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摘  要：为筛选鉴定具有良好稳定性的壳聚糖酶，从源于贫瘠盐碱土壤的高产蛋白酶萎缩芽孢杆

菌中克隆壳聚糖酶基因并在大肠杆菌中表达，利用镍柱纯化等方法获得萎缩芽孢杆菌壳聚糖酶

(Bacillus atrophic chitosanase, BA-CSN)，并对 BA-CSN 的最适温度、最适 pH、底物特异性、动力学

参数等性质进行表征。结果表明，BA-CSN 的分子量为 31.13 kDa，最适反应温度为 55 ℃，最适 pH
为 5.5，在温度低于 45 ℃、pH 4–9 时具有良好的稳定性，且在 pH 为 3.0 和 10.0 时处理 4 h 以内也

具有较好的稳定性；K+、Na+、Mn2+、Ca2+、Mg2+、Co2+对 BA-CSN 具有激活作用，其中 Mn2+的激

活作用最为显著，而 Fe3+、Cu2+、Ag+对BA-CSN有抑制作用；BA-CSN水解胶体壳聚糖的相对酶活

最高，对胶体几丁质也有较好的酶解能力；在最适催化条件下，BA-CSN 对胶体壳聚糖催化反应的

米氏常数 Km、最大反应速率 Vmax 分别为 9.94 mg/mL、26.624 μmol/(mL·min)。本研究证明 BA-CSN
对酸碱有较强的耐受性，具有广阔的工业应用前景。 
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gene from Bacillus atrophaeus with a high protease yield from the barren saline-alkali soil and 
expressed this gene in Escherichia coli. The expressed chitosanase of B. atrophaeus (BA-CSN) 
was purified by nickel-affinity column chromatography. The properties including optimal 
temperature, optimal pH, substrate specificity, and kinetic parameters of BA-CSN were 
characterized. The results showed that BA-CSN had the molecular weight of 31.13 kDa, the 
optimal temperature of 55 °C, the optimal pH 5.5, and good stability at temperatures below 45 ℃ 
and pH 4.0–9.0. BA-CSN also had good stability within 4 h of pH 3.0 and 10.0, be activated by 
K+, Na+, Mn2+, Ca2+, Mg2+, and Co2+, (especially by Mn2+), and be inhibited by Fe3+, Cu2+, and 
Ag+. BA-CSN showcased the highest relative activity in the hydrolysis of colloidal chitosan, and 
it had good hydrolysis ability for colloidal chitin. Under the optimal catalytic conditions, 
BA-CSN demonstrated the Michaelis constant Km and maximum reaction rate Vmax of       
9.94 mg/mL and 26.624 μmoL/(mL·min), respectively, for colloidal chitosan. In short, BA-CSN 
has strong tolerance to acids and alkali, possessing broad industrial application prospects. 
Keywords: Bacillus atrophaeus; chitosanase; expression and purification; enzymatic properties; 
pH tolerance 

 
壳聚糖具有独特的结构和功能，是由乙酰

氨基葡萄糖和氨基葡萄糖通过 β-1,4 糖苷键组

成的线性聚合物，广泛存在于节肢类动物、真

菌及藻类中[1]。壳聚糖具有生物降解性、生物

相容性、无毒性等特性以及抑菌、抗癌、降脂、

增强免疫等多种生理功能，在食品、农业、医

疗等领域广泛应用[2]。壳聚糖高分子质量的特

性使其在自然状态下非常稳定。因其分子间具

有很强的氢键作用而导致其水溶性差，因此未

降解的壳聚糖难以被直接利用，而经降解的壳

寡糖具有良好的水溶性，易被机体吸收[3]。 
目前，壳寡糖的制备方法有化学法、物理

法、酶解法[4]，其中酶降解法反应条件温和、

对环境友好、产物相对分子量容易控制，在壳

寡糖工业化制备中发挥重要作用 [5]。壳聚糖酶

(chitosanase, CSN)是一种用于降解壳聚糖糖苷

的水解酶[6]，广泛分布于细菌、真菌中[7]，近年

来对 CSN 的研究集中在芽孢杆菌(Bacillus)[8]、土

地杆菌 (Pedobacter)[9]和链霉菌 (Streptomyces)[10]

中。目前，商业用途和用于工业化生产的 CSN
较少，主要原因之一是多数酶温度和 pH 适应

能力较弱。具有良好酶活和稳定性的 CSN 可从

多种生境的微生物中筛选，亦可通过基因改造

获得，如郭静等[11]通过突变 C 端提高了 CSN 的

热稳定性及催化活性。在工业应用中反应液的

pH 会随着反应的进行而变化，造成不利影响，

所以工业中会用一些化学方法解决 pH 变化带

来的负面作用，但化学方法会对酶和底物造成

影响，降低反应效率，如 Kulish 等[12]利用乙酸

降低壳聚糖黏度导致壳聚糖结构发生了变化，

因此目前亟须寻找具有温度和酸碱耐受性的

CSN。 
前期本课题组从我国新疆乌鲁木齐市河马

泉新区贫瘠盐碱土壤中分离得到一株高产蛋白

酶的萎缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus)[13]，其

所产酶具有耐高温、耐盐碱等性质，本文通过

PCR 扩 增 获 得 该 萎 缩 芽 孢 杆 菌 壳 聚 糖 酶

(Bacillus atrophic chitosanase, BA-CSN)基因，将

其克隆入原核表达质粒 pET-28a(+)，以大肠杆

菌为表达宿主对其进行诱导表达得到 BA-CSN，

并对其进行酶学性质研究，以期为拓展 CSN 资

源及其产业化应用奠定基础。 
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1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

产酶萎缩芽孢杆菌由实验室前期从新疆维

吾尔自治区乌鲁木齐市河马泉新区贫瘠盐碱土

壤中分离获得 [13]；大肠杆菌(Escherichia coli) 
DH5α、E. coli BL21(DE3)和质粒 pET-28a(+)均
为实验室保存。 

1.2  主要试剂 
壳 聚 糖 、 异 丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷

(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, IPTG)
购自北京索莱宝科技有限公司；DNA marker、
限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、PCR 高保真

酶、DNA 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 TaKaRa
公司；咪唑购自上海山浦化工有限公司；

Ni-NTA 镍柱购自南京金斯瑞生物科技有限公

司；其他化学试剂均为国产分析纯。 
1%胶体壳聚糖：1 g 壳聚糖溶于 25 mL 的

1%的乙酸溶液中，加入适量的碱液，校正 pH
值在 5.5−5.8 之间，补去离子水到 100 mL。 

1.3  壳聚糖酶基因克隆与表达载体构建 
用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取萎缩

芽孢杆菌基因组 DNA，根据 NCBI 数据库中萎

缩芽孢杆菌 CSN 基因序列设计引物 BA-CSN-F 
(5′-CGGGATCCCGCACCTTGATGATGAACGA
TACGG-3′，下划线为 BamH I)和 BA-CSN-R 
(5′-CCGCTCGAGCTCATCGCTTCTTACTTGAT
TACG-3，下划线为 Xho I)，以萎缩芽孢杆菌基

因组 DNA 为模板扩增 CSN 基因。以 BamH I
和 Xho I 分别酶切 PCR 扩增的 BA-CSN 和

pET-28a(+)，用 DNA 琼脂糖凝胶回收试剂盒回

收 纯 化 BA-CSN 基 因 片 段 和 线 性 化 的

pET-28a(+)，再将两者用 T4 DNA 连接酶进行连

接，连接产物转入大肠杆菌感受态细胞，提取

重组质粒并送生工生物工程(上海)股份有限公

司测序鉴定，鉴定正确的重组质粒命名为

pET-28a-BA-CSN。 

1.4  壳聚糖酶的诱导表达 
通过热激转化将 pET-28a-BA-CSN 转入大肠

杆菌 BL21(DE3)感受态细胞，鉴定正确的转化菌

株于 37 ℃过夜培养，再转接至新培养基中 37 ℃
培养至 OD600 为 0.5−0.6，加入诱导剂 IPTG，28 ℃
诱导 4 h。诱导前和诱导后样品分别进行 SDS- 
PAGE，具体步骤如下：样品与 2×蛋白上样缓冲

液 1:1 混匀后，沸水浴 10 min，待冷却至室温后

取 10 μL 混合液和 5 μL 蛋白 marker 进行电泳，

条件为：电压 90 V，30 min；电压 120 V，1.5 h。 

1.5  壳聚糖酶纯化 
诱导表达后收集菌液，8 000 r/min、4 ℃离

心 20 min 收集菌体，用 PBS 溶液洗涤 2 次，同

等条件下离心，菌体在冰浴条件下脉冲式超声

波破碎(100 W，工作 3 s，暂停 3 s) 30 min。之

后 8 000 r/min、4 ℃离心 20 min，以上清为粗

酶液进行镍柱纯化，具体步骤如下：用 5 倍柱

体积的咪唑溶液平衡镍柱，粗酶液用 0.45 μm
滤膜过滤后上样，水平摇床中轻微振荡处理 3 h，
收集穿流液，以不同浓度咪唑溶液洗脱，经

SDS-PAGE 检测确定最佳洗脱浓度，洗脱液经

梯度透析后进行定量。 

1.6  壳聚糖酶活和蛋白浓度测定 
以 3,5-二硝基水杨酸比色法(3,5-dinitrosalicylic 

acid, DNS 法 )[14]测定重组酶活性，通过测定  
490 nm 处吸光度计算酶活。反应体系：0.9 mL 
1%胶体壳聚糖，0.1 mL 酶液(视情况可进行稀

释)，1 mL 乙酸-乙酸钠缓冲液，37 ℃反应 15 min。
以煮沸 10 min 灭活的酶作为对照。酶活定义为：

在上述反应条件下每 min 产生 1 μmol 还原糖所

需酶量。蛋白浓度测定采用 BAC 蛋白浓度测定

试剂盒。 

1.7  壳聚糖酶最适温度和温度稳定性 
选择 30–75 ℃ (间隔 5 ℃)作为反应温度，
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取等量相同浓度酶液测定 BA-CSN 在不同温度

条件下的酶活，以最高酶活为 100%，根据不同

温度下的相对酶活确定 BA-CSN 的最适温度。

取等量相同浓度酶液分别在上述温度下孵育 
30 min、1 h、2 h、4 h，加入底物和缓冲液，在

55 ℃条件下反应 15 min，测定残余酶活，分析

BA-CSN 温度稳定性。 

1.8  壳聚糖酶最适 pH 和 pH 稳定性 
配制不同 pH 的 0.2 mol/L 的缓冲液，包括

乙酸-乙酸钠缓冲液(pH 2.0–5.5)、磷酸盐缓冲液

(pH 6.0–8.0)和 Tris-HCl 缓冲液(pH 9.0–11.0)。 
取等量相同浓度酶液测定 BA-CSN 在上述

pH 2.0–8.0 条件下的酶活，以最高酶活为 100%，

根据不同 pH 值的相对酶活确定 BA-CSN 最适

pH。取等量相同浓度酶液分别在上述 pH 条件

下分别孵育 30 min、1 h、2 h、4 h、6 h，加入底

物和缓冲液，在 55 ℃ 条件下反应 15 min，测定

残余酶活，分析 BA-CSN pH 稳定性。 

1.9  金属离子对壳聚糖酶酶活的影响 
分别选取 K+、Na+、Mn2+、Ca2+、Mg2+、

Co2+、Fe3+、Cu2+和 Ag+配制成 20 mmol/L 溶液，

将不同金属离子溶液加入到等量酶液中，至金

属离子终浓度分别为 1、5、10 mmol/L，4 ℃孵育

30 min，加入底物和乙酸-乙酸钠缓冲液(pH 5.5)，
在 55 ℃条件下反应 15 min 后测定 BA-CSN 酶

活。以不加任何金属离子的溶液为对照组。 

1.10  酶的底物特异性 
分别以 1%的胶体壳聚糖、羧甲基壳聚糖、

粉末壳聚糖、胶体几丁质、羧甲基纤维素钠和

可溶性淀粉为底物，在 pH 5.5、温度为 55 ℃条

件下测 BA-CSN 酶活，分析该酶底物特异性。 

1.11  壳聚糖酶的动力学参数测定 
在 pH 5.5、55 ℃条件下，分别在终浓度为 

2、4、6、8、10、12、14 mg/mL 的 900 μL 胶

体壳聚糖溶液中加入 100 μL 稀释的 BA-CSN 酶

液，反应 10 min 后加入 1.5 mL DNS 终止反应。

测定不同底物浓度的反应速度。用 Lineweaver- 
Burk 制图法绘制双倒数曲线，求出壳聚糖酶的

Vmax 和 Km 值。 

1.12  TLC 薄层层析水解产物分析 
取 1%的胶体壳聚糖 9 mL，加入 1 mL 壳聚

糖酶液，在最适反应条件下水解 2 h 后，沸水

浴 10 min，待自然冷却至室温，8 000 r/min 离

心 10 min，取上清用毛细管点样于硅胶板，同时

以 D-氨基葡萄糖盐酸盐溶液作为对照，吹干后

置于层析缸内充分展开，展开剂为异丙醇:25%
氨水:水=15:7.5:1。取出硅胶板，待充分干燥后，

均匀喷洒显色剂(0.5%的茚三酮乙醇溶液)，吹干

后置于 110 ℃烘箱显色，观察形成的斑点。 

1.13  数据处理 
实验中每个处理重复 3 次，数据用 SPSS 

Statistics 2.0 进行统计分析，利用 Prism 和 Excel
进行数据分析和图表绘制。  

2  结果与分析 
2.1  壳聚糖酶基因序列分析与原核表达

质粒构建 
克隆的 BA-CSN 基因共编码 252 个氨基酸，

与已公布 CSN 序列的一致性较高(图 1A)，与一

株萎缩芽孢杆菌 CSN (GenBank 登录号：

ATO28833.1)相比，同源性为 99.60%，206 位丝

氨酸(S)替换为丙氨酸(A)；与另一株萎缩芽孢杆

菌 CSN (NCBI reference sequence：WP_106271432.1)
相比，同源性为 98.81%，除 206 位发生上述氨

基酸替换外，193 位谷氨酸(E)替换为赖氨酸

(K)；而与枯草芽孢杆菌 CSN (PDB：7C6C)相
比有多处差异，同源性为 88.43%，且枯草芽孢

杆菌 C S N 氨基端缺失 1 0 个氨基酸。经

ScanProsite 功能域查找显示第 22–62 位为壳聚

糖酶 46 和 80 家族活性位点，该酶相对分子量 
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28.16 kDa，理论等电点为 5.84。采用同源建模

预测壳聚糖酶的结构，选取同源性较高的壳聚

糖酶 CsnMY002 (PDB: 7C6C)为模板，利用

SWISS-MODEL 对壳聚糖酶进行建模，并在

PyMOL 软件上进行可视化分析，以同样的方法对

萎缩芽孢杆菌 CSN (NCBI reference sequence：

WP_106271432.1)建模，结果见图 1B，BA-CSN 
壳聚糖酶的三维构象可分为上下两个半球，上

下两个半球通过 1 个 α 螺旋连接，其中 206 位

氨基酸残基位于底物结合口袋的入口附近。原

核表达质粒 pET-28a-BA-CSN 经酶切产生约

750 bp 的 DNA 片段(图 1C)，与预期相符。 
 

 
图 1  壳聚糖酶基因序列分析与原核表达质粒构建    
Figure 1  Sequence analysis of chitosanase gene and constructing its prokaryotic expression plasmid. A: 
Chitosanase secondary structure (above) and amino acid sequence alignment (under). “★” represents the 
active site, “▊” represents the Mn2+ binding site,“•” is used for counting amino acids, and there are 10 amino 
acids between two “•”. B: Chitosanase homology modeling and tertiary structure prediction. On the left is 
BA-CSN, the three glutamate residues near the substrate binding pocket are marked in yellow; on the right is 
the reference CSN; the mutant amino acid residues are red. C: Restriction endonuclease analysis of 
pET-28a-BA-CSN. M: DNA marker; Lane 1–2: BamH I and Xho I digestion products. 
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2.2  壳聚糖酶诱导表达及纯化 
在 55 ℃、pH 5.5 条件下诱导表达得到分子

量约 31.13 kDa 的蛋白(图 2)，与融合蛋白的理

论分子量相符。200 mmol/L、250 mmol/L 和  

300 mmol/L 咪唑均能达到理想的洗脱效果，根

据 BCA 蛋白浓度测定方法得到的线性回归方

程 y=0.001x+0.203 6，纯化的蛋白质浓度为 

0.964 mg/mL。将蛋白浓度稀释到 0.1 mg/mL，

用 DNS 法测得比酶活为 57.77 U/mg。 
 

 
 
图 2  壳聚糖酶诱导表达与纯化 
Figure 2  Inducible expression and purification of 
chitosanase. M: Protein ladder. Lane 1: Before 
induction; Lane 2: After induction; Lane 3: 
Ultrasonic lysis supernatant; Lane 4: Ultrasonic 
lysis of the pellet; Lane 5: Flow-through fluid 
collected prior to elution; Lane 6–14: Different 
concentrations of imidazole solution are eluted (20, 
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 and 500 mmol/L). 

2.3  壳聚糖酶最适反应温度与温度稳定性 
由图 3A 可知，反应温度从 30 ℃升至 75 ℃

时 BA-CSN 酶活呈先增后减趋势，75 ℃时酶活

性完全丧失，55 ℃为最适反应温度。温度稳定

性见图 3B，BA-CSN 在 30–45 ℃具有极强的稳

定性，50 ℃、240 min 后仍保持 60%以上的残

余酶活，55 ℃及以上温度时酶活急剧下降，

75 ℃时，60 min 内酶活性已丧失。 

2.4  壳聚糖酶最适 pH 和 pH 稳定性 
由图 4A可知，BA-CSN 最适反应 pH为 5.5；

pH 为 4.0 和 5.0 时残余酶活均在 80%以上，pH

为 3.0 和 6.0 时残余酶活均在 40%以上，其余

pH 值条件下残余酶活均低于 40%。pH 稳定性

见图 4B，pH 值在 4.0–6.0 之间时，处理 6 h 时

残余酶活均保持在 70%以上，说明该酶在中性

和弱酸性条件下酶活性均较强。 pH 值在

3.0–10.0 之间时，处理 1 h 残余酶活均保留在

70%以上，处理 2 h 均保留在 60%以上；pH 值

在 4.0–9.0 之间时，处理 6 h 残余酶活均保留在

60%以上，且 pH 为 10.0 处理 6 h 时残余酶活保

持在 40%以上；以上结果说明该酶在弱酸性和

弱碱性条件下均具有较好的稳定性。 
 

 
 
图 3  壳聚糖酶的最适温度(A)及温度稳定性(B) 
Figure 3  Optimum reaction temperature (A) and temperature stability (B) of chitosanase. 
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图 4  壳聚糖酶的最适 pH(A)及 pH 稳定性(B) 
Figure 4  Optimal reaction pH (A) and pH stability (B) of chitosanase. 
 
2.5  金属离子对壳聚糖酶的影响 

不同浓度金属离子对 BA-CSN 活性影响如

图 5 所示，K+、Na+、Mn2+、Ca2+、Mg2+、Co2+

对该酶均有一定程度激活作用，其中 Mn2+激活

效果最明显，5 mmol/L 和 10 mmol/L Mn2+可分

别将酶活性提高至 135%与 145%，均极显著高

于对照组，K+、Na+、Ca2+、Mg2+、Co2+次之， 
 

 
 

图 5  金属离子对壳聚糖酶活性的影响 
Figure 5  The influence of metal ions on 
chitosanase activity. a, b, and c were the significant 
differences in relative enzyme activity between 
BA-CSN and blank at the same metal ion 
concentration. a: 0.01<P<0.05; b: 0.001<P<0.01; c: 
P<0.001. 

其中 K+、Ca2+、Mg2+、Co2+随着浓度升高抑制

了酶活，加入 10 mmol/L Co2+时酶活极显著低

于对照组；Fe3+、Cu2+、Ag+对该酶有明显抑制

作用，且随浓度升高抑制作用增强，10 mmol/L
时残余酶活均极显著低于对照组。 

2.6  壳聚糖酶底物特异性 
BA-CSN 底物特异分析结果如图 6 所示，

该酶对 1%的胶体壳聚糖、羧甲基壳聚糖、羧甲 
 

 
 

图 6  壳聚糖酶的底物特异性 
Figure 6  Substrate specificity of chitosanase. 
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基纤维素钠和粉末壳聚糖均有一定酶解能力，

其酶解胶体壳聚糖的活性最高(相对酶活设定

为 100%)，对胶体几丁质的相对酶活亦达到

70%以上，但该酶对可溶性淀粉无降解能力。 

2.7  壳聚糖酶的动力学常数测定 
根据 BA-CSN 催化胶体壳聚糖水解反应的

Lineweaver-Burk 双倒数曲线(图 7)，得到直线

回归方程为 y=0.373 5x+0.037 56，根据该方程

计算出该酶米氏常数 Km=9.94 mg/mL，最大反

应速率 Vmax=26.624 μmol/(mL·min)。 

2.8  薄层层析分析酶解产物 
BA-CSN 降解胶体壳聚糖的产物分析如图

8 所示，酶解产物与 D-氨基葡萄糖标准品处在 
 

 
 

图 7  壳聚糖酶催化动力学 Lineweaver-Burk 双

倒数图 
Figure 7  Lineweaver-Burk double reciprocal 
diagram of chitosanase catalytic kinetics. 

 

 
 

图 8  BA-CSN 降解产物的薄层层析分析 
Figure 8  Thin-layer chromatography analysis of 
BA-CSN degradation products. Lane 1: Glucosamine 
standard; Lane 2: Enzymatic hydrolysate. 

相近位置，且只有 1 个显色点，说明 BA-CSN
降解胶体壳聚糖的最终产物为氨基葡萄糖。 

3  讨论与结论 
壳聚糖的食品工业制备依赖于从各类环境

中的微生物中筛选获得的酶活高、稳定性强的

CSN。本研究自贫瘠盐碱土壤高产蛋白酶萎缩

芽孢杆菌中获得 CNS 基因，将其在大肠杆菌中

表达纯化并研究其酶活性，以期获得稳定性强、

适用于工业生产的 CSN。结果显示该酶的最适

反应温度为 55 ℃，在 30–45 ℃稳定性极强(图
3)，最适反应温度和温度稳定性与已报道的芽

孢杆菌等菌株 CNS 的特性相似[3-4,15-17]，温度稳

定性高的 CNS 可降低壳聚糖酶工业生产成本、

促进壳聚糖生物转化，是壳聚糖工业应用的关

键之一。CSN 最适反应 pH 通常在 4.0–8.0 之间，

如链霉菌(Streptomyces lydicus) S1[18]、水杆菌

(Aquabacterium sp.)[19]源 CSN 最适反应 pH 分别

为 6.0 和 5.0，但也有 CSN 最适 pH 达到 9.5[20]。

据报道一些 CSN 在酸性条件下较稳定，如蜡样

芽 孢 杆 菌 (Bacillus cereus)[21] 和 草 酸 青 霉

(Penicillium oxalicum) M2[22]源 CSN 在 pH 为

4.5–7.5 之间较稳定，然而二者在碱性环境中酶

活大幅度降低。近期有研究表明苏云金芽孢杆

菌(Bacillus thuringiensis)源 CSN 酸碱适应范围

较广，pH在 5.0–10.5之间均保留较高的酶活[23]。

本研究中 BA-CSN 最适反应 pH 为 5.5，在中性

和弱酸性条件下酶活性均较强，在酸性和碱性

条件下均具有较好的稳定性，即使在 pH 为 3.0
和 10.0 的强酸强碱处理 1 h 仍保留 70%以上残

余酶活(图 3)，该特性较已报道的 CSN 有明显

优势，在壳聚糖工业生产中具有潜在应用前景。 
本研究发现多种金属离子可增加 BA-CSN

酶活，其中尤以 Mn2+最为显著，5 mmol/L 和

10 mmol/L Mn2+均极显著提高了酶活；亦有几
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种金属离子可抑制酶活，其中 10 mmol/L Co2+、

Fe2+、Cu2+、Ag+处理后的残余酶活均极显著低

于对照组(图 5)，以上结果提示该酶在实际应用

中可通过调整反应液离子组成及其浓度提高酶

活。金属离子可通过多种方式影响 CSN 酶活，

如通过与 CSN 蛋白质结构互作影响酶活，

Tottey 等[24]研究发现 Mn2+通过与 3 个组氨酸和

1 个谷氨酸所形成的结构域紧密结合促进酶活，

且 Cu2+与该结构域结合力降低并抑制酶活，根

据序列分析发现 BA-CSN 中亦有类似结构域，

Mn2+与第 30 位天冬酰胺紧密结合，其可能是

Mn2+促进 BA-CSN 酶活和 Cu2+等抑制酶活的主

要机制。另外，CSN 亦可通过改变 CSN 中的电

荷分布以及酶和底物结合力而影响酶活，Ag+

和 Fe3+改变 CSN 酶活即是通过这种方式[25]，本

研究中这两种离子同样抑制了 BA-CSN 酶活。 
根据氨基酸序列分析，BA-CSN 与已报道的

萎缩芽孢杆菌 CSN (NCBI reference sequence：
WP_106271432.1)相比发生了 206 位 S→A 的替

换和 193 位 E→K 的替换，虽未明显改变

BA-CSN 的蛋白质结构(图 1B)，但 206 位在底

物结合口袋附近，193 位由酸性氨基酸替换为

碱性氨基酸，这 2 个位点的替换可能影响

BA-CSN 酸碱耐受性和对金属离子的响应等酶

学特性，但仍有待进一步研究证实。 
目前，芽孢杆菌来源的壳聚糖酶多为内切

型，如 Jiang 等[26]报道的枯草芽孢杆菌来源的

壳聚糖酶、Wang 等[27]报道的副芽芽孢杆菌来源

的壳聚糖酶与梁颖等[28]报道的蜡样芽孢杆菌来

源的壳聚糖酶都属于内切型壳聚糖酶，水解产

物未出现单糖，而本研究的 BA-CSN 水解产物

为氨基葡萄糖，与大多数芽孢杆菌来源的壳聚

糖酶水解底物的方式不同，壳聚糖酶水解底物

的方式和水解产物的聚合度对研究壳聚糖酶的

功能至关重要[29]，该特性的形成机制尚待进一

步研究。 
总之，本研究从贫瘠盐碱土壤的萎缩芽孢

杆菌中获得 BA-CSN，并在大肠杆菌中表达纯

化，结果表明该酶具有较强的酸碱耐受性，且

多种金属离子可显著影响其酶活，具有应用于

工业制备的潜力。 
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