LPMO［47］。N-乙酰氨基葡萄糖苷酶的作用是催

化可溶性几丁寡糖的 β-1，4 糖苷键产生 GlcNAc，

难以降解不溶性几丁质底物［48］。在几丁质的降解

中，几丁质酶和壳聚糖酶是两个关键酶，几丁质

酶基于序列相似性主要被归类为糖苷水解酶（GH）

18 家族和 GH19 家族［49］，而壳聚糖酶主要分为

GH8 和 GH46 家族［50］。根据水解模式可以分为外

切型和内切型，内切酶可在糖链内部任何位置随

机断裂几丁质或壳聚糖，生成聚合度不同的几丁

寡糖（聚合度 2～7）和壳寡糖（聚合度 2～20），

但随着时间延长，最终产物的聚合度主要为 1～

3［51］。外切酶从糖链的非还原性和还原性末端的外

图图1　几丁质的组成与构型

Fig. 1　Composition and configuration of chitin

1283



合成生物学 第 5 卷

部位点逐渐水解，主要产物为几丁二糖和壳二糖。

以几丁质的酶法高效降解为例，主要涉及LPMO、

几丁质外切酶、几丁质内切酶和 N-乙酰氨基葡萄

糖苷酶四种酶的协同作用，对几丁质糖链的具体

作用模式如图2所示。

在自然界中，微生物是几丁质资源循环的主

要生物，为了高效利用几丁质，一种微生物通常

会分泌多种几丁质降解相关酶，从而构成酶系，

且相互之间具有较好的协同催化作用。例如，典

型几丁质降解细菌 S. marcescens能够产 3 个 GH18

家族几丁质酶（ChiA、ChiB、ChiC）、1 个 GH20

家族 N-乙酰氨基葡糖苷酶及 1 个 LPMO。Chen

等［52］ 通过基因组学对几丁质高效降解细菌

Chitinibacter sp. GC72进行了分析，其含有 17个几

丁质降解酶，其中 12个GH18家族几丁质酶，3个

GH19 家族几丁质酶、1 个 GH20 家族 N-乙酰氨基

葡萄糖苷酶和 1个AA10家族 LPMO。嗜热链霉菌

Streptomyces sp. F-3 分 泌 6 种 几 丁 质 降 解 酶 ，

包括 SsChi18A、SsChi18B、SsChi18C、SsChi19A、

SsGH20A和SsLPMO10A［53］。

2.2 几丁质降解酶挖掘、异源表达及酶学特性

在几丁质降解酶挖掘、异源表达及特性研究

方面，印度海得拉巴大学 Appa Rao Podile、挪威

生命科学大学Vincent G.H. Eijsink、南京工业大学

陈可泉、中国农业大学江正强、天津科技大学路

福平、中国海洋大学毛相朝、华南理工大学罗晓

春、大连理工大学杨青及北京化工大学张桂敏等

国内外团队开展了大量且系统的研究。传统的几

丁质降解酶获取是通过水解透明圈和颜色等筛选

手段，从自然界中特殊环境中筛选分离出产酶活

性较高的微生物菌株，再经发酵培养获得［54-55］，例

如南京工业大学陈可泉等［38， 56］通过透明圈筛选，

从 池 塘 底 泥 中 获 得 了 两 株 高 效 几 丁 质 降 解

菌 Chitinolyticbacter meiyuanensisi SYBC-H1 和

Chitinibacter sp. GC72，其分泌酶可以高效降解粉

粒几丁质和胶体几丁质为GlcNAc。但野生菌的生

长性能较差，且产酶能力不稳定，难以满足规模

化制备的需求。异源克隆表达是获得大量目的酶

的有效手段，而获得高效几丁质降解酶的编码基

因是关键。从筛选得到的微生物中克隆相关基因，

过程烦琐，且自然环境中存在的微生物资源 99%

以上难以培养，因此存在一定的盲目性和局

限性［57］。

宏基因组学和基因测序技术的快速发展，为

酶的挖掘提供了更为全面和高效的手段，现在可

以从 EBI metagenomics、iMicrobe、IMG/M等公开

图图2　几丁质降解的主要酶和水解模式

Fig. 2　Types and hydrolysis patterns of chitinases
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数据库下载到大量各种自然环境样品的宏基因组

数据，包含了许多与几丁质降解相关的功能基因，

并已成为现代酶学研究中重要而珍贵的资料库。

目前已经开发出一系列以比对序列为依据或者以

家族分析为依据的工具（例如 BLAST、FASTA、

hmmsearch、PSI-BLAST 等），可以在宏基因组数

据库中高效检索到大量功能性基因信息。例如，

在CAM＿PROJ＿GOS单个宏基因组数据集上使用

hmmsearch 工具能够找到 3400 多条几丁质降解酶

基因序列。但是如何从庞大的基因数据精准快速

获得性能卓越的新基因，这已经成为宏基因组学

研究中亟待解决的科学问题［58］。

获得高效几丁质降解酶后，其高效可溶性表

达是其能实际应用的保障。目前大量几丁质降解

酶已经在大肠杆菌、毕赤酵母、芽孢杆菌等高效

底盘细胞中进行了成功表达。例如，Chen等［52］通

过全基因组测序和粗酶肽指纹图谱图谱分析，从

高效几丁质降解细菌 C. meiyuanensis SYBC-H1 和

Chitinolyticbacter sp. GC72 中 鉴 定 出 了 数 种 几

丁 质 降 解 关 键 酶 CmChi1、 CmChi3、 CmChi4、

CmNAGase及 NAGase159 等的编码基因，并实现

了在大肠杆菌中的可溶性表达。尽管大肠杆菌的

表达量非常出色，然而许多几丁质降解酶在大肠

杆菌中表达时会产生无活性的包涵体，而在甲醇

诱导下在毕赤酵母中可成功分泌出有活性的酶，

如 Liu 等［59］报道了来自 Fusarium solani 0114 的壳

聚糖酶基因在毕赤酵母中表达并实现了大规模发

酵生产。因此在不同的几丁质降解酶表达中，常

常需要对表达底盘进行筛选。

几丁质降解酶的生产宿主广泛分布于地球生

态系统中，它们为适应多样化的环境，进化出了

多种性能各异的特性。然而，若要这些酶发挥较佳

活性，通常需要在相对温和的环境条件下进行。例

如细菌和放线菌来源的几丁质酶在 pH 4～7时活性

较好［60］。相对于其他多种宿主，微生物因极端耐

受性更强，因此其来源的酶学性能（如 pH 和温

度）更为多样。源自链霉菌的几丁质酶在 pH 为

8～14的范围内仍能保持超过 50%的活力，表现出

较宽的 pH 耐受性［61］。同时，Bacillus subtilis的几

丁质酶在高温下具有显著稳定性，能在 100 ℃处理

20 min 后几乎不损失活力［62-63］。Sun 等［64］从堆肥

的宏基因组中挖掘获得了一个嗜热几丁质酶

ActChi，其最适温度为 80 ℃。Chen 等［65］分离自

Aspergillus fumigates 的壳聚糖酶在 80 ℃和 100 ℃

条件下半衰期分别达 205 h和 32 min，展示了优异

的热稳定性，在工业应用中具有显著优势。另外，

Pseudoalteromonas sp.DL-6 生产的几丁质酶 ChiA

和 ChiC 在低温下保持高活性，最适温度分别为

20 ℃和 30 ℃［66］。此外，Das 等［67］从海洋真菌

Aspergillus terreus 和 Yang 等［68］ 从 Paenicibacillus 

barengoltzii中分离的几丁质酶，展现出强大的几丁

质降解能力，且具有耐高盐高温特性，对含盐量

高的海产品废弃物降解具有潜在应用前景。

几丁质降解酶往往表现出严格的底物专一

性，例如几丁质酶一般仅催化几丁质类底物如几

丁寡糖、胶体几丁质、粉粒几丁质及虾蟹壳等，

对壳寡糖、壳聚糖、纤维素等无水解作用。同样

壳聚糖酶也展现出水解专一性，优先作用于脱乙

酰度（DDA）高的壳聚糖，对几丁质类底物几乎

无水解作用或表现出微弱活性。此外，随着壳聚

糖 DDA 的增加，酶的相对活性也相应增强。而

N-乙酰氨基葡萄糖苷酶仅能催化低聚几丁寡糖，

对几丁质等高分子底物难以作用［69］。针对同一种

酶的不同家族在底物的偏好性方面无明显差异，

例如 GH18 和 GH19 家族几丁质酶均可降解几丁

质，且特异性并不随着家族的变化展现出规律

性，少数几丁质酶也对壳聚糖和纤维素表现出一

定 活 性 ， 这 多 与 蛋 白 序 列 和 高 级 结 构 差 异

有关［70］。

此外，由于天然几丁质拥有极高的结晶度和

分子量，导致大部分几丁质酶对其降解能力较低，

因此目前研究多采用物理法（高压均质、超声、

球磨等）、化学法（酸溶析、碱冻融、有机溶剂、

离子液体等）和生物法（酶法、发酵法）等手段

对结晶几丁质进行预处理，可有效提升酶解效率

（2～18倍）［71-73］。虽然预处理可有效降低几丁质结

晶度，提高其酶解聚效率，但无疑增加了过程复

杂性和成本。挖掘可直接降解天然结晶几丁质的

高效酶是攻克此问题的关键。可实现几丁质解聚

的酶主要包括持续性几丁质外切酶和几丁质内切

酶。其中，持续性外切酶在结晶几丁质解聚中起

到最主要的作用，能够剥离出结晶区单条几丁质
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链并沿其滑动，并在每次催化后不脱离几丁质链

而进行持续催化。但目前已报道的可直接解聚结

晶几丁质的内切酶和外切酶活力仍不够高（最高

分别为 28 U/mg 和 6.9 U/mg）［74-75］，无法满足实际

需要（表2）。

2.3 几丁质降解酶的结构特征和催化机制

鉴于底物分子量的庞大，几丁质降解酶常由

多个结构域构成，除核心催化结构域外，还包括

如碳水化合物结合模块 （carbohydrate binding 

module， CBM）或Ⅲ型纤维连接蛋白（FnⅢ）等

底物识别与结合结构域。几丁质结合结构域

（chitin binding domain， ChBD）是几丁质酶中常

见的结构域，其能够特异性识别和结合几丁质，促进

几丁质酶对几丁质的降解效率［79-80］。ChBD主要被归

属于CBM5、CBM12和CBM18家族，不同来源的几

丁质酶上一般具有1～3个ChBD。例如在我们前期研

究工作中，在几丁质高效降解菌 C. meiyuanensis 

SYBC-H1 中的 20 多种和 Chitinolyticbacter sp. GC72

中的 10 多种几丁质酶大多拥有 2 个 ChBD，说明

ChBD在几丁质的降解中起到重要作用［52］。

不同家族几丁质降解酶的分布广泛且结构差

异显著，目前关于不同家族的进化关系尚不明确，

可能来源于不同的祖先基因，也有可能是共同祖

先，但为了适应不同的生态环境进行了差异性进

化。不同家族酶的催化结构特征和催化机制存在

一定差异，很多文献和综述已经详细报道，例如

GH18 家族和 GH19 家族几丁质酶之间。本文以

GH18家族的几丁质酶为案例进行阐述，该家族酶

具备典型的（β/α）8-TIM桶状结构，由八个 α螺旋

和八个 β折叠无序卷曲构成，催化裂隙位于TIM桶

的上方。GH18几丁质酶进一步细分为A、B、C三

个亚家族［81］。特别地，SubA几丁质酶在Loop7上

拥有（α+β）插入结构域（CID），而 SubB和 SubC

则不具备此特征。这些酶的氨基酸序列包含保守

的“DXXDXDXE”催化模块和“SXGG”底物结

合模块，其中催化模块中的谷氨酸（Glu）和第二

个天冬氨酸（Asp）是活性中心［图 3（a）］［82］。相

比 GH19家族几丁质酶（催化结构域高度螺旋化，

其底物结合裂隙浅），GH18几丁质酶底物结合裂

隙比较深，与几丁质内切酶不同的是，外切酶的

底物结合裂隙“深且窄”，可紧密结合底物，往往

表现出持续性降解作用。GH18几丁质酶为底物辅

助保留型催化断键机制，以 S. marcescens来源的几

丁质酶 SmChiB（PDB 1E6N）为例，当GlcNAc进

入-1 亚位点时，该酶通过在氨基酸残基的作用使

GlcNAc由椅式变为船式构象，进而促使N-乙酰基

的氧原子靠近异头碳（C1）并发起亲核攻击。在

此过程中，Tyr214 与氧原子形成氢键稳定该结

构［83］。随后，Asp142 翻转与 N-乙酰基形成氢键，

稳定中间体，并接近Glu144形成氢键，激活质子

供体，导致糖苷键断裂并形成𫫇唑啉离子中间体。

接着，水分子对C1进行亲核攻击，使𫫇唑啉离子

中间体解体。之后，Glu144 恢复初始状态，而

Asp142在Asp140的辅助下翻转回原位，完成水解

过程［图3（b）］。

此外，对 GH18 SubA 家族几丁质外切酶的持

续性作用机制也已有些了解，例如Nakamura等［84］

采用原子力显微镜单分子成像、X射线衍射和原子

动力学模拟等手段，深入研究了 SmChiA（PDB 

1EHN）的单向持续性运动机制，其运动过程被划

分为化学步骤（涵盖底物辅助催化与产物释放）

和机械步骤（涉及脱晶与链滑动）。在分子结构水

平，持续性外切酶活性架构中的芳香族氨基酸构

成了长且深的底物结合裂隙，Loop7上特有的（α+

β）CID更加拓宽了底物结合裂隙，使糖链结合亚

位点扩展为 8 个（−6 到+2），形成了一个灵活的

鞘，推动几丁质链沿其滑动。此外，活性架构中

极性残基与芳香残基均呈线性排列［图 3（c）］，也

可能与酶的持续性有关。

表表2　　可降解结晶几丁质的酶

Table 2　　Enzymes capable of catalyzing the degradation of 

crystalline chitin

酶

RFChiA

Chit46

ActChi

Chi304

Chit33

R-SaChiA4

CmChi1

活性

持续性外切

内切

持续性外切

内切、外切

内切

内切

内切、外切、N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

酶活

6.9 U/mg

9.5 U/mg

3.7 U/mg

ND

2.7 U/mg

28 U/mg

1.1 U/mg

参考

文献

[75]

[76]

[64]

[65]

[77]

[74]

[78]
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此外，几丁质降解酶的产物聚合度有一定的差

异，例如几丁质酶和壳聚糖酶以聚合度（DP）2～3

的寡糖产物为主，部分酶也会产生高 DP的寡糖，

目前关于产物 DP 的调控机理尚不明确。产物 DP

受多种因素影响，例如酶本身的特异性和活性，

不同类型的酶对糖链的特定部位具有不同的作用

特异性，一些酶可能在DP较高的链上表现更为活

跃，而另一些可能更倾向于作用于短链或链的末

端，同时部分几丁质降解酶表现出转糖基和逆水

解活性，可以在较短时间内催化低DP的寡糖产生

较高DP的寡糖［42］。同时，反应条件、底物几丁质

的类型等也会影响产物DP，例如酶与糖链作用的

图图3　GH18几丁质外切酶的结构模型（a）、催化机制（b）及持续性机理（c）

Fig. 3　Structural model (a), catalytic mechanism (b) and processive mechanism (c) of the GH18 exo-chitinase
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时间长短会影响降解深度和程度，进而影响产物

的DP。

2.4 几丁质降解酶的蛋白质工程改造

为满足工业应用中的成本需求，提高几丁质

降解酶的催化活性和热稳定性已成为酶设计领域

的重点研究方向。传统的研发方法倾向于借助定

向进化技术，该技术通过随机诱变或基因重组的策

略获得突变体，这一过程无需预先对酶的结构和功

能进行详尽的分析。例如，Songsiriritthigul等［85］利

用定向进化技术，对源自 Bacillus licheniformis 的

GH18 家族 ChiA 酶进行了易错突变处理，成功筛

选出了一个酶活性相较于原始酶提高了 2.7倍的突

变体。Menghiu等［86］利用易错 PCR方法构建了一

个 B. licheniformis 几丁质酶 ChiA 的突变体库，以

4-甲基伞形酮衍生化的几丁三糖为底物（几丁质酶

水解时会释放游离的 4-甲基伞形酮，其在 365 nm

激发时产生荧光），随后运用荧光激活细胞分选

（FACS）技术测定突变体的荧光信号强弱，从该库

中筛选出了一个酶活性显著增强的突变体 DH08。

潘梦妍等［87］通过利用易错PCR技术，成功构建了

一个包含几丁质酶Chisb的随机突变文库，以此实

现对其的定向进化。随后，采用 96孔板进行初步

筛选，再辅以摇瓶复筛的方式，进一步确认了酶

催化效率的提升，最终获得了两个催化效率显著

提高的突变体C43D和E336R。但是定向进化过程

中构建的突变文库容量大，需要建立高通量筛选

方法。

随着蛋白解析技术和计算机建模技术的日益

发展，获得大量精准的蛋白结构，基于结构基础

的半理性设计和理性设计策略得到研究者大量关

注，其针对特定结构域内的残基进行突变，构建

出精简而高效的突变体库。例如，基于共识的半

理性设计方法被应用于几丁质酶 PpChi1中，通过

引入二硫键和脯氨酸的改造策略，显著提升该酶

的热稳定性。在 50 ℃的条件下，改造后的几丁质

酶 PpChi1的半衰期达到了野生型酶的 26.3倍，这

一成果充分展示了结构域内残基突变在提高酶稳

定性方面的巨大潜力［88］。对 S. marcescens 几丁质

酶ChiB的表面残基G188A/A234P进行突变，其在

57 ℃时半衰期增加了 10 倍，Tm增加了 4.2 ℃［89］。

Zhao 等［90］对几丁质酶 SsChi18A 进行了半理性

改造后，突变体 Y286W、E287A、K186A 对胶

体几丁质的活性较野生型分别提高了 151%、

135% 和 129%。除了催化域的改造，对几丁质降

解酶的底物结合域进行替换也可有效提高其降

解活性。例如，用来 Bacillus circulans WL-12 几

丁 质 酶 BcChiA1 的 CBM12 代 替 Streptomyces 

albolongus ATCC 27414几丁质酶 SaChiA4的CBM5，

使其对几丁质粉粒的活性提高了 54%［91］。Wan

等［64］将嗜热几丁质酶 ActChi 的 malectin 和 FnⅢ
结构域替换为 ChBD，使其对结晶几丁质的降解

效率提升 4 倍。这些策略使几丁质降解酶的稳定

性和活性等性能更加优异，对其实际应用具有

重要意义。

3 几丁质生物降解与高值转化

3.1 几丁质生物降解合成几丁寡糖和壳寡糖

几丁寡糖［聚合度（DP）2～7］和壳寡糖（DP 

2～20）作为水溶性功能低聚糖，拥有抗肿瘤、抗

炎和抗菌等优良生物活性，在生物医药、食品、

农业等领域具有巨大的应用前景，其市场需求量

逐渐增加。酶法降解几丁质及其脱乙酰产物壳聚

糖因过程绿色、产品生物活性好及产物聚合度集

中等优势，是实现几丁寡糖和壳寡糖制备的优选

途径。目前利用酶法降解壳聚糖制备壳寡糖

产业化已经非常成熟，例如，Doan 等［92］利用

Paenibacillus sp. TKU047 来 源 内 切 壳 聚 糖 酶

TKU047粗酶降解脱乙酰度为 98%的壳聚糖，产物

为 DP 2～9 的壳寡糖，产率为 68.44%。罗洒等［93］

克隆表达了来自 Bacillus amyloliquefaciens ECU08

的内切壳聚糖酶，该酶降解底物后主要产生 DP 

2～3 的壳寡糖，在 30 L 的反应体系中总产物收

率高达 75.8%，其收益较高，适用于大规模生

产。Zhou 等［94］在毕赤酵母中表达的来自烟曲霉

的壳聚糖酶 Csn75 与多数内切型壳聚糖酶不同，

该酶在制备高 DP 壳寡糖方面显示出巨大潜力。

为获得特定聚合度的壳寡糖，通常需运用蛋白

质工程和酶膜反应器等方法精确控制水解工
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艺［95］。例如 Kuroiwa 等［96］利用固定化酶填充床

反应器连续生产壳五糖和壳六糖，可以连续反

应一个月，提高产率的同时可以有效地控制反

应的终止，对于制备高聚合的壳聚糖有重要价

值。但目前从几丁质制备壳聚糖是采用高温浓

碱法，存在较大的污染问题。利用脱乙酰酶对

几丁质进行脱乙酰制备壳聚糖具有一定前景，

但活性和效率低下，目前仅仅停留在实验室阶

段，尚无法进行规模化应用。

相比酶法降解壳聚糖制备壳寡糖，酶法降解

几丁质制备几丁寡糖的基础研究和工业化进程却

极其缓慢。国内仅有青岛博智汇力生物科技有限

公司有少量DP 2～7的几丁寡糖标准品售卖，价格

极高（人民币 1000～3000元/10 mg）。目前报道中

几丁质酶的降解产物主要为几丁二糖和几丁三糖，

且常常伴有少量 GlcNAc，难以获得高 DP 的产

物（表3）。

例如，Le等［97］利用来源 Salinivibrio sp. BAO-

1801 几丁质酶水解胶体几丁质，在反应进行 8 h

后，产物主要为几丁二糖，伴有微量GlcNAc，二糖

产率为71.5%。Wang等［98］从虾壳废弃物中筛选到产

低温几丁质酶的菌株Trichoderma gamsii R1，利用纯

化的几丁质酶水解胶体几丁质生成 11.62 mg/mL几

丁二糖和 1.92 mg/mL几丁三糖。Wan等［64］从堆肥

宏基因组中挖掘到了一个嗜热几丁质酶 ActChi，

并经过ChBD的融合构建了人工酶，利用其降解几

丁质，产物仅有几丁二糖。从上述案例中发现，

酶法降解几丁质制备几丁寡糖在效率上仍然较低，

且产物主要的几丁二糖，需要开发出可合成高聚

合度几丁寡糖的高效酶。目前仅有少数几丁质酶

降解几丁质时可以产生高聚合度几丁寡糖。例如

Luo等［104］利用融合几丁质酶Chit46-CBM3降解几

丁质和虾壳废弃物，可以产生 DP 2～7 的几丁寡

糖，产量为 8.8 g/L。吴敬等［105］利用 Aeromonas 

veronii来源的几丁质酶ChiB565水解几丁质主要产

生几丁二糖、三糖和四糖，伴有少量几丁五糖和

六糖。Raval等［34］利用 Bacillus aryabhattai几丁质

酶降解几丁质粉粒合成了DP 2～7的几丁寡糖。此

外，少数几丁质酶和 N- 乙酰氨基葡萄糖酶

（NAGase）在发挥水解活性的同时，常伴有转糖苷

活性，具有合成更高聚合度寡糖的潜力。例如，

印度海得拉巴大学Podile教授团队在几丁质酶的转

糖苷活性方面开展了大量研究工作，他们利用

Chitiniphilus shinanonensis来源的CsChiL催化几丁四

糖合成了几丁六糖［106］，Flavobacterium johnsoniae来

源的 ChiA 以几丁四糖合成了几丁五糖和几丁六

糖［63］。Singh 等［107］利用 Aspergillus oryzae 来源的

GH20家族 NAGase能以几丁二糖、几丁三糖、几

丁四糖分别合成聚合度 2～4、4～6、5～6的几丁

寡糖。Stenotrophomonas maltophilia 来源的 GH20

家族NAGase可分别催化几丁二糖和三糖分别合成

了几丁三糖和几丁四糖。Zhang 等［108］发现 GH20

表表3　　酶法降解几丁质生产几丁寡糖

Table 3　　Production of N-acetyl chitooligosaccharides from enzymatic degradation of chitin

来源

Salinivibrio sp. BAO-1801

T. gamsii R1

S. marcescens

堆肥宏基因组

T. harzianum

P. barengoltzii

F. johnsoniae UW101

S. marcescens

M. thermophila C1

A. fumigatus df347

A. media CZW001

B. aryabhattai

Corallococcus sp. EGB

酶

野生几丁质酶

野生几丁质酶

SmChiB

ActChi

rChit46

PbChi70

FjChiB

rCHI-2

Chi1

AfChi28

AmChi

BaChiA

CcCti1

底物

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

粉粒几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

溶胀几丁质

胶体几丁质

粉粒几丁质

粉粒几丁质

胶体几丁质

产物

几丁二糖，少量GlcNAc

几丁二糖、三糖

几丁二糖

几丁二糖

几丁二糖，微量GlcNAc

几丁二糖，微量GlcNAc

几丁二糖、三糖

几丁二糖，微量GlcNAc

几丁二糖，微量GlcNAc

几丁二糖到几丁四糖

几丁五糖、六糖

几丁二糖到几丁六糖

几丁二糖到几丁六糖

寡糖产率/产量

71.5%

11.62 g/L，1.92 g/L

2.04 g/L

17%

94.8%

21.6 g/L，89.5%

—

—

—

—

—

—

—
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家族CmNAGase能水解催化DP 2～6几丁寡糖，同

时可依次加上 1 分子 GlcNAc 生成 DP 为 3～7 的几

丁寡糖，此外也能以 GlcNAc 为底物合成几丁二

糖。但这些酶的水解活性大于转糖苷和逆水解活

性，随着长时间的反应，高聚合度产物仍会被降

解，难以积累。

除了专一性几丁质酶和壳聚糖酶，非专一性

酶如溶菌酶、胃蛋白酶、脂肪酶、纤维素酶也可

用于降解几丁质或壳聚糖制备寡糖。例如，黄晓

月等［109］以被广泛用于食品工业的木瓜蛋白酶作

为催化剂水解壳聚糖，最终获得DP 6～10的壳寡

糖，产率为 45.07%。董惠忠［110］设计了一个由纤

维素酶、木瓜蛋白酶以及壳聚糖酶组成的复合酶

系统，用于水解壳聚糖。通过此系统，高效地制

备了 DP 6～8 的壳寡糖，且其产率高达 79.84%。

这一创新方法显著提高了壳寡糖的制备效率和产

物的纯度，为壳寡糖的应用研究提供了有力的技

术支持。

3.2 几丁质生物降解合成 N-乙酰氨基葡萄糖和氨基

葡萄糖

N-乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）是几丁质的基

本组成单元，具有修复软骨组织、抗菌抗氧化及

保水保湿等众多功能，同时因含有珍贵的氮元素，

也是合成神经氨酸、透明质酸及呋喃环类化合物

等重要含氮分子的重要前体，在医药、化妆品与

保健品等领域受到广泛关注。将几丁质彻底转为

GlcNAc往往需要至少 2个酶的联合协同作用，内

切酶或外切酶将几丁质水解为几丁寡糖，进一步

在N-乙酰氨基葡萄糖苷酶NAGase的作用下转化为

GlcNAc。迄今为止，已经有诸多利用几丁质酶降

解几丁质生产GlcNAc的报道（表4）。

例如，Chen 等［52］在降解几丁质制备 GlcNAc

方面开展了大量工作，利用C. meiyuanensis SYBC-

H1粗酶液对几丁质进行了高效降解，基于酶对底物

几丁质的特异性亲和吸附性能，建立了新颖的酶亲

和吸附分离与降解的耦合过程，单批酶解几丁质产

表表4　　酶法降解几丁质生产GlcNAc

Table 4　　Production of GlcNAc from enzymatic degradation of chitin

酶（来源）

C. meiyuanensis

SYBC-H1发酵液

A. caviae CH129发酵液

A. terreus 发酵液

S. proteamaculans NJ303发酵液

T. harzianum发酵液

S. albolongus 发酵液

ScChiC, ScHEX

SaChiA4, SvNag2557

ChiA, BsNagZ

BpChiA, BlNagZ

CmChi1

ChiG

AMCase

PbChi70突变体, NAGase

PbChi74, NAGase

底物

粉粒几丁质

微生物发酵处理几丁质

超声处理几丁质

高压均质小龙虾壳

有机溶剂预处理几丁质

碱冻融处理几丁质

胶体几丁质

膨胀几丁质

高压均质小龙虾壳

冻干几丁质粉

胶体几丁质

粉粒几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

胶体几丁质

GlcNAc浓度/（g/L）

39.3

19.2

2.65

3.9

4.6～7.6

75

—

46

3.9

14

4.4

9.4

8.0

—

—

9.8

—

1.2

—

27.8

转化率

98%

96%

100%

—

96%

98%

93%

92%

78%

80%

89%

94%

80%

88%

64%

98%

—

87%

97%

93%

参考文献

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[67]

[114]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[78]

[124]

[125]

[126]

[127]

1290



第 5 卷 www.synbioj.com

GlcNAc的浓度可达 40 g/L，且酶可重复使用 3次，

构建了高效的降解工艺。通过 C. meiyuanensis 

SYBC-H1 几丁酶粗酶降解碱冻融处理的几丁质，

GlcNAc浓度达 75 g/L［116］。此外，此研究团队开发

了高压均质［114］、细菌发酵［112］、有机溶剂溶

析［115］、超声［113］、球磨［111］等系列几丁质预处理工

艺，有效提升了酶法制备 GlcNAc 的效率［112］。其

他团队在 GlcNAc 的酶法制备上也取得了良好进

展，Suresh 等［128］将 Aspergillus flavus 来源的 N-乙

酰氨基葡萄糖苷酶降解虾壳来源几丁质生产

GlcNAc，产量达到了 21.37 g/L。Yang 等［129］利用

三个细菌几丁质酶 SmChiA、SmChiB、SmChiC 和

一个昆虫 NAGase OfHex1 降解粉粒几丁质，24 h

产生 2.7 g/L GlcNAc（占比 95%）。Jiang等［68］利用

细菌几丁质酶PbChi70突变体和真菌NAGase降解粉

粒几丁质， 24 h 产生 7.19 g/L 的 GlcNAc （占比

95%），转化率72%。Han等［126］通过将P. barengoltzii

几丁质酶PbChi70突变体和NAGase在黑曲霉进行双

酶共表达，在5 L发酵罐中实现了高密度发酵产酶，

几丁质酶和NAGase活性最高分别可达 61.33 U/mL

和 353.1 U/mL，利用双酶降解粉状几丁质生产

GlcNAc，其纯度≥95%（质量分数），转化率可达

71.9%（质量分数）。几丁质酶也可直接降解几丁

质富含物，例如Zhang等［114］使用高压均质处理小

龙虾壳，提高了几丁质酶对其的降解效率。Gao

等［130］分离了一株新的几丁质降解菌 Chitinibacter 

sp. GC72，并利用其几丁质酶降解 100 g小龙虾壳

粉，可得到 15.2 g的 GlcNAc。此外，自然界中存

在少数多功能几丁质酶，可以单酶降解几丁质为

GlcNAc，例如 Okazaki等［124］利用 C. shinanonensis 

SAY3T几丁质内切酶 ChiG 可以水解胶体几丁质为

单 一 GlcNAc。 Chen 等［78］ 利 用 C. meiyuanensis 

SYBC-H1 的几丁质酶 CmChi1 兼具内切、外切及

N-乙酰氨基葡萄糖苷酶NAGase活性，可以水解胶

体几丁质为GlcNAc，浓度达 9.8 g/L，转化率接近

100%。但多功能活性中 NAGase 活性较差，若通

过酶催化机制解析和蛋白质工程改造提高多活性

的协调性，将为低成本、高效降解几丁质制备

GlcNAc提供可能。

氨基葡萄糖（GlcN）是 GlcNAc 的脱乙酰产

物，传统的合成方法是通过酸处理对几丁质进行

水解。酶法是通过 N-乙酰葡糖胺脱乙酰酶催化生

成GlcN，但效率低下，因此研究较少。例如，从

海洋环状杆菌中分离出一种脱乙酰酶，其可催化

GlcNAc转化为GlcN，经过 72 h后，可从几丁质和

蘑菇中分别得到18 mg/g和7 mg/g的GlcN［131］。

3.3 几丁质生物合成含氮化学品

除了降解合成单糖和寡糖，几丁质也可以通

过生物转化合成生物能源。例如毛霉能够将几丁

质粉末转化为生物燃料乙醇［132］。细菌 Shewanella 

oneidensis可以通过微生物燃料电池系统将几丁质

转化为电能［133］。此外，相较于纤维素仅含碳、

氢、氧元素，几丁质含有珍贵的氮元素，因此也

是合成含氮化合物的绝佳底物，可以省去氮元素

的额外供给。例如，Liu 等［134］构建了几丁质酶、

N-乙酰氨基葡萄糖-2-差向异构酶和N-神经氨酸醛

缩酶的三酶级联催化体系，在 24 h 内可以催化

20 g/L胶体几丁质获得 9.2 g/L的N-乙酰神经氨酸。

Ma等［135］开发了一种综合生物精炼工艺将虾蟹壳

废弃物来源的几丁质转化为两种芳香族含氮化学

品，首先利用酶降解几丁质，再利用工程大肠杆

菌以几丁质降解物发酵合成了 0.91 g/L 酪氨酸和

0.41 g/L左旋多巴。

近年来以几丁质为底物出发合成呋喃环类含

氮化合物也取得了相当大的进展（图 4）。由于这

些化合物在生物体内没有天然的合成和代谢路径，

目前主要经过生物和化学催化结合的方式合成。

其中的关键步骤是几丁质单体GlcNAc脱水并重排

形成一种新型含氮平台化合物 3-乙酰氨基-5-乙酰

基呋喃（3A5AF），仅能通过化学催化合成。利用

3A5AF为底物通过化学衍生已合成诸多高附加值

含氮化学品。然而利用生物催化 3A5AF合成其衍

生物的报道仅有几例。Hao 等［136］首先以 GlcNAc

为底物化学合成了 3A5AF，再利用羰基还原酶

（ScCR）成功合成了手性 3-乙酰氨基-5-（1-羟乙基）

呋喃，具有优异的对映选择性。在此基础上，此

团队进一步对 ScCR进行了半理性改造，大大提高

了其催化活性和稳定性，实现一锅法化学-酶两步

催化合成了R-3-乙酰氨基-5-（1-羟乙基）呋喃，产

率为 53%，e.e.（对映体过量）>99%［137］。陈可泉

1291



合成生物学 第 5 卷

等［138-139］以几丁质酶降解几丁质制备的 GlcNAc经

化学脱水合成了 3A5AF，进一步利用筛选获得的转

氨酶和脱乙酰酶通过不对称还原胺化和脱乙酰合成

了126 mmol/L R-3-乙酰氨基-5-（1-氨基乙基）呋喃

和 47.58 mmol/L 2-乙酰基-4-氨基呋喃，转化率分

别为84%（e.e.>99%）和79.3%。

4 结 论

几丁质是自然界中储量非常丰富的可再生资

源，广泛存在于虾蟹壳和真菌细胞壁中，但由于

缺乏高效的炼制手段，这些生物质多被作为废弃

物处置，仅有少量作为饲料等底端产品进行高值

化，导致巨大的资源浪费和环境污染。相比化学

炼制，生物法具有过程条件温和、绿色及特异性

好等优势，尤其是近年来随着合成生物学的快速

崛起，进一步提升了生物法的实际应用前景。本

综述总结了近些年来几丁质资源的生物降解和高

值转化的进展，对几丁质资源的高效炼制具有重

要意义。几丁质的生物炼制主要有两个方面：一

方面是利用几丁质降解酶将几丁质水解为功能性

寡糖（几丁寡糖和壳寡糖）和单糖（GlcNAc和氨

基葡萄糖），因具有较好的生物活性，在医药、食

品及农业等领域已经广泛应用；另一方面是基于

几丁质的天然含氮元素的优势，利用微生物细胞

或者酶将几丁质及其降解产物单糖或寡糖转化为

N-乙酰神经氨酸、氨基酸及呋喃环类含氮化合物。

因此，通过生物法将丰富的几丁质资源高效转化

为高附加值产品具有保护环境和提高经济水平的

双重意义，可为我国绿色可持续发展建设提供

助力。

5 展 望

利用生物法对几丁质资源进行炼制，不但可

实现废物利用，产生可观的经济效益，而且整个

过程绿色环保，目前已经有诸多先进案例。然而，

相较化学法，生物法仍存在效率低下、成本较高

的瓶颈。因此，几丁质资源的高效生物炼制需要

在以下几个方面不断改进：

首先，将几丁质降解为可溶性的寡糖和单糖

是实现其高效生物炼制的关键，但目前缺乏高效

的几丁质降解酶，对拥有结晶度高、分子量大结

构特性的天然几丁质如虾蟹壳等的作用效果极差，

因此以往的研究大量集于预处理方法开发，通过

物理、化学等方法略降低几丁质结晶度，进而提

图图4　几丁质生物合成含氮化合物

Fig. 4　Biosynthesis of nitrogen-containing compounds from chitin
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高其酶解效率，但仍然存在一系列问题，例如物

理法设备要求高、能耗高，化学法环境污染、条

件苛刻等，均会导致成本较高，限制了其实际应

用。目前报道中有少量新颖多功能几丁质酶，可

以单酶高效降解天然几丁质如虾蟹壳等为几丁寡

糖或GlcNAc，展现出较好的应用前景，但多种活

性之间的不匹配，仍需要基于结构与功能关系的

蛋白质工程改造提高其性能。因此，未来的研究

核心之一是获得适于工业催化的、不需要对几丁

质进行预处理的高效降解酶。例如通过特殊环境

筛选或基于宏基因组学进行挖掘获得高性能天然

酶，也可利用蛋白质工程对已有酶进行（半）理

性改造和定向进化，结合高通量筛选方法，获得

催化性能提升的优良突变体。

其次，目前报道中几丁质基含氮化合物多是

利用化学法转化获得，主要是基于几丁质及其单

体GlcNAc化学脱水合成的 3-乙酰氨基-5-乙酰氨基

呋喃（3A5AF）为平台，进一步通过还原胺化、

还原、脱乙酰、异构化等化学反应合成一系列呋

喃环含氮化学品。而相关化合物的生物催化合成

案例较少，主要是受限于底物的非天然性，因此

未来的研究第二个重要方向为基于天然的结构类

似物催化酶对 3A5AF转胺、还原等反应相关酶进

行挖掘和工程改造，获得更多的含氮化学品合成

相关酶元件和生物合成新路线。

此外，在几丁质合成含氮化学品的路线中，

在不同步骤中生物法和化学法展现出各自的优缺

点，未来的研究第三个重要方向是将生物法和化

学法进行联用，充分发挥两种方法的各自优势和

协同作用，建立高效转化几丁质资源到含氮化学

品的生物-化学联合方法。例如利用酶法降解几丁

质为 GlcNAc，再采用化学法催化 GlcNAc 脱水环

化形成 3A5AF，进一步在酶的催化下合成呋喃环

类含氮化合物。

随着合成生物学的迅速发展，以及人工智能的

进一步辅助，相信在不久的将来，会实现低成本、

绿色转化几丁质资源合成系列高附加值化学品。
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