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摘   要：【目的】裂解性多糖单加氧酶(LPMO)是一类铜离子依赖型的单加氧酶，能够通过氧化

的方式断裂糖苷键，进而显著提高多糖的降解效率，受到广泛的关注。但是 LPMO 单加氧酶的性

质使其容易被自身氧化而失活，且底物的聚合性质和释放产物的多样性使得对 LPMO 催化过程活

性的评估变得十分困难。【方法】本研究以 2,6-二甲氧基苯酚(2,6-DMP)和 H2O2 为底物，建立了测

定几丁质裂解性多糖单加氧酶(BtLPMO10A)活性的评价体系，并研究该酶在降解几丁质底物过程

中的稳定性。【结果】研究发现，在测定 BtLPMO10A 活性的过程中，较高的酶浓度，过氧化氢浓

度和 2,6-DMP 浓度均使得反应过程脱离了线性范围，而抗坏血酸的加入能够提高灵敏度，但是  

对活性测定过程有较大影响。BtLPMO10A 对 2,6-DMP 和 H2O2 的 Km 分别为 0.53 mmol/L 和     

5.31 mmol/L，亲和性高于纤维素裂解活性的 NcLPMO9C。BtLPMO10A 在还原剂抗坏血酸存在的

条件下容易失活，但底物几丁质的加入能够一定程度上稳定 LPMO 的活性，但是其在降解几丁质

过程中活性依然会下降。【结论】本研究以 2,6-二甲氧基苯酚为底物检测 BtLPMO10A 对底物的亲

和力，并研究 BtLPMO10A 的稳定性，为深入评价具有几丁质氧化裂解活性的 LPMO 的稳定性及

其在几丁质降解过程中的应用提供了重要信息。 

关键词：LPMO；2,6-二甲氧基苯酚；稳定性；几丁质；H2O2 
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The activity and stability analyses of chitin-activity lytic 
polysaccharide monooxygenase 

YU Xiaonan, LIU Lin, QU Mingbo*, YANG Qing 
School of Bioengineering, Dalian University of Technology, Dalian 116024, Liaoning, China 

Abstract: [Objective] Lytic polysaccharide monooxygenase (LPMO) is a recently discovered copper 

ion-dependent oxidase, which can break glycosidic bonds by oxidation, thus significantly improving the 

efficiency of polysaccharides degradation. However, it is easy to be inactivated and difficult to evaluate 

the activity of LPMO due to the properties of its substrates and the diversity of its released products. 

[Methods] In this study, we established a spectrophotometric activity assay to detect the chitin-active 

LPMO (BtLPMO10A) using 2,6-dimethoxyphenol (2,6-DMP) and H2O2 as substrates, and to evaluate 

the stability of LPMO during chitin degradation. [Results] The results suggested that high 

concentration of enzyme, 2,6-DMP or H2O2 would deviate the reaction from linear range. The Km of 

BtLPMO10A toward 2,6-DMP and H2O2 was determined to be 0.53 mmol/L and 5.31 mmol/L respectively. 

It suggested BtLPMO10A possessed a higher affinity toward 2,6-DMP and H2O2 than NcLPMO9C. 

BtLPMO10A was easy to be inactivated in the presence of reducing agent ascorbic acid. The substrate 

chitin could stabilize the enzyme, but the activity still decreased during the degradation of chitin. 

[Conclusion] This work evaluated the factors that impacted on the assay for detecting the activity of 

BtLPMO10A using 2,6-DMP as substrate, and estimated the stability of BtLPMO10A during chitin 

degradation. It will provide important information for the investigation of chitin-active LPMOs. 

Keywords: LPMO; 2,6-dimethoxyphenol; stability; chitin; hydrogen peroxide 

几丁质是一种由 N-乙酰葡萄糖胺结构单元

通过 β-1,4 糖苷键连接而成的直链高聚物，是自

然界中除纤维素外的第二大生物质资源，主要

存在于节肢动物外骨骼、真菌和海洋藻类中[1]。

根据几丁质微纤维中几丁质链排布方式不同，

可将其分为 3 种晶体形态：α-几丁质、β-几丁

质和 γ-几丁质。其结构通过几丁质糖链间的乙

酰基和氨基之间形成的氢键作用来稳定。α-几

丁质在自然界中含量 多且结构 致密，其糖

链以反向平行的方式排布，因此刚性较强，主

要存在于蟹壳、虾、昆虫等节肢动物的甲壳中。

β-几丁质的糖链以平行的方式排布，主要存在

于鱿鱼软骨组织以及藻类植物中。γ-几丁质的

糖链以平行和反平行混合的方式排布，主要存

在于鱿鱼的胃黏膜中。β-几丁质和 γ-几丁质相

较于 α-几丁质缺乏链间氢键，因此结构较为松

散，有一定柔性[2]。 

几丁质是自然界中广泛存在的 重要、

难降解的多糖之一。如何实现几丁质的高效降

解是实现几丁质生物质资源利用的关键。自然

界中，几丁质的降解过程由多种酶参与，包括

几丁质酶、β-N-乙酰葡萄糖胺酶以及裂解性多

糖单加氧酶(LPMO)[3]。几丁质酶可以在几丁质

内部水解几丁质，形成几丁寡糖。β-N-乙酰葡

萄糖胺酶催化几丁寡糖或二糖水解生成 N-乙酰

葡萄糖胺[4]。LPMO 是 近研究发现的一类铜

离子依赖型的单加氧酶 ,能够通过氧化机制催

化多糖糖苷键的断裂，产生一系列氧化产物。
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目前 LPMO 在 碳水 化合物活 性酶数据 库

(www.cazy.org)中被系统地归类为多个家族，包

括辅助活性家族 AA9-11 以及 AA14-16 家族[5]。

LPMOs活性位点具有 1个N端高度保守的组氨酸

基团，以及另 1 个位于中部的保守的组氨酸。这 2

个组氨酸的侧链与 N 端组氨酸的氨基形成一个 T

型结构，能够螯合一个铜离子，对其氧化活性至

关重要[6]。除此之外，LPMO 需要电子供体。它们

可以是自然界存在的天然的电子供体(例如植物

细胞壁中的多酚木质素)或者是一些外源还原剂

(例如抗坏血酸、没食子酸等)。纤维素二糖脱氢酶

也可以作为电子供体。通过外源补充抗坏血酸或

还原型谷胱甘肽等化合物可以有效地提高 LPMO

的活性。但是研究发现，LPMO 在还原剂存在的

条件下能够将自身氧化而失活，降低了其在降解

多聚底物过程中的活性。如何更好地评价 LPMO

失活的过程进而避免其失活是应用 LPMO 用于降

解多聚底物需要解决的问题。 

裂解性多糖单加氧酶可催化多种多糖的氧

化解聚，如纤维素、半纤维素、几丁质和淀粉。

但是这些底物的聚合性质和释放产物的多样性

使得 LPMO 活性的评估变得困难。目前已经有

多种方法能够实现 LPMO 活性的测定，比如质

谱法、色谱法、碳水化合物凝胶电泳(PACE)、

FRET 淬灭法、7-氨基-1,3-萘二磺酸(ANDA)荧

光标记法、Amplex red 偶联酶测定法等。

MALDI-TOF 质谱法(MS)是通过检测酶在还原

剂存在下作用于底物产生的氧化低聚糖的分子

量来监测酶活性[7]，优点是准确性高，而且适

合多种酶检测，但缺点是需要避免 LPMO 受到

糖苷水解酶(如纤维素酶)的污染以及只能进行

定性分析。色谱法是 LPMO 与其底物多糖在特

定的条件下充分反应后，通过测定样品中氧化

寡糖产物的保留时间和峰面积，得出酶促反应

生成物的种类和含量，从而换算出酶活力的数

值。该方法的优点是可以定量测定酶的活性大

小，缺点是这种方法很耗时且对反应产物的检

测仅限于较低分子量裂解产物。碳水化合物凝

胶电泳(PACE)法是通过检测 LPMO 分解 PASC

的产物纤维二糖和纤维三糖来测定酶活性[8]，

优点是适用于天然底物和多种酶活性测定，并

给出半定量结果，缺点是制备和测量的工作量

要大得多。FRET 淬灭法是用荧光标记寡糖底

物，从而测定具有 C4 氧化活性的 LPMO 的活

性，进而得到动力学常数[9]。优点是可以定量

反应产物，缺点是只能够检测对可溶底物有活

性的 LPMO。7-氨基-1,3-萘二磺酸荧光标记法

是通过荧光标记 LPMO 催化产生的不溶性 C1

氧化产物来测定酶的活性[10]。优点是精确度高，

缺点是操作复杂繁琐且并不太常使用。Amplex 

red 偶联酶测定法[11]是利用 LPMO 在氧化还原

剂如抗坏血酸或纤维二糖脱氢酶(CDH)存在下

形成过氧化氢的副反应，通过辣根过氧化物酶

检测 H2O2 的产生来检测酶的活性。优点是适用

于快速活性测量，以量化蛋白质纯化过程中的

LPMO 活性。缺点是解偶联反应缓慢、灵敏度

低，并且该测定需要高 LPMO 浓度以进行可靠

的测量。 

近人们建立了一种简单、快速、灵敏测

酶活性的方法[12]。它是基于 LPMO 新发现的过

氧化物酶活性，反应依赖于酶活性位点的铜离

子。如图 1 所示，在共底物 H2O2 存在的条件下，

LPMO 能 够 催 化 底 物 2,6- 二 甲 氧 基 苯 酚

(2,6-DMP)转化为 2,6-DMP 自由基。两个形成的

2,6-DMP 自由基迅速二聚成氢芥酸木酚酮，再

被 LPMO 氧化成显色产物木酚酮。该方法已被

应用于具有纤维素氧化裂解活性 LPMO 活性的

测定过程，可以应用于 LPMO 生产和纯化过程

中活性的测定。但是该方法同样受到多种条件

的影响，目前仅在测定具有纤维素裂解活性的
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LPMO 的过程中进行了系统的评价，对于其在

测定具有几丁质裂解活性 LPMO 过程中的影响

因素尚不清楚。 

本文以微生物来源的具有几丁质氧化裂解

活性的 BtLPMO10A 为研究对象，考察了以

2,6-DMP 为底物测定 BtLPMO10A 对 2,6-DMP、

H2O2的亲和性，并利用该底物考察 BtLPMO10A

在几丁质降解过程中的稳定性，为进一步应用

具有几丁质裂解活性的 LPMO 用于几丁质降解

提供重要信息。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
大 肠 杆 菌 表 达 菌 株 BL21(DE3) 、 BCA 

Protein Assay Kit 购自 TaKaRa(北京)公司；低分

子量蛋白质 Marker购自北京索莱宝科技有限公

司；α-几丁质、β-几丁质、卡尔科弗卢尔荧光

增白剂(Calcofluor White M2R，CFW)、二乙酰

壳二糖购自 Sigma-Aldrich 公司；H2O2、抗坏血

酸、2, 6-DMP 均购自 Aladdin 公司。 

1.2  BtLPMO10A 的诱导表达 
从平板挑取表达重组 BtLPMO10A 的大肠杆

菌 BL21 单菌落接种于 10 mL 含 100 mg/L 氨苄青

霉素的 LB 培养基中，于 37 °C 摇床中 200 r/min

活化过夜。再将活化后的菌液按 1︰100 的比例

接种于 1 L 培养基中，37 °C、200 r/min 扩大培养

至 OD620 值约为 0.35。加入终浓度为 0.5 mmol/L

的 IPTG，于 37 °C、200 r/min 条件下诱导 5 h。

诱导后将菌液在 4 °C、17 000×g条件下离心 5 min

收集细胞，弃上清。 

1.3  BtLPMO10A 的分离纯化 
将上述收集的细胞重悬于裂解缓冲液

buffer A (20 mmol/L 磷酸二氢钠，500 mmol/L 氯

化钠，pH 7.4)，添加 1%的溶菌酶后通过高压匀

浆破碎细胞。17 000×g 离心 30 min 分离得到上

清液，与 β-几丁质在 4 °C 冰箱旋转孵育 1 h。然

后用缓冲液 CBD (500 mmol/L 氯化钠，20 mmol/L 

Tris-HCl，0.05% TritonX-100，pH 8.0)清洗几丁

质 3 次， 后用 20 mmol/L 乙酸洗脱目的蛋白。

目的蛋白通过 BCA Protein Assay 试剂盒定量。

通过 15% SDS-PAGE 检测蛋白纯度。 

1.4  BtLPMO10A 的活性测定 
以固体 β-几丁质为底物，采用 300 μL 的反

应体系，包括：2 mg/mL β-几丁质，1 μmol/L 

BtLPMO10A，20 mmol/L 叠氮化钠，1 mmol/L

抗坏血酸，20 mmol/L 磷酸钠缓冲液(pH 6.0)，

30 °C、200 r/min 条件下孵育 24 h。反应结束后，

14 000×g 离心 10 min ，收集上清液进行

MALDI-TOF MS 分 析 。 对 照 组 中 不 加

BtLPMO10A，其他条件相同。 

 
 

图 1  2,6-DMP 的氧化过程[12] 

Figure 1  2,6-DMP oxidation process[12]. 
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1.5  以 2,6-DMP 为底物的活性测定方法 

评价 
1.5.1  酶浓度对 BtLPMO10A 活性测定的影响 

采用 200 μL 的反应体系：设置不同浓度的

BtLPMO10A (1 μmol/L、2 μmol/L、5 μmol/L、

10 μmol/L)，5 mmol/L 2,6-DMP，100 μmol/L 

H2O2，100 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 6.0)，30 °C

孵育 30 min，测 469 nm 下吸光度(A)随时间的

变化，每组实验设置 3 个重复。根据资料显示，

该 方 法 测 得 的 显 色 产 物 的 摩 尔 吸 光 系 数 

ε469=53 200 L/(mol·cm) (pH 6.0)[12]，产物浓度

(mol/L)=A/(ε×d)，其中 d 为比色皿宽度 0.56 cm。

通过换算绘制产物浓度随时间增加的曲线，计算斜

率得出酶活性。并进一步得出 BtLPMO10A 活性与

浓度关系图。 

1.5.2  2,6-DMP浓度对BtLPMO10A活性测定的

影响 

采 用 200 μL 的 反 应 体 系 ， 5 μmol/L 

BtLPMO10A ， 设 置 不 同 浓 度 的 2,6-DMP         

(1、2、5、10、15 mmol/L)，100 μmol/L H2O2，

100 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 6.0)，30 °C 孵育

30 min，测 469 nm 下吸光度随时间的变化，每

组实验设置 3 个重复。通过换算绘制产物浓度

随时间增加的曲线，分析合适的底物浓度用于后

续酶活性的测定，计算斜率得出酶活性。再通过

双倒数作图法 (1/V=Km/Vmax×1/[S]+1/Vmax)测定

BtLPMO10A 对 2,6-DMP 的 Km 值。 

1.5.3  H2O2 浓度对 BtLPMO10A 活性测定的  

影响 

采 用 200 μL 的 反 应 体 系 ， 5 μmol/L 

BtLPMO10A，5 mmol/L 2,6-DMP，设置不同浓

度的 H2O2 (0 μmol/L、10 μmol/L、30 μmol/L、

50 μmol/L、100 μmol/L)，100 mmol/L 磷酸盐缓

冲液(pH 6.0)，30 °C 孵育 30 min，测 469 nm 下

吸光度随时间的变化。每组实验设置 3 个重复，

通过换算绘制产物浓度随时间增加的曲线，计

算斜率得出酶活性。再通过双倒数作图法

(1/V=Km/Vmax×1/[S]+1/Vmax)测定 BtLPMO10A 对

H2O2 的 Km 值。 

1.5.4  抗坏血酸浓度对BtLPMO10A活性测定的

影响 

体系 1：采用 200 μL 的反应体系，5 μmol/L 

BtLPMO10A，5 mmol/L 2,6-DMP，100 μmol/L 

H2O2，100 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 6.0)，添

加不同浓度的抗坏血酸(0、0.5、1、2、5 mmol/L)，

30 °C 孵育 30 min，测 469 nm 下吸光度随时间

的变化。每组实验设置 3 个重复，绘制吸光度

随时间增加的曲线，通过斜率得出酶活性。体

系 2：采用 200 μL 的反应体系，在不含 H2O2

条件下，5 μmol/L BtLPMO10A，5 mmol/L，

2,6-DMP，100 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 6.0)，

设置不同浓度的抗坏血酸(0、0.5、1 mmol/L)，

30 °C 孵育 30 min，测 469 nm 下吸光度随时间

的变化。每组实验设置 3 个重复，通过换算绘

制产物浓度随时间增加的曲线，计算斜率得出

酶活性，得出抗坏血酸浓度对 BtLPMO10A 活

性的影响。 

1.6  BtLPMO10A 的稳定性 
采用 2,6-DMP 法表征 BtLPMO10A 的稳定

性。300 μL 的反应体系：5 mg/mL β-几丁质，

50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 6.0)，1 mmol/L 抗坏

血酸/不加抗坏血酸，5 μmol/L BtLPMO10A，    

20 mmol/L 叠氮化钠，30 °C 孵育 0、3、6、9、

12、24、48 h。离心取上清 100 μL，用考马斯

亮蓝法测上清中蛋白浓度即为未结合蛋白质浓

度，总蛋白浓度去除未结合蛋白质浓度为结合

蛋白质浓度。采用 2,6-DMP 法测上清液中酶的

残留活性，再通过计算比活性(酶活性曲线斜率

/蛋白浓度)来表征酶的稳定性。 
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2  结果与分析 

2.1  BtLPMO10A 的制备及活性测定 
2.1.1  BtLPMO10A 的制备 

将接种 BtLPMO10A 单菌落的 E. coli 

BL21(DE3)宿主细胞用终浓度为 0.5 mmol/L 的

IPTG 进行诱导表达，采用固体 β-几丁质填料吸

附纯化目的蛋白，结果如图 2 所示。发现

BtLPMO10A 在上清液中实现可溶表达。目的蛋

白在 20 mmol/L 乙酸洗脱液中富集，其中 8、9

组分中蛋白质条带较为单一，满足后续实验的

要求。纯化得到的蛋白质在 SDS-PAGE 条带位

置与预测蛋白位置(22 kDa)一致。收集目的蛋

白，并用 BCA 法测蛋白浓度，得到蛋白产量约

为 12 mg/L。 

2.1.2  BtLPMO10A 的活性鉴定 

以 β-几丁质为底物，BtLPMO10A 在有抗坏

血酸的存在下的产物质谱图中有明显的区别于

对照组 (图 3A)的质谱峰，其质荷比依次为     

1 097.3、1 297.4、1 500.6、1 703.6、1 907.7 m/z (图

3B)。根据之前的文献报道[9]，这些质谱峰正是

溶解性多糖单加氧酶氧化几丁质的产物特征 

 
 

图 2  BtLPMO10A 分离纯化 SDS-PAGE 电泳图  
Figure 2  SDS-PAGE analysis of BtLPMO10A. M: 
protein marker; lane 1: the supernatant of cell lysate 
from cells containing empty vector pET22b; lane 2: 
supernatant of cell lysate from cells expressing 
BtLPMO10A; lane 3: precipitation of cell lysate 
from cells expressing BtLPMO10A; lane 4: flow 
through; lane 5, 6, lane 7: CBD buffer washing 
components; lane 8, 9: 20 mmol/L acetic acid eluent 
components. 

 
峰，分别对应几丁五糖酸、几丁六糖酸、几丁

七糖酸、几丁八糖酸和几丁九糖酸。说明表达

获得的 BtLPMO10A 是具有活性的。 

2.2  建立 2,6-DMP 法测 BtLPMO10A 的活

性体系 
2.2.1  不同浓度 BtLPMO10A 活性测定 

首先考察不同浓度 BtLPMO10A 催化底物

2,6-DMP 产生有色氧化物质的活性。如图 4A 

 

 
 

图 3  BtLPMO10A 作用于 β-几丁质的产物质谱图 
Figure 3  Mass spectrum analysis of the product of BtLPMO10A acting on β-chitin. A: Control group, no 
BtLPMO10A; B: Experimental group, 1 μmol/L BtLPMO10A.  
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图 4  不同浓度 BtLPMO10A 的活性测定 
Figure 4  Activity determination of BtLPMO10A at different concentrations. A: the time-dependent changes of 
products generated by different concentrations of BtLPMO10A; B: the relationship between the activity and 
concentration of BtLPMO10A. 
 

所示，当体系中存在 1 μmol/L 的酶时，产物生成

并不明显。随着酶浓度的提高，产物的生成量随

着酶浓度的增加而增加。在前 200 s 内，产物浓

度随着时间呈线性增加，但当超过 200 s 之后，

高浓度的酶催化底物产生产物开始进入平台期。

综合考虑酶活性的显著性以及是否容易进入平

台期，选取 5 μmol/L 酶用于后续活性的分析。取

前 200 s 的反应过程，通过斜率计算酶的活性，

绘制酶的活性与浓度的关系。如图 4B 所示，酶

浓度与活性呈线性关系，表明该方法在一定范

围内能够很好地体现酶的活性。 

2.2.2  不同浓度2,6-DMP对BtLPMO10A活性影响 

进一步考察不同底物浓度 2,6-DMP 对      

5 μmol/L BtLPMO10A 活性测定的影响，结果如

图 5A 所示。结果表明，随着 2,6-DMP 浓度增

加，产物也随之增加，且反应初始阶段产物增 

 

 
 

图 5  2,6-DMP 对 BtLPMO10A 活性的影响 
Figure 5  Effect of 2,6-DMP on the activity of BtLPMO10A. A: the activity of BtLPMO10A was measured with 
different concentrations of 2,6-DMP; B: Km value of BtLPMO10A to 2,6-DMP. 
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加与时间呈线性关系。但是当 2,6-DMP 浓度大

于 10 mmol/L 后，产物的增加在反应时间超过

100 s 之后趋于缓慢。考虑测定酶活性的显著性

以及反应过程是否容易进入平台期而影响精确

的测定，选取 5 mmol/L 的 2,6-DMP 为底物用于

后续动力学参数的分析。以底物 2,6-DMP 浓度

倒数为横坐标，反应初始阶段得到的速率倒数为

纵坐标，通过双倒数作图 (1/V=Km/Vmax×1/[S]+ 

1/Vmax)，结果如图 5B 所示。求得 BtLPMO10A

对 2,6-DMP 的 Km 值约为 5.31 mmol/L。 

2.2.3  不同浓度H2O2对BtLPMO10A活性的影响 

H2O2 作为 LPMO 的共底物，影响 LPMO

活性的测定，因此进一步考察不同浓度 H2O2

对 BtLPMO10A 活性的影响。结果如图 6A 所示，

在不加 H2O2 的情况下，并不能检测到产物的生

成。在加入 H2O2 的情况下，随着 H2O2 浓度增

加，BtLPMO10A 活性增强，且前 200 s 产物浓

度随时间的增加呈线性关系。随着 H2O2 浓度的

增高，进一步延长反应时间后，反应更容易到

达平台期。以 H2O2 浓度倒数为横坐标，反应速

率倒数为纵坐标，通过双倒数作图 (1/V=Km/ 

Vmax×1/[S]+1/Vmax)，结果如图 6B 所示，根据与

横坐标截距绝对值为 1/Km，求得 BtLPMO10A

对 H2O2 的 Km 值约为 0.53 mmol/L。 

2.2.4  不同浓度抗坏血酸对BtLPMO10A活性影响 

由于在抗坏血酸存在条件下，LPMO 能够

产生 H2O2，因此考察抗坏血酸对于活性测定的

影响。首先在 100 μmol/L H2O2 存在条件下，在

前 50 s 时，随着抗坏血酸浓度增加，产物浓度

也逐渐增加，这表明抗坏血酸能够促进酶的催

化反应。但是当反应时间大于 50 s 时，随着抗

坏血酸浓度增加(大于 2 mmol/L)，产物浓度增加

变缓慢，而且不再呈线性关系。当抗坏血酸浓度

大于 2 mmol/L，反应时间为 200 s 时，产物浓度

反而小于添加低浓度的抗坏血酸(图 7A)。当体

系中不含有 H2O2 时，用抗坏血酸代替 H2O2 时，

抗坏血酸的存在同样能够使 BtLPMO10A 催化

2,6-DMP 产生相应的产物，结果如图 7B 所示。

且产物随着抗坏血酸浓度增加而增加，但是产生

产物的量以及线性关系不如 H2O2。 

 
 

 
 
 

图 6  H2O2 对 BtLPMO10A 活性影响 
Figure 6  Effect of H2O2 on the activity of BtLPMO10A. A: determination of BtLPMO10A activity with 
different concentrations of H2O2; B: Km value of BtLPMO10A toward H2O2. 
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2.3  BtLPMO10A 与底物的结合及稳定性 
LPMO的稳定性是其催化几丁质降解过程的

重要因素。本研究进一步采用 2,6-DMP 测定

LPMO 活性的方法，结合测定上清中蛋白质浓度

进 而 得 到 酶 的 比 活 性 。 通 过 比 活 性 分 析

BtLPMO10A 在只结合几丁质(无抗坏血酸)以及

催化几丁质(有抗坏血酸)过程中的稳定性。首先

通过考马斯亮蓝法测定上清液中未结合蛋白质

的浓度，通过计算得到未结合酶的百分比，结果

如图 8 所示。在无抗坏血酸存在的情况下，上清

液中酶浓度随时间下降较少，说明仅有少部分酶

能够结合在几丁质上。在有抗坏血酸存在的情况

下，上清液中酶浓度下降较多，特别是在前 12 h

下降速度极快，说明有较多的酶结合在几丁质上。 

 
 

 
 
 

图 7  不同浓度抗坏血酸对 BtLPMO10A 活性的影响 
Figure 7  Effects of different concentrations of ascorbic acid on the activity of BtLPMO10A. A: reaction 
system containing 100 μmol/L H2O2; B: reaction system containing no H2O2. 

 
 

在上述实验基础上，采用 2,6-DMP 法测定在

不同时间条件下上清液中 BtLPMO10A 的活性，

并根据蛋白质浓度计算得到比活性。将初始条件

下的比活性记为 100%，根据比活性变化分析酶的

稳定性。结果如图 9A、9C 所示，在有抗坏血酸

存在条件下，随着时间的增长，测得上清液中的

残留活性一直降低，但是降低的幅度没有无抗坏

血酸时快。在 48 h 依然具有一定的活性。如图 9B、

9D 所示，在无抗坏血酸存在的条件下，随着时间

的增长，测得上清中的残留活性迅速降低，其比

活力在前 24 h 逐渐下降， 后活性消失，在 24 h

后基本失活。 

 
 

 

图 8  BtLPMO10A 在上清中蛋白质浓度随催化

时间的变化 
Figure 8  Percentage of BtLPMO10A in supernatant 
during hydrolysis. 
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图 9  BtLPMO10A 在几丁质存在条件下的稳定性分析 
Figure 9  Analysis of the stability of BtLPMO10A in the presence of chitin. A and C: with ascorbic acid; B and 
D: without ascorbic acid. 
 

3  讨论 

LPMO 是 近发现的一类铜离子依赖型的

氧化酶，由于其能够通过氧化的方式断裂几丁

质，显著提高多糖的水解效率，因而受到人们

的广泛关注。但是 LPMO 底物的聚合性质和释

放产物的多样性使得 LPMO 活性的评估变得困

难，且在降解多糖底物过程中容易失活。本研

究考察了以 2,6-DMP、H2O2 为底物，测定具有

几丁质裂解活性的 LPMO 的方法。结果发现较

高的酶浓度，2,6-DMP 浓度和过氧化氢浓度， 

在反应超过一定时间时均使得反应过程脱离了

线性范围，容易到达平台期(图 4–6)。说明使用

此方法比较容易受到酶浓度、底物浓度的影响，

需要在合适的范围内进行测定，本研究经过优化

选取 5 μmol/L 酶、5 mmol/L 底物 2,6-DMP 的条

件用于进一步研究过氧化氢、抗坏血酸对于

LPMO 催化过程的影响。考虑到不同的 LPMO

活性存在差异，在比较 LPMO 活性的过程中，

采用此方法时需要评价反应产物随时间的变

化，找出反应发生的线性范围，通过斜率体现

酶的活性。不能够简单地采用终点法进行比较，

否则结果并不准确，比如图 7中 200 s时的情况。 

由于 LPMO 在抗坏血酸存在的条件下能够
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生成 H2O2，而 H2O2 在此方法中是作为共底物

参与催化反应。因此抗坏血酸的加入能够促进

产物的生成，但是其促进作用仅在较短的时间

内(50 s)随抗坏血酸浓度增加，斜率升高。随后

反应很快到达平台期(图 7A)。当体系中用抗坏血

酸代替 H2O2 时，产物并不能很好地随抗坏血酸

的浓度增加而成线性增加(图 7B)，说明抗坏血酸

并不能作为共底物代替 H2O2 进行活性测定，且

当体系中存在抗坏血酸时，酶容易失活，不能够

简单地采用终点法对 LPMO 的活性进行检测。 

通过 2,6-DMP 法能够测定 BtLPMO10A 对

H2O2 的 Km 为 0.53 mmol/L，对 2,6-DMP 的 Km为

5.31 mmol/L。其对 H2O2和 2,6-DMP 的亲和力均高

于具有纤维素裂解活性的 NcLPMO9C[12]。尽管

2,6-DMP 并不是 LPMO 的真正底物，但此种方法

可以用于比较不同种类 LPMO 性质的差别。应用

该方法实现了对 BtLPMO10A 稳定性的评价，发现

在抗坏血酸存在的条件下，BtLPMO10A 能够更好

地与底物结合，说明其活性中心铜离子的还原与酶

跟底物的结合紧密相关，与文献报道的一致。此时

酶随时间的稳定性高于无抗坏血酸的情况，可能原

因在于酶与底物的结合能够提高酶的稳定性，减少

酶分子被氧化而失活的可能性。 

4  结论 

本研究考察了通过 2,6-DMP 检测几丁质裂

解性多糖单加氧酶活性的影响因素，并应用该方

法考察 LPMO 对底物亲和力及稳定性的分析，为

进一步应用几丁质氧化裂解活性的 LPMO 用于

几丁质的降解提供了重要信息。 
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