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木瓜蛋白酶降解壳聚糖

苏 畅， 夏文水， 姚惠源
（江南大学 食品学院，江苏 无锡!"1#$4）

摘 要：通过粘度测定、还原端基测定和凝胶层析分子式量分布测定，研究了木瓜蛋白酶非专一性

降解壳聚糖过程中温度、56值、反应时间和酶用量等因素对木瓜蛋白酶降解能力的影响，探讨了

壳聚糖脱乙酰化度和相对分子质量与木瓜蛋白酶降解反应的关系(结果表明：木瓜蛋白酶在温度

1#!137、561(#!3(#和酶用量#(38!"#8范围内，对壳聚糖的降解将随酶用量的增加而加

快，但随脱乙酰度的升高而减慢；木瓜蛋白酶适合作用于数均分子式量在!#!3万的虾壳聚糖(
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木瓜蛋白酶（V=$(1(1("#）是一种活性部位含

有巯基的高等植物蛋白酶，对酯和酰胺类底物表现

出较高的活力，广泛应用于食品工业和药物的临床

试验中(在涉及木瓜蛋白酶和甲壳素的文献中，报

道了将木瓜蛋白酶固定化在甲壳素颗粒上，水解啤

酒蛋白以除去啤酒冷藏后引起的浑浊(WX+?O+’C&?C
（"--!）等人在研究非专一性水解酶对壳聚糖的水

解作用时，发现木瓜蛋白酶对壳聚糖具有较高的解

聚作用［"］；Y;;*FPP+,C’’G等人以甲壳素固定木瓜

蛋白酶来水解壳聚糖乳酸盐，研究了木瓜蛋白酶的

水解动力学［!］，但对其水解作用机理还不十分清

楚(因此，作者采用不同脱乙酰度和不同相对分子

质量的壳聚糖，研究了木瓜蛋白酶对壳聚糖的水解

作用，探讨了壳聚糖脱乙酰度和相对分子质量与木

瓜蛋白酶水解作用的关系(

B 材料与方法

BCB 材料和仪器

木瓜蛋白酶：上海丽珠东风生物技术有限公司

提供，酶活力<:X4###<／S@；壳聚糖：脱乙酰化

度-1(/8，水分""8，灰分#(38，粘均分子式量

"(24Z"#4（除特别指明外，均为此原料）；)D乙酰氨
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基葡萄糖标样：!"#$%公司提供；其他试剂均为分析

纯&
!"# 实验方法

!&#&! 壳聚糖脱乙酰化度的测定 电位滴定法［’］

!&#&# 壳聚糖粘均分子式量的测定! 壳聚糖溶解

于(&)$*+／,的醋酸溶液中，待全部溶解后，加入

(&-$*+／,的.%/+溶液，使壳聚糖溶液的质量分数

为01&利用(&0$*+／,23/和(&)$*+／,.%/+混

合液稀释，得到不同的浓度，分别测定壳聚糖溶液

的粘度&取’次数值的平均值，以浓度!对增比粘

度!"#／!作图，得到特性粘度［!］，利用4*56789等人

测得的粘度常数(&:)进行相对分子质量的计算，

方程式：［!］;0&<0=$%(&:)&详见文献［-］&
!&#&$ 还原糖测定0>$*8*改良法［?］，以&@乙酰

氨基葡萄糖做标准曲线&
!&#&% 相对分子质量分布的测定 !6AB%7*96/,@
CD柱（0=0((E$），上样量：0&?$,；体积流量：-&?
$,／B，)($"F／管；洗脱液：(&0$*+／,醋酸盐溶液，

A2-&)&!6AB%7*96/,@CD柱相对分子质量标定采

用标 准 分 子 式 量 葡 聚 糖，相 对 分 子 质 量 分 别 为

0(?((，G)(((，)(((((&洗脱液检测用壳聚糖含量

测定方法&
!&#&& 壳聚糖含量测定0 用移液管分别移取0$,
洗脱糖液于具塞试管中，再加入-$,盐酸，塞好塞

子，于0((H水浴锅中水浴<B，使壳聚糖彻底水

解&依次将水解后的糖液分别倒入各个小烧杯，加

入一滴酚酞，用?$*+／,的氢氧化钠溶液调至刚好

出现紫红色，再用(&?$*+／,的盐酸溶液回调至微

红色&转入)?$,容量瓶，加水，定容&然后用)$,
的移液管移取糖液)$,至具塞试管中，各加0$,
乙酰丙酮溶液，于0((H水浴’($"F，然后取出冷

却至室温&各个试管内分别加入)$,无水乙醇、

0$,对二甲氨基苯甲醛溶液，振荡使得气泡完全溢

出，再加入-$,无水乙醇，于C(H保温0B&取出

在紫外可见光分光光度计上?’(F$比色&详见文

献［C］&
!"$ 实验内容

!&$&! 反应条件对酶促反应的影响0 称取一定量

壳聚糖，溶解在(&)$*+／,、A2-&?的醋酸@醋酸钠

缓冲液中，使壳聚糖质量分数至0I，加入0I的木

瓜蛋白酶溶液（酶底比），在’(!C(H反应CB，测

反应混合物中还原糖的释放值&同样测定不同A2、

酶底比对酶促反应的影响&
!&$&# 酶解反应过程中粘度的变化0 称取一定量

壳聚糖，溶解在(&)$*+／,、A2-&?的醋酸@醋酸钠

缓冲液中，使壳聚糖质量分数至0I，加入0I的木

瓜蛋白酶溶液（酶底比），在-?H于340(((流变仪

中反应，于剪切速率)((9J0（此剪切速率下不会造

成机械降解）测其粘度变化，共记录?((个点，绘制

粘度随时间的变化曲线，并作粘度下降随时间变化

的曲线&在最初’C9内的读数，因转子加速及溶液

混合的影响而不考虑，取’C!0(<9间隔内的读数，

计算其酶解初速度&
!&$&$ 壳聚糖结构对酶促反应的影响 取不同乙

酰化度和不同粘均分子式量的壳聚糖，溶解在(&)
$*+／,、A2-&<的醋酸@醋酸钠缓冲液中，使壳聚糖

质量分数为0I，加入0I的木瓜蛋白酶溶液，在-(
H反应CB，测定反应混合物中还原糖的释放值&同
时作不加酶的空白实验&
!&$&% 酶解壳聚糖产物的相对分子质量分布 称

取一定量壳聚糖，溶解在(&)$*+／,、A2-&?的醋酸

@醋酸钠缓冲液中，使壳聚糖质量分数为0I，加入

0(I的木瓜蛋白酶溶液（酶底比），在’?H水解反

应)-B，酶解产物液经!6AB%7*96/,@CD柱分离&

# 结果与讨论

#"! 反应条件对酶促反应的影响

木瓜蛋白酶对壳聚糖的降解作用在不同的条

件下，反应过程的变化如图0所示&

图! 温度对酶促反应的影响

’()"! *+,,--,./0-/,12,34/53,06,6781,3,4./(06
随着温度的升高，在’(!C(H范围内，还原糖

的质量分数增加，至-?H时达到最高值，温度继续

增加，酶反应下降，说明以壳聚糖为底物时，木瓜蛋

白酶在高温下催化能力降低，木瓜蛋白酶在-(!
?(H之间较为稳定&

由于壳聚糖在A2?&?以上会出现沉淀，故选

择A2’!?范围考察A2的影响，图)表明，随着

A2的增加，酶促反应程度加大，酶反应在A2-!?
较为稳定&图’表示，在酶量(&?I!0(I的范围

内，当壳聚糖的质量分数一定时，木瓜蛋白酶酶量
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增加，降解产生的还原糖也增加，两者呈线性关系!
在不加酶的空白实验中，反应"#后，还原糖质量浓

度 由 $!$% &’／&( 变 为 $!$%) &’／&(，说 明

$!*&+,／(醋酸缓冲液对壳聚糖的降解释放还原糖

的影响较小!因此可以以还原糖的释放值为指标来

衡量反应进程!

图! "#对酶促反应的影响

$%&’! ()**++*,-.+"#./*/012*3*4,-%./

图5 酶底比对反应的影响

$%&’5 ()**++*,-.+34-%..+*/012*-.6786-34-*
./*/012*3*4,-%./

!’! 反应过程中粘度的变化

从图%粘度曲线中可以看出，在反应初始阶

段，粘度迅速下降，反应-#以后，粘度下降趋于平

稳；在图)中亦可以看出，在反应-#时，粘度降低

"*.，反应至*#时，粘度降低至/".!因此，酶促

反应-#后 反 应 速 度 变 慢!其 酶 解 初 速 度 为-0
&12·3／3!

图9 粘度随时间变化曲线

$%&’9 ()*,73:*.+:%6,.6%-1;%-)-%2*

图< 粘度下降百分比曲线

$%&’< ()*,73:*.+=*,3*46%/&.+:%6,.6%-1

!’5 不同结构壳聚糖对酶促反应的影响

选取几种不同脱乙酰度和粘均分子式量的壳

聚糖作为底物，在木瓜蛋白酶催化下进行水解，其

结果见表-!从脱乙酰度0".!00.的%、"号样品

和脱乙酰度45!*.的*、5号样品的结果比较可以

看出，粘均分子式量较小的壳聚糖比较大的易被水

解!5号和/号样品之间粘均分子式量相差不大，但

水解效果相差较远，这可能是由于壳聚糖的来源不

同，木瓜蛋白酶更适合于以虾壳聚糖为底物!
表> 不同结构壳聚糖对木瓜蛋白酶水解作用的影响

(48’> ()**++*,-.+=%++*3*/-6-37,-73*.+,)%-.64/./"4"4%/
)1=3.?16%6

样品 来源
脱乙酰度

（6!6）

粘均分子式量

（!"）

还原糖释放值／

（&’／’）

- 虾 /*. %!47-$) 50!/

* 虾 45!*. -!07-$" -"!%%

5 虾 45!*. -!-57-$" -/!5*

% 蟹 0". -!--7-$" -4!%-

) 蟹 4$!/. )!"7-$) -/!"4

" 蟹 00!*. )!*7-$) -"!"-

/ 蟹 45!*. 47-$) -5!$-

0 蟹 -!$ -!$7-$" --!0/

从粘均分子式量)$万左右的-号和"号样品，

及粘均分子式量-$$!--$万的5、%、0号样品的比

较可以看出，在同一粘均分子式量范围，样品的脱

乙酰度越低，木瓜蛋白酶的作用越大，说明木瓜蛋

白酶主要水解8,9:;9—8(9:之间的糖苷键!但由

于脱乙酰度-!$的0号样品也能被木瓜蛋白酶水

解，表明木瓜蛋白酶也可能水解8(9:—8(9:之

间的糖苷键，这一点与一般的文献报道有所不同，

有待进一步确证!
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!"# 木瓜蛋白酶降解壳聚糖的相对分子质量分布

壳聚糖经木瓜蛋白酶水解的产物的相对分子

质量分布见图!"标准分子式量葡聚糖在#$%&’()*$
+,-!.上的分离图谱见图/"相对分子质量标准曲

线见图0，可见曲线的线性良好"
从图!中原料壳聚糖的柱分离曲线和反应12

&后水解产物的柱分离洗脱曲线的对比可以看出，

木瓜蛋白酶主要作用于数均分子式量13!4万之

间（洗脱体积23!445,）的壳聚糖，水解产物的相

对分子质量主要分布于6!7万之间"而木瓜蛋白

酶对于数均分子式量/3!13万的壳聚糖部分（洗

脱体积63!235,）的水解作用较小"在本实验中，

壳聚糖粘均分子式量和#$%&’()*$+,-!.凝胶过滤

色 谱 分 子 式 量 之 间 存 在 幂 指 数 关 系：

!83"3337#1"19!1，!为凝胶过滤色谱分子式量（万

道尔顿），#为粘均分子式量（万道尔顿）；则数均分

子式量4万即相当于粘均分子式量773万，这与粘

均分子式量得出的趋势相吻合"图中相对分子质量

分布曲线有拖尾现象，这可能是由于壳聚糖上带有

氨基与#$%&’()*$+,-!.之间有吸引作用有关"

图$ 水解产物洗脱曲线

%&’"$ ()**+,-&./0,12*.3)451.+46&671.5,0-./
8*7)91.6*:;<$=

图> 标准分子式量葡聚糖洗脱曲线

%&’"> ()**+,-&./0,12*.36-9/5915?.+0,+91@*&’)-.3
5*A-19/

图B 相对分子质量标准曲线

%&’"B ()*6-9/59150,12*.3?.+0,+91@*&’)-

C 结 论

7）木瓜蛋白酶降解壳聚糖的最适反应条件为：

温度23!24:，%;2"3!4"3，反应1&，酶用量

7<；此条件下，酶解初速度为705=’·*／*"
1）木瓜蛋白酶适合作用于脱乙酰度较低的壳

聚糖，说明木瓜蛋白酶主要水解>?@AB@—>,@A之

间的糖苷键，但也可能水解>,@A—>,@A之间的

糖苷键"
6）木瓜蛋白酶主要作用于数均分子式量13!

4万的壳聚糖"
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