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壳聚糖是由氨基葡萄糖通过!- 1，4键连接而成的天然线形高聚物，其在工业、农业尤其是医药、食
品等领域都具有重要的应用价值。但由于壳聚糖相对分子质量大，水溶性差，其在人体内不易吸收，使

其应用受到限制。而甲壳低聚糖（ChitooligosaCCharides）不仅水溶性好，易吸收，而且具有抗菌、抗癌以及
促进双歧杆菌增殖、增强机体免疫等功能［1］。目前制取方法常用盐酸水解壳聚糖来制备，但该法反应条

件较难控制，不易得到较高聚合度的低聚糖，对环境污染严重，近年来已逐渐被淘汰。而利用壳聚糖酶

水解壳聚糖来制备甲壳低聚糖，由于其专一性强，反应条件温和，得率高，且不污染环境，已得到广泛的

关注。在前面的研究工作中，已对本实验室筛选的假单胞菌所产的壳聚糖粗酶液进行了探究，本文继续

对该酶进行了纯化，并对其酶学特性作了进一步的研究。

1 材料与方法

1.1 材料
1 .1 .1 主要试剂
壳聚糖：脱乙酰度 80%，浙江天宝壳聚糖有限公司生产。
显色剂 K3Fe（CN）6-Na2C03的配制采用黄伟干等的方法

［2］。

1 .1 .2 菌种
本实验室筛选得到假单胞菌（Pseudomonas）。

1 .1 .3 培养基
虾蟹粉 1%，壳聚糖 2%，NaCl 0 .5%，酵母膏 0 .3%，（NH4）2HP04 0 .8%，pH 7.0

1 .2 壳聚糖酶的提取及纯化
1 .2 .1 壳聚糖酶的提取



发酵液 4 000r / min冷冻离心 10min，取 150mL上清夜，加 30%冰冷的丙酮沉淀，收集沉淀，将其溶解
在少量体积的 0 .05mol / L pH5.6的醋酸缓冲液后，冰浴抽真空，去除残余的丙酮。
1 .2 .2 Sephade) G-25柱层析
抽真空后的酶液采用 Sephadex G-25柱层析纯化。上样后，采用 0 . 05mol / L pH5. 6的醋酸缓冲液洗

脱，流速为 0 .6mL / min，每 3 .0 mL收集一管。以 0 . 05mol / L pH5. 6的醋酸缓冲液为对照，于波长 280nm
处测定各管洗脱液的吸光度值。以 A280为纵坐标，洗脱液管号为横坐标，作出蛋白质洗脱曲线；以每管
壳聚糖酶活性为纵坐标，洗脱液管号为横坐标，作出壳聚糖酶洗脱曲线。最后将含有高壳聚糖酶活性的

各管洗脱液合并，PEG20 000浓缩。
1 .2 .3 Sephade) G-100柱层析
上述浓缩后的酶液通过 Sephadex G-100柱层析，用 0 . 05mol / L pH5. 6的醋酸缓冲液进行洗脱，流速

为 0 .5mL / min，每 5 .0mL收集一管。按上述方法分别作出蛋白质和壳聚糖酶洗脱曲线。最后将含有高
壳聚糖酶活性的各管洗脱液合并，PEG20 000浓缩。
以上壳聚糖酶提取及纯化步骤均在 4℃下进行。

1.3 壳聚糖酶分子量的电泳鉴定
纯化浓缩后酶液的纯度用不连续系统十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）进行鉴

定。

1.4 壳聚糖酶活力及蛋白质测定
参考 Imoto［3］和杜昱光等［4］的方法并略加修改。在 1 . 0mL1%（w / v）胶体壳聚糖（pH5. 6）溶液中，加

入 1 .0mL 0.05mol / L，pH5.6的乙酸缓冲液，再与 1 . 0mL粗酶液混合，37℃保温 10min，沸水浴 5min终止
酶反应，然后加入 1 .0mL 0.25mol / L Na0H使未反应完全的壳聚糖沉淀，4 000r / min离心 10min，收集上清
液。取 3 .0mL上清液至另一干净试管中，加 2 . 0mL K3Fe（CN）6-Na2C03，加试管帽，沸水煮 15min，冷却后
于 420nm测定吸光度。一个酶活力单位定义为 37℃、pH5. 6时每分钟释放相当于 0 . 1!mol GlCN-HCl还
原糖的酶量。

蛋白质含量的测定方法参考路阳等［5］使用的方法。标准蛋白为牛血清白蛋白（BSA）。

1.5 pH、温度对壳聚糖酶活性及稳定性的影响
pH对壳聚糖酶活性及稳定性影响的测定时，配制不同 pH的缓冲液：0 . 05mol / L 柠檬酸 -柠檬酸钠

缓冲液（pH3.0）；0 .05mol / L醋酸 -醋酸钠缓冲液（pH4. 0 ~ 5 . 5）；0 . 05mol / L的磷酸氢二钠 -磷酸二氢钠
缓冲液（pH6.0 ~ 8 .0）。以不同 pH缓冲液配成 0 .5%的胶体壳聚糖溶液为底物，按标准方法测定壳聚糖
酶活力。酶液在不同的 pH（3 .0 ~ 8 .0）缓冲液中于 37℃保温 1h，按标准方法测定酶的残余活力。
温度对壳聚糖酶活性及稳定性影响的测定时，以 pH5. 6的乙酸缓冲液配成 0 . 5%的胶体壳聚糖溶

液为底物，在不同温度（30℃ ~ 70℃）下，按标准方法测定酶活力。酶液与 pH4. 5，0 . 05mol / L的缓冲液混
合，置于不同温度下保温 30min后，迅速冷却至 37℃，再标准方法测定壳聚糖酶的残余活力。

1.6 壳聚糖酶作用产物分子量测定
参考邬建敏［6］方法。

1.7 壳聚糖酶底物专一性的测定
用于壳聚糖酶作用的底物分别为 70%、80%和 90%脱乙酰度的胶体壳聚糖、胶体几丁质、粉末状壳

聚糖、纤维素、羧甲基纤维素，按标准方法测定酶活力。

1.8 米氏常数（Km）测定
以 0 .05mol / L pH4.5的醋酸缓冲液配成不同浓度的胶体壳聚糖溶液（0 . 5 ~ 5 . 0mg / mL）为底物，将

2mL底物与 1mL酶液在 55℃下反应，测定酶催化反应速度。
根据 Lineweaver和 Burk曲线［7］计算出 Km值。
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2 结果

2.1 壳聚糖酶的提取与纯化
由表 1可见，酶液经 30%丙酮提取后，经过 Sephadex G-25柱层析，主要去除还残余的丙酮和小分子

蛋白。再通过 Sephadex G-100柱层析进一步纯化，洗脱曲线如图 2所示，在图 1中未分离开的两个蛋白
峰在图 2中得到很好的分离。将对应于第一个洗脱峰的第 3 ~ 9管洗脱液（称为成分I）合并，经测定酶
活力为 4 .34 u / mL；将对应于第二个洗脱峰的第 13 ~ 16管洗脱液（称为成分Ⅱ）合并，测定酶活力为1 .24
u / mL，但成分Ⅱ的总壳聚糖酶活力占成分I的不足 10%，且测定成分Ⅱ对胶体几丁质没有酶活性，所以
在以后的酶特性研究中不予研究。经过此纯化步骤，酶液的比活力比粗酶液提高了 6 . 84倍。在上述整
个纯化过程中，酶活力的回收率达 45 .11%，同时杂蛋白去除率为 93 .4%。

表 1 假单胞菌壳聚糖酶纯化结果
Tab.1 Purification of the chitosanase from Pseudo’onas 5igula

纯化步骤 总蛋白（mg） 总酶活力（u） 比活力（u / mg） 产率（%） 纯化倍数

粗酶 18.8 442 .25 23 .52 100 1
30%丙酮沉淀 2.41 279 .32 115 .90 63 .16 4 .93

Sephadex G-25柱层析 2.08 248 .26 119 .36 56 .13 5 .07
Sephedex G-100柱层析 1.24 199 .52 160 .90 45 .11 6 .84

图 1 壳聚糖酶的 Sephadex G-25柱层析洗脱曲线
Fig.1 Elution profile of Chitosanase from

Sephadex G-25 Column

图 2 壳聚糖酶的 Sephadex G-100柱层析洗脱曲线
Fig.2 Elution profile of Chitosanase from

Sephadex G-100 Column

2 .2 壳聚糖酶分子量的电泳鉴定
壳聚糖酶用不连续系统十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）结果见图 3。成分I的

分子量为 31KD，成分Ⅱ分子量为 20 .1KD。

2.3 pH对壳聚糖酶活性及稳定性的影响
由图 4和图 5可见，酶的最适反应 pH为 4 . 5。在 pH5. 0时，酶的残余活性最大，pH5. 0 ~ 6 . 5范围

内，酶残余活性在 80%以上，表现出较高的稳定性。

2.4 温度对壳聚糖酶活性及稳定性的影响
结果见图 6、图 7。酶的最适反应温度为 55℃。壳聚糖酶在 30℃ ~ 40℃间稳定性较好，残余酶活力

在 80%以上。40℃ ~ 55℃之间，酶活力随温度的升高缓慢下降，55℃之后，酶迅速失活。
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图 3 壳聚糖酶的 SDS-PAGE图谱
Fig.3 SDS-PAGE pattern of purified Chitosanase

A.壳聚糖酶成分I ChitosanaseI；B.壳聚糖酶成分Ⅱ
ChitosanaseⅡ；C.标准分子量蛋白质 MoleCular weight marker

2 .5 壳聚糖酶作用产物分子量测定
壳聚糖酶对胶体壳聚糖水解 10min，所得产物甲

壳低聚糖的平均聚合度为 7 . 0，其平均分子量为
1145，产物得率为 65%；当水解时间延长至 30min
时，产物平均聚合度降低至 5 . 0，得率达到 80%，说
明反应时间对控制产物聚合度大小和得率有一定的

影响。

2.6 壳聚糖酶底物专一性
壳聚糖酶对不同底物的作用结果见表 2。结果

说明，壳聚糖酶对底物专一性高低的趋势为：90%胶
体壳聚糖，80%胶体壳聚糖，70%胶体壳聚糖，粉末
状壳聚糖，但不能降解胶体几丁质，纤维素和羧甲基

纤维素，表现出底物专一性。

2.7 米氏常数（Km）
以胶体壳聚糖底物浓度的倒数对反应速度的倒

数作 Lineweaver-Burk双倒数曲线（图 8），回归方程为
y = 3 .5562x + 1.7634，相关系数为 R2 = 0.9989。由
图计算出，该酶以胶体壳聚糖为底物，其米氏常数

（Km）为 2 .02mg / mL。

图 4 pH对壳聚糖酶活力的影响
Fig.4 EffeCt of pH on Chitosannase aCtivity

图 5 pH对壳聚糖酶稳定性影响
Fig.5 EffeCt of pH on Chitosannase stability

图 6 温度对壳聚糖酶活力的影响
Fig.6 EffeCt of temperature on Chitosannase aCtivity

图 7 温度对壳聚糖酶稳定性影响
Fig.7 EffeCt of temperature on Chitosannase stability
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3 讨论

图 8 壳聚糖酶-胶体壳聚糖反应的
Lineweaver-Burk双倒数曲线

Fig.8 Double reCiproCal plots of
Chitosannase-Colloidal reaCtion

表 2 壳聚糖酶的底物专一性
Tab.2 Substrate specificity of the chitosanase

from Pseudo’onas 5igula

底物 相对酶活力（%）

70%胶体壳聚糖 70.8
80%胶体壳聚糖（对照） 100

90%胶体壳聚糖 102.8
粉末状壳聚糖 68.9
胶体几丁质 0
纤维素 0
羧甲基纤维素 0

蔡静平等［8］已有假单胞菌产壳聚糖酶的报道，但

是与我们所筛选的假单胞菌所产壳聚糖酶在分离

纯化及理化性质等方面有所不同。假单胞菌!
T39所产壳聚糖酶分子量为 51 . 3KD，高于我们所
得到的酶，另外，我们所研究的酶I的比活力要高
于假单胞菌!T39 所产酶。但是，两种酶都对壳
聚糖具有水解专一性，从其水解产物的研究来看，

两种酶都是内切型酶，当反应时间延长至 30min
时，所得到的甲壳低聚糖聚合度也有所相近。

该酶的最适反应 pH为 4 . 5，在 pH3. 0 ~ 4 . 5
之间，其活性随着 pH值的升高而升高，而在 pH
值 5 .0 ~ 8 .0之间，其活性随着 pH值的升高而迅
速下降，原因可能是由于 pH的升高引起了酶分
子中活性部位的结构发生变化，从而导致酶活性

下降。在 pH5.0时，酶的残余活性最大，pH5. 0 ~
6 .5范围内，表现出较高的稳定性，这与假单胞菌
培养液在起始 pH 6.5时产酶活力最高相一致（另
作报道），表明该 pH范围为假单胞菌生长繁殖适
宜的酸碱环境条件，而且与假单胞菌!T39 所产
酶最稳定的 pH范围是 pH5.0 ~ 6 .0也比较相近。
酶的最适反应温度为 55℃，而热稳定性范围

在 30℃ ~ 40℃，40℃以后，酶活力下降很快，最适
温度与耐热温度相差较大，其原因可能如方祥年

等［9］所述。
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