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Chitinoly ticbacter meiyuanensi s SYBC-H1

几丁质酶的性质及在虾皮水解中的作用
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术推广站, 安徽 阜阳 236000)

摘 � 要: 以一株产几丁质酶细菌 Chi tinoly ti cbacter m eiyuanensi s SYBC-H1为材料, 对几丁质酶

进行了分离纯化及酶学性质研究。通过硫酸铵沉淀、DEAE-cel lulo se阴离子交换介质和 Sephadex

G-100分子筛层析柱处理其所产几丁质酶,获取纯度为 95%以上的几丁质酶。酶学性质表明, 该

酶的最适温度为 40 � , 最适 pH 值为 6� 5,在 50 � 以下较为稳定, 在 pH 值为 5� 0时最稳定, �-巯

基乙醇有利于防止半胱氨酸氧化而增加几丁质酶稳定性, EDTA 可增加该酶稳定性, Na+ , K + 对

几丁质酶有明显的激活作用, Zn
2+
, Mn

2+
, Fe

2+
, Fe

3+
对几丁质酶有较大的抑制作用。SYBC-H1

几丁质酶可把虾皮水解为 N-乙酰氨基葡萄糖,水解率为 21� 8%。
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Enzyme Characterization of a New Strain of Chitinase
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Abstract: Chit inase f rom a new isolated st rain Chit ino lyt icbacter meiyuanensis SYBC-H1 was

purif ied and character ized in this study. Chit inase of more than 95% purity was obtained af ter

ammonium sulfate precipitation, DEAE-32 negat iv e chromatog raphy and Sephadex G-100 siev e

chromato graphy . The results of enzyme pr opert ies indicated that it s opt imal pH and temperatur e

w as 40 � and 6. 5, respectively. Chit inase exposed to temperature low er than 50 � was stable and

it is most stable at pH 5. 0. It s stability w as promoted w ith the addit ion o f mercaptoethano l and

EDT A. M or eover, the chit inase act ivity w as appar ent ly st imulated by Na+ and K + , w hile

inhibited by Zn
2+
, Mn

2+
, Fe

2+
and Fe

3+
. The shrimp crust w as hydro lyzed into



acetylg lucosamine by Chit inase f rom SYBC-H1, and the hydro lysis rate achieved at 21. 8% .

Key words: chitinase, thermal stability, �-mercaptoethanol, EDTA, Chit inoly t icbacter

meiyuanensis SYBC-H1

� � 几丁质是由 N-乙酰-D-氨基葡萄糖通过 �-1, 4

糖苷键聚合而形成的直链形聚合物, 主要存在于在

真菌细胞壁、线虫的微纤微鞘、节肢动物的骨架及

昆虫的胃肠膜等,是自然界中分布极为广泛的且储

存量仅次于纤维素的可持续利用多糖。含量最高

且较易利用的几丁质来源于虾蟹等甲壳动物的外

骨骼,其单体为 N-乙酰-D-氨基葡萄糖, 有 �、�、�3

种类型。此外, 几丁质还是自然界中储量位于蛋白

质之后的第 二含氮有机 化合物。几丁质 酶

( E�C� 3� 2� 1� 14)能水解几丁质生成几丁寡糖、几丁

二糖或 N-乙酰-D-氨基葡萄糖。根据其作用的部

位,可把几丁质酶分为外切几丁质酶( ex odochit-i

nase)、内切几丁质酶( endochitinase)和几丁质糖苷

酶。外切几丁质酶作用于几丁质长链的非还原端

端部, 每次切除产生一个几丁二糖; 内切几丁质酶

可随机作用于几丁质长链的某一个糖苷键, 水解为

几丁寡糖;几丁质糖苷酶则可从非还原端开始水解

几丁质生成 N-乙酰-D-氨基葡萄糖。产几丁质酶的

微生物在然界中分布十分广泛, 江河湖海, 丘陵山

地,即使一些极端环境中都有产几丁质酶的微生物

分布,涉及的微生物包括细菌、真菌, 放线菌等。随

着对几丁质研究的深入, 作为自然界中惟一的碱性

多糖,其单体或寡糖越来越多的特异性质被发现,

在食品、医药、生防、环保等诸多领域有着广泛的应

用[ 1- 2]。

根据中国水产学会资料, 仅 2006年中国虾蟹

产量就已达 149万 t , 每年产生约 30万 t 几丁质含

量丰富的渔业废弃物, 如何在防止这些废弃物污染

环境同时,将其转化为附加值极高的几丁寡糖及 N-

乙酰-D-氨基葡萄糖,已受到越来越多的企业及科研

单位的关注。传统工艺处理几丁质的方法是酸碱

水解法,其反应不易控制, 且对环境造成严重污染。

生物法处理几丁质反应温和, 产品质量高, 对环境

危害小,是处理几丁质技术的发展方向。作者所在

实验室从自然界筛选得到一株高产几丁质酶的细

菌Chit inoly t icbacter meiyuanensi s SYBC-H1,研究

了其几丁质酶的酶学性质,探讨了几丁质酶水解虾

皮产生 N-乙酰-D-氨基葡萄糖的可能性。

1 � 材料与方法

1� 1 � 产几丁质酶菌种
由作者所在实验室分离筛选, 样本采自无锡梅

园( 33�56�N , 120�18�E) , 分离菌株依据伯杰氏系统

细菌学手册进行生理生化鉴定
[ 3]
和 16S rRNA 基因

序列分析, 确定为一新属新种 [ 4- 5] , 定名为 Chit i-

noly ti cbacter meiyuanensi s SYBC-H1, 并保存于中

国普通微生物菌种保藏中心( CGMCC3438)及美国

模式菌种收集中心( AT CC BAA-2140)。

1� 2 � 培养基
种子培养基(组分 g/ L) : K 2HPO4 0� 7, MgSO4

0� 5, KH 2PO4 0� 3, FeSO4 0� 002, 蛋白胨 4, 酵母

浸出物 4, 葡萄糖 4。

发酵培养基 (组分 g/ L ) : K2 HPO 4 0� 7, M g-

SO 40� 5, KH 2PO4 0� 3, FeSO 4 0� 002, 粉粒几丁质
4, 尿素 4, 葡萄糖 1� 2。
1� 3 � 材料与试剂

BioFlo 110型生物发酵罐:美国 NBS 公司; H-i

mac CR22G 高速冷冻离心机: 日本 Hitachi公司;

AKTA 纯化系统: GE 公司; 电泳系统: 美国 Bio-

Rad公司;数显恒温磁力搅拌器: 金坛市杰瑞尔电器

有限公司; 真空冷冻干燥机: 美国 LABCONCO 公

司; 紫外分光光度计 UV-3000:日本 HIT ACHI; 透

析袋:截留相对分子质量 3 500, 购于北京索莱宝科

技有限公司; 蛋白质相对分子质量 Marker: 购于宝

生物工程(大连)有限公司;其它试剂均为分析纯。

1� 4 � 几丁质酶发酵液的制备
制备种子培养液, 以体积分数 4%的接种量接

种至装有液态产酶培养基的 BioFlo 110 型生物发

酵罐,培养温度 30 � , 转速为 200 r/ m in, 通气量与

溶氧串级控制在 3~ 6 in/ L 之间, 溶氧控制在 80%

左右,定期测定发酵液中的各项指标, 72 h 结束发

酵, 离心, 分离菌体,收集发酵液, 4 � 贮存备用。
1� 5 � 几丁质酶样品的制备

在硫酸铵饱和度 40% ~ 50%时处理发酵液, 获

取几丁质酶沉淀, 用 0� 1 mmo l/ L 广泛缓冲液( pH

6� 5)溶解并充分透析, 再分别通过 DEAE-cellulose

阴离子交换介质的层析柱 ( 2� 0 cm � 30 cm ) 和

Sephadex G-100分子筛层析柱( 1� 6 cm � 90 cm)检
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测几丁质酶酶活, SDS-PAGE 鉴定几丁质酶纯度,

0� 22�m纤维素膜过滤, 4 � 无菌环境贮存备用。

1� 6 � 几丁质酶测定方法及酶活定义
采用 DN S比色法 ( 3, 5-二硝基水杨酸)法

[ 5]
测

还原糖(以 N-乙酰葡萄糖胺计)。在已预热的 0� 5
mL 0� 5%的胶体几丁质和 0� 5 mL 0� 2 mo l/ L 广泛

缓冲液( pH7� 0)中加入 0� 5 mL 酶液,于 37 � 温浴
30 min后沸水浴 5 min, 中止反应后加入 1� 5 mL

DNS试剂, 沸水浴 5 min, 冷却至室温,离心后取上

清液,在波长 535 nm 下测吸光度,以灭活的等量酶

液作空白对照。

酶活定义为: 37 � 下 1 min转化底物胶体几丁

质产生 1 �mol还原糖所需的酶量规定为 1个活力

单位( U)。

1� 7 � 几丁质酶的性质
在不同反应温度下测几丁质酶活力, 研究几丁

质酶的最适反应温度; 在不同 pH 值条件下测几丁

质酶活力,研究几丁质酶的最适 pH 值; 在 45 � 下
保温几丁质酶 1 h,测几丁质酶剩余酶活力,研究几

丁质酶的热稳定性;置不同 pH 值酶液于 20 � 条件

下存放 48 h, 测几丁质酶剩余酶活力。研究几丁质

酶不同 pH 值条件下的稳定性; 不同的金属离子终

浓度调为 50 mmo l/ L 时测几丁质酶活力。以没有

金属离子的作对照,研究金属离子对几丁质酶酶活

的影响;巯基乙醇终浓度为 50 mmol/ L 的酶液样本

置于4 � ,间隔 24 h测剩余几丁质酶活力,研究巯基

乙醇对几丁质酶稳定性的影响; EDTA 终浓度为 50

mmol/ L 的酶液样本置于 4 � ,间隔 24 h测剩余几丁

质酶活力,研究 EDTA 对几丁质酶稳定性的影响。

1� 8 � 虾皮的酶促水解
1� 8� 1 � 虾皮的处理收集水产废弃物虾皮, 去离子

水浸泡 24 h 以上, 沸水蒸煮 1 h, 清除污物, 105 �
烘干,粉碎, 100 目过筛, 悬浮于 0� 1 mmol/ L 的磷

酸钠缓冲液( pH 6� 5)中, 制成含 1 g / dL 虾皮的悬

浊液,灭菌备用。

1� 8� 2 � 几丁质水解率 � 按1 g / dL 的虾皮悬浊液与

5 U / mL 几丁质酶液等比例混合, 于 37 � 、150 r/

min条件下无菌水解 20 h,离心收集残留虾皮,洗涤

干燥至恒重后称量。以灭活的几丁质酶按同样方

法操作作对照。

W 1- W 2
W 1

� 100%

式中,W1 为对照中虾皮质量( g) ;W 2 为水解后反应

混合物中残余虾皮质量( g )。每个实验重复 3次,

取平均值作为实验结果。

1� 8� 3 � 水解产物的 H PLC分析 � 水解后的反应液

离心取上清液用于 HPLC 分析。色谱柱: Shodex

Asahipak NH2P-50N柱( 4� 6 mm � 250 mm) ,流动

相为乙腈 �水 � 5 mol/ L 醋酸缓冲液= 70 � 30 �
0� 25;流速为 0� 8 mL/ min, 检测器为示差折光检测

器, 柱温 30 � ,进样量 20 �L。

2 � 结果与分析

2� 1 � 几丁质酶最适反应温度
在不同反应温度下检测几丁质酶活力,结果见

图 1。SYBC-H1几丁质酶的最适温度为 40 � 。随

着温度的升高,酶活力迅速降低, 在高于 43 � 的时

酶活力缓慢下降。

图 1 � 温度对几丁质酶活性的影响

Fig. 1 � Ef fect of temperature on the activity of chitinase

from Chitinolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1

2� 2 � 几丁质酶的最适 pH值的测定

在不同 pH 值下检测几丁质酶活性, 几丁质酶

在不同 pH 值状态下的活性见图 2。SYBC-H1 所

产几丁质酶的 pH 值活性范围较广, 在所测 3� 5~
9� 0范围内都有活性。最适 pH 值为 6� 5。几丁质
酶在不同的氢离子浓度下的解离程度不同,其高级

结构中 S � � � S键、疏水键及氢键受到影响,从而影

响几丁质酶构像的变化而表现出不同的活性。微

生物几丁质酶一般 pH 值在 3~ 11范围内都有都有

不同程度的酶活,最适 pH 值大都在 6~ 7 [ 6]。

2� 3 � 温度对几丁质酶稳定性的影响
在不同温度下温浴样品 1 h, 测定几丁质酶剩

余酶活, 结果见图 3。几丁质酶在 45 � 下比较稳

定, 超过 45 � 稳定性开始下降, 55 � 以上迅速下

降。说明该酶在 55 � 以上极不稳定。

2� 4 � 巯基乙醇对几丁质酶稳定性的影响
巯基乙醇对几丁质酶的稳定性影响结果见图

4。含 50 mmo l/ L 巯基乙醇的几丁质酶 24 h 后活
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图 2 � pH值对几丁质酶酶活性的影响

Fig. 2 � Effects of pH on the activity of chitinase from

Chitinolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1

图 3� 温度对几丁质酶稳定性的影响

Fig. 3 � Effect of temperature on the stability of chitinase

from Chitinoly ticbacter meiyuanensis SYBC-H1

力高于实验前没有加入巯基乙醇样本, 表明 �-巯基

乙醇起到了二硫键的还原作用, 从而一定程度上恢

复了几丁质酶活性, 之后酶活开始衰退, 其趋势与

对照基本一致。120 h 后对照样本酶活基本消失,

而加有巯基乙醇的酶液酶活仍剩余 42%, 说明巯基

乙醇对维持几丁质酶的稳定性作用明显。

图 4 � 巯基乙醇对几丁质酶稳定性的影响

Fig. 4 � Effect of mercaptoethanol on the stability of

chitinase from Chitinoly ticbact er meiyuanensis

SYBC-H1

2� 5 � EDTA 对几丁质酶稳定性的影响
EDTA 对几丁质酶的稳定性影响见图 5。48 h

之前几丁质酶稳定性与对照组相比几乎没有差异,

之后对照组残留酶活迅速下降,而有 EDT A 的样本

仍缓慢降低,说明 EDT A对几丁质酶的稳定性有一

定的作用。

图 5 � EDTA几丁质酶稳定性的影响

Fig. 5 � Ef fect of EDTA on the stability of chitinase from

Chitinolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1

2� 6 � pH值对几丁质酶稳定性的影响
在不同 pH 值状态下, 60 h 内几丁质酶的稳定

性基本一致, 之后, pH 值为 5时酶的稳定性相对较

好, 150 h后剩余酶活仍有 21%,结果见图 6。

图 6 � pH对几丁质酶稳定性的影响

Fig. 6 � Effect of pH on the stability of chitinase from

Chitinolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1

� � 几丁质酶处于不同的 pH 值条件下, 其蛋白质

可解离基团发生不同程度的变化, 导致蛋白质的构

象发生改变以致影响几丁质酶的稳定性。几丁质

酶在不同的氢离子浓度下的解离程度不同,其高级

结构中 S � � � S键、疏水键及氢键受到影响,从而影

响几丁质酶构像的变化而表现出不同的活性。pH

值在 3~ 11范围内,微生物几丁质酶一般都具有不

同程度的活性, 最适 pH 值大都在 6~ 7之间,相对
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其他几丁质酶[ 6] , SYBC-H1所产几丁质酶的 pH 值

活性范围稍小。

2� 7 � 金属离子对几丁质酶活性的影响
反应体系中加入不同金属离子, 终浓度为 50

mmo l/ L ,不加金属离子的样本作对照, 检测其酶

活, 结果见图 7。实验表明, Zn2+ , Cu2+ , Mn2+ ,

Fe
2+
, Fe

3+
对几丁质酶有不同程度的抑制作用,

Na+ , K + 对几丁质酶有激活作用。

2� 8 � 虾皮水解率及水解产物鉴定
pH 值为 6� 5,水解温度 40 � 条件下水解几丁

质 20 h, 过滤烘干水解残留几丁质, 根据公式计算

出几丁质水解率为 21� 6%。水解产物的 HPLC 分

析结果见图 8。结果显示, SYBC-H1几丁质酶水解

虾皮的主要产物是 N-乙酰氨基葡萄糖。

图 7 � 金属离子对几丁质酶活性的影响

Fig. 7 � Ef fects of metalion on the activity of chitinase

from Chitinolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1

图 8� 虾皮水解产物样品( a)及N-乙酰氨基葡萄糖标准

品( b)

Fig. 8 � HPLC Chromalogram for sample (a) and stand-

ard preparation(b)

3 � 结 � 语

酶是生物有机体产生的一类特殊的蛋白质, 是

生物催化剂。酶蛋白通常有五级结构, 其中有功能

的是部分氨基酸残基形成的结构域, 包括底物结合

部位和催化部位。首先底物结合部位与底物结合,

再由催化部位作用, 形成过渡态中间体, 然后使底

物发生化学变化。本实验结果与资料报道的几丁

质酶超过 50 � 稳定性迅速下降基本一致,见表 1。

一般认为,几丁质酶的热稳定性与蛋白质的高

级结构有关
[ 7]
, 受其高级结构中 S � � � S 键、疏水键

及氢键的多寡影响, S � � � S 键、疏水键及氢键含量
越高,其稳定性越强。因此, 了解该酶的高级结构

并设法改造是提高该酶的稳定性的有效手段。温

度是影响酶高级结够的重要因素之一, 温度变化导

致酶蛋白主链上被氢键所稳定的螺旋或折叠发生

变化,从而影响酶活性。几丁质酶具有多样性的特

点, 不同来源的几丁质酶其性质差异显著。微生物

所产几丁质酶适应温度的范围较广, 最适温度大多

在 40 ~ 60 � [ 8- 9]。Chit inoly t icbacter meiyuanen-

sis SYBC-H1几丁质酶的最适温度为 40 � ,相对其

他微生物所产的几丁质酶的最适温度相对偏低, 这

个特点在利用该酶水解几丁质的应用中能够节约

能源,有一定优势。在 50 � 以下, 一般几丁质酶较

为 稳 定。 在 45 � 以 下, Chi tinoly ti cbacter

meiyuanensi s SYBC-H1几丁质酶相对其他微生物

几丁质酶热稳定性稍差,但不影响该酶的应用。

�-巯基乙醇对 Chit inoly t icbacter meiyuanensi s

SYBC-H1 几丁质酶活性及稳定性影响较大, 几丁

质酶的高级结构常因二硫键的打开而破坏, �-巯基

乙醇起到了二硫键的还原作用。此外, �-巯基乙醇

保护蛋白质中自由的半胱氨酸巯基之间不能错误

形成二硫键。可以利用 �-巯基乙醇的这种特性对

SYBC-H1 产几丁质酶进行改造, 以进一步提高该

几丁质酶的性能。

金属阳离子也是影响酶蛋白高级结构的重要

因素, 金属阳离子可与球蛋白中不稳定的部分结

合, 尤其是与多肽链中弯曲处结合, 因不同程度地

改变了蛋白质的立体结构, 从而改变了酶的催化活

性, 表现出有的金属离子抑制几丁质酶的活性, 有

的促进几丁质酶的活性。Na+ , K + 对 SYBC-H1所

产几丁质酶有显著激活作用, 说明了 Na+ , K + 与几

丁质酶球蛋白结合后, 其蛋白的立体结构向有利于

催化几丁质的构象转化。
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表 1 � Chitinoly ticbacter meiyuanensis SYBC-H1几丁质酶性质与其他几丁质酶性质的比较

Tab. 1� Comparison partial property of monofunctional chitinase frommicroorganisms

名称
最适

温度/ �

最适

pH

温度

稳定性/ �

pH 值

稳定性

Chitinoly ticbacter meiyuanens is SYBC-H 1 40 6� 5 � 45 4� 0-9� 0

Metarhiz ium anisop liae 55 6� 0 � 45 3� 0-9� 5

I ss atchenkia ter r icola 50 7� 0 � 50 5� 0-9� 0

Enter obacter aer ogenes 55 6� 0 � 55 4� 0-9� 0

N omuraea r iley i 50 6� 0 � 40 5� 5-6� 5

A er omonas hydrop hila 45 7� 0 � 50 4� 0-7� 0

Bacil lus brev is No� G1 60 8� 0 � 40 6� 0-10� 0

T hermomyces lanuginosus 55 4� 5 � 60 3� 0-9� 0
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