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摘 要：大豆种子经甲壳低聚糖处理后发芽，其体内的几丁质酶活力比发芽前提高了 46倍，比发芽的大豆提
高了 1.3倍。大豆种子经甲壳低聚糖处理后发芽的提取物作用于 DD值为 71. 1%的壳聚糖 15min，可使其乙
酸盐溶液的 VDP值达 60%以上。初步纯化的大豆几丁质酶可降解壳聚糖释放还原糖且较适合降解 DD值低
的壳聚糖，其作用于 DD值 71.1%的壳聚糖 37.5h可得到平均聚合度为 4-5的水溶性甲壳低聚糖，得率为 40%
左右。

关键词：大豆种子；几丁质酶；发芽；壳聚糖

中图分类号：TS201.2 文献标识码：A

Study on the induction of soybean chitinase and the application
of chitinase to the depolymeri4ation of chitosan

ZHA0 Guang-yuan，CHEN Hai-hua
（College of Food Science，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China）

Abstract：The aCtivity of Chitinase in soybean inCreased by 46 times after being germinated whiCh had been treated
by ChitooligosaCCharide than before being germinated，and inCreased by 1 . 3 times than germinated whiCh was
untreated by ChitooligosaCCharide . After the abstraCtion of germinated soybean whiCh treated by ChitooligosaCCharide
aCted with Chitosan of DD 71.1% for 15 minutes，it Can raise the VDP of aCetate salt solution to more than 60% .
Soybean of primary purifiCation Can free reduCed sugar and is easier to degrade Chitosan whose DD is lower，and
when it aCted on Chitosan of DD 71. 1% for 37 . 5 hours，it produCed water-soluble Chitosin whose average DP is
4-5，and its yield is about 40% .
Key words：soybean；Chitinase；germinate；Chitosan

甲壳低聚糖克服了甲壳素和壳聚糖不溶于水的缺点，易吸收，有抗菌、抗肿瘤和提高植物防御能力

等功能。近年来，与用不同脱乙酰度（degree of deaCetylation DD）的壳聚糖为底物经酶降解制备甲壳低聚
糖相关的研究如酶的选育、酶对壳聚糖降解的进程和产物物化参数、酶降解反应器系统已成为热点，涉

及的酶有微生物来源的壳聚糖酶［1］、微生物来源的几丁质酶［2］、麦芽脂酶［3］、溶菌酶［4］、木瓜蛋白酶［5］、

纤维素酶和半纤维素酶［6］等。植物几丁质酶（Chitinase）（EC3.2 .1 .14）广泛存在于高等植物中，分布于植
物的茎叶种子和愈伤组织中，并可诱导产生，已从多种植物中提取出来并加以研究。几丁质酶分为内切



酶和外切酶，已研究的多为几丁质内切酶且研究集中于其在植物受到病原菌及害虫侵袭时所起的防御

作用。由于几丁质的不溶性，研究者多用改性几丁质、胶态几丁质（用浓酸处理得到）等作为酶的底物酶

解反应进程研究。研究表明，植物几丁质酶可切开以上底物中的 GlCNAC - GlCNAC［7］。1984年 SCott A.W
等［8］从未发芽的大豆中提取纯化出了内切几丁质酶，它可能存在同功酶。其平均分子量为 31600，最适
pH范围为 3 .3 ~ 4 .0。Colantuoni .D等［9］从发芽的大豆中提取纯化出了几丁质酶。但他们都未研究几丁
质酶对壳聚糖的降解。

1 材料与方法

1.1 主要试验材料
1 .1 .1 壳聚糖 A、B
购自浙江玉环生化有限公司，脱乙酰度（DD）分别为 71 . 1%和 85 . 2%。将低脱乙酰度壳聚糖 A在

85℃ ~ 90℃用氢氧化钠处理 5h，静置过夜，再处理 4h，制得壳聚糖 C（DD = 88. 5%）。壳聚糖的纯化按文
献［10］：壳聚糖用稀乙酸（2%V / V）配成 1 .5 ~ 2 .0%的溶液，过滤，加入 1mol / L氢氧化钠调 pH 7.5，放置
3h，洗至中性，用异丙醇洗两次，减压干燥。甲壳低聚糖按文献［11］自己制备：8g 纯化的壳聚糖 A 加
100mL 5%的双氧水，90℃反应 30min，再用 10%氢氧化钠调至中性，过滤，滤液加 3倍乙醇，过夜，离心，
用乙醇洗，减压干燥，制得甲壳低聚糖。

1 .1 .2 大豆（!"#cine (is*ida #a3）
购自无锡青山农贸市场

1.2 试验方法
1 .2 .1 几丁质酶的诱导
大豆用 3%次氯酸钠表面消毒，然后分以下四组处理
第一组：大豆 90g浸泡 2h，不发芽。
第二组：大豆 90g浸泡 10h，25℃发芽 3d。
第三组：大豆 90g浸泡 10h，用制备的甲壳低聚糖的水溶液（1%W/ V）50ml处理 5min，25℃发芽 3 ~

6d。
第四组：大豆 90g浸泡 10h，用不同脱乙酰度的壳聚糖溶解于稀乙酸（1%V / V）或溶解于不同 pH值

的乙酸钠缓冲液而得到的 50mL溶液（1%W/ V）处理 5min，在 25℃发芽 3d。
1 .2 .2 粗酶液的制备

1 .2 .1中的大豆加 300mL水和 400mL的 0 . 1mol / L柠檬酸缓冲液（pH 4. 6），组织捣碎机匀浆，7200
r / min离心 20min，上清液即为粗酶液。
1 .2 .3 几丁质酶的初步纯化
粗酶液 100mL，加 39g硫酸铵（60%饱和度），搅拌 1h，7200r / min离心 20min，上清液对蒸馏水 4℃透

析 2d，定容至 50mL，作为液态初步纯化几丁质酶。
1 .2 .4 几丁质酶酶活测定
壳聚糖 A溶于稀乙酸（1%V / V）配成 1%（ W/ V）的壳聚糖溶液，用 5%碳酸氢钠溶液调 pH值为3 .8，

以此壳聚糖溶液为底物［12］。取 0 .9mL壳聚糖 A溶液加 0 . 1mL待测酶液，同时以 0 . 9mL壳聚糖 A溶液
加0 .1mL灭活酶液为对照，37℃反应 60min，按文献［13］用 DNS法测还原糖。定义 1h产生 1!mol的还原
糖（以 N-乙酰胺基葡萄糖计）所需酶量为一个单位 U。
1 .2 .5 大豆几丁质酶对壳聚糖降解能力的表征
测还原糖产生量 壳聚糖的稀乙酸溶液加一定量的酶液，反应后用 DNS法（ 以 N -乙酰胺基葡萄

糖为标样）测反应液中还原糖含量。

壳聚糖溶液粘度降低表征 壳聚糖 A分别溶于稀乙酸（1%V / V）和乙酸钠缓冲液配成 1%（W/ V）
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的溶液。分别取上述壳聚糖 A 溶液 60mL加入旋转粘度计（同济大学机械仪器厂）中 27℃恒温后，加预
先 27℃恒温的 3mL酶液，立即计时，27℃反应 15min，用旋转粘度计测反应物各时间段粘度。对照以水
代替酶，其余条件相同。

粘度降低百分比（VDP）=（对照粘度 -反应物反应 15min粘度 /对照粘度）× 100%
壳聚糖 C溶于的稀乙酸（1%V / V）中配成 1%（W/ V）的溶液（用碳酸氢钠调 pH 4. 5），取 9 . 5mL上述

溶液加入奥氏粘度计中 37℃恒温 10min，加 0 . 5mL预先恒温至 37℃的酶液，快速测定开始及每隔 5min
时间段的流过时间（s）。以 0 .5mL水代替纯化的提取物，同样条件按文献［14］测其开始及每隔 5min时
间段的流过时间。

粘度降低百分比（VDP）=（对照流过时间 -反应物反应 30min流过时间 /对照流过时间）× 100%
1 .2 .# 水可溶性甲壳低聚糖得率和平均聚和度的测定
大豆几丁质酶作用于壳聚糖后的酶解液加热使酶失活，测其体积，计为 T mL。取 1mL用 6mol / L盐

酸完全水解后用 DNS法测还原糖（以胺基葡萄糖为标样），计为 C（!mol / mL）。
用 5%氢氧化钠溶液调酶解液 pH值 8 .5，用滤纸过滤（目的在于去除热变性的酶和没被水解的壳聚

糖），滤液即为水可溶性甲壳低聚糖，测其体积，计为 t mL，其平均聚和度用端基分析法测定：取 1mL滤
液测其还原糖含量，计为 A2（!mol / mL）（DNS法测，以 N-乙酰胺基葡萄糖为标样）；另取 1mL滤液完全水
解后 DNS法测还原糖量（用胺基葡萄糖为标样），计为 A1（!mol / mL），则透过液中甲壳低聚糖平均聚合
度（DP）为［15］

DP = A1 / A2 （1）
甲壳低聚糖得率 = A1 × t / C × T （2）

1 .2 .7 制备甲壳低聚糖
5g壳聚糖 A溶于 450mL的 1%（V / V）乙酸中（用碳酸氢钠调 pH 4. 0），加初步纯化酶 43mL，共反应

37 .5h。
反应结束，共 500mL，按 1 .2 .6中方法测定水可溶性甲壳低聚糖得率和平均聚合度。

2 结果与讨论

2.1 大豆几丁质酶的诱导
2 .1 .1 不同诱导方法对大豆种子提取物中几丁质酶活力的影响
大豆经发芽、甲壳低聚糖和壳聚糖处理后发芽，其提取物中几丁质酶活力见表 1。

表 1 不同状态大豆的提取物中几丁质酶活力
Tab.1 Chitinase activity in the e3traction of soybean treated in different conditions

处理方法 酶活（U / mL）a 提取物b总酶活 U
第一组（不处理） 0.36 230
第二组（发芽C） 7.1 4544

第三组（甲壳低聚糖处理后发芽） 16.8 10752
第四组（壳聚糖 Ad处理后发芽） 7.9 5056

a：定义每小时产生 1!mol的还原糖（以 N -乙酰胺基葡萄糖计）所需酶量为一个单位 U；b：提取物总体积为 640mL；C：发芽时间为 3d；

d：壳聚糖 A溶液浓度（见实验部分），pH为 4.2。

大豆不发芽，体内生理活动不旺盛，几丁质酶活力最低。大豆经甲壳低聚糖处理后发芽，几丁质酶

活力最高，是不发芽大豆的 47倍，比发芽大豆也提高了 1 .3倍。其次是大豆经壳聚糖 A处理后发芽，其
几丁质酶活力为不发芽大豆的 22倍，但只比发芽大豆提高了 0 .1倍。大豆发芽 3d后，几丁质酶活力是
不发芽大豆的 20倍。三种条件下提取物中几丁质酶对壳聚糖乙酸盐溶液粘度降低百分比（VDP）分别
为 64 .5%、56 .3%、55 .6%（结果未列出）。可见酶活力大小与之对壳聚糖乙酸盐溶液粘度降低百分比
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（VDP）相一致。则诱导强弱顺序为：甲壳低聚糖处理后发芽 >壳聚糖 A处理后发芽 >未经处理而发芽，
但后二者的差别不显著。

2 .1 .2 诱导时间对大豆种子提取物中几丁质酶活力的影响
大豆种子经甲壳低聚糖处理后发芽，提取物中几丁质酶活力变化及其对壳聚糖乙酸盐溶液（pH

3.9）粘度降低百分比（VDP）见图 1、图 2。

图 1 大豆提取物中几丁质酶活力
随发芽时间的变化

Fig.1 The effeCt of germinating time on
Chitinase aCtivity of soybeans

图 2 大豆发芽时间（天）与其提取物酶降低
壳聚糖醋酸盐溶液粘度

Fig.2 The effeCt of germinating time on VDP of
Chitosan soultion made by soybean Chitinase

大豆经甲壳低聚糖处理后发芽第 4天几丁质酶活力达最高值 17 . 2U / mL（图 1），其提取物对壳聚糖
乙酸盐溶液作用的 VDP也达最高值 64 .1%（图 2），发芽超过 4d，酶活及酶提取物对壳聚糖乙酸盐溶液
作用的 VDP都降低，大豆开始腐烂，所以诱导以 3 ~ 4d为宜。另外，发芽温度高于 30℃豆子也易腐烂。

表 2 壳聚糖脱乙酰度（DD）对诱导效果的影响
Tab.2 The effect of DD of chtosan used as inducer

on the activity of induced chitinase
诱导物

壳聚糖 脱乙酰度 DD（%）
对壳聚糖乙酸盐溶液

作用的 VDP
壳聚糖 A 71.1 62 .8
壳聚糖 B 85.2 61 .9
壳聚糖 C 88.5 61 .4

注：壳聚糖醋酸盐溶液的 pH为 3.8 ~ 4 .0

2 .1 .3 壳聚糖脱乙酰度对诱导效果的影响
壳聚糖 A、B和 C（脱乙酰度 DD分别为 71 . 1%、

85 .2%和 88 .5%）按实验 1 .2 .1部分对大豆处理，诱
导后的大豆的提取物对壳聚糖乙酸盐溶液作用的

VDP以壳聚糖 A的最高，为 62 . 8%，以壳聚糖 C的
最低，为 61 .4%（表 2）。大豆的提取物对壳聚糖乙
酸盐溶液作用的 VDP可反映大豆中几丁质内切酶
活力的高低，由此知如用壳聚糖对大豆中几丁质内

切酶诱导，应选择脱乙酰度（DD）低的壳聚糖。

图 3 壳聚糖诱导液的 pH值对诱导效果的影响
Fig.3 The effeCt of pH Chtosan on the aCtivity

of Chitinase induCed

2 .1 .4 pH值对诱导效果的影响
壳聚糖 A分别溶解于 pH值为 4 . 0、5 . 0、6 . 0和

7 .0（用水代替缓冲液）的缓冲液制成 1%（W/ V）的
诱导液，各用 50mL 此溶液处理大豆 5min，大豆在
25℃发芽 3d，诱导后的大豆制得的几丁质粗酶液
3mL对 60mL壳聚糖 A的乙酸盐溶液作用的 VDP（用
旋转粘度计测得）以诱导液 pH为 5 .0和 6 . 0的较高
（分别为 64 . 2%和 64 . 0%），而 7 . 0 最低（55 . 6 %）
（图 3）。pH值过低，不利于大豆发芽，体内生理活动
受抑制，几丁质内切酶合成量低。当 pH为 7 .0时壳
聚糖不溶于水，故诱导效果较差。
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2.2 初步纯化的几丁质酶对壳聚糖的降解作用
2 .2 .1 pH值对初步纯化几丁质酶活力的影响
由表 3结果知初步纯化几丁质酶在 pH 4.0的活力大于在 pH 4.5的。

表 3 pH值对初步纯化几丁质酶活力的影响
Tab.3 The effect of pH value on the activity of chitinase primarily purified

初步纯化几丁质酶来源
酶活 U / mL

pH 4.0 pH 4.5
未处理直接发芽的大豆 0.54 0 .24
甲壳低聚糖诱导的大豆 0.86 0 .54
壳聚糖诱导的大豆 0.72 0 .22

注：酶活测定底物为脱乙酰度 88.5%的壳聚糖 C，其余条件同实验部分

2 .2 .2 初步纯化几丁质酶降低壳聚糖乙酸盐溶液粘度
对壳聚糖降解能力强的初步纯化几丁质酶来自经过诱导的大豆，由未发芽大豆制备的几丁质粗酶

与经过诱导的大豆制备的几丁质粗酶对壳聚糖 C乙酸盐溶液的 VDP相差 1 .6倍（见表 4）。

表 4 初步纯化几丁质酶对壳聚糖醋酸盐溶液的 ;DP
Tab.4 The effect of chitinase activity on the ;DP of chitosan acetate solution

初步纯化几丁质酶来源
壳聚糖醋酸盐溶液粘度（流动时间表征）

降低百分率 VDP
未发芽大豆 16.0%

未处理直接发芽的大豆 25.0%
甲壳低聚糖诱导的大豆 25.6%
壳聚糖诱导的大豆 24.9%

注：测试条件见 1 .2 .5

图 4 壳聚糖醋酸盐溶液粘度随时间变化的曲线
Fig.4 The effeCt of reaCtion time on the visCostiy of

Chitosan aCetate solution

图 4中曲线 A是壳聚糖 C乙酸盐溶液在几丁质
初步纯化酶（来自甲壳低聚糖诱导的大豆）作用下其

粘度（用在奥氏粘度计中的流动时间表示）随时间变

化的过程曲线，曲线 B为对照。由曲线 A的形状知
壳聚糖乙酸盐溶液的粘度随时间延长而降低，壳聚

糖分子量逐渐变小。反应的初始的 20min内壳聚糖
乙酸盐溶液粘度急剧下降，而 25min后趋缓，这符合
酶促反应动力学规律。

2 .2 .3 初步纯化几丁质酶降解壳聚糖产生还原糖
图 5是还原糖产生量同酶促反应时间关系图，

所用酶同图 4。由图知随反应时间延长，还原糖产
生量增加。但壳聚糖底物 DD值小的 A在相同反应
时间内还原糖产生量要比 DD值大的 C要高，即聚
糖底物脱乙酰度越小，酶解反应产生的还原糖越多，当酶作用于 DD值为 95%的壳聚糖时，酶解反应产
生的还原糖比 DD值为 88 .5%的 C更少（结果未列出）。所以大豆几丁质适合降解脱乙酰度 DD小的壳
聚糖，要求被切的糖苷键一侧或两侧为 GlCNAC。壳聚糖脱乙酰度 DD越小，酶切位点越多，产物平均聚
合度越小；壳聚糖脱乙酰度 DD越大，酶切位点越少，产物平均聚合度越大。
2 .2 .4 甲壳低聚糖的制备

5g壳聚糖 A溶于 450mL 1%（V / V）乙酸中（用碳酸氢钠调 pH 4. 0），加初步纯化酶 43mL，共反应
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图 5 还原糖产生量同酶促反应时间的关系
Fig.5 The effeCt of reaCtion on the

produCtion of reduCing sugar

37 .5h，得到的甲壳低聚糖平均聚合度 DP为4 .78 -
5.29，得率：41 .7% 。

3 讨论

经诱导的大豆的几丁质酶酶活（基于测还原糖

产生量）是未经诱导的大豆的 46 倍，而其对壳聚糖
乙酸盐溶液的 VDP 不足未经诱导的大豆的几丁质
酶的 2倍，由此推测大豆经诱导产生内切几丁质酶
的同时，其他属于几丁质酶系的酶如 N -乙酰胺基
葡萄糖酶（ACetyigluCosaminidase）、胺基葡萄糖酶
（gluCosaminidase）［16］和几丁二糖酶（Chitobiase）［8］也被
诱导产生，这些酶可从壳聚糖的一端 1次切 1 ~ 2个残基下来，这样，在有限的时间里壳聚糖的聚合度不
会显著降低，宏观表现即为粘度不会急剧降低，而有还原力的组分却大量产生从而被测为高的酶活力。

为确认这些酶存在与否，可用它们的专一性底物来测酶活。

为探明几丁质的具体作用方式，可进一步分离纯化其酶解产物，然后分析其糖残基的组成、在产物

分子中的排列顺序及产物分子的构型和构象。
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