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摘要 几丁质是仅次于纤维素的第二大天然多糖，由N-乙酰-D-氨基葡萄糖聚合而成，具有重要的应用价值。自然界中几丁

质可被细菌高效降解。细菌可分泌多种几丁质降解酶类，主要分布在GH18家族和GH19家族中。细菌中几丁质降解酶基因

存在明显的基因扩增及多结构域组合现象，不同家族、不同作用模式的几丁质酶系协同作用打破复杂的抗降解屏障，完成

结晶几丁质的高效降解。因此，深入分析细菌几丁质酶结构与功能，对几丁质高效降解与高值转化应用具有重要意义。本

文介绍了细菌几丁质酶的分类、结构特点与催化作用机制；总结了不同细菌胞外几丁质降解酶系的协同降解模式；针对几

丁质酶家族分子改造的研究进展，展望了以结构生物信息学及大数据深度学习为基础的蛋白质工程设计策略在今后改造中

的作用，为几丁质酶的设计与理性改造提供新的视角与思路。
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几丁质是自然界广泛存在的生物多糖之一，由

N-乙酰-D-氨基葡萄糖（GlcNAc）经 β-1,4-糖苷键

连接聚合而成。几丁质作为结构多糖，存在于许多

生物细胞外基质中，包括真菌细胞壁、昆虫外骨

骼、甲壳类外壳和线虫卵壳等［1］。几丁质结构与

纤维素类似，由单一单体聚合形成线型链状结构，

相邻两个单体反向呈180°排列（图1a）。几丁质链

通过分子内和分子间的氢键网络形成高度结晶的几

丁质，构成抗降解屏障。根据几丁质链的方向差异

可以分为 α型、β型及 γ型几丁质［2］。不同于纤维

素，几丁质的抗降解屏障不仅表现在高度结晶的整

体结构［3］，还表现在 N-氨基乙酰化程度 （degree

of acetylation， DA） 和 糖 单 元 的 聚 合 程 度

（degree of polymerization，DP）两个方面［2］。几丁

质是重要的生物质资源，其降解产物GlcNAc和几

丁质寡糖（chitin-oligosaccharide，CHOS）具有抗

氧化、抗菌、抗肿瘤等多种特异性生物活性，被广

泛应用于农业、食品工业和医药领域［4-6］。

利用几丁质生产高附加值产物主要有化学法和

生物酶法两种方法。化学法需要使用高浓度的HCl

或H2SO4，易造成危险和环境污染，生物酶法具有

绿色、快速的特点，可以形成环境友好和生物相容

的产物［7］。几丁质酶（EC 3.2.1.14）特异性水解几

丁质糖苷键产生低聚寡糖。自然界中，几丁质酶广

泛分布在古菌、细菌、真菌、高等植物及动物

中［1］，其中，细菌几丁质酶由于产生的丰度和商

业潜能一直是研究的热点。细菌中几丁质降解酶基

因存在明显的基因扩增及多结构域组合现象，并且

不同家族、不同作用模式的几丁质酶系可以协同参

与几丁质的高效降解［8］，对生态系统碳氮比的平

衡起着至关重要的作用［9］。因此，充分认识细菌

几丁质酶的结构功能、降解模式及分子设计策略，

对于高效生产高附加值产品，推动低品质生物质原

料的绿色转化技术的快速发展具有重要意义。
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Fig. 1 Structure of chitin and chitinase
图1 几丁质与几丁质酶结构示意图

（a）几丁质结构示意图。（b）几丁质酶家族、基因、结构域组成及催化结构域示意图：黏质沙雷菌（S. marcescens），SmChiA （PDB ID

1EHN）；S. marcescens，SmChiC（PDB ID 4AXN）；炽热古菌（Pyrococcus furiosus），Pf-ChiA（PDB ID 3A4W）；灰色链霉菌（S. griseus），

SgChiC（PDB ID 1WVU）。Loop：无规则卷曲；α：α螺旋；β：β折叠。



赵沙，等：细菌几丁质酶结构、功能及分子设计的研究进展2022；49（7） ·1181·

1 细菌几丁质酶的分类与结构特点

在碳水化合物活性酶数据库 CAZy （http://

www.cazy.org/）中，几丁质酶基于序列相似性主要

被归类为GH18和GH19家族。其中，GH18家族几

丁质酶广泛分布在古菌、细菌、真菌、高等植物及

动物中，而 GH19 家族几丁质酶主要分布于植物

中，细菌中分布较少，且细菌中的GH19家族几丁

质酶由植物几丁质酶进行基因水平转移产生［10］。

截至2021年7月，GH18家族中被表征的细菌几丁

质酶序列有192条，结晶结构有22个，而GH19家

族被表征的细菌几丁质酶有15条序列，其中2个获

得晶体并解析结构，分别为来源于天蓝链霉菌A3

（2）（Streptomyces coelicolor A3 （2）） 的 Chi19G

（PDB ID 2CJL） 和 灰 色 链 霉 菌 HUT 6037

（Streptomyces griseus HUT 6037） 的 ChiC （PDB

ID 1WVU）。

几丁质酶一般由多个结构域组成，包括催化结

构域（CD）、碳水化合物结合模块（CBM）和/或

Ⅲ型纤维连接蛋白（FnⅢ）等底物辅助结合结构

域（图 1b）。GH18家族几丁质酶催化结构域较为

保守，为经典的（β/α）8 TIM桶结构，由 8个 α螺旋

和8个β折叠经无规则卷曲（Loop）组成，催化裂

隙位于桶结构的上方。GH18家族几丁质酶根据序

列和结构特征又可被分为 A、B、C 3 个亚家族。

其中，Sub A 几丁质酶在 Loop7 上具有（α+β）插

入结构域（CID），而Sub B和Sub C几丁质酶结构

则不存在插入结构域，Sub B在Loop6上存在发夹

结构［11］。GH19家族几丁质酶的催化结构域高度螺

旋化，其底物结合裂隙相对较浅。有研究表明，

GH18家族几丁质酶在催化裂隙中存在保守的催化

序列DxDxE，其中，SubA亚家族结构域CID中存

在两个相对保守的序列 YxR 与［E/D］ xx ［V/I］，

能够参与底物的结合和催化［12］。而 GH19 家族几

丁质酶催化中心具有一个相对保守的序列［FHY］-

G-R-G-［AP］-x-Q-［IL］-［ST］-［FHYW］-［HN］-

［FY］-NY，并以两个Glu作为催化残基（质子酸与

质子碱），二者结合可以作为GH19家族几丁质酶

识别的标志［10］。GH18家族与GH19家族保守结构

的不同可能直接导致其作用机制的差异［13］。

2 细菌几丁质酶的作用机制

GH18家族几丁质酶为底物辅助保留型催化断

键 机 制 （substrate-assisted retaining catalytic

mechanism），而GH19家族几丁质酶为单一置换反

转 型 催 化 机 制 （single displacement inversion

mechanism）。另外几丁质酶按照其作用模式分为

内切几丁质酶和外切几丁质酶。前者可以随意切割

聚合物的链内糖苷键生产寡糖，而后者只能从几丁

质聚合物末端逐渐降解生成单体或二聚体［14］。

GH18家族几丁质酶又可分为持续性几丁质酶和非

持续性几丁质酶。持续性几丁质酶能够沿着底物糖

链滑动，并在每次催化发生后不脱离几丁质链而进

行持续水解［15］，有效降解结晶几丁质。持续性几

丁质酶多为外切几丁质酶，但也有例外，如人壳丙

糖苷酶（human chitotriosidase，HCHT）是以持续

性为降解模式的内切几丁质酶 ［16］。

2.1 酶与底物结合

不同几丁质酶底物结合裂隙的形状和组成不同

（图2a）。GH18家族几丁质酶存在长且深的底物结

合裂隙，至少包含 5个底物结合亚位点（Sub C亚

家族），Sub B亚家族Loop的差异使得活性亚位点

增为 7个，Sub A亚家族CID结构域的插入更加拓

宽了酶分子与底物的结合裂隙，使亚位点扩展为8

个。并且不同亚家族活性架构氨基酸的保守度明显

不同，其中Sub A （PDB ID 1EHN）亚家族的保守

度最高，绝对保守氨基酸在−6到+2亚位点都有分

布，Sub B （PDB ID 4AXN） 与 Sub C （PDB ID

3A4W）亚家族的保守度相对较高，在−3 至+2 亚

位点均存在保守氨基酸。GH18家族 3个亚家族都

具有相同的催化断键位点（酸性的Asp和Glu）。而

GH19家族几丁质酶（PDB ID 3WH1）的底物结合

裂隙较浅，一般可以容纳4个底物糖环，相对保守

的氨基酸在−2至+2亚位点均有分布，但其保守性

相对GH18家族几丁质酶较弱（图2a）。有趣的是，

GH19 家族几丁质酶的正负亚位点结构对称，而

GH18 家族几丁质酶正负亚位点结构具有不对称

性，尤其是GH18 Sub A亚家族。这表明在几丁质

酶的进化过程中，通过增加结合底物的亚位点，并

形成类似隧道的活性架构来获得持续催化的

能力［17］。

GH18家族几丁质酶与底物C2官能团和突出的

O6原子相互作用较多，在C2官能团方面，几丁质

酶同时结合底物亚氨基氮原子和乙酰基氧原子，保

守的GH18家族几丁质酶活性位点残基主要与底物

的 O7 原子相互作用；GH19 家族几丁质酶活性位

点残基则不表现出对底物氮原子和氧原子的偏好。

GH18家族几丁质酶平均每个亚位点仅形成 2个氢
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键相互作用，GH19家族几丁质酶每个亚位点平均

可形成 4个氢键相互作用，GH18家族几丁质酶相

对较少的氢键相互作用可加速持续性。GH18 和

GH19家族几丁质酶活性中心表面都包含多个保守

的芳香族氨基酸残基，这些残基通过疏水相互作用

力结合几丁质底物［18-19］，但GH18家族几丁质酶的

CH-π相互作用平均分布于 8个亚位点，并且具有

相对较高的保守性，为持续性作用提供滑行的轨

道［7］，而GH19家族几丁质酶的CH-π相互作用主

要存在于−2及+2亚位点，且保守性相对较低，可

稳定底物结构（图 2b）。综上所述，GH18家族持

续性几丁质酶活性架构亚位点的不对称性以及活性

中心芳香族氨基酸的高度保守性可能是该家族几丁

质酶具有持续性催化机制的结构基础［20］。

2.2 催化机制

目前， 随着对GH18家族几丁质酶催化机制的

研究，越来越多的证据表明底物辅助保留模型能够

更 好 地 解 释 反 应 机 理 。 以 来 自 黏 质 沙 雷 菌

（Serratia marcescens） 的几丁质酶 SmChiB （PDB

ID 1E6N）为例阐述［21］，当GlcNAc进入−1亚位点

时，在氨基酸残基的作用下发生构象变化，由椅式

构象变为船式构象，使得N-乙酰基的羧基氧原子

靠近异头碳（C1）并发起亲核攻击，Tyr214 与羧

基氧原子形成氢键稳定该结构。Asp142进行翻转

与 N-乙酰基形成氢键，稳定中间体结构，另外

Asp142翻转后靠近Glu144并与其形成氢键激活质

子供体，糖苷键断裂，产物解离，恶唑啉离子中间

体形成。后催化水分子对C1发动亲核攻击，恶唑

啉离子中间体解体， Glu144 恢复初始状态，

Asp142在Asp140的辅助下翻转回初始位置，产物

释放，水解完成（图3a）。但也有个例存在，如来

自同一株菌的 SmChiA （PDB ID 1EHN）［22］的催化

Fig. 2 Conserved analysis of chitinase active center
图2 几丁质酶活性中心保守性分析

（a）几丁质酶与底物结合界面；（b）GH18家族（PDB ID 1EHN）与GH19家族（PDB ID 3WH1）家族几丁质酶活性中心序列谱。
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过程中并未形成恶唑啉离子中间体。在底物糖苷键

质子化后，与Asp311相互作用的Asp313翻转到其

替代位，并与催化残基Glu315相互作用使得−1亚

位点GlcNAc的N-乙酰氨基团绕C2-N2旋转，N-乙

酰氨基团的N-H翻转至另一位置完成水解过程。

GH19 家族几丁质酶采用单一置换反转机制，

以来自蕊形真藓（Bryum coronatum）的GH19家族

几丁质酶BcChi-A（PDB ID 3WH1）［23］为例进行阐

述。催化过程如下 （图 3b）：催化反应发生前，

Glu61作为催化酸，Glu89作为催化碱。GlcNAc到

达−1亚位点时保持椅式构象不变。Glu61提供H离

子使糖苷键中的异头氧原子质子化，糖苷键断裂，

形成羰基碳鎓离子中间体，同时Gln164与−1亚位

点的GlcNAc的N-乙酰氨基团形成氢键，从而阻止

恶唑啉离子中间体的形成。Glu70作为一般碱起着

稳定水分子的作用，当中间体形成后，被 Ser102

的羟基氧原子形成氢键固定的催化水分子可以被

Glu70激活并发生亲核攻击。水解产物发生构型反

转，产生α异头物，产物释放，水解完成。

3 持续性作用机制

由于结晶几丁质具有抗降解性，持续性几丁质

酶要从结晶表面剥离出单条几丁质链，进而可以持

续性降解，不断产生二糖单元。目前，持续性几丁

质酶的结构基础在模式细菌S. marcescens中得到一

定研究。S. marcescens包含两个持续性几丁质酶，

SmChiA和 SmChiB，属于GH18家族并具有保守的

CID结构域［12］。其中SmChiA从非还原端向还原端

移动，在非还原端在释放（GlcNAc）2，而 SmChiB

则从还原端向非还原端移动，在还原端释放

（GlcNAc）2 （图4a），SmChiA的半衰期和速度都比

SmChiB大，表明不对称的亚位点结构决定了结晶

多糖的降解方向和程度［24］。结晶结构表明两者的

活性架构中芳香氨基酸呈线性排列［18］。这些芳香

族残基（特别是Trp）可以与糖环的一侧或两侧形
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Fig. 3 The schematic diagram of chitinase catalysis mechanism
图3 几丁质酶催化机制示意图

（a）GH18家族几丁质酶催化过程；（b）GH19家族几丁质酶催化过程。
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Fig. 4 The schematic diagram of the processive catalysis mechanism of chitinases
图4 几丁质酶持续性催化机制示意图

（a） SmChiA与SmChiB持续性作用机制示意图；（b） SmChiA关键芳香族氨基酸残基与底物相互作用示意图；（c） SmChiA关键极性氨基酸残

基与底物相互作用示意图。
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成堆积或疏水相互作用，并形成一个灵活的鞘，推

动几丁质链沿着鞘滑动［25］。活性架构芳香族氨基

酸的缺失通常会导致酶对结晶几丁质底物的亲和

力、持续性和活性降低［7］。此外，活性架构中极

性残基与芳香残基均呈线性排列（图4b），也可能

参与持续性。Hamre等［25］证明活性架构极性氨基

酸Thr276在持续性作用过程中发挥重要作用，突

变体ChiA-T276A产物的［（GlcNAc）2］/［GlcNAc］比

例降低近 50%，几丁质降解效率降低 26.7%。Jana

等［26］通过定点诱变确定了 S. marcescens几丁质酶

SmChiB活性架构中极性氨基酸的作用。但是，目

前对极性残基在底物结合、糖苷酶作用模式和持续

性中的作用的了解仍然相对有限。

尽管结晶几丁质和纤维素的物理和化学稳定性

是相似的，但是几丁质酶移动产生双糖的速度是纤

维素酶的 10倍［27-28］。几丁质酶快速单向运动的机

制越来越受到人们的关注。Nakamura等［29］利用高

精度单分子成像、X射线晶体学和全原子动力学模

拟等技术研究了SmChiA单向持续性运动机理，分

为化学步骤（底物辅助催化和产物释放）和机械步

骤（脱晶和链滑动）。在另一项研究中，Nakamura

等［30］通过单分子荧光成像成功测定了 SmChiA 的

基本速率常数，结果表明持续性几丁质酶 SmChiA

需要与内切几丁质酶以及辅助催化酶类AA10家族

裂解多糖单加氧酶CBP21（LPMO）协同作用，才

能有效地结合到链端并增加水解活性。为了研究几

丁质酶的持续性，人们开发了各种各样的研究方

法。经典的方法包括使用薄层色谱法 （thin layer

chromatography，TLC）、高效液相色谱法 （high

performance liquid chromatography，HPLC）等方法

定量产物，计算G2/（G1+G3）的比例［31-32］以及可溶

性还原糖的比例［33］，使用水溶性壳聚糖（部分去

乙酰化几丁质）作为底物测定产物中偶数糖与奇数

糖的比例。此外，使用荧光标记底物［34-35］或安培

生物传感器［36］已成功地确定有效结合酶的分数，

以估计酶的持续性能力。近年来，高速原子力显微

镜［37］或全内反射荧光显微镜［30，38］等单分子成像

技术的应用，使人们能够直接观察有效结合的持续

性酶。

4 细菌几丁质酶系协同降解模式

自然界中，几丁质经过脱乙酰化等修饰作用，

其结构具有一定的复杂性，需要多种几丁质酶协同

降解［2，39］。一些细菌可以分泌多种几丁质酶，利

用特异的协同降解模式实现高效降解几丁质。代表

菌株是模式菌 S.marcescens，分泌 GH18 家族几丁

质酶 SmChiA、SmChiB 和 SmChiC、GH20 家族壳

二糖酶 （chitobiase） 和 LPMO［27，40-41］；嗜热链霉

菌 Streptomyces sp. F-3，胞外分泌 6 种几丁质降解

相关蛋白，除了 GH18 家族几丁质酶 SsChi18A、

SsChi18B 和 SsChi18C、 GH20 家 族 SsGH20A 和

AA10 家族裂解多糖单加氧酶 SsLPMO10A 外，还

包含一种 GH19 家族几丁质酶 SsChi19A［11］；红茶

纤维弧菌（Cellvibrio japonicas）可分泌GH18家族

的几丁质酶 CjChi18B、 CjChi18C、 CjChi18D 及

GH18 家 族 糖 苷 酶 CjChi18A， 及 AA10 家 族 的

CjLPMO［41］。几丁质降解酶系包含至少 4 类酶：

a. LPMO， 如 CBP21、 SsLPMO10A 和 CjLPMO，

通过氧化裂解作用随机切割几丁质聚合物释放自由

链末端； b. 内切几丁质酶，如 GH18 家族的

SmChiC、 SsChi18B、 SsChi18C、 CjChi18C 和

CjChi18D，GH19家族的SsChi19A，通过水解作用

使糖苷键断裂，从而释放自由链末端或产生寡聚

糖 ； c. 持 续 性 外 切 几 丁 质 酶 ， 如 SmChiA、

SmChiB、 SsChi18A 及 CjChi18B， 它 们 均 属 于

GH18-Sub A家族，可从几丁质链的还原端或非还

原端持续性降解并产生二糖单元；d. 壳二糖酶或

N‑乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 苷 酶 （endo‑β‑N-

acetylglucosaminidase，NAG），如 GH20 家族的壳

二糖酶、SsGH20A 和 GH18 家族的 CjChi18A，将

（GlcNAc）2水解为 GlcNAc。几丁质酶系协同降解

过程如下［42］：LPMO和内切几丁质酶在结晶几丁

质表面作用释放自由链末端，持续性几丁质酶由链

末端切入、剥离几丁质单链并进行持续性降解产生

二糖单元，内切几丁质酶在作用过程中产生的寡聚

糖，由内切几丁质酶或持续性几丁质酶进一步降解

产生寡糖，最后壳二糖酶或 β-N-乙酰氨基葡萄糖

苷酶将寡糖降解为单糖，运送至胞内进一步降解

（图 5a-c）。研究表明，一些不具备几丁质水解活

性的结合蛋白（chitin binding protein，CBP）可增

加底物可及性与几丁质酶协同作用［43］。

在细菌中，磷酸烯醇丙酮酸依赖的磷酸转移酶

系统（PTS）和ATP结合盒（ABC）转运体分别负

责GlcNAc单体和低聚物的摄取［44］，这些产物在胞

内进行代谢，经EMP途径进入TCA循环，实现几

丁质的彻底降解（图5d）。此外，弧菌几丁质水解

酶的诱导受到组氨酸激酶和双组分系统的复杂调节

（图 5e）。在静息状态下，CBP与膜蛋白ChiS的周
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质域结合。当分泌的几丁质酶将几丁质降解为胞外

空间的低聚糖时，低聚糖被孔蛋白运输并与 CBP

结合。在结合状态下，CBP/ChiS复合物解离并转

运信号表达几丁质降解基因。ChiS 的胞质结构域

由 3 个亚结构域组成：依赖 ATP 的组氨酸激酶/磷

酸酶（HK）结构域、Asp响应调节器（RR）域和

组氨酸磷酸化转移（HP）结构域［45］。

5 细菌几丁质酶系的理性设计策略

为满足工业应用需求，提高几丁质酶的催化活

性和热稳定性是目前几丁质酶设计的研究热点，

表1总结了近年来对几丁质酶设计改造的实例。传

统的设计策略定向进化技术通过随机诱变或重组技

术获得突变体，不需对酶的结构和功能有深入的了

解，但是构建的突变文库容量非常大，所以该方法

对 高 通 量 筛 选 的 方 法 要 求 非 常 高［46］ 。

Songsiriritthigul 等［47］利用定向进化技术，对地衣

芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）来源的 GH18 家

族ChiA进行易错突变，从10个突变体中最终筛选

到酶活性提高 2.7 倍的几丁质酶突变体。Menghiu

等［48］通过易错PCR技术建立Bacillus licheniformis

DSM8785 chiA的突变体库，使用荧光激活细胞分

选 （FACS） 技术筛选出酶活提高 100% 的突变体

DH08，发现在 DH08 中 3 个位点发生突变分别是

K128E、H130N和D220Y。
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Fig. 5 The shematic diagram of synergistic degradation of chitinases
图5 几丁质酶协同降解示意图

（a） S. marcescens几丁质酶协同作用示意图；（b） Streptomyces sp. F-3几丁质酶协同作用示意图；（c） C. japonicus 几丁质酶协同作用示意

图；（d）（GlcNAc）2与GlcNAc转运系统及体内降解途径；（e）C. japonicus体内信号转导系统。
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目前对几丁质酶进行设计使用最多的是半理性

设计策略，该策略在对结构简单认识的基础上对特

定结构域的残基进行突变，建立简洁的突变体库，

通过组合筛选出最优突变体。例如，采用基于共识

的半理性设计引入二硫键和 Pro 提高了几丁质酶

PpChi1的热稳定性，50℃时半衰期值为野生型的

26.3 倍，最适反应温度由 45℃提高到 52.5℃［49］。

用来自环状芽孢杆菌 WL-12 （Bacillus circulans

WL-12） BcChiA1 的 CBM12 代 替 白 长 链 霉 菌

ATCC 27414 （Streptomyces albolongus ATCC

27414） SaChiA4 的 CBM5，使 SaChiA4 对几丁质

粉的活性提高了近 54% （28×103 U/g），对胶质几

丁质活性提高了 49%［50］。深绿木霉 PTCC5220

（Trichoderma atroviride PTCC5220）的 Chit42 缺乏

1 个几丁质结合结构域，将 S. marcescens SmChiB

的CBM与Chit42融合，得到了一种具有更强几丁

质结合能力的嵌合几丁质酶，并且嵌合几丁质酶对

植物病原真菌具有较高的抗真菌活性［51］。

理性设计 B. circulans 的 ChiA1 突变体突变

T682A导致了对几丁质底物更高的特异性［52］。突

变 S. marcescens ChiB 的 表 面 残 基 构 成 G188A/

A234P 双突变体，其在 57℃时，半衰期增加了 10

倍，表观Tm增加了 4.2℃［53］。S.marcescens B4A的

几丁质酶突变体S390I可耐受 90℃ 高温［54］。苏云

金芽孢杆菌 WB7 （Bacillus thuringiensis WB7） 活

性位点突变体E209Q拓宽pH［55］。

随着几丁质酶被表征的序列和结构不断增多，

计算分析方法不断更新。可以基于蛋白质（亚）家

族丰富的序列数据的祖先序列重构技术来对几丁质

酶进行设计。研究表明，寒武纪前的酶分子比现存

的酶更耐高温，所以将现存酶恢复成祖先酶的序列

可以设计出耐热蛋白，该方法现已成功获得了更耐

热的细胞色素P450酶和更耐高温的酮醇酸还原异

构酶［56］。另一方面，可以基于结构生物信息学进

行理性设计，利用已有结构进行分子模建，构建系

统发育树及酶活性中心序列谱。AlphaFold利用多

序列比对，将有关蛋白质结构的物理和生物学知识

结合在深度学习算法的设计中，高度精确地预测蛋

白质结构，为理性设计提供精确的模板［57-59］。通

过对 GH18 3 个亚家族和 GH19 家族的活性中心序

列谱分析发现，其活性架构亚位点数是从大到小变

化的，并且保守性也是越来越低的。这种基于结构

生物信息学的统计分析可以定位关键功能区和功能

残基，建立小而精的突变文库，从而有效改变酶的

稳定性、活性及底物特异性等［60］。

Table 1 Recent progress in engineering activity and stability of chitinases
表1 几丁质酶改造实例

chiA

chiA

PpChi1

SaChiA4

E157G/S193

D/ A216V/P56

5S

K128E/H130

N/D220Y

地衣芽孢杆菌

（Bacillus

licheniformis）

地衣芽孢杆菌

（Bacillus

licheniformis）

帕萨登斯帕尼巴氏菌

CS0611

（Paenibacillus pasade‐

nensis CS0611）

白长链霉菌ATCC 27414

（Streptomyces albolongus

ATCC 27414）

GH18

GH18

GH18

GH18

定向进化

定向进化

引入二硫键

CBM12代替

CBM5

高于100%

几丁质粉酶活

提高54%；胶

体几丁质酶活

提高49%

最适反应温

度由45℃提

高到52.5℃

提高2.7倍［47］

［48］

［49］

［50］

蛋白质 突变体 细菌属名 糖苷水

解酶

家族

突变

方法

酶活性

变化

热稳定性

变化

pH变化 底物结合

活性变化

水解效率

变化

参考

文献
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Chit42

ChiA1

ChiB

ChiB

几丁

质酶

几丁

质酶

T682A

E688K/P689A

G188A/A234P

S390I

E209Q

深绿木霉PTCC5220

（Trichoderma

atroviride PTCC5220）

环状芽孢杆菌

（Bacillus circulans）

黏质沙雷菌

（Serratia marcescens）

黏质沙雷菌

（Serratia marcescens）

黏质沙雷菌

（Serratia marcescens）

苏云金芽孢杆菌

（Bacillus thuringiensis）

GH18

GH18

GH18

GH18

GH18

GH18

增加CBM

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

获得较高抗真

菌活性

Tm增加了

4.2℃

耐受90℃

高温

拓宽pH

增强了底

物亲和力

底物特异

性发生

改变

［51］

［52］

［61］

［53］

［54］

［55］

续表1

蛋白质 突变体 细菌属名 糖苷水

解酶

家族

突变

方法

酶活性

变化

热稳定性

变化

pH变化 底物结合

活性变化

水解效率

变化

参考

文献

6 总结与展望

几丁质酶解产物CHOS及GlcNAc在农业、医

疗、工业等方面发挥重要作用。CHOS被认为是潜

在的益生元，容易被人体肠道吸收并可抑制一些食

物致病菌的生长［62］。研究发现，CHOS 不仅能够

影响各种复杂途径抑制结肠黏膜内的炎症［63］，而

且在新的抗癌治疗策略中得到了广泛的关注［64］。

GlcNAc能够促进成纤维细胞释放酸性黏多糖，恢

复胃肠道保护结构的形成，是一种潜在的治疗炎症

性肠病的候选药物［60］。在未来的研究中，可以运

用代谢工程策略将代谢通量转向目标产物，也可以

有效强化整个几丁质降解途径，促进目标产物

合成。

虽然许多细菌几丁质酶被纯化和表征，但不同

几丁质酶确切的相互作用和催化机制仍然是不清楚

的，持续性几丁质酶前进的动力之源仍未得到解

答，LPMO 氧化还原作用所需还原能的来源仍未

知，进一步的机制研究是必须且迫切的。另外，

GH19 家族几丁质酶的结构与功能有待进一步研

究。几丁质协同降解酶系的精细分工与合作仍需进

一步探究。目前，蛋白质工程设计改造现存的几丁

质酶分子，以提高几丁质酶的热稳定性和催化活

性，构建高效的协同降解酶系是工业亟待解决的关

键问题。虽然人们已经尝试运用定向进化、半理性

设计等方法来设计酶分子，但是仍需要建立一个普

适的策略能够大幅度地提高酶分子的性质。前面已

经提到了祖先序列重构和基于结构生物信息学的理

性设计策略需要被分析和发展，依赖于结构和大量

的时间、资源来训练数据集的分子动力学模拟和深

度学习技术在用来改造酶分子的道路上仍任重

道远。
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Abstract Chitin is the second largest natural polysaccharide after cellulose, which is polymerized by N-acetyl-

D-glucosamine, having important application value in agriculture, industry, medical treatment and other fields.

Natural chitin exists in a highly crystalline state with complex barrier against degradation. Bacteria can secrete

multiple chitinases with special functions to degrade chitin efficiently. Chitinases mainly distributed in GH18 and

GH19 families in CAZy database. There are obvious phenomena of gene amplification and multi-domain

combination of chitinase genes in bacteria. Chitinases with various action modes in different GH families can act

synergistically to break the barrier and complete efficient degradation of crystalline chitin. Therefore, in-depth

analysis of the structure and function of bacterial chitinase is of great significance for efficient degradation and

high-value conversion of chitin. In this paper, the classification and structural characteristics of bacterial chitinase

were introduced, which laid a foundation for further research on the functional mechanism of the enzyme. After

that, the action mechanism of chitinases belong to GH18 and GH19 families, including the binding mechanism of

enzyme to substrate, catalytic mechanism was summarized to further understand the characteristics of chitinase at

molecular level. It is worth noting that processibility is an important characteristic of chitinase to efficiently

degrade crystalline chitin, so the molecular mechanism of chitinases, including the effects of polar amino acid

residues and aromatic residues on processibility was focused on. In addition, the synergistic degradation modes of

extracellular chitin degradation enzymes in 3 different bacterial were summarized, which provided a theoretical

basis for the design of efficient chitin degradation enzymes. Through a review of the research progress of

molecular modification of chitinases, the role of protein engineering design strategy based on structural

bioinformatics and big data deep learning in future modification is prospected, which provides a new perspective

and ideas for the design and rational modification of chitinase. To sum up, this paper introduces the relative

knowledge of chitinase from structure to mechanism and function to application, which provides a comprehensive

foundation for further study of chitinase, the structural and molecular basis for the design of high-functional

enzyme, and a theoretical basis for the application of chitinase.
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