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产气肠杆菌几丁质酶的分离纯化及性质研究
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（四川大学草原生物防治工程国家专业实验室 成都 7"$$7!）

摘 要：从自然罹病死亡的草原毛虫（!"#$%&’()%(*’$(+#$,-,）体内分离到一株产气肠杆菌
（.#/$(’0)1/$()$(’+$#$,），它在几丁质的诱导下能产生较高活性的几丁质酶。发酵液经硫酸
铵盐析、89:9纤维素柱层析和;*<=.>*?@3"$$柱层析分离出几丁质酶。用;8;4A:@9测
得该酶的分子量为!#B5C8。水解几丁质的23 值为#BDDEF／EG3"。酶反应的最适温度为

55H，最适<I值为7B$，金属离子对几丁质酶活性影响较大，其中JK#L、M.#L、N.#L和OK#L

对酶有较强的激活作用，而IF#L、N&#L和OF#L则有较强的抑制作用。
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几丁质（N=QRQK）是04乙酰484葡萄糖胺以!4"，!糖苷键连接起来的直链多聚物。几丁
质构成大多数真菌的细胞壁，它也大量存在于昆虫和动物体表及消化道上，是真菌病害和

农林害虫有效防治的限制因素之一［"］。几丁质酶（N=QRQK.S*，9N6·#·"·"!）分布广泛，几
乎从微生物到高等动植物所有的生物类群中都有分布［#］。尽管有关微生物几丁质酶的

产生情况国内外已有不少报道［6""$］，但是有关产气肠杆菌的产酶情况却知之甚少。本实

验室从生防工程出发，分离到一株能产生较高活性几丁质酶的产气肠杆菌，该菌所产酶液

对于真菌病害和农林害虫的生物防治具有潜在的应用价值。本文就该酶的纯化及其性质

的研究结果报道如下。

! 材料和方法

!(! 菌种
由本室从自然罹病死亡的草原毛虫体内中选择分离，并鉴定为产气肠杆菌（.#/$(4

’0)1/$()$(’+$#$,）［"$］。

!(" 产气肠杆菌产几丁质酶的培养条件
平板培养基：胶状几丁质$B5F，酶母粉$B$5F，OF;T!·2I#T$B"2F，UI#AT!$B"!F，

琼脂"BDF，用水定容到"$$EG，<I2B5。
摇瓶产酶优化培养基：蛋白胨$B!2F，牛肉膏$B"DF，酵母粉$B$"F，几丁质$B6!F，

0.N’$B"DF，（0I!）#;T!$B$65F，OF;T!·2I#T$B$"F，UI#AT!$B$5F，用水定容到

"$$EG，<I2B7。
摇瓶发酵产酶条件：6DH"5$,／EQK往复式摇床振荡培养6D=，收集发酵液。



!!" 主要生化试剂
胶体几丁质制备参照"#$%&’(等［))］的方法略有改进。*+,+-纤维素./、0%1234%5

6-)77均为 823’93:公司产品，0*0为日本进口分装，丙烯酰胺、牛血清白蛋白为0;<93
公司产品，巯基乙醇为+!9%&=公司产品，>&;(为?&#9%<3公司产品，@，@A-亚甲基双丙烯
酰胺为BCD=3公司产品，其余试剂均为国产分析纯。

!!# 几丁质酶活力测定
参照,:’#:;#和E3(3&D(方法［)/，).］，7FG9H胶体几丁质与适当稀释的酶液7FG9H于

G7I水浴反应)2，用*@0法［)J］测定。一个酶活力单位（K）被定义为在G7I下每分钟释
放出相当于)!<@-乙酰葡萄糖胺（@,6）的还原糖所需要的酶量。

!!$ 蛋白质含量测定
按L&34M#&4法［)G］进行测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白质。

!!% 电泳分析
采用垂直板状电泳。聚丙烯酰胺凝胶电泳（?,6+）、0*0-聚丙烯酰胺凝胶电泳（0*0-

?,6+）均按标准方法［)N］进行。

!!& 酶的分离和纯化

!!&!! 硫酸铵盐析：将培养液于JI)7777&／9;:离心.79;:，上清液经超滤浓缩后，慢
慢加入固体（@OJ）/0PJ至Q7R饱和度，JI过夜后)7777&／9;:离心.79;:，弃上清液，收
集沉淀，用1OSF7、7F)9#C／H@3/O?PJ-7F7G9#C／H柠檬酸缓冲液溶解沉淀并用该缓冲液
彻底透析。

!!&!’ *+,+-纤维素（*+./）柱层析：将彻底透析后的酶样品直接上经上述缓冲液平衡
过的*+,+-纤维素层析柱（/FGT9U/7T9），用含7"7FS9#C／H@3VC线性梯度的缓冲液洗
脱，流速为.79H／2，收集酶活性部分。

!!&!" 0%1234%56-)77柱层析：将上述收集的酶液，用1ONF7的7F)9#C／H@3/O?PJ-
7F7G9#C／H柠檬酸缓冲液充分透析，经?+6/7777浓缩到一定体积后，上样于经该缓冲
液平衡过的0%1234%56-)77柱（/FGT9U)77T9），用同一缓冲液洗脱，流速为)79H／2。
收集酶活力高的洗脱液，并将酶液经该缓冲液充分透析后，用?+6/7777浓缩到一定体
积贮存于JI以备用。

!!( 酶学性质

!!(!! 分子量测定：将样品及已知分子量的标准蛋白进行0*0-?,6+电泳，然后以相对
迁移率对分子量对数作图，从图中可以求出该几丁质酶的分子量。

!!(!’ 动力学常数!" 值的测定：酶液与不同浓度的几丁质反应后测定其酶活力。用

H;:%W%3&-LD&=作图法求出该酶对底物的!" 值
［))").］。

!!(!" 温度对几丁质酶活性及酶的热稳定性的影响：在不同温度下按常规法测定其酶活
力。酶液在不同温度下保温.79;:后仍按常规法测定其对应的酶活力。

!!(!# 1O对几丁质酶活性及酶对酸碱的稳定性影响：分别以1O.")/的缓冲溶液配制
底物和稀释酶液，按常规法测定其酶活力。此外，将酶液与上述不同1O缓冲液在G7I下
保温J2后，按常规法测定其对应的酶活力。

!!(!$ 金属离子强度对几丁质酶活性的影响：在含有不同@3VC浓度缓冲液中，按常规
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法分别测定其对应的几丁质酶活力。

!!"!# 金属离子对酶活力的影响：在酶反应液中分别加入不同的金属离子，并使其终浓
度为"##$%／&，然后按常规法测定其酶活力。

$ 结果
$!! 产气肠杆菌几丁质酶的分离和纯化
产气肠杆菌几丁质酶的分离纯化结果见表’。粗酶液经硫酸铵盐析、()*)+纤维素

柱层析、,-./01-23+’44柱层析后，所得样品比活力为’56"47／#8，纯化倍数为’"9::，活
力回收率为’5;。该酶样品经,(,+<*3)检测只显示一条蛋白带（图’），表明纯化的几
丁质酶为单一组分，已达到电泳纯。

表! 产气肠杆菌几丁酶的纯化

=0>%-’ <?@ABAC0DA$E$BC/ADAE0F-B@$#!"#$%&’()#$%($%&*$"$+

<?@ABAC0DA$E.@$C-1?@-
=$D0%.@$D-AE
／#8

=$D0%0CDAGADH
／7

,.-CABAC0CDAGADH
／（7／#8）

<?@ABAC0DA$E

B$%1

*CDAGADH@-C$G-@H
／;

I@?1--2D@0CD "J4944 69KLM’4" ’9’6M’4N ’944 ’44
（OPL）:,QL.@-CA.AD0DA$E :"49:L "9’NM’4" :94"M’4N ’955 5"
()*)+C-%%?%$F-C/@$#0D$8@0./H LJ9K6 N9N’M’4" 696LM’4N "95: LK
,-./01-23+’44I/@$#0D$8@0./H 69"J ’9’6M’4" ’955M’4L ’"9:: ’5

$!$ 产气肠杆菌几丁质酶的一些酶学性质

$!$!! 分子量：根据该酶在,(,+<*3)电泳中的迁移行为，通过作图法求出其分子量为

L:9"R(（图:）。

图’ 纯化的几丁质酶,(,+<*3)图

SA8!’ ,(,+<*3).0DD-@E$B.?@ABA-1C/ADAE0F-；

’!T$%-C?%0@U-A8/D#0@R-@F；

:!<?@ABA-1C/ADAE0F-!

图: ,(,+<*3)测定
SA8!: T$%-C?%0@U-A8/D1-D-@#AE0DA$E$BC/ADAE0F-

>H,(,+<*3),D0E10@1.@$D-AE

’!V0>>AD./$F./$@H%0F->（J5L44）；
:!W$GAE-F-@?#0%>?#AE（66:44）；
N!V0>>AD0CDAE（LN444）；
L!W$GAE-C0@>$EAC0E/H1@0F-（N’444）；
"!=@H.FAEAE/A>AD$@（:4’44）；
6!P-E-88U/AD-%HF$XH#-（’LL44）；

0!I/ADAE0F-!
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!!!!! 动力学!" 值：用"#$%&%’()*+(,作图法求得该酶对胶体几丁质的 !" 值为

-.//01／0"（图2）。

!!!!" 温度对酶活性及酶的热稳定性的影响：实验结果表明，该酶的最适反应温度为

334；该酶在234!334保温56后基本不失活，高于784时酶活力几乎丧失，说明该酶
对高温敏感（图5）。

图2 几丁质酶的"#$%&%’()*+(,图

9#1!2 "#$%&%’()*+(,:;<=>;?@6#=#$’>%
图5 温度对几丁质酶活力及稳定性的影响
9#1!5 A??%@=;?=%0:%(’=+(%;$=6%’@=#B#=C

’$D>=’E#<#=C;?@6#=#$’>%

F!A$GC0%’@=#B#=C；

-!H%<’=#B%>=’E#<#=C!

!!!!# :I对酶活性及酶的酸碱稳定性的影响：实验结果可知，该酶的最适:I为J.8；该
酶在:I!K或:I"5时，酶活力明显下降，在:I5!K内，酶蛋白基本保持稳定（图3）。

!!!!$ 离子强度对酶活力的影响：实验表明，该酶的8.-0;<／"L’M<存在时活力最大。

!!!!% 金属离子对酶活力的影响：结果见表-。多种金属阳离子对该酶都有不同的影
响，其中N$-O、*’-O、M’-O和 P$-O对酶活力有比较明显的激活作用，而I1-O、M;-O和

P1-O则有明显的抑制作用。
表! 金属离子对几丁质酶活性的影响

Q’E<%- A??%@=;?0%=’<#;$>;$@6#=#$’>%’@=#B#=C

P%=’<#;$># H%<’=#B%’@=#B#=C／R
M;$=(;< F88.8
I1-O F3.-
M;-O -8!8
P1-O 27!3
SO J3!-
9%-O J7!-
M+-O /8!8
L’O /3!8
T1O K3!5
9%2O FF5!8
P$-O F58!8
M’-O F38!8
*’-O F32!8
N$-O FJJ!8

#300;<／"

图3 :I对几丁质酶活力及稳定性的影响
9#1!3 A??%@=;?:I;$=6%’@=#B#=C’$D>=’E#<#=C;?@6#=#$’>%

F!A$GC0%’@=#B#=C；-!H%<’=#B%>=’E#<#=C!
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! 讨论
几丁质酶是一类差异较大的水解酶类，许多文献已报道了不同来源的几丁质酶的分

离纯化及性质研究。但有关从自然罹病死亡的草原毛虫体内分离到的产气肠杆菌的几丁

质酶的分离纯化及性质研究未见报道。本文与已有的报道相比较，在酶的分子量、酶反应

的最适温度、最适!"值以及金属离子对酶活力的影响等方面有差异。这些差异的产生，
可能与因不同菌株所产酶的性质有所不同，也可能与分离纯化条件不尽相同等相关，这些

都有待进一步研究证实。
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